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揖Abstract铱 Objective To observe the immune response of Th17 cells in mesenteric lymph node (MLN冤 of
C57BL/6 mice infected by Schistosoma japonicum. Methods Twenty C57BL/6 mice were randomly divided into
infected group and control group each with ten mice. The mice in infected group were infected each with 40依5
S. japonicum cercariae. Five to six weeks later, MLN lymphocytes were separated and stimulated for 4 h by anti鄄CD3
(1 滋g/ml冤 and anti鄄CD28 (1 滋g/ml冤 before examination of IL鄄17 and retinoic acid receptor鄄related orphan receptor 酌t (ROR鄄酌t)
mRNA by reverse transcription PCR. The level of IL鄄17 and IFN鄄酌 was detected by ELISA after culturing with
supernatant for 72 h. MLN lymphocytes were stimulated for 5 h by 10 ng/ml phorbol myristoyl acetate (PMA) and 1 滋g/ml
ionomycine. The intracellular cytokines were stained and the content of Th17 and other cytokines was examined by flow
cytometry. Results The level of IFN鄄酌 咱(214.3依62.6) pg/ml暂 and IL鄄17 [渊176.8依62.1) pg/ml] in the supernatant of culured
MLN cells from the infected mice was significantly higher than that of normal mice [渊46.7依13.9) and 0 pg/ml冤渊P<0.05冤. The
expression level of IL鄄17 and ROR鄄酌t mRNA was also considerably higher than that of normal mice. IL鄄17+ IL鄄4+, IL鄄17+
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揖摘要铱 目的 观察 C57BL/6小鼠感染日本血吸虫后肠系膜淋巴结 Th17细胞的免疫应答遥 方法 20只 C57BL/6小
鼠随机分为感染组和对照组袁 每组 10只袁 感染组小鼠经腹部皮肤感染日本血吸虫尾蚴袁 每鼠 渊40依5冤 条遥 感染后 5~6
周分离小鼠肠系膜淋巴结的淋巴细胞袁 分别用抗小鼠 CD3 单克隆抗体 渊anti鄄CD3袁 1 滋g/ml冤 和抗小鼠 CD28单克隆抗
体 渊anti鄄CD28袁 1 滋g/ml冤 刺激袁 培养 4 h后收集细胞袁 RT鄄PCR检测小鼠肠系膜淋巴结淋巴细胞中白细胞介素 17 渊IL鄄17冤
和维甲酸相关孤独受体 渊ROR鄄酌t冤 mRNA 的转录水平曰 培养 72 h 后袁 ELISA检测细胞培养上清液 IL鄄17 和 酌 干扰素
渊IFN鄄酌冤 的含量遥 同时用佛波酯 渊PMA袁 10 ng/ml冤 和离子霉素 渊1 滋g/ml冤 刺激淋巴细胞 5 h后袁 胞内细胞因子染色袁 流
式细胞术检测 Th17细胞的含量和其他细胞因子的产生遥 结果 ELISA检测结果显示袁 感染小鼠肠系膜淋巴结培养物上
清液中 IFN鄄酌 咱(214.3依62.6冤 pg/ml暂 和 IL鄄17 咱(176.8依62.1冤 pg/ml暂 的含量明显高于健康小鼠 咱(46.7依13.9冤 和 0 pg/ml暂渊P<
0.05冤遥 RT鄄PCR检测结果显示袁 IL鄄17和 ROR鄄酌t mRNA转录水平也明显高于健康小鼠遥 感染小鼠肠系膜淋巴细胞 CD4+ T
细胞中袁 Th17细胞的比例为 渊0.55依0.03冤%袁 明显高于健康小鼠 咱渊0.16依0.01冤%暂 渊P<0.05冤遥 在 CD4+ T细胞中袁 IL鄄17+ IL鄄4+

细胞占 0.06%袁 IL鄄17+ IFN鄄酌+和 IL鄄17+ IL鄄5+细胞各占 0.02%袁 IL鄄17+ IL鄄9+细胞占 0.01%袁 未检测到 IL鄄17+ IL鄄10+和 IL鄄17+

Foxp3+细胞遥 结论 日本血吸虫感染 C57BL/6小鼠的肠系膜淋巴结能诱导 Th17细胞产生遥 Th17细胞能分泌 IL鄄4袁 及少
量的 IFN鄄酌尧 IL鄄5和 IL鄄9袁 不分泌 IL鄄10袁 也不表达 Foxp3遥
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IFN鄄酌+, IL鄄17+ IL鄄5+ and IL鄄17+ IL鄄9 cells accounted for 0.06%, 0.02%, 0.02%袁 and 0.01% of the mesenteric lymph node
CD4 + T cells of the infected mice, respectively. However, IL鄄17 + IL鄄10 + and IL鄄17 + Foxp3 + cells were undetected.
Conclusion The MLN of S. japonicum鄄infected C57BL/6 mice can induce the production of Th17 cells, and these cells
can secrete IL鄄4, less IFN鄄酌, IL鄄5 and IL鄄9, but not IL鄄10, and can not express Foxp3 in the infected mice.

揖Key words铱 Schistosoma japonicum曰 C57BL/6 mouse曰 Mesenteric lymph node曰 Th17曰 Cytokine
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在机体的适应性免疫应答中袁 CD4+ T细胞作为效
应 T细胞的重要成分袁 参与免疫应答的各个阶段袁 并
在免疫调节中发挥重要作用遥 当 CD4+ T细胞在外周
淋巴组织中受抗原刺激后袁 主要分化为 Th1和 Th2
两个细胞亚群遥 目前袁 已公认 Th17细胞是 CD4+ T细
胞第 3种独立的 Th细胞亚群咱1, 2暂袁 在自身免疫性疾病尧
肿瘤尧 炎症反应和移植排斥的发生和发展中起到重要
作用遥 Th17 细胞的主要效应因子是白细胞介素 17
渊IL鄄17冤遥 IL鄄17是一种致炎细胞因子袁 可促进 T细胞的
激活和刺激上皮细胞尧 内皮细胞和成纤维细胞产生多
种细胞因子袁 如 IL鄄6尧 粒细胞鄄巨噬细胞刺激因子
渊GM鄄CSF冤 和细胞黏附分子袁 从而导致炎症的产生咱3暂遥
日本血吸虫病为典型的慢性感染性疾病袁 感染诱

导 Th1尧 Th2和 Treg细胞的产生袁 同时有研究显示袁
Th17 细胞可能通过分泌IL鄄17在血吸虫感染宿主引起
免疫病理反应中起重要作用咱4暂遥 感染日本血吸虫宿主主
要是引起肝脏与结肠的病理改变咱5暂遥 肠系膜淋巴结是肠
道的引流淋巴结袁 也是免疫应答的主要场所袁 肠系膜
淋巴结 Th17的产生可能对宿主免疫应答的调节发挥
着重要作用袁 因此本研究主要观察日本血吸虫感染
C57BL/6小鼠肠系膜淋巴结 Th17细胞的免疫应答遥

材料与方法

1 材料

1.1 实验动物 6~8周龄雌性 SPF级 C57BL/6小鼠
20只袁 购自广东省医学实验动物中心曰 阳性钉螺购自
江西省寄生虫病防治研究所袁 常规逸蚴获得尾蚴袁 用
于小鼠感染遥
1.2 主要试剂和仪器 抗小鼠 CD3mAb尧 抗小鼠
CD28mAb尧 离子霉素 渊ionomycin冤尧 佛波酯 渊PMA冤
和布雷菲德菌素 渊brefeldin A袁 BFA冤 购自美国 Sigma
公司袁 抗小鼠 IL鄄17 ELISA检测试剂盒购自美国 R&D
公司袁 小鼠 酌鄄干扰素 渊IFN鄄酌冤 ELISA试剂盒购自美
国 BD公司袁 Trizol购自美国 Invitrogen公司袁 RT鄄PCR
试剂盒购自日本 TaKaRa公司袁 流式细胞术检测用的
小鼠荧光标记 CD4鄄Percp尧 CD8鄄FITC尧 IFN鄄酌鄄APC尧
IL鄄4鄄APC尧 IL鄄5鄄APC尧 IL鄄9鄄APC尧 IL鄄10鄄APC尧 Foxp3鄄

APC和 IL鄄17鄄PE 等单克隆抗体购自美国 BD 公司袁
RPMI 1640培养液和 Hank忆s液购自美国 Gibco公司袁
胎牛血清购自美国 Hugene公司遥 PCR热循环仪为美
国 Bio鄄Rad公司产品袁 FACS Calibur流式细胞仪为美
国 BD公司产品袁 Elx800酶标仪为美国 BioTek产品遥

2 方法

2.1 动物模型的建立 将 20只 6~8周龄雌性 SPF级
C57BL/6小鼠随机分为感染组和对照组袁 每组 10只遥 感
染组小鼠经腹部皮肤感染日本血吸虫尾蚴 渊40依5冤 条遥
2.2 标本采集与单个细胞悬液的制备 感染组小鼠感

染日本血吸虫后第 5~6周袁 眼球取血袁 脱颈处死袁
无菌获取肠系膜淋巴结袁 置于 200 目筛网中央袁 加
1 ml Hank忆s液袁 用注射器针芯研磨曰 用 15 ml离心管
收集过滤的细胞悬液袁 4 益袁 600伊g离心 8 min袁 弃上
清曰 10 ml Hank忆s液重悬细胞袁 4益 600伊g离心 5 min曰
Hank忆s液洗涤细胞 2次后袁 用 2 ml RPMI 1640完全培
养液重悬细胞袁 0.4豫台盼蓝染色袁 计数遥
2.3 ELISA检测 IL鄄17和 IFN鄄酌水平 调整细胞密度

为 2 伊106/ml袁 用 anti鄄CD3 渊 1 滋g/ml冤 和 anti鄄CD28
渊1 滋g/ml冤 刺激袁 混匀后加入 96孔平底细胞培养板袁
每孔 200 滋l袁 设 3 个复孔遥 培养板置于 37 益袁 5%
CO2 细胞培养箱中培养 72 h遥 收集细胞培养上清液
于-80 益冻存袁 用于检测 IL鄄17和 IFN鄄酌水平遥 具体按
照抗小鼠 IL鄄17和抗小鼠 IFN鄄酌 ELISA检测试剂盒说
明书操作遥 酶标仪测定吸光度 渊A 450值冤遥
2.4 RT鄄PCR检测 调整细胞密度为 5伊106/ml袁 在细
胞悬液中加或未加 anti鄄CD3 渊1 滋g/ml冤 和 anti鄄CD28
渊1 滋g/ml冤 刺激袁 混匀后置于 37 益袁 5% CO2细胞培
养箱中培养袁 4 h后收集细胞加入 Trizol RNA保存液袁
于-80 益保存遥 使用 Trizol试剂提取总 RNA袁 逆转录
为互补脱氧核糖核酸 渊cDNA冤袁 以此为模板进行 PCR
扩增遥 引物由英濰捷基 渊上海冤 贸易有限公司合成遥
将 茁肌动蛋白 渊茁鄄actin冤 作为内参遥 扩增 茁鄄actin的
上尧 下游引物序列分别为 5忆鄄CCGTAAAGACCTCTATG鄄
CCAAC鄄3忆 和 5忆 鄄GGGTGTAAAACGCAGCTCAGTA鄄3忆 袁
扩增片段为 293 bp遥 反应体系院 10伊PCR缓冲液 2.5滋l袁
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10 mmol/L脱氧核苷三磷酸 渊dNTPs冤 1 滋l袁 10 滋mol/L
茁鄄actin混合引物 0.5滋l袁 Ex Taq酶 渊5 U/滋l冤 0.25滋l袁
cDNA 2滋l袁 RNase Free dH2O 18.75 滋l遥 反应条件为院
95益 3min曰 95益 45s袁 50益 45s袁 72益 1min袁 共 30个
循环曰 72 益 10 min遥 扩增 IL鄄17的上下游引物序列分
别为 5忆 鄄TCTCATCCAGCAAGAGATCC鄄3忆和 5忆 鄄AGTT鄄
TGGGACCCCTTTACAC鄄3忆袁 扩增片段为 300 bp遥 反应
体系院 10伊PCR 缓冲液 2.5 滋l袁 10 mmol/L dNTP 1滋l袁
10 滋mol/L IL鄄17混合引物 0.5 滋l袁 Ex Taq 酶 渊5 U/滋l冤
0.25滋l袁 cDNA 2滋l袁 RNase Free dH2O 18.75滋l遥 反应条
件为院 95益 3 min曰 95益 45 s袁 50益 45 s袁 72益 1 min袁
共 30个循环曰 72 益 10 min遥 扩增维甲酸相关孤独
受体 渊ROR鄄酌t冤的上下游引物序列分别为 5忆 鄄
CATCTCTGCAAGACTCATCG鄄3忆和5忆鄄C AGGGGATTCA鄄
ACATCAGTG鄄3忆袁 扩增片段为 183 bp遥 反应体系院 10伊
PCR 缓冲液 2.5 滋l袁 10 mmol/L dNTP 1 滋l袁 10 滋mol/L
的 ROR鄄酌t混合引物 0.5 滋l袁 Ex Taq 渊5 U/滋l冤 0.25 滋l袁
cDNA 2 滋l袁 RNase Free dH2O 18.75 滋l遥 反应条件
为院 95益 3 min曰 95益 45 s袁 58益 45 s袁 72益 1 min袁
共 34个循环曰 72 益 10 min遥 1%琼脂糖凝胶电泳遥
2.5 细胞内细胞因子染色检测 IL鄄17尧 IFN鄄酌尧 IL鄄4尧
IL鄄5尧 IL鄄9尧 IL鄄10和 Foxp3水平 将健康小鼠和感染

小鼠淋巴细胞分别调整细胞数为 2 伊106/ml袁 加
PMA 渊10 ng/ml冤和离子霉素 渊1 滋g/ml冤刺激袁 于 37 益尧
5% CO2培养袁 1 h后加 1滋l/ml BFA继续培养 4 h遥 PBS
洗涤 2次袁 加入 4%多聚甲醛固定 8 min遥 PBS 洗涤
2次袁 加 PBS 渊含牛血清白蛋白尧 NaN3和皂苷冤 重悬
细胞袁 4益静置过夜遥 将细胞分装至流式管中袁 每管约
1伊106个细胞袁 加入相应的荧光标记抗体袁 4益避光静置
30 min遥 PBS洗涤 2次后袁 300滋l PBS重悬细胞袁 用流
式细胞仪检测分析遥
3 统计学分析

用 SPSS10.0 统计软件进行统计分析袁 两组间
比较用 t 检验遥

结 果

1 感染小鼠肠系膜淋巴结细胞中 IL鄄17和 IFN鄄酌的含量
ELISA检测结果显示袁 感染小鼠淋巴结细胞经 anti鄄

CD3和 anti鄄CD28共同刺激 72h袁 培养物上清液中 IFN鄄酌
渊214.3依62.6pg/ml冤 和 IL鄄17 渊176.8依62.1 pg/ml冤 的含量明
显高于健康小鼠渊46.7依13.9和 0 pg/ml冤渊P<0.05冤渊图 1冤遥

2 感染小鼠肠系膜淋巴结 IL鄄17和ROR鄄酌t的转录水平
RT鄄PCR检测结果显示袁 琼脂糖凝胶电泳可见长度

为 293 bp的 茁鄄actin mRNA逆转录后 cDNA扩增条带袁

长度为 300 bp的 IL鄄17和 183 bp的 ROR鄄酌t特异性扩
增条带渊图 2A冤遥 感染小鼠淋巴结细胞经 anti鄄CD3
和 anti鄄CD28 共同刺激后 袁 其 RNA 中 IL鄄17 和
ROR鄄酌t 特异性条带明显亮于对照组 渊图 2B冤遥

3 感染小鼠肠系膜淋巴结细胞中 Th17细胞的含量
感染小鼠肠系膜淋巴细胞 CD4 +T 细胞中
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A院 IL鄄17的含量曰 B院 IFN鄄酌的含量遥 1院 未经刺激的健康小鼠肠系膜
淋巴细胞曰 2院 经 anti鄄CD3和 anti鄄CD28刺激的健康小鼠肠系膜淋巴细
胞曰 3院 未经刺激的感染小鼠肠系膜淋巴细胞曰 4院 经 anti鄄CD3和 anti鄄
CD28刺激的感染小鼠肠系膜淋巴细胞遥
A: Content of IL鄄17; B: Content of IFN鄄酌. 1: Unstimulated normal
mice; 2: Normal mice stimulated with anti鄄CD3 and anti鄄CD28; 3: Un鄄
stimulated infected mice; 4: Infected mice stimulated with anti鄄CD3
and anti鄄CD28.

图 1 培养上清液中 IL鄄17和 IFN鄄酌的含量
Fig. 1 Content of IL鄄17 and IFN鄄酌 in the culture supernatant

A院 经 anti鄄CD3和 anti鄄CD28 刺激后袁 小鼠肠系膜淋巴细胞 IL鄄17 和
ROR鄄酌t的 PCR产物曰 B院 经 anti鄄CD3和 anti鄄CD28刺激后袁 小鼠肠系
膜淋巴细胞 IL鄄17 和 ROR鄄酌t mRNA 的转录水平遥 M院 DNA 标志物
渊DL2000冤曰 1尧 5尧 9院 未经刺激的健康小鼠肠系膜淋巴细胞曰 2尧 6尧
10院 经刺激的健康小鼠肠系膜淋巴细胞曰 3尧 7尧 11院 未经刺激的感染
小鼠肠系膜淋巴细胞曰 4尧 8尧 12院 经刺激的感染小鼠肠系膜淋巴细胞遥
A: PCR products of IL鄄17 and ROR鄄酌t in mesenteric lymph node of
mice stimulated with anti鄄CD3 and anti鄄CD28; B: Transcription levels
of IL鄄17 and ROR鄄酌t mRNA in mesenteric lymph node of mice
stimulated with anti鄄CD3 and anti鄄CD28. M: DNA marker(DL2000); 1,5,
9院 Unstimulated normal mice曰 2,6,10: Normal mice stimulated with
anti鄄CD3 and anti鄄CD28曰 3,7,11院 Unstimulated infected mice曰 4,8,12院
Infected mice stimulated with anti鄄CD3 and anti鄄CD28.
图 2 经Anti鄄CD3和 anti鄄CD28刺激后袁 小鼠肠系膜淋巴细胞 IL鄄17
和 ROR鄄酌t的 PCR产物以及 IL鄄17和 ROR鄄酌t mRNA的转录水平
Fig. 2 PCR products of IL鄄17 and ROR鄄酌t, and transcription

level of IL鄄17 and ROR鄄酌t mRNA in MLN of mice
stimulated with anti鄄CD3 and anti鄄CD28
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Th17 细胞的比例 [渊0.55依0.03冤 %] 明显高于健康小
鼠 [渊0.16依0.01冤%] 渊P<0.05冤遥

4 Th17细胞与其他 CD4+T细胞亚群的关系
在 CD4+ T 细胞中 IL鄄17+ IL鄄4+细胞占 0.06%袁 即

10% Th17 细胞能分泌 IL鄄4遥 此外袁 IL鄄17+ IFN鄄酌+和
IL鄄17+ IL鄄5+细胞占 0.02%袁 IL鄄17+ IL鄄9+细胞占 0.01%遥
未检测到 IL鄄17+ IL鄄10+和 IL鄄17+ Foxp3+细胞 渊图 3冤遥

讨 论

血吸虫病是当今世界仅次于疟疾的人类寄生虫病袁
流行于 76个国家和地区袁 目前估计有 6亿人口受到威
胁袁 感染人口约 1.947亿咱6暂遥 日本血吸虫病是日本血吸
虫寄生在门静脉系统所引起的疾病袁 主要病变是由虫
卵引起的肉芽肿袁 病变在肝和结肠中最为显著遥 一般
认为袁 日本血吸虫感染宿主早期主要以 Th1型细胞免
疫为主袁 分泌大量的 IFN鄄酌等细胞因子袁 产生严重的
免疫炎症反应遥 随着成虫产卵袁 日本血吸虫逐渐出现
免疫逃避袁 Th1型细胞免疫向 Th2型体液免疫偏移袁
小鼠出现免疫下调袁 感染呈慢性化表现袁 炎症反应强
度下降袁 导致虫卵肉芽肿的形成和肝肠组织纤维化病
变咱7暂遥 已有研究发现袁 血吸虫感染后能诱导 Th17细胞
的产生袁 并参与肝组织肉芽肿形成的后期免疫病理反
应袁 提示 Th17细胞可能在血吸虫虫卵引起的免疫病理
过程中发挥着重要的作用咱8暂遥
本研究观察到袁 感染小鼠肠系膜淋巴结淋巴细胞

培养上清液中 IFN鄄酌含量明显高于健康小鼠的袁 这与
文献报道的在血吸虫感染早期袁 主要以分泌 IFN鄄酌等
细胞因子的 Th1型细胞免疫为主一致咱9暂遥 同时袁 感染
小鼠的 IL鄄17的含量明显高于健康小鼠袁 IL鄄17细胞因
子的 mRNA 和控制 Th17 细胞分化重要的转录因子
ROR鄄酌t的 mRNA的表达水平高于健康小鼠的袁 细胞
内细胞因子染色结果也表明肠系膜淋巴结中 Th17细
胞的含量明显高于健康小鼠的遥 上述结果提示袁 感染

日本血吸虫小鼠的肠系膜淋巴细胞能诱导 Th17细胞
产生遥
根据所分泌细胞因子和生物学功能的不同袁 CD4+

T细胞可分为不同的亚群袁 如 Th1尧 Th2尧 Th9尧 Th17
和 Treg等遥 Th1主要分泌 IFN鄄酌袁 促进细胞免疫应答袁
IL鄄4是 Th2细胞分泌的主要细胞因子袁 可促进抗体的
分泌袁 促进体液免疫应答袁 同时抑制细胞免疫应答遥
IL鄄5也是 Th2细胞分泌的细胞因子袁 主要促进 IgE类
抗体的产生袁 引发速发型过敏反应遥 Th9细胞产生特
征性细胞因子 IL鄄9遥 研究表明袁 有些效应 T细胞同时
具有两种 T细胞亚群的特征遥 在人和小鼠的感染性炎
症中袁 均发现能够同时表达 T鄄bet和 ROR鄄酌t两种转
录因子袁 即具有 Th1和 Th17两种细胞亚群特征的细
胞咱10鄄12暂遥 介导过敏反应的细胞也会同时表达 GATA鄄3
和 ROR鄄酌t袁 同时分泌细胞因子 IL鄄4和 IL鄄17咱13暂遥 本研
究观察了日本血吸虫感染 C57BL/6小鼠的肠系膜淋巴
结淋巴细胞中的 IL鄄17与 CD4+ T细胞其他亚群之间的
关系袁 发现 Th17细胞能分泌 IL鄄4袁 可少量分泌 IFN鄄酌尧
IL鄄5和 IL鄄9遥
在血吸虫感染小鼠中袁 Treg细胞是 IL鄄10的主要来

源咱14暂遥 Foxp3是与 Treg细胞的调节功能密切相关的特
异性转录因子遥 有研究证实袁 在促炎症细胞因子的环
境中袁 Foxp3水平下降而 ROR鄄酌t的表达水平升高袁 最
终促进 Th17细胞的分化[15]遥 本研究结果表明袁 在感染
小鼠 Th17细胞含量增高的同时 Foxp3含量下降 渊待
发表冤袁 且 Th17 细胞不能分泌 IL鄄10袁 也不能表达
Foxp3袁 提示在血吸虫感染模型中 Th17细胞发挥促进
炎症反应作用遥 但最近 Voo等咱16暂研究发现袁 通过流式
细胞术从人的外周血中分离出来的部分 CD4+ CD25+

Foxp3+的 Treg可分泌 IL鄄17, 这群细胞不仅具有抗炎症
和自身免疫反应的作用, 而且具有抗微生物的固有免
疫反应遥 这进一步说明袁 Treg不但可以抑制机体的免
疫功能, 而且也有可能参与 Th17的促进炎症发生的
过程袁 并与 Th17有协同作用, 但其机制还不清楚袁
有待进一步研究遥

总而言之袁 日本血吸虫病的免疫病理变化是多种
细胞和多种细胞因子之间相互作用尧 相互调节而引起
的遥 Th17细胞在寄生虫感染免疫中起着重要作用袁 且
具有保护性和致病性的双重作用袁 在感染早期 Th17细
胞起着保护性作用袁 到寄生虫产卵期时则起着致病性
作用咱17暂遥 但在复杂的体内感染情况下袁 Th17细胞与其
他辅助性 T细胞之间的免疫调节效应机制具体是通过
何种途径来调节还需进一步研究遥

图 3 Thl7细胞与其他 CD4+ T细胞亚群的关系
Fig. 3 Relation between Th17 and other CD4+ T cell subpopulations
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