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摘要 目的：评价 PEB1 介导的屋尘螨抗原（Der p2）重组 BCG 疫苗（PEB1-Der p2- rBCG）与人上皮细胞的结合能力。方法：采用体

外细胞培养的方法，分别将普通 BCG、胞壁型 Der p2-rBCG 和胞壁型融合蛋白 PEB1-Der p2- rBCG 与 HeLa 细胞及人类肠粘膜上

皮细胞（HIEC）进行共孵育，利用 HE 和抗酸染色法对各组细胞与疫苗的黏附结果进行染色，光学显微镜下计数各组的黏附率，并

进行比较；对以上各组分别加入 PEB1 蛋白，进行黏附阻断，观察对结合能力的影响。结果：孵育 24 小时后，无论 HeLa 细胞还是

HIEC PEB1-Der p2- rBCG 组较普通 BCG 组和 Der p2-rBCG 组的黏附率明显提高，差异有显著性（P<0.05）；PEB1 蛋白的加入对

PEB1-Der p2- rBCG 的黏附功能有明显抑制作用 （P<0.05）；但是，Der p2 -rBCG 组与普通 BCG 组比较没有明显差异（P>0.05），

PEB1 蛋白的加入对二者的黏附亦无影响（P>0.05）。结论：PEB1 具有介导增强 PEB1-Der p2- rBCG 与上皮细胞黏附的能力。
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ABSTRACT Objective: To investigate the combination ability of the PEB1-Der p2- rBCG and epithelium cells. Methods: The

method of cell culture in vitro was used to culture the bacterial strains of common BCG，membrane form Der p2-rBCG and membrane
form PEB1-Der p2- rBCG with HeLa and human intestinal epithelial cells (HIEC)，HE staining and acid-fast staining were used and the
adhesion of cells was detected at light microscopy; purified PEB1was added into each group to adhesion blocking，and the influence of
combining ability was observed. Results: After incubated for 24 h，no matter HeLa cells or HIEC，adhesion rate of PEB1-Derp2- rBCG
was obviously improved than common BCG and Der p2-rBCG, and the differences were statistically significant (P < 0.05); The
differences between PEB1-Der p2- rBCG performed in the absence and presence of PEB1 protein were significant (P < 0.05); However，
the Der p2-rBCG bacteria group was not significantly different from common BCG group (P > 0.05) and no adhesion blocking effects in
the two group which added PEB1 protein (P > 0.05). Conclusion: The PEB1 increased the adhesion ability which mediated PEB1- Der p2
- rBCG and epithelium cells.
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前言

人类历史上，曾经出现过多种造成巨大生命和财产损失的

疫症，在预防和消除这些疫症的过程中，疫苗发挥十分关键的

作用。实际生活中应用最广泛的是传统灭活疫苗、减毒活疫苗

和基因工程，但少部分存在着免疫效果不确实、非特异性反应

强、安全隐患等缺点[1-2]，这就使得新型疫苗（特别是基因重组疫

苗）的出现成为必然。基因重组卡介苗（Gene recombinant Bac-
illus Calmette-Guerin vaccine，rBCG）是借助基因工程学技术对

BCG 基因进行改造，并利用 BCG 的活疫苗特性，构成一次免

疫能产生对多种疾病持久防御的基因工程疫苗。构建 rBCG 的

最终目的是提高其免疫原性，使其能同时诱导对多种疾病的持

久免疫，以预防和治疗疾病[3]。研究表明，许多实验室制备了携

带不同抗原的重组 BCG，将其用于多种疾病(如肿瘤、细菌、病
毒和寄生虫感染等)的防治，取得了可喜的结果[4-8]。众所周知，

哮喘是一种过敏性疾病，近十年来人们正尝试探索用疫苗来治

疗该病。本研究小组[9-10]前期已成功创建胞壁型 Der p2-rBCG 和

胞壁型 PEB1-Der p2-rBCG。在此研究的基础上，我们采用体外

细胞培养的方法，评价疫苗 PEB1-Der p2-rBCG 与上皮细胞

（HeLa 细胞和 HIEC）的结合能力。
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1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌种 胞壁型 Der p2-rBCG、胞壁型 PEB1-Der p2-rBCG
均由本实验小组构建[9-10]；BCG 菌株 D2-PB302S 甲 10 株（Past-
eur 1173 属）由第四军医大学动物中心提供。
1.1.2 细胞株 人宫颈癌细胞株 HeLa 由第四军医大学动物中

心馈赠；正常人肠上皮细胞株 HIEC 由第四军医大学消化病医

院馈赠。
1.1.3 主要试剂与仪器 胎牛血清购自北京元亨金马生物技术

开发有限公司;RPMI-1640 培养基购自 Gibco 公司；胰蛋白酶、
伊红 Y 二钠盐购自科昊生物工程有限责任公司；胰岛素注射

液购自安徽宏业药业有限公司；纯化的 PEB1 蛋白由西京医院

呼吸内科简文博士馈赠；结核菌染色液购自珠海贝索生物技术

有限公司；苏木精染液购自北京鼎国茂盛生物技术有限责任公

司；显微镜购于日本 Olympus 公司。
1.2 方法

1.2.1 细菌的制备 分别接种 BCG、胞壁型 Der p2-rBCG 和胞

壁型 PEB1-Der p2-rBCG 于 200 mL 7H9(含 ADC)于 37℃培养

至 A600=1.2， 经 平 皿 菌 落 计 数 法 确 定 细 菌 浓 度 约 为 109

CFU/mL。各取 10 mL 培养物，8 000 r/min 离心 10 min，收集细

菌，用 D-Hank s 液离心洗涤 3 次，分别加 10 %小牛血清 RPM
I-1640 培养液制备细菌悬液。
1.2.2 细胞培养 HeLa 细胞株采用含10%小牛血清 RPMI-1640
培养液(含 100 mg/ L 青霉素和链霉素)培养，HIEC 细胞株用含

10 %小牛血清 RPMI-1640 培养液(含 100 mg/ L 青霉素和链霉

素以及 0.625 %的注射用胰岛素)培养，两种细胞株都置于

37 ℃，5 % CO2 饱和湿度的培养箱内培养，正常贴壁生长后以

0.1 %胰酶消化制成细胞悬液，按每孔 1×105/m l 接种于已放入

盖玻片的六孔板中培养，待细胞贴壁并汇合至 30 %时，开始进

行细菌黏附及抑制试验。
1.2.3 黏附试验 于六孔板中分别加入已制备好的 BCG 细菌悬

液、Der p2-rBCG 细菌悬液、PEB1-Der p2-rBCG 细菌悬液，每组

设 4 个复孔。分别于培养 6、12、18、24 h 后，每组各取出 1 张盖

玻片，以 PBS 洗涤 3 次，95 %酒精固定后，依次用 HE 和抗酸染

色法进行染色，光学显微镜下观察结果(油镜，放大 100 倍)。每

孔的盖玻片随机计数 100 个细胞，根据公式计算黏附率。黏附

实验相关步骤重复 3 次[11]。
细菌黏附率 =(黏菌细胞数 /100 个上皮细胞)×100 %

1.2.4 抑制试验 于六孔板的每孔中都预先加入 25 μg/ml 的

PEB1 蛋白后，再分别加入已制备好的 BCG 细菌悬液、Der p2-
rBCG 细菌悬液、PEB1-Der p2-rBCG 细菌悬液，每组设 4 个复

孔。其余实验步骤同黏附实验，计算各组的黏附率。抑制实验相

关步骤也重复 3 次。
1.2.5 统计分析 采用 SPSS13.0 统计软件，对实验数据进行统

计分析，依不同 BCG 菌分组进行方差分析和 t 检验，结果以均

数±标准差(x±s)表示，P<0.05 为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 黏附试验

结果显示，无论 BCG 还是 rBCG，对 HeLa 细胞和 HIEC 的

黏附率与二者相互作用的时间有关，即黏附率随着作用时间的

延长而增大 （图 1）。各 BCG 组与 HeLa 细胞以及 HIEC 作用

24 h 后，其黏附率达到高峰，其中，PEB1-Der p2-rBCG 组与

HeLa 细胞和 HIEC 的黏附率分别为 100 %和 68.6 %，再延长疫

苗与细胞作用的时间，其黏附率无明显变化，故将作用时间为

24 h 作为黏附率评价的时间点。如图 2 所示为不同的 BCG 组

对上皮细胞的黏附率，可见 PEB1-Der p2-rBCG 组与普通 BCG
组以及 Der p2-rBCG 组比较差异有显著性（P<0.05）。

图 1 不同的孵育时间疫苗与细胞黏附的效率：A）与 HeLa 细胞的黏附

率；B）与 HIEC 细胞的黏附率

Fig. 1 Adherence of bacteria to cells at different times: A）the adhesion to
HeLa cells ; B）the adhesion to HIEC cells

图 2 不同 BCG 与上皮细胞作用 24 h 的黏附率比较

*P<0.05,与普通 BCG 组比较；# P<0.05 ，与 Der p2-rBCG 组比较

Fig. 2 Fig.2 Comparison of adhesion rate of the different BCG on
epithelial cells for 24 hours

*P<0.05 compared to BCG group；# P<0.05 compared to Der p2-rBCG
group

2.2 抑制实验

如图 3 所示，将 PEB1 蛋白加入疫苗与上皮细胞的孵育系

统，作用 24 小时后，发现与未加 PEB1 时相比，普通 BCG 组与

HeLa 细胞和 HIEC 的黏附率未受影响 （各组间 P＞0.05），Der
p2-rBCG 组与上皮细胞的黏附率亦未受影响（各组间 P＞0.05）

（数据未显示）；而 PEB1 蛋白的加入对 PEB1-Der p2-rBCG 组

与 HeLa 细胞和 HIEC 的黏附率却有显著差异 （各组间 P＜
0.05）（图 4）。

图 3 PEB1 对不同 BCG 与上皮细胞黏附的影响

Fig. 3 Effects of PEB1 on adhesion of different BCG to epithelial cells

1811· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.11 NO.10 MAY.2011

图 4 PEB1 对 PEB1-Derp2-rBCG 与上皮细胞黏附的影响

*P<0.05，与加入 PEB1 蛋白的 PEB1-Derp2- rBCG 组比较

Fig. 4 Effects of PEB1 on adhesion of PEB1-Derp2-rBCG to epithelial
cells

*P<0.05 compared to PEB1-Derp2-rBCG group in the presence of PEB1
protein

3 讨论

疫苗发挥免疫调节作用取决于其与免疫系统作用的强度。
BCG 疫苗传统的使用方法是采用注射接种。以 BCG 作为载体

制备的 rBCG 虽可用于多种疾病的防治，但容易引起局部严重

的迟发型超敏反应（DTH），因而影响了注射接种的可重复性和

疗效。研究表明，rBCG 经消化道接种诱导了局部和全身抗原特

异性细胞免疫应答，具有对结核[12]和人类免疫缺陷病毒(HIV) [13]

感染的防治作用。因此，本研究制备了口服免疫的肠道疫苗，用

于哮喘的防治研究。疫苗口服后，首先与肠道粘膜上皮发生作

用，肠道上皮中的很多细胞参与了这一过程[14-16]。其中，位于淋

巴滤泡上皮中的特化的粘膜上皮细胞———微皱褶细胞 (M 细

胞)是大多数粘膜病原体侵入机体的靶细胞。在肠道，M 细胞主

要承担着向黏膜下转运肠腔内抗原的职责，进而诱发免疫应答

的功能。作为肠道黏膜免疫屏障的门户，M 细胞被认为是肠黏

膜免疫屏障中重要的功能性通道[17]。
黏附是很多细菌致病的首要条件，也是刺激免疫的重要环

节。为了评价本小组前期所创建的胞壁型 PEB1- Der p2-rBCG
与上皮细胞的结合能力，本研究采用体外细胞培养的方法，观

察比较了不同的 BCG 与 HeLa 细胞以及 HIEC 的黏附率，结果

发现胞壁型 PEB1-Der p2-rBCG 对 HeLa 细胞和 HIEC 具有更

高的黏附能力（P<0.05），加入纯化的 PEB1 蛋白后，该黏附能力

被抑制（P<0.05），说明融合表达在 BCG 胞壁外的 PEB1 有效

地介导了 rBCG 与上皮细胞的结合，从而提高了 PEB1-Der
p2-rBCG 与上皮细胞的黏附能力。

在研究发现普通 BCG 和 Der p2-rBCG 与 HeLa 细胞和

HIEC 也具有一定程度的黏附，我们考虑这是非特异性的黏附，

与细胞表面的 Toll 样受体(Toll-like receptor，TLRs)有关。TLRs
是一种模式识别受体，可以识别病原微生物的胞内胞壁成分。
研究发现，正常人体的肠道粘膜上皮细胞在其基底侧面表达少

量的 TLR3 和 TLR5，肠腔面表达少量的 TLR2 和 TLR4[18]。
TLR2 可以识别脂蛋白和糖脂，脂蛋白是 BCG 表面的主要成

分，所以可以介导其与上皮细胞的黏附，这也是结核分枝杆菌

刺激肠道免疫应答的一个可能的机制。Mukai T 等在利用

rBCG 调节麻风分枝杆菌免疫中观察到表达 Hsp70-MMP-Ⅱ的

rBCG 通过 TLR2 启动了与抗原递呈细胞的相互作用[19]。
先前的研究[20]和现阶段的实验都观察到无论是普通 BCG

还是 rBCG 口服都能得到较为理想的免疫刺激作用，这多考虑

是通过上述机制获诱发的。本研究用 PEB1 对胞壁型 rBCG 进

行改造，使其与肠道粘膜上皮具有更高的黏附作用，以便更有

效地刺激免疫应答，这为今后将 rBCG 疫苗用于哮喘治疗研究

奠定了重要基础。
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抑作用减弱，SREBP-1c 启动子的活性增强，导致 SREBP- 1c 的

表达上调，激活脂肪酸合成途径中多种基因转录子，启动合成

程序，从而使肝脏脂质尤其是甘油三酯含量增加[12]。本实验中

NAFLD 组大鼠肝脏 SOCS-3 和 SREPB-1c 的 mRNA 表达为均

较正常对照组增加，且两者之间呈显著正相关。
由于 SOCS-3 参与了多种激素或大分子引起的胰岛素抵

抗及 NAFLD 的形成过程, 我们可以推测 SOCS-3 作为靶分子

在 NAFLD 治疗中具有一定的应用前景。吡格列酮是噻唑烷二

酮类口服降糖药，为高选择性的过氧化物酶体增殖物激活受

体－γ（Peroxisome proliferator- activated receptor－γ，PPAR－
γ）的激动剂，通过提高胰岛素敏感性而控制血糖水平。而随着

研究的深入，人们发现吡格列酮除降糖外还具有抑制肝组织

SOCS-3 表达和抗炎性细胞浸润的作用[15]。因此，本实验以吡格

列酮为干预药物，对 NAFLD 大鼠进行干预。与 NAFLD 对照组

相比，吡格列酮干预组的大鼠肝脏 SOCS-3mRNA 和 SREPB-
1c mRNA 的表达均下调，并且血糖、胰岛素抵抗指数、血脂、肝
脏脂肪变程度也显著下降。这提示吡格列酮可能是通过抑制

SOCS-3 mRNA 的表达，改善胰岛素抵抗，并且降低 SREBP-1c
启动子的活性，减少脂肪酸和甘油三酯的生成，从而对 NAFLD
具有治疗作用，但吡格列酮抑制 SOCS-3 表达的作用机制尚不

明确，仍有待深入探讨。
目前国内外关于 SOCS-3 与 NAFLD 之间的关系以及作用

机制的研究报道甚少，将此研究进一步完善和深入，将为

NAFLD 的临床研究和药物开发提供一个新的方向。
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