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弓形虫免疫作图蛋白1(TgIMP1)表位疫苗的设计及构建*

徐昊志1,周贝贝2,刘俏俏3,董宏杰1,代莉莎1,谢环环1,孙航1,王琦1,张俊梅1,赵桂华1,徐超1,尹昆1**

(1.山东省寄生虫病防治研究所,山东第一医科大学(山东省医学科学院),山东济宁
 

272033;

2.济宁市中心血站;3.莱州市人民医院)

【摘要】 目的 设计基于弓形虫免疫作图蛋白1(TgIMP1)抗原蛋白的表位疫苗并进行结构验证。 方法 分别采用

IEDB和ABCpred软件预测TgIMP1蛋白的B细胞抗原表位,分别采用SYFPEITHI和IEDB软件预测TgIMP1蛋白的

T细胞抗原表位,运用DNA
 

man比对筛选出T-B联合表位,在PfIMP2同源结构中验证表位性质并设计TgIMP1优势

表位盒。 结果 通过计算机虚拟设计,得到了4条TgIMP1的优势B细胞表位(B1-B4)和2条优势T细胞表位(T1-
T2),6条优势表位均处于PfIMP2结构外侧的无规卷曲区,且均为极性表面,适合作为表位疫苗的备选肽段。 结论 
根据预测结果构建了3种TgIMP1优势表位盒,为多价表位疫苗的研发奠定基础。
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【Abstract】 Objective Design
 

an
 

epitope
 

vaccine
 

based
 

on
 

Toxoplasma
 

gondii
 

immune
 

mapped
 

protein
 

1
 

(TgIMP1)
 

and
 

verified
 

the
 

prediction
 

vaccine
 

using
 

the
 

homologous
 

protein
 

structure. Methods B
 

cell
 

epitopes
 

of
 

TgIMP1
 

protein
 

were
 

predicted
 

by
 

IEDB
 

and
 

ABCpred
 

software,respectively;T
 

cell
 

epitopes
 

of
 

TgIMP1
 

protein
 

were
 

predicted
 

by
 

SYF-
PEITHI

 

and
 

IEDB,respectively.
 

T-B
 

combined
 

epitopes
 

were
 

screened
 

by
 

DNA
 

MAN
 

comparison.
 

The
 

properties
 

of
 

pre-
dicted

 

epitopes
 

were
 

verified
 

in
 

PfIMP2
 

homologous
 

structure.
 

Based
 

on
 

the
 

results,the
 

TgIMP1
 

dominant
 

epitope
 

boxes
 

were
 

designed
 

and
 

constructed. Results Four
 

dominant
 

B
 

cell
 

epitopes
 

(B1-B4)
 

and
 

two
 

dominant
 

T
 

cell
 

epitopes
 

(T1-
T2)

 

of
 

TgIMP1
 

were
 

successfully
 

predicted
 

by
 

computer
 

virtual
 

design
 

method.
 

All
 

of
 

the
 

predicted
 

dominant
 

epitopes
 

were
 

located
 

on
 

the
 

outside
 

of
 

the
 

PfIMP2
 

structure,in
 

the
 

random
 

curl
 

zone
 

and
 

with
 

polar
 

surfaces,indicating
 

that
 

they
 

were
 

appropriate
 

as
 

candidates
 

for
 

constructing
 

epitope
 

vaccine. Conclusion Based
 

on
 

the
 

above
 

virtual
 

design
 

results,

three
 

TgIMP1
 

dominant
 

epitope
 

boxes
 

were
 

constructed,laying
 

a
 

foundation
 

for
 

the
 

subsequent
 

development
 

of
 

multiva-
lent

 

epitope
 

vaccines.
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***刚地弓形虫(Toxoplasma
 

gondii)为机会性致病寄

生虫,可引起人兽共患弓形虫病。目前世界人群弓形

虫血清学阳性率已达30%,我国平均阳性率为12.
3%[1],我国献血人群总阳性率约为6.26%,同时呈现

较为明显的区域性差异[2]。我国30个省发现人畜感

染病例[3];孕妇感染后垂直感染率达50%,可造成胎

儿死胎、畸形和弱智[4]。免疫缺陷病人感染可引发全

身急性弓形虫病,病死率高[5]。孕妇TORCH检查在

一定程度上可有效降低弓形虫感染风险,但目前在健

康献血者群体中进行常规筛查鲜有报道,弓形虫感染

存在潜在的输血传播风险。此外,免疫系统正常的人

也可能患上严重的眼部疾病或中枢神经系统疾病[6]。
美国和法国已将其列为继沙门氏菌和李斯特菌后的第
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三大致死性食源菌[7]。目前国内外弓形虫病的预防性

疫苗的研发经历了从弱毒/减毒株疫苗、特异组分亚单

位疫苗、核酸疫苗到表位疫苗的发展过程。弓形虫疫

苗备选抗原集中于速殖子导致的急性感染阶段,包括

黏附宿主细胞的表面抗原蛋白SAG1、SAG2和SAG3
等外源凝集素和黏连蛋白[8]。识别并粘附宿主细胞受

体的 MICs蛋 白 如
 

MIC1-MIC12[9]、顶 端 膜 抗 原1
(AMA1)[10]、SUB1和SUB2[8]等。以及介导纳虫小

泡膜 的 棒 状 体 蛋 白 (ROPs)[10]和 致 密 颗 粒 蛋 白

(GRAs)[12]。但目前尚无完全保护力的抗弓形虫疫

苗。
免疫 作 图 蛋 白 1(Immune

 

mapped
 

protein-1,

IMP1)于2011年由Blake等[13]通过基因图谱分析,在
爱美尔球虫(Eimeria

 

tenella)基因组内被发现IMP1
表达谱广泛,在包括mox/wa、Toxoplasma

 

gondii和

Neospora
 

caninum 的艾美耳球虫属多个物种中均可

表达[14-15],是球虫属不同物种中共享的保护性抗原,其
表达产物可作为疫苗候选抗原[16]。鸡球虫编码的

EtIMP1免疫实验用鸡,具有较强的抗鸡球虫病免疫

原性,对鸡具有明显的免疫保护作用。IMP1亚单位

疫苗和核酸疫苗的免疫效果在弓形虫和新孢子虫中得

到验证。Cui等[14]构建的pcDNA(3.1)-IMP1单价

TgIMP1核酸疫苗被证明具有较强的免疫原性,倾向

于产生Th1型免疫反应,且对免疫小鼠的免疫保护效

果 显 著。Yin 等[17] 构 建 和 纯 化 的 艾 美 耳 球 虫

EtIMP1-vFliC亚单位疫苗的免疫原性和免疫保护性

均显著优于EtIMP1单价亚单位疫苗以及福氏完全佐

剂(FCA)、vFliC 和 EtIMP1-FCA 等 4 种 对 照 组。

EtIMP1-CD40L 亚 单 位 疫 苗 的 功 效 也 显 著 好 于

EtIMP1全长单价疫苗[18],表明IMP1还具有良好的

协同性,可配合其它抗原或佐剂共同发挥免疫功效。

EtIMP1(161-397)蛋白片段对鸡具有与全长蛋白相当

的免疫原性和保护力,特别是细胞因子IFN-γ的分泌

水平高于全长蛋白,提示IMP1的C-末端片段可能起

主要的免疫作用[19]。
因此,本研究通过分析TgIMP1的T细胞及B细

胞抗原表位,并在已释放的疟原虫PfIMP2的三维晶

体结构[20]中对表位进行构象验证,设计基于蛋白结构

的TgIMP1的表位抗原,为开发基于TgIMP1候选抗

原的多价表位抗弓形虫疫苗奠定基础。

材料与方法

1 氨基酸序列及蛋白三维结构的获取

TgIMP1蛋白的氨基酸序列来源于 NCBI(ht-
tps://www.ncbi.nlm.nih.gov/)在线数据库,其蛋白

登录号为 AFB35815.1。PfIMP2蛋白的核磁共振三

维结构源于 RCSB
 

PDB数据库(http://www.rcsb.
org/pdb/home),结构ID号为5LG9。

2 方法

2.1 B淋巴细胞抗原表位预测 运用在线预测网站

IEDB
 

(http://tools.immuneepitope.org/main/)等
参数对TgIMP1抗原的B细胞表位进行预测。通过

IEDB网站,输入氨基酸序列,通过 Karplus&Schulz
分析 柔 韧 性,Kolaskar&Tongaonkar预 测 抗 原 性,

Emini预 测 抗 原 表 面 可 及 性,Parker预 测 亲 水 性,

Chou&Fasman法预测氨基酸编码蛋白的β转角。采

用ABCpred(https://webs.iiitd.edu.in/raghava/ab-
cpred/ABC_submission.html)进行预测。

2.2 优势T淋巴细胞抗原表位预测 运用在线预测

网站 SYFPEITHI(http://www.syfpeithi.de/bin/

MHCServer.dll/EpitopePrediction.htm)对 TgIMP1
的T细胞表位进行预测。方法:选择 HLA-A*02:

01、HLA-A*03、HLA-B*07:02和 HLA-B*15:16,
选取得分大于20分的氨基酸序列进行分析。采用

IEDB(http://tools.immuneepitope.org/main/)预测

软 件,选 择 MHC-II
 

Binding
 

Prediction 功 能 对

TgIMP1的T细胞表位进行平行预测。

2.3 T-B联合表位分析方法 运用DNA
 

man软件

比对筛选出TgIMP1抗原T-B联合表位。综合二级

结构 的 分 析 和 HLA 表 位 分 布 的 预 测 结 果,选 出

TgIMP1的优势表位氨基酸序列。从高评分表位里筛

选重叠部分作为优势表位。

2.4 三维结构验证方法 运用PyMOL软件分析验

证TgIMP的优势表位在PfIMP2三维结构中的位置

及表面电势,处理生成结构验证图片。

结 果

1 TgIMP1的B细胞表位预测结果

通过IEDB软件对TgIMP1抗原蛋白的B细胞表

位进行预测(图1),根据TgIMP1蛋白的抗原指数、表
面可及性、柔韧性、线性表位、亲疏水性和β转角等6
个方面,筛选到的TgIMP1的B细胞表位见表1。其

中柔韧性参数以基线1.0为参照,>1.0的氨基酸区

段柔韧性强,是易于形成抗原表位的区域;可及性参数

>1.0的区段易形成B细胞表位;亲水性参数以2.09
作为基线。

根据pfIMP2蛋白的结构,预测了pfIMP2蛋白的

构象表位,结果见图2。pfIMP2的构象表位集中存在

于40-80位氨基酸之间,以及95位氨基酸附近。
采用了ABCpred对TgIMP1的B细胞表位进行

了预测,预测结果见表2。得分越高,其成为优势表位

的可能性越大。
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表
 

1 TgIMP1蛋白的B细胞表位肽段预测结果
Table

 

1 Position
 

of
 

the
 

predicted
 

T
 

cell
 

epitope
 

of
 

TgIMP1
 

protein

预测方法
Prediction

 

methods

预测结果(氨基酸位置)
Prediction

 

results
 

(the
 

position
 

of
 

amino
 

acid)

抗原指数
29-35,47-52,80-89,98-105,112-124,126-136,151-
161,177-187,193-199,212-224,258-268,287-325,
344-350,367-373

表面可及性 8-17,63-77,162-173,198-209,224-235,252-258,
269-274,279-285,325-331

线性表位
5-50,63-81,83-94,104-109,124-154,156-178,198-
210,223-247,250-257,271-285,300-314,326-369,
378-396

图
 

1 IEDB分析的TgIMP1的B细胞抗原表位

Fig.1 The
 

predicted
 

T
 

cell
 

epitopes
 

analyzed
 

by
 

IEDB

表
 

2 ABCpred预测的TgIMP1(176-360)B淋巴细胞表位
Table

 

2 Prediction
 

results
 

of
 

TgIMP1(176-360)
 

B
 

lymphocyte
epitopes

 

using
 

ABCpred

ABCpred预测
ABCpred

 

Prediction

位置
Position

序列
Sequence

得分
Score

263 ATVLKAANEYEAKVTV 0.90
275 KVTVREWTEEMPPQVF 0.87
239 LLTDIEAKWSVWKVNE 0.85
308 RGHPVDLGVFSHIAVV 0.83
223 KNVPRMKYEKKGGKTE 0.81
346 AVAAGGADQRFAPRGI 0.80

2 TgIMP1的T细胞表位预测

运用SYFPEITHI
 

预测 TgIMP1抗原的细胞毒

性T淋巴细胞表位(CTL),在进行T
 

细胞表位的预测

后,选取了分值高的7个CD8+
 

T细胞抗原表位,预测

结果见表3。运用IEDB软件,选择 MHC-II
 

Binding
 

Prediction功能,预测所得的 TgIMP1(176-360)的 T
细胞表位序列见表4。

图
 

2 PfIMP2蛋白的B淋巴细胞构象表位预测结果

Fig.2 The
 

Predicted
 

B
 

lymphocyte
 

conformation
 

epitopes
of

 

PfIMP2
 

protein

表
 

3 SYFPEITHI预测的T细胞表位

Table
 

3 The
 

predicted
 

T
 

cell
 

epitopes
 

by
 

SYFPEITHI
序号
No

起始位置
Initial

 

position
氨基酸序列

Sequence
 

of
 

amino
 

acid
分值
Score

1 213 V
 

L
 

L
 

S
 

F
 

V
 

P
 

A
 

L 30
2 178 S

 

A
 

Y
 

G
 

Y
 

L
 

L
 

F
 

L 25
3 185 F

 

L
 

P
 

D
 

K
 

G
 

G
 

S
 

L 25
4 298 L

 

V
 

G
 

N
 

K
 

V
 

A
 

S
 

L 25
5 321 A

 

V
 

V
 

P
 

A
 

D
 

K
 

N
 

K 26
6 306 L

 

P
 

R
 

G
 

H
 

P
 

V
 

D
 

L 26
7 304 A

 

S
 

L
 

P
 

R
 

G
 

H
 

P
 

V 30

表
 

4 IEDB软件预测的TgIMP1的 MHC-II
 

T细胞表位

Table
 

4 The
 

predicted
 

MHC-II
 

T
 

cell
 

epitopes
 

of
 

TgIMP1
 

by
 

IEDB
序号
No

起始位置
Initial

 

position
氨基酸序列

Sequence
 

of
 

amino
 

acid
终止位置

Ending
 

position
分值
Score

1 255 KEIEALTGAPAAVTR 269 0.47
2 288 QVFISLLHVGLVGNK 302 0.67

3 TgIMP1的T-B联合优势决定簇的选取和设计

根据pfIMP2的三维结构和T、B细胞表位预测区

域,设计B细胞表位取舍。结合PfIMP2三维晶体结

构数据,确定B细胞表位作为备选的优势决定簇,见
表5。根据T细胞表位重叠区域和三维空间结构,最
终选取的优势T细胞抗原决定簇见表6。

表
 

5 TgIMP1的优势B细胞抗原决定簇

Table
 

5 The
 

dominant
 

B
 

cell
 

antigenic
 

determinants
 

of
 

TgIMP1
序号
No

起始位置
Initial

 

position
氨基酸序列

Sequence
 

of
 

amino
 

acid
终止位置

Ending
 

position

B1 219 PALHKNVPR 227
B2 277 TVREWTEEMPPQV 289
B3 331 FKDGFNLSE 339
B4 354 QRFAPRG 360

表
 

6 TgIMP1的优势T细胞抗原决定簇

Table
 

6 The
 

dominant
 

T
 

cell
 

antigenic
 

determinants
 

of
 

TgIMP1
序号
No

起始位置
Initial

 

position
氨基酸序列

Sequence
 

of
 

amino
 

acid
终止位置

Ending
 

position

T1 186 LPDKGGS 192
T2 304 ASLPRGHPVDL 314

4 TgIMP1的T-B联合优势决定簇在pfIMP2三维结

构中的验证

得到4条TgIMP1的优势B细胞表位(B1-B4)和
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2条优势T细胞表位(T1-T2),为明确这些表位的空

间位置是否处于蛋白表面极性亲水区域,将PfIMP2
蛋白结构中的这6条优势抗原决定簇用彩色进行了标

识,结果表明,这6条优势表位均处于结构外侧的无规

卷曲区,且均为极性表面,适合作为表位疫苗的备选肽

段(图3)。

图
 

3 TgIMP1的优势T-B细胞表位在同源结构PfIMP2中的位置
及对应的表面电势(A.B.自左至右分别为结构卡通展示图、结构表面

展示图和表面电势图。)
Fig.3 Identification

 

results
 

of
 

the
 

dominant
 

T-B
 

cell
 

epitopes
of

 

TgIMP1
 

in
 

the
 

homologous
 

structure
 

PfIMP2
 

and
 

their
corresponding

 

surface
 

potentials
 

(A.B.
 

from
 

left
 

to
 

right
 

are
 

the
 

cartoon
 

structure
 

diagram,the
 

surface
 

structure
 

diagram
 

and
 

the
 

surface
 

potential
 

diagram
 

respectively)

5 TgIMP1优势表位盒的构建策略

在TgIMP1的各B淋巴细胞优势表位之间用柔

性GS
 

(甘氨酸/丝氨酸)Linker(序列:GGGGS)间隔,
以延长融合蛋白在体内的作用时间并保持各表位的相

对独立;此外,在B淋巴细胞和T淋巴细胞优势表位

之间,用2个赖氨酸KK为间隔序列,使有利于蛋白酶

进行适当切割,在不构成新的表位的同时发挥各表位

的独立作用。由于 TgIMP1(176-360)蛋白为稳定核

心,N端和C端均缺失,进行通用Th表位预测没有得

到有效的预测结果,可在表位盒N端加入通用Th表

位序列PADRE(序列为:AKFVAAWTLKAAA),该
序列能够与大多数 MHC-Ⅱ类分子结合,一定程度能

够克制结合识别上的限制性,有利于发挥表位作用。
设计3种排列组合方式,3种表位盒结构见图4。

讨 论

弓形虫可通过先天性感染及后天性获得感染,在
临床上可通过器官、骨髓移植或输血感染,严重者可导

致死亡。疫苗的研制对于先天性感染的阻断及获得性

感染的预防性阻断,均具有重要的意义。弓形虫病疫

苗的种类随着免疫学和分子生物学等科学技术的发展

而发展,先后经历了全虫疫苗、虫体特异组分疫苗和基

因工程疫苗。由于基因工程疫苗在靶标抗原选取的广

泛性、疫苗效果的可预测性、疫苗安全性等都有着明显

的优势,且易于大规模生产,生产费用相对较低,因而

是目前疫苗研制的主要趋势。为提高候选抗原的免疫

原性,通过基因工程手段,体外表达并人工合成病原体

相关抗原表位(包括T细胞表位和B细胞表位),并结

合有效的抗原提呈方式,可构建具备更高免疫活性的

基因工程疫苗即表位疫苗。近年来随着免疫学的发

展,利用具有强保守性和免疫原性的弓形虫抗原表位

来研制弓形虫疫苗己成为弓形虫疫苗发展的新思路。
如果把不同抗原的多个优势决定簇组合到一起,对免

疫机体形成多层次、多特异性免疫保护,远大于单个抗

原的保护力,且能克服传统疫苗毒力回复与扩散的缺

点。

图
 

4 TgIMP1的3种优势表位盒结构图

Fig.4 Schematic
 

diagram
 

of
 

TgIMP1's
 

three
 

dominant
 

epitope
 

boxes

研制表位疫苗的基础是寻找变应原的
 

T
 

细胞表

位和
 

B
 

细胞表位,传统的确定T/B细胞表位的方法是

重叠肽法,而这种方法耗时、耗力。随着生物信息学技

术的发展和结构数据库的不断完善更新,利用生物信

息学技术对备选抗原与
 

MHC
 

分子结合的可能性进行

预测,初步筛选出备选的优势决定簇,并在其三维结构

上进行验证的计算机虚拟预测筛选方法,不仅高效,且
更加准确。TgIMP1不仅可作为效果良好的疫苗候选

抗原,基因敲除实验还表明,TgIMP1还参与调控速殖

子的胞内增殖过程[21]。因此,本研究在对TgIMP1的

生物信息学分析基础上,结合PfIMP2的三维结构,设
计了TgIMP1的优势构象表位盒,并通过其高分辨率

三维晶体结构对表位盒内所包含的优势抗原决定簇进

行了验证,为构建多基因多价表位疫苗奠定理论基础。
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