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·论著·

口服犐犔１２重组双歧杆菌对柯萨奇犅３病毒诱导犅犔犃犅／犮小鼠心肌炎的

影响

陈　重，刘宝兰，赖春霞，阳　晋，范晓宁，余治健，邓启文

（深圳市医院感染诊治新技术研究重点实验室 广东医学院附属深圳南山医院，广东 深圳　５１８０５２）

［摘　要］　目的　构建白细胞介素（ＩＬ）１２基因重组双歧杆菌（ｐＢＢＡＤｓＩＬ１２转化双歧杆菌），观察ｐＢＢＡＤｓＩＬ

１２转化双歧杆菌是否对柯萨奇Ｂ３病毒（ＣＶＢ３）诱导的小鼠心肌炎具有治疗作用。方法　构建小鼠ＩＬ１２（ｍＩＬ

１２）基因的ｐＢＢＡＤｓＩＬ１２表达载体，转化双歧杆菌，体外通过酶联免疫吸附试验及 Ｗｅｓｔｅｒｎ免疫印迹验证重组双

歧杆菌工程菌在Ｌ阿拉伯糖诱导下ｍＩＬ１２的表达。选取ＢＬＡＢ／ｃ小鼠３０只，腹腔内注射ＣＶＢ３感染剂量，１４ｄ

后形成病毒性心肌炎，将感染的小鼠随机分成ＩＬ１２组、绿荧光蛋白（ＧＦＰ）组及生理盐水组。ＩＬ１２组给予口服

ｐＢＢＡＤｓＩＬ１２转化双歧杆菌；ＧＦＰ组给予口服ｐＢＢＡＤｓＧＦＰ转化双歧杆菌；生理盐水组给予腹腔注射无菌ＰＢＳ

（１次／ｄ）。所有小鼠均在治疗１４ｄ后取心脏标本观察心肌病理变化，检测心肌病毒滴度，荧光定量ＰＣＲ分析Ｔｈ１

细胞因子水平。结果　治疗１４ｄ后，ＨＥ染色显示ＩＬ１２组小鼠心肌炎症程度较ＧＦＰ组和生理盐水组明显减轻；

ＩＬ１２组小鼠心脏炎症病变百分比为（１８±５）％，心肌的病毒滴度为（２．８９±０．１８）ｐｆｕ／ｇ，显著低于ＧＦＰ组［分别为

（３１±６）％和（４．８３±０．１４）ｐｆｕ／ｇ］及生理盐水组［分别为（３２±９）％和（４．８０±０．１５）ｐｆｕ／ｇ］，差异有统计学意义（均

犘＜０．０１）；ＩＬ１２组小鼠心脏γ干扰素［（２．２７±０．１５）ｐｇ／ｍＬ］和肿瘤坏死因子α［（３．０５±０．１７）ｐｇ／ｍＬ］水平显著

高于ＧＦＰ组［分别为（１．３２±０．１１）ｐｇ／ｍＬ和（２．３７±０．１６）ｐｇ／ｍＬ］及生理盐水组［分别为（１．３８±０．１１）ｐｇ／ｍＬ和

（２．３７±０．１２）ｐｇ／ｍＬ］，差异有统计学意义（均犘＜０．０１）。结论　此次研究成功构建了一种新型表达ｍＩＬ１２的双

歧杆菌载体，口服ＩＬ１２转化双歧杆菌对ＣＶＢ３病毒诱导的小鼠心肌炎具有较好疗效。

［关　键　词］　双歧杆菌；白细胞介素１２；柯萨奇Ｂ３病毒；心肌炎；肠道病毒属
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１４ｏｆｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ａｎｄｔｈｅｍｕｒｉｎｅｈｅａｒｔｓｗｅｒｅｄｉｓｓｅｃｔｅｄａｓｅｐｔｉｃａｌｌｙｆｏｒｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ（ＨＥ）ｓｔａｉｎｉｎｇ，ｖｉｒａｌｔｉｔｅｒ
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ｔｈａｔｔｈｅｓｅｖｅｒｉｔｙｏｆｖｉｒｕｓｉｎｄｕｃｅｄｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓｉｎＩＬ１２ｇｒｏｕｐｗａｓｒｅｄｕｃｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｏｆＧＦＰｇｒｏｕｐａｎｄｓａ

ｌｉｎｅｇｒｏｕｐ；ｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｃａｒｄｉａｃｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｌｅｓｉｏｎｓａｎｄＣＶＢ３ｔｉｔｅｒｓｉｎＩＬ１２ｇｒｏｕｐｗａｓ（１８±５）％ａｎｄ

（２．８９±０．１０）ｐｆｕ／ｇｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｗｈｉｃｈｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆＧＦＰｇｒｏｕｐ（［３１±６］％，［４．８３±０．１４］

ｐｆｕ／ｇ）ａｎｄｓａｌｉｎｅｇｒｏｕｐ（［３２±９］％，［４．８０±０．１５］ｐｆｕ／ｇ），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（ａｌｌ犘＜０．０１）；ｌｅｖｅｌｓｏｆｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ（ＩＦＮ

γ）ａｎｄｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα（ＴＮＦα）ｉｎｃａｒｄｉａｃｔｉｓｓｕｅａｎｄｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓｏｆＩＬ１２ｇｒｏｕｐｗａｓ（２．２７±０．１５）ｐｇ／ｍＬ

ａｎｄ（３．０５±０．１７）ｐｇ／ｍＬ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｗｈｉｃｈｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆＧＦＰｇｒｏｕｐ（［１．３２±０．１１］ｐｇ／

ｍＬ，［２．３７±０．１６］ｐｇ／ｍＬ）ａｎｄｓａｌｉｎｅｇｒｏｕｐ（［１．３８±０．１１］ｐｇ／ｍＬ，［２．３７±０．１２］ｐｇ／ｍＬ），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（ａｌｌ犘＜

０．０１）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　Ａｎｏｖｅｌｏｒａｌｄｅｌｉｖｅｒｙｓｙｓｔｅｍｏｆ犅犻犳犻犱狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿ｆｏｒｍｕｒｉｎｅＩＬ１２ｈａｓｂｅｅｎｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｅｓｔａｂ

ｌｉｓｈｅｄ．ＯｒａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｍＩＬ１２ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ犅．犾狅狀犵狌犿ｍａｙｐｌａｙａｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｒｏｌｅｉｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＣＶＢ３

ｉｎｄｕｃｅｄｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓｉｎｔｈｅｍｉｃｅ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　犅犻犳犻犱狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿；ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１２；ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓＢ３；ｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ；ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ

［ＣｈｉｎＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１３，１２（５）：３３０－３３５，３５９］

　　白细胞介素 （ＩＬ）１２是由ｐ３５和ｐ４０亚基通过

二硫键连接而成的异二聚体细胞因子。研究［１］数据

表明，ＩＬ１２能上调ＮＫ细胞及Ｔ细胞产生的γ

干扰素（ＩＦＮγ）水平，并促进Ｔ细胞向Ｔｈ１细胞分

化。此外，在固有性和获得性免疫过程中，传染病患

者体内早期产生的ＩＬ１２具有的广泛影响已有报

道［２－３］。近年来，越来越多的研究［４－１０］证实了ＩＬ１２

在痘病毒、乙型肝炎病毒、黏液瘤病毒及支原体等引

起的传染病治疗过程中均有至关重要的作用，特别

是在柯萨奇Ｂ３病毒（ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓＢ３，ＣＶＢ３）性

心肌炎中，ＩＬ１２通过促进心脏ＩＦＮγ产生，巨噬细

胞及中性粒细胞生成，起到延缓小鼠病毒性心肌炎

进展的作用［１１］。同时，外源性ＩＬ１２在Ｂ组柯萨奇

病毒感染过程中可抑制免疫病理过程，从而导致疾

病向慢性进展［１２］。因此，在ＣＶＢ３性心肌炎感染

中，患者早期口服ＩＬ１２，可作为替代方式促进免疫

病理过程的发展。目前，注射途径仍是ＩＬ１２进入

机体的主要方式，但对于患者而言，长期使用静脉注

射或肌内注射ＩＬ１２并不容易。近年，ＥｌíａｓＬóｐｅｚ

等［１３］报道转基因蕃茄表达ＩＬ１２治疗早期及晚期

结核杆菌感染，可以减轻患者肺组织的损伤程度；

Ｓａｌｖａｔｏｒｅ等
［１４］证实鼻内给药ＩＬ１２可用于治疗支

原体感染。这些研究表明，新的给药途径，如口服或

鼻内给药，能更好地促进ＩＬ１２在体内的释放。双

歧杆菌属是人类远端空肠、回肠、结肠的主要益生

菌，对人类健康大有裨益，包括预防感染、免疫调节

及结肠癌的预防等。近年来，基因工程改造转化的

双歧杆菌已被用作癌症基因治疗及肠道疾病的多种

细胞因子外源基因表达载体［１５－１９］。因此，双歧杆菌

或许可以作为肠道表达和分泌ＩＬ１２合适的载体。

本研究旨在构建一种口服给药的表达ＩＬ１２的双歧

杆菌，评估制备的口服ＩＬ１２重组双歧杆菌对

ＣＶＢ３诱导的小鼠心肌炎的治疗效果。

１　材料与方法

１．１　试剂与器材　小鼠ＩＬ１２（ｍＩＬ１２），由上海英

骏公司合成；基因脉冲发生器和脉冲控制仪，购自

ＢｉｏＲａｄ公司；绿荧光蛋白（ＧＦＰ）来源于ｐＥＧＦＰ

Ｎ１质粒；ｍＩＬ１２ＥＬＩＳＡＫｉｔ购自美国Ｒａｐｉｄｂｉｏ公

司，Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；蛋白酶抑制

剂（含１ｍｍｏｌ／Ｌ苯甲基磺酰基氟化物、１０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＥＤＴＡ及含１．５μｍｏｌ／Ｌ抑肽酶的２ｍＬＰＢＳ）；培

养基包括ＢＬ琼脂平板（Ｎｉｓｓｕｉ）、ＭＲＳ培养基、

ＤＭＥＭ培养基及ＲＰＭＩ１６４０基础培养基。

１．２　载体的构建　大肠埃希菌－双歧杆菌穿梭表

达质粒载体ｐＢＢＡＤ／Ｘｓ参考文献［１８］构建。ｐＢ

ＢＡＤ／Ｘｓ包含胞外木聚糖酶（ＸｙｎＦ）信号肽序列

（Ｘｓ）和从双歧杆菌扩增得到的启动子。ＧＦＰ基因

表达载体（ｐＢＢＡＤｓＧＦＰ）通过在ｐＢＢＡＤ／Ｘｓ的

ＮｃｏＩ位点和ＸｂａＩ位点之间插入ＧＦＰ构建而成，小

鼠ＩＬ１２表达载体（ｐＢＢＡＤｓＩＬ１２）通过ｐＢＢＡＤｓ

ＧＦＰ质粒在ＢｐｉⅠ位点和ＸｂａⅠ位点间将ＧＦＰ替

换ｍＩＬ１２构建而成，其目的基因的表达由Ｌ阿拉

伯糖诱导。ｍＩＬ１２的氨基酸序列为ＶａｌＰｒｏＧｌｙ

ＶａｌＧｌｙＶａｌＰｒｏＧｌｙＶａｌＧｌｙ
［１３］。质粒均被转化入
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大肠埃希菌，构建的质粒均通过双酶切及测序验证

准确性。

１．３　双歧杆菌的培养、转化及基因的诱导表达与鉴

定　转化的双歧杆菌在ＭＲＳ培养基中３７℃厌氧培

养至对数生长中期后，转移至 ＭＲＳ液体培养基继

续培养２４～４８ｈ；随后，双歧杆菌培养液经４℃，

５０００ｇ离心。收集沉淀物，吹打并用含０．２％Ｌ阿

拉伯糖ＭＲＳ肉汤稀释至（２．５～３．０）×１０７／ｍＬ。为

保证培养物中的实际有效菌量，取１０μＬ菌悬液加

入含１００ｍｇ／Ｌ氨苄西林的ＢＬ琼脂平板，经过２４ｈ

厌氧培养后进行菌落计数。双歧杆菌ＮＣＣ２７０５、

重组质粒ｐＢＢＡＤｓＩＬ１２及ｐＢＢＡＤｓＧＦＰ参照文

献［１８］通过电转化制备，使用基因脉冲发生器及脉

冲控制仪进行。细菌接种于含０．０５％的Ｌ半胱氨

酸和１００ｍｇ／Ｌ氨苄西林的 ＭＲＳ培养基（１．５％）

中，３７℃厌氧培养２ｄ；挑选单克隆菌落，置于 ＭＲＳ

肉汤培养基中培养。通过聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增

检测目的基因（ＩＬ１２或ＧＦＰ）片段及测序鉴定转化

菌。转化双歧杆菌在含１００ｍｇ／Ｌ氨苄西林的

ＭＲＳ培养基中培养，当ＯＤ６９５达０．６时，加入Ｌ阿

拉伯糖诱导目的基因表达。经０．２％的Ｌ阿拉伯糖

诱导后，分别在６、１２、１８、２４、４８ｈ收集培养上清液

及细菌颗粒，储存于－７０℃，用于ＩＬ１２的酶联免疫

吸附试验（ＥＬＩＳＡ）及 Ｗｅｓｔｅｒｎ免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ

Ｂｌｏｔ）鉴定。其ＩＬ１２的浓度根据 ｍＩＬ１２ＥＬＩＳＡ

Ｋｉｔ操作规程进行，检测限为６００ｐｇ／ｍＬ。细菌上

清液及颗粒裂解出的蛋白质经ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝

胶电泳及电转化转移到硝酸纤维膜上，重组的ｍＩＬ

１２采取ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ验证其表达水平。

１．４　细胞与病毒株　ＣＶＢ３原始病毒株由暨南大

学生物医药研究所惠赠［２０］。非洲绿猴肾（Ｖｅｒｏ）细

胞在含有８％小牛血清的ＤＭＥＭ培养基中培养，融

合培养的Ｖｅｒｏ细胞感染ＣＶＢ３病毒，３７℃孵育至

观察到完全的细胞病变效应（一般在３～５ｄ），收集

培养基，细菌碎片经沉淀、离心、去上清后分装，置于

－８０℃保存。

１．５　小鼠模型构建及干预和分组　选取４周大的

雄性ＢＬＡＢ／ｃ小鼠３０只，体重（１５．０±０．５）ｇ。在

５×１０６５０％组织细胞感染量（ＴＩＣＤ５０）的浓度下给

小鼠腹腔内注射ＣＶＢ３感染剂量，感染ＣＶＢ３的小

鼠１４ｄ后形成病毒性心肌炎。将感染小鼠随机分

为３组（每组各１０只），分别是ＩＬ１２组、ＧＦＰ组及

生理盐水组。ＩＬ１２组：给予口服ｐＢＢＡＤｓＩＬ１２转

化双歧杆菌；ＧＦＰ组：给予口服ｐＢＢＡＤｓＧＦＰ转化

双歧杆菌；生理盐水组：给予腹腔注射无菌ＰＢＳ

（１次／ｄ）至感染后１４ｄ。重组菌，使用结核菌素注射

器及２０号橄榄尖钢鼻饲管，通过口腔及食道，每天２

次给予小鼠治疗剂量。所有小鼠均在治疗１４ｄ后，

使用乙醚麻醉处死。取其心脏标本，标本一半用于病

毒滴度水平、细胞因子水平定量分析及总ＲＮＡ提取；

另一半用于ＨＥ染色观察心肌病理变化。另外，手术

切除脾脏分离单核细胞（ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ，ＭＮＣｓ），

同时收集每只小鼠的血液及肠内容物标本。此研究

经南方医科大学伦理委员会审批并通过。

１．６　血清及肠内容物的ｍＩＬ１２定量分析　收集

小鼠血液标本，４℃５０００ｇ离心，弃上清后置于

－２０℃保存备用。切除小鼠的小肠及结肠，清洗肠

道，在室温下加入蛋白酶抑制剂培养整个肠道１０

ｍｉｎ。收集肠内容物并于４℃４０００ｇ离心３０ｍｉｎ，

将上清液置于－２０℃保存。肠内容物上清液中的

ｍＩＬ１２，使用ｍＩＬ１２ＥＬＩＳＡｋｉｔ进行ＥＬＩＳＡ检测。

１．７　小鼠心肌病理学分析、病毒滴度定量　ＨＥ染

色参照标准方法进行。心肌病变占心脏范围由传统

含等距点１２１网格的ｐｏｉｎｔｃｏｕｎｔｉｎｇ方法测定
［２１］。

采用表面分布比例，估算局灶性心肌炎受累的病变

范围。每张ＨＥ染色计数验证面积比例，３个视野

取平均值。在受累的心脏组织中，心肌病变分布相

对均匀，故心肌损害的表面比例被认为是可代表整

个心脏组织的病理变化。取心尖组织０．５ｍｇ，经无

菌处理后在２ｍＬ的ＰＢＳ中混匀，上清经冻融３个

循环，６０００ｇ离心８ｍｉｎ，后经ＲＰＭＩ１６４０基础培养

基培养，并依次进行１０倍稀释；Ｖｅｒｏ细胞在培养板

汇合生长，与上述稀释液混匀，３７℃孵育３ｈ后，单层

固定在１０％福尔马林磷酸盐缓冲液中，结晶紫染色

后观察斑块数量。采用标准斑块形成检测病毒滴度。

１．８　细胞因子的转录定量分析　使用Ｔｒｉｚｏｌ试剂

盒提取心脏组织总ＲＮＡ，按照试剂盒提供的操作规

程逆转录生成ｃＤＮＡ。实时定量ＰＣＲ检测ＩＦＮγ、

肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）α的转录水平（内参为管家基

因β肌动蛋白）。反应体系为：９４℃预变性２ｍｉｎ，

９４℃变性２０ｓ，５８℃退火２０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３５个

循环。所有ＰＣＲ重复进行一次。使用ＡＢＩＰｒｉｓｍ

７９００荧光定量ＰＣＲ仪分析扩增产物，β肌动蛋白作

为内参照用于平衡每个样品总ＲＮＡ量的差异。

ＩＦＮγ、ＴＮＦα和管家基因β肌动蛋白引物参照文

献［２１］合成。

１．９　统计学分析　应用ＳＰＳＳ１１．０软件对数据进

行单因素方差分析。数据用狓±狊表示，犘＜０．０５为
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差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ｐＢＢＡＤｓＩＬ１２转化双歧杆菌表达及分泌

ｍＩＬ１２水平　在选取的５个时间点内，上清液中

ｍＩＬ１２水平明显高于细菌颗粒中的水平。上清液及

颗粒中的ｍＩＬ１２水平均在前１２ｈ呈上升趋势，后

１２ｈ又呈逐渐下降趋势（见图１）。上清液及颗粒中均

有ｍＩＬ１２的诱导表达，而未经Ｌ阿拉伯糖诱导的转

化双歧杆菌无ｍＩＬ１２目的片段（图２，第６泳道）。
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图１　ＥＬＩＳＡ检测重组ｐＢＢＡＤｓＩＬ１２转化双歧杆菌表达的

ｍＩＬ１２水平曲线

犉犻犵狌狉犲１　ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＩＬ１２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ

! " # $ % &

ＡｂａｎｄｏｆＩＬ１２ｗａｓｓｈｏｗｎｉｎｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔａｎｄｃｅｌｌｐｅｌ

ｌｅｔｏｆ犅．犾狅狀犵狌犿ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈｐＢＢＡＤｓＩＬ１２ｐｌａｓｍｉｄａｆｔｅｒ

０．２％Ｌａｒａｂｉｎｏｓｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎ．Ｌａｎｅ１—３：ｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔａｆｔｅｒ

６ｈ，１２ｈａｎｄ１８ｈｉｎｄｕｃｔｉｏｎ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｌａｎｅ４—５：ｃｅｌｌｐｅｌｌｅｔａｆ

ｔｅｒ６ｈａｎｄ１２ｈｉｎｄｕｃｔｉｏｎ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｌａｎｅ６：ｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ

ｏｆＩＬ１２ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ犅．犾狅狀犵狌犿ｂｅｆｏｒｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎ．

图２　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ验证ｍＩＬ１２的表达

犉犻犵狌狉犲２　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍＩＬ１２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｖｉｔｒｏ

２．２　心肌病理和病毒复制水平检测　ＨＥ染色显

示，ＩＬ１２组小鼠心肌炎症程度较ＧＦＰ组和生理盐

水组明显减轻，见图３。ｍＩＬ１２组小鼠心肌炎症范

围占心脏部分的百分比及心脏组织病毒滴度水平显

著低于ＧＦＰ组及生理盐水组（犘＜０．０１），见图４。

２．３　ＩＦＮγ及ＴＮＦα转录水平检测　ＩＬ１２组小

鼠心脏ＩＦＮγ和ＴＮＦα水平显著高于ＧＦＰ组及生

理盐水组（均犘＜０．０１，见图５Ａ、Ｂ）；ｍＩＬ１２组小鼠

脾脏单核细胞上清液中的ＩＦＮγ及ＴＮＦα水平显

著高于ＧＦＰ组及生理盐水组（均犘＜０．０１，见图

５Ｃ、Ｄ）。

图３　各组小鼠病毒性心肌炎心肌病变严重程度（ＨＥ染色）

犉犻犵狌狉犲３　Ｔｈｅｓｅｖｅｒｉｔｙｏｆｖｉｒｕｓｉｎｄｕｃｅｄｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ）
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图４　各组小鼠心脏炎症病变比例、病毒滴度的表达
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图５　各组小鼠ＩＦＮγ和ＴＮＦα的表达
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３　讨论

以往研究已证实，通过静脉、腹腔或皮下注射

ｍＩＬ１２对家兔及人类有治疗作用。本研究经重组

双歧杆菌为载体表达ＩＬ１２的新型口服给药方法，

口服ＩＬ１２转化双歧杆菌的小鼠，其肠内容物上清

液及细胞颗粒中均检测到ＩＬ１２。同时，我们证实

ＢＡＬＢ／ｃ小鼠经口服ＩＬ１２转化双歧杆菌后（１２ｈ），

血清及肠道内容物中的ＩＬ１２浓度明显升高，提示

重组菌得以在肠道内表达及吸收ＩＬ１２。说明重组

的ＩＬ１２转化双歧杆菌可在肠道内作为ＩＬ１２基因

表达及分泌的合适载体，可作为新型ＩＬ１２口服给

药载体，用于疾病的治疗。

ＣＶＢ３属小ＲＮＡ病毒科中的肠病毒，是急性病

毒性心肌炎主要病原体之一。心肌炎的致病过程表

现为起始的病毒感染、自然免疫反应和最终的心肌

结构功能的重构［２２］。传统的理论认为，ＣＤ４＋Ｔｈ１

细胞在病毒感染的获得性免疫过程中起着至关重要

的作用，它通过分泌ＩＦＮγ和ＴＮＦα有效清除入侵

的病毒；检测辅助性Ｔ细胞相关的两种细胞因子
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（ＩＦＮγ和ＴＮＦα）水平的表达与分泌，评估口服

ｐＢＢＡＤｓＩＬ１２转化双歧杆菌对心肌的免疫刺激作

用，ＩＬ１２通过刺激ＩＦＮγ和ＴＮＦα的分泌起到协

同控制感染的作用。研究［６，１１］报道，ＣＶＢ３病毒性

心肌炎中ＩＬ１２或ＩＬ１２受体缺失可促进疾病的发

展及病毒的复制。本研究ＩＬ１２组小鼠（口服ＩＬ１２

转化双歧杆菌）心脏的病理炎症及病变坏死区域显

著减轻，心脏病毒滴度水平明显降低，提示此重组转

化双歧杆菌可能部分通过抑制ＣＶＢ３早期病毒感染

阶段的病毒复制来改善心肌炎症。同时，ＩＬ１２转

化双歧杆菌能上调Ｔｈ１细胞相关细胞因子即ＩＦＮ

γ和ＴＮＦα，同时也增加了脾脏淋巴细胞中ＩＦＮγ

和ＴＮＦα的分泌，说明此重组双歧杆菌制剂能在抑

制病毒过程中提高ＣＤ４＋Ｔｈ１细胞的表达。

基因转化双歧杆菌已作为外源基因传递载体，

成功应用于多种疾病的治疗［５，１５－１９］。双歧杆菌对人

类健康有很多益处，包括预防感染、免疫调节作用，

这提示双歧杆菌在胃肠道疾病中可能是人体肠道基

因表达合适的载体。为此，我们构建了ｍＩＬ１２转

化双歧杆菌，它具有两方面的优势，即肠道内的强定

植能力和生理传播作用［１８，２３］。本研究中，ＩＬ１２转

化双歧杆菌对治疗小鼠ＣＶＢ３病毒性心肌炎的疗效

得到证实，但仍需进一步实验评估ＩＬ１２转化双歧

杆菌是否可添加于益生菌的酸奶或饮食中，以及它

是否可应用于治疗患病毒性心肌炎的高危人群。

综上所述，我们通过构建大肠埃希菌－双歧杆菌

穿梭载体，采用这种新型ＩＬ１２转化双歧杆菌口服给

药方式对ｍＩＬ１２在小鼠体内、外的表达进行了分析，

证实了口服给药ＩＬ１２转化双歧杆菌对ＣＶＢ３诱导小

鼠心肌炎的治疗效果，但仍需更多研究来探讨此种新

的给药方式在患者中的临床应用价值。
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３　讨论

ＰＤＣＡ循环又称“戴明环”，是由美国质量管理

专家戴明提出的一种科学、有效解决问题的方法。

其涵盖了前馈控制、同期控制、反馈控制３个环节，

上一级管理循环是下一级管理循环的依据，下一级

管理循环又是对上一级管理循环的保证，以滚雪球

方式不断循环，一阶段终点即为新循环的起点，环环

相连，螺旋上升，形成持续改进的长效机制，对管理

目标实行持之以恒的干预［６］。在２０１１年三级综合

医院评审标准实施细则中，引入了ＰＤＣＡ循环管

理，要求通过质量管理计划的制订及组织实现的过

程，对各项医疗质量和安全管理实现持续改进［７］。

在循环实施初期，很多医生担心不使用抗菌药物会

发生感染，引来医疗纠纷；有些患者认为与其感染后

使用抗菌药物，不如一开始就使用以减少风险和痛

苦。针对医患的担忧，本研究用数据说明Ⅰ类切口

手术不使用抗菌药物的可行性，并强调抗菌药物管

理的重要性和卫生部整治的决心，向患者宣教滥用

抗菌药物的危害性。通过一段时间的强效管理，Ⅰ

类切口手术不使用抗菌药物并未增加术后感染率，

大大增强了临床医生的信心，也使他们后期更加积

极地配合。

本院应用ＰＤＣＡ循环管理对Ⅰ类切口手术预

防用药进行规范后，Ⅰ类切口手术预防用药率逐步

下降，接近卫生部２０１１年《全国抗菌药物临床应用

专项整治活动方案》中Ⅰ类切口手术预防性用药不

超过３０％的要求。外科医生合理使用抗菌药物的

意识普遍增强，Ⅰ类切口手术预防性用药指征、预防

性用药时间和选药逐步规范，不合理用药现象得到

控制。术后预防用药时间较前规范，但仍有提升的

空间，在下一个循环管理中应将重点放在术后用药

疗程的控制上，着重加强医务人员无菌操作的意识，

以减少手术感染机会；积极与临床医生探讨切口感

染判断标准、延长用药指征等学术问题，以减少盲目

延长疗程的不良习惯。

综上所述，通过ＰＤＣＡ循环管理，在规范抗菌

药物合理应用中取得显著成效，经验值得推广。
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