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"摘要#

!

目的
!

探讨尘螨疫苗免疫治疗对尘螨过敏性哮喘小鼠气道
WV.!$

表达的影响&方法
!

"'

只
]-V]

(

>

小鼠随机分为正常对照组"

-

组%'哮喘对照组"

]

组%和尘螨疫苗治疗组"

Z

组%!每组
)

只&

-

组小鼠始终采用生理

盐水处理$

]

'

Z

组小鼠采用尘螨过敏原经腹腔建立尘螨过敏性哮喘小鼠模型后!

]

组采用生理盐水治疗!

Z

组采用

粉尘螨疫苗治疗&治疗
$8

后采用尘螨粗提液雾化激发
]

'

Z

组小鼠!末次激发
"'7

后取小鼠肺组织采用
H\

染色

观察炎性反应变化!取小鼠气道采用免疫组化法分析
WV.!$

浓度!取小鼠脾细胞培养上清液采用
\VWY-

法测定
WV.

!$

浓度&结果
!

光镜下可见
]

组小鼠肺组织结构紊乱'充血及水肿!有大量炎性细胞浸润!而
-

'

Z

组小鼠肺组织

未见明显病理变化&

]

组小鼠气道
WV.!$

表达明显高于
-

'

Z

组小鼠&同时
]

组小鼠脾细胞培养上清液
WV.!$

浓度

显著高于
-

'

Z

组小鼠"

H

$

%#%!

%!而
-

'

Z

组小鼠脾细胞培养上清液
WV.!$

浓度差异无统计学意义"
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尘螨疫苗免疫治疗可降低尘螨过敏性哮喘小鼠气道
WV.!$

的表达!减轻尘螨过敏性哮喘小鼠气道炎性反应&
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白细胞介素
!$

$

WV.!$

&是近年来发现的主要由
ZM'

d

/

细

胞分泌的细胞因子#是一种较强的前炎性细胞因子#也是炎性

反应的微调因子)

WV.!$

是哮喘等过敏性疾病相关细胞因子

网络的重要成员之一#在
/

细胞激活.气道的中性粒细胞募集

及活化.气道高反应等方面具有重要作用#参与了气道炎性反

应及气道重塑)

WV.!$

在哮喘的发生.发展中发挥重要作用#

WV.!$

可以加重哮喘小鼠模型的气道高反应性和气道炎症*

!

+

#

而
WV.!$

基因缺陷的小鼠则不易诱发哮喘*

"

+

)粉尘螨变应原

是诱导哮喘和其他过敏反应疾病中最重要的变应原之一*

+.'

+

#

尘螨疫苗免疫治疗是目前唯一对因治疗过敏哮喘的有效方法#

而尘螨疫苗免疫治疗对哮喘患者气道
WV.!$

表达的影响尚不

清楚#本研究拟建立粉尘螨过敏性哮喘小鼠模型#并采用尘螨

疫苗免疫治疗#研究尘螨疫苗免疫治疗对哮喘小鼠模型气道

WV.!$

表达的调节作用#从而为治疗哮喘提供新思路)

$

!

材料与方法

$#$

!

材料
!

]-V]

"

>

小鼠$雌性#

'

"

&

周龄#

YFG

级&购自广

东省实验动物中心#饲养于深圳大学医学院
YFG

级动物实验

室)小鼠
WV.!$

检测试剂盒购自美国
]9041

;

1<8

公司$

\VWY-

法&#小鼠
WV.!$

单克隆抗体购自美国
Y:<6:

公司#免疫组化通

用试剂盒购自日本
M-̂ X

公司#

H\

染色试剂盒购自珠海贝

索公司)

$#/

!

方法
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检验医学与临床
"%!(

年
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月第
!"

卷第
"%

期
!

V:BS18Z49<

!

X>60B15"%!(

!

U04#!"
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[0#"%

"

基金项目!国家自然科学基金资助项目$

)!+%%%")

.
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&%广东省高等学校国际暨港澳台科技合作创新平台项目$

"%!"

;P

7Q%%%*

&%广

东省深圳市科技计划项目$
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作者简介!吕勤#女#硕士#主治医师#主要从事呼吸内科基础与临床研究)

!

#
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通讯作者#
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!

粉尘螨粗蛋白的提取
!

将研钵.匀浆器洗净烘干备用)

称取
e"%_

保存的粉尘螨
'

;

#倒入研钵中#用液氮充分研磨

成粉末#转移到匀浆器中#加入
(DVF]Y

缓冲液和适量的蛋

白酶抑制剂#冰上操作#充分匀浆
"7

#然后
'_

下搅拌
"7

)

'_

条件下
!"%%%5

"

D9<

离心
(D9<

#吸取中间层蛋白#避免吸到

最上层的脂质和沉淀)再按照上述方法离心
"

"

+

次#直到溶液

完全澄清)用二喹啉甲酸$

]Z-

&法测定蛋白浓度#经
%#""

#

D

的无菌滤膜过滤#以去除杂质和细菌#

e)%_

保存备用)

$#/#/

!

粉尘螨过敏性哮喘小鼠模型的建立及实验方案
!

将

"'

只
]-V]

"

>

小鼠随机分成正常对照组$

-

组&.哮喘对照组

$

]

组&和尘螨疫苗治疗组$

Z

组&#每组
)

只)

-

组始终采用生

理盐水处理#

]

.

Z

组小鼠于第
%

.

$

.

!'

天每只腹腔注射
"%%

#

V

致敏液$含尘螨粗蛋白
(%

#

;

.氢氧化铝佐剂
"D

;

&致敏)第
")

天后#

]

组用生理盐水
"%%

#

V

代替致敏液#

Z

组用粉尘螨疫苗

!%%

#

;

d"D

;

氢氧化铝佐剂#腹腔注射#每
"8

注射
!

次#连续

)

次)

!

周后#

]

.

Z

组小鼠置于自制小鼠雾化吸入箱中#以
!%

#

;

"

DV

尘螨粗提液$以
F]Y

稀释&雾化吸入激发#每天雾化
+%

D9<

#连续雾化
$8

#观察并记录小鼠哮喘发作情况)

$#/#'

!

气道高反应性测定
!

小鼠最后一次激发
"'7

后开始

试验#将
+

组实验小鼠分别装入
'

个相同容器内#首先用
F]Y

雾化喷入
'

个容器中#用于测量基础增强呼吸间歇$

F1<7

&值作

为气道反应性变化的指标%再依次雾化喷入
&#"(

.

!"#(

.

"(

.

(%

.

!%%D

;

"

DV

醋甲胆碱#每次雾化喷入后
(D9<

记录
!

次

F1<7

值#每
"

个浓度的检测之间有
!

个短暂的间歇#使呼吸强

度回到基线水平)以
F]Y

激发的
F1<7

值为基础值#绘制不同

醋甲胆碱浓度激发下
F1<7

值的变化百分比曲线#观察
F1<7

值的变化)

$#/#1

!

气道和肺部病理变化及
WV.!$

浓度分析
!

取气道和右

肺中叶于
',

多聚甲醛$含
!fM\FZ

&中固定
')7

#石蜡包埋#

切片$厚度
+

#

D

&)

H\

染色法观察病理变化#严格按免疫组

化法试剂盒说明书观察
WV.!$

浓度变化)

$#/#2

!

脾细胞培养上清液
WV.!$

浓度的测定
!

无菌条件下取

出小鼠脾脏#过无菌的
"%%

目滤网#用
OFSW.!&'%

不完全培养

基重悬脾细胞#加入
\M/-.[H

'

Z4

红细胞裂解液#离心收集脾

细胞)然后再用含
!%%D

;

"

V

胎牛血清.

!%%L

"

V

青霉素及

!%%D

;

"

V

链霉素的
OFSW.!&'%

培养基重悬脾细胞制成脾细

胞悬液#

"'

孔培养板培养脾细胞#每孔加
"DV

#细胞密度为

(g!%

&

"孔#加入刀豆蛋白$每孔
"%%

#

;

&刺激脾细胞#同时设立

阴性对照组#恒温培养箱培养
$"7

#收集培养液#

' _

条件下

!(%%5

"

D9<

离心
(D9<

#取上清液#严格按试剂盒说明书操作#

观察
WV.!$

浓度变化)

$#'

!

统计学处理
!

计量资料以
Gh?

表示#两组间比较采用成

组设计的
6

检验#

H

$

%#%(

为差异有统计学意义#统计学软件

为
YFYY!+#%

)

/

!

结
!!

果

/#$

!

+

组小鼠气道高反应性比较
!

当醋甲胆碱浓度大于或等

于
"(D

;

"

DV

时#随醋甲胆碱浓度升高#

+

组小鼠
F1<7

值均不

断升高%

]

组气道高反应性均显著高于
-

组$

H

$

%#%!

&和
Z

组

$

H

$

%#%!

&%

Z

组
F1<7

值均略高于
-

组#但差异无统计学意义

$

H

%

%#%(

&)见图
!

)

/#/

!

+

组小鼠气道和肺部病理变化比较
!

-

组切片结构完整

清晰#支气管纤毛排列整齐#无水肿和炎性渗出#气管和血管周

围未见炎性细胞浸润$图
"-

&%

]

组肺组织切片肺泡网状结构

消失#结构紊乱.管腔内炎性渗出增多#周围有大量炎性细胞浸

润#肺组织有明显水肿和损伤$图
"]

&%

Z

组肺组织基本恢复网

状结构#较哮喘组完整#支气管周围炎性细胞浸润较
]

组明显

减少#

Z

组水肿及炎性渗出亦明显减少$图
"Z

&)

图
!

!

+

组小鼠气道高反应性比较

图
"

!

+

组小鼠气道和肺部病理变化比较

小鼠肺组织
H\

染色图

/#'

!

+

组小鼠气道和肺组织
WV.!$

浓度比较
!

图
+

中
-

.

]

.

Z

分别为
-

组.

]

组.

Z

组小鼠气道和肺组织的免疫组化图#由图

+

可见#

]

组小鼠
WV.!$

浓度明显高于
-

组#经尘螨疫苗治疗

后#

Z

组小鼠气道
WV.!$

表达明显减弱)

!!

注!箭头所示为
WV.!$

表达阳性)

图
+

!

+

组小鼠气道和肺组织
WV.!$

浓度免疫组化图

/#1

!

+

组小鼠脾细胞培养上清液
WV.!$

浓度比较
!

-

.

]

.

Z

组

小鼠脾细胞培养上清液
WV.!$

浓度分别为$

')#"$h'#!'

&.

$

)(#!+h"#+&

&.$

(!#"!h"#+"

&

3;

"

DV

)

]

组显著高于
-

组

$

6i"!#)$)

#

H

$

%#%!

&和
Z

组$

6i")#**%

#

H

$

%#%!

&%

Z

组略高

于
-

组#但差异无统计学意义$

6i!#$("

#

H

%

%#%(

&)

'

!

讨
!!

论

过敏性哮喘是一种以肺部嗜酸性粒细胞浸润.黏液过度分

泌.对特异性抗原产生气道高反应性为特征的慢性气道炎性疾

病*

(

+

#其主要病理特征为气道炎症.气道高反应性和气道重塑)

WV.!$

.

WV.'

.

WV.!%

等多种细胞因子参与过敏性哮喘的进程#影

响哮喘发生和发展#贯穿疾病始终)其中
WV.!$

通过募集中性

粒细胞.巨噬细胞浸润及诱导黏液分泌等参与哮喘的病理过

程#促进炎性反应#与哮喘的加重密切相关*

&

+

)

WV.!$

是一种主

要由
ZM'

d

/

细胞.嗜酸性粒细胞等分泌的前炎性细胞因子#

参与机体多种炎性疾病的发生和发展#特别是与肺部感染.哮

喘等疾病有着密切的关系#

WV.!$

可以通过促进气道组织纤维

化进而引起呼吸道重塑#促进哮喘的发生.发展)

尘螨疫苗是目前唯一对因治疗哮喘的有效药物#用于治疗

儿童过敏性哮喘#全身不良反应发生率相对较低#安全性较高#

有临床实用价值*

$

+

#而尘螨疫苗免疫治疗对哮喘患者气道
WV.

!$

表达的影响尚不清楚)本研究采用尘螨粗蛋白和氢氧化铝

佐剂按常规方法构建哮喘小鼠模型#使用尘螨疫苗进行免疫治

疗并测定气道高反应性#结果发现
]

组气道高反应性均显著

高于
-

组和
Z

组#而经尘螨疫苗治疗的
Z

组小鼠的哮喘症状

如烦躁不安.毛发竖起.呼吸加快加深等均有所改善#提示本研

究成功建立了尘螨过敏性哮喘小鼠模型#尘螨疫苗对哮喘有效

且可以降低气道高反应性)

有研究显示#

WV.!$

在哮喘中发挥着重要$下转第
"*$)
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及沉淀裂解法抽提血清
D9O[-

#发现经典的
/59Q04

法能够有

效提取到血清
D9O[-

并且通过调整血清与
/59Q04

试剂的比

例可满足实验的要求%蛋白酶
^

消化
d/59Q04

法并未提高提取

效率并且操作时间稍长)

D9O[-

主要以蛋白复合体的形式存

在#提高
D9O[-

提取效率的关键是使
D9O[-

从蛋白复合体

上解离下来#依据该特点本研究尝试使用临床提取核酸用的核

酸沉淀液及核酸提取液抽提血清
D9O[-

#实验结果证实该方

法不适用于血清
D9O[-

的提取)经荧光定量
FZO

检测#三

种方法提取物中#内参
Z14.D9O.+*.+

3

的
Z6

值无明显差异#说

明三种抽提方法均能有效保留加入的内参*

!'.!(

+

)本研究成功

地利用
/59Q04

法.蛋白酶
^

消化
d/59Q04

法提取到血清
D9O.

[-

#并且
/59Q04

法提取效果相对更好#利用荧光定量
FZO

进

行检测的结果能满足实验要求)
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作用#

WV.!$

表达水平与气道高反应性和临床严重程度有

关*

).!%

+

%卵清蛋白致敏性支气管哮喘小鼠肺组织中
WV.!$DO.

[-

和蛋白水平均高于正常小鼠*

!!

+

)本研究发现
]

组小鼠脾

细胞培养上清液中
WV.!$

浓度较
-

组和
Z

组均显著升高#而
Z

组小鼠脾细胞培养上清液中
WV.!$

浓度与
-

组相近#同时肺组

织病理及免疫组化结果亦证实尘螨疫苗治疗后的
Z

组小鼠气

道和肺组织
WV.!$

浓度显著低于
]

组#提示
WV.!$

在哮喘发生

和发展中起着重要作用#尘螨疫苗免疫治疗可能通过降低
WV.

!$

的表达减轻哮喘炎性反应及气道高反应性)
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