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重组霍乱毒素!亚基与疟原虫多表位融合蛋白

的免疫保护作用研究

曹 诚 李 平 石成华 钟 辉 李杰之! 时运林" 马清钧
（军事医学科学院生物工程研究所 北京 !%%1&%）

摘 要 对以霍乱毒素2亚基为载体蛋白的重组疟疾多价抗原在小鼠及恒河猴中的免疫原性及对相应疟原虫感

染的免疫保护作用进行了研究。结果表明：该抗原免疫小鼠后，对约氏疟子孢子攻击的保护率在&%3左右；恒河猴

免疫后用!4!%1食蟹疟裂殖子攻击，对照组$只动物在攻击后56感染，感染持续#%6以上；免疫组$只动物中，两

只动物在感染"!76后完全恢复，且!只推迟#6感染，说明该抗原具有免疫保护作用。
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疟疾是严重的寄生虫病，全世界每年大约有

#%%万人死于疟疾，在我国的海南、云南地区，疟疾

流行仍较严重。由于抗药性的产生，给药物治疗带

来困难，因此，研制有效的疟疾疫苗一直受到极大的

重视。

由于疟原虫的生活史极为复杂，其抗原性弱且

有很强的抗原变异性，因此疟疾疫苗研究遇到了极

大的困难。近年来，随着分子生物学等现代技术的

发展，对疟原虫抗原及免疫保护作用的研究日益深

入，出现了以:;<""为代表的疫苗应用于临床试验，

但其免疫效果不肯定［!］。由于疟原虫自然感染后

未见明显的保护，因此我们认为要研制有效的疟疾

疫苗必须寻求有效的免疫增强途径，提高机体对抗

原的免疫应答水平。我们通过遗传工程途径，在大

肠杆菌中表达了霍乱毒素2亚基与疟原虫多价抗

原的融合蛋白［$］，研究表明该抗原具有良好的免疫

原性，其中的=>2部分具有良好的佐剂活性，不加

其它佐剂免疫小鼠后产生高滴度的抗=>2抗体、抗

疟原虫抗体及疟原虫特异性=>?细胞［#］。

由于恶性疟除人体外，仅能感染哥伦比亚的夜

猴（9(@ABC(DEF.），其来源极其有限，给疫苗效果的

初步评价带来很大困难。近年的研究表明，恶性疟

子孢子抗原（=:G）免疫小鼠后，对约氏疟（3,+&4(56

#)42(%,,#）子孢子的攻击有交叉免疫保护作用［5］；

猴食蟹疟（3702$(4(,1#）也被用作人间日疟（378#6
8+9）疫苗研究的模型［&］，由于本研究应用的抗原

（9H>I）含有子孢子抗原（=:G）及在恶性疟及间日疟

间有免疫交叉保护作用的表位+J+KK［&］，因此小鼠

及恒河猴有可能用作评价该候选疫苗的动物模型。

" 材料与方法

"#" 重组抗原

重组质粒;,=09H>I本室袁清安等构建，该

质粒转化大肠杆菌:70(,#>J!%5"（本室保存）后能

表达=>2与疟原虫多抗原表位的融合蛋白。该融

合蛋白分泌性表达，通过亲合层析纯化后L$%M保

存。

"#$ 实验动物及攻击用虫株

=&72?／"N（!1!$%O／只）小鼠及恒河猴（#EO左

右）均购自军事医学科学院实验动物中心，所用恒河

猴使用前均经镜检证 实没有疟原虫感染。小鼠约

氏疟原虫（372(%,##）由首都医科大学保存，食蟹猴

疟原虫（3702$(4(,1#）由军事医学科学院时运林教

授提供。

"#% 约氏疟子孢子的制备

感染约氏疟的桉蚊（雌蚊）剪去腹部后，加入生



理盐水研磨匀浆，显微计数，用无菌生理盐水将子孢

子浓度调整为!"#$%!&$／’(，备用。

!"# 食蟹猴疟原虫裂殖子制备

通过蚊媒叮咬使恒河猴感染，在攻击前制作薄

片，经姬母萨染色后计算感染红细胞的比例，同时取

血进行红细胞计数，以计算攻击用裂殖子剂量。

!"$ 免疫原性分析

疟原虫特异性)*(细胞测定参见文献［+］，

)*,抗体测定参见文献［-］。

抗疟原虫表位抗体测定方法如下：将./*0抗

原中的疟原虫抗原基因切下克隆至大肠杆菌表达载

体1,2##&，在大肠杆菌中表达重组抗原，经制备电

泳纯化后包被酶联板，用于测定抗疟原虫表位抗体，

后续测定步骤与)*,抗体的测定相同。

!"% 攻击试验

小鼠第3次免疫后!周，通过腹腔注射约氏疟

子孢子攻击，从第3天开始每天涂片镜检感染结果。

恒河猴后在攻击前!45进行!次加强免疫，通过静

脉注射感染了食蟹猴疟原虫的红细胞，攻击剂量为

!%!&6。

& 结果与讨论

&"! ’()*抗原免疫恒河猴后产生细胞和体液免

疫效应

重组抗原!&&!7，通过大腿肌肉注射免疫恒河

猴，在!4、#65各加强免疫!次，取静脉血测定抗体

产生情况，结果表明，免疫动物能产生高滴度的抗

)*,抗体，抗疟原虫表位抗体滴度也可达!：+4&&
（图!）。

图! ./*0抗原免疫恒河猴后产生抗疟原虫表位抗体
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在第三次免疫#周后取血，分离外周血单核细

胞（L,M)）进行)*(活性分析，结果表明重组抗原

免疫恒河猴后，能刺激肌体产生特异性杀伤*细

胞。

由于在免疫时并未加其它佐剂，说明霍乱毒素

,亚基具有良好的佐剂活性。./*0抗原有可能

在小鼠及恒河猴中诱发较好的免疫保护。

图# ./*0抗原免疫恒河猴后能产生特异性)*(细胞
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&"& +$,-.／%/小鼠免疫后的保护作用

+&只小鼠分为3组，每组#&只，分别用!&!7
重组霍乱毒素,亚基（)@:;D@K）、!&!7重组./*0
融合抗原（./*0!&）及$&!7融合抗原（./*0$&）

分别于&，-，#65免疫3次，第3次免疫后进行攻击

试验。攻击试验时，#&只小鼠分为两小组，每组!&
只，分别通过腹腔注射!#$&&及#$&&&个约氏疟子

孢子，取尾血涂片检验感染情况，#&5内不出现显性

感染的动物即认为得到了保护，结果如图3。

图3 ./*0抗原免疫小鼠后的免疫保护情况

897"3 LD@;?N;9O??>>9NANCA>;?D./*0
9’’E:9FA;9@:;@’9N?

图3的结果表明，无论是!&!7还是$&!7组，小

鼠在免疫后均对约氏疟的攻击产生显著的保护作
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用。在!"#$$子孢子攻击时，免疫组!$只小鼠均有

%只没有出现显性感染，而对照组仅"只（保护率为

#$&）；为了证实该结果的可靠性，本保护性研究重

复了"次，均获得类似结果，说明’()*抗原免疫

小鼠后的确具有免疫保护作用。

! 恒河猴免疫后的保护作用

由于猴疟（!"#$%&’&()*）与人间日疟（!"+*,
+-.）具有生物学、遗传学的近似性，在疟疾疫苗的研

究中也常以!"#$%&’&()*作为间日疟的模型，获得

了好的研究结果。因此用恒河猴作为动物模型，重

组’()*抗原免疫后用食蟹疟攻击，其结果可能更

接近于人体的情况。

恒河猴用!$$!+重组抗原分别于$，!,，"-.免

疫/次，在攻击前%.（距第!次免疫!,/.）用同样剂

量再加强免疫!次，然后用!$-感染食蟹疟的红细

胞通过静脉注射攻击，攻击时间应该在最后一次免

疫后0$.左右，这时的免疫后应处于较高水平，但由

于食蟹疟原虫的饲养出现问题，所以我们的攻击时

间要推迟一些，攻击结果见图,。

由图,可见，对照猴在攻击后第#天均出现显

性感染，且虫血症迅速达到高峰，感染至少持续/$.
以上。免疫组中，有一只感染时间推迟了/.，两只

猴在攻击后!!，!#.完全恢复，显性感染仅持续#"
%.。从寄生虫血症数量看，除免疫组中一只短暂达

到-&且 仅 持 续".外，其 虫 血 症 也 明 显 低 于 对

照组。

图, ’()*免疫恒河猴后，恒河猴对食蟹

疟裂殖子攻击的保护作用
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本研究中，攻击用的裂殖子数量较通常的（静

脉）攻击剂量（!$0）高得多，因此如果降低攻击剂量，

可望产生更好的免疫保护效果。

以IJ9’+为载体蛋白通过基因融合途径构建

的疟 疾 疫 苗 在 人 体 试 验 中 取 得 了 良 好 的 保 护 效

果［-］。本研究以小鼠和恒河猴为模型，证实了霍乱

毒素J亚基与恶性疟多价抗原表位的融合蛋白的

免疫保护作用，与文献中报道的F)J的免疫增强作

用相一致［K］。这些结果表明，应用合适的佐剂和载

体蛋白以增强抗原的免疫原性对于研究有效的疟疾

疫苗是非常重要的。
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