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揖Abstract铱 Objective To induce protective effect of co鄄immunization with S.japonicum triose鄄phosphate isomerase

fused to heat shock protein 70 渊SjCTPI鄄Hsp70冤 plasmid and interleukin鄄12 渊IL鄄12冤 DNA vaccines against Schistosoma
japonicum 渊Chinese strain冤 infection in water buffalo. Methods Forty鄄five 8-10 months鄄old water buffalo from a non鄄
endemic area were divided into three treatment groups each with fifteen buffalo: experimental group A 渊SjCTPI鄄Hsp70+IL鄄12袁
300 滋g冤袁 experimental group B 渊SjCTPI+IL鄄12袁 300 滋g冤袁 and control group C 渊pVAX+IL鄄12袁 300 滋g冤. All buffalo
were immunized with a series of 3 intramuscular injections administered once every four weeks. Twenty鄄eight days post鄄
vaccination袁 water buffalo were percutaneously challenged with 1 000 S.japonicum cercariae. Fecal examinations were con鄄
ducted two days prior袁 one day prior袁 and on perfusion day袁 and the number of hatching miracidia and eggs per gram
feces were recorded. Fifty鄄six days post鄄infection袁 the buffalo were sacrificed and perfused via the descending aorta. The
recovered adult worms and eggs in liver tissue were counted. Results Groups A and B showed a worm reduction
rate of 51.2% and 41.5% 渊字2=1.89袁P跃0.05冤冤袁 female worm reduction of 48.9% and 44.7%渊字2=0.35袁P跃0.05冤袁 fecal egg
reduction of 52.1% and 38.3%渊字2=3.84袁P约0.05冤袁 a reduction of miracidia鄄hatching rate by 52.1% and 33.2% 渊字2=7.30袁
P约0.01冤袁 and liver egg reduction of 61.5% and 42.0% 渊字2=7.61袁P约0.01冤袁 respectively. Conclusion Co鄄immunization
with SjCTPI鄄Hsp70 and IL鄄12 DNA vaccines induces protective immunity against S.japonicum in water buffalo.
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揖摘要铱 目的 探讨中国大陆株日本血吸虫磷酸丙糖异构酶鄄热激蛋白渊SjCTPI鄄Hsp70冤DNA疫苗联合佐剂白细胞介
素鄄12渊IL鄄12冤质粒 DNA对水牛的免疫保护作用遥 方法 实验采用双盲法袁 所用疫苗及制剂均在实验结束后解码遥 将购
自非血吸虫病流行区 45头 8耀10月龄健康水牛随机分为 A组渊SjCTPI鄄Hsp70+IL鄄12袁 300 滋g冤尧 B组渊SjCTPI+IL鄄12袁 300 滋g冤
和 C组渊空质粒 pVAX+IL鄄12袁 300 滋g冤等 3组渊每组 15头冤袁 每头牛分别经肩部肌肉注射免疫 3次袁 每次间隔 28 d遥 末
次免疫后 28 d袁 每头牛经大腿内侧皮肤感染日本血吸虫尾蚴 1 000条遥 解剖前 2 d及当天分别收集粪便 1次袁 用定量
法计数虫卵和毛蚴遥 攻击感染后 56 d解剖袁 用生理盐水经胸主动脉灌冲法收集尧 计数成虫袁 检测每克肝组织虫卵数遥
结果 A尧 B组减虫率分别为 51.2豫和 41.5豫渊字2=1.89袁P跃0.05冤袁 减雌虫率分别为 48.9豫和 44.7豫渊字2=0.35袁P跃0.05冤袁 减粪
卵率分别为 52.1豫和 38.3豫渊字2=3.84袁P约0.05冤袁 减毛蚴率为 52.1豫和 33.2%渊字2=7.30袁P约0.01冤及减肝卵率为 61.5豫和 42.0豫
渊字2=7.61袁P约0.01冤遥 结论 用 SjCTPI鄄Hsp70+IL鄄12免疫水牛可获得一定的免疫保护性作用遥
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水牛是湖区血吸虫病主要传染源之一袁 重复感染
机会多袁 频繁化疗费用高尧 效果差咱1暂遥 近年来袁 血吸
虫病 DNA疫苗研究日益受到重视袁 显示出较好的发
展潜力遥 其中袁 日本血吸虫磷酸丙糖异构酶渊SjCTPI冤
DNA疫苗经小鼠及猪实验证实是一种前景较好的疫
苗候选分子咱2鄄4暂遥 热激蛋白渊Hsp冤是生物界普遍存在的
一类高度保守蛋白质袁 在生物体正常状态下有一定浓
度的表达遥 当受到不同理化及病理因素刺激时袁 生物
体合成这类蛋白质的能力将大大增加遥 Hsp70是 Hsp
家族中最大的一族袁 生物学功能十分广泛袁 具有分子伴
侣作用并参与抗原提呈过程袁 可通过与巨噬细胞尧 树
突细胞等表面的 Hsp受体结合增强免疫效果袁 现已成
为抗寄生虫感染中研究的热点之一咱5暂遥 Hedstrom等咱6暂

证实曼氏血吸虫的 Hsp70是感染宿主的一种主要的
免疫原遥 阎玉涛等咱7暂用未感染日本血吸虫的东方田鼠
的血清免疫筛选日本血吸虫成虫 cDNA文库袁 发现 7
个具有天然抵抗力蛋白分子基因中有 Hsp70的基因遥
日本血吸虫 Hsp鄄抗原肽复合疫苗有可能成为提高疫
苗保护力的一个突破点袁 但目前尚未见有关报道遥 因此袁
本文采用磷酸丙糖异构酶鄄热激蛋白渊SjCTPI鄄Hsp70冤
DNA疫苗尧 磷酸丙糖异构酶 渊SjCTPI冤DNA疫苗与佐
剂白细胞介素鄄12渊IL鄄12冤质粒 DNA对水牛血吸虫病的
保护性免疫作用进行了研究袁 结果报告如下遥

材料与方法

1 实验现场

实验现场选在血吸虫病非流行区湖南省岳阳县筻

口镇新安村铁山水库下游的沙港河畔草滩袁 面积约
40 000 m2袁 距岳阳市区约 40 km遥 新安村居民 608
人袁 水牛 45头袁 无外来渔船民袁 历史上无血吸虫病
流行遥

2 分组

45头健康水牛袁 8耀10月龄袁 体重渊145.1依17.7冤 kg
购自血吸虫病非流行区湖南省邵阳市隆回县遥 经粪便
集卵孵化法检测血吸虫卵袁 均为阴性遥 用阿维菌素
40 mg/kg作肠道驱虫处理遥 用抽签法分 A组渊SjCTPI鄄
Hsp70+IL鄄12冤尧 B 组渊SjCTPI+IL鄄12冤尧 C 组渊空质粒
pVAX+IL鄄12冤等 3 组渊每组 15 头冤袁 A尧 B 组为实验
组袁 C组为对照组遥

3 疫苗及制剂

按双盲法实验设计袁 疫苗及制剂均由与本实验无
关的澳大利亚专家编码袁 再由美方派专人直接送至现
场使用遥 实验结束后由澳大利亚专家解码遥

3种疫苗及制剂 SjCTPI鄄Hsp70 渊编号 3袁 绿色冤尧
SjCTPI渊编号 9袁 蓝色冤尧 空质粒 pVAX 渊编号 27袁 红

色冤 仅编号和颜色标记不同遥 这 3 种疫苗及制剂和
IL鄄12质粒 DNA均由美国哈佛大学公共卫生学院 DA
Harn教授提供遥

4 免疫方法

经肩部肌肉注射共 3次袁 每次间隔 28 d曰 A组第
1 次注射 SjCTPI鄄Hsp70 300 滋g袁 第 2尧 3 次均同时
注射 SjCTPI鄄Hsp70尧 IL鄄12 质粒 DNA 各 300 滋g曰 B
组第 1次注射 SjCTPI质粒 DNA 300 滋g袁 第 2尧 3次
均同时注射 SjCTPI尧 IL鄄12 质粒 DNA各300 滋g曰 C组
第 1次注射 pVAX 空质粒 DNA 300 滋g袁 第 2尧 3次均
同时注射 pVAX 空质粒 DNA尧 IL鄄12 质粒 DNA 各
300 滋g遥

5 攻击感染

500只日本血吸虫阳性钉螺由江苏省血吸虫病防
治研究所提供遥 第 3次免疫后 28 d袁 每头水牛经大腿
内侧皮肤感染尾蚴 1 000条遥

6 粪便虫卵及毛蚴检查

于解剖前 2 d及当天袁 分别收集每头牛粪便标本
1次遥 用定量孵化法检测虫卵和毛蚴遥 取 3次检查结
果平均值袁 计算减粪卵率和减毛蚴率遥

减粪卵率渊%冤=[渊对照组平均每克粪便虫卵数-实验组平
均每克粪便虫卵数冤 辕对照组平均每克粪便虫卵数]伊100%

减毛蚴率渊%冤=[渊对照组平均每克粪便毛蚴数-实验组平
均每克粪便毛蚴数冤 辕对照组平均每克粪便毛蚴数]伊100%

7 解剖和收集成虫

于攻击感染后 56 d解剖水牛遥 用生理盐水经胸
主动脉灌注袁 门静脉收集成虫遥 分离肝及肠袁 灌冲法
收集肝内成虫并检获肠系膜静脉残留成虫遥 计数雌尧
雄成虫遥 计算减虫率及减雌虫率遥

减虫率渊%冤=[渊对照组平均检获成虫数-实验组平均检获
成虫数冤 辕对照组平均检获成虫数]伊100%

减雌虫率渊%冤=[渊对照组平均检获雌虫数-实验组平均检
获雌虫数冤 辕对照组平均检获雌虫数]伊100%

8 肝组织虫卵检查

在每头牛肝脏边缘相同部位袁 分别取 2块左肝和
1块右肝组织 渊每块约 5 g冤袁 称重袁 以 5% KOH消
化袁 计数虫卵袁 计算减肝卵率遥

减肝卵率渊%冤=[渊对照组平均每克肝虫卵数-实验组平均
每克肝虫卵数冤 辕对照组平均每克肝虫卵数]伊100%
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9 统计分析

用 SAS 9.0统计软件对数据进行统计分析遥
结 果

1 各组检获成虫数及减虫率尧 减雌虫率
A尧 B组检获成虫数和雌虫数均显著低于 C组遥

A尧 B 组减虫率分别为 51.2豫尧 41.5豫渊字2=1.89袁P跃
0.05冤袁 减雌虫率分别为 48.9豫尧 44.7豫渊字2=0.35袁P跃
0.05冤遥 A尧 B组间成虫数和雌虫数差异无统计学意义
渊t=1.947尧 0.765袁 P均跃0.05冤渊表 1冤遥

2 各组肝组织虫卵数及减肝卵率

A尧 B组平均每克肝组织虫卵数均显著低于 C组遥

A尧 B组减肝卵率分别为 61.5豫尧 42.0豫渊字2=7.61袁 P约
0.01冤遥 A 组每克肝组织虫卵数明显低于 B 组渊t=
3.489袁 P约0.01冤袁 与 B组比较 A组减肝卵率为 33.5%
渊表 2冤遥

3 各组粪便虫卵数尧 毛蚴数及减粪卵率尧 减毛蚴率
A尧 B组平均每克粪便虫卵数和毛蚴数均显著低

于 C组遥 A尧 B组减粪卵率和减毛蚴率分别为 52.1豫尧
38.3豫渊字2=3.84袁 P约0.05冤和 52.1豫尧 33.2豫 渊字2=7.30袁
P约0.01冤遥 A组平均每克粪便虫卵数和毛蚴数低于 B
组袁 与 B 组比较 A 组减粪卵率和减毛蚴率分别为
22.4%和 28.3%渊表 3冤遥

表 1 3 组水牛检获成虫数比较
Table 1 Number of adult worms recovered in the three groups

组别
Group

A
B
C

水牛数渊头冤
No. water buffalo

15
13*

15

平均成虫数渊条冤
Average No.

adult worms(x依s)
143.93依43.32
172.54依32.67
294.93依66.92

平均雌虫数渊条冤
Average No.

female worms(x依s)
59.20依20.04
64.00依11.17

115.73依33.67

减虫率渊%冤
Worm reduction

rate (%)
51.2
41.5
原

95% 可信区间
95% confidence

interval
41.9耀59.0
29.9耀51.2

原

减雌虫率渊%冤
Female worm

reduction rate (%)
48.9
44.7
原

95豫 可信区间
95% confidence

interval
38.1耀57.7
32.7耀54.6

原

表 2 3组水牛肝组织虫卵数比较
Table 2 Number of hepatic eggs in the three groups

组别
Group

A
B
C

注院 * 2头牛分别于攻击感染后 42 d和 48 d因中暑死亡遥
Note院 * Two buffalo died from heat stroke on the 42th and 48th day post鄄infection.

水牛数渊头冤
No. water buffalo

15
13
15

平均每克肝组织虫卵数
Average No. eggs per gram liver tissue(x依s)

177.01依44.40
266.35依87.15
458.98依99.06

减肝卵率渊%冤
Egg reduction rate(%)

61.5
42.0
原

95%可信区间
95% Confidence interval

54.0耀67.7
30.4耀51.6

原

表 3 3组水牛粪便虫卵数和毛蚴数比较
Table 3 Number of eggs and miracidia from stool in the three groups

组别
Group

A
B
C

水牛数渊头冤
No. water buffalo

15
13
15

平均每克粪便虫卵数
Average No. eggs

per gram stool (x依s)
11.40依2.59
14.69依4.73
23.80依6.70

平均每克粪便毛蚴数
Average No. miracidia
per gram stool (x依s)

8.83依2.56
12.32依4.08
18.44依6.17

减粪卵率 渊%冤
Egg reduction

rate (%)
52.1
38.3
原

95% 可信区间
95% confidence

interval
41.3耀60.9
24.6耀49.4

原

减毛蚴率 渊%冤
Miracidium reduction

rate (%)
52.1
33.2
原

95%可信区间
95% confidence

interval
39.4耀62.2
16.2耀46.7

原

讨 论

DNA疫苗制备比较方便袁 价格较便宜袁 能同时诱
发体液免疫和细胞免疫袁 应用佐剂能增强其免疫效
果袁 显示其较常规多肽疫苗更多的优点遥 因血吸虫基
因的复杂性尧 宿主激发抗血吸虫免疫的不完整性及长
期生物进化过程中血吸虫在宿主体内产生的多种免疫

逃避机制袁 故单一的疫苗难以诱导出足够有效的保护

力遥 抗日本血吸虫 DNA疫苗动物实验结果表明袁 混
和或多价疫苗是未来 DNA疫苗的发展方向咱8袁9暂遥

热激蛋白 Hsp作为分子伴侣可结合多种抗原肽
形成 Hsp鄄抗原肽复合物袁 激活特异性细胞毒性 T淋
巴细胞 渊CTL冤 和记忆性 T细胞袁 引发细胞免疫反应
并有效防止免疫逃避袁 因而袁 日本血吸虫 Hsp鄄抗原
肽复合疫苗可增强其免疫保护作用咱5暂遥 IL鄄12是决定
Th1型免疫应答的主要细胞因子袁 已用于对多种病原
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体所致疾病及肿瘤的 DNA 疫苗的研究袁 以发挥其增
强细胞免疫功能的免疫佐剂作用咱10暂遥 磷酸丙糖异构酶
渊TPI冤是一种重要的糖酵解酶袁 存在于血吸虫各个生
活期的各种组织中咱11暂遥 朱荫昌等咱4袁12暂报道 SjCTPI DNA
疫苗尧 SjCTPI+IL鄄12 DNA疫苗对猪的保护性免疫力袁
减虫率分别为 48.3豫和 46.2豫袁 减雌虫率分别为 53.6豫
和 59.6豫袁 减肝卵率分别为 49.4豫和 65.8豫袁 表明
SjCTPI DNA疫苗可诱导猪产生较好的免疫保护作用袁
并有减轻血吸虫肝组织肉芽肿的作用袁 是一种具有较
好潜力的血吸虫病疫苗遥
本研究以湖区日本血吸虫病主要传染源之一的水

牛为试验对象袁 首次采用融合日本血吸虫 Hsp70诱
导子的磷酸丙糖异构酶鄄热激蛋白渊SjCTPI鄄Hsp70冤DNA
疫苗与佐剂 IL鄄12质粒 DNA作联合免疫袁 进行了较
大规模的水牛实验遥 结果显示袁 多价 SjCTPI鄄Hsp70
DNA疫苗加佐剂 IL鄄12质粒 DNA的联合免疫对水牛
血吸虫病具有明显的保护性免疫作用袁 其减虫率和减
雌虫率分别为 51.2豫和 48.9%袁 虽高于单价 SjCTPI
DNA疫苗加佐剂 IL鄄12质粒 DNA的联合免疫袁 但两
者间差异无统计学意义曰 而其减肝卵率尧 减粪卵率和
减毛蚴率分别达到 61.5豫尧 52.1豫和 52.1豫袁 显著高
于单价 SjCTPI DNA疫苗加佐剂 IL鄄12质粒 DNA的联
合免疫袁 还可能具有抗生殖免疫作用遥
本研究严格按照双盲法实验设计进行袁 避免了主

观因素的干扰袁 取得了较好的保护性免疫效果袁 为研
究抗水牛血吸虫病 DNA疫苗提供了新的科学依据与途
径遥 因水牛个体大袁 操作有一定的难度袁 本结果仅为
初步试验袁 其现场应用价值仍有待进一步研究证实遥
致谢 本研究设计和资料分析得到澳大利亚昆士兰大学 Don McManus
和Gail Williams教授指导袁 动物实验承蒙湖南省血吸虫病防治所任光辉尧
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