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DfrA12 蛋白的结构分析及同源建模 
 

刘宗保
1
，张志刚

2
，石磊

1，2
 

（1.华南理工大学轻工与食品学院，广东广州 510640） 

（2.肉食品安全生产技术国家重点实验室，厦门银祥集团有限公司，福建厦门 361100） 

摘要：本文通过分析 DfrA12 蛋白的初级结构和空间构型，为进一步了解该蛋白的结构与功能提供了理论依据。应用 Expasy、

TMHMM2. 0、SignalP 4.0、SOPMA、GENO3D 等生物信息学软件对 DfrA12蛋白的初级和高级结构进行分析和预测。结果显示，DfrA12

蛋白由 165个氨基酸组成，富含 α螺旋和无规则卷曲结构，不形成跨膜区域，无信号肽，定位于细胞内膜。应用同源建模的方法成功

构建了该蛋白的三维模型。本研究为深入探讨 DfrA12 蛋白的结构与生物学功能奠定了理论基础。 
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Abstract: The aim of this study was to analyze the primary and spatial structure of DfrA12 protein and provide theoretical basis for study on 

the in-depth research of structure and function. Bioinformatics analysis softwares such as Expasy, TMHMM 2.0, SignalP 4.0, SOPMA and 

GENO3D were used to analyse and predict the primary and senior structure of DfrA12 protein. The results showed that DfrA12 protein was 

composed by 165 amino acids, rich in Alpha Helix and Random coil structure. This protein had no signal peptide and transmembrane region, 

located in intracellular membrane. The three-dimensional structure of the protein was constructed by homology modeling. This study will lay a 

foundation for further research on structure and biological function of DfrA12 protein. 
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DfrA12蛋白是一类二氢叶酸还原酶（Dihydrofolate 

reductase, DHFR），DHFR 是细胞内叶酸代谢的关键酶，

可 在 辅 酶 NADPH 的 参 与 下 催 化 二 氢 叶 酸

(Dihydrofolate, DHF)还原成四氢叶酸（Tetrahydrofolate, 

THF）[1]，它在一碳单位的转运过程中扮演着重要作用
[2]。微生物遗传基因内含有编码 DfrA12蛋白的 dfrA12

基 因 通 常 会 使 得 微 生 物 对 甲 氧 苄 氨 嘧 啶

（Trimethoprim，TMP）抗生素产生耐药抗性。TMP

配合磺胺类（Sulfonamides, SAs）抗生素在畜牧养殖业

中被广泛使用于预防和治疗细菌感染型疾病[3]，相关研

究表明，畜牧养殖中过量使用抗生素是食源性耐药菌

出现和传播的主要因素[4~5]，这些食源性耐药菌一旦进

入食品产业链，将会对人类的健康产生威胁[6]。近年来，

大量的科学文献中报道过细菌对包括TMP 在内的各种 
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抗生素的耐药情况，但绝大多数只局限于耐药表型及

对耐药菌进行监控的研究[7~8]，有关耐药机理及相关蛋

白的结构功能研究相对较少。截至目前，没有发现

DfrA12蛋白三维空间结构模型的相关报道。 

随着分子生物学技术的不断发展，并在人类基因

组计划的推动下，通过基因组序列、蛋白质序列的测

序，产生了大量的新的基因及氨基酸序列，这些新的

序列急需综合利用数学、物理、信息科学与技术等进

行处理和分析，在此背景下，生物信息学应运而生[9]。

生物信息学主要由基因组信息学、蛋白质空间结构模

拟以及药物设计构3个重要部分组成[10]，并在生物技

术、生物医学、农业、环境、食品及能源等领域发挥

重要的作用[11]。对于蛋白质结构和功能，尽管可以通

过传统的方法如X射线晶体衍射方法、核磁共振技术

(NuclearMagnetic Resonance，NMR)[12]、电镜三维重构

技术等方法来实现，但由于传统的蛋白检测技术费时

费力且远远跟不上不断涌现的新DNA的数量，因此利

用生物信息学软件快速预测蛋白结构与功能特性，对

http://www.google.com.hk/url?sa=t&rct=j&q=Xiamen+Yinxiang+Group&source=web&cd=3&ved=0CDoQFjAC&url=http://www.tradekey.com/profile_view/uid/535212/XIAMEN-YINXIANG-GROUP-CO-LTD.htm&ei=925YT6eCG4-ZiQehm_2TDQ&usg=AFQjCNFvFzqg6s7a8Cpml73jIs3BHI9lDQ
app:ds:primary
app:ds:primary
app:ds:biological
app:ds:function
app:ds:bioinformatics


现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2013, Vol.29, No.7 

1506 

研究蛋白质组尤其是对那些通过实验难以测定结构的

蛋白质分析则具有更大的理论意义与实用价值。蛋白

质的生物学功能在很大程度上依赖其空间结构，因而

对蛋白的结构进行准确预测对了解未知蛋白的功能具

有重要的意义[13]。本文通过应用各种生物信息学软件

对DfrA12蛋白的初级结构、二级结构和三级结构进行

了预测和分析，并构建了DfrA12蛋白的同源模型，为

DfrA12蛋白结构和功能的研究提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

以本实验室分离的多重耐药大肠杆菌（Escherichia 

coli ） 菌 株 的 基 因 组 DNA 为 模 板 ， 以 5'-CS 

GGCATCCAAGCAGCAAG ， 3'-CSAAGCAGACTTG 

ACCTGA 为 引 物 [14] ， 应 用聚 合 酶 链 式 反 应

（Polymerase Chain Reaction, PCR）技术扩增出一段Ⅰ

类整合子耐药基因盒。通过美国生物信息中心(NCBI)

网站BLAST程序的同源性比对发现，该基因盒中的一

段DNA序列与序列号为JN119853.1、HQ880253.1和

HQ880279.1中编码DfrA12蛋白的基因片段均具有

100%的同源性，因此可以判断该段基因是一段编码

DfrA12蛋白的基因片段，该基因编码的DfrA12蛋白的

氨基酸序列为：MNSESVRIYLVAAMGANRVIGNGP 

NIPWKIPGEQKIFRRLTEGKVVVMGRKTFESIGKPL

PNRHTLVISRQANYRATGCVVVSTLSHAIALASELG

NELYVAGGAEIYTLALPHAHGVFLSEVHQTFEGDA

FFPMLNETEFELVSTETIQAVIPYTHSVYARRNG。 

1.2  方法 

1.2.1  DfrA12蛋白的初级结构分析 

利 用 Expasy 提 供 的 ProtParam 程 序

(http://expasy.org/tools/protparam.html)对DfrA12蛋白的

氨基酸残基数目、组成、原子组成、蛋白相对分子质

量、理论等电点及疏水性平均值等参数进行在线分析。 

1.2.2  DfrA12蛋白跨膜区域和信号肽预测 

应用TMHMM Server v. 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/ 

services/TMHMM/)对DfrA12蛋白的跨膜区域进行预

测，利用SignalP 4.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/ 

services/SignalP/)在线服务器对该蛋白的信号肽进行预

测。 

1.2.3  DfrA12蛋白二级结构分析 

利用SOPMA对该蛋白的二级结构进行预测分析

(http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa automat.pl?page=/ 

NPSA/npsa_sopma.html)。 

1.2.4  DfrA12蛋白的细胞定位 

使用PSORT WWW Server提供的PSORT Prediction 

工具（http://psort.hgc.jp/form.html）对该蛋白的细胞定

位进行预测。 

1.2.5  蛋白三级结构预测 

使 用 GENO3D （ http://geno3d-pbil. ibcp.fr/cgi- 

bin/geno3d_automat.pl?page=/GENO3D/geno 3d home. 

html）对该蛋白的三维结构进行预测，并利用Procheck，

Errat和Verify_3D (http://nihserver. mbi.ucla.edu/SAVES/ )

对蛋白质结构模型进行评估。使用Rasmol 2.7.5软件展

示三级结构模型。 

2  结果与讨论 

2.1  DfrA12蛋白氨基酸序列的物理性质分析 

由ProtParam程序分析结果可知，该DfrA12蛋白由

165个氨基酸组成，分子量为18.13 kDa，其分子式为

C813H1282N226O234S5，计算得到的原子总数和等电点分

别为2560和7.94。酸性氨基酸残基总数(Asp+Glu)为14，

碱性氨基酸残基总数（Arg+Lys）为15，由此可见，该

蛋白属于碱性蛋白。疏水性的总平均值（GRAVY）为

0.011，为正值，因此该蛋白定义为疏水性蛋白。组成

DfrA12蛋白的氨基酸比例见表1。 

表 1 DfrA12 蛋白的氨基酸组成分析 

Table 1 Amino acid composition of DfrA12 protein 

氨基酸 数目 摩尔比/% 氨基酸 数目 摩尔比/% 

Ala 15 9.1 Leu 13 7.9 

Arg 10 6.1 Lys 5 3.0 

Asn 9 5.5 Met 4 2.4 

Asp 1 0.6 Phe 7 4.2 

Cys 1 0.6 Pro 8 4.8 

Gln 4 2.4 Ser 10 6.1 

Glu 13 7.9 Thr 11 6.7 

Gly 14 8.5 Trp 1 0.6 

His 6 3.6 Tyr 6 3.6 

Ile 11 6.7 Val 16 9.7 

2.2  DfrA12蛋白跨膜区域和信号肽预测 

应用TMHMM Server v. 2.0对DfrA12蛋白的跨膜区

域进行分析，结果显示该蛋白的跨膜区域为零,在跨膜

区域中的氨基酸序列期望值为0.18955，当该结果大于

18时才有跨膜区域,因此该蛋白没有跨膜区域（图1）。 

SignalP 4.0 Server对DfrA12蛋白的信号肽预测结果显

示（图2），该蛋白不存在信号肽。 

2.3  DfrA12蛋白二级结构预测 

利用SOPMA服务器对DfrA12蛋白的二级结构进

行预测分析，结果显示，在DfrA12蛋白的二级结构中：

32.12%为α螺旋结构(Alpha helix, h)，20%为扩展长链

(Extended strand, e)，5.45%为β-转角结构(Beta turn, t)，

http://baike.baidu.com/view/29641.htm
http://baike.baidu.com/view/29641.htm
http://expasy.org/tools/protparam.html
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
http://www.cbs.dtu.dk/%20services/SignalP/
http://www.cbs.dtu.dk/%20services/SignalP/
http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa%20automat.pl?page=/%20NPSA/npsa_sopma.html
http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa%20automat.pl?page=/%20NPSA/npsa_sopma.html
http://www.baidu.com/link?url=
http://psort.hgc.jp/form.html
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42.47%为无规则卷曲结构(Random coil, c)(如图3)。 

 
图1 DfrA12蛋白跨膜区域预测 

Fig.1 Transmembrane regiona prediction of DfrA12 protein 

 
图2 DfrA12蛋白信号肽预测 

Fig.2 S ignal peptide prediction of DfrA12 protein 

 
图 3 DfrA12蛋白二级结构预测 

Fig.3 Secondary structureprediction of DfrA12 protein 

2.4  DfrA12蛋白的细胞定位 

应 用 PSORT WWW Server 程 序 中的 PSORT 

Prediction工具对该蛋白的细胞定位进行分析，预测结

果表明，该蛋白存在于细胞内膜中的可能性为11.9%，

而在细胞质、细胞壁膜间隙以及外膜中都无法确定是

否有该蛋白的存在。 

2.5  DfrA12蛋白三维结构预测 

随着生物信息的发展，使得同源建模的准确性得

到了提高。当前免费提供蛋白质三维结构预测的服务

器主要有Swiss-Model、CPH-models和Geno3D，其中

Geno3D功能比较齐全，允许选择建模参数和多条模板，

并可生成多个可供选择的模型，具有较好的灵活性。

我们将DfrA12蛋白的氨基酸序列在线提交Geno3D 服

务器后，返回一些相似序列，在PDB(Protein Data Bank)

中选择同源性高、并且有三维结构模型的pdb3jw3A、

pdb3fl8A和pdb3sa1A这三个蛋白序列作为模板。将选择

的模板在线提交给Geno3D后返回Model-1、Model-2、

Model-3三个模型数据文件，将这些文件经RasMol2.7.5

软件展示，得到如图4 所示的同源结构模型图。从能

量最低化角度以及利用Procheck 和 Errat对三个模型

进行综合评价，结果发现Model-1更接近于DfrA12蛋白

真实的空间构象。 

   
Model-1         Model-2        Model-3 

图 4 不同 DfrA12 蛋白的同源模型结构比较 

Fig.4 Comparison of some homology models for DfrA12 protein 

通过Model-1的Procheck全面分析结果（图5）可以

看出，在159个主要氨基酸残基中，75.7%的残基处在

核心允许区，2.2%处于最大允许区内，只有1.5%的氨

基酸残基处于不可信区域，这一结果满足立体化学结

构中对二面角的分布要求。应用Verify_3D对Model-1模

型进行评估，结果显示，至少有80%的氨基酸残基

3D-1D的相容性分值大于0.2，说明这个模型通过了

Verify_3D检测。 

 
图 5 Model-1 的 Procheck 评价 

Fig.5 Procheck analysis of Model-1 

3  结论 

3.1  在本次实验中，我们对DfrA12蛋白的初级结构和

高级结构进行了预测，通过分析DfrA12蛋白一级结构
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发现，该蛋白的主肽链由165个氨基酸组成，其理论等

电点为7.94，酸性和碱性氨基酸残基总数分别为14和

15，由此可见，该蛋白属于碱性蛋白。该蛋白的疏水

性的总平均值(GRAVY)为0.011，为正值，因此该蛋白

定义为疏水性蛋白。应用TMHMM Server v. 2.0和

SignalP 4.0 Server软件对该蛋白的跨膜区域和信号肽进

行预测发现，该蛋白不存在跨膜区域和信号肽。通过

PSORT Prediction工具对该蛋白的细胞定位进行分析表

明，该蛋白存在于细胞内膜中的可能性较高。分析

DfrA12蛋白的二级结构发现，该蛋白富含α螺旋和无规

则卷曲结构。我们将DfrA12蛋白的氨基酸序列在线提

交 Geno3D 服务器 ，选择 pdb3jw3A 、 pdb3fl8A 和

pdb3sa1A蛋白序列作为模板，得到了Model-1、Model-2、

Model-3三个模型数据文件。从能量最低化角度以及利

用Procheck和Errat对三个模型进行综合评价，结果发现

Model-1更接近于DfrA12蛋白真实的空间构象。通过

Verify_3D对Model-1模型的评估发现，至少有80%的氨

基酸残基3D-1D的相容性分值大于0.2，说明我们构建

出了合理的DfrA12蛋白同源模型。 

3.2  本研究通过应用一系列的生物信息学软件对

DfrA12蛋白的一级级结构、跨膜区域、信号肽、细胞

定位、二级和三级结构进行了预测和分析，并应用

Geno3D服务器成功构建了DfrA12蛋白的同源模型，为

DfrA12蛋白结构和功能的进一步研究提供了理论依

据。 
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