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刘!潇#李文桂##罗广旭
重庆医科大学附属第一医院 传染病寄生虫病研究所 !重庆&%%%!$"

!!'摘要(!目的!构建并鉴定含有铜绿假单胞菌!LHA3I7E7+/H/AC3,*+7H/#/K"外膜蛋白*!(C9*"基因与两歧双

歧杆菌!$*F*I7R/GDAC*3ER*F*I3E#';"疫苗 !';,CDLg,"BC&"#并研究该疫苗对小鼠/K感染的保护作用)方法!

/.)扩增"BC&抗原编码基因并将其定向克隆至CDLg,!21#构建重组质粒CDLg,"BC&#将CDLg,"BC&电穿孔转

化';#构建';,CDLg,"BC&疫苗#进行双酶切-/.)和测序鉴定后#异丙基,%,V,硫代半乳糖苷!*/1D"诱导表达#

+V+,/4DL和 567869:;<=8分别分析并鉴定表达产物)"!只小鼠随机分为-组#分别灌胃接种';,CDLg,"BC&疫

苗-空载体疫苗!';,CDLg,!21"和';)首次免疫后&周用/4%!株攻击)攻击后"周处死小鼠取肺组织#计数肺

组织的细菌菌落数)免疫前-首次免疫后&周和/4%!株攻击后"周采小鼠静脉血#常规LF*+4检测血清*HD及

其亚类和*HL)结果!/.)成功扩增出!U&;C的"BC&抗原编码基因&双酶切-/.)和测序证实"BC&基因成功克

隆入CDLg,!21中#并且CDLg,"BC&成功转化';#构建为';,CDLg,"BC&疫苗&+V+,/4DL显示';,CDLg,"BC&

表达相对分子质量约-"[!%
-
的(C9*,谷胱甘肽转移酶!D+1"融合蛋白&567869:;<=8证实融合蛋白能被/K感染

的鼠血清特异性识别)';,CDLg,"BC&疫苗组小鼠肺组织的细菌菌落数低于 ';,CDLg,!21组和 ';组!L%

%e%!"#';,CDLg,"BC&疫苗组小鼠血清*HD-*HD";-*HD-和*HL水平在首次免疫后&周和攻击后"周依次升高#相

同时间点';,CDLg,"BC&疫苗组小鼠血清抗体水平均高于';,CDLg,!21和';组!L%%#%!或L%%e%W")结论!

成功构建了重组疫苗';,CDLg,"BC&#其在小鼠抗/K感染过程中可产生有效的体液免疫应答)

'关键词(!铜绿假单胞菌!两歧双歧杆菌!疫苗!免疫

">&-KC(:C(?>B&$>#C(CR8,$CEH#('(>6HPAW.[P"'(&\'$$#(,CR)*+,-./.01*1+(,230.*1'(-9>?OBC>,$>#C(.RR,$>!

0&1=*/7#0&4A+-,3*
# #01";3/+,-Q3?&+HD*D3DA7F&+FAGD*73H/+IL/C/H*D*G@*HA/HAH#D6AM*CHD9FF*K*/DAI

'7HB*D/K##67+,>*+,JAI*G/K1+*NACH*D.#.@=:H0J:H&%%%!$#.@J:K

# .=9967C=:IJ:HKE8@=9#L,2KJ<$M0<JR6:HEJ!!$-#M=2

'GH?>B'$>(!7HI,$>#*,!1=M=:789EM88@696M=2;J:K:8';,CDLg,"BC&SKMMJ:6=OLHA3I7E7+/H/AC3,*+7H/ !/K"

=E869262;9K:6C9=86J:*!(C9*"K:I78EINJ87C9=86M8J=:6OO6M8J:2JM6KHKJ:78/K#+,>%C-?!1@6"BC&H6:6RK7

K2C<JOJ6I;N/.)#K:IM<=:6IJ:8=CDLg,!218=H6:69K86CDLg,"BC&#1@6CDLg,"BC&RK789K:7O=926IJ:8=

$*F*I7R/GDAC*3ER*F*I3E !';"8= M=:789EM896M=2;J:K:8 ';,CDLg,"BC& SKMMJ:6 ;N 6<6M89=C=9K8J=:#4O869

JI6:8JOJMK8J=:RJ8@I=E;<66:_N26IJH678J=:#/.)K:I760E6:MJ:H#8@6SKMMJ:6RK78@6:J:IEM6IRJ8@*/1D#K:IJ87

6QC9677J=:RK7K:K<N_6IK:IJI6:8JOJ6I;N+V+,/4DLK:I 567869:;<=8967C6M8JS6<N#1R6:8N,=:6 2JM6 R696

9K:I=2<NIJSJI6IJ:8=-H9=EC7K:ISKMMJ:K86I;NJ:89KHK789JMKI2J:J789K8J=:RJ8@';,CDLg,"BC&#';,CDLg,!21

K:I';967C6M8JS6<N#4<<2JM6R696M@K<<6:H6IRJ8@/4%!789KJ:K8&R66P7KO8698@6OJ978SKMMJ:K8J=:#48"R66P7

KO8698@6M@K<<6:H6#2JM6R6967KM9JOJM6I8=76CK9K868@6J9<E:H7#K:I8@6:E2;697=O;KM869JK<M=<=:J67J:<E:H7R696

M=E:86I#f6:=E7;<==IRK7M=<<6M86I;6O=96SKMMJ:K8J=:#K8&R66P7KO8698@6OJ978SKMMJ:K8J=:K:I"R66P7KO8698@6

M@K<<6:H6=O/4%!789KJ:#1@6769E2*HD#*HD7E;M<K7767K:I*HLR696I686M86I;N9=E8J:6LF*+4#8,?&=>?!1@6

"BC&H6:6=O!U&;CRK77EMM677OE<<NK2C<JOJ6I;N/.)#V=E;<66:_N26IJH678J=:#/.)K:I760E6:MJ:HM=:OJ926I

8@K88@6"BC&H6:6RK77EMM677OE<<NM<=:6IJ:8=CDLg,!21K:ICDLg,"BC&RK77EMM677OE<<N89K:7O=926IJ:8=';#

M=:789EM8J:H8@6';,CDLg,"BC&SKMMJ:6#+V+,/4DLJ:IJMK86I8@K8';,CDLg,"BC&SKMMJ:66QC96776IK:(C9*,D+1

OE7J=:C9=86J:RJ8@8@696<K8JS62=<6ME<K92K77=OKCC9=QJ2K86<N-"[!%
-
#567869:;<=8S69JOJ6I8@K88@6OE7J=:

C9=86J:M=E<I;67C6MJOJMK<<NJI6:8JOJ6I;N8@6769K=O2JM6J:O6M86IRJ8@/K#1@6:E2;69=O;KM869JK<M=<=:J67J:<E:H

=O';,CDLg,"BC&SKMMJ:6H9=ECRK7<=R698@K:8@K8=O';,CDLg,!21=9';M=:89=<!L%%#%!"#1@6<6S6<7=O

769E2*HD#*HD";#*HD-K:I*HLJ:';,CDLg,"BC&SKMMJ:6H9=EC9=76K8&R66P7KO8698@6OJ978SKMMJ:K8J=:K:I"

" 重庆市科委地方病专项基金!3=#"%%T4'W%WW-3=#"%%T4'W%%T和3=#"%%T4'W%W&"资助

# 通信作者#L,2KJ<$M0<JR6:HEJ!!$-#M=2



四川大学学报!医学版" 第&U卷

R66P7KO8698@6M@K<<6:H67EMM677JS6<N#1@6<6S6<7=O769E2K:8J;=IJ67J:';,CDLg,"BC&SKMMJ:6H9=ECR696@JH@69

8@K:8@=76J:';,CDLg,!21=9';M=:89=<K88@67K268J26C=J:8!L%%#%!=9L%%e%W"#:C($=&?#C(!1@6

96M=2;J:K:8';,CDLg,"BC&SKMMJ:6 RK77EMM677OE<<NM=:789EM86IK:IC9=IEM6IK:6OO6M8JS6@E2=9K<J22E:6

967C=:76KHKJ:788@6/KJ:O6M8J=:#

'J,KLCB-?(!!LHA3I7E7+/H/AC3,*+7H/!!$*F*I7R/GDAC*3ER*F*I3E!!fKMMJ:6!!*22E:6

!!铜绿假单胞菌!LHA3I7E7+/H/AC3,*+7H/#/K"

是一种革兰阴性的条件致病菌#是院内感染的常见

致病菌之一)/K的外膜通透性降低-主动泵出系统

活跃-抗菌活性酶产生和生物膜形成等+! -,
因素使

其对多种抗生素具有耐药性)/K感染若治疗不及

时-不彻底#易转为慢性感染#使治疗更加困难#所以

疫苗研制成为一种替代抗生素治疗的更好途径)

Y*3GL等
+&,
将 /K的重组外膜蛋白*!=E869

262;9K:6C9=86J:*#(C9*"加 4<!(B"- 佐剂腹腔

注射免疫'4F'.M小鼠#发现免疫组小鼠的半数致

死量!FVW%"是对照组的&倍#此研究首次证明(C9*

可对/K产生特异性保护力#提示重组(C9*可对抗

/K的攻击感染#是一种有希望的疫苗候选分子)两

歧双歧杆菌!$*F*I7R/GDAC*3ER*F*I3E#';"是一

种肠道益生菌#近年来成为基因工程疫苗新型载体

研究的热点之一
+W $,)本研究拟构建/K重组疫苗

';,CDLg,"BC&#研究该疫苗免疫小鼠产生的保护

力#为探索该疫苗的保护性免疫机制提供实验依据)

1!材料与方法

1#1!实验材料

1#1#1!主要试剂及仪器!V34提取试剂盒-质粒

提取试剂盒-/.)试剂盒-异丙基,%,V,硫代半乳糖

苷!*/1D#上海生工公司"&蛋白 >K9P69!重庆鼎国

公司"&$/EB 3-(G7) 3-V34 2K9P69-O&V34

连接酶!Y6926:8K7"&B)/标记羊抗鼠*HD-*HD!-

*HD"K-*HD";-*HD-和*HL!+=E8@69:'J=86M@"&/K

抗原-/K感染的鼠血清由本室制备)/.)仪!>X

)676K9M@"&电泳仪-凝胶成像分析仪!'J=,)KI"#酶

标仪!1@692=+MJ6:8JOJM")

1#1#/!质粒和菌种!/4%!标准株由重庆医科大

学附属儿童医院余加林教授惠赠&'F"!!CDLg,

!21"和';菌种由本室保存)

1#1#;!实验动物!雌性'4F'.M小鼠"!只#体质

量"%0"WH#购于重庆医科大学实验动物中心)

1#/!方法

1#/#1!"BC&基因的扩增及鉴定!按V34提取试

剂盒说明书提取/K基因组V34)"BC&引物/!$

Ẁ,D.DD411.1D4D.4D..4.1..444D44

4.D44D.1,-̀!下划线部分为$/EB 3酶切位

点"#/"$Ẁ,D.D4411..14114.11D.DD.1

DD.11111..,-̀ !下划线部分为(G7)3酶切位

点"#扩增片段长!U&;C#引物由上海生工公司合

成)W%$F反应体系$"[/.) >K7869"W$F#上-下

游引物各"$F#V34 模板-$F#灭菌去离子水

!T$F)条件$U& a#"2J:&共-W个循环!U& a#

-%7&WWa#-%7&A"a#-%7"&A"a#"2J:)!"H.F

琼脂糖凝胶电泳鉴定产物)

1#/#/!重组质粒CDLg,"BC&的构建!将 'F"!

!CDLg,!21"加入含氨苄青霉素!42C#质量浓度为

W%$H.2F"F'液体培养基中#-Aa-"%%9.2J:摇

床培养&T0A"@#按质粒提取试剂盒说明提取

CDLg,!21)将"BC&的/.)产物和CDLg,!21均

用$/EB 3和(G7)3进行双酶切#酶切体系均为

$%$F$&"$F扩增产物或载体#!#-$F$/EB 3#

!#-$F(G7) 3#$$F!%[1K:H='EOO69#U#&$F

灭菌去离子水)-Aa酶切"@)用纯化的酶切产物

建立"%$F连接体系$目的基因&$F#载体片段

!"$F#!%[O&'EOO69"$F#O&V34连接酶"$F)

&a连接过夜)

1#/#;!重组疫苗';,CDLg,"BC&的构建及鉴定

1#/#;#1!CDLg,"BC&质粒电穿孔转化感受态';

!';菌种于含%#W2=<.F蔗糖的>)+液体培养基

中#-Aa 厌 氧 培 养 &T0A" @#收 集 菌 体#用

!%%2F.F甘油制备感受态)共加入-次甘油#每次

菌液与甘油充分混匀后离心!%2J:收集菌体)甘

油体积依次为W%-"W和!%2F#离心转速依次为

-%%%-"%%%-!W%%9.2J:)最后加入!#W2F甘油#

用于电转化)电转化参数$电压T%%0"W%%f#时

间W27#电穿孔!0W次)电转化后加入 >)+培养

基#!W%9.2J:培养"@#取适量菌液划线接种至含

42C的 >)+筛选平板上#-Aa培养&T0A"@)

1#/#;#/!重组疫苗的双酶切和/.)鉴定!挑选筛

选平板上的阳性单克隆菌落加入液体培养基中增

菌#提取重组质粒#用上述酶切体系再次进行双酶切

鉴定)以提取的重组质粒为模板#按照上述/.)方

&!
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法扩增"BC&)

1#/#3!重组疫苗的诱导表达及+V+,/4DL分析!

阳性重组菌培养至吸光度!4"值为%#W0%#T#取适

量做对照#其余菌液加入!22=<.F*/1D#收集诱

导!-"---&-W和$I的菌体)"%$F.孔加样#以

!%%H.F分离胶进行电泳)CDLg,!21质粒含有谷

胱甘肽转移酶基因!;!O"#"BC&基因插入其下游可

表达为(C9*,D+1融合蛋白)

1#/#M!567869:;<=8鉴定融合蛋白!以空载体做

对照#+V+,/4DL分析后#半干法转膜#常规方法封

闭-洗膜#一抗孵育/K感染的鼠血清!!c!%%"#二

抗为 B)/标记羊抗鼠*HD!!c!%%%"#用现配的二

氨基联苯胺显色液显色并成像)

1#/#N!动物免疫及攻击!小鼠随机分为-组#分别

灌胃接种 ';,CDLg,"BC& 疫苗-空载体疫苗!';,

CDLg,!21"和';对照#每组A只#W[!%
U
.Y?疫

苗重悬于!%%$F>)+培养基#连续接种-周#每周

连续接种-I)首次免疫后&周用W[!%
$
.Y?的

/4%!株重悬于!%$FF'液体培养基#鼻腔内一次

性接种进行攻击)

1#/#5!肺组织细菌计数!攻击后"周处死小鼠#无

菌取肺组织#匀浆稀释后涂皿#-Aa培养"I#进行

菌落计数)

1#/#2!LF*+4检测血清抗体!免疫前和首次免疫

后&周小鼠尾静脉取血#/4%!株攻击后"周摘除

眼球取血#分离血清冻存备用)常规LF*+4检测抗

体$!$H.孔/K抗原包被#小鼠血清!c!%%稀释#

B)/标记的羊抗鼠*HD-*HD!-*HD"K-*HD";-*HD-

和*HL均以!c$%%%稀释#酶标仪测4&W%值)

1#/#4!统计学方法!数据用$QdH表示)肺细菌计

数用<H!.Y?.2F"表示)满足方差齐性和正态性

的数据多组间比较采用单因素方差分析#两两比较

采用+3G,>检验&不满足方差齐性或正态性的数据

采用非参数检验)L%%#%W为差异有统计学意义)

/!结果

/S1!"'(&基因的O:8扩增结果

扩增结果见图!#获得约!U&;C的"BC&基因

片段)

/S/!重组疫苗的双酶切和O:8鉴定

从具有42C抗性的重组菌中提取的重组质粒经

双酶切后产生约&U&A;C的CDLg,!21载体片段和

!U&;C的"BC&基因片段!图""#以重组质粒为模板

/.)扩增出约!U&;C的"BC&基因片段#经上海生工

公司测序证实插入的片段与设计序列一致)

图1!"'(&基因的O:8扩增结果

U#<1!O:8B,?&=>CR"'(&<,(,

>$V342K9P69&!,&$/.)C9=IEM87=O"BC&H6:6

图/!AW.[P"'(&双酶切鉴定

U#</!9-,(>#R#$'>#C(CRAW.[P"'(&L#>%-C&H=,,(]KE,-#<,?>#C(

>$V34 2K9P69&!#"$CDLg,!21&-#&$CDLg,"BC&

IJH6786IRJ8@$/EB3K:I(G7)3

/S;!"Y"POGW.分析

';,CDLg,"BC&在相对分子质量约-"[!%
-

!(C9*$$[!%
-#D+1$"$[!%

-"处出现与预期相符的特

异性(C9*,D+1融合蛋白条带!图-")凝胶分析显示

诱导-I后表达量达较高水平#融合蛋白约占菌体

图;!6HPAW.[P"'(&表达蛋白的"Y"POGW.分析

U#<;!"Y"POGW.CR,@AB,??,-ABC>,#(?CR6HPAW.[P"'(&

>$/9=86J:2K9P69&!$LQC96776IC9=86J:7=O';,CDLg,"BC&

RJ8@=E8J:IEM8J=:&",A$LQC96776I C9=86J:7 =O ';,CDLg,"BC&

J:IEM6IO=9!#"#-#&#WK:I$I967C6M8JS6<N

W!
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总蛋白的$Z)未经诱导的重组菌无此条带出现)

/S3! ,̂?>,B(H=C>鉴定

';,CDLg,"BC&疫苗表达的融合蛋白可被/K感

染的鼠血清识别#在相对分子制质量约-"[!%-
处出

现特异性反应条带#空载体对照无此条带!图&")

图3! 6HPAW.[P"'(&表达蛋白的 ,̂?>,B(H=C>鉴定

U#<3! ,̂?>,B(H=C>CR,@AB,??,-ABC>,#(CR6HPAW.[P"'(&

>$/9=86J:2K9P69&!$.=:89=<&"$(C9*,D+1C9=86J:

/#M!肺组织的细菌菌落数

小鼠肺组织细菌菌落计数显示#';,CDLg,

"BC&疫苗组1!A#$W-d%#%T""<H.Y?.2F2低于

';,CDLg,!21组1!T#A-%d%#%$""<H.Y?.2F2和

';组1!T#ATTd%#%$W"<H.Y?.2F2!L 均 %

%e%!"#';,CDLg,!21组和';组之间差异无统计学

意义!L&%#%W")

/SN!小鼠血清9<W及其亚类和9<.水平

*HD!-*HD"K在所有组所有时点均未检出)同

组内不同时间点比较#-组小鼠免疫后&周和攻击

后"周的*HD-*HD";-*HD-和*HL水平均明显高于

免疫前!L 均%%#%!"#-组攻击后"周的*HD-

*HD";和*HL 较首次免疫后& 周升高!L 均 %

%e%!"#';,CDLg,"BC&疫苗组攻击后"周的*HD-

水平较首次免疫后&周升高!L%%#%W")见附表)

同一时间点不同组间比较#免疫前*HD-*HD";-

*HD-和*HL水平在-组间的差异均无统计学意义

!L均&%#%W")首次免疫后&周#';,CDLg,"BC&

疫苗组的*HD水平高于空载体组和';组!L 均%

%#%!"#空载体组高于';组!L%%#%W"#';,CDLg,

"BC&疫苗组和空载体组的*HL水平均明显高于';

组!L均%%#%!"#';,CDLg,"BC&疫苗组高于空载

体组!L%%#%W")对首次免疫后&周的*HD";-

*HD-及攻击后"周的*HD-*HD";-*HD-和*HL水

平进行三组间的两两比较#发现';,CDLg,"BC&疫

苗组和空载体组均高于';组#';,CDLg,"BC&疫

苗组均高于空载体组!L均%%#%!")见附表)

附表!疫苗免疫及OG01株攻击后小鼠血清抗体检测

D'H=,!Y,>,$>#C(C('(>#HC-#,?#(?,B'CRE#$,#EE&(#],-L#>%*'$$#(,'(-$%'==,(<,-L#>%OG01?>B'#(

1J26 D9=EC *HD *HD! *HD"K *HD"; *HD- *HL

'f 4 %#%-%d%#%%" % % %#%%Wd%#%%! %#%%Wd%#%%" %#%%$d%#%%!

' %#%-%d%#%%" % % %#%%$d%#%%" %#%%Wd%#%%" %#%%$d%#%%!

. %#%-%d%#%%" % % %#%%$d%#%%! %#%%Wd%#%%" %#%%$d%#%%!

Yf&R 4 %#%$Ud%#%%-""#KK#;; % % %#%"Td%#%%"""#KK#;; %#%""d%#%%"""#KK#;; %#%"$d%#%%"""#KK#;

' %#%W$d%#%%"""#K % % %#%!Ud%#%%"""#KK %#%!$d%#%%"""#KK %#%"&d%#%%"""#KK

. %#%W"d%#%%&"" % % %#%!Wd%#%%!"" %#%!%d%#%%""" %#%"%d%#%%!""

."R 4 %#!%%d%#%%$""#44#KK#;; % % %#%&$d%#%%-""#44#KK#;; %#%"Wd%#%%-""#4#KK#;; %#%-Ud%#%%"""#44#KK#;;

' %#%T!d%#%%&""#44#KK % % %#%&!d%#%%"""#44#KK %#%!Ud%#%%"""#4#KK %#%-Wd%#%%"""#44#KK

. %#%A%d%#%%"""#44 % % %#%-Ad%#%%"""#44 %#%!&d%#%%"""#44 %#%"Ud%#%%"""#44

!!'f$'6O=96SKMMJ:K8J=:&Yf&R$&R66P7KO869OJ978SKMMJ:K8J=:&."R$"R66P7KO869M@K<<6:H6&4$';,CDLg,"BC&&'$';,CDLg,!21&.$';#" L%%#%W#

""L%%#%!#S7#'fJ:8@67K26H9=EC&4L%%#%W#44L%%#%!#S7#Yf&RJ:8@67K26H9=EC&KL%%#%W#KKL%%#%!#S7#.H9=ECK88@67K268J26C=J:8&

;L%%#%W#;;L%%#%!#S7#'H9=ECK88@67K268J26C=J:8

;!讨论

>*]?3(等
+A,
首次分离出/K的(C9*蛋白#相

对分子质量为T[!%-)F4> 等
+T,
发现急慢性/K

感染患者和动物血清的抗体均可识别 (C9*#表明

(C9*具有较好的免疫原性#适合成为一种疫苗候选

分子)F((1+等
+U,
发现 (C9*可黏附于鸡气管黏

膜和小肠上皮细胞#与抗原提呈细胞和上皮细胞的

1=<<样受体结合进而促进抗原的摄取#这对 (C9*

黏膜疫苗研究有重要意义)

本研究使用的质粒CDLg,!21含有高效的D/G

启动子#使2)34的转录水平明显提高#含有大肠

杆菌和';的复制起始点#;!O 基因是多克隆位点

上游的标签蛋白编码基因#D+1蛋白与目的蛋白的

融合表达可增加融合蛋白的溶解性)朱佑明等+W,
利

用CDLg,!21使/K的 (C9Y蛋白在';中正确表

达)本研究构建了CDLg,"BC&#并将其电穿孔转化

';#诱导表达结果提示"BC&基因在';中获得表

达)凝胶分析结果显示表达的融合蛋白占菌体总蛋

白的$Z#诱导-I后表达量达较高水平#提示该疫

苗能够表达(C9*,D+1蛋白)567869:;<=8结果显

示融合蛋白可与/K感染的鼠血清发生反应#提示

该融合蛋白具有一定的抗原性)

周必英等
+$,
用细粒棘球绦虫重组 ';,LHUW,

$!
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LH4-!疫苗灌胃免疫小鼠#原头节攻击后发现囊重

抑制率为$"#$AZ#提示灌胃免疫是一种较好的途

径)本研究也采用灌胃途径免疫小鼠#/4%!株攻

击后发现疫苗组肺组织的细菌菌落数明显低于对照

组#表明该疫苗可诱导小鼠产生一定的保护力)

本研究发现首次免疫后&周疫苗组的血清*HD

升高#与]B43D等
+!%,
报道相似)我们推测灌胃免

疫后重组';菌在小鼠肠道定植并高效-稳定地表

达(C9*抗原#经肠道派氏集合淋巴小结内的 > 细

胞摄取后转运给抗原提呈细胞#后者将抗原呈递给

1细胞#进而使其分化为1@细胞#1@细胞辅助'

细胞分化为浆细胞产生抗体#通过再循环途径进入

血液#使血清中抗体升高)*HD可通过中和作用和

细胞毒作用!4V.."等途径杀死/K)

本研究发现首次免疫后&周的疫苗组小鼠血清

*HD";和*HD-明显升高#与V?3GFL̂ 等
+!!,
结果

相似#提示*HD";和*HD-与保护作用有关)推测

在1@!和1@"细胞分泌的干扰素,5和转化生长因

子,%等细胞因子的作用下浆细胞产生较多的*HD-

和*HD";)*HD";和*HD-可通过激活补体清除

/K#/K的调理吞噬作用需要补体固定#特别是

.-;
+!",#*HD";-*HD-和补体分别结合巨噬细胞及中

性粒细胞上的YM受体和补体受体发挥联合调理作

用#促进这些细胞对/K菌体的吞噬)*HD-还可结

合3G细胞上的YM受体产生4V..杀伤/K)

王国富等
+!-,
用表达福氏志贺菌JCK'蛋白的重

组';疫苗多次灌胃免疫小鼠#发现首次免疫后&

周#免疫鼠血清*HL升高)本研究显示首次免疫后

&周免疫鼠的血清*HL升高#推测多次免疫后疫苗

表达的(C9*抗原使'细胞分泌特异性*HL增多并

使肥大细胞-嗜碱性粒细胞和嗜酸性粒细胞活化脱

颗粒发挥促炎症作用而抵抗/K的感染)

')*VDL等
+!&,
发现免疫表达/K(抗原的重组

沙门氏菌疫苗#并用 /4!%-株攻击的小鼠#血清

*HD较首次免疫后"AI的更高#抗体介导的调理吞

噬作用也更显著)本研究发现/4%!株攻击后"周

血清*HD及其亚类和*HL均较首次免疫后&周升

高#表明该疫苗不仅可以在接种后引起中和抗体升

高#并且能产生良好的的免疫记忆#提示用该疫苗首

次灌胃免疫后#部分'细胞成为记忆性'细胞#用

/4%!株攻击后#记忆性'细胞再次接触到/K菌体

表面的(C9*抗原#抗体浓度迅速增高#产生的体液

免疫应答比首次免疫后更加高效和持久)
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