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ＨＳＰ７０／ＣＤ８０ＤＮＡ疫苗通过调节
Ｔｈ１／Ｔｈ２／Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７细胞对小鼠

急性哮喘的抑制作用

李燕１，谢敏２，史小玲１，王晓燕１，唐利１，钟森３，陈庄１
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２．成都华西海圻医药科技有限公司，四川 成都 ６１００４１；３．成都中医药大学附属医院，四川 成都 ６１００７５）

摘要：目的　考察热休克蛋白７０（ＨＳＰ７０）／ＣＤ８０ＤＮＡ疫苗治疗小鼠急性哮喘的疗效，研究该过程中 Ｔｈ１／Ｔｈ２／
Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７再平衡的作用机制。方法　ＢＡＬＢ／ｃ小鼠４０只随机分为空白对照组（空白组），哮喘模型组（模型组），
ｐＶＡＸ１（＋）空载体对照组（空载组）和ＨＳＰ７０／ＣＤ８０疫苗治疗组（治疗组），每组１０只。鸡卵清蛋白（ＯＶＡ）激发致
敏小鼠构建急性哮喘模型，ＨＳＰ７０／ＣＤ８０ＤＮＡ疫苗进行治疗。吸入性支气管激发试验测定气道反应性，ＥＬＩＳＡ法
测定血清中ＩｇＥ的含量，ＨＥ和ＡＢＰＡＳ染色观察肺组织病理学改变，ＥＬＩＳＡ法观察支气管肺泡灌洗液中 γ干扰
素（ＩＦＮγ）、白细胞介素４（ＩＬ４）、转化生长因子β（ＴＧＦβ）和白细胞介素１７（ＩＬ１７）等细胞因子的含量变化，实时
荧光定量ＰＣＲ观察肺组织中Ｔｂｅｔ、ＧＡＴＡ连接蛋白３（ＧＡＴＡ３）、叉头蛋白３（Ｆｏｘｐ３）和维甲酸受体相关孤儿受体
（ＲＯＲγｔ）等转录因子的表达。结果　与模型组相比，ＤＮＡ疫苗治疗后小鼠气道反应性明显下降（Ｐ＜０．０５），ＩｇＥ
浓度降低（Ｐ＜０．０５），肺组织炎症浸润减少，杯状细胞增生不明显，ＩＦＮγ／ＩＬ４和 ＴＧＦβ／ＩＬ１７比值升高（Ｐ均 ＜
０．０５），Ｔｂｅｔ／ＧＡＴＡ３和Ｆｏｘｐ３／ＲＯＲγｔ比值升高（Ｐ均 ＜０．０５）。结论　ＨＳＰ７０／ＣＤ８０ＤＮＡ疫苗可能通过改变
ＩＦＮγ／ＩＬ４和ＴＧＦβ／ＩＬ１７的比值、Ｔｂｅｔ／ＧＡＴＡ３和Ｆｏｘｐ３／ＲＯＲγｔ的比值，使Ｔｈ１／Ｔｈ２／Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７恢复平衡，从
而发挥对哮喘的治疗作用。

关键词：哮喘；ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞；辅助性Ｔ细胞１７
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　　哮喘是一种免疫调节异常的呼吸系统疾病，其
发病机制复杂。免疫反应异常是哮喘发生的重要环

节，在哮喘中发挥关键作用［１］。本课题前期构建了

热休克蛋白 ７０（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ７０，ＨＳＰ７０）／
ＣＤ８０ＤＮＡ疫苗，以该重组融合蛋白作为免疫原，
刺激机体产生免疫应答。并观察 ＨＳＰ７０／ＣＤ８０
ＤＮＡ疫苗对小鼠急慢性哮喘的预防和治疗作用，发
现其机制可能是从非特异性免疫方面恢复辅助性Ｔ
细胞 １（Ｔｈｅｌｐｅｒｃｅｌｌ１，Ｔｈ１）／辅助性 Ｔ细胞 ２
（Ｔｈｅｌｐｅｒｃｅｌｌ２，Ｔｈ２）平衡［２３］。随着人们对ＣＤ４＋
Ｔ细胞认识的逐渐深入，发现ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性
Ｔ细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌ，Ｔｒｅｇ）和辅助性Ｔ细胞１７
（Ｔｈｅｌｐｅｒｃｅｌｌ１７，Ｔｈ１７）也在哮喘的发生中具有重
要作用。ＨＳＰ７０／ＣＤ８０ＤＮＡ疫苗在治疗哮喘的过
程中是否也调节Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７的平衡，目前尚不清楚。
本研究拟探讨 ＨＳＰ７０／ＣＤ８０ＤＮＡ疫苗治疗小鼠急
性哮喘的作用及其对 Ｔｈ１／Ｔｈ２／Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７的影响，
旨在为该疫苗的临床应用提供实验基础。

１　材料与方法

１．１　材料　健康雌性、ＳＰＦ级近交系ＢＡＬＢ／ｃ小鼠
购于第三军医大学；ＨＳＰ７０／ＣＤ８０ＤＮＡ质粒由泸
州医学院附属医院感染与免疫实验室构建［４］；Ｅｎｄ
ｏｆｒｅｅ质粒大量提取试剂盒购于德国 ＱＩＡＧＥ公司；
离心柱式总 ＲＮＡ提取试剂盒购于天根生化科技
（北京）有限公司；ｉＳｃｒｉｐｔＴＭ ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ购自
美国ＢｉｏＲａｄ公司；ＴａＫａＲａＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ

ＩＩ购自宝生物工程（大连）有限公司；ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
引物由宝生物工程（大连）有限公司合成。

１．２　方法
１．２．１　疫苗制备　ｐＶＡＸ１（＋）质粒和 ＨＳＰ７０／
ＣＤ８０ＤＮＡ质粒的制备按照试剂盒说明书进行。
测定纯度及浓度后，用生理盐水调整浓度到１ｍｇ／ｍＬ
备用，－２０℃存储。

１．２．２　动物模型制备　ＢＡＬＢ／ｃ小鼠随机分为４
组：空白对照组（空白组），哮喘模型组（模型组），

ｐＶＡＸ１（＋）空载体对照组（空载组）和 ＨＳＰ７０／ＣＤ８０
疫苗治疗组（治疗组），每组１０只。模型制备过程
中，空载组死亡１只小鼠。实验开始第０和１４天，
新鲜配制含１０μｇ鸡卵清蛋白（ｏｖａｌｂｕｍｉｎ，ＯＶＡ）的
铝佐剂混悬物２００μＬ，分别腹腔注射模型组、空载
组和治疗组小鼠，而空白组小鼠注射等剂量生理盐

水。第１７和２５天，治疗组小鼠股四头肌处肌内注
射 １００μｇＨＳＰ７０／ＣＤ８０ＤＮＡ疫苗，空载组注射
１００μｇｐＶＡＸ１，空白组和模型组注射等体积生理盐
水。第２８天，对模型组、空载组和治疗组小鼠以
１％ ＯＶＡ行雾化吸入激发，连续 ７次，３０ｍｉｎ／次。
空白组生理盐水雾化。

１．２．３　气道反应性检测　最后一次ＯＶＡ雾化２４ｈ
内，吸入乙酰甲胆碱（ｍｅｔｈａｃｈｏｌｉｎｅ，Ｍｃｈ）后检测小
鼠肺功能，全身体积描记仪记录 Ｐｅｎｈ，按以下公式
计算出％基线 Ｐｅｎｈ值：１００×（检测 Ｐｅｎｈ值 －基线
Ｐｅｎｈ值）／基线Ｐｅｎｈ值，各组进行比较。
１．２．４　ＥＬＩＳＡ法检测血清 ＩｇＥ　取小鼠眼球血，
４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集血清，－８０℃保存。
１．２．５　观察肺组织病理学改变　切取肺组织固定
于４％多聚甲醛１２ｈ。制备切片，进行ＨＥ和ＡＢＰＡＳ
染色。镜下观察炎细胞浸润、杯状细胞增生分泌情

况，参照文献对炎细胞浸润和杯状细胞进行评

分［５６］。

１．２．６　ＥＬＩＳＡ法检测气管肺泡灌洗液（ｂｒｏｎｃｈｏａｌ
ｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ，ＢＡＬＦ）中细胞因子含量 　注入
４００μＬ生理盐水到主支气管，反复灌洗３次，吸出
ＢＡＬＦ，２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集上清，检测 γ
干扰素（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ，ＩＦＮγ）、白细胞介素４（ｉｎｔｅｒ
ｌｅｕｋｉｎ４，ＩＬ４）、转化生长因子 β（ｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅｔａ，ＴＧＦβ）和白细胞介素１７（ｉｎｔｅｒ
ｌｅｕｋｉｎ１７，ＩＬ１７）含量。
１．２．７　检测肺组织中转录因子ｍＲＮＡ水平　按试
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剂盒说明书进行肺组织总 ＲＮＡ提取、逆转录和
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应。检测各样本 Ｔｂｅｔ、ＧＡＴＡ连
接蛋白３（ＧＡＴＡｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ３，ＧＡＴＡ３）、叉头
蛋白３（ｆｏｒｋｈｅａｈｂｏｘｐｒｏｔｅｉｎ３，Ｆｏｘｐ３）和维甲酸受
体相关孤儿受体（ｒｅｔｉｎｏｉｄｒｅｌａｔｅｄｏｒｐｈａｎｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｇａｍｍａｔ，ＲＯＲγｔ）Ｃｔ值。根据 Ｃｔ值，用软件 ＡＢＩ
ＳｔｅｐＯｎｅ进行分析，按公式２－△△ＣＴ计算各样本相对
表达量。

１．３　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１７．０软件。先用
ＳｈａｐｉｒｏＷｉｌｋ行正态分布检验，符合正态分布即可
用方差分析行多组间比较，用ＬＳＤ检验行多组间两

两比较，数据以 珋ｘ±ｓ表示。如不符合用 Ｋｒｕｓｋａｌ
ＷａｌｌｉｓＨ检验行多组间比较，用ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ检
验行多组间两两比较，数据以 Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５）表示。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　气道反应性的改变　见表１。Ｍｃｈ吸入浓度
达到２４ｍｇ／ｍＬ后，与空白组小鼠相比，模型组和空
载组小鼠气道反应性升高 （Ｐ＜０．０５）；与模型组小
鼠相比，治疗组小鼠气道反应性降低（Ｐ＜０．０５）。

表１　吸入不同浓度Ｍｃｈ后小鼠气道反应性的变化（％）

组别 ｎ １．５ｍｇ／ｍＬ ３ｍｇ／ｍＬ ６ｍｇ／ｍＬ

空白组 １０ １８．０３（１０．２４，４１．７８） １８．０３（１０．２８，４２．１９） １８．２８（１０．７７，３０．７４）

模型组 １０ １３．５４（２．１９，２９．２２）　 １４．４１（７．６４，３１．５３）　 ３２．３６（２４．６９，４８．６７）

空载组 ９ ４２．７３（３３．３１，４９．９１） ４８．３５（３４．５８，６０．６５） ５６．７２（１５．７８，１０１．３８）

治疗组 １０ ２７．２５（１２．１５，３２．６５） ２２．７１（５．２８，３０．８５）　 ２６．５２（１８．３２，６５．６９）

χ２ ２６．８４ ７．５７ ３．０２

Ｐ ＞０．０５　 ＞０．０５　 ＞０．０５　

组别 ｎ １２ｍｇ／ｍＬ ２４ｍｇ／ｍＬ ４８ｍｇ／ｍＬ

空白组 １０ ５６．８０（４０．２４，１６７．２３） ９９．９７（５０．３４，１３８．２３） ７５．３７（５１．３８，１４８．９５）

模型组 １０ ７５．９７（３９．４９，９９．５５） ２１８．１６（１２３．４１，３０４．０４） ３１２．８３（２１８．７２，６１５．６４）

空载组 ９ １４７．８１（５０．７４，２３９．１５） １９４．４３（１６５．０５，３０２．５８） ２７６．４０（２５３．３２，３２３．７５）

治疗组 １０ ８３．１１（３４．９４，１５８．７８） ９１．２６（８６．８７，１２６．９２）△ １７２．８７（１５４．９０，２１０．６６）△

χ２ １．６８ １５．００ １０．４４

Ｐ ＞０．０５　 ＜０．０５ ＜０．０５

　　Ｐ＜０．０５ｖｓ空白组；△Ｐ＜０．０５ｖｓ模型组。

２．２　ＩｇＥ水平的变化　模型组和空载组的血清 ＩｇＥ
浓度［（７．４５±０．８１）ｐｇ／ｍＬ，（７．０８±０．７４）ｐｇ／ｍＬ］
高于空白组［（５．３６±０．２９）ｐｇ／ｍＬ］，Ｐ＜０．０５；治
疗组的血清 ＩｇＥ浓度［（５．９１±０．５２）ｐｇ／ｍＬ］低于
模型组和空载组（Ｐ＜０．０５）。
２．３　肺组织炎细胞浸润和黏液分泌情况　见表２、
图１。与空白组相比，模型组和空载组小鼠肺组织

出现大量炎细胞浸润（Ｐ＜０．０５），以单核细胞和嗜
酸粒细胞为主；与模型组和空载组相比，治疗组小鼠

的气道、血管周围和肺泡区炎症反应减轻（Ｐ＜
０．０５）。ＡＢＰＡＳ染色后进行杯状细胞评分，结果表
明，模型组和空载组小鼠的支气管上皮中阳性杯状

细胞增多（Ｐ＜０．０５）；与模型组相比，空白组和治疗
组小鼠杯状细胞增生不明显（Ｐ＜０．０５）。

表２　小鼠肺组织炎细胞浸润和ＡＢＰＡＳ染色结果

组别 ｎ 气道周围炎细胞

浸润评分

血管周围炎细胞

浸润评分

肺泡区炎细胞

浸润评分

ＡＢＰＡＳ染色
阳性细胞数

空白组 １０ ０．２７±０．０１ ０．１７±０．０４ ０．４１±０．０４ １９．８７±５．７６

模型组 １０ ０．９５±０．０２ １．１８±０．０３ １．９３±０．０８ ７８．５４±４．０２

空载组 ９ ０．７３±０．０１ ０．９９±０．０４ １．８２±０．０７ ６０．１５±２．４３

治疗组 １０ ０．４６±０．０２△ ０．４８±０．０３△ ０．９６±０．０６△ ３６．２１±１．９５△

Ｆ ２２．８７ ６．０７ ７．６８ ９９．３０

Ｐ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

　　Ｐ＜０．０５ｖｓ空白组；△ Ｐ＜０．０５ｖｓ模型组。
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图１　各组小鼠肺组织切片（ＨＥ染色，×２００）
Ａ：空白组；Ｂ：模型组；Ｃ：空载组；Ｄ：治疗组。

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｍｉｃｒｏｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓｏｆｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓｉｎｍｉｃｅ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ，×２００）
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ａｓｔｈｍａｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：ｐＶＸＡ１ｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｖａｃｃｉｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ．

２．４　细胞因子的改变　见表３。计算 ＢＡＬＦ上清
液中细胞因子ＩＦＮγ／ＩＬ４和ＴＧＦβ／ＩＬ１７比值，结

果表明，模型组的比值低于空白组和治疗组比值

（Ｐ＜０．０５）。
表３　细胞因子和转录因子的表达水平比值

组别 ｎ ＩＦＮγ／ＩＬ４ ＴＧＦβ／ＩＬ１７ Ｔｂｅｔ／ＧＡＴＡ３ Ｆｏｘｐ３／ＲＯＲγｔ
空白组 １０ ６．１９±０．１４ ３．８６±０．１３ １．００±０．００ １．００±０．００
模型组 １０ ３．１８±０．１９ １．２７±０．０１ ０．６０±０．０２ ０．４３±０．０３

空载组 ９ ４．９６±０．１８ ２．２９±０．１５ １．５１±０．１３ ０．４８±０．０２

治疗组 １０ ５．７４±０．１１△ ３．８３±０．１７△ ２．６３±０．２６△ １．８７±０．１１△

Ｆ ８．８０ ２．７３ ４．１３ １０．７６
Ｐ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

　　Ｐ＜０．０５ｖｓ空白组；△Ｐ＜０．０５ｖｓ模型组。

２．５　转录因子表达水平　见表３。计算Ｔｂｅｔ／ＧＡ
ＴＡ３比值和Ｆｏｘｐ３／ＲＯＲγｔ比值，结果表明，模型组
比值低于空白组和治疗组比值（Ｐ＜０．０５）。

３　讨　论

哮喘以气道高反应性、气道炎症和气道重建为

主要特征。本研究用 ＯＶＡ致敏激发小鼠，末次雾
化激发后小鼠出现上述典型症状，说明模型成功建

立。ＨＳＰ７０是一类以分子伴侣形式维持细胞稳态
的高度保守的蛋白。ＨＳＰ７０可以通过干扰细胞内
炎症信号转导通路而抑制炎症反应［７］。在哮喘的

炎症反应中，ＨＳＰ７０与树突细胞、单核细胞和髓系
衍生抑制性细胞表面受体相结合，从而使这些细胞

免疫应答活化。ＨＳＰ７０还可增强 Ｔｒｅｇ细胞因子
ＩＬ１０和ＴＧＦβ的分泌［８］。ＣＤ８０是免疫球蛋白超
家族成员，常表达于 ＤＣｓ、Ｂ细胞、巨噬细胞等细胞
表面。研究表明，ＣＤ８０通过与 Ｔ细胞表面分子
ＣＤ２８和／或 ＣＴＬＡ４作用，为 Ｔｒｅｇ［９］、Ｔｈ１７［１０］等 Ｔ
淋巴细胞活化提供共刺激信号。ＨＳＰ７０／ＣＤ８０
ＤＮＡ疫苗对急性哮喘小鼠进行干预后，发现哮喘气
道症状有所减轻，提示该疫苗可能对其有治疗作用。

Ｔｈ１／Ｔｈ２失衡是哮喘发病的核心。Ｔｈ２活化过
程中，转录因子ＧＡＴＡ３和Ｔｂｅｔ发挥重要作用［１１］。

Ｔｂｅｔ是调节 Ｔｈ１分化的关键转录因子，它能抑制
ＩＬ４的合成［１２］和 Ｔｈ２的活化［１３］。哮喘时 Ｔｈ２增
强，Ｔｈ１抑制，Ｔｈ１／Ｔｈ２平衡向Ｔｈ２发生偏移。本研
究用 ＨＳＰ７０／ＣＤ８０ＤＮＡ疫苗治疗哮喘小鼠后，发
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现治疗组ＩＦＮγ／ＩＬ４比值和Ｔｂｅｔ／ＧＡＴＡ３比值相
较模型组升高，ＩＦＮγ和Ｔｂｅｔ也升高，说明该ＤＮＡ
疫苗上调 ＩＦＮγ／ＩＬ４、Ｔｂｅｔ／ＧＡＴＡ３，可能通过改
变 Ｔｈ１／Ｔｈ２失衡状态，从而发挥对哮喘的治疗
作用。

Ｔｒｅｇ细胞能够抑制哮喘反应的发生。Ｔｒｅｇ细
胞分泌ＴＧＦβ、ＩＬ１０等细胞因子，抑制嗜酸性粒细
胞、嗜碱性粒细胞和肥大细胞的活化，减轻 Ｔｈ２细
胞因子 ＩＬ９等的分泌，从而抑制气道炎症反应。
Ｔｈ１７细胞能够促进哮喘反应的发生。Ｔｈ１７细胞合
成、分泌细胞因子ＩＬ１７，ＩＬ１７具有活化支气管上皮
细胞的作用，使其分泌多种促炎因子，从而加重气道

炎症反应［１４１５］。Ｔｒｅｇ和 Ｔｈ１７细胞相互制约，维持
平衡。转录因子 ＲＯＲγｔ和 ＳＴＡＴ３调控 Ｔｈ１７细胞
的活化。Ｔｒｅｇ分化由关键转录因子 Ｆｏｘｐ３调节和
信号转导通路 ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ调控。本研究结果显
示，模型组ＴＧＦβ／ＩＬ１７比值和Ｆｏｘｐ３／ＲＯＲγｔ比值
降低，同时Ｆｏｘｐ３降低、ＲＯＲγｔ升高，提示免疫平衡向
Ｔｈ１７发生偏移。通过疫苗治疗后，降低的ＴＧＦβ／
ＩＬ１７比值和 Ｆｏｘｐ３／ＲＯＲγｔ比值回升，ＴＧＦβ和
Ｆｏｘｐ３也升高，说明ＨＳＰ７０／ＣＤ８０ＤＮＡ疫苗可能通
过改变 Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７平衡，而在哮喘的治疗中发挥
作用。

Ｔｈ１／Ｔｈ２／Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７细胞间并非是静止不变
的，而是保持着一种动态平衡关系。与以往的研究

结果一致，本研究发现 Ｔｈ２、Ｔｈ１７的促炎反应与
Ｔｈ１、Ｔｒｅｇ的抑制炎症之间存在相互协同、相互抑制
的作用。ＨＳＰ７０／ＣＤ８０ＤＮＡ疫苗除了通过 ＩＦＮγ／
ＩＬ４和 Ｔｂｅｔ／ＧＡＴＡ３比值的上调，以恢复 Ｔｈ１／
Ｔｈ２平衡外，还能上调 ＴＧＦβ／ＩＬ１７和 Ｆｏｘｐ３／
ＲＯＲγ比值，从而恢复Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７平衡，最终缓解哮
喘的各种气道症状，对其产生治疗作用。
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