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提要　目的: 测定重组马来丝虫壳质酶 ( r2ch it inase ) 及其片段和 SXP21 抗原免疫接种沙鼠后是否具有抗马

来丝虫微丝蚴 (m f) 血症的保护性免疫作用。方法: 试验动物分别用壳质酶及其片段 (F 7R 2, F 8R 2) 和 SXP21 免疫。

用酶联免疫吸附试验、SD S2聚丙烯酰胺凝胶电泳及免疫印渍试验测定抗体水平及特异性抗体蛋白分子。用寄生虫

学方法检测 m f 及成虫。结果: 用重组马来丝虫壳质酶及其片段抗原免疫沙鼠, 再以马来丝虫感染期幼虫 (L 3) 攻

击, 可诱导其免疫系统产生抗m f 的部分保护性免疫, 但对成虫无作用。L 3攻击后的沙鼠处于m f 显性前期或显性

期时, 用重组抗原免疫则抗m f 血症的保护性作用差或无作用。用 SXP21 抗原免疫沙鼠也能降低m f 血症水平, 并

可减少成虫负荷。结论: 重组丝虫壳质酶及其片段和 SXP21 抗原具有抗马来丝虫 m f 血症的保护性免疫作用。
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　　国外学者研究证明, 降低血循环中的微丝蚴
(m f) 水平, 干扰或影响丝虫幼虫发育过程中的某些

分子可能是阻断丝虫病传播的有效方法。外周血循

环中 m f 水平部分受宿主对m f 期特异性抗原的免

疫反应控制。这种效应机制是抗体依赖型细胞介导

的细胞毒作用 (ADCC)。ADCC 可由适宜的免疫血

清转移或虫体提取物的主动免疫所诱导。ADCC 介

导控制m f 血症水平是间接作用[ 1- 3 ]。

本文测定重组丝虫壳质酶抗原, 用可被抗壳质

酶单克隆抗体 (M cA bM F1) 识别的具有壳质酶抗

原表位的片段主动免疫沙鼠, 观察其是否具抗m f

血症的保护性免疫作用, 并与另一种各期丝虫均具

有的重组抗原 SXP21 比较。

材料与方法

重组抗原

试验沙鼠分别以下列抗原免疫: 壳质酶, 壳质

酶2c 端片段 F 7R 2或 F 8R 2, SXP21, m alto se2b ind ing

p ro tein (M BP)。每组 10 只沙鼠分别用 5 Λg M BP

型, SXP21 型和壳质酶接种免疫 4 次。以质粒DNA

PM al2c 为载体的丝虫抗原克隆与M BP 结合, 以融

合产物进行表达, m alto se resin 亲和层析纯化。

免疫动物

用每组 10- 25 只 6- 8 w k 龄的雄性沙鼠, 分

别以 5 Λg 重组抗原与福氏或明矾佐剂乳化, 经腹

腔 ( ip ) 或后肢皮下 (sc) 接种免疫。

L 3攻击感染　从饲养的埃及伊蚊获得马来丝虫

L 3, 经 ip 或 sc 攻击感染沙鼠 (100 条ö只)。

L 3攻击感染后m f 潜伏期疫苗免疫作用的观察

目的是观察壳质酶在预先经 L 3攻击感染的沙

鼠再免疫的保护性免疫作用。将沙鼠分为 2 组, 每

组 10 只, 以每只沙鼠 100 条L 3攻击感染, 10 d 后

分别用壳质酶 和M BP 接种免疫, 每隔 10- 12 d

加强免疫一次, 共 8 次。基础免疫, 间隔 10- 12 d

加强免疫一次, 共 3 次。然后经 ip 进行L 3攻击感染

(100 条ö只)。

寄生虫学方法

L 3攻击后 3 个月, 从沙鼠眶后静脉丛取血与

20 mm o löL ED TA 混合, 以 60 Λl 血计数m f, 另制

厚血膜 2 张计数m f。以平均数作为m f 水平。最后

解剖动物检查成虫。

血清学方法

每组 6- 9 只沙鼠于免疫前、后以壳质酶抗原

分别与明矾、福氏佐剂混合, 经 ip 或 sc 免疫后收

集与分离血清, 置- 20℃备用。用酶联免疫吸附试

验 ( EL ISA ) 方法测定血清中抗丝虫抗体水平,

SD S2聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SD S2PA GE) 及免疫印

迹试验 (W estern b lo t t ing) 测定特异性抗丝虫抗体

的蛋白分子。试验血清以 5% 山羊血清BSA 2吐温

202PBS 1∶50 倍比稀释, 兔抗仓鼠 Ig 抗体结合物

为第二抗体。

结　　果

1　L 3攻击感染前接种免疫的保护性免疫作用

对试验沙鼠进行 ip 免疫, 结果用壳质酶和
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SXP21 重组抗原免疫的沙鼠血循环中m f 出现的时

间明显推迟, 且 m f 数及成虫数均减少 (表 1,

图 1)。

2　不同免疫途径的疫苗免疫效果

表 1　免疫沙鼠经L 3攻击感染 6 个月后微丝蚴及成虫数
Table 1　Number of m icrof ilar iae and adult worm s in immun ized j irds 6 mon ths af ter L 3 challenge

组　别
Group

沙鼠数
N o. jirds

微丝蚴数 (范围)

N o. m f (Range)
雌虫成虫数 GM 3 (范围)

N o. adult fem ale wo rm s GM (Range)
雄虫成虫数 GM 3 (范围)

N o. adult m ale wo rm s GM (Range)

M BP 10 280 (220- 346) 713 (2- 21) 518 (1- 18)

SXP21 10 　9 (2- 32) 418 (2- 10) 316 (3- 5)

Ch it inase 9 56 (0- 325) 214 (1- 19) 318 (0- 20)

3 　几何均值　GM = geom etric m ean

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　 ■M BP　　● SXP21　　▲ r2ch it inase

图 1　重组丝虫壳质酶及 SXP-1 抗原抗mf 血症的部分保护性作用
F ig11 　 Partia l protection of recombinan t ch itinase and SXP-1
aga in st m icrof ilarem ia

图 2　重组丝虫抗原经 ip 免疫后 sc 感染对沙鼠血循环中mf
的免疫效果
F ig12 　 Effect of r-ch itinase and SXP-1 ip vacc ination on
m icrof ilarem ia in j irds af ter sc infection

　　将沙鼠分成两组, 每组 20 只, 分别用壳质酶

抗原和M BP 通过 ip 或 sc 免疫, 然后经 ip 用L 3攻

击感染。于 L 3攻击感染后 6 个月解剖观察。结果,

壳质酶组检测的平均 m f 水平, ip 免疫组为 4, sc

免疫组为 314, 雌虫 ip 为 418, sc 为 311, 雄虫 ip

为 316, sc 为 312, M BP 对照组 ip 与 sc 平均 m f

水平分别为 57 和 53, 雌虫为 713 和 718, 雄虫为

518 和 619。证明两种途径免疫的沙鼠与对照组比

较均能同等程度地降低 m f 血症水平 (P < 0101) ,

表明不同的疫苗接种途径不会影响免疫效果。

3　免疫后再经 sc 感染的保护性免疫作用

壳质酶和 SXP21 抗原均可诱导动物产生抗m f

的保护性免疫作用, 且可持续到攻击感染后 120 d

(图 2)。

4　L 3攻击感染后m f 潜伏期疫苗免疫的作用

壳质酶组沙鼠外周血循环中查见m f 的时间较

M BP 组推迟 2 w k 以上, 腹腔液中m f 数明显低于

M BP 组 (壳质酶组的m f 数为 0- 65 条, M BP 组为

20- 1 000 条) (P < 0101)。我们曾对显性感染的沙

鼠 ( m f 阳性) 反复用壳质酶免疫, 但并不影响 m f

水平, 表明其无保护性免疫作用。

5　血清学观察

经重组丝虫壳质酶抗原免疫的沙鼠无论使用福

氏佐剂或明矾佐剂经 ip 或 sc 途径免疫均可诱导沙

鼠免疫系统产生抗m f 抗体。对照组M BP 则无此作

用 (图 3)。

本实验用壳质酶抗原和M BP 分别免疫的沙鼠

血清, 对 m f 提取物反应的抗体滴度和抗原识别范

围, 在用 L 3攻击感染后而增强。但用M BP 免疫的

血清仅在攻击感染后呈现 m f 血症时才出现抗 m f
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提取物的抗体 (图 4)。从而证明, 重组抗原免疫沙

鼠产生的抗 m f 血症的保护性免疫作用与血清对

m f 提取物, 壳质酶, F 7R 2和 F 8R 2片段抗原的抗体

趋势及抗体效价无相关关系。

重组壳质酶 + 明矾 ip (■)　sc (●) 　r2ch it inase + alum ip (■)　sc (●)
重组壳质酶 + 福氏佐剂 ip (□)　sc (○) 　r2ch it inase + F reundπs adjuvant ip (□)　sc (○)

图 3　重组丝虫壳质酶抗原免疫沙鼠诱导产生抗mf 抗体水平测定　　经 EL ISA 与m f 提取物反应的OD 值几何均数 (±SEM )。图底部虚线
阴影区域为M BP 免疫的沙鼠血清以 1∶400 稀释的均数加 2 个标准差的OD 值。
图 4　重组丝虫壳质酶和 F7R2、F8R2片段抗原免疫沙鼠诱导产生抗mf 抗原的抗体　　以 m f 提取物为抗原与配对的经 ip 免疫的沙鼠血清
W estern b lo tt ing 结果。每 2 个小条为一个配对组, 左侧小条为用疫苗免疫前血清, 右侧小条为免疫后血清。第 1、9、10 组为M BP (对照)免疫
组; 第 2- 8 组为壳质酶免疫组; 第 11、12 组分别为 F7R 2和 F8R 2片段组。重组丝虫抗原分别先与不同佐剂混合后再免疫沙鼠, 第 1- 5 组为
明矾佐剂组; 第 6- 12 组为福氏佐剂组。第 2、4、6、8、11 组为用L 3攻击后仍为非m f 血症, 其它组均呈m f 血症。70ö75 对偶壳质酶特异的重
组丝虫抗原仅可被用壳质酶、F7R 2和 F8R 2片段免疫的动物血清所识别。
F ig13　 Immun ization with recombinan t ch itinase el ic its an tibodies to m icrof ilar ia l an tigen　　E licitat ion of an tibodies to native m icrofilarial
an tigen by imm unization w ith r2ch it inase. D ata are the m eans of op tical density (OD ) readings±SEM. T he shaded area rep resen ts the m ean
p lus ±2SD of OD values obtained w ith sera from jirds imm unized w ith M BP tested at a 1∶400 dilu tion. A crude m icrofilarial ex tract w as used
in the EL ISA.

F ig14 　 Immun ization with r-ch itinase el ic its an tibodies to the m icrof ilar ia l an tigen 　　W estern b lo tt ing of m icrofilarial ex tracts w ere
incubated w ith paired sera from jirds obtained befo re ( left strip of each pair) and after in traperitoneal imm unization ( righ t strip ) w ith M BP
( jirds 1, 9, and 10) , r2ch it inase ( jirds 2- 8) , the F7R 2 fragm ent ( jird 11) , o r the F8R 2 fragm ent of r2ch it inase ( jird 12). A ntigen w as
em ulsified in alum ( jirds 1- 5) o r F reund’s adjuvant ( jirds 6- 12). J irds 2, 4, 6, 8, and 11 rem ained am icrofilarem ic fo llow ing challenge
infection; all o thers becam e parasitem ic. T he characterist ic 70ö75 kD a r2ch it inase doublet is the only an tigen recognized by sera from jirds
imm unized w ith recom binant ch it inase o r its fragm ents.

讨　　论

抗壳质酶的M cA b 被动转移可降低沙鼠血循

环中 m f 水平, 其抗原表位可由长期居住在流行区

而无m f 血症者的血清所识别[ 4- 7 ]。

用壳质酶或含羧基末端分子的 F 7R 2、F 8R 2壳质

酶片段的重组融合蛋白免疫沙鼠, 然后再用L 3攻击

感染, 与M BP 组比较可获推迟和降低沙鼠血循环

中 m f 血症水平的部分保护性免疫作用。壳质酶诱

导的保护性免疫作用是m f 期特异性抗原介导的免

疫应答反应。试验证明重组丝虫壳质酶和 SXP21 抗

原可诱导动物至少产生部分的抗m f 血症的保护性

免疫作用, 而以同样质粒载体表达的重组 m yo sin

抗原免疫动物则未见保护性免疫作用。从而可确定

壳质酶, SXP21 的作用是由融合蛋白产物的丝虫成

分产生, 而非 PM al2c 载体纯化的重组产物的非特

异性作用。

目前, 尚不能测定该抗原的精确性质及保护性

免疫应答反应的准确表位。由于无鉴定沙鼠 Ig 的试

剂, 本研究使用与沙鼠 Ig 同系的啮齿类动物 Ig 测

定沙鼠血清抗体。这样就限制了用M cA b M F1 竞

争性 EL ISA 方法检测沙鼠血清与M cA b M F1 表

位的反应性。M BP 为重组丝虫抗原融合蛋白表达的

粘合物, 因此本研究以M BP 作为对照。我们曾尝试

用蛋白水解酶除去M BP 以生产较纯的重组抗原,

但生产的纯化重组抗原的量很少, 不能满足血清学

研究。本研究表明, 壳质酶和 F 7R 2或 F 8R 2片段仅可

诱导动物体内产生部分抗m f 血症的保护性免疫作

用, 提示壳质酶及其片段只是保护性免疫应答数个

潜在表位之一。因此, 进一步深入研究是非常必要

的[ 4- 7 ]。

各期均具有的重组融合蛋白的抗原是一种潜在

的表位, 其抗丝虫 m f 血症的机制可能是一种介导

免疫的保护性作用, 这在我们用 SXP21 试验所获

得的降低循环m f 血症水平的结果得到了证实。但

SXP21 分子的性质和功能尚不很清楚, SXP21 是丝

虫的一种虫体抗原, 存在于多期虫体中, 并由虫体

释放[ 8- 10 ]。
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有学者认为, 部分在丝虫病流行区出生的婴儿

可能已在母体子宫内或母乳喂养时受丝虫抗原刺

激, 并诱导婴儿体内产生特异性免疫耐受性。在丝

虫病高度流行区这种免疫耐受性更为明显, 因此,

免疫效果差[ 11- 15 ]。我们用重组壳质酶等抗原免疫显

性感染的沙鼠并不影响动物血循环中m f 血症水平

或效果差的结果证实了上述观点。因为m f 血症阳

性沙鼠的血清可与自然的壳质酶发生反应, 我们推

测动物体内先期存在的抗丝虫抗体, 机制不明的

“封闭”或“阻碍”了疫苗的保护性免疫作用。因此,

丝虫疫苗对显性感染无作用。

本研究结果证实, 抗 m f 疫苗的使用于 m f 血

症显性前期可获得部分的保护性免疫作用, 在L 3

攻击前进行疫苗免疫则效果更佳。
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ABSTRACT

A IM : To determ ine w hether imm un iza t ion w ith recom b inan t f ila ria l ch it inase o r a fragm en t con ta in ing
the ep itope recogn ized by M cA bM F1 and SXP21 cou ld p ro tect jirds aga in st m icrofila rem ia resu lt ing from

infect ion w ith B . m a lay i. M ETHOD S: T est jirds w ere imm un ized w ith the fo llow ing recom b inan t parasite
an t igen s: f ila ria l ch it inase, the c2term ina l fragm en ts F 7R 2 o r F 8R 2 of r2ch it inase, f ila ria l SXP21, m yo sin o r
m alto se b ind ing p ro tein (M BP ). Em p loying imm unochem ica l techn iqe (SD S2PA GE, W estern B lo t t ing)

and sero logy ( EL ISA ) m easu red an t if ila ria l an t ibodies level. RESUL TS: Imm un iza t ion of jirds w ith
recom b inan t ch it inase induced part ia l p ro tect ion again st m icrofila rem ia resu lt ing from sub sequen t infect ion

w ith B . m a lay i, bu t d id no t reduce adu lt w o rm bu rden s. V accina t ion w as m uch less effect ive w hen
adm in istered du ring the p repa ten t stage of infect ion and w as ineffect ive w hen given to m icrofila rem ic jirds.

Imm un iza t ion of jirds w ith SXP21, an an t igen p resen t in m u lt ip le w o rm stages a lso reduced m icrofila rem ia

and, in som e experim en ts, adu lt w o rm bu rden s. CONCL USION: T he recom b inan t ch it inase, fragm en ts

·39·


