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pIL-12质粒DNA对细粒棘球蚴感染小鼠脾细胞凋亡的影响 

张长碧，李文桂，朱佑明，王 鸿 

(重庆医科大学附属第一医院传染病寄生虫病研究所，重庆 40ool6) 

【摘 要】目的：探讨pIL一12质粒DNA免疫对细粒棘球蚴感染小鼠脾细胞凋亡的影响。方法：将pIL一12质粒DNA肌肉注射免疫 

BALB／C鼠，免疫后8周用 Eg原头节进行攻击感染，感染后 18周剖杀小鼠，计算减蚴率；取脾并分离脾细胞，用ConA刺激培养 

脾细胞，流式细胞仪检测脾细胞的凋亡发生率，同时设有 BCG和 PBS对照。结果：pIL一12质粒 DNA免疫组的减蚴率为 44．85％， 

脾细胞凋亡发生率明显低于 PBS对照组。结论：plL一12质粒 DNA可抑制细粒棘球蚴感染小鼠的脾细胞凋亡。 
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Effects of plL-1 2 plasmid DNA on apoptosis of splenocytes in mice 

infected with hydatid cyst of Echinococcus granulosus 

ZHANG Chang-bi，et ol 

(Institute ofInfectious andParasitic Diseases，the FirstAffiliatedHospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the effects of pIL-12 plasmid DNA on apoptosis of splenocytes in mice infected with protoscoleces of 

hydatid cyst of E．granulosus (Eg)．Methods：BALB／c mice were intramuscularly vaccinated by pIL一12 plasmid DNA，then challenged 

with Eg protoscoleces on 8 W of vaccination and killed on 1 8W of infection to count rate of reduced hydatid cyst weight．The spleen was 

gathered to separate splenocytes，splenocytes then were cultured by stimulation with ConA，an d apoptotic rate of splenocytes were measured 

by FACsort．BCG and PBS were served as contro1．Results：In the group ofpIL一12 plasmid DNA immunization，the rate of reduced hydatid 

cyst weight was 44．85％ ；apoptotic rate of splenocytes in the plL一12 plasmid DNA group was lower than that in the PBS contro1．Conclu— 

sion：pIL—-12 plasmid DNA may inhibit apoptosis ofsplenocytes in mice infected with hydatid cyst ofEchinococcus granulosus． 

【Keywords】Echinococcus granulosus；pIL一12 plasmid DNA；Apoptosis 

白细胞介素 12(Interleukin 12，IL一12)是由单核 

细胞、树突状细胞、Th1细胞、正常B细胞和转化的 

B细胞等产生的一种异型二聚体蛋白。II广12与细胞 

受体结合后，诱导STAT4酪氨酸磷酸化而转移到核 

内，作为反式作用因子结合于特异的基因位点内的 

增强子，促进基因转录和表达。IL-12可诱导Th0细 

胞分化为 Th1型细胞，诱导活化的T细胞和 NK细 

胞增生并产生高水平的IFN一 和IL一2，诱导小鼠产 

生高水平的 IgG2a、IgG2b和 IgG3，增强 NK细胞的 

细胞毒作用并促进LAK和CTL细胞生成【】-6]。人们发 

现 pIL一12质粒免疫后对 日本血吸虫和肝癌细胞具 

有一定的杀伤作用㈣。 

囊型包虫病(Cystic echinococcosis，CE)是由细 

粒棘球绦虫( )的续绦期幼虫寄生在人体肝、肺等 
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脏器引起的一种严重危害人类健康的人畜共患寄生 

虫病。本研究采用的pIL-12质粒是含有小鼠IL一12 

基因的真核表达载体，可表达小鼠IL一12，含有氨苄 

青霉素抗性基因。用 pIL一12质粒 DNA免疫小鼠，Eg 

原头节攻击后观察其诱导的细胞凋亡。从而为研究 

该质粒的保护性免疫机制提供有价值的材料。 

l 材料与方法 

1．1 实验动物 

39只雌性 BALB／c小鼠，12 14周龄，平均体重 20～25 

g，购 自重庆医科大学实验动物中心。 

1．2 细粒棘球蚴 

由本所用沙鼠传代模型保存。 

1．3 主要试 剂 

pIL一12质粒DNA由重庆医科大学微生物教研室骆旭东 

博士惠赠。UNIQ一10柱式质粒小量和大量抽提试剂盒购自上 

海生工公司。ConA购自Sigma公司。Annexin V—FITC试剂盒 

(LHK601—100)购自深圳晶美生物工程有限公司。TUNEL试 
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剂盒 购 自 B o e h r i n g e r M a n n h e i m ( G e r m a n y )公 司 。

1 _4 D I L _ 1 2 质 粒 D N A 的 制 备

将 p I L 一 1 2 质粒 D N A 转化 T o p l 0 感受态 细胞 ， 用 L B — A m p

平 板 筛选 ， 然 后 L B 液 体 培 养基 小 量 培 养 ， 用 U N I Q一 1 0 柱 式

质粒 小 量 抽 提试 剂盒 进行 抽 提 ， 1 ． 2 ％ 琼脂 糖 凝 胶 电泳 对 产 物

鉴 定 ， 最 后 用 L B 液 体 培 养 基 大 量 培 养 ， 用 U N I Q一 1 0 柱 式 质

粒 大量抽提 试剂 盒 提取 质粒 ， 测 定 其浓度 。

1 ． 5 动 物 分 组 及 免 疫

3 9 只 雌 性 B A L B ／c 小 鼠随 机 分 为 3 组 ， 每组 1 3 只 。 第 1

组 为 p I L — 1 2 质 粒 D N A 肌 肉注 射 组 ： 在 注 射 p l L 一 1 2 质 粒 前

2 4 h ， 在后腿 股 四 头肌 注射 0 ． 5 ％ 的盐 酸 布 比卡 因 5 0 ¨ l ， 然 后

在同一 点注射接种 5 0 斗 g ／m l p I L 一 1 2 质粒 D N A 1 0 0 tx l ， 每 2 周

1 次 ， 共 3 次 ；第 2 组 为 B C G 皮下 注射对 照 组 ：将 5 X I @ C F U 的

B C G 皮 下 注 射 1 次 ；第 3 组 为 P B S 皮 下 注 射 对 照 ：将 1 0 0 ¨ l

P B S 皮下 注 射 1 次 。 至 实验结束时 ， 由于 小 鼠互 相撕 咬 和 长 时

间饲养 等 原 因 ， 各组 均 有 5 只死 亡 。

1 ． 6 攻 击 感 染

p l L 一 1 2 质粒 D N A 注 射 8 周 后 用 5 0 个 细 粒 棘 球 蚴 的 原

头节 腹 腔 内注 射进 行 攻 击 。

1 ． 7 计 算减 蚴 率

攻 击感 染 后 1 8 周 剖杀 各组 小 鼠 ， 切 开 小 鼠腹 部 ， 仔 细 分

离 细粒棘球 蚴 组 织 ， 称重 ， 计算减蚴 率 。 其公 式 为减 蚴 率 ( ％ )

= ( 1 一 免疫组 检 获 细粒 棘球 蚴 重 量 ／对 照 组 检 获 细 粒 棘球 蚴

重 量 ) X 1 0 0 ％ 。

1 ． 8 脾 细 胞 制 备

攻 击 感染 后 1 8 周 剖杀 各 组 小 鼠 ， 7 5 ％ 酒 精 消毒 ， 无 菌 取

脾脏 ， 匀 浆 ， 2 0 0 目尼 龙 网过 滤 ；灭 菌 双 蒸 水溶 解 红 细胞 后 ， 用

含 1 0 ％ 灭 活 小 牛 血 清 的 R P M l l 6 4 0 培 养 液 调 整 细 胞 浓 度 为

5 X 10 6 个 ／m l ， 加 入 青 霉 素 1 0 0 U ／m l 和链 霉素 1 0 0 U ／m l ；经 台

盼蓝 染 色试 验 发 现 脾 细 胞存 活 率 为 9 3 ％ ～ 9 7 ％ 。

1 ． 9 脾 细 胞 培 养

将分离 的小 鼠脾 细胞 加 入 2 4 孔 细胞 培 养板 ， 每个标本设

2 孔 ， 分别加入 原 液 、 10 ¨ g ／m l C o n A 各 1 m l ， 3 7 ℃ 5 ％ C O ： 培养

1 2 ～ 1 6 h 。

1 ． 1 0 用 末 端 脱 氧核 苷 酸 转 移 酶 介 导 的 d U T P 缺 口 末 端 标 记

法 ( T e rm i n a l d e o x v n u c l e o t i d y l t r a n s e f e r a s e
— m e d i a t e d d U T P n i c k

e n d l a b e l i n g ；T U N E L )检测 大 鼠脾 细 胞 凋亡 。

将 细 胞 培 养 液 吸 至 1 ． 5 m l E P 管 ， 2 0 0 0 r ／m i n 离 心 1 0

ra i n ， 调 细 胞 浓 度 为 l × 1 0
’ 个 ／m l ， 吸 1 0 0 肛 l 于 0 ． 5 m l E P 管 ，

加 1 0 0 u 1 4 ％ 多 聚 甲醛 固定 ， 室 温 3 0 ra i n ；2 0 0 0 r ／m i n 离 心 10

m i n ， 加 1 0 0 ¨ l 0 ． I ％ t ri t o n X 一 10 0 冰浴 2 m i n ， P B S 洗 2 次 ；加

5 0 “ 1 T U N E L 反 应 液 3 7 ℃ 6 0 m i n ， 用 1 m l 含 5 斗 g ／m l P I 和

0 ． 1 ％ R N a s e A 的 P B S 悬 浮 细 胞 ， 置 室 温 3 0 m i n ；上 机 测 试 ， 用

C e l l Qu e s t 软件分析细胞 凋亡 。

1 ． 1 1 用 A n n e x i n V — F I T C 染色法 检测 小 鼠脾 细胞 凋亡

收 集培 养 1 2 。 16 h 的 5 × 1 0 一 个 ／m l 脾 细 胞 ， 用 4 ℃ 预 冷

的 P B S 洗 细胞两 次 ， 2 5 0 0 r ／ra i n 离心 5 ra i n ；用 2 5 0 斗 l 结合缓

冲液重新悬 浮细胞 ， 调节 其浓度为 1 × 1 0 ‘ 个 ／m l ；取 1 0 0 斗 l 的

细胞悬 浮液加人 5 m l 流式细胞管中 ，加入 A n n e x i n V — F I T C 5 斗 l

和 2 0 斗 g ／m l 碘化丙锭溶液 1 0 斗 1；混匀后 室 温避光孵育 1 5 m i n ；

在反 应管 中加 4 0 0 ¨ l P B S ， 用 流式 细胞仪 ( 美 国 B e c t o n — D i c k —

i n s o n 公 司 )记 录 F I T C 标 记 的凋 亡 细胞 在 波 长 为 4 9 5 n m 紫外

光激 发下 产生 5 2 5 n m 的绿 色荧光 以 及 P I 标 记 的凋 亡 细胞 和

坏 死 细胞 在 波 长 为 3 4 0 n m 的紫外 光 激 发 下 产生 6 2 0 n m 的 红

色荧 光 ， 用 e e l l Qu e s t 软件分析 细胞 凋亡 。

1 ． 1 2 统计 学 处 理

各 免疫组 小 鼠检 测 指 标 采 用 S P S S 1 1 ． 0 软 件进 行 分析 ， 计

量 资料 采用 t 检验 (互± s ) ， 检 测 结 果 采 用 方 差 分 析 ， 组 间两 两

比较 用 S N K 法 。

2 结 果

2 ． 1 D I L 一 1 2 质 粒 D N A 的 制 备

用 U N I Q一 1 0 柱 式 质 粒 大 量 抽 提 试 剂 盒 提 取 质

粒 ， 经 纯 化 得 到 无 内 毒 素 的 p I L 一 1 2 质 粒 D N A 约

1 5 4 ¨g ， 其 0 D 2 6 0 值 为 1 ． 2 0 5 ，
O D 2 ~ ／0 D 2 8 0 值 为 1 ． 8 4

，

核 酸 定 量 仪 测 定 其 浓 度 为 6 0 ． 5 斗g／m l
， 将 其 配 成 5 0

I~ g ／m l 。

1 2 3

1 ． D N A m a r k e r ；2 ， 3 ． p l L 一 1 2 质 粒 D N A

图 1 p l L 一 1 2 质 粒 D N A 的鉴 定

2 ． 2 减 蚴 率 计 算

p I L 一 1 2 质 粒 D N A 注 射 组 的 减 蚴 率 与 P B S 对 照

组 相 比 ， 差 别 有 显 著 意 义 (P < 0 ． 0 5 ) ；B C G 皮 下 注 射 组

的 减 蚴 率 与 P B S 对 照 组 相 比 ， 差 别 无 显 著 意 义 (P >

0 ． 0 5
， 表 1 ) 。

2 ． 3 T U N E L 染 色 法 检 测 小 鼠 脾 细 胞 凋 亡

当 不 用 任 何 刺 激 物 时 ， p I L 一 1 2 质 粒 D N A 免 疫

组 小 鼠 的 脾 细 胞 凋 亡 发 生 率 与 B C G 和 P B S 对 照 组

相 比 明 显 降低 (P < 0 ． 0 5 ) ；当 用 C o n A 刺 激 时 ， 各 免 疫

组 的 脾 细 胞 凋 亡 发 生 率 类 似 不 用 刺 激 物 的 结 果 ， 每

个 C o n A 刺 激 组 凋 亡 发 生 率显 著高 于 相 应 的 原 液 组

(P < 0 ． 0 1 ) 。 B C G 皮 下 注 射 组 的 脾 细 胞 凋 亡 发 生 率与

P B S 对 照 组 相 比 无 显 著 差 别 (P > 0 ． 0 5 ， 表 2 ) 。

2 -4 A n n e x i n
— V 染 色法 检 测 小 鼠脾 细 胞 凋 亡

当 不 用 任 何 刺 激 物 时 ， p l L 一 1 2 质 粒 D N A 免 疫
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组小鼠的脾细胞凋亡发生率与PBS对照组相比明 

显降低(P<0．05)；当用 ConA刺激时，各免疫组的脾 

细胞凋亡发生率类似不用刺激物的结果，每个 ConA 

刺激组凋亡发生率显著高于相应的原液组 (P< 

0．01)。BCG皮下注射组的脾细胞凋亡发生率与PBS 

对照组相比，差别无显著意义(P>0．05，表 3)。 

表 1 plL一12质粒 DNA免疫和原头节攻击后小鼠减蚴率检测 

与 PBS对照组相比， 0．05 

表 2 TUNEL染色法检测 pIL一12质粒 DNA免疫，原头节攻击后小鼠脾细胞凋亡 

与 PBS对照组相比，-P<0．05；与 BCG对照组相比，aP<O．05 

表 3 Annexin—V染色法检测 pIL一12质粒 DNA免疫，原头节攻击后小鼠脾细胞凋亡 

与 PBS对照组相比， O．05；与 BCG对照组相比， P<0．05 

3 讨 论 

Emery等[91用 IL一12治疗感染泡球蚴病的小鼠 2 

周发现68．75％鼠体内泡球蚴发育受到抑制，治疗后 

10周发现 37．5％鼠体内泡球蚴死亡。本文用 plL一12 

质粒 DNA肌肉注射免疫小鼠后 。可诱导 45．77％的 

减蚴率，提示 pIL一12质粒 DNA对细粒棘球蚴具有 
一 定的杀伤作用。 

李富荣等㈣将正常 BALB／c鼠脾 CD 淋 巴细 

胞用 EmAg刺激培养 16h后 ，用 TUNEL染色法检测 

其凋亡发生率为0．92％，而小鼠感染泡球蚴 l2周和 

25周时凋亡发生率为4．29％和 34．72％。本文发现小 

鼠感染Eg原头节 18周时，用TUNEL染色法检测脾 

细胞凋亡发生率为 2．99％～3．92％．用 Annexin V—FITC 

染色法检测脾细胞凋亡发生率为 19．1l％～30．63％， 

类似上述结果，提示Eg原头节感染可诱导小鼠脾细 

胞发生凋亡。 

Kremer等【llj证实 BCG接种可抑制人外周血单 

核细胞发生凋亡。本文发现BCG皮下注射组小鼠脾 

细胞凋亡发生率轻微低于感染对照组，表明BCG免 

疫对 Eg原头节感染 鼠脾细胞凋亡具有一定的抑制 

作用。 

Estaguier等l12]发现 IL一12可抑制艾滋病 患者 

CD4CF细胞发生凋亡。本文发现 pIL一12质粒 DNA免 

疫和原头节攻击后用 TUNEL染色法检测脾细胞凋 

亡发生率为 1．67％～2．09％，用 Annexin V—FITC染色 

法检测脾细胞凋亡发生率为 l6．68％～20．96％，提示 

plL一12质粒 DNA免疫可抑制 Eg原头节感染 鼠脾 

细胞发生凋亡 ，推测 plL一12质粒 DNA免疫小鼠后 

可激活体内的免疫细胞，促进其分泌免疫效应分子． 

这些免疫细胞与免疫效应分子互相促进和互相调 

节，抑制Eg原头节感染鼠脾细胞发生凋亡，使小鼠 

脾细胞数目相对增加，从而加强小鼠抗 Eg原头节感 

染的保护性免疫反应㈣。 
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人REG cDNA克隆及其稳定转染细胞株的建立 

田 甜，王小毅，李 凡，任国胜 

(重庆医科大学附属第一医院普外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：构建真核表达重组体PcDNA3．1一REG 的稳定转染细胞株，为进一步深入研究REG 的功能奠定基础。方法： 

提取 MCF一7细胞的总 RNA为模板，通过 RT—PCR获取全长 REG cDNA，经限制性内切酶＆ I、 o尺V酶切后与 PcDNA3．1 

连接构建重组体 ，再经内切酶酶切及 DNA序列分析鉴定重组体构建正确。以 Lipo ctamine2000将重组体导入 HBL一100细胞， 

由G418筛选出稳定转染细胞株。结果：经免疫细胞化学和 RT—PCR检测并证实稳定转染细胞株中有 REG 的高表达。结论：真 

核表达重组体 PcDNA3．1-REG-,／构建成功，并经抗生素筛选获得了稳定高表达 REG 的细胞株，为进一步研究 REG 的功 

能奠定了基础。 
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【Abstract J Objective：To construct the stable transfective cell line with the eukaryofic expression vector for human REG cDNA to laid 

the foundation for further study of the function of REG-y．Methods：REG cDNA was obtained by RT—PCR of total RNA extracted from 

the human breast cancer cell MCF一7．and it was digested by the restriction endonuclease EcoR I and EcoR V before connection with 
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