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　　摘要：通过生物信息学软件预测分析支气管败血波氏杆菌ＰＲＮ基因编码蛋白功能及其调节机制。结果表明，支
气管败血波氏杆菌ＰＲＮ基因ＣＤＳ区编码９１１个氨基酸，分子式为Ｃ４１２１Ｈ６５５６Ｎ１２５０Ｏ１２５８Ｓ１１，分子质量为１３１９６，消光系

数为９５８００，其理论等电点为９．６４，不稳定系数为３６．２４，ＰＲＮ蛋白的理化性质稳定；ＰＲＮ蛋白有多个磷酸化位点和糖
基化位点；信号肽预测ＰＲＮ蛋白有１个信号肽，信号肽位置在１～３４；ＰＲＮ蛋白为亲水性蛋白，存在１个跨膜结构；预
测二级结构主要由无规则卷曲构成，占３９．０８％，β－折叠占２３．９３％，α－螺旋占２３．３０％，三级结构主要由无规则卷
曲和β－折叠构成。上述结果提示，该蛋白具有重要生物学意义，可为进一步开发支气管败血波氏杆菌亚单位疫苗奠
定基础。
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　　支气管败血波氏杆菌是一种引起呼吸道感染
的革兰氏阴性细菌，它是多种哺乳动物的天然病原

体［１］。波氏杆菌为波氏杆菌属，波氏杆菌属目前包

括１６个已命名的菌种：百日咳波氏杆菌（Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ
ｐｅｒｔｕｓｓｉｓ）、副百日咳波氏杆菌（Ｂ．ｐａｒａｐｅｒｔｕｓｓｉｓ）、支
气管败血波氏杆菌（Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ）、禽波氏杆菌
（Ｂ．ａｖｉｕｍ）和其余菌种，后几种由于发现较晚，所以
研究相对较少［２］。目前，研究较多的主要为前 ３
种，与人类和其他哺乳动物的呼吸道感染有关，因

而称为“经典波氏杆菌”［３－４］。近年来，大量研究发

现波氏杆菌在世界范围内的猪、兔、犬及猫中广泛

存在，协同感染非常严重，给畜牧业造成巨大的经

济损失［５］。目前，研究者们通过多种方法运用基因

技术，研发新型的亚单位疫苗，但大多还未大批量

投入生产。

支气管败血波氏杆菌 ｐｅｒｔａｃｔｉｎ（ＰＲＮ）是一种外
膜蛋白，从细菌表面突起的长线型蛋白非常适合促

进细胞间的黏附，由９２ｋｕＰＲＮ前体蛋白分解产生，
表观分子量在支气管败血杆菌中为６８ｋｕ，在百日咳
杆菌中为６９ｋｕ，在副百日咳杆菌中为７０ｋｕ［６］。大

量研究表明，缺失 ＰＲＮ的 Ｂｂ菌株不能引起猪的发
病，且猪群保护率与ＰＲＮ为线性关系，表明 ＰＲＮ作
为支气管败血波氏杆菌的主要保护性抗原［７］。因

此，本研究通过生物信息学分析深入研究该基因，

以期为进一步研发波氏杆菌新型疫苗的研发提供

参考。

１　材料和方法

１．１　材料
ＮＣＢＩ数据库公布的支气管败血波氏杆菌 ＰＲＮ

基因（ＧｅｎＢａｎｋＮｏ：ＡＪ２４５９２７）序列共含９１１个氨基
酸，序列如下：ＭＮＭＳＬＳＲＩＶＫＡＡＰＬＲＲＴＴＬＡＭＡＬＧＡ
ＬＧＡＡＰＡＡＹＡＤＷＮＮＱＳＩＩＫＡＧＥＲＱＨＧＩＨＩＫＱＳＤＧＡＧ
ＶＲＴＡＴＧＴＴＩＫＶＳＧＲＱＡＱＧＶＬＬＥＮＰＡＡＥＬＲＦＱＮＧＳＶ
ＴＳＳＧＱＬＦＤＥＧＶＲＲＦＬＧＴＶＴＶＫＡＧＫＬＶＡＤＨＡＴＬＡＮ
ＶＳＤＴＲＤＤＤＧＩＡＬＹＶＡＧＥＱＡＱＡＳＩＡＤＳＴＬＱＧＡＧＧＶＲ
ＶＥＲＧＡＮＶＴＶＱＲＳＴＩＶＤＧＧＬＨＩＧＴＬＱＰＬＱＰＥＤＬＰＰＳ
ＲＶＶＬＧＤＴＳＶＴＡＶＰＡＳＧＡＰＡＡＶＳＶＦＧＡＮＥＬＴＶＤＧＧ
ＨＩＴＧＧＲＡＡＧＶＡＡＭＤＧＡＩＶＨＬＱＲＡＴＩＲＲＧＤＡＰＡＧＧ
ＡＶＰＧＧＡＶＰＧＧＦＧＰＬＬＤＧＷＹＧＶＤＶＳＤＳＴＶＤＬＡＱＳＩＶ
ＥＡＰＱＬＧＡＡＩＲＡＧＲＧＡＲＶＴＶＳＧＧＳＬＳＡＰＨＧＮＶＩＥＴＧ
ＧＧＡＲＲＦＰＰＰＡＳＰＬＳＩＴＬＱＡＧＡＲＡＱＧＲＡＬＬＹＲＶＬＰＥ
ＰＶＫＬＴＬＡＧＧＡＱＧＱＧＤＩＶＡＴＥＬＰＰＩＰＧＡＳＳＧＰＬＤＶＡ
ＬＡＳＱＡＲＷＴＧＡＴＲＡＶＤＳＬＳＩＤＮＡＴＷＶＭＴＤＮＳＮＶＧＬ
ＲＬＳＤＧＳＶＤＦＱＱＰＥＧＲＦＫＶＬＭＶＤＴＬＧＳＧＬＦＲＭＮＶＦ
ＤＬＧＬＳＤＫＬＶＶＭＲＤＳＧＱＨＲＬＷＶＲＮＳＧＳＥＰＳＮＴＭＬＬ
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ＶＱＴＰＲＧＳＴＦＴＬＮＫＤＧＫＶＤＩＧＴＹＲＹＲＬＮＧＮＧＱＷＳＬ
ＶＧＫＰＰＰＫＰＰＱＰＧＰＱＰＧＰＱＰＰＱＰＰＱＰＰＱＰＰＱＲＱＰＥＰ
ＰＱＰＰＧＲＥＬＳＮＶＮＴＧＧＶＧＬＳＴＬＷＹＥＳＮＬＳＫＲＬＧＥＬ
ＲＬＮＰＤＧＧＷＧＲＧＦＱＲＱＱＬＤＮＲＧＲＲＦＤＱＫＶＧＦＥＬＧＤ
ＨＶＶＧＧＲＷＨＬＧＧＬＧＹＴＲＧＤＲＧＦＴＧＤＧＧＧＨＴＤＳＶＨ
ＶＧＧＹＴＹＩＮＳＧＦＹＬＤＴＬＲＳＲＬＥＮＤＦＫＶＧＳＤＧＹＶＫＧ
ＫＹＲＴＨＧＶＧＳＬＥＧＲＲＦＨＤＧＷＦＬＥＰＱＥＬＶＦＲＶＧＧＧＳ
ＹＲＮＧＬＲＶＲＤＥＧＧＳＳＶＬＧＲＬＧＬＥＶＧＫＲＩＥＬＧＧＲＱＶ
ＱＰＹＩＫＳＶＬＱＥＦＤＧＧＴＶＲＴＮＧＩＨＲＴＥＬＲＧＴＲＥＬＧＬＧ
ＭＬＧＲＧＨＳＬＹＳＹＥＹＳＫＧＰＫＬＭＰＷＴＦＨＧＹＲＹＳＷ。
１．２　方法

利用 ＥｘＰＡＳｙ－ＰｒｏｔＰａｒａｍ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．
ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）预测分析 ＰＲＮ蛋白的亲水性、等电
点、半衰期、稳定性等理化性质，利用 ＮｅｔＰｈｏｓ３．１
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＮｅｔＰｈｏｓ／）使用
ＹｉｎＯＹａｎｇ１．２Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／
ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＹｉｎＯＹａｎｇ／）和ＮｅｔＮＧｌｙｃ１．０Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＮｅｔＮＧｌｙｃ／．）ＰＲＮ蛋白综
合分析磷酸化和 Ｎ、Ｏ这２种糖基化；利用 ＰＳＯＲＴｂ
ｖｅｒｓｉｏｎ３．０．２（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｐｓｏｒｔ．ｏｒｇ／ｐｓｏｒｔｂ／ｒｅｓｕｌｔｓ．
ｐｌ）和 ＬｏｃＴｒｅｅ３（ｈｔｔｐｓ：／／ｒｏｓｔｌａｂ．ｏｒｇ／ｏｗｉｋｉ／ｉｎｄｅｘ．
ｐｈｐ／Ｌｏｃｔｒｅｅ３）分析 ＰＲＮ的亚细胞定位和预测。对
ＰＲＮ蛋白的保守结构域分析使用 ＮＣＢＩ的 ＣＤＤ程
序（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ／ｃｄｄ／
ｗｒｐｓｂ．ｃｇｉ）；用 ＴＭＨＭＭ软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．
ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ／）和使用 ＳｉｇｎａｌＩＰ５．０
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ／）对
ＰＲＮ氨基酸序列进行跨膜区和信号肽预测分析；利
用 ＮＰＳ＠ 中 ＳＯＰＭＡ（ｈｔｔｐｓ：／／ｎｐｓａｐｒａｂｉ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／
ｃｇｉｂｉｎ／ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ｐａｇｅ＝／ＮＰＳＡＨＬＰ／ｎｐｓａｈｌｐ
＿ｓｅｃｐｒｅｄｓｏｐｍａ．ｈｔｍｌ）分析软件对 ＰＲＮ蛋白的二级
结构进行分析；ＰＲＮ蛋白三级结构的预测在
ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ程序 进 行 （ｈｔｔｐｓ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．
ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）。

２　结果与分析

２．１　理化性质分析
利用ＥｘＰＡＳｙ－ＰｒｏｔＰａｒａｍ对ＰＲＮ蛋白质的理化

性质进行预测，结果表明，ＰＲＮ蛋白包含９１１个氨
基酸，其中，Ａｌａ（１４．３％）、Ｇｌｙ（１４．３％）和 Ｌｅｕ
（８８％）出现频率较高，带负电荷的残基总数
（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）有７５个，频率为８．２％；带正电荷的残
基总数（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）有８９个，频率为９．８％（表１）。

ＰＲＮ蛋白分子式为 Ｃ４１２１Ｈ６５５６Ｎ１２５０Ｏ１２５８Ｓ１１，分子质
量为１３１９６，消光系数为９５８００Ｌ／（ｍｏｌ·ｃｍ），其理
论等电点（ｐＩ）为 ９．６４；其不稳定系数为 ３６．２４
（＜４０），属于稳定类蛋白质；亲水性平均系数
（ＧＲＡＶＹ）为－０．２０１，为亲水性蛋白。预测在哺乳
动物网织红细胞（体外）中的半衰期为３０ｈ，在酵母
（体内）中的半衰期＞２０ｈ，在大肠杆菌（体内）中的
半衰期＞１０ｈ。

表１　ＰＲＮ蛋白的氨基酸组成

氨基酸
数量

（个）

频率

（％） 氨基酸
数量

（个）

频率

（％）

Ａｌａ（Ａ） １３０ １４．３ Ｌｙｓ（Ｋ） ２２ ２．４

Ａｒｇ（Ｒ） ６７ ７．４ Ｍｅｔ（Ｍ） １１ １．２

Ａｓｎ（Ｎ） ２７ ３．０ Ｐｈｅ（Ｆ） ２２ ２．４

Ａｓｐ（Ｄ） ４５ ４．９ Ｐｒｏ（Ｐ） ５５ ６．０

Ｃｙｓ（Ｃ） ０ ０．０ Ｓｅｒ（Ｓ） ５７ ６．３

Ｇｌｎ（Ｑ） ４３ ４．７ Ｔｈｒ（Ｔ） ４９ ５．４

Ｇｌｕ（Ｅ） ３０ ３．３ Ｔｒｐ（Ｗ） １２ １．３

Ｇｌｙ（Ｇ） １３０ １４．３ Ｔｙｒ（Ｙ） ２０ ２．２

Ｈｉｓ（Ｈ） １７ １．９ Ｖａｌ（Ｖ） ６９ ７．６

Ｉｌｅ（Ｉ） ２５ ２．７ Ｐｙｌ（Ｏ） ０ ０．０

Ｌｅｕ（Ｌ） ８０ ８．８ Ｓｅｃ（Ｕ） ０ ０．０

２．３　疏水性分析
利用Ｐｒｏｔｓｃａｌｅ中 Ｋｙｔｅ＆Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ对 ＰＲＮ蛋白

的疏水性进行预测（ｗｉｎｄｏｗｓｉｚｅ＝９），由图１可知，
该蛋白最大疏水性区域为２３、８７５位氨基酸区域，均
为１．９８９；在５８９、５９１位氨基酸区域为最小疏水区，
均为－２．７６７。平均疏水指数（ＧＲＡＶＹ）为－０．２０１，
即为亲水性蛋白。

２．３　跨膜结构和信号肽预测
利用ＴＭＨＭＭ软件对 ＰＲＮ氨基酸序列进行跨

膜区预测分析，跨膜区位于１７～３４氨基酸之间，由
图２可知，与使用 Ｐｒｏｔｓｃａｌｅ中 Ｋｙｔｅ＆Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ分析
的最大疏水区域第２３位氨基酸的位置相一致。对
序列跨膜区预测是十分必要的。通常，膜蛋白不能

在原核表达系统中表达，如果对序列进行跨膜区预

测发现序列中存在跨膜区，则在后续需要选择真核

表达系统进行表达；如果想利用原核表达系统进行

表达，需要对跨膜区序列进行删除。利用 ＳｉｎｇａＩＰ
４１软件分析发现有一个信号肽，由图３可知，信号
肽类型为 ＳＰ（Ｓｅｃ／ＳＰＩ）；信号肽位置为１～３４；信号
肽序列为ＭＮＭＳＬＳＲＩＶＫＡＡＰＬＲＲＴＴＬＡＭＡＬＧＡＬＧＡ
ＡＰＡＡＹＡ。通过预测跨膜区和信号肽，可进行原核
表达时去除其信号肽，对ＰＲＮ进行克隆表达，为进

—３５—江苏农业科学　２０２２年第５０卷第１０期



一步开发亚单位疫苗奠定基础。

２．４　ＰＲＮ蛋白磷酸化、糖基化位点
利用 ＮｅｔＰｈｏｓ３．１、ＹｉｎＯＹａｎｇ１．２Ｓｅｒｖｅｒ和

ＮｅｔＮＧｌｙｃ１．０Ｓｅｒｖｅｒ蛋白综合分析磷酸化和糖基化
位点，由图４可知，磷酸化位点较多；糖基化分析结
果（图５）表明，与 Ｎ－连接的糖基化有６个，在２、
３８、９２、１２９、１７０、４２８，与Ｏ－连接的糖基化１８个（图
６），在６８、７２、１５１、１７２、２０７、２０９、２１４、２２１、２９１、３２０、
３２２、４１５、４１８、５０６、６１７、６３１、９０２、９１０，其中，序列位
置２１４和６３１严重糖基化。

２．５　ＰＲＮ亚细胞定位分析
利用 ＰＳＯＲＴｂｖｅｒｓｉｏｎ３．０．２和 ＬｏｃＴｒｅｅ３分析

ＰＲＮ的亚细胞定位。ＰＲＮ的亚细胞定位分数分别

为细胞质 ０．００、细胞质膜 ０．００、周质 ０．００、外膜
１０００、细胞外０．００。定位分数显示，ＰＲＮ定位在细
菌的细胞外膜中，利用 ＬｏｃＴｒｅｅ３分析 ＰＲＮ的亚细
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胞定位。由图７可知，ＰＲＮ定位在细胞外膜中，亚
细胞定位分数为０．９５，精确度为９８％。基于上述２

种在线软件的亚细胞定位预测结果表明，ＰＲＮ定位
在细胞外膜中。

２．６　蛋白结构
通过ＮＣＢＩ的ＣＤＤ程序分析发现，ＰＲＮ蛋白存

在 ２个保守域结构，分别命名为 ＴＩＧＲ０１４１４和
ｃｄ０１３４３，ＴＩＧＲ０１４１４是主要在病原体中发现并与毒
力相关，参与细胞黏附，在氨基酸４５８～９１１间包含
１个保守的Ｃ端结构域，自动转运蛋白结构域的长
度约为 ４００个氨基酸，包括富含芳香族氨基酸的
ＯＭＰ信号，还是ｃｌ３６８９８超家族唯一成员。ｃｄ０１３４３
位于氨基酸３１７～５５９间，是革兰氏阴性菌 Ｖ型分
泌系统的自转运蛋白。ｃｄ０１３４３是超家族 ｃｌ００１８５
的成员。ＰＲＮ蛋白由１６股平行的 β螺旋氨基酸结
构组成，呈“Ｖ”形横截面，是迄今为止已知的最大的
β螺旋蛋白之一。

使用ＳＯＰＭＡ分析软件对ＰＲＮ蛋白的二级结构
进行分析，由图８可知，ＰＲＮ蛋白二级结构中主要
以α－螺旋、β－折叠、延伸链和无规则卷曲构成，分
别占２３．３０％、１３．６１％、２３．９３％和３９．０８％。运用
ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ软件完成 ＰＲＮ蛋白三级结构模型
的构建（图９）。观察到较多的无规则卷曲和 α－螺
旋，与二级预测结果相一致。但 ＧＭＱＥ评价模型可

靠性得分为０．４２，表明该模型可信度一般。

３　讨论

目前，支气管败血波氏杆菌主要在猪、犬、兔等

动物群体间感染非常严重，长期以来危害被低

估［８］。尤其在猪群中与副猪嗜血杆菌、猪链球菌等

协同感染严重，死亡率很高，给养殖业带来巨大的

损失［９］。虽然Ｂｂ主要是佐剂灭活苗已在世界范围
内广泛应用，但免疫效果普遍较差，猪群对于支气

管败血波氏杆菌的携带十分严重［１０］。此外，大量抗

生素的使用加剧了细菌耐药性的产生［１１］。相关研

究表明，使用猪支气管败血波氏杆菌某些表面毒力

因子及相关分泌蛋白作为亚单位疫苗，对于猪波氏

杆菌病感染具有一定的免疫保护作用［１２］。研究人

员发现，除去Ｎ端信号肽的 ＰＲＮ基因，在大肠杆菌
中实现了各段基因的高效表达［１３］。结果表明，蛋白

片段氨基酸序列保守、表达量高、纯化方便，可作为

亚单位疫苗进行开发。本研究通过生物信息学软

件对 ＰＲＮ分析，它编码由９１１个氨基酸组成、理论
等电点为９．６４的亲水性蛋白，根据结构与生物特性
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预测结果分析，ＰＲＮ包含 ２个 ＲⅠ（ＧＧＸＸＰ）ｎ和
ＲⅡ（ＰＱＰ）ｎ重复氨基酸序列，研究发现 ＲⅠ区可能
与细菌的黏附功能有关，ＲⅡ为主要的保护性抗原
表位［１４］。ＰＲＮ还具有逃避宿主细胞的免疫保护作
用，对巨噬细胞可能有一定的毒性［１５］。

赵战勤等曾克隆表达出 ＰＲＮ及其不同区域的

氨基酸多肽，通过小鼠免疫保护试验证明了ＰＲＮ的
Ｎ端强于 Ｃ端，且 ＲⅡ区域强于 ＲⅠ区域［１６］，但其

仅在小鼠模型进行了免疫保护试验，未在猪群进一

步验证，无法确定是否对猪也具有较好的免疫保护

性。此外，在设计引物进行ＰＣＲ扩增时会出现扩增
不出目的条带的现象，或者克隆出ＰＲＮ基因片段在
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测序时也会出现不同的问题，这可能是波氏杆菌基

因 ＧＣ含量过高，尤其 ＰＲＮ基因 ＧＣ含量高达
７１６％。有研究发现在扩增 ＰＲＮ基因时加入少量
的二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）或 ｂｅｔａｉｎｅ［１７］，使其氢键断裂
有利于双链解开，因此对该基因还需要进一步研

究。最近科学研究发现不表达 ＰＲＮ基因的阴性菌
株越来越多，一些重要基因（包括毒力相关基因或

调节基因）上的单核苷酸多态性（ＳＮＰ）可能帮助机
体在疫苗选择压力下存活［１５］，这也是为什么最近几

年百日咳波氏杆菌、副百日咳波氏杆菌和支气管败

血波氏杆菌在全球广泛传播，从未消退，研发新型

疫苗刻不容缓。其次，在进行同源性分析时，发现

禽波氏杆菌（Ｂ．ａｖｉｕｍ）基因中没有ＰＲＮ基因，这也
可以证明禽波氏杆菌与百日咳波氏杆菌、副百日咳

波氏杆菌和支气管败血波氏杆菌不属于同一个群。

而且发现支气管败血波氏杆菌在一个支上，ＰＲＮ基
因同源性较高，可为研究新型疫苗的研发提供一个

新思路。李洪广等发现兔支气管败血波氏杆菌缺

失ＰＲＮ基因可以使毒力下降，突变株产生了较好的
免疫原性，进行减毒活疫苗的研发也是一种新

思路［１８］。

本研究通过对编码的 ＰＲＮ蛋白进行了较全面
的生物信息学分析，预测分析了该蛋白的氨基酸同

源性、理化性质、生物学特性及功能，研究其信号肽

和功能域，预测该蛋白二级结构和三级结构，可为

进一步研究其功能、调节机制及相关支气管败血波

氏杆菌疫苗提供借鉴。
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