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新型冠状病毒犗犚犉３犪蛋白质的生物信息学分析
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［摘　要］　目的　用生物信息学分析严重急性呼吸综合征冠状病毒２（ＳＡＲＳＣｏＶ２）基因ＯＲＦ３ａ蛋白质。方法　

从ＵｎｉＰｒｏｔ数据库获取 ＯＲＦ３ａ蛋白质的氨基酸序列，应用ＰｒｏｔＰａｒａｍｔｏｏｌ分析其理化性质，ＳＯＰＭＡ、ＳＷＩＳＳ

ＭＯＤＥＬ预测二、三级结构，ＰｏｒｔＳｃａｌｅ、ＳｉｇｎａｌＩＰ４．０Ｓｅｒｖｅｒ、ＴＭＨＭＭＳｅｒｖｅｒ２．０分析ＯＲＦ３ａ蛋白质亲疏水性、信

号肽、跨膜区。应用 ＡＢＣｐｒｅｄ、ＳＹＦＰＥＩＴＨＩ和 ＮｅｔＰｈｏｓ３．１Ｓｅｒｖｅｒ预测Ｂ、Ｔ细胞表面抗原表位及磷酸化位点，

ＶａｘｉＪｅｎｖ２．０、ＡｌｇＰｒｅｄｓｅｒｖｅｒ预测抗原性和过敏原性。结果　ＯＲＦ３ａ蛋白质含２７５个氨基酸，为稳定、疏水性蛋白

质，有３个跨膜螺旋区、２９个磷酸化位点，含多个Ｔ、Ｂ细胞抗原表位，具有抗原性和非过敏原性。结论　ＯＲＦ３ａ蛋

白质结构稳定，含多个Ｔ、Ｂ细胞抗原表位，可为研究ＳＡＲＳＣｏＶ２多表位疫苗提供基础。
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　　严重急性呼吸综合征冠状病毒２（ＳＡＲＳＣｏＶ２）

具有高度传染性，已造成全球社会和经济的混乱。

ＳＡＲＳＣｏＶ２是单正链ＲＮＡ病毒，大小约为３０ｋｂ，

属于β冠状病毒属，含至少１５个开放阅读框（ｏｐｅｎ

ｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅｓ，ＯＲＦｓ），编码４个结构蛋白和１６个

非结构蛋白。非结构蛋白（ｎｏｎｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｐｒｏｔｅｉｎｓ，

ＮＳＰ）包含由ＯＲＦ１ａｂ编码的ＮＳＰ１～１６和至少９个

辅助蛋白 ＯＲＦ３ａ、３ｂ、６、７ａ、７ｂ、８ｂ、９ｂ、９ｃ和１０
［１］。

在严重急性呼吸综合征冠状病毒（ＳＡＲＳＣｏＶ）中，

结构蛋白之间的相互作用是其成熟所必需，而非结

构蛋白之间的结合保证了病毒复制［２］的完成。辅助

蛋白在体内和体外病毒复制中必不可少，对病毒－
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宿主相互作用的其他方面也很重要。

开放阅读框３ａ（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ３ａ，ＯＲＦ３ａ）是

冠状病毒最大的辅助蛋白，ＯＲＦ３ａ蛋白质由亚基因

组ＲＮＡ３表达，其中包含３ａ和３ｂＯＲＦｓ
［３］，为复制

和毒力所必需，属于ＳＡＲＳＣｏＶ２基因编码的非结

构蛋白。ＳＡＲＳＣｏＶ２ＯＲＦ３ａ中 Ｑ５７Ｈ 突变的发

生率超过５０％
［４］，被认为是冠状病毒组装的关键蛋

白和细胞毒性蛋白。这些蛋白增强病毒致病性，并

在病毒清除后导致神经系统后遗症。开发出特异、

安全的候选疫苗对预防ＳＡＲＳＣｏＶ２感染非常重

要。本研究利用现有生物信息学工具评估ＯＲＦ３ａ，

为研究其免疫原性表位和疫苗设计提供基础。

１　数据与方法

１．１　数据来源　使用ＵｎｉＰｒｏｔ数据库分析ＯＲＦ３ａ

氨基酸序列。

１．２　ＯＲＦ３ａ蛋白质的生物信息学分析

１．２．１　理化性质　应用在线软件Ｅｘｐａｓｙ（ｈｔｔｐｓ：／／

ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｃｏｎｔａｃｔ）的 ＰｒｏｔＰａｒａｍｔｏｏｌ对

ＯＲＦ３ａ蛋白质的理化性质进行预测。

１．２．２　蛋白质结构分析　ＳＯＰＭＡ 和 ＳＷＩＳＳ

ＭＯＤＥＬ分析ＯＲＦ３ａ蛋白质的二、三级结构。

１．２．３　 亲疏水性预测 　 通过 ＰｏｒｔＳｃａｌｅ分析

ＯＲＦ３ａ蛋白质的亲疏水性。

１．２．４　跨膜区和信号肽预测　应用 ＴＭＨＭＭ

Ｓｅｒｖｅｒ２．０和ＳｉｇｎａｌＩＰ４．０Ｓｅｒｖｅｒ对ＯＲＦ３ａ蛋白

质进行跨膜区和信号肽预测。

１．２．５　磷酸化位点分析　应用ＮｅｔＰｈｏｓ３．１Ｓｅｒｖ

ｅｒ对ＯＲＦ３ａ蛋白质的磷酸化进行评分。

１．２．６　Ｔ、Ｂ细胞抗原表位预测　应用 ＡＢＣｐｒｅｄ、

ＳＹＦＰＥＩＴＨＩ预测ＯＲＦ３ａ蛋白质的Ｂ、Ｔ细胞抗原

表位。

１．２．７　亚细胞定位预测　通过ＰｒｏｔＣｏｍｐ工具对

ＯＲＦ３ａ蛋白质亚细胞定位进行分析。

１．２．８　过敏原性、抗原性预测　应用ＶａｘｉＪｅｎｖ２．０

和ＡｌｇＰｒｅｄｓｅｒｖｅｒ预测抗原性和过敏原性。

２　结果

２．１　基因及编码蛋白质基本信息　使用蛋白数据

库ＵｎｉＰｒｏｔ分析显示，ＳＡＲＳＣｏＶ２ＯＲＦ３ａ蛋白质

由基因３ａ编码，共２７５个氨基酸。

２．２　ＯＲＦ３ａ蛋白质序列及其理化性质　该蛋白质

分子量３１．１２３ＫＤａ，等电点５．５５，分子式Ｃ１４４０Ｈ２１８９

Ｎ３４３Ｏ４０４Ｓ１１。狋１／２＝３０ｈ（哺乳动物网织红细胞，体

外），狋１／２＞２０ｈ（酵母，体内），狋１／２＞１０ｈ（大肠埃希

菌，体内）。不稳定指数（ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙｉｎｄｅｘ，ＩＩ）为

３２．９６，提示为稳定蛋白质（ＩＩ＜４０为稳定蛋白质，ＩＩ

≥４０为不稳定蛋白质）。脂肪指数１０３．４２，亲水指

数总平均值０．２７５。ＯＲＦ３ａ蛋白质的氨基酸总数为

２７５个，亮氨酸（Ｌｅｕ）占比最多，为１０．９％，其次为

缬氨酸（Ｖａｌ），占９．１％。

２．３　ＯＲＦ３ａ蛋白质结构　ＯＲＦ３ａ蛋白质的二级结

构中无规则卷曲（Ｃｃ）９３个（占３３．８２％）。见图１。三

级结构模型见图２，ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ对模型ＧＭＱＥ

评分为０．６４，ＱＭＥＡＮ评分为０．７８±０．０５，一致性

较好。
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图１　ＯＲＦ３ａ蛋白质二级结构对应的氨基酸位置

犉犻犵狌狉犲１　Ａｍｉｎｏａｃｉｄｐｏｓｉｔｉｏｎｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏｓｅｃｏｎｄａｒｙ

ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＯＲＦ３ａ

图２　ＯＲＦ３ａ蛋白质的三级结构预测

犉犻犵狌狉犲２　ＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｔｅｒｔｉａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＯＲＦ３ａｐｒｏｔｅｉｎ

２．４　ＯＲＦ３ａ蛋白质的亲疏水性　应用ＰｒｏｔＳｃａｌｅ预

测ＯＲＦ３ａ为疏水性蛋白质，氨基酸残基分布见图３。

氨基酸亲水性得分为－１．８００～３．１００（标度值＞０

的区域较＜０的区域密集），总平均亲水指数

（ＧＲＡＶＹ）为０．２７５（＞０），故预测该蛋白质为疏水

性蛋白质。
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图３　ＯＲＦ３ａ蛋白质的亲疏水性预测

犉犻犵狌狉犲３　ＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙｏｆＯＲＦ３ａｐｒｏｔｅｉｎ

２．５　ＯＲＦ３ａ蛋白质跨膜区和信号肽预测　ＯＲＦ３ａ

蛋白质跨膜螺旋数为３。见图４。跨膜氨基酸数为

６６．２０７（＞１８表示很可能为跨膜蛋白质），在胞质内

的概率为０．００６，说明 ＯＲＦ３ａ蛋白质存在跨膜区，

为跨膜蛋白质。应用 ＳｉｇｎａｌＩＰ４．０Ｓｅｒｖｅｒ预测

ＯＲＦ３ａ蛋白质共２７５个氨基酸，Ｄ值为０．１８１，阈值

０．５００，无信号肽。见图５。

２．６　ＯＲＦ３ａ蛋白质磷酸化位点　ＯＲＦ３ａ蛋白质

含２９个磷酸化位点，其中丝氨酸磷酸化位点１０个

（氨基酸位置为７４、９２、１３５、１７１、１７７、１８０、１９５、２０９、

２２０、２５３），苏氨酸磷酸化位点１２个（氨基酸位置为

９、１２、１４、２４、６４、１７０、１９０、２０８、２２３、２６９、２７０、２７１），

酪氨酸磷酸化位点７个（氨基酸位置为１５６、１６０、

１８４、１８９、２１１、２１２、２６４）。见图６。

２．７　ＯＲＦ３ａ蛋白质抗原表位　ＯＲＦ３ａ蛋白质有

多个Ｂ细胞抗原表位，其中得分＞０．５１（临界参考

值０．５１）的可能Ｂ细胞抗原表位２４个，＞０．８５的９

个。见表１。应用ＳＹＦＰＥＩＴＨＩ软件预测获得多个

可能的Ｔ细胞抗原表位，ＭＨＣ类型为 ＨＬＡＡ×

０２∶０１。见表２。
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图４　ＯＲＦ３ａ蛋白质跨膜区预测
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图５　ＯＲＦ３ａ蛋白质的信号肽预测
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图６　ＯＲＦ３ａ蛋白质磷酸化位点预测

犉犻犵狌狉犲６　ＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅｏｆＯＲＦ３ａｐｒｏｔｅｉｎ

表１　ＯＲＦ３ａ蛋白Ｂ细胞抗原表位预测

犜犪犫犾犲１　ＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆＢｃｅｌｌｅｐｉｔｏｐｅｓｏｆＯＲＦ３ａｐｒｏｔｅｉｎ

等级 序列 起始氨基酸位置 得分

１ ＱＧＥＩＫＤＡＴＰＳＤＦＶＲＡＴ １７ ０．９４

２ ＴＳＰＩＳＥＨＤＹＱＩＧＧＹＴＥ １７６ ０．９３

３ ＨＶＱＩＨＴＩＤＧＳＳＧＶＶＮＰ ２４３ ０．９１

４ ＩＧＴＶＴＬＫＱＧＥＩＫＤＡＴＰ １０ ０．９０

５ ＴＩＰＩＱＡＳＬＰＦＧＷＬＩＶＧ ３４ ０．８９

５ ＹＳＴＱＬＳＴＤＴＧＶＥＨＶＴＦ ２１５ ０．８９

６ ＮＫＩＶＤＥＰＥＥＨＶＱＩＨＴＩ ２３４ ０．８８

６ ＦＶＲＩＩＭＲＬＷＬＣＷＫＣＲＳ １２０ ０．８８

７ ＫＣＲＳＫＮＰＬＬＹＤＡＮＹＦＬ １３２ ０．８７

８ ＴＥＫＷＥＳＧＶＫＤＣＶＶＬＨＳ １９０ ０．８５

９ ＹＦＬＣＷＨＴＮＣＹＤＹＣＩＰＹ １４５ ０．８４

１０ ＹＱＩＧＧＹＴＥＫＷＥＳＧＶＫＤ １８４ ０．８３

等级 序列 起始氨基酸位置 得分

１１ ＴＤＴＧＶＥＨＶＴＦＦＩＹＮＫＩ ２２１ ０．８１

１１ ＬＨＳＹＦＴＳＤＹＹＱＬＹＳＴＱ ２０３ ０．８１

１１ ＴＮＣＹＤＹＣＩＰＹＮＳＶＴＳＳ １５１ ０．８１

１２ ＧＳＳＧＶＶＮＰＶＭＥＰＩＹＤＥ ２５１ ０．７９

１３ ＭＥＰＩＹＤＥＰＴＴＴＴＳＶＰＬ ２６０ ０．７７

１３ ＴＳＳＩＶＩＴＳＧＤＧＴＴＳＰＩ １６４ ０．７７

１４ ＰＬＬＹＤＡＮＹＦＬＣＷＨＴＮＣ １３８ ０．７３

１５ ＦＶＲＡＴＡＴＩＰＩＱＡＳＬＰＦ ２８ ０．７１

１６ ＡＧＬＥＡＰＦＬＹＬＹＡＬＶＹＦ ９９ ０．６９

１６ ＡＳＫＩＩＴＬＫＫＲＷＱＬＡＬＳ ５９ ０．６９

１７ ＫＲＷＱＬＡＬＳＫＧＶＨＦＶＣＮ ６７ ０．６５

１８ ＦＶＴＶＹＳＨＬＬＬＶＡＡＧＬＥ ８７ ０．６４
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表２　ＯＲＦ３ａ蛋白质Ｔ细胞抗原表位预测

犜犪犫犾犲２　ＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆＴｃｅｌｌｅｐｉｔｏｐｅｓｏｆＯＲＦ３ａｐｒｏｔｅｉｎ

等级 序列 起始氨基酸位置 得分

１ ＷＬＩＶＧＶＡＬＬ ４５ ３０

２ ＡＬＳＫＧＶＨＦＶ ７２ ２９

２ ＹＬＹＡＬＶＹＦＬ １０７ ２９

３ ＮＬＬＬＬＦＶＴＶ ８２ ２７

４ ＡＬＶＹＦＬＱＳＩ １１０ ２６

５ ＨＬＬＬＶＡＡＧＬ ９３ ２５

５ ＬＬＹＤＡＮＹＦＬ １３９ ２５

６ ＤＬＦＭＲＩＦＴＩ ２ ２４

６ ＡＴＩＰＩＱＡＳＬ ３３ ２４

６ ＳＬＰＦＧＷＬＩＶ ４０ ２４

等级 序列 起始氨基酸位置 得分

７ ＩＶＧＶＡＬＬＡＶ ４７ ２２

７ ＧＬＥＡＰＦＬＹＬ １００ ２２

７ ＳＴＤＴＧＶＥＨＶ ２２０ ２２

８ ＡＬＬＡＶＦＱＳＡ ５１ ２０

８ ＬＬＦＶＴＶＹＳＨ ８５ ２０

８ ＴＶＹＳＨＬＬＬＶ ８９ ２０

８ ＡＰＦＬＹＬＹＡＬ １０３ ２０

８ ＨＴＩＤＧＳＳＧＶ ２４７ ２０

８ ＴＩＤＧＳＳＧＶＶ ２４８ ２０

２．８　ＯＲＦ３ａ蛋白质亚细胞定位　应用ＰｒｏｔＣｏｍｐ

Ｖｅｒｓｉｏｎ分析该蛋白质最可能定位在宿主细胞的细

胞膜，不可能存在于细胞质或细胞膜外。见表３。

表３　ＯＲＦ３ａ蛋白质的亚细胞定位

犜犪犫犾犲３　ＳｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＯＲＦ３ａｐｒｏｔｅｉｎ

位置权重 ＬｏｃＤＢ ＰｏｔＬｏｃＤＢ ＮＮｅｔｓ Ｐｅｎｔａｍｅｒｓ 得分

细胞质 ０ ０ ０．０９ ０ ０

细胞膜 ０ ０ ２．６８ ３．０３ ９．９７

细胞膜外 ０ ０ ０．０５ ０ ０

２．９　ＯＲＦ３ａ蛋白质抗原性和过敏原性预测　基于

蛋白质的主要化学特征，应用ＶａｘｉＪｅｎｖ２．０预测其

抗原性，使用针对各种目标生物体（细菌、病毒、肿

瘤、寄生虫和真菌）的非对齐方法，准确率为７０％～

８９％。本研究选择“病毒”为目标生物体（阈值０．４），

总体预测抗原可能性为０．４９４５，具有抗原性。应用

ＡｌｇＰｒｅｄｓｅｒｖｅｒ预测ＯＲＦ３ａ蛋白质为非过敏原性，

不诱导过敏原特异性抗体的产生。

３　讨论

ＳＡＲＳＣｏＶ２感染是２１世纪第三次传染病大

流行，病毒传播速度快、生存能力强、致死率高，已致

全球６００多万人丧失生命。虽然目前疫苗在预防

ＳＡＲＳＣｏＶ２感染方面有效，但新的病毒突变体可

能会削弱现有疫苗的有效性，所以迫切需要找出突

变体相关疫苗，推进ＳＡＲＳＣｏＶ２感染预防方案的

合理设计。ＳＡＲＳＣｏＶ２是一种高度复杂和多样化

的ＲＮＡ病毒，具有大基因组、复杂的基因库，以及

转录和翻译机制，感染后可引起高发病率和高病死

率的严重呼吸道疾病。与其他冠状病毒一样，

ＳＡＲＳＣｏＶ２独特的辅助蛋白可以破坏人体先天免

疫机制，可能与病毒高致病性有关，并在病毒复制中

发挥重要作用。因此，研究这些蛋白质可能阐明

ＳＡＲＳＣｏＶ２破坏细胞功能的致病机制。近年来，

生物信息学以及新的计算和预测工具在现代结构疫

苗学中的应用极大地促进了新型疫苗的开发。在

此，通过生物信息学研究展示 ＯＲＦ３ａ作为ＳＡＲＳ

ＣｏＶ２疫苗靶点的潜在意义。

ＯＲＦ３ａ是ＳＡＲＳＣｏＶ２最重要的辅助蛋白质

之一，也是ＳＡＲＳＣｏＶ２基因组编码的最大辅助蛋

白质。ＯＲＦ３ａ区域含有 Ｇ四联体结构，该结构在

人类和其他生物的基因转录中发挥调节作用，可促

进ＳＡＲＳＣｏＶ２的转录和复制
［５］。ＯＲＦ３ａ基因位

于病毒基因组中的刺突蛋白和包膜蛋白基因之间，

其蛋白的主要作用包括毒性、传染性、离子通道活

性、形态发生和病毒释放。频率最高的突变是

Ｑ５７Ｈ
［６］，可能会改变病毒的传播和发病机制，故了

解其复杂的突变特征可以指导疫苗的设计和开发。

此外，ＯＲＦ３ａ蛋白质的主要特征之一是存在一个富

含半胱氨酸的结构域，其参与酶的亲核取代反应和

蛋白－蛋白相互作用
［７］。研究［８］发现，ＳＡＲＳＣｏＶ

２ＯＲＦ３ａ与ＳＡＲＳＣｏＶ ＯＲＦ３ａ具有７２％的同源

性，可形成同型四聚体钾敏感离子通道，诱导细胞周

期阻滞和细胞凋亡，并影响病毒的摄取和释放，但

ＳＡＲＳＣｏＶ２ＯＲＦ３ａ的凋亡活性低于ＳＡＲＳＣｏＶ

ＯＲＦ３ａ，故ＳＡＲＳＣｏＶ２感染者在早期阶段症状较

轻甚至无症状［９］。感染后期，ＯＲＦ３ａ激活ＩＬ１β前

基因表达和ＩＬ１β分泌，可导致严重的肺损伤
［１０］。

研究［１１］通过高通量筛选试验发现，ＯＲＦ３ａ蛋白质

与人血红素加氧酶１（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１，ＨＭＯＸ１）
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蛋白高度相互作用，并抑制 ＨＭＯＸ１的抗炎功能，

从而加重炎症和组织损伤。此外，ＯＲＦ３ａ也能阻止

自噬体与溶酶体融合，保护病毒不被破坏［１２］。

本研究采用生物信息学方法预测ＯＲＦ３ａ蛋白

质含有若干Ｔ、Ｂ细胞抗原表位，具有抗原性和非过

敏原性，可用于多表位疫苗的设计，使其有效地识别

和组装更能刺激免疫系统的Ｂ细胞和Ｔ细胞表位，

诱导免疫反应。ＯＲＦ３ａ蛋白质的不稳定性指数＜

４０，被认为是稳定的蛋白质，故所设计的肽疫苗是稳

定的。高脂肪指数（１０３．４２）表明蛋白质在较宽温度

范围内具有较高的稳定性。本研究预测ＯＲＦ３ａ蛋白

质主要位于宿主细胞的细胞膜，与Ｉｓｓａ等
［８］研究一

致。ＯＲＦ３ａ也被证明定位于质膜、核周区域和高尔

基体［１３］，并诱导细胞凋亡、病毒颗粒释放、细胞毒性［１４］、

高尔基体碎片和细胞内囊泡的形成［１５］。ＯＲＦ３ａ具

有３个跨膜螺旋区（ＴＭ１ＴＭ３，残基４１－１３２），具

有促凋亡功能，目前已分离出１７个突变体，其中１０

个突变位点出现在ＯＲＦ３ａ的跨膜结构域内，并与中

心孔或离子通道接触。其他变异位点位于 ＯＲＦ３ａ

结构的不同位置，最常见的突变是 Ｑ５７Ｈ。尽管该

突变点位于跨膜通道，但通道的几何形状没有发生

显著改变，表明通道特性没有改变［１６］，ＯＲＦ３ａ结构

域的相对保守性提示了疫苗设计的可能性。研究预

测ＯＲＦ３ａ是疏水性蛋白质，能够在宿主细胞膜上形

成孔，被称为“病毒孔蛋白”。病毒孔蛋白定位于宿

主细胞膜结构，如内质网、高尔基体，可以促进离子

的运输，调节离子稳态，为病毒感染创造有利环境，

也促进病毒免疫逃逸。ＳＡＲＳＣｏＶ２感染给医疗行

业带来重大压力，如何进行有效的预防和治疗成为

亟待解决的问题。对ＳＡＲＳＣｏＶ２的蛋白进行生信

分析有助于了解病毒自身结构和侵染过程，根据蛋白

的抗原表位进行疫苗研发，使疾病预防更有针对性。

利益冲突：所有作者均声明不存在利益冲突。
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