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【摘要】目的  观察母牛分支杆菌菌苗（微卡）对致敏豚鼠抗原攻击后肺功能、气道炎

症，离体气管平滑肌高反应性的影响。方法  71只豚鼠采用卵蛋白致敏形成豚鼠哮喘模型，
测定肺阻力（RL）和动态肺顺应性（Cdyn）、支气管肺泡灌洗液（BALF）中的炎症细胞以
及卡巴胆碱（carbachol）诱导的离体气管平滑肌高反应性。结果  微卡单次肌肉注射预处理
呈量效关系抑制致敏豚鼠抗原攻击后引起哮喘速发相反应。微卡2.5μg组RL（1～15min）平
均增值为46.4％，7.5μg组为29.6％，22.5μg组为20.8％，而模型组为95.3％，用药各组与模
型组比较，差异有显著性（P<0.05、<0.01）；微卡2.5μg为组Cdyn（1～15min）平均下降值
为26.8％，7.5μg组为23.5％，22.5μg％组为21.5％，而模型组为38.7％，微卡用药各组与模
型组比较，差异有显著性（P<0.05）。微卡单次肌肉注射也能抑制哮喘的迟发相，微卡2.5
μg组BALF中的白细胞总数为（16.2±3.2）×108/L，微卡7.5μg组为（14.6±3.4）×108/L，
微卡22.5μg组为（15.4±2.5×108/L），而模型组为（22.3±2.2108/L），微卡用药各组与模
型组比较，差异有显著性（P<0.01、<0.001）；微卡2.5μg组BALF中的嗜酸性粒细胞数为（11.6
±3.0）108/L，微卡7.5μg组为（6.0±1.5）108/L，微卡22.5μg组为（2.2±1.7）108/L，而模
型组为（15.9±5.2）108/L，微卡用药各组与模型组比较，差异有显著性（P<0.01、<0.001）。
此外，微卡还能明显抑制致敏豚鼠气管平滑肌条对carbachol的高反应性，微卡单次肌肉注射
组的气管平滑肌收缩50％幅度所需的carbachol半数有效浓度（EC50）2.5μg组为0.140μmol/L、
微卡7.5μg组为0.179μmol/L，微卡22.5μg组为0.236μmol/L，而模型组为0.038μmol/L。结论  
微卡能改善致敏豚鼠抗原攻击后肺功能变化，抑制RL增加及Cdyn下降，抑制气道嗜酸性粒
细胞增多，减轻气道高反应性，为其防治哮喘提供了实验依据。 
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【Abstract】objective To study the effects of Mycobacterium vaccae (M.vaccae)on the lung 
function,airway hyperresponsiveness and airway inflammation in a guinea pig model of 
asthma .Methods Asthma was induced with ovalbumin (OVA)in 71 guinea pigs .The 
changes(RL)and dynamic lung compliance(Cdyn),thea ccumulationof inflammatory cells in 
bronchoalveolar lavage fluids (BALF),and the contraction reaction curve of tracheal smooth 
muscles to carbachol in vitro were determined.Results Pretreatment with M.vaccae as a single 
dosage by intramuscular injection (i.m)inhibited the early phase of asthma in the sensitized guinea 
pigs in a dose –dependent manner. RL (1 min to 15 min)increased 46.4%in the 2.5μg group,29.6% 
in the 7.5μg  group,and 20.8% in the 22.5μg  group,which were lower than that in the model 
control group（95.3%） （p<0.05-0.01）,respectively.The mean decrease of Cdyn was 26.8% in the 
2.5μg  group, 23.5% in the 7.5μg group, and 21.5% in the 22.5μg  group, which were 
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significantly lower than that in the model comtrol group （ 38.7% ）

（p<0.05）,respectively.Pretreatment with M.vaccae in a dosage of 2.5μg ,7.5μg  and 22.5μg（per 
guinea pig）i.m also inhibited the late phase of asthma .The total white blood cells in BALF was
（16.2±3.2）×108 /L in the 2.5μg group,（14.6±3.4）×108 /L in the7.5μg group,and （15.4
±2.5）×108 /L in the 22.5μg  group, which were significantly lower than that in the model 
control group （22.3±2.2）×108 /L（p<0.01-0.001）, respectively. BAL eosinophil count was
（11.6±3.0）×108/L in the 2.5μg  group,（6.0±1.5）×108 /L in the 7.5μg  group, and（2.2
±1.7）×108 /L in the 22.5μg group, which were significantly lower than that in the model control 
group（15.9±5.2）×108 /L（p<0.01-0.001） ,respectively.M.vaccae significantly inhibited 
carbachol-induced airway hyperresponsiven- 
ess in the tracheal smooth musche（TSM） from the sensitixzed guinea pigs .EC50（ the 
comcentration of carbachol required to increase TSM comtraction value by 50% from the 
baseline）was 0.140μmol/L in the 2.5μg group, 0.179μmol /L in the 7.5μg  group and 0.236μ
mol /L in the 22.5μg  group, which were higher than in the model control group（0.038μmol/L）。
Conclusions M.vaccae was found to improve lung function, inhibit airmay inflammation and 
airway hyperresponsiveness in this animal model, which supports its application in the treatment 
of asthma. 

【Key words】M.vaccae; Lung function; Eosinophil; Ayperresponsiveness; Asthma 
 
支气管哮喘（简称哮喘）的主要特征为气道炎症与气道高反应性

［1］。目前认为Th2型细
胞合成和分泌的细胞因子调控上述过程

［2］。母牛分支杆菌作为无毒力的分支杆菌，近年来

已被国内、外用于结核病的免疫治疗。我们已经证明母牛分支杆菌菌苗（微卡）可抑制致敏

小鼠抗原攻击后气道炎症，影响Th1、Th2型细胞分泌γ干扰素（IFN-γ）、白细胞介素4(IL-4)，
抑制Th2型细胞反应［3］。在此项研究中，我们评价微卡肌肉注射对致敏豚鼠抗原攻击后气道

阻力(RL)、动态肺顺应性(Cdyn)、支气管肺泡灌洗液(BALF)中炎症细胞、离体气管平滑肌高
反应性的影响，进一步为微卡防治哮喘提供药理依据。 

 
材 料 与 方 法 

一、材料 
1. 动物：6月龄Hartley品系豚鼠71只（浙江大学实验动物中心，合格证号：20010014，

体重350～400g，饲养条件：室温，湿度75％，,12h光照/12h黑暗，自由饮水进食，雌35只，
雄36只，分笼饲养。 

2. 药品、试剂与仪器：微卡每瓶22.5μg（冻干治疗用母牛分支杆菌菌苗，国药准字
S2001003，安徽龙科马生物制药有限责任公司，批号：010101，卵白蛋白（ovalbumin：Grade
Ⅱ，美国Sigma Chemical，lot:120K1201），卡巴胆碱（carbachol:美国Sigma Chemical 
Company,lot:0834），超声雾化器由上海合力医疗器械厂提供，压力换能器（Motorola）、
MedLab生物信号采集处理系统（MedLad V5.0）由南京美易公司提供。 
二、方法 
1. 豚鼠致敏及给药：（1）致敏：每只豚鼠两腿各肌肉注射0.5ml，临用前用0.9％灭菌

生理盐水配置的10g/L卵白蛋白。（2）给药：致敏后第14天给药，每瓶微卡（含22.5μg 冻
干治疗用母牛分支杆菌菌苗）注入1ml0.9％灭菌生理盐水溶解，剂量分别为：①模型组11
只：肌肉注射0.9％灭菌生理盐水1ml。②低剂量组9只：微卡2.5μg ％只。③中剂量组6只：
微卡7.5μg /只。④高剂量组7只：微卡22.5μg /只。⑤沙丁胺醇组8只：4mg/kg，肺功能测定
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前1h灌胃。 
2. RL和Cdyn的测定

[4]：（1）调试MedLab生物信号记录分析系统并定标：用注射器向体
积描记箱注入1～5ml空气，使信号记录反映出相应的量效曲线，定出潮气量标准值。用空
气泵接标准流量计输出100～200L/h的气体，使信号记录反映出相应的量效曲线，定出气道
流速标准值。用“U”型水检压计形成10～20cm H2O（1cm H2O＝0.098kpa）的压力，使信
号记录反映出相应的量效曲线，定出标准跨肺压。潮气量、气道流速、压力值的变化在MedLab
系统呈线性关系。（2）潮气量、气道流速、跨肺压的测定：上述各组豚鼠给药后第11天麻
醉，行气管插管，在豚鼠前胸第4～5肋间行胸腔插管，密闭体容积描记箱。将10g/L的卵白
蛋白8ml置于超声雾化器的玻璃瓶中，雾量为0.6ml/min，喷雾30s。MedLab生物信号记录分
析系统导出潮气量、气道流速、跨肺压。观察15min。数据处理时，动态肺顺应性＝潮气量
/跨肺压；气道阻力＝跨肺压/气道流速。 

3．支气管肺泡灌洗（BAL）：（1）致敏、给药方法如前，分模型组、微卡2.5μg /只、
微卡7.5μg /只、微卡22.5μg /只和正常组，每组6只豚鼠。（2）抗原攻击：模型组、微卡各
剂量组豚鼠给药后第10天抗原攻击。将每只豚鼠置于4L玻璃钟罩内，置10g/L的卵白蛋白8ml
于超声雾化器的玻璃瓶中，雾量为0.6ml/min，共吸1.5min（其中喷雾1min）。（3）BAL：
所有豚鼠抗原攻击后第2天放血处死，气管插管，用含肝素的Krebs-Henseleit（K-H）液5ml
灌洗支气管肺泡，收集支气管肺泡灌洗液（BALF），回收率约50％～70％。（4）BALF炎
症细胞计数和分类计数：混匀收集的BALF，取0.1ml与白细胞计数液1：1稀释，用细胞计数
板计数。将其余BALF离心，1200r/min，10min，沉淀物涂片，瑞士染色后作白细胞分类计
数。 

4．豚鼠离体气管平滑肌对carbachol高反应性的测定[5]：（1）制备豚鼠离体气管平滑肌：
豚鼠BALF后，分离气管，置含氧的K-H液中，横形剪成0.3cm宽的气管环，并将气管软骨正
中剪开。将气管片置37℃通氧K-H液水浴槽，一端连于玻璃挂钩，另一端连接张力换能器（与
MedLab生物信号采集处理系统相连）。气管平滑肌静息张力为1g，在浴槽内稳定0.5h后开
始实验。(2)用累积剂量加药法加入0.01～10μmol/L carbachol，观察离体气管平滑肌高反应
性。以10μmol/L引起离体气管平滑肌收缩幅度为100％，计算各组离体气管平滑肌在不同浓
度carbachol时的收缩百分率。 

5．统计学处理：用Sigma Stat统计软件（Sigmastat 1.01 for Windows95,1992,Jandel 
corporation,USA）统计实验数据，95％可信限（95％IC）、50％嗜酸性粒细胞肺部浸润所需
的微卡剂量（ID50）和50％收缩幅度所需的carbachol半数有效浓度（EC50）用上海科学技术

出版社POMS2.0版软件计算。实验数据以X±s表示。 
 

结   果 
 

一、对致敏豚鼠RL和Cdyn的影响 
微卡肌肉注射能明显减少致敏豚鼠卵白蛋白抗原攻击后1～15minRL值增加，卵蛋白攻

击前各组豚鼠RL基础值为0，攻击后模型组1～15minRL平均增加值为（95.3±20.7）％，而
微卡2.5μg /只为（46.4±18.5）％、7.5μg /只为（29.6±14.0）％、22.5μg /只为（20.8±11.7）
％。微卡肌肉注射能明显减少致敏豚鼠卵白蛋白抗原攻击后1～15值减少，卵白蛋白攻击前
各组豚鼠Cdyn基础值为0，攻击后模型组1～15min平均减少值为（38.7±6.8）％，而微卡2.5
μg /只为（26.8±8.0）％、7.5μg /只为（23.5±10.5）％、22.5μg /只为（21.5±7.0）％，见
图1。 
二、对BALF中炎症细胞的影响 
微卡肌肉注射能明显抑制致敏豚鼠抗原攻击后引起的支气管肺白细胞总数和EOS增多

（表1）。将模型组白细胞总数22.3×108/L作为100％，微卡2.5μg /只、7.5μg /只和22.5μg /
只白细胞总数分别减少27.4％、34.5％和30.9％（P<0.01或<0.001）；将模型组EOS数15.9×
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108/L作为100％，微卡2.5μg /只、7.5μg /只和22.5μg /只EOS分别减少27.0％、62.3％和86.2
％（P<0. 01或<0.001）；减少模型组ID50和95％可信限＝13.3（10.8～16.2）μg /kg以每只豚
鼠400g体重计算）。 

表1 微卡肌肉注射对致敏豚鼠搞原攻击后气道内炎症细胞的作用（x±s） 

组 别   鼠 数  剂  量   给药次数    白细胞总数    嗜酸性粒细胞    淋巴/单核
细胞 

                                   （1×108/L）   （1×108/L）     （1×108/L） 
正常组   6                           4.7±0. 9▲      0.0±0.0▲               4.7±

0.9 
模型组   6    NS1ml/只    1         22.3±2.2      15.9±5.2          6.4±

4.7 
  微卡   6    2.5μg /只    1         16.2±3.2△     11.6±3.0          4.6±1.7 
  微卡   6    7.5μg /只    1         14.6±3.4▲      6.0±1.5△         8.6±4.0 
  微卡   6    22.5μg /只   1         15.4±2.5▲      2.2±1.7▲        13.2±1.2

▲ 

三、对致敏豚鼠离体气管平滑肌高反应性的影响 
微卡肌肉注射能明显降低致敏豚鼠离体气管平滑肌对carbachol的高反应性，以carbachol 

10μmol/L引起豚鼠离体气管平滑肌的收缩为100%,模型组达
到EC50为0.038μmol/L。微卡单次肌肉注射组的EC502.5μg /只
为0.140μmol/L, 7. 5μg /只为0. 179μmol/L,22.5μg /只为0.236
μmol/L,，分别是模型组的3.7、4.7和6.2（表2）z。见图2。 

表2  微卡对致敏豚鼠离体气道高反应性反应的抑制作用 

组别  鼠数  剂量   给药       carbachol的EC50                与模型组 

                   次数    （95%可信限μmol/L）    EC50比较的倍数  

模型组 9   1ml/只    1       0.038(0.025-0.058)            3.7 

微卡   8   2.5μg/只      1               0.140(0.100-0.200)            3.7 

微卡  13   7.5μg/只      1               0.179(0.128-0.251)            4.7 

微卡   9  22.5μg/只      1               0.236(0.167-0.331)            6.2 

正常组 9                            0.283(0.208-0.396)            7.4 

 
 

讨   论 
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西方国家哮喘发病率的不断上升引申出卫生学学说（hygiene hypothesis）,该学说认为新
生儿的免疫系统偏向于Th2细胞，应该及时给予适当的环境刺激以产生Th1/Th2型反应平衡
的免疫系统[6]。可增强Th1型免疫反应的措施包括：感染结核分支杆菌、麻疹病毒、甲型肝
炎病毒[7]与人群接触等。其共同特征是：慢性接触、感染这类非致死性的微生物或其代谢产

物意味着接触较高浓度内毒素[8]，随之产生Th1型免疫应答，且IFN-γ反应明显增强[9],IFN-
γ能抑制Th2型免疫反应细胞和IgE的产生，降低罹患过敏性疾病如哮喘的可能性[10]。 
微卡是M.vaccae经生物提取的混合物，含有以细胞壁为主的膜磷脂成分、以蛋白为主的

细胞因子诱导物质成分和具有强大免疫活性的胞嘧啶/鸟嘌呤脱氧寡核苷酸（CpG-ODN）成
分。进入机体后可能通过启动Th1型免疫应答，升高IFN-γ水平，抑制Th2型免疫反应[11]，

我们已经证明了微卡气管内给药、皮肤划痕和肌肉注射可降低卵白蛋白致敏小鼠BALF及外
周血中EOS绝对值，BALF中IFN-γ水平上升，IL-4水平下降，反应以Th1型为主[3]。张立群

等[12]在结核病小鼠模型腹腔注射微卡，肺组织免疫组化染色表现为：感染全过程中以Th1应
答为主，即IFN-r阳性细胞逐渐增多，而IL-4阳性细胞一直维持在低水平，未出现Th0平衡期。 
致敏豚鼠在抗原攻击后，抗原与IgE结合，钙离子进入肥大细胞释放组胺、白三烯（LTs）、

血小板激活因子（PAF）等，使平滑肌发生痉挛，即哮喘速发相。肺功能中RL能客观量化反

映大气道平滑肌痉挛、黏膜水肿状况，而Cdyn反映了小气道平滑肌痉挛、阻塞及胸廓或肺
的弹性状况。微卡2.5μg、7.5μg、22.5μg /只均可减轻致敏豚鼠再次吸入卵白蛋白抗原引起
的RL增大及Cdyn下降，明显改善哮喘豚鼠肺功能，说明它对哮喘速发相有较好的保护作用。 
抗原攻击后肥大细胞释放白三烯B4（LTB4）、PAF是EOS、中性粒细胞的强力趋化因

子，能吸引炎症细胞聚集于气道，形成哮喘迟发相。微卡2.5μg、7.5μg和22.5μg /只单次肌
肉注射也能抑制哮喘的迟发相，使BALF中的白细胞总数和EOS减少。 
气道高反应性是哮喘的病理特征之一，它与气道炎症关系密切[13]。本实验中急性气道

炎症伴随着气道黏膜充血、水肿，上皮细胞损伤，感觉神经末梢裸露，使气道对理化刺激如

冷空气、运动时过度通气、二氧化硫、炎症介质等皆易出现过强、过早的反应，使气道平滑

肌的刺激阈值明显降低。在我们的实验中，采用致敏豚鼠抗原攻击，形成气道高反应性模型
[14],分离出气道平滑肌，在离体试验中用carbachol刺激，观察平滑肌carbachol反应阈值，结
果表明微卡能提高平滑肌对carbachol反应阈值，呈剂量依赖抑制气管平滑肌的高反应性。 
微卡能改善肺功能，抑制气道EOS增多，减轻气道的高反应性，其作用机制与调节

Th1/Th2平衡有关[3]，为其用于临床研究提供了实验依据。 
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巨大滑液囊结核一例 

 
吕伟彪   方庆安 

 
患者男性，22 岁，左小腿进行性肿痛 3 个月入院，初时仅为左腘窝处肿大，逐渐明显并扩

大到小腿中下段，伴胀痛，红细胞沉降率 31mm/1 h，血常规正常。左小腿皮肤紧张，未见红肿、

溃破及渗液，皮肤温度稍高，局部压痛，有波动感，边界不清，腓肠肌用力收缩时未见见疝出肿

块，屈伸膝关节活动无受限。辅助检查：心肺及肝肾功能未见异常。局部 X线平片见对应软组织

肿胀，胫腓骨骨质未见病变。B超：左小腿内侧软组织实性占位病变：CT表示：左侧胫骨中上内

后侧区肌肉间隙内囊性占位，考虑滑液囊肿：穿刺检查：有淡黄清亮液，培养无细菌生长。 

手术所见及治疗：于小腿上段深筋膜及内侧腓肠肌肌间有一梭形肿物，约 20cm×8cm，包膜

与肌肉有纤维性粘连，囊内散在粟点状黄色变性，深达骨间筋膜，切开表面包膜，内填充奶酪样

组织，伴有淡黄稍粘稠清亮液，约 150ml，囊腔近端通膝关节腔，远端延至腓肠肌内外侧汇合处，

予完整切除；另 guo 窝后淋巴结三料，大小约 2cm×1cm，同进切除：术中考虑结核可能性大，

予异烟肼稀释液冲洗，术后病理检查结果为：囊壁可见干酪样坏死及大量上皮样细胞团和郎罕细

胞，符合结核改变，抗酸染色阴性。确诊该病为：增殖型滑液囊结核，予抗结核治疗，随访 3

个月，伤口 1期愈合，未见复发。 

讨论 滑液囊结核发生率低，可分血源性和侵蚀性两种。本例病灶巨大，较为少见：该病早

期症状和体征潜在，可不伴有或较少结核中毒症状，需与软组织感染、非特异性滑液囊肿、脂肪

瘤、软组织纤维瘤、肉瘤、血管瘤、肌疝等鉴别。早期诊断较困难，CT 诊断较 B 超准确，病理

检查可确诊。术中见病变组织有典型的结核病理改变，应高度考虑为结核性，术中予抗结核药物

冲洗，对治疗有良好效果。病理检查见典型结核病理改变，但抗酸染色未能找到结核分支杆菌，

说明搞酸染色阳性率不高。滑液囊结核通过手术切除病灶及抗结核治疗，效果较理想。 
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