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细粒棘球绦虫重组 Bb鄄Eg95鄄EgA31蛋白
对感染小鼠脾细胞凋亡的抑制作用
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揖摘要铱 目的 探讨细粒棘球绦虫渊Eg冤重组蛋白 Bb鄄Eg95鄄EgA31免疫小鼠被 Eg原头节攻击感染后小鼠体内生成的
棘球蚴囊重减少率及脾细胞凋亡的变化遥 方法 56只雌性 BALB/c小鼠随机均分 7组袁 分别为重组蛋白皮下注射组渊A
组冤尧 肌肉注射组渊B组冤尧 鼻腔内接种组渊C组冤尧 灌胃组渊D组冤尧 空载体对照组渊E组冤尧 双歧杆菌对照组渊F组冤和双歧杆
菌液体培养基渊MRS冤对照组渊G组冤遥 A尧 B和 D组分别以 5伊106尧 5伊106和 5伊108蛋白克隆形成单位渊CFU冤悬浮于 100 滋l
MRS 免疫小鼠袁 C 组以 5伊105蛋白克隆形成单位 渊CFU冤悬浮于 10 滋l MRS 免疫小鼠袁 E 和 F 组分别以空载体咱Bb
渊pGEX鄄1姿T冤暂和 Bb 5伊106 CFU悬浮于 100 滋l MRS皮下注射小鼠袁 G组以 100 滋l MRS皮下注射小鼠遥 8周后各组均用
Eg原头节 渊50个/只冤 攻击感染袁 25周后剖杀小鼠袁 分离细粒棘球蚴包囊并称重袁 计算囊重减少率曰 取脾袁 分离脾细
胞袁 伴刀豆球蛋白 渊ConA冤刺激培养袁 流式细胞仪检测脾细胞的凋亡发生率遥 结果 A尧 B尧 C和 D组小鼠的棘球蚴囊
重分别为渊41.0依23.0冤mg尧 渊44.0依22.0冤mg尧 渊22.0依21.0冤mg和渊28.0依16.0冤mg袁 均低于 G组渊75.0依33.0冤mg 渊P约0.05袁 P约0.01冤袁
A尧 B尧 C组与 D组间囊重差异无统计学意义渊P跃0.05冤曰 E组渊63.0依30.0冤mg尧 F组渊69.0依22.0冤mg和 G组间囊重差异无统
计学意义渊P跃0.05冤遥 未加 ConA培养的脾细胞凋亡发生率袁 A渊0.14依0.01冤尧 B渊0.14依0.01冤尧 C渊0.13依0.01冤和 D组渊0.14依
0.01冤均低于 G组渊0.21依0.01冤 渊P约0.05冤曰 C组低于 A尧 B和 D组渊P约0.05冤曰 E组渊0.20依0.01冤尧 F组渊0.20依0.01冤和 G组间
差异无统计学意义渊P跃0.05冤曰 加 ConA培养后的脾细胞凋亡发生率袁 A渊0.19依0.01冤尧 B渊0.20依0.00冤尧 C渊0.17依0.01冤和 D
组渊0.19依0.01冤均显著低于 G组渊0.26依0.01冤渊P约0.01冤袁 C组低于 A和 B组渊P约0.01冤袁 C组低于 D组渊P约0.05冤袁 D组低于 B
组渊P约0.05冤, A组与 B组尧D组间差异无统计学意义渊P跃0.05冤袁 E组渊0.25依0.01冤尧 F组渊0.25依0.01冤和 G组间差异无统计学
意义渊P跃0.05冤遥 各组小鼠加 ConA培养的脾细胞凋亡率显著高于相应的未加 ConA培养组渊P约0.01冤遥 结论 Eg原头节感
染可引起小鼠脾细胞凋亡袁 用 Eg重组蛋白 Bb鄄Eg95鄄EgA31免疫小鼠在一定程度上可抑制感染鼠脾细胞的凋亡袁 诱导小
鼠产生一定的保护力遥
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揖Abstract铱 Objective To investigate the weight reduction of hydatid cysts and apoptosis of splenocytes in

infected mice by recombinant Bifidobacteria bifidum 渊Bb冤鄄Eg95鄄EgA31 protein of Echinococcus granulosus 渊Eg冤 and
challenged with Eg protoscoleces. Methods 56 female BALB/c mice were randomly divided into 7 groups. Groups A
and B were injected subcutaneously and intramuscularly respectively with 5伊106 colony鄄forming unit 渊CFU冤 recombinant Bb鄄
Eg95鄄EgA31 protein, group C was immunized intranasally by 5伊105 CFU protein, group D was vaccinated transgastrically
by 5伊108 CFU protein, groups E and F were injected subcutaneously with 5伊106 CFU blank vector 咱Bb 渊pGEX鄄1姿T冤暂
and Bb respectively, and group G was injected subcutaneously with 100 滋l MRS. Mice in all groups were challenged
with 50 Eg protoscoleces on the 8th week after vaccination and sacrificed on the 25th week after infection. The weight
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目前袁 细胞凋亡与寄生虫感染的关系已成为研究
热点袁 有资料证实某些寄生虫感染诱导的细胞凋亡在
发病机制中起重要作用咱1鄄3暂遥 有人认为细胞凋亡可阻止
寄生虫感染造成的邻近细胞尧 甚至宿主个体的死亡袁
对宿主具有保护作用曰 亦有人认为寄生虫感染可抑制
宿主细胞凋亡而达到维持感染和虫荷的目的咱4暂遥
囊型棘球蚴病渊cystic echinococcosis袁 CE冤是由细

粒棘球绦虫渊Echinococcus granulosus袁 Eg冤的续绦期幼
虫引起的一种呈世界性分布的严重危害人类健康的人

兽共患寄生虫病遥 我国是囊型棘球蚴病的高发国家之
一袁 疫苗防治是当前研究热点袁 如 Lightowlers等咱5袁6暂

发现Eg95重组蛋白疫苗免疫的中间宿主渊羊冤可获96%耀
100%的保护力曰 傅玉才等咱7袁8暂证明 EgA31蛋白能诱导
终宿主渊犬冤产生特异的免疫应答曰 Missich等咱9暂将重组
质粒成功转化到双歧杆菌 渊Bifidobacteria bifidum袁
Bb冤遥 本实验在成功构建细粒棘球绦虫重组 Bb鄄Eg95鄄
EgA31蛋白的基础上咱10袁11暂袁 以该蛋白免疫小鼠袁 再以
原头节攻击感染袁 观察其诱导的保护力及对脾细胞凋
亡的影响袁 为研究该蛋白的保护性免疫机制提供依据遥

材料与方法

1 材料

1.1 蛋白来源 细粒棘球绦虫重组 Bb鄄Eg95鄄EgA31
蛋白由本室构建咱10袁11暂遥
1.2 实验动物 56只 12耀14周龄雌性 BALB/c小鼠
渊SPF级冤袁 20耀25 g袁 购自重庆医科大学实验动物中心遥
1.3 主要试剂与仪器 伴刀豆球蛋白 A渊ConA冤购自

美国Sigma公司袁 RPMI1640培养基尧 胎牛血清渊FCS冤
和青霉素和链霉素购自上海生工生物工程技术服务有

限公司袁 膜联蛋白鄄V鄄异硫氰酸荧光素渊Annexin 吁鄄
FITC冤试剂盒购自深圳市欣博盛生物科技有限公司遥
FACsort流式细胞仪购自美国 Becton Dickinson公司遥

2 方法

2.1 实验分组与免疫 56只 BALB/c小鼠随机均分 7
组袁 分别为重组蛋白皮下注射组渊A组冤尧肌肉注射组
渊B组冤尧 鼻腔内接种组渊C组冤尧 灌胃组渊D组冤尧 空载
体对照组渊E组冤尧 Bb对照组渊F组冤和双歧杆菌液体培
养基渊MRS冤对照组渊G组冤遥 其中 A尧 B尧 C和D组为细
粒棘球绦虫重组 Bb鄄Eg95鄄EgA31蛋白组袁 A组以蛋白
5伊106克隆形成单位渊CFU冤悬浮于100 滋l MRS于小鼠背
部皮下单次注射袁 B 组以蛋白 5伊106 CFU 悬浮于
100 滋l MRS于小鼠后腿股四头肌单次肌肉注射袁 C
组以蛋白 5伊105 CFU悬浮于 10 滋l MRS于小鼠鼻腔
粘膜单次接种袁 D组以蛋白 5伊108 CFU悬浮于 100 滋l
MRS于小鼠灌胃曰 E和 F组分别以空载体咱Bb渊pGEX鄄
1姿T冤暂和 Bb 5伊106 CFU悬浮于 100 滋l MRS于小鼠背
部皮下单次注射曰 G组以 100 滋l MRS于小鼠背部皮
下单次注射遥
2.2 攻击感染 各组小鼠于免疫 8周后腹腔内注射
攻击感染细粒棘球蚴原头节 渊50个/只冤袁 攻击感染25
周后拉颈处死袁 剖检细粒棘球蚴包囊袁 并无菌取脾备用遥
2.3 囊重减少率计算 分离细粒棘球蚴包囊并称重袁
计算囊重减少率遥 囊重减少率渊%冤=渊1-免疫组检获细粒

of hydatid cysts was measured and weight鄄reduction rate was calculated. Spleens were collected to prepare splenocytes
which were cultured under stimulation with concanavalin A 渊ConA冤. The apoptotic rate was determined by flow cytometry
渊FCM冤. Results The average weight of hydatid cysts in groups A 咱渊41.0依23.0冤mg暂, B 咱渊44.0依22.0冤mg暂, C 咱渊22.0依21.0冤
mg暂, and D 咱渊28.0依16.0冤mg暂 was lower than that of group G咱渊75.0依33.0冤mg暂 渊P约0.05, P约0.01冤, and there was no sig鄄
nificant difference among groups A, B, C and D 渊P跃0.05冤; no significant difference was found between group G and
groups E咱渊63.0依30.0冤mg暂, F咱渊69.0依22.0冤mg暂 渊P跃0.05冤. The apoptotic rate of splenocytes cultured with no ConA in
groups A渊0.14依0.01冤, B渊0.14依0.01冤, C渊0.13依0.01冤, and D渊0.14依0.01冤was lower than that of group G渊0.21依0.01冤 渊P约0.05冤;
that of group C was lower than groups A, B, and D渊P约0.05冤; there was no significant difference between groups D and
A, between groups A and B, and between groups E渊0.20依0.01冤, F渊0.20依0.01冤and group G. The apoptotic rate of spleno鄄
cytes cultured with ConA in group A渊0.19依0.01冤, B渊0.20依0.00冤, C渊0.17依0.01冤, and D渊0.19依0.01冤were lower than that of
group G渊0.26依0.01冤渊P约0.01冤, that of group C was lower than groups A and B(P约0.01), group C was lower than group D
(P约0.05), group D was lower than group B(P约0.05); there was no significant difference between groups A and B,and be鄄
tween groups A and D, and between groups E渊0.25依0.01冤, F渊0.25依0.01冤, and group G渊P跃0.05冤. The apoptotic rate of
splenocytes cultured with ConA was higher than those cultured without ConA 渊P约0.01冤. Conclusions Apoptosis of splenocytes
may be induced by infection of Echinococcus granulosus protoscoleces in mice袁 while the recombinant Bb鄄Eg95鄄EgA31 pro鄄
tein may inhibit the apoptosis of splenocytes in mice challenged with Eg袁 and induce certain protective immunity in the host.

揖Key words铱 Echinococcus granulosus曰 Recombinant protein曰 Splenocyte曰 Apoptosis
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棘球蚴包囊重量/对照组检获细粒棘球蚴包囊重量冤伊100%遥
2.4 脾细胞制备与培养 对所取的脾组织用注射器

内芯轻轻捻碎袁 1 ml 0.85豫盐水冲洗袁 200目尼龙网过
滤袁 滤液移入 10 ml离心管曰 加 4 ml双蒸水使渗透压
降至 0.15豫溶解红细胞 10 s袁 再加 1.34 ml 3.6豫盐水
恢复等渗曰 加 0.85豫盐水至 10 ml袁 2 500伊g离心
5 min袁 加入 10 ml 0.85豫盐水袁 混匀袁 计数脾细胞袁
用RPMI 1640培养液 渊含小牛血清 10豫冤 调整细胞浓
度为 5伊106/ml袁 加入青霉素和链霉素 渊各 100 U/ml冤袁
取 1 ml加入 24孔细胞培养板袁 10 滋l ConA渊10 滋g/ml冤
加入对照孔中袁 每个标本设 2孔袁 37 益 5豫 CO2 培
养 16耀18 h遥
2.5 Annexin V鄄FITC 染色法检测小鼠脾细胞凋亡
收集培养后的脾细胞于 1.5 ml 离心管袁 用 4 益 PBS
洗涤 2次袁 2 500 伊g离心 5 min曰 250 滋l 结合缓冲液
重新悬浮细胞袁 调节其浓度至 1伊106/ml曰 取 100滋l细胞
悬浮液加入 5 ml流式细胞管中袁 加入Annexin 吁鄄FITC
5 滋l和 20 滋g/ml碘化丙锭渊PI冤溶液 10 滋l袁 混匀后室
温避光孵育 15 min曰 在反应管中加 400 滋l PBS袁 用
FACsort型流式细胞仪记录异硫氰酸荧光素渊FITC冤标
记的凋亡细胞在波长 495 nm 紫外光激发下产生的
525 nm绿色荧光袁 以及碘化丙碇 渊PI冤 标记的凋亡
细胞和坏死细胞在波长 340 nm的紫外光激发下产生
的 620 nm 红色荧光袁 采用流式细胞仪的通用软件
渊CellQuest软件冤分析脾细胞凋亡遥

3 统计学分析

采用 SPSS 13.0 软件进行分析袁 计量资料以均
数依标准差渊x依s冤表示袁 多组间比较采用单因素方差分
析袁 组间两两比较用最小显著差渊LSD冤法遥

结 果

1 细粒棘球蚴包囊重量及囊重减少率

细粒棘球蚴包囊重量袁 A组咱渊41.0依23.0冤 mg暂尧 B
组咱渊44.0依22.0冤 mg暂尧 C组咱渊22.0依21.0冤mg暂和 D组咱渊28.0依
16.0冤mg暂均低于G组咱渊75.0依33.0冤 mg暂渊P约0.05袁 P约0.01冤袁
A尧 B尧 C组与 D组间差异无统计学意义渊P跃0.05冤曰 E
组咱渊63.0依30.0冤 mg暂尧 F组咱渊69.0依22.0冤 mg暂和 G组间
差异无统计学意义渊P跃0.05冤遥 A尧 B尧 C和 D组囊重减
少率分别为 45.3%尧 41.3%尧 70.7%和 62.7%渊表 1冤遥

2 Annexin V鄄FITC染色法检测小鼠脾细胞凋亡率
未加 ConA 培养后的脾细胞凋亡发生率袁 A 组

渊0.14依0.01冤尧 B组渊0.14依0.01冤尧 C组渊0.13依0.01冤和 D
组渊0.14依0.01冤均低于 G组渊0.21依0.01冤渊P约0.05冤袁 C组

低于 A组和 B组渊P约0.05冤袁 C组低于 D组渊P约0.05冤袁
D组尧 A组与 B 组间差异无统计学意义渊P跃0.05冤袁 E
组渊0.20依0.01冤尧 F组渊0.20依0.01冤与 G组间差异无统计
学意义 渊P跃0.05冤曰 加 ConA培养后的脾细胞凋亡发生
率袁 A组渊0.19依0.01冤尧 B组渊0.20依0.00冤尧 C组渊0.17依0.01冤
和D组渊0.19依0.01冤均显著低于 G 组渊0.26依0.01冤渊P约
0 . 01冤袁 C组低于 A组和 B组渊P约0.01冤袁 C组低于 D
组渊P约0.05冤袁 D 组低于 B组渊P约0.05冤袁 A组与 B组尧
D组间差异无统计学意义渊P跃0.05冤袁 E组渊0.25依0.01冤尧
F 组渊0.25依0.01冤与 G 组间差异无统计学意义渊P跃

表 1 细粒棘球绦虫重组 Bb鄄Eg95鄄EgA31蛋白免疫袁原头节
攻击后小鼠细粒棘球蚴重量的检测渊x依s冤

Table 1 Detection of hydatid cyst weight in mice immunized with
recombinant Bb鄄Eg95鄄EgA31 protein and challenged with

Echinococcus granulosus protoscoleces 渊x依s冤

组别Group
A组渊皮下注射组冤Group A渊Subcutaneous injection冤
B组渊肌肉注射组冤Group B渊Intramuscular injection冤
C组渊鼻腔接种组冤Group C渊Intranasal immunization冤
D组渊口服灌胃组冤Group D渊Transgastric administration冤
E组渊空载体对照组冤Group E渊Blank vector control冤
F组渊Bb对照组冤Group F渊Bb control冤
G组渊MRS对照组冤Group G渊MRS control冤

细粒棘球蚴
包囊重量渊mg冤Weight ofhydatid cyst

41.0依23.0*

44.0依22.0*

22.0依21.0**

28.0依16.0**

63.0依30.0
69.0依22.0
75.0依33.0

囊重减少率Weightreduction rate渊%冤
45.3
41.3
70.7
62.7
16.0
8.0
-

注院 与 G组相比袁 *P约0.05袁 **P约0.01遥
Note院 Compared with group G袁 *P约0.05, **P约0.01.

表 2 细粒棘球绦虫重组 Bb鄄Eg95鄄EgA31蛋白免疫袁原头节
攻击后小鼠脾细胞凋亡率渊x依s冤

Table 2 Apoptotic rate of splenocytes in mice immunized with
recombinant Bb鄄Eg95鄄EgA31 protein and challenged with

Echinococcus granulosus protoscoleces 渊x依s冤

组别Group
A组渊皮下注射组冤Group A渊Subcutaneous injection冤
B组渊肌肉注射组冤Group B渊Intramuscular injection冤
C组渊鼻腔接种组冤Group C渊Intranasal immunization冤
D组渊口服灌胃组冤Group D渊Transgastric administration冤
E组渊空载体对照组冤Group E渊Blank vector control冤
F组渊Bb对照组冤Group F渊Bb control冤
G组渊MRS对照组冤Group G渊MRS control冤

原液培养Original culture
0.14依0.01*

0.14依0.01*

0.13依0.01*吟

0.14依0.01*

0.20依0.01
0.20依0.01
0.21依0.01

ConA刺激培养Cultured with ConA
0.19依0.01**

0.20依0.00**

0.17依0.01**吟吟

0.19依0.01**

0.25依0.01
0.25依0.01
0.26依0.01

脾细胞凋亡发生率Apoptotic rate of splenocytes

注院 与G组相比袁 * P约0.05袁 * P约0.01曰与A组比较袁 吟 P约0.05袁 吟吟 P约0.01遥
Note院 Compared with group G袁 * P约0.05袁 ** P约0.01; Compared with
group A袁 吟 P约0.05袁 吟吟 P约0.01.
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0.05冤遥 各组小鼠加 ConA培养的脾细胞凋亡发生率显
著高于相应的未加 ConA培养渊P约0.01冤渊表 2冤遥

讨 论

囊重减少率是考核棘球蚴病疫苗保护力的重要指

标遥 李文桂等咱12暂发现细粒棘球绦虫重组 BCG鄄Eg95蛋
白可诱导小鼠产生 18.20%耀92.46%的保护力遥 本研
究细粒棘球绦虫重组蛋白 Bb鄄Eg95鄄EgA31可诱导小鼠
产生 41.3%耀70.7%的囊重减少率袁 提示该蛋白可诱
导小鼠产生一定的保护力袁 抵抗 Eg原头节攻击感染遥
细胞凋亡是机体细胞在分化与发育过程中受一系

列基因调控而发生的主动自发性死亡方式遥 本研究显
示 Eg 原头节感染小鼠脾细胞凋亡发生率为 21%耀
26%袁 与李文桂等咱13暂报道的结果相类似袁 证实 Eg原头
节感染可诱导小鼠脾细胞发生凋亡遥 推测细粒棘球蚴
抗原经抗原呈递细胞渊APC冤加工处理后袁 形成多个氨
基酸残基组成的抗原肽袁 并以抗原肽鄄主要组织相容
性复合物 渊MHC冤的形式表达于 APC表面袁 与小鼠脾
细胞 TCR/CD3 复合物结合后袁 诱导胞内 Fas/Apo鄄1/
CD95及其配体 FasL表达袁 从而导致脾细胞凋亡咱13暂遥
重组蛋白 Bb鄄Eg95鄄EgA31 免疫后攻击感染原头

节袁 小鼠脾细胞凋亡发生率显著降低袁 与李文桂等咱12暂报
道重组蛋白 BCG鄄Eg95免疫的结果类似袁 提示重组蛋
白 Bb鄄Eg95鄄EgA31可抑制受攻击感染小鼠的脾细胞发
生凋亡遥 推测该重组蛋白免疫小鼠后可激活体内的脾
CD4+ T细胞袁 诱导宿主产生干扰素鄄酌 渊IFN鄄酌冤尧 白介
素鄄12 渊IL鄄12冤和干扰素鄄琢 渊TNF鄄琢冤等调节细胞凋亡袁
通过启动一系列凋亡级联反应袁 抑制由此介导的脾
CD4+ T细胞凋亡袁 使小鼠脾 CD4+ T细胞数目相对增
加袁 从而加强小鼠抗Eg原头节感染的保护性免疫反应遥
重组蛋白口服或鼻腔内接种是两种非创伤途径袁

易于被患者接受遥 本研究结果显示重组蛋白 Bb鄄
Eg95鄄EgA31鼻腔内接种和口服的免疫效果优于皮下
和肌肉注射袁 提示鼻腔内接种和口服免疫是两种较好
的免疫途径遥 推测该重组蛋白免疫小鼠后可通过鼻腔
和消化道等黏膜途径特异性与位于全身黏膜免疫系统

淋巴滤泡上皮的微皱襞细胞结合袁 诱导小鼠产生局部
和系统的黏膜免疫应答遥 鼻腔内接种的效果优于口服
免疫袁 可能是由于鼻黏膜内无胃酸和消化酶的作用袁
重组蛋白小剂量接种即可诱导较强的免疫应答袁 鼻黏
膜内免疫操作简单袁 是一种安全尧 有效的黏膜免疫途径遥
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