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腹腔注射鸡卵白蛋白对小鼠呼吸道致敏模型的影响

王明月,王薇,王圣民,金光弼

(延边大学医学院,吉林 延吉 133002)

摘 要:目的 探讨腹腔注射鸡卵白蛋白(ovalbumin,OVA)及OVA联合免疫佐剂对小鼠呼吸道接触OVA引起的致敏

作用的影响。方法 将BALB/c小鼠分为空白对照组、阴性对照组(腹腔注射生理盐水)、OVA组(腹腔注射 OVA)、

OVA+Al(OH)3 组[腹腔注射OVA和Al(OH)3],每组8只。腹腔注射后第12天,除空白对照组,其余3组小鼠气管

滴下OVA,连续3d,第15天用流式细胞仪测定肺泡灌洗液(bronchoalveolarlavage,BAL)和肺纵膈淋巴结(mediastinal
lymphnode,MLN)中的免疫细胞(CD45+细胞)数目,中性粒细胞(Gr1+细胞)、T细胞(CD3+细胞)、B细胞(CD19+细

胞)以及CD4+T细胞中调节性T细胞(CD25+Foxp3+细胞)的百分比。结果 与空白对照组相比,气管滴下OVA后,

阴性对照组、OVA组和OVA+Al(OH)3 组BAL中CD45+细胞数目、CD45+细胞中中性粒细胞和T细胞的百分比以及

数目显著增高(P<0.05);同时 MLN的T和B细胞数目显著增多,T细胞百分比显著降低而B细胞百分比显著升高,

CD4+T细胞中调节性 T细胞百分比显著降低(P <0.05)。与阴性对照组相比,腹腔注射 OVA和 OVA联合 Al
(OH)3 降低了 MLN中T细胞百分比而升高了B细胞百分比(P <0.05)。与单独腹腔注射 OVA相比,腹腔注射

OVA联合Al(OH)3 增加了 MLN的T和B细胞的数目(P<0.05)。结论 在呼吸道接触OVA引起的小鼠致敏模型

中,腹腔注射OVA没有影响呼吸道的免疫细胞构成比和数目,但影响了肺纵膈淋巴结的T和B细胞的百分比,而OVA
联合免疫佐剂比单独注射OVA更增加了T和B细胞数目。
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Effectofintraperitonealinjectionofovalbuminon
mouserespiratorysensitizationmodel

WangMingyue,WangWei,WangShengmin,JinGuangbi

(SchoolofMedicine,YanbianUniversity,Yanji133002,Jilin,China)

  Abstract: Objective Thisstudyaimstoinvestigatetheeffectsofintraperitonealinjectionofovalbumin
(OVA)aloneorincombinationwithanimmuneadjuvantonsensitizationcausedbyrespiratoryexposureto
OVAinmice. Methods BALB/cmiceweredividedintothefollowinggroups:blankcontrolgroup,negative
controlgroup(intraperitonealinjectionofnormalsaline),OVAgroup(intraperitonealinjectionofOVA),and
OVA+Al(OH)3group[intraperitonealinjectionofOVAandAl(OH)3],witheightmiceineachgroup.On
the12thdayafterintraperitonealinjection,exceptfortheblankcontrolgroup,miceintheotherthreegroups
wereexposedtoOVAviatrachealdropsfor3consecutivedays.Onthe15thday,flowcytometrywasusedto
measurethenumberofimmunecells(CD45+cells)inbronchoalveolarlavage(BAL)andmediastinallymph
nodes(MLN).Thepercentagesofneutrophils(Gr1+cells),Tcells(CD3+cells),Bcells(CD19+cells),and
regulatoryTcells(CD25+Foxp3+cells)inCD4+ Tcellswerealsodetermined. Results Comparedwiththe
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blankcontrolgroup,thenegativecontrolgroup,OVAgroup,andOVA+Al(OH)3groupshowedasignificant
increaseinthenumberofCD45+cellsinBAL,aswellasinthepercentageandnumberofneutrophilsandT
cellswithinCD45+cellsaftertrachealexposuretoOVA(P<0.05).Moreover,theMLNexhibitedasignifi-
cantincreaseinthenumberofTandBcells,asignificantdecreaseinthepercentageofTcells,asignificantin-
creaseinthepercentageofBcells,andasignificantdecreaseinthepercentageofregulatoryTcellswithin
CD4+ Tcells(P <0.05).Comparedwiththenegativecontrolgroup,intraperitonealinjectionofOVAand
OVA+Al(OH)3resultedinadecreaseinthepercentageofTcellsandanincreaseinthepercentageofBcells
inMLN(P<0.05).Furthermore,intraperitonealinjectionofOVAcombinedwithAl(OH)3increasedthe
numberofTandBcellsinMLNcomparedtointraperitonealinjectionofOVAalone(P<0.05). Conclusion
 InthemousemodelofrespiratorysensitizationinducedbyOVAexposure,intraperitonealinjectionofOVA
doesnotaffectthecompositionandnumberofimmunecellsintherespiratorytractbutinfluencesthepercenta-
gesofTandBcellsinthemediastinallymphnodes.Moreover,OVAcombinedwithanimmuneadjuvantin-
creasethenumberofTandBcellscomparedtoOVAalone.
  Keywords: ovalbumin;mice;immunecells;respiratorysensitization

  呼吸道过敏性疾病是常见的慢性气道炎症性疾

病,其发病与吸入致敏原如环境污染物、尘螨、花粉及

真菌等密切相关。呼吸道过敏性疾病主要由CD4+T
细胞向辅助型T(thelper,Th)细胞2分化并产生细胞

因子,引起细胞分化和募集[1]。如白细胞介素(inter-
leukin,IL)-5介导嗜酸性粒细胞向气道的募集;IL-4
主要刺激和活化B细胞,刺激T细胞增殖,增强肥大

细胞、嗜碱性粒细胞中IgE受体的亲和力,从而促进抗

原特异性IgE的产生;IL-13主要引起气道上皮细胞

高反应性、杯状细胞肥大增生以及激活 巨 噬 细 胞

等[2-4]。此外,B细胞、Th17细胞和 Th1细胞与上皮

细胞一起作用,导致气道重塑、支气管高反应性、气道

狭窄、水肿和粘液高分泌等特征性变化[5-8]。据报道呼

吸道接触花粉引起嗜酸性粒细胞浸润、肥大细胞脱颗

粒、细胞因子大量分泌等过敏反应[9]。尘螨致敏可引

起呼吸道淋巴细胞增多,IgE抗体水平升高,Th1/Th2
失衡[10]。

动物模型通常用来研究呼吸道过敏性疾病的病

因、发病机制及致敏作用等,而鸡卵白蛋白(ovalbu-
min,OVA)是目前动物模型中使用最广泛的致敏原。

OVA致敏方式较多,实验动物可经雾化吸入、气管滴

下或鼻内滴入等方式多次接触 OVA,也可以先腹腔

注射OVA引起系统性免疫反应后,再经呼吸道接触

OVA引起呼吸道过敏反应[11]。为了增强OVA引起

的系统性免疫反应,腹腔注射 OVA可与免疫佐剂联

合使用。在腹腔中,免疫佐剂吸附OVA抗原后,可增

加抗原表面积,使抗原易于被巨噬细胞吞噬,增强免疫

效果。氢氧化铝[Al(OH)3]是常用的免疫佐剂,提高

抗原特异性Th2的免疫应答反应[12]。
为了探讨腹腔注射OVA及 OVA联合免疫佐剂

对小鼠呼吸道致敏模型的免疫学指标的影响,本研究

选用BALB/c小鼠,分别腹腔注射生理盐水、OVA以

及OVA 联合 Al(OH)3,经一段时间后,气管滴下

OVA建立小鼠呼吸道致敏模型,测定支气管肺泡灌

洗液(bronchoalveolarlavage,BAL)和肺纵膈淋巴结

(mediastinallymphnode,MLN)中免疫细胞的变化,
评价腹腔注射 OVA以及 OVA联合 Al(OH)3 对小

鼠后期呼吸道致敏作用的影响,为小鼠致敏模型的建

立提供参考。

1 材料和方法

1.1 实验动物 选用SPF级雌性6周龄的BALB/c
小鼠,购自延边大学动物实验中心[动物生产许可证

号:SCXK(吉)2017-0003]。小鼠自由摄食摄水,12h
明暗交替,适应1周以后进行实验。所有动物实验获

得延边大学动物使用伦理委员会批准。

1.2 主要试剂与仪器 OVA(纯度≥98%)、Avertin
购自美国Sigma公司,免疫佐剂[含40mg/mL氢氧

化铝,Al(OH)3]购自美国Thermo公司,磷酸缓冲盐

液(phosphatebuffersaline,PBS)购自北京索莱宝科

技有限公司,胎牛血清(fetalbovineserum,FBS)购自

美国Gibco公司,BCA蛋白试剂盒购自上海碧云天生

物技术有限公司。抗小鼠CD16/CD32抗体、藻红蛋

白(phycoerythrin,PE)和异硫氰酸荧光素(fluoresce-
inisothiocyanate,FITC)标记的计数微球(123count
eBeads)、Foxp3/TranscriptionFactorStainingBuffer
Set,FITC、PE、PE-花青素(cyanine,Cy)复合染料5
(PECy5)、PECy7、别藻蓝素(allophycocyanin,APC)、

APC-Cy7等标 记 的 抗 小 鼠 CD3、CD4、CD8、CD19、

CD25、CD45、Gr1、Foxp3单克隆抗体购自美国eBio-
science公司。EPOCH12全波长酶标仪(美国BioTek
公司),FACSVerse流式细胞仪(美国 BD 公司),

FlowJo软件(美国TreeStar公司),Prism8软件(美
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国GraphPadSoftware公司)。

1.3 OVA工作液与OVA+Al(OH)3 工作液的配制

 将OVA溶于生理盐水中配制成250μg/mLOVA
工作液,用于腹腔注射。将 Al(OH)3 免疫佐剂按

2.56∶1体积比,缓慢加入到用生理盐水配制成的

347.5μg/mLOVA工作液中,利用磁棒混匀30min,
配制成OVA+Al(OH)3 工作液,用于腹腔注射。用

生理盐水配成1% OVA工作液,用于气管滴下。以

上工作液均在无菌条件下配制,现配现用。

1.4 动物处理 小鼠按体重随机分成4组,即空白对

照组、阴性对照组、OVA组、OVA+Al(OH)3 组,每
组8只。空白对照组不做任何处理。阴性对照组腹腔

注射0.2mL生理盐水,OVA 组腹腔注射0.2mL
OVA工作液(每只50μgOVA),OVA+Al(OH)3
组腹腔注射0.2mLOVA+Al(OH)3 工作液[每只50

μgOVA和2.25mgAl(OH)3]。腹腔注射后第12
天,阴性对照组、OVA组、OVA+Al(OH)3 组小鼠,
经Avertin麻醉后,气管滴下50μL的1% OVA工作

液(每只500μgOVA),每日1次,连续3d。最后一

次气管滴下24h后,处死小鼠。

1.5 BAL细胞悬浮液的制备 小鼠经Avertin麻醉

后,用镊子剥离气管周围的组织,暴露气管。在气管中

上部剪一小口,将导管插入气管中,缓慢注入1mL
PBS,将获得的BAL经70μMnylonmesh过滤至离

心管中,取50μL供细胞数目测定。剩余的细胞悬浮

液以1200r/min离心5min,上清液供蛋白浓度测定。
剩余细胞中加入 ACK裂解液(1mmoL/L乙二胺四

乙酸二钠,10mmoL/L碳酸氢钠,0.15moL/L氯化

铵)裂解红细胞,离心后悬浮在PBS/FBS(含2.5%
FBS的PBS工作液)中,供细胞染色。

1.6 MLN细胞悬浮液的制备 取出 MLN,转移到

含 PBS/FBS 的 平 皿 中,用 载 玻 片 磨 砂 边 缘 研 磨

MLN,制备成单个细胞悬浮液,经70μMnylonmesh
过滤至离心管中。取50μL供细胞数目测定。离心剩

余的细胞悬浮液,弃上清,加入ACK裂解液裂解红细

胞,离心后悬浮于PBS/FBS中,供细胞染色。

1.7 细胞数目测定 将50μL含有已知浓度的FITC
和PE标记的计数微球和抗小鼠CD45-PE抗体的工

作液加入到50μL细胞悬浮液中,4℃反应20min
后,用流式细胞仪测定。用FlowJo软件得出被测定

的CD45+细胞和计数微球数目,按以下公式计算出细

胞浓度,结合细胞悬浮液体积计算出BAL和 MLN的

细胞数目。计算公式如下:
细胞浓度=CD45+细胞数目÷计数微球数目×计数

微球浓度

1.8 流式细胞仪

1.8.1 BAL细胞染色 离心已制备好的BAL细胞

悬浮液,弃掉上清液,加入抗小鼠 CD16/CD32抗体

(fcblocking),4℃反应15min。再加入抗小鼠CD3-
FITC、CD19-APC、CD45-PE、Gr1-PECy7抗体,4℃避

光反应20min,用PBS/FBS洗涤细胞,用流式细胞仪

测定。

1.8.2 MLN细胞染色 离心已制备好的 MLN细胞

悬浮液,弃掉上清液,加入抗小鼠CD16/CD32抗体,4
℃反 应15 min。再 加 入 抗 小 鼠 CD3-PECy5、CD4-
FITC、CD8-PECy7、CD19-APCCy7、CD25-APC抗体,

4℃避光反应20min。在细胞表面染色后,离心弃上

清,加入Fixation/Permeabilization工作液,4℃反应

12h。离心弃上清,用PermeabilizationBuffer洗涤细

胞,加入抗小鼠Foxp3-PE抗体,4℃反应45min,洗
涤细胞,用流式细胞仪测定。用FlowJo软件结合荧

光减一(fluorescenceminusone,FMO)对照方法进行

结果分析。

1.9 BAL蛋白质浓度测定 按照蛋白试剂盒的操作

步骤测定,将标准品、待测样品加入到96孔板中,空白

孔中加入PBS,每个样品设置重复孔。再加入BCA工

作液,在37℃中反应30min,用酶标仪于562nm处

测定吸光值,根据标准曲线计算出各个样品的蛋白浓

度。

1.10 统计学方法 采用SPSS26.0软件进行数据分

析。实验结果均以(췍x±s)表示(n=8)。多组间比较

采用单因素方差分析后用Tukey’s检验进行多组间

两两比较。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 小鼠BAL中免疫细胞数目及蛋白质浓度 如图

1所示,与空白对照组比较,气管滴下 OVA后,阴性

对照组、OVA组和OVA+Al(OH)3 组小鼠BAL免

疫细胞数目和蛋白浓度显著升高(P<0.05),但三组

之间差异无统计学意义(P>0.05)。

注:a、b.两组之间标有不同字母表示具有

统计学差异(P<0.05),n=8。

图1 小鼠BAL中免疫细胞数目及蛋白质浓度
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2.2 小鼠BAL免疫细胞中中性粒细胞、T和B细胞

的百分比及数目 BAL中CD45+ 细胞定义为免疫细

胞,Gr1+细胞定义为中性粒细胞[13],CD3+ 细胞定义

为T细胞,CD19+细胞定义为B细胞(见图2A)。正

常小鼠BAL中只有极其微量的中性粒细胞、T和B
细胞(见图2B)。气管滴下 OVA后,BAL中有大量

中性粒细胞(约75%)和少量 T细胞(约20%)的募

集,但阴性对照组、OVA组和OVA+Al(OH)3 组之

间BAL的中性粒细胞和T细胞的百分比及数目差异

无统计学意义(P >0.05)。气管滴下 OVA没有影

响B细胞百分比(P >0.05),只引起B细胞数目的

微量增加(P<0.05)。

注:a、b.两组之间标有不同字母表示具有

统计学差异(P<0.05),n=8。
图2 小鼠BAL免疫细胞中中性粒细胞、T和

B细胞的百分比及数目

2.3 小鼠 MLN中免疫细胞构成比和数目 气管滴

下OVA引起小鼠 MLN中免疫细胞数目的大量增加

(约8倍左右),而腹腔注射 OVA没有影响 MLN的

细胞数目(P>0.05),但是 OVA联合Al(OH)3 比

单独腹腔注射 OVA 显著地增加 MLN 的细胞数目

(P<0.05),见图3。另外,本实验探讨了不同处理对

小鼠 MLN中T细胞、B细胞以及CD4+T细胞中调

节性T细胞(CD25+Foxp3+细胞,TRegulatoryCell,

Treg)百分比的影响(见图4A)。与空白对照组相比,
气管滴下OVA(阴性对照组)显著地降低 MLN中T
细胞百分比而升高B细胞百分比(P <0.05)。与阴

性对 照 组 相 比,腹 腔 注 射 OVA 或 OVA 联 合 Al
(OH)3 更降低了 MLN中T细胞百分比而升高B细

胞百分比(P<0.05),但两组之间差异无统计学意义

(P>0.05)。T和B细胞数目的变化与 MLN细胞

数目的变化一致。气管滴下 OVA 后,阴性对照组、

OVA组和OVA+Al(OH)3 组小鼠 MLN中CD4+T
细胞中Treg细胞百分比显著降低(P <0.05),但三

组之间差异无统计学意义(P>0.05),见图5。

注:a、b、c:两组之间标有不同字母表示具有

统计学差异(P<0.05),n=8。

图3 小鼠 MLN中免疫细胞数目
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注:a、b、c:两组之间标有不同字母表示具有

统计学差异(P<0.05),n=8。

图4 小鼠 MLN中T和B细胞百分比及数目

注:a、b:两组之间标有不同字母表示具有

统计学差异(P<0.05),n=8。
图5 小鼠 MLNCD4+T细胞中Treg细胞百分比

3 讨论

呼吸道过敏性疾病是一种由中性粒细胞、嗜酸性

粒细胞、淋巴细胞、树突状细胞及支气管上皮细胞和各

种体液因子等多细胞多成分参与的异质性疾病[2,14]。
研究显示呼吸道接触 OVA致敏后引起肺内淋巴细

胞、中性粒细胞和嗜酸性粒细胞的募集以及相关的细

胞因子如IL-17、IL-13和IL-33等的释放[4,15-16]。本

研究也发现气管滴下 OVA引起小鼠BAL中大量中

性粒细胞和少量T细胞的募集;同时还发现小鼠BAL
中蛋白质含量明显升高,表明气管滴下 OVA促进免

疫细胞的募集及炎性因子的释放[6]。另外,腹腔注射

OVA或OVA联合Al(OH)3 所引起的系统性免疫反

应没有影响气管滴下OVA诱导的局部呼吸道致敏所

引起的细胞募集效应。

MLN是肺局部主要的引流淋巴结,也是肺部重

要的免疫应答场所。呼吸道受到抗原刺激后,呼吸道

以及肺间质中的树突状细胞吞噬抗原并被激活,随后

转移到 MLN中激活初始型的T和B细胞,刺激T和

B细胞增殖分化并参与免疫调节过程[17-19]。据报道

Th1/Th2失衡导致呼吸道过敏性疾病的发生;Th1细

胞主要参与细胞免疫反应,Th2细胞主要参与特异性

体液免疫。当Th1/Th2在体内处于动态平衡时,免疫

系统处于相对平衡状态[5]。而呼吸道接触OVA引起

小鼠 MLN中细胞数目增加,T细胞百分比降低和B
细胞百分比升高,从而破坏了平衡[20]。本研究中,气
管滴下OVA也引起小鼠 MLN中T和B细胞数目明

显增多,T和B细胞百分比呈反方向变化,提示气管

滴下OVA引起的免疫反应中,B细胞的增殖活化高

于T细胞。腹腔注射 OVA进一步降低了T细胞的

百分比而升高了 B细胞的百分比,推测腹腔注射

OVA引起系统性免疫反应,激活体内的T和B细胞,
当呼吸道再次接触 OVA时,T和B细胞在 MLN中

更快地增殖。腹腔注射 OVA联合 Al(OH)3 比单独

注射OVA更增加了T和B细胞数目,与免疫佐剂Al
(OH)3 增强了OVA的抗原性有关[21]。

研究发现导致呼吸道过敏性疾病的发生还存在另

一种平衡,即Th17/Treg平衡[22]。Th17细胞引起的

炎症与哮喘的进展有关[23]。而Treg是一类重要的辅

助性T细胞,对控制呼吸道过敏性疾病起着非常重要

的作用[24-25]。这种平衡被打破会影响呼吸道过敏性疾

病的发生和发展。与其他文献报道一致[7,26],气管滴

下OVA下调了 MLNCD4+T细胞中Treg细胞的百

分比,可能与CD4+T细胞的增殖活化有关[27]。
总之,本研究的结果表明,在呼吸道接触OVA引

起的小鼠致敏模型中,腹腔注射 OVA没有影响呼吸

道的免疫细胞构成比和数目,但影响了 MLN中T和

B细胞的百分比,而OVA联合免疫佐剂Al(OH)3 比

单独注射OVA更增加了T和B细胞数目。
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