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揖Abstract铱 Objective To investigate the immune response and the protection in mice induced by the recombi鄄
nant myophilin protein of Echinococcus granulosus. Methods Thirty鄄six male ICR mice of 6-8 weeks old were randomly
divided into groups A, B and C each with 12. The mice in the 3 groups were subcutaneously immunized with Eg
myophilin protein, blank plasmid protein or PBS, respectively, by 3 times and challenged with protoscoleces of E. granulo鄄
sus 2wk after the last vaccination. Mice were sacrificed 20wk after the infection, the hydatid cysts were collected for mea鄄
suring the weight reduction. Spleens were obtained and the splenocytes were separated and cultured in vitro with EgAg or
ConA stimulus for 4-5 h. The subsets of CD4+ and CD8+ T cells were measured by FACsort. The proliferation of spleno鄄
cytes was determined by MTT method with blank plasmid and PBS as control. Results The average weight of the hy鄄
datid cysts in the immunized group decreased by 69.1% in comparison to the blank plasmid and PBS groups. The CD4+

subset [(29.7依0.9)%] and CD8+ subset [渊9.7依0.8冤%] in group A increased significantly than group C, [(11.6依1.4)%] and
[(7.8依0.2)%] respectively (P<0.01 or <0.05). The ratio of CD4+/CD8+ subsets in group A (3.061依0.015) was also higher than
group C (1.487依0.106) (P<0.01). Without stimulation, the proliferation of T lymphocytes in group A渊0.237依0.009冤was high鄄
er than group C (0.159依0.005) (P<0.01)袁 with EgAg or ConA stimulus, it was also higher in group A than that of group C

细粒棘球绦虫亲肌肉抗原重组蛋白诱导
小鼠免疫应答的研究
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揖摘要铱 目的 探讨细粒棘球绦虫 渊Echinococcus granulosus袁 Eg冤 亲肌肉抗原重组蛋白诱导 ICR小鼠产生的免疫应
答及其对 Eg原头节攻击感染的保护性作用遥 方法 36只雄性 ICR小鼠随机分为 A 渊重组蛋白免疫组冤尧 B 渊空质粒蛋白免
疫组冤 和C 渊PBS对照组冤 等 3组袁 每组 12只遥 3组小鼠分别经皮下注射重组蛋白 渊10滋g/只冤尧 空质粒蛋白 渊10滋g/只冤 和 PBS
渊100滋l/只冤袁 第 2和 4周同法加强免疫 2次遥 末次免疫后 2周袁 每只小鼠腹腔接种细粒棘球蚴原头节 50个进行攻击感染遥
感染后 20周袁 剖杀小鼠, 分离并称重细粒棘球蚴组织袁 计算囊重减少率遥 取脾脏袁 分离脾细胞袁 流式细胞仪检测脾脏
CD4+ T和 CD8+ T淋巴细胞亚群百分比遥 脾细胞体外经脾细胞悬液尧 Eg粗抗原 渊EgAg冤和伴刀豆球蛋白 A 渊ConA冤刺激培养
4耀5 h后袁 四甲基偶氮唑盐比色法 渊MTT法冤检测 T 淋巴细胞增殖情况遥 结果 感染后 20 周袁 A 组小鼠包囊质量
咱渊0.019依0.036冤 g暂明显低于 C组咱渊0.058依0.057冤 g暂 渊P<0.05冤袁 囊重减少率为 69.1%曰 CD4+ T和 CD8+ T细胞亚群百分比分别
为渊29.7依0.9冤%和渊9.7依0.8冤%袁 均高于 C组咱渊11.6依1.4冤%和渊7.8依0.2冤%暂 渊P<0.01和 P<0.05冤袁 CD4+/CD8+比值 渊3.061依0.015冤
也显著高于 C组 渊1.487依0.106冤 渊P<0.01冤遥 未经刺激时袁 A组小鼠脾 T淋巴细胞增殖水平 渊0.237依0.009冤 高于 C组
渊0.159依0.005冤渊P<0.01冤曰 用 EgAg和 ConA刺激后袁 A组小鼠脾 T淋巴细胞增殖水平咱渊0.283依0.008冤和渊0.325依0.025冤暂均高
于 C组咱渊0.203依0.002冤和渊0.244依0.006冤暂 渊P<0.01冤遥 结论 棘球蚴亲肌肉抗原重组蛋白可诱导免疫小鼠脾脏 T淋巴细胞增
殖袁 CD4+ T细胞亚群在重组蛋白诱导的小鼠抗 Eg原头节攻击感染的保护性免疫机制中起一定作用遥
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(P<0.01). Conclusion The recombinant myophilin protein of E. granulosus can induce the proliferation of splenocytes and
Th1 response in mice, and the CD4+ T cells subset may bear a part in the induced protection against the challenge of
protoscoleces.

揖Key words铱 Echinococcus granulosus曰 Recombinant myophilin曰 Subset of spleen cells曰 Immunoprotection
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棘球蚴病 渊echinococcosis冤 是由棘球属绦虫的幼
虫渊棘球蚴冤寄生而引起的一种严重危害健康的人兽共
患寄生虫病袁 呈全球性分布遥 宁夏回族自治区是中国
棘球蚴病的流行区之一袁 尤其是中南部山区和台地
流行较为严重咱1暂遥 利用疫苗抵御疾病袁 已成为一种行之
有效的方法袁 主要体现在该疫苗刺激机体产生的免疫
应答上遥 检测免疫应答的强弱主要体现在淋巴细胞
上遥 淋巴细胞包括两个主要亚群院 CD4+ T和 CD8+ T
细胞亚群袁 在寄生虫感染中袁 两种细胞都可参与宿主
保护力和病理变化的形式遥 Rigan侔 等咱2暂研究发现袁
EgAgB免疫的棘球蚴病患者 CD4+ T细胞亚群升高袁 并
且 EgAgB刺激外周血单核细胞可产生大量 Th2细胞袁
发挥体液免疫应答袁 这一变化在慢性棘球蚴感染患者
中尤其明显遥 Rigan侔等咱3暂的另一研究证实袁 有明显症状
的泡型棘球蚴病 渊alveolar echinococcosis袁 AE冤 患者
包囊囊液和外周血中单核细胞增殖明显降低袁 CD4+ T
细胞亚群明显减少, CD8+ T细胞亚群显著增多遥 本研究
检测细粒棘球蚴 渊Echinococcus granulosus冤 感染小
鼠脾脏 CD4+ T 和 CD8+ T淋巴细胞亚群水平尧 CD4+/
CD8+百分比和 T淋巴细胞增殖等情况袁 以探讨机体的
免疫应答机制遥

材料与方法

1 材料

1.1 实验动物 36 只清洁级 6耀8 周龄雄性 ICR 小
鼠袁 体重渊18依2冤 g袁 购自宁夏医科大学实验动物中心遥
1.2 细粒棘球蚴原头节 从宁夏医科大学附属医院肝

胆外科棘球蚴病患者手术摘除的完整包囊中无菌条件

下抽取囊液袁 分离原头节袁 经 PBS 渊pH 7.2冤 洗涤 3次
后袁 弃上清袁 0.5%伊红染色袁 计数原头节的着色率并
观察形态袁 原头节的存活率>90%袁 用 PBS配成 1.5伊
104个原头节/ml悬液袁 用于攻击感染 ICR小鼠遥
1.3 主要试剂和仪器 细粒棘球绦虫亲肌肉抗原重组

蛋白 渊rEgmyophilin冤 由本室构建咱4,5暂遥 伴刀豆球蛋白
A 渊ConA冤 购自北京华美生物公司袁 使用前用 RPMI
1640培养液稀释曰 藻红蛋白渊PE冤标记的大鼠抗小鼠
CD4+和 CD8+ T细胞亚群单克隆抗体购自北京利文商贸

有限责任公司曰 四甲基偶氮唑盐 渊MTT冤尧 二甲基亚
砜 渊DMSO冤 和 RPMI 1640培养基购自美国 Sigma公
司遥 FACSCalibur 流式细胞仪为美国 BD 公司产品袁
伯乐酶标仪为美国 Bio鄄Rad公司产品遥

2 方法

2.1 动物分组和免疫 将 36只 ICR小鼠随机分为 3
组袁 每组 12只遥 A组为重组蛋白免疫组袁 在第 0尧 2
和 4周各免疫 1次袁 共 3次袁 第 1次为基础免疫袁 注
射 rEgmyophilin 渊10 滋g/只冤 加等量福氏完全佐剂袁 以
后 2次为加强免疫袁 均用 rEgmyophilin 渊10 滋g/只冤 加
等量福氏不完全佐剂遥 B组和 C组分别为空质粒蛋白
免疫组和 PBS对照组袁 免疫方案同 A组袁 分别注射
rEgmyophilin空质粒蛋白和 PBS遥 3组均采用背部皮下
多点注射免疫袁 每次注射量为 100 滋l/只遥
2.2 攻击感染 第 3次免疫后 2周袁 3组小鼠每鼠均
用 50个细粒棘球蚴原头节腹腔内注射进行攻击感染遥
2.3 计算囊重减少率 攻击感染 20周后袁 剖杀小鼠袁
切开腹部袁 仔细分离细粒棘球蚴组织称重袁 计算囊重
减少率遥 公式为院 囊重减少率= 渊1-免疫组检获细粒
棘球蚴质量/对照组检获细粒棘球蚴质量冤 伊100%遥
2.4 脾细胞 CD4+尧 CD8+ T亚群测定 无菌取各组小

鼠的脾组织袁 匀浆袁 200目尼龙网过滤曰 灭菌双蒸馏
水溶解红细胞后袁 用含 10%灭活小牛血清的 RPMI
1640培养液调整细胞浓度至 5伊106/ml袁 分离脾细胞遥
吸取 1伊106/ml脾细胞至 1.5 ml Ep管袁 加入大鼠抗小
鼠 CD4+或 CD8+亚群单抗 50 滋l袁 4 益放置 30 min遥 用
流式细胞仪渊523 nm波长冤测定细胞绿色荧光袁 每次测
定 1伊105 个细胞袁 使用 Mod Fit LT 软件分析 CD4+尧
CD8+ T亚群百分比和 CD4+/CD8+比值遥
2.5 脾细胞增殖实验和检测 将 5伊106/ml脾细胞 1 ml
加入 24孔细胞培养板袁 分别加入 2 ml脾细胞悬液尧
1 ml脾细胞悬液+1 ml EgAg 渊10 mg/L冤尧 1 ml脾细胞悬
液+1 ml ConA 渊10 mg/L冤袁 设 3个重复袁 每孔加入 5 g/L
MTT 10 滋l袁 37 益 5% CO2 培养 4耀5 h曰 吸弃上清液
200 滋l/孔袁 再加入 DMSO 200滋l袁 反复吹打使充分溶
解遥 将培养液吸至 96孔细胞培养板袁 200滋l/孔袁 用酶
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表 2 rEgmyophilin免疫攻击后小鼠脾细胞亚群的变化 渊n=12冤
Table 2 Subsets of CD4+ and CD8+ T lymphocyte in mice

immunized by rEgmyophilin and challenged by protoscleces 渊n=12冤
组 别
Group

A组 Group A
B组 Group B
C组 Group C

CD4+亚群百分比
Percent of CD4+

0.297依0.009**

0.117依0.014
0.116依0.014

CD8+亚群百分比
Percent of CD8+

0.097依0.008#

0.088依0.003
0.078依0.002

CD4+/CD8+亚群比值
Value of CD4+/CD8+

3.061依0.015*

1.330依0.187
1.487依0.106

注院 与 B组和 C组比较袁 * P<0.05袁 ** P<0.01曰 与 C组比较袁 裕 P<0.05遥
Note院 vs. group B and group C, * P<0.05袁 ** P<0.01袁 vs. group C袁 裕 P<0.05.

A组 Group A
B组 Group B
C组 Group C

脾细胞悬液组Spleen cellssuspension
0.237依0.009*

0.165依0.008
0.159依0.005

EgAg刺激组Stimul with
EgAg

0.283依0.008*

0.211依0.003
0.203依0.002

ConA刺激组Stimul withConA
0.325依0.025*

0.248依0.017
0.244依0.006

注院 与 B组和 C组比较袁 * P<0.01遥
Note院 vs. group B and group C, * P<0.01.

表 3 rEgmyophilin免疫攻击后小鼠脾细胞增殖水平的变化
Table 3 Splenocyte proliferation in mice immunized by

rEgmyophilin and challenged by protoscleces

组别
Group

表 1 rEgmyophilin免疫攻击小鼠包囊重量和囊重减少率
Table 1 Hydatid cyst weight and weight reduction in mice
immunized by rEgmyophilin and challenged by protoscleces
组 别
Group

A组 Group A
B组 Group B
C组 Group C

包囊质量/g
Hydatid cyst weight/g

0.019依0.036*

0.052依0.033
0.058依0.057

囊重减少率/%
Rate of weight reduction/%

69.1
7.2

注院 与 C组比较袁 * P<0.05遥 Note院 vs. group C, * P<0.05.

标仪检测吸光度渊A 600值冤遥
3 统计学分析

采用 SPSS 11.5软件进行统计分析袁 采用单因素
方差分析袁 组间两两比较用Dunnet鄄t法遥

结 果

1 棘球蚴囊重减少率

棘球蚴囊重为 0.007耀0.115 g袁 其中 A组有 2只
小鼠未检获细粒棘球蚴包囊袁 囊重减少率为 69.1%袁
包囊重量渊0.019依0.036冤与 B组渊0.052依0.033冤和 C组
渊0.058依0.057冤相比袁 差异有统计学意义渊P<0.05冤曰 B组
与 C组相比差异则无统计学意义渊P跃0.05冤渊表 1冤遥

2 脾细胞 CD4+尧 CD8+亚群百分比和 CD4+/CD8+亚群

比值

免疫攻击感染后袁 A组小鼠脾细胞 CD4+亚群百
分比为渊29.7依0.9冤%袁 显著高于 B组渊11.7依1.4冤%和 C组
渊11.6依1.4冤%袁 差异均有统计学意义渊P<0.01袁P<0.05冤曰
B组与 C组的相比差异无统计学意义渊P跃0.05冤遥 A 组
小鼠脾细胞 CD8+亚群百分比为渊9.7依0.8冤%袁 高于 C
组 渊7.8依0.2冤% 渊P<0.05冤曰 B 组渊8.8依0.3冤%与 C组相
比差异无统计学意义 渊P跃0.05冤遥 A 组小鼠脾细胞
CD4 +/CD8 +亚群比值渊3.061依0.015冤显著高于 B 组
渊1.330依0.187冤和 C 组渊1.487依0 .106冤渊均 P<0.01冤曰
B 组与 C组的相比差异无统计学意义渊P跃0.05冤渊表2冤遥

3 脾细胞增殖的检测

当未作任何刺激物时袁 A 组小鼠脾 T淋巴细胞

增殖水平渊0.237依0.009冤高于 B 组渊0.165依0.008冤和
C组渊0.159依0.005冤渊P<0.01冤曰 B组与 C组的相比差
异无统计学意义渊P跃0.05冤遥

当用 EgAg 刺激时袁 A组小鼠脾 T淋巴细胞增殖
水平渊0.283依0.008冤高于 B 组渊0.211依0.002冤和 C 组
渊0.203依0.002冤渊P<0.01冤曰 B组与 C组的相比差异无统
计学意义渊P跃0.05冤遥
当用 ConA刺激时袁 A组小鼠脾 T淋巴细胞增殖

水平渊0.325依0.025冤高于 B 组渊0.248依0.017冤和 C 组
渊0.244依0.006冤渊P<0.01冤曰 B组与 C组的相比差异无统
计学意义渊P跃0.05冤渊表 3冤遥

讨 论

伴随分子生物学尧 生物化学和免疫学新技术的发
展袁 利用细粒棘球绦虫虫卵或原头节中一些具有保护
性表位的抗原分子研究有效的细粒棘球绦虫基因工程

疫苗已成为国内外研究者的热点遥 早在 1995 年袁
Martin等咱6暂克隆出细粒棘球绦虫 Egmyophilin蛋白袁 认
为该蛋白是引起机体特异性免疫的潜在抗原袁 并指出
myophilin蛋白的产生将可用于考核治疗棘球蚴病的
效果遥 1997年袁 Martin等咱7暂研究表明袁 myophilin蛋白
与钙结合蛋白有很高的氨基酸序列同源性袁 部分 cDNA
序列与多房棘球蚴有着 99%的同源性袁 这也为研究该
蛋白提供了理论依据遥 在棘球蚴病的细胞免疫机制
中袁 普遍认为小鼠感染细粒棘球蚴后体内可激活
CD4+ T细胞袁 同时也使 CD8+ T细胞被激活曰 活化的
CD4+ T细胞增殖分化袁 形成效应性 Th细胞袁 产生细
胞因子袁 从而增强它们杀伤细粒棘球蚴的作用遥 但对
于亲肌肉蛋白诱导小鼠产生怎样的免疫机制抵抗感

染袁 目前未见相关报道遥
T淋巴细胞按其功能可分为 CD4+和 CD8+ T细胞

亚群袁 CD4+/CD8+亚群比值动态平衡反映了机体免疫
调控状态和免疫水平袁 比值降低或升高标志着机体免
疫功能抑制或增强遥 目前袁 一些研究表明袁 感染棘球
蚴的小鼠早期以 CD4+ T细胞为主袁 形成保护性免疫袁
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晚期逐渐以 CD8+ T细胞为主袁 使机体呈免疫抑制状
态咱8暂遥 Manfras等咱9暂在慢性感染的泡球蚴病患者中检测
到 T淋巴细胞一直保持增殖袁 T细胞受体分型显示袁
增加的是 CD8+ T细胞袁 而非 CD4+ T淋巴细胞袁 提示袁
持续的慢性感染袁 可使患者的 CD8+ T细胞增殖遥
李文桂等咱10暂研究测得健康 BALB/c鼠脾 CD4+ T细

胞亚群百分比为 24.11%袁 CD8+ T细胞亚群百分比为
5.97%遥 本研究发现袁 ICR鼠免疫感染后袁 CD4+ T细
胞亚群百分比为 29.7%袁 CD8+ T细胞亚群百分比为
9.7%袁 rEgmyophilin免疫组 CD4+/CD8+亚群比值与对
照组相比明显升高袁 说明细粒棘球蚴感染可明显增加
小鼠的 CD4+ T细胞数袁 轻微增加 CD8+ T细胞数袁 提
示 rEgmyophilin免疫对小鼠感染细粒棘球蚴具有一定
的免疫调节作用遥

Siles 等咱11暂在实验中观察到袁 当小鼠缺乏功能性
琢茁+ CD4+T细胞亚群时袁 体内泡球蚴生长迅速袁 且无
肉芽肿形成袁 脾细胞增殖降低袁 提示 CD4+ T细胞在
抑制泡球蚴生长过程中起关键作用遥 临床检测观察发
现袁 棘球蚴病患者体内 CD4+ T细胞明显减少袁 CD8+

T细胞显著增高袁 CD4+/CD8+亚群比值倒置遥 当用甲
苯咪唑进行治疗袁 发现疗程达 1年的患者体内 CD8+

T细胞继续增高袁 疗程达 2年的患者体内 CD4+ T细
胞开始增高袁 CD8+ T细胞开始下降, CD4+/CD8+亚群
比值升高遥 而活化的 CD4+ T细胞增殖分化袁 形成效
应性 Th细胞袁 其中 Th1细胞分泌 IL鄄2和 IFN鄄酌袁 促
进 TDTH 和细胞毒性 T细胞渊Tc冤的增殖分化和成熟,
在细胞介导的疫苗应答中发挥作用曰 Th2细胞分泌
IL鄄4尧 IL鄄5尧 IL鄄6和 IL鄄10袁 促进 B细胞的增殖分化和
抗体形成袁 在抗体介导的体液免疫应答中发挥作用遥

本研究还发现 袁 当不作任何刺激物时 袁
rEgmyophilin免疫组小鼠脾 T淋巴细胞增殖水平远高
于空质粒组和 PBS组曰 当用 rEgmyophilin刺激时袁 脾
T 淋巴细胞增殖水平均高于相应的无抗原刺激组
渊P<0.01冤袁 推测 rEgmyophilin可诱导抗原特异性淋巴
细胞增殖活化遥 而且用 ConA刺激与rEgmyophilin 刺激
相比差异有统计学意义渊P<0.01冤袁 考虑天然抗原比
重组抗原更容易刺激淋巴细胞的增殖遥

综上所述袁 在棘球蚴的感染过程中袁 机体的免
疫应答机制十分复杂袁 研究淋巴细胞的作用对研制相
关疫苗具有重要意义遥
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