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摘要    硒蛋白的生物合成取决于硒代半胱氨酸插入蛋白质的过程. TGA 码既是终止码、又可翻

译成硒代半胱氨酸, 这使普通基因注释软件无法正确预测硒蛋白, 导致现有数据库中许多物种的

硒蛋白被错误注释或丢失. 本研究基于已公布的疟蚊基因组预测信息、采用 PERL 语言编程, 对
疟蚊基因组中的硒蛋白进行了计算机检索与分析. 结果表明: 以 TGA 码终止的基因有 11365 条, 
其中具有 SECIS 结构的基因有 918 条, 同时具有半胱氨酸同源类似物的基因 58 条. 再经 Sec 侧

翼序列比对, 最终检索到具有硒蛋白全部特点的基因 7 条. 从硒蛋白的基本生物功能推测, 冈比

亚疟蚊基因组中存在的新硒蛋白可能与疟蚊的氧化耐受特性及其相关蛋白的调控相关联. 因此, 
研究疟蚊硒蛋白将为干涉疟蚊带菌能力、从蚊媒传播途径防止疟疾提供理论基础. 
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硒是人和动物必需的微量元素 [1]. 它在生物体

内的生理功能主要是抗氧化作用、 调节甲状腺激素

的分泌和参与细胞增殖与凋亡. 硒蛋白是硒存在于

动物体内的主要形式, 也是硒发挥其生物功能的重

要分子. 而其中作为活性中心的硒代半胱氨酸(Sec)
是第 21 种氨基酸, 它由基因中编码区内的TGA码翻

译而成, 在蛋白质生物合成过程中掺入分子中 [2~5]. 
因此, 硒蛋白的预测决定于对Sec的识别与鉴定.  

硒蛋白基因具有明显的结构特征, 可用以下标

准来识别它们 . 第一 , 硒蛋白基因的 3′-非翻译区

(3′-UTR)存在硒代半胱酸插入序列, 即 SECIS 结构; 

第二, 硒蛋白基因的开放阅读框(ORF)中包含有 TGA
密码子; 第三, 对已知硒蛋白的分析表明, 它们均具

有以半胱氨酸取代硒代半胱氨酸的同源类似物. 在
硒蛋白与其同源蛋白的序列比对中, 对应于硒代半

胱氨酸位置的氨基酸残基为半胱氨酸, 即同源蛋白

之间存在 Sec/Cys 对应关系.  
从基因组序列预测硒蛋白是一项很困难的工作, 

因为TGA密码子同时具有终止码和翻译为Sec的双重

功能 [6]. 目前通用的基因注释软件中, TAA, TAG和

TGA都只作为开放阅读框(ORF)的终止码来识别 [7,8], 
因此, 在用这些程序进行基因预测时, TGA只作为终
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止码, 而不翻译成Sec, 因此, 这些程序均不能正确

识别硒蛋白 [2]. 原核生物和真核生物中的绝大多数硒

蛋白都是在基因组注释完成后, 通过其它软件和方

法发现的.  
冈比亚疟蚊基因组的测序工作于 2002 年完成, 

Li Jun等人在 2005 年联合使用从头预测法和比较分

析预测法对疟蚊基因组做了一次重新预测, 由此得

到了准确率更高的全新疟蚊 cDNA数据库 , 含有

31254 条单独基因 [9,10], 但这些序列的预测和注释过

程同样没有考虑到硒蛋白合成机制的特殊性, 以至

于不包含硒蛋白. 硫氧还蛋白还原酶(TrxR)在哺乳动

物中是一种硒蛋白, 而在原核生物中则不是. 疟蚊基

因组注释中的TrxR类似于原核生物TrxR, 也不是硒

蛋白, 其中Sec为Cys所取代. 由此我们推断疟蚊基因

组中可能含有其它硒蛋白 [11].  
硒蛋白的基本生物功能是参与调节体内氧化还

原水平. 因此, 研究冈比亚疟蚊硒蛋白有助于认识疟

蚊的氧化耐受特性及其调控机理, 为防治疟蚊等蚊

虫传染性疾病提供一定的理论依据. 本文在已注释

基因的基础上, 使用 PERL 语言自编程序, 结合使用

现有的基因分析软件, 对疟蚊数据库进行处理筛选, 
以期识别疟蚊基因组中的硒蛋白基因并推断其生物

功能, 探索从传染源途径阻断疟疾传播的可能性.  

1  材料和方法  

1.1  序列数据库和信息资源 

为了从疟蚊现有基因数据中检索可能存在的硒

蛋白, 我们从NCBI数据库和疟蚊基因组注释者数据

库下载了疟蚊现有的最新全基因数据. 最新cDNA序

列包含 31254 条单独基因, 全部由从头基因预测法结

合比较基因预测法得到. DNA数据包括疟蚊染色体的

全长DNA数据, 数据容量 407 M[9]. 数据更新日期: 
2006 年 1 月 5∼6 日. 网址: ftp://ftp.ncbi.nih. gov/pub/ 
omes/ReAnoXcel, http://vlab.umn.edu/ download/ 
GenomeAnnotation/. 

NCBI 无冗余蛋白值数据库(NR 库)从 NCBI ftp
服务器下载 , 网址 : ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/db/, 
该蛋白质数据库包含 2868050 条无重复蛋白序列(下
载日期 2006 年 4 月).  

Blast 程序从数据库 NCBI ftp 服务器下载, 网址: 
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/db/. 版 本 号 : BLASTP 
2.2.13 [Nov-27-2005].  

1.2  编程检索以 TGA 码终止的基因 

疟蚊基因组 cDNA数据库包含 31254条单独基因, 
这些基因都是使用现有基因预测软件预测获得, 使
用的预测算法规则没有考虑到 TGA 翻译成 Sec 的可

能性, 以至于没有发现硒蛋白. 为了从疟蚊现有的数

据库中挖掘硒蛋白, 我们采用 PERL 语言编辑程序, 
用以检索上述数据库中以 TGA 终止的全部基因. 然
后从相应 DNA 染色体数据库中抽提出 TGA 终止基

因下游紧邻的 999 个核苷酸序列, 并分析是否含有

SECIS 元件.  

1.3  SECIS 结构的检索与序列分析 

为了分析SECIS元件的存在与否, 通过以下网址

http://genome.unl.edu/ SECISearch.html[12] 访   问 , 
并在线使用SECISearch (version 2.19)程序检索  以
TGA终止的疟蚊基因的 3′-非翻译区是否存在SECIS
结构 , 这个程序由两个模块组成 , 第一个模块以

SECIS元件的一、二级结构的保守区域作为筛选标准. 
第二个模块估算候选基因SECIS元件的自由能, 分别

估算假定硒蛋白SECIS元件中螺旋Ⅰ加上内环结构

的自由能和螺旋Ⅱ加上顶环结构的自由能, 并与标

准自由能限制参数比较, 筛选出符合条件的候选序

列. 其自由能限制参数是基于目前已知哺  乳动物

硒蛋白SECIS结构的最低自由能数据统计估算的 [2].  
绝大多数哺乳动物基因组中, 硒蛋白SECIS结构

与终止码之间的距离在 500 bp以内 [6], 由此我们将疟

蚊所有以TGA作为终止码结尾的cDNA序列后 999 个

碱基作为输入数据, 使用SECISearch程序, 采取最宽

松的限制条件检索SECIS元件, 筛选出同时具有TGA
码和 3′-SECIS结构的基因. SECIS结构的一级保守序

列 采 用 NTGA_AA_GA, NTGA_CC_GA 和

NTGA_AG_GA (N代表任一核苷酸)3 种模式. 列出

SECIS结构的一级保守序列, 保留含有类似于已知硒

蛋白SECIS结构的一级保守序列类型的基因, 舍弃含

其余SECIS结构序列的基因.  
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1.4  编程检索具有 Sec/Cys 配对的同源序列 

采用 PERL 语言, 按如下步骤编写程序: (ⅰ) 将
上步得到的具有 TGA 码和 SECIS 结构的基因序列翻

译成蛋白质的氨基酸序列; (ⅱ) 将 TGA 翻译成 Sec 
(简写为 U); (ⅲ) 找到每条蛋白序列中第一个出现的

U, 以此位置为中心, 分别保留上下游各 166 个氨基

酸, 去掉其余氨基酸, 获得 U 两侧的氨基酸序列片段; 
(ⅳ) 将此氨基酸序列与 NR 库中的蛋白质序列采用

BLASTP 软件进行比对, 阈值设为 1; (ⅴ) 使用程序

Clustal W 分析和展示比对结果; (ⅵ) 将比对结果中

出现Cys/Sec即(U/C)配对的同源序列抽提出来, 分析

U 两侧的氨基酸序列同源性, 取同源性比对优异者做

进一步分析.  

1.5  硒蛋白开放阅读框的分析 

取上步筛选得到的基因, 逐条分析其起始码、阅

读框中的 TGA 码、终止码和 SECIS 结构. 将基因的

TGA 翻译为 Sec 后, 编码区的终止码将顺延为 TGA
后出现的第一个框内终止码. 对含有多个框内 TGA
的基因, 当 TGA 所对应的同源序列氨基酸不再是

Cys 时, 该 TGA 即为终止码. SECIS 结构出现在 ORF
框内, 或跨 ORF 与 3′-UTR 时, 该基因舍弃. 如果终

止码出现在 SECIS 结构内部或前面, 该序列将被剔

除. 作图标记所获得的硒蛋白基因的 ORF 框、框内

TGA 和 3′-UTR 中的 SECIS 元件.  

2  结果 

2.1  疟蚊硒蛋白基因的识别 

疟蚊基因由 GeneFinder, GeneScan 等软件预测得

到, 共有 31254 条. 由于软件算法的限制, 上述基因

中没有符合硒蛋白特点的基因. 为了弥补这个缺陷

我们使用 PERL 语言编辑了多个程序用于从已有数

据库中检索硒蛋白. 表 1 展示了利用生物信息学方法

检索识别硒蛋白的步骤以及每步筛选结果. 在已预

测基因中, 有 11365 条基因是以 TGA 终止的, 其中

5710 条位于正义链, 5655 条位于反义链. 抽提出这些

基因, 对于正义链, 截取其 DNA 中 TGA 下游 999 个

核苷酸, 连接在完整 cDNA 开放阅读框后. 很明显所

截取部分处于该基因的 3′-UTR 区域; 而对于反义链

则截取并连接 TGA 上游 999 个核苷酸. 由前面的介

绍我们知道, 硒蛋白基因 3′-UTR 区存在 SECIS 结构, 
故对上一步截取得到的部分进行 SECIS 结构检索. 
结果显示, 918 条含 TGA 基因的 3′-UTR 存在 SECIS
结构, 其中 445 条来自正义链, 473 条来自反义链.  
 

表 1  硒蛋白识别的主要步骤 

硒蛋白识别步骤 基因数 

基因预测 31254 

检索以 TGA 码终止的基因 11365 

检索 SECIS 结构 918 

检索 Sec/Cys 配对同源序列 58 

分析硒蛋白开放阅读框 42 

分析 SECIS 结构 7 
 

为了识别硒蛋白 , 我们把同时具有编码区内

TGA 和下游区域 SECIS 结构的基因翻译成氨基酸序

列, 将 ORF 中的 TGA 解码为 U, 得到 918 条包含 U
残基的蛋白序列. 以序列中第一个 U 为中点, 截取与

U 相邻的上游和下游序列中各 166 个氨基酸残基, 得
到 918 条蛋白质局部序列片段. 采用 BLASTP程序将

这些片段与 NCBI 无冗余蛋白质 NR 库进行同源性比

对, 寻找所截取的蛋白片段在其它生物中的同源蛋

白, 生成序列对. 再用 Clustal W 程序对这些序列对

进行比对处理, 并用软件 GeneDoc 观察筛选结果. 由
于大部分已知硒蛋白都存在序列中 Sec 与其同源序

列中 Cys相对应的现象, 即同源蛋白间存在 U/C配对, 
故我们使用以下规则来筛选疟蚊硒蛋白: 第一, 只有

第一个 U 与 C 成对的序列被保留作为硒蛋白的候选

基因, 第一个U如没有与C成对, 则该序列将被舍弃. 
第二, 在U/C对的两侧序列一定要有较好的同源相似

性, 否则也将被舍弃. 如此筛选后得到 58 条蛋白序

列. 图 1 示出 7 条预测的冈比亚疟蚊硒蛋白与其同源

蛋白序列的比对情况. 图中左侧文字为基因获取号, 
符号▲指示 U 的位置. 结果显示同源蛋白在 U 位置

为 C, 即疟蚊蛋白与同源蛋白之间具有 U/C 配对关系, 
同时U/C对两侧的氨基酸序列同源性较好, 符合硒蛋

白基因的特征. 在上述检索结果基础上, 对所得硒蛋
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图 1  疟蚊硒蛋白与同源蛋白基因的多重序列比对 
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白候选基因的编码区进行重新分析, 以 TGA 后出现

的第一个框内终止码来结束编码区. 同时分析 SECIS
的具体位置, 当 SECIS 结构出现在新的开放阅读框

中或者跨越了开放阅读框和 3′-UTR, 该基因将被舍

弃. 只有 SECIS 结构位于 3′-UTR 的基因才有可能是

硒蛋白. 如表 1 所示, 我们得到了 42 条基因, 它们均

含有编码区内的 TGA, 3′-UTR 内的 SECIS 结构以及

同源类似物具有U/C配对和相似的双侧翼序列, 符合

硒蛋白基因的主要特征要求. 然而, 在对上述 42 条

基因序列的 SECIS 一级保守序列进行分析时, 我们

发现仅有 7 条基因的 SECIS 序列与已知硒蛋白基因

的 SECIS 保守区相似, 即为 AUGA_AA_GA/ AUGA_ 
CC_GA/UUGA_AG_ GA, 其余 35条序列的 SECIS保

守区目前尚未在已知蛋白中发现, 无法证实它们是

硒蛋白基因中的 SECIS 结构, 为保证结果不出现假

阳性, 舍弃这 35条基因, 最终获得 7条完全符合硒蛋

白基因特点的疟蚊硒蛋白.  

2.2  疟蚊硒蛋白 SECIS 结构特点 

(1) 疟蚊SECIS的一级保守序列: 不同硒蛋白的

SECIS都有保守的一级序列, 从 5′端到 3′端依次含有

3 段特征保守碱基AUGA- AA-GA, 5′端有一个腺嘌呤

A, 极少数硒蛋白该位置出现的是鸟嘌呤G. 中间的

两个腺嘌呤AA位于SECIS茎环结构的顶环, 少数硒

蛋白在该位置由两个胞嘧啶CC替代 ,  如硒蛋白M 
(SelM)[15~17]. 所以现有的真核生物硒蛋白基因SECIS
一级结构保守序列主要包含 4 种形式AUGA_AA_ 
GA, GUGA_ AA_GA, AUGA_CC_GA和UUGA_AG_ 
GA. 图 2 列出所得 7 条基因的SECIS一级结构, 其 

中 5 条硒蛋白一级序列保守核苷酸模式为经典的

AUGA_AA _GA 模式, 余下 2 条分别为 GUGA_AA_ 
GA 和 UUGA _AG_GA, 这 3 种疟蚊硒蛋白保守核苷

酸模式与已知真核生物硒的蛋白的 SECIS 保守核苷

酸模式相同.  
(2) 疟蚊 SECIS 的二级结构特点: 图 3 示出上步

所得 7 条疟蚊硒蛋白 SECIS元件的高级结构图. 疟蚊

SECIS 的二级结构与已知硒蛋白的 SECIS 元件相同, 
是一种茎环结构. 这种二级结构中含有 2个或 3个环, 
下部茎端是由 A(或 U)UGA-GA 通过非 Watson-Crick
碱基配对构成的四碱基单元, 上端环中含有保守的

AA或GA核苷酸. 由图可见, 只有疟蚊 17201基因的

SECIS 结构属于一型 SECIS 结构, 其它疟蚊硒蛋白

SECIS 结构的顶环上均有附加小环出现, 属于二型

SECIS 结构.  

2.3  疟蚊硒蛋白分子的功能预测 

上述硒蛋白基因的预测是采用GenScan或 SNAP
等基因预测程序, 通过密码子解码概率算法或者基

因同源性比较算法获得原始序列, 并根据硒蛋白基

因特点筛选出 7 条疟蚊硒蛋白基因, 其功能仍是未知

的. 为此我们采用 BLASTP 在线程序进行疟蚊硒蛋

白序列相对于 NCBI 蛋白库的同源性比对, 分析推测

疟蚊硒蛋白的功能 , 结果如表 2 所示 . 疟蚊基因

28253为已知硒蛋白, 它与伊蚊硒蛋白G具有同源性. 
余下 6 条蛋白皆为未知硒蛋白, 分别与溶菌酶、CG2
蛋白、谷氨酰胺酶、TRP 重复序列蛋白、单羧酸盐转

运蛋白和转座酶的序列具有高同源性, 由此推断它

们的功能与上述蛋白相似. 
 

 

图 2  疟蚊硒蛋白 SECIS 结构 
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表 2  疟蚊硒蛋白基因注释表 
基因 染色体 SECIS 模式 功能注释 

29532 2L TGA_AA_GA 溶菌酶同源蛋白 
28523 X ATGA_AA_GA 硒蛋白 G 同源蛋白 
9310 X ATGA_AA_GA CG2 蛋白同源蛋白 
7745 2R TTGA_AG_GA 谷氨酰胺酶同源蛋白 
6759 3L ATGA_AA_GA TRP 重复序列同源蛋白 

17201 3R ATGA_AA_GA 单羧酸盐转运同源蛋白 
15002 3R ATGA_AA_GA 转座酶同源蛋白 

 

 

图 3  疟蚊硒蛋白 SECIS 二级结构 

3  讨论和结论  
硒蛋白生物合成过程涉及到硒元素的特殊掺入

机制, 位于ORF内部的密码子UGA翻译为Sec进入蛋

白质分子, 而UGA在通常情况下作为终止码介导蛋

白质的合成. 硒蛋白基因合成过程中UGA的这种特

殊解码方式是由mRNA中的特定茎环结构—SECIS
元件所决定 [13~16]. 不同硒蛋白的SECIS元件都有保

守的一级序列和特定的高级结构. 真核生物中SECIS
元件位于mRNA的 3′-非翻译区(UTR). 硒蛋白基因序

列中T G A  密码子和 S E C I S元件之间的距离最 

大可达 217 kb, 最小可为 0~111 bp, 而原核生物

SECIS元件在紧邻TGA密码子的下游 [20]. 此外, 大部

分已知的硒蛋白序列都具有一种特性, 在其同源蛋

白序列中, 对应于Sec的氨基酸残基为Cys, 即同源蛋

白之间具有Sec/Cys配对 [21]. 研究结果表明: 疟蚊硒

蛋白基因同样含有编码区内TGA并解码为Sec, 由此

介导硒元素掺入蛋白质分子. 7 条疟蚊硒蛋白基因的

SECIS结构与编码区内TGA密码子的距离在 50~1000
之间, SECIS保守碱基的模式与已知硒蛋白的SECIS
结构相同. 7 种疟蚊硒蛋白的序列分别与伊蚊硒蛋白

G, 溶菌酶, CG2 蛋白, 谷氨酰胺酶, TPR重复序列蛋

白, 单羧酸盐转运蛋白和转座酶具有高同源性, 并与

之形成U/C配对关系.  
冈比亚疟蚊是疟原虫的载体, 是传播疟疾的主

要媒介昆虫. 全世界每年近 5 亿人感染疟疾, 造成

200 万余人的死亡 [22,9]. 冈比亚疟蚊基因组的测序工

作, 为从传播途径防治疟疾提供了理论支持, 可以从

分子水平解释疟蚊多种生态和生理现象, 如疟蚊对

人血的特异性摄食、对多种杀虫剂的强抗药性、疟原

虫的强带菌能力及在疟蚊体内的寄生过程等, 以基

因调控的方式降低疟蚊的存活率、寿命, 或者降低其

抗药性、带菌能力, 或者干涉疟原虫在疟蚊体内的寄

生态, 以期控制疟疾的危害. 目前这一领域的研究已

获得很多结果 [23~25]. Kafatos等人 [26]报道蚊子的带菌

能力可能与其氧化耐受力相关. 抗氧化作用涉及到

谷胱甘肽过氧化物酶、硫氧还蛋白还原酶、过氧化氢

酶、超氧化物歧化酶等抗氧化酶的参与, 其中哺乳动

物谷胱甘肽过氧化物酶和硫氧还蛋白还原酶就是硒

蛋白 [27~29]. 我们通过生物信息学方法, 从疟蚊基因

库中发现了疟蚊新硒蛋白, 并推测其生物功能, 希望

能从硒蛋白的抗氧化作用角度研究疟蚊, 为干涉其
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带菌能力提供线索. 而从同源序列比对结果可见, 疟
蚊硒蛋白所具有的生物功能有助于达到上述目的 , 
如溶菌酶对疟蚊带菌能力的影响, 谷氨酰胺酶蛋白

对疟蚊免疫系统和运动系统的影响等, 都可能作为

干涉、调控疟蚊生长传播的因素.  
目前已知的哺乳动物硒蛋白都有各自独特的结

构特点和生物功能, 各硒蛋白之间缺乏共同的氨基

酸保守序列 . 因此 , 通用的计算机生物软件 , 如
GeneScan, GeneFinder或者BLAST和FASTA等, 都无

法单独识别新硒蛋白 . 徐辉碧等人 [30]曾报道用

RNADraw程序识别硒蛋白的SECIS结构 , 但却不能

用该程序识别新硒蛋白. 由于硒蛋白基因具有共同

点, 即开读框架内部含有TGA密码子、3′-UTR存在

SECIS元件、同源蛋白存在U/C配对、以及TGA码两

侧序列相似, 因此, 本文探索了一种使用计算机检索

基因组序列、识别硒蛋白的方法. 它基于硒蛋白基因

的共同特点, 通过使用多种生物学软件并自主编辑

多个程序, 在基因组中进行多步检索以识别硒蛋白. 
该方法能寻找和发现目前尚未发现的新硒蛋白, 这
是通常硒蛋白鉴别手段所不具备的, 因此研究方法

优于目前已有的基因注释方法. 通过使用该方法, 我
们从疟蚊基因库中发现了 7 条硒蛋白. 尽管通过生物

信息学方法识别的硒蛋白仍需最终由实验证实, 但
它从理论计算上预测了物种中可能存在的所有硒蛋

白, 为后续实验提供了强有力的理论基础. 该方法同

样适用于其它物种中硒蛋白的识别与鉴定.  
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