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脲酶 B亚单位疫苗免疫对奶牛
血清蛋白质组分的影响
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摘要:为探讨脲酶 B( Ure B) 亚单位疫苗免疫后奶牛血清蛋白质组分的表达变化。选用 8 头健康的泌乳荷斯坦奶
牛，分为免疫处理组和空白对照组，分别于胯部两侧肌肉注射 Ure B亚单位疫苗( 含抗原蛋白 0． 2 mg) 和生理盐水，每
隔 2 周进行加强免疫，并于免疫后第 56 天采集奶牛血样，用间接 ELISA法测定血清中特异性 IgG、IgM和 IgA效价，用
二维凝胶电泳( 2-DE) 结合 MALDI-TOF-TOF质谱技术研究血清蛋白质组表达变化。免疫处理组奶牛血清中特异性
IgG效价显著高于对照组( P ＜ 0． 05) ，但 Ure B免疫对奶牛血清中特异性 IgM 和 IgA 效价无显著影响( P ＞ 0． 05) 。血
清蛋白质组分析发现 6 个差异表达蛋白点，其中 3 个蛋白点得到有效鉴定。结合珠蛋白前体和其他 3 个蛋白点在免
疫 Ure B亚单位疫苗奶牛血清中表达量增加，而 Kakapo蛋白的表达量降低。Ure B亚单位疫苗免疫引起奶牛血清中
结合珠蛋白和 Kakapo等蛋白表达发生变化，为进一步研究脲酶 B亚单位疫苗免疫对奶牛机体的影响提供了依据。
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Effect of Ure B Subunit Vaccine Immunization
on Serum Proteins in Dairy Cows
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Abstract: This study was to investigate the changes of serum proteins in dairy cows immunized with Ure B sub-
unit vaccine． Eight healthy cows were divided into 2 groups and immunized with 0． 2 mg antigen protein or saline by
intramuscular injection on both sides of the hip，once every two weeks，and total 4 times for immunization． Serum
samples were collected on 56 d after immunization with Ure B subunit vaccine． Specific antibody in blood samples
were determined by ELISA methods． Serum proteomic analysis were performed using two-dimensional gel electro-
phoresis ( 2-DE) coupled with MALDI-TOF-TOF mass spectrometer． Specific IgG were significantly higher after the
cows immunized with Ure B subunit vaccine than control groups( P ＜ 0． 05) ，whereas IgM and IgA was not signifi-
cant ( P ＞ 0． 05 ) ． Proteomic analysis revealed 6 protein spots were differentially expressed，and 3 spots were suc-
cessfully identified． Haptoglobin precursor and 3 unknown spots were up-regulated in cows immunized with Ure B
subunit vaccine，while Kakapo was down-regulated． The current study showed that cows injection with Ure B subunit
vaccine can result in the change of haptoglobin，Kakapo and other proteins，which provide the basis for further re-
search of the physiology effects of Ure B subunit vaccine on dairy cows．
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幽门螺旋杆菌( H． pylori) 感染是多种胃肠道疾
病发生的主要诱因

［1 － 3］，然而由于其耐药性，利用抗

生素治疗幽门螺旋杆菌感染的效果并不理想
［4］。

牛奶中免疫球蛋白在调理作用、补体结合、阻止致病
菌粘附到内皮细胞、抑制细菌代谢、凝集细菌以及中
和毒素和病毒等方面具有重要作用

［5］。通过对奶
牛进行免疫，产生含有抑制幽门螺旋杆菌定植和预

防感染的特异性多克隆抗体的免疫乳，为防治这一

疾病提供了一种新的途径。采用体外和体内方法对
其抑制幽门螺旋杆菌功效的研究表明，除 den Hoed
等
［6］
的研究结果不显著外，含有幽门螺旋杆菌特异

抗体的免疫乳及其制品均具有良好的抑菌效

果
［7 － 10］。
脲酶 B( Ure B) 在幽门螺旋杆菌增殖和定植中

具有重要作用，是较为理想的抗原蛋白［1］，用其免

疫小鼠引起明显的免疫应答
［11 － 12］。最近已构建了

H． pylori Ure B表达载体，诱导表达和纯化后制备成
Ure B亚单位疫苗，并通过 Ure B亚单位疫苗免疫奶
牛可显著提高乳清中特异性 IgG 和 IgM 效价，为通
过奶牛免疫制备具有抗 H． pylori Ure B 蛋白的功能
性牛奶提供基础

［13］。但在 Ure B 亚单位疫苗对奶
牛健康方面尚缺乏系统的深入研究，其中也仅测定

了乳成分和部分血清生化指标的变化，尚未有关于

Ure B亚单位疫苗免疫对奶牛血清蛋白组分表达影
响的相关报道。因此，本试验利用蛋白质组学技术，
以揭示免疫接种 Ure B亚单位疫苗后奶牛血清蛋白
组分及含量变化，从而为进一步研究脲酶 B 亚单位
疫苗免疫对奶牛机体的影响奠定基础。

1 材料和方法
1． 1 主要试剂和仪器
弗氏完全佐剂和弗氏不完全佐剂购自 Sigma 公

司; 17 cm pH值 4 ～ 7 的 IPG胶条、CHAPS购自 Bio-
Rad公司; IPG Buffer pH值 4 ～ 7 购自 GE Healthcare
公司; ELISA间接测定试剂盒购自 Bethyl公司。
乳化器 ( Homogenizer workcenter，美国) ; 96 孔酶

标板( Coster，美国) ;酶标仪( Infinite F200，TECAN，瑞
士) ; PROTEAN IEF Cell、PROTEANⅡXi Cell 和
Mini-PROTEAN 3 Cell 小型垂直电泳 ( Bio-Rad，美
国) ; MALDI-TOF-TOF质谱仪( Bruker，德国) 。
1． 2 UreB亚单位疫苗
利用幽门螺旋杆菌 Ure B基因克隆菌重组表达

Ure B蛋白，将 Ure B蛋白溶解液分别与弗氏完全佐
剂和弗氏不完全佐剂( Sigma，美国) 等体积混合，乳
化器进行乳化，制成弗氏完全佐剂疫苗和弗氏不完

全佐剂疫苗。
1． 3 奶牛免疫及样品采集

8 头健康的泌乳荷斯坦奶牛( 泌乳日龄: ( 152 ±
45) d;产奶量: ( 23． 2 ± 5． 4) kg /d) 随机分为 2 组，每
组 4 头，一组为对照组，一组为试验组。所有奶牛饲
喂全混合日粮，自由采食和饮水。在 7 d 的预试期
后，试验组奶牛胯部两侧肌肉注射弗氏完全佐剂疫

苗进行免疫，注射剂量为 1 mL，Ure B 蛋白浓度为
0． 2 mg /mL，对照组奶牛注射等剂量的生理盐水。
试验组奶牛每隔 14 d 利用弗氏不完全佐剂疫苗进
行加强免疫，共免疫 4 次。于免疫后第 56 天以真空
采血管经尾动脉采集血样。血样经室温放置 4 h，凝
血后3 000 × g 离心 15 min 分离血清。考马斯亮蓝
法测定血清蛋白浓度，分装后于 － 75℃保存备用。
1． 4 血清中抗体效价测定
采用间接 ELISA检测血清中特异性 IgG、IgA和

IgM效价。将纯化后的 Ure B 蛋白利用 PBST 缓冲
液( 14． 03 mmol /L KHPO4，1． 3 mol /L NaCl，43． 00
mmol /L Na2HPO4·12H2O，26． 83 mmol /L KCl，0． 05%
吐温 20，pH值 7． 4) 稀释，包被酶标板捕获待检样品
中的特异性抗体，以 1%鸡血清封闭液封闭进行封
闭 ELISA板，以辣根过氧化物酶( HRP) 标记的抗兔
IgG作为二抗，TMB 显色，在酶标仪 ( Infinite F200，
TECAN，瑞士) 450 nm 波长测定 OD 值。利用胎牛
血清作为阴性对照，PBS 为空白对照。以( 样品 OD
值 －空白 OD值) / ( 阴性对照 OD 值 －空白 OD 值)
≥2 时最小稀释倍数为血清中该特异性抗体效价
( U) ，然后依据 lg( U +1) 转化后进行统计分析［14］。
1． 5 二维凝胶电泳(2-DE)
第一向等电聚焦电泳采用固相 pH 梯度预制胶

条 －除盐体系，选用 pH 值 4 ～ 7、长度为 17 cm 的
IPG胶条; 第二向 SDS-PAGE 电泳采用 12%的凝胶
进行。血清蛋白上样量为 600 μg。电泳后的凝胶
经考马斯亮蓝染色后，GS-800 Calibrated Densitome-
ter( Bio-Rad，美国) 扫描图像。用 PDQuest 8． 0． 1 软
件进行背景消减、斑点检测和自动匹配等处理。
1． 6 质谱鉴定
手工切离凝胶上差异表达的蛋白斑点，放入 EP

管中用 MillQ水洗涤;使用 50 mmol /L NH4HCO3 /乙
腈( 1 ∶ 1) 溶液进行脱色，乙腈脱水后加入胰蛋白酶
37℃消化过夜，然后进行 MALDI-TOF-TOF质谱( Ul-
traflex TOF /TOF，Bruker，Germany) 分析。分析结果
利用 Mascot软件搜索 NCBI 非冗余蛋白质数据库。
1． 7 Western Bloting分析
将稀释后的血清加入 5 × 上样缓冲液 ( 1． 0



200 华 北 农 学 报 27 卷

mmol /L Tris ( pH 值 6． 8 ) ，50% 甘油，10% SDS ) ，
95℃水浴 5 min，然后选用 12% 的凝胶进行 SDS-
PAGE电泳。将蛋白转移到 PVDF 膜上，3%马血清
封闭 1． 5 h，分别用兔抗牛结合珠蛋白 ( 一抗，
1 ∶ 1 000) 和 HRP －羊抗兔 IgG ( 二抗，1 ∶ 10 000 ) 孵
育 1. 5 h，DAB 显色试剂盒进行显色。GS-800 Cali-
brated Densitometer( Bio-Rad，美国) 扫描图像。
1． 8 统计分析
采用 SAS 8． 2 软件进行分析分析和显著性检

验，P ＜ 0． 05 为差异显著。Quantity One 4． 6． 2 软件
对凝胶图谱中蛋白染色密度用进行定量分析。

2 结果与分析
2． 1 血清抗体效价检测
生理盐水和 Ure B亚单位疫苗处理对奶牛血清

中的特异性 IgG、IgM 和 IgA 效价的影响见图 1。由
图 1 可以看出，免疫 Ure B 亚单位疫苗后奶牛血清
中 IgG效价显著高于未免疫奶牛( P ＜ 0． 05) ，而 IgM
和 IgA效价呈升高趋势，但差异不显著( P ＞ 0． 05) 。

不同字母表示差异显著( P ＜ 0． 05) 。图 3 同。
Different letter indicate significantly different at 5% ． The same as Fig． 3．

图 1 血清中特异性抗体 IgG、IgM和 IgA效价
Fig． 1 Specific antibody IgG，IgM and IgA titer in serum

2． 2 血清蛋白质组分析
选用 17 cm、pH值 4 ～7线性 IPG胶条，12% SDS-

PAGE对试验组和对照组奶牛血清进行 2-DE电泳

分离，经考马斯亮蓝染色后的血清蛋白凝胶图谱见

图 2。利用 PD Quest双向电泳凝胶图像分析软件比
对分析对照组和 Ure B免疫奶牛的血清凝胶图谱发
现 6 个蛋白点表达丰度发生变化( 图 3 ) ，其中 5 个
蛋白点( 蛋白点 1，2，4，5，6) 在奶牛免疫 Ure B 亚单
位疫苗后表达量增加，而 1 个蛋白点( 蛋白点 3 ) 表
达量降低。

A．对照组奶牛血清蛋白凝胶图谱; B． Ure B亚单位疫苗
免疫奶牛血清蛋白凝胶图谱。蛋白点 1 ～ 6 为 Ure B亚单位疫

苗免疫奶牛血清中差异表达的蛋白点。
A． Show 2-DE maps of serum protein from control dairy cows; B． Show
2-DE maps of serum protein from dairy cows inoculateing Ure B subunit

vaccine． Spots 1 to 6 show differentially expressed spots
in serum from dairy cows inoculateing vaccine．

图 2 对照组和免疫Ure B疫苗奶牛血清蛋白 2-DE电泳图谱
Fig． 2 2-DE maps of serum protein from control

and inoculateed Ure B vaccine dairy cows

图 3 差异蛋白点的表达丰度变化
Fig． 3 Changes of expressive abaundance

of differential protein spots

表 1 差异蛋白点的MALDI-TOF-TOF质谱鉴定结果
Tab． 1 Identification of differential expression protein spots by MALDI-TOF-TOF

蛋白点

Spot
蛋白名称

Protein name
登录号

Accession No．
分子质量 /Da

Molecular weight
等电点

Isoelectric point
覆盖率 /%
Coverage

1 结合珠蛋白前体 Haptoglobin gi: 94966763 44 859 7． 83 15． 21
2 结合珠蛋白前体 Haptoglobin gi: 94966763 44 859 7． 83 15． 21
3 Kakapo gi: 157132356 820 415 5． 39 8． 00

经 MALDI-TOF-TOF质谱鉴定结果表明，3 个蛋
白点得到成功鉴定( 表 1) 。蛋白点 1 和 2 同为结合
珠蛋白前体，蛋白点 3 为 Kakapo。结合珠蛋白主要
由肝脏合成，其主要功能是与游离血红蛋白结合成

稳定的复合物。Kakapo 蛋白是一种细胞骨架蛋白，

含有肌动蛋白和微管 2 个结合域。
采用 Western bloting 对血清中结合珠蛋白表达

的验证结果表明，Ure B 亚单位疫苗免疫奶牛血清
中结合珠蛋白表达量显著高于未免疫奶牛，与 2-DE
结果相符( 图 4) 。
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图 4 对照组和 Ure B疫苗免疫奶牛血清
结合珠蛋白的Western Bloting 验证

Fig． 4 Western Bloting analysis of serum hoptoglobin from
control cows and dairy cows immunized with Ure B vaccine

3 讨论
3． 1 Ure B免疫对血清特异性抗体的影响
乳中 IgG主要来源于血液，IgM 和 IgA 部分来

自血液。维持血清中高水平的特异性抗体效价将有
助于乳中特异性抗体的产生

［15］。免疫球蛋白分子
是由 4 条多肽链组成的对称性结构，由于分离成多
个蛋白点，其浓度变化在二维凝胶图谱上无法精确

体现，因此，本试验采用间接 ELISA 法检测血清中
免疫球蛋白的变化。血清中 IgG 效价在奶牛免疫
Ure B亚单位疫苗后显著升高，从 1 ∶ 9 600 增加至
1 ∶ 102 400。IgG由淋巴腺中的 B 淋巴细胞在受到免
疫刺激后增殖分化为浆细胞产生

［16］，进行系统免疫

( 如肌肉接种) 有利于 IgG 的产生［17］。本试验结果
与幽门螺杆菌免疫奶羊引起血清中 IgG浓度增加结
论相一致

［18］。奶牛胯部两侧肌肉注射 Ure B 亚单
位疫苗后血清中 IgM 和 IgA 效价呈升高趋势，但与
对照组差异不显著。IgM 主要在免疫应答初期产
生
［19］，免疫 Ure B疫苗后血清中升高的 IgM 可通过
提高机体吞噬能力或制激补体途径参与调节机体免

疫反应。IgA主要由粘膜免疫相关细胞产生，经乳
腺多聚免疫球蛋白受体 ( p·IgR) 介导分泌进入乳
汁
［20］，而肌肉注射后 IgA效价升高可能是淋巴细胞

B在免疫刺激活化后发生归巢导致其他粘膜部位相
关免疫细胞分泌产生

［21］。本研究结果表明，胯部两
侧肌肉接种 Ure B 疫菌激活了机体免疫系统，引起
机体分泌特异性抗体进入血清。
3． 2 Ure B免疫对血清蛋白组分的影响
本试验采用蛋白质组学技术分析发现免疫接种

UreB亚单位疫苗后奶牛血清中结合珠蛋白和 3 个
未知蛋白点表达量升高，Kakapo 蛋白表达量降低。
结合珠蛋白是由肝脏合成的一种糖蛋白，主要功能

是结合血红蛋白，从而防止肾脏损伤和铁的损失，并

且可以阻止致病菌对铁的利用
［22］。采用蛋白质组

学技术对患有乳腺炎、分支杆菌感染和围产期奶牛
等的研究表明，结合珠蛋白表达量上调［23 － 25］。此
外，当奶牛发生腹膜炎、子宫内膜炎、脂肪肝、饥饿和
运输应激时这一蛋白表达也增加，是一种急性期蛋

白
［26］。本研究结果表明，接种 Ure B 亚单位疫苗导
致奶牛血清结合珠蛋白表达量增加，其表达上调可

能是奶牛机体对接种疫苗的一种应激反应。可溶性
纯化蛋白质疫苗的免疫原性较弱，在疫苗中加入弗

氏佐剂虽然可有效刺激抗体的产生，但是它可能存

在副作用
［27］。此外，在免疫乳制备过程中，抗原注

射剂量大、免疫次数多，对乳牛造成的应激反应也
大
［28］。

Kakapo是一种细胞骨架蛋白，含有一个保守的
微管结合域，在整合微管网络和肌动蛋白细胞骨架

中具有重要作用
［29］。对果蝇的研究表明，Kakapo

参与了轴突延伸、树突形成、肌肉接头轴突末梢分
枝、腱细胞发育，以及翼上皮细胞粘附等一系列生物
过程
［30］。基于 Kakapo 突变体的形态学研究表明，

Kakapo被建议为是一种微管肌动蛋白组织者［31］。
Gregory等报道，Kakapo 蛋白形成了整合蛋白、肌动
蛋白和微管间的必要连接，通过细胞骨架的作用组

织膜结合受体进入功能信号复合物而潜在影响信号

转导
［32］。因此，血清 Kakapo 表达量降低表明免疫
接种 Ure B亚单位疫苗可能对奶牛机体信号转导产
生一定影响。

4 结论
本试验采用蛋白质组学方法和技术分析了Ure B

亚单位疫苗免疫后奶牛血清蛋白质的表达变化，发

现 Ure B亚单位疫苗免疫引起奶牛血清中结合珠蛋
白和 3 个未知蛋白点的表达量增加，而 Kakapo 蛋白
表达量降低。
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