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Tc17 细胞在中性粒细胞哮喘小鼠的表达及意义
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［摘要］　目的　检测中性粒细胞（NEU）哮喘小鼠肺脏 Tc17 细胞比例，初步探讨 Tc17 细胞在 NEU 哮喘

发病机制中的作用。方法　32 只清洁级 C57B/6 小鼠，随机分成 NEU 哮喘组和对照组。NEU 哮喘组用卵蛋白（OVA）

和脂多糖（LPS）气道滴入致敏，予 OVA 雾化激发，对照组用生理盐水致敏和激发。在最后一次雾化结束后

24 h，收集支气管肺泡灌洗液（BALF）并检测其有核细胞总数及分类比例，分离肺组织行 HE 染色，流式细胞

术检测小鼠肺脏 Tc17 细胞与 Th17 细胞百分比，酶联免疫吸附试验（ELISA）检测 BALF 中 IL-6、TGF-β、IL-17

水平。结果　NEU 哮喘组小鼠 BALF 中有核细胞总数、嗜酸性粒细胞（EOS）及中性粒细胞百分比均明显高于

对照组（P<0.01），其肺脏 Tc17 细胞与 Th17 细胞百分比高于对照组（P<0.01）；NEU 哮喘组小鼠肺脏 Tc17 细

胞比例与 Th17 细胞比例呈正相关性（r=0.7932，P<0.05）；NEU 哮喘组 BALF 的 IL-6、TGF-β、IL-17 浓度高于

对照组（P<0.05）。结论　NEU 哮喘组肺脏 Tc17 细胞表达增高，Tc17 细胞可能参与了中性粒细胞哮喘的发病，

IL-17 很可能是 Tc17 细胞在 NEU 哮喘中发挥作用的方式之一。

［中国当代儿科杂志，2016，18（2）：172-176］
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Expression and role of Tc17 cells in mice with neutrophilic asthma
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Abstract: Objective    To determine the proportion of Tc17 cells in the lungs of mice with neutrophilic(NEU) 
asthma, and to investigate the role of Tc17 cells in the pathogenesis of NEU asthma. Methods    Thirty-two C57/B6 
mice of clean grade were randomly divided into two groups: NEU asthma and control. The mice in the NEU asthma 
group were sensitized by airway instillation of ovalbumin (OVA) and lipopolysaccharide (LPS), and challenged with an 
aerosol of OVA, while those in the control group were sensitized and challenged with normal saline. At 24 hours after 
the final challenge, bronchoalveolar lavage fluid (BALF) was collected, and the total number and differential counts of 
nucleated cells and percentage of each type were determined. The lung tissues were separated and hematoxylin-eosin 
staining was performed to observe the pathological changes of lungs; flow cytometry was applied to determine the 
percentages of Tc17 and Th17 cells in the lung tissues. Enzyme-linked immunosorbent assay was applied to determine 
the levels of interleukin-6 (IL-6), transforming growth factor β (TGF-β), and interleukin-17 (IL-17) in BALF. Results    
The NEU asthma group had a significantly higher total number of nucleated cells, a significantly higher percentage of 
eosinophils, and a significantly higher percentage of neutrophils in BALF than the control group (P<0.01). The NEU 
asthma group also had significantly higher percentages of Tc17 and Th17 cells than the control group (P<0.01). In the 
NEU asthma group, the percentage of Tc17 cells was positively correlated with that of Th17 cells (P<0.05). The NEU 
asthma group had significantly higher concentrations of IL-6, TGF-β, and IL-17 in BALF than the control group (P<0.05). 
Conclusions    The expression of Tc17 cells in the lung tissues increases in mice with NEU asthma, and the increased 
number of Tc17 cells may be involved in the pathogenesis of NEU asthma. Tc17 cells may play an important role in 
NEU asthma through IL-17.                                                                   [Chin J Contemp Pediatr, 2016, 18(2): 172-176]
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支气管哮喘（简称哮喘）是由多种炎症细胞

及细胞组分参与的气道慢性炎症疾病，既往认为

嗜 酸 性 粒 细 胞（eosinophil, EOS） 气 道 炎 症 是 哮

喘典型的改变，但随着研究深入，显示哮喘的气

道炎症存在不同的亚型，可分为嗜酸细胞性哮喘

（eosinophilic asthma, EA）和非嗜酸细胞性哮喘 [1]

（non-eosinophilic asthma, NEA）， 其 中 半 数 以 上

的非嗜酸细胞性哮喘为中性粒细胞（neutrophilic 

asthma, NEU）性哮喘 [2]，其发病机制仍在探讨中 [3-4]。

T 淋巴细胞是哮喘发病中发挥重要作用的免疫细

胞，其中 Th17 细胞是分泌 IL-17 的 CD4+T 细胞，

不仅与多种自身免疫性疾病有关，还作为新的辅

助性 T 细胞亚型参与 NEU 哮喘的发病，其分泌的

主要细胞因子 IL-17 可募集多种炎症细胞和促进多

种细胞因子分泌并参与气道中性粒细胞炎症及气

道高反应的形成 [5-7]。最近人们在一些自身免疫性

疾病还发现了一群分泌 IL-17 的 CD8+T 细胞，即

Tc17 细胞，主要分泌 IL-17 炎性细胞因子，在慢

性炎症、自身免疫性疾病及肿瘤的发病机制中发

挥免疫调节作用，例如，银屑病和系统性红斑狼疮、

过敏性皮炎、多发性硬化等，并且与过敏性哮喘

密切相关 [8-9]，但目前这群细胞在 NEU 哮喘中作

用不明。基于 Tc17 细胞及主要细胞因子 IL-17 的

生物学功能，有理由推测 Tc17 细胞参与 NEU 哮

喘的发病，本研究旨在初步探讨 Tc17 细胞在 NEU

哮喘小鼠中的作用，并为其防治提供新思路。

1　材料与方法

1.1　动物和分组

32 只健康清洁级 C57/B6 雌性 6~8 周龄小鼠（由

湖南斯莱科景达实验动物有限公司提供），体重

18~22 g。按随机数字表随机分为 NEU 哮喘组和正

常对照组，每组各 16 只小鼠。

1.2　主要试剂及仪器

脂 多 糖（lipopolysaccharides, LPS）、 卵

蛋 白（ovalbumin, OVA） 以 及 佛 波 酯（phorbol 

ester, PMA）、 离 子 霉 素（Ionomycin） 均 为

美 国 Sigma 公 司 产 品；CD4-Percp-Cy5.5、

C D 8 - A P C 、 I L - 1 7 - P E 、 I g G 1 - P E 单 克 隆

抗体，布雷菲德菌素 A（Brefeldin A, BFA）购自美

国 BD 公司。IL-17、IL-6、TFG-β ELISA 试剂盒购

自欣博盛公司。压缩型雾化吸入机为德国 Batigo 产

品；流式细胞仪为美国 BD 公司 BD FACS Calibur

流式细胞仪。光学显微镜为日本 Olympus 公司产品，

病理图像分析仪为德国 Leica 公司产品，细胞甩片

离心机为美国 WESCOR 产品。

1.3　哮喘动物模型制备

哮喘小鼠模型参照文献建立 [7,10]。NEU 哮喘

组于第 0，6，13 天给予 100 µg OVA 加 LPS 0.1 µg

气道滴入致敏，于第 21 天起，连续 7 天雾化吸入 1% 

OVA 激发，每次 1 h。对照组用生理盐水致敏和激

发。

1.4　BALF 细胞计数及分类计数

最后一次雾化 24 h 后眼球放血处死小鼠，每

组各取 8 只小鼠，分离气道，22G 留置针气管插

管并固定，用 0.5 mL 0.01 M 磷酸盐缓冲液（PBS）

灌洗肺部两次（回收率≥ 80% 合格），取 100 µL 

BALF 离心甩片，Diff-Quik 染色行细胞分类计数；

另取 10 µL 于血球计数板上计细胞总数；余下的

BALF 离心，-20℃留上清待测细胞因子。

1.5　肺组织病理切片并 HE 染色

另每组各取 8 只未经肺泡灌洗的小鼠，取出

小鼠左侧肺脏，用 4% 多聚甲醛固定 24 h 后，将

肺组织梯度酒精脱水、石蜡包埋切片、常规 HE 染

色。

1.6　流式细胞术检测肺脏 Tc17、Th17 细胞表达

取出未经肺泡灌洗的小鼠右侧肺脏，将肺脏

剪碎，经 0.1% 胶原酶Ⅳ消化 45 min，置于 300 目

不锈钢筛网上并用玻璃研磨棒以适当力度研磨，

去除筋膜，75 µm 滤网过滤，收集培养皿中单细

胞 悬 液， 用 PBS 重 悬 细 胞，l 500 rpm/min 离 心

5 min，弃上清，加 3 倍体积红细胞裂解液室温孵

育 5 min，PBS 洗 2 次离心去上清，再用含 10% 胎

牛血清的 1640 培养基将细胞制成单细胞悬液，

调至密度 2×106/mL，每孔加入 1 mL 的细胞悬液

至 24 孔板，按比例加入 PMA 50 ng/mL、离子霉素

1 µg/mL、BFA 1 µL， 在 37 ℃、5% CO2 培 养 箱 中

共同孵育 5 h。收集孵育后的细胞离心去上清，混

匀后分别加入 Percp-cy5.5 标记的抗小鼠 CD4 单克

隆抗体、APC 标记抗小鼠 CD8 单克隆抗体，轻轻

混匀；4℃避光孵育 30 min。冷 PBS 洗涤 2 次，弃

上清，加入 1×Fix/Perm Buffer 1 mL，4℃避光孵育 

50 min，1×Perm/Wash 洗 2 次，混匀后加入 PE 标
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记的抗小鼠 IL-17 单克隆抗体或同型对照，轻轻混

匀，避光孵育。1×Perm/Wash 洗 2 次，弃上清，1%

多聚甲醛 0.5 mL 重悬细胞，24 h 内上机检测。BD 

FACS Calibur 流式细胞仪检测，FLOWJOP 7.6.5 软

件分析结果。

1.7　ELISA 法 检 测 BALF 中 细 胞 因 子 IL-6、

TGF-β、IL-17 水平

用 ELISA 双抗体夹心法检测小鼠 BALF IL-
17、IL-6、TGF-β 水平，操作按照试剂盒的说明书

进行，每个样本和标准品均设 2 个复孔。

1.8　统计学分析

用 SPSS 16.0 软件进行统计分析。计量资料以

均数 ± 标准差（x±s）表示，组间比较采用 t 检

验或秩和检验（Mann-Whitney U 检验），相关性

分析采用 Spearman 相关分析。P<0.05 为差异有统

计学意义。

2　结果

2.1　小鼠的哮喘症状表现

NEU 哮喘组小鼠在激发过程中均出现不同程

度的烦躁不安、呼吸急促、弓背直立、前肢缩抬、

大小便失禁等表现。

2.2　两组小鼠 BALF 有核细胞总数和分类比较

NEU 哮喘组小鼠 BALF 有核细胞总数、中性

粒细胞百分比（NEU%）、嗜酸性粒细胞百分比

（EOS%）均明显高于对照组，差异有统计学意义（均 

P<0.01）。见表 1。

表 1　两组小鼠 BALF 细胞总数和分类比较　（x±s）

组别 鼠数
有核细胞总数

(×104/mL)
NEU
(%)

EOS
(%)

对照组 8 27±9 0.7±0.6 0.67±0.29

NEU 哮喘组 8 117±50 21.5±7.6 8.20±6.50

t 值 5.048 7.683 3.271

P 值 <0.001 <0.001 0.0056

注：[NEU] 中性粒细胞；[EOS] 嗜酸性粒细胞。

2.3　两组小鼠肺组织病理变化

NEU 哮喘组肺组织结构紊乱，肺泡间隔增宽

和肺泡壁断裂，气道周围及肺间质炎症细胞浸润，

以中性粒细胞浸润为主，可见血管扩张、充血。

图 2　流式检测小鼠肺脏 Tc17 和 Th17 细胞的比例　

　A 图示 Tc17 细胞，B 图示 Th17 细胞。

表 2　两组小鼠肺脏 Tc17、Th17 细胞百分比比较

（x±s，％）

组别 鼠数 Tc17 细胞 Th17 细胞

对照组 8 0.21±0.11 1.3±0.5

NEU 哮喘组 8 2.04±0.79 4.3±1.2

t 值 6.403 6.47

P 值 <0.001 <0.001

图 1　肺组织病理变化（HE 染色，×100）　　与对照组

相比，NEU 哮喘组肺组织结构紊乱，气道周围及肺间质炎症细胞

浸润明显（红色箭头所示），以中性粒细胞浸润为主，并可见血

管扩张、充血（黑色箭头所示）。

对照组小鼠支气管管腔及肺泡结构完整，无明显

炎症细胞浸润，气道上皮细胞排列整齐。见图 1。

对照组 NEU 哮喘组

对照组 NEU 哮喘组

2.4　两组小鼠肺脏 Tc17 细胞、Th17 细胞百分比

比较

NEU 哮喘组小鼠肺脏 Tc17 细胞百分比、Th17

细胞百分比均较对照组增加，差异有统计学意义

（P<0.05）。见表 2、图 2。

A

B
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2.5　两组小鼠 BALF 中 IL-6、TGF-β、IL-17 水平

比较

NEU 哮 喘 组 小 鼠 BALF 中 IL-6、TGF-β、

IL-17 浓度均明显高于对照组，差异有统计学意义

（P<0.05）。见表 3。

图 3　NEU 哮喘组小鼠肺脏 Tc17 细胞比例与 Th17 细

胞比例相关性

2.6　NEU 哮喘组小鼠肺脏 Tc17 细胞比例与 Th17

细胞比例相关性分析

NEU 哮喘组小鼠肺脏 Tc17 细胞比例与 Th17

细胞比例呈正相关（r=0.7932，P<0.05）。见图 3。

细胞主要分泌细胞因子 IL-17，参与慢性炎症、自

身免疫病及肿瘤等疾病的发病，与过敏性哮喘密

切相关。IL-17 具有强大的促炎和趋化免疫细胞的

作用，IL-17 与其受体结合诱导血管内皮细胞、成

纤维细胞、上皮样细胞释放 IL-8、IL-6 等炎症因子、

趋化因子、粘附分子（ICAM1）及基质金属蛋白酶，

趋化并激活中性粒细胞在气道局部浸润及破坏 [13]。

另有研究表明，使用抗 IL-17 中和抗体可以减轻哮

喘小鼠的气道炎症和气道高反应，IL-17 能够促进

多种细胞因子分泌并参与哮喘气道中性粒细胞炎

症和气道高反应的形成 [7]。那么，在 NEU 哮喘发

病中是否存在类似的机制？本研究发现 NEU 哮喘

组肺脏 Tc17 细胞及 BALF 中的 IL-17 水平均高于

对照组，显示 Tc17 细胞不仅数量增多而且功能增

强，提示 Tc17 细胞参与了 NEU 哮喘发病，IL-17

也很可能是 Tc17 细胞发挥作用的方式之一。那么，

导致 Tc17 细胞在 NEU 哮喘小鼠表达增多的原因是

什么？有研究表明，IL-6 和 TGF-β 是 Tc17 细胞初

始分化的关键细胞因子 [14]，RORγt 是 调控 Tc17 细

胞分化的特异性转录因子，IL-6 和 TGF-β 能够协

同作用促进 RORγt 的表达 [8]，诱导初始 CD8+T 细

胞向 Tc17 细胞分化。本研究发现 NEU 哮喘小鼠

BALF 中的 IL-6 和 TGF-β 浓度均高于对照组小鼠，

增高的 IL-6、TGF-β 形成了有利于 Tc17 细胞优势

分化的体内微环境，提示可能在 IL-6 和 TGF-β 的

共同作用下，NEU 哮喘小鼠初始 CD8+T 细胞向 

Tc17 细胞分化增强，导致 Tc17 细胞表达增多。

近年来有较多的证据表明 Th17 细胞参与调控

哮喘的发病 [7,15]。我们前期研究也发现 NEU 哮喘

小鼠存在强烈的 Th17 细胞免疫反应，Th17 细胞

参与了 NEU 哮喘发病 [16]。Tc17 细胞分化和发展过

程与 Th17 细胞具有很多相似的特征，越来越多的

研究表明 Th17 细胞和 Tc17 细胞，在一些免疫性

疾病发挥了合作作用。在自身免疫性脑脊髓膜炎

的动物模型研究中，Huber 等 [17] 指出 Tc17 细胞能

够通过直接的细胞接触促进 Th17 细胞分化，并且

Tc17 细胞能够增强 Th17 细胞的致病力，Tc17 细

胞在炎症的初始阶段起着更重要的作用。Li 等 [9]

的研究也表明，在哮喘患者外周血以及哮喘小鼠

肺 脏 和 脾 脏 中 高 表 达 Tc17 和 Th17 细 胞， 推 测

Tc17 和 Th17 细胞能协同促进疾病的发生。同样，

本研究发现，NEU 哮喘小鼠肺脏的 Tc17 与 Th17

r=0.7932
P<0.05

Th
17

细
胞

（
％

）

表 3　两组小鼠 BALF 中 IL-6、TGF-β、IL-l7 水平比较

（pg/mL，x±s）

组别 鼠数 IL-6 TGF-β IL-17

对照组 8 13±8 1220±143 9.4±2.3

NEU 哮喘组 8 26±15 1702±455 42.3±18.1

t 值 2.2 2.9 5.1

P 值 0.0486 0.0126 <0.001

3　讨论

中性粒细胞性气道炎症与重症哮喘、激素抵

抗型哮喘等密切相关 [11]。目前，哮喘气道中性粒

细胞增多的机制尚未完全阐明。随着研究发现，

哮喘发病的经典免疫学机制 Th1/Th2 失衡学说不能

完全解释 NEU 哮喘全部的临床及病理生理改变。

有研究证实，在非特异性哮喘患者气道内的中性

粒细胞聚集并不依赖于 Th2 细胞的免疫学机制，

并且对部分患者应用针对 Th2 细胞靶向治疗并没

有取得预期的效果 [12]。近年来的研究发现，Tc17
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细胞均增加，并成正相关，有理由推测 Th17 细胞

和 Tc17 细胞可能发挥合作或协同的功能，共同调

控中性粒细胞性哮喘的发病。

总之，在本研究中，NEU 哮喘组肺脏 Tc17 细

胞表达增高，Tc17 细胞可能参与了 NEU 哮喘的发

病，增高的 IL-6、TGF-β 形成了有利于 NEU 哮喘

小鼠 Tc17 细胞优势的体内微环境，Tc17 细胞和

Th17 细胞可能发挥合作或协同的功能，IL-17 也很

可能是 Tc17 细胞在 NEU 哮喘中发挥作用的方式之

一。本研究初步探讨了 Tcl7 细胞对中性粒细胞性

气道炎症的作用及可能的免疫学机制，由于 Tcl7

细胞的复杂免疫学特性，若要全面阐明 Tc17 细胞

在中性粒细胞性气道炎症的功能及机制，仍需进

行更多的研究。
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