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摘要： 旨在通过免疫信息学方法预测非洲猪瘟病毒 （ＡＳＦＶ） 结构蛋白的 Ｔ、 Ｂ 细胞表位， 为非洲猪瘟 （ＡＳＦ） 表位疫苗的设计研制提供参考。
从 ＮＣＢＩ 和 ＲＣＳＢ 数据库获取 ＡＳＦＶ 蛋白质序列和三维结构， 利用 ＩＥＤＢ、 ＤＴＵ Ｈｅａｌｔｈ Ｔｅｃｈ 等数据库的生物信息学工具对 ＡＳＦＶ 的 ５ 种结构蛋白

ｐ７２、 ｐ１７、 ｐ４９、 Ｍ１２４９Ｌ 和 Ｈ２４０Ｒ 的细胞毒性 Ｔ 细胞表位、 线性 Ｂ 细胞和构象 Ｂ 细胞表位进行鉴定。 结果显示： ５ 种蛋白质均为亲水性， 二级结

构以无规则卷曲为主， 仅 Ｍ１２４９Ｌ 例外； 预测到抗原性良好、 无毒、 无致敏的细胞毒性 Ｔ 细胞优势表位 ２７ 个， 线性 Ｂ 细胞优势表位 ３５ 个； 预测

到仅针对 ｐ７２ 的构象 Ｂ 细胞优势表位 ２ 个。 结论： ＡＳＦＶ 的 ５ 种蛋白质可能具有多个潜在 Ｔ、 Ｂ 细胞表位， 其中 Ｂ 细胞表位相对占优， ５ 种蛋白质

中 ｐ７２ 和 Ｍ１２４９Ｌ 最具疫苗研发前景， 可结合蛋白质相关参数信息为构建 ＡＳＦ 表位疫苗提供参考。
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　 　 非 洲 猪 瘟 病 毒 （ Ａｆｒｉｃａｎ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓ，
ＡＳＦＶ）， 一种在生猪之间传播的双链 ＤＮＡ 病毒， 正

二十面体球形对称结构， 由外膜、 蛋白质衣壳、 脂质
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内膜、 核壳、 基因组 ５ 层结构组成， 包含 ３ 万余个蛋

白质亚基， 其主要衣壳蛋白为结构蛋白 ｐ７２［１］。 其强

毒力毒株对生猪致死率接近 １００％， 传染性强， 致病

性高， 暂时没有特效药和商业化疫苗， 一经发现必须

立即扑杀生猪［２－３］， 对于生猪以及养殖户来说， 近乎

“灭顶之灾”。 该疫情最早出现在非洲肯尼亚， 于

２０１８ 年传入我国， 近 １ 年的时间波及 ３１ 个省份， 发

病率最高可达 ３０􀆰 ４％， 给我国的养猪业敲响了警
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钟［４－５］。 研究人员已经先后尝试灭活疫苗、 减毒活疫

苗、 ＤＮＡ 疫苗、 重组疫苗和亚单位疫苗等， 但是均

未完全成功。 尽管 ＡＳＦＶ 的 ３Ｄ 精细结构已经被破译，
但是大多数 ＡＳＦＶ 基因功能尚未知晓， 由于病毒的强

变异性以及致弱毒株的生物安全隐患等问题限制了灭

活以及减毒活疫苗的应用， 针对 ＡＳＦＶ 的特效防护和

及时控制依然任重而道远。
表位亚单位疫苗通过利用病毒表面的抗原表位，

诱发生猪产生免疫保护， 本身不含病毒核酸， 生物安

全性更高， 正逐渐获得研究人员的关注。 抗原表位是

抗原分子中决定抗原特异性的特殊化学基团， Ｔ 细胞

表位作为线性表位， 与主要组织抗原复合物 （ｍａｊｏｒ
ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ｃｏｍｐｌｅｘ， ＭＨＣ） 结合， 并能被 ＣＤ８＋

（ＭＨＣ－Ⅰ） 和 ＣＤ４＋ （ＭＨＣ－Ⅱ） Ｔ 细胞受体识别［６］；
Ｂ 细胞表位则被 Ｂ 细胞表面受体或抗体特异性识别并

结合， 既包括线性表位， 也有构象表位， 位于抗原分

子表面， 激活后引起免疫应答， 在疫苗研制、 单克隆

抗体和诊断试剂开发等方面扮演了重要角色。 随着生

物信息学技术的不断发展， 依托免疫信息学工具预先

对抗原蛋白质或基因信息进行严格的预测或筛选， 挖

掘和识别 Ｔ、 Ｂ 细胞的表位序列， 能够较大程度地提

高抗原蛋白质中优势表位的发现效率， 免疫信息学已

成为表位预测分析不可或缺的工具， 能够高效快速地

筛选抗原蛋白序列中的候选表位， 对研究设计表位疫

苗具有重要意义［７－８］。 本研究旨在揭示 ＡＳＦＶ 结构蛋

白的 Ｔ 细胞和 Ｂ 细胞表位肽的生物学功能， 探讨其

抗原性， 结合免疫信息学， 从序列筛选和表位预测的

角度， 为 ＡＳＦ 疫苗的研发提供参考途径和可靠资料。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 蛋白质序列和性质

从美国国家生物信息中心以 Ｆａｓｔａ 格式获取

ＡＳＦＶ 分离株的基因组序列 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ．
ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｐｒｏｔｅｉｎ ／ ？ ｔｅｒｍ ＝ ＡＳＦＶ ）， 序 列 号： ＮＣ ＿
００１６５９􀆰 ２， 检索其 ５ 种主要的结构蛋白， 包括 ４ 种衣

壳蛋白 （ｐ７２、 ｐ１７、 ｐ４９ 和 Ｍ１２４９Ｌ） 和 １ 种五邻体

蛋白 （Ｈ２４０Ｒ） ［９］， 使用 Ｅｘｐａｓｙ Ｓｅｖｅｒ 中在线分析工

具 ＰｒｏｔＰａｒａｍ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ ）分析

每种蛋白的分子量、 等电点、 半衰期、 稳定性、 亲水

性等理化性质， 并使用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．
ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｓｃａｌｅ ／ ）对蛋白质具体位置上氨基酸的亲 ／疏水

情况进一步分析， 相关参数选择默认值［１０］。
１􀆰 ２　 蛋白质二级结构预测

分别使用 ＳＯＰＭＡ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｎｐｓａ － ｐｒａｂｉ． ｉｂｃｐ． ｆｒ ／
ＮＰＳＡ ／ ｎｐｓａ ＿ ｓｏｐｍａ． ｈｔｍｌ ） 和 ＰＳＩＰＲＥＤ ４． ０ （ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｂｉｏｉｎｆ．ｃｓ．ｕｃｌ．ａｃ．ｕｋ ／ ｐｓｉｐｒｅｄ ／ ）在线服务器预测分析 ５ 种

蛋白质 ｐ７２、 ｐ１７、 ｐ４９、 Ｍ１２４９Ｌ 和 Ｈ２４０Ｒ 的二级结

构， 包括 α－螺旋、 β－折叠、 β－转角和无规则卷曲。
１􀆰 ３　 Ｔ 细胞表位预测

使用生物信息学工具 ＮｅｔＭＨＣｐａｎ３􀆰 ０ （ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｔｏｏｌｓ．ｉｅｄｂ．ｏｒｇ ／ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ／ ）和 ＮｅｔＭＨＣｐａｎ ４．１（ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅ． ｐｈｐ？ ＮｅｔＭＨＣｐａｎ－４．
１）预测 ｐ７２、 ｐ１７、 ｐ４９、 Ｍ１２４９Ｌ 和 Ｈ２４０Ｒ 这 ５ 种蛋

白质中潜在的细胞毒性 Ｔ 淋巴细胞 （ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ Ｔ ｌｙｍ⁃
ｐｈｏｃｙｔｅ， ＣＴＬ） 表位［１１－１２］。 选取 ７５ 个猪白细胞抗原

（ｓｗｉｎｅ ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ ａｎｔｉｇｅｎ， ＳＬＡ） Ⅰ类等位基因， 其中

ＳＬＡ－ １ 等位基因 ２３ 个， ＳＬＡ － ２ 等位基因 ２６ 个，
ＳＬＡ－３ 等位基因 ２１ 个， ＳＬＡ－６ 等位基因 ５ 个， 设定

肽段长度通常为 ８ ～ １４ 个氨基酸， 通过抗原肽与

ＭＨＣ－Ⅰ类分子间结合力、 结合蛋白酶体、 抗原加工

相关蛋白转运， 以 ＩＣ５０＜５００ ｎｍ 和亲和力预测分数排

名前 ２％作为潜在多肽疫苗候选表位的评价标准。 通

过免疫表位数据库 ＩＥＤＢ 中 ＭＨＣ－Ⅰ Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ
工具（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｔｏｏｌｓ． ｉｅｄｂ．ｏｒｇ ／ ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ／ ）进一步考

察候选表位的免疫原性， 筛选免疫原性得分超过 ０􀆰 ２
的表位作为 ＣＴＬ 表位的预测结果［１３］。 结合 ＳＯＰＭＡ
或 ＰＳＩＰＲＥＤ ４􀆰 ０ 预测二级结构的结果， 避开 α－螺

旋、 β－折叠等较难作为表位的区域。
１􀆰 ４　 Ｂ 细胞表位预测

采用两种常用的连续 ／线性 Ｂ 淋巴细胞（ ｌｉｎｅａｒ Ｂ
ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ，ＬＢＬ） 表位预测工具 ＡＢＣｐｒｅｄ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｗｅｂｓ． ｉｉｉｔｄ． ｅｄｕ． ｉｎ ／ ｒａｇｈａｖａ ／ ａｂｃｐｒｅｄ ／ ＡＢＣ ＿ ｓｕｂｍｉｓｓｉｏｎ．
ｈｔｍｌ）和 Ｂｅｐｉｐｒｅｄ ２．０（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｔｏｏｌｓ． ｉｅｄｂ． ｏｒｇ ／ ｂｃｅｌｌ ／ ）综

合判断。 设置 ＡＢＣｐｒｅｄ 服务器预测阈值为 ０􀆰 ８５， 氨

基酸肽段长度设置为 １６［１４］。 设置 Ｂｅｐｉｐｒｅｄ ２􀆰 ０ 预测

阈值为 ０􀆰 ５， 肽段长度为 ５～３０ 个氨基酸［１５］。 ＬＢＬ 表

位经上述两种预测工具筛选后， 通过 ｉＢＣＥ－ＥＬ 预测

服务器 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｔｈｅｇｌｅｅｌａｂ． ｏｒｇ ／ ｉＢＣＥ － ＥＬ ／ ） 继续

验证［１６］。
从蛋 白 质 资 源 数 据 库 ＵｎｉＰｒｏｔ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．

ｕｎｉｐｒｏｔ．ｏｒｇ ／ ） ［１７］和 ＲＣＳＢ 蛋白质数据库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｒｃｓｂ．ｏｒｇ ／ ） ［９］ 以 ＰＤＢ 格式获取 ＡＳＦＶ 中 ５ 种蛋白质

（ｐ７２、 ｐ１７、 ｐ４９、 Ｍ１２４９Ｌ 和 Ｈ２４０Ｒ） 的三维结构信

息。 使用 Ｄｉｓｃｏｔｏｐｅ ２．０（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．
ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅ． ｐｈｐ？ ＤｉｓｃｏＴｏｐｅ － ２． ０） 和 ＥｌｌｉＰｒｏ （ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｔｏｏｌｓ．ｉｅｄｂ． ｏｒｇ ／ ｅｌｌｉｐｒｏ ／ ）综合判断预测不连续 ／构象 Ｂ
淋巴细胞（ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｌ Ｂ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ，ＣＢＬ）表位。 设

置 Ｄｉｓｃｏｔｏｐｅ ２􀆰 ０ 鉴定阈值为 １􀆰 ９［１８］。 设置 ＥｌｌｉＰｒｏ 预

测最低阈值为 ０􀆰 ５， 不连续最大距离设置为 ６ 埃［１９］。
１􀆰 ５　 表位理化性质评价

利用在线服务器 Ｖａｘｉｇｅｎ ｖ２．０（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｄｄｇ－
ｐｈａｒｍｆａｃ．ｎｅｔ ／ ｖａｘｉｊｅｎ ／ ）进一步考察候选 ＣＴＬ、 ＬＢＬ 表
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位的抗原性， 设置 Ｖａｘｉｇｅｎ 服务器抗原性评价阈值为

０􀆰 ４， 选择目标微生物为病毒模型［２０］。 为避免注射后

的不良反应， 针对已经筛选出的线性表位评价毒性和

致敏 性， 毒 性 评 价 采 用 在 线 服 务 器 ＴｏｘｉｎＰｒｅｄ
（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｅｂｓ．ｉｉｉｔｄ．ｅｄｕ．ｉｎ ／ ｒａｇｈａｖａ ／ ｔｏｘｉｎｐｒｅｄ）， 设置毒

性评价阈值为 ０［２１］。 致敏性评价采用在线服务器 Ａｌ⁃
ｌｅｒＴＯＰ ｖ２􀆰 ０ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｄｄｇ － ｐｈａｒｍｆａｃ． ｎｅｔ ／ Ａｌｌｅ⁃
ｒＴＯＰ ／ ） ［２２］。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 蛋白质序列和性质

由 ＮＣＢＩ 数据库检索获得 ｐ７２ （ｐＢ６４６Ｌ） 蛋白序

列号为 ＮＰ＿０４２７７５􀆰 １， ｐ１７ （ｐＤ１１７Ｌ） 蛋白序列号为

ＮＰ＿０４２８００􀆰 １， ｐ４９ （ ｐＢ４３８Ｌ） 蛋白序列号为 ＮＰ ＿
０４２７６９􀆰 １， Ｍ１２４９Ｌ 蛋白序列号为 ＮＰ ＿ ０４２７５４􀆰 １，
Ｈ２４０Ｒ 蛋白序列号为 ＮＰ＿０４２８１２􀆰 １。 通过 ＰｒｏｔＰａｒａｍ
对 ５ 种蛋白质的理化性质进行分析， Ｍ１２４９Ｌ 的氨基

酸数量最多， 为 １ ２４９ 个， 其分子量、 原子总数也是

最多的； 多数蛋白质结构被预测为不稳定， 只有 ｐ７２
为稳定； ５ 种蛋白质预测半衰期均超过 １０ ｈ， 均为亲

水性蛋白。 使用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 进一步对具体位置氨基酸

的亲 ／疏水性进行预测， 如图 １ 所示， ５ 种蛋白质中

亲水性氨基酸占据相对多数。

Ａ． ｐ７２； Ｂ． ｐ１７； Ｃ． ｐ４９； Ｄ． Ｍ１２４９Ｌ； Ｅ． Ｈ２４０Ｒ。

图 １　 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 预测 ５ 种蛋白质的亲 ／疏水性

２􀆰 ２　 蛋白质二级结构分析

使用 ＳＯＰＭＡ 预测 ５ 种蛋白质的二级结构， 包括

α－螺旋、 β－折叠、 β－转角和无规则卷曲， ５ 种蛋白

质的二级结构中， 除 Ｍ１２４９Ｌ 外， 无规则卷曲占据多

数， 为 ４０％ ～ ６０％， α －螺旋约 ２０％ ～ ３０％ （除了

Ｍ１２４９Ｌ）， β－折叠为 ０ ～ ３０％， β－转角则低于 １０％；
在 Ｍ１２４９Ｌ 中， α －螺旋约 ５０％， 无规则卷曲仅占

２３％。 使用 ＰＳＩＰＲＥＤ ４􀆰 ０ 预测 ５ 种蛋白质的二级结

构， 包括 α － 螺旋、 β － 折叠和无规则卷曲， 除

Ｍ１２４９Ｌ 外， 无规则卷曲依然占据多数， 为 ４０％ ～
７０％， α－螺旋和 β－折叠范围均较大， α－螺旋为 ０ ～
６０％， β－折叠为 ０ ～ ５０％。 两种预测方法分析 ５ 种蛋

白质二级结构组成结果如表 １ 所示， 不论 ＳＯＰＭＡ 还

是 ＰＳＩＰＲＥＤ ４􀆰 ０ 预测二级结构， 不同于其他 ４ 种蛋

白质以无规则卷曲为主， Ｍ１２４９Ｌ 中 α－螺旋占据多

数， 提示该蛋白质的二级结构可能比较稳定。
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表 １　 ５ 种蛋白质二级结构组成

蛋白质

名称

ＳＯＰＭＡ ＰＳＩＰＲＥＤ ４􀆰 ０

α－螺旋 β－折叠 β－转角 无规则卷曲 α－螺旋 β－折叠 无规则卷曲

氨基酸

数量

占据比

例 ／ ％
氨基酸

数量

占据比

例 ／ ％
氨基酸

数量

占据比

例 ／ ％
氨基酸

数量

占据比

例 ／ ％
氨基酸

数量

占据比

例 ／ ％
氨基酸

数量

占据比

例 ／ ％
氨基酸

数量

占据比

例 ／ ％

ｐ７２ １２５ １９．３５ １６３ ２５．２３ ３４ ５．２６ ３２４ ５０．１６ ６６ １０．２２ １５７ ２４．３０ ４２３ ６５．４８

ｐ１７ ３５ ２９．９２ ２０ １７．０９ ４ ３．４２ ５８ ４９．５７ ５５ ４７．０１ ５ ４．２７ ５７ ４８．７２

ｐ４９ １２８ ２９．２２ ３０ ６．８５ ３２ ７．３１ ２４８ ５６．６２ １３２ ３０．１４ １４ ３．２０ ２９２ ６６．６６

Ｍ１２４９Ｌ ６２０ ４９．６４ ２１３ １７．０５ １２４ ９．９３ ２９２ ２３．３８ ７１９ ５７．５７ ８７ ６．９６ ４４３ ３５．４７

Ｈ２４０Ｒ ５０ ２０．８３ ７２ ３０􀆰 ００ １８ ７．５０ １００ ４１．６７ ７ ２．９２ １１６ ４８．３３ １１７ ４８．７５

２􀆰 ３　 优势 ＣＴＬ 表位分析

通过 ＮｅｔＭＨＣｐａｎ ３􀆰 ０ 和 ＮｅｔＭＨＣｐａｎ ４􀆰 １ 预测

ＣＴＬ 表位， 得分越低， 其成为优势表位可能性越大，
消除冗余后， ５ 种蛋白质 ｐ７２、 ｐ１７、 ｐ４９、 Ｍ１２４９Ｌ 和

Ｈ２４０Ｒ 分别获得 ＣＴＬ 候选表位 １０１、 １４、 ５５、 ２６０、
５８ 个， 进一步使用 ＭＨＣ－Ⅰ Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ 评估免疫

原性， 选择得分超过 ０􀆰 ２ 的表位， 同时除去二级结构

中 α－螺旋、 β－折叠区域， ５ 种蛋白质分别得到 ＣＴＬ

候选表位 ２９、 ５、 ３、 ５８、 １２ 个。
分别 使 用 Ｖａｘｉｇｅｎ ｖ２􀆰 ０、 ＴｏｘｉｎＰｒｅｄ、 ＡｌｌｅｒＴＯＰ

ｖ２􀆰 ０ 评价 ＣＴＬ 候选表位的抗原性、 毒性和致敏性，
筛选得到抗原性良好、 无毒性、 无致敏性的 ＣＴＬ 候

选表位合计 ２７ 个， ５ 种蛋白质分别为 １２、 ０、 ０、 １２、
３ 个， 其中 ３ 种蛋白质的序列、 具体位置和各项评分

如表 ２ 所示。

表 ２　 ３ 种蛋白质优势 ＣＴＬ 表位预测结果

蛋白质

名称
肽段序列 长度 ／ ａａ 起始位置 结束位置

ＩＣ５０

评分

亲和力

百分比

免疫原性

评分

抗原性

评分
毒性 致敏性

ｐ７２ ＡＭＭＩＴＦＡＬＫ ９ ５７９ ５８７ ２３２．４ １．１５６ ２ ０．２５１ ４６ １．４５６ ２ 无 无

ＡＳＡＩＮＦＬＬＬ ９ ６２７ ６３５ ３４９．９ １．２１３ ２ ０．２３４ ６８ ０．７９４ ２ 无 无

ＫＬＴＦＧＩＰＱＹ ９ ８９ ９７ ４２０．４ ０．１６８ ４ ０．２１１ ６４ ０．５４２ ０ 无 无

ＲＡＲＥＦＹＩＳＷ ９ ６０２ ６１０ １４８．４ ０．５７４ １ ０．２４３ ７３ １．５４３ ７ 无 无

ＲＲＮＩＲＦＫＰＷＦ １０ ３８８ ３９７ ４４９．５ １．８９２ １ ０．２１３ ２８ １．６５３ ２ 无 无

ＳＡＳＡＩＮＦＬＬ ９ ６２６ ６３４ ４７５．３ ０．３８９ ２ ０．２０１ ５０ ０．６５５ ２ 无 无

ＳＡＳＡＩＮＦＬＬＬ １０ ６２６ ６３５ ３０３．０ １．４２４ ９ ０．２０３ ３３ ０．８５９ ４ 无 无

ＳＱＩＥＥＴＨＬＶ ９ ５０ ５８ ４７６．０ ０􀆰 ０２７ ２ ０．２９８ ８１ １．０８９ ６ 无 无

ＳＲＡＲＥＦＹＩＳＷ １０ ６０１ ６１０ ３３６．０ ０．２８０ ０ ０．２８８ ４６ １．２２４ ２ 无 无

ＳＶＳＩＰＦＧＥＲ ９ ３４７ ３５５ ２２７．８ ０．４５８ ２ ０．２６６ ７２ １．５１２ ７ 无 无

ＳＶＳＩＰＦＧＥＲＦ １０ ３４７ ３５６ ４６７．０ ０．３１８ ５ ０．３３０ ０６ ０．８５０ ２ 无 无

ＶＳＩＰＦＧＥＲＦ ９ ３４８ ３５６ ４０２．２ ０．８３２ １ ０．２９２ ６８ ０．９５２ １ 无 无

Ｍ１２４９Ｌ ＡＳＬＥＦＮＴＦＹＡＦ １１ ９２２ ９３２ ３７７．１ １．９２８ ０ ０．３７２ ５９ ０．５２８ ９ 无 无

ＡＳＬＥＦＮＴＦＹＡＦＹ １２ ９２２ ９３３ ４０２．０ ３．０６６ ５ ０．４５４ ５９ ０．４６９ ３ 无 无

ＡＹＶＴＦＬＬＥＫ ９ ６２０ ６２８ ４２１．５ １．１６９ ８ ０．２０５ １６ ０．４５４ ９ 无 无

ＦＬＴＩＴＩＨＧＭ ９ ６０４ ６１２ ３６６．６ １．０８４ ７ ０．３５６ ７０ ０．５０５ ５ 无 无

ＩＳＰＡＶＩＥＡＩ ９ １ ０２９ １ ０３７ １４９．９ １．７６９ ０ ０．３０８ ６１ ０．７４９ ７ 无 无

ＫＡＣＴＦＩＨＦＧＫ １０ ５３５ ５４４ ２８２．８ ７．１６０ ０ ０．４１４ ２１ １．１０２ ２ 无 无

ＫＡＳＬＥＦＮＴＦＹＡＦＹ １３ ９２１ ９３３ ４１８．６ ８．９０８ ７ ０．３９０ ０８ ０．４１０ ３ 无 无

ＫＥＦＬＴＩＴＩ ８ ６０２ ６０９ ４３０．２ ０．２８６ １ ０．２２２ ６８ ０．５６３ ７ 无 无

ＫＮＩＲＬＩＤＦＬＦ １０ ４３ ５２ ３９７．７ １．９７２ ４ ０．３２７ ２８ １．９３０ ２ 无 无

ＬＩＤＦＬＦＴＬＫ ９ ４７ ５５ ４８０．７ ３．４８５ １ ０．２５０ ６８ １．７０９ ２ 无 无

ＲＥＦＡＬＴＥＬＮＴＩ １１ １ １６６ １ １７６ ２７２．５ ０．７２９ ０ ０．２０８ ６５ ０．７９１ ９ 无 无

ＲＥＦＡＬＴＥＬＮＴＩＩ １２ １ １６６ １ １７７ ３８８．５ １．６５４ ９ ０．２９５ ５０ ０．５５０ ５ 无 无
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续表２

蛋白质

名称
肽段序列 长度 ／ ａａ 起始位置 结束位置

ＩＣ５０

评分

亲和力

百分比

免疫原性

评分

抗原性

评分
毒性 致敏性

Ｈ２４０Ｒ ＫＭＴＶＦＰＦＭＩＰＦＰＬ １３ ６３ ７５ ４８２．７ ２４．５７９ ４ ０．３１１ ８２ ０．７６１ ６ 无 无

ＭＴＶＦＰＦＭＩＰＦＰＬ １２ ６４ ７５ ３４９．７ １１．００６ １ ０．２７４ ８８ ０．５４４ ７ 无 无

ＭＴＶＦＰＦＭＩＰＦＰＬＱＫ １４ ６４ ７７ ４０３．７ １０．５６６ ３ ０．２０８ ７２ ０．５８９ ４ 无 无

２􀆰 ４　 优势 ＬＢＬ 表位分析

分别使用 ＡＢＣｐｒｅｄ 和 Ｂｅｐｉｐｒｅｄ ２􀆰 ０ 预测 ５ 种蛋白

质 ｐ７２、 ｐ１７、 ｐ４９、 Ｍ１２４９Ｌ 和 Ｈ２４０Ｒ 的 ＬＢＬ 表位，
按预测阈值筛选表位， 除去肽段长度少于 ５ 和多于

３０ 的表位序列， ５ 种蛋白质分别获得了 ＬＢＬ 候选表

位 ３５、 ３、 １８、 ６１、 １３ 个， 其预测得分平均值分别为

０􀆰 ４９６、 ０􀆰 ５０１、 ０􀆰 ５５５、 ０􀆰 ４８９、 ０􀆰 ５０１， 进一步使用

ｉＢＣＥ－ＥＬ 逐个验证， 除去二级结构中较难形成表位

的 α－螺旋、 β－折叠区域， ５ 种蛋白质分别获得 ＬＢＬ
候选表位 ３４、 ３、 １７、 ５６、 １１ 个。

分别 使 用 Ｖａｘｉｇｅｎ ｖ２􀆰 ０、 ＴｏｘｉｎＰｒｅｄ、 ＡｌｌｅｒＴＯＰ
ｖ２􀆰 ０ 评价 ＬＢＬ 候选表位的抗原性、 毒性和致敏性，
筛选得到抗原性良好、 无、 无致敏性的 ＬＢＬ 候选表

位合计 ３５ 个， ５ 种蛋白质分别为 １０、 １、 ５、 １７、 ２
个， 其序列、 具体位置和预测值如表 ３ 所示。

表 ３　 ５ 种蛋白质优势 ＬＢＬ 表位预测结果

蛋白质名称 肽段序列 长度 ／ ａａ 起始位置 结束位置 表位概率值 抗原性评分 毒性 致敏性

ｐ７２ ＡＭＭＩＴＦＡＬＫＰＲＥＥＹＱＰ １６ ５７９ ５９４ ０．６６８ ６ １．６１８ ９ 无 无

ＥＦＹＩＳＷＤＴＤＹＶＧＳＩＴＴ １６ ６０５ ６２０ ０．９５６ ０ ０．４０４ ６ 无 无

ＦＧＲＰＩＶＰＧＴＫＮＡＹＲＮＬ １６ １６１ １７６ ０．９４６ １ ０．４５３ ５ 无 无

ＫＰＹＶＰＶＧＦＥＹＮＫＶＲＰＨＴＧＴＰＴＬＧＮＫＬ ２６ ６５ ９０ ０．３６０ ８ ０．４９０ １ 无 无

ＰＦＧＲＰＩＶＰＧＴＫＮ １２ １６０ １７１ ０．９５６ ０ ０．７７３ ７ 无 无

ＱＰＴＨＨＡＥＩＳＦＱＤＲＤＴＡＬＰＤＡＣＳＳＩＳＤＩＳＰ ２９ ４９９ ５２７ ０．４５４ ５ １．２７４ ０ 无 无

ＲＦＩＰＧＲＰＳＲＲＮＩＲＦＫＰ １６ ３８０ ３９５ ０．９５６ ０ １．２２４ ４ 无 无

ＳＳＹＩＰＦＨＹＧＧＮＡＩＫＴＰ １６ ５５９ ５７４ ０．７７０ ０ ０．５１５ ５ 无 无

ＴＷＮＩＳＤＱＮＰＨＱＨＲＤＷＨ １６ ４７３ ４８８ ０．９５６ ０ ０．９６５ ６ 无 无

ＴＷＮＩＳＤＱＮＰＨＱＨＲＤＷＨＫ １７ ４７３ ４８９ ０．９５６ ０ ０．５９９ ９ 无 无

ｐ１７ ＥＰＨＨＨＦＰＶＦＦＲＫＲＫＮＳ １６ ８３ ９８ ０．９５６ ０ １．０５１ ８ 无 无

ｐ４９ ＧＧＩＧＤＳＫＬＤＳＴＦＰＫＤＦ １６ ３９１ ４０６ ０．８５１ ３ ０．６６２ ３ 无 无

ＧＩＡＧＲＧＩＰＬＧＮＰＨＶＫＰ １６ ２３１ ２４６ ０．９５６ ０ １．４２７ ５ 无 无

ＫＬＤＳＴＦＰＫＤＦＮＡＳＳＶＰ １６ ３９７ ４１２ ０．９５６ ０ ０．４５６ ９ 无 无

ＮＧＹＩＰＨＫＤＶＹＮＩＬＣＬＡ １６ ２０６ ２２１ ０．９５６ ０ ０．７２２ ０ 无 无

ＴＧＶＰＭＬＧＰＬＰＰＫＤＳＱＨ １６ ２６０ ２７５ ０．９５６ ０ ０．７５６ ４ 无 无

Ｍ１２４９Ｌ ＡＥＬＩＴＴＥＹＬＮＩＫＫＱＷＥ １６ ３７９ ３９４ ０．９５６ ０ ０．７３８ ２ 无 无

ＤＩＬＳＬＮＮＥＥＩＥＡ １２ １６ ２７ ０．５８３ ７ ０．９７３ ２ 无 无

ＥＧＲＳＹＡＤＩＲＥＧＱＧＡＰＰ １６ １ ０４１ １ ０５６ ０．９５６ ０ ０．８５７ ３ 无 无

ＥＩＧＳＦＳＰＥＴＬＧＹＶＡＳＧＡ １７ １４７ １６３ ０．９５６ ０ １．０８６ １ 无 无

ＥＳＬＲＶＷＷＧＧＲＤＥＥＫＴＳ １６ ７５９ ７７４ ０．９５６ ０ ０．５３９ １ 无 无

ＦＹＮＩＦＤＰＮＴＧＲＡＤＱＲＴ １６ ８２１ ８３６ ０．９５６ ０ ０．４５８ ７ 无 无

ＧＡＭＥＧＲＳＹＡＤＩＲＥＧＱＧＡＰＰＰＰＴＳＭＤＤＰＲＬ ２９ １ ０３８ １ ０６６ ０．７２４ ６ ０．７７７ ２ 无 无

ＨＡＥＱＲＥＫＥＱＭＩＬＱＱＶＤ １６ ３０６ ３２１ ０．８７４ ０ ０．６９０ ４ 无 无

ＨＲＫＬＤＲＥＤＱＧＳＨＩＳＮＩ １６ ２２８ ２４３ ０．９５６ ０ ０．６６８ ６ 无 无

ＨＲＫＬＤＲＥＤＱＧＳＨＩＳＮＩＶＥＴＥＥＩＥＰＥＥ ２６ ２２８ ２５３ ０．３９２ ７ ０．７６５ ４ 无 无

ＩＨＱＮＧＬＱＧＬＳＶＱＤＤ １４ ６６０ ６７３ ０．５９５ ４ ０．５１５ ０ 无 无
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续表３

蛋白质名称 肽段序列 长度 ／ ａａ 起始位置 结束位置 表位概率值 抗原性评分 毒性 致敏性

Ｍ１２４９Ｌ ＩＱＩＫＫＤＭＴＴＰＳＳＥＴＱＰ １６ ９９１ １ ００６ ０．９５６ ０ ０．４２７ ５ 无 无

ＬＴＥＩＬＬＧＰＭＹＤＹＡＡＴＶ １６ ６７８ ６９３ ０．５６５ ５ ０．５０３ ５ 无 无

ＰＰＰＰＴＳＭＤＤＰＲＬＭＡＶＤ １６ １ ０５５ １ ０７０ ０．９５６ ０ ０．６８９ ６ 无 无

ＱＥＤＲＴＡＤＶＧ ９ ５０８ ５１６ ０．９５６ ０ １．６２５ １ 无 无

ＴＭＫＡＣＴＦＩＨＦＧＫＬＶＤＶ １６ ５３３ ５４８ ０．９２８ ３ ０．７７１ １ 无 无

ＶＶＰＩＶＳＥＫＫＫＥＬＲＶＲＰＳＴＲ １９ ８８ １０６ ０．９５６ ０ １．１７５ ８ 无 无

Ｈ２４０Ｒ ＬＤＳＱＥＫＲＨＧＨＹＰＦＳＦＥＬＫＰＹＧＱＴＧＡ ２５ ２５ ４９ ０．５４６ ８ １．４６７ ７ 无 无

ＴＲＡＡＰＫＭＡＳＫＫＥＨＱ １４ ８ ２１ ０．９１９ ５ ０．９３３ ０ 无 无

２􀆰 ５　 优势 ＣＢＬ 表位分析

从 ＵｎｉＰｒｏｔ 数据库检索 ＡＳＦＶ ５ 种蛋白质 ｐ７２、
ｐ１７、 ｐ４９、 Ｍ１２４９Ｌ 和 Ｈ２４０Ｒ 编号分别为 Ｐ２２７７６、
Ｑ８９４２４、 Ｑ６５１６５、 Ｑ６５１５２、 Ｑ６５１９０， 仅发现 ｐ７２ 有

可以获取的结构信息， 其余 ４ 种蛋白质都还没有可以

获得的结构信息。
从 ＲＣＳＢ 数据库检索获得 ｐ７２ 蛋白 ｐｄｂ 标识号

６Ｌ２Ｔ， 其 ３Ｄ 结构如图 ２ 所示。 通过 Ｄｉｓｃｏｔｏｐｅ ２􀆰 ０ 预

测 ｐ７２ 的 ＣＢＬ 表位， 从 １ ８８９ 个氨基酸中获得 １８９ 个

ＣＢＬ 表位氨基酸， 其中 Ａ 链 ６４ 个， Ｂ 链 ６６ 个， Ｃ 链

５９ 个。 通过 ＥｌｌｉＰｒｏ 预测 ｐ７２ 的 ＣＢＬ 表位， 得分越

高， 包含在球体模型内氨基酸残基越多， 溶剂可溶性

越强， 成为候选表位可能性越大， ｐ７２ 获得 ＣＢＬ 优势

表位 ２ 个， 优势表位 １ 包含 １ ０７５ 个氨基酸残基， 预

测评分 ０􀆰 ６９８； 优势表位 ２ 包含 １０ 个氨基酸残基，
预测评分 ０􀆰 ６４２， 其氨基酸序列为 Ｃ： Ｈ２８２， Ｃ：

Ｐ２８４， Ｃ： Ｅ２８５， Ｃ： Ｎ２８６， Ｃ： Ｉ２８７， Ｃ： Ｑ２８８， Ｃ：
Ｔ２８９， Ｃ： Ａ２９０， Ｃ： Ｇ２９１， Ｃ： Ｋ２９２， ２ 个优势 ＣＢＬ
表位的 ３Ｄ 结构映射如图 ３ 所示。

图 ２　 ＲＣＳＢ 蛋白质 ｐ７２ 的 ３Ｄ 结构

Ａ． ｐ７２ 优势 ＣＢＬ 表位 １ （１ ０７５ 个氨基酸残基）； Ｂ． ｐ７２ 优势 ＣＢＬ 表位 ２ （１０ 个氨基酸残基）。

图 ３　 ＥｌｌｉＰｒｏ 预测 ｐ７２ 优势 ＣＢＬ 表位的 ３Ｄ 结构映射

３　 讨论

由于 ＡＳＦＶ 具有高传染性、 高致死率和复杂的流

行性［２３］， 只靠扑杀生猪很难控制疫情传播， 并且成

本高、 损失大， 因此迫切需要一种安全、 有效， 可大

规模应用的疫苗， 控制疫情传播， 减少经济损失。 表

位疫苗作为亚单位疫苗， 以线性肽段为机体 ＭＨＣ 系

统所识别， 使机体产生保护性免疫应答， 不仅突破了
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将整个基因作为目的片段的局限， 同时因为表位片段

较短、 表达产物分子量较小， 可以预留足够的空间插

入合适的免疫增强因子， 不存在基因整合以及重组等

问题， 相比于减毒活疫苗、 ＤＮＡ 疫苗更加安全， 不

会产生严重的副作用［２４］。
本研究从免疫信息学的角度， 筛选鉴定 ＡＳＦＶ ５

种结构蛋白 ｐ７２、 ｐ１７、 ｐ４９、 Ｍ１２４９Ｌ 和 Ｈ２４０Ｒ 的 Ｔ、
Ｂ 细胞表位， 作为构成 ＡＳＦＶ 二十面体结构的重要衣

壳蛋白， 参与病毒形态发生和基因转录， 可诱导产生

中和抗体， 产生免疫应答［９， ２５］。 ５ 种蛋白均为亲水性

蛋白质， 共获得 ＣＴＬ 优势表位 ２７ 个， ＬＢＬ 优势表位

３５ 个， 仅针对 ｐ７２ 的 ＣＢＬ 优势表位 ２ 个， 其中 ５ 种

蛋白质 ＣＴＬ 优势表位分别为 １２ （４４􀆰 ４４％）、 ０、 ０、
１２ （４４􀆰 ４４％） 和 ３ （１１􀆰 １１％） 个， ＬＢＬ 优势表位分

别为 １０ （２８􀆰 ５７％）、 １ （２􀆰 ８６％）、 ５ （１４􀆰 ２９％）、 １７
（４８􀆰 ５７％） 和 ２ （５􀆰 ７１） 个。 预测表位多数集中于

ｐ７２ 和 Ｍ１２４９Ｌ， 合计占 ＣＴＬ 优势表位的 ８８􀆰 ８９％
（２４ ／ ２７）， ＬＢＬ 优势表位的 ７７􀆰 １４％ （２７ ／ ３５）， 以及

ＣＢＬ 优势表位的 １００％ （２ ／ ２）， 说明它们可被用作抗

原性靶标， 在 ５ 种蛋白质中最具疫苗设计研制前

景［２６］。 尽管 Ｍ１２４９Ｌ 二级结构以 α－螺旋为主， 但是

其包含氨基酸数量较多， 有足够的无规则卷曲区域可

以用来筛选抗原表位。
Ｔ 细胞表位预测工具基于多肽片段与 ＭＨＣ 结合、

细胞内加工和转运的过程， 计算得到每个多肽作为 Ｔ
细胞表位的预测评分。 人类白细胞抗原分为 ＭＨＣ－Ⅰ
类和 ＭＨＣ－Ⅱ类， 分别激活人体内 ＣＴＬ 和辅助 Ｔ 淋

巴细胞 （ｈｅｌｐｅｒ Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ， ＨＴＬ）。 其中 ＣＴＬ 能够

分泌颗粒酶、 穿孔素等免疫因子中和被感染受损的宿

主细胞， 在 ＭＨＣ－Ⅰ介导的细胞免疫中发挥关键作

用。 ＳＬＡ， 即猪的 ＭＨＣ 抗原， 分布于白细胞表面，
能够识别 Ｔ 细胞表面的自身肽和非自身肽［２７］。 Ｂ 细

胞表位分为 ＬＢＬ 表位和 ＣＢＬ 表位两种类型， ＬＢＬ 表

位由参与抗体结合的连续氨基酸线性延伸组成， 其相

互作用基于表位的一级结构， 而 ＣＢＬ 表位由抗原蛋

白序列上相距较远的氨基酸组成， 通过折叠结构聚集

在空间中［２８］。 尽管预测 Ｔ 细胞表位相比于 Ｂ 细胞表

位更加先进可靠［２９］， 但是对于非人类蛋白的 ＡＳＦＶ，
Ｔ 细胞表位预测可能更受限； 对于 ＡＳＦＶ 的这 ５ 种蛋

白质， 筛选出的 Ｂ 细胞优势表位多于 Ｔ 细胞表位。
通过预测 ＡＳＦＶ 的 ５ 种蛋白质的理化性质、 二级结构

等参数， 得到多个潜在 Ｔ、 Ｂ 细胞表位， 能够诱导保

护性免疫应答， 预测准确性良好， 尤其是蛋白 ｐ７２ 和

Ｍ１２４９Ｌ， 为构建 ＡＳＦ 表位疫苗提供研究依据， 为设

计研发效果强、 安全性高的 ＡＳＦ 疫苗提供潜在思路。
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