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摘   要：【背景】布鲁氏菌病(简称布病)严重威胁着人类健康和畜牧业的发展，使用毒力弱、免疫

原性好、不干扰血清学诊断的疫苗是防控布病的有效措施。【目的】比较布鲁氏菌粗糙型 RA343
株与光滑型 A19 株免疫小鼠后机体特异性 T 细胞和抗体的动态变化，评价粗糙型 RA343 株的免疫

效果。【方法】采用 6 周龄雌性 BALB/c 小鼠，共分为 3 组，RA343 株免疫组和 A19 株免疫组各

15 只小鼠，空白对照组 5 只小鼠。免疫组的每只小鼠经腹股沟皮下注射 0.1 mL (含菌量为 1×108 CFU)
菌液。免疫后 1、2 和 3 周各免疫组及空白对照组分别剖杀 5 只小鼠，无菌取脾脏，一部分脾脏研

磨分离淋巴细胞，用流式细胞术检测小鼠布鲁氏菌特异性 CD4+ T 细胞与 CD8+ T 细胞所占比例的

变化趋势；另一部分脾脏称重后分离布鲁氏菌 RA343 株和 A19 株，评估 RA343 株和 A19 株在小

鼠脾脏中的定殖情况。在剖杀小鼠的同时取外周血分离血清，用 ELISA 方法检测免疫后小鼠血清

中 IgM 和 IgG 抗体的消长规律。采用 GraphPad Prism 8.0 软件作图并进行统计学分析。【结果】与

A19 免疫组相比，免疫后 1 周，RA343 免疫组小鼠脾脏布鲁氏菌特异性 CD4+ IFN-γ 所占比例极显

著增加(P<0.01)，CD4+ IL-2、CD8+ IL-2 和 CD8+ TNF-α 所占比例显著增加(P<0.05)；免疫后 2 周，

RA343 免疫组特异性 CD4+ TNF-α 所占比例极显著增加(P<0.01)，CD8+ TNF-α 所占比例显著增加

(P<0.05)；免疫后 3 周，CD4+ TNF-α 所占比例显著增加(P<0.05)，CD8+ IFN-γ 所占比例极显著增加

(P<0.01)。免疫后 1–3 周，RA343 免疫组小鼠脾脏含菌量显著低于 A19 免疫组(P<0.05)，而且 RA343
免疫组脾脏重量低于 A19 免疫组。光滑型 A19 株免疫小鼠的 IgM 和 IgG 抗体水平在免疫后 2 周均
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显著升高；粗糙型 RA343 株免疫小鼠的 IgM 和 IgG 抗体采用光滑型抗原进行 ELISA 检测结果均

为阴性。【结论】与光滑型 A19 株相比，布鲁氏菌粗糙型 RA343 株诱导的细胞免疫应答较强，而

且 RA343 组小鼠脾脏含菌量显著低于 A19 组，产生抗体与光滑型布鲁氏菌抗原无交叉血清学反应，

综合表明布鲁氏菌粗糙型 RA343 株毒力弱，免疫小鼠后可产生良好的细胞免疫反应和体液免疫反

应且不干扰血清学诊断，是理想的布鲁氏菌疫苗候选株。 

关键词：布鲁氏菌；流式细胞术；特异性 T 细胞；抗体  
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Abstract: [Background] Brucellosis threatens human health and the development of animal husbandry 
and vaccines with low virulence, good immunogenicity, and no interference of serological diagnosis turn 
to be a solution. [Objective] To compare the dynamic changes of specific T cells and antibodies in mice 
immunized with rough-type RA343 and smooth-type A19 of Brucella, and to evaluate the immune effect 
of rough-type RA343. [Methods] The 6-week-old female BALB/c mice were classified into three 
groups, 15 in RA343 group, 15 in A19 group, and 5 in blank control group. For RA343 group and A19 
group, each mouse was injected (sc) with 0.1 mL (1×108 CFU) bacterial solution through into groin. A 
total of 5 mice in each of the three groups were killed 1, 2, and 3 weeks after immunization, 
respectively, and their spleens were separated. A part of the spleen was ground, and lymphocytes were 
separated to detect the proportions of CD4+ T cells and CD8+ T cells in mice (flow cytometry). The other 
part was weighed and then RA343 and A19 of Brucella were isolated, to evaluate the colonization of 
RA343 and A19 in mouse spleen. At the same time, the peripheral blood was collected and the serum 
was separated. For the determination of IgM and IgG in the serum of immunized mice (ELISA). 
GraphPad Prism 8.0 was employed for plotting and statistical analysis. [Results] The proportion of 
Brucella-specific CD4+ IFN-γ in spleens (P<0.01), and the proportions of CD4+ IL-2, CD8+ IL-2, and 
CD8+ TNF-α (P<0.05) increased in RA343 group compared with those in A19 group 1 week after 
immunization. Two weeks after immunization, the proportion of specific CD4+ TNF-α (P<0.01) and the 
proportion of CD8+ TNF-α (P<0.05) in RA343 group rose compared with those in A19 group. Three 
weeks after immunization, RA343 group registered increase of the proportion of CD4+ TNF-α (P<0.05) 
and the proportion of CD8+ IFN-γ (P<0.01) compared with A19 group. The bacterial content in spleens 
of RA343 group was lower than that of A19 group (P<0.05), and the spleen weight was also lower than 
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that of A19 group 1–3 weeks after immunization. IgM and IgG levels of mice in A19 group increased 
significantly 2 weeks after immunization and no IgM or IgG was detected in the RA343 group. 
[Conclusion] Compared with A19, RA343 induced strong cellular immune response. The bacterial 
content in spleen of mice in RA343 group was significantly lower than that in A19 group and no 
serological cross-reaction occurred between antibody and A19 antigen. In summary, RA343 has low 
virulence, and can induce strong cellular immune response and humoral immune response in mice, with 
no interfere of serological diagnosis. Thus, it can be used as a candidate strain for the development of 
vaccine against brucellosis.  

Keywords: Brucella; flow cytometry; specific T cells; antibody 

布鲁氏菌病(Brucellosis，简称布病)是由布

鲁氏菌引起的人畜共患病，严重影响人类健康

和畜牧业的发展。布病可导致雄性动物附睾炎

和妊娠母畜流产、胎盘炎和不孕，人感染后可

引起急性炎症并表现出许多类似流感感染的症

状，包括波状发热、盗汗、头痛、关节痛和身

体虚弱[1-5]。布鲁氏菌种型较多，有光滑型和粗

糙型，一般而言，粗糙型毒力较弱，而光滑型

毒力较强，光滑型中又以羊种布鲁氏菌对我国

养殖业危害最大且对人的毒力最强[6]。在布鲁

氏菌病流行的国家，少数国家通过净化扑杀的处

理方式，大多数国家主要通过对患病高发区的牲

畜进行动物疫苗免疫来遏制该病的蔓延[7-10]，所

以选择和使用有效的布病疫苗，对于该病的防

控和促进当地畜牧业经济发展有着重要意义。 
自 1887 年，微生物学家 David Bruce 从患

波浪热病人脾脏中分离出布鲁氏菌后，开发布

病疫苗的研究工作即展开[11]。我国常用的布鲁

氏菌疫苗主要有 3 种，分别是牛种 A19 株、猪

种 S2 株和羊种 M5 株。牛种 A19 株在国外使用

广泛，免疫保护率达 65%−75%；猪种布鲁氏菌

S2 株是目前已知毒力最弱的光滑型布鲁氏菌疫

苗株；羊种 M5 株的免疫原性好但毒力强，易造

成大批怀孕动物流产而导致严重的经济损失[12]。

上述 3 种疫苗均为光滑型菌株，刺激机体产生

的抗体均会干扰临床血清学诊断，无法鉴别疫

苗接种动物和自然感染动物[13-15]，为我国布病

防控中“检测-淘汰”策略的实施造成困难。 
鉴于传统疫苗株的种种缺陷，中国兽医药

品监察所国家/OIE 布鲁氏菌病参考实验室通过

粗糙型血清诱导获得了一株新型粗糙型布鲁氏

菌弱毒株(RA343 株)，但对其免疫后机体所产

生的细胞免疫及体液免疫情况尚未进行深入研

究。因此，本研究针对 RA343 菌株免疫小鼠后

机体特异性 T 细胞的变化及体液免疫分析展开

研究，以期为粗糙型 RA343 株的疫苗评价提供

理论依据。 

1  材料与方法 
1.1  试验动物 

35 只雌性 BALB/c 小鼠，6 周龄，重量为

(20±2) g，购自北京维通利华实验动物技术有限

公司。 

1.2  试验菌株 
布鲁氏菌 RA343株(粗糙型)、布鲁氏菌 A19

株(光滑型)及布鲁氏菌 S2 株、A19 株全菌裂解

产物均由中国兽医药品监察所国家/OIE 布鲁氏

菌病参考实验室保存。 

1.3  主要试剂和仪器 
细胞培养基 RPMI1640，HyClone 公司；青
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链霉素混合液 (100×)和胎牛血清 (fetal bovine 
serum，FBS)，Gibco 公司；红细胞裂解液，北

京索莱宝科技有限公司；Cell Activation Cocktail 
(with Brefeldin A) (500×)，BioLegend 公司；

Protein Transport inhibitor (1 000×)，Golgi Plμg
公司。CO2 恒温培养箱，SANYO 公司；生物安

全柜，Nuaire 公司；Countstar 细胞计数仪，艾

利特生物科技有限公司。 

1.4  小鼠免疫 
取冻干布鲁氏菌菌株 RA343 株和 A19 株，

分别用灭菌的 PBS 复溶，划线接种于 TSA 平板

复苏，挑取复苏后的单菌落接种于 TSB 培养基，

37 °C、180 r/min 培养至浑浊进行菌落计数。将

计数好的菌液用无菌 PBS 稀释到浓度约为

1×109 CFU/mL。试验采用 6 周龄雌性 BALB/c
小鼠，共分为 3 组：RA343 株免疫组 15 只，

A19 株免疫组 15 只，空白对照组 5 只。免疫组

每只小鼠经腹股沟皮下注射 0.1 mL (含菌量为

1×108 CFU)，空白对照组不做任何处理。 

1.5  脾脏组织单细胞制备及定殖试验 
免疫后 1、2、3 周，分别取免疫组和空白

对照组的小鼠进行剖杀，无菌摘取小鼠脾脏，

一部分脾脏置于 3 cm 平皿中，平皿中倒入 1 mL
含 5% FBS 的 RPMI1640，用弯头剪刀把脾组织

剪碎，然后将剪碎的脾脏组织转移至细胞筛网

上(70 μm 孔径)，用研磨棒轻轻研磨，直至组织

可通过细胞筛网；将细胞悬液再次经过细胞筛

网过滤，去除组织团块，将细胞悬液收集至   
15 mL 离心管中，1 000 r/min 离心 5 min，弃上清；

加入 5 mL 无菌红细胞裂解液，室温静置 5 min，
1 000 r/min 离心 5 min，弃上清；加入 5 mL 含

5% FBS 的 RPMI1640，重悬细胞，1 000 r/min
离心 5 min，弃上清；加入适量含 5% FBS 的

RPMI1640，调节细胞浓度至 107 个/mL 备用。

另一部分脾脏分别称重，将其装入已灭菌的含

钢珠的 EP 管中，加入无菌 PBS 进行匀浆，将

脾脏匀浆后进行 10 倍倍比稀释，将各梯度稀释

液涂布 TSA 平板，37 °C 培养 72 h 后进行菌落

计数，计算脾脏含菌量。 

1.6  抗原特异性 T 细胞检测 
将细胞铺至 48 孔细胞板中，每孔需 2×106个

细胞，即每孔加 200 μL 1.5 中制备的脾细胞悬

液，按 8 μg/mL 刺激剂量加入布鲁氏菌 S2 株裂

解产物，对细胞进行刺激，同时加入 Protein 
Transport Inhibitor (1 000×)阻断剂，5% CO2 条

件下 37 °C 培养 8 h，之后将细胞收集至离心管

中尽快检测，通过流式细胞术进行 CD4/CD8/ 
IFN-γ/IL-2/TNF-a 染色上机检测分析，具体圈门

过程如图 1 所示。 

1.7  IgM、IgG 抗体消长规律的检测 
免疫后 1、2、3 周及空白对照组的小鼠经

眼球采血，每只小鼠取血量约 200 μL，静置 1 h，
8 000 r/min 离心 10 min 分离血清，置−20 °C 备

用。采用布鲁氏菌 A19 株裂解产物作为包被抗

原进行 ELISA[16]检测所有血清样品中 IgM、IgG
抗体水平，并绘制其抗体消长曲线。以样品孔

OD450 值/阴性对照平均 OD450 值(S/N)≥2.1 作为

阳性判定标准[17-18]。 

1.8  统计学分析  
采用 GraphPad Prism 8.0 软件作图并进行

统计学分析。数据以均数±标准差( x ±SD)，两

组比较采用 t 检验，多组比较采用单因素方差

分析。 

2  结果与分析 
2.1  小鼠脾 CD4+ T 细胞的比例变化 

免疫后 1 周，RA343 免疫组小鼠脾特异性

CD4+ IFN-γ 所占比例为 1.78%±0.58%，极显著高

于 A19 免疫组 0.68%±0.35% (P<0.01)；RA343 免

疫组特异性 CD4+ IL-2 所占比例为 0.54%±0.19%， 
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图 1  布鲁氏菌粗糙型菌株和光滑型菌株免疫小鼠脾 CD4+ T 细胞、CD8+ T 细胞亚群的圈门过程   A、

B：特异性 T 细胞占总淋巴细胞的比例；C：CD45 细胞占特异性 T 细胞的比例；D：CD3 细胞占 CD45
细胞的比例；E：CD4+、CD8+ T 细胞占 CD3 细胞的比例 
Figure 1  The circle-gate process of CD4+ T cells and CD8+ T cells subsets of mouse spleen immunized with 
rough and smooth strains of Brucella. A, B: The proportion of specific T cells in total lymphocytes; C: The 
proportion of CD45 cells in specific T cells; D: The proportion of CD3 cells in CD45 cells; E: The proportion 
of CD4+ and CD8+ T cells in CD3 cells. 
 
显著高于 A19 免疫组 0.35%±0.14% (P<0.05)；

RA343、A19 免疫组特异性 CD4+ TNF-α 所占比

例为 0.34%±0.24%、0.27%±0.14%，两组之间无

显著性差异(图 2)。 

免疫后 2 周，RA343、A19 免疫组小鼠脾

特异性 CD4+ IFN-γ、CD4+ IL-2 所占比例无显著

性差异；RA343 免疫组特异性 CD4+ TNF-α 所

占比例为 0.81%±0.44%，极显著高于 A19 免疫

组 0.18%±0.07% (P<0.01) (图 3)。 

免疫后3周，RA343、A19免疫组CD4+ IFN-γ、

CD4+ IL-2 所占比例无显著性差异；RA343 免疫

组 CD4+ TNF-α 所占比例为 0.87%±0.77%，显著

高于 A19 免疫组 0.35%±0.29% (P<0.05) (图 4)。 

上述结果显示，从时间上看，免疫后 1−3 周，

RA343 免疫组和 A19 免疫组的 CD4+ IFN-γ、

CD4+ TNF-α 所占比例均呈上升趋势，两组的

CD4+ IL-2 所占比例呈先上升后下降趋势；而且

免疫后 1 周，RA343 免疫组 CD4+ IFN-γ 所占比

例极显著高于 A19 免疫组，CD4+ IL-2 所占比例

显著高于 A19 免疫组，说明 RA343 菌株免疫机 
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图 2  菌株 RA343 和 A19 免疫小鼠 1 周后 CD4+ T 细胞亚群比例   A−C：空白组、RA343 组、A19
组 IFN-γ 所占比例；D−F：空白组、RA343 组、A19 组 IL-2 所占比例；G−I：空白组、RA343 组、A19
组 TNF-α 所占比例。A、D 和 G：空白组；B、E 和 H：RA343 组；C、F 和 I：A19 组  
Figure 2  Proportion of CD4+ T cell subsets in mice immunized with strain RA343 and A19 for 1 week. 
A−C: The proportion of IFN-γ in blank group, RA343 group and A19 group; D−F: The proportion of IL-2 in 
blank group, RA343 group and A19 group; G−I: The proportion of TNF-α in blank group, RA343 group and 
A19 group. A, D and G: The blank group; B, E and H: RA343 group; C, F and I: A19 group. 
 
体前期 CD4+ IFN-γ、CD4+ IL-2 细胞亚群的免疫

应答强于 A19 株。 
2.2  小鼠脾 CD8+ T 细胞的比例变化 

免疫后 1 周，RA343、A19 免疫组小鼠脾

特异性 CD8+ IFN-γ 所占比例无显著性差异；

RA343 免疫组特异性 CD8+ IL-2 所占比例为

0.98%±0.43%，显著高于 A19 免疫组 0.56%±0.14% 
(P<0.05)；RA343 免疫组特异性 CD8+ TNF-α 所

占比例为 0.57%±0.18%，显著高于 A19 免疫组

0.30%±0.09% (P<0.05) (图 5)。 
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图 3  菌株 RA343 和 A19 免疫小鼠 2 周后 CD4+ T 细胞亚群比例   A−C：空白组、RA343 组、A19
组 IFN-γ 所占比例；D−F：空白组、RA343 组、A19 组 IL-2 所占比例；G−I：空白组、RA343 组、A19
组 TNF-α 所占比例。A、D 和 G：空白组；B、E 和 H：RA343 组；C、F 和 I：A19 组 
Figure 3  Proportion of CD4+ T cell subsets in mice immunized with strain RA343 and A19 for 2 weeks. 
A−C: The proportion of IFN-γ in blank group, RA343 group and A19 group; D−F: The proportion of IL-2 in 
blank group, RA343 group and A19 group; G−I: The proportion of TNF-α in blank group, RA343 group and 
A19 group. A, D and G: The blank group; B, E and H: RA343 group; C, F and I: A19 group.  
 

免疫后 2 周，RA343、A19 免疫组特异

性 CD8+ IFN-γ 和 CD8+ IL-2 所占比例无显著

性差异；RA343 免疫组 CD8+ TNF-α 所占比

例为 1.18%±0.45%，显著高于 A19 免疫组

0.75%±0.16% (P<0.05) (图 6)。 

免疫后 3 周，RA343 免疫组小鼠脾特异性

CD8+ IFN-γ 所占比例为 0.42%±0.11%，与 A19
免疫组相比具有极显著性差异(P<0.01)；RA343、
A19 免疫组特异性 CD8+ IL-2 和 CD8+ TNF-α 所

占比例无显著性差异(图 7)。 
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图 4  菌株 RA343 和 A19 免疫小鼠 3 周后 CD4+ T 细胞亚群比例   A−C：空白组、RA343 组、

A19 组 IFN-γ 所占比例；D−F：空白组、RA343 组、A19 组 IL-2 所占比例；G−I：空白组、RA343
组、A19 组 TNF-α 所占比例。A、D 和 G：空白组；B、E 和 H：RA343 组；C、F 和 I：A19 组 
Figure 4  Proportion of CD4+ T cell subsets in mice immunized with strain RA343 and A19 for 3 weeks. 
A−C: The proportion of IFN-γ in blank group, RA343 group and A19 group; D−F: The proportion of 
IL-2 in blank group, RA343 group and A19 group; G−I: The proportion of TNF-α in blank group, RA343 
group and A19 group. A, D and G: The blank group; B, E and H: RA343 group; C, F and I: A19 group.  
 

结果显示，免疫后 1 周，RA343 免疫组的

CD8+ IL-2、CD8+ TNF-α 所占比例显著高于 A19
免疫组。这说明布鲁氏菌菌株免疫机体后，  
CD8+ T 细胞所占比例的趋势同 CD4+ T 细胞基

本一致，进一步说明 CD8+ T 与 CD4+ T 细胞在

抗布鲁氏菌活性中起协同作用。 

2.3  菌株 RA343和 A19在小鼠脾脏的定殖

情况 
脾脏是布鲁氏菌定殖的主要免疫靶器官，定殖

试验是衡量布鲁氏菌残余毒力的重要指标，也一直 
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图 5  菌株 RA343 和 A19 免疫小鼠 1 周后 CD8+ T 细胞亚群比例   A−C：空白组、RA343 组、A19
组 IFN-γ 所占比例；D−F：空白组、RA343 组、A19 组 IL-2 所占比例；G−I：空白组、RA343 组、A19
组 TNF-α 所占比例。A、D 和 G：空白组；B、E 和 H：RA343 组；C、F 和 I：A19 组  
Figure 5  Proportion of CD8+ T cell subsets in mice immunized with strain RA343 and A19 for 1 week. A−C: 
The proportion of IFN-γ in blank group, RA343 group and A19 group; D−F: The proportion of IL-2 in blank 
group, RA343 group and A19 group; G−I: The proportion of TNF-α in blank group, RA343 group and A19 
group. A, D and G: The blank group; B, E and H: RA343 group; C, F and I: A19 group. 
 
被 OIE 所采用。RA343 株和 A19 株免疫小鼠后

其脾脏含菌量及脾脏称重结果分别见图8和图9。 
从上述的结果得出，RA343 株免疫小鼠   

2 周后脾脏内的细菌增殖达到高峰，随后又直

线下降；A19 株免疫小鼠后脾脏含菌量呈逐渐

上升的趋势，在免疫后 3 周含菌量达到最高。

RA343 株免疫小鼠后脾脏重量呈直线下降，而

A19 株免疫小鼠后 2 周脾脏重量显著升高，说

明与 A19 株相比，RA343 株毒力较弱，容易被

机体免疫系统清除。 
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图 6  菌株 RA343 和 A19 免疫小鼠 2 周后 CD8+ T 细胞亚群比例   A−C：空白组、RA343 组、A19
组 IFN-γ 所占比例；D−F：空白组、RA343 组、A19 组 IL-2 所占比例；G−I：空白组、RA343 组、A19
组 TNF-α 所占比例。A、D 和 G：空白组；B、E 和 H：RA343 组；C、F 和 I：A19 组 
Figure 6  Proportion of CD8+ T cell subsets in mice immunized with strain RA343 and A19 for 2 weeks. A−C: 
The proportion of IFN-γ in blank group, RA343 group and A19 group; D−F: The proportion of IL-2 in blank 
group, RA343 group and A19 group; G−I: The proportion of TNF-α in blank group, RA343 group and A19 
group. A, D and G: The blank group; B, E and H: RA343 group; C, F and I: A19 group. 
 
2.4  IgM、IgG 抗体消长规律检测结果 

RA343 和 A19 株免疫小鼠后，经 ELISA 方

法检测，当包被光滑型 A19 裂解抗原进行检测

时，RA343 组的 IgM 和 IgG 抗体水平均呈阴性，

而 A19 组的 IgM 和 IgG 抗体水平均呈阳性，并

且 IgM 和 IgG 抗体的滴度在免疫后 2 周均显著

升高(图 10)。 
用光滑型抗原进行 ELISA 检测，RA343 株

在免疫小鼠后，IgM 和 IgG 抗体水平均呈阴性，

表明该菌株不与光滑型抗原产生反应，而且免 
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图 7  菌株 RA343 和 A19 免疫小鼠 3 周后 CD8+ T 细胞亚群比例   A−C：空白组、RA343 组、A19
组 IFN-γ 所占比例；D−F：空白组、RA343 组、A19 组 IL-2 所占比例；G−I：空白组、RA343 组、A19
组 TNF-α 所占比例。A、D 和 G：空白组；B、E 和 H：RA343 组；C、F 和 I：A19 组 
Figure 7  Proportion of CD8+ T cell subsets in mice immunized with strain RA343 and A19 for 3 weeks. 
A−C: The proportion of IFN-γ in blank group, RA343 group and A19 group; D−F: The proportion of IL-2 in 
blank group, RA343 group and A19 group; G−I: The proportion of TNF-α in blank group, RA343 group and 
A19 group. A, D and G: The blank group; B, E and H: RA343 group; C, F and I: A19 group.  
 
疫后产生的抗体不会干扰目前基于光滑型抗原

开发的血清学诊断。 

3  讨论与结论 
布鲁氏菌是革兰氏阴性、无芽孢、兼性细

胞内寄生的细菌，其具有独特的胞内生存机制

和免疫机制，是一种自然疫源性病菌。动物感

染布鲁氏菌后会刺激机体产生免疫应答反应，

从而激发细胞免疫和体液免疫。体液免疫是机

体适应性免疫应答中的重要组成部分，在防御 
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图 8  菌株 RA343 和 A19 免疫后不同时间点小鼠

脾脏含菌量图 
Figure 8  Diagram of bacteria content in spleen of 
mice at different time points after immunization 
with strain RA343 and A19.  

 

 
 
图 9  菌株 RA343 和 A19 免疫后不同时间点小鼠

脾脏重量变化 
Figure 9  Changes in spleen weight of mice at 
different time points after immunization with strain 
RA343 and A19.  
 
外来病原入侵方面发挥着重要的作用，而细胞

免疫对于胞内寄生菌的清除起主要作用 [19]。   
T 淋巴细胞在细胞免疫中起核心调节作用，其

中 CD4+及 CD8+ T 细胞是两类主要亚群，对清

除病原体感染有重要作用[20]。CD4+ T 细胞分泌

最高水平的 γ 干扰素(gamma interferon，IFN-γ)， 

 
 
图 10  菌株 RA343 和 A19 免疫后布鲁氏菌 IgM 
(A)、IgG (B)抗体消长规律 
Figure 10  Changes of IgM (A) and IgG (B) 
antibody against Brucella after immunization with 
RA343 and A19 strains.  

 
能够对布鲁氏菌感染的巨噬细胞产生特异性裂

解，CD4+ T 细胞对未感染的巨噬细胞产生低水

平的非特异性溶解；相反地，CD8+ T 细胞分泌

低水平的 IFN-γ，但表现出对布鲁氏菌感染的巨

噬细胞的高水平特异性裂解，并无非特异性裂

解；这些发现表明接种布鲁氏菌后机体可诱导

特异性细胞毒性 T 细胞 (cytotoxic T cells，
CTLs)，并且表明 CD4+ T 细胞和 CD8+ T 细胞在

抗布鲁氏菌活性中起协同作用[21-23]。目前研究

认为，在布鲁氏菌疫苗免疫过程中，疫苗接种

后可通过特异性抗体检测评价免疫效果，但是
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布鲁氏菌病的免疫保护主要体现在细胞免疫水

平，免疫抗体水平的检测只是对疫苗是否免疫

成功的一个反应指标，因此，抗体水平与畜群

机体保护力不呈正相关[24-26]。研究不同布鲁氏

菌疫苗免疫小鼠后机体特异性 T 细胞的动态变

化与抗体消长规律，可为疫苗评价及致病机制

的研究提供参考依据。 
本试验采用粗糙型和光滑型布鲁氏菌疫苗

株对小鼠进行免疫，通过对 CD4+ T 细胞和 CD8+ T
细胞亚群的结果分析，发现免疫后 1 周，RA343
免疫组特异性 CD4+ IFN-γ 所占比例极显著高于

A19 免疫组(P<0.01)，CD4+ IL-2、CD8+ IL-2、
CD8+ TNF-α 所占比例显著高于 A19 免疫组

(P<0.05)；免疫后 2 周，RA343 免疫组特异性

CD4+ TNF-α 所占比例极显著高于 A19 免疫组

(P<0.01)，CD8+ TNF-α 所占比例显著高于 A19
免疫组(P<0.05)；免疫后 3 周，CD4+ TNF-α 所占

比例显著高于 A19 免疫组(P<0.05)，CD8+ IFN-γ
所占比例极显著高于 A19 免疫组(P<0.01)。表

明 RA343 菌株免疫前期所诱导的细胞免疫应答

强于 A19 株，而且 CD8+ T 细胞亚群所占比例

的趋势同 CD4+ T 细胞亚群基本一致，进一步说

明 CD8+ T 与 CD4+ T 细胞亚群在抗布鲁氏菌活

性中起协同作用。同时采用小鼠感染模型对

RA343 株和 A19 株的毒力进行了评估，从图 8
可以看出，RA343 株免疫小鼠的脾脏含菌量显

著低于 A19 株免疫小鼠的脾脏含菌量(P<0.05)，
表明 RA343 株毒力较弱。根据 IgM、IgG 抗体

消长规律结果分析，A19 株能够有效刺激机体

产生较高的光滑型抗体，而 RA343 株不产生光

滑型抗体，不与光滑型抗原产生交叉反应，所

以不会干扰临床诊断。有研究[27-28]发现，RA343
菌株毒力低，而且接种后不会刺激机体产生针

对 O 抗原的抗体，不会干扰临床诊断。由此可

见，本研究与相关报道的结论一致。因此，

RA343 株应用临床后，可通过血清学检测鉴别

疫苗免疫与自然感染，从而解决我国布病防控

所面临的实际难题。 
本研究选择目前在牛群中应用最广泛的牛

种布鲁氏菌 A19 疫苗株与中国兽医药品监察所

国家/OIE 布鲁氏菌病参考实验室开发的粗糙型

牛种布鲁氏菌 RA343 株进行免疫效果比较分

析，结果表明 RA343 株毒力更弱、安全性更高，

而且能够刺激机体产生更高水平的细胞免疫反

应，其产生的粗糙型抗体不干扰血清学诊断，

可实现疫苗免疫和自然感染的鉴别诊断。因是

初步探索，所以本研究只设计了一组空白对照，

表明在整个试验过程中研究结果不受外界因素

干扰(如环境因素、免疫途径等)。后期若要深入

研究粗糙型 RA343 株的免疫学特性，可相应地

增加对照组，为 RA343 株作为后备疫苗的开发

提供更充分的理论依据。 
致谢：感谢北京科悦达生物科技有限公司徐涛博

士在流式细胞术检测中提供技术支持。 
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