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恶性疟原虫红细胞膜蛋白1(PfEMPl )
与 var 基 因 家 族

尹继刚 综述 张西臣 审校
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    在4种人疟原虫中，恶性疟原虫致病性最强，

死亡率高。恶性疟原虫通过表达红细胞表面的变异

抗原和粘附细胞受体，逃避宿主的免疫保护机制。

其var墓因家族编码的恶性疟原虫红细胞膜蛋白1

(PfEMPl )是介导抗原变异和粘附的媒介。目前已

了解一些关于恶性疟原虫产生PfEMPl及var基因

的性质，并认为其产生PfEMPl的能力与其毒力有

关。当PfEMPl介导感染红细胞在脑部微血管与内

皮受体和红细胞受体发生粘附时，阻止血流和氧输

送，导致脑型疟的发生。如果可以阻止PfEMPl介

导的这种枯附作用，感染红细胞即会随血液循环到

达脾脏被吞噬细胞所吞噬。正确认识var基因家族，

有助于研制阻断感染红细胞与内皮受体和红细胞受

体结合的疫苗。由于感染红细胞可粘附的内皮受体

有限，所以，与受体结合的粘附分子所产生的变异

也有限。因此，研制有针对性的疫苗是可能的。本

文对PfEMPl和var基因家族的研究进展综述

如下。

1  PfEMPl的抗原变异和粘附作用

    抗原变异是寄生虫逃避宿主杀伤而得以存活的

主要原因之一。主要表现方式有2种:①依赖随机

突变，如果突变率高，会给治疗造成很大的困难;②

靠有规律地改变暴露于宿主免疫系统的抗原，引起

睡眠病的非洲布氏锥虫和淋病奈瑟菌「‘一3〕即属此

类。对于发病率和致死率很高的恶性疟来说，疟原

虫的致病性与其抗原变异密切相关。1965年以来，

学者们川一直认为疟原虫是通过抗原变异逃避宿主

免疫的损伤。由于相关抗原和抗原变异基因未能被

确认和克隆，以致缺乏充分的证据证实这一论断。直

到1995年，Baruch等〔。一’〕证实疟原虫包含一个编码
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变异抗原的大基因家族，这些基因表达上的差异使

虫体得以逃避来自宿主的免疫反应。疟原虫的变异

抗原不是位于虫体表面，而是存在于感染恶性疟原

虫的红细胞表面[8.91。抗原存在于分子量为200-

350 kDa的蛋白分子家族，称恶性疟原虫红细胞膜

蛋白1 (PfEMPl) a蛋白由虫体分泌产生，然后转移

到红细胞膜，蓄积而形成结节((knobs)。结节仅存在

于感染红细胞表面Gol。大量研究表明，蛋白质同时

具有调节抗原变异和细胞粘附的双重作用阳一’们。虫

体能够安全地生存于红细胞内的原因颇多，其重要

的原因是它通过向红细胞膜插人虫体蛋白的方式改

变红细胞表面成分，使其不能递呈抗原，从而逃避

宿主免疫系统的攻击。另外，还可通过这一方式逃

避宿主脾脏单核一巨噬细胞系统对受损红细胞的识

别和吞噬。从理论上讲，当虫体在红细胞内快速增

殖时，使其受损而易被脾脏单核一巨噬细胞系统识别

和吞噬。但通过插人虫体蛋白— PfEMPl的方

式，可使红细胞粘附于血管内皮、滞留于血管床而

得以逃避，只有那些未成熟虫体感染的、细胞膜尚

未受损的红细胞仍在血液中循环。滞留于血循环的

感染红细胞虽逃避了脾脏吞噬细胞的吞噬作用，却

更易受到免疫系统的攻击，虫体通过PfEMPI的变

异来逃避免疫系统的攻击。

    30多年来的实验结果证实了PfEMP1的高度

变异Cs.s7抗原的变异与功能的多样性密切相关。感

染不同虫株的红细胞与内皮细胞膜上的不同受体相

结合，如细胞间粘附分子一1 (ICAM-1/CD54)--"l,

血管细胞粘附分子一1 (VCAM-1户7〕和内皮细胞白

细胞枯附分子一1 (ELAM-1或称E-electin户,l
CD36 (GPIV)Cte-zal凝血酶敏感蛋白(TSP)Czzssl

血小板内皮细胞粘附分子1 (PECAM-1) /CD311'4l.

补体受体户司，包括参与白细胞或血小板与内皮细

胞粘附的所有蛋白质。ICAM-1 /CD54是由淋巴细

胞、单核一巨噬细胞和红细胞等膜表达的一种跨膜糖
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蛋白·在体外实验中也可与恶性疟原虫的PfEMPI

粘连 CD36是组成细胞膜的一种搪蛋白，存在于单

核细胞、血小板、红细胞及多种培养细胞系等的表

面 成熟期恶性疟原虫感染的红细胞能与编码人

CD36基因转染的中国大仓鼠卵细胞 ((CHO)粘附，

纯化的可溶性CD36可阻止这种结合，并且CD36

是枯附于感染红细胞表面的结节上。对感染恶性疟

的恒河猴脑组织进行电镜分析，发现感染红细胞通

过结节与脑微血管红细胞粘附而阻塞血管。对细胞

粘附处进行免疫组化分析，发现有CD36, ICAM-1

和TSP的高表达。对死于脑型疟(CM)的患者脑组

织研究发现.脑部微血管阻塞较心、肺、肾等严重，

虽然这些器官的血管阻塞处均有CD36, ICAM-1和

ELAM-1的高表达，但脑部ICAM-1和ELAM-1的

表达明显高于其它器官 近来研究[Cs 6.271表明，感染

红细胞除了通过PfEMP1与血管内皮细胞受体结

合，还可与正常红细胞表面的硫酸乙酞肝素样氨基

葡塘 (GAG)结合，使感染红细胞与周围的红细胞

发生凝集而形成玫瑰花结.阻塞脑部微循环，导致

局部缺氧而造成严重的脑型疟综合征，这种病症死

亡率甚高。试验证明，玫瑰花结的形成依赖于感染

红细胞表面结节上的PfEMPI。大量研究表明，玫瑰

花结的形成是恶性疟原虫强致病性的重要方面。另

外，研究发现'-s-.无论是来源于患者的虫体，还是

来源于实验室培养的虫体，其表面的血型A抗原受

体都能介导PfEMPI与红细胞的粘附，形成玫瑰花

结 这一点很好地解释了为什么AM血患者的病情

比其他血型的严重[301同时，受体的多样性也充分

表明PfEMPI的结构也是广泛多样的。

2  Var基因家族结构与PfEMP1功能的分析

    现已证实'.1 "1, PIEMPI由var基因所编码 两

个研究J、组分别采用不同的方法研究编码PfEMP1

的基因家族，他们的结论在一定程度上是互补的。

S。等’」采用Southern印迹技术试图寻找与氯哇抗

性有关的基因时，在恶性疟原虫第7条染色体上，

偶然发现和其邻近的一些基因与编码PfEMP1家

族的基因相似，命名为var基因。与其它病原生物的

抗原变异相似.进一步表明这些基因的DNA重排

和基因表达位点的改变是虫体产生不同血清型的机

制。V ar基因具有多态性特征，含有一个编码蛋白的

开放阅读框，拥有多个存在于红细胞结合蛋白

EBA-175中血型结合样 (DBI)结构域‘e] o Howard

等一s」采用针对PfEMPI家族中某一蛋白的抗血清，

确认一个DNA表达文库中的相关基因片段。虽然

克隆一个全长cDNA有一定困难，他们发现在

PfEMP1家族的不同蛋白之间变异率很高，不同虫

株感染的红细胞，其PfEMPI mRNA通常是不相同

的，他们最终确认一个虫株的重叠基因编码了两个

不同的PIEMP1。而Baruch等〔5〕采用马来群岛恶性

疟原虫株 (MC) PfEMP1，属于PfEMP 1家族的一

个蛋白。该蛋白能介导感染红细胞与内皮细胞表面

受体CD36和TSP结合，但不与其它受体结合，如

ICAM-1。他们用PfEMPI的cDNA片段制成融合

蛋白，从而制备针对MC PfEMP1不同片段的抗血

清。这些抗血清能特异地检测到存在于感染MC株

疟原虫的红细胞表面结节的PfEMP1，且能阻断感

染红细胞与内皮细胞受体的结合。他们还证明MC

PfEMPI是导致抗原性和粘附特性不同的膜蛋白家

族中的单个蛋白。可见var基因的形式是多样的。其

单个基因的表达与变异抗原决定簇的表达有关，而

每个var基因都含有可结合多个宿主受体的拷贝。

    Su等L1对var基因家族的4个基因进行了序列

分析，该序列包括2-4个DBL区，一个富含半胧

氨酸的区域 (CIDR)，一个跨膜区(TM)和一个酸

性梭基端片段 (ATS). 2-4个DBL区和相对保守

的CIDR区构成了该分子的胞外结构区，其中第一

个DBL区和CIDR区构成了保守的头端结构，对于

保护变异抗原分子的粘附功能必不可少。与其它的

细胞间粘附相同，宿主细胞受体如CD36, ICAM-1,

VCAM-1和ELAM-1并不仅仅是一些无活性的粘

附位点，与这些受体结合将介导复杂的信号传导和

分泌活动，对疾病的发展过程和出现严重的临床症

状有重要影响。而TM和高度可变的凌基末端ATS

区可能定位在感染红细胞的结节。跨膜区的功能可

能在于将变异抗原分子定位在感染红细胞的表面

DBI,2-4在结构t保守性不如DBL-1，并且有交叉

排列的特性，表明它们结构上容许重排和缺失。为

了产生变异抗原，不同PfEMP1家族成员在总体结

构上具有相似性，但其胞外区的基因序列却极不相

同。Var基因序列的多样性主要体现在胞外区〔包括

DBI，区和CIDR区)，这与虫体需要改变易遭受免疫

攻击的表面抗原的特性相一致。而在DBL和CIDR

区存在着保守的氨基酸残基，对于保持枯附受体功
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能的结构折叠是必要的。已经证实在非洲锥虫VSG

抗原分子上也存在着保守结构 对两个不同VSG抗

原N一末端可变区进行晶体结构对比分析，发现尽管

它们的氮基酸序列有明显不同，但却有着相同的三

维结构

      Chen等26.2，采用单细胞分离技术，通过

RT-PCR方法克隆出1个PfEMPI全长序列，由

6 684饰组成，编码2 284个氨基酸。该序列包含2

个DBL区，中间由一个CIDR区间隔，一个TM区

和一个ATS区。将DBL-1区和ATS区分别构建重

组融合蛋白，通过肝素结合及阻断试验、红细胞结

合及阻断试验和玫瑰花结破坏试验，发现DBI= l融

合蛋白能与红细胞结合，且能被一定浓度的肝素或

硫酸乙酸肝素样受体阻断，而ATS融合蛋白却不能

与红细胞结合。在其 2个DBL区和CIDR区富含

XBBXBX或XBBBXXBX的序列，(其中B为带正电

荷的基本氨基酸，如赖氨酸、精氨酸或组氨酸)，而

ATS Cx却很少。表明该序列是PfEMPI与其受体一

红细胞膜上带负电的硫酸乙酞肝素样氨基葡糖结合

的分子基础 Chen等一221最新研究结果表明，编码

PfEMPI的var基因的半保守的头端结构 (包括

DBLla, CIDRa和DBL28)介导与一些内皮细胞和

红细胞表面受体的粘附。其中，DBLI a主要介导与

红细胞表面硫酸乙酞肝素样氨基葡搪和血型抗原A

结合，而CIDRa主要介导与CD36和PECAM-1 /

CD31粘附, DBL28则主要介导与PECAM-1 /CD31

的枯附。再次表明，PIEMPl是介导虫体与受体发生

枯附作用的主要媒介。不同虫株var基因家族成员

在表达抗原上的差异已被证实s-77，进一步分析表

明。恶性疟原虫的抗原变异频率极高，平均每代

2.400。这种高频率变异，使得不可能大量获得只表

达一个var基因的虫体，同时由于不同的var基因间

还存在着广泛的同源性，就很难获得特异的var基

因探针。Smith等眨分析了抗原性和细胞粘附分子

不同特性的一系列虫体克隆，常发现特异性的转录

子仅对它们来自的那个虫体特异。这表明，var基因

表达受严格调控机制调节，单个感染红细胞仅表达

一个或至多几个var基因。这与以往关于感染红细

胞枯附和抗原变异特性研究所得出的结论一致

Chen等少的研究结果发现，在侵人红细胞初期，疟

原虫将分布在各染色体上的var基因激活并转录

但当虫体发育到后期，通过一种特异的选择机制，恶

性疟原虫从其所转录的所有PfEMP 1-mRNA分子

中选择 1个对虫体免疫逃避最为有效的mRNA作

最后表达。Su等L,L研究了不同虫体克隆的3个var

基因的转录，发现在任一虫体克隆中只有一个基因

表达，而不是两个以上基因同时表达。总之，这些

研究表明，var基因表达的差异与红细胞膜表面的

粘附蛋白PfEMPI的抗原变异有关。在这个大的基

因家族中，想要确定基因的总数是困难的，尤其是

一些基因似乎完全不同。Var基因家族至少有50个

基因，尽管一些基因分布较为密集，而其他基囚即

使不是分布在虫体的所有染色体上，也是大多数染

色体上 Su等[，]估计va:基因最多可达150个。由

于var基因家族很大，相当于疟原虫基因组的6%,

这些基因中哪些是具有功能的尚未完全清楚 现有

的证据表明该基因家族以很高速率演化，推测这个

基因家族中有许多基因是非功能的。编码胞外区的

var基因序列和某些与侵人红细胞有关的抗原分子

的富含半胧氨酸的序列具有同源性，表明PfEMPI

蛋白的粘附特性可能是由其它的疟原虫侵人红细胞

所必需的粘附蛋白演化而来的 Su等_77强调var基
因产物与恶性疟原虫红细胞结合蛋白EBA-175和

EBL-1有关，EBA-175是恶性疟原虫人侵红细胞过

程中与红细胞表面分子(唾液酸)结合的蛋白。EBI

1是参与恶性疟原虫人侵红细胞过程的一种功能蛋

白。同时也与间日疟原虫和诺氏疟原虫的血j'抗原

结合蛋白 (DABPs)相关，该蛋白为这两种虫体与

红细胞表面的血型抗原受体结合的蛋白。存在于所

有疟原虫系的编码EBA-175, EBL-1和DABP的基

因都是单拷贝的，且具有保守性。它们和var基因产

物存在的共同基因序列表明它们可能来源于同一个

基因家族。将其归纳为DBL蛋白超家族。免疫电镜

结果显示针对变异抗原的特异性杭体集中在结节的

周围，从而介导虫体与周围的红细胞膜发生反

应L5.3.37。对结节的亚细胞结构分析表明，存在许多带

正电荷的组氨酸和赖氨酸[L34-37]，它们与梭基端片段

形成盐桥而固定结节表面的变异抗原。

    根据已获得的var基因，许多有趣的生物学问

题有可能会找到答案。如:疟原虫怎样调控其所产

生的杭原的变异? PfEMPI基因怎样快速演化了

PfEMP1怎样从虫体合成的部位到达红细胞膜表面

的结节等等。迄今仅获得一些关于抗原变异调控机

制的数据。通过对其它生物体抗原变异的分析，将
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其表面抗原大家族的变异调控机制分为3类[P7①

是转录前的调控机制，如将要转录的抗原基因的替

换，这主要通过基因转换或相互间重组来完成，启

动子没有改变。②是转录水平的调控机制，如将一

个沉默基因激活作为启动子，而将以前激活的作为

启动子的基因关闭。这类机制是非洲锥虫的调控模

式之一，但尚未完全搞清[=1③是转录后的调控机

制，例如改变抗原mRNA的读码框架。如Opa蛋

白，它是奈瑟菌属的小分子表面蛋白。Opa基因在

信号序列中包含CTCTT重复序列。根据这些重复

序列的拷贝数，mRNA将其翻译成全长蛋白，或者

翻译成截短的N一末端片段。在DNA复制期间，碱

基的滑动错配可能导致拷贝数的变化川。根据目前

有限的数据表明，疟原虫的抗原变异调控机制并不

是简单地模仿非洲锥虫的调控机制。表达PfEMP1

的基因并不是象锥虫的变异特异性的表面糖蛋白

(VSG)基因那样永久地存在于染色体末端的表达

位点比，]。同时也无证据表明通过再次转位到一个新

的表达位点而将沉默基因激活。这表明恶性疟原虫

必须通过一个非复制机制(例如相互重组)将var基

因转移到表达位点，或者是通过转录水平或转录后

的调控机制来控制这个大的var基因家族。令人兴

奋的是发现有大量的非同源的转录子 (大小约 2

kb)的存在且与var基因的3‘末端相关。推测该转

录子参与抗原变异所必需的重组过程，推测虫体同

时转录所有的var基因，但在RNA水平上控制其表

达，也仅表达一个mRNA，将其它的mRNA部分降

解。RNA降解的差异可能是调控变异抗原的一个新

机制。尽管抗原变异似乎是虫体逃避宿主免疫系统

攻击的一个完善机制，但该机制在实际运行过程中

并非很简单:_t]。显然，虫体必须保持变异抗原的大部

分组成，并且要保证其产生的抗原以适当的速率变

异 此外，在慢性感染过程中，虫体必须避免严重的

群体异质性。如果群体中的每一个虫体都表达一个

不同的var基因，那么所有的基因将一直表达，抗原

变异也将不起作用。在非洲锥虫，变异抗原基因的

表达顺序是由复杂的机制决定的，包括遗传因素和

非遗传因素。疟原虫如何解决这一棘手的问题令人

关注。那么，对于疟原虫来说，var基因是产生抗原

变异的唯一源泉吗?对于奈瑟菌属来说，至少有两

类表面蛋白独立地执行抗原变异功能[[u。对于非洲

锥虫来说，已有证据表明与食物吸收有关的受体发

生抗原变异，另外虫体体表被膜的主要成份— 变

异表面糖蛋白(VSG)也发生变异21。那么，疟原虫

的抗原变异是否也扩展到虫体自身体表的其它蛋

白，尚有待深人研究。

3 前景展留

    人们希望通过分子生物学手段对疟原虫生化特

性的认识有突破，以便更好地控制疟疾。而这种期

望在很大程度上建立在PfEMPi和var基因上。恶

性疟原虫产生PfEMPI的能力与虫体致病力密切

相关。如果能够阻止感染红细胞表面PfEMP1与血

管内皮及正常红细胞的粘附作用，那么感染红细胞

到达脾脏后将被吞噬和消灭。对var基因家族的深

人研究将有助于制备疫苗，该疫苗能够对抗由虫体

产生的主要粘附分子。由于感染红细胞能够粘附的

内皮受体是有限的，所以与受体结合的粘附分子所

产生的变异也应是有限的，因此，研制有针对性的

疫苗是完全可能的。结构和功能相对保守的

PfEMPI将有望成为疫苗候选抗原[381。相信随着时

间的推移，对var基因家族性质的认识会越来越清

楚，人们充分利用这些基因的特性，将为控制疟疾

提供一个新的武器。
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