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北京鸭呼肠孤病毒 σA、σB 蛋白的二级结构
及 B 细胞抗原表位的预测

刘红1 ，2\ 樊惠英If ，朱朝辉1 ，2 ，罗琼1 ，吴志新1 ，廖明 l
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摘要:应用 SOPMA 方法和 DNAStar Protean 软件综合分析了北京鸭呼肠孤病毒分离株 DRV-GZ 株的 σA、σB 蛋白的

二级结构、亲水性、表面特性、柔韧性和抗原指数，并对各个蛋白的 B 细胞抗原表位进行了预测.结果表明，σA 蛋白

的 32 - 37 ,56 - 61 ,82 - 85 ,107 - 116 ,128 - 141 ,202 - 207 ,239 - 246 ,256 - 260 ,274 - 280 ,312 - 317 ,381 - 391 和

σB 蛋白的 62 -邸， 117 - 123 ,141 - 163 ,179 - 186 ,270 - 275 ,287 - 289 ,343 - 345 区域内或附近最有可能是 B 细胞

抗原表位的优势区域.
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Secondary Structure and B Cell Epitopes Prediction of Protein σA 
and σB of Reovirus Strain DRV-GZ from Peking Ducks 
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Abstract : The secondary structures , hydrophilicity , surface probability plot and antigenic index of protein 

σA and σB of reovirus strain DRV -GZ from Peking ducks were predicted by the software of SOPMA and 

DNAStar Protean. Combining the results , the predominant B cell epitopes for σA and σB protein were 

predicted. The results showed that B cell epitopes ofσA exist at the sites of 32-37 , 56 -61 , 82-85 , 107-

116 ,128-141 ,202-207 ,239-246 ,256-260 ,274-280 ,312-317 ,381-391; B cell epitopes of σB exist at the 

sites of62-86 , 117-123 , 141-163 , 179-186 ， 270跚275 ， 287-289 , 343-345. 
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禽呼肠孤病毒( A vian reovin队 ARV) 为呼肠孤

病毒科、正呼肠孤病毒属成员.该病毒可感染多种禽

鸟，包括鸡、鸭、鸽、鹅、鹦鹉和其他野鸟，引起的临床
症状比较复杂[1.5] . 2005 年广东出现了一种以肿头、

软脚、流泪，拉黄绿色稀粪，肝脏出血和坏死及食道

世殖腔有溃痛和结癫为主要特征的雏北京鸭疾病.

在进行病因调查时，我们分离到多种病毒，其中包括

1 株呼肠孤病毒 DRV-GZ 株[6]. 本研究旨在对已鉴定

的 1 株北京鸭呼肠孤病毒的 σA 、 σB 蛋白进行二级
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结构及 B 细胞抗原表位的预测，为今后进一步研究

该病毒的基因工程疫苗奠定基础.

1 材料与方法

1. 1 病毒

北京鸭呼肠孤病毒 DRV-GZ 株由华南农业大学

兽医学院传染病教研室保存.

1. 2 主要试剂和酶类
反转录酶 Reverse transcriptase XL ( AMV )、 Ex
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T叫聚合酶、dNTPs ( each 2. 5 mmoVL) 、 DNA Marker 

DL20∞为宝生物工程(大连)有限公司产品.

1.3 分子生物学软件

序列分析软件 DNAStar( Version 5. 07 ，包括 Edit­

Seq , MegAlign , MapDraw , protean 等软件)为 DNAStar

公司产品 B 细胞抗原表位预测用 SOPMA 服务器

( http://npsapbil. ibcp.fr/cgibin/ secpred_sopma. pl) . 

1. 4 S2 、 S3 基因的扩增和序列测定

根据GenBank 发表的禽呼肠孤病毒 S2 、 S3 基因

序列设计引物，引物由上海生工生物工程公司合成.参 2 
照 TRizol 按试剂使用说明书，抽提病毒 RNA，最后将

dsRNA 重悬于 DEPC 水中.应用 RT-PCR 试剂盒，采用

20μL 合成体系，按试剂盒使用说明书进行.用含 EB

的 0.8 kglL 琼脂糖凝胶电泳分析 PCR 产物，并对特

异性扩增产物进行测序与序列分析.本文用于 S2 、 S3

基因比较分析的禽呼肠孤病毒参考毒株见表 1 、表 2.

表 1 用于 82 基因比较分析的的禽呼肠孤病毒参考毒株

Tab. 1 Reference virus strains for analysis of 82 gene 

序号GenBank 注册号 毒株名基因长度/bp
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表 2 用于s3基因比较分析的禽呼肠孤病毒参考毒株

Tab. 2 Reference virus strains for analysis of s3 gene 
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1. 5 S2 、 S3 蛋白的 B 细胞抗原表位的预测

用 SOPMA 法预测 σA 、σB 蛋白的二级结构.采用

Kyte-Doolittle 法 [7J 根据序列的氨基酸组成预测蛋白质

的疏水区和亲水区，用 Emini 法[8J 预测特定区域位于

蛋白质表面的可能性，用 Karplus Sch山方法分析骨架

区的柔韧性，用 Jameson-Wolf 法[9J 预测蛋白的抗原指

数，然后将亲水性、表面特性、柔韧性、二级结构4 个参

数联合进行 B 细胞抗原表位的综合预测.

结果

2.1 DRV-GZ 株 S2 、 S3 基因

S2 基因编码区全长 1 251 坤，编码由 417 个氨

基酸组成的 σA 蛋白， σA 蛋白相对分子质量约为

46050 ，含有 27 个强碱性氨基酸 (K ， R) 、 25 个强酸

性氨基酸(D ， E) ， 151 个疏水性氨基酸 (A ， I ， L ， F ，

W ， V) 和 140 个极性氨基酸(N ， C ， Q ， S ， T ， Y) ，等电

点 7.984. 核昔酸序列和氨基酸序列相似性分析表明

DRV-GZ 株与番鸭呼肠孤病毒 S12 株的相似性最高，

核昔酸序列相似性达 94.8% ，氨基酸序列相似性为

99.0% ， 6 个发生变化的氨基酸位置分别是第 22 位

(R→C) 、 101 位 (A→S) 、 123 位 (S→T) 、256 位(N→

D) 、348 位(S→P) 和 395 位 (A→U) .所参照的毒株

中与 DRV-GZ 株相似性最低的是分离自法国番鸭的

89026 株，核昔酸序列相似性为 39.3% ，氨基酸序列

相似性为 12.0% . 

S3 编码区全长 1 104 bp ，编码由 368 个氨基酸

组成的 σB 蛋白，σB 蛋白相对分子质量为 41 465 ，含

有 39 个强碱性氨基酸( K ， R) 和 43 个强酸性氨基酸

(D , E) ， 111 个疏水性氨基酸(A ， I ， L ， F ， W , V) 和 102

个极性氨基酸(N ， C ， Q ， S ， T ， Y) ，等电点 6. 718~ 核昔

酸序列和氨基酸序列相似性分析表明， DRV-GZ 株的

S3 基因与美国火鸡呼肠孤病毒 1页99 株的核昔酸序

列相似性为 61. 8%. 与中国番鸭呼肠孤病毒 S14 株

的核昔酸序列相似性为 61. 1 %、与法国番鸭呼肠孤

病毒 89330 株和中国鸡呼肠孤病毒 G-98 株和中

国番鸭呼肠孤病毒 S12 的核昔酸序列相似性为

60.9% .与法国番鸭呼肠孤病毒 89026 株的相似性

为 21. 79毛.另外从氨基酸序列相似性结果来看，

DRV-GZ 株的 S3 基因与法国番鸭呼肠孤病毒 89330

株氨基酸序列相似性为 68.29毛，与美国火鸡呼肠孤

病毒 TX99 株的氨基酸序列相似性为 67.9% ，中国番

鸭呼肠孤病毒 S14 株的氨基酸序列相似性为

67. 7% .与法国番鸭呼肠孤病毒 89026 株的氨基酸

序列相似性为 10.6% .表 2 中选择的 18 个参考株

中，除了法国番鸭呼肠孤病毒 89026 株，与 DRV-GZ

株相似性均为 66.0% - 68.2%. 
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202 σA 蛋白二级结构和 B 细胞抗原表位的预测

2.2.1σA 蛋白二级结构的预测 应用 SOPMA 方

法对 σA 蛋白进行预测，结果显示 α-螺旋结构占整

个多肤的 39. 189毛，β-折叠结构占 14. 189毛，无规则卷

曲占 37.50% ，β-转角占 9. 139毛(图1).

2.2.2 σA 蛋白 B 细胞抗原表位的预测 应用

Kyte-Doolittle 方法分析 σA 蛋白的亲水性，发现 σA

蛋白 N 端的 31 -弛，56 -70 ， 81 矶， 1侃- 141 ， 2∞~ 

212 ,229 - 269 ,274 - 286 ,300 - 303 ,308 - 326 ,353 -

364 ,371 - 403 区段为高亲水性区域，这些区域暴露

于表面的几率较大，作为抗原表位的可能性也最大

10 20 30 

(图 2A) . 

应用 Emini 法预测结果显示， 32 -37 ,53 -61 , 

82 -85 , 107 -117 , 128 -141 ,202 -212 ,238 -244 , 

239-246.254 -261. 273 -280.310 -317.352-

362 ,375 -391 区段出现在蛋白质表面可能性较大

(~l) ，其他部位展示的可能性较小或表现为负值

(图 2B) . 

应用 Ka叩lus Schulz 方法分析 σA 蛋白骨架区的

柔韧性区域，表明该蛋白肤段的柔韧性较大，发生

扭曲、折叠的几率较高，能形成丰富的二级结构

(图 2C) . 
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图 l 应用 SOPMA 方法预测 σA 蛋臼二级结构

Fig. 1 Secondary structure prediction of proteinσA by SOPMA 
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图 2 σA 蛋白的亲水性(A) 、表面可能性( B) 和骨架区的柔韧性分析( C) 

Fig.2 Hydrophilic (A) • surface probability( B) and flexible regions( C) analysis of proteinσA 

应用 Jameson-W olf 法预测 σA 蛋白抗原指数的

结果显示，σA 蛋白的大多数区域的抗原指数都比较

高，其中以 11~19 ， 30~37 ， 54~65 ， 79~87 ， 96~

103 ,107 -116 ,128 -142 ,169 -173 , 180 -183 , 193-

196 ，2∞ -212 ， 229 -231 ,239 -247 ,256 -263 ,273 -

283 ,297 - 301 , 312 - 323 ,350 - 364 , 373 - 403 区域

的抗原指数最为显著(图 3) . 
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图 3 σA 蛋白抗原表位的预测性分析

Fig. 3 Analysis of antigenic index of proteinσA 

综合预测结果，σA 蛋白在 32 -37 ,56 -61 ,82 - 260 ,274 -280 ,312 -317 ,381 -391 区域有较好的亲

85 ,107 -116 , 128 - 141 ,202 - 207 ,239 - 246 ,256 - 水性、表面可能性和较高的抗原指数，并在二级结构
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上含有易形成抗原表位的无规则卷曲和 β-转角，因

此 B 细胞表位可能在这些区域内或附近.

2.3 Oß蛋白二级结构和 B 细胞抗原表位的预测

2.3.1 σB 蛋白二级结构预测 应用 SOPMA 方法

10 20 30 

预测 σB 蛋白二级结构的主要特点如下 :α-螺旋结构

占整个多肤的 32. 159毛，β-折叠结构占 16.89% ，无规

则卷曲占 32. 159毛，β·转角占 6.819毛(图 4) . 
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图 4 应用 SOPMA 方法预测 σB 蛋白二级结构

Fig. 4 Secondary structure prediction of proteinσB by SOPMA 

2.3.2σB 蛋白 B 细胞抗原表位预测 应用 Kyte­

Doolittle 方法分析 σB 蛋白的亲水性，其中 N 端的 22 -

41 ,62 -89 , 115 - 127 , 141 - 171 , 179 - 187 , 241 -

252 ,270 -308 ,317 -359 区段为高亲水性区域，这些

于表面的几率较大，作为抗原表位的可能

性也最大(图 5A) . 

Emini 法预测结果显示 76 -86 ,113 -124 , 138-

150 ,154 -166 ,179 - 186 ,271 - 276 ,287 - 294 ,343 -

345 ,355 - 360 区段出现在蛋白质表面可能性较大

(注 1 ) ，其他部位展示的可能性较小或表现为负值

(图 5B) . 

σB 蛋白骨架区含有较多的柔韧性区域，且分布

比较均匀，提示该蛋白肤段的柔韧性较大，发生扭曲、

折叠的几率较高，能形成丰富的二级结构(图 5C) . 
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图 5 σB 结构蛋白亲水性(A) 、表面可能性( B) 和骨架区的柔韧性分析( C) 

Fig.5 Hydrophilic( A) ,surface probability( B) and flexible regions( C) analysis of proteinσB 

Jameson -W olf 法预测 σB 蛋白抗原指数的结果

显示，σB 蛋白的大多数区域的抗原指数都比较高，

其中以 l~9 ， 23~45 ， 60~ 邸， 95 - 100 , 113 - 130 , 

136 - 174 , 177 -190 ,229 - 236 ,241 - 253 ,270 - 278 , 

286 - 292 , 303 - 308 , 316 - 328 , 331 - 360 区域抗原

指数显著(图 6) . 
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图 6 σB 蛋白抗原表位的预测性分析

Fig. 6 Analysis of antigenic index of protein σB 
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综合预测结果，σB 蛋白在 62 -邸， 117 -123 ,141 -

163 ,179 -186 ,270 - 275 ,'2B7 - 289 ,343 - 345 区域有较好

的亲水性、表面可能性和较高的抗原指数，并在二级结

构上含有易形成抗原表位的无规则卷曲和β·转角，因此

B 细胞表位可能在这些区域内或附近.

3 讨论

禽呼肠孤病毒能感染多种禽鸟，包括鸡、鸭、鸽、

鹅、鹦鹉和其他野鸟鸟.本研究根据 G仇enB诅Bar此上发表的

鸡、番鸭、鹅呼肠孤病毒的 S臼2 、 S臼3 基因序列，设计引

物，从北京鸭病料中扩增得到 S臼2 、S臼3 基因片段.

以生物信息学为基础的 B 细胞表位预测是近年

来建立起来的一种较先进的抗原表位研究方法.应

用生物信息学技术和分子生物学软件对 σA 、σB 蛋

白质的二级结构和 B 细胞抗原表位进行预测分析，

结果表明 σA 蛋白在 32~37 ， 56~61 ， 82~ 侣， 107~

116.128 - 141. 202 - 2:仰 239 - 246.256 - 2:ω ， 274~ 

280 ,312 -317 ,381 -391 区域，而 σB 蛋白在 62 - 86 , 

117 -123 , 141 -163 , 179 -186 ,270 -275 , 287 -289 , 

343 -345 区域有较好的亲水性、表面可能性和较高的

抗原指数.在二级结构上两者均含有易形成抗原表位

的无规则卷曲和β·转角，因此 B 细胞表位可能在这些

区域内或附近.另外对本分离株蛋白的氨基酸组成与

世螺旋的形成关系上研究发现 σA 蛋白中Pro 出现的

频率是 6.979毛， Gly 出现的频率是 6.49% ， σB 蛋白中

Pro 出现的频率是 5. 18% ， Gly 出现的频率是 7.80% . 

另外，如果肤链中酸性或碱性氨基酸集中在某些区域，

由于同电相斥，也不利于螺旋的形成.由于 σA 、σB 蛋

白中酸、碱性氨基酸是随机分布的，没有相对集中的区

域，因而有利于 α·螺旋的形成.

现有的禽呼肠孤病毒疫苗有活病毒疫苗、灭活

疫苗、完全减毒疫苗等.各类疫苗都有各自的优点，

但也存在着散毒、对雏鸡毒力强或干扰马立克疫苗

效果的缺点[10]. 而基因工程疫苗可有效避免上述疫

苗的缺点，并且同时具备活疫苗和死疫苗的优点，对

载体病毒或细菌以及插入基因相关病毒的侵染均有

保护力.那么预测或者筛选有针对性的抗原表位对

基因工程疫苗研制就尤为重要.

禽呼肠孤病毒 S2 基因编码 σA 蛋白，是病毒内

壳的重要组成成分[ll]. 而 S3 基因编码 σB 蛋白，该

蛋白是病毒的外壳蛋白之一，携带有群特异性中和

抗原决定簇[l2].

因此笔者对北京鸭呼肠孤病毒分离株 DRV-GZ

株的 σA 、σB 蛋白的二级结构和 B 细胞抗原表位的

预测，为今后进一步研究该病毒的基因工程疫苗奠

定了基础.
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