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细粒棘球绦虫重组 BCG-Eg95疫苗免疫小鼠后 IgG 

及其亚类和IgE的动态观察 

李文桂，朱佑明，王 鸿 

(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l目的：动态观察细粒棘球绦虫重组BCG—E 5疫苗免疫小鼠后103及其亚类和Igr的变化。方法：将疫苗分别采用鼻 

腔内接种和口服灌胃免疫BALB／C鼠，在免疫后O、2、4⋯6 8 10、12、14、16和 l8周各剖杀4只小鼠，眼球取血，常规ELISA测定 

血清中IgG及其亚类和I 水平，同时设有PBS对照。结果：鼻腔内接种组的血清 IgG、IgG2a和IgG2b水平均在免疫后2-18周 

升高，分别在免疫后 10、4和6周达最高水平；血清 IgG1、IgG3和IsE水平均在免疫后2-18周降低，分别在免疫后 8、12和 

lO～l2周达最低水平。口服免疫组的血清 IgG、IgG2a和IgG2b水平均在免疫后 2～l8周增加，分别在免疫后 14、8和8周达峰 

值；血清IgG1、IgG3和IgE水平均在免疫后2～l8周下降，分别在免疫后8．6和 l6～l8周达最低水平。结论：细粒棘球绦虫重组 

BCG--Eg95疫苗在免疫早期即可诱导小鼠产生一个 T．1型保护性免疫反应。 
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Dynamic observation on IgG，its subclass and IgE in sera Of 

mice immunized by recombinant BCG—Eg95 

vaccine of Echinococcus granulosus 

LI Wengui。et 

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

【AbstractlObjeetive：To dynamically observe changes of IgG，its subclass and IgE in sera of mice immunized by recombinant 

BCG--Eg95 vaccine of Echinocoecus granulosus(ES)．Methods：BALB／C mice weI琶intranasaUy or orally vaccinated and killed on 

0,2、4、6、8、10、12、14、16 and 18w of immunization，with 4 in each killing．Sera were gathered from the eyeball to measure IgG， 

its subclass and IsE by routine ELISA，with PBS as contro1．Results：In the intranasal group，levels of IgG、IgG2a and IgG2b 

increased obviously on 2-18w，and reached the highest level on 10、4 and 6w respectively；while levels of IgG1、IgG3 and IsE 

decreased remarkably on 2-18w，and came to the lowest level on 8、12 and 10-12w respectively．In the oral group．1evels of 

IgG、lsCZ~and IgG2b rose remakably on 2-18w，and came to the peak value on 14、8 and 8w respectively；while levels of 

IgG1、IgG3 and IsE decreased on 2-18w，and reached the lowest level on 8、6 and 16-18w respectively．Conclusion：TH1 

response could be induced in mice immunized by recomb inan t BCG-Eg95 vaccine of Echinccoccus granulosus in early 

immunization． 

【Key Words】Echinocoecus granulosus；Recomb inant BCG-Eg95 vaccine；IgG and its subclass；IgE 

囊型包虫病(cystic echinococcosis；CE)是由细 

粒棘球绦虫(Echinococcus granulosus；Eg) 续绦期 

幼虫寄生在人体肝、肺等脏器引起的一种严重危害 

人类健康的人畜共患寄生虫病。Barriga等(1980) 
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责助项目。 

发现 Eg感染犬的血清 IgG升高，Torcal等(1996) 

发现肝包虫病患者血清 IgG和 IgE显著增加 ，郑宏 

等【 实绵羊感染Eg原头蚴后IgG和IsG1明显升 

高，曹得萍等t"lJ~J异博定和阿苯哒唑联合治疗感染 

细粒棘球蚴的昆明种小鼠后发现血清 IgE显著降 

低，Rigano等(1995)用阿苯哒唑治疗 CE患者发现 

完全治愈的患者血清 IgE明显降低，而治疗无效的 

患者IgE持续升高。这些资料表明IsG及其亚类和 
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lgE在宿主 f绑粒棘球蚴的免疫唐菩中可能起重 

要n用 

当前分丁生物学技术的发展为研制 想的 

疫 提供了新方法．将 外漉 DN̂  l̂ 特定疫 

载体构建审 i 痤苗可将保护雌抗博传递 宿主 

免粒系统 I．ight r-wlers等”发删用Eg95融台蛋白铯 

疫羊可抵抗 六锄蚴的攻击，Jf=叮获得 96％ 
一 10()儡的保护力．其 86r／,的羊得 IJ完全保护．提 

示 Eg95分子是一种有较好保护性免疫力的抗原 

Cirill J等 IÎ 为卡 介 苗 f nⅢ，ille l a1．̈州卜( 1iIi： 

BCG}是一种理想的嫂苗载作 Mal~1̈J等I- l_BC(，中 

成功构建r外源抗帐分泌系统．这为发展BCC成为 

多价疫曲载．率于．n  坚实的纂硎；本文存成功恂建 

重组 BCG—Eg95痤菌的基础上 将浚癌J。 免疫小鼠 

后动态观察其血清lgG及其、 粪和 lgE的变化， 

而为研究法疫苗的保护性免疫饥制提供有价恤的 

材料 

材料 和方法 

T 1 衷验 动精 

I 35只雌 B̂ I B̂ 小 鼠 I2一I4 P4龄 半 峋体重 

20,1j 蛸 重庆匮科大 。寰I5盘动l栖 

】2 自 枉棘球 蚴 

⋯本所胃沙鼠传代模型保存 

1 3 细枉 棘球 绦女 重组 Bc、G Egq5痘 苗 

由车昕懈存 

I 4 主要 试tl 

HRI’标 记 的 抗 小 鼠 『 l Ig(；I、I ，3 Ig(；21,和 

I~G21 响自~outl,,m Bi．*eeh公司 绑粒赫球蚴 时 原由卓窜 

制备 

1 5 宴验 琦-组 赶苗 注射 部位 连径 削 量段班 啦 

t35} 雌 BALRA：／1、鼠雌Hl抒衄3组．每组 4s 第 1 

组为5×10 CI"I『疫rg．gi?J Ju I PBS于小鼠鼻腔粘膜单 

次接种，第 2组为5 10一CFU瘫 悬 1 I⋯1 PBS则小融 _ 

濉胃．接种前30m~n用 5％碳嘘氯钠 60 】 小毹世行溢 

胃．“中和 酸1第3组为 Io l PBS鼻腔粘麒埘 

】6 血清收 集 

在世苗免垃再 o 2 4 R，10 12 14 16和 IH网备剖杀 

4只小鼠．眼球幕 『Ⅱ．室温静置 1 2}1．2O(XJd r i 离心 I8min．分 

离血清 一201 冰精冻 盎 

1 7 常 规 ELISA击 桂州 l ； 其 Ⅲ娄 和 IgE抗 

用 200 J绑粒棘球蚴粗机 {5 r c r PRSj包被嗨 

标概 4t过傲．卉去 原涪澈： PB}1⋯ n 20洗 3故，加 

^ 1：20稀释的小鼠m清 100 I，37％1 30 i T T；用PBS—Tw n 

2(JI先3次 ^ 1：20Of)稀样的 HRI 怀记羊抗小鼠 

l I、Ig(；2a{、Ig(：2l1J 或 T 1【】。LL1,3TC 3thnin；I'H~Tl+eerl20 

I先3废 ^5 I过氧亿物醅庇卿．37t }mill 肌^ 

2⋯”“L II _() ( I终止 幢啊．492,m,处删北晰世值rhilt[cat 

den．il}：O LI j 

I 统 计学 《理 

备免疫蛆，l'鼠 latI时问点血清机 水平采川SPSSIÏ 

轼件进行{，析 li尉许壮}采用f恃骑 ⋯ }．f女删 吊采用 

车分析 细问两丽比较用 K法 

2 结 果 

21 IgG lgG21和 lgG2b捡 ml 

鼻腔内(im ranasa[；I l接种细小鼠的血清 Ig1． 

IgG2u和 lgG21>水 r均庄r免疫后 2～I8周升I ．舒别 

住免癌后l0、4 fI 6周逃最岛水甲， 0周相比有 

著或桃 著簪刖f ，<()05或 ，<0．01． 】)；_l 

(per ；lJ【】1免疫 小鼠的血清 ； lgt h 和 I f；21一 

水平均 免疫唇2～I 阎增加，竹剁往免疫后 14 8 

和 8删达最高水 ， ．。 0用相比有显酱或极丑 差 

别{P(0 05或P<【_n1． 2) 

2 IgGI 『 3和 lgF检测 

鼻腔内搐种组小鼠的l札清lgGl I ( 3干̈IgE水 

口 T “ 

■ IgG2, 

口 1~(31一 

Igl I 

■ 1 

目 『 F= 
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圈 】 重组 l{“，Eg95疫苗鼻腔内接种免癌小鼠后血清 

IgE和 IgG殛其亚类动态观察 

口 l I 
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13 [gl ： 

固 2 重组 _{f g5疫苗口服免疫小豌后血清 

I 和I 厦其亚类动态观察 
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平均在免疫后2～18周显著降低，分别在免疫后8、 

12和 10～12周达最低水平，与 0周相比有显著或极 

显著差别(P<0．05或P<0．01，图 1)。口服免疫组小 

鼠的血清 IgG1、IgG3和 IgE水平均在免疫后 2-18 

周下降，分别在免疫后 8、6和 16～18周达最低水 

平 ，与 0周相比有显著或极显著差别 (P<0．05或 

P<0．01，图 2)。 

3 讨 论 

细粒棘球绦虫重组 BCG—E：g95疫苗经各种途 

径进入宿主体内后，表达分泌的Eg95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 MHCⅡ类分子连接形成抗原肽 

一 MHCⅡ类分子复合物，经高尔基体运送到 APC表 

面，与CDgT细胞受体结合，从而活化 CDgT细胞。 

CDZT细胞亚群中T．1细胞活化、增殖和分化后分 

泌II，-2、IFN一-y和TNF一仅等细胞因子，辅佐细胞 

免疫应答，同时促进 IgG2a的合成；CDZT细胞亚群 

T 细胞活化 、增殖和分化后分泌 IL-4、IL一5和 

IL一10等细胞因子，辅佐体液免疫应答，同时促进 

IgG1、IgE和IgA的合成；B细胞活化后增殖分化形 

成浆细胞，合成并分泌免疫球蛋白，参与体内的免 

疫应答网。 

H~alabidi等(1995)用 原头节感染 BALB／e 

鼠后发现血清IgG、IgG1和 IgG3水平在感染后 103 

天降低，在感染后 129天明显增加并维持较高水平 

至感染后 209天，在感染后 190天达最高水平； 

IgG2a和IgG2b在感染后 129天轻微升高。Riley等 

(1986)发现BALB~鼠初次感染 Eg原头蚴后3～8 

周IgE显著增加，再次感染后IgE迅速升高。林仁勇 

等同将 100 g的pCD—Eg95皮下注射BALB／e鼠5 

次，发现鼠血清IgG在免疫后4～10周升高，在免疫 

后 10周达较高水平；鼠血清IgG2a在免疫后2～10 

周发现增加，在免疫后6周达较高水平。丁剑冰等阎 

将50 g Eg95重组蛋白加弗氏佐剂皮下注射免疫 

BALB，c鼠4次后发现第 1次免疫后 2周抗 Eg95 

的IgG升高，免疫后 10周达最高水平，滴度可达 

1：25600。本文发现鼻腔内接种组小鼠的血清IgG、 

IgG2a和 IgG2b水平分别在免疫后 10、4和 6周达 

最高水平，大约早于Eg原头节感染 17、14和 12 

周，血清出现高水平IgG时间与pCD—Eg95质粒免 

疫和Eg95重组蛋白免疫大致相当，血清出现高水 

平 IgG2a大约早于pCD—Eg95质粒免疫2周；口服 

免疫组小鼠的血清 IgG、IgG2a和IgG2b水平分别在 

免疫后 14、8和8周达最高水平，大约早于Eg原头 

节感染 13、10和 10周；血清出现高水平 IgG晚于 

pCD—Eg95质粒免疫和 Eg95重组蛋白免疫 4周 ，血 

清出现高水平IgG2a大约晚于pCD—Eg95质粒免疫 

2周。鼻腔内接种组和口服免疫组小鼠的血清 

IgG1、IgG3和 IgE水平均在免疫后降低 ，与 Eg原头 

节感染明显相反，提示重组 BCG—Eg95疫苗在免疫 

早期即可诱导小鼠产生 1个 T．1型免疫反应。 

将重组 BCG—Eg95疫苗进行鼻腔内接种或口 

服灌胃等黏膜免疫可诱导宿主产生有效的免疫应 

答。疫苗鼻腔内接种后侵入鼻黏膜相关淋巴组织 

(nasal~soeiated lymphoid tissue；NALT)，疫苗口服 

灌胃后穿过肠相关淋 巴组织 (gut associated lym— 

phoid tissue；CaLT)中的微皱折(miem~ld；M)细胞 ， 

侵入其下的集合淋巴结。疫苗在NALT和 GALT淋 

巴组织中的巨噬细胞中繁殖和增殖，所表达分泌的 

外源抗原诱导机体产生免疫应答，在局部黏膜处形 

成特异的SIgA。由于机体存在共同黏膜免疫系统 

(common mueos~ immuni~ system；CMIS)，可使抗 

原特异性 B和 T细胞从 NALT和 GALT处迁移至 

区域淋巴结，进入血循环，到达作用位点，诱导全身 

免疫应答。疫苗在宿主淋巴组织稳定性好，生存期 

长，所携带的质粒不易丢失，故能有效刺激机体产 

生长期免疫应答【9】。疫苗口服灌胃免疫易受胃酸和 

肠道消化酶的干扰 ，需要大剂量接种才能诱导有效 

的免疫应答；而鼻腔内所含的蛋白水解酶较少，小 

剂量接种即可诱导较强的免疫应答，因此鼻腔内接 

种的效果优于口服灌胃。本文发现鼻腔内接种组和 

口服免疫组小鼠的血清 IgG、IgG2a和 IgG2b水平均 

在免疫后 2～18周升高，但鼻腔内接种组的血清 

IgG、IgG2a和IgG2b达到峰值水平均早于口服免疫 

组，提示重组BCG—Eg95疫苗鼻腔内接种所诱导的 

体液免疫应答优于口服免疫。 
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关。因此，我们认为 cFLIP、FADD可以作为宫颈癌 

恶性程度及病情进展的预测指标 ，特别是二者联合 

检测 ，可能更有助于临床认识宫颈癌的生物学行 

为，同时为研究者们提供了新的思路 ：cFLIP和 ／或 

FADD是否可以作为治疗宫颈癌又一个新的靶点 ， 

联合 cFLIP、FADD的基因治疗策略是否更加有效? 

PCNA是一种含 261个氨基酸，分子量为 35kD 

的糖蛋白，其合成与 DNA复制和细胞增殖直接相 

关，被认为是反映细胞增殖的良好标记物。近年来 

很多研究表明肿瘤细胞 PCNA 的表达对于许多恶 

性肿瘤的生物学行为和患者预后的判断具有重要 

意义[10,11】。本实验发现，cFLIP、FADD蛋白表达与 

PCNA标记指数之间有密切的相关性。据此笔者推 

测，在宫颈癌中，cFLIP表达升高，可能抑制了cas— 

pase级联反应，从而抑制了宫颈癌细胞的调亡并促 

进了肿瘤细胞的增殖；而 FADD表达的减少 ，可能 

导致胞内不能形成正确的DISC，caspase一8不能被 

有效激活，从而使Fas、TRAIL等介导的调亡信号转 

导途径受阻，故出现癌细胞的过度增殖。cFLIP大量 

表达的宫颈癌病例中，往往见不到 FADD的表达， 

提示 cFLIP可能存在不依赖 FADD的作用途径。 

FADD的表达规律为何与cFLIP相反，它们是否受 

同一个分子事件，环节的调控，目前尚不清楚，这需 

要我们进一步的实验研究。 
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