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构建以Ｔｈ１７应答为主致气道中性粒细胞增高的小鼠哮喘模型
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　　［摘要］　目的　建立一种 Ｔｈ１７应答增强致气道炎症以中性粒细胞浸润为主的哮喘动物模型。方法　 卵蛋白
（ｏｖａｌｂｕｍｉｎ，ＯＶＡ）和内毒素（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）联合致敏构建新哮喘模型。末次激发２４ｈ后行肺功能测定，评估气道
高反应性（ａｉｒｗａｙｈｙｐｅｒｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ，ＡＨＲ）。肺泡灌洗液（ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ，ＢＡＬＦ）分类计数气道炎症细胞比例，
肺组织切片ＨＥ染色观察病理改变。ＱＰＣＲ检测肺组织 Ｔｈ１、Ｔｈ２和 Ｔｈ１７细胞偏移情况。结果　 ＯＶＡ和 ＬＰＳ联合致敏
可以诱发更剧烈的ＡＨＲ。ＢＡＬＦ分类计数显示嗜酸性粒细胞（ＥＯＳ）和中性粒细胞（ＮＥＵ）比例分别为（１６．０９±４．４２）％和
（２８．６３±８．８９）％。病理学观察可见明显的哮喘样炎症改变。ＱＰＣＲ结果显示单独 ＯＶＡ致敏肺内 Ｔ细胞主要向 Ｔｈ２方
向偏移，联合致敏以向Ｔｈ１７方向偏移为主。结论　 成功构建以Ｔｈ１７应答占优势、肺内炎症以中性粒细胞浸润为主的哮
喘动物模型。
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　　支气管哮喘是一种由多种细胞和细胞组分参与的
气道炎症性疾病。Ｔｈ１／Ｔｈ２应答反应的失衡在哮喘的
发病中起了很重要的作用，目前临床上用于治疗哮喘

的药物也以针对 Ｔｈ２强应答为主。Ｔｈ１７是一类新型

Ｔ辅助细胞，是 ＩＬ１７的主要来源。施宇衡等［１］发现

支气管哮喘患者有外周血 Ｔｈ１７细胞及 ＩＬ１７水平升
高，中重度患者升高水平显著。随着对哮喘人群 Ｔｈ１７
细胞及ＩＬ１７水平认识的不断提高，需要动物研究来
深入探讨它们在哮喘发病机制中的作用。传统哮喘动

物模型是以各种过敏原刺激小鼠产生 Ｔｈ２应答，诱导
嗜酸性粒细胞的浸润、反应。本研究旨在建立以 Ｔｈ１７
应答为主型哮喘动物模型，为进一步探讨中性粒细胞
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性哮喘的发病机制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
　　６～８周龄雌性 ＢＡＬＢ／ｃ鼠 ３６只，清洁级，体质量 １６～
２０ｇ，由第三军医大学实验动物中心提供。卵蛋白（ｏｖａｌｂｕｍｉｎ，
ＯＶＡ）、内毒素（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）、乙酰胆碱均购自美国
Ｓｉｇｍａ公司，Ａｌ（ＯＨ）３凝胶购自塞尔默公司。ＱＰＣＲ试剂购自
美国罗氏公司。雾化器购自德国百瑞 ＰａｒｉＭａｓｔｅｒ，雾化颗粒直
径为 ０．５～５μｍ。
１．２　方法
１．２．１　动物模型的建立　　实验动物分为３组，每组１２只。
①Ｔｈ１７模型组：在实验的第 ０、６天致敏。给予 ４％水合氯醛
０１ｍＬ／１０ｇ麻醉小鼠后固定，用镊子夹出舌头使其歪向一侧，
沿咽喉壁缓慢滴加ＰＢＳ混合液（含ＯＶＡ１００μｇ和ＬＰＳ０．１μｇ）
５０μＬ，同时腹腔注射 Ａｌ（ＯＨ）３混悬液（含 ＯＶＡ１００μｇ）
２００μＬ。在实验的第 １３天给予 １％ＯＶＡ雾化吸入 １ｈ，连续
３ｄ。ＯＶＡ激发后老鼠出现烦躁、抓耳、打喷嚏等症状。②Ｔｈ２
模型组：在实验的第０、６天只是腹腔注射Ａｌ（ＯＨ）３混悬液（含
ＯＶＡ１００μｇ）２００μＬ致敏，不需叠加气道给药。在实验的第
１３天给予１％ＯＶＡ雾化吸入１ｈ，连续３ｄ。③对照组：用等量
ＰＢＳ液替代致敏和激发给药。
１．２．２　支气管肺泡灌洗　　在肺功能测定２４ｈ后随机数字表
法每组选取６只鼠，以４％水合氯醛麻醉，打开胸腔，用腰麻导
管做气管置管，行支气管肺泡灌洗，共３次，每次入量为１ｍＬ，
回收率８０％～９０％为合格标本，计细胞总数。离心后以２０μＬＰＢＳ
重悬细胞沉淀后涂片，ＷｒｉｇｈｔＧｉｅｍｓａ染色，油镜下至少计数２００个
细胞做分类计数：嗜酸性粒细胞（ＥＯＳ）、中性粒细胞（ＮＥＵ）。
１．２．３　气道高反应性（ａｉｒｗａｙｈｙｐｅｒｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ，ＡＨＲ）测定
　　在末次激发２４ｈ后用ｅｍｋａ小鼠肺功能仪行ＡＨＲ测定，调节
通气流量为０．５ｍＬ。以生理盐水作基线对照。乙酰胆碱浓度梯度
为３、６、１２、２５ｍｇ／ｍＬ。分４个乙酰胆碱浓度测定Ｐｅｎｈ值（Ｒ），并与
对照组比较计算增长倍数：［Ｒ（测）－Ｒ（基）］／Ｒ（基）。
１．２．４　肺组织病理学观察　　剪取小鼠左侧肺叶置于１０％多
聚甲醛溶液中，脱水后以石蜡包埋，切片，ＨＥ染色。德国ＬＥＩＣＡ
ＤＭＩＲＢ荧光倒置显微镜成像。
１．２．５　ＱＰＣＲ检测　　随机数表法每组选取６只鼠，取右下
肺做匀浆，行定量聚合酶链式反应（ＱＰＣＲ）检测核转录因子
Ｔｂｅｔ、ＧＡＴＡ３、ＲＯＲγｔ表达水平，反映 Ｔｈ１、Ｔｈ２、Ｔｈ１７细胞偏移

情况。相关引物及反应条件为：Ｔｂｅｔ：正义链 ５′ＣＡＡＣＣＡＧ
ＣＡＣＣＡＧＡＣＡＧＡＧＡＴ３′，反 义 链 ５′ＡＣＣＡＡＧＡＣＣＡＣＡＴＣＣＡ
ＣＡＡＡＣ３′，产物长度 １２６ｂｐ；ＧＡＴＡ３：正义链 ５′ＣＣＡＧ
ＧＣＡＡＧＡＴＧＡＧＡＡＡＧＡＧＴＧ３′，反义链 ５′ＡＴＡＧＧＧＣＧＧＡＴＡＧ
ＧＴＧＧＴＡＡＴＧ３′，产物长度１４９ｂｐ；ＲＯＲγｔ：正义链 ５′ＴＴＣＡＧ
ＴＡＴＧＴＧＧＴＧＧＡＧＴＴＴＧＣ３′，反义链 ５′ＡＡＡＡＡＧＡＣＴＧＴＧＴＧＧＴ
ＴＧＴＴＧＧ３′，产物长度１５１ｂｐ；退火温度均为６０℃。
１．３　统计学处理
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件对所有数据进
行统计学分析，各组间比较采用单因素方差分析。

２　结果

２．１　各组小鼠ＢＡＬＦ细胞分类计数
　　与对照组比较，两种哮喘模型 ＢＡＬＦ细胞总数、嗜酸性粒
细胞和中性粒细胞均升高，差异均有统计学意义（Ｐ＜００５）。
与Ｔｈ２模型组比较，Ｔｈ１７模型组中性粒细胞比例升高，嗜酸性
粒细胞降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。见表１。

表１　各组小鼠ＢＡＬＦ细胞分类计数比较（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 细胞总数（×１０４） 嗜酸性粒细胞（％） 中性粒细胞（％）
对照组 ９．４９±１．８６ ０．００±０．００ １．３４±０．１２
Ｔｈ２模型组 ２３．５４±３．２３ａ ２８．２２±４．９４ａ １３．４２±１．４５ａ

Ｔｈ１７模型组 ３４．２６±３．２２ａｂ １６．０９±４．４２ａｂ ２８．６３±８．８９ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ｔｈ２模型组比较

２．２　不同乙酰胆碱浓度下各组小鼠气道高反应性
　　与Ｔｈ２模型组比较，Ｔｈ１７模型组在浓度１２ｍｇ／ｍＬ时已有
显著的气道高反应性。在浓度２５ｍｇ／ｍＬ时气道高反应性更显
著，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

表２　不同乙酰胆碱浓度各组小鼠肺功能Ｐｅｎｈ值增长倍数
比较（ｎ＝１２，珋ｘ±ｓ）

组别 ０ｍｇ／ｍＬ ３ｍｇ／ｍＬ ６ｍｇ／ｍＬ １２ｍｇ／ｍＬ ２５ｍｇ／ｍＬ
对照组 ０ ０．０７±０．０４ ０．４６±０．３５ ０．６３±０．４２ １．０６±０．４１
Ｔｈ２模型组 ０ ０．１０±０．１４ ０．５４±０．４１ １．１６±０．４４ ２．７８±０．６７ａ

Ｔｈ１７模型组 ０ ０．７２±０．７４ １．５２±１．０８ ２．４３±１．３７ａ５．８０±１．４６ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ｔｈ２模型组比较

２．３　各组小鼠肺组织病理学观察
　　与对照组比较，Ｔｈ２模型组与 Ｔｈ１７模型组均见气道、小血
管周围及肺泡间质中性粒细胞和嗜酸性粒细胞等炎症细胞明

显浸润。见图１。

!
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#

Ａ：对照组；Ｂ：Ｔｈ２模型组；Ｃ：Ｔｈ１７模型组
图１　各组小鼠肺组织气道炎症病理学观察　（ＨＥ×４００）
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２．４　ＱＰＣＲ检测各组小鼠肺组织 Ｔｈ１、Ｔｈ２、Ｔｈ１７细
胞偏移情况

　　以对照组Ｃｔ值为比较基准，计算Ｔｈ１、Ｔｈ２、Ｔｈ１７细胞各自
的细胞核转录因子Ｔｂｅｔ、ＧＡＴＡ３、ＲＯＲγｔ基因表达倍数。与对
照组比较，Ｔｈ２模型组小鼠摄取抗原后，肺部静息型 Ｔ细胞主
要向Ｔｈ２细胞分化，并诱导嗜酸性粒细胞活化。Ｔｈ１７模型组小
鼠气道滴加ＬＰＳ为佐剂的抗原液可以影响Ｔ细胞分化：静息型
Ｔ细胞向Ｔｈ２细胞分化减少，向 Ｔｈ１７细胞方向偏移增加，并活
化中性粒细胞为主要效应细胞。见表３。

表３　ＱＰＣＲ检测各组小鼠肺组织３种效应Ｔ细胞核转录因子
表达（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 Ｔｂｅｔ ＧＡＴＡ３ ＲＯＲγｔ
对照组 １ １ １
Ｔｈ２模型组 ０．９７±０．０１ ２．２９±０．１２ａ １．５２±０．５６
Ｔｈ１７模型组 ０．８１±０．０４ａｂ １．８２±０．１８ａｂ ３．０７±０．７７ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与正常对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ｔｈ２模型组比较

３　讨论

　　以往学者发现 Ｔｈ１／Ｔｈ２应答反应的失衡，尤其是
Ｔｈ２应答反应的增强并通过分泌 ＩＬ４、ＩＬ５等细胞因
子诱导嗜酸性细胞浸润，是哮喘发病的重要因素。

Ｄｏｕｗｅｓ等［２］发现多达５０％的患者肺部嗜酸性粒细胞
浸润不明显，甚至无嗜酸性粒细胞检出。随着对哮喘

炎症的认识不断加深，现在认为哮喘发病机制复杂，具

有明显的异质性［３］。２００９版的哮喘防治指南（ＧＩＮＡ）
首次将“表型”的定义引入，并基于诱导痰炎症细胞分

类提出非嗜酸细胞性哮喘，相应的病理表现是气道内

中性粒细胞增多。

　　Ｔｈ１７细胞是新发现的效应性Ｔ细胞，其分化是通
过核转录因子 ＲＯＲγｔ和 ＲＯＲα的共同作用来完成
的［４］。有学者认为激活 ＳＴＡＴ３途径可上调 ＲＯＲγｔ的
表达，诱导Ｔｈ０细胞向Ｔｈ１７细胞方向偏移［５］。因此，我

们选择ＲＯＲγｔ作为ＱＰＣＲ检测Ｔｈ１７细胞表达的标志。
　　目前，国内外学者均在哮喘患者中发现Ｔｈ１７细胞
增加［１，６］。ＩＬ１７主要由 Ｔｈ１７细胞分泌，ＩＬ１７基因敲
除鼠不能复制出哮喘模型，并且 ＩＬ１７单抗治疗可有
效抑制小鼠气道高反应性［７－８］。这说明 Ｔｈ１７应答增
强也是哮喘可能的发病机制。许多学者提出，ＩＬ１７主
要是在以中性粒细胞浸润为主的重症哮喘和激素抵抗

型哮喘中起作用［９］。Ｆｏｓｓｉｅｚ等［１０］在１９９６年的时候就
已经提出ＩＬ１７可以调节中性粒细胞的增殖、成熟和
趋化。

　　本研究结果显示，采用 ＬＰＳ联合 ＯＶＡ同时致敏，
可以复制出以Ｔｈ１７应答为主的哮喘模型。ＯＶＡ腹腔
致敏可诱导静息型 Ｔ细胞向 Ｔｈ２细胞分化，气道滴加
ＬＰＳ和ＯＶＡ混合液可诱导静息型Ｔ细胞向Ｔｈ１７细胞
偏移。ＢＡＬＦ分类结果显示，加用 ＬＰＳ致敏可以活化

肺内中性粒细胞，气道炎症主要以中性粒细胞的浸润

为主，嗜酸性粒细胞占其次；病理结果也表明支气管周

围以ＮＥＵ和ＥＯＳ为主的炎症细胞浸润明显，符合哮
喘病理改变。与Ｔｈ２模型组比较，Ｔｈ１７模型组有更明
显的气道高反应性。我们推测，中性粒细胞浸润是诱

发和加剧气道高反应性的一个重要原因，但二者的具

体关系还需要更深入的研究。ＱＰＣＲ结果表明，在气
道致敏使中性粒细胞活化增加的同时，静息型 Ｔ细胞
以向Ｔｈ１７细胞偏移为主。我们认为，正是 Ｔｈ１７细胞
诱导了中性粒细胞活化并趋化其致肺组织发挥效应。

　　我们的模型初步构建成功，可用于进一步研究
Ｔｈ１７细胞在哮喘 ＡＨＲ中的地位、在哮喘中如何发挥
作用及这类细胞在哮喘中的调控机制，并可为临床寻

找针对中性粒细胞哮喘有效的药物治疗提供稳定的动

物实验平台。
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