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伯氏疟原虫Ｐｂｇ６３蛋白的表达及其传播阻断活性评估
于鑫鑫，姚桂香，张迪，张碧莹，刘飞，杨帆，闵慧，曹雅明

（中国医科大学基础医学院，辽宁沈阳１１０１２２）

【摘要】　目的　研究Ｐｂｇ６３蛋白在伯氏疟原虫各期的表达情况和定位，评估其作为疟疾传播阻断疫苗候选抗原的潜在

效应。　方法　从ＮＣＢＩ数据库获得Ｐｂｇ６３基因同源序列，并进行同源序列比对；通过ＳＭＡＲＴ在线网站预测其编码蛋

白的结构域，利用ＩｍｍｕｎｏｍｅｄｉｃｉｎｅＧｒｏｕｐ工具预测蛋白抗原决定簇。利用双交叉同源重组的方法在Ｐｂｇ６３基因Ｃ端加

入 ＨＡ标签，在获得阳性克隆虫株的基础上通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和间接免疫荧光试验检测该蛋白在虫体各期的表达特点

和定位。用ｒＰｂｇ６３蛋白免疫小鼠，通过酶联免疫吸附试验检测小鼠血清特异性抗体滴度，通过体外试验观察Ｐｂｇ６３抗

血清对伯氏疟原虫雄配子体出丝中心和动合子形成的影响。　结果　ＢＬＡＳＴ同源序列比对显示Ｐｂｇ６３蛋白在不同疟

原虫种属中较为保守。成功表达ｒＰｂｇ６３蛋白，免疫小鼠后用ＥＬＩＳＡ检测血清中抗Ｐｂｇ６３抗体滴度为１∶２５６００，表明

该蛋白具有良好免疫原性。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｐｂｇ６３在疟原虫裂殖体、配子体和动合子阶段均有表达；ＩＦＡ检测Ｐｂｇ６３

在雌、雄配子体的胞浆和细胞膜均有表达，但在动合子主要表达在胞膜上。体外传播阻断试验表明，抗Ｐｂｇ６３免疫血清

对配子体出丝中心数以及动合子的形成与对照组相比无显著影响。　结论　Ｐｂｇ６３在疟原虫各种属中相对保守，在无

性期和有性期均有表达，但抗Ｐｂｇ６３免疫血清无明显传播阻断作用，表明Ｐｂｇ６３尚不能作为传播阻断疫苗候选抗原。
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　　疟疾主要是由媒介按蚊传播疟原虫引起的严重危

害人类健康的传染性疾病。世界卫生组织（ＷＨＯ）最

新疟疾报告显示，２０２０年全球有２．４１亿疟疾病例，死

亡６２．７万例
［１］。尽管现在药浸蚊帐，杀虫剂以及抗疟

药的使用使得疟疾的发病率和死亡率逐年下降，但在

非洲等疟疾肆虐地区当前的防控措施仍不足以起到完

全消除疟疾的效果［２］，目前疟疾仍然是该地区主要公

共卫生问题之一。当前由于疟原虫对多种抗疟药耐药

性的出现与增加，已严重影响疟疾的控制与消除［３］。

因此，开发安全有效的疟疾疫苗以及抗疟药物对于疟

疾的防治具有重要意义。

为了有效控制疟疾的传播，人们已致力于传播阻

断疫苗（Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｂｌｏｃｋｉｎｇｖａｃｃｉｎｅｓ，ＴＢＶｓ）的研

究。ＴＢＶｓ被设计用来在人类宿主中诱导产生针对疟

原虫有性期或在成蚊中发现的候选抗原的抗体［４］。该

类抗体可中和按蚊摄入血液中的有性期疟原虫，从而

干扰其宿主中的发育，阻断其传播给其他易感人群［５］。

目前已将传播阻断疫苗与ＲＴＳ、Ｓ／ＡＳ０１疫苗配合使

用以消除疟疾［６］。目前对于传播阻断疫苗候选抗原的

研究主要集中在疟原虫有性发育阶段表达的受精前和

受精后抗原［７］，其中受精前抗原 Ｐ２３０、Ｐ４８／４５
［８］和

ＨＡＰ２，以及受精后抗原Ｐ２５和Ｐ２８
［９］备受关注，研究

证明这些抗原具有良好的传播阻断活性，然而目前发

现的ＴＢＶｓ候选抗原并不能完全阻断疟疾传播
［１０］。

因此，筛选并研究其他候选抗原有助于ＴＢＶｓ的开发。

通常一个优势 ＴＢＶｓ候选抗原需要满足以下几个条

件：一，抗原在疟原虫有性阶段膜表面高表达，具有信

号肽和／或跨膜区；二，有良好的免疫原性和抗原性，能

诱导机体产生较高和持久的抗体滴度；三，抗原免疫机

体后产生的抗体能显著影响疟原虫有性阶段的发育过

程，具有明显的传播阻断活性。

本研究利用生物信息学方法分析疟疾传播阻断疫

苗候选抗原Ｐｂｇ６３（ＰＢＡＮＫＡ＿０７０３００）特性；用原核

表达系统诱导表达重组Ｐｂｇ６３蛋白，并制备鼠源多克

隆抗血清，评价该蛋白的免疫源性；利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

和ＩＦＡ试验检测Ｐｂｇ６３蛋白在疟原虫各期的表达及

其细胞定位，并通过体外传播阻断试验评估Ｐｂｇ６３蛋

白作为ＴＢＶｓ候选抗原的可能性。

材料与方法

１　材料

１．１　实验动物和虫株　６～８周龄的雌性ＢＡＬＢ／ｃ小

鼠，购自北京维通利华实验动物技术有限公司，伯氏疟

原虫（犘犾犪狊犿狅犱犻狌犿犫犲狉犵犺犲犻，Ｐｂ）ＡＮＫＡ株，为中国医

科大学免疫教研室保存。

１．２　主要试剂　Ｈｉｓ标签单克隆抗体和 Ａｌｅｘａ５５５

标记羊抗兔ＩｇＧ购自中国ＡＢｃｌｏｎａｌ公司；辣根过氧化

物酶标记的羊抗鼠ＩｇＧ和Ａｌｅｘａ４８８标记羊抗鼠ＩｇＧ

购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＲＰＭＩ１６４０和胎牛血清购

自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；青、链霉素购自美国 Ｇｅｎｖｉｅｗ

公司；肝素购自鼎国昌盛生物技术有限责任公司。

２　方法

２．１　Ｐｂｇ６３基因生物信息学分析　从ＮＣＢＩ数据库

中获得疟原虫不同种属Ｐｂｇ６３基因同源序列，利用

ＢＬＡＳＴ（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）进行

同源序列比对；使用 ＳＭＡＲＴ 在线网站 （ｈｔｔｐ：／／

ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／）预测Ｐｂｇ６３蛋白结构域；

使 用 Ｉｍｍｕｏｎｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｇｒｏｕｐ（ｈｔｔｐ：／／ｉｍｅｄ．ｍｅｄ．

ｕｃｍ．ｅｓ／Ｔｏｏｌｓ／ａｎｔｉｇｅｎｉｃ．ｐｌ）工具进行蛋白抗原决定

簇分析。

２．２　Ｐｂｇ６３基因重组质粒的构建及目的蛋白的表达

与纯化　根据原核表达载体设计引物，从Ｐｂｇ６３基因

组中扩增编码３５８４２２ａａ的片段，并将扩增片段克隆

到原核表达载体ｐＥＴ３２ａ上。将重组质粒转染至大肠

埃希菌（犈．犮狅犾犻）ＲｏｓｅｔｔａｇａｍｉＢ（ＲＧＢ），使用１ｍｍｏｌ／

ＬＩＰＴＧ于１９℃条件下诱导表达８ｈ；收集菌液沉淀，

加入 Ｈｉｓ天然结合缓冲液（１０ ｍｍｏｌ／Ｌ 咪唑，３００

ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，５０ｍｍｏｌ／ＬＮａ３ＰＯ４，ｐＨ８．０），吹打混

匀后超声破菌；离心，弃沉淀，取上清（含可溶的

ｒＰｂｇ６３）上镍琼脂糖凝胶６ＦＦ柱，使用 Ｈｉｓ天然结合

缓冲液竞争洗脱ｒＰｂｇ６３蛋白。洗脱的ｒＰｂｇ６３蛋白

用０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ７．４）于４℃深度脱盐过夜，次

日用聚乙二醇浓缩获得纯化的ｒＰｂｇ６３蛋白。

２．３　鼠抗ｒＰｂｇ６３抗血清的制备及其抗体滴度检测

　用纯化的ｒＰｂｇ６３重组蛋白于皮下免疫ＢＡＬＢ／ｃ小

鼠，初次免疫使用５０μｇ重组蛋白辅以完全弗氏佐剂，

两次增强免疫均使用２５μｇ重组蛋白辅以不完全弗氏

佐剂。末次免疫后１０ｄ摘眼球取血，分离血清，采用

ＥＬＩＳＡ检测抗体滴度。ｒＰｂｇ６３重组蛋白包被浓度为

１０μｇ／ｍＬ，次 日每孔 加 ２００μＬ ＰＢＳ（含 ０．０５％

Ｔｗｅｅｎ）洗３次后弃去，用含１％ＢＳＡ（胎牛血清）的

ＰＢＳ于３７℃封闭酶标板１ｈ；１００μＬ１％ＢＳＡ，Ｐｂｇ６３

抗血清 用１％ＢＳＡ从１∶２００起作倍比稀释，辣根过

氧化物酶标记的抗鼠ＩｇＧ用ＰＢＳ作１∶５０００，显色液

为ＴＭＢ。显色后加入终止液，用酶标仪测定各孔４５０

ｎｍ波长处的吸光度Ａ值。试验设置健康小鼠阴性对

照。

２．４　Ｐｂ裂殖体、配子体、动合子的培养及虫体抗原的
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提取

２．４．１　裂殖体的培养与纯化　取雌性昆明小鼠，腹腔

注射５×１０
６
Ｐｂｇ６３ＨＡ型Ｐｂ感染的红细胞，感染３ｄ

后尾静脉取血涂片，瑞士吉姆萨染色，于光学显微镜

下观察小鼠原虫血症情况。当小鼠原虫血症达３％～

５％时，取小鼠眼球血１ｍＬ加至４９ｍＬ裂殖体培养基

（含７４％ ＲＰＭＩ１６４０、２５％胎牛血清、１％青链霉素）

中，置于含５％ＣＯ２、１０％ Ｏ２、８５％ Ｎ２ 的培养箱中３７

℃培养２０ｈ。取１μＬ培养物涂片，瑞士吉姆萨染色，

光学显微镜下观察裂殖体培养情况。用５８％ Ｎｙｃｏ

ｄｅｎｚ溶液梯度密度离心分离裂殖体，收集中间灰白色

层，ＰＢＳ清洗后取１μＬ涂片、染色，光学显微镜下观察

纯化情况。

２．４．２　配子体的纯化　雌性昆明小鼠腹腔注射０．２

ｍＬ苯肼（６ｍｇ／ｍＬ）３ｄ后，腹腔注射１×１０
７ 个

Ｐｂｇ６３ＨＡ型Ｐｂ感染的红细胞。于感染后第４ｄ尾

静脉取血，涂片，瑞士吉姆萨染色，显微镜下观察小鼠

原虫血症情况，待原虫血症达到１５％～２０％时给小鼠

饮用磺胺嘧啶（２０ｍｇ／Ｌ）２ｄ，筛选成熟配子体阶段疟

原虫并进行涂片染色鉴定。当仅存有成熟配子体时，

将小鼠置于冰上经眼球取血１ｍＬ并与１０ｍＬＰＢＳ混

合，用４８％ Ｎｙｃｏｄｅｎｚ分离纯化成熟配子体。

２．４．３　动合子的培养及纯化　用苯肼处理小鼠３ｄ，

经腹腔注射１×１０
７ 个Ｐｂｇ６３ＨＡ型Ｐｂ感染的红细

胞，当感染率达１０％左右时取小鼠眼球血１ｍＬ置于

９ｍＬ动合子培养基中，１９℃培养２４ｈ，取１μＬ培养

物涂片染色，观察动合子培养情况，并用６２％ Ｎｙｃｏ

ｄｅｎｚ溶液进行密度梯度离心，分离动合子，经ＰＢＳ清

洗后取１μＬ于显微镜下观察纯化情况。

２．５　Ｐｂｇ６３在疟原虫中的表达与检测

２．５．１　Ｐｂｇ６３ＨＡ标签虫株的构建　从 ＮＣＢＩ数据

库中获得Ｐｂｇ６３目的基因序列及同源臂序列，以终止

密码子ＴＡＡ为界，分别设计５′ＵＴＲ、３′ＵＴＲ引物，通

过双交叉同源重组法对Ｐｂｇ６３基因Ｃ端加ＨＡ标签。

２．５．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｐｂｇ６３的表达　将上述分

离纯化的３个生活史阶段的疟原虫血分别用２％皂素

裂解红细胞，离心收集疟原虫，用含蛋白酶抑制剂的

２％ＳＤＳ抽提疟原虫总蛋白。取等量（３０μｇ）裂殖体、

配子体、动合子蛋白（或５μｇＰｂｇ６３重组蛋白），经

１０％ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳分离寄生虫抗原／蛋白后，

湿转法（４５Ｖ２．５ｈ）转移到ＰＶＤＦ膜上。ＰＶＤＦ膜用

ＴＢＳＴ稀释的５％脱脂奶粉室温封闭２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜

３次；加入用５％封闭液１∶２００稀释的ａｎｔｉＨＡ一抗

４℃孵育过夜，洗涤；加入 ＨＲＰ标记的山羊抗小鼠

ＩｇＧ二抗（１∶５０００）孵育２ｈ，洗涤，ＥＣＬ发光后将条

带可视化。

２．５．３　Ｐｂｇ６３的间接免疫荧光（ＩＦＡ）检测　雌雄配

子体、雌雄配子以及动合子样品用４％多聚甲醛＋

０．００７５％戊二醛室温固定３０ｍｉｎ；３０００ｒ／ｍｉｎ（离心

半径９ｃｍ）离心３ｍｉｎ，弃上清，沉淀用ＰＢＳ清洗一

次；加入５００μＬ透膜液（含０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００）处理

１０ｍｉｎ，３％ＢＳＡ封闭１ｈ；加入稀释的Ｐｂｇ６３抗血清

以及１∶５００稀释的 Ｍａｒｋｅｒ一抗（雌配子体：兔源抗

Ｐｂｇ３７７多抗；雄配子体：兔源抗αｔｕｂｉｌｉｎ多抗；雌配子

及动合子：兔源抗Ｐｂｓ２１多抗）孵育１ｈ，不透膜组加

入１∶５００稀释的Ｐｂｇ６３抗血清孵育１ｈ，ＰＢＳ洗涤后

用０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理１０ｍｉｎ以便 Ｍａｒｋｅｒ染

色，洗涤；加入Ａｌｅｘａ４８８标记的羊抗鼠ＩｇＧ或Ａｌｅｘａ

５５５标记的羊抗兔ＩｇＧ（１∶５００）孵育１ｈ，洗涤；用

Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３５２８对细胞核染色１５ｍｉｎ，使用荧光显微

镜观察并记录各时期虫体形态及染色情况。

２．６　体外传播阻断试验　小鼠经腹腔注射苯肼３ｄ

后，腹腔注射５×１０
６ 个野生型Ｐｂ感染的红细胞，培养

基按照１∶５、１∶１０加入抗ｒＰｂｇ６３血清，待小鼠原虫

血症到达８％～１０％时，分别取１０μＬ鼠尾血置于４０

μｌ含抗血清的培养基中，记录各视野下出丝中心数

量。同时分别取１０μＬ鼠尾血置于上述培养基中，１９

℃培养２４ｈ，取１μＬ涂片，使用ａｎｔｉＰｂｓ２１抗体识别

动合子，荧光显微镜下计数动合子形成数量。

２．７　统计学分析　采用ＧｒａｐｈＰａｄｐｒｉｓｍ９．５．１软件

进行分析绘图和统计学分析。ＥＬＩＳＡ抗体滴度差异

分析，各组平均每１０个视野出丝数量以及动合子数比

较采用ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　果

１　犘犫犵６３基因生物信息学分析

ＳＭＡＲＴ预测Ｐｂｇ６３蛋白具有１个Ｎ端信号肽，

９个跨膜区（图１Ａ）。ＢＬＡＳＴ同源序列比对分析显

示，Ｐｂｇ６３基因在疟原虫不同种属中较为保守（图

１Ｂ）。本研究选择的表达蛋白区域为３５８４２２ａａ，含有

３个抗原簇（图１Ｃ）。

２　犘犫犵６３重组蛋白的检测

利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ对纯化的Ｐｂｇ６３重组蛋白进

行检测，ｒＰｂｇ６３蛋白能被ａｎｔｉＨｉｓ抗体识别，单一反

应条带位于约２７ｋｕ处（图２），与预期相符。

３　犘犫犵６３免疫鼠血清特异性抗体检测

ＥＬＩＳＡ检测显示，Ｐｂｇ６３重组蛋白３次免疫后小

鼠血清特异性抗体水平与对照组相比显著升高（犘＜

０．００１）；Ｐｂｇ６３重组蛋白免疫小鼠所获得的抗体滴度

达１∶２５６００（图３）。表明Ｐｂｇ６３重组蛋白具有良好

的免疫原性。
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　　Ａ　Ｐｂｇ６３结构域示意图（红色代表信号肽，蓝色代表跨膜区，粉色

代表低度复杂区）　Ｂ　Ｐｂｇ６３基因同源序列比对示意图（犘狏：间日疟原

虫；犘犮：夏氏疟原虫；犘犫：伯氏疟原虫；犘狔：约氏疟原虫）　Ｃ　Ｐｂｇ６３蛋

白抗原决定簇分析

图１　犘犫犵６３的生物信息学分析

Ａ　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆＰｂｇ６３ｄｏｍａｉｎ（Ｔｈｅｒｅｄｉｓｔｈｅｓｉｇｎａｌｐｅｐ

ｔｉｄｅ，ｔｈｅｂｌｕｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｒｅｇｉｏｎ，ｔｈｅｐｉｎｋｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ

ｌｏｗｃｏｍｐｌｅｘｉｔｙ）　Ｂ　ＤｉａｇｒａｍｏｆＰｂｇ６３ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎ

ｍｅｎｔ（犘狏：Ｐ．ｖｉｖａｘ；犘犮：Ｐ．ｃｈａｄａｕｄｉ；犘犫：犘．犫犲狉犵犺犲犻；犘狔：犘．狔狅犲犾犻犻）

　Ｃ　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆａｎｔｉｇｅｎｉｃｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔｓｏｆＰｂｇ６３

犉犻犵．１　犅犻狅犻狀犳狅狉犿犪狋犻犮狊犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犘犫犵６３

图２　纯化重组犘犫犵６３蛋白的 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋检测

犉犻犵．２　犜犺犲狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋犘犫犵６３狆狉狅狋犲犻狀狑犪狊犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋

４　犘犫犵６３犎犃虫株的构建、鉴定及犘犫犵６３的表达检测

利用双交叉同源重组方法获得Ｐｂｇ６３ＨＡ型虫

株，即将载体上的 ＨＡ标签加入到Ｐｂｇ６３基因Ｃ端，

ｈＤＨＦＲ和ｙｆｃｕ耐药基因加入到疟原虫基因组中（图

４Ａ）。ＰＣＲ鉴定电转染结果，即以 ＷＴ型虫株基因组

为模板，Ｐ１、Ｐ２为引物，扩增出特异性片段；以Ｐｂｇ６３

ＨＡ虫株基因组为模板，分别以Ｐ１＋Ｐ２，Ｐ１＋Ｐ３，Ｐ４

＋Ｐ５为引物，分别扩增出３９６６、１９０２和１９０５ｂｐ片

段（图４Ｂ），Ｐｂｇ６３ＨＡ虫株构建正确。

注：组间比较，ａ犘＜０．０５；
ｂ
犘＜０．０１；

ｃ
犘２＜０．００１。

图３　犈犔犐犛犃检测狉犘犫犵６３抗血清抗体滴度

Ｎｏｔｅｓ：Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐｓ，
ａ
犘＜０．０５；

ｂ
犘＜０．０１；

ｃ
犘＜０．００１．

犉犻犵．３　犜犺犲狋犻狋犲狉狅犳狉犘犫犵６３犪狀狋犻狊犲狉狌犿犪狀狋犻犫狅犱狔狑犪狊犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔犈犔犐犛犃

　　Ａ　Ｐｂｇ６３ＨＡ型标签虫株质粒构建模式图　Ｂ　Ｐｂｇ６３ＨＡ型标

签虫株ＰＣＲ鉴定　Ｍ　ＤＮＡ标志物　左图１３　ＷＴ型虫株（１：Ｐ１＋

Ｐ２扩增产物１０９０ｂｐ；２：Ｐ１＋Ｐ３；３：Ｐ４＋Ｐ５）　右图１３　Ｐｂｇ６３ＨＡ型

虫株（１：Ｐ１＋Ｐ２扩增产物３９６６ｂｐ；２：Ｐ１＋Ｐ３扩增产物１０９２ｂｐ；３：Ｐ４

＋Ｐ５扩增产物１９０５ｂｐ）

图４　犘犫犵６３犎犃型虫株犘犆犚鉴定

Ａ　ＳｔｒａｔｅｇｙｏｆＨＡｔａｇｇｉｎｅｏｆＰｂｇ６３ａｔＣｔｅｒｍｉｎａｌ　Ｂ　Ｖｅｒｉｆｉｃａ

ｔｉｏｎｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅｆｏｒＰｂｇ６３ＨＡｂｙＰＣＲ　Ｍ　ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ　ｌｅｆｔ

ｐａｎｅｌ１３　ＷＴｐａｒａｓｉｔｅ（１：Ｐ１＋Ｐ２１０６９ｂｐ；２：Ｐ１＋Ｐ３；３：Ｐ４＋Ｐ５）　

ｒｉｇｈｔｐａｎｅｌ（１３）　Ｐｂｇ６３ＨＡｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐａｒａｓｉｔｅ（１：Ｐ１＋Ｐ２３９６６ｂｐ；

２：Ｐ１＋Ｐ３１０９２ｂｐ；３：Ｐ４＋Ｐ５１９０５ｂｐ）

犉犻犵．４　犘犆犚犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犘犫犵６３犎犃狋狉犪狀狊犵犲狀犻犮狆犪狉犪狊犻狋犲

用分离纯化的Ｐｂｇ６３ＨＡ裂殖体、配子体、动合

子蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，结果显示Ｐｂｇ６３在裂殖体、

配子体、动合子均有表达（图５Ａ）。ＩＦＡ结果显示ｒＰ

ｂｇ６３抗血清可识别雌雄配子体、配子、合子以及动合

子抗原。Ｐｂｇ６３在雌雄配子体、雄配子以及雌配子的

胞膜和胞质均有表达，但主要表达在胞浆内；动合子主

要在胞膜上表达（图５Ｂ）。
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　　Ａ　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｐｂｇ６３的表达　Ｓｃｈ　裂殖体　Ｇａｍ　配子体　Ｏｏｋ　动合子　ＨＳＰ７０　阳性对照　Ｃｏｎｔｒｏｌ　空白对照　Ｂ　ＩＦＡ检测

Ｐｂｇ６３在伯氏疟原虫各期的定位　ＢＦ　明视野　＋ＴＸ１００　透膜　ＴＸ１００　不透膜　Ｐｂｇ３７７　雌配子体及雌配子特异性表达　αｔｕｂｕｌｉｎ　雄配

子体及雄配子特异性表达　Ｐｂｓ２１　动合子表面特异性表达（标尺为５μｍ）

图５　犘犫犵６３在犘犫各期的表达检测与定位

Ａ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰｂｇ６３ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　Ｓｃｈ　ｓｃｈｉｚｏｎｔ　Ｇａｍ　Ｇａｍｅｔｏｃｙｔｅ　Ｏｏｋ　Ｏｏｋｉｎｅｔｅ　ＨＳＰ７０　Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ　Ｃｏｎ

ｔｒｏｌ　ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ　Ｂ　ＩＦＡｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＰｂｇ６３ｉｎａｌｌｓｔａｇｅｓｏｆ犘．犫犲狉犵犺犲犻　ＢＦ　Ｂｒｉｇｈｔｆｉｅｌｄ　＋ＴＸ１００　Ｐｅｒｍｅａｂｌｅ

ｍｅｍｂｒａｎｅ　ＴＸ１００　ｉｍｐｅｒｍｅａｂｌｅｍｅｍｂｒａｎｅ　Ｐｂｇ３７７　Ｓｐｅｃｉｆｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｆｅｍａｌｅｇａｍｅｔｏｃｙｔｅａｎｄｆｅｍａｌｅｇａｍｅｔｅ　αｔｕｂｕｌｉｎ　Ｓｐｅｃｉｆｉｃｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｏｆｍａｌｅｇａｍｅｔｏｃｙｔｅａｎｄｍａｌｅｇａｍｅｔｅ　Ｐｂｓ２１　ＳｕｒｆａｃｅｓｐｅｃｉｆｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅＯｏｋｉｎｅｔｅ

犉犻犵．５　犜犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犪狀犱狊狌犫犮犲犾犾狌犾犪狉犾狅犮犪犾犻狕犪狋犻狅狀狅犳犘犫犵６３狆狉狅狋犲犻狀

５　犘犫犵６３抗血清传播阻断作用评价

为了评估ｒＰｂｇ６３抗血清的传播阻断能力，将不

同比例稀释的ｒＰｂｇ６３抗血清与疟原虫于２５℃培养

１５ｍｉｎ，雄性配子体出丝数量与对照组ｐＥＴ３２ａ抗血

清相比未受明显影响（狋＝０．３５０８，犘＞０．０５）（图６Ａ）；

将抗ｒＰｂｇ６３的血清与疟原虫于１９℃共同培养２４ｈ

后，动合子形成较对照组未显著减少（狋＝０．３６０８，犘＞

０．０５）（图６Ｂ）。表明ｒＰｂｇ６３抗血清无阻断疟疾传播

作用。

讨　论

疟疾传播阻断疫苗主要针对的是疟原虫有性发育

阶段，区别于红前期疫苗与红内期疫苗。ＴＢＶｓ是一

类“利他”疫苗，其意义在于减少和阻断疟原虫经蚊媒

介感染下一宿主［１１］。这类抗原主要分为三大类，即受

精前的靶抗原、受精后的靶抗原及蚊阶段抗原［１２］。为

了开发安全有效的ＴＢＶｓ，传播阻断疫苗候选抗原的

筛选至关重要。通常，选择的候选抗原在不同疟原虫

种属中高度保守和低生物多态性，并在有性阶段膜表

面表达。最重要的是候选抗原有较好的免疫原性和抗

　　Ａ　抗ｒＰｂｇ６３免疫血清对配子体出丝的影响　Ｂ　抗ｒＰｂｇ６３免疫

血清对动合子形成数的影响。

图６　犘犫犵６３抗血清对雄配子出丝和动合子形成的影响

Ａ　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆａｎｔｉｒＰｂｇ６３ｓｅｒｕｍｏｎｔｈｅｇａｍｅｔｏｃｙｔｅｅｘｆｌａｇｅｌ

ｌａｔｉｏｎ　Ｂ　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆａｎｔｉｒＰｂｇ６３ｓｅｒｕｍｏｎｔｈｅｏｏｋｉｎｅｔｅｎｕｍｂｅｒｓ

犉犻犵．６　犜犺犲犲犳犳犲犮狋狅犳犪狀狋犻犘犫犵３６狊犲狉狌犿狅狀犵犪犿犲狋狅犮狔狋犲

犲狓犳犾犪犵犲犾犾犪狋犻狅狀犪狀犱狅狅犽犻狀犲狋犲犳狅狉犿犪狋犻狅狀

原性，在用抗原免疫机体后能诱导产生较高和持久的

抗体滴度，并且产生的抗体能显著影响或干扰疟原虫

有性阶段的发育过程，表现出明显的传播阻断活

·１５０１·
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性［１３］。ＴＢＶｓ开发过程中的技术难点之一在于理想

候选抗原的筛选。本研究在利用生物信息学分析的基

础上筛选出Ｐｂｇ６３（ＰＢＡＮＫＡ＿０７０３００）蛋白，并利用

分子生物学方法探究其作为传播阻断疫苗候选抗原的

可能性。

ＢＬＡＳＴ同源序列比对显示，Ｐｂｇ６３蛋白在疟原虫

不同种属中较为保守。ＳＭＡＲＴ 预测虽然未发现

Ｐｂｇ６３蛋白含有特殊结构域，但其具有１个Ｎ端信号

肽，９个跨膜区，推测可能为膜表面蛋白。在获得

Ｐｂｇ６３ＨＡ标签虫株的基础上，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ以

及ＩＦＡ试验也证实Ｐｂｇ６３蛋白确实在疟原虫有性阶

段高表达，且定位于虫体的膜和胞浆中。

通常，理想的ＴＢＶｓ候选抗原一般是相对较小的

蛋白质或较大蛋白质的部分结构域。这是由于蛋白结

构中多个二硫键的存在可能影响蛋白质的正确折叠构

象，在利用原核表达系统表达时影响可溶性蛋白的形

成。所以本实验选择表达截短蛋白（３５８４２２ａａ）而非

全长蛋白进行研究。结果表明，由Ｐｂｇ６３重组蛋白免

疫小鼠所获得的抗体滴度达１∶２５６００，提示利用大肠

埃希菌原核表达系统表达的Ｐｂｇ６３重组蛋白具有良

好的免疫原性。在其他相关研究中，为了克服重组蛋

白免疫原性弱的缺点，需要探索多种疫苗递送技术和

免疫调节佐剂，以提高现有候选抗原的免疫原性［１４］。

雄配子体出丝和体外动合子形成情况通常用来评

估抗血清的传播阻断活性。前期研究发现的一些传播

阻断候选抗原中的Ｐｂｇ３７重组蛋白免疫小鼠后的抗

血清可使雄配子出丝数量显著减少，并使动合子数量

减少７５％
［１５］。本研究中在不同血清稀释比例情况

下，ｒＰｂｇ６３抗血清对雄配子出丝和动合子数量均无显

著影响，推测其原因可能是Ｐｂｇ６３蛋白不是疟原虫发

育过程中所必需，在有性阶段功能不显著。籍此认为

Ｐｂｇ６３尚不能作为疟疾传播阻断疫苗候选抗原。

目前，传播阻断疫苗仍是最具潜力的疟疾疫苗之

一，未来仍需积极寻找潜在的候选抗原。利用流行区

患者血清筛选［１６］，或者数学建模等方法评估［１７］将有

助于这一筛选过程。此外，开发高效的疫苗递送系统

或配伍佐剂将促进传播阻断疫苗的发展进程。
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ｖａｃｃｉｎｅｓｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙｔａｒｇｅｔｉｎｇｐｒｅａｎｄｐｏｓｔｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎａｎｔｉ

ｇｅｎｓｉｎｔｈｅｒｏｄｅｎｔｍａｌａｒｉａｐａｒａｓｉｔｅ犘犾犪狊犿狅犱犻狌犿狔狅犲犾犻犻［Ｊ］．Ｐａｒａ

ｓｉｔＶｅｃｔｏｒｓ，２０１６．９（１）：４３３４４１．

［８］　ＴｈｅｉｓｅｎＭ，ＪｏｒｅＭＭ，ＳａｕｅｒｗｅｉｎＲ．Ｔｏｗａｒｄｓｃｌｉｎｉｃａｌｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

ｏｆａＰｆｓ４８／４５ｂａｓｅｄｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｂｌｏｃｋｉｎｇｍａｌａｒｉａｖａｃｃｉｎｅ［Ｊ］．

ＥｘｐｅｒｔＲｅｖＶａｃｃｉｎｅｓ，２０１７，１６（４）：３２９３３６．

［９］　ＳａｘｅｎａＡＫ，ＷｕＹ，ＧａｒｂｏｃｚｉＤＮ．犘犾犪狊犿狅犱犻狌犿ｐ２５ａｎｄｐ２８ｓｕｒ

ｆａｃｅｐｒｏｔｅｉｎｓ：ｐｏｔｅｎｔｉａｌｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｂｌｏｃｋｉｎｇｖａｃｃｉｎｅｓ［Ｊ］．Ｅｕ

ｋａｒｙｏｔＣｅｌｌ，２００７，６（８）：１２６０１２６５．

［１０］　ＳａｕｅｒｗｅｉｎＲＷ，ＢｏｕｓｅｍａＴ．Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｂｌｏｃｋｉｎｇｍａｌａｒｉａｖａｃ

ｃｉｎｅｓ：Ａｓｓａｙｓａｎｄｃａｎｄｉｄａｔｅｓｉｎｃｌｉｎｉｃａｌｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．Ｖａｃ

ｃｉｎｅ，２０１５，３３（５２）：７４７６７４８２．

［１１］　ＫａｐｕｌｕＭＣ，ＤａＤＦ，ＭｉｕｒａＫ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆ

ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｂｌｏｃｋｉｎｇｖａｃｃｉｎｅｃａｎｄｉｄａｔｅｓａｇａｉｎｓｔ犘犾犪狊犿狅犱犻狌犿

犳犪犾犮犻狆犪狉狌犿［Ｊ］．ＳｃｉＲｅｐ，２０１５，５：１１１９３１１１２０７．

［１２］　ＴａｃｈｉｂａｎａＭ，ＴａｋａｓｈｉｍａＥ，ＭｏｒｉｔａＭ，ｅｔａｌ．犘犾犪狊犿狅犱犻狌犿狏犻狏犪狓

ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｂｌｏｃｋｉｎｇｖａｃｃｉｎｅｓ：Ｐｒｏｇｒｅｓｓ，ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓａｎｄｉｎｎｏｖａ

ｔｉｏｎ［Ｊ］．ＰａｒａｓｉｔｏｌＩｎｔ，２０２２，８７：１０２５２５．

［１３］　ＨｏｗａｒｄＧＰ，ＢｅｎｄｅｒＮＧ，ＫｈａｒｅＰ，ｅｔａｌ．Ｉｍｍｕｎｏｐｏｔｅｎｔｉａｔｉｏｎｂｙ

ｌｙｍｐｈｎｏｄｅｔａｒｇｅｔｉｎｇｏｆａｍａｌａｒｉａｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｂｌｏｃｋｉｎｇｎａｎｏ

ｖａｃｃｉｎｅ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＩｍｍｕｎｏｌ，２０２１，１２：７２９０８６７２９０９６．

［１４］　ＤｕｆｆｙＰＥ．Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｂｌｏｃｋｉｎｇｖａｃｃｉｎｅｓ：ｈａｒｎｅｓｓｉｎｇｈｅｒｄｉｍ

ｍｕｎｉｔｙｆｏｒｍａｌａｒｉａｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＥｘｐｅｒｔＲｅｖＶａｃｃｉｎｅｓ，２０２１，

２０（２）：１８５１９８．

［１５］　ＬｉｕＦ，ＺｈｅｎｇＷＱ，ＨｅＹＷ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆ犘犾犪狊犿狅犱犻

狌犿犫犲狉犵犺犲犻Ｐｂｇ３７ａｓｂｏｔｈａｐｒｅａｎｄｐｏｓｔｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎａｎｔｉｇｅｎ

ｗｉｔｈｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｂｌｏｃｋｉｎｇｐｏｔｅｎｔｉａｌ［Ｊ］．ＩｎｆｅｃｔＩｍｍｕｎ，２０１８，８６

（８）：ｅ００７８５１７．

［１６］　ＡｒｔｚｙＲａｎｄｒｕｐＹ，ＤｏｂｓｏｎＡＰ，ＰａｓｃｕａｌＭ．Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃａｎｄａｎ

ｔａｇｏｎｉｓｔｉｃｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｂｅｔｗｅｅｎｂｅｄｎｅｔｓａｎｄｖａｃｃｉｎｅｓｉｎｔｈｅｃｏｎ

ｔｒｏｌｏｆｍａｌａｒｉａ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２０１５，１１２（１０）：

３０１４３０１９．

［１７］　ＭａｒｉｎｉＡ，ＺｈｏｕＹ，ＬｉＹＹ，ｅｔａｌ．Ａｕｎｉｖｅｒｓａｌｐｌｕｇａｎｄｄｉｓｐｌａｙ

ｖａｃｃｉｎｅｃａｒｒｉｅｒｂａｓｅｄｏｎＨＢｓＡｇＶＬＰｔｏｍａｘｉｍｉｚｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅａｎｔｉ

ｂｏｄｙｒｅｓｐｏｎｓｅ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＩｍｍｕｎｏｌ，２０１９，１０：２９３１２９４２．

【收稿日期】　２０２３０２０８　【修回日期】　２０２３０５０５
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