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摘  要 : 为研制抗血吸虫疫苗提供实验依据，探讨了抗血吸虫 SjGST-32 核酸疫苗与蛋白疫苗联合免疫的免疫

增强效应及免疫应答特征。将日本血吸虫 DNA 疫苗 VR1012-SjGST-32 与重组蛋白疫苗 rSjGST-32 分别在第 0、

2 和 4 周免疫小鼠，在第 6 周攻击感染日本血吸虫尾蚴，攻击感染 45 d 后剖杀小鼠，计算减虫率、检卵率以及

检测肝脏病理变化，观察免疫保护效果；检测小鼠血清中特异性 IgG 抗体滴度，T 细胞增殖反应和抗原特异性

CD4+IFN-γ+、CD4+IL-4+和 CD4+IL-10+的数量，探讨免疫应答特征。结果显示，DNA 初免-蛋白加强的联合免

疫组的保护作用优于单独免疫组，显著提高了减虫率 (42.3％) 和减卵率 (59.6％)，并且能够显著减轻血吸虫

虫卵对肝脏的病理损害；进一步发现，DNA 疫苗和蛋白疫苗联合应用增强了机体 T 淋巴细胞增殖反应、抗体

IgG 滴度以及抗原特异性 CD4+IFN-γ+的产生。这些研究为新型血吸虫疫苗的优化设计和合理应用提供了依据。 

关键词 : 核酸疫苗，蛋白疫苗，血吸虫，免疫效果  
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DNA prime followed by protein boost enhances the protective 
efficacy against Schistosoma japonicum infection in mice 
Bingchun Liu1*, Xinjie Cui1*, Xinsong Luo2, and Xiao Wang1 

1 College of Life Sciences, Inner Mongolia University, Hohhot 010021, Inner Mongolia, China 
2 Hunan Institute of Schistosomiasis Control, Yueyang 414000, Hunan, China 

Abstract:  Schistosomiasis japonica is an endemic, zoonotic disease of major public health importance in China. 
Vaccination is needed as a complementary approach to the ongoing control programs. In the present study, we determined if 
the efficacies of DNA vaccine encoding the SjGST and Sj32 asparaginyl endopeptidase protein could be enhanced by 
boosting with SjGST-32 protein vaccines. Mice were inoculated with a VR1012-SjGST-32 DNA vaccine followed by 
boosting with rSjGST-32 at 0, 14 and 28 d. Two weeks after the final boost, mice were challenged percutaneously with 
cercariae. On day 45 following the challenge, all mice were sacrificed and the numbers of recovered worms and hepatic 
eggs were counted. Moreover, we analyzed the immune response among various vaccination groups. The results showed 
that DNA vaccine efficacy was enhanced when mice were boosted with protein vaccine. Adult worm and liver egg burdens 
were reduced 42.3% and 59.6%, respectively. We further found that DNA vaccine followed by boosting with protein 
significantly increased the IgG titer and T cell proliferation over those seen in mice vaccinated solely with DNA vaccines. 
Furthermore, the higher level of IFN-γ expression in the splenetic CD4+ T cell showed that DNA prime-Protein boosting 
vaccine induced CD4+ Th1-type responses. Thus, DNA vaccine efficacy was significantly enhanced via boosting protein 
vaccine which might provide a basis for rational application of the Schistosoma vaccine. 

Keywords:  DNA vaccine, protein vaccine, Schistosomiasis japonica, immune efficiency 

日本血吸虫病是一种流行广泛、危害严重的

人兽共患寄生虫病。如何有效控制和预防日本血

吸虫成为全世界普遍关注的公共卫生问题。研制

血吸虫病疫苗可作为化疗的补充，能更有效地控

制血吸虫感染。近年来己经开展了血吸虫 DNA

疫苗的研制，并且取得了一定的效果，但其免疫

保护效果还是很不理想。如何增强 DNA 疫苗的

免疫效果是当前日本血吸虫疫苗研究的重点[1-2]。

联合运用性质不同的核酸疫苗和重组蛋白疫苗

进行免疫接种可以同时增强 DNA 疫苗诱导的体

液免疫应答和细胞免疫应答，如上调抗体水平、

细胞增殖反应、CTL 活性及细胞因子的分泌等，

从而有效地提高疫苗效果[3-5]。本课题组前期研

究工作表明，单一构建 SjGST-32 的核酸疫苗和

蛋白疫苗均难以同时诱导高水平的体液免疫和

细胞免疫应答。本研究将构建的 VR1012- 

SjGST-32 DNA 疫苗免疫小鼠，然后用相应用蛋

白 rSjGST-32 疫苗加强免疫，探讨 DNA 初免-蛋

白加强的联合免疫策略是否能增强血吸虫 DNA

疫苗的免疫保护效果，为研制高效抗血吸虫疫苗

提供实验依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  主要试剂 

大肠杆菌 DH5α、载体 VR1012 以及编码谷

胱苷肽转移酶和组织蛋白酶 B 二价核酸疫苗

VR1012-SjGST-32 和相应重组蛋白 rSjGST-32 为
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本实验室保存；羊抗小鼠 IgG-HRP、TMB、MTT、

刀豆蛋白 (Con A)、牛血清白蛋白 (BSA)、莫能

菌素、多聚甲醛和皂素均为 Sigma 公司产品；

IL-4、IFN-γ、CD4、IL-10 荧光单克隆抗体和 Fc

抗体购自 BD 公司；胎牛血清和 RPMI-1640 为

GIBCO 公司产品。 

1.1.2  试验动物 

雌性 C57/B6 小鼠，6~8 周龄，购自北京维

通利华实验动物公司，试验动物均用无病源污染

的饲料及饮水饲养。 

1.2  抗原的制备与鉴定  
将实验室保存的重组质粒 VR1012-SjGST-32

转化大肠杆菌 DH5α 感受态细胞，利用限制内切

酶鉴定重组质粒的正确性，经发酵后通过碱裂解

法大量制备重组质粒，−20 ℃保存备用；重组

rSjGST-32 蛋白抗原的制备参考分子克隆试验手

册，用 Bradford 法进行蛋白定量后−80 ℃保存

备用。  

1.3  动物免疫及攻击感染 
将 6~8周龄 C57/B6雌性小鼠随机分成A、B、

C、D、E 5 组，每组 10 只：A 组 (PBS 对照组)、

B 组 (空质粒 VR1012 对照组)、C 组 (核酸疫苗

VR1012-SjGST-32 组 ) 、 D 组  ( 蛋 白 疫 苗

rSjGST-32 组)、E 组 (联合免疫 VR1012-SjGST- 

32+rSjGST-32 组)。VR1012 空质粒及核酸疫苗

100 μg/次、蛋白疫苗 50 μg/次，各组均于 0 d、

14 d、28 d 采用肌肉多点注射免疫 3 次 (联合免

疫组 0 d、14 d 为核酸疫苗，28 d 为蛋白疫苗)。

末次免疫后 2 周，每鼠经腹部皮肤感染 (30±2) 

条日本血吸虫 (大陆株) 尾蚴。攻击感染 45 d 后

剖杀小鼠，肝门静脉灌注法收集成虫。从固定部

位取小鼠肝组织 1 g，加入 20 mL 5％的 KOHL，

于 37 ℃孵箱中消化过夜，取 0.1 mL 在普通光镜

下进行虫卵计数。 

减虫率 (％) = (对照组平均检获成虫数−实

验组平均检获成虫数)/对照组平均检获成虫数× 

100％。 

减卵率 (％) = (对照组每雌虫平均产卵数−

实验组每雌虫平均产卵数)/对照组每雌虫平均产

卵数×100％。 

1.4  鼠肝脏虫卵肉芽肿平均直径及虫卵肉芽

肿的面积检测 
攻击感染后 45 d 剖杀小鼠，从固定部位切取

小鼠肝组织，用 10％福尔马林液固定，石蜡包埋，

切片和 HE 染色，低倍镜下观察其病理学变化，

并应用 Motic 照相处理软件和病理图像分析系

统，测量各组鼠肝脏虫卵肉芽肿平均直径和虫卵

肉芽肿面积。 

1.5  血清总 IgG 的检测 
用重组蛋白 rSjGST-32 抗原包被 ELISA 板，

以末次免疫后 14 d 小鼠血清为一抗，以酶标羊抗

鼠 IgG 为二抗，间接 ELISA 法检 rSjGST-32 特异

性 IgG 水平。 

1.6  MTT 法检测 T 淋巴细胞增殖反应 
末次免疫后 7 d，无菌条件下分离小鼠脾脏

淋巴细胞，通过尼龙柱除去 B 细胞制成单细胞悬

液，调整细胞浓度到 1×106 个/mL，活细胞数在

90％，每孔加入 100 μL 细胞悬液到 96 孔细胞培

养板上。其中实验组为加 100 μL 日本血吸虫抗

原至终浓度为 5 μg/mL，阳性对照为加 100 μL 

ConA 至终浓度为 5 μg/mL，无关对照为加 100 μL 

BSA 至终浓度为 2 μg/mL，空白对照物为 100 μL 
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RPMI-1640。实验组和对照组各设 3 个重复孔，

37 ℃、5％ CO2 培养 48~72 h 后，每孔加入 20 μL 

5 μg/mL MTT，继续培养 4 h，离心弃上清，每孔

加入 100 μL DMSO，培养 15 min 后，用酶标仪

测定 A570 吸光值。淋巴细胞增殖反应能力用刺激

指数表示。刺激指数 SI = (A 实验组−A 培养基)/ 

(A 细胞−A 培养基)。 

1.7  流式细胞仪检测细胞因子表达水平 
末次免疫后 7 d，无菌条件下分离小鼠脾脏

淋巴细胞，通过尼龙柱除去 B 细胞制成单细胞悬

液，调整细胞浓度到 5×106 个/mL ，每孔加入

100 μL 细胞悬液到 96 孔细胞培养板上。实验

组：加日本血吸虫抗原和抗 CD28 抗体，每孔各

50 μL 至终浓度为 5 μg/mL；阳性对照组：加

100 μL PMA 至终浓度为 5 μg/mL，空白对照组：

加 100 μL RPMI-1640。实验组和对照孔各设 3 个

重复孔。37 ℃、5％ CO2 培养 48 h 后，离心收

集细胞，用抗 Fc 抗体封闭，加 4％多聚甲醛固定

8 min，0.1％皂素破膜 5 min，PBS 洗 2 次，用

10 μL 荧光单克隆抗体 4 ℃暗处染色 30 min 后，

取 300 μL 进行流式细胞仪检测。 

2 结果与分析 

2.1  虫体的收获及减虫率的计算 
攻击感染后 45 d 剖杀小鼠，各免疫组的虫荷

数及减虫率见表 1，联合免疫组的减虫率达

42.92％，而 DNA 单独免疫组或蛋白单独免疫组

的减虫率分别为 31.15％和 22.68％。联合免疫组

和单独 DNA 疫苗组或单独蛋白疫苗组相比，差

异显著，但单独免疫组之间的虫荷数无显著差异。 

2.2  虫卵的收获及减卵率的计算 
各组小鼠肝组织中每条雌虫平均产卵数及

减卵率见表 2。如表所示，联合免疫组的减卵率 

(57.98％) 与DNA单独免疫组 (39.58％) 或蛋白

单独免疫组 (37.09％) 相比差异显著，但单独免

疫组减卵率无显著差异。 

2.3  鼠肝脏虫卵肉芽肿平均直径及虫卵肉芽

肿的面积测定结果 
表 3显示各组肝脏虫卵肉芽肿平均直径及虫

卵肉芽肿的面积测定结果，联合免疫组的虫卵肉

芽肿平均直径及虫卵肉芽肿的与 DNA 单独免疫

组和蛋白单独免疫差异显著。 

表 1  各组检获成虫数和减虫率 
Table 1  Worm burden and worm reduction rate in immunized mice compared with the control 

Group Female worm Male worm Mean worm Worm reduction (%) 

Infection control 10.56±1.29 10.86±1.17 22.27±2.19  

VR1012  9.86±2.34 10.40±2.22 20.20±4.49  9.29 

DNA vaccine  8.12±0.99  7.00±1.19 15.12±3.33 31.15 

Prime-boost  6.25±1.70  6.43±1.50  12.17±3.06* 42.92 

Protein vaccine  8.22±0.83  9.00±1.00 17.22±1.64 22.68 
Note: worm burdens and reduction rates were counted and calculated as described in the ‘‘Materials and methods’’ section; 
*P<0.05 as significant change. 
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表 2  各组平均每克肝组织虫卵数及减卵率 
Table 2  Eggs per gram of liver tissue and egg reduction rate of groups 

Groups Egg number/liver (104) Egg reduction (%)  

Challenge control 4.77±0.85  

LMS 4.40±0.37  7.73 

DNA vaccine 2.88±0.95 39.58 

Prime-boost 2.00±0.93* 57.98 

Protein vaccine 3.00±0.95 37.09 
Note: egg burdens and reduction rates were counted and calculated as described in the ‘‘Materials and methods’’ section; 
*P<0.05 as significant change. 

表 3  鼠肝脏虫卵肉芽肿平均直径和肉芽肿的面积结果 
Table 3  Mean areas of single-egg granulomas and the mean areas occupied by granulomas in liver sections 

Groups Liver weight Mean diameter (μm) Granulomas size (μm2, ×103)

Infection control 1.51±0.13 73.33±15.42 3.09±1.21 

VR1012 1.53±0.14 61.07±13.48 2.98±1.12 

DNA vaccine 1.34±0.31 44.25±17.78 2.26±1.21 

Prime-boost 1.13±0.25* 42.03±5.39*  2.11±0.87* 

Protein vaccine 1.45±0.11 53.09±22.23 2.42±1.24 
Note: weight and granulomas size of mice liver were measured as described in the ‘‘Materials and methods’’ section; * P<0.05 
as significant change. 
 

2.4  淋巴细胞增殖反应 
为了检测各种疫苗免疫后细胞免疫反应，在

末次免疫后 7 d，无菌取出脾脏，通过 MTT 法进

行 T 细胞扩增检测，ConA 用于所有的实验组中

作为阳性对照，rSjGST-32 抗原来刺激 T 细胞增

殖，而 BSA 作为非特异性抗原。如图 1 所示，

DNA 初免-蛋白加强免疫组 T 细胞增殖反应显

著高于单独免疫 DNA 疫苗组和单独免疫蛋白疫

苗组。 

2.5  血清总 IgG 的检测 
以 r SjGST-32 蛋白作为检测用抗原，包被

ELISA 板，间接 ELISA 法对末次免疫后 14 d 收

集的小鼠血清中的 IgG 进行测定，结果如图 2 所 

示，联合免疫组抗体 IgG 滴度显著高于 DNA 疫

苗组，但与单独免疫蛋白疫苗组，无显著差异。 

 

图 1  T 淋巴细胞扩增反应结果 
Fig. 1  T cell proliferation.  
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图 2  间接 ELISA 检测 IgG 滴度 
Fig. 2  IgG titer in different groups.  

2.6  细胞因子检测结果  
细胞因子的表达在调节免疫反应和免疫平

衡过程中起到重要作用，为进一步检测联合免疫

后小鼠体内细胞因子表达的变化情况，在末次免

疫后 7 d，分离各实验组小鼠脾脏淋巴细胞，对

小鼠脾脏淋巴细胞进行胞内因子染色，用流式细

胞仪检测并分析结果。结果如图 3 所示，DNA

疫苗初免-蛋白疫苗加强的免疫策略显著增强了

抗原特异性 CD4+IFN-γ+ 的产生，而降低了

CD4+IL-10+的产生，提示为 Th1 型免疫应答。 

 

图 3  流式细胞仪检测胞内细胞因子 
Fig. 3 Antigen-specific cytokines profiles by FACS. Intracellular staining for IFN-γ+ in CD4+ (A) and IL-4 in CD4+ (B) 
IL-10 in CD4+(C) in cells was performed. The percentages of positive cells were showed in each dot-plot in the gated 
area. D is a representation of the percentage of intracellular cytokines of each group. The data shown are representative 
of three independent experiments. *P < 0.05. 
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3  讨论 

虽然 DNA 疫苗能诱导全面的免疫应答反

应，而且能引起长期的免疫记忆。然而，DNA

疫苗诱导以细胞免疫为主，抗体水平较弱，保护

效果不够理想[6-7]。基因工程构建的重组蛋白疫

苗一般均能诱导机体产生高滴度的抗体，但其诱

导的细胞免疫水平常显不足，保护效果有限[8-10]。

许多研究者认为，采用核酸疫苗与蛋白疫苗联合

免疫可发挥两种疫苗在机体内诱导免疫应答的

不同优势，从而增强疫苗诱导机体产生特异性免

疫应答的效果。近年来，在布鲁杆菌病、疟疾、

弓形虫病、日本脑炎、结核病和艾滋病等疫苗的

研究中发现，用核酸疫苗初免继而用相应蛋白疫

苗加强免疫后，其免疫应答水平和保护性免疫效

果均较单一核酸疫苗或单一蛋白疫苗增高[11-14]。 

血吸虫疫苗追求的目标主要有 3 个，第一是

能够产生较强的感染免疫保护力，表现在减虫率

指标上。本实验用日本血吸虫 DNA 疫苗

VR1012-SjGST-32 与重组蛋白疫苗 rSjGST-32 联

合免疫小鼠 (核酸疫苗初免-蛋白疫苗加强)，获

得了 42.3％的减虫率，与 VR1012-SjGST-32 单独

免疫 (减虫率为 31.15％) 和 rSjGST-32 联合免疫 

(减虫率为 22.68％) 相比，差异显著，表明 DNA

疫苗和蛋白疫苗联合应用有明显的减虫作用。其

二是抗生殖力，表现为雌虫产卵量的下降和卵胚

发育的障碍[15-16]。本研究显示，从减卵效果来看，

结果发现联合免疫组获得了 59.6％的减虫率，与

VR1012-SjGST-32 单独免疫 (减虫率为 31.15％) 

和 rSjGST-32 联合免疫 (减虫率为 22.68％) 相

比，差异显著，进一步说明联合免疫组除具有抗

日本血吸虫感染的功效外，也具有一定的抗生殖

作用。其三是抗病理免疫保护力，表现在对虫卵

肉芽肿形成的抑制和肝纤维化的调节上。血吸虫

病的病变主要由虫卵引起，虫卵主要是沉着在宿

主的肝及结肠肠壁等组织，所引起的肉芽肿和纤

维化是血吸虫病的主要病变，虫卵肉芽肿与纤维

化的形成是肝脏病理变化的基础。虫卵肉芽肿的

形成是宿主对致病因子的一种免疫应答。一方面

通过肉芽肿反应将虫卵破坏清除，并能隔离和清

除虫卵释放的抗原，减少血液循环中抗原抗体复

合物的形成和对机体的损害；另一方面，肉芽肿

反应破坏了宿主正常组织，不断生成的虫卵肉芽

肿形成相互连接的疤痕，导致干线型肝硬变及肠

壁纤维化等一系列病变[17-21]。在本研究中发现，

联合免疫组与单独免疫组相比，小鼠肝脏病理变

化明显减轻，肉芽体积较小，炎症反应轻微，改

善了由于虫卵的沉积而造成的肝脏病理损害。 

许多研究表明，血吸虫疫苗诱导的保护力依

赖于 CD4+T 淋巴细胞和 IFN-γ 的存在，IFN-γ

激活的效应性细胞是抵抗血吸虫感染的主要机

制[22]。在本研究中，我们用胞内细胞因子染色的

方法对 CD4+ IFN-γ+和 CD4+ L-10+进行检测，结

果显示，与单独 DNA 免疫组或者单独蛋白免疫

组相比，DNA 疫苗初免-蛋白疫苗加强的免疫策

略增强了抗原特异性 CD4+ IFN-γ+的产生，而降

低了 CD4+ L-10+的产生，显著地提高了 Th1 型细

胞因子的表达，这可能与联合疫苗可以在一定程

度上提高动物的保护效果有关。 

研究结果初步证明：DNA 初免-蛋白加强的

联合免疫策略可以提高减虫和减卵效果，而且在

一定程度上减轻了肝脏的病理损害，其免疫保护
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效果可能与联合免疫增强了抗原特异性 CD4+ 

IFN-γ+的产生有关，为探索日本血吸虫病疫苗研

制的新途径和探讨日本血吸虫感染的保护性免

疫机制提供有益的实验研究资料。 
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