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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：　 ｃｏｗ ｍａｓｔｉｔｉｓ； Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐｐ．； ＧａｐＣ ｐｒｏｔｅｉｎ； ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ； ｃｅｌｌ ｅｐｉｔｏｐｅ

　 　 链球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）是一种人畜共患病病原，
在动物粪便、人鼻咽部均有分布［１⁃３］，可导致奶牛乳

房炎疾病［４⁃６］，给奶牛业造成巨大经济损失，严重制

约奶业发展［４］。 也可引起新生儿败血症、脑膜炎

等［８⁃９］。 引起奶牛乳房炎主要感染菌株为乳房链球

菌（Ｓ． ｕｂｅｒｉｓ）、无乳链球菌（Ｓ． ａｇａｌａｃｔｉａｅ）和停乳链

球菌（Ｓ． ｄｙｓｇａｌａｃｔｉａｅ） ［１０］。 随着抗生素的广泛使用，
耐药菌株不断出现，给该菌的治疗造成一定的难

度［１１］，有必要研发一种安全、无耐药性的新型疫苗。
ＧａｐＣ 蛋白为链球菌表面蛋白，具有 ３⁃磷酸甘油醛脱

氢酶活性，在细菌感染组织的过程中发挥重要的信

号转导作用［１２］，具有良好的免疫原性［１３⁃１４］。 小鼠免

疫试验证实 ＧａｐＣ 蛋白具有高达 ７０％的保护率，优
于全菌疫苗 ３０％的保护率［１５］。 ＧａｐＣ 在奶牛乳房炎

链球菌之间存在交叉免疫保护作用［１６］。 可见，
ＧａｐＣ 是很好的疫苗候选蛋白［１７］。

我们前期对 ＧａｐＣ 蛋白仅进行了原核表达与纯

化，对 ＧａｐＣ 蛋白性质缺乏了解，给疫苗的研制带来

一些困难。 本研究拟借助生物信息学方法，采用多

参数预测的方式，对 ＧａｐＣ 蛋白的系统进化关系、理
化性质、信号肽、跨膜结构、高级结构，以及优势的

Ｂ ／ Ｔ 细胞表位进行预测，并设计 ＧａｐＣ 蛋白的重组

表位疫苗分子，以期进一步提高 ＧａｐＣ 蛋白的免疫

效果。

１　 材料与方法

１．１　 材 料

依据 ＧｅｎＢａｎｋ 公布的奶牛乳房炎感染细菌乳

房 链 球 菌 ＧａｐＣ 蛋 白 序 列 （ 登 录 号 为

ＡＡＭ７３７７１􀆰 １），ＧａｐＣ 蛋白共含 ３３６ 个氨基酸。 氨基

酸序列信息如下：ＭＶＶＫＶＧＩＮＧＦＧＲＩＧＲＬＡＦＲＲＩＱ⁃
ＮＶＥＧＶＥＶＴＲＩＮＤＬＴＤＰＮＭＬＡＨＬＬＫＹＤＴＴＱＧＲＦＤ⁃
ＧＴＶＥＶＫＤＧＧＦＥＶＮＧＮＦＩＫＶＳＡＥＫＤＰＥＮＩＤＷＡＴＤ⁃
ＧＶＥＩＶＬＥＡＴＧＦＦＡＫＫＡＡＡＥＫＨＬＨＡＮＧＡＫＫＶＶＩＴ⁃
ＡＰＧＧＤＤＶＫＴＶＶＦＮＴＮＨＤＩＬＤＧＴＥＴＶＩＳＧＡＳＣＴＴＮ⁃
ＣＬＡＰＭＡＫＡＬＱＤＮＦＧＶＫＱＧＬＭＴＴＩＨＡＹＴＧＤＱＭＩＬ⁃
ＤＧＰＨＲＧＧＤＬＲＲＡＲＡＧＡＳＮＩＶＰＮＳＴＧＡＡＫＡＩＧＬＶＩ⁃
ＰＥＬＮＧＫＬＤＧＡＡＱＲＶＰＶＰＴＧＳＶＴＥＬＶＡＶＬＥＫＥＴＳＶ⁃
ＥＥＩＮＡＡＭＫＡＡＡＮＤＳＹＧＹＴＥＤＰＩＶＳＳＤＩＩＧＭＡＹＧＳ⁃
ＬＦＤＡＴＱＴＫＶＱＴＶＤＧＮＱＬＶＫＶＶＳＷＹＤＮＥＭＳＹＴＡＱ⁃

ＬＶＲＴＬＥＹＦＡＫＩＡＫ。 后续主要依据该氨基酸序列开

展生物信息学分析，以及链球菌重组表位疫苗分子

的设计。
１．２　 ＧａｐＣ 生物信息学分析

利用 ＤＮＡＭＡＮ、ＭＥＧＡ 软件对 ＮＣＢＩ 已公布的

ＧａｐＣ 蛋白氨基酸序列进行同源性与系统发生分析。
ＧａｐＣ 蛋白生化指标、酶切位点预测网站分别为：ｈｔ⁃
ｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｃｇｉ⁃ｂｉｎ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ 和

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｐｅｐｔｉｄｅ＿ｃｕｔｔｅｒ ／ ，亲水性预测

网站为： ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｓｃａｌｅ ／ ，信号肽、
蛋白跨膜结构分别采用 Ｓｉｇｎａｌ Ｐ４．１ 软件、ＴＭＨＭＭ
Ｓｅｒｖｅｒｖ．２．０ 软件预测，二级结构与三维结构分别采

用 ＳＯＰＭＡ、Ｓｗｉｓｓ⁃Ｍｏｄｅｌ 方法预测，Ｂ 细胞抗原表位

预测采用在线服务 ＡＢＣｐｒｅｄ 与 ＢｅｐｉＰｒｅｄ 方法，细胞

毒性 Ｔ 细胞（ＣＴＬ）抗原表位预测通过 ＣＴＬｐｒｅｄ 程序

预测，辅助 Ｔ 细胞（Ｔｈ）抗原表位预测网站为 ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ．ｉｍｔｅｃｈ．ｒｅｓ．ｉｎ ／ ｒａｇｈａｖａ ／ ｐｒｏｐｒｅｄ ／ 。
１．３　 ＧａｐＣ 重组表位疫苗的设计

将预测获得的 Ｂ 细胞和 Ｔ 细胞表位进行选择

性拼接，每个表位之间以甘氨酸⁃甘氨酸⁃甘氨酸⁃甘
氨酸（ＧＧＧＧ）短肽隔开，以免影响各表位间的抗原

性。 采用 ＤＮＡＳＴＡＲ Ｐｒｏｔｅａｎ 软件分析串联表位的

排列方式，以各表位相对独立且具有较好抗原性参

数的连接方式，作为重组表位疫苗的氨基酸序列，再
翻译为核酸序列，最终获得重组表位疫苗基因序列。

２　 结果与分析

２．１　 ＧａｐＣ 蛋白氨基酸序列的同源性与系统发生

分析

　 　 利用 ＤＮＡＭＡＮ 软件对 ＮＣＢＩ 已公布的 ＧａｐＣ 蛋

白氨基酸序列进行同源性分析。 结果（图 １）发现：
不同细菌的 ＧａｐＣ 蛋白具有较高的同源性；与奶牛

乳房炎有关的乳房链球菌、无乳链球菌、停乳链球

菌，序列一致性强，具有很高的同源性。 通过 ＭＥＧＡ
软件对 ＧａｐＣ 蛋白序列进行系统发生分析，结果（图
２）显示：不同种类的链球菌在进化分支上位置较

近，亲缘关系相对于其他细菌更近。 因而，ＧａｐＣ 蛋

白免疫动物产生的特异性抗体，有可能抵御不同种

类链球菌感染，表明 ＧａｐＣ 蛋白可能为不同种类细

菌感染提供交叉免疫保护作用。
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　 　 　 　 　 　 　 　 图 １　 ＧａｐＣ 蛋白氨基酸序列的多重比对

Ｆｉｇ．１　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＧａｐＣ ｐｒｏｔｅｉｎ

　 　 　 　 　 　 　 　 图 ２　 ＭＥＧＡ 软件构建的 ＧａｐＣ 氨基酸序列系统进化

Ｆｉｇ．２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＧａｐＣ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｉｎｇ ＭＥＧＡ

２．２　 ＧａｐＣ 蛋白生物化学特性预测

将 ＧａｐＣ 蛋白序列通过网站 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．
ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／进行预测，结果显示，ＧａｐＣ 分子量为

３５ ９０６，等电点为 ５􀆰 ２５，脂溶性指数为 ７８􀆰 ５３，总平

均疏水性指数为－０􀆰 １２５，表明 ＧａｐＣ 蛋白为亲水性

蛋 白。 利 用 在 线 网 站 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／
ｐｒｏｔｓｃａｌｅ ／预测 ＧａｐＣ 的氨基酸中疏水性最强的分值

为 ２􀆰 ０，最弱为－２􀆰 ２（图 ３）。 将 ＧａｐＣ 氨基酸序列通

过网站 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｐｅｐｔｉｄｅ＿ｃｕｔｔｅｒ ／分析酶

切位点，结果显示 ＧａｐＣ 蛋白存在多个酶切位点，其
中蛋白酶 Ｋ 酶切位点有 １７９ 个，嗜热菌蛋白酶酶切

位点 １０９ 个，胃蛋白酶（ｐＨ＞２）酶切位点 ６９ 个，低特

异性糜蛋白酶酶切位点 ５６ 个。
２．３　 ＧａｐＣ 蛋白信号肽与跨膜结构预测

将 ＧａｐＣ 氨基酸序列利用软件 ＳｉｇｎａｌＰ ４􀆰 １ 分

析，预测结果（图 ４）显示 ＧａｐＣ 蛋白没有信号肽序
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图 ３　 链球菌 ＧａｐＣ 蛋白疏水性分析

Ｆｉｇ．３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ｏｆ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ＧａｐＣ ｐｒｏｔｅｉｎ

列。 软件 ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒｖ．２．０ 程序预测结果（图 ５）
显示，ＧａｐＣ 蛋白跨膜结构可信度值为 ０，表明 ＧａｐＣ
蛋白无跨膜结构。

ｃ：无规则卷曲，ｅ：β⁃片层，ｈ：α⁃螺旋，ｔ：β⁃转角。
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 图 ６　 链球菌 ＧａｐＣ 蛋白蛋白二级结构预测

Ｆｉｇ．６　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ＧａｐＣ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ４　 链球菌 ＧａｐＣ 蛋白信号肽预测

Ｆｉｇ．４　 Ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ＧａｐＣ ｐｒｏｔｅｉｎ

２．４　 ＧａｐＣ 蛋白二级结构与三级结构预测

利用 ＳＯＰＭＡ 方法预测 ＧａｐＣ 蛋白二级结构，

图 ５　 链球菌 ＧａｐＣ 蛋白跨膜区预测

Ｆｉｇ． ５ 　 Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ
ＧａｐＣ ｐｒｏｔｅｉｎ

结果（图 ６）显示 α⁃螺旋氨基酸数占总氨基酸数的

３３􀆰 ９３％，β⁃片层占总氨基酸数的 ２３􀆰 ２１％，β⁃转角

占总氨基酸数的 １２􀆰 ５０％，无规则卷曲占总氨基酸

数的 ３０􀆰 ３６％。 通 过 ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＥＬ 方 案 预 测

ＧａｐＣ 蛋 白 的 三 维 空 间 结 构， 模 版 蛋 白 选 用

４ｑｘ６􀆰 １􀆰 Ａ，结果（图 ７）显示 ＧａｐＣ 主要由 α⁃螺旋与

无规则卷曲构成，与二级结构预测结果一致。
２．５　 ＧａｐＣ 蛋白 Ｂ 细胞表位预测

依据氨基酸的性质（可及性、亲水性、柔韧性、
极性、转角） 和隐形马尔可夫模型，利用 ＢｅｐｉＰｒｅｄ
１􀆰 ０ Ｓｅｒｖｅｒ 软件预测 ＧａｐＣ 优势 Ｂ 细胞表位，结果如

表 １ 所示。 通过人工神经网络方法，采用 ＡＢＣｐｒｅｄ
软件，预测获得 ＧａｐＣ 可能的 Ｂ 细胞表位区段，如表

２ 所示。 综合表 １ 和表 ２ 两种预测方法获得重叠序
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列，获得 ＧａｐＣ 可能的 Ｂ 细胞表位氨基酸区段为：
５７～６６，７５～８８，１２１～１２８，１９１～２０６，２６６～２７９。
２．６　 ＧａｐＣ 蛋白 Ｔ 细胞表位预测

２．６．１　 ＧａｐＣ 蛋白 ＣＴＬ 表位预测　 ＣＴＬ（细胞毒性 Ｔ
淋巴细胞）表位预测采用 ｎＨＬＡＰｒｅｄ 方案，分别预测

ＨＬＡ⁃Ａ２、ＨＬＡ⁃Ａ∗０２０１、 ＨＬＡ⁃Ａ∗０２０２、 ＨＬＡ⁃Ａ∗
０２０３、ＨＬＡ⁃Ａ∗０２０５ 的分子结合肽，运用神经网络

与量化矩阵法（ＡＮＮ＋ＱＭ），阈值设为 ０􀆰 ５，综合预测

的 ５ 种分子结合肽重叠序列，获得 ＧａｐＣ 的 ＣＴＬ 抗

原表位为：３２０～３２８ 位的 ＹＴＡＱＬＶＲＴＬ（表 ３）。
２．６．２　 ＧａｐＣ 蛋白 Ｔｈ 表位预测　 Ｔｈ（Ｔ 辅助细胞）表
位使用 ＰｒｏＰｒｅｄ 在线程序进行预测，预测类型选择

ＤＲＢ１⁃０１０１、ＤＲＢ１⁃０１０２ 和ＤＲＢ１⁃０３０１ 结合肽，综合预

测的 ３ 种结合肽重叠序列，获得 ＧａｐＣ 蛋白可能的 Ｔｈ
抗原表位为：１９７～２０５ 位的 ＬＲＲＡＲＡＧＡＳ（表 ４）。

图 ７　 链球菌 ＧａｐＣ 蛋白三级结构预测

Ｆｉｇ． ７ 　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ
ＧａｐＣ ｐｒｏｔｅｉｎ

表 １　 ＡＢＣｐｒｅｄ 方法预测链球菌 ＧａｐＣ 蛋白 Ｂ 细胞表位

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｂ ｃｅｌｌ ｅｐｉｔｏｐｅｓ ｆｏｒ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ＧａｐＣ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｙ ＡＢＣｐｒｅｄ ｍｅｔｈｏｄ

分析指标 分析结果

肽段位置 １９１～２０６ ２８１～２９６ ７３～８８ ５７～７２ １１７～１３２ ２６６～２８１ １３９～１５４ １２４～１３９

分值 ０．９１ ０．９０ ０．８９ ０．８９ ０．８９ ０．８８ ０．８８ ０．８６

表 ２　 ＢｅｐｉＰｒｅｄ 方法预测链球菌 ＧａｐＣ 蛋白 Ｂ 细胞表位

Ｔａｂｌｅ ２ 　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｂ ｃｅｌｌ ｅｐｉｔｏｐｅｓ ｆｏｒ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ＧａｐＣ

ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｙ ＢｅｐｉＰｒｅｄ ｍｅｔｈｏｄ

预测方法 肽段位置

ＢｅｐｉＰｒｅｄ ４９～６６ ７５～８８ １２１～１２８ １９０～２１５ ２２７～２４３ ２６４～２７９ ２９６～３０３

２．７　 ＧａｐＣ 蛋白重组抗原表位的设计

依据预测获得的 ＧａｐＣ 蛋白的 Ｂ 细胞和 Ｔ 细胞

表位，进行不同组合排列，并以 ＧＧＧＧ 氨基酸作为

多肽间接头连接。 采用 ＤＮＡＳＴＡＲ Ｐｒｏｔｅａｎ 软件，将
Ｂ 细胞表位设置为 ｅｐｉｔｏｐｅ１ ～ ｅｐｉｔｏｐｅ５，ＣＴＬ 表位设

置为 ｅｐｉｔｏｐｅ６，Ｔｈ 表位设为 ｅｐｉｔｏｐｅ７，分析线性表位

的各 种 排 列 方 式， 结 果 发 现： ｅｐｉｔｏｐｅ３⁃ｅｐｉｔｏｐｅ１⁃
ｅｐｉｔｏｐｅ６⁃ｅｐｉｔｏｐｅ７⁃ｅｐｉｔｏｐｅ２⁃ｅｐｉｔｏｐｅ４⁃ｅｐｉｔｏｐｅ５ 排 列 的

重组多表位间相对独立，抗原性参数较好（图 ８）。
设计的表位疫苗多肽序列为：ＴＡＰＧＧＤＤＶＧＧＧＧＴ⁃
ＶＥＶＫＤＧＧＦＥＧＧＧＧＹＴＡＱＬＶＲＴＬＧＧＧＧＬＲＲＡＲＡＧ⁃
ＡＳＧＧＧＧＳＡＥＫＤＰＥＮＩＤＷＡＴＤＧＧＧＧＰＨＲＧＧＤＬＲＲ⁃
ＡＲＡＧＡＳＮＧＧＧＧＡＡＮＤＳＹＧＹＴＥＤＰＩＶ（下划线为柔

性肽序列）。 翻译为核酸序列，即获得的 ＧａｐＣ 蛋白

表 ３　 链球菌 ＧａｐＣ 蛋白 ＣＴＬ 抗原表位预测

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣＴＬ ｅｐｉｔｏｐｅｓ ｆｏｒ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ＧａｐＣ ｐｒｏｔｅｉｎ

等位基因 多肽排序 肽段位置 多肽序列

ＨＬＡ⁃Ａ２ １ ２８３～２９１ ＩＩＧＭＡＹＧＳＬ

２ ３１４～３１９ ＹＤＮＥＭＳ

３ ３２０～３２８ ＹＴＡＱＬＶＲＴＬ

ＨＬＡ⁃Ａ∗０２０１ １ ２２８～２３６ ＫＬＤＧＡＡＱＲＶ

１ １５６～１６４ ＣＬＡＰＭＡＫＡＬ

ＨＬＡ⁃Ａ∗０２０２ ２ ２２８～２３６ ＫＬＤＧＡＡＱＲＶ

３ ３０６～３１４ ＱＬＶＫＶＶＳＷＹ

ＨＬＡ⁃Ａ∗０２０３ １ ３２０～３２８ ＹＴＡＱＬＶＲＴＬ

１ ３７～４５ ＤＰＮＭＬＡＨＬＬ

２ １２０～１２８ ＩＴＡＰＧＧＤＤＶ

３ １３２～１４０ ＶＦＮＴＮＨＤＩＬ

ＨＬＡ⁃Ａ∗０２０５ ４ １５６～１６４ ＣＬＡＰＭＡＫＡＬ

５ ２３３～２４１ ＡＱＲＶＰＶＰＴＧ

６ ２４２～２５０ ＳＶＴＥＬＶＡＶＬ

７ ３２０～３２８ ＹＴＡＱＬＶＲＴＬ

重组表位序列：ＡＣＡＧＣＴＣＣＴＧＧＴＧＧＡＧＡＴＧＡＴＧＴＴ
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表 ４　 链球菌 ＧａｐＣ 蛋白 Ｔｈ 抗原表位预测

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｔｈ ｅｐｉｔｏｐｅｓ ｏｆ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ＧａｐＣ ｐｒｏｔｅｉｎ

类型 多肽排序 肽段位置 肽段序列

ＤＲＢ１⁃０１０１ １ ２１～２９ ＩＱＮＶＥＧＶＥＶ

２ １３１～１３９ ＶＶＦＮＴＮＨＤＩ

３ １９７～２０５ ＬＲＲＡＲＡＧＡＳ

４ ２９９～３０７ ＶＱＴＶＤＧＮＱＬ

ＤＲＢ１⁃０１０２ １ ２１～２９ ＩＱＮＶＥＧＶＥＶ

２ １１０～１１８ ＬＨＡＮＧＡＫＫＶ

３ １３１～１３９ ＶＶＦＮＴＮＨＤＩ

４ １９７～２０５ ＬＲＲＡＲＡＧＡＳ

５ ２８４～２９２ ＩＧＭＡＹＧＳＬＦ

６ ２９９～３０７ ＶＱＴＶＤＧＮＱＬ

ＤＲＢ１⁃０３０１ １ ２～１０ ＶＶＫＶＧＩＮＧＦ

２ ４５～５３ ＬＫＹＤＴＴＱＧＲ

３ ９２～１００ ＩＶＬＥＡＴＧＦＦ

４ １８９～１９４ ＭＩＬＤＧＰＨＲＧ

５ １９７～２０５ ＬＲＲＡＲＡＧＡＳ

６ ２０７～２１５ ＩＶＰＮＳＴＧＡＡ

７ ２７８～２８７ ＩＶＳＳＤＩＩＧＭＡ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 图 ８　 重组多表位分子的抗原性分析

Ｆｉｇ．８　 Ａｎｔｉｇｅｎｉｃｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｍｕｌｔｉ⁃ｅｐｉｔｏｐｅｓ ｍｏｌｅｃｕｌｅ

ＧＧＴＧＧＣＧＧＴＧＧＣＡＣＡＧＴＴＧＡＡＧＴＴＡＡＡＧＡＴＧＧＴ⁃
ＧＧＡＴＴＣＧＡＡＧＧＴＧＧＣＧＧＴＧＧＣＴＡＣＡＣＴＧＣＡＣＡＡ⁃
ＣＴＴＧＴＴＣＧＴＡＣＴＣＴＴＧＧＴＧＧＣＧＧＴＧＧＣＣＴＴＣＧＴＣ⁃
ＧＴＧＣＴＣＧＴＧＣＴＧＧＴＧＣＡＡＧＣＧＧＴＧＧＣＧＧＴＧＧＣＴ⁃
ＣＴＧＣＴＧＡＡＡＡＡＧＡＴＣＣＡＧＡＡＡＡＣＡＴＴＧＡＣＴＧＧＧ⁃
ＣＡＡＣＴＧＡＣＧＧＴＧＧＣＧＧＴＧＧＣＣＣＡＣＡＣＣＧＴＧＧＴＧ⁃
ＧＴＧＡＣＣＴＴＣＧＴＣＧＴＧＣＴＣＧＴＧＣＴＧＧＴＧＣＡＡＧＣＡＡ⁃

ＣＧＧＴＧＧＣＧＧＴＧＧＣＧＣＴＧＣＡＡＡＣＧＡＴＴＣＡＴＡＣＧＧ⁃
ＡＴＡＣＡＣＴＧＡＡＧＡＣＣＣＡＡＴＣＧＴＡ（下划线为柔性肽

的核酸序列）。

３　 讨 论

利用生物信息学方法，可实现对蛋白质理化性

质、高级结构、抗原表位的预测，在抗原表位疫苗的

设计上起到积极作用，可有效减少试验的盲目性。
从而实现针对性地人工合成多肽表位类疫苗，在疫

苗研制上应用广泛［１８⁃１９］。
本研究通过生物信息学方法，对 ＧａｐＣ 氨基酸

序列进行同源性与系统发生分析，揭示了不同种类

链球菌亲缘关系均较近，尤其是与奶牛乳房炎有关

的链球菌亲缘关系更近。 表明 ＧａｐＣ 可为不同种类

链球菌感染诱发的奶牛乳房炎提供一种交叉免疫保

护作用，这为蛋白多肽疫苗的研制奠定了基础。 预

测发现 ＧａｐＣ 蛋白无信号肽和跨膜结构，表明 ＧａｐＣ
可能是一种细菌表面蛋白。 此外，二级结构预测显

示 ＧａｐＣ 主要为无规则卷曲结构。 无规则卷曲易于

产生盘旋、扭曲，暴露于蛋白外层，常含有优势的抗

原表位［２０］，表明 ＧａｐＣ 可能存在较多的候选抗原

表位。
本研究对于 Ｂ 细胞表位预测主要采用 ＢｅｐｉＰｒｅｄ

和 ＡＢＣｐｒｅｄ 方案。 ＢｅｐｉＰｒｅｄ 可较好预测蛋白线性表

位，原理是利用氨基酸的性质，如亲水性、柔韧性、可
及性、极性、暴露表面、转角等，以及隐形马尔可夫模

型［２１］；ＡＢＣｐｒｅｄ 主要是基于人工神经网络方法，对
抗原表位预测的准确率可达 ６５􀆰 ９％［２２］。 将这两种
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方法结合使用，可进一步提高 Ｂ 细胞表位预测的准

确性。 本研究通过 ＢｅｐｉＰｒｅｄ 和 ＡＢＣｐｒｅｄ 方法，确定

ＧａｐＣ 的 Ｂ 细胞抗原表位氨基酸区段为：５７ ～ ６６，
７５～８８，１２１～１２８，１９１～２０６，２６６～２７９，为多肽表位疫

苗拼接重组奠定了基础。
ＣＴＬ 抗原表位是与 ＭＨＣ⁃Ｉ 类分子结合，最终诱

发 ＣＴＬ 免疫应答的短肽，对 ＣＴＬ 特异性细胞毒作用

具有决定性［２３］。 ＣＴＬ 表位预测的方法较为成熟，目
前，已经通过 ＢＩＭＡＳ、ＳＹＦＰＥＩＴＨＩ 和 ＲＡＮＫＰＥＰ 等方

法对 ＣＴＬ 表位成功进行预测［１９，２４］。 王光祥等通过

在线服务软件，采用量化矩阵，结合人工神经网络法

预测羊口疮病毒 Ｆ１Ｌ 蛋白 ＣＴＬ 表位［２３］；刘祥等也

通过该方法对绿脓杆菌 ＯｐｒＦ 蛋白进行了 ＣＴＬ 表位

预测［２４］。 本研究利用人工神经网络与量化矩阵法，
预测获得 ＧａｐＣ 蛋白的 ＣＴＬ 表位为：３２０ ～ ３２８ 位的

ＹＴＡＱＬＶＲＴＬ。
Ｔｈ 表位通过与 ＭＨＣ⁃ＩＩ 类分子结合，可被相应

的 ＣＤ４＋Ｔ 细胞识别，从而激活 Ｔｈ 细胞活性，以辅助

Ｂ 细胞产生抗体［２５］。 Ｔｈ 表位预测方法已经在病毒

蛋白、细菌蛋白［２３］等研究中获得很好的应用。 本研

究预测获得了 ＧａｐＣ 蛋白的 Ｔｈ 表位为 １９７ ～ ２０５ 位

的 ＬＲＲＡＲＡＧＡＳ。 这些 Ｔｈ 表位可能通过抗原呈递

作用，最终激活 Ｔｈ 细胞活性。
在多肽疫苗接头的选择上，要求构建的蛋白多

肽具有一定的分子刚性，各表位间相对独立，并且抗

原参数要趋于完美。 常用的接头氨基酸序列有

ＡＡＹ、 ＧＧＧＧ、 ＧＧＧＧＳ、 ＫＫ 等［２６⁃２８］。 本 研 究 采 用

ＧＧＧＧ 氨基酸接头，对 ＧａｐＣ 预测获得的 Ｂ 细胞 ／ Ｔ
细胞表位进行优化组合，最终获得抗原性较好的重

组多肽。 然而，新获得的重组多肽需要进一步的试

验，验证其免疫保护功能。
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