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结核菌 H37Ra免疫小鼠后巨噬细胞 TNF一 表达的初步探讨 

陶 昆 ，卢贤瑜 ，成海恩 
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【摘 要】目的：探讨小鼠接种结核菌H37Ra株后，巨噬细胞表达 TNF—a的活性情况。方法：H37Ra皮内、腹腔途径免疫小 

鼠后第 30、60天，采用生物学活性方法检测小鼠腹腔巨噬细胞表达的TNF—a活性。结果：小鼠接种 H37Ra后，30天时TNF 

— a活性分别为22．06U／ml(腹腔)和 22．63U／ml(皮内)；60天时 TNF—a的活性分别为 36．76U／lml(腹腔)和33．78U／ml(皮 

内)，明显高于未免疫组(P<0．01)；与BCG皮内免疫组比较，30天时无显著性差异(P>0．05)，60天时有明显差异(P<0．05)。 

结论：H37Ra免疫小鼠后能诱导机体产生TNF—a。 
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【Abstract】Objective：To explore the activity of tumor necrosis factor—a(TNF—a)from celiac macrophage after immunization of 

H37Ra in mice．Methods：The activity of TNF—a from celiac macrophage was measured by biological method at 30 day and 60 day 

after subcutaneous immunization and celiac immunization of H37Ra in mice．Results：After immunization of H37Ra in mice，the activi— 

ty of TNF—a by celiac immunized route and subcutaneous immunized route WaS 22．06U／ml and 22．63U／ml respectively at 30Ⅱ1 day； 

and it W&S 36．76U／ml and 33．78U／ml respectively at 60山day．The activity of TNF—a immunized with H37Ra at 30山day and 60山 

day was much higher than that of non—immunization group(P<0．01)．There WaS no statistically significant difference between 

H37Ra immunization group and BCI3 immunization group at 30山day(P>0．05)，however，the activity of TNF—a in H37Ra immu— 

nization group WaS much higher than that in BCG immunization group at 60 day(P<0．05)．Concl~／on：H37Ra c&n induce TNF—a． 

【Key words】H37Ra；Tumor necrosis factor—a；Mycobacterium tuberculosis；Macrophage 

结核病(Tuberculosis，TB)是目前威胁人类的三 

大感染性疾病之一，全世界有20亿人感染过结核分 

枝杆菌(Mycobacterium tuberculosis，MTB)，每年约 

有 800万新结核病患者产生。近年来 ，随着人口流 

动的增加，多重耐药菌株的流行 ，以及 MTB和 HIV 

的双重感染，导致结核的发病率和死亡率大幅度上 

升。结核病的预防和治疗再次受到全世界的广泛关 

注。近年发现，在结核的预防中，BCG疫苗的保护 

效果有较大的差异，从 0～80％不等_1 J，且主要对小 

儿结核病的预防有效，对成人结核病的预防效果不 
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理想，原因之一是 BCG菌株的变异使其保护性抗原 

丢失，其次与非典型分枝杆菌的感染有关。因此，发 

展新疫苗控制结核病的传播已成为十分紧迫的任 

务。H37Ra是人型结核杆菌有毒株 H37Rv减毒而 

来的无毒株，据报道_3 J，H37Ra比BCG具有更完 

整的免疫原性，国外也在关注H37Ra是否可研制成 

结核疫苗。肿瘤坏死因子 a(TNF—a)是一种多功 

能的细胞因子，它能显著诱导巨噬细胞抑制结核杆 

菌生长，还可诱导 IFN 、IL一12等多种细胞因子 

产生问接调节免疫细胞的活性 ，增强特异性免疫保 

护功能。本研究主要观察 H37Ra免疫小鼠后腹腔 

巨噬细胞表达 TNF—a的活性情况，从而为结核病 

的预防提供新的疫苗。 
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1 材料和方法 

1．1 实验动物 

C57BL／6小鼠由重庆医科大学实验动物中心提供。 

1．2 主要试剂 

H37Ra菌购 自北京菌种保藏中心，编号为 93020 5； 

t3CA3购自成都生物制品研究所，批号为 2002010101；L929 

细胞株，重庆医科大学超声研究所购买；放线菌素 D购自上 

海新亚药业有限公司，编号为008024；TNF a标准品购自 

晶美公司，PEPRO TECH，INC；结核分枝杆菌纯蛋白衍生物 

PPD浓缩品，购 自成都生物制品研究所，批号为 2001—1， 

1600~g／ml。 

1．3 实验方法 

1．3．1 H37Ra菌的准备 

取北京菌种保藏中心购买的H37Ra株用0．5ml生理盐 

水和改良苏通培养液(体积比为 1：3)混合稀释，接种于罗氏 

培养基上，待其长出菌落后，转种1次，刮取生长好的菌落进 

行称重、研磨，制成细菌悬液，取一部分接种罗氏培养基，进 

行活菌计数；另一部分保存备用。 

1．3．2 BCA3菌液的制备 

每 1安瓿用BCG专用溶解液 lml溶解。 

1．3．3 小鼠的免疫 

取 C57BL／6小鼠64只，随机分成4组： 

①H37Ra腹腔接种组：取小鼠16只，于每只小鼠腹腔注 

射H37Ra菌0．1ml(活菌浓度为：50万个／m1)。 

②H37Ra皮内接种组：取小鼠16只，于每只小鼠尾根部 

皮内注射H37Ra菌 0．1ml，使其产生皮丘。活菌浓度同上。 

~BCG皮内接种组：取小鼠16只，于每只小鼠尾根部 

皮内注射 B( 0．1ml，使其产生皮丘。 

④未免疫组：同种小鼠16只随养。 

1．3．4 腹腔巨噬细胞的准备及上清液的培养 

在免疫后第 30天、60天，分别取 H37Ra腹腔接种组、 

H37Ra皮内接种组、B( 皮内接种组及未免疫组小鼠各 8 

只，拉颈处死，75％酒精浸泡 30min。无菌打开腹腔，以预冷 

的无血清 RPMI1640灌洗腹腔细胞，2500rpm／min离心 

20min，弃上清液，沉淀以无血清 RPMI1640洗2次，调整细 

胞浓度至2×106／n1Ll加j。于96孔培养板内，每孔加人上述 

细胞悬液 100,ul，含10％小牛血清的1640培养液 100>1，PPD 

20td(浓度为 550>g／ml，每孔终浓度为 12．5tLg)，3712、5％ 

coe温箱孵育48h后收集上清备用。 

1．3．5 小鼠腹腔巨噬细胞表达TNF—a活性的测定 

参照文献l2 J采用 MTI"法，取对数生长期的L929细胞， 

用 0．01％的胰蛋白酶消化，调整细胞浓度至2×10 ／ml。取 

96孔板，每孔加人 L929细胞悬液100>1，置3712，5％co2温 

箱孵育。24h后，弃去细胞培养上清，于每孔板中分别加人 

100 倍比稀释的待测样品(上清液)和 TNF a标准品(均 

设双复孔，同时设阴性、空白xCN~L)，并分别加人 10t,l放线 

菌素D(1>g／m1)，37℃、5％co2温箱培养 12h后于每孔中加 

人 10td MTT(5mg／m1)，3712下再孵育4h，离心弃上清，每孔 

加人 HCI异丙醇 100>1，混匀，测570nm A值。 

细胞死亡率％=c 一寿簧 E{ ，× 
100％ 

计算出导致 50％细胞死亡的最大稀释倍数，绘制标准 

曲线，根据标准曲线，求出待测样品TNF a的活性单位。 

1．4 统计学处理 

采用方差分析和 q检验。 

2 结 果 

小 鼠接种 H37Ra和 BCG后，腹腔 巨噬细胞 

TNF—a的表达情况 

表 1 免疫及未免疫组腹腔巨噬细胞TNF a的表达 

注 ：与3I)天 Ej( 皮内组相比，P>0．05； ：与 6I)天 

13CG皮内组相比，P<0．05； 。：与未免疫组相比，P<0．01 

垒}H 

皮 l～ 免 疫 组  

a}之内 免 蹙 且 

|I 腔 免 疫 组  

图1 免疫及未免疫组腹腔巨噬细胞 TNF—a的表达 

从表 1中可见，小鼠接种 H37Ra菌后，腹腔和 

皮内免疫组 30天时巨噬细胞表达的 TNF—a活性 

分别为 22．06U／ml和 22．63U／ml；60天时表达的 

TNF—a活性分别为 36．76u／n1l和 33．78u／n1l。 

30天和 60天表达的 TNF—a活性均远远高于未免 

疫组，差异具有显著性(P<0．01)；与 BCG皮内组 

(30天和60天分别为20．16U／ml和25．40U／m1)比 

较 ，在 30天时，差异无显著性(P>0．05)；在 60天 

时，H37Ra腹腔和皮内接种组表达的 TNF—a活性 

高于 BCG组(P<0．05)。此外，H37Ra的腹腔和皮 

内接种组之问，在 30天时没有显著性差异；60天时 

腹腔组产生的 TNF—a略高于皮内组 ，差异也无显 
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著性(P>0．05)。 

从图 1可以看出，随着免疫时间的延长，巨噬细 

胞表达的 TNF—a水平也随之升高，各组在 60灭时 

表达的 T F—a水平均高于 30天时相应各组。 

3 讨 论 

众所周知，目前结核的预防主要足用 BCG 

(Bacillus Calmette—Guerin，卡介苗一牛型结核杆菌 

减毒株)。BCG作为结核疫苗应用 已有 80多年历 

史，但近年来发现 BCG的免疫效果不稳定，其主要 

原因之一可能是 BCG在长期的传代过程中，菌株的 

变异使其保护性抗原丢失。目前各种新型结核疫苗 

的研究不断出现，如蛋白质亚单位疫苗、DNA疫苗 

等。由于结核分枝杆菌是典型的胞内寄生菌，结核 

病的免疫主要依靠细胞免疫 ，故全菌免疫优于蛋 白 

质亚单位疫苗、DNA疫苗。同时近年来研究发现， 

活菌疫苗的免疫原性要 比死疫苗的免疫原性强得 

多：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而产生抗结核的特异性免 

疫。因此，是否可用减毒活疫苗H37Ra来替代 BCG 

及其它疫苗是值得研究的_】̈。 

H37Ra是人型结核杆菌减毒株，它毒力极弱， 

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，并可能包含一 

些 BCG中丢失的抗原成分l3-6 2。国外研究也表明， 

H37Ra的免疫效果优于 BCG。Williams等l 7_发现 

BCG免疫动物抵抗牛结核分枝杆菌攻击的保护效 

果优于抵抗结核分枝杆菌的攻击，因而对于预防大 

多数 由结核分枝 杆菌感染 所致的结核病来说 ， 

H37Ra有其不可比拟的优越性。 

为深入探讨机体对结核菌 H37Ra的抗菌机理， 

我们选取 TNF—a作为观察指标之一。肿瘤坏死因 

子 a(Tumor Necrosis Factor，TNF—a)是一种多功能 

的细胞因子，主要 由激活的巨噬细胞和 T细胞产 

生。它能显著诱导巨噬细胞抑制结核杆菌生长，并 

引起机体产生有效的肉芽肿应答l ；同时，TNF—a 

可诱导 IFN一 、IL一12等多种细胞因子产生间接 

调节免疫细胞的活性，增强特异性免疫保护功能。 

此外，TNF—a还能促进感染结核杆菌的巨噬细胞 

凋亡 ，从而阻止病菌在细胞内的传播。但 TNF—a 

作为一种多效性的细胞因子具有双向性作用：在其 

水平过高时反而会引起组织坏死 、机体恶病质和消 

瘦，并导致炎症的级联反应。因此 ，TNF—a在结核 

杆菌感染中对机体是起保护作用还是起破坏作用取 

决于感染位点 TNF—a量的多少79一。 

本实验中，我们以 BCG作为对照，比较了不同 

途径(腹腔和皮内)接种 H37Ra后，小鼠腹腔巨噬细 

胞 TNF—a的表达情况。结果表明，无论小 鼠是通 

过皮内或腹腔哪种途径接种 H37Ra，其腹腔巨噬细 

胞表达的 TNF—a活性均明显高于未免疫组(P< 

0．01)，说明接种 H37Ra后，小 鼠体内产生了 T F 

—a；同时我们对 H37Ra菌与 BCG两者免疫效果进 

行了比较，发现在 30天时，H37Ra腹腔和皮内接种 

组与 BCG组产生的TNF—a没有显著性差异(P> 

0．05)；60天时，H37Ra腹腔和皮内接种组 TNF—a 

活性高于 BCG组(P<0．05)，结果表明两种结核菌 

均能使小鼠体内产生 TNF—a。此外我们发现，小 

鼠体内 TNF—a的表达水平随免疫时间延长而增 

高，推测机理为特异性 T细胞分泌细胞因子如 IL一 

2、IFN一 等使巨噬细胞活化并进一步分泌 TNF— 

a ，从而使体内TNF—a水平升高。但TNF—a对机 

体的保护作用及致病作用还有待进一步探讨。 
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要作用。 

3．1 作为共刺激分子，活化静息的 T细胞 

静息 的 T细胞 活化不 仅需 要 D3／]rCR与 

MHC 抗原复合体的作用，还需要 B7／CTLA一4与 

；D28，LFA一1／ICAM 1等共刺激信号的参与。 

B7分子对静息 CD4 T细胞的共刺激作用较弱， 

Damle_8_8等发现 VCAM一1能大大增强 B7分子对 

静息 T细胞的增殖作用，这可能是由于 VCAM一1 

导致 CD28分子表达增强，同时 CD28介导的胞内游 

离 Ca2 动员也增加。他们还发现静息 T细胞不表 

达 B7的另一配体 CTLA 4，但是在 VCAM 1的 

作用下，CTL 一4表达并与 CD28一起协同刺激 T 

细胞的活化增殖。VCAM一1与相应配体结合，在 

TCR参与下作为共刺激分子可以诱导分化了的抗 

原特异性 T细胞的活化。 

3．2 在介导活化的淋 巴细胞穿过 BBB中起至关重 

要 的作用 

EAE大鼠脑血管内皮细胞在炎症状态下表达 

了 ICAM—I、VCAM I，活化的 T细胞通过 ICAM 
一

1一LFA一1以及 VCAM一1一VL 4的途径进 

入 CNS；同时，T细胞与粘附分子结合后，可诱导产 

生基质金属蛋白酶，降解血管外基质成分从而介导 

更多的T细胞进入 CNS。 

综上所述：ICAM一1，VCAM 一1参与活化静息 

的⋯淋巴细胞，使其分化增殖并介导T淋巴细胞通 

过 BBB，分泌多种细胞因子，这些细胞因子再通过免 

疫机m，或直接作用导致髓鞘的脱失。因此 ICAM 一 

，VCAM I在EAE的发病以及随后的髓鞘脱失 

中起着重要的作用 ，而应用粘附分子的单克隆抗体 

盒盒盒客 盒盒盒 盒盒盒盒 盒盒盒盒 盒盒盒盒 盒盒盒 盒 

来抑制淋巴细胞细胞与 EAE脑内f 缃咆的粘附，从 

而缓解 EAE临床症状，将是我们值得进一步探讨和 

研究的工作。 
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