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　　［摘要］　目的　预测肿瘤相关蛋白ＥＩＦ４Ｇ１亚型的Ｂ细胞表位。方法　下载ＥＩＦ４Ｇ１蛋白各种亚型的氨基酸序列，以
单参数（亲水性、可及性、柔韧性、抗原性）预测为基础，结合ＡＢＣｐｒｅｄ和二级结构预测筛选等方法综合筛选ＥＩＦ４Ｇ１蛋白质亚

型特异性的Ｂ细胞表位。结果　目前已知ＥＩＦ４Ｇ１蛋白的亚型有５种，亚型间的氨基酸变化局限在一个由３００个氨基酸形成
的序列区域，亚型特异性的Ｂ细胞表位可能位于该区域的１４～１９、２１～２７、５２～６１、１０６～１１２、１１３～１３９、１８３～１８９、２０１～２１６和

２１７～２２４位氨基酸残基区域内或附近。结论　ＥＩＦ４Ｇ１蛋白质亚型间存在特异性Ｂ细胞表位，这些表位对应用合成肽抗原
检测蛋白质亚型和进行肿瘤患者的早期诊断具有重要指导意义。
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　　ＥＩＦ４Ｇ１蛋白已被发现在炎症性乳腺癌［１］、鼻咽
癌［２］、肺癌［３］、前列腺癌［４］中高表达，利用噬菌体肽
库技术表达ＥＩＦ４Ｇ１蛋白的一段氨基酸序列能够有
效鉴别前列腺癌患者血清中ＥＩＦ４Ｇ１蛋白的自身抗
体，具有明显的诊断价值［４］。肿瘤患者在疾病早期
往往针对肿瘤特异性抗原产生自身抗体，这种自身
抗体可出现在临床可见肿瘤形成之前，检测血清中
自身抗体来早期筛查恶性肿瘤是一种早期、非侵入
性和廉价的检测手段［５］，具有广阔的应用前景。

　　肿瘤患者自身抗体的产生往往是针对于肿瘤相

关抗原的特定氨基酸序列（即Ｂ细胞抗原表位）而产
生。Ｂ细胞抗原表位是一段具有较强抗原性的氨基
酸序列，往往位于蛋白质结构的表面。近年来的研
究发现，许多蛋白都存在蛋白质亚型，例如Ｐ５３目前
已知６个蛋白质亚型［６］，ＶＥＧＦ目前已知８个蛋白
质亚型［７］，这些蛋白质亚型在不同肿瘤以及肿瘤发
生发展的不同阶段具有表达水平和功能上的差

异［６７］。蛋白质亚型往往表现为氨基酸序列或（和）
空间构象上的差异，而这种差异可能导致蛋白质亚
型间抗原表位的不同，从而刺激机体产生蛋白质亚



第８期．曹廷虎，等．肿瘤相关蛋白ＥＩＦ４Ｇ１亚型的Ｂ细胞表位预测 ·８２３　　 ·

型特异性的自身抗体。因此，对蛋白质亚型特异性
抗原表位进行预测，对将来合成抗原表位短肽并用
于肿瘤相关抗原亚型的发现及恶性肿瘤的早期诊断

具有重要意义。本研究拟以ＥＩＦ４Ｇ１蛋白为例，对
蛋白质亚型特异性抗原表位预测中的相关问题进行

探讨。

１　材料和方法

１．１　ＥＩＦ４Ｇ１蛋白质亚型氨基酸序列及其比对　
ＥＩＦ４Ｇ１蛋白质亚型序列从 ＮＣＢＩ网站中进行搜索
和下载，利用 ＭＥＧＡ４．０软件［８］比对，明确各蛋白质
亚型氨基酸序列变化的重点区域；同时从文献中［４］

下载ＥＩＦ４Ｇ１蛋白的一个已知噬菌体肽表位，以便
比较分析。

１．２　ＥＩＦ４Ｇ１蛋白质亚型的二级结构预测　采用

ＮＰＳ＠ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｅｒｖｅｒ服务器［９］在线对各种蛋白质

亚型的二级结构进行预测，该预测软件整合了多种
蛋白质二级结构预测方法并对各种预测结果进行相

互校正，最后获得更加可靠的预测结果。为了达到

７０％～８０％的精确度，本研究中ＥＩＦ４Ｇ１蛋白质亚
型的二级结构预测选用了ＤＳＣ、ＨＮＮ、ＰＨＤ、ＰＲＥＤ
ＡＴＯＲ和 ＭＬＲＣ等５种预测方法，预测的结构状态
包括α螺旋、β折叠、β转角和无规则卷曲４种。

１．３　ＥＩＦ４Ｇ１蛋白质亚型的亲水性、可及性、柔韧性
和抗原性的预测　根据 ＭＥＧＡ４．０软件所确定蛋
白质亚型氨基酸序列变化区域，采用ＤＮＡｓｔａｒ软件
中的相应菜单命令对该区域的氨基酸序列进行亲水

性、可及性、柔韧性和抗原性的预测，并比较４个参
数的计算结果。

１．４　ＡＢＣｐｒｅｄ服务器对ＥＩＦ４Ｇ１蛋白质亚型Ｂ细
胞抗原表位的预测　根据 ＭＥＧＡ４．０软件所确定
蛋白质亚型氨基酸序列变化区域，采用 ＡＢＣｐｒｅｄ
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｉｍｔｅｃｈ．ｒｅｓ．ｉｎ／ｒａｇｈａｖａ／ａｂｃｐｒｅｄ／）
服务器［１０］预测蛋白质亚型的Ｂ细胞表位。

１．５　综合预测蛋白质亚型特异性的Ｂ细胞抗原表
位　综合蛋白质二级结构和氨基酸序列单参数预测
的结果，确定蛋白质亚型相关变化区域的可能Ｂ细
胞表位；通过对蛋白质亚型特异性氨基酸序列的比
较来确定亚型特异性的Ｂ细胞表位。

２　结　果

２．１　ＥＩＦ４Ｇ１蛋白质亚型的概况　ＥＩＦ４Ｇ１蛋白目
前已知有５个蛋白质亚型，其名称依次为Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ
和Ｅ。根据 ＭＥＧＡ４．０软件的比对结果，ＥＩＦ４Ｇ１
蛋白的Ａ亚型有１５９９个氨基酸，其他亚型依次在
羧基端减少４０、８７、１６４和１９６个氨基酸。从文献中

下载的噬菌体表位序列［３］位于ＥＩＦ４Ｇ１蛋白Ａ亚型
羧基端的第１８２～２９９个氨基酸，提示噬菌体肽中所
含的Ｂ细胞表位可能存在于ＥＩＦ４Ｇ１蛋白的所有已
知５个亚型中。

２．２　ＥＩＦ４Ｇ１蛋白质亚型的二级结构预测　相对于
蛋白质二级结构中α螺旋和β折叠，β转角和无规
则卷曲区域等结构比较松散，容易扭曲盘旋到蛋白
质表面，因此，β转角和无规则卷曲区域常存在Ｂ细
胞抗原表位。如图１所示，将５个蛋白质亚型的二
级结构相似区域对齐，发现各亚型的二级结构差异
主要局限在Ａ亚型的前１９６个氨基酸，前４００个氨
基酸对应的二级结构区域存在更多的无规则卷曲，
噬菌体展示技术发现的已知ＥＩＦ４Ｇ１蛋白Ｂ细胞表
位序列（１８２～２９９氨基酸）也存在丰富的卷曲区域。
为了便于研究蛋白质亚型特异性的抗原表位，我们
选择前 ３００ 个氨基酸序列作为研究对象。以

ＥＩＦ４Ｇ１蛋白 Ａ 亚型为例，１～６１位、６９～１７１位、

１８０～１８９位和１９９～２８９位等氨基酸序列中均发现
无规则卷曲二级结构，考虑到１～４０氨基酸为 Ａ亚
型特有氨基酸序列，提示该区域可能存在 Ａ亚型的
特异性Ｂ细胞抗原表位。

２．３　ＥＩＦ４Ｇ１蛋白质亚型的亲水性、可及性、柔韧性
及抗原性　根据氨基酸序列各个参数与Ｂ细胞抗原
表位的关系，目前认为氨基酸序列的亲水性、可及
性、柔韧性和抗原性参数数值越大，该区域存在Ｂ细
胞抗原表位的可能性也越大。如图２所示，ＥＩＦ４Ｇ１
蛋白质亚型特异性或者相对特异性的氨基酸区域

（如１～４０、４１～８７、８８～１６４、１６５～１９６和１９７～３００
位）均存在亲水性、可及性、柔韧性和抗原性等参数
均较大的氨基酸序列，提示可能存在蛋白质亚型特
异性的抗原表位。文献中用噬菌体展示肽技术所发
现的ＥＩＦ４Ｇ１抗原表位序列（１８２～２９９）也存在较多
的亲水性、可及性、柔韧性和抗原性等参数均较大的
氨基酸序列，提示单参数预测结果和实验结果存在
较好的一致性。

２．４　ＡＢＣｐｒｅｄ对ＥＩＦ４Ｇ１蛋白质亚型相关重点变
化区域的表位预测　ＡＢＣｐｒｅｄ是Ｓａｈａ和 Ｒａｇｈａｖａ
以人工神经网络（ｒｅｃｕｒｒｅｎｔｎｅｕｒａｌｎｅｔｗｏｒｋ）的运算
方法为基础建立的预测Ｂ细胞表位的网络工具，其
结果按回归神经网络所得评分排列，评分最高的肽
段成为表位的可能性最大。当设置表位肽段长度为

１６个氨基酸和界点值为０．５１时，测得ＥＩＦ４Ｇ１蛋白
质亚型相关重点变化区域的氨基酸残基序列及评分

如表１，其中最高分０．９５，最低分０．６６，ＥＩＦ４Ｇ１蛋白
质亚型特异性或者相对特异性的氨基酸区域均存在

ＡＢＣｐｒｅｄ预测的抗原表位。
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图１　ＥＩＦ４Ｇ１蛋白质亚型的二级结构预测

Ｆｉｇ１　Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆ

ＥＩＦ４Ｇ１ｐｒｏｔｅｉｎｓｕｂｔｙｐｅｓｂｙｕｓｉｎｇＮＰＳ＠ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｅｒｖｅｒ
αｈｅｌｉｘ，ｂｌｕｅ；βｓｈｅｅｔ，ｒｅｄ；ｃｏｉｌ，ｍａｇｅｎｔａ；ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ，ｇｒａｙ

２．５　综合预测蛋白质亚型特异性的Ｂ细胞抗原表
位　综合比较单参数（亲水性、可及性、柔韧性及抗
原性等）抗原表位预测、蛋白质二级结构抗原表位预
测和ＡＢＣｐｒｅｄ软件数学模型预测的结果，我们选择
各预测方法都合格的氨基酸线性区域作为可能的表

位，结果发现ＥＩＦ４Ｇ１蛋白质亚型相关重点变化区
域的１４～１９、２１～２７、５２～６１、１０６～１１２、１１３～１３９、

１８３～１８９、２０１～２１６和２１７～２２４位均存在符合综合
预测法抗原表位标准的区域。对于 Ａ 亚型，由于

１～４０位氨基酸是其特有序列，因此，１４～１９和

２１～２７区域的抗原表位区域是Ａ亚型特有的抗原表
位；对于Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ亚型，本研究没有发现单一的具
有特异性的亚型特异性抗原表位。

图２　ＥＩＦ４Ｇ１蛋白质亚型相关重点变化区域的亲水性、可及性、柔韧性和抗原性分析

Ｆｉｇ２　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ，ｓｕｒｆａｃｅ，ｆｌｅｘｉｂｌｅ，ａｎｄａｎｔｉｇｅｎｉｃｉｎｄｅｘｏｆｖａｒｉａｂｌｅｒｅｇｉｏｎｏｆＥＩＦ４Ｇ１ｐｒｏｔｅｉｎｓｕｂｔｙｐｅｓ

表１　ＡＢＣｐｒｅｄ预测的抗原表位情况

Ｔａｂ１　ＥＩＦ４Ｇ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｐｉｔｏｐｅｓｐｒｅｄｉｃｔｅｄｂｙＡＢＣｐｒｅｄｓｅｖｅｒ

Ｒａｎｋ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｓｔａｒｔ
ｐｏｓｉｔｉｏｎ Ｓｃｏｒｅ

Ｓｕｂｔｙｐｅｓ
ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｐｏｓｉｔｉｏｎ

Ｒａｎｋ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｓｔａｒｔ
ｐｏｓｉｔｉｏｎ Ｓｃｏｒｅ

Ｓｕｂｔｙｐｅｓ
ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｐｏｓｉｔｉｏｎ

６ ＰＳＰＧＬＰＱＰＡＦＰＰＧＱＴＡ １４ ０．８９ １４０ １７ ＱＰＰＱＩＡＰＫＲＥＲＫＴＩＲＩ １６７ ０．７６ １６５１９６
１２ ＰＰＧＱＴＡＰＶＶＦＳＴＰＱＡＴ ２４ ０．８１ １４０ １ ＴＩＲＩＲＤＰＮＱＧＧＫＤＩＴＥ １７９ ０．９５ １６５１９６
１７ ＳＱＰＲＱＨＦＹＰＳＲＡＱＰＰＳ ４５ ０．７６ ４１８７ ８ ＡＲＴＡＳＴＰＴＰＰＱＴＧＧＧＬ ２００ ０．８６ １９７１９９
１５ ＰＳＲＡＱＰＰＳＳＡＡＳＲＶＱＳ ５３ ０．７８ ４１８７ ７ ＰＱＴＧＧＧＬＥＰＱＡＮＧＥＴＰ ２０９ ０．８７ １９７１９９
４ ＱＳＡＡＰＡＲＰＧＰＡＡＨＶＹＰ ６７ ０．９１ ４１８７ １９ ＰＱＡＮＧＥＴＰＱＶＡＶＩＶＲＰ ２１７ ０．６６ １９７１９９
５ ＰＳＱＩＳＹＰＡＳＱＧＡＹＹＩＰ ９１ ０．９０ ８８１６４ ９ ＶＡＶＩＶＲＰＤＤＲＳＱＧＡＩＩ ２２６ ０．８５ １９７１９９
３ ＰＡＳＱＧＡＹＹＩＰＧＱＧＲＳＴ ９７ ０．９２ ８８１６４ ２ ＡＩＩＡＤＲＰＧＬＰＧＰＥＨＳＰ ２３９ ０．９４ １９７１９９
１１ ＹＩＰＧＱＧＲＳＴＹＶＶＰＴＱＱ １０４ ０．８３ ８８１６４ １０ ＰＧＰＥＨＳＰＳＥＳＱＰＳＳＰＳ ２４８ ０．８４ １９７１９９
３ ＹＰＶＱＰＧＡＰＧＦＹＰＧＡＳＰ １２０ ０．９２ ８８１６４ ６ ＰＳＳＰＳＰＴＰＳＰＳＰＶＬＥＰ ２５９ ０．８９ １９７１９９
１０ ＦＹＰＧＡＳＰＴＥＦＧＴＹＡＧＡ １２９ ０．８４ ８８１６４ ９ ＴＰＳＰＳＰＶＬＥＰＧＳＥＰＮＬ ２６５ ０．８５ １９７１９９
８ ＦＧＴＹＡＧＡＹＹＰＡＱＧＶＱＱ １３８ ０．８６ ８８１６４ １６ ＧＳＥＰＮＬＡＶＬＳＩＰＧＤＴＭ ２７５ ０．７７ １９７１９９
１３ ＹＹＰＡＱＧＶＱＱＦＰＴＧＶＡＰ １４５ ０．８０ ８８１６４ １８ ＡＶＬＳＩＰＧＤＴＭＴＴＩＱＭＳ ２８１ ０．７１ １９７１９９

３　讨　论

　　ＥＩＦ４Ｇ１蛋白的高表达与鼻咽癌、前列腺癌和乳
腺癌的发生密切相关，但该蛋白目前已知５个蛋白质
亚型的存在，具体哪个亚型与肿瘤的关系更密切以及

不同亚型其临床意义是否不同等尚不清楚。

　　以往对蛋白质亚型的分析主要是从信使ＲＮＡ剪
切模式入手，但这种方法不能在蛋白质水平反映各种
亚型的表达水平，更无法阐述各蛋白质亚型的生物学
功能。研究发现许多肿瘤抗原能刺激机体产生自身抗
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体，通过检测血清自身抗体水平则能反映相应肿瘤抗
原的表达状况。从免疫学角度来看，抗体是针对于蛋
白质表面的抗原决定簇（即抗原表位）而产生的，而抗原
表位是肿瘤抗原蛋白质中能激发机体产生抗体并与抗

体分子结合的一段序列。利用蛋白质亚型特异性的抗
原表位来合成短肽，理论上能通过检测相应自身抗体
来反映机体内肿瘤相关抗原蛋白质亚型的表达水平。
在前列腺癌的研究中，已发现ＥＩＦ４Ｇ１基因的一段ｍＲ
ＮＡ序列能在噬菌体载体中正确表达ＥＩＦ４Ｇ１的一段氨
基酸序列，且该噬菌体肽能用于检测肿瘤患者体内的
自身抗体并用于前列腺癌早期诊断。因此，利用

ＥＩＦ４Ｇ１蛋白质亚型特异性抗原表位来检测亚型特异
性抗体能用于反映体内ＥＩＦ４Ｇ１蛋白质亚型的表达情
况，从而为阐述ＥＩＦ４Ｇ１蛋白质亚型在肿瘤中的作用及
在临床诊断中的价值奠定基础。

　　随着计算机技术的不断发展和生物学理论方法
的逐步丰富，Ｂ细胞表位的预测技术也在不断发展。
目前的Ｂ细胞表位预测技术常综合蛋白质二级结构
预测、氨基酸序列参数（亲水性、可及性、柔韧性和抗
原性等）以及其他预测技术来预测可能的Ｂ细胞表
位［１１１２］。本研究首先下载ＥＩＦ４Ｇ１蛋白质亚型的氨
基酸序列，然后通过序列比对和二级结构分析确定
与亚型序列变化密切相关的氨基酸序列区域，并通
过与已知的噬菌体肽序列比对来判断预测结果的可

信程度。结果表明ＥＩＦ４Ｇ１蛋白的５个亚型的变化
区域主要集中在Ａ亚型的前２００个氨基酸，考虑到
预测结果与已知 ＥＩＦ４Ｇ１蛋白的噬菌体肽序列比
对，本研究选择前３００个氨基酸进行重点分析。

　　二级结构分析发现所研究的３００个氨基酸存在
大量的无规则卷曲区域，提示可能蕴含着抗原表位，
且在各ＥＩＦ４Ｇ１蛋白质亚型特异性或者相对特异性
区域均有抗原表位存在的可能性。氨基酸序列的亲
水性、可及性、柔韧性和抗原性等参数也提示在各蛋
白质亚型特异性或者相对特异性区域均有抗原表位

存在的可能性。综合二级结构、氨基酸序列参数和

ＡＢＣｐｒｅｄ预测结果，我们预测在３００个氨基酸序列的

１４～１９、２１～２７、５２～６１、１０６～１１２、１１３～１３９、１８３～
１８９、２０１～２１６和２１７～２２４位可能存在Ｂ细胞抗原表
位，合成这些多肽序列可用于ＥＩＦ４Ｇ１蛋白质亚型自
身抗体的检测并用于临床诊断和肿瘤疫苗设计。

　　针对于ＥＩＦ４Ｇ１蛋白质亚型集中变化的３００个
氨基酸序列，其表位序列中仅１４～１９和２１～２７蛋
白多肽能特异性检测ＥＩＦ４Ｇ１蛋白质Ａ亚型；而对
于其他亚型的检测则需通过不同表位肽的联合应用

来评价，例如，在检测自身抗体时，当１４～１９或

２１～２７表位肽阴性且５２～６１表位肽阳性时，才能准

确判断Ｂ亚型的存在。因此，利用表位肽抗体检测
来判断ＥＩＦ４Ｇ１蛋白质亚型的表达虽然可行，但却
具有一定局限性。这种局限性也许可以通过发现新
的蛋白质亚型特异性空间构象表位来解决［１３］，但目
前非连续表位的预测存在一定难度。

　　本研究针对于蛋白质亚型和肿瘤相关抗原的自
身抗体现象提出了利用蛋白质亚型特异性抗原表位

来检测患者血清中蛋白质亚型特异性自身抗体的设

想，并通过生物信息学分析预测了ＥＩＦ４Ｇ１蛋白质
亚型特异性的抗原表位，为今后利用抗原表位研究

ＥＩＦ４Ｇ１蛋白质亚型在恶性肿瘤中的诊断和疫苗开
发奠定了基础。
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