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【摘要】目的 在成功构建猪带绦虫重组Bb-TSO45W-4B疫苗的基础上，进一步研究该疫苗诱导仔猪产生的保护力及其免疫机制。方法 将40日龄健康仔猪随机分为3组，每组4头。第1组为1011CFU猪带绦虫重组Bb-TSO45W-4B疫苗灌胃组；第2组为空载体对照组；第3组为双歧杆菌液体培养基（MRS）对照组。间隔两周免疫1次，共免疫2次。于疫苗末次免疫后4周，用猪带绦虫卵给每头仔猪灌胃进行攻击感染，攻击感染3月后，解剖猪体，摘取囊尾蚴，计算减蚴率；采用ELISA法检测各组仔猪血清IgG、IgG1、IgG2a水平和外周血淋巴细胞（PBMC）培养上清液IL-2、IL-4、IFN-γ、IL-10水平；采用MTT比色法检测PBMC增殖水平。结果 猪带绦虫重组Bb-TSO45W-4B疫苗免疫仔猪获得71.36%的保护力；与空载体对照组和MRS对照组比较，血清IgG和IgG2a水平显著升高（P＜0.05），IgG1水平显著降低（P＜0.05）；PBMC增殖水平显著升高（P＜0.05）；PBMC培养上清液中IL-2和IFN-γ水平显著性升高（P＜0.05），IL-4和IL-10水平显著降低（P＜0.05）。结论 猪带绦虫重组Bb-TSO45W-4B疫苗能够诱导仔猪产生一定的保护力，Th1型免疫应答在其诱导的保护性免疫机制中起重要作用。
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Study on protection and immune mechanism induced with recombinant bifidobacterium-TSO45W-4B vaccine of Taenia solium in domestic pigs 
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【Abstract】Objective On the basis of successful construction of the recombinant bifidobacterium (Bb)-TSO45W-4B vaccine of Taenia solium,our further research was to investigate the protection against challenge with Taenia solium eggs and immune mechanism induced by the vaccine.Methods Twelve healthy domestic pigs of 40 days old were randomly divided into three groups,each group of 4 pigs: Group 1 for 1011CFU rBb-TSO45W-4B vaccine group;Group 2 for Bb liquid medium(MRS) control group;Group 3 for blank vector control group.A total of two times,once every two weeks.On 4th week after the last immunization,each pig was challenged with Taenia solium eggs through oral administration.In 3 months after challenge,each pig was killed to gather cysticercuses and calculate the reduction rate of larva.The sera was collected from precaval vein to detect the level of immunoglobulin G(IgG),IgG1,IgG2a using enzyme linked immunosorbent assay(ELISA).Peripheral blood lymphocytes(PBMC)were prepared to detect the level of proliferation using methyl thiazolyl tetrazolium(MTT)method.The level of IL-2,IL-4,IFN-γ and IL-10 in PBMC culture supernatant was detected using ELISA.Results The reduction rate of cysticercuses was 71.36% in rBb-TSO45W-4B vaccine group.Compared with MRS control group and blank vector control group.The level of IgG and IgG2a in sera was significantly increased(P＜0.05),while IgG1 significantly decreased(P＜0.05).The level of PBMC proliferation was significantly increased(P＜0.05).The level of IL-2 and IFN-γ in PBMC culture supernatant was significantly increased(P＜0.05),while IL-4 and IL-10 significantly decreased(P＜0.05).Conclusion Recombinant Bb-TSO45W-4B vaccine of Taenia solium could induce certain protection against challenge with Taenia solium eggs in domestic pigs. The type Th1 immune response may play an important role in the induction of protective immunity mechanism.
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猪囊尾蚴病（Cysticercosis cellulosae）是由猪带绦虫（Taenia solium）的中绦期幼虫寄生在皮下、肌肉、脑、眼等脏器引起的一种人畜共患寄生虫病，俗称囊虫病，该病在我国发病率较高，常因误食猪带绦虫卵而感染，也可因体内有猪带绦虫寄生而自身感染。其中，寄生于脑部引起的脑囊虫病可表现癫痫、颅内压增高、神经精神障碍等中枢神经系统症状，可引起较高的致残率和致死率，严重威胁着人类的健康。因此，研制一种有效预防和控制该病发生的疫苗具有十分重要的意义[1]。传统的抗原疫苗有全囊虫抗原、分泌/代谢抗原、异源抗原及六钩蚴抗原疫苗[2,3]，能对囊虫病起到一定的预防作用，但不能通过体外培养增殖，因而来源受到极大限制。研制基因工程疫苗防治该病已成为当前研究的热点[4]。
TSO45W-4B基因是猪带绦虫六钩蚴(Taenia solium oncosphere,TSO)阶段重要的免疫原基因，具有良好的免疫原性和保护性，被认为是最具发展前途的侯选疫苗基因[5]。双歧杆菌(bifidobacterium,Bb)是人和哺乳动物肠道中一种正常的益生菌，粘附于宿主肠道上皮，形成生物学屏障，具有抗菌、抑瘤、免疫调节和营养等多种生理作用。近年来，随着基因工程技术的应用，选择具有益生功能的Bb作为载体传递系统，已在细菌、病毒、肿瘤、寄生虫等领域得到了广泛应用[6]。而就寄生虫领域，尚未见猪带绦虫重组Bb-TSO45W-4B疫苗报道，本研究拟在成功构建和表达猪带绦虫重组Bb-TSO45W-4B疫苗的基础上[7,8]，以该疫苗免疫仔猪，猪带绦虫卵攻击，通过计算减蚴率，检测猪血清IgG、IgG1、IgG2a水平，猪PBMC增殖水平和PBMC培养上清液中IL-2、IFN-γ、IL-4和IL-10水平等指标，进一步观察该疫苗诱导仔猪产生的保护力及其保护性免疫机制。
材料与方法
1  材料
1.1  猪带绦虫卵和疫苗来源  猪带绦虫卵由猪带绦虫孕节片代替，来源于四川省疾病预防控制中心；猪带绦虫重组Bb-TSO45W-4B疫苗[7]由本课题组制备保存。
1.2  实验动物  12头40 日龄健康仔猪，体重约15kg，购自遵义县三岔镇养殖场，饲养于遵义医学院实验动物中心。
1.3  主要试剂及仪器  纯化的猪带绦虫TSO45W-4B重组抗原由本课题组制备[9]；猪血清IgG、IgG1和IgG2a检测试剂盒购于美国Southern Biotech公司；猪PBMC培养上清液IL-2、IFN-γ、IL-4和IL-10检测试剂盒购于美国rndsystem(RD)北京永辉生物技术有限公司；刀豆素A(ConA)购于美国Sigma公司；RPMI1640培养基、胎牛血清（FBS）、四甲基偶氮唑盐（MTT）、二甲基亚砜（DMSO）购于上海生工生物技术有限公司；猪外周血淋巴细胞分离液购于大连宝生物公司。酶标仪购于山东高密彩虹分析仪器有限公司；37℃恒温水浴箱购于上海市跃进农场医疗器械厂。
2  方法
2.1  动物分组及免疫  将12头40日龄健康仔猪随机分为3组，每组4头。第1组为1011CFU猪带绦虫重组Bb-TSO45W-4B疫苗灌胃组；第2组为空载体对照组；第3组为双歧杆菌液体培养基（MRS）对照组，疫苗均溶于50mlMRS，间隔两周免疫1次，共免疫2次。
2.2  攻击感染  于猪带绦虫重组Bb-TSO45W-4B疫苗末次免疫仔猪4周后，每组仔猪经口感染大小均等的5片孕节片（大约2.0×105个虫卵／头）。
2.3  血清收集及其抗体检测  于猪带绦虫卵攻击感染3月后，对各组仔猪进行前腔静脉取血，4℃静置12h，以2000r/min离心10min，分离血清，-20℃冰箱冻存。采用ELISA法检测血清IgG、IgG1、IgG2a水平，具体按试剂盒说明书操作。
2.4  计算减蚴率  采完血后，剖杀每头仔猪，剥去猪皮，仔细检查猪体全身囊尾蚴感染情况，并按下列公示计算减蚴率。
减蚴率(％)=[(对照组囊尾蚴均数一实验组囊尾蚴均数)／对照组囊尾蚴均数]×100％
2.5  PBMC制备  于攻击感染后3月，对各组仔猪进行前腔静脉取血1～2ml，置于无菌乙二胺四乙酸(EDTA)抗凝管内，用含10%胎牛血清(FBS)的RPMI1640培养液稀释2倍。按2:1的比例缓慢加入到淋巴细胞分离液液面上，2500r/min离心20min，吸取上下液体交界处的白膜层。用RPMI1640培养液稀释5倍，洗涤2次，并用RPMI1640调整培养液细胞浓度为5×106/ml。
2.6  PBMC增殖反应检测  将5×106/ml猪PBMC加入24孔细胞培养板上，每份标本设3孔，分别加入1ml原液、1ml原液＋10μl抗原(1μg/μl)、1ml原液＋10μlConA(1μg/μl)。于37℃5％CO2培养箱中培养44h，每孔加入10μlMTT(5mg/mL)，继续培养4 h，轻轻倒置细胞培养板每孔的液体，每孔加入100μlDMSO，轻轻振荡溶解沉淀，酶标仪测定OD630nm值。
2.7  PBMC培养上清液IL-2、IFN-γ、IL-4及IL-10检测  将5×106/ml猪PBMC加入24孔细胞培养板上，每份标本设3孔，分别加入1ml原液、1ml原液＋10μl抗原(1μg/μl)、1ml原液＋10μlConA(1μg/μl)。于37℃5％CO2培养箱中培养48h，4000r/min离心10min，取上清，-20℃冰箱冻存。采用ELISA法检测IL-2、IFN-γ、IL-4及IL-10水平，具体按试剂盒说明书操作。
2.8  统计学方法  以上结果均采用SPSS19.0软件进行统计分析，所有数据用均数±标准差（EQ \* jc0 \* "Font:Times New Roman" \* hps10 \o(\s\up 9(—),x)+s）表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用最小显著差法（LSD）。
结果
1  减蚴率
由表1所示：rBb-TSO45W-4B疫苗组减蚴率为71.36%，显著高于空载体对照组及MRS对照组，差异有统计学意义(P＜0.05)。
表1 猪带绦虫重组Bb-TSO45W-4B疫苗免疫，猪带绦虫卵攻击后猪囊尾蚴数(EQ \* jc0 \* "Font:Times New Roman" \* hps7 \o(\s\up 6(—),x)±s,n=4)
Tab1 The number of cysticercus of big immunized with rBb-TSO45W-4B vaccine of Taenia solium and challenged with T.solium eggs(EQ \* jc0 \* "Font:Times New Roman" \* hps7 \o(\s\up 6(—),x)±s,n=4)
	组别
group
	囊尾蚴数
cysticercus number
	囊尾蚴均数
cysticercus mean
	减蚴率
reduction rate of larvae(%）

	重组Bb-TSO45W-4B疫苗组
rBb-TSO45W-4B vaccine group
	88,167,150,210
	153.75±50.59*
	71.36

	空载体对照组
blank vector control group

	370,502,485,615
	493.00±100.26
	8.02

	MRS对照组
MRS control group
	783,510,457,398
	536.75±170.42
	—


标注：与MRS对照组比较，*P＜0.05。
Note:Compared with MRS control group,*P<0.05.
2  血清IgG、IgG1和IgG2a水平
由表2所示：rBb-TSO45W-4B疫苗组血清IgG和IgG2a水平显著高于空载体对照组及MRS对照组，IgG1水平显著低于空载体对照组及MRS对照组，差异均具有统计学意义(P＜0.05)。
表2 猪带绦虫重组Bb-TSO45W-4B疫苗免疫，猪带绦虫卵攻击后猪血清IgG、IgG1和IgG2a水平(EQ \* jc0 \* "Font:Times New Roman" \* hps10 \o(\s\up 9(—),x)±s,n=4,μg/ml)
Tab2 The level of IgG,IgG1 and IgG2a in sera of big immunized with rBb-TSO45W-4B vaccine of Taenia solium and challenged with T.solium eggs(EQ \* jc0 \* "Font:Times New Roman" \* hps10 \o(\s\up 9(—),x)±s,n=4,μg/ml)
组别                      IgG                     IgG1                  IgG2a
group                                               

重组Bb-TSO45W-4B疫苗组 

rBb-TSO45W-4B vaccine group   334.94±11.65*            33.24±1.92*             84.48±0.80*         

空载体对照组

blank vector control group       247.64±10.66             43.68±0.82              65.85±1.10

 MRS对照组

MRS control group             245.94±8.81              42.78±0.87             62.61±0.84

标注：与MRS对照组比较，*P＜0.05。
Note:Compared with MRS control group,*P<0.05.
3  PBMC增殖水平
由表3所示：不加刺激物时，rBb-TSO45W-4B疫苗组PBMC增殖水平显著高于空载体对照组及MRS对照组，差异有统计学意义(P＜0.05)；用Ag或ConA刺激时，PBMC增殖水平类似于不加刺激物结果。不同刺激物比较时，每个Ag刺激组与ConA刺激组PBMC增殖水平均显著高于相应的原液组，差异有统计学意义(P＜0.05)；每个ConA刺激组的PBMC增殖水平显著高于相应的Ag刺激组，差异有统计学意义(P＜0.05)。
表3 猪带绦虫重组Bb-TSO45W-4B疫苗免疫，猪带绦虫卵攻击后猪PBMC增殖水平(EQ \* jc0 \* "Font:Times New Roman" \* hps7 \o(\s\up 6(—),x)±s,n=4,OD630值)
Tab 3 The level of PBMC proliferation of big immunized with rBb-TSO45W-4B vaccine of Taenia solium and challenged with T.solium eggs(EQ \* jc0 \* "Font:Times New Roman" \* hps7 \o(\s\up 6(—),x)±s,n=4,OD630value)

组别                        原液            抗原刺激           ConA刺激
group                      supernatant         TsAg st             ConA st 

重组Bb-TSO45W-4B疫苗组 

rBb-TSO45W-4B vaccine group     0.481±0.028*         0.637±0.035*         0.739±0.067*          

空载体对照组

blank vector control group         0.118±0.035          0.239±0.047         0.425±0.076
 MRS对照组

MRS control group               0.242±0.053         0.386±0.034          0.566±0.083

标注：与MRS对照组比较，*P＜0.05。
Note:Compared with MRS control group,*P<0.05.
2.4  PBMC培养上清液IL-2、IFN-γ、IL-4及IL-10水平
由表4所示：不加刺激物时，rBb-TSO45W-4B疫苗组PBMC培养上清液IL-2水平、IFN-γ水平均显著高于空载体对照组及MRS对照组，差异有统计学意义(P＜0.05)，而IL-4水平、IL-10水平均显著低于空载体对照组及MRS对照组，差异有统计学意义(P＜0.05)；用Ag或ConA刺激时类似于不加刺激物结果。对于同一种细胞因子，不同刺激物比较时，每个Ag或ConA刺激组的细胞因子水平均显著高于相应的原液组(P＜0.05)，每个ConA刺激组的细胞因子水平均显著高于相应的Ag刺激组，差异有统计学意义(P＜0.05)。
表4 猪带绦虫重组Bb-TSO45W-4B疫苗免疫，猪带绦虫卵攻击后猪PBMC培养上清液IL-2、IFN-γ、IL-4及IL-10水平(EQ \* jc0 \* "Font:Times New Roman" \* hps7 \o(\s\up 6(—),x)±s,n=4,ng/L)
Tab4 The level ofIL-2,IFN-γ,IL-4 and IL-10 in PBMC culture supernatant of big immunized with rBb-TSO45W-4B vaccine of Taenia solium and challenged with T.solium eggs(EQ \* jc0 \* "Font:Times New Roman" \* hps7 \o(\s\up 6(—),x)±s,n=4,ng/L)
	组别
group
	IL-2
	IFN-γ
	IL-4
	IL-10

	
	原液
supernatant
	抗原
刺激

TsAg 
st
	ConA刺激

ConA 
st
	原液
supernatant
	抗原
刺激

TsAg st
	ConA
刺激

ConA st
	原液
supernatant
	抗原
刺激

TsAg st
	ConA刺激

ConA st
	原液
supernatant
	抗原
刺激

TsAg 
st
	ConA刺激

ConA 
st

	rBb-TSO45W-4B疫苗组

rBb-TSO45W-4B vaccine group
	205.91±
3.18*  
	224.41±4.67* 
	232.56±2.47*
	25.56±

0.28*
	27.73±

0.23*    
	29.65±

0.17* 
	41.38±

0.70*
	44.74±

0.16*               
	45.31±

0.20*
	73.38±

0.70*   
	76.49±

0.42* 
	79.06±

0.45*

	空载体对照组
blank vector control group 
	175.23±

2.22  
	182.45±

1.33
	192.18±

1.48
	17.32±

0.36  
	20.48±

0.19  
	21.55±

0.29
	53.33±

0.60
	55.50±

0.97
	58.18±

0.39
	94.308±

1.09
	96.75±

0.51
	97.68±

0.37

	MRS对照组

MRS control group
	174.19±

2.14
	185.32±2.27
	191.82±1.38
	17.69±

0.28   
	20.57±0.08  
	21.32±

0.18
	52.57±

0.29
	56.32±

0.93   
	57.19±

1.02
	94.82±

0.45    
	96.82±

0.99
	98.27±

0.33


标注：与MRS对照组比较，*P＜0.05。
Note:Compared with MRS control group,*P<0.05.
讨论
保护力是评价疫苗有效性的核心指标。王福梅等[10]将TSO45W-4B重组蛋白疫苗的表达产物45W-4B-GST融合蛋白200μg加206佐剂肌肉注射免疫仔猪，首次免疫1个月后用25000枚猪带绦虫卵攻击，攻击后3月获得了95%的减蚴率和33%的保护率。Plancarte等[11]用200 μg的45WBX-GST融合蛋白加QuilA佐剂肌肉注射免疫仔猪，在免疫后20 d进行加强免疫1次，在加强免疫后3周用25000枚猪带绦虫卵攻击，攻击后6周获得了74％的减蚴率。骆学农等[12]将TSO45W-4B重组蛋白200μg肌肉注射免疫仔猪，21d后加强免疫1次，加强免疫后7d用25000枚猪带绦虫卵攻击，攻击后93d获得了97.0%的保护率，加用206佐剂获得的保护率可达98.4%。本研究表明，猪带绦虫重组Bb-TSO45W-4B疫苗免疫仔猪，猪带绦虫卵攻击后，可诱导仔猪产生71.36%的减蚴率，提示该疫苗可诱导仔猪产生一定的保护力。
IgG及其亚类是体液免疫产生的主要抗体，也是评价疫苗免疫原性和保护性的重要指标。疫苗免疫机体后，分泌抗原蛋白刺激机体产生记忆性B淋巴细胞，当再次遇见相同抗原时分泌大量抗体参与体液免疫应答。王福梅等[10]将TS045W-4B重组抗原加佐剂肌注免疫仔猪，发现血清IgG水平明显升高，免疫后55d达较高水平。本研究表明，猪带绦虫重组Bb-TSO45W-4B疫苗免疫仔猪，猪带绦虫卵攻击后，免疫猪血清IgG和IgG2a水平升高，与上述结果类似，提示IgG和IgG2a可能参与该疫苗诱导的保护性免疫反应；IgG1水平降低，推测可能与其易感性有关。
T淋巴细胞增殖水平是反映机体细胞免疫功能的重要指标。Mosmann所建立的MTT法操作简单，灵敏度高，稳定性好，是检测淋巴细胞增殖能力的常用方法[13]。王福梅等[10]将TS045W-4B重组抗原加206佐剂肌注免疫仔猪，发现外周血淋巴细胞转化率在攻击后10d开始升高，并持续较长时间。本研究表明，猪带绦虫重组Bb-TSO45W-4B疫苗免疫仔猪，猪带绦虫卵攻击后，PBMC在Ag或ConA刺激下发生了显著增殖，与上述结果类似，提示该疫苗可诱导仔猪产生特异性的细胞免疫反应，从而增强仔猪抗猪囊尾蚴感染的保护性免疫反应。
CD4+T细胞可以分化为Th1和Th2淋巴细胞，其中Th1细胞分泌IL-2、IFN-γ和TNF-α等，主要介导细胞免疫应答和参与迟发型超敏反应的发生；Th2细胞分泌IL-4、IL-10等，主要介导体液免疫应答和参与速发型超敏反应的发生。Th1和Th2细胞产生的细胞因子在猪囊尾蚴病的发生、发展过程中起关键作用[14]。叶红等[15]发现脑囊虫病患者的外周血存在高水平的IL-4、IL-10和低水平的IL-2和IFN-γ，丙硫咪唑治疗后IL-4、IL-10水平降低，IL-2、IFN-γ水平升高。胡守锋等[16]发现囊虫病患者PBMC中IFN-γ和IL-4水平较正常人无差异。夏惠等[17]发现囊虫病患者PBMC中IFN-γ和IL-4水平均较正常人高；经囊尾蚴或六钩蚴抗原刺激后，随刺激时间延长，PBMC中IFN-γ和IL-4水平均逐步升高，且存在时序的差异，从而朝着不同的免疫应答方向。本研究表明，猪带绦虫重组Bb-TSO45W-4B疫苗免疫，猪带绦虫卵攻击后，PBMC培养上清液中IL-2、IFN-γ水平显著升高，IL-4、IL-10水平显著降低，与上述结果基本一致，推测该疫苗免疫仔猪后，表达的TSO45W-4B重组抗原刺激仔猪CD4+Th1细胞分泌高水平的IL-2、IFN-γ和TNF-α等细胞因子，诱导仔猪产生以Th1型为主的保护性免疫应答，从而抵抗猪带绦虫卵的攻击感染。 
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