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【摘) 要】目的：测定 GI.’+ 与 1H@.’ 融合蛋白在小鼠体内

诱导的免疫应答及保护力- 方法：将 GI.’+ 与 1H@.’ 的融合

蛋白皮下免疫小鼠 ( 次，每次间隔 $ SU，1>VH@ 测定免疫小鼠

血清特异性抗体的滴度- 最后一次免疫完成后 + SU，分离部

分免疫小鼠脾淋巴细胞，G.. 法检测淋巴细胞刺激指数，

1>VH@ 检测悬液中 VNX#! 水平- 另一部分免疫的 L@>L R 5 小

鼠经尾静脉感染 G.L 毒株 Z(%FJ，+ SU 后计数脾脏细菌负荷

数- 结果：GI.’+#1H@.’ 融合蛋白免疫小鼠血清特异性抗体

滴度 ![!*""，免疫小鼠后淋巴细胞刺激增殖指数为 $- $(，而生

理盐水免疫组只有 "- ,,；脾淋巴细胞悬液中诱发的 VNX#! 为

（+- $, \ "- $%）"8 R >，显 著 高 于 生 理 盐 水 免 疫 组［（"- +, \
"- !%）"8 R >，E ] "- "*］，但不及 LA^ 免疫组［（*- !, \ "- (!）

"8 R >］- 与生理盐水免疫组（ 细菌负荷 ’- +* \ "- !%）相比较，

融合蛋白免疫的小鼠，对攻击感染后抗 G.L 在脾脏中增殖有

显著作用，细菌负荷为 *- "+ \ "- !!，但与 LA^ 免疫组相比脾

脏细菌负荷减少甚微（ 细菌负荷 +- (, \ "- $$）- 结论：GI.’+
与 1H@.’ 融合蛋白可作为新型结核疫苗的候选组分-

【关键词】结核分枝杆菌；疫苗；GI.’+；1H@.’；融合表达

【中图号】F(&$- !!) ) ) 【文献标识码】@

FG 引言

1H@.’（<C ’""" 的早期分泌蛋白）和 GI.’+ 是

结核分支杆菌（<=>*?&>@0A.6B @6?0A>6C*D.D，G.L）中重

要的保护性抗原，编码这两种蛋白的基因只存在于

G.L 毒 株 中 而 卡 介 苗（ L35400<M A302/BB/ ^</C47，

LA^）中缺失［!］，研究发现重组的 GI.’+ 和 1H@.’
蛋白免疫小鼠后均可有效抵抗 G.L 感染- 本研究在

成功获得 GI.’+ 与 1H@.’ 融合蛋白的基础上［$］，研

究该融合蛋白在小鼠体内诱导的免疫应答水平和对

G.L 毒株 Z(%FJ 攻击的保护力-
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!" 材料和方法

!! !" 材料" "#$ 毒株 %&’() 由陕西省结核病防治

研究所王瑞副主任技师惠赠；卡介苗疫苗株由兰州生

物制品 研 究 所 出 品（ 国 药 准 字 *+,--.--&/，批 号

,--..,-.）；鼠 0+12! 和 340*5 检测试剂盒购自晶美

公司；潮霉素（60$78 $(4 公司）! $76 培养增强剂

（9:;<=>?2@ABCDEFA2G9C9:9FA 5H7）和 (I"0 .JK- 培养

基均购自 60$78 公司! ’%L 液体培养基购自美国

H>MGE 公司；改良罗氏培养基由本室自制，"#$ 的培

养滤液蛋白（ G<:C<DA M>:CD9CA NDECA>?F，7+I）由本室制

备! 羊抗鼠 0O62%(I 购自华美生物公司! J P Q 周龄

$54$ R G 小鼠，雌性，由第四军医大学实验动物中心

提供，饲养于第四军医大学动物中心感染实验室!
!! #" 方法

.! ,! .S "#$ 毒株 %&’() 的培养和定量S 取罗氏培

养基中保存的 "#$ 毒株 %&’() 接种到 ’%L 培养基

（含 .-- O R 4 5H7 和 -! / O R 4 #TAA?Q-），&’U振摇培

养 & TV，/--- D R =>? 离心 .- =>?，收集细菌，保存于

W ,-U备用! 用 ’%L 液体培养基系列稀释浓缩液，接

种于罗氏培养基 &’U培养 , TV，计数浓缩液细菌的

7+X!
.! ,! ,S $76 的培养和定量S 取 $76 疫苗株接种到

’%L 液体培养基（ 含 .-- O R 4 5H7 和 -! / O R 4 #TAA?
Q-），相同方法培养、收集 $76，并计数细菌的菌落形

成单位（GE:E?Y MED=>?O <?>CF，7+X）!
.! ,! & S 融合蛋白的大量制备 S 取 "I#JK2NIDE23Z
%#23*5#J 阳性克隆［,］，活化后分别接种到 .--- =4
4$ 培养液中，&’U 振摇培养至对数生长期，0I#6 诱

导，集菌，先进行 *H*2I563，采用 0?)>CDEOA? 的 1>2
1#5 纯化试剂盒纯化目的蛋白，分光光度法测定蛋

白浓度!
.! ,! KS 免疫动物S 实验随机分为 & 组，每组 .- 只小

鼠，一组用 "I#JK23*5#J 融合蛋白免疫 $54$ R G 小

鼠；免疫剂量均为 . =O R 只，共免疫 & 次，第一次和第

二次免疫加有不完全福氏佐剂，第三次单纯免疫融合

蛋白，每次间隔 , TV，免疫结束后，收集小鼠血清，用

7+I 作为抗原，340*5 测定免疫小鼠血清特异性抗体

滴度，其余两组分别为 $76 和生理盐水对照组! 最

后一次免疫结束后 K TV，进行以下实验：每组取 / 只

小鼠，用于测定淋巴细胞刺激指数（ FC>=<:9C>E? >?@AB，

*0）和 0+12! 水平；其余 / 只用于毒株攻击实验!
.! ,! /S 脾脏淋巴细胞的分离与制备S 将免疫的小鼠

断颈处死，无菌取脾脏，置于平皿内 ,-- 目的钢网上，

用注射器针芯研磨，并加入 (I"0 .JK- 培养液冲洗!
将上述细胞悬液转入 , 倍体积的淋巴细胞分离液，

.--- D R =>? 离心 ,- =>?! 吸取中间单核细胞层，用

(I0" .JK- 液洗涤两次后计数!
.! ,! JS 特异性淋巴细胞增殖实验S 将分离的淋巴细

胞浓度调整至 / [ .-Q R 4，在 LJ 孔板中用 .-- =4 R 4
+7* 的 (I"0 .JK- 完全培养液培养，,-- "4 R 孔，同时

实验组 每 孔 加 入 ,/ "4 "#$ 7+I（,/ =O R 4 溶 于

I$*，本室制备），对照组不加 7+I，调零孔不加脾细

胞，&’U /- =4 R 4 78, 孵箱培养 JQ \ 后，每孔加 ,-
"4 "##（/ O R 4，溶于 I$*，N% ’! ,，过滤除菌），继续

培养 K \ 后 弃 上 清，加 H"*8 ./- "4 R 孔，振 荡 .-
=>?，测定 !KL- ?=值! 结果用刺激指数 *0 ] 实验组 ! 值

R 对照组 ! 值表示!
.! ,! ’S 0+12! 的诱生及含量的测定S / [ .-L R 4 脾细

胞在 ,K 孔板用含 .- =4 R 4 +7* 的 (I"0 .JK- 完全培

养液中培养，Q-- "4 R 孔，同时加入 "#$ 7+I .-- "4 R
孔，&’U /- =4 R 4 78, 孵箱培养 ’, \，收集培养液，

/--- D R =>? 离心 / =>?，取上清，W ,-U冻存备检! 参

照试剂盒说明（夹心 340*5 法）测定各标本所含 0+12
! 浓度!
.! ,! QS "#$ 毒株 %&’() 的攻击实验S 最后一次免

疫完成后 K TV，用 "#$ 毒株 %&’() 经尾静脉感染小

鼠，剂量为 .-/ 7+X R 只，K TV 后，断颈处死小鼠，脾脏

匀浆，计数细菌 7+X!
统计学处理：实验数据以 " # $ 表示，统计分析采

用单因素方差分析，两两比较采用 4*H2% 检验，& ^
-! -/ 有统计学意义!

#" 结果

#! !" 小鼠体内特异性抗体滴度 " "I#JK23*5#J 融

合蛋白免疫小鼠三次后血清特异性抗体滴度平均值

为 ._./--!
#! #" 抗原特异性脾脏淋巴细胞增殖实验" 分离免疫

小鼠的脾脏淋巴细胞，在体外用 7+I 抗原刺激，测定

了淋巴细胞的增殖反应，与生理盐水对照组（ *0 为

-! QQ）相比较融合蛋白 "I#JK23*5#J 免疫小鼠的脾

淋巴细胞增殖明显，*0 为 ,! ,&，$76 免疫组 *0 为

&! /Q，高于融合蛋白免疫组!
#$ %" 脾脏淋巴细胞中诱生的 &’()! 水平 " "I#JK2
3*5#J 免疫的小鼠的脾淋巴细胞悬液，体外用 7+I
刺激，其悬液 0+12! 含量分别为（K! ,Q ‘ -! ,’）"O R 4，

与生理盐水对照组（-! KQ ‘ -! .’）"O R 4 相比较有明

显增加（& ^ -! -/），但不及 $76 免疫组［（/! .Q ‘
-! &.）"O R 4，& ^ -! -/］（图 .）!
#$ *" 免疫小鼠对 +,- 毒株攻击时的抵抗作用" 免

疫完成后 K TV，%&’() 经尾静脉感染 $54$ R G 小鼠，K
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!" 后计数脾脏细菌负荷数，与生理盐水免疫组（细菌

负荷数 #$ %& ’ ($ )*）相比较，融合蛋白 +,-#%./01-#
免疫的 2132 4 5 小鼠，对攻击感染后抗 +-2 在脾脏

中增 殖 有 显 著 作 用（ 细 菌 负 荷 数 分 别 为 &$ (% ’
($ ))），但 与 267 免 疫 组（ 细 菌 负 荷 数 为 %$ 89 ’
($ ::）相比较脾脏细菌负荷减少甚微$

;! < ($ (& "# 生理盐水$ $ = &$

图 )> 融合蛋白在小鼠脾脏淋巴细胞中诱生的 ?@A.! 水平

!" 讨论

卡介苗（267）是目前唯一的预防结核病疫苗，

但其对成年人结核病的预防效果不稳定，保护力常发

生变化（( B 9(C）［8］，因此，研制全面有效的新疫苗

是控制结核病的重要途径$ 融合亚单位疫苗具有成

分明确，使用安全，可减少纯化步骤等优点而受到国

内外的重视$ 目前已知的保护性抗原有 +-2 早期分

泌蛋白 1D9&2 复合物、/01-# 和 +,-.#%［%］等，选择

这几种抗原制备的亚单位疫苗可诱导强烈的特异性

免疫应答，并不受先前接触分枝杆菌的影响$ 单个蛋

白构成的亚单位疫苗产生的特异性体液和细胞免疫

应答是针对每一组分抗原的，机体获得的免疫保护力

有限，因 此 新 型 -2 疫 苗 着 重 于 融 合 多 个 免 疫 表

位［&］$
本研究中将纯化的 +,-#% 与 /01-# 融合蛋白，

免疫小鼠，特异性抗体滴度可达到 )E)&((，显著高于

已报道文献［#］中抗体的滴度，融合蛋白免疫三次后，

小鼠特异性淋巴细胞增殖指数显著升高，说明淋巴细

胞被有效活化$ ?@A.! 常被认为是抵抗 +-2 感染的

一个关键性细胞因子，也是 -F) 型细胞免疫反应的重

要指标，-2 的保护性效应与分泌 ?@A.! 的淋巴细胞

的产生密切相关$ 融合蛋白 +,-#%./01-# 免疫小鼠

诱生的 ?@A.! 水平显著高于生理盐水对照组（! <
($ (&），提示这两种融合基因可能是 -2 疫苗中理想

的候选基因$ +-2 毒株攻击实验中，与生理盐水组相

比较，+,-#%./01-# 免疫组使得细菌数由 #$ %& ’
($ )*降为 &$ (% ’ ($ ))，有效控制了 +-2 的感染，但与

267 免疫组相比免疫保护力还是有一定差距$
研究发现，单独使用结核杆菌短期培养液中分离

纯化的分泌型蛋白免疫动物，只会产生很弱的免疫应

答，亚单位疫苗必须配以适宜的佐剂多次接种才能达

到效果［*］，在本研究中，采用不完全福氏佐剂具有很

强的免疫调节作用，可刺激产生 ?3.:，?@A.! 和 ?3.):，

是本室较常用的一种免疫策略$ +,-#%./01-# 融合

蛋白诱导的保护力有限，分析原因可能是因为保护性

抗原种类不多，难以诱导产生广泛而全面的细胞免疫

应答；同时蛋白质在体内的滞留时间短并且其产生的

免疫应答的持续时间也较短，需选择合适的剂量［9］，

多次免疫才能达到有效的保护水平$
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