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两种致敏途径诱导的过敏性气道炎症小鼠模型的
免疫应答比较

汤敏丹1,李　 旭2,张考苑2,杨　 婷2,卓　 凡2,唐思怡1,窦　 侠2∗,陈小帆1∗

(1.深圳北京大学香港科技大学医学中心,广东
 

深圳　 518036;2.北京大学深圳医院皮肤科,广东
 

深圳　 518036)

　 　 【摘要】 　 目的　 比较两种致敏途径诱导的过敏性气道炎症小鼠模型的免疫炎症差异,为使用过敏性气道炎

症小鼠模型的研究提供参考。 方法　 建立卵清蛋白经腹腔致敏和经皮肤致敏诱导的过敏性气道炎症小鼠模型,通
过 ELISA 分析小鼠血清中的总 IgE 和 OVA 特异性 IgE。 支气管肺泡灌洗液细胞行瑞士-吉姆萨染色以评估嗜酸性

气道炎症。 对肺组织进行苏木素伊红染色和高碘酸希夫染色以评估其组织病理学变化,肺免疫细胞进行 mRNA 测

序和数据分析。 结果　 经腹腔致敏和经皮致敏诱导的过敏性气道炎症小鼠模型均表现出肺组织嗜酸性粒细胞浸

润、支气管上皮杯状细胞增生、Th2 型细胞因子表达上调的炎症反应。 但腹腔致敏模型系统免疫更强,经皮致敏模

型局部免疫更强。 哮喘相关通路如 JAK-STAT 信号通路在两个模型中均上调而 Hippo 通路仅在经皮致敏模型中下

调。 经皮致敏模型与金属蛋白酶、肥大细胞和嗜碱性粒细胞的关系更密切。 结论　 过敏原经腹腔和经皮肤致敏途

径不同,诱导产生的过敏性气道炎症小鼠模型的免疫学表型和分子机制存在差异。
【关键词】 　 过敏性气道炎症;小鼠模型;致敏途径;转录组;免疫表型
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective 　 To
 

compare
 

the
 

differences
 

in
 

airway
 

immune
 

inflammation
 

between
 

two
 

sensitization-
pathway-induced

 

allergic
 

airway
 

inflammation
 

mouse
 

models
 

and
 

to
 

provide
 

a
 

reference
 

for
 

the
 

study
 

of
 

allergic
 

asthma
 

murine
 

models.
 

Methods 　 Murine
 

models
 

of
 

allergic
 

airway
 

inflammation
 

were
 

established
 

by
 

intraperitoneal
 

or
 

epicutaneous
 

sensitization
 

with
 

ovalbumin.
 

Total
 

IgE
 

and
 

OVA-specific
 

IgE
 

levels
 

in
 

mouse
 

serum
 

were
 

analyzed
 

by
 

ELISA.
 

Bronchoalveolar
 

lavage
 

fluid
 

cells
 

were
 

stained
 

with
 

Wright-Giemsa
 

stain
 

to
 

assess
 

eosinophilic
 

airway
 

inflammation.
 

Hematoxylin
 

and
 

eosin
 

and
 

periodic
 

acid-Schiff
 

staining
 

were
 

performed
 

on
 

lung
 

tissue
 

to
 

assess
 

histopathological
 

changes,
 

and
 

lung
 

immune
 

cells
 

were
 

subjected
 

to
 

mRNA
 

sequencing
 

and
 

data
 

analysis.
 

Results 　 Both
 

intraperitoneal
 

and
 

epicutaneous
 

sensitization-induced
 

allergic
 

airway
 

inflammation
 

mouse
 

models
 

exhibited
 

inflammatory
 

responses,
 

with
 



eosinophil
 

infiltration
 

of
 

lung
 

tissue,
 

bronchial
 

epithelial
 

club
 

cell
 

hyperplasia,
 

and
 

upregulation
 

of
 

Th2-Type
 

cytokine
 

expression.
 

However,
 

systemic
 

immunity
 

was
 

stronger
 

in
 

the
 

intraperitoneal
 

sensitization
 

model,
 

and
 

local
 

immunity
 

was
 

stronger
 

in
 

the
 

epicutaneous
 

sensitization
 

model.
 

Asthma-related
 

pathways,
 

such
 

as
 

the
 

JAK-STAT
 

signaling
 

pathway,
 

were
 

upregulated
 

in
 

both
 

models,
 

whereas
 

the
 

Hippo
 

pathway
 

was
 

downregulated
 

only
 

in
 

the
 

epicutaneous
 

sensitization
 

model.
 

The
 

epicutaneous
 

sensitization
 

model
 

was
 

more
 

closely
 

associated
 

with
 

the
 

increase
 

of
 

metalloproteinases,
 

mast
 

cells,
 

and
 

basophils.
 

Conclusions　 The
 

different
 

pathways
 

of
 

allergen
 

intraperitoneal
 

and
 

epicutaneous
 

sensitization
 

induce
 

different
 

immunological
 

phenotypes
 

and
 

molecular
 

mechanisms
 

of
 

airway
 

inflammation
 

in
 

mouse
 

models
 

of
 

allergic
 

airway
 

inflammation.
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immune
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sensitization;
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immunophenotype
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　 　 过敏性哮喘(简称哮喘)是全球流行最为严重

的慢性呼吸道疾病,对个人和社会都造成了巨大的

负担。 中国肺部健康(CPH)研究组发现,2019 年我

国成人哮喘总患病率为 4. 2%,约有 4570 万成人罹

患哮喘[1] 。 动物模型是理解哮喘发病机制,探索新

的治疗靶点的有效手段,同时也可用于评估新药和

新疗法的安全性和有效性。 1937 年,研究者首次用

豚鼠进行了实验性哮喘的研究[2] 。 20 世纪 90 年代

初,小鼠过敏性哮喘模型成功建立[3] ,并在过敏性

哮喘的研究中得到了广泛的应用。
经典的过敏性哮喘小鼠模型的建立包括了致

敏和激发两个阶段:腹腔注射明矾佐剂和过敏原卵

清蛋白(ovalbumin,OVA)致敏,随后通过 OVA 反复

雾化吸入或滴鼻的方式激发,从而诱导出以嗜酸性

粒细胞浸润为特征的 Th2 型气道过敏性炎症,并伴

有气道高反应性和气道重塑[4] 。 这一模型的广泛

应用促进了对哮喘病理生理学机制的深入了解,但
该模型仍存在不足之处,如佐剂明矾在致敏阶段对

免疫应答的影响、过敏原经腹腔致敏不能模拟人类

哮喘的致敏途径等[5] 。 为了更好地模拟临床疾病

的发生发展过程,近年来,有研究者分别建立了过

敏原经皮肤[6]或经气道[7] 致敏,随后再滴鼻激发诱

导的小鼠哮喘模型,并应用于哮喘的机制研究。 然

而,对于不同哮喘模型小鼠的免疫应答的差异,尚
缺乏充分的研究数据。 过敏性气道炎症是过敏性

哮喘的病理生理基础,许多研究人员通过过敏性气

道炎症小鼠模型来模拟急性哮喘的特征[8] 。
本研究拟采用组织病理学、分子免疫学和高通

量测序数据分析的方法,比较两种不同致敏途径即

经腹腔致敏和经皮肤致敏诱导的过敏性气道炎症

小鼠模型的差异,为后续哮喘中过敏性气道炎症致

病机制和治疗研究的动物模型的选择提供重要

参考。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 本实验选用 6 周龄 SPF 级 C57BL / 6 雌鼠 15
只,体重(17±2. 4)g,由江苏集萃药康生物科技有限

公司提供[SCXK(苏)2020-0054],实验动物均饲养

于深圳北京大学香港科技大学医学中心动物实验

中心[SYXK(粤)2020-0106]。 实验动物的喂养遵

守《实验动物照料和使用指南》的要求,室温在 19 ~
25℃ ,维持照明 12

 

h、黑暗 12
 

h 交替的昼夜光照节

律。 C57BL / 6 小鼠随机分为腹腔致敏组、经皮致敏

组和对照组,每组 5 只小鼠。 全部实验内容通过北

京大学香港科技大学医学中心实验动物伦理委员

会审查批准[深圳北京大学香港科技大学医学中心

动物实验中心 2020-03-31],并按实验动物使用的

3R 原则给予人道关怀。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 MC903 ( 货 号: 2700 / 10, TOCRIS, 英 国 );
Albumin

 

from
 

chicken
 

egg, OVA ( 货号: 9006-59-1,
Sigma, 美 国 ); 明 矾 佐 剂 ( 货 号: 77161, Thermo

 

Scientific,美国);无菌 PBS( Gibco,英国);瑞士-吉

姆萨 染 液 ( 货 号: BA4034, BASO, 中 国 ); Lung
 

Dissociation
 

Kit (货号:130-095-927, MACS,德国);
Percoll 密度梯度分离液(货号:17-0891-01,GE,美
国);组织红细胞裂解液(货号:420301,Biolegend,
美国);10%中性福尔马林(货号:PH0996,飞净,中
国);苏木素染液(货号:BA4097,BASO,中国);伊红

染液(货号:BA4099,BASO,中国);PAS 染液(货号:
G1281,索 莱 宝, 中 国 ); RNA 提 取 试 剂 ( 货 号:
82001,贝贝生物,中国);DEPC 水(货号:R0022,碧
云天, 中国); PrimeScript 反转录试剂盒 ( 货号:
RR036A,TaKaRa,日本); SYBR 􀅺

 

Green
 

Supermix
(货号:439807, Bio-Rad,美国);小鼠 OVA-specific
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IgE 试剂盒(货号:439807,Biolgend,美国);小鼠总

IgE 试剂盒(货号:88-50460,Invitrogen,美国)。
台式低温高速离心机 ( Eppendorf

 

Centrifuge
 

5810R,德国);台式小型离心机( Eppendorf
 

5424,德
国);分光光度计( Thermo

 

Scientific,美国);实时荧

光定量 PCR 仪(Bio-Rad
 

CFX96,美国);全自动组织

处理器(美天旎,德国);酶标仪(Tecan,瑞士);石蜡

切片机(Gilson,美国)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 过敏性气道炎症小鼠模型的建立

　 　 经皮致敏诱导的过敏性气道炎症小鼠模型在

Zhang 等[9]的基础上修改而来,经腹腔致敏诱导的

过敏性气道炎症小鼠模型建立过程参考自文献[10] 。
经皮致敏组:腹腔注射 0. 75%戊巴比妥钠 150

 

μL 麻醉小鼠,第 0 ~ 14 天内隔日在小鼠耳部每面涂

抹 10
 

μL 的 MC903 溶液(0. 1
 

nmol / μL)后每面涂抹

12. 5
 

μL 的 OVA 溶液(4
 

mg / mL),第 15 ~ 18 天在小

鼠每侧鼻孔滴加 12. 5
 

μL 的 OVA 溶液(2
 

mg / mL)
诱导肺部炎症,最后一次滴鼻 24

 

h 后收样。
腹腔致敏组:第 0、7、14 天腹腔注射含有 2

 

mg
氢氧化铝佐剂的 200

 

μL
 

OVA 溶液(0. 1
 

mg / mL)致

敏,第 21 ~ 24 天在小鼠每侧鼻孔滴加 12. 5
 

μL 的

OVA 溶液(2
 

mg / mL)诱导肺部炎症,最后一次滴鼻

24
 

h 后收样。
对照组:第 21 ~ 24 天在小鼠每侧鼻孔滴加 12. 5

 

μL 的 OVA 溶液(2
 

mg / mL),最后一次滴鼻 24
 

h 后

收样。
1. 3. 2　 外周血抗体测定

　 　 小鼠经戊巴比妥钠麻醉后,眼球取血获取外周

血。 收集到的血液静置 2
 

h 后,离心取上清液,使用

ELISA 法测定上清液中的总 IgE 和 OVA 特异性

IgE,在 450
 

nm 波长下进行读数。
1. 3. 3　 肺泡灌洗液细胞组成观察与统计

　 　 戊巴比妥钠麻醉处死小鼠后,剪开颈部皮肤,
钝性分离出主支气管,剪开小口,以头皮针抽取灌

洗液灌洗肺组织,留取灌洗液经离心后取细胞沉淀

重悬,甩片制片后行瑞士-吉姆萨染色。
1. 3. 4　 局部肺组织石蜡切片观察

　 　 选取小鼠右肺中叶,洗去表面血液后放入 10%
中性福尔马林固定液中固定 48

 

h 后进行石蜡包埋、
切片后进行苏木素 - 伊红 ( hematoxylin

 

and
 

eosin
 

stain,HE) 染色和高碘酸希夫 ( periodic
 

acid
 

shiff
 

stain,PAS)染色。

1. 3. 5　 肺部免疫细胞转录组测序

　 　 取下小鼠肺组织后剪碎,使用解离器和小鼠肺

解离试剂盒解离后过滤获得单细胞悬液。 单细胞

悬液经 36%
 

Percoll 溶液密度梯度离心和裂解红细

胞后获取肺免疫细胞,最后使用总 RNA 提取试剂盒

提取总 RNA,并在华大基因进行 RNA 测序分析。
1. 3. 6　 肺部免疫细胞差异表达基因功能分析

　 　 使用 DESeq2 包以 FDR<0. 05,􀰙 log2FC 􀰙>1
为阈值筛选差异表达基因。 使用 ClusterProfiler 软

件包对差异基因进行京都基因与基因百科全书

(Kyoto
 

Encyclopedia
 

of
 

Genes
 

and
 

Genomes,KEGG)
富集分析和基因集富集分析( Gene

 

Set
 

Enrichment
 

Analysis,
 

GSEA)。 使用 STRING 数据库,Cytoscape
软件和 cytoHubba 插 件 进 行 蛋 白 互 作 ( protein-
protein

 

interaction, PPI ) 网络分析和枢纽基因的

寻找。
1. 3. 7　 肺部免疫细胞总 RNA 的荧光实时定量分析

　 　 提取的总 RNA 使用逆转录试剂盒逆转录成

cDNA,使用 GAPDH 作为对照, IL-4、 IL-5、 IL-13、
TNF-α、IFN-γ 的特异性引物对 cDNA 样本进行荧光

实时 定 量 分 析 ( Real-time
 

quantitative
 

PCR, RT-
qPCR)。 引物序列根据文献报道[11-15] 得到,由北京

天一辉远生物科技有限公司合成,所用引物序列如

表 1 所示。

表 1　 引物序列
Table

 

1　 Primer
 

sequences
引物

Primer
引物序列(5’ -3’)

Primer
 

sequence

IL-4 F:CCACGGATGCGACAAAAATCA
R:ACTCTCTGTGGTGTTCTTCGTT

IL-5 F:GCAATGAGACGATGAGGCTTC
R:GCCCCTGAAAGATTTCTCCAATG

IL-13 F:AAGGCCCCCACTACGGTCT
R:ATGCCCAGGGATGGTCTCTC

TNF-α F:GACGTGGAACTGGCAGAAGAG
R:TGCCACAAGCAGGAATGAGA

IFN-γ F:CAGCAACAGCAAGGCGAAAAAGG
R:TTTCCGCTTCCTGAGGCTGGAT

GAPDH F:AGGTCGGTGTGAACGGATTTG
R:TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

1. 4　 统计学方法

　 　 小鼠血清 IgE 水平、肺泡灌洗液和小鼠肺免疫

细胞 RT-qPCR 数据采用 GraphPad
 

Prism
 

9 进行处

理,计量资料以平均数±标准误差( 􀭰x±s􀭰x)表示。 两

组间比较采用独立样本 t 检验,以 P<0. 05 为差异有

统计学意义。 测序数据使用 R 软件处理,基因表达

数据使用 Wald 检验计算 P 值后经 FDR 校正得到
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FDR 值, 以 FDR < 0. 05 为差异有统计学意义。
KEGG 富集分析采用超几何检验计算 P 值,经 FDR
校正后得到 Q 值,以 Q<0. 05 为阈值,满足此条件的

通路定义为显著富集的通路。 GSEA 分析采用置换

检验计算 P 值,经 FDR 校正后得到 Q 值,以 Q<0. 05
为阈值,满足此条件的通路定义为显著富集的通路。

2　 结果

2. 1　 经腹腔和经皮致敏诱导的过敏性哮喘小鼠模

型血清 IgE 水平

　 　 与对照组比,腹腔致敏组和经皮致敏组小鼠血

清总 IgE 水平均显著升高,但腹腔致敏组和经皮致

敏组小鼠血清总 IgE 水平相比无显著性差异(图

1A)。 经皮致敏组和腹腔致敏组小鼠血清中 OVA
特异性 IgE 水平与对照组比均显著升高,不同致敏

组间 OVA 特异性 IgE 水平无统计学差异(图 1B)。
2. 2　 经腹腔和经皮致敏诱导的过敏性哮喘小鼠模

型肺泡灌洗液的免疫细胞比例

　 　 对小鼠支气管肺泡灌洗液细胞进行甩片和瑞

士-吉姆萨染色,统计不同类型的免疫细胞。 与对

照组比,腹腔致敏组和经皮致敏组支气管肺泡灌洗

液中嗜酸性粒细胞比例显著升高。 相反,腹腔致敏

组和经皮致敏组支气管肺泡灌洗液中巨噬细胞比

例显著低于对照组。 腹腔致敏组支气管肺泡灌洗

液中淋巴细胞比例显著高于经皮致敏组和对照组,
中性粒细胞在各组中的比例无显著性差异(图 2)。
2. 3　 经腹腔和经皮致敏诱导的过敏性哮喘小鼠模

型肺组织病理学

　 　 肺组织 HE 染色可见对照组小鼠肺组织结构正

常,血管和支气管周围未见炎症细胞浸润(图 3A)。
腹腔致敏组血管和支气管周围可见明显炎症细胞

浸润,支气管上皮杯状细胞增生,粘液分泌增加(图

3B)。 经皮致敏组血管和支气管周围也可见炎症细

胞浸润,浸润程度低于腹腔致敏组,但粘液分泌更

多(图 3C)。 以 PAS 染色评估支气管内上皮杯状细

胞粘液分泌情况。 对照组杯状细胞只有少量粘液

分泌(图 3D),腹腔致敏组和经皮致敏组可见明显

的杯状细胞粘液分泌增加(图 3E、3F),经皮致敏组

可见支气管腔内充满大量粘液栓(图 3F)。
2. 4　 经腹腔和经皮致敏诱导的过敏性哮喘小鼠模

型 Th1 / Th2 型细胞因子表达

　 　 与对照组比,腹腔致敏组和经皮致敏组 Th2 型

细胞因子 IL-4、 IL-5、 IL-13 表达水平均显著升高。

经皮致敏组 IL-4 表达水平显著高于腹腔致敏组,而
两组的 IL-5、IL-13 表达差异无统计学意义。 与对照

组相比,腹腔致敏组和经皮致敏组 Th1 型细胞因子

TNF-α 和 IFN-γ 表达水平无统计学差异。 以上结果

提示两种模型肺部均呈现 Th2 型炎症(图 4)。

注:A:小鼠血清总 IgE 水平;B:小鼠血清 OVA 特异性 IgE 水平。

与对照组相比,
 ∗P<0. 05。

图 1　 小鼠血清 IgE 水平( 􀭰x±s􀭰x)
Note.

 

A,
 

Serum
 

total
 

IgE
 

levels
 

in
 

mice.
 

B,
 

Serum
 

OVA-specific
 

IgE
 

in
 

mice.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

1　 Serum
 

IgE
 

level
 

in
 

mice

2. 5　 经腹腔和经皮致敏诱导的过敏性哮喘小鼠模

型肺免疫细胞转录组测序

　 　 样本间主成分分析可发现各组内样本间表达

模式差异小,相似度高,具有可重复性(图 5A)。 以

FDR<0. 05,􀰙 log2FC 􀰙>1 为标准筛选差异表达基

因,比较各组的差异基因(图 5B),腹腔致敏组和对

照组有 2030 个差异表达基因,其中包括 955 个上调

基因和 1075 个下调基因(图 5C)。 经皮致敏组和对

照组有 1141 个基因差异表达基因,其中包括 887 个

上调基因和 254 个下调基因(图 5D)。 此外,经皮致

敏组和腹腔致敏组有 1740 个差异表达基因,其中包

括 1158 个上调基因和 582 个下调基因(图 5B)。 与

对照组相比,在两个模型中均上调的基因共计 256
个,其中 2 个在经皮致敏组上调的程度更大,61 个

在腹腔致敏组上调的程度更大。 与对照组相比,在
两模型组中均下调的基因共计 236 个,其中 44 个在

腹腔致敏组下调的程度更大(图 5B)。
2. 6　 经腹腔和经皮致敏诱导的过敏性哮喘小鼠模

型肺免疫细胞差异基因功能分析

　 　 为揭示差异表达基因所参与的生物学通路,对
显著上调的差异基因集进行 KEGG 通路富集分析

和 GSEA 富集分析。 与对照组相比,腹腔致敏组和

经皮致敏组显著上调的基因主要参与细胞因子-细
胞因子受体相互作用、趋化因子信号通路、造血细

胞调控信号通路、钙信号传导和 JAK-STAT 信号通
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注:与正常组相比,
 ∗∗∗P< 0. 001,

 ∗∗∗∗P< 0. 0001;与腹腔致敏组相

比,
 ##P<0. 01。

图 2　 小鼠肺泡灌洗液免疫细胞比例

Note.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗∗∗P < 0. 001,

 ∗∗∗∗P < 0. 0001.
 

Compared
 

with
 

intraperitoneal
 

sensitization
 

group,
 ##P<0. 01.

Figure
 

2　 Proportion
 

of
 

immune
 

cells
 

in
 

alveolar
 

lavage
 

fluid
 

of
 

mice

路等通路(图 6A)。 与腹腔致敏组相比,经皮致敏

组还显示了 MAPK 信号通路、PI3K-Akt 信号通路、
TGFβ 信号通路、Rap1 信号通路、Hippo 信号通路的

上调(图 6B)。
使用 log2FC

 

≥
 

2 为条件,筛选在差异基因集中

高度上调的基因。 与对照组相比,腹腔致敏组中显

著上调的基因共计 314 个,经皮致敏组中显著上调

的基因共计 94 个。 使用蛋白质网络互作分析寻找

枢纽基因构建网络关系,在腹腔致敏组中得到的枢

纽基因为 Il10、 Il4、 Il13、 Il5、 Csf2、 Serpinb2、 Ccl11、
Il2ra、Ccl2、Ccl7(图 6C)。 在经皮致敏组中得到的枢

纽基因为 Il6、 Il13、 Il4、 Il10、 Csf2、 Serpinb2、 Arg1、
Ccl17、Il5、Timp1(图 6D)。

图 3　 小鼠肺部组织病理改变

Figure
 

3　 Histopathological
 

changes
 

in
 

the
 

lung
 

of
 

mice

注:与正常组相比,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01,
 ∗∗∗P<0. 001;与腹腔致敏组相比,

 #P<0. 05。

图 4　 小鼠肺免疫细胞 RT-qPCR( 􀭰x±s􀭰x)
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01,
 ∗∗∗P<0. 001.

 

Compared
 

with
 

intraperitoneal
 

sensitization
 

group,
 #P<0. 05.

Figure
 

4　 RT-qPCR
 

on
 

mouse
 

lung
 

immune
 

cells
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注:A:样本间主成分分析;B:差异基因数目统计,EC_IP_
 

DOWN:与腹腔致敏组相比,在经皮致敏组中下调的基因;EC_IP_UP:与腹腔致敏组相

比,在经皮致敏组中上调的基因;EC_C_DOWN:与对照组相比,在经皮致敏组中下调的基因;EC_C_UP:与对照组相比,在经皮致敏组中上调的

基因;IP_C_DOWN:与对照组相比,在腹腔致敏组中下调的基因;IP_C_UP:与对照组相比,在腹腔致敏组中上调的基因。 C:腹腔致敏组与对照

组差异基因火山图;D:经皮致敏组与对照组差异基因火山图。

图 5　 RNA-Seq 分析
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A,
 

Principal
 

component
 

analysis
 

between
 

samples.
 

B,
 

Statistics
 

of
 

the
 

number
 

of
 

differential
 

expressed
 

genes,
 

EC_IP_DOWN,
 

genes
 

downregulated
 

in
 

the
 

c
 

sensitization
 

group
 

compared
 

with
 

the
 

intraperitoneal
 

sensitization
 

group.
 

EC_IP _UP,
 

genes
 

upregulated
 

in
 

the
 

epicutaneous
 

sensitization
 

group
 

compared
 

with
 

the
 

intraperitoneal
 

sensitization
 

group.
 

EC_C_DOWN,
 

genes
 

downregulated
 

in
 

the
 

epicutaneous
 

sensitization
 

group
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group.
 

EC_C_UP,
 

genes
 

downregulated
 

in
 

the
 

epicutaneous
 

sensitization
 

group
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group.
 

IP_C_DOWN,
 

genes
 

downregulated
 

in
 

the
 

intraperitoneal
 

sensitization
 

group
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group.
 

IP_C_UP,
 

genes
 

upregulated
 

in
 

the
 

intraperitoneal
 

sensitization
 

group
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group.
 

C,
 

Volcano
 

map
 

of
 

genes
 

differentially
 

regulated
 

in
 

the
 

intraperitoneal
 

sensitization
 

group
 

compared
 

with
 

the
 

control
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regulated
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sensitization
 

group
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group.

Figure
 

5　 RNA-Seq
 

analysis

3　 讨论

　 　 小鼠模型是研究哮喘病生理机制的重要工具。
在过敏性哮喘的研究中,可采用的小鼠模型有很多

种,制备模型使用的过敏原种类[16] ,小鼠品系[17] ,
致敏途径[18] 、频率、剂量和持续时长[19] ,激发途

径[20] 、频率、剂量和持续时长以及致敏时使用的佐

剂[21]等都会影响炎症反应的模式。 因此,采用不同

的模型,研究结果可能存在矛盾之处,这就需要对

各种不同的哮喘小鼠模型的免疫炎症特征进行研

究。 过敏性气道炎症是过敏性哮喘的病理生理基

础,可以通过过敏性气道炎症小鼠模型的机制研

究,了解急性哮喘的分子机制。
本研究建立了 OVA 经腹腔和经皮肤两种致敏

途径诱导的过敏性气道炎症小鼠模型并比较其免

疫表型,发现两种模型均呈现肺组织嗜酸性粒细胞

浸润、支气管上皮杯状细胞增生、Th2 型细胞因子表

达上调的炎症反应,均可模拟人类哮喘疾病。 但是

两种模型的免疫应答模式有所差别。 腹腔致敏组

的血清 IgE 水平更高,肺泡灌洗液中淋巴细胞浸润
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注:A:各组差异上调基因富集的 KEGG 通路(展示前 15);B:经皮致敏组与对照组相比较 KEGG 通路的 GSEA 分析;C:腹腔致敏组与对照

组相比显著高表达的基因的蛋白网络互作网络及枢纽基因,圆圈大小代表差异倍数,非蓝色的圆圈为枢纽基因;D:经皮致敏组与对照组

相比显著高表达的基因的蛋白互作网络及枢纽基因,圆圈大小代表差异倍数,非蓝色的圆圈为枢纽基因。

图 6　 基因功能富集分析和 PPI 网络分析
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6　 Gene
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and
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analysis

更明显。 经皮致敏组的 2 型细胞因子 IL-4 和 IL-13
表达水平更高,粘液分泌增多致支气管堵塞。 这提

示腹腔致敏模型的系统免疫反应更强,经皮致敏模

型的局部免疫炎症更重。 IL-4 和 IL-13 是 Th2 型炎

症的主要效应细胞因子,可驱动 B 细胞产生 IgE、增
强支气管高反应性、促进杯状细胞增生和粘液生

成,同时也在气道上皮基底膜增厚和纤维化等方面

发挥重要作用[22] 。 本研究中观察到经皮致敏模型

中的杯状细胞粘液高分泌表型可能与局部组织高

水平的 IL-4 和 IL-13 相关。 有研究者比较了腹腔致

敏和皮下致敏对速发型过敏反应的影响,发现皮下

致敏产生更强的局部气道炎症,也证明不同致敏途

径诱发的系统免疫和局部免疫反应可能存在差

异[23] 。 “特应性进程”描述了由特应性皮炎进展为

过敏性鼻炎和哮喘的过程。 特应性进程的机制假

设是特应性皮炎引起皮肤屏障功能异常,过敏原经

皮肤致敏机体,启动后续过敏性鼻炎和哮喘的发

生,因此经皮致敏是后续过敏性哮喘风险增加的重
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要窗口[24] 。 经皮致敏模型能够更好地模拟临床疾

病发生发展的过程,用于研究过敏性哮喘的前期发

展过程以及评估易感基因在疾病发展过程中的作

用更为合适。
本研究还使用生物信息学方法分析比较两模

型的转录组数据,进一步探索两种模型的生物学通

路和关键基因网络差异。 与对照组相比,在两种模

型中共同上调的大部分基因参与细胞因子及其受

体间相互作用,在哮喘的发病机制研究中受到关

注。 其中有两个基因(Pax5 和 Plcb4)在经皮致敏组

上调的程度更大。 Pax5 主要参与 B 细胞的激活和

成熟[25] ,实验研究发现前 B 细胞在过敏性气道炎症

肺组织中数量增加[26] 。 Plcb4 编码磷脂酶 C 同工酶

的 β4 异构体,主要参与磷酸肌醇代谢、间隙连接、
Wnt 信号通路、 钙信号通路和趋化因子信号通

路[27] 。 与经典的腹腔致敏模型不同的是,在经皮致

敏模型中发现了 Hippo 通路上调。 有研究在哮喘患

者痰液中检测到 Hippo 通路的关键蛋白表达上

调[28] ,而在经典的腹腔致敏模型中发现 Hippo 信号

通路下调[29] 。 这提示在研究 Hippo 通路与哮喘发

病机制时,经皮致敏诱导的过敏性气道炎症模型可

能是更好的选择。
通过蛋白质网络互作分析发现,经腹腔致敏和

经皮致敏组共同的枢纽基因有 Il10、Il4、Il13、Il5,它
们是哮喘 Th2 炎症调节中的关键基因。 进一步分析

与枢纽基因相连的其它基因,多是参与哮喘发病的

重要调节分子,如 CCL11、CCL24,是嗜酸性粒细胞

趋化的关键趋化因子[30] ;Arg1、Chil3 和 Retnla 参与

巨噬细胞 M2 极化[31] ,M2 巨噬细胞可进一步分泌

高水平的 IL-13 和趋化因子激活 Th2 细胞和招募嗜

酸性粒细胞[32] 。 另外,在经皮致敏组中还发现了一

些新的调节基因:金属蛋白酶基因 Mmp12、Mmp13、
Adamts1、Adamts4,后续可进一步展开这些基因和相

关细胞参与气道过敏性炎症的研究。 经皮致敏诱

导的食物过敏小鼠模型中发现,嗜碱性粒细胞分泌

的 IL-4 对 Th2 极化和 IgE 介导的食物过敏起到关键

作用[33] ,但嗜碱性粒细胞在哮喘中作用尚未得到充

分阐明[34] 。 本研究发现肥大细胞和嗜碱性粒细胞

相关蛋白酶基因 Mcpt1、Mcpt8 在经皮致敏组表达上

调,这提示经皮致敏模型中高水平的 IL-4 可能与嗜

碱性粒细胞相关,为嗜碱性粒细胞在哮喘中的研究

提供了思路。 过敏性哮喘患者气道中存在嗜碱性

粒细胞浸润[35] 。 嗜酸性粒细胞型哮喘患者痰液中

嗜碱性粒细胞增多[36] ,且其数量与嗜酸性粒细胞的

数量呈正相关[37] ,儿童哮喘患者外周血嗜碱性粒细

胞计数与嗜酸性粒细胞型哮喘相关[38] ,这表明嗜碱

性粒细胞与人类过敏性气道炎症的严重程度存在

正相关。 而研究者发现经典的腹腔致敏诱导的过

敏性气道炎症模型以非肥大细胞依赖的方式发展

哮喘,经皮致敏模型肥大 / 嗜碱性粒细胞特征基因

显著上调,可见使用经皮致敏模型研究肥大 / 嗜碱

性粒细胞在过敏性气道炎症中的作用更为合适。
小鼠和人类之间存在差异,不能完美模仿人类

哮喘的疾病特征,但可以选择特定的小鼠模型剖析

特定基因以及环境因素的作用。 在对小鼠模型缺

乏充分理解的基础上盲目开展试验,容易造成资源

的浪费。 本研究对两种致敏途径诱导的过敏性气

道炎症小鼠模型的比较研究,将为研究者理解所使

用的模型工具提供参考,阐述的有关通路和重要基

因可为哮喘生物学研究提供新的思路,如选用经皮

致敏模型研究 Hippo 通路和肥大 / 嗜碱性粒细胞在

过敏性哮喘中的作用,以及特应性进程的发生发展

机制。 此外,可以选用腹腔致敏模型较为便捷地研

究抗原挑战阶段的干预措施,但需谨慎地看待研究

结果。
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