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摘要 目的 探讨侧脑室注射霍乱毒素 B 亚单位( CTB) 对

小鼠免疫细胞及细胞因子的影响。方法 C57 雌性小鼠侧

脑室注射 CTB，运用流式细胞术检测外周血免疫细胞亚群变

化; 流式微球捕获芯片技术( CBA) 检测血清中细胞因子及趋

化因子的变化。结果 CTB 能够明显升高单核巨噬细胞、
CD4 + T 细胞及 B 细胞的比例; 炎症因子 γ 干扰素( IFN-γ) 、
肿瘤坏死因子 α ( TNF-α) 、白细胞介素-6 ( IL-6 ) 、白细胞介

素-9( IL-9) 及趋化因子巨噬细胞炎性蛋白-1α( MIP-1α) 、巨
噬细胞炎性蛋白-1β( MIP-1β) 、B 淋巴细胞趋化因子( BLC) 、

γ 干扰素诱导的单核因子( Mig) 、调节活化正常 T 细胞表达

与分泌的趋化因子( ＲANTES) 、单核细胞趋化蛋白-1 ( MCP-
1) 也相应升高。结论 侧脑室注射 CTB 能够明显改变小鼠

免疫应答状态。
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霍乱肠毒素( cholera toxin，CT) 是霍乱弧菌的主

要毒力因子，CT 具有 A 亚单位( CTA) 和 B 亚单位

( CTB) ，两者能形成紧凑而稳定的六聚体蛋白，A 亚

单位是霍乱毒素的活性部分，B 亚单位能与有核细

胞细 胞 膜 上 的 神 经 节 苷 酯 ( monosialoganglioside，

GMl) 结合，基于这一原理，使得 CTB 可以选择性地

被那些富含神经节苷脂 GM1 的神经细胞所摄取，从

而特异性地标记神经细胞。CTB 除去了 CT 的毒

性，具有很强的免疫原性，能够有效刺激机体分泌抗

毒素 抗 体，是 目 前 用 的 最 多 的 黏 膜 免 疫 佐 剂 之

一［1 － 2］。但是对于机体免疫系统的影响，尤其是作

为神经元示踪剂，在对小鼠进行侧脑室注射之后对

免疫系统的影响没有相关文献报道。该研究通过运

用 CTB 对 C57 小鼠进行侧脑室注射，观察小鼠免疫

系统的表现，包括免疫细胞、炎症因子、趋化因子的

变化，为后续的实验奠定基础。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 7 ～ 8 周龄 SPF 级雌性 C57 小鼠 20
只，20 g /只，由徐州医科大学实验动物中心提供，饲

养于徐州医科大学实验动物中心，环境温度 25 ℃，

湿度 55%。
1． 2 主要试剂 霍乱毒素 B 亚单位( CTB) 购自上

海 Absin 公 司; Ｒabbit anti-CTB antibody 购 自 美 国

Sigma 公 司; FITC-anti-Ｒabbit antibody、FITC-anti-
MouseCD4、 PE-cy7-anti-MouseCD3、 APC-Cy7-anti-
MouseCD11b、APC-anti-MouseCD19、Percp-Cy5. 5-an-
ti-Mouse F4 /80 荧光抗体均购自美国 ebioscience 公

司; LEGENDplexTM kits 购自美国 Biolegend 公司。
1． 3 实验分组及用药 小鼠分为两组: 磷酸盐缓冲

液 ( phosphate buffered saline，PBS ) 组 和 CTB 组。
CTB 组侧脑室注射 CTB( 250 ng /100 g 体质量，PBS
溶解) ，注射体积为 2 μl，对照组注射等体积 PBS。
1． 4 侧脑室注射 小鼠经麻醉后，固定于脑立体定

位仪，消毒，剪开头顶皮肤，暴露白色骨缝及前囟点;

侧脑室 注 射 定 位 坐 标: 前 囟 后 0. 5 mm，旁 开 1. 0
mm，深 2. 0 mm; 进针深度以针尖刺入硬脑膜为起

始，注射量为 2 μl /只，注射时间为 30 s，停针 1 min;

拔出微量进样器针头，缝合头部皮肤。
1． 5 免疫荧光检测触液核神经元 取第 7 天小鼠

脑组织，冰冻切片，切片厚度 20 μm，经 PBS 洗涤，封

闭后 Ｒabbit anti-CTB antibody 孵育 24 h; 洗涤后，加

FITC-anti-Ｒabbit antibody 孵育 2 h 后，洗涤，荧光显

微镜观察。
1． 6 流式细胞术检测免疫细胞变化 取第 7 天小

鼠抗凝血 50 μl，分别加入 FITC-anti-MouseCD4、PE-
cy7-anti-MouseCD3、APC-Cy7-anti-MouseCD11b、APC-
anti-MouseCD19 、Percp-Cy5. 5-anti-MouseF4 /80 荧光

抗体，4 ℃孵育 30 min; 经裂红、洗涤后，流式细胞仪
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检测。
1． 7 LEGENDplexTM kits 检测炎症因子变化 取

第 7 天小鼠血清 25 μl，加入检测微球及检测抗体，

室温孵育 2 h 后，上机检测，LEGENDplex 软件数据

分析。
1． 8 LEGENDplexTM kits 检测趋化因子变化 取

第 7 天小鼠血清 25 μl，加入检测微球及检测抗体，

室温孵育 2 h 后，上机检测，LEGENDplex 软件数据

分析。
1． 9 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 软件进行统计

分析，数据以珋x ± s 表示。两组之间比较采用 t 检验。
检验水准 α = 0. 05，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 免疫荧光标记触液核神经元 免疫荧光结果

显示: CTB 组小鼠触液核神经元染色呈阳性( 绿色

荧光) ，PBS 对照组触液核神经元染色呈阴性( 无绿

色荧光) 。见图 1。

图 1 CTB 标记触液核神经元 免疫荧光 × 200

A: CTB 组，触液核神经元( 箭头所示) ; B: PBS 组

2． 2 流式细胞术检测免疫细胞亚群变化 流式细

胞术结果显示: CTB 组小鼠免疫细胞包括 CD4 + T 细

胞、B 细胞及单核巨噬细胞均高于 PBS 对照组( t =
8. 17、6. 85、8. 64，P ＜ 0. 05 ) ，差异有统计学意义。
见图 2。

图 2 流式细胞术检测免疫细胞亚群变化

A: 免疫细胞亚群散点图; B: 免疫细胞亚群

统计图; 与 PBS 组比较: * P ＜ 0. 05
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2． 3 流式细胞术检测炎症因子变化 流式细胞术

结果显示: CTB 组小鼠炎症因子包括炎症因子 γ 干

扰素( interferon-γ，IFN-γ) 、肿瘤坏死因子 α ( tumor
necrosis factor，TNF-α) 、白细胞介素-6( interleukin 6，

IL-6) 、白细胞介素-9( interleukin 9，IL-9) 均高于 PBS
对照组，差异有统计学意义( t = 6. 17、4. 37、4. 52、
7. 38，P ＜ 0. 05) 。见图 3。

图 3 流式细胞术检测炎症因子变化

与 PBS 组比较: * P ＜ 0. 05

2． 4 流式细胞术检测趋化因子变化 流式细胞术

结果显示: CTB 组小鼠趋化因子包括巨噬细胞炎性

蛋白-1α ( macrophage inflammatory protein-1α，MIP-
1α) 、巨噬细胞炎性蛋白-1β( macrophage inflammato-
ry protein-1β，MIP-1β ) 、B 淋 巴 细 胞 趋 化 因 子 ( B
lymphocyte chemoattractant，BLC ) 、γ 干扰素诱导的

单核因子( monokine induced by IFN-γ，MIG) 、调节

活化正常 T 细胞表达与分泌的趋化因子( regulated
upon activation normal T-cell expressed and secreted，

ＲANTES) 、单核细胞趋化蛋白 1( monocyte chemotac-
tic protein 1，MCP1) 均高于 PBS 对照组，差异有统计

学意义( t = 3. 77、7. 06、2. 87、3. 38、12. 25、4. 37，P ＜
0. 05) 。见图 4。

3 讨论

CTB 来源于霍乱弧菌，作为霍乱毒素中的非毒

性亚单位，能够与细胞表面的 GMl 结合，具有跨膜

传递的作用; 它可以选择性地被神经细胞所摄取，从

而特异性地标记神经细胞。此外 CTB 也具有免疫

佐剂活性，能够刺激机体免疫系统产生免疫应答，能

图 4 流式细胞术检测趋化因子变化

与 PBS 组比较: * P ＜ 0. 05

够增强树突状细胞的活化与成熟［3 － 4］。
本研究通过对 C57 雌性小鼠侧脑室注射 CTB

试剂来观察其对免疫系统的影响。实验结果显示，

CTB 能够明显改变小鼠免疫细胞状态，CD4 + T 细

胞、B 细胞及单核巨噬细胞明显升高，同时相关炎性

细胞因子、趋化因子也明显升高。
CTB 有很强的免疫原性，能够调节 Th1 型和

Th2 型细胞免疫应答; 同时能够辅助抗原诱导机体

分泌特异性抗体，通过调节 B 细胞免疫应答，产生

IgG 抗体，此外还可以诱导较强黏膜免疫应答，增强

机体抗感染能力［5］。此外本研究又检测了单核细

胞的变化，其数量较正常组明显升高; 单核细胞作为

机体固有免疫和获得性免疫的重要组成部分，参与

抗原提呈，吞噬及 T 细胞功能调节; CTB 进入机体

以后可以明显改变单核细胞的免疫应答状态。CTB
通过调节巨噬细胞增加促炎因子的分泌及共刺激分

子受体 CD80、CD86 的 表 达，导 致 T 细 胞 活 化 和

分化［6］。
TNF-α 属于 TNF 超家族成员，免疫细胞、非免

疫细胞均可产生，在炎症反应、细胞凋亡、细胞分化

中起重要作用。其主要功能是刺激中性粒细胞吞

噬，抗感染，改变细胞的特性，调节其他组织的代谢

活性，在炎症反应中作为前炎症反应因子起促炎作

用［7］。IFN-γ 主要由活化的巨噬细胞、T 细胞、NK
细胞合成分泌，是淋巴细胞增殖、分化的调节性物

质，同时发挥抗病毒效应。IFN-γ 可以诱导单核细

胞、巨噬细胞、树突状细胞、星状细胞等主要组织相
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容性复合体类抗原的表达，参与抗原提呈和特异性

免疫应答的识别过程［8］。IL-6 是一种多功能细胞因

子，在急性期免疫反应、宿主防御、造血等方面起重

要作用，在炎症反应中主要发挥促炎作用［9］。IL-9
主要由 Th9 细胞分泌，此外肥大细胞、自然杀伤 T 细

胞细胞等也可以分泌; IL-9 与其受体结合后，发挥其

生物学作用，如增加肥大细胞在炎症部位聚集，促进

固有淋巴细胞的生存，介导 B 细胞分化，促进免疫

球蛋白 E 分泌等［10 － 11］。CTB 进入小鼠体内后，作

用于免疫系统，免疫细胞活化，大量炎症因子分泌，

尤其以 IFN-γ 升高最为明显，进一步调节机体免疫

应答。
趋化因子是由组织细胞分泌的小分子蛋白，主

要功能是招募血液中的淋巴细胞、单核细胞、中性粒

细胞等进入感染发生的部位，在炎症反应中有重要

作用。MCP1 是单核 /巨噬细胞主要趋化因子，MIP-
1α( CCL3 ) 、MIP-1β ( CCL4 ) 为巨噬细胞炎性蛋白，

三者在趋化单核 /巨噬细胞、T 细胞的同时激发胞内

信号通路，发挥促炎、促吞噬等作用［12 － 13］。BLC、
ＲANTES 、MIG 可趋化嗜酸性粒细胞、嗜碱性粒细

胞、B 淋巴细胞和 T 淋巴细胞迁移至炎症及感染部

位［14 － 15］。本实验显示，小鼠注射 CTB 后以单核细

胞相关趋化因子升高最为明显。这与外周血流式检

测结果相一致。
小鼠侧脑室注射 CTB 以后，可以刺激机体免疫

系统，导致免疫细胞、细胞因子发生相应改变，尤其

以单核细胞及其相关炎症因子、趋化因子变化最为

明显，实验结果为后续的实验奠定了基础，但是至于

CTB 对脑神经元定位示踪以后，对免疫系统影响的

具体机制及其细胞因子之间的网络关系，仍需进一

步探讨。
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Effect of cholera toxin B subunit on immune cells and cytokines in mice
Li Xiangyang1，Yang Ying1，Zhang Licai2，et al

( 1Dept of Pathogenic Biology and Immunology，Xuzhou Medical University，

Jiangsu Key Laboratory of Immunity and Metabolism，Xuzhou 221004;
2Dept of Anesthesiology，Xuzhou Medical University，Jiangsu Key Laboratory of Anesthesiology，Xuzhou 221004)

Abstract Objective To explore the effect of cholera toxin subunit B on the immune system of mice． Methods
Intra-lateral ventricle( LV) of C57 female mice were injected with toxin subunit B． Immunocyte in peripheral blood
were detected by flow cytometry; Cytokine and chemokines in serum were detected by flow cytometry with Cy-
tometrin Bead Array( CBA) ． Ｒesults Data showed that CD3 + CD4 + T cells ，B cells and mononuclear macrophage
were higher than PBS control group． IFN-γ，TNF-α，IL-6，IL-9 inflammation cytokines and MIP-1α，MIP-1β，BLC，

MIG，ＲANTES，MCP1 chemokine were higher than PBS control group． Conclusion Cholera toxin subunit B can
obviously change the state of immune response in mice．
Key words cholera toxin subunit B; chemokines; cytokines
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卵白蛋白诱导家兔过敏性紫癜动物模型的建立和评价
侯兆玉，张晓翠，张红利，邓 芳

摘要 目的 建立卵白蛋白( OVA) 诱导家兔过敏性紫癜动

物模型，为更进一步研究过敏性紫癜的发病机制提供理论依

据。方法 20 只家兔随机分两组: 模型组和对照组 ( n =

10) 。模型组给予配方中药煎剂喂饮，1 次 /d，每次 1 ml，连

续 3 周，对照组给予等量生理盐水喂饮。模型组末次喂饮当

日，腹腔注射乳化溶液 1 ml，1 次 /周，连续 3 周。对照组给

予等量生理盐水腹腔注射。末次腹腔注射 7 d 后，模型组兔

耳缘静脉注射浓度为 10 mg /ml 的 OVA 生理盐水溶液 0. 5

ml，同时后背剃毛，并将浓度为 0. 3% 的 OVA 生理盐水皮内

注射 1 ml，分 5 点注射，每点 0. 2 ml。对照组分别以相同的

方法和剂量皮内注射生理盐水。注射后观察对比模型组和

对照组动物的一般情况，24 h 后检测实验室指标以及 3 周后

检测皮肤、肾脏等组织的病理结果。结果 模型组中 6 只家

兔出现皮下紫斑，模型组与对照组在血液黏稠度、血常规及

尿常规、IgA、IgG、C3、C4 等指标方面差异有统计学意义。模
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型组家兔皮肤组织病理表现为真皮层水肿，毛细血管扩张、

出血，炎症细胞浸润及血管壁的 IgA 沉积。肾脏组织病理表

现为肾小球系膜增厚、系膜细胞及基质增生、囊腔蛋白渗出

及局灶性慢性肾炎伴大量免疫复合物沉积。结论 配方中

药煎剂喂饮、连续 OVA 刺激、静脉及皮内大剂量 OVA 冲击

的方式，可成功模拟较可靠稳定的过敏性紫癜动物模型。
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过敏性紫癜( Henoch-Schonlein purpura，HSP) 是

一种好发于儿童、以 IgA 免疫复合物沉积为主的自

身免疫性小血管炎［1］。该病常易累及皮肤、胃肠、
肾脏、关节等全身各部位，临床表现为皮肤紫斑、腹
痛、消化道出血、蛋白尿、血尿、关节肿痛等。HSP 病

因未明，目前多认为与其发病关系密切的因素有: 感

染、药物、食物及遗传因素等［2］。临床 HSP 的诊断

主要依据 EULAＲ /PＲeS 统一标准，可触性皮疹( 必

要条件) 伴以下任何一条: ① 弥漫性腹痛; ② 任何

部位活检示 IgA 沉积;③ 关节炎 /关节痛;④ 肾脏受

损表现( 血尿、蛋白尿) 。目前对 HSP 的发病机制尚

未完全明确，因此限制了对其发病机制、诊断和治疗
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