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有机硒增强 BCG细胞免疫效果的初步探讨 

李 惠，卢贤瑜，王利娴 ，阳 强 

(重庆医科大学临床免疫学教研室，临床检验诊断学省部共建教育部重点实验室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨酵母硒(Yeast—based selenium，Se)对卡介苗(BCG)免疫效果的影响。方法：将小鼠分为4组：A组 BCG皮内 

接种 +喂硒、B组 BCG皮内接种、c组单纯喂硒 、D组对照组(control o于接种 4周、8周后取单个脾淋巴细胞，通过检测淋巴细 

胞增殖指数(Stimulation idex，SI)、IL一2、IFN一 、细胞毒 T淋巴细胞(cTL)杀伤活力及淋巴细胞颗粒酶 B及穿孔素的表达量来 

评价机体抗结核的细胞免疫能力。结果：6项指标 A与 B组均高于对照组，差异有统计学意义 (P<0．05)；A组的 sI、IL一2、 

IFN一 、CTL杀伤活力，免疫 4周后分别为 2．61±0．24、(172．56±9．34)pg／ml、(131．89±3．32)pg／ml、(43．91±3．21)％(8周值分别 

为 2．32±0．31、(138．04 ±9．67)pg／ml、(129．17±2．41)pg／ml、(39．92±6．45)％，均显著高于 B组(4周值：(1．62±0．14)、(134．06± 

9．60)pg／ml、(105．89±4．62)pg／ml、(30．46±7．97)％；8周值 ：1．61±0．19、(101．42±7．76)pg／ml、(102．00±5．41)pg／ml、(28．14± 

5．70)％)，P<0．05。结论：BCG与硒酵母有免疫协同作用，能诱导机体产生较强的抗结核的细胞免疫应答反应。 
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InitiaI discussion about the promoted cellular immunologic effects Of BCG 

Dy organic selenIUm 

L，日 。e￡ 

(Department of Clinical Immunology，Key Laboratory of Clinical Medical Diagnosis，Ministry of Education， 

Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To discuss the innuence of organic selenium on the immune effect of Bacille Caimette—Guerin(BCG)． 

Methods：C57BL6／J mice were randomized into 4 groups：“BCG+Se’’mice group were intracutaneously inoculated with BCG and 

orally fed with yeast-based selenium(Se)；BCG mice group were immunized with BCG intracutaneously；Se mice group were im— 

munized with normal sodium and fed orally with Se； control mice group were immunized with normal sodium and fed 0railv 

water without Se．The mice were sacrificed after 4weeks or 8weeks to isolate the spleen mononuclear cells
．T lymph0leukocyte 

proliferation testing(stimulation index，SI)，cytotoxic T lympholeukocyte(CTL)function testing as well as levels of IL一2 and 

IFN一 and mRNA levels of granzyme B and perforin were employed to assess the effect of vaccine for Mycobacterium tuber— 

culosis．Th ey were determined by M assay，ELISA assay and RT—PCR，respectively
． Resu／ts：Th e levels of 6 detected items in 

”BCG+Se”group and BCG group were significantly different from those in the control group(P<0．05)．And the SI，IL一2，IFN一 

and CTL cytotoxic activity in group“BCG+Se”(4weeks．．2．61±0．24，(172．56±9．34)pg／ml，(131．89±3．32)pg／ml，(43．91±3．21)％； 

8weeks：2．32±0．31，(138．04 ±9．67)pg／ml，(129．17±2．41)pg／ml，(39．92±6．45)％)were significantly higher than that of group 

BCG(4weeks：(1．62±0．14)，(134．06±9．60)pg／ml，(105．89±4．62)pg／ml，(30．46±7．97)％；8weeks：1
．61±0．19，(101．42±7．76)pg／ml， 

(102．O0±5．41)p咖 l，(28．14±5．70)％(P<0．05))．Conclusion：The results suggest that there exists an immunologic synergy be— 

tween organic selenium and BCG and that selenium could promote the cellular immunologic responses in BCG immunized mice． 

【Key words】BCG；Organic selenium；Cellular immunity 

结核病是当今危害人类健康的一重大疾病。其 

再燃与结核分枝杆菌的多重耐药 、HIV的传播及 
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BCG的免疫效果不佳等因素有关。BCG为减毒活疫 

苗，能长期存在宿主体内，使机体保持持久的带菌 

免疫状态。但由于多种因素的影响，其保护性免疫 

效果不理想。近年来不断有新型结核疫苗的报道， 

但其免疫效果均不及 BCG。因此 ，BCG的改进是抗 
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结核疫苗理论设计的最佳选择【”。大量实验证明适 

量的硒能提高机体的基础免疫功能。有机硒易吸 

收，其吸收率是无机硒的 20倍 ，而且毒性弱，无机 

硒毒性强，故应用中有机硒将取代无机硒。据报道： 

维生素 E与硒能促进水泡涤虫亚单位疫苗的免疫 

效果[2]，适量的硒能增加人体抗 白喉杆菌的体液免 

疫力[3]，每 日补充适量的硒联合脊髓灰质炎活疫苗 

可加强机体清除病毒能力 。因此，本研究旨在探讨 

有机硒与 BCG联合使用能否发挥免疫协同作用，增 

强机体抗结核特异性细胞免疫应答能力。 

1 材料与方法 

1．1 主要试剂 

SPF级雌性 C57B~ 小 鼠，6～8周龄 ，购于重庆医科大 

学实验动物中心。硒酵母片(牡丹江灵泰药业 )。RT—PCR试 

剂(Tal【am)。DNA Marker、Tfizol Re~ent(上海生工)。G418 

(meek公司)。小鼠 INF一 、IL-2 EHSA检测试剂盒(深圳 

晶美 )。引物 ：小鼠内参(aetin)P1：5’一GGG AAT GGG TCA 

GAA GGA CTC一3’；P2：5’一AGA AGG AAG GCT GGA 

AAA GAG C一3’(665bp)。颗粒酶 B P3：5’一cTG CTA CTG 

CTG ACC rI-rG TCT CT-3’。 P4：5’一AGC TCT AGT CCT 

CrITr GGC CrITr AC一3’(357bp)。及穿孔素引物I5J(380bp)均 

由1 ara公司合成。 

1．2 小鼠分组及免 疫 

将 C57B~ 小鼠随机分为 4组 ，A、B、C组各 12只，D 

组 10只。BCG+Se组 (A组)、BCG组 (B组 )分别以 4× 

106cFu BCG皮内接种小鼠，A组于接种前 1周开始每 日以 

1 只给小鼠喂酵母硒 ，连续 5周，而 B组喂无硒水。se组 

(c组)接种生理盐水(Ns)及喂硒；对照组(D组 )接种 Ns及 

喂无硒水。 

1-3 脾淋巴细胞转化率测定 

于免疫接种 4周和 8周后，每组分别取小鼠6只，处死， 

无菌取脾，研磨成匀浆，制成单个核细胞，台盼蓝负染，活力 

达 95％以上，调细胞浓度为4×10qml。于 96孔培养板每孔 

加细胞悬液 100 l，完全 1640培养液 100 l及加入 PBS稀 

释的 PPD10 l(终浓度 10 m1)与 co~ 10 l(终浓度 

5 g，m1)的混合液，同时做 PBS和培养液对照孔，均三复孑L。 

37℃、CO 培养箱培 养 72h。于培养结束前 4h，每孔加 

5m M1Tr 10 l。4h后去上清，以 150 l二甲亚砜溶解 

MrITII．甲，57onm测定 OD值，结果以 sI来表示。sI=(PPD孔 

OD值一培养液对照孔 OD值 )／(PBS孔 OD值一培养液对照 

孔 OD值) 

1．4 EHSA测定培养上清液IFN一 IL一2 

分别取 PPD与 eonA预刺激 72h和 24h的细胞培养上 

清液，用 IFN一 、I【，-2 EHSA试剂盒测定 IFN一 、IL一2，样 

品与标准品同时检测，以换算相应浓度。 

1．5 CTL杀伤活力测定 

于PPD与 eonA预刺激 72h的脾淋巴细胞内，加入本实 

验室制备的能表达结核杆菌分泌蛋白Ag85B的靶细胞 ，使 

效靶比为 50：1，为实验孔，不加靶细胞为效应细胞对照孔 ， 

同时设靶细胞对照孔，均三复孔。24h后 MrITr法测定其杀伤 

率。杀伤率(％)=『1一(实验孔 OD值一效应细胞对照孔 OD 

值 )／靶细胞对照孔 OD值1×100％ 

1．6 RT-PCR半定量颗粒酶 B和穿孔素mRNA的转录水平 

抽提预刺激 24h的脾淋巴细胞的总 RNA并逆转成 cD— 

NA。PCR以 ara试剂盒说明书操作 ，反应条件 ：94℃预变 

性 2rain。94％变性 30s、(内参 actin 57％，颗粒酶 B 55℃，穿 

孔素 52℃)退火 30s、72℃延伸 30s，30cycles。72℃再延伸 

1rain。产物经凝胶电泳、呈像。扫描光密度值 ，以 quanti竹 one 

软件分析。灰度值比值 =目的基因光密度值 ／内参光密度 

值。 

1．7 统计方法 

采用 SPsS 11．5软件包，方差分析和 q检验。BCG与 Se 

两因素方差分析用析因方差分析。 

2 结 果 

2．1 脾淋 巴细胞刺激指数 

免疫后 4周和 8周脾淋巴细胞刺激指数见表 

1。BCG+Se组、BCG组 sI值均高于对照组，有显著 

性差异 (P<0．01)；Se组 8周值显著性高于对照组 8 

周值，差异有统计学意义(P<0．05)；BCG+Se组 4周 

与 8周值均明显高于 BCG组，差异有统计学意义 

(P<0．05)。随免疫时间的延长 BCG+Se组、BCG组 

sI呈下降趋势，但前后两个时间段相比，无显著差 

异(P>0．05)。析因方差分析显示，BCG与硒有免疫 

协同作用(P<0．05)。 

表 1 四组脾淋巴细胞刺激指数(SI)比较( 虹) 

注 ： ：与对照组相比，P<0 05； ：与 BCG相比，P<0 05 

2．2 脾淋巴细胞上清液 IL一2产量 

免疫后 4周和 8周脾淋巴细胞上清液 IL一2产 

量见表 2。BCG+Se组与 BCG组 IL一2产量显著高于 

对照组，P<0．01；BCG+Se组 4周与 8周值均显著性 

高于 BCG组，P<0．01。两组随免疫时间的延长 IL一2 
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CTL杀伤率、颗粒酶与穿孔素 mRNA表达水平 6个 

指标来分析有机硒与 BCG相互作用。 

硒组 8周的 T淋巴细胞的刺激指数 、4周和 8 

周的IFN一 数值高于对照组，差异有统计学意义。4 

周和 8周的 IL一2及 4周 sI值也略高于对照组，说 

明了硒通过活化细胞因子及促进 T淋巴细胞增殖 

来增强机体的基础免疫力。本实验设计在免疫前 1 

周就给小鼠喂硒 ，使机体免疫系统处于激活状态。 

预活化的细胞因子促使针对结核抗原肽的应答反 

应级联放大。硒与 BCG的协同作用，使得促 Thl型 

细胞增殖分化的细胞因子 IL一2与 IFN一 产量增 

高，引起抗原特异性细胞应答增强。同时 IFN一 可 

激活巨噬细胞，参与结核病的肉芽肿免疫反应。可 

见 BCG+Se组淋巴细胞 sI值显著高于 BCG组与 

IL一2、IFN一 的增高是密不可分的。 

CD8+T淋巴细胞是人类抗结核的重要免疫细 

胞之一I7J，其介导的细胞毒效应能有效防止结核菌 

在宿主体内播散。而 CTL杀伤实验是反映CD8+细 

胞毒 T淋巴细胞作用的直观功能性实验。本实验采 

用 MTF法测定 CTL杀伤活性 ，结果表明 BCG+Se 

组特异性的CTL杀伤活性明显高于BCG组，差异 

有统计学意义，且两者有免疫协同作用。另据报道， 

CD8+细胞毒 T淋巴细胞在受感染时能上调颗粒酶 

A、B、穿孔素等的表达[51，这些效应分子直接杀伤胞 

内结核菌，介导感染细胞发生程序性死亡嘲。本研究 

结果显示，与对照组相比，BCG+Se组与 BCG单用 

组都能刺激机体产生多量的颗粒酶 B与穿孔素，以 

BCG+Se组为著。 

同时值得一提的是，随着免疫时间推移，BCG+ 

se组和 BCG组的 6个指标都有下降 ，这可能与 

BCG在小鼠肺脏和脾脏内的定植减少而导致机体 

抗结核免疫相对减弱有关[91。因此，一定数量的活菌 

能长期存留在机体内是诱导免疫系统产生较强免 

疫力的重要条件。当机体再次受到相同结核菌的刺 

激时，免疫记忆细胞可在抗结核免疫中发挥重要作 

用。 

我们依据人与鼠的药物换算系数选择了硒酵 

母的几个口服浓度，并通过预实验确定了每 日1 

只的酵母硒剂量。研究显示El服硒能与 BCG发挥免 

疫协同作用 ，使机体产生较强的抗结核细胞免疫应 

答，这可能与硒可防止 BCG诱导的免疫细胞损伤 [101 

有关。本研究提示硒与 BCG的联合应用可增强抗结 

核能力，为改良BCG免疫提供了新思路。 
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