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益生菌对犬异位性皮炎免疫调节机制的研究

刘 欣h2，林德贵1
(1．中国农业大学动物医学院，北京海淀100193；2．北京爱康动物医院，北京朝阳100026)

摘要：本试验对使用益生菌治疗的21只异位性皮炎犬和9只健康犬进行调查，通过流式细胞术检测其外周血淋巴细胞

FoxP3表达(即Treg的生成)，EI。ISA试剂盒检测血清IL一10、TGFfl3、IFN一7和IgE浓度，并比较治疗前后患犬的瘙痒程度。

结果表明，服用特殊益生菌使犬外周血淋巴细胞FoxP3表达升高，血清lL一10和IgE浓度分别升高和下降。且通过提高Treg

细胞的数量控制异位性皮炎的发病。
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lmmunoregulatory effect of probiotic on canine atopic dermatitis
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Abstract：The present study was designed to investigate the generation of regulatory T cells(Treg)

and cytokines IL-10，TGF一8，IFN一7 and immunoglobulin E，in peripheral lymphocytes in 21 atopy canines

treated with probiotics compared to 9 healthy control dogs．The results showed that the proportion of

FoxP3一positive peripheral lymphocytes was significantly increased，and the concentrations of IL一1 0 and IgE

in the serum of dogs treated with probiotics were increased and decreased as compared tO controls respec—

tively，suggesting a role of probiotics in the treatment of atopic dermatitis．
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异位性皮炎(atopical dermatitis，AD)，是有遗

传素质的炎性、瘙痒性和变态反应性皮肤病，其临床

特征与环境抗原刺激机体IgE产生有关[1]。发病时

会涉及多个方面的相互作用：皮肤结构、免疫系统和

生活环境。多数病例会出现靶环境抗原引起的体内

抗原特异性IgE水平升高。

Thl／Th2失衡学说在AD免疫机制中占主导

地位。T辅助细胞(Th)按其功能和分泌的细胞因

子分为两群：Thl和Th2。Thl细胞有抗微生物感

染性；Th2细胞能诱发IgE升高。与异位性疾病密切

相关。Thl和Th2细胞因子可彼此抑制。另一独

特亚群调节性T细胞即Treg(T regulatory cell)也

被发现拥有多种免疫调节和抑制功能。Treg细胞

数目异常或功能缺陷可能是异位性皮炎疾病的原

因。FoxP3是Treg细胞的特异性表达分子，Treg
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细胞是通过其细胞因子白介素10(IL一10)完成免疫

抑制作用的，且IL-10能降低组织中的IgE浓度口J。

AD没有特异性诊断方法，只能依据病史和症

状，以及排除其他相似疾病。瘙痒是AD必然存在

的原发症状，瘙痒评分可以判断病情的严重程度和

治疗效果。此病无法治愈。通常选用免疫抑制剂或

调节剂对其进行管理。由于此病的终生性，药物副

作用控制尤为重要。特殊益生菌用于人AD的管理

已经初显优势，无副作用，且药效确实。用于犬AD

的疗效尚无报道。本试验旨在探讨特殊益生菌对于

犬AD的作用机理和I|缶床效果，从而提供兽医和动

物主人管理AD的更多选择。

1材料与方法

1．1试验动物和材料 21只犬均为临床就诊动

物，符合AD病史和临床症状，并排除其他鉴别诊

断。以9只健康犬做为对照组。患犬口服益生菌

(MitoMaxSUPERTM)，每个胶囊含10亿菌落单位

乳酸片球菌。颈静脉采血肝素钠抗凝全血约5 mL。

1．2分离淋巴细胞并检测表面标记FoxP3 淋巴

细胞分离液分离淋巴细胞，24 h内用Rat／Mouse
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Foxp3 PE(eBioscience Clone：FJK一16s，Cross-re—

acts with canine FoxP3)荧光抗体染色，运用流式细

胞仪检测FoxP3表达。流式细胞仪各项数据分析

采用APPLE软件进行分析。

1．3检测犬血清中II。一10和IgE的含量 使用犬

IL一10 ELISA检测试剂盒(QuantikineTM canine IL-

10 immunoassay，R&D Systems，Minneapolis，

MN)犬IgE ELISA检测试剂盒(ICLTM canine IgE

Immunoperoxidase Assay，Immunology Consult—

ants Laboratory)。

1．4瘙痒评分治疗组患犬分别在治疗前、治疗2

周和4周后复查，评估瘙痒症状。瘙痒可视表现为

抓、啃、舔和蹭；分值范围O～5分(0分：不痒；1分：

1～2次／日；2分：>2次／日；3分：在进食、散步和睡

觉时会突然进行搔抓<2次／日；4分：>2次／日；5

分：就诊时可见瘙痒。

2 结果

2．1 患犬在使用益生菌治疗4周前后的外周血

FoxP3阳性淋巴细胞占总淋巴细胞的百分率(图

1)，AD犬治疗前6．17±2．87，略低于健康对照组

7．42土2．13，二者之间没有统计学意义(P>0．05)。

经益生菌治疗后FoxP3百分率为10．99士4．69，极

显著高于治疗前(P<0．001)，显著高于健康对照组

(P<0．05)(表1)。

图I病例208的治疗前(上图)、治疗后(下圈)FoxP3百分率

表1 外周血淋巴细胞FoxP3百分率和血清IL-10浓度

表2血清IgE浓度和瘙痒评分

2．2益生菌治疗组4周后血清IL一10浓度较对照

组显著增高(P<0．001)(表1)，瘙痒评分显著降

低，差异极显著P<0．001)(表2)。但是这两者之

间没有相关性(r一0．084)。

治疗前血清中IgE水平均较治疗组极显著降

低，差异极显著(P<0．001)，(表2)；而AD发病组

的IgE浓度治疗前与健康对照组几乎没有差异(P

>0．05)；治疗后比对照组显著降低(P<0．05)。

IL一10和IgE的AD组治疗前血清浓度之间存在负

相关性(P<0．05)，同样在治疗后血清浓度之间依

然存在负相关性(P<O．05)。

3讨论

3．1本试验发现，在益生菌治疗后犬的外周血淋巴

细胞的FoxP3表达显著增加，明显高于治疗前和健

康对照组。因此认为益生菌具有免疫调节作用。

FoxP3是调控CD4+CD25+Treg细胞发育及

启动抑制功能的总开关基因[3]。它的表达及功能与

Treg细胞密切相关。本试验首次使用交叉反应的

鼠FoxP3抗体检测犬FoxP3，用于鉴别犬体内的

Treg。研究证明，表达FoxP3的CD4+T细胞的功

能性行为可以作为Treg的代表。目前认为评估

FoxP3的表达是衡量犬Treg细胞数量的最佳方

法¨引。本试验采用流式细胞仪检测外周血淋巴细

胞的FoxP3的表达证明，AD犬的经过益生菌治疗

后免疫机制的改变确实与Treg细胞的调节有关。

本试验选用乳酸片球菌符合免疫调节性益生菌
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二氢杨梅素(dihydromyricetin，DMY)为3，5，

7，3，4，5，一六羟基2，3双氢黄酮，属于黄酮醇类化
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合物。其由显齿蛇葡萄幼嫩茎叶中提取纯化而得，

研究发现，二氢杨梅素在人和试验动物体内具有抗

菌、抗氧化、保肝护肝-2。等多种活性作用。近年来，

进一步研究发现，DMY还可增强机体免疫机

能_3{]。肠道黏膜免疫系统具有重要的免疫功能，是

机体防止感染的第一防线。该系统主要包括机械屏

的要求，而且比常见的乳酸菌和双歧杆菌等能够更

好耐受低于pH 2的酸性胃环境。益生菌的菌体或

片段被内化。从而诱导细胞因子如TNF—a和lI，一10

的产生，抑制促炎细胞因子和炎症细胞因子的产生，

减轻异位性炎症¨]。

3．2 比较益生菌治疗前后的瘙痒评分，发现瘙痒分

值存在显著不同。说明益生菌对AD的瘙痒管理有

明显的效果。AD从根本上说是一个瘙痒症，显著

减少瘙痒意味着益生菌对犬AD的改善。同时本试

验发现外周血Treg细胞和IL一10的血清浓度也随

之增强，说明益生菌是通过提高Treg细胞增殖和

免疫抑制的细胞因子IL一10来改变犬AD免疫异常

完成其功效的。

AD犬治疗后的血清IL一10浓度显著增高。在

治疗期间外周血淋巴细胞FoxP3数量伴随着血清

IL-10浓度伴随性增高。在近期的研究中也发现类

似现象，犬FoxP3增高的同时，在适当激活的细胞

表面IL一10和TGF一13mRNA的表达也增强了，一旦

激活细胞没有发展出Treg表型，则这两种细胞因

子的mRNA也不会增强。因而血清IL一10浓度的

显著提高也被归因为与Treg一样的免疫调荆现

象。II，10有效抑制总的和特异性的IgE，同时提高

IgG4的制造LTJ。因此IL一10不仅能导致T细胞耐

受，还能调节特异性抗体同种型。虽然总IgE的降

低不一定与临床症状的严重性一致，但是会与Treg

和血清IL-10的增高成反比Uj。

本试验使用犬ELlSA试剂盒检测血清IL一10

浓度，健康犬的浓度没有随着时间变化，但是AD犬

在治疗前后显著不同。这些结果与人的同类试验结

果相似-。，治疗能够使Treg的功能增强，并起着抑

制过敏性炎症的主要作用。本试验未发现患犬治疗

前和健康对照组FoxP3表达、IL一10和IgE血清浓

度存在明显差异，此现象进一步证明AD没有诊断

此病的特异性实验室指标；另一方面可以推测AD

致病的多因素性造成复杂现象，例如皮肤结构、免疫

系统和生活环境共同造成AD表现临床症状，而从

未发病的对照组未必没有以上环节的缺陷，但是因

其无症状无法验证。
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