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摘　要:用 DNA Club分析软件推导出鲫血清转铁蛋白序列, 并对该序列进行分析。推导的蛋白质长度为 807 个

氨基酸残基, MW 约为 90 000。其中半胱氨酸 43 个, 可以组成 21 对二硫键。疏水性和二级结构几率分析表明:

有两个非常相似的结构域分别存在于 1-390 和 390-807 区域。旋管结构和螺旋结构的分布区域, 均分别集中在

上述两个区段中, 同样位于两个结构域中, 结构也非常类似。证实了转铁蛋白 ( Tf) 由 2个同源性较高的结构域

( N 结构域和 C 结构域) 组成。Tf的三级结构呈 “ V” 字形, 每个结构域又各自分为 3个小的结构小区 (即 N1 、

N2 、 N3 和 C1 、 C2 、 C3 ) 。两个糖基位于N1 和 C1 区, 呈 “Y” 字型结构;铁链位于 N2 和 C2 区;受体结合位点 R1

和 R2 位于 N3 和 C3 区。
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　　转铁蛋白 ( transferrin, Tf ) 基因是一组编码包

括血转铁蛋白 、 卵转铁蛋白 、 乳转铁蛋白 、 黑素转

铁蛋白以及其它生物中转铁蛋白类似物的基因家

族
[ 1-6]

。Tf又称为铁传递蛋白 、 运铁蛋白 、 嗜铁蛋

白 ( siderophilin) 或 β1 金属结合蛋白, 是脊椎动物

体中一种非血红素结合铁的 β_球蛋白, 相对分子质

量为 70 000 ～ 80 000, 单一肽链, 糖基约占 6%

(实际上是一种聚糖)
[ 7-18]

。自 1945 年首次在人血

清中发现这种非血红素结合铁的铁链蛋白以来, 人

们又在其它哺乳动物以及鱼类 、鸟类 、 两栖类 、 爬

行类以及其它生物的血清或其它体液中发现了 Tf

的存在 。不同种属及组织的 Tf差别较大, 而且原

始祖先 Tf以及脊椎动物与非脊椎动物之间的差异

更大, 但 Tf氨基酸序列也有很强的保守性 。鱼类

与其它脊椎动物 Tf的氨基酸有 23.8%～ 69.9%的

同源性;而鱼类 Tf自身的氨基酸序列同源性则在

60%以 上, Tf 基因 序列的 同源 性在 30%以

上
[ 4,18, 19]

。Tf的相对分子质量 、 糖基 、 结构域和受

体的研究, 证明了 Tf是由含单铁结合部位的原始

Tf分子进化而来的假说;不同来源 Tf 结构与功能

的相似性也是基于其基因的相似性。鱼类血清 Tf

的耐低氧性能 、 热稳定性能以及抗病性能等可能与

其空间结构的稳定性有密切关系, 这与 Tf进化的

保守性和氨基酸序列的保守性是一致的
[ 20-23]

。本

文通过对鲫血清转铁蛋白推导序列的分析, 预测了

的转铁蛋白的空间结构 。

1　序列分析方法

鲫 Carassius auratus 血清转铁蛋白 cDNA 的克

隆及序列分析见文献
[ 24]

。采用 DNA Club 分析软

件, 推导出鲫血清转铁蛋白序列 (见图 1) 。再用

上述软件对蛋白质序列进行氨基酸成分 、 疏水性 、

二级结构以及三级结构分析 。

2　分析与讨论

2.1　鲫鱼血清Tf推导序列的氨基酸分析

根据克隆的鲫鱼 Tf cDNA序列 ( 2 444 bp) , 推

导出鲫鱼 Tf 的蛋白质序列, 其氨基酸数量以及摩

尔比和质量比见表 1。推导的蛋白质长度为 807个

氨基酸, MW 约为 90 000 。其中半胱氨酸 ( Cys) 43

个, 可以组成21对二硫键 。

　　由 Tf序列 (图 1) 以及表 1可以读出半胱氨酸

位点分别为:8 、 16 、 18 、 21 、 24 、 40 、 69 、 76 、

116 、 140 、 143 、 173 、 177 、 195 、 227 、 233 、 249 、

253 、 279 、 289 、 304 、 305 、 330 、 365 、 366 、 374 、

395 、 448 、 483 、 486 、 548 、 556 、 568 、 583 、 691 、
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图 1　鲫血清转铁蛋白 cDNA序列及推导的蛋白质序列

Fig.1　Sequence of serum transferrin cDNA of Crucian carp and deduced protein sequence
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表 1　鲫鱼 Tf的蛋白质序列氨基酸分析

Tab.1　Analysis of amino acid residues of

Crucian carp Tf sequence

氨基酸 数量摩尔比质量比 氨基酸 数量摩尔比质量比

A Ala 65 8.05 5.50 N Asn 24 2.97 3.01

C Cys 43 5.33 4.95 P Pro 29 3.59 3.17

D Asp 27 3.35 3.42 Q Gln 47 5.82 6.53

E Glu 24 2.97 3.36 R Arg 50 6.20 8.28

F Phe 24 2.97 3.77 S Ser 76 9.42 7.59

G Gly 33 4.09 2.35 T Thr 50 6.20 5.66

H His 22 2.73 3.24 L Leu 78 9.67 9.72

I Ile 40 4.96 4.99 V Val 51 6.32 5.68

K Lys 62 7.68 8.61 W Trp 13 1.61 2.52

L Leu 78 9.67 9.72 Y Tyr 23 2.85 3.96

M MET 26 3.22 3.69

716 、 723 、 759 、 761 、 788 、 792及 799号 。按结构域

的理论, 可将它们分为两组:8-395号为第一组,

形成第一个结构域, 448-799号为第二组, 形成第

二个结构域 。这样的分布可配成 20 对左右的二硫

键, 对Tf的空间结构形成和维持是十分有利的。另

外, 可以形成α_螺旋的丙氨酸 Ala (A) 、谷氨酸Glu

( E) 和赖氨酸 Lys ( K) 的数目分别是 65 、 24和 62,

而可以形成 β_折叠的甘氨酸Gly ( G) 数目为 33。表

1的结果与文献报道结果接近 [ 7-10, 13, 14] 。这

些氨基酸的存在对形成和维护 Tf的二 、 三级结构以

及最终完成其生理功能等起着关键作用 。

2.2　鲫鱼血清 Tf推导序列的二级结构分析

借助于分析软件, 可通过对蛋白质疏水性能的

分析了解其二级结构的 。图 2中, 正值为疏水, 负

值为亲水。某些肽段对应的峰值在上方, 表示疏水

性高, 处于蛋白质分子内部;反之, 某些肽段对应

的峰值在下方, 表示亲水性高, 处于蛋白质分子表

面。从图 2可以看出:鲫鱼 Tf蛋白质二级结构的疏

水肽段和亲水肽段几乎等量分布, 表现出球蛋白的

特征;1-390左右以及约 390-807, 可以宏观地划

分为两个结构域, 尤其是两个结构域中在 110-190

和410-500的两个区域, 有非常相似的两个结构,

可以推测是两个铁离子的结合部位, 这与文献报道

一致
[ 7, 13, 14,19, 23, 25-29]

。

根据软件的绘图 (图 3) 和程序的计算, 可以

得出鲫鱼 Tf氨基酸二级结构的几率分布 (表 2) 。在

旋管结构的分布区域中, 1-209和 463-601两个区

段分别有 3个主要分布区, 位于两个结构域中, 结

构非常类似;而在螺旋结构的分布区域中, 92-317

和446-673两个区段分别有 4个主要分布区, 同样

位于两个结构域中, 结构也非常类似 。结果分析印

证了 Tf蛋白质二级结构具有两个结构域的事实 。

图 2　鲫鱼Tf的蛋白质二级结构的疏水性分布图

Fig.2　Hydrophobicity distribution curve of protein

2_D structure of crucian carp Tf

图 3　鲫鱼 Tf的蛋白质二级结构几率图谱

Fig.3　Probability curve of second level

structure of crucian carp Tf

表2　鲫鱼Tf氨基酸二级结构几率分布

Tab.2　Probability distribution of protein 2_D

struction of crucian carp Tf

项目 旋管 螺旋 线状

氨基酸数目 425 211 170

主要

分布区

1-36, 43-85,

194-209, 463-484,

547-571, 577-601

92-97, 153-159,

178-189, 307-317,

446-462, 485-498,

512-526, 657-673

二级结构

几率 %
52.66 26.15 21.19

2.3　鲫鱼血清 Tf推导序列的三级结构分析

20世纪80年代后期,人们开始对各类 Tf基因的

结构 、序列以及表达等进行了较为广泛的研究。哺乳

类 、鸟类 、爬行类以及鱼类等的STf 、OTf以及 LTf 基因

相继被克隆 。研究表明:Tf是由一个大小超过 10 kb

的基因编码的, 而且存在大量的重复结构, 其功能蛋

白基因编码区仅有大约 2.5 ～ 3.0 kb,氨基酸残基约

有630 ～ 680个。新合成的 Tf在细胞内传递伴随着它

的相对分子质量的变化, 内质网前体 Tf相对分子质

量是 88 000,高尔基体的 Tf 相对分子抟量是 84 000,
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成熟的Tf相对分子质量为 79 000。Tf前体分子比成

熟Tf分子长 19 ～ 20个氨基酸残基,但最后会被水解

掉。Tf蛋白质分子在进入循环之前还必须首先进行

糖基化
[ 4,7-12, 24, 30, 31]

。

Tf的氨基酸序列通常具有重复结构, 而且还有

保护性阴离子链 、铁链 、半胱氨酸残基和两个糖基位

点。Tf二硫键对于维持蛋白质构象起很重要的作

用,这不仅可以稳定二级和三级的肽链内部结构, 而

且可以介导肽链间四级结构的形成 。作为一种 β_球

蛋白,可以形成α-螺旋的丙氨酸Ala(A) 、谷氨酸Glu

( E)和赖氨酸 Lys( K)以及可以形成 β_折叠的甘氨酸

Gly( G)的大量存在, 是形成和维护 Tf的三级结构以

及最终完成其生理功能的关键因子
[ 18, 27]

。位于其表

面的保护性阴离子链在防止其被水解和酶解过程中

起到作用 。综上所述(图 2 、图 3 、表 1和表2) ,并根据

对人血清 Tf的晶体结构的研究
[ 32-34]

,可以推测 Tf的

一般三级结构模型(图 4) 。

由文献报道
[ 35-40]

和图 4得知:Tf 由两个同源性

较高的结构域( N结构域和 C 结构域)组成, 呈“V”字

形, 每个结构域又各自分为 3 个小的结构小区 (即

N1 、N2 、N3 和 C1 、C2 、C3 ) 。两个糖基位于N1和 C1区,

呈“Y”字型结构, 在 Tf与受体结合中起定位作用;铁

链位于 N2 和C2区,该区空间构象的变化会影响铁离

子的结合;R1 和 R2 位于 N3 和 C3 区, 为受体结合位

点。

图 4　Tf三级结构预测模型

Fig.4　The forecast model of third level structure of Tf
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Deduced Sequence Analysis and Space Structure Forecast of

Serum Transferrin in Carassius auratus

LONG Hua
1, 2

( 1.Key Laboratory of Freshwater Fish Germplasm Resources &Biotechnology, Ministry of Agriculture,

Yangtze River Fisheries Institute, Chinese Academy of Fisheries Sciences, Jingzhou 434000, China;

2.The Laboratory of Animal Development and Heredity, Wuhan University, Wuhan 430072, China)

Abstract:The protein sequence of crucian carp serum transferrin was deduced and analyzed by DNA Club.The deduced

protein has 807 amino acid residues and its MW is about 90 000.21 disulfide bonds would be composed by 43 cysteines.

The analysis of hydrophobicity and second level structure probability shows that there are two greatly similar domains

located at 1-390 and 390-807 areas respectively.The distribution areas of coil and helix structures focus on two above

areas respectively.They locate at the same two domains with greatly similar structures.The results confirm that

transferrin is composed of two domains ( N domain and C domain) with higher homology.The third level structure of

transferrin appears a “V” letter shape while each domain is divided into 3 small structures ( viz.N1, N2, N3 and C1,

C2, C3) .The two saccharide groups locate at N1 and C1 areas and appear a “Y” letter shape respectively.The iron

chains locate at N2 and C2 areas respectively.R1 and R2 ( receptors' tying situses) locate at N3 and C3 areas

respectively.

Key words:Carassius auratus;transferrin;sequence analysis;space structure
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