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!!摘!要"目的!观察弓形虫速殖子表面抗原"#5+-"$%棒状体蛋白"!#461"!$真核表达载体单独及联合
使用诱导S+7S(L小鼠的保护性免疫作用&方法!制备重组真核表达质粒J%`[7+-.3OL.)3W,3.#?.
5+-"!J%̀ [7+-.3OL.)3W,3.#?.461"!及空质粒J%`[7+-.3OL.)3W,3.#?#空载体$!以磷酸盐缓冲液
#1S5$稀释至"#9(#7&将"'#只S+7S(L小鼠随机分成&组!每组"F只!前?组分别注射1S5#1S5对照
组$%空载体#空载体对照组$%5+-"载体#5+-"组$%461"!载体#461"!组$各"''#7!其余两组均注射

5+-"与461"!对半混合载体!分别注射量为#''#7#全量混合组$%"''#7#半量混合组$!每组间隔#周免疫

"次!共免疫%次&末次免疫?周后!各组随机取F只小鼠!无菌条件下取脾!流式细胞术检测小鼠脾脏)*?@ %

)*!@ ,细胞亚群分布!荧光定量1)4分析各组小鼠脾细胞中细胞因子白细胞介素#27$.?%27."#%干扰素,
#2[X.,$的表达"每组其余"'只小鼠腹腔接种"̀ "'% 个弓形虫速殖子!观察各组小鼠的生存时间&结果!各
组小鼠脾脏)*?@ ,细胞比例差异无统计学意义#!%'$'($"与1S5对照组比较!5+-"组%461"!组%全量混
合组%半量混合组%空载体对照组)*!@ ,细胞比例明显升高#!$'$'"$!半量混合组较其他组更高#!$
'$'($&半量混合组%全量混合组)*?@()*!@较两对照组#1S5对照组和空载体对照组$降低!差异有统计学意
义#!$'$'($&全量混合组%半量混合组小鼠脾细胞中27."#%2[X.,相对表达水平与两对照组比较!差异有统
计学意义#!$'$'($!且半量混合组2[X.,相对表达水平与461"!组比较!差异有统计学意义#!$'$'($!但
各组间27.?相对表达水平差异无统计学意义#!%'$'($&弓形虫速殖子攻击感染小鼠试验中两单基因疫苗组
#5+-"组和461"!组$%全量混合组%半量混合组均较两对照组生存时间延长#!$'$'($!且半量混合组较全
量混合组生存时间也显著延长#!$'$'"$!但全量混合组与两单基因疫苗组差异无统计学意义#!%'$'($&
结论!弓形虫*X+重组载体能诱导S+7S(L小鼠产生特异性细胞免疫应答及部分抗虫免疫保护作用!且构建
的两种真核载体在合适浓度联合免疫能诱导小鼠产生更强的免疫保护作用&
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!!弓形虫是一种专性细胞内寄生的原虫(能够感染
大多数温血哺乳动物(可引起人兽共患弓形虫病)"*'
弓形虫病也是常见的机会性致病寄生虫病)#*(在肿瘤
患者+人类免疫缺陷病毒$b2W%感染者及艾滋病
$+2*5%人群中弓形虫抗体阳性率分别高达&%$'̂ +

??$!̂ 和B($'̂ )%*'弓形虫感染人体后可侵犯人体
的各个组织及脏器(并可通过母婴垂直传播造成胎儿
神经系统发育障碍+胎儿畸形(引起流产甚至是死胎'
家畜弓形虫病的传播和流行(不仅给畜牧业的生产带
来严重的损失(更是人类感染弓形虫的重要传染
源)?.(*'目前弓形虫病的药物治疗效果不很理想(疫
苗接种可能是预防弓形虫病的最佳策略)&*'

速殖子表面抗原"$5+-"%是最早被克隆表达的
蛋白(弓形虫5+-"抗原作为弓形虫速殖子表面的主
要抗原之一(是诱导宿主免疫应答的主要靶抗原(也
是迄今应用最多的弓形虫疫苗候选抗原)F.!*'棒状体
蛋白"!$461"!%定位于纳虫泡中)B*(是丝氨酸.苏氨
酸激酶(是重要的毒力因子'461"!可改变其感染的
宿主细胞的信号传导(使感染细胞的基因表达发生变
化(阻止宿主细胞发生凋亡'当弓形虫进入宿主细胞
时(会生成一层保护膜将自身包裹起来(461"!的作

用则是让宿主细胞的某些蛋白失效而无法破坏这层

保护膜)"'*'弓形虫的生活史较为复杂(抗原成分种类
多(每种抗原在体内诱导的免疫反应有所不同(单个
抗原的免疫效果不很理想(联合基因疫苗诱导的各项
免疫指标显著优于单价疫苗)""."%*(能够克服单基因抗
原作为候选疫苗诱导主动免疫的不足'因此(本研究
拟在构建真核表达质粒J%`[7+-.3OL.)3W,3.#?.
5+-"+J%̀ [7+-.3OL.)3W,3.#?.461"!的基础上
分别单独或联合免疫小鼠(并初步研究判断其免疫保
护效果'

A!材料与方法

A$A!实验动物!纯种S+7S"L鼠"'#只(?"&周龄(
雌性(体重$#'f#%9(由扬州大学实验动物中心提供'

A$B!弓形虫虫株与质粒!弓形虫4b株速殖子为本
实验室保种(J%̀ [7+-.3OL.)3W,3.#?真核表达载
体由江苏大学医学院龚爱华副教授惠赠(重组真核表
达质粒 J%`[7+-.3OL.)3W,3.#?.5+-"和 J%`
[7+-.3OL.)3W,3.#?.461"!由本课题组构建'

A$C!主要试剂及仪器!+0O1:HJ质粒大量试剂盒购
于+0O-/X公司(4X+提取试剂,:DU8M+逆转录试剂
盒 bD5L:DJI,3 4HGH:EH,:;<EL:DJI;EH+荧光定量试剂
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+LHde1)45cS4-:HH<3;EIH:3D0$不含46]染
料%均购于南京诺唯赞$W;UOQH%公司(异硫氰酸荧光
素$[2,)%;<ID.Q8PEH)*?$7%,?%+藻红蛋白$1/%+

;<ID.Q8PEH)*!;$7O.#%购于联科生物(4132"&?'
培养液购于赛默飞世尔生物化学制品$北京%有限公
司(胎牛血清购于杭州四季青公司'荧光定量1)4
扩增仪购于美国SD8.4;N公司(流式细胞仪购于美国

S*公司()6# 培养箱$[8:Q;EH:DHE (%购于美国

,AH:Q8公司'

A$D!重组质粒的大量提取与表达鉴定!按照质粒大
量提取试剂盒制备重组真核表达质粒J%`[7+-.
3OL.)3W,3.#?.5+-"+%`[7+-.3OL.)3W,3.#?.
461"!及对照质粒J%`[7+-.3OL.)3W,3.#?(各
质粒经*X+转染试剂盒$48<KHLI,3 *X+I:;<EKHL.
ID8<:H;9H<I%导入 b/>.#B%,细胞内(加入含胎牛血
清的*3/3培养基(在含(̂ )6#(%Fh孵育箱培养

?!A后(收集细胞并提取蛋白(通过 \HEIH:<TM8IID<9
法鉴定质粒表达情况'紫外分光光度计测定吸光度
$+%值+#&' 及+#!' 并计算其比值(确定质粒的浓度和
纯度'质粒转染过程按照试剂说明书操作'

A$E!*X+疫苗免疫接种!将S+7S"L系小鼠随机
分成&组(每组"F只(将提取的空载体J%`[7+-.
3OL.)3W,3.#?及重组质粒J%̀ [7+-.3OL.)3W,3.
#?.5+-"+J%`[7+-.3OL.)3W,3.#?.461"!以磷酸
盐缓冲液$1S5%稀释至"#9"#7'注射选用?号针
头(经小鼠左后腿或右后腿胫后下端(以平行于肌肉
纵轴的方向进针'第"组为1S5对照组$以下简称

1S5组%(第#组为空载体对照组$J%`[7+-.3OL.
)3W,3.#?%$以下简称空载体组%(第%组为J%`
[7+-.3OL.)3W,3.#?.5+-"$5+-"组%(第?组为

J%̀ [7+-.3OL.)3W,3.#?.461"!$461"!组%(以
上?组每次注射"''#7&第(+&组为J%`[7+-.
3OL.)3W,3.#?.5+-"和J%`[7+-.3OL.)3W,3.
#?.461"!均量混合组$全量混合组+半量混合组%(每
次分别注射#''#7和"''#7'初次免疫后于第#+?
周加强免疫(末次免疫?周后做检测'

A$F!小鼠脾脏,淋巴细胞亚群的测定!末次免疫后

?周(各组随机挑选F只小鼠(无菌条件下取脾(将脾
制成脾细胞悬液(用 b;<=E液洗%次(每次"'''
:"QD<(离心"'QD<(然后将细胞悬浮于1S5中(调整
细胞浓度至 "`"'&"Q7'取 "''#7 悬液(加抗

)*?@ +)*!@,单抗(避光?'QD<(用流式细胞仪检测

)*?@ +)*!@ ,淋巴细胞比例'其中(检测)*?的单
抗为[2,)标记的小鼠29-#T(检测 )*!的单抗为

1/标记的29-#;(二者均配以阴性对照'

A$S!白细胞介素$27%.?+27."#+干扰素,$2[X.,%细
胞因子检测!实时荧光定量法检测各组小鼠脾细胞

中细胞因子27.?+27."#+2[X.,Q4X+表达水平'收
集剩余的脾细胞悬液"''':"QD<离心"'QD<后弃
除上清(加入,:DU8M试剂(按照试剂使用说明书提取
脾脏细胞总4X+(并确定其纯度和浓度(以总的4X+
为模板(用逆转录试剂盒将其逆转录成L*X+'根据

-H<S;<=中小鼠27.?+27."#+2[X.,+'.;LID<的基因序列
设 计 引 物'27.?!上 游 引 物 为 (i.--,),)++).
))))+-),+-,.%i(下 游 引 物 为 (i.-))-+,.
-+,),),),)++-,-+,.%i'27."#!上 游 引 物 为

(i.,-+)+,--,-++-+)--).%i(下游引物为(i.
-)),--++),),-,),--,+.%i'2[X.,!上游引
物为(i.-),,,-)+-),),,)),)+,.%i(下游引
物 为 (i.,),,))+)+,),+,-))+),,-.%i'内
参 '.;LID<!上 游 引 物 为 (i.,--++,)),-,-.
-)+,))+,-+++).%i(下 游 引 物 为 (i.,+++
+)-)+-),)+-,++)+-,))-.%i'采 用 "'#7
体系进行荧光定量1)4反应(1)4反应热循环参数
为!预变性B(h(QD<(然后B(h变性%'E(&'h退
火%'E(F#h延伸%'E(共%(个循环(最后设定(F"
B(h熔解温度区间每(E上升'$( h'利用公式

#a//)I对数据进行相对定量'

A$T!免疫小鼠抗攻击感染试验!末次免疫后?周(各
组小鼠随机抽取"'只(每只小鼠腹腔注射弓形虫4b
株速殖子"'''个(每天观察小鼠的变化和死亡时间'

A$U!统计学处理!所有数据均使用5155##$'软件
分析(符合正态分布的计量资料以If=表示(经方差
齐性检验后使用单因素方差分析或非参数检验(生存
曲线分析采用对数秩检验$789.:;<=检验%'以!$
'$'(为差异有统计学意义'

B!结!!果

B$A!重组质粒的鉴定结果及提取!真核表达质粒

J%̀ [7+-.3OL.)3W,3.#?.5+-"+%`[7+-.3OL.
)3W,3.#?.461"!及 对 照 质 粒 J%`[7+-.3OL.
)3W,3.#?在 b/>.#B%,中蛋白表达条带清晰(即

5+-"蛋白相对分子质量介于%(`"'%"?'`"'%(

461"!蛋白相对分子质量介于((`"'%"F'`"'%'
见图"'经紫外分光光度计测得扩增质粒的 +#&'"

+#!' 为"$!"#$'(采用1S5将质粒稀释至"#9"#7'

!!注!+为5+-"蛋白表达("为空载体(#为5+-"&S为461"!蛋

白表达("为空载体(#为461"!'

图"!!5+-"和461"!真核表达载体在 b/>.#B%,细胞

中的蛋白表达
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B$B!小鼠脾淋巴细胞 ,细胞亚群的测定!小鼠脾

)*?@ ,细胞在各组间分布差异无统计学意义$!%
'$'(%(而两单基因疫苗组$5+-"组和 461"!组%+
全量混合组+半量混合组与两对照组$1S5组和空载
体组%)*!@ , 细胞比较(差异有统计学意义$!$
'$'"%(且全量混合组与单基因461"!组)*!@,细
胞比较(差异有统计学意义$!$'$'(%(半量混合组与
全量混合组+两单基因疫苗组)*!@,细胞比较(差异
均有统计学意义$!$'$'(%'同时研究结果发现(

)*?@")*!@比值降低(半量混合组+全量混合组(两
单基因疫苗组与两对照组比较(差异有统计学意义
$!$'$'(%(半量混合组+全量混合组(两单基因疫苗
组差异无统计学意义$!%'$'(%'见表"'

B$C!27.?+27."#+2[X.,细胞因子的检测!各组小鼠

脾细胞27.?相对表达水平比较差异无统计学意义
$!%'$'(%(但相比27.?(不论单载体组还是混合载
体组(27."#与2[X.,的相对表达水平均高于两对照
组$!$'$'(%(且半量混合组混合二者的表达水平升
高更显著(明显高于全量混合组$!$'$'(%'见图#'
表"!!小鼠脾淋巴细胞,细胞亚群测定结果$If=&

组别 )*?@ $̂ % )*!@ $̂ % )*?@")*!@

1S5组 %%$%f#$&' ""$!f'$?# #$BBf'$"?
空载体组 %?$&f#$"' "%$"f'$?F #$&#f'$'B
5+-"组 ?%$&f&$"( "&$Bf'$('; #$#&f'$'F;

461"!组 %%$Ff#$#' "&$'f'$&&; #$#'f'$'%;

全量混合组 %!$#f'$?! "F$Bf'$?#; #$"%f'$'&;

半量混合组 ?'$(f"$B% "B$#f'$?!;T #$'Bf'$'B;

!!注!与1S5组和空载体组相比(;!$'$'(&与两单基因疫苗组和全

量混合组相比(T!$'$'('

!!注!+为27.?Q4X+表达&S为27."#Q4X+表达&)为2[X.,Q4X+表达&与全量混合组比较(;!$'$'(&与空载体组比较(T!$'$'(&与

1S5组比较(L!$'$'('

图#!!各组小鼠脾细胞中细胞因子27.?(27."#(2[X.,水平比较

B$D!免疫小鼠抗攻击感染试验结果!对S+7S"L小
鼠腹腔注射约"'''个弓形虫速殖子行攻击感染(试
验结果发现各组小鼠均未能耐受感染且均在感染后

"(N内死亡'其存活的时间分别为!1S5组$&$?#f
'$'F%N(空载体组$&$%!f'$&%%N(5+-"组$F$'Ff
'$""%N(461"! 组 $&$B(f"$"'%N(全 量 混 合 组
$&$B(f"$""%N(半量混合组$B$(%f'$!B%N'两单基
因疫苗组+全量混合组+半量混合组较两对照组的生
存时间均有延长$!$'$'(%(且半量混合组较全量混
合组的生存时间也延长$!$'$'"%'见图%'

图%!!弓形虫4b株速殖子攻击感染后小鼠生存曲线

C!讨!!论

!!*X+疫苗又称核酸疫苗或基因疫苗(是编码免

疫原或与免疫原相关的真核表达质粒*X+$有时也
可是4X+%(它可经一定途径进入动物体内(被宿主
细胞摄取后转录和翻译表达出抗原蛋白(此抗原蛋白
不仅能刺激机体产生体液免疫应答(而且还可诱导机
体产生强烈持久的细胞免疫应答(从而起到免疫保护
作用)"?."(*'然而(单基因疫苗免疫原性较弱(联合使
用编码不同功能构成蛋白的*X+疫苗将是其强化诱
导主动免疫的思路之一'本研究将构建好的真核表
达载体 J%`[7+-.3OL.)3W,3.#?.5+-"和 J%`
[7+-.3OL.)3W,3.#?.461"!联合免疫小鼠(并通
过检测小鼠免疫细胞+主要细胞因子的方法监测不同
方案小鼠免疫功能状态(通过观察小鼠生存时间的方
法判断最佳免疫效果'

本实验结果显示(末次免疫的后?周(半量混合
组小鼠脾细胞)*!@ ,的分布频率最高而)*?@ ,细
胞在各组间分布差异不明显(原因可能与)*!@ ,参
与了清除寄生虫及感染细胞的细胞毒性反应相关)"#*'
同时(对主要由 ,A"分泌的27."#+2[X.,和 ,A#来
源的27.?Q4X+ 表达水平的检测发现(在混合组

2[X.,+27."#的表达水平明显升高且半量混合组更高
$!$'$'(%(27.?水平则在&组间表达水平差异无统

#!&%## 国际检验医学杂志#'#%年"'月第??卷第"B期!2<IV7;T3HN!6LI8TH:#'#%!W8M$??!X8$"B



计学意义$!%'$'(%'这一结果表明在针对寄生虫的
免疫活动中,A"与,A#的动态平衡的打破及细胞免
疫的优势地位(因为很可能是,A"亚群分泌2[X.,+

27."#等多种细胞因子诱导了细胞免疫及增强吞噬细
胞介导的抗感染免疫(特别是抗胞内病原体的感染'
因此(本课题组认为合适的抗原量混合免疫S+7S"L
小鼠能刺激机体产生更强烈的细胞免疫应答'这与

]Z/等)"&*的研究结果相符'
为观察所构建的单基因质粒单独或联合使用对

弓形虫感染的实际免疫诱导保护效果(本研究用高剂
量弓形虫强毒株攻击感染S+7S"L小鼠(结果显示(
半量混合组小鼠的平均存活时间较全量混合组和单

基因疫苗组显著延长$!$'$'(%(说明联合疫苗相比
于单基因疫苗能更好地产生免疫保护作用(且合适的
抗原量能更好地刺激机体产生免疫保护反应'

在本研究中各组小鼠均未能存活(可能与用于攻
击感染试验的弓形虫数量远高于自然感染量有关)"&*(
也可能与小鼠的种类及载体的选择有关)"F*'在自然
环境中(弓形虫主要是通过消化道感染包囊+卵囊等
感染中间宿主(因为消化道具有屏障保护的作用(如
果通过口服或鼻黏膜免疫弓形虫来模仿弓形虫的自

然感染途径(则可较客观地评价此疫苗的免疫保护效
果(此研究有待进一步进行探索'
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