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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 ３ 项、广西自然科学基金项目 ３ 项，其他科研项目 ６ 项。 在国内、外学术期刊以第一或

通信作者发表论文 ４０ 余篇，其中 ＳＣＩ 收录 ２０ 篇，获国家发明专利 １ 项、软件著作权 １ 项。 参

编人民卫生出版社出版的医学检验技术专业教材 １ 部。 指导学生在互联网＋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 ２０ 余项。

摘要　 目的 鉴定肠道病毒 Ｃ 组 ９６ 型（ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ Ｃ９６，ＥＶ⁃Ｃ９６）ＶＰ１ 蛋白的线性 Ｂ 细胞表位。 方法 采用

ＩＥＤＢ 网站提供的在线分析工具分析、预测 ＥＶ⁃Ｃ９６ ＶＰ１ 蛋白的线性 Ｂ 细胞表位，结合其二级结构、β⁃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 ＥＬＩＳＡ 法检测候选表位与 ＥＶ⁃Ｃ９６ 免疫血清的反应

性以及与 ２１ 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 ＥＶ⁃

Ｃ９６ ＶＰ１ 蛋白 ７ 个候选表位（Ｐ１～Ｐ７）；ＥＬＩＳＡ 法检测发现 Ｐ７（氨基酸序列位置为 ２８２～３０４）与 ＥＶ⁃Ｃ９６ 多克隆

抗体有强反应性，与其他常见 ＥＶ 多克隆抗体不发生明显反应；微量中和试验显示，Ｐ７ 抗体的中和效价低于

１ ∶ ２；序列及结构分析结果显示，Ｐ７ 的氨基酸序列在 ＥＶ⁃Ｃ９６ 型内具有较高保守性，与其他 ＥＶ 相应位点氨基

酸序列的结构有明显差异。 结论 Ｐ７ 表位为 ＥＶ⁃Ｃ９６ 特异的非中和性 Ｂ 细胞表位，可作为开发 ＥＶ⁃Ｃ９６ 检测

试剂盒的候选抗原表位。
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Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｎｅａｒ Ｂ ｃｅｌｌ ｅｐｉｔｏｐｅｓ ｏｎ ｔｈｅ
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Ｄｉｓｅａｓｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ， Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１１４３０， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ Ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｌｉｎｅａｒ Ｂ ｃｅｌｌ ｅｐｉｔｏｐｅｓ ｏｆ ＶＰ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ Ｃ９６（ＥＶ⁃Ｃ９６）． Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｔｈｅ

ｌｉｎｅａｒ Ｂ ｃｅｌｌ ｅｐｉｔｏｐｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｐｅｒｔｙ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ＥＶ⁃Ｃ９６ ＶＰ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｅｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＩＥＤＢ ｏｎｌｉｎｅ

ａｎａｌｙｓｉｓ ｔｏｏｌｓ， ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｉｔｓ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｓｕｃｈ ａｓ β⁃ｔｕｒｎｉｎｇ ａｎｇｌｅ， ａｎｔｉｇｅｎｉｃｉｔｙ， ａｎｄ

ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｃｒｅｅｎ ｏｕｔ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｅｐｉｔｏｐｅｓ ｗｉｔｈ ａｄｖａｎｔａｇｅｓ． Ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｅｐｉｔｏｐｅｓ

ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＥＶ⁃Ｃ９６ ａｎｔｉｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｒｏｓｓ⁃ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ ｗｉｔｈ ａｎｔｉｓｅｒｕｍｓ ａｇａｉｎｓｔ ２１ ｏｔｈｅｒ ｃｏｍｍｏｎ ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ ｃａｕｓｅｄ ｈａｎｄ

ｆｏｏｔ ａｎｄ ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ ａｓｓａｙ． Ｔｈｅ ｎｅｕｔｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ｅｐｉｔｏｐｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｗａｓ

ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｍｉｃｒｏｎｅｕｔｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ． Ｔｈｅ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅｎｅｓｓ ｏｆ ｅｐｉｔｏｐｅｓ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ， ａｎｄ

ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｅｐｉｔｏｐｅｓ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ Ｓｅｖｅｎ ｅｐｉｔｏｐｅｓ ｏｆ ＥＶ⁃Ｃ９６ ＶＰ１

ｐｒｏｔｅｉｎ（Ｐ１～Ｐ７）ｗｅｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｍｅｔｈｏｄｓ， ａｍｏｎｇ ｗｈｉｃｈ Ｐ７（ａａ２８２ ～ ３０４）ｓｈｏｗｅｄ ｓｔｒｏｎｇ ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ

ｗｉｔｈ ＥＶ⁃Ｃ９６ ａｎｔｉｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｄｉｄ ｎｏｔ ｃｒｏｓｓ⁃ｒｅａｃｔ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｃｏｍｍｏｎ ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ ａｎｔｉｓｅｒａ． Ｔｈｅ ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ ｔｉｔｅｒ ｏｆ Ｐ７

ａｎｔｉｂｏｄｙ ｗａｓ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ １ ∶ ２． Ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｐ７ ｗａｓ ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ｉｎ ＥＶ⁃Ｃ９６ ｉｓｏｌａｔｅｓ， ａｎｄ ｔｈｅ

ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｐ７ ｗａｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ２１ ｃｏｍｍｏｎ ＥＶｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｐ７ ｉｓ ａ ｎｏｎ⁃ｎｅｕｔｒａｌ ＥＶ⁃Ｃ９６⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｂ ｃｅｌｌ

ｅｐｉｔｏｐｅ ｔｈａｔ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ａｎｔｉｇｅｎ ｅｐｉｔｏｐｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ＥＶ⁃Ｃ９６ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｋｉｔｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ Ｃ９６； ＶＰ１ ｐｒｏｔｅｉｎ； ｌｉｎｅａｒ Ｂ ｃｅｌｌ ｅｐｉｔｏｐｅｓ； ｈａｎｄ⁃ｆｏｏｔ⁃ａｎｄ⁃ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ

　 　 肠道病毒（ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ，ＥＶ）属于小 ＲＮＡ 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［１］。 手 足 口 病 （ ｈａｎｄ⁃ｆｏｏｔ⁃ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ，

ＨＦＭＤ）是由部分型别 ＥＶ 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［２－４］。 肠道病毒 Ｃ 组 ９６ 型 （ ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ

Ｃ９６， ＥＶ⁃Ｃ９６ ） ［５］ 为 ＨＦＭＤ 的 病 原 之 一， 是 由

ＯＢＥＲＳＴＥ 等［６］ 鉴定发现的 ＥＶ⁃Ｃ 组新成员。 ＥＶ⁃

Ｃ９６ 感染不仅可引起 ＨＦＭＤ［７－９］，还可引起急性弛缓

性麻痹（ａｃｕｔｅ ｆｌａｃｃｉｄ ｐａｒａｌｙｓｉｓ， ＡＦＰ） ［１０－１２］、急性胃肠

炎［１３⁃１４］等多种疾病。 近年来，ＥＶ⁃Ｃ９６ 在我国的检出

率逐年升高，严重威胁我国公共卫生安全［５，８，１５］。 然

而，由于 ＥＶ⁃Ｃ９６ 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 ＥＶ⁃Ｃ９６ 相应

的诊断试剂和疫苗具有重要意义。

ＥＶ⁃Ｃ９６ 为无包膜单股正链 ＲＮＡ 病毒，其基因

组编码 ４ 个结构蛋白和 ７ 个非结构蛋白。 其中结构

蛋白 ＶＰ１ 暴露在 ＥＶ⁃Ｃ９６ 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 ＥＶ 属血清

型分类的重要划分依据［１６－１７］。 本研究以 ＥＶ⁃Ｃ９６

ＶＰ１ 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 Ｂ 细胞表位，为 ＥＶ⁃Ｃ９６ 检测试剂、疫

苗的研发奠定基础。

·２·
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１　 材料与方法

１．１　 材料与试剂

①细胞及毒株。 人横纹肌肉瘤（ＲＤ）细胞为本

课题组保存；ＥＶ⁃Ｃ９６ Ａ２４０ 分离株由广东省疾病预

防控制中心分离并测序。 ②表位多肽合成及 ＥＶ 多

克隆抗体。 表位多肽由合肥国肽生物科技有限公司

合成；ＥＶ⁃Ｃ９６ 多克隆抗体由灭活的 ＥＶ⁃Ｃ９６ Ａ２４０ 分

离株免疫小鼠所得，其他常见的 ＥＶ 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。 ③酶标仪购

自赛默飞公司；ＨＲＰ 标记二抗购自成都正能生物公

司；ＴＭＢ 底物显色试剂盒购自上海蓝季生物公司；９６

孔酶标板购自康宁公司。 ④生物信息数据来源及软

件。 ＮＣＢＩ 的 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库 （ ｈｔｔｐｓ：∥ｗｗｗ． ｎｃｂｉ．

ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ），免疫表位数据库 ＩＥＤＢ（ｈｔｔｐ：∥ｔｏｏｌｓ．

ｉｅｄｂ．ｏｒｇ ／ ｂｃｅｌｌ ／ ），蛋白质数据中心 ＰＤＢ 数据库（ｈｔｔｐ：∥

ｗｗｗ． ｒｃｓｂ． ｏｒｇ ／ ）。 ＰｙＭＯＬ 软 件， Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ２ 软 件，

ＭＥＧＡ７． ０ 软件及蛋白质同源建模网站 ＳＷＩＳＳ⁃

ＭＯＤＥＬ（ｈｔｔｐｓ：∥ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ）等。

１．２　 方法

１．２．１　 ＥＶ⁃Ｃ９６ 的系统进化分析　 基于全长 ＶＰ１ 区

核苷酸序列，利用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ２ 软件将 ＥＶ⁃Ｃ９６ Ａ２４０ 分

离株与数据库中的其他 ＥＶ⁃Ｃ９６ 分离株进行序列比对。

以 ＥＶ⁃Ｃ 组成员的柯萨奇病毒 Ａ２４ 型（Ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ

Ａ２４，ＣＶ⁃Ａ２４）（ＧｅｎＢａｎｋ： ＡＦ０８１３１１．１）为外群，应用

ＭＥＧＡ７．０ 软件选择邻接法（ ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ，Ｎ⁃Ｊ）、

Ｋｉｍｕｒａ ２⁃ｐａｒａｍｅｔｅｒ 模型进行 ＥＶ⁃Ｃ９６ 的系统进化树

构建，Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 设定为 １ ０００，以确保评估的可靠性。

１．２．２　 ＥＶ⁃Ｃ９６ ＶＰ１ 蛋白同源建模 　 根据 ＮＣＢＩ 的

Ｂｌａｓｔ 结果，选择与 ＥＶ⁃Ｃ９６ Ａ２４０ 株 ＶＰ１ 蛋白核苷酸

序列一致性最高的同为 ＥＶ⁃Ｃ 组成员的 ＣＶ⁃Ａ２４

（ＰＤＢ 编号：４ｑ４ｖ）为建模模板，将 ＥＶ⁃Ｃ９６ Ａ２４０ 株

ＶＰ１ 区的氨基酸序列及模板数据上传至 ＳＷＩＳＳ⁃

ＭＯＤＥＬ，进行同源建模，构建的模型通过 ＰｙＭＯＬ 软

件显示。

１．２．３　 ＶＰ１ 蛋白特性及线性 Ｂ 细胞表位预测 　 以

ＥＶ⁃Ｃ９６ Ａ２４０ 株 ＶＰ１ 区全长氨基酸序列为模板，应

用 ＩＥＤＢ 网站提供的蛋白特性分析工具，预测 ＥＶ⁃

Ｃ９６ ＶＰ１ 蛋白 β⁃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 Ｂｅｐｉｐｒｅｄ Ｌｉｎｅａｒ

Ｅｐｉｔｏｐｅ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ２．０ 预测 ＥＶ⁃Ｃ９６ ＶＰ１ 蛋白的线性

Ｂ 细胞表位，阈值设置为 ０．５。

１．２．４　 候选表位的反应性测定　 利用间接 ＥＬＩＳＡ 法

检测候选表位的反应性，以每孔 １００ ｎｇ 的量将表位

肽包被于微孔板中，以 １ ∶ １ ０００ 稀释 ＥＶ 多克隆抗

体，１ ∶ ５ ０００ 稀释 ＨＲＰ 酶标二抗，进行 ＥＬＩＳＡ 反应，

反应结束后， 进行 ＴＭＢ 显色与检测， 检测波长

４５０ ｎｍ，以 ＯＤ 值≥阴性对照的 ２．１ 倍作为阳性的判

定标准。

１．２．５　 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 ２ 倍梯度稀释；取各稀释度抗

体 ２５ μＬ 与相同体积的 １００ ＴＣＩＤ５０ＥＶ⁃Ｃ９６ 病毒在微

孔板中混合，置于 ３７ ℃孵育 ２ ｈ；每孔加入 １００ μＬ

１×１０５个 ／ ｍＬ ＲＤ 细胞，置于 ３７ ℃、５% ＣＯ２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 （ ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃ ｅｆｆｅｃｔ，

ＣＰＥ），待病毒对照孔内细胞全部出现 ＣＰＥ 时，以能

保护 ５０%细胞不出现 ＣＰＥ 的抗体最高稀释度的倒

数为抗体的中和效价。

１．２．６　 候选表位的序列保守性分析 　 利用 Ｃｌｕｓｔａｌ

Ｘ２ 软件将候选表位序列与其他 ＥＶ⁃Ｃ９６ ＶＰ１ 蛋白氨

基酸序列进行序列比对，分析候选表位在 ＥＶ⁃Ｃ９６ 型

内各基因型中的序列保守性。

１．２．７　 候选表位的结构特异性分析 　 从 ＰＤＢ 数据

库获取 ＥＶ Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ 各组代表株的 ３Ｄ 结构，包括

ＣＶ⁃Ａ２１（ＰＤＢ：１ｚ７ｓ）、ＥＶ⁃Ａ７１（ＰＤＢ：３ｖｂｓ）、ＣＶ⁃Ａ１６

（ＰＤＢ： ５ｃ９ａ ）、 ＣＶ⁃Ｂ３ （ ＰＤＢ： ７ｖｘｎ ）、 ＣＶ⁃Ｂ５ （ ＰＤＢ：

７ｃ９ｙ）、ＥＶ⁃Ｄ６８（ＰＤＢ：４ｗｎ８）、ＥＶ⁃Ｄ７０（ＰＤＢ：７ｏｐｘ），

利用 ＰｙＭＯＬ 软件对 ＥＶ 结构进行对齐，分析表位的

结构特性。

·３·
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２　 结果

２．１　 ＥＶ⁃Ｃ９６的系统进化分析

以 ＶＰ１ 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， ＥＶ⁃Ｃ９６ 有 ３ 个 ｃｌｕｓｔｅｒ：

ｃｌｕｓｔｅｒ １ 包括了所有来自中国的 ＥＶ⁃Ｃ９６ 分离株以

及部分芬兰的分离株，ｃｌｕｓｔｅｒ ２ 和 ｃｌｕｓｔｅｒ ３ 则均由国

外 ＥＶ⁃Ｃ９６ 分 离 株 组 成。 其 中， 本 研 究 选 用 的

ＥＶ⁃Ｃ９６Ａ２４０ 株与我国分离株均聚于同一簇，表明在

我国传播的 ＥＶ⁃Ｃ９６ 毒株具有共同的起源，ＥＶ⁃Ｃ９６

Ａ２４０ 可作为我国流行的 ＥＶ⁃Ｃ９６ 代表株进行后续研

究，系统进化树结构如图 １ 所示。

100
100

HQ415758.1 EV-C96/CHN05517/2005

GU906783.1 EV-C96/CHNSD/05517/2005

MK512668.1 EV-C96/CHNJN13048/201322
KP984753.1 EV-C96/CHNT49-XZ/2005

15 99

10

6

9

8

82

100

99

KP984754.1 EV-C96/CHNXZ94-XZ/2012
KU631429.1 EV-C96/CHN/3-193R-HT-THLHD1F/2011
MK512667.1 EV-C96/CHNSD/184C5/2009
KF495604.1 EV-C96/CHN/GD/AFP809/2011

KU531428.1 EV-C96/CHN3-156H HTYT-ARTH68F/2011
KU531430.1 EV-C96/CHN9-13R-KSMGT-YTKH21F/2011

KR919804.1 EV-C96/CHWGD/SZ/2015
EV-C96  A240 ▲
HO415759.1 EV-C96/CHN09228C1/2009

cluster l

93 EF364399.1 EV-C96/FIN/FIN05-5/2007
FJ751915.1 EV-C96/FINFIN05-2/2009

40

46

33
100

100

EF364400.1 EV-C96/FINFIN05-10/2007
EF364402.1 EV-C96/FIN/FINO5-14/2007
EF364401.1 EV-C96/FIN/FIND5-12/2007

54
100

89

100

MK652144.1 EV-C96NEN/23123A/2018
EF364403.1 EV-C96/FIN/FIND6-7A/2007
FJ751914.1 EV-C96/FIN/FIN04-7/2009
EF364398.1 EV-C96/FINFIN04-7B/2007

EF015886.1 EV-C96/BANBAND0-10488/2009 ■
EF364404.1 EV-C96/SVK/SVK03-24/2007 ●
AF081311.1 CA24/Joseph2018

custer 3

custer 2

注：▲为 ＥＶ⁃Ｃ９６ Ａ２４０ 株；■为原型株；●为外群。

图 １　 基于全长 ＶＰ１ 区的 ＥＶ⁃Ｃ９６ 系统进化树

２．２　 ＥＶ⁃Ｃ９６ ＶＰ１蛋白的特性及线性 Ｂ细胞表位预测

应用 ＩＥＤＢ 网站提供的在线工具对 ＥＶ⁃Ｃ９６ ＶＰ１

蛋白特性以及线性 Ｂ 细胞表位进行分析预测，结果

显示，ＥＶ⁃Ｃ９６ ＶＰ１ 蛋白存在多个优势的抗原表位区

域，包括高频的 β⁃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 ２ 所示。 ＥＶ⁃Ｃ９６ ＶＰ１

蛋白有 ８ 个潜在的线性 Ｂ 细胞表位，其分布于 ＶＰ１

各个区域，结果如表 １ 所示。

·４·
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注：Ａ．Ｃｈｏｕ ＆ ｆａｓｍａｎ β⁃转角图谱；Ｂ．Ｅｍｉｎｉ 表面可及性图谱；Ｃ．Ｋａｒｐｌｕｓ ＆ Ｓｃｈｕｌｚ 柔韧性图谱；Ｄ．Ｋｏｌａｓｋａｒ ＆ Ｔｏｎｇａｏｎｋａｒ 抗原性

图谱；Ｅ．Ｐａｒｋｅｒ 亲水性图谱。

图 ２　 ＥＶ⁃Ｃ９６ ＶＰ１ 蛋白特性分析

表 １　 　 ＥＶ⁃Ｃ９６ ＶＰ１ 蛋白线性 Ｂ 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

１ ７ ８ ＥＳ ２

２ １４ ７８
ＬＱＶＳＱＰＲＰＴＱＲＰＡＩＴＮＴＴＡＤＴＰＡＳＳＧＶＮＴＱＥＶＰＡＬ

ＴＡＶＥＴＧＡＳＧＱＡＶＰＡＤＶＩＥＴＲＫＶＩＮＹＫＴＲＳＥ
６５

３ ９７ １１０ ＥＮＦＮＡＴＧＴＥＲＫＫＬＦ １４

４ １４６ １５６ ＲＹＹＴＱＮＳＧＨＡＲ １１

５ １７０ １８３ ＰＲＰＮＡＷＤＤＹＴＷＱＳＳ １４

６ ２１８ ２３４ ＡＲＶＰＩＫＧＥＴＴＤＳＧＤＡＹＹ １７

７ ２５３ ２５７ ＨＮＰＡＲ ５

８ ２８１ ３０４ ＡＶＰＹＮＧＴＧＶＤＩＫＥＧＴＬＴＰＩＴＰＶＮＳ ２４

２．３　 ＥＶ⁃Ｃ９６ ＶＰ１蛋白的线性 Ｂ 细胞表位筛选

综合上述预测结果，筛选处于 β⁃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

１５～２５ 个氨基酸的肽段作为 ＥＶ⁃Ｃ９６ ＶＰ１ 蛋白的候

选线性 Ｂ 细胞表位，最终确定了 ７ 个候选表位（Ｐ１～

Ｐ７），结果如表 ２ 所示。

表 ２　 ＥＶ⁃Ｃ９６ ＶＰ１ 蛋白候选线性 Ｂ 细胞表位

候选表位 序列位置 氨基酸序列

Ｐ１ ａａ９０～１０５ ＣＩＴＩＭＳＶＥＮＦＮＡＴＧＴＥ

Ｐ２ ａａ１１２～１２７ ＶＷＥＩＳＹＴＤＴＶＱＬＲＲＫＬ

Ｐ３ ａａ１３７～１５６ ＴＥＦＴＦＶＬＴＥＲＹＹＴＱＮＳＧＨＡＲ

Ｐ４ ａａ１６１～１７６ ＱＩＭＹＩＰＰＧＡＰＲＰＮＡＷＤ

Ｐ５ ａａ２２１～２３６ ＩＫＧＥＴＴＤＳＧＤＡＹＹＧＱ

Ｐ６ ａａ２４９～２６８ ＶＶＮＥＨＮＰＡＲＩＴＳＲＭＲＶＹＭＫＰ

Ｐ７ ａａ２８２～３０４ ＶＰＹＮＧＴＧＶＤＩＫＥＧＴＬＴＰＩＴＰＶＮＳ

·５·
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　 　 通过 ＰｙＭＯＬ 软件将候选表位映射于 ＥＶ⁃Ｃ９６ 全

病毒五聚体结构及 ＶＰ１ 蛋白单体结构之上，由图 ３

可知，候选表位均处于 ＥＶ⁃Ｃ９６ 的表面，且二级结构

多存在无规则卷曲和 β⁃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：Ａ．ＥＶ⁃Ｃ９６ ＶＰ１ 单体的二级结构；Ｂ．ＥＶ⁃Ｃ９６ 五聚体的三

级结构。 不同候选表位以不同颜色表示，红色为 Ｐ１，绿色为

Ｐ２，蓝色为 Ｐ３，黄色为 Ｐ４，玫红色为 Ｐ５，靛青色为 Ｐ６，橘黄

色为 Ｐ７。

图 ３　 ＥＶ⁃Ｃ９６ ＶＰ１ 蛋白候选线性 Ｂ 细胞表位的结构映射图

２．４　 候选线性 Ｂ 细胞表位的反应性

间接 ＥＬＩＳＡ 法检测结果显示，候选表位 Ｐ１ ～ Ｐ７

均能与 ＥＶ⁃Ｃ９６ 多克隆抗体反应，其中 Ｐ７ 多肽的反应

性最强，ＯＤ 值为 ３．７，结果如图 ４ 所示。 将 Ｐ７ 多肽与

本室保存的 ２１ 种其他常见的 ＨＦＭＤ 病原 ＥＶ 多克隆抗

体反应，均无明显的交叉反应出现，结果如图 ５ 所示。

图 ４　 间接 ＥＬＩＳＡ 法检测候选线性 Ｂ 细胞表位的免疫反应性

图 ５　 间接 ＥＬＩＳＡ 法检测 Ｐ７ 多肽的表位特异性

２．５　 表位 Ｐ７抗体的中和能力

应用微量中和试验检测表位 Ｐ７ 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 ＣＰＥ
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 Ｐ７ 抗体实验组细胞全部出现 ＣＰＥ，Ｐ７
抗体的中和效价低于 １ ∶ ２，说明 Ｐ７ 抗体没有中和

ＥＶ⁃Ｃ９６ 的能力，结果如图 ６ 所示。

注：Ａ．实验组细胞；Ｂ．ＥＶ⁃Ｃ９６ 病毒对照组细胞；Ｃ．抗体对

照组细胞；Ｄ．正常 ＲＤ 细胞对照。

图 ６　 中和试验测定 Ｐ７ 抗体的中和效价（１００×）

２．６　 表位 Ｐ７的氨基酸序列保守性

Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ２ 软件分析结果显示，Ｐ７ 在 ＥＶ⁃Ｃ９６ 型

内具有较高的保守性，其中 １１ 个位点的氨基酸残基

完全保守，仅有 Ｔｈｒ２９５ 和 Ａｓｎ３０３ 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 Ｔｈｒ２９５→Ａｌａ２９５ 和 Ａｓｎ３０３→Ａｌａ３０３ 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 ７ 所示。

·６·
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图 ７　 Ｐ７ 氨基酸序列在 ＥＶ⁃Ｃ９６ 型内的保守性分析

２．７　 表位 Ｐ７的结构特异性

ＰｙＭＯＬ 软件分析结果显示，表位 Ｐ７ 与各组 ＥＶ

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，Ｐ７ 与同为 ＥＶ⁃Ｃ 组的 ＣＶ⁃Ａ２１

相比，结构差异较小，与其他 Ａ、Ｂ、Ｄ 组 ＥＶ 的结构差

异较大，结果如图 ８ 所示。

注：Ⅰ．Ｐ７ 与 Ａ 组 ＥＶ 的二级结构；Ⅱ．Ｐ７ 与 Ｂ 组 ＥＶ 的二级结构；Ⅲ．Ｐ７ 与 Ｃ 组 ＥＶ 的

二级结构；Ⅳ．Ｐ７ 与 Ｄ 组 ＥＶ 的二级结构。 结构差异较大处以箭头指示。

图 ８　 表位 Ｐ７ 与 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ 各组 ＥＶ 代表株相应位点的结构分析

３　 讨论

ＥＶ⁃Ｃ９６ 原型株是 ２０００ 年在孟加拉国 １ 名 ＡＦＰ

患者的粪便中分离出来的新型 ＥＶ⁃Ｃ［６］。 ２００７ 年，我

国云南首次报告了 ＥＶ⁃Ｃ９６ 的相关研究［１８］，随后几

年，山东［１２］、广东［１１］、新疆［１５， １９］、西藏［２０］、江苏［８］、

湖北［２１］ 等多个地域陆续有 ＥＶ⁃Ｃ９６ 相关报告。

ＷＡＮＧ 等［５］ 对山东省 ＡＦＰ 监测结果进行回顾性研

究，发现 １９９１ 年的 １ 例 ＡＦＰ 标本中存在 ＥＶ⁃Ｃ９６

（１２７ ／ ＳＤ ／ ＣＨＮ ／ １９９１ 株），这是迄今为止发现最早的

ＥＶ⁃Ｃ９６ 分离株之一，表明 ＥＶ⁃Ｃ９６ 在我国流行已久，
且分布地域广泛。 本研究基于全长 ＶＰ１ 区核苷酸序

列构建 ＥＶ⁃Ｃ９６ 系统进化树，结果显示，本研究选用

的 ＥＶ⁃Ｃ９６ Ａ２４０ 分离株与其他中国分离株均聚于

ｃｌｕｓｔｅｒ １ 内，表明 ＥＶ⁃Ｃ９６ 在我国存在时间长，且具

有共同的起源。 ｃｌｕｓｔｅｒ １ 中除了中国分离株外，还包

括部分来自芬兰的 ＥＶ⁃Ｃ９６ 分离株，提示我国 ＥＶ⁃
Ｃ９６ 最初流行的分离株可能与芬兰 ＥＶ⁃Ｃ９６ 分离株

为同一传播链。 尽管 ＥＶ⁃Ｃ９６ 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

·７·
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ＥＶ⁃Ｃ９６ 与疾病相关的报告，因此，对 ＥＶ⁃Ｃ９６ 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［２２－２３］。 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［２４－２８］ 通过生物信息学方法预

测，并通过实验确认了 ＥＶ 表位。 本研究利用多种生

物信息学工具综合预测 ＥＶ⁃Ｃ９６ 的线性 Ｂ 细胞表位，

最终筛选出 ７ 个候选表位（Ｐ１～Ｐ７）。 候选表位 Ｐ１～

Ｐ７ 均处于 ＥＶ⁃Ｃ９６ 全病毒表面，且二级结构存在多

个 β⁃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［２９－３０］。 以间接 ＥＬＩＳＡ 法分析，结

果显示，Ｐ１～ Ｐ７ 均能与 ＥＶ⁃Ｃ９６ 多克隆抗体发生反

应，其中 Ｐ７ 的反应性最强，且 Ｐ７ 与 ２１ 种其他常见

的 ＨＦＭＤ 病原 ＥＶ 多克隆抗体均无明显交叉反应，

表明 Ｐ７ 为 ＥＶ⁃Ｃ９６ 的特异性抗原表位，可以用于

ＥＶ⁃Ｃ９６ 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 Ｐ７ 是否为中和表位，本研究利用 Ｐ７ 免

疫血清进行了微量中和试验，遗憾的是，实验结果显

示，Ｐ７ 抗体没有中和 ＥＶ⁃Ｃ９６ 的能力，说明 Ｐ７ 为

ＥＶ⁃Ｃ９６ 的非中和性表位。

为进一步了解表位 Ｐ７ 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

Ｐ７ 无论是与同组 ＥＶ，还是与其他组 ＥＶ，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 Ｐ７ 的反应特异性可能是由其结构

的差异所引起。 另外，表位 Ｐ７ 氨基酸序列的型内保

守性分析结果显示，Ｐ７ 序列在 ＥＶ⁃Ｃ９６ 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

Ｔｈｒ２９５→Ａｌａ２９５ 和 Ａｓｎ３０３→Ａｌａ３０３，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 Ｐ７ 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。

４　 结论
本研究利用生物信息学的方法对 ＥＶ⁃Ｃ９６ ＶＰ１

蛋白的线性 Ｂ 细胞表位进行分析预测，并以间接

ＥＬＩＳＡ 法和微量中和试验加以验证，确定了表位 Ｐ７
为保守的 ＥＶ⁃Ｃ９６ 特异线性 Ｂ 细胞表位，可以用于

ＥＶ⁃Ｃ９６ 感染的免疫学检测试剂的研发，这将为 ＥＶ⁃

Ｃ９６ 感染性疾病的诊断和防控奠定可靠的基础。
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