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鼠疫耶尔森菌Chro392基因的生物信息学分析
及抗原表位预测*
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【摘要】 目的 探讨鼠疫耶尔森菌Chro392基因的组成结构及生物学功能。 方法 本试验为预测采用生物信息学

软件对该基因的理化性质、磷酸化位点、糖基化位点、亲/疏水性、跨膜区、保守结构域、信号肽、二级结构、以及T、B细胞

抗原表位进行分析及预测。 结果 Chro392基因核酸序列长度723
 

bp,编码蛋白由240个氨基酸构成,理论等电点为

6.84,分子式为C1212H1927N305O373S8,不含有跨膜区,在第1-37氨基酸位点含有信号肽,属于稳定的亲水性蛋白,共存在

磷酸化位点27个,其中含量最高的磷酸化位点是苏氨酸。二级结构主要由延伸链和无规则卷曲构成,分别占29.17%和

34.58%。该蛋白含有8个B细胞抗原表位。Chro392蛋白存在20个T细胞抗原表位,其中限制性Th细胞表位15个,

限制性CTL细胞表位5个。 结论 生物信息学预测Chro392蛋白含有较多的B、T细胞抗原表位,具有良好的抗原

性,可为鼠疫耶尔森菌的疫苗潜在候选抗原。
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【Abstract】 Objective To
 

investigate
 

the
 

structure
 

and
 

biological
 

function
 

of
 

Chro392
 

gene
 

of
 

Y.
 

pestis. Methods 

This
 

experiment
 

was
 

to
 

predict
 

the
 

physicochemical
 

properties,phosphorylation
 

site,glycosylation
 

site,hydrophilicity/hy-
drophobicity,transmembrane

 

region,conserved
 

domain,signal
 

peptide,secondary
 

structure,and
 

T/B
 

cell
 

epitope
 

of
 

the
 

gene
 

using
 

bioinformatics
 

software
 

to
 

analysis
 

and
 

prediction. Results The
 

nucleic
 

acid
 

sequence
 

of
 

Chro392
 

gene
 

is
 

723
 

bp
 

in
 

length
 

and
 

contained
 

5
 

open
 

reading
 

frames.The
 

encoded
 

protein
 

is
 

composed
 

of
 

240
 

amino
 

acids,the
 

theoretical
 

iso-
electric

 

point
 

is
 

6.84,and
 

the
 

molecular
 

formula
 

is
 

C1212H1927N305O373S8.
 

It
 

does
 

not
 

contain
 

a
 

transmembrane
 

region,and
 

contains
 

a
 

signal
 

peptide
 

at
 

amino
 

acid
 

positions
 

1
 

to
 

37,which
 

is
 

stable
 

and
 

hydrophilic
 

proteins.There
 

are
 

27
 

phosphoryl-
ation

 

sites,and
 

threonine
 

is
 

the
 

phosphorylation
 

site
 

with
 

the
 

highest
 

content.It
 

is
 

slightly
 

more
 

likely
 

that
 

the
 

protein
 

is
 

localized
 

to
 

the
 

cytoplasm.The
 

secondary
 

structure
 

is
 

mainly
 

composed
 

of
 

extended
 

chains
 

and
 

random
 

coils,accounting
 

for
 

29.17%
 

and
 

34.58%,respectively.Epitope
 

prediction
 

shows
 

that
 

the
 

protein
 

contains
 

8
 

B
 

cell
 

epitopes,mainly
 

located
 

in
 

6-11,14-22,58-69,72-96,127-153,161-177,183-191,199-237.
 

The
 

amino
 

acid
 

residue
 

at
 

or
 

near
 

the
 

position.There
 

are
 

20
 

T
 

cell
 

epitopes
 

in
 

Chro392
 

protein,including
 

15
 

restricted
 

Th
 

cell
 

epitopes
 

and
 

5
 

restricted
 

CTL
 

cell
 

epitopes. Conclu-
sion Chro392

 

protein
 

is
 

predicted
 

by
 

bioinformatics
 

to
 

contain
 

more
 

B
 

and
 

T
 

cell
 

epitopes
 

and
 

has
 

good
 

antigenicity.It
 

is
 

speculated
 

that
 

this
 

gene
 

is
 

expected
 

to
 

be
 

used
 

as
 

a
 

vaccine
 

candidate
 

antigen
 

of
 

Y.
 

pestis.
【Key

 

words】 Yersinia
 

pestis;Chro392
 

gene;antigen
 

epitopes;bioinformatics

***鼠疫(plague)是一种由鼠疫耶尔森菌(Yersinia
 

pestis)引起的人畜共患性传染病[1-2]。历史上曾发生

3次鼠疫大流行,严重危害人类社会[3]。鼠疫已被

WHO列为重新抬头的烈性传染病[4]。实践证明,鼠
疫作为这样长期稳定存在的自然疫源性疾病,只能控

制无法根除。鼠疫早期诊断和治疗研究备受关注,而
高效价疫苗的分析鲜有研究。鼠疫疫苗免疫原性和抗

原性良好的抗原可为新型疫苗研究提供理论基础。

2004年,Chain等[5]通过将假结核耶尔森菌和鼠
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疫耶尔森菌的全基因组进行比较,筛选出鼠疫耶尔森

菌菌株中特定存在,而在假结核耶尔森菌菌株中缺失

的YPO0392基因,该基因编码假想蛋白。中国疾病

预防控制中心从YPO0392基因中截取基因序列,得
到Chro392基因,其主要编码 ATP结合蛋白(ATP-
binding

 

protein)。该蛋白参与对细胞膜内运输、肌肉

收缩、细胞运动等,并在调控各种代谢过程中发挥着重

要作用[6]。另外,Chro392蛋白这种只存在于鼠疫菌

中的特性,可作为该病早期诊断的标志物。因此亟待

对Chro392蛋白结构、功能及抗原表位进行预测分

析。
近年来,全世界鼠疫疫情呈上升趋势,非洲和亚洲

等国家也陆续报告人间鼠疫病例。我国的内蒙古地区

自2004年基本消除鼠疫后,于2019年再次出现人间

鼠疫病例,截至目前为止共确诊8例。生物信息学在

生命科学领域的飞速发展促进了传染病领域的发

展[8]。本研究采用生物信息学工具分析Chro392蛋

白的理化性质、空间结构及功能等,以期筛选优势的表

位抗原,为新型疫苗的研制提供作用靶点。

材料与方法

1 鼠疫耶尔森菌菌株YPO0392基因序列

从NCBI在线数据库查询,获得鼠疫耶尔森菌菌

株YPO0392基因,其登陆号ID为1173237,Chro392
基因的基因序列为ATGGTGTCTACGTCATTGAA
ATTTGGTGGGAAGATAATTGAGGAACTATC
TCAAAAAATACCTTCATCACTCTTTGCTTTG
AATGAATTGGTGAAGAATTCGTATGACGCA
TTCTCTCCAGATGTTACCATTACAGTAATTC
CATCAGAGTTAAAGATAATAATTTCCGATT
ACGGAAACGGTATGTCGGTAGACGAAATTC
ATTCTTTATTTCATATATCAAAAAGCACTA
AAAAATATGGTTGCGAAGTAAGTCAGAAT
GGAATAAAGAGAATTGTTCAAGGTTCAAA
AGGACTGGGTTTTTTATCAGCCTTTAAGTT
TGGTGATAAAGTTGAATGGAAAACATGTCA
AAATGGTATATGTAGTGTTTTTTCTGTAAAA
AAATCAGATTTAATATATAAAGATGACGTT
TCTGGAATTAAGATTCCTATAACAACAGATT
CTAGCAATAAGAATGGAACTGAGATTAGAAT
ATTTACTAATCAACAAGATATGGATGAGTTA
CTATCTGACTTATCCGATGAAAAGATTGCGC
GGAAATTAGCAGCATCAATGTTGGATGAATC
CTTTAATGTTAAAATTAAGATTGAAAATAA
AGATAAGATAATATCAACAAGTAAATTGAA
GTCATTTCTTTTTGAGTGTGAACAGAGTCA

ACTTTTTTATGTGAAATACAATTCTTCTAAA
GAAGAGATTGAGTTTTTTCATAAGGGGGAT
AAATAA。

2 基本性质分析

利用NCBI上的ORF
 

Finder程序软件推导鼠疫

耶尔森菌Chro392基因的开放阅读框;使用ExPASy
网站上的Prot-Param在线工具预测该基因的氨基酸

序列组成、分子质量、等电点、含量、脂肪系数和亲疏水

性等理化性质;应用ProtScale程序预测氨基酸残基的

亲疏水性[9];应用SignaIP
 

3.0
 

Server预测工具分析

该蛋白的信号肽及其位置;利用TMHMM
 

Server[10]

进行跨膜区分析;采用 NetPhos3.0
 

Server[11]工具分

析磷酸化位点;应用程序 WoLF
 

PSORT预测其亚细

胞定位。

3 蛋白质结构和抗原表位预测

采用在线软件SOPMA[12]对Chro392蛋白质的

二级结构进行预测和分析;采用 NCBI
 

protein
 

blast
在线软件进行蛋白保守结构域的预测;利用IEDB表

位预测软件对Chro392蛋白进行B细胞表位预测,使
用在线SYFPEITHI服务器预测该蛋白的 T细胞抗

原表位。

结 果

1 Chro392基因特征

Chro392基因序列全长为723
 

bp,共编码240个

氨基酸。ORF
 

Finger预测Chro392基因含有5个开

放阅读框,其中最长的1个开放阅读框显示该基因基

本被通读,与预测的蛋白长度基本一致。

2 Chro392基因编码蛋白的理化性质

鼠疫耶尔森菌Chro392蛋白的一级结构结果显

示,Chro392蛋白的分子式C1212H1927N305O373S8,分子

质量为26.9
 

ku,理论等电点pI值为6.84,原子总数

为3
 

825个。该蛋白包含20种氨基酸,其中含量最高

的氨基酸残基为Ser,占12.9%。带正电荷的残基

(Arg+Lys)总数为33,带负电荷的残基(Asp+Glu)
总数为33(表1)。脂肪系数为88.08,总平均亲水值

为-0.275,表明该蛋白属于亲水性蛋白。蛋白质在溶

液中不稳定系数为29.92,属于稳定蛋白(不稳定系数

<40提示为稳定蛋白,>40为不稳定蛋白)。

3 Chro392蛋白的亲水、疏水性

ProtScale程序预测Chro392蛋白在103和122
位氨基酸位点亲水分数较大,为1.411,疏水性较强,
在151位点亲水分数较小,为-2.289,亲水性较强(图
2)。Chro392蛋白多肽链亲水区域多于疏水区域,大
部分区域分值为负值,表明该蛋白是亲水性蛋白,与
Port-Param预测结果一致。
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表
 

1 Chro392的氨基酸组成
Table

 

1 Amino
 

acid
 

composition
 

of
 

Chro392

氨基酸

Amino
 

acid

数量
(个)
Quantity

占比(%)
Percentage

 

of
 

total
 

amino
 

acids

氨基酸

Amino
 

acid

数量
(个)
Quantity

占比(%)
Percentage

 

of
 

total
 

amino
 

acids

丙氨酸Ala 6 2.5 亮氨酸Leu 18 7.5
精氨酸Arg 3 1.2 赖氨酸Lys 30 12.5

天冬酰胺Asn 11 4.6 蛋氨酸 Met 4 1.7
天冬氨酸Asp 16 6.7 苯丙氨酸Phe 16 6.7
半胱氨酸Cys 4 1.7 脯氨酸Pro 4 1.7
谷氨酰胺Gln 8 3.3 丝氨酸Ser 31 12.9
谷氨酸Glu 17 7.1 苏氨酸Thr 10 4.2
甘氨酸Gly 14 5.8 色氨酸Trp 1 0.4
组氨酸 His 3 1.2 酪氨酸Tyr 6 2.5
异亮氨酸Ile 25 10.4 缬氨酸Val 13 5.4

图
 

1 Chro392基因开放阅读框架预测

Fig.1 Analysis
 

of
 

the
 

open
 

reading
 

frame
 

of
 

Chro392
 

gene

图
 

2 Chro392蛋白亲/疏水性预测

Fig.2 Hydrophobicity
 

ofChro392
 

protein

4 Chro392蛋白的跨膜结构

TMHMM2.0
 

Server在线程序预测Chro392蛋

白不存在跨膜区,氨基酸期望值为0.00059,当该蛋白

存在跨膜区时,数值应>18。综合输出文本和图形发

现整个蛋白在膜外发挥作用,为外膜蛋白(图3)。

5 Chro392信号肽

利用SignalP程序软件分析Chro392的信号肽,
推测该蛋白的信号肽在1-37氨基酸位点,且Cmax在

25位,Smax在25位,Ymax在38位氨基酸位点(图
4)。在剪切位点C-Socre最高,最高峰为剪切位点后

的第一个氨基酸;在信号肽区域S-Socre最高,Y-So-
cre为C-Socre和S-Socre的几何平均数,是一个综合

考 虑 的 参 数。应 用 SecretomeP
 

1.0
 

软 件 分 析

Chro392蛋白的非典型分泌性,NN 值为0.42。当

NN-Score>0.5时判定为非典型分泌蛋白。故该蛋白

属于分泌蛋白。

图
 

3 Chro392蛋白跨膜区预测

Fig.3 Prediction
 

of
 

the
 

transmembrane
 

of
 

Chro392
 

protein

图
 

4 Chro392信号肽预测

Fig.4 The
 

result
 

of
 

signal
 

peptidesequence
 

of
 

Chro392

6 Chro392蛋白的糖基化和磷酸化位点

分别采用NetNGlyc
 

1.0和NetPhos
 

3.1程序分

析Chro392的糖基化和磷酸化位点,结果显示当磷酸

化潜在位点的阈值为0.5时,该蛋白含有糖基化位点

2个(图5),磷酸化位点较为活跃且超过了阈值的磷酸

化位点有27个,其中丝氨酸(Ser)位点11个,苏氨酸

(Thr)位点14个,酪氨酸(Tyr)位点2个(图6)。

图
 

5 Chro392糖基化位点预测

Fig.5 Prediction
 

of
 

N-glycosylation
 

site
 

in
 

Chro392

7 Chro392蛋白二级结构

利用SOPMA在线程序预测Chro392蛋白的二

级结构,结果表明该蛋白参与α螺旋(Alpha
 

helix)形
成有68个 氨 基 酸,占28.33%;参 与β转 角(Beta
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turn)形成有19个氨基酸,占7.92%;参与延伸链

(Extend
 

strand)形成有70个氨基酸,占29.17%;参
与无规则卷曲(Random

 

coil)形成为83个氨基酸,占

34.58%(图7)。

8 Chro392蛋白的亚细胞定位及保守结构域

使用 WoLF
 

PSORT在线程序对Chro392蛋白的

亚细胞定位显示,cyto为15,extr为8,nucl为3,pero
为3,mito为2,golg为1,表明该蛋白定位于细胞质

(cytoplasmic)的可能性略高。
经过NCBI在线网站的保守结构域数据库(con-

served
 

domain
 

database,CDD)分析Chro392蛋白的

氨基酸序列中含有1个 HATPase
 

super
 

family保守

结构域,编码组氨酸激酶样ATPase结构域,该超家族

包括多种
 

ATP
 

结合蛋白的组氨酸激酶样
 

ATP
 

酶
 

(HATPase)
 

域(图8),其 E 值 为4.45e-09,属 于

HATPase
 

超家族。

图
 

6 Chro392磷酸化位点预测

Fig.6 Prediction
 

of
 

Chro392
 

Phosphorylation
 

site

图
 

7 Chro392二级结构预测

Fig.7 Prediction
 

of
 

the
 

secondary
 

structure
 

ofChro392

图
 

8 Chro392蛋白保守结构域

Fig.8 Conserved
 

domain
 

of
 

Chro392
 

protein

9 Chro392蛋白B细胞表位

利用在线IEDB程序预测Chro392蛋白的B细胞

抗原表位结果如图9。其柔韧性参数以基线0.5为标

准,当临界参考值>0.5时氨基酸区段更灵活,更容易

形成抗原表位的区域。可及性高于基线0.5的区域容

易形成B细胞表位。结合3个方面包括β-转角、线性

表位和抗原性来筛选B细胞表位。结果得出该蛋白

有8个B细胞抗原表位,主要位于6-11,14-22,58-69,

72-96,127-153,161-177,183-191,199-237位氨基酸残

基或其附近,且分布均匀。

图
 

9 B细胞抗原表位预测趋势

Fig.9 Trend
 

prediction
 

of
 

B
 

cell
 

epitope

10 Chro392蛋白T细胞表位

T细胞表位主要包括辅助T细胞(Th)抗原表位

及细胞毒性 T细胞(CTL)抗原表位[13]。根据在线

SYFPEITHI工具预测,Chro392蛋白存在20个T细

胞抗原表位,其临界值为21。其中 HLA-A*02:01
限制性CTL细胞表位5个(表2),HLA-DRB1*0401
限制性Th细胞表位15个(表3)。

表
 

2 Chro392蛋白的限制性CTL细胞抗原表位(HLA-A�02:01)
Table

 

2 Prediction
 

of
 

CTL
 

epitopes
 

of
 

Chro392
 

protein
T细胞抗原表位序列

T
 

cell
 

epitope
 

sequence
氨基酸位置

The
 

position
 

of
 

amino
 

acids
分值

Score

K
 

I
 

P
 

S
 

S
 

L
 

F
 

A
 

L 19-27 24
S

 

L
 

F
 

A
 

L
 

N
 

E
 

L
 

V 23-31 24
D

 

M
 

D
 

E
 

L
 

L
 

S
 

D
 

L 164-172 24
S

 

M
 

L
 

D
 

E
 

S
 

F
 

N
 

V 184-192 23
I

 

I
 

E
 

E
 

L
 

S
 

Q
 

K
 

I 12-20 22

表
 

3 Chro392蛋白的限制性Th细胞抗原表位(HLA-DRB1�0401)
Table

 

3 Prediction
 

of
 

Th
 

cell
 

epitopes
 

of
 

Chro392
 

protein
T细胞抗原表位序列

T
 

cell
 

epitope
 

sequence
氨基酸位置

The
 

position
 

of
 

amino
 

acids
分值

Score

Y
 

D
 

A
 

F
 

S
 

P
 

D
 

V
 

T
 

I
 

T
 

V
 

I
 

P
 

S 35-49 28
D

 

L
 

I
 

Y
 

K
 

D
 

D
 

V
 

S
 

G
 

I
 

K
 

I
 

P
 

I 130-144 28
G

 

G
 

K
 

I
 

I
 

E
 

E
 

L
 

S
 

Q
 

K
 

I
 

P
 

S
 

S 9-23 26
D

 

V
 

T
 

I
 

T
 

V
 

I
 

P
 

S
 

E
 

L
 

K
 

I
 

I
 

I 41-55 26
V

 

D
 

E
 

I
 

H
 

S
 

L
 

F
 

H
 

I
 

S
 

K
 

S
 

T
 

K 64-78 26
Q

 

N
 

G
 

I
 

K
 

R
 

I
 

V
 

Q
 

G
 

S
 

K
 

G
 

L
 

G 86-100 26
Q

 

N
 

G
 

I
 

C
 

S
 

V
 

F
 

S
 

V
 

K
 

K
 

S
 

D
 

L 117-131 26
K

 

I
 

P
 

I
 

T
 

T
 

D
 

S
 

S
 

N
 

K
 

N
 

G
 

T
 

E 141-155 26
Q

 

Q
 

D
 

M
 

D
 

E
 

L
 

L
 

S
 

D
 

L
 

S
 

D
 

E
 

K 162-176 26
M

 

D
 

E
 

L
 

L
 

S
 

D
 

L
 

S
 

D
 

E
 

K
 

I
 

A
 

R 165-179 26
K

 

N
 

S
 

Y
 

D
 

A
 

F
 

S
 

P
 

D
 

V
 

T
 

I
 

T
 

V 32-46 22
H

 

S
 

L
 

F
 

H
 

I
 

S
 

K
 

S
 

T
 

K
 

K
 

Y
 

G
 

C 68-82 22
T

 

K
 

K
 

Y
 

G
 

C
 

E
 

V
 

S
 

Q
 

N
 

G
 

I
 

K
 

R 77-91 22
L

 

K
 

S
 

F
 

L
 

F
 

E
 

C
 

E
 

Q
 

S
 

Q
 

L
 

F
 

Y 208-222 22
S

 

F
 

L
 

F
 

E
 

C
 

E
 

Q
 

S
 

Q
 

L
 

F
 

Y
 

V
 

K 210-224 22

讨 论

近年来,随着人间及动物间鼠疫的暴发流行,有效
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快速的检测疾病以及疫苗的制备备受关注。分子生物

学系统高通量技术的出现使生物学和生物医学研究得

到迅速发展[14]。生物信息学技术可系统地研究蛋白

质组学、转录组学和基因组学等诸多生物学领域[15]。
生物信息学分析为进一步了解蛋白质的功能提供数据

支撑。
本研究基于在线生物信息学工具解读鼠疫耶尔森

菌Chro392蛋白。结果显示,Chro39蛋白由240个氨

基酸构成,其中苏氨酸含量最高,在溶液中是理论等电

点为6.84的性质稳定蛋白,整条肽链呈现亲水性。该

蛋白亚细胞定位结果表明,Chro392蛋白主要定位于

细胞质,在细胞质内发挥作用。蛋白保守域预测表明

Chro39蛋白含有组氨酸激酶样
 

ATPase保守结构域,
属于HATPase超家族。预测该蛋白是一个亲水分泌

性蛋白,无含跨膜区域,该蛋白主要发挥生物学作用的

位置在膜外。蛋白磷酸化调控作用发生在基因行使功

能的过程中[16],Chro392蛋白存在激酶磷酸化修饰位

点27个,其中最多的苏氨酸激酶位点占14个。表明

其参与细胞间信号转导的可能性较大,可能为一种受

体蛋白。糖基化可以改变蛋白质的理化性质并调节其

结构和功能,该蛋白含有2个糖基化位点。该蛋白的

信号肽存在于1-37位氨基酸处,说明其参与分泌途

径[17]。
蛋白质的二级结构的基础为抗原表位,而无规则

卷曲和转角是构成抗原的重要因素。本研究分析显示

Chro392蛋白的主要结构元件是延伸链和无规则卷

曲,其次是β转角和α螺旋,这有利于和抗体嵌合。无

规则卷曲是蛋白质肽链中受体和配体相结合的区域,
其空间构象的改变易受侧链影响,也是蛋白发挥功能

的重要部位[18],因此预测Chro392蛋白含有较多抗原

表位的可能。T细胞主要由CTL和 Th细胞组成。

CTL细胞识别与 MHCⅠ类分子结合的内源性抗原

肽,而Th细胞识别与 MHCⅡ类分子结合的外源性抗

原肽[19]。预测抗原表位在鼠疫致病机制和免疫学检

测诊断的研究等方面有重要意义[19]。Chro392蛋白

质抗原的二级结构和B细胞表位有着密不可分的关

系。应用IEDB程序分析Chro392蛋白的抗原表位,B
细胞抗原表位有8个,主要位于6-11,14-22,58-69,72-
96,127-153,161-177,183-191,199-237位氨基酸残基

或其附近,发现存在优势抗原表位。根据在线SYF-
PEITHI工具预测,Chro392蛋白存在20个T细胞抗

原表位。经过分析HLA-A*02:01限制性CTL细胞

表位集中在130-190氨基酸残基区域内,与预测的

HLA-DRB1*0401限制性 Th细胞表位有一致的结

果,表明该蛋白抗原性良好。
蛋白质的结构决定其功能,因此对蛋白质的高级

结构进行研究为解析其功能有着重要意义。本研究采

用多种在线生物信息学工具预测Chro392蛋白的功

能和结构,分析其含有较多优势细胞抗原表位,可为新

型疫苗的研发提供理论指导。
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