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　　提要　目的: 研究日本血吸虫 (中国大陆株) 22. 6 kD a 抗原作为血吸虫病疫苗候选分子的潜能, 并探讨 Sj22. 6ö
Sj26 GST 融合蛋白作为复合疫苗的可能性。方法: 用亲和层析法制备 Sj22. 6öSj26 GST 融合蛋白。将这两种蛋白
分别免疫BALB öc 小鼠后进行攻击感染试验。结果: Sj22. 6 重组蛋白和 Sj22. 6öSj26 GST 融合蛋白分别可诱导小
鼠产生 32. 1% (P < 0. 005) 和 34. 9% (P < 0. 02)的成虫减虫率, 28. 4% (P < 0. 02)和 45. 1% (P < 0. 005)的总减卵
率。结论: rSj22. 6 与 Sj22. 6öSj26 GST 融合蛋白均有疫苗应用价值。
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　　在探索日本血吸虫 22. 6 kD a 抗原 (Sj22. 6) 能

否作为疫苗候选分子的研究中[ 1～ 6 ] , 将 Sj22. 6 的编

码基因片段亚克隆入表达载体 pGEX21ΚT , 以基因

工程方法制备了重组 Sj22. 6 蛋白 ( rSj22. 6) , 但是

该蛋白与质粒本身编码的日本血吸虫 26 kD a GST

(Sj26 GST ) 蛋白呈分离表达, 造成重组抗原表达

量低且不能用 glu ta th ione2Sepharo se 4B (GS4B ) 珠

以亲和层析法提纯, 影响了该重组抗原的实际应

用[ 5 ]。用切下 SD S2PA GE 的含 Sj22. 6 蛋白相应条

带的方法, 经初步动物实验证明该抗原分子可能具

有诱导小鼠产生抗血吸虫感染的免疫保护性[ 5 ]。该

编码基因测序结果显示[ 6 ] , 在基因片段的首位起始

密码子A T G 上游第 10～ 12 位碱基处有一终止密

码子 TAA , 以致诱导表达时重组抗原与质粒本身编

码的 Sj26 GST 不能融合。对此, 将该抗原编码基因

的邻近序列进行改造并获得了与质粒本身编码的

Sj26 GST 融合表达的 rSj22. 6, 用于大量生产纯化

rSj22. 6 蛋白。在此基础上, 本研究将 rSj22. 6 蛋白

用于小鼠免疫ö攻击感染实验, 以验证其能否诱导

小鼠产生抗血吸虫尾蚴感染的免疫保护力; 同时,

将 Sj22. 6öSj26 GST 融合蛋白以复合多价疫苗的形

式用于小鼠免疫ö攻击感染实验, 以探讨复合疫苗是

否比单一成份的疫苗具有优越性。

材料与方法

1　实验动物

6 w k 龄雌性 BALB öc 小鼠 (清洁级) , 体重

18±1 g, 购自南京军区总医院实验动物中心。

2　日本血吸虫尾蚴

由购自江苏省寄生虫病防治研究所的阳性钉螺

以常规方法逸得。

3　重组抗原的制备[7 ]

3. 1　重组克隆菌的诱导表达[ 8 ]

挑取含 Sj22. 6öpGEX21ΚT 重组质粒的 T G2 大

肠杆菌菌落一个, 入 YT 培养液扩增并以 IPT G 诱

导表达。离心集菌[ 9 ]。

3. 2　纯化 Sj22. 6öSj26 GST 融合蛋白和 rSj22. 6

蛋白的制备

按 Pharm acia 公司产品说明用 GS4B 以亲和层

析法制备 Sj22. 6öSj26 GST 融合蛋白, 并用凝血酶

( th rom b in) 酶切制备 rSj22. 6 蛋白, 随后以聚丙烯

凝胶电泳对 Sj22. 6öSj26 GST 融合蛋白和 rSj22. 6

酰胺蛋白进行鉴定。

4　BAL Böc 小鼠免疫保护性试验

共设 3 组: A 组 ( rSj22. 6 免疫组) 17 只, 注射

rSj22. 6 和福氏完全佐剂及生理盐水的乳化物; B

组 ( Sj22. 6öSj26 GST 融合蛋白免疫组) 12 只, 注射

Sj22. 6 öSj26 GST 融合蛋白和福氏完全佐剂及生理

盐水的乳化物; C 组 (佐剂对照组) 13 只, 注射福氏

完全佐剂和生理盐水的乳化物 (以B io2R ad 公司的

Gel Doc 1000 分析系统对抗原进行定量)。于第 0、

2、4 w k 各免疫 1 次, 共 3 次, 均采用背部皮下多点

注射, 每次每鼠注射相应的纯化抗原各 10 Λg。于第

5 w k 每鼠用 40±1 条尾蚴贴腹攻击感染, 第 10 w k

剖杀小鼠, 门静脉灌注法结合肝肠玻板压片法收集

成虫进行成虫计数; 取肝脏以 5% KOH 消化后[ 10 ]

进行虫卵计数并按以下公式计算减虫率和减卵率。
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　　减虫率 (% ) =
对照组平均虫数- 免疫组平均虫数

对照组平均虫数 ×100%

　　减卵率 (% ) =
对照组平均肝内虫卵数- 免疫组平均肝内虫卵数

对照组平均肝内虫卵数 ×100%

5　EL ISA [11 ]

小鼠于免疫前及攻击感染前各采血 1 次, 分离

血清进行 EL ISA 试验, 具体步骤为: ①包板: A 组

与C 组用 Sj22. 6 纯化抗原以 pH 9. 6 的碳酸盐缓冲

液稀释到 2 Λgöm l 后包被酶标板 (100 Λlö孔) , B 组

用 Sj22. 6öSj26 GST 融合蛋白包被, 抗原浓度同上,

4℃过夜。②封闭: 甩去包被液, 以pH 7. 4 的磷酸盐2
吐温 20 缓冲液 (PBS2T ) 洗 3 次, 每次 5 m in, 加

4% 脱脂奶粉溶液 150 Λlö孔封闭, 4℃过夜。③加血

清: 甩去封闭液, 以 PBS2T 洗 3 次, 每次 5 m in, 加

入以 PBS2T 1∶100 稀释的待检小鼠血清 100 Λlö
孔, 4℃过夜。④加酶标二抗: 甩去血清稀释液, 用

PBS2T 洗 3 次, 每次 10 m in, 加入用 PBS2T 1∶800

稀释的辣根过氧化物酶标记的绵羊抗小鼠 IgG 100

Λlö孔, 37℃反应 1 h。⑤甩去酶标抗体液, PBS2T 洗

4 次, 每次 10 m in, 加底物 (3, 3’, 5, 5’2四甲基联苯

胺溶液, TM B ) 100 Λlö孔, 37℃反应 10 m in。⑥加 2

m o löL H 2SO 4 50 Λlö孔终止反应。⑦D G3022 酶联免

疫检测仪 (华东电子管厂产品) 450 nm 下, 以空白孔

调零读取各孔OD 值。

在 EL ISA 试验中, 为减少板间差异, 每份血样

检测 3 个复孔且分别位于 3 块酶标板的不同位置,

所得的 3 个OD 值中取其接近的两个OD 值的均数

作为该份血样的OD 值。

结　果

1　纯化 Sj22. 6öSj26 GST 融合蛋白和 rSj22. 6 蛋

白的制备和鉴定结果　见图 1。

图 1　重组抗原的 SD S-PAGE 鉴定结果
1　标准蛋白质分子量　2　T h rom bin 切下的 rSj22. 6 重组抗原
　3　Sj22. 6öSj26 GST 重组融合蛋白　4　融合蛋白被 th rom bin
酶切成单独的 Sj22. 6 和 Sj26 GST 两条蛋白带　5　日本血吸虫
可溶性成虫抗原
　　F ig. 1　Results of SD S-PAGE for character ization of the
Sj22. 6öSj26 GST and rSj22. 6 pur if ied with GS4B and thrombin
1　P ro tein mo lecu lar w eigh t standard　2　rSj22. 6 purified w ith
th rom bin 　 3 　 Sj22. 6öSj26 GST fusion p ro tein purified w ith
GS4B 　4　D igest of the Sj22. 6öSj26 GST fusion p ro tein cu t
w ith th rom bin　5　So luble adult wo rm antigen of S. jap on icum

2　免疫鼠血清特异性 IgG 抗体 EL ISA 检测结果　

见表 1。

表 1　免疫鼠血清 EL ISA 试验结果
Table 1　 EL ISA-detected an tibody levels of sera from
the m ice immun ized with Sj22. 6öSj26 GST and rSj22. 6

组　别

Group

鼠数
(只)
N o.

of m ice

免疫前血样平均OD 值
A verage OD value of

serum taken befo re
imm unization

Xϖ±S

攻击感染前血样平均OD 值
A verage OD value of

serum taken befo re
challenge

Xϖ±S

A 17 0. 156±0. 020 1. 120±0. 037
B 12 0. 121±0. 019 1. 065±0. 044
C 13 0. 106±0. 020 0. 139±0. 035

　　由表 1 可见, 以 Sj22. 6 重组蛋白和 Sj22. 6ö

Sj26 GST 融合蛋白免疫BALB öc 小鼠后均能明显

刺激相应的 IgG 抗体的产生 (A 组和B 组的 P 值均

< 0. 001)。

3　rSj22. 6 和 Sj22. 6öSj26 GST 融合蛋白抗原诱导

小鼠抗血吸虫感染的保护作用　见表 2。

表 2　rSj22. 6 和 Sj22. 6öSj26 GST 融合蛋白诱导小鼠抗血吸虫感染的保护性试验结果
Table 2　Result of an ti-S. j ap on icum infection in m ice induced with Sj22. 6öSj26 GST and rSj22. 6

组别
Group

鼠数
(只)
No.

of m ice

平均每鼠成虫数
(条)

W o rm burden
ömouse
Xϖ±S

平均每鼠肝内
虫卵数 (个)

No. of eggs per
mouse liver

Xϖ±S

平均每对成虫
产卵数 (个)

No. of eggs per
wo rm pair

Xϖ±S

成虫减虫率
(% )

W o rm reduction
rate
(% )

总体减卵率
(% )

To tal egg
reduction rate

(% )

平均每对成虫
减卵率 (% )

Egg reduction rate
per wo rm pair

(% )

A 17 14. 4±4. 5 44 529. 4±21 086. 5 6 179. 6±1 906. 1 32. 1% (P < 0. 005) 28. 4% (P < 0. 02) - 5. 0% (P > 0. 05)

B 12 13. 8±7. 0 34 166. 7±23 790. 1 4 969. 7±5 911. 8 34. 9% (P < 0. 02) 45. 1% (P < 0. 005) 15. 5% (P > 0. 05)

C 13 21. 2±7. 2 62 230. 8±17 044. 8 5 883. 6±1 896. 0

　　从表 2 可以看出, 以 Sj22. 6 重组抗原和

Sj22. 6öSj26 GST 融合蛋白抗原免疫BALB öc 小鼠

均可获得抗血吸虫感染的部分保护力 (成虫减虫

率 ) : A 组与 C 组相比较, rSj22. 6 可诱导小鼠

32. 1% 的成虫减虫率 (P < 0. 005) ; B 组与C 组相比

较, Sj22. 6öSj26 GST 可诱导小鼠 34. 9% 的成虫减
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虫率 (P < 0. 02)。

小鼠肝内减卵率: A 组与 C 组相比较, rSj22. 6

可减少 28. 4% (P < 0. 02) ; B 组与 C 组相比较,

Sj22. 6öSj26 GST 可减少 45. 1% (P < 0. 005)。

小鼠体内平均每对成虫产卵数, rSj22. 6 未能诱

导出减卵率: A 组与C 组相比较, 无显著差异 (P >

0. 05) ; 而B 组与C 组相比较, Sj22. 6öSj26 GST 可

使每对成虫减卵率达 15. 5% (P > 0. 05)。

A 组与B 组相比较, Sj22. 6öSj26 GST 作为复

合疫苗, 其诱导小鼠产生的成虫减虫率较单一

rSj22. 6 疫苗略高, 而诱导小鼠产生的总体减卵率

和平均每对成虫减卵率的绝对数值均较单一

rSj22. 6疫苗为高。

讨　　论

重组疫苗的研制工作, 早期主要针对曼氏血吸

虫病。经过多年研究, 目前已选定的 6 个抗原分子作

为曼氏血吸虫病疫苗候选抗原分子[ 12 ]为: 谷胱甘肽

转移酶 (Sm 28GST )、磷酸丙糖异构酶 (T P I)、副肌

球蛋白 (param yo sin)、23 kD a 膜抗原 (Sm 23)、肌球

蛋白的 62 kD a 肽段 ( IrV 25) 和 Sm 14。日本血吸虫

病疫苗抗原分子的研究工作起步较晚, 多为借鉴于

曼氏血吸虫病研究工作经验。日本血吸虫与曼氏血

吸虫的致病机制和免疫反应等方面不尽相同, 因此

研制日本血吸虫病疫苗候选抗原分子很有必要。血

吸虫感染后保护性免疫机制复杂多样。不同抗原分

子产生的保护性免疫机制不同, 其免疫保护力也高

低不一。单一分子很难对宿主体内各期虫体产生完

全保护力, 因而, 需要利用不同的抗原分子的协同作

用, 即用不同分子的不同抗原表位的不同免疫作用,

尽可能地提高免疫保护力。我们认为继续筛选和发

现新的有希望的抗原分子, 研制“鸡尾酒”型复合疫

苗有效地控制血吸虫病是十分必要的。

初步动物实验表明, 日本血吸虫 22. 6 kD a 抗原

可能具有一定的免疫保护性[ 5 ] , 然而, 由于原先存在

着分离表达的问题[ 1～ 6 ], 很难对这一表达量少且呈

分离表达的 Sj22. 6 蛋白进行纯化。因此, 在初步动

物实验中, 只能采用从 SD S2PA GE 的聚丙烯酰胺凝

胶上切带分离该蛋白[ 3～ 5 ], 在免疫动物时, 将抗原

蛋白连同凝胶一起注射入小鼠体内。为此, 对该基因

序列进行改造再亚克隆入表达载体 pGEX21ΚT , 得

到了与载体序列本身编码的 Sj26 GST 融合表达的

Sj22. 6 重组抗原蛋白[ 7 ]。该融合蛋白的表达量比以

前分离表达时大大提高, 并能较方便地用还原型谷

胱甘肽琼脂糖亲和层析法将其从诱导表达的克隆菌

超声粉碎混合物中纯化出来。更为方便的是, 应用

th rom b in 酶切, 可以方便地从融合蛋白中切出纯度

很高的单一的 rSj22. 6 蛋白。

大量获得纯化的 rSj22. 6 和 Sj22. 6öSj26 GST

融合蛋白后, 我们已有条件作进一步的研究、验证该

抗原分子及其与 Sj26 GST 的融合蛋白在抗血吸虫

感染或抗病免疫中可能起到的作用。用这两种重组

蛋白作为疫苗对BALB öc 小鼠进行免疫ö攻击感染

实验, 结果, 与佐剂对照组相比较, rSj22. 6 能诱导

小鼠产生 32. 1% ( P < 0. 005) 的成虫减虫率和

28. 4% (P < 0. 02) 的总体减卵率, 但平均每对成虫

产卵数却未见减少 (P > 0. 05) , 表明此总体减卵率

很可能是由于成虫减少所致, 即 rSj22. 6 抗原所诱

导的免疫效应对成虫的生殖能力可能没有起到抑制

作用, 该实验结果与先前单独用 rSj22. 6 对昆明鼠

进行的免疫ö攻击感染实验获得的结果相近[ 5 ]。与佐

剂对照组相比较, Sj22. 6öSj26 GST 融合蛋白能诱

导小鼠产生 34. 9% (P < 0. 02) 的成虫减虫率和

45. 1% (P < 0. 02) 的总体减卵率, 平均每对成虫产

卵数减少了 15. 5% (P > 0. 05) , 此绝对数值表明融

合蛋白可能具有一定的抑制成虫生殖能力的作用,

由于单一 rSj22. 6 蛋白未能使每对成虫产卵量减

少, 因此有理由推论此抑制作用可能与融合蛋白中

含有 Sj26 GST 成份有关, 即 Sj26 GST 成份在融合

蛋白所诱导的平均每对成虫减卵率中起了关键作

用, 这一结果与其它有关 Sj26 GST 减卵的报道相

印证[ 13～ 14 ]。而且, 从本次实验所得到的减虫及减卵

率数值上看, Sj22. 6öSj26 GST 融合蛋白疫苗中的

两种抗原成份通过不同机制, 各自都起到了相应的

保护性作用, 即 rSj22. 6 成份主要诱导抗感染免疫,

而 Sj26 GST 成份则主要诱导减卵作用, 提示融合

蛋白作为复合疫苗可能优于单一蛋白成份的疫苗,

从而为研制“鸡尾酒”型复合疫苗用于血吸虫病防治

提供了依据。
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ABSTRACT

A IM : To evalua te the imm unop ro tect ive effect of S ch istosom a jap on icum recom b inan t 22. 6 kD a

(rSj22. 6) and Sj22. 6öSj26 GST fu sion p ro tein. M ETHOD S: T he Sj22. 6öSj26 GST fu sion p ro tein w as p re2
pared by affin ity ch rom atography u sing glu ta th ione Sepharo se 4B. T he pu rif ied rSj22. 6 cou ld be cleaved

easily from the fu sion p ro tein w ith T h rom b in. 17 and 12 m ice imm un ized w ith rSj22. 6 and Sj22. 6öSj26

GST separa tely w ere each challenged w ith 40±1 S. jap on icum cercariae. RESUL TS: In BALB öc m ice, the

rSj22. 6 and Sj22. 6öSj26 GST cou ld induce 32. 1 (P < 0. 005) and 34. 9% (P < 0. 02) w o rm reduct ion, re2
spect ively, as w ell as 28. 4% (P < 0. 02) and 45. 1% (P < 0. 005) to ta l egg reduct ion, respect ively. CON2
CL USION: Bp th rSj22. 6 and Sj22. 6öSj26 GST fu sion p ro tein are part ia lly effect ive aga in st S. jap on icum .

Key words: S ch istosom a jap on icum , 22. 6 kD a antigen, fusion exp ression, recom binant p ro tein, imm unop ro tection
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