
作者简介：池海超（１９６７－），主治医师，本科，主要从事耳鼻喉科工作及研究。

论著·临床研究　　ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－８３４８．２０１５．３１．０２０

嗜酸乳酸杆菌对过敏性鼻炎模型大鼠血清中组胺、ＩＬ－５、ＩＬ－１２
及组织中ＩＣＡＭ－１的影响

池海超，陈　觅，张　杰

（中国人民武装警察部队湖北省总队医院耳鼻喉科，武汉４３００６０）

　　［摘要］　目的　探讨嗜酸乳酸杆菌（ＬＢＡ）对过敏性鼻炎模型大鼠血清中组胺、白细胞介 素（ＩＬ）－５、ＩＬ－１２及 组 织 中 细 胞 黏 附

因子－１（ＩＣＡＭ－１）的影响。方法　４８只雄性ＳＤ大 鼠 随 机 分 为 对 照 组、模 型 组、ＬＢＡ组（１×１０１０　ＣＵＦ／ｋｇ）、氯 雷 他 定（ＬＲＤ）组（５
ｍｇ／ｋｇ），每组１２只；ＬＢＡ组每天灌胃１次，共６周；ＬＲＤ组每天灌胃１次，共７ｄ。对大鼠临床症状进行评分，并检测血清中组胺、

ＩＬ－５、ＩＬ－１２的水平，鼻黏膜组织ＩＣＡＭ－１ｍＲＮＡ及蛋白的表达，观 察 组 织 病 理 改 变。结 果　ＬＢＡ能 显 著 改 善 ＡＲ模 型 大 鼠 症 状

评分，组织病理评分，改善ＡＲ引起的鼻痒、喷嚏、清涕等 症 状；降 低 血 清 组 胺、ＩＬ－５水 平，组 织ＩＣＡＭ－１ｍＲＮＡ及 蛋 白 表 达，提 高

血清ＩＬ－１２水平，对ＡＲ有显著治疗作用。结 论　长 期（６周）给 予ＬＢＡ治 疗 可 降 低 血 清 组 胺、ＩＬ－５水 平 及 组 织 中ＩＣＭＡ－１的 表

达，提高血清ＩＬ－１２水平对ＡＲ发挥治疗作用。
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　　过敏性鼻 炎（ａｌｌｅｒｇｉｃ　ｒｈｉｎｉｔｉｓ，ＡＲ）是 呼 吸 系 统 常 见 的、多

发的一种疾病，不仅严重地危害了人们身体健康而且容易诱发

多种疾病［１］。ＡＲ主要 是 患 者 吸 入 变 应 原，炎 症 介 质 的 释 放，

导致鼻黏膜发生炎 症［２］。同 时 发 病 原 因 也 和 体 质、遗 传、免 疫

等因素息息相关［３］。ＡＲ的 临 床 表 现 主 要 有 鼻 塞、流 鼻 涕、鼻

痒、打喷嚏及嗅觉功能 障 碍 等。此 外，它 还 可 能 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 疾 病，严 重 影 响 人 们 的 睡 眠、学 习、工 作 及 生 活 质

量［４－５］。ＡＲ主要通过药物 进 行 治 疗，存在安全性方面的问题，

同时伴发较多不良反应［６］。有研究证明嗜酸乳酸杆菌（ｌａｃｔｏ－ｂａ－
ｃｉｌｌｕｓ　ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ，ＬＢＡ）能够通过调剂免疫反应预防或减轻过敏

性症状，对临床上ＡＲ的防治有深远意义［７－８］。但免疫调节机制

尚未十分清楚，本研究拟建立ＡＲ大鼠模型，通过乳酸杆菌对模

型大鼠组织中ＩＣＡＭ－１及血清中组胺、白细胞介素（ＩＬ）－５、ＩＬ－１２
的影响，探讨乳酸杆菌对ＡＲ大鼠免疫调节作用机制。

１　材料与方法

１．１　实验 动 物、主 要 仪 器 及 试 剂　ＳＰＦ级 雄 性ＳＤ大 鼠４８

只，扬州大学实验动物中心提供，体质量２００～２２０ｇ。ＬＢＡ浓

缩冻干粉，有效活菌数 大 于 或 等 于１００亿 个／ｇ，购 自 广 东 金 辛

医药科技有限公司。卵 清 蛋 白（ｏｖａｌｂｕｍｉｎ，ＯＶＡ）购 自 上 海 化

学试剂厂。氯 雷 他 定 片（ｂｏｒａｔａ　ｄｉｎｅ　ｔａｂｌｅｔｓ，ＬＲＤ）１０ｍｇ／片，

购自上海先灵葆雅制药有限公 司。氢 氧 化 铝［Ａｌ（ＯＨ）３］购 自

上海凌峰化学试剂有限公司；组胺、白细胞介素－５（ＩＬ－５）、ＩＬ－１２
试剂盒购自上海 恒 远 生 物 科 技 有 限 公 司；Ｔｒｉｚｏｌ试 剂、逆 转 录

试剂盒、Ｔａｑ酶、上下游引 物 由 上 海 生 工 生 物 科 技 有 限 公 司 生

产或合成。ＢＣＡ蛋白浓度测定盒购自杭州碧云天生物 技 术 研

究所；ＩＣＡＭ－１一抗、山羊抗大鼠二抗、ＥＣＬ发光显色液购自美

国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。其他试剂均为分析纯。

１．２　分组及造模　将４８只雄性ＳＤ大鼠分为４组：对照组、模

型组、ＬＢＡ组、氯雷他定（ＬＲＤ）组，每组１２只。ＬＢＡ组每天按

照２ｍＬ／ｋｇ灌服配制好的ＬＢＡ混悬液；对 照 组、模 型 组、ＬＲＤ
组每天灌服等量生理 盐 水，连 续 灌 服３周。第４周，按 照 参 考

文献方 法［８］，具 体 方 法 为：模 型 组、ＬＢＡ 组、ＬＲＤ 组 大 鼠 以

ＯＶＡ　１０ｍｇ、Ａｌ（ＯＨ）３３０ｍｇ及生理盐水１ｍＬ混合后腹腔注
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射，隔天１次，连续７次，进 行 初 次 免 疫；第１５天 进 行 激 发，每

天给予５％ ＯＶＡ　２０μｇ滴鼻／侧和１％ＯＶＡ喷雾 吸 入５ｍｉｎ，

连续７ｄ。对 照 组 同 期 使 用 无 菌 生 理 盐 水 进 行 假 致 敏 及 假

激发。

１．３　给药方法　ＬＢＡ组按照２ｍＬ／ｋｇ大鼠体质量 灌 服 配 制

好的ＬＢＡ混悬液，造 模 期 间 同 时 给 药 直 到 实 验 结 束；ＬＲＤ组

于造模激发每天滴鼻前按照５ｍｇ／ｋｇ大 鼠 体 质 量 灌 服 生 理 盐

水溶解的ＬＲＤ，每天１次，连 续 给 药７ｄ。对 照 组 与 模 型 组 灌

服等体积生理盐水。

１．４　症状评分标准　最后一次给药２ｈ后对大鼠进行症状评

分，评分标准如下［９］。鼻痒：无 搔 鼻 为０分，轻 度 搔 鼻１～５次

为１分，中 度 搔 鼻６～１０次 为２分，重 度 搔 鼻１１次 以 上 为３
分；喷嚏：无喷嚏为０分，１～５次为１分，６～１０次为２分，１１次

以上为３分；清涕：无清 涕 为０分，以 溢 至 鼻 孔 为１分，明 显 流

涕超出鼻 孔 为２分，涕 流 满 面 及 挂 满 须 毛 为３分。并 计 算

总分。

１．５　血清组胺、ＩＬ－５、ＩＬ－１２水平检测　最 后 一 次 给 药２ｈ后，

０．８％戊巴比 妥 钠（０．５ｍＬ／１００ｇ）腹 腔 注 射 麻 醉。颈 动 脉 取

血，１０ｍｉｎ　３　５００ｒ／ｍｉｎ取 上 清，于－８０℃保 存。酶 联 免 疫 吸

附法测定血清组胺、ＩＬ－５、ＩＬ－１２水平。

１．６　ＩＣＡＭ－１ｍＲＮＡ和蛋白 表 达 检 测　取 鼻 中 隔 黏 膜，采 用

Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒进 行 总 ＲＮＡ的 提 取，经 核 酸 测 定 仪 检 测 ＲＮＡ
浓度并定量。采用两步法进行反转录。ＩＣＡＭ－１上游引物：５′－
ＡＡＧ　ＴＧＣ　ＴＧＣ　ＣＧＴ　ＣＴＣ　ＴＡＣ　ＡＧＴ－３′；下 游 引 物：５′－ＡＧＡ
ＧＡＣ　ＡＧＣ　ＧＧＴ　ＧＧＣ　ＴＡＡ　ＣＴ－３′。以ＧＡＰＤＨ为 内 参，并 计

算相对灰度值。将鼻黏 膜 组 织 严 格 按 照 蛋 白 抽 提 试 剂 盒 进 行

抽提。ＢＣＡ法 蛋 白 定 量。蛋 白 免 疫 印 迹 法（Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ）方

法：配制１２％十 二 烷 基 硫 酸 钠－聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳（ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ）分离胶，每孔蛋白３０μｇ。电泳８０Ｖ２０ｍｉｎ，１３５Ｖ４０
ｍｉｎ。电转：２５０ｍＡ　９０ｍｉｎ。取出膜，封闭２ｈ、一抗４℃过夜、

二抗２ｈ。ＥＣＬ发光显色，曝光。用目的蛋白的灰度值与 内 参

（ＧＡＰＤＨ）的灰度值比值作用目的蛋白的相对表达量。

１．７　组织病理检测　取 新 鲜 鼻 黏 膜 组 织 甲 醛 固 定，乙 醇 梯 度

脱水，包埋、切 片、苏 木 素－伊 红（ＨＥ）染 色，光 镜 观 察。按 照 参

考文献进行评分［１０］。

１．８　统计学处 理　采 用ＳＰＳＳ１９．０软 件 进 行 数 据 分 析，计 量

资料以ｘ±ｓ表 示，多 组 间 两 两 比 较 采 用ｔ检 验。以Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　症状评分比较　与对照组比较，模型组大鼠鼻痒、喷 嚏、

清涕等３项评 分 及 总 分 显 著 增 加（Ｐ＜０．０１）；与 模 型 组 比 较，

ＬＶＡ组与ＬＲＤ组大鼠鼻 痒、喷 嚏、清 涕３项 症 状 评 分 及 总 分

显著降低（Ｐ＜０．０１）；ＬＢＡ组 大 鼠 除 喷 嚏 评 分 高 于ＬＲＤ组 外

（Ｐ＜０．０５），鼻痒、清涕２项评分及 总 分 与ＬＢＡ组 差 异 无 统 计

学意义（Ｐ＞０．０５）。见表１。

２．２　血清中组胺、ＩＬ－５、ＩＬ－１２的水平　与对照组比较，模型组

大鼠血清组胺和ＩＬ－５水平均 显 著 升 高（Ｐ＜０．０１），ＩＬ－１２水 平

显著降低（Ｐ＜０．０１）。与 模 型 组 比 较，ＬＢＡ组 及ＬＲＤ组 大 鼠

血清组胺、ＩＬ－５水平显著降低（Ｐ＜０．０１），ＩＬ－１２水平显著升高

（Ｐ＜０．０１）；ＬＢＡ组 与ＬＲＤ组 比 较，大 鼠 血 清 组 胺 和ＩＬ－５水

平差异 无 统 计 学 意 义（Ｐ＞０．０５），ＩＬ－１２水 平 差 异 有 统 计 学 意

义（Ｐ＜０．０５）。见表２。

２．３　ＩＣＡＭ－１ｍＲＮＡ及蛋白 的 表 达　与 对 照 组 相 比，模 型 组

大鼠 鼻 黏 膜 组 织 中ＩＣＡＭ－１ｍＲＮＡ和 蛋 白 的 表 达 显 著 升 高

（Ｐ＜０．０１）；与 模 型 组 比 较，ＬＢＡ组 与ＬＲＤ组 大 鼠 鼻 黏 膜 中

ＩＣＡＭ－１ｍＲＮＡ和蛋 白 表 达 显 著 降 低（Ｐ＜０．０１）；ＬＢＡ组 与

ＬＲＤ组比较大鼠鼻黏膜ＩＣＡＭ－１ｍＲＮＡ和蛋白表达差异无统

计学意义（Ｐ＞０．０５）。见图１。

表１　　症状评分结果（ｘ±ｓ，ｎ＝１２，分）

组别 鼻痒 喷嚏 清涕 总分

对照组 ０．５８±０．５１　 ０．３６±０．５０　 ０．０９±０．３０　 １．００±０．８５

模型组 ２．８３±０．３９ａ ２．５５±０．５２ａ ２．６４±０．５０ａ ８．０８±１．００ａ

ＬＢＡ组 １．９２±０．６７ｂ　 ２．１８±０．６０ｂｃ　 １．９１±０．５４ｂ　 ６．００±１．０４ｂ

ＬＲＤ组 １．４２±０．６７ｂ　 １．５５±０．６９ｂ　 １．６４±０．８１ｂ　 ４．５０±１．２４ｂ

　　ａ：Ｐ＜０．０１，与 对 照 组 比 较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与 模 型 组 比 较；ｃ：Ｐ＜
０．０５，与ＬＲＤ组比较。

表２　　血清中组胺、ＩＬ－５、ＩＬ－１２水平变化（ｘ±ｓ，ｎ＝１２）

组别 组胺（ｎｇ／ｍＬ） ＩＬ－５（ｎｇ／ｍＬ） ＩＬ－１２（ｐｇ／ｍＬ）

对照组 １１．１７±１．１１　 ２３．３３±１．６１　 ６０．０８±３．８３

模型组 ５２．９１±１．７２ａ ３５．１７±１．７４ａ ３４．１９±２．８３ａ

ＬＢＡ组 ３０．７５±１．３５ｂ　 ３０．０８±１．２４ｂ　 ４５．３６±２．１８ｂｃ

ＬＲＤ组 ２６．２５±１．６０ｂ　 ２７．７５±１．２１ｂ　 ３７．７９±１．２３

　　ａ：Ｐ＜０．０１，与 对 照 组 比 较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与 模 型 组 比 较；ｃ：Ｐ＜
０．０５，与ＬＲＤ组比较。

　　Ａ：ＬＣＡＭ－１ｍＲＮＡ；Ｂ：ＬＣＡＭ－１蛋 白；ａ：Ｐ＜０．０１，与 对 照 组 比

较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与模型组比较。

图１　　鼻黏膜组织ＩＣＡＭ－１ｍＲＮＡ及蛋白表达

２．４　鼻黏膜组 织 病 理 学 变 化　对 照 组 大 鼠 鼻 黏 膜 组 织 无 变

化。光镜下模型组大鼠 鼻 黏 膜 组 织 可 见 柱 状 纤 毛 上 皮 表 现 为

局限性或弥漫性的增 生 肿 胀。细 胞 核 淡 染，细 胞 体 出 现 肿 胀。

杯状细胞明显增多，黏膜下腺体可见增生样改变。细胞间质可

见明显的充血及水肿现象，并伴有一定数量的淋巴细胞、浆细

胞及嗜酸性粒细胞的浸润。ＬＢＡ组大鼠鼻黏膜组织病 理 形 态

改变能够见到少量的炎性浸润，未发现明显增生及纤毛倒伏等

改变。ＬＲＤ组大鼠鼻 黏 膜 组 织 未 见 明 显 改 变，或 偶 见 炎 性 细

胞侵润。见表３，图２。

表３　　各组大鼠病理评分结果（ｘ±ｓ，ｎ＝１２，分）

组别 病理评分

对照组 －

模型组 ３．５０±０．５３

ＬＢＡ组 １．９４±０．５６ａ

ＬＲＤ组 １．７８±０．７２ａ

　　ａ：Ｐ＜０．０１，与模型组比较。－：此项无数据。

０８３４ 重庆医学２０１５年１１月第４４卷第３１期



　　Ａ：对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：ＬＢＡ组；Ｄ：ＬＲＤ组。

图２　　各组大鼠鼻黏膜组织典型病例切片

３　讨　　论

ＡＲ是一种以鼻黏 膜 变 应 性 炎 症 为 特 征 的 超 敏 反 应 性 疾

病，病变过程 由 多 种 细 胞 因 子 和 多 种 免 疫 活 性 细 胞 参 与［１１］。

从免疫学角度分析，ＡＲ是体外环境因素作用于机 体 产 生 的 异

常免疫反应，造成Ｔｈ细胞免疫反应失衡而引发的变应性 炎 性

反应［１２－１３］。Ｔｈ细胞又可分 为Ｔｈ１细 胞 和Ｔｈ２细 胞。ＩＬ－５是

Ｔｈ２细胞分泌的一种重 要 细 胞 因 子，对 嗜 酸 性 粒 细 胞 的 发 育、

活化、浸润有刺激作用，并且能够延长其存活时间［１４］。嗜酸性

粒细胞的发育、浸 润 程 度 与 ＡＲ的 严 重 程 度 密 切 相 关。同 时

ＩＬ－５是ＩｇＥ的正性调节因 子，促 使 机 体 分 泌 各 种 炎 性 物 质，如

组胺、嗜酸性粒细胞趋化因子、花生四烯酸代谢产物，引起各种

炎性临床症状。ＩＬ－１２是Ｔｈ１细胞分泌的一种重要细胞 因 子，

由单核细胞产生，具有多 种 免 疫 调 节 作 用，可 减 少 外 周 血 和 痰

液中的嗜酸性粒 细 胞 的 数 量，抑 制 嗜 酸 性 粒 细 胞 的 聚 集 和 浸

润，并可促其凋亡，抑 制 旁 路 记 忆 性Ｔ细 胞、嗜 酸 性 粒 细 胞 及

肥大细胞脱颗粒［１５］。ＩＣＡＭ－１是一种细胞间黏附分子，在变态

反应中主要作为炎症细胞的黏附和信息交流的可溶性递质、参
与介导炎症细胞穿越 血 管 内 皮 细 胞 的 过 程［１６－１８］。在 正 常 生 理

情况下鼻黏膜上皮细胞仅表达少量的ＩＣＡＭ－１，而 在 细 胞 因 子

和炎症介质的 作 用 下 可 引 起 强 烈 表 达，并 且ＩＣＡＭ－１参 与 了

ＡＲ的发病机制，其为ＡＲ发病、治疗及预后的监测指标［１９－２０］。

ＬＢＡ是一种与人类 生 活 密 切 相 关 的 益 生 菌，对 人 体 有 营

养作用，同时研 究 还 发 现 其 具 有 提 高 免 疫 力 和 生 物 拮 抗 的 作

用。随着研究的不断开 展，已 经 证 实 了ＬＢＡ具 有 广 泛 有 效 的

免疫治疗作用。本 实 验 通 过 评 价 ＡＲ大 鼠 症 状 评 分，血 清 组

胺、ＩＬ－５、ＩＬ－１２水平、鼻黏 膜 组 织 中ＩＣＭＡ－１ｍＲＮＡ及 蛋 白 表

达，组织病理变化，评 价ＬＢＡ对 ＡＲ的 作 用。结 果 显 示，长 期

（约６周）给予ＬＢＡ后，大 鼠３项 症 状 评 分 及 总 分 显 著 低 于 模

型组，大鼠鼻黏膜组织切 片 评 分 较 模 型 组 显 著 降 低，提 示 症 状

显著 好 转，并 且 与 阳 性 药 组 无 显 著 性 差 异；血 清 组 胺、ＩＬ－５水

平较模型组显著降低，提 示 炎 症 细 胞 因 子 受 到 抑 制，并 且 与 阳

性药组 无 显 著 性 差 异；血 清ＩＬ－１２水 平 较 模 型 组 显 著 升 高，并

且较阳性药组显著提高，提 示 大 鼠 免 疫 能 力 得 到 提 升；鼻 黏 膜

组织中ＩＣＭＡ－１ｍＲＡＮ及 蛋 白 表 达 和 模 型 组 相 比 显 著 降 低，

与阳性药组相比无显著性差异。

综上所述，长期（约６周）给予ＬＢＡ可降低血清组胺、ＩＬ－５
水平及组织中ＩＣＭＡ－１的表达，提 高 血 清ＩＬ－１２水 平 对 ＡＲ发

挥治疗作用。
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部淋巴结及其引 流 区 能 满 足 所 需 要 的 靶 区 剂 量 要 求，而 方 案

Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ则只能满足其中部分靶区剂量要求，方案Ⅲ更利于对

颈前部靶区的照射，方案Ⅳ对 于 颈 后 部 靶 区 的 照 射 则 更 优；虽

然方案Ⅰ在 ＧＴＶｎｘ的 ＣＩ低 于 方 案Ⅱ，ＨＩ差 于 方 案Ⅲ，但 在

ＧＴＶｎｄ、ＣＴＶ１ 和ＣＴＶ２ 的 ＨＩ和ＣＩ，要优于方案Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ。

表６为４种五野布野方案与七野均分和九野均分时，在机

器输出跳数和总子野数的统计分析，其中４种五野布野方案所

需输出跳数 和 子 野 数 差 别 不 大，总 的 机 器 输 出 数 大 约 为５２０
ＭＵ，总的子野 数 在３０个 左 右；七 野 时 所 需 跳 数 取 平 均 值 为

５８４ＭＵ，子野数为４５；九野时所需跳数为６１８ＭＵ，子 野 数５８
个。因 此，七 野 和 九 野 在 跳 数 和 子 野 上 要 比 五 野 分 别 高

１２．３１％、５０．００％和１７．６９％、９３．３３％，由于所有ＩＭＲＩ计划均

为静态调强计划，子 野 数 越 多 需 要 等 待 多 页 光 栅（ＭＬＣ）到 位

的时间也就越长，并 且 在 相 同 剂 量 率 下 机 器 总 的 输 出 跳 数 越

多，照射时间也会相应延长，与七野和九野相比，五野布野方案

在机器输出跳数和子野数上更具优势。

如参考文献［６］和［７］中所述“鼻咽癌调强计划中随着射野

数的增多，靶区的适形度和均匀性都会得到相应提高”，但随着

射数增多，照射时间也会延长，在五野布野方案中，通过对射野

角度进行优化，可以实现临床上对靶区剂量均匀性和适形度的

要求。对４种五野布野方案结果的综合比较可得，当按方案Ⅰ
即照射角度为０°、７５°、１２５°、２２５°、２８５°进行鼻咽癌ＩＭＲＩ计划的

制订时，通过设定相应的 优 化 及 目 标 函 数，可 以 在 满 足 靶 区 剂

量要求的同时，实现正常组织的保护，减少患者的治疗时间，因

此该布野方案可实现本地区鼻咽癌患的调强放疗。
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