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(57)摘要

本发明公开了电压门控质子通道Hv1蛋白在

过敏性哮喘产生过程中的作用，建立的良好的过

敏性哮喘小鼠模型，属于医学领域。通过研究Hv1

蛋白，与野生型C57(WT)小鼠对比，我们发现Hv1

基因敲除小鼠(KO)在用卵清蛋白(OVA)致敏和刺

激后的过敏性气道炎症水平明显高于对照组，即

患有过敏性哮喘病症。在检查血清、支气管肺泡

灌洗液(BALF)和肺组织病理学后，我们发现Hv1

缺乏明显地促进了OVA诱导的炎症细胞募集，增

加了过敏性哮喘小鼠Th2细胞因子水平和粘液分

泌的产生。进一步的实验发现，Hv1缺乏明显地降

低了NOXs的表达，这些结果表明Hv1基因敲除通

过抑制ROS的产量使过敏性哮喘的患病率增加。

针对Hv1的功能，可用于制备预防，缓解和/或治

疗过敏性哮喘的药物。
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1.一种电压门控质子通道Hv1敲除小鼠的用途，其特征在于，用于制备过敏性哮喘模

型。

2.一种电压门控质子通道Hv1敲除小鼠的用途，其特征在于，用于制备非人哺乳动物鼠

的过敏性哮喘相关疾病模型。

3.一种电压门控质子通道Hv1敲除小鼠的用途，其特征在于，所述的敲除电压门控质子

通道Hv1还用于增加非人哺乳动物肺组织或呼吸道炎性细胞或嗜酸性粒细胞的数量；或用

于增加非人哺乳动物肺组织中细胞因子IL-4、IL-5和IL-13的水平。

4.一种电压门控质子通道Hv1敲除小鼠的用途，其特征在于，所述的敲除电压门控质子

通道Hv1还用于降低非人哺乳动物肺组织中相关蛋白NOX1、NOX2和NOX4的表达。

5.一种电压门控质子通道Hv1敲除小鼠的用途，所述Hv1敲除小鼠用于筛选治疗过敏性

哮喘的潜在物质：检测测试组动物呼吸道或肺组织内炎性细胞数、嗜酸性粒细胞数、炎症细

胞因子水平、或血清中抗原特异性IgE型免疫球蛋白的水平，并与对照组比较，其中所述的

对照组是给予候选物质的野生型C57小鼠；如果测试组中动物肺组织内炎性细胞数、嗜酸性

粒细胞数、炎症细胞因子水平、或血清中抗原特异性IgE型免疫球蛋白的水平在统计学上低

于对照组，这表明该候选物质是抗过敏性哮喘的潜在物质。

6.电压门控质子通道Hv1缺失作为一种引发先天性过敏性哮喘的因素，其特征在于：电

压门控质子通道Hv1缺失可增加过敏性哮喘的患病率，用于临床辅助检测。

7.电压门控质子通道Hv1的激活剂在制备预防，缓解和/或治疗过敏性哮喘药物中的应

用。

8.一种预防，缓解和/或治疗过敏性哮喘的药物，其特征在于：作用于电压门控质子通

道Hv1。
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电压门控质子通道Hv1在治疗过敏性哮喘中的功能和应用

技术领域

[0001] 本发明属于基因的功能与应用领域，特别涉及建立电压门控质子通道Hv1敲除小

鼠作为过敏性哮喘模型小鼠，Hv1作为药物标靶在筛选治疗过敏性哮喘疾病的药物中应用，

以及Hv1的激活剂在制备和/或筛选预防，缓解和/或治疗过敏性哮喘疾病的药物中的应用。

背景技术

[0002] 哮喘是影响全世界3亿人的主要健康问题之一。在过去的几十年中，过敏性哮喘引

起的发病率和死亡率一直在上升。过敏性哮喘是一种复杂的肺部炎性疾病，其特征在于炎

性细胞渗入肺组织、气道高反应性(AHR)、杯状细胞粘液分泌过多以及Th2介导的细胞因子

(包括IL-4、IL-5和IL-13)过度表达。Th2型细胞因子对于免疫球蛋白IgE的合成、辅助性T细

胞向Th2型的转化、杯状细胞的增生和嗜酸性粒细胞的存活至关重要。据报道，过敏性哮喘

与Th1/Th2细胞失衡及其特征性细胞因子谱密切相关。在生理条件下，Th1和Th2细胞的免疫

反应保持动态平衡。每当这种平衡被打破，疾病就会发生。虽然过敏性哮喘的病理生理学已

经被广泛研究，但是大多数现代药物暂时改善了临床症状，并且仍然没有治愈这种疾病的

方法。

[0003] Hv1是一种电压门控质子通道，对质子具有高选择性和高电导率，该通道活性依赖

于细胞膜电位和细胞内外的pH值，并且温度与氘元素对该通道蛋白的质子电导率和门控动

力学机制也具有较大的影响，该通道已经在先天免疫细胞如吞噬细胞中进行了最彻底的研

究。在吞噬细胞的呼吸爆发(respiratory  burst)期间，NADPH氧化酶(NOX)将电子转移到细

胞外空间，将氧转化为O2-，O2-首先被MPO迅速转化为H2O2，然后转化为HOCl。Hv1在这过程中

把NOX产生的H+离子排出细胞内从而维持细胞内恒定的pH值和NOX蛋白的活性。NOXs产生的

ROS在自由基生物学和医学中起着双重作用。一方面，在正常生理条件下，活性氧的产生在

吞噬作用、细胞信号传导和体内平衡中起重要作用，并且活性氧随后被正常细胞中的清除

系统消除。另一方面，在氧化应激条件下，较高的活性氧含量可能氧化细胞脂质、蛋白质和

脱氧核糖核酸，导致许多临床疾病恶化，包括炎症、衰老、癌症、神经退行性疾病和心血管疾

病。Hv1最近被证明在肺上皮细胞中选择性表达，并且其在肺上皮细胞中的功能是碱性肺内

膜液的再酸化。此外，Hv1也被发现在精子中表达，维持精子内恒定的pH值，对精子的活性起

着至关重要的作用。微摩尔量级的二价金属离子(如：Zn2+、Cd2+)对Hv1的活性有明显的抑制

作用，同时油酸、花生四烯酸等对该通道有明显的激活作用。Hv1只含有电压传感结构域

(VSD)没有膜孔结构域。Hv1形成二聚体，并且每个亚基含有自己的传输质子的孔隙。Hv1胞

内C端结构域形成超螺旋二聚体结构，该结构域不但是整体蛋白形成二聚体的必要结构域，

并且对Hv1在细胞膜上的定位起决定性作用。虽然正如我们所报道的，Hv1已经在癌症治疗

中得到有效的探索，但是Hv1在哮喘中的抗炎作用尚不清楚。因此，Hv1在炎症中的潜在作用

和机制仍需阐明。
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发明内容

[0004] 本发明的目的在于提供一种了OVA诱导的小鼠过敏性哮喘模型，应用于过敏性哮

喘发病机制的研究及过敏性哮喘治疗药物的研发。同时说明Hv1与过敏性哮喘之间的关系，

进而把Hv1的抑制剂和激活剂等相关药物应用于糖尿病的治疗。

[0005] 本发明的目的通过以下技术方案实现：

[0006] 本发明以野生型C57小鼠(WT)与电压门控质子通道Hv1基因敲除小鼠(KO)为实验

对象，研究Hv1基因的功能，发现Hv1基因敲除小鼠相比于WT小鼠表现出更严重的过敏性哮

喘症状。在检查小鼠支气管肺泡灌洗液和肺组织后，发现与野生型对照动物相比，Hv1缺乏

有效地加重了OVA诱导的炎症细胞募集，增加了Th2细胞因子水平和哮喘小鼠粘液产生。另

外，与野生型对照动物相比，Hv1缺乏有效地降低了NOXs的表达。这些结果表明敲除Hv1的小

鼠会因ROS生成不足而加剧过敏性哮喘的发展。

[0007] 在本发明的第一方面，提供一种电压门控质子通道Hv1基因敲除小鼠的用途，用于

制备过敏性哮喘的模型：增加非人哺乳动物肺组织或呼吸道炎性细胞或嗜酸性粒细胞的数

量；或用于增加非人哺乳动物肺组织中细胞因子IL-4、IL-5和IL-13的水平。

[0008] 在本发明的第二方面，提供一种电压门控质子通道Hv1基因敲除小鼠的用途，用于

以Hv1为靶向制备预防、缓解和/或治疗过敏性哮喘的药物。

[0009] 在本发明的第三方面，提供一种电压门控质子通道Hv1基因敲除小鼠的用途，用于

过敏性哮喘发病机制的研究及制备预防，缓解和/或治疗过敏性哮喘的药物的开发研究。

[0010] 本发明相对于现有技术具有如下的优点及效果：

[0011] (1)本发明发现Hv1基因的新功能，即Hv1蛋白具有调节过敏性炎症的功能。

[0012] (2)基于Hv1在过敏性哮喘中的作用，Hv1的激活剂可用于制备预防/缓解和/或治

疗过敏性哮喘的药物。

[0013] (3)基于Hv1在过敏性哮喘中的作用，敲除Hv1可用于制备过敏性哮喘小鼠模型，用

于过敏性哮喘发病机制的研究及制备预防，缓解和/或治疗过敏性哮喘的药物的开发研究。

附图说明

[0014] 图1是WT(野生)和Hv1-/-(KO)小鼠肺泡灌洗液中各类细胞个数的统计结果图

(eosinophils(Eos)，macrophages(Mac)，neutrophils(Neu)，and  lymphocytes(Lym) .WTC

＝WT  normal  group，WTO＝WT  OVA-challenged  group，KOC＝KO  OVA-challenged  group，

KOO＝KO  OVA.*P＜0.05，**P＜0.01vs.WTC；##P＜0.01，###P＜0.001vs.KOC；$P＜0.05，$$P＜

0.01vs.WTO)。

[0015] 图2是OVA诱导的WT和Hv1-/-小鼠的肺组织切片图。

[0016] 图3是OVA诱导的WT和Hv1-/-小鼠的Th2细胞因子表达的统计结果图(*P＜0.05，**P

＜0.01vs.WTC；#P＜0.05，##P＜0.01，###P＜0.001vs.KOC；$$P＜0.01vs.WTO.)。

[0017] 图4是OVA诱导的WT和Hv1-/-小鼠的NADPH氧化酶基因表达的统计结果图(*P＜

0.05，**P＜0.01vs.WTC；##P＜0.01vs.KOC；$P＜0.05，$$P＜0.01vs.WTO.)。

具体实施方式

[0018] 下面结合实例及附图对本发明作进一步详细的描述，但本发明的实施方式不限于
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此。

[0019] 实验用动物及饲养

[0020] 实验动物种属，性别，周龄及来源：C57BL/6(WT)小鼠，Hv1-KO小鼠(Hv1-/-)，雌性，

周龄均为6-8周(除明确说明小鼠周龄外)。C57BL/6小鼠购自北京维通利华实验动物技术有

限公司；Hv1基因敲除小鼠(Hv1-KO，南开大学自制)。

[0021] 实验动物饲料为标准维持饲料，购自北京科奥协力饲料有限公司：热量百分比：蛋

白质20％，碳水化合物70％，脂肪10％；总的热量质量比3.85kcal/g。

[0022] 动物饲养及环境条件：所有的实验小鼠均饲养在南开大学生命科学学院SPF级动

物房。每12小时交替照明，温度20±2℃，湿度40％-70％，小鼠自由饮水进食。

[0023] 实施例1过敏小鼠肺泡灌洗液中不同细胞的计数

[0024] (1)将雌性小鼠被随机分为以下四组：正常组(野生型对照组＝WTC，KO对照组＝

KOC，n＝15)，模型组(野生型造模组＝WTO，KO造模组＝KOO，n＝15)。

[0025] (2)将50μg  OVA溶于100μL  PBS中，再与100μL注射用铝混合制成致敏液。在第0、7

和14天于造模组小鼠腹腔注射致敏液，在正常组小鼠腹腔注射除OVA的100μL  PBS与100μL

注射用铝的混合液。

[0026] (3)从第21天开始，连续7天用1％OVA溶于PBS对模型组小鼠进行雾化，并用PBS对

正常组小鼠进行雾化，每次30min。

[0027] (4)在最后一次雾化24小时后，用50mg/kg戊巴比妥钠麻醉小鼠，气管插管并收集

BALF。即将0.8mL冰冷的PBS滴入肺部，连续3次，收集的BALF并立即于4℃离心机内离心5分

钟，转速为800转/分。将离心后的上清液于-80℃储存，直至用于细胞因子测定，细胞沉淀重

悬于PBS中，进行细胞总数和差异计数。

[0028] 肺泡灌洗液中不同细胞的数量是判断过敏性哮喘的重要指标。在造模组的小鼠

中，炎症细胞的水平与正常组相比显著增加。此外，与WTO组小鼠相比，KOO组小鼠的中性粒

细胞、嗜酸性粒细胞和总细胞数显著增加，而巨噬细胞和淋巴细胞的数量差异无统计学意

义(图1)。这一结果表明Hv1基因的缺乏加剧了炎症细胞向气道的募集。

[0029] 实施例2过敏小鼠的肺组织病理学

[0030] (1)将实施例1中的小鼠安乐死后，于无菌条件下立即取出肺部。

[0031] (2)右肺立即在液氮中冷冻后粉碎，然后储存在-80℃以备进一步使用。

[0032] (3)左肺用4％多聚甲醛固定24小时。组织脱水后包埋在石蜡中，切割成5μm厚的切

片进行染色。

[0033] (4)切片用苏木精和伊红染色检测炎症浸润和血管充血情况，用过碘酸雪夫染色

评价杯状细胞增生情况。

[0034] 通过肺组织病理学染色实验能进一步评估小鼠肺组织炎症情况发现，与正常组小

鼠相比，造模后的小鼠显示炎症细胞浸润明显，尤其是支气管周围和血管周炎症细胞浸润

明显，特别是淋巴细胞和嗜酸性粒细胞浸润明显。KOOVA对照组小鼠的支气管周围和血管周

围的炎症细胞浸润程度明显的高于WTOVA对照组小鼠。另外，PAS染色结果显示，与正常组小

鼠相比，造模组小鼠支气管上皮组织显示出较多的杯状细胞增生。而KO  OVA对照组小鼠的

杯状细胞增生和粘液分泌程度明显的高于WT  OVA对照组小鼠(图2)。这些结果表明Hv1缺乏

加重OVA诱导的肺组织炎症和杯状细胞增殖。

说　明　书 3/4 页

5

CN 110547257 A

5



[0035] 实施例3过敏小鼠的细胞因子检测

[0036] (1)将实施例1中储存于-80℃的上清液稀释一定的倍数后，用小鼠白介素IL-4/

IL-5/IL-13  ELISA  kit测量BALF中IL-4、IL-5和IL-13的含量。

[0037] (2)将实施例2中储存于-80℃的粉末，用苯酚-异硫氰酸胍法提取总核糖核苷酸。

逆转录成cDNA后，用实时荧光定量PCR的方法检测肺组织中IL-4、IL-5和IL-13的表达情况。

[0038] 用酶联免疫吸附试验测定BALF中Th2细胞因子(IL-4、IL-5和IL-13)的水平发现，

与对照组小鼠相比，造模组小鼠的IL-4、IL-5和IL-13水平显著增加。KO  OVA对照组小鼠的

IL-13水平明显高于WT  OVA对照组小鼠。而肺组织中Th2细胞因子的基因表达与酶联免疫吸

附试验结果相似。实时逆转录聚合酶链反应分析显示，与正常组小鼠相比，模型组小鼠的

Th2细胞因子(IL-13)的表达显著增加。而IL-4和IL-5的表达水平无统计学差异(图3)。这些

结果表明Hv1缺乏增加了OVA诱导的小鼠哮喘模型中Th2细胞因子的表达。

[0039] 实施例4过敏小鼠中NADPH氧化酶的表达

[0040] 将实施例2中储存于-80℃的粉末，用苯酚-异硫氰酸胍法提取总核糖核苷酸。逆转

录成cDNA后，用实时荧光定量PCR的方法检测肺组织中NADPH氧化酶的表达情况。

[0041] 通过实时逆转录聚合酶链反应检测了炎症相关基因在肺组织中的表达。与对照组

小鼠相比，造模组小鼠的Hv1基因表达下调。Hv1缺乏后，对过敏性气道炎症和粘液分泌至关

重要的NOX1、NOX2和NOX4的基因水平显著降低。与WT  OVA对照组小鼠，KO  OVA小鼠的NOX1、

NOX2和NOX4的基因水平显著降低，而DOUX  1和DOUX  2的水平没有统计学差异(图4)。Hv1缺

乏显著降低了哮喘模型中OVA诱导的炎症相关基因的表达。

[0042] 上述结果说明Hv1基因影响小鼠体内炎症水平，对过敏性哮喘有重要作用机制。本

发明说明敲除Hv1基因会引起小鼠气道炎症水平上升，促进了OVA诱导的炎症细胞募集，增

加了过敏性哮喘小鼠Th2细胞因子(IL-4、IL-5和IL-13)水平和粘液分泌的产生，降低了

NOXs的表达，并导致过敏性哮喘病。本发明说明Hv1基因敲除小鼠可作为新的过敏性哮喘小

鼠模型使用。

[0043] 上述实施例为本发明较佳的实施方式，但本发明的实施方式并不受上述实施例的

限制，其他的任何未背离本发明的精神实质与原理下所做的改变、修饰、替代、组合、简化，

均应为等效的置换方式，都包含在本发明的保护范围之内。
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