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载体介导的艾美耳球虫微线体蛋白疫苗的研制现状*
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【摘要】 艾美耳球虫是鸡球虫病的病原体,疫苗研发是当前的热点领域之一。微线体蛋白免疫原性良好,本研究就卡

介苗(rBCG-AMA1/RB)、乳酸乳球菌(rLL-AMA1)、植物乳杆菌(rLp-EtMIC1/EtMIC2/TA4-AMA1)、鼠伤寒沙门氏菌

(rSt-5401/EnMIC2/MIC5)、根癌农杆菌(rAt-MIC2)、酵母(rPP-EtMIC2)和鸡痘病毒(rFPV-RB)等载体介导的艾美耳球

虫微线体蛋白疫苗的研究进展进行综述。
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【Abstract】 Eimeria
 

is
 

one
 

type
 

of
 

pathogen
 

agents
 

casuing
 

chicken
 

coccidiosis,it
 

recently
 

becomes
 

highlight
 

to
 

control
 

this
 

virus
 

by
 

use
 

of
 

the
 

vaccine.The
 

microneme
 

protein
 

has
 

ideal
 

immunogenicity,it's
 

outlined
 

on
 

the
 

status
 

in
 

the
 

research
 

of
 

vaccine
 

of
 

microneme
 

protein
 

of
 

Eimeria
 

mediated
 

by
 

bacteria
 

such
 

as
 

BCG(rBCG-AMA1/RB),Lactococcus
 

lactis
(rLL-AMA1),Lactobacillus

 

plantarum
 

(rLp-EtMIC1/EtMIC2/TA4-AMA1),Salmonella
 

typhimurium
 

(rSt-5401/En-
MIC2/MIC5),Agrobacteria

 

tumefaciens
 

(rAt-MIC2),Pichia(rPP-EtMIC2),and
 

virus
 

such
 

as
 

Fowlpox
 

virus(rFPV-
RB).
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***艾美耳球虫(Eimeria)引起的鸡球虫病是一种常见的禽类

传染病,临床以肠道损伤(尤其是盲肠)、血便或下痢为特点,死
亡率达20%~30%。通常艾美耳球虫(Eimeria)的种类有7
种,其中堆形艾美耳球虫(E.

 

acervulina)、巨型艾美耳球虫

(E.
 

maxima)和柔嫩艾美耳球虫(E.
 

tenella)的致病力较强,

和缓艾美耳球虫(E.
 

mitis)和早熟艾美耳球虫(E.
 

praecox)的
致病力弱,布式艾美耳球虫(E.

 

brunetti)和毒害艾美耳球虫

(E.
 

necatrix)在鸡场少见。以前使用抗生素进行化疗导致耐

药性和药物残留等问题,现今接种强毒苗或弱毒苗等活疫苗进

行防治[1],但强毒苗的免疫剂量不准确,经鸡体传代后卵囊数

目不断增加,可引起球虫病的爆发,弱毒苗存在毒力恢复或增

强的危险,亟需进一步探索新型疫苗。

艾美耳球虫的微线体主要分泌微线体蛋白(microneme
 

protein,MIC)和 顶 膜 抗 原 1(Apical
 

membrane
 

antigen
 

1,

AMA1)等蛋白质。MIC蛋白对于球虫运动是必须的,阻断

MIC的分泌将阻止寄生虫的体外粘附和体内感染,在免疫逃避

中起作用。MIC1蛋白在子孢子和裂殖子阶段表达,与虫体入

侵有关;MIC2蛋白是一种酸化蛋白,位于子孢子、第一代裂殖

体和第二代裂殖体中,在虫体入侵宿主细胞时大量表达,虫体

入侵宿主细胞后迅速消失,可能与免疫逃避有关;Et5401蛋白

是 MIC4蛋白的C末端序列;MIC5蛋白含有丰富的半胱氨酸

基序,形成11个串联的重复区域及 Apple结构域。菱形蛋白

(rhomboid
 

protein,RP)具有丝氨酸蛋白酶的活性,可水解 MIC
蛋白,主要参与表皮生长因子及其受体的信号传导,在免疫逃

避中发挥作用。AMA1蛋白是一种高度保守的Ⅰ型跨膜蛋白,

参与虫体顶突的再定位以及虫体棒状体蛋白的分泌,为虫体在

细胞内复制提供启动信号。研究显示将这些蛋白的DNA疫苗

免疫仔鸡可对抗艾美耳球虫卵囊的攻击感染[3-8],提示它们可

作为靶抗原进行开发。

细菌和病毒是人类常见的病原体,经过减毒改造后可作为

疫苗载体进行使用。这些载体介导的疫苗具有灭活疫苗和活

疫苗的优势,能主动感染宿主的细胞,协助外源基因有效进入

细胞,产生细胞因子和趋化因子等,从而诱导长期的免疫应答。

卡介苗、乳酸乳球菌、植物乳杆菌、鼠伤寒沙门氏菌、根癌农杆

菌、酵母和鸡痘病毒等载体的减毒株均可以作为疫苗载体。本

研究拟概述载体介导的艾美耳球虫微线体蛋白疫苗的研制现

状。

1 细菌作为表达载体

1.1 卡介苗 卡介苗(Bacille
 

Calmettle-Guerin,BCG)是一种

免疫佐剂,可开发为疫苗载体[9]。Li等[10]以巨型艾美耳球虫

子孢子cDNA文库为模板扩增 AMA1基因,插入pMV261得

pMV261-AMA1,电转BCG,筛选和培养后,免疫印渍显示阳性
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血清识别重组菌表达的46
 

kDa蛋白。将107CFU疫苗口服、

滴鼻或皮下注射1
 

d龄的仔鸡,在初次接种后2周强化1次,在
初次 接 种 后3周 显 现 血 清IgG 的 滴 度 提 升,流 式 细 胞 仪

(FACS)证实脾CD4+和CD8+T细胞的数目增加,脾细胞产生

大量IL-1β、IFN-γ、IL-15和IL-10等细胞因子,此时口服5×
104 堆形艾美耳球虫的卵囊进行攻击,在攻击后1周提示免疫

组的体重增加,盲肠病变减轻,粪便卵囊的数目减少,以皮下注

射免疫组的效果为佳。

Wang等[11-12]以柔嫩艾美耳球虫卵囊的cDNA文库为模

板扩增RB基因,插入pMD18-T得pMD18-RB,与pMV261重

组得pMV261-RB,电穿孔转化BCG,卡那霉素筛选,采取PCR
技术能扩增出长度770

 

bp的RB基因。将106CFU疫苗滴鼻1
 

d龄的仔鸡,在初次滴鼻后2周重复一次,显示血清IgG的滴度

在初次滴鼻后2~4周提升,在初次滴鼻后4周提升较高,在初

次滴鼻后4周经FACS证实脾CD4+和CD8+T细胞的数目增

加,此时口服3×104 柔嫩艾美耳球虫的卵囊进行攻击,在攻击

后1周表明免疫组的体重增加,盲肠病变减轻,减卵囊率为56.
04%。随后他将RB基因与IL-2基因融合后插入pMV361得

pMV361-RB-IL-2,电穿孔转化BCG,筛选培养,Westernblot证

明重组菌表达40
 

kDa的融合蛋白可被阳性血清所识别。将

107CFU疫苗滴鼻或皮下注射0
 

d龄的仔鸡,在初次免疫后2
周强化1次,在初次免疫后4周口服3×104 柔嫩艾美耳球虫

的卵囊进行攻击,在攻击后1周提示滴鼻免疫组和皮下注射免

疫组的减卵囊率分别为64.1%和56.2%。

1.2 乳酸乳球菌 乳酸乳球菌(Lactococcus
 

lactis,LL)是乳制

品工业发酵的重要菌类,是一种有希望的疫苗载体[43]。王芬

等[14]以 pMD18-EtAMA1 为 模 板 扩 增 AMA1 基 因,插 入

pTX8048得pTX8048-AMA1,电转 NZ9000株,Western杂交

表明阳性血清识别重组菌表达62kDa的EtAMA1-trxA蛋白,

但未进行接种动物的试验。

1.3 植物乳杆菌 植物乳杆菌(Lactobacillus
 

plantarum)可
定植肠道,吸附肠道粘膜,具有抗胆汁酸和免疫佐剂的作用,是
一种可口服的疫苗载体[15]。金黄葡萄球菌的纤连蛋白 A(Fn-
BPA)具有侵袭粘附作用,可增强重组乳酸菌的递送能力。张

赞等[16]以pMD18-PgsA-EtMIC1为模板扩增PgsA-EtMIC1基

因,插入pSIP409-FnBPA 得pSIP409-FnBP-PgsA-EtMIC1,电
转NC8株,Westernblot提示阳性血清识别重组菌表达的58

 

kDa融合蛋白。将109CFU疫苗口服1
 

d龄的仔鸡,在初次口

服后2、3、10、11、12
 

d重复5次,在初次口服后28
 

d显现血清

IgG的滴度提升,小肠液sIgA 和血清IFN-γ和IL-18升高,

FACS证明外周血单核细胞(PBMC)中CD4+ 和CD8+T细胞

的数目增加。Liu等[17]将EtAMA1/EtMIC2基因插入pUC57
得pUC57-EtAMA1/EtMIC2,与pLQ9-ES-plm 重组得pLQ9-
EtAMA1/EtMIC2,电转NC8株,免疫杂交提示阳性血清可与

重组菌表达的66
 

kDa的EtAMA1和56
 

ku的EtMIC2蛋白起

反应。将2×109CFU疫苗分别在4、5、6、18、19、20
 

d口服1d
龄的仔鸡,在初次接种后30

 

d口服5×104 柔嫩艾美耳球虫的

卵囊进行攻击,在攻击后1周显示免疫组的体重增加,盲肠病

变显著减轻。

TA4分子位于子孢子的表面,是一个异二聚体糖蛋白,与
虫体入侵细胞有关,参与免疫逃避,将其DNA疫苗接种仔鸡可

产生交叉保护力[18]。枯草芽孢杆菌聚-γ-谷氨酸合成酶A(Pg-

SA)是一种表面展示抗原,可以提高重组乳酸菌的表达效率。

Liu等[19]以柔嫩艾美耳球虫卵囊的基因组 DNA为模板扩增

TA4/AMA1基因,将其融合后插入pSIP409-PgsA得pSIP409-

PgsA-TA4-AMA1,电转NC8株,Westernblot证明阳性血清结

合重组菌表达的100
 

kDa的融合蛋白。将109CFU疫苗分别

在3、4、5、17、18和19
 

d口服0
 

d龄的仔鸡,在初次接种后29
 

d
显示血清IgG和小肠液sIgA升高,FACS证实PBMC中CD4+

和CD8+T细胞的数目增加,在初次接种后30
 

d口服5×104

柔嫩艾美耳球虫的卵囊进行攻击,在攻击后1周显现免疫组的

盲肠病变减轻,粪便的卵囊数目减少。

1.4 鼠伤寒沙门氏菌 鼠伤寒沙门氏菌(Salmonella
 

typhi-
murium,St)是一种胞内寄生菌,具有粘膜免疫佐剂的作用,可
有效表达插入的外源基因[20]。Du等[21]以柔嫩艾美耳球虫子

孢子cDNA 文 库 为 模 板 扩 增5401基 因,插 入 pGEM-T 得

pGEM-5401,与pCDNA3-1重组得pCD-5401,电转SL1344株,

筛选培养后,通过PCR能扩增出长度900
 

bp的5401基因。将

107、108 和109CFU疫苗分别口服1
 

d龄的仔鸡,在初次免疫后

2周强化1次,在初次免疫后4周显示血清IgG提升,此时口服

6×104 柔嫩艾美耳球虫的卵囊进行攻击,在攻击后1周发现

107CFU免疫组、108CFU免疫组和109CFU免疫组的减卵囊

率分别为48.44%、55.0%和57.5%;各个免疫组的体重增加,

盲肠病变减轻,

谢明权等[22]以pGEM-EnMIC2为模板扩增 EnMIC2基

因,插入pYA3342得pYA3342-EnMIC2,电转X4550株,West-

ern杂交显示阳性血清结合重组菌表达的35
 

kDa蛋白。将108

和109CFU疫苗分别口服1
 

d龄的仔鸡,在免疫后3周显示血

清IgG和小肠组织sIgA的滴度提升,此时口服500个毒害艾

美耳球虫的卵囊进行攻击,在攻击后1周显示108CFU免疫组

和109CFU免疫组的减卵囊率分别为26.62%和48.92%。孟

庆玲等[23]将109CFU的rSt-MIC5疫苗口服1
 

d龄的仔鸡,在

初次接种后2周重复1次,在初次接种后4周显现血清IgG提

升,PBMC增殖,此时口服2×104 斯氏艾美耳球虫的卵囊进行

攻击,在攻击后1周发现免疫组和对照组的存活率分别为

100%(9/9)和11.1%(1/9)。

1.5 根癌农杆菌 烟草(Nicotiana
 

tabacum)是常用的转基因

植物反应器[24]。Sathish等[25]以柔嫩艾美 耳 球 虫 卵 囊 的 总

RNA为模板扩增1.2kb的 MIC2基因,插入pTRA-ERH 得

pTRA-MIC2,转化根癌农杆菌(Agrobacteria
 

tumefaciens)的

LBA4404株,转染烟草的子叶,培育转基因植株;免疫印渍表明

阳性血清识别转基因烟草表达的55
 

kDa的 MIC2蛋白。将50
 

μg重组蛋白加弗氏佐剂肌肉注射1
 

d龄的仔鸡,在初次注射后

7、14和21
 

d重复3次,在初次注射后28
 

d显现血清IgG提升,

RT-PCR证实脾组织IFN-γ的转录增加,此时口服104 柔嫩艾

美耳球虫的卵囊进行攻击,在攻击后1周表明免疫组的体重增

加,减卵囊率为65.6%。

1.6 酵母 毕赤酵母(Pichia
 

pastoris)和酿酒酵母(Saccha-
romyces

 

cerevisiae)的胞壁成分(葡聚糖和甘露寡糖)是一种免

疫佐剂,可诱导细胞和体液免疫应答,酵母的真核表达系统可

对表达蛋白进行翻译后加工和修饰,同时具有可快速利用的碳
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源,操作简单,生长快速和价廉等优点[26-27]。Zhang等[28]以柔

嫩艾美耳球虫卵囊的总RNA为模板扩增EtMIC2基因,插入

pTET1.2 得 pJET-EtMIC2,与 pPIC9k 重 组 得 pPIC9K-Et-
MIC2,电转GS115株,Western杂交证实阳性血清结合重组酵

母表达的48
 

kDa蛋白。将20
 

μg重组蛋白肌肉注射1d龄的仔

鸡,在初次注射后1、2和3周强化3次,在初次注射后4周显

现脾细胞分泌高水平IL-17,FACS证实脾CD4+ 和CD8+T细

胞的数目增加,此时口服6×103 巨型艾美耳球虫的卵囊进行

攻击,在攻击后1周提示免疫组的减卵囊率为85.01%,抗球虫

指数(anti-coccidial
 

index,ACI)为180.46。孙慧等[29]将pTET-
MIC2与pCTCON2重组得pCTCON2-MIC2,电转酿酒酵母

EBY100株,筛选和培养,免疫荧光证实重组酵母能够呈现融合

蛋白的分子,但未报道保护力的试验结果。

2 鸡痘病毒作为表达载体

鸡痘病毒(Fowlpox
 

virus,FPV)的基因组较大,可容纳25
 

kb的外源基因,是一种非复制型的病毒载体,仅在胞浆中复

制,是构建多价疫苗的理想载体[30]。杨桂连等[31-33]以柔嫩艾

美耳球虫卵囊的总RNA为模板扩增RB基因,插入pMD18-T
得pMD18-RB,与 pUTA2 重 组 得 pUTA2-RB,加 FPV 的

282E4株转化CEF细胞株,溴脱氧尿苷筛选培养,Western印

渍表明阳性血清识别转基因病毒表达的28
 

kDa的RB蛋白。

将102、103 和104PFU的疫苗皮下注射1
 

d龄的仔鸡,在初次

注射后14
 

d重复1次,在初次注射后21
 

d显现血清IgG提升,

PBMC增殖,FACS证实PBMC中CD4+ 和CD8+T细胞的数

目增加,此时口服5×104 柔嫩艾美耳球虫的卵囊进行攻击,在
攻击后1周提示免疫组的体重增加,盲肠病变减轻;102PFU免

疫组、103 免疫组和104PFU免疫组的减卵囊率分别为67.5%、

71.1%和71.2%,若疫苗仅免疫1次,则各组的保护力分别下

降为39.6%、41.1%和41.7%。

3 结语

虽然大部分载体介导的艾美耳球虫微线体蛋白疫苗接种

禽类后可产生一定的保护力,但它们诱导的保护性免疫应答的

水平很低,尚未达到人们的预期水准;人们发现重组BCG疫苗

生长缓慢,转化效率低,外源基因的表达需特殊载体等;重组乳

酸菌苗长期低剂量口服有可能产生免疫耐受现象;重组沙门氏

菌苗的表达产物与天然蛋白存在差异,表达水平较低;转基因

植物疫苗很少被公众认可和接受;酵母菌表达的重组蛋白活性

较低,不易纯化;病毒载体的自身蛋白及其双链RNA具有免疫

佐剂效应,但病毒载体自身具有潜在的致癌和致病性,人群普

遍具有抗病毒的抗体,影响其免疫效果。

随着科技的进步,人们将对艾美耳球虫的基因组学、蛋白

质组学、代谢组学、转录组学以及表观遗传学等进行深入探索,

从而阐明艾美耳球虫微线体蛋白的结构与功能的关系,筛选新

的抗原分子,构建多价高效的复合基因疫苗或含有基因佐剂的

混合基因疫苗或多表位疫苗;艾美耳球虫的各个阶段和各种虫

株都存在特异性抗原,筛选、鉴定和分离保护性强的抗原,将其

联合制成多价疫苗;关注艾美耳球虫的虫株变异与宿主遗传的

关系;探索基于类转录激活因子效应的核酸酶(TALEN)或基

于CRISPR/cas9的基因编辑技术用于疫苗研究;探究这些疫苗

的免疫原性、转化效率、MHC限制性以及能否长期在宿主体内

表达;研究新型佐剂、疫苗载体和制备融合蛋白,提高疫苗的免

疫原性;在宿主体内准确评估新型疫苗分子的保护性免疫机

制;摸索纳米微粒技术引入新型疫苗是否可延长免疫应答的时

间,诱导记忆性T细胞的产生;阐明这些问题有助于拓展载体

介导的艾美耳球虫微线体蛋白疫苗的开发应用前景。
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