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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．
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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
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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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的研究。而国内外对 HSP动物模型报道甚少，并没
有成熟的实验动物模型。该研究参考李彦红 等［3］

通过卵白蛋白( ovalbumin，OVA) 诱导家兔引起Ⅲ型
超敏反应的原理建立 HSP的模型，通过监测其相关
实验室指标及病理结果，验证建模成功与否，并对

HSP发病机制进行初步探讨。

1 材料与方法

1． 1 药物和试剂 干姜( 批号: 20171107 ) 、荜茇
( 批号: 20150610) 、胡椒( 批号: 170701 ) 购自安徽中
医药大学第一附属医院; OVA( A5503) 、弗氏完全佐
剂 ( F5881 ) 购 自 美 国 Sigma 公 司; IgA 抗 体
( ab97189) 购自英国 abcam公司。
1． 2 主要仪器 XE-2100 型全自动血液分析仪( 日
本 SYSMEX公司) ; SA-9000 全自动血流变分析仪
( 北京赛科希德科技发展有限公司) ; H-800 型全自
动尿液分析仪( 长春 DIＲUI公司) ; c702 全自动生化
分析仪( 瑞士 cobas 公司) ; ＲM2245 石蜡切片机( 德
国 Leica公司) ; KD-2950 冰冻切片机( 郑州南北仪
器设备有限公司) ; IX71 倒置荧光显微镜( 日本 O-
LYMPUS公司) 。
1． 3 实验动物及模型制备
1． 3． 1 实验动物 家兔 20 只，体质量 1. 2 ～ 1. 4
kg，安徽医科大学动物实验中心提供。动物在实验
室正常饲养 1 周后，随机分出 10 只为对照组，其余
10 只为模型组。
1． 3． 2 模型制备 模型组家兔给予配方中药煎剂
喂饮，由干姜、荜茇、胡椒的水煎剂构成，配比为 1 ∶
1 ∶ 1，终浓度为 15 g /100 ml，1 次 /d，每次 1 ml，连续
3 周; 对照组给与等量生理盐水喂饮。模型组末次
喂饮当日，腹腔注射乳化溶液( 10 mg 的 OVA 溶解
于 0. 5 ml的生理盐水中，再与 0. 5 ml弗氏完全佐剂
完全乳化) 1 ml，1 次 /周，连续 3 周。对照组给予等
量生理盐水腹腔注射。最后一次腹腔注射 1 周后，
模型组兔通过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，皮内注
射 0. 3% OVA 生理盐水溶液 1 ml，共注射 5 点，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。注射后用代谢笼收集 24 h 尿液，并记
录尿量。观察对比模型组和对照组动物的一般情
况、皮肤红肿状况，照相存档。24 h 后耳缘动脉取
血，检测实验室指标。3 周后处死取皮肤、肾脏组

织，观察病理结果。
1． 4 观察指标
1． 4． 1 一般参数观察、检测 实验前后，观察两组
动物的活动及精神状况等。24 h 后分别用含 EDTA
的抗凝管和含惰性分离胶的促凝管自动物耳缘动脉

取血，用含 EDTA 的抗凝管收集 2 ml 动脉血，全自
动血细胞分析仪检测血常规、全自动血流变分析仪
检测血液流变性。再用含惰性分离胶促凝管收集 2
ml动脉血，使用离心机，4 000 r /min 离心 15 min，
取血清测免疫球蛋白 A ( immunoglobulins A，IgA) 、
免疫球蛋白 G ( immunoglobulins G，IgG) 、免疫球蛋
白 E( immunoglobulins E，IgE) 、补体 C3、补体 C4 等
指标。兔代谢笼收集 24 h尿液后，用全自动尿液分
析仪检测尿常规、24 h 尿蛋白等指标。末次注射结
束后，观察并拍照模型组背部皮肤表现: 是否有红

肿、瘀斑及瘀斑大小、瘀斑分布状况、随时间改变的
情况。
1． 4． 2 病理组织学观察 模型组及对照组兔放血
后，取出双侧肾和背部皮肤，将一侧肾和部分皮肤

置于组织包埋液( OCT) 中包埋，液氮罐中放置 5
min，然后取出在冰冻切片机中切片，用直接法测抗
原抗体复合物，荧光显微镜下观察肾小球 IgA 沉积
强度。免疫荧光强度判定选择国际通用的 5 级半定
量法描述 IgA沉积的强度，每张切片最少观察 20 个
肾小球( × 400) : 低倍镜下不能显示、高倍镜下似乎
可见为( － ) ，低倍镜下似乎可见、高倍镜下可见为
( + ) ，低倍镜下可见，高倍镜下清晰可见为( ) ，低
倍镜下可见，高倍镜下耀眼为( ) ，高倍镜下刺眼
为( ) ［4］。另一侧肾及其剩余皮肤，4%多聚甲醛
溶液固定，梯度脱水后，石蜡包埋，切片，肾脏进行

HE、PAS、Masson染色，皮肤行 HE染色，由两名病理
医师进行光镜下盲片审阅。
1． 5 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 软件进行分析，
实验结果用 珋x ± s表示，两组间分析比较用两独立样
本 t检验，以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 一般情况及皮肤变化 实验过程中，模型组和
对照组家兔均未出现死亡。模型组兔在实验结束
后，即表现为精神差、活动量减少，进食进水量减少，
对照组无此反应。皮内注射 OVA后，模型组中 6 只
家兔在 8 h左右，注射部位皮肤出现出血斑点，随时
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表 1 两组血液黏稠度对比( 珋x ± s)

指标 对照组 模型组 t值 P值
全血比黏度( mpa /s) 低切 3． 10 ± 0． 08 5． 41 ± 0． 92 7． 916 ＜ 0． 001

中切 4． 01 ± 0． 12 8． 81 ± 0． 38 37． 990 ＜ 0． 001
高切 10． 44 ± 0． 53 20． 96 ± 1． 11 27． 101 ＜ 0． 001

红细胞压积( % ) 42． 70 ± 1． 41 45． 53 ± 0． 95 5． 243 ＜ 0． 001

间进展，皮下出血点逐渐增大，24 h 左右，呈现片状
紫斑伴周围红肿，形状不规则，直径为 1 cm左右( 图
1B) 。对照组则无明显改变( 图 1A) 。

图 1 对照组及模型组家兔皮内注射 OVA后注射部位皮肤变化情况

A: 对照组; B: 模型组

2． 2 实验室指标变化
2． 2． 1 血液流变性及血、尿常规检测结果 血液流
变性: 造模后模型组动物的血液黏稠度在不同剪切

率下均较对照组明显增高( P ＜ 0. 001) ，红细胞压积
也明显增高( P ＜ 0. 001) 。见表 1。血常规: 造模后，
与对照组比较，模型组血红蛋白( hemoglobin，HGB)
含量、红细胞( red blood cell，ＲBC) 数均低于对照组
( P ＜ 0. 001) ，白细胞( white blood cell，WBC) 数、嗜
碱性粒细胞百分比( basophilic，BASO% ) 均高于对
照组( P ＜ 0. 001) ，血小板( platelet，PLT) 计数无明显
改变。见表 2。尿常规: 造模后模型组与对照组相
比，尿蛋白和尿红细胞均显著增多( P ＜ 0. 001) 。见
表 3。

表 2 两组血常规对比( 珋x ± s)

项目 对照组 模型组 t值 P值
HGB( g /L) 122． 7 ± 7． 82 100． 4 ± 6． 69 6． 852 ＜ 0． 001
ＲBC( × 1012 /L) 6． 17 ± 0． 38 5． 09 ± 0． 22 3． 977 ＜ 0． 001
WBC( × 109 /L) 6． 22 ± 0． 87 13． 92 ± 2． 05 10． 933 ＜ 0． 001
PLT( × 109 /L) 201． 9 ± 34． 87 193． 7 ± 28． 64 0． 575 0． 57
BASO% 0． 32 ± 0． 27 4． 32 ± 0． 73 16． 251 ＜ 0． 001

2． 2． 2 动物模型 IgA、IgG、IgE、C3、C4 检测结果
造模后模型组动物与对照组相比，血清免疫球蛋白

IgA升高( P ＜ 0. 001 ) ，补体 C3 减少( P ＜ 0. 001 ) ，
IgG、IgE、C4 无明显改变。见表 4。

表 3 两组尿常规对比( 珋x ± s )

指标 对照组 模型组 t值 P值
尿红细胞( 个 /ml) 4． 99 ± 0． 35 17． 91 ± 0． 84 44． 897 ＜ 0． 001
尿蛋白定量( mg /24 h) 50． 34 ± 1． 60 146． 62 ± 6． 31 46． 771 ＜ 0． 001

表 4 两组血清 IgA、IgG、IgE、C3、C4 检测结果( g /L，珋x ± s)

血清学指标 对照组 模型组 t值 P值
IgA 0． 002 ± 0． 001 0． 028 ± 0． 005 15． 706 ＜ 0． 001
IgG 0． 511 ± 0． 081 0． 412 ± 0． 036 3． 538 0． 04
IgE 2． 208 ± 0． 103 2． 136 ± 0． 083 1． 715 0． 103
C3 0． 217 ± 0． 017 0． 157 ± 0． 028 5． 744 ＜ 0． 001
C4 0． 050 ± 0． 216 0． 029 ± 0． 012 2． 689 0． 015

2． 3 病理组织学结果
2． 3． 1 皮肤及肾组织 HE 染色 组织切片 HE 染
色后，光镜下可见模型组皮肤皮下出血、真皮水肿、
血管扩张充血、出血，炎性细胞浸润，见图 2; 模型组
肾组织肾小球系膜增厚、系膜细胞及基质增生、囊腔
蛋白渗出及局灶性肾小球肾炎，见图 3。

图 2 对照组及模型组家兔皮肤 HE染色图 × 100

A: 正常皮肤对照; B: 模型组皮肤

图 3 对照组及模型组家兔肾脏 HE染色图 × 400

A: 正常肾小球对照; B: 模型组肾小球

2． 3． 2 皮肤及肾组织免疫荧光染色 组织免疫荧
光染色显示，模型组皮肤真皮小血管壁大量 IgA 沉
积 IgA( ) ，对照组皮肤 IgA( － ) ，见图 4; 模型组肾
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脏系膜区 IgA 颗粒状沉积 IgA (  ) ，对照组 IgA
( － ) ，见图 5。

图 4 对照组及模型组家兔皮肤 IgA免疫荧光图 × 400

A: 正常皮肤; B: 模型组皮肤

图 5 对照组及模型组家兔肾脏 IgA免疫荧光图 × 400

A: 正常肾脏; B: 模型组肾脏

3 讨论

HSP是一种以 IgA免疫复合物沉积为主的自身
免疫性血管炎疾病，当前对 HSP的发病机制尚未完
全研究清楚，最理想的治疗方案也未完全明确。因
此建立 HSP模型，研究其确切的机制对于治疗 HSP
有重要意义。

HSP病因不明，目前多认为急性链球菌感染与
其发病关系密切，但有研究［5］显示急性期链球菌感

染可引起家兔心肌缺血及血压变化，外周血小板和

白细胞明显减少，使模型兔生存率降低而影响造模

稳定性。中医学说认为 HSP 与古籍所记载的“血
症”、“斑疹”等相似［6］。近年来，也有许多学者尝试
采用中医疗法治疗本病，并在临床实践中取得了很

好疗效［7 － 8］。HSP发生发展的病生过程可以看成免
疫复合物引起的Ⅲ型超敏反应，本研究中首先对模
型组家兔予以配方中药煎剂喂饮，构建中医学说中

“阴虚质燥”，再予以定期腹腔注射含 OVA 的乳化
溶液使其致敏，最后皮下注射一定浓度的抗原激发

实验，正是利用Ⅲ型超敏反应的原理。本实验中以
免疫复合物的沉积、炎症介质、肾脏损伤指标及病理
改变等作为观察指标进行造模技术的研究，以求能

反映 HSP的本质特征。
HSP患儿的体质大多为血瘀质，血液运行不畅，

容易离经发展为紫癜。模型组家兔血液黏稠度增
高，与中医学说的血瘀质相吻合。从西医临床角度，
HSP患者免疫系统、激肽及纤溶系统功能紊乱［9］，
使得血液黏度增高、血液流速降低，这又进一步加重
了组织供氧的降低，代谢紊乱。血液黏稠度的增高
以及炎症反应也必将影响血常规的结果，使得白细

胞增高。过敏性疾病也常导致嗜碱性粒细胞的升
高，这些理论也与本实验结果相同。HSP 本身为一
种侵犯皮肤及细小血管急性自限性出血症，过程中

无血小板的消耗。
HSP 性肾炎( HSPN) 是 HSP 最严重的并发症，

其发病率一般以尿常规计，国内外报道尿常规改变

在 HSP中发生率约 30% ～ 60%［10］。甚至有学者认
为 HSP同时并发肾损害，只是轻重程度因人而异，
大多数预后良好，仅少部分可发展为慢性肾功能不

全，甚至是终末期肾病［11］。本实验中，尿常规显示
模型组家兔存在肾功能受损的现象。病理检测亦显
示，肾小球系膜增厚，系膜细胞及基质增生、囊腔蛋
白渗出。免疫荧光中，肾小球系膜区 IgA 免疫复合
物呈颗粒状沉积。
模型组家兔血清中 IgA含量升高，与临床患者

相关血清学检测具有一致性，HSP临床各型患者，急
性期皮肤小血管壁及肾小球系膜区可有大量 IgA沉
积，这也提示 IgA 与 HSP 发病过程关系密切［12］。
IgE是血清中含量最少的免疫球蛋白，主要参与 I 型
超敏反应，具有与肥大细胞和嗜碱性粒细胞结合的

免疫功能。有研究［13］表明变态反应也是致 HSP 的
重要因素，其中多数患者被多种过敏原致敏，本研究

并未采用过敏源致敏的方式构建 HSP，这可能与
IgE无明显变化有关。模型组家兔血清中 C3、C4 含
量的降低，表明补体系统存在过度激活现象。
热性中药煎剂喂饮后及时检测其血液黏稠度，

使其与中西医所共识的过敏性体质的构建相一致;

血清中免疫球蛋白和补体的检测，与李彦红 等［3］的

研究相比，可进一步全方位的模拟 HSP 患者的发病
特点和病情转归。成功建立了 HSP 的动物模型，其
一般表现、血液学改变、肾功能及肾脏病理改变与人
HSP基本一致，说明此方法建立 HSP 模型具有可行
性，但实验中并非均出现皮肤紫癜，其原因可能与免

疫反应的个体差异性有关，且由于实验条件和成本

有限，实验尚有检测指标的不足，比如并未做肾脏病

理电镜图等更为准确的检测紫癜肾脏损伤情况，有
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待进一步思考和实验研究。但总体来说，该造模方
法成本较低、操作简便，可得到较为稳定的 HSP 动
物模型，为研究 HSP 的病因和发病机制，以及临床
治疗 HSP提供科学依据和创新方法。
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Establishment and evaluation of rabbit model
of Henoch-Schonlein purpura induced by ovalbumin

Hou Zhaoyu，Zhang Xiaocui，Zhang Hongli，et al
( Dept of Paediatrics，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Absthact Objective To establish an animal model of allergic purpura induced by ovalbumin( OVA) in rabbits，
and to provide a more suitable experimental model for further study of allergic purpura． Methods 20 rabbits were
randomly divided into two groups: model group and control group( n = 10) ． The model group was given the prescrip-
tion traditional Chinese medicine decoction to drink once a day，1 ml each time for 3 weeks． The control group was
given the same amount of physiological saline． In the model group，1 ml of emulsion solution was injected intraper-
itoneally on the day of the last feeding for 3 weeks． The control group was given the same amount of physiological sa-
line intraperitoneal injection． 7 days after the last intraperitoneal injection，model group rabbits were injected through
the auricular vein with 10 mg /ml OVA saline solution of 0. 5 ml． At the same time，shaving at the back and intra-
dermal injection of 0. 3% OVA saline 1 ml at 5 points． The control group was given intradermal injection of physio-
logical saline with the same method and dose． Observation and comparison of the general situation of the two groups
after injection，laboratory indexes were detected after 24 h，and pathological results of skin and kidney tissues after
3 week were detected． Ｒesults Subcutaneous purple spots in 6 rabbits of the model group，there were significant
differences between these two groups in terms of blood viscosity，blood and urine routine IgA，IgG，C3，C4． The
pathological features of the skin in the model group were edema of the dermis，capillary dilatation，hemorrhage，in-
flammatory cell infiltration and IgA deposition in the vascular wall． Cortical edema，capillary dilatation，bleeding，
inflammatory cell infiltration and IgA deposition in vascular walls． Ｒenal histopathological features were glomerular
mesangial thickening，mesangial cell and matrix proliferation，cystic protein exudation and focal chronic glomerulo-
nephritis with a large amount of immune complex deposition． Conclusion A stable allergic purpura animal model
can be successfully simulated by using Chinese medicine decoction ，continuous OVA stimulation，intravenous and
intradermal high dose OVA impact．
Key words Henoch-Schonlein purpura; rabbit model; pathology
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