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SARS冠状病毒 E蛋白HLA-A＊0201限制性 CTL表位的预测

王　晴 ,吴玉章　　(第三军医大学基础医学部全军免疫学研究所 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　预测 SARS 冠状病毒 E蛋白的 HLA-A＊0201限制性细胞毒性 T淋巴细胞(CTL)表位。方法　联合应用

超基序法和量化矩阵法。结果　预测出 13个九肽CTL表位。结论　通过对 SARS 冠状病毒 E蛋白抗原 CTL表位进行预

测 ,从而为 SARS 冠状病毒 E 蛋白 CTL表位的实验探测和鉴定提供了线索 ,为认识 CTL介导的细胞免疫机制以及基于 CTL

表位的疫苗研制提供了基础资料。

　　关键词:E 蛋白;HLA;CTL表位;超基序;量化矩阵

　　中图法分类号:R373.1;R392.13　 文献标识码:A

Prediction of HLA-A＊0201-restricted CTL epitopes in SARS-CoV E protein
WANG Qing , WU Yu-zhang (Institute of Immunology , College of Medicine , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To predict the HLA-A
＊
0201-restricted CTL epitopes (nonamers)in SARS coronavirus

(SARS-CoV)E protein.Methods　The CTL epitopes of E protein were predicted by using supermotif method com-

bined with quantitative matrix method.Results　Thirteen HLA-A＊0201-restricted CTL epitope candidates were pre-

dicted in SARS-CoV E protein.Conclusion　The prediction of the CTL epitopes in SARS-CoV E protein will benefit

the identification of CTL epitopes by experiment.Those results are of importance for immune recognition and vaccine

design for SARS-CoV.
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　　严重急性呼吸综合征(severe acute respiratory syn-

drome , SARS)是一种突发的严重传染性疾病 ,短期内

在多个国家均有感染及死亡报道 ,严重威胁人们的生

命健康 。其病原体为 SARS 冠状病毒(SARS coron-

avirus , SARS-CoV)。目前尚无疫苗应用 。研制基于细

胞毒性T 淋巴细胞(cytotoxic T lymphocyte , CTL)表位的

SARS冠状病毒疫苗 ,通过应用疫苗使机体产生CTL介

导的细胞免疫反应 ,可实现对该病预防和治疗的目的。

对于一个已知序列的蛋白质抗原 ,其 CTL 表位的确定

通常采用“反向免疫学(reverse immunology)”方法 ,先通

过CTL 表位的预测使待选多肽的范围缩小 ,再用相关实

验来鉴定 。E 蛋白(envelope protein , E protein)是 SARS

冠状病毒最小的结构蛋白 ,其散在分布于病毒包膜上 ,

在冠状病毒的自我组装过程中起至关重要的作用 。
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本研究拟对其 CTL表位进行预测。由于 HLA-A＊0201

阳性人群的比例很高[ 1] ,故 HLA-A＊0201限制性 CTL

表位在疫苗设计中更具应用价值 。已知MHC-Ⅰ类分

子所结合的抗原肽一般由 8 ～ 12个氨基酸组成 ,大多

数为九肽
[ 2]
。故本研究联合应用超基序(supermotif)法

和量化矩阵(quantitative matrix)法 ,预测由 9个氨基酸

残基组成的HLA-A
＊
0201限制性 CTL 表位。

1　材料和方法

1.1　目的抗原
　　SARS 冠状病毒 E 蛋白为由 76 个氨基酸组成的蛋白质 , 其

氨基酸顺序见图 1:

10 20 30 40 50

MYSFVSEETG TLIVNSVLLF LAFVVFLLVT LAILTALRLC AYCCNIVNVS

60 70

LVKPTVYVYS RVKNLNSSEG VPDLLV

图 1　SARS冠状病毒 E蛋白的氨基酸顺序

Fig 1　Amino acid sequence of SARS-CoV E protein

1.2　CTL表位预测

1.2.1　超基序法　　许多不同等位基因甚至不同血清型的

HLA-Ⅰ类分子所结合的抗原肽具有相同或相似的锚着残基

(anchor residue), 这些 HLA 分子总称为 HLA 超型(HLA super-
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type);而相应的与HLA超型结合的抗原肽所共同具有的氨基酸

序列特征称为超基序。目前实验证实或经理论推测的 HLA 超

型有 A2、A3、 B7、 B44、A1、A24 、B27 、B58 、B62 、DR 等。HLA-

A＊0201属于 HLA-A2 超型。HLA-A2 超型至少由血清型为 A2

(等位基因为 A＊0201、 A＊0202 、A＊0203、 A＊0204 、A＊0205、

A＊0206、A＊0207)与 A28(A＊6802、 A＊6901)的两种 HLA抗原共 9

种HLA 等位基因分子组成。HLA-A2 超型所结合抗原肽的超基

序为第 2位与羧基末端(第 9 位)氨基酸残基均为疏水的脂肪

族或小氨基酸:亮氨酸(Leucine , L)、异亮氨酸(Isoleucine , I)、缬

氨酸(Valine , V)、蛋氨酸(Methionine , M)、丙氨酸(Alanine , A)或

苏氨酸(Threonine , T)
[ 3 , 4]

。

1.2.2　量化矩阵法　　在抗原肽与 MHC-Ⅰ类分子的结合中 ,

抗原肽的侧链效应(锚定 、抑制或中性)主要依赖于相应氨基酸

残基在肽中所处的位置 ,而受邻近氨基酸残基的影响较小。 据

此人们提出了“非依赖性侧链结合(independent binding of side

chains , IBS)”假设 , 即在一个抗原肽序列中 , 每个氨基酸残基相

互独立地以一定的结合能影响该肽与 MHC-Ⅰ 类分子的亲和

力 ,而抗原肽与 MHC-Ⅰ类分子的结合是该肽中每个位置上的

氨基酸残基结合能的综合[ 5～ 9] 。 量化矩阵法的原理则是基于

该假设。在此假设前提下 , Parker等[ 8] 用多肽结合实验分析了

154 个九肽与 HLA-A＊0201 分子的亲和力 , 并得出一个包含 180

个系数的矩阵(20 amino acids×9 positions)(表 1),其中每个系数

反映了相应氨基酸在该位置时与 HLA-A＊0201 分子的结合能。

对于某待定九肽 ,各位置氨基酸相应系数的乘积再乘以标准系

数0.151 ,即为该肽与 HLA-A＊0201 分子的“理论”结合稳定性。

若该值大于或等于 5 , 则认为该肽与 HLA-A＊0201 分子结合稳

定;反之则认为结合不稳定。本研究对超基序法预测出的 CTL

表位进一步采用量化矩阵法进行筛选 ,以提高预测的准确率。

表 1　HLA-A＊0201分子限制性九肽结合系数

Tab 1　Nonapeptides binding coefficients restricted by HLA-A＊0201

Residue position within the peptideAmino

acid 1 2 3 4 5 6 7 8 9

A 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

C 0.597 0.500 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.010

D 0.041 0.500 0.726 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.010

E 0.578 2.840 0.054 1.000 0.756 3.246 0.820 1.000 0.015

F 1.000 0.500 11.383 0.027 6.004 4.369 6.383 1.000 0.009

G 0.578 0.500 0.088 1.000 0.804 1.060 0.105 1.000 0.009

H 0.044 0.500 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.010

I 1.000 10.151 1.849 0.078 1.000 1.000 1.000 1.000 0.534

K 3.465 20.524 0.024 1.000 2.085 0.239 0.603 1.000 0.015

L 1.000 103.183 3.685 0.646 1.000 1.000 1.000 1.000 2.357

M 1.000 57.920 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.501

N 1.000 0.542 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.009

P 1.000 0.500 1.261 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.010

Q 1.000 10.006 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.010

R 1.000 0.500 0.033 1.000 1.000 1.000 0.277 1.000 0.010

S 1.000 0.500 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.009

T 1.000 6.080 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.009

V 1.000 5.919 2.173 1.000 1.000 2.588 1.120 0.293 4.884

W 1.000 0.500 12.978 1.000 2.680 0.251 5.951 1.000 0.010

Y 1.000 0.500 7.613 1.000 8.002 3.470 1.000 1.000 0.009

2　结果

2.1　超基序法预测的结果
　　采用超基序法对 SARS 冠状病毒 E 蛋白抗原进行 CTL表位

预测 , 预测出 21 个候选表位 , 分别是:FVSEETGTL(4 ～ 12)、

GTLIVNSVL(10～ 18)、TLIVNSVLL(11 ～ 19)、IVNSVLLFL(13 ～

21)、SVLLFLAFV (16 ～ 24)、VLLFLAFVV (17 ～ 25)、FLAFVVFLL

(20 ～ 28)、 LAFVVFLLV (21 ～ 29)、 FVVFLLVTL (23 ～ 31)、

VVFLLVTLA(24 ～ 32)、FLLVTLAIL(26 ～ 34)、LLVTLAILT (27 ～

35)、LVTLAILTA(28 ～ 36)、VTLAILTAL(29～ 37)、LAILTALRL(31

～ 39)、ILTALRLCA(33～ 41)、RLCAYCCNI(38～ 46)、NVSLVKPTV

(48～ 56)、SLVKPTVYV(50 ～ 58)、PTVYVYSRV (54 ～ 62)、YVYS-

RVKNL(57～ 65)。

2.2　量化矩阵法预测的结果
　　以上述超基序法预测出的 21 个候选表位为目标 , 用量化

矩阵法从中筛选出 13 个候选九肽 , 分别是:SLVKPTVYV(50 ～

58)(185.20)、FLLVTLAIL(26 ～ 34)(135.33)、TLIVNSVLL(11 ～

19)(76.05)、RLCAYCCNI(38 ～ 46)(66.58)、SVLLFLAFV(16 ～

24)(62.81)、LAFVVFLLV(21 ～ 29)(36.68)、PTVYVYSRV(54 ～

62)(33.81)、YVYSRVKNL(57 ～ 65)(25.03)、VVFLLVTLA(24 ～

32)(17.01)、FLAFVVFLL(20 ～ 28)(16.38)、ILTALRLCA (33 ～

41)(15.58)、 VLLFLAFVV (17 ～ 25)(14.15) 、 VTLAILTAL

(7.97)。

3　讨论

　　人们已认识到蛋白质抗原并非通过其完整分子发

挥功能 ,而是通过其表位体现其特异性 。另一方面 ,由

于许多天然抗原引发的免疫反应不能满足预防感染或

预防发病的需要 ,为了提高蛋白质抗原的保护性 ,就必

须在表位水平上做出选择 、改造以得到更理想的疫苗

分子。而这一切都必须建立在表位筛选 、鉴定的基础

上。CTL表位的快速筛选和鉴定是研制基于CTL表位

疫苗的关键 。对于一个已知序列的蛋白质抗原 ,其

CTL表位的确定通常先通过表位预测方法使待选多肽

的范围缩小 ,再用相关实验来鉴定 。目前 ,关于 CTL

表位的预测方法有很多 ,如简单基序法 、延展基序法 、

超基序法 、量化矩阵法 、人工神经网络算法以及基于结

构的一些方法等 。本研究采用其中的两种方法:超基

序法和量化矩阵法。

　　早期人们认识到各种不同类型 MHC-Ⅰ类分子结

合抗原肽的锚着残基不同。对于某型别的 MHC-Ⅰ类

分子 ,它所结合抗原肽的锚着残基常为某一种或与之

接近的几种氨基酸残基 。Falk 及 Ruppert等[ 10 ,11]采用

肽池测序法和氨基酸置换实验 ,发现大部分与 HLA-

A
＊
0201分子有较高亲和力的九肽有两个主要锚着残

基(primary anchor residue):第 2位和第 9 位氨基酸残
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基 ,第 2位氨基酸残基为 L 或M ,第 9位为 L、V或 I。

现在认为 ,上述基序只是MHC-Ⅰ类分子与抗原肽复杂

的相互作用中的一种简单规律 ,故称为简单基序(sim-

ple motif)。基于此建立的表位预测法准确率为 30%左

右 ,其漏检率及假阳性率均较高。以后人们发现许多

不同等位基因甚至不同血清型的 HLA-Ⅰ类分子所结

合的抗原肽具有相同或相似的锚着残基 ,这种共同具

有的氨基酸序列特征称为超基序 。HLA-A＊0201属于

HLA-A2超型。HLA-A2 超型所结合抗原肽的超基序

为第 2 位与第 9 位氨基酸残基均为 L、I、V 、M 、A 或

T[ 3 ,4] 。基于此建立的表位预测法大大降低了简单基

序法的漏检率 ,但由于其仅仅考虑了第 2位 、第 9位氨

基酸残基的影响 ,而忽略了其他位点的残基 ,因此其保

留了简单基序法假阳性率较高的缺点。实验资料表明

大多数已知的 CTL 表位以高亲和力与 MHC-Ⅰ类分子

结合 ,因此可通过亲和力来预测 CTL 表位[ 5 ,8 , 9 ,11 ,12] 。

而且最好不仅要考虑到第 2位 、第 9位主要锚着残基

与MHC-Ⅰ类分子的结合情况 ,还要考虑到其他次级锚

着残基(secondary anchor residue)与MHC-Ⅰ类分子的结

合情况。而最简单的方法就是假定每个氨基酸残基相

互独立地以一定的结合能影响该肽与MHC-Ⅰ类分子

的亲和力(即 IBS假设)。在此假设前提下 ,Parker等[ 8]

通过多肽结合实验得到了一个包含 180 个系数的

HLA-A＊0201限制性矩阵 ,其中每个系数反映了相应氨

基酸在该位置时与 HLA-A
＊
0201分子的结合能 。某待

定九肽各位置氨基酸相应系数相乘 ,即得到一个所映

两者亲和力的数值 ,借此便可判断该多肽是否可能为

CTL表位 。基于此建立的预测方法即为量化矩阵法。

用该方法进行预测 ,已知的天然提呈的 CTL 表位通常

都在预测值最高的 2%预测九肽之内 ,从而证实该方

法是可行的 、有效的 。该量化矩阵法能对每一个位点

氨基酸残基的结合力进行量化分析 ,从而较之超基序

法大大提高了预测的准确率。故本研究采用超基序法

和量化矩阵法相结合进行预测 。

　　本研究首先采用超基序法对所有可能为 HLA-

A＊0201限制性的 CTL表位进行初步预测 ,发现符合的

有21个。然后再采用量化矩阵法进一步筛选 ,最后预

测出 13个九肽表位 。因为用该量化矩阵法进行预测 ,

已知的天然提呈的 CTL 表位通常都在预测值最高的

2%预测九肽之内 ,而本研究中被预测的目的抗原E蛋

白由 76 个氨基酸组成(其所有可能的九肽则为 68

个),所以预测值最高的前 2 个九肽(SLVKPTVYV 、

FLLVTLAIL)最有可能为真正的 CTL 表位。通过对

SARS冠状病毒 E 蛋白抗原 CTL 表位进行预测 ,从而

为SARS冠状病毒 E蛋白 CTL表位的实验探测和鉴定

提供了线索 ,为认识 CTL介导的细胞免疫机制以及基

于CTL表位的疫苗研制提供了基础资料 。
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