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哮喘患者外周血Ｔｈ１７细胞水平及功能的研究
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　　摘　要：目的　探讨Ｔｈ１７细胞在哮喘发病机制中的作用。方法　以１０例哮喘患者和１０例健康志愿者为研究对象，分别留

取外周血标本。利用ＲＴＰＣＲ技术检测外周血中淋巴细胞所表达的维甲酸相关较孤儿受体γｔ（ＲＯＲγｔ）ｍＲＮＡ的相对量，流式

细胞仪检测外周血中Ｔｈ１７细胞的比例，ＥＬＩＳＡ法检测血浆中白细胞介素（ＩＬ）１７的水平。结果　ＲＯＲγｔｍＲＮＡ在哮喘组的表

达水平（０．４６±０．０７）高于对照组（０．１５±０．０２），差异有统计学意义（犘＜０．０１）。Ｔｈ１７细胞在哮喘组的比例（２８．５３±７．２０）％高于

对照组（１４．７２±２．３３）％，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。ＩＬ１７在哮喘组的水平（１０２．３１±１１．４５）ｐｇ／ｍＬ明显高于对照组

（５９．６８±８．８５）ｐｇ／ｍＬ。结论　Ｔｈ１７细胞与哮喘具有相关性，可能通过分泌以ＩＬ１７为主的细胞因子来上调炎症反应，加重哮喘

病情。
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　　哮喘是由多种细胞（如嗜酸性粒细胞、肥大细胞、淋巴细

胞、中性粒细胞、气道上皮细胞等）参与的气道慢性炎症性疾

病。这种慢性炎症导致气道高反应性，通常出现广泛多变的可

逆性气流受限，并引起反复发作性的喘息、气急、胸闷或咳嗽等

症状。目前认为，气道炎症学说是最重要的哮喘发病机制，免

疫调节失衡是发病机制的核心。近年的研究发现了一种新型

的Ｔ细胞亚群，可以产生白细胞介素（ＩＬ）１７，但不能产生γ干

扰素（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｇａｍｍａ，ＩＮＦγ）和ＩＬ４，因此称之为 Ｔｈ１７细

胞亚群［１］。维甲酸相关核孤儿受体γｔ（Ｒｅｔｉｎｏｉｄｒｅｌａｔｅｄｏｒ

ｐｈａｎｒｅｃｅｐｔｏｒｇａｍｍａｔ，ＲＯＲγｔ）是调节Ｔｈ１７细胞分化的特异

性转录因子，直接决定了 Ｔｈ１７细胞的分化能力。Ｔｈ１７细胞

通过分泌ＩＬ１７等细胞因子，在免疫调控网络中发挥重要作

用，参与炎性反应、自身免疫性疾病和移植排斥等。进一步的

研究表明，Ｔｈ１７细胞和哮喘、慢性阻塞性肺疾病（ＣＯＰＤ）、肺

炎、结节病、囊性纤维化等多种肺部疾病具有相关性。但对于

人体Ｔｈ１７细胞在哮喘发病过程中的作用机制，目前还不清

楚。本研究通过检测哮喘患者外周血中 ＲＯＲγｔｍＲＮＡ的表

达量、Ｔｈ１７细胞的比例和血浆中ＩＬ１７的水平来了解Ｔｈ１７细

胞的分化能力、数量多少和功能状况，进而明确Ｔｈ１７细胞和

哮喘的关系，推测Ｔｈ１７细胞可能发挥的调控作用。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２００９年１０月至２０１１年１２月在本科住

院的急性发作期哮喘患者１０例。入选标准：符合中华医学会

呼吸病学分会哮喘学组《支气管哮喘防治指南》的诊断标准，且

近２周内未使用糖皮质激素。其中男５例，女５例，平均年龄

（３６±６）岁。对照组为健康志愿者１０例，男５例，女５例，平均

年龄（３０±５）岁。本研究得到了本院伦理委员会批准，所有受

试者均已签署知情同意书。

１．２　方法

１．２．１　收集标本　清晨空腹抽取受试者外周血至少７ｍＬ。

其中５ｍＬ用于提取ＲＮＡ，１ｍＬ用于流式细胞学检测，１ｍＬ

用于ＥＬＩＳＡ检测。

１．２．２　Ｔｒｉｚｏｌ（购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）法提取ＲＮＡ　取５

ｍＬ外周血，用淋巴细胞分离液分离得到单个核细胞，通过台

盼兰染色测定细胞存活率，活细胞的比例应不少于９５％。利

用Ｔｒｉｚｏｌ法获取ＲＮＡ沉淀，再用ＤＥＰＣ水溶解，紫外分光光

度计测定ＲＮＡ的纯度和浓度，并计算ＲＮＡ总量。再通过琼

脂糖凝胶电泳，鉴定ＲＮＡ的完整性。

６６７３ 重庆医学２０１３年１１月第４２卷第３１期



１．２．３　将 ＲＮＡ逆转录成ｃＤＮＡ（ＲＴＰＣＲ试剂盒购自美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）　首先配制 ＲＮＡ／Ｐｒｉｍｅｒ混合物：总 ＲＮＡ

５μＬ＋５０μｍｏｌ／Ｌ多聚胸腺嘧啶１μＬ＋１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ混

合物１μＬ＋ＤＥＰＣ处理双蒸水３μＬ（补到１０μＬ），再配制ｃＤ

ＮＡ合成混合物：１０×ＲＴ缓冲液２μＬ＋２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２４

μＬ＋０．１ｍｏｌ／Ｌ二硫代苏糖醇２μＬ＋ＲＮａｓｅＯＵＴ（４０Ｕ／μＬ）

１μＬ＋ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅢ ＲＴ（２００Ｕ／μＬ）１μＬ。将１０μＬｃＤＮＡ

合成混合物加入 ＲＮＡ／引物混合物中，反应后加入 ＲＮａｓｅＨ

降解残留的ＲＮＡ。

１．２．４　ＰＣＲ扩增ＲＯＲγｔ的ｃＤＮＡ　在 ＮＣＢＩ中查到ＲＯＲγｔ

的ｃＤＮＡ序列，设计上游引物：５′ＧＣＡＡＣＡＧＣＡＧＣＡＡＣＡ

ＧＧＡ３′，下游引物：５′ＴＣＡＧＧＧＡＧＧＣＡＴＡＧＧＧＴＧ３′，产

物长度为４２８ｂｐ（引物由上海英骏生物技术有限公司合成）。

将β肌动蛋白（βａｃｔｉｎ）基因作为内参，上游引物：５′ＧＣＴＣＧＴ

ＣＧＴＣＧＡＣＡＡＣＧＧＣＴＣ３′，下游引物：５′ＣＡＡＡＣＡＴＧＡ

ＴＣＴＧＧＧＴＣＡＴＣＴＴＣＴＣ３′，产物长度为３５３ｂｐ。将ＰＣＲ

缓冲液、ｄＮＴＰ混合物、上游引物、下游引物、Ｔａｑ酶、ｃＤＮＡ模

板、双蒸水加入一薄壁离心管中，进行ＰＣＲ扩增（ＰＣＲ仪为德

国Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品）。反应条件为：９４℃预变性５ｍｉｎ。９４

℃变性３０ｓ，６１．５℃退火３０ｓ，７２℃延伸４０ｓ，３０个循环。最

后７２℃再延伸１０ｍｉｎ。

１．２．５　ＰＣＲ产物的半定量分析　配制１％琼脂糖凝胶，将扩

增产物５μＬ加入加样孔中，ＤＭ２０００（购自北京天根生化科技

有限公司）为ＤＮＡ分子量标准，进行琼脂糖凝胶电泳，１１０伏

电压电泳３０ｍｉｎ。把电泳凝胶放入扫胶仪中进行观察并拍照。

通过ＧｅｌＰｒｏ软件，用ＲＯＲγｔ对βａｃｔｉｎ的累积光密度（ＩＯＤ）的

比值作为ＲＯＲγｔ的相对量，进行统计分析。

１．２．６　流式细胞术检测Ｔｈ１７细胞的比例　将外周血按１∶１

的比例与ＲＰＭＩ１６４０培养基（购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司）混匀，加

入激活剂佛波酯（ＰＭＡ），离子霉素（Ｉｏｎｏｍｙｃｉｎ）和高尔基体阻

断剂ＢｒｅｆｅｌｄｉｎＡ（ＢＦＡ）（均购自美国Ｓｉｇｍａ公司），培养４ｈ后

与结合有ＦＩＴＣ的抗人ＣＤ４单抗（购自美国ＢＤ公司）反应３０

ｍｉｎ。再经过溶血素（购自碧云天公司）裂解红细胞，Ｆｉｘ＆ｐｅｒｍ

（购自美国Ｃａｌｔａｇ公司）固定、破膜。最后与结合有ＰＥ的抗

ＩＬ１７单抗（购自美国ＢＤ公司）反应，流式细胞仪（美国ＢＤ公

司产品）检测。

１．２．７　ＥＬＩＳＡ检测ＩＬ１７水平　先将试剂盒（购自美国Ｒ＆Ｄ

公司）平衡至室温，再将标准品、生物素化抗体和酶结合物稀释

后备用。取出包被有ＩＬ１７抗体的酶标板。除空白孔外，分别

将析出的血浆和不同浓度的标准品（１００μＬ／孔）加入相应的板

孔中孵育。此后依次经过与生物素化抗体、酶结合物、显色剂、

终止液的多步反应，最后测量ＯＤ４５０值。每个标准品和标本的

ＯＤ值均应减去空白孔的 ＯＤ值。根据标准品的 ＯＤ值，绘制

标准曲线，计算血浆中ＩＬ１７水平。

１．３　统计学处理　首先进行两样本的方差齐性检验，犘＞

０．０５为方差齐。再做两个独立样本的狋检验，犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　外周血中 ＲＯＲγｔｍＲＮＡ的表达水平　ＲＯＲγｔｍＲＮＡ

在哮喘组的表达水平（０．４６±０．０７）高于对照组（０．１５±０．０２），

差异有统计学意义（犘＜０．０１）。见图１。

２．２　外周血中Ｔｈ１７细胞的比例　Ｔｈ１７细胞在哮喘组的比

例（２８．５３±７．２０）％高于对照组（１４．７２±２．３３）％，差异有统计

学意义（犘＜０．０１）。见图２。

２．３　血浆中ＩＬ１７水平比较　ＩＬ１７在哮喘组为（１０２．３１±

１１．４５）ｐｇ／ｍＬ明显高于对照组（５９．６８±８．８５）ｐｇ／ｍＬ。

图１　　两组ＲＯＲγｔｍＲＮＡ的表达水平

图２　　两组Ｔｈ１７细胞的比例

３　讨　　论

哮喘的发病基础是慢性气道炎症。气道炎症学说是近年

公认的最重要的哮喘发病机制。外源性过敏原使肥大细胞脱

颗粒所释放出的炎性介质，除了能引起速发相哮喘反应外，其

中的白三烯、血小板活化因子和嗜酸性粒细胞趋化因子等，可

使嗜酸性粒细胞、淋巴细胞、中性粒细胞、巨噬细胞等炎症细胞

从外周血募集到气道，并活化，释放出很多炎症介质，可使气道

黏膜上皮破坏，微血管渗漏，黏膜水肿，腺体分泌增加，导致迟

发相哮喘反应。这些细胞，细胞因子和炎症介质共同构成了哮

喘炎症反应和免疫调节的网络。目前认为，免疫调节失衡是发

病机制的核心。避免免疫调节失衡是控制哮喘发作，改善预后

的关键，也是目前研究的热点之一。

对于在免疫调控网络中起重要作用的Ｔｈ，根据所分泌的

细胞因子的不同，传统上将其分为 Ｔｈ１和 Ｔｈ２两个亚群。

Ｔｈ１细胞以分泌ＩＮＦγ和ＩＬ２为主，Ｔｈ２细胞以分泌ＩＬ４、ＩＬ

５和ＩＬ１３为主，Ｔｈ１／Ｔｈ２失衡可以导致哮喘等多种疾病的发

生。近年的研究发现了一种新型的Ｔｈ细胞亚群，以产生ＩＬ

１７为主，但不能产生ＩＮＦγ和ＩＬ４，因此称之为Ｔｈ１７细胞亚

群［１］。Ｔｈ１７细胞是由初始Ｔ细胞分化而来，在细胞和分子水

平受到精细调节。转化生长因子（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ

ｂｅｔａ，ＴＧＦβ）是启动 Ｔｈ１７细胞分化的始动因素
［２］，ＩＬ６是协

同促进Ｔｈ１７细胞分化的关键因子，而ＩＬ２３则对 Ｔｈ１７细胞

的存活和增殖发挥关键作用［３］。此外，Ｔｈ１７细胞还可以通过

自分泌的方式释放ＩＬ２１，正向调节自身分化。目前发现起负

向调节作用的细胞因子包括ＩＮＦγ、ＩＬ４、ＩＬ１２、ＩＬ２５等。虽
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然Ｔｈ１７细胞可以分泌多种细胞因子，但主要还是通过分泌

ＩＬ１７来发挥生物学作用，广泛参与抗感染、自身免疫和移植

排斥等［４６］。

ＲＯＲγｔ是调节 Ｔｈ１７细胞分化的特异性转录因子，在

Ｔｈ１７细胞分化发育过程中起到极其重要的作用。体外实验显

示，在ＴＧＦβ和ＩＬ６的共同作用下，初始ＣＤ４
＋Ｔ细胞可以分

化为Ｔｈ１７细胞，但需要ＲＯＲγｔ的表达，即使没有其他的外源

性细胞因子，加强表达 ＲＯＲγｔ也足以诱导 Ｔｈ１７细胞的分

化［７］。当ＲＯＲγｔ缺乏时，Ｔｈ１７细胞的数量也随之显著下

降［８］。ＲＯＲγｔ基因敲除的小鼠不易出现严重的自身免疫性疾

病［９］，炎症组织中Ｔｈ１７细胞也明显减少
［１０］。这些研究结果均

提示，ＲＯＲγｔ可以通过促进Ｔｈ１７细胞的分化，间接起到上调

炎症反应的作用。本研究的结果表明，在哮喘患者的外周血

中，淋巴细胞表达ＲＯＲγｔ的水平较对照组明显升高，这会有力

地促进初始ＣＤ４＋Ｔ细胞向Ｔｈ１７细胞分化，进而上调炎症反

应，这与上面提到的研究结论是一致的。

虽然有多种细胞可以分泌ＩＬ１７，但ＩＬ１７的主要来源仍

然是Ｔｈ１７细胞。作为一种细胞因子，ＩＬ１７可以通过募集并

激活中性粒细胞等多种方式发挥促炎作用［１１］，参与包括哮喘

在内的多种慢性炎症性疾病。利用哮喘的动物模型，对Ｔｈ１７

细胞／ＩＬ１７和哮喘发病之间关系所进行的研究，已经取得了

一定进展。李鸿佳等［１２］等发现，哮喘组小鼠外周血中Ｔｈ１７细

胞明显增多，支气管肺泡灌洗液（ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ，

ＢＡＬＦ）中ＩＬ１７的水平显著升高。在哮喘小鼠肺组织中，增多

的Ｔｈｌ７细胞不但促进中性粒细胞在局部的浸润，而且增强变

应原诱导的气道高反应性［１３］。ＭｃＫｉｎｌｅｙ等
［１４］等将 Ｔｈ１７细

胞通过静脉注入Ｔ细胞缺失的哮喘小鼠体内，诱导出ＩＬ１７，

气道内中性粒细胞聚集和气道高反应性。最新的研究表明，

Ｔｈ１７细胞分泌的ＩＬ１７，可以直接作用于气道平滑肌细胞，诱

发气道高反应性［１５］。动物模型的研究结果表明，Ｔｈ１７细胞／

ＩＬ１７与哮喘发病密切相关。而在哮喘患者体内，是否也有类

似情况，目前还不清楚。作者对哮喘患者外周血中Ｔｈ１７细胞

和ＩＬ１７进行研究后发现：与对照组相比较，Ｔｈ１７细胞的比例

和ＩＬ１７的浓度均明显升高，差异有统计学意义，这与哮喘动

物模型的研究结果是吻合的。Ｔｈ１７细胞的增多可能与初始

ＣＤ４＋Ｔ细胞在多种细胞因子的刺激下，分化和增殖得到加强

有关。而Ｔｈ１７细胞活化后，对ＩＬ１７的表达明显增强，机体内

ＩＬ１７的水平升高，进而上调炎症反应。

综上所述，哮喘患者外周血中 Ｔｈ１７细胞的分化加强，数

量增多，血浆中ＩＬ１７的水平增高。据此推测，Ｔｈ１７细胞参与

了哮喘的发病过程，可能通过分泌以ＩＬ１７为主的多种细胞因

子，加重气道炎症反应。今后的研究方向包括进一步深化对

Ｔｈ１７细胞生物学特点的认识，尝试通过干预 Ｔｈ１７细胞来控

制炎症反应，改善哮喘的预后。
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