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1，25( OH) 2VD3 在过敏原特异性免疫

治疗花粉过敏哮喘中的应用
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摘要: 以 1，25( OH) 2VD3为佐剂制备软叶针葵花粉变应原疫苗，以小鼠致敏哮喘模型为研究对象进行特

异性免疫治疗． 通过检测小鼠气道高反应性、血清中特异性抗体、细胞因子以及肺组织病理学切片等指标

对治疗模型的构建进行评价，探讨 1，25( OH) 2 VD3 在过敏原特异性免疫治疗花粉过敏哮喘免疫机制中的

作用． 结果表明: 以 1，25( OH) 2VD3为变应原疫苗能有效抑制花粉特异性 IgE 的产生和 Th2 细胞因子 IL-4
分泌，促进封闭性抗体 IgG2a 产生和 Th1 细胞因子 IFN-γ 的分泌，增加耐受性细胞因子 IL-10 生产，使 Th2
反应向 Th1 反应转变． 1，25( OH) 2VD3在花粉过敏性哮喘治疗中能大幅提高过敏原特异性免疫治疗的疗效．
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0 引言

过敏哮喘是由嗜酸粒细胞( EOS) 、淋巴细胞、肥
大细胞等多种细胞及其组分参与的气道变应性炎
症，具有气道黏液高分泌和气道高反应性． 过敏性疾
病作为临床上的常见多发病，被 WHO 认为是人类
的一个重要的健康问题［1-2］． 在众多过敏原中，来自
草被和树木的花粉是重要的吸入性过敏原． 花粉过
敏性鼻炎是指因花粉而引起的一种鼻腔过敏性炎
症，由 IgE 介导的 I 型超敏反应． 软叶针葵( Phoenix
roebelenii) 属棕榈科植物，在亚热带、热带地区广泛
栽种，在授粉季节会产生大量花粉，这些花粉是引起
这些地区花粉过敏性疾病主要致敏原之一． Profilin
又称前纤维蛋白，是一种广泛存在于高等植物的泛
过敏原，pofilin 特异性的 IgE 抗体是不同过敏原之
间发生交叉反应的一个重要原因［3-5］． 孟光等［6］重
组克隆软叶针葵 pofilin 蛋白基因，经过高效克隆表
达，获得大量可溶性 profilin 蛋白，并通过免疫学实
验验证了该花粉 profilin 蛋白具有良好的免疫原性．
1，25( OH) 2VD3 是维生素 D 生物活性代谢产物，属
开环甾类化合物激素，除了能调节钙和骨代谢外，还
发挥其他生物活性作用，如通过影响树突状细胞活

化或 T 细胞受体表达，调节免疫反应． 本实验旨在
利用软叶针葵花粉激发建立哮喘小鼠模型，并以
1，25( OH) 2VD3为佐剂进行软叶针葵花粉 profilin 过

敏原特异性免疫治疗，以探讨 1，25( OH) 2VD3在过敏
原特性免疫治疗花粉过敏哮喘免疫机制中的作用． 为
扩展其应用于临床哮喘防治提供新的理论依据．

1 材料与方法

1． 1 实验动物和试剂

雌性 BALB /c 小鼠( SPF 级，5 ～ 6 周龄，体质量
16 ～ 20 g ) ，购于广东省医学实验动物中心，并在
SPF 级动物房饲养． 重组软叶针葵花粉( Phoenix roe-
belenii) 过敏原 profilin 蛋白( PrP) ; 1，25 ( OH) 2 VD3

( 美国 Sigma) ; Al( OH) 3 ( 美国 Sigma) ; 乙酰甲胆碱
( Sigma，美国) ; 辣根过氧化物酶标记羊抗鼠 IgG 和
IgG2a 抗体( E-Bioscience，美国) ; 生物素标记羊抗鼠
IgE 抗体( E-Bioscience，美国) ; Mouse IL-4、IL-10 和
IFN-γELISA 试剂盒( Biolegend，美国) ．

1． 2 实验方法

1． 2． 1 软叶针葵花粉过敏原 profilin 蛋白表达纯

化 取实验室已制备的含有软叶针葵花粉 profilin 基



因序列的 BL21 表达菌种，在 37 ℃恒温摇床 150 r·
min －1条件下进行大量表达． 将表达得到蛋白进行
Ni2 + 亲和层析法纯化，对含目的蛋白的洗脱组分进
行透析并真空冻干保存．
1． 2． 2 动物致敏及疫苗特异性免疫治疗 小鼠随
机分为 5 组( n = 6) : 正常组( Normal) 、模型组( Mod-
el) 、1，25 ( OH ) 2 VD3-PrP 治 疗 组、PrP 治 疗 组 和
1，25( OH) 2VD3 治疗组． 正常对照组致敏及治疗都
用生理盐水处理，其余各组采用给每只小鼠腹腔注
射吸附于 2 mg Al( OH) 3 上的 50 μg 软叶针葵花粉
粗提蛋白致敏，致敏 3 次，每隔两周 1 次． 从第 36 天
开始治疗，VD3-PrP 治疗组采用每只小鼠皮下注射
50 μg PrP 和 100 ng 1，25 ( OH) 2 VD3，PrP 治疗组注
射 50 μg PrP，1，25 ( OH ) 2 VD3 治 疗 组 注 射 等 量
1，25( OH) 2VD3治疗组． 治疗 3 次，每隔 3 天 1 次． 最
后一次治疗 1 周后，小鼠用 200 μg 花粉粗提蛋白连
续滴鼻激发 3 次，每天 1 次． 最后一次激发 24 h 后，

检测小鼠气道高反应性( AHＲ) 的变化，然后处死．
1． 2． 3 气道高反应性( AHＲ) 的变化检测 小鼠最
后一次激发 24 h 后，用无创伤性全体积呼吸计量器
体描箱中( Buxco，美国) 检测小鼠气道高反应性． 先测
定基值，然后依次吸入不同浓度雾化的乙酰甲胆碱
PBS 液( 0. 00，6. 25，12. 50，25. 00，50. 00，100. 00 mg·
mL －1PBS) ，每 5 min 记录一次每只小鼠的反应． 以
PBS 的 Penh 值为基础值，绘制不同乙酰甲胆碱浓度
激发下 Penh 值变化的百分比曲线．
1． 2． 4 血清中特异性抗体( IgE，sIgG 和 IgG2a) 检

测 小鼠气道高反应性检测后 24 h 内处理，眼球取
血，室温静置 2 h 后，离心取上层血清． 利用间接
ELISA 法检测血清中鱼尾葵花粉特异性 IgE、lgG、
lgG2a 应答水平． 用花粉粗提蛋白 ( 1 ng·μL －1 ) 包
被，4 ℃过夜，再用 3% BAS /PBS 封闭 2 h． PBST 液
洗板后加用 1% BSA-PBST 溶液稀释的小鼠血清孵
育 1 h． 然后加入生物素标记的羊抗小鼠二抗( HＲP-
IgG 1∶ 2 000， HＲP-IgG2a 1∶ 2 000， Biotin-IgE
1∶ 20 000) ，37 ℃ 孵育 1 h． 最后加入 TMB 显色液，
37 ℃避光显色 10 min，而后用 1 mol·L －1H2 SO4 终
止反应． 酶标仪 450 nm 处读取 OD 值．
1． 2． 5 细胞因子的检测 无菌条件下取出小鼠脾
脏磨碎分离淋巴细胞，然后在 24 孔培养板上，用
ＲPMll640 培养基培养 37 ℃ 恒温培养 72 h，收集培
养液，4 ℃ 1 500 r·min －1 离 心 取 上 清，保 存 于
－ 80 ℃待做细胞因子测定． 采用 ELISA 试剂盒检测

脾细胞培养液上清及 BALF 上清中 IL-4、IL-10 和
INF-γ 水平，严格依照说明书进行操作．
1． 2． 6 肺组织病理切片观察 小鼠处死后立即取
其肺，于 4%中性甲醛溶液中固定 24 h，再依次通过
不同浓度酒精进行脱水． 随后再将肺组织包埋于石

蜡中并修切成长宽约 5 mm 的小蜡块． 再用切片机
将蜡块切片( 4 μm 厚度) ，将切片展开于进行 HE 染
色，然后封片，在光学显微镜下进行肺组织病理变化
观察．

2 实验结果

2． 1 气道高反应性( AHＲ) 的变化检测

在软叶针葵花粉过敏原末次激发 24 h 后，通过
乙酰甲胆碱激发实验，检测小鼠气道高反应性的变
化． 结果( 见图 1) 显示，模型组与正常组相比，气道
高反应性显著增强 ( P ＜ 0． 05 ) ，尤其在 25、50 和
100 mg·mL －1 3 个乙酰甲胆碱的浓度增强的更明
显． 以 1，25 ( OH ) 2 VD3 为佐剂软叶针葵花粉重组
profilin 蛋白和单独用蛋白治疗组与模型组相比均
显著 减 轻 小 鼠 的 气 道 高 反 应 性 ( P ＜ 0. 05 ) ，且
1，25( OH) 2VD3为佐剂重组 profilin 蛋白治疗组的气
道高反应性比 profilin 蛋白治疗组还低．

Normal: 正常 对 照 组; Model: 过 敏 性 哮 喘 模 型 组; VD3-
PrP: 1，25 ( OH) 2 VD3 为佐剂 profilin 蛋白治疗组; VD3 :

1，25( OH) 2VD3治疗组; PrP: profilin 蛋白治疗组．
图 1 小鼠气道反应性

2． 2 血清中特异性 IgE、IgG 及 IgG2a 水平变化

与模型组相对比* ＜ 0． 05，＊＊ ＜ 0． 01，Normal: 正常对照

组; Model: 过敏性哮喘模型组; VD3-PrP: 1，25 ( OH) 2 VD3 为

佐剂 profilin 蛋白治疗组; VD3 : 1，25 ( OH) 2 VD3 治疗组;

PrP: profilin 蛋白治疗组．
图 2 血清中特异性 IgE、IgG 和 IgG2a 水平检测结果
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通过 ELISA 法测定血清中特异性 IgE、IgG 和
IgG2a 抗体水平的变化． 结果( 见图 2 ) 显示，模型组
与正常组相比 sIgE 明显升高． 1，25 ( OH) 2 VD3-PrP
和 PrP 预防治疗后，sIgE 均比模型组明显降低( P ＜
0． 05) ，其中 1，25 ( OH) 2 VD3-PrP 疫苗疗效更显著
( P ＜ 0． 01 ) ，抑 制 sIgE 免 疫 应 答 效 果 好． 另 外，
1，25( OH) 2 VD3-PrP 和 PrP 预 防 治 疗 后 sIgG 和
sIgG2a 显著升高，与模型组相比有显著差异，其中
1，25( OH) 2VD3-PrP 诱导产生 sIgG2a 比 PrP 作用更
明显． 结果说明 1，25 ( OH) 2 VD3-PrP 治疗后能抑制
Th2 反应，向 Th1 反应转变．
2． 3 脾细胞培养上清液中细胞因子水平检测

根据脾细胞培养上清中细胞因子检测结果( 见
图 3) 显示，与正常组相比，模型组表现为以 Th2 细
胞因子为主的免疫应答反应: 显著高水平的 IL-4
( P ＜ 0． 05) ． 与模型组相比，1，25 ( OH) 2 VD3 为佐剂
的重组 profiIin 蛋白和 profiIin 蛋白治疗预防治疗后
均表现为下调的 IL-4 水平( P ＜ 0． 01 ) 和上调的 IL-
10 以及上调的 IFN-γ 水平( P ＜ 0． 05) ． 说明 2 种疫
苗治疗后均有抑制 Th2 反应的能力，从而使机体抗
炎和免疫抑制作用更强．

与模型组相对比* ＜ 0． 05，＊＊ ＜ 0． 01，Normal: 正常对照

组; Model: 过敏性哮喘模型组; VD3-PrP: 1，25 ( OH) 2 VD3

为佐剂 profilin 蛋白治疗组; VD3 : 1，25 ( OH) 2 VD3 治疗

组; PrP: profilin 蛋白治疗组．
图 3 脾细胞培养上清液中细胞因子水平

2． 4 肺组织病理切片观察

肺组织病理切片观察结果( 见图 4) 显示，正常
组小鼠肺组织切片组织结构完整清晰，未见损伤及
水肿，气管和血管周围无炎症细胞侵润． 模型组小鼠
肺组织显示肺组织和支气管结构紊乱，有内出血和
水肿，支气管和血管管壁增厚，周围有大量炎症细胞
浸润． PLGA-PrP 纳米疫苗治疗组肺组织病理变化与
正常组相似，组织结构完整清晰，未见损伤和水肿，

气管和血管周围未见或偶见极少量炎症细胞侵润．
重组 Profilin 蛋白( PrP) 治疗组与正常组相比，虽然
肺组织未见水肿和损伤，但结构仍有些紊乱，且可见
少量炎症细胞侵润，而与模型组相比肺组织病理变
化要好．

3 讨论

花粉是重要的吸入性过敏原，其被吸入后被鼻
腔分泌物消化，释放多种可溶性蛋白，具有较强的抗
原性［7］． 关于软叶针葵花粉过敏原的分子属性鲜有
报道，最近研究显示该花粉内的肌动蛋白抑制蛋白
( profilin) 在花粉症中起重要作用［8-9］． 传统过敏原
特异性免疫治疗大多使用天然过敏原来治疗，这些
疫苗虽然能获得一定的疗效但也有些不足之处: 天
然过敏原提取物标准化困难; 较高浓度的过敏原有
可能在过敏病人治疗过程中引起全身性过敏反应或
过敏性休克等副作用［10］． 1，25 ( OH) 2 VD3 是维生素
D 在机体内最强的活性形式，它可以与维生素 D 受
体结合发挥重要的生物学效应． 目前有研究表明，维
生素 D 与变应性哮喘存在相关性［8］，新近研究明确
了维生素 D 受体基因为哮喘的易感基因，这提示
1，25( OH) 2VD3与维生素 D 受体结合产生调节支气

管 哮 喘 的 调 节 效 应［11］． 因 此，本 课 题 组 以
1，25( OH) 2VD3为佐剂制备的软叶针葵花粉 profilin
重组蛋白疫苗，探讨该疫苗对花粉过敏性哮喘的治
疗效果．

Normal: 正常对 照 组; Model: 过 敏 性 哮 喘 模 型 组; VD3-PrP: 1，25 ( OH ) 2 VD3 为 佐 剂 profilin 蛋 白 治 疗 组; VD3 :

1，25( OH) 2VD3治疗组; PrP: profilin 蛋白治疗组．
图 4 肺组织形态学观察

花 粉 过 敏 主 要 是 由 IgE 介 导 的 过 敏 性 疾
病［12-13］． 肥大细胞表面表达有 IgE 亲和受体，受到抗
原刺激后释放大量炎性颗粒． IgG2a 抗体能与 IgE 竞

争肥大细胞表面的受体从而封闭抗体［14-15］． 从本实
验的结果看，经 1，25 ( OH) 2 VD3 为佐剂制备了软叶
针葵花粉 profilin 重组蛋白疫苗及单独用 profilin 重
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组蛋白疫苗特异性免疫治疗后的小鼠血清中 IgE 含
量比模型组明显降低，而 IgG2a 含量显著升高，小鼠
IL-4 水平明显降低，IFN-γ 和 IL-10 水平明显升高，

均具有显著差异，而且 1，25 ( OH) 2 VD3 为佐剂的蛋
白疫苗治疗要比单独使用蛋白疗效好，依从性低，能
有效调节 Th1 /Th2 的平衡，使其向 Th1 偏移，更能
很好地 抑 制 炎 症，改 善 肺 部 过 敏 症 状． 因 此，将
1，25( OH) 2VD3为佐剂应用于花粉过敏原疫苗特异
性免疫治疗过敏性哮喘中具有很好的疗效，为花粉
过敏性疾病的预防及治疗奠定基础．
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The Effects of 1，25( OH) 2VD3 for Allergen Specific
Immunotherapy in Allergic Asthma

XIAO Xiaojun1，ZHANG Huiyun2，LIN Yingzi2，LIU Zhigang1* ，YANG Pingchang1，LIU Xiaoyu1*

( 1． Institute of Allergy and Immunology，School of Medicine，Shenzhen University，Shenzhen Guangdong 518060，China;

2． Department of Pathophysiology，Hainan Medical College，Haikou Hainan 571101，China)

Abstract: BALB /c mice as research allergic asthma models，then immunological therapy with allergen vaccine to-
gether with 1，25( OH) 2VD3 as adjuvants through subcutaneous injection． Evaluate these treatment models by detec-
ting the mice before and after the treatment of airway hyperresponsiveness，specific antibodies in serum，cytokines
and pathological changes of lung． A murine model of allergic asthma was established to study the efficacy and mech-
anism of the 1，25( OH) 2VD3 for the treatment of allergic asthma． After 1，25( OH) 2VD3 vaccines specific immune
therapy，the lung symptoms and high reactivity of mice are decreased，and the levels of IgG2a elevated，IgE levels
drop，which are specificity antibody in serum． In supernatant of cultivating spleen cells，INF-γand IL-10 levels in-
crease，the production of IL-4 decreased． 1，25( OH) 2VD3 functions more appropriately as a specific immunotherapy
adjuvant for allergen vaccines due to its superior efficacy and markedly fewer side effects．
Key words: 1，25( OH) 2VD3 ; specific immunotherapy; allergic asthma; phoenix roebelenii; profilin
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