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目的 通过对重组结核杆菌融合蛋白%
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$为重组融合蛋白#结核分枝杆菌早期分泌性抗原靶
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$'的免疫特性和临床前安全性研究&探讨其临床应用前景*方法 %
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'免疫特性研究!取
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结核分枝杆菌
]+7PA

活菌菌液致敏&

8

周后&皮内注射
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原液
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'急性毒性试验!取
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鼠&分为单次肌内和皮内注射组&每组
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'豚鼠全身主动过

敏试验!取豚鼠
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天静脉快速注射
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倍致敏剂量对以上相应的各组致敏豚鼠进行激发*致敏期间&每天观

察豚鼠的症状&并于初次和最后一次致敏及激发当日测定每只豚鼠的体质量*%
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'免疫特性研究

结果!
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'急性毒性试验结果!所有小鼠未出现明显的急性中毒反应和显

示急性中毒靶器官*小鼠皮内注射
?R

前+注射
?R

后
(%

+

+%

+

8%

+

7%

+

4%

+

()%

+

(3%

+

(9%

高剂量组+低剂量组小鼠

平均体质量分别为%

3)*-m(*+

'

M&

%

39*,m3*(

'

M

+%

3)*8m(*-

'

M&

%

3-*)m+*(

'

M

(注射后不同观察时间各组平

均体质量与空白对照组-%

3(*)m(*(

'

M&

%

38*+m3*+

'

M

.比较差异均无统计学意义%

'

值分别为
)*87(

&

)*+,3

&

)*-,8

&

)*-(8

(

(

值分别为
)*878

&

)*7))

&

)*9,-

&

)*89-

'(小鼠肌内注射
?R

前+注射
?R

后
(%

+

+%

+

8%

+

7%

+

4%

+

()%

+

(3%

+

(9%

高剂量组+低剂量组小鼠平均体质量分别为%

3(*)m(*8

'

M&

%

3-*3m(*,

'

M

+%

3)*8m3*(

'

M&

%

38*4m+*4

'

M

(注射后不同观察时间各组平均体质量与空白对照组-%

3(*3m(*7

'

M&

%

38*4m+*(

'

M

.比较差异均

无统计学意义%

'

值分别为
)*+-)

&

)*+(4

&

)*,))

&

)*))-

(

(

值分别为
)*73+

&

)*789

&

)*+4)

&

)*,,8

'*%

+

'豚鼠全身

主动过敏试验结果!豚鼠无过敏反应*高剂量组+低剂量组豚鼠首次致敏+末次致敏+激发的平均体质量分别为

%

+37*8m39*+

'

M

+%

+97*3m+3*7

'

M

+%

9)3*3m+9*,

'

M

(%

++(*+m3-*7

'

M

+%

+9-*3m+3*)

'

M

+%

9((*+m+4*,

'

M

&与相

应观察时间注射
)*,U[AR;

的阴性对照组-%

+3,*8m37*9

'

M

+%

+94*+m37*)

'

M

+%

+,,*9m38*9

'

M

.比较&差异均无

统计学意义%

'

值分别为
)*+34

+

)*(4(

+

)*349

&

)*979

+

)*+--

+

)*478

(

(

值分别为
)*787

+

)*4-9

+

)*744

&

)*-8-

+

)*7+)

+

)*933

'*%

9

'兔皮内刺激试验结果!单次皮内注射
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能够鉴别结

核感染与卡介苗免疫&临床前动物试验安全性好&有望应用于人群结核感染的诊断与鉴别诊断*

#关键词$

!

重组结核杆菌融合蛋白%

?R

'(

!

分枝杆菌&结核(

!

动物实验(

!

免疫学试验(

!

免疫活性(

!

药物

评价&临床前

)

7)4

)

中国防痨杂志
3)3)

年
4

月第
93

卷第
4

期
!

R:'1YQ1F'FBGDH<

&

QB

M

B0F3)3)

&

Z&;*93

&

[&/4



B22,*%(10&0('%&/+'/(+0*8

$

&%(./*/(0.0*/20.+0-%'

6

+',8/%+)-&%()23/*0*'!

"

#$%&#'()*+,'+%()#+-$.*.-,+/)*

$

&)'%/*

!

!"

"

OG'IQX/#

&

Z'[8#:

3

%$

7

&

@4MW%$

&

S9@%#:B#$

&

Y

M9

5

#$

7

:

F

#$

7

&

!G4I@%#

&

!G4I2/.:A%$

&

OG9R#$:

;%$

7

&

!G4IQP#$

7

&

09!"%$

7

&

OG[IQO/#:B#$

&

89

5

#$:*#/.

&

T9

5

#/$

7

? '$")#O"#

3

%#8.$

7

,.;2#.

6

"/+;/,%)(#,/-

!.?

&

8(1?

&

G%

3

%#>CUUUU

&

!"#$/

!.++%&

6

.$1#$

7

/)(".+&

!

T9

5

#/$

7

&

4;/#-

!

6

)

F

#/$

7

!

V"#

3

%#&"%$

7

A)?,.;

(

89

5

#$:*#/.

&

4;/#-

!

-)

F

#$*#/.

!

$#

3

1,?.+

7

?,$

/

43+'&0('

0

!

F3

G

%('/E% L

NV

DHI&H@F:D'@@B1&;&

M

'<A;<:AHA<FDH'0F'<0A1%

V

HD<;'1'<A;A1'@A;0AIDF

N

0FB%

N

&I

HD<&@G'1A1FD

E

,.*/,(%+#);()*%+,)-.&#&IB0'&1

V

H&FD'1?"QK2-aRST2()

%

:̂'<:'0F:DR:'1D0D

M

D1DH'<1A@D&IF:D

%HB

M

%DFDH@'1D%G

N

F:D[AF'&1A;T:AH@A<&

V

&D'AR&@@'FFDD

&

?R0FA1%0I&HHD<&@G'1A1FIB0'&1

V

H&FD'1->$ADAH;

N

0D<HDF&H

N

A1F'

M

D1'<FAH

M

DF

%

?"QK2-

'

A1%()>$A<B;FBHDI';FHAFD

V

H&FD'1

%

RST2()

''%

?R

'&

F&%'0<B00'F0<;'1'<A;

A

VV

;'<AF'&1

V

H&0

V

D<F/ H%'1)8+

%

(

'

#@@B1&;&

M

'<A;<:AHA<FDH'0F'<00FB%

N

!

-ID@A;D

M

B'1DA

V

'

M

0CDHD0D10'F'=D%C'F:

D

E

,.*/,(%+#);()*%+,)-.&#&;'WDGA<FDH'A0&;BF'&1

%

]+7PA

'&

8CDD>0;AFDH

&

'1FHA%DH@A;;

N

'1

.

D<FD%)*3@;?R

%

3*8

)

M

"

@;

'(

A1%9ID@A;D

M

B'1DA

V

'

M

0CDHD0D10'F'=D%C'F:;'WDLROGA<FDH'A0&;BF'&1

&

8CDD>0;AFDH

&

'1FHA%DH@A;;

N

'1

.

D<FD%

)*3@;?R

%

3)

)

M

"

@;

'

/!G0DHWD%F:D@DA1%'A@DFDH&IF:D'1%BHAF'&1&HHD%1D00HDA<F'&1

%%

;&1

M

'FB%'1A;%'A@DFDH_

FHA10WDH0D%'A@DFDH

'"

3

&

"

8@@'0<&10'%DHD%

V

&0'F'WD

&

$

8@@'0<&10'%DHD%1D

M

AF'WD

'

/

%

3

'

Q<BFDF&E'<'F

N

FD0F

!

4)#RP@'<D

%

#10F'FBFD&IRA1<DHPD0DAH<:

%

"̀Q

''

CDHD%'W'%D%'1F&0'1

M

;D'1FHA@B0<B;AH'1

.

D<F'&1

M

H&B

V

A1%

'1FHA%DH@A;'1

.

D<F'&1

M

H&B

V

&

DA<:

M

H&B

V

C'F:9)

&

:A;I@A;DA1%:A;IID@A;D/Q1%F:D1

&

DA<:

M

H&B

V

CA0%'W'%D%'1F&

90BG

M

H&B

V

0

&

DA<:0BG

M

H&B

V

C'F:()

&

:A;I@A;DA1%:A;IID@A;D/]'

M

:%&0D0BG

M

H&B

V

CA0'1

.

D<FD%C'F:?R&I

8+*-(

)

M

"

)*(@;

&

C:';D;&C%&D00BG

M

H&B

V

CA0)*3

)

M

"

)*(@;

&

0&;WD1F<&1FH&;0BG

M

H&B

V

CA0'1

.

D<FD%C'F:%';BD1F

%

)*(@;

'

&I?R

&

A1%F:DG;A1><&1FH&;0BG

M

H&B

V

C&B;%HD<D'WD1&'1

.

D<F'&1/K:D0D@'<DCDHD&G0DHWD%I&H

AG1&H@A;'F

N

'1A

VV

DAHA1<D

&

@&F&HIB1<F'&1

&

G&%

N

CD'

M

:F

&

WAH'&B0&H

M

A10A1%0>'1&I'1

.

D<F'&10'FD/

%

+

'

OB'1DA

V

'

M

0

N

0FD@'<A<F'WDA;;DH

MN

FD0F

!

39

M

B'1DA

V

'

M

0CDHD%'W'%D%'1F&90BG

M

H&B

V

0

&

DA<:0BG

M

H&B

V

C'F:-

&

:A;I@A;DA1%:A;I

ID@A;D/"BG

M

H&B

V

0CDHD'1

.

D<FD%'1FHA

V

DH'F&1DA;;

N

DWDH

N

&F:DH%A

N

C'F:?R&I8

)

M

"

>

M

%

:'

M

:%&0D

'&

)*8

)

M

"

>

M

%

;&C

%&0D

'&

G&W'1D"DHB@ Q;GB@'1

&

A1%)*,U[AR;

%

3@;

'

HD0

V

D<F'WD;

N

&

AIFDH+0B<<D00'WDF'@D0

&

F:D0D10'F'=AF'&1

I'1'0:D%/!1F:D(3F:%A

N

AIFDHF:D;A0F0D10'F'=AF'&1

&

F:D0D10'F'=D%

M

B'1DA

V

'

M

0CDHD'HH'FAFD%G

N

HA

V

'%'1FHAWD1&B0

'1

.

D<F'&1C'F:3F'@D0%&0D0&H@&HD0D10'F'=DH/$BH'1

M

0D10'F'=AF'&1

&

DA<:A1'@A;

5

00

N

@

V

F&@CA0&G0DHWD%%A';

N

A1%

F:DG&%

N

@A00&IDA<:A1'@A;CA0@DA0BHD%&1F:DI'H0FA1%;A0F0D10'F'=AF'&1A1%'HH'FAF'&1%A

N

0/

%

9

'

#1FHA%DH@A;

'HH'FAF'&1DE

V

DH'@D1F

!

-[DC5DA;A1%HAGG'FCA0'1

.

D<FD%'1FHA%DH@A;;

N

C'F:?R&I()

)

M

%

)*3@;

'"

0

V

&F

&

80

V

&F0&1

DA<:0'%D

&

&G0DHWD%F:D'1FHA%DH@A;'HH'FAF'&1HDA<F'&1&1F:D'1

.

D<F'&10'FD/ I%+,.'+

%

(

'

#@@B1&;&

M

'<A;

<:AHA<FDH'0F'<00FB%

N

!

#19LRO;'WDGA<FDH'A0&;BF'&10D10'F'=D%

M

B'1DA

V

'

M

0

&

F:D0>'1FD0F0C'F:?R0:&CD%

)

V

&0'F'W'F

N

&

A1%'1-;'WD\KL

%

]+7PA

'

0D10'F'=D%

M

B'1DA

V

'

M

0

&

0>'1FD0F00:&CD%-C'F:

V

&0'F'W'F

N

/

%

3

'

Q<BFD

F&E'<'F

N

FD0F

!

[&0'

M

1'I'<A1FA<BFDF&E'<HDA<F'&10&HA<BFDFAH

M

DF&H

M

A1

V

&'0&1'1

M

CDHD&G0DHWD%'1A;;@'<D/K:D

@DA1G&%

N

@A00D0&I?R'1FHA%DH@A;;

N

'1

.

D<FD%@'<D

M

H&B

V

AFF:DF'@D&I

!

GDI&HD'1

.

D<F'&1

&

(%

&

+%

&

8%

&

7%

&

4%

&

()%

&

(3%

&

(9%

V

&0F'1

.

D<F'&1

&

HD0

V

D<F'WD;

N

'1:'

M

:%&0D0BG

M

H&B

V

A1%;&C%&0D0BG

M

H&B

V

CDHD

%

3)*-m(*+

'

M

a

%

39*,m3*(

'

M

&%

3)*8m(*-

'

M

a

%

3-*)m+*(

'

M

(

A1%<&@

V

AHDF&G;A1><&1FH&;

M

H&B

V

%%

3(*)m(*(

'

M

a

%

38*+m

3*+

'

M

'

'1F:D<&HHD0

V

&1%'1

M

F'@D

&

F:D'WA;BD0CDHD)*87(a)*+,3

(

)*-,8a)*-(8

(

C:';D(WA;BD0CDHD)*878a

)*7))

(

)*9,-a)*89-

&

HD0

V

D<F'WD;

N

(

F:D%'IIDHD1<D0CDHD1&F0FAF'0F'<A;;

N

0'

M

1'I'<A1F/K:D@DA1G&%

N

@A00D0&I?R

'1FHA@B0<B;AH;

N

'1

.

D<FD%@'<D

M

H&B

V

AFF:DF'@D&I

!

GDI&HD'1

.

D<F'&1

&

(%

&

+%

&

8%

&

7%

&

4%

&

()%

&

(3%

&

(9%

V

&0F

'1

.

D<F'&1

&

HD0

V

D<F'WD;

N

'1:'

M

:%&0D0BG

M

H&B

V

A1%;&C%&0D0BG

M

H&B

V

CDHD

%

3(*)m(*8

'

M

a

%

3-*3m(*,

'

M

&%

3)*8m

3*(

'

M

a

%

38*4m+*4

'

M

(

A1%<&@

V

AHDF&G;A1><&1FH&;

M

H&B

V

%%

3(*3m(*7

'

M

a

%

38*4m+*(

'

M

'

'1F:D<&HHD0

V

&1%'1

M

F'@D

&

F:D'WA;BD0CDHD)*+-)a)*+(4

(

)*,))a)*))-

(

C:';D(WA;BD0CDHD)*73+a)*789

(

)*+4)a)*,,8

(

F:D

%'IIDHD1<D0CDHD1&F0FAF'0F'<A;;

N

0'

M

1'I'<A1F/

%

+

'

OB'1DA

V

'

M

0

N

0FD@'<A<F'WDA;;DH

MN

FD0F

!

1&A;;DH

M

'<HDA<F'&10'1

M

B'1DA

V

'

M

0/K:DAWDHA

M

DG&%

N

@A00&I

M

B'1DA

V

'

M

0'1F:D:'

M

:

&

F:D;&C%&0D

M

H&B

V

&I?RA1%)*,U[AR;'1

.

D<FD%

1D

M

AF'WD<&1FH&;

M

H&B

V

AFF:DF'@D&IF:DI'H0F0D10'F'=AF'&1

&
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'
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'
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'
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'
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&
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&
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&
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&
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!
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.

D<F'&1C'F:()

)

M

%
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肺结核是由结核分枝杆菌感染引起的严重危害

人类健康的疾病*据
^]!

-

(

.估计&全球潜伏性结

核感染%

;AFD1FFBGDH<B;&0'0'1ID<F'&1

&

JKL#

'人群约

(7

亿&约占全人群的
(

"

9

左右*

3)(4

年全球结核病

)

4)4

)
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新发患者约
()))

万例&约
(98

万例死于结核病-

3

.

*

^]!

-

+

.提出了
3)+8

年#终止结核病$战略目标&将

结核病发病率控制在
()

"

()

万以下*

^]!3)(4

年发布的
JKL#

管理指南及关于结核病发病率低的

国家及地区消灭结核病的新框架文件中&都将
JKL#

者的筛查与预防作为控制结核病疫情的重要手

段-

9

.

*因此&如何简便+高通量诊断结核感染者并实

施预防是结核病防治工作的关键*

差异区域
(

%

HD

M

'&1&I%'IIDHD1<D2(

&

P$2(

'是结

核分枝杆菌在长期传代过程中丢失的重要保护性抗

原&

P$2(

仅存在于致病性分枝杆菌中&而在卡介苗

及环境分枝杆菌中缺失*目前&国内外均以
P$2(

基因编码的结核分枝杆菌早期分泌性抗原靶
-

%

?"QK2-

'和培养滤液蛋白
()

%

RST2()

'为研究热

点-

8

.

&制成的结核感染鉴别用变态反应原皮肤试验

%

#"K

'&既有
"

2

干扰素释放试验%

#OPQ

'特异性又有

结核菌素皮肤试验%

K"K

'适合大规模筛查的简便

性&是极具潜力的新一代结核分枝杆菌感染筛查试

剂*本研究的重组结核杆菌融合蛋白%

?R

'%该制品

名称是国家药典委员会确定的药品中文通用名称&

#

?R

$为重组融合蛋白#

?"QK2-

和
RST2()

$'%简称

#

?R

$'&有望应用于结核分枝杆菌感染的诊断和结

核病的辅助诊断*

资料和方法

一+材料

%一'菌株

结核分枝杆菌
]+7PA

&上海复旦大学三级安全

防护实验室提供并开展相关试验(卡介菌&安徽智飞

龙科马生物制药有限公司提供*

%二'主要试剂

?R

原液&安徽智飞龙科马生物制药有限公司

生产(

KL2TT$

%

8)#̀

"

@;

&批号!

3)(7()()

'&北京祥

瑞生物制品有限公司生产*

%三'实验动物

无特殊病原体%

0

V

D<'I'<

V

AF:&

M

D1IHDD

&

"TS

'级

白色豚鼠&

+9

只&雌性
33

只&雄性
(3

只&体质量

+))

&

9))

M

&购自北京维通利华实验动物技术有限

公司(新西兰兔&

-

只&雌雄各半&体质量
3

&

+>

M

&由

浙江省实验动物中心提供(

#RP

-%美国'

#10F'FBFD&I

RA1<DHPD0DAH<:

.小鼠&

4)

只&雌雄各半&体质量

(7

&

(,

M

&由浙江省实验动物中心提供*

二+方法

%一'迟发型超敏反应试验

(/

动物筛选%

KL2TT$

'皮肤试验!将体质量合

格豚鼠背部局部去毛&用酒精棉消毒去毛部位皮肤&

用
(@;

注射器吸取
8)#̀

"

@;

的
KL2TT$

&在去毛

部位皮内注射
)*3@;KL2TT$

&注射部位应有皮丘

凸起&旋转
(4)n

拔出针头*于注射后
94:

观察局部

硬结或红晕反应的纵径与横径%以硬结或红晕反应

大者为准'&平均硬结或红晕反应直径-%纵径
_

横

径'"

3

.

"

8@@

判为阳性&

$

8@@

判为阴性(

KL2TT$

皮肤试验阴性豚鼠留做试验用*

3/

效价测定!选取
-

只经
KL2TT$

皮肤试验阴

性的
+))

&

9))

M

"TS

级雌性豚鼠&每只豚鼠大腿腹

股沟内侧皮下注射结核分枝杆菌
]+7PA

活菌菌液

)*8@;

&致敏
8

周后&将豚鼠背部脊柱两侧去毛&去

毛后每只豚鼠于背部脊柱两侧以轮圈法皮内注射

3*8

)

M

"

@;?R

原液
)*3@;

*于注射后
39:

观察局

部硬结或红晕的纵径与横径%以硬结或红晕反应大

者为准'&平均硬结或红晕反应直径-%纵径
_

横径'"

3

.

"

8@@

判为阳性&

$

8@@

判为阴性*

+/

鉴别试验!选取
9

只经
KL2TT$

皮肤试验检

测阴性的
+))

&

9))

M

"TS

级雌性豚鼠&豚鼠大腿腹

股沟内侧皮下注射卡介菌活菌菌液
)*8@;

&致敏

8

周后&将豚鼠背部脊柱两侧去毛&去毛后每只豚鼠

于背部脊柱两侧以轮圈法皮内注射
3)

)

M

"

@;?R

原

液和
8)#̀

"

@;KL2TT$

各
)*3@;

&于注射后
94:

观

察局部硬结或红晕的纵径与横径%以硬结或红晕反

应大者为准'&平均硬结或红晕反应直径-%纵径
_

横

径'"

3

'.

"

8@@

判为阳性&

$

8@@

判为阴性*

%二'

?R

临床前安全性研究

将
?R

原液送浙江省医学科学院安全性评价研

究中心进行急性毒性试验+豚鼠全身主动过敏试验

和兔皮内刺激试验进行临床前安全性研究*

(/

急性毒性试验!取
4)

只健康
#RP

小鼠&分为

背部皮肤单次单点肌内注射组和皮内注射组&每组

9)

只&雌雄各半(每组再分为
9

组&每组
()

只&雌雄

各半*高剂量组%注射
?R8+*-(

)

M

"

)*(@;

'+低剂

量组%注射
?R)*3

)

M

"

)*(@;

'+溶剂对照组%注射

?R

稀释液
)*(@;

'+空白对照组%不给予任何受试

物'*给药前禁食&给药后立即观察小鼠的外观+运

动功能+排便+尿+皮肤+口+眼+鼻等一般情况*给药

第一天每隔
)*8

&

(*):

观察
(

次&以后每天观察

(

次&连续观察
(9%

*在此期间&观察记录所有出现

的症状+症状起始时间+严重程度+持续时间及死亡

)

,)4

)
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年
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分布情况&并在
)%

+

(%

+

+%

+

8%

+

7%

+

4%

+

()%

+

(3%

+

(9%

称量小鼠体质量*试验结束后&将小鼠通过颈

椎脱臼安乐处死&并进行大体解剖&观察各脏器和药

物注射部位皮肤是否有异常病变*

3/

豚鼠全身主动过敏试验!取健康无伤白色普

通级豚鼠
39

只&分为
9

组&每组
-

只&雌雄各半&各

组豚鼠分别隔日腹腔注射高剂量%

8

)

M

"

>

M

'+低剂量

%

)*8

)

M

"

>

M

'

?R

&牛血清白蛋白%

-)@

M

'%阳性对照

组'和
)*,U[AR;

%质量分数为
)*,U

的
[AR;

溶液'

注射液%

3@;

'%阴性对照组'&连续
+

次*致敏结束&

末次致敏后第
(3

天静脉快速注射
3

倍致敏剂量对

以上相应的各组致敏豚鼠进行激发*致敏期间&每

天观察豚鼠的症状&并于初次和最后一次致敏及激

发当日测定豚鼠的体质量*静脉注射激发后即刻至

+)@'1

&观察并记录豚鼠反应症状&并评价豚鼠全身

致敏反应&过敏反应阴性%

a

'!正常(过敏反应弱阳

性%

_

'!出现不安宁+竖毛+发抖+搔鼻(过敏反应阳

性%

__

'!出现喷嚏+咳嗽+呼吸急促+排尿+排粪+流

泪(过敏反应强阳性%

___

'!出现呼吸困难+哮鸣

音+皮肤紫癜+步态不稳+跳跃+喘息+痉挛+旋转+潮

式呼吸(过敏反应极强阳性%

____

'!死亡*

+/

兔皮内刺激试验!取健康皮肤无伤新西兰兔

-

只&试验前
39:

&剃毛刀剔除每兔脊椎两侧的毛*

兔背部左右侧去毛区分别单次皮内注射
?R()

)

M

%

)*3@;

'"点和相同容量的
)*,U[AR;

%质量分数为

)*,U

的
[AR;

溶液'注射液
)*3@;

"点剂量&每侧

8

个点&每点间隔
3<@

&注射后即刻+

39:

+

94:

和

73:

观察注射局部及其周围皮肤组织反应&包括红

斑+水肿和坏死等*于末次给药后
73:

由耳静脉注

入空气处死兔&解剖观察注射部位的皮肤组织的变

化&并进行病理组织学检查*

三+统计学处理

采用
\'1'FAG(7*(*)

软件进行统计学分析*

计量资料采用#

)m$

$表示&组间差异的比较使用配

对
'

检验&以
(

$

)*)8

为差异有统计学意义*

结
!!

果

一+迟发型超敏反应试验

?R

原液诱导结核分枝杆菌
]+7PA

活菌致敏

豚鼠的
39:

皮肤试验&阳性为
-

只%表
(

'(

KL2TT$

诱导卡介菌活菌致敏豚鼠的
94:

皮肤试验&阳性为

9

只(

?R

诱导卡介菌活菌致敏豚鼠的
94:

皮肤试

验&阳性为
)

只%表
3

'*

二+急性毒性试验结果

在整个试验过程中&高剂量组+低剂量组+溶剂

对照组+空白对照组小鼠的外观+运动功能+排便+排

尿+皮肤+口+眼+鼻等一般情况未出现任何异常反应

和死亡*小鼠皮内注射
?R

在不同观察时间点&即

表
9

!

?R

对结核分枝杆菌
]+7PA

活菌致敏豚鼠迟发型超敏反应试验结果

豚鼠编号
皮肤试验

39:

后观察硬结或红晕平均直径%

@@

'

横径 纵径 平均直径
反应结果

( (-*) (7*8 (-*78

阳性

3 (8*- (9*7 (8*(8

阳性

+ (-*9 (7*) (-*7)

阳性

9 (9*+ (8*- (9*,8

阳性

8 (7*- (,*3 (4*9)

阳性

- (-*+ (7*3 (-*78

阳性

注 平均直径
e

%纵径
_

横径'"

3

(反应结果判定标准为平均直径
"

8@@

判为阳性&

$

8@@

判为阴性

表
:

!

?R

与
KL2TT$

对卡介菌活菌致敏豚鼠迟发型超敏反应试验结果

豚鼠

编号

皮肤试验
94:

后观察硬结或红晕平均直径%

@@

'

?R KL2TT$

横径 纵径 平均直径 反应结果 横径 纵径 平均直径 反应结果

( )*) )*) )*)

阴性
(-*) (8*) (8*8

阳性

3 )*) )*) )*)

阴性
(8*) (-*) (8*8

阳性

+ )*) )*) )*)

阴性
(8*) (7*) (8*)

阳性

9 )*) )*) )*)

阴性
(8*) (8*) (8*)

阳性

注 平均直径
e

%纵径
_

横径'"

3

(反应结果判定标准为平均直径
"

8@@

判为阳性&

$

8@@

判为阴性

)

)(4
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注射前+注射后
(%

+

+%

+

8%

+

7%

+

4%

+

()%

+

(3%

+

(9%

?R

高剂量组+低剂量组小鼠平均体质量分别为

%

3)*-m(*+

'

M&

%

39*,m3*(

'

M

+%

3)*8m(*-

'

M&

%

3-*)m+*(

'

M

(注射后不同观察时间各组平均体质

量和相应时间的空白对照组-%

3(*)m(*(

'

M&

%

38*+m3*+

'

M

.比较差异均无统计学意义%

(

值

均
#

)*)8

'%表
+

'*小鼠肌内注射
?R

在不同观察时

间点&即注射前+注射后
(%

+

+%

+

8%

+

7%

+

4%

+

()%

+

(3%

+

(9%?R

高剂量组+低剂量组小鼠平均体质量

分别为%

3(*)m(*8

'

M&

%

3-*3m(*,

'

M

+%

3)*8m

3*(

'

M&

%

38*4m+*4

'

M

(注射后不同观察时间各组

平均体质量和相应时间的空白对照组-%

3(*3m

(*7

'

M&

%

38*4m+*(

'

M

.比较差异均无统计学意义

%

(

值均
#

)*)8

'%表
9

'*试验结束后解剖所有试验

小鼠&各脏器和药物注射部位皮肤均未发现任何肉

眼可见的异常病变*

表
;

!

皮内注射
?R

前后不同观察时间各组小鼠的体质量比较

观察时间
空白对照组

%

M

&

)m$

'

高剂量组

%

M

&

)m$

'

'

值A

(

值
低剂量组

%

M

&

)m$

'

'

值A

(

值
溶剂对照组

%

M

&

)m$

'

'

值A

(

值

注射前
3(*)m(*( 3)*-m(*+ )*87( )*878 3)*8m(*- )*-,8 )*9,- 3)*8m(*( )*,98 )*+87

注射后
(% 3(*+m(*+ 3)*-m(*- (*)97 )*+), 3(*)m(*- )*98+ )*-8- 3)*3m(*7 (*-4- )*(),

注射后
+% 3(*(m3*( 3(*+m3*- )*(8( )*443 33*3m3*7 )*,3) )*+7) 3)*9m+*) )*-43 )*8)9

注射后
8% 3)*+m3*+ 3)*,m3*4 )*87) )*87- 33*3m3*, (*-7- )*((( 3)*-m+*- )*33( )*434

注射后
7% 3(*-m3*( 33*)m3*9 )*+7, )*7), 3+*3m3*4 (*9-3 )*(-( 3(*-m+*+ )*))) (*)))

注射后
4% 33*3m3*( 33*-m(*4 )*983 )*-87 3+*4m3*7 (*879 )*(++ 33*+m+*8 )*()4 )*,(8

注射后
()% 3+*3m3*+ 3+*9m(*- )*(4, )*483 39*8m3*- (*(49 )*383 39*3m+*3 )*7-8 )*989

注射后
(3% 39*9m3*) 39*+m3*) )*),, )*,33 38*8m+*) )*,++ )*+-+ 39*7m3*, )*3-3 )*7,-

注射后
(9% 38*+m3*+ 39*,m3*( )*+,3 )*7)) 3-*)m+*( )*-(8 )*89- 38*8m+*( )*(98 )*44-

注 A

!与空白对照组间的比较

表
J

!

肌内注射
?R

前后不同观察时间各组小鼠的体质量比较

观察时间
空白对照组

%

M

&

)m$

'

高剂量组

%

M

&

)m$

'

'

值A

(

值
低剂量组

%

M

&

)m$

'

'

值A

(

值
溶剂对照组

%

M

&

)m$

'

'

值A

(

值

注射前
3(*3m(*7 3(*)m(*8 )*+-) )*73+ 3)*8m3*( )*,)) )*+4) 3)*4m(*4 )*883 )*844

注射后
(% 3(*7m3*8 3(*3m3*) )*89, )*8,) 3)*7m3*9 )*47) )*+,- 3)*,m3*9 )*7-7 )*98+

注射后
+% 33*+m+*+ 3(*-m+*( )*89+ )*8,9 3(*-m+*( )*8), )*-(7 3(*+m3*7 )*74- )*993

注射后
8% 33*3m+*7 3(*8m+*) )*94, )*-+( 33*3m+*3 )*))- )*,,8 3(*8m3*- )*94) )*-+7

注射后
7% 33*8m+*8 33*3m3*( )*38( )*4)8 3+*)m+*8 )*+(3 )*78, 33*4m3*8 )*3(9 )*4++

注射后
4% 3+*3m+*( 33*,m(*, )*+)8 )*7-9 3+*+m+*+ )*)7) )*,98 3+*4m3*, )*93( )*-7,

注射后
()% 39*+m3*, 39*)m3*3 )*377 )*748 3+*-m+*, )*9++ )*-7) 38*3m+*) )*7(- )*94+

注射后
(3% 38*)m+*) 38*)m(*4 )*)(4 )*,4- 39*,m+*7 )*),+ )*,37 38*4m+*9 )*8+( )*-)3

注射后
(9% 38*4m+*( 3-*3m(*, )*+(4 )*789 38*4m+*4 )*))- )*,,8 3-*7m+*9 )*8-8 )*87,

注 A

!与空白对照组间的比较

表
K

!

注射
?R

全身主动过敏试验致敏后不同时间各组豚鼠的体质量比较

致敏情况
阴性对照组

%

M

&

)m$

'

高剂量组

%

M

&

)m$

'

'

值A

(

值
低剂量组

%

M

&

)m$

'

'

值A

(

值
阳性对照组

%

M

&

)m$

'

'

值A

(

值

首次
+3,*8m37*9 +37*8m39*+ )*+34 )*787 ++(*+m3-*7 )*979 )*-8- +34*7m+(*4 )*3(8 )*4+4

末次
+94*+m37*) +97*3m+3*7 )*(4( )*4-9 +9-*3m+3*) )*+-- )*7+) ++-*7m+3*3 (*4-) )*(33

激发
+,,*9m38*9 9)3*3m+9*, )*349 )*744 9((*+m+4*, )*478 )*933 +4+*7m++*+ 3*)-, )*),+

注 A

!与阴性对照组间的比较

)
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表
L

!

?R

不同剂量组豚鼠全身主动过敏试验结果

组别 过敏反应的豚鼠数%只' 死亡豚鼠数%只' 反应级别 过敏反应结果

高剂量组
!

) ) a

阴性

低剂量组
!

) ) a

阴性

阳性对照组
- + ____

极强阳性

阴性对照组
) ) a

阴性

注 #

a

$表示过敏反应阴性%正常'(#

____

$表示过敏反应极强阳性%死亡'

三+豚鼠全身主动过敏试验结果

各试验组豚鼠在致敏期间均未见明显异常反

应&体质量也均随试验时间延长而增加*高剂量组+

低剂量组豚鼠首次致敏+末次致敏+激发时的平均体

质量分别为%

+37*8m39*+

'

M

+%

+97*3m+3*7

'

M

+

%

9)3*3m+9*,

'

M

(%

++(*+m3-*7

'

M

+%

+9-*3m

+3*)

'

M

+%

9((*+m+4*,

'

M

&与相应时间的
)*,U

[AR;

注射液阴性对照组-%

+3,*8m37*9

'

M

+%

+94*+m

37*)

'

M

+%

+,,*9m38*9

'

M

.比较差异均无统计学意

义%

(

值均
#

)*)8

'%表
8

'*末次致敏后第
(3

天给

予激发剂量后&高剂量组+低剂量组与相应时间阴性

对照组均无过敏反应发生*而阳性对照组豚鼠均出

现明显的过敏反应症状&主要表现为不安宁+竖毛+

发抖+搔鼻+喷嚏+咳嗽+呼吸急促+排尿+流泪+呼吸

困难+步态不稳+跳跃+痉挛&甚至死亡&死亡时间在

给药后
8@'1

左右&有过敏反应的存活豚鼠在给药

后
+)@'1

内逐渐恢复正常&其发生过敏反应的豚鼠

有
-

只&死亡数为
+

只&过敏反应为极强阳性

%表
-

'*

四+兔皮内刺激试验结果

兔背部分别单次皮内注射
)*,U[AR;

+

?R

后&

在各观察时间点均未见皮肤红斑+水肿现象*停药

73:

后解剖&可见兔左+右侧给药局部皮肤色泽均

匀+红润&无红斑+水肿+突起+溃疡等异常*镜下检

查&兔左+右侧给药局部皮肤各层均未见充血+水肿+

变性和炎性浸润等病理变化%图
(

&

3

'*

讨
!!

论

结核病作为单病因致死率最高的传染性疾病&

由于人口流动+耐药结核分枝杆菌和结核分枝杆菌

与人获得性免疫缺陷病毒双重感染等因素&结核病

防治工作面临巨大的挑战-

-

.

*因此&如何早期发现

高危人群并给予预防是结核病控制的重要问题&而

其中寻找能诊断和确定患者体内是否留有存活结核

分枝杆菌应该是实现的关键*目前对于
JKL#

患者

的诊断手段主要有
#OPQ

及
TT$

皮肤试验&但

皮肤各层未见充血+水肿+变性和炎性浸润等病理变化

图
9

!

兔皮内注射
)*,U[AR;

注射液后局部皮下组织学切片

%

]? f9))

'

皮肤组织结构正常&各层未见充血+水肿+变性和炎性浸润等

病理变化

图
:

!

兔皮内注射
?R

后局部皮下组织学切片%

]? f9))

'

#OPQ

检测费用昂贵+检测技术高等实际问题&难以

在结核病高发的发展中国家实施(

TT$

皮肤试验不

能有效区分卡介苗接种与结核感染&更不能鉴别结

核感染者体内有无存活的结核分枝杆菌-

7

.

*因此&

研制一种特异性强+方便使用的结核病诊断试剂对

控制我国结核病传染具有重要价值*

)
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结核分枝杆菌生长期间分泌的蛋白对结核病的

保护性免疫作用非常重要*迄今为止&大量结核分

枝杆菌的抗原被作为结核病疫苗的候选蛋白*据报

道&现已用基因工程技术研究了分枝杆菌的多种抗

原蛋白&比如
RST2()

+

?"QK2-

和
Q

M

48

家族蛋

白-

42,

.

*

?"QK2-

蛋白诱导机体产生明显的
K

细胞

免疫应答和释放高水平
"

2

干扰素%

#S[2

"

'&具有良

好的抗原刺激性并能被大多数结核病患者所识别(

RST2()

与
?"QK2-

同属于
?"QK2-

家族&也是免疫

优势抗原&能诱导机体产生免疫应答*

根据
"C'00

V

H&F

和
OD1LA1>

数据库资料分析&

?"QK2-

和
RST2()

基因严格限制于结核分枝杆菌

复合群和
9

种非结核分枝杆菌%堪萨斯分枝杆菌+海

分枝杆菌+微黄分枝杆菌和苏加分枝杆菌'中&卡介

苗和大部分非结核分枝杆菌缺失-

()2(3

.

&因此
?"QK2-

和
RST2()

蛋白不受卡介苗和绝大多数环境分枝杆

菌的影响&具有很好的特异性*

?R

对结核分枝杆

菌
]+7PA

活菌致敏豚鼠的皮肤试验&阳性为
-

只(

对卡介菌活菌致敏豚鼠的皮肤试验&阳性为
)

只*

迟发型超敏反应试验表明&

?R

能够鉴别结核感染

与卡介苗免疫*

临床前动物安全性研究表明&采用不同注射方

式%单次皮内注射和单次肌内注射'&

?R

在每只鼠

注射高剂量%

8+*-(

)

M

'和等效剂量%

)*3

)

M

'的条件

下&所有小鼠未出现明显的急性中毒反应和显示有

急性中毒的靶器官*采用
+

次腹腔注射致敏和
(

次

静脉注射激发的模式&豚鼠在致敏期间均未见明显

异常反应&体质量随试验时间延长而增长(激发后&

注射
?R

高剂量组+低剂量组均无过敏反应发生&表

明
?R

对豚鼠无过敏反应*采用单次皮内注射方

式&

?R

在试验剂量-

()

)

M

%

)*3@;

'"点&每侧
8

个

点.条件下&对兔皮内无明显刺激反应*

?R

临床前

动物试验安全性好&能够鉴别结核感染与卡介苗免

疫&有望应用于人群结核感染的诊断与鉴别诊断*
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