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揖Abstract铱 Objective To investigate the efficacy and mechanism of subcutaneously given recombinant Der p 2

entrapped PLGA nanoparticles 渊DEPN冤 on mouse model with allergic airway inflammation. Methods 40 BALB/c mice
were randomly divided into 5 groups袁 group A 渊normal control冤 were treated with saline 渊100 滋l冤 all the time袁 groups
B袁 C袁 D and E were sensitized intraperitoneally with crude dust mite extracts 渊10 滋g冤 and then subcutaneously treated
respectively with PBS 渊100 滋l冤袁 2 mg empty PLGA 渊EP冤袁 100滋g rDer p 2袁 and 2 mg DEPN 渊loaded with 100 滋g rDer p 2冤
for 3 times袁 once per day袁 followed by intranasal challenge of 50 滋g rDer p 2. One day post challenge袁 mice were sac鄄
rificed and bronchoalveolar lavage fluid 渊BALF冤 was collected. Number of the total cells and eosinophils was deter鄄
mined袁 and airway inflammation and mucus secretion were analyzed by haematoxylin and eosin 渊H&E冤 staining and pe鄄
riodic acid鄄Schiff 渊PAS冤 staining. Level of cytokines in the supernatant of splenocyte culture was assayed by ELISA. Level
of rDer p 2 specific IgG2a and IgE in the sera was determined by ELISA. Results The lung histology showed devel鄄
opment of eosinophil infiltration in the airway of mice in groups B and C. The lung inflammation and mucus secretion in
groups D and E were significantly alleviated than that of groups B and C. Number of total cells 渊63.50依5.12冤 and
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揖摘要铱 目的 观察以聚乳酸鄄羟基乙酸共聚物渊PLGA冤材料为佐剂制备的重组屋尘螨 2类变应原渊rDer p 2冤纳米微粒
疫苗渊DEPN冤对小鼠过敏性气道炎症的影响袁 并探讨其免疫治疗机制遥 方法 制备 PLGA鄄rDer p 2纳米粒子并鉴定其特
性遥 40只 BALB/c小鼠随机分为 5组袁 A组渊对照组冤 均给予生理盐水渊100 滋l冤遥 B尧 C尧 D和 E组腹部皮下注射屋尘螨粗浸
液渊10 滋g冤免疫小鼠致敏袁 然后分别用 PBS渊100 滋l冤尧 2 mg 空白 PLGA粒子渊empty PLGA袁EP冤尧 100 滋g rDer p 2尧 2 mg的
DEPN纳米疫苗 渊载有 100 滋g rDer p 2冤 皮下注射进行免疫治疗袁 连续免疫治疗 3 d袁 1次/d袁 各组用 rDer p 2 渊50 滋g冤
滴鼻激发袁 激发后第 2天剖杀袁 收集支气管肺泡灌洗液 渊BALF冤并对细胞进行总计数和分类计数曰 HE染色和 PAS染色
渊Periodic Acid鄄Schiff Stain冤 观察小鼠肺部组织炎症和支气管黏液分泌曰 用 ELISA检测 BALF和脾细胞培养上清的细胞因
子渊IL鄄4尧 IFN鄄酌冤和血清中变应原特异性 IgG2a和 IgE抗体浓度遥 结果 B尧 C 组肺部呈明显的变态反应性炎症袁 D尧 E组
变应原诱导的肺部嗜酸粒细胞浸润和黏液分泌比 B尧 C 组显著减轻遥 BALF中的细胞总数 B组比 A组明显增多袁 分类细胞以
中性和嗜酸粒细胞为主袁 超过 50%遥 rDer p 2特异性 IgE抗体水平袁 D组渊0.93依0.04冤和 E组渊0.77依0.10冤均低于 B组渊1.14依0.10冤
渊P约0.01冤曰 特异性 IgG2a抗体水平袁 D组渊1.02依0.01冤和 E组渊1.17依0.46冤均高于 B组渊0.14依0.01冤渊P约0.01冤遥 在 BALF中袁 D
组[渊55.60依3.79冤 pg/ml]和 E组[渊48.60依4.50冤 pg/ml] IL鄄4水平均低于 B组[渊78.90依6.07冤 pg/ml]渊P约0.01冤曰 IFN鄄酌水平 E组
[渊68.50依2.87冤 pg/ml] 显著高于 B组[渊27.30依3.51冤 pg/ml] 渊P约0.01冤遥 脾细胞上清的 IL鄄4水平袁 D组[渊56.3依4.85冤 pg/ml]
和 E组[渊40.2依4.36冤 pg/ml]显著低于 B组[渊81.20依6.84冤 pg/ml] 渊P约0.01冤曰 IFN鄄酌水平袁 E组 [渊70.20依3.85冤 pg/ml] 显著高于 B
组[渊34.60依2.25冤 pg/ml] 遥 结论 DEPN免疫治疗可抑制小鼠肺部过敏炎症袁 其机制可能与调节 Th1/Th2平衡有关遥
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过敏性疾病是目前世界性重大卫生问题之一遥 常
见的有过敏性哮喘和过敏性鼻炎等遥 哮喘是一种以肺
部嗜酸粒细胞浸润和对各种激发因子产生气道高反应

为特征的慢性气道炎性疾病袁 是一种常见病和多发
病袁 且发病率有逐年上升的趋势咱1袁2暂遥 过敏性哮喘的
特征是特应性个体异常增高的 Th2型反应遥 Th2型反
应表现为增多的 Th2细胞及其分泌的细胞因子袁 如白
细胞介素4 渊IL鄄4冤尧 IL鄄5尧 IL鄄9尧 IL鄄13等袁 它们在哮
喘的发生和发展中起重要的作用咱3暂遥 哮喘发生与室
内过敏原暴露密切相关袁 其中屋尘螨变应原是诱导
哮喘与其它变态反应疾病最重要的变应原之一咱4袁5暂遥
研究已证实袁 哮喘与过敏性鼻炎患者血清中屋尘螨
Der p 2抗原特异性 IgE抗体阳性率为 79.2%袁 屋尘螨
Der p 2抗原是儿童与成人哮喘发作的主要危险因素
之一咱6暂遥
目前的药物治疗并不能从根本上改变其自然病

程遥 经研究证明袁 特异性免疫治疗渊SIT冤袁 即皮下注射
逐渐增加剂量的特异性变应原制剂可有效调节过敏性

疾病异常的免疫应答反应遥 成功的 SIT伴随有Th2细
胞的减少和 Th1型细胞因子分泌水平的增高咱7袁8暂遥 但
SIT有诱导系统过敏反应的危险袁 这种副作用的发生
与变应原疫苗本身的缺陷和变应原粗提物诱导的血清

高 IgE抗体产生有关咱9暂遥 且皮下注射操作麻烦袁 病人
顺应性较差遥
聚乳酸鄄羟基乙酸共聚物渊PLGA冤是一种安全的生

物可降解材料袁 可促进变应原直接被抗原呈递细胞吸
收咱10暂袁 在生物体内缓慢释放变应原咱11暂遥 Scholl等咱12暂的

试验还证实袁 用 PLGA包裹的变应原可有效的诱导抗
体 IgG的产生袁 而致敏性比铝佐剂显著降低遥 但屋尘
螨 Der p 2鄄PLGA纳米疫苗在治疗过敏性气道炎症中
的作用袁 目前未见相关报道遥 作者等通过物理方法制
备包裹屋尘螨 Der p 2变应原的 PLGA纳米疫苗袁 研
究该疫苗对重组 Der p 2变应原诱导的小鼠过敏性气
道炎症的免疫保护作用袁 并探讨其作用机制遥

材料与方法

1 实验材料

PLGA 购自四川琢新生物材料有限公司曰 IL鄄4尧
酌干扰素 渊IFN鄄酌冤 细胞因子试剂盒购于美国 R&D公
司曰 辣根过氧化物酶偶联二羊抗鼠 IgE抗体 渊HRP鄄
IgE冤 与 HRP鄄IgG2a抗体购于美国 SouthBiot公司曰 二
辛可宁酸 渊BCA冤 试剂盒为美国 Pierce公司产品曰 刘
氏染液 渊Liu爷s stain) 购自珠海贝索生物技术有限公
司曰 其他试剂均为国产分析纯试剂遥 6耀8周龄BALB/c
小鼠渊SPF级冤由广州医学院实验动物中心提供遥 重组
屋尘螨 Der p 2变应原和屋尘螨变应原粗浸液由深圳大
学生命科学学院变态反应疾病研究室提供遥

2 PLGA鄄Der p2纳米疫苗的制备及检测
取 50 mg PLGA溶于 1 ml 二氯甲烷渊DCM冤中袁 加

入 100滋l Der p 2溶液渊100 mg/ml冤袁超声 1 min渊40 w冤袁
可见乳白色初乳形成袁 加入 4 %聚乙烯醇 渊PVA冤 溶
液 2 ml袁 再次超声 1 min袁 形成复乳袁 然后将此复乳
转移至 50 ml双蒸水渊pH 6.6冤中袁 室温下搅拌 4 h以

eosinophils 渊15.32依3.04冤 in BALF decreased in group B. Compared with group B袁 the number of total cells in groups D
渊55.3依5.20冤 伊 104 /ml and E 渊41.00依4.91冤 伊104 /ml greatly decreased 渊P约0.05冤袁 and same with that of eosinophils in
groups D 渊9.56依1.09冤 伊104 /ml and E 渊3.22依0.31冤 伊104 /ml. The rDer p 2 specific IgE and IgG2a antibodies in group B
were 1.14依0.105 and 0.14依0.07 respectively. The level of specific IgE was significantly lower 渊P约0.01冤 in groups D 渊0.93依
0.04冤 and E 渊0.77依0.09冤袁 and that of IgG2a in groups D 渊1.02依0.01冤 and E 渊1.17依0.46冤 were significantly higher 渊P约0.01冤
than that in group B. The level of IL鄄4 and IFN鄄酌 in BALF in group B were 渊78.90依6.07冤 pg/ml and 渊27.30依3.51冤 pg/ml
respectively. IL鄄4 in groups D and E was 渊55.6依3.79冤 pg/ml and 渊48.6依4.50冤pg/ml respectively袁 significantly lower
渊P约0.01冤 than that of group B; while IFN鄄酌 渊68.50依2.87冤 pg/ml in group E was significantly higher than that of group
B 渊P约0.01冤. IL鄄4 released from cultured splenocytes in groups D and E was 渊56.30依4.85冤 pg/ml and 渊40.20依4.36冤 pg/ml
respectively袁 significantly lower than that in group B 渊81.2依6.84 pg/ml冤 渊P约0.01冤. The released IFN鄄酌 in group E was
渊70.20依3.85冤 pg/ml袁 significantly higher than in group B 渊34.60依2.25冤 pg/ml 渊P约0.01冤. Conclusion DEPN can in鄄
hibit airway allergic inflammation袁 its mechanism may be relevant to a balance of Th1 and Th2.

揖Key words铱 Poly 渊D袁 L鄄lactic鄄co鄄glycolic冤 acid 渊PLGA冤曰 House dust mite; Allergen曰 Nanoparticle曰 Allergic
airway inflammation曰 Mouse
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上使有机溶剂完全挥发袁 10 000伊g离心 10 min袁 收集
沉淀袁 用双蒸水重新分散遥 置于低温冷冻干燥机中
24 h袁 收集干燥的粉末袁 4 益保存遥
用扫描电镜观察粒子形态和大小袁 BCA 蛋白质

定量法测定纳米粒子载药量曰 用纳米颗粒粒度分析
仪 渊N4PLUS袁 美国 Beckman Coulter公司冤 测定纳米
粒子平均粒径及粒度分布遥

3 免疫和治疗过程

BALB/c小鼠 40只袁 6耀8周龄袁 体重 18耀22 g袁
按随机数字表法分为 5 组袁 分别为 A尧 B尧 C尧 D和
E组袁 每组 8只袁 雌雄各半遥 A组 渊对照组冤给予 100滋l
生理盐水袁 其他各组给予 10 滋g 屋尘螨变应原粗浸
液+4 mg氢氧化铝咱Al渊OH冤3暂生理盐水混悬液 100 滋l
腹部皮下渊该方法本研究室已有成功预实验冤 注射致敏袁
连续 3次袁 每次间隔 1周袁 末次致敏后 2周遥 各组分
别进行免疫治疗袁 A 组院 100 滋l 生理盐水袁 B 组院
PBS (100 滋l)袁C组院2 mg 空白 PLGA纳米袁D组: 100
滋g Der p 2袁 E组院2 mg的 DEPN纳米疫苗 (载有 100
滋g Der p 2)遥 连续免疫治疗 3 d袁 1次/d袁 各组于末
次免疫治疗后 2周袁 B尧 C尧 D和 E组分别用 50 滋g/
50 滋l重组 Der p 2变应原滴鼻激发袁 1次/d袁 连续 7
d遥 A组用同剂量的生理盐水滴鼻遥 各组于末次滴鼻
后 24 h袁 进行以下系列检测遥

4 支气管肺泡灌洗

通过支气管肺泡灌洗观察小鼠气道炎症细胞的浸

润情况遥 固定动物袁 暴露小鼠气道后袁 进行气管切开
和气管插管袁 缓慢推注入预冷 PBS 300 滋l进行支气
管肺泡灌洗渊BAL冤袁 反复抽吸 3次袁 收集支气管肺泡
灌洗液渊BALF冤袁 并记录回收率渊大于 80豫冤曰 BALF经
4 益 1 500伊g离心 10 min后袁 取沉淀细胞袁 用 1 ml
1豫 牛血清白蛋白 渊BSA冤 鄄PBS细胞重悬袁 计数曰 另
取细胞悬液涂片袁 用刘氏染色液染色袁 显微镜下 200
个细胞进行分类计数遥 上清液于-70 益保存袁 用
ELISA法测定 BALF中 IL鄄4尧 IFN鄄酌细胞因子水平遥

5 血清中 Der p 2抗原特异性 IgE与 IgG2a测定
2 mg/ml rDer p 2用pH 9.6的包被液稀释至终浓

度为 10 滋g/ml袁 加入 100 滋l/孔到 96孔板中袁 4 益过
夜遥 用 PBST (含 0.05% Tween冤洗板 5次袁 加入封闭
液 100 滋l/孔袁 37 益孵育 2 h袁 再用 PBST 洗板 5 次遥
将各组小鼠血清按 1颐100稀释袁 分别加入 100 滋l/孔到
已包被 rDer p 2的 96孔酶标板中袁 37 益孵育 2 h袁 用
PBST 洗液洗板 5 次袁 每孔加入 100 滋l 已稀释的

HRP鄄IgE渊1颐1 000冤或 HRP鄄IgG2a渊1颐2 000冤袁 37 益孵育
2 h袁 PBST洗板 5次袁 加入含 0.5 mg/ml邻苯二胺渊OPD冤
的磷酸鄄柠檬酸缓冲液袁 37益避光显色 20 min袁 加入 2.5
mol/L H2SO4终止反应袁 读取吸光度渊A 450值冤遥

6 组织学检查

分离各组小鼠肺组织袁 置 10%中性甲醛固定袁 常
规制作切片袁 支气管和肺组织 HE染色后观察肺组织
炎症细胞浸润曰 用过碘酸希夫 渊PAS冤 染色检测杯状
细胞分泌黏液情况曰 根据血管周围和气道周围嗜酸粒
细胞浸润情况渊分为 0~5分冤以及肺组织中上皮损伤尧
组织水肿情况渊分为 0~5分冤咱13暂对肺组织炎症病变情
况进行评分遥

7 脾细胞抗原特异性 IL鄄4尧 IFN鄄酌的产生
无菌条件下分离各组小鼠脾细胞袁 经 100目钢网

过滤袁 用 PBS平衡液重悬脾细胞曰 用乙二胺四乙酸鄄
氯化铵渊EDTA鄄NH4Cl冤红细胞裂解液裂解红细胞袁
1 500伊g离心 5 min袁 收集细胞沉淀袁 用 RPMI1640培
养基 渊含 100 mg/L 小牛血清尧 100 mg/L 青霉素及
100 mg/L链霉素冤 重悬脾细胞袁 制备均质的脾细胞悬
液遥 取细胞悬液进行台盼蓝渊Trypan blue冤染色袁 观察
活细胞跃98%者即可供实验用遥 将脾细胞悬液调整到
细胞密度为 5伊106 /ml遥 取脾细胞悬液 100 滋l加入到
无菌平底 96 孔板中袁 加入 rDer p 2 至终浓度为 10
滋g/ml袁 并设立阴性对照组 渊不加刺激物冤袁 恒温培养
箱 渊Biosource Incustar 150袁 上海力申科学仪器有限
公司冤 培养 72 h遥 收集培养上清液遥 用 ELISA 测定
IL鄄4和 IFN鄄酌水平遥

8 统计学分析

用 SPSS11.5进行单因素方差分析袁 各组数据均
用 x依s表示遥

结 果

1 屋尘螨 PLGA纳米疫苗的特征
屋尘螨 PLGA纳米疫苗在扫描电镜下呈椭圆形尧

光滑的颗粒渊图 1冤袁 其平均粒径为 370~550 nm遥 Der p 2
的载药量为 500 滋g/10 mg 渊即为 5豫冤遥

2 血清中 rDer p 2特异性 IgE与 IgG2a抗体水平
ELISA测定血清中 Der p 2特异性 IgE 渊1颐1 000稀

释冤和 IgG2a抗体渊1颐2 000稀释冤A 450 值变化遥 在激发
后 24 h袁 B组 Der p 2特异性 IgE和 IgG2a抗体水平分
别为 1.14依0.10和 0.14依0.01袁 与 B组相比袁 Der p 2特
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A: B组袁 B: E组遥 渊PAS染色所示袁B组管腔内出现大量黏液分泌袁而
E组管腔无明显黏液分泌冤
A院Group B袁 B院Group E. 渊PAS staining revealed more significant mu鄄
cus secretion in group B than group E冤

图 3 小鼠气道黏液分泌情况 渊PAS染色袁伊200冤
Fig.3 Mucus secretion in mouse airway 渊PAS staining袁伊200冤

A B

表 1 血清中 IgE与 IgG2a抗体水平 渊A 450值, x依s冤
Table 1 The level of rDer p 2鄄specific IgE and IgG2a

in sera of mice 渊A 450值, x依s冤
抗体Antibody

IgG2a
IgE

A组Group A
0.07依0.01
0.04依0.01

B组Group B
0.14依0.01
1.14依0.10

C组Group C
0.37依0.01
1.02依0.04

D组Group D
1.02依0.01*
0.93依0.04*

E组Group E
1.17依0.46*
0.77依0.09*

注院 * 与 B组相比袁 P<0.01遥
Note院 * Compared with group B, P<0.01.

表 2 BALF中总细胞数和嗜酸粒细胞数 渊x依s冤
Table 2 The number of total cells and eosinophils

in BALF 渊x依s冤

A组
Group A

21.30依3.35
0

B组
Group B

63.50依5.12
15.32依3.04

C组
Group C

58.50依8.21
12.48依1.76*

D组
Group D

55.30依5.20*

9.56依1.09**

E组
Group E

41.00依4.91*

3.22依0.31**

注院 与 B组相比袁 * P<0.05袁 ** P<0.01遥
Note院 Compared with group B, * P<0.05袁 ** P<0.01.

细胞数No. cells渊伊104/ml冤
总细胞数Total cells
嗜酸粒细胞数Eosinophils

A: B组 Group B, B院 E组 Group E遥
图 2 刘氏染液 BALF细胞涂片

Fig.2 Cells in BALF stained by Liu忆s staining异性 IgE袁 D组渊0.93依0.04冤和 E组渊0.77依0.09冤均有显
著下降 渊P约0.01冤曰 而特异性 IgG2a 水平袁 在 D 组
渊1.02依0.01冤和 E组渊1.17依0.46冤显著升高渊P约0.01冤遥 结
果表明袁 rDer p 2和 DEPN纳米粒子免疫小鼠后袁 能
诱导血清 Der p 2特异性 IgG2a抗体产生袁 并可抑制
特异性 IgE的生成 渊表 1冤遥

3 BALF细胞计数
阴性对照组 BALF中的细胞总数较少袁 细胞分类

以单核细胞和淋巴细胞为主袁 占 90%以上曰 与之相
比袁 B组 BALF中的细胞总数明显增多 渊63.50依5.12冤
伊104/ml袁 细胞分类以中性和嗜酸粒细胞 渊15.32依
3.04冤 伊104/ml 为主袁 超过 50% (图 2冤遥 结果表明袁
含有变应原加有铝佐剂的屋尘螨粗浸液可诱导小鼠肺

组织产生炎症反应袁 导致炎性细胞 渊主要为中性粒
细胞和嗜酸粒细胞冤 向肺组织浸润袁 从而使 BALF
中的细胞总数显著增多曰 与 B组相比袁 D组 渊55.30依
5.20冤伊104/ml和 E组的细胞总数渊41.00依4.91冤伊104/ml
显著减少渊P<0.05冤袁 D 组 渊9.56依1.09冤伊104/ml 和 E
组的 渊3.22依0.306冤伊104/ml嗜酸粒细胞数均显著减少
渊P<0.01冤渊表 2冤遥

4 尘螨 PLGA 纳米疫苗可抑制小鼠气道炎症细胞
浸润和黏液分泌

在 rDer p 2变应原激发后 24 h袁 通过肺组织观
察尘螨纳米疫苗对重组 Der p 2 变应原诱导的气道
炎症的作用遥 B组在气道尧 肺泡和血管周围存在大
量的炎性细胞浸润 渊如嗜酸粒细胞冤袁 杯状细胞增
生尧 黏液分泌增加 渊图 3A冤曰 相反袁 E组有效抑制

气道炎性细胞浸润袁 气道上皮细胞中有黏液分泌
渊图 3B冤遥 与 A组相比袁 B组小鼠的支气管尧 细支气
管上皮下和小血管周围有明显的炎性细胞浸润袁 以
嗜酸粒细胞为主袁 气道上皮结构紊乱袁 部分脱落袁
部分可见黏液栓袁 上皮下充血水肿明显袁 肺泡间质
增厚袁 也可见炎性细胞浸润 渊图 4A冤遥 E 组小鼠肺
组织切片观察可见袁 炎症反应明显减轻袁 炎性细胞浸
润比 B组显著减少袁 气道上皮结构基本恢复正常 渊图
4B冤遥
气道尧 肺泡和血管周围的炎症细胞浸润情况袁 E

组与分别 C尧 D和 B组相比袁 气道尧 肺泡和血管周围
的炎性细胞浸润尧 上皮水肿和损伤等减少 (表 3冤遥

图 1 DEPN纳米粒子的扫描电镜图谱
Fig.1 The SEM examination of nanoparticles渊DEPN冤

A B
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表 3 肺组织病理改变按 Underwood标准评分
Table 3 Pathological change of lung tissue according

to Underwood Scoring

组别
Group

A
B
C
D
E

炎症细胞浸润Infiltration ofinflammatory cells
0

4渊3耀5冤
3渊2耀5冤
2渊1耀3冤
1渊1耀2冤

上皮水肿Edema ofepithelium
0

4渊3耀5冤
3渊2耀5冤
2渊1耀3冤
1渊1耀3冤

上皮损伤Impairmentof epithelium
0

5渊5耀5冤
3渊2耀5冤
2渊1耀3冤
1渊1耀2冤

A院 B组袁 B: E组遥 渊B组出现明显的血管周和支气管周嗜酸粒细胞浸
润袁E组则改善较明显袁气道上皮结构较正常袁无明显嗜酸粒细胞浸润遥冤A: group B袁 B: group E. 渊Apparent perivascular and bronchiolareosinophil infiltration in group B, no apparent lung eosinophilic in鄄flammation with nearly normal epithelial structure in group E冤

图 4 肺组织病理变化渊HE染色袁伊200冤
Fig.4 Histological examination of lung 渊HE staining袁伊200冤

A B

5 BALF和脾细胞培养上清中的细胞因子谱
末次激发后 24 h袁 在 BALF 中袁 B组的 IL鄄4 和

IFN鄄酌分别为渊78.90依6.07冤 pg/ml和渊27.30依3.51冤 pg/ml袁
与之相比袁 D 组渊55.60依3.79 pg/ml冤和 E 组渊48.60依
4.50冤 pg/ml的 IL鄄4显著降低渊P<0.01冤曰E组渊68.50依
2.87冤 pg/ml的 IFN鄄酌显著升高渊P<0.01冤袁 而 C组渊33.40依
3.13冤 pg/ml 和 D 组渊32.50依2.95冤 pg/ml 亦有升高
渊P<0.05冤遥 脾细胞上清中袁 B组的 IL鄄4和 IFN鄄酌分别
为渊81.20依6.84冤 pg/ml和渊34.60依2.25冤 pg/ml袁 与之相

比袁 E组渊70.20依3.85冤 pg/ml的 IFN鄄酌显著增高渊P<0.01冤曰
而 D 组渊56.3依4.85冤 pg/ml 和 E 组渊40.2依4.36冤 pg/ml
的 IL鄄4分泌显著减少 渊P<0.01冤遥 结果表明袁 E组的
BALF和脾细胞上清中主要以 Th1细胞因子如 IFN鄄酌
为主袁 分泌少许 Th2细胞因子 IL鄄4曰 相反袁 B组小鼠
BALF和脾细胞上清中主要以 Th2细胞因子如 IL鄄4为
主袁 分泌较少 Th1细胞因子IFN鄄酌 渊表 4冤遥

讨 论

随着变态反应疾病和哮喘免疫学的研究进展袁 出现
了许多新的治疗策略遥 如生物可降解材料 PLGA被用于
抗原的载体系统袁 已引起研究者们的广泛关注咱14暂袁大小
为 1~1.5 滋m的微粒单次皮下注射免疫治疗可诱导长
时间的 IgG应答反应咱15暂遥 PLGA具有减低毒性和提高
效力的优点袁 并具有缓释性和粒径小等特点袁 有利于
抗原呈递至免疫系统遥 其他一些载体如脂质体微粒也
被用于蛋白质疫苗的投递咱16暂遥 屋尘螨 Der p 2变应原是
诱发过敏性哮喘的主要变应原之一袁 故其很适合作为
变应原疫苗的候选抗原分子咱17暂遥 本研究证实袁 用 PL鄄
GA鄄Der p 2纳米渊DEPN冤疫苗免疫能有效抑制 Der p 2

抗原特异性 IgE抗体产生袁 能诱导 Der p 2抗原特异
性 IgG2a抗体生成袁 并证实用 DEPN免疫治疗能有效
调节 IgE免疫应答遥
小鼠变态反应实验证明袁 小鼠 IgG1尧 IgG2a 和

IgE抗体亚型可反应 T淋巴细胞应答的种类遥 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 IFN鄄酌能有效抑制 IL鄄4诱导的 IgE抗体产生遥 因
此袁 IgG2a抗体增加和 IgE抗体减少能够反应抗原特
异性淋巴细胞分泌细胞因子从以分泌 Th2细胞因子为
主转变为以分泌 Th1细胞因子为主咱18暂遥 本研究分析了
DEPN疫苗对变应原诱导肺部变态反应气道炎症动物
模型免疫应答的影响袁 结果发现变应原诱导的肺部变
态反应气道炎症动物模型袁 主要表现为分泌大量的

表 4 BALF 和脾细胞中 IFN鄄酌和 IL鄄4水平 咱渊x依s冤 pg/ml暂
Table 4 Level of IFN鄄酌袁 IL鄄4 in BALF and splenocytes 咱渊x依s冤 pg/ml暂

IL鄄4
IFN鄄酌
IL鄄4
IFN鄄酌

A组Group A
10.20依1.27
37.80依3.44
12.50依2.18
48.00依5.90

B组Group B
78.90依6.07
27.30依3.51
81.20依6.84
34.60依2.25

C组Group C
75.70依4.09
33.40依3.13*

78.90依10.28
45.30依5.18

D组Group D
55.60依3.79**

32.50依2.95*

56.30依4.85**

40.10依4.26

E组Group E
48.60依4.50**

68.50依2.87**

40.20依4.36**

70.20依3.85**

注院 与 B组相比, * P<0.05袁 ** P<0.01遥 Notes院 Compared with group B, * P<0.05袁 ** P<0.01.

IFN鄄酌和 IL鄄4水平 Level of IFN鄄酌袁 IL鄄4
细胞因子
Cytokine

组别Group

支气管肺泡灌洗液BALF
脾细胞Splenocytes

肺组织病理改变Pathological change of lung tissue
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IL鄄4细胞因子和 IgE抗体增加遥 而 DEPN疫苗免疫能
有效诱导 IgG2a抗体的合成袁 并抑制 IgE抗体合成曰
IgE抗体水平下降与支气管肺泡灌洗液中 Th1细胞因
子 IFN鄄酌 水平增加和血清中 IgG2a 抗体水平增加有
关遥 结果表明袁 DEPN疫苗免疫能有效调节过敏性炎
症中的 Th1/Th2平衡袁 抑制 IgE抗体生成遥
在变应原诱导的过敏反应应答过程中袁 变应原能

活化 CD4+T细胞袁 诱导 IgE抗体生成袁 过敏反应与气
道炎症和气道痉挛密切相关咱19暂遥 本研究发现变应原诱
导肺部变态反应气道炎症动物模型主要表现为气道尧
肺泡和血管周围出现大量的炎症细胞浸润袁 上皮结构
破坏袁 杯状细胞增生尧 黏液分泌增加袁 而 DEPN疫苗
能有效抑制炎性细胞浸润和结构破坏及黏液分泌袁 进
一步证实袁 DEPN疫苗能有效调节以 Th2为主的变态
反应性免疫应答袁 抑制 IgE抗体生成袁 这种免疫应答
反应可有效治疗由变应原诱导的气道炎症遥
总之袁 以 PLGA为佐剂的屋尘螨 Der p 2变应原

纳米疫苗能调节过敏反应中失平衡的 Th2/Th1免疫应
答袁 抑制抗原特异性 IgE抗体生成袁 有效抑制变应原
诱导的肺部变态反应性炎症袁 因此袁 以新型尧 安全的
PLGA为佐剂的屋尘螨 Der p 2变应原纳米疫苗是治
疗变态反应性疾病的一种新途径遥
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