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重组耻垢分枝杆菌经鼻粘膜免疫在小鼠体内的分布与表达 

杨 春，何永林，伊正君，李俊明，李 娜，朱道银 

(重庆医科大学基础医学院微生物学教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨携带编码人天然颗粒溶素(GLS)和小鼠IL一12基因质粒(pZM03)的重组耻垢分枝杆菌经鼻粘膜免疫在 

小鼠体内的分布 表达：方法：将携带绿色荧光蛋白(GFP)基因质粒(pUV15)的重组耻垢分枝杆菌滴鼻 BALB／c小鼠后 2周， 

处死小鼠，观察肺 、睥组织中荧光蛋白和耻垢分枝杆菌的分布；将携带 GLq和 IL—l2质粒(pZM03)的重组耻垢分枝杆菌滴鼻免 

疫 BALB／C小鼠3次，第 1次免疫后4周，处死小鼠，用免疫组化检测肺 、脾组织中 GLS表达，用 ELISA检测血清 IL一12和肺泡 

灌洗液特异性 SIgA的水半：结果：在 BALB／c小鼠肺、脾组织中均检测到绿色荧光蛋白和耻垢分枝杆菌的分布，以及 GLS的表 

达，并有血清 IL一12水平升高和粘膜特异性 SIgA的产生。结论：携带 GFP的重组耻垢分枝杆菌可在肺和脾组织分布；携带 GLS 

和 IL—l2的重组耻垢分枝杆菌经鼻粘膜免疫小鼠后，可引起呼吸道粘膜特异性抗菌免疫 ，以及 GLS和 IL—l2的体内表达，为新 

型疫苗的研究奠定了基础： 
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【Ahstract】Objective： 1"o obsel've the distribution and expression of recomhinant Mycohacterium smegmatis carrying the pl&,~mid encod— 

ing human granulysin(GLS)and murine IL-1 2 by intranasal immunization in mice．Methods：BALB／C mice were intran&sally immu- 

nized with re(’omlfinant M．smegmatis carrying the plasmid encoding green fluorescent protein(GFP)．The distrihution of GFP and recom- 

binant Myeobacterium smegmatis in the lnngs and spleens was detected 1 4 days after the first immunization． BALB／C mice were in- 

tranasally immunized three times with recombinant M．smegmatis carrying the plasmid encoding GLS and IL-1 2．28 days after the first im- 

munization，the expression ofGLS in tissue，levels ofIL一12 in serum and SIgA in BALF(bronchoalveolar lavage fluid)were detected with 

immunohistochemistD,and ELISA respectively．Results：The distribution of GFP and recombinant Mycobacterium smegmatis in lung and 

spleen was detected．The expression of GLS，the increased of IL-I2 in serum and the specific SIgA in BALF were found．Conclusion：The 

distribution of recombinant Mycobacterium smegmatis carrying the pl&qmid encoding of GFP in lung and spleen is detected． Th e specific 

anti-bacterium SIgA is generated． Gkq and IL-1 2 are expressed in BALB／C mice after intranasal immunization with recombinant My- 

cobacterium smegmatis carrying the plasmid encoding GLS and IL-I2．The results lay the foundation for new vaccine study． 

【Key words】Green fluorescent protein；Grannlysin；IL一1 2；Mycobacterium smegmatis；Intranasal immunization 

耻垢分枝杆菌属于分枝杆菌属中的快速生长 

菌，具有 与结核分枝杆菌相同菌体抗原成分 ，在一 

般情况下不致病，属于人体正常菌群。由结核分枝杆 

菌引起的结核病 ，近年来在我国的流行趋势 日趋严 

重。特别是在各种原因(如 AIDS、衰老、肿瘤等 )导 
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致的免疫低下人群中形势更为严峻。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【l1。本研究将我 

室构建的携带编码 GFP的质粒(pUV15)，编码人 

天然颗粒溶素 (Granulysin，GLS)和小 鼠 IL一12基 

因的真核共表达质粒(pZM03)，分别电转到耻垢分 

枝杆菌，再滴鼻小鼠，观察 GFP重组菌在体内的分 

布以及 GLS／IL一12重组菌在体内的表达。为重组耻 
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图2 小鼠肺组织中分布的耻垢分柱杆菌 

(抗醢染色．×I 1) 
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护效果，得出滴鼻途径在保护肺组织方面更有效日1。 

很多研究显示，机体存在共同粘膜免疫系统，即在 

某一局部粘膜免疫可引起远端的其它粘膜免疫应 

答。鼻粘膜免疫与口服免疫、生殖道免疫 、直肠免疫 

等相比有以下优势：对抗原剂量要求低，因不受消 

化道 pH低和酶分解的影响；能诱导有效的呼吸道 

和全身免疫应答；操作简单，易接受等 。本实验结 

果实验组针对 PPD产生特异 SIgA明显高于对照 

组，证实通过滴鼻途径能产生特异性粘膜免疫。鼻 

粘膜免疫为结核病预防和治疗提供新的思路。 

IL_12是一种功能强大的Thl型免疫反应诱导 

剂，外源给予 IL—l2可产生 Th2免疫状态向 Thl型 

免疫状态的偏转。Pollock等161发现能够促进 Th2反 

应和强烈 IgE反应的 CPB2．8抗原当与IL一12共同 

免疫小鼠时，依旧能够引发出 Thl型反应并与一定 

程度上的保护作用有关。江山等【 将共表达小鼠单 

链 IL一12与分枝杆菌保护性抗原 Ag85B的真核质 

粒免疫小鼠，可诱导机体产生更加有效的免疫保护 

作用。同时 IL一12对维持一定数量的 rrh1记忆细胞 

也是必需的lSl。本实验结果重组耻垢分枝杆菌经鼻 

粘膜免疫后，可引起血清中 IL一12水平增高，与单 

用质粒和生理盐水组相比差别有显著意义。 

GLS是人类 NK细胞和 CTL细胞胞浆颗粒中 

可溶性分子，是一种天然的抗菌肽，具有抗病原微 

生物、抗肿瘤等多种生物活性。研究发现 GLS在体 

外高效杀伤多种靶细胞，如在体外试验 72h内可直 

接杀死结核杆菌达90％以上，在穿孔素辅助下进入 

巨噬细胞后还可对胞内吞噬的细菌进行有效杀伤 
[91

。 同时体内GLS的水平与机体的细胞免疫状态直 

接相关，细胞免疫功能低下时体内GLS表达缺乏。 

Ogawa等l，雌认为血清 GLS的水平是评价机体细胞免 

疫功能状态的新指标。目前国内外未见报道小鼠能 

分泌鼠GLS。故我们用免疫组化检测到小鼠肺、脾组 

织中有人GLS，即可认定人 GLS在小鼠体内表达。 

本实验先将携带 GFP的重组耻垢分枝杆菌滴 

鼻 ，观察其在小 鼠体 内主要分布于肺和脾 ，为 

GLS／IL一12重组耻垢分枝杆菌能否在体内的表达等 

进一步研究打下基础。实验证明携带 GLS和 IL一12 

的重组耻垢分枝杆菌经滴鼻免疫小鼠，在肺和脾组 

织有 GLS的表达，血清中IL一12的含量增高。利用 

耻垢分枝杆菌与结核分枝杆菌具有相同菌体抗原 

可激发宿主针对结核杆菌的特异性细胞免疫，而 

IL一12可激发宿主针对结核杆菌的非特异性细胞免 

疫，两者共同作用使机体的免疫状态以Thl细胞免 

疫为主，有利于间接清除体内的结核杆菌。GLS在 

小鼠体内表达一方面可杀灭胞内潜伏的结核杆菌， 

另一方面增强机体细胞免疫。实验结果证实重组耻 

垢分枝杆菌可通过滴鼻产生针对特异抗原粘膜免 

疫和特异性抗菌免疫；GLS和 IL一12可通过粘膜免 

疫在小鼠体内表达，发挥相应作用 ，为进一步开发 

重组分枝杆菌治疗结核病打下实验基础。 
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