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【摘( 要】目的：研究 GM.+’ ?NO 疫苗对鼠结核杆菌感染的

免疫保护效果- 方法：F*%PQ R + 小鼠 )+ 只，随机分为 ’ 组- O
组（MPB）、P 组（ 8>?NO)- !）、F 组（ PFS）、? 组（ 8>?NO R
GM.+’）；分别于胫前肌注射质粒 ?NO 免疫，%" !9 R 次，! 次 R $
TU，共 ) 次- 末次免疫后 * TU 用 !"+ FVJ D)%WK 经尾静脉攻

击，攻击后 + TU 处死小鼠，测血清总 X9S，特异性脾淋巴细胞

增殖实验、XVN#" 及 XQ#’ 分泌水平- 作脾、肺组织荷菌量和病

理学检查以及观察小鼠存活时间- 结果：GM.+’ 基因疫苗诱

导小鼠特异性 X9S 的产生、脾淋巴细胞增殖以及 XVN#" 的分

泌- GM.+’ ?NO 免疫组肺、脾组织荷菌量，病理学改变和小鼠

存活时间明显优于阴性对照组- 结论：GM.+’ ?NO 疫苗在抗

结核分枝杆菌（789）感染过程中具有一定免疫保护作用-
【关键词】结核分枝杆菌；GM.+’；?NO 疫苗

【中图号】W!,)；W!,+- )( ( ( 【文献标识码】O

HI 引言

?NO 疫苗是 $" 世纪 &" 年代发展起来的一种崭

新的免疫接种技术，是继减毒活疫苗、亚单位疫苗之

后的第 ) 代疫苗，具有免疫效果良好、尤其是能诱导

F.Q 的形成和性质稳定、生产简便、价格低廉等优点

而倍受青睐［!，$］- GM.+’ 是结核分枝杆菌（789）早期

分泌蛋白中免疫保护作用比较确切的抗原成分之一，

我们在已经构建 GM.+’ 真核表达质粒并证实能在小

鼠体内诱导特异性体液和细胞免疫应答的基础上，进

一步研究其在小鼠体内抗 789 感染的能力-

JI 材料和方法

J- JI 材料I 789 D)%WK 标准株（中科院微生物菌种

保藏中心）；8>?NO)- ! Y ，8>?NO R GM.+’ 和 :; <.=%
?D*# 由本教研室收藏；17L< A@// 质粒抽提试剂盒
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（!"#$%& 公司）；’()*! +,’-. 试剂盒（上海森雄生物

公司）；冻干皮内注射用卡介苗（/01）、223 标准品

（成都市生物制品研究所）4 -2( 级雌性 056/, 7 8 健

康小鼠 98 只，8 : ; <=，体质量 >; : ?? $（重庆医科大

学实验动物中心）4
!4 "# 方法# 按说明书抽提质粒 3).，紫外分光光度

计定量4 动物随机分为 @ 组，每组 A 只4 . 组（2/-，

>BB ",）、/ 组（CD3).94 >，6B "$）、0 组（/01）、3
组（ CD3). 7 E2F8@，6B "$）；分别于胫前肌注射 65
$ 7 ,利多卡因和质粒混合物（>G@，>BB ",）4 间隔 ? <=
免疫 > 次，共 9 次4 0 组于每只小鼠胸壁皮内注射

B4 9 H,（相当于 B4 > H$），含活菌 > I >B8 0(J4 将经

过小鼠体内毒力复苏的 K96LM 转种于改良罗氏培养

基上，96N保湿培养 ? <=；自罗氏培养基上刮取生长

良好的干菌落用体积分数为 B4 BBB5 的吐温*生理盐

水研磨成 9 H, 的菌悬液，每 B4 9 H, 菌悬液含 E4
K96LM > I >B8 0(J 活菌 > H$4 攻击时间为 /01 接种

后 >BB O 和末次质粒 3). 免疫后 5 <=，于每只小鼠

尾静脉注射 B4 9 H, 菌悬液，实施攻击；攻击后 8 <=
各组处死 5 只小鼠，测外周血总 ’$1，作 223 特异性

脾淋巴细胞增殖实验，测量 ’()*!，’,*@ 分泌水平，取

肺、脾作荷菌量测定和病理学检查等；余下的 @ 只小

鼠用来观察其自然存活时间（ 采用 F5B 法，!"#$% &
’(()$*+，>AA?；98：9B6）4
>4 ?4 >P 肺、脾荷菌量及病理学检测P 无菌手术取左

全肺，称取一定量的左肺组织加入经过灭菌的 5 H,
组织匀浆器中，加 ? H, 灭菌生理盐水，研磨成匀浆；

用 @B H, 7 , 硫酸 ? H, 中和，摇匀后静置 >5 H#&，以此

原液作 >B 倍梯度稀释；选取 9 个稀释度的悬液 >BB
",，分别涂布于 9 个经过 96N复温的改良罗氏培养

基上（含 /01 抑制剂 ?*QR#SCR%&%D"TUSVWX#D "D#O RWOT"*
Y#O% ? H$ 7 ,），96N保湿培养 @ <=，进行菌落计数，计

算每 > $ 肺组织的荷菌量4 脾组织荷菌量检测同肺组

织4 肺、脾病理学检测：取右上肺叶和部分脾组织用

@B $ 7 , 多聚甲醛固定，石蜡包埋切片，分别行抗酸染

色和 K+ 染色4
>4 ?4 ?P 免疫学评价 P # +,’-. 法检测血清特异性

抗体4 223 标准品 >BB ", 7 孔（>B H$ 7 ,）包被酶标

板，@N过夜4 > $ 7 , 牛血清白蛋白封闭 9B H#&，洗涤

后加入不同稀释度的待检血清，二抗为 KL2 酶标羊

抗鼠 ’$1，3./ 显色，波长 @AB &H 测吸光度（,）值4
以正常鼠血清作阴性对照，, 值 B4 B5 以上、,实验组 7
,对照组!?4 > 为阳性4 $特异性淋巴细胞增殖实验4
分别分离各组小鼠的脾淋巴细胞，用含 >B $ 7 , (0-
的 L2E’ >8@B 调整细胞密度为 ? I >B6 7 ,，活细胞数

为 ABZ以上，?BB ", 7 孔加入 A8 孔细胞培养板中，实

验组每孔加入 5 ", 223，对照孔不加 223，调零孔不

加淋巴细胞；96N 5B H, 7 , 0[? 孵箱培养 8; R 后，每

孔加入 ?B ", EFF（5 $ 7 , 溶于 2/-，CK 64 ?），继续培

养 @ R 后终止培养，>BBB T 7 H#& 离心 >B H#&，吸弃上

清，每孔加入 3E-[ >5B ",，振荡 >B H#&，测 ,56B &H

值，结果用刺激指数（ \Q#H]X"Q#S& #&O%V，-’）^ ,实验组 7

,对照组 表示4 % ’()*! 的诱导和测定4 用含 >B $ 7 ,
(0- 的 L2E’ >8@B 调整细胞密度为 5 I >B6 7 ,，?BB
", 7 孔加入 A8 孔细胞培养板中，同时每孔加入 5 ",
223，96N 5B H, 7 , 0[? 孵箱培养 6? R 后，每组 5 个

孔的培 养 液 混 合，5BBB T 7 H#& 离 心 5 H#&，取 上 清

_ ?BN冻存备检4 ’()*! 的含量的检测用 +,’-. 的

方法，以 ’()*! 的标准品作标准曲线计算 ’()*! 的

含量4
统计学处理：所有计量资料用 - . / 表示4 采用

-2-- 软件包进行处理，方差不齐时应用秩和检验4

"# 结果

"$ !# 免疫小鼠血清抗%&&’ ()*# 012 尾静脉攻击后

8 <= CD3). 7 E2F8@ 组抗*223 抗体滴度明显高于其

余各组（3 ‘ B4 B>，F"U >），/01 组抗体滴度增幅

不大4

表 >P 小鼠血清抗*223 抗体、脾淋巴细胞增殖和 ’()*! 分泌

F"U >P -%T]H "&Q#*223 .U，\CX%%& XWHCRSDWQ% CTSX#a%T"Q#S&，\]*
C%T&"Q"&Q\ ’()*! #& #HH]&#Y"Q%O H#D% （$ ^ 5，- . /）

1TS]C ’$1（,56B &H） -’ ’()*!（&$ 7 ,）

2/- B4 >9B b B4 B>> B4 8B b B4 B> 8B4 ?> b B4 6?

CD3).94 > B4 58A b B4 B>@ >4 @> b B4 B9 654 >A b B4 ?5

/01 B4 ;@A b B4 BB?" @4 6B b B4 B5" ?@584 6A b >4 BA"

CD3). 7 E2F8@ >4 >>5 b B4 BB5"D ?4 ;B b B4 B?"D >A>94 ;B b >4 A5"D

"3 ‘ B4 B5 4/ 2/- "&O CD3).94 >；D3 ‘ B4 B5 4/ /014

"4 "# 免疫小鼠脾淋巴细胞增殖 # /01 和 CD3). 7
E2F8@ 免疫组小鼠脾淋巴细胞在体外经 223 刺激

后，可引起淋巴细胞显著的增殖反应，其 -’ 超过 2/-
组 ? 倍以上；空质粒免疫组小鼠淋巴细胞增殖不明

显，-’ 低于 >4 9（F"U >）4 /01 组与 CD3). 7 E2F8@ 组

间差异有显著性（3 ‘ B4 B>）4
"$ +# 免疫小鼠脾淋巴细胞特异性 (,-%! 分泌# 2/-
和空质粒免疫组小鼠 ’()*! 分泌不明显4 /01 组与

CD3). 7 E2F8@ 组 间 差 异 显 著（3 ‘ B4 B>，F"U >）；

CD3). 7 E2F8@ 和 2/-、空质粒免疫组组间差异显著

（3 ‘ B4 B5，F"U >）4
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!! " 免疫小鼠肺、脾组织荷菌量 " #$% 组和 &’()*
+,- 疫苗组明显低于对照组（! . /! /0），#$% 组低

于 &’()* +,- 疫苗组（! . /! /1，(23 4）!

表 4" +,- 疫苗对鼠结核分枝杆菌感染的保护效果

(23 4" 5266789:78;<69; =>?@96@7?8 78 A?<B9 A?;9C D7@E "# $%&’()
*%+,-.- （/ 0 -，$FG H I）

5266789 I>?<= 1 J<8I K=C998

’#K 1 L! M14 N /! //0 L! 0O/ N /! /0*

=6+,-P! 0 Q * L! L// N /! /P* L! /M0 N /! /14

#$% 1 )! **M N /! //)2 1! */P N /! /)42

=6+,- H &’()* 1 L! P44 N /! 1)L26 )! *O) N /! LPM26

2! . /! /0 2- ’#K 28; =6+,-P! 0；6! . /! /1 2- #$%!

!! #$ 免疫小鼠肺组织病理$ "$& 尾静脉攻击后 ) DR
小鼠肺组织切片抗酸染色 ’#K 对照组（F7I 0-）："$&

呈多片簇状分布，数目众多! #$% 组（F7I 0#）："$& 呈

零星分布，数目较 ’#K 和 =6+,-P! 0 Q 组（F7I 0$）明

显减少! =6+,- H &’()* 组（F7I 0+）："$& 呈小簇状和

散在分布，数目较 ’#K 和 =6+,-P! 0 Q 组明显减少，

但比 #$% 组为多! "$& 感染后 ) DR 小鼠肺组织 ST
染色镜下病理改变：’#K 和 =6+,-P! 0 Q 组：肺组织充

血、实变，部分肺泡结构消失，可见数量不等的浆液纤

维素性渗出液、少量淋巴细胞和巨噬细胞浸润以及明

显的坏死灶，未见结核肉芽肿形成! =6+,-P! 0 Q 组

病变程度比 ’#K 组稍轻! #$% 组：肺少量充血，渗出

比 # 组轻；肺泡壁轻度肿胀、增厚，可见由上皮样细

胞、多核巨细胞和少量淋巴细胞组成的结核肉芽肿，

未见坏死灶! =6+,- H &’()* 组：可见数量不等的浆

液纤维素性渗出液及少量淋巴细胞和巨噬细胞浸润，

结核性肉芽的形成不明显!

$?8@>?C A769 ’#K（-）?> A769 U266789; D7@E =6+,-P! 0（#），#$%（$），28; =6+,- H &’()*（+）D9>9 6E2CC98I99;（0/) $FG）?V "# $%&’(*%+,-.-

SPLWU! X79EC:,99CB98" Y 0///!

F7I 0" -67;:V2B@ 3267CC<B B@27878I ?V C<8I @7BB<9B V>?A U266789; A769 78V96@9; D7@E "# $%&’(*%+,-.- V?> ) D99RB
图 0" "# $%&’(*%+,-.- SPLWU 攻击 ) DR 后免疫小鼠肺抗酸染色

!! %$ 动物存活时间$ 观察 4// ; 各组小鼠 1/Z死亡

的平均时间! #$% 组无 0 例死亡，’#K 和空质粒组的

平均存活时间分别为 1O ; 和 L1 ;，&’()* +,- 疫苗

的平均存活时间为 O1 ;!

&$ 讨论

目前，结核病仍然是严重威胁人类健康的主要传

染病之一! 由于 #$% 的免疫效果不稳定，寻找一种

比 #$% 更有效的抗 "$& 感染的疫苗已经成为当务之

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



急! "#$%& 是 !"# 的早期培养液蛋白成分之一，!’

() ***，由 $%"&’ 基因编码，+,- 为 %./ 01! "#$%&
仅存在于 !"# 的 2)/,3，2)/,4，5’6748 及 9:; 的

一些亚株如 $<=><，"<’?4@，,@AAB48 株之中，而 9:;
的其他亚株 ;C4D<，#4AE?@’，:4846B48，$BF?，G48BAH
I))I 和麻风分枝杆菌则缺乏该基因! "#$%& 是重要

的 $ 细胞抗原，主要诱导特异性 :$J 的形成和 K-LM!
的分泌，也能诱导体液免疫［)，&］! 在本实验中 2)/,3
攻击后 % N=，免疫小鼠的 ##G 特异性抗体较对照组

均有 不 同 程 度 的 增 加，以 1FGLO P "#$%& 组 最 高，

9:; 组次之! ##G 特异性脾淋巴细胞增殖应答和

K-LM! 分泌水平，9:; 组和 1FGLO P "#$%& 组显著升

高，说明 1FGLO P "#$%& GLO 疫苗和 9:; 一样在小

鼠体内诱导了免疫记忆，当再次遇到相同抗原刺激时

便激活了更为强烈的细胞和体液免疫应答!
从肺脾器官荷菌量，组织病理改变和动物存活时

间来看，阴性对照组（#9Q 和 1FGLO )! I）菌落计数

（:-R 和抗酸染色）都较高，肺组织主要病理改变为

大量的浆液纤维素性渗出、极少的炎症细胞浸润和不

同程度的灶性坏死，动物存活时间最短；脾组织病理

表现不典型，多为淋巴细胞增生和组织细胞浸润! 阳

性对照组（9:;）荷菌量较低，肺、脾组织都可见到大

量的淋巴细胞增生、组织细胞浸润，肺组织还可看到

大量类上皮细胞的聚集和结核肉芽肿的形成! 1F
GLO P "#$%& GLO 免疫组荷菌量也较其 #9Q 和空质

粒组明显减低，但是增生性改变没有 9:; 组明显!
以上结果提示，"#$%& GLO 疫苗对鼠 !"# 感染有明

显的保护作用，"#$%& 可作为结核病新型疫苗的候

选抗原之一!
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!# 临床资料# (**&M*(，银川市某建筑工地发生成人水痘 IX
例，均为男性，年龄 I. ‘ &I（ 平均 (X! (）岁! 其中轻症水痘 I)
例，病情较重 ( 例，皮疹多而密集，并发病毒性结膜炎! 因首

例被误诊为上呼吸道感染和皮炎，在门诊治疗 I* 6，未隔离，

直至痊愈，造成局部流行，共发生 I& 例第二代水痘! 主要症

状为躯干、头面和四肢近端红色斑、丘、疱疹多，四肢远端较

少，疱疹进行性增多，位置表浅，椭圆形，形似露珠，直径多为

) ‘ X F7，壁薄，部分破溃，周围有红晕；疱液透明，混浊或脓性

各异［I］，伴有瘙痒! 除首例外，本组 I& 例均住院隔离治疗 /
6，分别给予扑尔敏 & 7V 口服，每日 ) 次，连用 ) 6；薄荷喉片 (

片含服，每日 ) 次，连用 X 6；病毒灵 *! ( V 口服，每日 ) 次，连

用 / 6；青霉素钠 %& "@ 静滴，每日 I 次，连用 X 6；病毒唑 *! X
V 静滴，每日 I 次，连用 X 6［(］；维生素 9I( *! X 7V 肌注，每日 I
次，连用 ) 6! 其中 ) 例皮肤瘙痒明显者，加用 X* V P J 碳酸氢

钠液局部涂擦，每日 ) 次，连用 ) 6! ( 例并发病毒性结膜炎

者，加用病毒灵眼药水滴眼，每日 ) 次，连用 ) 6；氯霉素眼药

水滴眼，每日 ) 次，连用 ) 6；并分别一次性注射丙种球蛋白

*! ) V! 均在 / 6 后临床治愈，并对密切接触者进行医学隔离

观察，未发现继发感染者! 水痘疫情得到控制!

$# 讨论# 本组首例为该次水痘流行的传染源，发病时正值民

工集中报到，人员拥挤，居住区空气流通差；人员多为偏僻农

村籍，易感者多，原籍与驻地气候差别明显，集体处于应激状

态，身体抵抗力下降! 发病后，未及时确认，是造成内部传播

范围较广的主要原因! 另外，本组病例治疗方案用药均采用

常用的普通药品，价格低，适合普通群体，且效果较好，一般 /
6 内临床治愈，值得在卫生医疗条件较差，民工集中地或偏远

地区推广!
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