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1,25-(OH)2D3 抑制脂多糖诱导的脐血 CD4+T 细胞
IL-13 和 IL-17 的表达

钟慧　周小建　洪建国

（上海交通大学附属第一人民医院儿内科，上海　201620）

［摘要］　目的　本研究旨在探讨生命早期脂多糖（LPS）对脐血 CD4+T 细胞白介素 -13（IL-13）和白介素 -17

（IL-17）表达的影响及 1,25-(OH)2D3 对其表达的干预作用，为维生素 D 的临床合理应用及其对哮喘等变态反应

性疾病的防治提供理论依据。方法　选取顺产的足月新生儿 12 例，断脐后立即取胎盘端脐静脉血 50 mL，采

用密度梯度离心法分离脐血单个核细胞（CBMCs），磁珠分选 CD4+T 细胞后依据不同的处理方法分为空白刺激

组、LPS（10 μg/mL）单独刺激组和 LPS（10 μg/mL）+1,25-(OH)2D3（10-8 mmol/L）共刺激组。培养 72 h 后采用

双抗夹心酶联免疫吸附试验（ELISA）和 Real-Time PCR 分别检测培养上清液中 IL-13 和 IL-17 水平及 CD4+T 细

胞中 IL-13 和 IL-17 mRNA 表达。结果　与空白刺激组相比，LPS 单独刺激组培养上清液中 IL-13 和 IL-17 水平

及 CD4+T 细胞中 IL-13 和 IL-17 mRNA 表达水平明显升高（均 P<0.01），而 1,25-(OH)2D3 处理可降低其表达水平（均

P<0.05），但仍高于空白刺激组（均 P<0.01）。结论　LPS 可促进脐血 CD4+T 细胞 IL-13 和 IL-17 的表达；1,25-(OH)2D3

对于 LPS 诱导的脐血 CD4+T 细胞 IL-13 和 IL-17 表达具有抑制作用，提示 1,25-(OH)2D3 可能在变应原致敏的早期

发挥一定保护作用。                                                                    ［中国当代儿科杂志，2013，15（9）：763-766］
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1,25-(OH)2D3 inhibits lipopolysaccharide-induced expression of interleukin-13 and 
interleukin-17 in cord blood CD4+T cells
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Abstract: Objective    To study the effect of 1,25-(OH)2D3 on lipopolysaccharide (LPS)-induced expression of 
interleukin-13 (IL-13) and interleukin-17 (IL-17) in cord blood CD4+T cells, providing theoretical basis for clinical 
reasonable application of vitamin D and prevention of asthma and allergic diseases. Methods    Mononuclear cells 
(MNCs) were isolated from umblilical cord blood (50 mL) of 12 normal eutocia term newborns by gravity centrifugation. 
CD4+T cells were isolated using magnetic beads, which was cultured with following three kinds of stimulus for 72 
hours:. natural state (blank group), LPS (10 μg/mL)stimulation alone and LPS(10 μg/mL)+1,25-(OH)2D3 (10-8 mmol/L)
stimulation. Levels of IL-13 and IL-17 in the culture supernatant and mRNA expressions in cord blood CD4+T cells were 
detected using ELISA and real Time-PCR respectively. Results    Compared with the blank group, levels of IL-13 and 
IL-17 in the culture supernatant and mRNA expression of IL-13 and IL-17 in the cord blood CD4+T cells increased in 
the LPS stimulation alone group (P<0.01). When co-stimulation of 1,25-(OH)2D3 with LPS , levels of IL-13 and IL-17 
in the culture supernatant and mRNA expression of IL-13 and IL-17 in the cord blood CD4+T cells decreased compared 
with LPS-stimulated alone group (P<0.05), but remained higher than the blank group (P<0.01). Conclusions    LPS can 
promote expression of IL-13 and IL-17 in cord blood CD4+T cells. 1,25-(OH)2D3 inhibits the expression of IL-13 and IL-
17, suggesting that vitamin D intake may provide protective effects in the development of atopy-predisposing immune 
responses in early life.                                                                             [Chin J Contemp Pediatr, 2013, 15(9): 763-766]
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近年来研究发现环境变应原刺激后脐带血单
个 核 细 胞（cord blood mononuclear cells, CBMCs）
增殖分化及细胞因子的表达与过敏倾向有关，认
为胎儿免疫系统对变应原的敏感性在免疫平衡的
建立中可能发挥着重要作用，但其具体机制尚未
完全清楚 [1-4]。CD4+T 细胞被激活后，根据产生细
胞因子和生物功能的不同，可分为 Th1 和 Th2 细
胞亚群。其中 Th2 型细胞因子主要激活 B 细胞产
生 免 疫 球 蛋 白 E（immunoglobulin E, IgE） 和 G1
（immunoglobulin G1, IgG1）等抗体从而介导体液
免疫反应 [5]。IL-13 是一种由 Th2 细胞分泌的多效
性细胞因子，与哮喘的发生发展有着密切联系 [6]。
此外，最新发现一类不同于 Th1 和 Th2 的细胞亚
群，该亚群细胞因可产生 IL-17 而被称为 Th17 细
胞亚群。其中 IL-17 家族由 A~F 共 6 个成员组成，
可诱导中性粒细胞的增殖、成熟与趋化，可能在
非嗜酸性炎症反应中扮演重要角色 [7]。

1,25-(OH)2D3 是维生素 D 的活性形式，除具有
调控钙、磷代谢和骨稳态等作用之外，还具有重要
的免疫调节功能 [8]。流行病学资料显示生命早期维
生素 D 缺乏与后期哮喘发病存在一定相关性 [9-11]。
Harvey 等 [12] 研究表明动物孕期维生素 D 缺乏可导
致子代免疫器官发生形态和功能变化，并诱导 T
细胞分泌更多的促炎因子。因此，本研究通过检测
1,25-(OH)2D3 对脂多糖（lipopolysaccharide, LPS）刺
激下脐血 CD4+T 细胞 IL-13 和 IL-17 表达的影响，
探讨生命早期环境变应原对哮喘相关细胞因子表
达的影响及 1,25-(OH)2D3 对其的干预作用，进而为
1,25-(OH)2D3 早期防治哮喘提供理论基础。

1　资料与方法

1.1　研究对象

选 取 2011 年 11 月 至 2012 年 6 月 于 我 院 顺
产的足月新生儿 12 例，男女各 6 例，出生体重
2500~4000 g，出生时无窒息史，Apgar 评分≥ 8 分，
无胎膜早破及宫内感染史，母亲无异常妊娠史及血
制品、皮质激素、抗过敏类药物、中药和免疫调节
剂等药物应用史。本研究获上海交通大学附属第一
人民医院伦理委员会审查并批准，所有产妇在详细
了解本研究过程后均签署书面知情同意书。
1.2　方法

1.2.1　CBMCs 的分离　　在严格无菌操作下，新
生儿断脐后立即取胎盘端脐静脉血 50 mL，肝素
抗凝后采用 PBS 等体积稀释，缓慢加入淋巴细胞
分离液（Cedarlane，加拿大），室温 800 g 离心

20 min。小心吸取中间云雾状白膜层，加入 3 倍
体积 PBS，800 g 离心 10 min，洗涤 2 次后将其悬
浮于 RPMI-1640 培养液中，即为 CBMCs 悬液。
1.2.2　CBMCs 活 力 测 定 及 计 数　　 取 20 μL 单
个核细胞悬液加 380 μL 生理盐水混匀，从中取出
180 μL 加 4% 台盼蓝 20 μL 后吸管轻轻吹打，染色
1~2 min 后吸取 1 滴，加入细胞计数板内，使悬液
充满计数室内进行细胞计数（死细胞着蓝色，活
细胞台盼蓝染色为阴性，活性率应﹥ 95%），并
用 RPMI-1640 培养液调成 107/mL 备用。
1.2.3　磁珠分选 CD4+T 细胞　　每 107 个 CBMCs
中加入PBS 80 μL和MACS CD4磁珠20 μL（Miltenyi，
德国）混匀；4~12℃避光孵育 15 min，每隔 2 min
混匀 1 次；每 107 个细胞再加入 1~2 mL 缓冲液洗
涤细胞；4℃，300 g，10 min 离心，弃上清；加入
500 μL 缓冲液悬浮细胞，缓慢滴入分离柱上，收
集流出液至无菌离心管中；用加压注射装置将滤
器中的 CD4+T 细胞滤出，用 15 mL 无菌离心管收集，
按每 107 个细胞再加入 1~2 mL PBS 洗涤细胞。
1.2.4　CD4+T 细胞处理　　用含 10% 胎牛血清的
RPMI-1640 培养液充分混匀 CD4+T 细胞，接种于
96 孔培养板，每孔 200 μL，1~4 列为空白刺激组，
5~8 列为 LPS（10 μg/mL）单独刺激组，9~12 列为
LPS（10 μg/mL）+1,25-(OH)2D3（10-8 mmol/L）共刺
激组，置入 37℃，5% CO2 的细胞培养箱中培养 72 h。
1.2.5　培养上清液中 IL-13 和 IL-17 水平的检测　
　　采用 ELISA 方法，操作步骤严格按照人 IL-
13、IL-17 检测试剂盒（购自美国 R&D 公司）说
明进行。
1.2.6　CD4+T 细 胞 中 IL-13 和 IL-17 mRNA 表 达

的检测　　主要试剂购自 TaKaRa 公司，引物由上
海生物工程有限公司合成，引物序列见表 1。采
用 Trizol 法提取 CD4+T 细胞中的总 RNA，SmartTM 
Spec plus（Bio-Rad，美国）检测所提 RNA 的浓度
及纯度，逆转录后荧光定量 PCR 法检测。反应体
系 20 μL，包括预混 cDNA 2 μL、引物 4 μL、SYBR 
Premix Ex Taq Ⅱ 10 μL、H2O 4 μL，于 Bio-Rad 荧
光定量 PCR 仪上进行 PCR 检测。扩增条件如下：
95℃预变性 30 s；95℃变性 5 s，60℃复性 30 s，
40 个循环。应用 Bio-Rad 软件进行分析。
1.3　统计学方法

采用 SPSS 13.0 统计软件对数据进行统计学分
析。计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，若
符合正态分布和方差齐性，多组间比较则采用单
因素方差分析，组间两两比较采用 LSD-t 检验，
P<0.05 为差异有统计学意义。
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3　讨论

支气管哮喘（哮喘）是由多种细胞（如气道
上皮细胞、嗜酸性粒细胞、中性粒细胞、肥大细
胞及 T 淋巴细胞等）和细胞组分共同参与的气道
慢性炎症性疾病，其中 CD4+T 细胞在气道炎症中
起关键作用。维生素 D 缺乏一直被认为是增加哮
喘发病率的危险因素之一，目前认为可能与维生
素 D 的免疫调节功能有关，主要机制是通过调控
树突细胞（dendritic cells, DCs）的功能，促进调节
性 T 细胞活化从而抑制 T 细胞增殖，尤其是 Th1
细胞，促进 Th1/Th2 细胞平衡偏向 Th2 主导，Th2
细胞因子 IL-4、IL-10、IL-13 合成增加，导致 IgE
合成增加，嗜酸性粒细胞聚集、活化从而介导气
道高反应和慢性炎症反应 [13]。

IL-13 是一类重要的 Th2 细胞因子，可单独诱
导产生气道高反应、嗜酸性粒细胞增多及气道粘
液分泌，从而引发哮喘症状 [14]。本研究显示，生
命早期变应原 LPS 刺激后脐血 CD4+T 细胞 IL-13 表
达水平升高，而 1,25-(OH)2D3 干预后其表达水平明
显降低。Baeke 等 [15] 的体外实验证实，1,25-(OH)2D3

可直接作用于 T 细胞影响细胞因子的分泌，也有
动物研究表明在哮喘诱发的最初阶段或 Th2 细胞
分化完成阶段给予 1,25-(OH)2D3 可显著降低气道炎
症反应和灌洗液中 IL-4 的水平 [16]。本研究结果显
示 1,25-(OH)2D3 对 Th2 细胞功能具有下调作用，
对哮喘的嗜酸性炎症反应具有显著抑制作用，这
与国内外许多研究结果一致 [17-18]。尽管如此，其
内在机制尚不完全清楚。研究表明阻断 DCs 上 T
细胞免疫球蛋白粘蛋白 -4（T cell immunoglobulin 
mucin protein-4, TIM-4）及其受体的相互作用可抑
制 Th2 细胞的分化与增殖 [19]，而栾斌等 [20] 证实
1,25-(OH)2D3 可下调哮喘小鼠肺内 TIM4 的表达，
这可能是其机制之一，但仍需深入研究。

近年来，Th2 型细胞因子的治疗不能完全有
效减轻哮喘的气道炎症。随着研究的深入，人们
逐渐发现哮喘发病的免疫学机制远较 Th1/Th2 失衡
理论复杂。目前认为 Th17 细胞是一类新的不同于
Th1 和 Th2 的 T 细胞亚群，其分泌的 IL-17 可以诱
导气道平滑肌细胞产生 IL-8 和嗜酸细胞活化趋化
因子 [21]，促使中性粒细胞广泛浸润，而在哮喘急
性发作期可见中性粒细胞浸润，其中支气管肺泡
灌洗液中也可发现大量中性粒细胞。本研究发现
经 LPS 刺激的 CD4+T 细胞中 IL-17 表达升高，推
测在细胞分化早期抗原刺激可同时促进 Th0 向 Th2
和 Th17 分化，IL-17 可能在生命早期即参与了哮

表 1　Real-Time PCR 引物序列

基因 引物序列（5' → 3'）

IL-13
正向引物 : ATCCTCTCCTGTTGGCACTG
反向引物 : CTGGTTCTGGGTGATGTTGAC

IL-17
正向引物 : TGTCACTGCTACTGCTGCTGAG
反向引物 : CCTTTTGGGATTGGTATTGGTA

β-actin
正向引物 : AGCGAGCATCCCCCAAAGTT
反向引物 : GGGCACGAAGGCTCATCATT

2　结果

2.1　1,25-(OH)2D3 对 LPS 刺激下脐血 CD4+T 细

胞培养上清液中 IL-13 和 IL-17 含量的影响

LPS 单独刺激组培养上清液中 IL-13 和 IL-17
水平高于空白刺激组，差异具有统计学意义（均
P<0.01）。1,25-(OH)2D3 干 预 后 其 培 养 上 清 液
中 IL-13 和 IL-17 水 平 低 于 LPS 单 独 刺 激 组（ 均
P<0.05），但仍高于空白刺激组，差异具有统计学
意义（均 P<0.01）。见表 2。

表 2　细胞培养上清液中 IL-13 和 IL-17 水平

（x±s, pg/mL）

组别 例数 IL-13 IL-17
空白组 12 41.0±3.9 18.7±1.2
LPS 单刺激组 12 52.6±3.4a 24.5±2.5a

LPS+1,25-(OH)2D3 组 12 48.0±1.4a,b 21.7±1.5a,b

F 值 24.35 30.95
P 值 <0.001 <0.001

a：与空白组比较，P<0.01；b：与 LPS 单刺激组比较，P<0.05

表 3　CD4+T 细胞内 IL-13 和 IL-17 mRNA 表达情况

（x±s）

组别 例数 IL-13 IL-17
空白组 12   1 1
LPS 单刺激组 12 9.1±0.4a 3.13±0.10a

LPS+1,25-(OH)2D3 组 12 5.5±0.3a,b 1.97±0.15a,b

F 值 593.87 304.90
P 值 <0.001 <0.001

a：与空白组比较，P<0.01；b：与 LPS 单刺激组比较，P<0.05

2.2　1,25-(OH)2D3 对 LPS 刺激下脐血 CD4+T 细

胞 IL-13 和 IL-17 mRNA 表达的影响

LPS 单 独 刺 激 CD4+T 细 胞 中 IL-13 和 IL-17 
mRNA 表达水平高于空白刺激组，差异具有统计
学意义（均 P<0.01）。1,25-(OH)2D3 干预后 CD4+T
细胞中 IL-13 和 IL-17 mRNA 表达水平低于 LPS 单
独刺激组（均 P<0.05），但仍高于空白刺激组，
差异具有统计学意义（均 P<0.01）。见表 3。
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喘发病的某些始动环节，而研究中 1,25-(OH)2D3 可
抑制 IL-17 的表达，可能对哮喘的中性粒细胞炎症
反应具有抑制作用，提示 1,25-(OH)2D3 作为一种免
疫调节剂对哮喘可能具有辅助治疗作用。McKinley
等 [22] 研究提出 Th2 和 Th17 细胞均能诱导气道高
反应性，但是 Th17 介导的气道炎症和气道高反应
是激素耐药（或激素抵抗）的，即在激素耐药类
型哮喘中 Th17 细胞的作用值得重视。

综 上 所 述， 本 研 究 表 明 LPS 可 促 进 脐 血
CD4+T 细胞 IL-13 和 IL-17 的表达，这种过度表达
可以被 1,25-(OH)2D3 抑制，提示生命早期适量补充
1,25-(OH)2D3 可能在变应原致敏的特异性免疫反应
中具有保护效应，为哮喘等变态反应性疾病的防
治提供新的思路。
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