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揖Abstract铱 Objective To study the protective effects on the infection of Schistosoma japonicum in C57BL/6 mice

induced by dendritic cells DCs pulsed with GST in combination with CpG oligodeoxynucleotide. Methods GST was
purified and used to stimulate DC2.4 cell line. Antigen loading was analyzed by immunofluorescence method. Thirty鄄five
C57BL/6 mice were divided into seven groups渊5 mice per group冤. Mice in groups A, B, C, D and E were immunized
subcutaneously with DCs, DCs treated with PSA, DCs pulsed with GST, DCs stimulated with GST+CpG ODN, DCs
stimulated with CpG ODN, respectively. For the above five groups, each mouse received 100 滋l cell suspension at the
density of 107/ml subcutaneously for three times at 2鄄week intervals. Each mouse of group F was immunized subcutaneously
with 50 滋g GST formulated in complete Freund忆s adjuvant first, and 50 滋g袁 10 滋g GST respectively in incomplete Freund忆s
adjuvant for the last two doses. Group G received PBS and served as control. Serum samples were collected 10 days after
the final immunization, and were analyzed for specific antibodies by ELISA. At two weeks after the final immunization, each
mouse were challenged by 30依1 cercariae of S. japonicum. Six weeks after infection the mice were sacrificed, and number

揖论著铱文章编号院1000鄄7423渊2010冤鄄03鄄0185鄄05

李小红 1袁 曹建平 1袁 汤林华 1 *袁 徐馀信 1袁 刘述先 1袁 王胜军 2袁 成静 2

揖摘要铱 目的 研究负载 GST抗原的树突状细胞 渊DC冤疫苗联合非甲基化胞嘧啶鸟嘌呤二核苷酸寡脱氧核苷酸
(CpG ODN) 免疫小鼠抗日本血吸虫感染的作用遥 方法 将 GST抗原纯化后负载树突状细胞株 DC2.4袁 免疫荧光染色法
检测 GST的负载情况袁 并进行动物保护性实验遥 35只 C57BL/6小鼠随机均分 7组渊每组 5只冤袁 分别作免疫注射院 A组
为未处理的 DC袁 B组为牛血清白蛋白 渊BSA冤处理的 DC袁 C组为 GST负载的 DC袁 D组为 GST+CpG ODN共刺激的 DC袁
E组为 CpG ODN刺激的 DC袁 F组为 GST蛋白袁 G组为空白对照组遥 A耀E各组 DC经 0.25%胰蛋白酶消化后用 PBS调整
密度至 107/ml袁 每鼠皮下注射 0.1 ml袁 每次间隔 2周袁 共免疫 3次遥 F组首次每鼠免疫 50 滋g GST蛋白加福氏完全佐剂袁
第 2尧 3次分别免疫 50 滋g尧 10 滋g GST蛋白加福氏不完全佐剂袁 均为皮下注射遥 各组于末次免疫后 10 d 收集血清袁
ELISA方法分析血清中的特异性抗体遥 各组小鼠于末次免疫后 2周每鼠经腹部感染尾蚴 30依1条遥 6周后剖杀小鼠袁 计
算减虫率遥 结果 DC 经 GST负载后可在荧光显微镜下观察到抗 GST的特异荧光袁 表明抗原已被 DC 摄取遥 各组小
鼠免疫后袁 F组抗体水平最高袁 为 2.127 0依0.411 5袁 另外 C组渊0.555 2依0.078 9冤和 D组渊0.715 0依0.052 3冤的抗体水平
均高于 G组渊0.235 8依 0.088 9冤袁 差异有统计学意义渊P约0.05冤遥 免疫后攻击感染袁 D组小鼠的减虫率最高为 53.3%袁 其次
为 F组渊24.0%冤和 C组渊21.3%冤袁 但 D组与两组比较差异无统计学意义 渊P跃0.05冤遥 结论 CpG ODN联合 GST抗原负
载的树突状细胞疫苗具有一定的抗日本血吸虫感染作用遥
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of worms was counted. Results Light green fluorescence was observed in dendritic cells under the fluoroscope after pulsing
with GST which indicated the protein loaded dendritic cells. The IgG level in groups C, D and F was 0.555 2依0.078 9,
0.715 0依0.052 3, and 2.127 0依0.411 5, respectively, all higher than that of group G渊P约0.05冤. The worm reduction rate of
group D was 53.3%, followed by group F (24.0%) and group C (21.3%). There was no significantly difference in the
worm reduction rate between group D and groups F and C 渊P跃0.05冤. Conclusion Dendritic cells pulsed with GST in
combination with CpG oligodeoxynucleotide induce significant immunoprotection against the infection of Schistosoma japonicum.

揖Key words铱 Schistosoma japonicum曰 GST曰 Dendritic cell曰 CpG ODN
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日本血吸虫病仍是严重的人兽共患寄生虫病遥 疫
苗在控制血吸虫病中具有广阔的应用前景袁 一直是研
究的热点遥 多年的研究探索表明袁 至少在啮齿类和灵
长类的某些动物模型中袁 获得性免疫应答可杀灭血
吸虫咱1袁2暂遥 但历经半个世纪的努力袁 血吸虫病疫苗仍未
取得突破性得进展袁 其部分原因是血吸虫在长期与宿
主的共进化过程中袁 建立了复杂的保护体系袁 抵御和
防御宿主免疫系统的攻击咱3暂遥 近年来日本血吸虫病
疫苗研究中最大的进展是克隆了数以百计的候选抗

原咱4暂袁 但单一候选抗原分子诱导的保护力鲜有超过
40%的遥 而 WHO曾公布的被认为是最有希望的 6种
曼氏血吸虫病的候选抗原已全部完成测试袁 亦无一能
稳定诱导 40%以上的保护力遥 WHO认为可能是抗原
供应前后制剂稳定性差袁 以及抗原和佐剂质控不严所
致遥 多年的研究提示抗原呈递作用的重要性袁 佐剂的
选择和免疫接种方案优化需进一步探讨咱5暂遥
树突状细胞渊dendritic cell袁 DC冤是机体免疫系统

岗哨工作的承担者袁 对自身或免疫抗原进行识别和加
工咱6暂袁 它们不仅能识别加工抗原袁 还能活化初始 T细
胞袁 并调节 T细胞应答的性质袁 即诱导免疫耐受或是
使免疫向 Th1/Th2方向极化遥 DC的这些重要生物功
能使通过 DC的干涉调节免疫应答成为可能遥 已知佐
剂可通过激活 DC而增强抗原的免疫应答袁 DC本身
也被称为是天然佐剂遥 经抗原体外刺激的 DC免疫机
体后可有效诱导 T细胞依赖的免疫力袁 还可诱导小鼠
产生较强的抗体应答遥 基于 DC的治疗和免疫预防已
在癌症和感染性疾病取得显著进展遥 在血吸虫候选抗
原中袁 谷胱甘肽鄄S鄄转移酶 渊GST冤 抗原被认为是最有
前途的候选抗原遥 鉴于此袁 本研究尝试用 GST负载
的树突状细胞联合非甲基化的胞嘧啶鸟嘌呤二核苷

酸寡脱氧核苷酸渊CpG ODN冤 免疫小鼠袁 观察其在
CpG ODN 渊CpG oligonucleotide袁 CpG 寡脱氧核苷
酸冤协同作用下抗日本血吸虫感染的作用遥

材料与方法

1 材料

1.1 虫种尧 细胞株 小鼠树突状细胞株 DC2.4袁 由江
苏大学基础与医学技术学院王胜军教授惠赠遥 日本血
吸虫感染阳性钉螺购自江苏省寄生虫病防治研究所遥
室温 25益袁 在湿草纸上放置过夜袁 次日上午按常规
方法逸尾蚴袁 用于感染小鼠遥
1.2 实验动物 6耀8 周龄雌性 C57BL/6 小鼠袁 SPF
级袁 体重渊20依2冤g袁 购自中国科学院附属的上海斯莱
克实验动物有限责任公司遥
1.3 主要试剂 RPMI 1640培养液购自美国 Gibco公
司袁 胎牛血清渊FCS冤购自杭州四季青股份有限公司袁 二
甲基亚砜 渊DMSO冤 购自美国 Sigma公司袁 辣根过氧化
物酶渊HRP冤标记的羊抗鼠 IgG渊HRP鄄IgG冤购自美国
Santa Cruz Biotechnology 公司 袁 异硫氰酸荧光素
渊FITC冤标记抗 GST单克隆抗体购自美国 BEthyl公司遥

2 方法

2.1 GST抗原的制备和纯化 参照文献咱7暂方法进行
GST抗原的制备和纯化遥
2.2 CpG ODN 序列的合成 1668 CpG鄄ODN 渊TC鄄
CATGACGTTCCTGATGCT冤袁 所有碱基均硫代处理遥
由上海生物工程有限公司合成遥
2.3 DC疫苗的制备 DC2.4按常规方法传代培养袁
待细胞长至覆盖 90%瓶底渊25 cm2细胞培养瓶冤时袁 换
新鲜培养基 5 ml袁 按照下列方法依次加入 GST抗原
或 CpG ODN遥 BSA鄄DC组院 加入牛血清白蛋白渊BSA冤
至终浓度为 10 滋g/ml袁 刺激 DC 18 h曰 GST鄄DC 组院
加入 GST 蛋白至终浓度为 10 滋g/ml袁 刺激 DC 18 h曰
GST+CpG ODN鄄DC 组院 先加入 GST 蛋白至浓度为
10 滋g/ml刺激 9 h袁 然后加入 CpG ODN 至终浓度为
0.5 滋mol/L 继续刺激 9 h曰 CpG ODN鄄DC 组院 加入
CpG ODN终浓度为 0.5 滋mol/L袁 刺激 DC 18 h遥 免疫
前各组均用 0.25%胰蛋白酶消化 DC袁 PBS洗涤 3次
并重悬袁 调整密度为 1伊107/ml遥
2.4 GST抗原负载 DC2.4细胞的检测 制作 GST抗
原负载的 DC2.4细胞爬片袁 10%甲醛固定遥 室温用含
0 .2% TritonX鄄100 的 PBS 溶液透化固定后的细胞
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2 min袁 PBS 洗涤遥 加入 FITC 标记的抗 GST单克隆
抗体袁 37 益孵育 1 h遥 PBS 洗涤 3 次袁 每次 3 min遥
碘化丙啶 渊PI冤染色 5 min袁 PBS洗涤遥 在作好标记的
干净载玻片上滴一滴封固液袁 用尖头镊子将爬片取
出袁 翻转使细胞面朝下袁 置于载玻片的封固液上遥 在
荧光显微镜下观察尧 拍照遥
2.5 动物免疫和攻击感染 35只 C57BL/6 小鼠随机
分为 7组渊每组 5只冤袁 A组免疫未处理 DC袁 B组免疫
BSA鄄DC袁 C组免疫 GST鄄DC袁 D组免疫 GST+CpG ODN鄄
DC袁 E组免疫 CpG ODN鄄DC袁 F组免疫 GST蛋白袁 G
组为空白对照组遥 A耀E组每鼠分别皮下免疫注射 0.1
ml上述对应处理的 阅悦细胞悬液袁 每次间隔 2周袁 共
免疫 3次遥 F组第 1次每鼠免疫 50 滋g GST抗原加福
氏完全佐剂袁 第 2尧 3次分别免疫 50 滋g尧 10 滋g GST
抗原加福氏不完全佐剂袁 均为皮下注射遥 各组小鼠均
于末次免疫后 10 d 尾静脉取血 袁 分离血清用于
耘蕴陨杂粤抗体检测遥 于末次免疫后 2周袁 各组小鼠均经
皮肤感染 30依1条日本血吸虫尾蚴遥 并于攻击感染后
6 周袁 门静脉灌注冲洗检获成虫数袁 计算减虫率 咱减
虫率=渊对照组平均虫荷数原实验组平均虫荷数冤/对照
组平均虫荷数伊100%暂遥
2.6 ELISA检测抗体水平 用纯化的 GST抗原包被
酶标板 渊1 滋g/孔冤袁 10%小牛血清 37 益封闭 1 h遥 各组
待检的免疫血清渊1 颐 100冤每孔加 100滋l袁 37 益湿盒孵育
2 h遥 PBST洗涤 3次袁 每次 5 min遥 每孔加入羊抗鼠
HRP鄄IgG渊1 颐 4 000冤 100滋l袁 37 益孵育 1 h遥 PBST洗涤
3次后袁 PBS洗涤 1次袁 加入 100 滋l可溶性单组分四
甲基联苯胺 渊TMB冤袁 显色 15 min袁 最后加入 50 滋l
2 mol/L H2SO4终止反应袁 测定吸光度渊A 450值冤遥

3 统计学分析

采用 SPSS17.0统计软件进行统计分析遥 多组比
较采用方差分析袁 两组比较采用 t检验遥

结 果

1 树突状细胞的形态观察及GST抗原负载检测
倒置显微镜下观察树突状细胞袁 可见细胞贴壁袁

呈圆形或梭形渊图 1A冤遥 GST抗原负载树突状细胞后袁
用 FITC标记的抗 GST荧光抗体检测袁 在荧光显微镜
下可见树突状细胞发出特异的绿色荧光渊图 1B冤遥

2 ELISA检测小鼠血清抗体水平
各组小鼠末次免疫后袁 F组的血清抗体水平渊A 460

值冤最高为 2.127园依0.4115袁 其次为D组渊0.7150依0.052 3冤
和 C组渊0.555 2依0.078 9冤遥 F组渊P<0.01冤尧 D组渊P<0.01冤

和 C组渊P<0.05冤与 G组渊0.235 8依0.088 9冤比较差异均
有统计学意义渊图 2冤遥

3 免疫小鼠的减虫率

各组小鼠免疫后攻击感染袁 D组渊即GST+CpG ODN鄄
DC组冤减虫率最高袁 为 53.3%袁 其次为 F组渊24.0%冤
和 C组渊21.3%冤袁 但 D组与 F组和 C组比较差异无统
计学意义渊P跃0.05冤渊表 1冤遥

讨 论

树突状细胞疫苗目前广泛应用于抗肿瘤尧 移植免
疫袁 在抗寄生虫感染中也有报道咱8鄄11暂遥 但在抗血吸虫

A B
A院 显微镜下 DC2.4 渊伊200冤曰 B院 FITC标记的抗 GST单克隆抗体染色
后的树突状细胞遥
A院 DC2.4 under microscope 渊伊200冤曰 B院 DC2.4 cells stained with
FITC鄄labelled anti鄄GST monoclonal antibod赠.

图 1 树突状细胞 DC2.4
Fig.1 Dendritic cells

表 1 各组小鼠检获成虫数
Table 1 Adult worms recovered in each group

A 组渊DC冤Group A
B 组渊BSA鄄DC冤Group B
C 组渊GST鄄DC冤Group C
D 组渊GST+CpG ODN鄄DC冤Group D
E 组渊CpG ODN鄄DC冤Group E
F 组渊GST冤Group F
G组渊PBS对照组冤Group G渊PBS control冤

13.6依4.3
14.6依1.1
11.8依4.5

7.0依3.0
17.0依5.9
11.4依3.0
15.0依3.3

减虫率Worm reduction rate

9.3
2.7

21.3
53.3

-
24.0

-

组别Group 成虫数No. worms (%)

图 3 小鼠免疫血清中特异性 IgG抗体水平
Fig 3 Level of specific IgG in immune sera of mice

A B C D E F G

3.0
2.5
2.0
1.5
1.0
0.5
0

组别 Group
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感染方面的研究还很少见遥 有报道血吸虫虫卵抗原
渊SEA冤 和 GST负载的 DC免疫 BABL/c小鼠袁 可分别
诱导出 27.3%和 34.5%的减虫率咱12袁13暂遥 该研究小组接着
用日本血吸虫 Sj26 和 Sj23 基因转染DC 联合免疫
BABL/c 小鼠袁 减虫率提高至 40.5% 咱14暂遥 本研究以
C57BL/6 小鼠为实验对象袁 也观察到 GST鄄DC 免疫
后袁 诱导的保护力为 21.3%遥 这与上述报道的有差
异袁 可能是实验采用的细胞系不同袁 或是实验小鼠品
系不同所致遥 但以上研究均提示袁 树突状细胞疫苗在
抗血吸虫感染中具有较好的保护效果袁 值得深入研究遥

CpG ODN是人工合成的含有非甲基化的胞嘧啶
鸟嘌呤二核苷酸渊CpG冤的寡脱氧核苷酸渊ODN冤袁 可模
拟细菌 DNA刺激多种哺乳动物 渊包括人冤 的免疫细
胞遥 它能直接激活 B细胞和单核细胞渊巨噬细胞和树
突状细胞冤袁 增强其功能和细胞因子的分泌袁 增强抗
原的加工呈递袁 诱导 Th1型免疫应答袁 产生较强的
体液免疫和细胞免疫遥 在包括感染性疾病在内的多
种疾病治疗和免疫预防中咱15鄄17暂袁 被证实是一种高效
低毒的新型免疫治疗剂和佐剂遥 据报道袁 CpG ODN
具有诱导小鼠的 DC成熟尧 刺激成熟 DC 产生细胞因
子的作用咱18暂袁 从而使未成熟的 DC 向专职抗原呈递细
胞转化袁 是 DC 成熟和激活的诱导剂袁 能够增强 DC
疫苗的作用遥 CpG ODN作为佐剂袁 可有多种不同的
序列选择袁 本研究选用的是 CpG ODN 1668袁 是已被
实验证实具有佐剂作用的一种咱19鄄21暂遥 采用 GST抗原负
载 DC袁 联合 CpG ODN袁 免疫小鼠袁 攻击感染后观
察到 53.3%的保护力袁 表明该疫苗具有较好的抗日本
血吸虫感染的保护作用遥 ELISA 检测结果表明袁 免
疫后袁 GST鄄DC组尧 GST+CpG ODN鄄DC 组抗体水平
均显著上升袁 表明该细胞疫苗诱导了体液免疫遥 但
其抗体水平远低于 GST抗原免疫组遥 由此可初步推
测 GST抗原疫苗与细胞疫苗诱导的免疫应答类型及
机制是不同的遥 GST+CpG ODN鄄DC 组尧 GST鄄DC 组
和未处理 DC组之间保护力分别为 53.3%尧 21.3%和
9.3%袁 其中袁 GST+CpG ODN鄄DC组与未处理 DC组
间减虫率差异有统计学意义袁 但 GST+CpG ODN鄄DC
组与 GST鄄DC组之间无差异有统计学意义袁 可能与样
本量过小有关袁 即 CpG ODN作为抗血吸虫 DC疫苗
的佐剂效应还需进一步研究遥
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A院 阿米巴滋养体 渊铁苏木素染色冤曰 B院 阿米巴滋养体 渊苏木素鄄伊
红染色冤曰 悦院 滋养体空泡状细胞质 渊苏木素鄄伊红染色冤 遥

图 1 脑组织中的溶组织内阿米巴滋养体渊伊1000冤

伪足

CA
伪足

B

较多的圆形或椭圆形渊直径 20耀25 滋m冤细胞袁 个别见胞质内有
吞噬的淋巴细胞尧 细胞碎片或呈泡沫状袁 疑为阿米巴滋养体遥
病理学诊断为小脑急性脓肿和脑水肿袁 建议作病原学鉴定遥

病原学检查院 肉眼可见小脑病灶剖面呈棉絮状遥 镜下观
察延髓和软化灶包膜的石蜡切片袁 见密度高尧 形态多样的溶组
织内阿米巴滋养体袁 部分可见伪足渊图 1A尧 B冤袁 有的细胞质呈
空泡状 渊胞质充满大小不等的空泡冤渊图 1C冤遥 部分虫体可见红
细胞等吞噬物遥 经铁苏木素染色阿米巴虫体的形态特征尤
显要要要深染的泡状核尧 核仁以及核周的染色质粒明显袁 且隐约
可见核仁与核周染色质粒之间的核丝遥 部分切片的虫体密度较
高 渊逸5个/油镜冤遥 询问家属袁 得知该患者一直在湛江居住袁 2
年前曾在广西经商遥

2 讨论

溶组织内阿米巴渊Entamoeba histolytica冤主要流行于热带和
亚热带地区遥 人体感染溶组织内阿米巴可以无症状袁 亦可侵袭
肠黏膜下层发生溃疡袁 引起肠阿米巴病遥 1980年世界卫生组
织专门会议指出袁 溶组织内阿米巴无症状感染者渊带虫者冤占
90%以上咱1暂遥 Lombardo等咱2暂报道近半数的阿米巴脑脓肿患者无肠
道症状遥 本例阿米巴脑脓肿是在尸检意外发现的袁 但由于未送
检肝肠标本袁 无法考证其肝肠是否受累遥 广东和广西两省
渊区冤均属亚热带地区袁 溶组织内阿米巴病散在分布袁 常见肠阿
米巴病和阿米巴肝脓肿病遥 本例可能在外伤前就已感染溶组织
内阿米巴袁 外伤引起机体免疫力骤降袁 导致肠内阿米巴原虫增
殖并迁移遥 尸检所见其小脑的野外层膜样结构冶的野软化灶冶和
病理学诊断野小脑急性脓肿冶均提示本例脑脓肿为初发遥 本例因
发病不久即死亡并解剖尧 脓肿尚未形成结缔组织的包膜遥 有文
献报道袁 阿米巴脑脓肿发病急袁 病程进展迅速袁 病灶一旦出
现袁 多在 5耀10 d死亡袁 罕有超过 2周者咱3袁4暂遥
组织坏死是阿米巴病的主要病变要要要有明显的溶解性坏死

和基质水肿遥 肉眼检查阿米巴脑脓肿外壁很薄袁 内壁模糊遥 脓
肿影响部位可见水肿尧 充血遥 镜下可见溶解性坏死袁 脓肿壁内
层常可见许多淋巴样细胞尧 变性的神经细胞和阿米巴滋养体曰

阿米巴脑脓肿病变后期镜下可见炎症细胞浸润的尧 由坏死组织
形成的中心体袁 而在病变发生初期袁 其围绕中心体的炎症细胞
的边渊内冤缘是不规则咱3暂袁 本例脑组织切片观察结果及临床表现
与文献一致遥 头痛或感觉中枢障碍是阿米巴脑脓肿早期最常见
的体征咱3暂袁 脊椎尧 脊髓受损也会出现这种症候袁 本例复杂的病
因给诊断与治疗增加了难度遥

阿米巴脑脓肿患者病情多笃重袁 且病死率高遥 国内报道甚
少袁 国外亦仅有零星报道遥 文献检索发现袁 迄今已报道的近
100 例的溶组织内阿米巴脑脓肿袁 多为死后尸检发现的咱4-6暂遥
自 Lenshoek渊1958冤报告成功手术切除阿米巴脑脓肿后咱7暂袁 国内
外相继有治疗溶组织内阿米巴脑脓肿的病例报告咱3袁7鄄9暂遥
致谢 感谢广东医学院病理教研室孙宁教授的指导袁 中山大学中山医学
院基础医学实验教学中心张瑞琳高级实验师协助鉴定袁 梁宇洪医师和唐
龙冲医师提供病案资料及帮助袁 首都医科大学陈佩惠教授审阅文稿遥
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