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基于生物信息学的海分枝杆菌ESAT-6蛋白特征及功能预测
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摘要:为揭示ESAT-6蛋白在海分枝杆菌(Mycobacterium
 

marinum)毒力、免疫反应和细胞功能的重要作用。本研究利用

生物信息学的方法对海分枝杆菌ESAT-6蛋白的理化性质、亚细胞定位、蛋白结构、共线性、互作蛋白网络等进行分析,推

测该蛋白的功能作用。结果表明,ESAT-6蛋白是一类由约100个氨基酸组成的亲水性蛋白,为T细胞抗原,多位于细胞

核与细胞质中,具有螺旋发夹结构。Motif分析说明ESAT-6蛋白有3个基序,与结核分枝杆菌、堪萨斯分枝杆菌和溃疡

分枝杆菌的共线性分析显示该蛋白具有较高保守性。ESAT-6蛋白与esxG、espA、espB等蛋白有直接的互作,还可与

CFP-10蛋白形成复合物发挥作用。ESAT-6蛋白的功能主要是在细胞膜上形成特殊孔道破坏细胞膜,实现免疫逃逸,诱

导细胞凋亡等。研究结果可为研究海分枝杆菌在感染宿主的机制中提供理论依据。
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海分枝杆菌(Mycobacterium
 

marinum)是分枝杆菌属(Mycobacterium)的一个物种,在全球水域皆有分布,
有较大的基因组,会通过接触感染变温动物和较凉的人类四肢 引起皮肤和软组织损伤[1]。海分枝杆菌

(Mycobacterium
 

tuberculosis)与结核分枝杆菌在固体培养基上的菌落形态通常是光滑的,在显微镜下亦难以区

分,是一种长1.0~4.0
 

μm、宽0.2~0.6
 

μm的多形杆菌,无芽孢形成,抗酸染色菌体呈红色,类脂含量高[2]。海

分枝杆菌与结核分枝杆菌有较近的亲缘关系[3],二者基因相似度高达95%[4],有相似的致病机理[5]。海分枝杆

菌感染宿主细胞时,通过分泌系统、分泌蛋白等与宿主的免疫细胞相互作用,调节宿主细胞的免疫功能,介导宿

主细胞内的存活,引起疾病[6]。
海分枝杆菌的EXS分泌系统,即Ⅶ型分泌系统(type

 

Ⅶ
 

secretion
 

system,
 

T7SS),具有5种不同的ESX分

泌系统,分别为ESX-1、ESX-2、ESX-3、ESX-4和ESX-5,其中,ESX-1、ESX-3、ESX-5在毒力方面发挥重要作

用[7]。ESAT-6,亦称EsxA,是ESX-1系统分泌的一种小蛋白,目前已证明该蛋白在细菌毒力分泌方面发挥重要

作用。ESAT-6蛋白通过抑制TLR信号通路、转录因子、干扰素调节因子等[8]来抑制宿主固有免疫应答[9],还可

减少T细胞IFN-γ分泌,直接抑制T细胞反应[10]。Munked等人[11]的研究表明,海分枝杆菌感染浸润的单核细

胞改变细胞因子表达谱,诱导糖酵解代谢、缺氧介导的信号传导、一氧化氮合成、组织重塑,并抑制对干扰素-γ的

反应性。此外,ESAT-6蛋白还具有激活嗜中性粒细胞诱导的作用[12]。
本研究利用生物信息学方法,对海分枝杆菌ESX-1分泌系统关键效应因子ESAT-6蛋白的序列特征、结构

与功能进行了系统预测。本研究通过分析ESAT-6蛋白的理化性质、保守结构域及互作网络,阐明ESAT-6蛋

白的基本生物学属性,并结合现有理论对它的功能进行验证与梳理。深入挖掘ESAT-6蛋白在感染过程中的潜

在作用,以揭示ESAT-6蛋白的生物学意义,从而为理解海分枝杆菌的致病机制提供新的线索与研究方向。

1 材料与方法

1.1 ESAT-6蛋白序列的筛选

从NCBI官网(www.ncbi.nlm.nih.gov)下载海分枝杆菌的全基因组蛋白文件。在 Uniprot网站(www.
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uniprot.org)找到PFam码PF06013并由此进入,下载对应的 HMM文件。利用TBtools-II软件筛选出可能是

ESAT-6蛋白的序列,挑选出E-value小于10-3 的序列,在NCBI官网中进一步筛选确认,最后采用 MEGA
 

11软

件进行多序列联配,保留符合长度条件的序列。

1.2 ESAT-6蛋白的序列及结构分析

通过生物信息学方法对ESAT-6蛋白的序列进行理化性质分析、N-糖基化位点预测、抗原预测、磷酸化位点

预测、亚细胞定位、进化树分析、结构分析、互作蛋白网络和共线性分析,相关生物信息学分析软件见表1。

表1 生物信息学分析在线工具

Tab.1 Bioinformatics
 

analysis
 

online
 

tool

工具名称 来源网站 用途

ExPASy https://web.expasy.org/ 理化性质(等电点、分子质量、亲疏水性)

NetPhos-3.1 https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetPhos-3.1/ 磷酸化位点预测

NetNGLyc1.0 https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetNGlyc-1.0/ N-糖基化位点预测

DeepLoc-2.1 https://services.healthtech.dtu.dk/services/DeepLoc-2.1/ 亚细胞定位

MEME
 

5.5.7 http://meme-suite.org/tools/meme Motif分析

SOPMA https://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl
 

page=npsasopma.html 二级结构预测

Swiss
 

model https://swissmodel.expasy.org/interactive 三级结构预测

STRING https://cn.string-db.org/ 互作蛋白网络

VaxiJen https://ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html 抗原预测

2 结果与分析

2.1 ESAT-6蛋白的序列分析

如表2所示,筛选出14条ESAT-6蛋白的氨基酸序列,氨基酸序列长度为94~117个氨基酸,等电点为

4.57~6.42,分子质量约为10
 

000
 

Da,这说明蛋白质存在差异,且分子质量的大小通常与蛋白质的结构复杂性

和功能多样性相关。ESAT-6蛋白多存在于细胞质和细胞核中,抗原预测结果表明绝大多数为抗原。ESAT-6蛋

白的N-糖基化位点预测表明,在14条序列中,仅有4条含糖基化位点,糖基化位点的形成可能与蛋白的结构形

成或功能行使有一定关系。

表2 氨基酸理化性质

Tab.2 Physical
 

and
 

chemical
 

properties
 

of
 

amino
 

acids

编号 氨基酸数量/个 等电点 分子质量/Da N-糖基化位点 抗原预测

WP_012392186.1 95 4.67 9
 

871.75 无 抗原

WP_012392192.1 100 5.40 10
 

928.20 无 抗原

WP_012395207.1 94 5.64 9
 

956.02 无 抗原

WP_012395281.1 98 5.44 10
 

884.14 无 抗原

WP_020727682.1 95 4.68 10
 

275.42 无 抗原

WP_020731141.1 95 4.68 10
 

038.95 有 抗原

WP_020731160.1 96 6.12 1
 

046.73 有 抗原

WP_020731989.1 98 5.51 10
 

947.24 无 抗原

WP_036455447.1 103 5.58 11
 

098.28 无 抗原

WP_038580099.1 100 5.13 11
 

090.32 无 非抗原

WP_038581209.1 103 4.57 10
 

418.49 无 抗原

WP_038582374.1 98 5.44 10
 

939.06 无 抗原

WP_038582377.1 94 4.97 9
 

847.84 有 抗原

WP_050674485.1 117 6.42 12
 

603.03 有 抗原
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  ESAT-6蛋白的氨基酸序列中存在的磷酸化有苏氨酸、酪氨酸和丝氨酸,筛选出的序列中苏氨酸磷酸化位点

共39个、酪氨酸磷酸化位点共7个、丝氨酸磷酸化位点共有59个。ESAT-6蛋白为亲水性蛋白,如表3所示,分
值为正代表蛋白质的性质为疏水,分值为负代表蛋白质的性质为亲水。由表3可见,每条ESAT-6蛋白序列亲

水性、疏水性的最高位不在同一位置,这可能与氨基酸的组成有关。

表3 ESAT-6蛋白的亲疏水性

Tab.3 The
 

hydrophilicity
 

and
 

hydrophobicity
 

of
 

ESAT-6
 

protein

编号 蛋白质性质 最高分位置 最高分值 最低分位置 最低分值

WP_012392186.1 亲水 24、25 0.844 33 -2.100

WP_012392192.1 亲水 53 1.844 84、85 -2.600

WP_012395207.1 亲水 35 1.544 71 -1.678

WP_012395281.1 亲水 69 0.889 83 -2.778

WP_020727682.1 亲水 11 1.944 54 -2.111

WP_020731141.1
 

亲水 13 0.989 58、59 -2.056

WP_020731160.1 亲水 34 1.433 56、57 -1.456

WP_020731989.1 亲水 75 1.656 59 -2.211

WP_036455447.1
 

亲水 96 1.556 87 -2.233

WP_038580099.1 亲水 45 1.000 88 -2.911

WP_038581209.1 亲水 71 1.622 62 -1.344

WP_038582374.1 亲水 69 0.889 83 -2.778

WP_038582377.1 亲水 35 1.567 71 -1.689

WP_050674485.1 亲水 43 1.667 103 -1.989

如图1所示,ESAT-6蛋白的氨基酸组成包含大量的甘氨酸、丝氨酸、谷氨酰胺等极性氨基酸以及较多的丙

氨酸等非极性氨基酸,也包含较少量的脯氨酸、苯丙氨酸等非极性氨基酸和酪氨酸、半胱氨酸、赖氨酸等极性氨

基酸。这也表明ESAT-6蛋白的氨基酸序列亲水区较多,且具有柔性结构,疏水区比较简单。这可能会影响该

蛋白的溶解性等性质。

图1 ESAT-6蛋白的氨基酸组成

Fig.1 Amino
 

acid
 

composition
 

of
 

ESAT-6
 

protein

2.2 亚细胞定位预测

ESAT-6蛋白的亚细胞定位主要集中在细胞核与细胞质。如图2所示,有5条在细胞核中,5条在细胞质

中,3条在溶酶体中,1条在高尔基体中。亚细胞定位不同,则转录后的修饰、选择性剪切和细胞的动态调控可能

不同。
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图2 ESAT-6的亚细胞定位预测

Fig.2 Subcellular
 

localization
 

prediction
 

of
 

ESAT-6

2.3 蛋白质的结构分析

ESAT-6蛋白的氨基酸序列二级结构以α-螺旋为主,还有一些β-折叠和无规则卷曲,如图3所示。ESAT-6蛋

白的氨基酸序列的α-螺旋是由氨基酸残基通过氢键等弱相互作用而形成的。ESAT-6蛋白的氨基酸通过二级结

构变化多形成发夹结构,且三级结构并非完全一致。这可能与ESAT-6蛋白作用不同或是它所处环境不同有

关。ESAT-6蛋白的三级结构决定了它如何与环境中的其他分子相互作用,从而执行自身的生物学功能。

图3 ESAT-6蛋白三级结构预测

Fig.3 Prediction
 

of
 

the
 

tertiary
 

structure
 

of
 

ESAT-6
 

protein

2.4 Motif分析

ESAT-6蛋白的 Motif有3种,3种 Motif的一致序列如图4中所示。在筛选出的14条ESAT-6蛋白序列

中,大部分序列都有Motif
 

1,Motif
 

1是甘氨酸和丝氨酸的富集区,通常使蛋白质具有柔性结构和亲水性,这可能

与它的构象变化有关。Motif
 

2含甲硫氨酸、精氨酸,可能与金属离子结合,或者与蛋白相互作用。Motif
 

3中天

冬氨酸、谷氨酰胺较多,这些氨基酸可以增加蛋白质的亲水性并提高氢键的形成能力。

图4 ESAT-6蛋白的 Motif分析

Fig.4 Motif
 

analysis
 

of
 

ESAT-6
 

protein

2.5 共线性分析

共线性分析通常用于检测基因组间的保守序列。图5是海分枝杆菌与结核分枝杆菌[13]、堪萨斯分枝杆菌

(Mycobacterium
 

kansasii)[14]、溃疡分枝杆菌(Mycobacterium
 

ulcerans)[15]的共线性分析结果。其中,海分枝杆
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菌与结核分枝杆菌的ESAT-6蛋白有10对蛋白存在直接共线性关系,这说明两者在ESAT-6的相关基因簇中

有着较高的保守性,可能存在相似的致病机制。海分枝杆菌与堪萨斯分枝杆菌的ESAT-6蛋白有11对蛋白存

在直接共线性关系,共线性蛋白数量高于另外2组,可能这2个物种ESAT-6蛋白的协同进化关系更为复杂。海

分枝杆菌的ESAT-6蛋白与溃疡分枝杆菌的ESAT-6蛋白有9对蛋白存在直接共线性关系,但仍具有一定的保

守性。

图5 共线性分析

Fig.5 Collinearity
 

analysis

2.6 进化树分析

通过引入结核分枝杆菌的相关蛋白,进行多序列联配和进化树分析,结果如图6所示。其中,海分枝杆菌和

结核分枝杆菌的ESAT-6蛋白形成了比较明显的分支聚类,说明两者在进化关系上具有较高的同源性;此外部

分序列呈现紧密聚集状态,可能是由于两者在结构或功能上高度保守所致。

图6 ESAT-6蛋白的进化树

Fig.6 Evolutionary
 

tree
 

of
 

ESAT-6
 

protein

2.7 互作蛋白网络分析

根据对蛋白质的结构预测,进一步进行蛋白质互作网络分析。从图7中可以看出ESAT-6蛋白的功能特
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征,即该蛋白可能与esxG、espA、espB等蛋白有直接的互作。ESAT-6蛋白与esxG蛋白的互作可能与干扰宿主

免疫信号通路进而实现免疫逃逸有关。ESAT-6蛋白与 CFP-10蛋白能形成复合物,协助分泌毒力因子。

ESAT-6蛋白还与 MMAR_5451、MMAR_4596、espA、espB、groEL2、esxU等蛋白存在相关性,这种相关性可能

与ESAT-6蛋白对应的功能发挥有关。

图7 ESAT-6蛋白的互作蛋白网络

Fig.7 The
 

interacting
 

protein
 

network
 

of
 

ESAT-6
 

protein

3 讨论与结论

海分枝杆菌是一种可引起人兽共患病的非结核抗酸杆菌。该物种细胞壁表面存在大量羟基化支链脂肪酸,
共价连接形成疏水的分枝菌酸膜屏障;蛋白分泌需穿越此屏障,这一过程依赖于特殊的Ⅶ型分泌系统[16-17]。

ESAT-6是Ⅶ型分泌系统中ESX-1分泌系统的关键效应蛋白,通过对该蛋白的生物信息学分析可知它是一种长

度较短的非信号肽依赖性分泌蛋白。ESAT-6蛋白的氨基酸序列富含甘氨酸、丝氨酸、谷氨酰胺和丙氨酸,这可

能与该序列的亲水区域较多、具有柔性结构有关。序列分析进一步表明,ESAT-6蛋白缺乏跨膜结构域,仅有部

分疏水区域,整体呈现亲水性。亚细胞定位预测提示ESAT-6蛋白主要分布于细胞质和细胞核,二、三级结构相

对简单,呈螺旋发夹结构,常与CFP-10蛋白形成二聚体发挥功能。值得注意的是,ESAT-6蛋白的分泌与

CFP-10蛋白的分泌相互关联,前者的分泌依赖于后者的存在;这种共同依赖性与金黄色葡萄球菌EsxA和EsxB
蛋白间的关系极为相似[18]。CFP-10蛋白作为分子伴侣,与ESAT-6蛋白相互诱导折叠,形成稳定的异源二聚

体[19],然后与细胞表面受体结合导致宿主细胞行为的调节,从而有利于病原体[20]。相关研究表明,C末端的完

整性是 Mø吞噬体损伤、肉芽肿形成和介导毒力所必需的部分[21]。系统发育树和序列比对分析发现,海分枝杆

菌与结核分枝杆菌的ESAT-6蛋白在进化关系上同源性较高。
进一步通过 Motif分析发现,ESAT-6蛋白包含3个保守结构域,这3部分有的与亲水性有关,有的可能与

金属离子结合有关。Motif分析结果还显示,并不是所有的ESAT-6蛋白都完整保留这3个基序,部分环境中

ESAT-6类似物缺失C端可变区。这可能是为了简化自身功能,以达到更好适应环境的目的。Motif分析有助

于阐明蛋白质结构特征与功能关联,为预测ESAT-6蛋白功能提供依据。共线性分析发现,在海分枝杆菌、结核

分枝杆菌、堪萨斯分枝杆菌和溃疡分枝杆菌的ESAT-6蛋白的相关基因簇中,部分具有较高的保守性,反映了海

分枝杆菌的生物进化历程。
综合互作蛋白网络分析及相关文献,本研究认为ESAT-6蛋白为海分枝杆菌的重要毒力因子,在致病中发

挥着独特的作用,常与CFP-10蛋白等其他毒力因子协同作用以增强病原菌毒力。ESAT-6蛋白通过与宿主细

胞的细胞膜之间的相互作用,形成特殊孔道,从而使得细胞膜的通透性增大,以此破坏细胞膜的完整性[22]。此

外,ESAT-6蛋白可诱发宿主产生炎症反应,导致宿主组织受损[23]。ESAT-6蛋白为1种有效的T细胞抗原[24],
通过抑制宿主的抗原呈递细胞的功能阻碍T细胞活化,从而协助病原菌逃避免疫清除。ESAT-6蛋白可以诱导

免疫细胞凋亡,削弱宿主免疫防御的能力。已有研究表明,上述中细胞膜穿孔机制与宿主细胞的死亡相关[25]。
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Characterization
 

and
 

Functional
 

Prediction
 

of
 

ESAT-6
 

Protein
 

in
 

Mycobacterium
 

marinarius
 

Based
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Bioinformatics
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Abstract:
 

To
 

reveal
 

the
 

important
 

roles
 

of
 

the
 

ESAT-6
 

protein
 

in
 

the
 

virulence,
 

immune
 

response,
 

and
 

cellular
 

functions
 

of
 

Mycobacterium
 

marinarius,
 

this
 

study
 

employs
 

bioinformatics
 

methods
 

to
 

analyze
 

the
 

physicochemical
 

properties,
 

subcellular
 

localization,
 

protein
 

structure,
 

synteny,
 

and
 

protein-protein
 

interaction
 

network
 

of
 

the
 

ESAT-6
 

protein
 

from
 

Mycobacterium
 

marinarius,
 

and
 

to
 

predict
 

its
 

functional
 

roles.
 

The
 

results
 

indicate
 

that
 

ESAT-6
  

protein
 

is
 

a
 

hydrophilic
 

protein
 

composed
 

of
 

approximately
 

100
 

amino
 

acids,
 

serving
 

as
 

a
 

T-cell
 

antigen,
 

is
 

predominantly
 

located
 

in
 

the
 

nucleus
 

and
 

cytoplasm,
 

and
 

possesses
 

a
 

helical
 

hairpin
 

structure.
 

Motif
 

analysis
 

reveals
 

that
 

the
 

ESAT-6
 

protein
 

contains
 

three
 

conserved
 

motifs,
 

and
 

synteny
 

analysis
 

with
 

Mycobacterium
 

tuberculosis,
 

Mycobacterium
 

kansasii,
 

and
 

Mycobacterium
 

ulcerans
 

shows
 

a
 

high
 

degree
 

of
 

conservation.
 

The
 

ESAT-6
 

protein
 

directly
 

interacts
 

with
 

proteins
 

such
 

as
 

esxG,
 

espA,
 

and
 

espB,
 

and
 

can
 

also
 

form
 

a
 

complex
 

with
 

CFP-10
 

protein
 

to
 

exert
 

its
 

functions.
 

The
 

functions
 

of
 

the
 

ESAT-6
 

protein
 

mainly
 

involve
 

the
 

formation
 

of
 

specialized
 

pores
 

on
 

the
 

cell
 

membrane
 

to
 

disrupt
 

membrane,
 

facilitate
 

immune
 

evasion,
 

and
 

induce
 

cell
 

apoptosis,
 

etc.,
 

providing
 

theoretical
 

basis
 

for
 

studying
 

the
 

mechanism
 

of
 

Mycobacterium
 

marinarius
 

infection
 

in
 

hosts.
Keywords:

 

Mycobacterium
 

marinarius;
 

ESAT-6
 

protein;
 

bioinformatics
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