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重组耻垢分枝杆菌联合抗痨药物对鼠结核病治疗作用的探讨 
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【摘 要】目的：探讨携带编码人天然颗粒溶素(Granulysin，CtS)和小鼠IL一12基因的重组耻垢分枝杆菌(M．smegmatis，MS)与抗 

痨药物对结核分枝杆菌感染的协同治疗效果。方法：将结核分枝杆菌 H37Rv感染的 Balb／c小鼠40只随机分成 4组。感染 4周 

后分别用生理盐水、重组 MS、INH+PZA和重组MS联合INH+PZA治疗，于第一次治疗后 3个月，处死小鼠，检测器官荷菌量、 

脾淋巴细胞IFN一 和TNF—oL的分泌水平、血清II广l2和IFN一 和肺、脾组织中GLS表达，同时观察小鼠肺、脾组织病理改 

变情况。结果：重组 Ms联合 INH+PZA治疗组肺、脾组织荷菌量(1g CFU／g)比重组 Ms和 INH+PZA治疗组显著降低；重组 Ms和 

INH+PZA治疗组肺、脾组织荷菌量比生理盐水组显著降低。重组MS组经PPD刺激后IFN一 和TNF—Ot分泌水平明显高于其 

它组。重组 MS联合 INH+PZA治疗组和重组 MS组血清 IL一12和 IFN一 水平明显高于生理盐水组。重组 MS和 INH+PZA组病 

变轻且局限，生理盐水组肺组织病理改变以渗出为主，病变广泛。重组 MS联合 INH+PZA治疗组肺组织病变最轻。结论： 

GLS／IL一12重组 MS对小鼠结核病有一定免疫治疗作用；重组 MS联合临床常用的抗痨药可增强抗结核病的疗效。 
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丸Leydig细胞有明显的增殖抑制效应，超微结构显 

示出细胞毒性作用 ；原位分子杂交技术和 RT—PCR 

检测发现体外各实验组 INSL3 mRNA表达水平与 

对照组比较差异有统计学意义，提示DES可下调原 

代培养睾丸 Leydig细胞 INSL3 rnRNA的表达。 

宫内接触 DES的仔鼠睾丸生精小管、睾丸问质 

组织均出现不同程度的病理改变 ，推测 DES不仅影 

响睾丸Leydig细胞的数量．可能还影响其功能。通 

过 RT—PCR检测 ，各实验组 INSL3 mRNA表达水平 

与对照组比较差异有统计学意义，且与 DES接触剂 

量相关，提示 DES通过胎盘或乳汁作用于仔鼠，可 

有效下调雄性仔鼠INSL3 mRNA的表达水平。高剂 

量组雄性仔鼠在PND15时，INSL3 mRNA表达的相 

对强度仍明显低于对照组(P<0．01)，表明高剂量DES 

对睾丸 Leydig细胞的损害比较严重，短期难以恢 

复，甚至可能是不可逆的。 

实 验 结 果 提示 DES对 Leydig细 胞 INSL3 

mRNA表达呈抑制效应 ，推测 DES通过下调 INSL3 

的表达，间接影响睾丸引带发育，从而导致隐睾发 

生 。 
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Evaluation synergism of GLS／IL-1 2 recombinant M．smegmatis to 

anti—tuberCuIOsiS chemotherapy in murine modeI of M．tuberculosis infection 

YANG Xiao-yan．et al 

(Department ofImmunology，College of Basic Medicine，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To evaluate the synergism of recombinant M．smegmatis(Ms)encoding human granulysin and murine IL一12 to an— 

ti-tuberculosis chemotherapy in murine M．tuberculosis M．tuberculosis infection．Methods：Balb／c mice were infected with normal saline， 

recombinant MS，INH(Isoniazid)+PZA(pyrazinamide)，recombinant MS+INH+PZA respectively．The numbers of viable bacteria in the 

lung and the spleen were counted．The levels of ILl 2 and IFN- ŷ in se131m and IFN- and TNF一 released from spleen lymphocytes 

stimulated with PPD were detected with ELISA．Lungs and spleens were prepared for pathological analysis．Results：The recombinant MS 

group，INH+PZA group，and recombinant MS+INH+PZA group showed significantly reduced number ofcolony forming units(1og CFU／g) 

compared with saline group．The increase of IL一12 and IFN一 in serum were found in recombinant MS group．IFN- and TNF— re— 

leased from spleen lymphocytes stimulated with PPD in recombinant MS group was higher than that in other groups (P<O．01)．The 

pathological changes in lungs ofthe recombinant MS group，INH(Isoniazid)+PZA(pyrazinamide)group，and recombinant MS+INH+PZA 

group were localized，while those in the control group were extensive．Th e significant pathological changes were not found in the spleens of 

all groups．Conclusion：The recombinant MS had immunotherapeutic effects，the recombinant MS had a synergism to anti-tuberculosis 

chemotherapy． 

【Key words】Granulysin；IL一12；Recombinant MS；Tuberculosis；Anti—tuberculosis chemotherapy 

全球约20亿人 口感染结核分枝杆菌(M．tuber— 

culosis，Mtb)。我国结核病疫情十分严重 ，现全国约 

有 5亿人 口受到 Mtb的感染 ，肺结核患者 450万， 

每年新发肺结核病例约 145万『l1。在结核病的治疗 

中，由于耐多药结核病的流行。合并人类免疫缺陷 

病毒感染以及化疗疗程长等问题的出现，使单纯依 

靠化学治疗的治疗方案难以攻克。以化疗为主的， 

辅 以免疫治疗 、基 因治疗 的综合 治疗应 运而生 ，对 

结核病进行全面、综合治疗的手段 13益受到重视。 

白细胞介素 12(IL一12)具有促进 CTL成熟、诱导Thl 

型细胞分化、刺激 T细胞和NK细胞释放 IFN一 等 

作用，主要诱导 Thl型细胞免疫应答。颗粒溶素 Gran- 

ulysin，GLS)是一种天然 的抗菌肽 ，具有抗病原微生 

物(特别是抗结核分枝杆菌)、抗肿瘤嘲等多种生物 

活性。本研究探讨了携带人天然 GLS和鼠单链 IL一 

12的重组 MS对小鼠结核分子杆菌感染的免疫治 

疗作用及机制；同时观察重组 MS联合抗结核病的 

化疗药物的协同治疗效果。 

1 材料与方法 

1．1 质粒、菌株和试剂 

携带人 GLS基因和鼠单链 IL—l2基因的质粒 pZM03由 

本实验室构建，其活性和用分枝杆菌作为载体的靶向性在细 

胞内已得到证实[31。结核分枝杆菌 H37Rv由重庆肺科医院赠 

送，在动物体内回恢复毒力后使用。PPD标准品购自北京药 

品生物制品检定所；质粒 DNA小量抽提试剂盒购自上海华舜 

公司；山羊抗人 GLS抗体购 自基因公司 ；小鼠 IL一12细胞因 

子ELISA试剂盒购自Invitrogen公司；IFN— 和 TNF- ELISA 

试剂盒购自晶美公司。 

1．2 动物及建模 

SPF级 Balb／c小鼠，雌性，6～8周，购自重庆医科大学实 

验动物中心。刮取改良罗琴氏培养基生长 4周的结核分枝杆 

菌 H37Rv标准株，加 0．05％TweenS0生理盐水磨菌制成悬液， 

用菌落计数后滴鼻感染 ，制作结核分枝杆菌感染模型。感染 

剂量参照 Wang等[41用 2×104 CFU／50 l和预实验结果最 

终我们用 5 X 104 CFU／50 l滴鼻感染小鼠建模。 

1．3 动物分组及 治疗 

实验动物共分为4组 ，包括生理盐水对照组 、重组 MS治 

疗组 、INH(异烟肼 )+PZA(毗嗪酰胺)药物组和重组 MS+INH 

+PZA组。每组 l0只动物。H37Rv 5 X 10 CFU／50 1滴鼻感 

染小 鼠 4周后 ，各组分别给予 50 1生理盐水 、5 X 10 

CFU／50 1重组 MS滴鼻治疗，每 2周治疗 1次，共 6次。药 

物组治疗按照 INH(25 mg／kg)+PZA(150 mg／kg)联合用药 ，每 

周口服(加入饮水中)5 d目。治疗 12周后，即第 6次治疗后 7 d， 

一 次性处死小鼠，分别无菌采取器官 、血清备用。血清中 

IL一12和 IFN一 测定用 ELISA。操作按试剂盒说明进行。 

1．4 肺、脾器官荷茵量检测 

无菌条件下取左肺及部分脾组织准确称量 ，研磨(4％ 

H2s04+生理盐水各 500 1)、倍比稀释后接种于改良罗琴氏 

培养基平板 ，每只小 鼠肺、脾组织各个稀释度同时接种 3个 

平板，计数时取平均值，37℃培养4周后菌落计数。 

1．5 脾淋巴细胞 IFN一 和TNF—Ot的诱导和测定 

分离各组小鼬卑淋巴细胞，用含 1∞，D胎牛血清的RPMI 1640 
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调整细胞浓度为2 X 10 个 ／L，200 1／孔加入 96孔细胞培养 

板，每组设 3个复孔，每孔 5 1PPD(1．5 1)刺激，37~C、 

5％CO：孵箱中培养 72 h。每组 3个孑L的培养液混合 ，5 000 

r／min离心5 min，取上清 一2O℃冻存备检。IFN一̂y和 TNF一仅 

含量的测定用 ELISA。操作按试剂盒说明进行。 

1．6 病理学检查 

取右下肺叶和部分脾组织用 4％多聚甲醛固定 ，石蜡包 

埋切片，苏木精 一依红(HE)染色后观察。 

1．7 统计学分析 

所有计量资料应用 SAS8．1软件进行统计处理。器官荷 

菌量、IFN一 、TNF一0【、IL一12和 SIgA均采用单因素方差分 

析及 SNK检验，以 P<O．05判断为有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 动物建模 

感染组肺、脾组织切片抗酸染色后 ，光镜下观 

察到染成红色的分枝杆菌，呈簇状或散在分布。HE 

染色后镜下观察发现肺组织充血 、实变，肺泡间隔 

消失 ，大量 巨噬细胞和淋巴细胞浸润 ，脾组织充血 ， 

炎症细胞浸润 ．淋巴细胞增生。 

2．2 肺、脾器官荷茵量 

重组 MS+INH+PZA组肺 器官荷菌量与 INH+ 

PZA组 比较差异有统计学意义(P<0．01)；INH+PZA 

组与重组 MS组比较差异有统计学意义(P<0．O1)； 

重组 MS组与生理盐水组比较差异有显著统计学意 

义(P<0．O1)。重组 MS+INH+PZA组脾器官荷菌量 

与重组 MS组和INH+PZA组比较差异有统计学意 

义(P<0．01)：重组 MS组和 INH+PZA组与生理盐 

水组 比较差异有统计学意义 (P<0．01)；重组 MS组 

与 INH+PZA组比较差异无统计学意义(P>0．05)。 

见表 1。 

表 1 各组小鼠经治疗后肺、脾组织菌落计数比较(1g，CFU／g。 ----S) 

肺荷菌量：重组 MS+INH+PZA与INH+PZA组比较，P<0．01；INH+PZA与重组 MS组比较，P<0．01；重组MS与生理盐水比较，P< 

0．01；脾荷菌量：重组MS+INH+PZA与INH+PZA组和重组 MS组比较，P<0．01；INH+PZA组和重组 MS组与生理盐水比较；P<0．01 

2．3 肺、脾组织病理表现 

生理盐水对照组肺组织病变严重、广泛；正常 

肺泡结构消失 ，以充血实变、淋 巴细胞 、巨噬细胞浸 

润为主 ．增生性改变不明显，未见明显的组织坏死 。 

重组 MS组小鼠肺部病变范围局限，2／3区域仍见正 

常肺泡结构 ，病变区域可见大量泡沫细胞 、类上皮 

细胞等细胞。INH+PZA药物组病变范围局限，3／4区 

域可见正常肺泡结构，病变区域泡沫细胞、类上皮 

细胞等细胞少见。重组 MS+INH+PZA组病变最轻， 

几乎接近正常。见图 1。 

脾组织病理改变主要是巨噬细胞增生，病变重 

的脾组织巨噬细胞增生较多。各组间脾组织病理表 

现未见特殊改变。 

2．4 小鼠脾淋巴细胞 IFN一̂y和 TNF一 的分泌水平 

重组 MS组经 PPD刺激后 IFN一 和TNF一 分 

泌水平明显高于其它组(／9<0．01)，生理盐水对照组、 

INH+PZA组和重组 MS+INH+PZA组 比较差异无显 

著意义(P>0．05)。表 2。 

2．5 小鼠血清IL一12和IFN一 的测定 

重组 MS组血清 IL一12和IFN一 水平明显高于 

INH+PZA组 和重组 MS+INH+PZA组 (P<0．01)， 

INH+PZA组和重组 MS+INH+PZA组血清 IL一12和 

IFN一 水平明显高于生理盐水对照组(P<O．01)。 

3 讨 论 

目前，临床上结核病治疗仍然是化疗为主，短程 

疗法取得了效果。但由于涂阳肺结核病的疗程很难 

再缩短到 6个月以下，不充分的化疗常造成高复发 

率与细菌的耐药病例增多。而结核病的感染、发病 

与治疗过程中，宿主本身的免疫素质和免疫状态是 

决定预后转归的重要因素。因此，如何调控机体的 

免疫应答，使感染后的机体以Thl免疫应答为主。 

对成功的化疗是至关重要的。耻垢分枝杆菌属于分 

枝杆菌属中快生长菌，一般 2～3 d长出典型的粗糙型 

菌落，而 BCG需要 l4～28 d生长期。MS和Mtb有相 

同的属特异性抗原成分，但毒力很低，甚至无毒，在 
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A ． 生 理 盐 水 组 ：肺 泡 正 常结 构 消失 ， 以 充 血 ， B ． 重 组 M S 组 ：治疗 后 病 变部 位

淋 巴 细 胞 、 巨 噬 细 胞浸 润 为 主 ( H E 染 色 × 2 0 0 ) 见 大量 泡 沫 细胞 ( H E 染 色 × 4 0 0 )

毒 ≮ 《
C ． 重 组 M S 组 ：治疗 3 月 后 2 ／3 区 域肺 D ． I N H + P Z A 组 ：治 疗后 3 ／4 区 域肺 泡 结

泡 结 构 正 常 ( H E 染色 X 2 0 0 ) 构正 常 ( H E 染 色 × 4 0 0 )

图 l 治 疗 1 2 周 后 。 各 组 小 鼠肺 组 织 的病 理 改 变

表 2 各 组 小 鼠脾 淋 巴 细 胞 培 养 上 清 液 I F N 一

1 和 T N F — d 细 胞 因 子 水 平 ( p g ／m 1 )

I F N 一

吖 ：重 组 M s 与生 理 盐 水 ， I N H + P Z A ， 重 组 M s + I N H + P Z A ， P < O ． 0 1 ；T N F 一 仪 ：重 组 M s 与 生 理 盐 水 ， I N H + P Z A ， 重 组 M s

+ I N H + P Z A ． P < 0 ． 0 1

表 3 各 组 小 鼠治 疗 后 血 清 I L — 1 2 和 I F N - ，v ( p g ／m 1 )水 平

I I 。
一 1 2 ： 重组 M S 与 I N H + P Z A 和重 组 M S + I N H + P Z A 比较 ， P < 0 ． o l ， I N H + P Z A 和重组 M S + I N H + P Z A 与生理 盐 水 比较 ， P < 0 ．0 1 ；

I F N 一

1 ：重组 M S 与 I N H + P Z A 和重组 M S + I N H + P Z A 比较 ， P < O． 0 1 ， I N H + P Z A 和重 组 M S + I N H + P Z A 与生理 盐水 比较 ， P < 0 ． 0 1

一 般 情 况 下 不 致病 ， 属 于 人 体 正 常 菌 群 。 同 时 M S 具

有 较 强 的 T h l 细 胞 免 疫 佐 剂 作 用 ， 作 为 非 致 病 的 分

枝 杆 菌 在 结 核 病 疫 苗 的 研 究 中 ， 越 来 越 受 到 重 视 15J
。

本 研 究 利 用 重 组 M S 的 免 疫 治 疗 和 基 因 治 疗 作 用 ，

再 联 合 抗 痨 药 物 的 化 疗 作 用 ， 以 达 到 综 合 治 疗 结 核

病 的 目 的 。

G L S 是 近 几 年 发 现 的 一 种 天 然 的 抗 菌 肽 ， 研 究

发 现 结 核 病 患 者 中 G L S 的 产 生 受 到 选 择 性 抑 制 ， 成

功 治 疗 后 则 持 续 回 升 p l
。 G L S 在 体 外 高 效 杀 伤 多 种

靶 细 胞 ， 如 在 体 外 试 验 7 2 h 内 可 直 接 杀 死 结 核 杆 菌

达 9 0 ％ 以 上 ， 在 穿 孔 素 的 配 合 下 可 进 入 细 胞 内 杀 死

胞 内结 核 杆 菌 _21
。 T o r o 等【81研 究 发 现 G L S 对 M t b 耐 药

?
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株有抑菌活性。Mtb是胞内寄生菌，侵入机体后首先 

经由巨噬细胞吞噬和提呈，因此在巨噬细胞中表达 

GLS进行基 因治疗 ，可对胞 内潜伏的 Mtb进行直接 

杀伤。我们在前期实验结果证明，在支气管黏膜上皮 

细胞和巨噬细胞的胞浆中检测到 GLS的表达I 9】，提 

示 GLS可进入巨噬细胞杀死细胞内结核分枝杆菌。 

IFN— 和IL一12是典型的诱导 Thl型细胞免疫应答 

的细胞 因子，GLS／IL一12重组 MS疫苗组治疗后 ，脾 

细胞 IFN一 、TNF一仅和血清中 IL一12和 IFN一 分泌 

水平明显高于其它对照组 。由此可见 ，重组 MS疫苗 

治疗作用可能是通过促进 IFN一 、IL一12的分泌，使 

机体的免疫状态倾向Thl型免疫应答而达到免疫 

治疗作用 ；同时利用 GLS在巨噬细胞内的表达直接 

杀伤胞 内的结核分枝杆菌。 

临床常用的抗痨药物主要有异烟肼(INH)、利 

福平 (RLZ)、吡嗪酰胺(PZA)和乙胺丁纯 (EMB)等 。 

在本实验中，作为药物对照我们选用 INH+PZA联合 

治疗，每周口服(加入饮水中)5 d，共治疗 l2周嘲。治 

疗后 ，肺 、脾 器官荷 菌量明显下降 ，肺组织病 变轻 

微、局限，类上皮细胞、泡沫细胞等细胞少见。药物 

对照组和重组 MS组治疗效果比较 ，重组 MS组 Thl 

免疫应答的改善 明显好 于药物组 ；而药 物组在肺 、 

脾器官荷菌量下降和病变好转方面优于重组MS 

组。因此，虽然我们知道抗结核化疗药物可能杀死 

重组 MS菌苗 ，但我们仍设计重组 MS联合 INH+ 

PZA组(分别通过滴鼻和口服途径给药)，观察两者 

作用是否有协同性。结果显示 ，GLS／IL一12重组 MS 

联合 INH+PZA组的肺、脾器官荷菌量下降与单纯 

重组 MS或单纯 INH+PZA比较差异有显著意义：其 

肺、脾组织病变也最轻。其机制可能是两者通过不 

同途径到达靶细胞发挥作用 ，即使化学药物杀死重 

组 MS，重组 MS所携带的质粒可释放发挥相应作用 。 

我们实验结果提示 ，GLS／IL一12重组 MS的免疫治 

疗联合化学治疗的综合治疗效果超过单纯的免疫 

治疗或化学治疗 ，说明重组 MS对临床常用的抗结核 

药有协同作用。 

本研究利用 MS菌体抗原与 IL一12共同促进并 

激发宿主针对结核杆菌的特异性与非特异性细胞 

免疫 ，纠正机体的免疫状态，间接清除体内的结核 

杆菌；同时 MS还可以作为基因治疗的减毒有机载 

体，将含有天然抗菌肽 GLS基因靶向导入巨噬细胞 

中表达，由于 GLS行使杀菌功能无种属特异性，其 

杀菌机制与目标细菌是否耐多药菌株无关。因此， 

GLS／IL一12重组 MS疫苗有望解决结核病防治中的 

Mtb胞内潜伏与耐多菌株等棘手问题。实验结果提 

示，GLS／IL一12重组 MS的免疫治疗联合化学治疗 

的综合治疗效果超过单纯的免疫治疗、化学治疗，说 

明重组 MS对临床常用的抗结核药有协同作用。这 

种协同作用有望协作解决对 目前困扰结核病治疗 

中的几个问题：合并 AIDS感染、耐药菌株的产生和 

治疗时间过长等。 
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