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结核菌 H37Ra免疫小鼠后 PPD刺激淋巴细胞增殖转化的探讨 

陶 昆 ，卢贤瑜 ，成海恩 ，徐以民 

(1．重庆医科大学检验系临床免疫教研室，重庆 400016；2．重庆医科大学基础医学院分子生物学教研室，重庆 400016； 

3．重庆医科大学计生系生殖遗传教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨小鼠接种 H37Ra后，PPD刺激鼠淋巴细胞的增殖转化情况。方法：用H37Ra皮内、腹腔免疫小鼠后30、 

60天，检测小 鼠脾淋巴细胞受 PPD刺激后的转化率。结果：小鼠接种 H37Ra后 ，30天淋转率分别为 21．98％(腹腔)和 24． 

85％(皮内)；60天淋转率分别为25．50％(腹腔)和25．02％(皮内)，明显高于未免疫组(P<0．01)；与BCG皮内免疫组比较， 

无显著性差异(P>0．05)；H37Ra腹腔和皮内不同途径接种，淋巴细胞转化率无明显差异。结论：H37Ra免疫小鼠后能诱导机 

体产生抗结核的免疫应答。 
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The prol iferation of lymphocyte with stimulation of PPD 

after immunization with H37Ra in mice 

丁'A0 Kun．et al 

(Department ofClinical Immunology，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective~To research the proliferation of lymphocyte with stimulation of purified protein derivative(PPD)after immu— 

nization with H37Ra in mice．Methods：The rate of lym phocyte proliferation with stinmlation of PPD was determined at day 30 and 

day 60 after SUbcutaneous immunization and celiac immunization with H37Ra in mice．Results：M ter immunization with H37Ra in 

mice．the rate of lym phocyte proliferation by celiac immunization route and subcutaneous immunization route was 21．98％ and 24． 

85％ respectively at day 30：and it W&S 25．50％ and 25．02％ respectively at day 60．The rate of lymphocyte proliferation immunized 

with H37Ra at day 30 and day 60 were much higher than that of non—immunization(P<0．0 1)；compared with the proliferation of 

lymphocyte by subcutaneous immunization route of BCG，there were no statistically significant difference(P>0．05)；there were no 

significant difference between subcutaneous immunization route and celiac immunization route of H37Ra in mice．()mclusion：H37Ra 

can induce anti tuberculosis immune response． 
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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，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疫苗的保护效果有很大 

差异，从 0～80％不等⋯ ，且主要对小儿结核的预防 
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有效，对成人结核病的预防效果不理想l 2l2。究其原 

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(非典型分枝杆菌 

可干扰 BCG的免疫效果)。因此，目前急待寻找更 

新更好的抗结核疫苗来取代 BCG。H37Ra是人型 

结核杆菌有毒株 H37Rv减毒而来的无毒株。据报 

道，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。本研究主 

要观察 H37Ra免疫小鼠后脾淋巴细胞受 PPD刺激 

的增殖情况 ，从而了解 H37Ra能否诱导机体产生抗 

结核的免疫保护作用。 
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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； 

BCG购自成都生物制品研究所，批号为2002010101；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—1，1600ttg／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菌用生理盐水溶解 

后，接种到罗氏培养基上，待其长出菌落后，转种一次，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 BCI3菌的制备 

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： 

@H37Ra腹腔接种组 ：取小鼠 l6只，于每只小鼠腹腔注 

射 H37Ra菌 0．1ml。(活菌浓度为：50×10 ／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。 

③BoG皮内接种组 ：取小 鼠 16只 ，于每只小 鼠尾根部 

皮内注射 13C13 0．1ml，使其产生皮丘。(活菌浓度为：50万 

个／m1) 

④未免疫组：同种小鼠 16只随养。 

1．3．4 小鼠脾细胞的制备 

在免疫后第 30天、60天，分别取 H37Ra腹腔接种组、 

H37Ra皮 内接种组、BCG皮 内接种组及未免疫组小鼠各 8 

只。断颈处死小鼠，无菌条件下解剖，取小鼠脾脏 ，用 200目 

钢网研磨成细胞悬液，弃组织残渣，用 Ficoll液分离淋巴细 

胞 ，洗涤两次后调整细胞浓度为 2×10。个／ml。台盼蓝拒染 

法计数活细胞数 ，活细胞率大于 97％可用。 

1．3．5 小鼠脾淋巴细胞转化试验 

于 96孔培养板内，每孔加入小鼠脾细胞悬液 1oOt~l，含 

10％eb牛血清的 1640培养液 100~1，PPD 20／,1(PPD的浓度 

为 550pg／m1)，使每孔 PPD的终浓度为 12．5／,g ，每只小鼠 

做 4个复孔。置培养板于 37℃、5％co2孵箱内培养 72h。 

培养结束前4h，于每孔加入 M兀 l0 l(5mg／m1)，继续培养。 

培养结束后将培养板置于离心机上2000rpm离心 10min，弃 

上清 100tA，每孔加入 100tA二甲亚砜(DMS~))，振荡 10rain， 

使结晶物充分溶解：于酶标仪上测 o ，以复孔均值计算 

淋巴细胞转化率。 

淋转率(％)=(实验组 A值 一对照组 A值) 寸照组 A 

值 

1．4 统计学处理 

采用方差分析和 q检验。 

2 结 果 

小鼠接种 BCG和 H37Ra后，脾淋巴细胞的增 

殖转化情况 ： 

从表 1中可见 ，小鼠接种 H37Ra菌后，30天腹 

腔和皮内免疫组淋转率分别为 21．98％和 24．85％； 

60天腹腔和皮内免疫组淋转率分别为 25．50％和 

25．02％。30天和 60天的淋 巴细胞转化率均远远 

高于未免疫组，差异具有显著性(P<0．01)I_ BCG 

皮内组(30天和 60天分别为 20．46％和 22．66％) 

比较，差异无显著性(P>0．05)。H37Ra的腹腔和 

皮内接种组，在 30天和 60天时两者差异无显著性。 

表 l 免疫与未免疫小鼠脾淋巴细胞受 

PPD刺激后的增殖情况 

组别 淋巴细胞转化率(％) 

免疫 30天 免疫 6(】 人 

注： ：与 13C13皮内组相 比，P>0．05 ：与未免疫组相 

比 ，P<0．01 

3 讨 论 

目前结核 的预防主要是用 B G(Bacillus Cal— 

metre—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、D A疫苗等。由于结 

核的免疫主要是细胞免疫(即 Thl型免疫)，故活化 

的巨噬细胞和致敏的淋巴细胞(Thl细胞和 D8十 

CTL)在结核分枝杆菌感染期问起着重要的作用： 

Thl细胞与巨噬细胞相互作用(如释放 IL一2、IFN7 

等)，使巨噬细胞杀伤能力增强，杀灭结核菌；另一方 

面，CD8 的CI'L也可杀灭带有靶抗原的靶细胞，从 

而使结核菌被杀灭。 

由于结核的免疫是活菌传染性免疫 ，一旦细菌 

在体内消失，特异性免疫也就消失。因此，尽管近年 
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来众多学者研究了许多关于结核的亚单位疫苗、 

DNA疫苗，但至今还没有一种免疫效果能达到 BCG 

的效果。但 BCG由于长期传代，部分有效抗原丢 

失，也使得免疫效果不稳定。据报道，DNA疫苗、蛋 

白质亚单位疫苗 、死疫苗所诱导的抗结核免疫均较 

低且不持久，而活菌疫苗的免疫原性则较强，能诱导 

机体产生更强免疫反应：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中丢失的抗原性成分。基因组对比研究发 

现，BCG 缺乏 H37Ra具 有 的 RvD2片 断，提 示 

H37Ra中可 能 含有 BCG 中没 有 的抗 原 物 质。 

Tanghe[51发现 H37Ra培养滤液蛋白中有一分子量 

为 30—32KDa的分泌蛋白(Ag85A、Ag85B，Ag85c) 

可在小鼠和人中诱导很强的T细胞增殖和 INF7产 

生。Sinha RKl_6 等研究发现 H37Ra株的 30kDa分 

泌蛋白，是一种免疫保护性抗原，其保护效力优于现 

有 BCG。同时，H37Ra含有 BCG没有的 MPT64抗 

原和 BCG不能表达的 ESArr-一6抗原。MPT64可 

诱发中等程度的淋巴细胞应答，而ESA 一6可提高 

巨噬细胞活性及对结核菌的抵抗力_7 J。 

淋巴细胞增殖转化是观察细胞免疫功能的指标 

之一。本实验主要探讨 H37Ra免疫小鼠后，能否诱 

导机体 发生淋 巴细胞增 殖转化，不 同途径接种 

H37Ra后诱导淋巴细胞增殖转化的差异。结果表 

明，无论小鼠通过皮内或腹腔途径接种 H37Ra，其 

淋巴细胞受 PPD刺激后转化率均明显高于未免疫 

组(P<0．01)，说明接种 H37Ra后，小鼠体内产生 

了抗结核的细胞免疫；同时我们对 H37Ra菌与BCG 

菌两者免疫效果进行了比较 ，发现接种 H37Ra小鼠 

的淋巴细胞转化率略高于接种 BCG的小鼠，但两者 

无显著性差异(P>0．05)；H37Ra腹腔和皮内不同 

途径接种，在免疫30天时淋转率皮内组略高于腹腔 

组。而在 60天时两者差异不大，表明 种途径均能 

使小鼠产生抗结核的免疫应答。以上结果均初步证 

实了 H37Ra能诱导机体产生抗结核的免疫保护作 

用，但进一步的研究仍在进行之中。 
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