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·基础论著· 

卡介菌核酸多糖注射液对哮喘小鼠气道 
炎症和肺部抗菌肽表达影响与机制研究 

罗光燕  蓝楠  王孝芸  张沄  李国平 

【摘要】 目的  研究卡介菌核酸多糖注射液（BCG-PSN）对变应原诱导的变态反应性气道炎症和肺部

抗菌肽影响。方法  BALB/c 小鼠随机分为对照组、哮喘组与卡介菌核酸多糖注射液治疗组；卡介菌核酸多

糖注射液组在卡介菌核酸多糖注射液免疫 BALB/c 小鼠后，用卵清蛋白致敏，并用卵清蛋白滴鼻激发；用

整体体积描记系统测定小鼠气道呼气间歇（Penh）值；苏木精-伊红（HE）染色观察小鼠肺部炎症；酶联免

疫吸附试验（ELISA）检测肺泡灌洗液（BALF）中白细胞介素 4（IL-4）、γ 干扰素（IFN-γ）浓度；免疫

印迹测定肺组织抗菌肽表达。结果  在乙酰胆碱浓度为 6、12、24 mg/ml 时，卡介菌核酸多糖注射液组与

哮喘组相比，卡介菌核酸多糖注射液组能抑制 Penh 值（P 分别为 0.002、0.001 和 0.001）；卡介菌核酸多

糖注射液组炎症细胞评分低于哮喘组；卡介菌核酸多糖注射液组BAL液中 IL-4浓度低于哮喘组（P＝0.006），
卡介菌核酸多糖注射液组 BAL 液中 IFN-γ 的浓度高于哮喘组（P＝0.003）；卡介菌核酸多糖注射液组抗菌

肽表达与哮喘组相比，其抗菌肽表达明显高于哮喘组（P＝0.001）。结论  卡介菌核酸多糖注射液通过诱

导以 Th1 为主的免疫应答抑制变应原诱导的气道炎症，同时提高肺部抗菌肽表达。 
【关键词】  哮喘； 卡介菌核酸多糖注射液；  气道反应性；  抗菌肽 
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【Abstract】  Objective  To investigate the effect of BCG-PSN on airway inflammation and Antimicrobial 
peptide. Methods  BALB/c mice were divided into normal control group, asthma mice model and BCG-PSN 
group. After BCG-PSN immunization in BCG-PSN group, BALB/c mice was sensitized by intraperitoneal 
injection (i.p) and challenged by intranasal instillation. Enhanced Pause (Penh) index of airway was measured with 
Buxco whole-body plethysmography (WBP) system. The lung tissues were stained with haematoxylin and eosin 
(H&E). The levels of the cytokines IL-4 and IFN-γ were determined using ELISA. Antimicrobial peptide was 
measured with western blot. Results  In the concentration of acetylcholine for 6, 12, 24 mg/ml, BCG-PSN 
inhibited Penh compared to asthma mice model (P＝0.002, P＝0.001 and P＝0.001). The inflammation score in 
BCG-PSN was significantly lower than that in asthma mice model; BCG-PSN inhibited IL-4 in bronchoalveolar 
lavage fluid (BAL fluid) compared to asthma mice model(P＝0.006). BCG-PSN increased levels of the IFN-γ in 
BAL fluid, compared with asthma mice model(P＝0.003). BCG-PSN increased the expression of cathelin  
related antimicrobial peptides (CRAMP) compared to asthma mice model. Conclusion  These results indicate that 
BCG-PSN inhibited allergen-induced allergic airway inflammation mice model with regulating the immune 
response towards a Th1-type reaction and increased antimicrobial peptides.   
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喘是一种慢性的气道炎症疾病，是一种常见病和多发

病，并且哮喘发病率逐年上升[1-2]。哮喘发生与室内变

应原暴露密切相关[3-4]。研究已证实，变应原是儿童与

成人哮喘发作主要的危险因素之一[5]。许多研究表明卡

介菌核酸多糖注射液诱导Th1 为主的免疫应答，能有

效调节抗原特异性IgE反应，是治疗变态反应性疾病的
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新方法[6]。卡介菌核酸多糖注射液能减少过敏性鼻炎患

者症状，同时减少轻度到中度支气管哮喘患者H1 受体

抑制剂和吸入激素治疗剂量[7]。在前期研究中，我们研

究发现吸入糖皮质激素抑制哮喘小鼠气道抗菌肽表

达，增加细菌感染机会[8]，因此临床运用存在一定局限

性。 
卡介菌核酸多糖注射液对哮喘小鼠肺部抗菌肽影

响，目前未见相关报道。我们通过建立哮喘小鼠模型，

研究卡介菌核酸多糖注射液对小鼠气道反应性和变应

原诱导的变态反应性气道炎症作用进行研究，并就其

对抗菌肽影响进行探讨。 

材料与方法 

一、材料 
卡介菌核酸多糖注射液（长沙九芝堂），Balb/c

小鼠清洁级（四川大学实验动物中心），整体体积描

记系统（美国的 Buxco 公司）。 
二、免疫 
Balb/c 小鼠 24 只，6～8 周龄，将动物按随机数字

表法分为对照组、治疗组和哮喘组，每组 8 只。对照

组：采用生理盐水进行注射；治疗组：用卡介菌核酸

多糖注射液免疫治疗；哮喘组：采用生理盐水代替卡

介菌核酸多糖注射液免疫。按照分组分别注射生理盐

水 0.03 ml、卡介菌核酸多糖注射液 0.03 ml（10.5 μg）、
生理盐水 0.03 ml，小鼠连续免疫 2 周，每次间隔 1 d。 

在 14 d 和 21 d，治疗组和哮喘组小鼠用 10 μg 卵

清蛋白加 4 mg 氢氧化铝凝胶腹腔注射致敏，对照组用

生理盐水代替抗原进行注射；治疗组和哮喘组小鼠用

10 μg 卵清蛋白经鼻滴入激发，每天一次，连续 7 次，

对照组用生理盐水代替抗原进行鼻滴，最后 1 d 激发后

进行以下检查。 
三、小鼠气道反应性测定 
用整体体积描记系统测定气道反应性，对照组、

治疗组和哮喘组在激化后，用美国的 Buxco 公司的小

鼠肺功能仪检测其气道反应性。分别用 1.5、3、6、12、
24 mg/ml 的乙酰胆碱雾化吸入激发，测定相应浓度下

气道呼气间歇（Penh）值。 
四、支气管肺泡灌洗 
暴露小鼠气道后，进行气管切开和气管插管，注

入冰冷磷酸盐缓冲液（PBS）500 μl 进行支气管肺泡灌

洗液（BALF），反复抽吸 2 次，然后回收 BALF，并

记录回吸收量；BALF 经 500×g，室温下，离心 5 min
后，上清液用酶联免疫吸附试验（ELISA）测定 IL-4
和 IFN-γ 细胞因子浓度，细胞沉淀涂片后，用 HE 染色，

在莱卡 4000 M 光学显微镜（德国莱卡）下观察细胞。 

五、组织学检查 
在最后一次变应原激发 24 h 后，分离肺组织，用

10%中性甲醛灌注固定，石蜡包埋，常规切片，进行

HE 染色，在莱卡 4000 M 光学显微镜下观察肺组织炎

症细胞浸润。根据血管周围和气道周围单核细胞浸润

情况不同分为 0～3 分，参照文献对肺组织炎症细胞浸

润评分[8]。 
六、免疫印迹 
肺组织在 RIPA 裂解液中匀浆，通过蛋白定量试剂

盒（碧云天，中国）定量蛋白浓度。20 μg 蛋白上样至

15%聚丙烯酰胺凝胶（SDS-PAGE），在 100 V 下电泳

90 min 后； 凝胶在 15 V 电压下，用半干转膜仪

（Amersham Ecl Semi-Dry Transfer Unit）转膜 20 min，
将蛋白转移到硝酸纤维膜上，一抗为兔多克隆抗菌肽

（CRAMP）抗体（1∶500） （Abcam，美国），二抗

为那根过氧化酶标记的羊抗兔（HRP-conjugated goat 
anti-rabbit antibody）（1∶1000），通过增强型化学发

光底物（碧云天，中国）进行检测。 
七、统计学处理  
各组数据均用均数±标准差（ x ±s）表示，用 SPSS 

10.0 进行单因素方差分析，P＜0.05 者为差异具有显著

性。 

结    果 

一、小鼠气道反应性变化 
图 1 显示：用整体体积描记系统检测小鼠的气道

反应性，乙酰胆碱浓度为 1.5、3、6、12、24 mg/ml
时，哮喘组 Penh 上升的百分比较对照组和治疗组明显

升高；治疗组，乙酰胆碱浓度为 6、12、24 mg/ml 时
与哮喘组相比 Penh 有明显下降，两组比较差异有统计

学意义（P 分别为 0.002、0.001 和 0.001）。 
二、卡介菌核酸多糖注射液对变应原诱导的气道

炎症的抑制作用 
变应原激发后 24 h，通过肺组织学检测，观察卡

介菌核酸多糖注射液对变应原诱导的气道炎症的作

用。图 2 显示：气道、肺泡和血管周围的炎症细胞浸

润情况，对照组气道无炎症细胞浸润，哮喘组在气道、

肺泡和血管周围存在大量的炎症细胞浸润，治疗组与

哮喘组相比，卡介菌核酸多糖注射液能抑制气道、肺

泡和血管周围的炎症细胞浸润；治疗组气道周围，血

管周围炎症评分和成片的炎症细胞评分与哮喘组相

比，P 分别为 0.01、0.001 和 0.002（表 1）。以上结果

表明卡介菌核酸多糖注射液能有效抑制变应原诱导

的气道炎症。 
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表 1  免疫治疗后肺组织炎症细胞浸润（ x s± ） 

组别 气道周围 血管周围 成片的炎症细胞 

治疗组 1.46±0.96a 1.31±0.56b 1.41±0.63c 
哮喘组 2.76±1.26 2.42±0.86 2.23±1.14 

注：与哮喘组相比，aP＝0.01，bP＝0.001，cP＝0.002 

 
三、卡介菌核酸多糖注射液对 BALF 中嗜酸粒细

胞的抑制作用 
通过分析 BALF 中嗜酸粒细胞的数量，进一步观

察卡介菌核酸多糖注射液对气道炎症的作用。图 3 显
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示，治疗组与哮喘组相比，卡介菌核酸多糖注射液能

抑制 BALF 中嗜酸粒细胞的百分数和嗜酸粒细胞的绝

对计数，P 分别为 0.001 和 0.002。 
四、卡介菌核酸多糖注射液对支气管肺泡灌液中

IL-4 和 IFN-γ 的影响 
我们通过 IL-4 和 IFN-γ 分析卡介菌核酸多糖对人

类辅助性 T 细胞（Th）亚群 Th1 和 Th2 免疫影响。

图 4 显示：卡介菌核酸多糖注射液与对照组和哮喘组

相比，卡介菌核酸多糖注射液能有效抑制 BAL 液中

Th2 细胞分泌 IL-4（P＝0.002），同时卡介菌核酸多

糖注射液能诱导 Th1 细胞分泌的细胞因子 IFN-γ 增

加（P＝0.004）。 
五、卡介菌核酸多糖注射液对肺组织抗菌肽表达

影响 
通过免疫印迹分析肺组织抗菌肽表达，进一步观

察卡介菌核酸多糖注射液对抗菌肽表达作用。图 5 显

示，正常小鼠肺组织存在抗菌肽（CRAMP）表达，过

敏原诱导哮喘小鼠模型肺组织抗菌肽表达与正常组相比

表达下降，但卡介菌核酸多糖注射液治疗组与哮喘组相

比，抗菌肽表达增加;通过半定量分析显示：卡介菌核酸

多糖注射液抗菌肽表达明显高于哮喘组（P＝0.001）。 

讨    论 

过敏性哮喘是一种气道慢性炎症疾病，目前的药

物治疗并不能改变其自然病程。现已经研究证明，免

疫治疗能改变变态反应疾病和哮喘异常的免疫应答反

应[9-10]。然而，由于特异性免疫治疗的不良反应已经限

制其广泛使用，这种不良反应发生与变应原疫苗本身

存在的缺陷和变应原粗提物诱导的血清中高 IgE 抗体

产生有关[11-12]。 
随着变态反应疾病和哮喘细胞与分子免疫学机制

的研究进展，出现了许多新的治疗策略。其中以卡介

菌多糖核酸具有明显抗炎和抗过敏作用[7]。在我们实验

中发现，使用整体体积描记系统检测小鼠的气道反应

性，乙酰胆碱浓度为 1.5、3、6、12、24 mg/ml 时，哮

喘组 Penh 上升的百分比较对照组和治疗组明显升高；

治疗组乙酰胆碱浓度为 6、12、24 mg/ml 时与哮喘组

相比有明显下降，表明卡介菌多糖核酸能有效降低变

应原诱导的气道反应。 
在变应原诱导的过敏反应应答过程中，变应原能

明显活化 CD4＋ T 细胞，诱导 IgE 抗体生成，过敏反

应应答与气道炎症和气道痉挛密切相关[13]。我们研究

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、肺泡和血管周围出现大量的炎症细胞浸

润，卡介菌多糖核酸能抑制炎症细胞浸润。我们研究

结果进一步证实，卡介菌多糖核酸能有效诱导以 Th1
为主的免疫应答，这种免疫应答反应能有效抑制变应

原诱导的气道炎症。小鼠变态反应动物实验已证明，

小鼠存在明显的 Th2 免疫应答，IFN-γ 在小鼠 B 淋巴

细胞合成 IgG2a 抗体过程中起着关键作用，IFN-γ 能有

效抑制 IL-4 诱导的 IgE 抗体产生。在我们研究中，我

们分析了卡介菌多糖核酸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，结果发现变应原

诱导的肺部变态反应气道炎症动物模型，主要表现为

IL-4 细胞因子增加，卡介菌多糖核酸免疫能有效抑制

IL-4 细胞因子，增加 IFN-γ。结果表明，卡介菌多糖核

酸免疫能有效诱导以 Th1 为主的免疫应答。 
研究表明过敏性鼻炎患者上皮细胞人防御素β2表

达下降，其机制与 Th2 细胞水平增加有关[14]。在我们

目前研究表明过敏原诱导哮喘小鼠模型肺组织抗菌肽

表达与正常组相比表达下降，卡介菌核酸多糖注射液

治疗能增加抗菌肽表达增加，其机制可能与卡介菌多

糖核酸免疫能有效抑制 IL-4 细胞因子，诱导 IFN-γ 有

关。 
总之，卡介菌多糖核酸能诱导 Th1 免疫应答，这

种免疫性保护应答能有效抑制变应原诱导的肺部变态

反应性炎症，具有抑制小鼠气道反应性与气道炎症作

用，同时增加肺部抗菌肽表达。 
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