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猴痘病毒相关蛋白A42R的生物信息学及分子对接分析
王道1,刘文彬2,宋甜1*

 

(1.
 

中南大学湘雅二医院妇产科,湖南长沙
 

410011;2.
 

湖南师范大学生命科学学院)

【摘要】 目的 通过生物信息学及分子对接分析以了解猴痘病毒
 

(monkeypox
 

virus,MPXV)
 

相关蛋白 A42R的结构

特征、抗原表位以及小分子抑制物。 方法 利用生物信息学和分子对接技术对 MPXV
 

A42R蛋白的开放阅读框、蛋白

同源性、理化性质、翻译后修饰位点、二级/三级结构、B/T细胞抗原表位、配体结合位点以及小分子化合物等进行预测分

析。 结果 A42R蛋白由133个氨基酸组成,分子质量为15.003
 

42
 

ku,理论等电点9.36。该蛋白与天花病毒、骆驼痘

病毒、痘苗病毒、牛痘病毒的序列一致性高,而且与天花病毒有最近的共同祖先。A42R蛋白以不规则卷曲为主要结构,

属于亲水性蛋白;含有2个O-糖基化位点、1个 N-糖基化位点和14个磷酸化位点;含有5个B细胞抗原表位,23个

CLT细胞抗原表位,16个Th细胞抗原表位,6个抗原决定簇;含有8个可能的配体结合区,10个潜在的分子化合物。 
结论 A42R为亲水性蛋白,含有丰富的B、T细胞抗原表位和配体结合区,可为抗猴痘病毒药物和疫苗的设计与开发提

供参考。
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【Abstract】 Objective Based
 

on
 

methods
 

of
 

molecular
 

docking
 

and
 

bioinformatics,we
 

aim
 

to
 

get
 

insight
 

into
 

MPXV
 

related
 

A42R
 

protein
 

structure,antigenic
 

epitope
 

and
 

small
 

molecular
 

compounds. Methods Series
 

of
 

bioinformatic
 

methods
 

and
 

molecular
 

docking
 

technology
 

such
 

as
 

NCBI
 

ORF
 

Finder,ClustalW2.1,ProtParam,ProtScale,NetNGlyc1.0,

YinOYang1.2,NetPhos3.1Serve,SOPMA,SWISS-MODEL,IEDB,SYFPEITHI,Discovery
 

Studio
 

and
 

Pymol
 

were
 

used
 

to
 

analyze
 

open
 

reading
 

frame,sequence
 

homology
 

and
 

phylogeny,physicochemical
 

properties,post-translational
 

modification
 

sites,secondary/tertiary
 

structures,B/T
 

cells
 

epitopes,ligand
 

binding
 

sites
 

and
 

small
 

molecule
 

compounds.
 Results It

 

showed
 

the
 

A42R
 

protein
 

was
 

composed
 

of
 

133
 

amino
 

acids,with
 

a
 

molecular
 

weight
 

of
 

15.003
 

42
 

ku
 

and
 

an
 

isoelectric
 

point
 

of
 

9.36.
 

It
 

showed
 

highest
 

sequence
 

identity
 

with
 

variola
 

virus
 

(98.50%),camelpox
 

virus
 

(99.25%),

vaccinia
 

virus
 

(96.99%),cowpox
 

virus
 

(97.74%)
 

and
 

had
 

the
 

closet
 

evolutionary
 

distance
 

with
 

variola
 

virus.
 

It
 

was
 

a
 

hydrophilic
 

protein
 

with
 

2
 

O-glycosylation
 

site,1
 

N-glycosylation
 

site
 

and
 

14
 

phosphorylation
 

sites,and
 

5
 

B-cell
 

epitopes,

23
 

CLT-cell
 

epitopes,16
 

Th-cell
 

epitopes,6
 

antigenic
 

determinant,8
 

possible
 

ligand-binding
 

regions,10
 

potential
 

molecule
 

compounds
 

(Nadide,Flavtin,Tannic
 

acid,Pralmorelin
 

hydrochloride,Nelfinavir,Ingenol
 

dibenzoate,Trifolirhizin,Oleanolic
 

beta-D-glucopyranosyl
 

ester,Daphnoretin,Hydnocarpin). Conclusion The
 

research
 

provides
 

a
 

basis
 

for
 

exploring
 

the
 

mechanism
 

of
 

monkeypox
 

virus
 

infection,and
 

give
 

a
 

reference
 

for
 

the
 

design
 

of
 

antiviral
 

drugs
 

and
 

vaccines
 

targeting
 

MPXV
 

A42R.
【Key

 

words】 MPXV;A42R
 

protein;bioinformatics;molecular
 

structure;antigen
 

epitopes

* 猴痘病毒(monkeypox
 

virus,MPXV)是一种含有

包膜的双链DNA病毒,属于痘病毒科(Poxviridae)
正痘病毒属(Orthopoxvirus)[1]。MPXV是能引起人

类致病的4种正痘病毒之一,其它3种分别是天花病

毒(variola
 

virus,VARV)[2]、牛痘病毒(cowpox
 

virus,

CPXV)[3]和 痘 苗 病 毒 (vaccinia
 

virus,VACV)[4]。

1958年,MPXV首次在猴群中被发现,这些猴群正从

非洲运往丹麦哥本哈根用于脊髓灰质炎疫苗的研

究[5]。1970年,刚果民主共和国报道了第一例人畜共

患的 MPXV 传播病例是一名9个月大的婴儿[6]。

MPXV感染的数量每年有所增加,但主要发生在非洲
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大陆,并未引起足够重视。感染猴痘(monkeypox,

MPX)者通常出现头痛、发热和流感样症状及淋巴结

肿大[7],之后不久表现为典型的皮疹痘病变,皮疹发生

的时间和分布与VARV相类似。大多数患者在2~4
周内可以恢复,而且在并发症发生率、病死率和疤痕化

程度等方面都不及天花疾病严重,极少数感染者会出

现致命。MPXV在系统发育上存在两个毒力不同的

分支:刚果分支和西非分支[8]。刚果分支起源于非洲

刚果盆地,相比西非分支更具致病性,传染性更强,感
染者 的 病 死 率 为 10.6%,而 西 非 分 支 病 死 率 为

3.6%[9]。刚果分支能选择性地下调宿主反应,引起宿

主细胞凋亡,这可能是该分支相对于西非分支毒力上

升的原因[10]。2022年4月以来,MPXV持续在世界

各地爆发,截止至2023年2月,超过109个国家报告

了8.65万确诊病例,主要发生在美国、欧洲和巴

西[11]。世界卫生组织于2022年7月23日宣布人类

猴痘病毒传播成为全球关注的突发公共卫生事件,而
且 MPXV主要来源仍然有待确认,相关证据表明

MPXV首先是从非洲流行地区传到北美和欧洲,然后

在人与人之间传播[12]。

MPXV呈椭圆形或砖形,是一种被脂蛋白外膜包

裹的病毒,具有线性双链 DNA 基因组,其中分离的

MPXV-Zaire-96-I-16基因组大小为196.8
 

kb,具有

191个开放阅读框,来源于刚果分支。2022年 MPX
疫情毒株来源于西非进化支上一个新的分支,与2017
~2018年在尼日利亚 MPX疫情蔓延至英国的毒株最

为相似[13]。MPXV一般通过口咽、鼻咽或皮内途径进

入宿主体内,在感染部位持续复制,然后扩散到淋巴

结。经过一段时间的初始病毒血症迅速传播到身体的

其它器 官,造 成 一 系 列 病 理 生 理 相 关 的 改 变[14]。

MPXV生活在胞浆中,编码多种促进免疫逃逸的蛋白

质,这类蛋白能够破坏宿主细胞相关的免疫调节和病

毒识别信号途径。
 

如MPXV编码与双链RNA结合的

F3蛋白能阻断细胞抗病毒信号传递,B16蛋白能抑制

I型IFN与其受体结合[15-16]。此外,从2022年爆发的

MPXV中分离出的病毒似乎存在更多的突变,表明目

前的 MPXV也已经发生了次级进化,使得复制能力、
感染毒性等改变,以便适应更多的新宿主[17]。Ma
等[18]利用 MpoxVR平台发现了少量不同于以往的新

突变体,这些新突变体是如何影响病毒感染的尚不清

楚。因此,鉴于 MPXV对全球健康的威胁和无症状感

染者的出现[19],迫切需要建立有效的临床诊断方法,
以及开发安全有效的猴痘疫苗和抗病毒药物。

尽管对 MPXV基因组学和流行病学有着广泛的

了解,但关于 MPXV重要蛋白的结构和功能的研究还

不够深入,MPXV
 

gp152基因编码的A42R蛋白与真

核细胞
 

profilin蛋白具有显著的氨基酸序列同一性,
但仍不清楚高度保守的profilin样蛋白在 MPXV感

染周期中的作用。本研究运用多种生物信息学方法预

测分析 MPXV
 

A42R蛋白的理化性质、分子结构和抗

原表位,为 MPXV特异性药物和疫苗的研发提供一定

的理论依据。

材料与方法

1 材料

通过美国国家生物信息中心(national
 

center
 

for
 

biotechnology
 

information,NCBI)的GenBank查找已

报道的 A42R蛋白的氨基酸序列,最终获取9条与

A42R蛋白相关的痘病毒全长氨基酸序列:MPXV-
Zaire(

 

NP
 

536579.1)、MPXV-2022(YP
 

101377149.
1)、CMLV(Q77NF.1)、CPXV(NP

 

619961.1)、

VARV(
 

ABF24320.1)、VACV(QQ05880.1)、ECTV
(NP_671660.1)、RCNV(YP_009143471.1)和SKPV
(

 

YP_0092828256.1)。

2 方法

2.1 MPXV
 

A42R蛋白氨基酸序列相似性及系统进

化分析 通过ClustalW2.1分析 MPXV
 

A42R蛋白

与其余物种的序列相似性;利用遗传进化分析软件

MEGA11构建系统进化发育树,进行A42R蛋白的系

统进化分析。

2.2 MPXV
 

A42R蛋白的生物信息学分析 采用多

种生物信息学网站和数据库,对 MPXV
 

A42R蛋白的

核苷 酸 和 氨 基 酸 序 列 进 行 分 析,运 用 NCBI
 

ORF
 

Finder预测 MPXV
 

gp152基因的开放阅读框;运用

ProtParam和ProtScale分析 A42R蛋白的理化性质

和亲/疏水性;运用SignalP5.0和TMHMM2.0分别

对A42R蛋白的信号肽和跨膜结构进行预测;运用

NCBI
 

Conserved
 

Domains和Cell-Ploc2.0分析A42R
蛋白的功能结构域以及在宿主细胞的亚细胞定位;运
用SOPMA和SWISS-MODEL预测该蛋白的二级/
三级空间结构,利用SAVESv2.0服务器的拉曼光谱

图(Ramachandran
 

Plot)对预测模型进行验证;运用

NetNGlyc1.0、YinOYang1.2、NetPhos3.1Serve分别

预测该蛋白翻译后修饰的 O-糖基化、N-糖基化、磷酸

化和SUMO化位点;运用Prankweb网站预测 A42R
蛋白可能的配体结合位点;运用Discovery

 

Studio和

Pymol软件进行小分子化合物与A42R蛋白的对接可

视化;运用IEDB和SYFPEITHI网站分别对该蛋白

的B/T细胞的优势抗原表位进行相关分析。采用的

生物信息数据库和网站见表1。

·2·
中 国 病 原 生 物 学 杂 志

Journal
 

of
  

Pathogen
 

Biology 
2024年1月 第19卷第1期

Jan.2024, Vol.19,No.1



表
 

1 重要的生物信息数据库和网站
Table

 

1 Important
 

bioinformatic
 

databases
 

and
 

websites
名称
Name

网址
Websites

ProtParam http://web.expasy.org/protparam/

ProtScale http://expasy.org/tools/protscale.html/

SignalP
 

5.0 https://services.healthtech.dtu.dk/
service.php? SignalP-5.0/

TMHMM
 

2.0 https://services.healthtech.dtu.dk/
service.php? TMHMM-2.0/

NCBI
 

ORF
Finder

 

Viewer
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
orffinder/

Prankweb https://www.prankweb.cz/

Cell-Ploc
 

2.0 http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/
Cell-Ploc/

YinOYang
 

1.2 https://services.healthtech.dtu.dk/
services/YinOYang-1.2/

NetNGlyc
 

1.0 https://services.healthtech.dtu.dk/
services/NetNGlyc-1.0/

NetPhos
 

3.1
 

MEGA11.
0

https://services.healthtech.dtu.dk/
services/NetPhos-3. 1/https://www.
megasoftware.net/

IEDB http://www.iedb.org/

SYFPEITHI http://www.syfpeithi.de/
Immunomedicine

 

Group
http://imed.ucm.es/Tools/antigenic.pl/

SAVES
 

v6.0 https://saves.mbi.ucla.edu/

SWISS-MODEL https://swissmodel.expasy.org/

SOPMA https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin
 

/

NCBI
 

Conserved
 

Domains
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Structure/cdd/wrpsb.cgi/

Discovery
 

Studio
 

2020 https://discovery.3ds.com/

Pymol https://pymol.org/2/

结 果

1 GP152基因的开放阅读框

NCBI
 

ORF
 

Finder分析gp152基因位于全基因

组(NC_003310.1)的148
 

842
 

-149
 

243位,总长度为

402
 

bp。gp152基因含有3个开放阅读框,ORF1是最

长的开放阅读框,起始密码子是“ATG”,终止密码子

是“TAA”,总共编码133个氨基酸,与目的蛋白全长

一致,表明 MPXV
 

A42R蛋白全长可完全表达(图1)。

MPXV
 

A42R 蛋 白 氨 基 酸 序 列:MAEWHKIIEDIS
 

KNNKFEDAAIVDYKTTKNVLAAIPNRTFAKINP
 

GEVIPLITNHNILKPLIGQKFCIVYTNSLMDENT
 

YAMELLTGYAPVSPIVIARTHTALIFLMGKPTT
 

SRRDVYRTCRDHATRVRATGN。

2 A42R蛋白的同源及系统进化分析

从NCBI
 

Genbank获取9个不同物种A42R蛋白

的氨基酸序列,使用ClustalW2.1进行比对分析(图

2A)。A42R蛋白的同源性对比矩阵结果表明,猴痘病

毒2022毒株(MPXV-2022)和猴痘病毒扎伊尔毒株

(MPXV-Zaire)、天花病毒(variola
 

virus,VARV)、痘
苗病毒(vaccinia

 

virus,VACV)、牛痘病毒(cowpox
 

virus,CPXV)、骆驼痘病毒(camelpox
 

virus,CMLV)、
鼠痘 病 毒 (ectromelia

 

virus,ECTV)、浣 熊 痘 病 毒

(raccoonpox
 

virus,RCNV)、臭鼬痘病毒(skunkpox
 

virus,SKPV)的 同 源 性 分 别 为 100%、98.50%、

96.99%、97.74%、99.25%、90.98%、81.20% 和

78.95%(图3)。系统发育进化树显示,两种猴痘病毒

毒株与天花病毒亲缘关系最近,其次是骆驼痘病毒、痘
苗病毒、牛痘病毒及鼠痘病毒,浣熊痘病毒与臭鼬痘病

毒构成一小分支,猴痘病毒距离该分支较远(图2B)。

图
 

1 MPXV
 

gp152基因的开放阅读框分析

Fig.1 Open
 

reading
 

frame
 

analysis
 

of
 

MPXV
 

gp152
 

gene

A 氨基酸比对 B 系统进化树
图

 

2 不同物种A42R蛋白的同源性比对及系统进化分析

A Amino
 

acid
 

sequences
 

alignment B Phylogenetic
 

tree
Fig.2 Homologous

 

analysis
 

of
 

CrmB
 

in
 

different
 

species

图
 

3 不同物种A42R蛋白的百分比一致性矩阵
Fig.3 Percent

 

identity
 

matrix
 

of
 

A42R
 

in
 

different
 

species
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3 A42R蛋白的理化性质和亲/疏水性

利用ExPasy网站下ProtParam对 MPXV
 

A42R
蛋白进行分析。结果显示,A42R蛋白由133个氨基

酸组成,包含带正电荷的氨基酸残基(Arg
 

+
 

Lys)17
个和负电荷的氨基酸残基(Asp

 

+
 

Glu)12个;分子质

量为15.003
 

42
 

ku,分子式为C670H1078N186O192S6,总
的原子数为2

 

132;理论等电点为9.36,消光系数为

13
 

075,半衰期是30
 

h,不稳定系数为27.23,属于稳

定蛋白;脂肪系数为93.91,亲水性平均值为-0.164。
构成A42R蛋白的氨基酸总共有20种,其中含量最多

的是异亮氨酸(Ile)和苏氨酸(Thr),占10.5%;含量最

少的是谷氨酰胺(Gln)和色氨酸(Trp),占0.8%;不含

吡咯赖氨酸(Pyl)和硒半胱氨酸(Sec)(表2)。
运用ExPasy网站下ProtScale分析 A42R蛋白

的亲/疏水性,疏水性用大于0的正数表示,亲水性用

小于0的负数表示。结果表明,最强的亲水氨基酸是

第112位的苏氨酸(Thr),亲水值为-2.289;最强的疏

水氨基酸是第93位的脯氨酸(Pro),疏水值为1.889;
总的亲水值为-60.061,总的疏水值为43.788,推测

A42R蛋白属于亲水性蛋白(图4)。

表
 

2 A42R蛋白的氨基酸组成
Table

 

2 Amino
 

acid
 

composition
 

of
 

A42R
 

protein
氨基酸

Amino
 

acid
数量

Quantity
百分比(%)
Percentage

氨基酸
Amino

 

acid
数量

Quantity
百分比(%)
Percentage

Ala 12 9.00 Leu 9 6.80
Arg 8 6.00 Lys 9 6.80
Asn 10 7.50 Met 4 3.00
Asp 6 4.50 Phe 4 3.00
Cys 2 1.50 Pro 7 5.30
Gln 1 0.80 Ser 4 3.00
Glu 6 4.50 Thr 14 10.50
Gly 5 3.80 Trp 1 0.80
His 4 3.00 Tyr 5 3.80
Ile 14 10.50 Val 8 6.00
Pyl 0 0.00 Sec 0 0.00

图
 

4 A42R蛋白的亲/疏水性分析
Fig.4 Hydropathicity/Hydrophobicity

 

analysis
 

of
 

A42R

4 A42R蛋白的信号肽、跨膜结构、亚细胞定位和功

能结构域

运用SignalP5.0
 

Serve网站对MPXV
 

A42R蛋白

的信号肽进行预测,结果显示该蛋白存在信号肽的概

率为0.0005,推测 A42R蛋白不存在信号肽序列,不
属于分泌性蛋白(图5)。运用TMHMM

 

Serve2.0预

测A42R蛋白的跨膜区,结果表明该蛋白位于膜外,跨
膜螺旋数量为0,即不存在跨膜结构,是非跨膜蛋白

(图6)。

图
 

5 A42R蛋白的信号肽分析

Fig.5 Signal
 

peptide
 

analysis
 

of
 

A42R

图
 

6 A42R蛋白的跨膜区域分析

Fig.6 Transmembrane
 

domain
 

analysis
 

of
 

A42R

运用Cell-Ploc2.0
 

网站预测A42R蛋白的亚细胞

定位,结果显示该蛋白主要在宿主细胞的细胞质膜上

发挥重要作用。NCBI
 

Conserved
 

Domains预测A42R
蛋白的2-133位氨基酸序列都属于PROF超家族,该
家族可以结合肌动蛋白单体、膜中多磷酸肌醇和聚L-
脯氨酸。Profilin可以通过结合肌动蛋白单体和末端

F-肌动蛋白亚基来抑制肌动蛋白的聚合,但是作为细

胞骨架的调节剂,也可以促进肌动蛋白的聚合,在分支

肌动蛋白纤维网络的组装中发挥作用(图7)。

图
 

7 A42R蛋白的结构域分析

Fig.7 Conserved
 

domain
 

analysis
 

of
 

A42R

5 A42R蛋白的二、三级结构

利用SOPMA网站预测A42R蛋白的二级结构,

·4·
中 国 病 原 生 物 学 杂 志

Journal
 

of
  

Pathogen
 

Biology 
2024年1月 第19卷第1期

Jan.2024, Vol.19,No.1



结果显示 A42R蛋白多肽链中存在38个α-螺旋,占

28.57%,38个延伸片段,占28.57%;48个无规则卷

曲,占36.09%;9个β-转角,占6.77%(图8)。

图
 

8 A42R蛋白的二级结构分析

Fig.8 Secondary
 

structure
 

analysis
 

of
 

A42R

运用SWISS-MODEL在线网站预测 A42R蛋白

的三级结构,构建出2个同源模型(A 和B)。根据

GMQE和 QMEAN 数 值 大 小 选 择 置 信 度 最 高 的

A42R蛋白的三级结构模型 A,其中 GMQE分值是

0.96,QMEAN分值是0.91。运用SAVES
 

v6.0网站

的拉曼光谱图验证三级结构模型A的可靠性,模型A
拉曼光谱图显示89.9%氨基酸残基都在最容许的区

域,表明模型A具有较好的可信度
 

(图9)。

图
 

9 A42R蛋白的三级结构

Fig.9 Tertiary
 

structure
 

protein
 

of
 

A42R
 

protein

6 A42R蛋白的糖基化位点和磷酸化位点

运用 YinOYang1.2、NetNGlyc1.0、NetPhos3.1

在线软件分别对A42R蛋白O-糖基化、N-糖基化、磷
酸化位点进行分析,结果显示A42R有2个O-糖基化

位点,位于第92位和第112位的氨基酸(图10);有1
个N-糖基化位点,位于第37位的氨基酸(图11);有

14个磷酸化位点,包括丝氨酸(S)位点3个,苏氨酸

(T)位点9个和酪氨酸(Y)位点2个,能被 PKC、

UNSP、CKII、DNAPK、SRC、INSR、CDK5、P38等激

酶磷酸化(图12)。

图
 

10 A42R蛋白的O-糖基化位点分析

Fig.10 O-glycosylation
 

sites
 

analysis
 

of
 

A42R
 

protein

图
 

11 A42R蛋白的N-糖基化位点分析

Fig.11 N-glycosylation
 

sites
 

analysis
 

of
 

A42R
 

protein

图
 

12 A42R蛋白的磷酸化位点分析

Fig.12 Phosphorylation
 

sites
 

analysis
 

of
 

A42R
 

protein

7 A42R蛋白的B/T细胞抗原表位

运用IEDB网站,基于 Bepipred
 

Linear
 

Epitope
 

Prediction
 

2.0预测A42R的B细胞表位的抗原性,阀
值为0.500,结果显示 N端的5-17、37-45、72-78、86-
88、109-117区域为可能的B细胞抗原表位(图13A);
基 于 Kolaskar

 

&
 

Tongaonkar
 

Antigenicity 预 测

A42R的B细胞表位的抗原性,阀值为1.026,结果显

示N端的20-25、30-35、58-72、86-98、101-107区域的

抗原性较强(图13B)。
运用SYFPEITHI网站对 A42R蛋白的 T细胞

表位进行分析,其中选取 MHC分子亚型 HLA-A*
02:01限制性CTL表位,分值大于15,预测到23个

CTL细胞优势表位(表3);MHC分子亚型 RT1.AI
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辅助性Th细胞表位,分值大于10,检测到16个 Th
细胞表位(表4)。

图
 

13 A42R蛋白的B细胞抗原表位分析

Fig.13 B-cell
 

antigen
 

epitopes
 

analysis
 

of
 

A42R
 

protein

表
 

3 A42R蛋白CTL细胞优势表位分析
Table

 

3 Analysis
 

of
 

dominant
 

epitopes
 

of
 

A42R
 

in
 

CTL
 

cells
序号
No.

起始位置
Start

 

position
序列

Sequence
分数
Score

1 83 ELLTGYAPV 23
2 95 VIARTHTAL 22
3 61 LIGQKFCIV 21
4 50 PLITNHNIL 20
5 74 LMDENTYAM 20
6 6 KIIEDISKN 19
7 60 PLIGQKFCI 19
8 66 FCIVYTNSL 19
9 27 TTKNVLAAI 18
10 31 VLAAIPNRT 18
11 43 INPGEVIPL 18
12 57 ILKPLIGQK 18
13 73 SLMDENTYA 18
14 96 IARTHTALI 18
15 98 RTHTALIFL 18
16 94 IVIARTHTA 17
17 105 FLMGKPTTS 17
18 40 FAKINPGEV 16
19 42 KINPGEVIP 16
20 56 NILKPLIGQ 16
21 81 AMELLTGYA 16
22 87 GYAPVSPIV 16
23 102 ALFLMGKP 16

8 A42R蛋白的抗原决定簇

运用Immunomedicine
 

Group网站对A42R蛋白

的抗原决定簇进行预测,平均抗原倾向性为1.0
 

214,
共计有6个抗原决定簇表位,主要位于氨基酸序列的

18-25、28-34、44-54、56-71、81-106、117-127位点,这些

位点形成抗原决定簇的可能性较高(图14)。
 

表
 

4 A42R蛋白Th细胞优势表位分析
Table

 

4 Analysis
 

of
 

dominant
 

epitopes
 

of
 

A42R
 

in
 

Th
 

cells
序号
No.

起始位置
Start

 

position
序列

Sequence
分数
Score

1 72 NSLMDENTY 24
2 32 LAAIPNRTF 17
3 80 YAMELLTGY 17
4 116 DVYRTCRDH 17
5 68 IVYTNSLMD 16
6 101 TALIFLMGK 13
7 15 NKFEDAAIV 12
8 30 NVLAAIPNR 12
9 62 IGQKFCIVY 12
10 110 PTTSRRDVY 12
11 17 FEDAAIVDY 11
12 23 VDYKTTKNV 11
13 58 LKPLIGQKF 11
14 64 QKFCIVYTN 11
15 97 ARTHTALIF 11
16 103 LIFLMGKPT 11

图
 

14 A42R蛋白抗原决定簇预测

Fig.14 Prediction
 

of
 

A42R
 

antigen
 

epitopes

9 A42R蛋白的配体结合位点和分子对接分析

运用Prankweb网站预测MPXV
 

A42R蛋白的配

体结合位点,结果如图15。其中在序列可视化窗口

中,8种不同颜色的图形分别代表预测的蛋白质口袋

结构和实际配体相结合的潜在序列位置区域;结构可

视化窗口中,该蛋白表面也用不同颜色表示每个口袋

区域,灰色代表保守性区域,灰色越深表示保守性越

高。表5显示,黑色区域(Pocket
 

1)口袋分值为4.06,

Rank为1,大于其它颜色区域的口袋分值,推测黑色

区域是最大可能的配体结合区域,其概率可能性分值

为0.173,氨基酸残基数目为10,保守性分值2.680。
对SWISS-MODEL同源建模的 A42R蛋白晶体

结构进行预处理,然后将准备好的配体小分子利用

Discovery
 

Studio
 

2020分子模拟软件中的Libdock模

块进行分子对接虚拟筛选,按照Score大小为依据进

行排序,分值越高表明该小分子化合物和A42R蛋白

的相互作用越紧密,结果得到 Top20的小分子化合
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物。然后利用PyRx软件内部的 Vina进行二次分子

对接,选择结合能最低(结合能越低,结合越好)的

Top5
 

FDA西药化合物(表6)和Top5中药单体化合

物(表7)进行对接结合,使用Pymol进行可视化分析,
结果如图16。

图
 

15 A42R蛋白的配体结合区分析

Fig.15 Analysis
 

ligand
 

binding
 

sites
 

of
 

A42R

表
 

5 A42R蛋白的配体结合区分析
Table

 

5 Ligand
 

binding
 

sites
 

analysis
 

of
 

A42R

口袋
排名
Pocket
rank

口袋
分数
Pocket
score

可能性
分数

Probability
score

数目
AA
count

保守性
Conservation

残基位置
Residues

1 4.06 0.173 10 2.680 A_107,A_18,A_19,A_38,A_39,
A_65,A_88,A_89,A_90,A_92

2 3.73 0.150 10 2.006 A_0,A_1,A_101,A_133,A_24,A_27,
A_28,A_30,A_32,A_4

3 3.57 0.138 9 2.780 B_107,B_18,B_19,B_38,B_39,B_65,
B_88,B_89,B_90

4 3.06 0.103 12 0.813
A_10,A_120,A_123,A_124,A_127,B
_100,B_126,B_129,B_130,B_77,B_
78,B_80

5 2.99 0.099 6 2.741 B_101,B_133,B_24,B_27,B_32,B_4

6 2.40 0.064 10 1.342 A_10,A_11,A_116,A_120,A_124,
A_127,A_14,A_16,A_17,B_78

7 2.39 0.064 10 1.001 A_115,A_118,A_119,A_122,A_123,
B_115,B_118,B_119,B_122,B_123

8 2.23 0.054 11 0.878 A_100,A_126,A_129,A_77,A_78,A_
80,B_10,B_120,B_123,B_124,B_127

表
 

6 A42R蛋白的Top5西药化合物
Table

 

6 Top5
 

western
 

medicine
 

compounds
 

of
 

A42R

排名
Rank

配体
Ligand

结合能
Affinity
kcal/mol

化合物ID号
Pubchem
CID

分子质量
Molecular

 

Weight
 

g/mol

1 Nadide -7.1 5892 663.4
2 Flavitan -7.1 643975 785.5
3 Tannic

 

acid -6.9 16129778 1701.2
4 Pralmorelin

 

hydrochloride -6.6 9940988 890.9
5 Nelfinavir -6.5 64143 567.8

讨 论

迄今为止,MPXV天然动物宿主在很大程度上仍

不确定。在自然界多个动物中,MPXV的动物宿主包

括绳松鼠、树松鼠、条纹小鼠、睡鼠、冈比亚袋鼠、白眉

猴、黑猩猩等以及其它非人灵长类动物[20-21]。MPXV

不仅可从动物传播给人类,也可通过直接接触、呼吸道

飞沫或病原体从人类传播给人类。有临床研究显示,
与未接种过天花疫苗的人相比,接种过天花疫苗者能

较好地预防 MPXV或发展为症状较轻的疾病[22]。但

是该疫苗不建议在大规模人群中接种,只被推荐用于

高危人群,因为只能提供85%的有效保护。自1980
年世界宣布根除天花以来,我国停止接种天花疫苗30
余年,即便是以前接种过的人,随着时间的推移也有一

定的感染风险。鉴于 MPXV存在持续进化的迹象,本
研究采用生物信息学方法对 MPXV

 

A42R进行分析,
其中包括开放阅读框、序列同源性、糖基化、磷酸化位

点、蛋白空间结构、抗原表位、配体结合区域以及小分

子化合物等。

表
 

7 A42R蛋白的Top5中药单体化合物
Table

 

7 Top5
 

natural
 

compounds
 

of
 

A42R

排名
Rank

配体
Ligand

结合能
Affinity
kcal/mol

化合物ID号
Pubchem
CID

分子质量
Molecular

 

Weight
 

g/mol

1 HY-137295 -7.3 162166 556.6
2 HY-N0616 -6.9 442827 446.4
3 HY-N7635 -6.9 14189384 618.8
4 HY-N0699 -6.8 5281406 352.3
5 HY-N7199 -6.7 5489114 464.4

  A 辅酶A B 核黄素 C 丹宁酸 D 盐酸普拉莫林 E 奈
非那韦 F 二苯甲酸 G 三叶豆紫檀苷 H 齐墩果酸

 

beta-D-吡
喃葡萄糖基酯 I 西瑞香素 J 次大风子素

图
 

16 A42R蛋白和化合物的分子对接

A Nadide B Flavtin C Tannic
 

acid D Pralmorelin
 

hydrochloride E Nelfinavir F Ingenol
 

dibenzoate G  
Trifolirhizin H Oleanolic

 

acid
 

beta-D-glucopyranosyl
 

ester I 
Daphnoretin J Hydnocarpin

Fig.16 Molecular
 

docking
 

of
 

A42R
 

and
 

compounds
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MPXV
 

A42R是一种参与F-肌动蛋白组装和调

节的肌动蛋白结合蛋白,在 MPXV感染周期中的作用

尚不清楚[23]。本研究对 MPXV-2022、MPXV-Zaire、

VARV、VACV、CPXV、CMLV、ECTV、RCNV 和

SKPV进行序列比对分析,结果显示这9个物种中

A42R蛋白具有高度的相似性,其中 MPXV-2022和

CPXV、VACV、VARV、MPXV-Zaire、CMLV的同源

性分 别 为 97.74%、96.99%、98.50%、100.00%、

99.25%,表明A42R是一种高保守性蛋白,可用作诊

断的标记蛋白。目前,实时荧光定量 PCR 或常规

PCR依然是检测人类 MPXV的首选方法,靶基因通

常是DNA多聚酶基因(E9L)、DNA依赖性RNA多

聚酶18基因(RPO18)、细胞外包膜蛋白基因(B6R)和
补体结合蛋白(3CL)等[24]。同时,系统发育进化树也

表明 MPXV-2022、MPXV-Zaire、VARV同处在一个

大分支,表明三者亲缘关系较近。因此,MPXV 和

VARV在生物学特性、形态结构和抗原性等方面具有

很高的相似性,而 MPXV比VARV具有更广泛的宿

主和潜在的传播力[25]。最近一项研究报道,MPXV被

发现在人与犬之间传播[26]。

MPXV基因组大小约197
 

kb,包含大约190个不

重叠的开放阅读框,编码大于200个蛋白质。本研究

分析 MPXV
 

gp152基因包含3个开放阅读框,ORF1
是最具编码蛋白潜能的序列,A42R蛋白被完全表达。

A42R蛋白属于PROF超家族,主要在宿主细胞的细

胞质膜上发挥作用,但Signal5.0和TMHMM2.0网

站均预测其不存在跨膜结构和信号肽,推测此蛋白并

不直接负责向宿主细胞进行迁移、粘附和囊泡运输。
理化性质预测显示,A42R蛋白由133个氨基酸构成,
理论等电点为9.36,属于碱性蛋白质,与其带正电荷

的氨基酸数目大于带负电荷数目相一致。A42R半衰

期为30
 

h,不稳定系数为27.23,属于稳定蛋白,与

MPXV能抗干燥和低温并且在4
 

℃下可长时间保持

活力相符。A42R为亲水性蛋白,该蛋白的氢键和疏

水性表面会吸引大量的水分子,形成氢键网路,保持该

蛋白质的稳定性以发挥其功能作用。
从 MPXV

 

A42R蛋白的结构上分析,二级结构的

无规则卷曲所占比例最高(36.09%),由于无规则卷曲

大量散布在蛋白中,使得空间结构容易发生改变,口袋

结构更易于与其它小分子化合物相结合。拉曼光谱图

验证三级结构模型A具有较好的可靠性,89.9%的氨

基酸残基位于最容许的深红色区,10.1%的氨基酸残

基位于额外容许的深黄色区。不对称单元模型A由2
条多肽链组成,整体形成一个7股反平行β片,与

Minasov等[27]报道的 A42R蛋白衍射结构模型相一

致,推测此Profilin样蛋白在改变细胞内病毒复制的

肌动蛋白动力学过程中发挥作用。本研究预测A42R
蛋白存在2个 O-糖基化位点、1个 N-糖基化位点和

14个磷酸化位点,然而鲜有关于修饰位点的研究报

道,这些修饰位点可能会改变蛋白质结构和功能,有待

于进一步验证。

MPXV感染的临床症状一般轻微和自限,一般采

用支持性治疗,目前还没有特效疗法。然而在某些病

人,如患有严重系统疾病、免疫功能低下、孕妇和儿童,
可能需要特殊疗法,但多数患者只能依靠抗天花病毒

药物进行治疗[28-29]。本研究对 MPXV
 

A42R蛋白的

配体结合位点和小分子化合物综合分析,得到8个配

体结合区域和10个可能的西药和中药化合物,其中黑

色区域(Pocket
 

1)是可能性最大的,这将有利于新药

设计。Cidofovir也称为 Vistide,是一种前体药物,在
体外和动物模型研究中显示能抑制病毒的DNA多聚

酶,对抗痘病毒有一定效果,但具有肾毒性和致癌

性[30]。Tecovirimat(ST-246,TPOXX)[31]也是用于治

疗天花的抗病毒药物,已被美国食品和药品管理局

(food
 

and
 

drug
 

administration,FDA)批准用于治疗疫

情期间的猴痘。Brincidofovir(CMX-001)[32]是一种改

良的Cidofovir化合物,相比Cidofovir对肾脏毒性较

小,已经证明其具有抗正痘病毒活性。疫苗注射免疫

球 蛋 白 (vaccinia
 

immune
 

globulin
 

intravenous,

VIGIV)[33]也是FDA批准的一种药物,美国疾控中心

允许在疫情爆发期间用于治疗猴痘,但是关于治疗病

毒感染的有效数据还无法统计。
本研究基于不同算法对A42R蛋白的B细胞抗原

表位进行预测,分别筛选出5个最可能的抗原表位。
同时,使用SYFPEITHI网站预测出23个CTL细胞

抗原优势表位和16个 Th细胞优势表位,还证实

A42R蛋 白 可 能 存 在 6 个 抗 原 决 定 簇 表 位,可 为

MPXV疫苗的研发提供参考,以替代第二代正痘病毒

活疫苗ACAM2000以及第三代减毒疫苗JYNNEOS,
因为ACAM2000[34]为活疫苗,具有复制能力,有发生

严重不良事件的风险,还可引起心肌炎和心包炎。

JYNNEOS[35]疫苗是一种复制缺陷的疫苗,还需要大

量的临床试验数据证明其安全性和有效性。

Spicknall等[36]报道从精液中检出 MPXV,大量

确诊 MPXV 的男性患者来自男男性行为者,因此

MPXV在全球将如何演变尚不清楚。为了防范可能

出现的猴痘爆发疫情,本研究借助生物信息学工具重

点分析了 MPXV
 

A42R蛋白的结构特征、预测了多个

潜在的B/T细胞抗原表位、配体结合位点和小分子化

合物,可为新药和疫苗研发提供一定的理论依据。
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