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多房棘球绦虫混合重组 BCG—Em 1I／3和 BCG—Eml4—3—3疫苗 

免疫小鼠后脾细胞亚群的动态观察 

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：动态观察多房棘球绦虫混合重组BCG—EmlI／3和BCG—Eml4—3—3疫苗免疫小鼠后脾细胞亚群的变化。方法：将 

疫苗采用鼻腔内接种免疫 BALB／C鼠，在免疫后 0、2、4、6、8、10、12、14、16和 18周各剖杀 4只小鼠取脾 ，分离脾细胞 ，流式细胞 

仪检测脾 CD4+和 CD 叩淋巴细胞亚群的百分比，同时设有 PBS对照。结果：疫苗接种组的脾 CD4~和 CDsq"细胞亚群分别在免疫 

后 2～12周和2～18周升高，分别在免疫后 6和 10周达最高水平。结论：CD4q'细胞亚群数目在多房棘球绦虫混合重组 BCG—Em 

Ⅱ／3和 BCG—Eml4—3—3疫苗免疫早期(2～6周 )显著增加， 
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Dynamic observation on subsets of splenocytes in mice by immunization 

with mixed recombinant BCG—Em Il／3 and BCG—Em 1 4—3—3 vaccine of 

eChinOCOCCus multilocularis 

LI Wengui，et al 

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

[Abstract]Objective：To dynamically observe changes of subsets of splenocytes in mice by immunization with mixed recombinant 

BCG—Em II／3 and BCG—Em14-3—3 vaccine of Echinococcus muhilocularis(Em)．Methods：BALB／C mice were intranasally vacci— 

hated with the vaccine an d killed to get spleen at 0，2，4，6，8，10，12，14，16 and 18w of immunization respectively
． Splenocytes 

were separated to measure subsets of CD4~and CDsq"cells by FACsort，PBS served as contro1．Results：In the groups of im— 

munization，CDg and CD~+subsets increased obviously at 2~12w and 2-18w respectively，which reached the highest level at 6 

and lOw respectively． Conclusion：The number of CD4+ subsets of splenocytes increases remarkably in the early stage 

(2-6week)by immunization with mixed recombinant BCG—Em II／3 and BCG～Eml4—3—3 vaccine． 

[Key words]Echinococcus muhilocularis；Recombinant BCG—EmlI／3 vaccine：Recombinant BCG—Em14—3—3 vaccine；Subsets of 

splenocytes 

泡型包虫病(Alveolar echinoc0Ccosis，AE)是由 

多房棘球绦虫 (Echinoc0ccus 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，疫苗防治是当前研 

究的热点领域。当前分子生物学技术的发展为研制 

理想的Em疫苗提供了新方法，将 Em外源 DNA引 

入特定疫苗载体构建重组活疫苗可将保护性抗原 
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传递至宿主免疫系统。王昌源【lJ发现 Em II／3重组抗 

原(ELP蛋白)是一种有较好保护性免疫力的抗原 

分子，Siles等【2】证实 Eml4—3—3抗原位于 Em原头蚴 

的生发层 ，其过度表达与原头蚴的进行性 、侵人性 

和无限制生长特性有关，提示它是一种有希望的疫 

苗分子 ，Cirillo等[31认为卡介苗 (Bacille calmette— 

Guerin；BCG)是一种理想的疫苗载体，Matsu0等【4J在 

BCG中成功构建了外源抗原分泌系统 ，这为发展 

BCG成为多价疫苗载体打下了坚实的基础。本文在 

成功构建重组 BCG—Em II／3和 BCG—Eml4—3—3疫 

苗的基础上 ，将该疫苗免疫小鼠后动态观察其脾 

CD4+和CD +1r淋巴细胞亚群的变化，从而为研究该 
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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 

90只雌性 BALB~小鼠，12～14周龄 ，平均体重 20-25g， 

购 自重庆医科大学实验动物中心。 

1．2 多房 棘球绦 虫混合 重组 BCG—EmⅡ／3和 BCG—Eml4— 

3-3疫苗 

由本室构建 ，将 rBCG—EmⅡ／3和 rBCG—Eml4—3—3疫 

苗按 1：1的浓度比例混匀，组成混合疫苗。 

1．3 主要 试剂 

C0nA购自Siva公司。大鼠抗小鼠 CD 和 cD 叩细胞 

亚群单克隆抗体以及 FITC标记兔抗大鼠IgG抗体购自北京 

邦定泰克生物技术有限公司。 

1．4 实验分组 、疫苗注射部位 、途 径、剂量及次数 

90只雌性 BALB&小鼠随机分为 2组，每组 45只。第 1 

组为 5×10sCFU疫苗悬浮于 1O 1 PBS于小鼠鼻腔粘膜单 

次接种；第 2组为 10 l PBS鼻腔粘膜对照。 

1．5 脾细胞制备 

在疫苗免疫后 0、2、4、6、8、10、12、14、16和 18周各剖杀 

4只小鼠，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 

RPMI1~0培养液调整细胞浓度为 5 X lOqml，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％。 

1．6 脾细胞 CD +和 cD 亚群制备 

吸取 1 X 1 06脾细胞至 1．5ml Ep管 ，加人大鼠抗小 鼠 

CDg或 CDE亚群单抗 50 l，4℃放置 30min；加入 FITC标记 

兔抗大鼠IgG抗体 50 l，4℃放置 30min；每管加入 1％多聚 

甲醛 100 l进行固定，4℃保存。 

1．7 脾细胞 CD2和 CD 亚群检测 

应用 FACso~流式细胞仪于 523nm波长下测定细胞绿 

色荧光，每个样本计数 1 X 10 个细胞 ，分析软件为 Mod— 

FitLT。 

1．8 统计 学处理 

各免疫组小鼠脾细胞内 CD +和 CDE亚群百分 比采用 

sPss11．0软件进行分析，计量资料采用 t检验( ±s)，检测结 

果采用方差分析，组间两两比较用 SNK法。 

2 结 果 

免疫组小鼠脾细胞 CD4~亚群百分比在免疫后 

2～14周升高，在免疫后 6周达最高水平 ，与 0周相 

比有显著或极显著差别(P<0．05或 P<0．05，表 1)。 

免疫组小鼠脾细胞 CD8~亚群百分比在免疫后 2～18 

周升高，在免疫后 10周达较高水平 ，与 0周相比有 

显著或极显著差别(P<0．05或 P<0．05，表 1)。 

表 1 重组 BCG—EmII／3 and BCG—Eml4—3—3疫苗鼻腔内接 

种免疫小鼠脾细胞亚群动态观察 

与 0周比较 ， 尸<0．05， 尸<0．01 

3 讨 论 

Pla~ord等『81发现重症联合免疫缺陷(SCID)鼠 

由于缺乏功能性 T、B细胞而非常容易感染 Em原 

头节，当用正常鼠脾淋巴细胞重建其免疫功能时则 

可抑制 Em生长；Kizaki等 “l将 Em原头节腹腔注 

射 BALB／c鼠 2周后发现脾 CD +1r细胞明显增殖， 

当将 Em原头节与小鼠脾细胞在体外混合培养时发 

现 Em原头节可抑制 ConA刺激的脾 CD +1r细胞增 

殖 ，但不抑制脾 CD 1’细胞数 目增加；Bresson等lI21 

发现 C57BU10鼠抵抗 Em感染是由于血内 CD +1r 

细胞增加和 CD 细胞减少；Gottstein等【1]】证实AKR 

鼠和 C57B~ 鼠容易感染 Em原头节是由于血内 

CD 细胞降低 ；Manffas等ll4 s】发现有明显症状的 

AE患者外周血单核细胞增殖明显降低，cD 细胞 

亚群明显减少，CD +1r细胞亚群显著增多，这些资料 

表明 T淋巴细胞亚群在宿主对泡球蚴的免疫应答 

中可能起重要作用。 

多房棘球绦虫混合重组 BCG—EmⅡ／3和 BCG— 

Eml4—3—3疫苗经各种途径进入宿主体内后，表达 

分泌的 EmⅡ／3和 Eml4—3—3抗原分子经抗原提呈 

细胞加工处理后，形成多个氨基酸残基组成的抗原 

肽，该肽与 MHC I或 Ⅱ类分子连接形成抗原肽一 

MHC I或抗原肽一MHC Ⅱ类分子复合物，经高尔基 

体运送到 APC表面，分别与 CDs~或 CD 细胞受体 

结合，从而活化 CD 甸i CD 细胞。CD 细胞亚群 
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中T 1细胞活化、增殖和分化后分泌 IL一2、IFN一̂y 

和 TNF一仅等细胞因子，辅佐细胞免疫应答 ；CD +1r 

细胞亚群 TH2细胞活化、增殖和分化后分泌 IL一4、 

IL一5和 IL一10等细胞因子，辅佐体液免疫应答；cD4+ 

T细胞亚群中T刚 细胞活化、增殖和分化后分泌淋 

巴因子，介导迟发性变态反应；活化的 CD4~r细胞还 

可激活巨噬细胞和 NK细胞，从而增强它们杀伤泡 

球蚴的作用。CDsq'细胞亚群中CTL细胞活化后，通 

过直接细胞毒作用或分泌细胞因子而发挥效应，使 

CD。+1r细胞的作用得以放大；CD。十1r细胞亚群 1’S细 

胞活化后，分泌抑制因子，调节免疫应答。 

王昌源等IlJ用 100ixg的Em II／3重组抗原(ELP 

蛋白)皮下注射免疫 BALB／c鼠3次后发现首次免 

疫后 7周免疫鼠脾细胞在 EmAg或 ConA刺激下明 

显增殖；李富荣等 发现泡球蚴感染 BALB／c鼠后 

1～8周以CD +1r细胞增多为主，；随后 CD +1r细胞开 

始减少 ，CD。+1r细胞开始增加 ，20周后改变明显 ， 

CD；／CDs+亚群比值迅速倒置；CD 叮细胞在免疫后 8 

周达较高水平，CD。+1r细胞在免疫后 25周达较高水 

平。由于小鼠 MHC分子的多样性和多房棘球绦虫 

抗原结构的复杂性，小鼠将针对抗原的多个表位产 

生免疫反应，使得单一抗原成分(Em I1／3或 Eml4— 

3—3)诱导宿主产生的保护性免疫应答效果往往较 

低，因此，本文将重组 BCG—EmII／3和 BCG—Eml4— 

3—3疫苗按 1：1的浓度比例混匀，组成混合疫苗后 

免疫小鼠，原头节攻击后观察其诱导的脾细胞亚群 

的变化。研究发现免疫鼠脾细胞 CD4+亚群百分比在 

免疫后 6周达最高水平，大约早于 Em原头节感染 

2周，早于 ELP蛋白免疫 1周；CD。+亚群百分比在免 

疫后 1O周达较高水平 ，大约早于 Em原头节感染 

15周，提示混合重组 BCG—Em II／3和 BCG—Eml4— 

3—3疫苗在免疫早期(2～6周)可诱导小鼠 CD +1r细 

胞亚群增加，在免疫中期(8～lO周)可诱导小鼠CDs+ 

T细胞亚群升高，表明 CD4+和 CD +1r细胞亚群在疫 

苗诱导的免疫应答过程中起关键作用。 
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