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摘 要: 通过体外细胞实验和动物模型实验，研究在食物过敏发生中发挥作用的 Notch 配体，并进一步明确
其重要作用。结果表明:细胞模型中，鸡蛋过敏原卵清白蛋白显著增强了骨髓源树突状细胞上 Notch 配体
Jagged1 的表达，Jagged1 通过上调 Gata － 3 的表达促进 Th2 型细胞分化。小鼠过敏模型中，Jagged1 － Fc 融合
蛋白显著增强了小鼠体内 Th2 型细胞因子分泌，增强了 Th2 型免疫反应，进而加重小鼠的过敏反应。因此，
Notch配体 Jagged1 通过诱导 Th2 型免疫反应促进食物过敏的发生。
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食物过敏已经成为一个严重的全球性公共健
康问题。国外流行病学调查研究显示，西方国家
大约有 3. 5% ～4． 0%的人患有食物过敏。［1］我国
虽然没有进行大规模的食物过敏流行病学调查，
这方面的数据相对匮乏，但小范围的流行病学分
析发现，在北京、广州，食物过敏发生率为3. 4% ～
5. 0%。［2］值得注意的是，流行病学调查报告显
示，食物过敏发生率在世界范围内还在逐年升
高。［3］食物过敏能够引起严重的临床症状，甚至
导致休克、死亡，已经严重危害了人类的健康。［4］

Notch信号途径是一条高度保守的信号途
径，广泛存在于脊椎动物和非脊椎动物，由 Notch
受体、Notch配体、细胞内效应器分子 3 部分组成。
哺乳动物有 4 种 Notch 受体 ( Notch1 ～ 4 ) 和 5 种
Notch配体( Delta － like［Dll］1、3、4，Jagged［Jag］
1、2) 。［5］ Notch 信号的激活是通过相邻细胞的
Notch配体与受体相互作用，配体和受体结合后，
Notch蛋白由 γ －分泌酶复合物( 主要成分为早老
素 1 和早老素 2 ) 剪切。Notch 蛋白经过剪切后，
形成 Notch 受体胞内段 ( Notch intracellular do-
main，NICD) ，释放入胞质，NICD 进入细胞核，结
合 CSL 蛋白，并募集核转录激活蛋白家族

( MAML) ，形成三元络合转录激活物 ( NICD －
CSL － MAML) 后，进一步结合 Notch 靶基因转录
因子，这些转录因子促进下游基因表达，从而进一
步发挥生物学作用。［6］目前，研究证实 Notch 信号
途径在多种疾病中均发挥重要的调节作用，如肿
瘤、中枢神经系统疾病及心血管疾病等。［7 － 9］但
是，Notch 信号途径在食物过敏的发生中是否发
挥作用仍很少被研究，因此，本研究拟探究 Notch
信号在食物过敏中的作用及可能机制。

1 材料与方法

1. 1 实验动物
4 周龄 SPF级雌性 BALB /c小鼠( 14 ～ 18 g) ，

购自于维通利华［许可证号: SCXK ( 京 ) SCXK
( 京) － 2016 － 006］。饲养于 SPF级动物房［使用
许可证号 SYXK( 京) 2015 － 0036］，实验期间自由
饮水、摄食，环境温度控制在( 23 ± 3 ) ℃，湿度控
制在 40% ～ 70%，12 h 光照、明暗交替。适应性
喂养 1 周，自由摄食和饮水。

此外，8 周龄 SPF级雌性 BALB /c 小鼠( 20 ～
24 g) 取骨髓细胞，体外诱导骨髓源树突状细胞
( BMDC) 。同时，部分小鼠取脾脏，磁珠分选获取
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初始 CD4 + T细胞。
本研究中所用动物实验符合动物伦理学相关

规定。
1. 2 实验方法
1. 2. 1 BMDC细胞培养

参考 INABA 等［10］的方法，体外诱导培养
BMDC。调整细胞浓度为 1 × 106个 /mL，分别取
1 mL细胞，分别加 anti-mouse CD11c － FITC mAb，
Armenian Hamster IgG Isotype Control-FITC mAb
孵育 30 min，上机检测。部分实验中，OVA
( 200 μg /mL) 收集获得的 BMDC，于 37 ℃，含 5%
CO2 的孵箱中培养 24 h。
1. 2. 2 磁珠分选 CD4 + T细胞

参考 MIYAHAＲA等［11］的方法从小鼠的脾脏
中分离纯化 CD4 + T细胞。

部分实验中，纯化获得的 CD4 + T 细胞与 GSI
DAPT( 20 μM) 或者 DMSO( 终浓度为 0. 1% ) 预处
理 24 h。
1. 2. 3 CD4 + T细胞和 BMDC体外共培养

不同处理的 CD4 + T细胞和经过 OVA诱导刺
激的 BMDC按照10∶ 1的比例于 37 ℃、含 5% CO2

的孵箱中诱导培养 96 h。BMDC 在共培养前，经
过丝裂霉素 C 处理 ( 50 mg /mL) 。收集细胞上
清，采用 ELISA试剂盒检测 IL － 4、IL － 13 的分泌
水平。
1. 2. 4 Jagged1 － Fc 融合蛋白与 CD4 + T 细胞共
培养

将 CD4 + T细胞浓度调整为 2 × 106个 /mL，接
6 孔板，加 anti － CD3 ( 2 μg /mL ) 刺激，同时，加
Jagged1 － Fc融合蛋白( 5 μg /mL) 或者人源性 IgG
( 5 μg /mL) ，共培养 96 h，收集细胞上清，采用
ELISA试剂盒检测 IL － 4、IL － 5、IL － 13 和 IFN －
γ的分泌水平。
1. 2. 5 动物模型

30 只 BALB /c 小鼠按体重随机分成 3 组，分
别为 OVA对照组、Jagged1 － Fc 处理组、人源 IgG
处理组( 处理对照组) ，每组 10 只。

各组小鼠分别在第 0、7、14、21、28 天分别经
口灌胃 1 mg OVA，吸附 10 μg CT佐剂。其中 Jag-
ged1 － Fc组在灌胃前 1 h，尾静脉注射给予 Jag-
ged1 － Fc( 200 μg /只) ，处理对照组在灌胃前1 h，
尾静脉注射给予人源 IgG抗体( 200 μg /只) ，并在
第 38、39、40、41 天，每天进行一次尾静脉注射，其

中 OVA组不处理。在第 42 天每只小鼠经口灌胃
5 mg OVA进行大剂量刺激。

在第 42 天对小鼠进行眼窝内眦静脉采血，分
离获得的血清进行特异性 IgE、IgG1 抗体水平检
测。在刺激之后的 45 min 时采血，用于获取血
清。在 4 ℃，5 000 r /min 条件下离心，分离血清，
分装后保存于 － 20 ℃备用。

第 42 天，大剂量刺激 1 h 后处死小鼠后，取
OVA组小鼠肠系膜淋巴结、脾脏，制备单细胞悬
液，方法参考 ＲEZENDE 等［12］的研究。实验分为
4 组，MW167 组、FLI － 06 组、DMSO 组、空白对照
组。分别取 1 mL细胞悬液加入 12 孔细胞培养板
中，分别添加 MW167 ( 20 μmol /L ) 、FLI － 06
( 20 μmol /L) 、DMSO 处理，再添加 OVA，蛋白浓
度为100 μg /mL，将细胞培养板放入细胞培养箱
中，5%CO2、37 ℃培养 72 h 后，收集各组细胞上
清液，ELISA 法测定其中 IL － 4、IL － 5、IL － 13、
IFN － γ和 IL － 17A 的分泌水平。
1. 2. 6 ＲT － PCＲ

使用 TＲIZOL 试剂进行 ＲNA 提取，利用
FastQuant cDNA第一链合成试剂盒反转录( 每个
体系加入 1 500 ng ＲNA) 得到 cDNA 文库; 利用
Quant qＲT － PCＲ kit ( SYBＲ Green) 进行 qＲT －
PCＲ检测，反应程序为: 95 ℃ 60 s，( 95 ℃ 5 s，
60 ℃ 30 s) × 40 个循环。每个样品中靶基因的
相对 mＲNA 表达水平的计算: mＲNA 相对表达
量 = 2 －△Ct × 100%，其中 Ct值 =靶基因 Ct值 －内
参( β － actin) Ct值。引物序列见表 1。

表 1 引物设计

基因 引物序列 ( 正向) 引物序列 ( 反向)

Jagged1
GCGTCTTGGTT
TTGCAGCTC

ACCGTCCTT
TTGCCAGTTCC

Jagged2
CACCTTGCTGT
CACCCTGTT

CGTTCTCCGTG
GTGTTCCTT

1. 2. 7 Western Blot
从细胞中提取总蛋白，进行 SDS － PAGE，将

分离的蛋白转移至 PVDF 膜上，用 Tris － buffer 生
理盐水，0. 1%的吐温 20 和 5%的牛奶封闭。一
抗 4 ℃孵育过夜，洗涤，HＲP 标记的二抗室温孵
育 2 h。最后，将膜在 ECL发光剂中暴露显影，使
用 ImageJ软件进行半定量分析。
1. 3 统计分析

实验中数据使用 SPSS 13. 0 和 GraphPad
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Prism 5 进行统计分析。实验数据以平均值 ±标
准差 ( 珋x ± SD ) 表示。各组数据进行方差分析
( ANOVA) ，P ＜ 0. 05 表示差异显著。

2 结果与分析

2. 1 BMDC纯度鉴定
CD11c 为小鼠 DC 表面标志分子，［13 － 14］因

此，本研究利用流式细胞术检测体外诱导培养获
得的细胞中 CD11c +细胞比例，判断诱导培养的
BMDC细胞纯度 ( 图 1 ) ，在培养获得的细胞中，
CD11c +细胞所占比例达到 83. 5%，这说明培养
获得的 BMDC纯度较高，可以用于后续实验。

图 1 骨髓源树突状细胞流式细胞术鉴定结果

2. 2 OVA刺激对 BMDC 上 Notch 配体表达水平
的影响

有研究发现，APCs 表面表达的 Jagged 家族
配体( Jagged1 和 Jagged2) 和 Th2 型细胞分化密切
相关。［15］因此，本研究首先从 mＲNA 水平对 OVA
刺激培养 24 h 后的 BMDC 上的不同 Notch 配体
的表达进行了检测分析。结果如图 2 所示，与对
照组相比，OVA 组中 BMDC 上 Jagged1 的表达水
平显著升高( P ＜ 0. 05) ，而 OVA组中 BMDC 中的
Jagged2 的表达和对照相比，虽然略有升高，但无
显著性差异( P ＞ 0. 05) 。
2. 3 抑制 Notch 途径对 Th2 型细胞因子分泌的
影响

为进一步分析 Jagged1 － Notch 信号途径对 T
细胞分化的调节作用，进行了 DC 和 CD4 + T 细胞
共培养实验。本研究中使用 DAPT 来抑制 Notch
信号途径，分析其对 CD4 + T细胞细胞因子分泌的
影响。结果如图 3 所示，OVA 组 ( DMSO 孵育后
的 CD4 + T细胞和经过 OVA刺激培养后的 BMDC
共培养) 细胞分泌的 IL － 4 的水平显著高于对照
组( 未经 OVA 刺激的 BMDC 和 CD4 + T 细胞共培

养) ( P ＜ 0. 05) ;而 DAPT 预处理 CD4 + T 细胞后，
这种增强作用消失，并且其分泌水平显著低于对
照组( P ＜ 0. 05) 。本研究也对另一种 Th2 型细胞
因子 IL － 13 的分泌水平进行了检测，其变化趋势
与 IL － 4 的变化趋势一致。

图 2 OVA刺激后骨髓源树突状
细胞表达 Notch配体情况

注: * 表示与对照组相比差异显著( P ＜ 0. 05)

图 3 不同处理后 CD4 + T细胞分泌细胞因子的水平

注:对照组 ( Control) 为 BMDC + CD4 + T; OVA 组为
BMDC/OVA + CD4 + T/DMSO; DAPT 组为 BMDC/OVA +

CD4 + T/DAPT; * 表示与对照组相比差异显著( P ＜0. 05) ;
#表示与对照组及 OVA组相比差异显著( P ＜0. 05)

2. 4 Jagged1 － Fc对 Th2 型细胞因子分泌的影响
为进一步明确 Jagged1 － Notch 信号途径在

Th2 型细胞分化的作用，本研究直接使用 anti －
CD3 和 Jagged1 － Fc 融合蛋白共同刺激 CD4 + T
细胞，体外培养 96 h 后，检测上清中不同亚型细
胞因子的分泌水平。结果如图 4 所示，与对照组
相比，Jagged1 － Fc处理显著增强了 IL － 4、IL － 5、
IL － 13 这类 Th2 型细胞因子的分泌( P ＜ 0. 05 ) ，
而同型对照 IgG 处理，Th2 型细胞因子分泌水平
未发生显著变化( P ＞ 0. 05) ，提示 Jagged1 － Notch
信号途径，引起了 Th2 型细胞分化，增强了 Th2 型
细胞因子的分泌水平。此外，本研究还对 Th1 型
细胞因子 IFN － γ 进行了检测。与对照组相比，
Jagged1 － Fc处理显著抑制了IFN － γ的分泌( P ＜
0. 05) ，而同型对照组细胞的IFN － γ 分泌水平未
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发生显著变化 ( P ＞ 0. 05 ) ，提示 Jagged1 － Notch
信号途径一定程度上能够抑制 Th1 型细胞分化，
但是这是由于 Jagged1 － Notch信号引起 Th2 型细
胞分化，促进 Th2 型细胞因子分泌，从而抑制了
Th1 型细胞分化。

图 4 Jagged1 － Fc处理后 CD4 + T细胞
分泌细胞因子的水平

注: * 表示与对照组相比差异显著( P ＜ 0. 05)

2. 5 Jagged1 － Notch信号途径对 Gata － 3 表达的
影响

上述结果已经说明，Jagged1 － Notch 信号途
径在 Th2 型细胞分化中发挥重要的正向调节作
用。为进一步探究 Jagged1 － Notch信号途径的作
用机制，本研究收集上述体外培养的 CD4 + T 细
胞，对 Th2 型关键核转录因子 Gata － 3 进行了检
测。结果如图 5 所示，mＲNA水平上，与对照组相
比，Jagged1 － Fc融合蛋白处理组 CD4 + T细胞中，
Gata － 3 的表达显著增加( P ＜ 0. 05) ，而同型对照
组 CD4 + T 细胞中 Gata － 3 的表达和对照组相比
没有显著差异( P ＞ 0. 05 ) ，蛋白水平结果与基因
水平一致。
2. 6 Jagged1 － Fc对小鼠食物过敏反应的影响

上述结果说明，Jagged1 － Notch 信号途径能
够通过上调 Gata － 3 的表达，引起 Th2 型细胞分
化，促进 Th2 型细胞因子分泌，提示其在可能食物
过敏致敏阶段发挥正向调节作用。因此，本研究
进一步建立 BALB /c 小鼠过敏模型，同时分别给
予小鼠 Jagged1 － Fc和同型对照人源 IgG处理，增
强小鼠体内 Jagged1 － Notch 信号途径，观察小鼠
过敏反应的变化，进一步确定 Jagged1 － Notch 信

号途径在食物过敏中的作用。

图 5 Jagged1 － Fc对 CD4 + T细胞 Gata －3表达的影响
注: a表示 Jagged1 － Fc对 Gata － 3 mＲNA表达水平

的影响; b表示 Jagged1 － Fc对 Gata － 3 蛋白表达水平的
影响; * 表示和对照组相比具有显著性差异( P ＜ 0. 05)

2. 6. 1 Jagged1 － Fc对小鼠抗体水平的影响
抗原特异性 IgE应答是小鼠食物过敏的重要

标志，［16］因此，本研究首先检测了不同处理对小
鼠抗体水平的影响。结果如图 6 所示，和 OVA组
相比，Jagged1 － Fc显著增加了小鼠血清中的特异
性 IgE 抗体水平 ( P ＜ 0. 05 ) ，而同型对照组小鼠
血清中的特异性 IgE 水平没有显著变化 ( P ＞
0. 05) ，这提示 Jagged1 － Notch信号途径显著增强
了小鼠体内的特异性 IgE抗体应答。进一步检测
了不同处理对小鼠血清中特异性 IgG1 抗体水平，
结果发现，和 OVA组相比，Jagged1 － Fc 处理显著
增加小鼠血清中特异性 IgG1 抗体水平 ( P ＜
0. 05) ，而同型对照处理对特异性 IgG1 抗体水平
没有显著影响( P ＞ 0. 05) 。

图 6 各组小鼠血清中 OVA特异性抗体水平
注: * 表示与 OVA 组相比差异显著 ( P ＜ 0. 05 ) ，

n = 8

2. 6. 2 Jagged1 － Fc处理对小鼠脾脏细胞因子分
泌水平的影响

为进一步分析 Jagged1 － Fc在小鼠体内对 Th
细胞分化的影响，取各组小鼠脾脏，制备单细胞悬
液，体外给予 OVA刺激培养 72 h，检测不同细胞
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因子的分泌水平。结果如图 7 所示，Jagged1 － Fc
组小鼠脾细胞 IL － 4、IL － 5、IL － 13 水平显著高
于 OVA组( P ＜ 0. 05 ) ，而 IFN － γ 水平低于 OVA
组( P ＜ 0. 05 ) ，而同型对照组各细胞因子水平和
OVA组相比，均无显著差异( P ＞ 0. 05) 。

图 7 各组小鼠脾细胞细胞因子分泌情况
注: * 表示与 OVA 组相比差异显著 ( P ＜ 0. 05 ) ，

n = 3

3 讨论

绝大多数的食物过敏是 IgE介导的Ⅰ型速发
型超敏反应，包括致敏阶段、激发阶段和效应阶
段。［17］通常来说，致敏阶段，机体首次接触食物过
敏原，经过抗原递呈作用，激活 T 细胞，引起辅助
型 Th2 型细胞分化，浆细胞分泌 IgE抗体;激发阶
段，机体再次接触相同的食物过敏原; 效应阶段，
IgE 致敏的肥大细胞、嗜碱性粒细胞等效应细胞
释放炎症性介质，引起以毛细血管扩张、血管通透
性增加及平滑肌收缩等为特点的病理变化，从而
诱发相关过敏性疾病，如哮喘、过敏性腹泻等临床
症状。食物过敏致敏阶段，CD4 + T 细胞活化，分
化成 Th2 型细胞，分泌大量的 Th2 型细胞因子，如
IL － 4、IL － 5、IL － 13 等。大量研究证实，致敏阶
段 Th2 型细胞极化对于食物过敏反应的发生是必
须的，但 Th2 型细胞分化的具体机制仍未阐
明。［18 － 19］因此，本研究探究了 Notch 信号途径在
食物过敏发生中作用及机制。

相比于 Notch 受体表达的普遍性，Notch 配体
的表达更具有特异性，不同的刺激物能够引起不
同 Notch配体介导的 Notch信号途径。［20 － 21］因此，
本研究首先使用 OVA 刺激培养 BMDCs。结果发
现 OVA引起了 BMDC表面 Notch配体 Jagged1 的
表达显著上调，并且在 24 h 后，仍可以被检测到，

而没有引起 Jagged家族另一个成员 Jagged2 的表
达显著上调，这就提示 OVA 刺激激活的是 Jag-
ged1 － Notch 信号途径，而不是其他配体介导的
Notch信号途径。大量研究表明，Notch 信号途径
对 Th1 /Th2 细胞极化具有重要的调节作用。［15，22］

表达 Jagged家族配体的 APC 能够引起 Th2 型的
细胞因子的分泌，而表达 Dll 家族配体的 APC 能
够引起 Th1 型细胞因子 IFN － γ的分泌［22］。本研
究中，将 OVA刺激培养过的 BMDC和初始 CD4 + T
细胞共培养显著增强了 IL － 4，IL － 13 的分泌水
平，Notch信号抑制剂预处理 CD4 + T 细胞后，这
种增强作用消失，提示 OVA 激活了 Jagged1 －
Notch信号途径，引起了 Th2 型细胞分化。

为明确 Jagged1 － Notch 信号途径发挥的作
用，本研究直接使用 anti － CD3 和 Jagged1 － Fc 蛋
白激活 CD4 + T细胞，并诱导分化，结果发现，Jag-
ged1 － Fc 显著增强了 CD4 + T 细胞 IL － 4 等 Th2
型细胞因子的分泌，同时抑制了 Th1 型细胞因子
IFN － γ的分泌。

有趣的是，本研究发现 Jagged1 － Notch 信号
途径引起 CD4 + T细胞分泌的 Th2 型细胞因子中，
IL － 4 的分泌水平远远高于其他几种，提示与
IL － 5、IL － 13 相比，IL － 4 在 Th2 型细胞分化中
可能发挥更重要的作用。有研究指出，在动物哮
喘模型中，IL － 4 在 Th2 分化是必须的，并且发挥
关键作用。［23 － 24］此外，还有研究指出，IL － 4 在
Th2 细胞分化初期具有重要的作用，是诱发 Th2
细胞分化重要的因素。［25］这与本研究的推测是
一致的。

本研究进一步探究了 Jagged1 － Notch 信号途
径的作用机制。研究发现，Jagged1 － Notch 信号
途径显著增强了 Th2 型反应关键核转录因子
Gata － 3的表达，这说明 Jagged1 － Notch 信号途径
可以通过直接调节 Gata － 3 的表达来促进 Th2 型
细胞分化，这与前人的研究结果一致。［26］

本研究发现 Jagged1 － Notch信号途径通过调
节 Gata － 3 的表达引起 Th2 型细胞分化，促进
IL － 4等 Th2 型细胞因子的分泌，因此，推测其是
在食物过敏致敏阶段发挥重要作用。因此，本研
究建立小鼠过敏模型，在致敏阶段给予小鼠 Jag-
ged1 － Fc，在小鼠体内增强 Jagged1 － Notch 信号
途径，观察其对小鼠过敏反应发生的影响。结果
发现，Jagged1 － Fc处理显著增强了小鼠 IgE 抗体
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和 IgG1 抗体的分泌水平，这提示 Jagged1 － Notch
信号途径显著增强了小鼠体内的特异性 IgE 抗体
应答及 Th2 型抗体应答。特异性 IgE是食物过敏
发生的关键性因素，而 Th2 型细胞分化及细胞因
子分泌是影响抗体分泌的重要因素，［27 － 28］因此，
推测 Jagged1 － Notch信号途径通过促进 Th2 型细
胞分化及细胞因子分泌来促进抗体产生。为验证
推测，进一步检测了小鼠脾细胞不同细胞因子的
分泌情况，结果发现，Jagged1 － Fc 处理显著增强
了小鼠 IL － 4 等 Th2 型细胞因子的分泌，而抑制
了 Th1 型细胞因子 IFN － γ 的分泌，这与体外研
究结果一致。

4 结论

Notch配体 Jagged1 介导的 Notch信号途径通
过诱导 Th2 型细胞分化，促进 IL － 4 等 Th2 型细
胞因子的分泌，在食物过敏致敏阶段中发挥重要
的正向调节作用，促进食物过敏的发生。本研究
结果能够为进一步寻找食物过敏的潜在治疗靶点
提供一定的借鉴和科学参考。
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Notch ligand Jagged1 facilitated food allergy
through promoting Th2 polarization

JIANG Songsong
( College of Tourism and Culinary Science，Yangzhou University，Yangzhou，Jiangsu 225127，China)

Abstract: The role of Notch ligand Jagged1 in food allergy was explored in a cell model and an animal model．
The results showed that ovalbumin enhanced the expression of Notch ligand Jagged1 on bone marrow － derived
dendritic cells significantly． Jagged1 － Notch signaling induced Th2 cell differentiation through enhancing the
expression of Gata － 3． In addition，treatment of Jagged1 － Fc enhanced allergic responses significantly
through promoting Th2 cell differentiation and Th2 cytokines production in mice． Jagged1 － Notch signaling in-
duced Th2 cell differentiation，and played a positive regulatory role in the sensitization phase of food allergy．

Key words: Notch signal; Jagged1; Th2 cell differentiation; food allergy
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