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* * 摘* 要：目的* 比较小鼠巨噬细胞源趋化因子（+,-./01,23#43.5634 -13+/7583，9:;）和志贺毒素 <亚单位（=152, >/?#
58 < @ABA85>，=C?<）与柯萨奇病毒 <组 D 型（-/?@,-75365.A@ <D，;E<D）EF! 融合 :GH疫苗的免疫效果。方法* 将 !&" 只雄
性 <HI< J -小鼠分为 K 组，每组 &" 只，分别肌内注射 0-:GHD、0-:GHD J 9:;、0-:GHD J =C?<、0-:GHD J EF!、0-:GHD J 9:;#
EF! 和 0-:GHD J =C?<#EF!，每 D 周 ! 次，共 D 次，每次免疫后 &" 4取血清，用微量中和试验检测 ;E<D 中和抗体，第 D 次免
疫后 D 周，每组取 D 只小鼠，取脾脏制备脾细胞，用 ;;L#’ 法检测特异性 ;CI杀伤活性，其余小鼠用 !"I:$"的 ;E<D 攻击，
观察小鼠的生存情况。结果* 0-:GHD J EF!、0-:GHD J =C?<#EF! 和 0-:GHD J 9:;#EF! 组均能诱导小鼠产生中和抗体；除
0-:GHD J =C?<#EF! 组外，另两组抗体滴度随免疫次数增加而提高；第 D 次免疫后，0-:GHD J 9:;#EF! 组平均抗体滴度和脾
淋巴细胞特异性 ;CI杀伤活性高于 0-:GHD J EF!（! M "N "$）。病毒攻击后，0-:GHD J 9:;#EF! 组 &! 4生存率高于其他各
组（! M "N "$）。0-:GHD J =C?<#EF! 组抗体滴度和生存情况与 0-:GHD J EF! 组无明显差异。结论 * 融合基因疫苗
0-:GHD J 9:;#EF! 能诱导小鼠产生较强的体液和细胞免疫，提高了小鼠生存率，免疫效果优于 0-:GHD J =C?<#EF!。
* * 关键词：巨噬细胞源趋化因子；志贺毒素 <亚单位；柯萨奇病毒 <组 D 型；融合 :GH疫苗
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! ! 柯萨奇病毒 " 组 # 型（$%&’($)*+,*-.’ "#，/0"#）
感染是引起人类病毒性心肌炎的主要原因之一，迄今

没有有效的预防方法。123 疫苗为预防 /0"# 感染
提供了可能性，但是单独编码 /0"# 045 的 123疫苗
免疫效果较差，不能完全阻断致死量病毒感染［5］。有

研究显示，将抗原定向于抗原提呈细胞（ (67*8+6 9-+’:
+67*68 $+;;’，34/’）的靶向疫苗策略可有效提高 123
疫苗的免疫效果［<］。本研究通过观察具有 34/ 靶向
作用的巨噬细胞源趋化因子（=1/）和志贺毒素 " 亚
单位（>?&"）与 /0"# 045 融合 123疫苗的免疫效果，
比较了不同的趋化因子对免疫功能的影响，旨在为筛

选有效的靶向物质用于疫苗的研究提供依据。

!" 材料与方法

5@ 5! 实验动物、菌毒株及试剂
! ! "3A" B $纯系 >4C级小鼠 5<D 只，雄性，E F G 周，购自河北
医科大学实验动物中心；大肠杆菌 1HI!、柯萨奇病毒 "# 2(6$J
株由本室保存；痢疾志贺菌 5 型由国家菌种保藏中心提供；其
他试剂分别购自国内外生物公司。

5@ <! 真核表达重组质粒的构建
5@ <@ 5! 9$123# B >?&" 和 9$123# B >?&":045 的构建 ! ! 根据
>?&"和 /0"#045 基因序列设计有适当酶切位点的 >?&" 上下
游引物、带 A*6)+-的 >?&"下游引物、带 A*6)+- 的 /0"# 045 上
游引物和下游引物。从痢疾志贺菌 5 型培养物提取 123，经
4/K扩增获得 >?&"和 >?&":A*6)+-基因片段。从 /0"# 培养液
提取 K23，用 K?:4/K 扩增获得 A*6)+-:045 基因片段，与
9LM=:?载体连接，经酶切鉴定和测序，证明与预期结果相符后，
双酶切后克隆至真核表达质粒 9$123#，转化大肠杆菌 1HI!，
酶切鉴定得重组真核表达质粒 9$123# B >?&" 和 9$123# B
>?&":045。
5@ <@ <! 9$123# B 045、9$123# B =1/ 和 9$123# B =1/:04 的构
建! ! 由本室构建［<，#］。

5@ #! 免疫接种
! ! 按文献［E］大量制备质粒，测定 !（<GD）B !（<ND）达到 5@ N F
<@ D，并进行定量。"3A" B $小鼠分成G组，每组<D只。分别于股
四头肌接种 9$123#、9$123# B =1/、9$123# B >?&"、9$123# B
045、9$123# B =1/:045 和 9$123# B >?&":045。接种前腹腔注
射戊巴比妥钠，全身麻醉小鼠，然后在接种部位注射 <IO高渗
蔗糖溶液 5DD ";，5I P*6 后再注射相应质粒。每次接种
5DD "8 B只，每 # 周接种 5 次，共接种 # 次。每组取 I 只小鼠，每
次接种后 <D Q断尾取血，测血清中和抗体效价。第 # 次免疫后
#周，小鼠腹腔注射含 5DA1ID的 /0"# 病毒液 D@ < P; B只，观察
各组小鼠的存活情况。

5@ E! 特异性 /?A检测
! ! 第 # 次免疫后 # 周，每组取 # 只免疫小鼠处死，无菌取脾。
将脾淋巴细胞用 RA:<、/%63和灭活的 /0"# 体外刺激 # Q，作为
效应细胞。用经灭活的 /0"# 体外刺激 5 Q的 >4< B D 细胞作为

靶细胞。以效靶比为 EDS 5进行实验。靶细胞以含 5DO新生牛
血清的 5GED 培养液稀释至 5 T 5DI P; U5，加入 VG 孔板中，每孔
5DD ";，每孔加入效应细胞 5DD ";，同时加入 RA:<、/%63和灭活
的 /0"# 刺激，于 #W X、IO /Y<孵箱中培养 <E Z，采用 //[:N
法检测脾细胞杀伤活性，具体操作按说明书进行。同时设效应

细胞孔和靶细胞孔各 # 复孔。

! ! 杀伤率（O）\5 U［效靶!（EID）U效应细胞!（EID）］
靶细胞!（EID） T5DDO

5@ I! 微量中和实验
! ! 取小鼠血清置 IG X水浴 #D P*6 灭活，用 K4=R5GED 维持
液（含青、链霉素各 5DD ] B P;）稀释成 5 S I、5 S 5D、5 S <D、5 S ED、
5S ND、5S 5GD、5S #<D，共 W 个稀释度。将各稀释度的血清加入 VG
孔板中，每个稀释度 E 个复孔，每孔 ID ";。每孔加入 5DD?/R1ID

/0"# ID ";，于 #W X、IO/Y<孵育 GD P*6。H+A(单层细胞经胰

酶消化后，调细胞数为 I T 5DNP; U5，每孔加入 ID ";。另设病毒
对照孔、血清对照孔和细胞对照孔，于 #W X、IO /Y<孵育，每

日于倒置显微镜下观察细胞病变效应，以能保护细胞不出现细

胞病变的最高血清稀释度作为该血清标本的中和抗体效价。

5@ G! 统计学处理
! ! 采用 >4>> 55@ I 统计软件，对小鼠生存率和生存时间的比
较分别行 #<检验，对中和抗体和 /?A 杀伤率的比较行单因素
方差分析。

#" 结果

<@ 5! 免疫小鼠注射 /0"# 后的生存情况
! ! 小鼠免疫接种及断尾采血后，未出现接种部位及尾部的感
染、坏死等，无自然死亡。小鼠在接种 /0"# 第 I 天开始发病，
表现为行动迟缓、精神萎靡、毛发打绺，进食量下降。9$123# B
=1/:045 组 <5 Q生存率高于其他各组，#<检验结果提示此组

与其他 I 组之间差异有统计学意义（" ^ D@ DI），但 I 组间两两
比较，差异无统计学意义（" _ D@ DI）。各组 <5 Q生存情况及生
存时间见表 5。

表 !" 各组小鼠生存率及生存时间的比较

组别 存活数 死亡数 生存率（O） 存活时间（Q）

9$123# < 5N 5D@ D( V@ D(

9$123# B =1/ E 5G <D@ D( 5D@ D(

9$123# B >?&" # 5W 5I@ D( V@ D(

9$123# B 045 I 5I <I@ D( V@ I(

9$123# B =1/:045 5D 5D ID@ D 5W@ D

9$123# B >?&":045 E 5G <D@ D( 5D@ D(

(：" ^ D@ DI，与 9$123# B =1/:045 组比较

<@ <! 特异性 /?A杀伤活性的变化
! ! 当效靶比为 EDS 5时，9$123# B =1/:045 和 9$123# B >?&":
045 组小鼠脾细胞 /?A 杀伤活性明显高于其他各组（" ^
D‘ DI），提示 =1/和 >?&"均能够增强基因免疫诱导的特异性
细胞免疫应答，但两者比较无统计学差异（" _ D@ DI）。小鼠脾
细胞特异性 /?A杀伤率见表 <。
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表 !" 各组小鼠脾细胞特异性 #$%杀伤率的比较（!! 1 "）

组别 # 杀伤率（2）

34%/0, , ,5# 66 1 .# !.7

34%/0, 8 $%& , ,!# ., 1 .# 9:7

34%/0, 8 ’()* , ;6# :< 1 ,# <!7

34%/0, 8 +-. , ;!# ,6 1 .# .=>

34%/0, 8 $%&?+-. , ==# !6 1 <# 9,>7

34%/0, 8 ’()*?+-. , =5# ;6 1 <# !,>7

>：$ @6# 6=，与 34%/0, 组比较；7：$ @6# 6=，与 34%/0, 8 +-.组比较

<# ," 血清中和抗体水平的变化
" " ,5 A孵育 ;9 B后，病毒对照孔出现细胞病变，表现为细
胞圆缩、折光性增高、细胞质颗粒化、部分细胞破裂及脱落；细

胞对照孔和血清对照孔生长良好。34%/0,、34%/0, 8 $%& 和
34%/0, 8 ’()*组各次平均抗体滴度均低于 .C =。34%/0, 8 +-.
和 34%/0, 8 $%&?+-. 组随免疫次数的增加，抗体滴度逐渐增
加，经两两比较的 %检验，各组第 <、, 次免疫后的平均抗体滴度
均有显著性差异（$ @ 6D 6=）。第 , 次免疫后 34%/0, 8 $%&?+-.
组平均抗体滴度高于 34%/0, 8 +-. 组（$ @ 6# 6=），而34%/0, 8
’()*?+-. 组虽能产生抗体，但抗体滴度不能随免疫次数的增
加而增加，且第 <、, 次免疫后平均抗体滴度低于同次免疫的
34%/0, 8 $%&?+-. 组和 34%/0, 8 +-. 组（$ @ 6# 6=），见表 ,。

表 &" 不同免疫次数各组小鼠血清中和抗体平均滴度

的变化（# E :，!! 1 "）

组别 第 . 次 第 < 次 第 , 次

34%/0, @.C = @ .C = @ .C =

34%/0, 8 $%& @.C = @ .C = @ .C =

34%/0, 8 ’()* @.C = @ .C = @ .C =

34%/0, 8 +-. .C（5# 65 1 .# :6） .C（.6# =! 1 .# !5） .C（<=# <6 1 .# 5!）

34%/0, 8 $%&?+-. .C（5# !, 1 .# ;;） .C（<<# ;= 1 .# 5!）>7.C（,.# 5; 1 <# <<）>7

34%/0, 8 ’()*?+-. .C（:# 66 1 .# ,<） .C（9# ;. 1 .# =9） .C（!# 6. 1 .# :6）

>：$ @ 6# 6=，与 34%/0, 8 +-. 组比较；7：$ @ 6# 6=，与 34%/0, 8 ’()*?

+-. 组比较

&" 讨论

" " &+*, 属于小 F/0 病毒科肠道病毒属，是无包膜
的病毒，衣壳由 +-.、+-<、+-, 和 +-; 四种不同的结
构蛋白组成，+-. 是病毒主要的表面抗原，可诱导机体
产生中和抗体。目前研制的 %/0 疫苗主要以 +-. 为
目的基因，用 &+*, +-. %/0 疫苗免疫小鼠后可诱导
产生免疫应答，但存在着免疫原性较弱，免疫保护作用

较差的缺点［=］。将抗原定向导入抗原提呈细胞的靶

向策略是增强 %/0 疫苗免疫原性的重要途径。有研
究者将对 0-&G具有趋化作用的细胞因子或 0-&G 受
体的配体基因与目的基因拼接，构建成靶向 %/0 疫
苗，实验结果显示靶向 %/0 疫苗有利于抗原的摄取、
加工和提呈，并促进树突状细胞成熟，表达高水平协同

刺激分子［:］，使无免疫原性的肿瘤抗原或免疫原性较

弱的病毒抗原免疫原性明显增强［5］。

" " $%&属于 &&趋化因子家族，具有趋化单核细胞、
巨噬细胞、树突状细胞、( 细胞等功能。$%& 具有信
号肽序列，可分泌到细胞外，与 0-&G、(B< 细胞等细胞
膜受体（如 &&F;）结合发挥趋化作用［9］。’()* 本身
无毒性，能与 0-&G 表面高表达的膜受体 H7, 特异性
结合［!］，可起到介导抗原提呈作用。本研究用

34%/0, 8 $%&?+-. 和 34%/0, 8 ’()*?+-. 分别免疫小
鼠，检测小鼠的 &+*, 中和抗体滴度，特异性 &(I杀伤
活性，观察对致死量 &+*, 攻击后的保护效果。结果
显示随免疫次数的增加，34%/0, 8 +-. 和 34%/0, 8
$%&?+-. 组抗体滴度均显著升高，但 34%/0, 8 $%&?
+-. 组的抗体滴度比 34%/0, 8 +-. 组升高明显，并诱
导了较强的细胞免疫应答，小鼠的生存时间也明显延

长。这可能是由于肌细胞摄取质粒后，$%&?+-. 融合
基因表达产物能分泌到细胞外，借助 $%& 与 0-&G受
体结合，有利于抗原摄取与提成，从而提高了免疫应

答。34%/0, 8 ’()*?+-. 组虽能产生抗体，但抗体滴度
不能随免疫次数的增加而增加，而且所诱导的中和抗

体应答也明显低于 34%/0, 8 +-. 组，生存时间无显著
延长，但特异性 &(I杀伤实验显示出较强的细胞免疫
应答。其原因可能是 ’()* 具有 (B. 极化作用，介导
$J&?!类分子提呈，诱发抗原特异性 &(I应答。由于
中和抗体水平较低，不能阻断病毒感染。当病毒感染

心肌后，由于病毒的直接损伤作用和 &(I 导致的免疫
病理作用，造成免疫效果较差。另外，’()* 与 +-. 融
合后影响了 ’()* 的天然空间结构，从而不能与 H7,
受体有效结合可能也是原因之一。

" " 本研究表明，以 $%& 为靶向物质构建的融合
%/0疫苗可提高 &+*, +-. 的免疫效果，为进一步研
制高效预防 &+*, 感染的疫苗奠定了实验基础。
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个案与短篇 文章编号：HFFF4$GFG（<FFU）FT4FUF<4FH

宫颈花瓣状畸形 ! 例

辛云淑\ \ （重庆市第五人民医院妇产科，重庆 GFFF"<）

"# 临床资料

\ \ 病例 H：!< 岁，因“白带多，外阴瘙痒 H 个月”来我院就诊。
妇科门诊检查：外阴红肿，阴道壁充血，有较多豆渣样白带，宫

颈畸形，似花瓣状，共有 H< 瓣，分布均匀。宫体前位，正常大
小，双侧附件正常。阴道 D超检查提示：宫颈畸形，子宫附件未
见异常。化验报告：清洁度 !，芽生菌（ ]）。追问病史：H< 岁
月经初潮，周期 !F C，经期 $ C。经量中，无痛经史。<$ 岁结婚，
人工流产 < 次，人工流产时已发现为宫颈畸形，未引起重视，而
且足月剖宫分娩一男孩，现已 " 岁，体健。在外院安环时也诊
断为宫颈畸形。特别提醒避孕环有脱落的可能，经常 D超或 V
线检查环位。已安环避孕 $ 年无任何不适。
\ \ 病例 <：<U岁，因“停经 GS C，要求人工流产”来我院妇科门
诊。检查：尿 %*L（ ]），D 超检查提示：宫内早孕，有孕囊及胚
芽，可行人工流产术。妇科检查：宫颈畸形，似花瓣状，共 U 瓣，
分布均匀。白带常规检查：清洁度"。心电图检查正常。经签同
意书后，在全麻下行无痛人工流产术，术前探查宫腔为 T =B，前
位，术中吸出绒毛组织 HF .左右，术后宫腔 U =B，手术顺利，术中
出血约 <F B1。术后随访无特殊。患者月经初潮 H! 岁，周期
<U ^!< C，经期 G C，经量中，无痛经史。<G 岁结婚，L!NH，人工流

产 H次，足月顺产 H女孩，已 G岁，体健。产后子宫及宫颈复旧良
好。平时行安全期避孕，该次人工流产为避孕失败，未采取有效

避孕措施。

\ \ 病例 !：<H岁，因“停经 $U C，要求人工流产”来我院妇科门
诊。检查：尿 %*L（ ]），D 超提示：宫内早孕，并见孕囊及胚芽，
可行人工流产术，阴道检查时发现宫颈畸形，似花瓣状，共 G 瓣，
分布均匀。宫体后位，约孕 $F C 大小，白带检查：清洁度#。心
电图检查正常。经签字同意后，在全麻下行无痛人工流产术，术

前探查宫腔 HF =B，术中吸出绒毛组织约 H$ .，术中出血约
!F B1，手术顺利。术后随访无特殊。该患者未婚，初潮月经 H<

\ \ 作者简介：辛云淑，女，重庆市人，副主任医师，主要从事妇产科临床方面的研
究，发表论文 H< 篇。电话：（F<!）"FT!HUTT

\ \ 收稿日期：<FFU4FH4H"；修回日期：<FFU4F!4<U

岁，周期 !F C，经期 ! ^ $ C，经量多，有痛经史，第 H 次人工流产
时已诊断为宫颈畸形。术后随访无特殊。S 个月后再次怀孕
G$ C，要求人工流产手术，经常规检查；D 超提示：宫内孕，并见
胚芽，白带常规；清洁度"。经签字同意后，在全麻下行无痛人
工流产术，手术顺利，术后随访无特殊。

$# 讨论

\ \ 宫颈畸型分为先天性或后天性两种类型。先天性类型有：
宫颈缺如、双宫颈畸形、先天性宫颈管狭窄、先天性宫颈延长、

先天性宫颈闭锁、先天性宫颈闭锁不全等。后天性类型有：宫

颈肥大、宫颈糜烂、宫颈息肉、宫颈黏连、宫颈管炎、宫颈裂伤、

宫颈肿瘤等［H，<］。但宫颈花瓣状畸形实属罕见。

\ \ 本组 ! 例完全可以排除宫颈局部因素，如宫颈裂伤、宫颈
糜烂、宫颈息肉、宫颈肿瘤等，而常见的宫颈裂伤多发生在宫颈

两侧，也可呈花瓣状，但呈不规则形，严重者可延及子宫下段或

阴道穹隆部，多数在产后检查软产道时就可以发现，及时修补，

完全可以避免，所以鉴别不难。临床上发现宫颈异常，如宫颈

严重裂伤、先天性宫颈延长、先天性宫颈管狭窄、宫颈闭锁不

全、宫颈息肉、宫颈肿瘤、宫颈黏连等，均不易怀孕，有时怀孕后

也容易流产或早产，安环也易脱落［H］。本组 ! 例患者花瓣分布
均匀，对月经初潮、周期、经期、经量均无特殊改变，对生育无影

响，未引起流产及早产，剖宫产及顺产后，子宫体和宫颈收缩良

好，并且安避孕环也有效。人工流产术后也无特殊不适。所

以，经临床观查显示，宫颈花瓣状畸形对月经、怀孕、生产、产后

复旧、安环等均无任何影响，不需要特殊治疗。

\ \ 关键词：宫颈；花瓣状畸形
\ \ 中图法分类号：2SHH# H\ \ \ 文献标识码：D
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