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柯萨奇病毒A组19型VP1蛋白生物信息学分析*
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【摘要】 目的 分析柯萨奇病毒A组19型(coxsackievirus
 

A19,CVA-19)VP1蛋白的理化性质、结构功能并预测其线

性B细胞表位和T细胞表位。 方法 应用ProtParam分析CVA-19
 

VP1蛋白的理化性质;ProtScale预测其亲疏水

性;使用SignalP
 

6.0、DeepTMHMM、NetPhos-3.1和 Motif
 

Scan分别预测CVA-19
 

VP1蛋白的信号肽、跨膜结构域、磷
酸化位点和脂酰化位点;利用NetCGlyc-1.0、NetNGlyc-1.0和NetOGlyc-4.0分别预测CVA-19

 

VP1蛋白的C-甘露糖基

化位点、N-糖基化位点和O-N-乙酰半乳糖胺(N-acetylgalactosamine,GalNAc)(粘蛋白型)糖基化位点;通过SOPMA和

SWISS-MODEL在线工具分别预测CVA-19
 

VP1蛋白的二级结构和三级结构;使用网络服务器IEDB、Bepipred
 

3.0、

ABCpred和SVTMrip联合预测其线性B细胞表位;应用IEDB和SYFPEITHI综合预测其 T细胞表位。 结果 
CVA-19

 

VP1蛋白的分子质量为33.099
 

ku,等电点为5.84,不稳定系数为37.50,总平均亲水性为-0.185,是一种稳定

的亲水性蛋白,无信号肽、跨膜区和脂酰化位点。预测该蛋白含有30个可能的磷酸化位点、1个 N-糖基化位点和7个

O-GalNAc(粘蛋白型)糖基化位点,但无C-甘露糖基化位点。CVA-19
 

VP1蛋白的二级结构中,α-螺旋、延伸链、β-转角和

无规则卷曲分别占24.66%、24.32%、2.70%和48.31%,以无规则卷曲为主。预测出该蛋白有6个潜在优势线性B细

胞表位、3个潜在优势细胞毒性T淋巴细胞表位和9个潜在优势辅助性T细胞表位。 结论 用生物信息学方法预测

CVA-19
 

VP1蛋白为稳定的亲水性蛋白,含有多个潜在的优势线性B细胞表位和T细胞表位,为进一步鉴定其线性表位

奠定了基础,有助于CVA-19的抗体制备和疫苗研发。
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【Abstract】 Objective To
 

analyze
 

the
 

physicochemical
 

properties,structure,and
 

function
 

of
 

coxsackievirus
 

A19
 

(CVA-

19)
 

VP1
 

protein
 

and
 

predict
 

the
 

linear
 

B
 

cell
 

epitopes
 

and
 

T
 

cell
 

epitopes. Methods ProtParam
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

physicochemical
 

properties
 

of
 

CVA-19
 

VP1
 

protein.
 

ProtScale
 

was
 

used
 

to
 

predict
 

the
 

hydrophilicity
 

and
 

hydrophobicity.
 

The
 

signal
 

peptide,transmembrane
 

domain,phosphorylation
 

sites,and
 

fatty
 

acylation
 

sites
 

of
 

CVA-19
 

VP1
 

protein
 

were
 

predicted
 

by
 

SignalP
 

6.0,DeepTMHMM,NetPhos-3.1,and
 

Motif
 

Scan,respectively.
 

Using
 

NetCGlyc-1.0,NetNGlyc-1.
0,and

 

NetOGlyc-4.0,the
 

C-mannosylation
 

sites,N-glycosylation
 

sites,and
 

O-N-acetylgalactosamine
 

(GalNAc,mucin
 

type)
 

glycosylation
 

sites
 

of
 

CVA-19
 

VP1
 

protein
 

were
 

respectively
 

predicted.
 

The
 

secondary
 

and
 

tertiary
 

structures
 

of
 

CVA-19
 

VP1
 

protein
 

were
 

separately
 

predicted
 

using
 

the
 

SOPMA
 

and
 

SWISS-MODEL
 

online
 

tools.
 

The
 

web
 

servers
 

IEDB,Bepipred
 

3.0,ABCpred,and
 

SVTMrip
 

were
 

used
 

to
 

jointly
 

predict
 

the
 

linear
 

B
 

cell
 

epitopes.
 

IEDB
 

and
 

SYF-
PEITHI

 

were
 

employed
 

to
 

comprehensively
 

predict
 

the
 

T
 

cell
 

epitopes. Results The
 

molecular
 

weight
 

of
 

CVA-19
 

VP1
 

protein
 

was
 

33.099
 

ku,the
 

isoelectric
 

point
 

was
 

5.84,the
 

instability
 

coefficient
 

was
 

37.50,and
 

the
 

grand
 

average
 

of
 

hy-
dropathicity

 

was
 

-0.185,so
 

CVA-19
 

VP1
 

protein
 

was
 

a
 

stable
 

hydrophilic
 

protein.
 

In
 

addition,the
 

protein
 

had
 

no
 

signal
 

peptide,transmembrane
 

domain,or
 

fatty
 

acylation
 

site.
 

It
 

was
 

predicted
 

to
 

contain
 

30
 

possible
 

phosphorylation
 

sites,1
 

N-

glycosylation
 

site,and
 

7
 

O-GalNAc
 

(mucin
 

type)
 

glycosylation
 

sites,but
 

there
 

was
 

no
 

C-mannosylation
 

site.
 

In
 

the
 

sec-
ondary

 

structure
 

of
 

CVA-19
 

VP1
 

protein,there
 

were
 

24.66%
 

of
 

α-helix,24.32%
 

of
 

extended
 

strand,2.70%
 

of
 

β-turn,

and
 

48.31%
 

of
 

random
 

curl,among
 

which
 

random
 

curls
 

accounted
 

for
 

the
 

majority.
 

As
 

predicted,there
 

were
 

6
 

potential
 

dominant
 

linear
 

B
 

cell
 

epitopes,3
 

potential
 

dominant
 

cytotoxic
 

T
 

lymphocyte
 

epitopes,and
 

9
 

potential
 

dominant
 

helper
 

T
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cell
 

epitopes
 

of
 

this
 

protein. Conclusion Predicted
 

by
 

bioinformatics
 

methods,CVA-19
 

VP1
 

protein
 

is
 

a
 

stable
 

hydro-

philic
 

protein
 

and
 

contains
 

multiple
 

potential
 

dominant
 

linear
 

B
 

cell
 

epitopes
 

and
 

T
 

cell
 

epitopes,which
 

lays
 

the
 

foundation
 

for
 

further
 

identification
 

of
 

the
 

linear
 

epitopes
 

and
 

contributes
 

to
 

antibody
 

preparation
 

and
 

vaccine
 

development
 

against
 

CVA-19.
【Key

 

words】 
 

Coxsackievirus
 

A19;VP1
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  柯 萨 奇 病 毒 A 组19型(coxsackievirus
 

A19,

CVA-19)属于小核糖核酸病毒科(Picornaviridae)肠
道病毒属(Enterovirus)C组肠道病毒(Enterovirus

 

C,EV-C)。该病毒与脊髓灰质炎病毒(poliovirus,

PV)同属于EV-C,但位于不同的进化分支,其与柯萨

奇病毒A组1型(coxsackievirus
 

A1,CVA-1)、柯萨奇

病毒A组22型(coxsackievirus
 

A22,CVA-22)、肠道

病毒C组113型(enterovirus
 

C113,EV-C113)和肠道

病毒C组116型(enterovirus
 

C116,EV-C116)在EV-
C中形成独特的系统进化分支[1]。CVA-19的原型株

NIH-8663(也称Dohi,于1952年在日本发现)可引起

吉兰-巴雷综合征(Guillain-Barre
 

syndrome,GBS),这
是一种潜在的致命性感染疾病,是急性弛缓性麻痹(a-
cute

 

flaccid
 

paralysis,AFP)的常见病因[2]。从呼吸道

和胃肠道疾病[3-4]、无菌性脑膜炎[5]和 AFP[6]患者的

临床样本以及健康儿童粪便样本[7]和废水样本[8-10]中

可检测到CVA-19。继 Tao等[10]首次从山东省济南

市污水中检出CVA-19后,2019年本课题组从河南省

新乡 市 手 足 口 病 (hand,foot
 

and
 

mouth
 

disease,

HFMD)患 儿 的 粪 便 中 检 出 CVA-19,完 成 了 一 株

CVA-19(2019103106/XX/CHN/2019)的全基因组测

序(GenBank 登 录 号 为 MT175706)[11],并 建 立 了

CVA-19经口途径感染乳鼠模型以研究其 发 病 机

制[12]。进入21世纪以来,有关CVA-19的报道增多,
且与多种疾病相关,因此有必要加强对该病毒相关疾

病的监测,并及早布局研究相关防控措施。
疫苗是预防病毒性疾病最适用和最具成本效益的

手段之一,可以显著降低病毒性疾病的死亡率和发病

率,并延长人类预期寿命[13]。人肠道病毒(human
 

en-
terovirus,HEV)RNA的高突变率和不同 HEV毒株

之间的重组导致其血清型众多。尽管PV和肠道病毒

71型(enterovirus
 

71,EV-A71)的疫苗分别有效地预

防了脊髓灰质炎和EV-A71相关 HFMD,但尚不能为

其他HEV引起的疾病提供交叉保护[14-15]。CVA-19
作为一种不常见的、在我国新发现的 HEV,目前尚未

见其疫苗研究的报道。由于CVA-19难以采用常规细

胞培养,只能接种乳鼠增殖[1],因此难以制备常规的灭

活或者减毒疫苗。表位疫苗基于抗原表位制备疫苗,
不受体外培养限制,为CVA-19疫苗研发指明了方向。

设计表位疫苗首先要确定可刺激机体产生有效免

疫应答反应的抗原表位,即B细胞表位和 T细胞表

位,前者可分为线性(连续)和构象(不连续)表位,后者

均为线性表位。目前尚未见CVA-19抗原表位的研究

报道。HEV是一种小型、无包膜的单股正链RNA病

毒,其基因组RNA由4种衣壳蛋白 VP1、VP2、VP3
和VP4组成的二十面体外壳所包裹[16],其VP1蛋白

是决定病毒抗原性的主要成分,且能诱导机体产生中

和抗体,因此,HEV抗原表位的研究主要集中于VP1
蛋白[16-17]。本研究以CVA-19

 

VP1蛋白为研究对象,
通过生物信息学方法,预测其理化性质、结构功能、线
性B细胞表位和T细胞表位,以期为CVA-19

 

VP1蛋

白线性表位的鉴定奠定基础,将有助于CVA-19表位

疫苗和抗体药物的研发。

材料与方法

1 材料

VP1基因序列(888个核苷酸)和 VP1蛋白序列

(296个氨基酸)源于本课题组前期测序并上传 Gen-
Bank的 CVA-19全 基 因 组 序 列(GenBank登 录 号

MT175706)[11]。VP1蛋白的氨基酸序列如下:GIDDI
 

IDNVVTNALKVSMPQVQDTQSSGPVNSKEVPAL
 

TAVETGATSQVDPSDLIETRHVINNRLRSECTIE
 

SFFGRSACVAIIGLSNQKPTDDNAAKLFATWKIS
 

YLDTYQLRRKLEFFTYSRFDLELTFVISERFFTST
 

SAAARDYVYQIMYIPPGAPIPQAWDDYTWQSST
 

NPSIFYTTGNACPRVSIPFVGIGAAYSHFYDGFSL
 

VPFNTIDAGASNRYGYTTINDFGTMAIRIVNEYD
 

PVTIDAKVRVYMKPKHIKVWCPRPPRAVAYNG
 

PTVNFNENPHVMTAVADIRTY。

2 方法

2.1 CVA-19
 

VP1蛋白的理化性质分析 利用Prot-
Param[18](https://web.expasy.org/protparam)分析

CVA-19
 

VP1蛋白的氨基酸组成、分子式、分子质量、
等电点、不稳定系数和总平均亲水性,以及在哺乳动物

网织红细胞、酵母和大肠埃希菌中的半衰期。利用

ProtScale[18](https://web.expasy.org/protscale/)中

Kyte和Doolittle方法预测其疏水性。

2.2 CVA-19
 

VP1蛋白的结构功能分析 利用Sig-
nalP

 

6.0[19](https://services.healthtech.dtu.dk/

services/SignalP-6.0/)分析 CVA-19
 

VP1蛋白的信
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号肽,设置参数:生物类型为“其他”,输出格式为“长输

出”,模型模式为“慢速”;利用DeepTMHMM[20](ht-
tps://dtu.biolib.com/DeepTMHMM)预测CVA-19

 

VP1蛋白的跨膜结构域;利用 NetPhos-3.1[21](ht-
tps://services.healthtech.dtu.dk/services/NetPhos-
3.1/)预测CVA-19

 

VP1蛋白的磷酸化位点,设置参

数:预测的残基为“3种残基”,显示分数高于“0”,阈值

为0.5,输出格式为“经典的”;Motif
 

Scan(https://

myhits.sib.swiss/cgi-bin/motif_scan)预测 CVA-19
 

VP1蛋白的脂酰化位点;分别利用 NetCGlyc-1.0[22]

(https://services.healthtech.dtu.dk/services/

NetCGlyc-1.0/)、NetNGlyc-1.0[23](https://services.
healthtech.dtu.dk/services/NetNGlyc-1.0/)和 Ne-
tOGlyc-4.0[24](https://services.healthtech.dtu.dk/

services/NetOGlyc-4.0/)预测 CVA-19
 

VP1蛋白的

C-甘露糖基化位点、N-糖基化位点和O-GalNAc(粘蛋

白型)糖基化位点,阈值为0.5;利用SOPMA[25](ht-
tps://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?

page=npsa_sopma.html)预测CVA-19
 

VP1蛋白的

二级结构,输出宽度为70,设置参数:“4种构象状态

(螺旋、折叠、转角和无规则卷曲)”,相似度阈值为“8”,
窗口 宽 度 为“17”;用 SWISS-MODEL[26](https://

swissmodel.expasy.org/)预测CVA-19
 

VP1蛋白的

三级结构,选择与CVA-19
 

VP1蛋白序列相似性最高

的模型作为同源建模的模板。

2.3 CVA-19
 

VP1蛋白的抗原表位参数预测 利用

免疫表位数据库网站IEDB[27](https://www.iedb.
org/)分析CVA-19

 

VP1蛋白的亲水性(Parker法)、
表面可及性(Enimi法)、可塑性(Karplus

 

&
 

Schulz
法)、抗原性(Kolaskar

 

&
 

Tongaonkar法)和β-转角

(Chou
 

&
 

Fasman法)。

2.4 CVA-19
 

VP1蛋白的线性B细胞表位预测 利

用 在 线 工 具 BepiPred
 

3.0[28](https://services.
healthtech.dtu.dk/services/BepiPred-3.0/)、AB-
Cpred[29](https://webs.iiitd.edu.in/raghava/ab-
cpred/ABC_submission.html)及 SVMTrip[30](ht-
tp://sysbio.unl.edu/SVMTriP/prediction.php)预

测CVA-19
 

VP1 蛋 白 的 线 性 B 细 胞 表 位,设 置:

BepiPred
 

3.0阈值为0.1512且去除小于5个氨基酸

组成的肽段,ABCpred阈值为0.85,SVMTrip阈值为

0.8;利 用 VaxiJen[31](http://www.ddg-pharmfac.
net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html)分析预测出的线

性B细胞表位的抗原性,目标生物为“病毒”,阈值为

0.4。

2.5 CVA-19
 

VP1蛋白的 T细胞表位预测 应用

IEDB和SYFPEITHI[32](http://www.syfpeithi.de/

bin/MHCServer.dll/EpitopePrediction.htm)综合预

测CVA-19
 

VP1蛋白的T细胞表位:预测细胞毒性T
淋巴细胞(cytotoxic

 

T
 

lymphocyte,CTL)表位时,选
取HLA-A*02∶01等位基因,长度为“9

 

aa”;预测辅

助性T细胞(helper
 

T
 

cell,Th)表位时,选取 HLA-
DRB1*0101、HLA-DRB1*0301、HLA-DRB1*
0401、HLA-DRB1*0701、HLA-DRB1*1101 和

HLA-DRB1*1501人类 HLA
 

II等位基因进行预测,
长度为“15

 

aa”。

结 果

1 CVA-19
 

VP1蛋白的理化性质

ProtParam工具分析CVA-19
 

VP1蛋白的理化性

质,结果显示,CVA-19
 

VP1蛋白共由20种氨基酸组

成,其中苏氨酸(8.8%)、丙氨酸(8.4%)和缬氨酸

(8.1%)所占的比例居前三位;带负电荷残基总数(天
冬氨酸和谷氨酸)为29,带正电荷残基总数(精氨酸和

赖氨酸)为26;分子式为C1491H2274N392O445S9,分子质

量为33.099
 

ku,等电点为5.84;当CVA-19
 

VP1蛋白

的N端为甘氨酸时,在哺乳动物网织红细胞中的半衰

期为30
 

h,在酵母体内>20
 

h,在大肠埃希菌内>10
 

h;不稳定系数为37.50(小于阈值40),属于稳定蛋白;
脂肪族氨基酸系数为78.07,热稳定性较好。因此,

CVA-19
 

VP1蛋白是一种热稳定性较好的蛋白质。

2 CVA-19
 

VP1蛋白的亲疏水性

ProtParam工具分析CVA-19
 

VP1蛋白总平均亲

水性为-0.185,为亲水性蛋白。利用Protscale工具分

析CVA-19
 

VP1蛋白的亲疏水性(图1),结果显示

CVA-19
 

VP1蛋白氨基酸多肽链的第82位的丙氨酸

Ala和第83位 的 异 亮 氨 酸Ile分 值 最 高,得 分 为

2.433,说明这两个位点是CVA-19
 

VP1蛋白中疏水

性最强的位点;第91位脯氨酸Pro分值最低,得分为

-2.722,说明该位点为CVA-19
 

VP1蛋白中亲水性

最强的位点;CVA-19
 

VP1蛋白氨基酸序列中亲水性

区域分布均匀,且多于疏水性的区域,提示CVA-19
 

VP1蛋白为亲水性蛋白。因此,CVA-19
 

VP1蛋白是

一种亲水性蛋白。

3 CVA-19
 

VP1蛋白的信号肽和跨膜结构域

应用在线软件SignalP
 

6.0对CVA-19
 

VP1蛋白

进行信号肽预测,发现该蛋白无信号肽(图2),属于非

分泌性蛋白。DeepTMHMM预测CVA-19
 

VP1蛋白

的跨膜结构域,结果显示其整条肽链全部处于膜外,无
跨膜区域存在(图3)。因此,CVA-19

 

VP1蛋白为无

跨膜区域的非分泌性蛋白。
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图
 

1 CVA-19
 

VP1蛋白的亲疏水性分析

Fig.1 Hydrophilicity
 

and
 

hydrophobicity
 

analysis
of

 

CVA-19
 

VP1
 

protein

图
 

2 CVA-19
 

VP1蛋白的信号肽预测

Fig.2 Prediction
 

of
 

signal
 

peptide
 

of
 

CVA-19
 

VP1
 

protein

图
 

3 CVA-19
 

VP1蛋白的跨膜结构域预测

Fig.3 Prediction
 

of
 

the
 

transmembrane
 

domain
of

 

CVA-19
 

VP1
 

protein

4 CVA-19
 

VP1蛋白的磷酸化位点和脂酰化位点

用NetPhos-3.1预测CVA-19
 

VP1蛋白的磷酸

化位点,结果显示CVA-19
 

VP1蛋白有30个可能的

磷酸化位点(图4):10个位于丝氨酸残基,15个位于

苏氨酸残基,5个位于酪氨酸残基。用 Motif
 

Scan预

测发现CVA-19
 

VP1蛋白没有可能的脂酰化位点。
这表明该蛋白可能有较多的磷酸化位点,但可能无脂

酰化位点。

图
 

4 CVA-19
 

VP1蛋白的磷酸化位点预测

Fig.4 Prediction
 

of
 

phosphorylation
 

sites
 

in
 

CVA-19
 

VP1
 

protein

5 CVA-19
 

VP1蛋白的糖基化位点

利用NetCGlyc-1.0分析发现CVA-19
 

VP1蛋白

没有C-甘露糖基化位点;利用 NetNGlyc-1.0分析发

现CVA-19
 

VP1蛋白有1个潜在的N-糖基化位点,位
于第175位的天冬酰胺Asn;利用NetOGlyc-4.0预测

发现CVA-19
 

VP1蛋白有7个潜在的 O-GalNAc(粘
蛋白型)糖基化位点,分别位于第17、24、27、32、39、47
和277位氨基酸残基。因此,CVA-19

 

VP1蛋白可能

具有较多的O-GalNAc(粘蛋白型)糖基化位点。

6 CVA-19
 

VP1蛋白的二级结构

应用SOPMA在线工具对CVA-19
 

VP1蛋白二

级结构进行分析,结果显示该蛋白二级结构中α-螺
旋、延伸链、β-转角和无规则卷曲分别占24.66%、

24.32%、2.70%和48.31%(图5)。因此,CVA-19
 

VP1蛋白的二级结构以无规则卷曲为主。

图
 

5 CVA-19
 

VP1蛋白二级结构预测

Fig.5 Secondary
 

structure
 

prediction
 

of
 

CVA-19
 

VP1
 

protein

7 CVA-19
 

VP1蛋白的三级结构

采用 在 线 工 具 SWISS-MODEL 预 测 CVA-19
 

VP1蛋白的三级结构并进行同源建模,结果显示序列

相似性最高(64.41%)的模板为4q4v.1.A柯萨奇病

毒衣壳蛋白/VP1柯萨奇病毒A组24型v晶体结构,
以此模板进行同源建模,获得CVA-19

 

VP1蛋白的三

维结构模型(图6)。该模型 GMQE为0.72,QME-
ANDisCo

 

Global为0.68±0.05,表明质量良好。
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8 CVA-19
 

VP1蛋白的线性B细胞表位

在线预测网站IEDB分析,得到CVA-19
 

VP1蛋

白的亲水性、表面可及性、可塑性、抗原性和β-转角等

抗原表位参数(图7)。应用Bepipred
 

3.0预测其线性

B细胞表位,共预测到6条得分大于阈值0.1512,且
长度大于5个氨基酸的可能的线性B细胞表位(表

1)。运用 ABCpred预测 VP1蛋白的线性B细胞表

位,阈值为0.85时,共预测到11条可能的线性B细胞

表位(表2)。利用SVMTrip预测线性B细胞表位,获
得得分大于阈值0.8的6种长度(10、12、14、16、18和

20个氨基酸)的线性B细胞表位13条(表3)。利用

VaxiJen分析了上述方法获得的线性B细胞表位肽的

抗原性(表1~3)。

图
 

6 CVA-19
 

VP1蛋白的三级结构预测

Fig.6 Tertiary
 

structure
 

prediction
 

of
 

CVA-19
 

VP1
 

protein

表
 

1 BepiPred
 

3.0预测CVA-19
 

VP1蛋白的线性B细胞表位

Table
 

1 Linear
 

B-cell
 

epitopes
 

prediction
 

of
 

CVA-19
 

VP1
 

protein
by

 

BepiPred
 

3.0
序号
Order

位置
Position

序列
Sequence

VaxiJen得分
VaxiJen

 

Score

1 19-33 PQVQDTQSSGPVNSK 0.9003
2 87-97 SNQKPTDDNAA 0.4352
3 136-144 RFFTSTSAA -0.4914
4 162-168 PQAWDDY 0.2612
5 214-220 TIDAGAS 0.6284
6 275-292 GPTVNFNENPHVMTAVAD 0.3652

表
 

2 ABCpred预测CVA-19
 

VP1蛋白的线性B细胞表位
Table

 

2 Linear
 

B-cell
 

epitopes
 

prediction
 

of
 

CVA-19
 

VP1
 

protein
by

 

ABCpred
序号
Order

位置
Position

序列
Sequence

ABCpred得分
ABCpred

 

Score
VaxiJen得分
VaxiJen

 

Score

1 250-265 KVRVYMKPKHIKVWCP 0.93 0.7635
2 269-284 RAVAYNGPTVNFNENP 0.91 0.2112
3 259-274 HIKVWCPRPPRAVAYN 0.91 0.4252
4 148-163 YVYQIMYIPPGAPIPQ 0.90 0.3035
5 102-117 TWKISYLDTYQLRRKL 0.90 0.4732
6 212-227 FNTIDAGASNRYGYTT 0.88 0.8096
7 206-221 GFSLVPFNTIDAGASN 0.87 0.9912
8 196-211 IGAAYSHFYDGFSLVP 0.87 0.6809
9 167-182 DYTWQSSTNPSIFYTT 0.86 0.6861
10 157-172 PGAPIPQAWDDYTWQS 0.85 0.3334
11 116-131 KLEFFTYSRFDLELTF 0.85 1.4137

表
 

3 SVMTriP预测CVA-19
 

VP1蛋白的线性B细胞表位
Table

 

3 Linear
 

B-cell
 

epitopes
 

prediction
 

of
 

CVA-19
 

VP1
 

protein
by

 

SVMTriP
序号
Order

长度
Length

位置
Position

序列
Sequence

SVMTriP得分
SVMTriP

 

Score
VaxiJen得分
VaxiJen

 

Score

1 20 35-54 VPALTAVETGATSQVDPSDL 1.000 1.0817
2 20 61-80 INNRLRSECTIESFFGRSAC 0.847 0.6597
3 18 123-140 SRFDLELTFVISERFFTS 1.000 0.8345
4 18 45-62 ATSQVDPSDLIETRHVIN 0.866 0.8902
5 16 126-141 DLELTFVISERFFTST 1.000 0.9563
6 14 227-240 TINDFGTMAIRIVN 1.000 1.0021
7 14 126-139 DLELTFVISERFFT 0.909 1.1171
8 12 228-239 INDFGTMAIRIV 1.000 0.8183
9 12 78-89 SACVAIIGLSNQ 0.837 0.7877
10 10 230-239 DFGTMAIRIV 1.000 1.5691
11 10 287-296 MTAVADIRTY 0.887 0.5012
12 10 127-136 LELTFVISER 0.845 2.0390
13 10 80-89 CVAIIGLSNQ 0.811 1.0530

A 亲水性 B 表面可及性 C 可塑性 D 抗原性 E β-转角
图

 

7 CVA-19
 

VP1蛋白的表位参数预测

A Hydrophilicity B Surface
 

accessibility C Flexibility D
 Antigenicity E β-turn

Fig.7 Prediction
 

of
 

epitope
 

parameters
 

of
 

CVA-19
 

VP1
 

protein

综合Bepipred
 

3.0、ABCpred、SVMTriP预测和

IEDB分析,选取CVA-19
 

VP1蛋白亲水性高、柔韧性

好、表面可及性大和抗原性强的区域,同时参考其二级

结构的预测结果,选取包含无规则卷曲和/或β-转角的

区域,最终筛选出6个潜在的优势线性B细胞表位,
分别位于CVA-19

 

VP1蛋白氨基酸区段:19-33、35-
54、126-139、206-221、212-227和250-265(表4)。

9 CVA-19
 

VP1蛋白的T细胞表位

应用IEDB 和 SYFPEITHI综 合 预 测 CVA-19
 

VP1蛋白T细胞表位,综合选择IEDB得分≥0.5且

SYFPEITHI得分≥20的预测结果,共预测到3个潜

在的优势CTL表位(表5)和9个潜在的优势Th表位
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(表6)。

表
 

4 CVA-19
 

VP1蛋白潜在的优势线性B细胞表位
Table

 

4 Potential
 

dominant
 

linear
 

B
 

cell
 

epitopes
of

 

CVA-19
 

VP1
 

protein
序号
Order

位置
Position

序列
Sequence

长度(bp)
Length

1 19-33 PQVQDTQSSGPVNSK 15
2 35-54 VPALTAVETGATSQVDPSDL 20
3 126-139 DLELTFVISERFFT 14
4 206-221 GFSLVPFNTIDAGASN 16
5 212-227 FNTIDAGASNRYGYTT 16
6 250-265 KVRVYMKPKHIKVWCP 16

表
 

5 CVA-19
 

VP1蛋白潜在的优势CTL表位
Table

 

5 Potential
 

dominant
 

CTL
 

epitopes
 

of
 

CVA-19
 

VP1
 

protein
序号
Order

位置
Position

序列
Sequence

IEDB得分
IEDB

 

score
SYFPEITHI得分
SYFPEITHI

 

score

1 1-9 GIDDIIDNV 0.699 24
2 254-262 YMKPKHIKV 0.653 24
3 13-21 ALKVSMPQV 0.638 22

表
 

6 CVA-19
 

VP1蛋白潜在的优势Th表位
Table

 

6 Potential
 

dominant
 

Th
 

epitopes
 

of
 

CVA-19
 

VP1
 

protein
序号
Order

等位基因
Allele

位置
Position

序列
Sequence

IEDB得分
IEDB

 

score
SYFPEITHI得分
SYFPEITHI

 

score

1 HLA-DRB1*0101 190-204 SIPFVGIGAAYSHFY 0.690 34
2 102-116 TWKISYLDTYQLRRK 0.791 30
3 134-148 SERFFTSTSAAARDY 0.785 24
4 146-160 RDYVYQIMYIPPGAP 0.554 22
5 HLA-DRB1*0301 242-256 YDPVTIDAKVRVYMK 0.980 28
6 HLA-DRB1*0401 206-220 GFSLVPFNTIDAGAS 0.601 26
7 134-148 SERFFTSTSAAARDY 0.943 22
8 190-204 SIPFVGIGAAYSHFY 0.565 22
9 HLA-DRB1*0701 167-181 DYTWQSSTNPSIFYT 0.519 30
10 134-148 SERFFTSTSAAARDY 0.849 28
11 HLA-DRB1*1101 147-161 DYVYQIMYIPPGAPI 0.570 22
12 HLA-DRB1*1501 206-220 GFSLVPFNTIDAGAS 0.890 34
13 236-250 IRIVNEYDPVTIDAK 0.631 34

讨 论

目前,全球根除脊髓灰质炎行动取得了空前的成

就,2型和3型野生PV已被成功根除,仅有1型野生

PV在阿富汗和巴基斯坦传播[33]。然而,包括 EV-
A71、肠道病毒D组68型(enterovirus

 

D68,EV-D68)
等在内的一些非PV的 HEV感染已成为全球重要的

公共卫生问题[34-36]。这些病毒感染可引起诸如腹泻、

HFMD、疱疹性咽峡炎等轻症,亦可造成心肌炎、急性

迟缓性麻痹、神经性肺水肿、脑炎、脑膜炎等严重疾病,
甚至死亡。近年来,CVA-19已被报道与胃肠炎[4]、无
菌性脑膜炎[5]、AFP[6]等相关,并在其他临床样本[3]、
健康儿童粪便[7]和污水样本[8-10]中检出。本课题组前

期从HFMD患儿中检出CVA-19[11],并发现CVA-19
可致小鼠腹泻和脑脊髓炎[12]。鉴于CVA-19与PV
同属于EV-C但位于不同进化分支[1],也能引起无菌

性脑膜炎和AFP等神经系统并发症,有必要研发针对

CVA-19的防治措施。由于CVA-19难以用常规细胞

进行培养,其灭活疫苗和减毒疫苗的研发受阻,而不受

细胞培养限制的表位疫苗则颇有前景,但这有赖于明

确CVA-19的抗原表位。基于计算机辅助的生物信息

学方法已成为很多表位预测的首选方法。与传统实验

方法相比,生物信息学方法分析蛋白的结构功能和预

测表位更加高效、准确[37]。VP1蛋白是 HEV表面主

要的可及性蛋白,含有重要的血清型特异性中和表位,
是决定病毒抗原性的主要区域,可以诱导中和抗体的

产生[17]。因此,本研究利用生物信息学方法分析了

CVA-19
 

VP1蛋白的理化性质、结构功能并预测出其

潜在的优势线性B细胞表位和T细胞表位,以期为其

线性表位的鉴定奠定基础,有助于其表位疫苗和抗体

药物的研发。
本研究发现CVA-19

 

VP1蛋白亲水性区域多于

疏水性的区域,属于亲水性蛋白;不稳定系数较低,属
于稳定蛋白。脂肪族氨基酸不但具有较好的溶解性和

稳定性,还可以提高蛋白质的抗氧化能力。CVA-19
 

VP1蛋白的脂肪族氨基酸系数较高,表明其热稳定性

和抗氧化性较好,有利于其运输和储存[38]。
磷酸化和糖基化是保证蛋白质正常生物学活性和

功能的重要的翻译后修饰[39]。磷酸化在蛋白质的相

互作用、蛋白质稳定性、信号转导、转录调节、细胞内定

位、分化发育和凋亡等方面起着至关重要的作用[40]。
本研究发现CVA-19

 

VP1蛋白存在30个可能的磷酸

化位点,说明在病毒感染过程中VP1蛋白很可能起重

要的调控作用。糖基化在病毒感染进程、致病性和免

疫逃逸中起着至关重要的作用[41]。尽管本研究预测

出CVA-19
 

VP1蛋白有7个可能的 O-GalNAc(粘蛋

白型)糖基化位点和1个可能的 N-糖基化位点,但由

于预测该蛋白无信号肽,故其在体内可能不会被糖基

化[42]。
蛋白质的二级结构影响着其抗原表位的形成:无

规则卷曲多处于蛋白质的表面,结构松散,有利于与抗

体嵌合,成为抗原表位的可能性大;α-螺旋的化学键键

能比较高,形态稳定,是蛋白的刚性支撑,能更好地稳

固蛋白质的高级结构[43]。对CVA-19
 

VP1蛋白的二

级结构进行预测,发现无规则卷曲在该蛋白中占比最

高,其次是α-螺旋,说明该蛋白易于形成抗原表位且

结构较稳定,这与VP1蛋白为 HEV最具抗原性的蛋

白之一及该蛋白为稳定蛋白相符。

B细胞通过产生抗体发挥独特的作用,这些抗体

可以在病毒进入细胞之前中和及清除病毒颗粒,在高

度保护性的抗病毒免疫中做出关键贡献[44]。因此,本
研究通过Bepipred

 

3.0、ABCpred和SVMTriP三种

方法预测出CVA-19
 

VP1蛋白的线性B细胞表位,结
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合亲水性、表面可及性、可塑性和抗原性等抗原表位参

数及二级结构等信息,采用投票法全面整合预测结

果[45],筛选出其6个潜在优势线性B细胞表位。利用

保护性抗原和亚单位疫苗抗原性预测工具--Vexi-
Jen分析潜在线性B细胞表位肽的抗原性,能够排除

抗原可能性低的表位肽。多种抗原表位预测方法的联

合应用不仅避免了单方法分析预测结果准确性低的问

题,还增加了获得正确抗原表位的概率。预测出的

CVA-19
 

VP1蛋白潜在优势线性B细胞表位212-227
(FNTIDAGASNRYGYTT)与已经实验验证的柯萨

奇病毒A组16型(coxsackievirus
 

A16,CV-A16)VP1
蛋白 的 线 性 B 细 胞 表 位 PEP71(211-225:FGE-
HLQANDLDYGQC)[46]部分重叠;潜在优势线性 B
细胞表位35-54(VPALTAVETGATSQVDPSDL)与
实验验证的EV-71

 

VP1蛋白的线性B细胞表位43-54
(KVPALQAAEIGA)[47]部分重叠;潜在优势线性B
细胞表位35-54(VPALTAVETGATSQVDPSDL)与
多克隆抗体5D8/1在1型脊髓灰质炎病毒(poliovirus

 

1,PV1)识别的保守表位40-48(EIPALTAVE)[48]部
分重叠,该抗体能与 A、B和C组多种肠道病毒 VP1
蛋白交叉反应。因此,本研究预测的线性B细胞表位

结果可信度较高。
在病毒感染过程中,CTL细胞可直接杀死感染病

毒的细胞,Th细胞能够调节抗病毒免疫,从而发挥抗

病毒作用[49]。本研究通过应用IEDB和SYFPEITHI
综合预测筛选出CVA-19

 

VP1蛋白的3个潜在优势

CTL表位和9个潜在优势Th表位。本研究预测出的

CVA-19
 

VP1蛋白T细胞表位与PV1的T细胞表位

有多处重叠[50]:CTL表位254-262(YMKPKHIKV)
与PV1的 T 细胞表位260-268(YLKPKHIRV)有

77.8%的序列相似性;CTL表位1-9(GIDDIIDNV)与

PV1的T细胞表位1-9(GLGQMLESM)均处于VP1
蛋白 N-最末端;Th表位206-220(GFSLVPFNTIDA

 

GAS)与PV1的 T 细胞表位214-224(KVPLKDQS
 

AAL)部分重叠,并且位于CVA-19
 

VP1蛋白潜在优

势线 性 B 细 胞 表 位206-221(GFSLVPFNTIDAGA
 

SN)区段内。这表明区段206-220(GFSLVPFNTID
 

AGAS)可能既是线性B细胞表位又是Th细胞表位,
可以同时诱导体液免疫和细胞免疫,这对于CVA-19
表位疫苗设计非常重要。本研究预测出CVA-19

 

VP1
蛋白具有较多的潜在优势线性B细胞表位和优势T
细胞表位,表明其作为疫苗免疫原具有潜在的优势。

HEV
 

VP1蛋白的 N-端是一个优势抗原区[51]。

Zhang等[52]发现EV-A71
 

VP1蛋白的主要免疫反应

区位于N-端残基6-43,而且N-端残基1-5为CV-A16
和埃可病 毒6(echovirus

 

6,E-6)的 共 同 表 位;Gao

等[47]鉴定出EV-A71
 

VP1蛋白的一个线性B细胞表

位位于 N-端残基43-54;Zhang等[53]发现 VP1蛋白

N-端残基36-55是EV-A71、CV-A16、柯萨奇病毒 A
组10型(coxsackievirus

 

A10,CV-A10)和柯萨奇病毒

A组6型(coxsackievirus
 

A6,CV-A6)的共同表位。
本研究预测出CVA-19

 

VP1蛋白的 N-端残基19-33
和35-54为其潜在优势线性B细胞表位,且N-端残基

1-9和13-21为其潜在优势 CTL表位,这不但表明

CVA-19
 

VP1蛋白N-端含有数个潜在的优势表位,且
与上述研究结果相符。因此,本研究对于 CVA-19

 

VP1蛋白N-端线性表位的预测结果较为可靠。
综上所述,本研究结合多种生物信息学软件和在

线工具,分析了CVA-19
 

VP1蛋白的理化性质和结构

功能,并预测出其6个潜在优势线性B细胞表位、3个

潜在优势CTL表位和9个潜在优势 Th细胞表位。
结果将为进一步研究CVA-19

 

VP1蛋白的结构功能

奠定基础,后续将通过实验验证体外合成预测的抗原

表位,以鉴定出 CVA-19
 

VP1蛋白的线性表位,为

CVA-19表位疫苗的研发和抗体药物的制备提供科学

依据。
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