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摘要：本研究旨在对高致病性猪繁殖与呼吸综合征病毒（ｐｏｒｃｉｎｅ　ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ　ａｎｄ　ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ　ｖｉｒｕｓ，ＰＲＲＳＶ）贵

州ＪＬ株Ｎｓｐ１０基因（ＧｅｎＢａｎｋ登 录 号：ＥＵ８８６３２２）进 行 生 物 信 息 学 分 析，了 解 其 生 物 学 特 征，为 下 一 步 Ｎｓｐ１０的 表 达 和

ＥＬＩＳＡ检测方法的建立奠定基础。应用ＢｉｏＥｄｉｔ、ＤＮＡＳｔａｒ、ＰｓｏｒｔⅡ、ＳｉｇｎａｌＰ、ＴＭＨＭＭ、ＰｒｏｔＦｕｎ、Ｃｌｕｓｔａｌ＿１．８１、Ｍｅｇａ等 软 件

对Ｎｓｐ１０蛋白的理化参数、信号肽、跨膜区域、亲水性、表面可及性、抗原性、二级结构、亚细胞定位及与其他ＰＲＲＳＶ毒株相应

片段同源性等进行分析和预测。该蛋白理论分子质量为２６．３８ｋｕ，ｐＩ为８．９３，为稳定蛋白，不含信号肽，无跨膜结构，具有良

好的形成抗原表位的条件。亚 细 胞 定 位 结 果 表 明，该 蛋 白 极 有 可 能 位 于 细 胞 质，其 编 码 氨 基 酸 序 列 与 参 考 毒 株 同 源 性 为

９７．４％～１００％。该蛋白保守性较高，是可溶性蛋白，有良好的抗原性，具备作为靶蛋白建立免疫方法的条件。
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　　猪 繁 殖 与 呼 吸 障 碍 综 合 征 病 毒（ｐｏｒｃｉｎｅ　ｒｅｐｒｏ－
ｄｕｃｔｉｖｅ　ａｎｄ　ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ　ｖｉｒｕｓ，ＰＲＲＳＶ）属 于

套式病毒目、动脉炎病毒科、动脉炎病毒属，可引起妊

娠母猪早产、流产、死胎、木乃伊胎等繁殖障碍及各种

年龄猪呼吸系统疾病，仔猪高死亡率、感染猪出现免

疫抑制 等。自２００５年 以 来，中 国 开 始 流 行 以“高 热

病”为特征的高致病性猪繁殖与呼吸综合征变异毒株

（ＨＰ－ＰＲＲＳＶ），其致病力大、感染力强，给中国养猪业

造成了巨大的经济损失（杨汉春等，２００１；刘金霞等，

２００７）。ＰＲＲＳＶ基因组长度约１５ｋｂ，含有８个开放

阅读 框（ＯＲＦｓ），其 基 因 组 顺 序 依 次 为：５′－ＯＲＦ１ａ－
ＯＲＦ１ｂ－ＯＲＦ（２－６）－ＯＲＦ７－３′（Ｚｈａｎｇ等，２００９），３Ｃ样丝

氨 酸 蛋 白 酶（３Ｃ－ｌｉｋｅ　ｓｅｒｉｎｅ　ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，３ＣＬＳＰ）将

ＯＲＦ１ｂ编 码 的 多 肽 切 割 成 Ｎｓｐ９、Ｎｓｐ１０、Ｎｓｐ１１、

Ｎｓｐ１２等４个非结构蛋白，这些蛋白形成复制酶复合

体，同步完成动脉炎病毒基因组的复制和亚基因组转

录（韦祖樟等，２００８）。其中Ｎｓｐ１０由其Ｃ端的超家族

１（ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ１，ＳＦ１）解旋酶（ｈｅｌｉｃａｓｅ，Ｈｅｌ）结 构 域 和
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省农业攻关项目“贵州省猪繁殖与呼吸综合症防控研

究与应用”［黔科合ＮＹ字（２００９）３０７１号］。

Ｎ端锌结合结构域（ｚｉｎｃ－ｂｉｎｇｉｎｇ　ｄｏｍａｉｎ，ＺＢＤ）组成

（Ｇｏｒｂａｌｅｎｙａ等，２００６）。目前有关Ｎｓｐ１０的研究尚

少，本研 究 在 对ＰＲＲＳＶ 贵 州 分 离 株ＪＬ株 Ｎｓｐ１０
基因克隆测序的基础上，对其基因编码蛋白进行生

物信息学分析，了解其生化及结构特征，为下一步对

该基因进行表达和建立ＥＬＩＳＡ检测方法奠定基础。

１　材料与方法

１．１　基 因 序 列　数 据 资 料 来 源 于 ＮＣＢＩ数 据 库，

ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号 分 别 为：ＥＦ５３６００３、ＥＵ８８０４３４、

ＥＦ１１２４４５、ＥＵ８８０４３１、 ＡＦ３３１８３１、ＥＵ８８０４３７、

ＥＵ８８０４４３、ＡＦ１５９１４９、ＥＵ８８０４３６、ＡＹ０３２６２６、

ＥＵ８８０４３５、ＥＵ８６０２４、ＥＵ８８０４３３、ＥＵ８８０４３８。其中

ＡＦ１５９１４９、ＡＦ３３１８３１、ＥＦ５３６００３、 ＡＹ０３２６２６、

ＥＵ８８０４３８和ＥＵ８８０４４３为２００６年以前分离的毒株，

ＥＵ８８０４３７、 ＥＵ８８０４３３、 ＥＵ８８０４３４、 ＥＵ８８０４３５、

ＥＵ８８０４３１、ＥＵ８８０４３６、ＥＵ８６０２４和ＥＦ１１２４４５为２００６
年以后 的 流 行 毒 株；ＥＵ８８６３２２为 高 致 病 性ＰＲＲＳＶ
贵州ＪＬ毒株Ｎｓｐ１０基因序列。

１．２　方法　ＰＲＲＳＶ　Ｎｓｐ１０分子质量、等电点等理

化性质预测 利 用ｐｒｏｔｐａｒａｍ软 件 完 成；氨 基 酸 组 成

由ＢｉｏＥｄｉｔ分 析 软 件 预 测；所 编 码 蛋 白 质 是 否 含 有

信号肽利用ＳｉｇｎａｌＰ　３．０Ｓｅｒｖｅｒ程序预测；亚细胞定

位采用ＰｓｏｒｔⅡ预测；目的蛋白进行跨膜区结构应用

ＴＭＨＭＭ预测；亲 水 性、表 面 可 及 性、蛋 白 抗 原 指

数采用ＤＮＡＳｔａｒ分析软件预测；Ｎｓｐ１０二级结构用

ＭＬＲＣ分析软件预测；多序列比对及同源性分析采
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用ＤＮＡＳｔａｒ、Ｃｌｕｓｔａｌ＿１．８１及 Ｍｅｇａ软件分析。

２　结果与分析

２．１　ＰＲＲＳＶ　Ｎｓｐ１０基 因 编 码 产 物 理 化 性 质 分 析

　蛋白质的基本性质包括其相对分子质量、氨基酸

组成和等电点（ｐＩ）等（蒋彦，２００３）。根 据 在 线 服 务

器分 析 结 果，目 的 蛋 白 分 子 质 量 为２６．３８ｋｕ，理 论

ｐＩ为８．９３，不稳定系数为３７．１２，小于４０，属于稳定

蛋白。应用ＢｉｏＥｄｉｔ软件对目的基因推导的氨基酸

序列进行统计分析，结果见图１。由图１可知，组成

目的蛋白的氨基酸共有２０种，其中带负电荷的氨基

酸残基（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）共有２０个，带正电荷的氨基 酸

残基（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）共有２５个。

图１　Ｎｓｐ１０蛋白的氨基酸组成

２．２　Ｎｓｐ１０基因信号肽预测　蛋白质的定位是通

过信号序列引导实现的。信号序列长度通常为１５～
６０个氨基酸，位于新生肽的Ｎ端。信号序列根据运

输方向的不同分为３种类型，即入核信号、引导肽和

信号肽，其中信号肽指导内膜系统的蛋白质运输，且
在完成蛋白质定位后被切下（徐飞等，２０１１）。本研究

通过ＳｉｇｎａｌＰ　３．０Ｓｅｒｖｅｒ对Ｎｓｐ１０基因编码产物进行

了分析，利用神经网络模型（ＮＮ）和隐马尔可夫模型

（ＨＭＭ）进行信号肽分析，结果见图２。对于一个典

型的信号肽，Ｃ值和Ｙ值趋向于＋１，Ｓ值在剪切位点

之前高而在剪切位点之后变低。综合两种模型分析

结果，可以得出Ｎｓｐ１０编码产物不存在信号肽和切割

位点，该蛋白不是分泌蛋白，在细胞质中合成后不进

行蛋白转运，而是留在细胞中直接作用。

图２　信号肽预测

注：Ａ为神经网络模型分析结果，Ｂ为隐马尔可夫模型分析结果。
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２．３　跨膜区结构预测　应用ＴＭＨＭＭ服务器，对目

的蛋白的跨膜区域进行预测，结果见图３。由图３可

知，目的蛋白均为膜周边蛋白，而无整合膜蛋白，不存

在跨膜结构，表明目的蛋白为水溶性蛋白，容易分离。

２．４　亲 水 性、表 面 可 及 性 及 抗 原 表 位 预 测　应 用

ＤＮＡＳｔａｒ软件对Ｎｓｐ１０蛋白进行亲水性、表面可及

性及抗原表位预测分析，结果见图４。由图４可知，

Ｎｓｐ１０具有多个亲水性高的区域，有良好的 形 成 抗

原表位的条件；表 面 可 及 性 区 域 主 要 有１４５－１５１、

１７５－１８１、２０３－２１１等；抗 原 表 位 是 指 能 与 抗 体 特

异性结合的，位于抗原分子表面具有特殊结构的化

学结构，也称抗原决定簇，抗原指数分析显示目的蛋

白含有多个抗原指数较高的区域，如５－１２、１７－２４、

５６－６３、１４２－１５２、１６２－１７０、１７５－１８３、２０３－２１１
等区段，可能是潜在的抗原表位，为使机体产生免疫

应答和免疫反应具有特异性奠定了基础。

图３　Ｎｓｐ１０蛋白跨膜区结构预测

图４　Ｎｓｐ１０蛋白亲水性、表面可及性及抗原表位预测

２．５　Ｎｓｐ１０蛋白二级结构预测　采用 ＭＬＲＣ分析

软件对Ｎｓｐ１０二级结构及拓扑结构进行预测，结果

见图５。其蛋白质二级结构由α－螺旋（２１．４６％）、延

伸链（２４．８９％）和无规卷曲（５０．６４％）３种结构模块

组成。由此可推测，无规卷曲是Ｎｓｐ１０最主要的蛋

白质二级结构元件，α－螺旋、延伸链则散布于其整个

蛋白质中。

图５　Ｎｓｐ１０的二级结构

注：竖线从长到短依次表示α－螺旋、延伸链、无规卷曲。

２．６　Ｎｓｐ１０蛋白亚细胞定位预测　利用ＰｓｏｒｔⅡ
分析该 基 因 所 编 码 蛋 白 质 的 亚 细 胞 定 位，结 果 见

表１。结果显示，该蛋白极有可能位于细胞质。

表１　Ｎｓｐ１０的亚细胞定位

位置 细胞质 细胞核 细胞支架 分泌腺系统 内质网 空泡 高尔基体 线粒体

比例（％） ５２．２　 １７．４　 ８．７　 ４．３　 ４．３　 ４．３　 ４．３　 ４．３

２．７　同源性分析结果　将测序结果与ＧｅｎＢａｎｋ公

布的部 分 毒 株 相 应 序 列 进 行 同 源 性 比 较，结 果 见

图６。经生物信息学软件分 析 比 较 发 现，ＰＲＲＳＶ　ＪＬ

分离株与ＰＲＲＳＶ其 他 分 离 株 蛋 白 质 同 源 性 很 高，
均在９７．４％以上，且与近期分离株的同源性高于早

期分离的经典毒株。
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图６　贵州分离株ＪＬ与ＰＲＲＳＶ参考株Ｎｓｐ１０蛋白的同源性比较

注：１，ＥＵ８６０２４；２，ＥＵ８８６３２２（贵 州 分 离 株ＪＬ）；３，ＥＵ８８０４３４；４，ＥＵ８８０４３５；５，ＥＵ８８０４３７；６，ＥＦ５３６００３；７，ＡＦ３３１８３１；８，ＡＹ０３２６２６；９，

ＥＵ８８０４３６；１０，ＥＵ８８０４３１；１１，ＥＵ８８０４３３；１２，ＥＵ８８０４４３；１３，ＥＵ８８０４３８；１４，ＡＦ１５９１４９；１５，ＥＦ１１２４４５。

３　讨论

ＰＲＲＳＶ　Ｎｓｐ１０基 因 全 长１３２０ｂｐ，由 ＯＲＦ１ｂ
所编码，Ｂａｕｔｉｓｔａ等（２００２）鉴 定 了 Ｎｓｐ１０的 生 化 特

性，证实其具 有 ＮＴＰ酶 和 双 链ＲＮＡ解 旋 的 活 性。

锌结合结构域对解旋酶功能是必需的（Ｂａｕｔｉｓｔａ等，

２００２），因为ＺＢＤ中的单 个 残 基 的 替 代 或 整 个 结 构

域的缺失可致Ｎｓｐ１０功能缺失，而且失活的Ｎｓｐ１０
功能不能被 野 生 型ＺＢＤ反 式 互 补（ｉｎ　ｔｒａｎｓ），说 明

ＺＢＤ在Ｎｓｐ１０也 起 到 顺 式（ｉｎ　ｃｉｓ）调 控 功 能 的 作

用。故可以推测ＺＢＤ通 过 某 种 未 知 的 机 制 调 节 解

旋酶 活 性，在 ＰＲＲＳＶ 的 复 制 和 转 录 中 起 着 关 键

作用。

本研究 通 过 对 ＨＰ－ＰＲＲＳＶ　Ｎｓｐ１０抗 原 性、二

级结构、信号 肽、亚 细 胞 定 位 及 进 化 特 点 等 进 行 预

测，分析该基因编码蛋白功能，并通过同源性了解其

进化特征。对于一个蛋白质的生物学特征，单参数

预测结果正确率有限，通常采用多种方案综合考虑，

其中亲水性、表面可及性、二级结构和抗原性比较重

要（Ｓａｈａ等，２００６）。亲水性残基一般位于蛋白质表

面，因此，蛋白质亲水部位与抗原表位有密切关系。

Ｎｓｐ１０有多个亲水性区域，说明该蛋白可能 存 在 多

个抗原表位。表面可及性参数指蛋白质抗原中氨基

酸残基被溶剂分子接触的可能性，表面可及性参数

高的区域可能 是 抗 原 表 位 存 在 的 区 域，Ｎｓｐ１０有３
个表面可及性参数得分≥３的氨基酸区段，表明 抗

原表位可 能 在 这 其 中。Ｊａｍｅｓｏｎ－Ｗｏｌｆ法 是 最 常 用

的 分 析 抗 原 氨 基 酸 序 列 的 方 法，预 测 结 果 表 明

Ｎｓｐ１０具有多个抗原表位，提示其具有良好 的 免 疫

原性。

蛋白质二级 结 构 对 抗 原 表 位 有 很 大 影 响，α－螺

旋、β－折叠的化学键能比较高，能较牢固地维持蛋白

质的高级结构，很难与抗体嵌合，且经常处于蛋白质

内部，一般不作为抗原表位。蛋白质转角及无规卷

曲则比较松散，易于发生扭曲、盘旋并展示在蛋白质

表面，成为抗原表位可能性较大（吕燕波等，２００３）。

Ｎｓｐ１０蛋白的二级结构元件中，以无规卷曲 和 延 伸

链为主，主要是在细胞质中发挥生物学作用，不存在

信号肽和跨膜结构，为水溶性蛋白。该蛋白不是分

泌蛋白，在细胞质中合成后不进行蛋白转运，而留在

细胞中直接作用。

通过与序列的相似性检索得到的相关序列进行

编码氨基酸序列同源性比对，结果显示Ｎｓｐ１０编码

氨基酸具有非常高的同源性，为９７．４％～１００％，且

与２００６年以 前 分 离 的 毒 株（ＧｅｎＢａｎｋ登 录 号 分 别

为 ＡＦ１５９１４９、ＡＦ３３１８３１、ＥＦ５３６００３、ＡＹ０３２６２６、

ＥＵ８８０４３８和ＥＵ８８０４４３）的 Ｎｓｐ１０氨 基 酸 同 源 性

为９７．４％～９８．７％；与２００６年 以 后 分 离 的 流 行 毒

株（ＧｅｎＢａｎｋ登录号分别为ＥＵ８８０４３７、ＥＵ８８０４３３、

ＥＵ８８０４３４、ＥＵ８８０４３５、ＥＵ８８０４３１、ＥＵ８８０４３６、

ＥＵ８６０２４ 和 ＥＦ１１２４４５）的 氨 基 酸 同 源 性 为

９９．６％～１００％。推测Ｎｓｐ１０片段变异趋势可能与

病毒的变异方向一致，表明该蛋白有较高的保守性，

具备作为靶蛋白建立免疫学检测方法的条件。本研

究通过对Ｎｓｐ１０蛋白特点的研究，了解了该蛋白的

结构 和 特 征，为 该 蛋 白 表 达 及 建 立 基 于 Ｎｓｐ１０的

ＥＬＩＳＡ免疫学检测方法奠定了基础。
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猪圆环病毒１型衣壳蛋白基因启动子增强人类免疫缺陷病毒１型

质粒疫苗的抗原表达和免疫原性的研究

Ｆｉｏｎａ　Ｌ　Ｔａｎｚｅｒ等著　 刘丹摘译　张云霞校

　　摘要：开发人类免疫缺陷病毒１型（ＨＩＶ－１）和其他人类

病原体的疫苗有 希 望 的 途 径 之 一 是 基 于 质 粒 的 ＤＮＡ疫 苗

的使用。但是，注射相对大剂量的质粒只能产生相对弱的反

应。猪圆环 病 毒１型（ＰＣＶ－１）是 一 种 致 病 的 小ｓｓＤＮＡ病

毒，本试验旨在研究其基因元件在小剂量注射质粒疫苗时是

否对质粒有增强表达的作用。将线性化的ＰＣＶ－１基因 组 插

入 ＨＩＶ－１质粒疫苗ｐＴＨｇｒｔｔｎＣ的ＣＭＶ启 动 子５′端，与１０

倍剂量未修饰的ｐＴＨｇｒｔｔｎＣ相比，能使多抗原的表达增加２

倍，小鼠体内的ＣＴＬ反 应 提 高３倍。ＰＣＶ－１衣 壳 蛋 白 基 因

启动子（Ｐｃａｐ）也有同 样 的 效 果。增 强 作 用 可 能 是 由 于 圆 环

病毒上一个假定的复 合 宿 主 转 录 因 子 结 合 位 点 和 一 个 尚 未

鉴别的转录增强序列。研究发现ＰＣＶ－１基因组源的增 强 子

序列能显著增加 ＨＩＶ－１Ｃ亚型疫苗质粒ｐＴＨｇｒｔｔｎＣ在体外

的抗原表达，且能增强其在小鼠体内的免疫原性。这将显著

降低本疫苗或其他基于质粒的疫苗的免疫剂量，或增强其免

疫应答。同时，本研究还报道了其他圆环病毒源的序列在这

方面应用的潜力。

关键词：ＰＣＶ－１；ＨＩＶ－１；启动子；质粒；增强

（原载：Ｖｉｒｏｌ　Ｊ，２０１１，８：５１）
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