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恶性症原虫体外抑制实验方法的改进
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〔摘要] 以恶性症原虫融合抗原 PfCP-2.9 免疫兔血清为待测血清，将起始原虫率从 1% 降至 O. 2%~0. 5% ，采用 2 种方法作

对比，即一组每 24 h 更换培养液、加入免疫血清，另一组 72 h 内不更换培养液也不加免疫血清试验方法。培养至 72 h ，涂片，

油镜下计数，计算原虫感染率和抑制率。结果 2 组的抑制率相近，经统计分析无显著差异。测定不同剂量抗原免疫血清的抑制

率，结果显示抑制率与免疫血清中特异抗体滴度呈正相关， 2 种方法的结果无显著差异。研究表明通过降低起始原虫率可将常

规体外抑制实验由需每天换液改为 72 h 不换液。
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Modification of inhibition assay for Plasmodium falciparum in vitro 

QU Li , ZHANG Xiao-Li , PAN Wei-Qing 提 (Department of Etiological Biology , College of Basic Medical Sciences , Second 

Military Medical U niversity , Shanghai 200433 , China) 

[ABSTRACT] This paper is to modify growth inhibition assay for Plasmodium falcψarum in vitro. Sera of rabbits immu­

nized with P. falci户arum chimeric protein PfCP-2. 9 were detected for inhibition of parasite growth using 2 methods: refresh­

ing culture medium at24 h interval and 72 h interval. The initial parasitemia for the 2 methods was decreased from 1 % to 

0.2% • O. 5 %. After 72 h of cultivation , thin blood films were prepared to count parasites within 3 000 RBC. The inhibition 

rates obtained from 2 methods were not significantly different(P>O. 05). A panel of immune sera with various doses of spe­

cific antibodies were detected by the modified method and the inhibition was positively correlated to antibody level of the sera , 

and no significant difference of inhibition rates (P>O. 05) were found between 2 methods. A modified in vitro inhibition assay 

without refreshi吨 medium duri吨 a period of 72 h is established by reduction of initial parasitemia from 1% to 0.2%-0.5%. 
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1976 年， Trager 等 [IJ成功建立了恶性症原虫体外连续

培养方法。该方法己广泛应用于人体症原虫分子生物学及免

疫学研究领域。另三原虫体外抑制实验是评价抗症原虫化学和

生物制剂效果的一种体外方法。由于人症原虫缺乏合适的动

物模型，体外抑制实验常用来评价症疾疫苗或症原虫抗原免

疫效力。本实验室在症疾疫苗研究和开发过程中，按国外文

献报道建立了恶性疤原虫体外抑制实验方法[2J 但实践中，

我们发现此方法仍存在不足，如血清耗量大、工作量大且极

易污染等。本文对该方法进行改进，使之更加简单、易行、结

果稳定并进行了实际应用。

1 材料和方法

1. 1 材料和仪器 PfCP-2. 9 融合抗原由本室构建和纯

化[2J 。新西兰兔， 4~6 月龄，体质量 2. 0~2. 6 峙，购自海军

医学研究实验动物中心。佐剂 Montanide ISA 720 ，购自法国

Seppic 公司。酶标仪 ELX800 为 BIO-TEK 仪器公司生产。

1.2 血清的制备 将己鉴定和纯化的恶性症原虫融合抗原

PfCP-2. 9 及 Montanide ISA72 佐剂 [3J按一定比例充分混匀

乳化后，注射免疫新西兰兔后股肌肉，每只兔 1 时，对照组注

射 PBS ，每组 3 只兔子。每次免疫间隔 3 周，共免疫 4 次。分

别于免疫前和每次免疫后第 10 天心脏取血。待兔血清析出
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后，离心 3 000 r/min ，分离血清，置 20C备用。临用前取

出，进行过滤除菌后置 56 C水浴中灭活 30 min。本次实验所

采用血清为第 3 次免疫后兔血清。

1. 3 抗体滴度的检测 用 ELISA 法，抗原包被质量浓度为

O. 33 月/m1， 4C过夜。一抗为抗血清，二抗为辣根过氧化物

氧化酶标记的羊抗兔的二抗， 100μ1/孔，每步 37 C温箱反应

1 h ，各步间用 PBST 洗 3 次，TMB 显色后，用 50μ12 mol/L 

H2SO，终止反应。测 450 nm 处光密度值。

1. 4 虫株与培养 以本室保存的恶性症原虫 FCC1/HN 株

作为虫源。参照 Trager 等[J]方法，在 25 ml 三角烧瓶内培

养，内含培养物 5 时，红细胞压积为 3% ，兔血清含量为

15% o' 置 37 C , 5% CO2 培养箱内进行常规培养。

1. 5 同步处理 按 Lambros 等 ['J方法进行同步处理。将培

养物离心去上清，加入 5 倍量的 5%山梨醇溶液，充分混匀，

置 37C温箱 15 min ，离心 2 000 r/min 去上清，加入 5 ml 培

养液继续培养， 40 h 后重复 1 次。
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1. 6 体外抑制实验 同步处理后 24h 的培养物 .2 000 r / 

mm 离心 5 min. 去上清，涂片，计数，计算感染率。用 50% 的

红细胞悬液稀释，使其起始感染率为 o. 2%~0. 5%. 红细胞

压积为 2% 。分别加至 96 孔培养板内，每孔内加 170μl 培养

物，同时加入 30μl 免疫兔血清。每组做 10 个复孔，以免疫前

血清为阴性对照。实验分 2 组，一组(方法1)采用每 24 h 更

换培养液和加入免疫血清;另→组(方法 2. 为改良方法) .即

72h 不换液，也不加入免疫血清。培养至 72 h. 吸弃上清，取

红细胞涂片，甲醇固定 5 min.吉姆萨染色，油镜下计数 3000

个红细胞，算出原虫率。按下面公式[5J计算 CA: 原虫率 B:

起始感染率) :抑制率 C%)=[CA-B) ，;照坦一 CA-B)实验组 J/

CA- B)对照组 X 100% 。不同剂量免疫组同时采用 2 种方法(方

法 1 和 2) ，每组做 3 个复孔，实验操作方法同上。

1. 7 统计学处理 实验数据以立士s 表示，组间比较采用

x2 、 t 检验及相关分析。

2 结果

2. 1 原虫率和抑制率比较 见表 10 2 种方法无显著差异。

表 1 2 种方法的症原虫感染率和抑制率比较

Tab 1 Comparison of parasitemia rate and 

inhibition rate of immune sera on parasite 

growth with 2 inhibition methods 

(n=10 ， 二E士 s ， %) 

Group Immune sera8 Preimmune sera8 

Method 1 0.38 ::1:: 0.15(97.34士 0.52) 5.13士 0.2 1( 0.18 士 0.05)

Method 2 0.41 士 0.10(95.56 ::1:: 0.38) 7.67 ::1:: 0.19(0.34土 0.14)

'.Inhibition data are in brackets 

2. 2 不同免疫血清的抑制率 见表 2 。

表 2 2 种方法检测不同抗体滴度及抑制率比较

Tab 2 Antibody titers and inhibition rate of 

various doses of antigen with 2 methods 

Dose antigen Rabbit Antibody Inhibition rate( %) 
(m/μg) No. tlters Method 1 Method 2 

。 01 >50 。 。

02 >50 。 。

50 03 80000 17.72 15.69 

04 104 000 19.24 18.32 

100 05 120 000 45.00 43. 68 

06 188 000 66.67 64. 75 

200 07 4 820 000 98.94 97.00 

08 2 100 000 85.91 87.14 

400 09 4 300 000 97.42 98.32 

10 3 600 000 95.95 94.01 

800 11 396 000 48.03 46.00 

12 470 000 64.09 66.41 

不同剂量抗原组的免疫血清，其 PfCP-2.9 抗体滴度差

异明显。采用 72h 不换液法测定各组免疫血清的抑制率，结
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果显示 200 周和 400 吨组免疫血清的抑制率明显高于其他

各组，其中方法 2 组中 50~400 吨免疫剂量组抑制率与血

清滴度呈正相关 r=O. 944 5.P<0. 00 1，从而证明了 PfCP-2

融合蛋白较好的免疫保护效果与其体外免疫剂量有关。 800

闻组抗体滴度及体外抑制率明显下降，可能与免疫耐受有

关 o 2 种方法测定的抑制率无显著差异 CP>0.05) 。

3 讨论

常规恶性症原虫体外培养方法是每 24 h 换液 l 次，与

此相应的芜原虫体外抑制实验同样需要每天换液。我们在症

原虫培养过程中观察到:当起始原虫率降低时可延长至 3 d 

换液 1 次，并建立了一种改良的芜原虫体外培养方法[6J 。将

常规起始原虫率从 1%降至 O. 2%~0. 5%. 结果表明 .72 h 

不换液的原虫率和抑制率与每 24 h 换液结果一致，经统计

分析元显著差异。本实验对一组不同抗体水平的免疫血清进

行了测定，结果表明采用这 2 种方法测得的结果无显著差

异。提示这种方法可适用于不同水平抑制效率免疫血清的测

定。 72 h 不换液恶性症原虫体外抑制实验方法的建立无疑可

克服每天换液法的诸多弊端，如费时费力、容易污染、结果不

稳定等。本方法的最主要优点是血清用量少，特别适用于血

清来源困难的实验。
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