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利用MHC-Ⅰ人源化小鼠与转基因疟原虫建立恶性疟原虫环子孢子蛋白疫苗评价

模型：抗体应答有效而CD8⁺ T细胞应答受限

李特阳，焦世铭，谭 涅，丁 艳，刘太平，徐文岳  陆军军医大学（第三军医大学）基础医学院病原生物学教研

室，重庆

［摘要］ 目的 探究利用 MHC-I 类分子人源化小鼠（AAD 小鼠）和表达恶性疟原虫（Plasmodium 
falciparum， Pf ）环子孢子蛋白（circumsporozoite protein， CSP）的转基因伯氏疟原虫虫株（Pb-PfCSP）建立
并评估PfCSP疫苗效果评价模型。方法 采用尾静脉定量攻击不同剂量（200、500、1 000条）Pb-PfCSP子
孢子与野生疟原虫（P. berghei， Pb）子孢子，观察其能否感染两种不同小鼠（C57BL/6J和AAD小鼠，6~8周
龄，体质量为 20~35 g），每组 4只。同时通过检测AAD与C57BL/6J小鼠原虫血症出现时间及原虫率变
化情况，比较两种小鼠分别对Pb和Pb-PfCSP的易感性。采用流式细胞术比较分析两种小鼠肝脏的主
要免疫细胞频率与数量，初步探讨两种小鼠对不同疟原虫易感性差异的可能机制。采用硝喹（CI-679）
减毒Pb-PfCSP子孢子疫苗和自主设计的PfCSP@LNP mRNA疫苗各免疫AAD小鼠作为免疫组小鼠（每
组 4只），并以未免疫的AAD小鼠作为对照组（每组 4只），免疫完成后使用Pb-PfCSP子孢子攻击免疫小
鼠，观察免疫保护效果，并通过流式细胞术检测 CSP 特异性组织驻留记忆性 T 细胞（tissue resident 
memory T cell， Trm）的频率与数量，采用 ELISA 检测 CSP 特异性抗体滴度，观察该疫苗能否有效诱导
CSP特异性的抗体和 Trm细胞的免疫应答。结果 不同剂量Pb-PfCSP都能成功感染AAD和C57BL/6J
小鼠，与C57BL/6J小鼠相比，AAD小鼠更易感染Pb和Pb-PfCSP，其易感性表现为红内期出现时间更早，
在感染中期原虫血症更高（P<0. 05）；并且无论感染与否，AAD小鼠肝脏的NKT细胞频率与数量均显著
少于C57BL/6J小鼠（P<0. 05），这可能是AAD小鼠更易感染疟原虫的原因之一。PfCSP@LNP mRNA疫
苗免疫AAD小鼠后，采用Pb-PfCSP子孢子攻击免疫小鼠后的红内期出现时间延后于对照组小鼠，血清
中能检测到较高滴度的CSP特异性抗体，但在肝脏中未能检测到PfCSP特异性 Trm。同样采用硝喹减
毒Pb-PfCSP子孢子疫苗免疫AAD小鼠，其免疫组的保护效果也只有 16. 6%，且未能检测到PfCSP特异
性Trm。结论 AAD小鼠感染Pb-PfCSP虫株模型可用于评价PfCSP疫苗诱导产生PfCSP特异性抗体的
效果，但用于评价疫苗诱导产生PfCSP特异性CD8+ T细胞应答方面该小鼠模型有待于进一步优化。
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combined with the Plasmodium berghei transgenic strain expressing Plasmodium falciparum circumsporozoite 
protein (PfCSP, Pb-PfCSP) can be used to establish an evaluation model for PfCSP-based vaccines.  
Methods　AAD mice and C57BL/6J mice (6 to 8 weeks old, body weight 20 to 35 g, 4 mice per group) were 
challenged with graded doses (200, 500, and 1 000) of Pb-PfCSP sporozoites and wild-type P. berghei (Pb) 
sporozoites via tail vein injection.  The susceptibility of the 2 mouse strains to Pb and Pb-PfCSP infection was 
compared by monitoring the onset time of erythrocytic-stage parasitemia and the dynamic changes in 
parasitemia levels.  Flow cytometry was performed to analyze the frequency and absolute number of major 
hepatic immune cell subsets in the 2 mouse strains, so as to preliminarily explore the potential mechanisms 
underlying the differential susceptibility to malaria parasites.  For vaccine efficacy evaluation, 4 AAD mice per 
group were immunized with either CI-679-attenuated Pb-PfCSP sporozoite vaccine or LNP-encapsulated 
mRNA vaccine encoding PfCSP (PfCSP@LNP), with unimmunized AAD mice as the control group.  After 
immunization, all mice were challenged with Pb-PfCSP sporozoites, and the protective efficacy was evaluated.  
The frequency and number of CSP-specific tissue-resident memory T cells (Trm) in the liver were detected by 
flow cytometry, and CSP-specific antibody titers in serum were measured by enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA).  Results　Pb-PfCSP sporozoites at all tested doses successfully infected both AAD and 
C57BL/6J mice.  Compared with C57BL/6J mice, AAD mice exhibited higher susceptibility to both Pb and Pb-

PfCSP infection, as evidenced by earlier onset of erythrocytic-stage parasitemia and significantly higher 
parasitemia levels in the mid-stage of infection (P<0. 05).  Regardless of infection status, the frequency and 
absolute number of hepatic natural killer T (NKT) cells in AAD mice were significantly lower than those in 
C57BL/6J mice (P<0. 05), which might be one of the reasons for the increased susceptibility of AAD mice to 
malaria parasite infection.  After challenge with Pb-PfCSP sporozoites, PfCSP@LNP-immunized AAD mice 
exhibited delayed erythrocytic-stage parasitemia onset compared with the control group, and detectable titers 
of CSP-specific antibodies were observed in their serum; however, PfCSP-specific Trm cells were not detected 
in the liver.  Similarly, AAD mice immunized with the nitroquine-attenuated Pb-PfCSP sporozoite vaccine only 
achieved a protective efficacy of 16. 6%, and PfCSP-specific Trm cells were not detected either.  
Conclusion　The Pb-PfCSP-infected AAD mouse model can be used for evaluating the efficacy of PfCSP-

based vaccines in inducing CSP-specific antibody responses.  However, this model requires further 
optimization for assessing PfCSP-specific CD8+ T cell response induction.  

［Key words］ malaria； mRNA vaccine； memory T cells； humoral immunity
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疟疾仍然是一类严重危害公共安全的传染病，世

界卫生组织（World Health Organization，WHO）报告显

示，2023年疟疾在全球共造成2. 49亿相关病例，并造成

60. 8万人的死亡［1］。疟疾在人类宿主中具有2个时期，

即红外期与红内期，疟原虫子孢子在经过人体肝脏的

发育后，1 个恶性疟原虫（Plasmodium falciparum， Pf）
子孢子（sporozoites，SPZ）能够发育并增殖产生40 000个
肝期裂殖子进入血液中［2］，每次蚊叮咬会释放几十至

几百个 SPZ，但是仅有少部分会进入肝脏，如果阻止这

部分进入肝脏的 SPZ 发育，就能够有效阻断 SPZ 在人

体内的发展。所以针对疟原虫红外期，预防性疫苗是

一种理想的疫苗模型。

在红外期预防性疫苗中，预防效果较好的是减毒

子孢子疫苗，其能够诱导产生长效、高水平的保护［3］，
然而由于子孢子主要在蚊虫体内发育，且其难以在体

外培养［4］，并且减毒子孢子在体内存在突破性感染的

问题［5］，难以进行大规模推广。相对而言，亚单位疫苗

较为容易推广，但是 WHO批准的 RTS，S/AS01疫苗并

未取得预期的预防疟疾感染效果，只能在一定程度上降

低发病率和病死率，在婴儿和儿童体内只能达到30%~
50% 的临床保护率［6］。而 WHO 批准的另外一款疫苗

R21-Matrix-M虽在Ⅱ期试验中能够达到70%的保护效

力，但是其Ⅲ期保护效果仍需要进一步的验证［7］。所

以现如今仍然缺少安全、高效的疟疾预防性疫苗。
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环子孢子蛋白（circumsporozoite protein， CSP）已

经被证明是减毒子孢子疫苗的最主要保护性抗原［8］，
相关研究证明针对 CSP 的特异性抗体和肝脏组织驻

留记忆性T细胞（tissue-resident memory T cells， Trm）是
疟疾预防性疫苗的关键效应分子［9-10］。目前，利用

PfCSP转基因虫株（Pb-PfCSP）攻击C57BL/6J或BALB/c
小鼠可用于评价通过诱导 CSP 特异性抗体产生保护

作用的红外期疟疾疫苗的效果［11］。然而，受 MHC-Ⅰ
类分子的限制，难以通过上述模型来评估旨在诱导

CSP特异性CD8+ T细胞应答的候选红外期疟疾疫苗的

效果，因此，这严重限制预防性疟疾疫苗的研制进展。

AAD［B6. Cg-Immp2lTg（HLA-A/H2-D）2Enge/J］小

鼠是一种将小鼠MHC-Ⅰ类分子替换为人MHC-Ⅰ类分

子HLA：0201的人源化小鼠，其既拥有人类的HLAα1α2
结构域，能递呈和结合人源的 CD8+ T 细胞表位肽，同

时还保留了小鼠H-2Db α3结构域［12］，此结构域则可与小

鼠的CD8+ T细胞表面的CD8分子结合，从而能有效递呈

人源的CD8+ T细胞表位肽并特异性活化小鼠的CD8+ T细

胞。鉴于此，本研究探讨 AAD 小鼠能否用于建立 Pb-

PfCSP 感染模型，及其是否适用于评价旨在诱导 CSP
特异性CD8+ T细胞应答的候选预防性疫苗的效果。

1　材料与方法

1. 1　实验材料

1. 1. 1　实验动物　　6~8周龄昆明（KM）雌性小鼠购

自陆军军医大学实验动物中心，6~8周龄 C57BL/6J雌
性小鼠购自江苏集萃药康生物科技有限股份公司，小

鼠体质量为 20~35 g。6~8 周龄 AAD 小鼠购自美国

JACKSON实验室，体质量为 20~35 g，于病原生物学教

研室进行繁殖，并鉴定后使用。本研究所有实验经陆

军军医大学实验动物福利伦理委员会审核批准

（AMUWEC20250047），符合动物伦理要求。小鼠单笼

饲养于标准环境中，环境温度控制在 20~25 ℃、相对湿

度为 50%~60%，IVC 循环通风，实行 12 h 昼夜交替光

照。实验过程中采用异氟烷吸入麻醉以减少动物疼

痛；所有动物在实验终点前每日监测健康状态和体质

量，一旦出现严重不适即实施安乐死处理，执行人道

终点原则。实验期间未观察到严重不良事件。

1. 1. 2　疟原虫虫株和蚊虫　　野生伯氏疟原虫虫株

（P. berghei，Pb）由病原生物学教研室长期繁育并保

种。表达恶性疟原虫 CSP 的转基因伯氏疟原虫虫株

（Pb-PfCSP）由南京医科大学冯高谦教授赠送，于病原

生物学教研室进行长期繁育并保种。斯氏按蚊 HOR
株（Anopheles stephensi Hor strain）在本教研室长期繁育

并保种，常规饲养条件：23~25 ℃，湿度为70%。

1. 1. 3　主要试剂　　LIVE/DEADTM Fixable Dead Cell 
Stain Kits，FITC-CD11a、PE-NK1. 1、percy5. 5-CD8α、

APC-CD4、FITC-CD4、PE-CD69、BV510-CD3 抗体购自

美国 Biolegend 公司 ；抗小鼠 BV786-CD8α、BV421-

CD44抗体购自美国BD公司；FITC-CD62L抗体购自德

国Miltenyi Biotec公司；APC-PfCSP-Pentamer购自美国

Creative Biolabs公司，用于检测PfCSP特异性的CD8+ T
细胞。PCR 引物由上海圣尔生物科技有限公司进行

合成，血液/组织 DNA 提取试剂盒购自天根生化科技

有限公司。硝喹（CI-679）购自天津药明康德新药开发

有限公司。PfCSP@LNP mRNA疫苗由本实验室设计，

由南京金斯瑞生物科技有限公司进行合成包被。

ELISA 试剂盒购自达科为生物技术股份有限公司。

PfCSP抗原多肽由武汉金开瑞生物公司合成。HRP标

记山羊抗小鼠 IgG 购自美国 Southern Biotech 公司。

1640培养基购自美国Hyclone公司。

1. 2　方法

1. 2. 1　转基因虫株Pb-PfCSP和AAD小鼠的鉴定　　将

200 µL以（1×）PBS稀释的含有Pb-PfCSP的血液（体积

比 1∶10）尾静脉注射至KM小鼠体内，并于感染第 3天

进行尾尖血涂片检测。待到KM小鼠体内的原虫率达

到 20% 左右，采用异氟烷麻醉小鼠，眼球取血，按照

DNA试剂提取盒说明书提取出Pb-PfCSP的DNA作为

模板，加入目标引物与所需扩增原料，使用 PCR 扩增

仪进行目标DNA片段扩增（PCR程序：95 ℃，3 min预变

性；95 ℃ 15 s，55 ℃ 15 s，72 ℃ 1 min，重复 35个循环；

72 ℃ 5 min；4 ℃保存）。鉴定 Pb-PfCSP 的 PfCSP 基因

引物为 Pfcsp 正向引物： 5’-CAGCGGATGGTAATCCT-

GA-3’，反向引物： 5’-ATTTCGGTTTGGGTCATTTG-3’。
扩增完成后，在含有 DNA染色染料的 1% 琼脂糖凝胶

中加入待测样品，置于电泳仪中，以 100 V电压恒压电

泳30 min，置于凝胶成像仪中成像。

AAD 小鼠剪去小鼠尾端后置于 50 mmol/L NaOH
中并煮沸，煮沸后加入 Tris-HCl 作为 DNA 模板，将底

物加入含目标引物及所需扩增原料的PCR管中，后续

步骤与前文疟原虫 DNA 扩增相似（PCR 程序：预变性

94 ℃、3 min；94 ℃、1 min，65 ℃、1 min 且每个循环降

低 0. 5 ℃，68 ℃、1 min，重复 10 个循环；94 ℃、1 min，
60 ℃、1 min，72 ℃、1 min，重复28个循环；72 ℃、3 min，
10 ℃保存）。鉴定人 β2m-HLA-A2. 1 的 α1 与 α2 结构

域的基因片段为 29239：5’-AGTTGTGCTGATGCAAC-

TGG-3’；29240：5’-TCAGTCTCAACGGCTTTCA-3’；

29241：5’-TTAACATCTTGAGCTAGGGCTGA-3’。
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1. 2. 2　采用 SPZ定量攻击小鼠及攻击后原虫血症检

测　　按蚊感染疟原虫后 19~21 d，使用无水乙醚麻

醉按蚊，75% 酒精浸泡 30 s 后，用 1640 培养基洗净按

蚊。于解剖台上剥离出按蚊唾液腺，置于含有 1 mL 
1640 培养基的 2 mL 离心管中，使用 1 mL 注射器反复

吹打抽吸。采用 200目滤网对液体进行过滤，并吸取

10 µL于血细胞计数板上进行计数统计。计数完毕后根

据所需 SPZ数量采用（1×）PBS进行稀释，以 200 µL/只
的体积对 AAD与 C57BL/6J小鼠进行尾静脉注射。注

射完毕后，从感染后第 4天开始，使用眼科剪剪去小鼠

尾端，以尾尖血为材料采用薄血膜的形式进行涂片。

采用无水甲醇固定 45 s，待涂片表面干燥后，用 1∶5体

积比稀释的吉姆萨染液染色 15~30 min，染色完毕后

冲去染液并待其干燥。于显微镜下观察原虫出现情

况及原虫血症情况。

1. 2. 3　PfCSP mRNA 疫苗免疫流程　　每次肌注

7 µg PfCSP mRNA疫苗至AAD小鼠体内进行免疫，初

次免疫后 21 d，进行加强免疫，再次免疫后 21 d，采用

SPZ定量攻击小鼠与流式细胞术检测，以未进行注射

疫苗的AAD小鼠为对照组小鼠。

1. 2. 4　硝喹减毒子孢子疫苗的构建　　尾静脉注射

25 000 条 SPZ 至 AAD 小鼠体内（SPZ 由按蚊唾液腺内

剥离出），注射完成后 2 h 灌胃小鼠 2. 5 mg/mL CI-679
溶液 200 µL，连续灌胃 3 d，从第 4天开始取小鼠尾尖

血制作薄膜血涂片，通过观察是否出现原虫血症来判

断是否构建成功，尾静脉注射完成后第 21天开始，即

可尾静脉注射SPZ进行定量攻击来观察免疫后保护效

果，以未进行注射疫苗的AAD小鼠为对照组。

1. 2. 5　ELISA检测pfCSP特异性抗体　　实验前1晚，

每孔加入 100 µL 1 µg/mL PfCSP 抗原，用保鲜膜密

封后常温过夜。实验当天，弃抗原，每孔 250 µL 1×
washing buffer 洗板 5 次，拍干板后加入 200 µL 封闭

液并密封，37 ℃孵育 1 h。封闭结束后，弃封闭液，洗

板，加入不同稀释程度的血清（通过眼眶后取血，常温

静置 2~3 h，以 1 500×g 离心 5 min 后所得），密封并

37 ℃孵育 2 h，弃液，洗板，加入 200 µL用稀释液稀释

的HRP标记山羊抗小鼠 IgG（1∶10 000），用保鲜膜密封，

37 ℃孵育 1 h。同上洗板 7~10 次，每孔加入 100 µL 
TMB作为底物，显色 15~30 min，显色就可证明血清中

有抗 CSP 抗体存在。每孔加入 50 µL 终止液终止反

应。用酶标仪在450 nm处检测光密度［OD（450）］值。

1. 2. 6　流式细胞术检测各细胞频率及数量　　麻醉

AAD 与 C57BL/6J小鼠后，暴露出小鼠腹腔，使用注射

器匀速灌注肝脏10 min，采用钝性分离肝脏，剪碎肝脏

后采用 70 µm细胞过滤器分离出肝脏单细胞悬液，采

用 70%Percoll与 33%Percoll使用梯度离心法分离出肝

脏淋巴细胞。使用 2 µL CD16/32 封闭样品 10 min 并

常温以 600×g离心 5 min，离心后加入所需流式细胞术

抗体按1∶100进行稀释，并以100 µL进行染色45 min。
所需流式细胞术抗体如表 1所示。染色完毕后，加入

1 mL FACS 洗液洗涤并常温以 600×g 离心 5min，重悬

细胞沉淀并进行流式细胞术检测。

1. 3　统计学分析

流式数据均采用FLOW JO V10进行处理，统计数

据分析均采用 GraphPad Prism 10. 0 软件进行。两组

间比较，满足正态分布且方差齐性时，采用独立样本

t 检验；不满足正态分布时，采用单因素方差分析。

P<0. 05表示差异具有统计学意义。

2　结果

2. 1　Pb-PfCSP 虫株能有效感染多种小鼠，以 AAD 小

鼠更易感

采用PCR对AAD小鼠进行基因型鉴定发现，AAD
小鼠确实能成功扩增出 356 bp的特异条带，即人β2m-

HLA-A2. 1的α1与α2结构域的基因片段（图 1A）。采

用PCR对Pb-PfCSP的基因型进行检测，Pb-PfCSP虫株

表1　流式细胞术检测使用的主要抗体

Table 1　Major antibodies for flow cytometry

Cell types
Naïve CD4+ T cell
Naïve CD8+ T cell
Naïve NKT cell
Active CD4+ T cell
Active CD8+ T cell
Active NKT cell
PfPEN+  Trm

Required flow cytometry antibodies
L/D-APC-Cy7，CD3-BV510，CD4-FITC
L/D-APC-Cy7，CD3-BV510，CD8α-BV786
L/D-APC-Cy7，CD3-BV510，NK1. 1-PE
L/D-APC-Cy7，CD3-BV510，CD4-APC，CD11a-FITC
L/D-APC-Cy7，CD3-BV510，CD8α-PerCPCy5. 5 CD11a-FITC
L/D-APC-Cy7，CD3-BV510，NK1. 1-PE，CD11a-FITC
L/D-APC-Cy7，CD3-BV510，BV786-CD8α，PE-CD69，CD44-BV421，Alexa Fluor 700-CD62L，PEN-APC
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能特异性扩增出约587 bp的PfCSP基因（图1B）。

在鉴定 AAD 小鼠和 Pb-PfCSP 虫株后，通过尾静

脉注射不同的剂量Pb-PfCSP子孢子感染两种小鼠，结

果发现 Pb-PfCSP能够有效感染 C57BL/6J小鼠与 AAD
小鼠（图 1C）。其中，Pb-PfCSP 红内期在 AAD 小鼠的

出现时间相较于 C57BL/6J 小鼠提前 1~2 d，提示 AAD
小鼠比 C57BL/6J 小鼠更易感染疟原虫。为进一步证

实这一现象，本研究采用 Pb 重复上述实验。结果显

示，与C57BL/6J小鼠相比，不同剂量的Pb感染AAD小

鼠后的红内期出现时间提前（图 1D）。另外，以相同数

量（200 条）的 Pb-SPZ 和 Pb-PfCSP 分别攻击 AAD 和

C57BL/6J小鼠后，AAD小鼠原虫血症在感染中期明显

高于C57BL/6J小鼠（P<0. 05，图 1E、F），但是到了后期

二者感染水平趋近一致。因此，AAD 小鼠相对于

C57BL/6J小鼠，更易被疟原虫感染。

2. 2　AAD 小鼠对疟原虫的易感性可能与其肝脏 NKT
细胞较少有关

为了探讨AAD小鼠对疟原虫更易感的原因，采用

流式细胞术检测未感染 AAD小鼠和 C57BL/6J小鼠肝

脏内主要免疫细胞的数量与频率（图 2A~C）。结果显

示，AAD 小鼠 CD4+ T 和 NKT 细胞频率和数量均少于

C57BL/6J小鼠，但是CD8+ T细胞数量与频率二者未出

现明显差异。使用 200 Pb-PfCSP SPZ 攻击 AAD 小鼠

与C57BL/6J小鼠后 44 h，采用流式细胞术检测肝脏主

要免疫细胞的数量与频率（图 2D~F）。结果显示，虽

然 AAD 小鼠的肝脏 CD4+ T 细胞数量略少于 C57BL/6J
小鼠，但两种小鼠的CD4+ T细胞频率并差异无统计学

意义；CD8+ T细胞数量与频率在两种小鼠之间也无明

显差异，然而，AAD小鼠的NKT细胞数量和频率，均显

著少于 C57BL/6J 小鼠。总之，未感染模型和 Pb-

PfCSP-SPZ 感染模型均证实，AAD 小鼠肝脏的 CD4+ T
细胞和CD8+ T细胞没有出现明显的缺陷，而NKT细胞

的频率和数量均显著少于C57BL/6J小鼠，这在一定程

度上解释了AAD小鼠对疟原虫的易感性。

2. 3　PfCSP@LNP mRNA 疫苗可诱导 AAD 小鼠产生

体液免疫，但未能有效激发 CSP 特异性 CD8+  Trm
为探讨 AAD 小鼠能否用于诱导针对 PfCSP 的抗

体和CD8+ T细胞免疫应答，本研究选择实验室已制备

的 PfCSP@LNP mRNA 疫苗（该疫苗同时包含 CSP 的

B 细胞表位和 CD8+ T细胞表位）来验证这一设想。结
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图1　Pb-PfCSP与Pb虫株感染各种小鼠的感染情况

Figure 1　Parasitemia progression in mouse strains infected with Pb-PfCSP or Pb parasites
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果发现，对照小鼠和免疫小鼠均全部被感染，说明

PfCSP@LNP mRNA 疫苗不能诱导 AAD 小鼠产生完全

保护性免疫；然而，与对照小鼠相比，免疫小鼠的红内

期出现时间明显延后（图 3A、B），提示 PfCSP@LNP 
mRNA疫苗能显著降低肝脏虫荷，具有一定的免疫保

护效果。ELISA 检测免疫小鼠血清中的 anti-CSP 抗

体，发现该疫苗能成功诱导AAD小鼠产生较高滴度的

anti-CSP抗体（图 3C）。然而，对肝脏免疫细胞的流式

分析发现，免疫小鼠的CD8+ T细胞频率和数量与对照

小鼠相比无明显差异（图 3D~F）。进一步用 PfCSP-

Pentamer 检 测 肝 脏 CSP 特 异 性 CD8+ T 细 胞 和

CD8+ Trm的细胞频率，发现免疫小鼠的PfPEN+ CD8+ T
细胞频率显著高于对照小鼠（P<0. 01），但是数量在二

者之间没有明显差异（图3G、H）。然而，PfPEN+ Trm频

率和数量在两种小鼠之间均没有明显差异（图3I、J），提
示该疫苗并不能诱导AAD小鼠产生CSP特异性Trm。

2. 4　硝喹化学减毒 Pb-PfCSP 子孢子疫苗不能诱导

AAD小鼠生成特异性Trm
使用实验室所建立的硝喹减毒 Pb-PfCSP 子孢子

疫苗模型对AAD小鼠进行免疫，免疫后 21 d进行流式

细胞术检测并进行定量攻击实验。1 000 Pb-PfCSP子

孢子尾静脉注射定量攻击实验发现，只有约 16. 6%的

免疫 AAD 小鼠没有感染疟原虫，达到完全保护作用，

即感染后 10 d均未出现原虫血症（图 4A）。肝脏淋巴

细胞流式检测结果显示，不但总CD8+ T细胞频率和数

量在免疫组和对照组之间没有明显差异（图 4B~D），

而且 2组之间的CSP特异性CD8+ T细胞和Trm均无明

显差异（图 4E~H）。由此可见，硝喹化学减毒 Pb-

PfCSP子孢子诱导的低保护性免疫与其不能诱导AAD
小鼠产生特异性 Trm密切相关，从而进一步证实AAD
小鼠确实不能有效递呈PfCSP的CD8+ T细胞表位。

3　讨论

从发现疟原虫至今，疟疾的防控应用基础研究从

未停止过。由于疟原虫的种属特异性，即人疟原虫只

能感染人，因此缺乏相应人疟原虫感染的动物模型，

从而严重限制该领域的进展。虽然科学家们发现非

人类灵长类动物，如猴类及猿类，因其与人类亲缘关

系较近及其生理特征免疫系统相近于人类而被选为

疟疾感染模型［13］，然而，能够感染恶性疟原虫的猿与

猴仅有少部分，且实验成本较高，重复率低，所以导致

其可行性较低。鼠类疟疾模型因其重复性高，易于大

规模开展，且实验变量易于控制而被广泛应用［14］，但
小鼠仅能有效感染鼠疟原虫，无法感染人疟原虫，这

就导致该模型难以用于恶性疟疫苗的开发。然而，大

量的研究证实，通过基因编辑技术，将 Pb中的重要保

护性抗原CSP替换为P. falciparum的CSP（Pb-PfCSP），

可用于PfCSP疫苗的临床前评价。然而，由于MHC-Ⅰ
的限制性，采用Pb-PfCSP定量攻击的小鼠只能用于旨

在诱导抗体产生的 PfCSP疫苗的临床前评价，不能评

价PfCSP特异性的CD8+ T细胞应答。近年来的研究证

实，Trm才是减毒子孢子疫苗的关键效应细胞，而既能

诱导抗体又能诱导 Trm成为了新的疫苗设计理念，但

缺乏相应的临床前评价的动物模型。AAD 小鼠是

MHC-Ⅰ类分子人源化小鼠，理论上可用于评价PfCSP疫

苗诱导的Trm应答。鉴此，本研究探讨Pb-PfCSP能否

成功感染 AAD 小鼠，并采用硝喹减毒 Pb-PfCSP 子孢

子疫苗和自主设计的 PfCSP@LNP mRNA 疫苗对其能

否诱导递呈PfCSP的CD8+ T细胞表位及活化Trm应答

进行了探讨。

3. 1　AAD 小鼠 NKT 细胞数量及频率较低，但不影响

其特异性免疫应答

疟原虫初次感染时，固有免疫是针对红外期的主

要免疫部分［15］。NKT 细胞在其中起到了至关重要的

作用，通过产生 IFN-γ来实现对疟原虫的杀伤［16］。本

相关实验结果表明，在感染早期，AAD 小鼠的 NKT细

胞频率与数量均少于C57BL/6J小鼠，这也许就造成了

AAD 小鼠早期更加易感。然而，与 C57BL/6J 小鼠相

比，AAD小鼠的CD4+ T和CD8+ T细胞频率和数量并没

有出现明显的差异，因此，理论上并不影响 AAD 小鼠

用于评价疫苗诱导CSP特异性的CD8+ T细胞应答。

3. 2　AAD 小鼠细胞免疫未能成功应答可能与其小鼠

基因型构建有关

相关文献证明，红外期预防性减毒子孢子疫苗产

生保护作用的主要细胞是CD8+ Trm［17］，本研究也发现

在感染转基因虫株后，AAD小鼠CD8+ T细胞频率和数量

高于 C57BL/6J小鼠。但是在本研究使用 PfCSP@LNP 
mRNA疫苗和化学减毒子孢子疫苗对该小鼠进行免疫

后，特异性 CD8+ Trm 的数量和频率却没有任何增加。

可能原因有：①肝脏 Trm的形成是一个多步骤级联过

程，这包括疫苗诱导初始 CD8+ T 细胞活化扩增、活化

的CD8+ T细胞分化为效应记忆T细胞（effector memory 
T cells，Tem）与中枢记忆 T 细胞（central memory T 
cells，Tcm）［18］，以及被招募到肝脏 Tcm/Tem 在局部微

环境信号作用下分化为Trm［19］；在其中任一环节受阻，

都可能会导致肝脏Trm数量无显著变化。②虽然本研

究发现早期CD8+ T细胞虽然数量有所增加，但是恶性

疟 CSP抗原可能并没有被该小鼠的嵌合 MHC 分子递
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图3　PfCSP@LNP mRNA 疫苗在 AAD 小鼠中诱导的体液免疫应答和CD8+T 细胞特征

Figure 3　Characteristics of humoral immune responses and CD8+ T cells  induced by PfCSP@LNP mRNA vaccine in AAD mice
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图4　AAD小鼠建立硝喹减毒子孢子疫苗模型免疫后检测结果
Figure 4　Post-immunization detection of humoral and cellular immunity to nitroquine-attenuated sporozoite 

vaccine in AAD mice
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呈给CD8+ T细胞，导致未能产生特异性CD8+ Trm。虽

然 AAD 小鼠拥有 HLA-A2. 1 分子的 α1 与 α2 结构域，

但是其含有小鼠 H-2Db的 α3 结构域来辅助小鼠进行

抗原递呈［12］。除此之外，该小鼠仍含有少量游离的H-

2Kb 重链，其会影响干扰到抗原的递呈，从而影响到

HLA-A2. 1限制CD8+ T细胞的生成［20］。
3. 3　该疫苗评价平台后续优化方向

本课题组后续拟将AAD小鼠与H-2D敲除小鼠进

行杂交，构建 H-2D-/-AAD 小鼠，从而去除 H-2D 的干

扰，探讨其是否能用于诱导PfCSP特异性的Trm应答。

另外，研究报道，采用 αGC 作为佐剂来促进 CD8+ Trm
的生成［21］。αGC是一种NKT细胞激动剂，其通过活化

NKT细胞重塑肝脏微环境从而实现佐剂目的。另外，

还有研究表明 IL-15在促进肝脏 Trm 的产生中发挥了

重要的作用［22］。IL-15能够通过激活 STAT5通路维持

Trm的效应功能，并抑制其向Tem或Tcm转化，确保其

长期定居于肝脏并发挥即时抗感染作用［23］。因此，后

续还尝试通过添加 IL-15 等作为疫苗佐剂，观察是否

能促进肝脏 Trm 的生成。然而，由于 Tcm 和 Tem 在辐

照减毒子孢子疫苗诱导的保护性免疫中发挥关键作

用［24］，因此，本研究并未检测Tcm和Tem的变化，也就

不清楚是否在这个环节出现了问题。

减毒子孢子疫苗模型证明，非CSP的抗原也能够

为红外期提供相关保护作用［8］，研究人员通过使用保

护性CD8+ T细胞进行全基因组研究成功预测出非CSP
的保护性抗原，如 H2b限制性肽段如血凝素相关匿名

蛋白（thrombospondin-related anonymous protein，TRAP）
和核糖体蛋白 L3（ribosomal protein L3，RPL3）［25-26］。
因此，可以借鉴 PfCSP 转基因 P. berghei 的方式，构建

能表达非CSP保护性抗原的转基因P. berghei，从而用

于评价这些非CSP抗原诱导的免疫保护效果。

综上所述，与野生小鼠相比，AAD 小鼠更易感染

Pb-PfCSP，但该模型仍可用于评价 PfCSP 特异性抗体

的产生，但在评价 PfCSP特异性的 CD8+ T细胞应答方

面有待于进一步优化。
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