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摘　要：为研究丝状支原体山羊亚种 Ｍｍｃ３７４０基因编码蛋白的结构与功能，运用生物信息学软件，对该基因

编码蛋白的二级结构、跨膜区域、信号肽等生物信息进行预测及分析。结果显示，该基因编码蛋白拥有α螺旋、

延伸链、随机卷曲结构；有信号肽，亚细胞定位在细胞外或者细胞质内，可能为分泌蛋白，具有较高的免疫原

性，抗原表位偏高的区域主要集中在氨基酸序列的第２８～５１、６０～６７、８０～１３０位处；蛋白分子式为Ｃ６０７Ｈ１０００

Ｎ１８４Ｏ２６１Ｓ５，分子量１５．２１ｋＤ，等电点 （ＰＩ值）为４．４２，在微生物体内半衰期较短，为不稳定蛋白。该结果为

Ｍｍｃ３７４０编码蛋白的进一步研究提供基础数据。
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　　丝状支原体山羊亚种 （犕狔犮狅狆犾犪狊犿犪犿狔犮狅犻犱犲狊

ｓｕｂｓｐ．ｃａｐｒｉ，Ｍｍｃ）是丝状支原体簇的成员之一，

可引起羊支原体性肺炎 （犕狔犮狅狆犾犪狊犿犪犾狆狀犲狌犿狅狀犻犪

ｏｆｓｈｅｅｐａｎｄｇｏａｔｓ，ＭＰＧＳ）、山羊传染性无乳症

（犆犪狆狉犻狀犲犮狅狀狋犪犵犻狅狌狊犪犵犪犾犪犮狋犻犪）等
［１］。羊支原体

肺炎在山羊和绵羊中广泛流行，是一种危害严重的

疾病［２］，在羊群中传播迅速，发病率为２２％～

３０％，有的可高达６０％～８０％，死亡率为１５％～

３０％
［３］，给羊饲养业造成了严重的经济损失。该病

临床表现为高热、咳嗽、纤维素性肺炎和胸膜

炎［４］，其临床症状和病理变化与山羊支原体山羊肺

炎亚种 （犕．ｃａｐｒｉ犮狅犾狌犿ｓｕｂｓｐ．ｃａｐｒｉ狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲，

Ｍｃｃｐ）引起的山羊传染性胸膜肺炎相似。Ｍｍｃ与

Ｍｃｃｐ及 山 羊 支 原 体 山 羊 亚 种 （犕狔犮狅狆犾犪狊犿犪

ｃａｐｒｉ犮狅犾狌犿ｓｕｂｓｐ．ｃａｐｒｉ犮狅犾狌犿，Ｍｃｃ）同属丝状支

原 体 簇 （ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｍｙｃｏｉｄｅｓ ｃｌｕｓｔｅｒ， Ｍｍ

Ｃｌｕｓｔｅｒ），其基因组同源性很高，理化特性相似，

血清学上存在交叉反应，因此不易通过血清学方法

进行准确鉴定［５］。目前 Ｍｍｃ的检测方法主要包括

支原体分离培养［６］、ＰＣＲ
［７］、ｑＲＴＰＣＲ

［８］等。因
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此，寻找 Ｍｍｃ特异性抗原，以建立特异的血清学

检测方法成为关注的焦点。目前已取得了一定的进

展，已报道特异性基因 ＬＰＰＡ 基因
［９］和由１０个

ＯＲＦ串联而成的麦芽糊精／麦芽糖 （ｍａｌｔｏｄｅｘｔｒｉｎ／

ｍａｌｔｏｓｅ）基因簇
［１０］，但未见后续研究报道。近年

来，国内外完成了 Ｍｍｃ、Ｍｃｃｐ和 Ｍｃｃ等全基因

组序列的测序分析，为新基因的寻找与分析奠定了

基础。

生物信息学对基因的预测有着实验生物学无法

比拟的快速和方便的优势，因此备受研究者的青

睐［１１］。本研究前期通过对 Ｍｍｃ与丝状支原体簇的

其他成员的比对发现 Ｍｍｃ３７４０编码的氨基酸序列

与丝状支原体簇的其他成员间相似性低，是 Ｍｍｃ

所特有的基因，但其结构和功能还不清楚。因此，

本研究利用生物信息学软件对 Ｍｍｃ３７４０所编码蛋

白的二级结构、疏水性、跨膜区域、信号肽等生物

信息进行预测及分析，以期为该蛋白功能的深入研

究提供参考。

１　材料与方法

１１　材料

登录 美 国 国 立 生 物 技 术 信 息 中 心 网 站

（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）获得 Ｍｍｃ、

Ｍｃｃｐ、ＭｍｃＬＣ型、Ｍｃｃ的全基因组序列。

１２　方法

１２１　Ｍｍｃ特异性片段的筛选　利用ＤＮＡＳｔａｒ

软件，对获得的全基因组序列进行比对寻找相似性

低的区域，结合 ＮＣＢＩ的 ＢＬＡＳＴ 功能，筛选出

Ｍｍｃ特异的基因片段。

１２２　Ｍｍｃ３７４０基因编码蛋白二级结构预测　

应用ＳＯＰＭＡ（ｈｔｔｐｓ：／／ｎｐｓａｐｒａｂｉ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉｂｉｎ／

ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ｐａｇｅ＝ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ．ｈｔｍｌ）预测

蛋白质的二级结构。

１２３　Ｍｍｃ３７４０基因编码蛋白信号肽的预测　

参考任冬梅［１２］的方法，利用ＳｉｇｎａｌＰ４．１（ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ４．１／）和Ｓｏｓｕｉ

（Ｓｏｓｕｉ：ｈｔｔｐ：／／ｈａｒｒｉｅｒ．ｎａｇａｈａｍａｉｂｉｏ．ａｃ．ｊｐ／

ｓｏｓｕｉ／ｍｐ１／ｍｐ１．ｃｇｉ）预测信号肽。

１２４　跨膜区的预测　利用ＤＡＳ在线预测软件

（ｈｔｔｐ：／／ｍｅｎｄｅｌ．ｉｍｐ．ａｃ．ａｔ／ｓａｔ／ＤＡＳ／ＤＡＳ．ｈｔｍｌ）、

ＴＭＨＭＭ 在线预测软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．

ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ／）及Ｓｏｓｕｉ在线预测软件分

析 Ｍｍｃ３７４０基因编码蛋白跨膜区。

１２５　 亚 细 胞 定 位 的 预 测 　 应 用 ＣＥＬＬＯ

ｖｅｒｓｉｏｎ２．５ （ｈｔｔｐ：／／ｃｅｌｌｏ．ｌｉｆｅ．ｎｃｔｕ．ｅｄｕ．ｔｗ／）对

Ｍｍｃ３７４０基因编码蛋白进行亚细胞定位。

１２６　抗原表位的预测　应用ＩＥＢＤ （ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｉｅｄｂ．ｏｒｇ／ｈｏｍｅ＿ｖ３．ｐｈｐ）预测 Ｍｍｃ３７４０基

因编码蛋白的抗原表位。

１２７　 其 他 信 息 的 预 测 　 结 合 ＰｒｏｔＰａｒａｍ

（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）与Ｓｏｓｕｉ分

析 Ｍｍｃ３７４０基因编码蛋白的氨基酸等电点、相对

分子质量等生物信息。

２　结果与分析

２１　Ｍｍｃ３７４０基因特异性

通过 ＮＣＢＩ与 ＤＮＡｓｔａｒ软件的比对，发现

Ｍｍｃ３７４０基因位于丝状支原体山羊亚种９５０１０株

（登 录 号：ＦＱ３７７８７４．１）全 基 因 组 序 列 的 第

４８５９５１～４８６３８５ｂｐ位，长度４３５ｂｐ，为完整的

开放阅读框架 （ＯｐｅｎＲｅａｄｉｎｇＦｒａｍｅ，ＯＲＦ），编

码１４１个氨基酸。其编码的氨基酸序列只与 Ｍｍｃ

的ＰＧ３株相似，相似性７８％，而与丝状支原体簇

的其他成员间没有相似性，为 Ｍｍｃ所特有的基因

片段。

２２　Ｍｍｃ３７４０编码蛋白二级结构预测

利用ＳＯＰＭＡ在线软件分析，发现 Ｍｍｃ３７４０

基因编码蛋白拥有α螺旋、延伸链、随机卷曲结

构，分布如图１，其中α螺旋占２０．１３％，主要位

于其编码氨基酸序列的第１～８、１４～１９、４７～５０、

１３７～１４４位，延伸链占１２．０８％，主要位于该氨基

酸序列的第２０～２３、５５～５８、８１～８３、１０１～１０３

位，随机卷曲占６７．７９％，主要位于该氨基酸序列

的第２４～４６、５９～７０、７１～８０、８５～１００、１０４～

１３６位 （表１）。

表１　Ｍｍｃ３７４０编码蛋白二级结构预测结果

犜犪犫犾犲１　犘狉犲犱犻犮狋犲犱犕犿犮３７４０狊犲犮狅狀犱犪狉狔狊狋狉狌犮狋狌狉犲

结构 α螺旋 ３１０螺旋 π螺旋 β折叠桥 延伸链 β转角 弯曲区 随机卷曲 模糊区 其他

碱基数 ３０ ０ ０ ０ １８ ０ ０ １０１ ０ ０

占比／％ ２０．１３ ０．００ ０．００ ０．００ １２．０８ ０．００ ０．００ ６７．７９ ０．００ ０．００
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图１　Ｍｍｃ３７４０编码蛋白α螺旋、延伸链、随机卷曲结

构分布

犉犻犵．１　犇犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳犪犾狆犺犪犺犲犾犻狓，犲狓狋犲狀狊犻狅狀犮犺犪犻狀犪狀犱

狉犪狀犱狅犿犮狅犻犾狊狋狉狌犮狋狌狉犲狅犳犕犿犮３７４０

２３　信号肽的预测结果

利 用 ＳｉｇｎａｌＰ４．１ 和 Ｓｏｓｕｉ 预 测 信 号 肽，

ＳｉｇｎａｌＰ４．１预测结果 （图２）显示，Ｄ值为０．６５５，

信号肽的切割位点位于氨基酸序列第２３～２４位。

Ｓｏｓｕｉ预测 （图３）有信号肽，位于氨基酸序列的

第１～２３位，二者预测结果一致，因此推测 Ｍｍｃ

３７４０蛋白是分泌蛋白。

图２　ｓｉｇｎａｌＰ４．１预测结果

犉犻犵．２　犛犻犵狀犪犾犘４．１狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀

图３　ＳＯＳＵＩ预测结果

犉犻犵．３　犛犗犛犝犐狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀

２４　跨膜区域预测

利用ＤＡＳ在线预测软件和 ＴＭＨＭＭ 在线预

测，结果 （图４）发现，Ｍｍｃ３７４０蛋白存在跨膜

区，预测的跨膜区域为氨基酸序列的第６～２５、７

～２２、１２９～１３４位。而 ＴＭＨＭＭ 的预测结果

（图５）显示该蛋白没有跨膜区，均分布在膜外。

利用Ｓｏｓｕｉ进行预测 （表２），结果显示该蛋白为一

种膜蛋白，有跨膜区域，位于氨基酸序列的第４～

２６位。

图４　ＤＡＳ预测结果

犉犻犵．４　犇犃犛狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀

图５　ＴＭＨＭＭ的预测结果

犉犻犵．５　犜犕犎犕犕狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀

表２　ＳＯＳＵＩ预测结果

犜犪犫犾犲２　犛犗犛犝犐狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀

Ｎ端 跨膜区 Ｃ端 类型 长度 　　结 果

４
ＬＬＴＬＬＧＳＩＳＩＶＡＳ

ＴＡＳＶＡＩＡＣＴＤ
２６

一级

结构
２３

该氨基酸序列是一种膜蛋

白，其中有１个跨膜螺旋

２５　亚细胞定位

ＣＥＬＬＯ预测结果 （表３）可以看出Ｍｍｃ３７４０

蛋白的亚细胞定位在细胞外或者细胞质内，可能是

一种分泌型蛋白。
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表３　ＣＥＬＬＯ预测结果

犜犪犫犾犲３　犆犈犔犔犗狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀

ＣＥＬＬＯ预测定位 数值

细胞外 １．９０２

细胞质 １．２９５

周质 ０．９９３

外膜 ０．４５１

内膜 ０．３５９

注：标有号为可信值。

２６　抗原表位预测

ＩＥＢＤ 预 测 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｉｅｄｂ．ｏｒｇ／ｈｏｍｅ＿

ｖ３．ｐｈｐ）结果显示 Ｍｍｃ３７４０蛋白抗原指数平均值

为１．０８１，最高２．２９４，偏高的区域主要集中于氨基

酸序列的第２８～５１、６０～６７、８０～１３０位（图６）。因

此，预测该蛋白有３个抗原性较好的区段，其中第

８０～１３０位为抗原性最强的区段。推测该蛋白可引

起机体的免疫应答。将其进行体外表达后，可用于

Ｍｍｃ检测方法的建立。

图６　ＩＥＢＤ预测抗原表位结果

犉犻犵．６　犐犈犅犇狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀

２７　其他信息预测

结 合 Ｓｏｓｕｉ 和 ＰｒｏｔＰａｒａｍ （ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂ．

ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｃｇｉｂｉｎ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ）分析得

出，Ｍｍｃ３７４０编码蛋白分子式：Ｃ６０７Ｈ１０００Ｎ１８４Ｏ２６１

Ｓ５，总原子数量２０５７，分子质量１５２１１．９９，等电

点 （ＰＩ值）４．４２。氨基酸组成如表４，带负电的氨

基酸残基 （Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）２５个，带正电的氨基酸残

基 （Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）１２个。平均亲疏水性：－１．１２１，

为亲水蛋白。半衰期预测：１０ｈ （大肠杆菌体内），

２０ｈ （酵母体内），３０ｈ （网织红细胞内）。不稳定

指数为４８．４３，该蛋白质为不稳定蛋白。

表４　Ｍｍｃ３７４０编码蛋白氨基酸组成

犜犪犫犾犲４　犃犿犻狀狅犪犮犻犱狊狅犳犕犿犮３７４０

氨基酸 数量 占比／％

丙氨酸Ａｌａ（Ａ） ７ ４．９０

精氨酸Ａｒｇ（Ｒ） ２ １．４０

天冬酰胺Ａｓｎ（Ｎ） １５ １０．４０

天冬氨酸Ａｓｐ（Ｄ） ９ ６．２０

半胱氨酸Ｃｙｓ（Ｃ） １ ０．７０

谷氨酰胺Ｇｌｎ（Ｑ） ５ ３．５０

谷氨酸Ｇｌｕ（Ｅ） １６ １１．１０

甘氨酸Ｇｌｙ（Ｇ） ７ ４．９０

组氨酸 Ｈｉｓ（Ｈ） ２ １．４０

异亮氨酸Ｉｌｅ（Ｉ） ６ ４．２０

亮氨酸Ｌｅｕ（Ｌ） ６ ４．２０

赖氨酸Ｌｙｓ（Ｋ） １０ ６．９０

甲硫氨酸 Ｍｅｔ（Ｍ） ４ ２．８０

苯丙氨酸Ｐｈｅ（Ｆ） ０ ０．００

脯氨酸Ｐｒｏ（Ｐ） ３ ２．１０

丝胺酸Ｓｅｒ（Ｓ） ３２ ２２．２０

苏氨酸Ｔｈｒ（Ｔ） １４ ９．７０

色氨酸Ｔｒｐ（Ｗ） ０ ０．００

酪氨酸Ｔｙｒ（Ｙ） ０ ０．００

颉氨酸Ｖａｌ（Ｖ） ５ ３．５０

吡咯赖氨酸Ｐｙｌ（Ｏ） ０ ０．００

硒半胱氨酸Ｓｅｃ（Ｕ） ０ ０．００

３　讨　论

羊支原体性肺炎（ＭＰＧＳ）在我国多个地区发

生，发病率高、传播速度快、波及范围大，给我国养羊

业造成了重大经济损失［１３］。Ｍｍｃ作为 ＭＰＧＳ的重

要病原之一，与 Ｍｃｃ等同属于丝状支原体簇的成

员。该簇成员包括在遗传学和血清学上非常相近的

６种支原体
［１４］，分为３个亚群，分别是山羊支原体、

丝状支原体和李奇氏支原体亚群［１５］，其同源性高、

血清学方面存在交叉反应。为了快速、高效地诊断

Ｍｍｃ引起的 ＭＰＧＳ，寻找特异性抗原，建立相应的

检测方法成为国内外学者关注的重点。

目前已公布的 Ｍｍｃ全基因组序列只有９５０１０

和ＰＧ３２株，本课题组前期通过对 Ｍｍｃ与丝状支

原体簇的其他成员的基因组分析发现，Ｍｍｃ３７４０

编码的氨基酸序列与丝状支原体簇的其他成员间相

似性低，是 Ｍｍｃ特有的基因。同时，经基因序列比

对发现，９５０１０株 Ｍｍｃ３７４０基因与ＰＧ３的相似性

为８７％，后续研究中用基于９５０１０株序列设计的引

物可以从 Ｍｍｃ临床分离株中扩增出 Ｍｍｃ３７４０基

因相应长度的片段，测序后发现相似性约为９０％，
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表明 Ｍｍｃ３７４０基因是 Ｍｍｃ的保守基因之一。

生物信息学预测可以破译隐藏在ＤＮＡ序列中

的遗传信息，通过对基因信息进行深入分析，预测蛋

白的结构和功能，在生物、医药、农业等研究领域越

来越被重视［１６］。本研究首次利用生物信息学软件

对 Ｍｍｃ３７４０编码蛋白进行生物信息学预测，结果

显示，该基因编码蛋白除存在常见的α螺旋结构外，

还有延伸链、随机卷曲结构。螺旋和折叠化学键能

是能否牢固维持蛋白高级结构的重要条件，化学键

能越高蛋白结构越牢固，延伸链则构成其活性位

点［１７］；信号肽分析发现该基因所编码的蛋白具有信

号肽，新生蛋白通常在位于其Ｎ端的信号肽的指引

下到达细胞特定区域，并由其介导跨膜转运［１８］，因

此推测其可能是一种分泌型蛋白。蛋白质亚细胞定

位与其功能密切相关，预测蛋白的亚细胞定位，对于

了解蛋白质的性质和功能具有重要意义［１９］，本研究

利用 ＣＥＬＬＯ 进行亚细胞定位的预测结果显示，

Ｍｍｃ３７４０蛋白定位于细胞外或者细胞质内，结合

信号肽的预测，推测其在原核表达中能获得可溶性

表达。跨膜区预测中，不同软件的预测结果不同，所

用的３种软件都没有针对支原体的选项，因此，推测

跨膜区预测软件在支原体蛋白的预测并不成熟，其结

果只能作为参考。与实验验证抗原性相比，通过生物

信息学方法预测抗原表位耗时短且易于操作［２０］。

Ｍｍｃ３７４０蛋白抗原表位预测结果显示其抗原指数较

高，亲水性预测显示其表面拥有亲水基团，抗原亲水

性决定Ｂ细胞抗原表位
［２１］，推测这些位点容易成为

抗体识别的抗原表位区域，预测该蛋白抗原性良好，

体外表达的产物可用于 Ｍｍｃ检测方法的建立或作为

Ｍｍｃ的保护性抗原，用于该病的免疫防控。稳定性

预测结果显示该蛋白为不稳定蛋白。

综上所述，Ｍｍｃ３７４０编码蛋白为 Ｍｍｃ所特

有的抗原性良好的分泌型蛋白，推测可用于 Ｍｍｃ

特异检测方法的建立。
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