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　 　 摘要:　 运用生物信息学方法对牛支原体(Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｂｏｖｉｓ)和无乳支原体(Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ａｇａｌａｃｔｉａｅ)的相似性进

行多重比对分析ꎮ 使用 Ｍｅｇａ ７、Ｃｌｕｓｔａｌ ａ、Ｓｉｂｅｉｌｉａ 等生物信息学软件对 Ｍ. ｂｏｖｉｓ 与 Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ 的全基因组、１６Ｓ
ｒＲＮＡ、脂蛋白家族进行相似性比对分析ꎮ 通过多重比对发现ꎬＭ.ｂｏｖｉｓ 与 Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ 在全基因、１６Ｓ ｒＲＮＡ、以及脂蛋

白家族方面均表现出较高的相似性ꎮ
关键词:　 牛支原体ꎻ 无乳支原体ꎻ 全基因组比对分析
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　 　 支原体为自然界中独立生存的最小原核微生

物ꎬ拥有能够进行自我复制的最小基因组[１] ꎮ 支

原体能攻击宿主细胞ꎬ引起宿主细胞的免疫反应

并损害宿主细胞ꎬ以便在宿主细胞内生长繁殖[２] ꎮ
牛支原体(Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｂｏｖｉｓ)是一种主要感染牛呼

吸道的病原体[３] ꎬ能够持续感染宿主[４] ꎬ并引发包

括牛肺炎在内的多种慢性疾病[５] ꎬ如乳腺炎、中耳

炎、生殖障碍、关节炎[６] 、脑膜炎以及角膜结膜炎

等[７] ꎮ Ｍ.ｂｏｖｉｓ 与无乳支原体(Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ａｇａｌａｃｔｉ￣
ａｅ)在 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列上有较高的相似性[８￣１１] ꎮ Ｍ.
ａｇａｌａｃｔｉａｅ 也可以感染牛ꎬ并引发乳腺炎、角膜结膜

炎和关节炎等疾病[１２] ꎬ但主要会引起小型反刍动

物的“传染性无乳症” (ＣＡ)综合征[１３] ꎮ 所以在特

异性检测病原[１４] 甚至是根据特定的病原研制疫

苗[１５]预防疫病时就需要对二者进行精准区分[１６] ꎮ
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为此我们拟通过对 Ｍ.ｂｏｖｉｓ 与 Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ 的全基

因组序列比对ꎬ探究二者在基因组层面的相似性ꎬ
寻找两者独特的基因ꎬ为 Ｍ.ｂｏｖｉｓ 快速检测方法研

究奠定基础ꎬ为鉴定物种特异性提供更有效的证

据ꎮ 此外ꎬ我们还想探究二者分离株在 １６Ｓ ｒＲＮＡ
上的亲缘关系ꎬ以及主要毒力因子膜表面脂蛋白

家族的相似性ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料来源

从美国国立生物技术信息中心(Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ
ｆｏｒ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎꎬ ＮＣＢＩ)中找到牛支原

体(Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｂｏｖｉｓ) 与无乳支原体 (Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ
ａｇａｌａｃｔｉａｅ)的全基因组序列ꎮ
１.２　 统计分析

运用生物信息学软件Ｍｅｇａ ７ 构建Ｍ.ｂｏｖｉｓ 与Ｍ.
ａｇａｌａｃｔｉａｅ 的 １６Ｓ ｒＲＮＡ、膜表面脂蛋白家族的系统进

化树ꎬ用 Ｃｌｕｓｔａｌ ｗ 进行多重序列比对ꎬ用 ＯｒｔｈｏＭＣＬ
ｖ２.０.３ 对 Ｍ.ｂｏｖｉｓ(ＧｅｎＢａｎｋ:ＣＰ００２１８８.１)与 Ｍ.ａｇａ￣
ｌａｃｔｉａｅ(ＧｅｎＢａｎｋ:ＣＵ１７９６８０.１)的全基因组编码的氨

基酸序列进行比对(由北京基华生物技术服务有限

公司进行)ꎮ 使用 ＯＡＴ￣ＡＮＩ 软件对 Ｍ. ｂｏｖｉｓ 与 Ｍ.
ａｇａｌａｃｔｉａｅ 进行全基因组共线性分析ꎮ

２　 结 果

２.１　 Ｍ.ｂｏｖｉｓ 与 Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ 的基因组共线性

运用生物信息学软件 Ｓｉｂｅｌｉａ 对 Ｍ.ｂｏｖｉｓ 的标准

株 ＰＧ４５ 与 Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ 的标准株 ＰＧ２ 进行全基因

组共线性分析ꎮ 由共线性圆形图(图 １)可以发现ꎬ
ＰＧ４５ 与 ＰＧ２ 之间有 ４ 个位置的基因具有共线性关

系ꎬ说明 Ｍ.ｂｏｖｉｓ 与 Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ 的标准株具有一定

的相似性ꎮ
　 　 在 Ｍ.ｂｏｖｉｓ 与 Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ 标准株表现出共线性

的前提下ꎬ对 Ｍ. ｂｏｖｉｓ 标准株 ＰＧ４５ 与 Ｍ. ａｇａｌａｃｔｉａｅ
分离株 ５６３２ 进行全基因组共线性分析(图 ２)ꎬ对
Ｍ. ｂｏｖｉｓ 分离株 Ｎｉｎｇｘｉａ￣１ 与 Ｍ. ａｇａｌａｃｔｉａｅ 分离株

５６３２ 也进行了全基因组共线性分析(图 ３)ꎮ 结果

表明 Ｍ.ｂｏｖｉｓ 与 Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ 不仅在标准株中具有共

线性关系ꎬ在分离株中同样存在共线性关系ꎬ说明二

者在基因组共线性层面上具有相似性ꎮ
２.２　 Ｍ.ｂｏｖｉｓ 与 Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ 的全基因组比对分析

　 　 采用 ＯｒｔｈｏＭＣＬ ｖ２. ０. ３ 软件对 Ｍ. ｂｏｖｉｓ ( Ｇｅｎ￣

图 １　 牛支原体标准株与无乳支原体标准株的基因组共线性分

析

Ｆｉｇ.１　 Ｇｅｎｏｍｉｃ ｃｏｌｌｉｎｅａｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｂｏｖｉｓ ｓｔａｎｄａｒｄ
ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ａｇａｌａｃｔｉａｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｔｒａｉｎｓ

图 ２　 牛支原体标准株与无乳支原体分离株的基因组共线性分

析

Ｆｉｇ.２　 Ｇｅｎｏｍｉｃ ｃｏｌｌｉｎｅａｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｍ. ｂｏｖｉｓ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｔｒａｉｎｓ
ａｎｄ Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ ｉｓｏｌａｔｅｓ

Ｂａｎｋ: ＣＰ００２１８８. １ ) 与 Ｍ. ａｇａｌａｃｔｉａｅ ( ＧｅｎＢａｎｋ:
ＣＵ１７９６８０.１)的全基因组编码的氨基酸序列进行比

对ꎬ选取阈值(ＢＬＡＳＴＰ Ｅ 值不大于１×１０－５ꎬＭＣＬ＿ＩＮ￣
ＦＬＡＴＩＯＮ 值＝ １.５)进行相似性聚类ꎬ获得同源基因

的列表ꎬ以确定 Ｍ.ｂｏｖｉｓ 与 Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ 的同源性ꎮ
比对结果显示ꎬ Ｍ.ｂｏｖｉｓ 与 Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ 之间共

有基因家族 ４７２ 个ꎮ 使用 ＭＵＳＣＬＥ ｖ３. ７ 软件( ｈｔ￣
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图 ３　 牛支原体分离株与无乳支原体分离株的基因组共线性分

析

Ｆｉｇ. ３ 　 Ｇｅｎｏｍｉｃ ｃｏｌｌｉｎｅａｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｍ. ｂｏｖｉｓ ｉｓｏｌａｔｅｓ ａｎｄ Ｍ.
ａｇａｌａｃｔｉａｅ ｉｓｏｌａｔｅｓ

ｔｐ: / / ｗｗｗ.ｅｂｉ. ａｃ. ｕｋ / Ｔｏｏｌｓ / ｍｓａ / ｍｕｓｃｌｅ / ) 将每个单

拷贝基因家族中各成员进行全序列比对ꎮ 结果(图
４)表明ꎬ牛支原体(Ｍ.ｂｏｖｉｓ)特有基因数量为 ２８５ꎬ无
乳支原体(Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ)特有基因数量为 ２７９ꎬ牛支

原体与无乳支原体共有的基因家族数量为 ４７２ꎮ Ｍ.
ｂｏｖｉｓ 与 Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ 共有的基因家族高达 ４７２ 个ꎬ
说明二者具有较高的相似性和较近的亲缘关系ꎮ

ＣＰ００２１８８.ｇｂ.ｐｅｐ 和 ＣＵ１７９６８０.ｇｂ.ｐｅｐ 分别为牛支原体(Ｍ.ｂｏｖｉｓ)
和无乳支原体(Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ)全基因组的 ＮＣＢＩ 序列号ꎮ
图 ４　 牛支原体与无乳支原体共有基因家族分析

Ｆｉｇ.４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｃａｌ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ Ｍ. ｂｏｖｉｓ
ａｎｄ Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ

　 　 为了进一步探究 Ｍ.ｂｏｖｉｓ 与 Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ 在基

因组层面的相似性ꎬ使用生物信息学软件 Ｊｓｐｅｃｉｅｓ
对 Ｍ.ｂｏｖｉｓ 与 Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ 进行全基因组平均核苷

酸序列同源(ＡＮＩ)分析ꎮ 平均核苷酸序列同源性

是通过比较物种全基因组同源基序列判定物种间

遗传关联性的重要参数ꎮ 对 Ｍ.ｂｏｖｉｓ 及 Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉ￣
ａｅ 全基因组序列比对分析后得到的 ＡＮＩ 值高达

８３􀆰 ０８％ꎬ再次说明 Ｍ.ｂｏｖｉｓ 与 Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ 具有较

高的相似性ꎮ
２.３　 支原体 １６Ｓ ｒＲＮＡ 系统进化树

在 ＮＣＢＩ 中找到 Ｍ.ｂｏｖｉｓ 标准株 ＰＧ４５ 和 Ｍ.ａｇａ￣
ｌａｃｔｉａｅ 标准株 ＰＧ２ 的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 碱基序列ꎬ并运用生

物信息学软件 Ｃｌｕｓｔａｌ ｗ 对二者进行多重序列比对

(图 ５)ꎬ发现相似性高达 ９７％ꎮ 由于二者 １６Ｓ ｒＲＮＡ
碱基序列相似度过高ꎬ为了探究 Ｍ.ｂｏｖｉｓ 与 Ｍ.ａｇａ￣
ｌａｃｔｉａｅ 间的亲缘关系ꎬ在 ＮＣＢＩ 中找到较常见的 １１
种支原体 １６Ｓ ｒＲＮＡ 碱基序列ꎬ并找到 ＮＣＢＩ 中 Ｍ.
ｂｏｖｉｓ 与 Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ 其余分离株的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 碱基

序列ꎬ使用生物信息学软件 ＭＡＧＡ ７ 构建系统进化

树(图 ６)ꎬ由进化树可以看到 Ｍ.ｂｏｖｉｓ 与 Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉ￣
ａｅ 无论标准株还是分离株ꎬ均位于同一分枝上ꎬ且
亲缘关系较近ꎮ
２.４　 Ｍ.ｂｏｖｉｓ 与 Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ 的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 相似性

对 １６Ｓ ｒＲＮＡ 进行生物信息学分析后ꎬ使用引物

设计软件 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ 随机对 Ｍ. ｂｏｖｉｓ 的 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 碱基序列设计 ４ 对引物ꎬ同时以 Ｍ.ｂｏｖｉｓ 与 Ｍ.
ａｇａｌａｃｔｉａｅ 基因组 ＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 结

果(图 ７)显示ꎬＭ.ｂｏｖｉｓ 与 Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ 均扩增出明

亮的目的条带ꎬ再次证明二者在 １６Ｓ ｒＲＮＡ 层面的相

似性ꎮ
２.５　 Ｍ.ｂｏｖｉｓ 与 Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ 表面可变脂蛋白家族

进化树

　 　 在 ＮＣＢＩ 中找到 Ｍ.ｂｏｖｉｓ 与 Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ 的表面

可变脂蛋白家族的基因序列ꎬ运用生物信息学软件

ＭＡＧＡ ７ 构建 Ｍ.ｂｏｖｉｓ 与 Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ 表面可变脂蛋

白家族的进化树ꎮ 结果(图 ８)显示ꎬＭ.ｂｏｖｉｓ 的 Ｖｓｐｓ
家族可细分为 ３ 个亚类ꎬＭ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ 的 Ｖｐｍａ 家族

与其中一类的亲缘距离较近ꎬ表面可变脂蛋白家族

进化的层面上说明 Ｍ.ｂｏｖｉｓ 与 Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ 的亲缘关

系较近ꎮ 运用生物信息学软件 Ｃｌｕｓｔａｌ ｗꎬ在 Ｍ.ｂｏｖｉｓ
与 Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ 的表面可变脂蛋白家族中相似性较

高的多条序列中ꎬ各选择 ２ 条进行多重序列比对

(图 ９)ꎬ发现 Ｍ.ｂｏｖｉｓ 与 Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ 也显示出相似

性ꎮ 说明 Ｍ.ｂｏｖｉｓ 与 Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ 不仅在 １６Ｓ ｒＲＮＡ
碱基序列上相似ꎬ在与感染致病相关的高度变异的

表面可变脂蛋白方面上也表现出相似性ꎮ
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图 ５　 牛支原体与无乳支原体 １６Ｓ ｒＲＮＡ 碱基序列比对

Ｆｉｇ.５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｂａｓｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｍ. ｂｏｖｉｓ ａｎｄ Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ

图 ６　 牛支原体与无乳支原体 １６Ｓ ｒＲＮＡ 进化树图谱

Ｆｉｇ.６　 Ｔｈｅ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｍａｐ ｏｆ Ｍ. ｂｏｖｉｓ ａｎｄ Ｍ.
ａｇａｌａｃｔｉａｅ

３　 讨 论

支原体会感染人类[１７￣１９] 和动物[２０￣２２]ꎬ而且往往

难以根除[２３]ꎮ 虽然治疗支原体病具有较大的社会

经济意义[２４]ꎬ但由于缺乏对支原体致病机制[２５] 的

认识ꎬ目前正确预防并控制支原体病疫情还未成系

统ꎮ 牛支原体病的高传染性和低治愈率[２６] 对中国

牛养殖业的健康发展造成了巨大威胁ꎬ作为宁夏回

族自治区农业特色优势产业之一的牛养殖业[２７]ꎬ同
样受到该病的潜在威胁[２８]ꎮ 本课题组在建立 Ｍ.ｂｏ￣
ｖｉｓ 的快速检测方法时ꎬ筛查特异性基因的过程中发

现 Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ 和 Ｍ.ｂｏｖｉｓ 具有极高的相似性ꎮ 所以

本研究运用生物信息学软件分析了 Ｍ. ｂｏｖｉｓ 和 Ｍ.
ａｇａｌａｃｔｉａｅ 的相似性ꎬ这对 Ｍ.ｂｏｖｉｓ 快速检测方法的

建立具有实际意义ꎮ

Ｍ:分子质量标准ꎻ１:模板为Ｍ.ｂｏｖｉｓ ＰＧ４５ꎻ ２:模板为Ｍ. ａｇａｌａｃｔｉ￣
ａｅ ＰＧ２ꎻ ４:模板为 Ｍ.ｂｏｖｉｓ ＰＧ４５ꎻ ５:模板为 Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ ＰＧ２ꎻ７:
模板为 Ｍ.ｂｏｖｉｓ ＰＧ４５ꎻ８:模板为 Ｍ. ａｇａｌａｃｔｉａｅ ＰＧ２ꎻ１０:模板为 Ｍ.
ｂｏｖｉｓ ＰＧ４５ꎻ１１:模板为 Ｍ. ａｇａｌａｃｔｉａｅ ＰＧ２ꎻＣ:无模板对照ꎮ
图 ７　 牛支原体与无乳支原体 １６Ｓ ｒＲＮＡ ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ.７　 Ｔｈｅ １６Ｓ ｒＲＮＡ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｍａｐ ｏｆ Ｍ. ｂｏｖｉｓ ａｎｄ
Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ

图 ８　 牛支原体与无乳支原体表面可变脂蛋白家族进化树图谱

Ｆｉｇ.８ 　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｍａｐ ｏｆ ｖａｒｉａｂｌｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｆａｍｉｌｙ ｏｆ Ｍ. ｂｏｖｉｓ ａｎｄ Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ

１０４韩　 杨等:牛支原体与无乳支原体的相似性比对分析



图 ９　 牛支原体与无乳支原体表面可变脂蛋白家族部分氨基酸序列比对

Ｆｉｇ.９　 Ｐａｒｔｉａｌ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｂｌｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆａｍｉｌｙ ｏｆ Ｍ. ｂｏｖｉｓ ａｎｄ Ｍ. ａｇａｌａｃｔｉａｅ

　 　 全基因组序列比较结果表明 Ｍ.ｂｏｖｉｓ 与 Ｍ.ａｇａ￣
ｌａｃｔｉａｅ 共有的基因家族高达 ４７２ 个ꎬ占全基因组的

２ / ３ꎮ Ｍ. ｂｏｖｉｓ 与 Ｍ. ａｇａｌａｃｔｉａｅ 的 ＡＮＩ 值 高 达

８３􀆰 ０８％ꎬ二者分属于不同种的支原体ꎬ但相似性之

高显而易见ꎮ １６Ｓ ｒＲＮＡ 碱基序列比对以及进化树

分析结果也揭示了 Ｍ. ａｇａｌａｃｔｉａｅ 和 Ｍ. ｂｏｖｉｓ 在 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 碱基序列上的相似性ꎮ 表面可变脂蛋白家族

为支原体主要的毒力因子[２９]ꎮ 氨基酸序列比对结

果显示ꎬ Ｍ. ａｇａｌａｃｔｉａｅ 的 Ｖｐｍａ 与 Ｍ.ｂｏｖｉｓ 的 Ｖｓｐ 具

有高度的氨基酸序列相似性ꎮ 表面可变脂蛋白家族

进化树显示ꎬＶｐｍａ 家族与 Ｖｓｐ 家族中的一类亲缘

距离较近ꎮ 对 Ｖｓｐ 家族和 Ｖｐｍａ 家族的相似性分析

不仅可以在表面可变脂蛋白家族的层面上验证 Ｍ.
ｂｏｖｉｓ 与 Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ 的相似性ꎬ也可以探究 Ｍ.ａｇａ￣
ｌａｃｔｉａｅ 的致病机制ꎮ Ｍ.ｂｏｖｉｓ 的 Ｖｓｐ 蛋白已被证明参

与宿主细胞粘附[３０]ꎬ但是关于Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ Ｖｐｍａ 蛋

白的确切功能未见报道ꎮ 通过 Ｖｓｐ 家族和 Ｖｐｍａ 家

族的相似性分析ꎬ或许可以推测 Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ 的 Ｖｐ￣
ｍａ 蛋白也参与宿主细胞粘附[３１]ꎮ 多方面比对结果

都表明 Ｍ.ｂｏｖｉｓ 与 Ｍ.ａｇａｌａｃｔｉａｅ 具有较高的同源性ꎬ
所以在建立检测方法时要将二者进行区分[３２]ꎮ
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