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【摘 要】目的：研究结核菌H37Ra免疫小鼠后产生的特异性细胞免疫应答及其对结核分枝杆菌(Mycobacterium tuberculosis， 

MTB)毒株感染的保护力。方法：Balb／c小鼠随机分为 H37Ra组、BCG组和生理盐水(NS)组，皮内免疫 8周后处死小鼠，流式细 

胞分析仪检测小鼠脾脏 T淋巴细胞亚群的变化；取小鼠脾淋巴细胞体外培养并用 PPD刺激 ，MTT法检测脾淋巴细胞的刺激指 

数(SI)；ELISA法检测培养上清液中 IFN一 ；免疫后第 8周，用 MTB毒株 H37Rv经小鼠腹腔注射，4周后处死小鼠，测定小鼠肺 

脏荷菌量 ，观察免疫小鼠对 MTB抵抗作用。结果：H37Ra免疫小鼠脾脏 CD3*T细胞 、CD4*T细胞的百分率分别为 (41．63± 

1．68)％、(27．08±0．58)％，显著高于 NS对照组 (38．34±0．74)％、(24．37±1．60)％(尸<0．05)。H37Ra免疫组脾脏 CD3*T细胞 、 

CD4*T细胞及 CD8q"细胞的百分率均不同程度地高于 BCG免疫组，但差异无统计学意义。脾淋巴细胞 sI和 IFN一 水平检测 

均发现 H37Ra免疫组显著高于NS对照组(尸<0．05)，略高于 BCG免疫组。感染 4周后 H37Ra组小鼠肺脏荷菌量与 NS对照组 

比较下降0．9541og．0CFU，差异有显著性(尸<0．05)，与 BCG组之间差异均无显著性(P>0．05)。结论：H37Ra免疫小鼠后可以诱导 

产生特异性抗结核的细胞免疫应答，能够抵抗毒株 H37Rv的攻击，且免疫效果与 BCG相近。 
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The cellular immune responses induced by Mycobacterium tuberculosis 

H37Ra in mice 

WANG Shu—ling。et al 

(Department of Clinical Hematology，Key Laboratory of Clinical Medical Diagnostics of Education Ministry， 

Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the cellular immune responses induced by Mycobacterium tuberculosis H37Ra and examine 

its protective efficacy against MTB in mice．Methods：Balb／c mice were divided into H37Ra，BCG and NS groups randomly，and 

intracutaneously injected at caudal region with H37Ra，BCG and NS respectively．At 8 weeks after immunization，some mice 

were sacrificed，and the percentages of CD3+T，CD4+T and CD8+T-lymphocyte in spleen were detected by flow cytometry．The 

spleen lymphocytes of mice were cultured with PPD in vitro； the proliferation of splenocytes was detected by Mrrr assay．The 

productions of IFN一 in the supernatant of culture were determined by ELISA．After 8 weeks of immunization，Balb／c mice 

were challenged via intraperitoneal route with MTB H37Rv strain．Four weeks later，mice were sacrificed，then the bacteria load 

in the lung were determ ined．Results：After 8 weeks of immunization，the percentages of CD3*T and CD4*T-lymphocyte in mice 

0f H37Ra vaccination were significantly higher山an those of the NS control subjects(41．63±1．68)％．(27．08±0．58)％ vs 

(38．34±0．74)％ ，(24．37±1．60)％ (P<O．05)．Compared with the BCG group，the percentages of CD3*T、CD4*T and CD8q'- 

lymphocyte in mice of H37Ra vaccination were slightly higher，the percentages of CD4Cr and CD8+T-lymphocyte were not 

significantly different among 3 groups(P>0．05)．The proliferation of antigen—specific lymphocytes，the productions of IFN- in 

the H37Ra group were,significantly higher than those of the NS group(P<O．05)，while proliferation and IFN一 were not 

significantly different between the H37Ra and BCG groups(P>0．05)．At 4 weeks after challenge，compared with the NS group， 

the mean numbers of viable bacteria in the lung of the H37Ra group reduced 0．9541ogl0CFU(P<O．05)．Between the H37Ra 

and BCG groups，there were no difference(19>0．05)．Conclusion：Mycobacterium tuberculosis H37Ra could induce specific 

cellular immune responses in mice．The immunity effect of H37Ra is similar to BCG． 
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近年来随着人口流动的增加，人类免疫缺陷病 

毒(Human immun0deficiencv virus，HIV)与结核伴 

发感染以及结核杆菌多重耐药菌株的出现，使全球 

结核病死灰复燃 ，发病率、死亡率呈不断上升趋势 
【1]

。 近年来发现 BCG免疫保护效果有较大差异 ，从 

0～80％不等闭，主要对小儿结核的预防有效，对成人 

结核病预防效果不甚理想。原因可能与 BCG菌株长 

期传代使其保护性抗原不断丢失、BCG不能有效刺 

激 CD8~T细胞亚群等有关。发展新型疫苗控制结核 

病的传播已成当务之急。H37Ra是人型结核分枝杆 

菌减毒株，对宿主相对安全，具备活菌疫苗的条件； 

与 BCG相比，H37Ra具有更完整的免疫原性。鉴于 

此，是否可用 MTB的H37Ra来代替 BCG疫苗现已 

引起学者的关注。本研究将 H37Ra皮内免疫 Balb／c 

小鼠，检测在小鼠体内诱导的特异性细胞免疫的相 

关指标及其保护力，评价 H37Ra作为候选结核疫苗 

的可行性。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物 

SPF级 Balb／c小鼠，4～6周龄，平均体重(20±2)g，由华 

中科技大学同济医学院实验动物中心提供 ，随机分为 3组 

(H37Ra、BCG和 NS组)饲养于华中科技大学同济医学院生 

物安全实验室(BSL-3)。 

1．2 菌种及主要试剂 

H37Ra菌购 自北京药品生物制品检定所 ，菌号为 93020； 

BCG为上海生物制品研究所产品，批号为 2003050401；MTB 

毒株 H37Rv标准株购 自中国微生物菌种保藏中 12"。IFN一 

ELISA检测试剂盒为深圳晶美生物工程有限公司产品。RP— 

MI1640培养液(美国 Gibeo公司)；胎牛血清(杭州四季青生 

物公 司)；HEPES液(美 国 Sigma公司 )；Purified anti—mouse 

CD16／CD32、PE anti—mouse CD8 、FITC anti—mouse CD3、 

PE anti—mouse CD4试剂均为 BioLegend公 司产品 ；PPD( 

purified protein derivative纯蛋 白衍生物)购自成都生物制品 

研究所。 

1．3 茵悬液制备及免疫 Balb／c小鼠 

H37Ra、BCG和毒株 H37Rv菌种用 0．5ml NS稀释，分别 

接种于改良罗氏培养基斜面上。培养 18d后刮取生长良好的 

H37Ra、BCG和毒株 H37Rv菌苔于电子天平上称重 ，加少量 

NS充分研磨均匀，调整菌悬液浓度为 lmg／ml。H37Ra组 、 

BCG组每只小 鼠尾根部皮内接种制备好的 H37Ra或 BCG 

菌液 0．1ml(含活菌数约为 1．0 X 10 个 )；NS组每只小鼠尾根 

部皮内注射 NS 0．1ml。毒株 H37Rv菌悬液用于毒株攻击实 

验 。 

1．4 小鼠脾淋巴细胞的制备 

免疫 8周后处死小鼠，将无菌分离的脾脏置于平皿内200 

目不锈钢筛网上，加含 5％FCS RPMI1640培养液 lml研磨 ， 

收集分离的脾细胞悬液，1 000r／min离心 5min，弃上清，加入 

红细胞裂解液 3ml，混匀 ，静置 4～5min，待红细胞完全破碎 ， 

1 000r／min离心 5min，弃上清。用含 5％FCS的 RMPI1640培 

养液洗 2—3遍，然后用完全 RMPI1640培养液(含 10％FCS、 

终浓度为 100U／ml的青 、链霉素)重悬细胞，白细胞稀释液稀 

释计数，调整细胞浓度为2 X 10 个 ／ml。4％台盼蓝染色做活 

细胞测定，活细胞比率大于 95％。 

1．5 脾脏T淋巴细胞亚群的检测 

取 0．5ml脾淋巴细胞悬液于流式检测管，1 200r／min离 

心5min，弃上清。加入 99 l洗涤液和 1 l Fc抗体(cD16，32)， 

轻轻颠倒混匀，4"C孵育 30min。加 3ml洗涤液洗涤 2次，离心 

同上。然后加入 98 l洗涤液、1 l CD3抗体和 1 l CD4抗 

体(或 1 l CD8抗体)，4℃孵育 30min。同上洗涤后，加入 

300～500 l固定液，流式细胞仪检测。同时每组做 1个细胞 

对照管。 

1．6 脾淋巴细胞转化 实验 

96孔细胞培养板每：tL~l细胞悬液 100 l、完全 RPMI 

1640培养液稀释的 PPD 20 l(终浓度为 10 g／m1)或完全 

RPMI1640培养液 20 l，每个刺激物浓度平行做 3个复孔， 

同时做培养液调零孔(每：tL~l完全 RPMI1640培养液 120 1)。 

37℃ 5％CO 细胞培养箱培养 72h，取出细胞培养板，每：tL~l 

5mg／ml Mrrr 20 l，微型震荡器上震荡混匀后放 37℃ 5％C02 

细胞培养箱内继续培养 4h。培养结束 ，取出细胞培养板，2 

500r／min离 心 10min，弃上清培养液 ，每孔加 甲瓒裂解液 

100 l，待甲瓒沉淀溶解，微型震荡器上震荡混匀 5min，于酶 

标仪上测 0D 值。结果用公式表示。脾淋巴细胞刺激指数 

(Stimulation Index，SI)=力口PPD孑L 0D 0n 均值 ，未力口PPD孑L 

OD 均值。 

1．7 脾淋巴细胞培养上清液中IFN一 

96孔细胞培养板每：tL~l细胞悬液 100 l、完全 RPMI 

1640培养液稀释的PPD 20 l(终浓度为 10 g／m1)，平行做 

3个复孔。37℃ 5％CO 细胞培养箱培养 72h，取出细胞培养 

板，2 500r／min离心 10min，收集上清培养液 ，置 一40℃冰箱 

内冻存备检 。细胞培养上清液 中 IFN一 浓度 的检测按 

IFN一 ELISA试剂盒说明书进行。 

1．8 H37Rv毒株攻击实验 

免疫 8周后，用 5×106CFU MTB毒株 H37Rv菌悬液经 

腹腔感染小鼠，4周后处死小鼠，测定小鼠肺脏荷菌量。 

1．9 统计学处理 

采用 SPSS1 1．5软件进行统计分析，所有数据用均数 ± 

标准差(；±s)表示，包括单因素方差分析中的 SNK检验处 

理；以P<O．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 
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2．1 脾脏 T淋 巴细胞亚群的数量 

H37Ra免疫小鼠8周后，脾脏 CD3*T细胞、CD4*T 

细胞的百分率分别为(41．63±1．68)％、(27．08±0．58) 

％，显著高于 NS对照组(38．34±0．74)％、(24．37± 

1．60)％(P<0．05)。H37Ra免疫小鼠后脾脏 CD3*T细 

胞、CD4*T细胞及 CD8*T细胞的百分率均不同程度 

地高于 BCG免疫小鼠，但差异无统计学意义(P>0． 

05)。见表 1。 

2．2 脾淋 巴细胞增殖转化实验 

H37Ra、BCG免疫小鼠 8周后，脾淋巴细胞在 

体外经 PPD刺激后显著增殖(P<0．05)；NS对照组 

小鼠淋巴细胞增殖不明显。H37Ra免疫小鼠脾淋巴 

细胞 SI稍高于 BCG免疫组 ，但无显著性差异(P> 

0．05)(表 2)。 

2-3 脾淋巴细胞培养上清液 IFN一̂v的分泌水平 

H37Ra及 BCG免疫小鼠8周后脾淋巴细胞在 

体外经 PPD刺激 72h后 IFN一̂y产量均显著高于 

NS对照组(P<0．05)；H37Ra免疫组略高于 BCG免 

疫组，差异无统计学意义(P>0．05)，见表 3。 

2．4 毒株 H37Rv攻击小鼠4周后肺组织荷菌量 

免疫小鼠毒株 H37Rv攻击 4周后，小鼠肺脏组 

织匀浆培养计数的结果见表 4。H37Ra组小鼠肺组 

织荷菌量与 NS对照组比较下降0．951gCFU，差异有 

显著性 (P<0．05)，但与BCG组之间差异无显著性 

(P>0．05)。 

3 讨 论 

近年来各种新型结核疫苗的研究不断兴起，如 

蛋白质亚单位疫苗、DNA疫苗、重组 BCG等，但至 

今尚没有一种能取代 BCG的候选疫苗『3]。在结核病 

的预防中，活菌疫苗有着其它疫苗不可比拟的优 

点：它免疫接种量小，在体内可长期存活繁殖，抗原 

可以持续刺激免疫系统，并符合传染性免疫的机 

理。一旦结核菌及有效抗原成分在体内消失，特异 

性免疫也就消失，因此认为活菌疫苗可能是较理想 

的抗结核的候选疫苗。 

H37Ra系Steeken等14]于 1 934年从 H37中分离 

获得，具有毒株 H37Rv的免疫原性，但对人毒力极 

弱。BCG毒力下降的同时伴随着抗原性的减弱，缺 

表 l 小鼠脾脏 T淋巴细胞亚群的水平(；±s。n=5) 

注： ．与 NS对照组比较，P<0．05 

表 2 PPD诱发的小鼠脾淋巴细胞特异性增殖实验(；±s，n=5) 

注： ．与 NS对照组比较 ，P<0．05 

表 3 脾淋巴细胞 PPD体外刺激后 IFN一 的分泌水平(；±s，n--5) 

组别 NS对 照组 

肺脏荷菌量 5．536-t-0．294 

注： 与 NS对照组比较，P<0．05 
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少了 RD1和 RD2区域编码的ESAT一6、CFP一10和 

MPT64抗原蛋白质，而 H37Ra存在 RD1和 RD2区 

域嘲。这些表明 H37Ra的免疫原性较好、毒力较低， 

用作疫苗可能比较安全有效。 

机体抗结核病免疫主要依靠 T淋巴细胞介导 

的细胞免疫。MTB经呼吸道进人肺泡后，肺泡巨噬 

细胞吞噬细菌，MTB产生的抗原性物质，可分别经 

MHC—II类和 I类分子途径激活机体的CD4q'细胞 

和 CD8q'细胞[61。活化的CD4~T细胞产生 IFN一 和 

IL一2等细胞因子，其中IFN一 可充分活化巨噬细 

胞，促其杀伤胞内吞噬的MTBV-~。CD8q'细胞通过识 

别靶细胞，诱导细胞凋亡，破坏 MTB生长环境，使新 

增抗原提呈细胞呈递 MTB而起到免疫监视的作用。 

CD8q'细胞也能够分泌 IFN一 。除产生细胞因子 

外，CD8q'细胞还直接攻击感染靶细胞，通过释放穿 

孔素或颗粒溶素(Granulysin)途径溶解感染细胞。 

CD3是所有成熟 T细胞表面标志。我们用结核菌 

H37Ra免疫小鼠后脾脏 CD3cr细胞 、CD4q'细胞显 

著高于 NS对照组，表明 H37Ra免疫小鼠后能有效 

激活机体T淋巴细胞及其亚群，从而产生抗结核保 

护性免疫。H37Ra免疫小鼠后脾脏 CD3CF细胞、 

CD4 细胞及 CD8q'细胞的百分率均不同程度地 

高于 BCG免疫小鼠，表明 H37Ra可能比 BCG更能 

激活 CD4CF、CD8q'细胞，从而产生抗结核保护性免 

疫。PPD特异性脾淋巴细胞增殖反应和 IFN一 的 

分泌水平，都说明H37Ra和 BCG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免疫应答。 

Orme等r'o~A为 ，在 4—5只小鼠为 1组的实验 

中，如果某种处理措施能使肺部荷菌量下降 0．7log 。 

CFU则为有效。本研究发现毒株 H37Rv攻击 4周 
- + -+ -+ -+ -+ -+ -+ -+  - - 

(上接第552页) 

临床意义L玎．癌症 ，2006；25(11)：1439-1442． 

【8] Urano N，Fujiwara Y，Doki Y，et a1．Overexpression of hypoxi— 

a-inducible factor-1 alpha in gastric adenocarcinoma[J]．Gastric Cancer， 

2006；9(1)： ． 

【9】 Forsythe JA，Jiang BH，Iyer NV，et a1．Activation of vascular 

endothelial growth factor gene transcription by hypoxia-inducible 

factor l[JJ．Mol Cell Biol，1996；16(9)：4604-4613． 

【10] Mizukami Y，Li J，Zhang X，et a1．Hypoxia-inducible fac— 

tor-1-independent regulation of vascular endothelial growth factor by 

hypoxia in colon eance~J]．Cancer Res，2O04；64(5)：1765—1772． 

【11] Dvorak HF，Brown LF，Detmar M，et a1．Vascular permeability 

factor／vascular endothelial growth factor，microvascular hyperm eability， 

后，H37Ra免疫小鼠与 NS对照组比较肺组织荷菌 

量下降 0．9541og10CFU，说明 H37Ra和 BCG一样免 

疫小鼠后能够抵抗毒株 H37Rv的攻击，表明H37Ra 

有可能作为新型结核疫苗。 
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