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人 !"#$%与结核分枝杆菌抗原 &’()#*联合
基因疫苗的免疫效果观察

郝 牧，鲍 朗"，高 蕾
（四川大学华西医学中心基础与法医学院感染免疫研究室 成都 &)%%!)）

摘 要：人白细胞介素 )$（BC0)$）与结核分枝杆菌免疫优势抗原 /DE>0& 真核表达质粒联合基因免疫，诱导免疫应答
效果观察。近交系 5EC5F;小鼠，随机分组：E组（生理盐水对照）、5组（G;HIE#A)空质粒对照）、J组（5JK对照）、H
组（G;/DE>0&）和 /组（G;BC0)$ L G;/DE>0&）。5、H、/质粒免疫组小鼠分别于胫前肌肌肉注射布比卡因（"A.7FC）和质
粒的混和物（)M!，)%%!C，含质粒 "%!7F次），E组小鼠肌肉注射生理盐水和布比卡因的混和物（) M !，)%%!C），均间隔 $
周免疫一次，共免疫 #次；末次免疫时，J组小鼠皮下注射 5JK菌液，%A#1CF只，含 )%& JNOF1C。末次免疫后 )!:和
$(:，各组小鼠分别取血分离血清用于总 B7K测定，同时分离脾细胞，经 >50PPH刺激后检测脾细胞增殖（Q>>比色
法）活性和脾细胞培养上清液中"干扰素（BNI0"）、白介素 !（BC0!）分泌水平。G;/DE>0&质粒 HIE单独免疫（H组）或
与 G;BC0)$ 质粒 HIE联合免疫（/组），均能诱导小鼠产生特异性抗体，且抗体水平在末次加强免疫后 )! ’ $(: 逐渐
增加；但 G;BC0)$与 G;/DE>0&联合免疫后，特异性抗体水平较 G;/DE>0&单独免疫增加不明显（! R %A%.）。J、H、/组
免疫小鼠脾细胞体外经 >50PPH刺激后，/组小鼠特异性淋巴细胞增殖活性和 BNI0"分泌水平明显强于 J组和 H组
（! R %A%. ），而 BC0!分泌水平相互间未发现明显差异。末次加强免疫后 )! ’ $(:，/组小鼠脾细胞增殖活性维持在
较高水平，而 J组小鼠脾细胞增殖活性先低后高，H组则先高后低；BNI0"诱生水平，/组最高，J组次之，H组最低。
G;BC0)$与 G;/DE>0&质粒 HIE联合免疫后能刺激机体产生强烈的细胞免疫和稳定的体液免疫，在动物体内诱发的
细胞免疫较 /DE>0&或 5JK单独免疫时均有明显增加并维持较长时间，此外联合免疫后诱导的体液免疫也较 5JK
免疫有明显增加。
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当前结核耐多药菌株的出现以及人类免疫缺陷

病毒（TBU）合并结核分枝杆菌感染病例的增多，结
核病重新成为严重威胁人类健康的重要疾病。5JK
是目前唯一的抗结核病疫苗，但是其保护作用不肯

定，因此亟需寻找一种保护作用更好，更稳定的疫

苗［)］。基因疫苗又称 HIE疫苗，制备简单，可产生
持久而强烈的体液及细胞免疫应答，在疫苗研究中

倍受关注。目前研究发现编码单个结核杆菌抗原的

HIE疫苗免疫效果仍不理想，因而有研究者以表达
免疫调节因子的质粒与表达病原体保护性抗原的质

粒共同免疫，希望通过细胞因子的免疫调节作用及

佐剂作用增强宿主的特异性免疫应答，从而产生有

效的免疫保护作用［$，#］。本研究在已构建人 BC0)$
和结核杆菌保护性抗原 /DE>0&基因真核表达质粒，
并在体外成功表达的基础上，进一步研究其联合免

疫后在小鼠体内诱导细胞和体液免疫应答的能力，

并探讨细胞因子与结核杆菌抗原共同免疫对小鼠免

疫功能的影响。

$ 材料和方法
$+$ 材料
$+$+$ 实验动物：近交系 5EC5F;小鼠 #%只，雌性，
& ’ ( 周龄，$% ’ $.7，本校实验动物中心提供。
$+$+% 质粒：G;BC0)$ 和 G;/DE>0& 均以 G;HIE#A)
（ L）真核表达质粒为载体，由本实验室构建。
G;/DE>0& 能表达具有生物学活性的 /DE>0& 蛋白，
已在体外得到证实［!］。G;BC0)$真核表达质粒，能同
时表达人 BC0)$ 基因并具有生物活性，由本室构建［.］。
G;HIE#A)（ L）真核表达质粒由本实验室保存。
$+$+, 结核杆菌卡介苗上海株（5JK）：由成都生物
制品研究所提供，本室常规培养。

$+$+- 结核病人阳性血清：由四川大学华西附一院
呼吸内科结核病房惠赠。

$+$+. 主要试剂：/,:60NV-- 质粒中量抽提试剂盒



购自 !"#$%公司；结核杆菌纯蛋白衍生物（&’())*）
标准品（+"$,-）由北京祥瑞生物制品公司提供；
.)/0 +123 培养基购自 456789#公司，小鼠干扰素!
（0:;(!）、0-(2 细胞因子检测试剂盒购自 ’<8(=8>?6#
公司；4.)标记的羊抗鼠 0$@，邻苯二胺（!)*）购自
北京博瑞克公司；A&&是 ’’0公司产品。
!"# 质粒扩增及抽提
以质粒 B6*;CDE+（ F），B6GHC&(1 和 B60-(+I 分

别转化 ! J "#$% *4K"宿主菌，提取质粒，经酶切及
测序鉴定得到阳性克隆。将阳性克隆分别接种于

K"-含氨苄青霉素的 -’液体培养基中，于 DLM振
荡培养 +1N。次日，按照 +：+33的比例扩大培养，并
按 G9O8(:?##质粒抽提试剂盒说明书抽提质粒 *;C。
以紫外分光光度计（’<8(.%O）测定 &I13 ,&IP3比值并定

量后，用生理盐水调整浓度为 +"$,"-备用。
!"$ %&’的复苏和培养
将 Q L3M保存的 ’R@菌株复苏后在苏通氏培

养基中、DLM静置培养 2 S K周，待菌膜长出，其间转
种 D S 2次，直至菌体恢复正常生长状态，菌体呈白
色或略带黄色，有皱褶并覆盖整个培养基液面时，用

于 R:T计算。
!"( %&’ &)*计算
取在苏通氏培养基上生长良好的 ’R@两周培

养物，称取湿重为 +3"$的菌体，加入 D"- )’H&溶液
（含 3E3KU &V##9P3），用乳钵研磨成均匀的菌悬液，
Q L3M保存备用。注射前冻融并充分混匀，用生理
盐水稀释成 +"$,D"- 的菌悬液，于小鼠皮下注射
3ED"-,只，相当于湿菌 3E+"$,只，其中活菌量为
+31R:T,"-。

表 ! 动物实验免疫方案
&%W7# + 0"">9<X%Y<89 =Y?%Y#$5 8Z %9<"%7 #[B#?<"#9Y

@?8>B 0"">9<X#O
Y<"# 09Y#?\%7 *8=%$# CO"<9<=Y?%Y<89 "#YN8O

C H%7<9# 689Y?87 D I V##]= +33#- <9Y?%"%=6>7%? <9^#6Y<89
’ B6*;CDE+（ F） D I V##]= +33#- <9Y?%"%=6>7%? <9^#6Y<89
R ’R@ 689Y?87 + 3 V##]= D33#- <9Y?%O#?"%775 <9^#6Y<89
* B6GHC&(1 D I V##]= +33#- <9Y?%"%=6>7%? <9^#6Y<89
G B60-(+I F B6GHC&(1 D I V##]= +33#- <9Y?%"%=6>7%? <9^#6Y<89

!"+ 动物免疫
近交系 ’C-’,6小鼠 D3只，随机分为 K组，每组

1只：C组（生理盐水对照组）、’组（B6*;CDE+对照
组）、R 组（’R@ 对照组）、* 组（B6GHC&(1）和 G 组
（B60-(+I F B6GHC&(1）。’ 组、* 组和 G 组小鼠分别
于胫前肌肌肉注射 LEK$,- 布比卡因和质粒混和物
（+ _2，+33#-），含质粒 L3#$,次，C组小鼠肌肉注射生

理盐水和 LEK$,- 布比卡因混和物（+ _ 2，+33#-），均
间隔 I周免疫 +次，共免疫 D次。末次免疫时，R组
小鼠，皮下注射 3ED"-,只 ’R@菌液，含 +31R:T,"-。
!", 小鼠特异性抗体的 -./01检测
末次免疫后第 +2O和 IPO，每组取 D只小鼠，摘

除眼球取血，分离血清，采用 G-0HC法测定特异性抗
体水平的变化。用 &’())*标准品（+33#-,孔）包被
酶标板，2M避光过夜。洗涤和封板后，依次加入 I
倍系列稀释的待检血清，DLM温育 +N D3"<9，加入经
适当稀释的 4.)酶标记羊抗鼠 0$@，再次 DLM温育
+N D3"<9，之后用 !)*显色，待黄色稳定后，用 4IH!2

终止反应，于波长 2‘39"测定吸光度（ &2‘3）值。实

验中以 C组小鼠血清作为阴性对照，以结核病人血
清作为阳性对照（+ _+33稀释），& 值 a 3E3K、&实验组 ,
&对照组!IE3 时，判为阳性。将抗体滴度定义为：实
验组和阴性对照组 &2‘3比值!IE3时最大的血清稀
释倍数。

!"2 特异性淋巴细胞增殖实验
末次免疫后第 +2O和 IPO，无菌条件下分离小鼠

脾细胞，每组小鼠脾细胞混合后进行细胞计数，用含

+33"-,- 小牛血清的 .)/0+123 培养液调整细胞密
度为 2 b +3P ,-，活细胞数在 ‘3U以上，I33#-,孔加入
‘1孔圆底细胞培养板中。每组小鼠脾细胞做 1 个
复孔，并设阴性对照孔和调零孔，其中试验组每孔加

入 +3#- &’())* 标准品，对照孔不加 &’())* 标准
品，调零孔不加淋巴细胞，于 DLM K3"-,- R!I 孵箱

中培养 KO，终止培养前 2N每孔加入 +$,- A&&，I3#-
及终浓度为 3E+""87,- 的维生素 cD，之后测定其
&2K3吸光值。结果用刺激指数（=Y<">7%Y<89 <9O#[，H0）
表示，H0 d &实验组 ,&对照组。

!"3 细胞因子的诱生和测定
末次免疫后第 +2O和 IPO，无菌条件下分离小鼠

脾细胞，用含 +33"-,-小牛血清的 .)/0+123培养液
调整细胞密度为 2 b +3‘ ,-，I33#-,孔加入 ‘1孔圆底
细胞培养板中，每组小鼠脾细胞做 1个复孔。每孔
加入 +3#- &’())*标准品，于 DLM K3"-,- R!I 孵箱

中培养 LIN，收集培养夜上清 Q I3M冻存备检。0:;(
!、0-(2水平的检测采用 ’<8(H8>?6# G-0HC试剂盒，按
说明书操作，分别以标准品绘制标准曲线，计算待检

测样品中相应细胞因子的含量。

!"4 统计学处理
特异性抗体、特异性淋巴细胞增殖及细胞因子

产生水平均采用 H)HH++EK 统计软件进行统计学分

PL2 4C! /> ’( )$ J ,&"() *%"+#,%#$#-%") .%/%")（I33L）2L（D）



析，计量资料进行 ! 检验。

! 结果

!"# 血清特异性抗体水平的检测
用 !"#$%法对各组小鼠血清中抗 &’())*抗体

水平进行了测定。免疫后 +,-，% 组和 ’组小鼠血
清中抗 &’())*抗体呈阴性，而 .、*、!组抗体产生
不明显，其 ",/0值差别不大（ # 1 0203）。免疫后

45-，.组抗体产生仍不明显，与 +,- 时抗体水平相
比没有明显差别（# 1 0203）；而 *和 !组抗体水平
较 +,-时有明显增加，抗体滴度测定分别为：*组 + 6
+70，!组 + 650；",/0 *组 02+0，!组 02+4，生理盐水对
照组 0208，"实验组 9"对照组 * 组 828，! 组 ,20，均 !
420，但 *组和 !组相互间抗体产生水平无明显差
别（# 1 0203，图 +）。

图 # $%&疫苗免疫诱发的特异性抗体水平
:;<=+ %>?;<@> AB@C;D;C E>?;FG-H BIG-JC?;G> ;>-JC@- FH *K% LECC;>@

;MMJ>;NE?;G>= %：)GA?;MMJ>;N@- +,-；’：)GA?;MMJ>;N@- 45-= +2OIGJB

%；42OIGJB ’；82OIGJB .；,2OIGJB *；32OIGJB !=

!"! 特异性淋巴细胞增殖实验
末次免疫后 +,-，各组小鼠脾淋巴细胞在体外

经 &’())*刺激后，% 组和 ’ 组淋巴细胞增殖不明
显，其 $#值均低于 +2,（图 4(%）。.、*、!组，出现不
同程度的增殖，.组 $#值是 %组的 +23倍，*组和 !
组 $#值均是 %组的 4倍。免疫 45-后，.组、*组和
!组小鼠脾淋巴细胞亦出现了明显增殖，与 +,- 相
比较 .组和 !组 $#值均有不同程度的增加，而 *组
$#值有所下降（图 4(’）。
!"’ 脾淋巴细胞培养上清液 ()%*!、(+*,水平测定

.组、*组、!组小鼠脾淋巴细胞体外经 &’())*
刺激后，细胞培养上清液中 #:K(!的分泌水平分别

图 ! $%&疫苗免疫诱发的特异性淋巴细胞增殖反应
:;<= 4 %>?;<@> AB@C;D;C ABP@>GCH?@ BIGP;D@IE?;G> ED?@I *K% LECC;>@

;MMJ>;NE?;G>= %：)GA?;MMJ>;N@- +,-；’：)GA?;MMJ>;N@- 45-= +2OIGJB

%；42OIGJB ’；82OIGJB .；,2OIGJB *；32OIGJB !=

为：+,- 时，+80B<9M"、+40B<9M"、4,3B<9M"；45- 时，
++0B<9M"、++3B<9M"、483B<9M"（表 4）；#"(,分泌水平
分别为：+,- 时，3523B<9M"、QQ24B<9M"、Q+24B<9M"；
45-时，7723B<9M"、7824B<9M"、7/23B<9M"（表 8）。
表 ! $%&疫苗免疫小鼠脾淋巴细胞培养上清中

抗原特异性 ()%*!水平
&EFP@ 4 #:K(!BIG-JC?;G> ;> CJP?JI@ AJB@I>E?E>? GD

ABP@>GCH?@A ED?@I ;MMJ>;NE?;G>（> R 8，"$ S A）
OIGJB +,-9（B<9M"） 45-9（B<9M"）

% $EP;>@ CG>?IGP 720 S +27 ,2Q3 S 020Q
’ BC*K%82+（ T） 320 S 020+ ,20 S 02Q5
. ’.O CG>?IGP +8020 S +723 ++02Q S 320
* BC!$%&(7 +4024 S +52Q ++323 S 32,3
! BC!$%&(7 T BC#"(+4 4,327 S /25#$ 48324 S +723#$

# # U 0203 %& <IGJB .；$ # U 0203 %& <IGJB *=

表 ’ $%&疫苗免疫小鼠脾淋巴细胞培养上清中
抗原特异性 (+*,水平

&EFP@ 8 #"(, BIG-JC?;G> ;> CJP?JI@ AJB@I>E?E>? GD
ABP@>GCH?@A ED?@I ;MMJ>;NE?;G>（> R 8，"$ S A）

OIGJB +,-9（M<9M"） 45-9（B<9M"）
% $EP;>@ CG>?IGP — —

’ BC*K%82+（ T） — —

. ’.O CG>?IGP 3523 S 0203# 7723 S 0208#

* BC!$%&(7 QQ24 S 020+# 7824 S 020+#

! BC!$%&(7 T BC#"(+4 Q+24 S 0204# 7/23 S 0204#

# # 1 0203 %& <IGJBA .，* E>- !=
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! 讨论

由于 !"#在结核病预防方面存在种种缺陷，研
制新型结核病疫苗势在必行。基因疫苗是将含外源

基因的真核表达质粒导入机体，使其能在体内表达

外源性抗原，从而刺激机体产生特异性体液和细胞

免疫，达到防治病原体感染的目的。国内外学者对

结核病 $%&疫苗进行了一系列的研究，如何提高结
核病 $%&疫苗的有效性和稳定性是目前研制的关
键问题。

近年来，细胞因子用作 $%&疫苗分子佐剂的报
道很多。’()*+是具有多种生物学活性的细胞因子，
参与机体免疫调节的多个方面，在启动 ,-.细胞向
,-*细胞的发育中发挥重要作用，具有重要的抗细
胞内感染和抗肿瘤作用［/］；作为 $%&疫苗的分子佐
剂，’()*+ 还可增强疫苗诱导的记忆性 ,-* 细胞应
答，在与疫苗的联合免疫中有广泛的应用前景［0，1］。

23&,)/抗原属于结核分枝杆菌早期分泌蛋白，只在
致病菌株中表达［4］；具有多个 ,、! 细胞表位，能诱
导机体产生以 ,-*型为主的细胞免疫应答，对结核
杆菌感染具有免疫保护性［*.］。本试验将 ’()*+
（56’()*+）和 23&,)/（5623&,)/）真核表达质粒联合免
疫小鼠，血清中检测到了特异性抗体的存在，抗体水

平与生理盐水对照组、56$%&78* 对照组和 !"# 组
比较均有明显差异，并且在末次加强免疫后 *9 :
+1;有逐渐增加的趋势；但 56’()*+与 5623&,)/共同
免疫后，特异性抗体水平较 5623&,)/单独免疫时增
加不明显，说明 ’()*+ 对机体体液免疫应答的促进
作用较弱。

$%&疫苗在宿主体内表达的蛋白抗原不仅能
与 <="!类分子结合而且还能与 <=""类分子结
合递呈给 "$9 > ,细胞，因而 $%&疫苗的一个显著
优势是能产生较强的细胞免疫应答。本试验结果显

示当 ’()*+与 23&,)/ 质粒 $%&共同免疫后，小鼠脾
淋巴细胞体外诱导培养后，其增殖活性、’?%)#分泌
水平都明显强于单独 23&,)/ $%&免疫和 !"#免疫
（! @ 8.A），而 ’()9 分泌水平相互间却没有明显差
异。产生这一现象可能的解释是：56’()*+真核质粒
$%&免疫小鼠后，在体内表达 ’()*+ 蛋白，促进了
’?%)#大量分泌，进而诱导机体产生更强的细胞免
疫应答，导致免疫小鼠脾淋巴细胞大量增殖；而促进

体液免疫应答的 ’()9的产生没有明显改变，这一结

果与特异性抗体的产生在 5623&,)/组和 56’()*+ >
5623&,)/组间没有明显差异的结果一致，进一步说
明 ’()*+作为分子佐剂主要针对细胞免疫有促进作
用，而对体液免疫的促进作用较弱。此外，本研究还

发现在末次加强免疫 *9 : +1;，56’()*+ > 5623&,)/
组脾淋巴细胞增殖活性维持在较高水平，而 !"#组
脾淋巴细胞增殖活性升高不明显，5623&,)/组则略
有降低；’?%)#诱生水平，56’()*+ > 5623&,)/ 组最
高，!"#组次之，5623&,)/组最低。
将细胞因子作为分子佐剂与结核杆菌免疫保护

性抗原联合免疫是对如何提高抗结核杆菌感染

$%&疫苗免疫效应研究的一个新尝试。将 ’()*+与
23&,)/质粒 $%& 联合免疫后，能刺激机体产生强
烈的细胞免疫和稳定的体液免疫，在动物体内诱发

的细胞免疫较 23&,)/或 !"#单独免疫时均有明显
增加并维持较长时间，此外联合免疫后诱导的体液

免疫也较 !"#免疫有明显增加。但这种联合免疫
在抗结核杆菌感染中的免疫保护作用是否也优于单

独的 23&,)/ $%& 免疫和 !"# 免疫还有待进一步
研究。
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