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乳酸杆菌对过敏性鼻炎模型大鼠免疫功能的影响
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　　摘　要：目的　探讨乳酸杆菌对过敏性鼻炎（ＡＲ）大鼠血清中ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＦＮγ水平等免疫指标的影响。方法　ＳＤ大鼠６０

只随机分为正常对照组、模型组、乳酸杆菌组及阳性药对照组共４组，每组１０只。乳酸杆菌组每天用乳酸杆菌活菌制剂灌胃３

周；建立大鼠卵清蛋白致敏模型；阳性药对照组灌胃氯雷他定；另外２０只大鼠用于被动皮肤过敏试验（ＰＣＡ），检验大鼠模型制备

及治疗情况；测定实验各组大鼠血清ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＦＮγ水平，检测鼻分泌物中嗜酸性粒细胞（ＥＯＳ）水平。结果　模型组ＩＬ４、ＩＬ５

水平显著高于正常对照组（犘＜０．０５），ＩＦＮγ水平降低，低于正常对照组（犘＜０．０５）。乳酸杆菌组ＩＬ４、ＩＬ５水平均显著低于模型

组（犘＜０．０５），ＩＦＮγ水平增加，高于模型组（犘＜０．０５）。乳酸杆菌组各项指标与阳性药对照组比较差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。结论　乳酸杆菌可下调ＡＲ大鼠血清中ＩＬ４、ＩＬ５水平，上调ＩＦＮγ水平，调节Ｔｈ１／Ｔｈ２淋巴细胞亚群平衡，减轻鼻黏膜

变应性炎症。
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　　过敏性鼻炎（ａｌｌｅｒｇｉｃｒｈｉｎｉｔｉｓ，ＡＲ）是特应性个体接触致敏

原后由ＩｇＥ介导的递质释放、并有多种免疫活性细胞和细胞因

子参与的鼻黏膜慢性炎症反应性疾病［１］。在普通人群的患病

率为１０％～４０％，ＡＲ的主要临床表现有鼻塞、流鼻涕、鼻痒、

打喷嚏以及嗅觉功能障碍等。此外，它还可以导致或并发鼻窦

炎、鼻息肉、咽炎、中耳炎、气管和支气管炎、哮喘和变应性眼结

膜炎等，并可影响患者的睡眠、学习、工作、发声功能、面部发育

乃至生活质量。ＡＲ是诱发支气管哮喘的危险因素之一，两病

常同时或先后发生［２］。本研究通过检测乳酸杆菌对 ＡＲ大鼠

多种细胞因子的作用，探索乳酸杆菌对ＡＲ大鼠免疫功能的调

节机制。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验菌株　加氏乳酸杆菌（ＡＴＣＣ１９９９２），购于上海三

踏生物科技有限公司。

１．１．２　实验动物　ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠６０只由泸州医

学院实验动物中心提供，ＳＰＦ级，雌性，３周龄，体质量４０～

６０ｇ。

１．１．３　药物及培养基　卵清蛋白（ｏｖａｌｂｕｍｉｎ，ＯＶＡ），购于美

国Ｓｉｇｍａ公司（Ｖ级）；氢氧化铝［Ａｌ（ＯＨ）３］，上海桃浦化学试

剂公司；ＩＬ４、ＩＬ５和ＩＦＮγＥＬＩＳＡ试剂盒由美国Ｒ＆Ｄ公司

进口分装。

１．２　方法

１．２．１　实验动物分组　ＳＤ大鼠６０只随机分为正常对照组、

模型组、乳酸杆菌组及阳性药对照组４组，每组１０只。另２０

只用于被动皮肤过敏试验（ｐａｓｓｉｖｅｃｕｔａｎｅｏｕｓａｎａｐｈｙｌａｘｉｓ，

ＰＣＡ）。

１．２．２　灌胃大鼠　乳酸杆菌组每天用乳酸杆菌活菌制剂１．５

ｍｇ／ｇ，以无菌稀释液溶解后灌胃３周；正常对照组、模型组及

阳性药对照组均予无菌稀释液灌胃３周。

１．２．３　建立ＯＶＡ致敏模型　３周后模型组、乳酸杆菌组及阳

性药对照组开始建立ＯＶＡ致敏模型：第１天用含１０μｇＯＶＡ
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及１ｍｇＡｌ（ＯＨ）３ 的无菌生理盐水０．５ｍＬ腹腔注射进行基础

致敏，第１５天用含１０μｇＯＶＡ的无菌生理盐水０．５ｍＬ腹腔

注射强化致敏，强化致敏后第１天开始每天１次用５０μＬ的２

ｍｇ／ｍＬＯＶＡ滴鼻，连续应用１５ｄ，对大鼠进行激发，观察大鼠

喷嚏流涕等３０ｍｉｎ，记录大鼠行为学得分。正常对照组则在上

述时间用无菌生理盐水进行假致敏和假激发。

１．２．４　给药　阳性药对照组灌胃给予氯雷他定５ｍｇ／ｋｇ，用

无菌生理盐水稀释，灌胃给药１ｍＬ／ｋｇ；乳酸杆菌组和正常对

照组灌胃给予同等剂量的无菌生理盐水。各组于滴鼻前１ｈ

给药，每天１次，共１０次。

１．２．５　ＰＣＡ反应　参照文献［３］的方法。

１．２．６　血清的制备　各组大鼠最后１次激发２４ｈ后，将大鼠

用３％戊巴比妥钠（４０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉，剪开腹部皮肤，

暴露腹主动脉，用一次性注射器（预先用１∶２５肝素湿润）抽取

腹主动脉血８ｍＬ，立即注入抗凝管中，静置２ｈ后３０００ｒ／ｍｉｎ

离心１５ｍｉｎ，分离血清，－７０℃保存备用。

１．２．７　鼻分泌物涂片检查　微型小棉棒伸入大鼠鼻腔轻擦鼻

甲表面３次，制作涂片，ＨＥ染色，光镜下观察并行分泌物嗜酸

性粒细胞（ＥＯＳ）计数。

１．２．８　细胞免疫因子的检测　采用ＥＬＩＳＡ法检测试验各组

大鼠血清ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＦＮγ水平。

１．２．９　评分标准　见表１。

１．３　统计学处理　用ＳＰＳＳ１７．０软件对数据进行分析处理，

采用方差分析进行组间比较，数据以狓±狊表示，以犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　大鼠ＡＲ模型行为学观察　模型组、乳酸杆菌组及阳性

药对照组３０只大鼠总分超过５分，即有３０只造模成功。

表１　　大鼠ＡＲ模型鼻部症状的评分标准

症状 轻度 中度 重度

鼻痒 亲碰数次 两者之间 四处摩擦

鼻涕 可见鼻涕少量 涕过中线 涕流满面

喷嚏 １～３次 ３～９次 ９次以上

评分 １分 ２分 ３分

２．２　ＰＣＡ　模型组ＰＣＡ试验阳性率为９７％，其余３组全部

表现为阴性。

２．３　各组大鼠鼻腔分泌物ＥＯＳ、血清ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＦＮγ水平

比较　模型组大鼠的鼻腔分泌物ＥＯＳ计数明显增多，高于正

常对照组（犘＜０．０５）。乳酸杆菌组和阳性药对照组大鼠的鼻

腔分泌物ＥＯＳ计数比模型组明显减少（犘＜０．０５）。乳酸杆菌

组与阳性药对照组大鼠的鼻腔分泌物ＥＯＳ计数比较，差异无

统计学意义（犘＞０．０５）。模型组大鼠血清ＩＬ４、ＩＬ５水平增

加，高于正常对照组（犘＜０．０５）；ＩＦＮγ水平降低，低于正常对

照组（犘＜０．０５）。乳酸杆菌组和阳性药对照组ＩＬ４、ＩＬ５水平

降低，与模型组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；ＩＦＮγ水

平增加，高于模型组（犘＜０．０５）。乳酸杆菌组与阳性药对照组

ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＦＮγ水平比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

见表２。

表２　　各组大鼠鼻腔分泌物ＥＯＳ、血清ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＮＦγ水平比较（狓±狊）

组别 狀 ＥＯＳ计数（％） ＩＬ４（ｐｇ／ｍＬ） ＩＬ５（ｐｇ／ｍＬ） ＩＦＮγ（ｎｇ／ｍＬ）

正常对照组 １０ ０ ９．１６±１．５８ １４．１３±２．０５ ２６．７５±２．６４

模型组 １０ ９．０５±１．０６ ５２．８７±４．２６ ５５．８５±３．８９ １９．５７±１．８９

乳酸杆菌组 １０ ５．３２±１．３６ １６．３２±２．３７ ２１．７１±３．１４ ２６．７１±３．０４

阳性药对照组 １０ ３．９１±１．５３ １２．２１±３．５９ １７．８４±６．３１ ２８．９１±３．２７

　　：犘＜０．０５，与模型组比较。

３　讨　　论

从免疫学角度来看，ＡＲ是体外环境因素作用于机体导致

的异常免疫反应，造成Ｔｈｌ和Ｔｈ２免疫反应失衡而引发的、以

鼻腔黏膜Ｔｈ２免疫反应为主的变应性炎症反应，其主要的免

疫病理学特征是组织中大量表达 Ｔｈ２细胞因子的细胞浸

润［４］。Ｔｈｌ细胞的功能主要依赖ＩＦＮγ实现。而Ｔｈ２细胞功

能主要依赖ＩＬ４、ＩＬ５等
［５］。有研究证据表明，通过诱导Ｔｈｌ

型细胞的反应来调节Ｔｈ２型细胞的细胞因子分泌谱可以改善

与Ｔｈ２相关的疾病
［６７］。据报道，ＩＦＮγ等Ｔｈｌ型淋巴细胞及

其细胞因子可以抵抗并抑制 Ｔｈ２型反应导致的过敏性疾

病［８］。事实上，ＩＦＮγ分泌的下调会增加过敏性疾病发病的可

能，患严重哮喘的患者接触过敏原后常呈现出明显的ＩＦＮγ下

调［９］。甚至有人发现过敏反应的消退似乎与ＩＦＮγ分泌的正

常化有关［１０］。因此，Ｔｈ１／Ｔｈ２淋巴细胞亚群平衡及自身调节

对过敏性疾病的发生、发展有着极其重要的作用。

益生菌是一群生活在机体内益于宿主健康的微生物，它维

护人体健康和谓节免疫功能的作用已被广泛认可。乳酸杆菌

是一类革兰阳性厌氧或微需氧，发酵糖类以产生乳酸为主的杆

菌，广泛存在于人体的口腔、泌尿生殖道、胃肠道内，是一种重

要的益生菌。大量研究证明，乳酸杆菌是通过激活宿主多种免

疫细胞和诱生多种细胞因子而发挥免疫调节的作用［１１］。乳酸

杆菌可诱导人外周单核细胞产生Ｔｈｌ型细胞因子ＩＬ２、ＩＬ１８

和ＩＦＮγ
［１２］；乳酸杆菌细胞壁成分具有诱导产生多种细胞因

子（ＩＦＮγ、ＩＬ１２等）的功能
［１３］。口服乳酸杆菌可在小鼠体内

产生菌株依赖的细胞因子，这些细胞因子决定了免疫应答的方

向和效果［１４］。本研究建立 ＡＲ动物模型，其鼻分泌物中ＥＯＳ

水平显著增加，与正常组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），

证实利用ＯＶＡ致敏和激发可成功复制 ＡＲ大鼠模型。实验

结果显示，乳酸杆菌组能显著降低鼻分泌物中ＥＯＳ水平（犘＜

０．０５），与阳性药对照组比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

模型组ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＦＮγ水平与正常对照组比较差异有统计

学意义（犘＜０．０５），印证了ＡＲ大鼠模型中存在着以Ｔｈ２为主

的细胞免疫。同时，乳酸杆菌组能显著下调ＩＬ４、ＩＬ５水平，

上调ＩＦＮγ水平，与模型组比较差异均有统计学意义（犘＜

０．０５）；乳酸杆菌组与阳性药对照组ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＦＮγ水平比

较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

综上，乳酸杆菌可调节Ｔｈ１／Ｔｈ２淋巴细胞亚群平衡，诱导

Ｔｈ向Ｔｈ１分化，抑制 Ｔｈ２的表达，促进ＩＦＮγ的产生，抑制

ＩＬ４、ＩＬ５的形成，从而减轻ＥＯＳ的活化和浸润，以调节 ＡＲ

大鼠的免疫功能，减轻ＡＲ的炎症反应，达到治疗目的。

（下转第２７５７页）
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实验周期短，节约资金和人力成本。是一种经济有效的建立脑

转移癌动物模型的方法。

３．３　颈内动脉注射手术技巧。术中钝性分离胸锁乳突肌及肩

胛舌骨肌以暴露颈动脉鞘，暴露困难时可剪断肩胛舌骨肌。解

剖游离出颈动脉时注意不要过度牵拉或损伤迷走神经以及颈

动脉鞘下方的颈交感干。上微血管夹时避开颈动脉分叉处、迷

走神经以及颈交感干。手术中小鼠死亡１只，手术死亡率为

６．２５％。考虑系牵拉迷走神经导致心跳呼吸骤停，注射成功后

１００强生公司ｐｒｏｌｅｎｅ缝线缝合血管穿刺口，轻压颈动脉穿刺

点１～３ｍｉｎ均即可以可靠止血。
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ｍｕｃｕｓｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＥｘｐ Ｍｅｄ，１９９９，１９０（９）：１３０９

１３１８．

［９］ ＲｅｎｚｉＰＭ，ＴｕｒｇｅｏｎＪＰ，ＭａｒｃｏｔｔｅＪＥ，ｅｔａｌ．Ｒｅｄｕｃｅｄｉｎｔｅｒ

ｆｅｒｏｎｇａｍｍａｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｉｎｉｎｆａｎｔｓｗｉｔｈｂｒｏｎｃｈｉｏｌｉｔｉｓａｎｄ

ａｓｔｈｍａ［Ｊ］．ＡｍＪＲｅｓｐｉｒＣｒｉｔＣａｒｅＭｅｄ，１９９９，１５９（５Ｐｔ

１）：１４１７１４２２．

［１０］ＳｍａｒｔＪＭ，ＨｏｒａｋＥ，ＫｅｍｐＡＳ，ｅｔａｌ．Ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｄａｌｌｅｒ

ｇｅｎｉｎｄｕｃｅｄｃｙｔｏｋｉｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅｓｉｎａｄｕｌｔｓｗｉｔｈａｓｔｈｍａ：

ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆａｓｔｈｍａｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆ

ＩＦＮｇａｍｍａｒｅｓｐｏｎｓｅｓ［Ｊ］．ＪＡｌｌｅｒｇｙＣｌｉｎＩｍｍｕｎｏｌ，２００２，

１１０（３）：４５０４５６．

［１１］ＣｒｏｓｓＭＬ，ＧｉｌｌＨＳ．ＳｅｃｒｅｔｅｄｂｉｏａｃｔｉｖｅｆａｃｔｏｒｓｆｒｏｍＢｉｆｉｄｏｂａｃ

ｔｅｒｉｕｍｉｎｆａｎｔｉｓｅｎｈａｎｃｅｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｂａｒｒｉｅｒｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｉｎｔ

ＡｒｃｈＡｌｌｅｒｇｙＩｍｍｕｎｏｌ，２００１，１２５（２）：１１２１１９．

［１２］ＭｉｅｔｔｉｎｅｎＭ，ＭａｔｉｋａｉｍｅｎＳ，ＶｕｏｐｉｏＶａｒｋｉｌａＪ，ｅｔａｌ．Ｌａｃ

ｔｏｂａｃｉｌｌｉａｎｄｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｉｉｎｄｕｃｅｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１２（ＩＬ１２），

ＩＬ１８，ａｎｄｇａｍｍａｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｐｅｒｉｐｈ

ｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＩｎｆｅｃｔＩｍｍｕｎ，１９９８，６６

（１２）：６０５８６０６２．

［１３］ＣｈｅｎＴ，ＩｓｏｍａｋｉＰ，ＲｉｍｐｉｌａｉｎｅｎＭ，ｅｔａｌ．Ｈｕｍａｎｃｙｔｏｋｉｎｅ

ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｇｒａｍｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｗａｌｌｓｏｆｎｏｒｍａｌ

ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ［Ｊ］．ＣｌｉｎＥｘｐＩｍｍｕｎｏｌ，１９９９，１１８

（２）：２６１２６７．

（收稿日期：２０１３０１２３　修回日期：２０１３０５１２）
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