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表达结核抗原的减毒重组李斯特菌的免疫生物学特性
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摘要:【目的】结核病是一种由结核分枝杆菌复合群引起的严重危害人类健康的慢性传染病，研制预防结核
病的新型疫苗对于有效控制结核病具有重要的公共卫生意义。【方法】本研究对表达 M． tb 融合蛋白的重组
李斯特菌 LMΔhly::Ag85b-esat-6 的免疫生物学特性进行了初步研究。【结果】实验结果显示，重组菌溶血活
性丧失，对 C57BL /6 小鼠的半数致死剂量提高了 4 个 log 值，以 0. 1 LD50 的剂量尾静脉注射 C57BL /6 小鼠，
5 天时被完全清除，病理切片结果未显示明显病理变化，表明重组菌具有良好的安全性。以尾静脉途径免疫
C57BL /6 小鼠，对其诱导的免疫应答测定结果表明，重组菌所运送的结核抗原能诱导小鼠 Th1 型免疫应答，
激发较强的结核抗原特异性的 CTL 效应。【结论】上述实验结果表明，表达结核分枝杆菌融合蛋白的减毒
重组李斯特菌是一种安全的结核病疫苗候选株，具有潜在的应用价值。
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结核病是目前世界上由单病原菌引起的死亡人
数最多、造成危害性最大的疾病。全球约有 20 亿人
被感染，每年因结核病死亡人数约为 200 － 300

万［1］，严重威胁着全球公共卫生安全。近年来，随

着与 HIV /AIDS 的共感染，以及结核分枝杆菌多重
耐药甚至极端耐药菌株的出现，TB 呈现全球预警状

态［2 － 3］。WHO 宣布 TB 仍是全球最大的威胁，强调

要利用免疫手段来控制 M． tb 的感染和传播［4］。

卡介苗(BCG)是迄今为止人类唯一使用的结
核病疫苗，对儿童具有很好的保护力，而在防治成人
肺结核方面效果甚微等已成为不争的事实。其主要
原因是在 BCG 的制备和传代过程，虽然达到了减毒

的目的，但同时丢失了部分与保护力相关的基因，使
BCG 免疫保护力减弱，导致免疫效果不稳定。研究
表明卡介苗在传代过程中丢失了 16 区段，100 多个
基因，丧失了一些能诱导细胞免疫应答和产生记忆
性免疫应答的抗原，如 RD1 区的 lhp，esat-6 等［5 － 6］，
使 BCG 保护性免疫应答减弱，导致免疫效果不稳
定。因此，安全有效结核病疫苗的研制已成为全球
亟待解决的课题。

兼性胞内菌单核细胞增生性李斯特菌( Listeria
monocytogenes，LM)以其能逃逸细胞吞噬体、诱导机
体产生强烈的 CD8 + T 细胞免疫应答等特点，而成为
一种具有应用前景的细菌载体。研究者将弱毒化的
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LM 改造成为可以容纳外源性抗原的载体，从而成
为可诱导较强细胞免疫应答的预防性或治疗性活载
体疫苗［7］。本研究对表达结核分枝杆菌 Ag85B 和
ESAT-6 融合蛋白的减毒重组李斯特菌的免疫生物
学特性进行了研究。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 细 菌: 卡 介 苗 ( BacillusCalmette-Guérin，
BCG)、野生型单核细胞增生性李斯特菌菌株
yzuLM4 由 本 室 保 存，重 组 李 斯 特 菌 LMΔhly::
Ag85b-esat-6(利用同源重组的方法，将 Ag85b-esat-6
定点整合于基因组中 hly 基因启动子和信号肽序列
的下游，从而获得表达 Ag85B 和 ESAT-6 的减毒重
组菌株)由本室构建［8］。
1. 1. 2 实验动物:6 周龄雌性 C57BL /6 (H-2Db )小
鼠购自北京维通利华实验动物技术有限公司，实验
动物许可证号为 SCXK(京 2012-001)。
1. 1. 3 试剂:抗小鼠 INF-γ 单抗 R4-6A2、抗小鼠
IL-4 单抗 BVD4-1D11、生物素化抗小鼠 INF-γ 单抗
XMG1. 2、生物素化抗小鼠 IL-4 单抗 BVD6-24G2、链
亲和素-AKP 为 BD Pharmingen 公司产品;碱性磷酸
酶底物溶液 BCIP /NBT 购自 Sigma 公司;酯纤维素
底 96 孔 ELISPOT 板为 Millipore 公司产品。RPMI-
1640 细胞培养基、胎牛血清( FBS)及胰蛋白酶购自
GBICO 公司。精提牛结核菌素 PPD 为 Prionics 公司
产品;ESAT-6(1 － 20aa)多肽、Ag85B(240 － 259aa)
的多肽由北京中科亚光生物科技有限公司合成，荧
光 染 料 CFSE ( Carboxyfluorescein diacetate
succinimidyl ester)购自 Invitrogen 公司。
1. 1. 4 仪器:流式细胞仪 FACSAria 购自 BD 公司;
恒温 CO2 细胞培养箱购自 Thermo 公司;细胞计数仪
购自 BD 公司;ELISPOT 读板仪 BIOREADER 5000-
Vβ 购自 Bio-RAD 公司。台式冷冻离心机 Centrifuge
5810R 和 Biophotometer 分光光度计购自 Eppendorf
公司。
1. 2 溶血活性的测定

yzuLM4、LMΔhly:: Ag85b-esat-6 在 BHI 培养基
中 37 ℃培养 14 h 后，收集菌液离心取上清，用 PBS
调整 OD600至相同大小，取 70 μL 上清液加至 96 孔
V 型板中，用 PBS(pH 6. 0)从原液到 27 系列倍比稀

释，然后每孔加入 30 μL 1%绵羊红细胞，混匀，置于
37 ℃温箱作用 1 h 后观察溶血情况。试验同时设立
PBS 作为对照。
1. 3 重组菌 LD50的测定

将过夜培养物按 1 ∶ 20 转接 BHI 培养基，37 ℃
培养 4 h 后，菌液用 PBS 洗 2 遍，测定其 OD600并调
整为 0. 8。将 yzuLM4 及 LMΔhly:: Ag85b-esat-6 的
PBS 悬液进行梯度稀释，做平板菌落计数，取适当稀
释度的菌液进行动物实验。将 6 周龄 C57BL /6 小
鼠随机分为 9 组，每组 5 只，尾静脉注射，观察 14 d。
1. 4 体内感染实验

取 0. 1 LD50 的重组菌 LMΔhly:: Ag85b-esat-6

(2. 57 × 107CFU ) 和 野 生 菌 株 yzuLM4 ( 1. 06 ×
103CFU)尾静脉注射 6 周龄雌性小鼠。在免疫后的
第 5 天，取小鼠的脾脏、肝脏中组织称重并研磨。以
无菌 PBS 稀释组织匀浆液，选择合适的梯度涂布
BHI 固体平板，进行脏器的细菌分离与计数。
1. 5 免疫小鼠脏器的组织切片观察

将 6 周龄 C57BL /6 雌性小鼠随机分为 2 组，每
组 3 只，在 0 d 和 14 d，分别尾静脉注射 LMΔhly::
Ag85b-esat-6 和 yzuLM4 (剂量为 0. 1 LD50，与 1. 4 相
同)，于 2 次免疫后 14 d，取小鼠的脾脏、肝脏用
13%甲醛固定，用于组织切片的制作，分析组织的显
微变化。
1. 6 ELISPOT 检测特异性 IFN-γ 和 IL-4 分泌细胞

对 C57BL /6 小鼠随机分为 5 组，每组 5 只，以
BCG ( 1 × 106CFU /只 ) 为 阳 性 对 照 组，以 PBS
(100 μL) 作为阴性对照组，对重组菌 LMΔhly::
Ag85b-esat-6 及野生株 yzuLM4，以 0. 1LD50 的剂量
(与 1. 4 相同)通过尾静脉注射途径进行初次免疫
和加强免疫，间隔 14 天。在二免第 8 天，制备各组
小鼠的脾脏细胞，加入到包被有抗小鼠 INF-γ 单抗
及 IL-4 单抗的 ELISPOT 板中，并向孔中分别加入
50 μL终浓度为 10 μg /mL 的 Ag85B240 － 259作为刺激
原，培养48 h。洗涤后加入生物素化抗小鼠 INF-γ、
IL-4 单抗，孵育作用 3 h。加入链亲和素-AKP，作用
3 h 后，加入 BCIP /NBT 底物液显色，将孔置于立体
显微镜下观察，计数每个孔中的蓝斑数。
1. 7 特异性细胞毒性 T 淋巴细胞(CTL)杀伤试验

免疫方法与 2. 5 相同，于 2 免后第 7 天按照
Coles 等［9］报道的方法分析重组菌诱导小鼠产生的
特异性 CTL 杀伤活性，并计算 CTL 的特异性杀伤
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率。具体步骤如下:取 5 只未进行免疫的空白对照
小鼠，制备脾脏单细胞悬液，将其分为 A 和 B 两等
份; A 组 细 胞 ( CFSEhigh ) 用 多 肽 Ag85B240 － 259

(10 μg /mL)进行刺激之后，用含 2. 5 μmol /L CFSE
的 PBS 进行标记; B 组细胞 ( CFSElow ) 用含 0. 25
μmol /L CFSE 的 PBS 缓冲液进行标记;将 A 组与 B
组细胞以 1∶ 1比例混合，以 1 × 107 /100 μL 尾静脉注
射至免疫小鼠体内;15 h 后，制备免疫小鼠的脾脏
单细胞悬液，用于 FACS 分析不同免疫组小鼠产生

的特异性 CTL 杀伤活性。

2 结果

2. 1 重组菌的溶血实验结果
用 1% 羊红细胞悬液检测重组菌 LMΔhly::

Ag85b-esat-6 培养上清液的溶血能力，结果显示，野
生菌 yzuLM4 的溶血效价达 24，而重组菌丧失溶血
能力(图 1)。

图 1． LMΔhly:: Ag85b-esat-6 和 yzuLM4 的溶血活性
Figure 1． Haemolytic activity of LMΔhly:: Ag85b-esat-6 and yzuLM4． The culture supernatants were incubated with sheep

erythrocytes at 37 ℃ in two-fold serial dilutions ( wells 0 － 7)，the last well added PBS instead of culture supernatant．

2. 2 重组菌对 C57BL /6 小鼠 LD50的测定
根据小鼠死亡情况和平板菌落计数结果，重组

菌的 LD50为 2. 57 × 108CFU，而野生菌的 LD50为

1. 06 × 104CFU，重组菌的 LD50比野生株下降了 2. 37

× 104 倍(表 1)。这表明重组菌株对 C57BL /6 小鼠
的毒力下降，安全性明显提高。

表 1． 李斯特菌对 C57BL /6 小鼠 LD50的测定
Table 1． LD50 of LM to C57BL /6 mice

Dose yzuLM4 (1 × 105 ) LMΔhly::Ag85b-esat-6 (1 × 107 )

CFU per mouse 39. 6 13. 2 4. 4 1. 47 23. 0 7. 66 2. 53 1. 69 0. 563

Mortality 5 /5 5 /5 4 /5 0 /5 2 /5 0 /5 0 /5 0 /5 0 /5

LD50 1. 06 × 104 CFU 2. 57 × 108 CFU

2. 3 体内感染实验
野生菌株 yzuLM4 和重组菌 LM△hly:: Ag85b-

esat-6 以尾静脉注射途径感染 C57BL /6 小鼠，从感
染后的第 5 天，进行小鼠脏器内细菌的分离与计数。
在感染小鼠 5 天时，重组菌被小鼠完全清除 (图
略);而野生株感染的小鼠脾脏和肝脏中仍存在高
于 104CFU 的细菌(P ＜ 0. 0001)。本试验结果表明，
重组菌侵袭力降低、安全性增加。
2. 4 静脉接种后小鼠病理观察

病理切片结果显示，重组菌 LMΔhly:: Ag85b-

esat-6 以高于野生株 yzuLM4 104 倍的细菌量感染小
鼠后，小鼠肝脏、肺脏和脾脏均无明显的病理变化
(图 2)。而野生株免疫组小鼠的病理切片显示:肺
脏肺泡壁轻度增宽，数量不等的淋巴细胞及巨噬细
胞浸润;脾脏也出现巨噬细胞浸润的现象;肝脏呈现
肝细胞肿胀，说明在免疫剂量仅为 1000 CFU 的条件
下，对小鼠仍有一定程度的致病性。由此表明重组
菌 LMΔhly:: Ag85b-esat-6 对小鼠具有较好的安全
性。
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图 2． 不同免疫组的组织切片
Figure 2． Different tissue sections from mice in different groups．

2. 5 ELISPOT 实验结果
ELISPOT 结果显示，与野生株 yzuLM4 组相比，

重组菌免疫组特异性分泌 IFN-γ 细胞数显著增加
(P ＜ 0. 01) (图 3)。此外，重组菌诱导小鼠产生的
特异性分泌 IFN-γ 细胞数要显著高于特异性分泌
IL-4 的细胞数 ( P ＜ 0. 001)，表明重组菌 LMΔhly::
Ag85b-esat-6 诱导小鼠产生的免疫应答更倾向于
Th1 型免疫应答。

图 3． 不同免疫组脾脏淋巴细胞特异性分泌细胞因子的

数量
Figure 3． The number of cells secreting cytokines in different

regimens．

2. 6 特异性 CTL 试验
通过荧光素 CFSE 标记法对所构建的重组菌诱

导的 Ag85B240 － 259的特异性 CTL 试验结果显示，重组

菌免疫组的 CFSEhigh的峰值较 CFSElow明显降低(图
4)，表明 LMΔhly::Ag85b-esat-6 诱导小鼠体内产生

较强烈的 Ag85B 特异性 CTL 活性，而 PBS 对照组和
yzuLM4 免疫小鼠却没有产生杀伤性的 CTL 应答。

说明重组菌 LMΔhly::Ag85b-esat-6 能够诱导小鼠产

生较强的 Ag85B 特异性的细胞毒性 T 淋巴细胞杀

伤效应。

3 讨论

结核病是一种由结核分枝杆菌复合群引起的严

重危害人类健康的慢性呼吸道传染病，是我国重点

控制的重大疾病之一，有效的疫苗对预防和控制结

核病具有重要的意义。因此，研制新型的结核疫苗

已成为全球亟待解决的重要问题之一。由于结核分

枝杆菌为胞内寄生菌，这就要求新型的结核疫苗必

须能够增强细胞免疫继而加速清除 M． tb 的能

力［10 － 11］。重组 LM 因其诱导强烈的 T 细胞免疫应

答，已经广泛应用于外源抗原的运送载体［12］。本研

究对运送结核抗原的重组李斯特菌 LMΔhly::

Ag85b-esat-6 的安全性和免疫应答特性开展了相关

研究。

结核分枝杆菌是胞内寄生菌，故其疫苗更需要

细胞介导的免疫应答。Th1 型细胞在抗结核分枝杆
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图 4． 不同免疫组诱导的 Ag85B 特异性的细胞毒性 T 淋巴细胞杀伤效应
Figure 4． Ag85B-specific CTL activity in different groups．

菌感染时显得至关重要，CD4 + Th1 型细胞能够识别

结核分枝杆菌抗原，并通过 MHC-II 途径将抗原提

呈至 DCs 和巨噬细胞［13］。在本研究中的 ELISPOT

结果显示，重组菌能够有效地诱导抗原 Ag85B 和
ESAT-6 特异性免疫应答，且免疫应答类型倾向于
Th1 型。而 CD4 + Th1 型细胞能够分泌 IFN-γ、IL-2

以及 TNF-α 等细胞因子发挥免疫调节作用，介导产

生细胞免疫效应，是宿主防御与防止胞内菌感染的

主要组成部分［14］。因此重组菌 LMΔhly:: Ag85b-

esat-6 能够有效地诱导产生 Th1 型免疫应答，表明

其具有有效防止结核分枝杆菌感染的潜力。此外，

研究表明，部分 Th1 细胞能够辅助细胞毒性 T 淋巴

细胞活化增殖为效应性 CTL，介导清除病原感染的

靶细胞［15 － 16］。本研究应用 CFSE 标记法进行的
CTL 实验结果表明，重组菌能够诱导小鼠产生强烈

的 Ag85B 特异性效应 CTL 细胞。由此推断效应性
CTL 细胞通过表面 TCR-CD3 复合受体分子和粘附

分子，与胞内的靶细胞表面相应抗原肽-MHC-Ⅰ类

分子复合物结合，通过释放颗粒酶、穿孔素及表达
FasL 等细胞毒性介质，产生细胞毒效应，介导靶细

胞的有效杀伤作用［17］。上述结果表明，重组李斯特

菌所运送的结核融合蛋白能诱导结核抗原特异的
Th1 型免疫应答以及激发较强的结核抗原特异性的
CTL 效应，显示出良好的载体疫苗优势。

对重组菌的安全性评价的结果显示，其溶血活

性丧失，对 C57BL /6 小鼠的半数致死剂量显著提

高，体内持留时间明显缩短，组织病理学切片也显示

了良好的安全性。值得一提的是，我们选择的李斯

特菌野生株是本实验室的分离株，其血清型与
Haroula 等构建的菌株一致，他们敲除了部分 actA

和 plcB 的基因片段，将 LMΔactA / plcB 给志愿者口
服后，没有表现出相关疾病症状，并且部分志愿者显
示出体液免疫和细胞免疫应答反应［18］。非常有意
义的是，本研究中 LD50的测定结果显示，我们构建
的重组菌株的毒力低于 Haroula 等构建的 LM

△actA /plcB，重组菌株所显示的良好的安全性为应
用奠定基础。

总之，具有较高安全性的结核病新型疫苗候选
株 LM::Ag85b-esat-6 能诱导机体产生强烈的 Th1 型
应答和特异性 CTL 杀伤效率，显示了潜在的疫苗价
值。以减毒李斯特菌稳定分泌表达结核抗原的疫苗
不但具有良好的免疫原性，而且因不含抗生素抗性、

无内毒素成分，制作方便，价格低廉，是具有较好发
展潜力的结核疫苗候选株。
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Abstract:［Objective］ Tuberculosis is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium tuberculosis complex．
Hence，novel vaccines against TB are urgently needed and important to the public health． ［Methods］ Immunobiologic
characteristics of a recombinant attenuated Listeria monocytogenes strain LMΔhly::Ag85b-esat-6 was evaluated． ［Results］
LMΔhly::Ag85b-esat-6 had lost the hemolytic activity． It was completely cleared from the livers and spleens of mice 5
days after inoculation via intravenous route． Furthermore，the LD50 of the recombinant strain increased by 4 Logs comparing
to that of the parent strain． Histopathology reveals no obvious pathological changes following administration of the
recombinant strain to mice，indicating its safety． In addition，the potential protective immune response was evaluated on
C57BL /6 mice via intravenous immunization route． The results indicate that the antigen delivered by the recombination
LM could induce Th1 type immune response and elicit strong cytotoxic lymphocyte effect against Ag85B-ESAT-6．
［Conclusion］Thus，LMΔhly::Ag85b-esat-6 had high safety to mice，and could be used as a novel vaccines candidate for
preventing tuberculosis．
Keywords: Mycobacterium tuberculosis，attenuated Listeria monocytogenes，cellular immunity，fusion protein
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