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血管活性肠肽对哮喘小鼠气道炎症及
Th17/Treg 平衡的影响
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［摘要］　目的　探讨血管活性肠肽（VIP）对哮喘小鼠气道炎症的影响，以及对 Th17 细胞 / 调节性 T 细

胞（Treg）失衡的调控作用。方法　将 30 只 BALB/c 小鼠随机分成对照组、哮喘组、VIP 组，每组 10 只。利用

卵白蛋白（OVA）致敏和激发制作急性哮喘小鼠模型；对照组致敏和激发阶段均以生理盐水代替 OVA；VIP 组

每次 OVA 激发前，先以 VIP 溶液（20 μg/mL）雾化吸入 30 min。留取各组小鼠支气管肺泡灌洗液、肺组织等标

本。利用苏木精 - 伊红染色观察肺组织病理变化；ELISA 法检测肺泡灌洗液中 Th17/Treg 相关细胞因子水平；免

疫组化及 Real-time PCR 检测肺组织中 Th17 细胞特异性转录因子 RORγt 及 Treg 特异性转录因子 Foxp3 表达情况。

结果　病理组织学结果显示 VIP 组小鼠肺组织气道炎症表现较哮喘组减轻。哮喘组小鼠 BALF 中 IL-17 浓度高

于对照组（P<0.01），VIP 组 IL-17 浓度较哮喘组降低（P<0.01），但仍高于对照组（P<0.01）。哮喘组 BALF

中 IL-10 浓度低于对照组（P<0.01），VIP 组 IL-10 浓度较哮喘组升高（P<0.01），但仍低于对照组（P<0.01）。

哮喘组小鼠肺组织 RORγt mRNA 及蛋白表达高于对照组（P<0.01），Foxp3 mRNA 及蛋白表达低于对照组

（P<0.01）；VIP 组肺组织 RORγt mRNA 及蛋白表达水平低于哮喘组（P<0.01），Foxp3 mRNA 及蛋白表达水平

高于哮喘组（P<0.05）。结论　哮喘小鼠存在 Th17/Treg 免疫失衡，VIP 可通过调控 Th17/Treg 免疫失衡而改善

哮喘小鼠气道炎症。                                                                    ［中国当代儿科杂志，2017，19（6）：699-704］

［关键词］　血管活性肠肽；哮喘；Th17 细胞；调节性 T 细胞；小鼠

Effects of vasoactive intestinal peptide on airway inflammation and Th17/Treg 
balance in asthmatic mice
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School of Medicine, Hangzhou 310003, China (Luo Y-C, Email: luoyunchun501@163.com) 

Abstract: Objective    To investigate the effects of vasoactive intestinal peptide (VIP) on the airway inflammation 
and its regulatory effect on Th17/Treg imbalance in asthmatic mice. Methods    A total of 30 BALB/c mice were equally 
and randomly divided into three groups: control, asthma, and VIP. An acute asthmatic mouse model was established by 
sensitization and challenge with ovalbumin (OVA). The control group received normal saline instead of OVA. Before 
the challenge with OVA, the VIP group was administered VIP (20 μg/mL) by aerosol inhalation for 30 minutes. The 
bronchoalveolar lavage fluid (BALF) and the lung tissue were collected from mice. The pathological changes in the 
lung tissue were observed by hematoxylin and eosin staining. The levels of Th17/Treg-related cytokines in BALF were 
measured by enzyme-linked immunosorbent assay. The expression of retinoid-related orphan receptor gamma t (RORγt) 
and forkhead box P3 (Foxp3) were measured by real-time fluorescence quantitative PCR and immunohistochemistry. 
Results    The histopathological results showed that the VIP group had milder symptoms of airway inflammation than 
the asthma group. The level of IL-17 in BALF in the asthma group was significantly higher than that in the control group 
and the VIP group (P<0.01), but the level of IL-17 in the control group was significantly lower than that in the VIP group 
(P<0.01). The level of IL-10 in BALF in the asthma group was significantly lower than that in the control group and the 
VIP group (P<0.01, but the level of IL-10 in the VIP group was significantly higher than that in the control group (P<0.01). 
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支气管哮喘（简称哮喘）是一种以慢性气道

炎症为特征的异质性疾病 [1]，其发病机制复杂，迄

今为止尚未完全清楚。既往认为 Th1/Th2 平衡对于

哮喘的发生发展具有重要的作用，然而，近些年来

研究发现，支气管哮喘的某些临床和实验现象与上

述失衡学说不相符合，故并不能简单用 Th1/Th2 失

衡学说来解释。Th17 细胞和调节性 T 细胞（Treg），

以及其代表性细胞因子 IL-17、IL-10 等与哮喘发病

存在复杂的相关关系，二者在分化上具有相关性，

但在功能上相互拮抗，从而使机体处于一种精细而

复杂的相对稳定状态。因此提出了 Th17/Treg 免疫

失衡也是哮喘发病的重要机制之一 [2-3]。

非肾上腺素能非胆碱能抑制性神经递质有

一 氧 化 氮 和 血 管 活 性 肠 肽（vasoactive intestinal 

peptide, VIP）等，可介导抗炎、扩张支气管及免

疫抑制等作用。在呼吸系统中，VIP 可舒张肺血管，

对抗其他炎症介质所致的气道痉挛，起到扩张支

气管的作用 [4]；在免疫系统中，VIP 能够调节免疫

系统来发挥内源性的调节作用，即能抑制抗原提

呈细胞的促进炎症反应，调节 Th1/Th2 免疫平衡状

态，并促进 Treg 的分化，抑制 Th17 细胞功能，在

炎症动物模型如胶原诱导的关节炎和自身免疫性

脑脊髓炎中都起到明显作用 [5-6]。在此基础上，本

研究拟在复制急性哮喘小鼠模型，验证 Th17 细胞

/Treg 失衡与哮喘气道炎症的关系，并探讨 VIP 在

哮喘气道炎症中的防治前景。

1　材料与方法

1.1　实验动物

3~5 周龄 SPF 级 BALB/c 雄性小鼠 30 只，体

重 14~18 g，购于上海斯莱克实验动物有限责任公

司，饲养于温州医科大学 SPF 级实验动物中心。

1.2　主要实验试剂及仪器

鸡卵白蛋白（OVA，美国 Sigma 公司），VIP（美

国 Sigma 公司），小鼠 IL-17、IL-10 ELISA 试剂盒

（美国 R&D 公司），TRIzol（美国 Invitrogen 公司），

RT-PCR 逆转录试剂盒（加拿大 Fementas 公司），

SYBR Premix Ex TaqTM Ⅱ（Perfect Real-Time）定量

试剂盒（日本 TaKaRa 公司），PCR 特异性引物由

上海基康生物技术有限公司合成，兔抗鼠维甲酸

相关孤独核受体 γt（retinoid-related orphan receptor 

gamma t, RORγt）和叉状头 / 翅膀状螺旋转录因子

3（forkhead/winged helix transcription factor, Foxp3）

抗体（英国 Abcam 公司）。Roche Light Cycler 480

实时定量 PCR 仪（瑞士罗氏集团），LKB-2088 型

超薄切片机（瑞士 LKB 公司）。

1.3　动物模型的建立

将 30 只雄性 BALB/c 小鼠随机分成对照组、

哮 喘 组、VIP 组， 每 组 10 只。 模 型 制 作 参 照 文

献 [7-8] 方法并稍作改进，具体如下：（1）致敏阶段：

哮喘模型于实验开始的第 1 天和第 13 天腹腔注射

0.1 mL 含 0.01%OVA 的 Al(OH)3 凝胶致敏，各 1 次，

共 2 次。（2）激发阶段：于实验第 25 天开始每

天将小鼠置密闭容器中雾化吸入 1%OVA 生理盐水

溶液激发，每次雾化吸入时间约 30 min，连续激

发 8 d。对照组致敏和激发阶段均以生理盐水代替

OVA；VIP 组每次 OVA 激发前，先以 VIP 溶液（20 μg/

mL）雾化吸入 30 min。

1.4　标本收集

末次激发后 24 h 内，取左肺中下肺段组织，

固定、脱水、包埋、切片；另一部分肺组织分装

后迅速置于液氮中，-80℃保存待检。取 PBS 缓冲

液 1 mL 分 3 次缓慢冲洗右肺，收集支气管肺泡灌

洗液（BALF），3 000 r/min 离心 15 min，取上清液，

于 -80℃冰箱保存待检。

1.5　病理组织学检查

取肺组织切片行苏木精 - 伊红染色，光镜下

观察小鼠支气管黏膜下和周围肺组织炎性细胞浸

润。

1.6　ELISA 检测 BALF 中 IL-17、IL-10 浓度

实验过程参照试剂盒说明书测定 BALF 中 IL-

The asthma group showed significantly higher expression levels of RORγt mRNA and protein in the lung tissue and 
significantly lower expression levels of Foxp3 mRNA and protein than the control group (P<0.01). The VIP group had 
significantly lower expression levels of RORγt mRNA and protein in the lung tissue and significantly higher expression 
levels of Foxp3 mRNA and protein than the asthma group (P<0.05). Conclusions    The Th17/Treg imbalance may be 
closely related to the airway inflammation in asthmatic mice. VIP can improve airway inflammation by regulating the 
Th17/Treg imbalance in asthmatic mice.                                                 [Chin J Contemp Pediatr, 2017, 19(6): 699-704]

Key words: Vasoactive intestinal peptide; Asthma; Th17 cell; Regulatory T cell; Mice
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17、IL-10 的水平，用酶标仪在 450 nm 处测吸光度

（OD）值，根据样品的 OD 值确定其浓度。

1.7　Real-time PCR 检测肺组织 ROR-γt、Foxp3 

mRNA 的表达

肺 组 织 用 TRIzol 试 剂 提 取 总 RNA，

按 照 逆 转 录 试 剂 盒 说 明 书 操 作 步 骤 逆 转 录

为 cDNA， 之 后 进 行 内 参 β-actin、ROR-γt、

Foxp3 产 物 扩 增。 引 物 序 列：β-actin： 正 义 链

5'-GGAGATTACTGCCCTGGCTCCTA-3'， 反 义 链

5'-GTCGTTCGTCCTCATGCTACTCAG-3'；ROR-γt：

正义链 5'-GAACTTGGGGAACCAGAACAG-3'，反义

链 5'-CTTGGCAAACTCCACCACATA-3'；Foxp3：正

义 链 5'-AGTTCCTTCCCAGAGTTCTTCCA-3'， 反 义

链 5'-GCTCAGGTTGTGGCGGATG-3'。PCR 反 应 体

系总体积 20 μL，包括 SYBR Premix Ex TaqTM（2×）

10.0 μL，PCR 上 游 引 物（10 μM）0.4 μL，PCR 下

游引物（10 μM）0.4 μL，cDNA 模板 2.0 μL，dH2O 

7.2 μL。PCR 反 应 条 件：95 ℃ 预 变 性 30 s；95 ℃

变性 10 s，60℃退火 20 s，40 个循环；溶解曲线 

95℃ 1 s，40℃ 1 s，70℃ 1 s。应用 SYBR Green Ⅰ

法进行 Real-Time PCR 反应，每个样本重复 3 次，

反应完成后确认扩增和融解曲线，结果以 2- △△ Ct

法对 mRNA 水平进行相对定量，其中△△ Ct=Ct（样

品）-Ct（基准）。

1.8　 免 疫 组 化 SP 法 检 测 肺 组 织 中 ROR-γt、

Foxp3 蛋白的表达

一抗工作浓度均为 1 : 100，按试剂盒说明书操

作，光镜下观察，阳性表达结果为细胞胞核或胞

浆内出现棕黄色颗粒。每只小鼠肺组织标本随机

选取 10 张切片，每张切片随机选择 5 个高倍镜视

野（×400），应用 Image-Pro Plus 图像分析软件

测定阳性部位的平均吸光度（MOD）值，用以代

表阳性部位的蛋白表达水平。

1.9　统计学分析

采用 SPSS 17.0 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，多

组间比较采用方差分析，组间两两比较采用 SNK-q
检验；两变量的相关比较采用 Pearson 相关分析法；

P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　各组小鼠急性哮喘发作特点比较

哮喘小鼠经致敏后在雾化激发阶段，表现出

兴奋时烦躁不安和安静时少动，弓背，前肢抬起，

头面部痉挛，伴呼吸加深加快，反应低下等哮喘

急性期表现。对照组无上述表现，VIP 组亦出现上

述症状，但程度较哮喘组轻。

2.2　各组小鼠肺组织病理学变化

对照组小鼠肺组织结构完整，支气管、肺泡

形态规则，黏膜上皮完整，支气管腔内分泌物少

或未见，支气管、肺泡膈及血管周围未见炎性细胞

浸润。哮喘组小鼠支气管、肺泡内及血管周围出现

较多炎性细胞浸润，黏液腺增生，气道上皮断裂，

肺间质和支气管腔内可见炎性细胞渗出和分泌物，

部分有黏液栓形成等。VIP 组肺组织炎性细胞浸润

等病理改变较哮喘组减轻，但未完全消失。见图 1。

2.3　各组小鼠 BALF 中 IL-17、IL-10 浓度的变化

哮喘组小鼠 BALF 中 IL-17 浓度高于对照组

（P<0.01），VIP 组 IL-17 浓 度 较 哮 喘 组 降 低，

（P<0.01），但仍高于对照组（P<0.01）。哮喘组

BALF 中 IL-10 浓 度 低 于 对 照 组（P<0.01），VIP

组 IL-10 浓度较哮喘组升高（P<0.01），但仍低于

对照组（P<0.01）。见表 1。

图 1　各组小鼠的肺组织病理切片（苏木精 - 伊红染色，×100）　　对照组未见气道炎症改变；哮喘组支气管、肺

泡内及血管周围出现较多炎性细胞浸润；VIP 组炎症改变较哮喘组轻。

对照组 哮喘组 VIP 组
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2.4　 小 鼠 肺 组 织 中 转 录 因 子 RORγt 和 Foxp3 

mRNA 的变化

哮喘组小鼠肺组织中 RORγt mRNA 表达较对

照组显著增强（P<0.01）；VIP 组小鼠肺组织中

RORγt mRNA 的表达低于哮喘组（P<0.01），且与

对照组比较差异无统计学意义（P>0.05）。 哮喘

组小鼠肺组织中 Foxp3 mRNA 表达显著低于对照组

（P<0.01），VIP 组小鼠肺组织 Foxp3 mRNA 表达

较哮喘组升高（P<0.01），且与对照组比较差异无

统计学意义（P>0.05）。见表 2。

对照组

对照组

哮喘组

哮喘组

VIP 组

VIP 组

图 2　各组小鼠肺组织 RORγt 蛋白表达情况（免疫组化染色，×200）　　对照组支气管上皮细胞 RORγt 蛋白少量

表达；哮喘组支气管上皮细胞及周围炎性细胞有大量 RORγt 蛋白表达；VIP 组支气管上皮细胞及周围炎性细胞 RORγt 蛋白表

达较哮喘组明显减少。箭头所示为 RORγt 蛋白阳性表达。

图3　各组小鼠肺组织Foxp3蛋白表达情况（免疫组化染色，×200）　　对照组支气管上皮细胞 Foxp3 蛋白正常表达；

哮喘组支气管上皮细胞及周围炎性细胞 Foxp3 蛋白表达较对照组减少；VIP 组支气管上皮细胞及周围炎性细胞 Foxp3 蛋白表

达较哮喘组明显增加。箭头所示为 Foxp3 蛋白阳性表达。

表 1　各组小鼠 BALF 中 IL-17、IL-10 水平比较

（x±s，pg/mL）

组别 n IL-17 IL-10

对照组 10 18±3 170±27

哮喘组 10 48±3a 60±15a

VIP 组 10 32±5a,b 96±25a,b

F 值 62.64 25.59

P 值 　 <0.01 <0.01

注：a 示 与 对 照 组 比 较，P<0.01；b 示 与 哮 喘 组 比 较，

P<0.01。

表 2　各组小鼠肺组织中 RORγt、Foxp3 mRNA 的表达比较

（x±s）

组别 n RORγt mRNA Foxp3 mRNA

对照组 10 1 1

哮喘组 10 12.05±0.08a 0.22±0.05a

VIP 组 10 2.23±0.11b 0.53±0.07b

F 值 98.561 52.332

P 值 　 <0.01 <0.01

注：[RORγt ] 维甲酸相关孤独核受体 γt；[Foxp3] 叉状头 / 翅

膀状螺旋转录因子 3。a 示与对照组比较，P<0.01；b 示与哮喘组

比较，P<0.01。

2.5　小鼠肺组织中转录因子 RORγt 和 Foxp3 蛋

白表达情况

Th17 特异性转录因子 RORγt 表达于细胞胞浆

和细胞核内，Treg 特异性转录因子 Foxp3 表达于

细胞核内，主要位于肺组织的淋巴细胞、气道周

围和肺间质的炎性细胞内。见图 2~3。

哮喘组小鼠肺组织中 RORγt 蛋白呈强阳性表

达，与对照组相比差异有统计学意义（P<0.01）；

VIP 组 RORγt 蛋白较哮喘组表达降低，但仍高于对
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2.6　相关性分析

小鼠肺组织中 RORγt/Foxp3 蛋白比值与 Th17

细 胞 分 泌 特 异 性 细 胞 因 子 IL-17 浓 度 呈 正 相 关

（r=0.823，P<0.01）（ 图 4）； 与 Treg 分 泌 特 异

性细胞因子 IL-10 呈负相关（r=-0.714，P<0.01）（图

5）。

图 4　小鼠肺组织中 RORγt/Foxp3 蛋白比值与 BALF

中 IL-17 浓度相关性分析

图 5　小鼠肺组织中 RORγt/ Foxp3 蛋白比值与 BALF

中 IL-10 浓度相关性分析

表 3　各组小鼠肺组织中 RORγt、Foxp3 蛋白表达比较

（x±s）

组别 n RORγt 蛋白 Foxp3 蛋白 RORγt/Foxp3

对照组 10 0.259±0.033 0.356±0.018 0.73±0.10

哮喘组 10 0.362±0.032a 0.234±0.042a 1.54±0.26a

VIP 组 10 0.304±0.011a,b 0.289±0.031a,c 1.06±0.13a,b

F 值 12.320 9.265 19.281

P 值 <0.01 <0.01 <0.01

注：[RORγt ] 维甲酸相关孤独核受体 γt；[Foxp3] 叉状头 / 翅

膀状螺旋转录因子 3。a 示与对照组比较，P<0.01；b 示与哮喘组

比较，P<0.01；c 示与哮喘组比较，P<0.05。

照组（P<0.01）。哮喘组转录因子 Foxp3 蛋白表达

较对照组降低（P<0.01）；VIP 组 Foxp3 蛋白表达

较哮喘组升高，但仍低于对照组（P<0.05）。见表 3。

Y=15.42X+18.29
r=0.823
P<0.01

Y=-106.68X+228.35
r=-0.714

P<0.01

RORγt/Foxp3 蛋白比值

RORγt/Foxp3 蛋白比值

3　讨论

哮喘的具体发病机制及病因较为复杂，传统

理论认为机体内 Th2 细胞应答增强为主的 Th1/Th2

失衡对于哮喘的发生发展具有重要的作用 [9]。近

年来研究发现哮喘的一些实验和临床病理生理现

象并不能归因于经典的 Th1/Th2 失衡学说。CD4+T

淋巴细胞另一亚群—Th17 细胞，其分化、成熟受

其上游转录因子 RORγt 基因表达水平的调控 [3]。

Th17 细胞主要以分泌 IL-17 为特征，参与机体的

一系列免疫反应，有研究表明，哮喘动物模型局

部气道分泌的 IL-17 可以促进气道上皮细胞、平滑

肌细胞和纤维母细胞的活化，高度表达炎症因子

如 IL-6、IL-8 等，进而促进中性粒细胞趋化和活

化，进一步加重气道炎症反应 [10-11]。Treg 是 CD4+T

淋巴细胞的重要亚型，分泌抑制性细胞因子如 IL-
10、TGF-β 等多种细胞因子，发挥调节机体的免疫

平衡及抗炎等功能。Foxp3 是促进 Treg 分化成熟

的上游转录因子，它特异性表达在 Treg 中，其表

达水平在一定程度上可以反映出 Treg 的数量和功

能活性 [3]。 

本研究发现，哮喘组较对照组肺组织 RORγt 

mRNA 表达水平明显升高，伴随着 Th17 特异性细

胞因子 IL-17 表达增高；而 Foxp3 mRNA 表达降低，

伴随 Treg 相关因子 IL-10 的表达下降；且 RORγt/

Foxp3 蛋白比值增高，提示哮喘发生的可能机制与

Th17/Treg 免疫失衡有关。

VIP 是具有生物活性的小分子神经肽，是肺内

非肾上腺素能非胆碱能抑制性神经递质，是目前

发现最强的内源性支气管扩张剂。有研究结果显

示急性哮喘发作或者持续加重时，利用 ELISA 测

定 BALF 及肺组织中 VIP 含量显著降低 [6]。Szema

等 [12] 报道，VIP 基因敲除小鼠吸入胆碱能药物后

出现气道高反应性，气道周围及 BALF 中炎性细胞

及炎性因子的浸润增加，通过额外给予 VIP 的干

预能够逆转上述反应。最近越来越多的研究表明

VIP 还能通过改变 Th17 细胞和 Treg 的数量及功能

参与免疫调节反应。动物实验证实，在胶原诱发

性关节炎和非肥胖糖尿病小鼠模型中，VIP 通过改

变 Th17 细胞 /Treg 的数量及功能起到抗炎及免疫

调节作用 [5,13]。最近，日本学者通过 VIP 衍生物干

预 OVA 致敏哮喘小鼠，结果显示干预组 BALF、
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血清及肺组织炎性细胞浸润明显减少 [14]。VIP 作为

重要的神经递质和内分泌免疫调节肽，具有广泛

的生物学功能，被认为是治疗自身免疫疾病和炎

症性疾病最具前景的生物制剂之一，因此利用 VIP

及其衍生物在防治哮喘方面显示出了很大的潜能，

另外 VIP 能否有利于急性哮喘小鼠炎症细胞的局

限？是否能逆转哮喘模型的 Th17 细胞 /Treg 平衡？

目前国内外尚无相关研究报道。本研究通过雾化

吸入 VIP 干预哮喘小鼠，结果显示肺组织气道炎

症明显缓解，BALF 中 Th17 细胞因子 IL-17 较哮喘

小鼠明显降低，而 Treg 细胞因子 IL-10 水平升高。

同时 VIP 不仅能抑制肺组织 RORγt 基因的表达，

还能提高 Foxp3 基因表达水平；提示雾化吸入 VIP

对哮喘小鼠气道炎症具有一定的调节作用，其可

能机制是：（1）VIP 具有直接扩张哮喘小鼠气道

作用；（2）VIP 与肺内受体结合，改善小鼠肺内

转录因子 RORγt 和 Foxp3 基因的表达，逆转初始

T 细胞向 Th17 细胞分化，使得 Th17 细胞分泌炎

症因子 IL-17 减少，Treg 分泌特异的抗炎细胞因子

IL-10 增多，维持哮喘小鼠体内 Th17/Treg 免疫平

衡状态。

综上所述，本研究结果显示 Th17/Treg 免疫平

衡参与哮喘气道炎症损伤过程，其作用机理可能

是与特异转录因子 RORγt、Foxp3 失衡表达有关。

另外，急性哮喘小鼠经雾化吸入 VIP 可通过逆转

特异性转录因子 RORγt/Foxp3 的失衡表达，有效影

响 Th17/Treg 免疫失衡，这可能是 VIP 改善哮喘小

鼠气道炎症的作用机理之一。
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