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研究报告 

传染性支气管炎病毒 N 蛋白 CTL 表位与 BF2*15 鸡 

MHC I 基序的相互作用 
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摘  要：【目的】近年来鸡传染性支气管炎病毒在国内鸡群呈现流行趋势，尤其是变异毒株的

出现，加剧了对鸡群的危害。鸡主要组织相容复合体蛋白(MHC I)通过特定的基序结合抗原表

位多肽，进而识别感染病毒的细胞并引起免疫反应，达到清除病毒的效果。鉴定 BF2*15 鸡

主要组织相容复合体(MHC I)的结合基序。【方法】采用同源建模、分子动力学和分子对接等

计算方法，构建了传染性支气管炎病毒(IBV) N 蛋白表位多肽和鸡 MHC I BF2*15 之间的复合

物结构，来探索 BF2*15 识别抗原表位多肽的潜在结合基序。【结果】通过对该复合物的相互

作用关系分析，鉴定出 BF2*15 鸡主要组织相容复合体(MHC I)的一条潜在结合基序“x-Arg-x- 

x-x-Arg”。【结论】解释了传染性支气管炎病毒 N 蛋白 CTL 表位与 BF2*15 鸡 MHC I 基序的相

互作用原理，该研究结果对了解传染性支气管炎病毒免疫机制以及基于特定基序筛选和设计通

用疫苗具有借鉴意义。 
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Abstract: [Objective] In recent years, the epidemic of infectious bronchitis virus in China has 
become a popular trend in domestic flocks, especially the emergence of mutant strains, which 
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aggravate the harm to the flocks. Major histocompatibility complex (MHC I) class I is able to bind 
antigens containing certain motif and further recognize and eradicate cells affected by virus. 
Identification of the binding motif of the complex of chicken MHC I protein BF2*15. [Methods] 
The complex of chicken MHC I protein BF2*15 and Nucleoprotein of infectious bronchitis virus 
(IBV) octapeptide were constructed by computational method, including homology modeling, 
molecular dynamics simulation and molecular docking. [Results] According to the interaction 
relationship of BF2*15 and IBV Nucleoprotein peptide, we conclude that “x-Arg-x-x-x-Arg” may 
represent a potential binding motif of BF2*15. [Conclusion] Interactions of the major 
histocompatibility complex class I BF2*15 and cytotoxic T lymphocyte epitopes from 
nucleoprotein of avian infectious bronchitis virus was illuminated in this study, and the results may 
shed light on the understanding of immune mechanism of IBV and research towards universal IBV 
vaccine. 

Keywords: Infectious bronchitis virus, MHC I binding motif, Cytotoxic T lymphocyte epitope 

表位疫苗是近年来发展起来的新型疫苗，其免

疫效力在动物实验中得到验证，表位疫苗主要选取

保护性抗原基因中决定抗原特异性的簇团。Zhou等

研究表明，用转基因植物表达的 IBV Sl蛋白免疫

后，雏鸡可以对致病性 IBV产生血清中和抗体，其

脾脏可在体外分泌 IL-2并发生 T淋巴细胞增殖反

应 [1]。通过迟发型超敏反应 (Delayed typehyper 

sensitivity，DTH)研究进一步发现，S1 蛋白的亚单

位免疫可诱导产生强烈的 DTH 反应，这充分证实

了细胞介导免疫在 IBV 感染后的免疫保护中起着

重要作用[2-3]。 

T 细胞识别的 MHC 复合体是细胞免疫的先

决条件，通过识别 MHC I类分子与表位肽复合物

的 CTL 能够杀死感染病毒的细胞并能清除病  

毒[4-6]。因此，识别 CTL 抗原表位对于制造疫苗

和理解病毒感染清除的免疫机制至关重要[7]。近

年来在病原蛋白序列方面发展了基于特定的

MHC I蛋白结构，预测 CTL抗原表位的一系列计

算方法[8-10]，以及可以识别在特殊抗原表位发生

高于预期频率氨基酸的稳定性矩阵算法或人工神

经网络 (ANNAs)[11-15]。Liu 等报道了鸡 MHC I 

(BF2*15)四聚体[16]，表明了 IBV 52株传染性支气

管炎病毒 N蛋白细胞表位(WRRQARYK)能与 B15

单倍体结合，并能诱导免疫应答[17]，但是该研究

并没有对该细胞表位和 MHC I结合的作用机理做

进一步解释。 

本研究是在已经鉴定 IBV N蛋白的细胞表位基

础之上，进一步用同源建模、分子动力学和分子对

接的计算方法，通过探究 IBV N蛋白 T细胞表位多

肽和 BF2*15 之间的关系，并最终确定 BF2*15 结

合序列，并且用流式细胞术证明 IBV N蛋白的细胞

表位(WRRQARYK)能在体外诱导活化的鸡淋巴细

胞产生 CTL表位。 

1  材料与方法 

1.1  BF2*15 和 Chβ-2M 序列 

从 GenBank上获取 BF2*15和 Chβ-2M编码区

序列(登录号：L28958，M84767)。此外，蛋白序列

特征来源于 UniProtKB 的信息(登录号：Q9GIP6，

P21611)。Chβ-2M 是组成主要组织相容性复合体

(MHC) I类分子复合体的轻链分子，对于MHC I类

分子在细胞表面稳定表达和有效递呈抗原肽必不

可少。 

1.2  同源建模、分子动力模拟和蛋白对接 

首先通过 BLAST，从 PDB数据库(Protein data 

bank)中寻找与目标序列相似的模板结构。使用

Modeler 9v6程序包，选择序列相似性比较高的一个

蛋白结构作为模板进行同源模建。然后利用 NAMD 

2.7 程序包，在 CHARMM 力场下完成分子动力模

拟[18]，模拟前，蛋白/多肽需要先溶解在一个立方体

水盒子中，并确保水盒边界距离蛋白的最小距离不
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小于 10 Å[19]，在模拟中使用周期性边界条件。非键

作用力的截断值设为 10 Å。蛋白对接由 ZDOCK软

件包完成，通过刚性对接的方式，模拟两个蛋白或

者一条多肽与一个蛋白之间所有可能的相互作用

模式，然后对每个作用模型打分，根据分值来评估

最合理的相互作用模式。 

1.3  BF2*15 与 WRRQARYK 八肽相互作用关

系分析 

WRRQARYK 八肽来自传染性支气管炎病毒

(IBV) N蛋白，八肽由 Discovery Studio Visualizer

的 Build and Edit Protein模块直接产生，并通过分

子动力学模拟软件对结构进行优化。蛋白对接使

用 ZDOCK 软件包完成，经过蛋白对接后，共获

得了 2 000个不同的构象。选择 ZDOCK Score打

分高于 14分的 103个构象，使用 RDOCK进一步

优化。经过 RDOCK 优化后，选择了 8 个属于不

同聚类的蛋白构象，并对 RDOCK Score打分比较

高的构象进行下一步的分析，通过分析确定八肽

与 BF2*15的结合序列。“WRRQARYK”、无关多

肽 NPaa89–97由生工生物工程(上海)股份有限公司  

合成。 

1.4  CD8+ T 淋巴细胞的增殖试验 

20只 6周龄 SPF鸡平均分成 2组，实验组通过

滴鼻免疫 IBV 52疫苗，另一组滴鼻等量的 PBS缓

冲液作为空白对照。免疫后 3周，无菌取实验组鸡

的脾脏，置于平皿中，用 Hanks洗涤 3次，加入 2 mL 

RPMI-1640培养液。粗剪成小块，用无菌的注射器

芯管轻轻碾碎，200目筛网过滤到 25 mL试管内。

1 000 r/min离心 3 min，弃上清，再用 Hanks清洗

3次，每次 800 r/min离心 3 min。将细胞悬于含 10%

胎牛血清的 1640 培养液中。取细胞悬液，小心加

入到等体积的细胞分离液面上。收集淋巴细胞层放

入含细胞洗涤液的试管中，充分混匀后，1 200 r/min

离心 20 min，弃上清留沉淀。将细胞重悬，重复

洗涤 2次即得淋巴细胞。取 9 μL重悬细胞液，加

入 1 μL的 0.4%台盼蓝染色液，染色 3−5 min，计数

活细胞后，用 RPMI-1640 完全培养液调整细胞浓   

度为 1×106个/mL。将接种于 24孔板，每孔 1 mL，

分别加入 WRRQARYK 合成肽刺激物及不相关多

肽 NPaa89-97，终浓度为 100 μg/mL。同时设置正常

的脾淋巴细胞为空白对照组。37 °C、5% CO2培养

3 d。取出培 3 d后的脾脏淋巴细胞，将 1×106个/mL

的细胞放入 1.5 mL的 EP管中，3 000 r/min离心

5 min，弃上清，加入 100 μL PBS悬浮细胞。加入封

闭抗体mouse-IgG (1×106/μL)，室温 15 min。加入荧

光抗体Mouse Anti-Chicken CD8-PE (0.2 μg/106 cell)，

4 °C，避光，30 min。加入 350 μL PBS轻轻混匀，

3 000 r/min离心 5 min，弃上清。重复洗涤 2次，

最后将细胞重悬于 500 μL PBS中，用流式细胞仪进

行检测。 

2  结果与分析 

2.1  BF2*15 MHC I 结构预测 

目前已经获得鸡的MHC I结构有 12个，分别

来自 B2、B4、B14 和 B21[20-22]。本研究使用 2 个

BF2*21 结构 (3BEV 和 3BEW)作为模板来构建

BF2*15 构型。B21 和 B15 序列相似性和一致性分

别为 95.4%和 93.2%。3BEV和 3BEW的分辨率都

比较高，分别为 2.1 Å和 2.6 Å，因此采用 3BEV

和 3BEW 作为模板进行同源模建是合理的。构建

的 BF2*15 结构与鸡的其它 MHC I 蛋白十分相似

(图 1A)。接下来利用分子动力学模拟，利用 NAMD

软件包，在显式水模型下，对构建完成的 MHC I

分子进行分子动力学模拟。模拟了 3条轨迹，每条

轨迹 30 ns。对模拟轨迹中 RMSD 的变化和能量

变化进行了分析，如图 1B和图 1C所示。最终得

到的最低能量结构通过拉氏构象图分析确认了其

结构是合理的(图 2)。BF2*15 与 3BEV 和 3BEW

的均方根偏差(RMSD)分别为 0.684 Å和 0.649 Å 

(图 1B)，说明该结构与其他单倍型 MHC I的结构

是非常相似的。筛选出具有最低势能的 BF2*15

结构构象(图 1D)。 
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图 1  BF2*15 MHC I 最低能量的结构选择 
Figure 1  The lowest energy structure choice of BF2*15 

注：A：B15、B2 (4CVX)、B4 (4E0R)、B14 (4CW1)和 B21 (3BEV)结构对比，B15以绿色 Ribbon显示，B2、B4、B14和 B21分别

以蓝色、橙色、黄色和红色 Ribbon显示；B：BF2*15 MHC结构分子模拟轨迹的 RMSD分析，3条轨迹分别以黑色、红色和绿色标

出；C：BF2*15 MHC I结构分子模拟轨迹的势能分析，3条轨迹分别以黑色、红色和绿色标出；D：BF2*15最低能量构象，绿色卡

通和紫色卡通分别表示MHC I分子和 β-2M分子. 

Note: A: The comparison of constructed B15, B2 (4CVX), B4 (4E0R), B14 (4CW1) and B21 (3BEV); All these proteins are shown as ribbon, 
and are colored green (B15), blue (B2), orange (B4), yellow (B14) and red (B21). B: The RMSD analysis of BF2*15 simulation trajectories, 
the RMSD analysis of BF2*15 simulation trajectories, and colored with black (trajectory 1), red (trajectory 2) and green (trajectory 3), 
respectively. C: The potential analysis of BF2*15 simulation trajectories, colored with black (trajectory 1), red (trajectory 2) and green 
(trajectory 3), respectively. D: The top view of lowest potential energy conformation of BF2*15, green and purple cartoon indicate BF2*15 
and β-2M, respectively. 
 

 
 

图 2  BF2*15 最低能量构象的拉氏构象图分析 
Figure 2  The Ramachandran plot analysis of the BF2*15 
lowest potential energy conformation 

2.2  IBV N蛋白多肽WRRQARYK结构特征分析 

首先利用 Discovery Studio Visualizer构建未经

折叠的 IBV八肽结构，该结构呈直线形。然后我们

通过分子动力学模拟对八肽结构进行充分的优化，

以探索其在溶液中的折叠构象。分子动力学模拟进

行了 4条轨迹，每条轨迹的模拟时间为 50 ns。在所

有的模拟轨迹中，选择势能最低的八肽结构作为溶

液中的折叠构象进行分子对接(图 3)。结构分析显

示，由于存在 4个正电残基，同时缺少负电残基，

IBV多肽整体是带正电荷。此外，氨基端的游离氨

基也对正电势有贡献。Lys8 的游离羧基与 Arg3 的

侧链相互作用，中和部分正电荷，产生八肽的环状

构象。 
 
 
 



鲁梅等: 传染性支气管炎病毒 N蛋白 CTL表位与 BF2*15鸡MHC I基序的相互作用 2411 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

 
 

图 3  最低势能的 IBV 八肽结构 
Figure 3  The lowest potential energy conformation of IBV octapeptide 

注：最低势能的 IBV八肽结构由带颜色的条棍(A)和静电势面(B)表示. 绿色、红色、蓝色和白色条棍分别表示碳原子、氧原子、氮

原子和氢原子. 蓝色表示正电性比较强区域，红色表示负电性比较强的区域. 

Note：The lowest potential energy conformation of IBV octapeptide, shown by colored sticks (A) and electrostatic potential surface (B). 

Green, red, blue and white sticks indicate carbon, oxygen, nitrogen and hydrogen atoms, respectively. Blue and red surface indicate positive 
charge and negative charged electrostatic potential, respectively. 
 

2.3  BF2*15 和 IBV 多肽的相互作用 

利用 ZDOCK把 BF2*15和 IBV N蛋白多肽进

行对接，在对接结果中选出 ZDOCK评分高的 8个

构象进一步分析相互作用的可能构象(图 4)。经过模

拟后，只有 1个构象在 116 ns模拟中始终能够紧密

结合在MHC I的沟槽中，且逐渐发生构象变化，最

终形成一个伸展的构象，这表明八肽通过这个构象

与BF2*15紧密结合(图 5)。在相互作用构象中，Arg2

和 Arg6 定向到结合部位并分别与 Asp24/Asp73 和

Asp73/Asp113形成盐桥。此外，Trp1的游离氨基与

BF2*15的Glu62形成静电相互作用，主链则与 Tyr7

侧链氧形成氢键。最后，八肽中的 Arg3、Ala5 以

及 Gln4与 BF2*15的 Tyr149、Tyr97以及 Thr64分

别形成复杂的氢键网络，这些氢键大大稳定了八肽

和MHC I间的相互作用。    

分析发现最重要的相互作用力可能来自 P2 和

P6两个位置的 Arg，这两个 Arg均指向沟槽内部，

且都通过侧链与 MHC I 形成了两个静电相互作用

力。而其它氨基酸，要么没有形成稳定的相互作用，

比如八肽的 Tyr7，要么是以主链原子与 MHC I 相

互作用，比如八肽的 Trp1、Gln4、Ala5。八肽的 Lys8

虽然通过侧链与 Asp148 形成了静电相互作用，但

是这一静电作用力位于沟槽外侧，暴露在水溶液

中，因此稳定性不如 Arg2 和 Arg6 在沟槽内部与

MHC I形成的静电相互作用力。Arg3的侧链氨基、

Ala5主链羰基以及BF2*15的Tyr149侧链羟基形成

了氢键网络，这一氢键网络对于多肽的结合也是有

很大贡献的，但是 Arg3 的侧链指向沟槽的侧面，

并非锚定氨基酸，因此重要性要低于 Arg2和 Arg6，

由此，我们推测 B15鸡MHC I结合序列是“x-Arg-x- 

x-x-Arg-x-x”，其中 P3位置也比较倾向于正电氨基

酸，如 Arg或者 Lys。 
 

 
图 4  BF2*15 与 WRRQARYK 八肽可能的相互作用模

式示意图 
Figure 4  Possible interactions between BF2*15 and IBV 
octapeptide 
注：白色表面展示的是 BF2*15 分子，而对接后的多肽以不同

颜色的卡通展示. 

Note: BF2*15 was displayed as with surface, and IBV octapeptide 
are shown as cartoon by different colors.  
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2.4  CD8+ T 淋巴细胞的增殖试验结果 

用 Mouse Anti-Chicken CD8-PE 对淋巴细胞

标记，经流式细胞仪分群计数：发现经多肽

WRRQARYK刺激后 CD8+ T细胞有 33.7%的增殖，

不相关多肽 NPaa89-97刺激的 CD8+ T细胞略有增殖

(2.3%)，空白对照 CD8+ T细胞增殖为 0 (图 6)。这

表明多肽WRRQARYK能有效刺激活化 CD8+ T淋

巴细胞增殖。 
 

 
 

图 5  最低势能构象的 BF2*15-IBV 八肽复合物 
Figure 5  The lowest potential energy conformation of BF2*15-IBV octapeptide complex 

注：BF2*15与WRRQARYK八肽经过分子动力学模拟之后的最低势能结构卡通图(A)和表面图(B)。A：白色卡通表示 BF2*15，绿

色卡通表示WRRQARYK八肽；B：蓝色和红色分别表示正电性和负电性比较强的区域. WRRQARYK八肽以及参与相互作用的关

键氨基酸以彩色条棍表示，绿色、红色、蓝色和白色条棍分别表示碳原子、氧原子、氮原子和氢原子. 

Note: The lowest potential energy conformation of BF2*15-IBV octapeptide complex, shown as electrostatic potential surface (B) and sticks 
as well as cartoons (A). A: Green and white cartoon indicate WRRQARYK and BF2*15, respectively. B: Blue and red surface indicate 
postive charge and negative charged electrostatic potential, respectively. Green, red, blue and white sticks indicate carbon, oxygen, nitrogen 
and hydrogen atoms, respectively.  

 

 
 

图 6  不同肽刺激后 CD8+ T 细胞增值流式检测结果 
Figure 6  CD8+ T cell proliferation after stimulation 

注：A：正常脾细胞，作为对照；B：用WRRQARYK刺激后的脾细胞；C：用不相关多肽 NPaa89–97刺激的脾细胞. 

Note: A: The control was normal spleen lymphocytes; B: The group was spleen lymphocytes stimulated with WRRQARYK; C: The group 
was spleen lymphocytes stimulated with NPaa89–97. 
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3  结论与讨论 

传染性支气管炎病毒(IBV)是威胁养禽行业的

主要病原之一，各种日龄的鸡均易感[23]。IBV不断

出现新的血清型和基因型[24]，而且同血清型或毒株

间缺乏交叉保护或保护性差[25]，因此 IBV仍然流行

不断，给养殖行业造成了巨大的经济损失。因此，

研制更加高效、安全的 IB 疫苗已成为兽医科研的

重点。研究表明细胞免疫可能在清除病毒方面起着

重要作用[26]。因此，研发抗病毒的 T细胞免疫疫苗

更加值得关注。 

研发T细胞免疫疫苗首先要解决的问题是鉴定

正确的 T细胞表位多肽，在本研究中，我们尝试利

用蛋白对接配合分子动力学模拟的手段来预测

BF2*15 与 WRRQARYK 八肽的相互作用关系；然

后通过分析 BF2*15 沟槽的化学特征、结构特征以

及与抗原表位肽的结合模式，来推测其所识别的抗

原表位肽 Motif。由于实验手段的限制，利用现有

的实验条件，除了直接解析蛋白结构之外，比较

难以确定 BF2*15 与 WRRQARYK 八肽的相互作

用关系。然而结构的解析需要消耗大量的人力、

财力和时间。 

本研究利用分子建模、蛋白对接和 MD 模拟

等技术描述了 IBV 八肽(WRRQARYK)与 B15 鸡

MHC I蛋白之间的相互作用过程，从蛋白分子结

构水平上鉴定了 IBV N 蛋白的 T 细胞表位八肽

(WRRQARYK)是鸡 BF2*15单倍体的一个潜在的

CTL 表位，并且预测了 B15 鸡 MHC I 的一条潜

在的结合序列“x-Arg-x-x-x-Arg”，当然这个基序

列需要通过进一步的分子生物学实验来验证，本

研究仅仅是提出了一种假设。值得注意的是，这

个基序与先前 Wallny等[21]研究的基序有所不同，

这说明 BF2*15可以结合不同的基序。 

淋巴细胞增殖试验结果显示：多肽(WRRQARYK)

刺激活化 T细胞后，CD8+ T细胞增殖 33.7%，表明

多肽(WRRQARYK)能够诱导 CTL反应，是 IBV N

蛋白潜在的 T细胞表位。 

本研究为快速预测其它家禽病毒的 CTL 表位

提供了一条思路，该研究结果也有助于对家禽病毒

免疫机制更深层次的理解。 
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