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IL-14在变应性鼻炎小鼠中表达的实验研究
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摘 要:目的 通过观察变应性鼻炎(allergicrhinitis,AR)小鼠的行为学和组织病理改变,检测血清IL-14、Ⅰ型变态反

应的特异性免疫球蛋白 E(IgE)浓度以及鼻黏膜IL-14表达水平,探讨 AR病程是否会影响IL-14的表达。方法 
BALB/c小鼠分组,建立AR组和对照模型组,观察行为学和鼻部组织病理学改变,ELISA检测IgE和IL-14浓度,PCR
检测IL-14基因表达情况。结果 AR小鼠的抓鼻(P<0.01)和喷嚏(P<0.001)症状较对照组严重,AR组的病理改

变较对照组显著,两组小鼠体重对于实验影响无显著性差异,AR组的血清IgE和IL-14浓度高于对照组(P<0.05),

AR组鼻黏膜IL-14基因表达高于对照组(P<0.05)。结论 体内的表达水平可以一定程度上反映AR的严重重度。
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ExperimentalstudyofIL-14expressioninmicewithallergicrhinitis

LiRongrong1,2,QuShenhong2,ZhangShaojie2,WengJingjin2,

HuangXueying2,ZhongZiling2,ZhengShaochuan1,2
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  Abstract: Objective ToinvestigatewhetherthecourseofAR(allergicrhinitis)affectstheexpressionof
IL-14byobservingthebehavioralandhistopathologicalchangesofARmice,anddetectingtheconcentrationof
serumIL-14andspecificimmunoglobulinE(IgE)intypeIallergyandtheexpressionlevelofIL-14innasal
mucosa. Methods BALB/cmiceweredividedintotheARgroupandthecontrolgroup.Behavioralandnasal
histopathologicalchangeswereobserved,IgEandIL-14concentrationsweredetectedbyELISA,andIL-14
geneexpressionwasdetectedbyPCR. Results Thesymptomsofscratchingthenose(P<0.01)andsnee-
zing(P<0.001)ofmiceintheARgroupweremoreseriousthanthoseinthecontrolgroup.Thepathological
changesintheARgroupweremoresignificantthanthoseinthecontrolgroup.Therewasnosignificantdiffer-
enceintheinfluenceofbodyweightofmiceontheexperimentbetweentwogroups.SerumIgEandIL-14con-
centrationsintheARgroupwerehigherthanthoseinthecontrolgroup(P<0.05).TheexpressionofIL-14
geneinnasalmucosaoftheARgroupwashigherthanthatofthecontrolgroup(P<0.05). Conclusion 
TheexpressionlevelinvivocanreflecttheseverityofARtosomeextent.
  Keywords: rhinitis,allergic,seasonal;interleukin14;experimentsonanimals
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  变应性鼻炎(allergicrhinitis,AR)是耳鼻咽喉头

颈科的常见病多发病之一,是发生在鼻黏膜的慢性炎

症[1],由免疫球蛋白E介导的Ⅰ型变态反应性疾病。

AR发病机制复杂,与多种免疫细胞和细胞因子密切

相关[2-4],1型辅助T细胞(type1helpercells,Th1)和
调节性T细胞(regulatoryTcells,Treg)减少,2型辅

助T细胞(type2helpercells,Th2)和17型辅助T细

胞(type17helpercells,Th17)细胞增多,以及 Th1/

Th2比例降低均是AR的特征性表现[5-7]。目前已有

大量研究证实在 AR中 Th2分泌的细胞因子IL-4、

IL-5和IL-13等升高与 AR临床症状呈正相关,并对

AR的诊断有重要指导意义[6,8-9],同时在靶向治疗自

身免疫病、过敏性免疫紊乱性疾病中也有卓越成效。

IL-14也是一种重要细胞因子,又称高分子量B细胞

生长因子(highmolecularweightBcellgrowthfac-
tor,HMW-BCGF),主要是由 T淋巴细胞产生,可诱

导活化B细胞的增殖,但对静止的B细胞无刺激作

用[10],目前与IL-14有关的研究大多是自身免疫疾病

和肿瘤[11],此次研究通过动物实验,探讨在 AR的发

病过程中,IL-14在小鼠的血清和鼻黏膜中表达是否

有改变 。

1 材料与方法

1.1 实验动物 由湖南长沙天勤生物技术有限公司

(实验动物生产许可证号:SCXK湘2019-0014)提供

20只5周龄的BALB/c小鼠,体重约为15~18g,接
收小鼠后饲养于广西医科大学SPF级动物实验室(实
验动物生产许可证号:SCXK桂2020-0003),在饲养

实验动物前经过正规申请及审批(实验动物使用许可

证号:SYXK桂2020-0004)。饲养条件:独立通风系

统,温度控制在20~26℃,鼠笼及实验室相对湿度

40%~70%,昼夜明暗交替时间为12h,小鼠根据生

理需求自行摄食及饮水(无菌饲料及无菌水),由专业

饲养人员进行更换鼠笼垫料、添加饲料及饮用水,SPF
级实验室每周进行一次彻底的清洁消毒。

1.2 实验试剂和器材 见表1。

表1 实验试剂及耗材

试剂及耗材名称 生产公司

1×磷酸缓冲盐溶液(PBS) 北京索莱宝有限公司

卵清蛋白(OVA) 美国Sigma公司

氢氧化铝和氢氧化镁混合液 美国ThermoScientific公司

4%多聚甲醛 广州赛国生物科技有限责任公司

Trizolreagent 美国ThermoFisherScientific公司

异丙醇 天津市富宇精细化工有限公司

无水乙醇 成都市科隆化学品有限公司

DEPC处理水(无DNA/RNA酶) 大连美仑生物技术有限公司

荧光定量PCR试剂盒 大连 TaKaRa公司

总RNA逆转录试剂盒 大连 TaKaRa公司

苏木素-伊红染色试剂盒 美国Sigma公司

小鼠IL-14ELISAKit 武汉菲恩生物工程有限公司

小鼠IgEELISAKit 武汉菲恩生物工程有限公司

超纯水制备系统 美国 Millipore
超纯水仪 四川优普超纯科技有限公司

超微量核酸测定仪 美国ThermoNanoDrop
基因扩增仪 珠海黑马医疗器械有限公司

实时荧光定量PCR仪器 美国 AppliedBiosystems公司

低温高速离心机 美国 ThermoScientific公司

移液枪(2.5μL、10μL、20μL、200μL、1000μL) 德国 Eppendorf公司

1.3 实验方法

1.3.1 模型建立 饲养于SPF级的BALB/c小鼠进

行分组造模,AR组和对照组各10只,分别于开始造

模的第0天、第7天、第14天腹腔注射150μLPBS+
25μLOVA+25μL氢氧化铝和氢氧化镁混合液进行

基础致敏,然后于第21~25天以1%OVA连续5d滴

鼻激发,每天1次,每侧鼻腔5μL。对照组用等量的

PBS替换进行基础致敏和激发。

1.3.2 行为学观察 在最后一次激发之后用电子称

对每只小鼠进行称重并在尾部标记编号,然后双盲法

观察小鼠的行为学变化,每只小鼠观察30min,分别记

录小鼠抓鼻、打喷嚏的次数。
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1.3.3 内眦静脉采集及ELISA检测 在观察行为学

后12h之内用0.3%戊巴比妥钠进行腹腔注射麻醉,
然后利用真空采血针取内眦静脉血,室温静置1h,待
血液分层后离心(3000r/min,10min,4℃),吸取上

清至干净EP管保存于-80℃冰箱待用,使用IgE和

IL-14ELISA试剂盒检测血清IgE和IL-14,每个标准

品和样本均设置副孔,酶标仪在吸光度450nm进行检

测。

1.3.4 鼻组织切片 酒精棉球消毒小鼠胸腹部,沿肋

缘做“倒V”形切口,逐层剪开皮肤、肌层,暴露膈肌,仔
细分离膈肌与周围组织,保护心脏及大血管,剪开膈

肌,沿着胸骨外侧做纵切口,充分暴露胸腔内的心脏、
肺脏以及大血管,解剖出左心室和右心耳,眼科剪剪开

右心耳,使用灌注装置从左心室进针,先用PBS灌注

全身置换血液,至灌注液由鲜红血液变为无色液体,再
用4%多聚甲醛灌注至全身僵硬,将小鼠断颈,剔除鼻

部周围皮毛和软组织结构,仅保留小鼠鼻前部约1cm
范围内的鼻骨组织和鼻腔内黏膜等组织,加入4%多

聚甲醛浸没,在4℃条件下过夜,次日换EDTA脱钙

液浸没,隔日换液,直至第7天鼻骨组织透明、质软,再
依次进行脱水、透明、包埋、切片、烘干、脱腊、HE染色

及封片等处理。

1.3.5 剥离鼻黏膜及基因扩增 剥离小鼠鼻黏膜组

织,运用Trizol法提取鼻黏膜RNA。首先去除基因组

DNA杂 质,分 别 加 入 以 下 试 剂:5×gDNA Eraser
Buffer,2.0μL;gDNAEraser,1.0μL,使用基因扩增

仪设置程序,条件为42℃ ,2min;然后逆转录为cD-
NA,再加入PrimeScriptRTEnzymeMixI,1.0μL;

RTPrimerMix,1.0μL;5×PrimeScriptBuffer2,4.0

μL;RNaseFreedH2O,4.0μL,体系中总 体积为20.0

μL,在基因扩增仪设置程序,37℃反应15min,85℃
反应5s。然后进行扩增,配备反应体系:PCRFor-
wardPrimer和PCRReversePrimer各0.8μL,cD-

NA模板,2.0μL;DEPC无酶水,6.0μL;ROXRefer-
enceDyeII(50X),0.4μL;TBGreenPremixExTaq
II(TliRNaseHPlus)(2X),10.0μL,反应体系总共

20.0μL;运用实验室所配备仪器AppliedBiosystems
7500RealTimePCRSystem设置条件进行扩增基因:

①第一步进行预变性:95℃反应30s,1个循环;②
PCR反应:95℃反应5s,60℃反应34s(当进行miR-
NA扩增时设置为31s),一共40个循环;③95℃反应

15s,60℃反应1min,95℃反应15s,60℃反应15s,

1个循环。运用2-△△CT法统计分析AR小鼠与对照组

小鼠鼻黏膜的IL-14基因表达量,此次实验所用引物,
见表2。

表2 PCR所用引物序列

基因名称 引物序列

IL-14-F 5′-TCTGGCCTTGCAGATCACAAT-3′
IL-14-R 5′-CTTTAGCTCGAGCCCCCTC-3′
GADPH-F 5′-TGTGTCCGTCGTGGATCTGA-3′
GADPH-R 5′-TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG-3′

1.4 统计学方法 实验数据采用SPSS25.0软件进

行分析。表内计量资料数据描述满足正态分布的集中

趋势以(췍x±s)表示,非正态分布的用[M(P25~P75)]
表示集中趋势。对统计资料进行正态性检验,如符合

正态分布数据则采用t检验,对于非正态分布的实验

数据,进行 MannWhitneyU 检验。当P<0.05认为

组间差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 小鼠行为学观察 最后一次激发后双盲法观察

记录30min内小鼠抓鼻、打喷嚏次数,AR组小鼠和对

照组小鼠体重无明显差异(P>0.05),故体重对实验

指标无明显影响,两组间有可比性;抓鼻次数差异有统

计学意义(P<0.01),打喷嚏次数差异亦有统计学差

异(P<0.01),见表3。

表3 各组小鼠体重及行为学表现比较

组别 n 体重/g 抓鼻/次 喷嚏/次

AR组 10 20.500(20.000~21.625) 105.000(86.500~130.750) 13.000(10.000~17.500)
对照组 10 20.950(20.600~21.750) 17.000(14.000~22.500) 2.500(1.000~3.000)
Z -1.175 -3.332 -3.808
P 0.240 <0.01 <0.01

 注:表内计量资料体重、抓鼻和喷嚏均非正态分布,用[M(P25~P75)]表示集中趋势,统计方法用 MannWhitneyU 检验,P<
0.05认为有统计学意义。

2.2 小鼠鼻部组织病理切片 对照组鼻黏膜上皮细

胞及纤毛完整,排列整齐,纤毛有节律的摆动有助于分

泌物顺利排出,杯状细胞分泌黏液保持鼻黏膜湿度,镜
下可见少许嗜酸性粒细胞浸润,见图1A。AR组由于

过敏原的长期反复刺激,鼻黏膜发生慢性病变,鼻黏膜

上皮细胞的微观结构紊乱,柱状细胞参差不齐,纤毛结

构缺损紊乱,并且镜下可见大量紫红色的嗜酸性粒细

胞浸润,见图1B、图1C。
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图1A:对照组小鼠鼻黏膜病理切片,可见少量嗜酸性粒细胞浸润,纤毛完整,排列整齐;

图1B、图1C:实验组小鼠鼻黏膜切片可见大量嗜酸性粒细胞浸润,纤毛结构紊乱、缺损,上皮细胞参差不齐。

图1 小鼠鼻部组织病理切片 HE染色(×100)

2.3 小鼠血清IgE和IL-14浓度 根据血清IgE和

IL-14浓度,计算得出每个样本浓度,利用SPSS25.0
进行正态分布检验,得出该数据酶标仪检测每个样本

OD450吸光符合正态分布,行独立样本t检验统计学

分析得出AR组血清的IgE平均浓度较对照组升高,
差异有统计学意义(P=0.024),如图2A所示;AR组

血清的IL-14浓度亦较对照组升高,差异具有统计学

意义(P=0.029),如图2B所示。

*P<0.05。

图2 小鼠血清IgE和IL-14浓度

2.4 小鼠鼻黏膜IL-14表达量 利用2-ΔΔCT(Livak)
公式计算得出两组小鼠鼻黏膜中IL-14的相对表达

量,可以得出 AR组相比对照组小鼠鼻黏膜的IL-14

基因表达量明显升高,并且两组间差异具有统计学意

义(P=0.015),如图3所示。

*P<0.05。

图3 小鼠鼻黏膜IL-14相对表达量

3 讨论

AR是以鼻痒、喷嚏、水样涕及鼻塞等临床症状为

主的一种鼻部慢性炎症[12]。随着化工业的飞速发展

和人们生活习惯的改变,免疫系统疾病的发病率逐年

增加[13],AR的发病率也呈逐年增长趋势[14],已经成

为全球性的公共健康问题,严重影响患者的生活、工作

和学习,不仅增加家庭负担,同时加重医疗资源的损

耗[15],儿童的免疫系统尚未发育完善,是 AR的高发

群体[16]。

AR的发病主要与遗传和环境密切相关。在免疫

性疾病中起重要作用的是表观遗传学[17-18],是指在不

改变基因序列的碱基数量及排序的前提下,由环境因

素影响后可使相关的表型遗传至下一代[15],再者,AR
本身就是与环境密切相关的疾病,使得环境与表观遗

传学因素相互促进疾病的发展[18-20]。作为Ⅰ型变态反

应的典型代表的AR,主要以CD4+T细胞中的Th1、

Th2、Th17和Treg亚群为主发生免疫应答[7,21],以及

IL-2和IFN-γ等典型的Th1类细胞因子[22],代表性的

Th2类细胞因子IL-4、IL-5和IL-13等[8,23]。同时AR
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还激活 B型淋巴细胞为浆细胞,然 后 合 成 并 释 放

IgE[16]。

IL-14是一种主要由活化的T淋巴细胞、滤泡树

突状细胞(folliculardendriticcells,FDC)和一些恶性

B淋巴瘤细胞产生,对活化的B淋巴细胞有刺激作用

的细胞因子[24],IL-14是由IL-14基因正向链上的3~
10外显子编码的细胞因子[10]。有研究者认为IL-14
可以选择性地作用于记忆B细胞来增强免疫记忆,通
过将低亲和力自身反应性转化为高亲和力记忆B细胞

来诱导免疫反应[25],有转基因小鼠实验和临床实验发

现IL-14在促进抗体产生、B细胞生长和存活以及B
细胞记忆中起着重要作用[26]。近年来,大量动物实验

和临床实验研究发现IL-14是一种与系统性红斑狼

疮、伯基特淋巴瘤以及原发性干燥综合征等自身免疫

病和肿瘤疾病的特异性抗体联系紧密的细胞因子[27]。
也有研究发现IL-14可以诱导IFN-α的产生,而不是

IFN-γ,而IFN-α属于Ⅰ型干扰素,主要参与机体抗病

毒、抗肿瘤和免疫调节过程,而IFN-γ属于Ⅱ型干扰

素,IFN-γ可诱导病毒感染的细胞表达病毒抗原,增加

免疫系统识别和杀伤感染细胞的能力,还可作为免疫

佐剂参与机体的免疫反应,其抗病毒作用弱于Ⅰ型干

扰素[28],IFN-α在过敏性疾病、狼疮性肾炎以及肝炎等

感染性疾病中,过敏性紫癜以及IFN-α过敏患者进行

抗过敏治疗后症状及IgE、IL-4、IFN-α均有下降,IL-2
升高[29-30],由此推断IL-14可能通过T淋巴细胞分泌,
调节B淋巴细胞活性,同时可以诱导IFN-α生成,对免

疫系统疾病发挥调节和影响。
本研究认为IL-14发挥着联系T淋巴细胞和B淋

巴细胞之间的桥梁作用,并且还可以诱导Ⅰ型干扰素

IFN-α的生成,参与机体免疫系统的反应与调节,而

AR就是一种与天然免疫和获得性免疫均相关的免疫

系统疾病。本研究通过建立BALB/c小鼠AR动物实

验来探究IL-14在 AR中的变化趋势,通过观察小鼠

抓鼻和喷嚏的行为学改变发现,AR组的过敏症状更

加明显,同时,AR组的鼻黏膜组织病理学中嗜酸性粒

细胞浸润数量和纤毛上皮的破坏较对照组更严重。除

外这些主观性的观察之外,还进行检测小鼠血清中

IgE浓度和IL-14浓度,IgE作为Ⅰ型变态反应的特异

性免疫球蛋白,在AR组的小鼠血清中浓度显著高于

对照组,AR组小鼠血清的IL-14的浓度相比对照组亦

明显升高,IL-14在血清中的存在形式是蛋白质分子,
同时在基因水平进行研究,通过扩增小鼠鼻黏膜IL-14
发现,在AR组小鼠的鼻黏膜中IL-14的相对表达量

较对照组增加。
因此,可以初步猜测IL-14可能是先由T淋巴细

胞合成和分泌,然后IL-14激活B淋巴细胞为浆细胞,

浆细胞进行分泌IgE,进而参与 AR的发病过程。本

实验研究初步探讨了IL-14在变应性鼻炎小鼠中的表

达变化,随着近年来单克隆抗体在基础科研和检验技

术中的发展和应用[31],未来可以通过此项技术进一步

探究IL-14在AR等免疫系统疾病中更深层面的作用

和机制。
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