
嗜酸细胞性胃肠炎（eosinophilic gastroenteritis，
EG）是一种嗜酸性粒细胞浸润累及胃肠道的慢性非

特异性胃肠道疾病，胃是最常累及的器官之一［1］。

近年EG在我国儿童中的发病率呈上升趋势。EG的

临床表现多样：腹痛、呕吐、腹泻、腹胀、甚至幽门梗阻

和腹水、便血等。EG的病因及发病机制尚未阐明，多

数认为内外源性过敏原引起的变态反应是EG的重要

原因，大多数EG患者外周血总 IgE水平升高，提示

IgE介导的Ⅰ型过敏反应可能参与EG的发生［2］。

肥大细胞（mast cell，MC）是 IgE介导的Ⅰ型过

敏反应的靶细胞，其活化后可释放多种细胞因子及

趋化因子，引起机体过敏反应［3］，在支气管哮喘、过

敏性鼻炎、特应性皮炎、食物过敏等疾病中发挥重

要作用［4］。MC脱颗粒释放的白细胞介素（interleu⁃
kin，IL）⁃5刺激骨髓嗜酸性粒细胞（eosinophil，EOS）
系增殖、分化、趋化，招募EOS聚集并脱颗粒造成局

部组织损伤。本研究检测EG小鼠胃黏膜MC数量

和脱颗粒变化，探讨其在EG中的作用。

1 材料和方法

1.1 材料

6周龄 SPF级雌性Balb/c小鼠 24只（南京医科

大学实验动物中心提供），SPF环境饲养，自由摄食

饮水，适应性喂养 1周。实验分组：随机选取 12只

为正常对照组，卵清蛋白（Ovalbumin，OVA）诱导EG
小鼠 12只为OVA⁃EG组。平均体重：正常对照组

（18.89 ± 1.16）g，OVA⁃EG组（18.68 ± 1.15）g，两组小

鼠体重差异无统计学意义（P > 0.05）。所有动物实

验均经过南京医科大学动物保护与伦理委员会审

批通过（批准编号：IACUC⁃1701001）。
1.2 方法

1.2.1 EG小鼠模型建立［5］

EG小鼠模型建立包括基础致敏、强化致敏以及

灌胃激发 3个阶段。OVA⁃EG组Balb/c小鼠适应性

喂养 1周后，第 1天予OVA（GradeV，Sigma公司，美

国）50 μg与 4%氢氧化铝［AL（OH）3］凝胶（Thermo公
司，美国）混悬液0.5 mL腹腔注射基础致敏，之后第

8、15天予OVA 50 μg与生理盐水混悬液0.5 mL腹腔

注射强化致敏，正常对照组予等量生理盐水腹腔注

射。第 18天开始OVA⁃EG组予OVA 50 μg与生理

盐水混悬液0.5 mL隔日灌胃激发，共6次，正常对照

组予等量生理盐水灌胃。

每天记录小鼠体重、小鼠精神、活动、毛色、大

便性状等。造模成功与否参考Talley 标准［5］：OVA⁃
EG组小鼠在予OVA致敏 4周后出现精神萎靡、懒

动、竖毛、弓背，大便稀、不成形。

1.2.2 标本留取

末次激发后 24 h处死小鼠，留取静脉血标本，

取小鼠胃窦组织，1份常规固定用于石蜡切片，1份
保存于-80 ℃冰箱用于实时荧光定量RT⁃PCR。两

组小鼠的胃窦黏膜行HE染色、甲苯胺蓝染色实时荧

光定量RT⁃PCR，观察小鼠胃窦黏膜EOS数量、MC数
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量变化、检测胃窦黏膜IL⁃5 mRNA表达。

1.2.3 EOS和MC数量

胃黏膜组织常规固定、脱水、石蜡包埋、切片、脱

蜡至水、染色、显微镜下观察。EOS计数：200倍下随

机计数10个视野内胃肠黏膜EOS数量，取平均值作

为EOS密度（个/HPF），EG组EOS>20个/HPF，对照组

<10个/HPF。MC计数：400倍下随机计数10个视野

内胃黏膜MC数量，取平均值作为MC密度（个/HPF）。
1.2.4 透射电镜观察胃黏膜MC超微结构

胃窦黏膜组织标本用 4%戊二醛固定、包埋、切

片、双重染色，透射电镜观察MC的超微结构。

1.2.5 总RNA提取

剪取大小约20 mg的胃黏膜组织放入1.5 mL无

酶离心管中、匀浆、离心，吸取上清液到 1.5 mL无酶

离心管中、加入等体积的异丙醇、混匀、室温静置、

离心，试管底部出现 RNA 沉淀。弃上清，加入 4 ℃
预冷的 75%乙醇、室温静置，离心、弃上清、室温干

燥、加入DEPC去离子水溶解沉淀。用分光光度计

测定D（260 nm）值及D（260 nm）/D（280 nm），根据

D（260 nm）计算RNA浓度，取适量进行mRNA逆转

录，余-80 ℃保存备用。

1.2.6 实时荧光定量RT⁃PCR检测 IL⁃5 mRNA
将 5×PrimeScript RT Master Mix 4 μL、总 RNA

1 000 ng、加无RNA酶水、加入无酶EP管、混匀并离

心。置于梯度PCR仪中，反应条件为：37 ℃ 15 min，
85 ℃ 5 s，4 ℃保存。反应结束后将产物放在冰上

待用或-20 ℃保存。

根据GenBank中登录的小鼠IL⁃5及内参GAPDH
基因序列，用 Primer3.0来设计引物（http：//frodo.wi.
mit.edu/primer3/），引物遵循包含2个外显子，引物由

华大基因公司合成：IL⁃5：上游 5′⁃GCAATGAGAC⁃
GATGAGGCTTC ⁃ 3′，下游 5′ ⁃ GCCCCTGAAAGAT ⁃
TTCTCCAATG⁃3′。 GAPDH：上游5′⁃GTCTTCACTA⁃
CCATGGAGAAGG⁃3′，下游 5′⁃TCATGGATGACCTT⁃
GGCCAG⁃3′。检测采用 SYBR green Real⁃time PCR
方法，置于ABI PRISM 7500荧光定量PCR仪中进行

PCR 扩增，反应条件为：95 ℃ 10 min；95 ℃ 15 s，
60 ℃ 1 min，循环40次。采用参照基因的ΔΔCt法计

算目的基因mRNA的相对表达量：A=CT（待测样本

目的基因）-CT（待测样本内标基因）。B=CT（对照

样本目的基因）-CT（对照样本内标基因）。K=A⁃B，
表达倍数=2-K。

1.3 统计学方法

采用SPSS 19.0软件进行统计学分析，数据用均

数±标准差（x ± s）表示，两组数据比较采用 t检验，

P ≤ 0. 05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 验证模型小鼠

正常对照组小鼠精神活跃，反应灵活，毛色光

滑，无腹泻及黑便，大便呈球形或圆条形。OVA⁃EG
组小鼠在予OVA致敏 4周后出现精神萎靡、懒动、

竖毛、弓背，大便稀、不成形。

2.2 胃黏膜EOS
两组小鼠胃窦黏膜HE染色（图 1）：OVA⁃EG组

小鼠胃窦黏膜可见EOS浸润，其中EOS<20个/HPF
2 例，20~40 个/HPF 4 例，>40 个/HPF 6 例，平均

（42.50 ± 17.62）个/HPF。正常对照组小鼠胃窦黏膜

中未见明显EOS浸润。

2.3 胃黏膜MC
两组小鼠胃窦黏膜甲苯胺蓝染色（图2）：OVA⁃EG

组小鼠胃窦黏膜MC<15个/HPF 5例，15~20个/HPF
6 例，>20个/HPF 1例，平均（14.83 ± 3.66）个/HPF。
正常对照组小鼠胃窦黏膜MC平均（3.17 ± 2.14）个/
HPF。

2.4 MC超微结构

电镜观察结果显示，与对照组比较，OVA⁃EG组

小鼠胃窦黏膜MC胞浆颗粒明显减少，颗粒包膜相

互融合形成细胞内空泡等脱颗粒现象（图3）。
2.5 实时荧光定量RT⁃PCR结果

所有小鼠胃窦组织有 IL⁃5 mRNA表达，OVA⁃

A：正常对照组胃窦；B：OVA⁃EG组胃窦。

图1 小鼠胃黏膜EOS（HE染色，×200）

BA

A：正常对照组胃窦；B：OVA⁃EG组胃窦。

图2 小鼠胃黏膜MC（甲苯胺蓝染色，×200）

BA
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EG组胃窦黏膜组织 IL⁃5 mRNA的表达比正常对照

组增高，差异有统计学意义（P < 0.05，图4）。

3 讨 论

目前 EG动物模型制备方法有 3种［6-7］：①口服

OVA致敏小鼠；②先后腹腔注射OVA和AL（OH）3凝

胶混悬液、OVA溶液，继而予口服聚乳酸⁃羟基乙酸共

聚物［poly（lactic ⁃ co ⁃ glycolic acid），PLGA］包裹的

OVA微粒灌胃激；③腹腔注射同前，在胃肠激发阶段

给予OVA（50 mg）混悬液隔日灌胃，以维持小鼠胃肠

损害。本研究选用第3种造模方法。胃窦组织HE染

色发现：OVA⁃EG组小鼠胃窦黏膜EOS数量较正常对

照组显著增加，提示本研究EG小鼠模型建造成功。

MC是过敏反应中一种关键的效应细胞［8］。本

研究发现：OVA⁃EG组小鼠胃窦黏膜MC数量较正常

对照组多，提示MC参与了小鼠EG的发生，其机制

可能为OVA灌胃选择性诱导胃窦黏膜特异性B细

胞产生 IgE 抗体，并与 MC 表面的高亲和力受体

FcεRI结合，使小鼠胃窦黏膜MC致敏［9］，致敏的MC
数量可能与过敏反应强度有一定关系。进一步，通

过透射电镜观察到OVA⁃EG组小鼠胃黏膜MC超微

结构存在脱颗粒现象，而对照组未发现这一特征。

可能为OVA腹腔注射后使胃窦黏膜致敏MC表面的

FcεRI交联活化，促使MC脱颗粒［10］。进而释放EOS
趋化因子，导致EOS浸润，从而导致胃黏膜组织损

伤［9］。

IL⁃5是MC脱颗粒后释放的重要炎症介质，也

是刺激骨髓EOS增殖、分化的关键因子。本研究发

现：OVA⁃EG组小鼠胃窦黏膜 IL⁃5 mRNA表达较正

常对照组显著增加，可能为OVA⁃EG组小鼠胃窦黏

膜脱颗粒的MC数量增多，导致 IL⁃5释放增加，并刺

激骨髓EOS增殖、分化，进一步造成浸润至胃窦黏

膜的 EOS数量增多和胃窦黏膜组织损伤，产生腹

痛、腹泻、呕吐、便血等临床胃肠症状。

综上所述，OVA⁃EG小鼠胃窦黏膜组织MC数量

增多和脱颗粒改变，以及 IL⁃5 mRNA表达增加，提示

胃窦黏膜MC数量和功能改变可能参与EG小鼠的

发病。
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图4 两组小鼠胃窦黏膜组织 IL⁃5 mRNA表达比较
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A：对照组胃窦；B：OVA⁃EG组胃窦。

图3 电镜观察两组小鼠胃窦黏膜MC脱颗粒变化（×7 000）
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