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摘　要:目的　应用生物信息学预测分析 Hrp１蛋白结构功能和生物学特性.方法　生物信息学软件 ORFFinder、SOＧ
SUI、Protpapram、ProtScale、SignalIP、Tmpred、TMHMM、NetNGlyc、NetPhosＧ３．１ＧServera、PSORT 、WoLFPSORT、TargetPＧ
２．０ＧCBS、NLStradamus、SOMPA、SWISSＧMODEL、IEDB、SYFPEITHI、RANKPEP、BLAST、DNAStar、STRING对 Hrp１蛋白

的理化性质、结构功能、生物学特性、抗原表位及蛋白相互作用进行预测分析.结果　Hrp１蛋白原子总数２１６６,等电点４．９６,

不稳定性指数１９．６２,脂肪族氨基酸指数１００．３５,平均疏水性０．０４２,有跨膜区无信号肽,１个糖基化位点６个磷酸化位点,二级

结构以αＧ螺旋为主.其亚细胞定位于细胞质,属于稳定的亲水性蛋白.经预测,Hrp１蛋白含有４个B细胞表位,多个 T细胞

表位,且其相互作用蛋白分别为 Rv２６２７c、Rv２６２８、Rv１７３８、devR、Rv２６２４c、TB３１．７、rip３、pfkB、guaA、hspX,并参与多种生物

学过程.结论　生物信息学分析 Hrp１蛋白为稳定亲水性胞浆蛋白,具有良好的抗原表位,为结核病诊断及治疗的潜在候选

因子,是探索结核分枝杆菌持久性感染机制的重要研究靶标,可作为抗结核多肽疫苗的候选蛋白.
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Abstract:Weappliedbioinformaticstopredict,analyzeandunderstandthestructure,function,andbiologicalcharacterisＧ
ticsofHrp１protein．Bioinformaticssoftware,includingORFFinder,SOSUI,Protpapram,ProtScale,SignalIP,Tmpred,

TMHMM,NetNGlyc,NetPhosＧ３．１ＧServera,PSORT,WoLFPSORT,TargetPＧ２．０ＧCBS,NLStradamus,SOMPA,SWISSＧ
MODEL,IEDB,SYFPEITHI,RANKPEP,BLAST,DNAStarandSTRING,wereusedtopredictandanalyzethephysicoＧ
chemicalproperties,structure,function,biologicalcharacteristics,andepitopeandproteininteractionofHrp１protein．ThereＧ
sultsshowedthatHrp１proteinhasatotalnumberofatomsof２１６６,anisoelectricpointof４．９６,aninstabilityindexof１９．６２,

analiphaticaminoacidindexof１００．３５andanaveragehydrophobicityof０．０４２．Itadditionallyhasatransmembraneregion,no
signalpeptide,oneglycosylationsiteandsixphosphorylationsites．ItssecondarystructureisdominatedbyαＧhelices,andits

subcellularlocalizationisinthecytoplasm．ItisthusastablehyＧ
drophilicprotein．Bioinformaticpredictionandanalysisindicated
thatHrp１proteincontainsfourBcellepitopesandmultipleT
cellepitopes;itsinteractingproteinsare Rv２６２７c,Rv２６２８,

Rv１７３８,devR,Rv２６２４c,TB３１．７,rip３,pfkB,guaA and
hspX;anditparticipatesinavarietyofbiologicalprocesses．
Throughbioinformaticanalysis,thisstudyrevealsthatHrp１is
astablehydrophiliccytoplasmicproteinthathasgoodepitopes
andmaybeapotentialcandidatefactorinthediagnosisand
treatmentoftuberculosis．Therefore,Hrp１isanimportantreＧ
searchtargetinexploringthemechanismofpersistentmycobacＧ
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teriumtuberculosisinfectionandmaybeusedasacandidateproteinforthedevelopmentofanantiＧtuberculosispolypeptide
vaccine．
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　　全世界约有１/３的人口感染了结核分枝杆菌

(Mycobacteriumtuberculosis,MTB),其中大多数

是潜伏性感染(LatentTuberculosisInfection,LTＧ
BI),目前无有效治疗 LTBI患者的疫苗和药物,早
发现结核杆菌潜伏感染患者,并对其进行诊断治疗,
可以控制后期结核病患者人数[１].Rv２６２６c基因的

表达是 MTB处于休眠期的重要标志之一,Rv２６２６c
抗原受控于休眠调节子DosR(dormancyregulon),
编码缺氧反应蛋白１(hypoxicresponseprotein１,

Hrp１),Hrp１蛋白具有较好的抗原性和免疫原性,
能有效刺激机体产生一定的细胞免疫及较高的抗体

水平,并且该蛋白易被LTBI患者所识别[２],多项研

究提示其很有可能会成为一种新型诊断 MTB潜伏

感染的候选抗原和治疗潜伏性感染的候选疫苗.为

此,本文对 Hrp１蛋白进行生物信息学研究分析,对
其结构功能进行全面分析预测,为进一步了解 MTB
长期 潜 伏 感 染 机 制 提 供 理 论 依 据,以 期 为 筛 选

MTB诊断标志物和研制新型结核疫苗奠定基础.

１　材料与方法

１．１　一般资料　从美国国家生物技术信息中心

NCBI网站 (https://www．ncbi．nlm．nih．gov/)获

取.在 GenBank中检索关键词 Rv２６２６c,以获取

H３７Rv中Rv２６２６c全基因组信息,Rv２６２６c基因位

于 MTB全基因组的２９５２５６２Ｇ２９５２９９３区域,基因

ID为８８８５７６;其编码蛋白为低氧反应蛋白１(hyＧ
poxicresponseprotein１,Hrp１)属于分泌蛋白,在
蛋白质库中的登录号为 NPＧ２１７１４２．１,在uniprot中

的登录号为P９WJA３.
通过 NCBI网站查询,Hrp１蛋白由１４３个氨基

酸序 列 组 成,检 索 的 氨 基 酸 序 列 如 下:MTＧ
TARDIMNAGVTCVGEHETLTAAAQYMREHＧ
DIGALPICGDDDRLHGMLTDRDIVIKGLAAGＧ
LDPNTATAGELARDSIYYVDANASIQEMLNＧ
VMEEHQVRRVPVISEHRLVGIVTEADIARHＧ
LPEHAIVQFVKAICSPMALAS.

１．２　方　法

１．２．１　Rv２６２６c基因开放阅读框架分析及其编码蛋

白的理化性质及亲疏水性分析　分析 Rv２６２６c基

因的 开 放 阅 读 框 架,采 用 NCBI网 站 中 的 ORF
Finder软 件 (http://www．ncbi．nlm．nih．gov/orＧ
ffinder).上传Rv２６２６c基因编码的氨基酸序列至

Protpapram 生 信 软 件 (https://web．expasy．org/

protparam)及ProtScale生信软件(http://web．exＧ
pasy．org/protscale),分析其编码蛋白 Hrp１蛋白的

理化性质,包括氨基酸数目、分子式、分子质量、氨基

酸组成、等电点、亲(疏)水性等.

１．２．２　Hrp１蛋白的信号肽、跨膜区、糖基化及磷酸

化位点预测 　 运用信号肽分析系统 SOSUI(htＧ
tp://harrier．nagahamaＧiＧbio．ac．jp/sosui/)在 线 软

件及 SignalIP(http://www．cbs．dtu．dk/services/

SignalP/)分析 Hrp１的信号肽及其位置;运用跨膜

区预测软件 Tmpred(https://embnet．vitalＧit．ch/

software/TMPREDＧform．ht)分析 Hrp１蛋白跨膜

区;TMHMM(http://www．cbs．dtu．dk/services/

TMHMM/)软件输入 Hrp１蛋白的氨基酸序列,对
该蛋白的 拓 扑 结 构 进 行 预 测 分 析[３].利 用 分 析

Hrp１的糖基化位点采用 NetNGlyc软件(http://

www．cbs．dtu．dk/services/NetNGlyc/);预测 Hrp１
蛋白的磷酸化位点采用 NetPhos３．１Server磷酸化

分析软件(http://www．cbs．dtu．dk/services/NetＧ
Phos/).

１．２．３　Hrp１蛋白的亚细胞定位分析　联合运用３
种 在 线 软 件:PSORT (https://www．genscript．
com/psort．html)、WoLFPSORT(https://wolfpＧ
sort．hgc．jp/)和 TargetPＧ２．０ＧCBS(http://www．
cbs．dtu．dk/services/TargetP/)对 Hrp１蛋白进行

亚细胞定位分析;预测 Hrp１蛋白的核定位信号,运
用 NLStradamus在线软件(http://www．moseslab．
csb．utoronto．ca/NLStradamus/).

１．２．４　Hrp１蛋白结构预测　运用 SOPMA(htＧ
tps://npsaＧprabi．ibcp．fr/cgiＧbin/secpred_sopma．
pl)预测 Hrp１蛋白的二级结构;SWISSＧMODEL在
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线软件(https://swissmodel．expasy．org)对 Hrp１
蛋白进行三级结构同源性建模分析.

１．２．５　Hrp１蛋白与人类蛋白的同源性分析　采用

EXPASY 进 入 主 页 (https://web．expasy．org/

blast/),将 Hrp１蛋白的氨基酸序列输入后,点击

Homosapiens,确定 RunBLAST后,可对 Hrp１蛋

白氨基酸序列与人类蛋白的同源性进行BLAST分

析.

１．２．６　Hrp１蛋白的B细胞表位、辅助性 T细胞表

位、细胞毒性 T 淋巴细胞表位预测　在IEDB(htＧ
tp://www．iedb．org/homeＧv３．php)网站,输入氨基

酸 序 列,通 过 Karplus&Schulz 分 析 柔 韧 性、

Kolaskar&Tongaonkar预测抗原性、Emini预测抗

原 表 面 可 及 性、Parker 预 测 亲 水 性 及

Chou&Fasman法预测氨基酸编码蛋白质的β转

角,对B细胞表位进行联合预测分析;β转角与无规

则卷曲多出现在蛋白表面,为凸出疏松结构,与抗体

更有利结合,成为 B细胞抗原表位可能性较大[４];
最后选取亲水性与表面可及性良好、柔韧性强、抗原

性好、最好为卷曲和转角这种可能性大的区域作为

候选B细胞表位,尽量避开α螺旋、β折叠结构.通

过SYFPEITHI在线生信软件(http://www．syfＧ
peithi．de/０ＧHome．htm)对 Hrp１抗原蛋白 Th表位

进行预测[５],进入 SYFPEITHI首页,选择 HLAＧ
DRB１∗０１０１、０４０１、０７０１、０８０１、１１０１、１５０１这６种

HLA基因分型进行预测辅助 T 细胞表位,选取得

分为２２分以上的氨基酸序列,综合分析后筛选出候

选的辅助 T细胞表位.利用 RANKPEP在线生信

软件进行预测,进入预测界面(http://imed．med．
ucm．es/Tools/rankpep．html),将 Hrp１氨基酸序列

输入,选择SYFPEITHI所预测的 HLA 基因分型,
找出在线软件红色标记的结果,筛选出结果较好的

多肽序列作为候选的细胞毒性 T 淋巴细胞表位.
最后采用 DNAStar软件中 Protean模板得到关于

Hrp１蛋白表位预测的位置图,该图可直观看到

Hrp１蛋白表位富集的区域,具体在图中表现为红

色方块标记的区域.

１．２．７　Hrp１蛋白的相互作用蛋白预测及富集分析

　将 Hrp１全长氨基酸序列上传至 STRING 在线

软件(http://stringＧdb．org/cgi/input．pl),对 Hrp１
的相互作用蛋白进行预测,其生物过程进行功能富

集分析.

２　结　果

２．１　Rv２６２６c基因开放阅读框架分析及其编码蛋

白的理化性质及亲疏水性分析结果

２．１．１　Rv２６２６c基因开放阅读框架分析　结果显示

Rv２６２６c基因(ID:８８８５７６)位于 MTB(H３７Rv)的全

基因组(NCＧ０００９６２．３)的２９５２５６２Ｇ２９５２９９３区域,全
长４３２bp,起 始 密 码 子 为 ATG,终 止 密 码 子 为

TAG,Rv２６２６c基因含有５个开放阅读框,其中最

长的一个开放阅读框显示 Rv２６２６c基因基本被通

读,全长４３２bp,与预测的编码 Hrp１蛋白长度基本

相似.

２．１．２　Rv２６２６c基因编码蛋白质的理化性质及亲疏

水性分析　根据 Protpapram 预测结果,该蛋白的

理论等电点PI为４．９６,分子量为１５５１７．７２;该蛋白

由１４３个氨基酸构成,包含１９种氨基酸,其中以丙

氨酸(A)(１３．３％)、异亮氨酸(I)(８．４％)、缬氨酸(V)
(８．４％)３种氨基酸的组成比例较高,不包括色氨酸

(W)、吡咯赖氨酸(O)和硒半胱氨酸(U).带负电

荷的残基(Asp＋Glu)总数为２１,带正电荷的残基

(Arg＋Lys)总数为１１.Hrp１蛋白分子式为 C６６７

H１０８４ N１９４ O２１１S１０,原子总数２１６６,Rv２６２６c基因编

码蛋白的消光系数为４５９５,２８０nm 处的吸光度为

０􀆰２９６.当蛋白的 N 端残基为 Met时,该蛋白在哺

乳动物网状细胞中的半衰期为３０h,在酵母体内的

半衰期大于２０h,在大肠杆菌体内的半衰期大于

１０h.Hrp１蛋白不稳定性指数为１９．６２,为稳定蛋

白,脂肪族氨基酸指数为１００．３５,平均亲水为０．０４２.

ProtScale预测进一步分析显示 Rv２６２６c基因编码

蛋白为亲水性蛋白,第９９位氨基酸亲水性得分最高

为－１．７６７;第１３２为氨基酸疏水性得分最高为１．９
(图１).

Note:Abscissafortheaminoacidposition,theverticalaxisfor

thehydrophobicscore(pro,hydrophobic,respectively,withnegaＧ

tivevalues,positivevalues)

图１　Hrp１蛋白的亲(疏)水性分析

Fig．１　AffinityanalysisofHrp１protein
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２．２　Hrp１蛋白的信号肽、跨膜区、糖基化及磷酸化

位点分析　运用信号肽分析系统SOSUI结果显示

该蛋白为可溶性蛋白,无信号肽,该蛋白是具有一个

跨膜区长度为２３个氨基酸序列的跨膜螺旋,N端氨

基酸位于第１位,C端位于第１６位,跨膜区氨基酸

序列为 MTTARDIMNAGVTCVG;SignalIP结果

显示该蛋白 max．C值为０．１３１,max．Y值为０．１１７,

max．S值为０．１４３,meanS值为０．１０７,其中 meanS
值若大于０．５,则预测为分泌蛋白,存在信号肽;故可

知该蛋白没有信号肽,不是分泌蛋白而是膜蛋白.

TMpred分析 Hrp１蛋白在１７Ｇ３３、１２７Ｇ１４３氨基酸

之间可能存在跨膜结构,无信号肽(图２).

图２　Hrp１蛋白跨膜结构预测(左)与信号肽预测(右)

Fig．２　Predictedproteintransmembranestructure(left)

andsignalpeptide(right)

TMHMM 提交蛋白序列的全部氨基酸残基共

１４３个,结果预测分析得到该蛋白(图３)跨膜螺旋氨

基酸数为０．００７２５(该指标＞１８提示很有可能为跨

膜蛋白),N 端前６０个氨基酸中跨膜氨基酸数为

０􀆰００３２５,N端位于膜胞质侧的总概率为０．４６９４５.
综合分析表明 Hrp１蛋白位于膜外,为非跨膜蛋白.

Theaxisofrepresentstheaminoacidresiduenumber(１Ｇ２１０)

correspondingtothesubmittedproteinsequence．Thevertical

axisvaluesaretheprobabilitiesthateachaminoacidisinsidethe

membrane,outsidethemembrane,andthehelixregion．

图３　TMHMMServer．２．０预测Hrp１蛋白跨膜螺旋

Fig．３　TMHMMServer．２．０predictionoftheHrp１proＧ
teintransmembranehelix

在线软件 NetNGlyc分析 Hrp１的糖基化位点

存在于８４位(图４);采用 NetPhos３．１Servera在线

软件预测 Hrp１蛋白有６个磷酸化位点,其中磷酸

化丝氨酸位点有２个,分别位于７７、１０６位氨基酸;
磷酸化苏氨酸位点有２个,分别位于３、５０位氨基

酸;２个磷酸化酪氨酸位点,分别位于７９、８０位氨基

酸(图５).

图４　Hrp１蛋白亚基糖基化位点分析

Fig．４　PredictedOＧglycosylationsitesofHrp１protein

图５　Hrp１蛋白磷酸化位点分析

Fig．５　PredictedphosphorylationsitesofHrp１protein
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２．３　Hrp１蛋白的亚细胞定位分析　PSORT结果

显示 该 蛋 白 其 亚 细 胞 定 位 于 细 胞 质,可 靠 性 为

９４􀆰１％;在线软件 WoLFPSORT 分析结果得出

Cysk为１２,cyto为９．５,mito为４,nucl为１．５,cyＧ
toＧnucl为６,表明 Hrp１蛋白可能定位于细胞质;

TargetPＧ２．０ＧCBS结果显示该蛋白属于分泌蛋白的

可能性为 ０．０００１,定位在其他位置的可能性为

０􀆰９９９７;NLStradamus在线软件预测 Hrp１蛋白无

NLS,可推测此蛋白位于细胞核外.综合４种在线

软件分析可得 Hrp１蛋白亚细胞定位于细胞质.

２．４　Hrp１蛋白结构预测分析　利用在线分析软件

SOPMA预测 Hrp１蛋白的二级结构,αＧ螺旋(Hh)

６３个,占４４．０６％;βＧ转角(Tt)１１个,占７．６９％;βＧ折

叠(Ee)３０个,占２０．９８％;无规则卷曲(Cc)３９个,占

２７．２７％(图６).该蛋白结构较稳定.

Blueredgreenandpurplestandforalphahelixextendedstrand

betaturnandrandomcoilrespectively

图６　Hrp１抗原蛋白二级结构预测

Fig．６　PredictionofthesecondarystructureofHrp１antiＧ

genprotein

利用SWISSＧMODEL软件,对 Hrp１蛋白的三

级结构进行预测分析,选择同源性最高的１xkf．１为

模板,基于 Hrp１蛋白的 X射线分析进行同源三级

建模(图７).其 GMQE评分为０．９１,QMEAN评分

为１．４７,手势向上,说明该模型结果可靠,质量较好.

２．５　同源性分析结果　BLAST结果得出,Hrp１中

氨基酸序列在第１１Ｇ７０位,与人类蛋白质锌指蛋白

４４０(ZNF４４０)的９６Ｇ１５３位氨基酸相似性较高,但二

者的相似度仅为２５％,因此,Hrp１与人类蛋白相

比,同源性较低,交叉反应发生的概率较低,可以作

为候选的新型结核疫苗和结核病诊断靶点,该抗原

蛋白的表位可以进行生信分析,对结核病诊断与候

图７　Hrp１蛋白三级结构的预测

Fig．７　PredictionofthetertiarystructureofHrp１protein

选表位疫苗有一定的参考研究价值.在研究分析

中,即在预测和筛选表位时,应注意避免选择位于

１１Ｇ７０的氨基酸序列,以降低交叉反应的概率[６].

２．６　Hrp１蛋白的 B细胞表位、辅助性 T 细胞表

位、细胞毒性 T淋巴细胞表位预测

２．６．１　Hrp１抗原蛋白的 B细胞表位预测　通过

IEDB软件对 Hrp１蛋白的B细胞表位进行预测,结
果显示 Hrp１蛋白的可塑性、表面可及性、线性表

位、βＧ转角、亲疏水性、抗原６个方面(图８),柔韧性

越强越有利与抗体结合,柔韧性参数以基线１．０为

参照,高于１．０的氨基酸区段柔韧性强,是易形成抗

原表位的区域,可及性高于基线１．０的区段易形成

B细胞表位,再通过结合线性表位、βＧ转角、抗原性

这３个方面筛选,筛选得出B细胞表位(表１).

表１　Hrp１蛋白B细胞抗原表位预测结果

Tab．１　PredictionofBcellepitopesofHrp１protein

序号 序列 起始氨基酸位置

１ VTCVGE １２

２ GALPIC ３４

３ DSIYYVDAN ７６

４ VRRVPVISEHRLVGIV ９９

２．６．２　预测 Hrp１蛋白的辅助性 T 细胞表位结果

使用辅助性 T细胞表位分析软件预测 Hrp１蛋白的

限制性Th细胞表位,对候选意义的每一种 HLA 亚

型相应的表位数目情况进行统计,其中 HLAＧDRB１
∗０４０１、HLAＧDRB１∗０７０１表型的表位数量最多,
结果如表２所示;对于某个表型预测分值较高的氨

基酸序列进行下一步分析选择,以作为候选 Th表

位,如表３为最终结果.
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Note:A:LinearEpitopePrediction２．０Results;B:BetaＧTurnPredictionResult;C:FexibilityPredictionResults;D:SurＧ

faceAccessibilityPredictionResults;E:HydrophlicityPrediction;F:AntigenicityResults

图８　IEDB预测Hrp１蛋白的B细胞表位

Fig．８　PredictionofBcellepitopesofHrp１proteininIEDB

表２　SYFPEITHI软件预测的Hrp１蛋白Th细胞表位信息

Tab．２　InformationonHrp１proteinThcellepitopes

predictedbySYFPEITHIsoftware

MHCＧⅡ类分子亚型 SYFPEITHI表位数(得分)

HLAＧDRB１∗０１０１ ０

HLAＧDRB１∗０４０１ ２４(１８Ｇ２８)

HLAＧDRB１∗０７０１ １４(１８Ｇ２８)

HLAＧDRB１∗０８０１ ０

HLAＧDRB１∗０９０１ ０

HLAＧDRB１∗１１０１ ７(１８Ｇ２１)

HLAＧDRB１∗１５０１ ０

表３　Hrp１蛋白Th细胞表位综合分析

Tab．３　ComprehensiveanalysisofThcell
epitopesofHrp１protein

序号 起始氨基酸位置 氨基酸序列 SYFPEITHI得分

１ ４ ARDIMNAGVTCVGEH ２２
２ ２４ AAQYMREHDIGALPI ２２
３ ４５ LHGMLTDRDIVIKGL ２２
４ ７６ DSIYYVDANASIQEM ２８
５ ８８ QEMLNVMEEHQVRRV ２２
６ ９９ VRRVPVISEHRLVGI ２８
７ １０８ HRLVGIVTEADIARH ２２
８ １２９ VQFVKAICSPMALAS ２６
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２．６．３　Hrp１蛋白的细胞毒性 T淋巴细胞预测分析

结果　根据预测软件结果,选择出每一种表型分值

较高的多肽序列,其可成为候选 CTL表位,具体结

果见表４.

表４　Hrp１蛋白CTL表位综合分析

Tab．４　ComprehensiveanalysisofHrp１proteinCTLepitopes

序号 起始氨基酸位置 氨基酸序列 RANKPEP得分

１ ４ ARDIMNAGV １２．８９３

２ ７ IMNAGVTCV １５．３６

３ １９ ETLTAAAQY ９．２８９

４ ４９ LTDRDIVI １２．４２４

５ ７２ ELARDSIYYV １１．４１１

６ ９０ MLNVMEEHQV １２．２３４

７ １２２ HLPEHAIV １１．３７

结合 Hrp１蛋白的B细胞表位、辅助性 T细胞

表位、细胞毒性 T 淋巴细胞表位预测结果,根据

DNAStar软件中Protean模板得到关于 Hrp１蛋白

表位预测的位置图,该图可直观看到 Hrp１蛋白表

位富集的区域,具体的表位富集表现在红色方块标

记的区域(图９).

图９　Hrp１蛋白表位预测位置图

Fig．９　PredictedHrp１proteinepitopepositionmap

２．７　 Hrp１ 蛋 白 的 相 互 作 用 网 络 预 测 结 果 　
STRING在线分析软件预测了与 Hrp１蛋白相互作

用 的 蛋 白 有 Rv２６２７c、Rv２６２８、Rv１７３８、devR、

Rv２６２４c、TB３１．７、rip３、pfkB、guaA、hspX(图１０).
通过分析 Hrp１的相互作用蛋白,可得 Hrp１可能在

活化的巨噬细胞内产生大量 NO,然后作为细胞间

的信号分子杀伤被吞噬的微生物,调节体内细胞一

系列重要的功能;该蛋白可能与抑制蛋白质合成有

关,刺激巨噬细胞和外周血单个核细胞分泌重要的

细胞因子,然后减少细菌生长,该蛋白的相互作用网

络主要涉及 NFＧkB信号通路.

图１０　MTBH３７RvHrp１相互作用蛋白

Fig．１０　ProteininteractionsofMTBH３７RvHrp１protein

３　讨　论

目前在临床上唯一预防结核病的疫苗是卡介苗

(BCG),但卡介苗基因组发生的众多突变导致相当

一部分人群丧失保护效力,其对不同人群的保护效

率差异较大,机体保护水平范围从０％~８０％不等,
且对潜伏感染 MTB没有保护效果[７].在临床上约

有９０％的结核杆菌感染者,其身体基本上处于健康

状态,但是如果机体免疫系统缺乏抵抗力,结核杆菌

会重新复制,病灶被打破,随之大量的细菌释放,首
先进入肺部,随后至全身,发展为活动性肺结核,故
结核病疫情控制工作者一直关注结核潜伏期感染诊

断试剂和治疗性疫苗的研究开发.结核杆菌可以在

细胞内潜伏数十年,因此需要一个可以诱导具有长

期记忆的综合免疫保护应答疫苗,在持续感染人群

中,检测到对持续感染期抗原的具有一定的特异性

反应,而没有在卡介苗免疫人群检测到,因此猜想以

潜伏感染相关蛋白设计相关疫苗,有希望研究出针

对持续感染期抗原的保护性免疫反应,这有助于在

潜伏感染期间清除 MTB的复发.对结核分枝杆菌

相关潜伏感染蛋白以生信软件为基础进行结构功能
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的生物信息学分析,可为结核病潜伏感染致病机制

的阐述及新型药物结核疫苗的开发提供一定的研究

理论基础,而关于抗原表位的研究也成为最近 MTB
诊断预防治疗的重点方向.在本文研究中,联合运

用生物信息学的技术方法对 Hrp１蛋白的相关信息

进行分析、处理、模拟和预测,本文预测抗原表位的

模式,可提高该蛋白用于表位疫苗的研发及诊断和

实验试剂开发的水平,避免耗费大量的人力和物力,
对免疫学的发展非常有益,使免疫学数据更加丰富.

缺氧反应蛋白１是由Rv２６２６c基因编码,BashＧ
ir等在研究中发现实验鼠的巨噬细胞表面结合重组

Hrp１蛋白后可以引起小鼠体内发生Ⅰ型免疫反

应,并且小鼠体内的 NO及iNOS分泌量增加,小鼠

巨噬细胞 B７Ｇ１、B７Ｇ２和 CD４０的表达随之增强,经
重组 Hrp１蛋白刺激后的小鼠巨噬细胞和活动性结

核病患者的外周血单个核细胞可分泌高水平的ILＧ
１２及 TNFＧα[８].Azzurri等应用 ELISA 方法对结

核病患者血清中抗 Hrp１抗体水平进行检测,结果

发现未经治疗的活动性结核病患者高于结核病密切

接触者及健康社区对照人群,结核病患者化疗后抗

Hrp１抗体水平下降[９].Roupie等将 Hrp１DNA疫

苗免疫小鼠,发现小鼠IFNＧγ和ILＧ２分泌增加,

Hrp１DNA疫苗可以诱导较强的体液免疫反应及

Th１型细胞免疫反应的效力优于其他潜伏感染抗原

Rv１７３３c、Rv１７３８、Rv２０２９c、Rv２０３１c、Rv２０２３、

Rv２６２７c及 Rv２６２８[１０].由此可知 Hrp１具有较好

的免疫原性,其通过固有免疫及获得性免疫两种方

式来调节巨噬细胞的效应能力,且该抗原蛋白很容

易被结核分枝杆菌潜伏患者所识别,多项研究提示

其很有可能会成为一种新型诊断 MTB潜伏感染的

候选抗原和潜伏性感染的候选疫苗.
本研究利用多种工具和生物信息学资源对结核

分枝杆菌 Hrp１蛋白的性质、结构、功能等进行分

析.结核分枝杆菌 Hrp１由１４３个氨基酸组成,该
蛋白分子式为 C６６７H１０８４N１９４O２１１S１０,理论

等电点PI为４．９６,分子量为１５５１７．７２,不稳定性指

数为１９．６２,为稳定疏水性蛋白.ORFFinder发现

Rv２６２６c基因全长４３２bp,含有５个开放阅读框,其
中最长的一个开放阅读框显示 Rv２６２６c基因基本

被通读,全长４３２bp,与预测的编码 Hrp１蛋白长度

基本相似.综合利用 Protpapram、ProtScale、SOＧ
SUI工具预测 Hrp１蛋白无信号肽,并通过在线生

信软件可知该蛋白不属于分泌蛋白,主要定位在结

核分枝杆菌的细胞质,在细胞质内发挥功能[１１].其

二级 结 构 主 要 为 αＧ螺 旋 和 无 规 则 卷 曲,共 占

７１􀆰３３％,生物信息学分析 Hrp１蛋白含有６个磷酸

化位点,具有良好的抗原优势表位和氨基酸磷酸化

位点,推断猜想以该蛋白设计疫苗,有助于在潜伏感

染期间清除 MTB的复发,是探索结核分枝杆菌持

久性感染机制的重要研究靶标.该蛋白无规则卷曲

占２７．２７％,表明其容易与抗体嵌合,并预测 Hrp１
含有多个 T 细胞的抗原优势表位.蛋白抗原的二

级结构与B细胞表位关系密切[１２],对 Hrp１二级结

构、亲水性、表面可能性、柔韧性和抗原性等进行全

面分析,最后结果可知１２Ｇ１８、３４Ｇ４０、７６Ｇ８５、９９Ｇ１１４
位等４个B细胞表位.目前预测辅助性 T 细胞表

位 效 果 较 好 且 常 用 的 在 线 生 信 软 件 是 SYFＧ
PEITHI,本研究筛选中国人群常见的 MHCＧⅡ类

分子亚型 DRB１∗ ０１０１、０４０１、０７０１、０８０１、１１０１、

１５０１[１３],综合分析得到的结果对于研究中国人群具

有一定的实际意义.经过结果分析发现,本研究对

Hrp１抗原蛋白的 Th细胞、CTL 和B细胞抗原表

位进行生物信息学预测分析,并应用生物信息学预

测分析 Hrp１蛋白的结构和功能,发现 Hrp１蛋白含

有较丰富的B、T细胞抗原表位,为进一步研究该蛋

白的功能和明确其在 MTB潜伏感染机制中作用提

供理论依据,以期为筛选 MTB 诊断标志物和研制

新型表位结核疫苗奠定基础[１４].STRING 数据库

分析显示 Hrp１蛋白与 Rv２６２７c、Rv２６２８、Rv１７３８、

devR、Rv２６２４c、TB３１．７、rip３、pfkB、guaA 和 hspX
有相互作用,该蛋白可能刺激产生 NO 及细胞因子

的过程受转录因子 NFＧkB调控,NO 可通过 MTB
的休眠调节子启动 Rv２６２６c基因在内的多个下游

基因的表达,使 MTB进入休眠状态,抵御宿主免疫

系统的杀伤.与抑制蛋白质合成有关,还可能会刺

激巨噬细胞和外周血单个核细胞分泌重要的细胞因

子[１５].
目前对 MTB缺氧相关潜伏期抗原蛋白 Hrp１

的机制尚不十分清晰明确[１６],深入研究 Hrp１的免

疫学特性及结构功能特征,对控制结核潜伏感染、预
防结核发病和结核免疫治疗具有一定意义.本研究

对 Hrp１蛋白进行了全面的生物信息学分析,采用

多种方式在多个角度进行了分析和预测,有效地规

避了单一软件预测的缺陷,为进一步研究 Hrp１蛋

白的结构、功能、理化性质提供参考,为进一步揭示

结核分枝杆菌的致病机制奠定理论基础.
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