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　　[摘要]　目的:旨在制备负载 Derf1/IGF-1的聚乳酸-乙醇酸共聚物(polylactide-co-glycolide,PLGA)纳米

颗粒(Derf1/IGF-1NPs),探讨其促进 Treg细胞生成的作用。方法:通过复乳法制备包裹 Derf1/IGF-1的 NPs
并分析其理化性质及体外累计释放率;预处理BMDC将细胞分为Saline组、BlankNPs组、Derf1/IGF-1组以及

Derf1/IGF-1NPs组;利用ELISA实验测定IL-10及 TGF-β的表达;采用流式细胞术检测 Treg细胞的数量变

化。结果:Derf1/IGF-1NPs为球形结构,具有良好的分散性,粒径均<200nm,Zeta电位为负电荷且具有稳定

的缓释效果;BMDC预处理后,相比较 BlankNPs组,Derf1/IGF-1NPs组,BMDC细胞 TGF-β、IL-10的表达水

平明显增高,差异有统计学意义(P<0.001);且与 CD4+T细胞共培养后,Derf1/IGF-1NPs组 Treg细胞生成

的比例明显提高,差异有统计学意义(P<0.001)。结论:Derf1/IGF-1NPs在体外实验中可诱导 Treg细胞生

成。本研究为重建免疫耐受功能失常提供了一种新的、更有效的方法。
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Abstract　Objective:TopreparePLGAnanoparticlesloadedwithDerf1/IGF-1(Derf1/IGF-1NPs)andin-
vestigatetheirroleinpromotingtheformationofTregcells.Methods:NPscoatedwithDerf1/IGF-1werepre-
paredbydoubleemulsionmethodandtheirphysicochemicalpropertiesandcumulativereleaserateinvitrowere
analyzed.Afterpretreatment,BMDCwasdividedintoSalinegroup,BlankNPsgroup,Derf1/IGF-1groupand
Derf1/IGF-1NPsgroup.DeterminationoftheexpressionofIL-10andTGF-βinBMDCbyELISA.Thenumber
ofTregcellswasdetectedbyflowcytometry.Results:TheresultsshowedthatDerf1/IGF-1NPswerespherical
structures,withgooddispersion,particlesizelessthan200nm,negativechargeandstableslow-releaseeffectof
Zetapotential.AfterBMDCpretreatment,theexpressionlevelsofTGF-βandIL-10inBMDCcellsintheDerf1/

IGF-1NPsgroupweresignificantlyincreasedcomparedwiththeBlankNPsgroup,andthedifferencewasstatisti-
callysignificant(P<0.001).Afterco-culturewithCD4+ Tcells,theproportionofTregcellsproducedintheDer
f1/IGF-1NPsgroupwassignificantlyincreased,andthedifferencewasstatisticallysignificant(P<0.001).Con-
clusion:Derf1/IGF-1NPscaninduceTregcellgenerationinvitro.Thisstudyprovidesanewandmoreeffective
methodforthereconstructionofimmunetolerancedysfunction.
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　　因免疫耐受功能失常引起的过敏性疾病对人

类的健康和社会经济有重大的负面影响,且目前尚

无令人满意的治疗方法[1-2]。调节性 T细胞(regu-
latoryTcell,Treg)是维持机体免疫耐受功能的主

要贡献者[3-4]。既往的研究表明,CD4+T细胞在接

受抗原信息时受 TGF-β和IL-10等调节后可分化

成 Treg[5],进而维持免疫系统的平衡[6]。因此,促
进 Treg的生成是恢复免疫耐受功能的有效方法。
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胰岛素样生长因子(insulin-likegrowthfactor-1,
IGF-1)可以调节多种免疫细胞功能并参与维持免

疫稳态[7]。研究报道利用IGF-1进行系统性的治

疗可直接刺激局部组织 Treg的增殖[8-9]。因此,
IGF-1在机体免疫调节功能中起重要作用,可作为

一种潜在的、诱导 Treg生成的治疗剂。传统蛋白

质类药物存在半衰期短、药物生物利用率较低及免

疫原性等缺陷[10-12]。利用聚乳酸-乙醇酸共聚物

(polylactide-co-glycolide,PLGA)封装治疗性的蛋

白质类药物可克服蛋白质类药物的限制[13-17]。因

此,本研究拟以PLGA作为封装尘螨主要过敏 Der
f1及IGF-1的纳米载体,构建Derf1/IGF-1纳米

颗粒(Derf1/IGF-1nanoparticles,Derf1/IGF-1
NPs),旨在明确 Derf1/IGF-1NPs诱导 Treg细

胞生成的作用。
1　材料与方法

1.1　主要试剂与仪器

1.1.1　主要试剂　PLGA(乳酸/羟基乙酸=50∶
50,分子量9000,Sigma-Aldrich);PerCP-Cyanti-
mouseCD4抗体,PEanti-mouseFoxp3抗体,APC
anti-mouseCD25抗体等流式细胞术实验试剂均购

自BDBiosciences生物科技有限公司;其他试剂均

为分析纯。
1.1.2　仪器　超声波处理器(美国SONICS,VCX
750);恒温摇床(上海恒一有限公司,THZ-300);马
尔文激光粒度仪(MalvernInstrumentsLtd,Zetas-
izerNanoZS);流式细胞仪(BDBiosciences,FAC-
SCantoⅡ);全波长酶标仪(ThermoFisherScien-
tific,MultiskanSkyHigh);透射电子显微镜(日本

JEOL,JEM-F200)。
1.1.3　实验动物　BALB/c雌性6周龄小鼠购置

于广东省实验动物中心,实验动物处理过程严格按

照南方医科大学深圳医院实验动物伦理(No.2021-
0040)程序严格执行。
1.2　实验方法

1.2.1　复乳法制备Derf1/IGF-1NPs　取50mg
PLGA溶于1mL二氯甲烷与100μL丙酮混合液

中,形成有机相;取10mg抗原 Derf1与IGF-1
(质量比=1∶2混合)蛋白溶液形成内水相,空载

的纳米颗粒(BlankNPs)以10μL的超纯水代替;
将内水相与有机相混合后,在冰水浴进行超声细胞

破碎(40W,每5s间断5s),20次,形成初级乳液

后加入2mL20g/LPVA 水溶液,形成复乳液后

利用超纯水清洗。
1.2.2　透射电镜观察 Derf1/IGF-1NPs形貌特

征　取10μL的 Derf1/IGF-1NPs,滴加到铜网

上,置于投射电镜仪器中进行观察。
1.2.3　动态光散射技术测定 Derf1/IGF-1NPs
的理化性质　利用0.22μm 的滤膜过滤 Derf1/

IGF-1NPs溶液并预热马尔文激光粒度仪后进行

测量。
1.2.4　Derf1/IGF-1NPs包封率的测定　利用

紫外分光光度法在359nm 处检测溶液的吸光度

值,根据制定的标准曲线计算游离蛋白的含量。包

封率=(投入蛋白的总质量-游离蛋白的质量)/投

入蛋白的总质量×100%。
1.2.5　Derf1/IGF-1NPs体外累计释放率检测

　配 制 pH 7.0 的 40 mL 磷 酸 盐 缓 冲 液 置 于

50mL离心管中,加入0.1%(w/v)Tween-80;取
2.0mgDerf1/IGF-1NPs放入透析管中.并置于

37℃、100r/min恒温振荡培养箱中,分别在6h、
12h、24h、48h、72h、96h时间点取1.0mL离心

管中的释放介质,同时补加温度为37℃、pH 值7.0
的1.0mLPBS,再利用BCA蛋白浓度测定试剂盒

测定取样后蛋白的浓度。
1.2.6　BMDC细胞的提取及分化　取 Balb/c鼠

股骨和胫骨,收集骨髓腔的干细胞,每106 细胞加

入 1 mL 1640 完 全 培 养 液、10 ng/mL IL-4
与20ng/mLGM-CSF进行培养,在培养的第3、5
天进行半量换液,细胞培养至第7天形成 BMDC
细胞。
1.2.7　ELISA 检测 BMDC细胞上清液IL-10以

及 TGF-β　体外培养 BMDC细胞,分别加入生理

盐水(Saline)、BlankNPs、Derf1/IGF-1以及 Der
f1/IGF-1NPs,体外培养48h,结束后按照试剂盒

说明书的实验步骤检测 BMDC 细胞IL-10以及

TGF-β的表达水平。
1.2.8　流式细胞术检测 Treg细胞　取待测的细

胞,按照购买的试剂盒说明书实验步骤,利用1μL
anti-CD4-PerCP-Cy与1μLanti-CD25-APC对待测

细胞进行标记染色,待经染色的细胞固定破膜后,加
入1μLanti-Foxp3-PE,4℃避光孵育50min,结束后

清洗细胞,上机待测。
1.3　统计学方法

使用 GraghPadPrism8.0.1软件对计量数据

进行统计学分析,结果均以■X±S 表示。两组间比

较采用t检验,多组间比较采用单因素方差分析。
以P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　Derf1/IGF-1NPs的形貌特征

利用复乳法将Derf1/IGF-1包裹在PLGA纳

米载核内形成 Derf1/IGF-1NPs,并利用投射电

镜在5.00kV,20000×条件下检测 Derf1/IGF-1
NPs的形貌特征,Derf1/IGF-1NPs呈现具有实

心的球形结构,且粒径大小为纳米级范围,见图1。
2.2　Derf1/IGF-1NPs的理化性质

通过马尔文激光粒度仪对 BlankNPs、Derf
1/IGF-1NPs进行检测。BlankNPs、Derf1/IGF-
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1NPs的平均粒径均<150nm,纳米颗粒表面的

Zeta电位都为负电荷,BlankNPs与Derf1/IGF-1
NPs的多分散系数均<0.3,具有良好的分散性,且
Derf1/IGF-1NPs具有较高的包封率,见表1。
2.3　Derf1/IGF-1NPs的体外释放评价

采用pH7.4的 PBS溶液分别模拟正常生理

状态下的微环境,利用透析法分析 Derf1/IGF-1
NPs在不同时间节点的体外累计释放率。在12h
之前,Derf1/IGF-1NPs在体外的累计释放速率

较低,24h后速率加快,到96h时 Derf1/IGF-1
NPs的累计释放率达到85%左右并逐渐放缓释放

药物的速率,至168h,Derf1/IGF-1NPs在体外

接近完全释放的状态。Derf1/IGF-1NPs在前4d
处于快速释放药物的阶段,后3d处于缓慢释放药

物的阶段,符合纳米颗粒释放药物的规律,见图2。

图1　投射电镜观察Derf1/IGF-1NPs的形貌特征

表1　BlankNPs、Derf1/IGF-1NPs的理化性质

纳米颗粒 粒径平均值/nm 多分散系数 Zeta电位(charge)/mV 包封率/%
BlankNPs 123±15 0.14±0.02 -16.6±0.7 -
Derf1/IGF-1NPs 135±20 0.23±0.06 -18.0±0.8 73.45±0.34

图2　Derf1/IGF-1NPs蛋白药物的累积释放率

2.4　Derf1/IGF-1NPs诱导BMDC细胞 TGF-β
的表达

为检测由纳米载体包被的Derf1/IGF-1是否

可诱导DC细胞分泌 Treg细胞生成所必须的免疫

调节性细胞因子 TGF-β,笔者制备小鼠骨髓来源的

BMDC细胞,分别将Saline(10μL)、BlankNPs(10
μL,1mg/mL)、Derf1/IGF-1(10μL,1mg/mL)
与Derf1/IGF-1NPs(10μL,1mg/mL)加入BM-
DC细胞培养液中,经过48h的培养后,收集细胞

上清液,检测 BMDC 细胞中 TGF-β的表达。与

BlankNPs组比较,Derf1/IGF-1NPs组显著性促

进了 BMDC 细 胞 中 TGF-β 的 表 达 水 平 (P <
0.001),而Derf1/IGF-1组BMDC细胞中 TGF-β
的表达水平相比较Saline组略有提高,但差异无统

计学意义(P>0.05)。Derf1/IGF-1NPs可诱导

BMDC细胞形成可分泌调节性细胞因子 TGF-β的

耐受型DC细胞,见图3。

图3　BMDC细胞中TGF-β的表达水平

2.5　Derf1/IGF-1NPs诱导 BMDC细胞IL-10
的表达

为进一步验证经Derf1/IGF-1NPs刺激后的

BMDC细胞是否分泌 Treg细胞生成所必须的另

一调节性细胞因子IL-10,本研究收集经Saline(10
μL)、BlankNPs(10μL,1mg/mL)、Derf1/IGF-1
(10μL,1mg/mL)与Derf1/IGF-1NPs(10μL,1
mg/mL)处理后的 BMDC 细胞理后的细胞上清

液,检测 BMDC 细胞中IL-10的表达。与 Blank
NPs组比较,Derf1/IGF-1NPs组显著性促进了

BMDC细胞中IL-10的表达水平(P<0.001);而
Derf1/IGF-1组中BMDC细胞中IL-10的表达水

平较 Saline组略有提高,但差异无统计学意 义

(P>0.05)。Derf1/IGF-1NPs可诱导BMDC细

胞分泌免疫调节细胞因子IL-10,见图4。
2.6　经Derf1/IGF-1NPs处理的BMDC细胞促

进 Treg细胞的生成

既往的研究表明,耐受型DC细胞可诱导Treg
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细胞的分化[18]。因此,笔者从正常小鼠脾脏分选

出初始CD4+ T细胞,并与诱导的耐受型 DC按细

胞数量5∶1的比例共培养5d。结束后收集细胞,
利用流式细胞仪测定其中表达 Foxp3的 Treg细

胞的比例。相比较 BlankNPs组,Derf1/IGF-1
NPs组显著性促进了Foxp+ T细胞的比例,而Der
f1/IGF-1组中Foxp+ T细胞的比例相比较Saline
组略有提高,但不具有显著差异性,见图5。结果提

示,Derf1/IGF-1NPs可诱导Foxp+ T细胞的生成。

图4　BMDC细胞中IL-10的表达水平

5a:流式图圈门内为各实验组 Treg细胞的比例;5b:
条形图显示 Treg细胞占比的统计结果。

图5　Treg细胞生成的比例

3　讨论

在纳米医学应用的过程中,使用纳米粒子可以

克服传统蛋白质类药物递送的局限性,从而将药物

输送到病灶区域发挥作用[19-20]。本研究的目的在

于构建一种包载 Derf1/IGF-1的纳米颗粒,用于

诱导 Treg细胞的生成。蛋白质类药物通常半衰期

短,在生理环境中易于降解和变性,导致其生物利

用率低[15],因此选择适当的治疗药物递送策略对

疾病治疗的效果至关重要[21-22]。Luo等[23]研究报

道,相 比 较 A20/OVA 蛋 白,利 用 PLGA 包 载

A20/OVA蛋白后可显著性地抑制过敏性哮喘的

Th2极化现象并促进 Treg细胞的生成。本研究的

结果与之一致,经 Derf1/IGF-1蛋白处理后的

BMDC细 胞 相 比 较 于 模 型 中 只 是 小 量 提 高 了

Foxp3+T细胞的比例,而Derf1/IGF-1NPs处理

后的BMDC细胞则显著性促进了 Foxp3+T 细胞

的比例,这可能是由于 Derf1/IGF-1在被BMDC
细胞摄取的过程中因半衰期短或细胞酶类降解使

得Derf1/IGF-1无法完全发挥其生物学功能导致

的。PLGA纳米载体是由可生物降解聚合物制成

的,不仅具有生物安全性还能增强包载药物的生物

学活性[24]。
既往研究报道,纳米颗粒的大小以及形貌特征

影响PLGA 纳米颗粒负载药物的活性及释放行

为,Zeta电位为负电荷的纳米颗粒具有更长的循环

寿命且可趋向细胞膜外带正电荷的细胞并进入细

胞中[25]。Xiao等[26]报道,利用PLGA 包载花粉变

应原后,通过纳米颗粒的药物缓释行为诱导实验动

物对变应原产生免疫耐受并抑制过敏性哮喘的炎

症反应。本研究所构建的Derf1/IGF-1NPs具有

良好的分散性、粒径均<200nm 且电位为负电荷,
这些理化性质可促使Derf1/IGF-1NPs能够被膜

外带正电荷的 DC 细胞所吞噬。另一方面,Derf
1/IGF-1NPs封装的蛋白在48h后开始缓慢释

放,可通过稳定释放 Derf1/IGF-1持续诱导 DC
细胞的免疫耐受性,这对在致敏机体内持续稳定地

诱导耐受性DC细胞具有重要作用。
IGF-1后可诱导单核细胞的免疫抑制性并分

泌IL-10[27]。本研究利用制备的 Derf1/IGF-1
NPs刺激BMDC细胞后,观察到BMDC细胞可产

生高水平的TGF-β与IL-10调节性细胞因子;而未

被纳米载体包被的Derf1/IGF-1蛋白刺激的BM-
DC细胞表达 TGF-β与IL-10调节性细胞因子的

水平与正常Saline组相比虽略有提高,但差异无统

计学意义。因此本研究制备的 Derf1/IGF-1NPs
具有可诱导BMDC细胞产生免疫耐受性的特性。

临床上的 AIT疗法主要是诱导机体对外源性

变应原产生免疫耐受性,Treg细胞是重建过敏状

态下机体免疫耐受的重要免疫效应细胞[28],DC细

胞分泌调节性因子 TGF-β与IL-10并通过将抗原

信息提供给初始 T细胞后,可诱导 Treg细胞的产

生进而维持机体免疫耐受[29]。Hong等[30]的研究

报道,利用纳米载体封装 R848/抗原肽后被 DC细

胞吞噬,诱导耐受型 DC细胞的生成,并促进 Treg

·572·马龙鹏,等.Derf1/IGF-1纳米颗粒促进调节性 T细胞生成的实验研究第4期 　



细胞的生成维持机体免疫耐受进而抑制食物过敏

性炎症反应。本研究取经Derf1/IGF-1NPs刺激

后的BMDC细胞与 Treg细胞共培养后可明显诱

导 Treg细胞的生成。
综上所述,本研究构建的 Derf1/IGF-1NPs

呈现球形结构且具有良好的分散性和稳定的药物

释放性能,在体外实验中可诱导 Treg细胞的生成。
因此Derf1/IGF-1NPs具有重建机体免疫耐受功

能的作用,可适用于因免疫系统耐受性失常导致的

过敏性疾病治疗,但 Derf1/IGF-1NPs的这一潜

能仍需要通过体内水平实验做进一步的验证。
利益冲突　所有作者均声明不存在利益冲突
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245例变应性鼻炎患者舌下免疫治疗的依从性
及脱落原因分析

夏彩风1　颜榕1　王全桂1

1北京大学第一医院耳鼻咽喉头颈外科(北京,100034)
通信作者:王全桂,E-mail:qg_wangmd@163.com

　　[摘要]　目的:探讨变应性鼻炎(AR)患者接受舌下免疫治疗(SLIT)的依从性及其影响因素。方法:回顾性

分析2016年1月-2018年1月于北京大学第一医院接受尘螨SLIT的291例 AR患者的临床资料,并对其进行

门诊或电话随访。对于治疗时间不满2年脱落的患者,记录其脱落时间以及脱落原因。结果:291例患者中成功

随访245例(84.2%),中途脱落(治疗时间<2年)193例(78.8%),整体依从率为21.22%(52/245)。儿童依从率

较成人依从率高(χ2=21.306,P<0.05),性别、受教育程度对依从率无明显影响。脱落人数最多的时间段为治

疗后6~<12个月(68例,27.8%),主要脱落原因为症状缓解,认为治愈(16.7%);治疗后 3个月内 61例

(24.9%)患者脱落,其中34例(13.9%)脱落原因为用药麻烦、经常漏服而停药。193例患者整体脱落原因排名

前三位的是:59例(30.6%)症状减轻后认为治愈,44例(22.8%)用药麻烦、漏服后停药,26例(13.5%)起效慢或

者无效。结论:AR患者行SLIT的整体依从性较差,儿童依从性较成人好。临床医生应针对患者不同时段的脱

落原因加强患者教育,增强患者治疗信心,提高患者依从性。
[关键词]　变应性鼻炎;舌下免疫治疗;依从性
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Complianceandwithdrawreasonofsublingualimmunotherapy
in245patientswithallergicrhinitis
XIACaifeng　YANRong　WANGQuangui

(DepartmentofOtolaryngology HeadandNeckSurgery,Peking UniversityFirstHospital,
Beijing,100034,China)
Correspondingauthor:WANGQuangui,E-mail:qg_wangmd@163.com

Abstract　Objective:Toinvestigatethecomplianceofpatientswithallergicrhinitis(AR)receivingsublingual
immunotherapyanditsinfluencingfactors.Methods:Theclinicaldataof291ARpatientswhoreceivedsublingual
immunotherapyfordustmitesattheFirstHospitalofPekingUniversityfromJanuary2016toJanuary2018were
retrospectivelyanalyzed,andtheiroutpatientortelephonefollow-upwasconducted.Forpatientswhosetreatment
timewaslessthan2years,thetimeandreasonforthelosswererecorded,andthefactorsaffectingtheircompli-
ancewerediscussedfromtheaspectsofgender,age,andeducation.Results:Amongthe291patients,245cases
(84.2%)weresuccessfullyfollowedup,and193cases(78.8%)felloffmidway(treatmenttime<2years).The
overallcomplianceratewas21.22%(52/245).Thecompliancerateofchildrenishigherthanthatofadults(χ2=
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