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鸟分枝杆菌 MAV-4563蛋白的生物信息学分析*
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【摘要】 目的 应用生物信息学方法预测分析鸟结核分枝杆菌 MAV-dalidaxue4563基因编码蛋白的结构功能和生物

学特性。 方法 采用 Protparam、ProtScaleon
 

Expasy,TMHMM
 

Server
 

v
 

2.0,SignalP4.1,PSORT,NetPhos
 

3.1,

BLAST,SOPMA,Phyre2,ABCpred,SYFPEITHI等生物信息学软件分析 MAV4563蛋白的理化性质、亲疏水性、跨膜

区、信号肽、亚细胞定位、磷酸化位点、保守域、二结构及三级结构同源建模、B细胞和T细胞表位等生物学特征。 结果

 MAV4563基因全长756
 

bp,编码251个氨基酸的蛋白。该蛋白分子质量为28
 

ku,等电点为9.23,分子式(formula)为

C1264H2013N385O353S7,为不稳定的疏水性蛋白。该蛋白无跨膜区,无信号肽,预测亚细胞定位于细胞质中,有13个磷酸化

位点;蛋白二级结构中无规则卷曲占41.83%;预测该蛋白含多个B细胞和T细胞表位,其中 MHC-I型和 MHC-II型表

位集中在蛋白C端的后90个氨基酸区域。 结论 预测 MAV-4563蛋白含多个B细胞和T细胞表位,其中B细胞表

位和 MHC-I型表位集中在C端的后90个氨基酸区域,该区域可激活NTM特异性CTL和Th免疫应答,可作为非结核

病的靶向疫苗抗原,为进一步研究该蛋白的治疗性T细胞疫苗奠定了基础。
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【Abstract】 Objective To
 

apply
 

bioinformatics
 

methods
 

to
 

predict
 

and
 

analyze
 

the
 

structure-function
 

and
 

biological
 

properties
 

of
 

the
 

protein
 

encoded
 

by
 

Mycobacterium
 

avium
 

tuberculosis
 

MAV-dalidaxue4563
 

gene. Methods Bioinfor-
matics

 

software
 

such
 

as
 

Protparam,ProtScaleon
 

Expasy,TMHMM
 

Server
 

v
 

2.0,SignalP4.1,PSORT,NetPhos
 

3.1,

BLAST,SOPMA,Phyre2,ABCpred,SYFPEITHI
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

MAV4563
 

The
 

biological
 

characteristics
 

of
 

the
 

MAV4563
 

protein,including
 

physicochemical
 

properties,hydrophobicity,a
 

transmembrane
 

region,signal
 

peptide,subcellu-
lar

 

localization,phosphorylation
 

sites,conserved
 

domains,secondary
 

and
 

tertiary
 

structure
 

homology
 

modeling,B-
 

and
 

T-
cell

 

epitopes,were
 

analyzed. Results The
 

MAV4563
 

gene
 

is
 

756
 

bp
 

long
 

and
 

encodes
 

a
 

protein
 

of
 

251
 

amino
 

acids.
 

The
 

protein
 

has
 

a
 

molecular
 

mass
 

of
 

28ku,an
 

isoelectric
 

point
 

of
 

9.23,and
 

a
 

molecular
 

formula
 

of
 

C1264H2013N385O353S7,which
 

is
 

an
 

unstable
 

hydrophobic
 

protein.
 

The
 

protein
 

has
 

no
 

transmembrane
 

region,no
 

signal
 

peptide,and
 

predicted
 

subcellular
 

localization
 

in
 

the
 

cytoplasm
 

with
 

13
 

phosphorylation
 

sites;the
 

irregular
 

coiling
 

in
 

the
 

secondary
 

structure
 

of
 

the
 

protein
 

accounted
 

for
 

41.83%;the
 

protein
 

was
 

predicted
 

to
 

contain
 

several
 

B-
 

and
 

T-cell
 

epitopes,among
 

which
 

the
 

MHC-I
 

and
 

MHC-II
 

epitopes
 

were
 

concentrated
 

in
 

the
 

latter
 

90
 

amino
 

acid
 

region
 

of
 

the
 

C-terminus
 

of
 

the
 

protein. Conclusion The
 

MAV-4563
 

protein
 

is
 

predicted
 

to
 

contain
 

multiple
 

B-
 

and
 

T-cell
 

epitopes,among
 

which
 

the
 

B-cell
 

epitopes
 

and
 

MHC-I
 

type
 

epitopes
 

are
 

concentrated
 

in
 

the
 

posterior
 

90
 

amino
 

acid
 

region
 

of
 

the
 

C-terminus,which
 

can
 

activate
 

NTM-specific
 

CTL
 

and
 

Th
 

immune
 

responses
 

and
 

can
 

be
 

used
 

as
 

a
 

non-tuberculosis
 

targeted
 

vaccine
 

antigen,laying
 

the
 

foundation
 

for
 

further
 

research
 

on
 

therapeutic
 

T-cell
 

vaccines
 

for
 

this
 

protein.
【Key

 

words】 Mycobacterium
 

avium;MAV-4563
 

protein;T
 

cell
 

vaccine

 ***非结核分枝杆菌(Nontuberculous
 

mycobacteri-
al,NTM)引起的 NTM 病的发病率和流行率正在上

升,尤其是在结核病发病率下降的发达国家。NTM
感染既能影响免疫功能低下的患者,也影响免疫功能

正常的患者。引起人类疾病的NTM常见种类是缓慢

生长 的 鸟 分 枝 杆 菌 复 合 群(Mycobacterium
 

avium
 

complex,MAC),其中鸟分枝杆菌亚种(Mycobacteri-

um
 

subsp.
 

Hominissuis,MAH)是与人类最相关的

MAC生物体,也是T细胞免疫缺陷个体感染的主要
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病原体[1-2]。而关于病原体T细胞表位和人类基因组

之间的交叉保护作用倍受关注[3]。因此,了解 MAH
所致的NTM病的毒力决定因素和组分对抗非结核疫

苗的研发和药物靶点的确定具有重要意义。MAV-
4563蛋白属于 MAH蛋白,是参与 MAH致病的重要

蛋白之一,参与鸟分枝杆菌在细胞与细胞间的扩散过

程。本研究通过对 MAV-4563基因及其编码蛋白的

生物信息学分析,预测其二、三级结构和TB细胞表位

等特性,为进一步了解 MAV-4563蛋白引起机体抗

TB免疫应答的机制及靶向疫苗研究提供重要线索。

材料与方法

1 鸟分枝杆菌 MAV4563蛋白及其基因序列的获取

从 NCBI全 基 因 数 据 库 (https://www.ncbi.
nlm.nih.gov)中获取鸟分枝杆菌 MAV-4563基因序

列,从NCBI中通过BLAST获取该基因编码蛋白的

氨基酸序列。

2 MAV-4563蛋白的生物学信息分析

利用Proparam和ProtScaleon
 

Expasy,等在线软

件分析 MAV-4563蛋白的氨基酸数,分子质量,等电

点,分子式,稳定系数等理化性质;利用 TMHMM
 

Sever
 

v
 

2.0,SignalP5.0,PSORT和Softberry等软件

分析 MAV-4563蛋白的跨膜区,信号肽该蛋白的分泌

情况;利用Netphos
 

3.1
 

sever和Blast等软件分析该

蛋白的磷酸化位点和保守域;采用SOPMA和Phyre2
预测 MAV-4563的二级结构并建立其三维模型;利用

IEDB,ABCpred和SYFPEITHI分别预测蛋白的B、T
细胞表位,

结 果

1 鸟分枝杆菌 MAV-4563基因和编码蛋白基本信息

NCBI
 

GenBank数据库显示鸟分枝杆菌 MAV-
4563基因全长756

 

bp,编码蛋白的氨基酸总数为251
个,包含20种氨基酸。其中,Arg占13.1%,Leu占

12.4%,Ala占10.0%。

2 MAV-4563蛋白的理化性质

经Protparam软件分析 MAV4563蛋白的分子式

(formula)为C1264H2013N385O353S7,由C、H、O、N、S等

5种元素共4
 

022个原子组成(atomic
 

composition),
分子质量为2

 

847.568
 

ku,该蛋白携带正电荷残基数

为(Asp+Glu)32个,携带负电荷残基数(Arg+Lys)

37个,等电点(theoretical
 

pI)为9.23,消光系数(280
 

nm)为31
 

190/(Mol·cm),吸光度(蛋白浓度为1
 

g/

L)为1.095。当蛋白的N-末端是 M(Met)的前提下,
该蛋白哺乳动物网状细胞内的半衰期为30h。MAV-
4563蛋白的不稳定指数为42.57(>40),为不稳定蛋

白。

3 MAV-4563蛋白的亲疏水性

Protparam预测 MAV4563蛋白的脂肪指数(ali-
phatic

 

index)为95.22,疏水性平均值(GRAVY)为-
0.280,为疏水性蛋白。ProtScaleon

 

Expasy分析该蛋

白亲水性得分最大值为1.556,最小值为-2.656(图

1)。正值表示该氨基酸疏水,负值表示该氨基酸亲水。

图
 

1 MAV4563蛋白亲疏水性分析

Fig.1 Hydrophilicity
 

of
 

MAV4563

4 MAV-4563蛋白的跨膜区和信号肽预测及亚细胞

定位

经TMHMM
 

Server
 

v.2.0预测 MAV4563蛋白

无跨膜区(图2)。SignalP4.1在线预测该蛋白无信号

肽(图3)。前100个氨基酸中Cmax 评分在第65位氨

基酸,评分为0.123;Ymax 在第65位氨基酸,评分为

0.109;Smax 评分在第25位氨基酸,评分为0.133。可

能的信号肽(1-64位氨基酸)平均S评分为0.098,可
能的信号肽平均D评分为0.103,即 MAV-4563无信

号肽,说明该蛋白不是分泌蛋白。Softberry预测该蛋

白的亚细胞定位在细胞质中的分数为7.3分,与

PSORT软件预测该蛋白的亚细胞定位在细胞质中的

结果一致。

图
 

2 MAV-4563蛋白跨膜区预测

Fig.2 Predicted
 

transmembrane
 

region
 

of
 

MAV-4563
 

protein

5 MAV-4563蛋白的磷酸化位点以及保守域预测

NetPhos3.1Servera在线软件预测 MAV4563蛋
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白有13个磷酸化位点。其中,丝氨酸(serine)磷酸化

位点4个,分别位于24、61、125、137位氨基酸;苏氨酸

(threonine)磷酸化位点6个,分别位于38、89、146、

158、182、197位氨基酸;酪氨酸(tyrosine)磷酸化位点

2个,分别位于7、13位氨基酸(图4)。利用BLAST
工具分析预测 MAV4563有两个结构域,属于泛素样

折叠超家族,Mut7-C核糖核酸酶超家族(图5)。

图
 

3 MAV-4563蛋白信号肽预测

Fig.3 MAV-4563
 

protein
 

signal
 

peptide
 

prediction

注:serine
 

丝氨酸;threonine
 

苏氨酸;tyrosine
 

酪氨酸;Threshold阈值。
图

 

4 MAV-4563蛋白磷酸化位点分析

Fig.4 Analysis
 

of
 

MAV-4563
 

protein
 

phosphorylation
 

site

图
 

5 BLAST软件预测 MAV-4563蛋白的结构域

Fig.5 BLAST
 

software
 

predicts
 

the
 

structural
 

domain
of

 

MAV-4563
 

protein

6 MAV4563蛋白的二级结构预测与三级同源建模

SOPMA在线分析软件预测 MAV4563蛋白由α-
螺旋(Ah)、延伸链(Ee)、β-转角(Tt)和无规则卷曲结

构(Cc)组 成,其 比 例 分 别 为 37.45%、15.94%、

4.78%、41.83% (图 6)。利 用 Phyre2 软 件 分 析

MAV4563蛋白的三级结构,选择预测可信度为99%
的d1vjka为模板进行三级同源建模,结果如图7。

7 MAV4563蛋白的B、T细胞表位

MAV4563蛋白经 ABCpred在线工具预测得到

多个可能B细胞抗原表位,其中得分>0.51的有28

个,得分>0.80(0.81-0.98)的有10个(表1)。

图
 

6 MAV-4563蛋白的二级结构

Fig.6 Secondary
 

structure
 

of
 

MAV-4563
 

protein

图
 

7 MAV-4563蛋白的三级结构

Fig.7 Tertiary
 

structure
 

of
 

MAV-4563
 

protein

表
 

1 MAV-4563蛋白B细胞抗原表位预测
Table

 

1 Predicted
 

B-cell
 

antigenic
 

epitopes
 

of
 

MAV-4563
 

protein
排序
Rank

表位序列
Epitope

 

sequence
起始位点
Starting

 

site
评分
Rating

1 CGRIYWPGSHHAKLLA 227 0.98
2 KRRAVTHGLFVRPDDP 153 0.92
3 DIGPTARLRPVPLRDP 85 0.91
4 AGDRIAAYPMFEALDI 71 0.87
5 SRGAAVRRPFRAHQTV 24 0.84
6 VSDQLPPLTRRYYDDF 206 0.83
7 EAMGIPHTEVDLIVVN 44 0.82
8 PMFEALDIGPTARLRP 79 0.81
9 TLTAVAKDEVSDQLPP 197 0.81
10 GRLAWLLRLFGFDVWW 109 0.81

根据IEDB分析和ABCpred的预测结果,推测第

31-37、50-71、82-95、111-125、153-164、206-220、229-
239位氨基酸为 MAV4563蛋白的B细胞表位可能性

大。经SYFPEITHI软件预测 MAV4563蛋白具有多

个可能的CTL抗原表位,其中 MHC类型为 HLA-A
*02:01限制性CTL表位,评分>20(21-28)分以上

的有14个(表2),但是 MHC类型为 HLA-DRB1*

0101、HLA-DRB1*0301、HLA-DRB1*0401、HLA-
DRB1*0701限制性Th表位的检出数均为0。通过

IEDB 在 线 软 件 预 测 获 得 MAV4563 蛋 白 的 多 个

MHC-1和 MHC-2型表位(表2,表3)。MHC-1型抗

原表位,即HLA-A*01:01,HLA-A*02:01,HLA-A
*03:01,Consensus

 

Percentile
 

Rank分值(该分值越
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低,抗原表位的可能性越大)
 

<1(0.28-0.925)的有4
个,这4个肽段均来自C末端。其中分值最低的肽段

氨基酸,即HLA-A*03:01,位于229-237位,其Con-
sensus

 

Percentile
 

Rank分值为0.28;HLA-A*02:01
肽段氨基酸的分值为0.8,位于239-247位,与SYF-
PEITHI软件预测的 HLA-A*02:01的结果一致。

MHC-2型表位,即HLA-DRB1*0301、HLA-DRB1*
0401,adjusted-ran

 

k分值(该分值越低,抗原表位的可

能性越大)
 

<1(0.38-0.89)的有10个,均来自C端的

后60个氨基酸(表4)。

表
 

2 SYFPEITHI软件预测 MAV4563蛋白的CTL抗原表位
Table

 

2 CTL
 

antigenic
 

epitopes
 

of
 

MAV4563
 

protein
 

predicted
by

 

SYFPEITHI
 

software
等级
Rank

序列
Sequence

起始位点
Starting

 

site
评分
Score

1 KLLALVERL 239 28
2 DLTGRLAPL 180 26
3 ILLTRDRGL 143 25
4 RLAPLSRCV 184 25
5 AMGIPHTEV 45 23
5 DLIVVNGSV 54 23
5 VIDVNLGRL 103 23
5 LLRLFGFDV 114 23
6 QALGVIRRL 171 22
7 GIPHTEVDL 47 21
7 LDIGPTARL 84 21
7 VNLGRLAWL 106 21
7 NLGRLAWLL 107 21
7 LLTRDRGLL 144 21

表
 

3 IEDB预测 MAV-4563蛋白的 MHC-I型抗原表位
Table

 

3 MHC-I
 

antigenic
 

epitopes
 

ofMAV-4563
 

protein
 

predicted
by

 

IEDB
等级
Rank

序列
Sequence

肽段位置
Peptide

 

position
得分
Score

1 RIYWPGSHH 229-237 0.28
2 LTRDDGLLK 145-153 0.315
3 KLLALVERL 239-247 0.8
4 DADDQTLAA 127-135 0.925

表
 

4 IEDB预测 MAV-4563蛋白的 MHC-II型抗原表位
Table

 

4 IEDB
 

predicted
 

MHC-II
 

antigenic
 

epitopes
of

 

MAV-4563
 

protein
等级
Rank

序列
Sequence

肽段位置
Peptide

 

position
得分
Score

1 RDPRFVIDVNLGRLA 98-112 0.38
2 PRFVIDVNLGRLAWL 100-114 0.46
3 LRDPRFVIDVNLGRL 97-111 0.60
4 HRILLTRDRGLLKRR 141-155 0.67
4 RILLTRDRGLLKRRA 142-156 0.67
5 QHRILLTRDRGLLKR 140-154 0.68
6 ILLTRDRGLLKRRAV 143-157 0.69
7 EQHRILLTRDRGLLK 139-153 0.70
8 RFVIDVNLGRLAWLL 101-115 0.89

讨 论

目前尚无针对 MAV感染的疫苗,并且在预防免

疫缺陷病引发的一系列疾病中缺乏一种成功的、高效

的和长期免疫力的预防性疫苗[4-5],因此研发治疗性疫

苗通过增强患者的免疫反应治愈 MAV感染成为免疫

治疗的主要方向之一。研究表明,治疗性疫苗可以加

速疾病缓解,缩短治疗时间,并可能提高治疗成功

率[6]。
在 MAC中,MAH 表现出的广泛的基因突变导

致该菌能够在各种环境和宿主中生存[7]。有研究表

明,MAH 形成的生物膜和微团聚体可以穿过宿主的

呼吸道或肠道黏膜与宿主相互作用,成为引起 MAH
持续感染的第一关键因素[8-10]。微团聚体结合蛋白

(Mbp-1)和微团聚体侵袭蛋白(Mip-1)诱导 MAH 生

物膜和微团聚体的形成,使其附着于宿主上皮细胞并

通过mip-1与宿主蛋白相互作用从而侵入宿主上皮细

胞[11]。在入侵过程中,涉及细菌表面与宿主细胞膜之

间的相互作用。MAH表面暴露的蛋白质可促进其粘

附以利于穿过粘膜屏障,并且可能在克服宿主免疫反

应而在感染早期的宿主巨噬细胞中存活和复制方面发

挥重要作用[12-13]。因此,通过识别和阻断生物膜形成

过程中必需的细胞蛋白,就可以减少细菌负荷并潜在

地干扰细菌感染,从而起到一定的预防作用。MAV-
4563蛋白属于 MAH蛋白,可能参与 MAH表面蛋白

形成生物膜过程,并且在 MAH在宿主中的存活也发

挥重要作用[14]。BLAST分析显示 MAV-4563蛋白

含有泛素样折叠超家族,该家族是一个小而保守,是功

能独特的重要蛋白质储存库。该家族成员与许多癌

症、炎症、免疫缺陷病等疾病有关[15],除了参与经典的

蛋白质降解途径外,还参与DNA修复、激酶调控和信

号转导。泛素结合域参与人类疾病的发病机制,使得

Ub-UBD相互作用成为开发新型治疗药物的潜在靶

点[16]。运用在线工具分析 MAV-4563蛋白属于疏水

性不稳定蛋白,无跨膜区,无信号肽,位于细胞质内,且
含有13个磷酸化位点。其二级结构主要为无规则卷

曲,占41.83%,表明其容易与抗体嵌合。预测该蛋白

含有多个B、T细胞的抗原优势表位,通过IEDB综合

分析确定31-37、50-71、82-95、111-125、153-164、206-
220、229-239位氨基酸为 MAV4563蛋白的B细胞表

位的可能性大。经SYFPEITHI和IEDB在线软件分

析,筛选出我国 HLA基因分布频率较高的等位基因

HLA-A*01:01,HLA-A*02:01,HLA-A*03:01限

制性CTL表位,MHC-II类型为 HLA-DRB1*0101、

HLA-DRB1*0301、HLA-DRB1*0401、HLA-DRB1
*0701限制性Th表位。通过分析,MAV-4563蛋白

的CTL表位集中在145-237氨基酸残基区域内,其

Th细胞表位主要集中在97-157氨基酸残基区域内。

MAV-4563蛋白的C端后90个氨基酸区域含有丰富
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的B细胞和CTL细胞表位,证明 MAV-4563蛋白通

过其C端后90位的肽链在激活特异性T、B细胞免疫

应答中至关重要,可作为T细胞疫苗候选抗原。
有研究认为T细胞疫苗可以重新激活细胞毒性

T细胞,具有清除病原体的能力,从而提供促炎环境,
即是免疫系统抵御病原体的重要驱动力[17]。MAV感

染的适应性免疫主要是由Th1细胞介导的,抗结核分

枝杆菌疫苗在具有免疫能力的个体中可能对非结核分

枝杆菌感染表现出交叉保护,且治疗性结核病疫苗的

主要目标是增强针对结核分枝杆菌的Th1型细胞免

疫反应[4-6,18]。因此,研发治疗性T细胞疫苗成为非结

核分枝杆菌免疫治疗的理想策略。T细胞疫苗是基于

细胞毒性T细胞或辅助性T细胞表位的识别而合成,
与整体的免疫原性潜力有关,因而T细胞表位含量越

高,就越有可能引起免疫反应,从而达到免疫治疗的目

的[3]。本研究预测分析 MAV-4563蛋白的T细胞表

位含量丰富且位于C端的后90个氨基酸区域,易于

激活细胞免疫。因此表明该蛋白是一种具有潜力的T
细胞疫苗候选抗原,为非结核分枝杆菌新型疫苗的研

发奠定了基础。
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