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摘要：采用多种软件对ｐ１１３基因的相似性、跨膜结构、重复序列、信号肽、抗原表位等进行预测，并与同源序列进行
比较分析．结果表明，ｐ１１３基因是猪肺炎支原体黏附素基因ｐ９７的直系同源基因，并具有与 Ｐ９７蛋白 Ｒ２区类似的
特征性重复序列．通过综合比较分析，推测Ｐ１１３蛋白极可能是绵羊肺炎支原体的黏附素和膜表面免疫原．
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　　绵羊肺炎支原体 Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａｏｖｉｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ最
早于 １９６３年分离得到，目前其分布范围遍及全
球［１３］．研究表明，绵羊肺炎支原体是一种重要的呼
吸道疾病病原，可导致绵羊、山羊以及小反刍野生

动物的非典型性肺炎［１２，４］．此外，羊感染绵羊肺炎
支原体后，对其他病原的易感性明显增加［５］．然而，
与羊的其他致病性支原体相比，对绵羊肺炎支原体

的研究相对滞后，特别是对于其重要功能蛋白（如

重要抗原及毒力因子等）知之甚少．这一方面不利
于对其致病机制等基础研究的推进，也对研发安

全、高效的疫苗以及建立特异、快速的诊断技术造

成困难．
２０１１年，我们完成了绵羊肺炎支原体临床分离

菌株 ＳＣ０１的全基因组测序工作［６］，表明其全长约

１０２０ｋｂ，共包含８６５个基因编码区（ＣＤＳ）．经功能
注释，发现至少有８个基因与其他支原体的黏附素
相关基因具有相似性，其中编号为 ＳＷＵＮ００００２０７的
ＣＤＳ与猪肺炎支原体Ｐ９７黏附素基因具有高度相似
性，值得进一步深入分析和试验研究．由于该基因编
码蛋白的预测相对分子质量为１１３４００，故将该基因



暂命名为 ｐ１１３基因．本文通过生物信息学分析，对
该基因及其所编码蛋白特性和功能进行预测，旨在

为进一步研究其功能提供依据．

１　材料与方法
绵羊肺炎支原体 ＳＣ０１株分离自四川省一自

然发病 山 羊 肺 部，其 全 基 因 组 ＧｅｎＢａｎｋ号：
ＡＨＦＯ０００００１．

核苷酸及氨基酸序列相似性比较分析采用 ＮＣ
ＢＩ的ＢＬＡＳＴ工具及 ＤＮＡｓｔａｒ软件包中 ＭｅｇＡｌｉｇｎ分
析工具进行．重复序列分析采用 ＩｎｔｅｒｎａｌＲｅｐｅａｔｓ
Ｆｉｎｄｅｒ（ｈｔｔｐ：∥ｎｉｈｓｅｒｖｅｒ．ｍｂｉ．ｕｃｌａ．ｅｄｕ／Ｒｅｐｅａｔｓ／）进
行．蛋白跨膜区、信号肽及脂蛋白预测分别利用在线工
具 ＴＭＨＭＭ（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭ
ＨＭＭ／）、ＳｉｇａｌＰ４．０（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／
ＳｉｇｎａｌＰ／）以及（ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＬｉｐｏＰ／）完
成．抗原性分析采用在线分析站点（ｈｔｔｐ：∥ｉｍｅｄ．ｍｅｄ．
ｕｃｍ．ｅｓ／Ｔｏｏｌｓ／ａｎｔｉｇｅｎｉｃ．ｐｌ）进行．

２　结果与分析

２．１　ｐ１１３基因的基本特征
ｐ１１３基因ＣＤＳ全长３０６６ｂｐ，Ｇ＋Ｃ占３２８％，

稍高于绵羊肺炎支原体全基因组２８８５％的平均Ｃ＋

Ｇ含量．该基因包含３个用于编码色氨酸的 ＴＧＡ密
码子，分别位于第１６４７、１８５４和１９８６ｂｐ处．ｐ１１３
基因编码蛋白共含有１０２１个氨基酸，相对分子质量
为１１３４００．
２．２　相似性分析及比较

经ＢＬＡＳＴ比较分析，绵羊肺炎支原体ｐ１１３基因
与猪肺炎支原体ｐ９７基因及其旁系同源基因（Ｐａｒａｌｏ
ｇｏｕｓ）ｐ１４６、ｍｈｐ１０７和 ｍｈｐ２７１等之间具有较高的相
似性．在猪肺炎支原体中，上述基因的编码产物分别
为黏附素 Ｐ９７（ＡｄｈｅｓｉｎＰ９７）、黏附素样蛋白 Ｐ１４６
（ＡｄｈｅｓｉｎｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎＰ１４６）、Ｐ９７样蛋白（Ｐ９７ｌｉｋｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ）Ｍｈｐ１０７以及 Ｍｈｐ２７１．其中，ｐ１１３基因与黏
附素基因ｐ９７相似性最高，两者间核苷酸序列相似
性为６０５％，编码氨基酸序列相似性为４６８％，表明
ｐ１１３为 ｐ９７的直系同源基因（Ｏｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓ）．两者间
氨基酸高度相似区域主要集中在Ｎ端，其中Ｐ１１３蛋
白第１２０～１７６氨基酸之间序列与黏附素 Ｐ９７相似
性达７１％．除上述基因之外，ｐ１１３基因与结膜支原
体Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｅ黏附素ｌｐｐＳ基因也具有较
高相似性，两者间核苷酸及氨基酸序列相似性分别

为４２％和２８％．ｐ１１３基因与上述各同源基因间的系
统进化关系见图１．

图１　ｐ１１３基因系统进化关系

Ｆｉｇ．１　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｐ１１３ｇｅｎｅ

２．３　重复序列分析
进一步比较分析发现，推测的 Ｐ１１３蛋白中存

在与上述同源蛋白类似的一些特征性序列．在其 Ｃ
端包含与 Ｐ９７蛋白 Ｒ２重复区极为相近的重复序
列，Ｐ９７蛋白 Ｒ２区为一段３～４个连续排序的重复
序列 ＧＡ（Ｅ，Ｓ，Ｔ）ＰＮ（Ｓ）ＱＧＫＫＡＥ，而 Ｐ１１３蛋白包
括２段２个连续排列的重复序列 ＧＡＱＮ（Ｄ）ＱＧＫ
ＫＡ（Ｅ）Ｅ（Ｑ，Ｄ），分别位于第 ７８３～８０２以及第
８８０～８９９氨基酸．此外，在 Ｐ１１３蛋白 Ｃ末端还发现
一段与结膜支原体黏附素 ＬｐｐＳ以及猪肺炎支原体
Ｐ１４６相似的聚丝氨酸序列，在其第９５３～９７８氨基
酸的２６个氨基酸残基中，有２１个为丝氨酸残基，
其中有１６连续排列的丝氨酸序列，与ＬｐｐＳ及Ｐ１４６

蛋白 Ｃ末端特征性的聚丝氨酸区（Ｐｏｌｙｓｅｒｉｎｅｒｅ
ｇｉｏｎ）极为相似．在ＬｐｐＳ的这一富含丝氨酸区域中，
４４个氨基酸中有３７个丝氨酸残基，并且存在２８个
连续排列的丝氨酸残基．在 Ｐ１４６蛋白中存在１６个
排列的丝氨酸残基．
２．４　跨膜结构域及信号肽分析

ＴＭＨＭＭ、ＳｉｇｎＩＰ４０和 ＬｉｐｏＰ１０在线工具分析
的结果表明，Ｐ１１３蛋白在其 Ｎ端有一明显的跨膜区
螺旋，位于第１２～３４氨基酸之间（图２），无非脂蛋白
信号肽及脂蛋白信号肽成分（图３）．
２．５　抗原表位分析

通过预测发现Ｐ１１３蛋白包含３７个可能的抗原
表位，平均抗原趋向性为 １０１０７．其中由第
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３０４～３１７氨基酸形成的表位的抗原指数最高，其氨
基酸序列为“ＳＳＳＳＦＡＰＶＶＳＡＶＫＬ”．Ｐ１１３蛋白抗原表
位分布如图４．

图２　Ｐ１１３蛋白跨膜区预测
Ｆｉｇ．２　ＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｒｅｇｉｏｎｏｆＰ１１３

图３　Ｐ１１３蛋白信号肽预测
Ｆｉｇ．３　ＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅｏｆＰ１１３

图４　Ｐ１１３蛋白抗原表位分析
Ｆｉｇ．４　ＥｐｉｔｏｐｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＰ１１３

３　讨论
支原体借助黏附素定殖于宿主细胞是其致病的

前提条件．支原体黏附于宿主细胞表面后，可导致纤
毛运动停滞和损伤［７］．而且，支原体与宿主细胞直接
接触，有利于其释放的过氧化物和活性氧自由基对宿

主细胞造成损害［８］．同时，纤毛运动停滞和上皮细胞
的损害还将有利于其他病原的入侵．因此，黏附素是支
原体最为重要的毒力因子之一，失去黏附素的支原体

突变体的致病作用也随即消失［９］．此外，黏附素作为
暴露于膜表面的蛋白分子，也是支原体重要的免疫原．

由于具有重要生物学功能，黏附素已成为探索

支原体致病机制、开发基因工程疫苗及建立血清学

诊断技术的重要研究对象．一些重要支原体的黏附
素先后被鉴定并进行了较为深入的研究，例如：人肺

炎支原体 Ｍ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ黏附素 Ｐ１［１０］及 Ｐ３０［１１］、猪
肺炎支原体 Ｍ．ｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ黏附素 Ｐ９７［１２］、山羊
结膜支原体Ｍ．ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｅ黏附素 ＬＰＰＳ［１３］、无乳支
原体Ｍ．ａｇａｌａｃｔｉａｅ黏附素 Ｐ４０［１４］等．Ｊｏｎｅｓ等［１５］及

Ｎｉａｎｇ等［１６］发现，与其他致病性支原体一样，绵羊肺

炎支原体同样能够黏附到呼吸道上皮细胞，导致纤

毛运动停滞，进一步造成纤毛破坏和脱落．然而，至

今哪些分子参与绵羊肺炎支原体对宿主细胞的黏附

尚不清楚．
通过上述对ｐ１１３基因的生物信息学分析表明，

绵羊肺炎支原体 Ｐ１１３与猪肺炎支原体黏附素分子
Ｐ９７高度相似．Ｐ９７蛋白是猪肺炎支原体的黏附素，
在黏附和致病过程中发挥着关键作用，是重要的毒

力因子［１２］．同时，Ｐ９７也是重要的免疫原，可诱异机
体产生有效的免疫应答，并产生高水平 ＩｇＡ［１７１８］．通
过原核表达的重组Ｐ９７蛋白免疫猪后，可明显减轻临
床症状［１９］，而表达Ｐ９７的猪丹毒杆菌活载体疫苗［２０］

以及复制缺陷性腺病毒为载体构建的 Ｐ９７重组亚单
位疫苗［２１２２］可显著减轻野毒感染后的肺部病变和炎

症反应．此外，利用重组 Ｐ９７蛋白所建立的 ＥＬＩＳＡ抗
体检测技术具有良好的敏感性［２３］．这些结果说明，猪
肺炎支原体黏附素 Ｐ９７在亚单位疫苗和血清学诊断
试剂盒的研制方面存在巨大的应用潜力．

基于１６ＳｒＲＮＡ［２４］及 ＨＳＰ７０［２５］的系统发育分析
表明，绵羊肺炎支原体与猪肺炎支原体亲缘关系最

近．本文对绵羊肺炎支原体 ｐ１１３基因及其编码蛋白
Ｐ１１３的分析表明，其与猪肺炎支原体的黏附素 Ｐ９７
高度相似，由此可以推测，ｐ１１３是ｐ９７的直系同源基
因．分析结果同时表明，Ｐ１１３蛋白和Ｐ９７蛋白之间存
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在类似的结构特性，如Ｐ１１３蛋白中存在与 Ｐ９７蛋白
Ｒ２区类似的重复序列，而研究已表明 Ｒ２重复序列
是猪肺炎支原体黏附纤毛的重要区域［２６］．这表明，
Ｐ１１３极有可能是绵羊肺炎支原体的重要黏附素，在
介导其吸附宿主细胞和致病过程中发挥重要作用．
同时，上述生物信息学分析还表明，Ｐ１１３蛋白具有跨
膜结构和丰富的抗原表位，推测其是重要的膜表面

免疫原，可诱导机体产生免疫应答．
综合上述分析，可以推测：绵羊肺炎支原体Ｐ１１３

蛋白是其重要的黏附分子；Ｐ１１３蛋白为重要的膜表
面免疫原．若上述对 Ｐ１１３蛋白的推测得到试验验
证，则说明 Ｐ１１３蛋白不仅可以用于研发亚单位疫
苗，同时，利用其重组抗原可开发有效的血清学诊断

技术，这对于该病原的鉴定、疾病的诊断及预防均具

有十分重要的实践意义，而且有助于深入了解绵羊

肺炎支原体的致病机理．
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