
第 １７ 卷 第 ３ 期

２ ０ １ ９ 年 ０ ９ 月
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

生 物 信 息 学

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ
Ｖｏｌ．１７ Ｎｏ．３

Ｓｅｐ． ２０１９

收稿日期：２０１８－１２－２１；修回日期：２０１９－０３－２３．
基金项目：国家自然科学基金（Ｎｏ．８１４７００９， Ｎｏ．８１７７１６９２， Ｎｏ．８１４７１５６３）；贵州省科技厅基金（黔科合［２０１０］３１５４ 号 ）；贵州省教育厅开放课题

基金（黔教合 ＫＹ 字［２０１８］４８２） ．
作者简介：黄劲，女，副教授，研究方向：病原菌与宿主互作机制．Ｅ－ｍａｉｌ： ｈｕａｎｇｊｉｎ＠ ｇｍｃ．ｅｄｕ．ｃｎ．
∗通信作者：秦莲花， 女，副研究员，研究方向：结核分枝杆菌致病机制．Ｅｍａｉｌ： ｌｉａｎｈｕａｑ１０１３＠ １６３．ｃｏｍ．

ＤＯＩ：１０．１２１１３ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２－５５６５．２０１８１２００３

结核分枝杆菌 Ｒｖ１３８５ 的抗原表位预测分析

黄　 劲１， ２， 王　 洁３， 高　 霄２， 雷依丽２， 杨光红４， 冯永红３， 秦莲花３∗

（１．贵州医科大学 环境污染与疾病监控教育部重点实验室，贵阳 ５５００２５；２． 贵州医科大学 基础医学院， 贵阳 ５５００２５；
３．同济大学 医学院附属上海市肺科医院 上海市结核病重点实验室，上海 ２００４３３；

４． 贵州医科大学 公共卫生学院， 贵阳 ５５００２５）

摘　 要：结核分枝杆菌生长缓慢，难以获得足量的天然蛋白抗原。 而利用基因工程技术制备重组蛋白抗原，存在着表达量低、
不易纯化，以及特异性较低等不利因素。 随着生物信息技术的发展，研究者可根据生物信息学软件预测，选择合成优势抗原

肽段，而不需克隆整个蛋白，具有简便、经济、特异性高等特点。 因此，本研究应用生物信息学方法，预测结核分枝杆菌 Ｒｖ１３８５
蛋白的抗原表位并分析其优势表位，对了解 Ｒｖ１３８５ 蛋白的免疫学特性及其与结核分枝杆菌致病的关系具有重要意义。 首

先，从 ＮＣＢＩ 数据库下载 Ｒｖ１３８５ 的氨基酸序列，然后采用生物信息学软件 ＰＳＩＰＲＥＤ Ｓｅｒｖｅｒ 预测蛋白质二级结构；ＢｅｐｉＰｒｅｄ １．０
Ｓｅｒｖｅｒ 和 ＡＢＣｐｒｅｄ 预测该蛋白的 Ｂ 细胞抗原表位；ＢＩＭＡＳ、ＳＹＦＰＥＩＴＨＩ 及 ＮｅｔＣＴＬｐａｎ １．１ Ｓｅｒｖｅｒ 预测该蛋白的 ＣＴＬ 表位；ＳＹＦ⁃
ＰＥＩＴＨＩ 和 ＮｅｔＭＨＣＩＩｐａｎ ３．２ Ｓｅｒｖｅｒ 预测该蛋白的 Ｔｈ 细胞表位。 最后综合分析预测结核分枝杆菌 Ｒｖ１３８５ 的优势候选抗原表

位。 结果显示，Ｒｖ１３８５ 蛋白二级结构中，α 螺旋占 ５１．８％，β 折叠占 ４１．６％，无规卷曲占 ６．６％；共有 ４ 个 Ｂ 细胞抗原位点，位于

１０９～１２４、１５２～１６９、１７８～１９２、１９８～２０９ 氨基酸区段；３ 个 ＣＴＬ 表位，位于 ２６３～２７１、８７～９５、２４０～２４８ 氨基酸区段；５ 个 Ｔｈ 表位，
位于 ７７～９１、８７～１０１、２３４～２４７、７０～８４、４６～６０ 氨基酸区段。 生物信息学分析显示 Ｒｖ１３８５ 含有潜在的 Ｂ 细胞和 Ｔ 细胞抗原表

位，为该蛋白抗原表位的进一步研究及应用奠定了基础。
关键词：结核分枝杆菌；生物信息学；Ｒｖ１３８５；抗原性
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　 　 结核病是由结核分枝杆菌 （Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ， Ｍｔｂ）引起的一种与机体细胞免疫应答

密切相关的慢性消耗性传染病，宿主免疫细胞可通

过其表面受体识别结核分枝杆菌抗原蛋白中特殊的

化学基团，即表位 （Ｅｐｉｔｏｐｅ） 而刺激机体产生免疫

应答，但其机制和宿主免疫保护机制仍不清楚［１］。
因此，探索结核分枝杆菌蛋白抗原表位的免疫学特

性，对结核分枝杆菌致病机制的研究和表位疫苗的

研发具有重要意义［２］。 越来越多的研究显示，结核

分枝杆菌在体内生长必需的基因及其产物可作为有

效的药物研发靶点和候选疫苗［３］。
核苷酸是结核分枝杆菌生长和分化的必需物

质，主要由从头合成途径产生［４］。 其中，乳清酸核

苷⁃５’⁃磷 酸 脱 羧 酶 （ Ｏｒｏｔｉｄｉｎｅ ５ ’⁃ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ， ＯＭＰｄｅｃａｓｅ； Ｒｖ１３８５）是嘧啶核苷酸

从头合成途径最后一步反应的酶，催化乳清酸核苷⁃
５’⁃磷酸脱羧生成尿嘧啶核苷酸［５］。 尿嘧啶核苷酸

是合成其他嘧啶核苷酸的前体，对促进结核分枝杆

菌的分化和增殖具有重要作用［６］。
Ｒｖ１３８５ 蛋白由结核分枝杆菌 ｐｙｒＦ 基因编码，

包含 ２７４ 个氨基酸残基，富含丙氨酸、甘氨酸和缬氨

酸等疏水性氨基酸，其相对分子质量为 ２７． ４ ＫＤ。
生物信息学分析显示，Ｒｖ１３８５ 蛋白不含信号肽，亚
细胞定位可能为细胞膜或细胞浆［７］。 迄今， 对

Ｒｖ１３８５ 的抗原性研究尚无报道，本研究应用生物信

息学的方法对 Ｒｖ１３８５ 的抗原性进行预测分析，以
期为后续深入研究结核分枝杆菌的致病机制和新的

药物靶点奠定基础。

１　 材料与方法

１．１　 氨基酸序列

　 　 从 ＮＣＢＩ 数 据 库 检 索 获 得 结 核 分 枝 杆 菌

（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ， Ｍｔｂ ） Ｈ３７Ｒｖ 及 １５ 株

Ｍ． ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ菌株的 Ｒｖ１３８５ 蛋白氨基酸序列，序列号

分别为：ＡＪＦ０２７３６、ＷＰ＿０３１７０８１８０．１、ＷＰ＿０３１７３４７８９．１、
ＷＰ＿０１７４８７６９６．１、ＷＰ＿１１８９６２１９８．１、 ＷＰ＿０３１６５８７１０．１、
ＷＰ＿０１６７２０４３０．１、ＷＰ＿０７０８９２７６５．１、ＷＰ＿０５５３６６４７４．１、
ＷＰ＿０５２６３５２５２．１、ＷＰ＿０５７３６１１３８．１、ＷＰ＿０５５３７５２８８．１、
ＷＰ＿１１６２５８７１３．１、ＷＰ＿０５７３７００６６．１， ＷＰ＿０１５６３１２９７．１ 和

ＷＰ＿０１９２８３６３１．１。
１．２　 Ｒｖ１３８５ 的二级结构预测

　 　 应用在线软件 ＰＳＩＰＲＥＤ Ｓｅｒｖｅｒ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｉｏｉｎｆ．
ｃｓ．ｕｃｌ．ａｃ．ｕｋ ／ ｐｓｉｐｒｅｄ ／ ） 预测该蛋白的二级结构。
１．３　 Ｒｖ１３８５ 的 Ｂ 细胞抗原表位预测

　 　 应用在线软件 ＢｅｐｉＰｒｅｄ １．０ Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＢｅｐｉＰｒｅｄ － １． ０ ／ ） 和 ＡＢＣｐｒｅｄ
（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｃｒｄｄ． ｏｓｄｄ． ｎｅｔ ／ ｒａｇｈａｖａ ／ ａｂｃｐｒｅｄ ／ ＡＢＣ ＿
ｓｕｂｍｉｓｓｉｏｎ．ｈｔｍｌ）预测该蛋白的 Ｂ 细胞抗原表位。
１．４　 Ｒｖ１３８５ 的 ＣＴＬ 抗原表位预测

　 　 应用 ＢＩＭＡＳ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ － ｂｉｍａｓ． ｃｉｔ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／
ｍｏｌｂｉｏ ／ ｈｌａ＿ｂｉｎｄ ／ ）、ＳＹＦＰＥＩＴＨＩ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｓｙｆｐｅｉｔｈｉ．
ｄｅ ／ ｂｉｎ ／ ＭＨＣＳｅｒｖｅｒ． ｄｌｌ ／ ＥｐｉｔｏｐｅＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ． ｈｔｍ ） 及

ＮｅｔＣＴＬｐａｎ １． １ Ｓｅｒｖｅｒ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／
ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＮｅｔＣＴＬｐａｎ ／ ）预测该蛋白的 ＣＴＬ 表位。
１．５　 Ｒｖ１３８５ 的 Ｔｈ 抗原表位预测

　 　 应用 ＳＹＦＰＥＩＴＨＩ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｓｙｆｐｅｉｔｈｉ． ｄｅ ／ ｂｉｎ ／
ＭＨＣＳｅｒｖｅｒ． ｄｌｌ ／ ＥｐｉｔｏｐｅＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ． ｈｔｍ ） 和

ＮｅｔＭＨＣＩＩｐａｎ ３． ２ Ｓｅｒｖｅｒ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／
ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＮｅｔＭＨＣＩＩｐａｎ ／ ）预测该蛋白的 Ｔｈ 细胞表位。
１．６　 Ｒｖ１３８５ 氨基酸序列的同源性预测

　 　 应用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｏｍｅｇａ（ｈｔｔｐ：／ ／ ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ ／ Ｔｏｏｌｓ ／
ｍｓａ ／ ｃｌｕｓｔａｌｏ）对该蛋白的氨基酸序列进行同源性分析。

２　 结果与分析

２．１　 Ｒｖ１３８５ 的二级结构

　 　 ＰＳＩＰＲＥＤ Ｓｅｒｖｅｒ 结果见图 １，其中 α 螺旋（Ｈ）、
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β 折叠（Ｅ）、无规卷曲（Ｃ）分别占 ５１．８％、４１．６％和

６．６％。
２．２　 Ｒｖ１３８５ 的 Ｂ 细胞抗原表位

　 　 ＢｅｐｉＰｒｅｄ １．０ Ｓｅｒｖｅｒ 预测结果显示 ９５～１０１、１０９
～１２４、１５２～１６９、１７８ ～ １９２、１９８ ～ ２０９、２１８ ～ ２３６， ２４９
～２６０ 等氨基酸区段可能具有抗原表位；ＡＢＣｐｒｅｄ 预

测具有抗原表位可能性最大的位点依次为 １０９ ～
１２４、９４ ～ １０９、１２０ ～ １３５、１８９ ～ ２０４、１９５ ～ ２１０、１４７ ～
１６２、６５～８０， １６８～ １８３ 位点。 综合两种软件预测结

果的分值（≥０．６５），同时结合 Ｒｖ１３８５ 蛋白的二级结

构预测结果无规卷曲存在的区段进行分析，推测 Ｂ
细胞抗原表位较有可能位于 １０９ ～ １２４、１５２ ～ １６９、
１７８～１９２， １９８～２０９ 等氨基酸区段。
２．３　 Ｒｖ１３８５ 的 ＣＴＬ 表位

　 　 应用 ３ 种生物信息学软件预测，分值较高的

ＣＴＬ 表位结果见表 １，综合分析，推测可能性较高的

ＣＴＬ 表位存在于 ＯＭＰｄｅｃａｓｅ 蛋白的下述氨基酸区

段：２６３～２７１、８７～９５， ２４０～２４８。

图 １　 Ｒｖ１３８５ 二级结构预测结果

Ｆｉｇ．１　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｒｖ１３８５

表 １　 Ｒｖ１３８５ＣＴＬ 表位预测结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ＣＴＬ ｅｐｉｔｏｐｅｓ ｏｆ Ｒｖ１３８５

表型

分类

ＢＩＭＡＳ ＳＹＦＰＥＩＴＨＩ ＮｅｔＣＴＬｐａｎ

起始位置 氨基酸序列 起始位置 氨基酸序列 起始位置 氨基酸序列

ＨＬＡ⁃Ａ２ ２６３ ＲＭＲＤＡＶＡＹＬ
７５
２６３

ＶＬＥＲＴＩＡＥＬ
ＲＭＲＤＡＶＡＹＬ

２６３ ＲＭＲＤＡＶＡＹＬ

ＨＬＡ⁃Ａ３
８８
７

ＶＬＶＬＡＤＡＫＲ
ＲＬＡＥＡＫＡＲＲ

５１
８７

ＡＦＡＤＦＡＶＶＫ
ＤＶＬＶＬＡＤＡＫ

／ ／

ＨＬＡ⁃Ｂ７
１２
２４０

ＫＡＲＲＧＰＬＣＬ
ＬＰＡＶＡＲＥＶＬ

２００
２４０

ＡＰＱＡＰＤＬＳＡ
ＬＰＡＶＡＲＥＶＬ

１２４
２４０

ＳＰＹＬＧＦＧＳＬ
ＬＰＡＶＡＲＥＶＬ
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２．４　 Ｒｖ１３８５ 的 Ｔｈ 表位

　 　 ＳＹＦＰＥＩＴＨＩ 和 ＮｅｔＣＴＬｐａｎ ３．２ Ｓｅｒｖｅｒ 在线软件

预测，分值较高的 Ｔｈ 表位结果见表 ２，综合 ２ 种软件

结果推测 Ｔｈ 表位可能位于 ７７ ～ ９１、８７ ～ １０１、２３４ ～
２４７、７０～８４， ４６～６０。

表 ２　 Ｒｖ１３８５Ｔｈ 表位预测结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ Ｔｈ ｅｐｉｔｏｐｅｓ ｏｆ Ｒｖ１３８５

表型分类
ＳＹＦＰＥＩＴＨＩ ＮｅｔＣＴＬｐａｎ

起始位置 氨基酸序列 起始位置 氨基酸序列

ＨＬＡ⁃ＤＲＢ１∗０１０１
２２５
７７

ＰＥＡＬＧＧＬＧＧＡＡＳＳＱＬ
ＥＲＴＩＡＥＬＲＡＡＤＶＬＶＬ

５１
７７

ＡＦＡＤＦＡＶＶＫＰＱＶＡＦＦ
ＥＲＴＩＡＥＬＲＡＡＤＶＬＶＬ

ＨＬＡ⁃ＤＲＢ１∗０３０１
１７
８７

ＰＬＣＬＧＩＤＰＨＰＥＬＬＲＧ
ＤＶＬＶＬＡＤＡＫＲＧＤＩＧＡ

１７０
８７

ＶＡＱＬＶＶＤＱＶＧＡＡＮＥＡ
ＤＶＬＶＬＡＤＡＫＲＧＤＩＧＡ

ＨＬＡ⁃ＤＲＢ１∗０４０１
７０
１７

ＡＡＧＦＡＶＬＥＲＴＩＡＥＬＲ
ＰＬＣＬＧＩＤＰＨＰＥＬＬＲＧ

１４２
７０

ＨＧＲＧＶＦＶＬＡＡＴＳＮＰＥ
ＡＡＧＦＡＶＬＥＲＴＩＡＥＬＲ

ＨＬＡ⁃ＤＲＢ１∗０７０１
２２８
９６

ＬＧＧＬＧＧＡＡＳＳＱＬＬＰＡ
ＲＧＤＩＧＡＴＭＳＡＹＡＴＡＷ

２３４
ＡＡＳＳＱＬＬＰＡＶＡＲＥＶＬ

ＨＬＡ⁃ＤＲＢ１∗１１０１ ７０ ＡＡＧＦＡＶＬＥＲＴＩＡＥＬＲ ７０ ＡＡＧＦＡＶＬＥＲＴＩＡＥＬＲ

ＨＬＡ⁃ＤＲＢ１∗１５０１
３８
４６

ＡＤＧＬＡＡＦＣＤＩＣＶＲＡＦ
ＤＩＣＶＲＡＦＡＤＦＡＶＶＫＰ

４６
ＤＩＣＶＲＡＦＡＤＦＡＶＶＫＰ

２．５　 Ｒｖ１３８５ 的氨基酸序列同源性分析

　 　 运用 ＮＣＢＩ 的 Ｂｌａｓｔ 对 Ｍ． ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ｃｏｍｐｌｅｘ 数

据库的 １０１ 株菌株的 Ｒｖ１３８５ 进行氨基酸序列比对，
结果显示一致性为 ８１．３２％ ～ １００％。 然后从中选择

一致性较低的 １６ 株 Ｍ． ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ 菌株进行同源性

分析，结果见图 ２。

３　 讨　 论

　 　 结核病仍然是全球性健康性疾病，据 ２０１８ 年世

界卫生组织的结核病报告报道，目前全世界有近 １ ／ ３
人口感染结核分枝杆菌，每年大约有 １８０ 万人死于

结核病［８］。 尽管自 １９９０ 年以来，结核病的发病率和

新增病例有所下降，但随着多重耐药和广泛耐药结

核菌株的增多，以及结核和人类免疫缺陷病毒

（Ｈｕｍａｎ Ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ Ｖｉｒｕｓ， ＨＩＶ）共同感染患

者的出现，给结核病的防治带来巨大挑战［９］。
根除结核病的一个重要问题是需要长期的药物

治疗［１０－１１］。 其 原 因 之 一 是 结 核 病 的 病 原 菌

（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，Ｍｔｂ）能够进入一种非复

制的持留状态，导致对传统抗结核药物的敏感性降

低［１２］。 因此，需要新的药物来缩短疗程，同时，急切

需要开发新的疫苗控制结核病的发展。 为了实现这

个目的，对结核分枝杆菌的生理功能研究迫在眉睫，
找到一些对结核分枝杆菌在体内生长必需的基因及

其产物以开发新的药物靶点和设计疫苗成为当务之

急［３］。 核苷酸是结核分枝杆菌生长和分化的必需物

质，同时核苷酸还可参与到结核分枝杆菌的其他代谢

过程，如糖代谢、脂代谢和氨基酸代谢，在结核分枝杆

菌的增殖、ＤＮＡ 损伤修复和细胞周期等生理生化过程

中发挥重要作用［４］。 嘧啶核苷酸主要通过从头合成

途径生成，包含 ６ 个连续的酶促反应过程［１３］，简述如

下：氨基甲酰磷酸合成酶Ⅱ催化谷氨酰胺、ＨＣＯ⁃
３ 和

ＡＴＰ 生成氨基甲酰磷酸；天冬氨酸氨基甲酰转移酶催

化天冬氨酸与氨基甲酰磷酸生成氨基甲酰天冬氨酸；
二氢乳清酸酶催化氨基甲酰天冬氨酸脱水环化形成

二氢乳清酸；二氢乳清酸脱氢酶催化二氢乳清酸生

成乳清酸；乳清酸磷酸核糖转移酶催化乳清酸与磷

酸核糖焦磷酸反应生成乳清酸核苷⁃５’⁃磷酸；乳清酸

核苷⁃５’⁃磷酸脱羧酶 （ Ｏｒｏｔｉｄｉｎｅ ５’⁃ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ ， ＯＭＰｄｅｃａｓｅ； Ｒｖ１３８５）催化乳清酸核

苷⁃５’⁃磷酸脱羧生成尿嘧啶核苷酸。 分枝杆菌中

ＯＭＰｄｅｃａｓｅ 由 ２７４ 个氨基酸残基组成，相对分子质

量 ２７．４ ＫＤ［１４］ 。 在真核细胞中，编码最后两步反应

的 ＯＭＰｄｅｃａｓｅ 与乳清酸磷酸核糖转移酶的基因发

生融合，使得上述两种酶位于同一条多肽链上，即
尿嘧啶核苷酸合成酶［１５－１６］ ，包含 ４８０ 个氨基酸残

基。 由于一级结构的差异，结核分枝杆菌和人

ＯＭＰｄｅｃａｓｅ 的氨基酸序列同源性较低，产生交叉反

应的概率较低，该酶可作为新的特异性结核诊断及

抗结核疫苗的候选靶标。 随着生物信息学的快速

发展，生物信息学分析软件已成为预测抗原表位的

常用工具，受到越来越多的科研工作者的青睐［１７］ 。
本研究运用生物信息学方法，预测分析 Ｒｖ１３８５ 的
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Ｂ 细胞和 Ｔ 细胞抗原表位，分析结果将为下一步寻

找新的抗原靶点，为结核早期快速诊断和候选疫苗

的筛选奠定基础。

图 ２　 不同菌株 Ｒｖ１３８５ 氨基酸序列的同源性分析

Ｆｉｇ． ２　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｒｖ１３８５ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ

４　 结　 论

　 　 Ｒｖ１３８５ 含有潜在的 Ｂ 细胞和 Ｔ 细胞抗原表位，
本文结果为结核特异诊断和多表位结核疫苗的研究

奠定了基础。
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