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摘要： 为评价牦牛源大肠杆菌 Ｆ１７ 菌毛 Ａ 亚基 （Ｆ１７Ａ） 和 Ｇ 亚基 （Ｆ１７Ｇ） 的免疫原性， 以本实验室分离的大肠杆菌 ＱＭＬ２２０６－１ 为研究对象，
采用生物信息学软件将 Ｆ１７Ａ 和 Ｆ１７Ｇ 蛋白进行理化性质分析、 跨膜结构和信号肽预测、 二级结构和保守结构域预测； 诱导表达并纯化 Ｆ１７Ａ 和

Ｆ１７Ｇ 蛋白； 将纯化后的重组蛋白分为高 （１００ μｇ ／ 只）、 低 （５０ μｇ ／ 只） 剂量组免疫小鼠， 利用 ＥＬＩＳＡ 方法检测小鼠特异性免疫球蛋白 Ｇ （ ＩｇＧ）
抗体水平及血清中细胞因子簇分化抗原 ４ （ＣＤ４）、 簇分化抗原 ８ （ＣＤ８）、 肿瘤坏死因子 α （ＴＮＦ－α）、 γ 干扰素 （ ＩＦＮ－γ）、 白细胞介素 ４ （ ＩＬ－

４） 的表达水平， 并通过小鼠攻毒保护试验评价其免疫保护效果。 结果显示： ２ 种蛋白均为稳定蛋白且具有信号肽区域； Ｆ１７Ａ 蛋白无跨膜结构

域， 存在 １ 个菌毛蛋白 Ａ （ＦｉｍＡ） 保守结构域， Ｆ１７Ｇ 蛋白有跨膜结构域， 存在 ＦｉｍＡ 和菌毛黏附素凝集素 （Ｆｉｍ－ａｄｈ－ｌｅｃｔｉｎ） ２ 个保守结构域； ２
种蛋白的二级结构主要以无规则卷曲为主。 经原核表达成功获得相对分子质量约为 ３７ 和 ５４ ｋＤａ 的重组蛋白； 重组蛋白免疫小鼠后， Ｆ１７Ａ 高、 低

剂量组血清特异性 ＩｇＧ 抗体效价最高可达 １ ∶ ３２ ０００ 和 １ ∶ １６ ０００， Ｆ１７Ｇ 高、 低剂量组血清特异性 ＩｇＧ 抗体效价最高可达 １ ∶ ３２ ０００ 和 １ ∶ ２５ ６００；
与对照组相比， 免疫小鼠血清中 ＣＤ４、 ＣＤ８、 ＴＮＦ－α、 ＩＦＮ－γ 及 ＩＬ－４ 的表达水平均有所升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 分别用最小致死量 （ＭＬＤ）、 １􀆰 ５ ＭＬＤ、
２ ＭＬＤ、 ２􀆰 ５ ＭＬＤ 攻毒小鼠后， 除 Ｆ１７Ａ 高剂量免疫组最高仅能保护小鼠抵抗 １􀆰 ５ ＭＬＤ 攻毒菌量外， 其余免疫组小鼠对 ４ 种攻毒菌量的存活率均

为 １００％。 综上， Ｆ１７Ａ 和 Ｆ１７Ｇ 重组蛋白具有良好的抗原性和一定的免疫保护作用。 本研究为下一步基于 Ｆ１７ 蛋白的牦牛适用性大肠杆菌基因工

程亚单位疫苗的研制提供了试验依据。
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ｏｆ １􀆰 ５ ＭＬＤ ｏｆ ｔｈｅ ａｔｔａｃｋｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｏａｄ； ａｎｄ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｍａｉｎｉｎｇ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｇｒｏｕｐｓ ｈａｄ １００％ ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｇａｉｎｓｔ ａｌｌ ｆｏｕｒ ａｔｔａｃｋｉｎｇ
ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｏａｄｓ． Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ， ｔｈｅ Ｆ１７Ａ ａｎｄ Ｆ１７Ｇ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｐｏｓｓｅｓｓｅｄ ｈｉｇｈ ａｎｔｉｇｅｎｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｓｏｍｅ ｉｍｍｕｎｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ． Ｔｈｉｓ
ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ａ ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ｓｕｂｕｎｉｔ ｖａｃｃｉｎｅ ａｇａｉｎｓｔ Ｅ． ｃｏｌｉ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ Ｆ１７ ｐｒｏｔｅｉｎ，
ｗｈｉｃｈ ｗｏｕｌｄ ｂｅ ａｐｐｌｉｃａｂｌｅ ｔｏ ｙａｋ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｙａｋ－ｄｅｒｉｖｅｄ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ； Ｆ１７ ｐｒｏｔｅｉｎ； ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ； ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ

　 　 牦牛是青藏高原特有的物种， 是当地牧民重要的

生活和经济来源［１］。 在牦牛养殖过程中， 腹泻是一

种高发性疾病， 其临床症状主要表现为体重显著下

降、 持续性腹泻以及生产性能降低。 在严重病例中，
该疾病可引发脱水甚至死亡， 对牦牛养殖业的经济效

益造成重大负面影响［２］。 细菌感染是引起牦牛腹泻

的原因之一， 其中致病性大肠杆菌所引起的腹泻在牦

牛养殖过程中是一种常发疾病［３］。 目前， 大肠杆菌

所引起的牦牛腹泻主要依赖于现有的传统灭活苗， 但

由于大肠杆菌的血清型众多， 且市场上尚无针对牦牛

的大肠杆菌疫苗产品， 预防效果无法达到预期， 所以

利用大肠杆菌相关免疫蛋白研制亚单位疫苗对于有效

防控牦牛腹泻具有良好的应用前景。
致病性大肠杆菌是通过产生菌毛黏附素与宿主细

胞受体结合， 从而定殖或入侵宿主细胞［４］。 Ｆ１７ 菌毛

是常见黏附素之一［５］， 由 ４ 个亚基单位组成， 分别为

结构亚基 Ｆ１７Ａ、 黏附亚基 Ｆ１７Ｇ、 伴侣亚基 Ｆ１７Ｄ 和

引航亚基 Ｆ１７Ｃ， 其中 Ｆ１７Ａ 和 Ｆ１７Ｇ 被认为在 Ｆ１７ 菌

毛介导的黏附过程中起关键作用［６］。 Ｆ１７ 菌毛的结构

组装依赖于 Ｆ１７Ａ 蛋白的核心作用， 其通过数百个

Ｆ１７Ａ 亚基的聚合形成菌毛主干结构； Ｆ１７Ｇ 黏附蛋白

位于 Ｆ１７ 菌毛的尖端， 通过识别反刍动物小肠上皮细

胞微绒毛表面 Ｎ－乙酰氨基葡萄糖受体， 介导细菌对

宿主的特异性识别与黏附， 进而引发宿主腹泻或败血

症等病理反应［７－８］。 Ｆ１７Ｇ 是一种双功能蛋白， 其高

度保守的 Ｎ 端结构域负责受体识别和黏附， 而 Ｃ 端

结构域则参与菌毛的生物合成过程［９］。
研究发现， 菌毛具有高度免疫原性， 其能够诱导

机体产生保护性抗体， 进而抑制细菌与肠上皮细胞的

黏附， 阻止细菌在肠道内定殖［１０］。 针对致病性大肠

杆菌引发的腹泻， 疫苗免疫是预防与控制其传播的重

要措施之一。 Ｆ１７ 菌毛作为与犊牛腹泻大肠杆菌高度

相关的菌毛黏附素， 利用其作为免疫抗原的相关研究

较少。 本研究利用从牦牛粪便中分离出的大肠杆菌菌

株进行 Ｆ１７Ａ、 Ｆ１７Ｇ 蛋白的原核表达， 并免疫小鼠，
通过测定免疫小鼠 ＩｇＧ 抗体效价、 血清中细胞因子水

平以及攻毒保护试验， 对 ２ 种蛋白的免疫效果进行评

价， 为今后研制大肠杆菌亚单位疫苗时目的蛋白的选

择提供理论依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 菌株和实验动物

大肠杆菌 ＱＭＬ２２０６－１， 由青海大学畜牧兽医科

学院兽医研究所高原动物疾病病原诊断与绿色防控技

术研究重点实验室 （以下简称本实验室） 从牦牛腹

泻粪便样品中分离并鉴定。
１６～１８ ｇ 昆明系小鼠， 购买自中国农业科学院兰

州兽医研究所实验动物中心 ［生产许可证号： ＳＣＸＫ
（甘） ２０２０－０００２］。
１􀆰 ２　 主要试剂

大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞、 高保真 ＰＣＲ 酶为

ＴａＫａＲａ 公司产品； 大肠杆菌 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 感受态细

胞为北京全式金公司产品； 原核表达载体 ｐＥＴ－３２ａ
为武汉淼灵生物科技有限公司产品； ＴＢ 培养基、 Ｈｉｓ
标签抗体均为北京索莱宝公司产品； 山羊抗鼠 ＩｇＧ 为

武汉塞维尔生物科技有限公司产品； 限制性内切酶

ＢａｍＨⅠ、 ＸｈｏⅠ为赛默飞世尔科技公司产品； Ｔ４
ＤＮＡ 连接酶为天根生化科技公司产品； 小鼠细胞因
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子检测试剂盒为江苏酶标生物公司产品。
１􀆰 ３　 Ｆ１７Ａ、 Ｆ１７Ｇ 蛋白生物信息学分析

用在线软件 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 分析预测蛋白的理化性

质； ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒ ｖ􀆰 ２􀆰 ０ 和 Ｓｕｆｎａｌ－４􀆰 １ 分析预测蛋

白的跨膜结构和信号肽； ＳＯＰＭＡ 预测蛋白的二级结

构； 保守结构域数据库 （ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｄａｔａｂａｓｅ，
ＣＤＤ） 预测蛋白的保守结构域。
１􀆰 ４　 Ｆ１７Ａ、 Ｆ１７Ｇ 蛋白的原核表达

１􀆰 ４􀆰 １　 引物设计与目的基因的扩增

根据本实验室前期对大肠杆菌菌株 ＱＭＬ２２０６－１
进行全基因组测序所获得的该菌株 Ｆ１７Ａ、 Ｆ１７Ｇ 基因

序列 （登录号： ＣＰ１３２０６４􀆰 １）， 去除信号肽区域后设

计了 ２ 对引物， 引物 Ｆ１７Ａ－Ｆ： ５′－ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧ⁃
ＴＡＴＧＡＣＧＧＴＡＣＡＡＴＴＡＡ － ３′， Ｆ１７Ａ － Ｒ： ５′ － ＣＣＧＴ⁃
ＣＴＣＧＡＧＣＴＧＡＴＡＡＧＣＧＡＴＧＧＴＧＴＡＡＴ－３′ （下划线处

分别为 ＢａｍＨⅠ、 ＸｈｏⅠ酶切位点）， ＰＣＲ 扩增产物

大小 为 ４８６ ｂｐ； Ｆ１７Ｇ － Ｆ： ５′ － ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧ⁃
ＧＣＡＧＴＴＴＣＡＴＴＴＡＴＴＧＧ－３′， Ｆ１７Ｇ－Ｒ： ５′－ＣＣＧＴＣＴＣ⁃
ＧＡＧＣＴＧＡＴＡＧＧＡＡＡＡＣＧＴＡＡＡＴＧ－３′ （下划线处分别

为 ＢａｍＨⅠ、 ＸｈｏⅠ酶切位点）， ＰＣＲ 扩增产物大小

为 ９６６ ｂｐ。 引物由西安擎科生物科技有限公司合成。
２ 种基因的 ＰＣＲ 扩增体系均为 ５０ μＬ： ５ × ｂｕｆｆｅｒ
１０ μＬ， ｄＮＴＰ ４ μＬ， ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ １ μＬ， 上下游引

物各 １􀆰 ５ μＬ， 模板 ＤＮＡ ２ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ ３０ μＬ。 ＰＣＲ
扩增条件： ９５ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎ； ９５ ℃ 变性 ３０ ｓ，
６５ ℃退火 ４５ ｓ， ７２ ℃延伸 ３０ ｓ， ３５ 个循环； ７２ ℃终

延伸１０ ｍｉｎ。 用 １％琼脂糖凝胶电泳鉴定 ＤＮＡ 片段的

大小， 切胶回收目的片段。
１􀆰 ４􀆰 ２　 重组质粒的构建

ＰＣＲ 产物及 ｐＥＴ－３２ａ 载体质粒均用限制性内切

酶进行双酶切， 电泳对目的片段进行胶回收后， 用

Ｔ４ 连接酶进行连接， 转化 ＤＨ５α 感受态细胞， 涂布

于含氨苄青霉素 （Ａｍｐ） 的 ＬＢ 琼脂平板上， ３７ ℃培

养过夜。 挑取平板中的单菌落， 提取重组质粒进行

ＰＣＲ 鉴定及酶切鉴定， 将鉴定结果正确的质粒送西

安擎科生物科技有限公司进行测序。 检验正确后转化

大肠杆菌 ＢＬ２１ （ ＤＥ３） 感受态细胞， 进行 Ｆ１７Ａ、
Ｆ１７Ｇ 蛋白的诱导表达。
１􀆰 ４􀆰 ３　 重组蛋白的表达及诱导条件的优化

将 ｐＥＴ－ ３２ａ 空载体对照与鉴定正确的 Ｆ１７Ａ、
Ｆ１７Ｇ 重组菌分别接种到含有 Ａｍｐ 的 ＴＢ 培养基中，
３７ ℃培养至 ＯＤ６００ ｎｍ值约为 ０􀆰 ６ 至 ０􀆰 ８ 时， 加入 ＩＰＴＧ
终浓度 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ３７ ℃诱导 ６ ｈ， 诱导后的菌液离心

收集菌体， 用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 检测蛋白的表达情况。 鉴

定正确后， 调整重组菌中加入的 ＩＰＴＧ 终浓度分别为

０􀆰 ２、 ０􀆰 ４、 ０􀆰 ６、 ０􀆰 ８、 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 调整诱导时间分别

为 ２、 ４、 ６、 ８、 １０ ｈ 后分别进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 检测蛋

白表达， 观察其在不同条件下的表达量， 以确定最佳

诱导条件。
１􀆰 ４􀆰 ４　 重组蛋白的纯化及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

用确定的最佳诱导条件诱导重组蛋白， 经超声破

碎后用 Ｈｉｓ Ｔｒａｐ 预装柱纯化， 蛋白样品经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
分离后， 转印至 ＰＶＤＦ 膜， ５％脱脂奶粉室温封闭 ２ ｈ
后， １ ∶ ５ ０００ 稀释 Ｈｉｓ 标签抗体 ４ ℃孵育过夜， 回收

一抗， ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次， １ ∶ ８ ０００ 稀释 ＨＲＰ 标记的山

羊抗鼠二抗， 室温孵育 １􀆰 ５ ｈ， 洗膜 ３ 次后滴加显影

液， 用成像系统进行显色拍照。
１􀆰 ５　 重组蛋白 Ｆ１７Ａ 和 Ｆ１７Ｇ 免疫原性分析

１􀆰 ５􀆰 １　 小鼠免疫接种

将 １００ 只 １６～１８ ｇ 健康的昆明系小鼠平均分成 ５
组， 分别为 Ｆ１７Ａ 低剂量免疫组 （５０ μｇ ／只）、 Ｆ１７Ａ
高剂量免疫组 （ １００ μｇ ／只）、 Ｆ１７Ｇ 低剂量免疫组

（５０ μｇ ／只）、 Ｆ１７Ｇ 高剂量免疫组 （１００ μｇ ／只） 和

ＰＢＳ 对照组， 将纯化好的重组蛋白与弗氏完全佐剂等

比例混合， 经颈部皮下多点注射免疫小鼠， 于初次免

疫后 １４ ｄ 将重组蛋白与弗氏不完全佐剂等比例混合

进行加强免疫。 分别于免疫前及初次免疫后 ７、 １４、
２１、 ２８、 ３５ ｄ 经小鼠眼周采血后分离血清， －２０ ℃保

存备用。
１􀆰 ５􀆰 ２　 特异性 ＩｇＧ 抗体水平动态监测

参照文献 ［１１］， 采用 ＥＬＩＳＡ 方法对一免后 ７、
１４ ｄ 及二免后 ７、 １４、 ２１ ｄ 免疫组和对照组的小鼠血

清的抗体水平进行检测。 比较血清样本 （Ｓ） 与阴性

对照血清 （Ｎ） ＯＤ４５０ ｎｍ的比值 （Ｓ ／ Ｎ）， Ｓ ／ Ｎ≥２􀆰 １ 时

判定为阳性， 以 Ｓ ／ Ｎ≥２􀆰 １ 的最大稀释度为小鼠血清

ＩｇＧ 抗体效价。
１􀆰 ５􀆰 ３　 免疫小鼠血清细胞因子检测

使用小鼠簇分化抗原 ４ （ＣＤ４）、 簇分化抗原 ８
（ＣＤ８）、 肿瘤坏死因子 α （ ＴＮＦ － α）、 γ 干扰素

（ＩＦＮ－γ）、 白细胞介素 ４ （ＩＬ－４） ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒

检测血清细胞因子水平， 具体步骤参照说明书进行。
１􀆰 ５􀆰 ４　 小鼠攻毒保护试验

取 ２０ 只小鼠平均分成 ５ 组， 分别给每组小鼠皮

下注射不同剂量的大肠杆菌 ＱＭＬ２２０６－１ 菌液 （０􀆰 ８×
１０８、 １􀆰 ６×１０８、 ４×１０８、 ８×１０８ ＣＦＵ）， 观察并记录 ７ ｄ
内小鼠的死亡情况， 以组内小鼠全部死亡的最低浓度

作为该菌株的最小致死量 （ＭＬＤ）。
二免后 ２１ ｄ 分别用最小致死量 （ＭＬＤ）、 １􀆰 ５

ＭＬＤ、 ２ ＭＬＤ、 ２􀆰 ５ ＭＬＤ 的攻毒剂量对各组小鼠经皮

下注射攻毒， 并记录观察小鼠临床症状及死亡情况。
１􀆰 ６　 数据统计与分析

试验数据用 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行统计处理， 以
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“平均值±标准差” 表示， 采用单因素方差分析， 用

ＬＳＤ 法比较各组的差异显著性， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异

显著。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 生物信息学分析

理化性质分析显示， Ｆ１７Ａ 蛋白共有 １８２ 个氨基

酸， 分子质量约为 １８􀆰 ６ ｋＤａ， 理论等电点 （ＰＩ） 为

４􀆰 ９８， 不稳定系数为 ２２􀆰 １７， 是一种稳定蛋白。 跨膜

结构及信号肽预测显示， Ｆ１７Ａ 蛋白为分泌蛋白， 无

跨膜结构域， 有 １ 个信号肽区域 （１ ～ ２１ ａａ） （图
１Ａ， 图 ２Ａ）。 二级结构预测分析显示， 该蛋白主要

由无规则卷曲 （ ４７􀆰 ８％） 构成； ＣＤＤ 分析显示，

Ｆ１７Ａ 存在 １ 个菌毛蛋白 Ａ （ ＦｉｍＡ） 保守结构域

（１～１８２ ａａ）。
Ｆ１７Ｇ 蛋白共有 ３４３ 个氨基酸， 分子质量约为

３６􀆰 ４ ｋＤａ， 理论等电点 （ＰＩ） 为 ５􀆰 ９１， 不稳定系数

为 ２７􀆰 １８， 是一种稳定蛋白。 跨膜结构及信号肽预测

显示， Ｆ１７Ｇ 蛋白为膜蛋白， 有跨膜结构域， 有 １ 个

信号肽区域 （１～２２ ａａ） （图 １Ｂ， 图 ２Ｂ）。 二级结构

预测 分 析 显 示， 该 蛋 白 主 要 由 无 规 则 卷 曲

（６６􀆰 ７６％） 构成； ＣＤＤ 分析显示， Ｆ１７Ｇ 存在 ２ 个保

守结构域， 分别为 ＦｉｍＡ （１７５ ～ ３４３ ａａ） 结构域和菌

毛黏附素凝集素 （Ｆｉｍ－ａｄｈ－ｌｅｃｔｉｎ） （２４ ～ １９３ ａａ） 结

构域。

图 １　 Ｆ１７Ａ （Ａ） 和 Ｆ１７Ｇ （Ｂ） 蛋白跨膜结构域预测

图 ２　 Ｆ１７Ａ （Ａ） 和 Ｆ１７Ｇ （Ｂ） 蛋白信号肽预测

２􀆰 ２　 蛋白的原核表达

２􀆰 ２􀆰 １　 重组质粒的 ＰＣＲ 鉴定及酶切鉴定

重组质粒 ｐＥＴ３２ａ－Ｆ１７Ａ 和 ｐＥＴ３２ａ－Ｆ１７Ｇ 经双酶

切后分 别 得 到 ４８６、 ９６６ ｂｐ 的 目 的 基 因 条 带 及

５ ９００ ｂｐ 的载体条带， ＰＣＲ 结果也得到与目的片段

大小相符的片段 （图 ３）， 且测序结果与预期结果一

致， 说明原核表达载体构建成功。

２􀆰 ２􀆰 ２　 重组蛋白的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 鉴定及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
验证

Ｆ１７Ａ、 Ｆ１７Ｇ 重组菌表达产物经 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 检

测， 结果显示在约 ３７ 和 ５４ ｋＤａ 处出现条带， 与预期

大小一致 （图 ４）。 将纯化后的蛋白进一步进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证， 结果显示 Ｆ１７Ａ 和 Ｆ１７Ｇ 蛋白分别

在 ３７ 和 ５４ ｋＤａ 附近出现条带， 而对照组无此条带出

现 （图 ５）。
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Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ＰＣＲ 鉴定； ２􀆰 双酶切鉴定。

图 ３　 重组质粒 ｐＥＴ３２ａ－Ｆ１７Ａ （Ａ） 和 ｐＥＴ３２ａ－Ｆ１７Ｇ （Ｂ） 的 ＰＣＲ 鉴定及酶切鉴定

Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ｐＥＴ－３２ａ ／ ＢＬ２１ （ＤＥ３）； ２􀆰 未诱导重组菌； ３􀆰 诱导后重组菌。

图 ４　 重组蛋白 Ｆ１７Ａ （Ａ） 和 Ｆ１７Ｇ （Ｂ） ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 检测

Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ｐＥＴ－３２ａ ／ ＢＬ２１ （ＤＥ３）； ２􀆰 目的蛋白。

图 ５　 重组蛋白 Ｆ１７Ａ （Ａ） 和 Ｆ１７Ｇ （Ｂ） Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证

２􀆰 ２􀆰 ３　 蛋白表达条件的优化

将 ＩＰＴＧ 以浓度梯度对 ２ 种蛋白进行诱导， 结果

显示， Ｆ１７Ａ 蛋白在 ＩＰＴＧ 终浓度为 ０􀆰 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时条

带最为明显， Ｆ１７Ｇ 蛋白在 ＩＰＴＧ 终浓度为 ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ

时条带最为明显 （图 ６）； 分别以 ＩＰＴＧ 终浓度为 ０􀆰 ８
ｍｍｏｌ ／ Ｌ、 ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 对 Ｆ１７Ａ、 Ｆ１７Ｇ 蛋白诱导不同

时间， 结果显示 ２ 种蛋白均在诱导 ８ ｈ 时条带最为明

显 （图 ７）。
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Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ｐＥＴ－３２ａ ／ ＢＬ２１ （ＤＥ３）； ２􀆰 未诱导重组菌； ３～７􀆰 分别为 ０􀆰 ２、 ０􀆰 ４、 ０􀆰 ６、 ０􀆰 ８、 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 诱导重组蛋白。

图 ６　 重组蛋白 Ｆ１７Ａ （Ａ） 和 Ｆ１７Ｇ （Ｂ） ＩＰＴＧ 诱导浓度优化

Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ｐＥＴ－３２ａ ／ ＢＬ２１ （ＤＥ３）； ２􀆰 未诱导重组菌； ３～７􀆰 分别为 ２、 ４、 ６、 ８、 １０ ｈ 诱导重组蛋白。

图 ７　 重组蛋白 Ｆ１７Ａ （Ａ） 和 Ｆ１７Ｇ （Ｂ） 诱导时间的优化

２􀆰 ３　 蛋白免疫原性分析

２􀆰 ３􀆰 １　 特异性 ＩｇＧ 抗体水平动态监测

通过间接 ＥＬＩＳＡ 方法对免疫小鼠不同时期的 ＩｇＧ
抗体效价进行检测。 结果显示， ２ 种重组蛋白均可诱

导小鼠产生特异性抗体， 其中 Ｆ１７Ａ 蛋白低剂量免疫

组和高剂量免疫组的抗体效价在初次免疫后 １４ ｄ 达

到最高， 分别为 １ ∶ １６ ０００ 和 １ ∶ ３２ ０００， 之后随着

免疫时间的增加抗体效价呈现逐步下降的趋势；
Ｆ１７Ｇ 蛋白低剂量免疫组抗体效价随着免疫次数和时

间的增加逐步上升， 在二次免疫后 ２１ ｄ 最高可达 １ ∶
２５ ６００， 而 Ｆ１７Ｇ 蛋白高剂量免疫组抗体效价在二次

免疫后 ７ ｄ 达到最高为 １ ∶ ３２ ０００， 随后逐步下降

（图 ８）。
２􀆰 ３􀆰 ２　 免疫小鼠血清细胞因子检测

取免疫小鼠不同时间段的血清进行细胞因子检

测， 结果显示， Ｆ１７Ａ 和 Ｆ１７Ｇ 免疫组小鼠血清中的

ＣＤ４ 水平在首免后 ７ ｄ 显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ００１）， 随后

短暂下降， 在二免后 ７ ｄ （即首免后 ２１ ｄ） 再次升

高， 但维持时间较短， 在首免后 ３５ ｄ 与对照组相比

差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； ２ 个免疫组小鼠血清中的

ＣＤ８ 水平在首免后 ７ ｄ 显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 且随免

疫时间的延长在一定水平保持稳定； Ｆ１７Ａ 和 Ｆ１７Ｇ

免疫组 ＩＬ－４ 水平在首免后 ７ ｄ 达到峰值， 与对照组

相比差异显著 （Ｐ＜ ０􀆰 ００１， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 随后逐渐下

降， 但在首免后 ３５ ｄ 仍与对照组存在显著差异； ２ 个

免疫组的 ＩＦＮ－γ 水平整体均呈现先升高后降低的动

态变化趋势， 其中 Ｆ１７Ａ 低剂量免疫组 ＩＦＮ－γ 水平在

首免后 ３５ ｄ 与对照组差异不再显著； ２ 个免疫组在免

疫前期 ＴＮＦ－α 水平与对照组相比均无显著性差异，
自首免后 ２８ ｄ （即二免后 １４ ｄ） 开始逐渐出现显著

性差异， 在首免后 ３５ ｄ， 各免疫组 ＴＮＦ－α 水平与对

照组相比差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５） （图 ９）。

图 ８　 免疫小鼠特异性 ＩｇＧ 抗体水平动态曲线

·６６· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２６　 Ｖｏｌ􀆰 ５８　 Ｎｏ􀆰 ２



·７６·畜牧与兽医　 ２０２６ 年　 第 ５８ 卷　 第 ２ 期



Ａ、 Ｃ、 Ｅ、 Ｇ、 Ｉ． Ｆ１７Ａ 蛋白免疫组； Ｂ、 Ｄ、 Ｆ、 Ｈ、 Ｊ． Ｆ１７Ｇ 蛋白免疫组。 ∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 １１　 免疫小鼠细胞因子检测

２􀆰 ３􀆰 ３　 菌液 ＭＬＤ 的确定

用不同浓度的菌液对小鼠进行皮下注射， ７ ｄ 内

８×１０８ ＣＦＵ 浓度注射组小鼠全部死亡， 确定该浓度为

大肠杆菌 ＱＭＬ２２０６－１ 菌株的 ＭＬＤ （表 １）。

表 １　 菌液 ＭＬＤ 测定结果 （ｎ＝５）

注射菌量 ／ ＣＦＵ 小鼠死亡数量 ／ 只

０􀆰 ８×１０８ ０

１􀆰 ６×１０８ ２

４×１０８ ４

８×１０８ ５

２􀆰 ３􀆰 ４　 小鼠攻毒保护试验

二免 后 ２１ ｄ 分 别 用 ＭＬＤ （ ８ × １０８ ＣＦＵ ）、
１􀆰 ５ ＭＬＤ （１２ × １０８ ＣＦＵ）、 ２ ＭＬＤ （１６ × １０８ ＣＦＵ）、
２􀆰 ５ ＭＬＤ （２０×１０８ ＣＦＵ） ４ 个攻毒剂量对各组小鼠经

皮下注射攻毒。 结果显示， 攻毒 １４ ｄ 后， ＰＢＳ 对照

组小鼠全部死亡， 与对照组相比各剂量组免疫小鼠均

能产生较好的免疫保护效果。 除 Ｆ１７Ａ 高剂量免疫组

最高仅能保护小鼠抵抗 １􀆰 ５ ＭＬＤ 攻毒菌量外， 其余

免疫组小鼠对 ４ 种攻毒菌量的存活率均为 １００％ （表
２）。
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表 ２　 小鼠攻毒保护试验结果 （ｎ＝５）

组别 攻毒菌量 ／ ＣＦＵ 存活率 ／ ％

ＰＢＳ 对照

８×１０８ ０

１２×１０８ ０

１６×１０８ ０

２０×１０８ ０

Ｆ１７Ａ ５０ μｇ 免疫

８×１０８ １００

１２×１０８ １００

１６×１０８ １００

２０×１０８ １００

Ｆ１７Ａ １００ μｇ 免疫

８×１０８ １００

１２×１０８ １００

１６×１０８ ０

２０×１０８ ０

Ｆ１７Ｇ ５０ μｇ 免疫

８×１０８ １００

１２×１０８ １００

１６×１０８ １００

２０×１０８ １００

Ｆ１７Ｇ １００ μｇ 免疫

８×１０８ １００

１２×１０８ １００

１６×１０８ １００

２０×１０８ １００

３　 讨论

在牦牛养殖过程中， 由致病性大肠杆菌引起的牦

牛腹泻极为常见， 其发病率和病死率都较高。 尽管疫

苗接种被认为是防控此类疾病的有效策略之一， 但由

于大肠杆菌血清型的高度多样性及其从非致病性菌株

向强致病性菌株演化的遗传可塑性， 目前尚未成功研

制出具有广谱保护效力的预防性疫苗［１２］。 亚单位疫

苗是基于 ＤＮＡ 重组技术， 将病原微生物当中具有免

疫原性的特定抗原基因在体外进行表达， 再经过分离

纯化蛋白作为抗原进行免疫， 并以其作为免疫原诱导

宿主体内产生特异性免疫应答， 从而实现免疫保护作

用的一种疫苗策略［１３－１４］。 与传统灭活苗相比， 亚单

位疫苗具有成本低、 产量高、 副作用少等优点。 Ｆ１７
菌毛作为与犊牛腹泻高度相关的菌毛黏附素， 利用其

作为免疫原的相关研究报道较少。 因此， 基于 Ｆ１７ 蛋

白开发针对预防牦牛致病性大肠杆菌腹泻疾病的亚单

位疫苗具有可行性。 本研究利用从牦牛粪便中分离的

致病性大肠杆菌， 对 Ｆ１７ 菌毛的 ２ 个主要亚基 Ｆ１７Ａ
和 Ｆ１７Ｇ 蛋白进行生物信息学分析和原核表达， 发现

２ 种蛋白均具备成为优势抗原的条件， 经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定确定表达了该蛋白， 并对其诱导

条件进行了优化， 发现 Ｆ１７Ａ 蛋白在 ３７ ℃下 ＩＰＴＧ 终

浓度 ０􀆰 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 诱导 ８ ｈ 表达量最大； Ｆ１７Ｇ 蛋白在

３７ ℃ 下 ＩＰＴＧ 终浓度 ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 诱导 ８ ｈ 表达量

最大。
为探究获得的 Ｆ１７Ａ 和 Ｆ１７Ｇ 蛋白的免疫原性，

本研究用高 （１００ μｇ ／只）、 低 （５０ μｇ ／只） ２ 个剂量

对小鼠进行 ２ 次免疫， 初次免疫后， 各免疫组小鼠

ＩｇＧ 抗体水平均明显上升， Ｆ１７Ａ 蛋白低剂量免疫组

和高剂量免疫组 ＩｇＧ 抗体效价最高可达 １ ∶ １６ ０００ 和

１ ∶ ３２ ０００； Ｆ１７Ｇ 蛋白低剂量免疫组和高剂量免疫组

ＩｇＧ 抗体效价最高可达 １ ∶ ２５ ６００ 和 １ ∶ ３２ ０００， 说明

２ 种蛋白均能在小鼠体内产生良好的免疫应答， 诱导

小鼠产生保护性抗体。 尽管亚单位疫苗在安全性和稳

定性方面表现优异， 但其免疫原性相对较弱， 其免疫

效力的优化依赖于免疫程序的合理设计以及佐剂的选

择与配伍， 以实现长效免疫应答和免疫原性的有效增

强［１５］。 本研究发现 ４ 个免疫组中， 除 Ｆ１７Ｇ 低剂量组

的 ＩｇＧ 抗体效价随免疫时间的增加呈逐步上升的趋势

外， 其余 ３ 组 ＩｇＧ 抗体效价随免疫时间的增加均呈现

先上升后下降的趋势， 这可能与免疫次数、 佐剂类型

有关， 后续试验将通过添加不同赋形剂、 增加免疫次

数等方式进一步提高其免疫效果。
Ｔ 细胞介导的细胞免疫应答主要包含 ２ 种基本形

式， 一种为迟发型超敏反应 Ｔ 细胞 （ＤＴＨ， ＣＤ４＋），
其通过分泌特异性细胞因子参与抗原识别与免疫调

控； 一种为细胞毒性 Ｔ 细胞 （ＴＣ， ＣＤ８＋ ）， 其能够

通过特异性识别并杀伤靶细胞， 在细胞免疫中发挥直

接效应功能。 ＣＤ４＋Ｔｈ 细胞活化后可分化为 Ｔｈ１ 细胞

和 Ｔｈ２ 细胞， 其中 Ｔｈ１ 细胞分泌 Ｔｈ１ 型细胞因子， 如

ＩＦＮ－γ、 ＴＮＦ－α 等， 发挥细胞免疫作用； Ｔｈ２ 细胞分

泌 Ｔｈ２ 型细胞因子， 如 ＩＬ－４、 ＩＬ－５ 等， 发挥体液免

疫作用［１６－１７］。 本研究检测了不同免疫阶段小鼠血清

中 ５ 种细胞因子 （ＣＤ４、 ＣＤ８、 ＩＬ－４、 ＩＦＮ－γ、 ＴＮＦ－
α） 的水平， 各免疫组细胞因子的水平均显示出不同

的动态变化， 与对照组相比差异显著， 说明免疫重组

蛋白 Ｆ１７Ａ 和 Ｆ１７Ｇ 能刺激小鼠产生细胞免疫和体液

免疫。 攻毒保护试验是评价疫苗免疫效果的重要指

标， 本研究在二次免疫后 ２１ ｄ 分别用 ４ 个浓度梯度

的大肠杆菌 （ＱＭＬ２２０６－１） 对小鼠进行攻毒， 结果

显示， 除 Ｆ１７Ａ 高剂量免疫组最高仅能保护小鼠抵抗

１􀆰 ５ ＭＬＤ 攻毒菌量外， 其余免疫组小鼠对 ４ 种攻毒菌

量的存活率均为 １００％， 说明 Ｆ１７Ａ 和 Ｆ１７Ｇ 重组蛋白

对小鼠有一定的免疫保护效果， 但对于 Ｆ１７Ａ 高剂量

免疫组相比低剂量组攻毒保护效果较差， 推测其原因

可能是高剂量抗原产生了大量针对非关键表位的抗体

或过度刺激 Ｂ 细胞导致产生的抗体亲和力不足， 而
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Ｆ１７Ｇ 蛋白高、 低剂量免疫组均有较好的攻毒保护效

果可能与其有更加稳定的构象或更容易被抗原呈递细

胞加工的关键表位有关。 根据这一试验结果， 后续试

验可通过验证 Ｆ１７Ａ 蛋白免疫机制、 优化 Ｆ１７Ａ 剂量

与佐剂组合、 解析 Ｆ１７Ｇ 蛋白结构优势等方式进一步

提高其免疫效果， 并可结合二者优势开发 Ｆ１７Ａ 蛋白

和 Ｆ１７Ｇ 蛋白嵌合抗原。
综上所述， 本研究成功表达了大肠杆菌 Ｆ１７Ａ 和

Ｆ１７Ｇ 蛋白， 通过免疫小鼠对 ２ 种蛋白的免疫效果进

行了初步评价， 证明其可诱导小鼠产生体液免疫和细

胞免疫， 并对小鼠提供有效的免疫保护， 为后续疫苗

的开发提供了基础数据及技术支撑。
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