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呼吸道感染细菌联合疫苗制备及其免疫效果评价
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[摘　 要] 　 目的　 探讨呼吸道感染细菌联合疫苗对免疫效果的影响。 方法　 分离培养 6 种呼吸道感染细菌(溶血性链球菌、
流感嗜血杆菌 B 型、肺炎链球菌、金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌及肺炎克雷伯菌),制成联合疫苗。 根据联合疫苗质量浓度

分为对照组(生理盐水)、低水平组(0. 1 g / L 疫苗)、中水平组(0. 3 g / L 疫苗)及高水平组(0. 5 g / L 疫苗)。 各组疫苗作用于人

外周血单个核细胞,检测外周血单个核细胞增殖活性、淋巴细胞表型的变化及细胞因子水平。 各组疫苗作用于 SPF 级小鼠,
测定各组小鼠迟发型超敏反应、脾脏指数、胸腺指数、巨噬细胞吞噬指数及血清溶血素含量。 结果　 人外周血各组单个核细

胞增殖活性、γ 干扰素、白细胞介素-2 水平均随时间延长而升高,且在相同时间,联合疫苗质量浓度越高,各指标水平越高(P<
0. 05)。 与对照组比较,低、中、高水平组单个核细胞 CD4+、CD19+水平升高,CD8+水平降低,且随着联合疫苗质量浓度越高,各
指标水平变化越明显(P<0. 05)。 与对照组小鼠比较,低、中、高水平组小鼠迟发型超敏反应、脾脏指数、胸腺指数、吞噬指数、
溶血素水平升高,且随着联合疫苗质量浓度越高,各指标水平越高(P<0. 05)。 结论　 呼吸道感染细菌联合疫苗有利于提高细

胞及体液免疫能力,且联合疫苗质量浓度为 0. 5 g / L 时,可获得的免疫效果最佳。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the effect of respiratory infection bacterial combination vaccine on immune efficacy. 　 　
Methods　 Six types of respiratory tract infection bacteria (Streptococcus hemolyticus, Haemophilus influenzae type B, Streptococcus
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, and Klebsiella pneumoniae) were isolated and cultured to produce bac-
terial vaccines. 　 According to the mass concentration of the combined vaccine, they were divided into the control group (physiological
saline), low-level group (0. 1 g / L vaccine), medium level group (0. 3 g / L vaccine) and high-level group (0. 5 g / L vaccine). 　
Each group of vaccines was acted on human peripheral blood mononuclear cells in vitro, and the proliferation activity of mononuclear
cells, changes in lymphocyte phenotype, and cytokine levels were detected. 　 Each group of vaccines was acted on SPF grade mice in
vivo, the delayed type hypersensitivity response, spleen index, thymus index, phagocytic index, and serum hemolysin content of each
group of mice were measured. 　 　 Results　 The proliferative activity of mononuclear cells, levels of interferon-γ and interleukin-2 in
human peripheral blood of all groups were increased with the increase of time, and with higher mass concentration of combined vaccine,
the levels of all indicators were higher in the same time (P<0. 05). 　 Compared with the control group, the levels of CD4+ and CD19+ of
mononuclear cells in the low, medium and high-level groups were increased, while the levels of CD8+ were decreased, with higher mass
concentration of the combined vaccine, the variation of each index level was more obvious (P<0. 05). 　 Compared with the control
group, the delayed type hypersensitivity response, spleen index, thymus index, phagocytosis index and hemolysin optical density of mice
in low, medium and high-level groups were increased, and the levels of each index were increased with the higher the mass concentration
of combined vaccine (P<0. 05). 　 　 Conclusion　 The bacterial combined vaccine for respiratory tract infection can improve the cellular
and humoral immunity, and the best immune effect can be obtained when the concentration of the combined vaccine is 0. 5 g / L.
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　 　 呼吸道感染包含细菌感染及病毒感染,病毒感

染占比较高,经病毒感染后的患儿继发细菌感染风

险也较高[1-2]。 兰菌净、泛福舒及必思添等细菌溶

解产物为临床常用疫苗,但这类疫苗菌种均来自国

外,并非中国呼吸道感染的常见菌种,因此可能并

不完全适用于中国人群[3-4]。 另外,进口疫苗价格

较为昂贵,不利于普及,从而对疫苗接种率造成影

响,因此制备适用于中国小儿呼吸道感染疾病的疫

苗具有重要意义。 研究表明,溶血性链球菌、流感

嗜血杆菌 B 型、肺炎链球菌、金黄色葡萄球菌、铜绿

假单胞菌及肺炎克雷伯菌均为中国呼吸道感染的

常见病菌[5-6]。 本研究采用以上 6 种常见病菌制成

联合疫苗,并探讨其对免疫效果的影响。

1　 材料和方法

1. 1　 主要试剂及仪器

CCK-8 试剂(上海经科化学科技有限公司),
RPMI-1640 培养基(美国赛默飞世尔科技有限公

司),细胞分离液(北京金克隆生物技术有限公司),
多聚甲醛(北京金克隆生物技术有限公司),γ 干扰素

(interferon-γ,INF-γ)及白细胞介素( interleukin,IL)-2
试剂盒(上海酶联生物科技有限公司),氯化钠注射

液(四川科伦药业股份有限公司),蛋白胨溶液(上
海源叶生物科技有限公司),75% 乙醇(苏州嘉鼎化

学科技有限公司),10%鸡红细胞悬液(南京泽维尔

生物科技有限公司),磷酸盐缓冲液(上海之礼生物

科技有限公司),2,4-二硝基氟苯(山东西亚化学科

技有限公司)。 超声波破碎仪(北京星越天成科技

有限公司),生物安全柜(青岛海尔医用低温科技有

限公司),高速台式离心机(上海安亭科学仪器厂),
平板离心机(苏州盛斯尔机械制造有限公司),高压

消毒器(上海三申医疗器械有限公司),二氧化碳

(CO2)孵孕箱(天津开关照明厂),全自动酶标仪

(美国 Molecular Devices 公司),分光光度计(南京菲

勒仪器有限公司),光学显微镜(日本奥林帕斯公

司),流式细胞仪(美国贝克曼库尔特有限公司)。
1. 2　 血液、菌种及动物

血液及菌种均由本院提供,其中血液标本为健

康儿童外周血,菌种标本为痰液样本,取自反复呼

吸道感染的患儿。 40 只 SPF 级小鼠购自北京华阜

康公司,雌雄各 20 只,6 ~ 8 周龄,体质量 18 ~ 22 g。
纳入标准:①患儿满足《反复呼吸道感染的临床概

念和处理原则》 [7] 诊断标准;②患儿存有反复呼吸

道感染的既往史;③患儿年龄 5 ~ 13 岁。
1. 3　 细菌联合疫苗制备

从痰液样本中将菌种分离培养,生理盐水冲洗

所获菌种(溶血性链球菌、流感嗜血杆菌 B 型、肺炎

链球菌、金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌及肺炎克

雷伯菌);采用超声波破碎仪分别将不同细菌破碎;
将蛋白质沉淀后透析,采用分光光度计测量蛋白水

平,并以细菌蛋白作为抗原;将所获细菌蛋白与

0. 9%生理盐水混合,制备成联合疫苗。 根据联合疫

苗质量浓度分为对照组 (生理盐水)、低水平组

(0. 1 g / L 疫苗)、中水平组(0. 3 g / L 疫苗)及高水平

组(0. 5 g / L 疫苗) [8]。
1. 4　 体外实验

1. 4. 1　 单个核细胞悬液制备　 　 取 20 mL 外周血

样本,抗凝,20 mL 磷酸盐缓冲液混匀;将混匀液均匀

置于细胞分离液表面;梯度离心20 min,2 000 r / min;收
集白膜层,采用 RPMI-1640 培养基洗涤 3 次,每次

离心 10 min,2 000 r / min;去除上清液,经 RPMI-
1640 培养基吹打,制成所需单个核细胞悬液。
1. 4. 2　 单个核细胞增殖活性测定　 　 取 96 孔平板

培养板,采用 RPMI-1640 培养基将单个核细胞悬液

调至 1×106 个 / mL,并依次每孔接种 100 μL;加入相

应质量浓度(0. 1、0. 3、0. 5 g / L)联合疫苗,同时设置

等体积阴性对照孔;完成后置于 37 ℃及 5% CO2 的

孵孕箱中,分别在培养 24、48、72 h 时,向每孔内加

入 10 μL CCK-8 试剂,继续培养 4 h;采用全自动酶

标仪检测 450 nm 处光密度值,反映细胞增殖活性。
1. 4. 3　 单个核细胞淋巴细胞表型变化测定　 　 取

24 孔平板培养板及单个核细胞悬液,采用 RPMI-
1640 培养基将单个核细胞悬液调至 5×106 个 / mL,
依次每孔接种 2. 0 mL;每孔标号,依次为 1 ~ 48 号,
将 1 ~ 12 号设置为对照组,13 ~ 24 号设置为低水平

组,24 ~ 36 号设置为中水平组,37 ~ 48 号设置为高

水平组。 低、中、高水平组每孔滴加 0. 1 mL 的 0. 1、
0. 3、0. 5 g / L 联合疫苗,对照组每孔加入 0. 1 mL 的

RPMI-1640 培养基。 连续培养 6 天,将细胞悬液取

出,离心 5 min,1 500 r / min;采用磷酸盐缓冲液洗

涤;加入相应荧光素标记的抗 CD4、抗 CD8 及抗

CD19 抗体,随后在避光环境下孵育 30 min;孵育结

束后以磷酸盐缓冲液洗涤 2 次;采用 1% 多聚甲醛

固定,流式细胞仪检测 CD4+、CD8+及 CD19+。
1. 4. 4　 细胞因子测定　 　 在测定单个核细胞增殖
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活性前,取上清液 50 μL,随后继续培养,并在第 2、
第 4、第 8 天采用 INF-γ 及 IL-2 试剂盒测定 INF-γ
及 IL-2 含量。
1. 5　 体内实验

1. 5. 1　 造模处理 　 　 将 40 只 SPF 级小鼠分为 4
组,每组 10 只,且雌雄各一半,根据所用联合疫苗质

量浓度分为对照组、低水平组、中水平组及高水平

组[8];全部小鼠适应性喂养 10 天,随后低水平组、中
水平组及高水平组小鼠每天上午灌服 0. 2 mL 对应

质量浓度的联合疫苗,对照组则在相同时间灌服

0. 2 mL 生理盐水;灌服 10 天后处死全部小鼠。
1. 5. 2 　 迟发型超敏反应测定　 　 各组小鼠处理 9
天后,取 50 μL 1%的 2,4-二硝基氟苯涂抹于小鼠右

耳前后两面,随后左耳涂抹等量丙酮-橄榄油;24 h
后处死小鼠,采用 8 nm 打孔器分别在左右耳同一部

位打下圆耳片,并进行称重;肿胀度 =右耳质量-左
耳质量。
1. 5. 3　 脾脏指数及胸腺指数测定　 　 对处死小鼠

称重,完成后取出脾脏及胸腺,清理表面血液后,对
脾脏及胸腺进行称重;脾脏(胸腺)指数 =脾脏(胸
腺)质量 / 小鼠体质量。
1. 5. 4　 巨噬细胞吞噬功能测定　 　 各组小鼠处理

7 天后,将 1% 蛋白胨溶液注射至小鼠腹腔,1 次 /
天,3 天。 第 3 天注射结束后,间隔 24 h,并将 10%
的鸡红细胞悬液 1 mL 注射至小鼠腹部,30 min 后处

死小鼠,并再次向小鼠腹腔注射 2 mL 生理盐水;揉
按小鼠腹腔 1 min,将腹腔内液体混匀;混匀后取 1
mL 腹腔液;将所取腹腔液均匀涂抹于载玻片,置于

37 ℃恒温箱孵育 30 min,固定,染色,冲洗,晾干后

于显微镜下观察。 吞噬指数 =鸡红细胞被吞噬数 /
巨噬细胞数。
1. 5. 5　 血清溶血素含量测定　 　 各组小鼠灌注联

合疫苗 3 天后,小鼠腹部注射 1 mL 10%鸡红细胞悬

液。 免疫结束后,处死小鼠并摘取其眼球取血;离
心,取血清,生理盐水稀释 500 倍;将 10% 鸡红细胞

悬液、1 mL 稀释血清在同一试管内混匀;将混匀液

作为对照;取混匀液,放置于 37 ℃ 恒温水浴下

30 min,冰浴;离心后取上清液,采用酶标仪在波长

为 540 nm 处测量光密度(optical density,OD)值。
1. 6　 统计学分析

采用 SPSS 21. 0 软件进行数据处理与分析。 计

量资料采用 t 检验,多组间比较采用单因素方差分

析,计数资料采用 χ2 检验。 P<0. 05 为差异有统计

学意义。

2　 结　 果

2. 1　 联合疫苗对人外周血单个核细胞增殖活性的

影响

各组单个核细胞增殖活性均随时间延长而升

高,并且在相同时间内,联合疫苗质量浓度越高,单
个核细胞增殖活性越高(P<0. 05;表 1)。

表 1　 联合疫苗对人外周血单个核细胞增殖活性

OD 值的影响

分组 24 h 48 h 72 h

对照组 0. 050±0. 001 0. 054±0. 001a 0. 057±0. 002ab

低水平组 0. 069±0. 004c 0. 103±0. 004ac 0. 197±0. 007abc

中水平组 0. 084±0. 004cd 0. 137±0. 004acd 0. 236±0. 005abcd

高水平组 0. 091±0. 003cde 0. 174±0. 005acde 0. 323±0. 005abcde

　 　 注:a 为 P<0. 05,与同组 24 h 比较;b 为 P<0. 05,与同组 48 h 比

较;c 为 P<0. 05,与对照组同时间比较;d 为 P<0. 05,与低水平组同

时间比较;e 为 P<0. 05,与中水平组同时间比较。

2. 2　 联合疫苗对单个核细胞淋巴细胞表型的影响

与对照组比较,低、中、高水平组单个核细胞

CD4+、CD19+水平升高,CD8+水平降低,且随着联合

疫苗质量浓度升高,各指标水平变化越明显(P <
0. 05;表 2)。

表 2　 联合疫苗对单个核细胞淋巴细胞表型的影响

%

分组 CD4+ CD8+ CD19+

对照组 2. 63±0. 31 2. 79±0. 25 2. 48±0. 32

低水平组 3. 51±0. 33a 2. 41±0. 15a 3. 17±0. 26a

中水平组 4. 44±0. 42ab 2. 22±0. 11ab 4. 09±0. 24ab

高水平组 5. 22±0. 34abc 2. 10±0. 14abc 4. 88±0. 27abc

　 　 注:a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与低水平组比较;
c 为 P<0. 05,与中水平组比较。

2. 3　 联合疫苗对细胞因子的影响

各组 INF-γ 及 IL-2 水平均随时间延长而升高,
并且在相同时间内,联合疫苗质量浓度越高,INF-γ
及 IL-2 水平越高(P<0. 05;表 3)。
2. 4　 联合疫苗对小鼠各免疫性指标水平影响

与对照组比较,低、中、高水平组肿胀度、脾脏

指数、胸腺指数、吞噬指数及血清溶血素水平均升

高,且随着联合疫苗质量浓度升高而升高(P<0. 05;
表 4)。
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表 3　 联合疫苗对细胞因子的影响 ng / L

分组
INF-γ

第 2 天 第 4 天 第 8 天

IL-2

第 2 天 第 4 天 第 8 天

对照组 3. 98±0. 13 5. 25±0. 80a 7. 22±0. 10ab 3. 05±0. 09 6. 40±0. 17a 9. 05±0. 16ab

低水平组 6. 09±0. 15c 9. 10±0. 19ac 16. 50±0. 78abc 7. 40±0. 17c 10. 98±0. 13ac 19. 80±0. 38abc

中水平组 7. 88±0. 14cd 11. 54±0. 29acd 19. 78±0. 38abcd 9. 05±0. 12cd 14. 34±0. 2acd 21. 67±0. 41abcd

高水平组 9. 02±0. 13cde 15. 09±0. 13acde 26. 74±0. 46abcde 10. 45±0. 22cde 18. 00±0. 23acde 28. 17±0. 34abcde

　 　 注:a 为 P<0. 05,与同组第 2 天比较;b 为 P<0. 05,与同组第 4 天比较;c 为 P<0. 05,与对照组同时间比较;d 为 P<0. 05,与低水平组同时间
比较;e 为 P<0. 05,与中水平组同时间比较。

表 4　 联合疫苗对小鼠各免疫性指标水平的影响

分组 肿胀度 / mg 脾脏指数 胸腺指数 吞噬指数 血清溶血素(OD 值)

对照组 3. 21±1. 11 4. 82±0. 22 1. 49±0. 33 0. 32±0. 01 0. 201±0. 016

低水平组 4. 23±0. 73a 5. 24±0. 25a 1. 99±0. 23a 0. 41±0. 03a 0. 232±0. 013a

中水平组 4. 36±0. 71ab 5. 58±0. 30ab 2. 36±0. 30ab 0. 52±0. 05ab 0. 238±0. 021ab

高水平组 5. 16±0. 71abc 6. 04±0. 40abc 2. 68±0. 36abc 0. 63±0. 04abc 0. 258±0. 019abc

　 　 注:a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与低水平组比较;c 为 P<0. 05,与中水平组比较。

3　 讨　 论

中国呼吸道感染发病率较高,且儿童发病率高

于成人,临床上常采用抗菌药物进行治疗,但导致

各类致病菌耐药性均有所升高[9-10]。 因此需采用有

效的预防措施以降低呼吸道感染发病率。 接种疫

苗为预防疾病的重要措施,但目前中国所接种疫苗

主要为进口疫苗,因其价格较为昂贵,从而影响接

种率,同时预防效果亦需经过大量实验研究[11-12]。
本次研究采用溶血性链球菌、流感嗜血杆菌 B

型、肺炎链球菌、金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌及

肺炎克雷伯菌等中国呼吸道感染常见的 6 种病菌制

成联合疫苗,从而对预防中国呼吸道感染疾病更具

有针对性。 本研究结果显示,单个核细胞增殖活性

随联合疫苗质量浓度与培养时间的增加而升高,说
明在本次实验所用质量浓度区间,质量浓度升高可

提高单个核细胞增殖活性。 由于单个核细胞可通

过吞噬病原体及产生细胞因子等方式参与免疫反

应,故当单个核细胞增殖活性越高则反映机体对免

疫刺激具有较强应答功能[13-14]。 王国征等[15] 研究

表明,单个核细胞增殖活性越高,则利于促进细胞

因子分泌,而本研究亦发现各组 INF-γ 及 IL-2 水平

均随时间延长而升高,并且在相同时间内,联合疫

苗质量浓度越高,INF-γ 及 IL-2 水平越高。 INF-γ
具有调节免疫反应、增强抗菌能力和促进细胞毒性

的功能,并且其不仅可以调节细胞免疫,亦参与体

液免疫调节过程中[16]。 IL-2 可促进 T 细胞的增殖、

分化及生存,同时亦可刺激 B 细胞增殖及抗体产

生,从而增强体液免疫效应[17]。 因此,当 INF-γ 及

IL-2 水平升高时,则提示联合疫苗能增强淋巴细胞

活性,利于调动免疫功能,并起到预防呼吸道感染

作用。 另外,CD4+ 及 CD8+ 均为 T 细胞表面产物,
CD19+为 B 细胞表面产物,三者均参与了细胞及体

液免疫,当 CD4+及 CD19+水平升高及 CD8+ 水平降

低,则可表明机体免疫功能越高[18-19]。 本研究结果

显示,随着联合疫苗质量浓度的增加,小鼠体内

CD4+及 CD19+水平均增加,CD8+水平降低;提示接

种联合疫苗质量浓度越高,对细胞及体液免疫调节

能力越强,小鼠免疫功能越高。
迟发型超敏反应由 T 细胞介导,可对免疫功能

进行衡量,因此当肿胀度越高,则提示迟发型超敏

反应程度越高,免疫功能越强[20]。 脾脏及胸腺可调

节免疫细胞以应对感染等,当脾脏指数及胸腺指数

升高,则提示免疫反应增强[21]。 吞噬指数可反映巨

噬细胞等免疫细胞对外来病菌吞噬及清除能力。
溶血素参与了机体对抗感染及清除病菌的免疫反

应[22],因此当血清溶血素水平升高,则代表机体的

免疫反应越高。 本研究结果显示,随着接种联合疫

苗质量浓度的增加,小鼠的肿胀度、脾脏指数、胸腺

指数、吞噬指数、血清溶血素水平均升高;提示接种

联合疫苗质量浓度越高,小鼠的体液免疫功能越强。
综上,呼吸道感染细菌联合疫苗有利于提高细

胞及体液免疫能力,且在呼吸道感染细菌联合疫苗

质量浓度为 0. 5 g / L 时,可获得的免疫效果最佳。
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