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致小鼠脾脏Ｔ细胞凋亡日本血吸虫虫卵抗原蛋白的筛选

王燕娟１，２，曹建平１

（１．上海城建职业学院，上海２０１４１５；２．中国疾病预防控制中心寄生虫病预防控制所，卫生部寄生虫病原与媒介生物学重点实验室，

世界卫生组织疟疾、血吸虫病和丝虫病合作中心）

【摘要】　目的　观察日本血吸虫虫卵致小鼠脾脏淋巴细胞凋亡情况，筛选ＳＥＡ中致脾脏Ｔ细胞凋亡的蛋白组分。　

方法　采用ＴＵＮＥＬ（ＴｅｒｍｉｎａｌＤｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌＴｒａｎｓｆｅｒａｓｅｍｅｄｉａｔｅｄｄＵＴＰｎｉｃｋｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇ，ＴｄＴ介导的ｄＵＴＰ缺口

末端标记法）检测日本血吸虫感染鼠脾脏虫卵肉芽肿细胞凋亡情况。制备日本血吸虫可溶性虫卵抗原（ｓｏｌｕｂｌｅｅｇｇ

ａｎｔｉｇｅｎ，ＳＥＡ）并免疫小鼠。将小鼠处死，取脾，制备脾细胞悬液，分别以１５、３０、６０μｇ／ｍｌＳＥＡ刺激脾脏细胞，流式观察

脾脏淋巴细胞凋亡情况。用层析柱及超滤管按分子质量将ＳＥＡ初步分离为４个分子区段，蛋白分别富集于Ｆｒ１，＞５５

ｋｕ；Ｆｒ２，３０～７０ｋｕ；Ｆｒ３，５～３０ｋｕ；Ｆｒ４，＜５ｋｕ。体外分离培养免疫小鼠脾脏细胞，分别加入６０μｇ／ｍｌ的不同ＳＥＡ区段

分子，培养４８ｈ后以ＡｎｎｅｘｉｎＶ标记进行流式检测，采用ＤＮＡｌａｄｄｅｒ法和ＲＴＰＣＲ检测Ｔ细胞中Ｆａｓ，ＦａｓＬｍＲＮＡ水

平。将致凋亡作用显著的ＳＥＡ区段进行ＳＤＳＰＡＧＥ，电洗脱富集不同亚区段蛋白，再与Ｔ细胞共同培养，观察Ｔ细胞

凋亡比例，进一步缩小蛋白范围区间。　结果　ＴＵＮＥＬ法检测日本血吸虫感染后８周小鼠脾脏虫卵肉芽肿虫卵周围

有细胞凋亡，免疫小鼠Ｔ淋巴细胞在６０μｇ／ｍｌ浓度下凋亡比例显著高于其他浓度组，流式检测、ＤＮＡｌａｄｄｅｒ法及定量

ＰＣＲ结果均表明Ｆｒ１蛋白组分致Ｔ细胞凋亡作用最强。将ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后的Ｆｒ１分子进行电洗脱，富集不同亚区段

蛋白（Ｆｒ１１，Ｆｒ１２，Ｆｒ１３），以６０μｇ／ｍｌ的浓度刺激Ｔ细胞４８ｈ，ＡｎｎｅｘｉｎＶ法显示Ｆｒ１２（５５～７２ｋｕ亚蛋白区段）致Ｔ

细胞凋亡率达５７．０４％，致凋亡效果最为显著（犘＜０．０１）。　结论　虫卵周围高浓度ＳＥＡ有致小鼠脾脏Ｔ细胞凋亡作

用，以５５～７２ｋｕ蛋白区段致凋亡作用最强，可进一步从中筛选疫苗靶蛋白。
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　　血吸虫病患者的临床症状差异很大，有无症状的

肠道型，还有肝肠型及肝脾型。脾型患者主要表现为

肝脾肿大。血吸虫对脾脏的损害包括由于门脉高压、

网状内皮系统增生或者脾细胞增多，尤其是单核细胞

增多引起的脾肿大［１］，以及纤维化变性等。研究表明，

随着日本血吸虫感染小鼠进入晚期，脾脏形态及功能

均发生显著变化，脾脏正常的白髓结构消失，Ｔ／Ｂ细

胞分区模糊［２３］。由于脾脏是机体最大也是最重要的

免疫器官，导致晚期感染小鼠免疫抑制及低应答状

态［４］。在血吸虫感染小鼠，脾脏虫卵沉积非常普遍，不

仅影响脾脏淋巴滤泡的结构变化，还改变脾脏局部的

微免疫环境［５］。而脾脏淋巴细胞的大量凋亡极有可能

是导致脾脏淋巴滤泡结构破坏的途径之一，而且脾脏

Ｔ淋巴细胞在体外高浓度日本血吸虫虫卵抗原刺激下

相较于Ｂ细胞更易于凋亡。

细胞凋亡是正常细胞受基因调控的主动有序的死

亡过程。整个细胞最终均裂解为凋亡小体，被邻近的

组织细胞吞噬，形成吞噬溶酶体，在溶酶体中被消化降

解，不引起周围组织炎症与损伤［６］。这个过程中细胞

膜外翻、核酸断裂、表面死亡受体表达增高，这些变化

都易于被检测到。本研究拟检测小鼠脾脏淋巴细胞在

ＳＥＡ作用下的凋亡情况，并将日本血吸虫虫卵抗原分

区段同Ｔ细胞共培养，观察其凋亡情况，以期筛选导

致脾脏Ｔ淋巴细胞凋亡的分子及分子群，为阐明日本

血吸虫导致宿主免疫抑制的机制及未来疫苗候选分子

研究提供理论基础。

材料与方法

１　材料

１．１　实验动物　８周龄ＳＰＦ级Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠，

体重２０±２ｇ，购自上海斯莱克实验动物有限责任公

司。

１．２　主要试剂、材料　ＴＵＮＥＬ试剂盒（货号ＱＩＡ３９）

和 透 析电 洗 脱 管 （货 号 ７１５１１３）购 自 德 国

Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ公司；Ｔ 细胞尼龙毛细胞分离柱（货号

１４３０７０４１）购自日本 Ｗａｋｏ公司；超滤浓缩离心管购

自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；ＡＰＣａｎｔｉＢ２２０，ＰＥａｎｔｉＣＤ３

购 自 美 国 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ 公 司；ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎ Ｖ 及

ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ（ＰＩ）双染试剂盒（货号５５６５４７）购自

美国ＢＤＰｈａｒＭｉｎｇｅｎ公司；反转录ｃＤＮＡ合成试剂盒

（货号ｆｓｑ３０１）购自日本Ｔｏｙｏｂｏ公司；ＭＥＭ，１６４０培

养基及 Ｈａｎｋ
，
ｓ溶液均购自美国Ｇｉｂｃｏ公司；胎牛血

清（货号ＳＨ３００８４）购自美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司。

２　方法

２．１　动物感染及脾脏Ｔ细胞分离　取８周龄ＳＰＦ级

Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠，每鼠感染（２０±１）条日本血吸虫尾

蚴。分别于感染后５、８周剖杀，按文献［７］的方法制备

ＳＥＡ，超滤去除内毒素后与弗氏佐剂１∶１混合，皮下

注射免疫小鼠，每鼠５０μｇ。免疫后１０ｄ剖杀小鼠，取

脾脏，分离Ｔ细胞备用。

２．２　ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡　按照Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ试

剂盒说明操作。感染后８周剖杀小鼠，取部分脾脏用

４％甲醛固定后石蜡包埋、切片，常规脱蜡至水，ＴＢＳ

中保持湿润；蛋白酶Ｋ用１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ作１∶

１００稀释，取１００μｌ覆盖整个标本，室温孵育２０ｍｉｎ，

ＴＢＳ洗１次（３ｍｉｎ）；ＴｄＴ平衡缓冲液以１∶５稀释，

取１００μｌ覆盖整个标本，室温孵育３０ｍｉｎ；每５７μｌ

ＦＩＴＣ标记的核苷酸反应液中加入３μｌＴｄＴ酶，混合

后吸取６０μｌ覆盖整个标本，３７℃孵育１ｈ，ＴＢＳ中洗

３次，每次３ｍｉｎ；封片，荧光显微镜下镜检。

２．３　流式法检测不同浓度ＳＥＡ刺激下小鼠脾细胞凋

亡情况　制备免疫组小鼠脾脏单个淋巴细胞悬液，调

整细胞浓度为１０
６ 个／ｍｌ，加入ＳＥＡ使ＳＥＡ终浓度分

别为１５、３０、６０μｇ／ｍｌ，对照组加等量生理盐水，培养

４８ｈ；每个样品分别加入１μｌＡＰＣａｎｔｉＢ２２０ｍＡｂ或

ＰＥａｎｔｉＣＤ３ｍＡｂ，混匀，４℃避光孵育１５ｍｉｎ，用１ｍｌ

０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗涤；加入１×ＡｎｎｅｘｉｎＶｂｕｆｆｅｒ６０

μｌ，ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎＶ ｍＡｂ５μｌ，混匀，４℃避光孵育

１５ｍｉｎ后上机检测，用未标记淋巴细胞作为阴性对

照。

２．４　致小鼠脾脏Ｔ细胞凋亡的ＳＥＡ分子区段筛选

２．４．１　尼龙毛柱分离脾脏Ｔ淋巴细胞　对尼龙毛Ｔ

细胞分离柱进行去气泡及平衡处理。取小鼠脾脏，制

备淋巴细胞悬液，调节体积至２ｍｌ加入分离柱中，加
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入１ｍｌＭＥＭ（含５％胎牛血清）覆盖于柱上方，３７℃

孵育３０ｍｉｎ，收集柱中流出细胞悬液；将收集的细胞

用含５％胎血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基洗涤一次，加入

ＲＰＭＩ１６４０培养基（含青霉素和链霉素各１００Ｕ／ｍｌ，

含１０％胎牛血清），调整细胞浓度为１０
６ 个／ｍｌ，在５％

ＣＯ２ 培养箱中３７℃培养４８ｈ。

２．４．２　ＳＥＡ分子质量区段分离及体外刺激Ｔ细胞凋

亡试验　取ＳＥＡ用１６６０Ｓｕｐｅｒｄｅｘ２００层析柱按分

子质量进行初步分离，按照蛋白峰将分离液收集为３

个区段，通过ＳＤＳＰＡＧＥ电泳判断区段１富集蛋白相

对分子质量约为５５×１０
３ 以上，区段２富集蛋白相对

分子质量为 （３０～７０）×１０
３，区段３富集蛋白相对分

子质量约为３０×１０
３ 以下，使用５×１０

３ 截留量超滤管

浓缩分离液，滤膜下方５×１０
３ 以下小分子物质以冷冻

干燥方法浓缩作为区段４，以生理盐水作对照。测定４

个区段的蛋白浓度，不冻融即刻用６０μｇ／ｍｌ的浓度与

Ｔ细胞共培养，筛选出致凋亡作用明显的区段后再进

行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，割胶，用电洗脱管洗脱浓缩，得到

的亚区段分子以６０μｇ／ｍｌ的浓度与Ｔ细胞共培养继

续缩小筛选范围。

２．４．３　流式法检测Ｔ细胞凋亡　收集尼龙毛柱分离

培养的小鼠脾脏Ｔ淋巴细胞，加入ＳＥＡ分离所得亚

区段分子使其终含量为６０μｇ／ｍｌ培养４８ｈ，用１ｍｌ

０．０１ ｍｏｌ／ＬＰＢＳ 洗涤；每管加入 １×Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ

ｂｕｆｆｅｒ５μｌ，ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎＶｍＡｂ５μｌ，混匀，４℃避

光孵育１５ｍｉｎ后上机检测，用未标记Ｔ淋巴细胞作

为阴性对照。

２．４．４　ＤＮＡｌａｄｄｅｒ法检测细胞凋亡　收集培养后的

Ｔ细胞２×１０
６ 个，裂解、洗涤后加入１０％ＳＤＳ使其终

浓度为１％；加入 ＲｎａｓｅＡ（终浓度５μｇ／μｌ），３７℃２

ｈ；加入蛋白酶Ｋ（终浓度２．５μｇ／μｌ），５６℃２ｈ；加入

２．５倍体积的预冷的无水乙醇沉淀，充分混匀，２０℃

放置４０ｍｉｎ，４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，吸出上

清，于室温使残留的乙醇充分挥发净，加入３０μｌＴＥ

缓冲液溶解沉淀，取５μｌ与１μｌ上样缓冲液混匀后进

行２％琼脂糖凝胶电泳分析。

２．４．５　ＲＴＰＣＲ检测Ｔ细胞Ｆａｓ、ＦａｓＬｍＲＮＡ水平

　每个样品收集等量Ｔ细胞５×１０
５ 个，Ｔｒｉｚｏｌ法提取

ＲＮＡ，使用 Ｔｏｙｏｂｏ反转录试剂盒将ＲＮＡ反转录为

ｃＤＮＡ，测定浓度后进行ＰＣＲ扩增，以βａｃｔｉｎ为对照。

ＰＣＲ 引物 Ｆａｓ：５′ＡＴＧＣＴＧＴＧＧＡＴＣＴＧＧＧＣＴＧＴ

ＣＣＴ３′； ５′ＧＣＡＴＡＡＴＧＧＴＴＣＴＴＧＴＣＣＡＴＧ３′；

ＦａｓＬ：５′ＡＴＧＧＴＴＣＴＧＧＣＴＣＴＧＧＴ３′；５′ＧＴＴＴ

ＡＧＧＧＧＣＴＧＧＴＴＧＴＴＧＣ３′；βａｃｔｉｎ：５′ＴＧＴＴＡＣ

ＣＡＡＣＴＧＧＧＡＧＧＡＣＡ３′；５′ＴＣＴＣＡＧＣＴＧＴＧＧＴ

ＧＧＴＧＡＡＧ３′。

２．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学

分析。实验数据用狓±狊表示，多组间比较采用单因

素方差分析，两组间比较用狋检验，犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

结　果

１　犜犝犖犈犔法检测小鼠脾脏肉芽肿细胞凋亡情况

ＴＵＮＥＬ法检测血吸虫感染后８周的小鼠脾脏虫

卵肉芽肿虫卵周围有细胞凋亡（图１），提示肉芽肿内

虫卵抗原可致淋巴细胞凋亡。

图１　犜犝犖犈犔检测血吸虫感染８周小鼠脾脏肉芽肿细胞凋亡情况

（白色箭头示细胞凋亡，２００×）

犉犻犵．１　犜犝犖犈犔狊狋犪犻狀犻狀犵犳狅狉犪狆狅狆狋狅狋犻犮犮犲犾犾狊犻狀狋犺犲狊狆犾犲犲狀狅犳犿犻犮犲

犻狀犳犲犮狋犲犱狑犻狋犺犛．犼犪狆狅狀犻犮狌犿犳狅狉８狑犲犲犽狊（狑犺犻狋犲犪狉狉狅狑狊２００×）

２　流式法检测小鼠脾脏淋巴细胞在不同浓度犛犈犃刺

激下的凋亡比例

如表１和图２所示，免疫小鼠Ｔ淋巴细胞在ＳＥＡ

６０μｇ／ｍｌ浓度下凋亡比例显著高于其他浓度组（均犘

＜０．０１），表明高浓度ＳＥＡ致脾脏Ｔ淋巴细胞凋亡作

用更显著。不同浓度ＳＥＡ刺激组Ｂ淋巴细胞凋亡比

例差异无统计学意义（均犘＞０．０５）。

表１　流式法检测免疫小鼠脾脏淋巴细胞在不同犛犈犃浓度下凋亡比例

犜犪犫犾犲１　犃狆狅狆狋狅狊犻狊狉犪狋犻狅狅犳犾狔犿狆犺狅犮狔狋犲狊犳狉狅犿狊狆犾犲犲狀狊狅犳犻犿犿狌狀犻狕犲犱

犿犻犮犲犮狌犾狋狌狉犲犱犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犛犈犃犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊犫狔犳犾狅狑犮狔狋狅犿犲狋狉狔

ＳＥＡ浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
（μｇ／ｍｌ）

标本数

Ｎｏ．

ｓａｍｐｌｅｓ

凋亡细胞比例（狓±狊，％）

Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｉｏ

Ｔ细胞

Ｔｃｅｌｌ

Ｂ细胞

Ｂｃｅｌ

０ ４ １１．６１±１．９４ １１．７８±１．５８

１５ ４ １０．０３±０．９１ ８．７１±１．１４

３０ ４ ２３．７９±４．１１ １９．３６±１．７２

６０ ４ ４２．８２±５．７２
ａ，ｂ ２２．６３±５．１３

　　注：ａ与１５μｇ／ｍｌＳＥＡ比较，犉＝５３．００１，犘＜０．０１；ｂ与３０μｇ／ｍｌ

ＳＥＡ比较，犉＝４６．９８９，犘＜０．０１。

Ｎｏｔｅｓ：ａｓｔａｎｄｆｏｒｃｏｍｐａｒｉｎｇｗｉｔｈ１５μｇ／ｍｌＳＥＡ，犉＝５３．００１，犘＜

０．０１；ｂｓｔａｎｄｆｏｒｃｏｍｐａｒｉｎｇｗｉｔｈ３０μｇ／ｍｌＳＥＡ，犉＝４６．９８９，犘＜０．０１．

３　犛犈犃蛋白按分子质量区段分离情况

ＳＥＡ用１６６０Ｓｕｐｅｒｄｅｘ２００层析柱经蛋白纯化

仪分离，将分离液按照分子质量峰值先后分布收集浓
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缩，将ＳＥＡ初步分离为４个分子区段。如图３所示，

由于ＳＥＡ蛋白成分复杂，蛋白凝胶上可以看出并不是

绝对的按照分子质量分离的，而是蛋白分别富集于

Ｆｒ１，＞５５ｋｕ；Ｆｒ２，３０～７０ｋｕ；Ｆｒ３，５～３０ｋｕ；Ｆｒ４，＜５

ｋｕ。尤其是区段１（Ｆｒ１）和区段２（Ｆｒ２），在富集范围

外也有其他低浓度蛋白条带出现。但由于实验结果表

明日本血吸虫抗原引起的Ｔ细胞凋亡具有浓度依赖

性，低于６０μｇ／ｍｌ不能引起Ｔ细胞显著凋亡，所以对

后续实验的使用及判断影响较小。取区段１（Ｆｒ１）再

次进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，分段切割，电洗脱后浓缩为

Ｆｒ１１、Ｆｒ１２、Ｆｒ１３。

图２　流式法检测免疫小鼠脾脏淋巴细胞在不同犛犈犃浓度下的

凋亡比例

犉犻犵．２　犃狆狅狆狋狅狊犻狊狉犪狋犻狅狅犳犾狔犿狆犺狅犮狔狋犲狊犳狉狅犿狊狆犾犲犲狀狊狅犳犻犿犿狌狀犻狕犲犱

犿犻犮犲犮狌犾狋狌狉犲犱犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犛犈犃犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊

图３　柱层析纯化的日本血吸虫犛犈犃犛犇犛犘犃犌犈电泳分析

犉犻犵．３　犗犫狊犲狉狏犪狋犻狅狀狅狀狊狌狆犲狉犱犲狓２００犵犲犾犳犻犾狋狉犪狋犻狅狀犳狉犪犮狋犻狅狀犪狋犲犱犛犈犃

狅犳犛．犼犪狆狅狀犻犮狌犿狋犺狉狅狌犵犺犛犇犛犘犃犌犈

４　犛犈犃蛋白不同区段致小鼠脾脏犜淋巴细胞凋亡作

用比较

免疫小鼠脾脏Ｔ细胞悬液中分别加入ＳＥＡ的４

个区段进行培养，经 ＡｎｎｅｘｉｎＶ标记流式检测，ＤＮＡ

ｌａｄｄｅｒ法检测，Ｔ 细胞中Ｆａｓ，ＦａｓＬｍＲＮＡＲＴＰＣＲ

法检测水平等方法检测各组细胞抗原刺激下的凋亡水

平，得出区段１蛋白组分致Ｔ细胞凋亡作用最为显著

（图４Ａ、４Ｂ、４Ｃ）。ＳＥＡ区段１经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后

按分子质量大小电洗脱富集不同亚区段蛋白（Ｆｒ１１，

Ｆｒ１２，Ｆｒ１３）（图３），以６０μｇ／ｍｌ的浓度刺激Ｔ细胞

４８ｈ，以ＡｎｎｅｘｉｎＶ标记流式法检测细胞凋亡比例，其

中Ｆｒ１１刺激组为（２７．５５２±０．５４４）％，Ｆｒ１２组为

（５７．０４０±２．５４８）％，Ｆｒ１３组为（１８．３９５±０．７８６）％，

以Ｆｒ１２（５５～７２ｋｕ）亚蛋白区段致Ｔ细胞凋亡作用

最为显著（犘＜０．０１）（图４Ｄ）。

　　Ａ　ＤＮＡｌａｄｄｅｒ法检测　Ｂ　ＡｎｎｅｘｉｎＶ标记流式检测　Ｃ　ＲＴ

ＰＣＲ法检测Ｔ细胞中Ｆａｓ，ＦａｓＬｍＲＮＡ水平　Ｄ　Ｆｒ１１，Ｆｒ１２，Ｆｒ１３

致Ｔ细胞凋亡作用比较

图４　致小鼠脾脏犜细胞凋亡的犛犈犃分子区段筛选

Ａ　ＭｅｔｕｒｅｄｂｙｅｖａｌｕａｔｉｎｇＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ　Ｂ　Ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ

ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｓｔａｉｎｎｉｎｇｗｉｔｈＡｎｎｅｘｉｎＶａｎｄｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅｓｔａｉｎｉｎｇ

　Ｃ　ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＦａｓ，ＦａｓＬｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲ　Ｄ　

Ｔｈｅａｂｉｌｉｔｙｔｏｉｎｄｕｃｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｓｕｂｆｒａｃｔｉｏｎｓ（Ｆｒ１１，Ｆｒ１２，Ｆｒ１３）

ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

犉犻犵．４　犘狉狅犪狆狅狆狋狅狋犻犮犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳狊犲狆犪狉犪狋犲犱犛犈犃犳狉犪犮狋犻狅狀狊犿狅犾犲犮狌犾犲

狋狅狊狆犾犲狀犻犮犜犮犲犾犾狊

讨　论

脾脏作为最大的外周免疫器官，其结构的完整性

是发挥免疫功能的基础，而多种感染性疾病都伴随着

脾脏淋巴滤泡结构的破坏。研究表明，无论是原虫或

蠕虫感染过程中都能通过致使宿主细胞，尤其是免疫

细胞凋亡的方式来达到自身存活或扩大繁殖的目

的［８９］。宿主感染日本血吸虫８周后进入慢性感染阶

段，抗体产生水平逐渐下降，其感染对小鼠脾脏的破坏

极有可能同日本血吸虫感染过程中的免疫下调相关，

而找出造成宿主脾脏结构破坏的分子对阐明日本血吸

虫同宿主免疫之间的关系，以及针对日本血吸虫的疫

苗分子研究均有帮助。

本研究在脾脏血吸虫虫卵肉芽肿中检测到细胞凋

亡，肝脏肉芽肿细胞凋亡明显强于外周血及脾脏细胞

已得到认同［１０１１］，相关研究表明脾内ＳＥＡ浓度低，淋

巴细胞活化后最终会迁移到ＳＥＡ浓度高的肝脏虫卵

肉芽肿区域得以最终被激活，而高度激活的状态更易

于凋亡。本研究通过对ＳＥＡ免疫小鼠脾脏细胞体外

·０４·
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再刺激筛选ＳＥＡ中致凋亡作用分子，由于脾脏中也普

遍存在虫卵沉积，脾脏虫卵肉芽肿中的淋巴细胞同样

处于高浓度的ＳＥＡ环境中，因此推测脾脏内部同时存

在抗原引起的增殖的和凋亡，二者平衡以保证脾脏在

正常增殖的同时不会引起过度肿大。而凋亡的位置集

中在虫卵引起的脾脏细胞反应介导的肉芽肿处，该处

细胞的凋亡集中清除了抗原反应性脾脏淋巴细胞，为

之后发生的宿主整体免疫下调及局部虫卵肉芽肿的负

调控提供了一个合理的解释。体外以不同浓度ＳＥＡ

（１５、３０、６０μｇ／ｍｌ）刺激脾脏Ｔ淋巴细胞，结果显示以

６０μｇ／ｍｌＳＥＡ致凋亡作用更显著，而脾脏Ｂ细胞凋

亡率无显著不同，所以本实验将ＳＥＡ按分子质量分区

段后用免疫小鼠脾脏Ｔ细胞作进一步筛选。低浓度

ＳＥＡ致凋亡作用不明显，可能受到细胞增殖的影响，

所以筛选均用６０μｇ／ｍｌＳＥＡ。

ＳＥＡ是由上百种蛋白及糖结合物组成的复杂混

合物，包括毛蚴胚胎结构组分及毛蚴分泌物［１２］。

Ｃａｒｎｅｉｒｏ等
［１３］报道体外条件下ＳＥＡ能使有肠道症状

的血吸虫病患者的脾脏Ｔ细胞凋亡，而ＳＷＡ并无该

效果。此外，ＳＥＡ除了被证明在高浓度下导致脾脏淋

巴细胞凋亡，还可导致体外红细胞凋亡［１４］。提示ＳＥＡ

中存在使脾脏 Ｔ 细胞直接或间接凋亡的成分，如

Ｃｈｅｎ等
［１５］采用层析分离法从曼氏血吸虫尾蚴抗原分

子中筛选到分子质量约为２４ｋｕ的致皮肤细胞凋亡蛋

白。本实验从虫卵抗原中筛选到５５～７２ｋｕ的具有显

著致凋亡作用的蛋白区段，为ＳＥＡ的致凋亡研究及疫

苗候选蛋白的筛选打下了基础。
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ｅｇｇａｎｔｉｇｅｎｓｔｒｉｇｇｅｒｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｃｅｌｌｄｅａｔｈ［Ｊ］．ＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌ

Ｂｉｏｃｈｅｍ，２０１０，２６（４５）：７６７７７４．

［１５］　ＣｈｅｎＬ，ＲａｏＫＶ，ＨｅＹＸ，ｅｔａｌ．Ｓｋｉｎｓｔａｇｅｓｃｈｉｓｔｏｓｏｍｕｌａｏｆ

犛犮犺犻狊狋狅狊狅犿犪犿犪狀狊狅狀犻ｐｒｏｄｕｃｅａｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｉｎｇｆａｃｔｏｒｔｈａｔ

ｃａｎｃａｕｓｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＴｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２００２，２７７（３７）：

３４３２９３４３３５．

【收稿日期】　２０２２０８２４　【修回日期】　２０２２１１１０
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