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摘 要：预测 H7N7 亚型禽流感病毒血凝素(Hemagglutinin,HA)B 细胞和 Th 细胞（T Help Cell，辅助 T 细

胞，在免疫调节中起促进作用的T细胞亚群。）相关抗原表位，并对所获表位的抗原性进行初步鉴定。根

据禽流感流行趋势，从GeneBank下载H7N7禽流感病毒HA氨基酸序列，使用生物信息学方法，对所下

载序列进行预测与分析，获得H7N7亚型禽流感病毒血凝素B细胞和Th细胞相关抗原表位。通过H7亚

型禽流感病毒阳性血清，初步验证所选表位抗原性。获得了5个H7N7亚型禽流感病毒候选B细胞和Th

细胞表位，经过间接ELISA方法分析，其中HA165~178，HA180~193，HA241~255表序列相对保守，与流行的H7N7亚

型禽流感病毒HA相应区域具有较好的一致性，同时具有与H7型禽流感病毒阳性血清抗体结合能力，

预示了其成为功能表位的可能。所筛选的表位具有成为H7N7亚型禽流感病毒HAB细胞和Th细胞相

关抗原表位的可能，为H7N7亚型禽流感表位疫苗的研究奠定基础。
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Prediction of the B cell/Th Cell Epitopes on HA of Avian in Fluenza Virus
(H7N7) and Preliminary Evaluation.
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Abstract: To predict B/Th cell epitopes on Hemagglutinin(HA) of avian influenza virus (H7N7) and evaluate
antigenicity of the candidate epitopes. The HA amino acid sequences of AIV (H7N7) which were prevalent
recently, were downloaded from GeneBank. The Th/B cell epitopes were predicted and analyzed by
bioinformatics methods. Then, antigenicity of the candidate epitopes was identified by AIV (H7) positive serum
samples. Five B/Th cell epitopes containing HA were acquired.HA165~178, HA180~193, HA241~255 epitopes which were
analyzed by indirect ELISA method were on a relatively conserved domain and a deal of AIV (H7N7) contained
the sequences. Moreover, the candidate epitopes were showed with a distinct antibody combining reactivity with
the H7 HA positive serum, which inferred the predicted epitopes to be functional ones. The selected epitopes
are able to be functional HA B/Th cell epitopes of AIV (H7N7) .Our study also establishes the foundations for
the recognition of AIV (H7N7) functional epitopes and the development of epitope vaccines.
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0 引言

禽流感病毒感染导致世界上每年有30万~50万禽

类死亡，并且禽流感病毒跨越物种属感染人类造成流

感的大流行并令感染者死亡，给整个社会造成极大的

损失[1]。到目前为止，已证实的感染人类的禽流感病

毒主要有 H1N1、H5N1、H7N7、H7N2、H7N7 等亚型。

2003 年荷兰爆发 H7N7 亚型禽流感不仅经济损失惨

重，而且发现人类感染死亡[2]。由于流感病毒的高度

变异性及抗原漂移特征使流感病毒逃过人体免疫系统

的识别，传统的减毒活疫苗提供长期的保护作用将会

变得很困难。随着分子生物学、免疫学的发展，人们渴

望寻求新的疫苗技术来解决这一问题。表位疫苗是

亚单位疫苗的一种，在设计上突破了以整个基因为

目的片段的局限，而是通过表位多肽刺激机体产生

保护性免疫应答。表位疫苗设计的关键就是确定可

以引起机体细胞和体液免疫的特异性表位序列 [3]。

目前，表位疫苗已经应用于 HIV、HCV、肿瘤的研究

中，并取得了一些良好的效果，但是在应用于禽流感

的研究中还知之甚少[4-5]。此研究采用生物信息学方

法 ，分 析 H7N7 亚 型 禽 流 感 病 毒 血 凝 素

（Hemagglutinin, HA）的氨基酸序列，预测HA的Th和

B细胞相关抗原表位，并通过间接ELISA方法验证其

抗原性，为研究H7N7亚型禽流感病毒表位疫苗打下

基础。

1 材料与方法

1.1 材料.

表位预测用服务器来源于互联网。辣根过氧化物

酶(HRP)标记羊抗鸡 IgY购自Promega 公司。表位多

肽由上海华大天元生物技术开发公司合成，纯度大于

90%，并与BSA偶联。H7亚型禽流感标准抗原及血清

购自哈尔滨维科生物技术开发公司。健康SPF鸡血清

由实验室采集保存。从GeneBank下载的H7N7亚型

的禽流感病毒的HA氨基酸序列，登录号AAR02636。

1.2 HA蛋白二级结构的预测与分析

采用 SOPMA(http://pbil.ibcp.fr)蛋白质结构预测

服务器预测H7N7HA蛋白质二级结构，对预测结果进

行分析，排除二级结构中位于α-螺旋和β-折叠内不易

形成表位的序列。

1.3 B细胞表位的预测与分析

使用Bcepred B细胞表位预测服务器(http://www.

imtech.res.in/raghava/bcepred/)预测 B 细胞表位，结合

二级结构预测结果，选取亲水性好、可塑性好、抗原性

强、分子极性强的片段作为候选表位，待进一步分析。

目前大部分B细胞表位预测都是从抗原蛋白的氨基酸

一级结构出发，以线性为主，综合氨基酸序列中的氨基

酸柔性、亲水性、抗原性并且排除二级结构位于α-螺旋

和β-折叠内不易形成表位的序列。

1.4 Th表位综合预测与分析

选取上一步得到的候选表位序列，通过网络服务

器 SYFPEITHI(http://www.syfpeithi.de/)、MULTIPRED

(http://antigen.i2r.a-star.edu.sg/multipred/) 分 别 预 测

HLA-DRB1*04Th 表位，综合参考其评分筛选出结

果。其中 SYFPEITHI预测基于氨基酸的基本序列进

行 预 测 ，方 法 简 单 ，但 预 测 精 度 不 是 很 高 。

MULTIPRED的算法包括人工神经网络法、隐马尔科

夫过程，这些算法能够揭示数据中的复杂非线性关系，

弥补SYFPEITHI的不足[6]。以上筛选表位序列同时具

有B细胞表位与Th表位的特征。

1.5 候选表位抗原性分析

人工合成表位多肽，并与BSA交联。每个待预测

表位分3组进行反应性分析，每组15个样品，分别为禽

流感H7型标准阳性血清组、SPF鸡源阴性血清组、空

白对照组。根据文献采用间接ELISA方法[7]。BSA偶

联多肽(20 μg/mL) 4 ℃过夜包被ELISA板，次日置于

含5%脱脂乳的Tris盐缓冲液中封闭1 h。每孔加入禽

流感H7亚型标准阳性血清(1:40倍稀释)、SPF鸡源阴

性血清(1:40倍稀释)，37 ℃温育 1.5 h。PBS洗涤 5次

后，加入HRP标记羊抗鸡 IgY(1:1000倍稀释)，37 ℃温

育 1.5 h。PBS洗涤 5次后，加入OPD显色液，37 ℃避

光显色15 min后终止，492 nm处测定各孔吸光值。计

算阳性血清与阴性血清 OD 比值，组间差异统计用

SPSS15.0软件进行单因素方差分析。P/N值=(被检血

清OD值-空白对照OD值)/ (阴性血清OD值-空白对照

OD值)。由于表位多肽分子较小，缺乏空间构型的分

子基础，不能与ELISA板有效结合，会对结果判定产

生直接的影响。所以将合成的表位多肽与分子量较大

的蛋白载体（如BSA）交联，可以有效地解决这样的问

题[8]。

2 结果与分析

2.1 H7N7HA蛋白二级结构

SOPMA 服务器分析结果显示，HAα-螺旋占

32.7%多集中在N端，无规则卷曲占 38.1%，其柔性区

域即功能区主要分布于N端第 2~29，50~78，91~110，

126~150，165~196，204~243，271~308，325~337，355~

373区段（图1）。

2.2 B细胞表位的预测与分析

使用Bcepred网络服务器对B细胞表位进行综合

预测。通过联合亲水性、柔韧性、表面可及性、及抗原
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倾向性，结果显示在 24~40，54~61，78~85，165~179，

226~246，305~317，区段内或附近存在抗原表位。结

合二级结构，在 30~37，110~120，150~158，326~335区

段主要是作为骨架起稳定作用的α-螺旋结构，这些区

域形成表位的可能性很小。综合比较后发现，18~32，

165~178，180~193，241~255，305~319区段符合亲水性

好，可塑性好，抗原性强，分子极性强等特点，有可能成

为H7N7禽流感亚型HA蛋白优势B细胞标位。（表1）。

c：无规则卷曲；e:β-折叠；h：α-螺旋；t:转角区域

图1 SOPMA服务器分析结果

表1 HA B细胞表位Bcepred分析及综合分析结果

预测内容

亲水性

表面可及性

柔韧性

抗原性

二级结构

综合分析

预测表位

24~30

12~17

24~28

19~22

2~29

18~32

43~52

24~40

54~61

53~59

50~78

165~178

57~65

42~66

93~97

63~75

91~110

180~193

76~81

68~182

141~147

78~85

126~150

241~255

96~103

193~202

170~178

99~107

165~196

305~319

125~149

312~319

189~195

186~192

204~243

161~166

329~339

208~213

198~221

297~308

171~181

374~380

226~333

235~246

325~337

190~204

264~270

311~319

355~373

211~216

,330~337

223~234

2.3 Th细胞表位的预测结果

选取含有B细胞表位的区段5条，使用SYPEITHI

和MULTIPRED进行综合预测。预测显示5条表位得

分较高（表 2）。说明可与HLA-DRB1*0104限制性分

子有较好的结合能力，且能被HLA-DRB1*0104限制

性分子递呈，具有成为Th细胞表位的可能。

2.4 候选表位抗原性分析

通过间接ELISA方法，评价候选表位与血清反应

的特异性。以阴性对照平均值的两倍（P/N=2）作为临

界值，其中HA18~32（P/N=1.14）与HA305~319（P/N=1.23）与

阴性对照相比，P>0.05，说明HA18~32，HA305~319并未表现

出与阳性血清抗体显著的结合能力。与阴性血清相

比，HA165~178（P/N=3.42）、HA180~193（3.33）、HA241~255（3.93）

表现出与阳性血清抗体显著的结合能力（P<0.01），且

HA241~255 与抗体的结合能力强于 HA165~178 与 HA180~193。

结果证实，H7型标准阳性血清中存在着可与表位多肽

结合的抗体组分，所筛选的表位具有成为功能表位的

潜能（表3）。

3 讨论

理想的抗原表位最好能兼有B细胞表位与Th细

胞表位的功能[9]。即可以通过刺激B细胞产生针对抗

原的特异性抗体，直接与病毒结合。同时又可以与

MHCⅡ类分子结合，递呈到抗原递呈细胞表面，引发

Th细胞的活化，产生获得性免疫应答并能为B细胞产

生抗体提供帮助。Th细胞有能力分泌一系列细胞因

子，这些细胞因子可以参与免疫调节或者对入侵的微

表2 SYFPEITHI与MULTIPRED分析结果

HA18~32

HA165~178

HA180~193

HA241~255

HA305~319

SYFPEITHI

25

22

18

20

19

MULTIPRED

7.45

8.28

8.06

7.86

8.14

注：SYFPEITHI 大于 20说明该表位能与MHC分子更好的结合。

MULTIPRED评分结果位于8~9说明该表位能与MHC分子有较高的结

合能力，6~7结合能力中等，4~5 较低的结合能力，3~4 说明不能结合。
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生物发挥直接效应。

定位B细胞表位最直接的方法就是分析抗原蛋

白-单克隆抗体的结晶复合物，但试验耗时长，成本高，

而且结晶复合物的制备困难。而Th细胞表位属于线

性表位，并呈现很多组合，目前的试验技术很难得到所

需的表位。利用生物信息学辅助方法，可以使发现新

表位的效率提高10~20倍，减少95%的工作量，节约研

究经费[10]。蛋白质二级结构预测是B细胞表位预测的

基础和辅助，通过SOPMA网络服务器的预测方案，综

合各个参数预测的结果，发现 N 端第 24~40，54~61，

78~85，165~179，226~246，305~317区段主要是无规则

卷曲结构，通常突出在蛋白的表面，从而构成蛋白质的

功能区，这些区段具有好的亲水性、可及性、柔韧性、和

抗原性指数，具有成为B细胞表位的潜能。另外还发

现N端30~37，110~120，150~158，326~335区段主要是

作为骨架起稳定作用的α-螺旋结构，由于α-螺旋二级

机构化学键能较高，这些区域形成表位的可能性很

小。B细胞表位的预测上，综合各单项的预测结果并

以蛋白质二级结构预测作为参考，来提高预测的准确

性，在使用Bcepred服务器选取表位结果时，要选取综

合评分较高序列的作为候选表位，不能因为某项分数

稍低就将其淘汰。Th 表位预测使用 SYPEITHI 和

MULTIPRED进行综合评价，在HLA限制类型上，选

择具有421个抗原数的HLA-DRB1*04[11]。

目前，含有多抗原表位串联疫苗已经在乙肝疫苗、

艾滋病疫苗、肿瘤疫苗均获得了良好的免疫效果。将

抗原表位疫苗应用于流感的疫苗研发，是流感疫苗研

究有新方向。此研究对H7亚型禽流感病毒HAB细胞

表位Th表位进行预测，并对预测的表位抗原性进行了

初步的分析，其结果为H7N7亚型禽流感新型表位疫

苗的设计和应用打下了基础。

此项研究获得 5 条 B 细胞和 Th 表位 HA18~32，

HA165~178，HA180~193，HA241~255 和 HA305~319，并以 H7 亚型禽

流感病毒血清进行了候选表位的抗原性分析。分析结

果提示HA165~178，HA180~193，HA241~255有成为功能表位的可

能。HA18~32，HA305~319虽然在网络服务器预测中评分较

高，但是这2个表位与血清结合能力较低，成为表位疫

苗抗原的可能性需要进一步验证。
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表3 血清反应分析H7 HA B细胞表位与Th表位 (±s)

ELISA 校价（OD492）

阳性

阴性

P/N（OD492）

HA18~32

0.24 ±0.03

0.21±0.08

1.14

HA165~178 *

0.89±0.02

0.26±0.10

3.42

HA180~193 *

0.80±0.04

0.24±0.09

3.33

HA241~255*

1.18±0.02

0.30±0.08

3.93

HA305~319

0.27±0.04

0.22±0.06

1.22

注：*与阴性对照组相比P<0.01
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