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重组恶性症原虫红细胞结合抗原 175 功能区的制备及联合免疫

张冬梅，潘卫庆气第二军医大学基础医学部病原生物学教研室，上海 200433)

[摘要] 町的:全合成恶性症原虫 eba-175Hf2 基因并在毕氏酵母中进行高效分泌表达，用该重组蛋白与我室研制的芜疾疫

苗侯选抗原 PfCP-2.9 进行联合免疫以观察是否存在竞争性免疫抑制。方自奋:采用不对称 PCR 法拼接合成 eba-175 [ f2 基因

(959 bp) ，用电转化方法将合成基因导入毕氏酵母中并进行诱导表达，采用离子交换层析和分子筛层析纯化 EBA-175HF2 蛋

白。结果:全合成 eba-175[f2 基因在毕氏酵母中高效分泌表达。重组 EBA一 175 n F2 和 PfCP-2.9 联合免疫后，以 ELISA 和

IFA 检测，针对 2 个蛋白联合免疫的抗体滴度明显高于 2 个蛋白单独免疫的滴度。结抢:重组 EBA-175HF2 和 PfCP-2.9 联

合免疫时不存在竞争性免疫抑制，这 2 个重要的芜疾疫苗候选抗原具有潜在联合应用前景。
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Preparing domain n F2 fragment of Plasmodium falciparum 175 000 erythrocyte binding antigen and its 

combined immunization 

ZHANG Dong-M凹， P AN Wei-Qing' (Department of Etiological Biology , College of Basic Medical Sciences , Second Military 

Medical U niversity , Shanghai 200433 , China) 

[ABSTRACT] Objective: To synthesize the eba-175 H f2 gene of plωnodium falci归门im and express it in Pichia μstoris in 

the secreting form. The recombinant protein and PfCP-2. 9 protein were used for combined immunization to see if there is 

antigen competition. Methods: Asymmetric PCR-based method was utilized to synthesize the 959bp eba-175 H f2 gene. Plas 

mid containing the synthetic gene was introduced into Pichia 户astoris by electroporation for inducible expression. The recom 

binant EBA-175 [ F2 protein was purified by ion-exchange and gel filtration chromatography. Results: The eba-175 H f2 gene 

was successfully expressed in Pichia 户astoris in the secreting form. The antibody titers in mice immunized with the combined 

EBA-175 H F2 and PfCP-2. 9 proteins were much higher than those with individual protein by ELISA. ConcJusion: No antigen 

competition is found when using the combined EBA-175 H F2 and PfCP-2. 9 immunization in mice , indicating the potential of 

combining the 2 antigens for vaccination. 
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在疾这一古老的疾病目前仍然严重威胁着人类

的健康，全球每年有 2~3 亿人罹患症疾，近 300 万

人死亡。另兰原虫抗药性的产生和迅速扩散及抗杀虫

剂蚊媒的出现和蔓延，使得疤疾的药物防治陷入了

困境，故研制有效的在疾疫苗以控制疤疾流行己成

为当务之急[1~飞由本教研室研制的恶性症原虫红

细胞内期融合抗原 PfCP-2.9 是由红内期 2 个重要

疫苗候选抗原的保护性免疫功能域融合而成，在动

物实验中已显示出很强的免疫原性，现已经国家药

物监督局批准进入临床试验川。

另三原虫具有高度抗原变异性，这给疫苗研制带

来困难。克服抗原变异的途径之一是构建多价疫苗，

从多途径阻断症原虫的生长。红细胞结合抗原 175

CEBA-175 )[19.20 J是恶性在原虫在红内期裂体增殖时

合成并在裂殖体破裂时释放入血的一种可溶性蛋

白 [8.9J 。该抗原第 2 区 F2 片段 (EBA-175 II F2)能与

[Acad J Sec Mil Med U niv , 2004 ,25 Cl) : 14-1 7] 

红细胞表面血型糖蛋白特异结合，推测该片段是介导

症原虫裂殖子入侵红细胞的功能域。免疫学实验表明

针对该片段的抗体能抑制在原虫入侵。本研究选用毕

氏酵母系统表达产生 EBA-175llF2。为此我们选用

毕氏酵母密码子使用频率，全合成了该片段，并在毕

氏酵母中高效分泌表达了 EBA-175 II F2 重组蛋白，

并与重组 PfCP-2.9 联合免疫，探讨这种多抗原联合

免疫是否出现抗原间竞争性免疫抑制现象。

1 材料和方法

1. 1 材料和试剂 大肠杆菌 (Escherichia coli) 
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DH5o:、质粒 pBluescript KS/ +为本教研室保存;毕

氏酵母 CPichia 户astoris) SMD1168 和质粒 pPIC9 、

pPIC9K 等购自 Invitrogen 公司;分子生物学试剂

购自 Promega 、 MBL NewEngland Biolabs 

Boeringer Mannheim 、 QIAGEN 等公司;免疫学试

剂购自美国 South Biotechnology Associates 公司

及华美生物工程公司 ;BALB/c 和 C57 小鼠购自中

国科学院实验动物中心;恶性在原虫 3D7 株由本室

保存和培养。

1. 2 DNA 序列和寡核爷酸链的设计 由于合成的

eba-17511f2 基因将在毕氏酵母 CPichia μrstoris)

系统中进行表达，故依照恶性茫原虫 3D7 株 EBA-

175 ][ F2 的氨基酸序列，选用毕氏酵母密码子使用

频率，将该序列进行重新设计。为使新设计的 eba-

175 II f2 基因能在异源系统中表达，我们采用计算

机软件分析并排除在该基因序列中存在的可能不利

于基因转录及翻译的任何序列，如转录终止序列、内

含子剪接位点序列、长的反向重复序列等。尽管毕氏

酵母糖基化产生的寡糖链长度大大低于酿酒酵母，

但仍需避免大量糖基化对该抗原的免疫原性可能产

生的影响，我们对在该蛋白中存在的一个潜在的糖

基化位点进行突变，用谷氨酷肢替换天冬酷肢，从而

排除了这个糖基化位点。此外，在新设计的 eba-175

[f2 基因的 5' 和 3'端分别增设 Xho I 和 EcoRI 酶

切位点，以便能与表达载体连接。同时在该基因的

5'端加上酿酒酵母 α 因子信号肤前导序列的部分序

列，包括信号肤切割识别氨基酸 Lys 、 Arg 、 Glu 、

Ala 、 Glu 、 Ala 的密码子序列，使之能分泌表达，并在

3'端增设编码 6 个组氨酸的序列，以便使用 Ni­

NTA 柱纯化，由此产生的 DNA 序列长 959 坤，并

定名为 eba-17511f2 。将 eba-17511f2 合成基因序列

分成 12 条寡核昔酸链，从 5' 到 3'依次命名为 eba-

17511f2-1 至 eba-175 II f2-12 ，相邻 2 个寡核昔酸链

之间有约 16~20 碱基的重叠部分。采用基因软件分

析相邻寡核昔酸链间重叠部分序列，以排除不利于

寡核昔酸链拼接的序列，如发夹结构等。

1. 3 基因合成、拼接、克隆与表达 12 条寡核昔酸

链参照文献[IOJ 的方法进行拼接，产生 eba-175 II f2 

全长基因。基因克隆、质粒抽提、酶切、片段回收、连

接、转化、琼脂糖电泳、核酸序列分析等均参照《分子

克隆实验指南》于册或相应试剂盒说明书进行。重组

质粒转化人酵母细胞及鉴定参照文献[llJ 进行(图

1)。目的基因的表达参照文献[12J进行。

1. 4 动物免疫及 ELISA 抗体测定 BALB/c 、 C57

小鼠，雌性，体质量 18~2饵，随机分为4组，分别为

Region) Region J[ Region III - N 

A 
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回 1 eba-175 1l f2 基因的合成及克隆示意图

Fig 1 Schematic outline of eba-175 Il f2 

gene synthesis and c10ne 
A: Schematic outline of eba-175 gene; 

B: Construction of pPIC9K/ebaI75- II f2 plasmid 

and insertion of plasmid into vector 

EBA-175][F2 单独免疫组、PfCP-2.9 单独免疫组、

EBA-17511F2 和 PfCP-2.9 联合免疫组、佐剂对照

组，每组 5 只，免疫组均以 Montanide ISA720 为佐

剂与各抗原乳化后皮下注射免疫 3 次，免疫剂量为

20 吨/200μ1/只，间隔时间为 3 周，佐剂对照组每次

免疫时只加佐剂及 PBS; 自第 2 次免疫始，每次免疫

2 周后经尾静脉采血，末次(第 78 天)眶内取血处

死。用 ELISA 法检测抗体反应:包被抗原分别为经

纯化的 EBA-17511F2 和 PfCP-2. 9 ，包被浓度为 1

μg/ml;洗涤液为含 0.05% 吐温-20 的 PBSCPBST ，

pH 7. 的，加样液为含 3%脱脂奶粉的 PBST;二抗为

HRP 标记的羊抗鼠 IgGC华美生物工程公司) ，工作

浓度为 1 1 000 ，每孔加样量均为 100μ10 ELISA 

操作按常规进行，以免疫前小鼠血清平均 D 值加 3

倍标准误为阳性阔值。

1. 5 间接荧光抗体试验 CIFA) 当体外培养的恶

性症原虫率达 5%以上且以裂殖体为主时，制备抗

原片。每张抗原片分别加入 20μl 阳性对照、实验组

1 : 20 、 1 : 40 、 1 : 60 、 1 : 180 、 1 : 540 、 1 : 1 620 、 1

4 860 、 1 : 14500 , 1 : 43 740 、 1 : 131 220 等 10 个稀

释度的血清、阴性对照的免疫血清，按 IFA 常规操

作，调干后置荧光显微镜下观察。

2 结果

2.1 eba-17511f2 基因的设计与合成 合成巳ba

175 II f2 基因经 Xbo I 和 EcoRI 酶切克隆至 pBlue­

script KS 载体。经酶切鉴定为阳性的转化子，再进

行全序列分析以排除合成时的错误碱基。用 Xho I 

和 EcoR I 将序列正确基因转入酶母表达载体，并进

行酶切鉴定。
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2.2 eba-175 [ f2 基因的表达及重组蛋白的纯化

重组表达质粒经 Bglll 酶切线性化后电穿孔转入毕

氏酶母 SMD1l 68 菌株中。经 PCR 鉴定，对有 eba

175 [ f2 基因整合的阳性酵母转化子进行甲醇诱导

表达。培养上清经 SDS-PAGE 电泳分析，分泌于酵

母培养上清中的表达产物为相对分子质量约 35 000 

的单一条带，相对分子质量与理论相对分子质量接

近。用症疾患者的血清进行免疫印迹反应，该蛋白能

与病人血清产生强的结合反应。此外，N 端氨基酸

序列分析显示，表达产物 N 末端序列与设计序列一

致。质谱分析也显示该蛋白的实际相对分子质量为

35 000 ，与理论值相符。

EBA-175 [F2 表达菌株的发酵上清在 4C经磷

第二军医大学学报

酸缓冲液充分透析后用高效液相层析分析系统进行

纯化，先用 SP-sephrose 离子交换层析，用 O~ 1 

mol/L NaCl 线性梯度进行洗脱，纯化蛋白组分进一

步用 Superdex75 凝胶过滤(分子筛)以 20 mmol/L 

磷酸缓冲液做恪剂进行纯化，经两步纯化，重组

EBA-175 [F2 蛋白的纯度可达 95% 以上。

2. 3 重组 EBA-175[F2 和 PfCP-2.9 联合免疫

结果表明，无论是 BALB/c 小鼠还是 C57 小鼠，

EBA-175 [ F2 与 PfCP-2. 9 重组蛋白联合免疫之

后，针对 2 个蛋白的抗体滴度都远远高于 2 个蛋白

单独免疫的滴度(图 2A 、 2B) 0 IFA 的结果亦显示 :2

个重组蛋白联合免疫后血清间接荧光抗体的滴度上

升(图 2C) 。
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Fig 2 Comparison of antibody titers in BALB/c CA) and C57 mice CB) 

immunized with combined antigens or individuals by ELISA and IFACC) 

A,B: .: rr F2 , individual antigen; .: rr F2 ,combined antigen; ...: PfCP-2. 9 individual antigen; .: PfCP-2. 9 ,combined antigen; 
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图 2

白的免疫原性都得到增强，这极大鼓舞了两者联合

免疫的进一步实验包括大动物实验。

EBA-175 抗原在恶性在原虫的生活史中可能

是一个很重要的功能蛋白[川5J 。它由 616 个氨基酸

残基组成，N 端富含半肮氨酸的 E 区是 EBA-175 与

红细胞以唾液酸依赖的方式结合的功能区。 E 区由

2 个重复片段 F1 和 F2 片段组成，F2 片段是其与红

细胞结合的区域，它与红细胞结合的方式与全长

‘EBA-175 蛋白相同 [16J 。入侵红细胞对恶性症原虫的

生存至关重要，而具有红细胞结合功能的 EBA-175

[ F2 蛋白势必参与恶性症原虫入侵这一重要的生

命活动。很多学者的研究和我们未发表的数据亦显

示，该蛋白亦具有较强的免疫原性，其免疫血清可在

体外抑制症原虫的生长[17]。而近年发现 EBA-175

抗原在红细胞前期疤原虫阶段也表达M，使得这一

症疾疫苗候选抗原备受研究者关注。重组 EBA-175

[ F2 和 PfCP2-2.9 联合免疫未出现 2 个蛋白因竟

论

在疾在热带地区特别是经济欠发达、医疗手段

落后的地区已成为最主要的死亡原因，而症疾的流

行肆虐又使这些地区的经济状况雪上加霜，形成恶

性循环川，所以研制价廉、有效的症疾疫苗以实现

世界卫生组织(WHO)提出的 2010 年茫疾发病率和

死亡率下降 50%的目标十分必要。

重组蛋白 PfCP-2.9 具有很强的免疫原性，免

疫血清能有效抑制症原虫的体外生长，且该重组蛋

白表达产量高，纯化工艺较简单，极具应用前景。但

由于症原虫生活史的复杂性和抗原的高度变异性，

有效的症疾疫苗应是多价或多期多价的疫苗。而作

为联合免疫成分的候选抗原，一个先决条件就是与

PfCP-2.9 联合免疫时不产生竞争性免疫抑制。在本

研究中， EBA175- n F2 重组蛋白与 PfCP-2. 9 联合

免疫时不仅没有出现抑制现象，反而使 2 个重组蛋

讨3 
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争性抑制而影响免疫效果，相反尚有一定的协同作

用，因此，这 2 个均具希望的声疾疫苗候选抗原联合

免疫是极有应用前景的。
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柴油注入右手中指，最终导致截指，从此，HPIIH 被认为是毁

损性外伤。

HPIIH 的喷射物主要有涂料、稀料、汽油、柴油、润滑油、

水、氮化物及丁烧气体等，除水外，其余物质均有很强的毒

性，侵害局部神经血管及软组织，导致血管栓塞、组织变性坏

死。因此，虽然高压冲击致局部损伤，但其主要损害是由于注

人物的毒性所致[4J o HPIIH 早期临床症状较轻，主要表现为

局部细小创口，轻度肿胀及疼痛;若未接受早期正确的治疗，

后期明显红肿、疼痛，局部皮温高，活动受限。受伤部位多为

示、中指掌面，其次是手掌部，前臂及子背少见。临床上多见

的喷射物是化学涂料及稀料，患者多为汹漆工人。

HPIIH 及时正确的治疗，对预后至关重要。采用广泛清

创、引流、开放创口、重复扩创及二期闭合创口等治疗方法，

临床效果理想。若注入物为油脂类，需尽可能彻底清除，减少

其毒性作用。 Pinto 等[5]应用该方法治疗 HPIIH.伤指存活率

为 84% .64% 的患者恢复了正常的手功能。我科收治的 2 例

油脂类 HPIIP 患者，手指均存活，功能恢复良好。

早期物理治疗及康复锻炼是手功能恢复的关键。物理治

疗可减轻组织水肿及毒性反应;为防止肌臆粘连及关节僵

直，须尽早行主动功能锻炼，由于患肢(指)疼痛，患者往往拒

绝活动，医生应说明其重要性并亲自指导，必要时可给予适

量的镇痛药物。
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