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　　摘要 :旨为预测类猪圆环病毒因子 P1 VP2蛋白的 B细胞表位。采用生物信息软件和互联网服务器 ,预测 VP2的

二级结构 ,分析 VP2表面特性 (亲水性、可塑性、可及性和抗原性) ,综合预测 VP2的 B细胞抗原表位。结果表明 ,P1

VP2蛋白肽链的 6 - 18和 80 - 92区段为预测的 B细胞表位优势区。多参数方案综合预测 P1 VP2蛋白的 B细胞抗原

表位 ,为进一步鉴定表位及设计疫苗奠定了基础。
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Abstract :To predict the B cell epitopes for VP2 protein of porcine circovirus2like agent P1. By using biotic soft2
wares and network servers ,the secondary structure of VP2 was predicted ,and the surface properties (hydrophilicity ,flexi2
bility ,accessibility and antigenicity) of VP2 were analysed. Then the B cell epitopes integrated prediction were obtained.

The predominant B cell epitopes predicted were probably in the region of 6 - 18 and 80 - 92. The results of B cell epi2
topes prediction using multiple parameters are helpful for further epitopes identification and vaccine design of P1.
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　　猪圆环病毒 ( Porcine circovirus , PCV) 最早被认

为是一种猪肾细胞系的污染物 ,其可持续感染 PK2
15 细胞 ,但不引起细胞病变。PCV 属于圆环病毒

科 ,该科病毒的基本特征是病毒粒子无囊膜、基因组

为单股、环状、闭合 DNA。PCV 是迄今发现的一种

最小的动物病毒 ,根据 PCV 的致病性、抗原性及核

苷酸序列 ,可将 PCV 分成 PCV1 和 PCV2 两种基因

型[1 ,2 ]。其中 PCV1 无致病性 , PCV2 则与近年来广

泛流行世界各国的猪断奶后多系统衰竭综合征

( Post2weaning multisystemic wasting syndrome , PMWS)

等疾病密切相关。PMWS主要发生于 5～12周龄的

断奶仔猪 ,临床可表现为进行性消瘦、皮肤苍白、厌

食、精神沉郁、被毛粗乱 ,出现以咳嗽、喷嚏、呼吸加

快及呼吸困难为特征的呼吸器官障碍 ,猪群的死亡
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率增加 ,体表淋巴结 ,特别是腹股沟浅淋巴结肿大。

目前 ,已成为危害我国乃至世界养猪生产的重要免

疫抑制性疫病之一[3 ,4 ]。PCV2基因组全长为 1 767

或 1 768 个核苷酸 ,现已证实了 3 个开放阅读框

(ORF) , ORF1 编码与病毒复制有关的复制酶 [5 ] ,

ORF2编码病毒的衣壳蛋白[6 ] ,ORF3 编码不是病毒

复制所必需的但具有凋亡活性的蛋白[7 ,8 ]。我们在

诊断 PCV2 过程中 ,不仅证实 PCV2 具有多种基因

型[9 ] ,而且 ,从患 PMWS的猪血清中还分离到 2株类

PCV2因子 (P1和 P2) ,它们也都具有环状 DNA基因

组 ,全长分别为 648 和 993 个核苷酸 ,部分与 PCV2

ORF2高度同源 ,为了得到纯净的病原来进一步研究

它们的生物学特性 ,我们构建了它们单拷贝和双拷

贝串联分子克隆 ,并证实它们的双拷贝串联分子克

隆在体外具有感染性 ,不仅可在转染的 PK15 细胞

中形成胞浆和胞核包涵体 ,还可导致转染细胞凋亡 ;

用长梅猪和广西巴马小型猪等建立的动物模型 ,结

果表明 ,P1 的双拷贝串联分子克隆具有感染性 ,感

染猪不仅临床上出现类似 PMWS症状 ,即部分感染

猪出现消瘦和皮肤苍白等现象 ,而且出现病毒血症、

部分组织存在病毒核酸以及免疫器官细胞发生凋

亡[10 - 15 ]。因此 ,P1 感染有可能成为危害我国养猪

业的又一重要疾病。P1 具有与 PCV2 一样的环状

DNA基因组 ,全长为 648 个核苷酸 ,除 5′端的前 16

个核苷酸外 ,从第 17个核苷酸起到第 648个核苷酸

止 ,与 PCV2 反向互补序列的 107～739核苷酸同源

性为 98. 89 % ,但 P1的 371位缺失了对应于 PCV2反

向互补序列 461 位的碱基 A。尽管前期在 P1 生物

学特性、PCR鉴别检测等方面的研究取得了一定进

展 ,但对其基因编码的蛋白质结构与功能尚不清楚。

近年来 ,通过生物信息学及序列分析软件的预测 ,可

获得蛋白质所包含的重要信息 ,如与抗原表位相关

的信息[16 ]。软件分析 P1具有 3个 ORF ,其中 ORF2

(154 - 496nt)编码的蛋白与 PCV2 ORF2编码的有一

定的同源性 ,推测为 P1的结构蛋白。本研究应用生

物信息技术对 P1 VP2蛋白基因推导的肽链首次进

行蛋白质二级结构和 B细胞表位的预测分析 ,旨在

为 P1 VP2蛋白功能的研究、抗体的制备及分子疫苗

的设计等提供理论基础。

1　材料和方法

1. 1　VP2蛋白的多肽序列

来自 GenBank 上的 VP2 蛋白基因 ,利用 DNA2
MAN软件和服务器推导核衣壳蛋白的氨基酸序列

并推测其分子量、等电点及一些理化特性。

1. 2　VP2蛋白二级结构分析

应用 DNAstar软件提供的 Protean模块 ,用 Chou2
Fasman法、Gamier2Robson法以及 SOPMA服务器预测

VP2的二级结构。其中各参数的意义见文献 [ 17 ,

18 ]。

1. 3　VP2蛋白 B细胞抗原表位预测

应用 DNAstar软件中的 Protein 模块分析 ,采用

Kyte2Doolittle 方法预测蛋白的亲水区 ( Hydrophilici2
ty) ;用 Emini方法预测特定区域于蛋白质表面的可

能性 (Accessibility) ;以 Karplus2Sehulz 方法预测蛋白

质骨架的柔韧性 ( Flexibility) 。用 Jameson2Wolf 方法

和网络服务器预测蛋白的抗原性 (Antigenicity) 。综

合上述预测结果 ,筛选出亲水性好 ,可及性高 ,可塑

性和抗原性强的表位 ;再根据预测的 VP2 二级结

构 ,排除位于α2螺旋和β2片层不易形成表位的序
列 ,将位于转角、无规则卷曲处序列确定为 VP2 的

候选 B 细胞表位优势区。其中各方法参数的意义

见文献[19 - 21 ]。

2　结果与分析

2. 1　VP2蛋白序列分析

从图 1可见 ,经 DNAMAN软件分析 ,P1 VP2 蛋

白基因编码 114 个氨基酸 ,其理论分子量为

12158 kDa ,理论等电点 pI为 7. 35 ,没有跨膜区域。

服务器预测该蛋白有蛋白激酶 C磷酸化位点、酪蛋

白激酶 II磷酸化位点和 N2豆蔻酰化位点。

图 1　P1 VP2蛋白氨基酸序列

Fig. 1　The duduced amino acid sequence from VP2 gene of P1

2. 2　VP2蛋白二级结构分析

采用 DNAStar软件的 Chou2Fasman法和 Garnier2
Robson法以及 SOPMA服务器进行 P1 VP2蛋白二级

结构预测的结果见图 2。

由于 Gamier2Robson 方法是通过计算特定氨基

酸残基在特定结构内部的可能性来预测蛋白质的二

级结构的 ,而 Chou2Fasman 方法是通过序列氨基酸

残基的晶体结构来预测二级结构的 ,因此两种方法

预测的结果有所不同。从图 2 发现 , Garnier2Robson

法显示VP2蛋白没有α2螺旋结构形成 ,有 11个β2折
叠区域、10 个β2转角区域和 6 个无规则卷曲区域 ,

其中β2片层占 74156 % ,转角占 14191 % ,无规则卷
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曲占 10153 % ;而 Chou2Fasman法显示 VP2 蛋白有 1

个α2螺旋中心、8个β2折叠区域和 9个β2转角区域 ,

其中α2螺旋占 6114 % ,β2片层占 49112 % ,转角占

38160 % ;SOPMA服务器预测的VP2蛋白有 1个α2螺
旋、6个β2折叠区域、4个β2转角区域和 8个无规则

卷曲区域 ,其中α2螺旋占 0188 % ,β2折叠占 32146 % ,

β2转角占 6114 % ,无规则卷曲占 60153 %。综合分析

预测结果 ,VP2蛋白的转角区域和无规则卷曲区域

主要分布在第 11 - 18、36 - 39、56 - 59和 80 - 87区

段上。

h.α2螺旋中心 ;e.β2折叠区域 ;t .β2转角区域 ;c.无规则卷曲区域。
h. Alpha helix ;e. Extended strand ;t . Beta turn ;c. Random coil .

图 2　VP2蛋白二级结构分析

Fig. 2　The analysis of secondary structure of VP2

2. 3　VP2蛋白 B细胞抗原表位分析

2. 3. 1 　采用 Kyte2Doolittle 方法对 VP2 蛋白的亲水

性进行了分析 　结果显示 VP2 蛋白具有较高的亲

水性 ,亲水性区域的分布较均匀 ,主要分布在 VP2

蛋白肽链的 9 - 18、20 - 34、40 - 48、58 - 62、64 - 73、

77 - 92和 105 - 109区段上 (图 3) 。揭示这些区域暴

露于表面的几率较大 ,为抗原表位的可能性也较大。

图 3　VP2蛋白亲水性分析

Fig. 3　The analysis of hydrophilicity of VP2

2. 3. 2 　通过 Emini 方法对 VP2 蛋白表面可及性的

分析　结果表明 ,VP2蛋白肽链中具有较高表面可

及性的区域在 13 - 15、24 - 29、42 - 44、63 - 73、80 -

92和 105 - 107 区段上 (图 4) 。表明这些区域可能

位于蛋白分子表面 ,有可能形成表位。

图 4　VP2蛋白表面可及性区域分析

Fig. 4　The analysis of surface probability of VP2

2. 3. 3　应用 Karplus2Sehulz方法分析 VP2蛋白　结

果可知 ,VP2蛋白骨架区含有分布较均匀的柔韧性

区域 ,肽链中具有较高表面可及性的区域在 7 - 19、29

- 32、39 - 51、61 - 93和 103 - 110区段上 (图 5)。说

明这些蛋白肽段的柔韧性较大 ,发生扭曲、折叠的几

率较高 ,形成表位的可能性较大 ,容易与抗体进行嵌

合。

图 5　VP2蛋白柔韧性分析

Fig. 5　The analysis of flexible of VP2
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2. 3. 4　VP2抗原性预测 　应用 DNAStar软件 ,采用

Jameson2Wolf方法对VP2蛋白的抗原性进行预测 ,从

图 6分析可见 ,VP2 存在有多个潜在的抗原表位位

点 ,具有较高抗原指数的区域在 5 - 18、26 - 33、37 -

50、55 - 64、69 - 72、77 - 87和 103 - 109区段上 ;应用

服务器 ( http :/ / bio. dfci . harvard. edu/ Tools/ ) 预测 ,

VP2蛋白的抗原表位主要分布在 6 - 12、19 - 40、

49 - 57、67 - 81和 85 - 103区段上。

图 6　VP2蛋白抗原指数分析

Fig. 6　The analysis of antigenic index of VP2

2. 4　VP2蛋白 B细胞抗原表位综合预测

经不同方案预测 ,得到的 VP2蛋白 B细胞抗原

表位的个数和所在区域有所不同 ,但在 VP2蛋白肽

链的第 6 - l8和 80 - 92区段上 ,各种方案预测的结

果基本一致 ,均具有较好的亲水性、表面可及性和较

高的抗原指数 ,且在蛋白二级结构上含有较易形成

抗原表位的转角和无规则卷曲结构。因此 ,VP2 蛋

白的 B细胞抗原表位可能在其区域内或附近。

3　讨论

表位是抗原分子激发动物机体产生免疫应答的

最基本结构和功能单位 ,表位生物学的研究 ,有助于

新型疫苗的研究与开发、疫病的预防与诊断等 ,也有

助于病原微生物致病机理和免疫机制的探索与阐

明。B细胞识别蛋白抗原时 ,是以其表面的 B细胞

抗原受体与蛋白抗原表位结合。作为 B 细胞的抗

原表位 ,应具备一定的二级结构。蛋白质的二级结

构包括螺旋区段、折叠区段、转角区域和无规则卷曲

区域等 ,对抗原表位的分布有很大影响。螺旋区段

和折叠区段的化学键能较高 ,主要维持蛋白的高级

结构 ,且经常位于蛋白质内部 ,很难较好地与抗体嵌

合 ,不易形成抗原表位 ;而转角区域和无规则卷曲区

域的结构是比较松散的结构 ,易于发生扭曲、盘旋 ,

并多位于蛋白质分子表面 ,有利于与抗体嵌合 ,成为

抗原表位的可能性较大。因此 ,通常将蛋白质的二

级结构预测作为确定抗原表位的一种辅助手段。此

外 ,蛋白质分子的亲水性、表面可及性、柔韧性和抗

原性等也与其抗原表位构成有密切的联系。

近年来 ,随着生物信息学的迅速发展 ,多参数和

多种计算方法的应用对 B 细胞表位的预测起到了

巨大的推动作用 ,本研究应用多软件、多参数对类猪

圆环病毒因子 P1 VP2蛋白的二级结构及其潜在的

B细胞抗原表位进行了预测 ,发现在预测的众多 B

细胞抗原表位中 ,VP2蛋白肽链的第 6 - l8 和 80 -

92区段的各种预测参数最为显著 ,提示这个区段及

其附近区域可能是 P1 VP2蛋白的 B细胞抗原表位

优势区。虽然 ,B 细胞抗原表位 ,特别是其构象表

位 ,主要是通过三维结构来体现其抗原性 ,而生物信

息学分析软件主要是根据氨基酸序列及其二级结构

来进行预测。因此 ,本试验的预测结果只能作为鉴

定 P1 VP2蛋白潜在表位的参考 ,预测结果正确与否

还有待进一步研究证实。尽管如此 ,上述预测结果

为以后制备相应的抗体、发展特异性的检测与诊断

系统等研究提供了重要信息和奠定了理论基础。
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