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致敏小鼠模型的治疗效果
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摘　要： 探讨层状双氢氧化物（layered double hydroxides，LDH）纳米融合蛋白疫苗对猫犬融合变应原诱导小

鼠模型的治疗效果，为猫犬过敏疾病的治疗提供了一种潜在的新型疫苗策略。实验步骤：1）制备猫犬融合变

应原，并将其加载于 LDH纳米材料上构建疫苗；2）选取 BALB/c小鼠，通过腹腔注射和气管注入等方式进行

猫犬融合变应原致敏，建立小鼠过敏模型；3）随后将过敏模型小鼠随机分为过敏模型组（allergic model）、
LDH组和疫苗组，每组 6只。对过敏模型组、LDH组和疫苗组小鼠分别注射磷酸盐缓冲液（Phosphate
Buffered Saline，PBS）、LDH悬液、LDH纳米融合蛋白疫苗，正常组（Naïve）作为对照组不做任何处理；4）检测

血清中 IgE、肺呼吸阻力、体温的变化和耳朵点刺及病理切片等结果，并综合评价疫苗治疗效果。实验结果表

明，与过敏模型组相比，经 LDH纳米融合蛋白疫苗治疗后的疫苗组小鼠的反应：1）血清特异性 IgE水平显著

下降；2）肺呼吸阻力有所缓解；3）变应原诱发的体温极显著降低；4）耳朵染料渗漏面积极显著减小；5）肺部炎

症浸润显著降低，杯状细胞数量减少但没有显著性差异，胶原沉积和纤维化程度减轻。综合上述结果，

LDH纳米融合蛋白疫苗对猫犬融合变应原诱导的小鼠过敏模型具有较好的治疗效果，能够有效改善小鼠过

敏症状，减轻过敏相关组织炎症反应。
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随着人们生活水平的提升，宠物猫犬在家庭

中的普及程度日益增加。然而，猫犬携带的变应

原可诱发人体过敏反应，猫犬过敏原被认为是哮

喘和过敏性鼻炎发展的主要危险因素[1-2]。在世界

范围内，猫犬过敏的发生率较高。在欧美等发达

国家，由于宠物饲养率高，猫犬过敏人群占比较大，

部分地区可达 20%～30%。在亚洲国家，随着生活

水平的提高和宠物饲养观念的变化，猫犬过敏的

人数也在逐渐增加。世界各国中，以美国养宠物

者最多，其中养猫、犬的儿童达到了 68%和 86%，

约有 10%养猫、犬的儿童对宠物过敏[3]。国内目

前尚无精确的普通人群流行病学调查数据，北京

协和医院对 2 413例门诊患者血清特异性 IgE检

测结果分析显示约 5.4%的患者血清对猫或者犬

的变应原提取物呈阳性反应。对猫过敏患者而

言，在自然条件下接触一定的猫过敏原会导致严

重的外周气道阻塞，不仅影响患者的生活质量，严

重时甚至危及生命[4]。

已经鉴定的猫的致敏蛋白组分有 8种，分别

为 Fel d 1～8[5]，其中 Fel d 1为主要致敏蛋白组分[6]，

Fel d 1最早由 Ohman等[7] 在 1974年发现并鉴定，

主要存在于猫唾液和皮脂腺中[8]，80%～95%对猫

过敏的患者血清中可检测到针对 Fel d 1的特异

性 IgE抗体 [9-10]。已鉴定的犬的致敏蛋白组分有 

 

 

　　   收稿日期：2025−01−03　　　　修回日期：2025−03−11
　　基金项目：国家自然科学基金（32160837；32460888；31860726）、海南省科技项目（ZDYF2022SHFZ059）、海南省自然

科学基金（320RC467）、全国大学生创新训练计划项目（202410589067）
　   #第一作者：梁星烂（2000−），女，海南大学生命健康学院 2022 级硕士研究生。E-mail：2321854334@qq.com
　   *通信作者：裴业春（1985−），男，教授。研究方向：分子免疫学、基因工程疫苗。E-mail：ycpei@hainanu.edu.cn 

●全健康● 热带生物学报（中英文）J. Trop. Biol. 2026, 17 (6): 1107−1119.

https://doi.org/10.15886/j.cnki.rdswxb.20250005
https://cstr.cn/32425.14.j.cnki.rdswxb.20250005
mailto:2321854334@qq.com
mailto:ycpei@hainanu.edu.cn


7种，分别为 Can f 1～7，其中，Can f 1是犬的主要

致敏蛋白组分 [11]，由舌上皮组织产生 [12]。在治疗

中，抗 IgE单克隆抗体治疗猫犬变应原导致的一些

严 重 过 敏 患 者 的 疗 效 较 好 [13]。 彭 美 琪 等 [14]

研究了同时针对猫犬过敏的预防效果。目前缺乏

同时针对猫和犬诱发的过敏反应的治疗方法，猫

过敏患者对犬的变应原也呈现敏感症状，这表明

猫主要变应原 Fel d 1和犬主要变应原 Can f 1可

能存在交叉反应[15]。

层状双氢氧化物（layered  double  hydroxides，
LDH）是指某一类特殊的层状物质，这种层状材料

是由数层带正电荷的层与存在其间平衡电荷的阴

离子组成，中间的阴离子和层与层间作用力弱[16]，

且通常是可以被交换的。LDH有良好的层状结

构，可以作为药物载体，能够将药物分子插入层

间，实现药物的负载和保护，而且这种结构可以控

制药物的释放速度，让药物在特定的部位或者时

间释放[17]，提高药物的有效性。在生物相容性上，

LDH表现较好，其降解产物对生物体的毒性较低，

在进入人体后不会引发严重的免疫反应等不良影

响，比较安全[18]。

猫犬融合变应原相较于单一的猫或犬的变应

原，可能具有更全面的免疫原性特征，能够激发机

体产生更为广泛和有效的免疫应答。基于此，本

研究旨在利用 LDH负载猫犬融合蛋白疫苗，构建

一种创新型的可同时针对猫和犬过敏的免疫治疗

策略，并通过建立猫犬融合变应原诱导的小鼠过

敏模型，深入探究该疫苗在治疗过敏反应中的效

果。本研究成果有望为开发针对猫犬变应原诱导

过敏症的新型治疗方法提供理论依据和实验基

础，推动宠物过敏治疗领域的进一步发展。

 1　材料与方法

 1.1　实验动物　雌性 BALB/c小鼠，4～6周龄，购

自斯贝福（北京）生物技术有限公司。所有实验动

物均给予无病原污染的饲料和水饲养。所有动物

试验均严格按照海南大学实验动物福利与伦理要

求，并经海南大学动物伦理委员会批准。

 1.2　实验材料　原核表达载体 pQE-80L为海南

大学生物技术制药与分子药理学实验室保存；大

肠杆菌（E. coli）BL21（DE3）感受态细胞、ELISA酶

标 板 、 EL-TMB显 色 试 剂 盒 、 HRP-conjugated
Rabbit Anti-Goat IgG均购自生工生物工程（上海）

股份有限公司；Goat pAb to Mouse IgE购自 Abcam
公司；实验涉及其他试剂均购自国药集团化学试

剂有限公司。

 1.3　原核表达质粒 pQE-80L-Fel d 1-Can f 1 的构

建　 猫 主 要 变 应 原 Fel d   1链 1（P30438）、 链

2（P30440）及犬的主要变应原 Can f 1（O18873）基
因序列均来自 NCBI Genbank，进行密码子优化后

将 Fel d 1和Can f  1通过柔性氨基酸链 AAY连

接，利用 BamHⅠ和 Hand Ⅲ两个酶切位点将 Fel d
1-Can f 1插入到原核表达载体 pQE-80L中，由生

工生物工程（上海）股份有限公司进行合成。

 1.4　Fel d 1-Can f 1 融合蛋白的原核表达与纯化　将

pQE-80L-Fel  d  1-Can f   1质粒转化 E.  coli  BL21
（DE3）感受态后，挑取阳性单菌落于卡那抗性

LB培养基中，37 ℃ 预培养。在 250 mL含卡那霉

素的 LB培养基中加入 5 mL预培养的菌液，37 ℃
于恒温摇床（37 ℃，200 r·min−1）培养至 OD600 为

0.6～0.8时加入终浓度为 1 mmol·L−1 的 IPTG，160
r·min−1 诱导 6 h。培养结束后收集菌体在冰上进

行破碎，4 ℃，8 000 xg，30 min离心收集上清进行

镍柱纯化，用 3个柱体积的 10  mmol·L−1 咪唑、

6个柱体积的 30 mmol·L−1 咪唑和 4个柱体积的

40  mmol·L−1 咪 唑 依 次 洗 脱 杂 蛋 白 ， 250
mmol·L−1 咪唑洗脱目的蛋白，收集流出液进行

SDS-PAGE。将流出液进行超滤离心以去除咪唑，

浓缩至 1 mL并利用 BCA法测定蛋白浓度。

 1.5　LDH 的制备与表征　采用共沉淀法制备层

状双氢氧化物 LDH，A液为 0.6  mol·L−1 MgCl2、
0.6 mol·L−1 AlCl3 和 ddH2O的混合液，B液为 0.15
mol·L−1 NaOH，将 A液逐滴加入 B液且不断搅拌

制得混悬液，离心后再用 ddH2O洗 2次沉淀，最后

用 ddH2O重悬，100 ℃ 水热处理 16 h成功制备

LDH。分别采用激光粒度分析仪、X射线衍射、傅

里叶红外光谱仪和扫描电镜来检测 LDH的粒径

大小、电位、化学组成、晶体结构和形态特征。

 1.6　LDH 和融合蛋白的吸附试验　设置 LDH
与 Fel d 1-Can f 1的不同质量比分别为 5:1、6:1、
7:1、8:1、9:1，4 ℃ 下 1 000 r·min−1 摇床充分摇晃

30 min，离心收集上清进行 SDS-PAGE分析 LDH
与 Fel d 1-Can f 1的最佳吸附比例，以最佳质量吸

附比制备 LDH纳米融合蛋白疫苗。

 1.7　Fel d 1-Can f 1 蛋白诱导小鼠过敏模型　利

用 Fel d 1-Can f 1蛋白诱导小鼠过敏模型，正常组
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不做任何处理，建模方案参照魏春洁[19]。腹腔致敏

实验：将 1  mg Fel  d  1-Can f  1蛋白（1  g·L−1 溶于

PBS）作为变应原与 50 mg氢氧化铝佐剂混合，室

温震荡 2 h。在第 0、7 天小鼠腹腔注射上述 Fel d
1-Can f 1/氢氧化铝复合物致敏，100 µL·只−1，正常

组不做任何处理。气管注入实验：第 14、16、18
天将 Fel d 1-Can f 1蛋白（1 g·L−1 溶于 PBS）经气

管注入小鼠肺部组织致敏，100 µL·只−1，共 3次，进

行过敏模型的诱导，正常组不做任何处理。

气管注入方法参照 Casaro等[20]，具体操作：麻

醉后小鼠用橡皮筋挂住门牙，使其身体与实验台

面呈 90°自然垂下，保持气管不受挤压。用镊子将

小鼠舌头移开暴露气管区域，将 20 µL毛细管平行

于气管缓缓插入，使用注射器将变应原溶液经毛

细管注入，此时小鼠呼吸急促，说明气管内滴注成

功。

造模完成后第 3天分别对正常组和过敏模型

小鼠采血检测血清中特异性 IgE和肺呼吸阻力。

IgE水平若显著高于正常小鼠，说明模型建立成功

可能性大；使用肺功能检测系统，给小鼠吸入乙酰

甲胆碱或组胺等气道收缩剂，观察气道阻力的变

化。过敏模型成功建立时，气道因炎症和高反应

性对这些刺激更敏感，与正常小鼠相比，气道阻力

会显著增加。

 1.8　LDH 纳米蛋白疫苗治疗小鼠模型的效果　将

小鼠过敏模型随机分为过敏模型组、LDH组和疫

苗组，并对各组进行相应的治疗，正常组不做任何

处理，其中，过敏模型组为猫犬融合蛋白 Fel d 1-
Can f   1诱导的过敏模型 ，正常组作为对照即

Naïve组，4个组别每组 6只。第 25、39、53天对

致敏组、LDH组和疫苗组的小鼠过敏模型进行颈

部皮下和腿部肌肉多点注射，其中，致敏组注射

PBS，100  µL·只 −1；、LDH组注射 LDH悬液，100
µL·只 −1；疫苗组注射 LDH+Fel  d  1-Can  f  1， 100
µL·只−1（1 g·L−1 溶于 PBS），颈部皮下和腿部肌肉

各注射 50 µL，共 3次。第 60天开始检测疫苗的

治疗效果，采用采眼眶血检测 IgE水平、检测肺呼

吸阻力、Anaphyxis应激过敏检测体温、耳朵点刺

统计染料渗漏面积及组织学检测等方法检测。

 1.8.1　ELISA 法检测小鼠血清总 IgE 水平　用包

被缓冲液稀释 Fel d 1-Can f 1蛋白到 10 μg·mL−1

作为变应原包被 96孔高吸附酶标板，100 μL·孔−1

做 3个重复，并设置空白对照用等量包被液代替

变 应 原 ， 于 4 ℃ 孵 育 过 夜 。 除 去 包 被 液 用

PBST清洗 5~8次，每次都将板拍干，加入 5％脱脂

奶粉以封闭板上未结合位点，于 37 ℃ 封闭 1 h。
除去封闭液并用 PBST清洗 5~8次，每次都将板拍

干，加入适当稀释的小鼠血清作为一抗，37 ℃ 孵

育 2 h。除去一抗用 PBST清洗 5~8次，每次都将

板拍干，加入1:3 000稀释的 Goat anti-mouse IgE二

抗，37 ℃ 孵育 2  h。除去二抗并用 PBST清洗

5~8次 ，每次都将板拍干 ，加入 1:3 000稀释的

HRP-conjugated Rabbit anti-goat IgG，37 ℃ 孵育 2 h。
同样去除板上的液体，拍干，用 TMB试剂盒进行

显色，室温避光 15~30 min，出现蓝色后加入终止

液终止显色反应，酶标仪测量 450 nm光密度值。

 1.8.2　体积描记法测小鼠气道反应性　于治疗前

后，通过 FinePointe WBP全身体积描记检测系统

检测小鼠气道反应性。程序创建为：适应时间 30
min，雾化 2 min，反应时间 3 min，恢复 2 min。将

腔体与体描机连接后把小鼠放到腔体内，依次雾

化 PBS及 1.56、3.125、6.25、12.5、25、50 g·L−1 氯

化乙酰胆碱（Mch），以 PBS为基线，观察雾化后小

鼠气道阻力变化。

 1.8.3　Anaphyxis 应激过敏试验　蛋白激发后的

过敏性反应，分别检测并纪录 0 min的小鼠体温，

尾静脉注射 50 μL Fel d 1-Can f 1（1 g·L−1 溶于 PBS），
每隔 5 min记录小鼠体温，检测体温变化。

 1.8.4　耳朵点刺统计染料渗漏面积　向小鼠尾静

脉注射 200 μL 0.5％Evans blue，30 min后将小鼠

麻醉，使用 23 G刺血针刺穿小鼠耳朵并在刺穿

处滴加 20 μL融合蛋白（500 μg·mL−1）。1 h后麻醉处

死小鼠，用密度检测法检测小鼠耳部染料渗漏面积。

 1.8.5　组织学检测　小鼠被麻醉处死后，取小鼠

的肺组织进行固定、包埋和切片。进行 H&E、
PAS和Massion染色，评分标准[21- 22] 见表 1。
 1.9　统计学处理　采用Graphpad Prism 9.0.0软件的 t
检验法比较各组之间的差异。Anaphyxis应激过敏

实验的体温变化曲线所围成面积统计采用单 因素

方差分析，多重比较采用邦费罗尼法。

 2　结果与分析

 2.1　原核表达质粒 pQE-80L-Fel d 1-Can f 1 的构建

构建原核表达质粒 pQE-80L-Fel d 1-Can f 1，完整

质粒图谱如图 1所示。

 2.2　Fel d 1-Can f 1 的表达纯化　经镍柱纯化后
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的不同时间流出液 SDS-PAGE分析，IPTG诱导后

表达出融合蛋白 Fel d 1-Can f 1，条带出现在 36 kDa
左右（图 2），纯化后条带较为单一，大小与纯度符

合预期。

 2.3　LDH 的表征　

 2.3.1　粒径电位分析　根据动态光散射原理，通

过激光粒度分析仪检测 LDH的粒子表面电荷、流

体动力学直径和分散情况。结果如图 3-A、B所

示，采用共沉淀法制备的 LDH平均直径为 107.2 nm，

Zeta电位为 51.7 mV，带正电荷，多分散性指数 PDI
为 0.251，表明颗粒分布均匀，有较好的均一性。

 2.3.2　X 射线衍射图谱分析　为研究 LDH晶体

的内部结构及晶胞参数，利用 X射线衍射技术探

究 LDH纳米颗粒的微观结构、层间距等。LDH

 

表 1    肺部组织切片评分标准[21- 22]

Tab. 1　Scoring criteria for lung tissue sections[21- 22]

评分项
Scoring item

各分值标准（Criteria for each score）

0分 1分 2分 3分

H&E染色的炎症打分
标准

Inflammation scoring
criteria for H&E

staining

没有炎症细胞的浸
润

No infiltration of
inflammatory cells

支气管周围偶尔出
现炎症细胞
Occasional

inflammatory cells
around the bronchi

大多数支气管周围环
绕着1～5层炎症细胞

薄层
Most bronchi are

surrounded by a thin
layer of 1 ～ 5

inflammatory cells

大多数支气管周围环绕超过5层的
炎症细胞

Most bronchi are surrounded by more
than 5 layers of inflammatory cells

PAS染色杯状细胞数
量的评分标准

Scoring criteria for the
number of PAS stained

cup cells

没有杯状细胞
No goblet cell

1～5个杯状细胞
1～5 goblet cells

6～20个杯状细胞
6～20 goblet cells

超过20个杯状细胞
More than goblet cells

Massion染色胶原沉
积和纤维化评分标准
Massion Staining

Collagen Deposition
and Fibrosis Scoring

Criteria

肺泡间隔和薄壁肺
泡胶原含量正常
Normal alveolar

septal and thin-walled
alveolar collagen

content

肺泡间隔轻度胶原
沉积和厚纤维化
Mild collagen

deposition and thick
fibrosis of alveolar

septa

中度胶原沉积、肺泡间
隔持续纤维化

Moderate collagen
deposition, persistent

fibrosis of alveolar septa

过度胶原沉积导致肺泡间隔增厚、肺
泡压缩、融合性纤维团块和纤维增生
Excessive collagen deposition leads to
alveolar septal thickening, alveolar

compression, fused fibrous masses and
fibrous hyperplasia

　　注：H&E染色的炎症打分标准：以0～3分标准来评价支气管周围炎症的程度。PAS染色杯状细胞数量的评分标准：以
0～3分标准来评价杯状细胞数目。Massion染色胶原沉积和纤维化的评分标准：以0～3分标准来评价胶原沉积和纤维化程度。
　　Note: Inflammation scoring criteria for H&E staining: The degree of peribronchial inflammation was evaluated on a scale of
0～3. Scoring criteria for PAS staining of the number of cuprocytes: The number of cuprocytes was evaluated on a scale of 0～3.
Scoring criteria for Massion staining of collagen deposition and fibrosis: The degree of collagen deposition and fibrosis was
evaluated on a scale of 0～3.
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A. 猫犬主要变应原原核表达载体结构图；B. pQE-80L-Fel d 1-Can f 1质粒图谱。
A. Structure diagram of the main allergen prokaryotic expression vector in cats and dogs; B. pQE-80L-Fel d 1-Can f1 plasmid map.

图 1    猫犬融合变应原原核表达载体的构建
Fig. 1    Construction of prokaryotic expression vectors of a cat and dog fusion allergen
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35

40

kDa M 6IPTG− IPTG+ 54321S

M：三色预染蛋白质分子质量标准；IPTG-：未加 IPTG的全菌；IPTG+：加入终浓度为 1 mmol·L−1 IPTG诱导 6 h后的全菌；S：诱导表达的菌体破
碎离心后上清；1～6:依次收集镍柱纯化后的目的蛋白。

M:  Three-color  prestained  protein  molecular  quality  standard;  IPTG-:  Whole  bacteria  without  IPTG;  IPTG+:  The  whole  bacteria  were  induced  by
adding  a  final  concentration  of  1  mmol/L  IPTG for  6  h;  S:  Induced  expression  of  the  cell  after  centrifugation  and  supernatant;  1～6:  Collect  the  target
protein after nickel column purification in turn.

图 2    融合蛋白 Fel d 1-Can f 1 的表达纯化
Fig. 2    Expression and purification of fusion protein Fel d 1-Can f 1
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A. 激光粒度分析仪检测 LDH的粒子流体动力学直径和分散情况；B. 激光粒度分析仪检测 LDH的粒子表面电荷；C. X射线衍射技术探究
LDH的微观结构、层间距等；D. 傅里叶红外光谱仪来测定 LDH的红外特征吸收峰；E. 扫描电镜观察 LDH整体形貌、尺寸等。

A. Laser particle size analyzer used to detect the hydrodynamic diameter and dispersion of LDH particles; B. Laser particle size analyzer used to detect
the surface charge of LDH particles;  C. X-ray diffraction technology used to explore the microstructure and layer spacing of LDH; D. Fourier transform
infrared spectroscopy used to determine the infrared characteristic absorption peak of LDH; E. Scanning electron microscope used to observe the overall
morphology and size of LDH.

图 3    LDH 的表征
Fig. 3    Characterization of LDH
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的 X射线衍射结果 (图 3-C)显示了 LDH的几个

特征峰，分别为对应（003）、（006）、（009）、（110）等
晶面的基本衍射峰，这些衍射峰为 LDH的典型峰，

表明所得产物与天然水滑石具有相似结构。其中

d（003）体现的是层状双金属氢氧化镁铝中间层的

层间距，它与中间层的阴离子半径及其与层板上

的阳离子之间的相互作用有关。d（110）反映了层

板原子排列密度的大小，它与该晶面中镁铝的物

质的量比有关。

 2.3.3　傅里叶红外光谱分析　使用傅里叶红外光

谱仪来测定 LDH的红外特征吸收峰，单体羟基在

3 500～3 650 cm−1 范围有吸收峰，若化合物产生缔合

现象，羟基伸缩振动吸收峰会向低波数方向位移，通

常会在 3 460 cm−1 左右出现强的吸收峰。从图 3-D
可见，样品在 3 400 cm−1 附近有强吸收峰，峰形尖

锐且无其他吸收峰干扰，该峰值比单个金属氢氧

化物的吸收峰值低，说明混合金属离子溶液中生

成的是非独立的氢氧化物沉淀。LDH在波长

3 453.65 cm−1 出现吸收峰，可归于层板上 O-H键及

层 间 水 分 子 中 O-H键 的 伸 缩 振 动 ； 波 长 在

1 642.89 cm−1 出现的特征峰可归于水分子中氢键

的弯曲振动；在1 361.94 cm−1 和 973.87 cm−1 附近

的较强吸收峰可归于层间 CO3
2−的伸缩振动和弯

曲振动；其他低于 800  cm−1 的吸收峰可认为是

Mg-O、Al-O的伸缩及弯曲振动。

 2.3.4　扫描电镜分析　扫描电镜结果（图 3-E）显
示制备的 LDH为片状结构，有利于层间离子交换

和分子吸附，可提供更多的活性位点。颗粒尺寸

较小且均匀，有助于提高材料的反应活性和均匀性。

 2.4　LDH 与融合蛋白的吸附实验　为了探究

LDH与融合蛋白的最佳质量吸附比，设置 LDH与

融合蛋白的不同质量比，通过 SDS-PAGE结果

（图 4）得出 LDH与融合蛋白的最佳质量比为 9:1，
以此质量比制备纳米融合蛋白疫苗进行后续的动

物实验。

 2.5　Fel d 1-Can f 1 蛋白诱导小鼠过敏模型　为

了建立猫犬融合变应原诱导小鼠过敏模型，使用

猫犬融合变应原通过腹腔注射和气管注入等方式

诱导小鼠过敏模型（图 5-A）。

 2.5.1　ELISA 检测过敏模型血清特异性 IgE　IgE
升高是过敏症的重要特征之一。对小鼠最后一次

灌肺 3 d后采眼眶血，检测小鼠血清总 IgE水平，以

评估小鼠过敏症状。实验结果（图 5-B）显示，与Naïve
组相比，过敏模型组血清 IgE的水平极显著上升。

说明猫犬融合变应原诱导后的小鼠可能发生了过

敏反应。

 2.5.2　体积描记法测过敏模型气道反应性　用浓度

倍增梯度的 Mch激发小鼠测定小鼠气道反应程

度。结果显示，过敏模型组小鼠呼吸阻力显著上

升，且随着Mch浓度增高，呼吸受阻越明显（图 5-C）。
 2.6　纳米蛋白疫苗治疗小鼠过敏模型　为了评

估 LDH纳米融合蛋白疫苗对猫犬过敏原致敏小

鼠的治疗效果，先用猫犬融合过敏原致敏小鼠后，

再对小鼠颈部皮下和腿部肌肉多点注射 LDH纳

米融合蛋白疫苗进行治疗，流程图如图 6-A所示。

 2.6.1　纳米蛋白疫苗治疗小鼠过敏模型后血清特

异性 IgE　经纳米融合蛋白疫苗治疗后采眼眶血

进行血清中特异性 IgE检测，结果（图 6-B）显示：

1） 与 Naïve相比，过敏模型组的血清特异性 IgE
极显著增高；2） 与过敏模型组相比，疫苗组血清中

特异性 IgE显著降低，LDH组没有显著性差异。

 2.6.2　纳米蛋白疫苗治疗小鼠过敏模型后气道反

应性　纳米蛋白疫苗治疗小鼠模型后气道反应性

结果（图 6-C）显示：1） 与 Naïve组相比，过敏模型组

的气道高反应性随 Mch浓度的增加而增加，明显

高于 Naïve组；2） 与过敏模型组相比，小鼠经 LDH
纳米融合蛋白疫苗治疗后，气道高反应性降低。

这说明 LDH组与过敏模型组趋势基本一致，过敏

反应没有得到缓解。

 2.6.3　Anaphyxis 应激过敏试验　Anaphyxis应激

过敏试验结果（图 6-D）显示：1）正常组小鼠体温一

直保持平稳轻微变化，无明显的体温变化趋势；

2）过敏模型组在注射变应原后，小鼠体温在 45 min
时下降 0.65 ℃，计时结束时仍较正常温度降低约

0.2 ℃，未恢复至正常温度 ； 3）LDH组小鼠在

40～60 min时体温没有变化，下降温度达 0.5 ℃，

最后体温仍低于正常温度约 0.25 ℃；4）疫苗组小

鼠最低下降温度为 0.38 ℃，计时结束时接近恢复

正常体温。对小鼠体温变化曲线与 Y轴 0刻度水

平线围成的面积进行统计，结果（图 6-E）显示，LDH
组与过敏模型组无显著性差异，疫苗组的应激性

过敏反应严重程度较过敏模型组极显著减轻。

 2.6.4　耳朵点刺统计染料渗漏面积　对小鼠进行

耳朵点刺实验，通过耳朵点刺的染料渗漏面积评
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估 LDH纳米融合蛋白疫苗对猫犬融合变应原诱

发的小鼠过敏反应的治疗效果。结果（图 7）表明，

过敏模型组和 LDH组仍然发生强烈的过敏反应，

耳朵点刺染料渗漏面积实验中疫苗组比过敏模型

组极显著降低，说明经疫苗治疗后小鼠体内过敏

反应有所缓解。

 2.6.5　组织学检测　H&E染色结果（图 8-A、B）

表明，过敏模型组较 Naïve组出现较为严重的炎症

反应，LDH组与过敏模型组相比无显著差异。经

LDH纳米融合蛋白疫苗治疗后，小鼠肺部组织的

炎性细胞浸润情况相较于过敏模型组极显著减

轻，这说明该疫苗对猫犬融合变应原诱发的过敏

症有较好的治疗效果。PAS染色的结果（图 8-C、D）

表明，与过敏模型组相比，经 LDH纳米融合蛋白疫

苗治疗后小鼠肺部支气管上皮的杯状细胞数量有

所减少，但没有显著性差异。马松染色结果（图 8-E、

F）表明，与过敏模型组相比，经 LDH纳米融合蛋

白疫苗治疗后小鼠肺部组织的胶原沉积和纤维化

显著减轻，与 H&E结果一致。

 3　讨　论

猫犬过敏主要会引起一系列的呼吸道问题。

比如过敏性鼻炎，患者会出现鼻痒、打喷嚏、流鼻

涕等症状；还有过敏性哮喘，会导致喘息、咳嗽、呼

吸困难等[23]，严重的哮喘发作可能会危及生命。段

雪课题组将手性氨基酸插入 LDH片层中，使 LDH

成为一种储存、转运不稳定手性生物分子，其课题

组成功完成了虫草素 /LDH纳米药物载体的制

备[24-25]。因 LDH独特的层状结构、良好的生物相

容性以及高效的药物负载与控释性能，在生物医
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M：三色预染蛋白质分子质量标准；LDH：层状双氢氧化物；P：Fel d
1-Can f 1蛋白；1～5：LDH与 Fel d 1-Can f 1质量加载比例 5：1、6：1、
7：1、8：1、9：1。

M:  Three-color  prestained  protein  molecular  mass  standard;  LDH:
Layered  double  hydroxides;  P:  Fel  d  1-Can  f  1  protein;  1～ 5:  Mass
loading ratios of LDH to Fel d 1-Can f 1：5：1, 6：1, 7：1, 8：1, 9：1.

图 4    LDH 与融合蛋白的吸附实验
Fig. 4    Adsorption experiments of LDH with

the fusion protein
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A. Flow chart of allergy model in mice induced with a cat and dog fusion allergen Fel d 1-Can f 1; B. Specific IgE in serum of allergy model mice（
***: P<0.001）; C. Change curve of airway reactivity in allergy model mice.

图 5    小鼠过敏模型的建立
Fig. 5    Establishment of a mouse allergy model
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药领域展现出巨大的应用潜力。LDH能够有效地

负载和保护生物活性物质，实现靶向递送与可控释

放[26]，从而提高药物的稳定性和生物利用度，为新

型疫苗的研发提供了一种极具前景的载体平台。
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A. Flow chart of LDH nanofusion protein vaccine for the treatment of a cat and dog fusion allergen Fel d 1-Can f 1-induced mouse allergy model; B.
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图 6    LDH 纳米蛋白疫苗的治疗效果
Fig. 6    Therapeutic effect of LDH nanoprotein vaccine
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图 7    耳朵点刺实验
Fig. 7    Ear prick test
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LDH与 Toll样受体 9（Toll-like  receptor  9，TLR9）
配体含胞嘧啶-鸟嘌呤二核苷酸的寡脱氧核苷酸

（CpG oligonucleotide，CpG ODN）联合还能促进免

疫反应从 2型辅助性 T细胞（T-helper 2，Th2）向 1
型辅助性 T细胞（T helper 1，Th1）极化[27]。且 LDH

诱导的强效佐剂效应能在小鼠模型中持续数月，

显著抑制肿瘤细胞生长[28]，还不会引起动物器官的

组织学病变。变应原特异性免疫治疗（Allergen
Specific Immunotherapy，AIT）被认为是一种治疗

及预防性疫苗，可建立机体对特定变应原的耐受
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A. 经治疗后各组肺部组织切片 H&E染色；B. 对 H&E染色结果进行肺部炎症评分（ns：P＞0.05；*：P<0.05；**：P<0.01；***：P<0.001）；C. 经治
疗后各组肺部组织切片 PAS染色；D. 对 PAS染色结果对杯状细胞数量进行评分（ns：P＞0.05；*：P<0.05；**：P<0.01；***：P<0.001）;E. 经治疗后各
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A. H&E staining of lung tissue sections in each group after treatment; B. The lung inflammation score was performed on the H&E staining results（ns:
P＞0.05; *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001）; C. The PAS staining of lung tissue sections in each group after treatment; D. The number of goblet cells
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P<0.01; ***: P<0.001）.

图 8    组织切片分析
Fig. 8    Tissue section analysis
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性，诱导调节性 T细胞（regulatory T cells，Treg）的
产生及诱导 Th2细胞向 Th1细胞转变。AIT还会

通过诱导 IgG的产生，通过直接中和变应原、抑制

性 IgG受体（inhibitory Fcgamma receptor，FcγRIIb）
参与、肥大细胞对 IgE的内化等途径阻断肥大细

胞和嗜碱性粒细胞的激活[29]，从而达到治疗过敏的

作用。因此，本研究将猫的主要变应原和犬的主

要变应原融合，利用 LDH作为蛋白疫苗的佐剂和

递送系统，制备抑制猫犬过敏的治疗性疫苗，并对

疫苗的治疗效果进行评估。

IgE在过敏性疾病的发展中发挥了重要作用，

尤其是在过敏性哮喘、过敏性皮炎和系统性过敏

反应等病症中。本研究中猫犬融合变应原诱发的

过敏模型组，与 Naïve组比，IgE极显著升高，肺呼

吸阻力增大；LDH组作为对照，并未表现出缓解过

敏反应的作用；疫苗组血清特异性 IgE水平较过敏

模型组显著下降，肺呼吸阻力在治疗后也得到了

明显的缓解，表明 LDH纳米融合蛋白疫苗在抑制

特异性 IgE产生方面有较好的效果，同时对呼吸系

统的功能有一定的改善作用。小鼠的应激性过敏

反应表现往往为体温下降[30]，过敏模型组与 Naïve
组比，体温变化曲线面积极显著增加，即体温严重

下降，LDH组的体温变化趋势一致；在本研究中观

察到疫苗治疗后蛋白诱发的体温降低幅度与过敏

模型组相比有所减缓。猫犬融合蛋白诱发小鼠过

敏后分泌大量 IgE，IgE通过与效应细胞表面的特

异性受体结合激活效应细胞。当处于致敏状态的

小鼠再次受到过敏原激发时，激活状态的肥大细

胞会释放过敏介质，导致血管通透性增加 [31]。

Bhowmik等[32]模拟急性过敏反应和肥大细胞脱颗

粒发现哈德拉坎达（Haridra Khanda，HK）和曼吉斯

塔迪浸剂（Manjisthadi Kwath，MMK）显著减少了

组胺和化合物 48/80诱导的 EB染料渗漏，表明它

们能够降低血管通透性。本实验中，过敏模型组

较 Naïve组小鼠染料渗漏面积增加，经疫苗治疗后

耳朵染料渗漏面积显著减小，凸显了 LDH纳米融

合蛋白对局部过敏炎症反应的有效抑制。本研究

还表明，过敏模型组较 Naïve组比，肺部炎症浸润

细胞数量、胶原沉积、纤维化及杯状细胞显著增

加，LDH组也呈现相同的趋势，而疫苗治疗后肺部

炎症浸润细胞数量、胶原沉积、纤维化显著缓解，

杯状细胞减少但与过敏模型组无显著差异。

综上，本研究构建了 LDH纳米融合蛋白疫

苗，研究结果表明其可以有效缓解猫犬诱发的过

敏反应，但依旧存在过敏反应。LDH具有较大的

比表面积和阳离子交换特性，能够高效地负载融

合蛋白抗原。融合蛋白可以被很好地保护在

LDH的层状结构内，避免被体内的酶快速降解[33]，

确保抗原能够完整地到达免疫细胞，抑制了过敏

症状。纳米融合蛋白可针对多种过敏原或过敏原

的多个表位进行设计，对于多种过敏原诱发的复

杂过敏情况，纳米融合蛋白可能更具应用前景。

尽管纳米融合蛋白疫苗有一定优势，但融合蛋白

本身免疫原性不足，还需要进一步优化，如设计多

表位等方式来增强免疫反应。
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Therapeutic effect of nanofusion protein vaccine on a mouse
model of sensitization to fusion of cat and dog allergens

Liang Xinglan1#,   Guo Wenwen1,   Zheng Anqi1,   Liu Xiaoxuan1,   Mai Yanqi1,   Huang Ying1,  
Wu Xiaojuan1,   Wang Dayong2,3,   Pei Yechun1,2*

（1. School of Life and Health Sciences, Hainan University, Haikou, Hainan 570228; 2. Hainan Province Key Laboratory of One
Health/ Collaborative Innovation Center of One Health, Hainan University, Haikou, Hainan 570228; 3. School of Pharmaceutical

Sciences, Hainan University, Haikou, Hainan 570228, China）

Abstract：An attempt was made to investigate the therapeutic efficacy of layered double hydroxides (LDH) nanofusion protein
vaccines in cat and dog fusion allergens-induced mouse model, which provides a potential novel vaccine strategy for the treatment
of  canine  and  feline  allergic  diseases.  A  cat  and  dog  fusion  allergen  was  prepared  and  loaded  onto  layered  double  hydroxide
nanomate  vials  to  construct  a  vaccine.  BALB/c  mice  were  selected  and  sensitized  to  the  cat  and  dog  fusion  allergen  by
intraperitoneal  injection  and  lung  perfusion  to  establish  a  mouse  allergy  model.  Subsequently,  the  allergy  model  mice  were
randomly divided into four groups: normal (naïve) group, allergy model group (allergic model), LDH group and vaccine group,
with  six  mice  in  each  group.  Among  them,  the  normal  group  was  not  treated,  and  the  mice  in  the  allergic  model  group,  LDH
group and vaccine group were given phosphate buffered saline (PBS), LDH nanosuspension, and LDH nanofusion protein vaccine
injections,  respectively,  and  the  results  of  serum  IgE,  pulmonary  respiratory  resistance,  temperature  change,  ear  prick,  and
pathological  section were detected to comprehensively evaluate the vaccine treatment effect.  The results  showed that  compared
with the Allergic model group, the vaccine group treated with LDH nanofusion protein vaccine significantly decreased the serum-
specific IgE levels of mice, alleviated lung respiratory resistance, highly significantly reduced allergen-induced body temperature
and the area of  ear  dye leakage,  significantly  reduced inflammatory infiltration in  the lungs,  reduced the number  of  cuprocytes
although not significantly, and reduced the degree of collagen deposition and fibrosis. Taken together, these results indicate that
the  layered  double  hydroxide  nanofusion  protein  vaccine  has  a  good  therapeutic  effect  on  the  cat-dog  fusion  allergen-induced
mouse allergy model, and is able to effectively improve the allergy symptoms and reduce the inflammatory reaction of allergy-
associated tissues in mice.
Keywords：pet；allergy；layered double hydroxides；vaccine；therapy
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