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揖Abstract铱 Objective To study the therapeutic effect on murine allergic asthma with recombinant Bla g 2 渊rBla g 2冤

allergen and its possible mechanism. Methods Eighteen BALB/C mice were randomly divided into three groups:
normal control group 渊group A冤 , asthma model group 渊group B冤 , and recombinant protein rBlag 2 treatment group 渊group C冤.
Mice in groups B and C were subcutaneously immunized weekly with rBla g 2 渊50 mg冤 formulated in Al 渊OH冤3 adjuvant for
three weeks. Group A received only adjuvant emulsified with normal saline. Two weeks after the last inoculation, mice
in group C were administered each with rBla g 2 渊100 mg冤 /dose, and groups A and B were given PBS. All the mice
received eight doses at 2鄄day intervals. One week after the last immunotherapy, mice in groups B and C were
intranasally challenged with 50 mg rBla g 2 daily for seven days, while mice in group A received PBS. Twenty鄄four hours
after the challenge, the following items were examined: airway hyperresponsiveness of mice, total cellular score and cell
classification in bronchoalveolar lavage fluid 渊BALF冤 , level of rBla g 2鄄specific IgE and IgG2a in serum, lung inflammation
by HE stain, and Bcl鄄2 expression of eosinophils of lung by immunohistochemistry. Results Compared with group B,
group C showed a decreased Penh value of airway hyperresponsiveness 渊P约0.05冤 , reduced serum rBla g 2鄄specific IgE
but increased IgG2a 渊P约0.01冤 , and reduced Bcl鄄2 expression of eosinophils. Total cells 咱渊24.60依15.08冤 伊105/ml暂 and
eosinophils 咱渊22.20依3.76冤 伊105/ml暂 in BALF of group B significantly increased than those of group C 咱渊14.30依4.95冤 伊105/ml
and 渊5.20依1.56冤 伊105/ml袁 respectively暂 渊P约0.01冤 . The interstitial space surrounding the airway lumen was character鄄
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揖摘要铱 目的 探讨重组德国小蠊变应原 渊rBla g 2冤 治疗过敏性哮喘小鼠的效果及机制遥 方法 18只 BALB/c小
鼠随机均分为阴性对照组 渊A组冤尧 哮喘模型组 渊B组冤 和重组蛋白 rBla g 2治疗组 渊C组冤遥 B尧 C两组分别腹腔注射经
Al 渊OH冤3佐剂乳化的重组蛋白 rBla g 2袁 剂量为 50 mg/渊只窑次冤袁 共 3次袁 每次间隔 1周遥 A组以 50 ml生理盐水代替变
应原遥 末次致敏后 2周袁 进行免疫治疗袁 C组腹腔注射 rBla g 2袁 100 mg/渊只窑次冤袁 每两天 1次袁 连续 8次遥 A尧 B两组
以 PBS代替变应原遥 末次治疗后 1周袁 将小鼠麻醉袁 B尧 C两组每鼠每天滴鼻 50 mg rBla g 2袁 连续 7 d遥 A组以 PBS代
替变应原滴鼻遥 于最后 1次滴鼻后 24 h检测各项指标院 各组小鼠气道高反应性袁 支气管肺泡灌洗液 渊BALF冤 中细胞总
数和细胞种类以及血清中 rBla g 2抗原特异性 IgE和 IgG2a的变化曰 HE染色观察小鼠肺组织的改变袁 免疫组化检测肺
嗜酸粒细胞 渊EOS冤 B淋巴细胞瘤/白血病鄄2 渊Bcl鄄2冤 的表达遥 结果 与 B 组相比袁 C组气道高反应检测中扩大间隙
渊Penh冤 值下降 渊P约0.05冤曰 血清中 rBla g 2特异性 IgE降低袁 IgG2a增加 渊P约0.01冤曰 C组 EOS细胞阳性数量明显减少袁
且 Bcl鄄2蛋白阳性表达较弱遥 B组 BALF的细胞总数和 EOS数分别为渊24.60依15.08冤伊105个/ml和渊22.20依3.76冤伊105个/ml袁
而 C组细胞总数咱渊14.30依4.95冤伊105个/ml暂和 EOS数咱渊5.20依1.56冤伊105个/ml暂显著减少 渊P约0.01冤遥 B组肺部气管周围炎性
细胞聚集袁 肺组织上皮损伤袁 组织水肿袁 而 C 组肺部变应性炎症明显减轻遥 与 A组相比袁 C 组各项检测指标接近 A
组遥 结论 rBla g 2对小鼠过敏性哮喘有治疗作用袁 可能是 EOS细胞凋亡在其中起重要作用遥

揖关键词铱 德国小蠊；重组变应原；哮喘；嗜酸粒细胞；B淋巴细胞瘤 /白血病鄄2

Experimental Study on Recombinant Bla g 2渊rBla g 2冤 in the
Treatment of Allergic Asthma in Mice
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过敏性哮喘的发病率和死亡率逐年上升袁 近年来
关于过敏性哮喘的治疗研究不断发展袁 流行病学表明
蟑螂变应原高的家庭袁 哮喘发病率也高袁 对蟑螂变应
原过敏的哮喘患者症状更为明显咱1暂遥 美洲大蠊和德国
小蠊是主要的蟑螂变应原来源袁 而德国小蠊为我国的优
势种群之一袁 含有 Bla g 1尧 Bla g 2尧 Bla g 4尧 Bla g 5尧
Bla g 6和 Bla g 7等多种变应原袁 其中 Bla g 2能引起
60%耀80%蟑螂过敏性患者的 IgE反应咱2暂遥 本研究用
rBla g 2变应原制剂免疫 BALB/c小鼠袁 探讨重组德国
小蠊变应原 Bla g 2 渊rBla g 2冤 治疗过敏性哮喘小鼠
的效果及可能机制遥

材料与方法

1 材料

1.1 实验动物 18只 6耀8周龄雌性 BALB/c小鼠袁 体
重 12.5耀15.0 g袁 由广东省医学实验动物中心提供遥
1.2 主要试剂和仪器 本实验室采用德国小蠊变应

原 Bla g 2克隆表达及免疫活性检测咱3暂制备重组 Bla g 2袁
B淋巴细胞瘤/白血病鄄2 渊Bcl鄄2冤免疫组化试剂购自武
汉博士德生物公司袁 乙酰甲胆碱购自美国 Sigma 公
司袁 其他试剂均为国产分析纯试剂遥 气道高反应仪购
自美国 Buxco公司遥
1.3 动物分组与处理 18只雌性 BALB/c 小鼠按随
机数字表法均分为 3组袁 即阴性对照组渊A组冤尧 哮喘
模型组渊B组冤和重组蛋白 rBla g 2治疗组渊C组冤遥 B尧
C两组用 Al 渊OH冤3佐剂乳化的重组蛋白 rBla g 2腹腔
注射免疫袁 50 mg/次袁 共 3次袁 每次间隔 1周遥 A组以
50 ml生理盐水代替变应原遥 末次致敏 2周后袁 进行
免疫治疗袁 C组小鼠腹腔注射 rBla g 2袁 每次 100 mg袁
每 2 d 1次袁 连续 8次遥 A尧 B两组以 PBS代替变应
原遥 末次治疗 1周后袁 进行滴鼻激发袁 将小鼠麻醉袁
B尧 C两组每鼠每天滴鼻 50 mg rBla g 2袁 连续 7 d遥 A
组以 PBS代替变应原滴鼻遥 所有小鼠最后一次滴鼻
24 h后进行下列检测咱4暂遥

2 方法

2.1 小鼠气道高反应的检测 使用全身性体积描记

法渊WBP冤咱5暂观察最后 1次滴鼻 24 h后各组小鼠雾化吸
入 PBS缓冲液和 1尧 3尧 10尧 30和 100 mg/ml 乙酰甲
胆碱后扩大间隙渊Penh冤值的变化袁 绘制呼吸曲线遥
2.2 小鼠支气管肺泡灌洗液的细胞计数及分类 参

照文献咱6暂的方法取小鼠支气管肺泡灌洗液渊BALF冤袁
在显微镜下进行细胞计数及分类遥
2.3 血清中 rBla g 2抗原特异性 IgE与 IgG2a的检测
小鼠乙醚麻醉后眼窝取血袁 500伊g离心 10 min袁 取上清袁
-80 益保存遥 用 ELISA试剂盒测定血清中 rBla g 2抗原
特异性 IgE渊1 颐 1 000冤尧 IgG2a抗体渊1 颐 2 000冤含量咱7暂遥
2.4 组织学观察 剖解小鼠后袁 分离肺组织袁 常规
HE染色后显微镜观察肺组织炎性细胞的浸润情况遥
参考 Unerwood等咱8暂对肺组织炎症病变情况进行评分袁
包括血管和气管周围嗜酸粒细胞渊EOS冤浸润情况渊分
为 0耀5分冤以及肺组织中上皮损伤尧 组织水肿情况
渊分为 0耀5分冤遥
2.5 免疫组化分析 常规免疫组织化学法检测小鼠肺

嗜酸粒细胞 Bcl鄄2表达情况咱9暂袁 以细胞膜或细胞质出现
棕黄色颗粒为阳性细胞遥 阳性对照为乳腺癌病变组
织袁 阴性对照为以 PBS渊pH 7.2耀7.4冤代替一抗遥

3 统计学方法

用 SPSS10.0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 气道高反应 Penh值曲线变化
与 B组相比袁 C组小鼠治疗后的 Penh值下降袁

两组间的差异有统计学意义渊P约0.05冤袁 说明重组蛋白
rBla g 2能降低哮喘小鼠的气道高反应性渊图 1冤遥

2 肺泡灌洗液细胞学检查

A组 BALF中的细胞总数咱渊3.20依4.06冤伊105个/ml暂
较少袁 以单核细胞和淋巴细胞为主 渊跃90%冤遥 而B组
BALF中的细胞总数 咱渊24.60依15.08冤伊105个/ml暂明显增
多袁 以中性粒细胞和嗜酸粒细胞咱渊22.20依3.76冤 伊105个/ml暂
为主袁 超过 50%曰 C组细胞总数咱渊14.30依4.95冤 伊105个/ml暂

ized by a dense造赠 mixed cellular infiltrate, tissue edema and epithelium tissue damage in group B, while lung inflamma鄄
tion of group C reduced considerably. Each test value of group C was substantially similar to that of group A. Conclu鄄
sion The experiment shows proper immunotherapeutic efficacy of rBla g 2 in murine allergic asthma, which may possi鄄
bly related to the apoptosis of eosinophils.

揖Key words铱 Blatella germanica曰 Recombinant Bla g 2渊rBla g 2冤曰 Asthma曰 Eosinophil曰 Bcl鄄2
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和嗜酸粒细胞数 咱渊5.20依1.56冤伊105/ml暂与 B组相比明显
减少渊P约0.01冤袁 说明重组蛋白 rBla g 2能降低哮喘小
鼠肺泡灌洗液中细胞总数和嗜酸粒细胞数量遥

3 重组蛋白 rBla g 2对致敏小鼠肺部炎症的影响
重组蛋白 rBla g 2激发后 24 h袁 与 A组 渊图 2 A冤

相比袁 B组小鼠的气管上皮下和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 部分可见粘液栓袁 上皮下充血水肿明
显袁 肺泡间质增厚袁 可见大量炎性细胞浸润 渊图 2
B冤遥 而与 A组渊图 2 A冤相比袁 C组小鼠肺组织炎症反
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 2 C冤遥 各组小鼠肺部炎症
病理评分情况见表 1遥

4 重组蛋白 rBla g 2治疗对血清特异性抗体的影响
激发 24 h后袁 C组小鼠的血清中rBla g 2特异性 IgE

渊0.156 9pg/ml冤 明显减少袁 而 IgG2a抗体 渊1.046 3 pg/ml冤
明显增加袁 与 B组 [IgE 渊0.331 5 pg/ml冤袁 IgG2a 渊0.8419
pg/ml冤] 间的差异有统计学意义渊P约0.01冤渊图3冤遥

表 1 小鼠肺组织炎症病理评分
Table 1 Lung pathological scores in mice

组别Group

阴性对照组Normal control
哮喘模型组Asthma model
rBla g 2治疗组rBla g 2 treatment

炎症细胞浸润Perivascular andperibronchiolareosinophilia
0
4渊3耀5冤
2渊1耀3冤

上皮水肿Epithelialedema
0
3渊2耀4冤
2渊1耀3冤

上皮损伤Epithelialdamage
0
3渊2耀5冤
2渊2耀3冤

肺组织病理改变 Pathological change in the lungs

A院 阴性对照组袁 B院 哮喘模型组袁 C院 重组蛋白 rBla g 2治疗组曰 图 B中气管 渊AL冤 周围有大量炎性细胞 渊尹冤 聚集袁 与图 A相比袁 图 C中
气管周围基本正常遥
A院 Normal control group袁 B院 Asthma model group袁 C院 Recombinant protein rBla g 2 treatment group曰 Interstitial space surrounding the airway
lumen 渊AL冤 characterized by a densely mixed cellular infiltrate 渊尹冤 in B袁 AL showing normal appearance in C.

图 2 小鼠的肺组织 渊HE染色袁 伊400冤
Fig.2 Histological examination of lungs 渊HE staining袁 伊400冤

AL
AL

AL
尹 坭

A B C

IgE IgG2a A院 阴性对照组袁 B院 哮喘模型组袁 C院 重组
蛋白 rBla g 2治疗组遥 A院 Normal control group袁 B院 Asthma model
group袁 C院 Recombinant protein rBla g 2 treatment group.
* 与哮喘模型组相比袁 P约0.05遥
* Compared with asthma model group袁 P<0.05.

图 3 小鼠血清中 rBla g 2特异性抗体 IgE和 IgG2a水平
Fig.3 rBla g 2鄄specific antibody level in serum of mice

动物分组 Group

*

A B C
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* ** ** *
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*

*

阴性对照组 Normal control group 哮喘模型组 Asthma
model group 重组蛋白 rBla g 2治疗组 Recombinant protein rBla g 2
treatment group
与哮喘模型组相比袁 * P约0.05袁 ** P约0.01遥
Compared with asthma model group袁 * P<0.05袁 ** P<0.01.

图 1 小鼠的气道高反应变化
Fig.1 Airway hyperresponsiveness assay in mice
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讨 论

哮喘是一种以气道炎症尧 气道重塑和气道高反应
为主要特征的疾病咱10暂袁 如气道尧 肺泡和血管周围出现
大量嗜酸粒细胞等炎性细胞的浸润袁 上皮结构破坏袁
杯状细胞增生尧 黏液分泌增加袁 气道平滑肌增生和肥
大等遥 Fernandez鄄Rodriguez等咱7暂的研究证实袁 理想的
哮喘动物模型应具备以上主要特征遥 本研究以 rBla g 2
变应原建立的哮喘动物模型具有以上的主要特征袁 以及
有哮喘患者的主要症状 渊如呼吸频率加快尧 气喘尧 咳
嗽等冤袁 从而证实建模成功袁 是研究哮喘的理想动物
模型遥
气道高反应是指气道对非特异性刺激反应亢进的

一种状态袁 与气道炎症尧 气道重塑相并列袁 是支气管
哮喘的重要病理变化之一遥 本研究小鼠气道高反应检
测结果中袁 哮喘模型组的 Penh值较阴性对照组增高袁
重组蛋白 rBla g 2治疗后 Penh值比哮喘模型组明显
降低袁 接近阴性对照组遥 从而证实重组蛋白 rBla g 2
能降低哮喘小鼠的气道高反应袁 说明其对过敏性哮喘
有治疗作用遥
嗜酸粒细胞是支气管哮喘发生的主要效应细胞咱11暂袁

参与哮喘的气道炎症反应和气道高反应性等遥 它还可
以刺激 T淋巴细胞增殖袁 并将抗原呈递给 Th2细胞袁
从而增强 Th2型免疫反应咱12鄄13暂遥 因而嗜酸粒细胞对炎
症的控制起着关键作用袁 是炎症控制与否的一个重要
指标遥 在变应原诱导的过敏反应应答过程中袁 过敏反
应与气道炎症和气道痉挛密切相关咱14鄄15暂遥 肺泡灌洗液
细胞学检查结果显示袁 与阴性对照组相比袁 哮喘模型

组BLAF中的嗜酸粒细胞数量明显增多袁 占细胞总数的
50%以上袁 从而使细胞总数增加遥 而重组蛋白 rBla g 2
治疗组 BLAF中的细胞总数和嗜酸粒细胞数量均明显
少于哮喘模型组遥 说明重组蛋白 rBla g 2可诱导小鼠肺
组织产生炎性反应袁 导致炎性细胞渊主要为中性粒细
胞和嗜酸粒细胞冤 向肺组织的浸润袁 细胞总数显著增
多袁 而重组蛋白 rBla g 2能降低哮喘小鼠肺泡灌洗液
中细胞总数和嗜酸粒细胞数量袁 证实重组蛋白 rBla g 2
对过敏性哮喘有治疗作用遥

IgE是介导玉型变态反应的重要抗体袁 在过敏性
哮喘尧 鼻炎等特应性疾病的发病过程中发挥着关键作
用袁 哮喘的急性炎症和气道重塑在很大程度上取决于
IgE水平遥 rBla g 2能够引起 60%耀80%蟑螂过敏性患
者的 IgE反应 咱2暂遥 目前大多研究认为袁 IgG2a是一种
保护性抗体袁 能抑制哮喘的发生咱16暂遥 本研究结果证
明袁 重组蛋白 rBla g 2治疗能诱导血清中 rBla g 2特
异性 IgG2a抗体产生袁 同时明显抑制 IgE抗体产生从
而改善过敏性哮喘的症状遥

Bcl鄄2蛋白家族是调节线粒体通透性的主要成分袁
通过形成同源渊BCL鄄2/BCL鄄2袁 Bax/Bax冤和异源渊BCL鄄2/
Bax冤二聚体对细胞凋亡进行调控袁 BCL鄄2同源二聚体
抑制细胞凋亡遥 Chung 咱17暂和 Ho咱18暂等实验也证实袁 在对
哮喘患者的实验研究中 Bcl鄄2蛋白可通过调节嗜酸粒
细胞的凋亡来控制炎性反应变化遥 本研究肺组织 Bcl鄄2
免疫组化结果表明袁 经 rBla g 2治疗后袁 肺部嗜酸粒
细胞的 Bcl鄄2阳性细胞数量较模型组明显减少袁 提示重
组蛋白 rBla g 2治疗能促进嗜酸粒细胞的凋亡袁 从而
通过调节嗜酸粒细胞的凋亡改善肺组织的炎性反应遥

A院 阴性对照组袁 B院 哮喘模型组袁 C院 重组蛋白 rBla g 2治疗组曰 与 A和 C相比袁 B中气管 渊AL冤 周围有较多 EOS阳性细胞 渊尹冤遥
A院 Normal control group袁 B院 Asthma model group袁 C院 Recombinant protein rBla g 2 treatment group曰 Interstitial space surrounding the
airway lumen 渊AL冤 with more eosinophils 渊尹冤 in group B.

图 4 免疫组化法检测小鼠肺组织的细胞 Bcl鄄2蛋白表达 渊伊400冤
Fig.4 Bcl鄄2 expression in lung by immunohistochemistry 渊伊400冤

A B C

AL AL

AL

AL

饮 坨

5 重组蛋白 rBla g 2治疗对小鼠肺组织的影响
B组肺组织内 EOS Bcl鄄2蛋白阳性细胞的数量较

多袁 EOS的 Bcl鄄2蛋白强阳性表达 渊图 4 B冤遥 而 C组

EOS阳性数量明显较少袁 EOS的 Bcl鄄2蛋白弱阳性表
达渊图 4 C冤遥
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在变应原诱导的过敏反应应答过程中袁 过敏反应
与气道炎症和气道痉挛密切相关遥 综上所述袁 重组蛋
白 rBla g 2对过敏性哮喘小鼠有治疗作用袁 能调节过
敏反应中的免疫应答袁 抑制抗原特异性 IgE抗体生成
而诱导 IgG2a抗体产生袁 并有效抑制变应原诱导的肺
部组织变应性炎性反应遥 此作用可能是通过促进肺部组
织嗜酸粒细胞的凋亡来实现的遥 因此袁 新型尧 安全的重
组蛋白 rBla g 2是治疗变态反应性疾病的一种新途径袁
为临床治疗提供了新靶点遥
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