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［摘　要］　目的　探究重组卡介苗（ｒＢＣＧＡｇ８５ＡＥＳＡＴ６，ｒＢＣＧＡＥ）对人巨噬细胞免疫刺激活性的影响，为该疫

苗的应用提供重要的理论依据和实验基础。方法　将ｒＢＣＧＡＥ（ｒＢＣＧＡＥ感染组）及卡介苗（ＢＣＧ感染组）分别

感染体外培养的受ＰＭＡ诱导分化的人单核细胞系（ＴＨＰ１细胞株），分别于感染后２４、４８及７２ｈ，观察细胞表面

分子ＣＤ８０和ＣＤ８６的表达及细胞培养基中干扰素（ＩＦＮ）γ及肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）ａ的诱生量。结果　ＴＨＰ１细

胞（未受ＰＭＡ诱导分化的细胞）和ＰＭＡ分化的ＴＨＰ１细胞培养４ｈ后，细菌吞噬率分别为（８．４５±１．５４）％、

（９１．２６±２．１３）％，后者显著高于前者（犘＝０．０１）；感染后２４、４８及７２ｈ，ｒＢＣＧＡＥ组ＣＤ８６阳性细胞比率分别为

（３２．８４±７．１３）％、（４８．４２±５．４６）％、（３９．４８±５．６７）％，ＣＤ８０阳性细胞比率分别为（２０．２８±１．１３）％、（２３．６７±

１．２３）％、（２３．１９±１．５８）％，均显著高于ＢＣＧ感染组的ＣＤ８６［分别为（２８．１７±５．２６）％、（４０．０９±７．２１）％、（３１．２６

±６．８５）％］和ＣＤ８０阳性细胞比率［分别为（２２．１５±１．８２）％、（２３．２７±１．９１）％、（２２．６８±０．８７）％］，差异均有统计

学意义（均犘＜０．０１）。感染后２４、４８及７２ｈ，ｒＢＣＧＡＥ组ＩＦＮγ诱生量分别为（１９８６±１５６）ｐｇ／ｍＬ、（４６８７±１６８）

ｐｇ／ｍＬ、（３２３８±９７）ｐｇ／ｍＬ，ＴＮＦа诱生量分别为（１１５３±４８）ｐｇ／ｍＬ、（５８６４±９７）ｐｇ／ｍＬ、（４１２９±６８）ｐｇ／ｍＬ，各

时间点均显著高于ＢＣＧ感染组的ＩＦＮγ［分别为（１２４５±３２）ｐｇ／ｍＬ、（３０６７±１４３）ｐｇ／ｍＬ、（２８７９±１８６）ｐｇ／ｍＬ］和

ＴＮＦа诱生量［分别为（４８６±１８）ｐｇ／ｍＬ、（３２３７±８６）ｐｇ／ｍＬ、（１０６８±７４）ｐｇ／ｍＬ］，差异均有统计学意义（均犘＜

０．０１）。结论　ｒＢＣＧＡＥ可显著增强人巨噬细胞免疫刺激活性，该疫苗可作为替代ＢＣＧ的候选疫苗，具有进一步

开发研究的价值。
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　　通常认为，较强的细胞免疫是抗结核分枝杆菌

感染的关键［１－２］。Ｔ细胞的激活需要２个来自细胞

外的信号刺激，即Ｔ淋巴细胞活化的双信号（ｄｏｕｂ

ｌｅｓｉｇｎａｌ）作用。Ｔ细胞活化的第一信号，即抗原识

别信号，对Ｔ细胞活化是必需的，但不引起Ｔ细胞

增生和细胞因子的分泌；Ｔ细胞活化的第二信号是

非抗原依赖性的，又称共刺激信号（ｃｏｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｙ

ｓｉｇｎａｌ）
［３－４］，共刺激信号是由抗原递呈细胞（ａｎｔｉｇｅｎ

ｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇｃｅｌｌ，ＡＰＣ）和Ｔ细胞表面的黏附分子提

供，这些黏附分子被称为共刺激分子，其中与结核病

免疫密切相关的共刺激分子有 Ｔ 细胞表面的

ＣＤ２８、细胞毒性Ｔ淋巴细胞相关抗原４（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ

Ｔｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｎｔｉｇｅｎ４，ＣＴＬＡ４），以及

巨噬细胞等抗原呈递细胞表面的相应配体ＣＤ８０

（Ｂ７１）和ＣＤ８６（Ｂ７２）等。ＣＤ８０及ＣＤ８６是巨噬细

胞表面非常重要的协同刺激分子，当其与Ｔ细胞表

面的ＣＤ２８结合后即提供Ｔ细胞活化的第二信号，

激活静息期Ｔ细胞，促进Ｔ细胞增殖并分化为效应

细胞或记忆细胞，从而调节机体的免疫应答，在结核

病免疫中发挥关键作用［５－６］。因此，通过检测巨噬

细胞表面共刺激分子ＣＤ８０和ＣＤ８６的表达，可间

接反映巨噬细胞的活化状态及其抗原呈递能力的变

化，是评价细胞免疫应答的主要检测指标。

结核分枝杆菌感染机体后，主要被巨噬细胞吞

噬进行免疫处理。当巨噬细胞活化后可启动较多细

胞因子的合成和分泌，如白细胞介素（ＩＬ）１２、干扰

素（ＩＦＮ）γ及肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）ａ等。这些细胞

因子在抗结核分枝杆菌感染中发挥着极其关键的作

用。ＩＦＮγ可提高巨噬细胞表面ＭＨＣⅡ类分子的

表达水平，增强细胞的抗原呈递能力，并可促进巨噬

细胞吞噬免疫复合物，加速病原菌的死亡。ＴＮＦａ

可与ＩＦＮγ产生协同效应，抑制结核分枝杆菌的生

长繁殖，并激活更多的免疫细胞遏制结核病的发展。

在前期研究中［７］，我们构建了１株可表达结核

分枝杆菌融合蛋白（Ａｇ８５ＡＥＳＡＴ６）的重组卡介苗

新型结核病疫苗（ｒＢＣＧＡｇ８５ＡＥＳＡＴ６，ｒＢＣＧ

ＡＥ），该疫苗可诱导ＢＡＬＢ／ｃ小鼠产生较卡介苗

（ｂａｃｉｌｌｕｓＣａｌｍｅｔｔｅＧｕｅｒｉｎ，ＢＣＧ）更强的体液免疫

及细胞免疫反应。为进一步探究该ｒＢＣＧＡＥ的免

疫学机制，本研究将此ｒＢＣＧＡＥ体外感染人巨噬

细胞，通过检测受ｒＢＣＧＡＥ感染后的巨噬细胞表

面共刺激分子ＣＤ８０、ＣＤ８６的表达情况及巨噬细胞

细胞因子ＩＦＮγ及ＴＮＦа的生成量，观察该ｒＢＣＧ

ＡＥ对巨噬细胞免疫活性的作用，并从抗原呈递方

面探讨ｒＢＣＧＡＥ对巨噬细胞功能的影响。

１　材料与方法

１．１　实验器材　ＴＩＴＣ标记的抗人ＣＤ８０抗体、ＰＥ

标记的抗人ＣＤ８６抗体均购自联邦生物技术有限公

司（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）；ＩＦＮγ及ＴＮＦａ检测试剂盒为安

迪生物科技有限公司 （Ｒ＆Ｄ）产品；先前构建的ｒＢ

ＣＧＡＥ，由本实验室常规培养并保存；ＢＣＧ菌苗由

成都生物制品研究所提供；胎牛血清（ＮＢＳ）购于杭

州四季青公司；人单核细胞株ＴＨＰ１由本室保存；

超声破菌仪为宁波新芝生物科技股份有限公司产

品，流式细胞仪ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ为ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ

公司产品。

１．２　菌悬液的制备　ｒＢＣＧＡＥ及ＢＣＧ常规培养

于Ｓａｕｔｏｎ培养基，约４周；取出菌体，置５６℃５０

ｍｉｎ灭活；用含０．０５％ｔｗｅｅｎ８０的ＰＢＳ液洗涤３

次，反复振荡，待菌团下沉后，取上部悬液于紫外分

光光度计计数，ＲＰＭＩ１６４０培养基调整细菌浓度至

５×１０７／ｍＬ备用。

１．３　ＴＨＰ１细胞的复苏培养及菌苗感染　将冻存

于液氮的ＴＨＰ１细胞复苏，常规培养于３７℃ 含５％
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ＣＯ２孵箱中，收集处于对数生长期的ＴＨＰ１细胞接

种于６孔板（１×１０６／孔，２ｍＬ），加入终浓度为５０

ｎｇ／ｍＬ的ｐｈｏｒｂｏｌ１２ｍｙｒｉｓｔａｔｅ１３ａｃｅｔａｔｅ（ＰＭＡ）。

当细胞形态发生明显变化（贴壁生长、伪足形成等）

时，即说明 ＴＨＰ１细胞已分化为巨噬细胞。将

ＰＭＡ诱导分化后的细胞分为３组：ｒＢＣＧＡＥ感染

组、ＢＣＧ感染组及未感染组。参考Ｙｕａｎ等
［８］的方

法，按细菌数（细胞数＝１０!１的比例）向对应组别

的细胞培养液中分别加入上述已制备好的ｒＢＣＧ

ＡＥ或ＢＣＧ菌悬液，未感染组加入等体积ＲＰＭＩ

１６４０培养基；置孵箱中培养４ｈ，对巨噬细胞进行抗

酸染色，镜下观察感染率，以验证细胞感染模型。

ＰＭＡ分化的ＴＨＰ１细胞受细菌感染模型建立成

功后，置孵箱继续培养，进行以下实验。

１．４　巨噬细胞表面分子ＣＤ８０、ＣＤ８６的表达　分

别于感染后２４、４８、７２ｈ，收集各组细胞，ＰＢＳ洗涤

后，分别加入ＦＩＴＣ标记的抗人ＣＤ８０抗体和ＰＥ标

记的抗人ＣＤ８６抗体，室温孵育１ｈ进行免疫细胞

化学染色，ＰＢＳ洗涤３次，采用流式细胞术检测阳性

细胞比例。每份样本进行３次重复试验。

１．５　ＩＦＮγ及ＴＮＦａ的诱生量检测　收集细胞培

养基上清，采用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测试

剂盒检测细胞因子ＩＦＮγ及ＴＮＦａ的生成量。每

份样本进行３次重复试验。

１．６　统计学分析　计量资料以均数±标准差

（狓±狊）表示，采用ＳＰＳＳ１１．５统计软件对实验数据

进行ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ组间比较分析，犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结果

２．１　菌苗感染ＰＭＡ分化的ＴＨＰ１细胞模型的建

立　ＰＭＡ诱导２４ｈ后，ＴＨＰ１细胞形态发生明显

变化（呈不规则形，＞９０％的细胞贴壁生长，并伸出

伪足），菌苗吞噬率为（９１．２６±２．１３）％，显著高于未

受ＰＭＡ诱导分化细胞的吞噬率（８．４５±１．５４）％，

差异有统计学意义（犘＝０．０１）。

２．２　各组巨噬细胞表面分子ＣＤ８０、ＣＤ８６的表达

　ｒＢＣＧＡＥ感染组ＣＤ８０、ＣＤ８６阳性细胞比例在

各时间点（感染后２４、４８及７２ｈ）均明显高于ＢＣＧ

感染组（犘＜０．０１），并在感染后４８ｈ达到高峰，感染

７２ｈ后仍维持在较高水平（图１～２）；而未感染组，

ＣＤ８０、ＣＤ８６的阳性细胞比例在各时间点均无显著

变化（犘＞０．０５），且维持在较低水平。
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ｒＢＣＧＡＥｇｒｏｕｐ．

图１　ｒＢＣＧＡＥ组巨噬细胞表面分子ＣＤ８０和ＣＤ８６的表达（狓±狊，狀＝３）

犉犻犵狌狉犲１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍａｃｒｏｐｈａｇｅｍａｒｋｅｒｓＣＤ８０ａｎｄＣＤ８６ｉｎｒＢＣＧＡＥｇｒｏｕｐ（狓±狊，狀＝３）

２．３　细胞培养基上清ＩＦＮγ及ＴＮＦａ的诱生　收

集感染后不同时间点细胞培养基上清，检测细胞因

子ＩＦＮγ及ＴＮＦａ的诱导生成量。ｒＢＣＧＡＥ感染

组ＩＦＮγ及ＴＮＦａ的生成量均显著高于其他各组

（犘＜０．０１）；未感染组二者的生成量均明显低于

ＢＣＧ感染组（犘＜０．０１）。见图３。
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图２　各组不同时间点巨噬细胞表面分子ＣＤ８０和ＣＤ８６的表达量（狓±狊，狀＝３）

犉犻犵狌狉犲２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｕｒｆａｃｅｍａｒｋｅｒｓＣＤ８０ａｎｄＣＤ８６ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ（狓±狊，狀＝３）
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图３　各组不同时间点ＩＦＮγ及ＴＮＦа在细胞培养上清中的生成量（狓±狊，狀＝３）

犉犻犵狌狉犲３　ＰｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＩＦＮγａｎｄＴＮＦаｉｎｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ（狓±狊，狀＝３）

３　讨论

刺激并诱导机体免疫系统产生针对特异性病原

体的免疫应答，是疫苗预防疾病的基本机制。结核

分枝杆菌属胞内寄生菌，巨噬细胞是该病原菌的主

要宿主。巨噬细胞吞噬病原菌后，将抗原呈递给Ｔ

细胞，此过程中，共刺激分子如ＣＤ８６及ＣＤ８０等的

表达对Ｔ细胞的活化、增殖、Ｔｈ０细胞分化及效应

分子的产生均发挥极其重要的调节作用。在生理状

态下，巨噬细胞未受抗原刺激时，其表面共刺激分子

ＣＤ８０、ＣＤ８６仅有极少量表达，当受结核分枝杆菌抗

原刺激后，二者的表达显著增加，以增强抗原呈递，

继而诱发机体免疫系统产生抗感染效应。被结核分

枝杆菌激活的ＣＤ４＋Ｔ细胞和ＣＤ８＋Ｔ细胞明显

增强其细胞因子ＩＦＮγ的产生，而ＩＦＮγ可增强巨

噬细胞的吞噬和杀伤能力，上调ＭＨＣⅡ分子及共

刺激分子的表达，进一步加强抗原的呈递［９］。因此，

本研究组重点研究ｒＢＣＧＡＥ对巨噬细胞抗原呈递

能力的影响。

ＣＤ８０、ＣＤ８６是位于巨噬细胞等抗原呈递细胞

表面，与Ｔ细胞表面ＣＤ２８及ＣＴＬＡ４相对应的配

体。Ｔ细胞活化的第二信号正是由Ｔ细胞的协同

分子与抗原呈递细胞表面的配体结合所提供。若阻

断该分子对，则导致共刺激通路阻断，即Ｔ活化信

号中断。研究显示［１０］，ＣＤ８０可促进ＣＤ８＋Ｔ细胞

活化，而ＣＤ８６则可增强ＣＤ４＋Ｔ细胞的免疫应答，

在结核病免疫中发挥极其重要的作用。因此，本研

究通过检测ＣＤ８０和ＣＤ８６的表达，间接观察Ｔ细

胞的活化状态及疫苗诱导机体的免疫反应。结果显

示，ｒＢＣＧＡＥ 感染组表面分子，包括 ＣＤ８０和

ＣＤ８６均明显高于 ＢＣＧ 感染组，说明重组疫苗

ｒＢＣＧＡＥ可诱导产生更强的免疫刺激活性，其原因

在于ｒＢＣＧＡＥ是在ＢＣＧ的基础上引入结核分枝

杆菌免疫显性抗原Ａｇ８５Ａ和ＥＳＡＴ６构建的，该疫

苗通过基因重组技术构建［７］，可表达融合蛋白

Ａｇ８５ＡＥＳＡＴ６。与ＢＣＧ相比，其免疫刺激作用得

到了显著增强，这也是开发此新型结核病疫苗的初

衷。ＴＨＰ１是人急性单核细胞白血病细胞，可代表

人单核巨噬细胞系统的功能趋势，能真实地反映人

类实验模型，因此，本研究选用该细胞株建立细胞吞

噬细菌模型。参考Ｙｕａｎ等
［８］的方法，菌苗与细胞

共培养４ｈ即可使菌苗吞噬率＞９０％，再次验证了

该方法构建细菌感染细胞模型的可靠性和稳定性。

单核－巨噬细胞是机体内重要的抗原呈递细胞，具

有抗原呈递、吞噬消化和杀灭结核分枝杆菌的能力。

此外，巨噬细胞可合成、分泌多种生物活性物质，如
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细胞因子等，以激活更多免疫细胞产生针对病原菌

的更强的免疫应答。ＩＦＮγ是Ｔｈ１型细胞的主要

细胞因子，以“正反馈”的形式激活巨噬细胞，加速细

菌的死亡［１１］，并促进ＣＤ８＋Ｔ细胞介导的免疫反

应［１２］。ＴＮＦа可与ＩＦＮγ产生协同效应，清除体内

的病原菌。结果显示，ｒＢＣＧＡＥ感染组ＩＦＮγ和

ＴＮＦа的诱生量显著高于ＢＣＧ感染组，提示此

ｒＢＣＧＡＥ可刺激人巨噬细胞产生较ＢＣＧ更强的免

疫反应。

综上所述，ｒＢＣＧＡＥ可刺激人巨噬细胞产生较

ＢＣＧ针对结核分枝杆菌感染的更强的免疫应答，是

一种具有可替代ＢＣＧ疫苗潜能的新型结核病疫苗，

值得进一步深入研究。
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癌术后化学治疗（化疗）患者占５３．８５％，介入性操

作比率达３２％，外周静脉置管均＞１２０ｄ（带管出院

＋定期回院化疗）；化疗患者抵抗力弱，加上介入性

操作与导管留置等因素，其感染风险高于普通人群。

妇幼保健院具有专科特点，通过横断面调查，可

分析感染流行趋势及感染部位分布的特点，为下一

步目标性监测与感染防控提供依据［１，５－６］。
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