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简  报 

猪流行性腹泻病毒 S 蛋白胞内区线性 B 细胞表位最小基序

鉴定 
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摘  要：【背景】S 蛋白是猪流行性腹泻病毒(Porcine Epidemic Diarrhea Virus，PEDV)的主要结构蛋

白和免疫原性蛋白，在前期的研究中，本课题组在 S 蛋白的胞内区鉴定到 2 个包含线性 B 细胞表位的

短肽。【目的】鉴定 PEDV S 蛋白胞内区线性 B 细胞表位的最小基序。【方法】原核表达 2 个短肽的每

次后移 1 个氨基酸的系列 8 肽，以兔抗 S 蛋白血清为一抗，通过 Western Blot 筛选阳性反应 8 肽，鉴

定 S 蛋白胞内区线性 B 细胞表位的最小基序。【结果】S 蛋白胞内区的 2 个包含线性 B 细胞表位

的短肽共享一个表位，该表位的最小基序为 1371QPYE1374。同源性分析显示该 B 细胞表位基序为保

守性表位。【结论】确定了 S 蛋白胞内区线性 B 细胞表位的最小基序为 1371QPYE1374；S 蛋白抗原

表位的鉴定有助于提高对其结构和功能的理解。 

关键词：猪流行性腹泻病毒，S 蛋白，胞内区，线性 B 细胞表位，最小基序鉴定 
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Abstract: [Background] S protein is the main structural and immunogenic protein of PEDV. In our 
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previous work, two linear B cell epitopes (BCE) containing short peptides were identified in the 
cytoplasmic domain of S protein. [Objective] To identify the minimal motif of the linear BCE were 
identified in the cytoplasmic domain of PEDV S protein. [Methods] Serial 8-mers, advancing one aa once 
on the short peptide, were prokaryotically expressed. Positive 8-mers were identified by Western Blot 
using rabbit anti-S serum as the primary antibody and the minimal motif of the linear BCE was identified 
within the cytoplasmic domain of S protein. [Results] The two short peptides within the cytoplasmic 
domain of S protein contained the same epitope, and the minimum motif of the epitope was 1371QPYE1374. 
Homologous analysis showed that the BCE motif was conserved. [Conclusion] The minimum motif of the 
BCE within the cytoplasmic domain of S protein was determined as 1371QPYE1374. Identification of antigen 
epitope on S protein helps to improve the understanding of its structure and function. 

Keywords: porcine epidemic diarrhea virus, S protein, cytoplasmic domain, linear B cell epitope, minimal 
motif identification 
 

猪流行性腹泻 (Porcine Epidemic Diarrhea，

PED)是仅次于非洲猪瘟和蓝耳病的严重影响养猪

业的传染性疫病。作为主要通过粪口传播的肠道传

染病，PED 常导致大规模的 7 日龄内仔猪的严重

腹泻、消瘦直至死亡[1]。1971 年英国首次报道了

PED 零星暴发，随后扩散至亚洲和欧洲的其他国

家[1-2]。2013 年美国首次暴发了 PED 疫情，给其养

猪业造成了重创[3]。目前，猪场的腹泻率依然居高

不下，疫病情况也更加复杂，混合感染广泛存在[4]。

因此，PED 的临床诊断及疫苗开发越来越受到研

究者的重视。 

猪流行性腹泻病毒(Porcine Epidemic Diarrhea 

Virus，PEDV)属于冠状病毒科 α 冠状病毒属，其

约 28 kb 的正链 RNA 基因组编码的 4 个结构蛋白

(S、M、E、N)中，S 蛋白在病毒粒子的表面形成

冠状结构，是诱导宿主产生中和抗体的主要结构

蛋白[5-6]。诱导宿主产生足够的中和性抗体是保护

宿主抵御 PEDV 感染的关键，S 蛋白包含主要的

诱导宿主产生中和抗体的抗原表位，因此，S 蛋白

在基因工程 PED 疫苗的研究中颇受关注。S 蛋白

的 S1 亚基包含受体结合域，通过与细胞受体的特

异性结合决定病毒的宿主特异性；S2 亚基在病毒基

因组释放所必需的膜融合过程中发挥重要作用[7]。

截至目前，已经在 S1 亚基上鉴定到 5 个线性    

表位区(592−607、685−688、722−731、748−755 和

764−771 aa)[4,8-12]和 2 个可诱导中和抗体产生的空

间表位区(499−638 aa 和 636−789 aa)[13-14]。S2 亚基

的 1 368−1 374 aa 也是一个中和性线性 B 细胞表

位区 [12,15]。一个蛋白抗原的长表位肽可能与其他

蛋白抗原的抗体起交叉反应，因此鉴定蛋白抗原表

位的最小基序可提高检测的特异度；将多个蛋白抗

原表位的最小基序组成嵌合肽则可提高检测的灵

敏度。然而，对于 PEDV S 蛋白上线性 B 细胞表

位的最小基序鉴定鲜有报道。 

本课题组在前期研究中发现 PEDV CV777 S 蛋白

的胞内区存在 2 个彼此重叠 8 aa 的包含线性 B 细胞表

位短肽(P1：1 361−1 376 aa；P2：1 369−1 382 aa)[16]。

本研究利用抗 PEDV S 蛋白多抗筛选 P1、P2 短肽

的每次前移 1 个氨基酸的系列 8 肽[含 Glutathione 

S-Transferase (GST)标签]中的阳性反应性 8 肽，确

定了 P1、P2 包含表位的最小基序，以期为将来 PEDV

的检测、多表位肽疫苗开发提供候选表位。 

1  材料与方法  

1.1  材料 

1.1.1  菌株和表达载体 

大肠杆菌(Escherichia coli，E. coli)，本实验室

保存；质粒 pXXGST-1，上海计划生育研究所徐万

祥研究员惠赠。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

常用分子生物学试剂，上海皓嘉科技发展有限
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公司；质粒提取、DNA 胶回收试剂盒，Axygen 生

物技术(杭州)有限公司；兔抗 PEDV (疫苗株 CV777

和流行毒株 SD2014) S 蛋白多抗血清，本实验室制

备；猪抗 PEDV 血清，采自临床 PEDV IgG 阳性母

猪；HRP 标记的山羊抗兔 IgG，生工生物工程(上

海)股份有限公司；PVDF 膜，上海鼎国生物技术有

限公司。 

恒温振荡培养箱，上海旻泉仪器有限公司；凝

胶电泳仪、半干转模仪、凝胶成像系统，Bio-Rad

公司。 

1.2  方法 

1.2.1  P1、P2 对应系列 8 肽的 GST 融合表达 

P1、P2 对应 8 肽的表达参考文献[17]。将     

8 肽的编码 DNA 片段体外退火，与经 BamH I 和

Sal I 双酶切、割胶回收的 pXXGST-1 载体连接；

重组载体送测序公司测序；SDS-PAGE 筛选温度诱

导表达的 GST 融合 8 肽，立即使用或−80 °C 保存。 

1.2.2  SDS-PAGE 及 Western Blot 

SDS-PAGE 及 Western Blot 参考文献[17]。电

泳结束后凝胶染色或进行 Western Blot；转印膜以

脱脂奶粉封闭、Tris Buffered Saline with Tween-20 

(TBST)漂洗；兔抗 S 蛋白血清或 PEDV 阳性猪血

清(以 TBST 1:5 000 稀释) 4 °C 孵育过夜；漂洗后

的转印膜以 IgG-HRP (以 TBST1:20 000 稀释)室温

孵育 1 h，转印膜漂洗后利用化学发光试剂盒进行

显色并拍照。 

1.2.3  PEDV S 蛋白胞内区线性 B 细胞表位预测 

将 PEDV CV777 疫苗株 S 蛋白胞内区氨基酸

序列(1 347−1 382 aa，ALS35469.1)提交在线软件

Immune Epitope Database (IEDB) (http://tools.iedb. 

org/bcell/)预测其所包含的线性 B 细胞表位，仅选

择 3 种以上算法均预测到的表位。 

1.2.4  最小表位基序的保守性分析 

利用 MEGA X 比对 GenBank 中不同亚型

PEDV 代表性毒株的 S 蛋白序列，分析获得最小表

位基序的保守性。 

2  结果与分析 

2.1  S 蛋白胞内区线性 B 细胞表位预测 

综合考虑 S 蛋白胞内区片段包含氨基酸残基

的亲水性、柔性、表面可及性、抗原倾向性等特点，

采用 6 种不同的算法预测线性 B 细胞表位，预测结

果如图 1 所示，在 S 蛋白的胞内区预测到一个线性

B 细胞表位 1365CRGPRLQPYEAFEK1378。 

2.2  S 蛋白胞内区线性 B 细胞表位最小基序鉴定 

SDS-PAGE 分析显示，S 蛋白胞内区 2 个包含

B 细胞表位短肽(P1，P2)的系列 8 肽都成功表达，

重组 GST 融合 8 肽在凝胶上显示为约 21 kD 的条

带(图 2A、2B)。利用抗 S 蛋白多抗、通过 Western 

Blot 筛选系列 8 肽中的阳性反应性 8 肽，结果显示

P1-7、P1-8、P1-9 和 P2-1、P2-2、P2-3 可以被兔

抗 S 蛋白血清识别(图 2C、2D)；这表明 2 个包含

B 细胞表位的短肽 P1、P2 包含的是同一个表位。

对阳性反应性 8 肽氨基酸序列的分析显示，该表位

的最小基序为 1371QPYE1374 (表 1)。 

分别以抗 PEDV 流行毒株 SD2014 的 S 蛋白

兔血清和 PEDV 康复母猪血清为一抗，Western 

Blot 验证鉴定到的阳性反应性 8 肽与抗 PEDV 流

行毒株 S 蛋白多抗和猪抗 PEDV 血清的反应性，

结果如图 3 所示，鉴定到的 5 个阳性反应性 8 肽(由

于 P1-9 与 P2-1 序列完全相同，因此只选择 P2-1)

均不与抗 PEDV 流行毒株 SD2014 的 S 蛋白兔血清

发生反应(图 3B)。虽然反应强度相对较弱，但是猪

抗 PEDV 血清可以识别 5 个阳性反应性 8 肽中的

2 个(P1-7 和 P2-2，图 3C)。 

2.3  PEDV S 蛋白胞内区线性 B 细胞表位最小

基序保守性分析 

为了分析鉴定最小表位基序的保守性，选取

GenBank 中代表性 S 蛋白序列进行比对分析。对

应本研究中得到的最小基序位置，24 株不同亚型 

S 蛋白的序列完全相同(图 4)，显示鉴定到的表位

基序为保守性表位。 
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图 1  利用在线软件 IEDB 预测 PEDV S 蛋白胞内区的抗原决定簇 
Figure 1  Prediction of antigenic determinant on the cytoplasmic domain of PEDV S protein using online software IEDB 
注：A：以 BepiPred 2.0 预测线性 B 细胞表位；B：以 Chou 和 Fasman β 转角预测法预测 β 转角；C：以 Emini 表面可及性表分

析表面可及性；D：以 Karplus 和 Schulz 柔韧性表分析柔韧性；E：以 Kolaskar 和 Tongaonkar 抗原性表预测抗原决定簇；F：以

Parker 亲水性表预测亲水性 

Note: A: Prediction of linear B cell epitope using BepiPred 2.0; B: Beta turns analysis using Chou and Fasman beta turn prediction; C: 
Surface accessibility analysis using Emini surface accessibility scale; D: Flexibility analysis using Karplus and Schulz flexibility scale; E: 
Prediction of antigenic determinant using Kolaskar and Tongaonkar antigenicity scale; F: Hydrophilicity prediction using Parker 
hydrophilicity scale 

 

 
 
图 2  Western Blot 筛选 PEDV S 蛋白胞内区包含线性 BCE 的 8 肽 
Figure 2  Screen of linear BCE containing 8-mers on the cytoplasmic domain of PEDV S protein using Western Blot 
注：A、B：SDS-PAGE 分析表达的系列 8 肽；C、D：Western Blot 筛选阳性反应性 8 肽。M：蛋白质分子量标准；1：未诱导菌

体；A、C：2–10 分别为覆盖 P1 序列全长的系列 8 肽，P1-1–P1-9；B、D：2–8 分别为覆盖 P2 序列全长的系列 8 肽，P2-1–P2-7 

Note: A, B: SDS-PAGE analysis of the expressed serial 8-mers; C, D: Screening of positive 8-mers using Western Blot. M: Protein 
marker; 1: Precipitate of recombinant E. coli before induction; A, C: 2–10: Serial 8-mers covering P1, P1-1–P1-9, respectively; B, D: 2–8: 
Serial 8-mers covering P2, P2-1–P2-7, respectively 
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表 1  线性 B 细胞表位最小基序鉴定 
Table 1  Mapping of minimal motif of the linear BCE 

编号 

No. 

序列 

Sequences (5′→3′) 

P1-1 

P1-2 

P1-3 

P1-4 

P1-5 

P1-6 

P1-7 

P1-8 

P1-9 

P2-1 

P2-2 

P2-3 

P2-4 

P2-5 

P2-6 

P2-7 

FSGCCRGP 

SGCCRGPR  

GCCRGPRL 

CCRGPRLQ 

CRGPRLQP 

RGPRLQPY 

GPRLQPYE 

PRLQPYEA 

RLQPYEAF 

RLQPYEAF 

LQPYEAFE 

QPYEAFEK 

PYEAFEKV 

YEAFEKVH 

EAFEKVHV  

AFEKVHVQ 

注：阳性反应性 8 肽和最小表位基序以黑体标出 

Note: Positive 8-mers and aa of the minimal motif were indicated 
in black 

 

3  讨论与结论 

B 细胞表位又称抗原决定簇，是与特异性抗体

相互作用的氨基酸簇[18]。B 细胞表位既可以是连

续的 3–10 个氨基酸基序(线性表位)，也可以为   

一级结构上不连续但高级结构上相邻的氨基酸簇

(构象性表位)[19]。虽然大部分的抗原表位是构象性

表位，但是由于构象性表位的鉴定比较困难，所以

线性表位的鉴定更受关注，其应用也更加广泛。线

性表位和构象性表位与特异性抗体的结合取决于

表位的关键氨基酸残基，病毒进化过程中的一个氨

基酸突变可导致抗原表位的丢失或改变[20]。作为

PEDV 表面的主要结构蛋白，S 蛋白特异性抗体

的滴度与免疫或感染康复动物产生的抗体的中和

活性显著相关[21]。因此，鉴定 S 蛋白上的表位(特

别是中和表位)对于 PEDV 检测方法的建立和多

表位肽疫苗的开发具有重要意义。 

在线软件 IEDB 预测显示，PEDV S 蛋白的

胞 内 区 存 在 一 个 线 性 B 细 胞 表 位
1365CRGPRLQPYEAFEK1378。Cruz 等利用中和性

单抗和噬菌体展示技术也在 PEDV S 蛋白胞内区

鉴定到一个中和性表位 1368GPRLQPY1374 [15]。他们

进一步的研究证实，包含此表位的 S 蛋白 C 末端

24 肽具有良好的免疫原性，可诱导小鼠产生 PEDV

中和抗体[22]。最近，Okda 等也发现，中和性单抗

SD125-1 可以特异性地结合 GPRLQPY 多肽[12]，但

对该表位的最小基序至今未见报道。本课题组前期

利用抗 PEDV S 蛋白多抗也在 S 蛋白的胞内区发现

了 2 个包含 B 细胞表位的阳性反应性短肽[16]。本

研究利用抗 PEDV S 蛋白多抗，通过 Western Blot

筛选覆盖这 2 个短肽全长且彼此重叠 7 个氨基酸 

 

 
 
图 3  阳性 8 肽与抗 PEDV 流行毒株 S 蛋白兔血清及猪抗 PEDV 血清的反应性 
Figure 3  Reactivity of positive 8-mers with rabbit serum against S protein of PEDV epidemic strain and porcine 
anti-PEDV serum 
注：A：SDS-PAGE 分析阳性 8 肽；B：以抗 PEDV 流行毒株 S 蛋白兔血清 Western Blot 分析筛选到阳性 8 肽；C：以猪抗 PEDV

血清 Western Blot 分析筛选到的阳性 8 肽。M：蛋白质分子量标准；1：诱导后的转化 pXXGST-1 载体的 E. coli 菌体；2–6：分别

筛选到的阳性 8 肽，P1-7、P1-8、P2-1、P2-2、P2-3 

Note: A: SDS-PAGE analysis of positive 8-mers; B: Analysis of positive 8-mers by Western Blot with rabbit serum against S protein of 
PEDV epidemic strain; C: Analysis of positive 8-mers by Western Blot with porcine anti-PEDV serum. M: Protein marker; 1: Precipitate 
of induced recombinant E. coli (pXXGST-1); 2–6: Positive 8-mers, P1-7, P1-8, P2-1, P2-2 and P2-3, respectively 
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图 4  S 蛋白胞内区线性 BCE 在不同亚型 PEDV 毒株间保守性分析 
Figure 4  Conservation analysis of linear BCE on the cytoplasmic domain of S protein among different subtype PEDV 
strains 
注：方框内为 S 蛋白胞内区线性 BCE 的最小基序 

Note: The minimal motif of the linear BCE on the cytoplasmic domain of S protein is in the box 

 
的系列 8 肽中的阳性反应性 8 肽，确定了该表位的

最小基序为 1371QPYE1374。需要指出的是，该最小

表位基序的最后一个氨基酸残基 1374E 并不在报道

的表位肽 1368GPRLQPY1374 中，本课题组的研究还

发现，包含此 7 肽的 8 肽 P1-6 (RGPRLQPY)也不

能被抗 S 蛋白多抗血清识别，其原因可能是采用

的表位鉴定方法不同。本课题组采用 Western Blot

鉴定表位的最小基序，该方法利用抗重组蛋白多

抗血清筛选彼此重叠 7 个氨基酸的系列 8 肽中的

阳性反应性 8 肽，通过比对阳性 8 肽中共有氨基

酸序列确定表位的最小基序。其不仅敏感性强，

而且是可以精确定位表位的最小基序。Cruz 等利

用随机 7 肽的噬菌体展示技术通过同源比对预测该

表位序列为 1368GPRLQPY1374，而验证实验中使用

的包含该 7 肽序列的 C 末端 24 肽，该 24 肽包含

了本研究鉴定到的最小表位基序[15]。因此，该研

究并未验证其预测的 7 肽表位能否被其所使用的

单抗识别。Okda 等通过 ELISA 证明低稀释度(1:20)

的单抗 SD125-1 可以与 7 肽 GPRLQPY 结合，但

信号强度较低，其原因也可能与缺少 1374E 有关[12]。 

虽然已有研究表明，冠状病毒 S 蛋白的胞内

区通过与 M 蛋白相互作用在病毒的装配过程中发

挥重要作用，但对于该结构域在病毒入侵过程中的

作用以及识别该结构域的抗体如何降低病毒的感

染性目前仍不清楚。然而，在其他病毒的表面糖蛋

白的胞内区中也发现了抗原表位，如在 HIV 包膜

糖蛋白 GP41 的 746ERDRD750 [23]。虽然 GP41 在膜

上的拓扑结构目前仍存在争议，但一种解释是发现

识别 GP41 上该表位的抗体与 HIV P17 蛋白胞外结

构域的一个抗原性相似的中和性表位存在交叉反

应性[24]。PEDV S 蛋白的胞内区是否确实具有中和

表位，或者抗 PEDV S 蛋白单抗或多抗是否识别
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PEDV 上其他包含 1371QPYE1374 基序的不连续表位

还需要进一步的实验验证。 

序列保守性分析显示，本研究鉴定到的表位基

序在选择的 24 株 PEDV 中高度保守，但 5 个包含

该表位基序的 8 肽均不能被抗流行毒株 SD2014 的

S 蛋白血清识别。本课题组前期研究也发现，与利

用抗 PEDV CV777 疫苗株 S 蛋白多抗血清在其胞

内 区 鉴 定 到 2 个 包 含 B 细 胞 表 位 的 短 肽

(1361FSGCCRGPRLQPYEAF1376 和 1369RLQPYEAF 

EKVHVQ1382)不同[16]，流行毒株 SD2014 S 蛋白的

胞内区并无与抗流行毒株 SD2014 S 蛋白血清阳性

反应的短肽。抗流行毒株 S 蛋白血清也不能识别

疫苗株 S 蛋白上 2 个阳性反应性短肽，而抗疫苗

株 S 蛋白多抗可以识别流行毒株 S 蛋白上包含

QPYE 基序的短肽(1369CRGPRLQPYEVFEKVH1384)。

因此，推测流行毒株 S 蛋白该区域相邻或相近的

氨基酸残基的差异引起了免疫原性的改变或丧失，

因此，免疫动物得到的抗流行毒株 S 蛋白血清由

于缺乏相应的抗体成分而不能识别包含 QPYE 基

序的短肽。 

总之，本研究利用抗 PEDV CV777 疫苗株  

S 蛋白多抗鉴定了 S 蛋白胞内区中和性线性 B 细胞

表位的最小基序。S 蛋白抗原表位最小基序的鉴

定为研究 S 蛋白的致病机制和功能奠定了基础，

也为 PED 多表位肽疫苗的开发以及鉴别诊断方法

的建立提供了理论依据和实验基础。 
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