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论著·实验研究

草分枝杆菌 Ｆ．Ｕ．３６对哮喘小鼠调节性
Ｔ细胞和 ＴＬＲ４表达的影响

庞英１　李敏１　张剑波２　姚斌１
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　　［摘　要］　目的　探讨早期给予草分枝杆菌 Ｆ．Ｕ．３６注射液干预对哮喘小鼠 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ细胞及
ＴＬＲ４表达的影响。方法　将雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠３０只随机分为正常对照组、哮喘组和哮喘草分枝杆菌 Ｆ．Ｕ．３６治
疗组（哮喘／Ｕｔｉｌｉｎ组），每组１０只。通过注射和雾化吸入鸡卵蛋白（ＯＶＡ）制备哮喘模型。哮喘／Ｕｔｉｌｉｎ组第一次致
敏前２周腹腔注射草分枝杆菌Ｆ．Ｕ．３６注射液０．５７μｇ，隔日一次，共３次。于末次激发后２４ｈ处死。取小鼠左肺
组织作病理切片观察炎症改变；同时利用流式细胞检测技术检测各组小鼠脾单个核细胞ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ细
胞占ＣＤ４＋Ｔ细胞的百分率及ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞上的ＴＬＲ４平均荧光强度。结果　哮喘小鼠脾单个核细胞
ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞百分率明显降低（Ｐ＜０．０１），但该细胞上表达的ＴＬＲ４平均荧光强度值较正常对照组无
明显差异（Ｐ＞０．０５）；经草分枝杆菌Ｆ．Ｕ．３６早期干预的哮喘小鼠脾单个核细胞ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞百分率
和该细胞上表达的ＴＬＲ４平均荧光强度较哮喘组均明显升高（Ｐ＜０．０１）。结论　早期应用草分枝杆菌 Ｆ．Ｕ．３６干
预性治疗，可通过促进ＣＤ４＋ＣＤ２５＋细胞上ＴＬＲ４的表达和该细胞数目的增加以纠正哮喘小鼠机体的免疫紊乱而
发挥其治疗作用。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（１１）：９１７－９２０］
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　　支气管哮喘（简称哮喘）的发病机制较复杂，越
来越多的研究表明，哮喘是一种伴有免疫功能紊乱

的全身变态反应性疾病，哮喘患者体内 Ｔｈ１／Ｔｈ２偏
移可能只是一种“表面”现象，其深层的原因是机体

对变应原的“免疫耐受”机制异常和（或）缺陷［１］，而

调节哮喘患者的免疫功能成为治疗哮喘更为重要的

发展方向。ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ细胞在免疫耐受
方面发挥着重要作用，且有研究发现，ＣＤ４＋ＣＤ２５＋

调节性Ｔ细胞自身存在多种 Ｔｏｌｌ样受体（ＴＬＲ）表
达，ＴＬＲ信号可以直接影响其功能［２］。草分枝杆

菌作为免疫调节剂已广泛应用于哮喘、恶性肿瘤

和糖尿病等多种疾病。然而迄今未见草分枝杆菌

Ｆ．Ｕ．３６对 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ细胞及 ＴＬＲ４作
用的报道。本研究通过建立哮喘小鼠动物模型，

探讨 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ细胞及该细胞上 ＴＬＲ４
的表达在哮喘发病中的变化，并观察早期应用免

疫调节剂草分枝杆菌 Ｆ．Ｕ．３６对其的影响，现报道
如下。

１　材料与方法

１．１　动物及分组
ＳＰＦ级雌性 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠３０只，６～８周龄，体

重２４．１２±２．９４ｇ，购于四川大学华西实验动物中
心，采用随机数字表法分为正常对照组、哮喘组和哮

喘草分枝杆菌 Ｆ．Ｕ．３６治疗组（哮喘／Ｕｔｉｌｉｎ组），每
组１０只，分笼饲养，喂食不含致敏原的特殊饲料。
１．２　仪器和试剂

主要实验仪器有低速离心机（科大创新股份有

限公司中佳分公司）；压缩雾化吸入器（台湾雅博股

份有限公司）；ＣＹＴＯＭＩＣＳＦＣ５００流式细胞仪（美国
ＢＡＣＫＭＡＮＣＯＵＬＴＥＲ公司）等。主要实验试剂包
括鸡卵蛋白（美国Ｓｉｇｍａ公司）；氢氧化铝 （分析纯，
成都天成化学试剂厂）；小鼠淋巴细胞分离液（天津

ＴＤＢ生物技术发展中心）；ＡｎｔｉＭｏｕｓｅＣＤ４ＰＥＣｙ５、
ＡｎｔｉＭｏｕｓｅＣＤ２５ＰＥ、ＡｎｔｉＭｏｕｓｅＣＤ２８４（ＴＬＲ４）
ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８及相应同型对照等，购于美国 ｅＢｉｏ
ｓｃｉｅｎｃｅ公司。按说明书进行操作和配制。
１．３　动物模型制备

参照沈华浩等［３］，以及 Ｓａｋａｉ等［４］提出的方法

略加调整制备哮喘动物模型，即分别于实验第 ０
天和第１４天给予正常对照组０．９％氯化钠注射液
０．２ｍＬ腹腔注射，哮喘组和哮喘／Ｕｔｉｌｉｎ组小鼠采
用腹腔注射鸡卵蛋白和氢氧化铝混合液 ０．２ｍＬ
（含鸡卵蛋白１００μｇ，氢氧化铝２ｍｇ）；第２１天开
始，正常对照组用３７℃ ０．９％氯化钠注射液每天雾

化吸入３０ｍｉｎ，哮喘组和哮喘／Ｕｔｉｌｉｎ组以２％鸡卵
蛋白每天雾化吸入３０ｍｉｎ，连续雾化５ｄ激发制备
哮喘模型；哮喘／Ｕｔｉｌｉｎ组第１次致敏前２周腹腔注
射草分枝杆菌Ｆ．Ｕ．３６注射液（乌体林斯）０．５７μｇ，
隔日１次，共３次。
１．４　分离脾单个核细胞

末次激发后 ２４ｈ处死小鼠。取出脾脏，剪成
１～２ｍｍ大小的小块置于不锈钢细胞筛上研磨、过
滤，采用密度梯度离心法分离制备脾组织单个核细

胞悬液，调节细胞浓度为１０６个细胞／ｍＬ，流式细胞
仪检测各组 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ细胞占 ＣＤ４＋Ｔ
细胞的百分率，以及 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ细胞上
的ＴＬＲ４平均荧光强度。
１．５　肺组织病理切片的制备

取小鼠左肺，４％多聚甲醛溶液固定４８ｈ，经脱
水与透明、石蜡包埋，切成５μｍ厚的薄片，苏木精
伊红（ＨＥ）染色，观察肺组织形态结构及炎症情况。
１．６　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件对资料进行分析，实验
数据用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间比较采用单
因素方差分析；两变量间相关性采用直线相关分析

法。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　哮喘模型的建立
哮喘组小鼠激发后出现了烦躁不安、抓耳或安

静少动、呼吸加快加深、点头呼吸、口唇发绀、前肢缩

抬、毛发竖起、二便失禁等症状，哮喘／Ｕｔｉｌｉｎ组上述
症状明显减轻，正常对照组可见烦躁不安，但无其他

上述表现。肺组织 ＨＥ染色显示：正常对照组气道
上皮完整，气道及血管周围未见炎性细胞浸润；哮喘

组气道及血管周围均可见灶状的炎性细胞浸润，部

分细支气管上皮脱落不完整；哮喘／Ｕｔｉｌｉｎ组气道及
血管周围炎症较哮喘组明显减轻。见图１。
２．２　各组脾单个核细胞 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ细
胞百分率及ＴＬＲ４平均荧光强度值的变化

哮喘组小鼠脾单个核细胞 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性
Ｔ细胞百分率较正常对照组明显降低（Ｐ＜０．０１），
但该细胞上表达的ＴＬＲ４平均荧光强度值较正常对
照组差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；哮喘／Ｕｔｉｌｉｎ组
小鼠ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞百分率及该细胞上
表达的ＴＬＲ４平均荧光强度较哮喘组明显升高（Ｐ
＜０．０１），与正常对照组比较差异无统计学意义。
见表１。
·８１９·
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２．３　各组脾单个核细胞 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ细
胞ＴＬＲ４平均荧光强度值与ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性Ｔ
细胞百分率相关性分析

Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析显示，各组小鼠脾单个核细胞

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ细胞上 ＴＬＲ４平均荧光强度
值与ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ细胞百分率无相关性，
正常对照组、哮喘组和哮喘／Ｕｔｉｌｉｎ组相关系数（ｒ）分
别为０．２８２、０．３６５和０．３２０，均Ｐ＞０．０５。

!"#$% &'% &'

!"#$%$&

%

　　图１　肺组织病理切片（ＨＥ染色，×２００）　正常对照组气道及血管周围未见炎性细胞浸润；哮喘组气道及血管周围均可见
灶状的炎性细胞浸润，部分细支气管上皮脱落不完整；哮喘／Ｕｔｉｌｉｎ组炎症较哮喘组明显减轻。箭头示气道周围的嗜酸性粒细胞。

　　表１　各组 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ细胞百分率及该细
胞上的ＴＬＲ４平均荧光强度比较　（ｘ±ｓ）

组别 鼠数 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋／ＣＤ４＋（％） ＴＬＲ４

正常对照组 １０ ４．９８±０．３６ １．８１±０．２２
哮喘组 １０ ３．１１±０．４９ａ １．７３±０．１８
哮喘／Ｕｔｉｌｉｎ组 １０ ５．１０±０．２５ｂ ２．１３±０．１２ｂ

Ｆ值 ８６．０７６ １４．８７０
Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１

　　ａ：与正常对照组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与哮喘组比较，Ｐ＜０．０１

３　讨论

哮喘是由多种炎症细胞，特别是肥大细胞、嗜酸

性粒细胞和 Ｔ淋巴细胞等共同参与的气道慢性炎
症性疾病。研究发现，ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞通
过细胞－细胞接触，分泌产生 ＩＬ１０、转化生长因子
β１（ＴＧＦβ１）及细胞毒性Ｔ细胞相关抗原４（ＣＴＬＡ
４）等细胞因子、共刺激分子；局部与靶细胞竞争生
长因子机制来控制和抑制其他细胞功能，进而抑制

Ｔｈ１和Ｔｈ２细胞的分化和功能，是维持外周免疫耐
受和预防自身免疫性疾病中的关键细胞［５６］。本研

究中哮喘小鼠脾单个核细胞 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ
细胞百分率较正常对照组明显降低，与本课题组前

期报道一致［７］。进一步证实了哮喘小鼠确实存在

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞数量不足，可能减弱了对
Ｔｈ２细胞的接触性抑制作用，使 Ｔｈ２型免疫反应增
强，导致机体全身和局部免疫紊乱，造成哮喘过敏性

气道炎症的发生。

“卫生假说”认为，儿童早期感染和接触同胞的

机会减少，使儿童在出生后的Ｔｈ１应答受到了抑制，
而仍然呈现Ｔｈ２应答占优势的现象是过敏性疾病发
病率升高的原因［８］。研究发现，ＴＬＲ与哮喘和过敏
性疾病的关系十分密切［９］。ＴＬＲ４作为一种模式识
别受体（ｐａｔｔｅｒｎｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＰＲＲｓ），通过病
原体相关的分子模式（ｐａｔｈｏｇｅｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌｅ
ｐａｔｔｅｒｎｓ，ＰＡＭＰｓ）参与诱导炎症因子和细胞因子产
生，从而诱导树突状细胞（ＤＣ）成熟、促进 Ｔ细胞分
化和调节肥大细胞反应，在哮喘免疫和宿主保护中

起重要作用［１０］。Ｃａｒａｍａｌｈｏ等［２］发现调节性 Ｔ细胞
有ＴＬＲ４、５、７、８表达，用ＬＰＳ体外刺激ＣＤ４＋ＣＤ２５＋

调节性Ｔ细胞上的 ＴＬＲ４，可直接诱导 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋

调节性Ｔ细胞存活和增殖反应。本研究中哮喘小
鼠ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ细胞上的 ＴＬＲ４平均荧光
强度较正常对照小鼠没有明显变化，这可能是由于

ＴＬＲ４是脂多糖的主要受体，而鸡卵蛋白不是 ＴＬＲ４
的配体，因此由它诱导的哮喘，虽然小鼠脾单个核细

胞上ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ细胞数目有所变化，但
不能激发相应的 ＴＬＲ４的表达。提示 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋

调节性Ｔ细胞上的ＴＬＲ４表达对鸡卵蛋白诱导哮喘
的发病没有作用。

越来越多的证据表明，分枝杆菌感染可降低变

应性疾病的发生。Ｓｈｉｒａｋａｗａ等［１１］在一项流行病学

调查中发现，结核分支杆菌引起的迟发型超敏反应

与特异性体质呈显著的负相关，且大多数动物实验

也支持分枝杆菌感染可降低变应性疾病的发生。近

年来研究发现，分枝杆菌的接种或感染还可诱导

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ细胞的增殖和活化［１２１３］。草

分枝杆菌Ｆ．Ｕ．３６主要成分是灭活的草分枝杆菌，与
·９１９·
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结核杆菌一样同属分枝杆菌类，机体对其启动的免

疫应答过程类似于结核杆菌感染的免疫反应，主要

通过影响免疫应答反应而调节细胞及体液免疫功

能，对哮喘有预防和治疗作用。本研究发现在鸡卵

蛋白致敏前２周预先给予草分枝杆菌 Ｆ．Ｕ．３６腹腔
注射后，气道中鸡卵蛋白引起炎症反应较哮喘小鼠

明显减轻，哮喘／Ｕｔｉｌｉｎ组小鼠脾脏 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调
节性 Ｔ细胞的百分率明显增高，提示草分枝杆菌
Ｆ．Ｕ．３６调节免疫、预防哮喘的作用可能与增加
ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞的数量、增强其免疫抑制
功能有关。草分枝杆菌 Ｆ．Ｕ．３６的菌体成分复杂，
多种菌体成分，如肽聚糖（ＰＧＮ）、脂多糖和包含非
甲基化的ＣｐＧ基序等均属于病原体相关分子模式，
可被ＴＬＲ等模式识别受体，并启动和诱导Ｔ细胞分
化。本研究同时还发现，早期预防性注射草分枝杆

菌Ｆ．Ｕ．３６的哮喘小鼠，其 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ细
胞上的ＴＬＲ４平均荧光强度明显增高。提示草分枝
杆菌Ｆ．Ｕ．３６能促进 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ细胞的
ＴＬＲ４表达，其机制可能与其菌体成分中含有的脂多
糖是 ＴＬＲ４的主要配体，从而诱导了 ＴＬＲ４表达有
关。本研究中哮喘／Ｕｔｉｌｉｎ组小鼠ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节
性Ｔ细胞上的ＴＬＲ４表达与 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞的
百分率无相关性，原因可能是草分枝杆菌 Ｆ．Ｕ．３６
对ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ细胞增殖的调节，是多种
菌体成分与体内多种免疫细胞共同参与的结果，而

通过促进 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ细胞上 ＴＬＲ４的表
达来增加ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞的数量可能只
是其促进ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ细胞数量增加的其
中一个部分。

总之，ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ细胞数目的减少，
可能减弱对Ｔｈ２细胞的接触性抑制作用，使 Ｔｈ２型
免疫反应增强，造成哮喘过敏性气道炎症的发生，这

可能是哮喘发病的机制之一。而 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节
性Ｔ细胞上的ＴＬＲ４对鸡卵蛋白诱发哮喘小鼠的发
病没有作用。草分枝杆菌作为一种免疫调节剂，可

能是通过促进ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞数量的增
加及该细胞上 ＴＬＲ４的表达，激活和纠正了机体的
免疫功能，从而减轻了气道的炎症，实现其治疗作

用。因此，进一步研究草分枝杆菌 Ｆ．Ｕ．３６对 ＴＬＲ
与ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞在哮喘发病中的作用
机制，将有助于阐明哮喘更深入的免疫发病机制。
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ｂｏｒｎｓ［Ｊ］．ＡｎｎＮＹＡｃａｄＳｃｉ，２００５，１０６２：６９７８．
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