
中国寄生虫学与寄生虫病杂志 2008年 12月第 26卷第 6期 Chin J Parasitol Parasit Dis Dec. 2008袁 Vol. 26袁 No.6中国寄生虫学与寄生虫病杂志 2008年 12月第 26卷第 6期 Chin J Parasitol Parasit Dis Dec. 2008袁 Vol. 26袁 No.6

日本血吸虫不同阶段抗原免疫抑制
过敏性哮喘小鼠气道炎症的实验观察

渊 1 Department of Pathogenic Biology, Tongji Medical College, Huazhong University of Science and
Technology, Wuhan 430030袁 China曰 2 Department of Laboratory Medicine, People忆 s Hospital of Xinjiang
Uygur Autonomous Region, Urumqi 830000袁 China冤

揖Abstract铱 Objective To investigate the effect of antigens of different stage Schistosoma japonicum on airway
inflammation in a murine model of asthma. Methods 48 female BALB/c mice were randomly divided into eight groups.
Mice in group A were given normal saline of equal volume as control. Group B was asthma model which was established
by intraperitoneal and intranasal challenge with OVA. Mice in groups C袁 D and E were immunized with soluble egg
antigen 渊SEA冤, soluble male worm antigen 渊SWA冤袁 and schistosomulum antigen 渊SSA冤 respectively 4 times in a week
interval, followed by OVA sensitization as in group B 1 week after the final immunization. Mice in groups F袁 G袁 and H
were immunized with SEA, SWA, and SSA respectively but sensitized and challenged with saline instead of OVA. 48
hours after asthma was induced, the mice were sacrificed. Leukocytes and eosinophils were counted in bronchoalveolar
lavage fluid 渊BALF冤. The level of IL鄄5袁 IL鄄10 and IFN鄄酌 in BALF was detected. Pathologic changes in lung tissues
were observed. Results Inflammation cells袁 especially eosionphils袁 appeared in airways of mice in groups B袁 C袁 D
and E袁 but with much less number in groups C袁 D and E. No inflammation cells were seen in airways of group A mice.
The number of leukocytes袁 eosinophils and level of IL鄄5 in BALF of group B 咱渊98.4依16.1冤 伊104/ml袁 渊17.6依4.3冤 伊104/ml袁
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揖摘要铱 目的 观察日本血吸虫不同生活史阶段抗原对过敏性哮喘小鼠气道炎症的影响遥 方法 雌性 BALB/c小鼠48
只袁 随机均分 8组袁 A组为健康对照组曰 B组为哮喘模型组袁 以鸡卵白蛋白 渊OVA冤 抗原腹腔注射致敏袁 OVA滴鼻诱发
哮喘曰 C尧 D和 E组小鼠分别用可溶性虫卵抗原 渊SEA冤尧 可溶性成虫抗原 渊SWA冤 和童虫抗原 渊SSA冤 经腹部皮下免疫袁
共 4次袁 每次间隔 1周袁 末次免疫后 1周再按 B组方法诱发哮喘曰 F尧 G和 H组分别用 SEA尧 SWA和 SSA免疫接种小鼠
渊免疫方法及剂量分别同 C尧 D尧 E组冤袁 末次免疫后 1周用等量生理盐水代替 OVA处理小鼠袁 不诱发哮喘遥 诱发哮喘后
48 h剖杀各组小鼠袁 观察各组小鼠肺组织的病理变化和支气管肺泡灌洗液 渊BALF冤 中的相关细胞成分及细胞因子的变
化遥 结果 A组小鼠气道肺组织无明显炎症变化曰 B组小鼠气道肺组织可见明显的炎性细胞袁 尤其是嗜酸粒细胞的浸
润曰 C尧 D和 E组小鼠气道肺组织炎症明显轻于 B组小鼠遥 B组小鼠 BALF中白细胞总数 咱渊98.4依16.1冤 伊104/ml暂尧 嗜酸
粒细胞百分数 [渊17.6依4.3冤 伊104/ml] 和白细胞介素鄄5 (IL鄄5) 水平 咱渊197.9依36.5冤 pg/ml暂 均明显高于 A 组 咱分别为
渊8.2依1.1冤 伊104/ml尧 渊0.02依0.01冤 伊104/ml和 渊12.3依7.4冤 pg/ml暂袁 而 IL鄄10和 酌干扰素 (IFN鄄酌) 水平明显低于 A组遥 C尧 D
和 E组小鼠 BALF中白细胞总数尧 嗜酸粒细胞百分数和 IL鄄5水平均明显低于 B组袁 而 IL鄄10袁 IFN鄄酌水平则明显高于 B
组袁 差异有统计学意义 渊P<0.05冤遥 结论 日本血吸虫不同抗原免疫后能有效调节过敏性哮喘小鼠的细胞因子平衡袁 同
时对哮喘小鼠嗜酸粒细胞在肺组织中的浸润及肺组织炎症都有一定的抑制作用遥
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渊197.9依36.5冤 pg/ml respectively暂 were significantly higher than those of group A 咱渊8.2依1.1冤 伊104/ml袁 渊0.02依0.01冤 伊104/
ml袁 渊12.3依7.4冤 pg/ml暂袁 however the levels of IL鄄10 and IFN鄄酌 were significantly lower than that of group A 渊P<0.05冤.
The number of leukocytes, especially eosinophils, in BALF of groups C袁 D and E was significantly lower than that of
group B. The level of IL鄄5 in BALF of groups C袁 D and E was significantly reduced袁 while that of IL鄄10 and IFN鄄酌 in
BALF of the 3 groups was significantly higher than group B 渊P<0.05冤 . Conclusions The immunization with
S. japonicum antigens can effectively modulate the level of cytokines and inhibit the eosinophil infiltration and airway
inflammation in asthmatic mice.
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大量的流行病学研究资料显示袁 由于卫生条件的
改善袁 发达国家很多感染性疾病的发病率明显下降袁
但与遗传因素和环境因素相关的一类疾病要要要自身免

疫性疾病和过敏性疾病 渊包括哮喘冤 的发病率却显著
增高曰 与之相反的是袁 在相对落后的热带和亚热带地
区感染性疾病的发病率较高袁 但自身免疫性疾病和过
敏性疾病的发病率却较低咱1鄄3暂遥 近年来国内外的一些
研究报道显示袁 某些寄生虫感染能够减轻和抑制过敏
性疾病和自身免疫性疾病的发生袁 如曼氏血吸虫感染
能减轻鼠非肥胖糖尿病渊NOD冤的症状咱4暂袁 血吸虫的
感染可以通过产生白细胞介素 10 渊IL鄄10冤 阻止过敏
性疾病的发生咱5暂遥 本研究探讨日本血吸虫生活史中不
同阶段的 3种抗原免疫 BALB/c小鼠对其过敏性哮喘
的影响遥

材料与方法

1 实验动物和试剂来源

SPF级雌性 6耀8周龄 BALB/c小鼠 48 只购自湖
北省实验动物医学中心遥 二辛可宁酸法 渊BCA) 检测
蛋白质含量试剂盒购自美国 Pierce 公司袁 细胞因子
ELISA检测试剂盒购自美国 eBioscience公司遥

2 日本血吸虫 3种抗原的制备
按常规方法用日本血吸虫尾蚴经皮肤感染家兔袁

42 d后剖杀袁 门静脉灌洗收集成虫袁 选雄虫用 PBS
洗涤后置匀浆器冰浴匀浆 40 min袁 300 伊g 离心
10 min袁 取上清即为日本血吸虫成虫抗原 渊SWA冤袁
用 BCA蛋白检测试剂盒测定蛋白含量袁 分装后-20 益
冻存备用遥 另从感染日本血吸虫的家兔肝脏中分离虫
卵袁 可溶性虫卵抗原 渊SEA冤 的制备方法与 SWA相
同遥 童虫抗原 渊SSA冤 为机械断尾的尾蚴袁 -20 益冻
存备用遥

3 小鼠哮喘模型的建立

参照文献咱6暂方法袁 小鼠腹腔注射 0.1%鸡卵白蛋
白 渊OVA冤 抗原 0.1 ml尧 10% 氢氧化铝 咱Al 渊OH冤3暂

0.2 ml 进行致敏袁 第 14和 21天用同样剂量及方法各
加强免疫 1次袁 末次免疫 1周后连续 3 d给予 1%的
OVA 溶液 渊50 滋l/只冤 滴鼻激发哮喘遥

4 实验动物处理

48只 BALB/c小鼠按随机数字表法分为 8组 渊每
组 6 只冤袁 A 组为健康对照组 渊等量的生理盐水处
理冤曰 B组按上法建立哮喘模型曰 C组和 D组分别进
行腹部皮下多点注射免疫 SEA 和 SWA 渊50 滋g/只冤袁
E组用 SSA腹部皮下多点注射免疫 渊200条断尾的童
虫/只冤遥 3组小鼠均免疫 4次袁 每次间隔 1周袁 末次
免疫后 1周按上述方法激发哮喘曰 F尧 G和 H组分别
用 SEA尧 SWA和 SSA免疫袁 方法及剂量分别同 C尧 D
和 E组袁 末次免疫后 1周用等量生理盐水代替 OVA
处理小鼠遥 各组于末次滴鼻激发哮喘后 48 h处死全部
小鼠袁 收集支气管肺泡灌洗液渊BALF冤并取肺组织袁 用
于以下各指标检测遥

5 各指标的检测

5.1 肺组织病理学检查 取各组小鼠右肺组织袁 10%
甲醛固定袁 常规制作石蜡切片袁 苏木素鄄伊红渊HE冤
染色袁 光镜观察细支气管及肺泡组织病理学变化遥
5.2 BALF中细胞计数和分类 经气管插入 22号穿
刺针袁 通过导管将 0.7 ml PBS缓慢注入肺内袁 再将
灌洗液缓慢回抽注入肺内袁 反复 3次袁 收集 BALF置
EP管中遥 上述操作重复 2次袁 收集的全部 BALF 4益
300伊g离心 10 min袁 取上清液移至另一 EP 管中袁
置-20 益保存袁 用于白细胞介素鄄5 (IL鄄5)尧 IL鄄10 和
酌干扰素 (IFN鄄酌) 水平测定遥 另将 BALF的沉淀细胞
用 1 ml PBS重悬袁 取 50 滋l用于细胞计数遥 余液再
次离心后吸出上清液用 1ml PBS重悬后涂片袁 行瑞
氏鄄吉氏染液复合染色袁 光镜下进行细胞分类并计数
200个细胞袁 计算嗜酸粒细胞总数遥
5.3 BALF 中细胞因子的测定 用双抗体夹心

ELISA袁 按试剂盒说明书测定 BALF中的 IL鄄5袁 IL鄄10
和 IFN鄄酌含量袁 比较各组小鼠细胞因子含量的变化遥
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表 1 各组小鼠 BALF白细胞总数和嗜酸粒细胞分类计数 渊伊104/ml冤
Table 1 Number of leukocytes and eosinophils in BALF among

eight groups 渊伊104/ml冤
组别

Group
A组 Group A
B组 Group B
C组 Group C
D组 Group D
E组 Group E
F组 Group F
G组 Group G
H组 Group H

白细胞总数

Total no. leukocytes
8.2依1.1

98.4依16.1*

20.0依2.5吟

27.0依3.6吟

28.2依3.2吟

10.8依1.6#

5.3依0.6#

7.5依0.5#

嗜酸粒细胞总数

No. eosinophils
0.02依0.01
17.6依4.3*

0.5依0.2吟

1.0依0.3吟

1.4依0.6吟

0.5依0.2#

0.2依0.1#

0.2依0.1#

注院 与 A组比较袁 * P<0.01袁 # P>0.05曰 吟与 B组比较袁 P<0.05遥
Note院 vs group A袁 * P<0.01袁 # P>0.05曰 吟 vs group B袁 P<0.05.

6 统计学分析

采用 SPSS12.0软件进行统计学分析袁 实验所得
数据用均数依标准差 渊x依s冤 表示袁 各组间均数比较进
行方差分析袁 组间两两比较采用 SNK检验遥

结 果

1 肺组织病理改变

A组小鼠支气管上皮黏膜完整无损伤袁 支气管黏

膜下和细支气管周围肺组织无明显炎性细胞浸润遥 B
组小鼠支气管黏膜下和周围肺组织有大量炎性细胞浸

润袁 支气管黏膜肥厚尧 肌层增厚尧 嗜酸粒细胞浸润尧
腔内充满黏液栓尧 血管壁明显水肿和管腔缩窄遥 C尧
D和 E组小鼠细支气管尧 支气管黏膜下和周围肺组织
炎症明显减较 B 组轻袁 嗜酸粒细胞浸润明显减少遥
F尧 G尧 H组小鼠与正常组小鼠相似袁 支气管黏膜下
和细支气管周围肺组织无明显炎性细胞浸润 渊图 1冤遥

2 BALF中白细胞总数和嗜酸粒细胞计数分类
B组小鼠 BALF中白细胞总数 渊98.4依16.1冤 和嗜

酸粒细胞分类计数 渊17.6依4.3冤 明显较 A组高 渊分别
为 8.2依1.1袁 0.02依0.01冤渊P<0.01冤袁 C尧 D 和 E组小鼠
BALF中白细胞总数和嗜酸粒细胞分类计数明显低于
B组 渊P<0.05冤遥 F尧 G和 H组小鼠 BALF中白细胞总
数和嗜酸粒细胞分类计数也明显低于 B组 渊P<0.05冤袁
但与正常组比较差异无统计学意义渊P>0.05冤渊表 1冤遥

3 BALF中细胞因子的变化
B组小鼠 BALF中 IL鄄5水平明显高于 A组 渊P<

0.01冤袁 而 IL鄄10和 IFN鄄酌水平均明显低于 A 组 渊P<
0.05冤曰 C尧 D及 E组小鼠 BALF中 IL鄄5水平明显较 B

A院 健康对照组小鼠支气管黏膜下和肺组织周围无明显炎性细胞浸润袁 B院 哮喘模型组小鼠支气管黏膜下和肺组织周围有大量炎性细胞浸润袁
C尧 D尧 E院 分别为 C尧 D尧 E组小鼠支气管黏膜下和肺组织周围未见明显炎性细胞浸润袁 F尧G尧H院 分别为 F尧 G尧 H组袁 小鼠支气管黏膜下和肺组
织周围未见明显炎性细胞浸润曰 AL院 气道袁 BV院 血管遥
A院 Control, no considerable inflammatory cell infiltration in tunica mucosa bronchiorum and lung tissue, B院 Asthma model, much inflammatory cell
infiltration in tunica mucosa bronchiorum and lung tissue袁 C袁D袁E院 Groups C袁 D袁 and E袁 no considerable inflammatory cell infiltration in tunica
mucosa bronchiorum and lung tissue, F袁G袁H院 Groups F袁 G袁 and H, no considerable inflammatory cell infiltration in tunica mucosa bronchiorum
and lung tissue曰 AL院 Airway lumen, BV院 Blood vessel.

图 1 各组小鼠肺组织炎症病理变化 渊HE染色袁 伊400冤
Fig.1 Pathological change of lung tissue inflammation in mice 渊HE袁 伊400冤
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组低袁 而 IL鄄10和 IFN鄄酌水平明显较 B组高 渊P<0.05冤曰
C尧 D尧 E 等 3 组之间 BALF 中 IL鄄5尧 IL鄄10 和 IFN鄄酌
水平无明显差异遥 F尧 G尧 H组小鼠 BALF中 IL鄄5水
平较正常组高袁 而 IL鄄10和 IFN鄄酌水平与正常组比较
差异无统计学意义 渊P>0.05冤渊表 2冤遥

讨 论

过敏性哮喘 渊简称哮喘冤 是一种以嗜酸粒细胞和
T细胞浸润为主的慢性气道炎性疾病袁 其本质是气道
慢性炎症并发气道高反应性的过敏反应性疾病袁 其中
Th2细胞及其释放的细胞因子在哮喘发病中起着重要
作用 咱7暂遥 Th2细胞通过释放 IL鄄4尧 IL鄄5和IL鄄13等细
胞因子袁 促进支气管黏膜嗜酸粒细胞的浸润及 IgE产
生袁 而 Th1细胞分泌的抗炎因子 IFN鄄酌可以对抗 Th2
细胞的作用袁 抑制 Th2细胞增殖和抑制 Th2细胞释
放 IL鄄4 和 IL鄄5等细胞因子袁 从而减少 IgE 的合成袁
防止抗原导致的嗜酸粒细胞和 T淋巴细胞在肺组织的
聚集并降低气道反应性遥 因此袁 Th1/Th2 细胞免疫
应答平衡在气道慢性炎症中发挥着重要的作用袁 调
节 Th1细胞因子活性或抑制 Th2细胞免疫反应使其
恢复正常 Th1/Th2 细胞比例成为哮喘治疗的新策
略咱8暂遥 然而袁 现有研究证实支气管哮喘的免疫类型中
不仅限于 Th1/Th2 平衡袁 其他形式的调节性 T细胞
如 CD4+CD25+调节性 T细胞 渊CD4+CD25+ Treg冤 也可
能参与支气管哮喘的发生和发展咱3暂袁 由于 CD4+CD25+

Treg能下调过度的效应细胞反应 [包括 Th1尧 Th2和细
胞毒性 T淋巴细胞 渊CTL冤 等]袁 以保持机体的免疫平

衡袁 因此通过增强调节性 T 细胞的作用也可能成为治
疗哮喘的有效手段咱9暂遥
研究表明袁 寄生虫感染可导致 CD4+CD25+ Treg明

显上升袁 从而下调过度的 Th1或 Th2免疫应答咱10暂遥 流
行病学调查显示袁 自身免疫性疾病和过敏性疾病的发
病率与儿童早期感染呈负相关袁 也似与寄生虫感染引
起 CD4+CD25+ Treg升高有关袁 如 Elliott等 咱11暂研究发
现袁 曼氏血吸虫虫卵免疫后可阻止小鼠过敏性结肠炎
的发生袁 并发现调节性 T细胞在其中发挥重要作用袁
Mo等咱12暂的研究也表明袁 日本血吸虫虫卵免疫可阻止
小鼠过敏性结肠炎的发生袁 且小鼠脾脏调节性 T细胞
CD4+CD25+亚群比例和 IL鄄10的水平显著高于未免疫
小鼠遥
本实验结果显示袁 3种不同虫期的血吸虫抗原免

疫均能降低哮喘小鼠 BALF中 Th2 类细胞因子 IL鄄5
水平袁 升高 Th1类细胞因子 酌干扰素 渊IFN鄄酌冤 水平袁
同时 IL鄄10 的水平明显升高遥 由于 IL鄄10 主要是由
Treg所分泌的咱13暂袁 由此提示 3种血吸虫抗原免疫后
均能激活宿主的 Treg遥 新近研究证实袁 Treg是一类能
对效应细胞产生明显免疫抑制作用的相对独立的 T细
胞亚群袁 能抑制过度的效应细胞反应 渊包括 Th1尧
Th2和 CTL等冤袁 以保持机体的免疫平衡咱14暂遥 本研究
结果提示袁 血吸虫抗原免疫后能抑制哮喘小鼠肺组织
气道炎症袁 预防小鼠过敏性哮喘的发生似与 Treg对
过度的 Th2反应的抑制有关遥
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IFN鄄酌
688.9依115.2
363.3依94.1*
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725.0依196.4吟

615.2依91.6吟
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IL鄄5
12.3依7.4
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42.1依34.9吟

72.3依17.5吟

126.3依24.4吟

92.5依32.9#

127.3依25.2#

107.7依28.9#

组别

Group

A组 Group A
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D组 Group D
E组 Group E
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IL鄄10
1 634.1依513.3

520.8依432.0*
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1 829.6依522.7#

1 438.4依235.0#

表 2 各组小鼠 BALF中细胞因子水平
Table 2 Level of cytokines in BALF among eight groups

细胞因子水平 Level of cytokine 渊pg/ml冤
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