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人肠道病毒71型抗原表位的研究进展
祝  苗  张添方  高柳莺  董长征*

(宁波大学医学院预防医学系, 浙江省病理生理学技术研究重点实验室, 宁波 315211)

摘要      人肠道病毒71型(enterovirus 71, EV71)是重症手足口病(hand, foot and mouth disease, 
HFMD)的主要病原体。我国已研发多种针对EV71的灭活疫苗, 在大规模临床试验中取得了理想效

果, 其中, 两种疫苗已于2016年上市, 有望在保护儿童健康方面发挥重要作用。由于EV71通过快速

进化来逃避宿主的免疫保护作用, 因此需要对EV71的变异, 尤其是抗原表位部分的变异, 进行持续

性监测, 并及时更新疫苗。该文系统地收集和整理了EV71的抗原表位, 简介了表位鉴定的实验和生

物信息学研究方法, 概述了表位参与的宿主免疫反应及抗病毒机制并展望了其临床应用价值。
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Abstract       Human enterovirus 71 (EV71) is the major pathogen of the hand, foot and mouth disease (HFMD). 
Several inactive EV71 vaccines which elicited remarkable protective efficacy had been developed in China. Two 
of them had been launched in 2016 and they were expected to benefit many children. Since EV71 escaped the 
host’s immune response through quick and continual evolution, the vaccines should be updated according to the 
consecutive surveillance of the genetic variations of the virus, especially for the variations occurring in the antigenic 
epitopes. We summarized the epitopes from the published papers, introduced the experimental and bioinformatics 
methods for identifying the epitopes, described the immune response and antiviral mechanisms that the epitopes 
were involved in, and discussed the potential clinic applications of the epitopes.
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人肠道病毒71型(enterovirus 71, EV71)是手足

口病(hand, foot and mouth disease, HFMD)最重要

的病原体, 除引起发热和手、足和口腔等部位出现

疱疹等轻症手足口病症状外, 还能引起无菌性脑膜

炎和急性迟缓性麻痹等重症症状[1]。我国已率先

研发多种针对EV71的灭活疫苗, 在大规模临床试

验中取得了理想效果[2-3]。其中, 两种疫苗已于2016
年上市, 有望在保护儿童健康方面发挥重要作用。

EV71的进化速率较快, 为(4.2~4.6)×10–3替换/位置

/年(substitutions per site per year), 相当于每年整个

EV71基因组约有30个新突变[1]。快速进化的病毒株

是否改变了其抗原性, 疫苗对病毒株是否还具有保
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护作用？解决这些问题需要对病毒株的变异尤其是

抗原表位处的变异进行持续性监测。

抗原表位指抗原分子能够被T细胞受体(T cell 
receptor, TCR)、B细胞受体(B cell receptor, BCR)
或抗体特异性结合的一段多肽序列, 又称抗原决定

簇, 通常由5~17个氨基酸残基组成[4]。抗原表位根

据其结构特点分为线性表位(由连续性线性排列的

短肽构成, 又称为顺序表位)和构象表位(由不连续

的短肽或氨基酸残基在空间上形成的具有特定构

象的结构)。T细胞仅识别由抗原提呈细胞(antigen-
presenting cell, APC)加工提呈的线性表位, 而B细胞

则可识别线性表位和构象表位, 因此, 抗原表位又可

根据识别对象分为T细胞线性表位、B细胞线性表

位和B细胞构象表位。

本文系统地收集和整理了EV71的抗原表位, 简
介了表位鉴定的实验和生物信息学研究方法, 概述

了表位参与的宿主免疫反应及抗病毒机制并展望了

其临床应用价值。

1   EV71简介
EV71与脊髓灰质炎病毒(poliovirus)和鼻病毒

(rhinovirus)等同属微小核糖核酸病毒科(picornavirus)
肠道病毒属(enterovirus), 它们具有相似的基因组

和病毒结构[1]。EV71基因组为单股正链核糖核酸

(ribonucleic acid, RNA), 编码P1、P2和P3三个前体

蛋白; P1又裂解成四个结构蛋白(viral protein, VP), 
分别为VP1、VP2、VP3和VP4。成熟的病毒颗粒

为二十面体, 60个拷贝的结构蛋白VP1、VP2和VP3
组成衣壳暴露在病毒颗粒的表面, 因此病毒的抗原

表位主要位于VP1~VP3上; VP4结合在衣壳的内侧, 
连接着病毒RNA。VP1~VP3都含有一个由8条反向

平行的β链(β strand)组成的结构域(motif), 称为β桶
(β barrel)、果酱卷(jelly-roll)折叠结构或免疫球蛋白

折叠, 形成了VP1~VP3空间结构的基本框架[5-6]。8
条β链依次为βB、βC、βD、βE、βF、βF、βH、βI, 
β链之间的区域称为环(loop), 分别为BC环、CD环

等。暴露在病毒颗粒表面的环是高度可变的二级

结构, 也是抗原表位富集区域; 特别是VP1的BC环、

GH环以及VP2上EF环的一部分最为暴露, 易与抗体

结合。在三级结构上, VP1与VP2和VP3的结合处有

一道裂缝(cleft), 称为“峡谷(canyon)”, 峡谷一侧边缘

(rim)主要由VP1构成, 另一侧边缘主要由VP2和VP3

构成[5-6]。“峡谷”是宿主受体可能的结合区域, 而峡

谷两侧边缘则可能是抗体结合区域, 以此来阻滞宿

主与受体的结合。  

2   B细胞线性表位
B细胞线性表位是病毒衣壳蛋白与B细胞表面

受体或抗体特异性结合的多肽, 通过B细胞介导体

液免疫, 因此, B细胞线性表位通常位于蛋白抗原的

表面。

2.1   B细胞线性表位鉴定的基本方法

肽扫描技术 (peptide scanning)和表位作图

(epitope mapping)是B细胞线性表位鉴定最常用的

实验方法[7-12]。肽扫描首先合成相互重叠的覆盖整

个抗原蛋白的短肽(例如, 每个肽段包含15个氨基酸

残基, 其中12个残基与相邻肽段重复), 通过免疫实

验寻找具有抗原性的肽段, 再根据肽段之间的氨基

酸残基重叠来确认表位的具体位置。表位作图则

将一系列截断的重叠肽段通过融合蛋白等形式进

行表达, 再通过免疫实验寻找具有抗原性的肽段。

免疫实验中可以直接通过合成肽段或肽段展示抗

原免疫小鼠, 然后通过酶联免疫吸附试验(enzyme-
linked immunosorbent assay, ELISA)和免疫印迹实

验(Western blot)检测小鼠血清中抗体的水平、分类

(IgM、IgG类型)和免疫反应性, 通过微量中和试验

(microneutralization assay)来确定血清中是否存在

中和抗体, 即肽段是否为中和表位[7-9]。此外, 也可

以利用EV71免疫BALB/c小鼠, 通过杂交瘤技术分

离单克隆抗体(单抗), 然后通过Western blot实验确

定单抗在变性凝胶中结合的结构蛋白, 最后采用多

肽-ELISA(peptide-ELISA)扫描结合单抗的多肽, 或
者通过表达候选肽段的融合蛋白后用Western blot检
测单抗, 再进行表位作图[10-12]。

肽扫描和表位作图需要合成覆盖整个结构蛋

白的肽库再逐一进行免疫实验, 工作量相当庞大, 因
此, 可以通过生物信息学方法预测和筛选潜在的表

位供进一步实验验证。考虑到B细胞线性表位通常

位于蛋白抗原的表面, 根据这个特性, 生物信息学

利用氨基酸残基的理化和二级结构特征, 发展了一

系列预测算法[13-18], 如隐马尔科夫(Hidden Markov 
model, HMM)模型BepiPred[18]。由于不同实验室发

现的B细胞线性表位往往存在部分重叠(表1), 为了

判断部分重叠的多肽是否针对同一个表位, 我们采
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取这样一个分析策略: 利用Bepipred计算多肽重叠

部分成为抗原表位的生物信息学评分, 如果评分较

高即重叠多肽成为表位的概率非常大, 即认为两个

部分重叠多肽针对的是同一个表位; 反之, 如果重叠

部分得分低于阈值, 不太可能成为表位, 则认为两个

多肽针对的是不同表位, 即两个表位分别位于两个

多肽的不重叠部分。

2.2   B细胞线性表位

Foo等[7-8]最先采用肽扫描技术来鉴定EV71的B
细胞线性表位。针对B4基因型的EV71, Foo等[7]使

用95个相互重叠的人工肽免疫雌性BALB/c小鼠, 并
利用中和试验检测小鼠的抗血清(antiserum)是否具

有中和活性。他们发现, SP55(位于VP1的163~177
位点处, 氨基酸序列为PESRESLAWQTATNP)和
SP70(位于VP1的208~222位点处, 氨基酸序列为

YPTFGEHKQEKDLEY)这两个肽段展示了较强的

中和能力(表1), 其中, SP70的中和抗体滴度水平

而SP55相对低 ,(64׃1)与热灭活病毒颗粒相近(32׃1)

一些(18׃)[7]。有多项研究都报道了在VP1的207~225
区域发现了B细胞线性表位[9,19-23](表1)。虽然表位的

具体定位有着细微的差别, 但经过生物信息学表位

预测方法的鉴定, 证实它们都代表相同的表位, 这说

明SP70是高度可靠的B细胞线性表位。通过ELISA
实验检测免疫球蛋白G(immunoglobulin G, IgG)抗体

水平并对SP55和SP70免疫小鼠的抗血清进行分类, 
发现主要为IgG1, 说明SP55和SP70不仅是中和表

位, 还能诱导辅助性T细胞亚群2(T helper cell type 2, 
Th2)的细胞免疫反应[7]。

Foo等[24]将SP70直接免疫小鼠产生了中和抗

体。这些抗体不仅能够被动保护感染了EV71的新

生小鼠BALB/c, 还能够通过抑制EV71在小鼠体内

的复制从而降低体内病毒的含量。因此, SP70具有

作为EV71合成肽疫苗的潜力。Huang等[25]以日本脑

炎病毒(Japanese encephalitis virus, JEV)为载体构建

SP70重组疫苗, 发现其具有JEV和EV71的双重保护

作用。Ye等[26]将SP55和SP70分别与乙肝病毒核心

抗原(hepatitis B core antigen, HBcAg)进行融合形

成病毒样颗粒(virus-like particle, VLP), 利用VLP
免疫小鼠产生的中和抗体能够通过被动免疫保护

小鼠。更进一步, SP70融合蛋白还能抑制EV71与
宿主易感细胞的结合。Xue等[27]将SP55和SP70同
时嵌入到人3型腺病毒六邻体(adenovirus type 3 

hexon)构建SP55-SP70联合重组腺病毒。联合重组

腺病毒免疫BALB/c小鼠产生的IgG水平和中和抗

体滴度较单纯SP70重组腺病毒更高。Ku等[22]针对

EV71制备了3个单克隆抗体, 分别为D5、H7、C4, 
三者均识别VP1的GH环(SP70位于VP1的GH环)。
单抗D5及C4结合GH环上的211~220区域后, 封闭

了病毒细胞受体的识别和结合, 从而抑制了病毒的

感染。

在另一项研究中, Foo等[8]筛选出VP1-SP32(位
于VP1的97~105位点处)并制作成重组GST-SP32融
合蛋白, 在Western blot中发现, 融合蛋白能够与手足

口病患者血清中的抗EV71的IgG抗体发生反应, 在
ELISA实验中却无法反应(表1)。类似地, Zhang等[28]

同样利用GST-多肽融合蛋白技术发现, 94~105区域

融合蛋白能够与抗VP1的小鼠血清发生免疫反应, 
却不能与抗EV71颗粒的人/兔/小鼠血清发生免疫反

应, 这意味着该表位可能不能充分暴露在VP1表面

进行免疫反应, 更适合以融合蛋白的形式进行EV71
感染的临床检测。

VP1的N-端(位于VP1序列的1~100区域)被认为

是与宿主受体结合的区域, 多项研究都发现, VP1的
N-端存在B细胞线性表位[10-12,28-29](表1)。此外, Fan
等[30]和Chang等[31]发现, VP1的C-端还有两个潜在

的表位: 157~163和240~260。
除VP1外, VP2和VP4也发现了B细胞线性表位

(表1)。Liu等[9]合成了153条覆盖VP1、VP2和VP3
的人工肽, 通过ELISA实验发现了单抗E1和MAb 
979对应的B细胞线性中和表位VP1-43(211~220, 即
SP70)和VP2-28(136~150)。利用分子建模可以观察

到, VP1-43与VP2-28位于VP1和VP2所形成的峡谷状

结构的边缘, 相距仅0.1 nm。Kiener等[32]和Xu等[33]也

发现了同一个表位, 分别为(142~146)和(141~155), 
并确认表位位于VP2的EF环。将VP1的GH环(SP70)
和VP2的EF环(VP2-28)通过HBcAg构建联合表位

VLP并免疫小鼠, 能够引起广泛的中和抗体反应。

VP4没有直接暴露在衣壳上而是结合在衣壳内部, 
因此成为B细胞线性表位的可能性相对较小。Zhao
等[34]将VP4的人工肽N20(6~13)与HBcAg融合形成

VLP, 再免疫新生小鼠后发现其具有中和活性。这

意味着, EV71的衣壳结构变化比其被报道的静态晶

体结构所反映的更为复杂, VP4在VP1与受体结合时

可能会发生外展, 这已经在与EV71近缘的鼻病毒14
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血清型(rhinovirus 14, HRV14)的表位研究中得到了

验证[35]。

3   B细胞构象表位
3.1   B细胞构象表位鉴定的基本方法

构象表位鉴定的经典方法是先采用X射线

衍射和核磁共振技术测定病毒衣壳和抗体复合

物的三级结构, 再寻找衣壳上与抗体结合的位置

(footprint)。近年来, 冷冻电子显微镜技术(cryo-
electron microscopy, Cryo-EM)取得了重大突破, 既
能够较好地保持衣壳和抗体复合物的结合状态, 又
获得了较高分辨率的三级结构, 使得抗原–抗体复合

物三级结构的测定变得更加便捷, 因而在构象表位

测定领域得到了广泛应用[36-38]。此外, 还有未基于

三级结构测定的构象表位鉴定方法, 其原理为构象

表位仅能与原始状态的病毒衣壳结合, 而不能与变

性后的衣壳蛋白结合(此为线性表位)。
B细胞构象表位的生物信息学预测采取这样一

个基本原理: 将蛋白抗原的三级结构视作球体或椭

球体, 然后在球体或椭球体表面寻找特别暴露或者

容易与抗体结合的部位。例如, DiscoTope计算球体

表面相邻氨基酸残基的平均表面邻近特征(如球体

邻近数和上半球邻近数等), 将具有较高平均表面

邻近特征的不连续氨基酸残基预测为构象表位[39]。

3.2   B细胞构象表位

Lee等[36]利用Cryo-EM观测EV71与单抗MAb 
28-7的抗原结合片段(fragment of antigen binding, 
Fab)结合状态下的空间结构。Fab结合的重要位点

包括围绕在五聚体(5-fold mesa)核心的VP1的145
位点和富含正电荷的区域(VP1的98、242及244
位点), 这恰好与P-选凝素糖蛋白配体-1(P-selectin 
glycoprotein ligand-1, PSGL-1)和硫酸乙酰肝素

(heparan sulfate, HS)这两个EV71重要受体的结合部

位重叠。Lee等[36]根据中和试验、序列联配以及血

清学交叉试验结果, 认为VP1的145位点是部分EV71
病毒株特异的构象表位, 它发生单一突变能够改变

这部分病毒株的抗原性以及和受体PSGL-1的结合

能力。Shingler等[37]发现, 单抗22A12的Fab只能与不

带病毒RNA的原壳体(procapsid)结合, 而不能与感

染性病毒颗粒结合, 这暗示着病毒原壳体可能对感

染性病毒颗粒起到保护作用。Fab结合的区域位于

VP1的GH环上SP70(208~222)对应的位置。相对于

感染性颗粒SP70位置形成的有序环结构, 原壳体该

部分位置的空间构象更加柔韧和凌乱, 这可能是单

抗只结合原壳体的原因。Ye等[38]也发现, VP1的GH
环与单抗D5重链的互补决定区3(complementarity 
determining region 3, CDR3)结合, 而且GH环的K218
位点发生突变会导致VP1不能结合D5。Ye等[38]认

为, D5与GH环的结合会阻滞病毒受体的结合, 在病

毒感染宿主细胞过程中起到抑制作用。Plevka等[40]

用原壳体免疫小鼠获得了两个单抗E18和E19, 两
个单抗都能直接与热灭活病毒颗粒结合, 却不能与

线性表位结合, 这说明E18和E19识别的是构象表

位。E19主要结合峡谷一侧VP3上的球形突起结构

(knob), 而E18结合在VP2和VP3背离峡谷的部位。

E18能够诱导成熟病毒颗粒的构象发生改变, 使得病

毒基因组释放出来, 而这也是抗体中和作用机制的

一部分。

Kiener等[41]发 现, 单 抗10D3在Western blot中
无法结合EV71病毒或P1多聚蛋白, 同时在斑点印

迹实验(dot blot assay)中10D3仅能与原始状态的

病毒而不能与变性的病毒结合, 这说明10D3识别

的是构象表位。免疫逃避实验(escape mutant)发
现, VP3的59、62和67这三个位点的单一突变都能

逃避10D3的中和作用; 进一步通过反向遗传实验

(reverse genetics)证实, 这三个位点对于10D3与VP3
的结合以及中和作用都非常重要。从分子模型观察

到, VP3(59、62、67)位于峡谷边缘VP3的球形突起

结构上, 并与SP70和VP2-28这两个表位位置相近。

Jiang等[42]根据EV71和CV16之间尚无交叉中和抗体

和交叉保护这样一个现象, 假定EV71和CV16序列

上高度分歧的部位可能是诱导保护性中和反应的

关键表位所在区域。为此, 他们通过序列比对筛选

了10个候选肽段, 连同SP70一起利用诺如病毒P粒
子(norovirus P particle)作为载体进行表达。通过中

和实验和小鼠被动保护实验, Jiang等[42]将位于VP3
的GH环上的表位71-6(176~190)鉴定为EV71的构

象性中和表位。Chen等[43]将一株C4基因型EV71免
疫雌性BALB/c小鼠, 通过杂交瘤技术分离到了50
个构象性中和抗体, 再与18株EV71各基因型的代表

株进行中和试验, 得到的中和反应谱(neutralization 
profile)提示, EV71的基因型并不能够充分反映其

抗原性, 即相同(不同)基因型的EV71可能有不同(相
同)的抗原性或表位。但该文中并未定位抗体的具
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体表位。

4   T细胞线性表位
T细胞受体不能直接结合游离抗原。抗原蛋

白必须经抗原提呈细胞加工处理为小肽分子, 并进

行免疫修饰, 再与主要组织相容性复合体-I(major 
histocompatibility complex-I, MHC-I)类和MHC-II类
分子形成复合物, 然后被转送到细胞表面, 与表面抗

原分化簇4(cluster of differentiation 4, CD4)T细胞和

表面抗原分化簇8(cluster of differentiation 8, CD8)T
细胞表面的TCR结合, 才能诱导机体产生免疫应答。

4.1   T细胞线性表位鉴定的基本方法

T细胞表位鉴定可以利用人工肽模拟T细胞增

殖反应过程。通过T细胞增殖实验或酶联免疫斑点

实验 (enzyme linked immunospot, ELISPOT)测定增

殖反应的强度—刺激指数(stimulation index, SI), 
将具有较高刺激指数的人工肽确定为表位。由于

T细胞结合的是MHC-肽段复合物, 因此受到MHC
限制。抗体阻滞实验通过在增殖反应过程中添加

MHC抗体, 可以判断抗原提呈过程受到何种类型的

MHC限制[44-45]。

生物信息学把抗原表位数据库中已知的MHC-I
类/MHC-II类分子与抗原肽结合能力数据作为训练

数据集, 再利用人工神经网络等机器学习算法构建

非线性预测模型, 发展了MHC-I类/MHC-II类分子与

肽段结合预测算法[46-48]。采用类似的思路, 也发展

了抗原肽加工处理算法和免疫原性预测算法[49-50]。

4.2   T细胞线性表位

Foo等[44]通过生物信息学工具ProPred预测了三

个人类白细胞DR抗原(human leukocyte antigen DR, 
HLA-DR)限制的CD4+ T细胞表位(分别位于VP1的
66~77、145~159和247~261), 然后人工合成这三个

多肽SP1(66~77)、SP2(145~159)和SP3(247~261)。
CD4+ T细胞增殖实验发现, 这三个多肽均能够与多

个HLA-DR等位基因结合, 诱导产生CD4+ T细胞增

殖反应, 特别是SP2的作用表现最强烈和最稳定。进

一步通过抗体阻滞实验确定SP2为MHC-II类限制性

CD4+ T细胞表位。细胞因子谱分析发现, SP1、SP2
和SP3主要诱导产生γ-干扰素(interferon-γ, IFN-γ)
和白细胞介素-2(interleukin-2, IL-2), 这提示它们诱

导增殖的CD4+ T细胞分化成辅助性T细胞亚群1(T 
helper cell type 1, Th1)参与免疫反应。

Wei等[45]通 过 生 物 信 息 学 工 具EpiMatrix和
ClustiMer预测了11个EV71结构蛋白上的CD4+T细
胞表位, 人工合成这些多肽后利用酶联免疫斑点

试验检测诱导的IFN-γ, 其中两个多肽A3(VP2的
179~194)和A8(VP3的210~228)的刺激指数最高。胞

内细胞因子染色(intracellular cytokine staining)和流

式细胞术分析证实, A3和A8是CD4+ T细胞表位, 而
且通过抗体阻滞HLA-DR后, A3和A8的诱导活性几

乎完全消失, 这说明A3和A8是HLA-DR限制的CD4+ 

T细胞表位。保守性分析发现, A8在EV71各基因型

中完全保守, 而A3则在手足口病相关的肠道病毒中

保守, 提示A3可能是引起肠道病毒交叉反应的抗原

表位。 

5   展望
本文综述了目前所发现的EV71各种类型抗原

表位, 其中一些表位已经得到了广泛的验证。例如, 
VP1的SP70(208~222)已经是公认的抗原表位, 不管

是直接免疫小鼠产生的中和抗体还是以融合蛋白形

式进行表达, 均具有较高的免疫保护效果。SP70所
在的VP1上GH环作为松散的二级结构紧靠着峡谷

结构, 而峡谷结构是肠道病毒宿主细胞重要的结合

部位, 因此抗体与SP70的结合可能抑制了受体的结

合, 进而阻滞了病毒对宿主细胞的感染[5-6]。由此可

见, 重要的抗原表位在病毒感染宿主细胞的过程中

会起到重要作用。这也同样提示, B细胞线性表位

和构象表位之间存在着密切的联系。我们还注意到, 
许多B细胞线性和构象表位, 特别是得到广泛验证

的表位都定位在β链之间的环上(例如VP1的GH环和

VP2的EF环等), 这些环作为松散的结构分布在β桶
这个框架结构周围(表1), 易与抗体结合。另外, 病毒

衣壳上一些明显的突起结构, 如峡谷边缘VP2和VP3
上的突起结构, 也是抗体容易结合的部位[5-6]。目前, 
对表位的研究更多关注B细胞线性和构象表位, 对T
细胞线性表位的研究相对较少。这一方面是因为T
细胞表位较为复杂, 涉及到复杂的MHC限制; 另一

方面也是因为T细胞表位在病毒机制和临床应用不

如B细胞表位更为直接。T细胞表位不仅参与细胞

免疫, 也辅助B细胞的体液免疫, 对疫苗发挥保护作

用具有重要意义, 相信在今后的研究中会得到更多

的重视。

对抗原表位的研究, 具有重要的病毒学研究意
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义和临床应用价值。现有对中和抗体和表位的研究

已经提示, 其在病毒致病机制, 特别是在病毒感染宿

主细胞的过程中发挥了重要作用, 这有助于研发抗

病毒药物、疫苗以及诊断和预后评价试剂等。对

EV71和其他肠道病毒的表位研究, 也能帮助研发针

对多种肠道病毒的多价疫苗, 更好地保护儿童健康。

此外, EV71等肠道病毒快速进化, 疫苗是否更新也

需要对病毒变异特别是表位部分的变异进行持续性

的监测[51]。
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