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【摘要】　目的　采用生物信息学技术深入分析ＥｐｓｔｅｉｎＢａｒｒ病毒的核心抗原１（ＥＢｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ１，ＥＢＮＡ１）并研究重

组腺病毒，旨在为开发ＥＢ病毒相关疫苗奠定基础。　方法　利用ＮＣＢＩ数据库提取ＥＢＮＡ１蛋白的基因组与氨基酸序

列，并运用生物信息学工具ＰｒｏｔＰａｒａｍ、ＩＥＤＢ、ＵｎｉＰｒｏｔ对ＥＢＮＡ１蛋白进行理化特性、Ｂ细胞与Ｔ细胞表位以及蛋白互

作分析，提供关键的免疫学信息，以揭示ＥＢＮＡ１蛋白在疫苗领域的潜在应用；将ＥＢＮＡ１ｐＤＣ３１６重组质粒和骨架质粒

ｐＢＨＧｌｏｘ（ｄｅｌｔａ）Ｅ１，３Ｃｒｅ共同转染 ＨＥＫ２９３细胞并对其重组腺病毒的结果进行鉴定。　结果　ＥＢＮＡ１蛋白属于疏水

性质的稳定蛋白，筛选出Ｂ细胞优势表位，分别在１６２７位氨基酸，３３６１位氨基酸，６３７５位氨基酸；选出其中限制性

ＣＴＬ细胞优势表位有２个，限制性Ｔｈ细胞优势表位有２个，共同氨基酸区段为１１１４、１７５１８３位氨基酸；在此基础上，

成功构建了重组腺病毒并在 ＨＥＫ２９３细胞中表达。　结论　ＥＢＮＡ１蛋白在物理化学特性、免疫原性以及序列同源性

等多个关键方面均满足疫苗候选标准，其重组腺病毒可被用于预防ＥｐｓｔｅｉｎＢａｒｒ病毒（ＥＢＶ）感染的疫苗。
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ＥＢ病毒（ＥｐｓｔｅｉｎＢａｒｒｖｉｒｕｓ，ＥＢＶ）是一种ＤＮＡ病

毒，属于嗜Ｂ淋巴细胞病毒，主要通过唾液传播
［１］，直

径约１５０～１７０ｎｍ，基因组为含有约１７０ｋｂ的双链

ＤＮＡ
［２］，编码的开放阅读框超过８０个

［３］。全球约

９５％的人类感染，大部分感染者无症状，以潜伏感染为

主［４］。在潜伏感染的细胞中，ＥＢ病毒基因以环状形式

存在，并可整合到人类细胞染色体中［２］；ＥＢＶ与多种

恶性肿瘤具有显著相关性，其中包括鼻咽癌、霍奇金淋

巴瘤、伯基特淋巴瘤以及胃癌［５６］。
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ＥＢＮＡ１作为 ＥＢＶ 感染中的关键蛋白，在所有

ＥＢＶ相关的肿瘤中持续表达。在ＥＢ病毒的潜伏期，

ＥＢＮＡ１可维持病毒基因组的稳定性、促进其复制，并

调控病毒基因的转录过程［７］。ＥＢＮＡ１蛋白能够刺激

ＣＤ４
＋
Ｔ细胞的免疫应答，ＣＤ４

＋
Ｔ淋巴细胞在维持记

忆性ＣＤ８
＋
Ｔ细胞的活性和反应中扮演着关键角色，

对宿主免疫系统长期监控和控制ＥＢＶ的复制至关重

要［８］，这也为ＥＢ病毒阳性相关肿瘤的治疗奠定了基

础。另外，以ＥＢＮＡ１为靶点，利用转录激活诱导剂

Ｅ１ＴＮ破坏ＥＢＮＡ１基因能诱导ＥＢＶ阳性的Ｂ淋巴

细胞逐渐凋亡，而 ＥＢＶ 阴性细胞则未受到任何影

响［９］，其有助于基于ＥＢＮＡ１为靶点开发ＥＢＶ 相关疫

苗。本研究利用生物信息学方法对ＥＢＮＡ１蛋白进行

了预测分析，探讨Ｂ细胞和Ｔ细胞的抗原表位、抗原

决定簇以及潜在的蛋白互作。基于这些分析结果，可

为构建ＥＢＮＡ１基因重组腺病毒载体，并为ＥＢＶ相关

的疫苗开发和免疫治疗策略提供理论基础。

材料与方法

１　犈犅犖犃１氨基酸序列及其编码基因序列的获取

获取ＥＢＮＡ１蛋白的基因组序列（ＩＤ：９４０６２０２６３）

和氨基酸序列，查询出ＥＢＮＡ１蛋白的氨基酸组成。

２　犈犅犖犃１蛋白的生物信息学分析

２．１　 蛋白质理化性质的分析 　 使用在线软件

Ｐｒｏｔｐａｐｒａｍ（ｈｔｔｐｓ／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ）分

析ＥＢＮＡ１蛋白的理化性质，包括分子质量、氨基酸数

目、等电点、氨基酸组成、分子式等。同时，利用在线软

件 Ｐｒｏｔｓｃａｌｅ（ｈｔｔｐ／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｓｃａｌｅ）分 析

ＥＢＮＡ１蛋白的亲水性。

２．２　Ｂ细胞表位预测　采用ＩＥＤＢ（ＩｍｍｕｎｅＥｐｉｔｏｐｅ

ＤａｔａｂａｓｅａｎｄＡｎａｌｙｓｉｓＲｅｓｏｕｒｃｅ）平台进行Ｂ细胞表

位的综合预测。通过提交目标蛋白的氨基酸序列，使

用Ｋａｒｐｌｕｓ＆Ｓｃｈｕｌｚ方法评估序列的柔韧性，进行抗

原性预测时，利用Ｋｏｌａｓｋａｒ＆ Ｔｏｎｇａｏｎｋａｒ算法分析

ＥＢＮＡ１蛋白，并结合Ｅｍｉｎｉ工具预测抗原表位的表

面可及性。

２．３　Ｔ细胞表位预测　应用ＩＥＤＢ（ＩｍｍｕｎｅＥｐｉｔｏｐｅ

Ｄａｔａｂａｓｅａｎｄ Ａｎａｌｙｓｉｓ Ｒｅｓｏｕｒｃｅ）（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．

ｉｅｄｂ．ｏｒｇ／ｈｏｍｅ＿ｖ３．ｐｈｐ）平台进行辅助性Ｔ淋巴细胞

（Ｔｈ）及细胞毒性Ｔ淋巴细胞（ＣＴＬ）表位的预测分析。

２．４　相互作用蛋白　采用 ＵｎｉＰｒｏｔ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／

ｗｗｗ．ｕｎｉｐｒｏｔ．ｏｒｇ／）预测ＥＢＮＡ１的相互作用蛋白。

３　犈犅犖犃１狆犇犆３１６重组质粒的构建及筛选鉴定

使用限制性内切酶ＮｈｅⅠ和 ＨｉｎｄⅢ分别对基因

ＥＢＮＡ１与穿梭表达质粒ｐＤＣ３１６进行双酶切，３７℃

过夜。酶切产物经琼脂糖凝胶电泳分离后，使用回收

试剂盒提纯。将经酶切的ＥＢＮＡ１基因和回收后的

ｐＤＣ３１６质粒利用Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接，随后在１６℃

金属浴中孵育过夜。连接产物转化至感受态细胞犈．

犮狅犾犻．犇犎５α，置于３７℃、１６０ｒ／ｍｉｎ的摇床中复苏１ｈ

后，筛选于含有氨苄的ＬＢ固体培养基。挑取形态较

好的单菌落进行大量扩增培养，随后使用质粒小提试

剂盒提取质粒，并将其保存在－２０℃备用。进行双酶

切鉴定和ＰＣＲ鉴定验证重组质粒，然后委托生物公司

进行基因测序。与已知基因序列比对后，将重组质粒

命名为ＥＢＮＡ１ｐＤＣ３１６。

４　重组腺病毒犈犅犖犃１狆犇犆３１６的包装

４．１　脂质体ＤＮＡ转染　在３７℃、５％ ＣＯ２ 的环境

中，使用含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养ＨＥＫ２９３细

胞至７０％～８０％的收敛度，测定质粒提取后的浓度并

进行质粒转染。使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ 共转染

ＥＢＮＡ１ｐＤＣ３１６ 重 组 质 粒 和 骨 架 质 粒 ｐＢＨＧｌｏｘ

（ｄｅｌｔａ）Ｅ１，３Ｃｒｅ至ＨＥＫ２９３细胞。细胞出现肿胀、圆

形、呈葡萄串状排列并脱落时，收集细胞并在－８０℃／

３７℃反复冻融３次，３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后收集上

清，得到原代重组腺病毒（Ｐ０）。

４．２　重组腺病毒的扩增　使用Ｐ０代重组腺病毒接

种汇合度约８０％的正常细胞，置于５％ ＣＯ２、３７℃恒

温培养箱中进行培养，每１２ｈ观察细胞生长及绿色荧

光状况。待细胞变大、变圆、呈葡萄串状排列且脱落，

荧光显微镜下可见绿色荧光时，收集细胞和培养液，进

行三次反复冻融处理，以３０００ｒ／ｍｉｎ的速度离心５

ｍｉｎ，收集上清，即可得Ｐ１代重组腺病毒。采用相同

的方式进行传代，得到稳定的Ｐ２代、Ｐ３代重组腺病

毒。

５　蛋白的提取和鉴定

５．１　总蛋白的提取　收集感染重组腺病毒ＥＢＮＡ１

ｐＤＣ３１６且生长状态符合实验要求的 ＨＥＫ２９３细胞

至１．５ｍＬＥＰ管，用ＰＢＳ缓冲液清洗后加入含ＰＭＳＦ

的ＲＩＰＡ细胞裂解液，冰上裂解３０ｍｉｎ，４℃、１２０００

ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ后取上清作为蛋白质样品，与５×

蛋白上样缓冲液充分混合，在煮沸的状态下加热１０

ｍｉｎ后存于－８０℃的冰箱中备用。

５．２　ＳＤＳＰＡＧＥ电泳　制备１０％分离胶和４％浓缩

胶；浓缩胶凝固后，取蛋白质样品上样，并以转染空载

体ｐＤＣ３１６为对照设置对照组。将电压设定为８０Ｖ

开始电泳，待蛋白质样品条带电泳至分离胶平面时，再

将电压调至１２０Ｖ，直至样品条带接近底部。

５．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测目的蛋白　湿法转印蛋白质

至聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上，１２０Ｖ转膜２ｈ；转膜

完成后进行２ｈ的封闭处理，随后依次使用抗ＥＢＮＡ１

一抗和 ＨＲＰ标记的二抗孵育，曝光并观察结果。
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结　果

１　犈犅犖犃１蛋白的生物信息学分析

１．１　ＥＢＮＡ１蛋白理化性质的分析　查询出ＥＢＮＡ１

蛋白的氨基酸序列为：ＰＦＦＨＰＶＧＤＡＤＹＦＥＹＬＱＥ

ＧＧＰＤＧＥＰＤＶＰＰＧＡＩＥＱＧＰＴＤＤＰＧＥＧＰＳＴＧＰＲＧＱＧ

ＤＧＧＲＲＫＫＧＧＷＦＧＫＨＲＧＱＧＧＳＮＰＫＦＥＮＩＡＥＧＬＲＶ

ＬＬＡＲＳＨＶＥＲＴＴＥＥＧＮＷＶＡＧＶＦＶＹＧＧＳＫＴＳＬＹＮＬ

ＲＲＧＩＡＬＡＶＰＱＣＲＩＴＰＬＳＲＬＰＦＧＭＡＰＧＰＧＰＱＰＧＰＬＲ

ＥＳＩＶＣＹＦＭＶＦＬＱＴＨＩＦＡＥＶＬＫＤＡＩＫＤＬＶＭＴＲＰＡＰ

ＴＣＮＩＫＶＴＶＣＳＦＤＤＧＶＤＬＰＰＷＦＰＰＭＶＥＧＡＡＡＥＧＤ

ＤＧＤＤＧＤＥＧＧＤＧＤＥＧＥＥＧＱＥ。预测 ＥＢＮＡ１ 蛋白

分子式为Ｃ１１２０Ｈ１７０１Ｎ３０９Ｏ３５１Ｓ８，氨基酸数为２３８，由２０

种氨基酸组成，其中天冬氨酸占２．１％，亮氨酸占

５．９％，甘氨酸占１６．４％，不含吡咯赖氨酸与硒代半胱

氨酸。该蛋白分子量为２５３６７．１７，原子总数为３４８９，

理论等位点ｐＩ为４．５５。不稳定性指数计算结果为

４６．０８，表明该蛋白属于不稳定蛋白。脂肪族系数为

６１．４３。当蛋白Ｎ端的残基为Ｐｒｏ时，该蛋白在哺乳

动物网状细胞中的半衰期超过２０ｈ，在酵母菌体内的

半衰期也超过２０ｈ。ＥＢＮＡ１蛋白平均疏水性为

－０．０７４；ＰｒｏｔＳｃａｌｅ预测Ｓ基因编码蛋白为疏水性蛋

白，其中第６７６位氨基酸亲水性最高为－２．７６７，第７

位氨基酸的疏水性得分最高为３．２２２。

１．２　Ｂ细胞表位预测　蛋白质表面的高概率抗原表

位区占比高，容易与抗体结合；柔韧性强，蛋白构象在

与抗体结合时易发生变化。使 用 ＩＥＤＢ 软 件 对

ＥＢＮＡ１蛋白进行分析，包括柔韧性、表面可及性、线

性表位、β转角、亲水性和抗原性等方面。综合分析各

方面的优势筛选出Ｂ细胞优势表位（表１）。分别在

１６２７位氨基酸，３３６１位氨基酸，６３７５位氨基酸。

表１　犈犅犖犃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犈犅犖犃１狆狉狅狋犲犻狀

序号
起始氨基酸

位置

终止氨基酸

位置
氨基酸序列 长度

１ １６ ２７ ＱＥＧＧＰＤＧＥＰＤＶＰ １２

２ ３３ ６１
ＱＧＰＴＤＤＰＧＥＧＰＳＴＧＰＲＧ

ＱＧＤＧＧＲＲＫＫＧＧＷ
２９

３ ６３ ７５ ＧＫＨＲＧＱＧＧＳＮＰＫＦ １３

１．３　Ｔ细胞表位预测　ＩＥＤＢ预测分析筛选出２７个

优势表位，综合分析，选出其中限制性ＣＴＬ细胞优势

表位有２个（表２），限制性Ｔｈ细胞优势表位有２个

（表３），共同氨基酸区段为１１１４、１７５１８３位氨基酸。

１．４　相互作用蛋白　ＵｎｉＰｒｏｔ数据库预测到一系列

可能与ＥＢＮＡ１蛋白发生相互作用的蛋白质，包括

ＢＲＩＸ１、ＲＰＦ２、ＮＩＰ７、ＦＴＳＪ３、ＲＳＬ１Ｄ１、ＮＯＣ２Ｌ、

ＲＰＦ１、ＰＥＳ１、ＮＩＦＫ和ＢＯＰ１。这些相互作用的蛋白

可能在ＥＢＶ的生命周期、病毒复制、病毒粒子的形成

以及宿主细胞的免疫逃逸机制中发挥了重要作用（图

１）。

表２　犈犅犖犃１蛋白犆犜犔细胞表位分析

犜犪犫犾犲２　犈犅犖犃１狆狉狅狋犲犻狀犆犜犔犮犲犾犾犲狆犻狋狅狆犲犪狀犪犾狔狊犻狊

序号
ＭＨＣＩ类分子

亚型

氨基酸

序列

起始氨基酸

位置

终止氨基酸

位置

１ ＨＬＡＢ３５：０１ ＨＰＶＧＤＡＤＹＦ ４ １２

２ ＨＬＡＡ２４：０２ ＶＹＧＧＳＫＴＳＬ １０６ １１４

表３　犈犅犖犃１蛋白犜犺细胞表位分析

犜犪犫犾犲３　犈犅犖犃１狆狉狅狋犲犻狀犜犺犮犲犾犾犲狆犻狋狅狆犲犪狀犪犾狔狊犻狊

序号
ＭＨＣⅡ类分子

亚型

氨基酸

序列

起始氨基酸

位置

终止氨基酸

位置

１ ＨＬＡＤＲＢ１０１：０１ＹＦＥＹＬＱＥＧＧＰＤＧＥＰＤ １１ ２５

２ ＨＬＡＤＲＢ１１１：０１ ＶＰＱＣＲＩＴＰＬＳＲＬＰＦＧ １２５ １３９

图１　犈犅犖犃１相互作用蛋白

犉犻犵．１　犘狉狅狋犲犻狀犻狀狋犲狉犪犮狋犻狅狀狊狅犳犈犅犖犃１

２　扩增与目的基因的鉴定

ＰＣＲ扩增ＥＢＮＡ１（７１７ｂｐ），经过１％琼脂糖凝胶

电泳鉴定后可发现，目的条带的大小与理论基本一致

（图２）。

　　Ａ　 空 载 体 １％ 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 分 析 　 Ｍ　ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ

（ＤＬ１００００）　１　空载体　Ｂ　ＥＢＮＡ１基因ＰＣＲ产物１％琼脂糖凝胶

电泳分析

图２　犘犆犚扩增犈犅犖犃１基因

犉犻犵．２　犜犺犲狊犻狀犵犾犲犵犲狀犲犪犳狋犲狉犘犆犚狑犪狊犱犲狋犲狉犿犻狀犲犱犫狔１％犪犵犪狉狅狊犲

犵犲犾犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊

·９１·

中 国 病 原 生 物 学 杂 志

犑狅狌狉狀犪犾狅犳犘犪狋犺狅犵犲狀犅犻狅犾狅犵狔
　
２０２６年１月　第２１卷第１期

Ｊａｎ．２０２６，　Ｖｏｌ．２１，Ｎｏ．１



３　重组质粒的构建与鉴定

通过１％琼脂糖凝胶电泳对酶切片段进行分离鉴

定，成功获得了碱基长度约２０００ｂｐ和５８００ｂｐ的目

标ＤＮＡ片段；以Ｆ１和Ｒ２为引物，所获得的融合质粒

为模板，经１％琼脂糖凝胶电泳分析ＰＣＲ扩增产物，

得到的ＤＮＡ片段长度约为２０００ｂｐ，基本与理论值一

致（图３）。

　　Ａ　ＭＤＮＡｍａｒｋｅｒ（ＤＬ２０００）　１　扩增融合基因产物　Ｂ　Ｍ

ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（ＤＬ１００００）　２　重组质粒　３　双酶切检测重组质粒

图３　１％琼脂糖凝胶电泳的方法测定重叠犘犆犚之后的基因与酶切基因

犉犻犵．３　犇犲狋犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳犵犲狀犲狊犪狀犱犱犻犵犲狊狋犲犱犵犲狀犲狊犪犳狋犲狉狅狏犲狉犾犪狆狆犻狀犵

犘犆犚犫狔１％犪犵犪狉狅狊犲犵犲犾犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊

４　重组腺病毒犈犅犖犃１狆犇犆３１６载体的表达与鉴定

利用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００作为转染试剂，本研究

成功实现了含有ＥＢＮＡ１ｐＤＣ３１６质粒与载体骨架质

粒ｐＢＨＧｌｏｘ（ｄｅｌｔａ）Ｅ１，３Ｃｒｅ的共转染至 ＨＥＫ２９３细

胞。在细胞发生细胞病变效率达到７０％～８０％时，进

行腺病毒的收集，记录细胞转染状态（图４Ｂ）。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，蛋白分子质量约为

２６．５ｋｕ，与理论值相符（图４Ａ）。经过一抗和二抗的

孵育后发现，经过转染了重组质粒ＥＢＮＡ１ｐＤＣ３１６的

细胞为抗ＥＢＮＡ１阳性，转染空载体ｐＤＣ３１６的细胞

无表达。

　　Ａ　重组腺病毒蛋白产物的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析　Ｍ　蛋白质分子

质量标注　１　ＥＢＮＡ１基因重组腺病毒组 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果　２　空

载体重组腺病毒组 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果　Ｂ　ＥＢＮＡ１基因重组腺病毒在

ＨＥＫ２９３细胞中的表达（３６ｈ，２００×）

图４　重组腺病毒的表达与鉴定

犉犻犵．４　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀犪狀犱犻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犪犱犲狀狅狏犻狉狌狊

讨　论

ＥＢ病毒（ＥｐｓｔｅｉｎＢａｒｒｖｉｒｕｓ，ＥＢＶ）是传染性单核

细胞增多症的病原体，与多种癌症和自身免疫性疾病

有关［１０］。每年，ＥＢ病毒相关癌症在全球造成超过２０

万例新癌症病例，并导致１５万人死亡
［１１］。因此，开发

有效的ＥＢＶ疫苗对于预防这些疾病具有重要意义。

生物信息学方法能够客观综合地分析研究相关生

物科学问题，覆盖广泛的内容，可充分利用大数据的优

势，并具有一定的前瞻性和高精确性。本研究通过生

物信息学技术深入分析了 ＥＢ 病毒的核心抗原１

（ＥＢＮＡ１）蛋白，并成功构建了重组腺病毒表达载体。

研究结果为ＥＢ病毒相关疫苗的研发提供了理论基

础，而且为后期动物免疫学研究和临床治疗奠定了基

础［１２１４］。预测ＥＢＮＡ１蛋白的生物信息有利于该病毒

疫苗的研究，本研究结果发现ＥＢＮＡ１蛋白易形成潜

在的抗体表位，是一种大分子的疏水蛋白，制成疫苗有

助于对抗各种因素的影响并保持其生物活性。通过对

ＥＢ病毒的ＥＢＮＡ１蛋白的理化特性、免疫原性以及序

列同源性进行了全面分析，揭示了其作为疫苗候选蛋

白的潜力。预测ＥＢＮＡ１蛋白的Ｂ细胞和 Ｔ细胞表

位，为疫苗设计提供了关键的免疫学信息。

本研究成功构建的重组腺病毒载体为ＥＢＶ疫苗

的开发和免疫治疗策略提供了实验基础。重组腺病毒

疫苗能够诱导强烈的免疫反应，包括体液免疫和细胞

免疫，这对于控制ＥＢＶ感染至关重要
［１５］。ＥＢＮＡ１蛋

白具有良好的免疫原性，由于与人类同源性较低，不易

引起交叉免疫反应；该蛋白含有６个抗原决定簇，抗原

倾向指数较高，能够引发多种抗体的产生，易诱发免疫

应答反应，因此可作为潜在的候选疫苗蛋白。
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