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靶向IL-4主动免疫抑制屋尘螨抽提物诱导的

小鼠气道炎症反应
高瑞雨  严皎  袁明翠  马雁冰*

(中国医学科学院/北京协和医学院医学生物学研究所, 云南省重大传染病疫苗研发重点实验室, 昆明 650118)

摘要      以IL-4为主要驱动的Th2应答是过敏性哮喘的主要免疫病理特征, 该文旨在探讨靶向

IL-4主动免疫对屋尘螨过敏原刺激的小鼠气道炎症反应的干预作用及潜力。研究以重组制备的、

呈现IL-4肽表位的乙肝核心抗原病毒样颗粒免疫BALB/c小鼠, 并以屋尘螨抽提物诱导气道过敏性

炎症反应。结果显示, 靶向IL-4的主动免疫激发了持续的IL-4特异IgG抗体高水平应答; 显著减少气

道浸润的总炎性细胞以及其中占主要的嗜酸性粒细胞数目; 显著降低了支气管肺泡灌洗液中Th2
细胞因子IL-4、IL-13和IL-5水平, 而Th1的IFN-γ有升高趋势; 显著下调了血清IgG1而上调IgG2a水
平; 此外, 显著抑制了乙酰甲胆碱刺激的过敏小鼠气道高反应性。研究表明, 靶向IL-4的主动免疫

具有抑制过敏性气道炎症反应的潜力。
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Active Immunization against Interleukin-4 Suppresses Allergic Airway 
Inflammation in A Mouse Model Induced by House Dust Mite Extracts

Gao Ruiyu, Yan Jiao, Yuan Mingcui, Ma Yanbing* 
(Yunnan Key Laboratory of Vaccine Research and Development on Severe Infectious Disease, Institute of Medical Biology, 

Chinese Academy of Medical Sciences & Peking Union Medical College, Kunming 650118, China)

Abstract       Asthma is featured by Th2 dominated inflammatory responses which mainly driven by IL-4. 
This study was purposed to evaluate the efficacy of active immunization against IL-4 in a mouse model of al-
lergic airway inflammation. By using gene recombinant techniques, a vaccine presenting IL-4 antigen epitope 
on the surface and in the immune-dominant domain of hepatitis B virus core antigen (HBcAg) virus-like particle 
(VLP) were constructed. The recombinant protein HBcAg/IL-4 was expressed by induction with IPTG, and then 
purified by a procedure consists of ammonium sulfate precipitation and sucrose density gradient centrifugation. 
The VLPs structure was further identified with electron microphotographic techniques. Mice were immunized 
with vaccine 3 times at 2 week intervals before the repeated sensitization and challenge with house dustmite ex-
tracts (HDM). The numbers of total inflammatory cells and eosinophils in BALF((bronchoalveolar lavage fluid 
for lung cancer) were counted. The level of IL-4, IL-5, IL-13 and IFN-γ was measured and the IL-4 -specific 
IgG and HBcAg-specific IgG1 and IgG2a responses were analyzed using ELISA. The airway and lung tissue 
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mechanics were measured using flexiVent. In the mice immunized with the immunization with recombinant HB-
cAg/IL-4 VLP vaccine, the IL-4-specific IgG was induced and maintained at high level through the experiment; 
the infiltrated airway inflammatory cells, especially eosinophils, as well as the levels of Th2 cytokines IL-4, IL-5 
and IL-13 in BALF, were significantly reduced; the HBcAg-specific IgG1 response was suppressed significantly 
whereas IgG2a response was elevated; in addition, airway hyperresponsiveness was significantly ameliorated. 
Active immunization with a VLP vaccine targeting IL-4 significantly suppressed HDM-induced airway inflam-
matory responses, providing a potential approach for the study on immune-pathogenic mechanisms and immuno-
therapeutic intervention of asthma.  

Keywords       interleukin-4; VLP; HDM; airway inflammation

哮喘是一种常见的肺部气道慢性炎症疾病, 常
表现为急性炎症反复发作以及气道重塑造成的肺

功能损失。Th2型细胞及其因子在人类哮喘和小鼠

过敏性气道疾病的发病机制中起重要作用[1]。研

究发现, 在哮喘患者的血清和支气管肺泡灌洗液

(bronchoalveolar lavage fluid, BALF)中 IL-4和 IL-13
水平显著升高, 人类哮喘的疾病发展与气道中IL-4
和IL-13水平增加呈正相关[2-3]。此外, 哮喘患者IL-5
及其趋化的嗜酸性粒细胞, 且免疫球蛋白E(IgE)水
平也呈显著升高[4-5]。在Th2应答中, IL-4是主要驱动

者。IL-4和IL-4Rα基因的多态性变异增加了携带者

患哮喘的风险[6-8]。同时, 使用IL-4可溶性受体靶向

IL-4可有效抑制小鼠的气道过敏反应[9-10]; 气道给予

外源性的IL-4或IL-13或真核表达质粒使其过表达, 
诱导气道嗜酸性粒细胞增多及气道高反应性(airway 
hyperresponsiveness, AHR)[11-13]。IL-4的关键作用在

于其对Th2发育的影响, 诱导IgE产生, 对T细胞和嗜

酸性粒细胞凋亡的抑制, 促进细胞迁移至炎症位点, 
以及刺激黏液产生杯状细胞和成纤维细胞[14]。目前, 
IL-4可溶性受体、IL-4突变蛋白、IL-4单克隆抗体

等被动免疫干预方式已进行了人体试验研究[15]。抗

细胞因子疫苗是一种具有潜力的疾病机理研究以及

治疗干预的新手段, 微量的免疫原数次免疫即可提

供一定时间内持续的作用, 其在慢性疾病的治疗中

较之被动免疫干预具备明显优势。乙型肝炎病毒核

心抗原(HBcAg)能够在大肠杆菌中高效组装成病毒

样颗粒(VLP), 具有强免疫原性, 可广泛用作疫苗载

体[16]。

本研究以屋尘螨抽提物(house dust mite extract, 
HDM)这一天然过敏原刺激小鼠气道炎症反应, 利
用HBcAg VLP呈现IL-4抗原表位、有效诱导特异

抗体、持续阻断过敏小鼠异常表达、积累的IL-4等
特点, 从而探讨靶向IL-4主动免疫对哮喘的疾病干

预作用、特点及潜力。

1   材料与方法
1.1   实验材料与试剂

1.1.1   质粒与菌株      用于在大肠杆菌系统中表达

异源蛋白的质粒pThioHisA购自Invitrogen公司。质

粒pThioHisA-HBcAg由本科室构建并保存, 是将

HBcAg的 1~149 aa基因片段克隆于 pThioHisA表

达载体的Nde I与Pst I之间, 并在78~79 aa之间引入

BamH I与EcoR I位点, 用于外源蛋白或抗原肽片段

插入HBcAg优势抗原位点; DH5α感受态由本科室制

备并保存。

1.1.2   试剂及试剂盒      质粒提取试剂盒、胶回收

试剂盒购自天根生化科技(北京)有限公司; 限制性

内切酶、T4 DNA连接酶购自宝生物工程(大连)有
限公司; 屋尘螨抽提物购自美国Greer Laboratories
公司; IL-4细胞因子标准品购自Peprotech公司; 酶联

免疫吸附实验(ELISA)检测抗体生物素化IgG抗体购

自上海圣克鲁斯生物技术有限公司; 生物素化抗鼠

IgG1、IgG2a抗体购自Biolegend公司; 抗鼠IFN-γ、
IL-4、IL-13和IL-5捕获抗体与生物素化检测抗体购

自eBioscience公司; 亲和素偶联碱性磷酸酶、碱性

磷酸酶底物购自Sigma-Aldrich公司; Sephadex G25
填料购自美国GE公司。

1.2   实验动物

6~8周龄雌性BALB/c小鼠购自北京维通利华实

验动物有限公司, 饲养于中国医学科学院医学生物

学研究所SPF级动物房内, 本实验遵循《实验动物保

护条例》。
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1.3   实验方法

1.3.1   克隆构建      详细的抗原肽选择及质粒构建

信息参见我们先前的报道[17]。编码鼠IL-4抗原肽

(2~15 aa: DKNHLREIIGILNE)的寡核苷酸序列由生

工生物工程(上海)股份有限公司合成。将合成的正

负链寡核苷酸进行退火复性后与经BamH I与EcoR 
I双酶切后胶回收的pThioHisA-HBcAg载体片段进

行连接, 转化DH5α感受态细胞, 酶切鉴定重组质粒

pThioHisA-HBcAg/IL-4。
1.3.2   蛋白表达与纯化鉴定      用1 mmol/L IPTG在

37 °C诱导菌液4 h。通过15% SDS-PAGE鉴定重组

蛋白HBcAg/IL-4的表达。使用以下方法纯化重组

蛋白: 超声裂解菌体, 收集上清进行40%饱和硫酸

铵沉淀, 经20%饱和硫酸铵洗涤后, PBS重悬目的蛋

白; 将初步纯化的重组蛋白样品进行蔗糖密度梯度

离心, 从上至下蔗糖浓度分别为10%、20%、30%、

40%和50%, 每层1.8 mL, 将蛋白样品2 mL加至蔗糖

梯度最上层, 40 000 ×g、4 °C离心4 h。离心后的样

品从上至下逐层取样, 每层1 mL, 每层样品进行15% 
SDS-PAGE分析。再用Sephadex G25凝胶层析柱将

样品脱盐置换为PBS缓冲液。使用透射电子显微镜

确认VLP的存在。将纯化的蛋白质保持在–80 °C, 
用于免疫。

1.3.3   动物模型及免疫      将纯化的HBcAg VLP(本
研究中的carrier)以及嵌合蛋白 HBcAg/IL-4 VLP(本
研究中的vaccine), 以50 μg的剂量无常规佐剂皮下免

疫小鼠。每2周1次, 共3次。最后1次免疫后的第7、
8、9、21、22、23天滴鼻注入屋尘螨抽提物, 每次

40 μL含10 μg过敏原。第26天检测小鼠AHR并收集

样品。具体操作程序如图1所示。

1.3.4   BALF采集及气道浸润细胞分型计数      用1 mL
冷PBS收集BALF, 轻缓冲洗3次。4 °C、500 ×g离心

5 min。使用血细胞计数器计数BALF中的总细胞数。

离心后的上清液保持在–80 °C待细胞因子检测。将

细胞沉淀用PBS重新悬浮, 然后经cytospin分布到玻

璃片上, 用瑞氏–吉姆萨复合染色液染色。在光学显

微镜下计数3个视野中嗜酸性粒细胞和总细胞的数

量来获得嗜酸性粒细胞的百分比。通过使用获得的

百分比乘以总的BALF细胞数计算每个样品的嗜酸

性粒细胞数。

1.3.5   酶联免疫吸附试验(ELISA)      细胞因子浓度

检测根据试剂盒说明进行, 简单过程如下: 以捕获抗

体(2 μg/mL) 4 °C下湿盒包被酶标板过夜, 2% BSA封

闭2 h, 加入BALF样品或细胞因子标准品, 室温孵育

2 h, 加入生物素化的检测抗体(2 μg/mL)室温孵育1 h, 
加入碱性磷酸酶标记的Avidin室温孵育1 h, 加入显色

底物, 测定405 nm光吸收值。样品中细胞因子浓度

根据标准曲线计算获得。实验中工作体积为50 μL, 
每一步骤间洗板3~5次。

抗体检测的简单过程如下: 分别以1 μg/mL IL-4
标准品包板检测IL-4特异IgG应答, 以2 μg/mL HBcAg
包板检测IgG1和IgG2a水平, 2% BSA封闭, 加入血清

样品(IgG和IgG1检测的稀释度为1000 5׃, IgG2a检测

的稀释度为1000 1׃), 之后分别加入生物素化抗小鼠

IgG、IgG1和IgG2a抗体, 再加入碱性磷酸酶标记的

Avidin, 最后加入显色底物, 读取405 nm光吸收值。抗

体滴度测定方法为: 将疫苗免疫组与对照组血清样品

按1600 1׃1 ,800׃1 ,400׃1 ,200׃进行倍比稀释, 至疫苗免

疫组样品在405 nm处光吸收值与对照组比值刚好大

于2.1倍时, 此时的稀释度即为该样品的抗体滴度。

1.3.6   小鼠气道反应性      使用FlexiVent小动物肺功

能仪检测实验小鼠的气道反应性[18]。将小鼠麻醉, 
然后接受连续稀释的乙酰甲胆碱刺激, 其通过插入

气管中的套管使其雾化。使用强制低频振荡技术, 
通过设置的参数分析评估气道和肺组织力学, 反映

中枢及外周气道反应性。

1.4   数据统计

动物模型实验各指标中载体免疫组与疫苗免

▼: 疫苗或载体皮下免疫; ↓: 滴鼻注入10 μg 屋尘螨抽提物; 〇: 实验终点（AHR测定与取样）

▼: subcutaneous injection with vaccine or carrier;  ↓: ntranasal challenge with 10 µg of dustmite extracts; 〇: termination (AHR measurement and 
sampling)

图1   动物模型实验操作程序

Fig.1   The protocol used for the animal experiment

Week

Subcutaneous injection with vaccine or carrier
Intranasal challenge with 10 µg of dustmite extracts
Termination (AHR measurement and sampling)

0 1 2 3 4 5 6 7 8
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疫组间的差异分析采用Student’s t-test。#P<0.05, 
表示差异有统计学意义; ##P<0.01, 表示差异有显

著的统计学意义。

2   结果
2.1   HBcAg/IL-4的表达及VLP装配

重组蛋白HBcAg/IL-4的理论分子量为19.04 kDa。
通过SDS-PAGE分析, 诱导后的样品较之诱导前在

19 kDa左右出现明显的特异表达条带, 显示重组蛋

白HBcAg/IL-4在大肠杆菌中有效表达(图2A)。经

硫酸铵盐析法初步纯化的样品以蔗糖密度梯度进

一步纯化, SDS-PAGE分析可见, 目的蛋白条带主要

分布于蔗糖密度梯度离心收集样的第7~9层(图2B), 
与HBcAg行为相似, 提示重组蛋白主要以VLP形式

存在。此外, 用透射电子显微镜观察, 直接证实了

VLP的存在, 直径20~30 nm(图2C), 其大小及形态与

HBcAg所形成颗粒类似, 表明在VLP上插入IL-4抗
原表位并没有影响在大肠杆菌中的表达的重组蛋白

形成VLP的能力。 
2.2   HBcAg/IL-4 VLP免疫小鼠的抗体水平测定

分别取第2次与第3次免疫后1周以及实验终点

的小鼠血清, 通过ELISA检测IL-4特异的IgG抗体水

平。结果显示, 相对HBcAg对照组, HBcAg/IL-4疫苗

免疫组产生了强的IL-4特异的抗体应答, 且在过敏

原刺激的整个实验过程中保持高水平(图3)。选择代

表性样品进行滴度分析显示, 最高应答可达64 000。
2.3   小鼠BALF总细胞及分型计数

BALF中炎性细胞浸润是气道炎症反应的重要

kDa

97.2
66.4

44.3

29.0

20.1

14.3

(A) (B) (C)
M 1 2 M 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

A、B: SDS-PAGE分析。M: 蛋白marker; 1: 重组蛋白HBc-Ag/IL-4诱导前; 2: 重组蛋白HBc-Ag/IL-4诱导后; 3~14: 从上到下密度梯度离心1~12层。

箭头所指为目的蛋白; C: 电镜鉴定密度梯度离心第8层病毒样颗粒。

A,B: SDS-PAGE analysis. M: protein marker; 1: the cell lysates of recombinant bacteria expressing HBc-Ag/IL-4 collected before the induction with 
IPTG; 2: the cell lysates collected at 4h after the induction; 3-14: 12 collected sample fractions of sucrose density gradient centrifugation from top to 
bottom. The interest protein is indicated by the arrow; C: electronic microscopy of the 8th faction from sucrose density gradient centrifugation.

图2   重组蛋白HBcAg/IL-4的表达与鉴定

Fig.2   Expression and identification of the recombinant protein HBcAg/IL-4

图3   血清中IL-4特异性IgG抗体应答

Fig.3   IL-4-specific IgG responses in the serum 
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指标。BALF总细胞计数结果显示, 疫苗免疫组小鼠

BALF总细胞数量平均约5.2×105细胞/mL, 显著低于对

照组9.5×105细胞/mL。嗜酸细胞是过敏性哮喘的主要

效应细胞, 细胞分型计数结果显示, 疫苗免疫组嗜酸

细胞数量平均约为2.1×105细胞/mL, 显著低于VLP载
体对照组6.1×105细胞/mL(图4)。结果表明, 拮抗IL-4
能够显著降低由HDM导致的气道炎性细胞浸润。

2.4   小鼠BALF细胞因子检测    
IL-4、IL-5和IL-13是主要的Th2细胞因子, 在由

HDM导致的哮喘中发挥重要的作用[19]。IFN-γ是Th1
细胞的标志性细胞因子。对小鼠BALF中的细胞因子

表达进行ELISA检测, 疫苗免疫组IL-4、IL-5和IL-13
的水平均显著低于载体对照组, 而IFN-γ的含量显示

了一定上升趋势, 但无显著差异(图5)。这表明靶向

IL-4的主动免疫能够有效地降低由HDM导致的Th2
应答。         
2.5   HBcAg特异性IgG1、IgG2a抗体亚型检测

IgG1与IgG2a的抗体水平可以间接反映Th2和

#P<0.05,与载体对照组比较。 
#P<0.05, compared with the carier group.

图5   BALF的细胞因子水平 
Fig.5   Cytokine levels in BALF  
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#P<0.05,与载体对照组比较。 
#P<0.05 compared with the carier group.

图4   小鼠BALF总细胞及炎性细胞计数                             
Fig.4   Total cells and inflammatory cell counting in BALF 
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Th1的免疫应答偏向。ELISA检测HBcAg特异的

IgG1与IgG2a可反映小鼠总体的IgG亚型应答。疫苗

免疫组IgG1的水平显著低于载体对照组, 而IgG2a水
平显著高于载体对照组, 提示靶向IL-4的主动免疫

调控可促进Th1偏向的免疫应答(图6)。
2.6   气道反应性检测

气道高反应性是哮喘的重要病理特征之一, 
IL-4驱动的气道炎症反应对于气道高反应性具有重

要作用。小鼠气道接受乙酰甲胆碱的刺激, 经肺功

能仪分析肺组织力学。结果显示, 与载体对照组小

鼠相比, 疫苗免疫组免疫小鼠的气道抗性、组织抗

性与组织弹性显著改善, 反映中枢与外周气道高反

应性获得显著抑制(图7)。

3   讨论
在支气管哮喘动物模型研究中, 最早使用的致

敏原为卵清白蛋白(ovalbumin, OVA), OVA也是目前

应用最多的致敏原之一[20]。但OVA作为单一蛋白, 
不是天然过敏原, 其诱导的免疫病理应答与病理特

征与临床疾病存在一定差异。屋尘螨分泌物是临床

导致过敏性哮喘、鼻炎和特应性皮炎的一类主要天

然过敏原[21]。在小鼠中, 利用HDM经气道反复滴注

或雾化吸入, 可以诱导哮喘气道过敏性炎症模型[22]。

与OVA不同, HDM可直接通过呼吸道引起人类哮喘

的发生, 在小鼠中应用所激发的病理应答与人类的

哮喘发病过程与机理更为接近, 因此可能会更好地

反映临床哮喘情况, 有利于疾病机理与治疗干预研

究。

哮喘的主要特征包括气道炎症、气道组织结

构重塑及气道高反应性等。Th1/Th2失衡造成Th2
过度应答被认为是哮喘发病的关键机制。细胞因子

(例如IL-4、IL-13和IFN-γ)间的相互作用是维持Th1/
Th2平衡的关键。使用单克隆抗体或可溶性受体被

动免疫阻断异常表达及积累的在疾病病理中发挥关

键作用的细胞因子是一种有效的治疗方法, 在临床

中已获得成功应用[23-24]。然而, 这些干预措施无法

在体内产生持久的临床效益, 需要大剂量反复应用。

主动免疫策略, 即以疫苗形式经几次免疫激发机体

#P<0.05, 与载体对照组比较; ##P<0.01, 与载体对照组比较。 
#P<0.05, compared with the carier group; ##P<0.01 compared with the carier group.

图6   HBcAg特异的IgG1和IgG2a抗体水平

Fig.6   HBcAg –specific IgG1 and IgG2a responses in the serum

#P<0.05, 与载体对照组比较; ##P<0.01, 与载体对照组比较。 
#P<0.05, compared with the carier group; ##P<0.01 compared with the carier group.

图7   气道与组织力学分析

Fig.7   Measurement of the airway and lung tissue mechanics 
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产生针对靶分子的一定时间内持续存在的中和抗

体, 较之被动免疫具有显著优势。本研究中, 我们以

VLP形式打破了B细胞耐受, 未使用常规免疫佐剂, 
仍有效诱导了高水平IL-4抗体。究其原因, VLP提供

了高度重复、高度有序的表位呈现; 同时, VLP具有

纳米结构, 利于抗原递呈细胞的摄取并具有淋巴结

迁移接触更多抗原递呈细胞的能力, 因此具有高免

疫原性; 此外, 其内部包裹的核酸片段可进一步发挥

免疫佐剂活性。本研究利用VLP的特点, 经硫酸铵

沉淀、洗涤以及蔗糖密度梯度离心进行纯化, 以分

离杂蛋白。SDS-PAGE分析显示, 在约40 kDa处有似

HBcAg二聚体的蛋白条带(图2)。经分析, 该蛋白条

带的大小与二聚体相符, 行为与单体完全一致, 主要

富集于密度梯度离心7~9层中, 表现了典型的VLP行
为, 且Western blot结果(未在本文显示)证实该条带

可与抗IL-4抗体特异反应。因此, 其也是表达的目

的蛋白。我们推测出现二聚体的原因可能是, VLP
中有二硫键被氧化, 或者是SDS-PAGE样品缓冲液

中的巯基乙醇未能打开所有二硫键或电泳过程中还

原的-SH有少部分又形成二硫键(当然其他分子间力

同样可能对二聚体的存在有着贡献)。值得说明的是, 
电泳结果中有二聚体的存在, 不代表样品中其以非

颗粒形式存在, 并且即使以非颗粒形式存在, 其同样

可以激发IL-4特异的抗体应答, 只是能力弱于VLP, 
原因在于我们采用的是IL-4线性的B细胞表位, 而
HBcAg提供了外源性Th细胞表位, 已经满足打破B
细胞耐受、激发IL-4特异抗体所需的基本条件。综

上所述, 我们认为电泳中反映的情况对主动免疫结

果不会产生明显影响。

本研究中, 靶向IL-4的主动免疫显著下调了

BALF中Th2细胞因子如IL-4的水平, 而上调了Th1
细胞因子, 此外, 提高了IgG2a的水平而降低IgG1水
平, 提示免疫应答从Th2向Th1类型偏向。我们知道, 
IL-4与IL-13是两个关键的Th2应答相关细胞因子, 
功能有相似及重叠的地方, 但也存在各自特点及信

号传导通路。尽管IL-4在BALF中的绝对含量低于

IL-13, 但其在Th2细胞分化及应答的起始中作用较

强, 而IL-13相较则更偏于效应相, 因此, IL-4可能在

哮喘早期起关键作用, 而IL-13可能在哮喘的维持和

发展中发挥重要作用。我们也开展了针对IL-13的
调控干预研究, 以及IL-4与IL-13的协同干预研究, 相
信综合性的分析, 能更好地评估靶向IL-4或IL-13主

动免疫对屋尘螨过敏原刺激的小鼠气道炎症反应的

干预作用及潜力。

总而言之, 本研究表明, 用疫苗持续阻断IL-4可
有效抑制Th2反应, 从而下调气道过敏性炎症反应, 
为深入认识哮喘分子病理机制及探索新型免疫治疗

干预手段提供了参考。
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