
DOI:10.13350/j.cjpb.230702 ·论著·

EB病毒潜伏膜蛋白LMP1疫苗的预测及验证*

李昆芳1,张隽宁1,丁一1,公博傲1,王然1,屈艳琳2**

(1.济宁医学院基础医学院,山东济宁272067;2.济宁医学院形态学实验室)

【摘要】 目的 采用生物信息学方法分析EB病毒潜伏膜蛋白LMP1,为疫苗的研发提供理论依据。 方法 在
 

NCBI
数据库中获取LMP1蛋白的基因组序列和氨基酸序列,采用生物信息学分析工具ProtParam、SOPMA、SWISS

 

MOD-
EL、SignalP、TMHMM、Cell-PLoc

 

2.0、NetNGly、NetPhos-3.1、Conserved
 

domains、IEDB、BLAST、Immunomedicine
 

Group、UniProt预测LMP1蛋白的理化性质,二、三级结构,信号肽和跨膜区域,亚细胞定位,糖基化位点和磷酸化位点,

保守结构域,B、T细胞表位,同源性,抗原决定簇以及相互作用蛋白。构建重组质粒LMP1-pMV261以及重组卡介苗,并
通过检测LMP1分子及蛋白表达水平探究构建疫苗的基本条件。 结果 LMP1蛋白分子式为C1901H2877N493O562S11,

氨基酸数为386,相对分子质量为41.98238×103,原子总数为5
 

844。LMP1蛋白为稳定亲水蛋白,二级结构主要为无规

则卷曲(Cc),占49.48%,易与抗体嵌合。该蛋白无信号肽,具有6个跨膜区,亚细胞定位在宿主细胞膜,无糖基化位点,

有27个磷酸化位点,7个相互作用蛋白。实时荧光定量PCR及 Western
 

blot检测该蛋白基因及蛋白表达均稳定。 结

论 生物信息学分析LMP1蛋白为稳定亲水蛋白,含有丰富的B、T细胞表位,构建的重组卡介苗蛋白表达稳定,可作为

EB病毒的候选疫苗。
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【Abstract】 Objective To
 

analyze
 

the
 

latent
 

membrane
 

protein
 

LMP1
 

of
 

Epstein-Barr
 

virus
 

by
 

bioinformatics
 

method,

so
 

as
 

to
 

provide
 

theoretical
 

basis
 

for
 

vaccine
 

research
 

and
 

development. Methods The
 

genome
 

sequence
 

and
 

amino
 

acid
 

sequence
 

of
 

LMP1
 

protein
 

were
 

obtained
 

from
 

NCBI
 

database.
 

Bioinformatics
 

analysis
 

tools
 

ProtParam,SOPMA,SWISS
 

MODEL,SignalP,TMHMM,Cell
 

PLoc
 

2.0,NetNGly,NetPhos-3.1,Conserved
 

domains,IEDB,BLAST,Immunomedicine
 

were
 

used
 

Group
 

and
 

UniProt
 

predict
 

the
 

physicochemical
 

properties,secondary
 

and
 

tertiary
 

structures,signal
 

peptides
 

and
 

transmembrane
 

regions,subcellular
 

localization,glycoylation
 

sites
 

and
 

phosphorylation
 

sites,conserved
 

domains,B
 

and
 

T
 

cell
 

epitopes,homology,antigenic
 

determinants,and
 

interacting
 

proteins
 

of
 

LMP1
 

proteins.
 

The
 

recombinant
 

plasmid
 

LMP1-PMV261
 

and
 

recombinant
 

BCG
 

vaccine
 

were
 

constructed,and
 

the
 

LMP1
 

molecular
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

were
 

detected
 

by
 

real-time
 

quantitative
 

PCR
 

and
 

Western
 

blot,so
 

as
 

to
 

explore
 

the
 

basic
 

conditions
 

of
 

vaccine
 

construc-
tion. Results The

 

molecular
 

formula
 

of
 

LMP1
 

protein
 

is
 

C1901H2877N493O562S11,the
 

number
 

of
 

amino
 

acids
 

is
 

386,the
 

relative
 

molecular
 

weight
 

is
 

41.982
 

38×103,and
 

the
 

total
 

number
 

of
 

atoms
 

is
 

5
 

844.
 

LMP1
 

protein
 

is
 

a
 

stable
 

hydrophilic
 

protein
 

with
 

α
 

helix
 

(36.79%),β
 

folding
 

(7.77%),β
 

Angle
 

(5.96%)
 

and
 

random
 

curling
 

(49.48%)
 

in
 

the
 

secondary
 

structure,which
 

is
 

easy
 

to
 

integrate
 

with
 

antibody.
 

This
 

protein
 

is
 

a
 

transmembrane
 

protein
 

with
 

6
 

transmembrane
 

re-

gions
 

and
 

no
 

signal
 

peptide.
 

Subcellular
 

localization
 

in
 

the
 

host
 

cell
 

membrane,no
 

glycosylation
 

sites,there
 

are
 

27
 

phos-

phorylation
 

sites,including
 

7
 

phosphorylated
 

threonine
 

sites,20
 

phosphorylated
 

serine
 

sites.
 

7
 

interacting
 

proteins
 

had
 

13
 

dominant
 

T
 

cell
 

epitopes,including
 

5
 

restricted
 

CTL
 

epitopes
 

and
 

8
 

restricted
 

Th
 

cell
 

epitopes.
 

Real-time
 

quantitative
 

PCR
 

and
 

Western
 

blot
 

detection
 

of
 

the
 

protein
 

gene
 

and
 

protein
 

expression
 

were
 

stable. Conclusion Bioinformatics
 

a-
nalysis

 

showed
 

that
 

LMP1
 

protein
 

was
 

a
 

stable
 

hydrophilic
 

protein
 

with
 

abundant
 

B
 

and
 

T
 

cell
 

epitopes.
 

The
 

constructed
 

recombinant
 

BCG
 

vaccine
 

protein
 

expressed
 

stably
 

and
 

could
 

be
 

used
 

as
 

a
 

candidate
 

vaccine
 

for
 

Epstein-Barr
 

virus.
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  EB病毒(Epstein-Barr
 

virus,EBV)直径150~
170nm,基因组由170kb的双链DNA组成[1],且编码

的开放阅读框超过80个[2]。EBV 主要通过唾液传

播[3],人类全球感染率为95%,但大部分人为无症状

感染[4]。EBV的生命周期包括潜伏性感染和裂解性

复制两个阶段[5],其中在潜伏感染的细胞中病毒呈环

状,可整合到细胞染色体中[2];处于裂解期的EBV与

许多恶性肿瘤的发生有关,如伯基特淋巴瘤、霍奇金氏

淋巴瘤、鼻咽癌、胃癌等[6]。原发性和继发性免疫缺陷

有利于EBV活化[7]。

EBV潜伏膜蛋白 LMP1(Epstein-Barr
 

virus
 

la-
tent

 

membrane
 

protein
 

1,LMP1)是肿瘤坏死因子受

体(Tumor
 

Necrosis
 

Factor
 

Receptor,TNFR)超家族

的一员[8],在多种人类恶性肿瘤中表达[9],被认为是

EBV的主要致瘤蛋白[10],通过来自其跨膜结构域的

信号负调控增殖,在一定程度上起到组成型活性肿瘤

坏死因子受体类似物的作用[11],对B淋巴细胞的恶性

转化至关重要[2],可作为一个重要的治疗靶点[12],根
据LMP1蛋白在EBV致病机制中的作用研发疫苗预

防EBV感染和治疗EBV相关疾病具有临床指导意

义。
本研究采用生物信息学方法预测LMP1蛋白的

理化性质、结构、信号肽、跨膜区域、亚细胞定位、糖基

化位点、磷酸化位点、保守结构域、B细胞及T细胞抗

原表位、抗原决定簇、相互作用蛋白及同源性比对,并
构建重组质粒LMP1-pMV261以及重组卡介苗,通过

检测LMP1分子及蛋白表达水平探究构建疫苗的基

本条件,为EBV的防控与相关疫苗的研发提供新思

路。

材料与方法

1 LMP1氨基酸序列及其编码基因序列的获取

在NCBI(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
 

)数
据库中获取LMP1蛋白的基因组序列(ID:3783750)
和氨基酸序列,查询出LMP1蛋白由386个氨基酸组

成,氨基酸序列为 MEHDLERGPPGPRRPPRGPPLS
SSLGLALLLLLLALLFWLYIVMSDWTGGALLVL
YSFALMLIIIILIIFIFRRDLLCPLGALCILLLMITLL
LIALWNLHGQALFLGIVLFIFGCLLVLGIWIYLL
EMLWRLGATIWQLLAFFLAFFLDLILLIIALYLQ
QNWWTLLVDLLWLLLFLAILIWMYYHGQRHS
DEHHHDDSLPHPQQATDDSGHESDSNSNEGRH
HLLVSGAGDGPPLCSQNLGAPGGGPDNGPQDP
DNTDDNGPQDPDNTDDNGPHDPLPQDPDNTDD

NGPQDPDNTDDNGPHDPLPHSPSDSAGNDGGPP
QLTEEVENKGGDQGPPLMTDGGGGHSHDSGH
GGGDPHLPTLLLGSSGSGGDDDDPHGPVQLSY
YD。

2 LMP1蛋白的生物信息学分析

采用ProtParam(https://web.expasy.org/prot-
param/)分析LMP1蛋白的理化性质;

采用在线分析软件SOPMA(https://npsa-pra-
bi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl? page=npsa%
20_sopma.html)分析LMP1蛋白的二级结构;采用

UniProt数 据 库 (https://www.uniprot.org/)和
 

SWISS
 

MODEL(https://swissmodel.expasy.org/

repository/uniprot/P03230? csm =
1E19446E857DB8A3)综合分析LMP1蛋白的三级结

构;采 用 SignalP(https://services.healthtech.dtu.
dk/service.php? SignalP-5.0)分析信号肽;采用TM-
HMM 软 件 (https://services.healthtech.dtu.dk/

service.php? TMHMM-2.0)分析跨膜区域;采用软

件Cell-PLoc
 

2.0(http://www.csbio.sjtu.edu.cn/

bioinf/Cell-PLoc-2/)和 UniProt 数 据 库 (https://

www.uniprot.org/)综合预测LMP1蛋白在宿主和病

毒感染细胞内的亚细胞定位;采用NetNGly(https://

services.healthtech.dtu.dk/service.php? NetNGlyc-
1.0)预测糖基化位点;采用 NetPhos-3.1(https://

services.healthtech.dtu.dk/service.php? NetPhos-
3.1)软件预测磷酸化位点;采用Conserved

 

domains
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/

wrpsb.cgi)分析保守结构域;采用IEDB软件(ht-
tps://www.iedb.org/home_v3.php)综合预测B细

胞表位;采 用IEDB 软 件(https://www.iedb.org/

home_v3.php)预测 T细胞表位;采用BLAST(ht-
tps://web.expasy.org/blast/)对LMP1蛋白的氨基

酸序列与人类蛋白的同源性进行分析;采用Immuno-
medicine

 

Group(http://imed.med.ucm.es/Tools/

antigenic.pl)预测
 

LMP1蛋白的抗原决定簇;采用

UniProt数据库(https://www.uniprot.org/)预测

LMP1的相互作用蛋白。

3 LMP1-pMV261重组质粒的构建

3.1 LMP基因片段的扩增 由上海生物信息公司

(青岛分公司)设计并合成引物。LMP1-F:5'-CGG-
GATCCatggaacacgaccttgagaggg-3'(引 入 酶 切 位 点

BamH1);LMP1-R:5'-TGGCTGCAGttagtcatagtagct-
tagctgaactggg-3'(引 入 酶 切 位 点 Pst1)。PCR 扩 增

LMP1基因片段的反应体系(25
 

μL):Buffer
 

5
 

μL,
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dNTP
 

2
 

μL,PrimeSTAR
 

GXL
 

DNA
 

Polymerase
 

1
 

μL,上、下游引物各0.1
 

μL,模板0.5
 

μL,水16.8
 

μL。
反应条件:98

 

℃预变性5
 

min;98
 

℃变性10
 

s,66
 

℃退

火30
 

s,72
 

℃延伸70
 

s,共34个循环;72
 

℃再延伸5
 

min。取PCR产物进行1%琼脂糖凝胶电泳分析,用
琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒回收并送测序。

3.2 LMP1基因片段与载体的连接 将纯化的目的

基因片段及载体分别双酶切出粘性末端。目的基因片

段的酶切体系为20
 

μL,其中 LMP1
 

10
 

μL,Buffer2
 

μL,BamH1
 

1
 

μL,Pst1
 

1
 

μL,无离子水6
 

μL;载体的

酶切 体 系 为 20
 

μL,其 中 载 体 (PMV261)10
 

μL,

BamH1
 

1μL,Pst1
 

1
 

μL,Buffer
 

2
 

μL,无离子水6
 

μL。
以上体系均置于30

 

℃水浴锅过夜酶切,酶切pMV261
和LMP1基因片段通过1%琼脂糖凝胶电泳后回收提

纯。
连接酶切后的LMP1基因片段和载体pMV261

片段,反应体系为40
 

μL:LMP1片段25
 

μL,pMV261
 

5
 

μL(即LMP1基因片段与pMV261比例为5∶1),

T4连接酶5
 

μL,Buffer
 

5
 

μL。连接体系混匀后置16
 

℃金属浴中过夜。

3.3 重组质粒的转化取 1
 

μL连接质粒与30
 

μL
 

DH5α感受态细胞于冰上融化;将混合体系冰浴30
 

min,42
 

℃热击90
 

s,再冰浴10
 

min;加入800
 

μL
 

LB
培养基,37

 

℃振荡培养1
 

h,5
 

000
 

r/min(离心半径6
 

cm)离心3
 

min,去上清,留100
 

μL液体,混匀后移至

卡那固体LB培养基上涂匀,放入生化培养箱37
 

℃下

培养48
 

h。

3.4 重组大肠埃希菌的扩增及重组 质粒提取用接

菌环挑取菌落形态较好的单菌落,移至含卡那霉素的

LB液体培养基中培养16
 

h。质粒小提试剂盒(天根)
提取重组质粒,-20

 

℃保存备用。

3.5 重组质粒的鉴定 采用PCR及双酶切方法验证

重组质粒。以重组质粒LMP1-pMV261为模板进行

PCR扩增,PCR反应体系50
 

μL,其中Buffer
 

10
 

μL,

dNTP
 

4
 

μL,酶1
 

μL,上、下游引物各0.2
 

μL,模板1
 

μL,水33.6
 

μL。反应条件:98
 

℃预变性5
 

min;98
 

℃
变性10

 

s,66
 

℃退火30
 

s,72
 

℃延伸70
 

s,共34个循

环;72
 

℃再延伸5
 

min。取PCR产物进行1%琼脂糖

凝胶电泳,按DNA回收试剂盒说明进行回收并测序。
双酶切体系为20

 

μL,其中LMP1基因片段10
 

μL,

BamH1
 

1
 

μL,Pst1
 

1
 

μL,buffer
 

2
 

μL,ddH2O
 

6
 

μL。
双酶切体系放入30

 

℃水浴锅过夜,酶切产物进行1%
琼脂糖凝胶电泳分析,回收DNA片段并测序。

4 重组卡介苗的构建及目的蛋白的表达

4.1 感受态卡介苗的制备 将卡介苗置于苏通结核

杆菌液体培养基,37
 

℃恒温振荡器培养至菌对数期,

菌液冰浴90
 

min,4
 

℃、4
 

000
 

r/min离心8
 

min,去上

清液,用预冷的10%丙三醇悬浮细菌沉淀,4
 

℃、4
 

000
 

r/min离心8
 

min。重复3次,获取卡介苗感受态细

胞,置于-80℃冰箱保存备用。

4.2 电转化取出 -20
 

℃冰箱保存的电转杯,用无

离子水清洗后置70%乙醇中浸泡5
 

min,超净台紫外

照射15
 

min;电转杯冰上预冷,加入感受态卡介苗100
 

μL和重组质粒10
 

μL,混均,冰浴15min后将混合物

移至电转杯中,选择2
 

300
 

V电转电压,放电后将苏通

液体培养基1
 

mL注入电转杯中,再用微量移液器吸

取培养基和电转产物的混合物至10
 

mL含卡那霉素

苏通液体培养基中,37
 

℃恒温振荡器过夜,4
 

000
 

r/

min离心8
 

min,去上清液,剩余物混合接种至含卡那

的苏通固体培养基,于37
 

℃生化培养箱培养3周。

4.3 目的基因的表达检测

4.3.1 RNA 的提取 提取对数生长期的BCG和

rBCG的RNA:于研钵中倒入酒精烧10
 

min,放-20
 

℃冷冻,加液氮预冷,待挥发完全后再加入液氮,将

BCG迅速转移至研钵中用研杵研磨,并在研磨过程中

及时缓慢补充液氮至研磨完全;将菌液转移至新离心

管中,加入
 

1
 

mL
 

Trizol,室温孵育5
 

min;加200
 

μL氯

仿用力摇动15
 

s,室温孵育3
 

min,4
 

℃、12
 

000
 

r/min
离心15

 

min,取上层液至新离心管;加500
 

μL异丙

醇,室温孵育10
 

min,4
 

℃、12
 

000
 

r/min离心10
 

min,
去上清;加入-20

 

℃预冷的75%乙醇(DEPC水配制)

1
 

mL,震荡混匀,4
 

℃、7
 

500
 

r/min离心5
 

min,去上

清,干燥RNA颗粒;加入20
 

μL
 

DEPC水溶解,用紫

外分光光度计检测RNA浓度,采用天根公司生产的

逆转录试剂盒合成cDNA。

4.3.2 实时荧光定量PCR检测 反应体系为10
 

μL,包括cDNA
 

2
 

μL,上、下游引物各0.5
 

μL,2
 

×
AcθQ

 

qPCR
 

SYBR
 

Green
 

5
 

μL,ddH2O
 

2
 

μL(每个样

品设置3个重复孔)。引物 LMP1-F:CTCCTTTG-
GCTCCTCCTGTTTCTG; LMP1-R: GGAGT-
CATCGTGGTGGTGTTCATC。反应条件:95

 

℃预

变性10
 

min;95
 

℃变性15
 

s,60
 

℃退火30
 

s,72
 

℃延

伸30
 

s,共40个循环。溶解段为95
 

℃
 

15
 

s,60
 

℃
 

60
 

s,95
 

℃
 

15
 

s。

4.4 目的蛋白表达检测 挑取含卡那苏通固体培养

基的菌落接种至苏通液体培养基中37
 

℃培养1周;取

2
 

mL菌液45
 

℃培养30
 

min,诱导目的蛋白的表达。
用细菌裂解液裂解重组卡介苗,300

 

W冰浴超声10
 

s,
间隔15

 

s,总共持续30
 

min破壁,4
 

℃、12
 

000
 

r/min
离心15

 

min,取上清液,Western
 

blot检测LMP1的

表达。
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结 果

1 LMP1蛋白的生物信息学分析

1.1  理 化 性 质  LMP1 蛋 白 分 子 式 为

C1901H2877N493O562S11,氨基酸数为386,由20种氨基酸

组成,其中天冬氨酸占10.9%,亮氨酸占18.9%,甘氨

酸占11.9%,不含吡咯赖氨酸和硒代半胱氨酸。该蛋

白相 对 分 子 质 量 为 41.98238×103,原 子 总 数 为

5
 

844,理论等电点pI为
 

4.24。LMP1的不稳定性指

数为38.77,为稳定蛋白(小于40为稳定蛋白,大于40
为不稳定蛋白)。LMP1的脂肪族系数为105.13,亲
水性的大平均值(GRAVY)为-0058,小于0,为亲水

蛋白。LMP1带负电荷的残基总数(Asp天冬氨酸+
Glu谷氨酸)为51,带正电荷的残基总数(Arg精氨酸

+Lys赖氨酸)为10。LMP1的N端为 Met时,该蛋

白在哺乳动物网织红细胞中的半衰期为30
 

h,在酵母

体内大于20
 

h,在大肠埃希菌体内大于10
 

h。

1.2 空间结构 采用SOPMA分析LMP1蛋白的二

级结构,α螺 旋(Hh)占36.79%
 

,β折 叠(Ee)
 

占

7.77%,β转角(Tt)占5.96%。无规则卷曲(Cc)占

49.48%。该蛋白具有较高的不规则卷曲,更易于抗体

嵌合(图1)。利用 Uniprot和
 

SWISS
 

MODEL预测

LMP1蛋白的三级结构,构建三维立体结构模型,结果

如图2。

图
 

1 LMP1蛋白的二级结构

Fig.1 The
 

secondary
 

structure
 

of
 

LMP1

1.3 LMP1蛋白的信号肽、跨膜区域预测及亚细胞定

位 SignalP预测LMP1蛋白无信号肽(图3)。TM-
HMM分析LMP1可能存在6个跨膜螺旋,跨膜中的

预期氨基酸数量为134.93778,提示该蛋白为跨膜蛋

白(图4)。利用软件Cell-PLoc
 

2.0和Uniprot综合预

测LMP1蛋白在宿主和病毒感染细胞内的亚细胞定

位为宿主细胞膜(图5)。

图
 

2 LMP1蛋白的三级结构

Fig.2 The
 

predicted
 

tertiary
 

structure
 

of
 

LMP1
 

protein

图
 

3 LMP1蛋白信号肽预测

Fig.3 LMP1
 

protein
 

signal
 

peptide
 

prediction

图
 

4 LMP1跨膜结构预测

Fig.4 Prediction
 

of
 

LMP1
 

transmembrane
 

structure

1.4 糖基化与磷酸化位点及保守结构域分析 Net-
Phos-3.1磷酸化分析软件预测LMP1蛋白总共27个

磷酸位点(图6),其中包括7个磷酸化苏氨酸位点,分
别在136、208、259、270、286、297、324位氨基酸;20个

磷酸化丝氨酸位点,分别在22、23、24、45、192、200、

211、215、217、219、229、239、309、311、313、347、350、

367、369、383位氨基酸。无磷酸化酪氨酸位点。Net-
NGly预测 LMP1蛋白无糖基化位点(图7)。Con-
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served
 

domains分析LMP1氨基酸序列与特定命中的

保守结构域疱疹-LMP1的关联具有高置信度,属于疱

疹_LMP1超家族蛋白(图8)。

图
 

5 LMP1蛋白的亚细胞定位

Fig.5 Subcellular
 

Localization

图
 

6 LMP1蛋白磷酸化位点分析

Fig.6 Analysis
 

of
 

LMP1
 

protein
 

phosphorylation
 

sites

图
 

7 LMP1糖基化位点分析

Fig.7 Predicted
 

glycosylation
 

sites
 

of
 

LMP1
 

protein

图
 

8 LMP1蛋白的保守结构域分析
Fig.8 Conserved

 

domain
 

analysis

1.5 B细胞表位预测 IEDB软件分析LMP1蛋白

的柔韧性、表面可及性、线性表位、β-转角、亲水性、抗
原性,结果如图9。黄色区域为高概率抗原表位区,应
位于蛋白质表面,利于与抗体结合。柔韧性越强,越有

利于抗原与抗体结合时蛋白构象的变化。综合分析筛

选出B细胞优势表位[13],分别在4-19、189-222、250-
275、277-302位氨基酸(表1)。

表
 

1 LMP1蛋白的优势B细胞表位
Table

 

1 Dominant
 

B
 

cell
 

epitopes

序号
No

起始氨基
酸位置
Epitope
starting

 

position

终止氨基
酸位置
Epitope
ending

 

position

氨基酸序列
Epitope

 

sequence

长度
(单位)
Length

1 4 19 DLERGPPGPRRPPRGP 16
2 189 222 QRHSDEHHHDDSLPHPQQATDDSGHESD-

SNSNEG 34
3 250 275 DNGPQDPDNTDDNGPQDPDNTDDNGP 26
4 277 302 DPLPQDPDNTDDNGPQDPDNTDDNGP 26

图
 

9 LMP1蛋白的B细胞表位预测

Fig.9 B
 

cell
 

epitopes
 

of
 

LMP1
 

protein

1.6 T细胞表位预测 T细胞表位需要经过抗原递

呈细胞加工后与主要组织相容性复合体(major
 

histo-
compatibility

 

complex,MHC)结合成为复合物才能被

T细胞受体识别。IEDB预测分析LMP1蛋白可能存

在49个T细胞表位,根据识别度和响应频率(图10)
与IEDB数据库比对,筛选出13个优势表位,其中限

制性CTL细胞表位有5个(表2),限制性Th细胞表

位有8个(表3),共同氨基酸区段为181-197、43-53位

氨基酸。

表
 

2 LMP1蛋白CTL细胞表位分析

Table
 

2 LMP1
 

protein
 

CTL
 

cell
 

epitope
 

analysis

序号
No.

MHC
 

I类分子亚型
MHC

 

class
 

I
molecular

 

subtype

氨基酸序列
Epitope

 

sequence

起始氨基酸位置
Epitope

 

starting
 

position

终止氨基酸位置
Epitopeending

 

position

1 HLA
 

class
 

I LIWMYYHGQRHSDEHHH 181 197
2 HLA

 

class
 

I ALYLQQNWW 157 165
3 HLA

 

class
 

I VMSDWTGGALL 43 53
4 HLA-A2 ALLVLYSFA 51 59
5 HLA-A*02:06 IIIILIIFI 63 71

1.7 同源性比对与抗原决定簇 对LMP1蛋白的氨

基酸序列与人类蛋白的同源性进行BLAST比对。其
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中氨基酸序列比对显示不与人类蛋白同源;碱基序列

比对显示两者的同源性较低,不易发生免疫交叉反应,
符合潜在候选疫苗基本条件(图11,12)。Immuno-
medicine

 

Group网站预测LMP1蛋白的氨基酸序列

有11个抗原决定簇,分别在17-44、49-99、101-129、

131-161、165-188、197-205、223-229、233-241、303-310、

356-365、376-382位氨基酸,平均抗原倾向为1.0347,
抗原倾向指数高(表4,图13)。

表
 

3 LMP1蛋白Th细胞表位分析
Table

 

3 LMP1
 

protein
 

Th
 

cell
 

epitope
 

analysis

序号
No.

MHC
 

I类分子亚型
MHC

 

class
 

I
molecular

 

subtype

氨基酸序列
Epitope

 

sequence

起始氨基酸位置
Epitope

 

starting
 

position

终止氨基酸位置
Epitopeending

 

position

1 HLA-DR15 YLQQNWWTLLVDLLWLL 159 175
2 HLA-DR9 YLQQNWWTLLVDLLWLL 159 175
3 HLA-DR53 YLQQNWWTLLVDLLWLL 159 175
4 HLA

 

class
 

II LIWMYYHGQRHSDEHHH 181 197
5 HLA

 

class
 

II TDDSGHESDSNSNEGRH 208 224
6 HLA

 

class
 

II VMSDWTGGALL 43 53
7 HLA

 

class
 

II WNLHGQALFL 98 107
8 HLA-DQ2 ESDSNSNEG 214 222

图
 

10 LMP1蛋白的响应频率(A)及表位测定计数
 

(B)
Fig.10 Response

 

frequency
 

and
 

Epitope
 

assay
 

counts

表
 

4 LMP1蛋白氨基酸序列的11个抗原决定簇

Table
 

4 11
 

antigenic
 

determinants
 

of
 

the
 

amino
 

acid
 

sequence
of

 

LMP1
 

protein

序号
No.

起始氨基酸
位置

Epitopestarting
position

氨基酸序列
Epitopesequence

结束氨基酸
位置

Epitopeending
position

1 17 RGPPLSSSLGLALLLLLLALLFWLYIVM 44

2 49 GGALLVLYSFALMLIIIILIIFIFRRDLLCP
LGALCILLLMITLLLIALWN 99

3 101 HGQALFLGIVLFIFGCLLVLGIWIYLLEM 129
4 131 WRLGATIWQLLAFFLAFFLDLILLIIA-

LYLQ 161
5 165 WTLLVDLLWLLLFLAILIWMYYHG 188
6 197 HDDSLPHPQ 205
7 223 RHHLLVS 229
8 233 DGPPLCSQN 241
9 303 HDPLPHSP 310
10 356 DPHLPTLLLG 365
11 376 PHGPVQL 382

1.8 相互作用蛋白 Uniprot数据库预测7种人体

蛋白 与 LMP1 蛋 白 存 在 相 互 作 用,其 中 UBC9、

TRADD、ZMY11、TNIK、IRF7蛋白主要参与相关致

病信号通路(图14)。研究表明,UBC9蛋白是抗癌治

疗候选靶点,LMP1-CTAR3结构域参与LMP1-UBC9
相互作用,有助于与LMP1的致癌潜力相关的表型变

化,但LMP1只与具有酶活性的 UBC9相互作用,无
活性UBC9表达会抑制LMP1-UBC9

 

相互作用,减少

细胞迁移[14]。ZMY11蛋白可能为抗病毒治疗候选靶

点,通过取代LMP1的
 

TRADD
 

来负调节LMP1介导

的NF-κB活化[15]。TRADD蛋白是LMP1蛋白的重

要信号传导介质,介导IKKβ与CTAR2的相互作用,
在细胞肿瘤坏死因子受体1(TNFR1)信号通路中促

进细胞凋亡[16]。TNIK介导EBV转化B细胞的增殖

与存 活[17]。LMP1主 要 通 过 CTAR2结 构 域 激 活

IRF7,影响细胞的生长[18]。

图
 

11 氨基酸序列同源性比对分析

Fig.11 Results
 

of
 

amino
 

acid
 

sequence
 

homology
 

alignment

图
 

12 碱基序列同源性比对分析

Fig.12 Base
 

sequence
 

homology
 

alignment
 

results

图
 

13 LMP1蛋白的抗原决定簇

Fig.13 Prediction
 

of
 

LMP1
 

protein
 

epitopes

2 LMP1基因片段的获取及质粒鉴定

PCR扩增基因LMP1基因片段,大小为1161bp
(图15),与预期一致。双酶切鉴定质粒,获得的目的

基因和载体质粒片段大小(图16)与预期一致。

3 实时荧光定量PCR检测LMP1基因表达水平

以BCG提取的cDNA作为内参,采用实时荧光

定量PCR检测rBCG
 

LMP1基因
 

,采用2-△△Ct 法计

算rBCG
 

LMP1基因的相对表达量。结果显示,rBCG
的LMP1基因相对表达量与空载体比较差异有统计

学意义(P<0.05)(图17)。
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图
 

14 LMP1相互作用蛋白

Fig.14 Interacting
 

protein

M DNA标志物(DL2000) 1 LMP1基因PCR产物
图

 

15 LMP1基因PCR产物1%琼脂糖凝胶电泳分析

M DNA
 

marker(DL2000) 1 Amplification
 

of
 

LMP1
 

product
Fig.15 Agarose

 

gel
 

electrophoresis
 

diagram

M DNA标志物 
 

2 重组质粒双酶切
图

 

16 重组质粒双酶切鉴定

M DNA
 

marker 2 Double
 

digestion
 

product
Fig.16 Double

 

digestion
 

validation
 

diagram

4 LMP1蛋白表达检测

45℃诱导蛋白表达后,提取重组卡介苗的总蛋白,
经SDS-PAGE电泳后转膜,以LMP1蛋白抗体为一

抗,以过氧化物酶(HRP)标记山羊抗鼠抗体为二抗进

行 Western
 

blot,滴加超敏ECL化学发光试剂,覆盖

全膜曝光,结果如图18。

图
 

17 LMP1-rBCG的LMP1基因表达水平

Fig.17 Expression
 

of
 

LMP1
 

at
 

molecular
 

level
 

of
 

LMP1-RBCG

  M 蛋白质分子质量标准 1、2 重组卡介苗表达的LMP1蛋白
与相应抗体反应条带

图
 

18 重组卡介苗表达LMP1蛋白的 Western
 

blot检测

M Protein
 

molecular
 

weight
 

standard 1,2 Expression
 

of
 

target
 

protein
 

LMP1
 

in
 

recombinant
 

BCG
 

vaccine
Fig.18 Western

 

blot
 

detection
 

of
 

LMP1
 

expression

讨 论

随着生物信息学技术的迅速发展,利用生物信息

学工具进行基因组学和蛋白组学的综合分析能够充分

利用大数据的优势,涵盖内容广泛,具有一定前瞻性和

更高的精确性,在医学研究中发挥重要作用,为实验研

究与临床治疗提供了理论依据与方法指导。利用生物

信息学方法可以对基因及蛋白进行分析预测,可为探

究疾病的发生机制、疫苗的研发及诊断治疗提供新思

路[19]。

EBV以潜伏或溶解的形式感染宿主细胞[20],主
要感染人类淋巴细胞和口咽上皮细胞,在淋巴细胞中

长期潜伏,表达各种潜伏基因,潜伏基因和癌基因相互

作用会导致宿主细胞周期紊乱,促进相关肿瘤形成[1];

EBV在口咽上皮细胞中通常进行溶解复制,与鼻咽癌
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的诱发有密切联系[20],免疫缺陷人群中的EBV感染,
增加了其他病毒、细菌、真菌的感染几率,及并发症的

风险[4]。EBV感染可加剧认知功能障碍[8],可能是诱

发老年人认知功能恶化发展为阿尔茨海默症的危险因

素[21]。EBV对人类健康的影响不可忽视,因此研发

疫苗来防控EBV传染及治疗EBV相关疾病非常必

要。

LMP1蛋白是EBV的主要致癌蛋白,触发多种细

胞信号通路促进细胞增殖、转化、免疫逃逸、侵袭、表观

遗传修饰和代谢重编程,其信号区域包含3个位点:

CTAR1、CTAR2和CTAR3。LMP1-CTAR1具有独

特的诱 导 表 达 表 皮 生 长 因 子 受 体(The
 

epidermal
 

growth
 

factor
 

receptor,EGFR)和
 

肿瘤坏死因子受体

相关因子1(tumor
 

necrosis
 

factor-associated
 

factor
 

1,

TRAF1)的能力,参与NF-κB信号转导、激活AKT和

MEK/ERK通路,破坏细胞周期调控机制,降低感染

细胞对 凋 亡 刺 激 的 敏 感 性[6];LMP1-CTAR2参 与

JNK和NF-κB通路,从而引发肿瘤的发生与转移[22];

LMP1-CTAR3还激活SUMO化途径以控制迁移和

促进潜伏期[23]。此外,LMP1与 NF-κB、JNK、CDK2
和Rb等细胞周期相关分子相互作用,从而促进G1/S
期转换,破坏精确的细胞周期机制,提高抗凋亡能

力[1]。
本研究预测LMP1蛋白为稳定亲水蛋白,制备成

疫苗时有利于抵抗各种因素的影响,保持其生物活力。

LMP1的脂肪族系数为105.13,热稳定性好,制备成

疫苗后便于储存。LMP1蛋白的二级结构中无规则卷

曲(Cc)占49.48%,易与抗体嵌合,容易形成潜在抗体

表位。LMP1蛋白无信号肽,具有6个跨膜区,亚细胞

定位在宿主细胞膜上,无糖基化位点。预测该蛋白有

27个磷酸化位点,其中有7个苏氨酸位点,20个丝氨

酸位点,无酪氨酸位点。LMP1蛋白可能通过磷酸化

调节基因表达、代谢、细胞周期、分化和细胞凋亡等多

种生物过程[23],通过磷酸化和脱磷酸化参与信息传

递,在大多数信号通路中发挥重要作用[24]。
从LMP1蛋白的柔韧性、表面可及性、线性表位、

β-转角、亲水性、抗原性六方面综合预测优势B细胞表

位在4-19、189-222、250-275、277-302位氨基酸。B细

胞通过产生特异性抗体来抵抗EBV的入侵,从而给机

体提供更高效的免疫保护,因此研制疫苗时应着重关

注相关 B细胞优势表位,利于疫苗免疫原性的提

高[13]。预测LMP1蛋白存在13个优势T细胞表位,
其中限制性CTL细胞表位5个,限制性Th细胞表位

8个,二者共同氨基酸区段为181-197、43-53位氨基

酸,此两区段氨基酸作为优势表位的概率更大,可引起

较强的T细胞反应。LMP1蛋白与人类同源性较低,

具有良好的免疫原性,不易引起免疫交叉反应;LMP1
有11个抗原决定簇,抗原倾向指数较高,能刺激产生

多种抗体,容易发生免疫应答反应,可以作为潜在候选

疫苗蛋白。
预测LMP1蛋白与7种蛋白质有相互作用,其中

UBC9、TRADD、ZMY11、TNIK、IRF7蛋白主要参与

LMP1相关致病信号通路。LMP1-UBC9相互作用有

助于 与 LMP1 的 致 癌 潜 力 相 关 的 表 型 变 化[14],

ZMY11蛋白与LMP1蛋白相互作用可对NF-κB激活

进行负调节[15],ZMY11蛋白的寡聚化是LMP1激活

JNK通路的前提条件[25]。TRADD蛋白是LMP1蛋

白的重要信号传导介质,在TNFR1信号通路中促进

细胞凋亡[16],TNIK 在 LMP1下游的JNK 通路和

NF-κB信号通路中均起关键作用,介导EBV转化B
细胞的增殖和存活[17]。LMP1主要通过CTAR2结构

域激活干扰素调节因子7(Interferon
 

regulatory
 

factor
 

7,IRF7),进而可能改变细胞基因转录,影响细胞生

长[18]。有研究提示LMP1蛋白通过与相互蛋白作用

来介导相关疾病的发展,LMP1蛋白可作为一个重要

的诊断与治疗靶点,通过研发疫苗来防控及治疗EBV
感染。

疫苗研发是EBV感染防控最有效的手段,预防

EBV相关疾病的发生,并改善其预后。EBV疫苗的

研究主要有两种:一种疫苗含有gp350亚单位抗原,但
该疫苗的效力还需要大量实验验证;另一种疫苗含有

CD8+T细胞肽表位,无法激活更多类型的免疫细胞

进行应答,免疫原性较差。以上两种疫苗均具有局限

性[26]。本研究运用生物信息学工具多方面分析了

LMP1蛋白的结构、功能与免疫原性,根预测的结果谨

慎选择疫苗的制备方法和类型,从而激发更好的免疫

反应。
本研究通过生物信息学预测了LMP1蛋白作为

EB疫苗的理论可行性,并构建了LMP1蛋白的重组

卡介苗,该重组卡介苗(rBCG)中LMP1分子及蛋白

水平均稳定表达,为EBV疫苗的研发奠定了实验基

础。
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