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肠道病毒 B组 '$ 型 OH" 蛋白线性 P细胞表位筛选与鉴定
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#3广东省疾病预防控制中心，广州!：""&#(）

专家简介!刘洪波，医学博士，教授，主任技师，博士生导师，主要研究方向为分子诊断和新

型疫苗。 担任广西医学会微生物学与免疫学分会副主任委员、白求恩精神研究会广西检验

医学专业委员会副主任委员、广西医学会医学教育分会委员等职务。 主持国家自然科学基

金项目 # 项、广西自然科学基金项目 # 项，其他科研项目 $ 项。 在国内、外学术期刊以第一或

通信作者发表论文 &( 余篇，其中 @B?收录 +( 篇，获国家发明专利 " 项、软件著作权 " 项。 参

编人民卫生出版社出版的医学检验技术专业教材 " 部。 指导学生在互联网h大学生创新创

业大赛、基础医学创新研究暨实验设计大赛等各类创新大赛中获省级及以上奖 +( 余项。

摘要!目的 鉴定肠道病毒 B组 '$ 型（8;.8\对̂=\:0B'$，NO…B'$）OH" 蛋白的线性 P细胞表位。 方法 采用

?NVP网站提供的在线分析工具分析、预测 NO…B'$ OH" 蛋白的线性 P细胞表位，结合其二级结构、、…转角、抗

原性、亲水性等多项参数，筛选出优势候选表位；应用间接 NU?@F法检测候选表位与 NO…B'$ 免疫血清的反应

性以及与 +" 种其他常见手足口病病原血清的交叉反应性；应用微量中和试验测定表位抗体的中和效价；采用

序列比对分析表位的序列保守性；应用结构对齐分析表位的结构特异性。 结果 通过生物信息学筛选出 NO…

B'$ OH" 蛋白 ) 个候选表位（H"（H)）；NU?@F法检测发现H)（氨基酸序列位置为 +,+（#(&）与NO…B'$ 多克隆

抗体有强反应性，与其他常见 NO多克隆抗体不发生明显反应；微量中和试验显示，H) 抗体的中和效价低于

" j+；序列及结构分析结果显示，H) 的氨基酸序列在 NO…B'$ 型内具有较高保守性，与其他 NO相应位点氨基

酸序列的结构有明显差异。 结论 H) 表位为 NO…B'$ 特异的非中和性 P细胞表位，可作为开发 NO…B'$ 检测

试剂盒的候选抗原表位。

关键词：肠道病毒 B组 '$ 型；OH" 蛋白；线性 P细胞表位；手足口病
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JNM:;2="， U?KM<;42<;4+<， JK，=<-:<+E，#， U?KJ对;4E对"，+<

（"3B对55848对][89=7<5U<E对\<.对\2@7=8;78， 制:=5=; [89=7<5K;=̂8\0=.2， 制:=5=; ：&""''， B-=;<； +3<3V8/<\.68;.对]

U<E对\<.对\2[89=7=;8， E3V8/<\.68;.对]@7=8;78<;9 D808<\7-， .-8@87对;9 F]]=5=<.89

J对0/=.<5对]制:=5=; [89=7<5K;=̂8\0=.2， 制:=5=; ：&""''， B-=;<； #3制:<;49对;4H\对̂=;7=<5B8;.8\]对\

V=08<08B对;.\对5<;9 H\8̂8;.=对;， 制:<;4G-对: ：""&#(， B-=;<）

#LE?:=2?!)L1;2?5I;Q对=98;.=]25=;8<\P78558/=.对/80对]OH" /\对.8=; 对]8;.8\对̂=\:0B'$（NO…B'$）3）;?FA>EQ-8

5=;8<\P78558/=.对/80<;9 .-8/\对/8\.2/<\<68.8\0对]NO…B'$ OH" /\对.8=; d8\8/\89=7.89 E2.-8?NVP对;5=;8

<;<520=0.对对50， 7对6E=;89 d=.- =.0087对;9<\20.\:7.:\8/<\<68.8\00:7- <0、….:\;=;4<;458， <;.=48;=7=.2， <;9

-29\对/-=5=7=.2d8\8:089 .对07\88; 对:.7<;9=9<.88/=.对/80d=.- <9 <̂;.<4803Q-8\8<7.=̂=.2对].-87<;9=9<.88/=.对/80

d=.- .-8NO…B'$ <;.=08\:6<;9 .-87\对00…\8<7.=̂=.2d=.- <;.=08\:60<4<=;0.+" 对.-8\7对66对; 8;.8\对̂=\:07<:089 -<;9

]对对.<;9 6对:.- 9=08<08d8\898.8\6=;89 E2=;9=\87.NU?@F<00<23Q-8;8:.\<5=G<.=对; .=.8\对]8/=.对/8<;.=E对92d<0

98.8\6=;89 E26=7\对;8:.\<5=G<.=对; .80.3Q-87对;08\̂<.=̂8;800对]8/=.对/80d<0<;<52G89 E208e:8;78<5=4;68;.， <;9

.-80.\:7.:\<50/87=]=7=.2对]8/=.对/80d<0<;<52G89 E20.\:7.:\<5<5=4;68;.3，;EJB?E@8̂8; 8/=.对/80对]NO…B'$ OH"

/\对.8=;（H"（H)）d8\8/\89=7.89 E2E=对=;]对\6<.=7068.-对90， <6对;4d-=7- H)（<<+,+（#(&）0-对d89 0.\对;4\8<7.=̂=.2

d=.- NO…B'$ <;.=08\:6<;9 9=9 ;对.7\对00…\8<7.d=.- 对.-8\7对66对; 8;.8\对̂=\:0<;.=08\<3Q-8;8:.\<5=G=;4.=.8\对]H)

<;.=E对92d<05800.-<; " j+3Q-8<6=;对<7=9 08e:8;78对]H) d<0-=4-527对;08\̂<.=̂8=; NO…B'$ =0对5<.80， <;9 .-8

0.\:7.:\8对].-8H) d<09=]]8\8;.]\对6对.-8\+" 7对66对; NO03KA32BJE5A3H) =0<;对;…;8:.\<5NO…B'$…0/87=]=7P7855

8/=.对/8.-<.7<; E8:089 <0<7<;9=9<.8<;.=48; 8/=.对/8]对\.-898̂85对/68;.对]NO…B'$ 98.87.=对; Y=.03

O;PQA:>E： 8;.8\对̂=\:0B'$； OH" /\对.8=;； 5=;8<\P78558/=.对/80； -<;9…]对对.…<;9…6对:.- 9=08<08

!!肠道病毒（8;.8\对̂=\:0，NO）属于小 DAF病毒科

肠道病毒属，包含众多型别，是人群中广泛流行的一

类病 原 体［"］。 手 足 口 病 （ -<;9…]对对.…6对:.- 9=08<08，

JR[V）是由部分型别 NO感染所致的儿童常见传染

病，严重时可引起神经系统方面的并发症，甚至危及

患儿生命［+*&］ 。 肠道病毒 B组 '$ 型 （8;.8\对̂=\:0

B'$， NO…B'$ ） ［：］ 为 JR[V 的 病 原 之 一， 是 由

·PND@QN等［$］ 鉴定发现的 NO…B组新成员。 NO…

B'$ 感染不仅可引起 JR[V［)*'］ ，还可引起急性弛缓

性麻痹（<7:.8]5<77=9 /<\<520=0， FRH） ［"(*"+］ 、急性胃肠

炎［"#…"&］等多种疾病。 近年来，NO…B'$ 在我国的检出

率逐年升高，严重威胁我国公共卫生安全［：，,，"：］ 。 然

而，由于 NO…B'$ 发现较晚，目前国内外相关研究较

少，且尚无特异性治疗药物，因此，研发 NO…B'$ 相应

的诊断试剂和疫苗具有重要意义。

NO…B'$ 为无包膜单股正链 DAF病毒，其基因

组编码 & 个结构蛋白和 ) 个非结构蛋白。 其中结构

蛋白 OH" 暴露在 NO…B'$ 病毒衣壳最外层，是抗原

表位和病毒受体识别位点集中区域，也是 NO属血清

型分类的重要划分依据［"$*")］ 。 本研究以 NO…B'$

OH" 蛋白为研究对象，应用生物信息学技术筛选和

实验鉴定线性 P细胞表位，为 NO…B'$ 检测试剂、疫

苗的研发奠定基础。

·+·
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./材料与方法

.3./材料与试剂
&细胞及毒株。 人横纹肌肉瘤（DV）细胞为本

课题组保存；NO…B'$ F+&( 分离株由广东省疾病预

防控制中心分离并测序。 。表位多肽合成及 NO多

克隆抗体。 表位多肽由合肥国肽生物科技有限公司

合成；NO…B'$ 多克隆抗体由灭活的 NO…B'$ F+&( 分

离株免疫小鼠所得，其他常见的NO多克隆抗体均为

本课题组制备；表位多克隆抗体由候选表位偶联钥

孔血蓝蛋白后免疫日本大耳白兔所得。 (酶标仪购

自赛默飞公司；JDH标记二抗购自成都正能生物公

司；Q[P底物显色试剂盒购自上海蓝季生物公司；'$

孔酶标板购自康宁公司。 )生物信息数据来源及软

件。 ABP?的 制8;P<;Y 数据库 （ -../0：!ddd3;7E=3

;563;=-34对̂C），免疫表位数据库 ?NVP（ -../：!.对对503

=89E3对\4CE7855C），蛋白质数据中心 HVP数据库（-../：!

ddd3\70E3对\4C）。 H2[·U软件， B5:0.<5L+ 软件，

[N制F)3( 软件及蛋白质同源建模网站 @c?@@…

[·VNU（-../0：!0d=006对985381/<023对\4C）等。

.3第/方法
"3+3"!NO…B'$ 的系统进化分析!基于全长 OH" 区

核苷酸序列，利用 B5:0.<5L+ 软件将 NO…B'$ F+&( 分

离株与数据库中的其他NO…B'$分离株进行序列比对。

以NO…B组成员的柯萨奇病毒 F+& 型（B对10<7Y=8̂=\:0

F+&，BO…F+&）（制8;P<;Y： FR(,"#""3"）为外群，应用

[N制F)3( 软件选择邻接法（ ;8=4-E对\…b对=;=;4，A…，）、

W=6:\<+…/<\<68.8\模型进行 NO…B'$ 的系统进化树

构建，P对对.0.\</ 设定为 " (((，以确保评估的可靠性。

"3+3+!NO…B'$ OH" 蛋白同源建模!根据 ABP?的

P5<0.结果，选择与 NO…B'$ F+&( 株 OH" 蛋白核苷酸

序列一致性最高的同为 NO…B组成员的 BO…F+&

（HVP编号：&e& ）̂为建模模板，将 NO…B'$ F+&( 株

OH" 区的氨基酸序列及模板数据上传至 @c?@@…

[·VNU，进行同源建模，构建的模型通过 H2[·U软

件显示。

"3+3#!OH" 蛋白特性及线性 P细胞表位预测!以

NO…B'$ F+&( 株 OH" 区全长氨基酸序列为模板，应

用 ?NVP网站提供的蛋白特性分析工具，预测 NO…

B'$ OH" 蛋白 、…转角、表面可及性、柔韧性、抗原性、

亲水性等结构； 应 用 在 线 工 具 P8/=/\89 U=;8<\

N/=.对/8H\89=7.=对; +3( 预测 NO…B'$ OH" 蛋白的线性

P细胞表位，阈值设置为 (3：。

"3+3&!候选表位的反应性测定!利用间接 NU?@F法

检测候选表位的反应性，以每孔 "(( ;4的量将表位

肽包被于微孔板中，以 " j" ((( 稀释 NO多克隆抗

体，" j： ((( 稀释 JDH酶标二抗，进行 NU?@F反应，

反应结束后，进行 Q[P显色与检测，检测波长

&：( ;6，以 ·V值值阴性对照的 +3" 倍作为阳性的判

定标准。

"3+3：!候选表位的抗体中和效价测定!利用微量中

和试验检测候选表位抗体中和效价。 将灭活的候选

表位多克隆抗体进行 + 倍梯度稀释；取各稀释度抗

体 +： 体U与相同体积的 "(( QB?V：(NO…B'$ 病毒在微

孔板中混合，置于 #) 于孵育 + -；每孔加入 "(( 体U

"l"(：个C6UDV细胞，置于 #) 于、：、 B·+培养箱中

培养，同时设置病毒对照、抗体对照和细胞对照；每

日观察各反应孔细胞病变效应 （72.对/<.-=78]]87.，

BHN），待病毒对照孔内细胞全部出现 BHN时，以能

保护 ：(、细胞不出现 BHN的抗体最高稀释度的倒

数为抗体的中和效价。

"3+3$!候选表位的序列保守性分析!利用 B5:0.<5

L+ 软件将候选表位序列与其他 NO…B'$ OH" 蛋白氨

基酸序列进行序列比对，分析候选表位在 NO…B'$ 型

内各基因型中的序列保守性。

"3+3)!候选表位的结构特异性分析!从 HVP数据

库获取 NOF、P、B、V各组代表株的 #V结构，包括

BO…F+"（HVP："G)0）、NO…F)"（HVP：# Ê0）、BO…F"$

（HVP： ：7'<）、 BO…P# （HVP： ) 1̂; ）、 BO…P： （HVP：

)7'2）、NO…V$,（HVP：&d;,）、NO…V)(（HVP：)对/1），

利用 H2[·U软件对 NO结构进行对齐，分析表位的

结构特性。

·#·
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第/结果
第3./NO…B01的系统进化分析

以 OH" 区全长核苷酸序列进行系统进化树构

建。 构建的进化树显示，NO…B'$ 有 # 个 75:0.8\：

75:0.8\" 包括了所有来自中国的 NO…B'$ 分离株以

及部分芬兰的分离株，75:0.8\+ 和 75:0.8\# 则均由国

外 NO…B'$ 分离株组成。 其中， 本研究选用的

NO…B'$F+&( 株与我国分离株均聚于同一簇，表明在

我国传播的 NO…B'$ 毒株具有共同的起源，NO…B'$

F+&( 可作为我国流行的 NO…B'$ 代表株进行后续研

究，系统进化树结构如图 " 所示。

。00
。00

HQ4。5758.。 EV-C96/CHN055。7/2005

GU906783.。 EV-C96/CHNSD/055。7/2005

MK5。2668.。 EV-C96/CHNJN。3048/20。322
KP984753.。 EV-C96/CHNT49-XZ/2005

。5 99

。0

6

9

8

82

。00

99

KP984754.。 EV-C96/CHNXZ94-XZ/20。2
KU63。429.。 EV-C96/CHN/3-。93R-HT-THLHD。F/20。。
MK5。2667.。 EV-C96/CHNSD/。84C5/2009
KF495604.。 EV-C96/CHN/GD/AFP809/20。。

KU53。428.。 EV-C96/CHN3-。56H HTYT-ARTH68F/20。。
KU53。430.。 EV-C96/CHN9-。3R-KSMGT-YTKH2。F/20。。

KR9。9804.。 EV-C96/CHWGD/SZ/20。5
EV-C96  A240 ▲
HO4。5759.。 EV-C96/CHN09228C。/2009

cluster l

93 EF364399.。 EV-C96/FIN/FIN05-5/2007
FJ75。9。5.。 EV-C96/FINFIN05-2/2009

40

46

33
。00

。00

EF364400.。 EV-C96/FINFIN05-。0/2007
EF364402.。 EV-C96/FIN/FINO5-。4/2007
EF36440。.。 EV-C96/FIN/FIND5-。2/2007

54
。00

89

。00

MK652。44.。 EV-C96NEN/23。23A/20。8
EF364403.。 EV-C96/FIN/FIND6-7A/2007
FJ75。9。4.。 EV-C96/FIN/FIN04-7/2009
EF364398.。 EV-C96/FINFIN04-7B/2007

EF0。5886.。 EV-C96/BANBAND0-。0488/2009 ■
EF364404.。 EV-C96/SVK/SVK03-24/2007 ●
AF08。3。。.。 CA24/Joseph20。8

custer 3

custer 2

注：：为 NO…B'$ F+&( 株；■为原型株；；为外群。

图 "!基于全长 OH" 区的 NO…B'$ 系统进化树

第3第/NO…B01OH.蛋白的特性及线性P细胞表位预测
应用 ?NVP网站提供的在线工具对 NO…B'$ OH"

蛋白特性以及线性 P细胞表位进行分析预测，结果

显示，NO…B'$ OH" 蛋白存在多个优势的抗原表位区

域，包括高频的 、…转角、良好的表面可及性、柔韧性、

抗原性以及亲水性，结果如图 + 所示。 NO…B'$ OH"

蛋白有 , 个潜在的线性 P细胞表位，其分布于 OH"

各个区域，结果如表 " 所示。

·&·
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注：F3B-对: m]<06<; 、…转角图谱；P3N6=;=表面可及性图谱；B3W<\/5:0m@7-:5G柔韧性图谱；V3W对5<0Y<\mQ对;4<对;Y<\抗原性

图谱；N3H<\Y8\亲水性图谱。

图 +!NO…B'$ OH" 蛋白特性分析

表 "!!NO…B'$ OH" 蛋白线性 P细胞表位预测

序号 起始位置 结束位置 氨基酸序列 序列长度

" ) , N@ +

+ "& ),
ÙO@ H̀DHQ̀DHF?QAQQFVQHF@@制OAQ̀NOHFU

QFONQ制F@制̀ FOHFVO?NQDWO?AMWQD@N
$：

# ') ""( NARAFQ制QNDWWUR "&

& "&$ "：$ DMMQ̀A@制JFD ""

： ")( ",# HDHAFcVVMQc @̀@ "&

$ +", +#& FDOH?W制NQQV@制VFMM ")

) +：# +：) JAHFD ：

, +," #(& FOHMA制Q制OV?WN制QUQH?QHOA@ +&

第3!/NO…B01OH.蛋白的线性 P细胞表位筛选
综合上述预测结果，筛选处于 、…转角且具有较

高表面可及性、柔韧性、抗原性以及亲水性的长度为

"：（+： 个氨基酸的肽段作为 NO…B'$ OH" 蛋白的候

选线性 P细胞表位，最终确定了 ) 个候选表位（H"（

H)），结果如表 + 所示。

表 +!NO…B'$ OH" 蛋白候选线性 P细胞表位

候选表位 序列位置 氨基酸序列

H" <<'(（"(： B?Q?[@ONARAFQ制QN

H+ <<""+（"+) OcN?@MQVQÒ UDDWU

H# <<"#)（"：$ QNRQROUQNDMMQ̀A@制JFD

H& <<"$"（")$ ?̀[M?HH制FHDHAFcV

H： <<++"（+#$ ?W制NQQV@制VFMM制̀

H$ <<+&'（+$, OOANJAHFD?Q@D[DOM[WH

H) <<+,+（#(& OHMA制Q制OV?WN制QUQH?QHOA@

·：·
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!!通过 H2[·U软件将候选表位映射于 NO…B'$ 全

病毒五聚体结构及 OH" 蛋白单体结构之上，由图 #

可知，候选表位均处于 NO…B'$ 的表面，且二级结构

多存在无规则卷曲和 、…转角，有利于与抗体结合。

因此，筛选的肽段为抗原表位的可能较大。

注：F3NO…B'$ OH" 单体的二级结构；P3NO…B'$ 五聚体的三

级结构。 不同候选表位以不同颜色表示，红色为 H"，绿色为

H+，蓝色为 H#，黄色为 H&，玫红色为 H：，靛青色为 H$，橘黄

色为 H)。

图 #!NO…B'$ OH" 蛋白候选线性 P细胞表位的结构映射图

第3%/候选线性 P细胞表位的反应性
间接NU?@F法检测结果显示，候选表位 H"（H)

均能与NO…B'$ 多克隆抗体反应，其中H) 多肽的反应

性最强，·V值为 #3)，结果如图 & 所示。 将H) 多肽与

本室保存的 +"种其他常见的JR[V病原NO多克隆抗

体反应，均无明显的交叉反应出现，结果如图 ：所示。

图 &!间接 NU?@F法检测候选线性 P细胞表位的免疫反应性

图 ：!间接 NU?@F法检测 H) 多肽的表位特异性

第3性/表位 H"抗体的中和能力
应用微量中和试验检测表位 H) 的抗体中和效

价，结果显示，当病毒对照组孔内细胞全部出现 BHN

时，细胞对照组和抗体对照组细胞均生长正常，而倍
比系列稀释的H) 抗体实验组细胞全部出现BHN，H)

抗体的中和效价低于 " j+，说明 H) 抗体没有中和
NO…B'$ 的能力，结果如图 $ 所示。

注：F3实验组细胞；P3NO…B'$ 病毒对照组细胞；B3抗体对

照组细胞；V3正常 DV细胞对照。

图 $!中和试验测定 H) 抗体的中和效价（"((l）

第31/表位 H"的氨基酸序列保守性
B5:0.<5L+ 软件分析结果显示，H) 在 NO…B'$ 型

内具有较高的保守性，其中 "" 个位点的氨基酸残基
完全保守，仅有Q-\+'： 和F0;#(# 两个位点的氨基酸
残基存在非保守突变。 在所有的非保守突变中，仅
有 Q-\+'：有F5<+'： 和 F0;#(#有F5<#(# 为极性中性
向非极性疏水性突变，其余突变均为同极性中性氨
基酸突变，结果如图 ) 所示。

·$·
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图 )!H) 氨基酸序列在 NOSB'$ 型内的保守性分析

#3"/表位 H"的结构特异性
H性[ZU软件分析结果显示，表位 H) 与各组 NO

代表株相应位点氨基酸序列的结构重合度低，具有

结构特异性。 其中，H) 与同为 NOSB组的 BOS组+"

相比，结构差异较小，与其他 组、P、、组 NO的结构差

异较大，结果如图 , 所示。

注：!3H) 与 组组 NO的二级结构；"3H) 与 P组 NO的二级结构；；3H) 与 B组 NO的

二级结构；$3H) 与 、组 NO的二级结构。 结构差异较大处以箭头指示。

图 ,!表位 H) 与 组、P、B、、各组 NO代表株相应位点的结构分析

的/讨论
NOSB'$ 原型株是 +((( 年在孟加拉国 " 名 组RH

患者的粪便中分离出来的新型 NOSB［$］ 。 +(() 年，我

国云南首次报告了 NOSB'$ 的相关研究［",］ ，随后几

年，山东［"+］ 、广东［""］ 、新疆［"［， "'］ 、西藏［+(］ 、江苏［,］ 、

湖北［+"］ 等多个地域陆续有 NOSB'$ 相关报告。

。组AX等［［］ 对山东省 组RH监测结果进行回顾性研

究，发现 "''" 年的 " 例 组RH标本中存在 NOSB'$

（"+)C@、CBJAC"''" 株），这是迄今为止发现最早的

NOSB'$ 分离株之一，表明 NOSB'$ 在我国流行已久，

且分布地域广泛。 本研究基于全长 OH" 区核苷酸序

列构建 NOSB'$ 系统进化树，结果显示，本研究选用

的 NOSB'$ 组+的( 分离株与其他中国分离株均聚于
于5:0.8\" 内，表明 NOSB'$ 在我国存在时间长，且具

有共同的起源。 于5:0.8\" 中除了中国分离株外，还包

括部分来自芬兰的 NOSB'$ 分离株，提示我国 NOS

B'$ 最初流行的分离株可能与芬兰 NOSB'$ 分离株

为同一传播链。 尽管 NOSB'$ 的分离率相对较低，但

考虑其在我国存在的时间长，分布地域广，且已有

·)·
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NOSB'$ 与疾病相关的报告，因此，对 NOSB'$ 的流行

进行监测与防控具有重要性。

抗原表位又称抗原决定簇，是生物医药领域研

究中的重要靶标，抗原表位的鉴定对检测试剂和疫

苗的研发具有重要意义［++*+第］ 。 传统方法鉴定表位成

本高且费时费力，而新兴的生物信息学可通过多种

运算法则对抗原表位进行分析预测，具有高效、准确

的优势，已有多项研究［+［*+,］通过生物信息学方法预

测，并通过实验确认了NO表位。 本研究利用多种生

物信息学工具综合预测NOSB'$ 的线性性细胞表位，

最终筛选出 ) 个候选表位（H"iH)）。 候选表位H"i

H) 均处于 NOSB'$ 全病毒表面，且二级结构存在多

个 个S转角及无规则卷曲，为优势的表位结构，有利于

抗体的识别与结合［+'*第(］ 。 以间接 NU?@F法分析，结

果显示，H"iH) 均能与 NOSB'$ 多克隆抗体发生反

应，其中 H) 的反应性最强，且 H) 与 +" 种其他常见

的 的R[V病原 NO多克隆抗体均无明显交叉反应，

表明 H) 为 NOSB'$ 的特异性抗原表位，可以用于

NOSB'$ 感染的免疫学检测试剂开发。 抗原表位鉴

定也是新型疫苗研发的重要内容，疫苗诱导机体产

生的中和抗体可以阻断病毒的感染、复制和传播。

为了解表位 H) 是否为中和表位，本研究利用 H) 免

疫血清进行了微量中和试验，遗憾的是，实验结果显

示，H) 抗体没有中和 NOSB'$ 的能力，说明 H) 为

NOSB'$ 的非中和性表位。

为进一步了解表位 H) 的特性，对其氨基酸序列

及结构进行了分析。 结构比对分析结果显示，表位

H) 无论是与同组 NO，还是与其他组 NO，在结构上

均存在明显的差异，而结构是影响表位形成的重要

因素，因此，表位 H) 的反应特异性可能是由其结构

的差异所引起。 另外，表位 H) 氨基酸序列的型内保

守性分析结果显示，H) 序列在 NOSB'$ 型内具有较

高保守性，仅存在两个非保守氨基酸残基突变位点

Q-\+'%'F5<+'% 和 F和;第(第'F5<第(第，这两个位点的

突变均为丙氨酸突变。 而丙氨酸因为分子结构小，

通常用于填补蛋白空隙，起到维持蛋白结构稳定的

作用，因此，推测该突变对表位 H) 的抗原反应性影

响不大，后续可通过合成突变抗原肽进行实验验证。

。/结论
本研究利用生物信息学的方法对 NOSB'$ OH"

蛋白的线性 性细胞表位进行分析预测，并以间接

NU?@F法和微量中和试验加以验证，确定了表位 H)

为保守的 NOSB'$ 特异线性 性细胞表位，可以用于

NOSB'$ 感染的免疫学检测试剂的研发，这将为 NOS

B'$ 感染性疾病的诊断和防控奠定可靠的基础。
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