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我们已经建立伯氏症原虫转染方法并能有效地对伯

氏茫原虫进行基因转染。

从转染的症原虫中己扩增到 GFP 基因及由

PbMSPl 1. 4 kb 和 Pf 330 bp 组成的杂合片段，这

表明转染质粒确已插入伯氏症原虫基因组。但我们

采用 PbMSPl 内源性序列的引物 (Tb' )与 Tf 进行

PCR 扩增，结果未能产生扩增条带。这可能是由于

重组质粒没有整合入 PbMSPl 中，而是通过同源重

组插入 Pb DHFR-TS 基因或随机插入染色体中。

[参考文献]

[l J Waters AP ,Thomas AW , van Dijk MR ,et al. Transfection of 

malaria parasites [JJ. Methods , 1997 ,13 (2) : 134-147. 

[2J Ménard R , Janse C. Gene targeting in malaria parasites [J J. 

Methods , 1997 , 13(2) : 148-157. 

[3J O'Donnell RA , Saul A.Cowman AF.et al.Functional conser 

vation of the malaria vaccine antigen MSP- b9 across distantly 

第二军医大学学报 2004 年 1 月，第 25 卷

related Plasmodium species [J]. Nat Med ,2000.60):91-95. 

~4J ()'Donnell RA.de Koning-Ward TF.Burt RA.et al. An巾od

ies against merozoite surface protein (MSP)-1 19 are a major 

component of the invasion-inhibitory response in individuals 

immune to malaria [J J. J E:r.户 Med ， 2001 , 193(2) : 1403-1412. 

[5J Sultan AA , Thathy V ,Nussenzweig V .et al. Green fluorescent 

protein as a marker in Plasmοdium berghei transformation [J J. 

Infect Immun .1999 , 67C 5) : 2602-2606. 

[6J Wu Y. Sifri CD. Lei HH , et al. Transfection of Pl叫modium

falci户arum within human red blood cells [JJ. Prοc Natl Acad 

Sci USA.1995.92(4):973-977. 

[7J Cormack BP , Valdivia RH. Falkow S. FACS-optimized mu 

tants of the green fluorescent protein (GFP) [JJ. Gene.1996. 

1730 Spec No):33-38. 

[8J de Koning-Ward TF. Thomas A W. Waters AP. et al. Stable 

expression of green fluorescent protein in blood and mosquito 

stages of Plasmodium berghei [J]. Mol Biochem Parasitol. 

1998 ， 97(1-2):247一252.

[收稿日期 J 2003-11-27 

[本文编辑]尹茶

[修回日期 J 2003一 12-16

·斗』嗣斗--→--→--斗_..+-..-←--←"→--斗---←--←--←--←--←--←--←--←--←--←--←--←--←--←--←--←--←--←--←--←--←--+--+---+-帽『←--←--+--+--斗---+---t---←--←--←--←--←..-+-..-+-帽『←--←

·研究简报·

卡介苗对哮喘小鼠淋巴细胞凋亡的影晌
Effect of BCG 00 Iymphocytes apoptosis io athmatic BALB/c mice 

余衍亮孙秀明李翠莉雷亿群黎露刚2

(1.解放军第 414 医院呼吸内科，南京 210015; 2. 南京军医学院预防医学教研室，南京 210049)

[关键词] 卡介苗;哮喘;淋巴细胞;凋亡

[中图分类号] R 562.25 C文献析、i只码] B [文章编号] 0258-879X (2004) 01-0028-01 

变应性哮喘的主要特征是嗜酸粒细胞、中性粒细胞、淋

巴细胞在肺内募集导致的气道慢性炎症，其中 CD4+辅助细

胞在哮喘气道炎症的发生发展中起关键作用。研究口，2J证明，

卡介苗 CBCG)有明显的防治哮喘的作用。本研究就哮喘小鼠

淋巴细胞的凋亡与 BCG 之间的关系进行了探讨。

1 材料和方法

为阳性反应 ;B 组哮喘模型制作同 C 组，但每次雾化吸入前

30 min 每只分别腹腔注射 BCG 0.04 mg o 

1. 3 淋巳细胞凋亡率及 DNA 损伤率的检测 激发 3 次后

用 25 ，%乌拉坦 0.15 ml 肌注麻醉并处死小鼠，取外周血 1

ml.以淋巴细胞分离液分离淋巴细胞，用 Comet 法查淋巴细

胞凋亡率L句即呈彗星状的凋亡淋巴细胞在 100 个淋巴细胞

中所占的百分率) .用二甲苯胶法[4J计量 DNA 损伤率(即裂

1. 1 材料 10 周龄 BALB/c 小鼠 30 只，雌雄不限，体质量 解的 DNA 与完整的 DNA 和裂解的 DNA 之和的比值) ;同

00土 2) g.南京大学动物部提供。 722 型分光光度仪(上海光 时游离气管，横切环状软骨，置入连接注射器的硅胶管，分 3

学分析仪器厂) ;自制小鼠雾化吸入箱;卵蛋白干粉COVA.美 次分别缓慢注入 37C去钙、钱离子的 Hank 平衡液0.7 、 0 ， 6 、
‘ O. 5 时，每次灌洗后立即抽吸，收集支气管肺泡灌洗液

国 Sigma 公司) ;BCG(上海生物制药厂) ;荧光显微镜(日本

Olympus 公司)。

1. 2 哮喘模型制作 30 只小鼠随机分为 3 组(每组 10 只) • 

分别为阴性对照组 (N) 、阳性对照组 (C) 、 BCG(B)组。 N 组小

鼠腹腔注射生理盐水 0.1ml.14d 后用 37C生理盐水雾化

吸人，共 3 d.l 次地，每次 30 min;C 组小鼠腹腔注射 10 ，%

OV A O. 1 m 1. 14 d 后以 1 ，%OVA 超声雾化吸入(通过雾化吸

入箱 15 min 后再放入小鼠持续雾化 30 min 激发) .连续 3 d. 

观察小鼠反应，以烦躁不安、呼吸急促、腹肌抽搞、两便失禁

(BALF )l ml.离心后沉淀物加入淋巴细胞分离液提取淋巴

细胞，测淋巴细胞凋亡率及 DNA 损伤率。

1. 4 统计学处理 用 SPSS 统计软件。
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2 结果

实验中 C 组小鼠出现以烦躁不安、呼吸急促、腹肌抽搞、

两便失禁为典型哮喘症状者 30 只(次) .且逐渐加重 ;B 组出

现哮喘症状的小鼠 18 只(次) .症状比 C 组轻，两组相比有显

著差别 CP<O. 0 1) ;N 组元哮喘症状。 B 组和 N 组淋巴细胞凋

亡率和 DNA 损伤率明显高于 C 组 CP<O. 01).表1)。

表 1 外周血和 BALF 中淋巴细胞凋亡率及 DNA 损伤率结果分析

(n=10. :Y土 s.%)

组别
外周血

淋巴细胞凋亡率 DNA 损伤率

BALF 

淋巳细胞凋亡率 DNA 损伤率
NCB 

5.00土 O. 99 椅曾

2.15 ::1:: 0.44 

4.02士 0.30 椅怜

9.17 ::1:: 0.18 是曾

7.22 ::1:: 0.66 

9.36土 0.15 赞龄

3.23士 0.63 祷钟

1. 08 ::1:: 0. 69 

2. 70土 0.82 势是

5.50 土1. 55 曾善

3.82士 O. 56 

5.80士 0.87 骨椅

据警 P<O.Ol 与 C 组比较

3 讨论

Thj/Th，平衡失调、丁h，细胞活性亢进，是哮喘发病的重

要基础。 BCG 有强大的诱发 Tho 向 Th j 转化的作用。 Ohta

等 [5J指出，哮喘发作时，淋巴细胞及嗜酸粒细胞的凋亡指数

明显下降 .Th，分泌的细胞因子 1L-5 与凋亡指数呈负相关，

而 Thj 分泌的细胞因子 1FNγ 等有抑制 Th，细胞活性及降

低其分泌细胞因子的作用。炎性细胞在气道的浸润是哮喘的

发病基础，加快淋巴细胞及嗜酸粒细胞等炎性细胞的凋亡

率，可以防治哮喘或促进降喘症状的好转。

Wang 等[IJ研究证实 .BCG 能明显抑制嗜酸粒细胞、淋

巴细胞等向支气管及肺组织中浸润，抑制 1L-4 、 1L-5 、 19E 的

合成，达到良好的防治哮喘的效果。 Kumar 等 ['J研究发现，

BCG 能促进 BALB/c 小鼠 Th，细胞分泌 1FN-γ，促进 Tho 向

Th j 方向转化，抑制 Th，及其细胞因子的生产，达到确切的

防治哮喘的效果。

本研究显示. BCG 能使哮喘模型小鼠外周血及 BALF

中的淋巴细胞凋亡率和 DNA 损伤率明显升高 CP<O. 01). 

哮喘症状明显减轻，提示 BCG 通过促进炎症细胞的凋亡而

发挥了良好的防治哮喘的作用 o
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