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提要　目的: 研究日本血吸虫大陆株副肌球蛋白全基因核酸疫苗免疫 C57BL ö6 及 BALBöc 小鼠诱生的保护

性免疫力。方法: 将构建的日本血吸虫大陆株副肌球蛋白全基因核酸疫苗 (pCM V 2SjC97) 经后腿胫前肌免疫

C57BL ö6及BALBöc 小鼠, 共免疫 3 次, 每次间隔 3 w k。末次免疫后 3 w k 以血吸虫尾蚴攻击感染, 6 w k 后计数

成虫负荷及肝、脾、肠组织虫卵数。设不含 SjC97 编码基因的空载体质粒免疫组为对照组。结果: pCM V 2SjC97 免

疫 C57BL ö6 小鼠主要诱生 IgG2a 和 IgG2b 亚类, 而免疫BALBöc 小鼠除诱生 IgG2a 和 IgG2b 亚类外, 还诱生

IgG1。pCM V 2SjC97 免疫C57BL ö6 小鼠诱生较明显的减虫率 (3515%～ 4111% ) 和减卵率 (肝、脾及肠组织减卵

率分别为 4415%～ 5916%、5617%～ 8214% 及 5719% ) , 而对BALB öc小鼠未诱生保护性。结论: pCM V 2SjC97 核

酸疫苗能对 C57BL ö6 小鼠诱生较明显保护性免疫力, 而对 BALBöc 小鼠未诱生免疫保护力。
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　　 核酸疫苗作为近年发现的新型疫苗, 因其具有
传统疫苗所不具备的优点, 如制备简单, 使用安全,

且能诱生较强而持久的体液免疫应答和细胞免疫应

答等, 备受世界各国疫苗学、肿瘤学等领域重

视[ 1～ 3 ]。迄今在微生物、肿瘤等领域的研究显示, 核

酸疫苗免疫能诱生较好的保护性免疫应答[ 3 ]。日本

血吸虫副肌球蛋白是日本血吸虫病最有希望的候选

疫苗抗原之一, 也是世界卫生组织优选的防治血吸

虫病疫苗候选抗原之一[ 4, 5 ]。

澳大利亚M cM anus 等报道了日本血吸虫菲律

宾株副肌球蛋白核酸疫苗的研究结果, 构建了包含

部分或全长副肌球蛋白编码基因的核酸疫苗, 免疫

BALB öc 小鼠, 能诱生以 IgG1、 IgG2a 及 IgG2b 为

特征的T h1öT h2 混合型免疫应答, 但对血吸虫尾蚴

的攻击感染无保护性[ 5 ]。为了探讨核酸疫苗对防治

日本血吸虫病的应用价值, 我们曾将日本血吸虫大

陆株副肌球蛋白 (SjC97) 编码区全基因克隆、测序,

构 建 了 其 编 码 区 全 基 因 核 酸 疫 苗 (pCM V 2
SjC97) [ 6 ]。初步结果显示, pCM V 2SjC97 经后腿胫前

肌免疫C57BL ö6 小鼠, 能诱生较强的免疫应答。IgG

亚类分析, pCM V 2SjC97 在 C57BL ö6 小鼠只选择性

诱生 IgG2a 和 IgG2b 亚类[ 7 ]。本文继续研究该核酸

疫苗在小鼠诱生的免疫应答和免疫保护性。

材料与方法

动物　C57BL ö6 (H 22b) 及BALBöc (H 22d) 雌

性小鼠 6～ 8 w k, 购于中国科学院上海实验动物中

心。

SjC97 编码基因的克隆、质粒表达载体构建及

质粒D NA 大量制备　见文献[ 7 ]。

pCM V-SjC97 免疫小鼠及日本血吸虫大陆株尾

蚴攻击感染方案　见文献[ 7 ]。

pCM V-SjC97 免疫诱生特异性抗体分析　采用

EL ISA 法测定抗体, 即将鼠血清 (各组内鼠血清等

量混合) 加入已包被血吸虫成虫可溶性粗抗原

(SWA P) 的检测孔, 37℃湿盒×2 h, PBS2T 洗涤 3

次×5 m in, 分别加入羊抗鼠 IgG 或 IgG 亚类2HR P

试剂, 37℃ 湿盒×1 h, PBS2T 洗涤 3 次×5 m in, 加

入底物O PD 显色, 2 mo löL 硫酸终止反应, 测定吸

光值A 492nm。

细胞因子分析　第 3 次免疫后 3 w k, 每组随机

取 4～ 5 只小鼠用于细胞因子分析。脾淋巴细胞制备

及体外特异性抗原刺激均同文献[ 8 ]。淋巴细胞培养

至 96 h, 分别收集细胞培养上清。EL ISA 法 (美国

Endogen 公司试剂盒) 测定培养上清 IL 22, IFN 2Χ,

IL 24 及 IL 25 含量, 结果以pgöm l表示。

减虫 (卵) 率计算　尾蚴感染 6 w k 后, 用门静

脉灌注法检获成虫, 并收集肝、脾、肠组织, 按本实

验室方法分离虫卵[ 4 ] , 以每克组织虫卵数 (EPG) 计

算减卵率:

　　减虫率 (% ) =
对照组回收虫均数- 免疫组回收虫均数

对照组回收虫均数 ×100%

　　减卵率 (% ) =
对照组平均 EPG- 免疫组平均 EPG

对照组平均 EPG
×100%

统计学方法　t 检验。
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结　　果

　　pCM V-SjC97 免疫C57BL ö6 和 BAL Böc 小鼠诱

生特异性抗体的分析　 IgG1 及 IgG2aöIgG2b 是反

映小鼠 T h2 (体液免疫应答) 或 T h1 (细胞免疫应

答) 类型细胞诱导激活的指标之一[ 9, 10 ]。经 EL ISA

法分析结果, 末次免疫后 3 w k, C57BL ö6 小鼠和

BALBöc 小鼠免疫组血清 1∶100 稀释, A 492nm值分

别为 018±0103 和 01687±0101。抗体 IgG 亚类分

析的结果表明 pCM V 2SjC97 免疫 C57BL ö6 小鼠只

诱生 IgG2a 和 IgG2b, 多次测定均未测及 IgG1, 而

免疫BALBöc 小鼠除诱生 IgG2a 和 IgG2b, 尚诱生

了 IgG1。

　　细胞因子分析　细胞因子分析结果见表 1。

表 1　pCM V-SjC97 免疫C57BL ö6 小鼠脾淋巴细胞释放细胞因子分析 (每组 n= 4)
Table11　M easurement of cytok ines releasing from splenocytes harvested from pCM V-SjC97 immun ized C57BL ö6 m ice (n= 4)

疫 苗　　　
Imm unogen　　　　

细胞因子含量　Cytokine p roduction
(Xθ±SD ) (pgöm l)

IFN 2Χ IL 22 IL 24 IL 25

SjC97 核酸疫苗
　pCMV 2SjC97 (200 Λgömouse) 1 868±9123 10915±101633 < 20 < 20

pCMV 空载体
　pCMV blank vector (200 Λgömouse) 8519±0144 < 20 < 20 < 20

与对照组比较　Compared w ith contro l group　　a　 P < 01001, 　b　P < 01001

　　由表 1 可见, pCM V 2SjC97 免疫C57BL ö6 小鼠

脾淋巴细胞, 体外经特异性抗原刺激只诱生 T h1 型

细胞免疫应答的细胞因子 IL 22 及 IFN 2Χ, 未测到

T h2 型细胞免疫应答的细胞因子 IL 24 及 IL 25。

　　pCM V-SjC97 免疫后的虫负荷和卵负荷　

pCM V 2SjC97 免疫后的虫负荷和卵负荷见表 2 及表

3。第 1 次免疫攻击试验, 只选择C57BL ö6 小鼠作为

研究模型。每组于攻击前 (末次免疫后 3 w k) 随机

取出 4～ 5 只小鼠用于细胞因子分析。pCM V 2SjC97

免疫组与注射空载体的对照组相比较, 减虫率为

4111% (P < 0105) ; 肝组织与脾组织的减卵率分别

为 5916% 和 8214% (P < 0105)。第 2 次免疫攻击试

验, 除重复验证 pCM V 2SjC97 免疫C57BL ö6 小鼠所

诱生的免疫保护性外, 尚比较了pCM V 2SjC97 免疫

BALBöc 小鼠的保护性。根据第 1 次试验结果, 考虑

到小鼠对大剂量pCM V 2SjC97 免疫的耐受程度, 将

其剂量降低为每次每只小鼠注射 100 Λg。结果显示,

与注射空载体的对照组小鼠相比较, pCM V 2SjC97

免疫 C57BL ö6 小鼠获得了明显的减虫率和减卵率,

说明 pCM V 2SjC97 免疫 C57BL ö6 小鼠能够诱生免

疫保护性。但免疫BALBöc 小鼠未诱生免疫保护性

(表 2, 表 3)。

表 2　pCM V-SjC97 免疫小鼠攻击感染后的虫负荷
Table 2　W orm burden in m ice vacc inated with pCM V-SjC97 Post-challenge infection Sch istosom a j aponicum

小 鼠
M ouse
strain

　　　　组 别
　　　　Group

免疫剂量
Dose of

inoculation
(Λg)

小鼠数
No. of
m ice

检虫数
(Xθ±SD )

No. of worm s
detected
(Xθ±SD )

减虫率 (% )
W orm

reduction
rate (% )

P

C57BL ö6 SjC97 核酸疫苗 pCMV 2SjC97 100 20 11123±2155 38136 < 0105

Sj97 蛋白 Sj97 p ro tein 　5 11 14164±2129 18167

pCMV 空载体 pCMV blank vector 100 24 18122±2139 -

BALBöc SjC97 核酸疫苗 pCMV 2SjC97 100 8 16113±2117 1218　 > 0105

Sj97 蛋白 Sj97 p ro tein 　5 7 16164±2129 12176

pCMV 空载体 pCMV blank vector 100 15 18150±1135 -

讨　　论

核酸疫苗以其独特的优点而成为当今世界疫苗

学领域 (微生物, 肿瘤, 自身免疫性疾病等)的研究热

点[ 1 ] , 核酸疫苗的发现也为血吸虫等抗原成份复杂

的复细胞寄生虫疫苗的研究和开发带来了曙光。

pCM V 2SjC97 免疫 C57BL ö6 (H 22b) 和 BALBöc (H 2
2d)小鼠诱生的免疫应答 (抗体 IgG) 较相似, 但 IgG

亚类分析显示该核酸疫苗免疫C57BL ö6 小鼠只诱生

IgG2a 和 IgG2b 亚类, 未测到 IgG1 及 IgG3 亚类, 而

在BALBöc 小鼠除诱生 IgG2a 及 IgG2b 外, 还诱生

了 IgG1。进一步分析 pCM V 2SjC97 免疫 C57BL ö6
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表 3　攻击感染 6 wk 后小鼠每克组织虫卵计数
Table 3　Eggs per gram (EPG) of tissue in immun ized and control m ice 6 wk post challenge infection

小 鼠
M ouse
strain

组 别
Group

总重量(g)

Totalw eigh t

肝
L iver

脾
Sp leen

肠
Intestine

平均重量
A verage w eigh t

肝
L iver

脾
Sp leen

肠
Intestine

平均虫卵总数
A verage of to talNo. eggs

肝
L iver

脾
Sp leen

肠
Intestine

平均每克组织虫卵数
A verage of EPG

肝
L iver

脾
Sp leen

肠
Intestine

减卵率(% )

Egg reduction rate (% )

肝
L iver

脾
Sp leen

肠
Intestine

C57BL ö6 SjC97 核酸疫苗
pCMV 2SjC97

34103 4149 7129 2161 0134 0156
98 560
±5 643

2 880
±144

11 280
±366

2 901
±166

641
±32

1 547
±50

4415 5617 5719

Sj97 蛋白
Sj97 p ro tein

32155 4189 4186 4117 0144 0144
134 280
±5 243

4 613
±244

15 453
±161

4 125
±161

943
±50

3 179
±33

2111 3613 1315

pCMV 空载体
pCMV blank vector

45188 7117 7122 3105 0148 0148
240 000
±6 954

10 622
±509

26 539
±640

5 231
±152

1 481
±71

3 676
±89

- - -

BALBöc
SjC97 核酸疫苗
pCMV 2SjC97

13100 2176 2188 1163 0135 0136
29 367
±404

1 880
±160

11 360
±166

2 259
±31

681
±58

3 944
±58

916 2116 2010

Sj97 蛋白
Sj97 p ro tein

17138 3159 3159 2148 0151 0151
4 600
±6 500

2 288
±156

12 915
±175

2 647
±377

637
±43

3 598
±49

0 2617 2711

pCMV 空载体
pCMV blank vector

18154 4125 4163 1192 0143 0146
46 350
±4 717

3 692
±178

22 836
±164

2 500
±254

869
±42

4 932
±35

- - -

小鼠脾细胞体外经特异性抗原刺激诱生的细胞因

子, 结果显示其诱生了较高水平的 IFN 2Χ和 IL 22。

表明 pCM V 2SjC97 在 C57BL ö6 小鼠诱生了典型的

T h1 类型的免疫应答[ 9, 10 ]。而根据 IgG 亚类结果,

提示该核酸疫苗在BALBöc 小鼠诱生的免疫应答为

T h1öT h2 混合型免疫应答[ 5, 9 ] , 这与M cM anus 等的

研究结果基本一致[ 5 ]。血吸虫尾蚴攻击感染后, 在

C57BL ö6 小鼠获得了较明显的减虫率和减卵率 (与

注射空载体的对照组比较, P < 0105)。而在BALBö

c 小鼠的减虫率和减卵率均不明显。W estern blo t 分

析显示, pCM V 2SjC97 免疫的 C57BL ö6 和BALBöc

小鼠血清均可识别 SWA P 中的 97 kD a 蛋白, 表现

为 95 kD a 和 78 kD a, 与文献结果一致[ 11 ]。此外, 研

究了抗体依赖的巨噬细胞 (M 5 ) 对血吸虫大陆株童

虫的杀伤作用 (ADCC) , 显示 pCM V 2SjC97 免疫的

C57BL ö6 小鼠血清对血吸虫童虫的杀伤率明显高于

BALB öc 小鼠免疫血清 (P < 0105) , 己证实 ADCC

是日本血吸虫获得性抵抗力 (尤其在小鼠模型) 的

一个主要成份, 而M 5 是ADCC 主要效应细胞之

一[ 9, 12 ]。结合上述结果, 推测pCM V 2SjC97 免疫C57

BL ö6 小鼠后所诱生的抗体可在体内通过ADCC 杀

伤血吸虫童虫, 这可能是pCM V 2SjC97 免疫C57BL ö

6 小鼠能够诱生保护性免疫力的原因之一[ 9 ]。上述

结果提示, 核酸疫苗的免疫保护性的获得可能与实

验动物的遗传背景、诱生的免疫应答效应因子的特

性等因素有关。虽然核酸疫苗诱生免疫应答的机制

尚不清楚, 但目前推测有下列几种方式: ① 注射至

肌肉等局部组织的质粒DNA , 能够低水平、但持续

较长时间表达产生外源目的蛋白, 并被聚集到注射

部位的抗原提呈细胞 (A PC) 所摄取, 从而诱生免

疫应答; ② 质粒DNA 直接转染了A PC (如郎罕氏

细胞等) , A PC 再将摄取的外源质粒DNA 带入局部

淋巴结, 并编码外源目的蛋白以诱生免疫应答[ 13 ]。

我们观察到, pCM V 2SjC97 免疫小鼠后 24～ 96 h 或

更长时间, 局部肌肉组织出现明显的红肿、充血等

炎症反应, 而注射空载体的对照组则无。取免疫后

不同时间的小鼠局部肌肉组织经冰冻切片并免疫荧

光法分析, 发现经pCM V 2SjC97 免疫后 24 h 局部肌

肉组织即可有副肌球蛋白表达。这种炎症反应将可

能导致单核巨噬细胞、皮肤的郎罕氏细胞等细胞聚

集到注射部位以摄取外源DNA 或表达的外源蛋

白。因此得出如下结论: ①我们所构建的日本血吸

虫大陆株副肌球蛋白全基因核酸疫苗无论在C57

BL ö6 (H 22b) 小鼠和BALBöc (H 22d) 小鼠均能诱

生免疫应答, 并且在前者诱生典型的 T h1 类型免疫

应答, 在后者为 T h1öT h2 混合型免疫应答; ②

pCM V 2SjC97 所诱生的抗体能够识别日本血吸虫大

陆株成虫可溶性抗原成份中的 97 kD a 蛋白, 该抗

体能在体外通过ADCC 杀伤日本血吸虫大陆株童

虫; ③ pCM V 2SjC97 能在C57BL ö6 小鼠诱生保护性

免疫力, 这种免疫力的获得可能与pCM V 2SjC97 免

疫后诱生的抗体 IgG 能通过ADCC 杀伤日本血吸

虫童虫, 及诱生的 IFN 2Χ等 T h1 类型细胞因子对血

吸虫虫卵肉芽肿形成的直接或间接的抑制作用有

关[ 9 ]。因此, pCM V 2SjC97 免疫既能降低免疫小鼠

(C57BL ö6) 体内的虫负荷, 达到抗感染的效果, 又
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能降低小鼠肝、脾、肠组织的卵负荷, 达到抗病疫

苗的效果。我们的研究结果为在家畜类大动物 (如

牛、猪等) 进一步评价该核酸疫苗的免疫保护效果

奠定了基础。
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IND UCTION OF PROTECTIVE IMM UN ITY IN M ICE AGA INST
SCH ISTOSOM A J APON ICUM BY NUCL E IC AC ID VACC INE

ENCOD ING THE FULL -L ENGTH PARAMYOSIN3

ZHOU Shenghua, L IU Shux ian, SON G Guangcheng, XU Yuxin, SUN W enyu

Institu te of P arasitic D iseases, Chinese A cad em y of P reventive M ed icine33 , S hanghai 200025

ABSTRACT

A IM : To investigate the imm une efficacy of nucleic acid vaccination in m ice against full2length param yosin

of Ch inese S ch istosom a jap onicum . M ETHOD S: C57BL ö6 and BALBöc m ice w ere vaccinated in tram uscularly

w ith the nucleic acid vaccine (pCM V 2SjC97) encoding the full2length gene of param yosin of Ch inese S. jap on2
icum. Each group w as imm unized th ree tim es at w eek s 0, 3 and 6. M ice vaccinated w ith pCM V blank vecto r

served as negative con tro l. M ice w ere challenged th ree w eek s after final DNA boosting by percutaneous infec2
tion w ith cercariae. Six w eek s after infection the m ice w ere perfused, worm burden and eggs in the livers,

sp leens and in testinesw ere coun ted. Sera from vaccinated m ice w ere co llected from the tail vein at w eek s 0, 3,

6 and 9, respectively. RESUL TS: C57BL ö6 m ice vaccinated w ith pCM V 2SjC97 p roduced p redom inan tly IgG2a

and IgG2b; w hereas in BALBöc m ice, IgG1, IgG2a and IgG2b an tibodies. Imm unization w ith the pCM V 2
SjC97 in C57BL ö6 m ice could confer sign ifican t worm reduction rate (3515% - 4114% , P < 0105) and egg re2
duction rate ( liver: 4415% - 5916% , P < 0105; sp leen: 5617% - 8214% , P < 0105; in testines: 5719% , P <

0105) , but no t in BALBöc m ice. CONCL USION: T he nucleic acid vaccine, pCM V 2SjC97, could induce p ro2
tective imm unity in C57BL ö6 m ice sign ifican tly.

Key words: S ch istosom a jap onicum , param yosin, nucleic acid vaccine, p ro tective imm unity
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