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重组 Ｂ群脑膜炎球菌疫苗大鼠安全性和免疫原性研究
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（１．北京市细菌性疫苗工程技术研究中

心，北京 １００１７６；２．北京智飞绿竹生物制药有限公司研发中心，北京１００１７６）

摘要：目的　对大鼠重复给予重组Ｂ群脑膜炎球菌疫苗，考察该创新疫苗的非临床安全性和免疫原性，为临床设计人用剂量
及临床毒副反应的监测提供参考依据。方法　使用ＳＤ大鼠，设计阴性对照组、佐剂对照组、疫苗低剂量组（每只１剂）和高剂
量组（每只３剂）４个主试验组及３个卫星组。于第０、３、６、９、１２周分别肌肉注射，进行临床观察和解剖观察，并对多种组织脏
器进行病理学检查。检测体质量、食量、体温、血细胞计数、凝血功能、血液生化、眼科、Ｔ淋巴细胞亚群、细胞因子、血清特异性
ＩｇＧ抗体和杀菌抗体等指标。结果　低、高剂量重组Ｂ群脑膜炎球菌疫苗均能产生高水平的结合抗体，免疫血清具有较强活
性的杀菌抗体。低、高剂量组疫苗可引起大鼠中性粒细胞、单核细胞及淋巴细胞显著升高，血红蛋白和红细胞比容显著降低。

与给药相关的改变还表现为血清球蛋白升高，白蛋白降低，与之伴随的Ａ／Ｇ值降低。４周恢复期后均可恢复正常。与佐剂和
疫苗免疫相关的组织病理学改变为注射局部可见轻微至中度肉芽肿性炎症、急性炎症，坐骨神经外膜单个核细胞／混合细胞
浸润、增生，淋巴结髓索浆细胞数目及粒细胞系增多等。结论　重组Ｂ群脑膜炎球菌疫苗对 ＳＤ大鼠具有良好的免疫原性和
安全性，未见免疫毒性反应，可见与铝佐剂和免疫反应相关的外周血液指标变化以及注射部位炎症。本试验剂量下，重组 Ｂ
群脑膜炎球菌疫苗未见不良反应剂量（ｎｏｏｂｓｅｒｖｅｄａｄｖｅｒｓｅｅｆｆｅｃｔｌｅｖｅｌ，ＮＯＡＥＬ）为每只３剂。
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　　脑膜炎球菌是引起流行性脑脊髓膜炎（简称流
脑）的主要病原体，按荚膜多糖划分为 １２个血清
群，其中Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｘ、Ｙ和 Ｗ１３５群几乎覆盖了全球所
有流脑病例的致病菌群［１３］。近年来，随着 Ａ、Ｃ、Ｙ、
Ｗ１３５群脑膜炎球菌荚膜多糖疫苗或多糖结合疫苗的
推广使用，Ｂ群流脑开始在多个国家占有相当大的
发病比例［４］。２０１５２０１９年中国境内报告流脑病例
共５４０例，年均发病率为０７８／１０００万，在２９６例脑
膜炎球菌血清群阳性病例中，Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｗ１３５、Ｙ及不
可分群分别占 ４７３％、３６１５％、２２９７％、６０８％、
１６９％、２８３８％，其中０～４岁、５～９岁病例中 Ｂ群
病例分别占５８５６％、５５００％，呈现儿童高发 Ｂ群
流脑态势［５６］。

与Ａ、Ｃ、Ｙ、Ｗ１３５群多糖疫苗不同，Ｂ群多糖的主
要成分是α（２→８）Ｎ乙酰神经氨酸聚合物，是人中
枢神经系统抗原类似物，作为疫苗成分，其免疫原性

弱且存在导致自身免疫性疾病的风险［７］，因而 Ｂ群
脑膜炎球菌疫苗研发采用的为蛋白疫苗策略。国外

研发上市Ｂ群疫苗主要为外膜囊泡（ｏｕｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅ
ｖｅｓｉｃｌｅ，ＯＭＶ）疫苗及重组蛋白疫苗，其中 ＯＭＶ疫苗
是ＰｏｒＡ蛋白作为主要抗原成分的囊泡疫苗，由于Ｐｏ
ｒＡ蛋白序列具有高度保守性，其不能对所有致病流
行株形成广泛有效的保护效果［８１０］。蛋白类疫苗

Ｔｒｕｍｅｎｂａ疫苗（Ｐｆｉｚｅｒ）和 Ｂｅｘｓｅｒｏ疫苗（ＧＳＫ）２
种，已分别于２０１４年１０月和２０１５年１月获得美国食
品药品监督管理局（ＦＤＡ）批准上市，均含有 Ｈ因子
结合蛋白（ｆＨＢＰ）作为抗原成分。ｆＨＢＰ蛋白是几乎
表达在所有 Ｂ群脑膜炎球菌流行株的一种脂蛋
白［１１］，根据氨基酸序列和抗原性分为ｆＨＢＰＡ、ｆＨＢＰ
Ｂ亚家族［１２］２个亚家族，每种 Ｂ群菌株只表达１种
ｆＨＢＰ蛋白，且不相互交叉保护［１３１４］。Ｔｒｕｍｅｎｂａ疫苗
筛选了２个ｆＨＢＰ蛋白亚家族代表性的各一蛋白作为
抗原成分［１５］，临床试验和医学调查证实其对分离的

致病菌株具有免疫保护作用，扩展了对Ｂ群流行株的
保护范围［１６］。我国 ２０世纪 ９０年代开始，Ｗａｎｇ
等［１７１８］已开展Ｂ群外膜蛋白类抗原研究及流脑分型
抗体制备工作，为我国 Ｂ群流脑疫苗研发奠定了基
础。近年来 Ｂ群 ＯＭＶ、蛋白结合多糖及融合蛋白
等［１９２１］作疫苗成分的免疫原性研究均有大量报道，但

国内至今未有实现商品化的Ｂ群疫苗。
重组Ｂ群脑膜炎球菌疫苗（大肠杆菌）是国内

正在研发的创新型疫苗，选取 ｆＨＢＰＡ、ｆＨＢＰＢ亚家
族蛋白为有效成分。本研究对大鼠重复肌肉注射该

重组Ｂ群疫苗，考察疫苗的安全性、有效性和对主

要脏器的损害及影响程度，为临床设计人用剂量和

监测其毒副反应提供参考依据。

１　材料和方法
１１　受试物和对照品

重组Ｂ群脑膜炎球菌疫苗（大肠杆菌，将ｆＨＢＰ
Ａ和ｆＨＢＰＢ蛋白基因克隆至大肠埃希菌，经发酵培
养、诱导表达，将菌体破碎离心，层析纯化制成纯化

蛋白原液，加入磷酸铝佐剂吸附后混合制成疫苗，含

有 ｆＨＢＰＡ 和 ｆＨＢＰＢ 蛋 白 各 ６０ μｇ，批 号：
２０２００８０１）、佐 剂 对 照 品 （批 号： ２０２００６１６、
２０２００９２２）（北京智飞绿竹生物制药有限公司）；阴
性对照品为０９％氯化钠注射液（生理盐水，山东齐
都药业有限公司，批号：６Ｂ１９１１１３０１，６Ｂ２００６０７０６）。
１２　实验动物和饲养条件

ＳＰＦ级ＳＤ大鼠，６～７周龄，共１５０只，雌雄各半
（北京维通利华实验动物技术有限公司，合格证编号：

１１００１１２０１１０７５１８８８４、１１００１１２０１１０７５１８９８６）。体重范
围：１４０～２２０ｇ。饲养于聚碳酸酯盒中，２０～２６℃，湿
度４０％～７０％，光照约１２ｈ明暗交替。
１３　试剂和仪器

ＨＲＰ标记山羊抗大鼠多克隆抗体（美国 Ｓｉｇｍａ
公司）、ｆＨＢＰ抗体检测用预包被酶标板（北京智飞绿
竹生物制药有限公司）；ＬＥＧＥＮＤｐｌｅｘＴＭ大鼠检测试
剂盒（ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ公司）；四甲基联苯胺（ＴＭＢ）显色
液；牛肉粉琼脂；氯化三苯基四氮唑（ＴＴＣ）染料（美
国Ｓｉｇｍａ公司）；苏木精伊红（ＨＥ）染料等。

Ａｄｖｉａ２１２０型全自动血球分析仪（德国 Ｓｉｅｍｅｎｓ
公司）；ＣＡ１５００型全自动血凝分析仪（日本 Ｓｙｓｍｅｘ
公司）；Ｃｏｂａｓ６５００型尿检分析仪（瑞士 Ｒｏｃｈｅ公
司）；ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪（美国ＢＤ公司）；Ｄｘ
ＦＬＥＸ流式细胞仪（美国Ｂｅｃｋｍａｎ公司）；酶标仪（美
国ＭＤＣ公司）；生物安全柜（新加坡 ＥＳＣＯ公司）；
二氧化碳培养箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；涂片机，显微
镜，包埋机，切片机等。

１４　研究设计
使用 Ｐｒｏｖａｎｔｉｓ９４３０系统动物管理模块将

动物按性别区段随机分为７组，包括主试验组４个
组别：阴性对照组、佐剂对照组、低剂量组（每只１
剂）、高剂量组（每只３剂）和３个卫星组，主试验
组每组每性别１５只动物，卫星组每组每性别５只
动物。肌肉注射给药，多点注射。在０、３、６、９、１２
周各给药１次，连续给药共５次，恢复期４周。

试验期间对所有动物进行临床观察，对主试
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验组动物统计体质量和摄食量，进行眼科检查、血

细胞计数、凝血功能、血液生化、尿液分析、免疫学

指标 Ｔ淋巴细胞亚群、细胞因子等测定，并大体解
剖观察，及骨髓涂片、脏器称重和组织病理学等

检查。

卫星组采集血液检测血清抗体效价，并检测血

清杀 菌 滴 度。血 清 杀 菌 试 验 参 照 Ｉｎｇｅｂｏｒｇ
ＳＡａｂｅｒｇｅ［２２］的方法进行，其中 Ｂ群脑膜炎球菌
Ｎｍ２１１００９和 Ｎｍ４５０５２２等株 ｆＨＢＰ蛋白属于 Ａ亚
家族，Ｎｍ３１１３０２和 Ｎｍ３１１１１３等株 ｆＨＢＰ蛋白属于
Ｂ亚家族，菌株均来自于中国疾病预防控制中心。
１５　数据采集与统计方法

使用Ｐｒｏｖａｎｔｉｓ９４３０系统采集数据或导入数
据，使用ＳＡＳ９２软件进行方差分析、Ｄｕｎｎｅｔｔ′ｓ多重
比较（参数法）等统计分析。

２　结　果
２１　症状观察、注射部位观察、体质量、摄食量、体
温和眼科检查

动物临床观察未见异常反应，各组动物给药局

部观察未见红斑、充血、肿胀、溃疡和硬结异常反应。

从入组前 １周（Ｄ７）至恢复期结束前（第 １１２天，
Ｄ１１２），与阴性对照组比较，佐剂和疫苗各剂量组动
物体重均未见有统计学意义的显著变化（Ｐ＞
００５），雌、雄性动物各组间体重在各时间点均无明
显差异（Ｐ＞００５）。给予重组Ｂ群脑膜炎球菌疫苗
未对大鼠体质量、摄食量、体温和眼部产生明显影

响，见图１～２。

给药期ｎ＝１０，恢复期ｎ＝５。

Ｄｏｓｉｎｇｐｈａｓｅ，ｎ＝１０，ｒｅｃｏｖｅｒｙｐｈａｓｅ，ｎ＝５．

图１　重复给予重组 Ｂ群脑膜炎球菌疫苗雌性大鼠体质量

变化．珋ｘ±ｓ

Ｆｉｇ１　Ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｃｈａｎｇｅｓｏｆｆｅｍａｌｅｒａｔｓｒｅｃｅｉｖｉｎｇｒｅｃｏｍｂｉ

ｎａｎｔｇｒｏｕｐＢｍｅｎｉｎｇｏｃｏｃｃａｌｖａｃｃｉｎｅｒｅｐｅａｔｅｄｌｙ．珋ｘ±ｓ

给药期ｎ＝１０，恢复期ｎ＝５。

Ｄｏｓｉｎｇｐｈａｓｅ，ｎ＝１０，ｒｅｃｏｖｅｒｙｐｈａｓｅ，ｎ＝５．

图２　重复给予重组 Ｂ群脑膜炎球菌疫苗雄性大鼠体质量
变化．珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ２　Ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｃｈａｎｇｅｓｏｆｍａｌｅｒａｔｓｒｅｃｅｉｖｉｎｇｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｇｒｏｕｐＢｍｅｎｉｎｇｏｃｏｃｃａｌｖａｃｃｉｎｅｒｅｐｅａｔｅｄｌｙ．珋ｘ±ｓ

２２　血液学测定
与同期同性别阴性对照组比较，首次给药后３ｄ

（第４天，Ｄ４）：高剂量组雄性动物可见中性粒细胞
（Ｎｅｕｔ）计数和百分比、单核细胞（Ｍｏｎｏ）计数显著升
高和淋巴细胞（Ｌｙｍｐｈ）百分比显著降低；末次给药后
３ｄ（第８８天，Ｄ８８）：低、高剂量组雌雄动物均可见
Ｎｅｕｔ计数和百分比、Ｍｏｎｏ计数升高和Ｌｙｍｐｈ百分比
降低，低、高剂量组雄性动物的白细胞计数升高，而雌

性动物只有高剂量组升高，见表１～２。４周恢复期结
束（第１１３天，Ｄ１１３），以上改变可见恢复或恢复趋势。

首次给药后３ｄ（Ｄ４），低、高剂量组的血红蛋白
（ＨＧＢ）浓度和红细胞比容（ＨＣＴ）百分比显著降低
或呈降低趋势，末次给药后３ｄ（Ｄ８８），低、高剂量组
均表现为显著降低。此外，首次给药后佐剂对照组

和低、高剂量组雄性动物 Ｒｅｔｉｃ浓度和百分比降低，
雌性动物并不明显，末次给药后３ｄ（Ｄ８８），只有高剂
量雄性动物网织红细胞（Ｒｅｔｉｃ）仍显著降低，直至４
周恢复期结束（Ｄ１１３）。另外，雌雄动物表现不同的
是，末次给药后３ｄ（Ｄ８８）高剂量组雄性动物平均红
细胞体积（ＭＣＶ）、平均红细胞血红蛋白含量（ＭＣＨ）
的明显降低和血小板（ＰＬＴ）水平明显升高，而同时期
雌性动物只有高剂量的ＭＣＨ变化显著（表３～４）。

以上差异具有统计学意义（Ｐ≤００５），可能与
给予供试品后引起的免疫反应和或局部刺激性相

关，４周恢复期结束（Ｄ１１３），以上改变可见恢复或
恢复趋势。

２３　血液生化
末次给药后３ｄ（Ｄ８８），佐剂对照组和低、高剂
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　　　　表１　重组Ｂ群脑膜炎球菌疫苗重复给药雄性大鼠白细胞（ＷＢＣ）计数和百分比．珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ１　Ｗｈｉｔｅｂｌｏｏｄｃｅｌｌ（ＷＢＣ）ｃｏｕｎｔａｎｄｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｉｎｍａｌｅｒａｔｓａｆｔｅｒｒｅｃｅｉｖｉｎｇｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｇｒｏｕｐＢｍｅｎｉｎｇｏｃｏｃｃａｌｖａｃｃｉｎｅｒｅｐｅａｔ
ｅｄｌｙ．珋ｘ±ｓ

Ｍｅａｓｕｒｅ　　

ｔｉｍｅ　　
Ｇｒｏｕｐｓ　　

ＷＢＣ

／１０９·Ｌ－１
Ｎｅｕｔ

／１０９·Ｌ－１
Ｎｅｕｔ

／％

Ｍｏｎｏ

／１０９·Ｌ－１
Ｍｏｎｏ

／％

Ｌｙｍｐｈ

／１０９·Ｌ－１
Ｌｙｍｐｈ

／％

Ａｆｔｅｒｔｈｒｅｅｄａｙｓｏｆｆｉｒｓｔｄｏｓｅ Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ８７２±１４４ １２２±０５９ １３６２±５２０ ０３１±０１１ ３４２±０８５ ７０７±０９９ ８１４８±５６４

（Ｄ４，ｎ＝５） Ａｄｊｕｖａｎｔｃｏｎｔｒｏｌ １１０４±２４９ １５９±０４３ １４３８±２０８ ０４５±００８ ４３２±１３０ ８８０±２０９ ７９５４±２９４

Ｌｏｗｄｏｓｅ ９０７±０９９ １３３±０１３ １４８２±２４３ ０３１±００６ ３４８±０７８ ７２９±１００ ８０１８±２５３

Ｈｉｇｈｄｏｓｅ １２４５±１５４１） ３５７±０７５１） ２８６６±４５０１） ０５５±０１０１） ４５２±１１９ ８１５±１２２ ６５４０±４４８１）

Ａｆｔｅｒｔｈｒｅｅｄａｙｓｏｆｌａｓｔｄｏｓｅ Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ５８４±１８７ ０７５±０１７ １３５１±３３４ ０２０±０１０ ３４４±１５８ ４７７±１７０ ８１１１±３５５

（Ｄ８８，ｎ＝１０） Ａｄｊｕｖａｎｔｃｏｎｔｒｏｌ ７０７±１８６ ０８７±０１７ １３０７±４５９ ０３１±０１７ ４２１±１２７ ５７４±１７０ ８０６４±４８０

Ｌｏｗｄｏｓｅ １０００±２０６１） ２７０±０７９１） ２７９０±１０４８１） ０４１±０１７１） ４０４±１４２ ６６９±１９８ ６６０９±９６５１）

Ｈｉｇｈｄｏｓｅ １１０９±２５０１） ３５６±１０５１） ３２０７±６７０１） ０５７±０２２１） ５０５±０９１ ６７３±１７０ ６０９０±７０１１）

Ｅｎｄｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｐｅｒｉｏｄ Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ８３４±２０８ ２２９±０７６ ２７２０±６０８ ０３２±０１７ ３６０±１２５ ５５３±１２４ ６６８０±７０４

（Ｄ１１３，ｎ＝５） Ａｄｊｕｖａｎｔｃｏｎｔｒｏｌ ７４９±２８４ １５２±０５２ ２０８０±４５８ ０２７±０１０ ３７６±１２９ ５５５±２３７ ７３３８±５９４

Ｌｏｗｄｏｓｅ ７８５±１８９ １８６±０７６ ２２９６±６５５ ０２７±０１４ ３４２±１４９ ５５９±１２６ ７１６８±７５４

Ｈｉｇｈｄｏｓｅ ９７７±１５４ ２５７±０３３ ２６７４±５００ ０３０±００７ ３１６±０６２ ６７１±１４１ ６８２４±５３５

注：１）与阴性对照比较，Ｐ＜００５，Ａｎｏｖａ＆Ｄｕｎｅｔｔ差异性显著。

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔｂｙＡｎｏｖａ＆Ｄｕｎｅｔｔ．

表２　重组Ｂ群脑膜炎球菌疫苗重复给药雌性大鼠ＷＢＣ计数和百分比．珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ２　ＷＢＣｃｏｕｎｔａｎｄｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｆｅｍａｌｅｒａｔｓａｆｔｅｒｒｅｃｅｉｖｉｎｇｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｇｒｏｕｐＢｍｅｎｉｎｇｏｃｏｃｃａｌｖａｃｃｉｎｅｒｅｐｅａｔｅｄｌｙ．珋ｘ±ｓ

Ｍｅａｓｕｒｅ　　

ｔｉｍｅ　　
Ｇｒｏｕｐｓ　　

ＷＢＣ

／１０９·Ｌ－１
Ｎｅｕｔ

／１０９·Ｌ－１
Ｎｅｕｔ

／％

Ｍｏｎｏ

／１０９·Ｌ－１
Ｍｏｎｏ

／％

Ｌｙｍｐｈ

／１０９·Ｌ－１
Ｌｙｍｐｈ

／％

Ａｆｔｅｒｔｈｒｅｅｄａｙｓｏｆｆｉｒｓｔｄｏｓｅ Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ９５７±２１３ １７６±１００ １８４８±９９５ ０２５±０１４ ２４８±１１６ ７３８±１８１ ７６９４±１０４２

（Ｄ４，ｎ＝５） Ａｄｊｕｖａｎｔｃｏｎｔｒｏｌ １０４４±０９３ １５４±０３８ １４６８±３１７ ０３９±０１４ ３６８±１２１ ８３４±０７３ ８００２±４１４

Ｌｏｗｄｏｓｅ １０１０±１６６ ２２４±０９７ ２１７８±８５０ ０４３±０１１ ４２４±１０９ ７２８±１２３ ７２４８±８９７

Ｈｉｇｈｄｏｓｅ １０２３±０３８ ２５０±０７６ ２４３４±６９６ ０３９±０１０ ３８２±０９０ ７１５±０７５ ７００４±７８４

Ａｆｔｅｒｔｈｒｅｅｄａｙｓｏｆｌａｓｔｄｏｓｅ Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ５１８±１４２ ０６６±０２２ １３０２±３０７ ０１７±０１１ ３３１±１５４ ４２３±１２１ ８１５５±３１０

（Ｄ８８，ｎ＝１０） Ａｄｊｕｖａｎｔｃｏｎｔｒｏｌ ６０６±２６０ ０６５±０１７ １１６７±３６１ ０２０±００８ ３５９±１２１ ５０７±２３６ ８２４８±３６２

Ｌｏｗｄｏｓｅ ７５２±１９８ ２３４±０５８１） ３１７９±６４７１） ０３３±０１６１） ４２３±１２６ ４６９±１５６ ６１８７±６７８１）

Ｈｉｇｈｄｏｓｅ ９２９±２８１１） ３１２±１３０１） ３３４２±７８８１） ０４３±０１８１） ４５３±０８１ ５５１±１７０ ５９５７±７９０１）

Ｅｎｄｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｐｅｒｉｏｄ Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ３５９±１４９ ０６８±０２０ ２１４２±９１３ ０１２±００７ ３３６±０８６ ２７０±１３２ ７２７０±９７２

（Ｄ１１３，ｎ＝５） Ａｄｊｕｖａｎｔｃｏｎｔｒｏｌ ２９３±０９０ ０５７±０１４ １９７２±２４５ ０１１±００４ ３７８±０８３ ２１８±０７２ ７４０８±２８２

Ｌｏｗｄｏｓｅ ４００±１５４ ０６６±０１２ １８６２±６９４ ０２３±０１３ ５４２±２３２ ３００±１３８ ７３００±７２８

Ｈｉｇｈｄｏｓｅ ４４９±１４２ １１１±０４０１） ２６０４±８６４ ０２０±０１４ ４１４±２１３ ３０７±１１７ ６６６４±８５５

注：１）与阴性对照比较，Ｐ＜００５，Ａｎｏｖａ＆Ｄｕｎｅｔｔ差异性显著。

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔｂｙＡｎｏｖａ＆Ｄｕｎｅｔｔ

量组与给药相关的异常改变主要表现为球蛋白

（Ｇｌｂ）浓度升高，白蛋白（Ａｌｂ）浓度降低，以及与之
伴随的白蛋白／球蛋白（Ａ／Ｇ）显著降低，高剂量组
动物的血清总蛋白（ＴＰ）水平同样显著降低，见表５。

此外，首、末次给药后次日（Ｄ２、Ｄ８６），佐剂
对照组和低、高剂量组雌雄动物可见凝血纤维蛋

白（ＦＩＢ）浓度升高，首、末次药后 ３ｄ（Ｄ４、Ｄ８８）
仍处于显著增高水平，但呈现一定的恢复趋势。

多数指标的改变具有统计学意义（Ｐ≤００５），结
合疫苗的作用机制和方式，认为可能与给予佐剂

或疫苗后引起的免疫反应和局部刺激性有关，见

图３。４周恢复期结束（Ｄ１１３），以上各项指标均

明显恢复。其他生化指标未见与给药相关的异

常改变。

２４　淋巴细胞亚群分布、细胞因子
各组动物的 Ｔ淋巴细胞亚群未见与给药相关

的异常改变。末次给药后３ｄ（Ｄ８８）高剂量组雄性
动物ＣＤ３＋ＣＤ４＋／ＣＤ３＋ＣＤ８＋升高，为阴性对照组均
值的１３８倍，见表６。４周恢复期结束（Ｄ１１３），佐
剂对照组雌性动物 ＣＤ３＋ ＣＤ４＋ 水平升高和
ＣＤ３＋ＣＤ８＋ 水 平 降 低，随 之 ＣＤ３＋ ＣＤ４／ＣＤ３＋

ＣＤ８＋显著升高，由于仅单性别可见且未见明显规律
性改变，因此不具有毒理学意义。

首次给药后和末次给药后１～２ｈ（Ｄ１、Ｄ８５），
·１２１·
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　　　　表３　重组Ｂ群脑膜炎球菌疫苗重复给药雄性大鼠红细胞相关计数和百分比．珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ３　ＲｅｄｂｌｏｏｄｃｅｌｌｃｏｕｎｔａｎｄｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｍａｌｅｒａｔｓａｆｔｅｒｒｅｃｅｉｖｉｎｇｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｇｒｏｕｐＢｍｅｎｉｎｇｏｃｏｃｃａｌｖａｃｃｉｎｅｒｅｐｅａｔｅｄｌｙ．
珋ｘ±ｓ

Ｍｅａｓｕｒｅ　　

ｔｉｍｅ　　
Ｇｒｏｕｐｓ　　

ＨＧＢ

／ｇ·Ｌ－１
ＨＣＴ

／％

Ｒｅｔｉｃ

／１０１２·Ｌ－１
Ｒｅｔｉｃ

／％

ＭＣＶ

／１０－１５Ｌ

ＭＣＨ

／１０－１２ｇ

ＰＬＴ

／１０１２·Ｌ－１

Ａｆｔｅｒｔｈｒｅｅｄａｙｓｏｆｆｉｒｓｔｄｏｓｅ Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ １３５８±３４ ４４３２±０９７ ０５２５±００３５ ８３５±０７０ ７０３４±１７２ ２１５２±０４７ １２３±００７

（Ｄ４，ｎ＝５） Ａｄｊｕｖａｎｔｃｏｎｔｒｏｌ １３３０±３２ ４３１２±１１８ ０３９０±００６０１） ６２４±１１８１） ６８７６±３３３ ２１２０±１０５ １１３±０１６

Ｌｏｗｄｏｓｅ １２５２±４１１） ４１１０±１６４１） ０３４０±００６１１） ５６６±１０７１） ６８２８±２３４ ２０７８±０６３ １１９±０２０

Ｈｉｇｈｄｏｓｅ １２６８±０４１） ４１３８±０４４１） ０３３４±００６８１） ５４１±１１０１） ６６９８±１６１ ２０５０±０４７ １１５±０１４

Ａｆｔｅｒｔｈｒｅｅｄａｙｓｏｆｌａｓｔｄｏｓｅ Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ １５５３±６８ ４９８９±２２２ ０１７９±００３０ ２０５±０３８ ５７２３±１７６ １７８１±０７５ ０９１±０１４

（Ｄ８８，ｎ＝１０） Ａｄｊｕｖａｎｔｃｏｎｔｒｏｌ １４８７±７０ ４８２５±２２０ ０１８２±００３４ ２１１±０４１ ５６０８±１３７ １７２７±０６８ １００±０１４

Ｌｏｗｄｏｓｅ １４６３±４６１） ４７７４±１９４ ０１８３±００３０ ２１３±０３９ ５５４１±１８８ １７０１±０６７１） １０６±００９１）

Ｈｉｇｈｄｏｓｅ １４１９±５４１） ４６５０±１８３１） ０１３７±００３２１） １６０±０３６１） ５４４３±２０６１） １６６０±０６４１） １１４±０１０１）

Ｅｎｄｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｐｅｒｉｏｄ Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ １６６３±７８ ５４７３±３３５ ０１９７±００２８ ２１１±０３９ ５８１３±１６６ １７７０±０６３ ０８９±００８

（Ｄ１１３，ｎ＝５） Ａｄｊｕｖａｎｔｃｏｎｔｒｏｌ １５９４±７３ ５２４４±２０３ ０２２２±００１８ ２４１±０２６ ５６７４±２３５ １７２２±０８８ ０９０±００８

Ｌｏｗｄｏｓｅ １５７０±３７ ５２８０±１９４ ０１９９±００３０ ２１８±０３７ ５７５８±３４７ １７１４±０７９ ０９７±０１０

Ｈｉｇｈｄｏｓｅ １５５６±６１ ５２３２±２４２ ０２２１±００５０ ２３１±０４９ ５４７０±１２３ １６２６±０４３１） ０９７±００８

注：１）与阴性对照比较，Ｐ＜００５，Ａｎｏｖａ＆Ｄｕｎｅｔｔ差异性显著；ＨＧＢ－血红蛋白；ＨＣＴ－红细胞比容；Ｒｅｔｉｃ－网织红细胞；ＭＣＶ－平均红细胞体积；ＭＣＨ－平均红细

胞血红蛋白含量；ＰＬＴ－血小板。

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔｂｙＡｎｏｖａ＆Ｄｕｎｅｔｔ；ＨＧＢ－ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ；ＨＣＴ－ｈｅｍａｔｏｃｒｉｔ；Ｒｅｔｉｃ－ｒｅｔｉｃｕｌｏｃｙｔｅ；ＭＣＶ－ｍｅａｎ

ｃｏｒｐｕｓｃｕｌａｒｖｏｌｕｍｅ；ＭＣＨ－ｍｅａｎｃｏｒｐｕｓｃｕｌａｒｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ；ＰＬＴ－ｐｌａｔｅｌｅｔ．

表４　重组Ｂ群脑膜炎球菌疫苗重复给药雌性动物红细胞相关计数和百分比．珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ４　ＲｅｄｂｌｏｏｄｃｅｌｌｃｏｕｎｔａｎｄｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｆｅｍａｌｅｒａｔｓａｆｔｅｒｒｅｃｅｉｖｉｎｇｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｇｒｏｕｐＢｍｅｎｉｎｇｏｃｏｃｃａｌｖａｃｃｉｎｅｒｅｐｅａｔｅｄ
ｌｙ．珋ｘ±ｓ

Ｍｅａｓｕｒｅ　　

ｔｉｍｅ　　
Ｇｒｏｕｐｓ　　

ＨＧＢ

／ｇ·Ｌ－１
ＨＣＴ

／％

Ｒｅｔｉｃ

／１０１２·Ｌ－１
Ｒｅｔｉｃ

／％

ＭＣＶ

／１０－１５Ｌ

ＭＣＨ

／１０－１２ｇ

ＰＬＴ

／１０１２·Ｌ－１

Ａｆｔｅｒｔｈｒｅｅｄａｙｓｏｆｆｉｒｓｔｄｏｓｅ Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ １３７２±１０３ ４３８４±２８５ ０２７４±００８７ ３９７±１４７ ６２３０±１６５ １９４６±０３８ １０４±０１３

（Ｄ４，ｎ＝５） Ａｄｊｕｖａｎｔｃｏｎｔｒｏｌ １３９８±８９ ４４８４±３６５ ０２０２±００３３ ２８５±０６４ ６２７４±２１８ １９６２±０９９ １１０±０１６

Ｌｏｗｄｏｓｅ １２６０±６４ ４０２４±２２８ ０２２０±００４５ ３４６±０６４ ６３５２±１８１ １９９２±０５４ １１８±０１９

Ｈｉｇｈｄｏｓｅ １２７８±７６ ４０８０±３１１ ０２３８±００５６ ３６３±０８４ ６１９８±０６６ １９４４±０４０ １００±０１７

Ａｆｔｅｒｔｈｒｅｅｄａｙｓｏｆｌａｓｔｄｏｓｅ Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ １４６８±６０ ４５３４±１６４ ０１９９±００６４ ２５５±０８３ ５８０４±１８５ １８７７±０５８ ０９６±０１１

（Ｄ８８，ｎ＝１０） Ａｄｊｕｖａｎｔｃｏｎｔｒｏｌ １４５６±５３ ４５４６±１８８ ０１９１±００４５ ２４４±０５７ ５８１１±１２６ １８６１±０５９ １０４±０１５

Ｌｏｗｄｏｓｅ １３９７±４１１） ４３６６±１９７１） ０１８７±００３６ ２４５±０４３ ５７２７±２０３ １８３５±０６９ ０９９±０１０

Ｈｉｇｈｄｏｓｅ １３３１±２１１） ４２０２±０８９１） ０１９４±００３４ ２６０±０４４ ５６３０±１０２ １７８３±０４９１） １０８±０１１

Ｅｎｄｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｐｅｒｉｏｄ Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ １４９６±８９ ４８２２±３４１ ０１６９±００４５ ２１０±０５３ ６０２６±１３７ １８７０±０３１ ０８９±０２３

（Ｄ１１３，ｎ＝５） Ａｄｊｕｖａｎｔｃｏｎｔｒｏｌ １５２４±１０５ ４９４０±３２７ ０１６５±００３５ ２０８±０４８ ６２０６±２２４ １９１２±０６８ ０９１±００５

Ｌｏｗｄｏｓｅ １４９２±６１ ４８２４±１９９ ０１５４±００１６ １９１±０２１ ５９８８±１２７ １８５４±０５６ ０８６±０１３

Ｈｉｇｈｄｏｓｅ １４６０±１７５ ４８３０±６０８ ０２１４±００８５ ２８５±１７３ ６０１６±１６６ １８２２±０６９ ０８４±０１７

注：１）与阴性对照比较，Ｐ＜００５，Ａｎｏｖａ＆Ｄｕｎｅｔｔ差异性显著。

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔｂｙＡｎｏｖａ＆Ｄｕｎｅｔｔ．

低、高剂量组动物的 ＴＮＦα和 ＩＬ６均可见显著升
高，且首次给药后升高幅度大于末次给药后，高剂量

组升高幅度大于低剂量组，可能与给药后引起的免

疫反应相关。末次给药后３ｄ（Ｄ８８）和４周恢复期
结束（Ｄ１１３），各组动物的 ＴＮＦα、ＩＬ６未见明显异
常改变，见图４。
２５　血清抗体效价

低、高剂量组均能产生高水平的特异性 ＩｇＧ
抗体，表现出相似的变化规律。在免疫初期，血

清抗体水平表现出一定的剂量相关性，随着免疫

次数增加，抗体水平在低、高剂量组之间无明显

差异，见图５。首次给药后３周（第２１天，Ｄ２１），
低、高剂量组均产生抗 ｆＨＢＰＡ、抗 ｆＨＢＰＢ２种抗
原的结合抗体，低剂量小于高剂量；给药后 ６周
（第 ４２天，Ｄ４２）２种抗原的结合抗体水平基本
达到峰值，均在 １∶２１７以上，无剂量差异；给药后
６、９、１２周甚至恢复期结束一直保持在较高
水平。

·２２１· ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ｊａｎｕａｒｙ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ２　　　　　　　　 　 　　　 中国药学杂志２０２４年１月第５９卷第２期



表５　重组Ｂ群脑膜炎球菌疫苗末次给药至恢复期血清生化部分指标变化．珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ５　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｓｏｍｅｓｅｒｕｍｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｉｎｄｅｘｅｓｆｒｏｍｔｈｅｅｎｄｄｏｓｅｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｇｒｏｕｐＢｍｅｎｉｎｇｏｃｏｃｃａｌｖａｃｃｉｎｅｔｏｒｅｃｏｖｅｒｙ
ｐｅｒｉｏｄ．珋ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐｓ　　　　　
Ａｆｔｅｒｔｈｒｅｅｄａｙｓｏｆｌａｓｔｄｏｓｅ（Ｄ８８，ｎ＝１０） Ｅｎｄｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｐｅｒｉｏｄ（Ｄ１１３，ｎ＝５）

ＴＰ／ｇ·Ｌ－１ Ａｌｂ／ｇ·Ｌ－１ Ｇｌｂ／ｇ·Ｌ－１ Ａ／Ｇ ＴＰ／ｇ·Ｌ－１ Ａｌｂ／ｇ·Ｌ－１ Ｇｌｂ／ｇ·Ｌ－１ Ａ／Ｇ

Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｍａｌｅ ６７２８±４２７ ３４７１±１８９ ３２５７±２８３ １０８±００６ ６８４５±５６９ ３４１３±２８６ ３４３３±２９３ １００±０００

Ａｄｊｕｖａｎｔｃｏｎｔｒｏｌ－ｍａｌｅ ６５６３±２４５ ３１６５±２２８１） ３３９８±０６４ ０９４±００８１） ６９２０±３４５ ３４７６±１１６ ３４４４±２７４ １０４±００９

Ｌｏｗｄｏｓｅｍａｌｅ ６５７１±２９０ ２９７４±１９４１） ３５９７±１５４１） ０８２±００４１） ６９７８±３６９ ３４１０±０８２ ３５６８±２９６ ０９６±００５

Ｈｉｇｈｄｏｓｅｍａｌｅ ６２４７±１３９１） ２７０４±０９７１） ３５４３±１０７１） ０７６±００５１） ６９３８±４１１ ３３１８±１３３ ３６２０±３２２ ００９±００７

Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｆｅｍａｌｅ ７４１０±４７０ ４４０２±２９２ ３００８±２６８ １４９±０１４ ８１０４±５８３ ４５７６±４５４ ３５２８±１９２ １３０±０１２

Ａｄｊｕｖａｎｔｃｏｎｔｒｏｌｆｅｍａｌｅ ７７６９±４６１ ４４４０±３２０ ３３２９±２３２１） １３３±０１２１） ８１１４±２９２ ４７５０±２７４ ３３６４±１８４ １４４±０１１

Ｌｏｗｄｏｓｅｆｅｍａｌｅ ７４３５±６２６ ３８９４±５４７１） ３５４１±１９１１） １１０±０１７１） ８４８２±４７９ ４７５０±２９３ ３７３２±２３８ １２８±００８

ＨｉｇｈｄｏｓｅＦｅｍａｌｅ ６６２１±２９２１） ３１８５±１８９１） ３４３６±１１６１） ０９２±００４１） ８４１２±６３８ ４６０２±２９５ ３８１０±３５６ １２０±００７

注：１）与阴性对照比较，Ｐ＜００５，Ａｎｏｖａ＆Ｄｕｎｅｔｔ差异性显著；ＴＰ－总蛋白；Ａｌｂ－白蛋白；Ｇｌｂ－球蛋白；Ａ／Ｇ－白蛋白／球蛋白。

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔｂｙＡｎｏｖａ＆Ｄｕｎｅｔｔ；ＴＰ－ｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎ；Ａｌｂ－ａｌｂｕｍｉｎ；Ｇｌｂ－ｇｌｏｂｕｌｉｎ；Ａ／Ｇ－ａｌｂｕｍｉｎ／ｇｌｏｂｕｌｉｎ．

Ｄ８８，ｎ＝１０；Ｄ２、Ｄ４、Ｄ８６、Ｄ１１３，ｎ＝５；与阴性对照比较，Ａｎｏｖａ＆Ｄｕｎｅｔｔ差异性显著，１）Ｐ＜００５，差异性极显著，２）Ｐ＜００１。

Ｄ８８，ｎ＝１０；Ｄ２、Ｄ４、Ｄ８６、Ｄ１１３，ｎ＝５；ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔ，１）Ｐ＜００５；ｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔ，２）Ｐ＜００１ｂｙＡｎｏｖａ＆Ｄｕｎｅｔｔ，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｅｇａｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图３　重组Ｂ群脑膜炎球菌疫苗重复给药后雌性（Ａ）和雄性（Ｂ）大鼠凝血纤维蛋白（ＦＩＢ）短时间内水平变化．珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ３　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＦＩＢｌｅｖｅｌｉｎｆｅｍａｌｅ（Ａ）ａｎｄｍａｌｅ（Ｂ）ｒａｔｓｗｉｔｈｉｎａｓｈｏｒｔｔｉｍｅｒｅｃｅｉｖｉｎｇｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｇｒｏｕｐＢｍｅｎｉｎｇｏｃｏｃｃａｌｖａｃｃｉｎｅ
ｒｅｐｅａｔｅｄｌｙ．珋ｘ±ｓ

表６　重组Ｂ群脑膜炎球菌疫苗末次给药与恢复期结束大鼠淋巴细胞亚群分布．珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ６　ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｕｂｓｅｔｓｉｎｒａｔｓａｆｔｅｒｅｎｄｄｏｓｅｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｇｒｏｕｐＢｍｅｎｉｎｇｏｃｏｃｃａｌｖａｃｃｉｎｅａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙｐｅｒｉｏｄ．珋ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐｓ　　　

Ａｆｔｅｒｔｈｒｅｅｄａｙｓｏｆｌａｓｔｄｏｓｅ（Ｄ８８，ｎ＝１０） Ｅｎｄｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｐｅｒｉｏｄ（Ｄ１１３，ｎ＝５）

ＣＤ３＋

／％

ＣＤ３＋ＣＤ４＋

／％

ＣＤ３＋ＣＤ８＋

／％

ＣＤ３＋ＣＤ４＋／

ＣＤ３＋ＣＤ８＋
ＣＤ３＋

／％

ＣＤ３＋ＣＤ４＋

／％

ＣＤ３＋ＣＤ８＋

／％

ＣＤ３＋ＣＤ４＋／

ＣＤ３＋ＣＤ８＋

Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｍａｌｅ ４８１７±１００５ ５９６２±３５８ ３８２３±３５６ １５８±０２５ ４８３４±２８２ ５４５５±４７８ ４４０９±４７７ １２６±０２７

Ａｄｊｕｖａｎｔｃｏｎｔｒｏｌｍａｌｅ ５２４７±３５８ ６２８８±４２４ ３４７１±３９８ １８４±０３４ ４２９９±３２７ ６２９６±５５６ ３５２９±５４０ １８４±０４４

Ｌｏｗｄｏｓｅｍａｌｅ ５３１７±６５０ ５７７０±６１９ ３９３８±６２８ １５１±０３５ ４６６２±４７２ ６０９３±７９７ ３７２１±７７８ １７２±０５０

Ｈｉｇｈｄｏｓｅｍａｌｅ ４５００±５４４ ６５９０±４８４ ３０８９±４５６ ２１９±０５１１） ４３７６±４１２ ６０３８±３４５ ３８１４±３４５ １６０±０２６

Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｆｅｍａｌｅ ５５７４±６１３ ６４１５±８０１ ３３０１±８００ ２１０±０８１ ５００２±８４０ ６０６４±６４０ ３８０９±６３３ １６５±０４６

Ａｄｊｕｖａｎｔｃｏｎｔｒｏｌｆｅｍａｌｅ ５３８１±４０４ ６０６９±６１９ ３６４０±５６２ １７２±０４５ ５３７４±８３３ ７２５５±２２３１） ２６１５±２２９１） ２８０±０３６１）

Ｌｏｗｄｏｓｅｆｅｍａｌｅ ５４５５±６９９ ６６１６±５４０ ３０６４±５４７ ２２５±０６４ ５３１６±６２７ ６１３８±６１４ ３７３５±６１０ １６９±０３７

Ｈｉｇｈｄｏｓｅｆｅｍａｌｅ ５４８８±７８３ ６４５６±５９１ ３１４７±４９２ ２１２±０５２ ４７８８±６４８ ６８０８±４５２ ３０４６±４５０ ２２９±０５０

注：１）与阴性对照比较，Ｐ＜００５，Ａｎｏｖａ＆Ｄｕｎｅｔｔ差异性显著。

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔｂｙＡｎｏｖａ＆Ｄｕｎｅｔｔ．

２６　杀菌抗体滴度
以Ｂ群脑膜炎球菌Ｎｍ２１０９０２、Ｎｍ４５０５２２株（Ａ

亚家族）和 Ｎｍ３１１３０２、Ｎｍ３１１１１３株（Ｂ亚家族）作

为靶菌检测血清的杀菌活性，见表７、图６，３次免疫
后（第６３天，Ｄ６３）血清对靶菌均表现出显著的杀菌
活性。与佐剂对照相比，低、高剂量血清对 Ａ亚家
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族两个菌株的杀菌滴度均大于１∶５１２，与佐剂对照
呈显著差异，且雌雄动物表现相近；对 Ｂ亚家族两
个菌株的杀菌滴度不小于１：３８８，与佐剂对照差异
显著，雌性稍高于雄性。其中对 Ｎｍ３１１３０２菌株，低

剂量组血清平均滴度１∶１０２４、１∶６７６，显著高于高剂
量组的１∶５８８、１∶５１２，体现出剂量效应和菌株特殊
性，Ｎｍ３１１１１３菌株，低、高剂量血清杀菌呈现相似
变化。

与阴性对照比较，Ａｎｏｖａ＆Ｄｕｎｅｔｔ差异性极显著，１）Ｐ＜００１。
１）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔｂｙＡｎｏｖａ＆Ｄｕｎｅｔｔ．

图４　重组Ｂ群脑膜炎球菌疫苗重复给药后雄性（Ａ，Ｂ）和雌性（Ｃ，Ｄ）大鼠细胞因子ＴＮＦα和ＩＬ６短时间内水平变化．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ４　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｃｙｔｏｋｉｎｅＴＮＦαａｎｄＩＬ６ｌｅｖｅｌｉｎｍａｌｅ（Ａ，Ｂ）ａｎｄｆｅｍａｌｅ（Ｃ，Ｄ）ｒａｔｓｗｉｔｈｉｎａｓｈｏｒｔｔｉｍｅａｆｔｅｒｒｅｐｅａｔｅｄｄｏｓｅｓ．
ｎ＝５，珋ｘ±ｓ

图５　大鼠免疫血清对２种Ｈ因子结合蛋白（ｆＨＢＰ）抗原血清抗体滴度．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ５　ＴｈｅｔｉｔｅｒｏｆｒａｔｉｍｍｕｎｅｓｅｒｕｍａｇａｉｎｓｔｔｗｏｆＨＢＰａｎｔｉｇｅｎｓ．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ

２７　脏器质量和病理学检查
与阴性对照组相比，低和高剂量组动物脾脏和

肝脏脏器质量略有增加，导致脏体比或脏脑比小幅

度增加，但未引起显著影响。

佐剂对照组和低、高剂量组动物引起双侧注

射部位肌肉白色斑块的大体病理学改变见图７Ａ～
７Ｆ，注射局部轻微至中度肉芽肿性炎症，并大多数

动物伴有注射局部肌肉可见轻微至中度急性炎

症，坐骨神经外膜轻度单个核细胞或混合炎细胞

浸润，考虑为注射局部炎症蔓延至周围邻近组织，

同时病变发生率疫苗组高于佐剂对照组。４周恢
复期结束，以上病理变化完全恢复或呈现一定的

恢复趋势。另外，动物腹股沟淋巴结出现轻度至

中度髓索浆细胞数目增多，及胸骨骨髓轻微粒细
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胞系增多的现象，可能与肌肉注射疫苗后产生的

免疫反应有关。恢复期结束（Ｄ１１３），上述改变可
见完全恢复。其他脏器组织未见与给药相关的毒

性病理改变，见图７Ｇ～７Ｊ。

图６　首次给药后６３ｄ血清（Ｄ６３）对Ｂ群脑膜炎球菌流行株的杀菌活性．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ６　ＢａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌａｃｔｉｖｉｔｙａｇａｉｎｓｔｇｒｏｕｐＢｍｅｎｉｎｇｏｃｏｃｃａｌｅｐｉｄｅｍｉｃｓｔｒａｉｎｓｏｆｓｅｒｕｍａｆｔｅｒ６３ｄａｙｓｆｉｒｓｔｄｏｓｅ（Ｄ６３）．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ

表７　Ｂ群脑膜炎球菌Ａ、Ｂ亚家族流行株平均杀菌滴度
Ｔａｂ７　ＭｅａｎｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌｔｉｔｅｒｏｆｇｒｏｕｐＢｍｅｎｉｎｇｏｃｏｃｃａｌｅｐｉｄｅｍｉｃｓｔｒａｉｎｓＡａｎｄＢｓｕｂｆａｍｉｌｙ

Ｇｒｏｕｐｓ　　　 ｎ

ＮｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓＧｒｏｕｐＢｆＨＢＰＡｆａｍｉｌｙｓｔｒａｉｎｓ ＮｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓＧｒｏｕｐＢｆＨＢＰＢｆａｍｉｌｙｓｔｒａｉｎｓ

Ｎｍ２１０９０２ Ｎｍ４５０５２２ Ｎｍ３１１３０２ Ｎｍ３１１１１３

Ｍａｌｅ Ｆｅｍａｌｅ Ｍａｌｅ Ｆｅｍａｌｅ Ｍａｌｅ Ｆｅｍａｌｅ Ｍａｌｅ Ｆｅｍａｌｅ

Ａｄｊｕｖａｎｔｃｏｎｔｒｏｌ ５ １∶５ ＜１∶４ １∶２８ １∶３７ １∶５ １∶６ １∶９ １∶１１

Ｌｏｗｄｏｓｅ ５ １∶６７６ １∶２３５３ １∶１７８３ １∶２０４８ １∶１９４ １∶１０２４ １∶６７６ １∶１１７６

Ｈｉｇｈｄｏｓｅ ５ １∶１０２４ １∶６７６ １∶１５５２ １∶２０４８ １∶８４ １∶１２８ １∶３８８ １∶１１７６

３　讨　论
首次给药后和末次给药后３ｄ，低、高剂量组雌

雄动物均出现ＷＢＣ、Ｎｅｕｔ、Ｍｏｎｏ、Ｇｌｂ水平升高，中性
粒细胞Ｎｅｕｔ在非特异性免疫中起着十分重要的作
用，具有很强的吞噬活性［２３］，而单核细胞Ｍｏｎｏ在特
异性免疫应答的诱导和调控中起关键作用［２４］，所以

导致白细胞计数 ＷＢＣ显著升高。首、末次给药后
次日和３ｄ后ＦＩＢ始终处于显著升高水平，这可能纤
维蛋白ＦＩＢ促进组织血运重建，伤口愈合和组织修
复的作用有关［２５２６］，同时给药后引起的 ＴＮＦα和
ＩＬ６的短时间内升高，结合蛋白疫苗的作用机制和
方式，该变化与给药后引起的免疫反应与局部刺激

性有关。

病理学检查中，低和高剂量组分别有１３／２０和
１７／２０动物出现的注射局部肌肉轻微至中度急性炎

症；３／２０和６／２０动物腹股沟淋巴结发生轻度至中
度髓索浆细胞数目增多；以及１０／２０和１６／２０动物
胸骨骨髓发生轻微至轻度粒细胞系增多现象。上述

变化均与注射疫苗后引起的免疫反应相关。恢复期

结束后上述改变均完全恢复。

佐剂对照组和低、高剂量组注射局部均有与铝

佐剂相关的轻微至中度肉芽肿性炎症，与铝佐剂可

导致注射局部炎症反应的文献报道一致［２７］，反应性

质与本试验相同且恢复需要较长时间。佐剂对照组

和低、高剂量组分别有６／２０、１４／２０、１５／２０动物坐骨
神经外膜可见轻微至轻度单个核细胞／混合炎细胞
浸润，可能为注射局部炎症蔓延至周围邻近组织所

致。４周恢复期结束上述改变尚未恢复，但呈现明
显的恢复趋势。

低、高剂量组均可诱导 ＳＤ大鼠产生较高水平
·５２１·
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Ａ－阴性对照组１Ｍ２号动物，注射局部未见明显异常改变；Ｂ－佐剂对照组２Ｍ２

号动物，注射局部可见轻微肉芽肿性炎症；Ｃ－高剂量组４Ｍ２号动物，注射局部

可见急性炎症、肉芽肿性炎症；Ｄ－阴性对照组１Ｍ２号动物，坐骨神经未见明显

异常改变；Ｅ－佐剂对照组２Ｍ２号动物，坐骨神经外膜可见单个核细胞浸润；Ｆ－

高剂量组４Ｍ２号动物，坐骨神经外膜可见单个核细胞浸润；Ｇ－阴性对照组１Ｍ２

号动物，腹股沟淋巴结未见明显异常改变；Ｈ－高剂量组４Ｍ２号动物，腹股沟淋

巴结髓索浆细胞数目增多；Ｉ－阴性对照组１Ｍ２号动物，胸骨骨髓未见明显异常

改变；Ｊ－高剂量组４Ｍ２号动物，胸骨骨髓可见粒细胞系增多。

Ａ－１Ｍ２ａｎｉｍａｌｉｎｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｎｏｏｂｖｉｏｕｓａｂｎｏｒｍａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｉｎｊｅｃ

ｔｉｏｎｓｉｔｅ；Ｂ－２Ｍ２ａｎｉｍａｌｉｎａｄｊｕｖａｎｔｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｍｉｌｄｇｒａｎｕｌｏｍａｔｏｕｓｉｎｆｌａｍｍａ

ｔｉｏｎｉｎｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓｉｔｅ；Ｃ－４Ｍ２ａｎｉｍａｌｉｎｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，ａｃｕｔｅａｎｄｇｒａｎｕｌｏｍａｔｏｕｓ

ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓｉｔｅ；Ｄ－１Ｍ２ａｎｉｍａｌｉｎｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｎｏｏｂｖｉ

ｏｕｓａｂｎｏｒｍａｌｃｈａｎｇｅｓｏｎｔｈｅｓｃｉａｔｉｃｎｅｒｖｅ；Ｅ－２Ｍ２ａｎｉｍａｌｉｎａｄｊｕｖａｎｔｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ，ｖｉｓｉｂｌｅｍｏｎｏｃｙｔｅｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｏｎｔｈｅｓｃｉａｔｉｃｎｅｒｖｅｍｅｍｂｒａｎｅ；Ｆ－４Ｍ２ａｎｉｍａｌ

ｉｎｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，ｖｉｓｉｂｌｅｍｏｎｏｃｙｔｅｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｏｎｔｈｅｓｃｉａｔｉｃｎｅｒｖｅｍｅｍｂｒａｎｅ；Ｇ－

１Ｍ２ａｎｉｍａｌｉｎｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｎｏｏｂｖｉｏｕｓａｂｎｏｒｍａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｉｎｇｕｉｎａｌ

ｌｙｍｐｈｎｏｄｅｓ；Ｈ－４Ｍ２ａｎｉｍａｌｉｎｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，ａｎｉｎｃｒｅａｓｅｉｎｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｍｙ

ｅｌｏｉｄｐｌａｓｍａｃｅｌｌｓｉｎｉｎｇｕｉｎａｌｌｙｍｐｈｎｏｄｅｓ；Ｉ－１Ｍ２ａｎｉｍａｌｉｎｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ，ｎｏｏｂｖｉｏｕｓａｂｎｏｒｍａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｓｔｅｒｎｕｍｍａｒｒｏｗ；Ｊ－４Ｍ２ａｎｉｍａｌｉｎｈｉｇｈ

ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，ａｎｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅｓｅｒｉｅｓｉｎｓｔｅｒｎｕｍｍａｒｒｏｗ．

图７　注射局部、坐骨神经、腹股沟淋巴结、胸骨骨髓与供试
品／佐剂对照相关的可见病变（ＨＥ染色，ＡＨ，Ｊ１０倍物镜，
Ｉ２０倍物镜）
Ｆｉｇ７　Ｌｅｓｉｏｎｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｔｅｓｔｓｕｂｓｔａｎｃｅ／ａｄｊｕｖａｎｔｃｏｎｔｒｏｌ
ｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｔｈｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓｉｔｅ，ｓｃｉａｔｉｃｎｅｒｖｅ，ｉｎｇｕｉｎａｌｌｙｍｐｈ
ｎｏｄｅｓ，ａｎｄｓｔｅｒｎｕｍ ｍａｒｒｏｗ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ，ＡＨ，Ｊ×１０，
Ｉ×２０）

的特异性ＩｇＧ抗体，且４周恢复期结束抗体滴度仍
维持在较高水平未见降低。４株Ｂ群脑膜炎球菌流
行株的杀菌活性显示，低、高剂量组均表现为显著的

杀菌活性，从而表明疫苗针对 Ｂ群脑膜炎球菌流行
株的高效预防作用。

因此，采用每只１剂和每只３剂的重组 Ｂ群脑
膜炎球菌疫苗，在第０、３、６、９、１２周分别肌肉注射注
射ＳＤ大鼠，低、高剂量疫苗均能引起大鼠中性粒细
胞、单核细胞及淋巴细胞显著升高，血清球蛋白升

高，与之伴随的 Ａ／Ｇ值降低。低、高剂量疫苗和佐
剂均引起双侧注射部位肌肉白色斑块的病理学改变

及注射部位轻微至中度肉芽肿性炎症、急性炎症，坐

骨神经外膜单个核细胞或混合细胞浸润，淋巴结髓

索浆细胞数目增多及骨髓粒细胞系增多等，４周恢
复期结束后病变完全或部分恢复，该病理学改变主

要与疫苗中所含磷酸铝佐剂有关。重组 Ｂ群脑膜
炎球菌疫苗对ＳＤ大鼠有良好的免疫原性和较好的
安全性，无明显毒性剂量为每只３剂。本实验为评
价重组Ｂ群脑膜炎球菌疫苗的非临床安全性提供
了重要研究结果，为临床设计人用剂量和临床不良

反应的监测提供了参考。
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