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【摘* 要】目的：研究表达结核分枝杆菌 2N,/’#JPV!" 融合
蛋白 KU,疫苗在小鼠体内诱导的体液和细胞免疫应答以及
对结核分枝杆菌（M/O）感染小鼠的保护能力. 方法：以 !""
!A重组质粒 L>KU,#0’>!" 接种 O,DO W > 小鼠腓前肌，共免疫
+ 次. 末次免疫结束 $ X8后，检测免疫小鼠特异性抗体滴度、

淋巴细胞增殖指数、J/D 杀伤效应以及诱导 YPU#" 和 YD#$ 水
平. 另一部分免疫的 O,DO W >小鼠以 ! Z !"- M/O毒株 [+%HR
经尾静脉进行攻击，( X8后计数脾脏细菌负荷数，观察免疫小
鼠对 M/O 抵抗作用. 结果：表达 2N,/’#JPV!" 融合蛋白
KU,疫苗免疫小鼠血清特异性抗体滴度为 !\)"". 淋巴细胞
刺激增殖指数为 $. ($ ] ". !+，显著高于生理盐水对照组；免疫

小鼠诱导 YPU#"含量（$((& ] !$）?A W D 与卡介苗（OJ^）组无
明显差异，YD#$ 含量（!&) ] !’）?A W D不及 OJ^免疫组，但显著
高于生理盐水对照组；同时融合蛋白诱导的 J/D 杀伤率为
($_ . 与生理盐水免疫组（细菌负荷 ’. -! ] ". !+）相比较，
KU,疫苗免疫的 O,DO W > 小鼠对攻击感染后 M/O 在脾脏中
增殖有较明显抵抗作用（细菌负荷 (. -! ] ". $+，C ‘ ". "-），但
与 OJ^ 免疫组相比脾脏细菌负荷无明显减少. 结论：表达
2N,/’#JPV!" 融合蛋白 KU, 疫苗能在结核病预防中有一定
免疫治疗作用.
【关键词】分枝杆菌，结核；疫苗，KU,；2N,/’；JPV!"；融合蛋

白；免疫原性
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+J 引言
研究认为卡介苗（E4>511:I >4130GG0 a:0F5?，OJ^）

可预防并减轻儿童的严重结核病（ G:E0F>:1CI5I，/O），
但对成人 /O 的预防作用从 " 到 )"_不等［!］. 因此
急需研究一种比 OJ^更好的疫苗来控制该病的传播
与蔓延. 2N,/’ 抗原是结核分枝杆菌（2:;/<&;=3>’?@
=?<3>;?A/B’B，M/O）早期分泌性低分子质量蛋白，能诱
导机体产生强烈 /细胞免疫应答和释放高水平 YPU#

". 许多研究表明 2N,/’ 蛋白具有良好的抗原刺激
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性并能被大多数 !"患者所识别# 近年来又发现另一
种低分子质量 $!" 培养滤液蛋白 %&’()，%&’() 与
*+,!- 同属于 *+,!- 家族，且由同一操纵子调控，与
*+,!- 相同的是，%&’() 也是免疫优势抗原，能诱导
机体产生强烈免疫应答［.］# 为了全面评估表达 *+/
,!-/%&’() 融合蛋白 01, 疫苗免疫学特性，我们研
究了此种疫苗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 $!" 毒株 23456 攻击
的保护力，以了解其对 !"的预防作用#

!" 材料和方法
!# !" 材料" 7801,/9-8() 重组质粒［3］由本室构建#
$!" 23456 毒株由陕西省结核病防治研究所王瑞副
主任技师馈赠# "%: 疫苗株（陕西省生物制品研究
所）# 鼠 ;&1/!，;</. *<;+,检测试剂盒（深圳晶美生
物工程公司），%!<检测试剂盒（’=>?9@A 公司）# 42B
液体培养基，"%: 培养增强剂（ACDE?FG/H9IJ=>K9/8AJA/
CAK9，,0%）（:FD8> 公司）# - L M 周龄 ",<" N 8 小鼠
M) 只，雄性（第四军医大学实验动物中心提供），饲养
于该中心 ’3 实验室#
!# #" 方法
(# .# ( O "%: 和 $!" 毒株 23456 的培养和定量 O
"%: 疫苗株接种到 42B 液体培养基（含 ()) @ N <
,0% 和 )# P @ N < !Q99GM)），34R振荡培养 3 QS，P)))
= N ?FG离心 () ?FG，收集细菌，保存于 T .)R备用# 用
42B 液体培养基系列稀释浓缩液，接种于罗氏培养基
34R培养 . QS，计数浓缩液细菌的克隆形成单位
（%&U）# $!"毒株 23456 接种到 42B 液体培养基，
按以上方法培养、收集，并计数细菌的 %&U#
(# .# .O $!" 培养滤液蛋白（%&’）的制备 O 取少量
$!" 23456株接种于 42B 液体培养基，34R震荡培
养 3 QS，液体培养物以 (( ))) !离心 () ?FG，上清液
过滤除菌后，加入终浓度为 4P) @ N < 的饱和硫酸铵盐
析，沉淀溶于 ’"+# 用大量 ’"+ 溶液透析，再次过滤
除菌后，紫外分光光度计法计算蛋白含量，用灭菌的

’"+调整蛋白浓度为 .P ?@ N <，T .)R保存备用#
(# .# 3O 重组质粒大量提取O 将 7801,/9-8()阳性克
隆菌接种于 P ?< <" 液体培养基（含氨苄青霉素 )# (
?@ N <），34R振荡培养过夜# 次日按 (V()) 的比例扩大培
养 .) W# 质粒的大量提取及纯化按文献［X］进行#
(# .# XO 动物免疫O 实验共分 X 组，每组 .) 只，第 (
组以重组质粒 7801,/9-8() 免疫，接种前小鼠后肢
大腿内侧多点肌注 .# P @ N < 盐酸布吡卡因 P) "<，.X
W后在一侧同一部位多点注射质粒，P) "@ N次；以同
样的方法每隔 . QS 在相同部位注射相同剂量，共免

疫 3 次# 第 . 组为 "%: 免疫组，以 )# . ?<（( Y ()P

%&U）的 "%:经尾静脉途径接种小鼠，第 3 组为生理
盐水对照组# 末次免疫结束 . QS 后，每组取 () 只小
鼠用于测定淋巴细胞增殖指数、%!< 杀伤效应以及
;&1/!和 ;</. 水平# 另设一组以 )# . ?<（( Y ()P

%&U）的 23456 毒株只免疫一次，仅检测其诱导的
%!<杀伤效应# 三组免疫接种时间均与 01, 疫苗初
免时间相同#
(# .# P O 小鼠血清抗体滴度的检测 O 间接 *<;+, 方
法测定免疫小鼠血清中抗 *+,!-/%&’() 融合蛋白特
异性抗体滴度# 用 $!" %&’ () "@ N孔包被酶联板进
行检测#
(# .# -O 脾淋巴细胞的分离与制备O 将免疫小鼠断颈
处死，无菌取脾脏，置于 .)) 目的钢网上，以注射器针
芯研磨，并加入 5’$;(-X) 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，())) = N ?FG 离
心 .) ?FG，吸取中间单核细胞层，用 5’$;(-X) 培养
液洗涤两次后计数#
(# .# 4O 特异性淋巴细胞增殖实验O 将分离的脾淋巴
细胞密度调整至 P Y ()M N <，在 B- 孔板中用 ()) ?< N <
&%+的 5’$;(-X) 完全培养液培养，()) "< N孔，同时
实验组每孔加入 .P ?@ N < *+,!-/%&’() 纯化蛋白 .P
"<，而对照组不加此纯化蛋白，调零孔不加脾细胞，
P) ?C N < %Z. 孵箱培养 -M W 后每孔加 .) "< $!!（P
@ N <，溶于 ’"+，72 4# .，过滤除菌），继续培养 X W 后
弃上清，加 0*$+Z (P) "< N孔，振荡培养 () ?FG，测
定 "XB) G?值# 结果用刺激指数 [实验组 "XB) G? N对照组
"XB) G?表示#
(# .# MO ;&1/!，;</. 的诱生及含量测定O 将 P Y ()M N
<脾细胞滴入 B- 孔板后加入纯化 *+,!-/%&’() 蛋白
进行刺激，培养 4. W 后收集上清，T .)R冻存备检#
方法参照试剂盒说明（夹心 *<;+,法）测定各标本所
含 ;&1/!，;</. 浓度#
(# .# B O %!< 活性检测 O %!< 检测采用乳酸脱氢酶
（<02）方法# 先确定靶细胞（稳定表达 *+,!-/%&’()
融合蛋白的 ’M(P 细胞系）最佳细胞数，将靶细胞按
)，P Y ()-，( Y ()M，. Y ()M N < 加入 B- 孔板，检测不
同细胞数量释放的 <02，最终确定 P Y ()- N < 为最佳
细胞数# 试验中同时设立靶细胞最大 <02 释放量、
靶细胞自发 <02 释放量、效应细胞自发 <02 释放
量、细胞培养液 <02 释放量和 \>CE?9 %>==98JF>G 作
为对照，试验组中靶细胞和效应细胞数量分别按(VP，
(V()，(V.)，(VP) 混匀加入# 免疫小鼠脾细胞分离后调
整细胞浓度进行 %!< 检测，具体过程按试剂盒说明
书进行#
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!" #" !$% &’( )*+,-毒株的攻击实验% 最后一次免
疫完成后 # ./，用 &’(毒株 )*+,-经尾静脉感染小
鼠，剂量为 $" # 01 2只（! 3 !$4 567），8 ./后，断颈处
死小鼠，脾脏匀浆，接种罗氏培养基培养 8 ./，计数
细菌 567"
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 19:;$检验，% <
$" $4 为有统计学意义"

!" 结果
!" #" 免疫小鼠血清特异性抗体滴度 " :=> 疫苗免
疫 (>1( 2 ?小鼠 * 次后，其血清中的特异性抗体滴度
平均为 !@A$$" (5B 免疫组中只存在抗 &’( 56C 抗
体，不存在抗 D9>’E;56C!$ 融合蛋白抗体；同时生理
盐水阴性对照组的小鼠血清抗 D9>’E;56C!$ 蛋白抗
体全部为阴性"
!" !" 免疫小鼠抗原特异性淋巴细胞增殖 " :=> 疫
苗能诱导免疫小鼠的脾淋巴细胞增殖，其刺激指数为

#" 8# F $" !*，但其诱导淋巴细胞增殖明显不及 (5B
（*" 8* F $" !*），而生理盐水对照组淋巴细胞的增殖
不显著，刺激指数为 $" G$ F $" !E"
!$ %" 脾脏淋巴细胞中诱生的 &’()!水平 " 免疫小
鼠脾淋巴细胞悬液在体外用刺激后，H6=;! 含量显著
增加，:=>疫苗免疫组为（#88G F !#）IJ 2 1，显著高于
生理盐水阴性对照组（8#G F !E）IJ 2 1，与 (5B免疫组
（#4*$ F !4）IJ 2 1无明显差别"
!$ *" 脾脏淋巴细胞中诱生的 &+)! 水平" :=> 疫苗
诱导免疫小鼠 H1;# 表达量增加，含量为（!GA F !E）
IJ 2 1 ；而生理盐水对照组只有（48 F !E）IJ 2 1，均低于
(5B免疫组（#GA F !+）IJ 2 1"
!$ ," 特异性 -.+杀伤效应" :=> 疫苗诱导的杀伤
活性为 8#K（图 !），比生理盐水组和 (5B组高，但不
及 )*+,-组（E#K）"

图 !% 免疫小鼠脾细胞的细胞毒性活性检测

!$ /" 免疫小鼠对0.1 毒株攻击的抵抗作用" &’(
)*+,-毒株感染免疫小鼠 8 ./ 后，:=> 疫苗免疫组
脾脏荷菌数（8" 4! F $" #*）对 &’( 有一定抵抗力，但
不及 (5B免疫对照组（8" !! F $" #4，% < $" $4），高于
生理盐水对照组（E" 4! F $" !*）"

%" 讨论
在抗 &’(感染过程中，:=> 疫苗已被证实能诱

导持久保护性细胞免疫应答和体液免疫应答" :=>
疫苗则可引起强烈的 5:A L ’ 细胞反应，诱导产生大
量的抗原特异性 5:A L 2 5:8 M 2 5:88NOJN ’ 细胞，分泌

H6=;!，引起有效的细胞免疫［4］ &’( 的分泌蛋白
&C’E8，>JA4(和 D9>’E 是 :=>疫苗良好的候选抗
原，研究发现这些 :=>疫苗有较高的保护作用，将三
种重组质粒联合免疫动物所诱导的保护作用比单独

使用一种质粒结果要好［E］，提示 :=> 疫苗未来研制
策略有可能向融合型基因疫苗发展" 融合型 :=> 疫
苗可以是抗原;抗原融合，也可是抗原;细胞因子的融
合" D9>’E 和 56C!$ 是效应性 ’细胞的主要靶抗原，

可诱导 ’细胞迅速增殖和释放高水平的 H6=;!，有效
地激活巨噬细胞，控制 &’( 感染" 研究表明单独编
码 D9>’E 的基因疫苗的保护作用比 &C’E8 强，但这
两种 :=>疫苗的保护作用并未达到 (5B 的免疫效
果［+］，所以需要加入其他免疫刺激源，如细胞因子或

其他保护性抗原，才能取得良好效果" 基于此我们将
&’(中两个保护性蛋白融合后构建成具有保护作用
的基因疫苗，试图增强基因疫苗的保护效果"

D9>’E 和 56C!$ 基因仅存在于少数致病性分枝
杆菌中，而不存在于 (5B及其他非致病分枝杆菌［A］，
因此在 (5B免疫小鼠血清未检测到 D9>’E 和 56C!$
的抗体" 另外在检测 5’1 活性时，由于 (5B 缺失这
两个基因，(5B 免疫小鼠脾细胞不会产生针对这两
种抗原的特异性免疫应答，如以 (5B 作为融合蛋白
诱导 5’1活性的阳性对照就不能正确反应重组疫苗
的免疫应答水平，因此我们在检测 5’1 活性时除设
立正常 (5B免疫组外，又设立了 &’( )*+,-毒株免
疫组作为阳性对照，以正确评价重组疫苗的 5’1 活
性" :=>疫苗一般要接种 * 次，(5B 临床接种程序
为 ! 次，故在保护力实验中，(5B 组毒株攻击时间是
在初免后 E ./进行，而 :=>疫苗组是在末次免疫完
后 # ./进行"

’N! 型免疫应答诱发产生的 H6=;! 是控制 &’(
在体内生长繁殖的重要因素，它可激活单核细胞和巨

噬细胞，使其发挥杀菌作用" H6=;! 由活化的 ’N! 细
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胞产生，能增强巨噬细胞的抗分枝杆菌活性，其机制

可能与增加过氧化氢和 !" 产生有关# 我们的研究
发现 $%&’()*+,-. 融合蛋白基因疫苗能诱导较强的
细胞免疫应答，诱导的 /+!)! 与 0*1 相比也无明显
差距，表明表达 $%&’()*+,-. 融合蛋白的 2!& 疫苗
免疫效果较好，可在 ’0防治中发挥重要作用#
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#$ 对象和方法
-# -U 对象U 本组患者 NL（男 NQ，女 M）例，平均年龄 N-（-( \
QO）岁# 饮酒量最多者 R 3内饮白酒 -... :W，最少者 -Q. :W，
伤后 -Q :=5 \ R 3就诊# 车祸 -( 例，坠落伤 Y 例，斗殴 -( 例#
其中颅脑外伤 N 例，躯干、四肢骨折及组织血管神经损伤 RR
例，腹部外伤 O 例，胸部外伤 ( 例# 兴奋狂躁 -L 例，昏睡 -Y
例，昏迷 N 例# 合并休克 L 例，呼吸抑制 ( 例，呕吐 -R 例# 全
组患者均行手术治疗#
-# RU 方法U 术前清理口咽呕吐物及分泌物，保持呼吸道通
畅，如有呼吸抑制者面罩或行气管插管辅助呼吸# 插胃管洗
胃，如果怀疑有胃肠穿孔者仅作胃肠减压# 血气胸者行胸腔
闭式引流# 快速建立两条静脉输液，全组静脉应用纳洛酮 .# M
\ .# O :E ]次，间隔 N. \ MQ :=5重复用药，同时扩容抗休克，利
尿脱水，急查血糖和电解质，指导纠正低血糖和酸碱混乱# 气
管插管全麻 -( 例，硬膜外阻滞 -- 例，臂丛神经阻滞 -R 例#

%$ 结果$ 经过术前的处理后 N. \ (. :=5 NY 例患者清醒，生
命征平稳，R 例合并颅脑损伤仍然处于昏迷状态# 全组围术期
生命征均平稳，全麻组苏醒延迟 Q 例，在复苏期发生极度烦躁
M 例，予静推芬太尼及丙泊酚后安静# 术中低血糖 N 例#

!$ 讨论$ 乙醇中毒的救治：纳洛酮是目前治疗乙醇中毒的
公认有效药物# 它能有效地产生抑制 ")内啡肽效应，解除其
对呼吸和血管交感功能的抑制作用，改善全身血液循环，抑制

自由基的释放，减少氧自由基损伤，还可以促进乙醇的转化，

使血中乙醇的含量明显下降，从而逆转乙醇中毒的病理生理

变化［-］# 本组 NY 例患者经用纳络酮后 N. \ (. :=5苏醒，呼吸
循环抑制得到改善# 急性乙醇中毒合并颅脑损伤诊断有困难

时，可静注纳络酮进行鉴别诊断，若无颅脑器质性损伤，急性

乙醇中毒的临床症状、体征可迅速改善，此方法方便、准确，赵

龙现等［R］指出其准确率为 L(# O^ # 本组 R 例经用纳络酮后仍
然处于昏迷患者经头颅 *’检查证实为颅内血肿#
急性乙醇中毒患者均为饱胃，胃内容物中含有大量的乙

醇，洗胃不但可以清除乙醇，还可以清除食物残渣，在抢救乙

醇中毒的同时预防和减少了呕吐和气管内误吸的风险# 如果
伤情较轻者可以先洗胃后再麻醉，危急者先行麻醉成功后再

进行洗胃# 本组 Q 例危重患者就是在气管插管麻醉成功后洗
胃，但在诱导插管过程中应持续压迫环状软骨预防食物返流#
发现和怀疑患者有胃肠穿孔应禁用洗胃，用粗的胃管作胃肠

减压# 可以减少胃肠内张力和预防呕吐和误吸的发生#
急性乙醇中毒合并外伤患者的病历采集往往不全面，因

此给麻醉方式的选择带来困难# 我们体会是生命征平稳，伤
情较轻者可以先洗胃催醒后再麻醉# 如果患者神志清醒，安
静配合而且伤在四肢及下腹会阴可以选择神经阻滞和椎管内

麻醉，反之选择气管插管全身麻醉# 急性乙醇中毒合并外伤
患者多有血容量不足，麻醉前应适当补液# 乙醇及其代谢产
物的直接或间接作用于脑内阿片受体，使人的痛觉迟钝和嗜

睡［N］，由此可以推理全麻药和乙醇可能有协同作用，全麻组 Q
例术后苏醒延迟也可能与此有关，因此麻醉用药应酌减# 全
麻组术后苏醒期有 ( 例出现烦躁，其中 M 例极度烦躁，不听劝
阻，强行坐起或站起，其中有 - 例跌落手术台造成两颗门牙离
断，教训深刻# ( 例烦躁患者均需用芬太尼和丙泊酚静推后才
安静# 可能是全麻使患者体内乙醇的代谢减缓，术后仍然处
于乙醇中毒的兴奋期或共济失调期# 因此全麻苏醒期还要适
当的镇静镇痛，以防意外#
有报道［M］乙醇中毒患者易发生低血糖，甚至低血糖性昏

迷# 虽然创伤手术和麻醉的应激会使血糖升高，但本组术中
仍然有 N 例发生了低血糖，因此急性乙醇中毒患者术中应常
规定期监测血糖，及时纠正低血糖#
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