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ＯＶＡ特异性免疫治疗对哮喘小鼠 ＩＬ２３／Ｔｈ１７轴的影响及机制研究
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［摘　要］　目的　腹部皮下注射大剂量卵白蛋白（ＯＶＡ）建立小鼠哮喘免疫治疗模型，探讨 ＩＬ２３／Ｔｈ１７轴在小鼠哮喘模型经
皮免疫治疗过程中的作用。方法　选择１８只ＢＡＬＢ／ｃ小鼠为建模研究对象，按随机数字表法分为３组：空白对照组、哮喘对照组和
哮喘免疫治疗组，每组６只小鼠。哮喘免疫治疗组予１０μｇＯＶＡ于０、７ｄ腹腔注射致敏，２１～２７ｄ持续１周予１ｍｇＯＶＡ腹部皮下
注射诱导免疫耐受，３５～４１ｄ予１％ ＯＶＡ雾化激发；哮喘对照组在２１～２７ｄＯＶＡ皮下注射等量生理盐水，其余处置同哮喘免疫治
疗组；空白对照组采用等量生理盐水致敏及激发。５０ｄ予１０％ ＯＶＡ加强激发１次。末次激发２４ｈ内检测气道反应性；收集支气管
肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）计数细胞总数及细胞分类计数；ＥＬＩＳＡ法检测血清 ＯＶＡ特异性 ＩｇＥ、ＢＡＬＦ中 ＩＬ５、ＩＦＮγ、ＩＬ２３、ＩＬ１０的表达；
ＨＥ染色观察肺组织病理改变；流式细胞仪检测各组脾、肺组织Ｔｒｅｇ、Ｔｈ１７细胞比例；ｑＰＣＲ检测肺组织转录因子。结果　哮喘免疫
治疗组气道反应性、ＢＡＬＦ中嗜酸性粒细胞计数、ＩＬ２３水平及血清 ＯＶＡ特异性 ＩｇＥ水平明显低于哮喘对照组，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；而ＢＡＬＦ中ＩＦＮγ水平与哮喘对照组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；同时 ＨＥ染色发现哮喘免疫治疗组肺组织炎
症较哮喘对照组明显减轻；流式细胞技术检测发现外周血 Ｔｒｅｇ细胞百分比明显高于哮喘对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
ｑＰＣＲ检测肺组织转录因子表明免疫治疗组Ｆｏｘｐ３明显高于哮喘对照组，而 ＲＯＲγｔ明显低于哮喘对照组，差异均具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。结论　大剂量ＯＶＡ特异性免疫治疗能够减轻哮喘小鼠气道慢性炎症反应，同时引起Ｔｈ１７细胞下降伴随ＩＬ２３表达降
低；其机制可能与纠正肺部ＩＬ２３／Ｔｈ１７轴有关。
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　　支气管哮喘（哮喘）是一种影响到全球所有年龄
组的严重疾病［１］，其以气道高反应性为主要表现的变

态反应性疾病，可能存在 Ｔｈ２细胞活化亢进的免疫学
异常、辅助性 Ｔ细胞（Ｔｈ）亚群功能失衡，近年发现
Ｔｈ１７细胞及调节性 Ｔ细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌ，Ｔｒｅｇ）在
支气管哮喘的发病中也占重要地位。哮喘特异性免疫

治疗（ａｌｌｅｒｇｅｎＳＩＴ）是目前唯一针对其病因的有效的预
防、治疗手段［２］，ＳＩＴ治疗是可以改变过敏性疾病病程
的主要方法之一［３］。目前认为，ＳＩＴ哮喘治疗的主要
机制可能是诱导机体外周抗原特异性免疫耐受的形

成［４］。Ｔｈ１７细胞在哮喘的呼吸道炎症中发挥着极其
重要作用，ＩＬ２３在 Ｔｈ１７细胞增殖和稳定中起着重要
作用，有研究已证实ＩＬ２３／Ｔｈ１７轴在支气管哮喘的发
病中起着重要作用［５７］。由此我们推测，在ＳＩＴ治疗免
疫应答过程中，ＤＣ摄取抗原并提呈信号给 Ｔ淋巴细
胞，导致ＩＬ２３／Ｔｈ１７轴变化参与了 ＳＩＴ免疫治疗的过
程，而且这一过程与ＳＩＴ治疗效率相关，由于口服耐受
与皮下特异性免疫治疗（ＳＣＩＴ）的免疫应答场所、应答
细胞及免疫应答过程均可能不同，而ＳＣＩＴ是目前临床
上应用最广泛，最主要的免疫疗法［８９］。为进一步研究

ＳＩＴ的机制，我们建立大剂量卵白蛋白（ｏｖａｌｂｕｍｉｎ，
ＯＶＡ）皮下注射建立 ＳＣＩＴ治疗哮喘模型，通过检测气
道高反应性（ＡＨＲ）、气道炎症及血清 ＩｇＥ水平等情
况，证实建立免疫治疗模型成功，并发现在免疫治疗组

中，Ｔｒｅｇ细胞比例明显增高，ＩＬ２３表达水平降低，而
Ｔｈ１７细胞比例明显降低，这为通过调控ＩＬ２３／Ｔｈ１７细
胞途径的分化来增强 ＳＩＴ治疗效果提供了新的治疗
靶点。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　　１８只清洁级 ＢＡＬＢ／ｃ雌性小
鼠，６～８周龄，质量１６～２０ｇ，由北京华阜康生物科技
有限公司提供，采用随机数字法分成３组：哮喘免疫治
疗组、哮喘对照组、空白对照组３组，每组６只。
１．１．２　主要试剂及设备　　由美国 Ｓｉｇｍａ公司提供
鸡卵白蛋白；ＭｏｕｓｅＴｈ２ＣｅｌｌＭｕｌｔｉＣｏｌｏｒＦｌｏｗＣｙｔｏｍｅｔｒｙ
Ｋｉｔ、氢氧化铝［Ａｌ（ＯＨ）３］由美国 Ｒ＆Ｄ公司 Ｃａｔａｌｏｇ
Ｎｕｍｂｅｒ：ＦＭＣ０１２提供；ＦｌｏｗＸＴＭ ＭｏｕｓｅＲｅｇｕｌａｔｏｒｙ

ＴＣｅｌｌＭｕｌｔｉＣｏｌｏｒＦｌｏｗＣｙｔｏｍｅｔｒｙＫｉｔ由美国 Ｒ＆Ｄ公司
ＣａｔａｌｏｇＮｕｍｂｅｒ：ＦＭＣ０２２；德国百瑞 ＰａｒｉＭａｓｔｅｒ雾化
器，可以雾化颗粒直径大小为０．５～０．５μｍ；美国宝特
公司的标准酶标仪；德林诊断产品有限公司的自动平

衡离心机；日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司的光学显微镜；流式细胞
仪购自美国ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公司。
１．２　方法
１．２．１　建立哮喘小鼠免疫治疗模型　　哮喘小鼠免
疫模型建立按文献［１０］进行（图１）。哮喘免疫治疗组
在０、７ｄ予溶于１００μＬ无菌生理盐水的ＯＶＡ１０μｇ＋
Ａｌ（ＯＨ）３２．２５ｍｇ混合液，予腹腔注射致敏 ＢＡＬＢ／ｃ
小鼠，予大剂量ＯＶＡ（Ｖ级）皮下注射［含１ｍｇＯＶＡ＋
Ａｌ（ＯＨ）３２ｍｇ的生理盐水 ２００μＬ］２１～２７ｄ持续
７ｄ（注：预实验中小鼠对１ｍｇＯＶＡ可完全耐受，无严
重或致死性过敏反应发生，故用１ｍｇＯＶＡ行皮下免
疫治疗）；在３５～４１ｄ采用１％ ＯＶＡ雾化激发。１０％
ＯＶＡ在５０ｄ加强激发１次。在０、７ｄ予哮喘对照组
ＯＶＡ１０μｇ＋Ａｌ（ＯＨ）３２．２５ｍｇ溶于１００μＬ无菌性生
理盐水混合液，采取腹腔注射致敏 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，
２１～２７ｄ给予等量生理盐水皮下注射，３５～４１ｄ予
１％ ＯＶＡ雾化激发，５０ｄ予１０％ ＯＶＡ加强激发１次。
空白对照组予等量生理盐水和生理盐水雾化激发、加

强激发。所有动物在末次激发后观察活体反应及气道

反应性２４ｈ后并于５０ｄ处死、解剖。
１．２．２　检测气道反应性　　末次激发各组小鼠后检
测２４ｈ内气道反应性，检测小鼠自主呼吸在小鼠清醒
状态下采取体积描述法，然后待检测的小鼠以倍增质

量浓度（３．１２５、１２．５、５０ｎｇ／ｍＬ）的乙酰胆碱（Ａｃｈ）雾
化３ｍｉｎ，然后休息２ｍｉｎ，连续记录读数５ｍｉｎ并取各
组数据平均值，气道高反应性水平均以相应 Ａｃｈ浓度
激发下的增强呼吸间歇（ｅｎｈａｎｃｅｄｐａｕｓｅ，Ｐｅｎｈ）值来反
映，Ｐｅｎｈ：ＰＥＰ／ＰＩＰ×ｐａｕｓｅ。
１．２．３　ＢＡＬＦ细胞计数及肺部组织学分析　　末次
激发各组小鼠２４ｈ后，麻醉采用腹腔注射１．５％戊巴比
妥钠，摘除各组小鼠眼球放血收集血清，保存在－８０℃
待检。采取颈椎脱位处死，然后暴露颈部，插入静脉留

置针并分离各小鼠气管，注入１ｍＬＰＢＳ至灌洗区，然
后反复灌洗５次后，抽吸各组小鼠的支气管肺泡灌洗
液（ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ，ＢＡＬＦ）逐一注入离心
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管中计量（回吸率在８０％为合格），４℃、１５００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ后，收集好上清液保存到－８０℃备用。沉
淀细胞重悬后用计数板计数细胞。剩余细胞涂片，ＨＥ
染色，在光学显微镜下进行各种细胞分类计数。将处

死的小鼠开胸取出肺组织盛入 ４％多聚甲醛瓶中固

定，酒精脱水，石蜡包埋、切片，ＨＥ染色，采用显微镜
观察小鼠肺组织中的支气管及其细支气管的周围炎

症、支气管血管周围的炎症、肺泡周围组织炎症的病理

特点。

图１　哮喘免疫治疗模型的建立

１．２．４　ＥＬＩＳＡ　　血清ＯＶＡ特异性ＩｇＥ检测；ＢＡＬＦ中
ＩＬ５、ＩＦＮγ、ＩＬ１０检测（检测参照试剂盒说明书进行）。
１．２．５　流式细胞技术检测脾、肺组织 Ｔｒｅｇ、Ｔｈ１７细胞
比例　　根据文献［１１］，无菌取小鼠脾，捣碎，于
４０μｍ金属网过滤，收集细胞用冷 ＲＰＭＩ１６４０洗涤细
胞２次，加入红细胞裂解液，离心５００ｇ２ｍｉｎ，去上清
液，用含１０％ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养液混匀，在３７℃、
５％ＣＯ２下培养满１２ｈ后，离心去除上清，加入含１０％
ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养液后，按使用说明加入ＦＩＴＣ标
记的抗小鼠ＣＤ４抗体，然后固定、加入打孔剂，分别加
入Ｆｏｘｐ３ＰＥ和ＲＯＲγｔＰＥ的抗体，随后用ＦＡＣＳ检测。
取用于观察肺组织学检测的剩余肺叶组织，机械捣碎，

用３ｍｇＵ／ｍＬ胶原酶（ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅＤ）３７℃，消化２ｈ，
将消化的肺组织用 ＲＰＭＩ１６４０培养液重悬，用７０μｍ
尼龙筛过滤细胞后用红细胞裂解液去除红细胞，

３７℃、５％ＣＯ２的环境中培养满１２ｈ后，离心后去上清
液，先后加入含１０％ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养液及ＦＩＴＣ
标记后的抗小鼠ＣＤ４抗体，然后固定、加入打孔剂，分
别加入ＰＥ标记抗鼠Ｆｏｘｐ３抗体及 ＰＥ标记的抗鼠 ＩＬ
１７抗体，之后用 ＦＡＣＳ检测。用 ＰＢＭＣ１×１０６个，
２ｍＬＦｌｏｗＣｙｔｏｍｅｔｒｙＳｔａｉｎｉｎｇＢｕｆｆｅｒ洗细胞 １次，在
ｂｌｏｃｋｉｎｇＩｇＧ避光４℃孵育１０ｍｉｎ后阻断细胞，各管细
胞中加入１０μＬＣＤ４ＦＩＴＣ、１０μＬＣＤ２５ＡＰＣａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ
或同型对照的对应的避光４℃孵育３０ｍｉｎ。采用预冷
的１×ＰＢＳ洗涤细胞２次，在１×ＦｏｘＰ３ＦｉｘａｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ
细胞重悬４℃孵育３０ｍｉｎ。采用预冷的１×ＦｏｘＰ３Ｐｅｒ

ｍｅａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎａｎｄＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ洗涤细胞２次，然后各管
细胞加入１０μＬＦｏｘＰ３ａｎｔｉｂｏｄｙ或ｒａｂｂｉｔＩｇＧＰＥｉｓｏｔｙｐｅ
４℃孵育３０ｍｉｎ。用预冷的１×ＦｏｘＰ３Ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ
ａｎｄｗａｓｈＢｕｆｆｅｒ反复洗涤细胞２次，最后予流式细胞
仪检测。

１．２．６　ｑＰＣＲ检测肺组织转录因子　　用 ｑＰＣＲ技
术检测剩余肺组织中 Ｆｏｘｐ３、ＲＯＲγｔ表达水平。采用
ＲＮＡｚｏｌ试剂Ｔｒｉｚｏｌ法提取肺组织总 ＲＮＡ，根据试剂盒
说明书逆转录合成 ｃＤＮＡ，反转录使用 ｕｓｉｎｇｏｌｉｇｏ
（ｄＴ１８）引物，ｑＰＣＲ用 ＱｕａｎｔｉＦａｓｔＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲ
Ｋｉｔ（ＱＩＡＧＥＮ，Ｇｅｒｍａｎｙ）、ＡＢＩＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓＳｙｓｔｅｍ
（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ）。反应条件：９５℃预变性
５ｓ，９５℃变性１０ｓ，６０℃退火１０ｓ，７２℃延伸１０ｓ，扩
增４０个循环；９５℃变性５ｓ，６５℃延伸６０ｓ，９７℃酶瞬
间灭活；４０℃冷却１０ｓ。数据用２－△△Ｃｔ法分析基因表
达相对定量，使用 βａｃｔｉｎ作为内参照，最后用基因表
达与内参照的比值表示。引物序列如下：Ｆｏｘｐ３５’
ＧＧＣＣＣＴＴＣＴＣＣＡＧＧＡＣＡＧＡ３’；５’ＧＧＣＡＴＧＧＧＣＡＴＣ
ＣＡＣＡＧＴ３’ＲＯＲγｔ５’ＴＧＣＧＡＣＴＧＧＡＧＧＡＣＣＴＴＣＴＡ
３’；５’ＴＣＡＣＣＴＣＣＴＣＣＣＧＴＧＡＡＡＡＧ３’βａｃｔｉｎ５’
ＧＧＣＴＧＴＡＴＴＣＣＣＣＴＣＣＡＴＣＧ３’；５’ＣＣＡＧＴＴＧＧＴＡＡ
ＣＡＡＴＧＣＣＡＴＧＴ３’
１．３　统计学分析

所得计量资料采用均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，用
ＳＰＳＳ１３．０统计软件行分析。多组间的样本量采用单
因素方差分析，两组间样本比较采用ｔ检验。Ｐ＜０．０５
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为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　大剂量 ＯＶＡＳＣＩＴ免疫治疗抑制致敏哮喘小鼠
气道高反应性

在５０ｄ末次激发后２４ｈ内检测呼吸道反应性，先
于清醒状态测定各组小鼠基础Ｐｅｎｈ值，随之采用不同
Ａｃｈ浓度激发，分别记录在质量浓度为３．１２５、１２．５、
２５ｎｇ／ｍＬ时对应的 Ｐｅｎｈ值，然后雾化 ３ｍｉｎ，休息
２ｍｉｎ，连续记录５ｍｉｎ，将所得各组数值取其平均值。
各组实验小鼠随吸入 Ａｃｈ浓度的逐渐增加，各自的气
道反应性也逐渐增高，但是各组气道反应性增加的幅

度比不相同，Ａｃｈ的浓度从 ３．１２５ｎｇ／ｍＬ开始升至
２５ｎｇ／ｍＬ，哮喘对照组较哮喘免疫治疗组的气道反应
性明显增高，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图２。

：与其他两组比较，Ｐ＜０．０５
图２　各组小鼠吸入不同浓度乙酰胆碱时呼吸道反应性的变化

２．２　大剂量皮下 ＯＶＡＳＣＩＴ哮喘免疫治疗减轻气道
炎症反应

大剂量ＯＶＡＳＣＩＴ免疫治疗降低 ＢＡＬＦ中炎症细
胞数。５０ｄ收集各组实验小鼠的 ＢＡＬＦ，离心，重悬细
胞，计数细胞总数及 ＨＥ染色计数细胞分类数量。与
哮喘对照组比较，空白对照组细胞总数及嗜酸性粒细

胞计数明显增多，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；免疫
治疗组中ＢＡＬＦ的细胞总数，嗜酸性细胞（ＥＣ）及淋巴
细胞（ＬＣ）较哮喘对照组降低，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；中性粒细胞计数较哮喘对照组差异有统
计学意义，见表１。
表１　各组小鼠 ＢＡＬＦ中细胞总数及炎症细胞计数（ｎ＝６，

×１０６ｎｇ／ｍＬ）

组别　　　 细胞总数 嗜酸性粒细胞 淋巴细胞 中性粒细胞

空白对照组 ７５．８３±８．２１ ２６．００±５．２２ ３５．６７±４．４１ ５．６７±１．９７

哮喘对照组 ２０７．３３±１５．６３６９．１７±１１．０２１０６．１７±７．３１ ３２．３３±３．６１

免疫治疗组 １２８．１７±１１．４８４０．００±３．９０ ５５．６７±５．２４ １１．５０±１．８７

：与哮喘对照组比较，Ｐ＜０．０５

　　大剂量皮下 ＯＶＡ免疫治疗减轻肺组织炎症细胞
浸润。相比空白对照组，哮喘小鼠组见肺组织各支气

管下，血管周围明显出现炎症改变，肺泡管腔内及肺间

质可见嗜酸性粒细胞，支气管的管腔内可见较多黏液

栓，可见较多炎性细胞浸润，血管壁水肿充血，上皮细

胞明显脱落坏死；哮喘小鼠免疫治疗组较哮喘对照组

的炎症反应明显减轻（图３）。结果表明，ＳＩＴ治疗针对
轻中度哮喘早期治疗，可以避免朝重度哮喘发展。并

且可减轻气道重塑。

ａ：空白对照组；ｂ：哮喘对照组；ｃ：免疫治疗组
图３　各组小鼠肺组织病理变化（ＨＥ染色）

２．３　大剂量ＯＶＡＳＣＩＴ免疫治疗降低血清 ＯＶＡ特异
性ＩｇＥ及调节ＢＡＬＦ炎症因子分泌
５０ｄ处死各组小鼠，取每组小鼠 ＢＡＬＦ及外周血

标本，进行检测 ＢＡＬＦ中 ＩＬ５、ＩＦＮγ、ＩＬ１０及血清
ＯＶＡ特异性 ＩｇＥ浓度（按试剂盒说明进行）。结果显

示，空白对照组与哮喘对照组相比较，ＢＡＬＦ中的ＩＬ１０
浓度升高，而ＩＬ５浓度降低，血清 ＯＶＡ特异性 ＩｇＥ浓
度降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；哮喘对照组与
哮喘免疫治疗组比较：ＢＡＬＦ中 ＩＬ１０浓度降低，而 ＩＬ
１７Ａ、ＩＬ５、ＩＬ６及血清 ＯＶＡ特异性 ＩｇＥ浓度均升高，
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差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＩＮＦγ在哮喘对照组
与哮喘免疫治疗组差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见
表２。本研究发现ＩＬ１０、ＩＬ１７Ａ均有改变，说明 Ｔｒｅｇ、
Ｔｈ１７参与ＳＩＴ免疫机制。
表２　各组小鼠ＢＡＬＦ中细胞因子及血清ＯＶＡ特异性ＩｇＥ浓

度（ｎ＝６）

组别 空白对照组 哮喘对照组 免疫治疗组

ＩＬ５（ｐｇ／ｍＬ） １９．２３±３．２７ ５１６．２８±２１．１８ ７４．７１±６．１３

ＩＮＦγ（ｐｇ／ｍＬ） ９８．５５±１７．６３ ２０２．３３±１２．６６ １８０．７３±２８．９８

ＩＬ１０（ｐｇ／ｍＬ） １５５．１７±８．７５ ８０．６７±３４．５５ ２３０．５０±９．４４

ＩｇＥ（×１０３ｎｇ／ｍＬ）１５６．７２±１１．１４ ７１１．１６±３３．９５ ４２２．００±６．６０

ＩＬ１７Ａ（ｐｇ／ｍＬ） ２０．３７±４．０２ ９５．１０±２．９０ ３５．０２±５．００

ＩＬ６（ｐｇ／ｍＬ） ８．９２±１．８０ ３９．６２±２．８６ １７．８９±１．８８

ＩＬ２３（ｐｇ／ｍＬ） １．９２０±０．２０ ２．８６８±０．１２ ２．６１８±０．１２

：与哮喘对照组比较，Ｐ＜０．０５

２．４　大剂量 ＯＶＡＳＣＩＴ免疫治疗改变肺组织及脾
Ｔｈ１７及Ｔｒｅｇ细胞比例
５０ｄ处死小鼠后，取出各组小鼠脾组织及肺组织

进行流式细胞仪检测 Ｔｒｅｇ占 Ｔｈ１７细胞的百分率，检
测结果示哮喘免疫治疗组Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７细胞百分率明显
高于哮喘对照组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），
见图４。
２．５　免疫治疗大剂量 ＯＶＡ调节肺组织 Ｔｈ１７和 Ｔｒｅｇ

转录因子的表达

５０ｄ处死小鼠，取各组小鼠剩余肺组织标本ｑＰＣＲ

检测Ｆｏｘｐ３、ＲＯＲγｔ表达水平。结果表明，在 Ｔｈ１７及
Ｔｒｅｇ细胞关键转录因子水平发现，免疫治疗组肺组织
ＣＤ４＋ＲＯＲγｔ＋Ｔ细胞及ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔ细胞与哮喘对
照组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见表３。
表３　ｑＰＣＲ检测各组小鼠肺组织 Ｔｈ１７和 Ｔｒｅｇ转录因子的

表达（ｎ＝６）

组别　　　 ｍＲＮＡＦｏｘｐ３＋／βａｃｔｉｎ ｍＲＮＡＲＯＲγｔ＋／βａｃｔｉｎ

空白对照组 ５．９５±０．２３ ０．４６±０．０４

哮喘对照组 ２．１８±０．０７ ３．０６±０．０９

免疫治疗组 ３．１８±０．０８ １．７５±０．１４

：与哮喘对照组比较，Ｐ＜０．０５

２．６　相关性分析
血清 ＩＬ２３和脾的 Ｔｈ１７细胞百分率呈正相关

（ｎ＝１８，ｒ＝０．９０８，Ｐ＜０．０５）；血清ＩＬ２３和肺Ｔｈ１７细
胞百分率呈正相关（ｎ＝１８，ｒ＝０．９２２，Ｐ＜０．０５）。大
剂量ＯＶＡ免疫治疗引起的 Ｔｈ１７细胞下降伴随 ＩＬ２３
表达的降低。这与在支气管哮喘的免疫发病机制的研

究中发现其中 ＩＬ２３／Ｔｈ１７轴起重要作用的相关研究
相一致。已有临床研究证实，收集到的支气管哮喘患

者的肺泡灌洗液、痰液或血清液中，Ｔｈ１７细胞及其细
胞因子均明显升高，以及Ｔｈ１７细胞的数量及ＩＬ１７Ａ的
表达水平与呼吸道高反应性及疾病的严重程度呈正

相关［１２］。

ａ：脾流式细胞仪检测结果；ｂ：脾Ｔｒｅｇ和 Ｔｈ１７细胞数；ｃ：脾 Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７比值；ｄ：肺流式细胞仪检测结果；ｅ：肺 Ｔｒｅｇ和 Ｔｈ１７细胞数；
ｆ：肺Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７比值　：与哮喘对照组Ｔｒｅｇ细胞数比较，Ｐ＜０．０５；＃：与哮喘组Ｔｈ１７细胞数比较，Ｐ＜０．０５
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图４　流式细胞仪检测各组小鼠肺及脾组织Ｔｒｅｇ及Ｔｈ１７细胞比例

３　讨论

支气管哮喘是辅助性 Ｔ细胞（Ｔｈｅｌｐｅｒｃｅｌｌ，Ｔｈ
ｃｅｌｌ）调节的气道慢性炎症性疾病，Ｔｈ１／Ｔｈ２的失衡曾
被认为是哮喘的发病机制。目前认为，除 Ｔｈ１／Ｔｈ２的
失衡外，其他的免疫学原理在解释控制哮喘及过敏的

发病中具有非常重要的价值，其中通过外周抗原诱导

机体特异性免疫耐受形成的机制，这个免疫机制可能

是支气管哮喘特异性ＳＩＴ免疫治疗的比较重要机制之
一，但至今其机理未完全阐明。

其中ＣＤ４＋调节性Ｔ（Ｔｈ）细胞在哮喘中扮演着重
要的角色，Ｔｈ１７细胞是新近在 ＣＤ４＋Ｔ（Ｔｈ）细胞中的
一个新发现的亚群，Ｔｈ１７细胞主要分泌 ＩＬ１７Ａ，通过
刺激气道上皮细胞和炎性细胞，导致机体释放各种炎

症介质参与支气管哮喘气道炎症反应［１２１４］。临床研

究中发现，收集到的支气管哮喘患者的外周血液中的

单核细胞内，Ｔｈ１７细胞及其受体 ＣＣＲ６数量均有明显
升高，ＩＬ２３通过作用于这些激活状态的 Ｔｈ１７细胞从
而促使支气管哮喘患者症状加重［１５］。已证实，Ｔｈ１７
细胞参与介导气道中性粒细胞炎症过程并与哮喘严重

程度相关，此外也与哮喘的嗜酸性粒细胞密切相

关［１６１７］。在气道炎症模型中已得到证实，ＩＬ１７皮下
注射可使口服致耐受治疗缓解的气道炎症加重［１８］。

ＩＬ２３是ＩＬ１２细胞因子家族的一个新成员，ＩＬ２３
不参加初始Ｔ淋巴细胞的分化，是 Ｔｈ１７细胞增殖和
功能稳定的重要因子［１９］，ＩＬ２３主要通过参与 Ｔｈｌ７细
胞分泌 ＩＬ１７Ａ和 ＩＬ１７Ｆ的过程而导致气道炎症加
重［２０］。ＩＬ２３的主要在 Ｔｈ１７细胞的稳态及扩增上起
作用，同时主要参与到Ｔｈ１７细胞的中性粒细胞性气道
的炎症，同时可促进以 Ｔｈ２细胞为主的嗜酸性粒细胞
呼吸道炎症［２１］。有研究指出，支气管哮喘患者体内的

ＩＬ２３对 Ｔｈ１７细胞的活化以及记忆性 Ｔｈ１７细胞的产
生起到极其关键作用［２２２３］，据此有学者推测在支气管

哮喘和重度支气管哮喘（ｓｅｖｅｒｅｂｒｏｎｃｈｉａｌａｓｔｈｍａ，ＳＢＡ）
中Ｔｈｌ７细胞的活化以及 ＩＬ２３／Ｔｈ１７轴参与了疾病的
发生和发展。

本研究中哮喘小鼠血清中 ＩＬ２３、ＩＬ１７Ａ浓度均
高于哮喘小鼠免疫治疗组，这与国内外研究结果基本

相一致。另外有研究发现，哮喘患者血清中 ＩＬ２３水
平升高，故哮喘免疫治疗可能是通过抑制 ＩＬ２３／Ｔｈ１７
轴及Ｔｈ１７细胞活化而达到控制支气管哮喘。近年来，
大量临床资料表明，哮喘特异性免疫治疗的主要机制

很有可能是通过有效降低哮喘患者的呼吸道的反应

性，从而逐渐减少相关治疗药物的剂量［９］。目前经气

道雾化吸入糖皮质激素是支气管哮喘的主要治疗方

式，但吸入激素目前不能完全治愈某些重度支气管哮

喘，只是部分控制哮喘的症状。目前认为，哮喘的免疫

治疗是针对哮喘的病因治疗之一，哮喘免疫治疗模型

国内外均有相应报道，我们根据不同的哮喘小鼠的免

疫功能状态，本研究以通过大剂量ＯＶＡ皮下注射建立
了哮喘小鼠免疫治疗模型，得出了哮喘小鼠免疫治疗

是ＩＬ２３／Ｔｈ１７轴和Ｔｈ１７细胞的受到抑制的结果。本
研究结果显示：小鼠哮喘免疫治疗组大剂量予皮下注

射ＯＶＡ后，哮喘小鼠的呼吸道的反应性、ＢＡＬＦ中的
嗜酸性粒细胞计数、ＩＬ２３、ＩＬ１７水平及血清 ＯＶＡ特
异性ＩｇＥ水平明显低于哮喘对照组，Ｔｈ２细胞因子ＩＬ５
百分比明显低于哮喘组；流式细胞技术检测发现外周

血Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７细胞百分比明显高于哮喘对照组，说明
ＩＬ２３、Ｔｈ１７、Ｔｒｅｇ细胞参与 ＳＩＴ免疫机制，通过对肺、
脾解剖，发现肺组织及脾组织发现 ＣＤ４＋ＦＯＸＰ３＋
Ｔｒｅｇ及Ｔｈ１７细胞有差异，且脾及肺的 Ｔｈ１７细胞都与
血清ＩＬ２３呈正相关，其哮喘免疫治疗作用机制可能
是通过抑制 ＩＬ２３／Ｔｈ１７细胞途径而发挥作用。在本
研究中哮喘小鼠的血清中 ＩＬ２３、ＩＬ１７Ａ的浓度均高
于免疫治疗组，这与国内外结果研究基本一致。Ｌｉ
等［２１］在ＯＶＡ哮喘免疫治疗中发现，沉默的ＩＬ２３基因
以降低哮喘患者ＩＬ１７Ａ进而减轻呼吸道的炎症。与目
前的一些临床研究发现一致，支气管哮喘患者的ＩＬ２３
血清水平是明显升高的［２４２５］。

综上所述，本实验研究显示腹部皮下大剂量 ＯＶＡ
注射建立了哮喘小鼠免疫治疗模型，结果发现 ＣＤ４＋
ＦＯＸＰ３＋Ｔｒｅｇ及ＩＬ１０、ＩＬ２３，ＩＬ１７Ａ参与哮喘小鼠免
疫耐受的形成。但目前对ＣＤ４＋Ｔ细胞亚群与 ＩＬ２３／
Ｔｈ１７轴间的调节机制，Ｔｈ２细胞与 ＩＬ２３／Ｔｈ１７轴在由
变应原诱导的慢性炎症中起主导作用的是哪一种细

胞，Ｔｈ２细胞免疫反应由ＩＬ２３如何调节、ＩＬ２３能否直
接作用于Ｔｈｌ细胞免疫反应从而调控哮喘等［２６］，随着

哮喘的免疫治疗进一步深入研究，在哮喘的作用机制

中，ＩＬ２３／Ｔｈ１７轴的研究可能会为研究支气管哮喘的
病因及免疫治疗提供新的靶点及方法。
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