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　　[摘要]　目的:通过鼻腔滴入过敏原建立小鼠局部变应性鼻炎动物耐受模型,并对其免疫学指标及特征进行

研究。方法:使用卵清蛋白(OVA)和磷酸盐缓冲液(PBS)对小鼠每日局部滴鼻,记录过敏症状,检测小鼠血清

OVA特异性抗体(IgE、IgG1、IgG2a)及脾脏细胞培养上清的细胞因子(IL-4、IL-10、IFN-γ)浓度,观察鼻黏膜嗜酸

粒细胞及杯状细胞的浸润情况,用RNA-seq技术分析局部鼻黏膜基因的变化。结果:小鼠在 OVA刺激下首先表

现为过敏症状加重,血清 OVA特异性抗体IgE、IgG1、IgG2a和体外培养脾细胞上清中IL-4、IFN-γ、IL-10升高,
鼻黏膜嗜酸粒细胞和杯状细胞显著升高,鼻黏膜编码IL-10、TGF-β基因表达上调,嗜酸粒细胞活化基因上调。随

着滴鼻时间继续延长,过敏症状逐渐减轻,血清 OVA特异性抗体IgE、IgG1、IgG2a则持续增加,体外培养脾脏细

胞上清IL-4下降,IL-10升高,IFN-γ有下降的趋势,鼻黏膜杯状细胞显著减少,嗜酸粒细胞活化基因显著下调,
鼻黏膜编码IL-10、TGF-β等耐受基因维持高表达。筛选出10个与局部变应性鼻炎免疫耐受相关的核心基因:

Rps27a、Uba52、Kng2、Gnal、C3、Rtp4、Reep1、Rtp2、Rtp1、Reep5。结论:通过局部持续滴入过敏原,可使小鼠先

形成过敏,继而产生免疫耐受。这种免疫耐受的产生,可能是在变应原的持续作用下,诱导了全身及局部的免疫

耐受效应。
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Abstract　Objective:Toestablishamousemodeloflocalallergicrhinitistolerancebyintranasalinfusionofal-
lergen,andstudyitsimmunologicalindexesandcharacteristics.Methods:Themiceweregivenovalbumin(OVA)

andphosphatebuffersolution(PBS)daily,andtheirallergicsymptomswererecorded.OVA-specificantibodies
(IgE,IgG1,IgG2a)inserumandcytokine(IL-4,IL-10,IFN-γ)insplenicculturesupernatantweredetected.
Theinfiltrationofeosinophilsandgobletcellsinnasalmucosawereobserved,andthechangesinlocalnasalmuco-
sageneswereanalyzedbyRNA-seqtechnique.Results:Micefirstshowedaggravationofallergicsymptomswhen
stimulatedwithOVA.Theserum OVA-specificantibodiesIgE,IgG1,IgG2aandthecytokine(IL-4,IL-10,

IFN-γ)Iinsplenicculturesupernatantwereincreased,theeosinophilsandgobletcellsinnasalmucosaweresig-
nificantlyincreased.TheexpressionofencodingIL-10,TGF-βgeneandeosinophilsactivationgeneinnasalmuco-
sawereup-regulated.Asthedurationofnasaldrippingincreased,theallergicsymptomsgraduallydecreased,ser-
um OVA-specificantibodiesIgE,IgG1,IgG2acontinuedtoincrease.SplenicculturesupernatantIL-4decreased,

IL-10increased,IFN-γhadadownwardtrend.Innasalmucosa,gobletcellsdecreasedsignificantly.Genesin-
volvedineosinophilsactivationweresignificantlydown-regulated.TheencodingtolerancegenessuchasIL-10and
TGF-βgenesremainedhighlyexpressed.Tencoregenesassociatedwithimmunetoleranceinlocalizedallergicrhi-
nitiswerescreened,Rps27a,Uba52,Kng2,Gnal,C3,Rtp4,Reep1,Rtp2,Rtp1,Reep5.Conclusion:The
micefirstdevelopanallergyandthendevelopimmunetolerancebycontinuouslocaldropsoftheallergen.The
generationofimmunetolerancemaybeinducedbythecontinuousactionofallergens,whichinducedsystemicand
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localimmunetoleranceeffects.
Keywords　rhinitis,allergic;immunetolerance;allergen;mousemodel

　　在过去的20年中,变应性鼻炎(AR)影响了全

球40%的人口,患病率不断上升。AR不仅使人们

的生活质量下降,还带来巨大的经济负担[1]。AR
动物模型研究对 AR的发病机制、治疗等具有重要

意义。我们在前期的研究中,通过局部鼻腔滴注过

敏原的方法,建立了稳定的 AR小鼠动物模型,该
动物模型的建立有别于经典的腹腔注射+鼻腔局

部激发的动物模型,其应用不含佐剂的卵清蛋白

(OVA)溶液在鼻腔局部进行滴注,通过8周左右

的时间诱导出小鼠局部的过敏症状,不但使局部嗜

酸粒细胞显著升高和血清中特异性IgE升高,还使

脾细胞培养上清中呈现出显著的 Th2细胞因子分

泌表现[2]。由于该模型能模拟人体AR的形成过程,
因此可望更好地应用于AR的机制研究中。

在前期研究的基础上,我们进一步维持鼻腔过

敏原的滴入,发现小鼠的过敏症状逐渐减轻,甚至

最终接近正常状态,即形成了典型的耐受状态。临

床上针对 AR患者进行特异性免疫治疗时,通过皮

下注射、舌下含服等方式,亦可显著减轻患者的过

敏症状[3],并可诱导机体对过敏原的特异性免疫耐

受。免疫 耐 受 的 形 成 主 要 依 靠 调 节 性 T 细 胞

(Treg)以及其他具有抑制作用的细胞、细胞因子和

调节性抗原提呈细胞诱导和维持[4-5]。通过局部过

敏原持续滴鼻所形成的过敏-耐受模型中的机制是

否与特异性免疫治疗形成的免疫耐受机制类似,或
者是否存在其他的耐受机制,目前尚不清楚。因

此,本研究通过对局部过敏原持续滴鼻的耐受模型

进行观察,以期对相关耐受机制进行探讨。
1　材料与方法

1.1　实验动物

24只5周龄雌性BALB/c小鼠,SPF级,购于

北京维通利华有限公司,饲养于华中科技大学动物

房。本实验经华中科技大学动物伦理委员会批准

进行。
1.2　模型构建

将24只小鼠随机分为过敏对照组、过敏实验

组、耐受对照组、耐受实验组,共4组,每组6只。
① 过 敏 对 照 组:每 天 用 PBS 滴 鼻,每 侧 鼻 孔

各10μL,当滴鼻至第8周时,处死小鼠;②耐受对

照组:每天用PBS滴鼻,每侧鼻孔各10μL,当滴鼻

至第15 周 时,处 死 小 鼠;③ 过 敏 实 验 组:每 天

用25mg/mLOVA(Sigma公司)滴鼻,每侧鼻孔

各10μL,当滴鼻至第8周时,处死小鼠;④耐受实

验组:每天用25mg/mLOVA 滴鼻,每侧鼻孔各

10μL,当滴鼻至第15周时,处死小鼠。小鼠局部

AR耐受模型制备流程见图1。

图1　小鼠局部AR耐受模型制备流程图

1.3　实验方法

1.3.1　症状学评分　由于喷嚏症状在所有过敏性

症状中最为突出,因此在第0、4、7、15周每周的第1
天,记录每只小鼠滴鼻后10min的打喷嚏次数并

进行计算。
1.3.2　血清 OVA 特异性抗体水平检测　采用间

接ELISA法测定血清 OVA 特异性抗体IgE、IgG1
和IgG2a的浓度。具体方法:每2周小鼠尾静脉取

血,收 集 血 清 保 存 于 - 20℃ 冰 箱 待 检。
将2.5μg/mLOVA 包被在酶标板上,使用1%牛血

清白蛋白(BSA)封闭。血清IgE按1∶200,IgG1按

1∶1000,IgG2按1∶100稀释,第1次孵育后加入

HRP标记二抗,第2次孵育后加入显色液,第3次孵

育后加入终止液,最后在自动酶标仪上读取406nm
处OD 值。
1.3.3　脾细胞上清细胞因子水平检测　在无菌台

中解剖小鼠脾脏,使用小鼠脾脏淋巴细胞分离液试

剂盒(TBD)分离出脾脏中的淋巴细胞,并用培养液

(20%胎牛血清加入1%双抗)重悬。将细胞悬液置

于24孔细胞培养板中,每孔5×106 个/mL,并加入

30μg/mLOVA 刺激置于细胞培养箱中。培养72h
后收集上清液待检。使用IL-4、IFN-γ、IL-10试剂盒

(R&D)检测脾细胞培养上清液细胞因子的水平。
1.3.4　鼻黏膜组织学检测　按照 Dunston等[6]的

方法提取鼻黏膜:剪去小鼠下颚,剔除鼻部周围的

皮肤、肌肉及外周软组织,暴露鼻黏膜。将一半的
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鼻黏膜置于无菌的离心管中,做好标记放入液氮;
另外一半鼻组织相继放置在4%多聚甲醛中和ED-
TA脱钙液中进行固定、脱钙,脱钙1周后行石蜡

包埋切片。切片行苏木精-伊红染色及PAS染色,
观察嗜酸粒细胞及杯状细胞情况。
1.3.5　鼻黏膜RNA测序　将每组小鼠鼻黏膜混

合为2个样本进行 RNA-seq检测分析,由武汉康

测公司测序并分析。将之前放置于液氮中的小鼠

鼻黏膜提 取 总 RNA,随 后 进 行 DNA 酶 切。用

NanodropTM OneC 分光光度计(ThermoFisher
ScienceInc.)检测A260/A280以确定RNA质量,
1.5%琼脂糖凝胶电泳法证实 RNA 的完整性。使

用 QubitTM RNA广谱分析试剂盒(LifeTechnol-
ogies)对合格的 RNA 进行定量。将200~500bp
的扩增产物进行浓缩、定量,最后在 DNBSEQ-T7
测序仪(MGITechCo.,China)上进行测序。使用

TBtools 软 件 进 行 基 因 分 析。 使 用 Kobas
软件(2.1.1版本)对差异基因进行 GO 富集分析,
P<0.05且错误检出率<0.05为差异有统计学意

义。对差异基因进行基因集富集分析,P<0.05且

│NES│>1为差异有统计学意义。将差异表达

基因录入STRING 数据库,构建差异基因的蛋白

质-蛋白质相互作用(protein-proteininteraction,
PPI)网络。使用 Cytoscape软件构建可视化 PPI
网络,并使用 CytoHubba插件计算蛋白质节点的

连通度和筛选差异显著的蛋白组模块。将排名前

十的基因选为核心基因,并认为差异有统计学意义。
1.4　统计学方法

采用 GraphPadPrism9.0及SPSS22.0等统

计学软件分析数据。过敏性症状、血清特异性抗

体、脾细胞培养上清液细胞因子和嗜酸粒细胞计数

使用■X±S 表示。采用秩和检验分析过敏性症状、
血清特异性抗体、嗜酸粒细胞个数的组间差异。使

用Dunnet-t检验对嗜酸粒细胞进行组间两两比

较。使用单因素 ANOVA 分析脾细胞上清液细胞

因子组间差异,然后使用 LSD 检验进行组间两两

比较。以P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　症状学评分

过敏实验组和耐受实验组在第4周逐渐出现

喷嚏症状。在第7~8周时,其症状达到最高峰。

耐受实验组继续滴鼻,症状逐渐减轻,第10~15周

时症状基本维持在较低的水平。不同时期滴鼻后

各组的症状差异见表1。与过敏对照组相比,过敏

实验组喷嚏数在第4、7周均显著增加(P<0.01)。
与耐受对照组相比,耐受实验组喷嚏数在第4、7周

均显著增加(P<0.01),第15周时喷嚏数与第7
周相比显著减少(P<0.05),与对照组相比无显著

差异(P=0.35)。
2.2　血清 OVA特异性抗体

过敏实验组和耐受实验组血清 OVA 特异性

抗体IgE、IgG1、gG2a随着滴鼻时间的延长而升

高。特异性IgE、IgG2a从第0~15周仍呈上升趋

势,特异性IgG1从第0周快速上升至第12周之后

趋势减缓。不同时期滴鼻后各组的血清 OVA 特

异性抗体差异见表2。过敏实验组的IgE、IgG1、
IgG2a在第4、8周时与过敏对照组比较有显著差

异(P<0.05)。耐受实验组的IgE、IgG1、IgG2a在

第4、8、15周时,与耐受对照组比较有显著差异

(P<0.05)。第 15 周 耐 受 实 验 组 IgE、IgG1、
IgG2a均 显 著 高 于 第 8 周 时 的 浓 度 水 平 (P <
0.05)。
2.3　脾细胞培养上清细胞因子浓度

过敏 实 验 组 脾 细 胞 培 养 上 清 IL-4、IFN-γ、
IL-10与过敏对照组相比均显著增加(P<0.01)。
耐受实验组与耐受对照组比较发现,IL-4与IFN-γ
无显著差异,IL-10显著升高(P<0.01)。将过敏

实验组与耐受实验组比较发现,耐受实验组IL-4
显著下降(P<0.01),IFN-γ亦有下降趋势,而IL-
10则显著升高(P<0.05)。各组脾细胞培养上清

细胞因子浓度差异见图2。
2.4　鼻黏膜苏木精-伊红和PAS染色

2.4.1　苏木精-伊红染色　与过敏对照组相比,过
敏实验组鼻黏膜上皮下嗜酸粒细胞显著增加(P<
0.01),上皮细胞结构紊乱改变更加显著。耐受实

验组与过敏实验组比较可见鼻黏膜上皮下嗜酸粒

细胞数目无显著差异。
2.4.2　PAS染色　杯状细胞胞浆染为紫红色,与
其他组织易于区分。与过敏对照组相比,过敏实验

组杯状细胞显著增生。耐受实验组与过敏实验组

比较发现杯状细胞显著减少(图3)。

表1　各组小鼠喷嚏数量比较 个,■X±S

时间 过敏对照组 过敏实验组 耐受对照组 耐受实验组

第0周 2.33±1.80 1.33±0.84 1.83±1.34 1.50±1.26
第4周 2.17±0.9 9.25±2.862) 2.50±1.66 8.67±3.733)

第7周 2.6±1.36 14.2±3.122) 1.60±1.62 14.80±3.123)

第15周 - - 2.25±1.30 4.00±2.451)

　　与第7周过敏实验组比较,1)P<0.05;与过敏对照组比较,2)P<0.01;与耐受对照组比较,3)P<0.01。
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表2　各组小鼠OVA特异性血清抗体水平比较

时间 过敏对照组 过敏实验组 耐受对照组 耐受实验组

IgE
　第0周 0.14±0.04 0.13±0.04 0.06±0.01 0.11±0.05
　第4周 0.07±0.01 0.32±0.221) 0.14±0.04 0.28±0.152)

　第8周 0.03±0.00 0.55±0.301) 0.04±0.01 0.87±0.492)

　第15周 - - 0.04±0.02 1.61±0.332)3)

IgG1
　第0周 0.01±0.00 0.01±0.00 0.01±0.00 0.01±0.00
　第4周 0.01±0.00 0.30±0.221) 0.02±0.00 0.34±0.142)

　第8周 0.01±0.00 0.70±0.261) 0.04±0.03 0.71±0.292)

　第15周 - - 0.05±0.04 1.61±0.232)3)

IgG2a
　第0周 0.03±0.01 0.02±0.00 0.01±0.00 0.03±0.01
　第4周 0.02±0.00 0.18±0.131) 0.02±0.00 0.36±0.092)

　第8周 0.05±0.03 0.22±0.13 0.04±0.01 0.34±0.222)

　第15周 - - 0.08±0.05 0.92±0.412)3)

　　与过敏对照组比较,1)P<0.05;与耐受对照组比较,2)P<0.05;与第8周过敏实验组比较,3)P<0.05。

2a:各剂量组IL-4表达情况;2b:各剂量组IFN-γ表达情况;2c:各剂量组IL-10表达情况。
图2　脾细胞培养上清细胞因子变化

3a:鼻黏膜苏木精-伊红染色(▲上皮细胞所在方位);3b:鼻黏膜PAS染色;3c:鼻黏膜上皮下嗜酸粒细胞计数。
图3　各组鼻黏膜染色比较

2.5　鼻黏膜基因表达结果

2.5.1　局部鼻黏膜 RNA-seq结果　过敏实验组

与过敏对照组相比较,嗜酸粒细胞活化功能相关基

因IL6、Csf1、Csf2、Csf3、Tnf显著上调,IL16、
IL18、IL2未见显著变化;嗜酸粒细胞的趋化功能

相关基因Ccl11、IL5无显著变化;耐受相关基因

IL10、tgfb1、tgfb3上调,tgfb2无显著变化。GO
基因功能富集结果表明,固有免疫应答、适应性免

疫应答、炎症反应、免疫反应及信号传导等生物学

过程显著上调。基因集富集分析表明,富集的基因

集涉及 T细胞增殖信号通路(P=0.014)。
耐受实验组与耐受对照组比较后发现,嗜酸粒
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细胞活 化 功 能 相 关 基 因IL16、csf1、tnf 上 调,
IL18、Csf2、Csf3、IL2无显著差异,嗜酸粒细胞的

趋化功能相关基因Ccl11上调、IL5无明显变化;
耐受相关基因IL10、tgfb1、tgfb3上调,tgfb2无

明显变化。GO 基因功能富集结果表明,固有免疫

应答、炎症反应、免疫反应、信号传导等生物学过程

显著上调。富集的基因集涉及细胞因子生物合成

过程的负调控(P=0.035)。
将耐受实验组和过敏实验组进行比较,可见嗜

酸粒细胞活化功能相关基因IL6、IL18、Csf2、
Csf3、Tnf 显著下调,IL16、IL2、Csf1未发生显

著变化;嗜酸粒细胞的趋化功能相关基因Ccl11上

调,IL5无显著变化;耐受相关基因IL10、tgfb1、
tgfb2、tgfb3无显著变化。GO基因功能富集结果

表明,固有免疫应答、炎症反应及免疫反应等生物

学过程显著下调。富集的基因集涉及细胞因子产

生调节信号通路(P=0.039)
2.5.2　核心基因分析　使用STRING 数据库构

建PPI网络,它由8516个节点和99105条边组成。
使用cytoHubba插件,根据 Degree值计算出排名

前10的差异表达基因,分别为 Rps27a、Uba52、
Kng2、Gnal、C3、Rtp4、Reep1、Rtp2、Rtp1、Reep5
即为 AR免疫耐受的核心基因。见图4。

4a:鼻黏膜嗜酸粒细胞功能相关基因表达热图,每组显示2个样本,(1)为过敏对照组(2)为过敏实验组(3)为耐受对照组(4)为
耐受实验组;4b:耐受相关的基因表达热图,每组显示2个样本;4c:AR免疫耐受模型的前10核心基因,颜色从深到浅代表De-
gree值从大到小;4d:差异表达基因的GO分析气泡图;过敏实验组与过敏对照组比较上调的富集基因;耐受实验组与耐受过敏

组比较上调的富集基因;耐受实验组与过敏实验组比较下调的富集基因;4e:差异表达基因的基因集富集分析结果。
图4　鼻黏膜差异基因表达　
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3　讨论

本研究使用 OVA每日持续滴鼻方法,建立了

小鼠局部 AR 耐受模型,发现随着滴鼻时间的延

长,小鼠全身 Th2反应先增强后减弱,Th1反应先

增强随后也有下降趋势,Treg反应则持续增强,局
部炎症反应增强到一定程度后亦呈下降趋势。

免疫耐受的形成是过敏症状得以从根本上减

轻的重要机制,因此在过敏反应进程中具有非常重

要的意义。在自然状态下,养蜂人可因蜜蜂反复蛰

咬,从而形成对蜂毒的自然耐受[7]。在临床上,免
疫耐受的形成更多是通过人为给予大剂量的过敏

原提取物刺激,从而诱导形成免疫耐受状态。如使

用尘螨抗原进行皮下特异性免疫治疗使 AR患者

鼻部症状显著减轻[8-9]。使用草花粉舌下含片可使

中重度的花粉 AR患者发生免疫耐受,其鼻部症状

可 显 著 减 轻,sIgG4 可 见 显 著 升 高[10]。Maeta
等[11]在使用高剂量 OVA 诱导小鼠口服免疫耐受

时发现,腹泻发生率与时间有相关性,在致敏阶段,
腹泻发生率与口服激发时间呈正相关;口服免疫耐

受之后,与腹腔激发时间呈负相关。本研究结果显

示,过敏实验组在第7~8周时过敏症状达到最高

峰,随后症状逐渐减轻,这与 Maeta等的研究结果

相一致。研究发现,免疫耐受能够使靶器官中的过

敏性炎性细胞,如肥大细胞、嗜酸粒细胞和嗜碱粒

细胞活性降低[12]。在 AR 的发生过程中,嗜酸粒

细胞能够释放促炎因子和其他炎症介质,促进过敏

性炎症的发展[13]。本研究发现,嗜酸粒细胞和杯

状细胞先随着滴鼻时间增加而表达增加,免疫耐受

形成后,局部黏膜中嗜酸粒细胞数量虽然变化不

大,但通过鼻黏膜 RNA 测序结果发现,耐受实验

组嗜酸粒细胞活化相关因子表达显著降低,包括

IL6、IL18、Csf2、Csf3 和 Tnf。Lopez-Ramirez
等[14]使用高剂量屋尘螨抗原使哮喘模型小鼠形成

免疫耐受后,发现气道高反应性明显改善,同时肺

组织中的杯状细胞增生显著减少。本研究还发现

耐受实验组中杯状细胞显著减少,且与症状显著减

轻的改变相一致。
在诸多临床研究中,IgG4抗体被认为是 AIT

形成的与免疫耐受相关的标志性抗体[15-17]。小鼠

IgG1在功能上与人类IgG4相似[18]。本研究中发

现,随着滴鼻时间的延长,IgG1可持续增高。亦可

能与人体免疫耐受形成过程中IgG4产生增高具有

相似的机制。
IL-10是主要由Treg细胞产生的细胞因子,能

够显著抑制过强的 Th反应,尤其可使 Th2细胞反

应受到抑制[19]。我们观察不同组脾细胞培养上清

液及细胞因子改变情况发现,在第8周 AR 模型

中,过敏实验组IL-4、IL-10、IFN-γ均有升高,表明

当过敏原暴露后,小鼠 Th1、Th2、Treg反应都是增

强的;而在第15周时,随着过敏原暴露时间的延

长,耐受实验组中IL-10显著上升,IL-4显著下降,
表明耐受实验组 Treg细胞功能增强,可能对 Th2
相关反应产生抑制。

Nouri-Aria等[20]发现,季节性AR患者行特异

性免疫治疗后,其鼻黏膜中IL-10mRNA可显著增

加;TGF-β1、TGF-β2和 TGF-β3均可在免疫耐受

中发挥一定的生物学效应[21]。本研究发现,耐受

实验组小鼠鼻黏膜免疫耐受相关细胞因子IL-10、
TGF-β1、TGF-β3的基因表达均有上调,可能对AR
局部炎症及嗜酸粒细胞活化起负性调节作用,从而

减轻过敏反应。
GO富集分析的结果表明,AR 免疫耐受主要

与免疫反应、炎症反应有关,基因集富集分析研究

了免疫耐受可能的发生机制,主要涉及 T 细胞增

殖和细胞因子合成的信号通路。Fossati-Jimack
等[22]发现,C3通过调节DC功能,在多肽介导的小

鼠皮肤移植模型耐受的诱导中起关键作用,C3缺

陷小鼠不能产生诱导耐受所需的功能性 Treg细

胞。C3基因可能在诱导小鼠 AR局部耐受机制中

起重要作用,其他核心基因与免疫耐受的关系尚未

见文献报道,需要进一步研究。
综上所述,以一定剂量的变应原持续滴鼻,可

使BALB/c小鼠先形成过敏,继而产生免疫耐受。
这种免疫耐受的产生,可能是在变应原的持续作用

下,诱导了全身及局部的免疫耐受效应。如 Treg
细胞免疫反应功能加强,从而抑制了 Th2反应和

局部炎症反应。该局部免疫耐受的小鼠模型,可望

为过敏-免疫耐受相关研究提供一个有效的动物模

型工具。
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