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非甲基化 CpG-ODN 对卵清蛋白致食物过敏幼鼠
血清 TGF-β 的影响及免疫调节作用

王本贞 1　郑成中 1,2

（1. 安徽医科大学解放军 306 临床学院儿科，安徽 合肥  230032；2. 解放军 306 医院儿科，北京  100101）

［摘要］　目的　探讨非甲基化胞嘧啶鸟嘌呤寡核苷酸（CpG-ODN）对卵清蛋白（OVA）致食物过敏幼鼠

血清转化生长因子 β（TGF-β）的影响及免疫调节作用。方法　将 30 只 2~3 周龄 BALB/c 雌性小鼠随机分为对照组、

模型组及非甲基化 CpG-ODN 干预组（CpG-ODN 组），每组 10 只。采用 OVA 致敏建立幼鼠食物过敏动物模型，

对照组小鼠以等量生理盐水替代，CpG-ODN 组小鼠在每次 OVA 激发致敏前 1 h 腹腔注射非甲基化 CpG-ODN 溶液。

观察各组过敏症状并评分；苏木精 - 伊红（HE）染色对空肠组织行病理检查；ELISA 法检测小鼠血清 OVA-IgE

含量，CBA 法检测小鼠血清中 IL-4、IFN-γ、TGF-β 含量。结果　模型组小鼠出现过敏症状，空肠组织表现为

I 型变态反应病理特点；模型组和 CpG-ODN 组小鼠过敏症状评分高于对照组（P<0.01）；模型组血清中 OVA-
IgE、IL-4 及 TGF-β 均高于对照组和 CpG-ODN 组（P<0.05），且 CpG-ODN 组上述指标仍高于对照组（P<0.05）；

模型组血清中 IFN-γ 水平低于对照组和 CpG-ODN 组（P<0.05）。结论　OVA 致食物过敏幼鼠血清 TGF-β 升高，

TGF-β 可能参与了过敏机制；非甲基化 CpG-ODN 可降低食物过敏幼鼠血清 TGF-β 水平，其在食物过敏中可能

起到免疫调节作用。                                                                  ［中国当代儿科杂志，2015，17（8）：864-868］
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Effect of non-methylated CpG-ODN on serum TGF-β and immune regulation in 
ovalbumin-sensitized young mice

WANG Ben-Zhen, ZHENG Cheng-Zhong. Department of Pediatrics, 306th Clinical College of People's Liberation Army, 
Anhui Medical University, Hefei 230032, China (Zheng C-Z, Email: zcz3066@126.com) 

Abstract: Objective    To explore the effect of non-methylated cytosine-phosphate-guanine oligodeoxynucleotides 
(CpG-ODN) on serum transforming growth factor (TGF)-β and immune regulation in ovalbumin (OVA)-sensitized young 
mice. Methods    Thirty female BALB/c mice (2-3 weeks old) were randomly divided into control, model, and CpG-
ODN intervention groups. A young mouse model of food allergy was established by OVA sensitization. Normal saline of 
the same volume was used for replacement in the control group. The mice in the intervention group were intraperitoneally 
injected with CpG-ODN solution 1 hour before every OVA sensitization. Allergic symptoms were observed and scored for 
each group. The jejunal tissue was histopathologically examined with hematoxylin-eosin staining. Serum OVA-IgE level 
was measured using ELISA. Serum concentrations of interleukin (IL)-4, interferon (IFN)-γ, and TGF-β were determined 
by CBA. Results    Allergic symptoms were observed in the model group and the jejunal tissue showed the pathological 
characteristics of type I allergic reaction. The allergic symptom scores in the model and CpG-ODN intervention groups were 
significantly higher than in the control group (P<0.01). The serum levels of OVA-IgE, IL-4, and TGF-β were significantly 
higher in the model group than in the control and CpG-ODN intervention groups (P<0.05). The CpG-ODN intervention 
group had significantly higher serum levels of OVA-IgE, IL-4, and TGF-β than the control group (P<0.05). Compared 
with the control and CpG-ODN intervention groups, the model group had a significantly reduced IFN-γ level (P<0.05). 
Conclusions    The serum TGF-β level is increased in the young mouse model of OVA-sensitized food allergy and is 
involved in the allergy mechanism. Non-methylated CpG-ODN can reduce the serum TGF-β level in sensitized young mice 
and play an immunoregulatory role in food allergy.                                     [Chin J Contemp Pediatr, 2015, 17(8): 864-868]
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食物介导的变态反应（食物过敏）发病率日

益攀升，是儿童时期尤其是婴幼儿期常见的变态

反应性疾病之一，已经成为儿童时期重要的公共

健康问题。Th1/Th2 细胞比例和功能失衡，Th2 反

应占优势是过敏性疾病的重要机制之一，亦有研

究认为过敏性疾病是肠道黏膜疾病，是与食物抗

原所致口服耐受被打破有关的异常 Th2 型免疫反

应。

随着人们生活环境改善，暴露微生物的机会

减少，微生物表面的脂多糖（LPS）和胞嘧啶鸟嘌

呤（CpG）等病原相关分子通过 Toll 样受体刺激机

体免疫调节细胞减少，调节性 T 细胞成熟不良，

转化生长因子 β（TGF-β）分泌减少，从而失去了

对 Th1 和 Th2 免疫应答的平衡作用。现有研究认

为 TGF-β 是一种多功能细胞因子，有抑炎与致炎

双重作用，在过敏反应中的作用报道也不一致。流

行病学调查显示 TGF-β 作为一种抑制性细胞因子

在降低过敏性疾病风险中可能起了决定性作用 [1]。

非甲基化 CpG- 寡核苷酸（ODN） 作为免疫调节剂

能够诱导 Th1 型免疫反应，抑制 Th2 型反应，进

而在过敏反应中起调节作用 [2]。TGF-β 在过敏性疾

病中可能起抑制作用，因啮齿动物免疫调节与人

类相似 [3]，为探索非甲基化 CpG-ODN 对食物过敏

幼鼠模型 TGF-β 的影响，本研究以 2~3 周 BALB/

c 幼鼠模拟婴幼儿期，通过 OVA 基础和激发致敏

建立食物过敏幼鼠动物模型，于激发致敏前予非

甲基化 CpG-ODN 干预，观察非甲基化 CpG-ODN

对致敏幼鼠血清中 TGF-β 的影响，探讨非甲基化

CpG-ODN 作为免疫调节剂在食物过敏中的作用。

1　材料与方法

1.1　实验动物

2~3 周龄 BALB/c 雌性小鼠 30 只购自北京维

通利华实验动物技术有限公司，体重 8~11 g，饲

养于中国科学院动物研究所，条件为清洁级环境，

室温 22~26℃，湿度 40%~70%，自由饮水，以不

含卵清蛋白（OVA）的饲料自由进食，实验前所

有小鼠均适应性饲养 1 周。

1.2　药品及试剂

OVA（V 级，美国 Sigma 公司），OVA-IgE 试

剂盒（Biolegend 公司），氢氧化铝 [Al(OH)3，美国

Sigma 公 司 ]，IL-4、 干 扰 素（IFN）-γ、TGF-β 检

测试剂盒（BD Biosciences 公司），非甲基化 CpG-
ODN1826（上海生工生物工程股份有限公司北京

合成部）。

1.3　食物过敏模型制备及分组

将 30 只小鼠随机分为对照组、模型组及非甲

基化 CpG-ODN 干预组（简称 CpG-ODN 组），每

组 10 只。食物过敏动物模型制作方法参照文献 [4-5]。

基础致敏：于实验第 0、14 天给予小鼠腹腔注射

OVA（50 μg/ 只）致敏液 0.2 mL，OVA 浓度根据

前期预实验结果确定；激发致敏：自第 17 天起，

以 OVA 液 0.3 mL（2 mg/mL）隔 2 d 给予小鼠灌胃

激发，直至第 29 天；CpG-ODN 组小鼠在每次灌

胃激发前 1 h 均腹腔注射非甲基化 CpG-ODN 溶液

（40 μg/ 只，约 0.08 mL）；在基础致敏和激发致

敏阶段，对照组小鼠则以等量生理盐水替代。

观察致敏前后各组小鼠过敏症状；于最后

一次激发 3 h 后摘眼球取血约 0.8 mL，离心血清

于 -80℃冰箱保存待测；取空肠 0.5 cm 做常规苏

木精 - 伊红（HE）染色行病理观察。

1.4　食物过敏模型制备及分组

症状评分参照 Li 等 [6] 报道的评分系统：没有

症状计 0 分；抓、挠头和鼻子计 1 分；眼睛和嘴浮肿、

腹泻、活动减少和 / 或活动减少的同时呼吸急促计

2 分；哮喘、呼吸缓慢、嘴和尾巴紫绀计 3 分；刺

激或震动时没有活动计 4 分；死亡计 5 分。

1.5　血清中 OVA-IgE 含量测定及细胞因子检测

采用 ELISA 法检测小鼠血清 OVA-IgE 含量，

CBA 方法检测小鼠血清中 IL-4、IFN-γ、TGF-β 含量，

具体步骤按照试剂盒说明书操作。

1.6　食物过敏模型成功建立判别标准

参考文献 [7]，以模型组小鼠过敏症状评分、

血清 OVA-IgE ≥对照组均数 +3 标准差（x+3s）及

肠道组织病理情况作为判别模型制备成功的标准。

1.7　统计学分析

采用 SPSS 17.0 统计软件对数据进行统计学分

析，正态分布计量资料采用均数 ± 标准差（x±s）

表示，若方差齐，多组间比较采用单因素方差分析，

组间两两比较采用 SNK-q 检验；若方差不齐，多

组间比较采用 Kruskal-Wallis H 检验，组间两两比

较采用 Nemenyi 法，P<0.05 为差异有统计学意义。
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2　结果

2.1　成功建立 OVA 幼鼠食物过敏模型

在预实验中发现，以 50 μg OVA 致敏效果最好，

在完成 OVA 激发致敏后，模型组小鼠食物过敏症

状评分（3.2±2.2）明显高于对照组（0）（Z=3.75，

P<0.001）；模型组小鼠空肠组织病理表现为 I 型

过敏反应；模型组小鼠 OVA-IgE 含量（16.50±5.80）

≥对照组 x+3s（0.24±0.07）。根据上述实验结果

判定食物过敏小鼠模型构建成功。

2.2　非甲基化 CpG-ODN 对小鼠过敏症状评分及

病理情况的影响

对照组小鼠肠黏膜完整，无明显炎性细胞浸

润；模型组可见淋巴细胞及少量嗜酸性粒细胞浸

润，血管扩张明显，绒毛结构破坏不明显；CpG-
ODN 组绒毛结构较完整，炎性细胞浸润少（图

1）。以上 3 组过敏症状评分比较差异有统计学

意义（H=17.53，P<0.001）；模型组食物过敏症

状 评 分（3.2±2.2） 高 于 对 照 组（0）（Z=3.75，

P<0.001），与 CpG-ODN 组（2.2±1.8）比较差异

无统计学意义（Z=1.04，P=0.301）；CpG-ODN 组

过敏症状评分高于对照组（Z=3.75，P<0.001）。

2.3　非甲基化 CpG-ODN 对小鼠血清中 OVA-IgE

及细胞因子水平的影响

与对照组比较，模型组血清中 OVA-IgE、IL-4
及 TGF-β 水平均升高，IFN-γ 水平降低（P<0.05）。

与模型组比较，CpG-ODN 组血清中 OVA-IgE、IL-4
及 TGF-β 均降低，但仍高于对照组（P<0.05）；而

IFN-γ 水平升高（P=0.014），与对照组比较差异

无统计学意义（P>0.05）（表 1）。提示非甲基化

CpG-ODN 可促进 Th1 型细胞因子 IFN-γ 产生，抑

制 Th2 细胞因子 IL-4 及 TGF-β、OVA-IgE 分泌。

表 1　各组血清中 OVA-IgE 及细胞因子水平变化　（n=10，x±s，pg/mL）

组别 OVA-IgE IL-4 IFN-γ TGF-β

对照组 0.24±0.07 4.7±0.6 13.5±1.2 9.0±1.7

模型组 16.50±5.80a 11.1±5.3a 11.1±1.3a 16.0±1.6a

CpG-ODN 组 7.54±0.87a,b 6.1±0.8a,b 12.8±1.6b 14.1±1.8a,b

H(F) 值 25.81 22.82  (7.40) (44.54)

P 值 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

注：a 示与对照比较，P<0.05；b 示与模型组比较，P<0.05。

图 1　小鼠空肠黏膜形态及结构 HE 染色（×400）　　对照组小鼠肠黏膜结构完整，无明显炎性细胞浸润。模型组

小鼠淋巴细胞（红色箭头所示）及少量嗜酸性粒细胞浸润，血管扩张明显（黑色箭头所示）。CPG-ODN 组小鼠绒毛结构较完

整，炎性细胞浸润少。

对照组 模型组 CpG-ODN 组

3　讨论

食物过敏是主要由摄入的食物过敏原扰乱机

体免疫系统，造成免疫失调引起的高敏状态，可

引起机体各系统受累 [8]。大多数人对环境中过敏原

的免疫反应在生命早期即已开启 [9]，蛋白食物（牛

奶、鸡蛋等）成为婴幼儿期最常见的过敏原 [10]。

研究发现 TGF-β 作为一种抑制性细胞因子在降低

过敏性疾病风险中可能起了决定性作用。近来，

免疫调节剂在过敏性疾病中的作用越来越受到重

视，具有免疫刺激作用的非甲基化 CpG-ODN 作为

一种新型免疫佐剂诱导以 Th1 型为主的免疫应答，

在过敏性疾病中可能起到免疫调节作用，那么两

者在食物过敏中的作用如何。本实验采用 OVA 诱
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导 2~3 周龄幼鼠制备过敏模型来模拟婴幼儿期食

物过敏，研究非甲基化 CpG-ODN 对食物过敏幼

鼠模型血清中 TGF-β 的影响，探索给予非甲基化

CpG-ODN 后其在过敏幼鼠体内的免疫调节作用。

依据前期预实验结果发现 50 μg OVA 致敏效

果较好，故本实验干预组选取此剂量。该模型经

过过敏症状临床评分、血清特异性 IgE 水平及空肠

病理结果显示制备成功。关于剂量摸索的预实验

中，参照了 Chen 等 [11]、湛孝东等 [12] 及 Sakamoto

等 [13] 成年鼠（BALB/c）剂量，同时依据小鼠的周

龄及体重进行调整。 Th1/Th2 平衡向 Th2 偏移是

产生过敏的关键免疫机制，并且在致敏和激发阶

段都发挥着重要作用。Th2 相关细胞因子如 IL-4、

IL-5 等分泌增多，而 Th1 型细胞因子分泌减少。

且 IL-4 可促使 Th0 细胞分化为 Th2 细胞，刺激 B

细胞分化为浆细胞诱导 IgE 的产生 [14]。本实验中，

模型组及干预组 IL-4 及 OVA-IgE 水平均较对照组

明显升高，与上述观点一致。

TGF-β 是一种具有调节细胞生长、分化、凋

亡、迁移和发育的多功能细胞因子，能够调节多

种免疫细胞，尤其是调节性 T 淋巴细胞及辅助性

T 淋巴细胞的增殖、分化及免疫应答，作为负性调

节因子，可以抑制或下调 Th1/Th2，维持机体免疫

平衡。通过 TGF-β 受体激活后与 R-Smad 蛋白特定

区域结构特异性结合，识别和活化下游信号分子

Smad 蛋白，启动胞内信号级联反应，在过敏反应

中起调节作用。这种作用的产生可能与抑制 T 淋

巴细胞、B 淋巴细胞、NK 细胞及其表达在抗原提

呈细胞表面 MHC2 分子的增殖有关，另有研究发现，

TGF-β 作为抑制性细胞因子抑制嗜酸性粒细胞、嗜

碱性粒细胞及肥大细胞的致炎作用，进而抑制 Th2

细胞相关细胞因子 IL-4 的分泌及特异性 IgE 的产

生，调节失衡的 Th1/Th2 反应，直接抑制变态反

应。近年来，关于 TGF-β 在过敏性疾病中的研究

发现，既有 TGF-β 在过敏小鼠肠黏膜中降低的研

究，亦有在食物过敏患儿体内 TGF-β 水平明显升

高的报道。其对过敏患者的效应细胞作用呈现复

杂矛盾的结果，既可诱导肥大细胞的趋化作用，

阻滞 FcεRI 表达，又能促使幼稚的 CD4+CD25-T

细胞转化为功能性 Treg 细胞，这一机制通过诱导

Foxp3 表达对免疫耐受发挥重要作用，TGF-β 增高

对组织纤维化和重塑发挥作用，应用抗 TGF-β 抗

体或中和 Smad3 可显著降低平滑肌增生和炎症反

应。另有研究发现 OVA-CD4+T 细胞中 TGF-β 高表

达能消除小鼠模型 OVA-Th2 细胞诱导的气道高反

应性和炎症反应 [15-16]。

本研究则将其作为一种细胞因子了解其在食

物过敏幼鼠中的分泌情况，发现模型组小鼠血清

TGF-β 水平较对照组水平升高，与 Cardoso 等 [17] 报

道一致，我们推测 TGF-β 在疾病早期升高是机体

启动的以控制过度炎症反应、诱导 T 细胞耐受的

结果。尽管在不同的过敏性疾病研究中发现 TGF-β
或升高或降低，没有一致性结论， TGF-β 作为多

功能性细胞因子，在过敏性疾病病程的不同时期

TGF-β 都会参与，不同时期所发挥的作用不同（双

重作用），一方面，它可以控制过度炎症反应（负

反馈作用）并诱导 T 淋巴细胞耐受（保护作用），

另一方面，由于其自愈修复机制，诱导组织纤维

化和重塑，当然，TGF-β 在过敏性疾病免疫调节中

的相互矛盾现象仍需进一步研究澄清。

非甲基化 CpG-ODN 作为细胞内 TLR9 配体与

益生菌有着相似的作用，两者特异性结合后能够

启动细胞信号通路，最终激活 NF-κB 信号通路而

发挥作用 [18]，可刺激浆细胞样树突状细胞诱导抗

原特异性 Th1 和细胞毒 T 淋巴细胞产生 [19]，激活

单核 / 巨噬细胞、NK 细胞及 B、T 细胞活化，诱

导分泌多种细胞因子、趋化因子、粘附分子等 [20-21]，

作为强有力的 Th1 型免疫应答增强剂，不仅可以

降低 Th2 型免疫应答的发生，同时可以将已经发

生的 Th2 型反应转向 Th1 型，具有特异性免疫记

忆效应。本实验中，CpG-ODN 组较 50 μg 组显著

降低了血清 OVA-IgE、IL-4 及 TGF-β 水平，诱导

Th1 型免疫反应，使失衡的 Th1/Th2 得以纠正。对

于 TGF-β 水平的降低可能与非甲基化 CpG-ODN 交

联的 NF-κB 信号通路有关，有报道称 TGF-β 除了

Smad 信号通路外，还有其他的信号通路包括丝裂

原活化蛋白激酶（MAPK）、细胞外信号调节激酶 

（ERK）、JNK、P38 通路 [22]，及与 Smad7 交联的

NF-κB 通路 [23]。而这些信号通路同时也是 TLR9 与

非甲基化 CpG-ODN 结合后激活的通路。Volpi 等 [24]

研究发现，使用高剂量非甲基化 CpG-ODN 刺激小

鼠浆细胞样树突细胞，发现高剂量非甲基化 CpG-
ODN 与浆细胞样树突细胞 TLR9 识别后，通过干

扰 素 调 节 因 子 3（TLR9-IRF3） 信 号 通 路， 而 非
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TLR9-NF-κB 信号通路，激活下游 TGF-β，由此可

猜测降低的 TGF-β 水平可能与非甲基化 CpG-ODN

交联的 NF-κB 信号通路有关。那么体内给予非甲

基化 CpG-ODN 后是如何影响 TGF-β 分泌的，影响

程度如何还需要进一步研究来阐述。

综上所述，本研究显示 OVA 所致食物过敏动

物模型中 TGF-β 含量升高。非甲基化 CpG-ODN 在

2~3 周龄食物过敏幼鼠模型中可诱导 Th1 型免疫

应答，扭转 Th1/Th2 紊乱，减轻过敏反应，降低

TGF-β 水平，但如何降低，或与致敏反应产生的炎

性程度是否相关还需进一步的研究来证实。
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