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Calpeptin通过抑制 GATA3减轻变应性鼻炎大鼠炎症 *
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摘要 目的：本研究旨在评估钙蛋白酶抑制剂 calpeptin减轻变应性鼻炎大鼠炎症的作用并探讨其机制。方法：将 20只雄性 SD大

鼠采用数字表法随机分为 4组：正常组（Normal）、变应性鼻炎组（AR）、地塞米松干预 AR组（DXMS+AR）、calpeptin干预 AR组

（Calpeptin+AR）。造模成功后，对大鼠 AR症状进行行为学评分，对大鼠鼻黏膜组织切片以 HE和 PAS染色法观察鼻黏膜病理改

变；对大鼠外周血以 ELISA法检测总 IgE、IL-4、IL-13水平；对大鼠鼻黏膜组织以免疫蛋白印迹法检测 GATA3蛋白表达水平。单

因素方差分析进行多组间比较，LSD- t检验进行组间两两比较。结果：与 Normal组相比，AR组大鼠的鼻部过敏症状、鼻黏膜嗜酸

粒细胞计数及外周血总 IgE水平均升高，Calpeptin与地塞米松均能减轻气道炎症，减少嗜酸性粒细胞浸润，降低血清中 OVA诱

导的 IgE的生成。探讨机制发现，酶联免疫吸附试验检测 Th2细胞因子，与 Normal组比较，AR组血清 IL-4、IL-13水平均升高

（P＜0.05），而 Calpeptin与地塞米松均能降低血清 IL-4、IL-13水平（P＜0.05）。免疫蛋白印迹法检测大鼠鼻黏膜 GATA3蛋白表达

水平显示，与 Normal组比较，AR组鼻黏膜 GATA3表达升高（P＜0.05），而 Calpeptin与地塞米松组鼻黏膜 GATA3表达均下降

（P＜0.05）。结论：腹腔注射 calpeptin能够减轻变应性鼻炎大鼠局部和全身过敏反应，其机制可能下调 GATA3表达，影响 Th2细

胞的分化及细胞因子的分泌有关。
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Calpeptin Alleviates Inflammation in Rats with Allergic Rhinitis
by Inhibiting GATA3*

The purpose of this study was to evaluate the therapeutic effect of calpeptin on allergic rhinitis rats and to

explore its mechanism. Twenty rats were randomly divided into four groups: normal group (normal), allergic rhinitis group

(AR), dexamethasone intervention AR group (DXMS + AR), calpeptin intervention AR group (calpeptin + AR). After the establishment

of rat model in each group, the behavior score of AR symptoms was carried out, and the pathological changes of nasal mucosa were

observed by Hematoxylin eosin (HE) and Periodic acid-Schiff (PAS) staining. The levels of total IgE, IL-4 and IL-13 in peripheral blood

were detected by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The expression level of GATA3 in rat nasal mucosa was detected by

Western blot. One way ANOVA was used for multi group comparison, and LSD-t test was used for pairwise comparison. The

nasal allergic symptoms, eosinophil count of nasal mucosa and total IgE level of peripheral blood in AR group were higher than those in

normal group. Both calpeptin and dexamethasone can reduce airway inflammation, eosinophil infiltration and ova induced IgE production

in serum. It was further found that compared with Normal group, the levels of serum IL-4 and IL-13 in AR group increased (P<0.05),
while calpeptin and dexamethasone decreased (P<0.05). Western blot showed that compared with normal group, the expression of GATA3

in AR group increased (P<0.05), while the expression of GATA3 in calpeptin and dexamethasone decreased (P<0.05).
Intraperitoneal injection of calpeptin can alleviate local and systemic anaphylaxis in allergic rhinitis rats, and its mechanism may be related

to down regulating the expression of GATA3 and affecting the differentiation of Th2 cells and the secretion of Th2 cytokines.
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前言

变应性鼻炎（allergic rhinitis，AR）是特异性个体在接触变

应原后，主要由 IgE介导的多种免疫细胞及炎症因子参与而出

现发作性喷嚏、鼻塞和流清涕等症状的 I型变态反应性疾病。

流行病学研究表明，20%至 30%的成年人和高达 40%的儿童受

到 AR的影响[1]。AR的防治任务重大且艰巨。

AR药物治疗选择主要有糖皮质激素、抗组胺药、白三烯受

体拮抗剂、肥大细胞膜稳定剂等，鼻用糖皮质激素抗炎作用强

大因而为 AR一线临床药物[2]，但也仍有患者使用后无法缓解

症状，研究和开发新的 AR治疗药物也成为了临床的迫切需要。

Calpeptin是一种人工合成的高效、广泛的、具备细胞渗透

性的钙蛋白酶抑制剂 [3]，通过抑制钙蛋白酶主要活性组分

滋-calpain和 m-calpain的活性[4]，可阻断 T 细胞活化和多种免

疫细胞的迁移[5]。有研究表明，肺炎小鼠被 calpeptin干预后，肺

间质纤维素性渗出物及纤维组织增生被吸收，下呼吸道炎症明

显减轻[6]。根据 "一个气道，一种疾病 "的观点，calpeptin是否

能减轻变应性鼻炎大鼠炎症及其机制是我们研究的目的。

1 材料和方法

1.1 实验动物

实验选取 SPF级 SD大鼠，雄性，6-8周龄，体重 250-300 g，

购自北京华阜康生物科技公司 ［许可号：SCXK (京 )

2014-0004］，室温适中，湿度适中，大鼠自由饮食。所有实验程

序均得到武汉大学人民医院动物伦理委员会许可［伦理号：

WDRY2018-K052］。

1.2 造模方法

实验动物在 SPF级实验室适应性喂养 1周。将雄鼠以数字

表法随机分为 4组，每组 5只。A组为正常组（Normal），B组为

AR 组，C 组为地塞米松干预 AR 组（DXMS+AR)，D 组为

calpeptin干预 AR组（Calpeptin +AR）。卵清蛋白（ovalbumin ,

OVA）购于法国 InvivoGen 公司；氢氧化铝购自美国 Pierce

chemical公司。

1.2.1 变应性鼻炎组（AR）造模 于第 1、3、5、7、9、11、13天腹

腔注射 1 mL含 300 滋g OVA及 30 mg氢氧化铝（佐剂）的生理

盐水混悬液，自第 15天开始以 10% OVA生理盐水滴鼻(每天

一次、每侧 50 滋L /次)激发，连续 7 d，造成 AR模型。造模完成

后，每隔 10 d进行一次基础致敏和鼻部激发，共重复两次。

1.2.2 地塞米松干预 AR组（DXMS+AR）造模 前期制备同

AR组，基础致敏前给予 AR大鼠地塞米松 1.0 mg/kg灌胃，1

次 /日，隔日 1次，共 28次。

1.2.3 calpeptin 干预 AR 组（Calpeptin +AR）造模 前期制备

同 AR组，基础致敏前给予 AR大鼠 calpeptin（0.4 mg）腹腔注

射，1次 /日，隔日 1次，共 28次。

1.2.4 正常组（Normal）造模 以生理盐水代替 OVA腹腔注射

和滴鼻，处理时间同 AR组。

1.3 AR症状评分

末次鼻腔激发后 30 min观察记录大鼠的生物学行为，如

鼻痒 (挠鼻)、喷嚏、流清涕等行为表现，进行行为学症状评

分 [7]。采用量化记分法进行行为学症状评分，（1）鼻痒：轻度 1

分，轻挠鼻几次；重度 2分，抓挠鼻、面不止；（2）喷嚏：1-3个为

1分，4-10个为 2分，10个以上为 3分；（3）清涕：流至前鼻孔为

1分，过前鼻孔为 2分,流涕满面为 3分[8]。

1.4 血清细胞因子检测

最后一次滴鼻后 24 h，使用异氟烷麻醉大鼠，采用大鼠下

腔静脉采血，血清收集后分装，于 -80℃冰箱中冻存 [7]。用

ELISA检测外周血血清 IL-4、IL-13、总 IgE的表达水平。ELISA

试剂盒购于美国 Thermo Fisher公司。

1.5 鼻黏膜形态学观察

最后一次激发后 24 h，于下腔静脉取血后，处死大鼠，对大

鼠头部解剖出大鼠完整鼻骨后，用眼科镊小心刮除鼻骨上缘、

鼻中隔软骨、两侧鼻骨外侧壁内的鼻黏膜组织，分离鼻黏膜分

为三份，一份鼻黏膜给予 4％甲醛固定，24小时后常规石蜡包

埋、制片，切片厚 3-4 滋m，然后进行苏木精 -伊红（HE）染色观

察鼻腔病理学改变、鼻黏膜嗜酸性粒细胞浸润情况。镜下可见

嗜酸粒细胞，其胞质呈现为红色或粉红色，细胞核则呈蓝色。任

意 5个高倍(HP)视野(× 400)下嗜酸粒细胞计数并取平均值[9]。

PAS染色后，杯状细胞及其分泌黏液以中性糖蛋白为主，呈现

紫红色[7]。

1.6 免疫蛋白印迹法检测大鼠鼻黏膜 GATA3蛋白表达水平

分离鼻黏膜置于无菌冻存管在 -125℃冰箱中冻存。抽提组

织中蛋白行质量检测。取鼻黏膜组织，匀浆变形，配置

SDS-PAGE浓缩胶和分离胶，上样电泳，分离出含 GATA3 蛋

白分子的凝胶，电转至已用 5%牛奶室温封闭 2 h的 PVDF膜。

将 PVDF置入配置好的一抗，在 4℃的环境下摇床孵育过夜，

TBST中清洗，10 min× 3次，加入配置好的二抗，室温下摇床

孵育 2 h，TBST洗膜，Odyssey双色红外荧光成像系统进行扫

膜，软件检测数值。BCA蛋白定量试剂盒购自上海碧云天生物

技术公司，兔抗鼠 GATA3一抗购于 Abcam公司，兔抗鼠二抗

购于 Abcam公司。

1.7 统计学方法

采用 SPSS22.0统计软件进行数据分析。首先对所有数据

行描述性分析、正态性检验和方差齐性检验，正态分布的计量

资料采用均数± 标准差(x± s)表示；采用单因素方差分析进行
多组间比较，采用 LSD-t检验进行两组间比较，以 P＜0.05为

差异为具有统计学意义。

2 结果

2.1 AR症状评分

4组大鼠的 AR症状评分差异具有统计学意义（图 1）。与

Normal组比较，AR组的 AR症状评分显著升高。与 AR组相

比，DXMS+AR组与 Calpeptin+AR组症状评分均有降低，且二

者没有统计学差异。

2.2 鼻黏膜形态学改变

Normal组鼻黏膜可见纤毛连续完整，固有层可见少许嗜

酸粒细胞；杯状细胞呈细长高脚杯状。AR组鼻黏膜上皮纤毛减

少、中断不完整，固有层内发现嗜酸粒细胞增多、固有层水肿、

血管扩张及腺细胞增生; 杯状细胞明显增生肥大呈矮胖状。

DXMS +AR组、Calpeptin +AR组固有层水肿减轻，可见少许嗜

酸性粒细胞（图 2A），杯状细胞呈细长状（图 3）。
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图 1 AR症状评分

Fig. 1 The symptom score of allergic rhinitis

*P＜0.05, **P＜0.01.

4组大鼠的嗜酸粒细胞计数差异有统计学意义。与 Normal

组比较，AR 组嗜酸粒细胞计数显著升高；与 AR 组相比，

DXMS +AR组、Calpeptin +AR组嗜酸粒细胞计数均显著下降，

两者间无明显统计学差异(图 2B)。

2.3 血清 IgE含量

4组大鼠外周血总 IgE含量差异具有统计学意义（图 4）。

与 Normal组比较，AR组总 IgE含量显著升高;与 AR组相比，

DXMS +AR组、Calpeptin +AR组 IgE含量均有下降，且二者间

无明显统计学差异。

2.4 血清 IL-4、IL-13水平检测

4组大鼠外周血 IL-4、IL-13含量差异具有统计学意义。与

Normal组比较，AR组 IL-4、IL-13含量显著升高；与 AR组相

比，DXMS +AR组、Calpeptin +AR组 IL-4、IL-13 显著下降，且

二者间无明显统计学差异(图 5)。

2.5 免疫蛋白印迹法检测大鼠鼻黏膜 GATA3蛋白表达水平

4组大鼠鼻黏膜 GATA3蛋白表达水平具有统计学意义。

与 Normal组相比，AR组 GATA3表达水平上升，DXMS +AR

组、Calpeptin+AR组 GATA3表达水平下降，且两者间具有统

计学差异。

3 讨论

图 2A 鼻黏膜 HE染色(× 400)

Fig.2A HE staining of nasal mucosa

Note: (A) Normal group, (B) AR group, (C) DXMS+AR group, (D) Calpeptin+AR group；the red arrow in the figure shows eosinophils, the cells are oral

in shape, the nuclei are leafy and the cells contain orange-red eosinophilic granules.

图 2B 鼻黏膜嗜酸粒细胞计数

Fig.2B Eosinophil count of nasal mucosa

*P＜0.05, ** P＜0.01.

变应性鼻炎的定义是主要由 IgE介导的对吸入性过敏原

的反应引起的喷嚏、鼻痒、气流阻塞，以及清鼻涕症状的 I型变

态反应性疾病。变应性鼻炎可诱发过哮喘、特应性皮炎与过敏

性结膜炎等其他过敏性疾病[10]。变应性鼻炎已成为世界范围内

的主要公共卫生问题，给社会健康和经济带来沉重负担。而

calpeptin作为一种能够阻止多种 T细胞活化和转移的钙蛋白

酶抑制剂[3]，参与免疫反应，提示其有望被开发成药物应用于

临床。

本研究首先观察了大鼠鼻部症状、鼻黏膜嗜酸性粒细胞浸

润情况以及血清总 IgE表达水平，发现与正常组相比，AR组大

鼠上述指标均升高，证明本研究中 AR大鼠模型成功建立。而

与 AR组相比，Calpeptin组鼻部过敏症状减轻，鼻黏膜血管扩

张减轻，固有层水肿减轻，嗜酸性粒细胞计数减少，杯状细胞呈

细长状，血清总 IgE表达水平下降，初步证明 calpeptin能够减

轻 AR大鼠的过敏性炎症。

Calpain是 Ca2+依赖性的细胞内半胱氨酸蛋白酶家族 [11]，

包含有 calpain-1和 calpain-2这两种典型的钙蛋白酶，负责气
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图 5血清 IL-4和 IL-13表达

Fig. 5 Level of IL-4 and IL-13 in serum

*P＜0.05, P＜0.01；

Note: Il-4: interleukin 4; Il-13: interleukin 13.

道和血管平滑肌细胞中的钙蛋白酶活性[12,13]。Calpain介导炎性

细胞因子 IL-4, IL-5，TNF-琢和 TGF-茁1诱导的气道平滑肌细胞
胶原合成和细胞增殖[14]。Calpeptin是一种 Calpain抑制剂，具备

细胞穿透性，阻断 T细胞活化和多种免疫细胞的迁移[3]，并且可

以阻断气道平滑肌细胞胶原合成和细胞增殖[14]。前期研究发现

calpeptin通过抑制肺炎小鼠肺及人支气管上皮 BEAS-2B细胞

滋-calpain、m-calpain和 I资B琢的表达，明显减轻下呼吸道炎症[6]。

气道重塑表现为气道上皮细胞增厚、杯状细胞化生、细胞外基

质增厚[15]。这些研究进一步支撑了本文 calpeptin能够减轻 AR

大鼠的过敏性炎症的猜想。

AR具体病理发病机制，是以辅助型 T淋巴细胞 1(Th1)/

辅助型 T 淋巴细胞 2 (Th2) 免疫失衡为特点，正常机体内

Th1/Th2的动态平衡主要由分泌细胞因子来维持，变应性鼻炎

发生后，Th1细胞因子表达则被抑制，Th2细胞因子表达则上

调，从而引发 Th1/Th2细胞因子的动态失衡[8]。变态反应性炎症

图 4 血清总 IgE表达

Fig. 4 Level of the total IgE in serum

*P＜0.05, **P＜0.01.

图 3 鼻黏膜 PAS染色(× 400)

Fig.3 PAS staining of nasal mucosa

Note: (A) Normal group, (B) AR group, (C) DXMS+AR group, (D) Calpeptin+AR group; the figure shows goblet cells of nasal mucosa.

时期被激活的 T细胞增殖分化为具有效应的 Th2细胞，释放

IL-4、IL-5、IL-10 和 IL-13 [16,17]。过敏原激活的 Th2 细胞分泌

IL-4，维持 Th2细胞谱系，并诱导更多 T辅助细胞向 Th2分化。

Th2细胞还分泌 IL-13和表达 CD40配体，与 IL-4一起促进 B

淋巴细胞转换，有利于 IgE的产生。IL-4可以增强组胺诱导的

粘液过度分泌在过敏反应中的作用[18]，还可以促进 B细胞分泌

免疫球蛋白 [19]；IL-4和 IL-13都是激活杯状细胞和平滑肌细胞

以及募集更多效应细胞（包括嗜酸性粒细胞）的关键细胞因

子 [20]，在 AR的发病机制中起到关键作用。本研究通过 ELISA

法检测大鼠外周血中 IL-4、IL-13、总 IgE水平发现，与正常组相

比，AR组大鼠血清 IgE、IL-4和 IL-13表达水平升高，而与 AR

组大鼠相比，Calpeptin+AR组大鼠三者表达水平下降，说明
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图 6 Western Blot检测大鼠鼻黏膜 GATA3蛋白的表达水平

Fig. 6 The expression level of GATA3 protein in rat nasal mucosa were detected by Western blot

*P＜0.05, P＜0.01

calpeptin有可能通过逆转 Th1/Th2失衡的机制，从而起到治疗

AR的作用。

GATA3是 GATA转录因子家族中的一员，是 T细胞特异

性转录因子，在 Th2型细胞因子的转录和信号转导过程中发挥

着重要功能[21]，可以促进 Th细胞向 Th2 细胞分化，从而影响

Th2型细胞因子的合成。GATA3除了在早期调控 Th2细胞的

分化，对维持终末 Th2细胞的主要表型也十分重要[22]。本研究

从大鼠鼻黏膜组织中提取 GATA3蛋白，通过免疫蛋白印迹法

检测 GATA3蛋白量，与正常组相比，AR组大鼠大鼠鼻黏膜

GATA3 蛋白表达水平升高，而与 AR 组大鼠相比，

Calpeptin+AR组大鼠鼻黏膜 GATA3蛋白表达水平下降，说明

calpeptin可能通过下调 GATA3表达，影响 Th2细胞的分化及

Th2细胞因子的分泌，从而减轻变应性鼻炎的免疫炎症反应。

目前有多种治疗变应性鼻炎的药物，糖皮质激素因其强大

抗炎效应而作为一线临床药物[2]。本研究为了评估 calpeptin在

AR治疗中的作用，选择地塞米松作为阳性对照。我们发现

calpeptin在治疗 AR方面与 DXMS具有相似的效果，与地塞米

松相比，calpeptin也具有改善变应性鼻炎大鼠的鼻部症状与鼻

黏膜嗜酸性粒细胞浸润情况，有效地降低大鼠血清 IL-4、

IL-13、总 IgE的表达，降低大鼠鼻黏膜 GATA3表达水平，且二

者间无明显统计学差异，证实 calpeptin与地塞米松对变应性鼻

炎大鼠的治疗作用相仿，有望被开发成变应性鼻炎的新药物。

本研究为 calpeptin对变应性鼻炎的治疗作用提供了新的见解。

但是，存在一些局限性，需要对其具体作用的机制进行更深层

次的研究，及对其生物利用度、有效性、剂量和安全性进行进一

步研究，以支持使用 calpeptin治疗 AR和相关的过敏性疾病。

综上所述，本研究证实 calpeptin能够减轻变应性鼻炎大鼠

的免疫炎症反应，其机制可能与下调 GATA3表达，影响 Th2

细胞的分化及细胞因子 IL-4、IL-13的分泌有关。
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