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多房棘球绦虫重组 BCG—Eml4—3—3疫苗 

诱导小鼠脾细胞因子变化的研究 

李文桂，王 鸿，朱佑明 

(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：探讨多房棘球绦虫重组 BCG—Eml4—3—3疫苗免疫和Em原头节攻击后小鼠脾细胞因子的变化。方法：将疫苗采 

用皮下注射和鼻腔内接种分别免疫 BALB／c鼠，免疫后 8周用多房棘球绦虫原头节进行攻击感染，感染后 18周杀鼠取脾，分离 

脾细胞，用 EmAg或 ConA刺激培养，收集脾细胞培养上清液 ，用试剂盒检测脾细胞培养上清液的 IL-2、IFN一 、TNF—Ot和 

IL一4水平，同时设有空载体 、BCG和 PBS对照。结果：疫苗接种组的 IFN一 和 TNF—Ot水平升高，IL一4水平降低；鼻腔内接种 

组的TNF—Ot水平高于皮下注射组。结论：多房棘球绦虫重组 BCG—Eml4—3—3疫苗诱导小鼠产生一个 TH1型反应 ，从而对抗 

Em原头节攻击感染。 
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Study on the changes of splenocyte cytokines in mice induced by 

recombinant BCG—Em 1 4-3-3 vaccine against echinococcus multilocularis 

LI Wen-gui，et al 

(Institute of Infections and Parasitic Diseases，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the changes of splenocyte cytokines in mice induced by recombinant BCG-Eml4-3-3 

vaccine of Echinococcus muhilocularis(Em)and challenge with Em protoscoleces．Methods：BALB／c mice were subcutaneously 

and intranasally vaccinated respectively，then challenged with Em protoscoleces at 8th week of vaccination and killed at 1 8th 

week of infection to get spleen．Splenoeytes were separated to culture by stimulation with EmAg or ConA．The supematants were 

collected to measure IL一2、IFN一 、TNF-Ot and IL一4 by ELISA Kits，and blank vector，BCG and PBS served as contro1． 

Results：In the groups of immunization，levels of IFN一 and TNF—Ot increased， but that of IL一4 decreased．The level of 

TNF—Ot in the intranasal group was higher than that in the subcutaneous group．Conclusion：TH1 response is induced in mice 

by rBCG——Eml4——3——3 vaccine which is against the challenge of Em protoseol~es． 

【Key words】Echinococeus muhilocularis；Recombinant BCG—Eml4—3—3 vaccine；Cytokines 

小泡棘球蚴病(Alveolar echinococcosis，AE)是由 

多房棘球绦虫(Echinococcus muhilocularis，Em)的续 

绦期幼虫寄生在人体肝脏引起的一种严重危害人 

类健康的人畜共患寄生虫病 ，研制疫苗是防治该病 

的有效途径之一 。本研究在成功构建 Em重组 

BCG—Eml4—3—3疫苗的基础上Il-2】，将该疫苗免疫小 

鼠，原头节攻击后观察其脾细胞上清液 IL一2、 
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IFN一̂y、TNF—OL和IL一4等细胞因子的变化，从而 

为研究该疫苗的保护性免疫机制提供有价值的材 

料。 

1 材料和方法 

1．1 实验动物与分组 

选用 12—14周龄 、体重 20—25g的雌性 BALB／c小鼠 

65只(重庆医科大学实验动物中心提供)，随机分为5组 ，每 

组 13只。① 皮下注射组 ：5×106CFU疫苗悬 浮于 100 l 

PBS，于小鼠后背部皮下单次注射；②鼻腔接种组：5×l0s 

CFU疫苗悬浮于 10 l PBS，于小鼠鼻腔粘膜单次接种；③ 
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空载体对照组 ：5×IO~FU的空载体(含 pBCG质粒的 BCG) 

皮下注射对照组；④BCG对照组：5×IO~FU的 BCG皮下注 

射对照组；@PBS对照组：100 l PBS皮下注射对照组。 

1．2 主要试剂 

Em重组 BCG—Eml4—3—3疫苗，由重庆医科大学附属第 

一 医院传染病寄生虫病研究所构建l1． 。ConA和 PHA购 自 

Sigma公司。小鼠IL一2、IFN一 、TNF—Ot和 IL-4检测试剂盒 

购 自深圳晶美生物工程公司。RPMI1640培养基、胎牛血清、 

青霉素和链霉素购自上海生工公司。 

1．3 接种和攻击感染 

疫苗接种免疫 8周后用 50个泡球蚴原头节腹腔内注射 

进行攻击。 

1．4 脾细胞制备 

攻击感染后 l8周剖杀各组小鼠，75％酒精消毒 ，无菌取 

脾脏 ，匀浆 ，200目尼龙网过滤 ；灭菌双蒸水溶解红细胞后， 

用含 10％灭活小牛血清的 RPMI1640培养液调整细胞浓度 

为 5×10 个 ／ml，加入青霉素 lOOU／ml和链霉素 100U／ml；经 

台盼蓝染色试验发现脾细胞存活率为 93％～97％。 

1．5 IL一2、|FN一 和 IL-4的诱 生和活性测定 

将 5×l06个 ／ml脾细胞悬液加入 24孔细胞培养板 ，每 

份标本设 3孔，分别加入原液、EmAg 5 g／ml和 ConA 

l0 g／ml各 lml，37℃ 5％CO2培 养 48h，2 O00r／min离 心 

20min，收集 上清液 ，一20℃冰箱冻存 待查 。用小 鼠 II广2、 

IFN一 和 IL一4试剂盒分别检测上清液中 IL一2、IFN一 和 

IL-4的活性。测定方法按各自试剂盒的说明书进行操作。 

1．6 TNF—Ot的诱 生和 活性测定 

将 5×10 个 ／ml脾细胞悬液加入 24孔细胞培养板，每 

份标 本设 3孔 ，分 别加 入原 液 、EmAg 5 g／ml和 PHA 

l0 g／ml各 lml，37 oC 5％CO2培养 72h；2 O00r／min离 心 

20rain，收集上清液 ，一20~C冰箱冻存待查。用 TNF—Ot试剂盒 

检测上清液 TNF—Ot活性，测定方法按试剂盒的说明书进行 

操作。 

1．7 统计学处理 

各免疫组小鼠脾细胞产生的 4种细胞因子水平采用 

SPSS11．0软件进行分析，组间比较用单因素方差分析 ，进一 

步两两比较采用 SNK—q检验。 

2 结 果 

2．1 IL-2检 测 

各免疫组小鼠的脾细胞上清液 IL一2水平均未 

测出(表 1)。 

2．2 IFN—̂y检测 

当不用任何刺激物时，各免疫组小鼠的脾细胞 

上清液 IFN一 水平与 PBS对照组相比明显升高， 

差别有显著意义(q=2．75、2．66，P<0．05)；当用 EmAg 

刺激时，各免疫组的IFN一 水平类似不用刺激物 

的结果(口=2．75、2．67，P<0．05)，当用 ConA刺激时 ， 

各免疫组的 IFN一 水平类似不用刺激物的结果 

(q=2．73、2．62。P<0．05)。 每个 EmAg刺激 组 的 

IFN一 水平显著高于相应的原液组(q=4．65、4．74、 

4．42，P<0．01)，每个 ConA刺激组的 IFN一 水平显 

著高于相应的原液组 (q=3．87、3．80、3．67，P<0．01)； 

每个 ConA刺激组 IFN一 水平显著高于相应的 

EmAg刺激组(口=5．63、5．79、5．44，P<0．01，表 2)。 

2．3 TNF—Ot检测 

当不用任何刺激物时，各免疫组小鼠的脾细胞 

上清液 TNF—Ot水平与 PBS对照组相比明显升高， 

差别有极显著意义(q=8．82、7．75，P<0．01)；鼻腔内接 

表 1 重组 BCG—Eml4—3—3疫苗免疫 。Em原头节攻击后小鼠 IL一2检测(x±s，n=8) 

表 2 重组 BCG—Eml4—3—3疫苗免疫，Em原头节攻击后小鼠 IFN一 检测(x±s，n=8) 

与 PBS对照组比较 P<0．05 
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疫苗皮下注射组 

疫苗鼻腔内接种组 

空载体对照组 

BCG对照组 

PBS对照组 

40．0±0．0“ 

125．0±0．0“△ 

15．5±4．1 

12．5±l1．1 

10．0±0．0 

与 PBS对照组比较， P<0．05， P<0．O1；与疫苗皮下注射组比较， ，<0．01 

表 4 重组 BCG—Eml4—3—3疫苗免疫，Em原头节攻击后小鼠 IL-4检测(未±s。 =8) 

与 PBS对照组比较， P<0．05 

种组小鼠的脾细胞上清液 TNF一仅水平显著高于皮 

下 注 射 组 (q=18．22、17．46、16．65，p<O．01)。 当 用 

EmAg刺激时，各免疫组的TNF一仅水平类似不用 

刺激物的结果(口=4．75、4．66，p<O．01)，当用 ConA刺 

激时，各免疫组的TNF一仅水平类似不用刺激物的 

结果(q=4．63、4．58，p<O．01)。每个 EmAg刺激组的 

TNF一仅水平显著高于相应的原液组(q=4．22、4．19、 

4．77，p<O．01)，每个 ConA刺激组的 TNF一仅水平显 

著高于相应的原液组(q=4．66、4．54、4．47，p<O．01)； 

每个 ConA刺激组 TNF一仅水平显著高于相应的 

EmAg刺激组(q=4．22、4．63、4．55，p<O．01)；空载体对 

照组的 TNF一仅水平与 PBS对照组相 比无显著差 

别(口=1．56、1．44、1．47，P>0．05)，BCG对照组的TNF一仅 

水平与PBS对照组相比无显著差别(q=1．02、1．13、 

1．22，P>0．05，表 3)。 

2．4 IL一4检 测 

当不用任何刺激物时，各免疫组小鼠的脾细胞 

上清液 IL一4水平与PBS对照组相比明显降低，差 

别有显著意义(口=2．66、2．71，p<O．05)。当用 EmAg刺 

激时，各免疫组的 IL一4水平类似不用刺激物的结果 

(口=2．63、2．76，p<O．05)，当用 ConA刺激时，各免疫 

组的 IL一4水平类似不用刺激物的结果(q=2．73、 

2．72，p<O．05)。每个 EmAg刺激组的 IL一4水平显著 

高于相应 的原液组(q=4．12、4．02、4．11，p<O．01)，每 

个 ConA刺激组的IL_4水平显著高于相应的原液 

组(q=4．36、4．58、4．12，p<O．01)。每个 ConA刺激组 

IL一4水平显著高于相应的 EmAg刺激组(q=4．15、 

4．13、4．19，p<O．01，表 4)。 

3 讨 论 

Kizaki等【31发现 Em原头节可在体外抑制 ConA 

刺激的小鼠脾细胞产生 IL一2；Emery等【4J证实 A／J鼠 

抵抗 Em感染是由于小鼠脾细胞产生大量 IL一2和 

TNF一仅，而 BALB／c鼠容易感染是由于小鼠脾细胞 

产生大量 IL一4；Bresson等【s1发现 AE患者肝包囊肉 

芽肿 内 TNF一仅 mRNA表达较强 ；Wellinghausen 

等[61证实 AE患者血清很少检测到 IL一4，这些资料 

表明 IL一2、IFN一 、TNF一仅 和 IL一4等细胞因子在 

宿主对泡球蚴的免疫应答中可能起重要作用。 

魏晓丽等【7】发现昆明种小鼠腹腔接种 Em原头 

节 1 100 d内血清 IL一2、IFN一 和 TNF一仅均显 

著升高，IL-2和 IFN一 在感染后 80 d达较高水 

平 ，TNF一仅在感染后 100 d达峰值 ；IL一2、IFN一 

和TNF一仅水平在感染后 100 d均降低 ，IL-2和 

IFN一 在感染后 140 d均迅速降低 ，TNF一仅在感 

染后 140d缓慢下降；IL一4水平在感染后 1—80d内 

较低，在感染后 100 d达峰值，然后维持较高水平至 

观察结束，提示 Em感染早期以TH1细胞介导的细 

胞免疫为主，Em感染中晚期以 细胞介导的体 
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液免疫为主。研究发现 BALB／c鼠感染 Em原头节 

18周(126 d)后，IFN一 和TNF—ot水平降低，IL一4 

水平增加，产生一个 TH2型免疫反应，类似上述结 

果。BCG皮下注射组和空载体对照组TNF—ot水平 

与 PBS对照组相比轻微增加，提示 BCG可刺激 Em 

感染鼠的脾细胞分泌 TNF—ot，发挥杀伤 Em原头节 

的效应。 

李富荣等『8．91发现 AE患者血清 IL一2、IFN一 、 

TNF—ot和IL一4水平明显升高，经阿苯哒唑治疗 12 

月后 IL一2和 IFN一 水平无明显变化，TNF—ot和 

IL一4水平显著降低。实验发现疫苗皮下注射组和鼻 

腔 内接 种 组 小 鼠的脾 细 胞 上 清液 IFN一 和 

TNF—ot明显增加，IL一4水平显著降低，提示疫苗免 

疫可诱导 Em感染鼠产生一个 T 1型保护性免疫反 

应，T 1细胞分泌的 IFN一 可激活巨噬细胞等效应 

细胞，促进其释放 NO，杀伤 Em原头节；TH1细胞分 

泌的IFN一 还可抑制 TH2细胞分泌 IL一4，从而减 

弱TH2型反应；TH1细胞分泌的TNF—ot可促进单核 

细胞分泌 TNF—ot和 IL一1，促进 T 1细胞分泌 IL一2 

和IFN一 ；TH2细胞分泌的IL一4水平降低，解除了 

对 T 1细胞的抑制效应 ，使 T 1细胞分泌较多的 

IL一2、IFN一 和TNF—ot；各种免疫细胞和细胞因子 

之间相互促进和相互调节，形成免疫调节网络，加 

强宿主 T 1反应，提高宿主抗泡球蚴感染的保护力。 

实验还显示每个 EmAg或 ConA刺激组的细胞 

因子水平显著高于相应的原液组，每个 ConA刺激 

组的细胞因子水平显著高于相应的 EmAg刺激组 ， 

可能是由于重组 Eml4—3—3抗原仅诱导其特异的 

CD 细胞增殖，因此丝裂原诱导的细胞因子水平 
·+ -+ -+ 一+ 一+ 一+ -— -+ -+ -+ -+ -+ -+ -+ -+ -+ -— 

可高于特异抗原诱导的水平。 
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理是否激活了细胞分化过程中的下游信号转导因 

子，我们正在做进一步探讨。 
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