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摘　要:目的　分析结核分枝杆菌 Rv２９４１抗原的 T细胞表位集中区的免疫原性,探究其作为结核病疫苗候选抗原的潜

力.方法　通过免疫表位数据库(ImmuneEpitopeDatabase,IEDB)分析Rv２９４１抗原的T细胞表位区(命名为Rv２９４１p)并构

建表达载体PET３２aＧRv２９４１p,诱导表达并纯化 Rv２９４１p.将其与免疫佐剂二甲基三十六烷基铵(DDA)和PolyI:C乳化后,皮
下免疫BALB/c小鼠３次,每次免疫间隔１０d,末次免疫１周后处死小鼠,进行免疫效果评价.采用 ELISA法检测免疫后小

鼠血清中IgG、IgG１和IgG２a抗体滴度以及免疫后小鼠脾脏淋巴细胞分泌ILＧ４、ILＧ２、ILＧ６和IFNＧγ的水平.同时,利用流式

细胞技术检测淋巴细胞内 CD４＋ T、CD８＋ T 细胞增殖情况以及胞内细胞因子(IFNＧγ、TNFＧα和ILＧ４)表达水平.结果　
Rv２９４１p可溶性表达,并获得高纯度的蛋白.Rv２９４１p诱导产生了高水平的特异性抗体IgG,与对照组相比,差异有统计学意

义(P＜０．００１).另外,Rv２９４１p提高了IgG２a/IgG１的比值.细胞因子检测结果显示,Rv２９４１p提高了IFNＧγ和ILＧ６的分泌,

与 Ag８５B组比较,差异有统计学意义(P＜０．００１).同时,Rv２９４１p可以促进CD４＋ 和CD８＋T细胞的增殖分化,以及提高胞内

IFNＧγ和 TNFＧα的表达.结论　Rv２９４１p可以刺激小鼠产生较高的体液和细胞免疫,尤其 ThＧ１类细胞免疫,可以作为结核

病疫苗候选抗原,为结核病新型疫苗的开发奠定了基础.
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Abstract:ToanalyzetheimmunogenicityoftheantigenepitopesconcentratedareasofRv２９４１proteinfromMycobacterium
tuberculosis,andinvestigateitspotentialcandidateantigenfortuberculosisvaccine．TcellepitopesofRv２９４１antigenwasanaＧ
lyzedbyImmuneEpitopeDatabase(IEDB)．Theantigenepitopesconcentratedareas(６４９－１０１７bp,namedRv２９４１p)of
Rv２９４１genewasinsertedintopET３２avector,thenexpressedinEscherichiacoli(E．coli)(DE３)BL２１cells．ProkaryoticexＧ

pressionshowedthatthisproteinwasmainlyintheformofsolubleform．BALB/cmicewereimmunizedsubcutaneouslyin
triplicateovera１０Ｇdayinterval．Oneweekafterthelastimmunization,thesampleswerecollectedtoassesstheimmunogeniciＧ

ty．Rv２９４１pelicitedsignificantlyhigherantigenＧspecificimmunoＧ

globulinG(IgG)thancontrolgroups(P＜０．００１),indicatingthat
Rv２９４１penhancedantibodyresponse．ToevaluatethecellmediaＧ
tedimmuneresponse,thecytokines(e．g．,ILＧ４,ILＧ２,ILＧ６and
IFNＧγ)weredetected by ELISA．Theseresultsshowedthat
Rv２９４１psignificantlyimprovedthelevelofIFNＧγandILＧ６comＧ

paredwithAg８５B (P＜０．００１)．Meanwhile,theresultsofIgG
subclassshownthatRv２９４１pcouldimprovetheratioofIgG２a/

IgG１．AndthepercentageofsplenicCD４＋ TandCD８＋ Tcells

４９３



weremeasuredbyflowcytometry．Inaddition,theintracellularcytokines(e．g．,IFNＧγ,TNFＧαandILＧ４)weredetectedby
flowcytometry．WefoundthatRv２９４１penhancedintracellularexpressionofIFNＧγandTNFＧαcytokines,andpromotedCD４＋

TcellandCD８＋Tcellproliferation．FurtherthisstudyprovidedevidencethattheTcellepitopesofRv２９４１promotedstronger
cellＧmediatedimmuneresponse,andskewedtoThＧ１typecellularimmuneresponse．Inconclusion,theTcellepitopeof
Rv２９４１couldpromotehumoralandcellＧmediatedimmuneresponses,whichsupportsitasapromisingantigenforTBvaccines．
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　　结核病(Tuberculosis,TB)是由结核分枝杆菌

(Mycobacteriumtuberculosis,Mtb)引起的一种人

兽共患病.它仍然是世界上传染病中致命的主要原

因之一,对人类健康造成巨大威胁[１Ｇ２].据估计,全
世界约１/４的人感染过结核,每年约１５０万人死于

结核病[３].随着耐药结核菌感染以及 HIV 合并感

染的出现,使得结核病的防治面临更加严峻的挑战.
目前,预防和控制传染病最有效的方法是有效

疫 苗 的 预 防 接 种. 卡 介 苗 (Bacillus Calmette
Guérin,BCG)仍然是唯一批准用于人预防结核病的

疫苗.有研究结果显示,接种BCG可以有效预防儿

童结核病,同时也可以为麻风病患者提供结核病保

护[４Ｇ５].BCG的保护效果可以持续５~１０年,可能

更长.但是,BCG对于预防成人结核分枝杆菌的感

染以及结核病复发的效果具有较大差异,从０~
８０％不等[６Ｇ８],以致认为无保护效果.因此,新型结

核病疫苗及其免疫策略的研发变得十分迫切.国内

外大量的研究者致力于寻找更为有效的结核病

疫苗,主要包括以下几种类型:①活菌疫苗,主要有

重组 BCG 和结核分枝杆菌减毒活疫苗;②亚单位

疫苗,主要有病毒载体疫苗、蛋白疫苗等;③灭活疫

苗等.

Rv２９４１又名fadD２８,属于结核分枝杆菌脂肪

酰基 AMP连接酶(fattyＧacylAMPligase,FAAL)
家族蛋白,与结核分枝杆菌毒力相关[９].目前,国内

外关于该抗原的研究较少,对其生物学功能了解较

少.本研究将Rv２９４１的 T 细胞表位集中区(命名

为Rv２９４１p)在大肠杆菌中表达,同时与佐剂PolyI:C
和DDA混合免疫BALB/c小鼠,评价其免疫原性,
旨在为筛选新型结核病疫苗优势候选抗原提供

依据.

１　材料与方法

１．１　菌株与质粒　本实验中所用的大肠杆菌菌株

DH５α和BL２１(DE３)感受态购买自北京全式金生

物技术有限公司,所用载体 pET３２a由本实验室

保存.

１．２　实验动物　本实验所用动物为６~８周龄SPF
级BALB/c购买自斯贝福(北京)生物技术有限公

司.所有动物实验均在中国疾病预防控制中心实验

动物中心完成.

１．３　培养基及主要试剂　大肠杆菌使用 LB培养

基(１％胰蛋白胨,０．５％酵母提取物,１％氯化钠,固
体培养基中添加１．５％~２％琼脂粉)培养.蛋白纯

化所用 NiＧNTA 填料购买自 GE Healthcare公司;

HRP标记的羊抗鼠二抗(IgG、IgG１、IgG２a)购买自

Biotech公司;淋巴细胞分离液购买自达科为生物技

术有 限 公 司;蛋 白 转 运 抑 制 剂 (GolgiPlugTM
BrefeldinA)、FITC标记的抗 CD３抗体、BV４２１标

记的抗 CD４抗体、APCＧCy７标记的抗 CD８抗体、

PEＧCF５９４标记的抗ILＧ４抗体、PEＧCy７标记的抗

IFNＧγ抗体以及BV６５０标记的抗 TNFＧα抗体均购

自BD公司;免疫佐剂DDA和PolyI:C购买自SigＧ
ma公司.

１．４　重组质粒的构建　利用IEDB检索结核分枝

杆菌Rv２９４１(NCBIGeneID:８８７４５４)基因 T 细胞

表位集中区,选取表位集中区用于后续实验.该段

基因由生工生物合成连接至pET３２a载体,命名为

pET３２aＧ２９４１p,用于后续实验.

１．５　重组蛋白的表达与纯化　将构建成功的重组

质粒pET３２aＧ２９４１p转化至大肠杆菌BL２１(DE３)感
受态细胞中.挑取单克隆于含有氨苄青霉素的 LB
液体培养基中,３７℃培养过夜后,按照１∶１０００的

比例转接至３００mL培养基中,当培养液 OD 值到

达０．６~０．８时,加入终浓度为０．１mmol/L的异丙

基ＧβＧDＧ硫 代 半 乳 糖 苷 (isopropylＧβＧDＧthiogalactoＧ
side,IPTG),３７℃震荡培养４h.

将培养后菌液４０００r/min离心１０min收集菌

体.将菌体用普通裂解液(１０mmol/LpH８．０TrisＧ
HCl,１０％ TritonXＧ１００)重悬后,超声破碎１０min
后１２０００r/min离心１０min.离心后上清用 Ni亲

和层析纯化,具体操作如下:上清中加入终浓度为

５９３５期 范雪亭,等:结核分枝杆菌 Rv２９４１蛋白抗原表位集中区免疫原性研究



５００mmol/L的 NaCl后上样于处理后的 Chelating
SepharoseFastFlow层析介质中,待上样完成后分

别用含有３０mmol/L、６０mmol/L以及３００mmol/L
咪唑的平衡液洗脱,洗脱液用 SDSＧPAGE 电泳分

析.将纯化后的抗原利用BCA法检测蛋白质浓度,

－２０℃保存备用.

１．６　动物免疫及抗体检测　实验选用SPF级６~８
周龄的BALB/c雌性小鼠,随机将２０只小鼠分成４
组,每组５只小鼠,分别为 PBS对照组、单独佐剂

组、Rv２９４１p混合佐剂组以及阳性对照组(Ag８５B
混合佐剂),具体分组见表１.本研究选用 DDA 以

及PolyI:C作为免疫佐剂,使用方法为抗原与佐剂

按照体积１∶１混匀后乳化,经皮下多点免疫方式免

疫３次,间隔周期为１０d.

表１　小鼠免疫实验设计

Tab．１　Experimetaldesignofmiceimmunization

组别 佐剂 抗原 免疫剂量

A － PBS １００μL

B DDA/poly(I:C) － １００μL

C DDA/poly(I:C) Rv２９４１p １００μL(含１００μg抗原)

D DDA/poly(I:C) Ag８５B １００μL(含１００μg抗原)

　　注:“－”表示不加入该物质.

在每次免疫前以及最后一次免疫后１周通过眼

眶采血,将收集的血 液 在 ３７ ℃ 静 置 ２h,４０００
r/min离心１０min,收集血清,放于－２０℃保存.利

用ELISA法检测血清中抗原特异性IgG 抗体以及

IgG亚型抗体滴度.

１．７　ELISA法检测淋巴细胞细胞因子分泌水平　
末次免疫后１周处死小鼠,取脾脏按照达科为淋巴

细胞分离液说明书分离淋巴细胞,然后测定淋巴细

胞浓度,将部分细胞浓度调整至２×１０５ 个细胞/

mL,置于２４孔板中,每孔５００μL,加入刺激抗原,
在３７℃、５％ CO２ 细胞培养箱中培养４８h,收集细

胞培养上清用于细胞因子检测.ELISA 法测定细

胞因子使用 BD 公司生产小鼠细胞因子检测试剂

盒,检测方法按照说明书进行.本研究主要检测

IFNＧγ、ILＧ２、ILＧ４和ILＧ６.

１．８　流式细胞仪分析小鼠CD４＋T、CD８＋T细胞增

殖及胞内细胞因子表达　将分离淋巴细胞调整浓度

至２×１０６~３×１０６ 个细胞/mL,置于９６孔板中,每
孔１００μL细胞,加入蛋白转运抑制剂以及刺激抗

原,在３７℃、５％ CO２ 细胞培养箱中培养１２h后收

集培养细胞.用５０μLStainingBuffer重悬细胞,
然后加入７ＧADD、CD３、CD４以及CD８抗体,４℃孵

育３０min,用StainingBuffer清洗细胞２次.然后

利用BD公司的固定破膜试剂盒将细胞进行破膜,
破膜后加入IFNＧγ、ILＧ４以及 TNFＧα抗体,４ ℃孵

育３０min,然后Perm/WashTM buffer清洗两次,用

５０μLStainingBuffer重悬细胞后加入２５０μL４％
多聚甲醛溶液,上流式细胞仪检测.

１．９　统计学分析　采用 GraphPadPrim５．０ 中的

Tukey的多重比较检验进行单因素方差分析,P＜
０．０５为差异有统计学意义.

２　结　果

２．１　Rv２９４１基因 T表位预测结果　利用IEDB数

据库分 析 后,结 果 如 图 １.根 据 分 析 结 果 显 示,

Rv２９４１的氨基酸第２２０位至第３４０位存在７个表

位区(F００４ＧF０１０),占总表位数目的５０％,同时考虑

表位结构的完整性,因此,选择核 苷 酸 第 ６４９~
１０１７bp即氨基酸第２１６位至第３３９位用于后续重

组表达载体构建.

图１　Rv２９４１基因T表位预测结果

Fig．１　TcellepitopespredictionofRv２９４１

２．２　重组蛋白的表达与纯化　重组质粒pET３２aＧ
２９４１p由生工生物(上海)合成后,将质粒交由北京

擎科生物科技有限公司测序,测序结果比对正确,用
于后续实验.在０．１mmol/LIPTG,３７℃诱导４h
后收集菌体,超声破碎离心,SDSＧPAGE电泳结果

显示在超声上清样品３４kDa处有明显的表达带,与

目的蛋白大小一致,即该抗原在大肠杆菌表达系统

中呈可溶性表达(图２A).利用 His亲和层析纯化

处理的超声上清,电泳结果发现目的蛋白主要存在

于３００mmol/L 咪唑洗脱液中,纯化后的目的蛋白

纯度达９８．８９％(图２B),将蛋白分装于－２０℃保存

以用于后续实验.
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A:Rv２９４１p小量表达(M:蛋白标准分子质量;１:阴性对照;２:全

菌;３:沉淀;４:上清);B:纯化后蛋白(M:蛋白标准分子质量;１:

洗脱目的蛋白)

图２　Rv２９４１p蛋白表达纯化

Fig．２　ExpressionandpurificationofRv２９４１p

２．３　小鼠体内特异性抗体检测　BALB/c小鼠第３
次免疫后１周,利用 ELISA 法检测血清中特异性

IgG抗体滴度.结果显示 Rv２９４１p联合佐剂使用

后与单独佐剂组以及 PBS组间的差异有统计学意

义(P＜０．００１),即该蛋白作为抗原免疫小鼠,能产

生高滴度的特异性抗体(图３A).然而,与 Ag８５B
组相比,Rv２９４１p免疫小鼠产生的特异性抗体滴度

较低,两者间的差异有统计学意义(P＜００１).

２．４　Rv２９４１p促进IgG２a抗体分化　处死前小鼠

血清 检 测 IgG１ 和 IgG２a 抗 体 滴 度,结 果 显 示

Rv２９４１p和 Ag８５B都提高了IgG２a/IgG１比值,且
Rv２９４１p比 Ag８５B高(图３B).

２．５　Rv２９４１p诱导的细胞免疫反应类型　为进一

步评估Rv２９４１p作为疫苗候选抗原诱导的细胞免

疫反应类型,本研究利用 ELISA 法检测免疫４８h
后小鼠脾脏淋巴细胞分泌IFNＧγ、ILＧ４、ILＧ２以及

ILＧ６的水平.结果显示,与佐剂组相比,Rv２９４１p
显著提高了IFNＧγ的分泌,高达６２０pg/mL,且差

异具有统计学意义(F＝５．１９３,P＜０．００１).同时比

Ag８５B组(４８０pg/mL)也显著提高(F＝１．１５２,P＜
０．００１)(图 ４A).此 外,与 其 他 各 组 相 比,免 疫

Rv２９４１p后显著提高了ILＧ６细胞因子的分泌,高达

２６００pg/mL,是 Ag８５B的１０倍(F＝２．４０８,P＜
０００１)(图４D).而ILＧ２和ILＧ４各组分泌都较低

(图４B和４C).同时,本研究利用流式细胞技术检

测淋巴细胞内IFNＧγ、ILＧ４和 TNFＧα的分泌水平.
与其他组相比,免疫Rv２９４１p后T细胞内IFNＧγ的

表达明显提高(F＝１．３７７,P＜０．０５)(图５B).免疫

Ag８５B和 Rv２９４１p后,都提高了 T 细胞内 TNFＧα
的表达,且两组的表达水平几乎一致(图５B).显示

A:IgG抗体滴度;B:IgG 亚型抗体滴度;①:P＜０．０１;②:P＜

０００１

图３　体液免疫反应

Fig．３　Humoralresponse

A:IFNＧγ分泌水平;B:ILＧ４分泌水平;C:ILＧ２分泌水平;D:ILＧ６
分泌水平;①:P＜００５;②:P＜０．０１;③:P＜０．００１

图４　小鼠脾脏T淋巴细胞中细胞因子分泌水平

Fig．４　Representativecytokineproductioninmousespleen
Tcellsafterimmunization

Rv２９４１p诱导更强的 ThＧ１类免疫反应.

２．６　Rv２９４１p促进 T淋巴细胞增殖　流式细胞技
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术分析免疫后小鼠脾脏 T 淋巴细胞内 CD４＋ 和

CD８＋ 细胞增殖分化情况.结果显示,Rv２９４１p和

Ag８５B都提高了 CD４＋ T 和 CD８＋ T 细胞的比例

(图５A).Rv２９４１p中 CD４＋ T细胞比例比 Ag８５B
中略低,而CD８＋ T细胞则比较高.

①:P＜０．０５

图５　T细胞增殖(A)及胞内细胞因子(B)表达情况

Fig．５　ProliferationandcytokineprofilesofT
cellsafterimmunization

３　讨　论

尽管目前广泛采用了标准药物治疗方案,现代

诊断方法和疫苗(卡介苗),但是全球结核病的流行

仍未得到充分的控制,因此,研发新型安全有效的结

核病疫苗迫在眉睫.而不管是亚单位疫苗还是重组

BCG疫苗,筛选有效的抗原尤为关键.据研究报

道,迄今为止,只有７％的结核分枝杆菌抗原能够激

活T细胞反应[１０].因此,在剩余的结核分枝杆菌抗

原中筛选更多的免疫显性 T 细胞表位至关重要.

Rv２９４１是一种参与调控 Mtb细胞壁脂质形成的基

因,而这种脂质在致病 Mtb逃避宿主的防御能力发

挥重要作用[１１],但是对于该抗原的免疫原性未见报

道,关于其 T 细胞表位区更是鲜有报道.因此,我
们利用免疫表位数据库(IEDB,https://www．iedb．
org/)分析抗原 Rv２９４１的 T细胞表位区,根据分析

结果选择位于第６４９~１０１７bp的 T细胞表位集中

区进行免疫原性分析.
结核分枝杆菌是一种胞内寄生菌,寄生在特殊

的囊泡和结核分枝杆菌吞噬体,因此,T细胞免疫对

结核免疫至关重要,尤其是 ThＧ１类免疫反应[１２].

IgG１和IgG２a分别是代表 ThＧ２和 ThＧ１型反应的

重要生物标志物[１３].本研究发现 Rv２９４１p可以促

进IgG２a的分化,提高IgG２a/IgG１的比值,这一结

果表明 Rv２９４１p倾向于刺激机体 ThＧ１类免疫反

应.此外,本研究中还检测了 ThＧ１ 类细胞因子

IFNＧγ和ILＧ２,结果显示免疫 Rv２９４１p后,小鼠脾

脏淋巴细胞IFNＧγ和ILＧ２的分泌显著提高,尤其是

IFNＧγ,这一数据也表明 Rv２９４１p可以刺激机体产

生较强的 ThＧ１类免疫反应.
在结核分枝杆菌感染中,ILＧ６是激活分泌IFNＧ

γ的 T细胞的关键,同时是一种主要的诱导保护性

T细胞的分子,加强IFNＧγ的作用[１４].本研究证实

Rv２９４１p可以明显促进 T淋巴细胞分泌ILＧ６细胞

因子,高 达 ２６００pg/mL(图 ４D),这 一 结 果 为

Rv２９４１p可以作为结核病新型疫苗候选抗原提供

依据.
在小鼠感染模型研究中证实 CD４＋T和 CD８＋

T细胞在抗结核免疫中发挥关键作用.CD４＋T细

胞可以与感染 Mtb的巨噬细胞相互作用,通过分泌

细胞因子(如IFNＧγ等)限制结核分枝杆菌在细胞

内的复制.同时,CD８＋ T 细胞分泌穿孔素裂解

Mtb感染的巨噬细胞和直接杀死细胞内 Mtb[１５].
本研究发现,Rv２９４１的 T细胞表位区(Rv２９４１p)显
著提高了 CD４＋ 和 CD８＋ T 细胞的增殖分化 (图

５A).另外,有研究证实,IFNＧγ、TNFＧα、ILＧ１２以及

ILＧ１７的表达是对抗结核的保护性免疫的重要指

标,特别是对高毒性结核分枝杆菌谱系[１６].本研究

利用流式细胞技术发现淋巴细胞胞内CD４＋T细胞

内IFNＧγ和TNFＧα的表达水平较高(图５B),IFNＧγ
和 TNFＧα属于 ThＧ１类细胞因子,这一结果表明

Rv２９４１p可以加强 CD４＋ThＧ１类免疫反应.同时,
从人类疾病和实验小鼠模型中可以明显看出,结核

分枝杆菌特异性CD４＋ 和CD８＋T细胞产生的IFNＧ
γ和 TNFＧα都是控制结核分枝杆菌感染的基础[１７].
这些结果都提示 Rv２９４１p的 T 细胞表位区可能是

潜在结核病疫苗抗原.

B细胞在介导结核病疫苗效力方面的作用也在

逐渐凸显,但是尚未完全了解其具体功能.在动物

模型和人类感染的相关研究已经提供了明确的证

据,即增殖的抗原特异性B细胞定殖于保护性肉芽

肿内,这些肉芽肿是高度特殊化的空间结构,可以控

制 Mtb的进一步感染[１８].因此,除了 T 细胞外,B
细胞有可能也参与疫苗诱导有效的抗结核病免疫反
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应的产生.本研究也证实 Rv２９４１p可以刺激机体

产生较强的IgG抗体,这一结果表明它可以刺激机

体产生较强的体液免疫反应.
综上所述,本研究发现 Rv２９４１的 T细胞表位

区核苷酸第６４９~１０１７bp具有较强的免疫原性,
可以刺激机体产生较强的 ThＧ１类免疫反应,可以

作为结核病新型疫苗的候选抗原之一.
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