
书书书

櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
［１０］薛　媚，庄林林，戴鼎震，等．鸽疱疹病毒ＰＣＲ检测方法的建立

及试剂盒的研制［Ｊ］．现代农业科技，２０１３（１２）：２２９－

２３０，２３２．

［１１］蒋文明，侯广宇，李金平，等．鸽疱疹病毒与腺病毒感染的 ＰＣＲ

检测方法的建立［Ｊ］．动物医学进展，２００９，３０（８）：６３－６５．

［１２］兰世捷，陈　亮，苗　艳，等．一例鸽圆环病毒和鸽疱疹病毒混

合感染的诊治［Ｊ］．现代畜牧科技，２０２１（１）：１１－１３，１６７．

［１３］ＫｅｔｔｅｒｅｒＰ，ＴｉｍｍｉｎｓＢ，ＰｒｉｏｒＨ，ｅｔａｌ．Ｉｎｃｌｕｓｉｏｎｂｏｄｙｈｅｐａｔｉｔｉｓ

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈａｎａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｉｎｒａｃｉｎｇｐｉｇｅｏｎｓｉｎＡｕｓｔｒａｌｉａ［Ｊ］．

ＡｕｓｔｒａｌｉａｎＶｅｔｅｒｉｎａｒｙＪｏｕｒｎａｌ，１９９２，６９（４）：９０－９１．

［１４］冯冠榕，田丽平，鲁会军，等．腺病毒诊断方法的研究进展［Ｊ］．

中国病原生物学杂志，２０２１，１６（２）：２４１－２４４，２５０．

［１５］赵盼盼．野鸽疱疹病毒的分离鉴定及ＵＬ２７基因生物信息学分

析［Ｄ］．哈尔滨：东北林业大学，２０１６．

朱伟峰，陈　露，谭　凯，等．猪丹毒丝菌ＧＡＰＤＨ线性Ｂ细胞表位预测与鉴定［Ｊ］．江苏农业科学，２０２１，４９（２２）：１７１－１７４．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２１．２２．０３１

猪丹毒丝菌 ＧＡＰＤＨ线性 Ｂ细胞表位预测与鉴定
朱伟峰１，２，３，陈　露１，２，３，谭　凯１，２，３，王高杰１，２，３，蔡承志４

（１．江苏省农业科学院兽医研究所，江苏南京２１００１４；２．农业农村部兽用生物制品工程技术重点实验室，江苏南京 ２１００１４；

３．国家兽用生物制品工程技术研究中心，江苏南京２１００１４；４．华中农业大学动物医学院，湖北武汉 ４３００７０）

　　摘要：为预测并鉴定猪丹毒丝菌甘油醛－３－磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）分子线性Ｂ细胞表位，首先通过多序列比分析
已经全基因组测序的 １０株菌株的 ＧＡＰＤＨ一级结构保守性；然后使用在线软件 Ｂｅｐｉｐｒｅｄ－２．０预测猪丹毒丝菌
ＧＡＰＤＨ线性Ｂ细胞表位，接下来通过人工化学合方式合成 ＧＡＰＤＨ表位对应的多肽；最后使用间接 ＥＬＩＳＡ法检测这
些多肽与猪丹毒丝菌ＧＡＰＤＨ高免血清之间的反应。研究发现已经完成全基因组测序的１０株菌株的ＧＡＰＤＨ一级结
构高度保守。通过软件预测，找到了猪丹毒丝菌 ＧＡＰＤＨ的 ３个潜在的表位。ＥＬＩＳＡ检测结果表明７４

ＶＬＳＥＲＤＰＫＮＬＰＷＫＥＬＧＶ９０和 １７８ＨＡＹＴＮＤＱＮＴＬＤＧＰＨＡＫＧＤＬＲＲＧＲＡＡＡＱＳＩＩＰＮＳＴＧＡ２１３与 ＧＡＰＤＨ高免血清反应明显，

是猪丹毒丝菌ＧＡＰＤＨ的表位。成功预测并鉴定到２个猪丹毒丝菌的抗原表位，这些表位将为以后基于猪丹毒丝菌
ＧＡＰＤＨ表位的诊断、疫苗设计及致病机制研究提供技术基础。
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　　猪丹毒丝菌（Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｈｒｉｘｒｈｕｓｉｏｐａｔｈｉａｅ，又称红
斑丹毒丝菌、猪丹毒杆菌）是造成猪丹毒的病原［１］。

猪丹毒是世界范围内危害养猪业的主要细菌性疫

病之一，在我国猪丹毒和猪肺疫、猪瘟曾并称为猪

场三大疫病。近年来猪丹毒的危害虽然有所降低，

但其临床分离或检出率依然位居前列，依然是猪场

主要细菌性疫病［２－３］。猪丹毒丝菌同样可以造成人

类感染发病（类丹毒），是一种人兽共患病病

原菌［４］。

目前猪丹毒的免疫保护机制和致病机制依然

不完全清楚［４］。我们的前期工作针对猪丹毒丝菌

甘油醛－３－磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）分子的免疫保护
作用和致病作用开展了研究。结果显示，猪丹毒丝

菌的ＧＡＰＤＨ分子既可以作为抗原发挥免疫保护作
用，也可以作为毒力因子发挥黏附作用［５－６］。

抗原表位是抗原引发免疫保护的物质基

础［７－８］。部分抗原表位既是抗体发挥作用的位点也

是病原菌对宿主发挥作用的关键位点（即致病性表

位）［９］。因而通过鉴定猪丹毒丝菌 ＧＡＰＤＨ的 Ｂ细
胞表位有助于进一步理解 ＧＡＰＤＨ免疫保护效应的
本质，并为进一步研究 ＧＡＰＤＨ的致病作用提供条
件。伴随生物信息学的发展，不断有学者试图开发

能够预测抗原表位的软件，近年来在线软件

Ｂｅｐｉｐｒｅｄ－２．０对于线性 Ｂ细胞表位已经有了比较
好的预测效果［１０］。本研究的目的是预测猪丹毒丝

菌ＧＡＰＤＨ分子的线性 Ｂ细胞表位，并进一步鉴定
预测结果。
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１　材料与方法

１．１　基因序列来源
本研究用于序列分析的猪丹毒丝菌 ＧＡＰＤＨ氨

基酸序列均来自已经完成基因组测序的猪丹毒丝

菌，基因组数据：ＳＥ３８（ＮＺ＿ＣＰ０１１８６１．１）、Ｇ４Ｔ１０
（ＮＺ＿ＣＰ０１１８６０．１）、ＳＹ１０２７（ＮＣ＿０２１３５４．１）、ＺＪ
（ＮＺ＿ＣＰ０４１９９５．１）、ＭＬ１０１（ＮＺ＿ＣＰ０２９８０４．１）、
ＷＨ１３０１３（ＮＺ＿ＣＰ０１７１１６．１）、ＧＸＢＹ－１（ＮＺ＿
ＣＰ０１４８６１．１）、Ｆｕｊｉｓａｗａ（ＮＣ＿０１５６０１．１）、ＮＣＴＣ８１６３
（ＮＺ＿ＬＲ１３４４３９．１）、ＫＣ－Ｓｂ－Ｒ１（ＮＺ＿ＣＰ０３３６０１．
１）。所有序列自美国国立生物技术信息中心数据
库ＮＣＢＩ－ＧｅｎＢａｎｋ公共数据库中获得。
１．２　生物材料及主要试剂

鼠源猪丹毒丝菌 ＧＡＰＤＨ高免血清在前期试
验［５－６］中已经制备并保存。ＥＬＩＳＡ板购自美国
Ｃｏｓｔａｒ公司，ＨＲＰ鼠二抗购自Ｂｉｏｓｈａｒｐ公司，ＴＭＢ单
组分显色液购自湖州英创生物科技有限公司。

１．３　不同菌株ＧＡＰＤＨ氨基酸序列的比较
使用在线软件 ＣｌｕｓｔａｌＯｍｅｇａ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．

ｃｌｕｓｔａｌ．ｏｒｇ／ｏｍｅｇａ／）完成多序列比对，比较“１．１”节
中不同猪丹毒丝菌 ＧＡＰＤＨ氨基酸序之间的相
似性。

１．４　猪丹毒丝菌ＧＡＰＤＨ表位预测
使用在线软件 Ｂｅｐｉｐｒｅｄ－２．０（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．

ｄｅｔａｉｂｉｏ．ｃｏｍ／ｔｏｏｌｓ／ｅｐｉｔｏｐｅ－ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ－ｖｒ．ｈｔｍｌ）分
析猪丹毒丝菌ＧＡＰＤＨ分子上各个氨基酸残基构成
表位的能力。以软件默认的０．５为阈值，高于此阈
值且有较长连续序列的一段多肽被预测为 ＧＡＰＤＨ
分子的线性Ｂ细胞表位。
１．５　表位多肽的化学合成

针对Ｂｅｐｉｐｒｅｄ－２．０所预测到的线性 Ｂ细胞表
位，通过南京金斯瑞生物科技股份有限公司化学合

成对应序列的线性多肽。合成过程简述如下：使用

固相肽合成法（ＳＰＰＳ）合成多肽，即依次向树脂中添
加氨基酸以构建肽链；当合成完成后，首先去除保

护Ｎ－端的Ｆｍｏｃ基团，然后去除保护侧链的保护基
团，最后将多肽从树脂上切割下来。粗肽液样品溶

解后，注入高效液相色谱（ＨＰＬＣ）仪，对色谱中出现
的每个部分进行分子量和纯度测试，以确认目标多

肽含量。如果预测到的抗原表位长度均超过２５个
氨基酸残基，常规合成难度较大，则合成能够覆盖

对应表位的重叠多肽以完成后续试验。

１．６　表位与ＧＡＰＤＨ高免血清的反应
使用间接ＥＬＩＳＡ法［１１］鉴定多肽与血清的反应

性，简 要 叙 述 如 下：以 多 肽 包 被 ＥＬＩＳＡ 板
（１０μｇ／孔，对照组不包被任何抗原），３７℃孵育
２ｈ。以ＰＢＳＴ洗涤５次以后，使用５％的脱脂乳于
３７℃下封闭１ｈ。孵育１∶２００稀释的猪丹毒丝菌
ＳＥ３８株ＧＡＰＤＨ高免血清，３７℃下１ｈ。以ＰＢＳＴ洗
涤５次后，孵育偶联ＨＲＰ的羊抗鼠二抗，３７℃下孵
育３０ｍｉｎ。经过５次洗涤后加入１００μＬＴＭＢ单组
分显色液，反应 １０ｍｉｎ后加入 ５０μＬ终止液
（２ｍｏｌ／Ｌ硫酸）。最后在酶标仪上读取４５０ｎｍ处
的吸光度值。

１．７　数据处理与统计学检验
数据均使用平均值 ±标准差（ｘ±ｓ）来表示。

用ｔ检验检测统计学差异，差异显著判定标准为
Ｐ＜０．０５。　

２　结果与分析

２．１　不同菌株ＧＡＰＤＨ氨基酸序列的相似性
通过多序列比较发现猪丹毒丝菌 ＳＥ３８、

Ｇ４Ｔ１０、ＳＹ１０２７、ＺＪ、ＭＬ１０１、ＷＨ１３０１３、ＧＸＢＹ－１、
Ｆｕｊｉｓａｗａ、ＮＣＴＣ８１６３、ＫＣ－Ｓｂ－Ｒ１的 ＧＡＰＤＨ氨基
酸序列完全相同（Ｉｄｅｎｔｉｔｙ＝１００％，故未展示多序列
比对结果），显示出ＧＡＰＤＨ具有高度保守的特点。
２．２　ＧＡＰＤＨ线性Ｂ细胞表位预测结果

选择猪丹毒丝菌 ＳＥ３８株的 ＧＡＰＤＨ序列进行
预测分析，所预测的猪丹毒丝菌 ＧＡＰＤＨ线性 Ｂ细
胞表位的分布状况见图１。有多段连续序列高于软
件默认的阈值０．５，选择最长的３个片段（分别记为
ＥＲｅｐｉｔｏｐｅ１、ＥＲｅｐｉｔｏｐｅ２、ＥＲｅｐｉｔｏｐｅ３，表１、图２）作为
预测到的线性Ｂ细胞表位进行后续研究。
２．３　表位对应多肽与ＧＡＰＤＨ高免血清的反应

以人工化学合成方式成功获取了所预测表位

对应的多肽［分别标记为 ＥＲＧ－１、ＥＲＧ－２（Ａ～
Ｄ）、ＥＲＧ－３］（表１）。

ＥＬＩＳＡ检测结果见图 ３。猪丹毒丝菌 ＧＡＰＤＨ
的２个表位 ＥＲｅｐｉｔｏｐｅ１和 ＥＲｅｐｉｔｏｐｅ２对应的合成
多肽［ＥＲＧ－１、ＥＲＧ－２（Ａ－Ｄ）］均能够与猪丹毒
丝菌ＧＡＰＤＨ高免血清发生明显的反应（Ｐ＜０．０５），
但是ＥＲｅｐｉｔｏｐｅ３对应的合成多肽（ＥＲＧ－３）不能与
猪丹毒丝菌ＧＡＰＤＨ高免血清发生反应（Ｐ＞０．０５）。
该结果证实所预测到的 ＥＲｅｐｉｔｏｐｅ１和 ＥＲｅｐｉｔｏｐｅ２
是猪丹毒丝菌ＧＡＰＤＨ的抗原表位，但ＥＲｅｐｉｔｏｐｅ３
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表１　猪丹毒丝菌ＧＡＰＤＨ线性Ｂ细胞表位预测结果及对应多肽合成情况

表位名称 序列 对应的合成多肽（序列）

ＥＲ－ｅｐｉｔｏｐｅ１ ７４ＶＬＳＥＲＤＰＫＮＬＰＷＫＥＬＧＶ９０ ＥＲＧ－１（ＶＬＳＥＲＤＰＫＮＬＰＷＫＥＬＧＶ）

ＥＲ－ｅｐｉｔｏｐｅ２ １７８ＨＡＹＴＮＤＱＮＴＬＤＧＰＨＡＫＧ－
ＤＬＲＲＧＲＡＡＡＱＳＩＩＰＮＳＴＧＡ２１３

ＥＲＧ－２Ａ（ＨＡＹＴＮＤＱＮＴＬＤＧＰＨＡＫＧＤＬＲＲＧＲＡＡ）；ＥＲＧ－２Ｂ（ＤＱＮＴＬＤ
ＧＰＨＡＫＧＤＬＲＲＧＲＡＡＡＱＳＩＩ）；ＥＲＧ－２Ｃ（ＤＧＰＨＡＫＧＤＬＲＲＧＲＡＡＡＱＳＩＩＰＮ
ＳＴＧ）；ＥＲＧ－２Ｄ（ＫＧＤＬＲＲＧＲＡＡＡＱＳＩＩＰＮＳＴＧＡ）

ＥＲ－ｅｐｉｔｏｐｅ３ ２７６ＱＬＶＳＴＤＩＩＧＭＳＹ２８７ ＥＲＧ－３（ＱＬＶＳＴＤＩＩＧＭＳＹ）

则不是猪丹毒丝菌ＧＡＰＤＨ的抗原表位。

３　讨论

ＢｅｐｉＰｒｅｄ－２．０是通过随机森林算法学习来自
于抗体－抗原复合物结构的表位数据进而建立起
的一种表位预测工具，它对于线性 Ｂ细胞表位的预
测能力尤为突出［１０］。所以本研究选择了该软件预

测猪丹毒丝菌 ＧＡＰＤＨ的表位。依照软件使用方
法，预测分值高于０．５且长度较长的多肽构成表位
的可能性较大，所以本研究选择了长度最长的３段
片段来作为预测到的表位进行研究。通过合成多

肽与ＧＡＰＤＨ高免血清的反应进一步确认了其中２
个是表位。研究结果证实 ＢｅｐｉＰｒｅｄ－２．０具有较好
的表位预测能力。从图１可知，软件对于猪丹毒丝
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菌ＧＡＰＤＨ分子所预测到的线性表位数量远不止３
个，因而在以后的研究中可以对所预测出的表位中

的剩余部分进行进一步研究。

通过ＥＬＩＳＡ验证，本研究最终确认 ＥＲｅｐｉｔｏｐｅ１
和ＥＲｅｐｉｔｏｐｅ２分别是猪丹毒丝菌 ＧＡＰＤＨ的线性 Ｂ
细胞表位。这２个表位的序列及其在 ＧＡＰＤＨ分子
上的位置与之前研究所鉴定到的 ＧＡＰＤＨ表
位［１２－１３］都不同，是新的表位。已有文献报道显示，

ＧＡＰＤＨ表位在抗原提呈、调理吞噬等方面发挥作
用，本研究所鉴定到的表位可能也具有类似的免疫

学效应，以后应进一步研究，并在疫苗设计中加以

利用。

研究结果显示，ＧＡＰＤＨ具有高度保守的特点
（本研究所比较的１０个菌株的ＧＡＰＤＨ一级结构完
全相同）。最近已经有研究显示细菌保守蛋白的表

位可以用于建立特异性的诊断方法［１１］，因而将来还

可以以本研究所鉴定到的表位（ＥＲｅｐｉｔｏｐｅ１或
ＥＲｅｐｉｔｏｐｅ２）为基础建立猪丹毒丝菌感染的特异性
诊断方法。

笔者前期的研究表明 ＧＡＰＤＨ是猪丹毒丝菌的
黏附因子，某些氨基酸位点可能发挥关键作用［６，１４］。

其他学者的研究则表明有的抗原表位同时也是病

原和宿主相互作用的关键位点［１５－１７］，因而本研究所

鉴定到的表位可能为研究猪丹毒丝菌与宿主相互

作用提供新的线索。

本研究成功预测并鉴定到２个猪丹毒丝菌的抗
原表位，这些表位将为以后的猪丹毒丝菌 ＧＡＰＤＨ
免疫保护机制、致病机制研究提供新的线索，并为

基于ＧＡＰＤＨ抗原表位的疫苗设计和诊断试剂开发
提供技术基础。
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