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#六个

F

细胞表位和三个
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细胞表位组成的多重抗原肽"
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#!将其在大肠杆菌中表达后免

疫小鼠!评估其体液免疫和细胞免疫&分别用
Y5[

*单个
F

细胞表位及全菌超破抗原作为抗原!检测免疫小鼠

抗体水平!结果显示三种抗原均能和小鼠免疫血清发生很好的反应"
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#&体外代谢抑制试验显示!
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倍稀释的免疫小鼠血清可以有效抑制
YDD

M

的生长&淋巴细胞增殖试验显示!当用单个
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细胞表位及
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超

破抗原分别刺激免疫小鼠的淋巴细胞时均产生明显的增殖现象"
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#&细胞因子检测结果显示!免疫小鼠的
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产量明显下降"
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#&数据显示!构建的

Y5[

能够引起小鼠的免疫反应!这一结果为由
YDD

M

引起的山羊传染性胸膜肺炎亚单位疫苗的研制奠定了一定的

基础&

关键词!免疫反应'小鼠'多重抗原肽'山羊支原体山羊肺炎亚种
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#!是引起山

羊传染性胸膜肺炎"
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#的病原体!该病以咳嗽*呼吸困难*发热

为主要特征(

%

)
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77[[

被世界动物卫生组织指定为

严重危害山羊的疾病之一&由于对
YDD

M

的毒力因

子*保护性抗原等缺乏全面的认识!所以预防和控制

YDD

M

的感染一直是一个很棘手的问题&目前!预

防
77[[

的疫苗主要是灭活疫苗!但由于
YDD

M

在

体外培养产量相对较低!所以灭活疫苗的广泛应用

受到一定的限制&因此研制更加高效的针对
77[[

的疫苗是众望所归&在诸多分子疫苗的设计方面!

由
F

细胞表位和
2

细胞表位组成的多重抗原肽

"

;C=N$

M

=@<-N$

B

@-$D

M

@

M

N$"@

!

Y5[

#由于具有很好

的免疫原性而成为诸多吸引眼球的设计思路之一!

这些研究在乙型肝炎病毒*口蹄疫病毒*艾滋病毒*

疟原虫*登革热病毒*曼氏血吸虫等引起的疾病方面

都有报道(
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丙酮酸脱氢酶是一些支原体和细菌的抗原性物

质!具有介导病原体吸附于宿主细胞的功能(
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)
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于此!笔者从前期试验中筛选出的具有良好免疫原

性的三个蛋白质中!预测筛选了相关的
F

细胞表位

和
2

细胞表位!并构建了
Y5[

!对编码
Y5[

蛋白

的基因进行合成并在大肠杆菌中表达!评估了由

Y5[

引起的小鼠的体液免疫和细胞免疫&用于筛

选表位的
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的三个免疫原性的蛋白质分别是丙

酮酸脱氢酶
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材料与方法
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菌株来源
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株分离自甘肃某羊场山羊!培养基

采用
2L$<CD#C?N

肉汤培养基"
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培养基组成$
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!葡萄糖
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B

!丙酮酸钠
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B

!质量体积

比
06_

的酵母浸液
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!
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的酚红
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!灭活马血清
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!及水溶解的青霉素
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!其
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超破抗原的制备

收获生长滴度为
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的磷酸盐缓冲液洗涤*悬浮后!在

冰浴上用超声破碎仪"
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方法测定蛋白质含量"
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高免血清

YDD

M

高免血清是由
YDD

M

全菌蛋白质免疫的

山羊血清!由笔者实验室保存&间接血凝试验"

0&%6

新兽药证字
*6

号#检测效价达
%l6%0

&大体制备

步骤如下$将灭活后一定浓度的
YDD

M

全菌抗原分

别与弗氏完全佐剂和弗氏不完全佐剂混合乳化!背

部皮下多点接种
YDD

M

抗体阴性的健康山羊!首次

免疫接种弗氏完全佐剂抗原!

0%"

后用弗氏完全佐

剂抗原进行第二次免疫!隔
%%"

后!用弗氏不完全

佐剂抗原进行第三次免疫&
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!

J

细胞表位&

C

细胞表位的选择及
R;4

结构的

优化
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编码
[WG5

*

[WGF

及
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的基因序列来源

于
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M
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#软件

预测
2

细胞表位&将根据得分结果筛选出来的单

个细胞表位进行合成"
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#&并将九种预

测的可能的表位用甘氨酸串联子首尾相连构成

Y5[

!应用
WK54N<?

中的
M

?#N@<-

对组建的
Y5[

的结构进行抗原性*疏水性等分析!将最终筛选得到

的编码
Y5[

的基因序列进行合成"
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重组
R;4

的表达和纯化

将合成的
L!A

基因连接到
M

:2!*0<

"

h

#载体

后在大肠杆菌
FO"+2(,N?<$-F30%

中进行诱导表

达!并参照说明书用镍柱进行纯化 "
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动物和免疫

将购自本单位动物场
.

%

(

周龄的
4[Z

级别

的
F53F

%

7

小鼠
%&

只随机分成两组!每组
6

只!

分别为免疫组和对照组!免疫组皮下注射含
6&

+

B

Y5[

的弗氏佐剂
*

次!每
0

周注射
%

次!对照组皮

下注射等量的
[F4

与弗氏佐剂混合物&前两次佐

剂为弗氏完全佐剂!第三次佐剂为弗氏不完全佐

剂&

#A&

!

血清抗体滴度和
K

6
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亚型分析

免疫前血清作为对照血清!第
*

次免疫后
%)"

采集血清进行抗体检测及亚型分析&以
Y5[

作为

抗原!应用间接酶联免疫吸附试验检测
9
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B

H%

和
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H0<

&主要试验步骤如下$以
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+

B

/

;3

j%的

Y5[

包被
/.

孔酶标板!
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过夜!洗涤封闭后加入

待检血清!

*Ri

孵育
%L

!分别以辣根过氧化物酶标

记的羊抗小鼠
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*
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B
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和
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=
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*Ri
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!
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读取
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值&同时!为了检测
Y5[

产生的抗体及

其亚型针对
YDD

M

抗原的特异性!以
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+

B

/
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j%

的
YDD

M

超破抗原包被酶标板分别检测免疫小鼠的

9

B

H

抗体及其
9

B

H%

和
9

B
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抗体亚型&同时为了

验证预测的
F

细胞表位的功能!以
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+

B

/
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j%与

卵清蛋白偶联(
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)的单个表位肽"
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*
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*

F%

*
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*

7%
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#分别包被酶标板检测免疫小鼠的
9

B

H

抗体!

其余步骤同上&
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!

代谢抑制试验

在
/.

孔平底培养板中!用
YDD

M

培养基将热灭

活的
Y5[

免疫小鼠血清从
%l0

开始倍比稀释至

%l6%0

!然后加入等量的浓度为
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(
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菌液!置
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!小鼠免疫前血清作为

阴性对照!
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M

高免血清作为阳性对照!

YDD

M

培

养基作为空白对照!培养液颜色变化作为评估
YDD

M

生长抑制试验的标准&

#AX

!

脾淋巴细胞增殖分析

无菌取出三免
%)"

以后的小鼠脾!将脾经
0&&

目的尼龙膜用淋巴细胞分离液"

F@$

+

$-

B

4#=<?Q$#

4D$@-D@r2@DL-#=#

BE

7#'

!

3N"'

!

F@$

+

$-

B

!

7L$-<

#

分离后!将细胞稀释到
%.)&

培养基中!使其终浓度

为
.q%&

.

/

;3

j%

!于
0)

孔平底培养板上!每孔加入

%;3

细胞悬液!并分别加入单个的
2

细胞表位

25

*

2F

和
27

"终质量浓度为
6&

+

B

/

;3

j%

#和

YDD

M

超破抗原"终质量浓度为
%&&

+

B

/

;3

j%

#进

行刺激!同时设立不加抗原的细胞悬浮物为阴性对

照&将培养板置于
7]

0

培养箱中培养
6"

后!根据

细胞增殖分析试剂盒的说明书进行操作"

[?#;@

B

<

7#?

M

#?<N$#-

!

Y<"$,#-

!

V9

!

d45

#!根据刺激指数

来评估淋巴细胞增殖!刺激指数等于加抗原刺激的

]W

)/&-;

值%不加抗原刺激的
]W

)/&-;

值&

#A#"

!

细胞因子分析

向上述处理好的
.q%&

.

/

;3

j%的细胞中加入

YDD

M

超破抗原使其终质量浓度为
%&&

+

B

/

;3

j%

!

于
0)

孔平底培养板上!每孔加入
%;3

细胞悬液!

*Ri

孵育!用商品化的试剂盒检测
9ZK!

$

*

2KZ!

'

*

93!%

*

*

93!%&

和
93!%0

五种细胞因子"

W<P@O@F$#!

N@DL7#'

!

3N"'

!

4L@-̀L@-

!

7L$-<

#&孵育
R0L

后

检测
93!%

*

和
93!%&

!

/.L

后检测
9ZK!

$

*

2KZ!

'

和

93!%0

(

%6

)

&

#A##

!

数据分析

数据采用
4[44%%'&

"

9FY!4[44

!

9-D'

!

7L$D<!

B

#

!

93

!

d45

#软件进行分析!并采用平均值与标准

偏差的形式表示!数据间的比较采用方差分析的方

法!

A

%

&'&6

表示具有显著性差异&

!

!

结
!

果

!A#

!

表位的选择及
R;4

的结构

根据得分结果选择了六个
F

细胞表位"

5%

*

50

*

F%

*

F0

*

7%

*

70

#和三个
2

细胞表位 "

25

*

2F

*

27

#!通过
WK54N<?

中的
M

?#N@<-

软件分析得出用

HH

连接子按
F%

*

F0

*

2F

*

7%

*

70

*

27

*

5%

*

50

*

25

顺序进行首尾相连组成的串联体即为本试验所用的

最佳
Y5[

结构&相关信息见表
%

&

!A!

!

重组
R;4

的表达&纯化

将合成的
L!A

基因连接到
M

:2!*0<

"

h

#载体

后在大肠杆菌
FO"+2(F30%

株中进行诱导表达!并

参照说明书用镍柱进行纯化!表达纯化前*纯化后的

结果见图
%

&

!A'

!

抗体及其亚型分析

用
:3945

方法检测的抗体水平及其亚型分析

(R)0



!

%0

期 赵
!

萍等$一种山羊支原体山羊肺炎亚种多重抗原肽的小鼠免疫试验

表
#

!

从
R..

D

中筛选的组成
R;4

的肽及
R;4

的结构

C1<9*#

!

H*9*.,*@R..

DD

*

D

,-@*0752.5+0,2I.,-5+57R;41+@R;40,2I.,I2*

肽

[@

M

N$"@

来源

]?$

B

$-

氨基酸序列

5;$-#<D$",@

I

C@-D@,

所属表位

7#-N<$-@"@

M

$N#

M

@,

F% [WGF

"

%)R!%6)

#

7[42[JW2 F!D@==@

M

$N#

M

@,

F0 [WGF

"

%.0!%R&

#

9W4[W[T9T F!D@==@

M

$N#

M

@,

2F [WGF

"

*%&!*%/

#

Z1TK[SST3T 2!D@==@

M

$N#

M

@,

5% [WG5

"

%%/!%*&

#

:5HHS5[:HTK7 F!D@==@

M

$N#

M

@,

50 [WG5

"

0..!0R6

#

44WK[WTJ8[ F!D@==@

M

$N#

M

@,

25 [WG5

"

%R6!%()

#

J:5YKZ5S3G 2!D@==@

M

$N#

M

@,

7% [WG7

"

%6%!%6(

#

T2[2H[K1 F!D@==@

M

$N#

M

@,

70 [WG7

"

*R%!*R(

#

[99K4[:4 F!D@==@

M

$N#

M

@,

27 [WG7

"

0*.!0)6

#

Z2HYSK2W92 2!D@==@

M

$N#

M

@,

Y5[

"

F%!HH!F0!HH!2F!HH!5%!HH!50!HH!25!HH!79!HH!70!HH!27

"

通过
HH

按
F%

*

F0

*

2F

*

5%

*

50

*

25

*

7%

*

70

*

27

的顺序依次相连

"

F%

!

F0

!

2F

!

5%

!

50

!

25

!

7%

!

70<-"27O@?@,$NC<N@"$-N<-"@;NL?#C

B

LNL@HH,

M

<D@?,@

I

C@-D@

见图
0

"

<

#*图
0

"

Q

#和图
0

"

D

#!和免疫前相比!分别用

单个的
F

细胞表位"

5%

*

50

*

F%

*

F0

*

7%

*

70

#*重组

的
Y5[

以及
YDD

M

超破抗原包被酶标板检测的小

鼠血清抗体均有明显的升高"所有
A

%

&'&%

#!对照

组免疫前后没有明显变化"数据未显示#&同样的!

和免疫前相比!用重组的
Y5[

以及
YDD

M

超破抗原

包被酶标板检测的
9

B

H%

和
9

B

H0<

抗体亚型水平均

有明显的升高"所有
A

%

&'&%

#!对照组免疫前后没

有明显变化"数据未显示#&

!A%

!

代谢抑制试验

试验结果显示!

%l0

至
%l%0(

稀释的阳性对

照血清抑制了
YDD

M

的生长!

%l0

至
%l.)

稀释的

Y5[

免疫小鼠血清也能够抑制
YDD

M

的生长!而免

疫前血清没能抑制
YDD

M

的生长&在阴*阳性对照

成立的前提下!

Y5[

免疫小鼠血清对
YDD

M

的生长

具有抑制作用&

!A(

!

脾淋巴细胞增殖分析

小鼠脾淋巴细胞增殖试验结果见表
0

!和对

照组相比!免疫组不管是用
25

*

2F

*

27

刺激!

还是用
YDD

M

超破抗原刺激!平均刺激指数均有

明显提升"

25

!

A

%

&'&%

'

2F

!

A

%

&'&%

'

27

!

A

%

&'&%

'

YDD

M

抗原!

A

%

&'&&%

#&

Y'

蛋白质相对分子质量标准'

%'

纯化前'

0'

纯化后

Y'[?#N@$-;<?P@?

'

%'F@>#?@

M

C?$>$D<N$#-

'

0'[C?$>$@"?@!

D#;Q$-<-NY5[

图
#

!

重组
R;4

的表达&纯化

B-

6

A#

!

8Y

D

2*00-5+1+@

D

I2-7-.1,-5+57,3*2*.5E<-+1,R;4

!A$

!

细胞因子

体外脾淋巴细胞的细胞因子分泌水平结果见表

*

!和对照组相比!免疫组
9ZK!

$

*

2KZ!

'

*

93!%

*

和

93!%&

细胞因子水平明显提升"所有
A

%

&'&&%

#!而

93!%0

细胞因子水平明显下降"

A

%

&'&&%

#&

/R)0



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)R

卷
!

图
!

!

用
;#

&

;!

&

J#

&

J!

&

:#

&

:!

&

R;4

&

R..

D

作为抗原检测
K

6

)

抗体$

1

%'用
R;4

作为抗原检测
K

6

)#

&

K

6

)!1

抗体亚

型$

<

%'用
R..

D

作为抗原检测
K

6

)#

&

K

6

)!1

抗体亚型$

.

%

B-

6

A!

!

C5,19K

6

)1

6

1-+0,,3*.522*0

D

5+@-+

6D

*

D

,-@*057;#

'

;!

'

J#

'

J!

'

:#

'

:!

'

,3*2*.5E<-+1+,R;41+@,3*.2I@*

R..

D

1+,-

6

*+

$

1

%'

K

6

)0I<.9100

$

K

6

)#1+@K

6

)!1

%

1

6

1-+0,,3*2*.5E<-+1,R;4

$

<

%'

1+@K

6

)0I<.9100

$

K

6

)#1+@

K

6

)!1

%

1

6

1-+0,,3*.2I@*R..

D

$

.

%

表
!

!

小鼠脾淋巴细胞增殖试验$

+

Ab1

%

C1<9*!

!

H

D

9*+-.9

>

E

D

35.

>

,*

D

259-7*21,-5+-+E-.*

$

+

Ab1

%

组别
H?#C

M

,

平均刺激指数
Y@<-,N$;C=<N$#-$-"@\

25 2F 27 YDD

M

抗原
!

YDD

M

<-N$

B

@-

免疫组
9;;C-$̀@"

B

?#C

M

0'&*k&'06

"

0')6k&'0&

"

0'0(k&'0R

"

*')Rk&'%6

""

对照组
7#-N?#=

B

?#C

M

%'&0k&'%* %'*6k&'0& %'0&k&'%6 %'%)k&'0*

用
25

*

2F

*

27

和
YDD

M

抗原刺激的淋巴细胞增殖分析!数据用平均值
k

标准方差表示"每组
6

只#&

"

*

""

免疫组和对照组

在统计学上具有显著差异"

"

'A

%

&'&%

!

""

'A

%

&'&&%

#

4

M

=@-$D=

E

;

M

L#D

E

N@

M

?#=$>@?<N$#-<,,<

E

O<,

M

@?>#?;@"C,$-

B

25

!

2F

!

27<-"D?C"@YDD

M

<-N$

B

@-'W<N<<?@@\

M

?@,,@"<,NL@

;@<-k4W

"

)m6

!

@<DL

B

?#C

M

#

'

"

!

""

4N<N$,N$D<==

E

,$

B

-$>$D<-N"$>>@?@-D@,Q@NO@@-$;;C-$̀@"

B

?#C

M

,<-"D#-N?#=

B

?#C

M

,

"

"

'A

%

&'&%

!

""

'A

%

&'&&%

#

&()0



!

%0

期 赵
!

萍等$一种山羊支原体山羊肺炎亚种多重抗原肽的小鼠免疫试验

表
'

!

体外脾淋巴细胞的细胞因子分泌水平$

Ab1

%

C1<9*'

!

C3*9*Z*9057.

>

,5P-+*0

D

25@I.*@<

>

0

D

9*+-.9

>

E

D

35.

>

,*00.B0;5)

$

Ab1

%

MB

/

;3

j%

组别
H?#C

M

细胞因子
7

E

N#P$-@,

2KZ!

'

93!%

*

9ZK!

$

93!%& 93!%0

免疫组
9;;C-$̀@"

B

?#C

M

06&'*k%.')

"

**')k.'0

"

*&'.k6'6

"

0(R'6k%6'*

"

%

(

"

对照组
7#-N?#=

B

?#C

M %

*0

%

(

%

(

%

*0 06'.k6')

最后一次免疫后
0

周的小鼠"每组
6

只#!取其脾淋巴细胞培养的上清液!培养
R0L

检测
93!%

*

和
93!%&

!培养
/.L

检测
9ZK!

$

*

2KZ!

'

和
93!%0

!用+

Mk4

,表示&

"

免疫组和对照组差异显著!

A

%

&'&&%

2L@,

M

=@-$D=

E

;

M

L#D

E

N@DC=NC?@,C

M

@?-<N<-N,N<P@->?#;;$D@

"

)m6

!

@<DL

B

?#C

M

#

0O@@P,<>N@NL@=<,N$;;C-$̀<N$#-O@?@@\!

<;$-@">#?D

E

N#P$-@

M

?#"CDN$#-'T<=C@,>#?93!%

*

<-"93!%&>?#;R0LDC=NC?@<-"9ZK!

$

!

2KZ!

'

<-"93!%0>?#;/.LDC=NC?@'

W<N<<?@@\

M

?@,,@"<,NL@M k4'

"

4N<N$,N$D<==

E

,$

B

-$>$D<-N"$>>@?@-D@,Q@NO@@-$;;C-$̀@"

B

?#C

M

,<-"D#-N?#=

B

?#C

M

,

!

A

%

&'&&%

'

!

讨
!

论

多重抗原肽富集大量的靶标抗原!能够引起既

定抗原表位的免疫反应(

%.

)

&针对山羊支原体山羊

肺炎亚种!目前没有关于
Y5[

的相关研究!因此!

本研究着眼于山羊传染性胸膜肺炎疫苗候选靶标的

Y5[

的免疫原性研究&试验从三个具有免疫原性

的抗原
[WG5

*

[WGF

*

[WG7

中预测筛选了九个表

位!其氨基酸位置分别为
[WG5

"

5%

!

%%/

1

%*&

'

50

!

0..

1

0R6

'

25

!

%R6

1

%()

#!

[WGF

"

F%

!

%)R

1

%6)

'

F0

!

%.0

1

%R&

'

2F

!

*%&

1

*%/

#!

[WG7

"

7%

!

%6%

1

%6(

'

70

!

*R%

1

*R(

'

27

!

0*.

1

0)6

#!将九个表

位两两之间用
HH

连接子首尾相连组成
Y5[

(

%R

)

&

另外!由于支原体密码子的偏好性!在大肠杆菌中作

为终止子的
2H5

在支原体中编码色氨酸!因此试

验中将编码
Y5[

的基因序列进行了突变优化!并

通过原核表达*纯化获得目的蛋白质!这样大大降低

了用合成的方法制备多肽的费用!更加适应大批量

的生产需要&

Y5[

刺激机体产生的抗体能够和
Y5[

抗原*

单个
F

细胞表位*

YDD

M

超破抗原发生很好的反应!

淋巴细胞增殖试验中!分别用单个
2

细胞表位和

YDD

M

超破抗原刺激时均能引起细胞增殖!说明预

测的表位具有一定的免疫相关功能&

细胞因子在致病性感染的过程中发挥重要的作

用!多种免疫细胞和细胞因子之间相互促进*相互调

节!形成免疫调节网络!细胞因子之间具有多效性*

重叠性*拮抗性和协调性&本试验中小鼠免疫
Y5[

后
2KZ!

'

*

9ZK!

$

*

93!%&

*

93!%

*

的分泌量明显增加!

而
93!%0

的分泌量则明显减少&

9ZK!

$

在细胞免疫

中占据很重要的角色!

2KZ!

'

主要是细胞毒性
2

细

胞和
2L%

型细胞介导的免疫反应的产物!

93!%

*

能

够引导
2

细胞分泌
93!0

或其他细胞因子!

93!%&

与

2

细胞增殖*产生
9

B

H

*

9

B

:

抗体及免疫调节相关!

93!%0

的下调可能与
93!%&

上调有关!即细胞因子之

间的拮抗作用!这一结论在
4'7L<NN@?

+

@@

等的研究

中也有报道(

%.

)

&综合分析
9

B

H%

*

9

B

H0<

抗体亚型及

多种细胞因子!提示富集多抗原表位的
Y5[

可以

诱导小鼠产生
2L%

%

2L0

免疫反应!即能够引起有效

的体液免疫和细胞免疫!这一结论与
Z?<-D$,

等的

的研究结果基本一致(

*

!

%(!%/

)

&

代谢抑制试验显示!由
Y5[

产生的抗体能够

中和
YDD

M

!进一步表明重组的
Y5[

能够产生一定

的免疫保护作用!提示!

Y5[

在将来的亚单位疫

苗*多抗原表位肽疫苗中的应用潜质!下一步的试验

目标是验证
Y5[

在山羊的免疫作用&

%

!

结
!

论

构建由山羊支原体山羊肺炎亚种六个
F

细胞

表位和三个
2

细胞表位组成的多重抗原肽
Y5[

免疫小鼠!通过小鼠
9

B

H

抗体及其
9

B

H%

和
9

B

H0<

抗体亚型检测*免疫小鼠血清代谢抑制试验*淋巴

细胞增殖试验*细胞因子检测!结果显示构建的

Y5[

能够引起小鼠的体液免疫和细胞免疫!为山

羊传染性胸膜肺炎亚单位疫苗的研制起到了积极

的作用&
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