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[ 摘　要] 　目的:研究胸腺素α原(Prothymosinα, ProTα)作为约氏疟原虫疫苗免疫佐剂的作用。方法:提取 P.yoelii-17XNL

全蛋白作为抗原 , 用胸腺素α原作为免疫佐剂 , 免疫小鼠。 具体方案为:昆明小鼠分为 4 组 , 每组 6 只 , A 组免疫 P .yoelii-

17XNL全蛋白+ProTα;B 组免疫 P .yoelii-17XNL全蛋白;C 组只注射 ProTα;D 组为空白对照 , 以相同体积的生理盐水代替 。免

疫结束后感染致死的 P.yoelii-17XL, 1×107个虫/只小鼠。结果:感染后的前 10 天 A组小鼠疟原虫血症平均值要低于其他三

组 ,且最终有 3 只小鼠存活下来 ,存活率 50%, C 组有一只小鼠存活 , B 、D组小鼠全部死亡。结论:用 P.yoelii-17XNL全蛋白做

抗原 ,用 ProTα作为佐剂 ,比单独用 P.yoelii-17XNL全蛋白对小鼠有更好的免疫保护作用 ,提示了 ProTα可以成为一种有潜力的

蛋白疫苗。
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Study on the prothymosin αas vaccine adjuvant of P .yoelii

GAO Ji-Qing ,LIU Sheng-Fa , HAN Wei , ZHANG Ting , WU Han-Zhou ,WANG Shi-Yuan , YANG Cai-Xia , HONG Ling-

Xian , ZHANGJun , ZHOUKe-Fu.Key Laboratory of the Ministry of Education for Cell Biology and Tumor Cell Engineer-
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[ Abstract] 　Objective:To investigate the function of prothymosinα(ProTα)as vaccine adjuvant of P.yoelii.Methods:The mice were

immunized with the total protein extracted from P .yoelii-17XNL as antigen , together with prothymosinαas adjuvant.Programs:Kunming mice

were divided into A , B , C and D group.A group was immunized with P.yoelii-17XNL total protein and ProTα;B group was immunized with P.

yoelii-17XNL;C group was only injected with ProTα;D group was the control , only injected with physiological saline.And then , the mice of each

group was infected with P.yoelii-17XL , the dosage was 1×107/mice.Results:The parasitemia of A group-mice was lower than the other three

groups in the first 10 days after infection , and eventually there were three mice survived in A group , the survival rate was 50%, one mouse sur-

vived in C group , all of mice in B group and D group died.Conclusion:Mice immunized with P.yoelii-17XNL total protein as antigen together

with ProTαas adjuvants , had better immune protection than those immunized with P.yoelii-17XNL protein only.The present results suggest that

the ProTαcan act as a potential adjuvant in protein vaccine.
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　　疟疾目前仍是人类难以攻克的难题 。目前药物

治疗是治疗疟疾的主要方法 ,但由于疟原虫(Plas-

modium)耐药性问题严重 ,使得药物治疗愈发困难 。

疟疾疫苗的研究成为一个重要课题 。约氏疟原虫虫

株 P.yoelii-17XNL与 P.yoelii-17XL 同源 ,小鼠感染

P.yoelii-17XNL 可以存活下来 , 而感染 P.yoelii-

17XL后却死亡 ,研究发现 ,二者最大的不同是红细

胞结合配体(Erythrocyte binding-ligand , EBL)蛋白位

置的不同[ 1] 。目前疟原虫候选疫苗最主要是裂殖子

表面蛋白。

疫苗要发挥更好的效果需要佐剂的辅助。

ProTα作为一种核蛋白 ,它既参与对细胞周期的调

节 ,促进细胞增殖 ,也可以调节免疫应答 ,促进 IL-2 、

IFN-γ及 TNF-α等细胞因子的产生 ,是一种很好的候

选免疫佐剂[ 2-5] 。目前 ProTα作为基因疫苗佐剂研

究的较多 ,研究结果表明将抗原蛋白基因和 ProTα基
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因在动物体内共同表达或通过口服 DNA 疫苗 ,可以

保护实验动物抵抗致死性感染[ 6 ,7] 。因此 ,我们用 P.

yoelii-17XNL全蛋白作为抗原 , ProTα作为佐剂 ,研究

它们对小鼠感染 P.yoelii-17XL 的保护作用 。

1　材料与方法

1.1　材料　实验虫株 P.yoelii-17XNL 与 P.yoelii-

17XL由本实验室-80℃保存。实验动物为昆明小

鼠 ,6 ～ 8周龄 ,雌性 ,SPF 级 ,购自厦门大学医学院实

验动物中心。重组人前胸腺α原由本实验室和厦门

伯赛基因转录技术有限公司共同制备。

1.2　方法

1.2.1　感染两株疟原虫　小鼠随机分为 N 、Q 两

组 ,每组 6 只 , N 组感染 P.yoelii-17XNL , Q 组感染

P .yoelii-17XL ,腹腔感染 1×107个虫/只小鼠 。每天

制备薄血膜涂片 ,计数疟原虫血症水平 ,观察记录小

鼠的存活情况。等感染 P.yoelii-17XNL的小鼠体内

疟原虫消失后再感染 P.yoelii-17XL ,观察疟原虫虫

株 P .yoelii-17XL的生长情况 。

1.2.2　P .yoelii-17XNL 全蛋白的制备　用 P.yoelii-

17XNL感染小鼠 ,感染率较高且疟原虫处于裂殖体

期时 ,取血液 ,获得疟原虫 ,加蛋白裂解液 ,超声破碎

5分钟 ,离心后取上清低温保存备用。

1.2.3　小鼠免疫方案　小鼠分四组 ,每组 6只:A

组免疫 P .yoelii-17XNL 全蛋白(100 μg/只)+ProTα

(5 μg/只);B 组免疫 P .yoelii-17XNL 全蛋白(100

μg/只);C 组只注射 ProTα(5 μg/只);D组为空白对

照(注射相同体积的生理盐水)。

共免疫四次 ,第一次与第二次间隔两周 ,以后每

次间隔一周 ,免疫采用背部皮下注射。免疫结束一

周后 ,腹腔感染 1×107 P .yoelii 17XL/只小鼠 ,每天

制备薄血膜涂片 ,计数疟原虫血症 ,观察记录小鼠的

存活情况 。

2　结果

2.1 　小鼠感染 P.yoelii-17XNL 与 P.yoelii-17XL

后 ,感染率与感染时间及存活比较(图 1)　小鼠感

染 P .yoelii-17XNL 与 P.yoelii-17XL后 ,一般第 3天

可以检出疟原虫 。N组小鼠疟原虫血症低于 60%,

20天左右虫消失 ,小鼠死亡 1只 ,其他存活下来 。Q

组感染率最高可达 99%,7 ～ 8天小鼠全部死亡 。

N组存活下来的小鼠 ,疟原虫消失后 ,再感染致

死的 P.yoelii-17XL ,没有检出疟原虫 。

2.2 　免疫过的各组小鼠感染疟原虫(P.yoelii-

17XL)后存活情况和疟原虫血症比较

2.2.1　各组小鼠感染疟原虫后存活情况比较(图 2)

　通过图 2我们看出 ,A 组小鼠有 3只存活下来 ,存

活率为 50%,C组有一只小鼠存活 , B 、D组小鼠全部

死亡 ,说明在ProTα的辅助作用下 , P .yoelii-17XNL全

蛋白抗原才对小鼠有明显的免疫保护作用 。

2.2.2　各组小鼠疟原虫血症水平及显著性差异比

较(图 3)　通过图 3我们看出第三天各组小鼠已经

开始检出疟原虫 ,且前十天随着时间的延长各组小

鼠疟原虫血症水平逐渐升高 ,最高可达 90%。第五

天时 B组小鼠疟原虫血症平均值要低于其他三组;

但无显著性差异(P >0.05)。第 6 ～ 8天 ,A组小鼠

疟原虫血症平均值要低于其他三组;B组单独免疫

P.yoelii-17XNL 全蛋白的小鼠 ,疟原虫血症平均值

低于空白对照组 D组 。比较第 5 、6 、7天各组小鼠疟

原虫血症水平发现:第 5天时 ,各组小鼠疟原虫血症

水平没有明显差异(P >0.05);第 6 天时 ,A组低于

D组 ,有显著性差异(P<0.05),A组与 B 、C 组无显

著性差异(P>0.05);第 7天时A组低于 B 、D组 ,有

显著性差异(P <0.05),A组与 C 组没有显著性差

异(P >0.05)。这说明在 ProTα的辅助作用下 , P.

yoelii-17XNL 全蛋白的免疫保护作用要强于只单独

注射 P .yoelii-17XNL 全蛋白。

图 1　两组小鼠疟原虫血症水平

Fig.1　The Parasitemia of mouse between two groups

Note:Group N.Infected wi th P.yoelii-17XNL;Group Q.Infected with P.

yoelii-17XL.

图 2　各组小鼠存活情况

Fig.2　The amount of survival mouse in each group

Note:Group A.Injected with P.yoelii-17XNL total protein and ProTα;Group

B.Injected wi th P.yoelii-17XNL total protein;Group C.Injected with

ProTα;Group D.Injected with physiological saline as cont rol.
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图 3　第 3～ 8 天疟原虫血症水平

Fig.3　The parasitemia level of mouse in each group in day 3-8

Note:Group A.Injected with P.yoelii-17XNL total protein and ProTα;Group

B.Injected with P.yoelii-17XNL total protein;Group C.Injected with

ProTα;Group D.Injected with physiological saline as control.

3　讨论

免疫反应分为先天性免疫和获得性免疫 ,获得

性免疫分为体液免疫和细胞免疫。在疟原虫感染过

程中 ,由于疟原虫在血液中存在不同时期的克隆 ,暴

露了多种靶蛋白 ,可以刺激产生体液免疫反应和细

胞免疫反应
[ 8 , 9]
。在疟原虫感染和免疫研究方面 ,

越来越多的证据表明树突细胞(Dendritic cells , DC)

在疟疾免疫中起着关键性作用 ,有研究发现在约氏

疟原虫(P.yoelii)感染中 , DC 可以激活子孢子特异

性CD8+和 CD4+ T细胞 ,从而启动抗肝期疟原虫感

染的免疫反应 ,CD8+ T 细胞参与抵抗子孢子再次感

染 ,决定再感染时的原虫血症水平
[ 10-12]

。在约氏疟

原虫红内期感染的急性期 ,DC能呈递疟原虫抗原 ,

上调主要组织相容性复合体(Major histocompatibility

complexⅡ ,MHC Ⅱ),CD80 和 CD86分子的表达和促

进CD4+ T细胞产生 IFN-γ[ 13] 。也有研究表明 TOLL

样受体(Toll-like receptors , TLRs)及其信号途径也参

与疟原虫感染的免疫应答中[ 14] 。我们推测 ,感染了

非致死的 P.yoelii-17XNL疟原虫的小鼠 ,感染过程

中可以刺激机体产生体液免疫应答和细胞免疫应

答 ,由于 P.yoelii-17XNL 的繁殖率较 P.yoelii-17XL

要低 ,使得机体可以抵抗 P .yoelii-17 XNL 的感染 ,

最终存活下来。存活下来的小鼠通过获得性免疫在

体内留下的记忆细胞 ,当同源 P.yoelii-17XL 再次感

染小鼠时 ,机体调动体液免疫和细胞免疫清除了疟

原虫的感染。

约氏疟原虫红内期抗原能诱导宿主产生抗约氏

疟原虫再感染的免疫力 ,诱导机体产生具有保护作

用的 IFN-γ、IL-2 、IL-4等细胞因子 ,也可以刺激细胞

免疫应答[ 15] 。ProTα通过调节细胞周期和免疫应

答 ,既可以促进细胞增殖 ,也可以促进 IFN-γ、IL-2 、

IL-4等细胞因子的产生 ,从而增强抗原的免疫保护

作用 。ProTα作为胸腺肽的一种组分 ,已被用于临床

治疗肿瘤和免疫低下。也有人研究将其用于蛋白疫

苗的佐剂 ,并取得较好的效果[ 16] 。我们的实验结果

表明 ,用非致死的 P.yoelii-17XNL全蛋白免疫小鼠 ,

用 ProTα作为免疫佐剂 ,可以在一定程度上抵抗致

死的 P.yoelii-17XL ,不但可以提高小鼠的存活率 ,

还降低了疟原虫血症水平 ,对小鼠有一定的免疫保

护作用 ,比单独用蛋白抗原免疫小鼠效果要好。近

年来美国纽约的 Mosoian等
[ 17-19]

研究小组通过体外

试验证明 ProTα能够有效抑制 HIV-1 在宿主免疫细

胞内复制 ,并揭示了其作用机理 ,他们认为 ,ProTα是

通过TLR-4的信号通路作用 ,促进 TNF-α的产生 ,从

而达到抑制HIV-1的复制 ,同时发现 ,无论是天然获

得的 ProTα还是重组人 ProTα都有相同的效果 ,但胸

腺素α1却无效果。本研究结果对于ProTα是否同样

经过这个通路 ,达到抑制疟疾繁殖的效果还需要进

一步研究。
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隆抗体。对所得单抗进行鉴定 ,制备得到了 14株抗孕

酮单克隆抗体 ,抗体的亲和常数为 1.9×10
8
～ 6.5×

108 mol/L;与甾体类激素的交叉反应率均较小 。

选择 11F8(3)H5这株抗体建立酶联免疫分析方

法 ,其测量范围为:0.3 ～ 100 ng/ml ,灵敏度为:0.12

ng/ml ,批内变异与批间变异分别为:7.5%～ 11.4%

与8.2%～ 12.1%,回收率为:93.8%～ 124.7%,稀

释实验测定值与稀释度呈线性相关 ,相关系数 r 为:

0.995 7。与酶促化学发光分析方法测定血清样品的

孕酮浓度值进行比对 ,相关性方程为:y =0.789 4 x +

0.7600 , r=0.912 6。抗孕酮的单克隆抗体的初步应

用 ,为检测孕酮酶联免疫分析试剂盒的开发奠定

基础 。
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