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摘　要:【目的】探讨恶性疟原虫 DNA 疫苗在小鼠体内的免疫反应。【方法】将恶性疟原虫 FCC-1/HN 株重组质粒 pc

DNA3-Pfs25 及 pcDNA3-EBA175/HRP Ⅱ经骨骼肌途径分别单独注射或两者混合注射免疫 BALB/ c小鼠 , 观察免疫后不同时

间点血清中 IgG 抗体滴度 、脾淋巴细胞增殖反应 、CD4+/CD8+ T 细胞亚群比值和 NK 细胞杀伤活性的变化。【结果】pcD-

NA3-EBA175/HRPⅡ与 pcDNA3-Pfs25 分别单独肌肉注射或两者混合肌肉注射免疫小鼠后 , 均可见血清 IgG 抗体滴度增高;

针对恶性疟原虫抗原的特异性 T 淋巴细胞增殖反应增强;CD4+/ CD8+ T 细胞比率下降以及 NK 细胞杀伤活性增强。【结论】

提示肌肉注射为一有效的 DNA 疫苗免疫途径 , 采用编码恶性疟原虫有性期阶段或无性红细胞阶段的重组质粒单独或两者混

合免疫小鼠 ,均能诱导明显的体液免疫反应 、细胞免疫反应和 NK 细胞杀伤活性。
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Immune Responses on Mice Inoculated DNA Vaccines of FCC-1/HN

Strain of Plasmodium falciparum

LU Fang-li , YU Xin-bing , GUO Hong , CHEN Guan-jin

(Depar tment of Parasitology , Sun Yat-sen University o f Medical Sciences , Guangzhou 510089 , China)

Abstract:【Objective】 To explo re the immune response of mice vaccinated w ith DNA vaccines of

Plasmodium falciparum .【Method】The recombinant pcDNA3-EBA175/HRPⅡ and pcDNA3-Pfs25 were in-

jected alone or mixedly into mice by intramuscular w ay respectively.The kinetic changes of IgG antibody value ,

the splenic lymphocy te proliferation , the ratio of CD4+/CD8+ subgroups and NK cell killing activity in each

g roup w ere observed.【Results】After injecting recombinant pcDNA3-EBA175/HRPⅡ o r pcDNA3-Pfs25 alone

o r mixedly into mice by int ramuscular route;all of them show ed that sera IgG value increased , splenic T lym-

phocy te proliferation stimulated by specific antigen of Plasmodium falciparum increased , the rat io of CD4+/

CD8+ decreased and NK cell activity increased.【Conclusions】It is suggested int ramuscular injection is an effec-

tive immune route.Mice inoculated w ith coding different stage gene recombinants alone o r mixedly could all in-

duce increased humoral and cellular immune response , and NK cell activity .
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　　由于疟蚊对杀虫剂产生了抗性以及疟原虫本

身对抗疟药如氯喹产生了抵抗力 ,使疟疾的形势变

得更加严峻 ,疫苗被认为是预防和控制该病的一个

潜在有效措施[ 1] 。发展疟疾疫苗的措施之一是诱
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导阻止裂殖子受体与互补性红细胞配体相互作用。

与裂殖子侵入红细胞有关的一个重要抗原是 175

ku的红细胞粘附抗原(EBA175 , 175 ku erythrocy te

binding antigen),它能粘附于对裂殖子入侵敏感的

红细胞 ,作为一种寄生虫受体在裂殖子和红细胞之

间起着“桥梁”作用[ 2] 。富组氨酸和丙氨酸蛋白

(HRPⅡ)是一种由恶性疟原虫红细胞阶段释放的

水溶性抗原 , 也是一种有意义的候选疫苗[ 3] 。此

外 ,传播阻断疫苗能够防止逃避疫苗的变异株的传

播 、降低疟原虫对蚊媒的感染性 ,是疟疾疫苗的一

个有效组成部分[ 1] 。Pfs25 抗原基因高度保守 ,免

疫原性很强 ,能诱导不受主要组织相容性复合体

(MHC)的限制性保护性免疫应答。本研究将恶性

疟原虫 FCC-1/HN 株重组质粒 pcDNA3-EBA175/

HRP 与 pcDNA3-Pfs25 分别单独和混合免疫

BALB/c小鼠 ,观察比较其细胞免疫和体液免疫应

答水平。

1　材料和方法

1.1　材　料

1.1.1　虫株和细胞　恶性疟原虫 FCC-1/HN 株

为本室培养和保种。Yac-1细胞购自中国科学院上

海细胞生物学研究所 。

1.1.2　重组质粒　恶性疟原虫重组质粒 pcDNA3-

EBA175/HRPⅡ和 pcDNA3-Pfs25由本室制备。

1.1.3　实验动物　4周龄 BA LB/c 小鼠 ,雄性 , 14

～ 16 g ,购自中山医科大学实验动物中心。

1.1.4　主要试剂　RPM I 1640细胞培养基购自美

国Gibco 公司;ConA 、MTT 、HRP 酶标羊抗鼠 IgG

和酶标板购自天象人生物工程公司 。

1.2　方　法

1.2.1　疟原虫抗原和弓形虫 ZS1株抗原的制备　

人工培养恶性疟原虫 ,待原虫密度达 5%～ 10%

时 ,收集含虫体的红细胞;收集新鲜小鼠腹腔液中

的ZS1株弓形虫滋养体。两者均经-20 ℃反复冻

融 ,超声粉碎 , -20 ℃保存备用。

1.2.2　动物分组　BALB/c小鼠随机分为5组 ,组

A 、B 、C 、A′和 D各 10 只。组 A 、A′和组 D 为实验

组 ,组 A 和 A′分别注射重组质粒 pcDNA3-EBA-

175/HRP-Ⅱ和 pcDNA3-Pfs25各 100 μg(100μL),

组 D 取重组质粒 pcDNA3-EBA-175/HRP-Ⅱ和

pcDNA3-Pfs25各 50 μg(共 100 μL)混合注射;组 B

为实验对照组 , 注射空载体 pcDNA3 100 μg(100

μL);组 C 为正常对照组 , 注射 PBS(pH 7.4)100

μL。注射前对各组小鼠注射部位骨骼肌进行预处

理。方法:在小鼠左后肢股四头肌处先注射 5 g/L

盐酸布比卡因 50 μL ,注射深度为 2 mm , 7 d 后在

同一部位注射质粒或 PBS 。各组于免疫后 10 d和

20 d进行加强免疫注射 ,同上进行预处理 ,于末次

免疫后 40 、60和 90 d观察各指标 。

1.2.3　脾细胞的制备 　无菌取小鼠脾脏 ,碾碎 ,

200目尼龙网过滤 , Tris-NH4Cl(pH 7.2)溶液溶解

红细胞 ,RPM I 1640液洗涤后 ,用体积分数 10%新

生小牛血清的 RPM I 1640溶液调整细胞数密度至

5×109/L 。

1.2.4　淋巴细胞转化试验　于 24孔培养板中每

孔加入 5×109/L 脾细胞液 1 mL ,每个标本设空白

对照孔 、ConA刺激孔 、恶性疟原虫抗原刺激孔及弓

形虫 ZS1株抗原刺激孔 ,均设 3复孔 ,ConA的终质

量浓度为 10 mg/L ,恶性疟原虫抗原和弓形虫 ZS1

株抗原的终质量浓度均为 20 mg/L ,置 37 ℃,体积

分数 5%CO2 培养箱中培养 72 h ,培养结束前 4 h

加入 MTT(终质量浓度为 50 mg/ L),继续培养 4 h

后加入 0.04 mol/L 盐酸异丙醇 100 μL ,用加样器

轻轻反复吹打至甲月替(formazane)充分溶解 。于

721型分光光度计上分别用 630 nm 和 570 nm 波

长测量。

1.2.5　脾淋巴细胞 CD4+和 CD8+ T 细胞亚群的

测定　采用荧光抗体染色法 ,试剂盒购自北京医科

大学免疫学教研室 。在光镜下观察计数 200 个细

胞 ,算出阳性细胞百分比 。

1.2.6　NK 细胞活性测定　①效应细胞:用含体

积分数 10%新生小牛血清的 RPM I 1640培养液调

整脾细胞数密度至 5×10
9
/L。 ②靶细胞:无菌传

代 24 ～ 48 h 的 Yac-1细胞 ,用不含 NCS 的 RPMI

1640液调细胞数密度至 0.5×109/L。效应细胞和

靶细胞的比例为 100∶1。MTT 法检测。

1.2.7　血清抗体滴度测定　小鼠剖杀时采血 ,分

离血清 , 冻存于 -20 ℃。常规 ELISA 测 IgG 抗

体 ,490 nm 酶标仪下测吸光度值。

2　结　果

2.1　小鼠脾淋巴细胞增生反应动态变化

小鼠注射重组质粒后 ,与正常对照组(组 C)相
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表 1　各组小鼠脾淋巴细胞转化试验动态变化

Table 1　The kinetic changes of splenic lymphocyte transfer reaction of mice in different groups

t / d

Control

0

ConA

20 40 60

Pf Ag

20 40 60

Tg ZS1Ag

20 40 60

Group A 0.19 　0.81 1) 　0.80 1) 　0.89 1) 　0.48 1) 　0.52 1) 　0.59 1) 0.25 0.23 0.26

Group A′ 0.22 0.70 1) 0.76 1) 0.74 1) 0.43 1) 0.47 1) 0.45 1) 0.21 0.22 0.20

Group B 0.22 0.69 1) 0.70 1) 0.72 1) 0.23 0.21 0.21 0.18 0.19 0.23

Group C 0.20 0.46 1) 0.49 1) 0.47 1) 0.20 0.21 0.22 0.20 0.22 0.22

Group D 0.20 0.79 1) 0.82 1) 0.88 1) 0.46 1) 0.50 1) 0.57 1) 0.19 0.23 0.21

　　1)P <0.05 as compared w ith cont rol group

表 2　各组小鼠 CD4+、CD8+ T 细胞亚群及 CD4+/CD8+比率(R)的动态变化

Table 2　The kinetic changes of CD4+、CD8+ subg roup and CD4+/ CD8+ ratio of mice in different g roups

t / d

20 40 60

Group A

CD4+ CD8+ 　 R 　

49.9 22.5 2.22 1)

CD4+ CD8+ 　 R 　

47.2 22.3 2.17 1)

CD4+ CD8+ 　 R 　

47.3 25.0 1.89 1)

Group A′ 50.6 23.0 　2.20 50.0 　23.0 1)　 2.17 1) 51.0 　23.5 1) 　2.17 1)

Group B 50.2 20.8 2.48 49.6 20.7 2.40 52.1 20.8 2.50

Group C 50.9 19.7 2.59 51.1 20.2 2.54 49.5 18.4 2.59

Group D 51.1 23.4 2.18 1) 52.3 25.1 2.08 1) 51.2 26.3 1.95 1)

　　1)P <0.05 as compared w ith cont rol group

比 ,肉眼观组 A 、组 A′、组 D 和组 B 脾脏均明显增

大 ,以组 A 、组 A′和组 D增大最明显 。

由表 1可见各组不同时间点经 ConA 非特异

性刺激后 T 淋巴细胞增殖反应均增强 ,与空白刺激

孔(Control)相比 ,组 A 、组 A′、组 B 和组 D 增长了

3.4 ～ 4.9 倍 ,组 C 增长了 2.4 ～ 2.5倍 ,两者之间

具有显著性差异(P <0.05)。经恶性疟原虫可溶

性抗原(P fAg)刺激后 ,组 A 、组 A′和组 D的 T 淋

巴细胞增殖反应均增强 ,与组 C相比增长了 2.0 ～

2.6倍 ,具有统计学的显著性差异(P <0.05)。但

各组经弓形虫 ZS1株可溶性抗原(TgZS1Ag)刺激

后均未见明显细胞增殖。

2.2 　小鼠 CD4+ 、CD8+ T 细胞亚群和 CD4+/

CD8+比率的动态变化

由表 2可见组 A 、组A′、组 B和组 D不同时间

点CD4+/CD8+ T 淋巴细胞比值呈下降趋势 ,与组

C 相比具有显著性差异(P <0.05);其中 ,CD4
+
T

细胞数量百分比变化不大 , CD8
+
T 细胞数量百分

比呈增长趋势 ,与组 C 相比两者之间具有显著性差

异(P <0.05)。

2.3　小鼠 NK细胞杀伤活性动态变化

由表 3可见组A 、组 A′、组 B和组 D于20 d起

表 3　各组小鼠脾脏 NK 细胞杀伤活性动态变化

Table 3　The kinetic changes of splenic NK cell

activity of mice in different groups

Group/ Killing ratio
t / d

20 40 60

Group A 　 55.6 1) 　 62.8 2) 　 78.9 2)

Group A′ 54.0 1) 79.0 2) 82.5 2)

Group B 48.4 1) 50.2 1) 52.8 1)

Group C 37.8 38.3 41.3

Group D 53.5 1) 63.4 1) 80.1 2)

　　1)P <0.05 as compared w ith cont rol group;2)P <0.01 as

compared w ith cont rol group

不同时间点NK细胞杀伤活性呈增强趋势 ,与组

C 相比具有显著性差异(P <0.05);其中 , 组 A 、

组A′和组 D于 40 d起NK细胞杀伤活性呈明显增

强趋势 , 与组 C 相比具有极显著性差异(P <

0.01)。

2.4　小鼠血清中 IgG抗体水平动态变化

由表 4可见组 A 、组 A′和组 D于 20 d起不同

时间点血清中 IgG抗体滴度均增高 ,与组C 相比具

有显著性差异(P <0.05)。组 B和组 B 加强血清

中 IgG抗体滴度在各个时间点均无明显变化 。
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表 4　各组小鼠血清中 IgG 抗体水平动态变化

Table 4　The kine tic changes of sera IgG value

of mice in different g roups

G roup
t / d

20 40 60

Group A 　0.31 1) 　0.31 1) 　0.33 1)

Group A′ 0.30 1) 0.32 1) 0.34 1)

Group B 0.07 0.09 0.08

Group C 0.09 0.10 0.09

Group D 0.29 1) 0.31 1) 0.34 1)

　　1)P <0.05 as compared w ith cont rol group

3　讨　论

研制有效的疟疾疫苗 ,对进一步控制疟疾的流

行具有重要的现实意义。近年来 , DNA 疫苗一直

是国际上研究的一个热点 , DNA 疫苗具有显著的

优势已成为共识。EBA-175 是在疟原虫无性生活

史阶段表达和释放的红细胞粘附抗原 ,其在核酸水

平上高度保守 ,能干扰疟原虫的入侵过程和生存 ,

是介导疫苗免疫的重要靶抗原[ 2] 。HRP Ⅱ由感染

的红细胞释放 ,含有 HRP-ⅡC 端部分的重组蛋白

能保护夜猴抵抗虫体攻击[ 3] 。与抗子孢子疫苗 、抗

肝期及抗无性红内期疫苗的作用不同 ,传播阻断疫

苗不直接干预受试者的疟疾感染过程 ,不直接减少

虫荷和抗病 ,但能干扰疟原虫在蚊体内的发育。随

疟原虫发育阶段的不同 ,控制疟疾感染的免疫机制

也不同 ,传播阻断疫苗可诱生攻击配子体的抗体和

细胞因子[ 4] 。

本研究选用 4 周龄 、雄性 BALB/c小鼠 ,采用

肌肉注射途径免疫 ,注射剂量为 100 μg(100 μL),

注射前用 5 g/L 布比卡因对局部肌肉组织进行了

预处理 。研究报道在 DNA 接种前 7 d注射 0.5%

～ 0.75%丁哌卡因可使外源基因的表达提高 40

倍 ,它能选择性地破坏肌细胞 ,引起肌细胞再生 ,而

再生的肌细胞表达外源 DNA 的能力高于成熟肌细

胞
[ 5]
。Davis分别用 1 μg , 10 μg DNA 注射到处于

再生状态的肌肉内 ,结果显示所诱导的 CTL 反应

与 10μg , 100μg DNA 注射正常状态的肌肉诱导的

反应相当 , 提示基因免疫后的 CTL 反应依赖于

DNA的摄取量[ 6] 。从体液免疫反应来看 ,组 A 和

组A′经编码无性期和有性期基因的重组质粒分别

免疫后 IgG 抗体滴度均增高 ,组 D 经重组质粒

pcDNA3-EBA175/HRP Ⅱ和重组质粒 pcDNA3-

Pfs25混合免疫后的血清抗体水平与组 A 及组 A′

免疫组的接近 。组 B采用 pcDNA3空白质粒接种

3次后血清抗体滴度仍很低 ,与组 C 正常对照的相

近。一些学者对 DNA疫苗所诱导的机体抗体水平

增高在免疫保护力中的意义进行了探讨 ,指出:虽

然 DNA疫苗及其加强接种仅诱导产生低水平的可

检测的血球凝集抑制抗体和 ELISA 检测抗体效

价 ,但这种低水平的抗体活性在攻击感染后将迅速

增高[ 7] 。Alonso[ 8] 等的研究表明抗体在介导疟疾

保护性免疫中起着重要作用 ,使用经重复感染和治

愈的动物血清可在小鼠体内转移被动保护力;疟疾

被动转移体液免疫研究显示 IgG具有抗寄生虫效

果 ,能够降低由疟原虫引起的虫血症 、减轻疟疾临

床症状。

本研究观察到各组小鼠在不同时间点脾均明

显增大 ,其中组 A 、组A′和组 D增大最明显。各组

脾细胞经 ConA 非特异性刺激后 T 淋巴细胞增殖

反应均增强 ,与空白刺激孔相比 ,增长了 3.4 ～ 4.9

倍;经恶性疟原虫特异性抗原刺激后 ,组 A 、组 A′和

组D的 T 淋巴细胞增殖反应均增强 ,与组 C 相比

增长了 2.0 ～ 2.6倍;各组经弓形虫 ZS1株可溶性

抗原刺激后均未见明显细胞增殖。对各组小鼠脾

细胞的CD4+和CD8+ T 细胞亚群进行免疫荧光染

色计数 ,免疫组不同时间点的 CD4
+
/CD8

+
比率呈

下降趋势 ,其中 CD8+细胞数量呈增高趋势 , CD4+

细胞数量变化不大。研究表明[ 9] , T 细胞在疟疾血

细胞阶段的保护性免疫中发挥着重要作用 , 经

MSP119免疫的小鼠当CD4+ T 细胞免疫缺乏时将

失去其免疫力;CD4+ T 细胞为 B 细胞分泌保护性

抗体提供帮助 ,并作为发挥免疫的效应器 。细胞免

疫被动转移证实效应性 CD4+ T 细胞能够抑制约

氏疟原虫虫血症 ,CD4+ T 细胞还可对寄生虫再感

染提供加速的抗体反应以达到保护性抗体水平。

CD8+ T 细胞能够被动转移对约氏疟原虫子孢子

的免疫力 。完全的免疫依赖抗体和效应 T 细胞两

者的存在 。

小鼠免疫后 ,组 A 、组A′和组 D各个时间点的

NK 细胞杀伤活性均明显增强 。Mohan等[ 10]报道

由 NK 细胞分泌的 IFN-γ和 IFN-α在早期感染阶

段对血细胞阶段的保护性免疫力起着重要作用。

Orago 等[ 11]检测了在有细胞因子存在和无细胞因

子存在的情况下 ,NK 细胞亚群在体外针对恶性疟

原虫红细胞期裂殖体的细胞毒作用 ,结果显示对裂
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殖体的细胞毒作用伴随着可溶性 NK 细胞溶解因

子的释放 ,提示 NK细胞通过溶解感染的红细胞在

抗疟原虫免疫中发挥着第一道防线的作用。组 B

注射空白质粒后 NK 细胞活性也有所增加 ,但较前

者明显低 ,活性增加的机理尚待探讨。组C 正常对

照小鼠在各个时间点的 NK 细胞活性均无明显改

变。

本研究结果提示肌肉注射为一有效的 DNA 疫

苗免疫途径;不论经恶性疟原虫无性期基因重组质

粒 pcDNA3-EBA175/HRP Ⅱ或有性期基因重组质

粒pcDNA3-Pfs25分别单独免疫或两者混合免疫 ,

均可见小鼠血清 IgG 抗体水平增高 、特异性 T 淋

巴细胞增殖反应增强 ,以及 NK细胞活性增强。本

研究为进一步将恶性疟原虫 DNA 疫苗用于猴模型

及推向现场提供了免疫学实验依据 。
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·简　讯·

省科学技术奖励大会

我校王铮 、闵华庆 、庄广伦 3人接受颁奖

科学技术奖励制度是我国科技政策的重要组成部分 , 是党“尊重知识 、尊重人才”方针的具体体现。 6 月 17 日在广东大厦

举行了“广东省科学技术奖励大会” ,我校中山眼科中心王铮副教授 、肿瘤防治中心闵华庆教授 、附属一院庄广伦教授上台接

受颁奖。王铮副教授为“准分子激光屈光性角膜手术系列研究”的主要负责人 , 1999 年度获国家科学技术进步三等奖;闵华庆

教授主持的“鼻咽癌' 92 分期和治疗研究 1999 年度获广东省科技进步一等奖;庄广伦教授所主持的课题组通过多年努力建立

现代辅助生育系列技术 , 1999年度获广东省科技进步一等奖。奖励大会由卢钟鹤副省长主持 , 科技厅方璇厅长作 1999 年度

广东省科学技术奖励工作报告 、广东省委副书记 、卢瑞华省长作重要讲话。

(冯世容)
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