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摘要 采用生物信息学方法对弓形虫新基因 wx2进行表位分析预测，PCR扩增基因中编码 2个表位的片段W2b和W2a，成
功构建新基因的单表位疫苗质粒 pcDNA3-W2b、pcDNA3-W2a和双表位疫苗 pcDNA3-W2b2a，接种小鼠，观察表位疫苗的
免疫保护作用．将表位疫苗分别通过肌肉注射免疫小鼠，对照组注射 pcDNA3空质粒．ELISA法检测血清 IgG抗体水平，
取脾细胞用流式细胞仪检测 T淋巴细胞亚群．各组小鼠末次免疫后第 4周每只小鼠经腹腔注射弓形虫速殖子 500个，观察小
鼠的生存时间．结果显示，pcDNA3-W2a2b双表位疫苗组小鼠血清 IgG抗体水平显著高于对照组(P < 0.05)，且 pcDNA3-
W2a2b双表位疫苗组小鼠脾细胞 CD4+T与 CD8+ T淋巴细胞比值明显低于两单表位疫苗组，pcDNA3-W2a2b双表位疫苗组小
鼠存活时间明显长于两单表位疫苗组(P < 0.05)．实验结果表明，弓形虫新基因 wx2表位疫苗能够诱导小鼠产生抗弓形虫感染
保护性免疫，并且弓形虫 pcDNA3-W2b2a双表位疫苗的免疫保护性优于 pcDNA3-W2b、pcDNA3-W2a两单表位疫苗．
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弓形虫(Toxoplasma gondii)是一种分布广泛的、
专性细胞内寄生的机会致病性原虫，孕妇感染弓形

虫，可影响胎儿的发育，严重者导致畸胎、死胎，

存活者也常有畸形及智力发育不全等后遗症，弓形

虫也是导致艾滋病患者、器官移植及恶性肿瘤患者

等免疫功能受损或抑制者发生致死性病变的主要病

原体之一[1]．由于药物防治仍存在许多问题，探索

安全有效的防治疫苗是当务之急．弓形虫疫苗先后

有减毒活疫苗、基因工程疫苗，但效果欠佳．目前

被称之为第三代的核酸疫苗已有报道，大多数作者

选用的是编码弓形虫表位抗原、棒状体蛋白的基

因，此类基因疫苗具有一定的保护效果，但仍不理

想．表位疫苗是一个新的发展趋势，它直接将蛋白

质的免疫功能部分(抗原决定簇)制备成疫苗，即利
用基因重组技术将一个或者多个抗原表位的编码基

因连接在一起，以提高疫苗的免疫效果，其安全性

好,诱发的免疫应答针对性强．表位疫苗的形式有
表位肽疫苗和表位 DNA疫苗．简单易行的方法是
通过生物信息学方法预测表位，然后通过基因工程

制备成表位 DNA疫苗．本文在前期建立弓形虫单
克隆抗体 7C3-C3，发现这个单抗被动转移试验对
弓形虫感染的动物具有一定的保护性，用单克隆抗

体作探针免疫筛选弓形虫速殖子 cDNA 文库获得

弓形虫新基因 wx2的基础上，构建成功新基因 wx2
的表位疫苗质粒，并且观察表位疫苗在小鼠中的免

疫保护性，现报告如下．

1 材料与方法

1援1 材料

1援1援1 试剂．质粒小量提取试剂盒，标准分子质量

DNA marker为天根生化公司产品；胶回收试剂盒
为 OMEGA公司产品；RNAase A为 Sigma公司产
品；限制性内切酶 BamH玉、EcoR玉、EcoR吁、
Not玉均购自 Fermentas公司；Taq酶及 T4DNA连
接酶购自上海生物工程公司；HRP标记的兔抗小
鼠 IgG购自晶美公司．
1援1援2 菌株与质粒．大肠杆菌 DH5琢为本室保存，
7C3-C3Blue script 质粒 [2]，真核表达载体 pcDNA3
质粒为本室保存．
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1援1援3 弓形虫虫株与实验动物．弓形虫 RH株为本
室传代保种．SPF昆明小鼠，6周龄左右，雌雄各
半，体重为(20依2) g，购自中南大学实验动物中心.
1援2 方法

1援2援1 目的片段的预测、选择和获取．采用瑞士生

物信息学研究所(http://ca.expasy.org/)提供的蛋白质
分析软件：Translate、ComputepI/Mw、Scanprosite、
SignalP、TMpred、TMHMM 和 SOPMA 预测蛋白
质结构，并选 B细胞表位 ．按照所选取的目的片
段由上海生物工程公司设计以下 2对引物，W2b，
CGTGGATCCCGATTGCGGAGACACATG 和 CG-
GGAATTCGCGTTCT TCTCTTCGG，分别引 入
BamH玉、EcoR玉酶切位点，W2a，CGGGAATTC-
GCGCATGCTTCTACTCCGTGCT 和 CCGGATAT-
CGCCGTTTCTCGCGGTGTATG分别引入 EcoR玉、
EcoR吁酶切位点．分别以 7C3-C3Blue script 质粒
为模板扩增 W2b、W2a．反应体系如下 ：模板
1.5 滋l、引物各 2 滋l、10 伊 PCR 缓冲液 10 滋l、
25 mmol/L MgCl2 10 滋l、 dNTP 1.5 滋l、双蒸水
72 滋l、Taq酶 1 滋l，反应总体积为 100 滋l．PCR
参 数 ： 94℃ 预 变 性 4 min；94℃ 1 min 20 s，
52℃ 1 min 20 s，72℃ 2 min，共进行 35 个循环；
最后 72℃ 延伸 8 min．扩增出的目的片段 1%琼脂
糖凝胶电泳后用胶回收试剂盒回收．

1援2援2 单表位疫苗的构建和鉴定．构建过程如下:
将 pcDNA3和W2b分别用 BamH玉和 EcoR玉进行
双酶切过夜，经 1%的琼脂糖凝胶电泳检测后分别
用凝胶回收试剂盒和 PCR产物回收试剂盒回收酶
切产物．按片段 /载体= 6∶1的比例 16℃连接过
夜，用热休克方法转化大肠埃希菌 DH5a，菌液涂
布含氨苄 LB平板后 37℃ 培养过夜．将插入目的
片段的质粒命名为 pcDNA3-W2b．采用同样的策
略构建 pcDNA3-W2a．挑取平板 37℃培养 16 h左
右的单菌落，增菌后取 2 滋l 作为模板，按上述
PCR反应条件扩增新插入的目的片段．菌液用质
粒小提试剂盒提取质粒，经双酶切鉴定．对酶切和

PCR鉴定都正确的克隆委托上海生物工程公司进
行测序．

1援2援3 双表位疫苗的构建和鉴定．pcDNA3-W2b2a
构建过程如下:将 pcDNA3-W2b和 pcDNA3-W2a分
别用 BamH玉和 EcoR吁进行双酶切过夜，后续步
骤方法与单表位疫苗的构建和鉴定一致．

1援2援4 重组质粒的大量提取与纯化．参照《分子克

隆实验指南(第三版)》．

1援2援5 弓形虫抗原制备．将弓形虫 RH株速殖子注
射入昆明小鼠腹腔内，72 h 后收集腹腔中的速殖
子，超声粉碎，然后生理盐水溶解，用紫外分光光

度计确定浓度，-20℃保存备用．
1援2援6 表位疫苗的免疫接种．实验共设 5组，3个
重组质粒组，1个空质粒 pcDNA3对照组和 1个生
理盐水对照组．将昆明小鼠随机分组，每组各 20
只，雌雄各半．将大量提取并纯化的重组质粒及空

质粒分别用生理盐水稀释至 1 g/L，选用 4号针头，
从左后腿胫后肌下端，以平行于肌肉纵轴的方向进

针，每次注射 100 滋l．于初次免疫后第 2周和第 4
周分别加强免疫，生理盐水组注射 100 滋l生理盐水.
1援2援7 ELISA法测定小鼠血清 IgG．分别于免疫前
及末次免疫后第 2、4周，小鼠断尾法取血，分离
收集小鼠血清．将每次所取血清样品用间接 ELISA
法检测免疫小鼠 IgG抗体．将弓形虫 RH株速殖子
超声粉碎，用生理盐水溶解成为可溶性抗原(浓度
为 5 g/L)，然后包被酶标板，待测血清作 1∶100
稀释，每孔 100 滋l，同时作空白、阳性及阴性对
照．二抗为辣根过氧化物酶标记的羊抗小鼠 IgG
(1∶15 000稀释)，每孔 100 滋l．加底物(TMD)和显
色液(H2O2)各一滴，室温(28℃ )放置 20 min后加入
H2SO4 终止反应，各孔溶液用酶标仪 (波长为
450 nm)检测其 A 值，具体方法参见文献[3]．
1援2援8 脾细胞 CD4+ T与 CD8+ T淋巴细胞比值测
定．小鼠末次免疫 2周后，在进行攻击实验前，无
菌取脾．将 1 ml脾细胞悬液(密度为 1.0伊106～1.9伊
106个 /ml)置于 BD公司专用试管中，每只小鼠设 2
管．1 500 r/min离心 5 min，吸取 900 滋l上清．加
PE-CD8琢、FITC-CD4 (每种单抗浓度已调整为
0.05 g/L)单抗各 5 滋l，用旋涡振荡器混匀 10 s，室
温避光放置 30 min．1 500 r/min离心 5 min，弃上
清．每管加入 2 ml PBS溶液，用旋涡振荡器混匀
10 s，1 500 r/min 离心 5 min，弃上清．重复用
PBS洗涤一次．加 1%多聚甲醛 100 滋l，用旋涡振
荡器混匀 10 s， 4℃ 保存． 在美国 BD 公司产
FACSCalibur流式细胞仪上用 CELLQuest软件获取
CD4+ T、CD8+ T细胞数量，计算 CD4+ T与 CD8+ T
比值．

1援2援9 免疫小鼠抗攻击感染实验．末次免疫后 4
周，以弓形虫 RH株速殖子腹腔注射免疫组和对照
组小鼠(500个 /只)，观察记录小鼠的感染发病情
况和死亡时间．

1援2援10 统计分析． 统计数据采用统计软件
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2援2 PCR扩增
以新基因 wx2为模板扩增出W2b、W2a片段，

大小与预期值相符(图 2)．

2援3 表位重组质粒的酶切、PCR鉴定和测序结果
将单表位疫苗质粒 pcDNA3-W2b、pcDNA3-

W2a 和双表位疫苗质粒 pcDNA3-W2b2a 用酶切和

PCR鉴定，结果表明片段插入正确(图 3, 4)．将测
定序列同 GenBank中的相应序列进行比对，证明
插入序列正确．

Fig. 1 Prediction and selection of epitope
(a) Epi-position of gene wx2 ORF1 at 31～42aa (W2a). (b) Epi-position of gene wx2 ORF2 at 25～70aa (W2b).

SPSS11.5 非参数 Kruskal-Wallis 检验，以 x依s 表
示，表格采用 EXCEL制作．

2 结 果

2援1 表位选择

对亲水性、可及性、柔韧性和抗原性参数进行

统计分析(http://ca.expasy.org/)，推测新基因 wx2中
B 表位之一位于肽链 32～45 位，编码基因为
GTCGAAAAAAAAAAAAAAAAAAACTCGAGA-
GATCTTTTGAGC，共 42个 bp，为便于肽链折叠
和操作，均对预测表位进行放大，取包含此序列的

331 bp DNA 片段用于构建表位疫苗，命名为
W2a．B 表位之二为位于肽链 1～80 位，编码
基因为 ATGTATATCTGTATAGAAGGTACGCA-
AAAAGGTAGGATCACAGACGCGCATGCAAAA-
ACACATTCCTCACAGACGCGATGGCGTCCTGC-
ACCTGCAGTGCCGCTTCTTCATTCACCGATTC-
ACATGACATTTTCCTTCGACCGGAGAGACGAA-
AACATCCGTAAAGCGGTGAGTGTCGTTCTACG-
TATCGCCTCTCGTCGCCGAAGAGAAGAAATT，
共 216个 bp．同样取包含此序列的 226 bp DNA片
段用于构建表位疫苗，命名为W2b (图 1)．

Fig. 2 PCR products of wx2
M: DNA marker; 1: W2a, product of wx2; 2: W2b，product of wx2.

Fig. 3 Restriction digestion of recombinant plasmid
and identification by PCR

M: DLl5 000+D2 000 marker; 1: Recombinant plasmid pcDNA3-W2b;
2: pcDNA3-W2b plasmid digested by BamH玉 and EcoR玉 ; 3: PCR
products of pcDNA3-W2b; 4: Recombinant plasmid pcDNA3-W2a; 5:
pcDNA3-W2a plasmid digested by EcoR玉 and EcoR 吁 ; 6: PCR
products of pcDNA3-W2a.
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Groups
Before

immunization
0wk(A )

The time after last

immunization
2wk(A )

The time after last

immunization
4wk(A )

NS 0.121依0.056 0.124依0.045 0.127依0.029

pcDNA3 0.132依0.039 0.145依0.065 0.154依0.035

pcDNA-W2b2a 0.129依0.072 0.187依0.058 0.297依0.0741)

pcDNA3-W2a 0.126依0.025 0.182依0.028 0.256依0.0151)

pcDNA3-W2b 0.131依0.085 0.186依0.065 0.263依0.0591)

Table 2 Detection of T lymphocyte subsets of mouse splenocytes

Fig. 4 Restriction digestion of recombinant plasmid
and identification by PCR

M: DL l5000+ D2000 marker; 1: Recombinant plasmid pcDNA3-

W2b2a; 2: pcDNA3-W2b2a plasmid digested by EcoR玉 and EcoR吁 ;

3: PCR products of pcDNA3-W2b2a.

2援4 抗体应答 ELISA结果
间接 ELISA法实验结果表明，两单表位疫苗

pcDNA3-W2b、 pcDNA3-W2a 和 双 表 位 疫 苗
pcDNA3-W2b2a组均能诱导产生特异性 IgG抗体，
且均于 3次免疫后第 4周达到最高值，此时 A 值
大于免疫前 A 值的 2倍，表明 IgG抗体为阳性．
此次血清中新基因的表位疫苗组抗体 A 值均高于

pcDNA3和 NS对照组，尤其是 pcDNA3-W2b2a组
显著高于对照组(P < 0.05)．结果见表 1．

2援5 脾细胞 CD4+ T 与 CD8+ T 淋巴细胞亚群的
变化

小鼠末次免疫后第 4周，取小鼠脾细胞进行
CD4+、CD8+ T 淋巴细胞亚群测定．结果显示，
pcDNA3-W2b、 pcDNA3-W2a 和 pcDNA3-W2b2a
组 CD4+/CD8+ T淋巴细胞比例上升，并且 CD8+ T
淋巴细胞比例上升更加显著，CD4+ /CD8+ T淋巴细
胞比值明显低于 pcDNA3、NS 对照组(P < 0.05)，
且 pcDNA3-W2b2a 组 CD4+ /CD8+ T淋巴细胞比值
显著低于两单表位疫苗组．结果见表 2和图 5．

Table 1 Detection of IgG in serum of mice by ELISA

1)As compared with the control group, P < 0.05.

Groups
CD4+ (%)

CD4+ subset

CD8+(%)

CD8+ subset

CD4+/ CD8+

Ratio of CD4+/ CD8+ subsets

NS 36.36 14.10 2.58

pcDNA3 38.65 15.51 2.49

pcDNA-W2b2a 45.07 31.90 1.411) 2)

pcDNA3-W2b 42.14 22.32 1.891)

pcDNA3-W2a 40.77 20.81 1.961)

1)As compared with the control group, P < 0.05. 2)As compared with single epitope vaccine group, P < 0.05．

M 1 2 3bp

15 000
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5 000
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Table 3 The survival time of mice in different groups after challenged with tachyzoite

Fig. 5 T lymphocyte subsets was analyzed by FCM
(a) Immunized CD8+. (b) Immunized CD4+. (c) Control CD8+. (d) Control CD4+. The representative CD8+, CD4+ T lymphocytes test results of

pcDNA-W2b2a group and NS control group were selected.

Groups No. of mice
No. of mice in different time

Mean survival time/h
144 168 192 216 240 264 288 312

NS 15 10 0 0 0 0 0 0 0 150依8
pcDNA3 15 14 2 0 0 0 0 0 0 166依10

pcDNA3-W2b 15 15 10 8 3 2 1 1 1 217依411)

pcDNA3-W2a 15 15 9 6 2 1 1 1 0 194依271)

pcDNA3-W2b2a 15 15 14 10 6 3 2 1 1 235依351) 2)

1)As compared with plasmid group and the saline group, P < 0.05. 2)As comparted with pcDNA3-W2a group, P < 0.05.

101 102 103100 104

101 102 103100 104

(a) (b)

(c) (d)

101 102 103100 104

101 102 103100 104

2援6 抗攻击感染的免疫保护作用

免疫后第 4周每只小鼠经腹腔注射 500个速殖
子，实验小鼠均未能耐受攻击感染．新基因的表位

疫苗组小鼠存活时间明显长于 pcDNA3组及 NS组
(P < 0.05)，且双表位疫苗 pcDNA3-W2b2a 组小鼠

存活时间明显长于 pcDNA3-W2a 组(P < 0.05)，说
明 3种新基因的表位疫苗均能产生一定的保护效
应，使实验小鼠的存活时间明显延长，且双表位疫

苗优于单表位疫苗(表 3，图 6，7)．
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Fig. 6 The means of survival time in different groups
of immunized mice after challenged with tachyzoite

1: pcDNA3-W2b; 2: pcDNA3-W2a; 3: pcDNA3-W2b2a; 4: pcDNA3;

5: NS.
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3 讨 论

表位疫苗是一种全新的高效免疫方法，具有制

备简便，保存和运输容易，使用安全且不需在体外

表达和进行蛋白质的纯化，能长期诱导机体产生

CTL和体液免疫反应应答等优点．大量 CTL表位
和 B淋巴细胞表位得以鉴定，这样表位基因构建
表位疫苗成为可能[4～6]．表位疫苗将直接编码表位

的基因片段进行适当的组合并构建到真核表达载体

上，可除去抗原中起负向调节作用以及多变异区

域，已在感染性疾病[7, 8]、寄生虫[9]和肿瘤[4]疫苗的

研究中获得满意的免疫效果．目前常用的是取多个

靶抗原表位或者辅助表位，制备成单表位或者复合

表位疫苗，这样诱导的免疫应答将具有更强的特异

性和更高的免疫效果，是疫苗研究的热点之一[10]．

并且与其他 DNA疫苗相比有如下特点，首先，由

于MHC分子存在群体差异，一个特定表位只能被
一部分群体MHC分子结合并递呈给 T细胞，而表
位疫苗理论上能被多种遗传背景的 MHC 分子识
别，从而扩大了免疫范围[11]．其次，表位疫苗能剔

除免疫反应中的某些不利因素，如负性调节的基因

及非特异性成分，以及可以避免完整抗原与宿主同

源性而引起的自身免疫反应等危害．表位疫苗通过

选择适当的免疫方式，能诱导机体很强的细胞免

疫，这对细胞内寄生虫尤其重要．

本课题组已经通过杂交瘤技术制备的单克隆抗

体筛选弓形虫 cDNA文库获得弓形虫新基因 wx2，
并在 GenBank登录(登录号为 AY238892)．通过双
色免疫荧光定位和体外表达以及生物信息学分析对

其进行鉴定，证明其为弓形虫的含有信号肽的一个

膜分子新基因，编码蛋白的分子质量为 49 ku[12]．

本研究中采用瑞士生物信息学研究所

(http://ca.expasy.org/)提供的蛋白质分析软件对新基
因 wx2的抗原表位进行了预测，其有 2个 B细胞
表位富集区．表位编码区碱基太少，在动物体内半

衰期短、降解快会削弱抗原递呈作用，表位的碱基

数太少不便于 PCR扩增及酶切鉴定等，且 B细胞
表位预测结果缺少标准的评估方法，对同一段序

列，应用不同方法、不同预测参数预测出的抗原表

位略有差异[13]，表位预测的准确率一般为 40%～
60%[14]．考虑到上述影响因素，在构建真核表达质

粒时均对表位编码区进行了放大，以确保表位的

完整．

在免疫反应中，细胞内寄生的病原体主要刺激

机体的细胞免疫应答．Gazzinelli 等 [15]研究表明，

CD8+T细胞是宿主对抗弓形虫感染的主要细胞亚
群．在 IFN-酌的调节协同作用下，CD8+T细胞的分
化成熟，进而对弓形虫速殖子感染的靶细胞产生细

胞毒作用 [16]．本研究显示，单表位疫苗 pcDNA3-
W2b、pcDNA3-W2a和双表位疫苗 pcDNA3-W2b2a
组，均能诱导产生特异性 IgG抗体,且均于 3次免
疫后第 4周达到最高值．此次血清中新基因的表位
疫苗组抗体 A 值均高于 pcDNA3 和 NS 对照组，
pcDNA3-W2b2a组显著高于对照组．末次免疫后 4
周，小鼠脾淋巴细胞中，免疫鼠的 CD4+与 CD8+T
淋巴细胞数量较对照组都升高，并且 CD8+T淋巴
细胞数量呈上升趋势更显著，CD4+ /CD8+ T比值显
著下降，实验组和对照组之间有显著差异，且双表

位疫苗组也与单表位疫苗组有显著差异，说明接种

新基因 wx2的表位疫苗可以模拟弓形虫感染，其能
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刺激 B淋巴细胞的增殖、分化，分泌特异性的抗
虫抗体，发挥抗弓形虫感染的免疫保护作用，其诱

导的细胞免疫是以促进产生 CD8+T细胞亚群为主，
并且刺激 CD4+T形成 Th1细胞，促进 TTDH和 TC细

胞的增殖分化与成熟，在细胞介导的免疫应答中发

挥作用．

目前研制的弓形虫 DNA疫苗虽能诱导一定的
细胞免疫和体液免疫，但由于其抗原成分大多采用

单个弓形虫基因片段，因而其含有的淋巴细胞结合

位点少、受MHC限制性比较大，因而目前研制的
核酸疫苗效果仍不理想，只能起到部分保护作用，

尤其对弓形虫强毒株只能延缓小鼠死亡时间[17]．魏

庆宽[18]、占国清[19]、孙怡[20]和杨婷婷[21]等作者报道

的 DNA 疫苗，其存活时间分别为 201.8 h、7.89
天、 174 h 和 9.5 天． 本研究中 pcDNA3-W2b、
pcDNA3-W2a 和 pcDNA3-W2b2a 表位质粒免疫小
鼠后，再经 RH株弓形虫速殖子攻击，其小鼠平均
存活时间分别为 235 h、 217 h 和 194 h，高于
pcDNA3组和 NS对照组，尤其是 pcDNA3-W2b2a
双表位疫苗组与对照组有显著差异，对弓形虫强毒

株的保护效果略优于上述报道的 DNA疫苗．说明
新基因 wx2 的 pcDNA3-W2b、pcDNA3-W2a 两个
单表位疫苗，尤其是 pcDNA3-W2b2a 双表位疫苗
免疫小鼠所诱导的免疫保护作用，可降低弓形虫感

染所导致的死亡，是一种较理想的弓形虫疫苗．
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The Protective Efficacy Induced by The Epitope Vaccines
From New Gene wx2 of Toxoplasma gondii in Mice*

TAN Kui, ZHANG Qiong, FAN Jiu-Bo, XIE Rong-Hua, JIANG Li-Ping,WU Xiang**, SHU Heng-Ping**

(Department of Parasitology, Xiangya School of Medicine, Central South University, Changsha 410078, China)

Abstract Epitope prediction of a new gene wx2 in Toxoplasma gondii was analyzed by bioinformatics.
The epitope encoding fragments W2b and W2a were amplified from new gene by PCR, respectively. The
single-epitope vaccines pcDNA3-W2b, pcDNA3-W2a and double-epitope vaccine pcDNA3-W2b2a were
successfully constructed. Mice in group pcDNA3-W2b, pcDNA3-W2a, pcDNA3-W2b2a and two control groups,
pcDNA3 and NS, were injected intramuscularly with pcDNA3-W2b、pcDNA3-W2a and pcDNA3-W2b2a epitope
vaccines, respectively. As controls, mice were inoculated with NS or empty plasmid pcDNA3. The induced
immune responses were tested by ELISA detecting IgG, and flow cytometry sorting the subsets of T lymphocyte.
All mice were challenged with highly virulent RH tachyzoites to observe the survival time. Results display that the
level of IgG in sera of mice inoculated with pcDNA3-W2b2a was significantly higher than those in pcDNA3 and
NS control group, CD4+T/CD8+ T cell proportion of immunized mice was significantly lower than those in control
group. After challenged with highly virulent tachyzoites, the mean survival time of immunized mice in
pcDNA3-W2b2a group was significantly longer than groups pcDNA3-W2b, pcDNA3-W2a and control group,
indicating that the epitope vaccine from new gene wx2 can induce protective immunity in mice． and the protective
efficacy of pcDNA3-W2b2a double epitope vaccine elicits better immunoprotectivity than pcDNA3-W2b,
pcDNA3-W2a single-epitope vaccine.

Key words Toxoplasma gondii, epitope vaccine, recombinant plasmid, B lymphocyte epitope, protective efficacy
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