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副干酪乳杆菌乳酸脱氢酶的生物信息学分析

赵 婷 1，姚雯轶 2，王立梅 2,*
(1.苏州大学基础医学与生物科学学院，江苏 苏州      215123；

2.常熟理工学院发酵工程技术研究中心，苏州市食品生物技术重点实验室，江苏 常熟      215500)

摘   要：目的：分析和预测副干酪乳杆菌(Lactobacillus paracasei)乳酸脱氢酶(lactate dehydrogenase，LDH)基因及其

编码蛋白的结构和特性，以指导其生物学功能的实验研究。方法：利用美国国家生物技术信息中心(NCBI)和瑞士

生物信息学研究所的蛋白分析专家系统(ExPASY)中有关基因和蛋白的序列和结构信息分析的各种工具，结合其他生

物信息学分析软件，如 ClustalX、VMD，从数据库中得到乳酸脱氢酶基因，分析、预测该基因编码的蛋白理化

性质、翻译后的修饰位点、拓扑结构、二级结构、三级结构和功能域。并与其他微生物的乳酸脱氢酶蛋白序列

进行比对，得出它们的保守序列。结果：该基因编码 335 个氨基酸，其蛋白理论分子质量为 36608.8u，预测该

蛋白有 3 个跨膜区。与干酪乳杆菌的乳酸脱氢酶进化关系最近。结论：应用生物信息方法可预测得到副干酪乳杆

菌的乳酸脱氢酶的结构与功能方面的信息。
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Abstract：Objective: To analyze and predict the structure and characteristics of lactate dehydrogenase from Lactobacillus
paracasei for guiding experimental studies of its biological functions and application. Methods: Bioinformatic tools provided by
the NCBI website and ExPasy as well as bioinformatic software packages such as ClustalX and VMD were used to identify
sequence encoding LDH protein from database. The characteristics including physical-chemical characteristics, post-transla-
tional modification sites, topological structure, secondary structures, tertiary structure and domains of the deduced protein were
analyzed. The sequences encoding LDH from Lactobacillus paracasei and other microorganisms were compared to obtain the
conserved sequence. Results: The gene codes for 335 amino acids were achieved. The theoretical molecular weight of the deduced
protein was 36608.8 u. The encoding protein was elucidated to have 3 trans-membrane regions. Through the comparison of
amino acid sequences, LDH from Lactobacillus paracasei had high homology with LDH from Lactobacillus casei. Conclusion
The structure of ldh gene and LDH protein from Lactobacillus paracasei can be bioinformatically analyzed and predicted.
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苯乳酸(phenyllactic acid，PLA)又称 3- 苯基乳酸，

是一些重要的化学合成物前体，并广泛应用于医药、化

工、生物合成等领域。近几年来，它作为一种新型的

抑菌剂又受到食品行业的广泛关注，苯乳酸抑菌谱宽，

能抑制多种食源性致病菌、腐败菌、特别是能抑制真

菌的污染。溶解性好，p H 值范围广，热稳定性高，

在食品工业中具有广阔的应用前景[1-4]。

在乳酸菌等微生物中，直接以苯基丙酮酸为底物，

在乳酸脱氢酶(lactate dehydrogenase，LDH)的作用下，可

以有效地发酵生成苯乳酸[5]。副干酪乳杆菌 Lactobacillus
paracaseiW2 是本实验室在自然界中分离纯化得到的，

并在摇瓶中对其合成苯乳酸的培养基和培养条件进行优

化[6]，使其可以将底物苯基丙酮酸高效转化生成苯乳酸，

关于副干酪乳杆菌的乳酸脱氢酶的研究目前尚未见报道。
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本实验通过生物信息学的方法对NCBI 中已知的 Lactobacil-
lus paracasei 乳酸脱氢酶基因及其编码的蛋白结构和特征

进行全面的分析比较[7]，以指导 Lactobacillus paracaseiW2
后续目的基因的克隆表达，生物学功能的初步研究。

1 材料与方法

1.1 材料

通过美国国家生物技术信息中心(NCBI)网站搜索

Lactobacillus paracasei 的 ldh 基因核酸序列，GeneBank
中登录号为 ATCC 25302。
1.2 方法

1.2.1 LDH 的 Blast 比对分析

通过美国国家生物技术信息中心(NCBI)网站局部比

对搜索工具(Blast)程序，将L.paracasei的LDH氨基酸序列

与数据库中的序列进行对比分析，分析其保守功能域。

1.2.2 LDH 的理化性质

通过瑞士生物信息学研究所的蛋白分析专家系统

(ExPASy)预测 LDH 蛋白质的理化性质。

1.2.3 LDH 二级结构的分析

对 ldh 基因编码蛋白的各级结构进行数据库搜索及

预测。预测 LDH 蛋白一级结构中的各个修饰位点和亚细

胞定位；预测氨基酸序列的跨膜区和拓扑结构；预测

LDH 活性位点。

1.2.4 LDH 多序列比对

利用 Clustal X 对 L. paracasei 和其他物种的 LDH 进

行多序列比对。

1.2.5 LDH 三级结构的分析

利用VMD软件模拟LDH空间结构，显示其活性中心[8]。

2 结果与分析

2.1 Blast 的分析结果

L.paracasei 的 ldh 基因序列编码的氨基酸序列与

GeneBank 中 Lactobacillus casei 的 ldh 同源性分值最高，

一致性达 99%。通过 Rpsblast 分析，发现有完整的 LDH
的保守结构域( aa 9～aa 3 2 4)，如图 1 所示。

AA.氨基酸；PHD_htm.神经网络跨膜螺旋预测；Rel_htm.预测的可靠性指数，最低为 0，最高为 9，* 表示可靠性

很高；P i M o h t m .神经网络拓扑学预测；i .膜内；o .膜外；T .跨膜螺旋；M .跨膜区；数字表示氨基酸位数。

图 2 L. paracasei 的 LDH 拓扑结构、二级结构图

Fig.2   Tpological and secondary structuresof L. paracasei LDH
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图 1 预测的 L.caseiW2 的 ldh 保守功能域

Fig.1   Prediction of conserved domain of ldh gene from Lactobacillus paracasei
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2.2 LDH 蛋白的理化性质

由 ExPASy 分析得出，L.paracasei 的 LDH 理论分

子质量是 3 6 6 0 8 . 8 u，等电点为 5 . 3 4。该蛋白在波长

280nm 处的摩尔消光系数为 32890L/(mol·cm)，质量

浓度 0.1g/100mL 时吸光度为 0.898。其成熟肽 N 端为甲

硫氨酸时，在哺乳动物网状红细胞体外表达的半衰期为

30h，在酵母和大肠埃希氏菌中表达的半衰期分别大于 20h
和 10h。在溶液中的不稳定指数为 30.10，低于阈值 40，
在溶液中性质稳定。疏水指数为 99 .88，疏水性较高。

2.3 LDH 翻译后的修饰位点、亚细胞定位的预测

特定位点分析结果显示：LDH 含有 8 个潜在的酪蛋

白激酶Ⅱ(CK2)磷酸化位点；4 个潜在的蛋白激酶 C(PKC)
磷酸化位点；4 个潜在的肉豆蔻基位点。LDH 没有分泌

信号肽序列，没有过氧化酶体、溶酶体等定位序列。

2.4 LDH 的拓扑结构和二级结构分析

由 Predict Protein 分析得出该蛋白不含有半胱氨酸。

Htm 预测结果表明(图 2)，该蛋白有 3 个跨膜区，Sec 预

测α螺旋(H)、β折叠(E)和无规卷曲(L)的比例是 42.99:
18.81:38.21。
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*.所有物种共有的保守位点；数字表示氨基酸位数。

图 4 L.paracasei 与其他物种 LDH 氨基酸序列比对

Fig.4   Multiple sequence alignments of LDH from Lactobacillus paracasei and others
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图 3 L.paracasei LDH 的三维结构图

Fig.3   Tertiary structure of Lactobacillus paracasei LDH

2.5 L.paracasei 的 LDH 模拟三维结构

Scanprosite 分析结果如图 3 所示，副干酪乳杆菌的

LDH 活性位点在 aa187～aa193 上，由 MGEHGDT 7 个氨基

酸组成，此结构与 LDH 活性直接相关，是 LDH 与底物

结合并发挥催化作用的部位。利用 VMD 软件模拟 LDH
的空间结构，显示了其所含有的 3 种二级结构在空间中

的位置与走向，7 个关键氨基酸在空间结构上的位置非

常靠近，构成酶的活性中心。

2.6 副干酪乳杆菌 LDH 与其他物种 LDH 的比较和分子

进化树的构建

将副干酪乳杆菌 LDH 与其他物种 LDH(Rhizopus
oryzae LDHA 和 LDHB、Streptococcus suisST3、Ba-
cillus subtilisBSn5、L.plantarum、Mycopiasma suis、
Clostridium botulinum、Bifidobacterium bifidum、

Staphylococcus aureus 的 LDH)氨基酸序列进行多重序列

比对，结果如图 4、5 所示。发现 L D H 的保守区域位

于各物种 LDH 氨基酸序列的中部，关键氨基酸都处在

其 中 。

分子进化树显示 10 类 LDH 大致分为 3 个亚类：

L.paracasei、Streptococcus suis、Bacillus subtilis、
Staphylococcus aureus 和 L.plantarum；Bifidobacterium
bifidum、Mycopiasma suis、Rhizopus oryzae LDHA 和

LDHB；Clostridium botulinum。其中 L.paracasei 与
Streptococcus suis 进化关系最近。



253※生物工程 食品科学 2011, Vol. 32, No. 17

3 讨  论

生物信息学作为一门新的学科领域，它是把基因组

DNA 序列信息分析作为源头，在获得蛋白质编码区的

信息后进行蛋白质空间结构模拟和预测，如各种亚细胞

的定位信号、翻译后的修饰位点、功能域等，此外对

蛋白质的理化性质包括等电点、分子质量、半衰期、

疏水性、稳定性等的分析，以及其空间结构的预测，

有助于采取合理的克隆和表达策略，选用适合的表达载

体，获得有活性的重组蛋白，是研究蛋白质功能的基

础，依据特定蛋白质的功能进行必要的设计，避免实

验的盲目性[9-14]。

本实验对 NCBI 中已知的 L.paracasei 的 LDH 进

行了生物信息学分析。经 NCBI 网站 Blast 在线分析，

L.paracasei 的乳酸脱氢酶氨基酸序列与 GenBank 中其他

物种的乳酸脱氢酶同源性可达到 60% 以上并且含有完整

的 LDH 保守功能域，该蛋白的分子质量理论预测值是

36608.8u，预测等电点为 5.34。
保守功能域的分析、L.paracasei 的 LDH 与其他物

种的 LDH 的氨基酸比对结果显示，在它们的氨基酸序列

中部为酶活性区域，序列比较保守，关键氨基酸位点

保守，因此 LDH 还是一个研究物种进化理想的分子指

标，既包含了决定其基本结构和功能的高度保守的氨基

酸，同时也体现了与种系进化相一致的变异性，在分

图 5 LDH 的进化系统发育树

Fig.5   Phylogenetic tree based on the sequence of LDH-encoding genes
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子学上有重要的应用价值[15]；L.paracasei 的 LDH 活性位

点为 aa187～aa193，由 MGEHGDT 7 个氨基酸组成，此

结构与 LDH 活性直接相关，是 LDH 与底物结合并发挥

催化作用的部位。
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