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曰 本血吸虫 ＳＪＩＲ＿２ 纳米微球核酸疫苗的免疫保护性研究
王正印

１

， 潘丽红
２

’

３

， 汪学龙
１

摘要 目 的 研究 曰 本血吸虫胰 岛 素 受 体 －２
（
ＳＪ ＩＲ －

２
） 纳米易感人群 的 免疫保护 力 等 问 题仍未得 到解决

⑴
。

微球核酸疫苗对小 鼠攻击感染 的免疫保护效果 。 方法 构研制血 吸虫病疫苗成 了 血 吸虫病研 究 方 面 的 热
建 ｐ

ＥＧＦＰ －

ＳＪ ＩＲ －

２ 重组质粒 ， 双酶切 鉴 定 并 测 序 ， 大量提取点
［

２ ３
］

。 目前为止 已筛选 出 １ 〇 多个亚单位候选抗
ｐ
ＥＧＦＰ－

Ｓｊｍ－２ 质粒 ，用壳聚糖 （
ＣＨＳ

） 修饰的聚乳酸 － 轻基 乙
原分子

⑷
。 国 内 虽也有学者在血吸虫疫苗 的研究

酸共聚物 （
ＰＬＧＡ

） 微球包裹 ， 用包裹后 的 ＳＪ ＩＲ －

２ 纳米微球免二 曰 了 ？的 士二 扣＝独ｉ古
疫小 鼠 。 将 ４０ 只雌 ＢＡＬＢ／ ｃ 小 鼠随机分为 ４ 组 （

ｎ＝ １ ０
） ，

方面取恃了一疋的
＾；

贝 ， 仁
＾

今 都没有理心 的血 及

分别注射 ＰＢＳ
、 空 ｐ

ＥＧＦＰ 质粒 、
ＣＨＳ

－ＰＬＧＡ 微球 和 ＣＨＳ
－ＰＬ－

虫疫苗 问世 。 如 马西茜 等 构建 的 ｐ
ＥＴ２８ ａ

（
＋

）

ＧＡ －

Ｐ
ＥＧＦＰ －

ＳＪ ＩＲ －２ 微球各 励
｜

ｘｇ 免疫小 鼠 ， 末 次免疫 ２ 周Ｓ
ｊ
ＢＡＤ 重 组 疫 苗 可 获 得 ３０ ．８２％ 的 减 虫 率 和

后 ，用 曰 本血吸虫尾蚴攻击感染小 鼠 ， 每次免疫及感染尾拗４２ ． ５２％ 的减卵率 。 为筛选 出更具保护力 的血吸虫

前收集各组小鼠血清 ，

ＥＬＩＳＡ 法检测各组小 鼠血清 内 免疫球疫苗候选抗原分子 ， 该实验采用微球包裹技术 ， 用

蛋 白 （
丨

ｇ
Ｇ ） 水平的变化 。 小 鼠感染尾蚴 ４２ｄ 后全部剖杀 ， 收ＣＨＳ 修饰 的 ＰＬＧＡ 微球将 ｐ

ＥＧＦＰ －ＳＪＩＲ
－２ 质粒包裹

集成虫和虫卵并计算减虫率和减卵率 。 结果 成功构建 了起来作为疫苗免疫小 鼠 ， 观察其免疫指标 ，探讨该疫

ｐ
ＥＧＦＰ －

ＳＪ ＩＲ －

２ 重组质粒 ， 与 ＰＢＳ 组 比较 ，

ＣＨＳ
－ＰＬＧＡ －

ｐ
ＥＧＦＰ －

苗在防治血吸虫病中 的作用 。

ＳＪＩＲ －２ 组的成虫数和虫卵数差异有统计学意义 （
Ｐ＜ ０ ． ０ １

） 。
°

ＣＨＳ －ＰＬＧＡ －

ｐ
ＥＧＦＰ －

ＳＪ ＩＲ －２ 组 的 减 虫 率 和 减 卵 率 分 别 为１材料与方法

３７ ．３ ６％ 和 ４６ ． ８２％ ， 和ＰＢＳ 组相 比 ，

ＣＨＳ －ＰＬＧＡ －

ｐ
ＥＧＦＰ －ＳＪ ＩＲ －

２ 组小 鼠血清 内 Ｉ

ｇ
Ｇ ７

ｊ
Ｃ平 比 明显增 高 （

／
＂

〈 Ｏ ． Ｏ ｌ
） ， 而 ｐ

ＥＧＦＰ１ ． １ 材料 日 本血吸虫 、 真核表达载体 Ｐ
ＥＧＦＰ 均

组和 ＣＨＳ
－ＰＬＧＡ 组成虫数和虫 卵数与 ＰＢＳ 组 比较差异无统来 自 安徽医科大学病原生物学教研室 。 含尾蚴的 阳

计学意义 。 结论 ＳＪ ＩＲ －２ 纳米微球核酸疫苗对感染血 吸虫性钉螺购 自 江苏省血吸虫病防治研究所 。

的 ＢＡＬＢ／ ｃ 小 鼠有
一定 的免疫保护效果 ， 对其潜在 的候选抗１ ． ２ 主要试剂 ＴＲ Ｉｚｏ ｌ 试剂 和 Ｌ ｉ

ｐ
Ｕ２０００

（ 美 国 Ｉｎ
－

原疫苗的价值尚需深人研究 。 ｖ ｉ ｔｒｏｇ
ｅｎ 公 司 ） ；

逆转 录试剂 盒 （ 美 国 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公

关键词 日 本血吸虫 ；
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２ 基因
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Ｔ４ 连接酶 （ 北京 ＮＥＢ 公司 ） ； 质粒小量提取试剂盒
Ｒ ３

Ｈ （ 美国 Ａｘ
ｙｇ

ｅｎ 公司 ） ；质粒大量提取试齐 盒 （ 北京康
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－

１ ４９２ （
２０ １ ６

）
０５

－

０６ｎ －

０４

为世纪公司 ） ；

應 胶 回收试剂盒 （ 德 国 Ｑ ＩＡＧＥＮ 公

血吸虫病仍是 ２ １ 世纪严重餘发展 巾随人
司 ） ；

ＨＲＰＭ 山 羊抗 鼠 １
ｇＧ （ 北＃ 全式金公 司 ） ；

民健康的寄生虫病 。 多年来 ， 控制 ｉｆｌＬ吸虫病主要 Ｗ、

化疗为主 ， 但如何降低血吸虫細再感辨及麟
１ ’ ３ＲＴ ＿ＰｅＲ

血吸虫的总 ＲＮＡ
， 按照逆转 录试剂 盒步骤将 ＲＮＡ

２０ 丨 ６ ０ 丨

－

１ ８ 接收逆转录成 ｃＤＮＡ
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’

２０ １ ６Ｍ ａ
ｙ 

；

５ １
 （
５

 ）

试剂盒说明书进行酶切片段的 回收和纯化 。性内切酶 ＸｍａＩ 和 Ｐｓ ｔＩ 双酶切可 以得到 ２ 个片段 ，

１ ． ５ＳＪ ＩＲ －２ 基 因 与 ｐＥＧＦＰ 的重组与鉴定 将双ｇ
卩

１５ ７５ｂ
Ｐ 目 的 基 因 片 段 和 约 ４７ ００ｂ

ｐ 的 载 体

酶切后胶 回收的 Ｓ ｊ ＩＲ －２ 基 因 和 Ｐ
ＥＧＦ Ｐ 载体按摩尔ｐ

ＥＧＦＰ 片段 （ 图 １
） ，
经上海生物工程试剂公司测序 ，

比 ３
￣

 １ ０ ： １ 的 比例用 １ （

ｘ ｌＴ４ 连接酶于 １ ６Ｔ 过夜测序结果经 Ｂ ｌａ ｓ ｔ 比对与 ＳＪ ＩＲ －２ 基因 序列 同源性为

进行连接反应 ，将连接产物转化大肠杆菌 ＤＨ５ ？
， 从 １ ００％ 。

培养 〗 ２ ？

１ ６ｈ 的卡那抗性培养平板上挑取若干单２ ． ３ＰＬＧＡ 纳米微球的 制 备及粒径分布与分散性

克隆分别放人 ３ｍ ｌ 含卡那霉素的 Ｌ １ ３ 液体培养基 中的检测 按照质粒大量提取试剂 盒说 明 提取大量

３ ７ 丈
，

２００ｒ／ｍ ｉｎ 振摇过夜 ， 按照质粒小量提取试剂ｐ
ＥＧＦＰ －

Ｓ
＿Ｉ

ＩＲ －２ 质粒并寄 给无锡纳生生 物科技有 限

盒的步骤提取质粒 。 采用 双 内切酶切法 、

ＰＣ Ｒ 法鉴公司 ， 由公司制备实验所需的 ＰＬＧ Ａ 纳米微球 ， 取适

定重组基 因 ， 把双酶切 、
ＰＣ Ｒ 鉴定正确 的重组质粒量的 ＣＨ Ｓ

－ ＰＬＧＡ －

ｐ
ＥＧＦＰ －

ＳＪ Ｉ Ｒ －２ 纳米微球 ， 利用激光

送公司测序 ， 并进行 Ｂ ｌ ａ ｓ ｔ 比对分析 。粒度分析仪检测微球的粒径分布和多分散性 ， 测得

１ ． ６ｐＥＧＦＰ
－ ＳＪ ＩＲ －２ 质粒 的 大量提取及 ＰＬＧＡ 包微球的平均粒径大小为 ２３ ２ ．５ｎｍ

， 多分散指数为

裹质粒微球的 制 备 按照质粒大量提取试剂盒的步０ ． ３ ９５
， 分散性较好 。 见图 ２

。

骤提取大量质粒 ， 寄给无锡纳生生物科技有限公司 ，

由公司制 备实验所需的 ＰＬＧＡ 纳米微球 。
Ｐ

１ ． ７ 免疫动 物 将 ４０ 只 ５ ？ ６ 周 的雌性 Ｓ ＰＦ 级

ＢＡ ＬＢ／ｃ小 鼠 （
１ ８

￣

２０
ｇ ） 随机分为 丨

｝

Ｂ Ｓ组 、 ｐ
ＫＧＦＰ ３ 〇〇〇＾Ｈ

组 、
ＣＨ Ｓ － ＰＬＧＡ组和

ＣＨＳ －

丨ｌＧ Ａ －

ｐ
ＥＧ ＦＰ －ＳＪ Ｉ Ｒ －２

組 ， 每 ２ 〇〇 （ ＞

组 １ ０ 只 ，分别在 ４ 组小 鼠左后肢股四头肌注射 １ ００

｜

ｘ
ｇ
ＰＢ Ｓ

、 ｐ
ＥＧＦＰ

、
ＣＨＳ －ＰＬＧＡ和Ｃ ＨＳ －ＰＬＧＡ －

ｐ
ＥＧ ＦＰ － １００ （ １

ＳＪ ＩＲ －２
， 每组小 鼠免疫 ３ 次 ， 每次 间 隔 ２ 周 ， 每次免 图 １ｓｊ ｉｒ －２ 的 ｐｃｒ 扩增结果及

疫前进行尾静脉采血 ， 分离血清 ，

Ｅ Ｌ １ ＳＡ 法检测各组 ｐ
ＥＧ ＦＰ －ｓｊｍ －

２ 重组质粒的鉴定结果

小 鼠血清 内 Ｉ
ｇ
Ｇ 水平的变化 ．⑶００＿ ＡＭ ａｒｋａ

？

山 双酶切验证 ；

２
：

Ｉ

＞ ＥＧＦＰ －

Ｓ ｊｍ －２ 重组质

—＿ 粒 ；

３
：
ＰＣ Ｒ 验证 ；

４
：
ＰＣＲ 扩增产物

１ ． ８ 攻击感染 末次免疫 ２ 周后 ， 每只小 鼠经腹壁

感染 （
４０± １

 ） 条 日 本血吸虫尾蚴 ，

４２ｄ 后剖杀全部 Ｉ ５

ｆ

小 鼠 ，
以 门静脉灌注法收集成虫并计数 ， 称取肝脏后ｇ

１ 〇
－

加人 ５％ 的 ＮａＯＨ 消化 ２ｈ
， 置于显微镜下进行虫卵ｇ５

－

计数计算每克肝的虫卵数 ， 按 以下公式计算减虫率 〇
１
 ． ■——＿ ． ． ■

和减卵率 。 减虫率 （
％

）

＝

（ 对照组平触体数 实
〇 Ｊ １ １ 〇

Ｋ＾ （
ｎｍ

）

１ 〇° １ ００ ０ １ ０ ０００

验组平均虫体数 ）
／对照组平均虫体数 Ｘ １ ００％

 ； 减

卵率Ｗ
＝

（ 对照组平均虫 卵数 － 实验组平均虫卵
图 ２ＣＨＳ － ＰＬＷ－ Ｓ膨 纳 米微球的粒径分布

数 ）
／对照组平均虫 卵数 Ｘ １ ００％^

＂ 统计 学 处 理 将数据 录 入 Ｅ ｘ ｃ ｅ ｌ 表 中 ， 采用
２ ． ４ 小 鼠体 内 邮 动 力 学■ 与 ＰＢ Ｓ 组 比较 ，

（＞ａ
Ｐ
ｈＰａ （ ｌ ！Ｗ ，６ ．０ 丨 进行统 ｉ 卜学分析 ， 计量 资料 以

每次免疫前和感染前邮吓 组和 ＣＨＳ
－ＰＬＧＡ 组 Ｉ

ｇ
Ｇ

比表 ，下 ， 多组间 比较采用 分析 ， 组间麵

ｎ
，

，
，

ｎ 随着 免疫 次数 的 增 加 Ｉ

ｇ
Ｇ 丨几体 水平 明 显增 局 ， 与

比较用 Ｄ ｕｎｎｅ ｔ ｔ

＇

ｓ 法 ，
以 ａ

＝ ０ ．０５ 为检验水准 。＾
°

ＰＢＳ 组相 比差异有统计学意义 （
Ｐ ＜ ０ ． ０ １

） 。 见 图 ３
。

２ 结果 ２ ． ５ＰＬＧＡ 纳 米微球核酸疫苗对小 鼠的 免疫保护

２ ． １ 目 的基 因 ＳＪ ＩＲ －２ ＰＣＲ 扩增结 果 提取 日 本
效果 ４ 组 小 献 感 染 血 吸 虫 尾 蝴 后 ，

ＣＲｖ ＰＬＧＡ －

血吸虫 的 总驅 ， 逆转录 成應 ， 以 ｃＤＮ Ａ 为模
丨

）ＥＧＦＰ － ＳＪ Ｉ Ｒ ＿２ 组平均获 虫数 和 每 克肝
＾

与 ＰＢ Ｓ

板 ， 用，－

２ 基 因 扩增 引 物 Ｓｊｍ－２ － Ｆ
、
翼－２ － Ｒ

， 得
组 、啊Ｔｍ ＾ Ｓ

－ ＰＬＧＡ 组差异有统计学意义 （
Ｐ

到 目 的基 因 片段 １５ ７ ５ ｌ ）

Ｐ ， 电泳结 果 与 预期－致 。

： ％

〇 １
） ， 该疫 田 可诱导 ＢＡ ＬＢ／

＾
Ｍ讽产生 ３ ７ ．

＝
见 图 彳 的减虫率 （

Ｆ ＝
４９ ． ８９

，

尸 ＜０ ． ０ １
） 和 ４６ ．８ ２％ 的减 卵

２ ． ２ 重组质粒 ｐＥＧＦＰ
－ＳＪ ＩＲ －２ 的鉴定 经过 限制率 （

厂 ＝＜ 〇 ．〇 １
） ’ 见表 １

３
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ｙ  ；

５ １
 （

５
）

？

６ １ ３
？

表 １ＰＬＧＡ 纳米微球核酸疫苗免疫保护实验的减虫率和减卵 率Ｕ 
：ｔ ．ｍ 

＝ １ ０
）

ｍＡ攻击尾蚴数 （ 条 ）平均获虫数 （ 条 ）减虫率 （
％

）平均每 克肝 卵数减卵率 （
％

）

̄

Ｐ Ｂ Ｓ
组 ４０ ±  １ ２７ ． ３０± ２ ． ８３－ ７ ８８ ３ １ ． ９０± ５ １ ９２ ． ８ ９－

ｐ
ＥＧ Ｆ Ｐ

组 ４０ ± １ ２６ ． ７０ ± ２ ＿  １ １－ ７ ８２ ２４ ． ４０± ３ ４６４ ＿ ３９

Ｃ Ｈ Ｓ
－

Ｐ ＬＧＡ组 ４０ ± １ ２６ ． １ ０ ± ２ ． ０３ ７ ７ １ ６７ ． ２０± ３３ ７ ５ ． ７２

Ｃ Ｈ Ｓ
－ Ｐ １ Ｘ ； Ａ －

Ｐ
Ｅ （ ； Ｋ Ｉ

＞
－ＳＪ １ Ｈ ２ ｜ ｛ １


４０ ±  １



１ ７ ． １ ０＋  １ ． ４ ５
＊ ＊



３ ７ ． ３ ６


４ １９ ２ ９ ． ５ ０± ２８７ ６ ． ２ ０ 

＊ ＾

４６ ． ８ ２

与 Ｐ ＢＳ 组 比较 ：

＊ ＊

尸 ＜ ０ ． ０ １

羟基 乙酸 （ 壳聚糖 Ｐ ＬＧＡ
） 的 ３ 种纳 米载体等等

？研究
￣

表明 血吸虫胰岛 素受体 和人类胰 岛 素

０ ． ８ －ｎ ＣＨ Ｓ
－

Ｐ ＬＧＡ？ ｌ Ｔ受体在配体区域有 相 同 的结合机制 ， 在酪 氨酸激酶
■ 
ＧＨ Ｓ －

Ｐ ＬＧＡ －

ｐ
ＥＧＦ Ｐ

－ Ｓ ｊ Ｉ Ｒ２ ｆ
／

｜

｜区職－样的下游信号转导加工 。 血吸虫胰岛 素受

Ｉ° ＇ ６ －

 ＊ ＊Ｉ体虽然和人类胰 岛 素 受体相似也是 由 ２ 个 ａ 亚基

｜ａＩ和两个 ｐ 亚基组成 ，
ａ 亚基位于细胞外 ， 其上有胰岛

°° ＇ ４ ＇

＾ＩＩ素结合位点 ，
（

３ 亚基位于细胞 内 ， 其上有酪氨酸激酶

〇 ． ２
－

ｊ＿ Ｔ＾ Ｔ
Ｔ

ｔＪＴ
ｊ ｒ Ｕ区

， 负责信号转导 。 但是在血吸虫胰 岛素受体 的酪

 氨酸激酶区有一段 由 １ ０２ 个氨基酸组成 的插人序

〇 〇
＿■

丨

＿圓
列 ， 该段序列有螺旋结构 ， 有很特异 的抗原性 ， 这是

＿

时 间
（
周 ）人类胰岛素受体所并不具备的 ， 并且研究

［
１ °

］

还显示

．

 ，ｒ
．

ｗ ？
， ．血吸虫胰岛素受体 和人类胰岛 素受体从 Ｃｔ 亚基 的

图 ３ 小 鼠体 内 ＩｇＧ 的动 力学检测

与 ｐ ｂｓ 纟ａ ｔｔ较ｎ ＜ 〇 ． ｏ ｉ配体区到 Ｐ 亚基 的 酪氨酸激酶区整个三维结构 的

相似度 只有 １ ７ ．３％￣４４ ．６％
， 所 以 ， 使用血吸虫胰

， 岛素受体疫苗可 以避免宿主 自 身 免疫 的发生 。 另
３

 外 ， 血吸虫除了能应答 自 身 内在的 内分泌激素外 ， 也

和其他材料相 比 ， 纳 米载体可 以使药物 的包埋能接受宿主激素信号调控增殖 、 发育 和交配
；

＂

。 在

率增加 ， 由于药物包埋在纳 米材料 中 使得药物在血血吸虫童虫和成虫表面表达的膜蛋 白是疫苗和药物

液 中缓慢释放 ，
延长 了药物的半衰期 ，从而改善生物研制合理的 目 标

［

Ｕ

 ’ 而胰 岛 素 受体就是膜蛋 白 ， 可

利用率和提高治疗效果 ， 是 目 前制备疫苗 的最佳辅 以作为疫苗 的候选抗原分子 。 本实验成功构建 了

助材料之一 ａ
ＰＬＧＡ 是一种可生物降解高分子聚合ｐ

ＥＧＦＰ －

ＳＪ ＩＲ －２ 重组质粒 ， 通过乳化技术用 ＣＨＳ 修饰

物 ，在 ２０ 世纪 ７０ 年代 即被用作外科缝线 及体 内埋的 ＰＬＧＡ 纳 米微球包裹 ｐ
ＥＧＦＰ －ＳＪ ＩＲ －

２ 重组质粒 ， 制

植材料 ，其生物相容性好 ， 无免疫反应性 。
ＰＬＧＡ 在备成缓释微球 ， 用该纳米微球核酸疫苗免疫小 鼠 ，结

体 内缓慢降解为乳酸 、 乙醇酸 ， 最后转化为水和二氧 果显示这种纳米微球核酸疫苗可以使小 鼠产生较高

化碳 ， 安全性也较高 ， 近年来 ， 已 被美 国食 品 及药物的抗体水平 ，
可获得 ３ ７ ＿ ３ ６％ 的减虫率和 ４６ ． ８２％ 的

管理局 （
ＦＤＡ

） 批准应用 于制 药行业
［

６
］

。
Ｃ ＨＳ 也有减卵率 ， 对小 鼠有

一定的免疫保护效果 ，但是在以后

良好的生物相容性 、可降解性麵织黏附性 ， 并有助 的应用 中还有待更进一步的研究 。

于大分子穿过组织黏膜表面 ， 是 良 好的非病毒基 因Ｋ文献

载体 。 同 时利用 Ｃ Ｈ Ｓ 修饰 的 Ｐ ＩＸ Ａ 纳米 微球在温

和条件下凝集 （ 或浓缩 ）
ＤＭＡ 分子可 以减少有机溶

［
丨

］ 罗 四维 肩 ？ ． 血吸虫疫 苗 的研究进展⑴ ． 微量兀素 与健康

研究 ，

２０ １ １  ，
２ ８

（
４

）  ：
４９  ５ ４ ．

别 以 及乳液分散时 的 與 切 力 对 ＤＮ Ａ 稳定性和完整
［
２

］ 刘秉春 ， 崔新洁 ， 罗 新松 ， 等 ． 核酸疫苗初 免 － 蛋 白疫苗加强 的

性的破坏 ， 国 内 有很 多学者成功 制 备 了ＰＬＧＡ 阳离免疫策略提高 日 本 血吸虫核酸疫苗 免疫效果 ［
Ｊ ］

． 生物工程学

子纳米微球 ， 如杨恩芸 等
［

７
］

制备 出 粒径 为 １ ４２ｎｍ报 ，

２〇Ｕ
，
２９

（
６

） ：

８ 丨 ４
＿

２２ ．

的
ＣＨＳ／ ＰＬＧＡ

（ 
ＰＴＸ

 ） 阳离子纳米微球 ； 邹家龙 等
［
３

］Ｙｅ
Ｑ ，Ｄ ｏｎ

ｇ
ＨＦ

，Ｇ ｒｅ ｖ ｅ ｌ ｄ ｉ ｎ
ｇ

ＣＧ
，ｅ ｔａ ｌ ．Ｉｎｖ ｉ ｔ ｒｏｃｕ ｌ ｔ ｉ ｖ ａ ｔ ｉ ｏ ｎｏｆ

采用复乳法成功制备 了用不 同浓度 ｃｈｓ 修饰的 ｐｌ －
ａｎｄｃ ｅ ｌ ｌ ｓ

Ｃ Ｊ ■ Ｒ ｉ ｏ ，ｅｃ ｈ ｎ Ｈ ｌＡｄ ｖ
，

ＧＡ
（
ＯＶ Ａ

） 阳离子纳 米微球 ； 马方奎 等 米用乳化
［
４

］ 雷 娜 ， 刘 淼 ， 任翠萍 ， 等 ． 日 本 １１吸虫重组 Ｓ
ｊ
Ｔｓ

ｐ
２／Ｓ

ｊ
２ ９ ｋ ｕ

溶剂挥发技术和共价交联技术合成了壳聚糖聚乳酸蛋 白疫苗对 小 鼠 免疫 效 果 的 研究 ［ ］ ］
． 安 徽 医科大学学报 ．
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