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论著·实验研究

新生期卡介苗接种对实验性哮喘小鼠
肺 Ｔｈ１７细胞和 ＩＬ１７的影响

陈伟超１　刘恩梅１　邓昱１　何云１　陈杰华１　 李欣２　刘玮２

（１．重庆医科大学附属儿童医院呼吸中心；２．重庆医科大学附属儿童医院儿科研究所，重庆　４０００１４）

　　［摘　要］　目的　通过实验性哮喘小鼠模型探讨新生期卡介苗（ｂａｃｉｌｌｕｓＣａｌｍｅｔｔｅＧｕéｒｉｎ，ＢＣＧ）接种对肺Ｔｈ１７
细胞和ＩＬ１７的影响。方法　新生期小鼠分３组：对照组，卵白蛋白组（ＯＶＡ），ＢＣＧ干预组（ＢＣＧ／ＯＶＡ）。除对照
组外，其余两组均给予ＯＶＡ致敏和激发。观察支气管肺泡灌洗液（ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ，ＢＡＬＦ）中细胞总数
及分类，ＥＬＩＳＡ法检测ＢＡＬＦ中ＩＦＮγ、ＩＬ１７含量，流式细胞术检测肺Ｔｈ１７细胞。结果　两哮喘组ＢＡＬＦ中细胞总
数、淋巴细胞、嗜酸性粒细胞、中性粒细胞比例均明显高于对照组，而 ＢＣＧ／ＯＶＡ组上述细胞均显著低于 ＯＶＡ组。
两哮喘组ＢＡＬＦ中ＩＦＮγ水平明显低于对照组，ＩＬ１７显著高于对照组，同时ＢＣＧ／ＯＶＡ组ＩＬ１７水平明显低于ＯＶＡ
组。流式细胞术显示，两哮喘组 Ｔｈ１７细胞比例均明显高于对照组，但两哮喘组间差异无统计学意义。结论　
Ｔｈ１７细胞／ＩＬ１７在实验性哮喘小鼠发病中起作用，新生期 ＢＣＧ接种可抑制气道 ＩＬ１７的产生，其抑制的 ＩＬ１７可
能并非主要由Ｔｈ１７细胞产生，而来源于其他细胞。
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　　支气管哮喘是儿童最常见的气道慢性炎症。在
过去几十年，支气管哮喘的患病率明显增加，尤其是

在经济发达国家，我国小儿患病率也呈明显的上升

趋势。

目前哮喘的发病机制仍不十分清楚。传统观点

认为Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞失衡在哮喘发病中有重要作用。
近年来，随着对Ｔｈ细胞新亚群 Ｔｈ１７细胞及其分泌
的细胞因子 ＩＬ１７的不断深入研究，人们发现 Ｔｈ１７
细胞可以诱导气道嗜酸性粒细胞及中性粒细胞炎

症［１２］，它们在哮喘发病中有重要作用。

有研究证明结核菌素反应强度与特应性疾病存

在负相关［３］。卡介苗（ＢＣＧ）及其有效成分可诱导
ＩＦＮγ的产生，减轻气道高反应性和减少黏液产
生［４５］，本课题组前期通过研究实验性哮喘小鼠模型

发现新生期接种 ＢＣＧ可减轻肺脏炎症和气道高反
应性，对哮喘有保护作用［６］。

小鼠自身免疫性脑脊髓炎模型证实脑内感染

ＢＣＧ可降低中枢神经系统 Ｔｈ１７细胞比例和 ＩＬ１７
水平［７］，说明ＢＣＧ对Ｔｈ１７细胞有抑制效应。

因此本课题组认为抑制肺 Ｔｈ１７细胞和 ＩＬ１７
水平可能是实现 ＢＣＧ对哮喘保护的一种途径。本
研究旨在探讨新生期接种 ＢＣＧ对实验性哮喘小鼠
肺Ｔｈ１７细胞和ＩＬ１７的影响。

１　材料和方法

１．１　动物分组
清洁级ＢＡＬＢ／ｃ小鼠购自重庆医科大学实验动

物中心，饲养于专用消毒饲养盒内，恒定室温，过滤

空气，饲料、水皆经消毒处理，更换饲料等操作均在

超净台内进行。新生 ＢＡＬＢ／ｃ乳鼠分３组：①对照
组（Ｃｏｎｔｒｏｌ），新生期（生后２～３ｄ）皮下注射 ＢＣＧ
溶媒液（不含ＢＣＧ）２０μＬ，生后４周和６周时均给
予单纯明矾佐剂（不含 ＯＶＡ）腹腔和双肩部皮下多
点注射，７周时给予连续 １０ｄ的 ＰＢＳ雾化吸入；
②卵白蛋白组（ＯＶＡ），新生期皮下注射 ＢＣＧ溶媒
液，４周和６周时均给予 ＯＶＡ明矾佐剂腹腔和双肩
部皮下多点致敏，７周时给予连续１０ｄ的５％ ＯＶＡ
雾化吸入激发；③ＢＣＧ干预组（ＢＣＧ／ＯＶＡ），新生期
皮下注射ＢＣＧ（成都生物制品研究所）２０μＬ（１×
１０５ＣＦＵ），ＯＶＡ致敏和激发同ＯＶＡ组。
１．２　ＯＶＡ致敏和激发

ＯＶＡ组和ＢＣＧ／ＯＶＡ组小鼠分别在第４周和第
６周（间隔 ２周）给予两次 ＯＶＡ明矾致敏佐剂
２００μＬ腹腔和双肩部皮下多点注射，第７周即第２

次致敏后１周给予５％ＯＶＡ激发液高频雾化吸入进
行激发，每天１次，每次３０ｍｉｎ，连续１０ｄ。对照组
给予单纯明矾佐剂（不含ＯＶＡ）致敏，ＰＢＳ雾化吸入
激发，时间过程同哮喘组。

１．３　支气管肺泡灌洗
小鼠麻醉处死，仰卧位固定，用留置针进行气管

插管，冷ＰＢＳ灌洗，每次０．５ｍＬ，共１ｍＬ，灌洗液细
胞计数后离心，上清液 －８０℃保存备细胞因子检
测，细胞沉渣瑞氏染色进行分类计数。

１．４　细胞因子含量检测
ＥＬＩＳＡ方法检测小鼠支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）

中ＩＦＮγ、ＩＬ１７细胞因子，操作按试剂盒（ＩＦＮγ，北京
四正柏；ＩＬ１７，Ｂｅｎｄｅｒ）说明书进行。
１．５　Ｔｈ１７细胞检测

用ＰＢＳ从小鼠右心室灌注，去除肺血管血液，
离体肺组织（不含肺外淋巴结）剪碎后在 ５ｍＬ含
１．０％胎牛血清，１２５Ｕ／ｍＬ胶原蛋白酶 Ｉ（Ｓｉｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ），６０Ｕ／ｍＬＤＮＡ酶 Ｉ（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ）和
６０Ｕ／ｍＬ透明质酸酶Ｉ（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ）的ＰＢＳ中３７℃
孵育１ｈ，用３００目不锈钢网制成单细胞悬液，３７℃，
５％ ＣＯ２条件下，与５０ｎｇ／ｍＬＰＭＡ（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ），
５００ｎｇ／ｍＬ离子霉素（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ）及 ＧｏｌｇｉＰｌｕｇ
（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ）在含１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培
养基中共同孵育４～６ｈ。孵育后的细胞加荧光标记
的抗体，表面分子加 ＲａｔａｎｔｉｍｏｕｓｅＣＤ３∶ＰＥｃｙ５
（ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ），ＲａｔａｎｔｉｍｏｕｓｅＣＤ４∶ＦＩＴＣ（ＢＤ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ），ＩＬ１７的检测用 Ｃｙｔｏｆｉｘ／Ｃｙｔｏｐｅｒｍ（ＢＤ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）打孔后加 ＲａｔａｎｔｉｍｏｕｓｅＩＬ１７∶ＰＥ（ＢＤ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）。标记后的细胞上流式细胞仪型（ＦＡＣ
ＳＣｌｉｂｕｒ，ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）检测。
１．６　统计学分析

运用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计学分析，计量资
料采用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间比较用
ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ分析，组间两两比较采用 ＬＳＤｔ检
验，Ｐ＜０．０５认为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＢＡＬＦ中细胞计数和分类
结果如表１所示，正常小鼠 ＢＡＬＦ中主要为巨

噬细胞和淋巴细胞，尤以前者为主，而嗜酸性粒细胞

和中性粒细胞含量很少。ＯＶＡ组小鼠 ＢＡＬＦ中细
胞总数、淋巴细胞、嗜酸性粒细胞、中性粒细胞比例

均明显高于对照组（Ｐ＜０．０１），说明 ＯＶＡ组小鼠气
道炎症明显。ＢＣＧ／ＯＶＡ组小鼠同对照组相比，细
·１５６·
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胞总数、嗜酸性粒细胞、中性粒细胞比例均明显增高

（Ｐ＜０．０５），仍表现为气道炎症。但是 ＢＣＧ／ＯＶＡ
组细胞总数、淋巴细胞、嗜酸性粒细胞、中性粒细胞

比例均明显低于ＯＶＡ组，而巨噬细胞比例则显著增

高（Ｐ＜０．０１），提示ＢＣＧ抑制了哮喘小鼠气道淋巴
细胞、嗜酸性粒细胞和中性粒细胞的浸润，减轻了气

道炎症。

表１　ＢＡＬＦ中细胞总数和白细胞分类　（ｘ±ｓ）

组别 鼠数
细胞总数

（×１０４／ｍＬ）

白细胞分类

淋巴细胞（％） 嗜酸性粒细胞（％） 中性粒细胞（％） 巨噬细胞（％）

对照组 ８ １２１±３４ ３１±５ ０．２４±０．３６ ３．１±２．７ ６４±４
ＯＶＡ组 ８ 　３８７±１１３ａ 　４９±１２ａ １２．２９±４．３３ａ ２７．２±１１．３ａ ９±７ａ

ＢＣＧ／ＯＶＡ组 ８ 　２５９±７６ａ，ｃ 　２４±１２ｃ ４．１３±３．４７ｂ，ｃ １３．０±５．２ｂ，ｃ 　５４±１３ｂ，ｃ

Ｆ值 ２１．４５ １２．５４ ２９．３３ ２１．７１ ９１
Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｃ：与ＯＶＡ组比较，Ｐ＜０．０１

２．２　ＢＡＬＦ中细胞因子的检测
与对照组相比，两哮喘组 ＩＦＮγ水平均明显降

低（Ｐ＜０．０１），ＩＬ１７水平均显著升高。ＢＣＧ／ＯＶＡ
组与ＯＶＡ组相比，ＩＬ１７水平明显下降（Ｐ＜０．０５），
ＩＦＮγ则差异无统计学意义（表２）。
２．３　肺Ｔｈ１７细胞的检测

两哮喘组小鼠肺 ＣＤ３＋ＣＤ４＋ＩＬ１７＋（Ｔｈ１７）细
胞比例均明显高于对照组（Ｐ＜０．０１），但两哮喘组
之间差异无统计学意义（图１，图２）。

表２　ＢＡＬＦ中细胞因子含量　（ｘ±ｓ，ｐｇ／ｍＬ）

组别 鼠数 ＩＦＮγ ＩＬ１７

对照组 ８ ４６１±１２８ ４２１±１８４
ＯＶＡ组 ８ １５４±７３ａ ２９６９±１３７５ａ

ＢＣＧ／ＯＶＡ组 ８ 　２２９±１７４ａ 　１７４６±１０５０ｂ，ｃ

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｃ：与

ＯＶＡ组比较，Ｐ＜０．０５
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图１　小鼠（ｎ＝８）肺Ｔｈ１７细胞流式图
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　　图２　小鼠（ｎ＝８）肺Ｔｈ１７细胞比较　ａ：与对照组比较，
Ｐ＜０．０１。

３　讨论

２０００年ＩｎｆａｎｔｅＤｕａｒｔｅ等［８］首次证明Ｔｈ１７细胞
是不同于 Ｔｈ１、Ｔｈ２的新的 Ｔｈ细胞亚群。除 ＩＬ１７
（又称 ＩＬ１７Ａ）外，Ｔｈ１７细胞还能分泌 ＩＬ１７Ｆ、ＩＬ
２１、ＩＬ２２，参与机体自身免疫性疾病、宿主防御等方
面的应答［９］。

据报道，哮喘患者的肺、痰液、ＢＡＬＦ、血清中均
·２５６·
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发现ＩＬ１７ｍＲＮＡ和／或蛋白的增加，ＩＬ１７水平和
哮喘患者气道高反应性的严重程度相关［１０］，其对哮

喘有作用的直接证据是哮喘患者外周血单个核细胞

（ＰＢＭＣｓ）在体外用粉尘螨刺激后产生ＩＬ１７，而非哮
喘患者则无 ＩＬ１７产生［１１］。本研究显示，哮喘组小

鼠肺组织中 Ｔｈ１７细胞百分率显著高于对照组，其
ＢＡＬＦ中ＩＬ１７也明显高于对照组，支持 Ｔｈ１７细胞
及ＩＬ１７在哮喘的发病中起作用。

通过ＢＣＧ／ＯＶＡ组与 ＯＶＡ组的比较显示新生
期接种ＢＣＧ后，哮喘小鼠气道ＩＬ１７水平降低，细胞
总数、嗜酸性粒细胞和中性粒细胞比例均显著降低，

气道炎症减轻。有研究发现 ＩＬ１７Ａ／小鼠在 ＯＶＡ
激发后其嗜酸性粒细胞数量减少［１］，也有动物实验

表明气道在过敏原激发后，中性粒细胞和气道高反

应性的增加伴随着 ＩＬ１７水平的增高［２］，中和 ＩＬ１７
后，肺中性粒细胞募集可减少［１２］，这些提示ＩＬ１７可
能通过促进气道嗜酸性粒细胞和／或中性粒细胞的
浸润而加重气道炎症。ＢＣＧ对哮喘有保护作用除
了增强Ｔｈ１效应外，还可能通过降低 ＩＬ１７产生，减
轻气道炎症而实现。

Ｃｒｕｚ等［１３］通过对 ＩＦＮγ基因敲除小鼠的研究
发现ＩＦＮγ可抑制ＩＬ１７产生。进一步体外实验发
现：ＩＦＮγ改变了骨髓树突细胞的细胞因子应答，促
进了 ＩＬ１２的产生而降低了 ＩＬ２３。ＩＬ２３作用于
Ｔｈ１７细胞可增强并维持其分泌 ＩＬ１７。本研究
ＢＣＧ／ＯＶＡ组小鼠ＢＡＬＦ中ＩＦＮγ水平较 ＯＶＡ组增
高而ＩＬ１７却明显减低，推测 ＢＣＧ抑制哮喘小鼠气
道ＩＬ１７产生即可能通过以上途径所致，具体机制
尚需进一步研究。

本研究还发现：虽然 ＢＣＧ／ＯＶＡ组小鼠 ＢＡＬＦ
中ＩＬ１７水平要明显低于 ＯＶＡ组，但对应的肺组织
Ｔｈ１７细胞的百分比却没有明显下降。这就提示新
生期接种ＢＣＧ抑制气道的 ＩＬ１７可能并非主要由
Ｔｈ１７细胞产生，而是来源于其他细胞。

除了 Ｔｈ１７细胞可以产生 ＩＬ１７外，ＣＤ８＋ Ｔ细
胞、γδＴ细胞、中性粒细胞、嗜酸性粒细胞、巨噬细胞
等均可以产ＩＬ１７［８，１４］。研究发现在ＯＶＡ诱导的小
鼠变应性哮喘模型中，ＩＬ１７主要来自于肺泡巨噬细
胞，并非Ｔｈ１７或者其他细胞［１４］。各种产ＩＬ１７的细
胞在哮喘发病中的地位及具体机制目前仍不清楚，

ＢＣＧ对其有何具体作用，还需进一步深入探讨。
综上所述，本研究支持 Ｔｈ１７细胞及 ＩＬ１７在哮

喘发病中起作用，并且证明新生期ＢＣＧ接种可以减
轻实验性哮喘小鼠气道炎症细胞浸润，抑制 ＩＬ１７
的产生，其抑制的ＩＬ１７可能并非主要由 Ｔｈ１７细胞

产生，而来源于其他细胞。各种产 ＩＬ１７细胞在哮
喘发病中的作用尚未明了，明确ＢＣＧ接种对其有何
具体影响，这对理解ＢＣＧ对哮喘保护作用及开发预
防哮喘的疫苗有重要意义，值得进一步研究。
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