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各位老师，各位同学，大家好！我是第三小组的谢夏青，接下来就由我代表我们小组给大家介绍我们的研究课题——大肠杆菌铵载体蛋白AmtB的演化、结构和功能分析。



汇报内容

 研究背景

 研究内容

 研究总结
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我将会从以下三个方面入手，依次介绍我们的研究课题。



研究背景
 氮素代谢是一种重要的生命活动，铵离子是这个代谢环节
的中心元素。铵载体保证了生物体内铵离子库的动态平衡。

 AmtB蛋白是一类位于细胞膜
上，能够主动转运铵离子的载
体蛋白，属于Amt/Mep/Rh蛋
白超家族。

 该蛋白是由三个相同的亚基构
成的三聚体。

Shahram et al.  2004
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氮素代谢是一种重要的生命活动，存在于几乎所有的生物体中，而铵离子则是这个代谢环节的中心元素。 铵离子不仅是生物体内所有氮源的最终代谢产物，同时，也是生物体内氨基酸、核酸等等化合物的生物合成底物。在保证生物体内的铵离子库能够处于动态平衡，维持相对稳定的过程中，细胞膜上的铵载体起到了举足轻重的作用。今天我们所介绍的AmtB蛋白，就是能够主动转运铵离子的一类载体蛋白，属于Amt/Mep/Rh蛋白超家族，其中Mep基因主要分布在酵母中，Rh基因主要分布在灵长类动物中，比如说人。这类载体蛋白是由三个相同的亚基构成的三聚体。



 每一个单体由十一个跨膜区组
成。

 从原核到真核均有同源蛋白，
且蛋白结构具有高度的保守性。

Shahram et al.  2004
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每一个单体由11个跨膜区域组成，其中央有一个狭窄的、以疏水性为主的孔道，用于介导铵离子通过。铵载体的分布非常广泛，目前已经在50多个物种中被发现，普遍存在于微生物、植物和动物肝脏、肾脏的细胞膜上。在铵载体蛋白超家族中，AmtB蛋白的研究最为详尽，在细菌、古细菌和真核生物中都具有高度的保守性。我们小组决定以大肠杆菌的AmtB蛋白为研究对象，分析该蛋白的结构和功能。



研究内容
对Amt/Mep/Rh蛋白超家族成员进行多序列比对

提取位于微生物、植物、动物中的该蛋白超家族74名
成员的蛋白质序列

1. 利用MEGA进行多序列比对，构建系统发育树。

2. 利用MEME进行序列保守位点分析，绘制图谱。

演示者
演示文稿备注
为了进一步了解AmtB蛋白，我们小组首先对铵载体蛋白超家族成员进行了多序列比对，从swissprot提取了微生物、植物、动物中的全部74条蛋白质序列，利用MEGA进行比对，构建系统发育树，分析该蛋白的演化过程。之后，利用MEME寻找这些序列的保守位点，希望能够通过该方法找到这些蛋白序列的共同特征。



系统发育树

该蛋白超家族

主要分为两大枝

 Mep和AmtB共为
一枝

 Rh单独一枝

AmtB

Mep Rh
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分析得到的系统发育树，我们发现该蛋白超家族主要被分成了两个大枝，Rh蛋白独立一枝，而Mep和AmtB蛋白则位于同一枝。图中蓝色圆圈中标注的是人的Rh蛋白的三个亚基，它们分别位于系统发育树不同的小枝中。绿色圆圈中标注的是我们的研究对象大肠杆菌AmtB蛋白。黄色直线标注的是酵母的Mep蛋白，Mep蛋白和AmtB蛋白位于同一个小枝中，说明两类蛋白具有较高的相似性。



序列保守位点分析

40-110bp；
43aa

170-250bp；
42aa

290-360bp；
43aa
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在MEME网站分析这些序列的保守位点，得到三个保守区段的序列，它们的长度都是40左右个氨基酸。保守的甘氨酸反复出现，暗示序列可能存在着α螺旋结构



序列保守位点分析
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观察该蛋白家族所有成员的保守序列后发现，AmtB蛋白和Rh蛋白的保守区段不同。Rh蛋白都具有三个保守区段，而AmtB蛋白只有一个或两个保守区段，且位置不同。按照保守区段的分布情况，可以将该蛋白超家族分为两个大枝，这与之前所做的系统发育树的结果一致。



研究内容
对Amt/Mep/Rh蛋白超家族的跨膜结构进行分析

选取大肠杆菌AmtB、水稻Amt1、酵母Mep、人Rh的
蛋白序列，对其跨膜结构进行分析

1. 利用TMAP分析以上序列的跨膜结构

2. 利用SOUSI分析以上序列的跨膜结构
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接下来，我们小组决定对铵载体蛋白超家族的跨膜结构进行分析。分别在三大类铵载体蛋白中选取代表，利用tmap和sousi软件分析它们的跨膜结构。



TMAP结果

E.coli human

rice yeast
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得到的tmap结果中，大肠杆菌AmtB蛋白具有11个跨膜结构，人Rh蛋白和水稻AmtB蛋白具有10个跨膜结构，而酵母的Mep跨膜结构只有9个。



SOUSI结果

E.coli human

rice yeast
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得到的sousi结果中，大肠杆菌AmtB蛋白、人Rh蛋白和酵母的Mep蛋白均具有10个跨膜结构，而水稻AmtB蛋白则具有11个跨膜结构。通过两个软件的分析，我们发现，不同软件预测得到的螺旋数并不全是11个，并且，这些蛋白的跨膜区段序列组成并也不具有很高的保守性，有一些不典型的螺旋结构存在。



• 对大肠杆菌AmtB蛋白和人Rh蛋白的高级结构进行
比对

• 利用Swiss-Pdb Viewer分析铵载体蛋白的高级结构

• 铵载体蛋白的保守序列分析

研究内容
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由于蛋白序列的比对结果保守性并不突出，所以，我们小组决定研究它们的高级结构， 利用Swiss-Pdb Viewer分析大肠杆菌和人的铵载体蛋白三级结构的相似性。



叠合结果

黄：AMTB_ECOLI 白：RHCG_human
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通过叠加，可以看出虽然二者的序列存在差异，但它们的高级结构具有较高的相似性。
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之前利用MeMe程序分析了铵载体蛋白的保守序列。图中红色条带所示意的motif是各物种的铵载体蛋白序列所共有的，且位置基本一致。我们推测该保守序列可能对铵载体蛋白的功能有重要影响。于是对大肠杆菌和人的相应序列进行了分析。



保守序列比对
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通过叠加比对可以看出，两序列确实有较高的相似性。通过序列比对发现，序列中有缬氨酸、异亮氨酸位点比较保守。查阅文献发现，该保守序列所属螺旋并不位于可能的铵离子进出细胞的通道上两序列中存在着一对缬氨酸与异亮氨酸的互换。可能与疏水作用力螺旋结构乃至稳定整个蛋白的构象有关。下一步计划



研究总结
 通过使用ABC课上学到的生物信息学工具，对即将从
事的课题进行调研，对蛋白的演化、结构、功能进行
了相关的分析，使我们加深了对自己课题的了解，为
我们日后解决相关的问题奠定了基础。

 感谢罗老师一个学期以来的认真授课和耐心指导！

 感谢助教和同学们！
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