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抗内毒素核心糖脂抗体大肠杆菌J5株免疫血清的制备 

徐新女 李志军 李银平 

【摘要】 目的 探讨制备高效价抗内毒素核心糖脂 (E．Coli J5)抗体 ，为免疫治疗革兰阴性菌(GNB)菌 

血症和感染性休克奠定基础 。方法 应用大肠杆菌 O111：B4变异株(J5)制备无毒菌苗(50×10“／L)。12只家 

兔经耳缘静脉注射 J5菌苗(另 12只用生理盐水作对照)，每 3 d注射 1次 ，共 5次，每次剂量依次为 0．1、0．2、 

0．4、0．6和 0．8 ml。第 5次注射后 1周由心脏取血 4O～50 ml，分离血清 ，采用间接血凝法测定抗体效价及交 

叉反应试验。结果 12只免疫家兔中，6只抗体效价在 1：1 024以上，并与多种 GNB内毒素产生交叉反应。 

结论 自制的 E．Coli J5抗体效价高，可与多种 GNB内毒素相结合。 
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【Abstract] Objective To prepare high titer anti—endotoxin core glycolipid (J5)antibody (CGL) 

for the treatment of Gram —negative bacteremia and septic shock． Methods Nontoxic bacterial vaccine 

(50×1012U／L)against E．Coli O111 1 B4 mutant strain J5 was prepared．J5 bacterial vaccine was injected 

into rabbits through ear marginal vein (saline as control preparation)，one time pre three days，totally five 

times．Injected doses were as following：0．1 ml，0．2 ml，0．4 ml，0．6 ml，and 0．8 m1．One week after fifth 

injection，blood samples from heart were collected and immune serum was isolated．Indirect clotting test was 

used to determine the titer of antibody and cross reaction．Results Among 1 2 immunized rabbits，titers of 

antibody against E．Coli J5 were exceeding 1：1 024 in 6 rabbits．and they had cross reaction with various 

kinds of Gram —negative bacterial endotoxins．Conclusion The titer of anti—endotoxin core glycolipid 

(E．Coli J5)antibody prepared by us appears to be high，and it can combine with various kinds of 

Gram —negative bacterial endotoxins． 
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虽然人们对内毒素的结构、生物学活性及其致 

病机制，以及内毒素血症的病理生理过程等有关的 

认识取得了显著的进展，但是针对内毒素血症的抗 

内毒素治疗却一直困扰着医学界n 。革兰阴性菌 

(GNB)主要致病因子为内毒素，其化学成分脂多糖 

(1ipopolysaccharide，LPS)通常 由暴露于菌体表面 

的 O特异性多糖和与之相连的核心寡糖及类脂 A 

三部分组成，类脂A是其毒力部分，并与核心寡糖 
一

同构 成了 LPS的核心不变 区，称为核心糖脂 

(CGL)。动物实验表明，GNB共有的CGL免疫产生 

的抗体能与绝大多数 GNB产生交叉结合反应，并 

具有保护宿主免受毒害的作用。 。Ziegler等“ 应用 

暴露 CGL的大肠杆菌 O1ll：B4变异株 Rc(J5)制 
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备抗血清临床治疗 GNB菌血症和感染性休克获得 

初步疗效。目前国内相关的研究报道较少 ，因为建 

立这一免疫疗法的基础是制备出高效价的 J5免疫 

血清。为此，我们对J5免疫血清制备及抗体效价测 

定方法进行了研究，报告如下。 

1 材料与方法 

1．1 材料：E．Coli Oll1：B4变异株 J5(E．Coli J5) 

菌种：由英国皇家进修医学院 Hammersmith医院 

Dr．Cohen博士赠送 ，经国家卫生部药品生物制品鉴 

定所菌种室鉴定并收藏。健康大耳白家兔(2．0 kg 

左右)，由本院动物室提供。体积分数为 2 的新鲜 

绵羊红细胞在每次实验前采集，用玻璃珠脱纤维法 

去纤维，磷酸盐缓冲液(PBS)稀释至终浓度。E．Coli 

J5一LPS和 E．Coli O1ll：B4一LPS购自国家卫生 

部药品生物制品鉴定所和 Sigma公司。 

1．2 实验方法 ： 

1．2．1 E．Coli J5菌苗的制备：复苏后的 E．Coli J5 
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菌种接种于胰酶大豆肉汤培养基培育 18 h后 ，离心 

(3 500 r／min)30 min，弃上清 ，沉淀的菌体用无菌生 

理盐水洗 3次，放置水浴锅中煮沸(100 C)2．5 h。 

参比细菌浓度比浊管配制成菌浓度为 5O×1O ／I 

的菌悬液，加苯酚使其体积分数为0．5 ，分装，4 C 

冷藏，经菌苗安全性、无菌性实验检测合格后备用。 

1．2．2 家兔 E．Coli J5免疫血清的制备：随机取大 

耳 白家兔 24只，随机分为实验组和对照组 ，每组 

12只。实验组 12只家兔分别经耳缘静脉注射 J5菌 

苗，每 3 d注射 1次，共 5次，每次剂量依次为 0．1、 

0．2、0．4、0．6和 0．8 ml。第 5次注射后 1周从心脏 

取血 4O～50 ml，至无菌塑料袋内，静置后分离血 

清 ，检测抗体效价，将效价 1：1 024的兔血清混合， 

4℃冷藏备用。对照组 12只家免仅注射生理盐水， 

其他操作同实验组。 

1．2．3 E．Coli J5免疫血清抗体效价的检测：采用 

间接血凝法。取新鲜绵羊动脉血，玻璃珠脱纤维后配 

成体积分数为 2％的红细胞浓度，用等体积 E．Coli 

J5一LPS(400 mg／L)致敏(37。C水浴 1 h)后，用生 

理盐水洗 3次，再用含体积分数为 0．5 9／5小牛血清 

的 PBS配成 0．5％oo的致敏红细胞备用，所有待测血 

清经 56 C，30 min灭活备用。每份待测血清经 PBS 

倍比稀释(1：4、1：8、1：16、1：32、1：64、1：128、 

1：256、1：512和1：1 024)分别加到 96孔微量血 

凝板中，每孔再加入等量致敏红细胞，微量振 荡 

2 min，置湿盒(37℃)1 h，观察红细胞凝集结果。 

1．2．4 交叉反应试验 ：采用间接血凝法 ，步骤与上 

相似，不同之处为：红细胞致敏分别用 E．Coli J5 

400 mg／L，E．Coli O111：B4一LPS 400 mg／L， 

E．Coli J5菌苗(50×10 ／L)及生理盐水。J5免疫血 

清和非免疫血清分别倍比稀释 1：4～1：1 024。 

2 结 果 

血清效价测定及交叉反应试验结果见表 1和 

表 2。由表 1可见，实验组 12只E．Coli J5免疫血清 

效价在 1：500以上 8只，其中1：1 024有 6只；对 

照组 12只血清效价均很低。交叉反应结果显示，由 

E．Coli J5免疫产生的抗血清可与GNB内毒素相结 

合，且效价较高。 

表 1 E．Coli J5免疫血清效价的动物结果 

Table 1 Titer of rabbit immune serum to E．Coli J5 只 
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表 2 E．Coli J5免疫血清交叉反应结果 

Table 2 Immune serum cross reaction of E．Coli J5 

3 讨 论 

抗生素的使用使细菌、病毒在被杀死的同时在 

体内释放出大量的内毒素，只有采取有效措施抑制 

内毒素的产生，控制其向血中释放的速度，才能有效 

地治愈各种内毒素引起的败血症或毒血症 。LPS 

由。特异侧链、核心寡糖及类脂 A三部分构成。普 

通的 GNB及其所包含的内毒素由于有血清型特异 

性抗原 。侧链 ，免疫所产生的抗体具有血清型特异 

性 ，缺乏广泛的交叉反应和保护作用。 

已有研究结果发现，某些 GNB的粗糙变异株 

(roughmutant)缺少 尿 苷 二磷 酸 半 乳 糖 表 位酶 

(UDP—Gal4一epimerase)，在细菌构筑 LPS的过 

程中不能将外源性半乳糖掺入 LPS，从而不能合成 

完整的 LPS，使 LPS的多糖链全部或部分缺失，使 

得 LPS的稳定区 CGL暴露。采用粗糙变异株免疫 

产生的抗体能与绝大多数 GNB及其内毒素产生交 

叉结合反应，并具有保护宿主免受毒害的作用 。 

J5株是 E．Coli O111：B4的粗糙变异株，属 Rc化学 

型。本研究结果证实，由E．Coli O111：B4的粗糙变 

异株 J5免疫产生的抗血清具有与多种 GNB内毒素 

相结合的反应，且效价较高。Ziegler 应用大肠杆菌 

O111：B4的变异菌株 Rc(J5)制备了抗血清，在临床 

136例脓毒症患者中进行了随机、双盲、安慰剂对照 

实验研究，结果发现，在严重脓毒症和 GNB菌血症 

患者中，安慰剂对照组病死率为 39 ，J5抗血清组 

为 22 ，P一0．011；在脓毒症休克而需要应用血管 

加压药 6 h以上的患者中，对照组病死率为77 ，抗 

血清组为 44％，P一0．003。全竹富等 研究显示，抗 

内毒素核心糖脂抗体(抗 J5血清)能够明显改善腹 

腔感染伴多器官功能障碍综合征(MODS)的代谢紊 

乱，对高分解代谢具有显著的调理作用。 

总之，大肠杆菌J5株制备的抗内毒素核心糖脂 

抗体能有效结合内毒素，是治疗内毒素血症一条很 

有希望的途径。通过本研究证实，自制的 E．Coli J5 

菌苗免疫家兔能产生高效价抗体，并为免疫治疗 

GNB菌血症及其内毒素血症提供可能。 
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降钙素原对老年患者脓毒症的诊断价值 
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区分感染与非感染因素引起的全身 

性炎症反应综合征(sIRs)、脓毒症及脓 

毒性休克对早期诊断、判断患者预后及 

提高患者生存率非常重要。脓毒症与非 

感染性 SIRS的临床表现相似 ，但治疗 

与预后不同。目前常用的脓毒症临床和 

实验室诊断指标特异性有限，降钙素原 

(PCT)作为一种全身 细菌感染的新指 

标，与其他临床传统炎症指标相 比，显示 

出较高的特异性与敏感性。本实验的目的 

是了解 PCT对脓毒症的早期诊断价值。 

1 资料与方法 

1．1 临床资料：2001年 1月一2OO3年 

3月在本院住院发生SIRS的老年患者 

42例 ，SIRS及脓毒症诊断参考 1991年 

美国胸 科医师学会和美 国危重病学会 

(ACCP／sCCM)提出的标准。脓毒症患 

者 23例，其中男 15例，女 8例 ；平均年 

龄(61±15)岁 肺感染 1O例 ，其中 1例 

为真菌感染；感染性休克 7例 ；重症胰腺 

炎合并感染 1例；泌尿系感染 2例；消化 

道感染 3例 。非感染性 SIRS患者 19例， 

男 13例，女 6例，平均年龄(63±13)岁。 

其中脑 梗死 4例 ，脑出血 4例，肺梗塞 

2例，心源性休克 7例 ，糖尿病酮症酸中 

毒 2例。全部患者于入院后即刻行常规 

血、尿、粪检查及胸部 x线检查，对疑有 

感染者进一步行血培养或分泌物培养或 

涂片，同时进一步检查 ，明确诊断。 
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表 1 两组患者体温、PCT评分及细胞学分析比较( ± ) 

注：与非感染性 SIRS组比较： P<O．05 

1．2 方法 ：PCT用 Brahms快速半定量 

法 (PCT—Q)测定，其血清浓度由高到 

低分别评为 1、2、3和 4分 。白细胞计数 

及中性粒细胞分类由自动分析仪检测。 

1．3 统计学方法：检测结果用均数±标 

准差(z±s)表示 ，t检验，P<0．05为差 

异有统计学意义 

1．4 结果 ：脓毒症组 PCT评分与非感 

染性 SIRS组 PCT评分存在显著差异； 

白细胞计数、中性粒细胞分类两组间无 

显著性差异。见表 1 

2 讨 论 

PCT在血清中的半衰期较长，在全 

身细菌感染后 4 h即可检测到 ，6 h急剧 

上升，并在 6～24 h内维持该水平 。血浆 

中 PCT浓度升高不仅可以判断是否存 

在全身细菌感染，而且可以反映感染的 

严重程度。 。Wanner等。 对创伤患者血 

PCT水平与多器官衰竭 (MOF)的关系 

进行研究发现，发 生 MOF的患者较未 

发生者血 PCT水平明显增高，连续监测 

可作为判断预后的指标。对于发热患者 

能否尽快合理使用抗生素治疗在于明确 

发热的病原学诊断，血 PCT水平测定可 

提示细菌感染。同时，本结果表明，PCT 

与传统的炎症指标如白细胞计数、中性 

粒细胞分类、体温等相比，对脓毒症的诊 

断价值更高“ ”；且 PCT—Q法简单易 

行 ，敏感性与特异性均高。 
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