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屋尘螨诱导肠道菌群失调小鼠变应性气道反应模型的建立 

刘崇海，杨锡强，王莉佳，何 云 

(重庆医科大学附属儿童医院免疫实验室，重庆 400014) 

【摘 要l目的：在肠道菌群失调小鼠模型上采用屋尘螨变应原诱导气道变应性，建立一种新的变应性气道反应模型。方法：60 

只BALB／c小鼠分6组，2组用于肠道菌群检测；其余4组用于气道变应性检测。结果：抗生素组小鼠出现肠道菌群失调伴体重 

减少，粪便含水量增加。肠道菌群失调后进行屋尘螨变应原激发的小鼠BALF中细胞总数、淋巴细胞、中性粒细胞和嗜酸粒细胞 

增加，m_4水平增高，肺部GATA一3转录因子mRNA表达增加。结论：用屋尘螨变应原在肠道菌群失调小鼠模型上气道激发，诱 

导小鼠产生Th2细胞优势的变应性气道反应。 
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Establishment of allergic airway response model in mice with intestinal 

microflora imbalance induced by dermatophagoides pteronyssinus allergens 

LIU Chonghai。et al 

(Laboratory ofImmunology，tk Children’s Hospital， ，l鹄 ng Medical University) 

【Abstract]O／rjeetq,ve：To establish the intestinal microtlora imbalance mouse model to construct a novel allergic airway l~sponse model in- 

ducod by dermatophagoides ptoronyssinus allergens．M ethods：Sixty BALB／cmicewere dividedinto six groups．Miceintwo groupswere 

prep~ tfortheanal~m ofthequantity oftheintestinalbacterialfloraandmicein otherfourgroupsforthe analy8i8 of allergicairway re— 

sponse． ：intestinal microtlora of mice in an tibiotic therapy group presented the weight loss and feces moisture increase．For the 

mi cewith intestinalmicroflora imbalance andinducedbydermatophagoidespteronyssinus allergens，thenumberoftotalcells，lymphocytes， 

neutrophils and eosinophils in bronchoalveolar lavage fluid(BALF)significandy increased，the expression level 0f IL．_4 increased，and the 

expression ofGATA一3 mRNA in the lung tissue Were upregulated．Conclusions：An allergic airway response model was established SUC-- 

cessfully by using dermatophagoides pteronyssinus allergens to induce mice with intestinal microflora disruption． 

【Key words]Dermatophagoides ptoronyssinus；Intestinal microflora；Allergic airway response；Animal model 

近几十年来，变应性哮喘发病率在世界范围内 

大幅度上升，其原因尚无明确解释。因此有必要系 

统研究哮喘的发病、预防和治疗，在研究哮喘过程 

中一个重要环节就是变应性模型的建立。由于哮喘 

病因复杂，故动物模型种类也繁多，但目前还没有 

完全与人类哮喘相符的动物模型。多项研究发现肠 

道菌群紊乱可以破坏机体Thl／Th2细胞功能之间的 

平衡，因此我们在肠道菌群失调小鼠模型上，不通 

过系统致敏，直接采用屋尘螨气道激发，诱导小鼠 

变应性气道反应，建立一种新的变应性气道反应动 

物模型。 

作者介绍：刘崇海(1976- )。男，讲师，博士生。 

主要研究方向：儿童感染与免疫。 

1 材料和方法 

1．1 实验 动物 

雌性清洁级 BALBIc小鼠共 6o只，5周龄，由重庆医科 

大学实验动物中心提供并代养，按实验要求随机分组，每组 

1O只。 

1．2 主要 实验材料 

1．2．1屋尘螨变应原(Dermatophagoides pteronyssinus allergen) 

皮试液 ，50000SBU／ml，批号：30011480(Allergopharma。Ge卜 

many)。 

1．2．2 白色念珠菌 临床分离并鉴定的白色念珠菌由重庆医 

科大学附属儿童医院检验科提供，实验前5天将白色念珠菌 

接种在沙氏培养基上，置于37‘C培养箱中培养。待长成明显菌 

落后，收集培养基表层白色念珠菌，PBS洗3次，用血球计数 
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池计数并将白色念珠菌调整为 109／ml浓度，4℃保存备用。 

1．2-3头孢哌酮购于海南斯达制药有限公司。肠球菌、肠杆 

菌、双歧杆菌、乳酸杆菌和白色念珠菌选择性培养基 EMB、 

EC、BS、LBS和沙氏培养基均由本实验室配制。小鼠IL-4 

ELISA Kit(Bender，America)，小 鼠 IFN一-y ELISA Kit(R＆D， 

America)。 

1．3实验方法 

1．3．1 动物模型建立 60只小鼠分2部分，第 1部分2o只， 

分为抗生素加白色念珠菌处理组(简称抗生素组)和对照组， 

第8天取盲肠内容物做细菌和真菌培养计数。第2部分 4o 

只小鼠分为4组：抗生素加屋尘螨变应原激发组 (简称抗+ 

激组)、单纯抗生素组(抗+空组)、单纯屋尘螨变应原激发组 

(空 +激组)和对照组(空 +空组)。抗生素组、抗 +激组和抗 + 

空组连续口服抗生素头孢哌酮7天，25mg／(只·天)，第7天经 

口给予白色念珠菌 1次，50 l，只，促进小鼠肠道内菌群失 

调。抗+激组和空+激组在第9和16天经鼻给予屋尘螨变 

应原50 l，只诱导气道变应性。对照组小鼠用等量生理盐水 

代替抗生素、白色念珠菌和屋尘螨变应原进行实验。所有小鼠 

第 19天检测肺部有无出现嗜酸性粒细胞性炎症和Th2细胞 

活化倾向(m_4水平和GATA一3 mRNA表达水平增加)。 

1．3．2 肠道细菌培养计数 为避免肠内容物中厌氧菌长时 

间暴露于空气中，要求称重 、稀释 、接种至培养基全过程在 

30min内完成。取盲肠内容物0．1g，加 0．9ml稀释液，在涡旋 

器上 200次 ／min振荡 10min，均质化的标本为 10-1稀释度， 

取此稀释度标本 0．1ml加入稀释液 0．9ml混匀，该稀释度为 

10a稀释度，如此次第稀释到 10r6稀释度。取EMB、EC、LBS、 

Bs和沙氏培养基分别作肠杆菌、肠球菌、乳酸杆菌、双歧杆 

菌和白色念珠菌培养和计数。取 10r4、10-5、10-6 3个稀释度， 

每次取 10 l标本液滴种于培养基上，每个稀释度接种 3个 

滴液，以便计算均值。将 Bs和LBS培养基放人厌氧罐中采 

用 Ga叩ak厌氧法培养 ，37％厌氧培养 48—72h，将 EMB、EC 

和沙氏培养基放人 37％孵箱需氧培养，24-．-48h后观察结果。 

选择菌落数在 10—50个的稀释度进行菌落计算，结果以 g 

的菌落形成单位／g(CFU／g)表示。菌株的鉴定：根据菌落形态 

特征、革兰氏染色、镜下菌体形态及生化反应进行鉴别。 

计算公式：cFU／g=每稀释度平均菌落数 X稀释倍数， 

1．3-3 小鼠粪便含水量检测 每日定时用分析天平称取新 

鲜粪便放人已经称重的EP管中，置于台式加热器上 100％ 

烘烤过夜，再次称重，计算粪便含水量=(新鲜粪便重量一烘 

烤后粪便重量)，新鲜粪便重量X 100％。 

1．3-4 支气管肺泡灌洗液(bronchoalveolar lavage fluid，BALF) 

细胞分类计数 小鼠去眼球放血致死后仰卧位固定，分离颈 

部皮肤暴露气管，以留置针进行气管插管，0．5ml预冷PBS灌 

洗 2次，回收率≥80％，取 20 l灌洗液用血球计数池进行 

细胞计数后，4℃1200r／min离心5min，上清液一80％保存备 

细胞因子检测，细胞沉渣瑞氏染色进行细胞分类计数。 

1．3．5 肺部病理观察 取部分左肺组织放人 10％甲醛液固 

定过夜。常规取材后，进行梯度酒精脱水，组织透明处理，浸 

蜡，石蜡包埋切片，HE染色，光镜下观察肺组织病理改变。 

1．3．6 BALF中 IL__4和 IFN一-y含量测定 根据说明书操作 ， 

标本不稀释 ，标准品按要求倍比稀释 ，每个标本检测两个复 

孔。 

1．3．7 转 录 因子 T_bet和 GATA一3 mRNA表 达 水 平 的 

RT-PCR检测 按Trizol使用说明提取肺组织总 RNA，核酸 

定量仪定量后取 lug RNA逆转录合成cDNA进行PCR。小鼠 

B—actin上游引物序列为 5一AccAAc I、C GAcGAcA I、C A— 

GAAGATC一3’，下 游 引物 序 列 为 5-TAGCCACGCTCG-- 

GrI℃AGG -I-I℃A11_3，退火温度为 59℃，产物为 366bp； 

T_bet上游引物序列为 5一AAccAGTATccTG-I’I℃ccAGc一3’， 

下游引物序列为5一 I rI℃GccAc G从 GGATAG一3·，退火温 

度为 57℃ ，产物为 439bp；GATA一3上游引物序 列为 

5一GAAGa rCcAGAcccGAAAc一3’， 下游 引物 序列 为 

5一ACCCA1 GCGGTGACCA1 C一3’，退火温度为 55℃，产物 

为255bp。产物用 1．5％琼脂糖电泳，凝胶成像系统扫描， 

Q~anaty one V4．4软件进行定量分析。 

1．4 统计方法 

所有数据采用SPSSl1．0统计软件分析，各组检测结果 

均以 -I．-s表示，各组比较采用方差分析或者非参数检验(方 

差齐时采用方差分析，方差不齐时采用非参数检验)，组间比 

较采用 LSD或者 Nemeny法，P<O．05为差异，有统计学意义。 

2 结 果 

滴种体积(m1) 2
．1 肠道茵群培养计数 

表 1 肠道=mltlt(]~／s) 
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小鼠肠道内划菌计数结槊如表 】．其巾对照组 

未榆测到白色念球菌 抗l牛素组小鼠肠道内肠f1 

菌 、肠球菌 投歧杆菌、乳酸扦菌较对照组减少．白 

色念珠菌增加{P<0．叭 )．表叫撕道蔺群的种类 数 

量和比例发生异常变化，偏离正常的牛 组合，转 

变为病理性组合状态， 现肠逆菌群失桶 

2．2 粪便含水量测定 

口服头他哌酬后，小鼠粪使含水量盘I1图 】所 

示，对照组粪便含水量纂本不变(约 43％)．m抗生 

素组 I～5灭粪便含水量逐渐增加．5～7天时粪便 含 

水量为62％～65％，加用自色念珠菌唇，粪便含水量 

蹭 至 67．9％ 

～  

～  蹦 ?I1 

I l 7 

图1 小鼠粪便含水量测定 

2．3 rj皤L体重 变化 

实验第 (]天抗生素组和时照纰小鼠悻重没柏 

差异fP>O 05)，加用抗生素 1周并经El给予白色念 

珠菌唇，抗生素组小鼠津 增或有所下降．对照 

组小鼠体重均有增】Jlu．实验第 8天时两组小鼠体晕 

有差异LP<0 0l J．两绀小鼠第 8天与第0天时体重 

变化值自明 差 fP<O0̈ ．缔粜见表 2 

表 2 小鼠体重变化(单位： 

2．4 BAIJ"中炎症细胞计数和分类 

支气管肺泡灌洗液 胞计数和分类结果 表 

3，与对!!EZlf．比较 ．抗 十激绀 千̈空 +激组小 阻BA【 F 

中炎症细胞总数、淋 细胞 、· 性粒细胞和嗜酸 

垃细胞增加．且抗 +澈蛆增加n0更明硅，而抗 +空 

组没存明显改变 

表3 各组小鼠 Ĥ I I，中细胞总数殛细胞分类比较c单位：I(1 

洼： =10． 与埘照蛆比较P<0 05． 与守+激组E￡较 P<[]∞ 

2．5 脯组织病理 学改变 

各组小鼠肺组织病理叨片没有明显改变．肺组 

织基本无炎性改变．肺泡问隔无增厚，没有明显炎 

症细胞澄润 

2．6 BALF中JrN— 和 IL一4的台量 

与对照组桕比所有组 BALF中 】rN一 水平没 

有疑若差异(见表 4)，但是抗 +激组小鼠的 BAI．F 

表4 各组小鼠 BA[ r中 II'N一 和 ll,-4检测(单位： m 

注 =lO． 与埘照组 比较 P<0∞ 

中 【L_4水平较刈照纽增高( <O 05)．表明肠道菌 

群失涮后进行气道屋尘螨变应原嫩发可诱发肺部 

Fh2型反应，而单纯抗 【 素使用导致 道菌群失嗣 

或单纯变臆原激发对 部 Fhl,q1~2平衡没有影Ⅱ向l 

6 nn 

5‘x} 

“x)1)P 
so0 l̈1 

200i．p 

固2 肺组织"1-1 i，GA。I。̂ 3和l~-actill的 PCI{结果电泳图 

注：M It Lalker．I为 J照维．2为单纯凇Y~fft~lt，3为单纯抗 

生索纽，4为抗生索加匿尘蝻变应娘触发 f1．际有 ( 的为 

GATA一3．标有 I{的为 B—aetin，标有 T的为 1"-1川 
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表 5 T—bet和 GATA一3定量分析结果 

组男U T-bet／B—actin GATA-3／B-actin T-beffGATA一3 

注：rt=10， 与对照组比P<0．05 

2．7 转录因子 T-bet和 GATA一3的表达水平 

肺组织 T-bet，GATA一3和 B—actin的 PCR产 

物电泳结果如图 2，以 p—actin为参照，用 QuaIltit)r 

one软件进行定量分析各组转录因子 mRNA表达水 

平(见表5)，结果显示抗生素加屋尘螨变应原激发 

组小鼠肺部 GATA一3 mRNA表达水平较对照组高， 

r-bet mRNA表达水平没有差异 ，T-bet／GATA一3的 

比值较对照组低。 

3 讨 论 

支气管哮喘是气道变应性炎症，变应原在哮 

喘的发生与发展中起重要作用 ，导致哮喘的变应 

原多数为吸入性，所以支气管哮喘动物模型多采 

用变应原系统致敏后，再经气道吸入相同变应原 

诱导变应性发生。制作哮喘模型的变应原主要有 

卵蛋白(OVA)、尘螨(dust mite)、蛔虫卵、真菌和 

花粉等。其中尘螨是哮喘的重要室内变应原【l】，哮 

喘患者 80％对尘螨过敏，能引起变应性反应的尘 

螨 中最 常见 的就是 屋尘 螨 (Dermatophagoides 

pteronyssinus)。尘螨能刺激 IgE产生和嗜酸性粒 

细胞在气道浸润，诱发气道高反应性，是典型的 

Th2类免疫反应刺激剂，其暴露量与哮喘患病率 

和严重程度呈正相关【2】，因此，使用屋尘螨诱发的 

变应性模型能很好的反应哮喘的特征 ，但是不经 

过系统致敏而直接气道激发很难诱导出变应性 

气道反应。 

肠道固有菌群的持续刺激被认为是免疫成熟 

所必需的，肠道内正常细菌如乳酸杆菌能刺激外 

周血细胞产生 II，-12、IL-18、IFN一_y等细胞因子 
【3】

，正常肠道微生物有诱导Thl反应、抑制 Th2反 

应的作用，从而减少发生变应性疾病的机会。而肠 

道菌群失调则可阻止 Thl细胞成熟，促进 Th2细 

胞分化。Oyama N【4】等连续7天给3周大小的BALB／c 

小鼠用卡那霉素导致小鼠肠道菌群失调，发现血 

清中总IgG1和IgE升高，IgG2水平降低，脾细胞 

体外经抗 CD3抗体刺激后 IL_4分泌增加而 

IFN一_y降低，提示抗生素导致菌群失调可以阻止 

Thl细胞成熟，促经 Th2细胞分化。因此我们希望 

在肠道菌群失调的情况下直接用变应原激发，诱 

导肺部变应性。 

我们选用临床上常用的头孢菌素类抗生素处 

理小鼠，通过大剂量长时间给小鼠使用头孢哌酮， 

并经口给予白色念珠菌，进一步促进其菌群失调来 

建立肠道菌群失调动物模型，以便了解肠道菌群失 

调对免疫系统的影响。实验发现经头孢哌酮和白色 

念珠菌处理的小鼠肠道菌群结构发生了改变，表现 

在肠道内肠杆菌、肠球菌、双歧杆菌和乳酸杆菌数 

量下降，白色念珠菌数量上升，小鼠出现大便含水 

量增加、皮毛凌乱无光泽，体重下降等表现，说明抗 

生素导致小鼠肠道菌群失调动物模型建立成功。 

Noverr Mc【习等采用类似方法建立了肠道菌群失调动 

物模型，发现停用抗生素后 12天小鼠仍处于肠道 

菌群失调状态，说明这种肠道菌群失调动物模型比 

较稳定。 

在小鼠肠道菌群失调动物模型的基础上，我们 

采用屋尘螨变应原诱导变应性气道反应。实验发现 

经屋尘螨变应原气道诱导后，肠道菌群失调小鼠 

BALF中细胞总数、嗜酸性粒细胞和IL_4的水平较 

没有肠道菌群失调小鼠明显增加 ，而 IFN一_y水平 

在所有实验组和对照组均无变化，提示肠道菌群失 

调后气道激发可诱导类似哮喘Th2细胞反应的变 

应性改变，单独使用抗生素而不用屋尘螨变应原气 

道诱导和不用抗生素而单独使用屋尘螨变应原气 

道诱导均不出现类似改变。 

转录因子 T．bet特异表达于 Thl细胞并上调 

IFN一_y的表达，促进 Th0细胞向Thl细胞分化， 

GATA一3主要表达于 Th2细胞并上调 Th2细胞因 

子的表达，是 Th2细胞分化所必需的转录因子[61，二 

者的相互制衡对 T细胞的分化及其细胞因子的表 

达至关重要。我们的实验证实肠道菌群失调小鼠经 

屋尘螨变应原诱导后肺组织 GATA一3 mRNA表达 

水平增高，同时T-beffGATA一3的比值较对照组低， 

从基因水平证实诱导倾向Th2细胞反应的气道变 

应性。 

Clarke AH 等报道在 C57BL／6小鼠中，使用极 

少量的Der pl进行皮下注射和滴鼻激发，可以使小 

鼠肺部出现广泛的嗜酸性粒细胞性炎症。我们也 
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组在早期相和延迟相的 rcm-MIBI摄取比值均明显 

高于正常对照组。我们通过对部分阴性及可疑病灶 

的回顾性分析，发现其早期相摄取比值与正常对照 

相近，但在延迟相均有不同程度的增高，因此对随 

时间的延长摄取比值增高的病灶应引起我们的高 

度重视。但具体摄取比值增高多少才能做出阳性诊 

断，尚需进一步研究。 

有关SPECT断层显像对 PHPT的定位诊断是 

否优于平面显像目前尚有争论，但最近有报道证 

实，SPECT断层显像可从三维的角度评价甲状旁腺 

病灶，并与甲状腺组织分开，对深部病灶、异位病灶 

及较小的病灶等的诊断均更具价值罔。本研究中也 

有 6个甲状旁腺功能亢进灶通过断层显像才得以 

证实。因此我们认为，对临床高度怀疑PHPT，而平 

面显像又为阴性的病例，应加做SPECT断层显像。 
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采用了小剂量激发的方法，但是难以诱发肺部明 

显的病理改变炎症，其原因可能是：1我们采用的 

是 BALB／c小鼠，较 C57BI／6难出现变应性炎症；2 

我们没有进行系列的量效对比实验，如果增加激 

发次数和剂量可能会获得较好的效果；3组织病理 

学检测是一种大体标本的检测，并不能显示比较 

轻微的病理学改变。虽然肺组织病理切片显示肺 

部无明显的炎症改变，但实验结果显示 BALF中 

炎症细胞总数和嗜酸性粒细胞数量增加，同时有 

Th2细胞活化倾向，表明变应性反应已经出现，此 

结果也提示应重视临床中未出现症状的亚临床变 

应性反应。 

综上所述，我们采用屋尘螨变应原，不经过系 

统致敏，在抗生素导致小鼠肠道菌群失调动物模 

型上，直接气道激发，诱导小鼠产生类似哮喘的 

Th2细胞优势的变应性气道反应，建立了一种新的 

变应性气道反应动物模型，该动物模型出现了肺 

部Th2细胞活化倾向，但没有出现明显病理改变， 

这种类似亚临床变应性气道反应动物模型值得进 
一 步研究。 
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