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三、主要研发内容 

 

1. 研究内容  

① 小鼠 OVA 致敏后，实验起始第 22 天起予 5% OVA 鼻腔激发 ,每侧鼻

腔给予 5% OVA 生理盐水溶液 10μg 点鼻,每日 1 次,连续 1 周。其后继续

2 次/周给予 5% OVA 点鼻,至第 105 天(变应原激发共达 12 周)，进而建

立慢性 AR 小鼠模型。   

② 利用上述模型和基因沉默技术，观察鼻内局部应用 CD40 siRNA 在 A

R 慢性过程中对体液免疫的作用。  

③ 利用上述模型和基因沉默技术，观察鼻内局部应用 CD40 siRNA 在 A

R 慢性过程中对细胞免疫的作用。  

④ 利用上述模型和基因沉默技术，观察鼻内局部应用 CD40 siRNA 在 A

R 慢性过程中对组织重塑的影响。  

2. 技术关键  



① 如何成功建立慢性 AR 小鼠模型，是完成本研究的关键所在。   

OVA 作为变应原致敏和激发的小鼠模型用于研究急性 AR 的历史悠久。近

年来，有研究者开始以 OVA 作为变应原建立慢性变应性炎症的小鼠模型，

但多为研究下呼吸道疾病，如变应性哮喘；对慢性 AR 小鼠模型研究得较

少。文献报道，豚鼠 OVA 致敏后，实验起始第 22 天起予 5% OVA 鼻腔

激发,每侧鼻腔给予 5% OVA 生理盐水溶液 25μL 点鼻,每日 1 次,连续 1

周。其后继续 2 次/周 给予 5% OVA 点鼻,至第 105 天(变应原激发共达

12 周) ，进而建立慢性 AR 豚鼠模型。亦有文献报道通过相同方法建立

了慢性变应性哮喘小鼠模型，但每次激发用 OVA 量较小，为 OVA10μg。

本课题组按照此方法，通过减低激发频率，延长整个激发过程的间隔时

间来建立慢性 AR 小鼠模型。  

② 针对 CD40 的 siRNA 的构建及转染。  

根据公认的 siRNA 设计原则（Nat Biotech 2004；22：326-330）设计

针对 CD40 的 3 条 siRNA，用实时 RT-PCR 和流式细胞仪技术验证 CD40 的

mRNA 和细胞因子水平的表达，选用验证后效果最好的一条。同时合成阳

性对照和阴性对照。转染载体选用美国 Ambion 公司生产的 pSilencer4.

1-CMV neo vector。  

③ 如何准确定量检测细胞免疫和体液免疫中 CD40 及相关细胞因子的水

平。  

只有能定性、定量地检测 CD40 及相关细胞因子的水平，才能评价其在不

同免疫中的作用，并同时验证基因沉默的效果。本课题采用酶联免疫吸

附测定法、Western blot 技术、实时 RT-PCR 和流式细胞仪等先进实验

方法和仪器，保证了实验的顺利进行和结果的可靠。  

3.主要创新点  

① 在国内外首次将 CD40 siRNA 通过鼻腔局部给药在慢性 AR 中进行 RN

A 干扰，观察 CD40 在这一类疾病中的作用；在国内外首次研究 CD40 si

RNA 局部应用对慢性 AR 尤其是组织重塑的治疗作用。siRNA 局部给药具

有全身给药无法比拟的优势。  

② AR 的动物模型目前多局限在急性过程，本课题通过局部给药的方式

来建立慢性 AR 小鼠模型，着重研究 AR 的慢性过程和组织重塑，为进一

步揭示 AR 的发病机理提供帮助。   

四、目标任务和主要技术经济指标 

 

①  建立慢性 AR 小鼠模型， 通过鼻内局部应用 CD40 siRNA，预期

可使脾脏中 DC 表达 CD40 下降，血清、鼻中隔组织匀浆上清液中 IL-4、I

L-5、IL-13 和 IFN-γ 水平下降，淋巴细胞中 Treg 水平上升，进而抑制

变应性炎症过程。进一步揭示 AR 的发病机制。   

② 建立慢性 AR 小鼠模型， 通过鼻内局部应用 CD40 siRNA，预期可

使鼻中隔黏膜上皮细胞增多，上皮细胞中杯状细胞减少，细胞外基质减



少，进而减轻组织重塑的程度，抑制变应性炎症的慢性过程。  

③ CD40 可作为治疗 AR 慢性过程的新靶点，鼻内局部应用 CD40 siRNA

可作为治疗 AR 的新方法。   

④ 本课题所得研究结果预计发表 SCI 收录论文 1-2 篇，国内核心期刊发

表论文 1-2 篇。  

五、项目经费来源 

    1、本项目研发总经费  10.00 万元，其中:甲方补助 10.00 万元，乙方自

筹 0.00 万元，丙方配套 0.00 万元。 

    2、经费拨付和到位计划： 

 首期 二期 三期 合计 

甲方 10.00  0.00  0.00  10.00  

乙方自筹 0.00  0.00  0.00  0.00 

丙方配套 0.00 0.00 0.00 0.00 

六、项目经费支出预算 

经费开支科目 预算经费总额（万元） 其中省科技厅经费（万元） 

一、直接费用 8.54 8.54 

1.设备费 0.00 0.00 

2.材料费 4.00 4.00 

3.测试化验加工费 1.04 1.04 

4.燃料动力费 0.00 0.00 

5.差旅费 0.50 0.50 

6.会议费 0.50 0.50 

7.合作、协作研究与交流费 0.00 0.00 

8.出版/文献/信息传播/知识产权事

务费 
0.50 0.50 

9.劳务费 1.50 1.50 

10.专家咨询费 0.50 0.50 

二、间接费用 1.46 1.46 

11.管理费 0.80 0.80 

12.激励费 0.66 0.66 

合计 10.00 10.00 
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