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不同剂量 1,25-(OH)2D3 对哮喘小鼠肺内高
迁移率族蛋白 B1 及 IL-17 表达的影响

李彦玲　栾斌　乔俊英　张丽敏

（郑州大学第三附属医院儿科，河南 郑州　450052）

［摘要］　目的　观察不同剂量 1,25- 二羟基维生素 D3 [1,25-(OH)2D3] 对哮喘小鼠肺内高迁移率族蛋白 B1

（HMGB1）及 IL-17 表达的影响。方法　将 50 只 BALB/c 小鼠随机分为对照组、哮喘组、低剂量组、中剂量组

和高剂量组，每组 10 只。卵清蛋白混合液致敏并雾化吸入建立哮喘小鼠模型，低、中、高剂量组在每次激发前

分别按 1、4、10 μg/kg 给予腹腔注射 1,25-(OH)2D3 混合液，对照组和哮喘组以生理盐水替代。采用苏木精 - 伊红

染色观察小鼠气道结构变化；免疫组化染色观察 HMGB1、IL-17 蛋白表达的变化，RT-PCR 检测 HMGB1 及 IL-17 

mRNA 水平的表达变化。结果　哮喘组气道壁厚度、HMGB1 和 IL-17 的 mRNA 及蛋白表达水平均明显高于对照

组（P<0.05）；低、中剂量组气道壁厚度、HMGB1 和 IL-17 的 mRNA 及蛋白表达水平均明显低于哮喘组，且上述

指标在中剂量组均明显低于低剂量组（P<0.05）；但高剂量组中气道壁厚度、HMGB1 和 IL-17 的 mRNA 及蛋白表

达水平均高于哮喘组（P<0.05）。结论　HMGB1 及 IL-17 可能参与哮喘气道重塑过程；适量 1,25-(OH)2D3 能改善

哮喘小鼠气道重塑，大剂量 1,25-(OH)2D3 可加重气道重塑。  ［中国当代儿科杂志，2015，17（2）：190-195］
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Effects of different doses of 1,25-(OH)2D3 on expression of HMGB1 and IL-17 in the 
lungs of asthmatic mice

LI Yan-Ling, LUAN Bin, QIAO Jun-Ying, ZHANG Li-Min. Department of Pediatrics, Third Affiliated Hospital, 
Zhengzhou University, Zhengzhou 450052, China (Luan B, Email: luanbp117@163.com) 

Abstract: Objective    To study the effects of 1,25-(OH)2D3 on airway remodeling and expression of high mobility 
group box 1 (HMGB1) and IL-17 in asthmatic mice. Methods    Fifty female mice were randomly divided into 5 
groups: control, asthma, low-dose, middle-dose, and high-dose intervention groups (n=10 each). Asthma was induced 
by intraperitoneal injections of ovalbumin (OVA) and aerosol inhalation of OVA solution. The low-dose, middle-
dose, and high-dose intervention groups were administered with 1,25-(OH)2D3 solution at the dosage of 1, 4 and 10 μg/
kg respectively by intraperitoneal injections before asthma challenge. The airway structural changes were assessed by 
hematoxylin and eosin staining. mRNA expression levels of HMGB1 and IL-17 in the lung tissues were evaluated by RT-
PCR. The protein levels of HMGB1 and IL-17 in the lung tissues were observed by immunohistochemistry. Results    The 
airway wall thickness, protein and mRNA expression levels of HMGB1 and IL-17 were higher in the untreated asthma 
group than in the control group (P<0.05). The airway wall thickness, protein and mRNA expression levels of HMGB1 and 
IL-17 were lower in the middle-dose and low-dose intervention groups than in the untreated asthma group, and the middle-
dose intervention group demonstrated lower airway wall thickness, protein and mRNA expression levels of HMGB1 
and IL-17 than in the low-dose intervention group (P<0.05). However, the airway wall thickness, protein and mRNA 
expression levels of HMGB1 and IL-17 in the high-dose intervention group were higher than in the untreated asthma 
group (P<0.05). Conclusions    HMGB1 and IL-17 may be involved in the airway remodeling process in asthmatic 
mice. A moderate amount of HMGB1 and IL-17 may be involved in the airway remodeling process in asthmatic mice. 
A moderate amount of 1,25-(OH)2D3 can improve the airway remodeling, but a higher dose of 1,25-(OH)2D3 may affect 
adversely the airway remodeling process.                                                [Chin J Contemp Pediatr, 2015, 17(2): 190-195]
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支气管哮喘（以下简称哮喘）为常见的慢性

肺部疾患，经典理论认为 Th1/Th2 应答反应失衡是

哮喘发病的关键机制，但并不能完全解释部分哮

喘患者症状持续存在、甚至恶化的原因，且近年

来世界各地哮喘的发病率、死亡率有逐渐增高的

趋势 [1-2]，故对其发病机制的新认识具有很重要的

意义。高迁移率族蛋白 B1（high mobility group box 

1, HMGB1）是一种高度保守的普遍存在的核蛋白，

作为一种新型的炎性细胞因子，参与了多种免疫

性疾病的发生和发展 [3]。Th17 细胞亚群是最近发

现的一种效应性 Th 细胞亚群，在慢性炎症性疾病

和自身免疫性疾病的发生发展中发挥了重要的作

用 [4]。因此 HMGB1 和 IL-17 可能参与哮喘的发生

发展。

1,25-(OH)2D3 是体内最重要的维生素 D 活性

形式，可以通过与各种免疫细胞上的维生素 D 受

体（vitamin D receptor, VDR）结合，对免疫系统进

行调节。我国儿童每日维生素 D 的推荐摄入量是

400 IU。既往研究证明，1,25-(OH)2D3 能有效改善

哮喘气道重塑，且有剂量依赖性，但对于在何种

剂量发挥作用，国内外鲜有报道。本实验通过建

立小鼠哮喘模型，用不同剂量 1,25-(OH)2D3 进行干

预，观察其对小鼠气道重塑、HMGB1 及 IL-17 表

达的影响，以探求维生素 D 影响哮喘的机制及合

适治疗剂量。

1　材料与方法

1.1　动物及主要试剂

50 只 SPF 级 健 康 BALB/c 雌 性 小 鼠，6~8 周

龄，体重 20±2 g，购于河南省实验动物中心。

1,25-(OH)2D3 和鸡卵清蛋白（ovalbumin, OVA）购

于 Sigma 公司，免疫组化一抗购于北京博奥森生物

技术有限公司，二抗及显色剂购于北京中杉金桥

生物技术有限公司，Trizol、反转录试剂盒和 PCR

试剂购于 Transgene 公司。

1.2　动物分组和哮喘小鼠模型的制备

参照文献并加以改进制备动物模型 [5]：适应

性饲养 1 周后，按随机原则将 50 只 BALB/c 小鼠

随机分为对照组、哮喘组、低剂量组、中剂量组

和高剂量组，每组 10 只。在第 1、8、15 天哮喘

组、低剂量组、中剂量组和高剂量组小鼠腹腔内

注射抗原混合液 0.2 mL（含 10% 氢氧化铝 0.15 mL、

OVA 50 μg 和生理盐水 0.05 mL）致敏，对照组给

予 0.2 mL 生理盐水腹腔注射。第 22 天开始，将

哮喘组、低剂量组、中剂量组和高剂量组小鼠置

于自制的透明密闭容器内，由雾化器提供雾化动

力，以 1% OVA 进行雾化吸入激发，每日 1 次，

每次 30 min，持续至第 35 天。低剂量组、中剂量

组、高剂量组在每次激发前 30 min 分别按 1、4、

10 μg/kg 给 予 腹 腔 注 射 1,25-(OH)2D3 混 合 液

0.02 mL [ 含 1,25-(OH)2D3 0.02 μg、无水乙醇 0.5 μL

和 生 理 盐 水 0.02 mL]、0.08 mL[ 含 1,25-(OH)2D3 

0.08 μg、无水乙醇 2.0 μL 和生理盐水 0.08 mL]、

0.2 mL [ 含 1,25-(OH)2D3 0.2 μg、无水乙醇 5.0 μL 和

生理盐水 0.2 mL]；哮喘组每次雾化激发前 30 min

给予腹腔注射生理盐水 0.08 mL；对照组雾化前

30 min 腹腔注射和雾化激发均用生理盐水替代。

1.3　肺组织标本制备

各组小鼠于末次雾化激发结束后 24 h 内以乙

醚吸入麻醉，开胸，结扎左肺门，取出左肺，冻

存于液氮中，用于 RT-PCR 检测；经右心室插管

至肺动脉，用生理盐水快速冲洗至无血液流出，

肺叶颜色呈白色后，换 4% 甲醛溶液冲洗，进行内

固定，取出右肺，置于 4% 甲醛溶液中进行外固定

72 h，酒精梯度脱水，采用连续切片，3 μm 厚度切片，

每隔 3 张切片选取 1 张，用于苏木精 - 伊红（HE）

染色及免疫组织化学染色。

1.4　HE 染色及免疫组化染色观察

每个标本随机取 3 张切片，每张切片随机选

取 5 个以上高倍镜视野；HE 染色下，观察支气管

壁的形态学改变，测定相同级别支气管横断面气

道壁厚度；免疫组化染色下，应用实验室图像分

析系统在高倍镜视野（10×40）下观察 HMGB1 及

IL-17 的表达。

1.5　RT-PCR 检测 HMGB1 及 IL-17 mRNA 表达

采用 Trizol 提取左肺组织总 RNA，使用逆转

录试剂盒合成 cDNA，设计引物，扩增目的基因。

HMGB1 序 列： 上 游 5'-GAAGAGGAGGAAGAAGA-
GGA-3'，下游 5'-GCAAGGTTAGTGGCTATTGA-3'，

产物长度 270 bp；IL-17 序列：上游 5'-GAGAAGATG-
CTGGTGGGTGT-3'，下游：5'-TTTCATTGTGGAGG-
GCAGAC-3'， 产 物 长 度 208 bp； 内 参 GAPDH 序

列： 上 游 5'-GAGGCCGGTGCTGAGTATGT-3'， 下
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游 5'-GGTGGAAGAGTGGGAGTTGCT-3'，产物长度

618 bp。反应条件：94℃预变性 2 min；94℃变性

30 s，55℃退火 30 s，72℃延伸 2 min，共 35 个循环；

72℃再延伸 6 min。扩增产物在 2% 琼脂糖凝胶上

进行电泳，并采用凝胶电泳成像系统观察目的基

因，目的基因 mRNA 的表达量以目的基因的 DNA

条带与内参基因的 DNA 条带灰度值的比值表示。

1.6　统计学分析

采用 SPSS 17.0 统计软件对数据进行统计学分

析，计量资料用均数 ± 标准差（x±s）表示，多

个样本均数间的比较采用单因素方差分析，组间

数据的两两比较采用 SNK-q 检验；两个变量的相

关分析采用 Pearson 相关分析。P<0.05 为差异有统

计学意义。

2　结果

2.1　小鼠肺组织病理形态学观察

在 普 通 光 学 高 倍 显 微 镜（10×40） 下 观 察

小鼠肺组织病理形态学变化。与对照组相比，哮

喘组气道壁明显增厚（P<0.05），上皮细胞排列

紊乱、脱落，气道周围有大量炎性细胞浸润；低

剂量组和中剂量组的气道壁厚度明显低于哮喘组

（P<0.05），且中剂量组气道壁厚度明显低于低剂

量组（P<0.05）；但高剂量组的气道壁厚度均明显

高于其他 4 组（均 P<0.05）。见图 1，表 1。

图 1　各组小鼠肺组织病理形态学变化（苏木精 - 伊红染色，×400）　　对照组小鼠支气管壁结构完整光滑，上皮

细胞排列整齐，气道壁厚度适中，少量炎性细胞浸润；哮喘组小鼠支气管壁增厚受损、管腔狭窄，上皮细胞排列紊乱、脱落，

支气管周围较多炎性细胞浸润；低剂量组小鼠支气管可见上皮细胞和平滑肌轻度增生，基底膜稍增厚，支气管周围可见少量

炎性细胞浸润；中剂量组小鼠管壁增厚不明显，支气管周围可见较少的炎性细胞浸润；高剂量组可见支气管出现管壁明显增

厚受埙，上皮细胞紊乱，周围大量炎性细胞浸润。

对照组 哮喘组 低剂量组 中剂量组 高剂量组

2.2　各组小鼠 HMGB1 和 IL-17 免疫组化结果

HMGB1 和 IL-17 蛋 白 均 主 要 表 达 于 炎 症 细

胞 及 上 皮 细 胞 的 细 胞 核、 胞 浆。HMGB1、IL-17

在 哮 喘 组 的 表 达 明 显 高 于 对 照 组（P<0.05）；

HMGB1、IL-17 在低剂量组、中剂量组的表达明

显低于哮喘组（P<0.05），且中剂量组 HMGB1、

IL-17 的表达明显低于低剂量组（P<0.05）；但高

剂量组中 HMGB1、IL-17 的表达均高于其他 4 组（均

P<0.05）。见图 2，表 2。

2.3　各组小鼠肺内 HMGB1 及 IL-17 mRNA 检测

结果

RT-PCR 检 测 结 果 显 示：HMGB1 和 IL-17 

mRNA 在哮喘组的表达明显高于对照组（P<0.05）；

HMGB1 和 IL-17 mRNA 在低剂量组、中剂量组的表

达明显低于哮喘组（P<0.05），且中剂量组 HMGB1

和 IL-17 mRNA 的表达明显低于低剂量组（P<0.05）；

但在高剂量组中 HMGB1 和 IL-17 mRNA 的表达均

高于其他 4 组（均 P<0.05）。见图 3、表 3。

表 1　各组小鼠气道壁厚度　（x±s，μm）

组别 鼠数 气道壁厚度

对照组 10 19.9±1.4

哮喘组 10 41.7±4.6a

低剂量组 10 38.0±2.5b

中剂量组 10 26.6±1.5b,c

高剂量组 10 51.3±4.9a,b,c,d

F 值 140.283

P 值 <0.05

注：a 示 与 对 照 组 比 较，P<0.05；b 示 与 哮 喘 组 比 较，
P<0.05；c 示与低剂量组比较，P<0.05；d 示与中剂量组比较，
P<0.05。
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HMGB1

IL-17

图 3　各组小鼠肺组织 HMGB1 及 IL-17 mRNA 的表

达　　注：M：Marker；1：对照组；2：低剂量组；3：中剂量组；

4：哮喘组；5：高剂量组。

图 2　各组小鼠 HMGB1 和 IL-17 在肺组织内的表达（免疫组织化学染色，×400）　　深棕黄色为 HMGB1 和

IL-17 表达阳性细胞。对照组 HMGB1 和 IL-17 表达最弱；哮喘组 HMGB1 和 IL-17 呈强阳性表达；低剂量组 HMGB1 和 IL-17

表达较哮喘组降低；中剂量组 HMGB1 和 IL-17 表达较低剂量组降低；高剂量组 HMGB1 和 IL-17 表达较哮喘组升高。

对照组 哮喘组 低剂量组 中剂量组 高剂量组

表 2　各组小鼠 HMGB1 及 IL-17 表达水平比较　（x±s）

组别 鼠数 HMGB (IOD) IL-17 (IOD)

对照组 10 15.7±1.6 8.5±0.5

哮喘组 10 91.5±8.9a 48.0±2.4a

低剂量组 10 54.2±4.2b 32.4±2.2b

中剂量组 10 37.1±2.1b,c 12.5±0.8b,c

高剂量组 10 115.2±7.0a,b,c,d 71.5±5.9a,b,c,d

F 值 532.593 738.899

P 值 <0.05 <0.05

注：a 示与对照组比较，P<0.05；b 示与哮喘组比较，P<0.05；
c 示与低剂量组比较，P<0.05；d 示与中剂量组比较，P<0.05。

表 3　各组小鼠 HMGB1 及 IL-17 mRNA 表达　（x±s）

组别 鼠数 HMGB1 mRNA IL-17 mRNA

对照组 10 0.135±0.008 0.104±0.004

哮喘组 10 0.650±0.035a 0.512±0.048a

低剂量组 10 0.427±0.018b 0.372±0.040b

中剂量组 10 0.346±0.014b,c 0.294±0.012b,c

高剂量组 10 0.790±0.050a,b,c,d 0.649±0.067a,b,c,d

F 值 766.023 251.939

P 值 <0.05 <0.05

注：a 示与对照组比较，P<0.05；b 示与哮喘组比较，P<0.05；
c 示与低剂量组比较，P<0.05；d 示与中剂量组比较，P<0.05。

图 4　小鼠肺组织内 HMGB1 蛋白表达与气道壁厚度

关系的散点图

2.4　相关性分析

肺组织内 HMGB1 蛋白的表达与气道壁厚度

呈 正 相 关（r=0.924，P<0.01）， 肺 组 织 内 IL-17

蛋白的表达与气道壁厚度亦呈正相关（r=0.954，

P<0.01）； 肺 组 织 内 HMGB1 蛋 白 与 IL-17 蛋 白
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的表达呈正相关（r=0.967，P<0.01），肺组织内

HMGB1 mRNA 与 IL-17 mRNA 的表达亦呈正相关

（r=0.975，P<0.01）。见图 4~7。
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3　讨论

哮喘是一种由免疫异常而导致反复发作的变

态反应性疾病，已经证明 Th17 细胞及其细胞因子

图 6　小鼠肺组织内 HMGB1 蛋白与 IL-17 蛋白表达关

系的散点图

图 7　小鼠肺组织内 HMGB1 mRNA 与 IL-17 mRNA

表达关系的散点图

图 5　小鼠肺组织内 IL-17 蛋白表达与气道壁厚度关系

的散点图

参与了气道炎症、气道重塑及气道高反应性，在

哮喘中发挥着重要作用 [6] 。而 IL-17 作为一种强大

的招募中性粒细胞因子，其在哮喘中的作用也相

应逐渐受到重视。IL-17 为 Th17 细胞的主要功能

因子，由激活的 T 细胞产生，在中性粒细胞的募集、

活化和迁移过程中发挥重要作用，诱导 T 细胞介

导的慢性炎症反应。本研究发现哮喘组小鼠支气

管及血管周围炎性细胞浸润显著增多，IL-17 的表

达明显高于对照组，提示 IL-17 可能参与了哮喘的

发病过程。

HMGB1 作为一种晚期炎症因子，参与多种细

胞因子、血管黏附分子、促炎细胞趋化等相互作

用引起的炎症反应及信号转导过程 [3]。有研究表

明，哮喘患者痰中的 HMGB1 浓度明显升高 [7]，本

研究也发现 HMGB1 在哮喘组中的表达显著升高。

HMGB1 能诱导树突细胞成熟并分泌多种促炎细

胞因子 [8]，Anti-HMGB1 中和抗体可通过抑制树突

状细胞介导 Th17 极化改善中性气道炎症 [9]，提示

HNGB1 可作为炎症因子，直接参与哮喘的发病过

程或作用于树突细胞，介导 Th17 细胞分化，间接

参与哮喘的发病过程。He 等 [10] 研究发现 HMGB1

通过对 TLR2 和 IL-23 表达的影响，参与 Th17 细

胞分化。本研究发现，肺组织内 HMGB1 与 IL-17

表达呈正相关，提示 HMGB1 还可通过与 Toll 样受

体（TLRs）等受体结合，介导 IL-17 的产生，参与

哮喘气道炎症及气道重塑。

1,25-(OH)2D3 除发挥调节机体钙、磷代谢的生

理功能外，还可通过与 VDR 结合，参与多种细胞

的增殖和分化，参与免疫调节作用及多种肿瘤的

发生过程 [11]。VDR 广泛分布于全身各处 [12]，几乎

表达于所有免疫细胞，包括活化的 CD4+、CD8+、

T 细胞、B 细胞、单核细胞、中性粒细胞和抗原递

呈细胞 [13]。有研究证明 HMGB1 参与 Th17 细胞分

化，介导 IL-17 的产生，1,25-(OH)2D3 也可直接调节

Th17 细胞的分化，抑制 IL-17 等细胞因子表达 [14-15]，

提 示 1,25-(OH)2D3 可 通 过 与 VDR 结 合 直 接 或 间

接参与对哮喘的调节作用 [16]。本文研究发现，

HMGB1、IL-17 在哮喘组的表达明显高于对照组，

而在低剂量组、高剂量组中的表达明显低于哮喘

组。研究还发现肺组织内 HMGB1 与 IL-17 表达呈

正相关，提示 1,25-(OH)2D3 可能通过降低哮喘小鼠

肺内 HMGB1 的表达或阻断 HMGB1-IL-17 通路或
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直接下调 Th17 的数量和功能，减轻哮喘小鼠气道

炎症。

研究证明 [11,17]，1,25-(OH)2D3 不仅能通过抑制

HMGB1、TLR4 及转化生长因子 β1 表达，还能通

过直接抑制气道平滑肌细胞的增殖，减轻哮喘气

道重塑。本研究发现，低剂量组、中剂量组的气

道壁厚度明显低于哮喘组，说明 1,25-(OH)2D3 还可

通过直接抑制气道平滑肌增殖，减轻气道重塑。

Matheu 等 [18] 研究发现，过量补充维生素 D 能促进

IL-4、IL-13 等细胞因子产生，加重气道重塑。本

研究也发现高剂量组的气道壁厚度明显高于哮喘

组，中剂量组气道壁厚度明显低于低剂量组，提

示适量补充 1,25-(OH)2D3 可有效改善气道重塑，过

量 1,25-(OH)2D3 可能加重气道重塑。

本次试验研究表明，HMGB1 及 IL-17 可能参

与了哮喘气道重塑过程，不同剂量 1,25-(OH)2D3 能

影响哮喘小鼠气道重塑，适量补充 1,25-(OH)2D3 不

仅能通过降低哮喘小鼠肺内 HMGB1 的表达或阻断

HMGB1-IL-17 通路或直接下调 Th17 的数量和功能，

还能直接抑制气道平滑肌细胞的增殖，减轻哮喘

小鼠气道重塑，过量 1,25-(OH)2D3 能加重气道重塑，

为进一步对哮喘发病机制的研究以及哮喘的治疗

提供了新的认识。
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