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2 种品系大鼠被动皮肤过敏反应的差异性比较
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  [ 摘要]  目的: 比较 SD, Wistar 2 种品系大鼠对卵蛋白 ( OVA)、天花粉蛋白( TCS) 诱导的被动皮肤过敏( passive cutaneous

anaphylaxis, PCA)反应的差异性。方法: 选用 SD, Wistar 2种品系大鼠, 以 OVA, TCS为致敏原, PCA反应时出现蓝斑的直径及

阳性反应率作为判别标准,进行大鼠同种或小鼠异种 PCA试验,并考查佐剂的应用与否对试验结果产生影响。结果: 大鼠同种

PCA加或不加佐剂的 TCS反应均为阳性, 蓝斑直径大小 SD大鼠 > Wistar大鼠; 加入氢氧化铝凝胶佐剂可提高两品系大鼠对

OVA的过敏反应阳性率, 且 Wistar大鼠的敏感性高于 SD大鼠; 小鼠异种 PCA试验显示:耳廓皮内分别注射两种品系大鼠不加

佐剂致敏的 OVA抗血清时均呈阴性反应, 注射 SD大鼠天花粉蛋白抗血清后, 呈阳性反应; 分别注射加入佐剂致敏的 OVA,

TCS抗血清,则小鼠异种 PCA反应均呈阳性。结论: 2 种品系大鼠对 OVA, TCS的敏感性存在较大差异, SD大鼠对 TCS较敏

感, 而 Wistar大鼠对 OVA的敏感性较强;加入佐剂可提高两种品系大鼠对 OVA的过敏反应阳性率。
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[ Abstract]  Objective: To compare the different sensitivity passive cutaneous anaphylaxis( PCA) caused by

OVA and TCS between Sprague Dawley( SD) and Wistar rats. Method: PCA was performed by using SD and Wistar

rats, and xenogenic PCA by using KM mice. OVA and TCS were taken as allergens. The diameter of dermal evan’s

blue spot and the positive reaction rate were measured to discriminate severity of PCA. Result: Homologous PCA

revealed that after injecting with 0. 9 mg/rat TCS with or without adjuvant, two rat strains showed positive reaction.

According to the diameter evan’s blue spots, the degree of response was as follows: SD rat > Wistar rat. The

allergic positive reaction rate of two rat strains would be improved by adding aluminium hydroxide into OVA( 5 mg/

rat) , and the sensitivity of OVA of Wistar rat was more than SD rat. Xenogeneic PCA showed that after auricular

intradermally injecting with OVA antiserum without aluminium hydroxide of two different rat strains, the mice

demonstrated negative reaction. But the positive reaction was showed by injecting with TCS antiserum without

adjuvant of SD rat. The mice showed positive reaction after auricular intradermally injecting with OVA or TCS with

adjuvant of two rat strains. Conclusion: There are differences in sensitivity of OVA and TCS between SD and Wistar

rat strains, and SD rat is the more sensitive of TCS than Wistar rat. Otherwise, Wistar rat is more sensitive of OVA.

The allergic positive reaction rate will be improved by adding aluminium hydroxide into OVA.
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  PCA试验是我国注射剂研发过程中免疫毒性研

究要求进行的基本试验项目之一,在抗过敏药物研

究中亦为常规实验。《药物研究技术指导原则( 2005

年)》
[ 1 ]

( 以下简称“指导原则”) 中指出,“PCA 反应

常用的动物是大鼠,亦用小鼠,有时根据试验需要用

豚鼠”。大量研究表明,不同品系的动物对特定药物

的易感性有所不同
[ 2-3 ] ,而这种易感性差异产生的原

因与动物的遗传背景密切相关,具有 Th2 极化遗传

背景的动物对实验性过敏性疾病呈现易感体质。

SD和 Wistar大鼠是国内常见而易得的试验用大鼠,

大部分学者认为,从遗传学的角度来看,这 2 种封闭

群动物并无明显的 Th2 偏向性, 那么, 在 PCA 试验

中,这 2 种动物的反应是否存在差异? 本文对此进

行了相关研究。

1 材料

1.1 药物  卵蛋白 ( ovalbumin, OVA) : Sigma 公司

产品,购于北京鼎国生物技术有限责任公司, 批号

DHO15 - 4。天花粉蛋白注射液( TCS) ,上海金山制

药有限公司,批号 080601。

1.2 试剂 无水 Al( Cl) 3 ,批号 T20080829, NaOH,

批号 T20030408, KOH, 批号 T20081015, 丙酮,批号

T20090312,磷酸,批号 T20080530,试验所用试剂均

为分析纯,购于国药集团化学试剂有限公司;伊文思

蓝, 购自 国 药 集 团 化 学 试剂 有 限 公 司, 批 号

WC20080125。

1.3 动物 SD, Wistar大鼠, 清洁级, 雌雄各半,体

重 160 ～180 g,购于上海西普尔-必凯实验动物有限

公司提供,合格证号 Scxk( 沪) 2008-0016;昆明种小

鼠,雌雄各半,体重 18 ～20 g, 购于上海斯莱克实验

动物有限公司,合格证号 SCXK( 沪) 2007-2005。所

有动物均饲养于上海中医药大学实验动物中心,清

洁级环境。

1.4 仪器 MK3 酶标仪,热电上海仪器有限公司,

DK-8A电热恒温水槽,上海精宏实验设备有限公司。

2 方法

2.1 大鼠抗血清的制备

2.1.1 无佐剂大鼠抗血清制备  取 SD, Wistar 2 种

品系大鼠各 15 只,每品系均随机分 3 组,即 OVA无

佐剂组、TCS无佐剂组、阴性无佐剂组, 每组 5 只。

致敏: OVA 组给予生理盐水配制的 10 g·L - 1
质量

浓度 OVA溶液; TCS组给予 0. 6 g·L - 1
生理盐水稀

释的 TCS溶液;阴性对照组给予生理盐水,给药方式

均为 sc 0. 5 mL/只, 隔天 1 次, 共注射 3 次,末次致

敏后第 14 天, 以 25%乌拉坦 1 g·kg
- 1

ip麻醉,腹

主动脉采血, 3 000 r·min
- 1

,离心 10 min, 分离血

清,分装于 EP管中, - 20 ℃保存备用, 用于大鼠同

种 PCA试验或小鼠异种 PCA试验。

2.1.2 加佐剂大鼠抗血清制备  取 SD, Wistar 2 种

品系大鼠各 15 只,每品系均随机分 3 组,即 OVA佐

剂组、TCS佐剂组、阴性佐剂组, 每组 5 只。致敏:

OVA组给予 20 g·L - 1
的 OVA溶液与氢氧化铝凝胶

的 1∶1混合乳液 ( 终浓度 10 g·L - 1 ) ; TCS组给予

1. 2 g·L - 1 TCS与氢氧化铝凝胶的 1∶1混合乳液( 终

浓度 0. 6 g·L
- 1

) ,阴性对照组给予生理盐水与氢氧

化铝凝胶的 1∶1混合乳液。给药及血清制备同

2.1.1。

2.2 大鼠同种 PCA 试验  另取 SD, Wistar 2 种品

系大鼠, 雌雄各半, 分为 OVA 无佐剂组、OVA 佐剂

组、TCS无佐剂组、TCS佐剂组、阴性无佐剂组、阴性

佐剂组, 6 ～10 只 /组。戊巴比妥钠 42 mg·kg
- 1
麻

醉,背部剃毛,面积 3 cm×4 cm,分别于剃毛处皮内

注射同品系大鼠各对应组的抗血清 0. 1 mL,进行被

动致敏, 48 h后,两组大鼠分别尾 iv生理盐水或 TCS

的 0. 5%伊文思蓝混合溶液, 0. 5 mL/只,进行激发,

30 min后,以 25%乌拉坦 1 g·kg
- 1

ip麻醉动物,直

尺测量抗血清注射部位皮肤的蓝色斑点直径, 直径

大于 5 mm者判为阳性。

2.3 小鼠异种 PCA [ 3 ]
试验  每一品系大鼠抗血清

的注射均按如下操作:取昆明种小鼠 60 只,随机分 6

组,即 OVA 佐剂抗血清组、OVA 无佐剂抗血清组、

TCS佐剂抗血清组、TCS无佐剂抗血清组、阴性佐剂

抗血清组、阴性无佐剂抗血清组。每组 10 只, 雌雄

各半,戊巴比妥钠 75 mg·kg
- 1
麻醉,各组动物 2 只

耳廓分别皮内注射某一品系大鼠相应组别抗血清

20 μL,进行被动致敏, 48 h后, 各组小鼠分别尾 iv

生理盐水或 OVA或 TCS的 0. 5% 伊文思蓝混合溶

液, 0. 3 mL/只,进行激发, 30 min后,脱颈处死小鼠,

剪下双耳,浸泡于 0. 75 mL的 0. 5 mol·L
- 1

KOH溶

液中, 37 ℃水浴恒温过夜消化, 次日加 0. 3 mol·

L - 1
磷酸丙酮( 5∶13)混合液 3. 5 mL,振摇, 3 500 r·
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min - 1 ,离心 15 min,上清液在 610 nm波长处测定其

吸光度( A) 。

2.4 统计学方法 计量资料采用 珋x±s表示 ,两组

间比较采用 t检验法 ,多组间比较采用单因素方差

分析法。P < 0. 05 为差异有显著性意义, P < 0. 01

为差异有非常显著性意义。

3 结果

3.1 无佐剂大鼠同种 PCA试验  不加佐剂时, SD,

Wistar大鼠对 OVA均为阴性反应;对 TCS, 2 种品系

动物均呈阳性反应,且 SD大鼠较 Wistar大鼠敏感。

见表 1。
表 1 2种品系大鼠蓝斑直径及阳性反应率比较

( 无佐剂,珔x±s,n = 6)

组别

SD Wistar

直径 / mm
阳性

反应数
直径 /mm

阳性

反应数

阴性 0. 0 ±0. 0 0 0. 0 ±0. 0 0

OVA 0. 0 ±0. 0 0 3. 8 ±6. 3 2

TCS 33. 2 ±12. 0 2, 4) 62, 4) 10. 3 ±5. 32, 3, 5) 41)

  注 : 与阴性无佐剂组比较1) P <0. 05, 2) P < 0. 01; OVA 组与 TCS

组比较 3) P < 0. 05, 4) P < 0. 01; SD 与 Wistar大鼠比较5) P < 0. 05, 6) P

< 0. 01。 (表 2 ～4 同 )

3.2 加佐剂大鼠同种 PCA试验 加入 Al( OH) 3 佐

剂后,可显著提高 2 种品系动物对 OVA和 TCS的过

敏反应阳性率, SD大鼠对 TCS的敏感性高于 Wistar

大鼠,而 Wistar大鼠对 OVA 的敏感性则高于 SD大

鼠。见表 2。
表 2 2种品系大鼠蓝斑直径及阳性反应率比较

( 有佐剂 ,珔x±s)

组别

SD Wistar

直径 /mm n / N 直径 /mm n /N

阴性 0. 0 ±0. 0 0 /6 0. 0 ±0. 0 0 /6

OVA 5.7 ±4. 81) 6 /101) 17. 9±3.82, 6) 10 /102)

TCS 14.3 ±2. 42, 4) 6 /62) 6. 3±3.51, 4, 5) 3 /65)

  注 : n表示阳性反应动物数 , N表示动物总数

3.3 无佐剂大鼠抗血清致小鼠异种 PCA 试验  

KM种小鼠耳廓注射 SD大鼠的不加佐剂 TCS抗血

清后激发,过敏反应呈阳性,而注射 Wistar大鼠抗血

清则呈阴性反应,注射两种品系大鼠的 OVA 抗血清

激发后,过敏反应均呈阴性。见表 3。

3.4 加佐剂大鼠抗血清致小鼠异种 PCA 试验  加

入佐剂后, 2 种品系大鼠的 OVA抗血清和 TCS抗血

清均可引起 KM 种小鼠异种 PCA 反应阳性。见

表 4。
表 3 无佐剂大鼠抗血清致小鼠异种 PCA 耳廓

蓝染 A( 珔x±s, n = 10)

组别 SD 大鼠抗血清 Wistar大鼠抗血清

阴性 0. 062 ±0. 018 0. 073 ±0. 016

OVA 0. 068 ±0. 012 0. 063 ±0. 008

TCS 0. 130 ±0. 0362) 0. 071 ±0. 0104)

表 4 加佐剂大鼠抗血清致小鼠异种 PCA 耳廓

蓝染 A( 珔x±s, n = 10)

组别 SD 大鼠抗血清 Wistar大鼠抗血清

阴性 0. 083 ±0. 008 0. 091 ±0. 003

OVA 0. 330 ±0. 1502) 0. 330 ±0. 1702)

TCS 0. 130 ±0. 0302) 0. 130 ±0. 0122)

4 讨论

关于 PCA 试验中阳性对照药的选择,指导原则

中建议“给予 1 ～5 mg/只牛血清白蛋白或卵蛋白或

已知致敏阳性物质”, 在中文科技期刊数据库中对

1979 年至 2009 年的相关文献的检索中发现,国内的

研究阳性药物大约有 64. 7% 选择了卵蛋白
[ 4-5]

,

30. 6%选择了天花粉蛋白
[ 6-7]

, 4. 7% 选择了牛血清

白蛋白
[ 8 ]
。而对于动物品系的选择,采用 SD, Wistar

大鼠进行相关研究较多,检索共得到 112 篇相关论

著性文献,有明确报道实验所使用大鼠品系的文章

有 85 篇,其中使用 SD大鼠的有 45 篇
[ 9 -10 ]

, 占文章

总数的 52. 9 % ,使用Wistar大鼠的有 39 篇
[ 11-12]

,占

文章总数的 45. 9 %。本研究显示, SD大鼠和Wistar

大鼠对于 OVA和 TCS的敏感性存在差异,且加或不

加佐剂对 PCA试验的结果将产生较大的影响,对于

TCS,加或不加 Al( OH) 3 佐剂均可引起两品系动物

PCA反应阳性,且 SD大鼠的敏感性明显高于 Wistar

大鼠,而对于 OVA,加入佐剂后可大大提高两品系

大鼠的过敏反应阳性率, Wistar大鼠对 OVA的敏感

性高于 SD大鼠。

有研究认为
[ 1 3]

,小鼠异种耳廓 PCA试验具有较

高的敏感性和重现性,因此本试验还以 2 种品系大

鼠的抗血清致敏昆明种小鼠,以验证其与大鼠同种

PCA试验的一致性,结果显示, 2 种试验方法在反映

不同品系动物的敏感性时尚存在一定的差异。

综上所述,在进行 PCA 试验时, 选择 2 种以上

品系的动物或两种方法进行考查,可能会大大提高

检测方法的灵敏度及结果的可靠性。
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本实验结果显示, HK-2 细胞以 3 ×10
4
个 / mL 密度

接种后,在 1 ～3 d细胞生长处在潜伏期, 3 ～6 d细

胞进入大量分裂的指数生长期,第 6 d 达到饱和密

度( 100% ) 后, 细胞生长则进入衰退期。因为一般

在指数生长期的 1 /3 ～1 /2 处加药,所以,如果按照

本实验方法,应该在 4 ～5 d 对细胞进行药物处理,

本研究在后续的实验中将选择培养 4 d( 细胞密度为

60% ) 加药。由于细胞计数存在一定的误差,所以 1

d处的细胞计数 ( 2. 20 ×10
4
个 / mL) 比细胞接种密

度( 3 ×104
个 / mL) 略低,但实验自始至终由一人完

成,并且计数多次取平均值,在一定程度上降低了误

差,具有一定的科学性,可为后续研究以及他人类似

研究作为参考。
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