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多房棘球绦虫重组 BCG—Em 11／3疫苗对 

小鼠脾细胞凋亡的影响 

杨 梅，李文桂 

(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：检测多房棘球绦虫重组BCG—EmII／3疫苗对原头蚴攻击小鼠脾细胞凋亡的影响。方法：用重组BCG—EmII／3疫 

苗分别通过皮下注射和鼻腔粘膜接种免疫 BALB／C小鼠8周后，用 50个多房棘球绦虫原头蚴腹腔注射进行攻击，攻击感染后 

18周剖杀小鼠，分离脾细胞，用 ConA刺激培养 16—18h，然后用 Annexin V—FITC染色法检测脾细胞凋亡。结果：小鼠脾细胞原 

液组和 ConA刺激组细胞凋亡发生率均显著低于 PBS对照组( ，<0．05或 P<0．01)；每个 ConA刺激组脾细胞凋亡发生率显著高 

于相应的原液组(P‘：0．05或 P<0．01)；鼻腔粘膜接种组脾细胞凋亡率显著低于皮下注射组( ，<0．01)。结论：多房棘球绦虫重组 

BCG—EmII／3疫苗可抑制感染小鼠脾细胞发生凋亡，增加 CD4CF细胞亚群的数量，加强宿主抗多房棘球绦虫感染的保护性免疫 

反应。 
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Effects of recombinant BCG-Em II／3 vaccine on apoptosis of splenocytes 

in mice challenged with EChinOCOCCuS multilocularis 

YANG Mei，et al 

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

【Abstract】Objective：To detect the effects of recombinant BCG—Em II／3 vaccine on apoptosis of splenocytes in mice challenged 

with protoscoleces of Echinococcus multilocularis．Methods：BALB／C mice were immunized with rBCG—Em II／3 vaccine by 

subcutaneous injection or intranasal inoculation．After 8 weeks of immunization，all the mice were challenged with 50 

protoscoleces of Echinococcus multilocularis by intrapefitoneal injection．On the 1 8th week after infection，mice were killed to 

separate splenocytes and stimulated with ConA for 16-1 8h，then apoptosis of splenoeytes was detected by Annexin V—FITC 

staining methods．Resu／ts：Apoptotic rate of splenocytes in all groups with or without ConA stimulation was obviously lower than 

that of PBS group (P<0．05 or P<0．01)；Apoptotic rate of splenocytes in each group with ConA stimulation was greatly higher 

than that in the group without ConA stimulation (P<0．05 or P<O．01)．Apoptotic rate in intranasal inoculation group was also 

lower than that in subcutaneous injection group (P<0．01)．Conclusions：rBCG—Em II／3 vaccine may inhibit apoptosis of 

splenocytes in mice challenged with Eehinococeus multilocularis，increase the number of CD4 T lymph~yte subsets
，and 

enhance host’ protection against the challenge with protoscoleces of Eehinoeoceus multilocularis
． 
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细胞凋亡 (Apoptosis)，又称程序性细胞死亡 

(Programmed cell death，PCD)，是一类主动的、生理 

性的，涉及一系列基因的激活、表达以及调控作用 
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的，不同于细胞坏死的死亡过程 ，广泛存在于 自然 

界生物体的发育过程中。在正常情况下 ，机体通过 

凋亡清除衰老或异常的细胞，并控制细胞的数量， 

调节组织器官的大小 、形状 ，以维持正常的生理平 

衡，同时也是宿主防御的重要手段之一。细胞凋亡 

与寄生虫感染的关系是当今令人感兴趣的研究领 

域，寄生虫感染过程中，虫体或宿主细胞(主要是淋 

巴细胞 )有凋亡现象。被寄生的宿主体内发生一系 
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列反应启动凋亡级联反应来抵御寄生虫，同时可能 

限制过强的TM 型炎症反应进行自身保护性调节， 

许多寄生虫则利用调节宿主细胞凋亡来避免损伤。 

现已证明，某些寄生虫感染诱导宿主细胞凋亡在疾 

病的发生机制中起着重要的作用，如引起 CD T细 

胞的缺失，诱导宿主的免疫功能低下等【l，2】。凋亡在 

寄生虫和宿主相互作用中具有重要意义，一方面， 

凋亡可阻止寄生虫感染而造成的邻近细胞 、组织甚 

至宿主个体的死亡 ，对宿主具有保护作用；另一方 

面，寄生虫也会因抑制宿主发生凋亡达到维持感染 

和虫荷的目的。本文用多房棘球绦虫重组 BCG—Em 

Ⅱ／3疫苗免疫 BALB／c小鼠，8周后用原头蚴攻击 

感染观察对脾细胞凋亡的影响，从而为阐明该疫苗 

的保护性免疫机制提供有价值的材料。 

1 材料和方法 

1．1 材 料 

1．1．1 疫苗来源 重组 BCG—Em II／3疫苗【引由本室构建和保 

存；BCG疫苗由重庆市疾病预防和控制中心赠送。 

1．1．2 实验动物 纯系 BALB／c小鼠，雌性，购自重庆医科大 

学实验动物中心，每只体重 20～25g左右 ，12～14周龄，共 

65只 。 

1．1．3 主要试剂 ConA购 自Sigma公司；RPMI一1640培养 

基、10％BSA、青霉素和链霉素购 自上海生工公司；Annexin 

V—F1TC试剂盒(LHK601—100)购自北京晶美公司。 

1．2 实验分组及动物免疫 65只雌性 BALB／c小鼠随机分 

为 5组 ，每组 13只。 I组：rBCG—Em II／3皮下注射组 ；II组 ： 

rBCG—EmII／3鼻腔粘膜接种组 ；Ⅲ组 ：空载体(含 pBCG质粒 

的 BCG)皮下注射组 ；IV组 ：BCG皮下注射组 ；V组 ：100 l 

PBS皮下注射组。 I、Ⅲ和Ⅳ组 ：5 X 106CFU疫苗悬浮于 

100 l PBS于小鼠后背部皮下单次注射；II组：5 X 105CFU 

疫苗悬浮于l0 l PBS于小鼠鼻腔粘膜单次接种。至室验结 

束时，每组各有 5只小鼠死亡。 

1．3 攻击感染 疫苗免疫小鼠 8周后 ，用 50个多房棘球绦 

虫原头蚴腹腔注射进行攻击感染。 

1．4 脾细胞制备 原头蚴攻击感染后 18周剖杀各组小鼠8 

只，75％乙醇消毒 3min，无菌取脾 ，匀浆，用 lml 0．85％生理 

盐水冲洗，200目尼龙网过滤，滤液置 lOml离心管；加 4．5ml 

双蒸水使渗透压降至 0．15％溶解红细胞 ，10s，再加 1．4ml 

3．6％生理盐 水恢复 等渗 ；用 0．85％生理 盐水洗 2次 ． 

2500r／min离心 5min，加入 lOmlO．85％生理盐水混匀，计数细 

胞 ，用含 IO％BSA的 RPMI1640培养液调整细胞浓度为5 X 

10qml，加入青霉素 100U／ml和链霉素 100U／ml。 

1．5 脾细胞培养 将分离的小鼠脾细胞加入 24孔细胞培 

养板，每个标本设 2孔 ，分别加入原液 、10 g／ml ConA各 

lml，37℃、5％CO2培养 16～18h。 

1．6 Annexin V—FITC染色法检测脾细胞凋亡 收集培养 

16 18h的 5 X 106／ml脾细胞于 1．5mlEp管 ，用 4 预冷的 

PBS洗细胞 2次，每次振荡悬浮 ，2500r／min离心 5min；用 

250 l结合缓冲液重新悬浮细胞，调节其浓度至 1 X lO6／ml； 

取 100 l的 细胞 悬浮 于 5ml流 式管 中 ，加 入 Annexin 

V—FITC 5 l和 20 g／ml碘化丙锭溶液 10 l混匀，室温避 

光孵育 15min；加 400 l PBS，流式细胞仪记录在波长 

495nm紫外光激发下产生的 525nm绿色荧光 ，用 CellQuest 

软件分析细胞凋亡。 

1．7 统计分析 各组小鼠脾细胞凋亡发生率百分 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 

用 Annexin V—FITC试剂盒检测的小鼠脾细胞 

凋亡结果见表 1。 I～Ⅳ组中，小鼠脾细胞原液组或 

ConA刺激培养组细胞凋亡发生率均显著低于 PBS 

对照组(P<0．05或 P<O．O1)，每个 C0nA刺激组脾细 

胞凋亡发生率显著高于相应的原液组(尸<0．05或P< 

0．01)；II组鼻腔粘膜接种组脾细胞凋亡率显著低于 

I组皮下注射组(P<0．01)(见表 1 o 

表 1重组BCG—Em II／3疫苗免疫。原头节攻击后小鼠脾细胞 

凋亡发生率的检测 ±s) 

与对照组V组相比， ．P<0．05，} ．P<0．01 

3 讨 论 

磷脂酰丝氨 (Phosphatidylserine，PS)是细胞 

膜的重要组成成分，正常时位于胞质膜内侧 ，细胞 

凋亡早期细胞膜上的这种磷脂分布的不对称性被 

破坏而使 PS暴露在细胞膜外【4J，PS是吞噬细胞识别 

凋亡细胞最具特征的标志。本实验选用的试剂盒中 

Annexin—V来源于人的膜联蛋白家族，是一种分子 

量为35～36ku的Ca2*~赖性磷脂结合蛋白，最初发 
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现是一种具有很强的抗凝血特性的血管蛋白，An— 

nexin-V能与细胞外膜上的PS高亲和力特异性结 

合，被广泛用于细胞凋亡和活化血小板的检测 ， 

因此，该蛋白可以充当一敏感的探针检测暴露在细 

胞外测的PS。将 Annexin—V进行荧光素(FITC、PE) 

或生物素标记，以标记了的 Annexin—V作为荧光探 

针，利用流式细胞仪或荧光显微镜可检测细胞凋亡 

的发生。标记 FITC的凋亡细胞在波长为 495nm紫 

外光激发下产生 525nm的绿色荧光，经计算机处理 

形成 DNA二维图。碘化丙啶(Propidine iodide，PI) 

是一种核酸染料，它不能透过完整的细胞膜，但 PI 

能够透过凋亡中晚期的细胞和坏死细胞的细胞膜 

而使细胞核红染，标记 PI的凋亡细胞和坏死细胞在 

波长为 340nm的紫外光激发下产生 620nm的红色 

荧光，经计算机处理形成 DNA二维图。因此 ，将 

Annexin—V与 PI染色法联合使用 ，不仅可以区分凋 

亡细胞和坏死细胞，还可以将凋亡早晚期的细胞区 

分开来，是研究细胞凋亡的一种较理想的方法。 

寄生虫感染后，宿主细胞凋亡是调节寄生虫诱 

导的宿主免疫反应的重要因素。其机制可能通过以 

下 3种：(1)粒酶 B介导的通路；(2)Fas(CD95)配6~／ 

受体结合触发的死亡通路；(3)线粒体释放细胞色 

素 C人细胞质所介导的通路。目前研究最多的是 

Fas／FasL通路。王文实等【1． 发现在日本血吸虫感染 

的慢性阶段 ，宿主免疫功能的降低是由于 CD4+／ 

CD8 比值下降所致，而CD4+／CD8+比值下降的主要 

原因就是 CD4+T细胞凋亡所致，这可能与相关蛋 

白Fas、FasL的表达有关。Helmbyts]等发现，在疟疾感 

染的急性阶段，脾脏的 T细胞、B细胞和巨噬细胞数 

明显减少，而凋亡的细胞数明显增高 ，并且脾脏的 

Fas和 FasL也明显增高，认为脾脏的T细胞 、B细 

胞和巨噬细胞数减少是由Fas和 FasL介导的细胞 

凋亡所致。李富荣等[91证实感染泡球蚴的小鼠体内 

CD4CF细胞发生凋亡，CD4+／CD8+比例倒置，使宿主 

处于免疫抑制状态。本文发现当小 鼠脾细胞用 

ConA刺激培养时，每个 ConA刺激组脾细胞凋亡率 

显著高于相应的原液组，提示 CD4+T细胞在体外 

被抗原刺激下，表现为凋亡数量增加，其结果是 Thl 

类型细胞凋亡 。 

本研究发现鼻腔粘膜接种组脾细胞凋亡显著 

低于皮下注射组，可能原因为：一是疫苗不同接种 

途径的免疫效果不同，主要与机体内转染(DNA摄 

人和表达)的效力和转染细胞将抗原递呈给免疫 

系统的效力有关 ；二是疫苗皮下免疫剂量低，导致 

宿主体内疫苗数量少从而产生的效果不显著。同 

时本试验发现重组 BCG疫苗皮下和鼻腔粘膜两种 

接种方式引起的细胞凋亡发生率均显著低于 PBS 

对照组 ，提示多房棘球绦虫重组 BCG疫苗可抑制 

脾细胞发生凋亡，我们推测重组 BCG—Em 11／3疫 

苗可诱导宿主产生高水平的 IL一2、IFN一 等细胞 

因子介导细胞免疫应答以及抗 Em II／3的抗体反 

应，抑制鼠 CD4+T细胞发生凋亡，使 CD4+T细胞数 

量增加，从而加强宿主抗泡球蚴感染的保护性免 

疫反应。 
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