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摘要： 近期研究发现， １４􀆰 ５％的猫过敏患者血清中存在针对新型猫过敏原蛋白———尼曼匹克 Ｃ２ 型蛋白 （Ｎｉｅｍａｎｎ－Ｐｉｃｋ ｔｙｐｅ Ｃ２， ＮＰＣ２） 的高特

异性免疫球蛋白 Ｅ （ＩｇＥ）。 为了深入解析该蛋白的致敏机制， 并开发高效、 精准的多表位疫苗， 本研究针对猫的新型过敏原 ＮＰＣ２ 进行了疏水性

分析、 磷酸化位点预测、 糖基化位点预测以及信号肽预测分析； 通过 ＮＣＢＩ 数据库的蛋白质序列比对后建立猫过敏原蛋白 ＮＰＣ２ 的系统进化发育

树； 使用 ＳＯＰＭＡ 软件对 ＮＰＣ２ 蛋白进行二级结构的预测分析， 利用 Ｓｗｉｓｓ－Ｍｏｄｅｌ 进行了 ３Ｄ 结构的同源建模， 并与犬过敏原蛋白 Ｃａｎ ｆ７ 的抗原表

位进行了比较。 结果： 猫过敏原蛋白 ＮＰＣ２ 与美洲狮 ＮＰＣ２ 蛋白的序列同源率最高， 达到 ９９􀆰 ３３％； 猫过敏原蛋白 ＮＰＣ２ 的 Ｂ 细胞线性抗原表位序

列为 ８５ＦＰＩＰＥＡＤＧＣＫＳＧ９６、 ２２ＶＩＦＫＤＣＧ２８、 １００ＰＩＱＱＧＫＴＹＳＹ１０９、 ６５ＶＳＳＱＧ６９、 １３２ＧＤＫＥＱ１３６ 和 １１５ＶＫＮＥＹＰＳ１２１， Ｔ 细 胞 表 位 为 ２６ＤＣＧＳＧＦＧＶＩ３４、
１２９ＱＬＬＧＤＫＥＱＮ１３７、 ６ＶＡＦＶＬＬＡＬＳＡＳＧＬＡＥ２０、 ７１ＫＡＬＶＹＧＩＬＭＧＶＡＶＰＦ８５和１１６ＫＮＥＹＰＳＩＫＶＭＶＫＷＱＬ１３０； 猫过敏原蛋白 ＮＰＣ２ 的构象性表位主要位于

无规卷曲区域； 此外， 猫过敏原蛋白 ＮＰＣ２ 与犬过敏原蛋白 Ｃａｎ ｆ７ 的抗原表位序列具有一定的相似性， 可能具有免疫交叉反应性和交叉保护性。
综上， 本研究通过生物信息分析获得了猫过敏原蛋白 ＮＰＣ２ 的 Ｂ 细胞、 Ｔ 细胞优势抗原表位， 其结果可为宠物过敏原蛋白的多表位疫苗研究提供

理论基础， 并为对猫过敏的免疫治疗提供新的干预靶点和策略。
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　 　 人过敏症是指通过人体特异性的免疫球蛋白 Ｅ
（ＩｇＥ） 介导， 由粉尘、 螨虫、 食物和动物皮屑等多

种因素引起的机体鼻炎、 哮喘、 特应性湿疹， 甚至休

克性死亡的一系列免疫反应［１］。 在众多过敏原中，
猫过敏原是一种发病率高且可以持续存在、 广泛传播

的危险因素［２］。 目前， 人们喂养猫或犬类宠物越来

越流行， 根据一项对来自 ２２ 个不同地区的 ２７ ０００ 人

的调查结果显示， 大约 ３３％的家庭拥有 １ 只犬， ２３％
的家庭拥有 １ 只猫［３］。 人类对宠物过敏反应的比率也

随着犬猫数量的增多而升高。 ２０１５—２０２０ 年， 我国

３９ ９２６ 名过敏患者中大约有 ８􀆰 ６％的人对猫过敏， 约

有 ６􀆰 １％的人对犬过敏［４］。 由此可见， 宠物过敏原已

经严重威胁了公众的健康安全。
在猫过敏原蛋白中， 有 ８ 个猫过敏原蛋白 （Ｆｅｌ

ｄ１～ Ｆｅｌ ｄ８） 被世界卫生组织命名小组委员会收录

（ｗｗｗ． ａｌｌｅｒｇｙ． ｏｒｇ）， 其中 Ｆｅｌ ｄ１ 是最主要的过敏原，
在 ８０％～９５％的猫过敏患者血清中发现了抗 Ｆｅｌ ｄ１ 的

特异性 ＩｇＥ［５］。 针对 Ｆｅｌ ｄ１ 蛋白引起的过敏， 基于过

敏原抗原表位的免疫疗法因具有较高的治疗效率和低

风险性而逐渐成为研究趋势［６］。 一种基于 Ｔ 细胞表

位的 Ｆｅｌ ｄ１ 脱敏抗原衍生肽 （Ｆｅｌ ｄ１－ｄｅｒｉｖｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅ
ａｎｔｉｇｅｎ ｄｅｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ， Ｃａｔ－ＰＡＤ） 在随机、 双盲、 安

慰剂对照的试验中被证实安全、 耐受性良好， 在短期

治疗开始后长达 １ 年的时间内可显著改善猫过敏受试

者的鼻结膜炎症状［７］。 最近， 一种新的来自猫的过

敏原蛋白， 即尼曼匹克 Ｃ２ 型蛋白 （Ｎｉｅｍａｎｎ －Ｐｉｃｋ
ｔｙｐｅ Ｃ２ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＮＰＣ２） 被发现， 与犬的过敏原蛋白

Ｃａｎ ｆ７ 同属于细胞内胆固醇转运蛋白， 广泛存在于不

同的物种， 已被证明在人体不同组织中， 通过介导胆

固醇等脂质的转运参与溶酶体等多种生理活动的发

生［８］， 而在昆虫等节肢动物中， 作为气味结合蛋白

在化学信息的传递过程中发挥着重要作用［９］。 在

１４􀆰 ５％的猫过敏患者血清中， 检测到猫过敏原蛋白

ＮＰＣ２ 的高特异性 ＩｇＥ［１０］。 然而， 目前关于猫 ＮＰＣ２
蛋白的免疫相关研究仍十分有限， 缺乏系统的抗原表

位鉴定及免疫学特性分析。
本文利用多种生物信息学软件对猫过敏原蛋白

ＮＰＣ２ 的结构进行分析， 预测其 Ｔ 细胞、 Ｂ 细胞抗原

表位等， 旨在为后续 ＮＰＣ２ 蛋白的结构研究、 抗原检

测和表位疫苗的开发提供帮助。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 猫过敏原蛋白 ＮＰＣ２ 的基因序列号及其氨基酸

编码序列号

　 　 通过 ＮＣＢＩ 数据库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ．
ｇｏｖ ／ ）检索新型猫过敏原蛋白 ＮＰＣ２ 的基因序列及氨

基酸序列， 其基因登录号为 ＭＮ７３７５９６􀆰 １， 编码氨基

酸序列登录号为 ＱＮＬ１５３７１􀆰 １。
１􀆰 ２　 ＮＰＣ２ 的氨基酸序列及理化性质分析

　 　 使用 ＮＣＢＩ 进行同源序列比对， 挑选序列相似性

最高的前 ５０ 个蛋白构建进化树， 使用 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ
（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔ－ｐａｒａｍ）对蛋白质的一级

序列进行分析［１１］， 并结合软件 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 进行亲水性 ／
疏水性分析［１２］。
１􀆰 ３　 ＮＰＣ２ 的结构预测

利用 Ｎｅｔ Ｐｈｏｓ ３􀆰 １ Ｓｅｒｖｅｒ 软件对 ＮＰＣ２ 蛋白进行

磷酸化位点预测分析［１３］， 利用 ＮｅｔＮＧｌｙｃ １􀆰 ０ 进行糖

基化位点预测［１４］， 利用 ＳｉｇｎａｌＰ ６􀆰 ０ 预测蛋白上是否

带有信号肽序列［１５］； 使用 ＳＯＰＭＡ 软件对 ＮＰＣ２ 蛋白

进行二级结构的预测分析［１６］， 利用 Ｓｗｉｓｓ－Ｍｏｄｅｌ 软件

进行同源 ３Ｄ 建模［１７］。
１􀆰 ４　 ＮＰＣ２ 的抗原表位预测

利用基于神经网络的在线工具 ＡＢＣｐｒｅｄ［１８］、 基

于物理化学特性的 Ｂ 细胞表位预测方法 Ｂｃｅｐｒｅｄ［１９］、
基于蛋白质空间结构的几何特性的方法 ＥｌｌｉＰｒｏ［２０］ 预

测 Ｂ 细胞表位以及引入蛋白质语言模型 （ｐｒｏｔｅｉｎ ｌａｎ⁃
ｇｕａｇｅ ｍｏｄｅｌｓ， ＰＬＭｓ） 辅助预测抗原表位的方法

Ｂｅｐｉｐｒｅｄ［２１］； 利 用 基 于 定 量 矩 阵 和 机 器 学 习 的

ＣＴＬｐｒｅｄ 及基于试验论文表位集合训练的神经网络模

型 ＣＤ４ Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ［２２］预测 Ｔ 细胞表位。

２　 结果

２􀆰 １　 不同物种 ＮＰＣ２ 序列的同源性比较

通过 ＮＣＢＩ 数据库的氨基酸序列比对后建立系统

进化发育树［２３］， 结果显示 （图 １）， 与猫过敏原蛋白

ＮＰＣ２ 序列同源性最高的蛋白是美洲狮的 ＮＰＣ２ 蛋白

（Ｐｕｍａ ｃｏｎｃｏｌｏｒ）， 序列同源率达到了 ９９􀆰 ３３％； 猫过

敏原蛋白 ＮＰＣ２ 与犬 Ｃａｎ ｆ７ 蛋白的序列同源率为

８１􀆰 ８８％， 与 人 ＮＰＣ２ 蛋 白 的 序 列 同 源 率 为

７８􀆰 ２３％［２４］。 　
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图 １　 ＮＰＣ２ 蛋白的系统进化树

２􀆰 ２　 猫过敏原蛋白 ＮＰＣ２ 的理化性质分析

Ｐｒｏｔｐａｒａｍ 数据库分析显示， ＮＰＣ２ 蛋白由 １４９ 个

氨基酸序列组成， 分子式为 Ｃ７２９Ｈ１１５３Ｎ１８３Ｏ２０８Ｓ９， 相对

分子质量是 １６ ０９７􀆰 ８２ Ｄａ。 氨基酸分布如图 ２Ａ 所示，
该蛋白带负电荷的残基数是 １０ 个， 带正电荷的残基

数是 １３ 个， 其理论等电点为 ８􀆰 ５２。 ＮＰＣ２ 蛋白的理

论不稳定指数系数为 ４０􀆰 ６７， 大于参考值 ４０， 说明

ＮＰＣ２ 稳定性可能不高［２５］； ＮＰＣ２ 蛋白的脂肪蛋白系

数 （ＡＩ） 为 ９４􀆰 ７７， 平均亲水系数为 ０􀆰 １４４。 氨基酸

疏水性分布显示， ＮＰＣ２ 蛋白的亲水性较差 （图

２Ｂ） ［２６］。

２􀆰 ３　 猫过敏原蛋白 ＮＰＣ２ 的结构预测

２􀆰 ３􀆰 １　 ＮＰＣ２ 蛋白修饰位点的预测

Ｎｅｔ Ｐｈｏｓ ３􀆰 １ Ｓｅｒｖｅｒ 和 ＮｅｔＮＧｌｙｃ 软件预测结果显

示， 过敏原蛋白 ＮＰＣ２ 含有 １２ 个磷酸化位点， 其中

丝氨酸磷酸化位点 ８ 个 （氨基酸位置为第 ３、 ４０、
５４、 ５６、 ６６、 ６７、 ７０、 １２１ 位）， 苏氨酸磷酸化位点 ３
个 （氨基酸位置为第 ４４、 ６０、 ６２ 位）， 酪氨酸磷酸

化位点 １ 个 （氨基酸位置为第 １１９ 位）； ＮＰＣ２ 蛋白

质含 ２ 个 Ｎ－糖基化修饰位点， 分别是第 ５８、 ６４ 位的

天冬氨酸 （图 ３）。
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图 ２　 猫 ＮＰＣ２ 蛋白的氨基酸组成 （Ａ） 和疏水性分析 （Ｂ）

图 ３　 猫 ＮＰＣ２ 蛋白的磷酸化 （Ａ） 和糖基化 （Ｂ） 位点预测

２􀆰 ３􀆰 ２　 ＮＰＣ２ 蛋白信号肽的预测

预测结果如图 ４ 所示， ＮＰＣ２ 蛋白信号肽的类型

为 Ｓｅｃ ／ ＳＰＩ， 剪切位点在 １９ 和 ２０ 个氨基酸的可能性

为 ９９􀆰 ０１％， 其信号肽序列为 ＭＲＳＬＡＶＡＦＶＬＬＡＬＳＡＳ⁃
ＧＬＡ。
２􀆰 ３􀆰 ３　 ＮＰＣ２ 蛋白的二级结构预测

根据 ＳＯＰＭＡ 软件结果可知 （图 ５）， ＮＰＣ２ 蛋白

属于一种以无规卷曲二级结构为主的蛋白质， 其中 α
螺旋 占 １６􀆰 ７８％、 β 折 叠 占 ２７􀆰 ５２％， β 转 角 占

６􀆰 ０４％。 α 螺旋分别是由第 １ ～ １５ 位、 第 ６８ ～ ７５ 位氨

基酸形成； β 折叠分别是由第 ２２ ～ ２５ 位、 第 ３４ ～ ３９
位、 第 ４７ ～ ４９ 位、 第 ５５ ～ ６１ 位、 第 ７８ ～ ７９ 位、 第

１０７～１１２ 位、 第 １２３ ～ １３０ 位、 第 １３８ ～ １４２ 位氨基酸

形成； 无规卷曲分别是由第 １８～２１ 位、 第 ２６～３３ 位、
第 ４０～４６ 位、 第 ６２～６７ 位、 第 ８１ ～ １０２ 位、 第 １０５ ～
１０６ 位、 第 １１３ ～ １２２ 位、 第 １３１ ～ １３２ 位、 第 １３５ ～
１３７ 位、 第 １４２～１４９ 位氨基酸组成； β 转角分别是由

第 ５１～５２ 位、 第 １０４～ １０５ 位、 第 １３３ ～ １３４ 位氨基酸

形成。
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图 ４　 猫 ＮＰＣ２ 蛋白的信号肽位点预测

图 ５　 猫 ＮＰＣ２ 蛋白的二级结构预测

２􀆰 ３􀆰 ４　 ＮＰＣ２ 蛋白的三级结构预测

利用 Ｓｗｉｓｓ－Ｍｏｄｅｌ 工具对 ＮＰＣ２ 蛋白的三级结构

进行预测， 其 ＧＭＱＥ （全球模型质量估计） 评分为

０􀆰 ９３， 可信度高。 由图 ６Ａ 可知， ＮＰＣ２ 蛋白的三级

结构含有 α 螺旋、 β 折叠及无规卷曲等二级结构， 其

中 β 折叠的数目最多， 占比最高。 ＮＰＣ２ 蛋白三级结

构的 Ｎ 端为 α 螺旋结构， Ｃ 端为 β 折叠。
图 ６Ｂ 是基于三维构象的静电势能图， ＮＰＣ２ 蛋

白 Ｎ 端表面氨基酸残基富集正电荷， 而 Ｃ 端表面氨

基酸富集负电荷。 根据图 ６Ｃ 蛋白结构的拉式构象可

知， 蛋白质的所有氨基酸均落在坐标轴的绿色区域

（完全允许区域） 和浅绿色区域 （允许区域）。
２􀆰 ４　 猫过敏原蛋白 ＮＰＣ２ 的抗原表位分析

２􀆰 ４􀆰 １　 ＮＰＣ２ 蛋白的 Ｂ 细胞抗原表位

使用软件 ＡＢＣｐｒｅｄ、 ＥｌｌｉＰｒｏ、 Ｂｅｐｉｐｒｅｄ 和 Ｂｃｅｐｒｅｄ
对 ＮＰＣ２ 蛋白 Ｂ 淋巴细胞抗原表位进行预测， 根据氨

基酸序列性质的预测结果进行综合分析， 选择亲水性

强、 可及性高、 可塑性好、 抗原指数高的区域作为候

选表位区域。 在 ＡＢＣｐｒｅｄ 中有多个 Ｂ 细胞抗原表位，
其中得分＞０􀆰 ８ 的 Ｂ 细胞表位有 ５ 个， ＞０􀆰 ９ 的表位有

１ 个 （表 １）。 另外， 不同软件预测的共有 Ｂ 细胞抗

原 表 位 序 列 为 ８５ＦＰＩＰＥＡＤＧＣＫＳＧ９６、 ２２ＶＩＦＫＤＣＧ２８、
１００ＰＩＱＱＧＫＴＹＳＹ１０９、６５ＶＳＳＱＧ６９、１３２ＧＤＫＥＱ１３６和１１５ＶＫＮＥ⁃
ＹＰＳ１２１ （图 ７）。
２􀆰 ４􀆰 ２　 ＮＰＣ２ 蛋白的 Ｔ 细胞抗原表位

ＣＴＬｐｒｅｄ 和 ＣＤ４ Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 预测

ＮＰＣ２ 蛋白的 Ｔ 细胞线性表位为２６ ＤＣＧＳＧＦＧＶＩ３４、
１１４ＰＶＫＮＥＹＰＳＩ１２２、１２９ ＱＬＬＧＤＫＥＱＮ１３７、６ ＶＡＦＶＬＬＡＬＳＡＳ⁃
ＧＬＡＥ２０、７１ ＫＡＬＶＹＧＩＬＭＧＶＡＶＰＦ８５ 和１１６ ＫＮＥＹＰＳＩＫＶＭ⁃
ＶＫＷＱＬ１３０ （表 ２）。
２􀆰 ４􀆰 ３　 ＮＰＣ２ 蛋白的构象表位分布

猫过敏原蛋白的空间构象表位分布显示 （图 ８），
ＮＰＣ２ 蛋白的构象性表位主要位于无规卷曲区域， 少

量位于 β 折叠区域， 没有在 α 螺旋区域发现构象性

表位， 这表明无规卷曲与 β 折叠结构在 ＮＰＣ２ 构象表

位中非常重要［３０］。
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Ａ． 三维结构 （红色、 黄色和绿色区域分别代表 α 螺旋、 β 折叠和无规卷曲）； Ｂ． 静电势能 （红色表示该区域静电势为负电位， 蓝色表示为

正电位， 白色则表示为零［２７－２８］ ）； Ｃ． 拉式构象 （绿色区域为立体化学构象规则完全允许区域， 浅绿色区域为允许区域， 空白为不允许区

域［２９］ ）。

图 ６　 猫 ＮＰＣ２ 蛋白的三维结构

表 １　 猫 ＮＰＣ２ 蛋白的 Ｂ 细胞抗原表位预测结果

方法 序列 得分 方法 序列 得分

ＡＢＣｐｒｅｄ １２３ＫＶＭＶＫＷＱＬＬＧＤＫＥＱＮＬ１３８ ０􀆰 ９２０ Ｂｃｅｐｒｅｄ ５３ＱＳＹＳＶＮＶＴＦ６２ １􀆰 １８８

ＡＢＣｐｒｅｄ ８４ＰＦＰＩＰＥＡＤＧＣＫＳＧＩＮＣ９９ ０􀆰 ８４０ Ｂｃｅｐｒｅｄ ２１ＰＶＩＦＫＤＣＧ２８ １􀆰 ２２０

ＡＢＣｐｒｅｄ ３１ＦＧＶＩＫＥＬＮＶＳＰＣＰＴＱＰ４６ ０􀆰 ８３０ Ｂｃｅｐｒｅｄ ７３ＬＶＹＧＩＬＭ７９ －

ＡＢＣｐｒｅｄ ２０ＥＰＶＩＦＫＤＣＧＳＧＦＧＶＩＫ３５ ０􀆰 ８３０ Ｂｃｅｐｒｅｄ ８３ＶＰＦＰＩＰＥ８９ －

ＡＢＣｐｒｅｄ １００ＰＩＱＱＧＫＴＹＳＹＬＮＫＬＰＶ１１５ ０􀆰 ８１０ ＥｌｌｉＰｒｏ １ＭＲＳＬＡＶＡＦＶＬＬＡＬＳＡＳＧ１７ ０􀆰 ８６７

ＡＢＣｐｒｅｄ ５２ＧＱＳＹＳＶＮＶＴＦＴＳＮＶＳＳ６７ ０􀆰 ７８０ ＥｌｌｉＰｒｏ １１５ＶＫＮＥＹＰＳＩＫ１２３ ０􀆰 ７６１

ＡＢＣｐｒｅｄ ９４ＫＳＧＩＮＣＰＩＱＱＧＫＴＹＳＹ１０９ ０􀆰 ７３０ ＥｌｌｉＰｒｏ ９７ ＩＮＣＰＩＱＱＧＫＴ１０６ ０􀆰 ７３１

ＡＢＣｐｒｅｄ ７０ＳＫＡＬＶＹＧＩＬＭＧＶＡＶＰＦ８５ ０􀆰 ７００ ＥｌｌｉＰｒｏ １３２ＧＤＫＥＱ１３６ ０􀆰 ６４７

ＡＢＣｐｒｅｄ １１３ＬＰＶＫＮＥＹＰＳＩＫＶＭＶＫＷ１２８ ０􀆰 ６９０ ＥｌｌｉＰｒｏ ２９ＳＧＦＧＶ３３ ０􀆰 ５４５

ＡＢＣｐｒｅｄ ４０ＳＰＣＰＴＱＰＣＫＬＨＫＧＱＳＹ５５ ０􀆰 ６８０ ＥｌｌｉＰｒｏ ６２ＴＳＮＶＳＳＱＧＳ７０ ０􀆰 ６７５

ＡＢＣｐｒｅｄ １３３ＤＫＥＱＮＬＦＣＷＥＩＰＶＱＩＥ１４８ ０􀆰 ６３０ ＥｌｌｉＰｒｏ ７７ ＩＬＭＧＶＡＶＰＦＰＩＰＥＡＤＧＣＫＳ９５ ０􀆰 ５４４

ＡＢＣｐｒｅｄ １４ＳＡＳＧＬＡＥＰＶＩＦＫＤＣＧＳ２９ ０􀆰 ６２０ Ｂｅｐｉｐｒｅｄ ２２ＶＩＦＫＤＣＧＳＧＦＧＶＩ３４ ０􀆰 ５２３

Ｂｃｅｐｒｅｄ １３８ＬＦＣＷＥＩＰＶＱ１４６ １􀆰 ８２０ Ｂｅｐｉｐｒｅｄ ８５ＦＰＩＰＥＡＤＧＣＫＳＧＩＮＣＰＩＱＱＧＫＴＹ１０７ ０􀆰 ５２８

Ｂｃｅｐｒｅｄ １２０ＰＳＩＫＶＭＶＫＷＱＬ１３０ １􀆰 ７４５ Ｂｅｐｉｐｒｅｄ １１５ＶＫＮＥＹＰＳ１２１ ０􀆰 ５３１

Ｂｃｅｐｒｅｄ １０９ＹＬＮＫＬＰＶ１１５ １􀆰 ６７８ Ｂｅｐｉｐｒｅｄ ６５ＶＳＳＱＧ６９ ０􀆰 ５１４

　 　 注： 序列左侧上标为肽段氨基酸起始位置， 右侧上标为终止位置； 氨基酸序列得分是在相同的方法软件背景下进行比较； －表示未评分。

图 ７　 猫 ＮＰＣ２ 蛋白的 Ｂ 细胞抗原表位预测结果对比
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表 ２　 猫 ＮＰＣ２ 蛋白的 Ｔ 细胞抗原表位预测结果

方法 序列 得分 方法 序列 得分

ＣＴＬｐｒｅｄ ２６ＤＣＧＳＧＦＧＶＩ３４ １ ＣＤ４ Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ６ＶＡＦＶＬＬＡＬＳＡＳＧＬＡＥ２０ ９７􀆰 ５０

ＣＴＬｐｒｅｄ １１４ＰＶＫＮＥＹＰＳＩ１２２ ０􀆰 ９ ＣＤ４ Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ７１ＫＡＬＶＹＧＩＬＭＧＶＡＶＰＦ８５ ８５􀆰 ６５

ＣＴＬｐｒｅｄ １２９ＱＬＬＧＤＫＥＱＮ１３７ ０􀆰 ９ ＣＤ４ Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ １１６ＫＮＥＹＰＳＩＫＶＭＶＫＷＱＬ１３０ ７６􀆰 ４０

图 ８　 猫 ＮＰＣ２ 蛋白构象表位分布

２􀆰 ４􀆰 ４　 猫过敏原蛋白 ＮＰＣ２ 与犬过敏原蛋白 Ｃａｎ ｆ７
抗原表位的比较

如表 ３、 图 ９ 所示， 犬过敏原蛋白 Ｃａｎ ｆ７ 的部分

Ｂ 细胞抗原表位与猫 ＮＰＣ２ 蛋白的８７ ＩＰＥＡＤＧＣＫＳＧ９６、

２２ＶＩＦＫＤＣＧ２８和１１５ＶＫＮＥＹＰＳ１２１一致； 犬 Ｃａｎ ｆ７ 蛋白的

部分 Ｔ 细胞抗原表位与猫 ＮＰＣ２ 蛋白的１１４ＰＶＫＮＥＹＰ⁃
ＳＩ１２２、６ＶＡＦＶＬＬＡＬＳＡＳＧＬＡＥ２０和８０ＧＶＡＶＰＦ８５一致。

表 ３　 犬过敏原蛋白 Ｃａｎ ｆ７ 的 Ｂ 细胞抗原表位预测结果

方法 序列 得分 方法 序列 得分

ＥｌｌｉＰｒｏ １ＭＲＬＬＶＡＡＦＬＬＬＡＬＧＤＬ１６ ０􀆰 ８５ ＡＢＣｐｒｅｄ ８４ＰＦＰＩＰＥＡＤＧＣＫＳＧＩＮＣ９９ ０􀆰 ８４

ＥｌｌｉＰｒｏ １１５ＶＫＮＥＹＰＳＩＫ１２３ ０􀆰 ７８ ＡＢＣｐｒｅｄ ９８ＮＣＰＩＱＫＤＫＴＹＳＹＬＮＫＬ１１３ ０􀆰 ８１

ＥｌｌｉＰｒｏ ９７ ＩＮＣＰＩＱＫＤＫＴＹ１０７ ０􀆰 ７４ ＡＢＣｐｒｅｄ １２３ＫＬＶＶＱＷＭＬＬＧＤＮＮＱＨＬ１３８ ０􀆰 ８０

ＥｌｌｉＰｒｏ ６２ＴＳＮＩＰＳＱＳＳ７０ ０􀆰 ６９ ＡＢＣｐｒｅｄ ３１ＶＧＶＩＫＥＬＮＶＮＰＣＰＡＱＰ４６ ０􀆰 ７７

ＥｌｌｉＰｒｏ ５０ＨＫＧＱ５３ ０􀆰 ５９ ＡＢＣｐｒｅｄ ２４ＦＫＤＣＧＳＡＶＧＶＩＫＥＬＮＶ３９ ０􀆰 ７７

ＥｌｌｉＰｒｏ ７７ ＩＶＬＧＶＡＶＰＦＰＩＰＥＡＤＧＣＫＳ９５ ０􀆰 ５７ ＡＢＣｐｒｅｄ ５２ＧＱＳＹＳＶＮＶＴＦＴＳＮＩＰＳ６７ ０􀆰 ７６

Ｂｃｅｐｒｅｄ ６３ＳＮＩＰＳＱＳＳ７０ １􀆰 ２９ ＡＢＣｐｒｅｄ １０５ＫＴＹＳＹＬＮＫＬＰＶＫＮＥＹＰ１２０ ０􀆰 ７６

Ｂｃｅｐｒｅｄ １００ＰＩＱＫＤＫＴＹＳ１０８ １􀆰 ２８ ＡＢＣｐｒｅｄ ６６ＰＳＱＳＳＫＡＶＶＨＧＩＶＬＧＶ８１ ０􀆰 ７３

Ｂｃｅｐｒｅｄ ４８ＫＬＨＫＧＱＳＹＳ５６ １􀆰 ２６ ＡＢＣｐｒｅｄ ４４ＡＱＰＣＫＬＨＫＧＱＳＹＳＶＮＶ５９ ０􀆰 ７１

Ｂｃｅｐｒｅｄ １１４ＰＶＫＮＥＹＰ１２０ １􀆰 ２２ ＡＢＣｐｒｅｄ １１３ＬＰＶＫＮＥＹＰＳＩＫＬＶＶＱＷ１２８ ０􀆰 ６３

Ｂｃｅｐｒｅｄ １３３ＤＮＮＱＨ１３７ １􀆰 １２ ＡＢＣｐｒｅｄ ６０ＴＦＴＳＮＩＰＳＱＳＳＫＡＶＶＨ７５ ０􀆰 ６０

Ｂｅｐｉｐｒｅｄ ２８ＳＡＶＧＶ３２ ０􀆰 ５１ Ｂｅｐｉｐｒｅｄ ８６ ＩＰＥＡＤＧＣＫＳＧＩＮＣＰＩＱＫＤＫＴ１０５ ０􀆰 ５３

Ｂｅｐｉｐｒｅｄ １１３ＰＶＫＮＥＹＰＳ１２０ ０􀆰 ５３
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图 ９　 猫、 犬过敏原的预测抗原表位对比

３　 讨论

宠物过敏原已经对公众健康安全构成了严重威

胁。 新型猫过敏原蛋白 ＮＰＣ２ 属于一种胆固醇脂载蛋

白， 在多个组织中均可检测到该蛋白， 这可能会增加

人类与猫接触时发生过敏反应的概率［３０］。 通过免疫

信息学的方法对抗原进行抗原表位分析， 再利用基因

工程进行异源表达， 可高效低成本地获得低致敏性、
高免疫原性的多表位嵌合肽， 为后续多克隆抗体制备

和新型猫过敏免疫疫苗研发提供理想候选分子。 然

而， 目前尚缺乏关于猫 ＮＰＣ２ 蛋白过敏性和抗原表位

预测方面的研究。 本文利用多种生物信息学软件对一

种新型猫过敏原蛋白 ＮＰＣ２ 的结构、 理化性质等进行

了分析， 并预测其抗原表位。 这些结果为宠物过敏原

检测及免疫治疗提供了理论依据， 但仍需要进一步试

验验证。
抗原表位预测方法虽然呈现多样性， 但均基于蛋

白质的结构组成和物理化学性质。 利用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 分

析猫 ＮＰＣ２ 蛋白的平均亲水系数为 ０􀆰 １４４， 可溶于水，
但亲水性较差， 属于定位于膜外的分泌蛋白。 猫

ＮＰＣ２ 蛋白存在 １２ 个磷酸化位点和 ２ 个 Ｎ－糖基化位

点， 推测该蛋白受磷酸化调控和糖基化修饰有助于形

成抗原。 猫过敏原蛋白 ＮＰＣ２ 的 Ｎ 端表面氨基酸残基

富集正电荷， 易发生亲电反应， 也有可能成为抗体的

结合位点； 而其 Ｃ 端表面氨基酸富集负电荷， 易发

生亲核反应［３１］。
蛋白质的结构和抗原表位存在一定的关联性， 猫

ＮＰＣ２ 蛋白的二、 三级结构以无规卷曲二级结构为

主， 其次为 β 折叠、 α 螺旋和 β 转角， 因此存在多

个抗原 表 位 （ Ｂ 细 胞 表 位 为８５ ＦＰＩＰＥＡＤＧＣＫＳＧ９６、
２２ＶＩＦＫＤＣＧ２８、１００ ＰＩＱＱＧＫＴＹＳＹ１０９、６５ ＶＳＳＱＧ６９、１３２ ＧＤＫＥＱ１３６

和１１５ ＶＫＮＥＹＰＳ１２１， Ｔ 细 胞 表 位 为２６ ＤＣＧＳＧＦＧＶＩ３４、
１２９ＱＬＬＧＤＫＥＱＮ１３７、６ ＶＡＦＶＬＬＡＬＳＡＳＧＬＡＥ２０、７１ ＫＡＬＶＹ⁃
ＧＩＬＭＧＶＡＶＰＦ８５、１１６ ＫＮＥＹＰＳＩＫＶＭＶＫＷＱＬ１３０ ）， 说 明

猫过敏原蛋白 ＮＰＣ２ 可能具有强的免疫原性。 另外发

现， 在猫 ＮＰＣ２ 蛋白的构象表位氨基酸组成中， 缬氨

酸是不同软件预测结果中 １４ 个构象性表位的共有氨

基酸， 可能是关键表位， 其空间结构的位置较为分

散， 从肽链 Ｎ 端到 Ｃ 端均有预测的抗原表位分布，
但在第 ７６～１２８ 位氨基酸之间分布集中， 说明该区域

可能是免疫 Ｂ 细胞识别的关键表位。
猫过敏原蛋白 ＮＰＣ２ 与犬过敏原蛋白 Ｃａｎ ｆ７ 具有

高度的序列相似性， 其同源率为 ８１􀆰 ８８％。 不同软件

预测显示， 猫 ＮＰＣ２ 蛋白犬与 Ｃａｎ ｆ７ 蛋白的抗原表位

序列具有一定的相似性， 它们可能具有相同 Ｂ 细胞

抗原表位， 分别是６３ ＳＮＩＰＳＱＳＳ７０、１００ ＰＩＱＫＤＫＴＹＳ１０８、
１１３ＰＶＫＮＥＹＰＳ１２０和７７ＩＶＬＧＶＡＶＰＦＰＩＰＥＡＤＧＣＫＳ９５， Ｔ 细

胞 表 位 分 别 为９２ ＧＣＫＳＧＩＮＣＰ １００、１１４ ＰＶＫＮＥＹＰＳＩ１２２、
１ＭＲＬＬＶＡＡＦＬＬＬＡＬＧＤ１５、 ５６ＳＶＮＶＴＦＴＳＮＩＰＳＱＳＳ７０、
７１ＫＡＶＶＨＧＩＶＬＧＶＡＶＰＦ８５ 和１０１ ＩＱＫＤＫＴＹＳＹＬＮＫＬＰＶ１１５。
这预示着人类对猫、 犬可能存在免疫交叉反应， 但还

需要进一步的试验来进行验证。
本研究利用生物信息学的方法对新型猫过敏原蛋

白 ＮＰＣ２ 进行了分析， 并预测了其原表位， 获得了更

易与抗体结合并形成抗原表位的氨基酸序列区域。 这

为快速开发用于治疗或预防猫过敏的广谱性多克隆抗

体或制备表位疫苗提供了一定的理论基础。
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