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　　［摘要］　目的　筛选、鉴定并验证汉滩病毒包膜糖蛋白 Ｃ末端（Ｈａｎｔａａｎｖｉｒｕｓｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ
Ｃｔｅｒｍｉｎａｌ，ＨＴＮＶＧｃ）上免疫反应性表位。方法　在预测覆盖率超过全球９８％人群主要组织相容性复
合物（ｍａｊｏｒｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙｃｏｍｐｌｅｘ，ＭＨＣ）基因基础上，通过免疫表位数据库（ＩｍｍｕｎｅＥｐｉｔｏｐｅ
Ｄａｔａｂａｓｅ，ＩＥＤＢ）、丹麦技术大学（ＴｅｃｈｎｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＤｅｎｍａｒｋ，ＤＴＵ）等免疫信息学前沿算法系统分
析ＨＴＮＶＧｃ上９肽和１５肽表位的亲和力，使用 Ｖａｘｉｊｅｎ工具分析免疫原性，使用 Ｂｌａｓｔｐ工具分析种间
种内保守性；双向层次聚类比较ＭＨＣⅠ类和Ⅱ类限制性表位的交叉免疫反应性；使用分子对接模拟出
优势表位与ＭＨＣ对接的可能结果；通过酶联免疫斑点（ＥＬＩＳｐｏｔ）实验验证计算机分析结果。结果　将
多种生物信息学算法结果整合后，获得高亲和力、种间种内保守和强免疫原性的９肽和１５肽表位，分别
为８和８０个，其中人鼠共同优势表位８个；聚类分析证明 Ｈ２基因型与 ＨＬＡ基因型存在部分相似；分
子对接结果模拟出下优势表位与多个ＭＨＣ基因型对接良好，且与亲和力分析结果一致；在非优势表位
对比下，优势表位组小鼠脾细胞分泌 ＩＦＮγ的量更高。结论　使用多种生物信息学算法成功筛选出
ＨＴＮＶＧｃ上优势表位，并通过ＥＬＩＳｐｏｔ实验鉴定了上述表位的细胞免疫反应性。
　　［关键词］　 汉滩病毒；糖蛋白；表位；计算机预测；免疫反应性
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　　汉坦病毒（Ｈａｎｔａｎｖｉｒｕｓ）是属于布尼亚病毒科正
汉坦病毒属的负性ＲＮＡ病毒［１－２］，是一种危害严重的

人畜共患病原体。其中汉滩病毒（Ｈａｎｔａａｎｖｉｒｕｓ，
ＨＴＮＶ）主要引起肾综合征出血热（ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃｆｅｖｅｒ
ｗｉｔｈｒｅｎａｌｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＨＦＲＳ），以发热、出血和急性肾功
能损伤为主要临床症状。我国陕西、黑龙江等地区是

ＨＴＮＶ引起ＨＦＲＳ的主要疫区。根据中国疾病预防控
制局 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｈｃ．ｇｏｖ．ｃｎ／ｊｋｊ／ｓ３５７８／２０２２０４／
４ｆｄ８８ａ２９１ｄ９１４ａｂｆ８ｆ７ａ９１ｆ６３３３５６７ｅ１．ｓｈｔｍｌ）统计结果
显示，２０２１年全国法定传染病中，ＨＦＲＳ患者死亡率位
于乙类传染病死亡数前５位，全年发病数为９１８７例，
死亡数为６４人，对我国公共卫生安全造成重大威胁。
　　ＨＴＮＶ三股单负链 ＲＮＡ分为小（Ｓ）、中（Ｍ）和大
（Ｌ）３个片段，Ｍ段编码病毒表面糖蛋白（ＧＰ）［３］。ＧＰ
可水解得到 Ｇｎ和 Ｇｃ分子，在 ＨＴＮＶＧＰ中，Ｇｎ主要
负责宿主细胞吸附，Ｇｃ主要介导膜融合［４］。病毒侵入

细胞后，大量糖基化的 Ｇｎ经过裂解和加工进而调节
Ｇｃ的膜融合作用。在低 ｐＨ环境下，汉坦病毒的 Ｇｃ
仍能保持稳定的α螺旋折叠结构，这为膜融合提供了
驱动力［５］，提示 Ｇｃ在病毒免疫过程中发挥重要的结
合作用。ＪＩＡＮＧ等［６］发现用编码 ＨＴＮＶＧｃ（ｐＶＡＸ
Ｇｃ）的质粒免疫小鼠可产生具有中和 ＨＴＮＶ感染效果
的特异性抗体。免疫接种后小鼠脾脏淋巴细胞 ＩＦＮγ
释放增强，提示Ｇｃ分子能够引起适应性免疫反应。
　　抗原表位在机体抗ＨＴＮＶ感染免疫中具有重要作
用。ＭＡ等［７］预测并验证了ＨＴＮＶＧＰ衍生的一个小鼠
Ｈ２Ｋｂ限制性ＣＴＬ表位。ＴＡＮＧ等［８］验证了ＨＴＮＶＧＰ
衍生的ＨＬＡＡ０２０１限制性表位，发现免疫保护表位
ＬＬ９（ａａ３５８ａａ３６６，ＬＩＷＴＧＭＩＤＬ）。Ｇｃ主要介导膜融
合，在病毒免疫中发挥重要的结合作用。上述研究结

果表明，Ｇｃ的表位预测具有靶向性、特异性、安全性等
独特优势，具有很大的研究潜力。与此同时 ＭＨＣⅠ
和ＭＨＣⅡ两种表位的共性和差异亟待进一步阐明，
ＣＤ４＋ＣＤ８＋Ｔ细胞反应的规律仍待进一步探索。
　　本研究基于 ＨＴＮＶＧｃ抗原肽开展表位相关的预
测及评估，并进一步比较了Ｇｃ相关ＭＨＣⅠ和ＭＨＣⅡ
之间的差异。以比较免疫学和结构免疫学为基础，利

用分子生物信息学的原理，采取多种预测工具，探究

ＨＴＮＶＧｃ上高亲和力、强免疫原性和种间种内均保守

的９肽、１５肽优势表位，预测表位覆盖率超过全球
９８％人群［９］。通过模拟肽ＭＨＣ分子对接，探究其在
体内可能的对接方式。双向聚类与 ＭＨＣ分子共亲和
区段探究分析ＨＴＮＶＧｃ表位跨地区、跨种群、跨物种
之间的相互作用。多方面数据支持和多维度过程探

索，为ＨＴＮＶＧｃ特异性群体免疫性的表位疫苗研制工
作奠定了理论基础。

１　材料与方法

１．１　Ｇｃ蛋白序列获取
　　从ＮＣＢＩＧｅｎＢａｎｋ检索获得 ＨＴＮＶ７６～１１８株 Ｇｃ
蛋白序列（Ｐ０８６６８＃ＰＲＯ＿０００００３６８１７）［１０］。
１．２　Ｇｃ蛋白表位亲和力预测
１．２．１　预测工具的选取　　利用５种预测算法包括
ＩＥＤＢ［１１］ （ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｉｅｄｂ．ｏｒｇ／），ＳＭＭＰＭＢＥＣ［１２］

（ ｈｔｔｐｓ：／／ｇｉｔｈｕｂ． ｃｏｍ／ｙｋｉｍｂｉｏｌｏｇｙ／ｓｍｍｐｍｂｅｃ ），
ＮｅｔＭＨＣｐａｎ４．１［１３］（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ／
ｓｅｒｖｉｃｅ．ｐｈｐ？ＮｅｔＭＨＣｐａｎ４．１），ＳＹＦＰＥＩＴＨＩ［１４］（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｓｙｆｐｅｉｔｈｉ．ｄｅ／ｂｉｎ／ＭＨＣＳｅｒｖｅｒ．ｄｌｌ／ＥｐｉｔｏｐｅＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ．
ｈｔｍ），Ｒａｎｋｐｅｐ［１５］（ｈｔｔｐ：／／ｉｍｅｄ．ｍｅｄ．ｕｃｍ．ｅｓ／Ｔｏｏｌｓ／
ｒａｎｋｐｅｐ．ｈｔｍｌ）全面无偏倚地获得高亲和力的表位候选
肽，并对ＨＴＮＶＧｃ蛋白序列进行序列寡肽分割，计算
ＭＨＣⅠ类分子与９肽表位之间的亲和力；对于ＭＨＣⅡ类
分子与１５肽表位之间亲和力的预测，利用４种预测算
法包括 ＩＥＤＢ、ＮｅｔＭＨＣＩＩｐａｎ３．２［１６］（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｅｒｖｉｃｅｓ．
ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅ．ｐｈｐ？ＮｅｔＭＨＣＩＩｐａｎ３．２）、
ＳＹＦＰＥＩＴＨＩ、Ｒａｎｋｐｅｐ。
１．２．２　ＭＨＣⅠ／Ⅱ类限制性表位预测与筛选　　对
ＩＥＤＢ推荐的人类主要白细胞抗原ＨＬＡⅠ类亚型等位基
因、 Ａｌｌｅｌ Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ 网 站［１７］ （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ．ｎｅｔ／）中各地区基因频率＞１０％的 ＨＬＡ
基因型（表１）以及小鼠Ｈ２基因型Ｈ２Ｄｂ、Ｈ２Ｄｄ、Ｈ２
Ｋｂ、Ｈ２Ｋｄ、Ｈ２Ｋｋ、Ｈ２Ｌｄ选定进行亲和力分析，其中
ＨＬＡⅠ基因型覆盖了超过９９．３％人群的ＭＨＣⅠ类亚型，
ＨＬＡⅡ基因型覆盖了超过９８％人群的ＭＨＣⅡ类亚型。
选取每种算法结果前２％的预测表位为候选优势表位，
ＭＨＣⅠ类限制性表位选择至少３种预测算法结果中出
现的表位作为优势表位，ＭＨＣⅡ类限制性表位选择至
少２种预测算法结果中出现的表位作为优势表位。

８００２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



表１　ＨＬＡ基因家族、超家族以及各家族基因型统计结果

ＨＬＡ家族 ＨＬＡ超家族 ＨＬＡ基因型

ＨＬＡⅠ ＨＬＡＡ１ ＨＬＡＡ０１０１、Ａ２６０１、Ａ３００１、Ａ３００２

ＨＬＡＡ２ ＨＬＡＡ０２０１、Ａ０２０３、Ａ０２０６、Ａ０２０７、Ａ０２１２、Ａ６８０２

ＨＬＡＡ３ ＨＬＡＡ０３０１、Ａ１１０１、Ａ３００１、Ａ３１０１、Ａ３３０１、ＨＬＡＡ３３０３、Ａ６８０１

ＨＬＡＡ２４ ＨＬＡＡ２３０１、Ａ２４０２、Ａ２４０７、Ａ３２０１

ＨＬＡＢ７ ＨＬＡＢ０７０２、Ｂ３５０１、Ｂ５１０１、Ｂ５３０１

ＨＬＡＢ８ ＨＬＡＢ０８０１

ＨＬＡＢ１５ ＨＬＡＢ１５０１、Ｂ１５０２、Ｂ１５０６、Ｂ１５１２、Ｂ１５２１

ＨＬＡＢ４４ ＨＬＡＢ４００１、Ｂ４００２、Ｂ４００６、Ｂ４４０２、Ｂ４４０３、Ｂ４４０４

ＨＬＡＢ５８ ＨＬＡＢ５７０１、Ｂ５８０１

ｏｕｔｌｉｅｒ
ＨＬＡＡ３４０１、ＨＬＡＢ１３０１、ＨＬＡＢ１４０５、ＨＬＡＢ１８０７、ＨＬＡＢ３５０８、ＨＬＡＢ３９０３、ＨＬＡＢ
４６０１、ＨＬＡＢ５００１、ＨＬＡＢ５１１０、ＨＬＡＢ５２０１、ＨＬＡＢ５５０２、ＨＬＡＢ５６０１

ＤＲＢ１

ＤＲＢ１０１０１，ＤＲＢ１０３０１，ＤＲＢ１０３０４，ＤＲＢ１０４０１，ＤＲＢ１０４０５，ＤＲＢ１０４０７，ＤＲＢ１０４１２，ＤＲＢ１
０７０１，ＤＲＢ１０７０４，ＤＲＢ１０８０２，ＤＲＢ１０８０３，ＤＲＢ１０９０１，ＤＲＢ１１１０１，ＤＲＢ１１１０４，ＤＲＢ１
１２０１，ＤＲＢ１１２０２，ＤＲＢ１１３０１，ＤＲＢ１１３０２，ＤＲＢ１１３０４，ＤＲＢ１１４０１，ＤＲＢ１１４０２，ＤＲＢ１１４０８，
ＤＲＢ１１４０９，ＤＲＢ１１５０１，ＤＲＢ１１５０２，ＤＲＢ１１５０３，ＤＲＢ１１６０２

ＨＬＡⅡ ＤＲＢ３／４／５ ＤＲＢ３０１０１，ＤＲＢ３０２０２，ＤＲＢ４０１０１，ＤＲＢ５０１０１

ＤＱＡ１／ＤＱＢ１
ＤＱＡ１０５０１／ＤＱＢ１０２０１，ＤＱＡ１０５０１／ＤＱＢ１０３０１，ＤＱＡ１０３０１／ＤＱＢ１０３０２，ＤＱＡ１０４０１／ＤＱＢ１
０４０２，ＤＱＡ１０１０１／ＤＱＢ１０５０１，ＤＱＡ１０１０２／ＤＱＢ１０６０２

ＤＰＢ１ ＤＰＢ１０１０１，ＤＰＢ１０２０１，ＤＰＢ１０４０１，ＤＰＢ１０４０２，ＤＰＢ１０５０１，ＤＰＢ１１４０１

１．３　ＨＴＮＶＧｃＭＨＣⅠ／Ⅱ类限制性表位免疫原性分析
　　高亲和力肽可能不能充分诱导免疫应答，因此优
势表位除了具有免疫反应性外，还应具有免疫原性。免

疫原性由氨基酸序列所决定。ＶａｘｉＪｅｎ２．０［１８］（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｄｄｇｐｈａｒｍｆａｃ．ｎｅｔ／ｖａｘｉｊｅｎ／ＶａｘｉＪｅｎ／ＶａｘｉＪｅｎ．ｈｔｍｌ）
用于计算 ９肽、１５肽表位的免疫原性。视评分＞０．５
为阳性标准，即该表位被视为强免疫原性；否则被视为

不具有免疫原性。在同等条件下可以认为免疫原性强

的表位更有可能充分诱导免疫应答。

１．４　ＨＴＮＶＧｃＭＨＣ分子间的共亲和区段分析
　　为了进一步探究具有高亲和力和强免疫原性的优
势表位其跨人群、跨物种的交叉免疫反应性，对比分析

了不同ＭＨＣ分子对应优势表位所在的区段。计数重
复区段后利用 Ｅｘｃｅｌ绘制柱形图，可以直观得出不同
基因型之间的交叉免疫反应性。其中通过数据库

ＮｅｔＭＨＣｐａｎ得到的 ＭＨＣⅡ类限制性 １５肽表位的核
心９肽视为该１５肽所在区段。
１．５　ＨＴＮＶＧｃＭＨＣⅠ／Ⅱ类限制性表位保守性预测
　　为了确定 ＨＴＮＶ７６～１１８毒株 Ｇｃ序列中优势抗
原的进化保守性，使用ＢＬＡＳＴＰ［１９］（ｈｔｔｐｓ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）工具预测高亲和力ＨＴＮＶＧｃ９
肽和１５肽的种间种内保守性。其中，种间保守的评价
标准为正汉坦病毒（Ｏｒｔｈｏｈａｎｔａｖｉｒｕｓ，ｔａｘｉｄ：１９８０４４２），

而除外汉滩病毒（ＨＴＮＶ，ｔａｘｉｄ：１９８０４７１）、人（ｈｕｍａｎ，
ｔａｘｉｄ：９６０６）、鼠（ｍｏｕｓｅ，ｔａｘｉｄ：１００８８）。种内保守评价
标准为汉滩病毒（Ｈａｎｔａａｎｈａｎｔａｖｉｒｕｓ，ｔａｘｉｄ：１９８０４７１），
而除外汉滩病毒 ７６～１１８株 （Ｈａｎｔａａｎｖｉｒｕｓ７６～１１８，
ｔａｘｉｄ：１１６０２）、人（ｈｕｍａｎ，ｔａｘｉｄ：９６０６）、鼠（ｍｏｕｓｅ，
ｔａｘｉｄ：１００８８）。在分析结果中，若 Ｅ值小于１０－５，则认
为保守。因此，根据保守性结果统计不同 ＭＨＣ基因
型对应的种间种内均保守的优势表位数量。

１．６　双向层次聚类分析
　　ＭＨＣ分子的多态性和表位肽氨基酸序列的多样
性构成了 ｐＭＨＣ相互作用的差异性。为使其中的关
系可视化，利用 ＴＢｔｏｏｌｓ［２０］对 ＭＨＣⅠ、Ⅱ类超家族和
ＨＴＮＶＧｃ相关肽的亲和力排名进行双向层次聚类。
亲和力排序数据用以２为底的对数和 ＺＳｃｏｒｅ处理之
后，用Ｃｏｍｐｌｅｔｅ方法进行欧氏距离的双向层次聚类。
分析包含５７个 ＭＨＣⅠ类分子与 ＨＴＮＶＧｃ９肽相互
作用及５１个ＭＨＣⅡ类分子与ＨＴＮＶＧｃ１５肽表位相
互作用，绘制热图表示。

１．７　模拟ｐＭＨＣ分子对接
１．７．１　ＨＴＮＶＧｃ９肽与 ＭＨＣⅠ 类分子模拟对接　
　ＨＰＥＰＤＯＣＫ（ｈｔｔｐ：／／ｈｕａｎｇｌａｂ．ｐｈｙｓ．ｈｕｓｔ．ｅｄｕ．ｃｎ／
ｈｐｅｐｄｏｃｋ／）［２１］是一种新型的网络服务器，它通过输入
９肽优势表位序列与 ＭＨＣⅠ 类分子 ＲＤＢ格式文件

９００２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１９）



即可模拟分子对接，从而获得对接模型。使用 ＲＣＳＢ
ＰＤＢ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｒｃｓｂ．ｏｒｇ／）即可获得相关
ＭＨＣⅠ 类分子 ３Ｄ结构数据：ＨＬＡＡ０２０６（３ＯＸＲ）、
ＨＬＡＡ２４０２（５ＷＷＪ）、ＨＬＡＡ０１０１（４ＮＱＸ）、ＨＬＡ
Ｂ５３０１（１Ａ１Ｎ）、ＨＬＡＢ４００１（６ＩＥＸ）、ＨＬＡＢ５８０１
（５Ｖ５Ｌ）、ＨＬＡＢ０８０１（３Ｘ１３）、Ｈ２Ｋｂ（６ＪＱ３）、Ｈ２Ｌｄ
（６Ｌ９Ｍ）。与表位相对接后，结果提供前１０种可能的
对接形式及相应的对接分数。将对接分数数据标准化

后，绝对值高于总体中位数者被认为是可结合的，称为

可结合核心数；其中，对接分数绝对值最高者称为最优

核心结合力。将上述２种数据制成气泡图。
１．７．２　ＨＴＮＶＧｃ１５肽与 ＭＨＣⅡ类分子模拟对接　
　使用 ＥｐｉＤＯＣＫ（ｗｗｗ．ｄｄｇｐｈａｒｍｆａｃ．ｎｅｔ／ｅｐｉｄｏｃｋ／
ＥｐｉＤｏｃｋＰａｇｅ．ｈｔｍｌ）［２２］工具模拟１５肽与ＭＨＣⅡ 类分
子对接。输入１５肽优势表位序列后选择对应的ＨＬＡⅡ
类亚型进行对接模拟。每条 １５肽被认为均由 ７个 ９
肽核心与对应的 ＭＨＣⅡ类分子进行对接，随后得出
每种情况与 ＨＬＡⅡ类分子的结合得分及对应的对接
阈值。结合分数高于或等于给定阈值的情况被认为是

可结合，否则不是。将结合分数数据标准化后，高于总

体中位数者被认为是可结合的，称为可结合核心数；其

中，结合力最强者称为最优核心结合力。将上述２种
数据制成气泡图。

１．８　ＤＮＡ疫苗和灭活疫苗
　　二价ＨＦＲＳ灭活疫苗（ＨＡＮＰＵＷＥＩ）由中国长春
生物制品研究所有限公司生产。该疫苗由仓鼠肾细胞

中灭活和纯化的ＨＴＮＶ和 ＳＥＯＶ制成（在中国没有单
价ＨＦＲＳ疫苗）。质粒ｐＶＡＸＧｃ疫苗为本课题组先前
研究所合成［５］。

１．９　动物和免疫
　　无特定病原体的近交系８周龄雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠
购自空军军医大学实验动物中心。ＢＡＬＢ／ｃ小鼠位于
ＭＨＣ单倍型 Ｈ２ｄ内，分成２组，每组１０只小鼠。第
１组小鼠接种５０μＬ１∶５稀释的二价灭活疫苗（参照生
产厂家说明书确定免疫剂量），第２组小鼠注射５０μＬ
质粒ｐＶＡＸＧｃ疫苗，疫苗每 ３周注射 １次，共注射
２次。第１次免疫后５周，处死免疫小鼠，进行ＥＬＩＳｐｏｔ
实验，评估细胞免疫反应性。所有动物饲养在无病原

体的动物实验室中，饲养条件安静。用标准饲料和过

滤水喂养动物，每周更换垫料，确保 １０ｈ以上的连续
夜间时间以维持昼夜节律。所有实验操作佩戴无菌手

套。通过吸入二氧化碳处死动物。由空军军医大学动

物中心伦理委员会批准动物护理和使用的整个程序，

遵守所有适用的关于动物伦理使用的机构和政府

法规。

１．１０　Ｅｌｉｓｐｏｔ实验验证
　　由于其生产中固有的困难，对 ＨＴＮＶＧｃ上２个９
肽核心与所预测出的Ｈ２ｄ限制性１５肽相同的表位以
及２条非预测优势表位和２个非 Ｈ２ｄ限制性表位进
行合成（ＣｈｉｎａＰｅｐｔｉｄｅｓ，上海），用２０μｇ／ｍＬ的 ＰＢＳ稀
释单个肽用于ＩＮＦγＥＬＩＳｐｏｔ分析，在４℃条件下放置
在包被有 ＩＦＮγ特异性捕获抗体的 ＥＬＩＳｐｏｔ板上过
夜。处死小鼠并解剖脾脏，然后研磨至单细胞悬液。

红细胞裂解后，冲洗脾细胞并重新悬浮。在室温下用

含有１０％胎牛血清 ＲＰＭＩ１６４０培养基封闭ＥＬＩＳｐｏｔ板
２ｈ后，将１×１０６个脾细胞添加到每个孔中，并用最终
浓度为５μｇ／ｍＬ的合成Ｇｃ肽刺激脾细胞。将平板在
３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养２４ｈ。阴性对照为完整
的培养基。阳性对照为１０μｇ／ｍＬ的刀豆蛋白 Ａ（Ｃｏｎ
Ａ）。孵育后，将培养板用 Ｈ２Ｏ和 ＰＢＳＴ洗涤，洗涤后
在孔中加入 １００μＬ终浓度为 ２μｇ／ｍＬ生物素化抗
ＩＦＮγ抗体并在室温孵育 ２ｈ。用 ＰＢＳＴ（０．０５％
Ｔｗｅｅｎ２０的ＰＢＳ）洗涤后加入链霉亲和素辣根过氧化
物酶（ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎＨＲＰ）室温孵育 １ｈ。用 ＰＢＳＴ洗涤
后加入ＡＥＣ（ＤＡＫＥＷＥＩ，Ｃｈｉｎａ）底物显色并用水洗涤
终止反应。待 ９６孔板风干后使用 ＣＴＬＥＬＩＳｐｏｔ读取
器（ＣＴＬ，ＵＳ）对板中斑点进行计数。所有结果显示为
每１０６个脾细胞的斑点形成单位（ＳＦＵ）平均值。条形
图采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９绘制。

２　结果

２．１　ＨＴＮＶＧｃ上鼠Ｈ２和人ＨＬＡⅠ、Ⅱ类限制性优
势表位的亲和力分析

　　表 １列举出了预测工具对小鼠 Ｈ２类亚型及人
ＨＬＡⅠ、Ⅱ类主要亚型等位基因。重新计算排除重复
９肽和１５肽后，分析产生的优势表位的数目。在ＭＨＣⅠ
类亚型中得到１０３个优势表位，ＭＨＣⅡ类亚型中得到
１１４个优势表位。在 Ｈ２类亚型中，Ｈ２Ｋｄ优势表位
数目最多，为 ７个 ９肽表位。在 ＨＬＡⅠ类亚型中，
ＨＬＡＢ１５优势表位数目最多，为 ２４个 ９肽表位。在
ＨＬＡⅡ类亚型中，ＤＲＢ１优势表位数目最多，为４１个
１５肽表位。
２．２　ＨＴＮＶＧｃ上优势表位免疫原性分析
　　在同等条件下免疫原性强的表位更有可能充分诱
导免疫应答。表１列出了小鼠和人对 Ｇｃ的强免疫原
性表位数目。在Ｈ２亚型中获得了１０个强免疫原性
优势表位，在 ＭＨＣⅠ类亚型中获得了７４个强免疫原
性优势表位，在 ＭＨＣⅡ类亚型中获得了２７个强免疫
原性优势表位。
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２．３　ＨＴＮＶＧｃＭＨＣ分子间的共亲和区段分析
　　图１柱状图显示，对于ＨＴＮＶＧｃ而言，ＨＬＡＡ２４、
ＨＬＡＢ１５、ＨＬＡＢ４４、ＨＬＡＢ４６、ＨＬＡＢ５８等基因超家
族与其他ＭＨＣ基因超家族有较为普遍的交叉反应区
段，提示不同人群之间可能存在跨群体的交叉反应性；

ＨＬＡＢ４６与 ＨＬＡＢ１５存在最多交叉反应区段，ＨＬＡ
Ｂ４６为 ＨＬＡＢ１５进化而来的等位基因（ｈｔｔｐｓ：／／ｅｎ．
ｗｉｋｉｐｅｄｉａ．ｏｒｇ／ｗｉｋｉ／ＨＬＡＢ４６），提示具有较多相同高
亲和区段的ＭＨＣ分子可能在进化上存在一定联系。

２．４　ＨＴＮＶＧｃ上优势表位的保守性分析
　　使用ＢＬＡＳＴＰ工具预测上述强免疫原性的 ＨＴＮＶ
ＧＣ９肽和１５肽优势表位的种间种内保守性，获得高
亲和力、强免疫原性和种间种内保守的 ＭＨＣⅠ／Ⅱ类
限制性优势表位，结果如表 ２。其中上述 ＭＨＣⅠ、Ⅱ
类限制性表位中存在７条交叉表位；ＭＨＣⅡ类限制性
表位均为种间种内保守；交叉表位在 ＭＨＣⅠ、Ⅱ类分
子中均为强免疫原性表位。

图１　ＭＨＣ分子间共亲和区段分析结果

表２　小鼠Ｈ２和人ＨＬＡ分子对Ｇｃ表位亲和力、免疫原性和保守性分析结果
ＭＨＣ家族 ＭＨＣ基因型 Ｇｃ优势表位数 强免疫原性表位数 种间种内保守表位数

ＭＨＣⅠ Ｈ２Ｄｂ ５ ２ ０
Ｈ２Ｄｄ ５ ３ ０
Ｈ２Ｋｂ ３ ０ ０
Ｈ２Ｋｄ ７ ２ ０
Ｈ２Ｋｋ ４ ２ ０
Ｈ２Ｌｄ ３ １ ０
ＨＬＡＡ１ ８ ４ ２
ＨＬＡＡ２ １３ ６ ２
ＨＬＡＡ３ １９ １２ ３
ＨＬＡＡ２４ １３ ６ ４
ＨＬＡＢ７ １２ ５ ３
ＨＬＡＢ８ ２ １ ０
ＨＬＡＢ１５ ２４ １１ ２
ＨＬＡＢ４０ ７ ５ ２
ＨＬＡＢ４４ １２ ７ ２
ＨＬＡＢ４６ １０ ４ １
ＨＬＡＢ５０ １０ ６ ４
ＨＬＡＢ５８ １２ ７ １
ＤＲＢ１ ４１ ２２ ２２

ＤＱＡ１／ＤＱＢ１ １ １ １
ＭＨＣⅡ ＤＲＢ３／４／５ ７ ５ ５

Ｈ２Ａ ４８ ２７ ２７
Ｈ２Ｅ ４０ ２５ ２５
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２．５　双向层次聚类分析显示 ＨＴＮＶＧｃ表位与 ＭＨＣ
分子的相互作用关系

２．５．１　ＨＴＮＶＧｃ９肽与 ＭＨＣⅠ类分子的相互作用
关系　　双向聚类分析结果如图 ２所示，显示不同
ＭＨＣⅠ类分子在提呈 ＨＴＮＶＧｃ９肽的差异与关系。
其中，５７个 ＭＨＣⅠ类分子被分为 ３组，包括 ＨＬＡⅠ
亚型组以及交叉反应组（ＨＬＡ主要）、交叉反应组（Ｈ２
主要）。

　　在ＨＬＡⅠ组中，ＨＬＡＢ４００６与ＨＬＡＢ５００１、ＨＬＡ
Ａ６８０１与ＨＬＡＡ３４０１分别归属于同一类别，２个基因
型得分相似；ＨＬＡＡ３２０１与 ＨＬＡＢ５８（ＨＬＡＢ５７０１、
ＨＬＡＢ５８０１）得分更为相似，提示 ＨＬＡＡ３２０１和 ＨＬＡ
Ｂ５８基因型在提呈 ＨＴＮＶＧｃ抗原过程中展现出相似
特征；ＨＬＡＢ１５（Ｂ１５０１，Ｂ１５０２，Ｂ１５０６，Ｂ１５１３）与
ＨＬＡＡ１（Ａ３００２，Ａ０１０１）两类基因型得分相似，提示
其具有相似的特征。对于交叉反应组（Ｈ２主要），Ｈ２
Ｄｂ、Ｈ２Ｄｄ和 Ｈ２Ｋｂ得分与 ＨＬＡＢ１４０５、ＨＬＡＢ３９０３
相似。在交叉反应组（ＨＬＡ主要）中，Ｈ２Ｋｋ得分与
ＨＬＡＢ４４（Ｂ４４０２、Ｂ４４０３、Ｂ４４０４）相似，Ｈ２Ｋｄ与
ＨＬＡＡ３１０８、ＨＬＡＡ２４０７、ＨＬＡＡ２３０１得分相似。
２．５．２　ＨＴＮＶＧｃ１５肽与 ＭＨＣⅡ类分子的相互作用
关系　　图３显示了不同 ＭＨＣⅡ亚型间的差异。５１
个ＭＨＣⅡ类分子被分为３组，包括 ＨＬＡⅡ亚型组以
及交叉反应组（ＨＬＡ主要）、交叉反应组（Ｈ２主要）。
在ＨＬＡⅡ亚型组中，ＨＬＡＤＱＡ１０１０１ＤＱＢ１０５０１、
ＨＬＡＤＱＡ１０５０１ＤＱＢ１０２０１、ＨＬＡＤＱＡ１０３０１

ＤＱＢ１０３０２、ＨＬＡＤＱＡ１０４０１ＤＱＢ１０４０２提呈抗
原的亲和力相近；ＨＬＡＤＰＡ１０１０３（ＤＰＢ１０１０１，
ＤＰＢ１０４０２，ＤＰＢ１０２０１，ＤＰＢ１０４０１）和 ＤＲＢ１
类的基因型提呈抗原能力相近；ＨＬＡＤＰＡ１０１０３
ＤＰＢ１０５０１与ＤＲＢ１类的基因型得分相近。对于交
叉反应组（Ｈ２主要），Ｈ２ＩＡｄ得分与 ＨＬＡＤＰＡ１
０１０３ＤＰＢ１１４０１相似，体现出在人种和鼠种间跨物
种提呈ＨＴＮＶＧｃ的相似性；ＤＲＢ３０２０２与 Ｈ２ＩＡｕ、
Ｈ２ＩＡｂ、Ｈ２ＩＡｋ具有相似的抗原呈递能力。在交叉反
应组（ＨＬＡ主要）中，Ｈ２ＩＥＫ得分与 ＤＲＢ１１１０１
相近。

２．６　ＭＨＣ分子与优势表位的模拟分子对接
２．６．１　ＨＴＮＶＧｃ９肽表位与 ＭＨＣⅠ 类分子对接　
　使用 ＨＰＥＰＤＯＣＫ工具对具有高亲和力、强免疫原
性和种间种内均保守的８条９肽优势表位与 ＭＨＣⅠ
类分子模拟分子对接，如图４所示为每个肽与ＭＨＣ对
接后的可结合核心数及最优核心结合力的气泡图，表

位ＩＥＷＫＤＰＤＧＭ、ＦＴＤＥＲＩＥＷＫ与各个基因型的最优
核心结合力普遍偏高；表位ＧＷＦＶＫＳＧＥＷ与各个基因
型的最优核心结合力较低，其中 Ｈ２Ｌｄ、ＨＬＡＢ０８０１、
ＨＬＡＢ５３０１的最优核心结合力较低；表位ＨＦＴＤＥＲＩＥＷ
与ＨＬＡＢ５８０１最优核心结合力较低。其中，对接得分
越低，表明肽ＭＨＣ对接越好。另一方面，Ｈ２Ｌｄ、
ＨＬＡＡ０２０６与优势表位对接时可结合核心数多；Ｈ２
Ｌｄ的对接得分普遍低于ＨＬＡＢ５３０１，提示这些表位在
与人类ＨＬＡ发生结合时可能更加稳定。

图２　ＨＴＮＶＧｃＭＨＣⅠ类双向层次聚类分析
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图３　ＨＴＮＶＧｃＭＨＣⅡ类聚类分析

图４　ＨＴＮＶＧｃ９肽优势表位与ＭＨＣⅠ类分子对接分数气泡图
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　　在气泡图中选取表位ＨＦＴＤＥＲＩＥＷ与ＨＬＡＢ５８０１
为对接得分较高的典例，选取表位 ＨＦＴＤＥＲＩＥＷ 与
Ｈ２Ｋｂ为对接得分较低的典例，通过相应的对接模拟
结构可以看出表位 ＨＦＴＤＥＲＩＥＷ与 ＨＬＡＢ５８０１的 １０
种对接模拟结构中，９肽均位于 ＭＨＣ分子抗原结合槽
内；而表位ＨＦＴＤＥＲＩＥＷ与Ｈ２Ｋｂ的１０种对接模拟结
构中，多数９肽位于ＭＨＣ分子抗原结合槽外。ＭＨＣ与
表位对接结构进一步解释了对接时可能的状态。

２．６．２　ＨＴＮＶＧｃ１５肽优势表位与 ＭＨＣⅡ类分子模
拟对接　　使用ＥｐｉＤＯＣＫ对具有高亲和力、强免疫原
性和种间种内保守的８条人鼠共优势表位与 ＭＨＣⅡ
类分子结合亲和力进行评估。利用气泡图反映 ８个
１５肽对应的最优结合核心数和对接分数。结果如图５
所示，表位ＳＶＰＭＨＴＤＬＥＬＤＦＳＬＴ与各个基因型的最优
核心结合力普遍偏低；表位 ＦＨＣＹＧＡＣＴＫＹＥＹＰＷＨ与
各个基因型的最优核心结合力较高，其中 ＤＲＢ１０４０４、
ＤＲＢ１０４０５、ＤＲＢ１０７０１、ＤＲＢ１０８０２的最优核心结合力
较好；表位 ＦＨＣＹＧＡＣＴＫＹＥＹＰＷＨ与 ＤＲＢ１０７０１最优
核心结合力较好。另一方面，ＤＱＡ１０１０２／ＤＱＢ１

０６０２、ＤＱＡ１０３０１／ＤＱＢ１０３０２可结合核心数多；
ＹＫＩＴＩＲＹＳＲＲＶＣＶＱ和 ＳＶＰＭＨＴＤＬＥＬＤＦＳＬＴ等表位的
对接得分较低。

２．７　ＥＬＩＳｐｏｔ实验评估 １５肽优势表位细胞免疫反
应性

　　对ＨＴＮＶＧｃ上２个９肽核心与所预测出的 Ｈ２ｄ
限制性１５肽相同的表位以及２条非Ｈ２ｄ限制性优势
表位进行合成，用于 ＥＬＩＳｐｏｔ实验验证。用上述肽分
别刺激小鼠脾细胞，检测 ＩＦＮγ的分泌水平。如图 ６
所示，结果为每 １０６个脾细胞所分泌的 ＩＦＮγ斑点形
成单位（ＳＦＵ）平均值。从图中可以看出灭活疫苗组和
ｐＶＡＸＧｃ组中，２条Ｈ２ｄ限制性优势表位均可引起脾
细胞分泌ＩＦＮγ，且ＳＦＵ平均值高于对照组，证明优势
表位的筛选用于促进细胞免疫应答确实行之有效。同

时，表位 ＩＩＴＩＲＹＳＲＲＶＣＶＱＦＧ在 ｐＶＡＸＧｃ组小鼠中的
细胞免疫应答较灭活疫苗组强，提示上述表位在ＨＴＮＶ
Ｇｃ上具有更加显著的优势。ＧＶＧＳＶＰＭＨＴＤＬＥＬＤＦ和
ＨＴＤＬＥＬＤＦＳＬＴＳＳＳＫ为非预测优势表位，２组实验中的
ＳＦＵ平均值均未明显高于对照组。

图５　ＨＴＮＶＧｃ１５肽优势表位与ＭＨＣⅠ类分子对接分数气泡图

４１０２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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ＭＨＴＤＬＥＬＤＦ；４：ＨＴＤＬＥＬＤＦＳＬＴＳＳＳＫ；５：空白对照组

图６　ＨＴＮＶＧｃ合成肽的细胞免疫反应性实验结果

３　讨论

　　本研究以比较免疫学和结构免疫学为基础，利用
分子生物信息学的原理，采用多种预测工具探究

ＨＴＮＶＧｃ上高亲和力、强免疫原性和种间种内均保守
的９肽、１５肽优势表位，预测表位覆盖率超过全球
９８％人群。通过亲和力预测，在ＭＨＣⅠ类亚型中得到
１０３个优势表位，ＭＨＣⅡ类亚型中得到１１４个优势表
位；继而根据免疫原性分析，获得了１０个强免疫原性
的Ｈ２限制性优势表位，在ＨＬＡⅠ类和Ⅱ类亚型中分
别获得了７４和２７个强免疫原性优势表位，并对其交
叉免疫反应性进行了分析；使用 ＢＬＡＳＴＰ工具预测上
述强免疫原性的 ＨＴＮＶＧｃ９肽和１５肽优势表位的种
间种内保守性，获得高亲和力、种间种内保守、强免疫

原性的ＭＨＣⅠ类和Ⅱ类限制性优势表位分别为８和
８０个，其中ＭＨＣⅡ类人鼠共同优势表位 ８个。基于
Ｇｃ肽和ＭＨＣ之间的相互作用进行了双向分层聚类分
析，揭示了ＨＴＮＶＧｃ上的９肽和１５肽表位跨地区、跨
种群、跨物种之间的相似性。通过 ＥＬＩＳｐｏｔ实验鉴定，
在非优势表位对比下实验结果表明，优势表位可刺激

鼠脾细胞分泌更多的 ＩＦＮＹ，提示优势表位有较好的
免疫反性与免疫原性，与预测结果相符。使用上述方

法进行精准预测出 ＨＴＮＶＧｃ上能够引起细胞免疫的
优势表位，在短时间内找到更多具有潜在疫苗作用靶

点的抗原表位，极大地节省实验成本。

　　ＣＤ４＋Ｔ细胞是适应性免疫中指导和增强固有淋
巴细胞、Ｂ淋巴细胞和 ＣＤ８＋Ｔ细胞的功能，以抵御不
同的病原体的关键细胞［２３］。在ＨＴＮＶ免疫中，ＭＨＣⅡ
处理抗原后有效地启动 ＣＤ４＋Ｔ细胞，而 ＣＤ４＋Ｔ细胞

对细胞、体液和长期免疫反应至关重要［２４］。目前的研

究表明，疫苗诱导的中和抗体水平与临床保护作用密

切相关［２５］。高滴度的中和抗体证明疫苗的高有效性，

故ＭＨＣⅡ类限制性优势表位对未来疫苗研制具有重
大意义。在本研究中我们发现９肽优势表位与１５肽优
势表位在部分ＨＴＮＶＧｃ蛋白位点上高度重合。在８个
ＭＨＣⅠ类限制性优势表位中有６个表位与ＭＨＣⅡ类
限制性优势表位的位点重合。这提示，这些区段的表

位可以同时激活ＣＤ８＋Ｔ细胞和 ＣＤ４＋Ｔ细胞，针对这
些区段表位的疫苗可能产生更加全面的免疫保护。

　　ＥＬＩＳＰＯＴ实验已被广泛用于检测免疫细胞在抗原
刺激后细胞因子的分泌。在各种类型的 ＥＬＩＳＰＯＴ中，
基于ＩＦＮγ的检测是该技术最常见的应用，经常用于跟
踪特定的ＣＤ８＋Ｔ细胞反应［２６］。ＩＦＮγ在多种疾病的免
疫应答中起重要免疫防御作用，如艾滋病、疟疾、结核病

等［２７－２８］，同时也为评价ＳＡＲＳＣｏＶ２等病原体疫苗保护
效力的主要细胞因子［２９－３０］。本研究通过ＥＬＩＳＰＯＴ实验
检测了优势表位的特异性细胞免疫反应性，验证了免

疫反应性与免疫原性分析结果。但表位真实的疾病保

护效力仍需要进一步的血清学实验验证。

　　用于表位预测的生物信息学方法可用于协助后续
的免疫学实验和基于表位的疫苗设计［３１－３２］，但此过程

中仍存在一定的局限性。亲和力预测过程中预测肽在

蛋白抗原中的位置与亲和力强弱的关系仍需研究，优

势肽表位对于人体是否存在毒性反应和过敏反应等预

测仍需补充。本研究提供了一种筛选优势表位的先进

方法，并且可服务于当下在全球大流行的ＳＡＲＳＣｏＶ２
和猴痘病毒等的防治研究。
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