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【摘要】　目的　采用生物信息学方法预测ＥＢ病毒ＢＺＬＦ１基因编码蛋白的结构、抗原表位及疫苗的初步构建，为ＥＢ病

毒相关疾病的疫苗的研制提供依据。　方法　通过ＮＣＢＩ获得ＥＢ病毒ＢＺＬＦ１蛋白的核苷酸序列和氨基酸序列，采用
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ＳＷＩＳＳＭＯＤＥ、ＩｍｍｕｎｏｍｅｄｉｃｉｎｅＧｒｏｕｐ、ＩＥＤＢ、ＢＬＡＳＴ、Ｕｎｉｐｒｏｔ等生物信息学软件对ＥＢ病毒ＢＺＬＦ１蛋白的理化性质、

亲疏水性、结构域、信号肽、跨膜区、亚细胞定位、磷酸化及糖基化位点、二级结构、三级结构、抗原决定簇、Ｂ细胞与Ｔ细

胞抗原表位、蛋白同源性及相互作用蛋白进行预测分析。在Ｔ４ＤＮＡ连接酶作用下连接ＢＺＬＦ１基因与穿梭表达载体

ｐＭＶ２６１，对连接产物进行ＰＣＲ及双酶切鉴定。　结果　ＢＺＬＦ１蛋白是由２４５个氨基酸组成的亲水蛋白，分子式为

Ｃ１１８５Ｈ１８５０Ｎ３３２Ｏ３６６Ｓ８，相对分子质量为２６．８６０×１０
３，理论等电点为５．２５，脂肪族氨基酸指数为７１．３５，平均亲水系数为

０．５２９；该蛋白二级结构以无规则卷曲居多，占５１．８４％，无信号肽和跨膜区，存在１８个磷酸化位点，２个糖基化位点，含

有１个碱性亮氨酸拉链结构。预测该蛋白有９个抗原决定簇，８个Ｂ细胞优势抗原表位，９个ＣＴＬ细胞优势表位，８个

Ｔｈ细胞表位，与人类环状ａｍｐ反应元件结合蛋白相似度为６．１２％，同源性较低。ＰＣＲ及双酶切鉴定含ＢＺＬＦ１基因的

ｐＭＶ２６１载体构建正确。　结论　生物信息学预测ＢＺＬＦ１属于亲水蛋白，热稳定性较好。该蛋白含有多个磷酸化位点

可参与相关信号通路，对疾病的发展起到重要作用。ＢＺＬＦ１含有多个Ｂ、Ｔ细胞抗原表位，且与人体蛋白同源性低，不易

发生免疫交叉反应，可作为ＥＢ病毒候选疫苗表位。
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　　ＥＢ病毒是１９６４年发现的第一个人类致癌病毒，

属于γ型疱疹病毒，在人群中广泛传播，目前已潜伏感

染约９５％的世界人口。ＥＢ病毒主要感染Ｂ淋巴细胞

和口咽部上皮细胞，具有潜伏期和裂解期，其中裂解期

与多种肿瘤及癌症的发病机制相关，例如伯基特淋巴

瘤、传染性单核淋巴增多症、鼻咽癌、ＥＢＶ 阳性胃癌

等［１］。多项研究证实ＢＺＬＦ１蛋白作为转录因子参与

ＥＢＶ复制起点的激活，该转录因子通过与ＣｐＧ甲基

化的病毒ＤＮＡ结合
［２］，从而促进裂解期蛋白的表达，

潜伏在细胞中的病毒向裂解期转化，增强病毒对细胞

的感染［３］。此外，ＢＺＬＦ１编码蛋白与抑癌蛋白ｐ５３相

互作用，通过泛素蛋白酶体途径降解ｐ５３，病毒在裂解

期会激活ＤＮＡ损伤反应，导致ｐ５３基因的Ｃ端磷酸

化，进一步增加ＢＺＬＦ１与ｐ５３的亲和力，导致肿瘤的

生长及转移［４］。

目前，临床治疗ＥＢ病毒相关疾病主要为放化疗

和免疫治疗，虽然这些疗法一定程度上可以缓解病情，

但毒副作用较大，患者预后较差，复发率高，机体难以

形成针对ＥＢ病毒的长期免疫反应
［５］。因此，寻找一

种针对ＥＢ病毒蛋白的特异性疫苗很有必要。本研究

对ＢＺＬＦ１蛋白进行生物信息学预测，并构建ＢＺＬＦ１

的ｐＭＶ２６１载体，为筛选有良好免疫原性的ＥＢ抗原

蛋白疫苗奠定基础。

材料与方法

１　犅犣犔犉１氨基酸序列及其编码基因序来源

登录 ＮＣＢＩ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．

ｎｉｈ．ｇｏｖ／），搜索并下载ＥＢＶＢＺＬＦ１蛋白的氨基酸序

列和核苷酸序列。ＢＺＬＦ１基因登录号为３７８３７４４，编

码蛋白Ｚｔａ登录号为ＹＰ＿４０１６７３．１。通过ＮＣＢＩ查询

ＢＺＬＦ１蛋白由２４５个氨基酸组成，其序列如下：

ＭＭＤＰＮＳＴＳＥＤＶＫＦＴＰＤＰＹＱＶＰＦＶＱＡＦＤＱＡ

ＴＲＶＹＱＤＬＧＧＰＳＱＡＰＬＰＣＶＬＷＰＶＬＰＥＰＬＰＱＧＱＬＴ

ＡＹＨＶＳＴＡＰＴＧＳＷＦＳＡＰＱＰＡＰＥＮＡＹＱＡＹＡＡＰＱＬ

ＦＰＶＳＤＩＴＱＮＱＱＴＮＱＡＧＧＥＡＰＱＰＧＤＮＳＴＶＱＴＡＡ

ＡＶＶＦＡＣＰＧＡＮＱＧＱＱＬＡＤＩＧＶＰＱＰＡＰＶＡＡＰＡＲＲ

ＴＲＫＰＱＱＰＥＳＬＥＥＣＤＳＥＬＥＩＫＲＹＫＮＲＶＡＳＲＫＣＲＡ

ＫＦＫＱＬＬＱＨＹＲＥＶＡＡＡＫＳＳＥＮＤＲＬＲＬＬＬＫＱＭＣＰ

ＳＬＤＶＤＳＩＩＰＲＴＰＤＶＬＨＥＤＬＬＮＦ。

２　方法

２．１　ＢＺＬＦ１生物信息学预测

２．１．１　ＢＺＬＦ１基因开放阅读框预测　采用 ＯＲＦ

Ｆｉｎｄｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ）

在线网址预测ＢＺＬＦ１基因开放阅读框的数目。

２．１．２　ＢＺＬＦ１蛋白的理化性质及亲疏水性预测　运

用 ｐｒｏｔｐａｒａｍ （ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ，ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔ

ｐａｒａｍ）预测ＢＺＬＦ１蛋白的分子质量、理论等电点、氨

基酸组成、消光系数、半衰期等理化性质以及蛋白的亲

疏水性。

２．１．３　信号肽、跨膜结构及结构域的预测　采用

Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｄｏｍａｉｎｓ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．

ｇｏｖ／Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ／ｃｄｄ／ｗｒｐｓｂ．ｃｇｉ）预测蛋白结构域；运用

ｈｔｔｐ：／／ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅ．ｐｈｐ？

ＳｉｇｎａｌＰ５．０和ｈｔｔｐ：／／ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ／

ｓｅｒｖｉｃｅ．ｐｈｐ？ＴＭＨＭＭ２．０预测目的蛋白的信号肽

和跨膜结构。

２．１．４　空间结构预测　运用ＳＯＰＭＡ软件（ｈｔｔｐ：／／

ｎｐｓａｐｒａｂｉ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉｂｉｎ／ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ）预测

ＢＺＬＦ１ 蛋 白 的 二 级 结 构；运 用 ＳＷＩＳＳ ＭＯＤＥＬ

（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）预测ＢＺＬＦ１蛋白

的三级结构。

２．１．５　磷酸化和糖基化位点预测及亚细胞定位　运

用 ＮｅｔＰｈｏｓ３．１Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／

ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＮｅｔＰｈｏｓ／）预测ＢＺＬＦ１蛋白的磷酸化位点；

ＮｅｔＮＧｌｙｃ （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／

ＮｅｔＮＧｌｙｃ／）预测 ＢＺＬＦ１蛋白的糖基化位点；运用

ＣｅｌｌＰｌｏｃ２．０（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｓｂｉｏ．ｓｊｔｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／

ｂｉｏｉｎｆ／ＣｅｌｌＰＬｏｃ２／）和 Ｕｎｉｐｏｒｔ预测ＢＺＬＦ１蛋白在

宿主细胞的定位。

２．１．６　Ｂ 细胞表位预测　通过ＩＥＤＢ 在线网站

（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｉｅｄｂ．ｏｒｇ／ｈｏｍｅ＿ｖ３．ｐｈｐ）对ＢＺＬＦ１蛋

白的Ｂ细胞线性表位，可塑性，抗原性，β转角等性质

进行预测，进一步筛选出可塑性强、抗原性强、β转角

较多的序列作为优势Ｂ细胞表位。

２．１．７　Ｔ 细胞表位预测　通过ＩＥＤＢ 在线网站

（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｉｅｄｂ．ｏｒｇ／ｈｏｍｅ＿ｖ３．ｐｈｐ）对ＢＺＬＦ１蛋

白的Ｔ细胞表位进行预测，利用数据库中的 ＭＨＣⅠ
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和ＭＨＣⅡ分子进行分析，筛选出与样本ＭＨＣ分子回

应值１００％的序列作为Ｔ细胞优势表位。

２．１．８　 同源性分析及抗原决定簇预测 　 利用

ＥＸＰＡＳＹ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｂｌａｓｔ）在线网站，

输入ＢＺＬＦ１蛋白的氨基酸序列，选择 ＨｏｍｏＳａｐｉｅｎｓ

进行查询。利用ＩｍｍｕｎｏｍｅｄｉｃｉｎｅＧｒｏｕｐ（ｈｔｔｐ：／／

ｉｍｅｄ．ｕｃｍ．ｅｓ／Ｔｏｏｌｓ／ａｎｔｉｇｅｎｉｃ．ｐｌ）在线网站对ＢＺＬＦ１

蛋白的抗原决定簇进行分析。

２．１．９　相互作用蛋白预测　运用 Ｕｎｉｐｒｏｔ生信软件

对ＢＺＬＦ１的相互作用蛋白进行预测，输入ＢＺＬＦ１名

称，选择ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ数据库进行查询预测。

２．２　重组载体的构建与鉴定

２．２．１　ＢＺＬＦ１ 与载体 ｐＭＶ２６１ 的连接 　 根据

ＢＺＬＦ１碱基序列，由上海生物工程有限公司（青岛分

公 司 ） 合 成 引 物。 ＢＺＬＦＦ：５′ＧＣＣＧＧＡＴ

ＣＣＡＴＧＡＴＧＧＡＣＣＣＡＡＡＣＴＣＧＡＣＴＴＣ３′ （引 入

ＢａｍＨＩ酶切位点）；ＢＺＬＦＲ：５′ＧＣＧＧＴＣＧＡＣＴＡＡ

ＧＡＡＡＴＴＴＡＡＧＡＧＡＴＣＣＴＣＧＴＧ３′（引入 ＳａＩＩ酶

切位点）。ＢＺＬＦ１片段扩增条件均为：ＰＣＲ反应体系

２５μｌ，其成分为酶１μｌ、ｄＮＴＰ２μｌ、Ｂｕｆｆｅｒ５μｌ、模板

０．５μｌ、上游引物和下游引物分别０．１μｌ、水１６．８μｌ。

反应条件：９８℃预变性４ｍｉｎ；９８℃变性１０ｓ，６１℃退

火３０ｓ，７２℃延伸７０ｓ，共３５个循环，７２℃再延伸５

ｍｉｎ。将酶切ｐＭＶ２６１和ＢＺＬＦ１基因片段进行连接。

连接反应体系（４０μｌ）：ＢＺＬＦ１２５μｌ，ｐＭＶ２６１５μｌ，Ｔ４

连接酶５μｌ，Ｂｕｆｆｅｒ５μｌ。混匀后１６℃连接过夜。

２．２．２　重组载体的鉴定　采用ＰＣＲ和双酶切法两种

方法进行重组质粒的鉴定。ＰＣＲ反应体系（２５μｌ）：５

×ＰｒｉｍｅｒＳＴＡＲＧＸＬＢｕｆｆｅｒ５μｌ，ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ２

μｌ，ＰｒｉｍｅｒＳＴＡＲ ＧＸＬ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ０．５ μｌ，

ＢＺＬＦＲ０．１μｌ，模板０．５μｌ，ｄｄＨ２Ｏ 补充至２５μｌ。

ＰＣＲ反应体程序：９８℃预变性４ｍｉｎ；９８℃变性１０ｓ，

６０℃退火１５ｓ，６８℃延伸６０ｓ，重复３４个循环；６８℃

再延伸５ｍｉｎ。取ＰＣＲ产物进行１．５％琼脂糖凝胶电

泳，回收目的片段并测序。

重组质粒双酶切反应体系：重组质粒 １μｇ，

ＢａｍＨＩ１μｌ，ＳａＩＩ１μｌ，１０×ＴＢｕｆｆｅｒ３μｌ，加ｄｄＨ２Ｏ

补充至２０μｌ，混匀后置３０℃水浴锅８ｈ，取酶切产物

进行１％琼脂糖凝胶电泳，回收后测序。

结　果

１　预测犅犣犔犉１基因开放阅读框的数目

ＢＺＬＦ１基因位于全基因组（ＮＣ＿００７６０５．１）的

８９８３８９０９４３位，总长度为１１０６ｎｔ。ＢＺＬＦ１基因共有

７个开放阅读框，其中ＯＲＦ１为最长的开放阅读框，起

始密码子为ＡＴＧ，终止密码子为ＴＡＧ，编码２００个氨

基酸，与目的蛋白全长几乎一致，表明ＢＺＬＦ１蛋白全

长可基本被翻译（图１）。

图１　犅犣犔犉１基因开放阅读框分析

犉犻犵．１　犗狆犲狀狉犲犪犱犻狀犵犳狉犪犿犲犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犅犣犔犉１犵犲狀犲

２　犅犣犔犉１蛋白的理化性质及亲疏水性

Ｐｒｏｔｐａｒａｍ （ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ，ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔ

ｐａｒａｍ）预测ＢＺＬＦ１蛋白由２４５个氨基酸组成，分子

式为Ｃ１１８５Ｈ１８５０Ｎ３３２Ｏ３６６Ｓ８，相对分子质量为２６．８６０×

１０
３，理论等电点为５．２５；当蛋白的 Ｎ端序列为 Ｍｅｔ

时，该蛋白在哺乳动物网织红细胞体外实验中的半衰

期为３０ｈ，在大肠埃希菌中的半衰期＞１０ｈ，其中以脯

氨酸（１１．８％）、甘氨酸（１１．４％）、谷氨酰胺（１０．２％）、

亮氨酸（８．２％）所占比例较高，无吡咯赖氨酸和硒代半

胱氨酸，带负电荷（天冬氨酸＋谷氨酸）的残基总数为

２６，带正电荷（精氨酸＋赖氨酸）的残基总数为２１。该

蛋白的消光系数为２１６８０，２８０ｎｍ 处的吸光度为

０．８７。脂肪族氨基酸指数为７１．３５，平均亲水系数为

－０．５２９，为亲水蛋白。

３　信号肽、跨膜结构及结构域

Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｄｏｍａｉｎｓ预测ＢＺＬＦ１蛋白在１７５２２６

氨基酸序列存在碱性亮氨酸拉链结构（图２）。通过在

线网站Ｓｉｇｎａｌ５．０和ＴＭＨＭＭ２．０预测ＢＺＬＦ１蛋白

无信号肽和跨膜结构（图３）。

图２　犅犣犔犉１蛋白结构域预测

犉犻犵．２　犘狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳犅犣犔犉１狆狉狅狋犲犻狀犱狅犿犪犻狀

图３　犅犣犔犉１蛋白信号肽（左）及跨膜结构（右）预测

犉犻犵．３　犘狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳犅犣犔犉１狆狉狅狋犲犻狀狊犻犵狀犪犾狆犲狆狋犻犱犲（犔犲犳狋）

犪狀犱狋狉犪狀狊犿犲犿犫狉犪狀犲狊狋狉狌犮狋狌狉犲（犚犻犵犺狋）

４　犅犣犔犉１蛋白的空间结构

通过ＳＯＭＰＡ预测蛋白的二级结构，无规则卷曲

占５１．８４％，α螺旋占３５．９２％，延伸片段占７．７６％，β
转角占４．４９％（图４）。无规则卷曲占比高表明该蛋白

有较好的抗体嵌合性。采用ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ预测的

三级结构与数据库中的２ｃ９ｎ．１．Ｃ模板相似度１００％

（图５）。
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图４　犅犣犔犉１蛋白二级结构

犉犻犵．４　犜犺犲犛犲犮狅狀犱犪狉狔狊狋狉狌犮狋狌狉犲狅犳犅犣犔犉１狆狉狅狋犲犻狀

Ａ　飘带模型　Ｂ　表面模型

图５　犅犣犔犉１蛋白三级结构

Ａ　Ｒｉｂｂｏｎｍｏｄｅｌ　Ｂ　Ｓｕｒｆａｃｅｍｏｄｅｌ

犉犻犵．５　犜犲狉狋犻犪狉狔狊狋狉狌犮狋狌狉犲狅犳犅犣犔犉１狆狉狅狋犲犻狀

５　犅犣犔犉１蛋白磷酸化和糖基化位点及亚细胞定位

阈值设定为０．５时，运用 ＮｅｔＰｈｏｓ３．１Ｓｅｒｖｅｒ预

测ＢＺＬＦ１共有１８个潜在磷酸化位点，其中丝氨酸位

点有９个，分别在６、８、４０、７３、１６７、１７３、１８６、２０８、２０９

位，苏氨酸位点有７个，分别在７、１４、７１、１０１、１２４、

１５９、２３４位，酪氨酸有２个在８６和８９位（图６）。

ＮｅｔＮＧｌｙｃ预测ＢＺＬＦ１蛋含有白糖基化位点２个，在

第５和１定１９位，概率分别为７２．８２％和６９．４７％（图

７）。通过ＣｅｌｌＰｌｏｃ２．０和Ｕｎｉｐｏｒｔ分析，ＢＺＬＦ１蛋白

主要位于宿主细胞核（图８）。

图６　犅犣犔犉１蛋白磷酸化位点分析

犉犻犵．６　犘狉犲犱犻犮狋犲犱狆犺狅狊狆犺狅狉狔犾犪狋犲犱狊犻狋犲狊狅犳犅犣犔犉１狆狉狅狋犲犻狀

图７　犅犣犔犉１蛋白糖基化位点分析

犉犻犵．７　犘狉犲犱犻犮狋犲犱犵犾狔犮狅狊狔犾犪狋犻狅狀狊犻狋犲狊狅犳犅犣犔犉１狆狉狅狋犲犻狀

图８　犅犣犔犉１蛋白亚细胞定位分析

犉犻犵．８　犛狌犫犮犲犾犾狌犾犪狉犾狅犮犪犾犻狕犪狋犻狅狀犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犅犣犔犉１狆狉狅狋犲犻狀

６　犅犣犔犉１抗原蛋白的犅细胞表位

通过ＩＥＤＢ在线网站（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｉｅｄｂ．ｏｒｇ／

ｈｏｍｅ＿ｖ３．ｐｈｐ）预测ＢＺＬＦ１蛋白的优势Ｂ细胞表位。

蛋白的可塑性与抗体的结合度相关，选择可塑性大于

１的序列，再结合线性表位、抗原性、β转角三个性质进

行筛选，均选取评分高于平均值的序列，最终得出Ｂ

细胞的优势表位有８个（表１）。

表１　犅犣犔犉１蛋白犅细胞优势表位预测

犜犪犫犾犲１　犘狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳犱狅犿犻狀犪狀狋犅犮犲犾犾犲狆犻狋狅狆犲狊狅犳犅犣犔犉１狆狉狅狋犲犻狀

序号

Ｎｏ．

起始氨基酸位置

ＥｐｉｔｏｐｅＳｔａｒｔｉｎｇ

Ｐｏｓｉｔｉｏｎ

氨基酸序列

Ｅｐｉｔｏｐｅ

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

终止氨基酸位置

ＥｐｉｔｏｐｅＥｎｄｉｎｇ

Ｐｏｓｉｔｉｏｎ

１ 　２ ＭＤＰＮＳＴＳ 　８

２ １２ ＫＦＴＰＤＰＹ １８

３ ５３ ＰＥＰＬＰＱＧ ５９

４ １０５ ＱＴＮＱＡＧＧ １１１

５ １４３ ＤＩＧＶＰＱＰ １４９

６ １５８ ＲＴＲＫＰＱＱ １６４

７ ２０８ ＳＳＥＮＤＲＬ ２１４

８ ２２２ ＣＰＳＬＤＶＤ ２２８
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７　犅犣犔犉１抗原蛋白的犜细胞表位

运用ＩＥＤＢ筛选出ＢＺＬＦ１蛋白的优势Ｔ细胞表

位（图９）。其中ＣＴＬ细胞优势表位有９个（表２），Ｔｈ

细胞优势表位有８个（表３）。综合分析ＢＺＬＦ１蛋白Ｔ

细胞的优势表位在５４６４、１７２１８３、１９０１９８、２０８２１４

位点。

图９　犅犣犔犉１蛋白优势犜细胞表位分析

犉犻犵．９　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳犱狅犿犻狀犪狀狋犜犮犲犾犾犲狆犻狋狅狆犲狊狅犳犅犣犔犉１狆狉狅狋犲犻狀

表２　犅犣犔犉１蛋白犆犜犔细胞优势表位分析

犜犪犫犾犲２　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳犱狅犿犻狀犪狀狋犲狆犻狋狅狆犲狊狅犳犅犣犔犉１狆狉狅狋犲犻狀犆犜犔

序号

Ｎｏ．

ＭＨＣⅠ类

分子亚型

ＭＨＣｃｌａｓｓⅠ

ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｓｕｂｔｙｐｅ

起始氨基酸

位置

Ｅｐｉｔｏｐｅ

Ｓｔａｒｔｉｎｇ

Ｐｏｓｉｔｉｏｎ

氨基酸

序列

Ｅｐｉｔｏｐｅ

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

终止氨基酸

位置

Ｅｐｉｔｏｐｅ

Ｅｎｄｉｎｇ

Ｐｏｓｉｔｉｏｎ

１ ＨＬＡＢ ５４ ＥＰＬＰＱＧＱＬＴＡＹ ６４

２ ７７ ＡＰＱＰＡＰＥＮＡＹ ８６

３ １７２ ＤＳＥＬＥＩＫＲＹＫＮＲ １８３

４ ４４ ＬＰＣＶＬＷＰＶＬ ５２

５ １９０ ＲＡＫＦＫＱＬＬＱ １９８

６ ２０９ ＳＥＮＤＲＬＲＬＬ ２１７

７ ＨＬＡＣ １８７ ＲＫＣＲＡＫＦＫＱＬＬＱＨ １９９

８ １９７ ＬＱＨＹＲＥＶＡＡ ２０５

９ ＨＬＡＡ １９５ ＱＬＬＱＨＹＲＥＶ ２０３

表３　犅犣犔犉１蛋白犜犺细胞优势表位分析

犜犪犫犾犲３　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳犱狅犿犻狀犪狀狋犲狆犻狋狅狆犲狊狅犳犅犣犔犉１狆狉狅狋犲犻狀犻狀犜犺犮犲犾犾狊

序号

Ｎｏ．

起始氨基酸位置

ＥｐｉｔｏｐｅＳｔａｒｔｉｎｇ

Ｐｏｓｉｔｉｏｎ

氨基酸序列

Ｅｐｉｔｏｐｅ

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

终止氨基酸位置

ＥｐｉｔｏｐｅＥｎｄｉｎｇ

Ｐｏｓｉｔｉｏｎ

１ 　２ ＭＤＰＮＳＴＳ 　８

２ １２ ＫＦＴＰＤＰＹ １８

３ ５３ ＰＥＰＬＰＱＧ ５９

４ １０５ ＱＴＮＱＡＧＧ １１１

５ １４３ ＤＩＧＶＰＱＰ １４９

６ １５８ ＲＴＲＫＰＱＱ １６４

７ ２０８ ＳＳＥＮＤＲＬ ２１４

８ ２２２ ＣＰＳＬＤＶＤ ２２８

８　犅犣犔犉１蛋白的同源性分析及抗原决定簇预测

ＩｍｍｕｎｏｍｅｄｉｃｉｎｅＧｒｏｕｐ在线网站分析ＢＺＬＦ１蛋

白的平均抗原倾向性为１．０３９９，蛋白表面可形成９个

抗原决定簇，分别位于氨基酸序列的９２６、２８３５、４０

６８、８５９９、１２１１３４、１３７１５４、１６７１７３、１８５２０５、２１３２４１

位点（图１０），显示该蛋白抗原倾向指数较高，易形成

抗原决定簇的位点较多，是一种免疫原性较好的蛋白。

ＢＬＡＳＴ预测ＢＺＬＦ１蛋白氨基酸序列的第１６２１９４位

点和人类环状ａｍｐ反应元件结合蛋白（Ｃ９Ｊ８９６）的

２２１２５１序列相似性较高，为４５％（１５／３３），占总序列

的６．１２％（１５／２４５）（图１１）。利用核苷酸序列测出与

人类的多聚免疫球蛋白受体（Ｐ０１８３３）有４１％的相似

性，占总序列的１．８％（图１２）。ＢＺＬＦ１蛋白与人类蛋

白的同源性较低，不易发生免疫交叉反应，免疫原性较

好，可作为设计疫苗的潜在蛋白。

图１０　犅犣犔犉１蛋白抗原决定簇预测

犉犻犵．１０　犘狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳犅犣犔犉１狆狉狅狋犲犻狀犲狆犻狋狅狆犲狊

图１１　基于氨基酸序列预测犅犣犔犉１蛋白同源性

犉犻犵．１１　犃犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲狆狉犲犱犻犮狋狊犺狅犿狅犾狅犵狔狅犳犅犣犔犉１狆狉狅狋犲犻狀

图１２　基于核苷酸序列预测犅犣犔犉１蛋白同源性

犉犻犵．１２　犖狌犮犾犲狅狋犻犱犲狊犲狇狌犲狀犮犲狆狉犲犱犻犮狋狊犺狅犿狅犾狅犵狔狅犳犅犣犔犉１狆狉狅狋犲犻狀

９　犅犣犔犉１相互作用蛋白

运用Ｕｎｉｐｒｏｔ软件预测ＢＺＬＦ１可分别与人类的

ＣＲＥＢ转录共激活因子２和活化蛋白Ｃ激酶１的受体

相互作用（图１３）。ＣＲＥＢ转录共激活因子２活化状

态为脱磷酸化，通过识别ｃＡＭＰ反应元件（ＣＲＥ）位点

激活转录，在ＳＩＫ／ＴＯＲＣ信号通路中作为共激活剂，

并且在ＬＫＢ１／ＡＭＰＫ／ＴＯＲＣ２信号通路中调节糖异

生。活化蛋白Ｃ激酶１的受体为４０Ｓ核糖体亚基的

组成部分，参与核糖体质量控制（ＲＱＣ）的启动，结合

并稳定活化的蛋白激酶Ｃ（ＰＫＣ），招募ＰＫＣ到核糖体

中，导致ＥＩＦ６的磷酸化，还能通过延长细胞周期的

Ｇ０／Ｇ１来抑制细胞生长。因此，ＢＺＬＦ１可通过蛋白相

互作用介导疾病进展。
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图１３　犅犣犔犉１相互作用蛋白预测

犉犻犵．１３　犅犣犔犉１犻狀狋犲狉犪犮狋犻狅狀狆狉狅狋犲犻狀狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀

１０　重组质粒的构建及鉴定

ＰＣＲ扩增ＢＺＬＦ１基因，扩增片段大小为７３８ｂｐ

（图１４），与预期相符。将ＢＺＬＦ１基因片段和载体经

酶切后连接，连接产物进行双酶切鉴定，结果如图１５。

酶切目的片段与预期相符。测序碱基序列结果与生物

公司购买目的片段附带的序列表比对，同源性１００％。

Ｍ　ＤＮＡ标志物（ＤＬ２０００）　１　ＢＺＬＦ１ＤＮＡＰＣＲ产物

图１４　犅犣犔犉１犇犖犃犘犆犚产物１％琼脂糖凝胶电泳分析

Ｍ　ＤＮＡｍａｒｋｅｒｓ（ＤＬ２０００）　１　ＤＮＡＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆＢＺＬＦ１ｗａｓ

ａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙＰＣＲ

犉犻犵．１４　犘犆犚犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀

Ｍ　ＤＮＡ标志物（ＤＬ１００００）　１　重组质粒双酶切

图１５　重组质粒双酶切鉴定

Ｍ　ＤＮＡｍａｒｋｅｒｓ（ＤＬ１００００）　１　Ｄｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔ

犉犻犵．１５　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱犫狔犱狅狌犫犾犲

犲狀狕狔犿犲犱犻犵犲狊狋犻狅狀

讨　论

近年来生物信息学技术不断发展，蛋白质与基因

数据库不断更新，因此可通过大数据对基因组学及蛋

白组学的相关信息进行分析、整合，从而研究疾病进展

的分子机制、设计免疫原性强的疫苗、研发特异性好的

靶向药物等，为疾病的诊断及治疗提供更多元、更精准

的方法［６］。

ＥＢ病毒主要以潜伏或裂解的方式感染宿主细胞，

其中病毒的裂解诱导淋巴瘤及癌症的进展。ＢＺＬＦ１

在病毒潜伏期的建立和裂解期的激活方面发挥重要作

用，因此有必要对该蛋白进行研究［７］。ＥＢＶ即刻早期

基因ＢＺＬＦ１的产物是一种多功能蛋白，其 Ｎ端为反

式激活域，Ｃ端存在碱性亮氨酸拉链（ｂＺＩＰ）区域
［８］，其

中ｂＺＩＰ区域中的ＲＲＴＲＫ氨基酸序列与甲基化的病

毒ＤＮＡ亲和力高
［９］。病毒潜伏期间，ＥＢＶ基因组的

ＣｐＧ序列逐渐甲基化，ＢＺＬＦ１的表达激活病毒转录因

子Ｒｔａ。在Ｒｔａ的辅助作用下，ＢＺＬＦ１蛋白特异性识

别甲基化病毒ＤＮＡ的 ＴＧＡＧＴＣＡ序列来激活裂解

期相关蛋白基因的转录，从而促进病毒的复制和对宿

主细胞的感染［１０］。

ＢＺＬＦ１不仅在诱导病毒裂解期基因复制中发挥

重要作用，而且还能通过多种信号通路改变宿主环境，

利于病毒逃避免疫系统的识别及转移。相关研究已证

实ＢＺＬＦ１可抑制先天免疫反应中相关信号通路，如

ＮＦκＢ和ＴＮＦ信号通路。其中ＢＺＬＦ１与ＴＮＦα启

动子结合以抑制ＮＦκＢ的激活，进而抑制相关促炎症

因子的表达；ＢＺＬＦ１通过降低ＴＮＦＲ１蛋白启动子的

活性来抑制其表达，从而阻断ＴＮＦ信号通路［１
１１２］。

本研究通过 ＮＣＢＩ数据库获取ＢＺＬＦ１基因序列

及其编码蛋白氨基酸序列，利用生物信息学分析软件

对蛋白的理化性质及亲疏水性进行预测。ＢＺＬＦ１蛋

白为亲水性蛋白，脂肪族氨基酸指数较高，说明其热稳

定性较高，利于疫苗的储存和运输。该蛋白的１７５

２２６氨基酸序列存在碱性亮氨酸拉链结构，可与病毒

ＤＮＡ结合促进其向裂解期转化，但不存在信号肽及跨

膜区。预测该蛋白含有１８个磷酸化位点，主要为丝氨

酸、苏氨酸、酪氨酸残基，提示ＢＺＬＦ１可能通过磷酸化

和去磷酸化介导相关信号通路。预测该蛋白含有２个

糖基化位点，表明ＢＺＬＦ１蛋白可作为诊断ＥＢ病毒相

关疾病的潜在标志物。该蛋白主要定位于宿主细胞核

发挥作用，与文献［１１］报道一致。其二级结构中无规

则卷曲占比高，为５１．８４％，与抗体嵌合性好，容易形

成潜在抗原表位。采用ＩＥＤＢ在线网站分析ＢＺＬＦ１

蛋白的Ｂ细胞表位，筛选可塑性好、抗原性强、二级结

构较多的表位作为优势Ｂ细胞表位。病毒感染期间，
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Ｂ细胞介导的体液免疫不可或缺，其通过分泌多种细

胞因子阻碍病毒感染［１４］。预测结果显示，ＢＺＬＦ１有８

个优势表位，可通过良好的免疫原性来诱导Ｂ细胞发

生免疫反应，使机体获得长期免疫保护。通过ＩＥＤＢ

在线网站筛选出ＢＺＬＦ１的ＣＴＬ细胞优势表位有９

个，Ｔｈ细胞优势表位有８个，综合分析５４６４、１７２

１８３、１９０１９８、２０８２１４表位序列可引起较强的Ｔ细胞

反应。ＢＺＬＦ１蛋白与人类蛋白的同源性较低，不易发

生免疫交叉反应，可作为设计疫苗的潜在蛋白。

之前针对ＥＢ病毒疫苗的研究主要集中于ｇｐ３５０

包膜蛋白，该疫苗不能有效预防ＥＢＶ感染，因此尚未

普及接种［１５］。本研究采用生物信息学方法预测

ＢＺＬＦ１蛋白含有多个Ｔ、Ｂ细胞表位，免疫原性良好，

且与人体蛋白同源性低，不易发生免疫交叉反应。

ＰＭＶ２６１质粒是一种工程菌———大肠埃希菌的穿梭

质粒，有多个限制性内切酶酶切位点，能稳定携带并表

达目的基因，是一种理想的基因表达载体。本研究探

索了ｐＭＶ２６１质粒和ＢＺＬＦ１的构建条件，并成功构

建出ＢＺＬＦ１的重组ｐＭＶ２６１质粒，为针对ＥＢ病毒

ＢＺＬＦ１的表位疫苗的研发奠定了实验基础。
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