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细菌溶解产物及全反式维甲酸对
哮喘小鼠气道炎症的影响

雷媛　旷寿金　廖彩时

（中南大学湘雅三医院儿科，湖南 长沙　410013）

［摘要］　目的　通过观察细菌溶解产物（OM-85BV）及全反式维甲酸（ATRA）对哮喘小鼠气道炎症的

影响，探讨 OM-85BV 及 ATRA 对哮喘小鼠气道炎症的免疫调节机制。方法　40 只雌性 BALB/c 小鼠随机分为正

常对照组、模型组、OM-85BV 组、ATRA 组和 OM-85BV+ATRA 组。采用卵清蛋白（OVA）致敏及激发建立支

气管哮喘小鼠模型。第 25~34 天于每次雾化激发前 OM-85BV 组、ATRA 组、OM-85BV+ATRA 组均予相应药物

灌胃。正常对照组腹腔注射致敏及雾化吸入激发，以及正常对照组、模型组灌胃均以生理盐水代替。末次激发

后 24~48 h 麻醉并解剖小鼠，采集小鼠右肺灌洗液（BALF），采用 ELISA 法检测 IL-10、IL-17 表达水平；采集

小鼠左肺行苏木精 - 伊红染色观察肺组织病理学改变，采用荧光定量 PCR 检测 ROR-γT mRNA 的相对表达量。

结果　与正常对照组相比，模型组小鼠支气管管腔缩小，管腔内分泌物增多，支气管周围及肺泡壁可见大量

炎性细胞浸润；模型组 IL-10 水平降低（P<0.05），IL-17 及 ROR-γT mRNA 水平升高（P<0.05）。与模型组相

比，OM-85BV 组、ATRA 组和 OM-85BV+ATRA 组小鼠支气管周围及肺泡壁可见炎性细胞浸润减少；OM-85BV
组 BALF 中 IL-10 水平明显增高（P<0.05），IL-17 及 ROR-γT mRNA 水平均下降（P<0.05）；ATRA 组 BALF 中

IL-17 及 ROR-γT mRNA 水平均下降（P<0.05）。与 OM-85BV 组相比，ATRA+OM-85BV 组 ROR-γT mRNA 的相

对表达量明显增加（P<0.05）。与ATRA组相比，ATRA+OM-85BV组BALF中IL-10及IL-17水平均有升高（P<0.05）。
结论　OM-85BV 和 ATRA 均可改善哮喘小鼠呼吸道炎症。但是二者联合用药并没有较单独用药干预有更明显的

疗效。                                                                                            ［中国当代儿科杂志，2018，20（6）：514-518］
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Abstract: Objective    To observe the effects of bacterial lysates (OM-85BV) and all trans-retinoic acid (ATRA) 
on airway inflammation in asthmatic mice, and to investigate the immunoregulatory mechanism of OM-85BV and 
ATRA for airway inflammation in asthmatic mice. Methods    Forty female BALB/c mice were randomly divided 
into five groups: normal control, model, OM-85BV, ATRA, and OM-85BV+ATRA. A bronchial asthma model was 
established by intraperitoneal injection of ovalbumin (OVA) for sensitization and aerosol challenge in all mice except 
those in the normal control group. On days 25-34, before aerosol challenge, the model, OM-85BV, ATRA, and OM-
85BV+ATRA groups were given normal saline, OM-85BV, ATRA, and OM-85BV+ATRA respectively by gavage. 
Normal saline was used instead for sensitization, challenge, and pretreatment before challenge in the normal control 
group. These mice were anesthetized and dissected at 24-48 hours after the final challenge. Bronchoalveolar lavage fluid 
(BALF) was collected from the right lung to measure the levels of interleukin-10 (IL-10) and interleukin-17 (IL-17) by 
ELISA. The left lung was collected to observe histopathological changes by hematoxylin-eosin staining. The relative 
expression of ROR-γT mRNA was measured by quantitative real-time PCR. Results    Compared with the normal 
control group, the model group showed contraction of the bronchial cavity, increased bronchial secretions, and a large 
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支气管哮喘是一种基于慢性支气管炎症的多

样化、多因子的疾病，它存在可变和大部分可逆

转的呼吸道阻塞 [1]。近年来，哮喘相关的免疫机制

研究逐渐增多，研究表明哮喘患者正常的免疫功

能受损，存在免疫功能低下及免疫机制紊乱 [2]。呼

吸道感染是哮喘急性发作的常见诱发因素之一，

如何调节呼吸系统免疫，从而减少哮喘急性发作

是目前临床研究的热点之一。细菌溶解产物（OM-
85BV）是 8 种细菌的冻干溶解物，是一种常用的

呼吸道免疫调节剂，有研究证实口服 OM-85BV 可

通过刺激黏膜源性淋巴组织（mucosa-associated 
lympoid tissue, MALT）激活机体免疫系统，增加

调节性 T 细胞活性，减轻气道高反应性 [3]。目前

OM-85BV 已应用于反复呼吸道感染和慢性支气管

炎等的预防治疗。全反式维甲酸（all trans-retinoic 
acid, ATRA）是维生素 A 的活性型，是一种脂溶性

维生素，素来有“抗感染维生素”之称，它具有

拮抗呼吸道氧化性损伤、促进呼吸道损伤的修复、

抑制呼吸道高反应、诱导免疫耐受、调节呼吸道

炎症等功能 [4]，与机体的免疫调节功能密切相关。

本实验通过使用 OM-85BV 及 ATRA 两种药物对哮

喘模型小鼠进行干预治疗，通过测定哮喘小鼠肺

泡灌洗液（BALF）中细胞因子水平以及肺部病理

改变，观察 OM-85BV 及 ATRA 治疗哮喘小鼠的可

能性并分析二者影响哮喘小鼠呼吸道炎症的作用

途径，为临床治疗哮喘提供用药依据。

1　材料与方法

1.1　实验动物

SPF 级 6~8 周龄雌性近交系 BALB/c 小鼠 40

只，体重 20.0±3.3 g，由湖南斯莱克景达实验动

物有限公司提供，动物生产许可证编号SCXK（湘）

2016-0002，在湘雅医学院动物实验学部屏障环境

中饲养，动物使用许可证编号 SYXK（湘）2015-
0017。

1.2　主要仪器与试剂

卵清蛋白（OVA）及氢氧化铝佐剂（美国

Sigma 公司），OM-85BV（瑞士欧姆制药），维 A

酸片（山东良福制药有限公司），逆转录试剂盒

（北京康为世纪生物科技有限公司），TRIzol（美

国 Invitrogen 公司），引物设计与合成（上海生物

工程有限公司），ECL 化学发光液（美国 Thermo

公司）；转膜仪（北京六一生物科技有限公司），

荧光定量 RCP 仪（美国 Thermo 公司），多功能酶

标分析仪（深圳市汇松科技发展有限公司）。

1.3　动物分组及模型制作

40 只雌性 BALB/c 小鼠按随机数字表法分为

正常对照组、模型组、OM-85BV 组、ATRA 组、

ATRA+OM-85BV 组（n=8）。模型组小鼠分别于

实验第 1 天、第 14 天腹腔注射 OVA 混悬液（OVA 

100 mg+氢氧化铝10 mg+生理盐水 0.4 mL）致敏，

并于第 14 天以 2% OVA 溶液 5 mL 雾化吸入激发

1 次，第 25 天起置于自制透明雾化箱中，予以 1% 

OVA 溶液 5 mL 雾化吸入激发，每日 1 次，每次

30 min，共 10 d，小鼠出现呼吸急促、烦躁不安、

腹肌痉挛、两便失禁为阳性反应。OM-85BV 组、

ATRA 组、ATRA+OM-85BV 组致敏及激发步骤同

模型组，从第 25 天起于每次激发前，OM-85BV 组

予 OM-85BV（OM-85BV 1.75 mg+ 生理盐水 0.3 mL）

灌胃，ATRA 组予 ATRA（ATRA 250 μg+ 生理盐水

0.3 mL）灌胃，ATRA+OM-85BV 组予 OM-85BV 联

合 ATRA（OM-85BV 1.75 mg+ATRA 250 μg+ 生 理

盐水 0.3 mL）灌胃。正常对照组腹腔注射致敏以

number of infiltrating inflammatory cells around the bronchi and alveolar walls, as well as a significantly reduced level 
of IL-10 (P<0.05) and significantly increased levels of IL-17 and ROR-γT mRNA (P<0.05). Compared with the model 
group, the OM-85BV, ATRA, and OM-85BV+ATRA groups showed a significant reduction in infiltrating inflammatory 
cells around the bronchi and alveolar walls; the OM-85BV group showed a significant increase in the level of IL-10 
in BALF (P<0.05) and significant reductions in the levels of IL-17 and ROR-γT mRNA (P<0.05); the ATRA group 
showed significant reductions in the levels of IL-17 and ROR-γT mRNA (P<0.05). Compared with the OM-85BV group, 
the OM-85BV+ATRA group had significantly increased relative expression of ROR-γT mRNA (P<0.05). Compared 
with the ATRA group, the OM-85BV+ATRA group had significantly increased levels of IL-10 and IL-17 in BALF 
(P<0.05). Conclusions    Both OM-85BV and ATRA can reduce respiratory inflammation in asthmatic mice. However, a 
combination of the two drugs does not have a better effect than them used alone.

[Chin J Contemp Pediatr, 2018, 20(6): 514-518]
Key words: Asthma; Bacterial lysates; All trans-retinoic acid; Interleukin; ROR-γT; Mice
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及雾化吸入激发均以等量生理盐水替代。正常对

照组和模型组灌胃均以生理盐水替代。本实验所

采用的造模方法及药物剂量参考国内外的相关文

献报道同时加以改进 [5-8]。

1.4　标本采集

实验第 35~36 天，即末次激发后 24~48 h 予

10% 水合氯醛麻醉小鼠，开胸，取眼眶血备用，结

扎左肺，以0.5 mL PBS溶液灌洗右肺并回收灌洗液，

重复灌洗 2~3 次，收集的灌洗液以 2 000 r/min 离心

10 min，收集上清液储存于 -20℃冰箱。取左肺置

于 4% 多聚甲醛固定液中固定。

1.5　肺组织病理学观察

左肺固定 48 h 后，脱水、石蜡包埋，制成

5 μm 厚度的薄片，行苏木精 - 伊红（HE）染色，

400 倍光镜下观察肺组织的病理变化。

1.6　酶联免疫吸附法（ELISA）测定 BALF 中 IL-
10、IL-17 的水平

采用小鼠细胞因子 ELISA 检测试剂盒，实验

步骤按试剂盒说明书进行，根据光密度值来计算

细胞因子的含量。

1.7　荧光定量 PCR 检测肺组织 ROR-γT mRNA

的相对表达

TRIzol 提取组织总 RNA，以 mRNA 为模板，

逆转录为互补脱氧核糖核酸（cDNA），并以此

为模板行 PCR 扩增。ROR-γt 上游引物：5'-CTAT

AGCACTGACGGCCAACTTACTC-3'， 下 游 引 物：

5'-CTCTCGGAAGGACTTGCAGACATTC-3'，片段长

度 199 bp；β-actin 上游引物：5'-ACATCCGTAAA-
GACCTCTATGCC-3'，下游引物：5'-TACTCCTGC-
TTGCTGATCCAC-3'，  片段长度 223 bp。反应体

系（30 μL）：1 μL cDNA 模板，上、下游引物各

0.5 μL，15 μL预混试剂及13 μL双蒸水。反应条件：

95℃10 min；95℃15 s，60℃50 s，40个循环。行2%

琼脂糖凝胶电泳，结果以 ROR-γt 与 β-actin 的相对

吸光度比值表示。

1.8　统计学分析

采用 SPSS 20.0 统计软件对数据进行统计学分

析，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，多

组间均数的比较采用方差分析，组间两两比较采

用 SNK-q 检验，P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　哮喘动物模型的评价

模型组、OM-85BV 组、ATRA 组、ATRA+OM-
85BV 组小鼠致敏后表现为烦躁不安、毛色失去光

泽；雾化激发过程中出现呼吸急促、点头呼吸、

呼吸节律不规则，弓背直立、前肢缩抬，口唇及

四肢末端有不同程度发绀，行动迟缓，二便失禁

等哮喘速发相反应表现；模型组小鼠在哮喘激发

过程中的上述表现较其他 3 组强烈。雾化激发结

束后雾化箱内遗留较多排泄物，雾化结束 30 min

左右小鼠上述症状可自行缓解。正常对照组小鼠

活动自如，无上述表现。

2.2　肺组织病理学观察结果

与正常对照组相比，模型组小鼠支气管上皮

水肿，气道管壁、血管壁及基底膜增厚，平滑肌

及周围血管增生，支气管管腔缩小，管腔内分泌

物明显增多，支气管周围及肺泡壁可见大量炎性

细胞浸润。与模型组相比，OM-85BV组、ATRA组、

ATRA+OM-85BV 组小鼠气道管壁、血管壁及基底

膜稍增厚，管腔有缩小，支气管周围及肺泡壁炎

性细胞浸润有减少，炎症反应均有改善。见图 1。

图 1　各组小鼠肺组织病理改变（苏木精 - 伊红染色，×400）　　正常对照组气道黏膜完整，气道壁未见明显增厚，

周围无明显的炎性细胞浸润。模型组气道管壁、周围血管壁及基底膜可见明显增厚，周围血管及气道平滑肌增生，支气管管

腔缩小，管腔内分泌物明显增多，支气管周围及肺泡壁可见大量炎性细胞浸润。OM-85BV 组可见管腔有狭窄，气道管壁、血

管壁及基底膜均轻度增厚，血管及平滑肌轻度增生，支气管周围及肺泡壁可见少量炎性细胞浸润。ATRA 组气道黏膜完整，

管腔规则，气道管壁、血管壁及基底膜均轻度增厚，周围可见少量炎性细胞浸润。ATRA+OM-85BV 组可见气道管壁、血管壁

及基底膜均有轻度增厚，血管及平滑肌有增生，支气管周围及肺泡壁可见稍多炎性细胞浸润。

正常对照组 模型组 OM-85BV 组 ATRA 组 ATRA+OM-85BV 组
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2.3　肺泡灌洗液 BALF 中 IL-10、IL-17 的水平

与正常对照组相比，模型组 BALF 中 IL-10
水平明显降低，IL-17 水平明显升高（P<0.05）；

与模型组相比，OM-85BV 组 BALF 中 IL-10 水平

明显增高，IL-17 水平明显降低（P<0.05）；与模

型组相比，ATRA 组 BALF 中 IL-17 水平明显下降

（P<0.05）； 与 ATRA 组 相 比，ATRA+OM-85BV
组BALF中 IL-10及 IL-17水平均有升高（P<0.05）。

见表 1。

表 1　各组小鼠 BALF 中 IL-10 及 IL-17 水平比较

（x±s，pg/mL）

组别 n IL-10 IL-17

正常对照组 8 452±97 37±8

模型组 8 236±93a 67±10a

OM-85BV 组 8 454±129b 50±8a,b

ATRA 组 8 362±121 42±6b

ATRA+OM-85BV 组 8 549±188b,c 56±19a,c

F 值 6.579 8.924

P 值 <0.001 <0.001

注：[OM-85BV] 细菌溶解产物；[ATRA] 全反式维甲酸；a 示
与正常对照组比较，P<0.05；b 示与模型组比较，P<0.05；c 示与
ATRA 组比较，P<0.05。

2.4　肺组织中 ROR-γT mRNA 的相对表达

各组小鼠肺组织中ROR-γT mRNA的相对表达

量比较差异有统计学意义（F=6.816，P<0.001）。

与正常对照组（1.8±0.7）相比，模型组 ROR-γT 
mRNA的相对表达（5.8±2.4）明显增加（P<0.05）；
与 模 型 组 相 比，OM-85BV 组（1.7±2.3）、

ATRA 组 ROR-γT mRNA 的相对表达（3.5±1.9）

均明显下降（P<0.05）；与 OM-85BV 组相比，

ATRA+OM-85BV 组 ROR-γT mRNA 的 相 对 表 达

（3.9±1.2）明显增加（P<0.05）。

3　讨论

支气管哮喘是一种异质性疾病，众多炎症细

胞（肥大细胞、嗜酸性粒细胞、T淋巴细胞、单核-

巨噬细胞、中性粒细胞等）及细胞组分（血小板活

化因子、白三烯、前列腺素、活性神经肽等介质，

IL-10、IL-17、TGF-β1 等细胞因子）参与哮喘发病

的病理生理过程。其中 T 淋巴细胞发挥着重要的

免疫调节作用，Th1/Th2 失衡是公认的哮喘发病机

制的核心。目前越来越多的研究表明，Th17 细胞 /

CD4+CD25+ 调节性 T 细胞（Treg 细胞）功能平衡紊

乱在哮喘的发生发展中起着重要的作用。Treg 细胞

可以控制自身免疫性疾病和移植物排斥反应，并可

能在支气管哮喘和过敏性疾病的发病中起炎症抑

制作用。Treg 细胞通过分泌 IL-10 及 TGF-β 在控制

儿童哮喘中发挥重要作用 [9]。Th17 细胞是重要的

促炎症细胞，可通过分泌 IL-17 诱导多种前炎症因

子和趋化因子，在促炎症反应和自身免疫性疾病中

发挥作用。Shi 等 [10] 研究发现，在中度至重度哮喘

患者中 Th17 细胞及 IL-17 水平明显升高，而 Treg

细胞及 IL-10 显著减少。这些结果均提示 IL-10 及

IL-17 参与了哮喘的发生发展过程，且 Th17/Treg 细

胞功能平衡紊乱在哮喘发病机制中起重要作用。

ROR-γT 是维甲酸相关核孤儿受体家族成员之

一，主要分布于 CD4+CD8+ 淋巴细胞内。ROR-γT
是 Th17 细胞的特异性转录因子，能诱导初始 T 细

胞分化成 Th17 细胞，同时能诱导 Th17 细胞高分

泌 IL-17，还参与 Th17 细胞介导的炎症性疾病的

发病过程 [11]。缺乏 ROR-γT 细胞的小鼠会减弱自

身免疫性疾病，组织会缺乏 Th17 细胞，研究表明

ROR-γT 是免疫稳态的重要调节因子 [12]，它在 Th17

细胞分化发育及参与哮喘气道炎症反应中发挥了

重要作用 [13]。

本实验采用 OVA 致敏方法建立支气管哮喘小

鼠模型。哮喘模型组小鼠在致敏及激发过程中出现

哮喘速发相反应，病理切片显示支气管上皮水肿，

基底膜及平滑肌增厚，支气管痉挛收缩，支气管周

围及肺泡壁可见大量炎性细胞浸润，均提示哮喘

模型制作成功。本研究发现口服 OM-85BV、ATRA

以及两种药物联合干预，均可减少炎症细胞浸润，

气道重塑有减轻，炎症反应均有改善。这与 Chen

等 [14] 的实验证明母孕期充足的维生素 A 水平可以

抑制成年鼠的气道平滑肌过度分化，减轻成年鼠

的气道高反应性及气道重塑，以及 Niu 等 [15] 关于

VitA 有利于维持气道完整性，减轻气道重塑的结

论一致。同时与刘静等 [16] 研究发现 OM-85BV 对哮

喘小鼠气道炎症改善有预防作用的结论相同。本研

究中 OM-85BV 组和 ATRA 组的 ROR-γT mRNA 及

IL-17 均明显下降，提示口服 OM-85BV 及 ATRA 能

有效调节Th17细胞功能，通过抑制ROR-γT的表达，

从而减少 Th17 细胞分泌 IL-17，抑制炎症反应，与

Xiao 等 [17] 研究发现 VitA 可通过抑制维甲酸孤儿受

体表达来抑制 IL-6 和 TGF-β1 对 Th17 细胞的分化
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诱导观点一致。同时 OM-85BV 组的 IL-10 明显增

加，考虑口服 OM-85BV 能增加 Treg 细胞的分化，

进一步对炎症起抑制作用，此与 Strickland 等 [3] 的

观点相符：OM-85BV 可刺激机体 CD4+CD25+ Treg

的分化及其转录因子 Foxp3 和 IL-10 的表达；亦

与 Fu 等 [18] 推测哮喘小鼠口服 OM-85BV 可能引起

Treg 细胞增殖相一致。根据 OM-85BV 组病理切片

改变及 IL-10 水平明显增加，促炎症因子 IL-17 及

其重要转录因子ROR-γT mRNA均明显下降的结果，

考虑 OM-85BV 可以减轻哮喘小鼠肺组织的炎症反

应，同 Han 等 [19] 研究所得婴儿毛细支气管炎继发

哮喘患者中 OM-85BV 的使用能减少喘息的发作的

结论相符合。根据 ATRA 组病理切片改变及促炎

症因子 IL-17 及其重要转录因子 ROR-γT mRNA 均

下降的结果，考虑 ATRA 亦可以减轻哮喘小鼠肺

组织的炎症反应，Fujii 等 [20] 也研究发现维甲酸 X

受体激动剂与维甲酸受体结合后，哮喘小鼠模型中

气道高反应性降低，小鼠气道炎性细胞减少，肺泡

灌洗液中细胞因子的水平变化。Luo 等 [21] 研究指

出，患有喘息的婴儿中维生素 A 普遍缺乏，同时

维生素 A 缺乏的程度与喘息的严重程度相关。OM-
85BV+ATRA 组的病理改变较 OM-85BV 组、ATRA

组并无进一步改善，且 IL-10、IL-17 及 ROR-γT 
mRNA 较 OM-85BV 组、ATRA 组均稍有增加，提

示两种药物联用在 Th17/Treg 细胞功能平衡中并无

明确优势作用细胞，联合用药并没有较单独用药干

预有更明显的疗效，这可能与二者联合用药时干预

药物剂量的掌握，以及干预时间的长短有关，需要

进一步的实验研究。
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