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奥马珠单抗对过敏性哮喘小鼠气道重塑的影响

张越 1，佟训靓 2，李艳 3，胡悦 4，段荦 4，王丹 4，张寒晓 4，徐英杰 4，庞洁 4，王炜 4，孙英 4，李燕明 1*

1. 北京大学第五临床医学院 呼吸与危重症医学科，北京100730；2. 北京医院 呼吸与危重症医学科 国家老年医学中心 中国医

学科学院老年医学研究院，北京 100730；3. 首都医科大学附属北京同仁医院 耳鼻咽喉头颈外科 北京市耳鼻咽喉科研究所 教

育部耳鼻咽喉头颈科学重点实验室 鼻病研究北京市重点实验室，北京 100730；4. 首都医科大学基础医学院 免疫学系，北京

100069

【摘要】目的 研究奥马珠单抗对卵清蛋白诱导的过敏性哮喘小鼠模型气道重塑的影响，评估奥马珠单抗

在哮喘气道重塑方面的疗效。方法 采用野生型BALB/c雌性小鼠（6～8周龄），建立周期为44 d的卵清蛋白诱

导的慢性哮喘小鼠模型。设立4组：正常组、模型组、治疗组和模型对照组。检测各组小鼠肺泡灌洗液细胞总计

数及分类计数、肺组织病理学改变、肺匀浆细胞因子表达情况。结果 治疗组小鼠与模型组相比，肺泡灌洗液细

胞总数减少［（21. 59±7. 73）×104/mL比（109. 83±16. 54）×104/mL，P=0. 011］；其中，嗜酸性粒细胞计数显著降

低［（9. 27±5. 41）×104/mL比（85. 87±10. 61）×104/mL，P = 0. 009）］。肺组织炎症细胞浸润明显减少，气道炎症

减轻，苏木精-伊红染色（H&E）评分下降［（1. 87±0. 31）比（4. 15±0. 26），P<0. 001］；气道内黏液分泌、肺内胶

原沉积均明显减轻，过碘酸-希夫（PAS）评分［（0. 90±0. 31）分比（2. 10±0. 32）分，P<0. 001］和胶原阳性百分比

［0. 12%±0. 03%比 0. 19%±0. 05%，P =0. 029］均降低。免疫组织化学染色显示治疗组小鼠气道平滑肌厚度

［（4. 79±0. 30）μm比（6. 31±0. 44）μm，P<0. 001］及肺组织 CD31+血管计数［（7. 99±9. 96）/mm2比（15. 53±
18. 13）/mm2，P < 0. 001］与模型组相比减少。结论 奥马珠单抗可以改善慢性过敏性哮喘小鼠的气道重塑。
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【Abstract】 Objective We aimed to study the effects of omalizumab on the airway remodeling in an allergic asthmatic
mouse model induced by ovalbumin（OVA）to evaluate the function of omalizumab in the treatment of airway remodeling in
asthma．Methods Using wild-type female BALB/c mice（6-8 weeks old），with a 44-days circle，the chronic asthmatic mice
were induced and challenged by OVA. Mice were randomly distributed into four groups including a normal group，a model
group，a treatment group and a model control group，in which inflammatory cell classification in bronchoalveolar lavage fluid，
histopathological changes of the lung and expression of lung cytokine were examined．Results Compared with the model
group，the mean number of total cells in bronchoalveolar lavage fluid［treatment group：（21. 59±7. 73）×104/mL vs model
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group：（109. 83±16. 54）×104/mL，P = 0. 011］，predominantly eosinophils in bronchoalveolar lavage fluid［treatment group：
（9. 27±5. 41）×104/mL vs model group：（85. 87±10. 61）×104/mL，P = 0. 009］were reduced in treatment group. The inflam⁃
matory cells infiltrating into the lung tissues and the mean lung inflammation score had obvious reduction in treatment group
［treatment group：（1. 87±0. 31）vs model group：（4. 15±0. 26），P < 0. 001］. The mean PAS score which showed mucus se⁃
cretion［treatment group：（0. 90±0. 31） vs model group：（2. 10±0. 32），P < 0. 001］ and collagen deposition［treatment
group：（0. 12±0. 03）% vs model group：（0. 19±0. 05）%，P = 0. 029］were also reduced after omalizumab injection. Analysis
of α-smooth muscle actin（α-SMA）and CD31 immunoreactivity showed that the mice with injection of omalizumab induced
a significant reduction in the thickening of the airway smooth muscle［treatment group：（4. 79±0. 30）μm vs model group：
（6. 31±0. 44）μm，P < 0. 001］and numbers of CD31+ vascular airway remodeling endothelial cells［treatment group：（7. 99±
9. 96）/mm2 vs model group：（15. 53±18. 13）/mm2，P < 0. 001］. Conclusion Omalizumab can inhibit airway remodeling in
chronic allergic asthmatic mice model.

【Key words】 asthma；allergic asthma；Omalizumab；airway remodeling

支气管哮喘（哮喘）是一种具有异质性的慢性气

道炎症性疾病［1］。过敏性哮喘是哮喘最常见的表

型［2］，其主要病理生理学改变包括气道炎症、气道高

反应性及气道重塑。气道重塑可以统称为气道壁中

细胞和分子的组成、含量和分布的变化，其关键特征

是上皮损伤、上皮下胶原纤维沉积、血管生成增加、肌

成纤维细胞增殖以及气道平滑肌细胞数量的增加［3］。

研究发现，过敏性哮喘患者的气道中以免疫球蛋白 E
（immunoglobulin E，IgE）和嗜酸性粒细胞为特征的

病理生理学改变导致气道炎症，是气道重塑的必要条

件［4］。在慢性条件下这种炎症一方面会导致永久性

的气道组织破坏，另一方面也会导致慢性肺组织修

复，从而导致气道重塑［2］。因此，气道慢性炎症被描

述为导致气道重塑的主要驱动力［5］。对气道炎症的

抑制有望改善气道重塑［5-6］。

奥马珠单抗（Omalizumab）是重组人源化抗 IgE
单克隆抗体［7］，它通过与 IgE特异性结合，降低血清游

离 IgE水平，从而抑制气道炎症［8］。但尚无体内实验

证实其对气道重塑的影响［2］。本研究通过建立卵清

蛋白诱导的过敏原依赖性慢性哮喘小鼠模型，分析了

奥马珠单抗对哮喘小鼠气道重塑指标的影响，为奥马

珠单抗对哮喘气道重塑的改善提供了实验依据。

1 资料与方法

1. 1 实验对象

SPF级BALB/c雌性小鼠（6～8周龄，购自北京维

通利华实验动物有限责任公司，于首都医科大学实验

动物中心饲养）。并已通过首都医科大学动物实验及

实验动物伦理委员会审查批准［动物合格证号：SCXK
（京）2021-0006］。

1. 2 方法

1. 2. 1 分组方法 随机将 Balb/c小鼠分为 4组，每

组 6只，分别为正常组、模型组、治疗组和模型对

照组。

1. 2. 2 慢性哮喘模型小鼠的制备 模型组、治疗组

和模型对照组 3组小鼠于第 0、12天腹腔注射 200μL
质量浓度为 1 mg/mL 的卵清蛋白（购自 Sigma公司）

氢氧化铝溶液致敏，第 18～23天每天以 50 μL质量

浓度为1 mg/mL的卵清蛋白溶液滴鼻激发1次，第25
～43天进行隔天滴鼻激发以制备慢性过敏性哮喘模

型。正常组给予等量生理盐水腹腔注射致敏及滴鼻

激发。

1. 2. 3 给药方法 治疗组小鼠于第 17天皮下注射

200 μg奥马珠单抗（购自诺华公司），模型对照组小鼠

皮下注射 200 μg人 IgG（购自北京 Solarbio公司），正

常组和模型组小鼠则皮下注射200 μL生理盐水。

1. 2. 4 观察指标 ①支气管肺泡灌洗液细胞计数：

各组小鼠在 44 d麻醉后，收集血清、支气管肺泡灌洗

液和肺组织等。将处理后的灌洗液在计数板上进行

总细胞计数，后计算出每种细胞的绝对值［9］。②小鼠

肺组织石蜡切片组织学染色及评分：将左肺组织固

定、包埋后切取 4 μm切片。之后行烘烤、脱蜡、水化

并进行苏木精-伊红（hematoxylin-eosin，H&E）染

色（染色液购自北京中山金桥生物技术有限公司）、刚

果红染色、PAS染色和马松染色（3种染色液购自北京

Solarbio公司）；并进行 α-SMA和CD31免疫组织化
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学染色（均购自美国Abcam公司）。步骤分别按照各

自的说明书进行。切片梯度脱水、透明后使用中性树

胶封片，使用数字病理切片扫描仪观察并扫片，并参

考已发表文章进行染色评分［9-12］。③双抗体夹心

ELISA检测细胞因子：使用双抗体夹心 ELISA 检测小

鼠右肺组织匀浆上清中的细胞因子含量，包括 IL-4、
IL-5、IL-13、IL-1β 和 IL-6（试 剂 盒 均 购 自 R&D
System），步骤按照各自说明书进行，做出标准曲线并

计算各样品浓度值。

1. 2. 5 统计分析 所有实验数据均采用 GraphPad
Prism 8. 0 软 件 进 行 One-way ANOVA 分 析 和

Turkey检验，结果用算术平均数±标准误（x̄±s）表示；P
<0. 05为差异具有统计学意义。

2 结果

2. 1 支气管肺泡灌洗液总细胞计数与细胞分类计数

与模型组相比，治疗组小鼠支气管肺泡灌洗液中

细胞总数减少，差异具有统计学意义；并以嗜酸性粒

细胞减少为主。较模型对照组，治疗组小鼠支气管肺

泡灌洗液中总细胞计数与嗜酸性粒细胞计数均明显

减少，详见表1。
2. 2 肺组织炎症及嗜酸性粒细胞浸润情况

左肺H&E染色结果显示，正常组小鼠支气管及肺

泡结构正常，气道及血管周围无炎症细胞浸润。模型

组及模型对照组小鼠肺泡、气道管腔及伴行血管周围

均有大量炎性细胞浸润。治疗组小鼠气道及血管周

围炎症细胞浸润明显减少，气道炎症减轻，气道H&E
染色评分也降低，与模型组及模型对照组相比，差异

均具有统计学意义［治疗组：（1. 87±0. 31）比模型组：

（4. 15±0. 26），P<0. 001；治疗组：（1. 87±0. 31）比模

型对照组：（4. 03±0. 15），P<0. 001］。

刚果红染色显示，模型组及模型对照组小鼠肺组

织和气道周围有大量嗜酸性粒细胞浸润，说明哮喘模

型构建成功。而治疗组小鼠中嗜酸性粒细胞浸润程

度减轻、数量减少。与模型组及模型对照组相比，治

疗组小鼠每平方毫米嗜酸性粒细胞计数下降［治疗

组：（602. 00±105. 76）/mm2 比模型组：（1155. 38±
161. 75）/mm2，P<0. 001；治疗组：（602. 00±105. 76）/
mm2 比模型对照组：（1000. 75±128. 83）/mm2，P<
0. 001］。

2. 3 肺组织气道重塑情况

左肺PAS染色结果显示，模型组及模型对照组小

鼠气道内分布有大量黏液，上皮呈杯状细胞化生；治

疗组小鼠气道杯状细胞化生和黏液分泌明显减轻（见

图1），PAS评分与模型组及模型对照组相比显著降低

［治疗组：（0. 90±0. 31）比模型组：（2. 10±0. 32），P<
0. 001；治疗组：（0. 90±0. 31）比模型对照组：（1. 99±
0. 41），P <0. 001］。

表1 小鼠支气管肺泡灌洗液细胞总数及细胞分类计数（×104/mL，x̄±s）
组别

正常组

治疗组

模型对照组

模型组

F值
P值

总细胞

5.36±2.18b

21.59±7.73b

126.00±73.85a

109.83±16.54a

14.663
< 0.001

嗜酸性粒细胞

0.00±0.00b

9.27±5.41b

105.33±63.27a

85.87±10.61a

15.595
< 0.001

中性粒细胞

0.04±0.02b

1.28±0.54
7.63±4.82a

6.28±3.36a

10.020
0.001

淋巴细胞

0.08±0.06
1.04±0.43
4.72±3.27a

3.63±0.86a

9.418
0.001

巨噬细胞

5.24±2.12
10.00±4.45
8.32±3.88
14.05±14.02
1.503
0.254

注：与正常组小鼠比较，aP < 0.05；与模型组小鼠比较，bP < 0.05

a. 正常组

c. 模型对照组

b. 治疗组

d. 模型组

图1 各组小鼠肺组织气道杯状细胞化生和黏液分泌情况

过磺酸-希夫染色 ×200
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马松染色结果显示，模型组及模型对照组小鼠肺组

织内有明显的胶原纤维沉积，治疗组小鼠肺组织中胶原

纤维沉积减轻（见图2），胶原阳性百分比也降低，与模型

组相比，差异具有统计学意义［治疗组：（0. 12±
0. 03）% 比 模型组：（0. 19±0. 05）%，P=0. 029］。

α-SMA免疫组织化学染色结果表明，模型组及模

型对照组小鼠气道平滑肌明显肥厚。治疗组小鼠气道

平滑肌厚度减轻（见图3），与模型组及模型对照组相比

减小［治疗组：（4. 79±0. 30）μm 比 模型组：（6. 31±
0. 44）μm，P < 0. 001；治疗组：（4. 79±0. 30）μm 比

模型对照组：（6. 09±0. 29）μm，P < 0. 001］。
CD31免疫组织化学染色结果显示，模型组及模

型对照组小鼠肺组织内有明显的血管增生。治疗组

小鼠血管增生减轻（图 4）；每平方毫米CD31+血管计

数与模型组及模型对照组相比均减少［治疗组：

（7. 99±9. 96）/mm2 比 模型组：（15. 53±18. 13）/mm2，

P<0. 001；治疗组：（7. 99±9. 96）/mm2 比 模型对照

组：（16. 65±19. 88）/mm2，P<0. 001］。

2. 4 肺组织匀浆中细胞因子表达情况

ELISA检测肺组织匀浆中各类细胞因子表达情

况。在模型组及模型对照组小鼠中，肺组织中多种细

胞因子表达升高，包括2型细胞因子 IL-4、IL-5和 IL-
13，炎症因子 IL-1β和 IL-6。治疗组小鼠较模型组，

IL-4、IL-5、IL-13、IL-1β和 IL-6表达均下降；与模型

对照组相比，治疗组小鼠肺组织中 IL-1β表达降低，

见表2。

3 讨论

3. 1 奥马珠单抗可以改善哮喘小鼠气道重塑

本研究通过建立卵清蛋白致敏的哮喘小鼠模型，

给予奥马珠单抗治疗后，发现肺组织炎症细胞浸润明

显减少，特别是嗜酸性粒细胞浸润程度减轻、数量减

少，气道炎症减轻；小鼠气道上皮杯状细胞化生和黏

液分泌明显减轻，肺内胶原纤维沉积减少，而气道平

滑肌与肺内血管增生情况也有一定改善。本研究在

动物实验水平证实了奥马珠单抗在一定程度上改善

了哮喘气道重塑。

a. 正常组

c. 模型对照组

b. 治疗组

d. 模型组

图3 各组小鼠小鼠肺组织气道平滑肌增厚情况 免疫组织化

学染色 ×200

a. 正常组

c. 模型对照组

b. 治疗组

d. 模型组

图4 各组小鼠肺组织CD31表达情况 免疫组织化学染色

×200

a. 正常组

c. 模型对照组

b. 治疗组

d. 模型组

图2 各组小鼠小鼠肺内胶原沉积情况 马松染色 ×200
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3. 2 奥马珠单抗改善哮喘气道重塑的原因

奥马珠单抗是 95%人源化抗 IgE单克隆抗体。

在既往研究中，已证实的 IgE在气道重塑中的作用表

现为以下几个方面：①纤维化与杯状细胞化生：IgE与
受体 FcεRⅠ交联后，FcεRⅠ活化表达增加，诱导气道

平滑肌细胞释放 IL-4、IL-5和 IL-13增加。IL-4可以

诱导 α-SMA和Ⅲ型胶原合成增加，并诱导气道上皮

细胞产生和释放 TGF-β；IL-5通过募集嗜酸性粒细

胞，促进上皮和支气管周围纤维化；IL-13则诱导气道

上皮细胞释放转化生长因子β，并促进上皮杯状细胞

化生［13］。②胶原沉积与平滑肌肥厚。有研究证实，含

有 IgE的血清可以在体外诱导气道平滑肌细胞分泌Ⅰ
型胶原并在 48 h内沉积、纤连蛋白在 24 h内沉积于

肺组织内，并促进气道平滑肌增殖，从而使气道壁增

厚［14-15］。因此，IgE可以通过参与气道重塑发展的整

个过程，从而促进重症哮喘的进展。而针对 IgE的单

克隆抗体可通过阻断上述效应，改善哮喘气道重塑。

3. 3 本研究与既往研究结果的比较

已被证实的奥马珠单抗对哮喘气道重塑作用的

研究有限，且相关数据大多集中在体外细胞实验［16］和

接受奥马珠单抗治疗的患者的高分辨率计算机断层扫

描（high resolution computed tomography，HRCT）
上［17-18］。如Roth等［19-20］进行了一系列体外实验，使用

从哮喘患者和对照受试者中提取来的人气道平滑肌

细胞进行分析，证明在哮喘患者中，IgE可诱导气道平

滑肌细胞增殖以及细胞外基质、Ⅰ、Ⅲ型胶原和纤连

蛋白沉积。而奥马珠单抗预处理可抑制上述效应。

基于上述体外研究结果，两项临床研究开始使用

HRCT对少数过敏性哮喘患者的气道壁进行分析，以

评估奥马珠单抗治疗对气道重塑的潜在影响［17-18］。

Hoshino［17］和 Tajiri等［18］首次对 30例使用（n=14）或

不使用（n=16）奥马珠单抗的严重哮喘患者进行了疗

效对比研究［17］。研究发现，奥马珠单抗治疗16周后，

根据体表面积（body surface area，BSA）校正后的气

道壁面积（wall area，WA）、WA百分比、校正的气道

壁厚度和气道管腔面积均显著降低。Tajiri等［21］后来

报告了类似的发现。

鉴于以上研究多为体外试验，且临床研究皆为非

侵入性评估，对气道重塑各个指标的区分并不明确。

而本研究通过体内实验分析了奥马珠单抗对哮喘气

道重塑病理指标的影响，证实了哮喘小鼠气道黏液分

泌、气道平滑肌肥大、肺组织内胶原沉积和血管增生

均可被奥马珠单抗抑制，具有一定的创新性。

考虑到气道重塑是一个复杂的病理生理过程，本

研究尚未进一步探索奥马珠单抗抑制气道重塑的相

关生物学机制，也并未分析与气道重塑相关的信号通

路、研究相关靶点上下游的作用位点。未来尚需要更

多研究来为奥马珠单抗对哮喘气道重塑的治疗提供

实验证据。
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