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BCG-D NA 对哮喘患者外周血单个核细胞 IFN-Χ和 IL -4 产生的作用
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[摘要 ]　目的: 研究免疫活性物质卡介苗基因组DNA (BCG2DNA ) 对哮喘患者外周血单个核细胞 (PBM C) IFN 2Χ和 IL 24 产

生的影响。方法: 分离哮喘患者 PBM C, 分别加入BCG2DNA、地塞米松刺激培养, EL ISA 检测培养上清中 IFN 2Χ及 IL 24 含

量, R T 2PCR 检测 PBM C IFN 2ΧmRNA 及 IL 24 mRNA 的表达量, 并与空白对照组相比较。结果: 地塞米松在体外对哮喘患者

PBM C 产生的 IFN 2ΧmRNA 和蛋白、IL 24 mRNA 和蛋白均有抑制作用; BCG2DNA 抑制哮喘患者 PBM C IL 24 mRNA 和蛋白

的分泌, 而促进 IFN 2ΧmRNA 和蛋白的分泌, 与对照组比较差异显著 (P < 0. 01) , 且在体外对 PBM C 无毒性。结论: BCG2

DNA 不仅具有和地塞米松相同的下调 IL 24 表达的作用, 而且还具有地塞米松所没有的诱导 IFN 2Χ表达的作用, 利于纠正哮

喘患者体内存在的 T h1öT h2 比例失衡状态, 起到治疗作用。
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Effect of BCG-D NA on IFN-Χ and IL -4 secreted by per iphera l blood m ononuclear cells in a sthma pa tien ts
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[ABSTRACT ] 　Objective: To invest igate the effect of BCG2DNA on IFN 2Χ and IL 24 secreted by the peripheral b lood

mononuclear cells (PBM C) in asthm a patien ts. M ethods: BCG2DNA and dexam ethasone w ere added in to PBM C s respect ively.

IFN 2Χ and IL 24 in the supernatan t w ere detected by EL ISA ; mRNA level w as evaluated by reverse transcrip t po lym erase

chain react ion. T he resu lts w ere compared among BCG2DNA , dexam ethasone and con tro l group s. Results: D exam ethasone in

v itro inh ib ited the exp ression of T h1 cytok ine IFN 2Χand T h2 cytok ine IL 24 in PBM C BCG2DNA inh ib ited IL 24 exp ression in

PBM C and p romo ted IFN 2Χexp ression, and compared to con tro l group there w as sign ifican t difference (P < 0. 01). BCG2DNA

had no tox icity to PBM C. Conclusion: BCG2DNA can dow n2regu late IL 24 and induce IFN 2Χ secret ion, w h ich m ay help to re2
verse T h1öT h2 im balance in asthm a patien ts fo r therapeu tic pu rpo se.
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[A cad J Sec M ilM ed U niv, 2004, 25 (7) : 7182720 ]

〔1 〕免疫活性物质卡介苗基因组 (BCG2DNA ) 对哮

喘小鼠的过敏性气道炎症有明显的抑制作用[ 1 ] , 但

BCG2DNA 对哮喘患者是否具有同样的作用目前尚

不清楚。本研究采用体外细胞培养的方法, 观察免疫

调节剂BCG2DNA 对哮喘患者外周血单个核细胞

(PBM C) 分泌 IFN 2Χ和 IL 24 的影响, 并与地塞米松

作用效果对比, 评价其作用的优缺点, 为BCG2DNA

应用于临床提供实验依据。

1　对象和方法

1. 1　研究对象　选择长海医院门诊或住院哮喘发

作期患者 24 例, 男 12 例, 女 12 例, 年龄 18～ 46 岁,

平均 (38. 5±4. 4) 岁, 全部符合中华医学会 1997 年

支气管哮喘防治指南诊断标准。入选患者在本次就

诊前 3 个月内未接受过免疫调节剂和糖皮质激素治

疗, 均填写知情同意书并报医院伦理委员会审批。

1. 2　PBM C 的分离与培养　无菌操作抽取哮喘患

者外周静脉血 20 m l, 肝素抗凝, 用淋巴细胞分离液

分离 PBM C。 1% 锥虫蓝染色法检测细胞活力 (在

95% 以上)并计数细胞。用含 10% 小牛血清的R PM I

1640 培养液, 调整细胞密度为 2×103öL , 接种于 24

孔板, 每孔 2 m l。

1. 3　实验分组　实验分为对照组、BCG2DNA 组、

地塞米松组。对照组: 细胞悬液中加入终质量浓度为

100 Λgöm l 的刺激剂 PHA ; BCG2DNA 组: 细胞悬液

中加入终质量浓度为 100 Λgöm l 的 PHA 和 50 Λgö

·817·
第 二 军 医 大 学 学 报
A cad J Sec M il M ed U niv

　2004 Ju l; 25 (7)

[ 基金项目 ] 　国家高新技术发展规划 (“863”计划 ) 课题

(2001AA 213111).

[作者简介 ]　商　艳 (19752) , 女 (汉族) , 博士, 主治医师.
3　Co rresponding autho r. E2m ail: Sh sun@ smm u. edu. cn



m l 的BCG2DNA (购自上海生物制品研究所) ; 地塞

米松组: 细胞悬液中加入终质量浓度为 100 Λgöm l

的 PHA 和终浓度为 10- 6 m o löm l 的地塞米松 (购自

天津氨基酸公司人民制药厂)。细胞悬液内加入不同

刺激物后, 37℃ 5% CO 2 孵箱内培养 72 h。收集培

养上清液, - 20℃冻存待测。取细胞备用。

1. 4　细胞毒性试验　动态观察培养的 PBM C 在加

入BCG2DNA 后细胞的生长情况, 并与不加BCG2
DNA 者比较, 同时于收集上清后对细胞进行常规锥

虫蓝染色计数, 并以死亡细胞率反映BCG2DNA 的

毒性。

1. 5 　培养上清中 IFN 2Χ、IL 24 的测定　采用

EL ISA 法 (试剂盒购自上海茂元科技有限公司) 分

别检测上清液中 IFN 2Χ、IL 24 的含量。

1. 6　 IFN 2Χm RNA、IL 24 m RNA 半定量 R T 2PCR

测定　用RNA 纯化试剂盒分离细胞总RNA , 并通

过紫外分光光度仪及 1% 琼脂糖凝胶电泳鉴定RNA

的纯度、完整性、总量。按AM V 逆转录试剂盒说明进

行逆转录, 得到的 cDNA 直接进行下一步 PCR 扩

增。反应总体积为 20 Λl, 包括反转录产物 3 Λl, 上下

游引物各 0. 5 Λl, 10×buffer (含 15 mm o löL M g2+ ) 2

Λl, dN T P s 2 Λl, T aq 酶 0. 5 Λl, 加无菌双蒸水至终体

积 20 Λl, 混匀后移至 PCR 仪行 PCR 反应。引物序列

为: Β2act in (576 bp ) 正向引物: 5′2CCA A GG CCA

A CC GCG A GA A GA T GA C23′, 反向引物: 5′2
A GG GTA CA T GGT GGT GCC GCC A GA C23′。

IFN 2Χ(494 bp )正向引物: 5′2A T G AAA TA T A CA

A GT TA T A TC T T G GT T T 23′, 反向引物: 5′2
GA T GCT CT T CGA CCT CGA AA C A GC A T 2
3′。 IL 24 (456 bp ) 正向引物: 5′2A T G GGT CTC

A CC TCC CAA CT G CT 23′, 反向引物: 5′2CGA

A CA CT T T GA A TA T T T CTC TCT CTC TCA

T 23′。引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合

成。取 10 Λl PCR 产物在 1% 琼脂糖凝胶上电泳 30

m in。用凝胶照相系统储存及打印电泳图像, 采用

Sm art V iew 凝胶条带分析程序, 测定目的条带的密

度, 然后以 Β2act in 作内对照, 目的条带的相对表达量

= 目的条带信号密度öΒ2act in 条带信号密度。

1. 7　统计学处理　数据以 xθ±s 表示, 用非配对资

料 t 检验。

2　结　果

2. 1　BCG2DNA 对 PBM C 的生长毒性　经动态观

察, 加或不加BCG2DNA 对哮喘患者 PBM C 生长的

影响均无明显差异, 锥虫蓝染色计数死亡细胞率亦

未见显著区别 (17% vs 15% ) , 表明BCG2DNA 对体

外 PBM C 生长无明显毒性。

2. 2 　BCG2DNA、地塞米松对哮喘患者 PBM C

IFN 2Χ、IL 24 分泌的影响　BCG2DNA 和地塞米松

均使 IFN 2ΧöIL 24 比值升高, 但两者无统计学差异。

地塞米松在体外对哮喘患者 PBM C 产生 T h1 型细

胞因子 IFN 2Χ和 T h2 型细胞因子 IL 24 均有抑制作

用; BCG2DNA 主要抑制哮喘患者 PBM C IL 24 的分

泌, 而促进 IFN 2Χ分泌, 与对照组比较差异显著

(P < 0. 01) , 见表 1。

表 1　BCG-D NA、地塞米松对哮喘患者

PBM C IFN-Χ、IL -4 分泌的影响

Tab 1　Effect of BCG-D NA and dexam ethasone on IFN-Χ

and IL -4 secretion from PBM C in asthma patien ts

(n= 8, xθ±s, ΘB öpg·m l- 1)

　Group 　　 IFN 2Χ 　　 IL 24 IFN 2ΧöIL 24

Contro l

BCG2DNA

D exam ethasone

551. 86±121. 53

680. 74±130. 653 3

341. 52± 70. 133 3

610. 43±198. 72

350. 78±101. 533 3

172. 45± 86. 313 3

　0. 90

　1. 943 3

　1. 983 3

　3 3 P < 0. 01 vs contro l group

2. 3　哮喘患者各组 PBM C IFN 2Χ m RNA、IL 24

m RNA 的表达　哮喘患者各组 PBM C 总RNA 经紫

外可见分光光度仪检测D 260ö280值为 2. 0, 证明RNA

提取纯度较好, RNA 电泳可见 18S 和 28S 条带, 提

示 RNA 提取完整, 无降解。经 R T 2PCR 半定量分

析, 发现BCG2DNA 组 PBM C IFN 2Χm RNA 表达量

较对照组明显升高 (P < 0. 01) , 而地塞米松组 PBM C

IFN 2Χ m RNA 表 达 量 较 对 照 组 明 显 降 低

(P < 0. 01)。BCG2DNA 组和地塞米松组 PBM C IL 2
4 m RNA 表达量均较对照组明显降低 (P < 0. 01) , 地

塞米松组 IL 24 m RNA 表达量降低尤其明显 (图 1)。

图 1　哮喘患者各组 PBM C IFN-Χm RNA、

IL -4 m RNA RT-PCR 的半定量分析

F ig 1　Sem iquan tita tive ana lysis of IFN-Χm RNA

and IL -4 m RNA in PBM C of asthmatic pa tien ts
3 3 P < 0. 01 vs contro l group
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3　讨　论

　　支气管哮喘是由多种细胞如嗜酸粒细胞、肥大

细胞、T 淋巴细胞、中性粒细胞、气道上皮细胞等和

细胞组分参与的气道慢性炎症性疾患[ 2 ]。其中 T 辅

助细胞释放的 T h2 型细胞因子 IL 24、T h1 型细胞因

子 IFN 2Χ在哮喘发病中分别起正反两方面的调节

作用[ 3 ]。IL 24 是B 细胞的生长和分化因子, 能促进B

细胞由产生 IgM 转变成产生 IgE; 另外它也是肥大

细胞生长因子, 与 IL 23 协同能促进肥大细胞增殖和

分化; IL 24 还可增加血管内皮细胞黏附分子 1 在内

皮细胞的表达, 诱导嗜酸粒细胞的气道聚集。更为重

要的是 IL 24 是使CD 4 细胞转变为 T h2 细胞最重要

的细胞因子, T h2 细胞的形成反过来又分泌出更多

的 IL 24, 因此 IL 24 是变态反应性疾病发病中的关键

性细胞因子[ 4 ]。 IFN 2Χ则是促使 T h0 细胞转变成

T h1 细胞的重要细胞因子, 它能抑制 T h2 细胞的形

成, 减少 IL 24 诱导B 细胞合成 IgE, 降低 FcΕR 的表

达。如能提高机体 IFN 2Χ水平, 可在一定程度上达

到抑制哮喘变态反应发生的目的[ 5 ]。人们常用 IFN 2
ΧöIL 24 比值代表 T h1öT h2 的平衡情况。目前糖皮

质激素是治疗支气管哮喘最有效的药物, 但全身使

用糖皮质激素会不可避免地导致机体全身免疫功能

的减弱, 易造成多种病原体的反复感染, 进一步加重

哮喘病情。此外, 长期大量使用激素还可引起向心性

肥胖、水钠潴留、高血压、糖尿病等全身不良反应, 这

些都限制了糖皮质激素在临床上的应用[ 6 ]。

1997 年, Sh irakaw a 等[ 7 ]通过对日本 867 名 6～

12 岁儿童的调查发现结核菌素的迟发相超敏反应

强度与特异质呈负相关, PPD 反应阳性者的哮喘发

病率、血清 IgE 水平显著低于阴性者, IFN 2Χ水平则

显著升高。提示儿童时期感染结核杆菌可以诱导体

内的 T h1 型细胞反应, 降低哮喘的发病率, 从而掀

起了研究BCG 用于哮喘防治的高潮。但使用BCG

后容易出现发热、过敏性休克、淋巴结炎等不良反

应, 严重者可诱发全身结核感染, 限制了其进一步广

泛应用于临床。1984 年, Tokunaga 等[ 8 ]发现从BCG

中分离纯化的BCG2DNA 有通过其自身结构特点

直接触发机体免疫防御机制的能力, 它能活化B 细

胞、N K 细胞、巨噬细胞, 使 IFN 2Χ分泌增加, 显著增

强 T h1 型细胞反应, 对十几种类型的肿瘤细胞在体

内及体外均有明显抑制作用, 与BCG 相比抗癌活性

更强而没有明显的细胞毒性[ 9 ]。本实验结果表明,

BCG2DNA 作为一种免疫调节剂主要抑制哮喘患者

PBM C IL 24 m RNA 和蛋白的分泌, 明显促进 IFN 2Χ
产生, 且在体外对 PBM C 无毒性。新近研究发现

BCG2DNA 中存在大量含有非甲基化 CpG 基元的

六核苷酸序列, 能够激活N K 细胞, 诱导 IFN 2Χ产

生。这样BCG2DNA 不仅具有和地塞米松相同的下

调 T h2 细胞因子表达的作用, 而且还具有地塞米松

所没有的诱导 T h1 细胞因子表达的作用, 从而达到

抑制哮喘发病的目的。但机体免疫系统受复杂的体

内、外环境的综合调节, BCG2DNA 对支气管哮喘的

非特异性免疫调节作用尚有待于临床进一步的观察

和积累。

[参 考 文 献 ]

[ 1 ]　Shang Y, L iQ , Sun SH , et a l. Effect of in tratracheally adm inis2

tered BCG2DNA on m urine model of asthm a [J ]. J M ed Col2

leg e PL A , 2004, 19 (1) : 11214.

[ 2 ]　A p ter A J , Szefler SJ. A dvances in adult and pediatric asthm a

[J ]. J A llergy C lin Imm unol, 2004, 113 (3) : 4072414.

[ 3 ]　L iu L , Jarjour NN , Busse WW , et a l. Enhanced generation of

helper T type 1 and 2 chemok ines in allergen2induced asthm a

[J ]. A m J R esp ir C rit Care M ed , 2004, 169 (10) : 111821124.

[ 4 ]　O ’Byrne PM , Inm an M D , A delro th E. Reassessing the T h2 cy2

tok ine basis of asthm a [ J ]. T rend s P harm acol S ci, 2004, 25

(5) : 2442248.

[ 5 ]　Gentile DA , Doyle W J , Zeevi A , et a l. A ssociation betw een

TN F2alpha and T GF2beta geno types in infan ts and paren tal

h isto ry of allergic rh in it is and asthm a [ J ]. H um Imm unol,

2004, 65 (4) : 3472351.

[ 6 ]　M cL augh lin F,M ack in to sh J , H ayes BP, et a l. Glucoco rtico id2

induced o steopenia in the mouse as assessed by h istomo r2

phom etry, m icrocomputed tomography, and biochem ical m ark2

ers[J ]. B one, 2002, 30 (6) : 9242930.

[ 7 ]　Sh irakaw a T , Enomo to T , Sh im azu S, et a l. T he inverse associ2

ation betw een tubercu lin responses and atop ic diso rder[J ]. S ci2

ence, 1997, 275 (5296) : 77279.

[ 8 ]　Tokunaga T , Yam amo to H , Sh im ada S, et a l. A ntitumo r activi2

ty of deoxyribonucleic acid fraction from M y cobacterium bov is

BCG. É . Iso lat ion, physicochem ical characterization and anti2

tumo r activity[J ]. J N atl Cancer Inst, 1984, 72 (4) : 9552962.

[ 9 ]　Sh im ada S, Yano O , Inoue H , et a l. A ntitumo r activity of DNA

fraction from M y cobacterium bov is BCG. Ê . Effects on various

syngeneic mouse tumo rs[J ]. J N atl Cancer Inst, 1985, 74 (3) :

6812687.

[收稿日期 ]　2004203204　　 [修回日期 ]　2004205217

[本文编辑 ]　曹　静

·027· 第二军医大学学报　2004 年 7 月, 第 25 卷


