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免疫蛋白质组学技术在血吸虫病

研究中的应用
马安　刘晓龙　干小仙

【摘要】　蛋白质组学技术与现代免疫学相结合形成了一门新兴交叉学科———免疫蛋白质组学
（ｉｍｍｕｎｏｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ）。日本血吸虫和曼氏血吸虫的基因组、转录组研究积累了大量生物信息资料，使血
吸虫免疫蛋白质组研究成为可能。该文对近几年来免疫蛋白组学技术在血吸虫病研究中的应用进行

综述。
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　　为了探索血吸虫新基因及其特性，寻找新的候
选疫苗抗原和药物靶分子，世界卫生组织（ＷＨＯ）于
１９９４年启动曼氏血吸虫和日本血吸虫基因组计
划［１２］。２００９年曼氏血吸虫和日本血吸虫的全基因
组草图完成。对血吸虫转录组已进行诸多研究，蛋

白质组方面也开展了一些研究［３６］，标示着血吸虫

生物学研究已进入后基因组时代。

蛋白质组（ｐｒｏｔｅｏｍｅ）是指一种细胞、一种组织
或一种生物的基因在一特定条件下表达的所有蛋

白质。蛋白质组学（ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ）是从整体角度分析
细胞、组织或生物体内动态变化的蛋白质组成、表

达水平差异与修饰状态，了解蛋白质之间的相互作

用与联系，提示蛋白质功能与细胞活动规律［７］。

Ｊｕｎｇｂｌｕｔ等［８９］率先将双向凝胶电泳（ｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎ
ａｌｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，２ＤＥ）、质谱等蛋白质组学技
术和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ联合应用成功鉴定出伯氏疏螺旋
体的抗原性蛋白质，并于２００１年提出免疫蛋白质组

学（ｉｍｍｕｎｏｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ）概念，此后广泛应用于肿瘤、
自身免疫性疾病和细菌、病毒、寄生虫等病原体研

究中，成为一门新兴交叉学科。免疫蛋白质组学是

利用基因组学、转录组学及蛋白质组学等相关技术

和生物信息资料分析研究抗原谱或免疫应答分子

谱，研究不同类型的免疫应答以及其过程中不同阶

段特异的免疫性蛋白质组。随着血吸虫全基因组

测序完成，转录组、蛋白质组研究不断深入，积累的

庞大血吸虫生物信息资料为免疫蛋白质组研究创

造了条件。现将免疫蛋白质组学技术在血吸虫病

研究中的应用作一综述。

１　血吸虫免疫蛋白质组研究方法
免疫蛋白质组研究依赖于蛋白质组学和免疫

学两方面的技术。蛋白质组学技术包括蛋白质分

离技术和鉴定技术，蛋白质分离技术分经典的凝胶

体系和新近发展的非凝胶体系两大类，蛋白质鉴定

通常采用质谱联合生物信息检索。免疫学检测方

法有Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、ＥＬＩＳＡ、蛋白芯片等，已应用于血
吸虫病的免疫蛋质组研究方法归纳为以下３种。
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１．１　凝胶分离技术联合Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
蛋白质凝胶分离体系有 ＳＤＳＰＡＧＥ、２ＤＥ和毛

细管电泳（ｃａｐｉｌｌａｒｙｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＣＥ）。２ＤＥ是目
前最成熟也是最常用的蛋白质分离技术，最初由Ｏ’
Ｆａｒｒｅｌｌ’ｓ于１９７５年创建，其原理是根据蛋白质的两
个一级属性等电点（ｐＩ）和相对分子质量（Ｍｒ）的特
异性，将不同的蛋白质向等电聚焦（ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃｆｏｃｕ
ｓｉｎｇ，ＩＥＦ）和ＳＤＳＰＡＧＥ两个方向进行分离［１０］。近

十几年来２ＤＥ在分离效率、可操作性、重复性、自
动化分析等方面不断得到改善，分辨率从最初一块

胶分离约１０００个蛋白，发展到现在可分离１００００
个［１１１３］。２ＤＥ联合Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ是当前最常用的免
疫蛋白质组研究方法，一个蛋白质样品同时做多块

平行胶，一块胶作染色，其他胶用于电转印及免疫

学检测，根据 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测到的阳性反应点位
置，在染色胶上找到匹配抗原蛋白质点，然后再行

切胶和质谱鉴定等。

待研究的抗原蛋白质组不同，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测时选用的抗体也不同。日本血吸虫成虫可溶性

抗原（ａｄｕｌｔｗｏｒｍａｎｔｉｇｅｎ，ＡＷＡ）经 ２ＤＥ分离获得
２００多个蛋白质点，电转印至硝酸纤维素膜上，用感
染兔血清ＩｇＧ作 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，获得３０个阳性
反应点，在平行的染色胶图上找到１０个匹配抗原蛋
白点，用 ＬＣＭＳ／ＭＳ成功鉴定出 １０个抗原蛋白
质［１４］。牛血吸虫雌雄成虫体被蛋白提取物经２ＤＥ
分离后，用抗肌动蛋白、抗烯醇酶、抗磷酸甘油醛脱

氢酶单克隆抗体Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，选取阳性抗原蛋
白质点做质谱分析，成功鉴定出 １３个体被蛋
白质［１５］。

２Ｄ虽然分辨率高，但不适于分离疏水性蛋白、
极酸性和极碱性蛋白、Ｍｒ过大（＞２０００００）和过小
（＜１００００）的蛋白，而且灵敏度不高，多数低丰度蛋
白难以检出，导致Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ膜上阳性反应点与胶
图蛋白质点匹配率低。与 ２ＤＥ相比，单向 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ样本处理和操作简单快速、重复性好、对疏水
性蛋白质分离有一定的优势。Ｌｉｕ等［１６］将日本血吸

虫排泄分泌产物用单向ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶分离后电转
印至硝酸纤维素膜上，用感染兔血清作 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测，获得１１条阳性反应条带，在平行染色胶上找
到相匹配蛋白条带，经ＬＣ／ＭＳＤＴｒａｐＸＣＴ成功鉴定
出１０１个抗原蛋白质。缺点是单向ＳＤＳＰＡＧＥ分辨
率低，挑选出的阳性条带仍是多种蛋白质混合物。

双向毛细管电泳是最新发展起来的凝胶分离技术，

具有样品用量少、分析时间短、重复性好、自动化程

度高等优点，尚未见应用于血吸虫免疫蛋白质组研

究的相关报道。

１．２　二维液相色谱与ｄｏｔＥＬＩＳＡ联用
二维色谱是近年发展起来的非凝胶类蛋白质

分离技术，具有分辨率高、重复性好、自动化程度

高、能与质谱在线联用等优点。色谱分离蛋白质的

范围广，无论是疏水性还是亲水性、极酸性还是极

碱性、相对分子质量大或小、高丰度还是低丰度的

蛋白质，均能得到有效分离。ＰｒｏｔｅｏｍｅＬａｂＰＦ２Ｄ系
统是一种二维液相色谱，第一维高效液相聚焦色谱

（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｃｈｒｏｍａｔｏｆｏｃｕｓｉｎｇ，ＨＰＣＦ）根据蛋
白质的等电点不同进行分离，收集的馏分再行第二

维高效反相色谱（ｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｒｅｖｅｒｓｅｄｐｈａｓｅｃｈｒｏ
ｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＨＰＲＰ）分离。日本血吸虫成虫可溶性
抗原（ｓｏｌｕｂｌｅｗｏｒｍａｎｔｉｇｅｎｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ，ＳＷＡＰ）、虫
卵可溶性抗原（ｓｏｌｕｂｌｅｅｇｇａｎｔｉｇｅｎ，ＳＥＡ）注入 ＰＦ
２Ｄ第一维强阴离子交换ＨＰＣＦ分离柱，经ｐＨ８．５～
４．０梯度洗脱，用９６孔板收集馏分，并按一定顺序
点样到ＰＶＤＦ膜上，用照射致弱尾蚴（ｒａｄｉａｔｉｏｎａｔｔｅｎ
ｕａｔｅｄｃｅｒｃａｒｉａｅ，ＲＡＣ）免疫的猪血清ＩｇＧ抗体作ｄｏｔ
ＥＬＩＳＡ筛检，检测阳性的馏分分别进行第二维
ＨＰＲＰ分离，用同样的方法收集和免疫筛检，阳性者
中剔除能与正常尾蚴感染猪血清 ＩｇＧ反应的蛋白
质，余下的蛋白质均是ＲＡＣ免疫猪血清ＩｇＧ特异性
识别的抗原，然后用Ｎ末端氨基酸测序和数据库检
索鉴定之。ＳＥＡ和ＳＷＡＰ经第一维ＨＰＣＦ分离各收
集 ４２个馏分，用 ｄｏｔＥＬＩＳＡ分别筛选出 ２６个
（６１．９％）和１５个（３５．７％）能与辐射致弱尾蚴免疫
血清反应馏分。ＳＥＡ和 ＳＷＡＰ中筛选到的阳性馏
分进入第二维 ＨＰＲＰ分离，分别获得 ２４９６个和
１４４０个馏分，再用 ｄｏｔＥＬＩＳＡ筛选，最后获得７１个
ＲＡＣ特异性识别的具有疫苗研究价值的抗原蛋白
质［１７］。与２ＤＥ分离相比，ＰＦ２Ｄ不仅分辨率高，而
且蛋白质混合物经第一维 ＨＰＣＦ分离后采用 ｄｏｔ
ＥＬＩＳＡ筛检，仅需将阳性馏分进行第二维 ＨＰＲＰ分
离，大大提高分离效率，同时节省分离成本。

１．３　捕捉法联合质谱鉴定（ｉｍｍｕｎｏｃａｐｔｕｒｅＭＳ）
利用抗体将相应的抗原从蛋白质混合物中预

分离出来，再行凝胶分离和质谱鉴定，称之为反向

免疫蛋白质组学（ｉｎｖｅｒｓｅｉｍｍｕｎｏｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ）。在血
吸虫蛋白质组研究中，利用生物素（ｂｉｏｔｉｎ）和亲和素
（ａｖｉｄｉｎ）结合的专一性和高亲和力等特点，将血吸
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虫成虫暴露于宿主的体被外质膜蛋白质分离出来，

再进行凝胶分离和质谱鉴定分析。Ｂｒａｓｃｈｉ等［１８］采

用间隔臂长短不同的两种磺酸基琥珀酰亚胺生物

素标记曼氏血吸虫成虫体被蛋白，长臂生物素穿透

力低，标记的蛋白质位于体被最外层，是潜在的诊

断抗原、疫苗或药物靶标；短臂生物素穿透力强，标

记的蛋白质位于深层一些，以结构性蛋白质为主。

当生物素与活的曼氏血吸虫成虫一起孵育培养，暴

露在外的体被蛋白质全部标记上生物素，洗涤后用

反复冻融法制备体被蛋白质混合物，然后用亲和素

琼脂糖微球捕获被标记的蛋白质，洗脱回收后再用

ＳＤＳＰＡＧＥ 分 离 和 ＬＣＭＳ／ＭＳ鉴 定。Ｍｕｌｖｅｎｎａ
等［１９］用相同的生物素标记法预分离日本血吸虫体

被外质膜蛋白质，洗脱回收捕获的蛋白质再用ＯＦＦ
ＧＥＬ电泳联合 ＨＰＬＣ分离和电喷雾 ＱＴＲＡＰＭＳ／ＭＳ
鉴定。

蛋白质样本在凝胶电泳分离前，利用抗原抗

体、受体配基结合的专一性和高亲和力特点，将待

研究的蛋白质组进行预分离或富集，可使蛋白质分

离效率、分辨率大大提高，同时还可以避免２ＤＥ灵
敏度低和ＳＤＳ凝胶电泳中蛋白质三维结构被破坏
失去抗原性而漏检等问题。

２　血吸虫免疫蛋白质组研究
免疫蛋白质组学将蛋白质组学高通量的分离、

鉴定手段与免疫学技术相结合，从整体角度研究一

种细胞、组织或生物体的免疫原性蛋白质组，为发

现血吸虫病疫苗候选抗原、诊断抗原及药物靶分子

及免疫逃避机制等方面的研究开辟了新途径。

２．１　新的候选疫苗抗原蛋白质的筛选与鉴定
早在２０世纪７０年代已发现照射致弱的活尾蚴

或童虫能诱导啮齿类、灵长类等多种动物产生很强

的抗血吸虫免疫保护作用。但是，活虫体的来源、

制备、运输、保存等均存在局限性，难以开发应用。

此后三十多年虽一直努力寻找新的血吸虫候选疫

苗，迄今尚未获得保护力可以和照射致弱尾蚴相比

的抗原。蛋白质组学技术的发展加上血吸虫生物

信息数据库的不断完善，为发现新疫苗抗原开辟了

新途径。

ＡｂｄｅｌＨａｆｅｅｚ等［１７］采用 ＰＦ２蛋白质分离与
ｄｏｔＥＬＩＳＡ免疫检测相结合，高效率地从由几千个蛋
白质组成的ＳＷＡＰ、ＳＥＡ粗抗原中筛选出７１个ＲＡＣ
免疫血清ＩｇＧ特异性识别的候选疫苗抗原蛋白质，

选择了其中４个蛋白进行 Ｎ末端氨基酸序列测定
和ＮＣＢＩ数据库检索，成功获得候选抗原基因序列。
根据基因序列构建重组质粒，诱导表达的重组抗原

有２个与ＲＡＣ免疫猪血清反应非常强，有很好的疫
苗研究价值。血吸虫体被直接暴露于宿主免疫系

统，推测体被蛋白中有潜在的候选疫苗抗原。

Ｓｅｐｕｌｖｅｄａ等［２０］构建曼氏血吸虫免疫小鼠抗体可变

区（ｓｃＦｖ）噬菌体展示库，筛选到５个能特异性识别
表膜抗原表位的阳性克隆（Ｔｅｇ１、Ｔｅｇ４、Ｔｅｇ５、Ｔｅｇ２０
和Ｔｅｇ３７）。血吸虫表膜蛋白粗提液经 ＳＤＳＰＡＧＥ
分离后，用这些阳性克隆抗体筛检，获得 Ｔｅｇ４抗体
特异性识别的蛋白条带，经ＭＳ／ＭＳ鉴定由４个蛋白
质组成，其中之一是曼氏血吸虫表膜蛋白Ｓｍ２９。先
前已有研究证明 Ｓｍ２９具有很强的免疫保护力，是
目前最有研究意义的曼氏血吸虫病候选疫苗［２１２２］。

免疫蛋白质组学采用高分辨率、高效率的蛋白质分

离技术、鉴定技术与高通量的免疫学检测相结合，

使抗原筛选效率大大提高，必将加快新的有价值的

候选疫苗抗原的发现。

２．２　血吸虫病诊断抗原的筛选与鉴定
目前用于现场查病的诊断方法大多使用血吸

虫成虫或虫卵可溶性粗抗原，虽然敏感性高，但成

分复杂，特异性较差。筛选、鉴定特异性诊断抗原

分子是解决血吸虫病诊断问题的关键技术。Ｚｈｏｎｇ
等［１４］从２００多个 ＡＷＡ蛋白质点中筛检并鉴定出
１０个阳性抗原蛋白质，证明这些蛋白质分别为
ＳｊＦＢＰＡ４、ＳｊＬＡＰ、ＳｊＧＳＴ、Ｓｊ２２．６及其亚型，表达的
ＳｊＬＡＰ、ＳｊＦＢＰＡ重组抗原检测血吸虫病血清抗体，显
示较高的敏感性，证明具有潜在的诊断价值。用日

本血吸虫感染患者唾液抗体筛选日本血吸虫虫卵

ｃＤＮＡ文库，发现２个阳性克隆开放读框编码同一
个１１６个氨基酸组成的蛋白，与日本血吸虫数据库
中ＡＹ２２２８９３的氨基酸序列同源性为１００％，推定是
血吸虫属特异的Ｍｒ１３０００分泌蛋白（Ｓｊ１３），重组蛋
白ｒｅＳｊ１３检测患者唾液中抗日本血吸虫抗体，其敏
感性和特异性均较高，证明 Ｓｊ１３是潜在的诊断抗
原［２３］。免疫蛋白质组相关技术在肿瘤、自身免疫性

疾病的生物标志物发现及诊断中的应用已有较多

报道［２４］。在血吸虫病诊断中应用尚在起步阶段，相

关报道较少。虫卵在慢性血吸虫病免疫中起重要

作用，ＳＥＡ具有较好的诊断价值，尾蚴和童虫特异
性抗原可能具有早期诊断意义，有待于应用免疫蛋

白质组学技术开发利用虫卵等诊断抗原的潜在价
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值。多维色谱无需对蛋白变性处理即可进行分离，

保证了蛋白的天然构象，且具有分离范围广、分辨

率高等优点；捕捉法联合质谱鉴定可将待研究的蛋

白质组进行预分离或富集，分离效率及分辨率均较

２ＤＥ高。与２ＤＥ相比，多维色谱、捕捉法联合质谱
鉴定等研究方法更适于血吸虫病诊断抗原蛋白的

分离、筛选，值得进一步研究。

２．３　血吸虫免疫逃避机制相关蛋白质研究
血吸虫成虫在哺乳动物宿主的血液系统中能

生存几年甚至几十年而不受免疫系统攻击的影响，

可见虫体拥有独特有效的免疫逃避机制。体被是

血吸虫与宿主直接接触和相互作用的界面，在免疫

逃避中起关键作用，因此体被的结构、功能、分子组

成等一直是研究热点。近几年体被蛋白质组研究

已有较多报道，成功鉴定了一些蛋白质，但这些研

究多是以整个个体被为研究对象［２５］。对体被亚结

构如外质膜、膜萼进行细化分离、鉴定，对免疫逃避

机制研究具有更重要的价值。

应用生物素活体标记法已成功分离、鉴定出２８
个暴露于宿主血液系统的曼氏血吸虫体被蛋白质，

其中包括膜蛋白酶、运输蛋白、结构蛋白、胞浆蛋

白、皮脊等细胞骨架成分，一个分泌蛋白。鉴定发

现补体受体关联蛋白因子（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｇｅｎｅｙ，Ｃｒｒｙ）具有衰变加速因子与膜
辅蛋白的活性，参与 Ｃ３的灭活。此外还发现３个
来源于宿主的免疫球蛋白重链和 １个补体 Ｃ３片
段，血吸虫体被上出现宿主 Ｃ３降解片段，提示经典
补体途径受阻，可能是血吸虫免疫逃避措施的主要

因素［１８］。用相同的生物素活体标记法研究日本血

吸虫成虫体被蛋白质组，成功鉴定出５４个暴露于宿
主免疫系统的体被蛋白质，其中包括糖转运蛋白、

氨基酸透明质酸酶、亮氨酸氨基肽酶、运输蛋白、热

激蛋白、新的免疫活性蛋白和四跨膜家族蛋白，还

发现一个与Ｓｍ２９同源性很高的蛋白质。通过电子
显微镜实时监测生物素标记的血吸虫表面蛋白，发

现标记蛋白迅速从被膜表面发生内陷并被运输到

胞质桥，从而将远端被膜细胞质与细胞体下层相

连，这种表膜蛋白迅速内陷可能是虫体逃避宿主免

疫系统攻击的途径之一［１９］。用抗肌动蛋白、抗烯醇

酶、抗磷酸甘油醛脱氢酶抗体筛检牛血吸虫体被蛋

白提取物，共鉴定出１３个体被蛋白质，其中有２种
肌动蛋白亚型、６种烯醇酶亚型及５种磷酸甘油醛
脱氢酶亚型，并通过免疫荧光及共聚焦显微镜分

析，发现肌动蛋白及磷酸甘油醛脱氢酶在血吸虫体

被膜上的表达量较烯醇酶丰富，且烯醇酶只存在雄

虫被膜上［１５］。蛋白质组学技术的应用使得越来越

多的体被蛋白质得以鉴定，但其在血吸虫免疫逃避

机制中的作用还有待进一步研究。应用免疫蛋白

质组研究方法实现体被亚结构蛋白质组的分离和

鉴定，有助于揭示血吸虫免疫逃避机制。

３　血吸虫免疫蛋白质组研究面临的挑战及发展
方向

３．１　血吸虫蛋白质组的复杂性
血吸虫基因组计划从１９９４年启动到２００９年全

基因组测序完成历时１５年，现预测血吸虫有编码基
因１５０００～２００００个，考虑到转录调控、翻译后修饰
等，估计蛋白质数是编码基因数的几倍，并且蛋白

质表达还随着时间、空间、生理状态而变化，因此，

血吸虫蛋白质组研究挑战性更大。此外，血吸虫复

杂的生活史和免疫逃避机制决定其蛋白质组、免疫

蛋白质组也复杂多变。不同发育期转录组、蛋白质

组存在差异已有较多研究报道［５，２６］，日本血吸虫

ＳＷＡＰ、ＳＥＡ中能被 ＲＡＣ血清抗体识别的抗原蛋白
质差异非常大［１７］，提示不同发育期免疫蛋白质组差

异也很大。毛蚴、母胞蚴、子胞蚴、皮肤期童虫不能

通过体外培养来获得，加上个体小，要取得足够量

的研究材料非常困难。

３．２　免疫蛋白质组学技术上的缺陷
一些蛋白质组学技术应用于免疫蛋白质组研

究存在局限性。２ＤＥ分离技术灵敏度较低，常会发
生免疫印迹图上一些强阳性反应点，在胶图上找不

到匹配的蛋白质点，两者匹配率低，往往是一些低

丰度蛋白抗原性特别强；膜蛋白是重要的疫苗候选

抗原，但其多为疏水性蛋白，可溶性较低，也不适合

使用２ＤＥ进行分离；ＳＤＳＰＡＧＥ电泳使样本中所有
蛋白质分子的二硫键打开成为线性分子，部分抗原

决定簇被破坏而失去抗原性，在免疫筛检时被漏

检。在蛋白质鉴定技术上，通常根据质谱获得的肽

质量指纹图谱（ｐｅｐｔｉｄｅｍａｓｓｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇ，ＰＭＦ）与
已知生物信息数据库中一个蛋白的理论期望蛋白

酶肽段进行比较分析，按匹配程度推测这个蛋白质

是否为数据库中理论推测的蛋白质，因此很大程度

上依赖于血吸虫基因组、转录组等生物信息资料的

准确性和完整程度。但是，当前的血吸虫生物信息

资料还有待于进一步完善。
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３．３　展望
蛋白质组学的发展使人类能高效率地、全方位

地深入了解蛋白质的生物学功能，免疫蛋白质组学

的发展则加快了生物标志物的发现。近几年来，蛋

白质组学技术发展迅速，多维色谱、２Ｄ差异标记凝
胶电泳（ｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅ
ｓｉｓ，２ＤＤＩＧＥ）等可望弥补２ＤＥ在抗原性蛋白质分
离中的不足；优化组合蛋白质芯片、噬菌体展示、亲

和层析等高通量分析技术，将不断加快免疫蛋白质

组学发展。随着血吸虫蛋白质组研究的推进，蛋白

质数据库的信息资料也将不断充实，加速新的候选

疫苗抗原、诊断抗原、药物靶分子的发现。
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