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恶性症原虫红内期两个重要候选抗原的相互影晌

钱锋，张青锋，薛向阳，潘卫庆祷

(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:分析恶性症原虫红内期 2 个疫苗候选抗原 PfAMA-IC][ )和 PfMSPl-19 的相互关系。方锋:用 ELISA 和竞争

ELISA 检测蛋白和抗体的反应，一些抗体用特定的蛋白进行预吸附。结采: PfMSPl-19 蛋白能去除恶性芜疾患者血浆对

PfAMA-IC][ )的反应，这种能力是剂量依赖的，完全去除需要高的蛋白浓度 ;PfMSPl-19 蛋白也能去除兔抗 PfCP-2.9 血清、

兔抗 PfAMA- lC ][ )血清、亲和纯化的兔抗 PfAMA- l( ][ ) IgG 对 PfAMA-IC][ )的反应。结伦:酵母表达的 PfMSPl-19 重组

蛋白能吸附 PfAMA-IC][ )特异抗体。
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Interaction between 2 major vaccine candidates at blood-stage of Plasmodium falciparum 

QIAN Feng.ZHANG Qing-Feng.XUE Xiang-Yang.PAN Wei-Qing 幡 (Department of Etiological Biology. College of Basic 

Medical Sciences .Second Military Medical University.Shanghai 200433.China) 

[ABSTRACT] Objective: To analyze the relationship between PfAMA-1 ( ][ ) and PfMSPl-19. 2 erythrocyte stage major 

vaccine candidates of Plasmodium /alci户arum. Methods: ELISA and competitive ELISA were used to examine the interaction 

between proteins and antibodies. Some antibodie,s were pre-adsorbed. Results: PfMSPl-19 protein had ability to alleviate the 

reaction of one plasma sample from a falciparum patient with PfAMA-1 ( ][ ) .and it was dose-dependent and high concentra 

tion was needed for elimilation of the reaction. PfMSPl-19 protein also had the ability to alleviate the reaction of rabbit anti 

PfCP- 2. 9 serum. rabbit anti-PfAMA- l( ][ ) serum and affinity purified rabbit anti-PfAMA•l(][) IgG with PfAMA- l(][). 

Conclusion: Recombinant PfMSPl-19 produced in Pichia 户astoris has the ability to adsorb anti-pfAMA- lC ][ ) antibodies. 
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恶性症原虫裂殖子表面蛋白 1 C 末端相对分子

质量为 19 000 的片段 (merozoite surface protein 1 

C terminal 19 000 fragment , PfMSPl-19)和裂殖子

顶端膜抗原 (apical membrane antigen. PfAMA-1) 

是疤疾红内期的 2 个重要候选抗原[IJ 。这 2 个蛋白

免疫夜猴都获得了保护效果白，~用这 2 个蛋白从恶

性症疾患者血清中亲和纯化得到的特异抗体，具有

抑制恶性疤原虫体外生长的能力 [4.气用 AMA-1 第

3 区域片段[AMA-1 domain ][ , PfAMA -1C ][ ) ]从

恶性症疾患者血清中亲和纯化得到的特异抗体，也

具有抑制恶性症原虫体外生长的能力[气本文探讨

PfMSPl-19 和 PfAMA-1 ( ][ )在免疫学方面的一些

作用。

1 材料和方法

1. 1 重组蛋白 重组蛋白 PfAMA-1 ( ][ )、 PfM

SPl-19 和 PfCP-2.9 由毕氏酵母表达，通过镰胶、疏

水层析、离子交换和凝胶过滤而提纯。 PfCP-2.9 是

PfAMA- lC ][ )和 PfMSPl-19 通过 1 个 28 肤串联

[AcadJ Sec Mil Med Univ.2004.25( 1) :18-21] 

而成的融合蛋白 [7J 。重组蛋白 PfAMA-IB 是由大肠

杆菌表达的 AMA-1 胞外区片段，包含 AMA-1 的

第 1~3 区域 (domain 1 ~ ][ ) ，通过镰柱、氧化重折

叠、离子交换和凝胶过滤而提纯。

1. 2 抗血清 1 份采集自海南症疾流行区的恶性

症疾患者血浆;由 PfCP-2. 9 蛋白免疫家兔而获得

的兔抗 PfCP-2.9 抗血清，含有针对 PfMSPl-19 和

PfAMA-l ( ][ )两部分的抗体;由 PfAMA-l (][ )蛋

白免疫家兔而获得的兔抗 PfAMA-1 ( ][ )抗血清。

1. 3 特异性抗 PfAMA- l( ][ ) IgG 以 PfAMA-1B

制备亲和层析柱，从兔抗 PfCP-2.9 抗血清中亲和

纯化特异性抗 PfAMA-1 ( ][ ) IgG 。

1. 4 ELISA 重组蛋白以 2μg/ml 包被 ELISA

板，4C包被过夜。第 1 抗体用 PBS-脱脂奶粉以一定

比例稀释后加入 ELISA 板， 37C反应 1h;辣根过氧
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抑制剂浓度。化酶标记的第 2 抗体(羊抗人 IgG 或羊抗兔 IgG)用

PBS-脱脂奶粉作 1 : 1 000 稀释后加入 ELISA 板，

37C 反应 1h。每一步骤之间用 PBS 吐温 20 洗涤

ELISA 板。加入 TMB 显色 10 min 后以硫酸终止反

应，读 D450值。

1. 5 ELISA 反应中第 1 抗体预吸附 (1)将一定

量的蛋白偶联到镰胶上，第 1 抗体以一定比例稀释

后与偶联有蛋白的镰胶相混，4C缓慢旋转过夜，以

吸附掉第 1 抗体中针对偶联蛋白的抗体，过夜后

4 000 r/min 10 min 离心，取上清作为经过预吸附

的第 1 抗体。 (2) 将蛋白直接加入到稀释后的第 1

抗体中，使蛋白的终浓度为 100μg/ml， 4 C缓慢旋

转过夜，此蛋白抗体提合液作为经过预吸附的第 1

抗体。

1. 6 竞争 ELISA 建立作为抑制剂的蛋白的浓度

梯度，各浓度梯度的抑制蛋白与以一定比例稀释的

第 1 抗体相棍，在 4C缓慢旋转过夜后作为第 1 抗

体使用。其余同 ELISA 。

1. 7 亲和层析 使用 Pharmacia 公司的澳化氧激

活的 Sepharose 4B 亲和层析柱，蛋白偶联和 IgG 提

纯按照该公司的操作指南进行。

2 结果

2. 1 PfMSPl-19 吸附恶性嘉疾患者血浆中抗

PfAMA-1 ( ][ )抗体成分 恶性症疾患者的血浆能

识别重组蛋白 PfAMA-1 ( ][ )、 PfMSPl-19 、 PfCP-

2. 9 和 PfAMA-IB( 图 1A) 。该血浆用终浓度为 100

μg/ml 的重组 PfMSPl-19 蛋白吸附过夜后，则预吸

附血浆除丧失与 PfMSPl-19 的反应能力外，同时也

丧失与 PfAMA-1 ( ][ )和 PfCP-2.9 的反应能力，但

仍可与 PfAMA-lB反应(图 1B) 。该血浆用终浓度

为 100μg/ml 的重组 PfAMA-l( ][ )蛋白吸附过夜

后，预吸附血浆仅丧失与 PfAMA-1 ( ][ )反应的能

力，仍可与 PfCP-2.9 和 PfAMA-1B 反应，与 PfM

SPl-19 的反应在血浆吸附前后没有明显的改变(图

1C) 。用偶联在镰胶上的 PfMSPl-19 对该血浆进行

吸附，吸附后离心去沉淀，上清对 4 种重组蛋白反应

所获结果与图 1 B 一致(图 1D) 。

PfMSPl-19 吸附恶性症疾患者血浆中抗

PfAMA-1 ( ][ )抗体成分是剂量依赖的。以 PfMSP1-

19 为抑制剂进行的竞争 ELISA 显示，随着作为抑

制剂的 PfMSPl-19 浓度的加大，血浆中抗 PfAMA

1 (][ )抗体成分被去除的量不断加大(图 2) ，但要完

全吸附掉血浆中抗PfAMA-1 ( ][ )抗体需要较高的
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圄 1 PfMSPl-19 吸附恶性症疾患者血浆申

抗 PfAMA- t( m)抗体的 ELISA 结果

Fig 1 ELISA of PfMSPl-19 adsQrbing 

anti-PfAMA- t( m ) antibodies from one 

plasma sample of a falciparum patient 

A : Plasma sample; B: pre-adsorbed plasma sample 

by PfMSPl-19; C: pre-adsorbed plasma sample 

C:By PfAMA- lC m ) ;D:pre-adsorbed plasma sample 

by Ni-NTA/PfMSPl-19 were used as 

primary antibody , respectively 
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图 2 以 PfMSPl-19 为抑制剂的竞争 ELISA

Fig 2 Competition ELISA using 

Pf如ISPl-19 as inhibitor 

Plasma sample was used as primary 

antibody at 1 : 1 000 dilution 

2. 2 ‘ PfMSPl-19 吸附兔免疫血清中抗 PfAMA-1

( ][ )抗体成分 用重组蛋白 PfCP-2.9 免疫家兔获

得的兔抗血清，含有抗 PfAMA卢 1 ( ][ )和 PfMSPl-19

两种抗体成分，可同时识别 4 个重组蛋白(图 3A) 。当

该兔抗血清用终浓度为 100 问/ml 的重组 PfMSP1-

19 蛋白吸附过夜后，丧失与所有 4 个重组蛋白反应

的能力(图 3B) 。用重组蛋白 PfAMA-1 ( ][ )吸附仅能

吸附掉抗 PfAMA-1 ( ][ )抗体成分(图 3C) 。



• 20 • 第二军医大学学报 2004 年 l 月，第 25 卷

R 

d 

。
υ

气
d
o
υ

，
、d
n
u
q
d

句
3
7
"

鸣
，
，
"
，E
a
-
-
A
υ

B ::lLc 
0.5 -0.5 ' -0.5 

o 4.0 4.5 5.0 5.5ιo 6.5 7.0 7.5 0 4β4.5 5.0 5 .5 ιo 6.5 7.0 7.5 0 4.0 4.5 '5.0 5.5 6.0ι5 7.0 7.5 

Ig(R配iprocal dilution) 19 (Reciprocal dilution) 19 (Reciprocal dilution) 

图 3 PfMSPl-19 吸附 PfCP-2.9 兔免疫血清中抗 PfAMA- lC m)抗体的 ELISA 结果

Fig 3 ELISA of PfMSPl-19 adsorbing anti-PfA如fA-l (m ) antibodies from rabbit serum immunized with PfCP-2. 9 

Rahhit anti-PfCP-2. 9 serum(A) , pre-adsorhed rahhit anti-PfCP-2. 9 serum hy PfMSPl-19 (B), 

pre-adsorhed rahhit anti-PfCP-2. 9 serum by PfAMA- l( m )CC) were used as first antibody , respectively 

用重组蛋白 PfAMA-1( 1II)免疫家兔获得的兔

抗血清仅微弱识别 PfMSPl-19(可能是酵母蛋白的

作用) ，但可较为强烈地与其他 3 个蛋白反应(图

4A) ，当用终浓度为 100 吨Iml 的重组 PfMSPl-19

蛋白吸附过夜后，失去了与所有蛋白的反应(图

4B) 。
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图 4 PfMSPl-19 吸附 PfAMA- lC m) 

兔免疫血清中特异抗体的 ELISA 结果

Fig 4 ELISA of PfMSPl-19 adsorbing anti-PfAMA- lC m ) 

antibodies from rabbit serum immunized with PfAMA-l (皿)

Rabbit anti-PfA孔1A-l ( m ) serum(A) , pre-adsorbed 

rabhit anti-PfAMA- l( m) serum by PfMSPl-19 (B) 

were used as primary antibody , respectively 

用重组蛋白 PfAMA-lB从 PfCP-2.9 免疫兔抗

血清中亲和纯化特异性的抗 PfAMA-l( 1II ) IgG ，该

IgG 能识别除 PfMSPl-19 以外的其他 3 个蛋白(图

5A) ，用终浓度为 100μg/ml 的重组 PfMSPl-19 蛋

白吸附后与 3 个蛋白的反应急剧下降(图 5剧。

3 讨论

恶性症原虫 MSP1 是一个前体蛋白，在原虫的

发育过程中被加工 2 次。首次加工发生在裂殖体成

熟、红细胞破裂释放入血液中之前，从 N 端至 C 端

加工片段的相对分子质量依次为 83 000 、 28 OOO~ 

30 000 、 36 000~38 000 和 42 000[8J; 第 2 次加工发

生在裂殖子侵入红细胞前， C末端的 42000片段
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图 5 PfMSPl-19 吸附亲和纯化的

抗 PfAMA- lC m) IgG 的 ELISA 结果

Fig 5 ELISA of PfMSPl-19 adsorbing anti-PfAMA-I(皿)

IgG affinity purified by PfAMA-IB from rabbit 

serum immunized with PfCP-2. 9 

Specific anti-pfAMA- l( m ) IgGCA) , pre-adsorhed 

specific anti-PfAMA- l( m) IgG by PfMSPl-19 (B) 

were used as primary antihody , respectively 

(PfMSPl-42 )再被加工成 33 000 和 19 000 两个片

段，仅 C 末端的 19 000 片段 (PfMSPl-19)随裂殖子

进入红细胞， 33 000 片段与其他 MSP1 降解片段以

非共价的形式释入周围环境中[9J 。

AMA-1 同样是一个前体蛋白，相对分子质量

为 80000 ，在裂体增殖的后期合成，当裂殖体成熟时

合成量达到高峰。随后前体蛋白通过 N 端切割而加

工成为相对分子质量为 66 000 的片段。裂殖体裂解

‘前，前体蛋白和加工蛋白均位于棒状体的颈部，裂殖

体裂解裂殖子释放后，仅加工的 66 000 片段移至裂

殖子表面。一旦裂殖子侵入红细胞形成环状体，

AMA-1 即消失口oJ。恶性在原虫 AMA-1 是一个跨

膜蛋白，胞外区有 16 个保守的半脱氨酸，可形成 8

对二硫键，将 AMA-1 胞外区分为 I 、 E 、 E 三个区

域川。

从 MSP1 和 AMA-1 的行为来看，这 2 个蛋白

似乎是与裂殖子入侵红细胞有关;并且当用基因敲
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除法剔除其中的任何 1 个都使在原虫不能成活，所

以这 2 个蛋白都是在原虫完成其生活史所必须。但

至今尚不能确定这 2 个蛋白在症原虫生活史中的确

切功能，也不清楚这 2 个蛋白的相互关系。

从实验的结果来看，酵母表达的 PfMSPl-19 重

组蛋白能吸附恶性症疾患者血浆和兔抗血清中的

PfAMA- l( m )特异性抗体，并且这种吸附依赖高浓
度的 PfMSPl-19 蛋白的存在。尽管根据现有的知识

尚很难理解这一现象，但我们的实验从多个角度确

实显示了这一现象的存在。我们推测这一现象可能

与这 2 个蛋白都能位于在原虫裂殖子表面并相互作

用有关。进一步的求证工作还有待进行，力争能获得

PfMSP1一 19 蛋白与抗 PfAMA- l( m )抗体相结合的
直接证据。此外， PfMSPl-19 蛋白是否能吸附抗

AMA一1 其他区域的抗体， MSP1 第 2 次加工前的

PfMSPl-42 是否也具有 PfMSPl-19 表现出的吸附

能力，都将是我们关注的问题。目前仍不清楚的是上

述结果会具有怎样的生理意义，是否是在在原虫裂

殖子表面能积聚起高浓度的 MSPl-19 ，在起到其本

身的功能外还担负着保护 AMA-1 第 3 区域不受宿

主免疫系统攻击的作用，如若如此，则 AMA-1 第 3

区域在裂殖子入侵红细胞的过程中起到一个核心的

作用。

(致谢:本室周爱国、邢金花提供了本工作所需

的一些蛋白和兔抗血清)
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J Biol Chem .1996.271 (46) : 29446-29452. 
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HPIIH 因其临床少见及早期症状轻，易被医生和患者忽 juries of the hand [J].J Trauma.1980.20(4):229-238. 

视而未得到及时、正确的治疗，导致不良后果。因此，医生和 [4J 0' Sullivan ST • Beausang E.O' Donoghue JM .et al. The impor-

患者都要重视其严重性，及早就诊，合理治疗，以得到理想的 tance 01 open wound management in h肚→pressure injection in-

康复。 juries of the upper limb [J]. J Hand Surg.1997 .22B(4): 542 
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