
!"#$% &#’’()*+,%*#) 研究简报
微生物学报 !"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
!"（#）：#$" % #&’；! ()*+,-+. #//"
0112 ///3 % $#/"；42 33 % 3""567
899:：66;<,+=->?@ AB@ -C@ C=6-C9-BAC+<C=

基金项目：国家“"&’项目”（#//$4D5/!!/!）；国家杰出青年科学基金（’/!#5/’3）；国家科技支撑计划资助项目（#//&DEF!/D/3）
!通信作者。G)>：H I$J53!JI&"&33’$；(-K：H I$J53!J&’33’&!；LJB-A>：;A-<M .N,@ )O,@ C=

作者简介：董慧（3"I/ %），女，江苏扬州人，博士研究生，主要研究微生物致病。LJB-A>：B-=>AO<=PI/M.-8<<@ C<B@ C=

收稿日期：#//IJ/IJ#3；修回日期：#//IJ3/J#!

!!辐射与常规方法灭活产单核细胞李斯特菌对小鼠免疫原性
的比较

董慧，焦新安!，潘志明，殷月兰，孙林，刘松婷
（扬州大学江苏省人兽共患病学重点实验室，扬州 ##5//"）

摘要：【目的】以产单核细胞李斯特菌（.&/#0’&$ 1(-("2#(+0-0/，QR）为模式菌，比较!J辐射及常规的热灭活、甲醛
灭活制备的灭活李斯特菌对小鼠的免疫原性。【方法】以!J辐射、热灭活和甲醛灭活法分别制备灭活的 QR；
腹腔注射 DEQD6C小鼠，LQ01E检测各组灭活菌产生的抗体水平；观察野生型 QR攻击后各组的保护效果，动
态监测体内带菌情况；流式细胞仪分选免疫小鼠 G细胞，以 G细胞转移实验评价辐射灭活的 QR产生的免疫
应答。【结果】辐射灭活组、热灭活组和甲醛灭活组产生的抗体水平分别为：3 S 3#I/，3 S $!/，3 S 3$/；野生型细
菌攻击后这 ’种灭活菌产生的保护率分别为：3//T、’5T、’/T，其中免疫辐射灭活菌的小鼠能够较快清除
攻击的细菌；辐射灭活李斯特菌能够激发产生 G细胞保护性免疫应答。【结论】较之传统的灭活方法，利用

!J辐射制备的灭活 QR免疫小鼠后能够产生较好的保护效果。
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疫苗在预防和控制疫病中发挥着重要作用，在

种类繁多的疫苗中，灭活苗无疑是最经典、最快捷、

最简单的，也是最有可能获得突破的一种。制备灭

活苗的常规方法是：甲醛灭活和热灭活。通过这两

种方法研制出的灭活疫苗不足之处在于：破坏了病

原体表面的一些保护性抗原，激发的保护性免疫主

要以体液免疫为主，不产生或仅产生较弱的细胞免

疫和黏膜免疫应答［3］。

辐射灭活是制备灭活苗的一种新理念，它是指

利用强力!射线彻底摧毁病原体的遗传因子，起到
杀死病原体但不破坏病原体的抗原组分的作用［#］。

较之于传统的热灭活和甲醛灭活，其优点可能在于：

保留了病原体表面的保护性抗原成分，能够激发 G
细胞保护性免疫应答［’］。这些优点在研制针对某些

胞内病原体的灭活疫苗时显得尤为重要。

产单核细胞李斯特菌（ .&/#0’&$ 1(-("2#(+0-0/，

QR）是一种革兰氏阳性、兼性胞内寄生的食源性致

病菌，是人兽共患李斯特菌病的病原［!］。自 3"#$年

R,++-.等［5］首次报道李斯特菌病以来，此病已陆续

在许多国家发生［$］。VWX将 QR定为 #/世纪 "/年

代四大食源性病原菌之一，因此对 QR的研究具有
重要的公共卫生意义。另外，QR是公认的研究宿主

和胞内病原体相互作用的模式菌［&］，对 QR感染机

制的研究建立了细胞免疫学上的许多里程碑［I］。已

有研究表明热灭活 QR不能够激发 G细胞保护性免

疫应答［"］。因此，本研究选取 QR为模式菌，探讨辐

射灭活法制备灭活疫苗候选株的可行性。



! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株和实验动物：产单核细胞李斯特菌血清
型 !"#$型菌株 %&’(由江苏省人兽共患病学重点实
验室分离保存。) * +,雌性 -.%-"/小鼠购自扬州
大学比较医学中心。

!"!"# 主要试剂和仪器：01&2!)(3 购自 42-56 公
司，-7$89 :;$7< 29=>?8@9（-:2）购自 -A 公司。B%’
C3DED& 环境扫描电子显微镜为 1:2%21E公司产品，
F.5E.78$流式细胞仪为 -A公司产品。
!"# 细菌准备

%&于 -:2 中培养至对数生长期，离心收获菌
体，调整细菌浓度至 ! G !3!3 5FH"I%。
!"$ 细菌灭活
!"$"! 辐射灭活：新鲜制备的细菌样品送扬州大学
辐照中心以)35@辐射源照射，剂量为 (33 J7$K。
!"$"# 热灭活：新鲜制备的细菌样品于 L3M水浴
C3 I89。
!"$"$ 甲醛灭活：新鲜制备的细菌样品中加入
3N#O甲醛溶液，CLM作用 #( P，其间需多次混匀。
!"$"% 无菌检验：于灭活后的细菌样品中各取
!33!%（即 ! G !3Q 5FH）分别接种液体 -:2培养基、
涂布 %-平板，CLM培养 (+ P，观察有无细菌生长。
!"% 扫描电镜观察细菌形态
相同浓度野生型 %&、辐射灭活 %&以 #NRO戊

二醛固定 #NR P，1-E洗涤；!O锇酸固定 ! P，洗涤；
(3O、R3O、)3O、L3O、+3O、Q3O乙醇梯度脱水，共
)3 I89；QRO、!33O乙醇脱水各 #3 I89；!33O乙醇与
!33O丙酮的混合液作用 !3 I89，洗涤；!33O丙酮作
用 #3 I89；加入 !33O丙酮与 !33O乙酸异戊酯，充分
洗涤后以 !33O乙酸异戊酯保存，金属离子溅射仪
镀膜后，扫描电镜观察。

!"& 动物实验
!"&"! 动物分组及免疫接种：将 ) * +,雌性 -.%-"
/小鼠随机分成五组，分别为活菌组、辐射灭活组、
热灭活组、甲醛灭活组和阴性对照组，每组 #(只小
鼠。于第 3、L天时分别腹腔注射野生型 %&、辐射灭
活 %&、热灭活 %&、甲醛灭活 %&及灭菌 1-E。注射
剂量分别为 ! G !3C 5FH"只、! G !3Q 5FH"只、! G !3Q

5FH"只、! G !3Q 5FH"只和 3N! I%"只。
!"&"# 血清中抗体效价的测定：各组小鼠分别在一免
后一周，二免后两周、三周眼眶静脉采血，制备血清，间

接 D%2E.测定 !"(Q3值。以 1"S!#N!判定阳性，以能满

足 1"S!#N!的抗体最大稀释倍数的倒数作为抗体的
效价，结果用 E1EE!!NR软件进行统计分析。
!"&"$ 保护性实验：二免后第 #! 天各组小鼠腹腔
注射野生型 %&，剂量为 #NR G !3) 5FH"只［!3］，连续观
察 !( K，记录攻击后各组小鼠死亡情况，计算免疫保
护率，结果用 E1EE!!NR软件进行统计分析。
!"&"% 感染动力学实验：攻击后 !、C、R、L、Q、!C K每
组各扑杀 # 只小鼠，无菌分离脾脏、肝脏，称重、研
磨。取适当稀释倍数的组织悬液涂布 %-平板，CLM
培养 #( P，计算菌落数。
!"’ (细胞转移实验
二免后两周无菌分离 1-E免疫鼠、辐射灭活 %&

免疫鼠脾脏，分别制成单细胞悬液，以荧光标记的

5AC单抗染色，(M 作用 C3 I89；流式细胞仪分选其
中 T细胞。受体 -.%-"/小鼠尾静脉注射相同数量
T细胞。同时腹腔接种 #NR G !3) 5FH 野生型 %&。
C K后扑杀受体小鼠，无菌分离心脏、肝脏、脾脏，称
重、研磨。取适当稀释倍数的组织悬液涂布 %- 平
板，CLM 培养 #( P，菌落计数。

# 结果

#"! 扫描电镜图片
电子扫描显微镜照片如图 !示。与活菌相比，

经)35@辐照后的细菌表面未出现明显的结构损伤。

图 ! 扫描电镜观察活的 )*形态（+，$,,,, -）和辐射灭
活 )*的形态（.，%,,,, -）
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!"! 免疫后血清中抗体效价测定
对一免后一周，二免后 !、"周各试验组的血清

样品进行测定，结果如表 # 所示。辐射灭活 $%免
疫 &’$&()小鼠后能产生较高的抗体水平，达到 # *
#!+,，显著高于其他两种灭活 $%产生的抗体水平
（! - ,.,/），同时也显著高于活菌免疫后产生的抗
体效价（! - ,.,/）。由此说明辐射灭活后细菌保留
了较好的免疫原性。

表 # 各实验组产生的抗体水平
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!"$ 保护性实验
野生型细菌攻击后第 !天部分小鼠开始出现精

神沉郁、活动减少现象，第 H天开始除辐射灭活组和
活菌组外，其他试验组均有小鼠死亡。其中阴性对

照组死亡时间最为集中，高峰期在攻击后第 ! M N
天。活菌组和辐射灭活组部分小鼠攻击后出现发病

现象，但迅速耐过恢复正常（图 !）。

图 ! 攻击后各组小鼠的存活率
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免疫保护性试验结果如表 !所示，不同灭活方
法制备的灭活 $%免疫小鼠后产生的保护效果存在
着较大的差异。其中辐射灭活苗免疫后能够完全抵

抗高剂量野生型细菌的攻击，产生的保护率高达

#,,Q，显著高于通过热灭活和甲醛灭活的方法制备
的灭活 $%产生的保护率（分别为 "/Q、",Q）（! -
,.,/）。

表 ! 对 %&’%()小鼠的免疫保护结果
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!"* 感染动力学实验
野生型 $%攻击后第 #、"、/、N、T、#"天每组各扑

杀 !只小鼠，观察脾脏、肝脏中的细菌携带情况（图
"）。各试验组小鼠攻击后脾脏中细菌携带情况：相
同时间点中，阴性对照组带菌数目最多；活菌组与辐

射灭活组带菌数随时间迅速下降，至第 /天脾脏中
已分离不到细菌。热灭活组和甲醛灭活组排菌速度

较慢，分别于第 T天、第 #" 天达到无菌状态。各试
验组小鼠肝脏中细菌携带情况：阴性对照组带菌数

目最多；活菌组带菌数随时间迅速下降，至第 /天组

图 $ 野生型细菌攻击后小鼠脾脏（&）和肝脏（%）中带菌
情况
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织达到无菌；辐射灭活组排菌稍慢，至第 !天组织达
到无菌；热灭活组和甲醛灭活组分别至第 " 天、第
#$天达到无菌状态。
!"# $细胞转移实验
较之于对照小鼠，尾静脉注射了辐射灭活苗免

疫鼠 %细胞的小鼠攻毒后体内细菌携带量明显减少
（图 &）。对照小鼠脾脏、肝脏、心脏中带菌量分别为
’ ( #)! *+,、!-. ( #)/ *+,、0-! ( #)$ *+,。实验组小
鼠脾脏、肝脏、心脏中带菌量分别为 0-0 ( #)0 *+,、
/-/ ( #)& *+,、’ ( #)# *+,。实验结果表明注入的 %
细胞使小鼠对李斯特菌的攻击产生了一定的抵抗能

力，说明辐射灭活菌能激发 %细胞保护性免疫应答。

图 % 野生型细菌攻击后受体小鼠体内细菌携带情况
+123& %45 *+, 67895: 1: ;45 % <5== 85<1>15:;? @A;58 <4@==5:253

& 讨论
利用!B辐射灭活或减毒病原体制备相关疫苗

的报道多见于寄生虫方面［## C #’］，应用于细菌等其他

病原体的报道较少。本研究以产单核细胞李斯特菌

DE为模式菌，从抗体生成水平、保护率水平以及体
内细菌清除速度等方面综合评价辐射灭活的优越

性。从抗体生成水平来看，相同剂量的灭活 DE注
射小鼠后，辐射灭活 DE产生的抗体水平最高，是甲
醛灭活 DE的 .倍、热灭活 DE的 ’倍，说明不同灭
活方式对细菌抗原组分的破坏程度不同，辐射灭活

的方法可能对细菌表面抗原破坏较少，从而免疫小

鼠后能引发较高水平的体液免疫应答。为进一步提

供有力的佐证，我们利用扫描电子显微镜观察野生

型 DE和辐射灭活 DE的表面结构，结果显示辐射灭
活 DE无任何明显的结构损伤。
在免疫保护实验中，高剂量野生型 DE攻击后

各组小鼠均出现精神沉郁、活动减少、毛发凌乱等现

象，其中甲醛灭活组、热灭活组小鼠大批死亡，而辐

射组小鼠能够迅速耐过、恢复正常状态，同时表现在

体内排菌速度上，相同时间内辐射组小鼠体内带菌

量低于其余灭活组，从攻击后第 0天开始，体内已分
离不出细菌。这些结果从一定程度上显示了辐射灭

活法的优越性。甲醛灭活是常规的疫苗灭活方法，

并且广泛使用。但是在本研究中，甲醛灭活 DE产
生的保护效果远远低于辐射灭活 DE，这可能是由于
甲醛破坏了 DE细菌表面的一些重要抗原和佐剂分
子的结构，从而影响其免疫原性。

通过 %细胞转移实验，我们证实了辐射灭活 DE
能够产生 %细胞保护性免疫应答。而一直以来，人
们普遍认为，只有活 DE通过感染宿主细胞并且利
用 DDF进入到细胞质内，才能够引起免疫应答［#)］。
目前，大多数的灭活疫苗通过激发体液免疫应答来

发挥作用，但是针对胞内病原体如：结核杆菌、GHI
等的有效疫苗，不仅要能激发体液免疫应答，更重要

的是能够引起持久的细胞免疫应答［#$］。辐射法制

备灭活苗恰恰符合这一要求，这种方法可能被运用

于制备针对胞内病原体的疫苗。

本研究通过动物实验证实，较之于传统的热灭

活、甲醛灭活，利用!B辐射制备 DE灭活菌苗的优越
性，其中具体的免疫机制还需要更多的工作去探讨。

!B辐射灭活法是否适用于其他种类的细菌甚至其他
的病原体，也需要大量的实验去验证。但是不能否

认，如果能够证明辐射灭活法是一种制备全病原体

灭活苗的安全有效的策略，那么将大大减少用于构

建、筛选基因减毒疫苗；或者是寻找亚单位疫苗中抗

原表位的时间和资源。尤其是在应对疫病暴发流

行、生物恐怖等突发事件时，辐射法制备灭活苗的方

便快速将发挥重要作用。
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