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　 　 由尘螨、植物花粉等过敏原引起的过敏性疾病

已成为危害患者健康的公共卫生问题[１￣２]ꎬ其机制

为致敏原引起的机体局部黏膜免疫功能异常ꎬ导致

以 Ｔｈ２ 细胞极化、特异性 ＩｇＥ 释放、肥大细胞脱颗粒

及嗜酸性粒细胞浸润为特征的过敏性炎症反应[３]ꎮ
过敏原特异性免疫疗法(Ａｌｌｅｒｇｅｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｉｍｍｕｎｏ￣
ｔｈｅｒａｐｙꎬ ＡＩＴ)被认为是能够干预过敏性疾病自然进

程的对因治疗方法ꎬ可以阻止过敏性鼻炎向哮喘发

展[４￣５]ꎬ然而其疗程长、患者依从性较差、安全性也

有待进一步提高[６]ꎬ且临床上维持治疗效果的剂量

很难达到 [７]ꎮ 随着基因工程、分子生物学技术的发

展ꎬ建立在过敏原蛋白序列分析基础上构建的新型

表位疫苗、基因疫苗已经成为过敏性疾病免疫治疗

的研究热点[８￣９]ꎮ 将过敏原 Ｂ 细胞表位区融合于非

致敏蛋白载体上的 Ｂ 细胞表位疫苗有望为过敏性

疾病治疗提供新的发展策略[８]ꎮ 尘螨是主要吸入

性过敏原ꎬ其导致的相关过敏性疾病在世界范围内

流行ꎬ发病率大概为 １％ ~２％ꎬＤｅｒ ｐ１ 和 Ｄｅｒ ｐ２ 作为

两种屋尘螨主要的过敏原ꎬ在呼吸道过敏患者中ꎬ其
血清特异性 ＩｇＥ 抗体阳性率达到 ８０％ ~ ８５％ [１０]ꎮ
本研究将探讨 Ｄｅｒ ｐ２ Ｂ 细胞表位 ＲＮＡ 疫苗的构建

及其对过敏性鼻炎小鼠特异性 ＩｇＥ 的抑制作用ꎬ为
尘螨引起的呼吸道过敏性疾病新型特异性免疫治疗

方法研究提供前期基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 实验材料

胎牛血清 ( Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ 公司ꎬ 美国)ꎬ ＣＤ４、
ＣＤ２５、Ｆｏｘｐ３、ＲＯＲγｔ 荧光抗体(ｅｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公司ꎬ美
国)ꎬ血蓝蛋白(Ｋｅｙｈｏｌｅ ｌｉｍｐｅｔ ｈｅｍｏｃｙａｎｉｎꎬＫＬＨ)
(Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ 公司ꎬ美国)ꎬ重组 Ｄｅｒ ｐ２ 蛋白(Ｒａｙ
Ｂｉｏｔｅｃｈꎬ美国)ꎬＨＲＰ 标记的抗鼠、抗人 ＩｇＥ、ＩｇＧ４ 抗

体(Ｓｏｕｔｈｅｎ Ｂｉｏｔｅｃｈꎬ美国)ꎮ
１.２　 实验方法

１.２.１　 屋尘螨过敏原 Ｄｅｒ ｐ２ 的 Ｂ 细胞表位预测

采用 ＡＢＣｐｒｅｄ 和 ＢｅｐｉＰｒｅｄ 软件预测 Ｄｅｒ ｐ２
(ＧｅｎＢａｎｋ:ＡＦ２７６２３９.１)潜在的 Ｂ 细胞表位ꎮ 应用

ＤＮＡｓｔａｒ 软件及线上蛋白二级结构分析系统对预测

的 Ｂ 细胞表位亲水性、柔韧性、表面可能性和二级

结构进行分析ꎬ并对预测得到的 Ｂ 细胞表位进行

ＷＨＯ 过敏原数据库分析比对ꎮ
１.２.２　 将 Ｂ 细胞表位与 ＫＬＨ 偶联

采用戊二醛偶联法将合成的 Ｂ 细胞表位肽与

血蓝蛋白(Ｋｅｙｈｏｌｅ ｌｉｍｐｅｔ ｈｅｍｏｃｙａｎｉｎꎬ ＫＬＨ)偶联

使其获得 Ｔ 细胞辅助发挥免疫原性产生抗体ꎮ 将

ＫＬＨ 与多肽混合ꎬ然后应用戊二醛法交联ꎬ以甘油

封闭为反应的戊二醛将二者偶联ꎮ
１.２.３　 Ｂ 细胞表位肽的 ＩｇＥ 反应性检测

ＥＬＩＳＡ 法检测 Ｄｅｒ ｐ２ Ｂ 细胞表位的 ＩｇＥ 反应

性ꎬ包被 ５ μｇ / ｍＬ 的重组 Ｄｅｒ ｐ２ 蛋白( ｒＤｅｒ ｐ２)、
ＫＬＨ￣Ｄｅｒ ｐ２ 多肽 １￣４、ＫＬＨ 蛋白ꎬ３％ ＢＳＡ ４ ℃封闭

过夜ꎻ收集尘螨过敏性患者血清作为一抗(每组 １８
例患者血清)ꎬ以正常人血清为阴性对照ꎬ室温孵育

２ ｈꎻ鼠抗人 ＩｇＥ 抗体为二抗ꎬ按照 １ ∶２ ０００ 稀释ꎬ室
温孵育 １ ｈꎻ显色后酶标仪检测 ＯＤ４５０吸光度ꎮ
１.２.４　 Ｂ 细胞表位肽诱导产生的特异性 ＩｇＧ 抑制

尘螨过敏患者 ＩｇＥ 效率

分别用 ｒＤｅｒ ｐ２、ＫＬＨ￣Ｄｅｒ ｐ２ 的 Ｂ 细胞表位肽

免疫兔子ꎬ１ 次 /月ꎬ２００ μｇ /次 ꎬ共 ３ 次ꎻ收集免疫前

和三次免疫后的兔血清ꎮ 检测免疫前后 Ｄｅｒ ｐ２ 特

异性 ＩｇＧ 抗体水平ꎬ获得四段 Ｂ 细胞表位肽的兔免

疫特异性 ＩｇＧ 抗体ꎮ 然后包被重组 Ｄｅｒ ｐ２(０.５ μｇ /
ｗｅｌｌ)４ ℃过夜ꎬ洗板两次ꎮ 加入兔抗 Ｄｅｒ ｐ２ 抗血清、
四种兔抗 Ｄｅｒ ｐ２ Ｂ 细胞表位肽抗血清、免疫前血清

(ＰＢＳＴꎬ ０.５％ (ｗ / ｖ) ＢＳＡꎬ稀释 １ ∶１００)ꎬ４ ℃孵育

过夜ꎮ 洗板后ꎬ用屋尘螨过敏患者血清 ４ ℃孵育过

夜( １ ∶ １０ 稀释)ꎮ 加入 ＨＲＰ￣山羊抗人 ＩｇＥ 抗体

(ＫＰＬ)ꎬ显色后酶标仪检测 ＯＤ４５０吸光度ꎮ ＩｇＥ 结合

抑制率用 １００￣(ＯＤｓ / ＯＤｐ) × １００％ 计算ꎬＯＤｓ 和

ＯＤｐ 分别代表兔抗血清和免疫前血清ꎮ
１.２.５　 Ｄｅｒ ｐ２ Ｂ 细胞表位 ＲＮＡ 疫苗的构建

将上述步骤预测的四段 Ｄｅｒ ｐ２ Ｂ 细胞表位肽

(见 表 １ ) 连 接 到 载 体 蛋 白 Ｐｒｅ Ｓ ( ＧｅｎＢａｎｋ:
ＡＡＴ２８７３５.１)上[１１]ꎬ中间以连接序列相连接ꎬ并在

整个序列起始处添加信号肽序列ꎮ ｍＲＮＡ 疫苗由

生工生物工程(中国上海)股份有限公司制备ꎮ 简

要制备步骤:利用基因工程制备出用于转录的质粒

ＤＮＡꎬ以编码特定 ｍＲＮＡ 序列ꎮ 以 ＤＮＡ 为模板转

录 ＲＮＡꎬ获得初始的 ｍＲＮＡ 分子ꎮ 将帽子结构

(Ｃａｐ)添加至 ｍＲＮＡ 的 ５′端ꎬ３′端多聚腺苷酸尾、
５′和 ３′非翻译区、编码区等进行修饰ꎬ提高 ｍＲＮＡ
的稳定性与翻译效率ꎮ 将合成的 ｍＲＮＡ 放入色谱

柱中进行纯化ꎬ除去杂质ꎮ
１.２.６　 实验动物及分组

选用雌性 ６~ ８ 周龄 Ｂａｌｂ / ｃ 健康小鼠 １８ 只ꎬ购
于广东省医学实验动物中心ꎮ 随机分成 ３ 组ꎬ每组

６ 只ꎬ分为对照组(Ｃｏｎｔｒｏｌ)、模型组(ＡＲ)、ＲＮＡ 疫

苗治疗组ꎮ 按照图 １ 流程ꎬ进行小鼠过敏性鼻炎建

模ꎬ并给予 ＲＮＡ 疫苗治疗ꎮ 分别在 ０、７、１４ ｄ 致敏

小鼠ꎬＡＲ 组及 ＲＮＡ 疫苗治疗组每次经皮下注射
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５ μｇ Ｄｅｒ ｐ２重组蛋白＋５ μｇ 尘螨粗提蛋白和霍乱毒

素(ＣＴ)１０ μｇꎬＣｏｎｔｒｏｌ 组用 ＰＢＳ 代替ꎮ 模型建立的

第 ４ 周ꎬＡＲ 组及 ＲＮＡ 疫苗治疗组从第 ２１ 天开始

经 ５ μｇ Ｄｅｒ ｐ２ 重组蛋白＋５ μｇ 尘螨粗提蛋白鼻腔

激发ꎬ１ 次 ｄꎬ共 ７ ｄꎮ ＲＮＡ 疫苗治疗组在 ３５、４２、

４９ ｄꎬ经皮下注射方式给予经脂质体包裹 ＲＮＡ 疫苗

治疗(１０ μｇ /只)ꎬ第 ５６ 天再次给予小鼠滴鼻激发ꎬ
２４ ｈ 后处死小鼠ꎬ收集小鼠外周血ꎬＥＬＩＳＡ 及流式细

胞仪分析ꎮ

图 １　 过敏性鼻炎小鼠模型建立及免疫治疗流程图
Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｄｅｐｉｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ａｌｌｅｒｇｉｃ ｒｈｉｎｉｔｉｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ

１.２.７　 血清 Ｄｅｒ ｐ２ 特异性 ＩｇＥ、ＩｇＧ４ 检测

采用酶联免疫吸附(ＥＬＩＳＡ)法检测小鼠血清中

Ｄｅｒ ｐ２ 特异性抗体含量ꎬ在酶标板中分别加入

１００ μＬ ５ μｇ / ｍＬ 的 ｒＤｅｒ ｐ２ 蛋白 ４ ℃包被 １２ ｈꎬ去
除抗原包被液ꎬ洗涤 ３ 次后用 ３％的牛血清白蛋白 ４
℃封闭过夜ꎬ弃封闭液后ꎬ加入稀释后的各组小鼠血

清(按照 ＩｇＥ １ ∶５ꎬＩｇＧ １ ∶１ ０００ 的比例用 １％ ＢＳＡ￣
ＰＢＳＴ 稀释)ꎬ于室温下孵育 ２ ｈꎬ弃血清ꎬ洗涤 ５ 次ꎻ
加入辣根过氧化物酶 (ＨＲＰ) 标记的兔抗鼠 ＩｇＥ、
ＩｇＧ４ 抗体ꎬ按照 １ ∶２ ０００ 稀释ꎬ室温孵育 １ ｈꎬ显色后

酶标仪检测 ＯＤ４５０吸光度ꎮ
１.２.８　 流式细胞分析

收集各组小鼠脾细胞ꎬ梯度离心分离外周血单

个核细胞ꎬ 经 ＰＢＳ 液清洗 ３ 次ꎬ用 １％的胎牛血清封

闭 ３０ ｍｉｎꎬ加入抗 ＣＤ４ 和 ＣＤ２５ 荧光抗体染色

３０ ｍｉｎꎬ随后用多聚甲醛固定 １５ ｍｉｎ 后ꎬ穿孔液穿孔

３０ ｍｉｎꎬ加入 Ｆｏｘｐ３ꎬ ＲＯＲγｔ 荧光抗体染色ꎬ４°冰箱

孵育过夜ꎬ经 ＰＢＳ 液清洗后ꎬ流式细胞仪分析各组

中 ＴｒｅｇꎬＴｈ１７ 细胞比率变化ꎮ
１.３　 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ １９.０ 进行数据分析ꎬ多样本均数间

比较采用单因素方差分析ꎬ进一步采用 Ｔｕｋｅｙ̓ｓ ｔｅｓｔ
进行组间比较ꎮ 以 Ｐ < ０. ０５ 表示差异有统计学

意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 屋尘螨过敏原 Ｄｅｒ ｐ２ 的 Ｂ 细胞表位预测

经 ＡＢＣｐｒｅｄ、ＢｅｐｉＰｒｅｄ 分析软件在线分析尘螨

主要过敏原 Ｄｅｒ ｐ２(ＧｅｎＢａｎｋ:ＡＦ２７６２３９.１)蛋白序

列ꎬ预测得到四段 Ｂ 细胞表位肽区域ꎬ分别为 Ｐ１６￣
３３(Ｐ１)、Ｐ８７￣１０６(Ｐ２)、Ｐ１０２￣１２１(Ｐ３)、Ｐ７３￣９２(Ｐ４)ꎬ
见表 １ꎮ 预测的 Ｂ 细胞表位在 Ｄｅｒ ｐ２ 蛋白表面展

示ꎬ见图 ２ꎮ

表 １　 预测的 Ｂ 细胞表位肽段
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ Ｂ￣ｃｅｌｌ ｅｐｉｔｏｐｅ ｐｅｐｔｉｄｅ ｓｅｇｍｅｎｔｓ

位点 序列 大小 命名

Ｐ１６￣３３ ＲＤＱＶＤＶＫＤＣＡＮＨＥＩＫＫＶＬ １８ａａ Ｐ１
Ｐ８７￣１０６ ＮＡＣＨＹＭＫＣＰＬＶＫＧＱＱＹＤＩＫＹ ２０ａａ Ｐ２
Ｐ１０２￣１２１ ＹＤＩＫＹＴＷＮＶＰＫＩＡＰＫＳＥＮＶＶ ２０ａａ Ｐ３
Ｐ７３￣９２ ＳＩＤＧＬＥＶＤＶＰＧＩＤＰＮＡＣＨＹＭ ２０ａａ Ｐ４

图 ２　 ４ 段预测的 Ｂ 细胞表位肽在 Ｄｅｒ ｐ２ 表面展示:红点标记部分为预测的 Ｂ 细胞表位肽序列
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｆｏｕｒ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ Ｂ￣ｃｅｌｌ ｅｐｉｔｏｐｅ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ａｒｅ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ Ｄｅｒ ｐ２(ｍａｒｋｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｄ ｄｏｔｓ)
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２.２　 ＩｇＥ 反应性分析及 ＩｇＧ 抑制 ＩｇＥ 效率

经上海强耀生物科技公司合成预测的四段 Ｂ
细胞表位肽ꎬ并与血蓝蛋白(Ｋｅｙｈｏｌｅ ｌｉｍｐｅｔ ｈｅｍｏｃｙ￣
ａｎｉｎꎬ ＫＬＨ)偶联形成完全抗原ꎬＥＬＩＳＡ 法检测各肽

段与尘螨过敏患者阳性血清 ＩｇＥ 反应性ꎮ
结果显示ꎬ与 Ｄｅｒｐ２ 阳性对照组相比ꎬＰ１、Ｐ２、

Ｐ３、Ｐ４ 均呈 ＩｇＥ 低反应性ꎬ结果具有统计学意义

(Ｐ<０.００１)(见图 ３Ａ)ꎮ 经四段 Ｂ 细胞表位肽免疫

兔子ꎬ获得 Ｂ 细胞表位特异性 ＩｇＧ 抗体ꎬ经 ＥＬＩＳＡ
检测ꎬ显示 Ｐ１ 特异性 ＩｇＧ 抑制尘螨过敏患者 ＩｇＥ 效

率为 ６９.９３％ꎬＰ２ 为 ５１.２１％ꎬＰ３ 为 ５８. ４６％ꎬＰ４ 为

６１.３０％ꎬ而抗 Ｄｅｒ ｐ２ 蛋白特异性 ＩｇＧ 抑制效率为

６５.９１％(见图 ３Ｂ)ꎬ提示选取的四段 Ｂ 细胞表位肽

具有一定的竞争性抑制 ＩｇＥ 的功能ꎮ

图 ３　 Ｂ 细胞表位肽 ＩｇＥ 反应性及 ＩｇＧ 抑制 ＩｇＥ 效率分析
Ａ:各段 Ｂ 细胞表位肽 ＩｇＥ 反应性ꎻＢ:产生的特异性 ＩｇＧ 抑制 ＩｇＥ 效率分析
﹡与重组 Ｄｅｒ ｐ２( ｒＤｅｒ ｐ２)组相比ꎬＰ１、Ｐ２、Ｐ３、Ｐ４、ＫＬＨ 对照组 ＩｇＥ 反应性均较低(Ｐ<０.００１)

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＩｇＥ ｔｏ Ｂ￣ｃｅｌｌ ｅｐｉｔｏｐｅ ｐｅｐｔｉｄｅ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＩｇＧ ａｇａｉｎｓｔ ＩｇＥ
Ａ:Ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＩｇＥ ｔｏ Ｂ￣ｃｅｌｌ ｅｐｉｔｏｐｅ ｐｅｐｔｉｄｅꎻ Ｂ:Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＩｇＧ ａｇａｉｎｓｔ ＩｇＥ
∗ ＩｇＥ ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ Ｐ１ꎬ ｐ２ꎬ Ｐ３ꎬ Ｐ４ꎬ ａｎｄ ＫＬＨ ｃｏｎｔｒｏｌｓ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｉｎ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｄｅｒ ｐ２ (ｒＤｅｒ ｐ２) ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.００１)

２.３ 　 ｍＲＮＡ 疫苗可降低外周血特异性 ＩｇＥ 提高

ＩｇＧ４ 水平

将 ４ 段 Ｄｅｒ ｐ２ Ｂ 细胞表位肽连接到载体蛋白

Ｐｒｅ Ｓ ( ＧｅｎＢａｎｋ: ＡＡＴ２８７３５. １) 上ꎬ 构建分泌型

ｍＲＮＡ疫苗ꎬｍＲＮＡ 疫苗经脂质体包裹后用皮下注

射方式对过敏性鼻炎小鼠进行免疫治疗ꎮ 结果显

示ꎬ与模型组(ＡＲ)相比ꎬｍＲＮＡ 治疗组尘螨特异性

ＩｇＥ 水平明显降低ꎬＩｇＧ４ 水平升高ꎬ差异具有统计学

意义(Ｐ<０.０５)ꎬ提示 ｍＲＮＡ 治疗可有效降低过敏

性鼻炎小鼠特异性 ＩｇＥ 水平ꎮ 见图 ４ꎮ

图 ４　 ｍＲＮＡ 疫苗治疗对小鼠外周血尘螨特异性 ＩｇＥ、ＩｇＧ４ 水平影响
Ａ:ＩｇＥ 表达ꎻ Ｂ:ＩｇＧ４ 表达
﹡与 ＡＲ 组相比 Ｐ<０.０５

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｍＲＮＡ ｖａｃｃｉｎｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＩｇＥ ａｎｄ ＩｇＧ４ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ｄｕｓｔ ｍｉｔｅ.
Ａ:Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩｇＥꎻ Ｂ: Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩｇＧ４
﹡Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＲ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０５)

２.４　 ｍＲＮＡ 疫苗治疗对 Ｔｒｅｇ、Ｔｈ１７ 细胞的影响

无菌取各组小鼠脾细胞ꎬ分离单个细胞ꎬ经抗

ＣＤ４、抗 ＣＤ２５、抗 Ｆｏｘｐ３、抗 ＲＯＲγｔ 荧光抗体染色ꎬ
流式细胞仪检测各组小鼠中 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔ

细胞及 ＣＤ４＋ＲＯＲγｔ＋Ｔ 细胞比率变化ꎮ 结果显示ꎬ
经 ｍＲＮＡ 疫苗治疗后ꎬ外周血中的 Ｔｒｅｇ 细胞比率

有所增加ꎬ而 Ｔｈ１７ 细胞降低ꎬ差异具有统计学意

义ꎬ见图 ５ꎮ
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图 ５　 ｍＲＮＡ 治疗对小鼠脾脏中 Ｔｒｅｇ、Ｔｈ１７ 细胞比率影响
Ａ:流式分析ꎻＢ:Ｔｒｅｇ 细胞统计分析图ꎻＣ:Ｔｈ１７ 细胞统计分析柱状图
﹡与 ＡＲ 组相比 Ｐ<０.０５

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｍＲＮＡ ｔｈｅｒａｐｙ ｏｎ ｔｈｅ Ｔｒｅｇ / Ｔｈ１７ ｃｅｌｌ ｒａｔｉｏ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ
Ａ: Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓꎻ Ｂ: Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ Ｔｒｅｇ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓꎻ Ｃ: Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｆｏｒ Ｔｈ１７ ｃｅｌｌｓ
﹡Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＲ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０５)

３　 讨　 论

呼吸道过敏性疾病是外界致敏原作用于易感个

体导致的局部黏膜以 Ｔｈ２ 细胞极化、特异性 ＩｇＥ 释

放、嗜酸性粒细胞浸润等为特征的过敏性炎症反

应[１２]ꎮ 目前ꎬ除了对症治疗外ꎬ寻求安全有效、便捷

的对因治疗策略仍存在诸多挑战ꎮ 既往研究中ꎬ建
立在对过敏原序列分析基础上的新型过敏原特异性

免疫疗法(ＡＩＴ)已有较多尝试ꎬ并取得了一定的治

疗效果ꎮ 研究显示[１３]ꎬ重组过敏原疫苗与尘螨粗提

液相比显示了同样的治疗效果ꎬ并减少了粗提液可

能带来的不良反应ꎮ 为进一步优化ꎬ减少 ＡＩＴ 疗法

可能诱导的 ＩｇＥ 反应ꎬ构建的低致敏性过敏原衍生

物疫苗ꎬ如重组过敏原 Ｔ 细胞表位疫苗ꎬ突变过敏

原位点疫苗等显示了较好的疗效ꎬ并已进入了临床

ＩＩ 期实验[１４￣１５]ꎮ 然而ꎬＴ 细胞表位疫苗仍易引起 Ｔ
细胞介导的迟发性过敏反应ꎮ 通过对过敏原蛋白序

列分析ꎬ尽可能去除其中的 Ｔ 细胞表位区ꎬ选取部

分 Ｂ 细胞表位区肽段ꎬ通过基因重组的方式连接到

非致敏型载体蛋白上ꎬ构建的 Ｂ 细胞表位疫苗具有

明显的优势ꎬ研究显示ꎬＢ 细胞表位疫苗可抑制 ＩｇＥ
产生ꎬ促进 Ｂ 细胞分化ꎬ显示了良好的治疗效果[１６]ꎮ
针对草花粉过敏的 Ｂ 细胞表位疫苗可明显降低过

敏患者 Ｔ 细胞增殖及 ＩｇＥ 反应ꎬ抑制嗜碱性粒细胞

脱颗粒[１５]ꎮ 尘螨作为主要的吸入性过敏原ꎬＤｅｒ ｐ２
在过敏性哮喘中具有较高的血清阳性率ꎬ本研究中

预测了 Ｄｅｒ ｐ２ 的 Ｂ 细胞表位ꎬ合成的 Ｂ 细胞表位肽

具有较低的 ＩｇＥ 反应性ꎬ经免疫兔子获得的特异性

ＩｇＧ 抗体具有一定的竞争性抑制 ＩｇＥ 的功能ꎬ用四

段 Ｄｅｒ ｐ２ 的 Ｂ 细胞表位肽构建的 ｍＲＮＡ 疫苗ꎬ通
过皮下注射方式给予过敏性鼻炎小鼠进行治疗ꎬ可
明显抑制小鼠体内特异性 ＩｇＥ 反应ꎬ提高中和抗体

ＩｇＧ４ 水平ꎮ 提示 Ｄｅｒ ｐ２ 的 Ｂ 细胞表位疫苗可能具

有抑制尘螨诱导的过敏性炎症的作用ꎮ
基因疫苗是通过将编码抗原的编码基因以

ＤＮＡ 或 ＲＮＡ 的形式ꎬ直接导入到机体细胞内ꎬ通过
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宿主细胞表达合成抗原并诱导机体产生对该抗原的

免疫反应的一类疫苗ꎬ可起到预防或治疗疾病的作

用[１７]ꎮ 目前ꎬ国内外针对过敏性疾病的基因疫苗治

疗方面仍处于探索阶段ꎬ与 ＤＮＡ 疫苗相比ꎬｍＲＮＡ
疫苗可在细胞外迅速降解、没有整合宿主 ＤＮＡ 的

风险ꎬ更适合用作过敏性疾病的治疗性疫苗的研

发[１８ꎬ１９]ꎮ 动物实验显示ꎬ皮下注射梯牧草花粉过敏

原 ｍＲＮＡ 疫苗可抑制 ＩｇＥ 反应ꎬ减轻过敏症状[２０]ꎮ
本研究中ꎬ我们将 Ｄｅｒ ｐ２ 的 Ｂ 细胞表位肽融合于非

致敏载体蛋白上ꎬ并构建了分泌型 ｍＲＮＡ 疫苗ꎬ结
果显示可明显降低小鼠特异性 ＩｇＥ 反应ꎬ并提高小

鼠体内调节性 Ｔ 细胞的比率ꎮ 既往国内外研究中ꎬ
将 ｍＲＮＡ 技术用于过敏性疾病的治疗性研究仍有

待进一步探讨ꎬ我们创新性地将过敏原 Ｂ 细胞表位

疫苗构建后以 ｍＲＮＡ 的形式递送ꎬ用于呼吸道过敏

炎症的治疗ꎬ可避免重组蛋白疫苗等治疗方式引起

的超敏反应且安全便捷ꎬ有望为呼吸道过敏性疾病

新型 ＡＩＴ 治疗策略的研发提供理论基础ꎮ 本研究

针对呼吸道过敏性疾病新型特异性免疫治疗策略方

面做了初步探讨ꎬ研究仍存在一定局限性ꎬ如对预测

的过敏原 Ｂ 细胞表位肽前期鉴定工作及 ｍＲＮＡ 疫苗

在体内存在时间、表达等情况仍需进一步探讨、完善ꎮ
总之ꎬ本研究初步构建了尘螨主要过敏原 Ｄｅｒ

ｐ２ 的 Ｂ 细胞表位 ＲＮＡ 疫苗ꎬ其 Ｂ 细胞表位肽具有

较低的 ＩｇＥ 反应性ꎬ经 ＲＮＡ 的方式皮下给予过敏小

鼠ꎬ可明显抑制小鼠尘螨特异性 ＩｇＥ 反应ꎮ
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ｒｅｃｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓ ｉｎ ａｓｔｈｍａ ｉｎ ２０２０ [ Ｊ] . Ａｌｌｅｒｇｙꎬ
２０２０ꎬ ７５(１２): ３１２４￣３１４６. ｄｏｉ:１０.１１１１ / ａｌｌ.１４６０７

[１３] Ｐａｖóｎ￣Ｒｏｍｅｒｏ ＧＦꎬ Ｐａｒｒａ￣Ｖａｒｇａｓ ＭＩꎬ Ｒａｍíｒｅｚ￣Ｊｉｍéｎｅｚ
Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｌｌｅｒｇｅｎ ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ: ｃｕｒｒｅｎｔ ａｎｄ ｆｕｔｕｒｅ
ｔｒｅｎｄｓ[ Ｊ] . Ｃｅｌｌｓꎬ ２０２２ꎬ １１ ( ２): ２１２. ｄｏｉ: １０. ３３９０ /
ｃｅｌｌｓ１１０２０２１２

[１４] Ｎｏｎｙ Ｅꎬ ＢｏｕＬｅｙ Ｊꎬ Ｌｅ Ｍｉｇｎｏｎ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｓｕｂｌｉｎｇｕａｌ ｔａｂｌｅｔ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｒｅｃｏｍ￣
ｂｉｎａｎｔ Ｂｅｔ ｖ １ ｉｎ ｂｉｒｃｈ ｐｏｌｌｅｎ￣ａｌｌｅｒｇｉｃ ｐａｔｉｅｎｔｓ[Ｊ]. Ａｌｌｅｒｇｙꎬ
２０１５ꎬ ７０(７): ７９５￣８０４. ｄｏｉ:１０.１１１１ / ａｌｌ.１２６２２

[１５] Ｆｏｃｋｅ￣Ｔｅｊｋｌ Ｍꎬ Ｗｅｂｅｒ Ｍꎬ Ｎｉｅｓｐｏｄｚｉａｎａ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｖｅｌ￣
ｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔꎬ ｈｙｐｏａｌｌｅｒ￣
ｇｅｎｉｃꎬ ｐｅｐｔｉｄｅ￣ｂａｓｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ ｆｏｒ ｇｒａｓｓ ｐｏｌｌｅｎ ａｌｌｅｒｇｙ[Ｊ] .
Ｊ Ａｌｌｅｒｇｙ Ｃｌｉｎ Ｉｍｍｕｎｏｌꎬ ２０１５ꎬ １３５(５): １２０７￣１２０７. ｅ１￣
１１. ｄｏｉ:１０.１０１６ / ｊ.ｊａｃｉ.２０１４.０９.０１２

[１６] Ｍｏｔｅｎ Ｄꎬ Ｋｏｌｃｈａｋｏｖａ Ｄꎬ Ｔｏｄｏｒｏｖ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ
ａｎ ｅｐｉｔｏｐｅ￣ｂａｓｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅ ｖａｃｃｉｎｅ ａｇａｉｎｓｔ ｔｈｅ ｍａｊｏｒ ａｌｌｅｒ￣
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Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｏｔｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｖｏｌ.３８ꎬ Ｎｏ.５ꎬ ２０２４

ｇｅｎ ａｍｂ ａ １１ ｕｓｉｎｇ ｉｍｍｕｎｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ[ Ｊ] .
Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｊꎬ ２０２２ꎬ ４１(２): ３１５￣３２６. ｄｏｉ:１０.１００７ / ｓ１０９３０￣
０２２￣１００５０￣ｚ

[１７] Ｓｕｎｇ ＹＫꎬ Ｋｉｍ ＳＷ. Ｒｅｃｅｎｔ ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
ｏｆ ｇｅｎｅ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｓｙｓｔｅｍｓ[ Ｊ] . Ｂｉｏｍａｔｅｒ Ｒｅｓꎬ ２０１９ꎬ ２３:
８. ｄｏｉ:１０.１１８６ / ｓ４０８２４￣０１９￣０１５６￣ｚ

[１８] Ｒｏｅｓｌｅｒ Ｅꎬ Ｗｅｉｓｓ Ｒꎬ Ｗｅｉｎｂｅｒｇｅｒ ＥＥꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｍｍｕｎｉｚｅ
ａｎｄ ｄｉｓａｐｐｅａｒ￣ｓａｆｅｔｙ￣ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｍＲＮＡ ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ
ａ ｐａｎｅｌ ｏｆ ２９ ａｌｌｅｒｇｅｎｓ [ Ｊ] . Ｊ Ａｌｌｅｒｇｙ Ｃｌｉｎ Ｉｍｍｕｎｏｌꎬ
２００９ꎬ １２４(５): １０７０￣１０７７. ｅ１￣１１. ｄｏｉ:１０. １０１６ / ｊ. ｊａｃｉ.

２００９.０６.０３６
[１９] Ｏｇ̆ｕｚ Ｆꎬ Ａｔｍａｃａ Ｈ. ｍＲＮＡ ａｓ ａ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ: ｕｎｄｅｒ￣

ｓｔａｎｄｉｎｇ ｍＲＮＡ ｖａｃｃｉｎｅｓ[ Ｊ] . Ａｄｖ Ｐｈａｒｍ ＢｕＬｌꎬ ２０２２ꎬ
１２(２): ２７４￣２８２. ｄｏｉ:１０.３４１７２ / ａｐｂ.２０２２.０２８

[２０] Ｈａｔｔｉｎｇｅｒ Ｅꎬ Ｓｃｈｅｉｂｌｈｏｆｅｒ Ｓꎬ Ｒｏｅｓｌｅｒ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｐｈｙ￣
ｌａｃｔｉｃ ｍＲＮＡ ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ ａｇａｉｎｓｔ ａｌｌｅｒｇｙ ｃｏｎｆｅｒｓ ｌｏｎｇ￣
ｔｅｒｍ ｍｅｍｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ａｎｄ ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｔ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ
[Ｊ] . Ｊ Ｉｍｍｕｎｏｌ Ｒｅｓꎬ ２０１５ꎬ ２０１５: ７９７４２１. ｄｏｉ: １０.
１１５５ / ２０１５ / ７９７４２１

(编辑:李纬)

(上接第 ５ 页)
[１６] Ｓｕｂｔｉｌ Ｊꎬ Ａｒａúｊｏ ＪＰꎬ Ｓａｒａｉｖａ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｆｏｒｍｅｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｃｏｎｓｅｎｔ ａｎｄ ｒｅｆｕｓａｌ ｉｎ ａｄｖａｎｃｅｄ ｅｎｄｏｎａｓａｌ ｓｕｒｇｅｒｙ: ｔｈｅ
ｅｔｈｉｃａｌ ｄｉｌｅｍｍａ ｏｆ ｏｌｆａｃｔｉｏｎ ｓａｃｒｉｆｉｃｅ ｉｎ ｓｕｒｇｅｒｙ ｆｏｒ ｃｈｒｏ￣
ｎｉｃ ｒｈｉｎｏｓｉｎｕｓｉｔｉｓ ｗｉｔｈ ｐｏｌｙｐｏｓｉｓ [ Ｊ] . Ａｃｔａ Ｍｅｄ Ｐｏｒｔꎬ
２０１５ꎬ ２８(４): ５１３￣５１６

[１７] Ｆｒａｒｉ Ｖꎬ Ｃａｐｕａｎｏ Ｆꎬ Ｍｉｃｅｒａ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｒｏｌｅ
ｏｆ ｔｒａｎｓ￣ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ / ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ ( １. ３ / １. ６) ￣β￣ｄ￣
ｇｌｕｃａｎ ｍｉｎｉｍｉｚｉｎｇ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅ ｈｅａｌｉｎｇ ａｆｔｅｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｎｄｏｓｃｏｐｉｃ ｓｉｎｕｓ ｓｕｒｇｅｒｙ [ Ｊ] . Ｅｕｒ Ｒｅｖ Ｍｅｄ
Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｓｃｉꎬ ２０２０ꎬ ２４(２３): １２３９５￣１２３９９. ｄｏｉ:１０.
２６３５５ / ｅｕｒｒｅｖ＿２０２０１２＿２４０３４

[１８] Ｂｅｌｓｋｙ ＭＡꎬ Ｃｏｒｒｅｄｅｒａ Ｅꎬ Ｂａｎｅｒｊｅｅ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ
ｏｆ ｍａｓｔ ｃｅｌｌ ｂｕｒｄｅｎ ａｎｄ ＴＩＭ￣３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｉｔｈ ｒｅｃａｌｃｉ￣
ｔｒａｎｔ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｈｉｎｏｓｉｎｕｓｉｔｉｓ ｗｉｔｈ ｎａｓａｌ ｐｏｌｙｐｓ [ Ｊ] . Ａｎｎ
Ｏｔｏｌ Ｒｈｉｎｏｌ Ｌａｒｙｎｇｏｌꎬ ２０２１ꎬ １３０(９): １０６９￣１０７７. ｄｏｉ:
１０.１１７７ / ０００３４８９４２１９９５０３８

[１９] Ｋｕｐｆｅｒｂｅｒｇ ＳＢꎬ Ｂｅｎｔ ＪＰ. Ａｌｌｅｒｇｉｃ ｆｕｎｇａｌ ｓｉｎｕｓｉｔｉｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｐｅｄｉａｔｒｉｃ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ [ Ｊ] . Ａｒｃｈ Ｏｔｏｌａｒｙｎｇｏｌ Ｈｅａｄ Ｎｅｃｋ
Ｓｕｒｇꎬ １９９６ꎬ １２２ ( １２ ): １３８１￣１３８４. ｄｏｉ: １０. １００１ /
ａｒｃｈｏｔｏｌ.１９９６.０１８９０２４００８７０１９

[２０] Ｈｕａｎｇ ＨＭꎬ Ｃｈｅｎｇ ＪＪꎬ Ｌｉｕ ＣＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｕｃｏｓａｌ ｈｅａｌｉｎｇ
ａｎｄ ｍｕｃｏｃｉｌｉａｒｙ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｃｈａｎｇｅ ａｆｔｅｒ ｅｎｄｏｓｃｏｐｉｃ ｓｉｎｕｓ
ｓｕｒｇｅｒｙ ｉｎ ｃｈｉｌｄｒｅｎ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｍａｘｉｌｌａｒｙ ｓｉｎｕｓｉｔｉｓ[ Ｊ] .
Ｉｎｔ Ｊ Ｐｅｄｉａｔｒ Ｏｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌꎬ ２００６ꎬ ７０ ( ８): １３６１￣
１３６７. ｄｏｉ:１０.１０１６ / ｊ.ｉｊｐｏｒｌ.２００６.０１.０１６

[２１] Ｇｕｐｔａ Ｓꎬ Ｃｈｉｔｔｏｒｉａ ＲＫꎬ Ｃｈａｖａｎ Ｖꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｏｌｅ ｏｆ ｂｕｒｎ
ｂｌｉｓｔｅｒ ｆｌｕｉｄ ｉｎ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ[Ｊ] . Ｊ Ｃｕｔａｎ Ａｅｓｔｈｅｔ Ｓｕｒｇꎬ
２０２１ꎬ １４(３): ３７０￣３７３. ｄｏｉ:１０.４１０３ / ＪＣＡＳ.ＪＣＡＳ＿９０＿１９

[２２] Ｙｏｏ Ｋꎬ Ｓｕｈ ＫＹꎬ Ｃｈｏｉ ＧＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｅｒｉａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｈｅａｔ
ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ７０ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣８ ｉｎ ｂｕｒｎ ｂｌｉｓｔｅｒ ｆｌｕｉｄ
[Ｊ] . Ａｎｎ Ｄｅｒｍａｔｏｌꎬ ２０１７ꎬ ２９(２): １９４￣１９９. ｄｏｉ:１０.
５０２１ / ａｄ.２０１７.２９.２.１９４

[２３] Ｃｈｅｎ ＷＹꎬ Ｗａｎｇ ＷＢꎬ Ｚｈｏｕ ＬＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｌｅｖａｔｅｄ ＡＳＴ /
ＡＬＴ ｒａｔｉｏ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｌｌ￣ｃａｕｓｅ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ａｎｄ ｃａｎｃ￣
ｅｒ ｉｎｃｉｄｅｎｔ[Ｊ] . Ｊ Ｃｌｉｎ Ｌａｂ Ａｎａｌꎬ ２０２２ꎬ ３６(５): ｅ２４３５６.
ｄｏｉ:１０.１００２ / ｊｃｌａ.２４３５６

[２４] Ａｋｓｏｙ ＭＮＭꎬ Ｔｕｒｎａ Ｆꎬ Ｓａｈｉｎ Ｉꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｓ ＡＳＴ / ＡＬＴ ｒａｔｉｏ
ａ ｐｒｅｄｉｃｔｏｒ ｏｆ Ｉｎ￣ｈｏｓｐｉｔａｌ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｉｎ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｅｍｂｏｌ￣
ｉｓｍ ｐａｔｉｅｎｔｓ [ Ｊ] . Ｊ Ｃｏｌｌ Ｐｈｙｓｉｃｉａｎｓ Ｓｕｒｇ Ｐａｋꎬ ２０２２ꎬ ３２
(２): １７１￣１７６. ｄｏｉ:１０.２９２７１ / ｊｃｐｓｐ.２０２２.０２.１７１

[２５] Ａ Ｙꎬ Ｒ Ｖ. Ｔｈｅ Ｓｔｕｄｙ ｏｆ Ｄｅ Ｒｉｔｉｓ (Ａｓｔ / Ａｌｔ) Ｒａｔｉｏ ｉｎ
Ｃｏｍｐａｒｉｓｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｏｔｈｅｒ Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｆｏｒ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇ Ｐｏｏｒ
Ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｉｎ Ｃｏｖｉｄ １９ Ｐａｔｉｅｎｔｓ[ Ｊ] . Ｊ Ａｓｓｏｃ Ｐｈｙｓｉｃｉａｎｓ
Ｉｎｄｉａꎬ ２０２２ꎬ ７０(４): １１￣１２

[２６] Ｐａｎ ＳＣꎬ Ｗｕ ＬＷꎬ Ｃｈｅｎ ＣＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｇｉｏｇｅｎｉｎ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ ｉｎ ｂｕｒｎ ｂｌｉｓｔｅｒ ｆｌｕｉｄ: ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｉｔｓ ｒｏｌｅ ｉｎ ｂｕｒｎ
ｗｏｕｎｄ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ [ Ｊ] . Ｗｏｕｎｄ Ｒｅｐａｉｒ Ｒｅｇｅｎꎬ
２０１２ꎬ ２０(５): ７３１￣７３９. ｄｏｉ:１０.１１１１ / ｊ.１５２４￣４７５Ｘ.２０１２.
００８１９.ｘ

(编辑:曾婕)
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