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鸟分枝杆菌MAV_2043基因编码蛋白的生物信息学分析*

陈瑞枫,马枫茜,李祥芳,丁寿鹏,高婧华,吴利先**

(大理大学基础医学院微生物学与免疫学教研室,云南大理
 

671000)

【摘要】 目的 预测鸟分枝杆菌 MAV_2043基因编码蛋白的结构和功能。 方法 利用 UniproKB数据库、Predict-

Protein服务、SWISS-MODEL服务、ProtParam蛋白分析工具、Protcale、TMHMM-2.0服务和SignalP-5.0服务、Prot-
CompB方法和IEDB数据库等生物信息学预测软件对 MAV_2043编码蛋白的二级和三级结构、理化性质、疏水性分析、

信号肽、跨膜区、亚细胞定位及免疫表位进行分析预测;运用UniprotKB数据库的Blast工具对氨基酸序列进行比对,采
用 MEGA11软件构建进化树,进行系统进化分析。 结果 MAV_2043基因全长618

 

bp,共编码205个氨基酸。MAV
_2043基因编码蛋白与鸟分枝杆菌亚种起源相同,该蛋白与结核分枝杆菌的[Cu-Zn]超氧化物歧化酶同源性较高。该蛋

白为稳定的亲水性蛋白,无跨膜区、有信号肽;预测该蛋白亚细胞定位在细胞膜上,二级结构以β折叠为主;三级结构模

型显示该蛋白可形成同源二聚体,有两个Cu+
 

配体的结合空间位置。 结论 生物信息学预测鸟分枝杆菌 MAV_2043
基因编码蛋白可能为[Cu-Zn]超氧化物歧化酶,是鸟分枝杆菌中的重要毒力因子,可为鸟分枝杆菌靶向治疗提供新思路。
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【Abstract】 Objective To
 

predict
 

the
 

structure
 

and
 

function
 

of
 

the
 

protein
 

encoded
 

by
 

gene
 

MAV_2043
 

in
 

Mycobacte-

rium
 

avium. Methods Bioinformatics
 

prediction
 

software
 

such
 

as
 

uniproKB
 

database,PredictProtein
 

service,SWISS-
MODEL

 

service,ProtParam
 

protein
 

analysis
 

tool,Protcale,TMHMM-2.0
 

service
 

and
 

SignalP-5.0
 

service,ProtCompB
 

method
 

and
 

IEDB
 

database
 

were
 

used
 

for
 

the
 

secondary
 

and
 

tertiary
 

structures,physicochemical
 

properties,hydrophobicity
 

analysis,signal
 

peptide,transmembrane
 

region,subcellular
 

localization
 

and
 

immune
 

epitopes
 

of
 

the
 

protein
 

encoded
 

by
 

gene
 

MAV_2043
 

were
 

analyzed
 

and
 

predicted;the
 

Blast
 

tool
 

of
 

uniprotKB
 

database
 

was
 

used
 

to
 

compare
 

the
 

amino
 

acid
 

sequences,and
 

software
 

MEGA11
 

was
 

used
 

to
 

construct
 

an
 

evolutionary
 

tree
 

and
 

perform
 

phylogenetic
 

analysis. Results
 The

 

gene
 

MAV_2043
 

is
 

618
 

bp
 

long
 

and
 

encodes
 

205
 

amino
 

acids,of
 

which
 

threonine
 

accounts
 

for
 

14.1%,and
 

the
 

mo-
lecular

 

formula
 

of
 

the
 

encoded
 

protein
 

is
 

C885H1423N249O290S9.
 

The
 

protein
 

encoded
 

by
 

the
 

gene
 

MAV_2043
 

has
 

the
 

same
 

origin
 

as
 

Mycobacterium
 

avium
 

subsp.
 

avium,and
 

the
 

protein
 

is
 

also
 

homologous
 

with
 

the
 

[Cu-Zn]
 

superoxide
 

dismutase
 

of
 

Mycobacterium
 

tuberculosis.
 

The
 

protein
 

is
 

a
 

stable
 

hydrophilic
 

protein
 

with
 

an
 

instability
 

index
 

of
 

33.93
 

and
 

a
 

grand
 

average
 

of
 

hydropathicity
 

score
 

of
 

-0.061.
 

The
 

protein
 

has
 

no
 

transmembrane
 

region,has
 

signal
 

peptide,has
 

some
 

anti-

genic
 

epitopes,predicted
 

that
 

the
 

protein
 

subcellularly
 

localizes
 

to
 

the
 

cell
 

membrane,and
 

the
 

secondary
 

structure
 

is
 

domi-
nated

 

by
 

β-folding,accounting
 

for
 

22.93%.
 

The
 

tertiary
 

structure
 

model
 

shows
 

that
 

the
 

protein
 

could
 

form
 

a
 

homodimer
 

with
 

two
 

Cu+
 

ligand
 

binding
 

space
 

positions. Conclusion Bioinformatics
 

predicts
 

that
 

the
 

protein
 

encoded
 

by
 

the
 

gene
 

MAV_2043
 

of
 

Mycobacterium
 

avium
 

may
 

be
 

[Cu-Zn]
 

superoxide
 

dismutase,which
 

is
 

an
 

important
 

virulence
 

factor
 

in
 

Mycobacterium
 

avium
 

and
 

may
 

provide
 

new
 

ideas
 

for
 

targeted
 

therapy
 

of
 

Mycobacterium
 

avium.
【Key

 

words】 Mycobacterium
 

avium;MAV_2043;[Cu-Zn]
 

superoxide
 

dismutase;bioinformatics

 ***非结核分枝杆菌(nontuberculous
 

mycobacteria,

NTM)为机会性致病菌,在艾滋病患者中感染率高于

非艾滋病患者。随着艾滋病在全球蔓延,艾滋病合并

NTM病呈快速增多趋势,而 HIV感染者中的非结核

分枝杆菌病大多由鸟分枝杆菌复合群(Mycobacteri-
um

 

avium
 

complex,MAC)感染引起。MAC可侵犯

人体肺脏、神经、淋巴结、骨骼、关节、皮肤和软组织等

多部位,并可引起全身播散性疾病。病原体与人体宿
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主之间的相互作用是复杂的,但细菌表面分子与机体

在相互作用的几个方面具有重要意义。免疫系统有效

地与病原体接触,需要识别可接近的目标,这些目标往

往是表面暴露的分子。近年对鸟分枝杆菌(M.
 

avi-
um)的发病机制研究取得重大进展,但该细菌感知其

环境并与其相互作用的机制仍不十分清楚。附着、运
动、分子运输和结合均高度依赖于暴露在表面界面的

蛋白质的功能。表面蛋白可能在与吞噬细胞的相互作

用中发挥重要作用。表面蛋白也是先天和适应性免疫

反应的主要目标。有研究表明,MAV_2043基因编码

的蛋白质是鸟分枝杆菌的重要毒力因子,在巨噬细胞

感染和中性粒细胞感染中具有重要意义[1]。本研究采

用多种蛋白质分析工具对 MAV_2043基因编码蛋白

质进行生物信息学分析,预测其结构和功能,为进一步

了解该蛋白在鸟分枝杆菌致病机制中的作用及作为候

选疫苗抗原提供理论基础。

内容与方法

1 MAV_2043基因核苷酸序列及编码蛋白氨基酸序

列信息的获取

通过UniProt的知识库(UniProtKB)及NCBI的

Gene数据库获取鸟分枝杆菌(菌株104)MAV_2043
基因的核苷酸序列以及该基因编码蛋白的氨基酸序列

相关信息。

2 蛋白二、三级结构预测及绘图

采用 PredictProtein服 务[2]和 SWISS-MODEL
服务[3]在线分析该蛋白的二级结构及三级结构并对其

建模。

3 蛋白特性、跨膜结构及信号肽预测分析

通过ProtParam工具[4]对该蛋白的分子质量、等
电点、氨基酸和原子组成、消光系数、半衰期、不稳定系

数、脂 肪 族 氨 基 酸 指 数 等 进 行 预 测 分 析;运 用

ProtScale[4]分析蛋白的亲疏水性;通过TMHMM-2.0
服务[5]和SignalP-5.0服务[6]分析和预测蛋白的跨膜

结构及信号肽。

4 序列比对分析

使用UniProtKB中自带的Blast工具,对 MAV_

2043基因编码的氨基酸序列进行比对,比对出同源性

较高的氨基酸序列,将比对后的氨基酸 序 列 运 用

MEGA11软件构建进化树。

5 蛋白亚细胞定位

运用ProtCompB方法[7]对该蛋白的亚细胞定位

进行分析。

6 蛋白免疫表位分析

采用IEDB数据库预测该蛋白的CD4+
 

T细胞免

疫原性[8]及B细胞抗原表位[9]。

结 果

1 MAV_2043基因及其编码蛋白的基本信息

通过预测和比对,鸟分枝杆菌 MAV_2043基因编

码蛋白为[Cu-Zn]超氧化物歧化酶([Cu-Zn]
 

superox-
ide

 

dismutase,[Cu-Zn]
 

SOD),该 蛋 白 条 目 为

A0A0H3A1X7,基因编码为 ABK68060.1,氨基酸总

数为205个。MAV_2043基因全长618
 

bp,在基因组

CP000479.1中的位置为2040139-2040756。

2 蛋白的二、三级结构

鸟分枝杆菌中[Cu-Zn]
 

SOD的蛋白二级结构预

测结果如图1第一、三行所示,蓝色表示螺旋结构

(Helix),主 要 包 括 α-螺 旋,占 蛋 白 质 总 长 度 的

7.80%;红色表示延展结构(strand),主要指β-折叠,
占蛋白质总长度22.93%;其他结构(other)用黄色指

示,共占蛋白质总长度的69.27%。[Cu-Zn]SOD蛋

白的三级结构建模如图2所示,与模板1pzs.1.A的

序列一致性为65.19%。该模板来自结核分枝杆菌

(Mycobacterium
 

tuberculosis,MTB)的[Cu-Zn]
 

SOD
的晶体结构,QMEANDisCo

 

Global评估分数为0.75
±0.05(分数范围为0~1,分数越大模型质量越高)。
建模显示该蛋白为同型二聚体,有两个Cu+

 

配体。

图
 

1 [Cu-Zn]
 

超氧化物歧化酶的蛋白二级结构建模

Fig.1 Results
 

of
 

protein
 

secondary
 

structure
 

modeling
of

 

[Cu-Zn]
 

superoxide
 

dismutase

图
 

2 [Cu-Zn]
 

超氧化物歧化酶的蛋白三级结构预测

Fig.2 Results
 

of
 

protein
 

tertiary
 

structure
 

prediction
of

 

[Cu-Zn]
 

superoxide
 

dismutase
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3 蛋白的理化性质、跨膜区及信号肽

该蛋白的分子式为
 

C885H1423N249O290S9,分子质

量为20.480
 

07
 

ku,等电点(pI)为6.13。总数205个

氨基酸中丙氨酸Ala(A)25个,占12.2%;甘氨酸Gly
 

(G)28 个,占 13.7%;苏 氨 酸 Thr
 

(T)29 个,占

14.1%。其余氨基酸含量占比均低于10.0%。带负

电荷的残基总数(Asp
 

+
 

Glu)为15个,带正电荷的残

基总数(Arg+Lys)为12个。该蛋白在水溶液中吸光

度(A)值280
 

nm处测量时,假设所有成对的Cys残基

都形成胱氨酸,消光系数为4720;假设所有的Cys残

基都被还原,消光系数为4470,单位为 M-1cm-1。该蛋

白在在大肠埃希菌体内半衰期大于10
 

h,不稳定指数

33.93,为稳定蛋白。脂肪族氨基酸指数(Aliphatic
 

in-
dex)为71.95,脂肪族氨基酸指数越大则对蛋白质热

稳定性提高越有利。蛋白的总平均亲水性(Grand
 

av-
erage

 

of
 

hydropathicity)得分为-0.061,图3显示在第

17位氨基酸处有最大得分,在192位氨基酸处得分最

小,综合分析认为该蛋白质为亲水性蛋白质。TM-
HMM预测该蛋白跨膜螺旋数为0,说明此蛋白为非

跨膜蛋白(图4)。SignalP分析显示,在氨基酸序列24
号位和25号位之间有一个裂解位点 MTA-CS,概率

为99.75%(图5);蛋白质类型为脂蛋白信号肽(Lipo-
protein

 

signal
 

peptide
 

(Sec/SPII)),概率为99.76%,
说明该蛋白有极大可能产生信号肽。

图
 

3 [Cu-Zn]超氧化物歧化酶的亲疏水性预测

Fig.3 Predicted
 

hydrophobicity
 

of
 

[Cu-Zn]
 

superoxide
 

dismutase

4 蛋白系统进化树

经氨基酸序列比对后,鸟分枝杆菌
 

104菌株的

[Cu-Zn]SOD 与 鸟 分 枝 杆 菌 亚 种(Mycobacterium
 

avium
 

subsp.
 

avium)、副结核分枝杆菌(Mycobacte-
rium

 

paratuberculosis)、未分类的分枝杆菌(unclassi-
fied

 

Mycobacterium)、莎斯喀彻温分枝杆菌(Myco-

bacterium
 

saskatchewanense)、结核分枝杆菌均比对出

高相似度氨基酸序列,UniProtKB中蛋白质条目分别

为 X8AZS1、 Q73Y27、I2AC51、 A0A1X2BIS5、

Q9AGW2、P9WGE8,序 列 相 似 覆 盖 区 域 分 别 为

100.0%、99.5%、88.3%、81.2%、56.1%、54.7%,用

MEGA11软件构建系统进化树,结果见图6,表明

[Cu-Zn]
 

SOD与鸟分枝杆菌亚种中的蛋白质起源于

同一物种,具有高度同源性。

图
 

4 [Cu-Zn]超氧化物歧化酶的跨膜区预测

Fig.4 Predicted
 

results
 

for
 

the
 

transmembrane
 

region
of

 

[Cu-Zn]
 

superoxide
 

dismutase

图
 

5 [Cu-Zn]超氧化物歧化酶的信号肽预测

Fig.5 Signal
 

peptide
 

prediction
 

results
 

for
 

[Cu-Zn]
superoxide

 

dismutase

图
 

6 [Cu-Zn]
 

超氧化物歧化酶的系统进化树

Fig.6 Phylogenetic
 

tree
 

of
 

[Cu-Zn]
 

superoxide
 

dismutase

5 蛋白亚细胞定位

经ProtComp分析,由神经网络预测,该蛋白亚细

胞定位于细胞膜(Membrane),得分为2.0,且该蛋白

并非跨膜蛋白,高度符合超氧化物歧化酶的功能特征,
与 Mcnamara等[1]的预测结果一致。

6 蛋白的T、B细胞抗原表位

运用IEDB数据库预测CD4+
 

T细胞的免疫原

性,最大综合得分阈值默认为50,返回1个可识别性

较高的结果,多肽序列为 ATLLMGLPVLAMTAC,
氨基酸起始位为11,终止位为25,综合评分49.26,免
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疫原性评分88.65。通过IEDB分析预测
 

B
 

细胞抗原

表位,结果见图7。其中,28-59、71、95-100、112-147、

169-177、187-194共6组氨基酸为B细胞优势表位,可
作为抗体识别靶点。

图
 

7 [Cu-Zn]
 

超氧化物歧化酶B细胞抗原表位预测

Fig.7 Predicted
 

results
 

of
 

[Cu-Zn]
 

superoxide
 

dismutase
 

B-cell
antigen

 

epitopes

讨 论

在肺结核高负担国家中,NTM 的诊断经常被遗

漏[10],与检测 MTB感染所用的工具相比,临床上对

NTM的诊断和治疗仍然较为落后。诊断结核病的方

法包括分子诊断和药物敏感性试验(drug
 

susceptibili-
ty

 

test,DST),均具有较高的敏感性和特异性[11]。

NTM抗原等与 MTB多有交叉,因此可根据已获研究

和证实的抗 MTB的机制对未知的抗NTM 机制进行

相关研究,了解抗 NTM 的具体机制,从而达到降低

NTM感染率的目标。

MTB侵入宿主后,巨噬细胞可引发不同的细胞免

疫和临床表现[12]。巨噬细胞处于固有防御的前沿,与
病原体相遇后通过触发炎症、消化细菌和诱导适应性

免疫反应参与控制细菌的感染过程[13]。然而,MTB
可破坏巨噬细胞的反应,如细胞凋亡,从而实现免疫逃

逸。巨噬细胞的凋亡是宿主通过限制细菌的细胞内生

长来防御 MTB的关键部分。MTB感染的巨噬细胞

发生凋亡后,便可将 MTB释放到细胞外环境中,从而

激活树突状细胞并激发强大的适应性免疫反应[14]。
因此抗巨噬细胞杀伤对分枝杆菌的毒力至关重要。在

分枝杆菌入侵宿主后,巨噬细胞成为分枝杆菌在细胞

内持续存在的主要储存库[15]。巨噬细胞等免疫细胞

可释放活性氧(reactive
 

oxygen
 

species,ROS),通过氧

化破坏微生物结构,如细胞壁、DNA和酪氨酸残基等

实现对分枝杆菌的细胞内杀灭,但强毒分枝杆菌可通

过某种方式抑制这种杀灭作用[16],也可抑制细胞凋亡

并触发宿主巨噬细胞坏死以逃避先天性免疫杀伤[17]。
鸟分枝杆菌就可停留在巨噬细胞中的吞噬体内,并能

够离开巨噬细胞感染其他细胞。鸟分枝杆菌具有多种

毒力机制以适应有害的吞噬体内环境。鸟分枝杆菌能

够将巨噬细胞的表型转换为 M2型(Alternatively
 

ac-
tivated

 

macrophage),以逃避抗菌的细胞免疫反应。
鸟分枝杆菌中还含有多种抗氧化酶,包括超氧化物歧

化酶、过氧化氢酶和烷基过氧化氢还原酶等。这些机

制可诱导一系列生理变化,使鸟分枝杆菌能够在巨噬

细胞细胞产生的氧化应激下存活[18]。
鸟分枝杆菌中 MAV_2043基因编码蛋白为[Cu-

Zn]
 

SOD蛋白质,该基因在分枝杆菌中广泛分布[19]。
有研究发现,MTB需要[Cu-Zn]

 

SOD来对外源产生

的超氧物及其协同产物的毒性作用形成完全抵抗力,

MTB中的超氧化物歧化酶(SODs)可通过反应生成过

氧化氢,利用过氧化氢酶-过氧化物酶(Catalase–

Peroxidase,KatG)进一步解毒,以对抗巨噬细胞产生

的超氧化物自由基[20]。由此推测鸟分枝杆菌中[Cu-
Zn]

 

SOD 也可对巨噬 细 胞 产 生 相 似 的 抵 抗 作 用。

MAV_2043基因编码的蛋白质为稳定亲水性蛋白质,
无跨膜区,有一个脂蛋白信号肽,亚细胞定位于细胞膜

上,而 MTB中编码[Cu-Zn]
 

SOD的基因也含有一个

脂蛋白结合基序,可能与细菌外膜的附着相关[21]。多

重氨基酸序列比对显示,鸟分枝杆菌中[Cu-Zn]
 

SOD
与鸟分枝杆菌亚种中的[Cu-Zn]

 

SOD氨基酸序列完

全相同,均与 MTB的[Cu-Zn]
 

SOD有较高的同源性,
表明鸟分枝杆菌中的[Cu-Zn]

 

SOD也非常有可能对

抗超氧化物自由基,对巨噬细胞产生的氧化爆发产物

进行抵抗。鸟分枝杆菌中[Cu-Zn]
 

SOD的二级结构

中β-折叠占比较高,约占22.93%。蛋白质的二级结

构与蛋白质B细胞抗原表位有一定联系,对鸟分枝杆

菌[Cu-Zn]
 

SOD进行B细胞抗原表位分析,氨基酸位

点28-59、71、95-100、112-147、169-177、187-194等6
组B细胞表位。预测CD4+

 

T细胞的免疫原性,得到

一个免疫原性评分88.65的多肽序列ATLLMGLPV-
LAMTAC。因此确定鸟分枝杆菌中[Cu-Zn]

 

SOD含

有较为丰富的T细胞、B细胞抗原表位,可为进一步

研究该蛋白的功能和明确其在鸟分枝杆菌感染机制中

作用提供理论依据,以期为筛选针对鸟分枝杆菌的诊

断标志物及研制新型表位疫苗奠定基础。
目前,使用多种在线分析软件对蛋白质进行生物

信息学分析已成为预测细胞蛋白质功能的重要方法。
本研究对鸟分枝杆菌[Cu-Zn]

 

SOD进行了多维的生

物信息学分析,采用多种方式从多角度进行了分析和

预测,有效地规避了单一软件预测的缺陷。[Cu-Zn]
 

SOD是鸟分枝杆菌中的重要毒力因子,对其作用机体

的机制尚不完全明确,[Cu-Zn]
 

SOD在人体内也有生

成,且与多种疾病相关[22],深入研究[Cu-Zn]
 

SOD的

免疫学特性及结构功能特征,可为鸟分枝杆菌的靶向
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治疗提供新思路。为进一步研究
 

[Cu-Zn]
 

SOD的结

构、功能、理化性质明确方向,也可为进一步揭示鸟分

枝杆菌的致病机制提供参考。
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