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重组霍乱毒素 ! 亚基与恶性疟原虫多抗原表位融合蛋白

对恒河猴的免疫保护作用研究
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摘 要 使用重组霍乱毒素 < 亚基（=><）与恶性疟原虫抗原表位融合蛋白（2?>4）免疫恒河猴，研究其免疫应答并

观察对食蟹疟原虫攻击的保护作用。结果表明：在 "，.#，!/ 天分别通过鼻腔和肌肉注射免疫恒河猴，第 1 次免疫后

! 周，抗 =>< 抗体平均滴度可达 .@3.!（鼻腔免疫）和 .@.""""（肌肉免疫）；肌肉免疫后抗疟原虫抗体滴度也显著高于

鼻腔免疫组。用 .A!3 B ."/ 个食蟹疟子孢子攻击，对照组 3 只恒河猴在攻击后 ." C .#D 全部感染，其中 . 只在攻击

后 !.D 死亡，另 # 只重度感染，感染持续 1"D 以上。鼻腔免疫组的 3 只动物均在攻击 !"D 后出现原虫，其中 1 只轻度

感染，感染持续 #D 后即恢复，其余 ! 只感染持续 10D 以上。肌肉注射组 1 只未受感染，其余 ! 只在攻击后 .ED 后轻

度感染，感染 #D 后即完全恢复。以上结果表明，使用霍乱毒素 < 亚基为载体蛋白构建的重组疟疾疫苗具有良好的

免疫原性，对食蟹疟攻击具有良好的交叉免疫保护作用。
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疟疾是最严重的寄生虫病之一，全世界每年有

近 !"" 万人死于疟疾感染。研制有效的疟疾疫苗对

于控制疟疾感染具有重要意义。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，以 GHI00 为代表的

疫苗已应用于临床试验，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

水平对研制有效的抗疟疫苗具有重要意义。霍乱毒

素 < 亚单位（=><）是良好的佐剂，通过表达 =>< 与

病原体抗原表位的融合蛋白，可以在不使用其他佐

剂时产生抗 =>< 和抗原表位抗体。为了构建有效

的疫苗，本研究选用了恶性疟原虫红内期裂殖子 >、

< 细胞表位及红外期子孢子表面 >、< 细胞表位，在

大肠杆菌中表达了霍乱毒素 < 亚基与上述多价抗

原表位的融合蛋白。该融合蛋白免疫小鼠后可产生

高滴度的抗 =>< 抗体、抗疟原虫抗体及疟原虫抗原

特异的 =>J 细胞。当使用约氏疟（3 ( 2(%,,#）子孢子

攻击 时，免 疫 组 小 鼠 对 攻 击 的 保 护 率 在 3"K 左

右［!］。由于恶性疟除感染人体外，仅能感染哥伦比

亚夜猴（2&L+M 5&:NO,），其供应极其有限，给疫苗效

果的初步评价带来很大困难。由于猴食蟹疟（ 3 (
02$(4(,1#）也被用作人间日疟（3 ( 5#5+6）疫苗研究的

模型［1］，且本研究使用的抗原中，表位 )P)QQ 在不

同疟原虫间有免疫交叉反应，食蟹疟原虫与恶性疟

原虫裂殖子抗原同源性在 3$K左右，> 细胞抗原表

位也非常保守，可能对食蟹疟原虫的攻击具有交叉

免疫保护作用。因此选用恒河猴作模型，使用上述

抗原免疫后使用食蟹疟攻击，以评价该重组融合蛋

白免疫大动物后对疟原虫攻击的保护作用。此前使

用该融合蛋白免疫 ! 只恒河猴，产生了部分的免疫

保护［!］，但是由于实验动物数量太少，难以评价疫

苗的免疫效果，本研究进一步通过肌肉免疫和鼻腔

免疫途径各免疫 3 只恒河猴，以评价疫苗的保护效



果。

! 材料与方法

!"! 重组抗原

重组 质 粒 !"#$%&’( 本 实 验 室 袁 清 安 等 构

建［)］，该质粒转化大肠杆菌 ! * "#$%’+,-).（本室保

存）后能表达 #’/ 与疟原虫多抗原表位的融合蛋

白，分别包括子孢子抗原 / 细胞表位 0%01、子孢子

抗原 ’ 细胞表位 #2’3（3.4$356 氨基酸，含有 ’7 细

胞表位和 #’8 表位）、以及裂殖子表面抗原的表位

（2!9::;,，2!943;, 以及 2!93:;,）。该融合蛋白分泌

性表达，通过亲和层析纯化后 < =->保存。

!"# 免疫方案

分别在 -，=4，5-? 通过鼻腔、肌肉两种途径接种

经镜检证实没有疟原虫感染、体重 = @ 3;:AB 的恒河

猴（ &’"’"’ &’$’((’，军 事 医 学 科 学 院 实 验 动 物 中

心）。免 疫 剂 量 为 鼻 腔 -;,CBD只，肌 肉 -;:CBD只。

免疫后每 6 天采血检测抗体产生情况。

!"$ 抗体测定

抗 #’/ 抗体使用 (8E2% 法测定。溶于碳酸盐

缓冲液中（!F5;.）的 #’/（,!BDC8）包被酶联板，)>
过夜。用 ,-G的小牛血清于 36>封闭 =7，每孔加

入 ,--!8 适当稀释的待检血清，36>孵育 ,7，用

1/2’ 洗涤 ) 次后，加入羊抗猴 EBH$FI1，36>孵育

3-CJK，同上洗涤后使用 L1M 底物显色，于 )5=KC
波长测定吸光值（))5=）。

抗疟原虫表位抗体采用免疫荧光法（EN%）测定，

方法简述如下：体外培养的恶性疟原虫裂殖子，涂

薄片，丙酮固定 ,-CJK，加入不同稀释度的待测抗

体，室温于湿盒中孵育 3-CJK。加入荧光标记的二

抗（羊抗猴 EBH$NE’#），避光湿盒中室温放置 3-CJK，

甘油封片后使用荧光显微镜镜检。根据荧光的强度

来判定血清中抗体的滴度。

!"% 食蟹疟原虫的攻击实验

液氮冻存的食蟹疟原虫冷冻虫种（军事医学科

学院微生物流行病学研究所）接种 = 只健康正常猴，

接种后第 5 @ ,3 天时（配子体密度一般较高）让斯氏

按蚊（%* 2OPQ7PKRJ）叮咬，感染的蚊子饲养在 =.>的

养蚊室。从感染良好的斯氏按蚊胸部提取食蟹猴疟

原虫子孢子，用生理盐水配成 .;=: S ,-6 DC8。后腿

静脉接种子孢子悬液 =C8 进行攻击。攻击后第 6
天开始每天采耳血涂血片，HJPCRT 染色后镜检，观

察其出虫时间和原虫血症的消长情况。

# 结果与讨论

#"! 抗原的免疫原性

,: 只恒河猴分为 3 组，每组 : 只。在 -，=4，5-?
分别使用 =-CCQUD8 1/2 -;:C8（对照组）或溶解于

1/2 的 #’/$%&’( 融合蛋白 -;:CB（肌肉免疫组）

通过大腿肌肉注射，鼻腔免疫组通过鼻腔滴注溶解

于 1/2 的 #’/$%&’( 融合蛋白 -;,CBD只。免疫后

每 6 天采血进行抗体检测。

#"!"! 抗疟原虫抗体：3 次免疫后 6，,)? 的恒河猴

血清，, V=:、, V,--、, V)--、, V ,.-- 稀释，用间接免疫

荧光法测定抗疟原虫抗体。结果表明，鼻腔免疫组

抗体滴度在 , V=: 至 , V,--，肌肉免疫后抗体滴度可

达 , V)-- @ ,V,.-- 左右。

#"!"# 抗 #’/ 抗体：第一次免疫后每 6 天抽血检测

抗 #’/ 抗体，结果表明经鼻腔免疫后 = 周可产生 , V
=-- 左右的抗 #’/ 抗体，加强免疫对抗体滴度的影

响不大。肌注免疫组，第一次免疫后 = 周，抗体的几

何平均滴度可达 , V ,---，加强免疫后 , @ = 周抗体

滴度可达 , V=--- @ ,V )---，第三次免疫后 , 周抗体

滴度超过 , V,----，随后抗体滴度缓慢下降，但第三

次免疫后 : 周抗体滴度仍达到 , V:--- 左右（图 ,）。

图 , #’/$%&’( 融合蛋白通过鼻腔（!）和肌肉注射

（"）免疫恒河猴后的抗 #’/ 抗体反应曲线

NJB*, %KOJ$#’/ TKOJWQ?JPR XPR!QKRPR JK O7P X7PRYR
CQKAPZR JKQ[YUTOP? \JO7 %&’( TKOJBPK J * K QX J *C*

上述结果表明，#’/$%&’( 融合蛋白通过鼻腔

和肌肉免疫恒河猴后均可产生抗疟原虫抗体和抗

#’/ 抗体，通过肌肉免疫产生的抗体滴度远高于鼻

腔免疫。

#"# 攻击后的保护作用

食蟹疟原虫可在多种不同的猴体内发育，它在

血液中无性生活周期为 )47，其形态学及其它生物

学特征与人类疟原虫相似，可产生与间日疟很相似

的原虫血症，但其毒性较低，一般不引起动物死亡，

因此可以观察到攻击后从寄生虫血症产生、发病直
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至恢复的全过程。在第三次免疫 !"# 后用 $%&’ (
$)* 个食蟹疟子孢子攻击，攻击后每天涂血片检测

虫血症出现情况，并计算感染红细胞占红细胞的百

分数。结果表明，对照组 ’ 只动物中，全部在 $) +
$,# 出现寄生虫血症，其中 $ 只在攻击后 &&# 死亡。

攻击后 &*# 虫血症达到高峰，红细胞感染率达 ")-
左右，攻击 "’# 后感染率下降，攻击后 ’) + ’’# 后虫

血症消失，寄生虫血症持续 "’ + ,’#（图 &）。鼻腔免

疫组，’ 只动物均在攻击后 $.# 出现虫血症，但其中

" 只仅出现低度（感染率 / ’-）虫血症，而且仅持续

,# 后虫血症消失。另外 & 只出现严重的寄生虫血

症，直至攻击后 ,. + ’)# 才完全恢复（图 "）。肌肉免

疫组的 ’ 只动物攻击后，其中 " 只直至攻击后 !) 天

未出现虫血症，另外 & 只在攻击后 $.# 出现轻（感染

率 / ’-）、中（’- / 感染率 / $)-）度寄生虫血症，

虫血症仅持续 ,# 即消失（图 ,）。以上结果表明，融

合抗原免疫恒河猴后特别是通过肌肉注射免疫后，

可以产生有效的免疫保护。肌肉注射免疫组免疫

后，多数动物（!)-）得到完全的免疫保护，其他感

染动物寄生虫血症出现时间延迟 ’ + *#，感染程度

显著减轻，寄生虫血症持续时间（,#）显著缩短。说

明该候选疫苗免疫恒河猴后，对食蟹疟的攻击具有

显著的交叉免疫保护作用。

图 & 食蟹疟子孢子攻击对照组恒河猴后

红细胞感染率（未包括 $ 只死亡动物）

0123& 4567589:25 ;< 18<5795# 65# 75==> :<956 9?5 @;8A5B>
18 7;896;= 26;CD E565 7?:==5825# FB ! 3 "#$%&%’()

!"# ( 18#17:95> D567589:25 ;< 18<5795# 65# 75==> E?58 9?5 @;8A5B> 18

7;896;= 26;CD E565 7?:==5825# FB ! 3 "#$%&%’() 65>D5791G5=B

! 讨论

本研究使用霍乱毒素 H 亚单位与恶性疟原虫

多抗原表位融合蛋白免疫恒河猴后，可产生高滴度

的抗霍乱毒素 H 亚基及抗疟原虫抗体，说明融合蛋

白具有良好的免疫原性。使用食蟹疟子孢子攻击

后，鼻腔免疫组有一定的免疫保护作用，而肌肉免疫

图 " 食蟹疟子孢子攻击鼻腔免疫组恒河猴后

红细胞感染率

0123" 4567589:25 ;< 65# 75==> 18<5795# :<956 9?5 @;8A5B>
18 ) 3 $ 3 26;CD E565 7?:==5825# FB ! 3 "#$%&%’()

!#$ (%>?;E 4567589:25 ;< 18<5795# 65# 75==> :<956 9?5 <1G5 @;8A5B>

18 ) 3 $ 3 26;CD E565 7?:==5825# FB ! 3 "#$%&%’()

图 , 食蟹疟子孢子攻击肌肉免疫组恒河猴后

寄生虫血症（未包括 " 只未感染动物）

0123, 4567589:25 ;< 18<5795# 65# 75==> :<956 9?5 @;8A5B>
18 ) 3 & 3 26;CD E565 7?:==5825# FB ! 3 "#$%&%’()

!&>?;E 4567589:25 ;< 18<5795# 65# 75==> E?58 9?5 9E; @;8A5B> 18 ) 3 & 3

26;CD E565 7?:==5825# FB ! 3 "#$%&%’()

组则显示出较好的免疫保护作 用。我们使用小鼠

模型，使用 IJHKLMJN 免疫小鼠后用小鼠约氏疟子

孢子攻击，也观察到明显的交叉免疫保护作用［&］。

本研究所应用的恶性疟原虫与食蟹疟原虫抗原表位

相比，子孢子抗原 H 表位 OLO4 对应序列为 OLPP，

IQJ" J 细胞抗原表位的同源性为 ’)-，相似性达

*)-，而两种疟原虫裂殖子抗原的相似性为 ’R-，

因此基于恶性疟原虫抗原设计的该候选疫苗，免疫

恒河猴对食蟹疟的攻击产生了交叉免疫保护。特别

是近年的研究表明，IQJ" 抗原表位与疟疾候选疫苗

的保护性密切相关，本研究中较好的交叉免疫保护

效果可能与融合抗原中的 J 细胞表位有关［’，!］。此

外，霍乱毒素 H 亚基是较强的免疫佐剂，不排除产

生一定的非特异性免疫保护。总之，在没有合适的

动物模型时，使用小鼠及恒河猴作为动物模型评价

疫苗的效果具有可行性。
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诚 征 广 告

《生物工程学报》是由中国科学院微生物研究所和中国微生物学会主办的综合性的学术刊物。主要报道我国生物技术领

域科学和技术的新进展和新成果，刊登的内容包括：基因工程、细胞工程、酶工程、生化工程、生物反应器等各个方面，涉及工

业、农业和医学等诸多领域。刊载的文章有 LHe以上是获“<L=”、“;Z=”、国家自然科学基金资助或属“八五”、“九五”攻关及省

部级重大项目的研究论文，为国内从事生物技术的科研人员必读的刊物。

过去的几年，本刊以严谨的态度、诚实的信誉，赢得了厂商和读者的信赖，与许多公司建立了良好的长期合作关系。

《生物工程学报》设有广告专版，真诚欢迎国内外厂商来此发布产品、技术和服务信息，刊登仪器、设备、试剂等方面的广

告。我刊除彩色四封外，还有精美彩色、黑白插页供选择。

需要刊登广告的客户，可电话告知您的 Q-F，我们会立即将报价单传真给您，洽商确定版位后，即由科学出版社广告部（我

刊广告代理）与您签定正式的刊登合同。
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