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ＲＯＲγｔ在支气管哮喘小鼠肺组织中的表达及
布地奈德对其抑制作用

卞芳芳　王军　路明　武怡

（徐州医学院附属医院儿科，江苏 徐州　２２１０００）

　　［摘　要］　目的　观察布地奈德（ＢＵＤ）对支气管哮喘小鼠肺组织中 Ｔｈ１７细胞的特异性转录因子 ＲＯＲγｔ表
达的影响，探讨ＢＵＤ治疗哮喘的机制。方法　采用卵清蛋白（ＯＶＡ）致敏方法建立支气管哮喘小鼠模型；Ｂａｌｂ／ｃ雌
性小鼠３０只随机分为对照组、哮喘组、ＢＵＤ组，每组各１０只。采用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）技术检测小鼠肺泡
灌洗液（ＢＡＬＦ）、血清中白细胞介素１７（ＩＬ１７）水平；对ＢＡＬＦ中炎性细胞进行计数；苏木精 －伊红（ＨＥ）染色评价
各组小鼠气道炎症程度；逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）方法检测肺组织中ＲＯＲγｔｍＲＮＡ表达水平。结果　哮喘
组小鼠ＢＡＬＦ、血清中ＩＬ１７水平较对照组明显升高（Ｐ＜０．０１），ＢＵＤ治疗后ＩＬ１７水平明显降低（Ｐ＜０．０１）。肺组
织中ＲＯＲγｔｍＲＮＡ在哮喘组较对照组明显升高（Ｐ＜０．０１），ＢＵＰ治疗后 ＲＯＲγｔｍＲＮＡ水平明显降低（Ｐ＜０．０１）。
哮喘组细胞总数、中性粒细胞数和嗜酸性粒细胞数均较对照组明显增多（Ｐ＜０．０１），ＢＵＤ组细胞总数、中性粒细胞
数和嗜酸性粒细胞数与哮喘组比较明显减少（Ｐ＜０．０１），与对照组比较差异无统计学意义。ＨＥ染色表明 ＢＵＤ治
疗后气管炎性反应明显缓解。结论　哮喘小鼠ＲＯＲγｔ表达水平和ＩＬ１７水平增高，导致哮喘小鼠的全身和局部炎
症反应增强，可能是导致哮喘发生的机制之一。ＢＵＤ可通过抑制 ＲＯＲγｔ和 ＩＬ１７的表达水平，发挥其免疫抑制功
能而起到治疗哮喘的作用。 ［中国当代儿科杂志，２０１２，１４（８）：６２８－６３１］
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ＲＯＲγｔｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＲＴＰＣＲ）．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＲＯＲγｔ
ｍＲＮＡａｎｄＩＬｌ７ｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅａｓｔｈｍａｔｉｃｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．ＢＵＤ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄＲＯＲγｔｍＲＮＡａｎｄＩＬｌ７ｌｅｖｅｌｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅａｓｔｈｍａｔｉｃｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｏｔａｌ，ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌａｎｄｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎＢＡＬＦｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｔｈｅａｓｔｈｍａｔｉｃｇｒｏｕｐ
（Ｐ＜０．０１）．ＡｆｔｅｒＢＵＤｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｃｏｕｎｔｓｏｆｔｏｔａｌ，ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌａｎｄｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｃｅｌｌｓｉｎＢＡＬＦｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄ（Ｐ
＜０．０１）ａｎｄｗｅｒｅｓｉｍｉｌａｒｔｏｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅａｃｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｔｒａｃｔｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ａｌｌｅｖｉａｔｅｄｉｎｔｈｅＢＵＤｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＲＯＲγｔａｎｄＩＬｌ７ｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｔｉｓｓｕｅｏｆａｓｔｈｍａｔｉｃｍｉｃｅ
ｉｎｃｒｅａｓｅａｎｄｔｈｉｓｍａｙｂｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆａｓｔｈｍａ．ＢＵＤｃａｎｉｎｈｉｂｉｔＲＯＲγｔａｎｄＩＬ１７ａｎｄｔｈｕｓｒｅｄｕｃｅｓ
ｌｕｎｇｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ． ［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１２，１４（８）：６２８－６３１］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ＲＯＲγｔ；Ａｓｔｈｍａ；Ｂｕｄｅｓｏｎｉｄｅ；ＩＬ１７；Ｍｉｃｅ
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　　支气管哮喘（简称哮喘）是目前儿童常见的一
种呼吸道疾病，是以气道高反应性、慢性炎症性病理

改变为主的气道阻塞性疾病，多种炎性细胞和炎性

介质参与了其病理过程［１２］，其中 ＣＤ４＋辅助性 Ｔ细
胞在哮喘免疫应答中发挥着核心作用。Ｔｈ１７细胞
是２００５年新发现的不同于 Ｔｈ１和 Ｔｈ２的另一种
ＣＤ４＋Ｔ细胞亚群，其介导炎症反应、自身免疫性疾
病、肿瘤和移植排斥等的发生和发展［３］。Ｔｈ１７细胞
可诱导气道嗜酸性粒细胞及中性粒细胞炎症，产生

气道重塑，在哮喘发病中起到重要作用［４］。ＩＬ１７是
Ｔｈ１７细胞执行生物学功能的主要细胞因子，能通过
诱导上皮细胞、内皮细胞释放前炎性细胞因子来放

大炎症反应，并且间接参与了哮喘气道重构［５］。维

甲酸相关孤儿受体 γ的胸腺异构体 （ｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄ
ｒｅｌａｔｅｄｏｒｐｈａｎｒｅｃｅｐｔｏｒｇａｍｍａｔ，ＲＯＲγｔ）是 Ｔｈ１７细
胞分化成熟的关键转录因子，能诱导初始 Ｔ细胞分
化成Ｔｈ１７细胞［６］。是否可通过抑制 ＲＯＲγｔ阻止初
始Ｔ细胞向 Ｔｈ１７分化，进而减少体内 ＩＬ１７的分
泌，尚未见报道。本实验通过建立经典的哮喘小鼠

动物模型，观察 Ｔｈ１７细胞的两个主要效应因子
ＲＯＲγｔ和 ＩＬ１７在哮喘发病中的变化情况，并探讨
布地奈德（ＢＵＤ）治疗后对其影响和干预作用，以期
为哮喘的发病机制及激素控制哮喘发作提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
６～８周龄清洁级健康雌性Ｂａｌｂ／ｃ小鼠３０只，体

重２０±２ｇ，购自中科院上海实验动物中心，随机分为
对照组、哮喘组、ＢＵＤ组，每组 １０只。卵清蛋白
（ＯＶＡ）Ｖ级购自美国Ｓｉｇｍａ公司；氢氧化铝凝胶购自
上海浦山化工公司；吸入用ＢＵＤ混悬液（ＢＵＤ１ｍｇ／２
ｍＬ）为澳大利亚ＡｓｔｒａＺｅｎｅｃａ公司产品；便携式ＰＡＲＩ
ＢＯＹ雾化吸入器为德国 ＰＡＲＩ公司产品；小鼠 ＩＬ１７
ＥＬＩＳＡ检测试剂盒为武汉博士德公司产品；ＲＴＰＣＲ
试剂盒、ＤＮＡ标记（Ｍａｒｋｅｒ）由北京天根生化科技有
限公司提供；Ｔｒｉｚｏｌ试剂为日本ＴａＫａＲａ公司产品；根
据ＲＯＲγｔ和βａｃｔｉｎ的基因序列，运用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ
５．０软件设计、Ｏｌｉｇｏ６．０软件评价，确定其引物序列，
引物由上海生物工程有限公司合成，如下所示，

ＲＯＲγｔ（１６７ｂｐ）：上游５′ＣＧＣＧＧＡＧＣＡＧＡＣＡＣＡＣＴ
ＴＡ３′，下游５′ＣＣＣＴＧＧＡＣＣＴＣＴＧＴＴＴＴＧＧＣ３′；βａｃｔｉｎ
（５４０ｂｐ）：上游５′ＣＴＣＴＴＴＧＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣ
３′，下游５′ＧＴＧＧＧＣＣＧＣＣＣＴＡＧＧＣＡＣＣＡ３′。

１．２　建立动物模型
参照国内外提出的模型制作方法略加调整［７８］。

哮喘组分别于第０、７、１４天腹腔注射以生理盐水溶解的
ＯＶＡ１００μｇ和氢氧化铝凝胶 １ｍｇ混合液０．２ｍＬ致
敏，第２１天开始将小鼠置于自制密闭容器中用空气压
缩雾化器予以２０ｇ／ＬＯＶＡ液１０ｍＬ雾化吸入激发，每
日１次，共７ｄ。小鼠出现烦躁不安、俯伏不动、呼吸加
深加快、腹肌痉挛、二便失禁等为哮喘急性发作表现。

ＢＵＤ治疗组：致敏和激发方法同哮喘模型组，每次激发
前１ｈ吸入生理盐水溶解的ＢＵＤ雾化液５ｍＬ（含ＢＵＤ
１ｍｇ），每日１次，每次３０ｍｉｎ，共７ｄ。对照组在对应时
间点予相同剂量生理盐水腹腔注射或雾化吸入。

１．３　检测项目及方法
１．３．１　摘眼球取血　　各组小鼠于末次激发后
２４ｈ予１０％水合氯醛３ｍＬ／ｋｇ腹腔注射麻醉，将眼
周皮肤往颈后拉，使眼球突出充血，用镊子迅速夹去

眼球，同时将小鼠头向下，使血液滴入试管内，３７℃
静置３０ｍｉｎ后，２５００ｒ／ｍｉｎ，离心１５ｍｉｎ，收集血清，
于－８０℃保存备用。
１．３．２　支气管肺泡灌洗液收集　　用血管钳在小
鼠的环状软骨上固定气管，其下做横行切口，置入连

接注射器的硅胶管，每次以０．５ｍＬ冷生理盐水灌洗
全肺并收集支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ），反复回抽
３次后收集液体。４℃、２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集
上清液储存于－２０℃冰箱待测细胞因子，ＢＡＬＦ中细
胞沉淀用ＰＢＳ重悬后充板计数细胞总数；涂片、瑞氏
－姬姆萨复合染色，显微镜下进行细胞分类计数。
１．３．３　肺部标本的制备　　收集ＢＡＬＦ后，左肺置
于４０ｇ／Ｌ甲醛溶液中固定，右肺置－８０℃冻存。左
肺组织经石蜡包埋，间隔４μｍ连续切片，苏木精 －
伊红染色观察气道炎性反应。

１．３．４　检测ＢＡＬＦ及血清中细胞因子水平　　ＩＬ１７
检测参照ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书进行，通过标准品吸光
度（Ａ）值绘制标准曲线，然后计算各样本的值。
１．３．５　ＲＴＰＣＲ检测肺组织中 ＲＯＲγｔｍＲＮＡ表达
水平　　取 １００ｍｇ右肺组织，Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取总
ＲＮＡ，反转录合成 ｃＤＮＡ，以此为模板行 ＰＣＲ扩增。
ＲＯＲγｔＰＣＲ产物为１６７ｂｐ，产物的反应条件为：９５℃
预变性３ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５７℃退火３０ｓ，７２℃延伸
１ｍｉｎ，３５个循环后７２℃延伸１０ｍｉｎ。βａｃｔｉｎＰＣＲ产
物为５４０ｂｐ，产物的反应条件为９５℃ 预变性３ｍｉｎ；
９４℃ 变性３０ｓ，６０℃ 退火３０ｓ，７２℃ 延伸１ｍｉｎ，３０个
循环后，７２℃延伸１０ｍｉｎ。用１５ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电
泳，以βａｃｔｉｎ为内参，比较ＲＯＲγｔ与βａｃｔｉｎ的相对
吸光度值并进行半定量分析。
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１．４　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计学分析，数据以

均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间比较采用单因素
方差分析，组间两两比较行ＳＮＫｑ检验，Ｐ＜０．０５为
差异有统计学意义。

２　结果

２．１　肺组织病理学变化结果
哮喘组小鼠细支气管及伴行血管周围有大量炎

症细胞浸润，纤维结缔组织增生，支气管黏膜增厚，

肺间质及肺泡腔内可见嗜酸性粒细胞，杯状细胞增

生；对照组小鼠肺组织结构清晰，基本无炎症细胞浸

润；ＢＵＤ组与哮喘组相比，支气管和血管周围炎症
明显减轻，与对照组比较，无明显差异。见图１。
２．２　ＢＡＬＦ中细胞总数和炎性细胞计数

哮喘组细胞总数、中性粒细胞数和嗜酸性粒细胞

数均较对照组明显增多（Ｐ＜０．０１），ＢＵＤ治疗组细胞
总数、中性粒细胞数和嗜酸性粒细胞数较哮喘组明显

减少（Ｐ＜０．０１），与对照组比较差异无统计学意义。
见表１。

　　图１　哮喘组、对照组及ＢＵＤ治疗组小鼠肺组织病理变化（苏木精－伊红染色，×４００）　Ａ：对照组，肺组织结构清晰，
未见明显炎症改变；Ｂ：哮喘组，可见细支气管及伴行血管周围有以嗜酸性粒细胞增多为主的大量炎症细胞浸润，纤维结缔组织增生，

支气管黏膜增厚；Ｃ：ＢＵＤ治疗组，支气管和血管周围炎症改变较哮喘组明显减轻。

２．３　肺组织ＲＯＲγｔｍＲＮＡ检测结果
哮喘组、ＢＵＤ组、对照组的肺组织ＲＯＲγｔｍＲＮＡ

检测结果显示，哮喘组ＲＯＲγｔ与βａｃｔｉｎｍＲＮＡ的相
对吸光度值结果较 ＢＵＤ组及对照组增高明显（Ｐ
＜０．０１），而ＢＵＤ组与对照组比较差异无统计学意
义。见表２，图２。
２．４　血清和ＢＡＬＦ中细胞因子ＩＬ１７测定

哮喘组血清、ＢＡＬＦ中ＩＬ１７水平明显升高，与对
照组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。ＢＵＤ组与哮
喘组相比，血清、ＢＡＬＦ中ＩＬ１７水平下降（Ｐ＜０．０１），与
对照组相比，差异无统计学意义。见表２。

　　表１　各组小鼠ＢＡＬＦ中细胞总数和分类计数比较　
（×１０７／Ｌ，ｎ＝１０，ｘ±ｓ）

组别 细胞总数
嗜酸性粒

细胞计数

中性粒

细胞计数

对照组 ８．４±２．０ ０．０１±０ ０．２５±０．１１
哮喘组 ２４．１±８．５ａ １３．２９±２．３５ａ ３．２７±１．１３ａ

ＢＵＤ治疗组 １１．７±５．２ｂ ４．１８±１．３６ｂ ０．９４±０．２２ｂ

Ｆ值 ２７．３８ ２２．５４ ３１．４７
Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与哮喘组比较，Ｐ＜０．０１
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　　图２　ＲＴＰＣＲ方法检测哮喘、ＢＵＤ治疗组及对照组肺组织 ＲＯＲγｔｍＲＮＡ　Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：哮喘组；２：对照组；
３：ＢＵＤ治疗组。
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　　表２　各组小鼠ＢＡＬＦ和血清中ＩＬ１７水平比较　
（ｎ＝１０，ｎｇ／Ｌ，ｘ±ｓ）

组别
ＩＬ１７

血清 ＢＡＬＦ

ＲＯＲγｔ／βａｃｔｉｎ

ｍＲＮＡ

对照组 ６．６±２．３ ５．５±２．６ ０．４５±０．１６
哮喘组 ２７．３±３．６ａ １９．５±２．２ａ ０．８４±０．１３ａ

ＢＵＤ治疗组 １２．０±２．３ｂ ９．８±１．９ｂ ０．５７±０．０８ｂ

Ｆ值 ３９．２９ ５２．５８ ４９．０９
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与哮喘组比较，Ｐ＜０．０１

３　讨论

Ｔｈ１７细胞是近年来发现的 ＣＤ４＋Ｔ细胞的一种
新亚型［９］，因分泌强大的促炎细胞因子 ＩＬ１７而得
名。ＩＬ１７的主要生物学效应是促进炎性反应，在宿
主抗感染免疫中有重要作用，其异常表达与哮喘等慢

性炎性疾病、自身免疫性疾病有着密切的关联［１０］。

ＩＬ１７能够增加成纤维母细胞黏附分子（ＩＣＡＭ１）的
表达，使嗜酸性粒细胞、中性粒细胞、淋巴细胞等炎性

细胞更易黏附于支气管上皮细胞，并可促进中性粒细

胞在局部组织中募集、浸润［１１］。本研究结果显示，在

哮喘小鼠ＢＡＬＦ中ＩＬ１７水平增高，中性粒细胞、嗜酸
性粒细胞等炎性细胞比例增多，气道炎症改变明显，

支持ＩＬ１７在介导哮喘炎症过程中起作用，这与其他
炎症疾病的研究结果［１１］一致。

ＲＯＲγｔ属于核激素受体超家族成员，特异性分布
于ＣＤ４＋ＣＤ８＋淋巴细胞。有研究［１２］证实了 ＲＯＲγｔ
在诱导Ｔｈ０细胞分化成熟为Ｔｈ１７细胞的过程中起到
重要作用，在Ｔｈ１７极化环境的体外实验中，ＲＯＲγｔ缺
陷ＣＤ４＋细胞 ＩＬ１７的表达量呈显著下降；而 ＲＯＲγｔ
的过表达则足以诱导初始 ＣＤ４＋Ｔ细胞表达 ＩＬ１７。
此外 ＲＯＲγｔ可以作为染色体重塑因子（ｃｈｒｏｍａｔｉｎ
ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇｆａｃｔｏｒ）开放ＩＬ１７基因座位，继而使其他相
关因子结合到ＩＬ１７启动子上［１３］。但是ＲＯＲγｔ是直
接参与ＩＬ１７基因转录调节还是间接作用，目前尚不
清楚。本研究显示，在哮喘小鼠肺组织中 ＲＯＲγｔ
ｍＲＮＡ表达水平明显高于对照组，且 ＩＬ１７水平较对
照组增高，病理学检测结果符合哮喘的气管炎性反应

特征，这些结果说明了ＲＯＲγｔ作为Ｔｈ１７的特异性转
录因子在哮喘的发生发展中发挥着极大的作用。

吸入性糖皮质激素是控制及治疗哮喘最为有效

的药物。研究表明［１３１５］吸入糖皮质激素可抑制ＮＦ
κＢ活性，并通过抑制基因转录，减少 ＴＧＦβ的生
成；降低细胞周期蛋白Ｄ１及其ｍＲＮＡ水平，直接抑
制气道平滑肌细胞的增殖等。本研究中，ＢＵＤ治疗
组小鼠肺组织中 ＲＯＲγｔｍＲＮＡ相对表达量与哮喘

组比较明显下降，血清、ＢＡＬＦ中 ＩＬ１７水平亦显著
降低，且肺组织病理变化显示气管炎性反应明显减

轻，提示 ＢＵＤ可以下调 ＲＯＲγｔ的活性，减少 ＩＬ１７
的释放，进而减轻哮喘模型病理炎性的改变。

综上，本研究提示 ＲＯＲγｔ和 Ｔｈ１７在哮喘发病
中发挥着免疫应答作用，ＢＵＤ干预后可以抑制
ＲＯＲγｔ表达，减少ＩＬ１７释放，从而达到治疗哮喘的
目的。相信随着分子生物学以及其他技术的应用，

对哮喘致病因素的深入研究，将为哮喘的诊治提供更

先进的理论基础。
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