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减毒沙门菌介导牛结核杆菌多表位疫苗的构建

及免疫反应性研究
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【摘要】　目的　构建以减毒沙门菌为载体的牛结核杆菌多表位疫苗，免疫小鼠后观察其刺激产生的免疫反应。　方法

　运用ＢｅｐｉＰｒｅｄ和ＩＥＢＤ对牛结核杆菌Ａｇ８５Ｂ、ＭＰＴ６３和ＨＳＰ６５的Ｂ、Ｔ细胞表位进行预测分析，设计新的表位基因肽

段ＡＭＨ，通过ＰｒｏｔＰａｒａｍ、ＶａｘｉＪｅｎ、ＰｒｏｔＳｃａｌｅ、ＴＭＨＭＭ、ＳＯＰＭＡ和ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ在线软件对ＡＭＨ的理化性质、免

疫原性、亲水性、跨膜区和空间结构进行分析，利用ＣＩＭＭＳＩＭ 进行免疫模拟。将 ＡＭＨ、Ａｇ８５Ｂ、ＭＰＴ６３和 ＨＳＰ６５基

因序列用Ｔ２Ａ和Ｐ２Ａ连接后构建入真核表达载体ｐＥＧＦＰＮ１。将重组质粒导入减毒沙门菌ＬＨ４３０，对重组减毒沙门

菌进行ＰＣＲ检测。取重组减毒沙门菌以每只２×１０
７
ｃｆｕ／２００μＬ的剂量灌胃免疫小鼠２次，检测末次免疫后小鼠血清抗

体和细胞因子水平及脾淋巴细胞中的 Ｔ细胞亚群百分率。　结果　共筛选出１７条表位肽段，构建的表位蛋白序列

ＡＭＨ分子质量为３０．２１３３９ｋｕ。生物信息学预测ＡＭＨ结构稳定，亲水性高，无跨膜区，二级结构松散易与抗体结合。

免疫模拟显示ＡＭＨ可引起Ｂ细胞和ＴＨ细胞免疫反应，刺激抗体ＩｇＭ、ＩｇＧ和细胞因子ＩＦＮγ、ＩＬ２水平升高。重组质

粒经双酶切得到４７１３ｂｐ和３１３３ｂｐ两条目的片段，ＰＣＲ扩增的目的基因片段大小与预期相符，且重组减毒沙门菌经

ＰＣＲ扩增获得３１３３ｂｐ的片段。与ＰＢＳ组和空载减毒沙门菌组相比，小鼠经重组减毒沙门菌加强免疫后血清ＩｇＧ水平

显著升高（均犘＜０．０１），细胞因子ＩＦＮγ、ＩＬ４和ＩＬ１０水平显著升高（均犘＜０．０５），脾脏ＣＤ４
＋
Ｔ淋巴细胞占比和

ＣＤ４
＋／ＣＤ８

＋值均显著升高（均犘＜０．０５）。　结论　重组减毒沙门菌能激发小鼠的体液免疫和细胞免疫反应，为牛结核

病新型疫苗的研制奠定了基础。
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　　牛结核病（Ｂｏｖｉｎｅｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）主要是由牛结核

分枝杆菌（犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿犫狅狏犻狊）引起的一种慢性传染

病，每年全球约有５０００万头牛患病，给畜牧业造成严

重的经济损失［１２］。卡介苗（ＢＣＧ）是利用牛结核杆菌

制成的一种减毒活疫苗，主要用于预防人类结核病［３］。

因动物接种ＢＣＧ后ＰＰＤ检测呈阳性的几率极高，给

区疫苗接种和自然感染的区分带来难度，且自然环境

中ＢＣＧ在动物体内提供的保护作用不稳定，故目前尚

不能通过接种ＢＣＧ预防牛结核病
［４］，亟需研发一种更

安全有效的防控牛结核病的新型疫苗。

牛结核杆菌候选抗原的筛选是牛结核病新型疫苗

研发的关键。目前，已发现多个牛结核杆菌功能蛋白

可作为候选疫苗抗原。其中，Ａｇ８５复合物可诱导Ｔｈ１

型免疫应答，在调控牛结核分枝杆菌胞内感染过程中

具有重要作用［５］。ＭＰＴ６３是牛结核分枝杆菌分泌的

与毒力相关的小分子质量蛋白，可刺激Ｔ淋巴细胞产

生免疫反应，促进ＩＦＮγ的产生
［６］。ＨＳＰ６５是牛分枝

杆菌中免疫应答的主要靶点，也是结核分枝杆菌黏附

巨噬细胞的关键成分［７］。

本研究选取牛结核分枝杆菌的３种特异性抗原基

因Ａｇ８５ｂ、ＭＰＴ６３和ＨＳＰ６５，利用生物信息学技术设

计表位蛋白 ＡＭＨ，并对其理化性质、蛋白特性、免疫

模拟进行分析，将４个蛋白借助柔性肽连接构建至真

核表达载体ｐＥＧＦＰＮ１，借助减毒沙门菌为中间体递

送至动物体。重组减毒沙门菌免疫动物后先激活机体

的免疫系统，将外源质粒递送至机体，使表位蛋白

ＡＭＨ诱导机体的细胞和体液免疫，同时３种特异性

抗原基因发挥特异性免疫作用，进而实现多基因的联

合免疫效应，籍此实现对牛结核病的协同免疫效果。

材料与方法

１　材料

１．１　载体、菌株和实验动物　载体ｐＥＧＦＰＮ１和减

毒沙门菌ＬＨ４３０由天津农学院兽医学实验室保存；６

～８周龄雄性ＳＰＦ级昆明小鼠３０只［许可证编号：

ＳＣＸＫ（京）２０１９００１０］，购于北京斯贝福生物科技有限

公司。

１．２　主要试剂　限制性内切酶ＥｃｏＲＩ和 ＨａｎｄＩＩＩ

购自赛默飞世尔科技（中国）有限公司；质粒提取试剂

盒购自天根生化科技（北京）有限公司；ＥＬＩＳＡ试剂盒

购自江苏酶免实业有限公司；ＦＩＴＣ标记小鼠抗ＣＤ３
＋

ＩｇＧ，ＡＰＣ标记小鼠抗ＣＤ４
＋
ＩｇＧ和ＰＥ标记小鼠抗

ＣＤ８
＋
ＩｇＧ抗体均购自美国ＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓＰｈａｒｍｉｎｇｅｎ

公司。

２　方法

２．１　抗原表位的筛选　从ＮＣＢＩ中获得牛结核杆菌

Ａｇ８５ｂ（ＧｅｎＢａｎｋ：ＡＤＤ５００５５．１）、ＭＰＴ６３（ＧｅｎＢａｎｋ：

ＡＣＤ６１７０８．１）和 ＨＳＰ６５（ＧｅｎＢａｎｋ：ＡＨＨ３２４８９．１）蛋

白序列，利用生物信息学软件ＢｅｐｉＰｒｅｄ、ＩＥＢＤ筛选抗

原的Ｂ细胞表位，利用ＩＥＢＤ筛选抗原的ＣＴＬ表位和

ＴＨＬ表位。将筛选的肽段按照其在原有蛋白中的先

后顺序连接，相同类型肽段用ＧＰＧＰＧ连接，不同类型

肽段用 ＧＰＬＳ 连接，构建表位蛋白序列，命名为

ＡＭＨ。

２．２　ＡＭＨ生物信息学分析

２．２．１　理化性质、免疫原性、亲水性和跨膜区预测　

利用 Ｅｘｐａｓｙ 中的 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 工具分析表位蛋白

ＡＭＨ的理化性质；利用ＶａｘｉＪｅｎ分析表位蛋白ＡＭＨ

的免疫原性；利用Ｅｘｐａｓｙ中的ＰｒｏｔＳｃａｌｅ工具分析表

位蛋白ＡＭＨ的亲水性；利用 ＴＭＨＭＭ 分析表位蛋

白ＡＭＨ的跨膜区。

２．２．２　ＡＭＨ空间结构分析及免疫模拟　利用Ｓｏｐ

ｍａ分析ＡＭＨ的α螺旋、β折叠、β转角和无规则卷曲

等二级结构；利用ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ分析ＡＭＨ的三级

结构；利用ＣＩＭＭＳＩＭ 模拟ＡＭＨ 的动态免疫反应，

预测ＡＭＨ诱导免疫细胞产生特异性抗体和细胞因子
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的能力。

２．３　重组质粒及重组减毒沙门菌的构建　由生工生

物工程（上海）股份有限公司合成 ＡＭＨ、Ａｇ８５ｂ、

ＭＰＴ６３和 ＨＳＰ６５的基因序列，利用Ｔ２Ａ和Ｐ２Ａ将

上述基因串联，使用限制性内切酶ＥｃｏＲＩ和ＨａｎｄＩＩＩ

连接至真核表达载体ｐＥＧＦＰＮ１，通过ＰＣＲ和双酶切

鉴定阳性重组菌。根据构建的目的基因序列设计特异

性 引 物。Ｆ：５′ＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＧＣＴＡＴＴＴＴＧＴ

ＴＡＣＣＧＡＴＧＣＧ３′；Ｒ：５′ＡＴＡＡＧＣＴＴＧＧＴＧＡＴＧ

ＧＴＧＡＴＧＡＴＧＧＡＣＧＡＣ３′（加粗碱基为酶切位点）。

ＰＣＲ反应程序：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，５８℃

３０ｓ，７２℃２ｍｉｎ，共３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。

取ＰＣＲ产物进行１％琼脂凝胶电泳检测并测序。

扩大培养阳性菌并提取质粒，通过热激方法转化

至减毒沙门菌感受态中。将转化菌涂布于含５％卡那

霉素抗性的固体培养基上培养２４ｈ，挑取单个菌落进

行ＰＣＲ验证。阳性菌即为阳性重组减毒沙门菌。

２．４　动物免疫　将３０只雄性昆明小鼠随机分为重组

减毒沙门菌组（ＣＺ组）、空载减毒沙门菌组（ＫＺ组）和

ＰＢＳ组，每组１０只。免疫前３０ｍｉｎ先用７．５％的

ＮａＨＣＯ３ 给小鼠灌胃中和胃酸，１００μＬ／只。然后，ＣＺ

组小鼠灌胃免疫沙门菌剂量为２×１０
７
ｃｆｕ／２００μＬ／

只，ＫＺ组灌胃相同剂量的空载减毒沙门菌，ＰＢＳ组灌

胃等体积的ＰＢＳ。初次免疫后２８ｄ加强免疫一次。

２．５　血清抗体和细胞因子测定　加强免疫后１４ｄ采

集小鼠血液，分离血清，采用ＥＬＩＳＡ方法按试剂盒说

明检测牛结核杆菌特异性ＩｇＧ和细胞因子ＩＦＮγ、ＩＬ

４和ＩＬ１０，使用分光光度计检测各孔的Ａ４５０ 值，计算

血清特异性ＩｇＧ抗体水平和细胞因子浓度。

２．６　Ｔ淋巴细胞检测　加强免疫后１４ｄ处死小鼠，

在无菌环境中取脾脏，制成单个脾淋巴细胞悬液。分

别取１×１０
６ 个淋巴细胞于离心管中，按照试剂说明书

分别加入 ＦＩＴＣａｎｔｉｍｏｕｓｅＣＤ３、ＡＰＣａｎｔｉｍｏｕｓｅ

ＣＤ４和ＰＥａｎｔｉｍｏｕｓｅＣＤ８特异性抗体，避光４℃孵

育３０ｍｉｎ。染色后离心，弃上清，用１ｍＬＰＢＳ重悬，

过２００目筛网。将细胞悬液移入５ｍＬ流式管，上机

检测并收集数据。

２．７　统计学分析　利用ＳＰＳＳ２１．０软件进行统计学

分析。计量资料用均数±标准差（狓±狊）表示，多组间

比较采用单因素方差分析，两组间比较采用狋检验，并

利用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．３绘制图表。犘＜０．０５表示

差异有统计学意义。

结　果

１　抗原表位的筛选与连接

利用表位筛选工具对 Ａｇ８５ｂ、ＭＰＴ６３和 ＨＳＰ６５

的Ｂ细胞、ＣＴＬ和 ＴＨＬ表位进行分析，将筛选的优

势肽段（表１）用短肽ＧＰＧＰＧ和ＧＰＬＳ连接构成新的

表位蛋白 ＡＭＨ，其蛋白氨基酸序列为：ＧＹＦＶＴ

ＤＡＥＲＱＥＡＶＬＧＰＧＰＧＧＩＳＡＧＤＡＳＩＧＰＬＳＥＧＬＲＮＶＡ

ＡＧＡＮＰＬＧＬＧＰＧＰＧＩＤＴＫＥＱＩＡＡＴＡＧＩＳＡＧＰＬＳＥＳ

ＮＴＦＧＬＱＬＧＰＬＳＬＫＳＳＴＡＶＩＰＧＹＰＶＡＧＱＶＷＥＡＧＰ

ＧＰＧＰＤＴＩＳＧＡＴＩＰＱＧＥＱＳＴＧＫＧＰＬＳＫＩＹＦＤＶＴＧＰ

ＳＰＴＩＶＡＧＰＬＳＳＳＴＡＶＩＰＧＹＧＰＧＰＧＳＱＦＮＡＲＴＡＤＧ

ＩＮＹＧＰＬＳＡＧＧＹＫＡＡＤＭＷＧＰＳＳＤＰＡＷＥＲＮＤＧＰＧ

ＰＧＦＹＳＤＷＹＳＰＡＣＧＫＡＧＣＧＰＬＳＫＦＱＤＡＹＮＡＡＧＧ

ＨＮＡＶＧＰＧＰＧＰＱＱＦＩＹＡＧＳＬＳＡＬＬＤＧＰＬＳＡＶＦＮＦ

ＰＰＮＧＴＨＧＰＧＰＧＮＴＰＡＦＥＷＹＹＧＰＧＰＧＳＡＭＩＬＡＡ

ＹＨ。

表１　表位预测的肽段位置

犜犪犫犾犲１　犘犲狆狋犻犱犲狆狅狊犻狋犻狅狀狆狉犲犱犻犮狋犲犱犫狔犲狆犻狋狅狆犲狊

特异性蛋白

Ｓｐｅｃｉｆｉｃ

ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｂ细胞表位

Ｂｃｅｌｌｅｐｉｔｏｐｅ

ＣＴＬ表位

ＣＴＬｅｐｉｔｏｐｅ

ＴＨＬ表位

ＴＨＬｅｐｉｔｏｐｅ

Ａｇ８５ｂ １１８１３３，２１１２３３ ９４１０３，１７１１８０，２９２３１１ １８１１９６，２７９２９４

ＭＰＴ６３ ５９７９，１１５１３３ ６１７０，９４１０７ １３２１４７

ＨＳＰ６５ ８７９６，１３９１５３ １１８１２７ ４０５５，７６９１

２　犃犕犎的生物信息学分析

２．１　理化特性　生物信息学方法预测ＡＭＨ的分子

质量为３０．２１３３９ｋｕ，理论等电点为４．５４，不稳定指

数为２６．７８，脂肪族指数为２６．４６，亲水性指数为

０．１８７；预测ＡＭＨ的保护性抗原总体分值为０．８０７１。

亲水性分析显示，ＡＭＨ 的氨基酸中亲水性最高的是

第１９５位的丝氨酸（Ｓｅｒ），分值为２．２２２；疏水性最高

的是第５９位的异亮氨酸（Ｉｌｅ），分值为１．５８９。ＡＭＨ

的平均亲水性分值为０．１９８（图１Ａ）。预测 ＡＭＨ 的

跨膜螺旋数为０，即无跨膜区（图１Ｂ）。表明ＡＭＨ为

非跨膜蛋白，具有免疫原性、亲水性和稳定性。

２．２　空间结构　二级结构分析显示，ＡＭＨ中α螺旋

占１１．８０％，β折叠占８．８５％，无规则卷曲占５９．０２％，

延伸链占２０．３３％（图２Ａ）。ＡＭＨ模型显示，Ａｇ８５ｂ、

ＭＰＴ６３、ＨＳＰ家族的晶体结构与 ＡＭＨ 的重合度分

别为６４．８１％、９２．９８％和２１．７４％（图２Ｂ）。表明

ＡＭＨ的整体结构松散，有利于抗原抗体的结合，与

ＭＰＴ６３的三级结构重合度最高，可能发挥的免疫效果

也最接近。

３　犃犕犎的免疫模拟

用ＣＩＭＭＳＩＭ模拟ＡＭＨ 刺激免疫细胞后所引

起特异性抗体和细胞因子的变化。结果显示，ＡＭＨ

刺激机体后处于抗原递呈状态下的Ｂ细胞数量快速

上升，活化状态下的Ｂ细胞数量随后也开始上升（图

３Ａ）；活化和休眠状态下的ＣＤ４
＋
Ｔ细胞在ＡＭＨ的刺
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激下数量同时上升（图３Ｂ）；ＣＤ８
＋
Ｔ细胞中活化状态

的细胞数量上升，而休眠状态的细胞数量下降（图

３Ｃ）；ＡＭＨ刺激Ｂ细胞后主要引起ＩｇＭ 和ＩｇＧ的大

量分泌，在第１４ｄ达到峰值水平（图３Ｄ）；ＡＭＨ 诱导

Ｔ细胞主要产生ＩＦＮγ和ＩＬ２（图３Ｅ）。表明 ＡＭＨ

具有引发体液免疫和细胞免疫的能力。

Ａ　亲水性分析　Ｂ　跨膜结构分析

图１　犃犕犎蛋白特性分析

Ａ　Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓ　Ｂ　Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎａｌｙｓｉｓ

犉犻犵．１　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳犃犕犎狆狉狅狋犲犻狀犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊

Ａ　二维结构预测　Ｂ　三维结构预测

图２　犃犕犎的空间结构预测

Ａ　Ｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ　Ｂ　Ｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ

ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

犉犻犵．２　犛狆犪狋犻犪犾狊狋狉狌犮狋狌狉犲狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳犃犕犎

４　重组质粒和重组减毒沙门菌的验证

将ＡＭＨ、Ａｇ８５ｂ、ＭＰＴ６３、ＨＳＰ６５基因片段连接

后构建至真核表达载体ｐＥＧＦＰＮ１，用限制性内切酶

ＥｃｏＲＩ和ＨａｎｄＩＩＩ对构建的重组质粒双酶切验证，获

得大小为４７３３ｂｐ和３３１３ｂｐ的两条预期片段（图

４Ａ）；取重组质粒进行ＰＣＲ验证，扩增片段为３３１３ｂｐ

（图４Ｂ）；取重组沙门菌菌液进行ＰＣＲ，扩增片段为

３３１３ｂｐ（图４Ｃ）。重组质粒和重组减毒沙门菌构建

正确。

　　Ａ　抗原暴露后不同状态下的Ｂ细胞数量　Ｂ　抗原暴露后不同

状态下的ＴＨ细胞数量　Ｃ　抗原暴露后不同状态下的ＴＣ细胞数量

　Ｄ　抗原暴露后产生的抗体　Ｅ　抗原暴露后产生的细胞因子。

图３　犃犕犎的免疫模拟结果

Ａ　ＴｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＢｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｔｅｓａｆｔｅｒａｎｔｉｇｅｎ

ｅｘｐｏｓｕｒｅ　Ｂ　ＴｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＴＨｃｅｌｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｔｅｓａｆｔｅｒａｎｔｉｇｅｎ

ｅｘｐｏｓｕｒｅ　Ｃ　ＴｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＴＣｃｅｌｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｔｅｓａｆｔｅｒａｎｔｉｇｅｎ

ｅｘｐｏｓｕｒｅ　Ｄ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｐｒｏｄｕｃｅｄａｆｔｅｒａｎｔｉｇｅｎｅｘｐｏｓｕｒｅ　Ｅ　Ｃｙｔｏ

ｋｉｎｅｓｐｒｏｄｕｃｅｄａｆｔｅｒａｎｔｉｇｅｎｅｘｐｏｓｕｒｅ

犉犻犵．３　犐犿犿狌狀犲狊犻犿狌犾犪狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳犃犕犎

　　Ａ　重组质粒双酶切鉴定　Ｂ　重组质粒ＰＣＲ鉴定　Ｃ　重组减

毒沙门菌菌液ＰＣＲ鉴定　Ｍ　ＤＮＡ标准ＤＬ５０００　１　重组质粒双酶

切产物　２　重组质粒ＰＣＲ产物　３　重组减毒沙门菌ＰＣＲ产物

图４　重组质粒和重组减毒沙门菌验证结果

Ａ　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ　Ｂ　Ｒｅ

ｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓ　Ｃ　ＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｔｔｅｎ

ｕａｔｅｄ犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪　Ｍ　ＤＮＡｓｔａｎｄａｒｄＤＬ５０００　１　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓ

ｍｉｄｄｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ　２　ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

　３　ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｔｔｅｎｕａｔｅｄＳａｌｍｏｎｅｌｌａＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ

犉犻犵．４　犞犲狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱

犪狀犱狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋犪狋狋犲狀狌犪狋犲犱犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪

５　免疫小鼠血清特异犐犵犌抗体水平

采用ＥＬＩＳＡ检测小鼠血清特异ＩｇＧ抗体水平，结

果如图５。加强免疫后第１４ｄ，ＣＺ组小鼠血清特异性

抗体ＩｇＧ为（１４９．１５±７．５９）ｎｇ／Ｌ，与ＰＢＳ组（５９．２３±

２．５１）ｎｇ／Ｌ和ＫＺ组（６８．４５±４．５１）ｎｇ／Ｌ比较差异均

有统计学意义（狋值分别为１８．８６１和１５．３１２，均犘＜

０．０１）；ＫＺ组与ＰＢＳ组比较特异ＩｇＧ水平差异无统计

学意义（狋＝３．０１９，犘＞０．０５）。
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注：ａ组间比较，犘＜０．０１。

图５　免疫小鼠血清中牛结核杆菌特异性犐犵犌浓度

Ｎｏｔｅｓ：ａｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ，犘＜０．０５．

犉犻犵．５　犜犺犲犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狅犳犕．犫狅狏犻狊狊狆犲犮犻犳犻犮犐犵犌犻狀犿狅狌狊犲狊犲狉狌犿

６　免疫小鼠血清细胞因子水平变化

加强免疫后第１４ｄ，ＥＬＩＳＡ检测ＰＢＳ组小鼠血清

中ＩＦＮγ、ＩＬ４和ＩＬ１０分别为（２９６．３３±１１．８５）ｎｇ／

Ｌ、（２１３．０２±６．０８）ｎｇ／Ｌ和（９７．３３±１０．４１）ｎｇ／Ｌ，ＫＺ

组分别为（３７４．６７±２１．０１）ｎｇ／Ｌ、（２８１．６７±２０．２１）

ｎｇ／Ｌ和（１２７．６７±１３．０５）ｎｇ／Ｌ，ＣＺ组分别为（４６３．９６

±３０．７４）ｎｇ／Ｌ、（３１７．３０±２０．５４）ｎｇ／Ｌ和（１５９．６３±

１４．３８）ｎｇ／Ｌ。ＣＺ组３种细胞因子含量与ＰＢＳ组比较

差异均有统计学意义（狋 值分别为８．８１３、８．４３４、

６．０７７，均犘＜０．０１），与ＫＺ组比较差异均有统计学意

义（狋值分别为４．１５４、２．１４２、２．９７９，均犘＜０．０５）；ＫＺ

组小鼠血清中的３种细胞因子含量与ＰＢＳ组比较差

异均有统计学意义（狋值分别为５．６２６、５．６３６、３．１４７，

均犘＜０．０５）（图６）。

　　Ａ　小鼠血清ＩＦＮγ浓度　Ｂ　小鼠血清ＩＬ４浓度　Ｃ　小鼠血清

ＩＬ１０浓度。

注：组间比较，ａ犘＜０．０５；ｂ犘＜０．０１。

图６　小鼠血清细胞因子浓度

Ａ　ＳｅｒｕｍＩＦＮγｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｍｉｃｅ　Ｂ　ＳｅｒｕｍＩＬ４ｃｏｎｃｅｎ

ｔｒａｔｉｏｎｉｎｍｉｃｅ　Ｃ　ＳｅｒｕｍＩＬ１０ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｍｉｃｅ．Ｎｏｔｅｓ：ｇｒｏｕｐ

ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ，ａ犘＜０．０５；ｂ犘＜０．０１．

犉犻犵．６　犛犲狉狌犿犮狔狋狅犽犻狀犲犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀犻狀犿犻犮犲

７　脾淋巴细胞分型

流式细胞术检测 Ｔ淋巴细胞分型，ＣＺ组小鼠脾

脏ＣＤ４
＋
Ｔ淋巴细胞占（７５．１７±１．１９）％，与ＰＢＳ组

（６８．６３±３．７８）％比较差异有统计学意义（狋＝２．８５１，

犘＜０．０５）；ＣＤ８
＋
Ｔ淋巴细胞占（１９．４７±１．８５）％，与

ＰＢＳ组（２５．２３±４．１０）％比较差异有统计学意义（狋＝

２．２１８，犘＜０．０５）（图７Ａ）；ＣＤ４
＋／ＣＤ８

＋ 值（３．８９±

０．４４），与ＰＢＳ组（２．７８±０．５５）比较差异有统计学意

义（狋＝２．７３９，犘＜０．０５）（图７Ｂ）。ＫＺ组小鼠脾脏

ＣＤ４
＋ 和 ＣＤ８

＋
Ｔ 淋巴细胞占比分别为（７２．４３±

１．０８）％和（２２．０７±１．０６）％，ＣＤ４
＋／ＣＤ８

＋值为３．２９

±０．２０，与ＰＢＳ组比较差异均无统计学意义（狋值分别

为１．６７２、１．２９５、１．５０６，均犘＞０．０５）（图７）。

　　Ａ　ＣＤ４
＋和ＣＤ８

＋
Ｔ淋巴细胞在ＣＤ３

＋
Ｔ淋巴细胞中的占比　Ｂ

　ＣＤ４
＋／ＣＤ８

＋值　注：ａ组间比较，犘＜０．０５。

图７　小鼠脾犜淋巴细胞中相关亚群占比及犆犇４
＋／犆犇８

＋比值

Ａ　ＴｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆＣＤ４
＋
ａｎｄＣＤ８

＋
ＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｉｎＣＤ３

＋
Ｔ

ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ　Ｂ　ＣＤ４
＋／ＣＤ８

＋
ｒａｔｉｏ　Ｎｏｔｅｓ：ａｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ，犘＜

０．０５．

犉犻犵．７　犘狉狅狆狅狉狋犻狅狀狅犳狉犲犾犪狋犲犱狊狌犫狊犲狋狊犻狀犿狅狌狊犲狊狆犾犲犲狀犜犾狔犿狆犺狅犮狔狋犲狊

讨　论

表位（Ｅｐｉｔｏｐｅ）本质是一种特殊的化学基团，这种

化学基团是抗原分子中决定抗原特异性的重要部件，

可被免疫细胞识别引发免疫反应［８］。表位主要包括Ｂ

细胞表位和Ｔ细胞表位，在结构上可分为线性片段或

空间构象性结构［９］。Ｂ细胞表位是抗原表面的已知区

域，可与产生的抗体结合，使其成为适应性免疫系统的

中心。Ｔ细胞表位可与 ＭＨＣ配体结合以触发 Ｔ细

胞免疫反应［１０］。ＢｅｐｉＰｒｅｄ是一个针对Ｂ细胞表位筛

选的服务器，采用随机森林算法，从抗体、抗原和蛋白

质结构等方面进行Ｂ细胞表位筛选
［１１］。ＩＥＢＤ数据库

包含大量实验推导的表位数据以及各类表位预测工

具，应用各种算法可计算出表位的保守性、群体覆盖率

和其他相关分析变量［１２］。为确保所选的表位具有足

够的抗原性以引发免疫反应，本研究同时利用这两个

服务器对３种抗原的优势表位进行筛选，并且为了放

大表位蛋白的免疫效果，使用柔性短肽连接同类表位

肽段，刚性短肽连接非同类表位肽段，以此方式降低表

位之间的相互影响。

近年来，随着神经网络的快速发展，之前基于能量

模型和采样程序的计算方法逐渐被替代［１３］。当前的

预测方法结合已知氨基酸序列、蛋白质数据库中同源

物模板和蛋白进化记录将粗略预测的蛋白结构进行细

化，提高了蛋白结构预测的准确度［１４］。研究表明，无

规则卷曲和α螺旋是抗原蛋白中的重要结构，在蛋白

合成过程中这两种结构可以自然折叠，被机体产生的

抗体识别，进而引发免疫反应［１５］。本研究利用在线软

件分析表位蛋白ＡＭＨ的二级结构中无规则卷曲占比
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高达５９．０２％，整体结构松散，有利于抗原抗体结合。

在牛结核杆菌感染的预防过程中，有效的Ｔ细胞反应

是必不可少的，Ｔ细胞一旦受到刺激就会分泌相关细

胞因子，以杀伤或清除病原菌［１６］。为评估构建的表位

蛋白ＡＭＨ激发的免疫反应效果，本研究模拟了Ｂ细

胞和Ｔ细胞参与的免疫预测，结果表明ＡＭＨ可刺激

Ｂ细胞和辅助性Ｔ细胞反应，并促使ＩＦＮγ和ＩＬ２水

平上升，提示ＡＭＨ具备预防牛结核杆菌的能力，也为

免疫小鼠的脾脏ＣＤ４
＋
Ｔ淋巴细胞、血清抗体水平和

细胞因子水平升高提供了佐证。

２Ａ肽是一种具有自剪切功能的肽段，一般由１８

～２５个氨基酸组成，其自剪切功能的实现主要基于其

可通过核糖体跳跃将自身的Ｃ端自动裂解，Ｎ端则被

３Ｃ／３ＣＤ蛋白酶裂解
［１７］。研究发现，２Ａ肽用于多基因

表达时具有剪切效率高且上、下游蛋白均可高效表达

的特点。目前常用的２Ａ肽主要有Ｆ２Ａ、Ｅ２Ａ、Ｔ２Ａ和

Ｐ２Ａ
［１８］。本研究选用Ｔ２Ａ和Ｐ２Ａ连接ＡＭＨ和牛结

核杆菌的３种抗原，期望实现多基因共表达，从而发挥

联合免疫作用。

借助减毒沙门菌口服免疫方式递送重组质粒，不

仅对小鼠的应激作用弱，而且减毒沙门菌可通过小鼠

肠道中 Ｍ细胞引发机体的体液免疫和细胞免疫
［１９］。

本研究构建的携带牛结核杆菌 Ａｇ８５ｂ、ＭＰＴ６３、

ＨＳＰ６５及其表位基因的重组减毒沙门菌灌胃免疫小

鼠后，诱导小鼠产生了高水平的ＩｇＧ及细胞因子ＩＦＮ

γ、ＩＬ４和ＩＬ１０，与Ｈａｌｌ等
［２０］研制的可表达结核杆菌

融合抗原Ａｇ８５ｂＥＳＡＴ６重组沙门菌免疫小鼠的结果

相似。用重组减毒沙门菌免疫后的小鼠脾淋巴细胞中

ＣＤ４
＋
Ｔ细胞比例和ＣＤ４

＋／ＣＤ８
＋值上升，表明该疫苗

可引发机体较强的细胞免疫，而牛结核杆菌为一种胞

内寄生菌，普遍认可细胞免疫是机体抵抗牛结核病的

主要免疫机制［２１］，因此该疫苗有望成为预防牛结核病

的候选疫苗。
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犫狅狏犻狊ｂａｃｉｌｌｅＣａｌｍｅｔｔｅＧｕｅｒｉｎ［Ｊ］．ＬａｎｃｅｔＩｎｆｅｃｔＤｉｓ，２０２２，２２（１）：

ｅ２１２．

［４］　ＭｉｌｉａｎｓｕａｚｏＦ，ＧｏｎｚａｌｅｚｒｕｉｚＳ，ＣｏｎｔｒｅｒａｓｍａｇａｌｌａｎｅｓＹＧ，ｅｔａｌ．

Ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎｓｔｒａｔｅｇｉｅｓｉｎａｐｏｔｅｎｔｉａｌｕｓｅｏｆｔｈｅｖａｃｃｉｎｅａｇａｉｎｓｔｂｏ

ｖｉｎｅｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｉｎｉｎｆｅｃｔｅｄｈｅｒｄｓ［Ｊ］．Ａｎｉｍａｌｓ（Ｂａｓｅｌ），２０２２，１２

（２３）：３３７７．

［５］　ＨｕｙｇｅｎＫ．ＴｈｅＩｍｍｕｎｏｄｏｍｉｎａｎｔＴｃｅｌｌｅｐｉｔｏｐｅｓｏｆｔｈｅｍｙｃｏｌｙｌ

ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓｏｆｔｈｅａｎｔｉｇｅｎ８５ｃｏｍｐｌｅｘｏｆ犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犫犲狉犮狌

犾狅狊犻狊［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＩｍｍｕｎｏｌ，２０１４，５：３２１．

［６］　ＧｈｏｓｈＲ，ＭｕｋｈｅｒｊｅｅＭ，ＣｈａｔｔｏｐａｄｈｙａｙＫ，ｅｔａｌ．Ｕｎｕｓｕａｌｏｐｔｉｃａｌ

ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆａｌｌｆｏｕｒｔｒｙｐｔｏｐｈａｎｒｅｓｉｄｕｅｓｉｎＭＰＴ６３ｐｒｏｔｅｉｎｂｙ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ：ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔａｎｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ［Ｊ］．Ｊ

ＰｈｙｓＣｈｅｍＢ，２０１２，１１６（４１）：１２４８９１２５００．

［７］　ＳｈｉｒｙａｅｖＳＡ，ＣｉｅｐｌａｋＰ，ＡｌｅｓｈｉｎＡＥ，ｅｔａｌ．Ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎ

ａｓｅｐｒｏｔｅｏｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａｌＨＳＰ６５ｐｒｏｔｅｉｎａｓａｐｏｔｅｎｔｉａｌ

ｓｏｕｒｃｅｏｆｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｐｅｐｔｉｄｅｓｉｎｈｕｍａｎｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ［Ｊ］．ＦＥＢＳ

Ｊ，２０１１，２７８（１８）：３２７７３２８６．

［８］　ＯｎｇＥ，ＨｅＹ，ＹａｎｇＺ．Ｅｐｉｔｏｐｅｐｒｏｍｉｓｃｕｉｔｙａｎｄｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｃｏｖｅｒ

ａｇｅｏｆ犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊ｐｒｏｔｅｉｎａｎｔｉｇｅｎｓｉｎｃｕｒｒｅｎｔ

ｓｕｂｕｎｉｔｖａｃｃｉｎｅｓｕｎｄｅｒｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．ＩｎｆｅｃｔＧｅｎｅｔＥｖｏｌ，２０２０，

８０：１０４１８６．

［９］　宋娜娜，付玉荣，伊正君．结核分枝杆菌 Ｍｃｅ３Ｒ蛋白的生物信息

学分析［Ｊ］．中国病原生物学杂志，２０２２，１７（５）：５５０５５３，５７３．

［１０］　ＳｃｈａａｐＪｏｈａｎｓｅｎＡＬ，ＶｕｊｏｖｉｃＭ，ＢｏｒｃｈＡ，ｅｔａｌ．Ｔｃｅｌｌｅｐｉｔｏｐｅ

ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎａｎｄｉｔｓａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｔｏｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＩｍ

ｍｕｎｏｌ，２０２１，１２：７１２４８８．

［１１］　ＪｅｓｐｅｒｓｅｎＭＣ，ＰｅｔｅｒｓＢ，ＮｉｅｌｓｅｎＭ，ｅｔａｌ．ＢｅｐｉＰｒｅｄ２．０：ｉｍｐｒｏ

ｖｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅｂａｓｅｄＢｃｅｌｌｅｐｉｔｏｐｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｕｓｉｎｇｃｏｎｆｏｒｍａ

ｔｉｏｎａｌｅｐｉｔｏｐｅｓ［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓ，２０１７，４５（Ｗ１）：Ｗ２４

Ｗ２９．

［１２］　ＦｌｅｒｉＷ，ＰａｕｌＳ，ＤｈａｎｄａＳＫ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｉｍｍｕｎｅｅｐｉｔｏｐｅｄａｔａｂａｓｅ

ａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｏｕｒｃｅｉｎｅｐｉｔｏｐｅｄｉｓｃｏｖｅｒｙａｎｄｓｙｎｔｈｅｔｉｃｖａｃｃｉｎｅ

ｄｅｓｉｇｎ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＩｍｍｕｎｏｌ，２０１７，８：２７８．

［１３］　ＰｅａｒｃｅＲ，ＺｈａｎｇＹ．Ｔｏｗａｒｄｔｈｅｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｐｒｏｂｌｅｍ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２０２１，２９７（１）：１００８７０．

［１４］　ＢｒｙａｎｔＰ．Ｄｅｅｐｌｅａｒｎｉｎｇｆｏｒｐｒｏｔｅｉｎｃｏｍｐｌｅｘｓｔｒｕｃｔｕｒｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

［Ｊ］．ＣｕｒｒＯｐｉｎＳｔｒｕｃｔＢｉｏｌ，２０２３，７９：１０２５２９．

［１５］　ＣｏｒｒａｄｉｎＧ，ＶｉｌｌａｒｄＶ，ＫａｊａｖａＡＶ．Ｐｒｏｔｅｉｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅｂａｓｅｄ

ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓｆｏｒａｎｔｉｇｅｎｄｉｓｃｏｖｅｒｙａｎｄｖａｃｃｉｎｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｇａｉｎｓｔ

ｍａｌａｒｉａａｎｄｏｔｈｅｒｐａｔｈｏｇｅｎｓ［Ｊ］．ＥｎｄｏｃｒＭｅｔａｂＩｍｍｕｎｅＤｉｓｏｒｄ

ＤｒｕｇＴａｒｇｅｔｓ，２００７，７（４）：２５９２６５．

［１６］　ＶｏｒｄｅｒｍｅｉｅｒＨＭ，ＪｏｎｅｓＧＪ，ＢｕｄｄｌｅＢＭ，ｅｔａｌ．Ｂｏｖｉｎｅｔｕｂｅｒｃｕｌｏ

ｓｉｓｉｎｃａｔｔｌｅ：Ｖａｃｃｉｎｅｓ，ＤＩＶＡｔｅｓｔｓ，ａｎｄｈｏｓｔｂｉｏｍａｒｋｅｒｄｉｓｃｏｖｅｒｙ

［Ｊ］．ＡｎｎｕＲｅｖＡｎｉｍＢｉｏｓｃｉ，２０１６，４：８７１０９．

［１７］　许学林，杨波，荆焕松，等．双表达去势ＤＮＡ疫苗的构建及其稳

定性研究［Ｊ］．中国畜牧兽医，２０２１，４８（５）：１７４５１７５４．

［１８］　王海蓉，李泽典，任园园，等．基于ＦＭＤＶ２Ａ肽的新城疫病毒共

表达系统的构建及验证［Ｊ］．中国兽医科学，２０２３，５３（２）：１９８

２０６．

［１９］　ＪｕａｒｅｚＲｏｄｒｉｇｕｅｚＭＤ，ＹａｎｇＪ，ＫａｄｅｒＲ，ｅｔａｌ．Ｌｉｖｅａｔｔｅｎｕａｔｅｄ

犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪ｖａｃｃｉｎｅｓｄｉｓｐｌａｙｉｎｇｒｅｇｕｌａｔｅｄｄｅｌａｙｅｄｌｙｓｉｓａｎｄｄｅ

ｌａｙｅｄａｎｔｉｇｅｎｓｙｎｔｈｅｓｉｓｔｏｃｏｎｆｅｒｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎａｇａｉｎｓｔ犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻

狌犿狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊［Ｊ］．ＩｎｆｅｃｔＩｍｍｕｎ，２０１２，８０（２）：８１５８３１．

［２０］　ＨａｌｌＬＪ，ＣｌａｒｅＳ，ＰｉｃｋａｒｄＤ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓａｔｉｏｎｏｆａｌｉｖｅ犛犪犾

犿狅狀犲犾犾犪ｖａｃｃｉｎｅｓｔａｂｌｙｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｔｈｅ犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犫犲狉犮狌犾狅

狊犻狊Ａｇ８５ＢＥＳＡＴ６ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］．Ｖａｃｃｉｎｅ，２００９，２７（４９）：

６８９４６９０４．

［２１］　ＣａｓｓｉｄｙＪＰ．Ｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｐａｔｈｏｌｏｇｙｏｆｂｏｖｉｎｅｔｕｂｅｒｃｕｌｏ

ｓｉｓｗｉｔｈｉｎｓｉｇｈｔｓｆｒｏｍｓｔｕｄｉｅｓｏｆｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｉｎｈｕｍａｎｓａｎｄｌａ

ｂｏｒａｔｏｒｙａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌｓ［Ｊ］．ＶｅｔＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００６，１１２（２４）：１５１

１６１．

【收稿日期】　２０２３０４２８　【修回日期】　２０２３０７１３

·２２０１·
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