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细粒棘球绦虫重组 Bb-Eg95-EgA31疫苗免疫小鼠后 

Thl／Th2型免疫应答的动态观察 

周必英，陈雅棠，李文桂，杨梅 

(重庆医科大学附属第一医院传染病寄生虫病研究所 ，重庆 400016) 

【摘 要】目的：动态观察细粒棘球绦虫( nococcus granu／osus，Eg)重组双歧杆菌(Bb)一-Eg95一EgA31疫苗免疫小鼠后Th1／Th2 

型免疫应答的变化。方法：将 5 x lff 克隆形成单位(CFU)和 5 x 10scFu疫苗分别采用口服灌 胃和鼻腔内接种免疫 BALB／c鼠， 

在免疫后 2、4、6、8、10、12、14、16、18和 20周各剖杀 4只小鼠，收集血清，用 ELISA法测定血清 IgG及其亚类和 IgE水平 ；无菌 

取脾，用 ELISA法检测脾淋巴细胞培养上清液中 IFN一 、IL一12、TNF-一ot和 IL一10水平。结果：口服免疫组小鼠血清 IgG、IgG2a 

、IgG2b、IgG1、lgG3和 IgE水平分别在免疫后 8～10周 、2—20周 、2～20周、4～8周、6～12周和 lO周显著升高，脾淋巴细胞培 

养上清液中IFN一 、IL一12、TNF-一ol和 IL一10水平分别在免疫后2～16周、2～12周、2～6周和4～12周显著升高；鼻腔内接种 

组小鼠血清 tgG、IgG2a、IgG2b、lgG1、IgG3和 IgE水平分别在免疫后 4～10周、4～20周、2～20周 、2～12周 、4～l2周和 10～12 

周显著升高，脾淋巴细胞培养上清液中IFN一̂y、Ib一12、TNF—n和 IL一10水平分别在免疫后 2～8周 、2～12周 、2～8周和 6～16 

周显著升高。结论：细粒棘球绦虫重组 Bb—Eg95一EgA31疫苗可诱导小鼠产生 1个 Thl／Th2混合型免疫应答。口服免疫和鼻腔内 

接种是两种较好的免疫途径 ，且前者优于后者。 

【关键词】细粒棘球绦虫；重组Bb—Eg95一EgA31疫苗；免疫球蛋白；Thl；Th2；细胞因子 
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Dynamic observation on Th1厂1_h2 type immune response in mice immunized 

with recombinant Bb—Eg95一EgA31 vaccine of Echinococcus granulosus 

Z D —v ，et 

(Institute ofInfectious andParashic Diseca~es，the FirstAffiliatedHosphal，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To dynamically observe changes of Th l／Th2 type immune responses in mice immunized with recombinant 

Bifidobacteria bifidum(Bb)-Eg95一EgA31 vaccine ofEchinococcus gralLlzlosl~S(Eg)．Methods：BALB／c mice were vaccinated by 5×l0 

colony forming unit(CFU)orally and 5 x 10 CFU intranasally respectively．Mice were killed on week 2，4，6，8，10，12，14，16，18 and 20 

after immunization respectively，sera were collected to measure the levels of rgG，its subclasses and IgE by enzyme hnked immunosorbent 

assay(ELISA)；Spleens were removed to determ ine the levels of IFN- ，IL-12，TNF- and IL一10 of splenocyte culture supernatant by 

ELISA．Results：Oral immunization mice showed higher levels of IgG，IgG2a，IgG2b，IgG1，IgC3 and IgE on the 8～10 week，2～20 

week，2～20 week，4～8 week，6～12 week and 10 week respectively，while IFN一 ，IL-一12，TNF—otand IL-一10 on the 2～16' week， 

2～12' week，2～6 week and 4～12' week post vaccination respectively；Intranasal immunization mine showed higher levels of IgG， 
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post vaccination respectively．Conclusion：Mixed Th1／Th2 type immune responses may be induced in mice immunized with the 

recombinant Bb—Eg95一EgA31 vaccine of Echinococcus granulosus．Oral and intranasal inoculation are two better immune routes，and the 

former is better than the latter． 

【Keywords】Echinococcus granulosus；RecombinantBb—Eg95一EgA31 vaccine；Immunogl0bulins；Th1；Th2；Cytokines 

细粒棘球蚴病亦称囊型棘球蚴病(Cystic echinococcosis， 

cE)，是由细粒棘球绦虫(EchinOCOCCltS granulosus，Eg)续绦期 

幼虫引起的一种严重危害人类健康的人兽共患寄生虫病。疫 

苗防治该病是当前研究的热点领域 ，Lightowlers等_l_：]发现 

Eg95重组蛋白免疫的中间宿主(羊)可获96％～100％的保护 

力。傅玉才等13，4}证明EgA31重组蛋白能诱导终宿主(犬)产生 

特异的免疫应答。本实验在成功构建细粒棘球绦虫重组 

Bb—Eg95一EgA31疫苗的基础上l 5_q，将该疫苗免疫小鼠后观察 

其Th1／Th2型免疫应答的动态变化，从而为研究该疫苗的保 

护陛免疫机制提供有价值的材料。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

1．1．1 疫苗来源 细粒棘球绦虫重组 Bb—Eg95一EgA31疫苗 

由本室构建 61。 

1．1．2 实验动物 84只雌性 BALB／c小鼠，12—14周龄，平 

均体重 20—25 g，购白重庆医科大学实验动物中心。 

1．1．3 主要试剂和仪器 细粒棘球蚴粗抗原(EgAg)由本室 

制备 ；HRP标记的羊抗小鼠 IgG、IgG2a、IgG2b、IgG1、IgG3和 

IgE购自美国SouthernBiotech公司；／b鼠IFN一 、IL～12、TNF—ot 

和 IL一10检测试剂盒购 自深圳欣博盛生物科技有限公司；刀 

豆素 A(ConA)和脂 多糖 (LPS)购 自美 国 Sigma公司 ；RP— 

MI1640培养基 、胎牛血清(FCS)、青霉素和链霉素均购 自上 

海生工有限公司。酶标仪购自英国Bio—TEK公司，型号为 

Elx80OUV。 

1．2 方法 

1．2．1 实验分组与免疫 将 80只 BALB／c小鼠随机分为 2 

组。疫苗 口服灌胃组40只，5 x 10sCFU疫苗悬浮于 100 p．1双 

歧杆菌液体培养基(MRS)对小鼠口服灌胃；疫苗鼻腔内接种 

组40只，5 x 10sCFU疫苗悬浮于 10 l MRS对小鼠鼻腔粘膜 

单次接种。另设 4只未免疫小鼠作为正常对照组。 

1．2．2 血清收集 在疫苗免疫后 2、4、6、8、10、12、14、16、18 

和 20周各剖杀 4只小鼠，摘眼球取血 ，4℃静置 12 h，2 000 

r／min离心 10 rain，分离血清，一20％冻存待查。 

1．2．3 血清IgG及其亚类和IgE抗体检测 采用间接ELISA 

法。用包被液稀释 EgAg，以每孔 200 txl(5 txg／m1)4~C包被过 

夜 ；弃包被液，PBST洗 3次 ，加人 100 txl封闭液 37 封闭 

2 h，甩干，PBST洗 3次；加入 1：6稀释的小鼠血清 100 l置 

37℃ 1 h，甩干，PBST洗 3次；加入 1：500稀释的HRP标记羊 

抗小鼠 IgG和 1：2000稀释的 IgG1、IgG2a、IgG2b、IgG3或 IgE 

100 l置 37℃ 30 min，甩干，PBST洗 3次；加入 DAB底物液 

100txl置 37℃ 15—20min；加入 2mol／LH2SO4 50 1终止反 

应 ，立即用酶标仪测 490 nm处 OD值。 

1．2．4 脾细胞制备 处死小鼠后，无菌取脾，研磨，用含 100 

mYL FCS的RPMII640培养液调整细胞密度为5 x 10 个／L， 

活细胞数在90％以上，加入青霉素 100 U／ml和链霉素 100 

U／ml。 

1．2．5 IFN一 、IL一12和 IL一10的诱生和测定 将 5 x10。个／L 

脾细胞加入 24孔细胞培养板 ，每份标本设 3孔，分别加入 

1 ml原液、1 ml原液+EgAgl0mg／1、1 ml原液+ConA 10 mg／l， 

37℃50 ml／L CO2孵箱中培养 48 h，4 000 r／min离心 5 min，取 

上清 一20℃冻存待查。IFN一 、IL一12、和 IL一10水平检测采用 

ELISA，操作步骤按各自试剂盒说明书进行。 

1．2．6 TNF—ot的诱生和测定 将 5 x 10 个 ／L脾细胞加人 

24孔细胞培养板，每份标本设 3孔，分别加入1 ml原液、1 ml 

原液+EgAgl0 rag／1、1 ml原液+LPS10 mg／l，37~(2 50 ml／L CO2 

孵箱中培养72 h，4 000 r／min离心5 min，取上清 一20℃冻存 

待查。TNF—d水平检测采用ELISA，操作步骤按试剂盒说明 

书进行。 

1．2．7 统计学处理 以上结果均采用 SPSS13．0软件进行分 

析，计量资料采用均数 ±标准差G+s)表示，多组间比较采用 

单因素方差分析，组间两两比较用最小显著差法(LSD法)。 

2 结 果 

2．1 血清IgG及其亚类和 IgE变化 

口服免疫组小鼠血清 IgG、IgG2a、IgG2b、IgG1、IgG3和 

IgE水平分别在免疫后 8～10周 、2—20周、2～20周 、4～8 

周 、6～12周和 10周显著高于对照组(P<0．05或 P<O．01)， 

分别在免疫后 8、2、6、6、8和 l0周达到最高水平；鼻腔内接 

种组小鼠血清 IgG、IgG2a、IgG2b、IgG1、IgG3和 IgE水平分别 

在免疫后 4～10周 、4 2O周 、2～20周 、2～12周、4—12周 

和 10～12周显著高于对照组(P<0．05或 P<0．01)，分别在 

免疫后 10、6、10、8、8和 10周达到最高水平。见表 1。 

2．2 脾细胞培养上清液IFN— 和IL～12水平 

当原液 、EgAg或 ConA刺激时 ，口服免疫组小鼠脾细胞 

上清液IFN一 水平分别在免疫后 2—8周、2—16周和2— 

14周显著高于对照组(P<0．05或 P<0．05)，均在免疫后 4 

周达到最高水平；鼻腔内接种组小鼠脾细胞上清液 IFN一 

水平均在免疫后 2～10周显著高于对照组(P<0．O1)，均在 

免疫后 2周达到最高水平。口服免疫组小 鼠脾细胞上清液 
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正常对照组 

口服灌胃组 

鼻腔接种组 

O．O1 5±O．OO1 0．005±0．O01 0．004±0．001 0．003 4-0．001 0．004±0．O01 0．006±0．003 

0．016±0．004 0．Ol6±0．0Ol 0．009±0．0O1 0．004±0．0O1 0．006-4-0．002 0．006±0．004 

0．017±0．O01 0．015±0．002” 0．0l1±0．002 0．005 4-0．O01 0．007±0．003 0．006±0．003 

0．020士0．O01 O．O15±0．003” 0．017±0．003 0．007±0．001 0．Ol2±0．O0l 0．006±0．002 

0．034±0．010“ 0．014±0．002 0．0l6 4-0．002” 0．005 4-0．OOl O．016±0．006” 0．007±0．002 

0．028±0．005 0．014 4-0．002 0．014±0．002 0．004 4-0．002 0．008±0．004 0．0l2±0．001 

0．0l9±0．002 0．013±0．OO1 0．0l4±0．O0l” 0．004±0．O01 0．008 4-0．006‘ 0．008±0．00l 

0．0l8±0．001 0．0l3±0．001 0．013±0．001 0．003±0．002 0．005±0．001 0．007 4-0．002 

O．O17土0．001 0．O12．4-0．O01 0．013±0．002” 0．003±0．00l 0．005±0．00l 0．006-4+0．002 

0．0l6±0．O0l 0．O12±0．001 0．012±O．0O1 0．002±0．002 0．004 4-0．002 0．006±0．002 

0．0l5 4-0．002 0．011±0．001 0．013±0．002 0．002±0．O0l 0．004±0．00 J 0．006±0．003 

0．0l6±0．00l 0．006±0．00l 0．009±0．O01 0．004±0．0O1 0．006±0．004 0．007±0．0O1 

0．021±0．004 0．009±0．001 0．010±0．001 0．005±0．00l 0．009±0．001 0．008±0．002 

0．030 4-0．O10 O．O18±0．OO1 0．01 1±0．002 0．005±0．001 0．013±0．002 0．008±0．00l 

0．045±0．004 0．01 8 4-0．001 AA 0．012±0．002 0
．006 4-0．002 0．019±0．001 GA 0．009±0．002 

0．047±0．001 0．017±0．0Ol AA 0．014±0．002 0．006±0．00l 0．012±0．00l 0
．

017"4-0．0O5 △ 

0．019±0．004 0．017±0．002 0．012±0．004 0．004±0．002 0．007±0．003 0．010±0．0O2 

0．0l7±0．002 0．016±0．001 0．012±0．003 0．004±0．001 0．006±0．001 0．009±0．O01 

0．017±0．O0l 0．015±0．001 0．011．4-0．004 0．004 4-0．00l 0．005±0．002 0．008±0．001 

0．016 4-0．001 0．01 3 4-0．003 0．0l 1±0．003 0．003±0．O0l 0．005±0．O01 0．007±0．00l 

0．015±0．OO1 0，012±0．002 0．010±0．002 0．003±0．001 0．004±0．O01 0．006±0．002 

．P<0．05， ．P<0．01，与对照组比较； P<O．05， P<0．01，与对照组比较 

IL一12水平分别在免疫后 2～10周、2～8周和 2～12周显著 

高于对照组(P<0．05或 P<0．05)，均在免疫后 2周达到最高 

水平；鼻腔内接种组小鼠脾细胞上清液IL一12水平分别在 

2～10周 、2—8周和 2—12周显著高于对照组(P<O．05或 

P<0．05)，均在免疫后 2周达到最高水平。见表 2。 

2．3 脾细胞培养上清液 TNF一仅和 IL一10水平 

当原液、EgAg或 LPS刺激时，口服免疫组小鼠脾细胞上 

清液 TNF一0【水平分别在免疫后 4、4和 2～6周显著高于对 

照组(P<0．05或 P<0．05)，均在免疫后 4周达到最高水平 ； 

鼻腔内接种组小鼠脾细胞上清液TNF—d水平分别在免疫 

后 2 4周 、2～6周和 2～8周显著高于对照组(P<0．05或 

P<0．05)，均在免疫后 4周到最高水平。当原液 、EgAg或 

ConA刺激时，口服免疫组小鼠脾细胞上清液 IL一10水平分 

别在免疫后 6～12周 、6～10周和 4～12周显著高于对照组 

(P<O．05或 P<0．05)，均在免疫后 6周达到最高水平；鼻腔 

内接种组小鼠脾细胞上清液 IL一1O水平均在免疫后 6～16 

周显著高于对照组(P<O．05或 P<O．05)，均在免疫后 8周达 

到最高水平。见表 3。 

3 讨 论 

患者误食 Eg虫卵是主要感染途径 ，虫卯六钩蚴在肠内 

孵出后经迁移最后定居于宿主肝、肺等脏器，因此，研制 1种 

Eg的黏膜免疫疫苗具有重要意义。重组 Bh疫苗作为活菌苗 

具有其独特的优势：单次接种即可诱导机体产生针对靶抗原 

的免疫反应，可定殖肠道，发挥益生菌和外源基因双重功能， 

为人类细粒棘球蚴病的免疫预防提供了新途径。许多研究证 

实，口服或鼻内接种免疫是黏膜免疫的主要途径，能诱导鼻 ／ 

肠相关淋巴组织(NALT／GALT)系统及黏膜免疫应答 ，是 2种 

非创伤途径，易于被患者接受l 7l。 

体液免疫产生的抗体是评价疫苗免疫原性和保护性的 

重要指标。本实验表明细粒棘球绦虫重组 Bb—Eg95一EgA31 

疫苗 口服或鼻腔内接种免疫的小鼠血清 IgG、IgG2a、IgG2b、 

IgG1、IgG3和 lgE水平显著高于未免疫小 鼠，与 Eg95重组 

BCG疫苗免疫结果略有不同，但与Eg95重组蛋白、Eg95DNA 

疫苗和 EgA31重组蛋白免疫结果类似I 】，证明细粒棘球绦 

虫重组 Bb—Eg95一EgA31疫苗具有 良好的免疫原性，为进一 

步开展该疫苗抗 Eg感染的免疫保护性研究奠定了实验基 

础 

2 4 6 8 加 M 加 2 4 6 8 m 
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-尸<O．05，”P<0．O1，与对照组比较；Ap<O．05， P<O．叭，与对照组比较 

在本实验中疫苗口服或鼻内免疫均可诱导小鼠产生较 

高水平的特异性抗体，可能由于该疫苗经肠道或鼻黏膜相 

关淋 巴组织不断生长繁殖和表达外源蛋 白，表达分泌的 

E@5一EgA31融合蛋白经抗原提呈细胞(APC)加工处理后 ， 

形成抗原肽 一MHC 1I类分子复合物被高尔基体运送至 APC 

表面，提呈给CD4~T细胞，持续刺激B细胞产生特异性抗体， 

从而引发持久的体液免疫应答。推测升高的 IgG、IgG2a、 

IgG2b、IgG1和 IgG3可通过经典途径激活补体 ，并可与中性 

粒细胞、巨噬细胞和NK细胞表面的Fc受体结合，发挥调理 

作用和抗体依赖细胞介导的细胞毒(ADCC)作用，从而杀伤 

Eg原头节；升高的 IgE可通过活化嗜酸性粒细胞、肥大细胞 

和嗜碱性粒细胞 ，释放出主要碱性蛋白、阳离子蛋白和过氧 

化氢等生物活性物质，在清除病原体中发挥重要作用l13】。 

活化的CD4q"细胞增殖分化为效应性 Th细胞，其中 

Thl细胞分泌IL一2、IFN一 和TNF一0【等，介导细胞免疫应答， 

同时促进IgG2a和IgG3的合成；Th2细胞分泌IL一4、IL一5和 

IL-10等，诱导B细胞增殖和产生抗体，介导体液免疫应答， 

同时促进 IgG1、IgE和 IgA的合成；此外，嗜酸性粒细胞可分 

泌 TGF—B促进 IgG2b的合成。本实验表明细粒棘球绦虫重 

组 Bb—Eg95一EgA31疫苗免疫小鼠后能有效激活 T淋巴细胞 

及其亚群，产生较高水平的Thl(II，_12、IFN一-,／和TNF一0【) 

和Th2(IL一10)型细胞因子，与文献ll 报道的结果类似。以上 

结果说明重组Bb—Eg95一EgA31疫苗产生的免疫应答可能是 

刺激活化Thl和Th2细胞引发的混合型免疫应答。 

不同免疫途径诱导的免疫应答效果有所不同。本实验表 

明口服免疫组小鼠抗体达到峰值的时间早于鼻腔内接种组， 

13服免疫小鼠血清 IgG、IgG2a、IgG2b、IgG1、IgG3和 IgE水平 

分别在免疫后 8、2、6、6、8和1O周显著升高并达到峰值，鼻 

腔内接种免疫小 鼠血清 IgG、IgG2a、IgG2b、IgG1、IgG3和 IgE 

水平分别在免疫后 10、6、10、8、8和10周显著升高并达到峰 

值，提示细粒棘球绦虫重组 Bh—E 5一EgA31疫苗口服接种 

是一种较好的免疫途径 ，可能与该疫苗不同接种途径传递抗 

原的效力不同有关。 
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