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GM-CSF与生长抑素融合表达质粒对小鼠
肌肉组织 GHR和 IGF-I mRNA表达的影响
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摘要:选择 70 只小白鼠，随机分为 7 组，每组 10 只，雌雄各半。其中第 1 组为对照组，第 2 － 4 组分别肌肉注射
pcS /2SS、pGM － CSF /SS和 pGM － CSF + pcS /2SS DNA疫苗; 第 5 ～ 7 组分别口服以减毒沙门氏菌为载体的 pcS /
2SS、pGM － CSF /SS和 pGM － CSF + pcS /2SS DNA疫苗，以 β － actin作为内参，利用相对半定量 RT － PCR，检测
小鼠肌肉组织 GHR和 IGF － I mRNA的表达。结果表明: 第 3、5 和 6 组的 GHR mRNA 表达显著高于 1 组和 7
组( P ＜ 0． 05) ，第 5 和 6 组的 IGF － I mRNA表达显著高于 1 组、2 组、4 组和 7 组( P ＜ 0． 05) ，GM － CSF与 SS的
融合表达质粒( pGM － CSF /SS) 的 GHR和 IGF － I mRNA表达高于 pGM － CSF + pcS /2SS 共同免疫，同种 DNA
疫苗，口服免疫组的 GHR 和 IGF － I mRNA 表达总体上比肌肉注射组要高。这些结果证明，GM － CSF 可促进
SS DNA疫苗的免疫效果，提高肌肉组织中 GHR和 IGF － I mRNA 的表达; pGM － CSF /SS 效果优于 pGM － CSF
+ pcS /2SS，口服免疫组要优于肌肉注射免疫组。
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GHR and IGF-I mRNA Expression in Muscle Tissue of Mice after
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Abstract: A total of 70 mice at 22 days age were randomized to 7 groups to detect GHR and IGF － I mR-
NA expression in muscle tissues by semi － quantitative RT － PCR，and β － actin was served as the control． All
mice of 7 groups were given twice immunizations at intervals of 2 weeks． Group 1 as the control was immunized
with 0． 85 % salt solution． Group 2 － 4 were given muscular injections ( i m． ) with pcS /2SS ( Group 2) ，pGM
－ CSF /SS ( Group 3) and pGM － CSF + pcS /2SS ( Group 4) ，respectively，while Group 5 － 7 by oral admin-
istration with pcS /2SS ( Group 5) ，pGM － CSF /SS ( Group 6) and pGM － CSF + pcS /2SS ( Group 7) deliv-
ered by attenuated Salmonella． The results were as follows: GHR mRNA expression levels of Group 3，5 and 6
were higher than that of Group 1 and 7( P ＜ 0． 05) ． IGF － I mRNA expression levels of Group 5 and 6 were
higher than that of Group 1，2，4 and 7( P ＜ 0． 05) ． GHR and IGF － I mRNA expression levels of pGM － CSF /
SS were higher than that of co － immunization of pGM － CSF + pcS /2SS． The results also showed that
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GHR and IGF － I mRNA expression levels by the oral administration were largely higher than that of the mus-
cular injection with the same DNA vaccine． These results suggest that GM － CSF can enhance immune effect of
SS DNA vaccine and increase GHR and IGF － I mRNA expression in muscle tissue of mice． The immune
effect of pGM － CSF /SS is superior to that of pGM － CSF + pcS /2SS． The immune response of oral administra-
tion is higher than that of the muscular injection．

Key words: granulocyte － macrophage colony － stimulating factor ( GM-CSF) ; somatostatin ( SS) ; DNA
Vaccine; growth hormone receptor ( GHR) ; insulin-like growth factor-I ( IGF-I) ; mRNA Expression

动物生长主要受下丘脑 －垂体 －靶器官生长轴调节，其生长离不开神经内分泌调节。GH 是调节
生长的重要激素。GH可直接作用于靶组织，与 GHR结合促进组织的生长发育［1］; GH也可通过与肝等
组织中 GHR结合，介导产生 IGF － I，IGF － I 以内分泌、旁分泌或自分泌的形式促进组织器官的发育。
IGF －Ⅰ对肌肉有很强的合成代谢效应，能抑制蛋白质分解，增加氨基酸的摄取和细胞增生。
粒细胞 －巨噬细胞集落刺激因子( GM － CSF) 是一种具有多项潜能的造血生长因子，GM － CSF 作

为 DNA疫苗的免疫佐剂，能增强 DNA 疫苗的免疫效果。采用 SS DNA 疫苗以及 GM － CSF 和 SS 的融
合表达质粒免疫小鼠，结果发现均能产生了特异性的生长抑素抗体［2］，GH 和 IGF － I 的分泌水平也都
高于对照组［3］，用于免疫断奶仔猪，可以提高断奶仔猪某些代谢物浓度［4］，本研究利用 SS DNA 疫苗
( pcS /2SS) 、GM － CSF与 SS融合表达质粒( pGM － CSF /SS) 以及 pGM － CSF + pcS /2SS 同时免疫小鼠，
采用肌肉注射和口服两种途径免疫小鼠，检测不同质粒、不同免疫途径小鼠肌肉组织 GHR 和 IGF － I
mRNA表达的差异，旨在揭示生长抑素基因疫苗对小鼠生长发育的作用机理，探讨基因佐剂 GM － CSF
对生长抑素基因疫苗的免疫增强作用。

1 材料与方法
1． 1 材料
1． 1． 1 质粒和菌株 生长抑素基因疫苗 pcS /2SS 由曹少先博士构建［5］、pGM － CSF［6］、pGM － CSF /
SS［7］作者自行构建。E． coli DH5α、减毒沙门氏菌 CS022 由江西农业大学动物生产实验室保存。
1． 1． 2 试剂、仪器及试验动物 质粒抽提纯化试剂盒为 Omega 公司产品; 总 RNA 小量提取试剂盒购
自上海华舜生物工程有限公司; RT － PCR试剂盒为宝生物工程( 大连) 有限公司; 其它常规试剂均购自
南京生兴生物技术有限公司。主要仪器有 PCR仪( Thermo Hybaid PxE － 02) ; Kodak ID图像分析系统为
Kodak公司产品( Photo Film Co． USA) 。22日龄 10 ～15 g ICI小白鼠购自南京市江宁区青龙山动物繁殖场。
1． 2 方法
1． 2． 1 质粒的大量抽提纯化 挑选单个菌落，接种至 3 mL LB中，37 ℃、240 r /min培养过夜，按 1∶ 500
的比例稀释到适当体积 LB 培养基中，继续培养 12 h，离心收集菌体，按试剂盒说明书抽提纯化 pcS /
2SS、pGM － CSF和 pGM － CSF /SS质粒。用分光光度计测其 OD260和 OD280，计算其浓度和纯度。
1． 2． 2 质粒的浓缩与稀释 按文献［8］对质粒进行浓缩后，用灭菌的生理盐水稀释至终浓度为 1 μg /
μL，备用。
1． 2． 3 重组减毒沙门氏菌的制备 参照文献［9］方法制备感受态沙门氏菌 CS022，采用 CaCl2 法将上
述质粒转化感受态沙门氏菌，分别制备以减毒沙门氏菌为载体的口服 pcS /2SS、pGM － CSF 和 pGM －
CSF /SS重组菌。取 pcS /2SS、pGM － CSF和 pGM － CSF /SS分别接种相应的选择性 LB，37 ℃，150 r /min
振摇培养至 OD6000． 3 ～ 0． 4，4 ℃、200 r /min离心 10 min，弃上清，用灭菌的 PBS调整细菌浓度至1010 CFU/
mL，备用。
1． 3 试验
1． 3． 1 小鼠的免疫 选择 70 只 22 日龄小白鼠，随机分为 7 组，每组 10 只，雌雄各半，其中第 1 组为对
照组，第 2 － 4 组为质粒肌肉注射组，第 2 组免疫 pcS /2SS，第 3 组免疫 pGM － CSF /SS，第 4 组在同部位
注射 pGM － CSF + pcS /2SS，采用股四头肌三点注射法，免疫前 24 h注射体积分数为 0． 25%盐酸利多卡
因 20 μL进行预处理，然后在同一部位注射 DNA疫苗，免疫剂量为 50 μg /只。第 5 － 7 组免疫方式为口
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表 2 GHR和 IGF － I mRNA的 RT － PCR条件
Tab． 2 RT － PCR condition for GHR and IGF － I mRNA

项目 Item GHR IGF － I

PCR条件 94 ℃ 30 s 94 ℃ 30 s

53 ℃ 30 s 55 ℃ 30 s

72 ℃ 60 s 72 ℃ 60 s

31 cycle 30 cycle

目的基因 /β － actin引物比例 9∶ 1 12∶ 1

服重组减毒沙门氏菌，口服的方式采用口腔滴喂，第 5 组口服 pcS /2SS，第 6 组口服 pGM － CSF /SS，第 7
组同时口服 pGM － CSF + pcS /2SS。口服免疫前 12 h 禁食禁水，免疫前 30 min，预先口服 100 μL /只质
量分数为 7． 5%的 NaHCO3 以中和胃酸，免疫剂量为 109 CFU /只。初次免疫后 2 周以相同剂量和免疫
途径加强免疫 1 次，试验期为 9 周。
1． 3． 2 样品采集 试验结束后，每组随机选择 3 只雌性小白鼠宰杀，取大腿肌肉组织在最短时间内( 5
～ 10 min) 装入冻存管，放入液氮中保存备用。
1． 3． 3 样品总 RNA提取和 RNA电泳 按 RNA小量提取试剂盒提取总 RNA，紫外比色法测定总 RNA
浓度和纯度。取 6 ～ 8 μg总 RNA，用质量分数为 1． 4%变性琼脂糖凝胶电泳分离，EB 染色后用凝胶成
像系统照相观察 RNA条带。如果条带清晰，无拖尾现象，且 28S与 18S 条带灰度之比大约为 2． 0，表明
RNA无降解，质量可靠，否则该 RNA样品不能用，必须重新提取。
1． 3． 4 反转录( RT) 按 RT － PCR试剂盒操作如下: 取 1 μg 总 RNA进行反转录，反应总体积 10 μL，
其中: MgCl2 2 μL、Oligo( dT) 18 引物( 2． 5 pmol /μL ) 0． 5 μL、dNTP Mixture( 各 10 mmol /L) 1 μL、RNA
酶抑制剂 ( 40 U /μL) 0． 25 μL、反转录酶 ( 5 U /μL) 0． 5 μL、10 × RT Buffer 1 μL、RNase Free dH2O 至
总体积 10 μL。按以下条件进行反转录反应: 30 ℃ 10 min，42 ℃ 30 min，99 ℃ 5 min，5 ℃ 5 min，反应
1 个循环。RT产物 － 20 ℃保存，备用。
1． 3． 5 PCR引物设计 小鼠的 GHR、IGF － I和 Beta － actin cDNA序列来源于 GenBank，PCR引物序列
采用 Primer 5． 0 软件自行设计，由上海英骏生物技术有限公司合成。引物序列和参数见表 1。

表 1 目的基因引物参数
Tab． 1 Parameter of oligo － nucleotide primer pairs for the target genes

目的基因

Target Gene
cDNA参考序列
cDNA Sequence

引物序列

Primer Sequence
PCR产物

PCR Product

GHR
GenBank

NM_010284
Forward
Reverse

5' － AGC CAA CGA CAA GCT GCA AGA －3
5' － ATG CCA ATG GGT GGA TCA GGT － 3

217 bp
( 271 － 488)

IGF － I
GenBank

NM_184052
Forward
Reverse

5' － GGT GGA TGC TCT TCA GTT CG － 3'
5' － TAT CGC TGG GCA CGG ATA GA －3'

203 bp
( 126 － 329)

β － actin
GenBank
X03765

Forward
Reverse

5' － ATG GTG GGA ATG GGT CAG A －3'
5' － ACG ACC AGA GGC ATA CAG G －3'

311 bp
( 1 － 312)

1． 3． 6 PCR条件的优化 将肌肉样品的反转录产物等量混合成一 RT 样品，用此混合样作为模板，优
化 PCR条件。反应体系如下: 5 ×PCR Buffer 10 μL、RT产物 1 －2 μL、上、下游引物( 20 pmol /μL) 各 0． 5 μL、
Ex Taq酶( 5 U/μL) 0． 25 μL、灭菌蒸馏水加至总体积 50 μL。反应条件为 94 ℃预变性 2 min，循环条件:
94 ℃变性 30 s，50 ～ 60 ℃退火 30 s，
72 ℃延伸 1 min。循环后再 72 ℃延
伸 10 min。以此条件为基础，改变复性
温度、目的基因与 β － actin 引物比例、
循环圈数等以确定最佳反应条件。
GHR、IGF － I mRNA 的 RT － PCR 条件
见表 2。
1． 3． 7 PCR 扩增与电泳及灰度分析
按以上优化的 RT － PCR 条件扩增
所要测定的样品，PCR 产物保存在
4 ℃。取 10 μL PCR产物在质量分数为 1． 2%琼脂糖凝胶上电泳，用 Kodak ID图像分析系统分析条带
灰度，结果用目的基因条带灰度与 β － actin条带灰度比值的平均数( Mean ± SE) 来表示，每个样品重复
3 次操作，同时用 ddH2O和 RNA混合样作对照，以检验是否有外源 DNA和基因组 DNA污染。同时，将
GHR 、IGF － I 和 β － actin的 PCR产物送上海英骏生物技术有限公司测序，以确认目的基因。
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1． β － actin; 2． GHR; 3． IGF － I; M． DL － 2000。
图 1 目的基因 RT － PCR产物电泳图

Fig． 1 RT － PCR products of target genes fragment

M: DL － 2000; 1 为对照组; 2 － 4 为肌肉注射组; 5 － 7 为口服组。
M: DL － 2000; Lane 1: control group; Lane 2 － 4: intramuscular groups; Lane 5 － 7:
oral administration groups．

图 2 小鼠肌肉 GHR的基因表达( n = 3)
Fig． 2 Gel electrophoretogram of muscular GHR IGF － I expression in mice

1． 4 数据处理
数据以 Mean ± SD 表示，SPSS13． 0 软件进行统计分析，采用 LSD Test进行差异显著性检验。

2 结果与分析
2． 1 RT － PCR扩增结果
提取小鼠肌肉组织的

总 RNA，经 RT － PCR 分
别扩增出产物 GHR、IGF
－ I、β － Bactin 基因，大小
分别为 311 bp、217 bp 和
203 bp，与预期的基因片
断大小相一致( 图 1 ) ，将
GHR 、IGF － I 和 β － actin
的 PCR 产物送基因公司
测序，结果表明，3 个基因
片段均为目的基因。
2． 2 对肌肉 GHR mRNA
表达的影响

按照实验方法中优化

好的 RT － PCR条件扩增各试验组和对照组 GHR和 β － actin基因，结果见图 2。由图中可以看出，GHR
mRNA的 RT － PCR产物灰度总体上 3 组、5 组和 6 组高于 1 组、2 组、4 组和 7 组，相对半定量分析结果
表明: 3 组( 0． 72 ± 0． 07) 、5 组( 0． 73 ± 0． 09) 和 6 组( 0． 80 ± 0． 12) GHR mRNA 相对含量显著高于 1 组
( 0． 50 ± 0． 07) 和 7 组( 0． 55 ± 0． 14) ( P ＜ 0． 05) ，但与 2 组( 0． 63 ± 0． 09) 和 4 组( 0． 67 ± 0． 13) 相比，差
异不显著( P ＞ 0． 05) ; GM － CSF与 SS的融合表达质粒( 3 组和 6 组) 高于 pGM － CSF + pcS /2SS 共同免
疫( 4 组和 7 组) ，3 组和 4 组相比，差异不显著( P ＞ 0． 05) ，6 组与 7 组相比，差异显著( P ＜ 0． 05) 。从同
种质粒不同免疫途径来看，口服免疫的效果要强于肌肉注射( P ＞ 0． 05) 。提示基因佐剂 GM － CSF可以
提高小鼠肌肉 GHR的表达，pGM － CSF /SS效果优于 pGM － CSF + pcS /2SS。
2． 3 对肌肉 IGF － I mRNA表达的影响
按照实验方法中优化好的 RT － PCR条件扩增各试验组和对照组 IGF － I 和 β － actin 基因，结果见

图 3。由图中可以看出，IGF － I mRNA的 RT － PCR产物灰度总体上 3 组、5 组和 6 组高于 1 组、2 组、4
组和 7 组，相对半定量分析结果表明: 5 组( 0． 72 ± 0． 09) 和 6 组( 0． 66 ± 0． 18) IGF － I mRNA相对含量显
著高于 1 组( 0． 41 ± 0． 13) 、2 组( 0． 36 ± 0． 06) 、4 组( 0． 32 ± 0． 12) 和 7 组( 0． 45 ± 0． 06) ( P ＜ 0． 05) ; 2
组、3 组( 0． 57 ± 0． 12) 、4 组和 7 组与 1 组相比，差异不显著( P ＞ 0． 05) ; 2组和 4组低于 1组( P ＞0． 05)。
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M: DL － 2000; 1 为对照组; 2 － 4 为肌肉注射组; 5 － 7 为口服组。
M: DL － 2000; Lane 1: control group; Lane 2 － 4: intramuscular groups; Lane 5 － 7:
oral administration groups．

图 3 小鼠肌肉 IGF － I的基因表达( n = 3)
Fig． 3 Gel electrophoretogram of muscular IGF － I expression in mice

GM － CSF 与 SS 的融合
表达质粒( 3 组和 6 组) 高
于 pGM － CSF + pcS /2SS
共同免疫( 4 组和 7 组)
( P ＜ 0． 05) 。从同种质粒
不同免疫途径来看，口服

免疫的效果总体上要强于

肌肉注射 ( P ＞ 0． 05 ) ，
pcS /2SS口服组显著高于
肌肉注射组( P ＜ 0． 05 ) 。
提示基因佐剂 GM － CSF
可以提高小鼠肌肉 IGF －
I mRNA 的表达，pGM －
CSF /SS 效果优于 pGM －
CSF + pcS /2SS。

3 讨 论
动物生长主要受下丘

脑 －垂体 －靶器官生长轴调节，其生长离不开神经内分泌调节［10］。激素作为体内的一种化学信息，对
机体的生长、发育、繁殖等起着调控作用，但是激素必须与特定的受体结合后才能发挥作用，生长激素是
生长轴中关键的一类激素，是动物生长不可缺少的物质，GH发挥作用必须首先与其受体结合，产生 IGF
－ I，通过 IGF － I对细胞作用，促进动物生长。GH– IGF － I轴在动物生长和体组成以及细胞分化和增
殖过程起着非常重要的作用［11］。本次试验通过对小白鼠肌肉注射和口服不同的 DNA 疫苗，检测肌肉
组织 GHR和 IGF － I基因 mRNA表达的变化，结果表明，无论是肌肉注射进行免疫还是经口服途径免疫
动物，GHR和 IGF － I基因 mRNA 表达比对照组都有所提高，甚至有的组达到显著水平，但肌肉注射
pcS /2SS和 pGM － CSF + pcS /2SS后肌肉 IGF － I mRNA的表达低于对照组( P ＞ 0． 05) ; GM － CSF 与 SS
的融合表达质粒 pGM － CSF /SS 的 GHR 和 IGF － I mRNA 表达水平总体来说都要高于 pGM － CSF +
pcS /2SS的共同免疫，这可能与 pGM － CSF 的免疫时间和注射部位有关，据报道，基因佐剂与抗原基因
之间存在着免疫时间和位置的关系。GM － CSF 必须注射在 DNA 疫苗的同一位置，以便于传递。将
pGM － CSF及抗原质粒注入同一位点，则可增强免疫反应，且免疫反应与 CD11c +的存在有关，如将抗
原质粒及 pGM － CSF分别注入不同的位点不仅不能增强免疫反应，反而使 T 细胞反应降低，可能是由
于 GM － CSF注射后，将循环 APCs 吸引到注射部位，从而使疫苗注射位点的 APCs 减少所致。Burger
等［12］在注射基因疫苗前 5 天在同一部位预先注射基因佐剂 pGM － CSF，结果表明预先注射 pGM － CSF
可提高特异性抗体 IgG的免疫应答。据报道，分别构建的 DNA疫苗与 GM － CSF编码质粒混合注射，会
对基因免疫产生干扰作用［13］。GM － CSF与抗原共表达质粒效果更好。
生长抑素多肽疫苗免疫对动物血浆中 GH 和 IGF － I 的影响研究结果很不一致。Varner 等发现生

长抑素主动免疫绵羊显著提高了 GH 的基线水平和平均水平，但未改变 GH 的脉冲频率和振幅［14］。
Magnan等［15］用生长抑素主动免疫绵羊，GH 的基础水平和脉冲分泌均未改变，IGF － I 水平下降。而
Dawson等［16］报道，青年阉肉牛主动免疫 SS后，虽然能提高生长速度，但血液中 GH和 IGF － I 的浓度均
未发生改变。Chihara等研究表明，生长抑素被动免疫大鼠 3 周后增加了 GH 的脉冲频率，降低了脉冲
峰值，GH平均水平显著下降，垂体 GH mRNA 水平也显著降低［17］。而 Van Kessel 等 3 次注射 SS 抗血
清的整个 12 d内未发现 GH分泌与对照组有任何不同［18］。SS免疫在肌肉 IGF － I mRNA水平都低于对
照组，甚至 pGM － CSF + pcS /2SS的共同免疫的肌肉注射组 GHR mRNA水平也较低。舒邓群等［3］研究
证实 GM － CSF对生长抑素 DNA疫苗有一定的免疫增强作用，可促进生长抑素 DNA 疫苗的免疫反应，
提高血浆 GH和 IGF － 1 的分泌水平。
减毒沙门氏是一种胞内菌，研究表明，利用它作为 DNA 疫苗的载体表达外源性抗原已得到广泛的
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研究并取得了良好的免疫效果［19］。研究已经证实，采用 SS DNA疫苗以及 GM － CSF和 SS 的融合表达
质粒免疫小鼠，GH和 IGF － I的分泌水平、生长抑素抗体 P /N值等，口服组的免疫效果要优于肌肉注射
组［5］。梁雪芽［20］比较减毒沙门氏菌为载体的新城疫病毒 DNA 疫苗与裸质粒 DNA 疫苗和弱毒疫苗的
免疫效果时，发现口服免疫组对强毒株的攻击保护率为 66． 7%，高于裸质粒肌肉注射组( 50% ) 。本研
究结果显示，同种 DNA疫苗分别以肌肉注射和经口服免疫小鼠，口服免疫组肌肉组织 GHR 和 IGF － I
mRNA的表达水平均高于肌肉注射免疫组。
本研究应用比较或相对半定量 RT － PCR方法对不同的 DNA疫苗以不同的途径免疫小鼠对其肌肉

组织中 GHR和 IGF － I的 mRNA表达进行定量，结果表明，SS DNA 疫苗可以提高小鼠肌肉的 GHR 和
IGF － I mRNA的表达，基因佐剂 GM － CSF对 SS DNA疫苗具有免疫增强作用，可促进小鼠肌肉中 GHR
和 IGF － I mRNA的表达，但有些表达不明显，甚至出现抑制作用。总体上来看，GM － CSF与 SS 的融合
表达质粒的增强作用要优于 pGM － CSF + pcS /2SS共同免疫。
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