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泡型棘球蚴病的免疫预防现状*
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【摘要】 多房棘球绦虫感染导致的泡型棘球蚴病是一种严重危害人类健康的人兽共患寄生虫病,采用疫苗防治该病是

当前研究的热点之一。EmII/3、Em14-3-3、EMY162、TSP3、CRT、EmLDH、GluT1和TPx蛋白是几种常见的疫苗候选

分子,Em疫苗的种类有死疫苗、DNA疫苗、重组抗原、表位肽和载体介导疫苗等。本文将对这方面的研究现状进行综

述。
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【Abstract】 Alveolar
 

echinococcosis,its
 

pathogen
 

agent
 

is
 

Echinococcus
 

multilocularis,is
 

one
 

type
 

of
 

zoonosis
 

seriously
 

endandering
 

human
 

health,it
 

recently
 

becomes
 

highlight
 

to
 

control
 

this
 

disease
 

by
 

use
 

of
 

the
 

vaccine.
 

EmII/3,Em14-3-3,

EMY162,TSP3,CRT,EmLDH,GluT1
 

and
 

TPx
 

are
 

many
 

kinds
 

of
 

effective
 

candidate
 

molecules
 

of
 

vaccine,Em
 

vaccines
 

include
 

death
 

vaccine,DNA
 

vaccine,recombinant
 

protein,epitope
 

peptides,vector_based
 

vaccine.
 

The
 

review
 

outlines
 

the
 

status
 

in
 

the
 

research
 

of
 

immunoprophylaxis
 

of
 

alveolar
 

echinococcosis.
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***泡型棘球蚴病(alveolar
 

echinococcosis,AE),即泡球蚴病,

又称多房棘球蚴病(echinococcosis
 

multilocularis)、泡型包虫病

(alveolar
 

hydatid
 

disease)或多房包虫病(multilocular
 

hydatid
 

disease),是由多房棘球绦虫(Echinococcus
 

multilocularis,Em)

的续绦期幼虫寄生在人体肝脏引起的一种严重危害人体健康

的人畜共患寄生虫病,是国家卫健委规划防治的重点寄生虫病

之一。AE主要流行于北半球高纬度地区,从加拿大北部、美国

阿拉斯加州、日本北海道、俄罗斯西伯利亚到法国东部、德国南

部、比利时、澳大利亚、列支敦士登、捷克、波兰、奥地利和瑞士

等国家。在国内主要流行于宁夏、新疆、青海、甘肃、四川、西

藏、内蒙古和黑龙江等8省区。

Em幼虫称泡球蚴(alveolar
 

hydatid
 

cyst),为淡黄色或白

色的囊状团块,常由无数大小囊泡相互连接聚集而成。囊泡圆

形或椭圆形,直径为0.1~0.7
 

cm,囊泡内含透明囊液和许多原

头蚴,人体感染时只含胶状物而无原头蚴,囊泡外壁角皮层很

薄且常不完整,整个泡球蚴与宿主间无纤维组织被膜分隔。泡

球蚴多以外生性出芽生殖不断产生新囊泡长入组织,少数也可

由内芽生形成隔膜而分离出新囊泡。泡球蚴一般在1~2年占

据整个肝脏,呈葡萄状的囊泡群还可向器官表面蔓延至体腔

内,犹如恶性肿瘤;泡球蚴还可通过血循环、淋巴等途径转移至

肺脑等器官,危害极大,被视为最致命的蠕虫感染之一。健康

教育是预防AE的根本措施,早期或病灶较为局限的病例首选

外科手术,常采用微创外科、经皮介入治疗、超声引导热消融术

或肝移植等,但术后复发率较高,同时对人体损伤较大;不宜手

术的病例可采用大剂量、长疗程的化学合成药物如阿苯哒唑、

甲苯哒唑、氟苯哒唑、甲苯咪唑、丙硫咪唑、苯硫氨酯、吡喹酮或

环孢菌素A等进行化疗;也可采用中药汉防己甲素或免疫调节

剂IFN-γ等进行治疗,临床发现这些药物存在一定的毒副作

用,部分患者不能耐受,同时某些化疗患者可产生耐药性,这就

需要研究更有效的防治措施[1]。

早期研究表明宿主的腹腔巨噬细胞和肝枯否细胞可杀伤

Em原头蚴;C57BL/6j鼠、BALB/c鼠和 AKR/j鼠容易感染

Em原头蚴,而C57BL/10鼠、A/j鼠和 NMRI鼠则对Em原头

蚴具有抵抗力;C57BL/6j鼠和 AKR/j鼠感染Em原头蚴后产

生较弱的迟发性超敏反应,脾CD4+T细胞减少,CD8+T细胞

增多,脾淋巴细胞增殖较弱,血清IgG1、IgG2a和IgG3水平较

低;BALB/c鼠感染Em原头蚴后脾CD4+T细胞减少,CD8+T
细胞的数目增多,脾细胞产生低水平的IL-2和高水平的IL-4;

A/j鼠感染Em原头蚴后脾细胞增殖反应明显,可产生高水平

的IL-2和IFN-γ,而NMRI鼠感染Em原头蚴后肝组织的赖氨

酸氧化酶活性增加,胶原生成增多,故可抑制Em原头蚴的生

长[2-3]。近期研究提示小鼠感染Em原头节后脾自然杀伤细胞

呈抑制型表型,Th1和Treg细胞减少,Th2和Th17细胞增多,

脾CD4+ T 细 胞 转 录 因 子 T-bet的 mRNA 表 达 降 低,而
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GATA-3
 

和LAG3的 mRNA表达升高,导致免疫功能失衡,造
成Em原头蚴寄生[4-8];脾脏大量募集CD8+T细胞和Ly-6c巨

噬细胞,Ly-6chigh 巨噬细胞向Ly-6clow 转变,诱导小鼠免疫耐

受,利于Em原头节寄生;肝区募集CD4+T细胞和CD8+T细

胞,肝枯否细胞由抗炎的 M1型向抑炎的 M2型极化,该过程受

circRNA和 miRNAceRNA 调 控,并 与 靶 基 因 形 成 复 杂 的

ceRNA调控网络[9-11];脾细胞 miRNA呈现差异性表达,差异

表达的 miRNA主要集中在一些免疫相关的信号通路上,可能

在对抗Em的免疫应答中起作用[12]。这些研究说明免疫应答

在Em的感染过程中呈现3个明显阶段,早期表现为Th1/Th2
混合型应答,中期以 Th2应答为主,晚期出现 T细胞耗竭状

态,这为研制Em疫苗提供了理论依据。

Em疫苗研究经历了死疫苗、DNA疫苗、重组抗原、表位

肽、载体介导疫苗这几个研究阶段。微生物减毒株是常见的疫

苗载体,这些载体介导的疫苗具有灭活疫苗和活疫苗的优势,

能主动感染宿主的细胞,协助外源基因有效进入细胞,产生细

胞因子和趋化因子,从而诱导长期的免疫应答。本研究拟概述

AE免疫预防的研制现状。

1 死疫苗

早期用Em虫卵、六钩蚴、原头蚴分泌物或其匀浆接种小

鼠后再口服Em虫卵进行攻击可产生一定程度的保护力,但抗

原大批量供应限制了其广泛应用[13]。

2 DNA疫苗

将Em原头节的总RNA作为模板扩增EmII/3和Em10
基因,序列分析表明EmII/3为Em10序列的一部分[14]。通过

肌肉注射将100
 

μg的pCD-EmII/3
 

接种BALB/c鼠,在初次注

射后2和4周加强2次,结果显示,血清IgG、IgG1、IgG2a和

IgG2b在第一次注射后4~7周升高,在第一次注射后7周提升

较快;在第一次注射后7周显示脾细胞增殖,产生低水平的

IFN-γ,但不产生IL-4和IL-12;随后的保护力实验表明免疫鼠

的减蚴率可达71.17%,脾细胞分泌高水平的IFN-γ和TNF-α,

但IL-4分泌水平降低,流式细胞仪证实脾CD4+T细胞亚群的

数目显著增加,脾细胞的凋亡发生率降低,提示pCD-Em10可

诱导泡球蚴感染小鼠产生一个保护性的免疫反应[15,16]。

3 重组抗原

常见的重组抗原有 EmII/3、Em14-3-3、EMY162、TSP3、

CRT、EmLDH、GluT1和TPx蛋白等,它们都是已经报道的疫

苗候选分子。

3.1 EmII/3 将 EmII/3基 因 插 入 pGEM-11zf得 pGEM-
EmII/3,与pET32α重组得pET32α-EmII/3,将其转化大肠埃

希菌BL21(DE3),筛选培养后经免疫印渍证明AE患者血清识

别重组菌表达83
 

ku的EmII/3-TrX融合蛋白;将100
 

μg重组

蛋白加弗氏佐剂皮下注射BALB/c鼠,在初次注射后2和4周

强化2次,在初次注射后6周显示血清IgG1和IgG2b抗体提

升,脾细胞增殖,产生低水平IFN-γ,但不产生IL-4[17-18]。

3.2 Em14-3-3蛋 白 Em14-3-3蛋 白 可 与 EGF、TGF-β和

IGF等生长因子受体结构域互作,激活 Raf-Ras介导的 MAP
激酶途径,通过磷酸化BAD蜇合抑制凋亡,是一种凋亡抑制分

子,在Em增殖分化过程中发挥重要作用[19]。借助皮下注射将

100
 

μg的重组Em14-3-3蛋白加Quil
 

A、MDP或铝佐剂接种恒

河猴(Macaca
 

mulatta),在初次接种后2和4周加强2次,显

现血清IgG在第一次接种后4~12周升高,在第一次接种后7
周升高,并可持续至第一次接种后10月,以重组蛋白加铝佐剂

免疫组的效果最佳[20]。将Em14-3-3蛋白加弗氏佐剂皮下注

射BALB/c鼠,再用Em原头节攻击可获得83.28%的泡球蚴

减重率[21]。

3.3 EMY162蛋白 Em原头节、泡球蚴、幼虫和成虫都含有

EMY162蛋白,序列分析表明它与Em95的核苷酸和氨基酸序

列分别存在52.8%和31.4%的同源性,提示 EMY162属于

Em95蛋白家族[22]。将50
 

μg重组EMY162蛋白加弗氏佐剂

皮下注射BALB/c鼠,在初次接种后3和6周重复2次,在初

次接种后8周口服200个Em虫卵进行攻击,在攻击后4周发

现免疫组的泡球蚴减重率为74.2%;将重组EMY162蛋白皮

下注射大 白 兔 可 诱 导 高 水 平 的 血 清IgG,效 价 可 达1:512
 

000[23-24]。

霍乱毒素B亚单位(CTB)和大肠埃希菌肠毒素B亚单位

(LTB)是常用的免疫佐剂。人们制备了CTB-emy162和LTB-

emy162融合蛋白,将它们加弗氏佐剂皮下注射BALB/c鼠,在

初次注射后1、2和3周加强3次,在初次注射后6周显示血清

IgG、IgG1、IgG2a和IgM 升高;脾细胞增殖并产生高水平的

IFN-γ和IL-4;流式细胞仪提示脾IFN-γ+和IL-4+CD4
 

T细胞

的数目增多;此时腹腔注射1
 

000个Em原头节进行攻击,在攻

击后4月发现免疫组的泡球蚴减重率为81.6%[25,26]。

3.4 TSP3蛋白 四跨膜蛋白3(tetraspanin
 

3,TSP3)位于Em
原头节的胚层中,主要参与细胞的增殖、分化、融合和迁移以及

信号传导等过程[27]。将人工合成的TSP3基因插入pCzn1得

pCzn1-TSP3,转化大肠埃希菌Arctic
 

Express(DE3)株,筛选培

养后通过 Western
 

杂交证明重组菌表达11
 

ku的TSP3蛋白可

被AE患者的血清所识别。通过皮下注射将20
 

μg的TSP3蛋

白加弗氏佐剂接种BALB/c鼠,在初次注射后3和6周重复2
次,在初次注射后8周显现血清IgG升高,此时口服400个Em
虫卵进行攻击,在攻击感染后1月发现免疫组的泡球蚴减重率

为33.38%
 [28,29]。

3.5 CRT蛋白 钙网蛋白(calreticulin,CRT)是一种钙离子

结合蛋白,具有多种生物学功能[30]。将1100
 

bp的CRT基因

插入pGEX-4T-2得pGEX-CRT,转化大肠埃希菌Bl21(DE3)

株,筛选培养后经免疫印渍证明AE患者的血清识别重组菌表

达72KDa的CRT蛋白。借助皮下注射将25
 

μg重组CRT蛋

白加弗氏佐剂免疫BALB/c鼠,在初次注射后2和4周强化2
次,在初次注射后8周显现血清IgG升高,RT-PCR证实脾细

胞IL-2、IFN-γ、IL-4、IL-5和IL-10的 mRNA转录增高,此时腹

腔注射2000个Em原头节进行攻击,在攻击后14周发现免疫

组的泡球蚴减重率为43.16%[31,32]。

3.6 EmLDH 蛋 白 乳 酸 脱 氢 酶(lactate
 

dehydrogenase,

LDH)是糖酵解途径的关键酶之一,对Em 的生存至关重要。

以Em原头节的总RNA为模板扩增996
 

bp的LDH 基因,将

其插 入 pET156得 pET156-LDH,转 化 大 肠 埃 希 菌 Rosetta
(DE3)株,筛选培养后借助 Western

 

blot证实 AE患者的血清

结合重组菌表达38
 

ku的LDH蛋白[33]。

3.7 GluT1蛋白 Em主要从宿主获取葡萄糖作为营养物质,

葡萄糖转运蛋白1(glucose
 

transpoter
 

1,GluT1)含有12次跨膜
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结构域,是Em获取葡萄糖的转运体[34]。将人工合成的GluT1
基因 插 入 pCzn1 得 pCzn1-GluT1,转 化 大 肠 埃 希 菌 Arctic

 

Expree(DE3)株,筛选培养后经 Western杂交表明重组菌表达

13KDa的GluT1蛋白可被AE患者的血清所识别[35]。

3.8 TPx 蛋 白  硫 氧 还 蛋 白 过 氧 化 物 酶 (thioredoxin
 

peroxidase,TPx)主要保护Em免受自身新陈代谢或抵抗宿主

免疫细胞产生的双重氧化损伤[36]。将Em 原头节的总 RNA
用作 模 板 克 隆582

 

bp的 TPx基 因,将 其 插 入 pET28α得

pET28-TPx,转化大肠埃希菌BL21(DE3)株,筛选培养后通过

Western印迹提示 AE患者的血清结合重组菌表达26
 

ku的

TPx蛋白。用50
 

μg重组TPx蛋白加弗氏佐剂皮下注射昆明

鼠,在初次注射后2和4周重复2次,在初次注射后5周发现

血清IgG升高,滴度为1:256
 

000[37]。

4 表位肽

免疫细胞通常难于借助其表面受体识别整个蛋白质分子,

而仅识别抗原肽上的表位。表位一般只占5~7个氨基酸残基

或单糖残基大小,最多不超过20个氨基酸残基。常见的抗原

优势表位肽有 Em95、Em18、肌切蛋白、LAP、GILE和 ETBM
表位肽等。

4.1 Em95表位肽 软件预测提示Em95蛋白含有3个T和

B细胞联合表位。通过皮下注射用20
 

μg重组Em95蛋白加皂

素接种BALB/c鼠,在初次注射后2和4周加强2次,在初次

注射后6周口服3
 

000个Em虫卵进行攻击,在攻击后6周发

现免疫组的泡球蚴减重率为78.5%~82.9%[38,39]。

4.2 Em18表位肽 序列分析表明Em18蛋白是Em10蛋白

水解后产生的一个新片段,软件预测显示Em18蛋白含有8个

B细胞表位[40]。

4.3 肌切蛋白表位肽 肌切蛋白(severin)具有钙离子依赖的

微丝切割活性,参与细胞免疫、分泌和运动的调节;该蛋白具有

12个磷酸化位点,参与信号传导过程中的磷酸化/去磷酸化,与

Em的免疫逃避有关。软件预测表明肌切蛋白含有5个T和B
细胞联合表位[41,42]。

4.4 LAP表 位 肽 亮氨酰氨肽酶(Leucyl
 

aminopeptidase,

LAP)利用高度保守的六聚体结构和双核金属中心选择性从多

肽中裂解 N端氨基酸,在Em营养吸收中发挥作用,具有较好

的免疫原性[43]。软件预测提示LAP含有9个T细胞表位和

20个B细胞表位[44]。借助皮下注射将50
 

μg重组LAP蛋白

加弗氏佐剂接种BALB/c鼠,在初次接种后1和2周加强2
次,在初次接种后5周显现血清IgG升高,LAP的6个T细胞

表位肽或3个B细胞表位肽可刺激脾细胞增殖,ELISPOT提

示IFN-γ+和IL-4+SFCs细胞的数目增多[45,46]。

4.5 GILE表位肽 由于单个表位的分子量小,导致免疫原性

较弱和结构不稳定,推测将各个抗原的表位串联数次可增强重

组蛋白的免疫原性和稳定性[47]。GILE表位肽含有EMY162
蛋 白 和 LAP 蛋 白 的 优 势 抗 原 表 位,其 串 联 方 式 为

EMY16295-104-LAP464-479-LAP495-510-LAP396-410-EMY162106-121-

LAP504-518-EMY16295-104112-126;将 人 工 合 成 的 GILE 基 因 插 入

pCzn1得pCzn1-GILE,转化大肠埃希菌BL21(DE3)株,筛选培

养后借助 Western杂交表明 AE患者的血清识别重组菌表达

45
 

ku的GILE蛋白[48]。

4.6 ETBM 表 位 肽  ETBM 表 位 肽 含 有 EMY1627-13、

EMY16236-48、TSP333-42 和TSP380-90 的表位序列。将人工合成

600
 

bp的ETBM 基因插入pCzn1得pCzn1-ETBM,转化大肠

埃希菌Arctic
 

Express(DE3)株,筛选培养后经免疫印渍提示重

组菌表达26KDa的ETBM 蛋白可被 AE患者的血清所结合;

用50
 

μg重组ETBM蛋白加弗氏佐剂皮下注射BALB/c鼠,在
初次注射后2和4周强化2次,在初次注射后6周显示血清

IgG、IgG1、IgG2a、IgE、IgA和IgM 升高;脾细胞增殖并产生高

水平的IFN-γ和IL-4;此时腹腔注射1
 

000个Em原头节进行

攻击,在攻击后4月发现免疫组的泡球蚴数目减少和重量降

低[49]。

5 载体介导的疫苗

载体介导的疫苗包括:重组鼠伤寒沙门氏菌(rSt-EmII/3-
10/GAPDH)、重组卡介苗(rBCG-EmⅡ/3/Em14-3-3)、重组两

歧双歧 杆 菌(rBb-EmⅡ/3-Em14-3-3)和 重 组 慢 病 毒(rLV-
severin)疫苗等。

5.1 rST疫苗 鼠伤寒沙门氏菌(Salmonella
 

typhimurium,

St)具有粘膜免疫佐剂的作用,可诱导宿主产生粘膜免疫和全

身免疫应答,并可有效表达插入的外源基因[50]。将EmII/3-10
基因插 入pUR278得pVM-EmII/3-10,将 其 转 化 St减 毒 株

LT2,筛选培养后经SDS-PAGE证明重组菌表达130
 

ku的β-

gal-
 

EmII/3-10融合蛋白;将1×108CFU疫苗皮下注射或2×
109CFU疫苗口服C57BL/6j鼠,在初次接种后2和4

 

d加强2
次,在初次接种后3周显示免疫鼠的脾细胞增殖,血清抗体升

高;与犬接种比较提示免疫犬的脾细胞增殖弱于免疫鼠,但抗

体水平高于免疫鼠[51]。

3-磷 酸 甘 油 醛 脱 氢 酶 (glyceraldehyde-3-phosphote
 

dehydrogenase,GAPDH)是 糖 酵 解 途 径 的 关 键 酶 之 一。将

GAPDH基因插入pBS-SK得pBS-GAPDH,与pMMB207重组

得pMMB207-GAPDH,转化St减毒株,筛选培养后通过SDS-
PAGE证实重组菌表达37

 

ku的 GAPDH 蛋白;将2×1010
 

CFU疫苗口服或5×105CFU疫苗腹腔注射BALB/c鼠,在初

次免疫后3周强化1次,在初次免疫后5周口服1
 

750个Em
虫卵进行攻击,在攻击后10周显现口服免疫组和腹腔注射组

的减蚴率分别为65.3%和79.80%[52]。

5.2 rBCG疫苗 卡介苗(Bacille
 

Calmettle-Guerin,BCG)是
一种免疫佐剂,可开发为疫苗载体[53]。李文桂等[54-61]以 Em
原头节的总RNA为模板克隆EmⅡ/3基因,将其插入pBCG
得pBCG-EmⅡ/3,电穿孔转化BCG,筛选培养后经免疫印迹证

明AE患者血清识别重组菌表达的65
 

ku的EmⅡ/3抗原。将

106CFU疫苗皮下注射或105CFU疫苗滴鼻BALB/c鼠,显现

血清IgG、IgG2a和IgG2b均在接种后2~18周升高,分别在接

种后10、4和4周达最高水平;血清IgG1和IgE均在接种后2
~18周显著降低,分别在接种后4周和18周达最低水平;血清

IgG3在接种后10~12周增加,在接种后12周达最高水平;脾

CD4+
 

和CD8+T细胞亚群的数目分别在接种后2~10周和2
~18周升高,分别在接种后4和10周达最高水平;脾细胞培养

上清液的IL-2、IFN-γ、TNF-α和IL-4分别在接种后2~6周、2
~6周、2~10周和8~10周升高,分别在接种后4、4、8和10
周达最高水平。在疫苗接种后8周腹腔注射100个Em原头

节进行攻 击,在 攻 击 感 染 后18周 显 现 免 疫 组 的 减 蚴 率 为
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63.23%~74.70%,血清IgG、IgG2a、IgG2a和IgE水平明显升

高,IgG1降低,IgG3无明显变化;皮下注射组的CD4+和CD8+

T细胞亚群数目显著高于鼻腔内接种组;皮下注射组的脾细胞

凋亡发生率显著低于鼻腔内接种组。

将重组BCG-Em14-3-3疫苗接种BALB/c鼠也可诱导有

效的免疫应答,攻击实验可获得59.41%~82.35%的减蚴

率[63-68]。将rBCG-EmⅡ/3和rBCG-Em14-3-3疫苗按1∶1的

浓度比例混匀,组成混合疫苗后接种BALB/c鼠同样诱导有效

的免疫 应 答,攻 击 实 验 可 获 得 45.29% ~76.47% 的 减 蚴

率[69-75]。

5.3 rBb-Em Ⅱ/3-Em14-3-3 疫 苗  两 歧 双 歧 杆 菌

(Bifidobacteria
 

bifidum,Bb)是一种肠道益生菌,但其细胞壁

较厚,难于转染外源 DNA。人们构建了穿梭载体pRM1和

pMB2并摸索了外源DNA转化Bb的电穿孔条件[76,77]。由于

宿主 MHC分子的多样性和Em抗原结构的复杂性,宿主将针

对抗原的多个表位产生免疫反应,使得单一抗原成分诱导宿主

产生的保护性免疫应答效果往往较低。杨梅和李文桂等[78-84]

采用序贯 PCR合成 EmⅡ/3-Em14-3-3融合基因,将其插入

pGEX-1λT得pGEX-EmⅡ/3-Em14-3-3;电穿孔转化Bb,筛选

培养后经免疫印渍证明 AE患者血清识别重组菌表达的119
 

ku的融合蛋白。为了研究rBb疫苗的免疫应答类型及动态变

化规律,将5×106CFU疫苗皮下注射或5×105CFU疫苗滴鼻

BALB/c小鼠,显示血清IgG、IgG2a和IgG2b均在接种后有不

同程度的增高;IgE在接种后10~12周达较高水平;淋巴细胞

增殖在接种后10~14周达较高水平;CD4+T细胞的数目均在

接种后4~8周升高,而CD8+T细胞的数目轻微增加;脾细胞

培养上清液IFN-γ、IL-12、TNF-α和IL-10在接种后2~6周之

间达较高水平,但以IFN-γ和TNF-α升高较为明显。为了研

究rBb免 疫 抗 Em 原 头 节 攻 击 的 保 护 性 免 疫 机 制,将5×
106CFU疫苗皮下注射或5×105CFU疫苗滴鼻BALB/c小鼠,

在免疫12周后用100个Em原头节进行攻击,在攻击感染后

18周发现免疫组的减蚴率为13.56~78.25%,以皮下注射组

较为明显;皮下注射组的血清IgG、IgG2a和IgG2b水平高于滴

鼻组,脾细胞增殖,脾CD4+亚群显著增加,脾细胞分泌高水平

的IL-12、IFN-γ和TNF-α,但IL-10水平降低;脾细胞的凋亡发

生率降低,以皮下注射组较为显著。

5.4 rLV-severin疫苗 慢病毒(Lenivirus,LV)是一种源自

HIV-1的载体,可以将携载的外源基因转移给各种细胞和组

织,是一种理想的疫苗载体[85]。将肌切蛋白(severin)基因插入

慢病毒载体pCDH-CMV-MCS-EF1得pCDH-severin,加辅助

质粒psPAX2和pSD共同转染293
 

T细胞,筛选培养后通过免

疫荧光提示重组病毒可呈现融合蛋白的分子;将重组病毒与人

肝细胞 L02株 共 同 孵 育72
 

h,荧 光 定 量 PCR 显 示 细 胞 株

severin表达升高,侵袭和迁移能力增强[86]。

6 结语

尽管大部分现有Em疫苗都可诱导宿主产生一定的保护

力,但它们诱导的保护力尚未达到人们所期望的水平,同时这

些疫苗还存在下述缺点:由于很难成批供应大量Em虫卵、六
钩蚴或泡球蚴,因而用其免疫接种在实际工作中受到限制;

DNA疫苗操作简单,能同时诱导体液免疫、TH 细胞和CTL应

答,但DNA可能整合到宿主细胞的基因组中,有引起原癌基因

活化和抑制基因失活的危险;重组蛋白要经过基因克隆、表达

和蛋白纯化等复杂过程,成本高,同时只能诱导体液免疫和TH
细胞应答,但不能诱导细胞毒性T淋巴细胞应答(CTL);尽管

表位肽是抗原特异性激活宿主免疫应答的最小单位,可以直接

诱导有效的免疫应答,但其免疫原性较弱;重组沙门氏菌苗的

表达产物与天然蛋白存在差异,表达水平较低;重组BCG疫苗

生长缓慢,营养要求高,培养一代需10多个小时;转化效率低,

外源基因的表达需特殊载体等;重组Bb疫苗长期低剂量口服

有可能产生免疫耐受现象;慢病毒载体可能具有潜在的致癌和

致病性,因此,还需要开发新的疫苗载体,把Em疫苗的研究推

向一个新的高度。现有研究表明黄热病毒、委内瑞拉马脑炎病

毒、水疱性口炎病毒、牛疱疹病毒Ⅰ型、新城疫病毒、鸡痘病毒

和新培斯病毒等病原体都是有效的疫苗载体[87-93],构建这些载

体介导的Em疫苗可能具有极为广阔的开发应用前景。

随着科技的进步,人们将对Em的基因组学、蛋白质组学、

代谢组学、转录组学以及表观遗传学等进行深入探索,从而阐

明Em蛋白的结构与功能的关系,筛选新的抗原分子,构建多

价高效的复合基因疫苗或含有基因佐剂的混合基因疫苗或多

表位疫苗;Em的生活史复杂,不同发育阶段的免疫原性和抗原

构成有差异,各阶段都有保护性抗原,不同种株的免疫原性不

同,筛选具有种间交叉免疫保护的高度保守性共同抗原,对不

同虫种不同阶段的保护性抗原进行鉴定和分离,筛选保护性强

的抗原,将其联合制成多价疫苗;关注Em的虫株变异与宿主

遗传 的 关 系;探 索 基 于 类 转 录 激 活 因 子 效 应 的 核 酸 酶

(TALEN)或基于CRISPR/cas9的基因编辑技术用于疫苗研

究;探究这些疫苗的免疫原性、转化效率、MHC限制性以及能

否长期在宿主体内表达;研究新型佐剂、疫苗载体和制备融合

蛋白,提高疫苗的免疫原性;在宿主体内准确评估新型疫苗分

子的保护性免疫机制;摸索纳米微粒技术引入新型疫苗是否可

延长免疫应答的时间,诱导记忆性T细胞的产生;阐明这些问

题有助于开拓载体介导的Em疫苗的应用前景。
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