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摘要 目的　基于甲型流感病毒神经氨酸酶（neuraminidase，NA）蛋白抗原抗体复合物结构数据，探究抗原蛋白表位与抗

体的空间结构识别关系。方法　完整收集SAbDab数据库中NA蛋白抗原抗体复合物结构数据，对蛋白质结构进行处理分

析，获取抗原表位和相应抗体配位氨基酸序列和空间分布信息，统计分析结合抗体序列、基因使用频率、氨基酸使用偏好

性和互补决定区（CDR）氨基酸长度；分析抗体结合的热点区域，进一步对抗体配位空间结构相似性进行计算和层次聚类，

深入探究抗原表位与抗体的空间识别关系，通过生物膜干涉（BLI）实验验证靶向不同抗原表位的抗体的识别特异性。     

结果　SAbDab数据库中甲型流感病毒NA蛋白的抗原抗体复合物结构数据以H3N2、H7N9、H1N1亚型为主，抗原表位的

热点位置主要集中在催化活性位点区域，抗体物种来源以人源和鼠源为主，鼠源抗体 VJ 基因组合使用频率最高的是

IGHV1-12*01/IGHJ2*01，人源抗体VJ基因组合使用频率最高的是 IGHV1-69*01/IGHJ6*01。结合在催化活性位点区域内与

结合在催化活性位点区域以外其他区域的抗体，在重链CDR氨基酸长度与氨基酸使用偏好性方面存在显著差异。抗原表位

与抗体配位具有特定的识别关系，部分相似的抗体配位结构特异性地识别相同的表位，可在结构上观察到结合区域的重叠，

BLI实验也验证了这类抗体对表位的竞争结合。结论　NA蛋白抗原表位位点分布以催化活性位点及周围环状区域为主，空

间构象互补与静电相互作用在抗体与抗原的催化活性区域识别和结合过程中发挥重要作用。抗原与抗体存在不依赖于抗体

唯一序列的空间识别关系，不同序列的抗体也可能形成识别同一抗原表位的局部空间结构。
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甲型流感病毒（influenza A virus）是一种单链

RNA病毒，属于正黏液病毒科。具有高度传染性

和变异性，分类复杂、亚型众多、容易突变，根据

世界卫生组织报道，流感季节性流行每年可导致

300万~500万重症病例，30万~65万呼吸道疾病相

关死亡［1］。20世纪以来，全球范围内共出现了4次

流感大流行：1918年西班牙H1N1流感、1957年亚

洲H2N2流感、1968年香港H3N2流感和2009年甲

型H1N1流感，均造成了大量的人员死亡。不可预

测的大流行以及不断爆发的季节性流感、禽流感，

对人类健康及社会稳定造成巨大威胁［1］。

甲型流感病毒的众多编码蛋白中，血凝素

（hemagglutinin， HA） 和 神 经 酰 胺 酶

（neuraminidase，NA）蛋白是当前疫苗及药物研发

的主要靶标蛋白，HA蛋白主要参与病毒对宿主细

胞的吸附和侵入过程［2］，NA蛋白主要在病毒的释

放和传播的过程中发挥作用［3］。NA蛋白能够特异

性识别、催化切割唾液酸，阻止病毒颗粒在细胞表

面相互聚集，便于病毒颗粒脱离宿主细胞并继续扩

散侵染［4］。NA蛋白上的催化活性位点在其功能发

挥中起着核心作用，是奥司他韦、扎那米韦等抗甲

流药物的主要靶点［5］。NA蛋白的催化活性位点位

于蛋白质表面的口袋区域，主要由带电荷的氨基酸
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残基组成［6］，研究表明，催化活性位点在所有流

感病毒株的NA蛋白中均高度保守［5，7］。与HA蛋

白相比，NA蛋白的整体结构在甲型流感病毒的不

同亚型中非常保守，且抗原变异发生速度明显缓

慢、抗原漂移发生率低［8］。

疫苗和抗体是控制疫情大规模传播的重要武

器。当前，流感疫苗的开发主要集中在 HA 蛋白

上，疫苗激发机体产生 HA 特异性保护抗体［9-10］。

近年研究表明，NA抗体反应具有与HA抗体反应

不同的免疫保护机制。鉴于目前的季节性流感疫苗

提供的保护不够理想，作为潜在的候选抗原，NA

蛋白正受到越来越多的关注。针对甲型流感病毒，

靶向NA的抗体研究也取得了很多重要进展，已有

研究表明，靶向NA的抗体能够抑制流感病毒复制

和传播，降低病毒对哺乳动物的感染力，并且能够

缓解流感临床症状和缩短病毒复制时间［11］。此外，

Johansson 等［2，12］ 研究表明，人体内诱导产生的

NA 特异性抗体具有广泛交叉反应性和广谱保护

性，与保护机体免受同源或异源病毒感染、降低病

毒滴度以及减轻临床症状相关。Liu 等［13］研究发

现，许多NA特异性抗体可以结合到同一NA亚型

中的抗原保守表位上，保护机体免受异源病毒侵

袭，表明基于 NA 设计的 NA 结合抗体和 NA 抑制

剂具有保护作用和巨大的应用潜力［14-16］。HA的抗

原变异性和免疫原性已得到充分证明，而NA的免

疫原性以及与保护性抗体的相互作用有待更加充分

的研究［15，17］。

抗原表位是指抗原分子中能被抗体或免疫细胞

识别并与之结合的区域，抗体配位是指抗体与抗原

表位结合的区域，抗体通过轻链和重链的可变区与

抗原表位相互作用，形成抗原-抗体复合物。随着

抗原抗体复合物实验解析结构的积累，在空间结构

上理解NA抗原蛋白与抗体识别和相互作用成为可

能［18-20］。但目前尚未有系统性的利用基于复合物三

维结构研究NA抗原表位与抗体空间识别关系的报

道。因此，本研究旨在通过对NA抗原蛋白与抗体

复合物结构的全面分析，揭示NA抗原蛋白表位分

布及不同表位与抗体结合的特征，探究甲型流感病

毒NA抗原蛋白表位与抗体配位的空间识别关系。

1　材料与方法

1.1　数据收集

截止2024年3月，从SAbDab数据库［21-22］（http://

opig.stats.ox.ac.uk/webapps/newsabdab/sabdab/）下载

抗原抗体复合物结构数据，按照以下条件筛选： 

a. 抗原类型为 Influenza A virus；b. 抗原名称为

Neuraminidase；c. 复合物结构数据同时包含抗原氨

基酸链和抗体氨基酸链；d. 抗体结构同时包含重链

和轻链。对于缺失流感病毒亚型标注的数据，通过

RCSB PDB 数据库 （https://www. rcsb. org/） 检索

PDB accession code （PDB identification code）补充

NA蛋白所属病毒亚型。

1.2　抗原抗体复合物蛋白质结构处理

在 Python 3.8.13 中调用 BioPython v. 1.83［23-24］

提取蛋白质序列，调用 pymol v. 2.6.0 库的 cmd

包［25］，去除复合物结构中的抗原抗体重复的氨基

酸链、金属离子、小分子化合物以及溶剂分子，获

得表位和配位氨基酸残基位点编号和氨基酸类型。

在本研究中，定义表位（epitope）为抗原结构表面

与 抗 体 结 构 原 子 距 离 ≤3.5 Å 的 区 域 ， 配 位

（paratope）为抗体结构表面与相抗原结构原子距离

≤3.5 Å的区域［20，26-28］。

1.3　抗体特征计算

使用ANARCI工具［29］（http://opig.stats.ox.ac.uk/

webapps/newsabdab/sabpred/anarci/） 下载的抗原抗

体复合物中的抗体结构，根据 IMGT标准化编码规

则［30］ 进行编号 （CDR1：27~38；CDR2：56~65；

CDR3：105~117）。对抗体序列，使用 Abalign 软

件［31］的“Align”功能对抗体序列进行多重序比对

和对齐，用“Gene Usage”工具注释抗体基因并统

计基因使用频率，用“Length Distribution”工具统

计抗体互补决定区 （complementarity determining 

region，CDR）氨基酸长度，用“Mutation Profile”

工具统计抗体各位点上 20 种氨基酸类型的使用

频数。

1.4　抗体配位空间结构相似性计算、序列相似性

计算和层次聚类

使用Ab-Ligity工具［32］（https://opig.stats.ox.ac.

uk/resources）计算抗体配位之间的相似性，得到

抗体配位相似性矩阵。使用Abalign命令行工具［31］

（http://cao.labshare.cn/abalign/）计算抗体序列之间

的相似性，得到抗体序列相似性矩阵。利用R中的

dist （method=“Euclidean”） 和 hclust （method=

“average”）函数［33］分别对抗体配位相似性矩阵

与抗体序列相似性矩阵进行层次聚类，得到相似性

聚类树。

1.5　甲型流感病毒NA蛋白与抗体的制备

甲型流感病毒 H3N2 NA 蛋白 （A/Darwin/9/
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2021，货号：40860-V08B）和H7N9 NA蛋白（A/

Shanghai/1/2013，货号：40109-V07H） 购自北京

义翘神州科技有限公司。

甲型流感病毒NA抗体轻、重链可变区序列从

相应 PDB结构文件中提取，由江苏赛索飞生物科

技 有 限 公 司 合 成 表 达 质 粒 。 使 用

ExpiFectamineTM293 转染试剂将抗体轻、重链质

粒转染至Expi293F细胞中，培养后收取细胞上清，

经过 rProtein A亲和层析柱纯化，制备得到 Ig抗体。

1.6　 生 物 膜 干 涉 （bio-layer interferometry，
BLI）法测定抗体的竞争结合

对 NA 蛋白使用 EZ-LinkTM Sulfo-NHS-LC-

LC-生物素（Thermo Scientific）进行标记，并且在

含有 0.2% 牛血清白蛋白 （bovine serum albumin，

BSA） 和 0.02% Tween-20 的 PBS 缓冲液中稀释至

适当浓度（如 30 mg/L、60 mg/L）。将稀释的标记

抗原按每孔 250 μl 加入 96 孔板中，在 GatorTM 非

标记生物分子分析仪上，按400 r/min，60 s的条件

固定在链霉亲和素生物传感器（SA探针）上。固

定抗原后的生物传感器用缓冲溶液洗涤60 s，浸入

含有初始抗体的分析孔并孵育 180 s，使生物传感

器上的抗原与初始抗体结合，而后将生物传感器移

至竞争抗体的分析孔并孵育 180 s，以进行竞争抗

体的结合。抗体的结合曲线数据由Gator集成软件

（Version 2.10.4.0713）导出。

1.7　数据统计学分析及可视化

在 Python 3.8.13 中 利 用 Pandas v. 1.4.2、

Numpy v.1.22.3库进行数值计算和统计分析；蛋白

质三维结构数据可视化使用 ChimeraX 1.2.4 软件；

聚类树可视化和图形标注使用ChiPlot网站（https:

//www.chiplot.online/） 完成；抗体重链 CDR 区长

度的组间比较使用Graphpad Pism 9.5完成，统计学

分析使用双因素方差分析 （two-way analysis of 

variance）；序列Weblogo图的绘制使用WEBLOGO

网站 （http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi） 完成；

序列多重比对结果的可视化使用 ESPript 3.0 网站

（https://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/）完成。

2　结 果

2.1　甲型流感病毒NA抗原蛋白与相应抗体的统计

总共获得完整有效的甲型流感病毒NA抗原抗

体复合物37个。复合物结构中NA抗原蛋白所属流

感病毒亚型以H3N2、H7N9、H1N1为主（图1a），

N1 型 NA 蛋白占比 16.22%、N2 型 NA 蛋白占比

40.54%、N9 型 NA 蛋白占比 43.24% （图 1b）。     

37个抗原抗体复合物中的抗体物种来源以人源和鼠

源为主，人源抗体 25个，占比 67.57%，鼠源抗体  

12个，占比32.43%（图1c）。完整的抗原抗体复合物

信息在 Github 提供：https：//github.com/shanshangg/

IAV_neuraminidase_Ab_epitope_paratope_mapping。

2.2　甲型流感病毒NA抗原蛋白表位位点分布分析

抗原表位是免疫识别的关键，为了探究不同病

毒亚型NA蛋白上的表位分布与表位氨基酸类型的

异同。本研究统计了全部 37个抗原抗体复合物上

(a) (b) (c)
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40.54%

43.24%

:N1

:N2

:N9

Antigen

67.57%

32.43%

:Homo sapiens

:Mus musculus

Antibody

H1

H2

H3

H7

H11

H13

N1

N9

N2

Fig. 1　Influenza A virus NA protein and bound antibodies in complex structures
（a） Influenza A virus subtypes；（b） frequence of N1，N2 and N9 NA proteins；（c） frequence of human antibodies and murine antibodies.

https://github.com/shanshangg/IAV_neuraminidase_Ab_epitope_paratope_mapping
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的表位位点分布，定位出NA抗原蛋白上激发机体

产生中和抗体的关键区域。图2列出高频表位氨基

酸分布，其中黄色标记的氨基酸位置（residue ID）

为催化活性位点区域、蓝色标记催化活性位点以外

的其他区域。在经过多重比对和对齐的序列中，使

用红色标记出抗原表位，从左往右依次是 N1

（绿）、N2 （蓝）、N9 （紫）亚型的NA抗原表位。

在 NA 蛋白上 R118、R119、D151、R152、R156、

W179、 S180、 D/N198、 I222、 R224、 E228、

D244、H274、E276、E277、R292、N294、D331、

K351、R372、Y407、E425等氨基酸直接参与唾液

酸结合，形成催化活性位点区域［6，8，17］。统计结果

表明，表位分布的前 10位热点氨基酸位置为 152、

118、151、348、372、407、345、179、200、228

位氨基酸，其中7个（R152、R118、D151、R372、

Y407、W179、E228）分布于催化活性位点区域，

并且 7个位点在N1、N2、N9型NA蛋白中氨基酸

类型均相同，是保守的表位区域，也提示了结合该

区域的NA抗体具有广谱结合的潜力。考虑到NA

上的表位主要是构象表位，将表位分布频率在NA

蛋白三维结构上进行可视化，高频出现的表位位点

呈现更深的颜色，抗体结合位点集中分布于催化活

性 区 域 的 口 袋 中 ， 或 分 散 分 布 于 周 围 环 状

区（图3）。

Residue

ID

Epitope

count

Fig. 2　Epitope distribution on the sequence of influenza A virus NA protein

90° 90°

Fig. 3　Epitope distribution on the three-dimensional structure of influenza A virus NA protein
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根据对每个抗原抗体复合物结构中表位的提取

结果，43.24% （16/37）复合物的抗原表位主要分

布在催化活性位点区域，56.76% （21/37）复合物

的抗原表位主要分布在催化活性位点以外的其他

区域。

2.3　甲型流感病毒NA抗体特征分析

抗体的 V （D） J 基因的多样性和基因重排是

抗体多样性形成的重要过程之一，本研究对结合

NA蛋白不同表位区域的抗体进行了基因注释，探

究不同表位的抗体基因使用和基因组合的偏好性。

在37个复合物结构中具有30个可变区序列不同的

抗体（但是在复合物结构中序列相同的抗体所结合

的抗原不同，所以仍保留37个复合物结构），考虑

到鼠源和人源抗体基因的差异，区分鼠源和人源抗

体分别统计基因使用情况（图 4）。在 10个鼠源抗

体中，重链V基因使用频率最高的是 IGHV1-12*01，

J 基因使用频率最高的是 IGHJ2*01，VJ 基因组合

主要是 IGHV1-12*01/ IGHJ2*01 （图 4a）。在 20 个
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Fig. 4　V-J gene combinations in the heavy chain of antibodies against influenza A virus NA protein
(a) V-J gene combinations in murine antibodies; (b) V-J gene combinations in human antibodies; (c) V-J gene combinations in human antibodies 

binding to the catalytic active site region of NA protein; (d) V-J gene combinations in human antibodies binding to other regions outside the catalytic 

active site of NA protein.
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人源抗体中，重链 V 基因使用频率最高的是

IGHV1-69*01，J基因使用频率最高的是 IGHJ4*01，

IGHV1-69*01/IGHJ6*01 是出现频率最高的 V 基因

和 J基因组合（图4b）。

20个人源抗体中，含 10个人源抗体其对应的

抗原表位分布在NA蛋白的催化活性位点区域，使

用的 V 基因主要是 IGHV1-69*01，J 基因主要是

IGHJ4*01、IGHJ2*01、IGHJ6*01，VJ基因组合主

要是 IGHV1-69*01/ IGHJ6*01 （图4c），分布在NA

蛋白催化活性位点以外的其他区域的人源抗体     

10 个，J 基因使用偏好性与催化活性位点区域相

似、V 基因主要是 IGHV3-7*01、 IGHV4-39*01，

VJ 基 因 组 合 主 要 是 IGHV3-7*01/IGHJ4*01

（图4d）。

抗体重链CDR结构在抗原抗体结合过程中通

常起着重要作用，尤其是CDR3区的三维结构呈现

出一个环状或类似“V”型的构象，有利于与抗原

表位的空间匹配。本研究对重链CDR氨基酸序列

长度的统计分析，结果显示，结合在催化活性位点

区域的抗体与结合催化活性位点以外的其他区域的

抗体，在重链CDR1、CDR2的长度上均无显著性

差异。然而结合在催化活性位点区域的抗体的重链

CDR3区长度，显著大于结合在催化活性位点以外

的其他区域的抗体 CDR3 区长度 （P<0.001）（图

5a）。提示催化活性位点区域为口袋形状，较长的

CDR3 区有利于抗体结合区域形成“突出”的结

构，与抗原适配互补，使得抗体能够特异识别和结

合NA蛋白。

为进一步探究抗原与抗体识别和结合的特点，

本研究对结合NA蛋白不同区域的抗体氨基酸组成

进行分类统计，结果显示，结合催化活性位点区域

的抗体在 CDR3 区的第 106 位高频使用精氨酸

（Arg，R），在第107、110、116位高频使用天冬氨

酸 （Asp，D），在第 112、114 位高频使用酪氨酸

（Tyr，Y）（图5c）。结合在催化活性位点以外的其

他区域的抗体在CDR3区末端的第 107位高频使用

丝氨酸 （Ser，S），第 115 位高频使用苯丙氨酸

（Phe，F），第 117 位高频使用酪氨酸 （Tyr，Y）

（图 5d）。更具体的，对抗体相互作用的抗原配位

结构上的氨基酸使用情况进行统计，结果表明，结

合催化活性位点区域的抗体主要由精氨酸、谷氨

酸、天冬氨酸等极性带电荷氨基酸组成，结合催化

活性位点区域以外的其他区域的抗体主要由酪氨

酸、丝氨酸、天冬酰胺、苏氨酸等极性不带电荷氨

基酸组成（图5b）。

NA蛋白催化活性位点区域主要由精氨酸、谷

氨酸、天冬氨酸等极性带电氨基酸组成［6，8，17］，结

合催化活性位点区域的抗体在CDR3区结构上高频

使用极性带电荷的精氨酸和天冬氨酸。结果提示了

抗体结合位点氨基酸的电性与催化活性位点区域的

电荷分布存在潜在的对应关系，静电相互作用可能

在抗体与抗原的催化活性区域识别和结合过程中发

挥重要作用。

2.4　甲型流感病毒NA抗体配位空间结构相似性识

别关系分析

为进一步比较结合在催化活性位点区域和以外

的其他区域的抗体配位结构特点、抗体对抗原的空

间识别关系，本研究对提取的抗原抗体复合物中抗

体上的配位结构，利用Ab-Ligity工具对抗体配位

结构进行表征和表征的相似性计算，得到相似性矩

阵并作层次聚类，分析抗体配位相似性与表位分布

区域存在的对应关系（图6a）。同时利用Abalign命

令行工具（MSA）计算得到抗体序列之间的相似

性（图 6b）。相似序列的抗体在结合不同亚型NA

蛋白的复合物结构中，具有相近的配位结构，如

8g3m、 8g3n、 8g3o、 8g3p、 8g3q、 8g3r、 8g3v、

8g30 位于相同的抗体配位和序列聚类簇。提示广

谱抗体是以相近的配位结构结合不同的NA抗原蛋

白的保守表位。值得注意的是，配位结构相似性聚

类还揭示了一些序列完全不同但配位结构相近的抗

体（图6b，c），如6qzy和6lxk、6pzz和6pzf、8ez8

和8ez7。分别将上述3组复合物结构中的抗原结构

相重叠（图 6d~f），可见虽然抗体序列不同，但形

成了相似的空间构象与对应的抗原表位结构相适

配。如结合NA蛋白的催化活性位点区域的 2株抗

体，具有“长而突出”的 loop结构（图6d），结合

催化活性位点以外的其他区域的4株抗体，则形成

相对“平坦”的接触面（图6e，f）。

为了通过抗体竞争结合实验验证以上序列不同

但配位结构相近的抗体具有相同的表位结合特异

性，对复合物结构中包含的6株抗体进行合成和表

达：抗体1F04（提取自8ez7结构）、3C08（8ez8）、

NA63 （6pzf）、 NA80 （6pzz）、 Z2B3 （6lxk）、

NA73 （6pzy）。通过 BLI 法测定出抗体 1F04 和

3C08 对 A/Darwin/9/2021 H3N2 NA 蛋 白 、 抗 体

NA63和NA80对A/Shanghai/1/2013 H7N9 NA蛋白

的结合竞争曲线（抗体Z2B3和NA73对以上NA蛋

白无结合活性）。BLI 的实验结果验证了 1F04 和
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3C08、NA63和NA80结合相同或相近的表位，在

结合抗原时存在竞争效应（图 6g，h），表明抗体

配位结构相似性与其特定表位的选择性存在密切联

系。结果提示，抗原表位与抗体配位具有特定的识

别关系，且与两者的空间结构具有密切的相关性，

不同序列的抗体也有可能形成与抗原表位相识别的

局部空间结构，从而识别相同的抗原表位。此类序

列不同但配位空间结构相近的抗体无法通过序列相

似性聚类的方法发现，体现出结构相似性聚类方法

的优势。同时，不同抗体在配位结构上的相似性一

定程度上反映了其结合表位的特异性。

3　讨 论

甲型流感病毒是一种具有高度传染性的呼吸道

病原体，对人类生命健康和社会经济都构成了严重

威胁。神经氨酸酶对病毒从受感染细胞释放起到关

键作用，是抗甲型流感病毒药物和疫苗开发的主要

靶标之一。抗原表位是免疫系统发挥作用的关键靶

点，是病毒上被免疫系统识别并引发免疫反应的特

定区域。体液免疫中，抗体对这些表位特异性地识

别和结合是机体免疫发挥抗病毒感染的重要环节。

基于抗原抗体复合物三维结构，系统研究NA抗原

表位结构和抗体配位结构的特征以及两者在空间结

构上的识别关系，有助于理解NA抗原与抗体的相

互作用的关键因素和结构基础。

本研究基于甲型流感病毒NA蛋白抗原抗体复

合物数据集，分析NA蛋白表位分布特点、结合不

同表位抗体的特点，并对抗原表位与抗体配位的空

间识别关系进行探究。甲型流感病毒NA蛋白抗原

抗体复合物数据集由 37个复合物结构组成，甲型

流感病毒 NA 抗原蛋白来源以 H3N2、 H7N9、

H1N1流感病毒亚型为主，抗体物种来源以人源和

鼠源为主。表位氨基酸提取及统计结果表明，NA

抗原表位主要分布在催化活性位点及其周围环状区

域，NA抗原中的R118、D151、R152等催化活性

位点区域呈现出高度保守性，保守的表位区域对广

谱抗体的筛选和表位疫苗的设计具有重要的提示意

义。Momont等［34-35］的研究也证实了靶向NA催化

活性位点区域的抗体（如FNI9、1G01）可以广谱

性中和所有甲型流感病毒NA亚型。

甲型流感病毒NA抗体的胚系基因使用具有偏

好性，如 IGHV1-69*01/IGHJ6*01的VJ基因组合在

人源抗体中出现频率最高，Jacksion 等［36］针对三

价灭活季节性流感疫苗（TIV）接种后人群的外周

血 B 细胞 VDJ 测序，结果显示，IGHV3-7/IGHJ6、

IGHV1-18/IGHJ4、 IGHV1-69/IGHJ6 的 VJ 基因组

合在疫苗诱导增殖的B细胞中高频出现。这表明机

体在感染流感病毒或接种流感疫苗后，激发的抗体

倾向于使用特定的V基因、J基因及其组合。结合

NA催化活性口袋区域的抗体具有较长的CDR3区，

抗体配位上更多地出现精氨酸、谷氨酸、天冬氨酸

等极性带电荷氨基酸，这些特点与催化活性口袋的

空间结构和电荷分布相适应，提示了空间上的“锁

钥式”的形状互补与静电相互作用在抗体与表位的

识别和结合中发挥重要作用。

通过对抗体配位空间结构的表征和相似性分

析，发现结合在相同或相近表位上的抗体具有相似

的配位结构，即使是CDR序列不相同的抗体也存

在着配位的相似性，在蛋白质三维结构叠合比较和

抗体竞争结合实验中均得到验证，提示了潜在的基

于空间结构的抗原表位与抗体配位的识别关系和结

合规律。类似的，在binder或抗体的从头设计工作

中，RFdiffusion通过逐渐“去噪”蛋白质结构，生

成能够与目标蛋白质表面互补的结合物三维结构

（backbone）［37-38］，再由 ProteinMPNN［39］设计出相

应的序列，也是基于蛋白质结构上的空间识别（而

不是序列配对识别）关系的应用。由于抗体的结构

预测［40］和配位预测方法［41］已经取得较大的进展，

在实验室初步筛选抗体或 B 细胞受体 （B cell 

receptor，BCR）的高通量测序之后，通过将功能

未知抗体的预测配位与已知表位中和抗体的配位进

行相似性比较，有望初步判断抗体的结合特异性或

大致表位区域。基于甲型流感病毒NA蛋白抗原抗

体复合物结构数据探究抗原蛋白表位与抗体的结构

空间识别关系，有助于理解特定抗原与抗体相互作

用的机制，也显示了抗原表位、抗体配位等三维结

构的表征与相似性度量在免疫学基础研究中的重要

作用与价值。数量有限的抗原抗体复合物仍然是制

约相关研究开展的瓶颈，虽然现有的AlphaFold2-

Multimer和AlphaFold3等对抗原抗体复合物结构预

测的准确性尚不足以替代实验解析结构［42-43］，但

随着蛋白质结构预测工具的不断发展，未来有可能

使用预测的抗原抗体复合物结构作为相关研究的起

点，以弥补实验解析蛋白质复合物结构成本高、周

期长、通量低等制约性因素。

4　结 论

甲型流感病毒每年在全球范围内引发大规模流
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行病，给公共卫生带来巨大挑战。神经氨酸酶是抗

甲型流感病毒药物和疫苗开发的主要靶标之一。本

研究系统地收集了甲型流感病毒神经氨酸酶蛋白抗

原抗体复合物结构数据，统计分析了抗原抗体相互

作用的关键氨基酸残基，深入解析了抗体与神经氨

酸酶蛋白结合过程中的关键因素（氨基酸使用偏

好、HCDR3长度和电荷匹配等），并且通过对抗体

配位三维结构的表征与相似性分析，发现并验证了

抗体对抗原表位特异性识别的结构机制。本研究揭

示NA抗原表位与抗体的结构空间识别和相互作用

过程中的关键因素，为抗体与抗原特异性识别提供

结构相关证据。
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Abstract　Objective  This study leverages structural data from antigen-antibody complexes of the influenza A 

virus neuraminidase (NA) protein to investigate the spatial recognition relationship between the antigenic epitopes 

and antibody paratopes. Methods Structural data on NA protein antigen-antibody complexes were 

comprehensively collected from the SAbDab database, and processed to obtain the amino acid sequences and 

spatial distribution information on antigenic epitopes and corresponding antibody paratopes. Statistical analysis 

was conducted on the antibody sequences, frequency of use of genes, amino acid preferences, and the lengths of 

complementarity determining regions (CDR). Epitope hotspots for antibody binding were analyzed, and the 
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spatial structural similarity of antibody paratopes was calculated and subjected to clustering, which allowed for a 

comprehensively exploration of the spatial recognition relationship between antigenic epitopes and antibodies. 

The specificity of antibodies targeting different antigenic epitope clusters was further validated through bio-layer 

interferometry (BLI) experiments. Results  The collected data revealed that the antigen-antibody complex 

structure data of influenza A virus NA protein in SAbDab database were mainly from H3N2, H7N9 and H1N1 

subtypes. The hotspot regions of antigen epitopes were primarily located around the catalytic active site. The 

antibodies used for structural analysis were primarily derived from human and murine sources. Among murine 

antibodies, the most frequently used V-J gene combination was IGHV1-12*01/IGHJ2*01, while for human 

antibodies, the most common combination was IGHV1-69*01/IGHJ6*01. There were significant differences in 

the lengths and usage preferences of heavy chain CDR amino acids between antibodies that bind within the 

catalytic active site and those that bind to regions outside the catalytic active site. The results revealed that 

structurally similar antibodies could recognize the same epitopes, indicating a specific spatial recognition between 

antibody and antigen epitopes. Structural overlap in the binding regions was observed for antibodies with similar 

paratope structures, and the competitive binding of these antibodies to the epitope was confirmed through BLI 

experiments. Conclusion  The antigen epitopes of NA protein mainly ditributed around the catalytic active site 

and its surrounding loops. Spatial complementarity and electrostatic interactions play crucial roles in the 

recognition and binding of antibodies to antigenic epitopes in the catalytic region. There existed a spatial 

recognition relationship between antigens and antibodies that was independent of the uniqueness of antibody 

sequences, which means that antibodies with different sequences could potentially form similar local spatial 

structures and recognize the same epitopes.
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