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要!利用化学合成的小反刍兽疫病毒"

UU@Z

#表位多肽免疫小鼠!以期了解表位多肽的免疫效果'首先利用

表位预测软件筛选针对
UU@Z3

和
G

基因的
)

条表位多肽!并进行化学合成'将合成多肽免疫小鼠!通过

:\L>=

&

VPP

法&

2T

细胞杀伤活性测定及
P

细胞亚群检测等免疫试验分析预测表位的抗原性'结果表明$在筛

选的
)

条表位多肽中!

S0)0!011

&

_10(!1)%

和
S*)/!*.0

具有较好的体液免疫功能(

S0)0!011

&

S*/0!)&1

具有较好

的细胞免疫功能'其中
S0)0!011

多肽能够满足两方面的功能!有望作为候选表位疫苗成分'试验结果为筛选有

效表位用于
UU@Z

表位疫苗的研究奠定了基础'
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期 刘文华等$小反刍兽疫病毒化学合成表位多肽对小鼠的免疫效果研究

羚羊等小反刍动物易感的烈性病毒性传染病'该病

传播速度快!发病率和死亡率高!被
ML:

规定为法

定报告疫病!中国规定为
(

类动物疫病'目前该病

主要依靠疫苗进行预防!临床使用的弱毒苗免疫效

果良好)

%!0

*

'但弱毒苗存在毒力返强的潜在危险!所

以近年来研究者一直致力于开发安全有效的新型疫

苗用于
UU@

的预防!如以山羊痘病毒为载体构建的

双价疫苗)

*!)

*

'表位的认识为疫苗的开发提供了一

条新思路!基于此开发的表位疫苗可以弥补传统疫

苗的毒副作用&安全隐患等不足!并可以通过集中优

势抗原表位来增强免疫针对性(通过优化组合不同

病毒的抗原表位以及同一病毒不同血清型表位为多

价苗和联苗的开发奠定了基础'尽管表位疫苗的研

究起步较晚!但已开展的一些研究工作)

1!/

*表明!它

在未来疫苗的开发中具有广阔的应用前景'

已知
UU@Z

刺激机体产生中和抗体的表位位

于血凝素基因"

G

#和融合蛋白基因"

3

#上!本研究

采用生物信息学方法!利用表位预测软件对
UU@Z

的
G

和
3

基因的抗原表位进行预测和筛选!并通过

小鼠免疫试验分析预测表位的抗原性!为筛选有效

表位用于
UU@Z

表位疫苗的研究奠定基础'

#

!

材料与方法

#D#

!

实验动物及材料

)

"

.

周龄雌性
K=\K

%

9

小鼠购自南京青紫兰

科技有限公司(

T1.0

细胞由扬州大学医学院潘兴元

博士惠赠(弗氏完全佐剂&不完全佐剂及
S@U!

兔抗

羊
L

6

J

和
S@U!

兔抗鼠
L

6

J

为
>LJV=

公司产品(

?

H

4#P#Q/.

+

2#-!@A"$#A94$O7?

H

4#4#Q$9$4

H

=,,A

H

试剂盒为
U5#87

6

A

公司产品(淋巴细胞亚群抗小鼠

?<*7!_LP?

&

?<)

"

\*P)

#

!U:

&

?<(A!U:!?

H

1

单抗购

于
7K$#,9$7-97

公司(犊牛血清&

@UVL%.)&

为
L-!

O$45#

6

7-

公司产品(

VPP

&

?#-=

为上海生工产品'

UU@Z

阴阳性血清和牛瘟病毒"

@UZ

#阳性血清由中

国动物卫生与流行病学中心国家外来病诊断中心提

供'

#D!

!

基因序列的选择

%'0'%

!

序列分析软件
!!

生物信息学
VS?

(

类

分子预测采用网络服务器
>bU:LPSL

"

F44

;

$%%

CCC',

H

E

;

7$4F$

#&

K$8A,

"

F44

;

$%%

CCC'D$8A,'9$4'

-$F'

6

#O

#&

V3B4$

;

57"

"

F44

;

$%%

,"89'B$4'#5

6

',

6

%

83B4$

;

57"

#'生物信息学
VS?

)

类分子预测采用

网络服务器
>bU:LPSL

和
V3B4$U57"

'生物信息学

K

细胞表位预测采用网络服务器
K97

;

57"

"

F44

;

$%%

CCC'$8479F'57,'$-

%

5A

6

FAOA

%

D97

;

57"

%#'蛋白酶

体切割位点预测采用
U=U5#?

"

F44

;

$%%

CCC'

;

A!

;

5#90'"7

%

;

A

;

5#9%

%

;

A

;

5#9%'F48B

#'

%'0'0

!

表位多肽的合成及偶联
!!

利用本实验室

已完成全基因组测序的
0

株分别来自西藏自然感染

山羊和岩羊的
UU@Z

野毒株"

J7-KA-W

登录号分别

为
[_/*/0&%

和
[]0%R(1&

#及
J7-KA-W

登 录 的

UU@Z

的
G

基因和
3

基因编码的氨基酸序列!根据

上述软件预测结果合成下列
)

条表位多肽$

S*)/!

*.0

"

\b\>>S@JLLT<<:?

#&

S0)0!011

"

U>P<\!

JLJS_!\@Z_?

#&

S*/0!)&1

"

?>_?2JPJ>JUI!

>:J

#和
_10(!1)%

"

?2UJ\TU<\PJP>T>

#'同时

分别合成与大分子蛋白
T\S

和
K>=

偶联的多肽'

上述多肽由金斯瑞生物科技有限公司合成!所有合

成多肽纯度均达
/&X

以上'

%'0'*

!

候选表位抗原性分析
!!

用
K>=

偶联的
)

种多肽"

%&

'

6

,

8\

^%

#分别包被酶标板
)i

过夜!

用
1X

的脱脂奶
*R i

封闭
0F

'每孔加入山羊源

UU@Z

阳性血清"

%z1&

稀释#各
%&&

'

\

!同时设相

同稀释倍数的阴性山羊血清和
@UZ

阳性血清作为

对照!

*Ri

温育
%F

!

UK>P

洗涤后加入
S@U!

兔抗

羊
L

6

J

"

%z%&&&&

稀释#!

*Ri

温育
%F

!加入
PVK

底物溶液!

*Ri

避光显色
%18$-

后用
08#B

,

\

^%

的
S

0

>M

)

终止!测 定
M<

)1&-8

'组 间 差 异 应 用

>U>>%R'&

软件进行单因素方差分析!评估候选表位

血清结合力强弱'

#D'

!

小鼠的多肽免疫

将
T\S

偶联多肽与弗氏完全佐剂等量混合进

行乳化作为免疫原'一免的免疫原制备时使用弗氏

完全佐剂!二免及以后使用弗氏不完全佐剂'取
)

"

.

周龄
K=\K

%

9

小鼠
1&

只!随机分为
1

组!其中
)

组试验组分别皮下多点免疫与
T\S

偶联的
)

种多

肽!另外
%

组免疫
T\S

作为对照!每只小鼠免疫剂

量为
%&&

'

6

'首免后间隔
0

周进行二免!再间隔
0

周进行三免!免疫剂量及免疫途径相同'

#D%

!

>Z@P+

检测小鼠血清抗体

分别于免疫前&首免后
%

周&

0

周&二免后
%

周&

0

周以及三免后
%

周和
0

周进行小鼠眼睑采血!分

离血清'用
K>=

偶联的相应多肽和载体
T\S

包

被酶标板"

%&

'

6

,

8\

^%

#!将分离的小鼠血清进行

%z0&&

稀释!将
S@U!

兔抗鼠
L

6

J

进行
%z%&&&&

稀

释!用间接
:\L>=

检测小鼠血清中针对不同免疫原

/*)



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
).

卷
!

的特异性抗体水平'

#D$

!

小鼠脾淋巴细胞增殖试验$

4SS

法%

二免和三免后
0

周各组分别取免疫小鼠
1

只!

无菌条件下取小鼠脾!按常规方法分离脾细胞并计

数)

%&

*

'进行
VPP

试验时以含
%&X

犊牛血清的

@UVL%.)&

完全培养液调整细胞浓度至
0l%&

.

"

1l%&

.

,

8\

^%

!然后于
/.

孔细胞板内每孔加入
%&&

'

\

脾细胞悬液!试验孔分别用相应的多肽或丝裂原

?#-=

"使终质量浓度达
%&

'

6

,

8\

^%

#作为刺激剂!

同时设不加刺激剂的细胞对照孔!每个样品均重复

*

孔'混匀后置
*Ri1X ?M

0

培养箱培养
..F

!再

每孔加入
0&

'

\ VPP

"

1

'

6

,

'

\

^%

#!继续培养
)

F

'然后每孔加入
%1&

'

\

的
<V>M

!振荡
%&8$-

使

紫黑色结晶完全溶解'用酶联免疫检测仪测定

M<

)/&-8

!分析各组脾淋巴细胞的增殖能力'以待测

样品
M<

)/&-8

值减去不加刺激剂对照孔
M<

)/&-8

平均

值代表淋巴细胞增殖能力'应用
>U>>%R'&

软件中

的单因素方差分析进行差异显著性检验'

#D&

!

小鼠脾
*B

细胞杀伤活性测定

将
T1.0

细胞培养到旺盛生长状态!在
2T

细

胞杀伤活性检测前进行最适靶细胞数目的确定'根

据靶细胞最适数目的测定结果!调整脾淋巴细胞浓

度使效靶比为
1&z%

!作为效应细胞'具体操作和

结果计算按照
?

H

4#P#Q/.

+

2#-!@A"$#A94$O7?

H

!

4#4#Q$9$4

H

=,,A

H

T$4

使用说明书进行'计算结果应

用
>U>>%R'&

软件中的单因素方差分析对各免疫组

2T

细胞杀伤活性进行差异显著性检验'

#DK

!

小鼠
S

细胞亚群检测

取分离的脾细胞悬液各
%&&

'

\

分别加入
*

种

不同荧光标记的荧光染料"

_LP?!?<*

&

9

H

1!?<)

&

U:!?<(

#各
%

'

\

!同时设置各染色抗体单染对照管

和空白管'将样品避光染色
*&

"

)&8$-

!每
%&8$-

摇
%

次'染色结束后的样品即可上流式细胞仪测

定'圈定
?<*

k淋巴细胞亚群!应用
:\LP:)'1

软

件分析各类淋巴细胞表达情况!将所得数据进行统

计学分析'

!

!

结
!

果

!D#

!

候选表位抗原性分析

以预测的
)

种候选表位多肽包被
:\L>=

板!再

分别用山羊源的
UU@Z

阳性血清&阴性血清及
@UZ

阳性血清进行免疫反应性分析!结果见表
%

'

表
#

!

候选表位血清反应分析$

_)

%$"/G

'

+

W

a,

%

S.A81#

!

P1=<G=1.0593/./.8

7

2923?0./,9,.511

F

953

F

12

$

_)

%$"/G

'

+

W

a,

%

血清
>7538

候选表位
?A-"$"A477

;

$4#

;

7,

S0)0!011 S*)/!*.0 S*/0!)&1 _10(!1)%

UU@Z

阳性血清
&')(1p

&'&%*

""

&'*0%p

&'&0)

"

&'%//p&'&%) &')(.p

&'&&%

""

UU@Z

阴性血清
&'%((p&'&&0 &'0%/p&'&&/ &'%/1p&'&&& &'%)*p&'&&/

@UZ

阳性血清
&'%(*p&'&&) &'00.p&'&&R &'%()p&'&&0 &'%*(p&'&&.

"

'@

$

&'&1

(

""

'@

$

&'&%

!!

由表
%

结果可知$应用
>U>>%R'&

软件中的单

因素方差分析结果显示!表位
S0)0!011

&

_10(!1)%

作为包被抗原时!

UU@Z

阳性血清与相应的阴性血

清相比达到差异极显著水平"

@

$

&'&%

#(表位

S*)/!*.0

包被时!

UU@Z

阳性血清与相应的阴性血

清相比差异显著"

@

$

&'&1

#(表位
S*/0!)&1

包被

时!阴阳性血清相比差异不显著"

@

&

&'&1

#'据此

可以推断表位多肽
S0)0!011

&

_10(!1)%

和
S*)/!

*.0

具有成为功能表位的潜能!而
S*/0!)&1

表位不

与
UU@Z

阳性血清反应!说明不具备
K

细胞表位功

能!是否具有
P

细胞表位功能还有待进一步验证'

而
@UZ

阳性血清在
)

个表位多肽均表现为差异不

显著"

@

&

&'&1

#!可认为
)

个表位多肽与
@UZ

阳性

血清没有交叉反应性'

!D!

!

多肽的体液免疫反应

)

种偶联
T\S

的多肽免疫小鼠后均可刺激产

生相应的抗体!结果见图
%

'各免疫组
:\L>=

抗体

自免疫后
%

周后即可检测到!并逐步上升!三免后
0

周抗体基本维持在一定水平'二免后不同表位免疫

组间及多肽免疫组与载体免疫组差异均不显著

"

@

&

&'&1

#(三免后各组间差异仍不显著"

@

&

&m&1

#'尽管多肽免疫后可以刺激小鼠产生高滴度

抗体!但这只能说明合成的多肽具有免疫原性!不能

证明其针对性'

&))
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!D'

!

多肽免疫小鼠的淋巴细胞增殖反应

分离脾淋巴细胞!经
?#-=

和相应的
)

种多肽

刺激后用
VPP

法检测淋巴细胞的增殖能力'二免

后
0

周!用不同的刺激剂各免疫组间及与空载体组

间差异均不显著"

@

&

&'&1

#'三免后
0

周!各免疫

组的淋巴细胞增殖能力比较结果见图
0

'结果显

示$

?#-=

的刺激效果显著优于同等浓度的多肽刺

激剂!

)

种多肽的刺激效果没有显著差异'

?#-=

刺

激作用下!

S*/0!)&1

组的淋巴细胞增殖能力显著高

于其他组"

@

$

&'&%

#(多肽刺激作用下!

S*/0!)&1

组&

S0)0!011

组和
S*)/!*.0

组的淋巴细胞增殖能

力显著高于
T\S

载体对照组"

@

$

&'&%

#'上述结

果表明$

S*/0!)&1

&

S0)0!011

和
S*)/!*.0

多肽具

有细胞免疫功能'

图
#

!

多肽诱导小鼠产生的特异性抗体水平

E9

;

D#

!

P

F

109?90./59A3,

7

=12

F

3/219/G9019GG</9̂1,C956

F

38

7F

1

F

59,12

图
!

!

多肽三免后
!

周的小鼠脾细胞对不同刺激剂刺激的增殖反应

E9

;

D!

!

L=389?1=.59-1=12

F

3/213?2

F

811/8

7

G

F

630

7

512?=3GG9019GG</9̂1,C956,9??1=1/5259G<8./52.?51=!C11\23?561

569=,9GG</9̂.593/

!D%

!

小鼠
*B

细胞杀伤活性测定结果

将
T1.0

细胞作为靶细胞!偶联多肽免疫小鼠

的脾细胞作为效应细胞!测定的最适靶细胞数目为

1l%&

1

,

8\

^%

!按照效靶比为
1&z%

的比例将效应

细胞稀释到适宜浓度!检测免疫组小鼠的
2T

细胞

杀伤活性'结果见表
0

'二免后
0

周!所有组均检

测不到
2T

细胞杀伤活性(三免后
0

周!所有组均检

测到
2T

细胞杀伤活性!其中偶联多肽免疫组

S0)0!011

&

S*/0!)&1

和
_10(!1)%

的
2T

细胞活性

显著高于
T\S

载体免疫组和
S*)/!*.0

组"

@

$

&m&1

#(

S*)/!*.0

与
T\S

载体免疫组差异不显著

"

@

&

&'&1

#'综合上述结果可知$

S0)0!011

&

S*/0!

)&1

和
_10(!1)%

多肽免疫组小鼠具有较高的
2T

细胞杀伤活性'

!D$

!

小鼠脾
S

淋巴细胞亚群分析

分离小鼠脾淋巴细胞!用流式细胞术三色分析

法检测
?<*

k

&

?<)

k

?<(

^

&

?<)

^

?<(

k

P

淋巴细胞

的比例!结果见图
*

'对各免疫组淋巴细胞比例进

行方差分析!结果见图
)

&

1

'

%))
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表
!

!

小鼠脾脏
*BR

杀伤活性检测结果

S.A81!

!

*B0

7

5353H9095

7

.22.

7

3?2

F

811/8

7

G

F

630

7

512?=3GG901 X

时间
S0)0!011 S*)/!*.0 S*/0!)&1 _10(!1)% T\S

二免后
0

周
& & & & &

三免后
0

周
%(')p&'1/

A

%*')1p0'&0

D

%R'RRp%'//

A

%/'%%p%'1)

A

%%'(%p0'%(

D

不同字母间差异显著"

@

$

&'&1

#!相同字母间差异不显著"

@

&

&'&1

#

<$EE757-4B74475,$-4F7,A875#C87A-,,$

6

-$E$9A-4"$EE757-97

"

@

$

&'&1

#!

A-"4F7,A87B74475$-4F7,A875#C87A-,-#4,$

6

-$E$!

9A-4"$EE757-97

"

@

&

&'&1

#

D74C77-4F7457A487-4,#E"$EE757-47

;

$4#

;

7

;

#B

H;

7

;

4$"7,

='

淋巴细胞圈门(

K'?<*

k

P

淋巴细胞(

?'?<)

k

P

淋巴细胞(

<'?<(

k

P

淋巴细胞

='<74794$#-#EB

H

8

;

F#9

H

47

(

K'<74794$#-#E?<*

k

PB

H

8

;

F#9

H

47

(

?'<74794$#-#E?<)

k

PB

H

8

;

F#9

H

47

(

<'<74794$#-#E

?<(

k

PB

H

8

;

F#9

H

47

图
'

!

流式细胞术三色分析法

E9

;

D'

!

E83CR

7

53G151=3?56=110383<=./.8

7

292G1563,

图
%

!

二免后
!

周小鼠脾淋巴细胞
R)'

c

&

R)%

c

&

R)O

c淋

巴细胞的比例

E9

;

D%

!

R)'

c

&

R)%

c

./,R)O

c

1H

F

=12293/3/8

7

G

F

630

7

512

9/2

F

811/!C11\2.?51=5612103/,9GG</9̂.593/

图
$

!

三免后
!

周小鼠脾淋巴细胞
R)'

c

&

R)%

c

&

R)O

c淋

巴细胞的比例

E9

;

D$

!

R)'

c

'

R)%

c

./,R)O

c

1H

F

=12293/3/8

7

G

F

630

7

512

9/2

F

811/!C11\2.?51=561569=,9GG</9̂.593/
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!!

由图
)

可知!二免后
0

周!

)

个多肽免疫组与载

体
T\S

免疫组在
?<*

k

&

?<)

k

?<(

^

&

?<)

^

?<(

k

P

淋巴细胞水平上以及
?<)

k

?<(

^及
?<)

^

?<(

k

P

细胞比值的差别均不明显(由图
1

可见!三免后
0

周!各组间
?<*

k

&

?<)

k

&

?<(

k

P

淋巴细胞水平出

现差异!在
?<*

k

P

细胞水平上!

S*)/!*.0

和

S0)0!011

多肽免疫组极显著高于其他免疫组"

@

$

&m&%

#(在
?<)

k

?<(

^

&

?<)

^

?<(

k

P

细胞水平上!

)

个多肽免疫组均明显高于
T\S

载体免疫组"

@

$

&m&1

#!但
?<)

k

?<(

^及
?<)

^

?<(

k

P

细胞比值变

化差异不明显'三免与二免相比!

S*)/!*.0

和

S0)0!011

多肽免疫组在
?<*

k

P

细胞水平上出现

极显著升高"

@

$

&'&%

#!其余没有统计学上的差异'

综合上述结果!在筛选的
)

条表位多肽中!

S0)0!011

&

_10(!1)%

和
S*)/!*.0

具有较好的体液

免疫功能(

S0)0!011

&

S*/0!)&1

具有较好的细胞免

疫功能'其中
S0)0!011

多肽能够满足这
0

个方面

的条件!有望作为候选表位疫苗成分'

'

!

讨
!

论

随着免疫原由全病原向亚单位&蛋白质分子&表

位多肽过渡!其诱发的免疫反应针对性逐渐增强!但

免疫原性却呈现降低的趋势!从而使得许多小分子

疫苗不能激发有效的保护性应答'这已成为目前生

物技术疫苗研究领域亟待突破的主要障碍之一'所

以!如何根据表位图谱!设计免疫原性强而不影响其

抗原特异性的疫苗已成为今后疫苗研究的重点'

'D#

!

关于抗原表位的预测

近年来!随着免疫学理论&生物信息学技术和计

算机科学技术的广泛应用!人们对表位预测的研究

方法和思维方法有了新的进展!直接应用生物信息

学技术手段进行表位预测已成为可能'目前已经开

发了许多专业软件&数据库&

I7D

服务器等表位预

测工具)

%%

*

'在使用各种不同软件进行表位预测时!

所获得的结果往往有差异!如何提高预测表位的命

中率是实验的关键'在本研究中!我们应用多款不

同网络服务器的不同算法进行了表位的筛选!尽可

能使获得的表位在各种预测软件中都能得到.认

可/'

'D!

!

关于候选表位抗原性分析

体液免疫是通过
K

淋巴细胞产生抗体发挥效

应的!而此过程受
PF

细胞的调节'同时
K

细胞又

可作为抗原提呈细胞向
PF

细胞递呈抗原表位而活

化
PF

细胞'因此!我们期望筛选到能诱导良好体

液免疫的抗原表位'如果预测的
PF

细胞和
K

细胞

表位具有功能!那么在
UU@Z

感染的机体中应该含

有针对该表位的抗体!而抗体水平的高低可以从一

个侧面反映表位功能的强弱'基于此!我们通过

UU@Z

阳性血清进行了预测表位血清结合力的分

析'结果表明预测的
)

条表位多肽中有
*

条可能具

有潜在的
K

细胞表位'众所周知!

UU@Z

与
@UZ

具有交叉免疫性!为了确保表位多肽与
UU@Z

的特

异性关系!设置了
@UZ

阳性血清的对照!结果排除

了交叉反应的可能性'

由于表位多肽是小分子半抗原!不能直接刺激

机体产生免疫应答!因此我们将合成的多肽小分子

与大分子蛋白载体
^T\S

进行了偶联!使之转变为

完全抗原'同时!为了便于检测表位免疫产生的抗

体和提高包被效率!我们又将合成的多肽小分子与

大分子蛋白载体+

K>=

进行了偶联作为包被抗原'

试验证明了
K>=

偶联多肽具有良好的包被效果'

'D'

!

关于
*B

细胞杀伤活性

2T

细胞是一种主要存在于外周血和脾的多功

能细胞群!主要生物学功能为非特异性杀伤肿瘤细

胞&抗感染和免疫调节作用!所杀伤的靶细胞通常为

肿瘤细胞和病毒感染或转化的细胞!本试验应用的

T1.0

就是一种常用作靶细胞的肿瘤细胞'本试验

利用
U5#87

6

A

公司开发的非放射性细胞毒性检测

试剂盒来检测
2T

细胞杀伤活性!大大降低了成本!

并消除了以往用同位素检测存在的安全性问题'但

该法受外界因素的影响比较大!尤其是背景乳酸脱

氢酶"

\<S

#释放值太高很容易干扰试验结果'因

此!试验时应尽量避免可引发效应细胞和靶细胞的

自发
\<S

释放的因素!如保证
T1.0

细胞培养到旺

盛生长状态!在洗涤效应细胞和靶细胞时尽量轻柔!

以免破坏细胞的完整性'

'D%

!

关于
S

淋巴细胞亚群分析

?<)

k和
?<(

k

P

细胞是机体内参与特异性免

疫应答的两类最重要的淋巴细胞!其中
?<)

k

P

细

胞主要识别由
VS?!

)

类分子递呈的抗原!活化后

产生的细胞因子在诱导细胞免疫和体液免疫效应中

均发挥重要作用(

?<(

k

P

细胞通过识别由
VS?!

(

类分子递呈的抗原肽!活化后产生效应
P

细胞主

要参与细胞免疫应答'利用流式细胞术监测
P

淋

巴细胞数量的变化!可以间接反映机体的细胞免疫

应答水平'

P

淋巴细胞在外周血中的含量要比脾中

*))
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的多!为提高检测细胞数量!在进行较大动物的流式

检测时可以送外周血'

利用软件预测表位有一定的局限性!如
K

细胞

表位多为构象表位!而通过软件分析只能预测线性

表位!由本试验结果可知!利用软件预测的
)

条表位

多肽的免疫性与试验结果并不完全一致!所以预测

表位与实际抗原结构未必完全符合!必须通过免疫

学试验加以验证'
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