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重组粉尘螨Ⅱ类变应原致敏小鼠肺部
变应性炎症模型的建立

周书林，常维佳，姜玉新，陈文魁

皖南医学院医学寄生虫学教研室，安徽 芜湖 241002

摘要：目的 探讨以重组粉尘螨Ⅱ类变应原（rDer f 2）建立小鼠肺部变应性炎症模型的方法。方法 将30只6～8周龄雌

性SPF级BALB/c小鼠，随机分为PBS组（阴性对照组）、卵清蛋白（OVA）组（阳性对照组）和 rDer f 2组（实验组）。实验组

分别于第0、7、14天用 rDer f 2对小鼠腹腔进行注射致敏；再于第21天开始，连续7 d进行雾化激发；对照组分别用PBS和

OVA代替。最后一次雾化激发后24 h内处死动物，观察肺组织病理变化、支气管肺泡灌洗液（BLAF）中的白细胞计数及

分类，用ELISA测定BLAF和脾细胞培养上清中白细胞介素2（IL-2）、IL-4、IL-17和 IFN-γ的含量及血清中 IgG1、IgE抗体

水平变化。结果 实验组和阳性对照组BALB/c小鼠肺组织呈现明显的炎症性病理改变；rDer f 2组的BALF中白细胞总

数〔（17.39±1.03）×106/L〕及嗜酸性粒细胞（EOS）〔（1.61±0.03）×106/L〕计数，均明显高于PBS组（P＜0.01）；BALF中 IL-4
〔（78.92±9.06）pg/ml〕、IL-17〔（201.63±31.26）pg/ml〕与 PBS 组比较呈明显的高水平表达（P＜0.01）；而 IL-2〔（8.29±
1.27）pg/ml〕和 IFN-γ〔（51.04±15.85）pg/ml〕的含量则显著下降（P＜0.01）；上述指标在脾细胞培养上清中出现类似的变

化。rDer f 2组血清中 IgE〔（37.63±6.57）IU/ml〕、IgG1〔（16.68±2.90）μg/ml〕的含量表现为Th2型反应增强趋势；但OVA
组和 rDer f 2组间所有指标差异均无统计学意义（P＞0.05）。结论 用 rDer f 2腹腔注射致敏后再雾化激发的方式能够成

功构建小鼠肺部变应性炎症模型。
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The model of pulmonary allergic inflammation in mice established with
recombinant group 2 allergen of Dermatophagoides farinae
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Abstract: Objective To establish a model of pulmonary allergic inflammation with BALB/c mice. Methods BALB/c mice
were divided into PBS group, OVA group and recombinant Der f 2 protein (rDer f 2) group. The mice in the test group were
sensitized by intraperitoneal injection of rDer f 2 at day 0, 7 and 14, and exposed to aerosolized allergen for 7 consecutive days
starting from the 21 days. PBS or OVA instead of rDer f 2 was used in the control groups. All mice were executed within 24 h after
the final exposure to aerosolized allergen. Pathological changes of the lung, cell counts and classification were studied with IL-2,
IL-4, IL-17 and IFN-γ levels in BALF detected by ELISA. Cells from spleen were cultured for 72 h，with IL-2, IL-4, IL-17 and
IFN-γ in supernatant, and allergen ⁃ specific IgG1 and IgE in serum detected by ELISA. Results In the OVA and rDer f 2
groups, the total number of white blood cells [(17.39± 1.03)× 106/L] and eosinophils [(1.61± 0.03)× 106/L] in BALF were
significantly higher in OVA and rDer f 2 groups than those in PBS group (P＜0.01). The levels of IL-4 [(78.92±9.06) pg/ml] and
IL-17 [(201.63±31.26) pg/ml] in BALF from OVA and rDer f 2 groups were significantly increased (P＜0.01), compared with
those in PBS group. On the contrary, levels of IL-2 [(8.29± 1.27) pg/ml] and IFN-γ [(51.04± 15.85) pg/ml] in BALF were
reduced significantly (P＜0.01). The similar trends were also detected in terms of the above cytokines in the supernatants of
spleen cell cultures. Moreover, the levels of IgE [(37.63±6.57) IU/ml], IgG1 [(16.68±2.90) μg/ml] in OVA and rDer f 2 groups
were also significantly increased in serum than those in PBS group (P＜0.01). The phenomenon indicated that Th2-type immune
response was enhanced and Th1-type immune response was reduced, with no statistically significant difference between OVA
and rDer f 2 groups (P＞0.05) observed. Conclusion A pulmonary allergic inflammation model of BALB/c mice can be
established successfully by intraperitoneal injection followed by aerosolization with rDer f 2 protein.
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支气管哮喘（哮喘）是由气道内多种炎症细胞及其

细胞组分参与的气道慢性炎症性疾病。目前全球哮喘

患者约 3 亿，患病率达 1%～18%，不仅严重影响个人

健康，也日益成为严重的公共卫生问题之一［1］。现有

的研究资料证明，尘螨变应原是导致哮喘的最主要病

因［2］，其中粉尘螨（Dermatophagoides farinae）Ⅱ类变应

原（Der f 2）可与约80%的尘螨过敏性疾病患者的血清

螨特异性 IgE相结合［3］，被认为是诱导哮喘与变态反应

性疾病的最重要变应原之一。目前体外实验及皮肤实

验的结果显示，大部分重组变应原具有与天然变应原

组分相似的 IgE结合能力［4］，同时重组变应原具有产量

高、生产条件恒定和易于纯化的优势。近年来的文献

资料显示，自Cates等［5］在无免疫佐剂参与致敏的情况

下，用屋尘螨（D. pteronyssinus）蛋白成功构建小鼠气

道炎症模型之后，后续研究者亦多使用屋尘螨变应

原［6-7］。本研究用重组粉尘螨Ⅱ类变应原（rDer f 2）致

敏和激发BALB/c小鼠，构建小鼠肺部变态反应性炎症

模型，检测相关指标，为后续进行螨性过敏性哮喘防治

的疫苗研究提供参考。

1 材料与方法

1.1 实验动物 6～8周龄雌性SPF级BALB/c小鼠30
只，体质量（20±2）g，购于扬州大学比较医学中心。

1.2 主要试剂及仪器 rDer f 2 为本实验室制备；

RMPI-1640 培养液（杭州吉诺生物医药技术有限公

司）；小鼠 IgE、IgG1、白细胞介素2（IL-2）、IL-4、IL-17、
IFN-γ ELISA检测试剂盒（上海今迈生物科技有限公

司）；鸡卵清蛋白（OVA）（美国 Sigma公司）；其他均为

国产分析纯。CO2恒温培养箱（日本三洋公司）。

1.3 实验方法

1.3.1 实验动物分组 30 只 BALB/c 小鼠随机分为 3
组，即 PBS组（阴性对照组）、OVA组（阳性对照组）和

rDer f 2组（实验组），每组10只。

1.3.2 小鼠致敏模型的建立 rDer f 2组小鼠每只腹

腔注射200 μl致敏液〔含 rDer f 2 10 μg，Al（OH）3 4 mg，
溶于PBS，pH 7.2〕；OVA组小鼠每只腹腔注射200 μl致
敏液〔含OVA 10 μg，Al（OH）3 4 mg，溶于PBS，pH 7.2〕；
PBS组则以PBS代替致敏液注射，注射部位及剂量与

上述两组相同。注射时间分别在第 0、7、14天。第 21
天起，将 rDer f 2组小鼠置于自制小鼠雾化吸入箱中，

由 402AI超声雾化器提供动力，以 10 μg/ml rDer f 2蛋

白溶液（以PBS稀释）雾化吸入激发，每天雾化30 min，
连续雾化7 d，观察并记录小鼠哮喘发作情况；OVA组

用 1%（M/V）OVA（以 PBS 稀释）进行雾化吸入激发；

PBS组给予PBS液雾化吸入。

1.3.3 血清和脾细胞悬液制备及特异性细胞因子检测

各组小鼠分别取 4只，最后一次雾化吸入激发后 24 h
眼球取血，自然凝血，留取血清，-80 ℃保存，用ELISA
法检测小鼠血清中特异性 IgG1和 IgE的含量。取血后

将小鼠脱臼处死。按文献［8］制成脾细胞悬液，台盼蓝

染色，活细胞＞98%者可供实验使用。调整细胞密度

为1×106/L。取调整好的脾细胞悬液1 ml加入到无菌

平底24孔细胞培养板中，OVA组、rDer f 2组各孔分别

加入相应的抗原（OVA/rDer f 2）溶液至终浓度为 25 μ
g/ml。CO2恒温培养箱（37 ℃，5% CO2）培养 72 h，收集

上清，ELISA法检测脾细胞上清中抗原特异性细胞因

子 IL-2、IL-4、IL-17和 IFN-γ的含量。

1.3.4 支气管肺泡灌洗液（BALF）制备及细胞因子检

测 分别将各组小鼠（6 只）腹腔注射 10%水合氯醛

0.2～0.3 ml麻醉，切开气管，插管、固定，注入1 ml无菌

预冷的PBS进行支气管肺泡灌洗，按0.4、0.3、0.3 ml灌
洗 3 次，回收 BALF，回收率＞90%。2000 r/min 离心

5 min（离心半径8.5 cm），收集细胞沉淀，用1 ml PBS重

悬并对其进行白细胞及嗜酸性粒细胞计数。同时上清

液-80 ℃冻存，ELISA 法检测 BALF 特异性细胞因子

IL-4、IL-2、IL-17和 IFN-γ。
1.3.5 肺组织切片HE染色 取出其肺组织浸于 10%
甲醛溶液固定，石蜡包埋，常规切片，HE染色，光学显

微镜观察并拍照记录。

1.4 统计学处理 实验结果用SPSS 16.0软件进行单

因素方差分析，各组数据均用 x±s表示，P＜0.05为差

异有统计学意义。

2 结 果

2.1 各组小鼠症状和体征的改变 OVA 组、rDer f 2
组小鼠在第21天（激发第1天）雾化吸入约10～15 min
后，出现不同程度的喘息、呼吸加深加快、烦躁不安等

现象；在以后的激发过程中，出现不同程度的喘息及其

他哮喘症状，且症状每次开始出现的时间逐渐提前。

停止雾化后小鼠主要的哮喘症状消失，但仍有喘息，数

分钟之后恢复正常。PBS组小鼠在雾化激发阶段仅出

现轻微烦躁和抓耳挠腮症状，未见明显哮喘症状。

2.2 ELISA 法测定血清中特异性抗体含量 调查结

果显示，3组间 IgG（F＝8.284，P＝0.009）、IgE（F＝68.135，
P＝0.000）差异有统计学意义，其中OVA、rDer f 2组无

差别，但均高于PBS组（图 1）。说明 rDer f 2蛋白能够

明显诱导哮喘小鼠血清中 IgG1和 IgE的产生。

2.3 脾细胞抗原特异性细胞因子的含量变化 由表1
可见，3 组间 IL-4（F＝4.717，P＝0.040）、IFN-γ（F＝
8.567，P＝0.008）和 IL-2（F＝194.184，P＝0.000）差异
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均有统计学意义，其中OVA、rDer f 2组无差别，但均高

于 PBS 组。 3 组间 IL-17 差异无统计学意义（F＝
2.795，P＝0.114）。基本表明 rDer f 2蛋白能刺激小鼠

脾细胞表现以Th2为主的过敏反应。

2.4 BALF细胞计数 BALF炎症细胞计数显示，3组

间白细胞总数（F＝123.103，P＝0.000）、嗜酸性粒细胞

计数（F＝741.105，P＝0.000）差异均有统计学意义，其

中OVA、rDer f 2组无差别，但均高于PBS组（表2）。该

结果表明，rDer f 2蛋白可诱导BALB/c小鼠肺部产生

炎症反应，导致肺组织炎性细胞浸润，而致BALF中细

胞总数、嗜酸性粒细胞增多等与哮喘一致的症状。

2.5 BALF特异性细胞因子含量 ELISA法检测BALF
中抗原特异性 IL-4、IL-2、IL-17和 IFN-γ的变化，结果

显示，3 组间 IL-4（F＝657.755，P＝0.000）、IL-17（F＝

189.156，P＝0.000）、IFN-γ（F＝105.578，P＝0.000）和

IL-2（F＝144.479，P＝0.000）差异均有统计学意义，其

中OVA、rDer f 2组无差别，但均高于PBS组（表3）。该

结果亦表明 rDer f 2蛋白致敏和激发BALB/c小鼠可诱

导其肺部细胞因子呈Th2型反应。

2.6 肺组织切片 HE 染色 实验小鼠肺组织切片经

HE染色后可见，OVA组和 rDer f 2组小鼠支气管、血管

黏膜下及周围肺组织有明显的炎性细胞浸润（以嗜酸

性粒细胞、淋巴细胞及巨噬细胞为主）（图 2A，箭头所

示），大量炎症细胞向小支气管及血管迁移，肺间质及

肺泡内也可见炎性细胞浸润（图 2B，箭头所示），支气

管上皮细胞部分断裂及脱落，血管壁水肿明显，支气管

壁轻度增厚，偶见纤维化增生，部分可见黏液栓。而

PBS组小鼠肺组织切片无明显病理改变，各级支气管

及肺泡结构规则也完整，小支气管及血管周围无明显

炎性细胞浸润，支气管管壁黏膜完整无断裂及脱落。

注：*与PBS组比较，P＜0.01。
图1 血清中各组 IgG1、IgE抗体水平变化

Fig. 1 Changes of IgG1, IgE in the serum in the individual groups
表1 小鼠脾细胞培养上清 IL-4、IL-17、IL-2和 IFN-γ的变化

（x±s，pg/ml，n＝4）
Table 1 Change in IL-4, IL-17, IL-2 and IFN-γ in the
supernatants of cultured splenocytes (x±s，pg/ml，n＝4)

组别

PBS
OVA
rDer f 2

注：a. 与PBS组比较，P＜0.05。

IL-4
21.67±4.48
26.04±2.73a

29.01±2.50a

IL-17
9.13±3.33

12.94±1.90
13.39±2.99

IFN-γ
269.40±12.85
248.80±17.89a

226.70±12.34a

IL-2
85.46±6.90
43.64±9.27a

35.30±6.82a

表2 BALF中炎症细胞数的变化（×106/L）
Table 2 Change in inflammatory cells in the BALF（×106/L）

组别

PBS
OVA
rDer f 2

注：a. 与PBS组比较，P＜0.01。

白细胞总数

3.96±0.11
19.59±2.43a

17.39±1.03a

嗜酸性粒细胞计数

0.14±0.06
1.72±0.09a

1.61±0.03a

表3 小鼠BALF中 IL-4、IL-17、IL-2和 IFN-γ的变化
（x±s, pg/ml, n＝6）

Table 3 Change in IL-4, IL-17, IL-2 and IFN-γ in the BALF
（x±s, pg/ml, n＝6）

组别

PBS
OVA
rDer f 2

注：a. 与PBS组比较，P＜0.01。

IL-4
17.18±5.26
84.29±9.03a

78.92±9.06a

IL-17
106.63±21.76
209.13±37.99a

201.63±31.26a

IL-2
16.82±1.39
9.42±2.01a

8.29±1.27a

IFN-γ
93.31±11.16
43.31±12.53a

51.04±15.85a

A. OVA组 B. rDer f 2组

图2 肺组织病理切片结果（HE染色，×400）
Fig. 2 Pathological changes of lung tissue in the groups (HE staining，×400)

3 讨 论

目前，用于实验研究的哮喘动物模型大部分是应

用 OVA 构建的［9］，但 OVA 并非人类哮喘的自然致敏

原。因此，利用哮喘患者自然致敏原如真菌、豚草、花

粉、尘螨等构建动物模型，对于研究人类哮喘发病机制

更具有针对性。陈华夏等［9］应用粉尘螨蛋白致敏小鼠

成功建立了哮喘动物模型。但天然粉尘螨蛋白组成成

分复杂，就目前所知可诱导机体产生特异性 IgE 抗体

的组分已达30多种［10］。因此，建立单一变应原组分致
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敏的动物模型将为后续研究的开展提供物质支持。据

报道，通过大肠埃希菌表达的 rDer p 2与Der f 2均具有

较好的 IgE结合活性［5］。本实验利用大肠埃希菌表达

系统获得了 rDer f 2蛋白，经ELISA检测显示，可与哮

喘患者的血清特异性 IgE抗体结合，具有良好的变应

原性，可用来免疫动物［6］。

理想的哮喘动物模型应具有人类哮喘的主要特

征：包括由多种细胞，特别是肥大细胞、嗜酸性粒细胞

和T细胞参与的慢性炎症反应；对多种刺激因子的气

道反应性增高及慢性气道重塑等［11］。目前认为T淋巴

细胞在哮喘的发病机制中起主要作用。Th1/Th2细胞

比例失衡是哮喘发病的关键环节［12］，Th17细胞（分泌

促炎性介质 IL-17［13］）可能也参与了哮喘的发生［14］。

其中，Th2型细胞因子 IL-4和 Th17型细胞因子 IL-17
的增高、Th1型细胞因子 IFN-γ、IL-2的降低在哮喘发

病中具有重要作用，是哮喘肺部变应性炎症的重要特

征之一［9］。

本实验用自制的 rDer f 2免疫小鼠并检测相关指

标，显示脾细胞上清中抗原特异性细胞因子 IL-4、
IL-17的含量明显升高，而 IL-2、IFN-γ的含量则显著

降低，与血清检测结果中显示的 IgG1、IgE 的变化一

致。Th1 型细胞因子 IFN-γ可促使 Th0 细胞向 Th1 方

向分化，抑制 IL-4 的表达和 IgE 的合成，发挥抗炎作

用。本实验中，rDer f 2组小鼠的脾细胞上清及BALF
中的 IFN-γ和 IL-4 分别低于和高于 PBS 组，表明

rDer f 2组小鼠的Th1型免疫反应减弱而Th2型免疫反

应增强；Th17细胞主要产生 IL-17A、IL-17F和 IL-22，
在多种疾病中发挥重要作用。Wilson等［15］通过哮喘动

物模型发现，哮喘的气道高反应性和气道重塑主要取

决于 Th17 细胞的应答和 IL-17 的水平［16］。本研究

rDer f 2 组小鼠 BALF 中 IL-17 水平明显高于对照组，

小鼠BALF中 IL-17水平与对照组比较虽有升高，但差

异无统计学意义。对此，尚需进一步研究，这基本说明

Th17炎症反应亦增强。此与李国平等［6］用 rDer p 2构

建小鼠哮喘模型的报道基本一致。

多种细胞因子参与的慢性气道炎症是哮喘的本

质，其病理学改变涉及到气道、肺间质血管及肺泡等多

方面［17］。本研究以 rDer f 2腹腔注射致敏小鼠并激发

后，取肺组织做常规切片，HE染色后显示，该组小鼠肺

部可见明显炎性细胞浸润，管腔内渗出物增加，组织水

肿，显示哮喘动物模型构建成功，此与蔡红星等［18］报道

基本一致。

综上所述，用 rDer f 2对BALB/c小鼠进行腹腔注

射致敏、雾化吸入激发，可以成功建立 rDer f 2致敏小

鼠肺部变应性炎症模型，为后续进行螨性过敏性哮喘

防治的动物实验研究提供基本数据及参考。
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