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论著

BN 大鼠致敏动物模型研究

向 　钱 　贾旭东 　王 　伟 　李 　宁

(中国疾病预防控制中心营养与食品安全所 ,北京 　100050)

摘　要 :目的 　研究 BN 大鼠作为评价食物蛋白质过敏性动物模型的可行性。方法 　通过经口和腹腔注射 2 种途

径给予 BN 大鼠致敏原和非致敏原。(1) 30 只雌性 BN 大鼠 ,随机分为卵清蛋白 (OVA)组、马铃薯酸性磷酸酶 (PAP)

组和阴性对照组 ,每组 10 只。OVA 组和 PAP组分别每日 1 次经口灌胃给予1 mgΠml OVA、PAP 1 ml ,对照组灌同剂量

的生理盐水 ,共42 d。(2) 40 只雌性 BN 大鼠 ,随机分为 OVA 组、OVA + Al (OH) 3 (佐剂) 组、PAP 组和阴性对照组 ,每

组 10 只。OVA 组、OVA + Al (OH) 3 组和 PAP组在试验第 1、5、10 天分别经腹腔注射剂量011 mgΠml的 OVA 溶液、含 Al

(OH) 3的 OVA 溶液 (OVA + Al (OH) 3 = 1 + 1) 、PAP 溶液1 ml ,观察42 d。对照组腹腔注射同剂量的生理盐水。于第

14、28 和 42 天取血分离血清 ,测定特异性抗体 IgG和 IgE。于第 21 和 35 天取血分离血浆 ,测定组胺。测定各组动

物的血压变化及胃肠道渗透性。结果 　致敏原 OVA 可激发 BN 大鼠的过敏反应 ,包括部分大鼠血压的暂时性下

降、特异性抗体 (尤其是特异性 IgE) 升高、组胺升高和部分大鼠的胃肠道通透性增加 ,而非致敏原 PAP 反应阴性。

结论 　BN 大鼠致敏动物模型是比较理想的评价食物蛋白质过敏性的动物模型。
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Abstract: Objective 　To study the feasibility of BN rats as the protein allergy animal model. Method 　BN rats were

separately administrated allergen and non2allergen by oral gavage and intraperitoneal injection. (1) 30 BN rats were randomly

divided into 3 groups , 10 rats in each group. OVA and PAP were daily administrated at the dose of 1 mgΠml OVA or at the dose

of 1 ml PAP solution by gavage for 42 days , and rats in the control group were daily administrated with the same dose of saline.

(2) 40 BN rats were randomly divided into 4 groups included OVA group , OVA + Al (OH) 3 group , PAP group and the control

group , 10 rats in each group. OVA , OVA + Al (OH) 3 or PAP group was intraperitoneally injected 011 mg OVA , OVA with the

same concentration of Al (OH) 3 which acts as an adjuvant , or PAP solution on the 1st , 5th and 10th days. And the control

group rats were administrated with the same dose of saline. All rats were observed for 42 days. Blood samples were taken on the

14th , 28th and 42nd days from the orbital plexus , and centrifuged to obtain sera for analyzing specific IgG and IgE. On the 21st

and 35th days , blood samples were taken to obtain plasma for analyzing histamine. In addition , the changes of blood pressure

and gut permeability were determined. Results 　Allergen OVA could provoke allergenic response in BN rats , which include

temporary blood pressure decrease , increase of specific antibody , increase of histamine in plasma and increase of gut

permeability , but non2allergen PAP could not. Conclusion 　BN rat could be a suitable animal model for evaluation on food

protein allergy.
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　　近 20～30 年来 ,过敏性疾病的发生呈进行性上

升趋势 ,其中 3 %是由食物诱发的 ,1 %～3 %的成年

人以及高达 5 %～8 %的儿童对一种或多种食物过

敏[1 - 3 ] 。随着国际交流的越来越广泛和便捷 ,以及

现代生物技术在食品方面的应用 ,大量的新资源食

品尤其是转基因食品的大量生产和食用 ,其安全性

受到公众的广泛关注 ,潜在致敏性是关注的焦点之

一。2001 年 FAOΠWHO 致敏性判定树评估法中明确

动物模型是食物致敏性评估的重要组成部分[4 ] 。

致敏性动物模型目前为止仍处于探索阶段 ,理

想的动物模型一般应具有以下 4 个特点 : (1) 暴露于

人类致敏原产生过敏反应 ,而暴露于非人类致敏原

不出现过敏反应 ; (2)对不同致敏性的致敏原产生过
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敏反应的强度与人类相似 ; (3) 与人类胃肠系统相

似 ; (4)产生与人类相似的抗原 - 抗体反应[5 ] 。棕色

挪威大鼠 (BN 大鼠)对免疫球蛋白 (特别是 IgE)具有

高反应性 ,在遗传特性上与食物过敏人群非常相似 ,

因此有可能是比较理想的动物模型[ 6 - 8 ] 。

本研究以经口和腹腔注射途径给予 BN 大鼠常

见致敏原 OVA 和非致敏原 PAP ,观察全身性反应

(特异性抗体、血压)和局部反应 (胃肠道渗透性) ,探

讨 BN 大鼠作为致敏动物模型的可行性。

1 　材料与方法

111 　材料

卵清蛋白 (OVA) 、马铃薯酸性磷酸酶 ( PAP) 、

Evans 蓝和β乳球胆白 (β- LG) 均购自 Sigma 公司 ;

辣根过氧化酶标记山羊抗大鼠 IgG 抗体购自美国

KPL 公司 ;辣根过氧化酶标记小鼠抗大鼠 IgE 抗体

购自美国 Biological 公司 ;大鼠组胺测定试剂盒购自

IBL 公司 ;Al (OH) 3 为本实验室自备。

112 　方法

11211 　动物分组与处理

经口致敏模型 　30 只雌性BN 大鼠 ,随机分为 3

组 :OVA 组、PAP 组和阴性对照组 ,每组 10 只。OVA

组和 PAP 组分别经口灌胃给予1 mgΠml OVA、PAP ,

1 mlΠ只 ,每日 1 次 ,共42 d。对照组灌同剂量的生理

盐水。分别于第 14、28 和 42 天内眦静脉取血 ,离心

分离血清 ,用于特异抗体 IgG、IgE 测定。于第 21 和

35 天内眦静脉取血 ,加入 EDTA - 2K,离心分离血

浆 ,用于组胺测定。

腹腔注射致敏模型 　40 只雌性 BN 大鼠 ,随机

分为 4 组 :OVA 组、OVA + Al (OH) 3 组、PAP 组和阴

性对照组 ,各 10 只。OVA 组、OVA + Al (OH) 3 组和

PAP 组在试验第 1、5、10 天分别经腹腔注射

011 mgΠml OVA 溶液、011 mgΠml含 Al (OH) 3 (作为佐

剂)的 OVA 溶液 (OVA + Al (OH) 3 = 1 + 1) 、011 mgΠml

PAP 溶液 ,1 mlΠ只 ,观察42 d。对照组腹腔注射同剂

量的生理盐水。分别于第 14、28 和 42 天内眦静脉

取血 ,离心分离血清 ,用于特异抗体 IgG、IgE 测定。

于第 21 和 35 天内眦静脉取血 ,加入 EDTA - 2K,离

心分离血浆 ,用以测定组胺。

11212 　血压测定

所有大鼠在处理前3 d天测一次血压 ,取平均值

作为基准血压值 ,并以所有大鼠基准血压值均数的

95 %可信区间作为正常血压参考范围。每组取 5 只

大鼠进行血压测定。试验结束后恢复 7～10 d ,禁食

24 h后分别灌胃予以各组大鼠相应的5 mgΠml OVA

溶液、PAP 溶液或生理盐水2 ml ,用 RBP - 1 大鼠血

压计测 7 h 内的血压变化 ,每只测 5 次。

11213 　特异性抗体 IgG和 IgE测定

1121311 　被动皮肤致敏试验 (PCA) 　PCA 方法是经

典的特异 IgE抗体测定方法。取未处理的 BN 大鼠 ,

剃光其背部和两腹侧的毛 ,皮下注射011 ml倍比稀

释的上述各组的混合血清 ,64 h后 ,分别尾静脉注射

015 ml 10 mgΠml OVA 和 2 % Evans 蓝以 1∶1混合的

溶液、015 ml 10 mgΠml PAP 和 2 % Evans 蓝以 1∶1混

合的混合溶液以及015 ml 生理盐水和 2 % Evans 蓝

混合溶液 ,20～30 min后观察注射皮肤位置染料渗

出斑块反应。染料渗出斑块直径 > 3 mm为 PCA 阳

性 ,得到阳性结果的最大稀释度为特异性 IgE 滴

度[7 ] 。

1121312 　ELISA 法 　采用间接 ELISA 法检测特异性

IgG和 IgE抗体。在试验前采集 BN 大鼠的血清 ,并

将其合并 ,以此作为试验的阴性对照 ,以阴性对照各

孔的平均吸光度加上 3 倍标准差作为参考值。将测

试血清倍比稀释 ,高于参考值的最小稀释度即为特

异性抗体滴度。96 孔酶标反应板以此经过包被、封

闭、孵育、显色后 ,酶标仪 492 nm 波长测定 A 值。每

板均加入阴性对照血清[9 ] 。

11214 　胃肠道渗透性测定

在42 d后 ,分别对各组剩余的 5 只大鼠经口灌

胃给予2 ml 50 mgΠml OVA、PAP。30 min后 ,再灌胃

给予100 mgΠml的β- LG 1 ml。分别于 015、1、2、4 和

8 h后内眦静脉取血 ,离心分离血清 ,分别用直接

ELISA 法和 Western blot 法测定血清中β- LG
[10 ] 。

11215 　血浆中组胺测定

取分离的血浆 ,按组胺测定试剂盒说明书 ,测定

各组血浆组胺含量。

11216 　统计分析

用 Microsoft Excel 及 SPSS 1010 进行试验数据统

计分析。

2 　结果

211 　血压测定结果

血压监测结果显示 :OVA + Al (OH) 3 腹腔注射

组有 1 只大鼠在刺激后的第 2 小时出现一过性血压

下降 ,但是很快恢复正常如图 1。

图 1 　OVA + Al (OH) 3 腹腔注射组 3 号大鼠血压监测情况

其余大鼠在监测时间点血压均未见异常。
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212 　特异性抗体 IgG和 IgE测定结果

21211 　被动皮肤致敏试验 (PCA) 测定特异性 IgE 抗

体结果

经口致敏途径 OVA 组第 14、28 和 42 天的混合

血清 ,经 PCA 试验测得的特异性 IgE 抗体滴度分别

为1∶2、1∶4和1∶2 ,而 PAP 组和阴性对照组未测到特

异性 IgE抗体。

腹腔注射致敏途径 OVA 组第 14、28 和 42 天的

混合血清经 PCA 试验测得的特异性 IgE抗体滴度分

别为1∶8、1∶16和1∶4 ,OVA + Al (OH) 3 组为1∶16、1∶64

和1∶16 ,而 PAP 组和阴性对照组未测得特异性 IgE

抗体。

21212 　ELISA 法测定特异性抗体结果

2121211 　特异性 IgG测定结果

表 1 　经口致敏途径特异性 IgG抗体平均滴度

第 14 天 第 28 天 第 42 天

OVA 组 1015 ±019 1213 ±112 1210 ±018

PAP 组 410 ±018 413 ±113 313 ±017

注 :结果以 ln (特异性 IgG抗体滴度倒数)表示 ,�x ±s ,每组 10 例。

　　如表 1 所示 ,经口致敏途径 OVA 组大鼠激发了

较高的特异性 IgG抗体 ,而 PAP 组大鼠产生的特异

性 IgG抗体较低。

表 2 　腹腔注射致敏途径特异性 IgG抗体平均滴度

第 14 天 第 28 天 第 42 天

OVA 组 1418 ±212 1617 ±117 1710 ±210

OVA + Al (OH) 3 组 1716 ±118 1611 ±113 1717 ±019

PAP 组 416 ±110 510 ±017 314 ±111

注 :结果以 ln (特异性 IgG抗体滴度倒数)表示 ,�x ±s ,每组 10 例。

　　如表 2 所示 ,腹腔注射致敏途径 OVA 和 OVA +

Al (OH) 3 组大鼠均激发较高的特异性 IgG抗体 ,PAP

组大鼠激发的特异性 IgG抗体较低。

2121212 　特异性 IgE测定结果

表 3 　经口致敏途径特异性 IgE抗体平均滴度

第 14 天 第 28 天 第 42 天

OVA 组 210 ±015 311 ±018 216 ±013

PAP 组 ND ND ND

注 :结果以 ln (特异性 IgE抗体滴度倒数) 表示 , �x ±s ,每组 10 例 ,ND

表示未检测出。

　　如表 3 所示 ,经口致敏途径 OVA 组大鼠激发了

一定程度的特异性 IgE 抗体 ,并在第 28 天到达最

高。而 PAP 组未能激发产生特异性 IgE。

如表 4 所示 ,腹腔致敏途径 OVA 和 OVA +

Al (OH) 3组大鼠均激发较高特异性 IgE 抗体 ,并在第

28天到达最高。而 PAP 组大鼠未能激发特异性

IgE。

213 　胃肠道渗透性测定结果

表 4 　腹腔注射致敏途径特异性 IgE抗体平均滴度

第 14 天 第 28 天 第 42 天

OVA 组 413 ±015 511 ±014 318 ±015

OVA + Al (OH) 3 组 610 ±018 714 ±110 516 ±115

PAP 组 ND ND ND

注 :结果以 ln (特异性 IgE抗体滴度倒数) 表示 , �x ±s ,每组 10 例 ,ND

表示未检测出。

21311 　血清中的β- LG ELISA 法检测结果

经口致敏途径各组大鼠血清中均未测得β- LG

呈阳性。

腹腔注射途径 ,OVA 组有 1 只大鼠在015 h血清

中测得β- LG;OVA + Al (OH) 3 组有 1 只大鼠在 015

和1 h血清中都测得β- LG,1 只大鼠在015 h血清中

测得β- LG,其余大鼠血清中均未测得。

21312 　血清中β- LG Western blot 检测结果 　见图

2、图 3。

第 1 泳道为标准蛋白β- LG,2 - 5 依次为 015、1、2、

4、8 h 血清中β- LG

图 2 　腹腔注射途径 OVA 组 ELISA 检测结果呈阳性

大鼠的血清 Western blot 分析结果

第 1 泳道为标准蛋白β- LG,2 - 5 依次为 015、1、2、

4、8 h 血清中β- LG

图 3 　腹腔注射途径 OVA + Al (OH) 3 组 2 只 ELISA 检测

结果呈阳性大鼠的血清 Western blot 分析结果

　　BN 大鼠血清 ELISA 和 Western blot 检测结果显

示 ,在经口给予大量致敏原刺激后 ,经口致敏途径各

组大鼠血清中均未测得β- LG。腹腔注射途径 OVA

组有 1 只大鼠在015 h血清中测得β - LG; OVA +

Al (OH) 3组有 1 只大鼠在 015 和1 h血清中都测得β

- LG,1 只大鼠在015 h血清中测得β- LG。

表 6 　经口致敏途径大鼠血浆中

组胺含量 ( �x ±s) ngΠml

组别 第 21 天 第 35 天

OVA 组 5012 ±916a 4613 ±11. 8

PAP 组 3612 ±710 3912 ±4. 7

阴性对照组 3210 ±319 4118 ±11. 6

注 :a 与阴性对照组比较 , P < 0105 ,每组 10 例。
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表 7 　腹腔注射致敏途径大鼠

血浆中组胺含量 ( �x ±s) ngΠml

组别 第 21 天 第 35 天

OVA 组 6317 ±1110a 6017 ±817a

OVA + Al (OH) 3 组 6410 ±914a 7210 ±1419a

PAP 组 4610 ±1211 43180 ±711

阴性对照组 3618 ±1110 4315 ±513

注 :a 与阴性对照组比较 , P < 0105 ,每组 10 例。

214 　组胺测定结果

组胺测定结果显示 ,经口致敏途径 (表 6) 的第

21 天 ,OVA 组血浆中组胺的含量较阴性对照组升

高 ,差异有统计学意义 ( P < 0105) ;而 OVA 组第 35

天和 PAP 组较阴性对照组差异无统计学意义。腹

腔注射致敏途径中 (表 7) ,OVA 组和 OVA + Al (OH) 3

组第 21 天和 35 天血浆中组胺含量均较阴性对照组

显著升高 ,差异有统计学意义 ( P < 0105) ; PAP 组较

阴性对照组差异无统计学意义。

3 　讨论

本研究通过经口和腹腔注射两种致敏途径 ,给

予 BN 大鼠 OVA 和 PAP ,以血压、特异性 IgG和 IgE

抗体、组胺及胃肠道渗透性为指标 ,研究 BN 大鼠致

敏动物模型的可行性。此次研究的结果与 Knippels

等人的研究结果[10 ,11 ]一致。

ELISA 法检测特异性 IgE 抗体较 PCA 法具有更

高的灵敏性 ,并且更易操作 ,利于进行大量的检测 ,

故在该指标的检测上可优先考虑 ELISA 法。但在

ELISA 法检测过程中 ,边缘效应较易造成假阳性结

果的出现。为避免假阳性结果可在检测过程中避免

使用 96 孔板的边缘孔 ,并且各样品要安排平行两孔

并重复测量 2～3 次。

食物过敏以胃肠道症状较为常见 ,肠道大分子

物质渗透性的增加导致胃肠道生理功能异常 ,出现

腹泻等临床症状[12 ] 。摄入旁观者蛋白β- LG后 ,在

腹腔注射致敏途径 OVA 组和 OVA + Al (OH) 3 组中

分别测得 1 只和 2 只大鼠血清中β- LG呈阳性 ,而

PAP 组却未测得 ; Western blot 结果提示血清中的β

- LG不仅是含有抗原决定簇的片段 ,而且是完整的

β- LG,也证明了肠道过敏反应中至少部分β - LG

是作为大分子物质被吸收的。这些都说明肠上皮大

分子物质渗透性增加。经口致敏模型中各组均未测

得β- LG,可能因为经口途径激发的特异性 IgE 抗

体水平较低 ,并且经口途径较易产生耐受 ,所以并未

能引发胃肠道的异常生理效应。

本研究采用的两种致敏途径中 ,腹腔注射更易

激发高滴度特异性 IgE 抗体。免疫佐剂虽然能促进

特异抗体的产生 ,但在不使用佐剂的情况下 OVA 亦

能激发过敏反应 ,故在致敏模型的应用中建议不使

用免疫佐剂。总之 ,本研究结果表明 BN 大鼠致敏

动物模型是评价食物致敏性的比较理想的动物模

型。
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