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新生大鼠注射尘螨对其发育后期气道炎症作用的研究 

代继宏 ，符 州 ，刘 宇 

(1．重庆医科大学儿科学院呼吸科，重庆 400014；重庆医科大学临床学院药剂科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究早期接触屋尘螨( )能否加重后期哮喘发作时的气道炎症及其相关免疫学机理 方法：新生 Wistar 

大鼠生后即注射 HDM提取液，制作哮喘模型，检测血 IL一4及 IFN～7水平、OVA—IgE水平、支气管肺泡灌洗液(BALF)中 

嗜酸性粒细胞(E0S)计数。结果：HDM组EOS百分比、血清 OVA特异性 IgE水平、IL一4水平分别为(37．07±1．10)％、(0． 

204±0．023)和(78．96±12．18)pg／ml，为最高，而 IFN一7水平最低，为(93．78±2．10)pg／ml。结论：生后早期接触 HDM能加 

重以后气道变态反应性炎症，与1’H1厂rH2失衡有关。 
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Effects of house dust mite injected in neonate rats 

on airway inflammation and TH subset in Iater I ife 

DAIJihong，et al 

(Department ofRespiratoryMedicine，College ofPediatrics，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To study whether early exposure to house dust mite will aggravate airway inflammation aS well aS the onset of 

asthma and to explore the relevant mechanism．Methods：Neonate Wistar rats were injected with HDM subcutaneously instantly after 

birth．After the four times management，they were established aS models of asthma wi th OVA，and bronchoalveolus WaS lavaged to 

count percentage of eosinophils．And levels of IL一4．IFN一7 and seru／n OVA—IgE were also detected ．Results：In HDM group，the 

percentage of EOS，level of seruIn OVA—IgE and level of IL一4 were(37．07±1．10)％，(0．20±0．023)and(78．96±12．18)pg／ 

ml，respectively，the highest among the three groups，otherwise level of IFN一7，the lowest，(93．78±2．10)pg／m1．Conclusion：Early 

exposure to house dust mite after birth could aggravate the level of airw ay inflammation in later life and increase the level of IgE， 

which is related with TH1／]rH2 imbalance． 
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哮喘是d,JL最常见的变态反应性疾病，屋尘螨 

( M)是过敏性哮喘中的重要变应原，能引起机体 

致敏或诱发哮喘。但是，机体致敏的时间和机理还 

不清楚，早期接触 HDM是否会对发育后期的气道 

炎症有明显影响等问题都需要进一步研究。 

我们应用 Wistar大鼠于新生期接触 HDM，探 

讨早期接触 HDM对气道炎症的作用及相关免疫学 

机理 。 

1 材料与方法 

作者介绍 ：代继宏(1970一 )，男，主治医生，硕士， 

主要研究方向：小儿哮喘的发病机理。 

1．1 实验对 象及分组 

新生鼠来源：新生 Wistar大鼠(重庆医科大学实验动物 

中心提供)于 24h内立即随机分 3组，分别为：哮喘模型组 

(Asthm a)、正常对照组(Contro1)和尘螨组(HDM)，每组新生 

鼠数目为 10只，并用断趾法进行标记。 

HDM组：新生 Wistar大鼠于24h内立即皮下注射 HDM 

提取液 0．1 n1l／只(含 Derp 5000SBE单位)，以后分别于大鼠 

7、14和 21天日龄时进行 3次注射，剂量同前。 

Asthma组和 Control组均按照上述方法进行注射，但用 

生理盐水(N．S)代替 HDM提取液。 

1．2 哮喘模型制作 

所有大鼠均于 日龄第 30天时开始进行以下实验： 

HDM组和 Asthma组：大鼠分别于日龄第 30天、第 37 

天时，用OVA(GradeV)lmg+氢氧化铝200mg+N S lml混 

悬液在大鼠两腹股沟、腹、前足跖，共 4点作皮下注射，每点 
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0．2ml，最后腹腔注射 0．2ml。于日龄第 44天，将大鼠置于 

自制密闭容器中，用高频雾化器提供雾化动力，以 1％OVA 

(GradeIl1)进行雾化吸入激发，30min／~，连续 6天。 

Control组：用 N．s代替 OVA进行致敏和激发，方法同 

前。 

最后一次激发后 24h，老鼠以 10％异戊巴比妥钠腹腔麻 

醉(0．1ml／kg)，75％乙醇浸泡 3min，取仰卧位固定于手术台 

上，打开胸腔，无菌心脏采血致死。 

1．3 观察指标和检测方法 

1．3．1 外周血单个核细胞(PBMC)的制备及培养 

大鼠无菌心脏穿刺采血 2ml，吸取血浆 1【)(】 冻存待检 

IgE。剩余部分用密度梯度离心法分离 PBMC，调整细胞浓 

度为 1×10 ／ml，取细胞悬液 lml，加Co~A(终浓度5btg／m1)． 

置 37℃、5％co2孵箱培养 48h，离心收集上清，置于 一20℃ 

冰箱冻存待检细胞因子。 

1．3．2 支气管肺泡灌洗(BAL)及灌洗液(BALF)中细胞分 

类计数 

大鼠心脏采血致死后，充分暴露颈部正中区域，分离气 

管，插入 22G留置针，缝线固定，用冰浴 N．S灌洗，1ml／'L~8 

次，所有 回吸液置 于冰浴离心管，8次灌洗完后离 心， 

1000rpm×10min，沉渣 50IA直涂片、瑞氏染色，显微镜 400 

×，按中性粒细胞(NEU)、嗜酸性粒细胞(EOS)、淋巴细胞 

(LYM)和巨噬细胞(MAC)分类计数 200个细胞，每张玻片 

计数两次，取平均值记录。 

1．3．3 血清 OVA特异性 IgE抗体检测 

用 100IA OVA／7L(100btg／rn1)包被 96孔酶标板，然后用 

酶联免疫吸附法(ELISA法)检测 OVA特异性 IgE水平，全 

自动酶标仪测定吸光度(以A值表示)，以各 自的 A值做统 

计分析。 

1．3．4 培养上清中细胞因子测定 

用ELISA法检测 PBMC培养上清中 IFN一7、IL一4的 

浓度，步骤严格按说明书进行，试剂盘购自DACLONE。 

1．4 统计 学处理 

实验结果以均数±标准差(j±S)表示，采用 SPSS 11．0 

统计分析软件包。各组样本均数先进行方差齐性检验，若方 

差齐同，采用单因素方差分析，如果各组均数问差别有显著 

性，用最小显著差法(LSD法)在分组均值之问作成对比较； 

若方差不齐，采用多个样本比较的秩和检验，用 Games— 

Howel1法作有时自由的成对比较。以 P<0．05判定有无 

显著性差别。 

2 结 果 

2．1 BALF各细胞成分百分比 

Asthma组 EOS百分 比为(24．50±0．93)％明 

显高于 Control组的(9．00 i 0．52)％，两组差异有显 

著性，而 HDM 组为(37．07±1．10)％，较 As thma组 

及 Control组明显增高，其差异有显著性(表 1)。 

表 1 BALF中白细胞计数和分类(j±S) 

～

：vS Asthma组 

2．2 血清OVA特异性 IgE水平 

Control组 、Asthma组与 HDM 组血清 OVA 特异 

性 IgE水平分别为(0．031±0．007)、(0．111±0．007) 

和(0．204±0．023)，三组间存在统计学差异。进一 

步进行组间 比较发现 ，Control组和 Asthma组间， 

HDM组和 As thma组间之差异有显著性(表 2)。 

2．3 PBMC培养上清 IL一4水平 

Control组为最低 ，HDM 组 为最高 ，As thm a组 

居中，差异有显著性(P<0．05)(表 3)。 

2．4 PBMC培养上清 IFN一7水平 

HDM组和 Asthma组较低 ，Control组较高(P 

<0．05)，Control组和 Asthma组间比较差异有显著 

性(P<0．05)(表 3)。 

表 2 血清中OVA特异性 IgE水平(j±S) 

vSAsthma组 
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表 3 PBMC培养上清 IL～4／IFN一7水平(_亍±s) 

g 

12．23 

7．80 

p 

<0．05 

< 0．05 

g 

20．30※ 

1．90 

p 

< 0．05 

>0．05 

／※
vs Asthma组 

3 讨 论 

1964年 V()Orhorst【1，2 J等提出螨(mites)可能是 

导致屋内尘土过敏的原因，此后，螨 (以屋尘螨／ 

HDM最多见)在呼吸系统变态反应性疾病中所占 

的地位引起广大学者的重视，与哮喘的关系非常密 

切[3l。 

新生儿早期接触 HDM对d,JL哮喘的发生及发 

展的影响还存在较多争议。一方面，NiIsSOrr4，5]等 

学者认为新生儿早期接触 HDM等吸人过敏原会使 

哮喘等变态反应性炎症加重。另一方面，SusanneE6 J 

等持不同的观点。但以上研究均系临床或流行病学 

调查 ，从我们 的动物实验结果采看 ，生后早期接触 

HDM 能加 重 以后 气道变 态反应 性炎症 ，本实验 

HDM组大鼠在生后即皮下注射 HDM，制成哮喘模 

型后出现明显的气道炎症。 

我们从免疫学角度的研究表明，发生此病变与 

体内高水平 IgE有关。我们认为，当变应原进人机 

体后，能选择性激活 CIN TH2细胞和 B细胞，诱导 

产生变应原特异性 IgE抗体应答 ，引起变态反应。 

尘螨中的半胱氨酸蛋白酶是一种与木瓜蛋白酶同源 

的变应原，可引起呼吸道过敏。当在出生后的早期 

阶段 ，如新生儿期接触 HDM 等变应原后 ，可使机体 

处于高敏状态 ，CD4 TH2细胞 和 B细胞分泌亢进， 
一 旦发生哮喘，则气道炎症较未接触者严重，其血清 

IgE抗体水平明显升高。 

进一步研究发现，引起这种改变的原因除了与 

TH1／]rH2失衡有关。IL一4在引起哮喘气道炎症中 

有重要作用 ，它能促进 THo细胞分化为 CIN TH2 

细胞，并促进 B淋巴细胞合成 IgE，而 IgE促进EOS 

趋化、募集，激活 EOS并延长其寿命[ ，8l。而这种 

THo细胞分化的能力在生后 1天的新生 鼠已经与 

成年 鼠相同 j，但是 ，这种反应是偏 向于 TH2的。 

Yang LpCl0 J等持相似的观点。 

在我们 的实验 中，HDM 组 大鼠其血清 IgE水 

平 、PBMC产生 IL一4水平为最高，而 IFN一 水平 

为最低。该结果可解释为：早期持续的 TH2偏向可 

提供一个能进行变应原特异性 TH2记忆细胞选择 

的机会窗，而该机会窗可能处于肺和气道生后生理 

构建的关键时期，被吸人变应原早期反复致敏可以 

令机体处于高敏状态，表现为 TH2细胞因子分泌亢 

进 、TH1细胞因子分泌减少 、血清 IgE水平增 高、气 

道高反应。当发生气道变态反应性炎症(如哮喘) 

时，体内的 TH1／，I、H2平衡进一步紊乱，继续向 TH2 

方向发展，并进一步影响气道修复。 

但是 ，我们的实验结果仅仅表明在 Wistar大 鼠 

体内的免疫反应 。是否能应用到人类还不得而知， 

尚需要进一步研究。 
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