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小鼠单链自细胞介素 一12重组卡介苗的构建与表达 

张 黎 ，王瑜伟 z，何永林s，李 娜z，王 爽z，帖儒修 s 

(1．重庆医科大学附属第一医院眼科；2．重庆医科大学基础医学院免疫学教研室 ；3．重庆医科大学基础医学院病原生物学 

教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：构建携带小鼠白细胞介素一12基因的重组卡介苗(Bacille calmette—guedn，BCG)，并鉴定该重组菌向真核细胞递 

呈质粒的能力。方法：以分子生物学方法构建携带小鼠 IL一12基因和分支杆菌复制子 OriM的真核穿梭共表达质粒 pBM12，以 

电转化的方式将 pBM12质粒转入 BCG构建重组 BCG，抽提质粒进行 PCR鉴定重组菌；将重组菌感染巨噬细胞 ，通过 RT—PCR 

了解重组菌向真核细胞递呈质粒的能力。结果：电转化方式可将 pBM12导入 BCG，抽提质粒鉴定出与 mIL一12基因相符的目的 

条带。以该重组 BCG感染小鼠巨噬细胞，96 h后用 RT—PCR法也扩增出 l 632 bp左右的基因条带。结论：成功构建含 pBM12的 

重组 BCG。该重组 BCG能向小鼠巨噬细胞递呈携带基因。 
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Construction and expression of recombinant bacille calmette-guerin carrying 

murine interIeukln一1 2 

zHANG Lt，et 

(Department ofOphthalmology， First Affiliated Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To construct recombinant bacille calmette—guerin(BCG)carrying routine interleukin一12(mIL一12)genes，and to 

identify the ability of recombinant BCG for submitting plasmids to eukaryotic cells．Methods：Co-expression shuttle plasmid of pBM12， 

including mlL-12 gene and mycobacterial replicon of Orim，was built using molecular biological approach．The pBM12 was transfected to 

BCG competence by electroporation to construct recombinant BCG．The plasmid of recombinant BCG was extracted for PCR identification． 

The ability of submitting plasmids to eukaryotic cells was determined by RT-PCR．Results：The plasmid pBM12 may be transduced into 

BCG with electroporation．The specific bands for mIL一12 of the recombinant BCG were detected by PCR．The specific bands for 1632 bp 

mlL-12 were amplified from transfected macrophages after 96 hours byRT-PCR．Conclusion：The recombinant BCG carrying pBM12 

was constructed successfully．Th e recombinant BCG can submit the carried genes to mice macrophages． 
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结核病(Tuberculosis，TB)位居单一病原体引起 

死亡的严重传染病之首 ，目前全球感染者 占总人 口 

的三分之一，其患病率和死亡率居高不下 1。我国自 

2005年 3月起，结核病首次取代狂犬病成为传染病 

中第一杀手。卡介苗(Bacille calmette—guerin，BCG) 

用 于预防结核病 已有 80多年 的历史 ，但其免疫效 

果不一，它对婴幼儿粟粒性结核和结核性脑炎有较 

好的免疫效果，但对成人肺结核的免疫效果较差圜； 

同一株 BCG在不同人群中产生的保护效果在 0～ 
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80％不等。综上所述，研究开发新药和疫苗等仍然非 

常重要。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【3_。Thl型免疫应答在抗结核分枝杆菌感染过程 

中有重要的保护作用。IL—l2是重要的免疫调节分 

子，主要诱导Thl型细胞免疫应答。本研究构建携带 

IL—l2基因的真核穿梭表达质粒 pBM12，将该穿梭 

质粒电转到 BCG，制备pBM12重组 BCG，为进一步 

观察该治疗性疫苗预防及治疗结核奠定实验基 

础 
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1 材料与方法 

1．1 细胞、菌株及质粒 

E．coli ToplO、BCG(丹麦株 )为本室 自藏 ；多启动子真核 

共表达质粒 pBudCE4．1购 白Invitrogen公司；小鼠 RAW264．7 

巨噬细胞株购自第三军医大学药理学教研室；含 rolL一12基冈 

和 Orim基因的质粒pZMO2，pZMO3由本实验室伊正君等构 

建H。 

1．2 主要试剂 

RPMI1640培养基干粉 、Hank’s液购自美国 Gibco公司； 

Middlebrook7H9、Middlebrook7H10培养基干粉 、Middlebrook 

OADC Enrichment购自重庆惠利试剂中心 (美国Difeo公司 

产品)；新生小牛血清购自杭州四季青公司；胰蛋白酶购自 

Amresco公司；质粒小量抽提试剂盒、PCR产物【亘I收试剂盒、小 

量胶回收试剂盒购自上海华舜生物技术有限公司；逆转录试 

剂盒(Ver．3．0)、DNA Marker DL2000、DNA Marker DI 15000、高 

保真 Probest—Taq酶、高效 Ex—Taq酶 、各种限制性核酸内切 

酶购 自大连宝生物技术有限公司；Zeocin抗生素 、真核转染 

试剂 LipofeetaminTM 2000购 自美国 lnvitrogen公司产品；保真 

Taq—plus酶、高保真 pfI】酶、超纯 UniQ一10柱式总 RNA抽提 

试剂盒、MMLV第一链 eDNA合成试剂盒购 自上海生物T程 

技术有限公司。 

1．3 pBM12质粒的构建 

分别用 Not I和 n I消化质粒 pZM02、pBudCE4．1，胶 

回收 pBudCE4．1酶切载体大片段和 pZM02酶切的 rolL一12 

基因小片段。用TakaRa公司的连接试剂盒进行连接，操作按 

说明书进行 ，构建携带 raiL一12基因的质粒 pBudCE4．1一raiL 

一 12。将重组质粒转化感受态大肠杆菌E．coli Topl0，然后在含 

Zeocin抗生素的低盐 LB培养基进行筛选 。nail 一12基闶 

(1632 bp)的弓I物月 歹U：ILl：5’一TGAA TTrCGcGGccGcATATG 

GGTCCTCAGAAGCTAAC一3’；IL2：5’一GATA AGC rrGGTAC(：( G 

ATCCTCAGGCGGAGCTCAGAT一3’。抽提重组质粒行 rail 一1 2 

的PCR、双酶切鉴定。 

用 Ⅳk 1分别消化质粒 pBudCE4．1一ml1 一12和 pZM03， 

胶回收 pBudCE4．1一mlL一12酶切载体大片段和 pZM03酶切 

的 OriM基因小片段。用 TakaRa公司的连接试剂盒进行连 

接，操作按说明书进行，构建穿梭表达质粒 pBM12。将重组质 

粒转化感受态大肠杆菌 E．coli Topl0，然后在含 Zeoein抗生索 

的低盐 LB培养基进行筛选。根据 OriM的编码序列设计 P1、 

P2引物 ，分别含有 BamH I、／wJe I和 Nhe I、Hi dIll酶切位 

点 。P1的序 列为 5’-TGGATCCGC FAGCTA AAGCCAGG r— 

GAGCCCACCAGCTC一3’，P2的序歹U为 5’一GCGAAGCTFGC— 

TAGCGCACTACAACGGAGTTCGCcAcGT一3’。抽提重组质粒 

行 OriM基因的 PCR、酶切鉴定 ，将鉴定正确的质粒命名为 

pBM12。 

1．4 pBM12重组 BCG的构建 

将对数生长期的BCG菌株以预冷的 100 mil1 甘油去离 

子水洗涤 3～4次，4℃，4000 rpm离心，用 10％的甘油去离子 

水重悬 ，取 180 l菌液加入 20 I纯化的pBM12质粒，轻 

轻混匀 ，冰浴 10 rain，转入预冷的 2 mm电转杯中，电转化仪 

(Bio—RadECM630)，电转仪条件设置为“指数衰减波，2500V” 

电击 1次，迅速加入600 lMiddlebrook7H9液体培养基。37"C 

孵育过夜后涂布到含 Zeocin 40 g／ml的 Middlebrook 7HlO 

同体平板上，37℃孵育 14 d后挑取阳性菌落增菌后抽提质 

粒 ，同时取 1 ml菌液 ，离心弃上清 ，沉淀加入 500 l三蒸 

水 ，1()()cc热裂解 8 rain，取上清 2 l或质粒抽提物 1 l为 

模板，分别作 rolL一12和 OriM的PCR扩增。 

1．5 DBM12重组 BCG稳定性及基因递呈能力鉴定 

将鉴定的重组菌传代 5～10代后再次以 PCR法进行鉴 

定，以观察重组质粒的稳定l生。将重组 BCG在含 Zeoein 40 mg／L 

的Middlebrook7H9液体培养基中培养，增菌，以完全 RPMI1640 

培养液重新调整细菌浓度为 2×10 CFU／L数量级备用。完全 

RPMI 1 640培养液培养 RAW264．7细胞，观察细胞贴壁后，每 

孑L加 200 l细菌悬液，置细胞培养箱中 37℃ 5％CO：孵育 

4 h后，以预温的不含血清的RPMI1640培养液洗涤培养板 3 

次，去除未被巨噬细胞吞噬的细菌后加入卡那霉素，使其终浓 

度为 100 g／ml，置孵箱中4 h。4h后换成完全 1640培养基， 

此后每隔 12 h以 37℃预温的含 PMA 100 nmol／L、卡那霉素 

3O g／ml的完全 1640培养基换液。采用超纯 UniQ一10柱式 

总 RNA抽提试剂盒 、MMLV第一链eDNA合成试剂盒分别于 

细菌感染 96 h收集实验孔(重组 BCG)及对~ L(BCG)细胞， 

提取总 RNA进行逆转录。以各自的eDNA为模板，以mIL一12 

的特异引物进行 PCR扩增。RT—PCR检测 raiL一12的表达。 

2 结 果 

2 1 raiL一12基因的鉴定 

重组 pBudCE4．1一mIL一12质粒 用特异性引物 

进行 PCR扩增，可扩增出大小约 1 632bp的片段。采 

用 n I和 Not I双酶切可切 出相 同大小的片段 

(图略)。 

2．2 OriM基 因的鉴定 

重组 pBM12质粒用特 异性引物 进行 PCR扩 

增 ，可扩增 出大小约 1 914 bp的片段 (图略 )。采用 

Nhe I酶切可切出相同大小的片段(图 1)。 

2．3 重组 BCG的筛选鉴定 

电转化后的 BCG在含 Zeocin抗生素的 Mid． 

dlebrook 7H10固体培养基长出菌落，而对照平板涂 

布无质粒转染的感受态BCG无菌落生长。将转化质 

粒 pBM12的 BCG命名为pBM12重组 BCG。重组菌 

能抽出质粒，用小鼠IL一12的特异性引物扩增．出现 

相应的目的条带(图 2)。 
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2 ． 4 重 组 B C G 的 稳 定 性 鉴 定

将 重 组 B C C 在 含 Z e o c i n 抗 生 素 的 M i d d l e b r ( )0 k

7 H 1 0 固 体 培 养 基 连 续 培 养 1 0 代 ， 仍 见 大 量 的 菌 落

生 长 。 最 后 一 次 抽 提 质 粒 进 行 P C R 鉴 定 ， 结 果 与 转

染 前 的 质 粒 完 全 一 致 ( 图 略 ) ， 证 明 该 重 组 B C G 能 稳

定 携 带 质 粒 。

2 ． 5 重 组 B C G 向 真 核 细 胞 递 呈 质 粒 能 力 鉴 定

以 重 组 B C G 感 染 R A W 2 6 4 ． 7 细 胞 后 进 行 抗 酸

染 色 观 察 ， 可 见 红 色 的 抗 酸 菌 在 巨 噬 细 胞 胞 浆 中 富

集 ， 巨 噬 细 胞 核 呈 蓝 色 ， 在 细 胞 间 隙 中 只 有 极 少 量

散 在 重 组 B C G 的 存 在 ( 图 3 ) 。

重 组 B C G 感 染 R A W 2 6 4 ． 7 细 胞 9 6 h 后 ． 在 细

胞 浆 中检 测 到 I L 一 1 2 目标 基 因 的 表 达 ( 图 4 ) 。

1 ． p B M l 2 以 ，v 『2e I 酶切 ；

2 ． p B M l 2 以 脚 ，z I 酶切 ；

3 ． D N A 分 子 标 准

图 1 p B M l 2 以 Ⅳ胁 I 或

脚 n I 酶切

1 ． B c G P c R 结 果 ；2 ． p B M l 2

重 组 B c G P c R 结果 ；3 ． D N A

分 子 标 准

图 2 重 组 B C G 的 P C R 鉴 定

口

图 3 重 组 B C G 感 染 R A w 2 6 4 ． 7 c e l l s 12 h 后 ( × 1 OHD0 )

1 ． D N A 分 子 标 准 ； 2 ． 重 组 B C G 感 染组 ；

3 ． p B u d c E 4 ． 1 一

m I L 一 1 2 质粒 ( 阳性 对 照 ) ；

4 ． B C G 感 染组 ( 阴性 对 照 )

图 4 R A w 2 6 4 ． 7 感 染重 组 B c G 9 6 h 时 R T — P c R 结 果

3 讨 论

对 结 核 病 免 疫 机 制 的 研 究 发 现 ， 以 I F N 一

ŷ 、 特 异

性 C T L 产 生 为 特 征 的 T h l 型 免 疫 反 应 在 抗 结 核 免

疫 过 程 中起 重 要 作 用 。 在 活 动 性 结 核 病 人 体 内 T h l

型 免 疫 应 答 水 平 降 低 ， 细 胞 免 疫 应 答 倾 向 T h 2 ， I F N 一

吖 减 少 ，
I L 一 4 产 生 增 加 l5 l

。 当上 述 T h l 免 疫 应 答 过 程

中 任 何 因 素 缺 陷 ， 包 括 I L 一 1 2 、 I F N 一

ŷ 、 T N F 一 仪 或 氮

氧 化 物 不 足 ， 均 可 导 致 结 核 肉 芽 肿 形 成 不 典 型 ， 缺

乏 抵 抗 力 而 导 致 结 核 病 进 展 。 因 此 在 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 I3 _
。

I L 一 1 2 是 一 种 功 能 强 大 的 T h l 型 免 疫 反 应 诱 导

剂 ， 外 源 给 予 I L — 1 2 可 产 生 T h 2 免 疫 状 态 向 T h l 型

免 疫 状 态 的 逆 转 。 在 一 个 已 建 立 T h 2 型 免 疫 反 应 的

感 染 动 物 中 ， 外 源 给 予 I L — 1 2 仍 能 诱 导 出 一 个 独 立

的 与 新 免 疫 原 相 关 的 T h l 型 免 疫 反 应 ． 在 与 多 种 抗

原 成 分 共 呈 递 时 ， I L — 1 2 能 够 统 一 机 体 的 免 疫 反 应

模 式 向 T h l 型 极 化 M
。

B C G 是 目前 用 于 预 防 结 核 病 的 疫 苗 。 B C G 具 有

的 安 全 性 、 良好 的 免 疫 佐 剂 作 用 、 生 产 费 用 低 等 特

性 使 其 成 为 最 有 吸 引 力 的 传 递 外 源 性 基 因 的 载 体 。

近 年 来 ， 许 多 学 者 尝 试 将 B C G 或 重 组 B C G 用 于 胞 内

感 染 性 疾 病 和 某 些 肿 瘤 的 治 疗 ， 如 S h i g e h a r a 等 _8I用

B C G 治 疗 结 核 性 附 睾 炎 ；E t 0 等H 用 B C G 治 疗 膀 胱

癌 都 取 得 良好 效 果 。 本 实 验 成 功 构 建 携 带 I L — 1 2 的

重 组 B C C ．

一 方 面 B C G 可 作 为 有 机 体 载 体 向机 体

靶 向递 送 I L 一 1 2 真 核 表 达 质 粒 ， 利 用 I L 一 1 2 的表 达 激

发 宿 主 针 对 结 核 杆 菌 的 非 特 异 性 细 胞 免 疫 ， 发 挥 作
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特发性血小板减少性紫癜患儿骨髓MSC TGF-B 1和HGF 

的表达及对免疫的调节作用的研究 

吴 艳，于 洁，张 磊，罗 庆，肖剑文，刘筱梅，宪 莹，戴碧涛，徐酉华，苏庸春 

(重庆医科大学附属儿童医院血液科，重庆 400014) 

【摘 要】目的：研究特发性血小板减少性紫癜(Idiopathic thrombocytopenic purpura，ITP)患儿骨髓间充质干细胞(Mesenchymal 

stem cells，MSC)体外的免疫抑制能力。方法：采集 ITP患儿和对照儿童的骨髓标本 ，分离、培养和扩增 MSC，观察细胞形态及增 

殖能力 ，计数分析骨髓 MSC成纤维细胞集落形成单位(Colony~rming unit—fibroblast，CFU—F)；采用混合淋巴细胞反应检测骨髓 

MSC体外对淋巴细胞的免疫抑制能力 ；采用 RT—PCR和 ELISA方法检测骨髓 MSC细胞内转化生长因子 一p 1(Transforming 

growth factor一13 1，TGF—B 1)和肝细胞生长因子(Hepatocyte growth factor，HGF)mRNA的表达水平和细胞培养上清中因子的浓度。 

结果 ：(1)ITP患儿的骨髓 MSC呈典型的成纤维样细胞形态 ，CFU—F计数(21．29±5．25)与对照组骨髓 MSC的 CFU—F计数 

(22．33 4-5．33)无显著差异(P>O．05)；(2)ITP患儿骨髓 MSC免疫抑制率[(74．93±8．01)％】与对照组骨髓 MSC免疫抑制率 

[(76．42±8．80)％】比较无显著性差异(P>O．05)；(3)ITP患儿骨髓 MSC细胞内TGF一13 1、HGF mRNA的表达水平与对照组比较 

均无显著性差(P>0．05)；(4)ITP患儿骨髓 MSC培养上清中TGF—p 1的浓度[(617．88±81．89)pg／m1]与对照组骨髓 MSC培养上 

清中 TGF—p 1的浓度【(632．40±126．90)pg／m1]比较无 显著性差异(P>0．05)；ITP患儿骨髓 MSC培养上清中 HGF浓度 

【(520．20±30．67)pg／m1]与对照组骨髓 MSC培养上清巾 HGF的浓度【(521．56±36．72)pg／ml 1比较无显著性差异(尸>0．05)。结论： 

ITP患儿骨髓 MSC TGF—B 1和 HGF的表达水平及免疫抑制能力与对照组比较无显著性差异。 

【关键词】特发性血小板减少性紫癜；间充质干细胞；免疫抑制；转化生长因子一13 1；肝细胞生长因子 
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用；另一方面利用该重组疫苗中BCG与结核分枝杆 

菌具有共同属特异性抗原可激发宿主针对结核杆 

菌的属特异性细胞免疫 ，而两者共 同作用使机体的 

免疫状态以Thl细胞免疫为主，有利于清除体内的 

结核杆菌。重组 BCG对结核病的免疫治疗作用避开 

了化疗药物的耐药形成问题 ，这给结核病的治疗带 

来了光明的前景 
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