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放射减毒子孢子是目前最有效的红前期疟疾疫

苗袁 能诱导小鼠尧 猩猩和人产生长期有效的保护性免
疫遥 放射减毒子孢子诱导的保护性免疫具有种特异
性袁 但没有株特异性袁 并不受遗传背景的限制遥 放射
减毒子孢子不但能诱导近交系和远交系小鼠袁 而且能
诱导不同主要组织相容性复合体渊MHC冤 人群产生较
好的保护性免疫袁 最长可持续 9个月遥 虽然袁 受子孢
子来源的限制和放射减毒程度控制的困难袁 放射减毒
子孢子在实际应用中受到明显的限制袁 但是可作为研
究红前期保护性免疫机制和红前期亚单位疫苗设计的

重要模型遥

1 减毒子孢子的生物学特性及其诱导的保护性效应

机制

与野生株子孢子一样袁 减毒子孢子同样能入侵肝
细胞遥 虽然侵入肝细胞内的减毒子孢子能表达部分肝

期裂殖体相关成分袁 但是不能进一步发育为肝期裂殖
体和裂殖子遥
早期的研究认为袁 减毒子孢子疫苗诱导的保护性

免疫在一定程度上是由环子孢子蛋白渊circumsporozoite
protein袁 CSP冤 重复区域特异的抗体通过中和子孢子袁
抑制其侵入肝细胞和发育为红前期疟原虫而介导的遥
然而袁 随后的研究发现袁 减毒子孢子免疫 B细胞耗
竭 渊不能产生抗体冤 的小鼠仍然能抵御子孢子的攻
击袁 提示 T细胞介导的免疫在减毒子孢子疫苗诱导的
保护性免疫中发挥重要作用遥 进一步研究证实红前期
疟原虫特异的 CD8+ T细胞尤其重要袁 过继转移红前
期特异的CD8+ T细胞能保护野生株小鼠抵御感染性
子孢子的攻击遥 另外袁 在没有诱导抗体产生的情况
下袁 口服表达 CSP沙门氏菌疫苗能通过诱导细胞免
疫完全保护宿主抵御子孢子的攻击感染咱1暂遥 因此袁 减
毒子孢子疫苗一方面通过中和子孢子袁 抑制其入侵肝
细胞袁 另一方面利用疟原虫特异的 CD8+ T细胞咱2袁3暂清
除寄生于肝细胞中的疟原虫遥
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然而袁 减毒子孢子疫苗的效应机制在不同宿主体
内不尽相同 渊表 1冤院 淤 对于 BALB/c 渊H鄄2d冤 小鼠而
言袁 减毒子孢子疫苗诱导产生的保护性免疫的效应主
要依赖于 CD8+ T细胞以及自然杀伤细胞渊NK冤袁而不
是 CD4 + T 细胞分泌的白细胞介素鄄12 渊IL鄄12冤 和 酌
干扰素 渊IFN鄄酌冤 咱4暂曰 于 对于 C57BL/6渊H鄄2b冤小鼠而
言袁 减毒子孢子疫苗的效应主要依赖于 CD8+ T细胞袁
但是同时需要 CD4+ T细胞的参与曰 盂 对于 B10.BR
渊H鄄2K冤 小鼠而言袁 在 BALB/c小鼠中发挥重要作用的
IL鄄12/NK 反馈环并不是其中的主要效应机制曰 榆
CD4+ T 细胞尧 NO和 IL鄄12是否参与减毒子孢子疫苗
诱导的保护性免疫取决于宿主本身遥 然而袁 对于绝大
数宿主而言袁 CD8+ T 细胞和 IFN鄄酌是主要效应分子袁
但并不需要 CD8+ CTL细胞袁 因为减毒子孢子同样能
诱导穿孔素 渊perforin冤袁 颗粒酶 月 渊granzyme B冤袁
云葬泽 配体 渊FasL冤 缺失小鼠产生保护性免疫咱5暂遥

进一步的研究证实袁 CSP是减毒子孢子诱导完全
保护性免疫的主要抗原遥 根据 T细胞发育的阴性和阳
性选择原理袁 CSP转基因小鼠不再拥有 CSP特异的 T
细胞 渊CD4+和 CD8+冤袁 因此也就不能产生 CSP特异的
IgG抗体袁 但是减毒子孢子免疫后能诱导 CSP转基因
小鼠产生的 CSP特异的 IgM抗体 渊不需要 T细胞的
辅助冤 仍具有中和子孢子的功能遥 耗竭非 CSP特异
的 CD4+和 CD8+ T细胞后发现袁 虽然 CD8+ T细胞相对
CD4+ T细胞的作用较强袁 但是对减毒子孢子诱导 CSP
转基因小鼠产生保护性免疫的影响不大袁 说明非 CSP
特异的 CD8+ T细胞在减毒子孢子诱导的保护性免疫
中的作用较弱曰 减毒子孢子两次免疫 B细胞缺失的
CSP转基因小鼠对肝脏疟原虫负荷降低率只有 B细胞
缺失小鼠的 1/10袁 进一步说明非 CSP特异的 CD8+ T
细胞在减毒子孢子诱导的保护性免疫中的作用较弱袁
而 CSP特异的 CD8+ T细胞在其中发挥了绝对的作用遥
因此袁 减毒子孢子疫苗诱导的保护性免疫主要依赖于
抗 CSP抗体 渊中和子孢子袁 抑制其入侵肝细胞冤 和
CSP特异的 CD8+ T细胞咱6暂遥

另外袁 减毒子孢子诱导的长期保护性免疫与其诱
导的肝内记忆性 CD8+ T细胞密切相关袁 而肝内 CD8+

效应记忆性 T细胞的存活依赖于肝细胞内减毒子孢
子表达的红前期相关抗原的持续刺激袁 因为如果用伯
氨喹杀灭疟原虫后 袁 CD8 + 效应记忆性 T 细胞
渊CD44high CD45RBlow CD62Llow CD122low冤 的数量就明
显减少咱7暂遥

2 减毒子孢子疫苗诱导宿主保护性免疫的机制

除了减毒子孢子疫苗的效应机制外袁 研究诱导宿
主产生保护性免疫的具体机制对红前期疫苗的设计同

样具有重要的指导意义遥
2.1 保护性抗原 虽然袁 侵入肝细胞内的减毒子孢
子能表达部分肝期裂殖体相关成分袁 但是不能发育为
肝期裂殖体和裂殖子遥 如果用伯氨喹杀灭侵入肝细胞
内的减毒子孢子袁 减毒子孢子诱导的保护性免疫即消
失袁 提示减毒子孢子侵入肝细胞后表达的部分红前期
相关成分可能是减毒子孢子诱导保护性免疫的主要抗

原遥 另外袁 红前期抗原在促进记忆性 T细胞存活和分
化中同样发挥重要的作用遥 因此袁 鉴定减毒子孢子表
达在肝细胞表面的红前期相关成分是探讨减毒子孢子

保护性抗原的主要方向遥
有研究表明袁 子孢子表面的 CSP 可能是减毒子

孢子诱导保护性免疫的主要保护性抗原咱6暂遥 CSP不但
是子孢子表面的主要蛋白袁 而且能在红前期早期表
达袁 因此袁 减毒子孢子诱导产生的 CSP特异的抗体
和 CD8+ T细胞分别能通过中和子孢子抑制其入侵肝
细胞以及清除表达 CSP的感染肝细胞而抵御子孢子
的攻击感染遥 然而袁 最近的研究发现袁 在不产生抗伯
氏疟原虫 CSP 特异的抗体和 CD8+ T细胞的情况下袁
带有 P.f CSP 的放射减毒伯氏疟原虫子孢子同样能诱
导小鼠产生长期保护性免疫咱8暂遥 另外袁 减毒子孢子 3次
免疫 CSP转基因小鼠同样能诱导保护性免疫咱6暂袁 提示
其他红前期抗原在其中亦发挥重要的作用遥 例如袁 血
小板凝血酶敏感蛋白相关未名蛋白 渊thrombospondin鄄
related anonymous protein袁 TRAP冤袁 又名子孢子表面蛋
白 2 渊sporozoite surface protein 2袁 SSP2冤袁 免疫能诱
导小鼠产生完全保护性免疫袁 而减毒子孢子免疫后也
可以检测到针对 P.f SSP2特异的抗体和 T细胞反应咱9暂袁
提示 P.f SSP2是红前期疫苗的重要候选抗原之一遥 虽
然袁 在子孢子侵入肝细胞后袁 CSP和 TRAP在肝细胞膜
上仍然有表达袁 但是随着肝期裂殖体的发育袁 表达量
逐渐下降咱9袁10暂遥 然而袁 肝期抗原 1 渊liver stage antigen鄄1袁
LSA鄄1冤 在子孢子侵入肝细胞后就开始表达袁 并在整个
肝期持续表达袁 以絮状分布在裂殖子周围遥 通过对减

表 1 减毒子孢子诱导不同小鼠保护性免疫的效应机制

不同实验鼠

BALB/c
B10.BR
A/J
C57BL/6
B6.129
B10.D2
B10.Q
CD鄄1

H鄄2
d
k

A渊k/d冤
b
b
d
q

远交系

NK
部分需要
不需要
部分需要
需要
未检测
未检测
未检测
部分需要

NOS
需要
需要
不需要
需要
需要
部分需要
未检测
部分需要

IL鄄12
需要
不需要
不需要
需要
需要
不需要
不需要
部分需要

IFN鄄酌
需要
需要
需要
需要
需要
需要
不需要
需要

CD4+

不需要
不需要
不需要
需要
需要
需要
不需要
不需要

CD8+

需要
需要
需要
需要
需要
需要
需要
需要

效应细胞和细胞因子MHC类型
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毒子孢子免疫的志愿者的研究发现袁 针对 LSA鄄1的
T1尧 T3和 T5 的 T细胞反应在获保护的志愿者中的
强度是未受保护者的 3耀5倍袁 并与减毒子孢子诱导
的保护性免疫相关咱11暂遥 疟疾流行区自然保护人群实验
也发现袁 轻型疟疾患者的 LSA鄄1特异的 CD8+ T细胞
反应强于症状严重的疟疾患者咱12暂袁 提示 LSA鄄1特异的
CD8 + T 细胞能抑制红前期疟原虫的发育袁 因此袁
LSA鄄1可能是红前期疫苗的另一重要候选抗原遥 用患
者保护性免疫血清从恶性疟原虫的 DNA基因组文库
中筛选出来的红前期特异抗原 LSA鄄3免疫猩猩后袁 也
能诱导完全保护性免疫咱13暂袁 提示 LSA鄄3同样是疟原虫
红前期的重要抗原袁 其可以作为多价疟疾疫苗的重要
组成成分遥
2.2 抗原递呈和抗原特异性 T 细胞的活化 目前袁
枯否氏渊kupffer冤细胞尧 树突状细胞渊DC冤和肝细胞被
认为是可能的抗原递呈细胞袁 参与了减毒子孢子免疫
后相关抗原的递呈袁 从而活化 T 细胞遥 有关 kupffer
细胞是否参与抗原递呈还知之甚少袁 然而袁 在实验室
条件下袁 树突状细胞已证实是主要的抗原递呈细胞遥
减毒子孢子免疫后袁 可发现树突状细胞被募集到肝
脏袁 并吞噬凋亡的感染疟原虫的肝细胞袁 提示凋亡的
感染疟原虫肝细胞可能是减毒子孢子诱导保护性免

疫的主要抗原咱14暂遥 那么表达 MHC玉的肝细胞在红前期
疟原虫抗原的递呈中的作用如何钥 最近的研究发现袁
子孢子侵入 8耀24 h期间袁 体外培养原代肝细胞能将
CSP递呈给 CD8+ T 细胞袁 促进 IFN鄄酌的分泌袁 提示
肝细胞能作为抗原递呈细胞参与红前期疟原虫的交叉

递呈咱15暂遥 然而袁 作为抗原递呈细胞袁 除了能递呈抗原
外还应该表达共刺激分子袁 才能最终活化 T细胞遥 有
研究报道袁 丙型肝炎病毒 渊HCV冤 感染能诱导肝细胞
胞浆内共刺激分子的表达咱16暂遥 另外袁 除了能表达主要
组织相容性复合体玉 渊MHC玉冤 外袁 肝细胞还能表达
MHC域 咱17暂袁 在感染疟原虫的小鼠的肝细胞膜上也已经
检测到与 MHC玉咱18袁19暂和 MHC域咱20袁21暂结合的疟原虫蛋
白遥 上述证据均支持肝细胞可能参与红前期疟原虫抗
原的交叉递呈和 T细胞的活化遥
2.3 疟原虫特异记忆性 T细胞的分化 减毒子孢子

疫苗诱导的长期保护性免疫依赖于疟原虫特异性 T细
胞的分化和维持遥 肝内 CD8+效应记忆性 T细胞的存
活依赖于肝细胞内减毒子孢子表达的红前期相关抗原

的持续刺激袁 因为如果用伯氨喹杀灭疟原虫后袁 肝脏
内 CD8 +效应记忆性 T 细胞 渊 CD44high CD45RBlow

CD62Llow CD122low冤 的数量明显减少咱7暂袁 而且过继转移
实验也发现只有 CSP特异的 CD44high CD8+ T细胞才
能与疟原虫感染的肝细胞结合遥

3 红前期疫苗的研究现状及其存在的问题

基于对减毒子孢子疫苗主要效应分子和机制的认

识袁 人们已设计了多种红前期亚单位疫苗遥 然而袁 除
了 RTS袁S和 FP9鄄MVA ME鄄TRAP疫苗外袁 其他红前
期疫苗的保护效率和持续时间均较低遥 虽然 RTS袁S
和 FP9鄄MVA ME鄄TRAP 疫苗的保护效率和持续时间
相对较好袁 但是袁 仍然不能达到WHO关于有效疟疾
疫苗的标准 渊50%保护效率和 2年的持续时间冤袁 因
此袁 目前尚无有效的疟疾红前期亚单位疫苗问世遥
3.1 目前的红前期亚单位疫苗 渊表 圆冤
3.1.1 基于 CSP 的疟疾红前期亚单位疫苗 RTS袁S
疫苗院 RTS袁S是 CSP 重复序列渊R冤尧 C末端渊含 T细
胞表位冤与乙肝病毒渊HBV冤表面抗原渊S冤在酵母表达的
融合蛋白遥 由于 HBV 表面抗原能形成颗粒袁 容易被
抗原递呈细胞吞噬袁 从而能提高疫苗的免疫原性遥
RTS袁S主要产生针对子孢子表面的 CSP 的抗体和 T
细胞袁 是目前最有效的红前期亚单位疫苗袁 保护效率
可达 41%袁 肝脏的疟原虫负荷减少率可达 92%遥 研
究发现袁 RTS袁S的保护性免疫与其能诱导 CSP特异
的抗体尧 CD4+尧 CD8+ T细胞和 IFN鄄酌相关袁 其中持续表
达的IFN鄄酌与 RTS袁S诱导的部分自愿者产生的长期保护
性免疫相关咱22暂遥 最近的研究还发现袁 其还与针对 CSP
野通用的 T细胞表位 渊universal T epitope冤冶 的 CD4+T
细胞的活化密切相关咱23暂遥

ICC鄄1132 in Montanide ISA 720疫苗咱24暂院 此疫
苗为HBV核心抗原尧 CSP B细胞表位和 2个 T细胞
表位形成的病毒样颗粒袁 能诱导抗 NANP抗体和适度
的 T细胞反应袁 但是未能保护宿主抵抗恶性疟原虫子
孢子的攻击遥
微毒粒疫苗 渊virosome冤院 将恶性疟原虫 CSP的 B

细胞表位插入到流感病毒袁 利用流感病毒蛋白的强免
疫原性诱导宿主产生高滴度的抗 CSP抗体遥
3.1.2 基于其他红前期抗原的疟疾亚单位疫苗 FP9鄄
MVA ME鄄TRAP 疫苗院 鉴于疟原虫特异的 CD4 +和
CD8+ T细胞在减毒子孢子疫苗诱导的保护性免疫的
重要作用袁 因此诱导产生疟原虫特异的 CD4+和 CD8+

T细胞作为各种疟疾亚单位疫苗的设计标准遥 虽然袁
采用脂蛋白尧 颗粒尧 DNA和病毒等多种疫苗形式能
诱导宿主产生疟原虫特异的 CD4+和 CD8+ T细胞袁 但
是袁 激活鄄加强 渊priming鄄boosting冤 是诱导疟原虫特异
CD4+和 CD8+ T细胞的最有效策略遥 激活鄄加强策略指
的是单次免疫诱导的免疫应答比较弱袁 如果后续用同
源或异源的载体反复刺激袁 可以增强免疫应答遥 由于
单独用 DNA疫苗免疫诱导的细胞免疫应答通常比较
弱袁 随后人们发现袁 如果首先用 DNA疫苗激活袁 然
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后用表达相同抗原的重组修饰的 Ankara 痘病毒
渊modified vaccine virus Ankara袁 MVA冤 加强袁 可显
著活化能分泌 IFN鄄酌的特异性 CD8+ T细胞遥 此策略
是目前诱导疟原虫特异的 CD4+和 CD8+ T细胞的最有
效方式遥 FP9鄄MVA ME鄄TRAP采用的是异源激活鄄加
强 策 略 袁 先 用 表 达 6 种 红 前 期 抗 原 表 位
渊multiepitope鄄TRAP polyepitope鄄protein冤 的 FP9 鸡痘
病毒激活袁 然后用重组修饰的 Ankara 痘病毒加强袁
结果可以获得 40%完全保护袁 并降低肝脏的原虫负
荷达 92%遥
3.2 存在的问题以及可能机制 虽然目前有多种旨

在诱导特异 CD8+和 CD4+ T细胞活化的肝期疫苗已进
入临床试验 袁 但是 袁 除了 FP9鄄MVA/ME鄄TRAP 和
RTS袁S外袁 现场试验发现袁 大多数肝期疫苗根本没有
保护作用袁 最高的免疫保护率也仅约 10%遥 虽然
FP9鄄MVA/ME鄄TRAP和 RTS袁S在局部地区的保护效率
可以达到 40%袁 但是对肝期疟原虫的减虫率有 92%袁
而且保护作用的持续时间较短袁 尚达不到至少持续 2
年 50%免疫保护率的有效疟疾疫苗的标准遥 因此袁
现有的红前期亚单位疫苗存在保护效率低袁 持续时间
短的问题遥
对 FP9鄄MVA/ME鄄TRAP诱导产生完全保护性免疫

的志愿者的研究发现袁 宿主的持续保护性免疫反应与采
用培养酶联免疫斑点方法渊cultured IFN鄄酌 ELISPOT冤
检测的中心记忆 T细胞渊central memory T cells冤的活
性密切相关袁 而与采用体外ELISPOT方法渊ex vivo IFN鄄
酌 ELISPOT冤检测的效应记忆 T细胞渊effector memory
T cells冤的活性没有相关性咱27暂袁 提示能否诱导保护性免
疫与亚单位疫苗能否活化中心记忆 T细胞密切相关遥

4 结语

放射减毒子孢子能侵入肝细胞袁 并表达部分红前

期抗原袁 但是不能进一步发育为肝期裂殖体和裂殖
子遥 研究证实袁 减毒子孢子诱导宿主产生长期有效的
保护性免疫与其能诱导产生特异的抗体尧 CD8 +尧
CD4+ T细胞袁 以及肝细胞寄生子孢子表达的红前期
抗原持续刺激和维持肝内记忆性 T细胞的存活等因素
密切相关遥
研究证实袁 CSP是减毒子孢子的主要保护性抗

原遥 然而袁 目前的红前期亚单位疟疾疫苗大多是基于
CSP的袁 但是均未能诱导等同于减毒子孢子疫苗的效
果遥 虽然袁 放射减毒子孢子两次免疫 CSP转基因小
鼠产生的抗体和 T细胞低于野生株小鼠袁 但是袁 3次
免疫同样能诱导 CSP 转基因小鼠产生保护性免疫遥
另外袁 放射减毒的带有 P.f CSP的伯氏疟原虫在不产
生抗伯氏疟原虫 CSP特异的抗体和 T细胞的情况下袁
同样能诱导长期保护性免疫曰 其他红前期抗原 LSA1鄄
3和 SSP2同样能诱导保护性抗体和 T细胞反应遥 因
此袁 提示 CSP可能不是惟一的保护性抗原袁 而多价
疫苗可能是疟疾红前期亚单位疫苗研制的努力方向

之一遥
虽然现有的红前期疫苗形式袁 如 DNA尧 多肽和

病毒重组疫苗袁 均能诱导抗体和 T细胞反应袁 但是诱
导的免疫强度以及刺激记忆性 T细胞方面还存在不
足袁 可能也是导致现有红前期疫苗诱导产生的保护性
免疫的效率和持续时间均未能达到 WHO关于有效疫
苗的标准的重要原因遥 因此袁 疫苗递送系统以及免疫
佐剂的研究同样是疟疾疫苗的另一重要方向遥 鉴于肝
细胞寄生子孢子表达的红前期抗原的持续刺激与维持

肝内记忆性 T细胞的存活密切相关袁 因此袁 如何模拟
抗原的持续刺激是今后疟原虫红前期疫苗设计应该考

虑的重要问题之一遥
另外袁 有关减毒子孢子疫苗诱导产生疟原虫特异

抗体和 CD8+ T 细胞的分子机制不是很清楚袁 其机制
表 2 现有红前期亚单位疫苗的形式及其保护性研究

候选疫苗
RTS,S in AS02A[25袁26]

FP9鄄MVA ME鄄TRAP[27]

DNA鄄MVA ME鄄TRAP[28]

NYVAC encoding seven antigens[29]

Plasmid DNA encoding ME鄄TRAP[28]

Plasmid DNA encoding five antigens
ICC鄄1132 in Montanide ISA 720[24]

FMP1
Combination B in Montanide ISA 720

简单描述
CSP重复序列(R)尧C末端(含 T细胞表位袁T)
与 HBV表面抗原(S)在酵母表达的融合蛋白袁
主要针对子孢子表面的 CSP蛋白
采用 priming鄄boosting 策略袁
先用表达 multiepitope (ME)鄄TRAP polyepitope鄄protein的 FP9 virus priming袁
然后用 modified vaccinia virus Ankara (MVA) boosting
采用 priming鄄boosting 策略袁
先用表达 multiepitope (ME)鄄TRAP polyepitope鄄protein DNA疫苗 priming袁
然后用 modified vaccinia virus Ankara (MVA) boosting
NYVAC病毒表达疟原虫生活史各个时期的抗原(总共 7个)
表达 multiepitope (ME)鄄TRAP polyepitope-protein DNA疫苗
包括 CSP尧TRAP尧LSA鄄1尧LSA鄄3和 EXP鄄1等 5种红前期抗原
HBV核心蛋白尧CSP B细胞表位和两个 T细胞表位形成的病毒样颗粒
以 AS02A为佐剂的裂殖子表面抗原 MSP142
包括 MSP1, MSP2 和 RESA等 3种红内期抗原

保护性

41%完全保护袁
降低肝脏的原虫负荷达 97%
40%完全保护袁
降低肝脏的原虫负荷达 92%
无完全保护袁
降低肝脏的原虫负荷达 80%
3% 完全保护
无任何保护
无任何保护
无任何保护
无任何保护
无任何保护
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的探讨将对有效红前期疟疾疫苗的设计具有重要的指

导意义遥
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