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摘要
!

目的 对
.@A.!!=%B.@A5.!!

疟疾联合疫苗所诱发的特异性
'CD

抗体进行分析评价
!

方法

将
$

只新西兰白兔分为两组
"

其中免疫组
E

只
"

非免疫组
!

只
!

免疫组接种
.@A.!!=%B.@A5.!!

疟疾联

合疫苗
"

非免疫组注射生理盐水
!

连续
E

次免疫后
"

采集血液样本并经间接
FG'5H

检测其
'CD

抗体水

平
!

根据非免疫组兔的吸光度数值
#

!

值
$

计算临界值
%

临界值
I!=#"

非疫苗免疫组兔
!

值均值
!

若免

疫组兔吸光度值高于临界值
"

则被判定为疫苗可诱发特异性
'CD

抗体
!

结果 疫苗可诱发针对

.@A.!!=%

和
.@A5.!!

重组蛋白
'CD

抗体
"

经
&

个稀释浓度
&

###JJ

'

9$!JJ

'

9$&JJ

'

9$KJJ

$

检测获得
!

只

免疫组兔
!

值分别为
J=L!%BJ=$&&

'

J=$&KBJ=&&E

'

J=&M%BJ=EMK

'

J=&9JBJ=!K9

"

均高于相应稀释浓度的临界

值
&

J=J9%

'

J=J9M

'

J=J9L

'

J=J!J

$(

疫苗可诱发针对
.@A5.

的特异性
'CD

抗体
&

每孔包被
& !CB7<

多

肽
$"

经
&

个稀释浓度
&

9$9JJ

'

9$!JJ

'

9$&JJ

'

9$KJJ

$

检测
!

只免疫组家兔
!

值分别为
J=EJKBJ=9$!

'

J=9%&BJ=JKJ

'

J=99JBJ=J&J

'

J=JLJBJ=J!$

"

均高于相应稀释浓度的临界值
&

J=J!M

'

J=J9%

'

J=J9K

'

J=J9K

$(

疫苗可诱发针对
.@A5.

的特异性
'CD

抗体
&

每孔包被
9J !CB7<

多肽
$"

经
&

个稀释浓度
&

9$9JJ

'

9$!JJ

'

9 $&JJ

'

9 $KJJ

$

检测获得
!

只免疫组家兔
H

值分别为
J=EEEBJ=9!%

'

J=!!9BJ=JKL

'

J=9EEBJ=J&K

'

J=JM$B

J=J!%

"

均高于相应稀释浓度的临界值
&

J=J&K

'

J=JEK

'

J=JEL

'

J=JEL

$(

结论
.@A.!!=%B.@A5.!!

疟疾

联合疫苗可诱发高水平
'CD

抗体
"

该疫苗是安全
'

有效且耐受性良好
%

!

关键词
!

疟疾疫苗
(

血清学
(

间接
FG'5H
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疟疾联合疫苗免疫效果
血清学评价研究
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根据世界卫生组织
!"9&

年疟疾报告
!

预计全

球有
??

亿人具有感染疟疾的风险
!

其中
9!

亿人是

疟疾感染的高危人群
"

即每年感染疟疾的几率大

于
9@# AAA

#$

据最新估算
!

!A9?

年全球估计有近

9=%B

亿疟疾感染病例和
$B=&

万疟疾死亡病例
$

%AC

的疟疾死亡病例发生在非洲地区
!

DBC

的疟疾死亡

病例是
$

岁以下儿童
$

该报告同时指出
!

疟疾防控

导致疟疾感染病例及死亡病例大幅减少
!

!AAA

%

!A#?

年疟疾死亡率降低了
&DC

!

在非洲地区疟疾死

亡率降低了
$&C

!

但现有疟疾防控措施的可及性及

疟疾耐药株的出现均导致防控形势依然严峻 &

#

'

$

为

了更好地防控疟疾
!

研制出安全
(

有效的可预防

或阻断疟疾感染的疫苗非常重要
$

由上海第二军医大学研发的
.EF.!!=%@.EF5.!!

重组疟疾联合疫苗是由
.EF.!!=%

和
.EF5.!!

重组蛋白

并添加铝佐剂和吡喃葡萄糖酰脂质
G

"

H<IJ;6K0/!

(;1K< <262- G

!

LMG

)

配置而成
$

.EF.!!=%

是由恶

性疟原虫裂殖子表面蛋白
9

"

7,0;N;2), 1I0E/J, 60;!

),2( #4 +5.#

)

和裂殖子顶端膜抗原
#

"

/62J/< 7,7!

80/(, /()2H,( #4 G+G#

)

的
F!

末端区域通过连接序

列
.!B

融合而成
!

并在毕赤酵母中分泌表达
$

根据

已发表的关于
.EF.!=%

文献可知
!

其可在免疫动物后

诱发高滴度的抗体并可抑制疟原虫侵入红细胞&

!!?

'

$

添加
7;()/(2-, '5GD!A

佐剂的
.EF.!!=%

疫苗在
'

期临

床试验&

&

' 已经证明具有良好的耐受性
(

免疫原性

及安全性
$

为了进一步提高疫苗阻断疟疾感染
!

在
.EF.!!=%

中同时加入了由酵母表达的
.EF5.!!

重组

抗原
!

并将佐剂更换为铝佐剂和
LMG

!

观察此联合

抗原疫苗免疫家兔后所诱发的抗体情况
$

!

材料与方法

!"! #$%#!&"'(#$%)#!&

重组疟疾联合疫苗

由 浙 江 海 正 药 业 有 限 公 司 提 供
"

批 号

!A#?A!A&

)$

!"&

家兔

清洁级新西兰白兔
!

约
?

月龄
4

体重
!=$O?=$ PH4

由中国食品药品检定研究院实验动物资源研究所提

供
!

合格证号
*

1JQP

+

京
)

!AA%!AA#D

$

!"*

主要试剂和仪器

.EF5.

多肽
"

由
D

个连续重复的
>G>.

组成
)

由

上海波泰生物科技有限公司合成
,

+;<,RI</0 3,!

R2J,1

公司的
56,J)0/ +/Q ?B& .<I1

酶标仪
,

ST,07;

公

司的
U,<<V/1T :,01/

洗板机
,

北京成文免疫化学研

究室提供的辣根过氧化物酶标记的羊抗兔
'HL

作为

二抗
,

>I(J

公司
%W

孔酶标板
+

MXS 9"!%9??

),

52H!

7/

公 司 牛 血 清 白 蛋 白
+

M;)YA$#+#BD?:

) ,

+.

Z2;7,-2J/<1

公司吐温
BA

+

M;) >X=$D$%*

),

G70,1J;

公司
S+Z

显色液
+

M;)Y#!%#F##$

)$

!+,

动物免疫

将
$

只新西兰白兔分为疫苗免疫组和非疫苗免

疫组
$

疫苗免疫组为
?

只家兔
!

非疫苗免疫组为
!

只

家兔
$

将铝佐剂
(

LMG

(

.EF.!!=%

和
.EF5.!!

抗原于

& "

条件下用混匀器混匀
!

随后皮下注射疫苗免疫

组家兔
$

每只家兔每次免疫的疫苗中含有铝
? 7H

(

$ !H LMG

(

#AA !H .EF.!!=%

(

#AA !H .EF5.!!

$

非

免疫组家兔皮下注射生理盐水
$

每只家兔免疫剂量

为
# 7<

!

背部及双后肢皮下注射
$

每次免疫间隔
?

周
!

共计免疫
?

次
!

每次免疫后第
#&

天取血检测特

异性抗体水平
$

最后一次免疫后第
#&

天局部麻醉后

颈动脉取血处死
$

!"- ./0)1

间接法检测
023

抗体水平

分别取
[BA "

保存的
.EF.!!=%@.EF5.!!

重组蛋白

和合成的
.EF5.

多肽融解混匀后包被
%W

孔板
$

酶标

板每孔包被重组蛋白的浓度为
9 !H@7<

!

包被合成

.EF5.

多肽的浓度为
& !H@7<

和
9A !H@7<

$

酶标板每孔中加入
9AA !<

相应浓度的重组蛋白

或合成多肽后
!

& "

放置过夜
$

随后洗板
?

次并拍

干
$

每孔加入
!AA !<

封闭液
!

室温反应
9=$ T

$

取血

样加入稀释溶液并振荡混匀
!

每孔加入
9AA !<

稀释

的血样
!

每个样品做
?

个复孔
$

室温反应
9=$ T

!

洗

16;(-2(H -2<I)2;(

+

A=A!D4 A=A9%4 A=A9B4 A=A9B

)

\ R/JJ2(, J/( 2(-IJ, 16,J2E2J 'HL /()28;-K /H/2(1) .EF5.

+

6,0

V,<< J;/),- V2)T 9A IH@7< 6;<K6,6)2-,

)

4 /E),0 & <,R,< ;E 1,0I7 -2<I)2;(

+

9#9AA4 9#!AA4 9#&AA4 9#BAA

)

-,),J)2;(4

G R/<I,1 E0;7 )V; R/JJ2(, 277I(2N,- 0/882)1 V,0, A=???@A=9!%4 A=!!9@A=ABW4 A=9??@A=A&B4A=AD$@A=A!%4 T2HT,0

)T/( )T, JI)!;EE R/<I, ;E J;00,16;(-2(H -2<I)2;(

+

A=A&B4 A=A?B4 A=A?W4 A=A?W

)

= %456789:45 .EF.!!=%@.EF5.!!

7/</02/ R/JJ2(, J/( 2(-IJ, T2HT <,R,< ;E 'HL /()28;-K= ') 21 / 1/E,4 ,EE,J)2R, /(- V,<<!);<,0/),- R/JJ2(,=
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表
! .?@.!!=%A.?@5.!!

重组蛋白诱发的
'BC

抗体
!

值

"#$%& ! ! D/<E, ;? 'BC /()28;-F 2(-EG,- 8F .?@.!=%A.?@5.!!

0,G;782(/() 60;),2(

.9

和
.!

为免疫组家兔
!

>9

和
>!

为非免疫组家兔
.9 /(- .! H,0, D/GG2(, 277E(2I,- 0/882)14 >9 /(- >! (;(!D/GG2(,

H,0, (;(!D/GG2(, 277E(2I,- 0/882)1

板后拍干
"

随后加入辣根过氧化物酶标记的羊抗兔

'BC

二抗
!

室温反应
9=$ J

!

洗板后拍干
"

随后加入

显色液显色
!

室温孵育
9"K!" 72(

后
!

加入终止液
!

随后酶标仪读取数据
#

双波段
$

波长
&"$ (7

%

LM"

(7

&!

记录吸光度
#

!

&

值
'

试验重复
M

次
!

取
M

次

试验的平均值进行分析
"

!'(

统计学分析

临界值计算公式为
$

临界值
(

GE) ;??

值
&

N!=9"

非疫苗免疫组家兔
!

值均值
)

若疫苗免疫组家兔
!

值高于临界值
!

则认为疫

苗诱发了特异性的
'BC

抗体
"

)

结果

)'!

血样中
*+,*!)'-.*+,/*!)

重组蛋白诱发的
012

抗体水平

酶标板每孔包被重组蛋白的浓度为
9 !BA7<

!

其它步骤详见
9=$

"

相比非免疫组家兔
!

免疫组
!

只

家兔均具有较高的
!

值
!

且随着血样稀释比例的逐

渐增加
!

值逐步降低
!

不同稀释比例血样所获得的

!

值均高于相应稀释比例的临界值
*

非免疫组家兔

血样具有接近于
O

的
!

值
!

且随着稀释比例的增加却

无显著变化
(

表
9

&)

因而免疫接种
.?@.!!=%A.?@5.!!

疟 疾 联 合 疫 苗 可 诱 发 家 兔 产 生 高 水 平 的 针 对

.?@.!!=%A.?@5.!!

重组蛋白的特异性
'BC

抗体
)

)')

血样中
*+,/*!)

重组蛋白诱发的
012

抗体水平

)')'! *+,/*!)

重组蛋白诱发的
012

抗体水平

酶标板每孔包被的多肽浓度为
& !BA7<

!

其它

步骤详见
9=$

)

相比非免疫组家兔
!

免疫组家兔具

有相对较高的
!

值
!

且随着血样稀释比例的逐渐增

加
!

值逐步降低
!

不同稀释比例血样所获得的
!

值

均高于相应稀释比例的临界值
)

非免疫组家兔血样

的
!

值接近于
"

!

且随着稀释比例的增加无显著变

化
(

表
!

&)

因而
!

免疫接种
.?@.!!=%A.?@5.!!

疟疾

联合疫苗可诱发家兔产生针对
.?@5.!!

重组蛋白的

特异性
'BC

抗体
)

)')') *+,/*!)

重组蛋白诱发的
012

抗体水平
!

添

加牛血清白蛋白
"

酶标板每孔包被的多肽浓度为
9" !BA7<

!

牛血

清白蛋白浓度为
$ 7BA7<

+

$

,

!

其它与
!=!=9

一致
)

结

果再次证明了免疫接种
.?@.!!=%A.?@5.!!

疟疾联合

疫苗可诱发产生针对
.?@5.!!

多肽的
'BC

抗体
(

表

M

&)

虽然将每孔多肽的包被量提高到
9" !BA7<

!

且

同时加入了浓度为
$ 7BA7<

的牛血清白蛋白
!

但是

未见免疫组
!

数值有明显升高
)

3

讨论

家兔在免疫接种
M

剂
.?@.!!=%A.?@5.!!

疟疾联合

疫苗后
!

可诱发出针对
.?@.!!=%A.?@5.!!

重组蛋白

表
) .?@5.!!

重组蛋白诱发的
'BC

抗体
!

值

"#$%& ) ! D/<E, ;? 'BC /()28;-F 2(-EG,- 8F .?@5.!!

0,G;782(/() 60;),2(

.9

和
.!

为免疫组家兔
!

>9

和
>!

为非免疫组家兔
.9 /(- .! H,0, D/GG2(, 277E(2I,- 0/882)14 >9 /(- >! (;(!D/GG2(,

H,0, (;(!D/GG2(, 277E(2I,- 0/882)1

表
3 .?@5.!!

重组蛋白诱发的
'BC

抗体
!

值

(

添加牛血清白蛋白
&

"#$%& 3 ! D/<E, ;? 'BC /()28;-F 2(-EG,- 8F .?@5.!!

0,G;782(/() 60;),2(

(

6<E1 8;D2(, 1,0E7 /<8E72(

&

.9

和
.!

为免疫组家兔
!

>9

和
>!

为非免疫组家兔
.9 /(- .! H,0, D/GG2(, 277E(2I,- 0/882)14 >9 /(- >! (;(!D/GG2(,

H,0, (;(!D/GG2(, 277E(2I,- 0/882)1

家兔编号

P/882)1 '3

9#9"" 9$!"" 9$&"" 9$Q""

.9

.!

>9

>!

临界值
@E) ;?? D/<E,

"=L!%

"=$&&

"="9"

"=""Q

"="9%

"=$&Q

"=&&M

"=""Q

"=""Q

"="9R

"=&R%

"=MRQ

"=""Q

"=""R

"="9L

"=&9"

"=!Q9

"="99

"=""Q

"="!"

家兔编号

P/882)1 '3

9$9"" 9$!"" 9$&"" 9$Q""

.9

.!

>9

>!

临界值
@E) ;?? D/<E,

"=M"Q

"=9$!

"="9&

"="9!

"="!R

"=9%&

"="Q"

"=""Q

"="9"

"="9%

"=99"

"="&"

"="9"

"=""R

"="9Q

"="L"

"="!$

"=""Q

"=""%

"="9Q

家兔编号

P/882)1 '3

9$9"" 9$!"" 9$&"" 9$Q""

.9

.!

>9

>!

临界值
@E) ;?? D/<E,

"=MMM

"=9!%

"="!M

"="!M

"="&Q

""=!!9

"="QL

"="9%

"="9R

"="MQ

"=9MM

"="&Q

"="9R

"="9R

"="ML

"="R$

"="!%

"="9R

"="9R

"="ML

!LM

- -
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!"#$

年
%

月第
&!

卷第
$

期
'() * +,- ./0/12) 3214 5,6),78,0 !"9$4 :;<=&!4 >;=$

的特异性
'?@

抗体
!

新型疟疾疫苗被设计为
.AB.!!=%

和
.AB5.!!

联合疫苗
"

且两重组蛋白被混合在一起

经冻干后制备成最终成品
!

因而
"

对于疫苗诱发的

血清学方面的更合适评价应是同时检测两个重组蛋

白所诱发的特异性
'?@

抗体
!

相比酶标板直接包被蛋白
"

使用包含有
C

细胞

表位的
D

个
>E>.

连续重复序列 #

F

$ 的多肽来检测疫苗

诱发的针对恶性疟原虫子孢子的
'?@

抗体
"

由于子孢

子蛋白仅在疟原虫的子孢子阶段大量表达
"

纯天然子

孢子抗原不容易获得
"

且多肽片段较小
"

因而导致
'?@

抗体检测无法获得非常理想的结果
!

虽然已经有多种

评价子孢子蛋白疫苗的免疫学方法#

D

$ 的报道
"

但由

于方法较为复杂并没有被疟疾研究和评价专业实验

室掌握
"

因而只能选取合成抗原多肽的方法
!

根据文献报道
"

在溶解有合成多肽的溶液中加

入牛血清白蛋白可提高免疫组家兔血样中抗体检出

水平 #

$

$

"

其原理可能是通过减少非特异性结合
"

本

研究也进行了这方面的尝试
!

结果表明
"

加入牛血

清白蛋白并未显著提高经酶标仪检测的
'?@

抗体吸

光度数值
!

本实验共计免疫了
G

只家兔
"

其中
9

只家兔在最

后一次免疫后颈动脉取血时死亡
"

没有采集到血样
!

虽然
.AB.!!=%H.AB5.!!

疟疾联合疫苗诱发了较

高水平的
'?@

抗体
"

但是否能够在红细胞阶段抑制

裂殖子进入红细胞仍需要后续的生长抑制试验#

I

$

来确认
!

无论是免疫接种期间还是免疫接种后
"

家兔均

未出现任何异常反应
!

因而该疫苗是安全
%

有效且

耐受性良好的
!
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