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哮喘小鼠气道重塑过程中 CD4+CD25+ 调节性
T 细胞和 Th17 细胞表达的动态变化

娄春艳　李敏　李丽

（四川省医学科学院·四川省人民医院儿科，四川 成都　610072）

［摘要］　目的　探讨哮喘小鼠 Th17 细胞和 CD4+CD25+ 调节性 T 细胞（Treg）在脾组织中表达水平的变

化规律及与气道重塑的关系。方法　将 SPF 级雌性 Balb/c 小鼠 48 只随机分为对照组和哮喘组，利用腹腔注射

卵清蛋白（OVA）和氢氧化铝混悬液致敏及雾化吸入 OVA 激发制备哮喘气道重塑模型，对照组应用生理盐水替代。

两组分别在雾化 2 周、4 周及 8 周后的 24 h 内随机处死 8 只小鼠，左肺组织病理切片观察肺气道重塑程度；流

式细胞仪测定脾组织中 Th17、CD4+CD25+Treg 细胞占 CD4+T 细胞的百分比。结果　随着激发时间的延长，哮喘

组支气管总管壁面积（Wat/Pbm）及支气管平滑肌面积（Wam/Pbm）逐渐增厚（P<0.01）；脾组织细胞悬液中

Th17 细胞水平逐渐升高，与气道重塑的程度呈正相关（P<0.01），而 CD4+CD25+Treg 细胞水平逐渐降低，与气

道重塑程度均呈负相关（P<0.01）。结论　哮喘小鼠气道重塑是动态变化的过程，激发的时间越长，气道重塑

越严重，Th17 细胞表达越高，CD4+CD25+Treg 细胞表达越低，两者间免疫失衡可能是哮喘气道重塑发生的重要

因素之一。                                                                                  ［中国当代儿科杂志，2015，17（9）：994-1000］
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Dynamic changes in percentages of CD4+ CD25+ regulatory T cells and Th17 cells in 
process of airway remodeling in mouse model of asthma
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Abstract: Objective    To study the dynamic changes in Th17 cells and CD4+ CD25+ regulatory T cells (Treg) in 
the spleen and to analyze their relationship with airway remodeling. Methods    A total of 48 female specific pathogen-
free Balb/c mice were randomly divided into control and asthmatic groups. To establish the asthmatic airway remodeling 
model, the mice were sensitized to ovalbumin (OVA) through intraperitoneal injection of OVA and aluminum hydroxide 
suspension and challenged by inhalation of aerosol OVA. The matched control group was treated with normal saline 
instead. In 24 hours after 2-week, 4-week, and 8-week aerosol inhalation, 8 mice were randomly selected from each 
group and sacrificed. Then histopathological examination of the left lung was performed to measure the degree of airway 
remodeling. The percentages of Th17 and CD4+ CD25+ Treg cells in total CD4+ cells from the spleen were determined by 
flow cytometry. Results    In the asthmatic group, the ratios of total bronchial wall area to bronchial basement membrane 
perimeter (WAt/Pbm) and bronchial smooth muscle area to bronchial basement membrane perimeter (WAm/Pbm) 
significantly increased as the challenge proceeds (P<0.01). The percentage of Th17 cells derived from the cell suspension 
of the spleen gradually increased and it was positively correlated with the degree of asthmatic airway remodeling (P<0.01). 
The percentage of CD4+ CD25+ Treg cells from the suspension gradually decreased and it was negatively correlated with 
the degree of asthmatic airway remodeling (P<0.01). Conclusions   In mice with asthma, as the challenge proceeds, the 
airway remodeling becomes more severe, the percentage of Th17 cells increases, and the percentage of CD4+ CD25+ 
Treg cells decreases. The immunological imbalance is possibly one of the important factors inducing  airway remodeling.

[Chin J Contemp Pediatr, 2015, 17(9): 994-1000]
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全球支气管哮喘（哮喘）的发病率和病死率

逐年增加 [1]。数据显示 [2] 目前大约有 3 亿哮喘患者，

其中儿童哮喘发病率在 3.3%~29％。最新流调资料

显示中国儿童哮喘累计患病率为 3.02%[3]，十年间

平均上升了 52.8%，所以对哮喘发病机制的研究仍

势在必行。

气道炎症及气道重塑是哮喘主要的病理学特

征，Halwani 等 [4] 及 Bergeron 等 [5] 研究表明气道重

塑是哮喘的核心病理改变，也是哮喘不易控制及

反复发作的原因，其严重程度与哮喘的严重程度

密切相关。但目前哮喘的治疗药物主要集中在控

制哮喘炎症，而不能有效逆转气道重塑的程度，

亦无实验室指标可以反映哮喘气道重塑的程度，

所以继续研究哮喘发病机制特别是气道重塑发生

的机制是有必要的。

哮喘的发病机制尚不清楚，免疫异常是哮喘

发病的核心。Valentin 等 [6] 认为 T 淋巴细胞的活化

是免疫反应的关键，是呼吸道发生炎性反应的直

接因素。既往人们认为 Th1/Th2 细胞的平衡理论

是哮喘发病的核心 [7]，但随研究进展发现单纯的

Th1/Th2 细胞的平衡理论并不能解释哮喘发生的所

有现象 [8-9]。近年研究发现 CD4+ 效应细胞存在新

型的 T 细胞亚群—调节性 T 细胞（Treg）和 Th17

细胞，两者免疫功能紊乱是哮喘发生的主要免疫

学机制之一 [10]。本课题组前期实验也已经证明在

哮喘小鼠体内存在 CD4+CD25+Treg 细胞、Th17 细

胞的表达异常，提示哮喘发病的机制之一可能为

CD4+CD25+Treg 细胞及 Th17 细胞功能及数量表达

异常 [11]。既往研究表明 Th17 细胞主要依靠分泌的

IL-17A 在哮喘的发生发展中发挥重要作用，其可

以促进哮喘炎症的发生，同时亦可以通过动员、

募集及活化中性粒细胞参与气道重塑的发生，国

内外研究发现 CD4+CD25+Treg 细胞可以通过分泌

IL-10 减轻哮喘气道炎症、气道高反应性及气道重

塑的发生。但是 CD4+CD25+Treg 细胞、Th17 细胞

含量的高低是否与哮喘气道重塑程度相关，是否

可以通过测定 CD4+CD25+Treg 细胞、Th17 细胞含

量判断哮喘的严重程度，目前国内外尚无研究，

因此本研究使用卵清蛋白（OVA）制备哮喘小鼠

气道重塑模型，依据不同的激发时间，从时间尺

度反映哮喘小鼠气道重塑是动态变化的过程；同

时测定 CD4+CD25+Treg 细胞及 Th17 细胞动态变化

的过程；从而推测 CD4+CD25+Treg 细胞、Th17 细

胞的变化情况及其与气道重塑的关系，为临床研

究提供实验室依据。

1　材料与方法

1.1　实验动物

4~6 周龄 SPF 级 Balb/c 雌性小鼠 48 只，体重

14±2 g，由成都达硕生物有限公司提供（质量合

格证 NO-0016815），饲养于四川省人民医院动物房，

SPF 级环境，给予喂养不含过敏原的无菌食物，专

用动物饮水。

1.2　主要实验仪器及试剂

主要实验仪器 Apex 雾化器（台湾雅博股份有

限公司）；离心机（科大创新股份有限公司），

SW-CJ-2FD 超 净 工 作 台（ 苏 州 净 化 设 备 厂）；

CYTOMICSFC500 流 式 细 胞 仪（ 美 国 BACK MAN 

COULTER 公司）；数码三目摄像显微摄像系统（麦

克奥迪实业集团有限公司）；Image-Pro Plus 6.0 图

像分析系统（美国 MediaCybernetics 公司）。主要

实验试剂 OVA（美国 Sigma 公司）；离子霉素（美

国 Sigma 公司）；兔抗鼠 CD4 单克隆抗体（FITC

标记）、兔抗鼠 CD25 单克隆抗体（PE 标记）、

兔抗鼠 IL-17 单克隆抗体（PE 标记）均购自美国

Biolegend 公司。

1.3　动物模型的制备

依据王绍斌等 [12] 和 Temelkovski 等 [13] 方案加

以调整制备哮喘小鼠气道重塑模型，利用 OVA 被

动致敏并激发制作哮喘气道重塑模型。按随机数

字表法将 48 只小鼠随机分为空白对照组及哮喘模

型组，每组 24 只。模型组在实验的第 0、14 天每

只小鼠给予 0.2 mL 致敏混悬液（含 20 μg OVA 和

100 μg 氢氧化铝）腹腔注射致敏；从实验的第 21 天

起将每组小鼠置于自制的不完全密闭的透明容器

内用压力雾化器给予 2.5%OVA 雾化吸入激发，隔

天 1 次，每次约 30 min；空白对照组以等量生理

盐水行腹腔注射和雾化吸入。两组分别在激发阶

段第 2、4、8 周最后 1 次激发后的 24 h 内随机各

处死小鼠 8 只并留取标本。

1.4　取材

小鼠应用颈部脱臼法处死，无菌状态下快

速取出脾脏（避免直接接触到脾脏），放于盛有
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PRMI1640 培养液的培养皿中冲洗；用 10% 多聚甲

醛灌洗肺组织，取左肺组织固定于 10% 多聚甲醛

备用，至少固定 72 h。

1.5　Th17 细胞及 CD4+CD25+Treg 细胞检测

取各组小鼠脾脏，剪成 1~2 mm 大小的小块置

于不锈钢细胞筛上研磨、过滤，加入小鼠淋巴细胞

分离液，以密度梯度离心法分离制备脾组织单个

核细胞悬液。流式细胞仪检测各组 CD4+CD25+Treg

细胞以及 Th17 细胞占 CD4+T 细胞的百分率。

1.6　肺组织病理切片的制备

肺组织固定于 10% 多聚甲醛至少 72 h 后，清

水清洗肺组织常规由低到高梯度乙醇溶液脱水、

氯仿透明、石蜡包埋，最后制备成 5 μm 厚的肺组

织切片。每个标本随机选取 3 张切片，常规苏木精 -

伊红（HE）染色观察肺组织形态结构及炎症情况，

每张切片先于 100 倍下观察全部组织病理变化，

再根据组织大小及表达情况分别选取 3 个区域

200 倍采集图像；图像分析应用 Image-pro 6.0 图像

分析软件，测定支气管基底周径（Pbm）、总管壁

面积（Wat）、内壁面积（Wai）、平滑肌面积（Wam），

并用 Pbm 将测量值标准化，若每张切片采集多个

图像，则取平均值，进行统计分析。

1.7　统计学分析

采用 SPSS 19.0 统计学软件对数据进行统计学

分析，符合正态性分布计量资料用均数 ± 标准差

（x±s）表示，两组间比较采用独立样本 t 检验，

多组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较

采用 SNK-q 检验。采用 Pearson 相关分析对双变量

间进行相关性分析。P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　哮喘发作时表现

小鼠腹腔注射 OVA 和氢氧化铝混悬液致敏及

应用 OVA 雾化激发后小鼠会出现烦躁或少动、搔

鼻子、呼吸急促或呼吸困难、口唇青紫、毛发竖起、

腹部肌肉痉挛、点头呼吸、反应迟钝、二便失禁

等急性哮喘发作的症状。

2.2　小鼠肺组织病理学改变

对照组小鼠气道周围的组织病理学变化不明

显，无炎性细胞浸润，无杯状细胞的异常增生及

黏液分泌，平滑肌层均匀；2 周哮喘模型组可见支

气管壁及血管周围有大量炎性细胞浸润，部分细

支气管可见上皮细胞的脱落不全，气道平滑肌增

生，杯状细胞增生伴黏液高分泌，基底膜增厚；

4 周哮喘模型组比 2 周哮喘模型组气道平滑肌细胞

增殖更明显，气道壁增厚更为明显，8 周哮喘模型

组与 4 周哮喘模型组相比，气道平滑肌明显增厚，

管腔狭窄。见图 1。

图 1　各组肺组织病理切片（苏木精 - 伊红染色，×100）　　对照组气道未见气道炎症改变；2 周哮喘模型组可见

支气管壁及血管周围有大量炎性细胞浸润，部分细支气管可见上皮细胞的脱落不全，气道平滑肌增生，杯状细胞增生伴黏液

高分泌 , 基底膜增厚；4 周哮喘模型组比 2 周哮喘模型组气道平滑肌细胞增殖更明显，气道壁增厚更为明显；8 周哮喘模型组

与 4 周哮喘模型组相比，气道平滑肌明显增厚，管腔狭窄。

第 2 周

对照组

模型组

第 4 周 第 8 周
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2.4　各组小鼠 CD4+CD25+Treg 细胞及 Th17 细

胞占 CD4+T 细胞的百分比

实验结果显示，随着激发时间的延长，哮喘

模型组 CD4+CD25+Treg 细胞占 CD4+T 细胞的百分

比逐渐降低（P<0.01），即 CD4+CD25+Treg 细胞数

逐渐降低；Th17 细胞占 CD4+T 细胞的百分比逐渐

增高（P<0.01），即 Th17 细胞数逐渐增高；而对

表 1　小鼠肺组织气道重塑情况　（μm2/μm，n=8，x±s）

组别
Wat/Pbm

F 值 P 值
Wai/Pbm

F 值 P 值
2 周 4 周 8 周 2 周 4 周 8 周

对照组 45±6 40±4 46±8 2.197 0.136 11.7±1.9 11.6±1.3 10.9±2.8 0.381 0.690

模型组 72±15 69±10 101±7a,b 20.027 <0.001 11.8±1.8 11.6±1.4 12.6±1.6 0.972 0.395

t 值 4.789 7.840 15.000 0.101 0.015 1.552

P 值 <0.001 <0.001 0.001 0.921 0.988 0.143

续表 1

组别
Wam/Pbm

F 值 P 值
2 周 4 周 8 周

对照组 7.1±0.7 6.1±1.1 5.9±1.5 2.638 0.095

模型组 7.1±1.2 8.3±1.3 10.8±3.0a,b 7.117 0.004

t 值 0.102 3.443 4.162

P 值 0.920 0.004 0.001

注：a 示与同组第 2 周比较，P<0.05；b 示与同组第 4 周比较，
P<0.05。Pbm：支气管基底周径，Wat：总管壁面积，Wai：内壁面积，
Wam：平滑肌面积。

2.3　气道形态学参数分析

应 用 Image-pro 6.0 图 像 分 析 系 统 分 析 肺 组

织 HE 染色结果显示，激发 2 周后模型组支气管

Wat/Pbm 及 Wam/Pbm 开始逐渐增厚（P<0.01）；

8 周组增厚最为显著（P<0.01）。见表 1。

表 2　各组小鼠脾组织中 CD4+CD25+Treg 和 CD4+IL-17+ 的表达比较　（n=8，x±s，%）

组别
CD4+CD25+Treg

F 值 P 值
CD4+IL-17+

F 值 P 值
2 周 4 周 8 周 2 周 4 周 8 周

对照组 15.4±2.7 14.9±1.0 14.7±1.0 0.306 0.741 0.49±0.11 0.44±0.13 0.49±0.12 0.443 0.650

模型组 12.1±1.4 9.2±0.8a 7.0±0.8a,b 49.662 <0.001 0.82±0.17 1.36±0.14a 2.36±0.24a,b 139.630 <0.001

t 值 2.312 13.075 16.750 4.740 13.640 19.700

P 值 0.02 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

注：a 示与同组第 2 周比较，P<0.05；b 示与同组第 4 周比较，P<0.05。

照组改变不明显；各模型组与对照组比较差异均

有统计学意义（P<0.05）。提示哮喘小鼠确实存在

CD4+CD25+Treg 细胞、Th17 细胞的表达异常，且

随着激发时间的延长，这种改变逐渐加重。见表 2，

图 2~3。

2.5　哮喘小鼠 Th17 细胞、CD4+CD25+Treg 细胞

与气管形态学相关性分析

将哮喘组小鼠每组数据进行相关性分析发现：

2 周、4 周、8 周哮喘模型组小鼠脾组织悬液中

Th17 细胞数与气道 Wat 呈正相关（分别 r=0.965、

0.931、0.952，P<0.001）；与气道 Wam 呈正相关

（分别 r=0.927、0.996、0.895，P<0.001）。2 周、

4 周、8 周哮喘模型组 CD4+CD25+Treg 细胞与气道

Wat 呈负相关（分别 r=-0.943、-0.790、-0.891，

P<0.001）； 与 气 道 Wam 呈 负 相 关（ 分 别 r=

-0.984、-0.891、-0.912，P<0.001 ）。
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3　讨论

近 年 研 究 发 现 CD4+ 效 应 细 胞 存 在 新 型

的 T 细 胞 亚 群 — 包 括 Th17 细 胞（Th17） 和

CD4+CD25+Treg 细胞，它们与哮喘的发生发展密

切相关 [10]。T 淋巴细胞主要来源于脾脏及胸腺，

脾脏作为全身最大的周围淋巴器官 , 其结构和功

能复杂，占全身淋巴组织总量的 25%，含有大

量的淋巴细胞和巨嗜细胞，可以通过 T 细胞介

导的细胞免疫和 B 细胞介导的体液免疫完成机

体的特异性免疫功能，而气道局部免疫器官含量

极少，本实验为了更便于收集免疫细胞减少实验

误差，故选用脾脏组织作为免疫细胞采集的器

官。CD4+CD25+Treg 细胞是抑炎因子，具有免疫

图 3　各组小鼠脾脏单核细胞 Th17 细胞流式细胞仪分析图　　随着激发时间的延长，哮喘模型组 Th17 细胞占

CD4+T 细胞的百分比逐渐增高；对照组改变不明显。
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图 2　各组小鼠脾脏单核细胞 CD4+CD25+Treg 细胞流式细胞仪分析图　　随着激发时间的延长，哮喘模型组

CD4+CD25+Treg 细胞占 CD4+T 细胞的百分比逐渐降低；对照组改变不明显。
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抑制和免疫无能；IL-17 细胞是促炎因子，在机

体发生免疫应答的过程中存在动态平衡，它们的

发现为哮喘免疫学机制的研究提供了新的方向，

CD4+CD25+Treg 细胞可以通过细胞间直接接触或

者 分 泌 IL-10 和 TGF-β， 表 达 CTLA-4、GITR 等

表面分子及 FOXP3 细胞发挥作用，其可以下调

机体对自身抗原或非自身抗原的免疫反应，维持

免疫耐受性。目前大多研究认为哮喘患者体内 

CD4+CD25+Treg 细胞功能及其数量的异常表达可能

是哮喘发病机制之一 [14-18]。有研究表明 Th17 细胞

主要依靠分泌的 IL-17A 在哮喘的发生发展中发挥

着重要作用，IL-17A 为促炎因子，能通过促进炎

症的发生从而促进哮喘的发展，同时还可以通过

动员、募集及活化中性粒细胞参与气道重塑的发

生 [19-21]。由此可以推测 Th17 细胞分泌的炎性因子

可以促进气道重塑的发生。Kearley 等 [22-23] 研究发

现 CD4+CD25+Treg 细胞可以通过分泌 IL-10 减轻哮

喘气道炎症、气道高反应性及气道重塑的发生，

Lauren 等 [24] 研究认为 FoxP3+ 的表达可以与 IL-10

调节气道重塑有关。Donaldson 等 [25] 发现应用一种

大肠杆菌肠毒素 B 亚单位（EtxB）治疗哮喘可以

增加 CD4+CD25+Treg 细胞肺部及全身的表达，从

而抑制肺部病理学的改变。黄花荣等 [26] 的研究证

明 CD4+CD25+Treg 细胞数目的多少与哮喘疾病的

严重程度存在一定的相关性，CD4+CD25+Treg 细胞

数目越少哮喘患者病情越严重。本实验发现模型

组各时间点 CD4+CD25+Treg 细胞数目较对照组显

著降低，气道总管壁面积及平滑肌面积明显增厚；

随着激发时间的延长哮喘小鼠体内 CD4+CD25+Treg

细胞数与气道总管壁面积及平滑肌面积呈现负相

关关系，即随着刺激激发时间的延长，气道重塑

越明显、CD4+CD25+Treg 细胞数越低，气道总管壁

面积及平滑肌面积增厚越明显。提示哮喘小鼠体

内确实存在 CD4+CD25+Treg 细胞水平表达异常，

并影响着气道重塑的程度。

Bulek 等 [27] 研究表明 Th17 细胞的生物学效

应 主 要 是 IL-17 通 过 IL-17 受 体（IL-17RA 和 IL-
17RC）实现的，国外大量实验研究表明 IL-17 可

以通过上调一系列气道重塑因子（IL-6、IL-ll、
IL-8 和 Gro-a）的表达从而促进粘液腺分泌，平滑

肌细胞的增殖及上皮下纤维化，与哮喘气道重塑

的发生相关 [28-29]。Wang 等 [30] 研究提示哮喘慢性

期应用抗 IL-17 的单克隆抗体可以降低气道上皮细

胞的异常增生，减少粘液腺的分泌及气道平滑肌

细胞的异常增殖从而延缓气道重塑的发生。Zhao

等 [31] 研究也认为中性粒细胞及由 Th17 细胞分泌的

IL-17 在慢性持续期小鼠体内发挥作用。应用 Th17

基因缺失的小鼠发现 Th17 细胞诱导的气道重塑有

可能是通过 Th2 发挥作用的。本实验发现模型组

各时间点 Th17 细胞数目较对照组显著升高，气道

总管壁面积及平滑肌面积明显增厚；随着激发时

间的延长哮喘小鼠体内 Th17 细胞数与气道总管壁

面积及平滑肌面积呈现正相关关系，即随着激发

时间的延长，气道重塑越明显、Th17 细胞数越高，

气道总管壁面积及平滑肌面积越厚。提示哮喘小

鼠同时确实存在 Th17 细胞水平表达异常，并影响

着气道重塑的程度。

总之，哮喘小鼠气道重塑的改变是动态改变

过程，激发的时间越长，哮喘气道重塑越严重，

Th17 细胞表达升高越明显，CD4+CD25+Treg 细胞

数目降低越明显，Th17 细胞与气道重塑程度呈现

正相关，而 CD4+CD25+Treg 细胞与气道重塑程度

呈现负相关，两者间免疫失衡可能是哮喘气道重

塑发生的重要因素之一，所以临床工作中早期纠

正哮喘患者免疫功能成为治疗哮喘的重要发展方

向，同时也为临床上评估哮喘患者预后提供了方

向及实验室依据。
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