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犅犛３１６

弓形虫重组粘附蛋白复合体 犕犐犆２犕２犃犘的制备、鉴定及免疫

保护效应

谢彬彬，章庆伟，白炳君，陈亲芬；指导教师：梁韶晖，刘文权

温州医科大学２０１０级临床医学

　　【立论依据】　弓形虫微线体分泌的粘附蛋白 ＭＩＣ２与 Ｍ２ＡＰ（ＭＩＣ２相关蛋白）以１∶１的比例形成 ＭＩＣ２

Ｍ２ＡＰ六聚复合体，转移到弓形虫顶端与宿主细胞膜之间形成的连接区域，协助虫体进入宿主细胞。

【设计思路】　制备弓形虫重组粘附蛋白复合体 ＭＩＣ２Ｍ２ＡＰ，鉴定其免疫原性和免疫反应性及其在抗弓形虫

入侵宿主细胞中的作用，为筛选 ＭＩＣ２Ｍ２ＡＰ作为弓形虫疫苗候选抗原的研究奠定基础。

【实验内容】　ＲＴＰＣＲ扩增弓形虫 ＭＩＣ２和 Ｍ２ＡＰ基因，克隆至组成型表达的毕赤酵母表达载体ｐＧＡＰＺαＡ

中，构建重组真核表达质粒ｐＧＡＰＺαＡＭＩＣ２和ｐＧＡＰＺαＡＭ２ＡＰ，利用同源重组的方法将 ＭＩＣ２和 Ｍ２ＡＰ基因整

合到同一毕赤酵母细胞Ｘ３３的基因组中进行发酵表达获得重组 ＭＩＣ２Ｍ２ＡＰ复合体，Ｈｉｓ标签ＮｉＮＴＡ柱亲和层

析纯化后免疫小鼠，采用免疫小鼠血清和弓形虫感染鼠血清进行蛋白质印迹鉴定重组 ＭＩＣ２Ｍ２ＡＰ复合体的免疫

原性和免疫反应性，免疫小鼠抗重组 ＭＩＣ２Ｍ２ＡＰ复合体多抗血清体外中和实验观察阻断弓形虫入侵宿主细胞效

应，重组 ＭＩＣ２Ｍ２ＡＰ复合体免疫小鼠的抗弓形虫感染效应。

【材料】　弓形虫ＲＨ株速殖子，毕赤酵母表达载体ｐＧＡＰＺαＡ。

【可行性】　 国外文献已经证实 ＭＩＣ２Ｍ２ＡＰ复合体在协助虫体的滑移运动和侵入细胞中发挥重要的作用，

敲除ＭＩＣ１基因后，弓形虫株对宿主细胞的入侵率下降５０％，敲除ＭＩＣ２的结合蛋白Ｍ２ＡＰ后，弓形虫株对宿主细

胞的入侵率下降８０％以上，因此重组 ＭＩＣ２Ｍ２ＡＰ复合体有可能作为弓形虫疫苗候选抗原。目前我们已成功构

建了重组真核表达载体 ｐＧＡＰＺαＡＭＩＣ２和ｐＧＡＰＺαＡＭ２ＡＰ，其核苷酸序列与 ＧｅｎＢａｎｋ中的序列同源性为

１００％。

【创新性】　 国内外在弓形虫疫苗候选抗原筛选研究中，目前报道较多的是弓形虫表面抗原（ＳＡＧ）、棒状体蛋

白（ＲＯＰ）、致密颗粒抗原（ＧＲＡ）等可能作为弓形虫疫苗候选抗原的研究，而关于微线体蛋白（ＭＩＣ）尤其是 ＭＩＣ２

Ｍ２ＡＰ复合体可作为弓形虫疫苗候选抗原的研究未见报道，而根据已报道的微线体蛋白相关研究成果，我们推测

重组 ＭＩＣ２Ｍ２ＡＰ复合体免疫会产生较强的免疫保护效果。

　　关键词：刚地弓形虫；ＭＩＣ２；Ｍ２ＡＰ；免疫保护
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新型疟疾传播阻断疫苗候选抗原的确定及其效应研究

李思涵１，张心尧１，陈晓枫１，罗　强
２，刘啸白１；指导教师：曹雅明

１．中国医科大学四年级临床医学七年制

２．中国医科大学四年级临床医学五年制

　　【立论依据】　疟疾作为重要的全球性公共卫生问题之一，其防控已被写入联合国千年发展目标。我国也正式

提出到２０２０年实现消除疟疾这一宏伟目标。“疟原虫发育阶段机理及其在疟疾传播阻断上的应用的研究”被国际

疟疾消除专家委员会定位为今后疟疾研究的重点方向，由此提示切断疟原虫在人与媒介按蚊之间的传播是人类彻

底消除疟疾的根本策略。

【设计思路】　鉴于疟原虫有性发育阶段的配子体是由人类至媒介按蚊传播的唯一形式，同时，目前研究的疟

疾传播阻断疫苗（ＴＢＶ）候选抗原Ｐ２３０、Ｐ４８／４５、Ｐ２５／２８均难以产生完全的传播阻断效应，因此，进一步拓展和深
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入与疟原虫有性发育密切相关的分子生物学和免疫学等综合基础性研究无疑是确立有效的传播阻断策略的必需

依据。

【实验内容】　（１）采用生物信息学筛选、确定ＴＢＶ候选蛋白。（２）提取疟原虫基因组ＤＮＡ，ＰＣＲ扩增目的基

因，利用原核和无细胞表达系统表达及纯化重组蛋白。（３）实验动物免疫，收集抗血清，ＥＬＩＳＡ检测特异性抗体滴

度，蛋白质印迹检测重组蛋白活性和特异性，ＩＦＡ确定候选蛋白在疟原虫不同发育阶段的表达特点。（４）通过动合

子体外培养和直接蚊喂养实验，评价传播阻断活性。（５）利用双交叉重组的遗传学分析技术建立敲除和标记候选

基因反应体系，进一步评估候选蛋白的传播阻断效应。

【材料】　伯氏疟原虫（ＰｂＡＮＫＡ）、ＢＡＬＢ／ｃ小鼠和媒介按蚊。

【可行性】　（１）课题组成员具备较扎实的理论基础和熟练的实验操作技术。（２）拥有鼠疟—媒介按蚊实验系

统。

【创新性】　从切断疟原虫传播的根本环节出发，聚焦于新型疟疾传播阻断疫苗候选抗原的确定是本课题的创

新之处。

　　关键词：疟原虫；有性阶段；候选抗原；传播阻断效应
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犎犅犞特异性犜细胞过继疗法治疗慢性乙肝的初步探究

肖学文，肖斯悦，赵逸明；指导教师：黎　明

中南大学２０１１级临床医学五年制

　　【立论依据】　克隆选择学说认为，Ｔ细胞识别抗原的多样性在胸腺发育时形成。胚胎期或新生儿期，自身抗

原在胸腺中表达时，相应Ｔ细胞克隆识别、发生凋亡，形成机体对自身抗原的免疫耐受，从而使未发生凋亡的Ｔ细

胞只能识别非自身抗原，并活化增殖，诱导特异性免疫应答，若此时在胸腺中表达了非自身抗原，则识别它的细胞

将发生凋亡，使机体形成病理性耐受。在我国，５０％的慢性乙肝患者在宫内或幼年时期即感染乙肝病毒（ＨＢＶ），

此时，机体免疫系统处于胸腺发育阶段，胸腺表达 ＨＢＶ抗原，导致识别 ＨＢＶ特异性Ｔ细胞被清除，造成对 ＨＢＶ

的病理性耐受。因此我们拟将 ＨＢＶ特异性Ｔ细胞从胸腺中“拯救”出来，以治疗通过垂直传播而感染 ＨＢＶ的患

者。

【设计思路】　为打破对 ＨＢＶ抗原的病理性免疫耐受，我们拟从胸腺提取 ＨＢＶ特异性Ｔ细胞，体外培养、增

殖，再回输体内，不仅提高机体特异性清除 ＨＢＶ的免疫应答能力，同时避免了机体的免疫排斥反应。

【实验内容】　（１）建模：ＤＨＢＶ（鸭乙肝病毒）感染出壳２４ｈ的幼鸭，以诱导免疫耐受；（２）获得ＤＨＢＶ致敏树

突状细胞（ＤＣ）：分离外周血中ＤＣ，用ＤＨＢＶ冲击致敏ＤＣ，并用绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）标记ＤＣ；（３）分离ＤＨＢＶ特

异性Ｔ细胞：取建模成功的３～４周龄鸭的胸腺组织，制成悬液，以致敏ＤＣ为标记，采用流式细胞术分选目标细

胞；（４）质量控制：将目标细胞与感染、未感染ＤＨＢＶ的肝细胞共培养，检测其活性及安全性；（５）细胞因子体外刺

激目标细胞增殖，腹腔回输。（６）检测鸭肝功能指标。

【材料】　ＤＨＢＶ、ＤＨＢｓＡｂ／ＤＨＢｃＡｂ、胰酶、ＲＰＭＩ１６４０、ｒｈＧＭＧＳＦ、ｒｈＩＬ４、ｒｈＴＮＦａ、ＬＰｓ等。

【可行性】　（１）过继免疫疗法技术成熟，已试用于临床，排斥反应少，疗效显著，使本研究具有实验可行性。

（２）构建幼龄鸭ＤＨＢＶ免疫耐受模型已有文献基础，为本研究提供了实验材料。

【创新性】　（１）以克隆选择学说为理论基础，提出一种全新的过继疗法的细胞来源和操作思路，将为其他免疫

耐受性疾病及病毒感染的治疗提供研究策略；（２）采用自体Ｔ细胞免疫疗法，实现特异性清除体内乙肝病毒目的，

较传统疗法更具特异性和靶向性。

　　关键词：克隆选择学说；免疫耐受；慢性乙肝；ＨＢＶ特异性Ｔ细胞；过继疗法
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