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小鼠胃内和皮内接种BCG免疫后抗结核细胞免疫的比较 

魏 江 ，卢贤瑜 ，陈淑惠 ，刘明方 

(重庆医科大学检验系临床免疫学教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：为比较小鼠胃内与皮内接种BCG后，机体产生抗结核杆菌的细胞免疫。方法：分别于小鼠胃内、皮内免疫接 

种BCG的第60、90天，检测小鼠脾淋巴细胞受到 PPD刺激后转化率、小鼠脾淋巴细胞受到 PPD刺激后 IL一2表达量。结果： 

淋巴细胞的转化率分别为31．30％，37．90％(与皮内接种无显著性差异，与未免疫组有显著性差异)；脾淋巴细胞 IL一2表达 

量分别为37．47±5．60(U／m1)，39．41±7．73(U／ )(与皮内接种无显著性差异，与未免疫组有显著性差异)。结论：胃内接种 

BCG可以产生与皮内接种相近的抗结核细胞免疫。 
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Comparison on cel lular immunity against Mycobacterium 

tuberculosis after intragastric and subcutaneous jmmunization of BCG jn mice 

WEIJiang，et al 

(Department ofClinical Immunology，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To compare oil the cellular immunity against Mycobacterium tubercuk~is(MTB)after intragastric and subcuta— 

neons immunization of B0G in mice．Methods：The proliferation of T—lymphocyte with the stimulus of the purified protein derivative 

(PPD)WaS measured at day 60 and 90 after intragastric and subcutaneous immunization of BoG in mice．The interleukin一2(IL一2) 

expression of T—lymphocyte in spleen was detected at day 60 and 90 after intragastric an d subcutaneous immunization of BCG．Re— 

sults：The ratio of T—lym phocyte proliferation was 31．30％ and 37．90％ respectively．The production of IL一2 was 37．47±5．60 

(U／m1)and 39．41±7．73(U／m1)respectively．Therewere no statistical significant differencesinthe cellularimmunity betweenintra— 

gastric and subcutaneous routes(P>0．05)．There were statistical significant differences in the cellular immunity between the iiYlmu— 

nization and no—immunization group(P<0．01)．Conclusion：Intragastric and subcutaneous immunization of BCG can induce cell~ar 

immunity against Mycobacterium tubercul~is in mi ce． 

【Key words】Intragastric immunization；Subcutaneous immunization；BCL；；Cellular immunity 

目前结核病的发病率在全球呈上升趋势。中国 

属全球 22个结核病高负担国家之一，病人数居世界 

之二(仅次于印度)。结核病严重威胁着人们的健 

康，已成为阻碍社会经济发展的问题。传统预防结 

核病的方法是用 BCG(Bacille Calmette Guerin，卡介 

苗)皮内接种，使机体产生抗结核杆菌的免疫力。但 

该种接种方法需专业人员操作，费时耗材以及不适 

应当今社会人口频繁流动的状况。消化道也是最常 

见的结核病感染途径之一，所以国外一些学者己开 

始研究由消化道接种 BGG来预防结核病l1’2]。为了 
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探讨经消化道接种BCG的免疫效果，本文比较了经 

消化道(胃内)按种和皮内接种 BCG后，小鼠产生抗 

结核的细胞免疫情况。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

实验动物：C57BL／6小鼠，8～10周龄，雌雄不论，体重 

254-_5g，由本校动物实验中心提供；BCG：成都生物制品研究 

所生产的蓉生卡介苗(批号 20011106—3)。每 1安瓿用生 

理盐水(含3％NaHCO3)0．2m1．溶解为胃内接种物。皮内接 

种物为每 1安瓿用BCG专用溶解液 lml溶解；PPD：成都生 

物制品研究所生产的BCG—PPD浓缩品(批号 2001—1) 

1600mg／rrd；CTLL一2细胞株：本校超声研究所提供；小鼠 
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IL一2标准品：晶美公司产品，批号 067108。 

1．2 小鼠的免疫 

胃内接种组 20只，接种前 12h禁食，每只小鼠用 BCG 

灌胃液0．2ml灌胃；皮内接种组20只，每只小鼠在尾根部皮 

内注射BCG注射液0．1ml，使其呈皮丘；未免疫对照组 l6只 

小鼠，随试验组一起喂养。 

1．3 淋巴细胞转化试验 

1．3．1 脾细胞的制备 于免疫后第 60、90天，取各组小鼠 

l0只，无菌条件下取小鼠的脾脏，用 100目的不锈钢丝网将 

脾脏研磨制成单个细胞悬液。用淋巴细胞分离液分离出淋 

巴细胞，无血清 RPMI1640液洗涤 2次，计数，调整细胞浓 

度，配成 1×10 ／ml细胞悬液，用台盼蓝拒染法计数活细胞， 

活细胞率大于97％可用。 

1．3．2 PPD最适刺激浓度的选择 于96孔培养板内每孔 

加入免疫后60天小鼠脾细胞悬液 100t~l(1×10 ／m1)，并分 

别加入不同浓度 PPD50t~I，使终浓度分别为40t~／ml、50t~g／ 

ml、60t~g／ml，(每一剂量重复3孔)_3j，每孔加含20％小牛血 

清RPMI1640液 100t~l(并设空白对照 3孔)，置 37℃，5％ 

C0，孵箱孵育 72h。在培养结束之前 4h，于每孔加入 

MI'T10t~I(5mg／m1)继续培养。结束时将培养板置于离心机 

上 1000rpm×10min，弃去上清，每孔加入 100t~l DMS0(二甲 

亚砜)振荡 10min，使结 晶物充分溶解。于酶标仪上测 

A570 ，计算出淋巴细胞转化率。根据转化率，PPD的最适刺 

激浓度为50t~／ml。 

1．3．3 淋巴细胞转化试验 于 96孔培养板上每孔加入免 

疫后第60、90天的小鼠脾淋巴细胞(1×10 ／m1)100t~l，并加 

入 PPD(终浓度为 50t~g／m1)、含小牛血清 RPM11640液 

100t~l，置37℃，5％C02孵箱孵育72h。在培养结束前 4h每 

孔加入M1vr 10t~l，结束时将培养板置离心机上 1000rpm× 

10min离心，弃去上清，每孔加入 100t~l DMS~)振荡 10min， 

使结晶物充分溶解。于酶标仪上测 A570Ⅲu，计算出淋巴细胞 

转化率。同一只鼠重复 3孔。淋巴细胞转化结果以淋转率 

表示： 

淋转率(％)=(实验孔 A值一对照孔 A值) 寸照孔 A 

值×100％1 

1．4 IL一2活性 测定 

取免疫后第 60、90天小鼠脾淋巴细胞(1×10 ／m1) 

100t~l／孑L，用PPD(终浓度50~／m1)刺激培养(同淋巴细胞转 

化试验)48h。收集上清液，一20℃冰箱保存备用。取传代培 

养2～3天生长旺盛的CTLL一2细胞，用细胞培养液洗涤两 

次后，配成5×10 ／ml悬液 取 100t~l,qL~uA．96孔板中，并 

分别加 100t~l不同稀释度(1：2～1：32)的 IL一2标准品和待 

测培 养上清液，并设培养液对照孑L(每一稀释度 3孑L)，每孑L 

加含小牛血清 RPMI1640液 100t~l。置5％002孵箱 37℃孵 

育48h。培养结束前 4h每孔加 MTT 10t~l。结束时离心去 

上清，加入 lOOva DMS0使结晶物充分溶解(操作同上)，测 

各孔吸光度值A570 。按下式计算 IL一2活性。 

IL一2活性(U／mL)：(样品 IL一2达到标准品50％最 

大反应的稀释度)／(标准 IL一2的50％最大反应的稀释度) 

× 100I5] 

1．5 统计方法 

方差分析多个样本均数间的两两比较。 

2 结 果 

2．1 两种途径接种 BCG后，PPD刺激小鼠淋 巴细 

胞的转化率情况见表 1。 

表 1 两种途径免疫小鼠淋巴细胞转化率的比较 

注： 免疫组与未免疫组比较，P<0．01； 胃内接种与 

皮内接种比较，P>O．05 

从表 1看出，免疫第 60、90天后胃内接种、皮内 

接种的小鼠淋巴细胞受到 PPD刺激的转化率分别 

为 31．32％、37．94％和 34．51％、32．05％，与未免疫 

组(11．44％、10．56％)有显著性差异(P<0．01)。 

但胃内接种组与皮内接种组间没有显著性差异(P 

>0．05)。 

2．2 两种途径接种 BCG后，小鼠淋 巴细胞 IL一2 

的表达情况见表 2。 

表2 两种途径免疫小鼠后淋巴细胞 IL一2的表达(U／lm1) 

免疫天数 胃内免疫组 皮内免疫组 未免癌印 

注： 免疫组与未免疫组比较，P<0．01； 胃内免疫与 

皮内免疫比较，P>0．05 

从表 2可见 ，胃内免疫和皮内免疫第 60、90天 

后淋巴细胞受到 PPD刺激分泌产生的 IL一2量分 

另0为 37．47±5．60(U／In1)、39．41±7．73(U／m1)和 

41．11±5．98(U／m1)、33．78±5．75(U／m1)，与未免 

疫组(18．20±6．46U／rnl、17．05±6．13U／m1)有显 

著性差异(P<o．O1)，但 胃内接种组与皮内接种组 

间没有显著性差异(P>0．05)。 

3 讨 论 

B(、G应用于人类预防结核病已有数十年历史。 

1921年 Calmette最初在对人体进行免疫时，是采用 

口服液体 BCG，并使接种者获得针对结核分枝杆菌 
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的免疫力。我国20世纪50年代一直采用口服作为 

BCG主要的接种途径。但由于口服液体 BCG用量 

不易掌握，而易附着在咽喉部，常会引起耳炎，腮腺 

炎，后咽脓肿和弱的结核反应。随着菌液提纯和冻 

干制品的研制成功，逐渐改为皮内接种和皮上划痕。 

现在我国主要采取皮内接种。皮内接种通常需要专 

业人员操作，并需要注射器材和消毒物品。所以，目 

前国际上有少数研究人员又开始研究通过消化道接 

种 BCG，试图将 BCG改为口服丸剂⋯1，这样既可克 

服口服BCG液体菌苗的缺点，并使结核病的预防更 

方便和易于推广。 

由于结核菌是胞内寄生菌，机体抗结核菌的免 

疫力主要是细胞免疫。本研究通过对小鼠胃内和皮 

内接种BCG后，比较了两种途径免疫小鼠，体内T 

淋巴细胞受 PPD刺激后的转化情况及 IL一2表达 

的情况 ，从而了解通过消化道(胃内)接种 BCG后， 

机体是否可以产生与皮内接种一样的抗结核特异性 

细胞免疫。 

从表 1看出，免疫第60、90天后胃内接种、皮内 

接种的小鼠淋巴细胞受到PPD刺激的转化率与未 

免疫组有显著性差异(P<0+01)。但胃内接种组与 

皮内接种组间没有显著性差异(P>0．05)。胃内免 

疫和皮内免疫第 60、90天后淋巴细胞受到 PPD刺 

激分泌产生的 IL一2量与未免疫组比较有明显增 

高，两者间有显著性差异(P<0．01)，但胃内接种组 

与皮内接种组间没有显著性差异(P>0．05)。由此 

看出胃内接种BCG后第 2、3个月，小鼠淋巴细胞受 

PPD刺激后其转化率和 IL一2的表达均较未免疫 

组高。说明胃内接种 BCG与皮内接种 BCG一样均 

能使机体获得特异的抗结核的细胞免疫，此结果与 

国外学者报道一致。 

由于结核分枝杆菌是典型的胞内寄生菌，消除 

这种病菌，主要靠细胞免疫(即TH 免疫应答)。许 

多学者认为，TH1类型免疫应答在防治结核杆菌的 

感染中起着重要的作用[ ， 。Th1细胞以分泌 IFN 

一

了，IL一2为主要特征，主要介导细胞免疫应答 ，促 

进细胞毒性 T细胞的杀伤作用，激活巨噬细胞杀伤 

细胞内的病原体，因此能有效地控制细胞内结核杆 

菌的生存。 
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