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肺炎链球菌３型多糖对支气管哮喘小鼠气道炎症及Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７细胞的影响

周丽蓉，张　劼，罗永艾

重庆医科大学附属第一医院呼吸科，重庆４０００１６

　　［摘要］　目的　观察肺炎链球菌３型多糖（Ｔ３Ｐ）对支气管哮喘小鼠气道炎症以及Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７细胞的影响，探讨Ｔ３Ｐ对

哮喘小鼠的免疫调节作用。方法　ＢＡＬＢ／ｃ小鼠随机分成对照组、哮喘组和Ｔ３Ｐ组，每组８只。哮喘组以卵清蛋白（ＯＶＡ）致
敏、气道激发建立哮喘模型，对照组以ＰＢＳ代替，Ｔ３Ｐ组在ＯＶＡ致敏前皮下注射Ｔ３Ｐ进行干预。观察小鼠肺组织病理改变，

对支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）进行细胞计数及分类，ＥＬＩＳＡ法检测血清 ＯＶＡ特异性ＩｇＥ（ＯＶＡＩｇＥ）以及ＢＡＬＦ中白介素４
（ＩＬ４）、干扰素γ（ＩＦＮγ）、ＩＬ１０、ＩＬ１７浓度，实时荧光定量ＰＣＲ法检测肺组织中转录因子Ｆｏｘｐ３和ＲＯＲγｔｍＲＮＡ表达水平，

流式细胞术检测 Ｔｒｅｇ和 Ｔｈ１７细胞占 ＣＤ４＋ 细胞百分比。结果　Ｔ３Ｐ组小鼠肺组织炎症反应程度弱于哮喘组，血清
ＯＶＡＩｇＥ，ＢＡＬＦ中细胞总数、嗜酸粒细胞比例以及ＩＬ４、ＩＬ１７浓度均低于哮喘组（Ｐ＜０．０５），ＩＦＮγ、ＩＬ１０浓度高于哮喘组

（Ｐ＜０．０５），小鼠肺组织Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ表达水平及Ｔｒｅｇ占ＣＤ４＋细胞百分比均高于哮喘组（Ｐ＜０．０５），ＲＯＲγｔｍＲＮＡ表达水

平和Ｔｈ１７细胞占ＣＤ４＋细胞百分比均低于哮喘组（Ｐ＜０．０５）。哮喘组和Ｔ３Ｐ组小鼠肺组织Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ／ＲＯＲγｔｍＲＮＡ比

值及Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７细胞比例与ＢＡＬＦ中嗜酸粒细胞数量呈负相关。结论　Ｔ３Ｐ可以通过抑制过敏原特异性ＩｇＥ表达调节
Ｔｈ１／Ｔｈ２、Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７细胞平衡，抑制气道炎症。
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　　支气管哮喘是一种慢性气道炎症，越来越多的证

据表明免疫功能紊乱在哮喘发生发展中起着重要作

用。近年的研究表明，初始ＣＤ４＋Ｔ细胞在不同的细

胞因子及环境作用下可分化为Ｔｈ１、Ｔｈ２、Ｔｈ１７及调

节性Ｔ（Ｔｒｅｇ）细胞。Ｔｒｅｇ细胞具有免疫抑制功能，在

维持机体内环境的稳定、诱导免疫耐受方面发挥重要

作用［１］；Ｔｈ１７细胞主要通过分泌白介素１７（ＩＬ１７）诱

导多种炎症因子及趋化因子，参与炎症反应和自身免

疫反应［２］。Ｔｒｅｇ细胞与Ｔｈ１７细胞在分化和功能上相

互抑制，Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７细胞轴和（或）功能缺陷导致的免

疫平衡紊乱可能诱导哮喘等免疫性疾病的发生［３４］。

　　研究发现，肺炎链球菌感染可能使哮喘患者受

益，减少哮喘发作的频率，缓解患者发病的程度［５６］。

用灭活的肺炎链球菌免疫动物，能够减轻气道嗜酸

粒细胞炎症和气道高反应性［７］。然而究竟是肺炎链

球菌的何种抗原在抑制气道炎症中起关键作用，目

前尚不清楚。本研究选取肺炎链球菌主要免疫原之

一的３型多糖（Ｔ３Ｐ）抗原，观察其对支气管哮喘小

鼠气道炎症以及Ｔｈ１／Ｔｈ２、Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７细胞应答状

态的影响，探讨Ｔ３Ｐ对哮喘的免疫调节作用。

１　材料和方法

１．１　实验动物　ＳＰＦ级ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，雌性，６～８
周龄，体质量（１８±２）ｇ，购自重庆医科大学动物中

心，随机分成３组，每组８只，分别为对照组、哮喘组

和Ｔ３Ｐ组。

１．２　主要试剂　Ｔ３Ｐ购自丹麦ＳＳＩ公司，鸡卵清蛋

白（ＯＶＡ，ｇｒａｄｅⅤ）购自美国Ｓｉｇｍａ公司 ，氢氧化铝凝

胶购自美国Ｔｈｅｒｍｏ公司，ＴＲＩｚｏｌ购自美国Ｇｉｂｃｏ公

司；荧光素标记的抗小鼠抗体［藻红蛋白（ＰＥ）标记的

ＣＤ２５和ＩＬ１７Ａ，异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）标记的ＣＤ４，

ＰＥＣＹ５标记的叉头状转录因子ｐ３（Ｆｏｘｐ３）］、固定／破

膜剂、蛋白转运抑制剂复合物均购自美国ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ
公司；ＲｅｖｅｒＴｒｅＡｃｅａ反转录试剂盒为ＴｏＹｏＢｏ公司

产品；干扰素γ（ＩＦＮγ）、ＩＬ４、ＩＬ１７、ＩＬ１０以及ＯＶＡ
特异性ＩｇＥ（ＯＶＡＩｇＥ）的ＥＬＩＳＡ试剂盒为美国Ａｓｓａｙ
Ｂｉｏｔｅｃｈ公司产品。

１．３　哮喘模型的构建及Ｔ３Ｐ免疫　实验第０、７、１４
天分别予以小鼠腹腔注射进行致敏，哮喘组和Ｔ３Ｐ
组每次给予１００μｇＯＶＡ＋１００μＬ 磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）＋１００μＬ氢氧化铝混悬液，对照组给予１００μＬ

ＰＢＳ＋１００μＬ氢氧化铝混悬液。实验第２１～２７天连

续７ｄ雾化进行激发，哮喘组和Ｔ３Ｐ组给予１μｇ／μＬ

ＯＶＡＰＢＳ，１次／ｄ，每次３０ｍｉｎ，对照组用ＰＢＳ代替。

Ｔ３Ｐ组小鼠在ＯＶＡ 致敏前１５天、前８天、前１天分

别予以颈背部皮下注射２０μｇＴ３Ｐ进行免疫干预。

１．４　支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）的细胞计数、分类

以及血清和ＢＡＬＦ中细胞因子的检测　末次激发

４８ｈ后，摘眼球取血，断颈处死。小鼠仰卧位固定，

暴露气管，留置针行气管插管，每次用ＰＢＳ０．５ｍＬ
进行肺泡灌洗，共４次，记录回收量，光学显微镜下

计算细胞总数并分类计数；检测血清（ＯＶＡＩｇＥ）及

ＢＡＬＦ（ＩＦＮγ、ＩＬ４、ＩＬ１７、ＩＬ１０）中的细胞因子浓

度，参照ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书进行。

１．５　ＨＥ染色　将肺组织用１０％中性甲醛固定，

酒精脱水，常规石蜡包埋，切片进行 ＨＥ染色。

１．６　实时荧光定量ＰＣＲ检测肺组织Ｆｏｘｐ３和维甲

酸相关孤儿受体γｔ（ＲＯＲγｔ）ｍＲＮＡ表达　取小鼠

肺组织匀浆，ＴＲＩｚｏｌ法抽提总 ｍＲＮＡ，反转录反应

制备ｃＤＮＡ，反应体系为２０μＬ，反应条件：４２℃１０

ｍｉｎ→３０℃２０ｍｉｎ→９９℃５ｍｉｎ→４℃５ｍｉｎ，以ｃＤ

ＮＡ为模板进行 ｍＲＮＡ的定量ＰＣＲ扩增。引物由

南京金斯瑞生物科技有限公司合成，序列如下：

Ｆｏｘｐ３：上游５′ＧＧＴＧＧＡＧＧＣＧＧＧＡＣＴＧＡＧ

Ｔ３′，下游５′ＴＣＣＣＣＣＴＴＴＴＣＣＡＣＴＡＣＴＣＴＡ

ＴＧ３′；ＲＯＲγｔ：上游５′ＣＡＣＣＣＣＡＣＣＣＴＣＡＴＴ

ＣＴＴＴＡＣＡＣ３′，下游５′ＧＧＧ ＧＧＧ ＡＣＡ ＴＧＧ

ＡＴＣＴＡＧ ＣＴＣ３′；ＧＡＰＤＨ：上游 ５′ＡＣＣＣＡＴ

ＣＡＣ ＣＡＴ ＣＴＴ ＣＣＡ ＧＧＡ Ｇ３′，下游 ５′ＧＡＡ

ＧＧＧＧＣＧＧＡＧＡＴＧＡＴＧＡＣ３′。反应体系为２０

μＬ，反应条件：９４℃ ５ ｍｉｎ→ （９４℃ ３０ｓ→５７℃

３０ｓ→７２℃３０ｓ）×４５个循环→７２℃１０ｍｉｎ。根据

标准曲线计算出ＣＴ值，与各自内参ＧＡＰＤＨ 的ＣＴ
值校正后即得ΔＣＴ，再计算ΔΔＣＴ，最后通过２－ΔΔＣＴ

公式计算得到Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ 和ＲＯＲγｔｍＲＮＡ的

相对表达倍数。

１．７　流式细胞术检测Ｔｒｅｇ和Ｔｈ１７细胞占ＣＤ４＋

细胞的百分比　打开腹腔无菌取脾，ＰＢＳ冲洗，碾磨

后２００目筛网过滤，红细胞裂解液裂解。将标本分

为２份，一份加入ａｎｔｉＣＤ４ＦＩＴＣ和ａｎｔｉＣＤ２５ＰＥ，

４℃避光孵育３０ｍｉｎ；洗涤后加入新鲜配制的固定／

破膜剂，４℃避光孵育４５ｍｉｎ，洗涤２次后加入ａｎｔｉ

Ｆｏｘｐ３ＰＥＣＹ５，４℃避光孵育３０ｍｉｎ，洗涤后重悬细

胞，上机测定；另一份加入含１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ

１６４０培养基并接种于６孔培养板，加入佛波醇乙酯

（ＰＭＡ，终浓度５０ｎｇ／ｍＬ）、离子霉素（ｉｏｎｏｍｙｃｉｎ，终



第５期．周丽蓉，等．肺炎链球菌３型多糖对支气管哮喘小鼠气道炎症及Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７细胞的影响 ·４７３　　 ·

浓度１μｇ／ｍＬ）培养１ｈ后，再加入１Ｘ蛋白转运抑

制剂复合物培养４ｈ，加入ａｎｔｉＣＤ４ＦＩＴＣ，４℃避光

孵育３０ｍｉｎ，洗涤后加入新鲜配制的固定／破膜剂，

４℃避光孵育４５ｍｉｎ，洗涤２次后加入ａｎｔｉＩＬ１７Ａ

ＰＥ，４℃避光孵育３０ｍｉｎ，洗涤后重悬细胞，上机测

定。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计

分析。数据以珚ｘ±ｓ表示，各组间均数比较采用单因

素方差分析，当方差不齐时采用秩和检验，用

Ｐｅａｒｓｏｎ方法进行相关分析。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＢＡＬＦ细胞计数及分类　哮喘组ＢＡＬＦ细胞

总数和中性粒细胞、淋巴细胞、嗜酸粒细胞分类计数

均高于Ｔ３Ｐ组和对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５），结果见表１。

表１　小鼠ＢＡＬＦ中细胞总数和分类计数

Ｔａｂ１　Ｔｏｔａｌｃｅｌｌａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｃｅｌｌｃｏｕｎｔｓｉｎｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ（ＢＡＬＦ）ｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ
ｎ＝８，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ Ｔｏｔａｌｃｅｌｌｓ
（×１０５，ｍＬ－１）

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｃｅｌｌｃｏｕｎｔ（×１０－２）

Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｉ Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ Ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌ
Ｃｏｎｔｒｏｌ １．８７±０．６８ ２．８６±０．５７ ５．１７±１．５４ ９１．４８±５．２３ ０．４９±０．２２
Ａｓｔｈｍａ ７．４６±１．８３ ９．８５±１．８６ ２０．３８±７．１８ ３５．１４±７．１５ ３４．６３±１０．３７

Ｔ３Ｐ ５．６２±０．９２△△ ７．５３±１．７２△△ １３．５６±４．４２△ ６０．１０±５．８７△ １８．８１±５．４２△

　Ｔ３Ｐ：Ｔｙｐｅ３ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ．Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０１，△△Ｐ＜０．０５ｖｓａｓｔｈｍａｇｒｏｕｐ

２．２　ＥＬＩＳＡ 法检测细胞因子 ＯＶＡＩｇＥ、ＩＦＮγ、

ＩＬ４、ＩＬ１７、ＩＬ１０浓度　哮喘组 ＯＶＡＩｇＥ、ＩＬ４、

ＩＬ１７浓度较对照组和Ｔ３Ｂ组升高，差异有统计学

意义（Ｐ＜０．０５）；ＩＦＮγ、ＩＬ１０浓度低于对照组和

Ｔ３Ｐ组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），结果见表２。

表２　小鼠血清中ＯＶＡＩｇＥ和ＢＡＬＦ中ＩＦＮγ、ＩＬ４、ＩＬ１７、ＩＬ１０的浓度

Ｔａｂ２　ＬｅｖｅｌｓｏｆＯＶＡＩｇＥｉｎｔｈｅｓｅｒｕｍａｎｄＩＦＮγ，ＩＬ４，ＩＬ１７ａｎｄＩＬ１０ｉｎ

ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ（ＢＡＬＦ）ｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ｎ＝８，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ ＯＶＡＩｇＥ
ρＢ／（ｎｇ·ｍＬ－１）

ＩＦＮγ
ρＢ／（ｐｇ·ｍＬ－１）

ＩＬ４
ρＢ／（ｎｇ·Ｌ－１）

ＩＬ１７
ρＢ／（ｎｇ·Ｌ－１）

ＩＬ１０
ρＢ／（ｐｇ·ｍＬ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ３１０４．６１±３２９．３３ ３３０．７７±３１．６３ ２１３．１７±１１．１６ １３８．３４±１２．７６ １５３．４５±１６．２７

Ａｓｔｈｍａ ４８５４．１８±４６３．８５ ２０８．４１±２２．４３ ３０４．４４±３１．５８ ２３７．４１±２５．６５ １０２．２９±１１．３０

Ｔ３Ｐ ４２７３．２１±４４５．８５△ ２４５．９８±２２．８０△ ２８１．４３±３０．０６△ １８８．３１±１９．４２△ １２２．７２±１１．１４△△

　Ｔ３Ｐ：Ｔｙｐｅ３ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ；Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０１，△△Ｐ＜０．０５ｖｓａｓｔｈｍａｇｒｏｕｐ

２．３　ＨＥ染色结果　对照组小鼠支气管纤毛排列

整齐，黏膜上皮完整，管腔光滑，肺泡间隔正常，未见

炎症细胞浸润（图１Ａ）。哮喘组小鼠气道黏膜明显

水肿，黏膜基底层增厚，杯状细胞增多，支气管管腔

狭窄，腔内大量黏液，气道黏膜层、黏膜下层、血管周

围组织、肺泡壁及肺泡腔内可见大量的淋巴细胞、嗜

酸粒细胞及中性粒细胞等炎症细胞浸润，以嗜酸粒

细胞为主，肺泡隔显著增厚（图１Ｂ）。Ｔ３Ｐ组小鼠气

道黏膜有少量嗜酸粒细胞等炎症细胞浸润，水肿减

轻，管腔无明显缩小，肺泡间隔未见异常（图１Ｃ）。

２．４　实时荧光定量 ＰＣＲ 检测肺组织Ｆｏｘｐ３和

ＲＯＲγｔｍＲＮＡ表达　Ｔ３Ｐ组、哮喘组和对照组肺组
织Ｆｏｘｐ３ ｍＲＮＡ ΔＣＴ 值分别为 ３．１６±０．１０、

３．６７±０．１３和２．１９±０．０７（Ｐ＜０．０５），相对表达倍
数为０．５１０．３５１；ＲＯＲγｔｍＲＮＡΔＣＴ值分别为

３．９０±０．２８、２．８０±０．２５ 和 ４．６６±０．３４ （Ｐ＜
０．０５），相对表达倍数为１．６９３．６１１。见图２。

２．５　流式细胞术检测Ｔｒｅｇ和Ｔｈ１７细胞占ＣＤ４＋

细胞的百分比　哮喘组 Ｔｒｅｇ细胞占ＣＤ４＋细胞的

百分比为（２．２１±０．３５）％，较 Ｔ３Ｐ组［（３．０５±

０．２２）％］和对照组［（５．０４±０．３７）％］减少（Ｐ＜
０．０５），见图３；哮喘组Ｔｈ１７细胞占ＣＤ４＋细胞的百

分比为 （１．７２±０．１９）％，较 Ｔ３Ｐ 组 ［（１．２３±

０．０９）％］和对照组 ［（０．５７±０．０５）％］增多 （Ｐ＜
０．０５），见图４。

２．６　相关性分析　哮喘组Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ表达与
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Ｔｒｅｇ细胞数目、ＩＬ１０浓度呈正相关（ｒ值分别为

０．８０５，０．７７４，Ｐ 均＜０．０５）；Ｔ３Ｐ组Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ
表达与Ｔｒｅｇ细胞数目、ＩＬ１０浓度呈正相关（ｒ值分

别为０．７３２、０．７９６，Ｐ 均＜０．０５）。哮喘组 ＲＯＲγｔ

ｍＲＮＡ表达与Ｔｈ１７细胞数目、ＩＬ１７浓度呈正相关

（ｒ＝０．８７０，Ｐ＜０．０１；ｒ＝０．７６０，Ｐ＜０．０５）；Ｔ３Ｐ组

ＲＯＲγｔｍＲＮＡ表达与 Ｔｈ１７细胞数目、ＩＬ１７浓度

呈正相关（ｒ值分别为０．７９７、０．７７６，Ｐ均＜０．０５）。

哮喘组小鼠肺组织Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ／ＲＯＲγｔｍＲＮＡ
和Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７细胞的比值与ＢＡＬＦ中嗜酸粒细胞

数量呈负相关（ｒ值分别为－０．８１０、－０．７９６，Ｐ
均＜０．０５）；Ｔ３Ｐ 组 小 鼠 肺 组 织 Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ／

ＲＯＲγｔｍＲＮＡ和Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７细胞的比值与ＢＡＬＦ
中嗜酸粒细胞数量呈负相关（ｒ值分别为－０．８０７，

－０．７９０，Ｐ均＜０．０５）。

图１　小鼠肺组织ＨＥ染色病理结果

Ｆｉｇ１　Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｆｉｎｄｉｎｇｓｏｆｍｏｕｓｅｌｕｎｇｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ）

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：Ａｓｔｈｍａ；Ｃ：Ｔ３Ｐ（ｔｙｐｅ３ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ）．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图２　小鼠肺组织Ｆｏｘｐ３（Ａ）和

ＲＯＲγｔ（Ｂ）的ｍＲＮＡ相对表达

Ｆｉｇ２　Ｆｏｘｐ３（Ａ）ａｎｄＲＯＲγｔ（Ｂ）ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ｔ３Ｐ：Ｔｙｐｅ３ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

３　讨　论

　　呼吸道合胞病毒、支原体、衣原体等感染可能诱

发或加重支气管哮喘［８９］，而幽门螺杆菌、分枝杆菌等
感染可能通过免疫调节作用抑制哮喘的发作［５，１０］。

Ｐｒｅｓｔｏｎ等［７］研究发现，在小鼠哮喘模型致敏和激发

前、中、后，将灭活的肺炎链球菌通过气道内给药进行

气管内感染或治疗，可以抑制Ｔｈ２细胞因子产生和抗

体反应，减少嗜酸粒细胞的聚集，抑制杯状细胞增殖，

减轻急性免疫反应，提示肺炎链球菌有潜力调节免疫

功能，减轻气道炎症。假设只有部分肺炎链球菌成分

对于抑制气道炎症是必须的，去除菌体中具有感染侵

袭力的部分，保留具有免疫调节能力的保护性抗原，

可以简化抗原成分。因而本研究选取Ｔ３Ｐ抗原，观察

其对哮喘小鼠气道炎症的影响。

图３　流式细胞术检测小鼠Ｔｒｅｇ细胞占ＣＤ４＋细胞的百分比

Ｆｉｇ３　ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＴｒｅｇｃｅｌｌｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓ

ａｍｏｎｇＣＤ４＋ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：Ａｓｔｈｍａ；Ｃ：Ｔ３Ｐ（ｔｙｐｅ３ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ）
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图４　流式细胞术检测小鼠Ｔｈ１７细胞占ＣＤ４＋细胞的百分比

Ｆｉｇ４　ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＴｈ１７ｃｅｌｌｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓａｍｏｎｇＣＤ４＋ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：Ａｓｔｈｍａ；Ｃ：Ｔ３Ｐ（ｔｙｐｅ３ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ）

　　支气管哮喘的发病机制十分复杂，经典理论认

为Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞应答的状态与哮喘的发生、发展和

转归密切相关。随着对 Ｔｒｅｇ和 Ｔｈ１７细胞功能的

深入研究，发现 Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７细胞失衡与哮喘发病

相关。

　　本研究以 ＯＶＡ致敏、激发建立ＢＡＬＢ／ｃ哮喘

小鼠模型，结果显示，哮喘组小鼠ＢＡＬＦ中ＩＬ４浓

度升高而ＩＦＮγ浓度降低，血清 ＯＶＡＩｇＥ浓度升

高，ＢＡＬＦ中细胞总数、嗜酸粒细胞比例增加，病理

显示气道肺泡炎性浸润。ＩＦＮγ主要由Ｔｈ１细胞分

泌，ＩＬ４主要由 Ｔｈ２细胞分泌，ＩＦＮγ浓度降低而

ＩＬ４浓度升高表明哮喘组小鼠存在 Ｔｈ２免疫反应

亢进而Ｔｈ１免疫反应减弱，从而导致 ＯＶＡＩｇＥ表

达增加，气道炎症加重。Ｔ３Ｐ组小鼠在第１次致敏

前用Ｔ３Ｐ皮下免疫进行干预，与哮喘组相比，Ｔ３Ｐ
组小鼠ＢＡＬＦ中ＩＬ４浓度降低，而ＩＦＮγ浓度升

高，ＯＶＡＩｇＥ浓度降低，ＢＡＬＦ中细胞总数、嗜酸粒

细胞比例降低，气道肺泡炎症减轻，推测 Ｔ３Ｐ可以

通过调节Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞失衡，降低 ＯＶＡＩｇＥ表达

水平，从而使哮喘小鼠的气道炎症减轻。

　　Ｆｏｘｐ３是Ｔｒｅｇ细胞的特异性转录因子，其表达

异常可能导致免疫抑制功能及Ｔｒｅｇ细胞数目异常。

研究发现，过敏性疾病患者的 Ｔｒｅｇ细胞数量会减

少［１１］。Ｔｒｅｇ细胞缺陷的患者会发展成为高ＩｇＥ水

平、高嗜酸粒细胞的支气管哮喘及其他变态反应性

疾病［１２］。本研究中，哮喘组小鼠肺组织Ｆｏｘｐ３ｍＲ

ＮＡ表达水平降低，流式细胞术检测 Ｔｒｅｇ细胞占

ＣＤ４＋细胞的百分比减少，Ｔｒｅｇ细胞分泌的ＩＬ１０
浓度降低，Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ 表达与 Ｔｒｅｇ细胞数目、

ＩＬ１０浓度呈正相关，表明伴随Ｆｏｘｐ３的表达降低，

Ｔｒｅｇ细胞数量减少，免疫抑制功能减弱，诱导炎症

产生，促进哮喘的发生和发展。Ｔ３Ｐ组与哮喘组比

较，伴随着肺组织Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ 表达水平升高，

Ｔｒｅｇ细胞数量亦增加，ＩＬ１０表达水平升高，提示

Ｔ３Ｐ能够诱导 Ｔｒｅｇ细胞的分化和增强免疫抑制

功能。

　　ＲＯＲγｔ是Ｔｈ１７细胞的特异性转录因子，不仅

诱导Ｔｈ１７细胞的分化和ＩＬ１７基因的转录，而且还

参与了 Ｔｈ１７细胞介导的炎症性疾病的发病过

程［１３１４］。动物实验表明哮喘小鼠ＲＯＲγｔ表达与ＩＬ

１７水平升高有关［１５］。中、重度哮喘患者Ｔｈ１７细胞

及ＩＬ１７的表达显著高于轻度患者和正常人［１６］。本

研究中，哮喘组肺组织ＲＯＲγｔｍＲＮＡ 表达增加，

Ｔｈ１７细胞占ＣＤ４＋细胞的百分比增加，Ｔｈ１７细胞

分泌的ＩＬ１７ 浓度增加，ＲＯＲγｔｍＲＮＡ 表达与

Ｔｈ１７细胞数目、ＩＬ１７浓度均呈正相关，表明伴随着

ＲＯＲγｔ表达水平升高，Ｔｈ１７细胞数量增加，促进炎

症产生，诱导哮喘的发生与发展。Ｔ３Ｐ组与哮喘组

比较，ＲＯＲγｔｍＲＮＡ表达水平降低，Ｔｈ１７细胞数量

减少，ＩＬ１７浓度降低，提示Ｔ３Ｐ能够抑制Ｔｈ１７细

胞的分化和具有促炎功能。

　　Ｔｒｅｇ和Ｔｈ１７细胞在分化过程及生物学功能方

面相互拮抗、相互制约以维持体内的免疫平衡。体

外研究发现，转化生长因子β（ＴＧＦβ）通过诱导

Ｆｏｘｐ３外显子２编码序列直接与ＲＯＲγｔ结合，抑制

ＲＯＲγｔ介导ＩＬ１７Ａ ｍＲＮＡ 的转录，抑制 ＲＯＲγｔ
的功能，促进 Ｔｒｅｇ细胞的分化［１７］；在炎症反应时，

促炎因子ＩＬ６、ＩＬ２１和ＩＬ２３可减轻Ｆｏｘｐ３介导的

对ＲＯＲγｔ的抑制作用而促进 Ｔｈ１７细胞的分化，

ＴＧＦβ介导的Ｆｏｘｐ３表达受到抑制而ＲＯＲγｔ的表

达明显升高［１８］。结合本研究结果，提示哮喘小鼠

Ｆｏｘｐ３表达水平降低减弱了对ＲＯＲγｔ表达的抑制，

Ｔｒｅｇ细胞不能正常发育，Ｔｈ１７细胞逃离Ｔｒｅｇ细胞

的免疫抑制。此外，Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ／ＲＯＲγｔｍＲＮＡ
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和Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７细胞比值与ＢＡＬＦ中嗜酸粒细胞数

量呈负相关，哮喘组低于对照组，提示 Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７
细胞失衡可能导致哮喘的发生和进一步发展。Ｔ３Ｐ
组Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ／ＲＯＲγｔｍＲＮＡ及 Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７细

胞比值高于哮喘组，提示Ｔ３Ｐ可以通过上调Ｆｏｘｐ３
表达，促进Ｔｒｅｇ的分化，促进ＩＬ１０分泌，同时下调

ＲＯＲγｔ表达，抑制 Ｔｈ１７细胞分化，抑制ＩＬ１７分

泌，调节Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７细胞失衡，减轻气道炎症。

　　总之，Ｔ３Ｐ能够减少ＢＡＬＦ中嗜酸粒细胞数

量，减轻哮喘小鼠肺组织炎症反应，可能与其调节

Ｔｈ１／Ｔｈ２、Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７细胞失衡，减少特异性ＩｇＥ有

关。Ｔ３Ｐ可能用于哮喘的防治。
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