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重组白细胞介素-4增强日本血吸虫组织蛋白酶 B
核酸疫苗诱导小鼠的保护力
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揖摘要铱 目的  探讨重组白细胞介素原4渊IL-4冤真核表达质粒增强日本血吸虫组织蛋白酶 B DNA疫苗对小鼠的免疫
保护效果遥 方法 将小鼠 IL-4 基因克隆至真核表达载体 pcDNA3.1以构建小鼠重组 IL-4表达质粒袁 并联合日本血吸
虫组织蛋白酶 B的表达质粒 DNA (VR1012-Sj31)肌注免疫小鼠袁设重组 IL-4表达质粒尧组织蛋白酶 B表达质粒和 2种空
载体质粒对照组遥 免疫组化检测 IL-4和组织蛋白酶 B在小鼠肌细胞内的表达袁末次免疫 3周后攻击感染袁用减虫率及减
卵率表示保护力遥 结果 重组 IL-4和组织蛋白酶 B DNA均在小鼠肌细胞表达袁重组 IL-4和组织蛋白酶 B DNA联合
免疫小鼠袁产生 43.2% 的减虫率和 76.6% 的减卵率袁与组织蛋白酶 B DNA 单独免疫相比差异有显著性渊P<0.01袁
P<0.05 冤遥 结论 重组 IL-4 能提高日本血吸虫组织蛋白酶 B 核酸疫苗的抗血吸虫保护力作用袁具有佐剂的免疫效应遥
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Boost Effect of Recombinant IL-4 on Protection of Schistosoma
japonicum Cathepsin B DNA Vaccine in Mice Against the Parasite
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揖Abstract铱 Objective To investigate the enhancement effect of IL-4 expression plasmid on cathepsin B DNA

vaccine of Schistosoma japonicum (Sj) in mice. Methods The recombinant IL-4 plasmid constructed by cloning PCR
amplified product of murine IL-4 gene into eukaryotic expression vector pcDNA3.1 was co-injected intramuscularly with
Sj cathepsin B expression plasmid DNA to mice as the test group. The other three groups of mice were set up as
control including IL-4 expression plasmid, Sj cathepsin B expression plasmid and two vacant vector plasmids. The
expression of IL-4 and cathepsin B was visualized by immunohistochemistry. Challenge infection in mice was carried out
3 weeks after the last vaccination and immune protection was assessed by worm and egg reduction rates. Results The
recombinant mIL-4 plasmid and cathepsin B DNA vaccine were expressed in muscular cells of the vaccinated mice.
Immunization with cathepsin B DNA plus recombinant mIL-4 plasmid yielded a 43.2 % of worm reduction rate and a
76.6% of egg reduction rate, showing a significant difference渊P<0.01, P<0.05冤 compared with that of cathepsin B DNA
vaccine alone. Conclusion As an adjuvant, IL-4 DNA can improve the protective effect of cathepsin B DNA vaccine
in mice against S. japonicum infection.
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血吸虫感染宿主后袁通过其组织蛋白酶来降解宿
主的血红蛋白袁这是其摄取营养的主要途径[1]遥 本研
究将日本血吸虫渊Schistosoma japonicum袁Sj冤组织蛋
白酶 B(Sj31)基因克隆至真核表达载体渊VR1012冤袁成

功构建了日本血吸虫组织蛋白酶 B 的核酸疫苗
(VR1012- Sj31)袁经小鼠肌肉注射免疫获得 59.3%耀
69.0%的肝组织减卵率袁57.6%耀62.1%的肠组织减卵
率袁显示其抗血吸虫生殖作用,但减虫率较低[2]遥
核酸疫苗有易于制备尧性状稳定尧造价低廉尧作用

持久等优势袁 并能诱导宿主产生抗日本血吸虫的细
胞免疫和体液免疫[3袁4]遥 由于日本血吸虫组织蛋白酶
B核酸疫苗表现出的减虫效果欠佳袁本研究构建 IL-
4 的真核表达质粒袁 联合日本血吸虫组织蛋白酶B

65窑 窑



中国寄生虫学与寄生虫病杂志 2005年 4月第 23卷第 2期 Chin J Parasitol Parasit Dis Apr. 2005袁 Vol. 23袁 No. 2

DNA疫苗免疫小鼠袁旨在观察重组 IL-4 增强日本血
吸虫组织蛋白酶 B核酸疫苗的保护效应遥

材料与方法

1 实验动物

6周雌性昆明小鼠由中南大学湘雅医学院动物学
部提供遥

2 细菌及试剂

大肠埃希菌菌株 ER2502尧 小鼠 IL-4质粒尧pcD鄄
NA3.1真核表达载体尧日本血吸虫组织蛋白酶 B 重组
表达质粒(VR1012-Sj31)为本室保存遥 内切酶 EcoRI和
Xba I尧T4 DNA连接酶尧茁原琼脂糖酶玉(茁-Agarase玉)尧
三磷酸脱氧核苷酸渊dNTP冤为美国 New England Bio鄄
labs公司产品遥

3 PCR扩增和亚克隆
合成小鼠 IL-4基因引物(大连宝生物工程有限公

司 ), 正 引 物 5忆 -CGGAATTCATGGGTCTCAACCC鄄
CCAGCTA3忆-含 EcoRI酶切位点袁反引-物 5忆-GCTC鄄
TAGACTACG AGTAATCCATTTGCATGAT-3忆含 Xba I
酶切位点袁扩增 IL-4袁参数为 94 益 4 min后, 94 益
45 s袁66 益 45 s袁72 益 1 min袁共 30个循环袁最后 72
益延伸 7 min遥 EcoR I和 Xba I对 PCR产物和 pcD鄄
NA3.1分别双酶切袁 低溶点胶电泳和回收 DNA袁茁原琼
脂糖酶玉消化袁T4 DNA 连接酶连接袁 转化受体菌
ER2502袁 筛选重组克隆遥 提取阳性重组菌质粒 DNA袁
EcoR I和 Xba I双酶切及 PCR鉴定遥

4 质粒的大量制备

用碱裂解法大量制备 pcDNA3.1尧VR1012尧pcD鄄
NA3.1-IL-4和 VR1012-Sj31袁 最终溶于无菌生理盐
水袁至终浓度为 1 mg/ml或 2 mg/ml袁置-20 益备用遥

5 动物免疫和攻击感染

48只小鼠随机分为 4组(每组 12只), 经股四头肌
注射各种 DNA 100 滋g/次袁 共免疫 3 次遥 A 组为
pcDNA3.1-IL-4 加 VR1012-Sj31联合免疫组袁B组为
VR1012-Sj31 单独免疫组袁C组为 pcDNA3.1-IL-4单
独免疫组 袁D 组为空载体 VR 1012 加空载体 pcD
NA3.1 对照组遥 于免疫前 1 天每鼠股四头肌注射
0.5 mg/ml盐酸布比卡因 50 滋l遥 末次免疫后 2周袁处
死每组 4耀5只小鼠, 取其 DNA肌注部位股四头肌做
组织切片袁苏木素-伊红(HE) 染色和免疫酶组织化学
鉴定质粒 DNA在小鼠肌细胞的表达遥 剩余小鼠每组

7耀8只袁继续实验袁于末次免疫后 3周经皮肤攻击感
染日本血吸虫尾蚴 40依1条袁感染后 6周剖杀小鼠冲虫袁
取鼠肝组织袁处理后袁计算减虫率及减卵率袁各组间均数
比较使用 SPSS统计软件进行分析遥

6 酶免疫组织化学方法

日本血吸虫组织蛋白酶 B小鼠抗血清 (1颐100稀
释) 由本室制备袁IL-4单克隆抗体 (1颐50稀释) 为美国
Pharmingen 公司产品袁 辣根过氧化物酶标记羊抗鼠
IgG(1颐2 000稀释)为美国 New England Biolabs公司产
品袁 其余试剂为立陶宛 Molecular Biology Institute袁
MBI 公司产品遥

结 果

1 重组质粒的鉴定

抽提阳性重组菌质粒经 EcoRI 和 Xba I 双酶切
后袁检测到插入子袁其大小约 422 bp, 与 IL-4基因的
理论值一致遥抽提重组菌质粒为模板进行 PCR袁扩增片
段大小也与酶切后插入子片段大小相符渊图 1冤遥

2 HE染色和免疫组织化学鉴定
HE染色显示小鼠股四头肌组织切片部位正确遥

酶免疫组织化学结果可见 A尧B尧C组均有特异性深棕
色产物袁圆形或卵圆形存在于肌细胞胞桨袁大小不等;
肌细胞胞核靠边袁呈蓝色遥 磷酸盐缓冲液(PBS)阴性对
照尧正常小鼠血清对照尧2种空载体对照组渊D组冤均未
见深棕色产物(图 2)遥

10.0-
5.0-3.0-2.0-1.5-
1.0-
0.5-

M 1 2 3 4
kb

M院 标志物袁 1院 pcDNA3.1-IL-4经 EcoR I酶切袁 2院 pcDNA3.1-IL-4
经 EcoR I/Xba I双酶切袁 3院 pcDNA3.1经 EcoR I酶切袁 4院 重组 IL-4
质粒的 PCR产物遥
M院 Marker袁 1院 pcDNA3.1-IL-4 digested with EcoR I袁 2院 pcDNA3.1-
IL-4 digested with EcoR I /Xba I袁 3院 pcDNA3.1 vector digested with
EcoR I袁 4院 PCR product of recombinant IL-4 plasmid.

图 1 重组 IL-4质粒的酶切和 PCR鉴定
Fig.1 Double digestion and PCR identification of pcDNA3.1-IL-4
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3 免疫保护性效果

结果显示袁 联合免疫组 A组减虫率为 43.2 % ,
与单独免疫组 B尧C组和空载体对照组 D组比较差异
有极显著性渊P<0.01冤遥 A组减卵率为 76.6 %袁与 C组尧
D组比较差异有极显著性渊P<0.01冤曰 与 B组比较, 差
异有显著性渊P<0.05 冤渊表 1冤遥

讨 论

对于玉型辅助 T细胞 渊Th1冤 和域型辅助 T细胞
渊Th2冤 应答在血吸虫病中的保护性作用一直存在不同
观点遥一些研究表明袁 Th1型应答利于抗血吸虫病袁另
一些研究则显示 Th2型细胞因子应答能使宿主获得免
疫抵抗力[5袁6]遥 最近有报道显示抗血吸虫疫苗诱导的免

疫效应不应为 Th1或 Th2应答偏离袁而需要适度激活

Th1尧Th2的 2型调节应答[7]遥
IL-4为 Th2型应答的重要诱导因子和重要细胞

因子袁且能诱导 IgE的产生遥早期对人群流行病学调查
发现袁在血吸虫病保护性免疫中袁IgE抗体增高与再感
染抵抗力显著相关袁 具有抗再感染能力的人群 IgE平
均水平为易感人群的 6耀8倍袁 表明 IgE有很强的抗血
吸虫作用[8-10]遥血吸虫病儿童患者经吡喹酮治疗后 6周和
18周袁其 IgE水平较非治疗组均有显著增高[11]遥 有研

究用曼氏血吸虫虫卵和成虫脂质提取物成分与埃及血

吸虫感染人群血清反应来检测抗体类型袁 发现糖蛋白
脂质特异性 IgE抗体具抵抗再感染作用[12]遥 曼氏血吸
虫(Schistosoma masoni, Sm )Mr 22 600膜蛋白是较早
确定的疫苗候选分子袁 研究显示它主要刺激特异性
IgE的产生袁而该抗原在日本血吸虫中有 4个 IgE结合

1院阴性对照袁 2院pcDNA3.1-IL-4 的表达袁 3院VR1012-Sj31 的表达遥
1院Negative control袁 2院Expression of pcDNA3.1-IL-4袁 3院Expression of VR1012-Sj31.

图 2 小鼠肌组织免疫组织化学染色渊伊400冤
Fig.2 Murine muscular tissue stained by immunohistochemistry渊伊400冤

1 2 3

表 1 VR1012-Sj31 联合 pcDNA3.1-IL-4 免疫小鼠的减虫率和减卵率
Table 1 Worm and egg reduction in mice vaccinated with VR1012-Sj31 plus pcDNA3.1-IL-4

注院 譹訛院与 B尧C和 D组比较 P约0.01袁 譺訛院与 C和 D组比较 P跃0.05袁 譻訛院与 C尧D组比较 P约0.001袁 譼訛院与 B组比较 P约0.05袁 譽訛院与 D组比较 P跃0.05遥
Note院 譹訛院vs groups B尧C and D P约0.01袁 譺訛院vs groups C and D P跃0.05袁 譻訛院vs groups C and D P约0.01袁 譼訛院vs group B P约0.05袁 譽訛院vs group D P跃0.05遥

组 别

Group

VR1012-Sj31+
pcDNA3.1-IL-4联合组渊A冤

VR1012-Sj31组织
蛋白酶 B质粒组渊B冤

pcDNA3.1-IL-4
重组 IL-4质粒组渊C冤

VR1012+pcDNA3.1
空载体对照组渊D冤

实验鼠数No. miceperfused (n)

7

8

8

7

平均检获虫数No. wormsrecovered渊曾 依s 冤

18.25依4.89淤

27.75依5.85于

29.75依4.83

32.13依3.56

减虫率Worm reductionrate vs D (%)

43.20%

13.63%

7.41%

_

平均检获虫卵数No.eggs/gram liverrecovered渊伊104冤渊曾依s冤

0.64依0.02盂榆

1.00依0.29盂

2.39依0.44虞

2.74依0.35

减卵率Worm reductionrate vs D ( % )

76.64%

63.35%

12.77%

_
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表位[13]遥 感染 Sm后再经吡喹酮治愈的狒狒袁攻击感染
1 000条 Sm尾蚴袁获得 59%耀80% 的减虫率袁检测攻
击感染时和攻击感染后 6周这些狒狒血清抗体和外周
血细胞因子变化袁 发现只有针对可溶性成虫抗原的特
异性 IgE抗体与这种获得性免疫力有关[14]遥
研究显示 IL-4也能加强宿主的抗血吸虫抵抗力遥

Rodrigues 等[15]和 Marquet 等 [16袁17]发现人类对 Sm感染
的抵抗力由染色体 5q31-q33区 SM1基因序列控制袁
该基因序列编码产生的细胞因子能调节 Th细胞袁还发
现抵抗人群的 Th 细胞产生的 IL-4 较易感人群高
10耀1 000 倍袁 提示 IL-4 与人群对 Sm 的抵抗力有
关遥 Fallon等[18]研究表明年轻恒河猴对血吸虫易感是
因为初次感染后 IL-4水平低于成年恒河猴所致遥
有关 IL-4 DNA作为核酸疫苗佐剂的报道较少袁

且结果亦不同遥有研究用 Sm Mr 23 000膜抗原真核表
达重组体(Sm 23-pcDNA) 与 IL-4编码质粒联合免疫
小鼠袁 结果 IL-4编码质粒能显著减少 Sm23-pc DNA
诱导产生的抗 Sm Mr 23 000膜抗原的 IgG2a水平袁而
不影响抗 Sm23-pc IgG1诱导产生的抗 Sm Mr 23 000
膜抗原 IgG1的产生[19]遥 还有研究用候选疫苗分子钙激
活中性蛋白酶的大亚基 Sm-p80 DNA与 IL-4真核表
达质粒联合免疫小鼠袁结果小鼠 IgG1和 IgG3水平略
有提高袁小鼠 IgG2a和 IgG2b水平则略有下降[20]遥
本研究构建了小鼠 IL-4基因表达质粒袁并联合日本

血吸虫组织蛋白酶 B 核酸疫苗经肌注免疫小鼠袁结果显
示小鼠重组 IL-4及日本血吸虫组织蛋白酶 B均成功地
在小鼠肌肉细胞表达袁 且 IL-4 DNA可作为佐剂提高日
本血吸虫组织蛋白酶 B 核酸疫苗的减虫率及减卵率遥
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