
卢宝平， 扈立伟， 任君， 等． 牛布氏杆菌病和分枝杆菌病二联表位疫苗的构建及其免疫效果评价 ［Ｊ］ ． 畜牧与兽医， ２０２４， ５６ （２）： ６９－７５．
ＬＵ Ｂ Ｐ， ＨＵ Ｌ Ｗ， ＲＥＮ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｖａｌｕｃｏｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｂｒｕｃｅｌｌｏｓｉｓ ａｎｄ ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｏｓｉｓ ｂｉｖａｌｅｎｔ ｅｐｉｔｏｐｅ ｖａｃｃｉｎｅ ［Ｊ］ ． Ａｎｉｍａｌ
Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２４， ５６ （２）： ６９－７５．

牛布氏杆菌病和分枝杆菌病二联表位疫苗的构建
及其免疫效果评价

卢宝平１， 扈立伟１， 任君１， 杜荣起１， 顾天越１， 包利霞１， 刘青１，
朱凡杰１， 张东超１，２∗， 金天明２，３∗

（１􀆰 天津农学院 ／ 天津市农业动物繁育与健康养殖重点实验室， 天津　 ３００３９２；
２􀆰 天津农学院动物科学与动物医学学院 ／ 天津市畜禽病原检测与基因工程疫苗工程技术中心， 天津　 ３００３９２；

３􀆰 天津市农业科学院 ／ 天津市畜禽分子育种与生物技术重点实验室， 天津　 ３００１９２）

摘要： 为研发一种更安全、 有效的防控牛布氏杆菌病和分枝杆菌病的疫苗， 运用在线软件 ＡＢＣＰｅｒｄ 和 ＩＥＢＤ 对牛布氏杆菌外膜蛋白 （Ｏｍｐ２５） 和

牛分枝杆菌抗原 ８５Ａ （Ａｇ８５Ａ） 的 Ｂ、 Ｔ 细胞表位进行预测分析， 设计新的表位基因肽段 ＮｅｗⅠ和 ＮｅｗⅡ， 并通过 ＳＯＰＭＡ 和 ＶａｘｉＪｅｎ 在线软件对

ＮｅｗⅠ和 ＮｅｗⅡ的二级结构与抗原性进行分析。 将 ＮｅｗⅠ、 Ｏｍｐ２５、 ＮｅｗⅡ和 Ａｇ８５Ａ 基因序列依次用自剪切肽 Ｔ２Ａ、 Ｐ２Ａ、 Ｅ２Ａ 进行连接， 获得串

联基因并命名为 ＣＯＥ， 将 ＣＯＥ 基因构建至真核表达载体 ＧＶ６５８， 获得重组质粒 ＧＶ６５８－ＣＯＥ； 将上述重组质粒转染至 ＨＥＫ２９３ 细胞， 利用细胞计

数 （ＣＣＫ－８） 试验评估 ＧＶ６５８－ＣＯＥ 对细胞的安全性， 通过免疫印迹分析目的蛋白的表达情况； 将重组质粒以 ４００ μｇ ／ 只的剂量免疫大鼠， 检测

在第 ３ 次免疫后的血清抗体及大鼠脾淋巴细胞中的 Ｔ 细胞亚群占比情况。 结果显示： ＮｅｗⅠ和 ＮｅｗⅡ序列二级结构较稳定， 抗原性良好； 重组质

粒经 ＰＣＲ 扩增获得 ３ ２３１ ｂｐ 大小的目的条带， 与预计相符； 重组质粒对 ＨＥＫ２９３ 细胞无毒性作用； 重组质粒在 ＨＥＫ３９３ 细胞中可表达出目的蛋

白， 分别在 ２２􀆰 ３、 １７􀆰 ３、 ２３􀆰 ９ 和 ３５􀆰 ６ ｋＤａ 处有目的蛋白 ＮｅｗⅠ、 Ｏｍｐ２５、 ＮｅｗⅡ和 Ａｇ８５Ａ 的表达。 三免后， 重组质粒免疫大鼠产生的 ＩｇＧ 水平均

高于空载质粒组和 ＰＢＳ 组； 与 ＰＢＳ 组相比， 重组质粒免疫大鼠脾脏中 ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋ Ｔ 淋巴细胞百分比均升高。 研究表明， 重组质粒 ＧＶ６５８－ＣＯＥ
能有效激发大鼠的体液免疫和细胞免疫反应， 可成为预防牛布氏杆菌病和分枝杆菌病的候选疫苗。
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ｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ＧＶ６５８－ＣＯＥ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｈｕｍｏｒａｌ ａｎｄ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｉｎ ｒａｔｓ， ａｎｄ ｗａｓ ｅｘ⁃
ｐｅｃｔｅｄ ｔｏ ｂｅ ａ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｖａｃｃｉｎｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｂｒｕｃｅｌｌｏｓｉｓ ａｎｄ ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｏｓｉｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｂｒｕｃｅｌｌｏｓｉｓ； ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｏｓｉｓ； ｅｐｉｔｏｐｅ ｖａｃｃｉｎｅ； Ｏｍｐ２５； Ａｇ８５Ａ

　 　 牛布氏杆菌病 （ ｂｏｖｉｎｅ ｂｒｕｃｅｌｌｏｓｉｓ） 在世界范围

内广泛流行， 是一种人畜共患传染病［１］。 布氏杆菌

生存能力特别强， 能很快适应新的宿主， 可以直接或

间接地传播给主要宿主和易感宿主［２］。 牛分枝杆菌

病 （ｂｏｖｉｎｅ ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｏｓｉｓ） 是一种牛的慢性疾病，
常导致生产力下降， 同时可引起重大的公共卫生风

险［３］。 目前预防两种疾病的疫苗存在免疫效果不理

想和毒力返强风险等， 且市场上尚无牛布氏杆菌病和

分枝杆菌病的二联疫苗。 因此， 研发一种更安全、 有

效地防控牛布氏杆菌病和分枝杆菌病的二联疫苗具有

实际意义。
布氏杆菌 Ｏｍｐ２５ 作为一种菌体外膜蛋白， 具有

良好的免疫原性， 可诱导动物机体产生特异性抗体。
最新研究发现， 布氏杆菌的毒力与 Ｏｍｐ２５ 有关， 缺

失 Ｏｍｐ２５ 的疫苗菌株在动物模型中毒力减弱， 且提

供的免疫保护水平与商品化减毒疫苗的保护效果相

似［４］。 分枝杆菌基因组上的 ３ 个独立基因编码的抗原

８５ （Ａｇ８５） 复合物是牛分枝杆菌、 结核分枝杆菌

（Ｍｔｂ） 和卡介苗 （ＢＣＧ） 分泌蛋白， 这些蛋白质是

分枝杆菌细胞壁合成所需的转移酶［５］。 Ａｇ８５Ａ 作为

主要的分枝杆菌分泌蛋白， 在诱导强烈的体液免疫和

细胞免疫反应中发挥重要作用［６］。
表位疫苗是基于已知核苷酸或氨基酸序列， 利用

计算机辅助的免疫信息学分析等技术确定和筛选可能

的优势表位， 然后人工合成或借助基因工程技术制备

含有优势表位的多肽疫苗［７］。 表位疫苗最大的优点

是免疫优势表位的聚集， 提高了疫苗的免疫原性， 减

少其不良反应。
本研究通过在线生物软件对 Ｏｍｐ２５ 和 Ａｇ８５Ａ 蛋

白进行表位筛选， 通过连接肽对所筛选的表位进行连

接， 构建出 ２ 条具有高免疫原性、 副作用较小的新表

位基因肽段 ＮｅｗⅠ和 ＮｅｗⅡ。 将 ＮｅｗⅠ、 Ｏｍｐ２５、
ＮｅｗⅡ、 Ａｇ８５Ａ 依次用自剪切肽 Ｔ２Ａ、 Ｐ２Ａ、 Ｅ２Ａ 进

行连接， 设计出串联基因 ＣＯＥ， 并构建重组质粒

ＧＶ６５８－ＣＯＥ。 免疫动物后， 可通过 ＮｅｗⅠ和 ＮｅｗⅡ
多表位基因肽段激发机体细胞免疫， 并通过布氏杆菌

Ｏｍｐ２５ 和牛分枝杆菌 Ａｇ８５Ａ 特异性抗原激发机体免

疫反应， 进而实现多基因的协同免疫效应， 为牛布氏

杆菌病和分枝杆菌病的基因疫苗研究提供试验基础和

理论支持。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试剂及试验动物

限制性内切酶 ＰａｃⅠ和 ＥｃｏＲⅤ购自赛默飞世尔科

技 （中国） 有限公司； Ｆｌａｇ ／ ＨＡ ／ Ｍｙｃ ／ Ｈｉｓ 标记小鼠

单克隆抗体、 辣根过氧化物酶 （ＨＲＰ） 标记山羊抗

小鼠 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ） 和 Ｌｉｐｏ８０００ＴＭ转染试剂购自上海碧

云天生物技术有限公司； 无内毒素质粒大提试剂盒购

自天根生化科技 （北京） 有限公司； 细胞计数试剂

（ＣＣＫ－８） 试剂盒购自金克隆北京生物技术有限公

司； 异硫氰酸荧光素 （ ＦＩＴＣ） 标记的大鼠抗 ＣＤ３＋

ＩｇＧ， 藻胆蛋白 （ＡＰＣ） 标记的大鼠抗 ＣＤ４＋ ＩｇＧ， 藻

红蛋白 （ＰＥ） 标记的大鼠抗 ＣＤ８＋ ＩｇＧ 抗体均购自

ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ 公司； ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自江苏

酶免实业有限公司； ６ 周龄 ＳＤ 大鼠购自北京斯贝福

生物科技有限公司 （许可证号： ＳＣＸＫ （京） ２０１９－
００１０）。
１􀆰 ２　 目的基因与序列合成

根据 ＮＣＢＩ 数据库中布氏杆菌 Ｏｍｐ２５ 基因 （Ｇｅｎ⁃
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Ｂａｎｋ： ＡＭ６９４３６９􀆰 ２ ） 和 牛 分 枝 杆 菌 Ａｇ８５Ａ 基 因

（ＧｅｎＢａｎｋ： ＧＱ１５０３１５􀆰 １） 的核苷酸序列， 通过在线

软件 ＡＢＣＰｅｒｄ 和 ＩＥＢＤ 预测 Ｏｍｐ２５ 基因的 Ｂ 细胞和 Ｔ
细胞表位， 将所选取的肽段通过 ＶａｘｉＪｅｎ 软件预测其

免疫原性， 同时用 ＴｏｘｉｎＰｒｅｄ 软件预测是否具有细胞

毒性， 最后选取肽段高评分、 免疫原性好且无细胞毒

性肽段的表位作为目标表位［８］。 将上述筛选出来的

细胞表位通过 ＧＰＧＰＧ ／ ＧＰＬＳ 连接肽进行连接， 构建

出新的肽段 ＮｅｗⅠ。 同法预测 Ａｇ８５Ａ 基因， 构建出

肽段 ＮｅｗⅡ。 将 ＮｅｗⅠ、 Ｏｍｐ２５、 ＮｅｗⅡ和 Ａｇ８５Ａ 依

次用自剪切肽 Ｔ２Ａ、 Ｐ２Ａ 和 Ｅ２Ａ 进行连接， 构建出

新的肽段， 将其命名为 ＣＯＥ。 根据大鼠表达蛋白质

偏好密码子进行基因序列优化， 同时在 ４ 个氨基酸序

列之后分别添加 Ｆｌａｇ、 ＨＡ、 Ｍｙｃ 和 Ｈｉｓ 标签。 将

ＣＯＥ 基因构建至真核表达载体 ＧＶ６５８ 的 ＰａｃⅠ和

ＥｃｏＲⅤ酶切位点之间， 最后由上海吉凯生物技术有

限公司合成并提供目的质粒、 阴性质粒及其甘油菌。
１􀆰 ３　 ＣＯＥ 基因的 ＰＣＲ 及双酶切鉴定

根据上述构建的 ＣＯＥ 基因序列设计特异性引物，
ＣＯＥ－Ｆ： ５′－ＧＴＧＧＡＴＣＣＧＡＧＣＴＣＧＧＴＡＣＣＣＧＣＣ
ＡＣＧＡＴＡＴＣＣＡＴＣＣＡＧＧＡＧＣＡＧＣＣＣＣＣＣＧＴＧＣＣＣＧＣＣＣ
ＣＣＧＴＧＧＡＧ－３′； ＣＯＥ－Ｒ： ５′－ＡＴＡＴＴＴＴＡＴＴＡＣＣＧ
ＧＴＴＴＡＡＴＴＡＡＣＴＡＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＧＣＧＣＣ
ＣＴＧＧＧＧＧＧＣ－３′， 其中加粗碱基为交换配对碱基，
斜体碱基为酶切位点。

将获得的甘油菌接种氨苄抗性培养基， 培养 １２ ｈ
后， 利用上述引物进行菌液 ＰＣＲ， 反应体系为：
１２􀆰 ５ μＬ ２×ＰＣＲ Ｔａｑ ｍｉｘ Ｂｕｆｆｅｒ， １ μＬ ＣＯＥ－Ｆ， １ μＬ
ＣＯＥ－Ｒ， ２ μＬ 菌液， ８􀆰 ５ μＬ ｄｄＨ２ Ｏ。 反应程序为：
９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ； ９５ ℃变性 ３５ ｓ， ６０ ℃退火 ３５ ｓ，
７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ， 共 ３０ 个循环； ７２ ℃延伸 １５ ｍｉｎ。
随后将 ＰＣＲ 产物利用琼脂凝胶电泳验证。 将上述验

证正确的阳性菌扩大培养后提取质粒， 并利用限制性

内切酶 ＰａｃⅠ和 ＥｃｏＲⅤ进行双酶切鉴定。
１􀆰 ４　 重组质粒转染 ＨＥＫ２９３ 细胞

将 ＨＥＫ２９３ 细胞按照 １×１０５个 ／孔加入 ６ 孔细胞

培养板 （含 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养基） 进行培养，
直到细胞汇合度达到 ６０％ ～ ７０％。 利用 Ｌｉｐｏ８０００ＴＭ转

染试剂对重组质粒进行转染， 在 ４８ ｈ 时在显微镜下

对转染组进行拍照， 观察重组质粒在 ＨＥＫ２９３ 细胞中

的表达情况， 用 ＤＡＰＩ 试剂对细胞核进行染色， 观察

绿色荧光蛋白 （ ＧＦＰ ） 在 ＨＥＫ２９３ 细胞中的表达

位置。
１􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证重组质粒在 ＨＥＫ２９３ 细胞中

的蛋白表达

　 　 将成功转染重组质粒的 ＨＥＫ２９３ 细胞培养 ４８ ｈ

后， 用 ＰＢＳ 洗 ２ 次， 加入裂解液使其充分裂解， 加

入 ４×蛋白上样缓冲液， 在 １００ ℃加热 １５ ｍｉｎ， 冷却

后备用。 将上述样品经电泳、 转膜、 封闭、 抗体孵育

后， 进行显色， 在 Ｂｉｏ－Ｒａｄ 凝胶成像仪中拍照保存。
１􀆰 ６　 ＣＣＫ－８ 法评估重组质粒对细胞的安全性

取浓度为 １􀆰 ０×１０４个 ／ ｍＬ 的 ＨＥＫ２９３ 细胞进行 ９６
孔板铺板， 当细胞覆盖率达到 ６０％ ～７０％时， 将重组

质粒和空载质粒分别按照 ４ 个质量浓度 ５０、 １００、
２００ 和 ４００ ｎｇ ／ μＬ 进行转染。 分别于 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 加

入 ＣＣＫ－８ 溶液 １００ μＬ， ３７ ℃避光孵育 ０􀆰 ５ ｈ， 用酶

标仪在 ４５０ ｎｍ 波长检测每孔的 ＯＤ 值， 计算细胞

活力。
１􀆰 ７　 动物免疫

将 １８ 只 ＳＤ 大鼠适应性饲喂后， 随机分为 ３ 组，
第 １ 组为重组质粒 ＧＶ６５８－ＣＯＥ 组， 第 ２ 组为空载质

粒 ＧＶ６５８ 组， 第 ３ 组为空白对照 ＰＢＳ 组， 自由采食

和饮水。 将重组质粒和空载质粒按照 ４００ μｇ ／只的剂

量进行腿部肌肉注射， 间隔 １４ ｄ 加强免疫 １ 次， 共

免疫 ３ 次， 免疫前进行尾静脉采血。
１􀆰 ８　 Ｔ 淋巴细胞的分型检测

在无菌条件下取大鼠脾脏， 加入 ＰＢＳ 对脾脏进

行研磨， 过 ２００ 目筛网收集脾细胞悬液， 在 ４ ℃ 和

１ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下离心 ５ ｍｉｎ， 弃掉上清液， 加 ５ ｍＬ
红细胞裂解液重悬细胞， 冰上裂解 １０ ｍｉｎ， 离心， 反

复裂解， 直到细胞悬液中无红细胞为止。 按照抗体说

明书对淋巴细胞进行计数染色， 样品上机， 收集和分

析数据。
１􀆰 ９　 抗体水平检测

每次采血后， 室温静置 ２ ｈ， ２ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

２０ ｍｉｎ， 小心吸取血清并做好标记。 参照 ＥＬＩＳＡ 试剂

盒说明书进行操作。 在酶标包被板上按照 ５０ μＬ ／孔
量分别加入标准品、 稀释血清样品， 置于 ３７ ℃温育

３０ ｍｉｎ， 使用洗涤液洗涤 ３ 次； 每孔加入酶标试剂

５０ μＬ， 再置于 ３７ ℃温育 ６０ ｍｉｎ， 洗涤 ３ 次； 每孔先

后加入显色剂 Ａ 和 Ｂ （各 ５０ μＬ）， 轻轻震荡混匀，
３７ ℃避光显色 １０ ｍｉｎ， 每孔加终止液 ５０ μＬ； 混匀后

使用分光光度计检测各样品在 ４５０ ｎｍ 波长处的

ＯＤ 值。
１􀆰 １０　 统计分析

数据采用 ＳＰＳＳ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ７􀆰 ０ 进行单因

素方差分析并绘图。 数据用 “平均数 ± 标准差”
表示。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 抗原表位的筛选及连接

目的基因 Ｏｍｐ２５ 和 Ａｇ８５Ａ 进行表位预测结果见
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表 １， 将所选取的肽段通过 ＧＰＧＰＧ ／ ＧＰＬＳ 连接肽进

行连接， 同时在 Ｎ 端添加 Ｆｌａｇ 和 Ｍｙｃ 标签， 构建出

的新肽段分别命名为 ＮｅｗⅠ和 ＮｅｗⅡ。
Ｎｅｗ Ⅰ 序列为： ＡＩＱＥＱＰＰＶＰＡＰＶＥＶＡＰＱＹＳＷＧ⁃

ＰＧＰＧＡＩＱＥＱＰＰＶＰＡＰＶＥＶＡＰＱＹＳＷＧＰＧＰＧＧＹＧＷＮＫＡ⁃
ＫＴＳＴＶＧＳＩＫＰＤＤＧＰＧＰＧＧＹＧＷＮＫＡＫＴＳＴＶＧＳＩＫＰＤＤＧ⁃
ＰＧＰＧＧＹＳＷＡＫＫＳＫＤＧＬＥＶＫＱＧＦＧＰＧＰＧＩＫＬＮＮＧＬＤＤ⁃
ＥＳＫＦＲＶＧＰＬＳＱＥＱＰＰＶＰＡＰＧＰＧＰＧＦＱＱＤＱＩＶＹＧＰＧＰＧＶ⁃
ＳＡＡＬＬＰＦＳＡＴＡＦＡＡＤＧＰＧＰＧＶＳＡＡＬＬＰＦＳＡＴＡＦＡＡＤＧＰＧ⁃
ＰＧＶＳＡＡＬＬＰＦＳＡＴＡＦＡＡＤ。

Ｎｅｗ Ⅱ 序 列 为： ＬＶＧＡＶＧＧＴＡＴＡＧＡＦＳＲＰＧＬＰＧ⁃
ＰＧＰＧＳＳＦＹＳＤＷＹＱＰＡＣＧＫＡＧＣＱＴＹＫＧＰＧＰＧＤＡＧＧＹＫ⁃
ＡＳＤＭＷＧＰＫＥＤＰＡＷＱＲＮＧＰＧＰＧＫＰＳＤＬＧＧＮＮＬＰＡＫＧ⁃
ＰＧＰＧＬＧＡＴＰＮＴＧＰＡＰＧＰＧＰＧＬＶＧＡＶＧＧＴＡＴＡＧＡＦＳＲＰ⁃
ＧＬＰＧＰＧＰＧＳＳＦＹＳＤＷＹＱＰＡＣＧＫＡＧＣＱＴＹＫＧＰＧＰＧＰＳ⁃
ＱＡＭＧＰＴＧＰＬＳＳＥＬＰＧＷＬＱＡＧＰＧＰＧＶＥＹＬＱＶＰＳＰＧＰＧ⁃
ＰＧＳＡＬＴＬＡＩＹＨＧＰＧＰＧＧＶＦＤＦＰＤＳＧＴＨＧＰＧＰＧＰＱＱＦＶ⁃
ＹＡＧＡＭＳＧＬＬＤ。

表 １　 Ｂ 细胞及 Ｔ 细胞表位预测结果

蛋白 抗原分类 表位位置 表位序列

Ｏｍｐ２５

Ｂ 细胞 ２０～３９
４９～６７
９２～１０９
１３７～１５１

ＡＩＱＥＱＰＰＶＰＡＰＶＥＶＡＰＱＹＳＷ
ＧＹＧＷＮＫＡＫＴＳＴＶＧＳＩＫＰＤＤ
ＧＹＳＷＡＫＫＳＫＤＧＬＥＶＫＱＧＦ

ＩＫＬＮＮＧＬＤＤＥＳＫＦＲＶ
ＣＴＬ 细胞 ２２～３０

７８～８５
ＱＥＱＰＰＶＰＡＰ
ＦＱＱＤＱＩＶＹ

Ａｇ８５Ａ

Ｔｈ 细胞 ４～１９ ＶＳＡＡＬＬＰＦＳＡＴＡＦＡＡＤ

Ｂ 细胞 ３１～５０
１１９～１３９
１９８～２０５
２１３～２３４
２５８～２７０
３２５～３３５

ＬＶＧＡＶＧＧＴＡＴＡＧＡＦＳＲＰＧＬＰ
ＳＳＦＹＳＤＷＹＱＰＡＣＧＫＡＧＣＱＴＹＫ

ＰＳＱＡＭＧＰＴ
ＤＡＧＧＹＫＡＳＤＭＷＧＰＫＥＤＰＡＷＱＲＮ

ＫＰＳＤＬＧＧＮＮＬＰＡＫ
ＬＧＡＴＰＮＴＧＰＡＰ

ＣＴＬ 细胞 ５１～５９
１４６～１５４
１７４～１８２
２９５～３０５

ＶＥＹＬＱＶＰＳＰ
ＳＥＬＰＧＷＬＱＡ
ＳＡＬＴＬＡＩＹＨ

ＧＶＦＤＦＰＤＳＧＴＨ

Ｔｈ 细胞 １８３～１９７ ＰＱＱＦＶＹＡＧＡＭＳＧＬＬＤ

２􀆰 ２　 ＮｅｗⅠ和 ＮｅｗⅡ序列的二级结构及其抗原性

ＮｅｗⅠ和 ＮｅｗⅡ序列的预测结果分别是： α 螺旋

分别为 ８􀆰 ８９％ 和 ３􀆰 ２３％， β 转角分别为 ４􀆰 ４４％ 和

６􀆰 ８５％， 延伸链分别为 １９􀆰 ５６％和 １６􀆰 ５３％， 无规则卷

曲分别为 ６７􀆰 １％和 ７３􀆰 ３９％。 表明该序列中无规则卷

曲占比较高， 具有良好的免疫原性； 通过在线软件

ＶａｘｉＪｅｎ 预测 ＮｅｗⅠ和 ＮｅｗⅡ序列的抗原性， 评分分

别为 ０􀆰 ９４５ ２ 和 ０􀆰 ９０４ ７， 分值均大于 ０􀆰 ４， 说明该序

列可能具有较好的抗原性。
２􀆰 ３　 ＣＯＥ 基因的验证与表达

ＰＣＲ 和双酶切结果显示， 在 ３ ２３１ ｂｐ 处出现明

亮的目的条带， 与目的基因序列片段大小一致 （图
１、 图 ２）。 经测序和同源性分析， 未发现碱基的缺

失、 增加及突变， 说明重组质粒构建成功。

Ｍ􀆰 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ＣＯＥ 基因 ＰＣＲ 产物。

图 １　 ＰＣＲ 扩增目的基因

Ｍ􀆰 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ＧＶ６５８－ＣＯＥ 质粒；
２􀆰 线性化 ＧＶ６５８ 质粒； ３􀆰 ＧＶ６５８－ＣＯＥ 质粒双酶切。

图 ２　 重组质粒双酶切鉴定

２􀆰 ４　 重组质粒在 ＨＥＫ２９３ 细胞中的表达

通过荧光显微镜观察， 重组质粒 ＧＶ６５８－ＣＯＥ 在

转染 ＨＥＫ２９３ 细胞 ４８ ｈ 后， 可观察到清晰的绿色荧

光， 且绿色荧光蛋白基本在细胞质中表达 （图 ３）。
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图 ３　 重组质粒转染 ＨＥＫ２９３ 细胞结果

２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证重组质粒在 ＨＥＫ２９３ 细胞中

的蛋白表达

　 　 将重组质粒和空载质粒转染 ＨＥＫ２９３ 细胞 ４８ ｈ
后， 提取细胞总蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析， 结果如

图 ４ 所示。 ＮｅｗⅠ、 Ｏｍｐ２５、 ＮｅｗⅡ和 Ａｇ８５Ａ 蛋白分

别在 ２２􀆰 ３、 １７􀆰 ３、 ２３􀆰 ９ 和 ３５􀆰 ６ ｋＤａ 处出现特异性条

带， 空载及未转染的 ＨＥＫ２９３ 细胞未出现条带， β－
ａｃｔｉｎ 内参各组均在 ４２ ｋＤａ 处出现特异性条带。 结果

表明， 融合 Ｆｌａｇ、 ＨＡ、 Ｍｙｃ 和 Ｈｉｓ 标签的 ＮｅｗⅠ、
Ｏｍｐ２５、 ＮｅｗⅡ和 Ａｇ８５Ａ 蛋白在 ＨＥＫ２９３ 细胞中能够

成功表达， 且特异性蛋白条带与实际蛋白大小相符。

图 ４　 重组质粒在 ＨＥＫ２９３ 细胞中的蛋白表达

２􀆰 ６　 ＣＣＫ－８ 法评估重组质粒对细胞活性的影响

将重组质粒 ＧＶ６５８ －ＣＯＥ、 空载质粒 ＧＶ６５８ 和

ＰＢＳ 分别和转染试剂进行混合， 按照 ５０、 １００、 ２００、
４００ ｎｇ 的剂量转染 ＨＥＫ２９３ 细胞。 结果如图 ５ 所示，
在 ２４ ｈ 时， 细胞存活率分别是 １０１％、 １００％、 １０７％
和 １０７％， 最高浓度剂量组与 ＰＢＳ 组相比差异不显著

（Ｐ＞０􀆰 ０５）， 且相同浓度剂量组组间差异不显著 （Ｐ＞
０􀆰 ０５）。 在 ４８ 和 ７２ ｈ 时， 最高浓度剂量组与 ＰＢＳ 组

差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 但相同浓度剂量组组间差异

不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。

Ａ． ２４ ｈ； Ｂ． ４８ ｈ； Ｃ． ７２ ｈ；
∗∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ００１， ｎｓ 表示 Ｐ＞０􀆰 ０５。 下同。

图 ５　 ＣＣＫ－８ 试验结果
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２􀆰 ７　 Ｔ 淋巴细胞分型

由表 ２ 可见， 与 ＰＢＳ 组相比， 三免后重组质粒

组大鼠脾脏中 ＣＤ４＋ Ｔ 淋巴细胞在 ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞中

的百分比显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而 ＣＤ８＋ Ｔ 淋巴细胞

在 ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞中的百分比显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）；
在 ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞中 ＣＤ４＋与 ＣＤ８＋ Ｔ 淋巴细胞的比

值无显著性差异 （Ｐ ＝ ０􀆰 ２７）。 而且， 重组质粒组与

空载质粒组、 空载质粒与 ＰＢＳ 组之间所有指标均无

显著性差异。

表 ２　 ＣＤ４＋、 ＣＤ８＋与 ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞比值 ％

组别 ＣＤ４＋ ／ ＣＤ３＋ ＣＤ８＋ ／ ＣＤ３＋

ＧＶ６５８－ＣＯＥ ６５􀆰 ７７±０􀆰 ０７ａ ３０􀆰 ３０±０􀆰 ０７ａ

ＧＶ６５８ ５４􀆰 ４３±０􀆰 ０３ａｂ ４１􀆰 ５０±０􀆰 ０４ａｂ

ＰＢＳ ５０􀆰 １３±０􀆰 ０６ｂ ４６􀆰 ５０±０􀆰 ０６ｂ

　 　 注： 同列数据肩标小写字母不同表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 字母

相同或无字母表示差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。

２􀆰 ８　 ＥＬＩＳＡ 检测抗体水平

由图 ６ 可见， 在免疫第 ４２ 天时， 重组质粒免疫

大鼠产生的布氏杆菌 ＩｇＧ 抗体水平极显著高于空白对

照 ＰＢＳ 组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 显著高于空载质粒 ＧＶ６５８ 组

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 且 ＧＶ６５８ 组和 ＰＢＳ 组之间大鼠产生的布

氏杆菌 ＩｇＧ 抗体水平无显著性差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。

∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１。 下同。

图 ６　 布氏杆菌 ＩｇＧ 变化

由图 ７ 可见， 在免疫第 １４ 天时， 重组质粒免疫

大鼠产生的分枝杆菌 ＩｇＧ 抗体水平显著高于空载质粒

ＧＶ６５８ 组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 极显著高于空白对照 ＰＢＳ 组

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 在免疫第 ２８ 和 ４２ 天时， 重组质粒免疫

大鼠产生的分枝杆菌 ＩｇＧ 抗体水平显著高于空白对照

ＰＢＳ 组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 而且， ＧＶ６５８ 组和 ＰＢＳ 组之间

大鼠产生的分枝杆菌 ＩｇＧ 抗体水平无显著性差异

（Ｐ＞０􀆰 ０５）。

图 ７　 分枝杆菌 ＩｇＧ 变化

３　 讨论

布氏杆菌可导致妊娠母牛的流产和公牛的睾丸

炎［９］， 牛分枝杆菌常常引起牛的肺结核、 淋巴结核

和肠结核［１０］， 两种疾病一直影响着养牛业的发展，
时刻威胁着动物的生命与健康， 接种疫苗是预防这两

种疾病最有效的途径。 表位疫苗具有免疫力持久、 抗

原优化、 成本低的巨大优势。 由于两种细菌都是胞内

寄生菌， 因此， 能够激发有效的细胞免疫就显得格外

重要。 表位疫苗可以达到这样的效果， 研制表位疫苗

的关键是找到特异性抗原， 其抗原的结构与其功能具

有密切的相关性［１１］。
随着信息技术和分子生物学技术的发展， 为表位

疫苗的设计奠定了基础， 使用这些免疫信息学工具可

以很好的预测特异性抗原表位［１２］。 抗原的正确选择

是设计表位疫苗的关键， 选择可以有效刺激机体产生

免疫应答的 Ｂ 细胞抗原表位和 Ｔ 细胞抗原表位是决

定表位疫苗是否有效的关键所在［１３－１４］。 单独表位构

成的表位基因疫苗的效果远低于 Ｔ、 Ｂ 细胞表位联合

后所构建的疫苗［１５］。 本试验采用在线软件 ＩＥＢＤ、
ＢｅｐｉＰｒｅｄ、 ＡＢＣＰｒｅｄ 对序列进行 Ｔ 细胞表位和 Ｂ 细胞

表位预测， 克服了单一肽表位作为候选表位疫苗的局

限性。 在相同细胞表位间通过柔性肽 ＧＰＧＰＧ 连接，
Ｔ 细胞表位和 Ｂ 细胞表位间用刚性肽 ＧＰＬＳ 连接， 以

此形成多抗原表位来启动抗原特异性 Ｔ 细胞反应，
引起高效免疫反应［１６］。

２Ａ 肽是来源于病毒的短肽， 一般为 １８ ～ ２５ 个氨

基酸， 它们通常被称为 “自我剪切” 肽， 能使一条

转录产物产生多种蛋白。 ２Ａ 肽并不是完全的 “自我

剪切”， 而是通过使核糖体跳过 ２Ａ 元件 Ｃ 末端的甘

氨酸和脯氨酸肽键的合成而发挥作用， 最终导致 ２Ａ
序列末端和下游产物分离。 其中， 上游蛋白的 Ｃ 端

将会添加一些额外的 ２Ａ 残基， 而下游蛋白的 Ｎ 端将

会有额外的脯氨酸。 目前有 ４ 种常用的 ２Ａ 肽， 分别
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是 Ｐ２Ａ、 Ｔ２Ａ、 Ｅ２Ａ 和 Ｆ２Ａ， 来源于 ４ 种不同的

病毒。
本研究通过前期的预测， 选取的抗原肽段稳定性

良好， 抗原性较高， 不容易发生变形， 适合用来进行

表位疫苗设计。 两种新肽段的 β 转角和无规则卷曲

都占比较高， 容易形成抗原表位［１７］。 布氏杆菌和分

枝杆菌的感染都能促进适应性 Ｔｈ１ 免疫应答， 引起干

扰素－γ （ ＩＦＮ －γ） 释放， 增强抗原向 Ｔ 细胞的呈

递［１８－１９］。 细胞免疫是清除细胞内寄生微生物的最为

有效的防御反应， Ｔ 细胞功能性亚群主要分为 ＣＤ４＋ Ｔ
细胞和 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞， ＣＤ８＋ Ｔ 细胞能够识别细胞表面

的主要组织相容性复合体 （ＭＨＣ） Ⅰ类抗原复合物，
ＣＤ４＋ Ｔ 细胞的受体能识别与 ＭＨＣⅡ类结合的外来抗

原。 本研究构建的二联表位疫苗通过细胞计数试验首

先证明了重组质粒具有较好的安全性； 免疫大鼠后，
ＣＤ４＋ Ｔ 淋巴细胞比例显著升高， 表明强烈激发了机

体的细胞免疫反应； 另外， 该疫苗在免疫大鼠 １４ ｄ
后， 体液免疫也表现出较好的效果， 明显优于牛分枝

杆菌 ｃｆｐ１０－ｅｓａｔ６－ｃｆｐ７ 融合基因重组乳酸菌的免疫原

性［２０］。 值得注意的是， 随着免疫次数的增加， 血清

中的抗体效价呈明显上升趋势， 而未到达一个峰值，
猜测与免疫的质粒浓度有关， 有待进一步验证。 本研

究所构建的重组二联表位基因疫苗弥补了现有疫苗的

部分不足之处， 具有一定的免疫保护效果， 有望成为

牛布氏杆菌病和分枝杆菌病预防的候选疫苗。
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