
现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.22 AGU.2014

变应性鼻炎模型小鼠鼻黏膜的形态学观察 *
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摘要 目的：建立小鼠变应性鼻炎模型，观察小鼠鼻腔黏膜组织的重塑情况。方法：20只 BALB/c小鼠被随机分为致敏组和对照

组，使用卵清蛋白(OVA)诱导建立小鼠变应性鼻炎模型。通过 HE染色观察小鼠鼻黏膜的大体重塑情况，吉姆萨染色观察嗜酸性

粒细胞，阿辛蓝 -过碘酸 -希夫染色观察杯状细胞；酶联免疫吸附(ELISA)法检测小鼠血清中白细胞介素 -4(IL-4)的水平。结果：小

鼠变应性鼻炎模型的生物学行为评分为 6.5± 1.3，提示造模成功。与对照组相比，致敏组鼻腔黏膜出现上皮细胞脱落、坏死，杯状

细胞增生，鳞状上皮化生，固有层和黏膜下层腺体增生、血管扩张，组织水肿，固有层内可见特征性的嗜酸性粒细胞浸润，造模后

鼻腔黏膜结构存在重塑。致敏组小鼠鼻黏膜嗜酸性粒细胞计数及杯状细胞计数分别为(26.4± 5.72)和(24.14± 3.12)，而对照组分别
是(8.31± 2.42)和(9.41± 1.22)，两组比较均具有统计学差异(P<0.05)；致敏组血清中白细胞介素 4(IL-4)水平为(18.9± 3.1)pg/ml，对

照组为(8.3± 1.4)pg/ml，致敏组显著高于对照组，差异有统计学意义(P<0.05)。结论：通过卵清蛋白诱导建立的小鼠变应性鼻炎模

型鼻腔黏膜存在组织重塑。
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Observation on the Nasal Mucosa Remodeling in Mouse Model of
Allergic Rhinitis*

To observe the nasal tissue remodeling in a mouse model of allergic rhinitis. Twenty BALB/c
mice were randomly divided into the allergic rhinitis group and control group. Ovalbumin (OVA) was used to establish the mouse

allergic rhinitis model. Hematoxylin-eosin (HE) staining, Giemsa staining and Alcianblue-periodicacid-Schiff staining were carried out to

observe the tissue remodeling, eosinophils and goblet cells, respectively. Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) was used to

detect the serum interleukin 4 (IL-4) level. The mouse allergic rhinitis model was successfully established, the score of biological

behaviour was (6.5± 1.3). Structural remodeling occured in nasal mucosa of allergic rhinitis group. Compared with the control group,
there were obviously cell desquamation, necrosis, squamous metaplasia and goblet cell hyperplasia in epithelial layer. In the lamina

propria and submucosa, glandular hyperplasia, vasodilatation, edema and characteristic eosinophils infiltration were also found in the

allergic rhinitis group. The eosinophils and goblet cell counts were 26.4± 5.72 and 24.14± 3.12 in allergic rhinitis group respectively,

which were 8.31± 2.42 and 9.41± 1.22 in the control group respectively(P<0.05). The serum IL-4 level was (18.9± 3.1)pg/ml in allergic

rhinitis group and (8.3± 1.4)pg/ml in control group, which was significantly higher in allergic rhinitis group than that of the control group
(P<0.05). Structural remodeling occured in the nasal mucosa of allergic rhinitis mouse induced by OVA.
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前言

变应性鼻炎(allergic rhinitis，AR)又称过敏性鼻炎，是特应

性个体接触变应原后由免疫球蛋白(immunoglobulin，Ig)E介导

的 2型辅助性 T细胞(type 2 helper T cell，Th2)免疫反应为主的

鼻粘膜局部变态反应性疾病，表现为鼻痒、打喷嚏、流清涕和鼻

塞等临床症状，常并发哮喘，严重影响患者的生活质量。AR的

患病率呈逐年上升趋势，仅次于高血压，目前全球用于 AR 治
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疗的费用每年都在递增，最近 20年的医疗费用已经超过肺结

核与艾滋病的总和，造成沉重的社会经济负担，是一个全球性

的健康问题[1]。AR已经成为全球多实验室研究的重点。本研究

拟建立 AR小鼠模型，运用多种染色方法系统地观察变应性鼻
炎小鼠鼻腔黏膜的重塑情况，观察代表性炎性细胞———嗜酸性

粒细胞、杯状细胞的变化以及血清中 Th2反应的代表因子 IL-4

水平的变化，旨在为进一步研究变态反应提供可靠稳定的 AR

模型。

1 材料和方法

1.1 动物及试剂
1.1.1 实验动物 20只雌性 BALB/c小鼠，4周龄，SPF级(Spe-

cific pathogen free)，由第四军医大学实验动物中心提供，随机

分成致敏组和对照组(10只 /组)。
1.1.2 主要试剂 Albumin Egg购于 Sigma公司，货号 #A5253；

小鼠 IL-4 ELISA试剂盒购于上海西唐生物科技有限公司。
1.2 变应性鼻炎动物模型的建立
1.2.1 基础致敏 致敏组小鼠使用 20 滋g OVA+2 mg AL(OH)3

加入 0.5 mL 0.01 % PBS混悬，于造模第 1、3、6、8天腹腔注射

混悬液 0.5 mL。对照组小鼠使用 2 mg AL (OH)3加入 0.5 mL

0.01 % PBS混悬，于造模第 1、3、6、8天腹腔注射混悬液 0.5 mL。
1.2.2 激发阶段 致敏组小鼠使用 0.01 %PBS 配制终浓度为
10 %的 OVA混悬液 20 滋L，于造模第 15-24天连续滴鼻。对照

组小鼠使用 0.01 % PBS溶液 20 滋L，于造模第 15-24天连续滴

鼻。

1.3 项目观察
1.3.1 生物学行为评分标准 记分标准：1分：喷嚏 1-3个，清涕

流至前鼻孔，单前肢偶有挠鼻。2分：喷嚏 4-10个，清涕超过前

鼻孔，双前肢挠鼻。3分：喷嚏 10个以上，清涕流至面部，不停

到处擦鼻。末次激发后，每只动物观察 30分钟，3个症状叠加

量化记分，总分超过 5分表明造模成功。
1.3.2 组织学观察 小鼠末次激发 24小时后，麻醉后脱颈处

死，去除鼻部附着肌肉组织，取骨性鼻腔整体甲醛溶液内固定，

脱钙后石蜡包埋，常规切片，厚度 4 滋m。
采用苏木素 -伊红(hematoxylin-eosin，HE)染色观察鼻黏膜

的整体炎症变化和结构重塑；吉姆萨(Giemsa)染色观察嗜酸性

粒细胞并进行计数[2,3]；阿辛蓝 -过碘酸 -希夫(Alcian blue-peri-

odicacid-Schiff，AB-PAS)染色[4]观察杯状细胞并进行计数杯状

细胞数。

小鼠末次激发 24小时后，麻醉后眼球采血，静置 60分钟

后 4 ℃离心，留存血清，-70 ℃冰箱保存。实验步骤参照试剂盒

说明书进行，所有样品均采用双复孔检测，计算均值。

1.4 统计学分析

计数结果以均数± 标准差表示(x± s)，应用 SPSS13.0统计
软件进行统计学分析，组间比较采用单因素方差分析，两两比

较采用 q检验，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组小鼠的生物学评分比较

致敏组动物频繁挠鼻、喷嚏及水样涕多，评分都大于 5分，

平均评分为 (6.5± 1.3)，提示造模成功。对照组平均评分为
(2.0± 1.2)，未能造模成功。两组的生物学评分比较有统计学差

异(P<0.05)。
2.2 两组小鼠的鼻黏膜结构和形态比较
2.2.1 HE染色 致敏组小鼠鼻黏膜上皮细胞脱落、杯状细胞增

生，基底膜增厚、黏膜下小血管扩张，固有层内可见特征性的

EOS浸润(图 A)。对照组小鼠鼻黏膜结构完整，上皮细胞排列

均匀，基底膜无明显水肿和血管充血，仅见少量炎症细胞浸润

(图 B)。

图 A 致敏组见纤毛脱落，组织水肿，小血管增生，固有层内 EOS浸润，淋巴细胞浸润(60× Bar=50 滋m)

Fig. A Cilia fall off, tissue edema, small blood vessels, eosinophil in lamina propria infiltration, lymphocyte infiltration were found in

the allergic rhinitis group(60× Bar=50 滋m)

图 B 对照组见纤毛排列整齐，无脱落缺失现象，固有层未见明显 EOS浸润(60× Bar=50 滋m)

Fig. B Neat cilia was found in the control group, no missing falls off phenomenon, obvious eosinophil infiltration in lamina propria

were found(60× Bar=50 滋m)

4211· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.22 AGU.2014

2.2.2 嗜酸性粒细胞计数 两组鼻黏膜内 EOS 计数分别为
26.4± 5.72、8.31± 2.42，致敏组小鼠鼻黏膜 EOS浸润显著高于

对照组(P<0.05)。

图D D’对照组组织黏膜结构完整，少见或未见EOS浸润(60× ，Bar=50滋m)

Fig. D D’Few or no EOS infiltration was found in the control group, the mucous structure was completed (60× , Bar=50 滋m)

图 C C’致敏组黏膜固有层内大量 EOS浸润(60× ，Bar=50 滋m)

Fig. C C’A large amount of EOS infiltration was found in the mucosa lamina propria of allergic rhinitis group(60× ，Bar=50 滋m)

2.2.3 杯状细胞计数 两组鼻黏膜内杯状细胞计数分别为

24.14± 3.12、9.41± 1.22，致敏组杯状细胞数量显著多于对照组

(P<0.05)。

图E E’致敏组黏膜大量杯状细胞，体积增大，黏液丰富(60× ，Bar=50滋m)

Fig.E E’A largenumberofgobletcellswith increased volume,and abundantmucus werefound in theallergicrhinitis group(60× ,Bar=50滋m)
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2.3 两组血清 IL-4水平的比较

致敏组和对照组血浆 IL-4含量分别为(18.9± 3.1)pg/ml和
(8.3± 1.4)pg/ml，致敏组明显高于对照组(P<0.05)。

3 讨论

变应性鼻炎又称过敏性鼻炎(AR)，其发病与个体、遗传和

环境等多方面因素有关，机制尚未完全明确[5-7]。研究认为变态

反应的发生包括两个阶段：①诱导阶段：变应原进入体内，由树

突状细胞捕获呈递抗原给 Ｔ 细胞，T淋巴细胞激活，B淋巴细
胞激活，特异性 IgE分泌增加，与肥大细胞表面 Fc着RI特应性

结合；②效应阶段：变应原再次进入特异性个体并与肥大细胞

表面的 IgE结合，肥大细胞脱颗粒，病理过程被启动，产生一系

列临床症状[8]。发病过程涉及多个免疫环节，故病理生理学机制

至今尚未完全明确。

稳定的过敏性鼻炎动物模型应包含以下特点：①相似性：

使用的动物应尽可能接近人类变应性鼻炎；②重复性：可重复，

应是可标准化的；③可靠性：动物模型应真实可靠稳定的再现

过敏性鼻炎的特点，并通过一系列检测得以证明；④适用性和

可控性：模型的选择需考虑到日后临床应用的可能及便于控制

疾病的发展；⑤易行性和经济性：动物模型的复制，应尽量做到

方法容易执行和经济实惠。目前，尚没有统一及标准化制备过

敏性鼻炎模型的方法，造模所使用的动物、方法、致敏原等也不

完全相同，但造模的共同原则都是努力符合以上 5点。豚鼠是

最早被用来建立 AR模型的动物，也已成功建立了相应的豚鼠

模型，但目前对于豚鼠的基因，免疫系统的信息所知相对较少，

因而不是研究变态反应免疫机制的理想动物[9,10]。目前，可以成

功复制 AR动物模型的变应原很多，如豚草花粉、二异氰酸酯、

卵清白蛋白(OVA)等[11]。OVA因刺激性较小，更广泛应用于 AR

各方面的研究。目前，采用 OVA制备的 AR模型已被国内外学

者广泛采用，是一种相当成熟的造模方法。

本实验选取 4周 BALB/C小鼠，选用 OVA行基础致敏及

鼻内激发两个阶段，建立 AR小鼠模型。造模结束后的行为学

评分，鼻粘膜组织形态学观察，嗜酸性粒细胞、杯状细胞计数结

果均提示 AR模型造模成功，其血清中 TH2反应的代表因子

白细胞介素 4(IL-4)水平进一步证实 AR模型建立成功。AR的

发生涉及多种细胞因子及炎性细胞的改变[12,13]，单一的染色方

法往往难以充分展示鼻腔黏膜的重塑情况。本实验通过 3种不
同的染色方法观察 AR模型小鼠的鼻腔黏膜情况[14]，希望能够

丰富变态反应发生后形态学研究的思路和方法。

AR是鼻腔黏膜 TH2免疫反应占优势的变应性炎症反应，

与 Th1/Th2之间平衡被打破 [15,16]，Th0向 Th2方向分化偏移有

着密切的关系。Th0细胞向 Th2方向分化偏移，使 Th2淋巴细
胞产生过多并释放其特征性细胞因子，如 IL-4、IL-5、IL-13等，

从而引起嗜酸性粒细胞[17]、肥大细胞等炎性细胞聚集和浸润，

血清 IgE合成增加[18]，进而促进 AR的发生。HE染色是组织学、

胚胎学、病理学教学与科研中最基本、使用最广泛的技术方法，

图 F F’对照组组织黏膜结构完整，杯状细胞体积较小(60× ，Bar=50um)

Fig. F F’Integrated mucous membrane structure, small goblet cells were found in the control group(60× , Bar=50um)

图 G 致敏组和对照组 EOS浸润数量的比较(P<0.05)

Fig. G Comparison of the EOS infiltration quantity between the control

group and allergic rhinitis group(P<0.05)

图 H 致敏组和对照组杯状细胞数量的比较(P<0.05)

Fig. H Comparison of the goblet cell number between the control group

and allergic rhinitis group(P<0.05)
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本研究应用 HE染色观察 AR模型鼻黏膜的重塑情况，发现致

敏组小鼠的鼻黏膜上皮细胞脱落、杯状细胞增生，基底膜增厚，

黏膜下间质水肿，小血管扩张，固有层内可见特征性的嗜酸性

粒细胞浸润。按 Ponikau(2003)分级法将上皮细胞状态分 4级(0

级：纤毛上皮无损伤，纤毛完整；1级：纤毛缺失，无上皮细胞剥

脱：2级：上皮细胞剥脱，但未至基底膜；3级：上皮细胞全部剥

脱，基底膜暴露)[19]，本研究中致敏组鼻黏膜上皮细胞呈现 2级、
3级改变。选用吉姆萨法观察嗜酸性粒细胞是考虑到其对细胞

核着色较好，EOS核大，呈分叶，两叶居多，其出现与鼻黏膜炎

症的病理改变密切相关，释放的多种细胞因子可以进一步使组

织损伤及纤维化[20]，致敏组黏膜固有层内可见大量 EOS浸润，

可进一步加重黏膜重塑。杯状细胞是典型的黏蛋白分泌细胞，

正常情况下分泌黏液，保护上皮组织。黏膜上皮杯状细胞增生

是 AR黏膜改变的一个重要特征，阿辛蓝染液是显示酸性粘液

物质的特征性染料，我们利用不同 pH值的阿辛蓝染液可区分

不同化学组成的酸性粘液物质，本研究采用AB-PAS法反映了

致敏组鼻腔黏膜上皮杯状细胞的化生情况，可见大量杯状细胞

浸润，体积增大，黏液丰富。

综上所述，本实验选取 4周 BALB/C 小鼠，采用 OVA 致
敏激发成功建立了 AR小鼠模型；通过 HE染色、吉姆萨染色、

阿辛蓝 -过碘酸 -希夫染色对鼻腔黏膜进行形态学观察，特征

性地反映了鼻腔黏膜的重塑情况及嗜酸性粒细胞、杯状细胞等

特征性炎性细胞的变化迁徙，对形态学的研究有一定的指导意

义。
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