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　　提要　目的: 探讨重组日本血吸虫 26 kD a GST 抗原免疫家兔后抗体水平动态变化。方法: 家兔随机分为免疫
组与佐剂对照组, 免疫组用纯化重组日本血吸虫 26 kD a GST 抗原加福氏佐剂免疫; 佐剂对照组用 0. 85% 盐水加
福氏佐剂免疫。免疫后, 每兔逐周取耳静脉血, 采用酶联免疫吸附试验 (EL ISA ) 检测血清中特异性抗体水平。结
果: 免疫组家兔从免疫后第 4 w k 起血清中特异性抗 GST 抗体升高, 且维持在较高的水平达 65 w k。结论: 重组日
本血吸虫 26 kD a GST 抗原免疫家兔后, 特异性抗 GST 抗体水平较对照组明显升高, 且至少能维持 1 年。

关键词　日本血吸虫　重组抗原　谷胱甘肽2S2转移酶　酶联免疫吸附试验

　　曼氏血吸虫 28 kD a 谷胱甘肽2S2转移酶

(GST ) , 已被公认为曼氏血吸虫一种保护性抗原, 现

已被W HO 列入血吸虫疫苗的主要候选抗原之一。

我们通过一系列实验研究证明 26 kD a GST 是日本

血吸虫大陆株疫苗的主要候选抗原, 在解决编码日

本血吸虫大陆株 26 kD a GST 抗原基因的克隆和高

效表达后, 用重组日本血吸虫大陆株 26 kD a GST

作抗原免疫小鼠及家畜 (猪、牛)的体内试验。结果均

表明, 免疫后不仅减轻小鼠、猪、牛对攻击感染的虫

负荷, 还可产生明显的抗生殖免疫作用[ 1～ 4 ]。为了进

一步观察日本血吸虫大陆株 26 kD a GST 抗原免疫

后的免疫持效作用, 以确立该种疫苗免疫接种的正

确免疫方案, 作者主要观察以重组日本血吸虫大陆

株 26 kD a GST 抗原免疫家兔后特异性抗 GST 抗

体动态变化状况。

材料与方法

1　重组日本血吸虫大陆株 26 kD a GST 抗原制备

　含日本血吸虫大陆株 26 kD a GST 抗原基因的工

程菌 (DH 5 Α) 温控表达后, 超声粉碎, 应用亲和层析

法纯化出 26 kD a GST。经 SD S2PA GE, GST 酶活性

测定, 标准血清 GST 2EL ISA , GST 2W estern b lo t2
t ing 鉴定合格后, 存- 55℃冰箱备用[ 5 ]。

2　试验动物分组及方案　选用上海万祥医用实验

动物饲养场繁殖, 经卫生部上海实验动物监测中心

检验合格的新西兰家兔, 体重 2. 0 kg～ 2. 5 kg 18

只, 随机分为 GST 抗原免疫组和佐剂对照组。以重

组 GST 抗原 50 Λg 加 FCA 皮下多点免疫每只家

兔, 2 w k 后再以重组GST 抗原 50 Λg 加 IFCA 皮下

免疫 1 次, 2 w k 后 iv 加强免疫 1 次。佐剂对照组免

疫方案同免疫组, 仅以 0. 85 生理盐水替代重组

GST 抗原。

3　特异性抗体水平的检测 (GST 2EL ISA )

3. 1　抗原　重组日本血吸虫 26 kD a GST 抗原。

3. 2　血清　每只家兔在免疫前及免疫后逐周自耳

静脉采血, 分离血清置- 20℃冰箱备用。
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3. 3　GST 2EL ISA 　EL ISA 方法见《寄生虫病免疫

学与免疫诊断》免疫酶测定技术[ 6 ] , 稍作修改。

以重组日本血吸虫大陆株 26 kD a GST 抗原蛋

白经 0. 05 m o l 碳酸氢钠缓冲液pH 9. 6 稀释至蛋白

浓度 1 Λgö100 Λl, EL ISA 试验时以 100 Λl 包板。每

次检测均设参考阳性与参考阴性对照, 待检各周兔

血清均作 1: 200 稀释, 辣根过氧化物酶 (HR P) 标记

的羊抗兔 IgG (华美生物医学工程公司) , 批号 ( IR 2
2350) , 工作浓度 1: 1000 稀释。观察结果时用B io2
R ed 450 型酶标仪测定, 读取 492 nm 波长的消光

值。

结 果

免疫组与对照组家兔在免疫前及免疫后, 均逐

只逐周自耳静脉采血进行特异性抗 GST 抗体动态

水平观察。每次实验时, 每只兔血清分别用 GST 2
EL ISA 检测, 每次实验均设参阴、参阳。每批试验结

果均以当批参阳兔血清OD 值为标准, 来校正免疫

组及对照组每只兔所测得的OD 值, 再计算各组所

测得的OD 值均数及标准差。结果见图 1。

从图中可看出, 免疫组与对照组在免疫前, 免疫

后 1 w k、2 w k、3 w k OD 值非常接近, 个体差异不明

显, 表明免疫组与对照组在特异性抗体没有产生之
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图 1　重组日本血吸虫 26 kDa GST 抗原免疫家兔后特异性抗GST 抗体水平
F ig. 1　Spec if ic an ti-rGST an tibody levels in sera from rabbits immun ized with recombinan t 26 kDa GST

of Sch is tosom a j ap on icum (rSjc26 GST)

　

前OD 值变化不大。免疫组家兔在第 2 次免疫后, 即

产生了针对 GST 的抗体免疫应答, 第 4 w k 免疫组

抗 GST 抗体与对照组相比开始升高, 免疫组OD 值

1. 03±0. 46, 佐剂对照组OD 值 0. 42±0. 04。在加

强免疫结束后, 免疫组OD 明显升高, 至第 8 w k 达

到了最高峰OD 值 1. 63±0. 67, 佐剂对照组OD 值

0. 39±0. 18。然后逐周下降至 15 w k 后维持在一较

高水平, 在 29 w k 两组OD 值相对较接近, 免疫组

OD 值 0. 93±0. 05, 对照组OD 值 0. 56±0. 06, 经统

计学处理 P < 0. 001。到 31 w k 抗 GST 抗体出现了

第二个高峰免疫组OD 值 1. 47±0. 11, 对照组为

0. 44±0. 05。以后逐渐下降至 48 w k 产生第二低

点, 免疫组OD 值 0. 50±0. 27, 对照组 0. 19±0. 03,

(P < 0. 05)。一直到 65 w k 观察期结束, GST 抗原

免疫组抗体平均OD 值为 0. 94±0. 26, 佐剂对照组

为 0. 29±0. 16 (P < 0. 001)。

讨 论

作者报告了以纯化的重组日本血吸虫 26 kD a

GST 抗原免疫家兔后, 采用 GST 2EL ISA 逐周检测

兔血清中特异性抗 GST 抗体, 持续观察时间长达

65 w k, 这样长时间不间断地对 GST 免疫动物进行

抗体水平动态变化的观察尚未见报道。在以往免疫

实验动物 (如小鼠、大鼠、兔等) 及家畜 (如猪、羊、牛

等)的实验研究过程中, 应用重组日本血吸虫大陆株

26 kD a GST 抗原免疫动物, 用 GST 2EL ISA 检测,

均发现血清中产生明显特异性抗 26 kD a GST 抗

体, 而且, 上述动物经攻击感染后都可产生不同程度

的减虫率 (小鼠为 23. 7%～ 26. 4% , 猪 25. 2%～

28. 5% , 水牛为 22. 3% ) 和减卵率 (小鼠 55. 5%～

72. 8% , 猪 53. 5%～ 71. 8% , 水牛为 47. 9% ) , 其免

疫保护作用是较肯定的[ 2～ 4 ]。但以上实验仅仅同一

个体免疫前后的比较, 或是重组 GST 抗原免疫后攻

击感染前、后免疫组和对照组的比较, 观察时间局限

且不连续, 最长的连续观察时间为免疫后 12 w k。

我们曾报道抗 GST 单抗介导嗜中性、嗜酸性粒

细胞对日本血吸虫童虫体外杀伤效应试验

(ADCC) [ 7 ]。因此, 特异性抗 GST 抗体很可能在日

本血吸虫的保护性免疫力中起着重要作用。此外, 已

有报告曼氏血吸虫 28 kD a GST 免疫动物保护性免

疫力与特异性抗体升高有关。在大鼠用重组 Sm 28

GST 抗原一次免疫, 曾获得高达 59% 的对曼氏血吸

虫的减虫率, 而且观察到体液免疫方面除诱生特异

性 IgG 外, 还有高水平的 IgE 和 IgA 抗体, 从而表

明抗 GST 特异性抗体升高可能与其后的对再感染

获得性抵抗力有着较大的相关[ 8 ]。本实验用重组日

本血吸虫大陆株 26 kD a GST 抗原免疫家兔后抗体

动态变化观察还很初步, 进一步实验包括重组 Sjc26

GST 免疫后抗体亚类分析, 所诱导的抗生殖免疫机

制与保护性免疫效果的关系, 以及重组 Sjc26 GST

免疫大动物黄牛后保护性免疫效果持续时间等尚在

进行中。
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ABSTRACT

　　A IM : To invest iga te the dynam ics of the an t i2GST an t ibodies in rabb its imm un ized w ith recom b inan t

26 kD a GST of S ch istosom a jap on icum . M ETHOD S: T he specif ic an t ibodies w ere detected w eek ly by GST 2
EL ISA in rabb its vaccina ted w ith pu rif ied recom b inan t 26 kD a GST an t igen of S. jap on icum p lu s FCA öIF2
CA ; rabb its imm un ized w ith 0. 85% saline p lu s FCA öIFCA served as con tro l group. RESUL TS: T he spe2
cif ic an t i2GST an t ibodies began to increase a t w eek 4 po st2imm un iza t ion, the m ean OD value in rabb its vac2
cina ted w ith recom b inan t GST cou ld reach 1. 03±0. 46 (ad juvan t con tro l group on ly 0. 42±0. 04). T he ex2
perim en t w as com p leted a t w eek 65 po st2imm un iza t ion w hen the m ean OD values fo r specif ic an t i2GST an2
t ibody in imm un ized rabb its w ere 0. 94±0. 26 (0. 29±0. 16 in the con tro l group ). CONCL USION: Strong

an t i2GST an t ibody respon ses cou ld be induced in rabb its vaccina ted w ith recom b inan t 26 kD a GST of S.

jap on icum .
　　Key words: S ch istosom a jap on icum , recom binant an tigen, glu tath ione2S2t ransferase, EL ISA
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