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简介

• AF164138 是一个长39757 bp的基因组序列片段, 
由协和医科大学刘勇等于1999年从河豚鱼中克隆
到并递交到GenBank。

• 通过BioLand中整合的EMBOSS软件包中的
needle，water，dottup等工具，以及基因预测程
序GeneScan等，分析该序列片段，选取其中的
功能片段进行blast，以推测其功能。

• 分析表明，该序列片段5’端含两个高度相似的多
药耐药基（Multi-drug Resistance gene，简称
MDR）。



方法和结果

1. 从GeneBank中找出MDR(AF164138)



Ensemble BioMart



有EST的部分序列分析



TrEMBL Results



方法和结果

• 使用软件预测编码序列

Softberry - Comprehensive gene identification server (Commercial) 
HMMgene - Prediction of vertebrate and C. elegans genes (CBS, Denmark) 
GenScan - Identification of complete gene structures in genomic DNA (MIT)
DIGIT-consensus-based programs

http://www.softberry.com/berry.phtml�
http://www.cbs.dtu.dk/services/HMMgene/�
http://genes.mit.edu/GENSCAN.html�
http://digit.gsc.riken.go.jp/cgi-bin/index.cgi�






方法和结果

2. 从找到的GeneBank序列中找出重复片段

1）提取FASTA格式的全序列：seqret  文件名

2）dottup将fasta格式的数据进行自我比对，参

数为wordsize=10



方法和结果



方法和结果
3）根据上图结果，用seqret命令将这两段序列分别取出来

（1-12000bp和12001-24000bp），dottup比对

seqret 序列名 –sbegin 1 –send 12000>新序列名



方法和结果

4）用needle进行比



方法和结果

3. 对AF164138的编码序列的分析
1）使用coderet命令从第一步下载的GeneBank格式的数
据中提取所有CDS,mRNA和蛋白fasta格式的序列信息
（codret 文件名），并用seqretsplit命令将序列分开，得
到CDS、mRNA和蛋白序列各5条（seqretsplit 文件名）。
（注意coderet 和seqret的区别）

2）比较编码区序列

使用cat命令将5个cds序列连成一个文件（cat file1 file2 
file3 file4 file5>newfile）

使用polydot分析相似性，wordsize=20.（polydot 
newfile）



方法和结果



方法和结果

3）分别用dottup（wordsize=10)和needle对cds1和cds2进
行比对



方法和结果

4. 对AF164138的蛋白序列进行分析
1）用dottup和needle对相应的PRO1和PRO2进行比对。



方法和结果

2）用dottup将pro1自我比对，参数为wordsize=10



方法和结果

3）用dotmatcher进行进一步比较，设置参数为
wordsize=10，threshold=23



方法和结果

4）根据上图用seqret命令截取两段重复序列1-600bp和700-
1300bp，再将两者进行dotmatcher



方法和结果

5）将两者进行needle和water比对



方法和结果

• 如果将这两个切下来的半段序列再进行polydot比较可以发
现，这两个半段中前后也比较相似

Polydot by 
Wei Liang



方法和结果

5.利用重复结构域序列BLAST查找其功能
取出PRO1的第一段序列（1-600bp）在NCBI的网站上进行blast，
参数为：程序：BLASTP 2.2.18 、数据库：Non-redundant protein 
sequences (nr)、矩阵：BLOSUM 62 、Gap Costs：Existence 11，
Extension 1。



方法和结果

• 最高比对结果ABC_MTABC3_MDL1_MDL2
（ABCB6）结构域，它是一个线粒体ATP结合盒
式蛋白，在铁稳态中起作用。MDL1是一个ATP依
赖的渗透酶，且是ATM1的高拷贝抑制子，同时
在氧压耐受性中起作用。

• CydD，ABC转运系统（ATP-binding cassette 
transporter）和细胞色素bd生物合成和相关，是
渗透酶的组成成分。

• ABC_membrane是一个ABC转运体跨膜区域，这
个家族每个六个跨膜螺旋为一个单位，许多ABC
转运体家族成员有两个这样的区域。



讨论

1. 比较基因组重复序列(表格中的A)、编码区序列CDS1和CDS2（表格
中的B）以及蛋白序列PRO1和PRO2（表格中的C）的序列相似性

A B C

Indentity 44.8% 74.5% 71.1%

Similarity 44.8% 74.5% 78.5%

A、B、C的相似性逐渐增加，推测是因为在A中存在了大量内
含子，所以相似度最低，B中是编码区序列，C是蛋白序列,C去
除了密码子简并性的影响，因而得到了最好的相似性。



2. BLAST结果分析
• ABC转运体是一个可以帮助代谢物进和出细胞的一个复合

体，主要由四个结构域组成，两个细胞膜相关结构域，和
两个在细胞膜内面的ATP结合结构域组成，这些结构域共
同组成一个跨膜的中心孔。这四个核心的结构域可能作为
分开的多肽编码，也可能以多种方式形成一个多结构域的
多肽（GO: 0043190）。

• 根据上一段GO注释，我推测PRO1很有可能是一个同时
含有四个核心结构域的ABC转运体。ABC转运体蛋白家族
是细菌多药物抗性有关的蛋白[1]，由此可以推断原来的大
段基因组序列确实是多药物抗性基因。



跨膜结构预测

TEMPRED 预测跨膜结构



TMHMM 预测



TrEMBL Results 



TrEMBL Results 



补充材料

• PRO1的第二段序列的比对结果

ATM也是ABC转运体系统中的一员，与Fe-S簇组装相关，
是渗透酶和ATPase的组成成分。



参考资料

• [1] ATP-binding cassette transporter，From 
Wikipedia, the free encyclopedia，2008-3-11，
http://en.wikipedia.org/wiki/ATP-
binding_cassette_transporter

• NCBI
• GO

http://en.wikipedia.org/wiki/ATP-binding_cassette_transporter�
http://en.wikipedia.org/wiki/ATP-binding_cassette_transporter�
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