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麻疹病毒血凝素蛋白抗原表位的
预测与分析

冯燕 钟淑玲 徐昌平 卢亦愚

【摘要】 目的 探讨麻疹病毒（MeV）流行株血凝素蛋白（H）抗原表位上氨基酸（aa）变异对

病毒抗原性的可能影响。方法 利用生物信息学软件预测MeV H蛋白上B细胞线性表位，设计

并合成来源于疫苗株和流行株表位以及同一区域非表位上的多肽对。间接ELISA法检测合成多

肽的免疫原性，并制备多肽免疫血清。采用交叉ELISA法分析两条多肽间的抗原性差异，计算抗

原比。结果 合成的多肽均能与MeV免疫血清结合，其中设计在表位区的多肽对CW23/CW22

（273～282 aa）结合能力最强，而非表位区多肽对CW150/CW151（418～427 aa）结合能力最弱。多

肽对中来源不同两条多肽间抗原性差异较大，其中CW23（疫苗株来源）与CW22（流行株来源）间

抗原比为 16，CW123（疫苗株来源）与CW124（流行株来源）（236～246 aa）间的抗原比为 2.877±

0.583。非表位多肽对中，CW125与CW126（356～364 aa）间抗原比为 1.631±0.481，而CW150与

CW151间抗原比为10.367±1.617。结论 麻疹流行株上仍存在保守的抗原表位，但预测的抗原

表位及非表位区上的部分aa变异导致疫苗株与流行株间抗原性存在差异。
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【Abstract】 Objective To discuss the antigenic change caused by the mutation of amino acid
on the epitopes of the hemagglutinin of measles virus. Methods The B cell linear epitopes in the
hemagglutinin were predicted with bioinformatics software. Peptide pairs，which located on the same
region but originated from measles vaccine and wild-type virus respectively，were designed and
synthesized. After detecting the immunogenicity of peptides with indirect ELISA assay，sera against
each peptide was prepared. Antigenic specificity between the two peptides within each peptide pair
were tested by using cross ELISA assay，and then antigen ratios were calculated. Results All the
synthesized peptides could bind with immune sera against measles virus，of which the peptide pair
CW23/CW22 designed on the epitope region（273-282 aa）possessed the highest binding ability，
while the peptide pair CW150/CW151 designed on the non-epitope region（418-427 aa）showed the
lowest binding ability. The difference in antigenic specificity between the two peptides from different
sources was significant. The antigenic ratio was up to 16 between CW23（vaccine-originated）and
CW22（wild-type originated），and 2.877±0.583 between CW123（vaccine-originated）and CW124
（wild-type originated）（236-246 aa）. On the non-epitope regions，the antigenic ratios was only
1.631±0.481 between peptide pair CW125 and CW126（356-364 aa），but reached to 10.367±1.617
between CW150 and CW151. Conclusion Although there were several conservative epitopes，
specific amino acid mutation on the predicted epitope or non-epitope regions might cause the antigenic
change of wild-type measles virus.

【Key words】 Measles virus；Hemagglutinin；Epitope；Peptide；Antigenic specificity
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抗原表位（epitope）是抗原分子上能够刺激机体

产生抗体或致敏淋巴细胞并被其识别的区域，通常

由数个或数十个氨基酸（aa）残基组成，决定着抗原

的特异性［1-2］。病毒变异一旦出现或影响到抗原表

位，就可能使抗体与抗原分子无法结合或结合能力

降低，从而导致抗原性改变。麻疹病毒（MeV）流行

株与疫苗株在基因和抗原性上的差异已引起广泛关

注［3-4］，但流行株的 aa变异是否影响病毒抗原性尚不

清楚。本研究采用生物信息学软件预测MeV H蛋

白上的B细胞抗原表位，并合成多肽对。通过分析

不同来源（疫苗株来源与流行株来源）同一区域的多

肽与相应多肽免疫血清结合能力的差异，探讨流行

株与疫苗株在 H 蛋白上 aa 差异对病毒抗原性的可

能影响。

材料与方法

1. BALB/c 小鼠：用于制备动物免疫血清的

BALB/c小鼠（SPF级，4～6周龄，雌性）由浙江省中

医学院实验动物中心提供。

2. 麻疹流行株 H 基因 aa 序列：33 株 H1 基因型

MeV流行株［5］及麻疹疫苗株H基因序列由GenBank

下载，采用BioEdit软件进行流行株与疫苗株的序列

比对。

3. 多肽的预测与合成：根据MeV流行株与疫苗

株 H 基因 aa 序列比对结果，采用生物信息学软件

DNAStar的Protean模块和在线软件EXPASY，进行

B细胞线性表位预测。以亲水性、表面可及性、柔韧

性以及二级结构为筛选标准，设计长度为 9～11个

aa的多肽。设计的多肽由上海强耀生物科技有限公

司合成，并偶联匙孔血蓝蛋白（Keyhole limpet

hemocyanin，KLH）增加免疫原性。多肽抗原指数

（Antigenicity index，AI）的分析参照文献［6］进行。

4. 免疫血清的制备：参照多克隆抗体制备技

术［7］，将浙江省麻疹流行株 MVi/Zhejiang.CHN/

18.10/5［5］与合成多肽，分别免疫4～6周龄BALB/c小

鼠，制备得到MeV 免疫血清与各种多肽免疫血清。

5. 合成多肽免疫原性的检测：将合成多肽稀释

为 20 μg/ml包被酶标板，间接ELISA法检测各多肽

与MeV免疫血清的结合能力，测定A450值。通过计

算P/N值，即（阳性对照A值－空白对照A值）/（阴性

对照A值－空白对照A值），判断各多肽的免疫原性。

6. 多肽对中不同来源的两条多肽与相应两种免

疫血清的结合能力测定：参考文献［8］，将多肽对中

两条不同来源的多肽与相应多肽制备的免疫血清进

行交叉 ELISA 试验。以多肽对 CW23/CW22 为例，

具体步骤：分别以 20 μg/ml的疫苗多肽 CW23 和流

行株多肽 CW22 稀释液 100 μl 包被酶标板，再分别

与两倍系列稀释的CW23和CW22多肽免疫血清进

行ELISA反应，测定A450值。以抗体阳性的血清最高

稀释度为抗体滴度，计算多肽对中疫苗株来源与流

行株来源的两条多肽间的抗原比［8］。

结 果

1. 抗原表位的预测与多肽合成：综合二级结构、

亲水性、表面可及性以及柔韧性，MeV H 基因上第

123～134、140～151、235～247、277～283、367～

379、487～495 以及 608～613 位 aa 为预测的 B 细胞

线性表位区。结合流行株与疫苗株 H 基因 aa 序列

比对结果，以流行株存在2～3个稳定变异位点为选

择依据，在预测的抗原表位区、非表位区分别设计两

对多肽，在保守的表位区设计两条多肽。多肽序列、

位置、来源等信息见表1。

抗原指数计算显示，除非表位区多肽对CW125/

CW126外，其他多肽抗原指数均＞0，保守区表位多

肽CW148和CW149抗原指数较高，分别为0.047和

0.065。表位区多肽对中，疫苗株多肽的抗原指数高

于流行株多肽，如CW23和CW123抗原指数分别为

0.021和 0.049，而流行株多肽CW22和CW124抗原

表1 MeV H蛋白上合成多肽信息

区域

表位(变异区)

非表位区

表位(非变异区)

编号

1

2

1

2

1

2

名称

CW23

CW22

CW123

CW124

CW125

CW126

CW150

CW151

CW148

CW149

序列

TNYLEQPVSN

TNYFEQPISK

KPNLSSKRSEL

KPNLNSKGSEL

GVIADNQAK

GVITDNQAN

SLTVELKIKI

SLAAEPKIKI

KFLNPDREYD

PTTRTDDKLR

aa位置

273～282

236～246

356～364

418～427

123～132

368～377

抗原指数

0.021

0.012

0.049

0.024

-0.026

-0.023

0.031 4

0.030 6

0.047

0.065

分子量（Da）

1 164.25

1 226.36

1 258.45

1 186.34

915.02

930.98

1 143.44

1 069.32

1 296.41

1 202.34

变异数

3

2

2

3

0

序列来源

疫苗株

流行株

疫苗株

流行株

疫苗株

流行株

疫苗株

流行株

流行株与疫苗株一致
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指数为0.012和0.024。

2. 合成多肽的免疫原性：采用间接ELISA测定

各多肽与MeV免疫血清间的结合能力，分析多肽免

疫原性。与阴性对照比较，合成的各多肽均能与

MeV 免疫血清结合。其中，表位区多肽对 CW23/

CW22 与 MeV 免疫血清的结合能力最强，P/N 值分

别 高 8.540 和 10.263；非 表 位 区 多 肽 对 CW150/

CW151 与 MeV 免疫血清结合最弱，P/N值为 3.385

和 2.733；保守区多肽CW148和CW149免疫原性介

于上述二者之间，P/N值分别为4.458和5.966，见表2。

3. 多肽对中不同来源的两条多肽间抗原性差

异：将合成的多肽分别免疫小鼠（每条多肽免疫 7

只），获得免疫血清。抗原表位多肽对中，不同来源

的两条多肽与相应多肽免疫血清进行交叉ELISA试

验后，抗体滴度见图 1。CW23/CW22 多肽对中，

CW23免疫血清对CW23的抗体滴度为1 ∶ 512，对流

行株多肽 CW22 的抗体滴度为 1 ∶ 64；流行株多肽

CW22 免疫血清对 CW23 的抗体滴度为 1 ∶ 16，对

CW22 的 抗 体 滴 度 为 1 ∶ 512，见 图 1。 CW123/

CW124 多肽对中，CW123 免疫血清对 CW123 的抗

体几何平均滴度（GMT）为 1 ∶ 420，对流行株多肽

CW124的GMT值为1 ∶ 141；流行株多肽CW124免疫

血清对 CW123 的 GMT 值为 1 ∶ 105，对 CW124 的

GMT值为1 ∶ 263，见图2。

非表位多肽对 CW125/CW126 中，疫苗多肽

CW125血清对疫苗多肽CW125的GMT值为1 ∶ 420，

对流行株多肽CW126的GMT值为1 ∶ 232；流行株多

肽CW126免疫血清对CW125的GMT值为 1 ∶ 156，

对 CW126 的 GMT 值为 1 ∶ 210，见图 3。CW150/

CW151 肽对中，疫苗多肽 CW150 血清对疫苗多肽

CW150的GMT值为1 ∶ 64，而对流行株多肽CW151

的 GMT 值为 1 ∶ 3；流行株多肽 CW151 免疫血清对

CW150的GMT值为1 ∶ 9，而对CW151的GMT值为

1 ∶ 39，见图4。

4. 多肽对中不同来源两条多肽的抗原比：利用

交叉ELISA测定的抗体GMT值，计算多肽对中两条

多肽的抗原比，见表 3 和图 5。表位多肽对 CW23/

表2 MeV合成多肽的免疫原性
A450

CW23

CW22

CW123

CW124

CW125

CW126

CW150

CW151

CW148

CW149

免疫血清(x±s)
0.632±0.032

0.585±0.037

0.420±0.078

0.450±0.014

0.682±0.013

0.675±0.038

0.440±0.046

0.328±0.019

0.526±0.011

0.692±0.047

阴性对照(x±s)
0.074±0.016

0.057±0.007

0.056±0.016

0.065±0.010

0.174±0.029

0.164±0.033

0.130±0.031

0.120±0.063

0.118±0.014

0.116±0.015

P/N

8.540

10.263

7.500

6.923

3.920

4.116

3.385

2.733

4.458

5.966

注：CW123P 指 CW123 多肽，CW123S 指 CW123 多肽血清；

CW124P指CW124多肽，CW124S指CW124多肽血清

图2 MeV CW123/CW124多肽对与CW123/CW124

免疫血清交叉ELISA结果

注：CW23P指CW23多肽，CW23S指CW23多肽血清；CW22P

指CW22多肽，CW22S指CW22多肽血清

图1 MeV CW23/CW22多肽对与CW23/CW22

免疫血清交叉ELISA结果

注：CW125P 指 CW125 多肽，CW125S 指 CW125 免疫血清；

CW126P指CW126多肽，CW126S指CW126免疫血清

图3 MeV CW125/CW126多肽对与CW125/CW126

免疫血清交叉ELISA结果
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CW22间抗原性差异最大，抗原比为 16；而CW123/

CW124间抗原比平均为2.877±0.583。非表位多肽

对中，CW125/CW126间抗原比最小，平均为1.631±

0.481；而 CW150 与 CW151 间 抗 原 比 为 8.000～

11.314，平均为10.367±1.617。

讨 论

本研究根据 Jameson和Wolf［9］提出的综合预测

方案，筛选出MeV H蛋白上高亲水性、高表面可及

性、柔韧性好的β转角和不规则卷曲区域作为抗原表

位。为了提高预测准确性，同时采用 Expasy 和

DNAStar 两种软件 4 种预测方案，最终获得 H 蛋白

具有成为B细胞线性表位可能的7个区域。

根据预测结果，在H蛋白保守的抗原表位区设

计 合 成 的 多 肽 CW148（123～132 aa）和 CW149

（368～377 aa）抗原指数较高，其中CW149抗原指数

为 0.065，说明H蛋白两区域抗原性较强，而强抗原

性可能是导致该区域稳定不易发生变异的原因之

一。同时，CW148和CW149均具有与MeV免疫血

清结合的能力，提示麻疹流行株H蛋白存在保守的

抗原表位，可能是麻疹疫苗抗体中和各基因型流行

株的重要原因。

在合成的表位多肽对 CW23/22（273～282 aa）

与 CW123/124（236～246 aa）中，疫苗株多肽 CW23

和CW123抗原指数高于来源于流行株同一位置的

多肽CW22和CW124，提示流行株 aa的突变可能会

降低疫苗株原有表位的抗原性。在合成多肽对中，

CW23/CW22与MeV免疫血清的结合力最强，提示

免疫原性强，可能为B细胞优势表位区。目前，B细

胞抗原表位已广泛用于基础免疫学研究和抗体的制

备，如烟草花叶病毒外壳蛋白长度为 6个 aa的多肽

免疫家兔后诱生的抗体能够阻断该病毒感染［10］。本

研究筛选得到的 CW23/CW22 多肽，是否能作为抗

原用于MeV抗体的制备或多肽疫苗的研究，值得进

一步探讨。

抗原性差异分析结果表明，同一多肽对中，疫苗

株来源的多肽与自身免疫血清结合能力高于与相应

流行株多肽免疫血清的结合能力，与全病毒的交叉

中和试验结果相符［11］。根据抗原比的定义，即抗原

比在1.5～2.0时，两者间抗原性有小的差异，而抗原

比越大，差异越大［8］，CW23和CW22间抗原性差异

较大（抗原比为16），提示该抗原表位区由于3个aa的

变异可能导致流行株抗原性较大程度的改变。

CW123和CW124虽为早期研究认定的中和抗体表

位，且与阻止病毒细胞融合有关的线性表位H244～

250 aa［12］存在部分重叠，但该区由2个aa变异引起的

抗原性差异小于CW23/CW22，即该区域中aa变异对

病毒抗原性作用程度小于CW23/CW22区。

由于生物信息学对表位的预测准确性无法达

到 100%，所谓非表位区仅能作为抗原表位研究的

参考。因此，本研究在预测的非表位区合成两对多

肽，用于验证 aa突变对病毒抗原性的影响。虽然 2

注：CW150P 指 CW150 多肽，CW150S 指 CW150 免疫血清；

CW151P指CW151多肽，CW151S指CW151免疫血清

图4 MeV CW150/CW151多肽对与CW150/CW151

免疫血清交叉ELISA结果

表3 MeV H蛋白各多肽间抗原比

血清编号

1

2

3

4

5

6

7

x±s

注：因 CW23/CW22 免疫后 7 只小鼠血清混合，仅计算一次抗
原比

CW23/
CW22

16.000

-

CW123/
CW124

2.828

4.000

2.828

2.828

2.000

2.828

2.828

2.877±0.583

CW125/
CW126

1.000

1.000

2.000

2.000

1.414

2.000

2.000

1.631±0.481

CW150/
CW151

8.000

8.000

11.314

11.314

11.314

11.314

11.314

10.367±1.617

注：CW23/CW22免疫后 7只小鼠血清混合，无标准差描述；其

余多肽柱状图均为x±s

图5 MeV各多肽对中不同来源两条多肽间的抗原比
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个多肽对也具有与 MeV 免疫血清结合的能力，但

免疫原性低于表位多肽。CW125和CW126的抗原

指数＜0，两者间抗原比仅为 1.631±0.481，提示该

区为非表位区的可能性大，发生在该区的 aa突变对

流行株的抗原性影响不明显。但是，多肽对

CW150/CW151 间抗原比为 10.367±1.617，说明部

分预测的非表位区上 aa改变也与病毒抗原性的改

变密切相关。

目前，全球使用的麻疹疫苗均为A基因型MeV

减毒株，且沿用至今已超过 60年［13］。在中国，即使

在实施两剂次麻疹疫苗接种的免疫策略后，免疫覆

盖率大大增加，但麻疹的暴发和散发病例仍时有发

生［14］。国内学者在分析麻疹流行的原因时，对当前

流行株的基因变异，以及血清抗体对疫苗株与流行

株中和能力的不同分别进行了阐述［5，11，15］。本研究

阐明了 H 蛋白的某些 aa 变异与病毒免疫原性改变

及其程度之间的关系，为进一步分析麻疹流行的原

因以及流行株变异对疫苗效果的影响提供了基础

数据。
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