


材 料 与 方 法

  材料与仪器  所有 �2�²¦和 �2ƒ °²¦保护氨基

酸 o�2�²¦2ª̄¼¦¬±̈ °¤° 树 脂 k s1vw °°²̄ �²¦2

ª̄¼¦¬±̈ r̄ ªµ̈¶¬±ot h ¦µ²¶¶2̄¬±®̈ §ouss ∗ wss ° ¶̈«l o

⁄≤≤ o� ��·o×ƒ� o ��°试剂 o�o�2二异丙基乙基

胺k⁄�°∞�l o≥ ³̈«¤§̈ ¬ �2ux o�2xs均购自 ≥¬ª°¤公

司 ∀ �²¦2氨基酸的侧链保护基为 }�¶³k�¥½̄ l o �µª

k×²¶l o �̄ ∏k�¥½̄ l o�¼¶ku2≤ 2̄≤¥½l o ≥ µ̈k�½̄ l o ×«µ

k�½̄l o×¼µku oy o2≤ ū�½̄l ∀ ƒ °²¦2氨基酸的侧链保护

基为 }�µªk×²¶l o �¶³ks2·2�∏l o �̄ ∏k�2·2�∏l o �¼¶

k·2�²¦l o≥ µ̈k·2�∏l ∀酶标记 °µ²·̈¬± � 购自华美生

物工程公司 ∀

�¬·¤¦«¬2{vx2xs型氨基酸自动分析仪 ∀

实验动物  昆明纯种小鼠 oy ∗ {周龄 o每只体

重 us ª左右 o随机分组 ∀

受试对象  病人血清采自湖北血吸虫病流行区

ts名患者 o混合备用 ∀病兔血清取自 ts只人工感

染日本血吸虫的家兔 o混合备用 ∀

固相多肽合成k通法l  首先在 �²¦2 �̄ ¼2�≤ �u2

°¤° 树脂上合成寡聚赖氨酸基质 ∀称取 �²¦2 �̄ ¼2

�≤ �u2°¤°树脂置多肽合成反应器中 o加入二氯甲

烷充分溶涨 ∀xs h ×ƒ�r⁄≤ � 脱去 �²¦保护基后 o

再用 ts h ⁄�∞�r⁄≤ � 中和 ∀加入相当于树脂氨基

当量 v 倍的 �Αo�Ε2§¬2�²¦2赖氨酸二环己胺盐 o以

��°试剂为偶联剂 !⁄� ƒ 为溶剂 o接第一级赖氨

酸 o得到≈�²¦2�¼¶k�²¦l 2 �̄ ¼2�≤ �u2°¤° 树脂 ∀为

了合成含两种不同抗原肽的 � �° o最后一级赖氨酸

的 Α和 Ε2氨基分别用对酸稳定的 ƒ °²¦和对碱稳定

的 �²¦基团选择性地保护 ∀如在基质的第三级接上

ƒ °²¦2�¼¶k�²¦l o则可得到 w个 �²¦和 w个 ƒ °²¦保

护的末端氨基 ∀ ×ƒ� 脱去 �²¦保护基后在 Ε2��u

上按文献≈t 所述的 �²¦化学依次接上第一种抗原肽

的氨基酸 ∀此时 o⁄�°∞�的中和时间缩短为 t °¬±o

以减少 ƒ °²¦保护基的脱落 ∀

在 �²¦2氨基酸肽链合成结束后 o用哌啶脱去赖

氨酸 Α2��u 上的 ƒ °²¦保护基 o再用 ƒ °²¦2保护氨

基酸逐步合成第 u种抗原肽 ∀ ƒ °²¦氨基酸肽链的

合成步骤如下 }ktl ⁄� ƒ 洗涤 ō °¬±r次 ≅ v ~kul

哌啶r⁄� ƒktΒt o∂ ��r∂ ��l洗涤 t °¬±~kvl哌啶r

⁄� ƒktΒt o∂ ��r∂ ��l脱保护 ous °¬±~kwl ⁄≤ �

洗涤 ot °¬±r次 ≅ v ~kxl � �̈ � 洗涤 ot °¬±r次 ≅ v ~

kyl ⁄� ƒ 洗涤 ot °¬±r次 ≅ v o抽干 ~kzl 称取相当

于树脂氨基当量 v倍的 ƒ °²¦2氨基酸 !⁄≤≤ 和 � ��·

加入反应器中 o以 ⁄� ƒ为溶剂 o室温振摇反应 ~k{l

⁄� ƒ洗涤 ot °¬±r次 ≅ v ~k|l � �̈ � 洗涤 ot °¬±r

次 ≅ v ~ktsl ⁄≤ � 洗涤 ot °¬±次 ≅ v ~kttl ⁄� ƒ

洗涤 ot °¬±r次 ≅ v ~ktul ⁄≤ � 洗涤 ot °¬±r次 ≅ v o

抽干 ~ktvl 茚三酮法≈z 检测偶联反应完成情况 o若

阴性 o接下一个氨基酸 ~若阳性 o则重复 z ∗ tv步 o直

至检测结果为阴性 ∀

ƒ °²¦2氨基酸链合成结束后 o用哌啶r⁄� ƒktΒ

t o∂ ²̄r∂ ²̄l脱去 �Α2ƒ °²¦保护基 o再用 × ƒ�r⁄≤ �

ktΒt o∂ ²̄r∂ ²̄l脱去 �Α2�²¦保护基及部分侧链保护

基 ∀ �²º2«¬ª« �ƒ 法≈{ 脱去侧链保护基并切下树

脂 ∀用 ts h醋酸抽提 o冷冻干燥得粗品肽 ∀粗品肽

经 ≥ ³̈«¤§̈ ¬ �2ux或 �2xs凝胶渗透色谱法仔细纯

化 o冻干 ∀最终产物用氨基酸自动分析仪测定氨基

酸残基组成 ∀

斑点酶联免疫吸附实验  见文献≈t  ∀

小鼠免疫实验  免疫方案及体内成虫 !肝脏虫

卵的检获见文献≈t  ∀末次注射后 §ts o小鼠尾部取

血并分离血清 o以日本血吸虫虫卵和成虫混合抗原

作包被抗原 o用酶联免疫吸附试验k∞��≥�l检测血

清抗体 ∀

结 果 与 讨 论

  用 �²¦化学和 ƒ °²¦化学相结合的策略合成了

含两种不同抗原肽的血吸虫多抗原肽疫苗 ok°uylu

k�t{zlu2 � �° !k°uyluk°twtlu2 � �° 和k°uylwk°twtlw2

� �°的收率分别为 v{1| h !wt1t h和 ws1w h ∀表

t为合成多抗原肽的氨基酸组成分析结果 o均与计

算值相符 ∀

用斑点酶联免疫吸附试验测定了合成多抗原肽

与感染日本血吸虫的病人与病兔血清的结合能力 ∀

结果表明当浓度为u sss Λª#°�p t时 ok°uyluk�t{zlu2

� �°仅与 tΒtss稀释的病人血清呈阳性反应 ~当浓

度为 xss Λª# °�p t时 ok°uylu k°twtlu2 � �° 与 tΒ

tss otΒxs稀释的病人血清以及 tΒtss稀释的病兔

血清呈阳性反应 ~而当浓度为t sss Λª# °�p t时 o

k°uylwk°twtlw2 � �°可与 tΒtss otΒxs稀释的病人血

清以及 tΒtss稀释的病兔血清呈阳性反应 ∀可见

k°uyluk°twtlu2 � �°和k°uylwk°twtlw2 � �°的抗原性

较强 o而k°uyluk�t{zlu2 � �°的抗原性则较差 ∀
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Ταβ 1  Αµινο αχιδ χοµ ποσιτιον αναλψσισ οφ τηεσψντηετιχ ΜΑΠσα

° ³̈·¬§̈ �¶¬¥ ×«µ ≥ µ̈ �̄ ¬¥ �̄ ¼ � ¤̄ ∂ ¤̄ �̄¨ �̈ ∏ ×¼µ °«̈ �¼¶ �µª °µ² ×µ³
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¤q × «̈ ¶¼±·«̈·¬¦³̈ ³·¬§̈¶µ̈¤¦·̈§ º¬·«y °²̄#�p t �≤¯©²µv «²∏µ¶¤·tus ε ~¥q �¶¬} �¶³¤±§r²µ�¶±~ �̄ ¬} �̄ ∏¤±§r²µ

�̄ ± ~¦q × «̈ ±∏°¥̈µ¶¬± ³¤µ̈±·«̈ ¶̈¶ ¦²µµ̈¶³²±§ ·² ·«̈ ¬̈³̈ ¦·̈§ ¦²°³²¶¬·¬²± ²© ·«̈ ¶¼±·«̈·¬¦ � �°¶~ §q ×µ³ º¤¶

§̈¦²°³²¶̈§¬±·«̈ ¦²∏µ¶̈ ²©¤¦¬§«¼§µ²̄¼¶¬¶q

  在昆明小鼠末次免疫后 ts天 o尾部取血并分离

血清 o以日本血吸虫虫卵和成虫混合抗原作包被抗

原 o用酶联免疫吸附试验k∞��≥�l检测血清抗体 ∀

表 u给出了相当于抗体存在量的光密度k�⁄l值 ∀

从表中可以看出 v种合成多抗原肽均能诱导小鼠产

生显著的抗体应答 o而且被免疫小鼠的血清与日本

血吸虫天然抗原有交叉反应性 ∀

用合成多抗原肽接种昆明小鼠 o末次注射后 u

周 o人工感染日本血吸虫尾蚴 ws ? u条r只 ∀y周后

剖杀小鼠 o进行体内成虫及肝内虫卵计数 o结果见表

v ∀从表中可以看出 o免疫组小鼠体内成虫和肝内虫

卵检获数均较对照组显著减少 o表明合成多抗原肽

均能诱导小鼠产生抵抗血吸虫感染的免疫力 o而且

曼氏血吸虫的抗原肽能够引起针对日本血吸虫的交

叉免疫力 ∀ °uy和 °twt组成的八聚体的减虫率和减

卵率均低于其四聚体 o这可能是因为前者的分子量

近于后者的两倍 o而给药量却同为 uss Λªrs1t °�r

只 o即由于给药体积相同但摩尔浓度不同所致 ∀从

表中还可看出 o各组的减卵率均略高于减虫率 o而且

组与组之间有着明显的平行关系 o说明虫卵的减少

可能是由于体内成虫的减少而降低了产卵量 ∀

Ταβ 2  Αντιβοδψ ρεσπονσεσ ιν Κυνµινγ µιχε

ιµ µ υνιζεδ ωιτη τηεσψντηετιχ ΜΑΠσ

° ³̈·¬§̈ �±¬°¤̄ ±∏°¥̈µ ≥ µ̈∏° ¤±·¬¥²§¼k�⁄l

k°uyluk�t{zlu2 � �°    | s qyw

k°uyluk°twtlu2 � �° { s qwt

k°uylwk°twtlw2 � �° { s qxs

≤²±·µ²̄ ts p

Ταβ 3  Προτεχτιϖεεφφιχαχψιν µιχε ϖαχχινατεδ ωιτη τηεσψντηετιχ ΜΑΠσ

° ³̈·¬§̈
�±¬°¤̄

±∏°¥̈µ

�√ µ̈¤ª̈ º²µ°

±∏°¥̈µ? ¶

• � � ¤

r h
° √¤̄∏̈ ¦ �√ µ̈¤ª̈ ª̈ª

±∏°¥̈µrt ª ¬̄√ µ̈? ¶

∞� � ¥

r h
° √¤̄∏̈ ¦

k°uyluk�t{zlu2 � �°   | us qs ? { q{ ws qt � s qsst t|xvy ? wys| w{ qw � s qsst

k°uyluk°twtlu2 � �° { tv qs ? x qy yt qt � s qsst tuwxu ? uxs{ yz qt � s qsst

k°uylwk°twtlw2 � �° { ut q| ? v q{ vw qw � s qsst t||ut ? ttt{z wz qw � s qsst

≤²±·µ²̄ ts vv qw ? u qt vz{{w ? zxwy

¤q • ²µ° µ̈§∏¦·¬²± µ¤·̈ k • � � l h � kt p �r�l o � }¤√ µ̈¤ª̈ ±∏°¥̈µ²© º²µ°¶¬± √¤¦¦¬±¤·̈§ °¬¦̈ ~ � }¤√ µ̈¤ª̈

±∏°¥̈µ²© º²µ°¶¬±¦²±·µ²̄ °¬¦̈ q¥q∞ªªµ̈§∏¦·¬²±µ¤·̈ k∞� � l h � kt p �r�l o� }¤√ µ̈¤ª̈ ª̈ª±∏°¥̈µ³̈µªµ¤°

²© ¬̄√ µ̈¬± √¤¦¦¬±¤·̈§ °¬¦̈ ~ � }¤√ µ̈¤ª̈ ª̈ª ±∏°¥̈µ³̈µªµ¤° ²© ¬̄√ µ̈¬± ¦²±·µ²̄ °¬¦̈ q¦q ×2·̈¶·º¤¶∏¶̈§©²µ

¦²°³¤µ¬¶²±¶²©§¤·¤q° √¤̄∏̈ º¤¶¦¤̄¦∏̄¤·̈§o¦²°³¤µ¬±ª·«̈ ¤√ µ̈¤ª̈ ±∏°¥̈µ²© º²µ°¶²µ·«̈ ¤√ µ̈¤ª̈ ª̈ª ±∏°¥̈µ

³̈µªµ¤° ²© ¬̄√ µ̈¬±·«̈ ¦²±·µ²̄ ªµ²∏³·²·«¤·²¥·¤¬±̈ §¬±·«̈ √¤¦¦¬±¤·̈§ªµ²∏³¬± ¤̈¦« ¬̈³̈µ¬° ±̈·q

  从上述实验结果可以看出 o合成的血吸虫混合

多抗原肽能够不同程度地被特异性抗体识别与结

合 o并且不用免疫佐剂即可诱导昆明小鼠产生对日

本血吸虫天然抗原特异的抗体应答 ∀而且 o用合成

的杂化多抗原肽免疫接种 o可使小鼠体内成虫检获

数显著少于对照组 o进而减少肝内虫卵检获数 ∀由

于虫卵引起的肉芽肿是导致血吸虫病的罪魁祸

首≈|  o因而这种作用对于抗血吸虫病疫苗非常重

要 ∀可以肯定的是 o合成多抗原肽的免疫保护作用

由组成它的抗原肽段决定的 o所以选择更好的肽段

结合在一起将有可能获得免疫保护作用更强的多抗

原肽疫苗分子 ∀

Ρεφερενχεσ

t  ≤¤² ≥�k曹胜利l o ±¬± � �k秦致辉l o ≤¤¬ � ≥k蔡孟深l q

≥¼±·«̈ ¶̈¶ ¤±§ ¥¬²¤¦·¬√¬·¬̈¶ ²© °∏̄·¬³̄¨ ¤±·¬ª̈ ±¬¦ ³̈ ³·¬§̈
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√¤¦¦¬±̈ ¶¤ª¤¬±¶·≥¦«¬¶·²¶²°¬¤¶¬¶q Αχτα Πηαρµ Σινk药学学

报l ot||| o34Βvy{

u  • ²̄²º¦½∏®�o�∏µ¬¤∏¬·≤ o�µ¤¶2 �¤¶¶̈ � o ετ αλq°µ²·̈¦·¬√¨

¬°°∏±¬·¼¬± °¬¦̈ √¤¦¦¬±¤·̈§ º¬·«·«̈ Σχηιστοσοµ α µ ανσονι

°2u{2t q ϑ Ι µ µ υνολot|{| o142Βtvwu

v  �∏µ¬¤∏̄·≤ o �µ¤¶2 �¤¶¶̈ � o • ²̄²º¦½∏® �o ετ αλq �±¤̄¼¶¬¶

²© × ¤±§ � ¦̈¯̄ ³̈¬·²³̈¶²©·«̈ Σχηιστοσοµ α µ ανσονι °u{

¤±·¬ª̈ ± ¬± ·«̈ µ¤· °²§̈¯ ¥¼ ∏¶¬±ª ¶¼±·«̈·¬¦ ³̈ ³·¬§̈¶q ϑ

Ι µ µ υνολot|{{ o141Βty{z

w  �∏µ¬¤∏̄·≤ o �µ¤¶2 �¤¶¶̈ � o °¬̈µ¦̈ � �o ετ αλq �±·¬¥²§¼

µ̈¶³²±¶̈ ²© Σχηιστοσοµ α µ ανσονι2¬±©̈ ¦·̈§«∏°¤±¶∏¥­̈¦·¶·²

·«̈ µ̈¦²°¥¬±¤±· °u{ �̄ ∏·¤·«¬²±̈ 2≥2·µ¤±¶©̈µ¤¶̈ ¤±§ ·²

¶¼±·«̈·¬¦³̈ ³·¬§̈¶q ϑ Χλιν Μιχροβιολot||s o28Βt|t{

x  ⁄∏±±̈ ⁄• o �¤ª¤± ° o �¥¤·« ƒ�≤ q °µ²¶³̈¦·¶ ©²µ

¬°°∏±²̄²ª¬¦¤̄ ¦²±·µ²̄ ²© ¶¦«¬¶·²¶²°¬¤¶¬¶q Λανχετ o t||x o

345Βtw{{

y  ×¤° �° q ≥¼±·«̈·¬¦ ³̈ ³·¬§̈ √¤¦¦¬±̈ §̈¶¬ª± }¶¼±·«̈¶¬¶¤±§

³µ²³̈µ·¬̈¶ ²© ¤ «¬ª«2§̈ ±¶¬·¼ °∏̄·¬³̄¨ ¤±·¬ª̈ ±¬¦ ³̈ ³·¬§̈

¶¼¶·̈° q Προχ Νατλ Αχαδ Σχι ΥΣΑ ot|{{ o85Βxws|

z  ≥¤µ¬± ∂ �o �̈±·≥�� o ×¤° �° q ±∏¤±·¬·¤·¬√¨ °²±¬·²µ¬±ª²©

¶²̄¬§2³«¤¶̈ ³̈ ³·¬§̈ ¶¼±·«̈¶¬¶ ¥¼ ·«̈ ±¬±«¼§µ¬± µ̈¤¦·¬²± q

Αναλ Βιοχηε µ ot|{t o117Βtwz

{  ×¤° �° o � ¤̈·« • ƒ o � µ̈µ¬©¬̈ §̄ � � q ≥�u §̈ ³µ²·̈¦·¬²± ²©

¶¼±·«̈·¬¦ ³̈ ³·¬§̈ º¬·« ¤ ²̄º ¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ²© �ƒ ¬±

§¬° ·̈«¼̄ ¶∏̄©¬§̈ } √̈¬§̈ ±¦̈ ¤±§ ¤³³̄¬¦¤·¬²± ¬± ³̈ ³·¬§̈

¶¼±·«̈¶¬¶q ϑ Αµ Χηε µ Σοχ ot|{v o105Βywwu

|  �«¤² • ÷ q Ηυ µ αν Παρασιτολογψq ×«̈ ¶̈¦²±§ §̈¬·¬²± q

�̈ ¬­¬±ª} ° ²̈³̄ χ̈¶ � §̈¬¦¤̄ °∏¥̄¬¶«¬±ª �²∏¶̈ o t||w qvzs ∗

vz{
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ΠΕΠΤΙ∆Ε ς ΑΧΧΙΝΕΣ ΧΟΝΤΑΙΝΙΝΓ ΤΩΟ ∆ΙΦΦΕΡΕΝΤ

ΣΧΗΙΣΤΟΣΟΜΑΛ ΑΝΤΙΓΕΝΙΧ ΠΕΠΤΙ∆ΕΣ
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t
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