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鸽毛滴虫黏附蛋白 ＡＰ３３的理化特性与抗原性分析
及细胞表位预测
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　　摘要：为了解鸽毛滴虫黏附蛋白ＡＰ３３的理化特性、抗原性和细胞表位的特性，通过在线工具和软件分析了鸽毛
滴虫黏附蛋白ＡＰ３３的理化特性、二级结构、抗原性、Ｔ细胞表位和 Ｂ细胞表位。结果表明，鸽毛滴虫黏附蛋白 ＡＰ３３
为分子质量较大、带正电荷、稳定的微疏水性蛋白，二级结构复杂，有较好的抗原性，有１０条 Ｂ细胞表位和１４条 Ｔ细
胞表位，其中有４条重叠的多肽是Ｂ细胞表位和Ｔ细胞表位中的优势多肽，有５条交叉重叠的多肽是Ｔ细胞表位中的
优势多肽。说明鸽毛滴虫黏附蛋白ＡＰ３３能刺激机体产生细胞免疫应答和体液免疫应答，优势表位多肽将为抗鸽毛
滴虫的表位疫苗研究奠定基础。
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　　鸽毛滴虫（Ｔｒｉｃｈｏｍｏｎａｓｇａｌｌｉｎａｅ）是一种可以感
染鸽、鸡等多种禽类的原虫，引起鸽的疾病称为鸽

毛滴虫病（Ｔｒｉｃｈｏｍｏｎｉａｓｉｓ）或鸽癀［１－２］。鸽毛滴虫病

呈世界性分布，是鸽子的一种常见病［３］。因在鸽群

中常常连绵不断，造成的经济损失巨大，鸽毛滴虫

病也被认为是鸽子的一种重大疾病［４］。目前，主要

通过药物（中药和西药）和生物安全措施进行鸽毛

滴虫病的治疗和预防［５－７］。但是，鸽毛滴虫的耐药

性虫株逐渐出现［８］，同时某些西药如甲硝唑因毒副作

用被禁止用于动物［９］。因此，必须寻找新的方法用来

预防鸽毛滴虫病。疫苗免疫是预防传染病最好的方

法。目前，还没有用来预防鸽毛滴虫病的商业性疫

苗，但已有全虫灭活疫苗和重组亚单位疫苗研究的报

道［１０－１１］。罗锋研究证实，以鸽毛滴虫黏附蛋白ＡＰ３３
制备的重组亚单位疫苗具有较好的免疫保护性［１１］。

表位疫苗是利用结构生物学、分子生物学和免

疫学等学科知识筛选抗原表位，构建串联表位基

因，表达、纯化后与某些免疫增强剂联合使用的一

种疫苗［１２］，具有安全性好、成本低等优点。本研究

利用生物信息学方法分析了鸽毛滴虫黏附蛋白

ＡＰ３３的理化特性、二级结构、抗原性和细胞表位等
特征，对深入研究鸽毛滴虫黏附蛋白 ＡＰ３３的生物
学功能具有重要意义，并为预防鸽毛滴虫病候选疫

苗的细胞表位筛选和表位疫苗研究提供候选靶标。

１　材料与方法

１．１　试验材料
鸽毛滴虫黏附蛋白 ＡＰ３３氨基酸序列来自文献

［１１］，共有３０９个氨基酸，其氨基酸序列为ＭＬＳＳＳＦ
ＥＲＮＩＨＱＰＬＬＦＩＤＫＤＴＲＶＶＩＱＧＩＧＮＱＧＱＦＨＳＲＬＭＲＱ
ＹＧＴＫＶＶＧＡＶＨＰＫＫＳＧＴＩＩＡＧＬＰＩＦＫＤＭＫＥＶＶＫＫＴＤ
ＡＮＡＳＬＩＦＶＰＡＰＧＡＡＱＡＣＩＤＡＡＫＡＧＭＧＬＶＶＣＩＴＥＨＩ
ＰＱＨＤＭＩＫＶＫＫＶＭＫＥＴＧＣＱＬＩＧＰＮＣＰＧＬＩＱＰＧＴＨＴＫ
ＬＧＩＩＰＴＳＩＦＡＮＧＫＩＧＶＶＳＲＳＧＴＬＴＹＥＡＡＦＡＴＴＬＡＧＬ
ＧＱＳＴＶＶＧＩＧＧＤＰＦＡＧＱＬＨＴＤＶＶＫＲＦＡＡＤＰＫＴＥＧＩＩ
ＬＩＧＥＩＧＧＴＳＥＥＤＡＡＥＷＩＡＫＮＱＬＣＫＥＫＰＶＶＡＦＩＡＧＡ
ＴＡＰＰＧＫＲＭＧＨＡＧＡＩＶＳＧＧＫＧＴＡＥＧＫＹＫＡＬＥＡＡＧＶ
ＲＩＡＲＨＰＧＮＭＧＫＦＩＦＥＥＭＫＲＭＧＫＩ。
１．２　试验方法

用ＤＮＡＳｔａｒ软件中的 Ｐｒｏｔｅａｎ工具分析蛋白的
抗原性，用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ工具 （ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．
ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）分析蛋白的理化特性，用 ｎｐｓａ－
ｐｒａｂｉ工具（ｈｔｔｐｓ：／／ｎｐｓａ－ｐｒａｂｉ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ＮＰＳＡ／ｎｐｓａ＿
ｓｏｐｍａ．ｈｔｍｌ）分析蛋白的二级结构，用 ＴｃｅｌｌｃｌａｓｓＩ
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ｐＭＨＣｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙｐｒｅｄｉｃｔｏｒ工具（ｈｔｔｐ：／／ｔｏｏｌｓ．
ｉｍｍｕｎｅｅｐｉｔｏｐｅ．ｏｒｇ／ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ／）分析蛋白的免
疫反应能力，用 ＡｎｔｉｂｏｄｙＥｐｉｔｏｐｅＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ工具
（ｈｔｔｐ：／／ｔｏｏｌｓ．ｉｍｍｕｎｅｅｐｉｔｏｐｅ．ｏｒｇ／ｂｃｅｌｌ／）分析蛋白
的 Ｂ细胞表位，用 ＣＤ４Ｔｃｅｌｌｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ
ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ工具 （ｈｔｔｐ：／／ｔｏｏｌｓ．ｉｍｍｕｎｅｅｐｉｔｏｐｅ．ｏｒｇ／
ＣＤ４ｅｐｉｓｃｏｒｅ／）分析蛋白的ＣＤ４Ｔ细胞表位。

２　结果与分析

２．１　鸽毛滴虫黏附蛋白ＡＰ３３的理化特性
通过ＰｒｏｔＰａｒａｍ工具分析，可以得到蛋白的一些

理化特性。经过分析，鸽毛滴虫黏附蛋白 ＡＰ３３有
３０９个氨基酸，由 ２０种氨基酸构成，分子式为
Ｃ１４４７Ｈ２３５６Ｎ４０４Ｏ４１３Ｓ１５，有 ２５个带负电荷的氨基酸
［天冬氨酸（Ａｓｐ）＋谷氨酸（Ｇｌｕ）］，有３７个带正电
荷的氨基酸［精氨酸（Ａｒｇ）＋赖氨酸（Ｌｙｓ）］；分子质

量为３２５０１．９８ｕ，等电点（ｐＩ）为９．５；预测的半衰
期：３０ｈ（哺乳动物网状细胞，体外），＞２０ｈ（酵母，
体内），＞１０ｈ（大肠杆菌，体内）；不稳定指数（Ⅱ）
为２３．５２，表明ＡＰ３３蛋白为稳定蛋白；脂肪性指数
为８９．３９，ＧＲＡＶＹ指数为０．０３１，表明 ＡＰ３３蛋白为
微疏水性蛋白。

２．２　鸽毛滴虫黏附蛋白ＡＰ３３的二级结构
通 过 ＳＯＰＭＡ ＳＥＣＯＮＤＡＲＹ ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ

ＰＲＥＤＩＣＴＩＯＮ方法（构象状态为４，相似度阈值为８，
视窗宽度为１７）进行分析，可以预测蛋白的二级结
构。如图１所示，ＡＰ３３蛋白的氨基酸序列中有１００
个氨基酸参与了α螺旋，占比３２．３６％；６６个氨基酸
参与了延伸链，占比２１．３６％；３６个氨基酸参与了β
转角，占比１１．６５％；１０７个氨基酸参与了随机卷曲，
占比３４．６３％。这表明鸽毛滴虫黏附蛋白 ＡＰ３３有
着复杂的二级结构。

２．３　抗原性分析
通过 ＣｌａｓｓⅠ Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ方法（常规设置）

进行分析，可以预测蛋白引发的免疫反应的强度。

经过分析，鸽毛滴虫黏附蛋白ＡＰ３３的ＭＨＣⅠ类免
疫反应得分为０．８８６９３，表明其能引起宿主较强的
免疫反应，说明 ＡＰ３３蛋白具有较好的抗原性。通
过ＤＮＡＳｔａｒ软件中的Ｐｒｏｔｅａｎ工具分析，可以获知蛋

白的抗原性。经过分析，鸽毛滴虫黏附蛋白 ＡＰ３３
的亲水性、表面可及性和抗原性等指数如图２所示。
亲水性指数 （ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ）＞０、抗原性指数
（ａｎｔｉｇｅｎｉｃｉｎｄｅｘ）＞０、表面可及性指数（ｓｕｒｆａｃｅ
ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ）＞１时，可能存在抗原表位。据此分析，
认为鸽毛滴虫黏附蛋白 ＡＰ３３有较好的抗原性，可
能存在抗原表位。

２．４　Ｂ细胞表位分析
通过 ＢｅｐｉｐｒｅｄＬｉｎｅａｒＥｐｉｔｏｐｅＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ２．０方

法（阈值为０．５）进行分析，可以获得蛋白的 Ｂ细胞
表位。经过分析，鸽毛滴虫黏附蛋白 ＡＰ３３有１０条
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Ｂ细胞线性抗原表位多肽，结果如表１所示。从表
１可以看出，最长的表位多肽有５３个氨基酸残基，
位于序列的中央，最短的有６个氨基酸残基，位于序

列的初始部位。这表明，鸽毛滴虫黏附蛋白 ＡＰ３３
能刺激机体产生体液免疫应答。

表１　鸽毛滴虫黏附蛋白ＡＰ３３的Ｂ细胞抗原表位预测结果

序号 位置
氨基酸残基数量

（个）
氨基酸序列

１ ６～１１ ６ ＦＥＲＮＩＨ
２ １８～５８ ４１ ＤＫＤＴＲＶＶＩＱＧＩＧＮＱＧＱＦＨＳＲＬＭＲＱＹＧＴＫＶＶＧＡＶＨＰＫＫＳＧＴＩ
３ ７０～８２ １３ ＥＶＶＫＫＴＤＡＮＡＳＬＩ

４ ９０～１１４ ２５ ＡＱＡＣＩＤＡＡＫＡＧＭＧＬＶＶＣＩＴＥＨＩＰＱＨ
５ １２２～１３４ １３ ＶＭＫＥＴＧＣＱＬＩＧＰＮ

６ １３６～１４９ １４ ＰＧＬＩＱＰＧＴＨＴＫＬＧＩ
７ １５３～２０５ ５３ ＳＩＦＡＮＧＫＩＧＶＶＳＲＳＧＴＬＴＹＥＡＡＦＡＴＴＬＡＧＬＧＱＳＴＶＶＧＩＧＧＤＰＦＡＧＱＬＨＴＤＶＶＫ
８ ２０８～２１６ ９ ＡＡＤＰＫＴＥＧＩ

９ ２２１～２４２ ２２ ＥＩＧＧＴＳＥＥＤＡＡＥＷＩＡＫＮＱＬＣＫＥ
１０ ２５０～２９４ ４５ ＡＧＡＴＡＰＰＧＫＲＭＧＨＡＧＡＩＶＳＧＧＫＧＴＡＥＧＫＹＫＡＬＥＡＡＧＶＲＩＡＲＨＰＧＮ

２．５　Ｔ细胞表位分析
通过ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ方法（阈值为９０％）进行分

析，可以获得蛋白的 ＣＤ４Ｔ细胞表位。经过分析发
现，鸽毛滴虫黏附蛋白ＡＰ３３有１４条 ＣＤ４Ｔ细胞表
位，结果如表２所示。从表２可以看出，第１３条多
肽得分最高，为８９．５７００分，第３条多肽得分最低，
为６０．５４９８分。这表明，鸽毛滴虫黏附蛋白 ＡＰ３３
能刺激机体产生细胞免疫应答。

表２　鸽毛滴虫黏附蛋白ＡＰ３３的ＣＤ４Ｔ细胞表位预测

序号 肽序列 位置
得分

（分）

１ ＨＱＰＬＬＦＩＤＫＤＴＲＶＶＩ １１～２５ ８２．６１５０

２ ＱＧＱＦＨＳＲＬＭＲＱＹＧＴＫ ３１～４５ ７４．１８９３

３ ＳＲＬＭＲＱＹＧＴＫＶＶＧＡＶ ３６～５０ ６０．５４９８

４ ＱＹＧＴＫＶＶＧＡＶＨＰＫＫＳ ４１～５５ ８６．６１６９

５ ＧＬＰＩＦＫＤＭＫＥＶＶＫＫＴ ６１～７５ ８２．７２３０

６ ＤＡＮＡＳＬＩＦＶＰＡＰＧＡＡ ７６～９０ ８８．１０４４

７ ＩＰＱＨＤＭＩＫＶＫＫＶＭＫＥ １１１～１２５ ６９．２０６４

８ ＭＩＫＶＫＫＶＭＫＥＴＧＣＱＬ １１６～１３０ ７２．６８９３

９ ＫＬＧＩＩＰＴＳＩＦＡＮＧＫＩ １４６～１６０ ７２．９０２２

１０ ＰＴＳＩＦＡＮＧＫＩＧＶＶＳＲ １５１～１６５ ７４．７５１９

１１ ＡＧＱＬＨＴＤＶＶＫＲＦＡＡＤ １９６～２１０ ７５．１７０８

１２ ＴＤＶＶＫＲＦＡＡＤＰＫＴＥＧ ２０１～２１５ ８７．２１３４

１３ ＫＥＫＰＶＶＡＦＩＡＧＡＴＡＰ ２４１～２５５ ８９．５７００

１４ ＧＫＹＫＡＬＥＡＡＧＶＲＩＡＲ ２７６～２９０ ８８．８３４１

２．６　细胞表位在序列中的分布
将预测的Ｂ细胞表位和Ｔ细胞表位在ＡＰ３３蛋

白氨基酸序列中的分布进行线性作图，结果如图３

所示。从图３可以看出，Ｔ细胞表位中的３１～４５、
３６～５０、４１～５５重叠于 Ｂ细胞表位中的１８～５８，Ｔ
细胞表位中的 ２７６～２９０重叠于 Ｂ细胞表位中的
２５０～２９４；Ｔ细胞表位中的３１～４５、３６～５０、４１～５５
之间有交叉重叠，１１６～１３０与１１１～１２５之间有交
叉重叠，１５１～１６５与 １４６～１６０之间有交叉重叠，
２０１～２１５与１９６～２１０之间有交叉重叠。这表明这
些重叠或交叉重叠的肽段应为优势肽段，在构成抗

原细胞表位中具有重要作用。

３　讨论与结论

构成抗原的条件包括异物性、分子质量、分子

结构和物理状态［１３］。对于宿主鸽子而言，鸽毛滴虫

黏附蛋白ＡＰ３３是来自一种原虫的异物，且鸽子和
鸽毛滴虫的种族关系相差很远。因此，鸽毛滴虫黏

附蛋白ＡＰ３３满足了抗原构成的异物性要求。这表
明鸽毛滴虫黏附蛋白 ＡＰ３３应是一种较好的抗原。
抗原的分子质量常常要求大于１００００ｕ，分子质量越
大，抗原性越强［１３］。经软件工具分析，鸽毛滴虫黏附

蛋白ＡＰ３３的分子质量为３２５０１．９８ｕ。因此，鸽毛滴
虫黏附蛋白 ＡＰ３３满足了抗原构成条件中“分子质
量大”的要求。这表明鸽毛滴虫黏附蛋白 ＡＰ３３的
颗粒较大，应有许多抗原表位。蛋白的化学组成和

分子结构越复杂，其抗原性越强［１３］。鸽毛滴虫黏附

蛋白ＡＰ３３由２０种不同的氨基酸共３０９个氨基酸残
基构成，表明其化学组成复杂。蛋白的二级结构对

抗原表位位点有一定作用［１４］。经软件工具分析，鸽

毛滴虫黏附蛋白ＡＰ３３的二级结构中有不同数量的
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α螺旋区、β折叠区、卷曲区和延伸链区，表明其分
子结构比较复杂。因此，鸽毛滴虫黏附蛋白 ＡＰ３３
满足了抗原构成条件中“分子结构”的要求。这表

明鸽毛滴虫黏附蛋白 ＡＰ３３的抗原性较强，应有许
多抗原表位。蛋白的物理状态可影响其抗原性，呈

聚合状态的物质较单体状态有更强的抗原性［１３］。

经软件工具分析可知，鸽毛滴虫黏附蛋白 ＡＰ３３是
一种化学组成和分子结构复杂的且稳定的微疏水

性蛋白，有许多不同的结构域，表明鸽毛滴虫黏附

蛋白ＡＰ３３是由不同数量和类型的结构域聚合而成
的物质。因此，鸽毛滴虫黏附蛋白 ＡＰ３３满足了抗
原构成条件中“物理聚合状态”的要求。这说明鸽

毛滴虫黏附蛋白 ＡＰ３３有较强的抗原性，应有许多
抗原表位。

分析蛋白的表面可及性、亲水性和抗原性，可

以预测抗原的抗原表位位点［１５］。本研究用软件工

具进行分析，结果表明，鸽毛滴虫黏附蛋白 ＡＰ３３有
较多的抗原表位，且鸽毛滴虫黏附蛋白 ＡＰ３３的
ＭＨＣⅠ类免疫反应得分较高，表明其能引起宿主较
强的免疫应答反应。免疫应答反应主要包括细胞

免疫应答和体液免疫应答［１３］。体液免疫应答主要

由Ｂ细胞介导，Ｂ细胞识别的抗原表位可称为 Ｂ细
胞表位［１３］。细胞免疫应答主要由 Ｔ细胞介导，Ｔ细
胞识别的抗原表位可称为 Ｔ细胞表位［１３］。经软件

工具分析可知，鸽毛滴虫黏附蛋白 ＡＰ３３中存在许
多Ｂ细胞表位和 Ｔ细胞表位。这表明鸽毛滴虫黏
附蛋白ＡＰ３３能引发宿主的细胞免疫应答和体液免
疫应答。罗锋制备的鸽毛滴虫全虫疫苗和基因工

程亚单位疫苗具有较好的保护性［１１］。由此推测，这

种较好保护性的分子物质基础就是鸽毛滴虫黏附

蛋白ＡＰ３３的分子中有较多的Ｂ细胞表位和Ｔ细胞
表位，从而能引发宿主较强的免疫反应。但是，所

预测的表位中哪个表位是保护性表位还须要进一

步进行试验验证。

通过生物信息学方法发现新的抗原表位多肽

以指导表位疫苗的研究是“反向疫苗学”常用的策

略［１６］。表位疫苗能够集中针对强免疫原性的抗原

表位［１７］，免疫后能够获得较好的免疫效果。柳玉芳

等鉴定的猪流行性腹泻病毒８条虚拟表位多肽中，
有１条表位多肽能诱导小鼠产生具有较好中和作用
的中和抗体［１８］。Ｃｕｂｉｌｌｏｓ等研究发现，口蹄疫病毒
的Ｔ细胞表位 ３Ａ（２１～３５）与 Ｂ细胞表位 ＶＰ１
（１３６～１５４）的合成肽能显著减少病毒排出，减缓临
床症状，增强ＩＦＮ（干扰素）－γ的产生［１９］。本试验

获得了鸽毛滴虫黏附蛋白ＡＰ３３的许多 Ｂ细胞表位
和Ｔ细胞表位，下一步将对这些表位进行深入研
究，筛选具有中和保护作用的表位多肽。把这些表

位多肽采取某种策略串联后进行真核或原核表达，

可获得针对鸽毛滴虫的串联重组表位疫苗，可能对

预防鸽毛滴虫病具有重要的意义。

本研究对鸽毛滴虫黏附蛋白 ＡＰ３３进行了理化
特性、抗原性和细胞表位的初步分析，为深入研究

鸽毛滴虫黏附蛋白 ＡＰ３３的功能提供了参考依据，
为鸽毛滴虫表位疫苗的研究与应用奠定了基础。
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郑州鲤养殖场鲤急性烂鳃病的症状与病原鉴定

吴玲梅１，２，３，温智清２，３，杨雪冰４，董国栋５，李旭东４，王　飞４，郑晓聪２，３，刘　荭２，３，贾　鹏２，３，毛明光１
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　　摘要：２０１９年６月，河南郑州某鲤养殖场发生鲤急性烂鳃病，累计死亡率约４０％。为研究发病病因和疾病流行规
律，对病鱼解剖，进行细菌和寄生虫检测、组织病理学检测、ＰＣＲ检测和系统进化分析。结果显示，病鱼体表黏液增多，
眼球凹陷，头盖骨凹凸不平，鳃肿胀并伴有溃烂，肾脏肿大至鳔间隔。体视镜下可见病鱼鳃丝末端钝圆、呈棒状，鳃丝

间充满大量黏液。组织病理学检查可见病鱼鳃丝和鳃小片组织结构严重受损，鳃丝上皮细胞增生、坏死脱落，鳃弓远

端和近端鳃小片均有明显增生且相互融合。ＰＣＲ方法从病鱼中检出鲤浮肿病毒（ｃａｒｐｅｄｅｍａｖｉｒｕｓ，ＣＥＶ），而ＳＶＣＶ和
ＫＨＶ检测结果为阴性。另外，病鱼体表和鳃并未见任何寄生虫，细菌学检测也未分离到任何与鲤烂鳃病相关的病原
菌。遗传进化分析表明，此次检出的 ＣＥＶ毒株属于Ⅱａ基因亚型，且与中国分离株（ＡＳ１、ＷＪ２０１６）及日本分离株
（ＣｙＰＰ３）的同源性最高，约为９８．８％。初步推断Ⅱａ基因亚型ＣＥＶ可能是引起此次郑州鲤急性烂鳃病的主要病因，后
续养殖中需加强对该病进行防控。
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　　２０１８年我国水产养殖业总产量达 ４９９１．０６ 万ｔ，约占世界水产养殖总产量的６０％，是世界上唯
一水产品养殖总量超过捕捞总量的渔业国家。鲤

鱼作为我国第四大淡水养殖品种，２０１８年总产量达
到２９６．２万ｔ［１］，是我国消费者动物性蛋白的主要来
源之一。河南省作为黄河鲤养殖大省，其２０１８年产
量约２３．０万ｔ，居全国第三。然而，老病新发、外来
病和新发疫病等情况成为鲤养殖产业发展的瓶颈，

例如鲤春病毒血症（ｓｐｒｉｎｇｖｉｒａｅｍｉａｏｆｃａｒｐ，ＳＶＣ）和
锦鲤疱疹病毒病（ｋｏｉｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓｄｉｓｅａｓｅ，ＫＨＶＤ）等
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