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【摘要】 目的 探讨粉尘螨芋类重组变应原 渊rDer f 3冤 对过敏性哮喘小鼠的免疫治疗效果遥 方法 随机将 40
只 BALB/c小鼠均分为 4组袁 哮喘组尧 免疫治疗组尧 卵清蛋白 渊OVA冤 组和 PBS组袁 分别在第 0尧 第 7和第 14天哮喘
组和免疫治疗组每鼠经腹腔注射 100 滋l致敏液 渊含 rDer f 3 10 滋g冤曰 卵清蛋白组每鼠经腹腔注射 100 滋l致敏液 渊含
OVA 10 滋g冤曰 PBS组则以 PBS代替致敏液遥 第 21天起袁 哮喘组和免疫治疗组小鼠用 rDer f 3进行滴鼻激发试验袁 连续
7 d袁 免疫治疗组小鼠在第 25耀27 天滴鼻激发前 30 min袁 用 100 滋g rDer f 3 纯化蛋白皮下注射进行特异性免疫治疗遥
PBS组和卵清蛋白组则分别用 PBS和 OVA进行滴鼻激发和腹腔注射袁 最后 1次滴鼻激发 24 h后脱臼处死小鼠遥 收集各
组小鼠支气管肺泡灌洗液 渊BALF冤 进行白细胞和嗜酸粒细胞计数曰 对肺组织病理切片进行 HE染色袁 镜下观察肺组织
炎症细胞浸润情况遥 ELISA检测 BALF和脾细胞培养上清 渊SSCS冤 中白细胞介素鄄5 渊IL鄄5冤 和 酌干扰素 渊IFN鄄酌冤 及血清
中变应原特异性 IgE尧 IgG2a抗体水平遥 结果 肺组织病理切片结果显示袁 免疫治疗组小鼠炎症反应明显减轻遥 小鼠
BALF中白细胞总数在免疫治疗组尧 卵清蛋白组和哮喘组分别为 渊7.03依1.38冤伊108/ml尧 渊22.11依3.70冤伊108/ml和 渊22.75依
3.24冤伊108/ml袁 免疫治疗组低于卵清蛋白组和哮喘组渊P约0.01冤袁 嗜酸粒细胞的变化趋势与白细胞类似遥 免疫治疗组尧 卵清蛋
白组和哮喘组BALF中 IL鄄5的水平分别为 渊108.20依11.02冤 pg/ml尧 渊182.04依13.94冤 pg/ml和 渊195.33依15.33冤 pg/ml袁 SSCS中 IL鄄5
的水平分别为 渊98.34依13.06冤 pg/ml尧 渊208.26依10.63冤 pg/ml和 渊179.54依13.65冤 pg/ml袁 免疫治疗组均明显低于卵清蛋白组和哮
喘组 渊P约0.01冤遥 而 IFN鄄酌含量则高于卵清蛋白组和哮喘组 渊P约0.01冤遥 IgE水平免疫治疗组尧 卵清蛋白组和哮喘组分别为
渊9.12依3.78冤 IU/ml尧 渊26.87依4.30冤 IU/ml和 渊35.25依8.84冤 IU/ml袁 与卵清蛋白组和哮喘组相比袁 免疫治疗组明显降低
渊P约0.01冤袁 而 IgG2a水平 渊38.52依6.33冤 滋g/ml则显著升高 渊P约0.01冤遥 结论 粉尘螨芋类变应原可逆转哮喘小鼠的变态
反应性气道及肺部炎症遥
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揖Abstract铱 Objective To explore the effect of specific immunotherapy with major 3 group recombinant allergen

rDer f 3 of Dermatophagoides farinae in murine asthma model. Methods Forty BALB/c mice were randomly divided into
4 groups袁 namely PBS group 渊negative control冤袁 ovalbumin渊OVA冤 group 渊positive control冤袁 rDer f 3 allergen sensitization
group 渊asthma group冤袁 and rDer f 3 specific immunotherapy group渊SIT group冤. The mice in asthma group and SIT group
were injected intraperitoneally with purified rDer f 3 protein on days 0袁 7 and 14袁 respectively袁 and rDer f 3 solution
was inhalated from day 21 for 7 days. During the 25th-27th day袁 mice in SIT group were injected subcutaneously with
100 滋g rDer f 3 allergen for 30 min before nasal inhalation. Mice in groups of PBS and OVA were treated with PBS and
OVA袁 respectively. Twenty鄄four hours after the final challenge袁 all mice were sacrificed袁 the bronchoalveolar lavage fluid
渊BALF冤 was collected and the total number of white blood cells and the number of eosinophils were recorded. The lev鄄
els of IL鄄5 and IFN鄄酌 in BALF and supernatant of cultured splenocytes were detected by ELISA袁 as well as the serum
levels of specific IgE and IgG2a antibodies. Lung tissues were stained with haematoxylin and eosin for histological analy鄄
sis. Results Compared with the asthma group袁 the rDer f 3鄄induced lung inflammation was significantly alleviated in
SIT group. The total number of white blood cells 咱渊7.03依1.38冤伊108/ml暂 in SIT group was considerably lower than that of
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OVA group 咱渊22.11依3.70冤伊108/ml暂 and asthma group 咱渊22.75依3.24冤伊108/ml暂渊P约0.01冤. The change trend of eosinophil
leukocytes was similar with that of white blood cells. IL鄄5 levels in BALF 咱渊108.20依11.02冤 pg/ml暂 and splenocyte cul鄄
ture supernatant 咱渊98.34依13.06冤 pg/ml暂 in SIT group were significantly lower than that of OVA group 咱渊182.04依13.94冤
pg/ml袁 渊208.26依10.63冤 pg/ml暂 and asthma group 咱渊195.33依15.33冤 pg/ml袁 渊179.54依13.65冤 pg/ml暂渊P约0.01冤. Whereas袁 the
level of IFN鄄酌 in BALF 咱渊107.98依12.64冤 pg/ml暂 and supernatant of cultured splenocytes 咱渊105.51依11.62冤 pg/ml暂 in SIT
group was significantly higher than those of OVA group and asthma group渊P约0.01冤. Compared with OVA group[渊26.87依
4.30冤 IU/ml] and asthma group [渊35.25依8.84冤 IU/ml]袁 a lower level of allergen鄄specific IgE 咱渊9.12依3.78冤IU/ml暂 and
higher level of allergen鄄specific IgG2a 咱渊38.52依6.33冤 滋g/ml暂 were observed in SIT group 渊P约0.01冤. Conclusion rDer f 3 al鄄
lergen can reverse allergen鄄induced airway and lung inflammation in murine asthma model.
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玉型变态反应性疾病是当今世界的重要公共卫生
问题袁 其总发病率高达10%耀30%咱1袁2暂遥 过敏性哮喘属
于玉型变态反应袁 是临床上的常见病和多发病袁 其发
病率呈逐年上升趋势遥 尘螨是最常见的吸入性变
应原 咱3暂袁 其中与人类变态反应性疾病关系最密切的
主要有粉尘螨 渊Dermatophagoides farinae冤 和屋尘
螨 渊D. pteronyssinus冤咱4袁5暂袁 其分泌物尧 排泄物和尸体
的降解产物均可引起人类变态反应性疾病咱6暂遥 现已报
道的尘螨变应原逾30种袁 其中最重要且研究最多的是
玉类和域类变应原袁 而对粉尘螨芋类变应原 渊Der f 3冤
的研究尚浅遥 rDer f 3与过敏性哮喘患者血清IgE抗体
的特异性结合率为16%耀100%袁 且具有胰蛋白酶活
性 咱7暂遥 本课题组前期以rDer f 3为致敏原成功诱导了
小鼠产生过敏性哮喘咱8暂袁 本研究拟以rDer f 3为疫苗袁
治疗以该重组变应原致敏的过敏性哮喘小鼠模型袁 通
过观察小鼠肺组织病理切片尧 支气管肺泡灌洗液
渊BALF冤 和脾细胞上清中白细胞介素鄄5 渊IL鄄5冤 和酌干扰
素 渊IFN鄄酌冤 水平尧 血清中特异性IgE抗体和IgG2a抗体
水平袁 以及BALF中白细胞和嗜酸粒细胞计数等指标袁
评价其治疗效果袁 从而为后期进一步制备广谱尧 高效
的粉尘螨抗原特异性疫苗提供参考依据遥
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 BALB/c雌性小鼠40只 渊SPF级冤袁
6耀8周龄袁 体重18耀22 g袁 购于扬州大学比较医学
中心遥
1.1.2 主要试剂 原核表达并纯化的rDer f 3由本实
验室保存曰 小鼠变应原特异性IgE尧 IgG2a抗体袁 IL鄄5和
IFN鄄酌等ELISA检测试剂盒购自美国R&D公司曰 鸡卵清
蛋白 渊OVA冤 Grade 吁购自美国Sigma公司曰 刘氏染
液 渊Liu爷s stain冤 购自珠海贝索生物技术公司曰 台盼

蓝购自生工生物工程 渊上海冤 股份有限公司遥
1.2 方法

1.2.1 实验分组 40只BALB/c小鼠随机均分为4组袁
哮喘 渊Asthma冤 组尧 免疫治疗 渊SIT冤 组尧 卵清蛋白
渊OVA冤 组和PBS组袁 分别在第0尧 7和14天哮喘组和
免疫治疗组小鼠经腹腔注射100 滋l致敏液 渊含rDer f 3
10 滋g袁 Al 渊OH冤3 2 mg袁 溶于PBS袁 pH 7.2冤袁 卵清蛋
白组每鼠经腹腔注射100 滋l致敏液 渊含OVA 10 滋g袁
Al 渊OH冤3 2 mg袁 溶于PBS袁 pH 7.2冤袁 PBS组则以PBS
代替致敏液遥 第21天起袁 哮喘组和免疫治疗组小鼠进行
滴鼻激发试验 渊将10滋g/ml rDer f 3蛋白溶液用PBS稀
释袁 每天滴鼻10 min袁 连续滴鼻7 d冤袁 免疫治疗组小
鼠在第25耀27天滴鼻激发前30 min袁 用100滋g rDer f 3纯
化蛋白皮下注射进行特异性免疫治疗遥 PBS组和OVA
组分别用PBS和OVA进行滴鼻激发和皮下注射袁 最后
一次滴鼻激发24 h后进行取材检测遥
1.2.2 支气管肺泡灌洗液 渊BALF冤 的制备和检测
最后1次滴鼻激发后24 h内袁 各组小鼠均给予腹腔注
射10%水合氯醛0.2耀0.3 ml进行麻醉袁 仰卧固定袁 行
气管插管袁 缓慢注入无菌预冷的PBS 1 ml进行支气管
肺泡灌洗袁 按0.4 ml尧 0.3 ml尧 0.3 ml灌洗3次后袁 回收
BALF袁 回收率跃90%遥 4 益 1 000伊g离心10 min袁 收
集细胞沉淀袁 用1 ml PBS进行重悬袁 调节细胞浓度至
2伊106/ml曰 另取细胞悬液涂片袁 进行刘氏染色后袁 光
镜下计数白细胞和嗜酸粒细胞数遥 ELISA检测上清中
变应原特异性细胞因子IL鄄5和IFN鄄酌的含量袁 在样品
孔中依次加入待测样品血清 渊40 滋l/孔冤尧 抗鄄IL鄄2/
IFN鄄酌抗体 渊10 滋l/孔冤尧 链霉亲和素鄄HRP 渊50 滋l/孔冤袁
37 益孵育1 h遥 用洗涤液洗板5次袁 避光显色10 min袁
最后加入终止液终止反应袁 测吸光度 渊A 450冤 值遥
1.2.3 血清中特异性IgE抗体和IgG2a抗体测定 取各

组小鼠眼球血袁 ELISA板样品孔中依次加入待测样品
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血清 渊40 滋l/孔冤尧 抗鄄IgE/IgG2a抗体 渊10 滋l/孔冤尧 链
霉亲和素鄄HRP 渊50 滋l/孔冤袁 37 益孵育1 h遥 用洗涤液
洗板5次袁 避光显色10 min袁 最后加入终止液终止反
应袁 测A 450值遥
1.2.4 脾细胞培养上清 渊SSCS冤 中细胞因子检测
取血后将小鼠脱臼处死袁 75%酒精中浸泡30 min后袁
无菌条件下分离小鼠脾脏袁 用300目细胞筛过滤袁
PBS平衡液重悬脾细胞袁 红细胞裂解液 渊EDTA鄄
NH4Cl冤 裂解袁 静置10 min袁 4 益 1 000伊g离心10 min袁
弃上清袁 沉淀用RPMI鄄1640完全培养液 渊含10%胎牛
血清尧 100 滋g/ml链霉素和100 U/ml青霉素冤 重悬袁 制
成脾细胞悬液袁 调整细胞密度至5伊106/ml遥 然后用台
盼蓝染色袁 观察活细胞跃98%者即可用于实验遥 取脾细
胞悬液1 ml加入96孔板中袁 PBS组尧 卵清蛋白组尧 哮
喘组和免疫治疗组分别加入相应抗原溶液至终浓度为

25滋g/ml袁 37 益 5% CO2恒温培养箱培养72 h袁 取上
清袁 ELISA检测变应原特异性细胞因子IL鄄5和IFN鄄酌的
含量遥
1.2.5 肺组织病理切片HE染色 取各组小鼠肺组织袁
10%甲醛溶液固定过夜袁 石蜡包埋袁 常规切片并进行
HE染色袁 镜下观察肺组织炎症细胞浸润情况遥
1.3 统计学分析 采用SPSS16.0统计学软件进行单因
素方差分析袁 统计数据以均数依标准差 渊x依s冤 表示袁
检验水平为琢=0.05遥
2 结 果

2.1 肺组织病理切片结果 肺组织切片经HE染色后袁
哮喘组和卵清蛋白组小鼠支气管尧 血管黏膜下和周围
肺部组织有明显的炎症细胞浸润袁 以淋巴细胞尧 嗜酸
粒细胞为主袁 大量炎症细胞向血管和小支气管迁移袁
肺泡和肺间质内也可见炎症细胞浸润曰 支气管管壁增
厚袁 血管壁明显水肿曰 支气管上皮细胞部分断裂及脱
落袁 偶见纤维化增生袁 部分可见黏液栓 渊图1A尧 B冤遥
而免疫治疗组小鼠炎症反应明显减轻袁 气道尧 血管和

肺泡结构与PBS组相近袁 基本无炎症细胞浸润现象
渊图1C尧 D冤遥
2.2 BALF中细胞分类计数 对BALF中白细胞进行计
数 袁 卵清蛋白组 尧 哮喘组和免疫治疗组分别为
渊22.11依3.70冤伊108/ml尧 渊22.75依3.24冤伊108/ml和 渊7.03依
1.38冤伊108/ml袁 与PBS组相比袁 卵清蛋白组和哮喘组的
白细胞总数显著增多 渊P约0.01冤曰 而免疫治疗组与PBS
组相比袁 差异无统计学意义 渊P跃0.05冤袁 但明显低于
卵清蛋白组和哮喘组 渊P约0.01冤遥 BALF中嗜酸粒细胞
的变化趋势与白细胞类似 渊图2冤遥

2.3 BALF中特异性细胞因子IL鄄5和IFN鄄酌的含量
ELISA检测结果显示袁 IL鄄5水平卵清蛋白组尧 哮喘组
和 免 疫 治 疗 组 分 别 为 渊 182.04 依13.94冤pg/ml尧
渊195.33依15.33冤 pg/ml和 渊108.20依11.02冤 pg/ml袁 与
PBS组相比袁 卵清蛋白组和哮喘组明显升高 渊P约
0.01冤曰 而免疫治疗组与PBS组相比袁 差异无统计学意

注院 *与PBS组比较袁 P约0.01曰 **与卵清蛋白组和哮喘组比袁 P约0.01遥
Note院 * Compared with PBS group袁 P约0.01曰 ** Compared with OVA
and Der f 3 groups袁 P约0.01.
图2 各组支气管肺泡灌洗液中白细胞总数 (A) 和嗜酸粒细胞数 (B)

Fig. 2 The total number of white blood cells (A) and the
number of eosinophils (B) in bronchoalveolar lavage fluid in all

groups
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A院 哮喘组袁 大量炎性细胞浸润 渊伊400冤曰 B院 卵清蛋白组袁 大量炎性细胞浸润 渊伊400冤曰 C院 免疫治疗组袁 无炎性细胞浸润 渊伊100冤曰 D院 PBS组 渊伊100冤遥
A院 Asthma group袁 abundant inflammatory cell infiltration 渊伊400冤曰 B院 OVA group袁 abundant inflammatory cell infiltration 渊伊400冤曰 C院 SIT group袁
no inflammatory cell infiltration 渊伊100冤曰 D院 PBS group 渊伊100冤.

图1 肺组织病理切片结果 渊HE染色冤
Fig 1 Pathological change in lung tissues 渊HE staining冤

A B C D
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注院 *与PBS组比较袁 P约0.01曰 **与卵清蛋白组和哮喘组相比袁 P约0.01遥
Note院 * Compared with PBS group袁 P约0.01曰 ** Compared with OVA
and Der f 3 groups袁 P约0.01.

图4 小鼠脾细胞培养上清中IL鄄5和IFN鄄酌的含量变化
Fig 4 Changes of IL鄄5 and IFN鄄酌 levels in the supernatant of

cultured splenocytes
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义 渊P跃0.05冤袁 但低于卵清蛋白组和哮喘组 渊P约0.01冤遥
BALF中IFN鄄酌的变化趋势则与IL鄄5相反袁 卵清蛋白组尧
哮喘组和免疫治疗组IL鄄5的水平分别为 渊62.97依14.08冤
pg/ml尧 渊54.01依17.99冤 pg/ml和 渊107.98依12.64冤 pg/ml袁
与PBS组相比袁 卵清蛋白组和哮喘组明显降低 渊P约
0.01冤曰 而免疫治疗组与PBS组相比袁 差异无统计学意
义渊P跃0.05冤袁 但显著高于卵清蛋白组和哮喘组 渊P约
0.01冤渊图3冤遥

2.4 脾细胞培养上清中细胞因子的含量变化

ELISA检测结果显示袁 卵清蛋白组和哮喘组中IL鄄5的
水平分别为 渊208.26依10.63冤 pg/ml和 渊179.54依13.65冤
pg/ml袁 明显高于PBS组渊P约0.01冤曰 而免疫治疗组的IL鄄5
水平 咱渊98.34依13.06冤 pg/ml暂 显著低于与卵清蛋白组
和哮喘组 渊P约0.01冤袁 但与PBS组相比袁 差异无统计学意
义 渊P跃0.05冤遥

卵清蛋白组和哮喘组脾细胞培养上清中IFN鄄酌的
水平分别为 渊73.82依17.61冤 pg/ml和 渊78.84依14.12冤
pg/ml袁 明显低于PBS组 渊P约0.01冤曰 而免疫治疗组中
的IFN鄄酌水平 咱渊105.51依11.62冤 pg/ml暂 明显高于卵清
蛋白组和哮喘组 渊P约0.01冤袁 但与PBS组相比袁 差异无
统计学意义 渊P跃0.05冤渊图4冤遥
2.5 血清中特异性IgE和IgG2a抗体含量的变化 ELISA
检测结果显示袁 卵清蛋白组和哮喘组血清中的特异性
IgE抗体水平分别为 渊26.87依4.30冤 IU/ml和 渊35.25依
8.84冤 IU/ml袁 明显高于PBS组 渊P约0.01冤曰 而免疫治疗
组中IgE抗体水平 咱渊9.12依3.78冤 IU/ml暂 明显低于卵
清蛋白组和哮喘组 渊P约0.01冤袁 但与PBS组相比袁 差异
无统计学意义 渊P跃0.05冤渊图5A冤遥

卵清蛋白组和哮喘组血清中特异性IgG2a抗体水平
分别为 渊24.82依6.94冤 滋g/ml和 渊22.75依2.99冤 滋g/ml袁
明显高于PBS组 渊P约0.01冤曰 而免疫治疗组IgG2a抗体水
平 咱渊38.52依6.33冤 滋g/ml暂 显著升高 渊P约0.01冤袁 与
PBS组尧 卵清蛋白组和哮喘组相比袁 差异均有统计学
意义渊P<0.01冤 渊图5B冤遥
3 讨 论

过敏性哮喘是一种以肺部嗜酸粒细胞浸润尧 黏液
过度分泌和气道高反应性为特征的慢性气道炎症疾病咱9暂袁
而粉尘螨变应原是最重要的诱发因素之一袁 约80%的
哮喘患者对粉尘螨过敏咱5暂遥 其中粉尘螨芋类变应原
渊Der f 3冤 具有较强的变应原性袁 可激活人体激肽释
放酶鄄激肽系统袁 引起外周血特异性IgE抗体水平升
高 咱10暂遥 本课题组前期研究证实袁 用粉尘螨芋类重组变应
原 渊rDer f 3冤 为致敏源可成功诱发小鼠产生过敏性哮
喘咱8暂袁 说明其具有较强的变应原性遥
目前认为袁 哮喘的发病机制主要是由于Th0偏向

Th2分化导致Th1/Th2失衡所致咱11暂遥 Th1细胞主要分泌
IFN鄄酌和IL鄄2等细胞因子咱12暂袁 IFN鄄酌在小鼠B淋巴细胞合
成IgG2a抗体过程中起着关键作用袁 同时IFN鄄酌能有效
抑制IL鄄4诱导的IgE抗体产生咱13暂曰 而Th2细胞则主要分
泌IL鄄4尧 IL鄄5和IL鄄13等细胞因子咱12暂遥

特异性免疫治疗 渊SIT冤 是目前惟一可改变变应
性疾病进程的病因疗法咱14袁15暂遥 成功的特异性免疫治疗
不仅能有效降低Th2型细胞因子 渊如IL鄄5冤 的水平袁
也能诱导Th1型细胞因子的分泌水平增高咱16袁17暂袁 从而
能有效地调节免疫应答和降低变态反应遥 特异性免疫

PBS组 PBS group 卵清蛋白组 OVA group
哮喘组 Asthma group 免疫治疗组 SIT group

注院 *与PBS组比较袁 P约0.01曰 **与卵清蛋白组和哮喘组相比袁 P约0.01遥
Note院 * Compared with PBS group袁 P约0.01曰 ** Compared with OVA
and Der f 3 groups袁 P约0.01.

图3 BALF中IL鄄5和IFN鄄酌的含量变化
Fig 3 Changes of IL鄄5 and IFN鄄酌 levels in bronchoalveolar

lavage fluid
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注院 * 与PBS组比较袁 P约0.01曰 ** 与PBS组尧 卵清蛋白组和哮喘组相
比袁 P约0.01遥
Note院 * Compared with PBS group袁 P约0.01曰 ** Compared with PBS,
OVA and Der f 3 groups袁 P约0.01.

图5 血清中特异性IgE和IgG2a抗体水平变化
Fig 5 Changes of the serum levels of IgE and IgG2a antibodies
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治疗的临床疗效证实袁 其不仅可降低变应性致敏袁 也
可降低治疗后哮喘的发病率咱18鄄24暂遥

本研究发现袁 哮喘组小鼠的IFN鄄酌表达降低而IL鄄5
等细胞因子产生增高袁 而免疫治疗组小鼠IFN鄄酌的表
达水平升高而IL鄄5则明显降低袁 同时IgG2a抗体水平增
高袁 而IgE抗体水平则降低袁 说明rDer f 3在一定程度
上可有效减轻小鼠螨性哮喘的肺部炎症和哮喘症状袁
并能有效调节过敏性炎症中的Th1/Th2平衡袁 抑制IgE
抗体生成袁 为临床过敏性疾病的疫苗制备奠定一定的
理论基础遥
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