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摘　 要：目的　 研究 ＢＮ 大鼠亲代暴露致敏原后子代对致敏原免疫反应变化。 方法　 亲代分成暴露与非暴露致敏

原，两组所产大鼠均随机分为卵清蛋白（ＯＶＡ）组、空白对照组，分别每日经口给予 １ ｍｇ ／ ｍｌ ＯＶＡ 溶液、灭菌蒸馏水

１ ｍｌ，共 ６ 周；第 ２ 周、第 ４ 周、第 ６ 周取血分离血清，测定特异性抗体 ＩｇＧ 和 ＩｇＥ；第 ３ 天和第 ５ 天取血分离血浆，测定

组胺；最后测定两组胃肠道渗透性。 结果　 亲代非暴露致敏原的大鼠可激发较强的过敏反应，特异性 ＩｇＧ、特异性

ＩｇＥ、组胺水平均升高；亲代暴露致敏原的大鼠激发后免疫反应较弱。 结论　 ＢＮ 大鼠亲代接触致敏原后，其子代致敏

免疫反应减弱。
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　 　 随着转基因食品的不断发展和生产，转基因食

品的安全性问题，特别是转基因食品的潜在致敏性

问题越来越受到公众的关注。 ２００１ 年联合国粮食

与农业组织 ／世界卫生组织（ＦＡＯ ／ ＷＨＯ）生物技术

食品致敏性联合专家咨询会议把动物模型试验添

加到转基因食品致敏性评估树状分析法中［１］，并作

为树状分析法重要组成部分。 ＢＮ 大鼠以对免疫球

蛋白高反应性及遗传特性上与食物过敏人群非常

相似等优点，成为目前应用最为常用的致敏动物模

型［２ － ３］，也是较为理想的动物致敏模型，然而 Ｌａｄｉｃｓ
等［４］在研究中指出 ＢＮ 大鼠在做致敏评价时，需要

在无致敏原的条件下繁殖。 但亲代暴露于致敏原，
子代大鼠对致敏原的免疫反应变化研究资料较少，
机制不清楚，国内外也未此类文章报道。 因此，本
研究通过比较亲代暴露与非暴露致敏原后，子代大

鼠之间致敏后免疫反应差别，探索亲代暴露致敏原

后子代对致敏原耐受性的影响。
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１　 材料与方法

１ １　 材料

１ １ １　 实验动物

原代 ＢＮ 大鼠，雌性大鼠 １６ 只，６ ～ ８ 周龄，体重

１４０ ～１５０ ｇ，雄性大鼠 ８ 只，８ ～ １０ 周龄，体重 １７０ ～
１９０ ｇ［北京维通利华实验动物技术有限公司，许可证

号：ＳＣＸＫ（京）２０１２⁃０００１］。 在 ＳＰＦ 环境中饲养（湖北

省疾病预防控制中心，合格证号：０２８１１１４），温度

（２３ ±３） ℃，湿度 ５０％ ～ ７０％，饲料为大小鼠维持饲

料，粗 蛋 白 含 量 占 ２０ ４％，其 中 不 含 卵 清 蛋 白

（ＯＶＡ），购自武汉市万千佳兴生物科技有限公司。
１ １ ２　 主要试剂

β⁃乳球蛋白、卵清蛋白（ＯＶＡ）、辣根过氧化酶

标记免抗大鼠 ＩｇＧ 抗体均购自美国 Ｓｉｇｍａ，大鼠血清

特异性 ＩｇＥ 试剂盒、血清 β⁃乳球蛋白试剂盒、血浆组

胺试剂盒均购自武汉伊莱瑞特生物科技有限公司。
１ ２　 方法

１ ２ １　 动物繁殖

原代（Ｆ０ 代）大鼠按雌雄数量比 ２∶ １进行交配，
次日检查阴道涂片阳性的雌性大鼠随机分成两组，
一组大鼠妊娠期给予灭菌水，另一组大鼠妊娠期则

给予１ ｍｇ ／ ｍｌ ＯＶＡ 溶液，１ ｍｌ ／只，每日 １ 次，持续 ２０
ｄ，待 Ｆ０ 代母鼠产仔 ４ ｄ 后，两组母鼠哺乳期分别继

续给予灭菌水和 ＯＶＡ 溶液，１ ｍｌ ／只，每日 １ 次，持
续 １７ ｄ。 两组所产仔鼠断乳后纳入 Ｆ１ 代大鼠，分别

记为 Ｆ１ａ 大鼠和 Ｆ１ｂ 大鼠，Ｆ１ａ 大鼠亲代未暴露于

致敏原 ＯＶＡ 溶液，Ｆ１ｂ 大鼠亲代暴露于致敏原 ＯＶＡ
溶液。 Ｆ０ 代大鼠交配后阴道涂片检测为假阴性的

大鼠，所产的仔鼠均不纳入到 Ｆ１ 代大鼠。
１ ２ ２　 动物分组与处理

亲代妊娠期和哺乳期经口给予灭菌水的 Ｆ１ａ 大

鼠，随机分成 ＯＶＡ 组和空白对照组，每组 １６ 只，雌雄

各半。 ＯＶＡ 组和空白对照组经口灌胃分别给予

１ ｍｇ ／ ｍｌ ＯＶＡ 溶液、灭菌蒸馏水，１ ｍｌ ／只，每日１ 次，
持续 ６ 周。 各组大鼠分别于第 ２ 周、第 ４ 周、第 ６ 周，
眦静脉取血 ５００ μｌ，４ ℃ ２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 分

离血清，用于特异性抗体 ＩｇＧ 和 ＩｇＥ 测定。 于第 ３ 周

和第 ５ 周，加肝素钠，眦静脉取血 ２００ μｌ， ４ ℃
２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 分离血浆，用于组胺测定。

亲代妊娠期和哺乳期经口给予 １ ｍｇ ／ ｍｌ 的 ＯＶＡ
溶液的 Ｆ１ｂ 大鼠，同样随机分成 ＯＶＡ 组和空白对照

组，每组 １６ 只，雌雄各半。 处理方式与 Ｆ１ａ 相同。
１ ２ ３　 血清特异性 ＩｇＧ 抗体测定

采用间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法，９６ 孔酶标板，１０ ｍｇ ／ Ｌ
致敏原 １００ μｌ，４ ℃过夜；ＰＢＳ ／ ０ ０５％ 吐温⁃２０ 洗涤

３ 次，用 ＰＢＳ ／ ５％小牛血清白蛋白封闭，４ ℃过夜，洗涤

３ 次，加 １００ μｌ 按 １∶ １００（Ｖ ／ Ｖ）稀释的待检血清，３７ ℃
温育 １ ｈ，洗涤 ６ 次，加辣根过氧化酶标记免抗大鼠 ＩｇＧ
抗体 １００ μｌ，３７ ℃温育 １ ｈ，洗涤 ６ 次，加 ＯＰＤ 溶液

１５０ μｌ 显色，３７ ℃ ３０ ｍｉｎ，加 ５０ μｌ １ ｍｏｌ 硫酸终止，
４５０ 酶标仪比色。 ＯＶＡ 组相对ＯＤ 值（ＯＶＡ 组ＯＤ 值 －
空白 ＯＤ 值）与对照组相对 ＯＤ 值（对照 ＯＤ 值 －空白

ＯＤ 值）之比（Ｐ ／ Ｎ） ＞２ 为阳性［５］。
１ ２ ４　 特异性 ＩｇＥ 抗体测定

采用大鼠特异性 ＩｇＥ ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测，用抗

大鼠 ＩｇＥ 抗体包被，加血清与包被抗体结合，依次加

生物素化的抗大鼠 ＩｇＥ 抗体和辣根过氧化物酶标记

的亲和素，形成免疫复合物，加底物显色，用酶标仪

在 ４５０ ｎｍ 波长处显色。
１ ２ ５　 组胺测定

采用大鼠组胺（Ｈｉｓ） ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测，用抗

Ｈｉｓ 抗原包被，加血浆与包被的 Ｈｉｓ 竞争生物素标记

的抗 Ｈｉｓ 单抗上的位点结合，加入辣根过氧化物酶

标记的亲和素，形成免疫复合物，加底物显色，用酶

标仪在 ４５０ ｎｍ 波长处显色，测定 Ｈｉｓ 浓度。
１ ２ ６　 胃肠道渗透性测定

在 ４２ ｄ 后，ＯＶＡ 组大鼠和空白给大鼠分别经口

灌胃给予 ２ ｍｌ ５０ ｍｇ ／ ｍｌ ＯＶＡ 和灭菌水。 ３０ ｍｉｎ 后，
再灌胃给予 １００ ｍｇ ／ ｍｌ 的 β⁃乳球蛋白 １ ｍｌ。 分别于

０ ５、１、２、４、８ ｈ 后内眦静脉取血，４ ℃ ２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心１０ ｍｉｎ分离血清，用 β⁃乳球蛋白试剂盒测定［６］。
１ ３　 统计学分析

试验的计数资料用 Ｅｘｃｅｌ ２００３ 对数据进行录

入，利用 ＳＰＳＳ １３ ０ 对数据进行描述分析，并进行 ｔ
检验和方差分析。

２　 结果

２ １　 血清特异性抗体 ＩｇＧ 检测结果

Ｆ１ａ 大鼠经口致敏后，ＯＶＡ 组激发较高的特异

性抗体，血清 ３２ 倍稀释后，特异性 ＩｇＧ 的抗体水平

明显高于阴性对照组（Ｐ ／ Ｎ ＞ ２），第 ２ 周、第 ４ 周、第
６ 周 ＩｇＧ 的阳性率分别为 ４３ ８％ （７ ／ １６）、９３ ８％
（１５ ／ １６）、８１ ３％ （１３ ／ １６）；Ｆ１ｂ 大鼠第 ２ 周、第 ４ 周、
第 ６ 周 ＩｇＧ 阳性率分别为 ０（０ ／ １６）、４３ ８％ （７ ／ １６）、
３７ ５％ （６ ／ １６）。 Ｆ１ａ 和 Ｆ１ｂ 大鼠在第 ２ 周和第 ４ 周

两个时间点激发的 ＩｇＧ 抗体水平差异有统计学意义

（Ｐ ＜ ０ ０５），Ｆ１ａ 大鼠血清 ＩｇＧ 抗体水平明显高于

Ｆ１ｂ 代的大鼠；两组第 ６ 周 ＩｇＧ 抗体水平差异无统

计学意义（Ｐ ＞ ０ ０５），见表 １。
２ ２　 特异性 ＩｇＥ 检测结果

Ｆ１ａ 大鼠 ＯＶＡ 组激发了一定程度的 ＩｇＥ 抗体，
血清 ３２ 倍稀释后，第 ２ 周特异性 ＩｇＥ 抗体水平最
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　 　 　 　 　表 １　 不同时间大鼠特异性 ＩｇＧ 抗体水平（ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １６）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ Ｐ ／ Ｎ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＩｇＧ ｉｎ

ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｇｒｏｕｐｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ

时间
Ｐ ／ Ｎ 值

Ｆ１ａ Ｆ１ｂ
ｔ 值 Ｐ 值

第 ２ 周 １ ９ ± １ １９ １ ０ ± ０ ３０ ２ ９１５ ０ ０１０
第 ４ 周 ４ ５ ± １ ４７ ２ ９ ± ２ ５９ ２ ０８６ ０ ０４８
第 ６ 周 ２ ４ ± ０ ４１ ２ １ ± １ ５９ ０ ７５１ ０ ４６３

注：Ｐ ／ Ｎ 值为 ＯＶＡ 组相对 ＯＤ 值（样品 ＯＤ 值—空白 ＯＤ 值）与对照
组相对 ＯＤ 值（对照 ＯＤ 值—空白 ＯＤ 值）的比值；Ｐ ／ Ｎ 值 ＞ ２ 为阳性

高，第 ２ 周、第 ４ 周、第 ６ 周血清特异性 ＩｇＥ 抗体阳

性率为 ６２ ５％ （ １０ ／ １６ ）， １８ ８％ （ ３ ／ １６ ）， １２ ５％
（２ ／ １６）；而 Ｆ１ｂ 大鼠 ＯＶＡ 组只有第 ２ 周特异性 ＩｇＥ
呈阳性，阳性率为 １２ ５％ （２ ／ １６），第 ４ 周和第 ６ 周

ＯＶＡ 均未能激发特异性 ＩｇＥ 抗体。 Ｆ１ａ 和 Ｆ１ｂ 大鼠

在第 ２ 周激发的 ＩｇＥ 抗体水平差异有统计学意义

（Ｐ ＜ ０ ０５），第 ２ 周 Ｆ１ａ 大鼠血清中的 ＩｇＥ 抗体水

平明显高于 Ｆ１ｂ 大鼠，两组第 ４ 周和第 ６ 周 ＩｇＧ 抗

体水平差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０ ０５），见表 ２。

表 ２　 不同时间大鼠特异性 ＩｇＥ 抗体水平（ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １６）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ Ｐ ／ Ｎ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＩｇＥ

ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｇｒｏｕｐｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ

时间
Ｐ ／ Ｎ 值

Ｆ１ａ Ｆ１ｂ
ｔ 值 Ｐ 值

第 ２ 周 ３ ５ ± １ ８５ １ ８ ± １ ２５ ３ ０４６ ０ ００５
第 ４ 周 １ ２ ± ０ ５９ １ ０ ± ０ ０６ １ ４１４ ０ １７７
第 ６ 周 ０ ９ ± ０ １３ １ １ ± ０ ７０ １ １２４ ０ ２７７

注：Ｐ ／ Ｎ 值为 ＯＶＡ 组相对 ＯＤ 值（样品 ＯＤ 值—空白 ＯＤ 值）与对照
组相对 ＯＤ 值（对照 ＯＤ 值—空白 ＯＤ 值）的比值；Ｐ ／ Ｎ 值 ＞ ２ 为阳性

２ ３　 血浆组胺浓度检测结果

Ｆ１ａ 大鼠第 ３ 周血浆组胺比 ＞ １，说明 Ｆ１ａ 大鼠

ＯＶＡ 组血浆组胺水平要高于对照组；Ｆ１ｂ 大鼠第 ３
周和第 ５ 周组胺比均 ＜ １，说明 Ｆ１ｂ 大鼠对照组的组

胺水平要高于 ＯＶＡ 组；Ｆ１ａ 代大鼠第 ３ 周和第 ５ 周

血浆组胺比要高于 Ｆ１ｂ 代大鼠，见表 ３。

表 ３　 不同时间大鼠血浆组胺比水平（ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １６）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒａｔｅ ｏｆ ｈｉｓｔａｍｉｎｅ ｏｆ ｇｒｏｕｐｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ

时间
组胺比

Ｆ１ａ Ｆ１ｂ
ｔ 值 Ｐ 值

第 ３ 周 １ １ ± ０ ２５ ０ ６ ± ０ １８ ６ ４９２ ＜ ０ ００１
第 ５ 周 １ ０ ± ０ １４ ０ ８ ± ０ ３４ ２ １７６ ０ ０４２

注：组胺比为 ＯＶＡ 组组胺浓度与对照组组胺浓度之比

２ ４　 血清中 β⁃乳球蛋白的检测结果

ＢＮ 大鼠血清 ＥＬＩＳＡ 检测结果显示，在经口

给予大量致敏原后，ＥＬＩＳＡ 检测的析光度值均小

于空白析光度值，各组大鼠血清中均未检测到 β⁃
乳球蛋白。

３　 讨论

ＢＮ 大鼠作为致敏动物模型，在致敏原的激发下，
能产生较高水平的特异性 ＩｇＥ 和 ＩｇＧ 抗体，具有较强

的致敏免疫反应［７］，是目前最常用的致敏动物模型。
本研究采用经口致敏的方式研究致敏动物模型，以特

异性 ＩｇＧ 抗体、特异性 ＩｇＥ 抗体、组胺为指标，通过

ＯＶＡ 组与空白对照组的比值做为指标来消除暴露以

外的因素对免疫反应产生的影响，研究亲代大鼠暴露

致敏原后，ＢＮ 大鼠致敏模型的可行性。 此次研究显

示，亲代大鼠孕期和哺乳期未暴露致敏原，大鼠免疫

反应的研究结果与李中港［８］、贾旭东［９⁃１０］等的研究结

果相似，而亲代大鼠孕期和哺乳期暴露在致敏原下的

ＢＮ 大鼠的免疫反应却与以往研究结果不同［９ － １０］。
动物体内的 ＩｇＥ 水平与其致敏敏感性相关［１１］。

研究表明［８］，特异性 ＩｇＥ 指标是Ⅰ型超敏反应检测

体系中的一项重要指标。 从本研究免疫蛋白的反

应水平可以看出，大鼠致敏后特异性 ＩｇＧ 指标的敏

感性要高于特异性 ＩｇＥ 指标，这提示在今后的致敏

试验中特异性 ＩｇＧ 可作为一项重要指标。
本研究结果显示，亲代非暴露致敏原的大鼠经口

致敏 ２ 周后，产生较高的 ＩｇＥ 抗体水平，亲代暴露致

敏原的大鼠特异性 ＩｇＥ 抗体水平较低，只有第 ２ 周个

别血清 ＩｇＥ 呈阳性。 亲代暴露致敏原的大鼠在第 ２
周、第 ４ 周致敏后特异性 ＩｇＧ 抗体水平均低于未暴露

的大鼠，这表示亲代大鼠孕期、哺乳期均暴露致敏原。
大鼠致敏的免疫反应较弱，与亲代未暴露致敏原的大

鼠相比，大鼠对致敏原产生一定耐受性。
致敏动物发生Ⅰ型超敏反应时，体内组胺会大

量释放，导致血浆组胺浓度升高，本研究结果表明，
亲代未暴露大鼠血浆组胺浓度要高于对照组，与以

往研究结果相似［１０］，而亲代暴露大鼠 ＯＶＡ 组血浆

组胺浓度却要低于对照组，说明亲代暴露大鼠组胺

升高并不是 ＯＶＡ 致敏原所致，其具体升高原因还需

要进一步进行研究。 Ⅰ型超敏反应会导致胃肠渗

透性增大，常会出现腹泻等胃肠道症状［１２］。 本研究

中，亲代暴露和非暴露大鼠血清中均检测到 β⁃乳球

蛋白，这可能由于经口致敏免疫反应强度不够，所
以并未引起胃肠渗透性的生理变化。

综上所述，亲代非暴露致敏原的 ＢＮ 大鼠是较

为理想的动物致敏模型，通过血清特异 ＩｇＧ 抗体，特
异性 ＩｇＥ 抗体水平、血浆组胺指标，能有效反应致敏

原的免疫效应。 然而亲代暴露致敏原的 ＢＮ 大鼠，
其各个指标免疫效应较弱，说明亲代致敏后对子代

致敏模型有一定影响，因此 ＢＮ 在作为致敏模型评

价某种蛋白致敏性时，要考虑到亲代对子代致敏模

型的影响，严格控制亲代 ＢＮ 大鼠暴露于评价蛋白，
防止出现假阴性结果。 但 ＢＮ 大鼠亲代多代口服致

敏原后大鼠耐受性是否会加强以及耐受消失条件

还需要进一步对后续几代大鼠进行研究。
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李谦１ ，２，苏卿２ ，３，张文众２，贾旭东２，李宁２，张立实１

（１． 四川大学华西公共卫生学院，四川 成都　 ６１００４１； ２． 国家食品安全风险评估中心 卫生部食品

安全风险评估重点实验室，北京　 １０００２１； ３． 西南大学园艺园林学院，重庆　 ４００７１５）

摘　 要：目的　 研究甲醛、乙醛、丙醛、丁醛、己醛、戊醛对脱细胞⁃核 ＤＮＡ 的影响。 方法　 将甲醛、乙醛、丙醛、丁
醛、己醛、戊醛用缓冲液分别配制浓度为 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的溶液作为受试物；用羟自由基损伤的脱细胞⁃核 ＤＮＡ 断片模

型检测受试物与 ＤＮＡ 交互作用的能力；用未经羟自由基处理的脱细胞⁃核 ＤＮＡ 模型检测受试物导致 ＤＮＡ 断裂的

程度。 两种模型均为每组 ６ 个平行板，处理时间均为 ６０ ｍｉｎ，用彗星实验检测 ＤＮＡ 拖尾情况，每张板用彗星分析软

件（Ｃｏｍｅｔ Ａ１ ０）分析 ５０ 个脱细胞⁃核 ＤＮＡ，组间差异用 ＳＰＳＳ １８ ０ 软件进行统计学分析。 结果　 经甲醛处理的脱

细胞⁃核 ＤＮＡ 断片模型无 ＤＮＡ 片段泳出；经乙醛处理的脱细胞⁃核 ＤＮＡ 断片模型中 ＤＮＡ 片段泳出量明显低于对照

组；其他醛类对脱细胞⁃核 ＤＮＡ 断片模型的 ＤＮＡ 断片泳出量与对照组比较差异无统计学意义；所有醛类均未导致

未经羟自由基处理的脱细胞⁃核 ＤＮＡ 模型的 ＤＮＡ 断裂。 结论　 甲醛和乙醛均可直接与脱细胞⁃核 ＤＮＡ 断片形成

加合物和 ／ 或产生 ＤＮＡ⁃ＤＮＡ 交联，且形成加合物和 ／ 或 ＤＮＡ⁃ＤＮＡ 交联的能力随醛类烷基数量的增加而减弱。

关键词：脱细胞 ＤＮＡ； 彗星试验； 醛类； ＤＮＡ 加合物
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