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·综述·

1   过敏及抗过敏现状
世界变态反应组织对 30 个国家过敏性疾病的流行病学

调查显示：这些国家的总人口中，22% 的人患有过敏性疾病，
如过敏性鼻炎、哮喘、结膜炎、湿疹、食物过敏、药物过敏等。
美国约有四五千万人有过敏问题，其中 3950 万人患有季节
性过敏性鼻炎。据世界卫生组织估计，全球有 1.5 亿哮喘患
者，并呈逐年上升趋势，其中 50% 的成人及至少 80% 的儿童
均由过敏因素如花粉引发。季节性过敏性炎症如不经治疗，
25%-38% 将发展为哮喘，最终成为常年哮喘、肺气肿、肺心
病。世界卫生组织同时估计，每年有超过 18 万人死于哮喘，
于 2005 年更有约 25 万人因哮喘病而导致死亡 [1]。

生活中的过敏原较多，分为吸入性过敏原包括花粉、柳
絮、螨虫、油烟、香烟、尾气等；食入性过敏原包括牛奶、鸡蛋、
牛羊肉、海鲜、酒精、抗菌药等；接触式过敏原包括化妆品、金
属、辐射、肥皂等；注射式过敏原包括、青霉素、链霉素、异种
血清等。过敏人群很难在生活中完全避免与过敏原接触。

现阶段抗过敏药主要分为激素类、抗组胺类、钙剂类和
免疫抑制剂类。激素类药物作用时间短，不能从根本上解
决过敏反应的发生，部分药物的副作用会对人体的其他机
能造成不良影响。抗组胺类药物可以分解由嗜碱性粒细胞

（basophil, BASO）/ 肥大细胞产生的组织胺，对皮肤粘膜过敏
反应的治疗效果较好，但对有关节痛和高热者无效；对支气
管哮喘疗效较差。钙剂类药物能增加毛细血管的致密度，降
低通透性，从而减少渗出，减轻或缓解过敏症状，但此类药物
不具有针对性，会影响人体的循环系统的正常运行。免疫抑
制剂可以有效地缓解各类过敏反应，但是会损害人体的正常
免疫机制，造成人体免疫力下降。综合来看，现阶段存在的
各类抗过敏药物都存在使用局限性。

2    EOS抗过敏机理
人体的过敏反应主要是指相同的过敏原再次进入肌体

时，通过与致敏的 BASO 表面的抗体特异性结合，使这种细

胞释放以组织胺为主的生物活性介质的过程。在此过程中，
白细胞中的嗜酸性粒细胞（Eosinophil, EOS）与 BASO 产生
拮抗作用，释放组胺酶和芳基硫酸酯酶（Aryl sulfatase, ARS）
对 BASO 释放的组胺和白三烯进行灭活，吞噬 BASO 所排出
的颗粒，同时产生前列腺素 E1 抑制 BASO 的脱颗粒过程 [2]。
EOS 合成并分泌的组胺酶、ARS 和前列腺素 E1[3] 均为人体
正常生物活性物质，在生理浓度范围内的剂量无毒副作用，
并能有效完成对 BASO/ 肥大细胞的拮抗作用。

采用动物细胞培养技术在体外增殖 EOS 并从中提取组
胺酶、ARS 和前列腺素 E1, 以应用于抗过敏反应。当寄生
虫侵入时，EOS 快速增殖并参与抗感染反应，因此，以灭活
寄生虫幼虫提取物做诱导剂，诱导体内 EOS 增殖，增强其对
BASO 的拮抗作用。技术路线如图 1 所示。

图 1  技术路线图

3   生物诱导 EOS增殖
3.1   寄生虫诱导 EOS增殖

寄生虫感染是 EOS 增多最常见的原因。单细胞的原虫
感染一般不引起 EOS 增高，而多细胞的蠕虫、吸虫感染可引
起 EOS 增多，其增多的程度与虫体特别是幼虫侵人组织的数
量和范围相平行。在组织内被包裹的或仅限于肠道腔内的
感染（蛔虫、绦虫），一般不引起 EOS 增多。但能破坏肠粘膜
的寄生虫（钩虫）可使 EOS 增多。
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选 取 巴 西 日 圆 线 钩 虫（Nippostrongylus brasiliensis）和
旋 毛 虫（Trichinella sprialis）作 为 诱 导 剂 诱 导 EOS 增 殖。 
由 于 EOS 具 有 趋 化 性，而 寄 生 虫 可 产 生 EOS 趋 化 因 子

（ECFP)[4]，可以利用这一特点来完成诱导剂的制备。
3.2   诱导药物制备

由于活体寄生虫在人体内会发生增殖而破坏人体健康，
所以在制作诱导剂的时候需要对寄生虫进行灭活处理，并从
灭活寄生虫匀浆中提取 ECFP。灭活方式可采取高温灭活或
蒸馏灭活。然后可以使用蛋白质水解酶水解灭活残留物并
滴加显色液显色并分离，从而达到制备的目的。
3.2.1   凝胶制备

利用 ECFP 对 EOS 的作用，我们可以在提取的 ECFP 溶
液中添加卡波普（CarboPol）制作 ECFP 凝胶。由于Ⅰ型超
敏反应的过程中会释放大量组胺，可以在凝胶中添加一些抗
组胺类药物以达到辅助治疗的效果。凝胶可以涂抹在过敏
皮肤的表面进行局部治疗。
3.2.2   注射液制备

将 ECFP 配置到浓度为 0.9% 的生理盐水中，再在溶液中
添加一定量的地氯雷他定作为辅助治疗的抗组胺药。对于
一些急性的Ⅰ型超敏反应，我们可以通过静脉注射的方法达
到快速治疗的目的。

由于 ECFP 为具有生理活性的物质，注射前应进行皮试
试验以防止重度不良反应发生。

由于 EOS 会在反应中释放致炎因子白三烯，上皮毒素髓鞘
碱性蛋白 (Myelin basic protein，MBP)、嗜酸性粒细胞阳离子蛋白
(Eosinophil cationic protein，ECP)、促红细胞生成素 (Erythropoietin，
EPO) 和神经毒素 EDN[5]，参与变态反应的迟发相反应，从而损害
靶细胞及组织，导致皮肤组织出现水肿、瘙痒和渗出等症状 [6]。
需要在治疗Ⅰ型超敏反应的过程中配合使用抗毒素以及少量糖
皮质激素以降低 EOS 增多而造成的不良反应。

4   利用 EOS制备组胺酶
4.1   人外周血 EOS分离培养

EOS 的抗过敏反应主要依靠其释放的组胺酶，前列腺素
E1 和 ARS。由于 EOS 在急性的Ⅰ型超敏反应初期含量较少，
所以我们可以通过动物细胞培养技术在体外增殖 EOS 制备
组胺酶和 ARS。

选择分离哺乳动物或人体外周血通过密度梯度分离法，
免疫磁珠分离法 [7] 或流式细胞术法 [8-10] 分离出 EOS。将处
理过的 EOS 制成细胞悬液并转入培养液中 5% 二氧化碳培
养箱中进行原代培养。待瓶壁贴满 EOS 时再用胰蛋白酶处
理使其分散成为单个细胞并转入培养液中，放入二氧化碳培
养箱中进行传代培养。培养环境温度控制在 36.5±0.5℃为
宜，pH 控制在 7.2~7.4 之间。

分离得到高纯度、高活性 EOS，是研究 EOS 相关疾病的
基础和关键。由于健康人体外周血中 EOS 含量较低，且其密
度与中性粒细胞接近，单独采用 Percoll 密度梯度离心法分离
EOS，得到的细胞纯度和回收率都很有限。综上原因，本研
究采用密度梯度离心法结合 CD-16 免疫磁珠法分离外周血
EOS。首先制成白细胞悬液，再通过两层密度为 1.082g/mL、
1.094g/mL Pereoll 密度梯度离心，产生含有中性粒细胞和嗜
酸性粒细胞的细胞悬液 [11]。把无菌蒸馏水加入细胞悬液中
30s，然后恢复等渗以破坏红细胞，小心吸出含红细胞碎片的
上清液，保留底层细胞，并将底层细胞悬液中混入 Anti-CD16
免疫磁珠孵育。将孵育后的细胞悬液加入磁柱，收集洗出液
即获得较高纯度的人外周血 EOS。用含 10% FCS PRMI 培
养基悬浮培养纯化得到的 EOS 待用。除此方法外还可以选
择使用裂解液 (pH7.4，155mmol/L NH4CL，10mmol/L KHC03，
0.1mmol/L Na2EDTA) 选择性地破坏红细胞，且在 4℃可以减

少细胞聚集，但是这种方法会增加嗜酸性粒细胞的密度 [12]。
使用细胞破碎技术提取体外增殖的 EOS 中的组胺酶，前

列腺素 E1 和 ARS。
4.2   EOS提取物药物制备
4.2.1   组胺酶注射液

组胺酶 ARS 和地氯雷他定可混合加入浓度为 0.9 % 的
生理盐水中制备注射液，用于肌肉注射或静脉注射。

注射液主要针对急性Ⅰ型超敏反应造成组胺含量增多，
用于过敏性哮喘急救和过敏性湿疹的治疗。

注射液注射后可利用 Yousuf[13] 方法进行血浆组织胺含
量的检测。
4.2.2   组胺酶药物活性检测

分离人或哺乳动物外周血中的 BASO 并将其和组胺酶注
射液混合进行培养。在试管内滴加免疫球蛋白 E(IgE) 抗体
培养液后向其中添加致敏抗原如甘露醇。两小时后可对培
养液进行离心。去除上层清液后用显微镜观察 BASO 是否有
颗粒性物质如肝素和组胺等放出。在培养体系中加入 Alcian
蓝染液 [14]，混匀，于室温过夜。由于脱颗粒后 BASO 不再显
示碱性，可通过此方法统计其脱颗粒率，评价抗组胺活性物
的功效。如有碱性颗粒放出则说明注射液对 BASO 的灭活效
果不佳。上层清液可用高效液相色谱法 [15] 测定组胺含量。

5   结论
通过诱导剂增殖 EOS 可有效治疗过敏反应，并且可以

避免使用免疫抑制剂和钙剂对人体产生的不良影响。ECFP
凝胶可涂抹在体表，对皮肤过敏性疾病的治疗有良好效果。
ECFP 注射液对急性过敏性疾病的治疗效果较好。通过增殖
EOS 生产组胺酶可用于生产组胺酶类药物解决过敏反应中
组胺增多的问题。但 EOS 的增多的同时也会对人体产生不
良影响，需要其他药物进行辅助治疗。
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