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·实验室研究·

主要黄病毒E蛋白抗原表位分析与初步鉴定

徐晓立杨建军任瑞文刘建伟 马四辈 白志军 方关玉

【摘要】 目的对主要黄病毒结构蛋白的抗原表位情况进行系统分析，鉴别共同及特异性抗原

表位并对可能的特异性抗原表位进行原核表达。方法 分别利用DNAStar及ANTHEPROT软件对

登革病毒1—4型、流行性乙型脑炎(乙脑)病毒及黄热病毒E蛋白的亲水性、抗原性、可塑性、表面可及

性和G锄i*Rob∞n的二级结构进行分析。预测可能的抗原表位。在此基础上，根据表位位置和氨基
酸序列的相似性，分析6种病毒的共有及特异性抗原表位，并参考GcnBank中的序列信息，对预测的

抗原表位进行比对，进一步分析抗原表位在不同病毒株中的保守性。然后利用pET32及pMAI，-c2x系

统对可能的特异性抗原表位进行高效原核表达、wjst锄blot验证其抗原性。结果经系统的生物信
息学分析，共预测获得登革病毒1—4型、乙脑病毒及黄热病毒共有抗原表位l 5个，病毒特异性抗原表

位47个。利用pET32及pMAL．c2x系统对6种病毒部分可能的特异性抗原表位进行了高效表达。

wjst咖blot结果显示登革病毒1型及2型表达抗原片段表现良好的抗原反应原性，并与试验中所用其
他黄病毒及甲病毒多克隆抗体无明显的交叉反应。而所表达的登革病毒3型和4型、乙脑病毒及黄热

病毒片段无抗原反应原性。结论6条原核表达抗原片段经w豁t锄blot验证，获得登革病毒1型和2
型特异性抗原片段。

【关键词】黄病毒；抗原表位；原核表达
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有研究显示，在登革病毒(DV)感染过程中，病

毒E蛋白中的黄病毒共有抗原表位起感染增强作
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用，而DV型特异性抗原表位则起中和作用n】。因

此，鉴别Dv共有抗原表位和特异性表位，对于DV

致病机制及诊断试剂的研制有着重要意义。本研究

使用生物信息学的方法，对DV 1～4型、黄热病毒和

流行性乙型脑炎(乙脑)病毒(JEV)的E蛋白抗原表

位进行了分析，并对预测获得的部分抗原表位进行

初步原核表达及West锄blot验证，为进一步探讨DV

的致病机制及诊断试剂的研制提供依据。
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材料与方法

中华流行病学杂志2009年5月第30卷第5期Chin J Epi出miol，May 2009，v01．30，No．5

1．材料：实验中所用病毒：DV 1型(Hawaii株)、

DV2型(NGC株)、DV 3型(H87株)、DV4型(H24l

株)、乙脑病毒(中山株)、黄热病毒(17D株)，均为广

州军区疾病预防控制中心疾病控制科传代保存。抗

原位点保守性分析所用其他株系E蛋白序列来自

GenBank。内切酶、连接酶、T载体购自大连TaKaRa

生物公司。凝胶纯化回收及质粒快速提取试剂盒购

自OMEGA公司。Trizol及反转录试剂购自

Invi仃ogen公司。pET32表达载体购自Novagen公司，

pMAL．c2x表达载体购自New England Biolabs公司，

表达宿主菌DE3、RDsetta(DE3)由本实验室传代保存。

2．抗原性分析：利用DNAStar protean及

ANTHEPRoT软件，分析以下参数：Hopp—WoodS及

Kyte．Doolittle的亲水性参数‘21；Jameson．wblf的抗原

性参数【3]；l幽∞lus．schulz的可塑性参数[4]；Emini的

表面可及性参数‘53；Gamier-Robson的二级结构参

数。综合分析以上各种参数，选择以上4个参数预

测中有较一致性的片段，同时考虑这一区域是否含

有易形成抗原表位的B转角和无规则卷曲结构。综

合分析DV 1～4型、黄病毒和乙脑病毒E蛋白抗原

表位，根据表位位置和氨基酸序列的相似性，鉴定以

上6种病毒的共有及特异性抗原表位。

3．抗原位点保守性分析：利用GenBaIlk的

BLAsT工具，检索GenBaIll【中所有相关代表性病

毒，对预测的抗原表位进行比对，分析抗原表位区域

氨基酸序列在其他株系中的保守性，比较分析，初步

筛选可能的抗原性片段。

4．RNA提取及目的片段的克隆：6种病毒的抗

原表位中，各选择抗原性预测得分值最高的一个病

毒特异性抗原表位片段(包含DV l型E135．141表

位的区域，约120 bp)设计引物，按照Invi仃09en的

确zol操作说明提取病毒RNA，采用常规方法进行

RT-PCR反应，PcR反应条件：取cDNA 2“l，10×

PcR缓冲液5“l，正向引物、反向引物各2¨l、dNllP

8¨l、LA嘲2 U，补水至总体积50 pl进行PCR扩

增。反应参数：95℃5 min，然后94℃30 s、55℃

40 s、72℃90 s，共32次循环；最后72℃延伸7 min。

扩增片段纯化、回收后，克隆入pMDl9 T载体，由博

亚生物公司测序。

5．表达载体构建：PCR扩增片段，经酶切、纯化、

回收后，DV l型抗原表位克隆人pET32a载体，其余

表位片段均克隆入pMAL．c2x载体：取载体2 pI(约

200 ng)，酶切目的片段2“l(约200 ng)，45cC加热

5 min，立即冰浴10 s，加入T4DNA连接酶0．5 U，连

接酶Bu仃er l“l，用灭菌四馏水补至10“l，16℃连接

8 h，取重组质粒5 ul转化感受态菌DH5a，加入无抗

生素的LB液体培养基300 LLl，37℃复苏45 min后，

取100山涂抗生素平皿，37℃培养12 h。

6．多克隆抗体制备：黄病毒属乙脑病毒、黄热病

毒、DV 1～4型及甲病毒属基孔肯雅、辛德毕斯、西

门利克、马雅罗、罗斯河、鹭山和盖塔病毒10。2倍稀

释后，按200“l／只分别接种3日龄乳鼠，待发病后解

剖取乳鼠脑磨碎、离心，取上清10倍稀释并加入等

量佐剂乳化后，分别多点注射免疫6～8周龄昆明鼠

(300州只)，4次免疫后腹腔注射S180细胞，3—5 d

后收集腹水即为13种病毒的多克隆抗体。

7．诱导表达及Westem blot：克隆菌株经PCR鉴

定为阳性后，送博亚公司测序，确定读码框架准确无

误后，转化BL21(DE3)表达宿主菌，IPTG诱导表达，

sDs—PAGE电泳检测，分别用上述多克隆抗体

westem blot分析所表达片段抗原性。

结 果

1．抗原性分析：通过对6种病毒的疏水性、抗原

性、可及性及可塑性分析，并参考GenBaIll(中的序列

信息，4种参数预测结果较为一致的抗原表位为：

DV 1型病毒15个、DV 2型病毒17个、DV 3型病毒

17个、DV 4型病毒16个、乙脑病毒11个、黄热病毒

17个。根据表位位置和氨基酸序列的相似性及保

守性分析，鉴定了6种病毒共有表位15个，病毒特异

性抗原表位47个(表1)。

2．表达载体构建：6种病毒的抗原表位中，各

选择抗原性预测得分值最高的一个病毒特异性抗

原表位片段(约120bp)，经PCR扩增、酶切，利用不

同的载体，共构建了6个表达载体(其中DV l型抗

原表位克隆入pET32a载体，其余抗原表位片段均

克隆人pMAI，-c2x载体)，经测序证实读码框架准

确无误。

3．诱导表达及Westem blot结果：诱导表达结果

显示，与阴性对照菌比较于相对分子质量(尬)40×

103左右出现一特异性带，表达量在40％以上，与预

期结果相符(图1)。w色stem blot结果显示，DV 1型

及2型表达抗原片段表现良好的抗原反应原性(图

2)，并与试验中所用黄病毒及甲病毒多克隆抗体无

明显的交叉反应。DV 3型、DV 4型、乙脑病毒及黄

热病毒原核表达片段则无抗原反应原性。
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抗原表位在E蛋白中位置 具该表位的病毒 氨基酸序列

共有抗原表位

E36．44

E46-54

E46．54

E69．8l

E86．9l

E147．151

E203．208

E153．16l

E245．25 l

E308．319

E327-334

E361．367

E470-476

E309．316‘

E393．398‘

特异性抗原表位

E135．14l。E227-235．E340．349

E123-128，E131一135，E143-149，E34m347，E223．229，E2眼294，E383-387，E391．398
E184．190，E269-274，E222·231。E336—346，E357-3“。E366．375，E389—396

E165-17l。E233_238，E270-275，E223-229，E340-347，E74-88，E357·364

E25-30，E35-4l，E52．57，E70—79，E93．10l，E128-134，E198．202，E206．2ll，E2讧273，
E294·297，E147．155。E357-362，E397-385

DVl一4．Ⅱ!V

DVl_4

DVl_4

DVl．DV2

DVl一3．YF

DVl，DV3，￡I、，4

DVl。DV2，Dv4

DVl．DV2

DVl_4

DVl。DV3，Dv4

DVl．DV3

DVl一3

DVl一4．Ⅶ

YF．JEV

DV4．YF

DVl

DV2

DV3

Dv4

YF

MAKDKPn．D

ELLKTEVTN

ELLKTEVTN

r兀DSRCPl'QGE

EEQDTN

TGDQHQ

～Ⅱ：KKSW

VGETTEHG

AHAKKQE

FKLEKEVAETQH

KYEGTDAP

TDKEKPV

LNSRSTS

NPTDTGHG

RKGSSI

E81．88。E94_102。E129-137，E233-238，E328．334，E386-392，E475．48l。E285—299．E146—154 JEV 一

注：4在黄病毒E蛋白中的位置；6在Dv4型E蛋白中的位置；其余共有抗原表位为在DV 1型E蛋白中的位置；病毒特异性抗原表位为在

各自E蛋白中的位置

注：M：分子质量标准；1：DV 1型；2：DV2型[因pMAI≈2x双

酶切后切掉了约8×1矿(坛)的载体蛋白，而本研究中插入的外源蛋

白仅40Aa，约4×lo，(腻)左右，所以表达后重组蛋白反而比空载体

表达蛋白分子质量小]；3、4：分别为DV 3型、DV4型；5：乙脑病毒；

6：黄热病毒；7：pMJu心2x空载体对照；8：未诱导对照

圈l主要黄病毒特异性抗原片段的原核表达

讨 论

对病毒结构蛋白进行系统的生物信息学分析，

可以大致确定可能的抗原区域，从而大大减少实验

筛选工作。目前，关于抗原表位预测一般可参考6

个参数：亲水性、可及性、抗原性、可塑性、二级结构

注：l一4：DV l、2、3、4型；5：乙脑病霉；6：贾热病霉；M：分子

质量标准；左图为DV l型多克隆抗体杂交结果；右图为DV2型多

克隆抗体杂交结果

图2 w．e蛐珊blot结果

预测和电荷分布。在这些参数中，亲水性和可及性

是形成抗原表位的首要条件，但抗原性的有无还与

序列中特定氨基酸的出现、片段的活动性及二级结

构的构象有关，单独应用各种方案预测的准确率均

不高，但是将上述各参数综合考虑，预测成功率则很

高，已经在HⅣ、人DAO氨基酸序列、恶性疟原虫裂

殖子表面蛋白MSP一2的抗原表位分析、新城疫La

Sota株和V4株F蛋白、黑色素瘤特异性蛋白抗原等

的研究中取得成功。并在癌症、自身免疫病中已得
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到初步应用№’7】。在本研究中，预测结果表明，DV 1

型E蛋白有15个抗原表位，与即往研究的DVE蛋

白上约有16个抗原表位的预测结果基本相符¨】。

Wu等旧1发现Dv 2型E蛋白有中和抗原表位

E380—389，这也与本研究预测的抗原表位E383—387

相符，位置的差异可能是菌株不同所造成。国内有

研究用噬菌体展示肽库筛选DV 2型E蛋白的抗原

表位，初步确定E蛋白的抗原表位E390．398

(、ⅦlⅨGSSIGQ)[10】，与本研究预测抗原表位

E391．398(WFKKGSSSI)相符；111aweesak等n¨利用

合成多肽及单克隆抗体证明E386．397为E蛋白的线

性中和抗原表位，也与预测的抗原表位相符。说明

采用生物信息学预测的方法，基本可以覆盖绝大部

分抗原表位，在此基础上进一步用实验方法对预测

抗原表位进行验证，可以提高抗原表位筛选的效率。

DV隶属黄病毒科，包括l～4个血清型。登革

热是仅次于疟疾的重要热带病，成为流行区国家重

要的公共卫生问题并造成沉重的疾病负担¨21。其防

制的关键在于敏感、特异、适合临床应用的诊断手段

和高保护力疫苗的研制，目前这两方面的研究进展

不大。疫苗的研制主要困难在于其复杂的免疫机

制，一般认为，DV表面存在群特异性和型特异性抗

原表位，群特异性抗原表位为黄病毒所共有，其产生

的抗体对Dv感染有较强的增强作用，称为增强性

抗体；型特异性抗原表位产生的抗体具有较强的中

和作用，称为中和抗体，能中和同一型DV的再感

染，对异型病毒也有一定中和能力。二次感染时，如

血清中增强性抗体活性弱，而中和抗体活性强，则病

毒血症迅速被消除；反之，则形成病毒抗体复合物，

并结合到单核细胞系表面，随着吞噬作用进入细胞

内繁殖，进而导致弥漫性出血、休克等一系列病理过

程，即所谓的抗体依赖性感染增强现象n引。因此，任

何安全、有效的DV疫苗都必须是四价的，并要剔除

增强性抗原表位。在DV的血清学诊断方面，由于

不同黄病毒之间存在严重的血清学交叉反应，在

那些存在多种黄病毒流行的区域，由于混合感染，

患者体内存在交叉抗体，使得免疫学诊断及鉴别

诊断十分困难n引。因此，有必要对DV抗原表位进

行深入细致的研究，为特异性诊断试剂及进一步

疫苗的研制提供依据。

本研究中，对6种常见黄病毒的共有及特异性

抗原表位进行了系统分析，初步预测获得共有抗原

表位15个，特异性抗原表位47个，并对部分抗原表

位的免疫学特性进行了研究，为Dv致病机制及诊

断试剂的深入研究提供了线索。
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