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日本血吸虫病是由日本血吸虫引起的一类严重危害人类健康的人兽共患寄生虫病
!

研制疫

苗防治该病是目前的研究热点
"

>?#$!%!%

蛋白是一种有效的疫苗分子
!

该文就
>?#$!%!%

蛋白疫苗和核酸

疫苗的研究进展进行综述
"

%&'()

日本血吸虫
#

>?#$!%!%

蛋白
#

疫苗
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日本血吸虫
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疫苗研究进展
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综述
(

日本血吸虫病是由日本血吸虫引起的一类严重

危害人类健康的人兽共患寄生虫病
!

对流行区人群

健康及经济造成了严重威胁及影响
!

我国是主要流

行国家之一
"

血吸虫病流行因素复杂)

J

*

!

宿主繁多
!

发育的不同阶段
'

尾蚴
+

童虫
+

成虫和虫卵
%

均可对宿

主产生不同程度的损害
"

目前血吸虫病防治措施以

灭螺和吡喹酮化疗为主
!

但存在钉螺分布面积广
!

不

易消灭
#

保虫宿主多
!

人畜同步化疗困难
#

吡喹酮治

疗易产生耐药性等不足
"

多数学者认为血吸虫病疫

苗是长期综合防治该病的有效措施之一
"

J$!%!%

蛋白广泛存在于真核细胞内
!

是一组高

度保守的多功能蛋白质)

!

*

!

存在于日本血吸虫生活史

各期
!

有较好的免疫原性及诊断价值)

%!$

*

"

[5.'C

等)

W

*

首次克隆了日本血吸虫
'

中国大陆株
%

J$!%!%

基因即

>?J$!%!%

亚型
!

进一步研究发现其免疫动物后可产

生高滴度的抗体
!

表明
>?J$!%!%

蛋白具有较好的免

疫原性
"

刘庆中等)

Q

*用免疫荧光证实
>?J$!%!%

位于

血吸虫成虫和童虫的皮层
+

皮下层
+

肌层和实质层

中
!

它可与激酶
+

磷酸酶和膜转移受体等信号肽结

合
!

在细胞有丝分裂
+

细胞周期调节和细胞凋亡等信

号转导过程中发挥重要作用
"

近年来
>?J$!%!%

抗原

分子受到了国内外学者的广泛关注
!

是当前血吸虫

病疫苗研究的热点之一
"

< ,-.=!0!0

蛋白疫苗

.>.

单个蛋白分子

唐小牛等 )

P!U

*将
>?J$!%!%

基因片段亚克隆至表

达载体
AV\!]*8

!

构建重组质粒转化至大肠埃希菌

V^!J

中
!

表达出日本血吸虫
'

大陆株
%

J$!%!%

同型融

合蛋白质
"

以
JRR !C

重组蛋白经皮肤多点注射

VL^L_4

小鼠
!

免疫
%

次
!

每次间隔
!

周
!

于末次免疫

后
!

周每鼠经皮肤感染
$R

条尾蚴
!

$! ,

后剖杀小

鼠
!

获得
!POW`

的减虫率及
!U;!`

的肝减卵率
!

表明

日本血吸虫
J$!%!%

同型蛋白可诱导小鼠产生抗血

吸虫感染的部分保护性免疫力
"

刘庆中等 )

T

*将
>?:$!%!%

基因亚克隆入原核表达

载体
AXK!U.

!

转化至大肠埃希菌进行诱导表达
!

分

别用
W"

+

J""

和
%"" !C

的纯化的
/>?:$!%!%

蛋白加福

氏完全佐剂
'

a/+B',b0 49@A:+(+ .,?BH.'(

!

a]L

%

免疫

VL^VS4

小鼠
!

第
!

周用相同剂量的抗原加等体积不

完全福氏佐剂
'

a/+B',c0 1'49@A:+(+ .,?BH.'(7 a&L

%

加

强免疫
J

次
!

第
$

周以
J6 !C

相应抗原悬液加强免

J6W

( (
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疫
#

次
!

于末次免疫
= ,

后
!

每鼠经皮肤感染日本血

吸虫尾蚴
$>

条
!

感染后
?

周剖杀小鼠
!

结果各组的

减虫率依次为
!@;!>!

"

$%;#>!

和
$>;>>!

!

减卵率依

次为
$#;@>!

"

=A;=>!

和
==;A>!

#

提示
#>> !B

重组

CD:$"%"%

蛋白免疫小鼠获得的保护性较好
$

蒋就喜等 %

#>

&用大肠埃希菌表达
/CD:$"%"%

蛋白
!

分离
"

纯化后用
=> !B

的
/CD:$"%"%

蛋白加
EFG

!

经背

部皮下多点注射
HGIHJ4

小鼠
!

第
!

"

$

周用
=" !B

的
/CD:$"%"%

蛋白加等体积
E&G

加强
K

次
!

于末次免

疫后
!

周每鼠经腹部皮肤感染日本血吸虫尾蚴
%"

条
!

感染后
$= ,

!

/CD:$"%"%

疫苗组小鼠虫卵肉芽肿直

径为
'

!"@;= # !?;%

(

!L

!

显著小于感染对照组的

'

!?A;A # !@;?

(

!L

)

/CD:$"%"%

疫苗组透明质酸和层黏

连蛋白水平显著低于感染对照组
!

提示
CD:$"%"%

疫

苗具有一定的抗虫卵肉芽肿及抗肝纤维化作用
$

张宁等 %

KK"K?

&将重组质粒
MNOP"CDK$"%"%

转化入

两歧双歧杆菌
'

!"#"$%&'()*+",- &"."$,-

!

HQ

(

中
!

构建

/HQ

'

MNOP"CDK$"%"%

(

疫苗
$

用该疫苗分别经口服灌

胃及鼻黏膜接种免疫
HGIHJ4

小鼠
!

结果口服免疫

组小鼠血清
&BN

"

&BN!.

"

&BN%

"

&BO

和
&BG

水平在免

疫后
! R !!

"

! R !!

"

! R !>

"

! R !!

和
! R !!

周升高
!

分别于
@

"

?

"

@

"

K>

和
?

周达到峰值
)

脾淋巴细胞悬液

中的
&E<""

"

&I"K!

"

S<E"#

和
&I"K>

水平分别在免疫

后
! R K>

"

! R !!

"

! R @

和
! R @

周升高
!

分别于
@

"

@

"

?

和
$

周达峰值
)

脾淋巴细胞增殖在免疫后
?

周达峰

值
)

脾
F2$

T

S

于
@

周达峰值
!

F2@

T

S

细胞于免疫后
K$

周达峰值
$

鼻黏膜接种免疫组小鼠血清
&BN

"

&BN!.

"

&BN%

"

&BO

和
&BG

水平均在免疫后
! R !!

周升高
!

分别

于
$

"

$

"

$

"

@

和
K"

周达到峰值
)

脾淋巴细胞悬液中的

&E<""

"

&I"K!

"

S<E"#

和
&I"K"

水平分别在免疫后
! R

K?

"

! R !!

"

! R K?

和
! R K?

周升高
!

分别在
!

"

!

"

$

和
$

周达峰值
)

脾淋巴细胞增殖在免疫后
@

周达峰值
)

脾

F2$

T

S

于
$

周达峰值
!

F2@

T

S

细胞于免疫后
K$

周达峰

值
)

提示
/HQ

'

MNOP"CDK$"%"%

(

疫苗能够促进脾
S

细胞

增殖
!

使
S

淋巴细胞向
F2$

T

S

和
F2@

T

S

细胞增殖分

化
!

激发机体产生
S5K

和
S5!

混合型免疫应答
!

且在

免疫早期即可激发小鼠产生有效的免疫应答
!

鼻腔黏

膜接种效果可能优于口服免疫
!

但未进行保护力实验
$

郭美娟等 %

KA

&将
CDK$"%"%

与酵母菌表 达 质 粒

M-&FUG"H

重组
!

转化毕赤酵母菌
P"%%

株
!

用甲醇诱

导
$@ R A! 5

后获得相对分子质量
'

/

/

(

为
%= """

的

重组蛋白
!

免疫印迹发现重组蛋白可被
CDK$"%"%

单

克隆抗体识别
!

表明
CDK$"%"%

酵母重组蛋白具有一

定的免疫原性
$

!"#

融合蛋白分子

李德发等 %

K@"!"

& 利用大肠埃希菌将
CDK$"%"%

与

NCS

融合表达
!

获得
/CDK$"%"%"NCS

重组蛋白
$

用
="!B

的
/CDK$"%"%"NCS

加
EFG

皮下注射免疫
HGIHV4

鼠
!

第
!

周用
=" !B

的重组蛋白加
E&G

皮下注射加强免

疫
K

次
!

第
$

周用
K" !B

相应重组抗原腹腔注射加

强
K

次
!

于末次免疫后
=

周用
$"

条
CD

尾蚴进行攻

击感染
!

攻击后
?

周免疫鼠的减虫率和肝组织的减卵

率分别为
%$;$W

和
?>;#W

!

免疫鼠的肝虫卵肉芽肿的数

目减少
!

体积缩小
!

说明重组
CD#$"%"%"NCS

融合蛋白可

诱导小鼠产生较好的保护力且有抗生殖作用
$

殷旭仁等%

!#

&重组质粒
CD#$"%"%VMNOP"$S"%

转化

至大肠埃希菌
HI!#

中表达
!

获得
/

/

约为
== >>>

的

融合蛋白
!

经凝血酶切割和亲和层析纯化后
!

/CD:$"

%"%

能诱导家兔产生高效价的特异性抗体
!

该抗体

可识别重组和天然的
#$"%"%

蛋白
!

表明
/CD:$"%"%

具

有较好的免疫原性
$

!"$

混合蛋白分子

日本血吸虫有多个抗原表位
!

而目前制备的疫苗

识别表位单一
!

虽能够诱导产生部分免疫保护力
!

但

保护力较低
$

于是研究者试图采用联合免疫方案
!

将

不同靶位的疫苗经各种途径联合应用
!

以期增进免疫

效果
$

刘庆中等%

!!

&将
/CD#$"%"%

和
/CDNCS

'

各
!=!B

(

混

合
!

分别加福氏佐剂和结核分枝杆菌抗原佐剂
'

/0!

(%12()*+",- ),1*+(,3%4"4

!

*(Q

(

皮下注射免疫
HGIHV4

小鼠
!

第
!

周用等体积相应抗原加
E&G

加强
#

次
!

第
$

周以
#>!B

相应抗原腹腔注射加强免疫
#

次
!

末次免

疫后
= ,

每鼠经腹部感染
$>

条尾蚴
!

在攻击感染
?

周

后剖杀小鼠
!

结果
/CD:$"%"%T/CDNCST

福氏佐剂组
"

/CD:$"%"%T/CDNCST*(Q

佐剂组的减虫率分别为
%#;#>!

和
!?;>>!

!

减卵率分别为
=%;%>!

和
=@;?>!

$

蒋就喜等%

!%

&分别用大肠埃希菌表达
"

纯化
CD:$"%"

%

蛋白和
CD!?NCS

蛋白
!

在第
>

"

!

"

$

周各用
=>!B

加

EFG

皮下注射联合免疫
HGIHV4

小鼠
!

设置
/CD:$"%"%

和
/CD!?NCS

对照组
!

在末次免疫后
!

周每鼠以
%>

条

尾蚴进行攻击感染
!

于攻击后
$= ,

剖杀
!

结果联合免

疫组
"

/CD:$"%"%

组和
/CD!?NCS

组的减虫率分别为

%@;%@!

"

#?;X@!

和
!?;@>!

)

减卵率分别为
$@;@:!

"

!=;!A!

和
$#;$:!

)

联合免疫组小鼠虫卵肉芽肿的直径

显著小于
/CD:$"%"%

和
/CD!?NCS

对照组组
!

说明
/CD:$"

%"%

和
/CD!?NCS

联合免疫可产生较好的保护力
$

罗飞等%

!$

&将
/CD#$"%"%

和
/CD!?NCS

和
L&I"#!

混

合组成聚乳酸聚乙醇酸共聚物缓释微球
!

在第
>

周

#>?

* *



国际医学寄生虫病杂志
!"#$

年
%

月第
$#

卷第
!

期
&'( ) *+, -./.01( 2103 *./45 !6#$7 89:;$#3 <9;!

将
=> !?

缓释微球肌内注射免疫
@AB@C4

鼠
!

!

周后

加强
#

次
!

末次免疫后
%

周用
$>

条
DE

尾蚴进行攻

击
!

攻击后
F

周
!

免疫鼠的减虫率和减卵率分别为

%GH%I

和
$%;JI

!

均较单独免疫组高
!

表明
/DEJ$!%!%

和
/DE!FKDL

混合抗原的缓释微球也可诱导小鼠产

生较好的免疫保护力
!

在小鼠抗血吸虫攻击感染中

M&B!J!

可增强疫苗的保护作用
"

树突状细胞
#

,+',/1(14 4+::

!

2N

$

是体内功能较强

的一种专职抗原提呈细胞
!

在机体免疫应答中起着核

心作用
%

由于其独特的功能
!

2N

目前广泛应用于抗感

染
&

肿瘤
&

自身免疫和移植免疫等'

!=!!G

(

%

为探讨
2N

混合

多价疫苗抗日本血吸虫感染保护性免疫机制
!

沈定文

等'

!O

(利用
DE!F

&

DE!%

和
DE#$

基因转染
2N

并制成细胞

悬液
!

经耳廓注射
>;! M:

细胞悬液免疫
@AB@C4

小鼠

%

次
!

在末次免疫后
!

周
!

每只鼠经皮肤感染
$>

条日

本血吸虫尾蚴
!

F

周后剖杀小鼠
!

发现联合免疫组
#

2N!

DE!F!DE!%!DE#$

$

小鼠血清特异性
&?K

抗体
&

干扰素
!"

#

&P<!"

$

水平与对照组相比明显升高
!

且联合免疫组

小鼠脾淋巴细胞经刀豆蛋白
A

#

49'4.'.Q.:1' A

!

N9'A

$

和可溶性虫卵抗原
#

09:RS:+ +?? .'(1?+'

!

DTA

$

刺激后诱生的
&P<!"

水平显著升高
!

&B!$

水平显著降

低
!

表明
2N!DE!F!DE!%!DE#$

混合多价疫苗可诱导小鼠

产生保护性免疫作用
!

其中
L5#

型免疫应答在抗日本

血吸虫感染的保护性免疫中可能起主要作用
%

! "#$%!&!&

的
'()

疫苗

!*$

单个
'()

疫苗

余传信等'

%>

(将
UVN!DEJ$!%!%

与
UN2<A%;J

重组

构建
UN2!DEJ$!%!%

%

用该重组质粒
J"" !?

肌内注射

免疫
@AB@C4

鼠
!

免疫后
!

周和
$

周各加强
J

次
!

末

次免疫后
%" ,

用
$=

条日本血吸虫尾蚴进行攻击
!

在攻击后
$= ,

发现
UN2!DEJ$!%!%

免疫组的减虫率

和减卵率分别为
%%;GI

和
J";GWI

!

提示
UN2!DEJ$!%!

%

可诱导小鼠产生一定的保护力
%

李德发等 '

%J

(将
WF= SU

的
DEJ$!%!%

编码基因插

入
U@X!N*8

!

构建重组质粒
U@X!DEJ$!%!%

%

用

J"" !?

重组质粒肌内注射免疫
@AB@C4

鼠
!

%

周后

加强
J

次
!

在末次免疫后
= ,

用
$"

条日本血吸虫尾

蚴进行攻击
!

在攻击后
F

周发现免疫鼠的减虫率和

肝组织的减卵率分别为
!WI

和
WOI

!

表明
U@X!

DEJ$!%!%

可诱导小鼠产生较好的保护力
%

!*!

融合
'()

疫苗

李建国等 '

%!

(用基因拼接法将
DEKDL

和
DEPA@-

编码基因连接
!

得到融合基因
DEKDL!PA@-

!

定向克

隆至
UN2<A%

!

构建
UN2!DEKDL!PA@-

重组质粒
%

以

J"" !?

重组质粒肌内注射免疫小鼠
!

间隔
!

周同量

加强免疫
J

次
!

第
%

次免疫后
!

周经腹部皮肤攻击

感染日本血吸虫尾蚴
$"

条
!

在攻击后
$= ,

处死小

鼠
!

获得
$!;%O"

的减虫率和
=F;"O"

的肝减卵率
!

表

明融合
2<A

疫苗可诱导较好的保护力
%

!*&

多价非融合
'()

疫苗

唐成武等 '

%%

(将
DEJ$

&

DE!F

和
DEOW

抗原基因克

隆入载体
U&YTD

构建重组质粒
U&YTD!DEOW!DEJ$!

DE!F

!

以该质粒经股四头肌注射免疫
@AB@C4

小鼠

#

J"" !?C

只
$!

每隔
!

周加强免疫
J

次
!

共免疫
%

次
!

在末次免疫
!

周后经腹部感染
$"

条尾蚴
!

在攻击

$= ,

后剖杀小鼠
!

得到的减虫率及肝减卵率分别为

%O;OI

和
$%;O$I

!

表明
U&YTD!DEOW!DEJ$!DE!F

疫苗可

对日本血吸虫感染的小鼠产生一定的保护作用
%

!*%

混合
'()

疫苗

刘庆中等'

%$

(以
U@X!N*8!DE:$!%!%

和
U@X!N*8!

DEKDL

质粒各
=" !?

混合后经股四头肌注射免疫

@AB@C4

小鼠
!

%

周后以相同方案加强免疫
J

次
!

末

次免疫后
%

周经腹部皮肤感染日本血吸虫尾蚴
$"

只
!

在尾蚴攻击
F

周后剖杀小鼠
!

减虫率和减卵率为

%!;$"I

和
==;!%I

!

表明混合
2<A

疫苗能够诱导小

鼠产生较好的免疫保护力
%

&

结语

各种
DEJ$!%!%

疫苗均显示出一定的免疫保护

作用
!

融合疫苗及混合疫苗总体效果较单分子疫苗

免疫效果好
%

现有研究表明分子疫苗制备过程复

杂
!

诱导免疫不全面
)

2<A

疫苗制备简单
!

且能同

时诱导体液免疫及细胞免疫
!

但
2<A

可能整合到

宿主细胞的基因组中
!

有引起原癌基因活化和抑制

基因失活的危险等缺点
)

重组
@S

疫苗的保护性免

疫机制
&

最佳免疫途径
&

剂量等问题尚未能阐明
!

现

有各种血吸虫疫苗能够诱导的保护力水平通常不

超过
="I

%

一方面需积极研究新型血吸虫病疫苗
!

另一方面可对现有疫苗加以改进
!

制作融合
&

混合

疫苗
!

探索有效
&

高效佐剂
%

同时加强对疫苗的不良

反应
&

免疫机制
&

佐剂的研究及疫苗的免疫途径
&

剂

量
&

次数
&

间隔时间以及末次免疫后尾蚴攻击时间

等方面的研究
!

建立标准化和规范化的疫苗效果评

价体系
%

J"W

* *
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