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　　摘要：为探究非洲猪瘟病毒Ｂ６４６Ｌ基因序列的碱基组成特点，及预测该基因所编码的ｐ７２蛋白质结构与细胞抗原
表位，利用ＰＣＲ技术对非洲猪瘟病毒Ｂ６４６Ｌ基因ＯＲＦ框的序列进行扩增、测序及碱基组成分析；运用软件 ＥＸＰＡＳＹ、
ＰＲＡＢＩ与ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ对 ｐ７２蛋白质进行理化性质分析及二、三级结构预测；运用在线软件 ＡＢＣｐｒｅｄＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ、
Ｓｃｒａｔｃｈ、ＩＥＤＢ和ＮｅｔＣＴＬ对ｐ７２蛋白在Ｂ、Ｔ细胞的抗原表位进行预测。结果表明，非洲猪瘟病毒 Ｂ６４６Ｌ基因 ＯＲＦ框
序列全长为１９４１ｂｐ，其中，碱基Ａ含量为２６．９％，Ｔ含量为２８．９％，Ｇ含量为２４．２％及Ｃ含量为２０．０％，Ａ＋Ｔ的含
量为５５．８％，Ｇ＋Ｃ的含量为４４．２％，ＡＴ含量显著高于ＧＣ含量；该序列共编码６４６个氨基酸，ｐ７２蛋白大小为７６ｋｕ；
在整个ｐ７２蛋白分子的二、三级结构中，α－螺旋占 １９．３５％，β－转角占 ５．４２％，无规卷曲占 ５０．１５％，扩展链为
２５０８％，以无规卷曲为主要结构；该蛋白存在细胞质的概率最大，其次是细胞核，存在于线粒体、高尔基体和内质网的
概率较低；ｐ７２蛋白Ｂ淋巴细胞优势抗原表位分别为１２～１８ａａ、２７～３７ａａ、４５～５５ａａ、７７～８８ａａ、１１０～１２０ａａ；Ｔ淋巴
细胞优势抗原表位分别为２０３～２１２ａａ、２９８～３０７ａａ、５２０～５３１ａａ。说明非洲猪瘟病毒Ｂ６４６Ｌ基因ＯＲＦ框序列呈明显
ＡＴ偏好性；ｐ７２蛋白为一亲水性蛋白，其高级结构主要以无规卷曲为主，且具有 Ｂ、Ｔ淋巴细胞优势抗原表位，是检测
试剂和疫苗研发的理想靶标。
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　　非洲猪瘟（Ａｆｒｉｃａｎｓｗｉｎｅｆｅｖｅｒ，ＡＳＦ）是由非洲猪
瘟病毒寄居于被感染猪的血液、组织液及内脏器官

内所引起的且以高热不退、全身出血、脾脏肿大及

呼吸与神经系统功能紊乱为病理特征的一种急性、

高传染性、高致死性传染病［１－２］。１９２１年，该病首
次于肯尼亚发现［３］，随后蔓延、扩散至非洲、欧洲及

南美洲等多个国家和地区［４］，现已呈世界性分布。

目前，全球共有３７个国家和地区的养猪业已受非洲
猪瘟的影响［５］。由于非洲猪瘟病毒在疾病扩散上

具有高传染性及在致病上具有高致死性等特

点［６－７］，故而自其被发现以来一直对生猪的健康生

产产生严重威胁，极大地阻碍了全球畜牧业的发

展。现今，该病已被世界动物卫生组织（ＯＩＥ）列为
法定报告的动物疫病［８］，在国内也被认定为一类动

物疫病［９］。然而，迄今为止，市面上尚无该病的疫

苗和治疗特效药［１０］。因此，对那些能编码免疫原性

蛋白的基因进行测序与分析，以及对具有疫原性蛋

白进行结构预测，已成为研制非洲猪瘟疫苗的关键。

非洲猪瘟病毒为由媒介生物传播的双股线性

ＤＮＡ病毒。据资料显示，非洲猪瘟病毒的基因组全
长为１７０～１９３ｋｂ，共含１５０～１６７个开放阅读框，编
码１５０～２００种结构和非结构蛋白［７，１１］，其中，ｐ１２、
ｐ３０、ｐ３５、ｐ５４、ｐ７２、ｐＫ２０５Ｒ与 ＣＤ２ｖ等蛋白具有较
高的免疫源性［１２］，常用于非洲猪瘟的快速诊断和

ＥＬＩＳＡ检测试剂盒的制备［１３］。有研究表明，ｐ７２蛋
白是由Ｂ６４６Ｌ基因所编码［１４］，大小约为 ７２ｋｕ［１５］，
为非洲猪瘟病毒粒子的主要衣壳蛋白，占比

３３％［７］，具有构象中和表位且能诱导机体产生中和

抗体［１６］，是检测试剂及疫苗开发的重要靶标［１７］。

如，ＰｈｉｌｌｉｐｓＭＥ等就利用ｐ７２蛋白制备了抗该蛋白
的单克隆抗体［１８］；张文燕等在体外表达了全长和截

短的ｐ７２蛋白，分析并比较了两者的免疫源性及反

—１４１—江苏农业科学　２０２３年第５１卷第１６期



应源性［７］。由此可见，ｐ７２蛋白在非洲猪瘟的检测
及疫苗研制等方面占有重要的一席之地，对其遗传

信息及生物学功能研究已成为有效防控非洲猪瘟

不可或缺的内容。因此，本研究扩增了非洲猪瘟病

毒的Ｂ６４６Ｌ基因序列全长，并对其所编码 ｐ７２蛋白
的结构进行预测，以期为今后非洲猪瘟疫苗的研制

提供一些有用的信息，为进一步研究 ｐ７２蛋白生物
学功能奠定坚实基础。

１　材料

１．１　样品来源
病料取于怀化市中方县某养猪场，经分子生物

学鉴定，该病原体为非洲猪瘟病毒。

１．２　主要试剂
动物组织基因组ＤＮＡ提取试剂盒，购自天根生

化科技（北京）有限公司；２×ＥａｓｙＴａｑＰＣＲＳｕｐｅｒ
（Ｍｉｘ）保真酶，购自宝生物工程（大连）有限公司；蛋
白酶Ｋ和ＤＬ－２０００Ｍａｒｋｅｒ，购自北京全式金生物
技术有限公司。

１．３　引物设计与合成
试验于２０２１年９月怀化职业技术学院动物科

技系分子实验室中进行，首先以 ＡＳＦＶ中国分离株
Ｐｉｇ／ＨＬＪ的Ｂ６４６Ｌ基因（登录号为 ＭＫ３３３１８０）序列
为参照序列，运用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｉｍｅｒ５．０软件设计１对
引物，序列为Ｂ６４６Ｌ－Ｆ：５′－ＴＴＡＧＧＴＡＣＴＮＴＡＡＣＧＣ
ＡＧＣＡＣＡＧ－３′，Ｂ６４６Ｌ－Ｒ：５′－ＣＡＴＣＡＧＧＡＧＧＡＧＣ
ＴＴＴＴＴＧＴＣ－３′，以扩增ＡＳＦＶ的Ｂ６４６Ｌ基因。再将
设计好的引物序列发送至生工生物工程（上海）股

份有限公司以进行生物合成。

２　方法

２．１　非洲猪瘟病毒的ＤＮＡ提取
按照ＤＮＡ提取试剂盒说明书，逐步提取非洲猪

瘟病毒总ＤＮＡ。再将 ＤＮＡ提取液于１．５％琼脂糖
凝胶进行电泳，以检测ＤＮＡ的提取是否成功。将阳
性ＤＮＡ提取液于－２０℃保存、备用。
２．２　Ｂ６４６Ｌ基因的ＰＣＲ扩增

以提取好的 ＤＮＡ为模板，利用引物、２×
ＥａｓｙＴａｑＰＣＲＳｕｐｅｒ（Ｍｉｘ）保真酶对非洲猪瘟病毒的
Ｂ６４６Ｌ基因进行ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ扩增体系（总体积
为５０μＬ）：２×ＥａｓｙＴａｑＰＣＲＳｕｐｅｒ保真酶（Ｍｉｘ）
２５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ２２μＬ，ＤＮＡ模板１μＬ，上、下游引物
各１μＬ。ＰＣＲ扩增程序：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃

变性３０ｓ，５６℃退火４５ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，共运行
３５个循环；最后，７２℃再延伸 ５ｍｉｎ。吸取 ５μＬ
ＰＣＲ产物在１．５％琼脂糖上进行电泳检测。将阳性
ＰＣＲ反应液发送至生工生物（上海）有限公司进行
双向测序（每个样３个生物学重复）。
２．３　原始序列的校准、比对与分析

利用软件Ｃｈｒｏｍａｓ查看所有原始序列的测序峰
图［１９］，去除峰图较差的序列；再将原始序列在 ＮＣＢＩ
中进行 ＢＬＡＳＴ比对，确认其为目的基因序列；利用
软件ＤＮＡＳＴＡＲ对所获序列进行碱基组成分析［２０］。

２．４　Ｂ６４６Ｌ基因序列的翻译
利用在线软件 ＥＸＰＡＳＹ对 Ｂ６４６Ｌ基因序列进

行翻译［２１－２２］，统计氨基酸数目，计算 ｐ７２蛋白的分
子量大小。

２．５　ｐ７２蛋白理化性质的分析
将上述所得 的 氨 基 酸 序 列 于 在 线 工 具

ＰｒｏｔＰａｒａｍ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）进行
分析［２３］，以获得ｐ７２蛋白分子质量、等电点、原子组
成及稳定疏水性等理化性质。

２．６　ｐ７２蛋白的二、三级结构预测
利用在线软件 ＳＯＭＰＡ分析、计算 ｐ７２蛋白所

含的α－螺旋、β－折叠、β－转角、无规卷曲及扩展
链的数目与百分比［２３］；利用在线软件 ＰＲＡＢＩ与
ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ对 ｐ７２蛋白的二、三级结构进行
预测［２１］。

２．７　ｐ７２蛋白的定位分析
基于ＳＶＭ算法和ＰＳＩ－ＢＬＡＳＴ数据库对ｐ７２蛋

白的定位进行预测和分析［２１］。

２．８　ｐ７２蛋白Ｂ、Ｔ淋巴细胞抗原表位预测
利用在线工具ＡＢＣｐｒｅｄＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ（ｈｔｔｐ：／／ｃｒｄｄ．

ｏｓｄｄ．ｎｅｔ／ｒａｇｈａｖａ／ａｂｃｐｒｅｄ／ＡＢＣ＿ｓｕｂｍｉｓｓｉｏｎ．ｈｔｍｌ）、
Ｓｃｒａｔｃｈ（ｈｔｔｐ：／／ｓｃｒａｔｃｈ．ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ．ｉｃｓ．ｕｃｉ．ｅｄｕ／）、
ＩＥＤＢ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．Ｉｅｄｂ．ｏｒｇ／）对其优势 Ｂ淋巴细
胞表位进行预测［２３］；利用在线软件 ＩＥＤＢ、ＮｅｔＣＴＬ
Ｓｅｒｖｅｒ（ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＮｅｔＣＴＬ／）预测优
势 Ｔ淋巴细胞表位［２３］。

３　结果与分析

３．１　Ｂ６４６Ｌ基因的ＰＣＲ扩增
由图１可知，所扩增的 ＰＣＲ产物为阳性，泳道

内仅含１个条带，清晰，无拖尾或含其他杂带，大小
约为１９５０ｂｐ，与预期目的条带大小相一致。测序
所得序列为１９４１ｂｐ。
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３．２　目的基因序列的校准、比对与提交
所获原始序列经校准后，其长度为１９４１ｂｐ；再

于ＮＣＢＩ中进行 ＢＬＡＳＴ比对，发现所获序列与已公

布Ｂ６４６Ｌ基因序列的相似度为９９％ ～１００％，确认
该序列为目的基因序列。最后，将该基因序列提交

到ＧｅｎＢａｎｋ，获得其基因登录号为ＭＫ３３３１８０。
３．３　Ｂ６４６Ｌ基因序列碱基组成分析

对非洲猪瘟病毒 Ｂ６４６Ｌ基因序列的碱基组成
进行分析，结果显示，在非洲猪瘟病毒的 Ｂ６４６Ｌ基
因序列中，Ａ、Ｔ、Ｇ、Ｃ等 ４种碱基含量分别为
２６９％、２８．９％、２４．２％和 ２０．０％；Ａ＋Ｔ含量为
５５８％，Ｇ＋Ｃ含量为４４．２％。可见非洲猪瘟病毒
的Ｂ６４６Ｌ基因序列的Ａ＋Ｔ含量高于Ｇ＋Ｃ含量。
３．４　Ｂ６４６Ｌ基因序列的翻译

由图２可知，非洲猪瘟病毒 Ｂ６４６Ｌ基因共编码
６４６个氨基酸。

　　根据所获氨基酸序列，统计各种氨基酸在此氨
基酸链的数目，并计算出其百分比。由表１可知，异
亮氨酸占整个氨基酸链的百分比最高，其比例为

７７％，其后依次为亮氨酸和脯氨酸、天冬酰胺氨基
酸、丝氨酸、苏氨酸、甘氨酸、缬氨酸、苯丙氨酸和天

冬氨酸、赖氨酸、丙氨酸和组氨酸、精氨酸、酪氨酸

和谷氨酰胺、谷氨酸、色氨酸、半胱氨酸和甲硫氨酸。

表１　ｐ７２蛋白所含各种氨基酸数目及百分比

氨基酸名称
数目

（个）

百分比

（％） 氨基酸名称
数目

（个）

百分比

（％）

丙氨酸（Ａｌａ） ３１ ４．８ 亮氨酸（Ｌｅｕ） ４７ ７．３

精氨酸（Ａｒｇ） ２８ ４．３ 赖氨酸（Ｌｙｓ） ３２ ５．０

天冬酰胺（Ａｓｎ） ４５ ７．０ 甲硫氨酸（Ｍｅｔ） ９ １．４

天冬氨酸（Ａｓｐ） ３４ ５．３ 苯丙氨酸（Ｐｈｅ） ３４ ５．３

半胱氨酸（Ｃｙｓ） ９ １．４ 脯氨酸（Ｐｒｏ） ４７ ７．３

谷氨酰胺（Ｇｌｎ） ２６ ４．０ 丝氨酸（Ｓｅｒ） ４４ ６．８

谷氨酸（Ｇｌｕ） ２５ ３．９ 苏氨酸（Ｔｈｒ） ４２ ６．５

甘氨酸（Ｇｌｙ） ４０ ６．２ 色氨酸（Ｔｒｐ） ９ １．４

组氨酸（Ｈｉｓ） ３１ ４．８ 酪氨酸（Ｔｙｒ） ２６ ４．０

异亮氨酸（Ｉｌｅ） ５０ ７．７ 缬氨酸（Ｖａｌ） ３７ ５．７

３．５　ｐ７２蛋白的理化性质分析
非洲猪瘟病毒 ｐ７２蛋白的分子式为 Ｃ３３０３Ｈ５０３６

Ｎ９０４Ｏ９４８Ｓ１８，大小为７６ｋｕ，共含６４６个氨基酸，其中，
强碱性氨基酸个数为６０，强酸性氨基酸个数为５９，
脂肪族氨基酸指数为７９．９７，等电点为７．７１，平均亲
水系数（ＧＲＡＶＹ）为－０．３９２，不稳定系数为３８．３。
３．６　ｐ７２蛋白的二、三级结构预测

利用在线软件ＳＯＭＰＡ对 ｐ７２蛋白的二级结构
进行分析，结果显示，α－螺旋数目为 １２５个，占
１９３５％；β－转角数目为３５个，占５．４２％，无规卷
曲数目为３２４个，占５０．１５％，扩展链数目为１６２个，
占２５．０８％。同时，也对 ｐ７２蛋白的氨基酸位点进
行了分析，由图３可知，ｐ７２蛋白所含的无规卷曲数
目最多，其二级结构以无规卷曲为主。

　　 此外，利用在线分析工具 Ｓｗｉｓｓ－Ｍｏｄｅｌ
（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）对 ｐ７２蛋白的三
级结构进行预测。由图４可知，非洲猪瘟病毒 ｐ７２
蛋白的三级结构含有无规卷曲、α－螺旋、β－折叠
及 β－转角等二级结构，其中以无规卷曲的数目最
多，占比最高；ｐ７２蛋白三级结构的Ｎ端为一β－折
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叠结构，而其Ｃ端为一α－螺旋，其ＧＭＱＥ为０．８２，
ＱＭＥＡＮ４为 ０．７６±０．０５。与模型 ｃ６１２ｔＢ、ｃ６ｋｕ９Ｂ
相比，其覆盖率均为 １００％，相似度却分别为 ９８％
和１００％。

３．７　ｐ７２蛋白的定位分析
基于 ＳＶＭ算法中的 ＬＯＣＳＶＭＰＳＩ预测方法及

ＰＳＩ－ＢＬＡＳＴ数据库的 ＨＳＬｐｒｅｄ预测方法对 ｐ７２蛋
白的定位进行了预测，结果显示，ｐ７２蛋白位于线粒

体的可能性为４．３％，位于高尔基体、内质网及分泌
系统囊泡的概率均为４．３％，位于真核细胞核内的
概率为 ３９．１％，位于真核细胞质内的概率为
４３．５％。
３．８　ｐ７２蛋白在Ｂ、Ｔ淋巴细胞抗原表位预测

运用软件 ＡＢＣｐｒｅｄＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ、Ｓｃｒａｔｃｈ及 ＩＥＤＢ
对ｐ７２蛋白Ｂ淋巴细胞抗原表位进行预测（表２）。

表２　ｐ７２蛋白Ｂ淋巴细胞抗原表位预测结果

ＡＢＣｐｒｅｄ预测

位置 序列 得分

Ｓｃｒａｔｃｈ预测

位置 序列 得分

ＩＥＤＢ预测

１．０ ２．０

位置 序列 位置 序列

１１０ ＬＧＡＣＨＳＳＷＱＤ ０．８４ １２ ＤＧＫＡＤＫ ０．９０８ ３７ ＮＫＳＹＧＫＰＤＰＥＰＴＬＳＱＩ ６ ＡＦＣＬＩＡＮＤＧＫＡＤＫＩ

２７ ＮＳＲＩＳＮＩＫＮＶ ０．８３ ２８４ ＨＮＩＱＴＡ ０．８０５ ７７ ＶＲＰＨＴＧＴＰＴＬＧ ２５ ＬＬＮＳＲＩＳＮＩＫＮＶＮＫＳＹ

３６６ ＤＬＶＮＥＦＰＧＬＦ ０．８２ ２９７ ＩＴＤＡＴＹ ０．８０３ １１５ ＳＳＷＱＤＡＰＩＱＧＴＳＱＭＧＡＨＧ ８０ ＨＴＧＴＰＴＬＧＮ

４５ ＰＥＰＴＬＳＱＩＥＥ ０．８１ ４９９ ＰＴＨＨＡＥ ０．７９６ １３５ ＱＴＦＰＲＮＧＹＤＷＤＮＱＴＰＬＥ １１１ ＧＡＣＨＳＳＷＱＤＡＰＩＱＧＴＳＱＭＧＡＨＧＱ

８１ ＴＧＴＰＴＬＧＮＫＬ ０．８０ ５９１ ＹＱＰＳＧＨＩ ０．７９６ １６２ ＧＲＰＩＶＰＧＴＫＮＡ １４２ ＹＤＷＤＮＱＴＰ

２４１ ＬＬＣＮＩＨＤＬＨＫ ０．７９ ５９３ ＰＳＧＨＩＮ ０．７９５ １８２ ＹＰＧＥＲＬ １９４ ＤＶＮＧＮＳＬＤＥＹＳＳＤＶＴＴ

１０５ ＶＧＨＨＩＬＧＡＣＨ ０．７９ ４６ ＥＰＴＬＳＱ ０．７９３ １９７ ＧＮＳＬＤＥＹＳＳＤ ２２１ ＭＴＧＹＫＨＬＶＧＱＥＶＳＶＥＧＴＳＧＰ

　　运用在线预测工具ＮｅｔＣＴＬ、ＩＥＤＢ对ｐ７２蛋白Ｔ
淋巴细胞抗原表位进行预测（表３）。

表３　ｐ７２蛋白Ｔ淋巴细胞抗原表位预测结果

ＩＥＤＢ预测 ＮｅｔＣＴＬ预测

位置 序列 得分 位置 序列 得分

２９８ ＩＴＤＡＴＹＬＤＩ ０．０３ ５２２ ＩＳＤＩＳＰＶＴＹ ０．６７

５２０ ＳＳＩＳＤＩＳＰＶ ０．０３ ５５８ ＣＳＳＹＩＰＦＨＹ ０．６２

６２６ ＳＡＳＡＩＮＦＬＬ ０．０３ ４０５ ＩＳＬＴＮＮＥＬＹ ０．４９

９７ ＹＧＤＦＦＨＤＭＶ ０．０５ ２０３ ＹＳＳＤＶＴＴＬＶ ０．３９

２０３ ＹＳＳＤＶＴＴＬＶ ０．０５ ２９８ ＩＴＤＡＴＹＬＤＩ ０．３９

４　讨论

目前，关于ＡＳＦＶ的研究主要集中于２个方面，

一是制备ＡＳＦＶ的抗体并将其应用于该病毒的检测
中，以达到建立快速、精准检测方法的目的；二是研

究ＡＳＦＶ抗体的保护性及抗体对病毒粒子复制的影
响和作用机制［２４］。一些研究结果表明，痊愈后和恢

复期的病猪血清可保护健康猪，使其免受高毒力的

ＡＳＦＶ攻击［２５－２６］，这为研发非洲猪瘟疫苗提供了思

路和线索。众所周知，非洲猪瘟病毒为一正二十面

体粒子，其结构主要由 ＤＮＡ核心、衣壳及囊膜组
成［２７］，含１５０～２００种结构和非结构蛋白［７，１１］，结构

蛋白 Ａ１０４Ｒ、Ａ１５１Ｒ、ＥＰ１５３Ｒ、Ｂ６０２Ｌ、Ｋ７８Ｒ、ｐ３０、
ｐ５４和 ｐ７２的功能已被鉴定出［２８］，其中由 ｐ３０、ｐ５４
和 ｐ７２等蛋白所制备的抗体可抑制病毒的复制［２９］。

此外，ｐ７２蛋白是ＡＳＦＶ衣壳的主要组成部分，并在
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病毒识别、结合及侵染宿主细胞等过程中起到十分

关键的作用［３０］。再者，也有研究表明 ｐ７２蛋白在不
同ＡＳＦＶ株之间高度保守［３１－３２］，并具有良好的抗原

性和免疫源性，不仅是 ＡＳＦＶ在宿主细胞内复制的
指示器［７］，也是检测试剂及疫苗开发的重要靶标。

因此，本研究对ＡＳＦＶ的Ｂ６４６Ｌ基因序列进行分析，
并预测其所编码 ｐ７２蛋白的结构，以期为今后非洲
猪瘟疫苗的研制提供一些有用的信息，为进一步研

究ｐ７２蛋白生物学功能奠定坚实的基础。
从非洲猪瘟病毒 Ｂ６４６Ｌ基因序列的碱基组成

来看，ＡＴ含量 （５５．８％）显 著 高 于 ＧＣ含 量
（４４２％），与侯景等［２１］、申超超等［３３］研究的结果相

一致，表明非洲猪瘟病毒 Ｂ６４６Ｌ基因序列具有明显
的ＡＴ偏好性。

从ｐ７２蛋白的氨基酸组成及理化性质来看，可
知 ｐ７２蛋白共含 ６４６个氨基酸，其中异亮氨酸
（７７％）、亮氨酸（７．３％）和脯氨酸（７．３％）为主要
的氨基酸，其中强碱性氨基酸的数目为６０个，所占
百分比为９．２９％，强酸性氨基酸数目为５９个，所占
百分比为９．１３％。两者数目及所占比例几乎相等，
故而推断该蛋白呈中性，与它的等电点为７．７１相一
致。此外，根据该蛋白的平均亲水系数为 －０．３９２，
及不稳定系数为３８．３（＜４０），可以推断非洲猪瘟病
毒ｐ７２蛋白为一结构稳定的亲水性蛋白。

根据 ｐ７２蛋白二级结构预测结果发现，该蛋白
含３种二级结构，其中所含无规卷曲的数目最多
（３２４，５０．１５％），其次为 α－螺旋（１２５，１９．３５％），
再次为β－转角（３５，５．４２％），与高瞻等研究非洲猪
瘟病毒ｐ７２蛋白二级结构的结果［２３］相一致，暗示该

蛋白以无规卷曲为主要结构。然而，根据 ｐ７２蛋白
三级结构预测结果发现，该蛋白三级结构含 ４种
（α－螺旋、β－转角、β－折叠及无规卷曲）二级结
构，但以无规卷曲为主要结构，α－螺旋、β－折叠及
β－转角的数目及占比较低，与高瞻等所预测非洲
猪瘟病毒ｐ７２蛋白三级结构的结果［２３］相符。此外，

由图４可知，ｐ７２蛋白的三级结构比较紧密，与上述
推断其为结构稳定的结果相符合。

基于 ｐ７２蛋白定位分析结果，发现该蛋白存在
细胞质的概率最大（４３．５％），其次是细胞核
（３９１％），这主要因为病毒的衣壳合成及病毒粒子
的组装均在细胞质中进行，故而该蛋白存在细胞质

的概率最高。然而，有学者推测非洲猪瘟病毒粒子

的一些蛋白（包括 ｐ７２蛋白）可能参与细胞核对核

内ＩＦＮ－β或ＮＦ－κＢ的抑制作用，从而导致宿主的
天然免疫系统不能抵抗病毒［３４］，所以 ｐ７２蛋白存在
细胞核的概率为３９．１％。

目前，市面上尚无用于防治非洲猪瘟的商品化

疫苗和药物，但针对该病防控的核心是疫苗，而中

和性抗原表位的研究却又是疫苗研制的基础［１５］。

抗原表位，俗称抗原决定簇，是病毒粒子结合淋巴

细胞表面抗原受体的特定区段［２３］，能引发细胞、体

液免疫反应。在细胞免疫反应过程中，Ｔ淋巴细胞
受体（ＴＣＲ）可在抗原的任何位置上识别线性表位，
Ｂ淋巴细胞受体（ＢＣＲ）能识别构象表位（多肽、多
糖、脂多糖）和线性表位，且识别位置通常处于抗原

分子的表面。一般而言，蛋白质的 Ｃ端因具有很好
的亲水性、柔性和表面可及性等特点，往往是良好

的优势表位区域，然而本试验所获得的 ｐ７２蛋白的
Ｃ端为一α－螺旋结构（不易变形，且难以与抗体结
合），很难形成表位。因此，ｐ７２蛋白 Ｃ端不作为抗
原表位。然而，再根据ｐ７２蛋白的二、三级结构预测
结果，发现无规卷曲为该蛋白的主体结构，在其中

所占比例最高（５０．１５％），且该蛋白含有一定量的β
转角（５．４２％），两者均位于 ｐ７２蛋白的表面，结构
突出、可及性强、易与抗体结合，成为抗原表位概率

大，筛选出５个ｐ７２蛋白Ｂ淋巴细胞优势抗原表位，
它们分别为１２～１８ａａ、２７～３７ａａ、４５～５５ａａ、７７～
８８ａａ及１１０～１２０ａａ；筛选出３个 ｐ７２蛋白 Ｔ淋巴
细胞优势抗原表位，即分别为 ２０３～２１２ａａ、２９８～
３０７ａａ、５２０～５３１ａａ，与高瞻等所筛选出Ｂ、Ｔ淋巴细
胞优势抗原表位［２３］相同。

５　结论

本研究结果表明，非洲猪瘟病毒 Ｂ６４６Ｌ基因序
列呈明显的 ＡＴ偏好特征，其所编码的 ｐ７２蛋白以
无规卷曲为主要结构，并具有 Ｂ、Ｔ淋巴细胞优势抗
原表位，是检测试剂和疫苗研发的理想靶标，不仅

为非洲猪瘟病毒的感染机制研究提供了有用的信

息，也为进一步研究 ｐ７２基因生物学功能及疫苗的
研制奠定坚实的基础。
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