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【摘+ 要】目的：研究 ,@(-J 与 2I,/) 融合蛋白在小鼠体内

诱导的体液和细胞免疫应答以及对 F/J 感染小鼠的保护力.
方法：采用皮下包埋的方法，将预先转移到硝酸纤维素膜上

的表达蛋白免疫小鼠 * 次，每次间隔 $ S8，用 F/J 培养上清

滤液蛋白（ >:1E:D0 <51ED4E0 CDAE05?K，QLT）作为抗原，2U,I, 测

定免疫小鼠血清特异性抗体的滴度. 为了检测融合蛋白免疫

小鼠引起的细胞免疫应答，最后一次免疫完成后 ’ S8，取一部

分免疫小鼠分离脾淋巴细胞，体外用抗原刺激，F// 法检测淋

巴细胞刺激反应，2URI, 检测悬液中 RLV#! 水平. 另一部分免

疫的 J,UJ W > 小鼠经尾静脉感染 F/J 毒株 X*%YN，’ S8 后计

数脾脏细菌负荷数. 结果：,@(-J#2I,/) 蛋白免疫小鼠血清

特异性抗体滴度为 !Z!"""，2I,/)#,@(-J 蛋白免疫小鼠血清

特异性抗体滴度为 ! Z -""". 融合蛋白 ,@(-J#2I,/) 和 2I#
,/)#,@(-J 免疫组淋巴细胞刺增殖指数分别为 $. ’" [ ". !%
和 $. )" [ ". $-，而生理盐水组只有 ". &" [ ". $!；相对应的

RLV#! 含量分别为（*. -! [ ". *"）"@ W U 和（’. "- [ ". ’!）"@ W
U，显著高与生理盐水对照组（". -" [ ". $-）"@ W U，8 \ ". "-，

但不及 JQ] 免疫组（-. -- [ ". *!）"@ W U. 与生理盐水免疫组

（细菌负荷). *! [ ". !*）相比较，融合蛋白免疫的 J,UJ W > 小

鼠，对攻击感染后抗 F/J 在脾脏中增殖有显著作用（ 细菌负

荷分别为-. "’ [ ". !! 和 -. !- [ ". $&，8 \ ". "-），但与 JQ] 免

疫组相比脾脏细菌负荷减少甚微. 结论：,@(-J 与 2I,/) 融

合蛋白可作为新型结核疫苗的候选组分.
【关键词】分支杆菌，结核；疫苗；抗原 (-J；2I,/)；重组融合

蛋白质类
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!" 引言

包含免疫优势蛋白 !"#$% 和早期分泌蛋白 &’(
!)* 的重组亚单位疫苗所提供的保护效力与曾经接

触过环境分枝杆菌无关，这个发现证实亚单位疫苗不

受致敏作用的影响而能刺激保护性 ) 细胞应答，从

而使得 这 种 疫 苗 可 能 在 %+, 免 疫 无 效 的 地 区 应

用［-］. 亚单位疫苗在小鼠中证实有效，可产生与 %+,
相同的免疫效果. 为了全面评估我们表达的 !"#$%
与 &’!)* 融合蛋白的免疫学特性［/］，我们研究了两

种融合蛋白 !"#$%(&’!)* 和 &’!)*(!"#$% 在小鼠

体内诱导的体液和细胞免疫应答水平，同时测定免疫

小鼠对 0)% 毒株 12345 攻击的保护力.

#" 材料和方法

#. #" 材料 " 0)% 12345 毒株：由陕西省结核病防

治研究所王瑞副主任技师惠赠. %+, 疫苗株：陕西

省生物制品研究所出品. 鼠 678(!&96’! 检测试剂盒

（,&8&:;0& 公 司），潮 霉 素（,6%+< %49 公 司）.
31= 液体培养基，%+, 培养增强剂（>?@ABCD(EFGHIJKF(
L>H>?>KF，!M+）和 4N06-*OP 培养基均购自 ,6%+< 公

司. 0)% 的 +7N 由本室制备. 羊抗鼠 6",(14N 购自

华美生物公司. * Q # 周龄 %!9% R L 小鼠，雌性，由第

四军医大学实验动物中心提供，饲养于该中心 N2 级

感染实验室.
#. $" 方法

-. /. -S 0)% 毒株 12345 的培养和定量S 取罗氏培

养基中保存的 0)% 毒株 12345 接种到 31= 培养基

（含 -PP " R 9 !M+ 和 P. $ " R 9 )TFFD#P），23U振摇培

养 2 TV，$PPP I R BCD 离心 -P BCD，收集细菌，保存于

W /PU备用. 用 31= 液体培养基系列稀释浓缩液，接

种于罗氏培养基 23U培养 / TV，计数浓缩液细菌的

+7X.
-. /. /S %+, 的培养和定量S 取 %+, 疫苗株接种到

31= 液体培养基（ 含 -PP " R 9 !M+ 和 P. $ " R 9 )TFFD
#P），相同方法培养、收集 %+,，并计数细菌的 +7X.
-. /. 2S 融合蛋白的大量制备和转膜S 取 !:(YNIJ&Z
1)(&7 和 &:(YNIJ&Z 1)(!7 阳性克隆［/］，活化后分

别接种到 -PPP B9 9% 培养液中，23U 振摇培养至对

数生长期，6N), 诱导，集菌，先进行 ’M’(N!,&，然后

将蛋白 转 移 至 硝 酸 纤 维 素 膜 上，剪 下 表 达 位 置 的

条带.
-. /. OS 免疫动物分组S 实验共分 O 组，每组 -P 只小

鼠. 一组用 !"#$%(&’!)* 融合蛋白转膜条带免疫

%!9% R L 小鼠；一组用 &’!)*(!"#$% 融合蛋白免疫

%!9% R L 小鼠. 两组免疫剂量均为 -P 份条带 R 只，包

埋于小鼠腹股沟处皮下，共免疫 2 次，每次间隔 /
TV，收集小鼠血清，用 +7N 作为抗原，&9!’! 测定免

疫小鼠血清特异性抗体滴度，同时设 %+, 和生理盐

水对照组. 最后一次免疫结束后 O TV，进行以下实

验：每组取 $ 只小鼠，用于测定淋巴细胞 ’6 和 678(!
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 /PP 目的钢网上，

用注射器针芯研磨，并加入 4N06-*OP 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，

-PPP I R BCD 离心 /P BCD. 吸取中间单核细胞层，用

4N60-*OP 液洗涤两次后计数.
-. /. *S 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 $ [ -P# R 9，在 =* 孔板中用 -PP B9 R 9
7+’的 4N06-*OP 完全培养液培养，/PP "9 R 孔，同时

实验组 每 孔 加 入 /$ "9 0)% +7N（/$ B" R 9 溶 于

N%’，本室制备），对照组不加 +7N，调零孔不加脾细

胞，23U $P B9 R 9 +</ 孵箱培养 *# \ 后，每孔加 /P
"9 0))（$ " R 9，溶于 N%’，Y1 3. /，过滤除菌），继续

培养 O \ 后 弃 上 清，加 M0’< -$P "9 R 孔，振 荡 -P
BCD，测定 !O=P DB 值. 结果用刺激指 数 ’6 ] !（ 实 验

组）R !（对照组）表示.
-. /. 3S 678(! 的诱生及含量的测定 S $ [ -P= R 9 脾

细胞在 /O 孔板用含 -P B9 R 9 7+’ 的 4N06-*OP 完全

培养液中培养，#PP "9 R 孔，同时加入 0)% +7N -PP
"9 R 孔，23U $P B9 R 9 +</ 孵箱培养 3/ \，收集培养

液，$PPP I R BCD 离心 $ BCD，取上清，W /PU冻存备检.
参照试剂盒说明（ 夹心 &96’! 法）测定各标本所含

678(! 浓度.
-. /. #S 0)%12345 毒株的攻击实验S 最后一次免疫

完成后 O TV，用 0)% 毒株 12345 经尾静脉感染小

鼠，剂量为 -P$ +7X R 只，O TV 后，断颈处死小鼠，脾脏

匀浆，计数细菌 +7X.
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 9’M(% 检 验，

& ^ P. P$为有统计学意义.

$" 结果

$. #" 小鼠体内特异性抗体滴度 " !"#$%(&’!)* 融

合蛋白免疫小鼠血清特异性抗体滴度为 -_-PPP，&’(
!)*(!"#$% 融合蛋白免疫小鼠血清特异性抗体滴度

达 -_$PPP.
$. $" 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 +7N 抗原刺激，测定

了淋巴细胞的增殖反应，与生理盐水对照组（ ’6 为

!"#$ 第四军医大学学报（% &’()*+ ,-. ,/0 12-3）455!；46（$7）8 +**9：: : ;’()2<.= >??(= /0(= @2



!" #! $ !" %&）相比较两种融合蛋白 ’()*+,-.’/0 和

-.’/0,’()*+ 免疫小鼠的脾淋巴细胞增殖明显，.1
分别为 %" 2! $ !" &3 和 %" 0! $ !" %*（! 4 !" !*），+56
免疫组 .1 为 7" 3! $ !" %)，高于两种融合蛋白免疫组

（! 4 !" !*，89( &）"

:! 4 !" !* "# ;:<9=>；?! 4 !" !* "# ’()*+,-.’/0 :=@ -.’/0,’()*+

（$ % *，& ’ #）" .1：.A9BC<:A9D= 9=@>E；+56：+:?9<<C; ?:<B>AA> (C>F9="

89( &G HFD<9I>F:A9D= DI ;J<>=D?KA>; 9=@C?>@ LK M/+ 58H 9BBC=9,
N:A9D= O9AP IC;9D= JFDA>9=;
图 &G 融合蛋白免疫诱发的抗原特异的淋巴细胞增殖反应

!" #$ 脾脏淋巴细胞中诱生的 %&’(! 水平 $ ’()*+,
-.’/0 和 -.’/0,’()*+ 两种蛋白免疫的小鼠的脾淋

巴细胞悬液，体外用 58H 刺激，其悬液 18Q,! 含量分

别为（7" *& $ !" 7!）"( R S 和（2" !* $ !" 2&）"( R S，与生

理盐水对照组（!" *! $ !" %*）"( R S 相比较有明显增

加（! 4 !" !*），但不及 +56 免疫组［（*" ** $ !" 7&）

"( R S，! 4 !" !*，89( %］"

:! 4 !" !* "# ;:<9=>；?! 4 !" !* "# ’()*+,-.’/0 :=@ -.’/0,’()*+
（$ % *，& ’ #）" +56：+:?9<<C; ?:<B>AA> (C>F9="

89( %G 18Q ,! <>T>< 9=@C?>@ 9= ;J<>>=; ?C<ACF> ;CJ>F=:A:=A DI 9B,
BC=9N:A9D= B9?> O9AP IC;9D= JFDA>9=;
图 %G 融合蛋白免疫小鼠脾脏淋巴细胞中诱生的 18Q,! 水平

!" )$ 免疫小鼠对 *+, 毒株攻击时的抵抗作用$ 免

疫完成后 2 OU，V73WT 经尾静脉感染 +’S+ R ? 小鼠，2
OU 后计数脾脏细菌负荷数，与生理盐水免疫组（细菌

负荷数 0" 7& $ !" &7）相比较，融合蛋白 ’()*+,-.’/0

和 -.’/0,’()*+ 免疫的 +’S+ R ? 小鼠，对攻击感染

后抗 M/+ 在脾脏中增殖有显著作用（ 细菌负荷数分

别为 *" !2 $ !" && 和 *" &* $ !" %#，$ % *，! 4 !" !*），

但与 +56 免疫组（ 细菌负荷数为 2" !# $ !" %#）相比

较脾脏细菌负荷减少甚微"

#$ 讨论

M/+ 的 58H 可诱导产生 / 细胞免疫反应，从培

养上清液中所得到的单个蛋白、蛋白混合物以及构成

这些蛋白 / 细胞表位的基因工程肽具有同样的功

能" 这些免疫反应成分 (F 主要集中在 2!!! X && !!!
和 %0 !!! X 7* !!! 范围内，已知的有早期分泌蛋白

’()*+ 复合物、-.’/0 和 MH/,02［7］，由于集中针对那

些在免疫保护效应中发挥关键作用的蛋白，因此避免

了无关抗原对免疫应答干扰" 选择几种抗原制备的

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［&］"
机体对结核病（ ACL>F?C<D;9;，/+）的免疫保护需

要多种类型的 / 细胞参与，而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，难于达到上述目的，因此新型 /+ 疫

苗着重于融合多个免疫表位［2］" 我们采用两种纯化

的 ’()*+ 与 -.’/0 融合蛋白，分别免疫小鼠，特异性

抗体滴度分别达到 & Y&!!! 和 & Y*!!!，显著高于文献

［*］中 抗 体 的 滴 度" 夹 心 -S’.’ 的 方 法 确 定 了

’()*+ 与 -.’/0 融合表达产物的滴度存在着差异，

说明 ’()*+ 和 -.’/0 的不同连接方式影响表达产物

的免疫学特性，有可能大分子量的 ’()*+ 影响了 -.,
’/0 的表达，或者说小分子量的 -.’/0 更有利于启

动转录和翻译，这在亚单位疫苗的应用和动物实验中

需作进一步的研究" 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，融合蛋白 ’()*+,-.’/0 和 -.’/0,’()*+ 免疫

小鼠诱生的 18Q,! 水平显著高于生理盐水对照组（!
4 !" !*），提示这两种融合基因可能是 /+ 疫苗中理

想的候选基因" M/+ 毒株攻击实验中，与生理盐水组

相比较，’()*+,-.’/0 免疫组使得细菌数由 0" 7& $
!" &7降为 *" !2 $ !" &&，而 -.’/0,’()*+ 免疫组降为

*" &* $ !" %#，有效控制了 M/+ 的感染，但与 +56 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在培养液中分

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［0］" 本研究中，使用蛋白电泳分离的目的条

带免疫动物也是常用的免疫方法，一方面可得到大量
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纯化的蛋白，另一方面硝酸纤维素膜作为载体和佐剂

具有良好的免疫效果，具有很强的免疫调节作用，可

刺激产生 !"#$，!%&#! 和 !"#’$，是本室较常用的一种

免疫策略( 两种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［)］，多次免疫才能达到有效的保

护水平(
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"# 临床资料# 肾病综合征（&J）继发隐球菌脑膜炎（ 隐脑）患

者 D’ 例（3 组），男 ’B 例，女 $’ 例，平均年龄（DK( D _ ’K( $）

岁，平均病程（$G( ) _ ’$( C）@+，脑脊液（NJ%）中均检测到隐

球菌( K 例肾病综合征（&J）合并隐脑患者中 D 例为原发性

&J，D 例继发于全身性红斑狼疮（J"I），均有肾上腺糖皮质激

素应用史( 从出现脑膜炎症状到确诊平均时间（C( L _ G( $）

XY( G 例最初诊断为狼疮性脑病或结核性脑病( NJ% 真菌培

养阳性 ’ 例，K 例墨汁负染色涂片镜检找到隐球菌( 另原发性

隐脑 $G 例（H 组），NJ% 真菌培养 K 例阳性，阳性率为 $L‘，$G
例墨汁负染色涂片镜检找到隐球菌( 一旦确诊即予抗隐球菌

治疗：两性霉素 H（327）由 ’ @F a 5 渐增至 $B b $G @F a 5，避

光静脉滴注 K b C ,，G#氟胞嘧啶（G#%N）L b G F a 5 %2；氟康唑

$BB b LBB @F a 5，<= F//( 治疗期间，每间隔 ’ b $ XY 复查腰穿，

连续 D 次 NJ% 涂片镜检均阴性为治愈( 3 组单用氟康唑、联

用 327 cG#%N 及 327 c 氟康唑各 $ 例，联用 327 cG#%N c 氟

康唑 ’ 例( 有效率 ’BB‘（表 ’）(

表 ’[ 隐球菌脑膜炎症状及死亡率比较 ［’，（‘）］

分组 ’ 头痛 呕吐 发热 意识障碍 脑膜刺激症 死亡

3 组 K G （CD） ’ （’)）9 K（’BB） ’（’)）9 D （GB）9 B （B）9

H 组 $G $G（’BB） $G（’BB） $G（’BB）’M（)K） $G（’BB） )（$C）

9( d B( B’ ?4 H 组(

$# 讨论# &J 继发隐脑的发病率为 L( )De，其中 J"I 继发隐

脑的 发 病 率 为 $( CMe，原 发 性 &J 继 发 隐 脑 的 发 病 率 为

’( CLe，明 显 高 于 其 他 疾 病 导 致 的 隐 脑（ 其 发 病 率 为

B( BMDe）( &J 合并隐脑的临床表现呈非特异性［’］( &J 患者

在接受大剂量激素治疗后，出现头痛、神经精神症状或脑膜刺

激症等表现，如果原发病为 J"I，且不能用 J"I 活动或狼疮脑

病解释者应想到合并中枢神经系统感染的可能( 及时行腰

穿、NJ% 涂片或真菌培养发现隐球菌( &J 合并隐脑主要应与

狼疮脑病及合并结脑鉴别［$］，三者可有相似的临床表现、NJ%
常规和生化改变( 隐脑以颅脑高压表现突出，结脑和狼疮脑

病的 NJ% 蛋白升高常较明显（ f $( B F a "）( 鉴别的关键是 NJ%
中找到隐球菌(
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