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创伤弧菌溶细胞素 T 和 B 有效

联合表位的筛选与鉴定
王波丁卉谢旦立楼永良 * 肖美英庞碧芳严杰 l

(温州医学院检验医学院，浙江省医学遗传学重点实验室，温州1325035;

l 浙江大学医学院病原生物学教研室， 杭州131003 1 )

摘要 利用生物信息学预测技术成功筛选出含部分创伤弧菌溶细胞素 ( Vib rio vuln庐cus

hemolysin, VvhA)基因片段的 T 细胞、 B 细胞联合表位 Vvha l 、 Vvha2 、 Vvha3 和 Vvha4，通过噬茵

体展示技术成功获得四段表住多肤M13阻-Vvha l 、 M13阻-Vvha2 、 M13阻-Vvah3 、 M13阻-Vvha4，

且M13KE-Vvah2 、 M13KE-Vvha4抗原反应性强于 M13KE-Vvhal 、 M13KE-Vvh础 。 将四种抗原性

多肤经腹腔注射 ICR 小 鼠后，利用流式细胞仪及 ELISA 方法检测小鼠 CD中 T淋巳细胞亚群及 IL-2 、

IL-4 、且-6 、 IFN-y兰田胞因子时发现，与M13KE-Vvha3相比，经M13KE-Vvhal 、 M13KE-Vvha2 、 M13KE

Vvha4作用的小鼠 CD中 T淋巳细胞亚群的变化更为显著。 与正常组相比，该三组小鼠的 IL-2 、 IL-4 、

IL-6 、 IFN-y 细胞因子分泌量的变化都具有统计学意义;而经 M13KE-Vvha3 作用的小鼠仅 IL-4 的

改变具有明显统计学意义。 因此本研究成功筛选出含部分 VvhA 片段的 T 细胞、 B 细胞联合表位

Vvha2 、 Vvha4， 从而为进一步研制多抗原肤(multipleantigenic peptide, MAP)疫苗打下基础。

关键词 创伤弧菌;溶细胞素; 噬菌体展示; B 细胞表位; T 细胞表位

创伤弧菌(Vibrio vuln~万cus)作为一种有英膜的革

兰阴性嗜盐弧菌， 主要生长于海水、 鱼类及贝母类

等体内 。 其感染的主要对象是患有肝坏死、肾功能

低下 、 免疫缺陷、血色素沉着病和有糖尿病病史的

病人 。 经伤口感染是创伤弧菌感染的主要途径，发

病急、速度快 、 死亡率高 。 若病情发展到败血症

程度，死亡率常高达 50% 以上I 门 。 许多研究结果表

明，创伤弧菌的多个菌体成分和代谢产物都可能作为

它的毒性因子而起着重要的作用，如细胞毒性因子 、

溶细胞素 、 弹性组织蛋白激酶、脂多糖 、 英膜多

糖和金属蛋白激酶等[2] 。 其中创伤弧菌珞细胞素

(Vibrio vulnificus hemolysin, VvhA)作为创伤弧菌唯

一分泌至胞外，具有创伤弧菌种属特征性的外毒素，因

其具有溶细胞、诱导细胞凋亡、促进肥大细胞组肢

释放等作用而被认为是创伤弧菌的主要致病因素之

一，受到各国学者的广泛关注 。

通常仅由一种抗原肤制备的疫苗，其诱导免疫保

护作用较弱 。 而由多种抗原表位组成的多抗原肤

(multipleantigenic peptide, MAP)研究策略[14]，为增强

诱导免疫保护作用提供了一种新的方式和思维。 此

外通过对抗原表位进行研究，也可深层次地揭示蛋白

抗原分子诱导免疫应答的分子机制 。 而研制 MAP 的

关键步骤就是寻找有效的抗原表位 。 本研究拟鉴定

和筛选出 VvhA 的 T细胞和B细胞的有效抗原联合表

位多肤， 观察和评估多肤的免疫诱导保护作用，从而

为研制抗创伤弧菌的 MAP 疫苗打下基础， 以期对创

伤弧菌的感染起到预防和治疗作用 。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌林和质粒 ' 菌株 E.coli 2738 购自阻B 公

司;质粒 M13阻 由浙江大学医学院病原生物学实验

室友情提供;质粒 pET28a(+)- vvhA [5] 由本实验室构

建及保存 。

1.1.2 主要试剂及耗材 鼠源性 CD中/CD8+ T 淋

巴细胞荧光标记抗体、 ELISA 试剂盒、 CCK-8 试剂

盒、 PCR 反应体系均购白上海晶美生物技术有限公

司 ; T4 DNA 连接酶、 DNA marker 购自大连 TaKaRa

公司; X - ga l 、 IPTG 、 PEG8 000 及限制性内切酶

Acc65I 和 EagI 均购自上海生工生物工程技术服务有

限公司;羊抗鼠 HRP-IgG 抗体、预染蛋白 marker 购

自杭州|碧云天生物技术有限公司 ; ICR 小鼠及日本大
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Tab1e 1 Primers of four combined epitopes of VvhA for PCR 
Sequences 

F: 5'-CA TGCCCGGGTACCTTTCTATTCTCACTC7TTT ACTTACAACT ACTCGAAAA-3 ' 
R: 5'-CATGTTTCGGCCGAGCCGCCCAGTGA TGAGCGGTTGTTGA TGCGA T -3' 
F: 5'-CATGCCCGGGTACCTTTCTATTCTCACTCTAATCATCCACTGTTTGAAGCGG-3' 

R: 5'-CATGTTTCGGCCGAGCCGCCGAGATCGTTGTTGCTCAGTGATTGTA-3' 
F: 5'-CA TGCCCGGGT ACCTTTCTATTCTCACTC7T ATCGTGCACGCTTTGGT ACGG-3' 
R: 5'-CATGTTTCGGCCGAGCCGCCCGCAGAACCA T AAACTGAGAAGAGTG-3 ' 
F: 5'-CA TG CCCGGGTACCTTTCTATTCTCACTC7TCCA TCGA TGTTCGCGTCAA TG-3' 
R: 5'-CATGTTTCGGCCGAGCCGCCTGACGTTGCCGA TTGCACCGAGCGCA-3' 
F: 5'-GAGATTTTCAACGTGAAAAAATTATT-3' 
R: 5'-TGAATTTTCTGTATGGGATTTTGCTA-3' 

耳兔由泪州|医学院实验动物中心提供。

1.2 方法

1.2.1 VvhA的 T细胞和B 细胞表住的预测 采用

Propred HLA-DR binding peptide prediction-ProPred预

测服务器(http : //www . imtech .res .in/raghava/propred/)

以及 EMBOSS 软件包中 ANTIGENIC 程序(http : / / 

bioinfo.hku.hklEMBOSS/)分别预测 VvhA 的 T和B 细

胞表位， 结合VvhA的二级结构并根据Swiss-model提

供的信息分析 VvhA 的 B 细胞表位的空间结构，从而

选取联合的 T 细胞、 B 细胞表位进行研究 。

1.2 .2 引物的设计 依据 1月lhA 基因序列(孔134670，

gi : 155311) ， 结合噬菌体展示系统特点，设计含M13噬

菌体 PIII 蛋白先导肤和柔性肤编码序列及酶切位点

(Acc65I , EagI)的引物，引物由上海生物工程技术有

限公司合成 。 见表 1 。

1.2 . 3 表位基因片段的获得 以质粒 pET28a(+)

vvhA 为模板，按照引物(表 1)分别扩增表位基因片段

vvhal 、 vvha2 、 v vha3 、 vvha4 。 反应条件: 94 oc , 

5 rnin; 94 oC , 30 s; 55 oC , 30 s; 72 oC , 30 s，共 30 个循

环，最后 72 oC , 5 min o 扩增结束后，取 4μl 反应液

进行琼脂糖凝胶电泳， 根据 DL600 DNA marker 标

识，确认反应产物 。

1.2.4 M13 噬菌体展示肤系统的构建及鉴定 将

纯化的表位基因片段与 M13 噬菌体连接构成重组噬

菌体，经 PCR 和双酶切鉴定。重组噬菌体转化感受

态细胞 E.coli 2 7 38 0 以重组噬菌体为模板，利用

M13阻试剂盒所附带的检测引物以及各个表位片段

的克隆引物，进行重组噬菌体 PCR 和测序鉴定。

1.2.5 目的重组噬菌体的培养和纯化 将重组质

粒转化感受态细胞 E. coli 2738 培养， 离心取上清液。

上清液经 PEG8000 沉淀、 TBS 洗涤纯化并按参照

Day [6]介绍的方法噬菌体数/m1=(A269-A320)x6x 10 1 6/ 噬

菌体碱基数来计算提纯的目的重组噬菌体浓度。重

Primers 
vvhaJ 

v νha2 

ν vha3 

vvha4 

Detection 

组噬菌体溶于 TBS ， 一20
0

C保存。

1.2.6 重组创伤弧茵溶细胞素的提纯及兔抗血清的

命IJ备 诱导 E. coli DE3(含 pET28a(+ ) - vvha 质粒)表

达重组创伤弧菌溶细胞素 (recombinant Vibrio 

vulnificus hemolysin, rVvhA) , NF+-NTA 亲和层析纯

化 rVvhA o rVvhA 与等体积完全弗氏佐剂充分混匀，

皮下多点免疫日本大耳兔(200μg/ 只) 。 两周后， 等

量rVvhA与等体积不完全弗氏佐剂充分混匀，皮下多

点进行加强免疫(100μg/ 只)， 共 3 次， 每次间隔 10

天。 末次免疫后一周心脏采血，分离血清， ELISA 

检测抗体效价。 利用硫酸接盐析和 Sephadex G25 提

纯抗体，经 Western 印迹鉴定。

1.2.7 重组噬菌体 PIII 蛋白 (recombinant PIII, rPIII) 

的表达及鉴定 含不同 rPIII 的噬菌体经 SDS

PAGE 分离， 考马斯亮蓝染色后观察各 rPIII 表达情

况 。 以 rVvhA 兔抗血清为一抗，用 Western 印迹对

上述表位肤进行鉴定 。 以无任何插入片段的等量野

生型噬菌体作为对照 。

1.2.8 重组噬菌体最佳剌激浓度的确定 无菌条

件下， 提取正常小鼠脾细胞，调整细胞数为 2xl06 个 /

时，加至 96 孔培养板， 每孔 100 μ1，分别加 工 10 、

15 、 20μg/ml 重组噬菌， 37 oC 、 5 % CO2 条件下培
养 66 h，同时设空白 、 阴性对照 。 每孔加 10μlCCK-

8 试剂混匀， 37
0

C 7.K浴 3 . 5 h，测量的Onm 处的 A 值

(各浓度组设 3 个复孔) 。

1.2.9 噬菌体表位月太抗体效价测定 将纯化的重

组噬菌体及野生型噬菌体分别腹腔注射 ICR 小 鼠

(1 00μg/ 只) ， 每次间隔 l 周， 共免疫 4 次。重组I噬

菌体按 10μg/ml 浓度包被酶标板， 重组噬菌体抗体

和正常阴性对照血清按 1 : 50 、 1 : 100 、 1 : 200 、

1 : 4 00 、 1 : 800 、 1 : 1 600 、 1 : 3 200 、 1

6 4 00 、 1 : 12 800 、 1 : 25 600 、 1 : 51 200 、

1 : 102 400 、 1 : 204 800 等浓度倍比稀释，正常

￥
 

f 

F: fo rward primers; R: reverse primers. Extrabold areas indicate the endonuclease sites. The sequences in italic letters are responsible fOI 
encoding leader peptides . The underlined areas indicate the flexib le sequences 
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小鼠血清作对照 。 ELISA 法检测抗体效价。

1.2 . 10 CD4+, CD8+ T 淋巴细胞及其比值分析

小鼠脾细胞经重组噬菌体最佳剌激浓度及等量野生

型噬菌体体外剌激培养 66 h 后，用 FITC/PE 标记的

CD4+/CD8+ T淋巴细胞抗体结合流式细胞仪检测小鼠

的 CD4+ ， CD8+ T 淋巴细胞及 CD4+/CD8+ 变化 。

1.2 . 11 细胞因子 IFN-y、正-2、且-4 、 IL-6 的检测

采用 ELISA 方法检测小鼠牌，细胞经最佳浓度重组

噬菌体剌激后，上清液中的 IFN-y、 IL-2 ， IL-4 、 IL-

6 浓度变化 。

1.2 .12 统计学分析

据处理分析 。

2 结果

采用 SPSS13 .0 软件进行数

2.1 VvhA 的 T 细胞和 B 细胞表位预测结果及其

选择

根据生物软件评分分数及 T 细胞和 B 细胞表位

重叠情况(表 2)，结合 VvhA 的二级结构选择 1月;hal

(1 94-217) 、 vvha2 (332-352) 、 vvha3 (295-314) 、

vvha4 (62-80) 四个表位 。 Swiss-model 显示四个表

位均位于 VvhA 分子表面 。

2.2 联合表位片段及其与 M13 噬菌体重组后的

扩增

以质粒pET28a(+ )-vvhA 为模板 PCR扩增得到预

期大小的四个表位基因片段: vvhal (1 22 bp) 、 vvha2

(1 13 bp) 、 vvha3 (1 10 bp) 、 vvha4 (1 07 bp)，见图

lA 。 以重组噬菌斑为模板， 利用 M13KE检测引物进

行PCR扩增得到预期大小的四个表位基因片段，说明

重组噬菌体构建成功。重组噬菌体分子量分别为

186 、 177 ， 174 、 171 bp ， 见图 lB 。该四个重组

联合表位基因经测序进一步被证实为 目的片段 。

2.3 rPIII 表达及鉴定结果

SDS-PAGE 结果(图 2A)显示 ， 重组噬菌体

MI3KE-VvhaL MI3KE-Vvha2 、 MI3KE-Vvha3 、

MI3KE-Vvha4 纯化效果好。 Western 印迹结果(图

2B)表明重组噬菌体表位肤均与 rVvhA兔抗血清反应，

Table 2 The results of prediction of four combined epitopes of VvhA 

Epitope posi tions Scores Sequences 

ννhaJ (1 94-2 17) 1. 105/2.2 4& 0.53 |FTYNYSKTJNFDT叫YRJNNRSS J

vvha2 (332一352) 1.132&1. 171/0.8 NH I'LFEAEAHVl];♀SLSNN血J

vvha3 (29 5-314 ) 1. 145/0 .55 &0.59 IYRAR FGTVJPSAÛFSVYGSA 

ννha4 (62-80) 1. 125&1.079/0.94 &0.45 SID!VRVNVAQMRSVQSATS! 

Scores: the extrabold numbers mean B cell epitope; the italic numbers represent T cell epitope; Sequences: the underlined areas indicate 

8 ce ll epitope; the squared sequences mean T cell epitope. 

(A) (B) 

bp M 2 3 4 bp M 2 3 4 5 

600 600 
500 500 
400 400 
300 

300 
200 200 

100 100 

Fig.l Ampliflcation fragments of combined epitopes before and after recombinantion with M13 phase 

A: ampli f ica tion fragments of comb ined epitopes sequences. M: marker; 1: vvha J (122 bp) ; 2: vvha2 (11 3 bp); 3: vvha3 ( 110 bp); 4: vvha4 

( 107 bp). B: ampli fication fragments of combined epi topes sequences after recombinantion with MI3 phase. M: marker; 1: MJ 3KE ( 11 4 bp); 

2: MJ3KE.vνhaJ ( 186 bp); 3: MJ3KE-ννha2 (1 77 bp); 4: M J3KE-vvha3 (1 74 bp); 5: Ml 3KE-vvha4 (1 7 1 bp) . 

(A) 

kDa M 2 3 4 5 

97.2 

66.4 

44.3 | T黯|
2 

(8) 
3 4 5 

Fig.2 Results of expression and identiflcation of rPIII by SDS-PAGE and Western blot 

A: results of SDS-PAGE. M: marker; 1: M1 3KE; 2: MI 3KE-Vvha1 ; 3: MI3KE-Vvha2 ; 4: MI3KE-Vvha3; 5: M13KE-Vvha4. B: resul ts of 

Western blo t. 1: M13KE-Vvhal; 2: MI3KE-Vvha2; 3: MI3KE-Vvha3; 4: MI 3KE-Vvha4; 5: MI 3KE. 
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Vvha1 、 M13阻-Vvha2 的抗体效价是 1 : 512∞; M13阻

Vvha3 、 M13KE-Vvha4 的抗体效价是 1 : 102 400 。

CD4+ 、 CD8+ T 淋巴细胞及其比值

利用流式细胞仪检测了重组噬菌体免疫后小鼠

的 T 淋巴细胞亚群的变化， 结果见图 5 。 从表 3 可知，

与对照组相比， 表位肤 M13KE-Vv ha1 、 M1 3 KE

Vvha2 、 M13KE-Vvha4 剌激小鼠后 ， CD中 T 淋巴细

胞亚群的变化更加显著，并且具有明显统计学意义

(P<O . O l) 。 其中 M13KE-Vvha1 、 M1 3KE-Vvha2 剌

激小 鼠后 ， CD4+/CD8 + 比值的变化具有统计学意义

(P<0.05 ) 。
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且表位肤M13KE-Vvha2和M13KE-Vvha4反应强度高

于 M13KE-Vvha1 和 M13KE-Vvha3 。

重组噬菌体的最佳剌激浓度

四种重组噬菌体体外剌激培养小鼠脾细胞后， 与

对照组比较， 10μg/m1 的重组噬菌体刺激后 Aω值显

著增加，约为对照组的两倍， 故 10μg/m1 作为重组噬

菌体的最佳剌激浓度(图 3 ) 。

2.5 重组噬菌体抗体的效价

ELISA 检测结果(图 4)显示， 重组噬菌体 M13KE-
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T able 3 Cha nges of T lympholeukocyte subgroup of mice injected intraper itoneally with M13KE-Vvha (i缸， n=3) 

Group CD4+ (%) CD8+ (%) CD4+/CD8+ 

MI3KE-Yv ha l 37.64 :1:0.98' 1 5 .4 3 土0 .40' 2.43:1:0.0 Jb 

MI3KE-Yvha2 39.22 :1:3.89' 1 6.33土2. 08 2.40:l:0.09b 

M I3KE-Yvha3 35 .35 :1:6 .49 1 3 . 23 主0.97 2 . 65 土0.36

M I3KE-Yvha4 35 . 7 1 主0 . 99 ' 1 6 . 59土2. 01 2 . 1 5 主0 . 2 1

M13KE 1 9 . 04立 1. 04 ) 0 .04 :1: 1.05 1.90 :1:0. ) 8 

Co nt ro1 19.00 :1: 1.08 1 0 . 0 6土 1. 03 1. 89 :1:0. 19 

a: P<O.OI vs contro1; b: P<0.05 vs contro1 

Table 4 Chan ges of cytokines in mice injected intraperitoneally with M13KE-Vvha (pglml) (i却， n=3) 

Cytokine M1 3KE-Y vhal MI 3KE-Yvha2 

IL-2 64 .83:1: 13. 10b 69.63主8 . 37'

IL-4 1 73 . 22土0 . 75 ' 174.69 :1: 2.79' 

lL-6 327.20 :1: 13. 53 ' 511. 13:1:0.60' 

IFN-y 13 1. 51:1:5.05 ' 1 38.22主 1. 03 '

a: P<O.O 1 vs cont ro); b: P<0.05 vs contro l. 

2.7 细胞因子检测结果

表4 中统计结果显示，各个表位肤剌激后上请液

中的细胞因子浓度均有增加 但是与正常组相比， 表

位肤 M13KE-Vvha l 、 M1 3KE-Vvha2 剌激小 鼠后各

细胞因子的变化都具有统计学意义(P< O.05 ) ， 而

M13KE-Vvha3 剌激小鼠后只有正-4 的改变具有统计

学意义(P<O . Ol ) 。

3 讨论

计算机预测抗原表位具有简单 、 直观、快速

等优点，被广泛应用于疫苗研究。 ProPred 为一种有

效的 T细胞预测程序[η 。 ANTIGENIC 为一种 B 细胞

抗原表位预测程序，准确性大约 75% [8] 。 到 目 前为

止， 国 内外还没有 VvhA 抗原表位预测的相关报道 。

抗原表位是位于抗原分子表面 能特异性诱导机体产

生抗体的一段序列，机体受到外界抗原剌激时首先诱

发的是B 细胞介导的体液免疫反应，但是T 细胞对 B

细胞介导的体液免疫反应起着重要的辅助作用 。 为

了产生更有效的免疫反应，本实验采用 ProPred 和

ANTIGENIC 程序，对 VvhA 的 T细胞和 B 细胞表位均

进行了预测及分析，选取了四个 VvhA 主要 T细胞和

B 细胞联合表位。 并对其进行重组 、 表达及免疫原

性的初步分析 。

基因工程疫苗研制最重要的一点是选择的抗原

性(多)肤是否可以引起机体产生有效的免疫应答，即

是否具有足够的免疫原性，而后者很大程度上取决于

抗原的空间构象 。 噬菌体展示技术形成的融合蛋白

表达在噬菌体颗粒的表面，在不影响和干扰噬菌体的

生活周期的同时， 保持了外源基因天然构象。 利用

M 13KE-Yvha3 MI 3KE-Yvha4 Contro1 

48.03土 1. 57 50.77 :1: 1.02 b 38 .42 :1: 10.28 

1 3 0 . 58士3. 07 ' 109 .42 :1: 3.44' 47.76 :1: 1.22 

1 45 . 95 主27.64 3 1 0 . 9 5主0 . 82 ' 127 .52 :1:7.94 

155.08 :1: 15.7 3 260 .57:1: 1 0. 00' 92 .46:1:0.82 

l噬菌体展示技术结合Western fp j2t也是目前国际上确
定抗原表位的经典方法[9] 。 在本实验中 ， SDS -P AGE 

结果也显示该法成功表达了预测的四个含部分VvhA

片段的 B 细胞和T细胞抗原表位， 重组噬菌体纯度较

高， 除目 的条带外没有杂蛋白带， 产量也较多 。 West

ern印迹结果显示重组1 1笙菌体表位肤均与 rVvhA兔抗

血清反应， 但 M13KE-Vvah2 、 M13KE-Vvha4 抗原反

应性强于 M13KE-Vvha l 、 M13KE-Vvha3 。

基因工程疫苗应既具备诱导机体 B 细胞产生中

和抗体的能力， 又能诱导机体产生细胞介导的免疫反

应， 产生细胞因子如 白介素 、 干扰素的能力。本实

验通过构建的噬菌体表位免疫 ICR 小 鼠， 对 CD4+ ，

CD8+ T 淋巴细胞及比值的变化和 IFN-y、 IL-2 、 IL-

4 、 IL-6 细胞因子分汹量的变化进行了分析， 结果显

示 四个联合表位均有不同程度的免疫原性， 但

M13KE-Vvhal 、 M13KE-Vvha2 矛口 M13KE-Vvha4 的

免疫原性较好。综上所述， Vvha2 、 Vvha4 是其中

两个有效的联合表位 。

一个疫苗的免疫原性和反应原性除了与抗原的

构象有关外， 还和抗原的种类 、 分子量， 实验小鼠

的生理状态， 疫苗接种的途径、方法 、 剂量等相

关。 通过改造目 的基因也可以获得免疫效果较好的

疫苗 。 此外， 表位重组多肤可以引起更有效的免疫

反应， 在一定程度上起到保护性作用 [1 0 - 1 2] 。因此

M13KE-Vvha l 、 M13KE-Vvha3 的免疫原性通过相关

条件的优化也许会得 以 改善 。 同 时筛选 出的

M13阻-Vvha2和M1 3阻-Vvha4两个有效联合表位肤

还可以对其进行动物保护实验。这些都有待于进一

步的研究 。
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Screening and Identification of Efficient T and B Combined Epitopes of 

Vibrio vuln侨cus Hemolysin Based on Phage Display Technique 

Bo Wang, Hui Ding , Dan-Li Xie, Yong-Liang Lo川， Mei-Ying Xiao , Bi-Fang Pang, Jie Yan I 

(Zh句iiang Provincial Key Laboratory of Medical Genetics, School of Medical Lab Science， 陆nzhou Medical College, 

川的lzhou 325035, China; 'Departrnent of Medical Microbiology and Parasitolo肌 College of Medicine, 

Zhejiang Uniνersity， Hangzhou 310031 , China) 

Abstract The epitopes ofT and B cells in Vibrio vulnificus hemolysin (VvhA) were predicted and analyzed 

by bioinformatics technique. We discovered four m勾or T and B combined epitopes , named Vvhal , Vvha2 , Vvha3 

and Vvha4 , respectively. The four recombinant epitopes were successfully expressed by phase display system, 

named M13KE-Vvhal , M13KE-Vvha2, M13KE-Vvah3 , M13KE-Vvha4, and the antigenicities ofM13KE-Vvah2 and 

M13KE-Vvha4 were better than that of M 13KE-Vvhal and 孔113KE-Vvha3 through Westem blot. The immunoge

nicities of combined epitopes were further confirmed by flow cytometry and ELISA according to the changes of 

CD4飞 CD8+ T cells and cytokines, such as IL-2 , IL-4 , IL-6 , IFN-γ. The subgroup of CD4+ T cells of ICR mice 

which were i时ected intraperitoneally with M13KE-Vvhal , M13KE-Vvha2 and M13KE-Vvha4 changed apparently, 

and the cytokines also had a significant change compared with cytokines of control groups . But when mice were 

intraperitoneally i时ected with 如113KE-Vvha3 ， only IL-4 changed signjficantly. In concIusion, we had discovered 

and screened two efficient combined epitopes successfully , Vvha2 and Vvha4, and they could be as candidates of 

multipleantigenic peptide vaccine. 

Key words Vibrio vuln庐cus ; Vibrio vulnificus hemolysin; phage display; B cell epitope; T cell epitope 
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