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  【摘要】 目的 探讨卡介菌多糖核酸 (BCG-PSN)对哮喘小鼠淋巴细胞CD4+CD25+ 调

节性T细胞 (CD4+CD25+Treg细胞)数量及功能的影响。方法 选择Balb/c小鼠,以卵白蛋

白致敏激发建立小鼠哮喘模型,分为对照组、哮喘组、BCG-PSN 干预组。BCG-PSN 剂量为

20μg/只,体积为60μl,在致敏前7d腹腔注射干预,对照组同时给予相同剂量的生理盐水作

对照,末次激发后48h对小鼠进行有创肺功能检测,以乙酰甲胆碱各浓度激发时肺阻力 (RL)

表示。并收集支气管肺泡灌洗液 (BALF),涂片后 HE染色,计数其中的嗜酸粒细胞 (EOS),

取各组小鼠脾脏淋巴细胞,体外培养72h后流式细胞仪检测CD4+CD25+Treg细胞/CD4+T细

胞,Real-timePCR检测脾脏淋巴细胞foxp3及CTLA-4基因的表达量,酶联免疫吸附试验法检

测脾脏淋巴细胞上清液中白细胞介素-10 (IL-10)、转化生长因子β (TGF-β)的含量。结果 
(1)BCG-PSN干预可明显降低哮喘小鼠的气道反应性和气道炎症。 (2)哮喘组CD4+CD25+

Treg细胞/CD4+T细胞比例 (3 71±2 20)%明显低于正常组 (6 44±1 16)% (P <0 01),

BCG-PSN组 (6 75±1 63)%与哮喘组相比差异有统计学意义 (P <0 01)。(3)哮喘组小鼠脾

脏淋巴细胞foxp3mRNA、CTLA-4mRNA的表达量明显低于正常组,BCG-PSN干预可显著提

高foxp3mRNA、CTLA-4mRNA的表达。(4)哮喘小鼠脾脏淋巴细胞上清中IL-10、TGF-β的

含量明显少于正常组。BCG-PSN 组IL-10含量为 (210 32±88 23)ng/L,显著高于哮喘组

(114 41±73 58)ng/L (P <0 05)。BCG-PSN组TGF-β含量为 (487 66±32 57)ng/L,显著

高于哮喘组 (97 76±23 58)ng/L (P <0 01)。结论 BCG-PSN可增加CD4+CD25+Treg细

胞数量及功能,具体机制可能通过促进IL-10、TGF-β等抑制性细胞因子的分泌,及CTLA-4介

导的细胞-细胞接触抑制机制诱导免疫耐受,从而降低哮喘小鼠的气道反应性和气道炎症。
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【Abstract】 Objective Toinvestigatetheeffectofbacilluscalmette-guerinpolysaccharide
nucleotide BCG-PSN onquantityandfunctionofCD4+CD25+ Treginlymphofasthmaticmouse
model Methods Balb cmiceweresensitizedbyovalbumintoestablishtheasthmaticmouse
model Themiceofcontrolgroupreceivedsalineateverytimepoint Apretreatmentof20μg 60μl
ofBCG-PSNbyintraperitonealinjectionweredoneat7daysbeforethefirstsensitization Bronchial
hyperresponsiveness BHR  eoxinophil EOS %inbronchoalveolarlavagefluid BALF were
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examined48hoursafterthefinalchallenge PropotionofspleenCD4+CD25+Tregcells CD4+cells
wasmeasuredbyflowcytometry Foxp3andCTLA-4expressioninspleenlymphocyteswas
analyzedwithRTandreal-timePCR IL-10 TGF-βlevelsintheculturesspleenlymphocytes
supernatantwereexaminedwithELISA Results  1 BCG-PSNinterventionsignificantlydecreased
airwayinflammationandairwayhyperresponsivenessinasthmaticmice  2 Thepercentageof
CD4+CD25+Tregcells CD4+ 3 71±2 20 %intheasthmagroupwassignificantlylowerthan
thatinthenormalgroup 6 44±1 16 % P <0 01  therewassignificantdifferencebetweenthe
BCG-PSNgroup 6 75±1 63 %andtheasthmagroup  3 Theexpressionoffoxp3mRNAand
CTLA-4mRNAinspleenlymphocytesofasthmaticmicewassignificantlylowerthanthatin
normalmice  4 TheinterventionofBCG-PSNsignificantlyincreasedtheexpressionofCTLA-4
mRNAandfoxp3mRNA ThelevelsofIL-10andTGF-βinthespleenlymphocytesupernatantof
asthmaticmiceweresignificantlylessthanthoseinnormalmice ThelevelofIL-10inBCG-PSN

groupwas 210 32±88 23 ng L whichwassignificantlyhigherthanthatinasthmagroup
 114 41±73 58 ng L andthelevelofTGF-βinBCG-PSNgroup 487 66±32 57 ng Lwas
significantlyhigherthanthatintheasthmagroup 97 76±23 58 ng L P <0 01  Conclusions
 BCG-PSNcanincreaseimmunetoleranceonasthmaticmicebypromotedthequatityandfunction
ofCD4+CD25+Treg Thespecificmechanism maybethatBCG-PSNpromotethecell-cellcontact
inhibitionmediatedbyCTLA-4andstimulatedthesecretionofinhibitedcytokinesIL-10 TGF-β 
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卡介 菌 多 糖 核 酸 (bacilluscalmette-guerin
polysaccharidenucleotide,BCG-PSN)是BCG经

过灭活后制成的一种免疫制剂,具有多种免疫活

性[1-2],通过动物模型及临床观察均证实其对支气

管哮喘 (哮喘)有一定的防治作用[3-5],但其具体

作用机制尚不清楚。CD4+CD25+ 调节性 T细胞

(CD4+ CD25+ Treg)具有免疫无能性和免疫抑制

性的一类细胞,尤其是CD4+CD25+foxp3+T细胞

与哮喘诱导免疫耐受密切相关[6],本研究通过观察

BCG-PSN 对 哮 喘 小 鼠 脾 脏 淋 巴 细 胞 中 CD4+

CD25+ Treg细胞数量及功能的影响,为其防治哮

喘提供详实的理论依据。

1 材料和方法

1 1 材料 Balb/c小鼠 (购自广东省实验动物中

心)5~6周龄,体质量16~18g,雌性。饲养在

广州呼吸疾病研究所SPF级动物房。卵清白蛋白

(ovalbumin,OVA)为美国Sigma公司产品,佐

剂Al(OH)3 为美国Sigma公司产品。BCG-PSN
购自医院药房 (国药准字92S020100,中国湖南斯

奇生物制药有限公司生产)。小鼠有创肺功能仪为

美国Buxco公司产品。

1 2 主要试剂 RPMI1640培养基、胎牛血清

FCS均购自GIBCO公司,EZ-SepTM Mouse1×淋

巴细胞分离液购自深圳达科为公司,FITC标记的

抗CD4抗体、PE标记的抗CD25抗体、PE-cy5标

记的抗foxp3抗体、PE标记的抗CTLA-4抗体及

同型对照均购自美国eBioscience公司,IL-10、转

化 生 长 因 子 β (transforminggrowthfactor-β,

TGF-β)酶 联 免 疫 吸 附 试 验 (enzymelinked
immunosorbentassay,ELISA)试剂盒购自德国

Bender公司,Trizol抽提试剂购自美国Invitrogen
公司,real-time试剂盒 (DDR037,DDR041)购

自日本Takara公司。

1 3 试验方法

1 3 1 动物致敏、激发 研究分为对照组、哮喘

组和 BCG-PSN 干预组。每组各10只 小 鼠,以

OVA首次致敏为第0天,在第0、7、14天时腹腔

注射OVA (0 01% OVA,0 2ml/只)致敏,第

28、29、30天给予OVA (0 4%OVA,50μl/只)
滴鼻激发,1次/d。正常组在每次给药时间点给予

相应 剂 量 的 生 理 盐 水。BCG-PSN 干 预 剂 量 为

20μg/只,体积为60μl,首次致敏前7d腹腔注射

干预,动物造模干预流程见图1。

1 3 2 气道反应性检测 气道反应性检测各组在

末次激发后48h,用美国Buxco公司的有创气道

阻力与肺顺应性检测系统检测小鼠的肺阻力 (lung
resistance,RL),测定10μl倍增浓度的乙酰甲胆

碱 (methacholine,Mch)雾化激发后RL 的变化,
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激发 浓 度 由 低 到 高,依 次 为 0、3 12、6 25、

12 50、25 00和50 00g/L,记录各浓度级 Mch激

发下的RL 平均值。当前激发浓度肺阻力/生理盐

水时肺阻力的比值 (RL/NS)作为小鼠气道反应性

的评价指标。Han等[7]报道,本研究评价气道反

应性包括以下两个方面:(1)与哮喘组相比可以显

著降低气道反应性 (P <0 05)的激发浓度;(2)
气道反应性升高为基值2倍时的 Mch激发浓度,
值越小,气道敏感性越高。

注:BCG-PSN为卡介菌多糖核酸;BHR为支气管高反应

性;BALF为支气管肺泡灌洗液;ip为腹腔注射20μg卵

清白蛋白 (0 01%卵清白蛋白,0 2ml/只)致敏;in为滴

鼻200μg卵清白蛋白激发

图1 研究中动物致敏、激发、BCG-PSN干预流程

1 3 3 BALF中EOS%分析 在实验流程第32
天,小鼠行气道反应性检测后麻醉,仰卧位,行气

管插管,以0 8mlPBS灌洗3次,回收率在80%
以上。4℃,1500×g离心10min,沉淀涂片并行

HE染色,连续计数200个细胞并计其中EOS的

个数,计算EOS百分比。

1 3 4 小鼠脾淋巴细胞悬液的制备 小鼠无菌取

脾,在60mm培养皿中加入3mlEZ-SepTM Mouse
1×淋巴细胞分离液,按照说明书制备脾脏淋巴细

胞悬液,加入 RPMI1640培养液,台盼蓝染色证

实活细胞>95%,计数约为2×107/ml,37 ℃,

5%CO2 孵箱孵育72h。

1 3 5 ELISA检测脾淋巴细胞悬液CD4+CD25+

Treg细胞/CD4+T细胞比例 取上述悬液200μl
(细 胞 总 数 约 1×106 个),加 入 CD4-FITC 及

CD25-PE 同 型 对 照 及 抗 体,室 温,避 光 孵 育

30min,加入2ml1×PBS,重悬混匀,2000×g
离心10min,4℃避光孵育30min,洗涤后缓冲液

重悬细胞后ELISA上机检测。

1 3 6 Realtime-PCR 检 测 脾 脏 淋 巴 细 胞 中

foxp3mRNA及CTLA-4mRNA的表达 取前述

所得脾淋巴细胞,按照 Trizol说明书提取 RNA,
稀释50倍后经紫外分光光度计测260nmOD值,
计算RNA浓度,按照说明书采用一步法进行逆转

录反应,获得cDNA,以此为模板进行real-time-
PCR反应,各个反应物引物:按参考文献 [8-9],

foxp3 上 游 引 物:5'-CCCAGGAAAGACAGC-
AACCTT-3',下 游 引 物:5'-TTCTCACAACCA-
GGCCACTTG-3';CTLA-4 上 游 引 物:5'-GGG-
CTGGGTCTTTACACTCATTTT-3',下游引物:

5'-CTTCCTGTGGCATTAACTTTGTGT-3'。 反

应体系:以94℃10min,94℃15s,56℃20s,

72℃15s的方式循环45次,最后55℃记录熔解

曲线,采用2ΔCt方法计算foxp3、CTLA-4基因的

表达水平。

1 3 7 ELISA检测脾淋巴细胞上清液中IL-10和

TGF-β的含量 具体操作见相应说明书。

1 3 8 统计学分析 所有数据用x-±s表示,各组

间比较采用SPSS13 0进行单因素方差分析,方差

齐用最小显著差异法 (LSD),当方差不齐时用

Tamhane'sT2法或采用秩和检验,P <0 05为差

异有统计学意义。

2 结果

2 1 气道反应性

2 1 1 RL/NS 哮喘组在 Mch各 个 激 发 浓 度

3 12、6 25、12 50、25 00和50 00g/LRL/NS均明

显高于正常组,说明该模型小鼠具备气道高反应性,

BCG-PSN干预组在 Mch激发浓度为3 12、6 25、

12 50g/L时可显著降低RL/NS,见图2、表1。

注:RL/NS为当前激发浓度肺阻力/生理盐水时肺阻力的

比值;Mch为乙酰甲胆碱;BCG-PSN为卡介菌多糖核酸;

与哮喘组比较,aP <0 05
图2 BCG-PSN腹腔注射干预对哮喘小鼠RL/NS的影响

2 1 2 气道反应性升高为基值2倍时的 Mch激发

浓度 正常组明显高于哮喘组,说明造模小鼠气道

敏感 性 高,BCG-PSN 干 预 组 Mch 激 发 浓 度 为

(12 61±5 33)g/L,与哮喘组 (7 73±2 69)g/L
相比,差异有统计学意义 (P <0 01),见图3。
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表1 BCG-PSN腹腔注射干预对哮喘小鼠RL/NS的影响 (g/L,x-±s)

组别 鼠数
Mch激发浓度

3.12 6.25 12.50 25.00 50.00
正常组 10 119 34±8 45a 148 10±17 56a 186 54±21 96a 309 06±72 26a 447 84±70 21a

哮喘组 10 199 76±29 13 259 10±35 91 373 24±71 56 497 24±153 68 576 24±153 57
BCG-PSN干预组 10 136 44±12 73a 212 59±26 56a 280 26±45 11a 411 94±68 56 542 89±81 30

  注:RL/NS为当前激发浓度肺阻力与生理盐水激发时肺阻力的比值;Mch为乙酰甲胆碱;BCG-PSN为卡介菌多糖核酸;与哮喘组比

较,aP <0 05

注:BCG-PSN为卡介菌多糖核酸;与哮喘组比较,aP <

0 01
图3 各组气道反应性升高为基值2倍时的 Mch激发浓度

2 1 3 气道炎症 哮喘小鼠BALF中EOS(47 61±
6 91)%,明显高于正常组 (0 19±0 03)%,说明

造模小鼠具备高 EOS为特征的气道炎症。BCG-
PSN干预组BALF中EOS占 (36 28±10 01)%,
与哮喘组相比,差异有统计学意义 (P <0 01),
见图4。

注:EOS%为嗜酸粒细胞占细胞总数的百分比;BALF为

支气管肺泡灌洗液;BCG-PSN为卡介菌多糖核酸;与哮喘

组比较,aP <0 01
图4 BCG-PSN对哮喘小鼠BALF中EOS%的影响

2 1 4 BCG-PSN对哮喘小鼠脾脏淋巴细胞CD4+

CD25+Treg 细 胞 数 量 的 影 响  哮 喘 组 CD4+

CD25+Treg 细 胞/CD4+ T 细 胞 比 例 (3 71±

2 19)%明显低于正常组 (6 44±1 16)% (P <
0 01),BCG-PSN干预组为 (6 75±1 63)%与哮

喘组相比差异有统计学意义 (P <0 01),见图5。

注:BCG-PSN为卡介菌多糖核酸;与哮喘组比较,aP <

0 01
图5 BCG-PSN对哮喘小鼠脾脏淋巴细胞 CD4+CD25+

Treg细胞/CD4+细胞比例的影响

2 1 5 BCG-PSN对哮喘小鼠脾脏淋巴细胞foxp3
mRNA及CTLAmRNA的影响

2 1 5 1 哮喘组foxp3mRNA及CTLA mRNA
的相对表达量 哮喘组小鼠脾脏淋巴细胞foxp3
mRNA的表达量仅为正常组的 (0 23±0 21)倍,
而CTLA-4mRNA 的 表 达 量 为 正 常 组 (0 65±
0 31)倍,提示哮喘组小鼠脾脏淋巴细胞foxp3
mRNA及CTLAmRNA表达明显降低,见图6。

2 1 5 2 BCG-PSN干预对哮喘小鼠脾脏淋巴细胞

foxp3mRNA、CTLA-4 mRNA 的 影 响  BCG-
PSN干预组小鼠脾脏淋巴细胞foxp3mRNA表达

量是哮喘组的 (1 82±0 76)倍,差异有统计学意

义 (P<0 05),CTLA-4mRNA表达量是哮喘组

的 (1 66±0 57)倍,差异有统计学意义 (P <
0 05),见图7。

2 1 6 BCG-PSN干预对哮喘小鼠脾淋巴细胞上清

液IL-10、TGF-β的影响 哮喘小鼠脾脏淋巴细胞

上清中IL-10、TGF-β的 含 量 明 显 少 于 正 常 组。

BCG-PSN组IL-10含量为 (210 32±88 23)ng/L,
显著高于哮喘组 (114 41±73 58)ng/L (P <
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0 05)。BCG-PSN 组 TGF-β含 量 为 (487 66±
32 57)ng/L, 显 著 高 于 哮 喘 组 (97 76 ±
23 58)ng/L (P <0 01),见表2。

注:BCG-PSN为卡介菌多糖核酸;与哮喘组比较,aP <

0 01
图6 哮喘组与正常组小鼠脾脏淋巴细胞Foxp3mRNA及

CTLA-4mRNA的表达

注:BCG-PSN为卡介菌多糖核酸;与哮喘组比较,aP <

0 05
图7 BCG-PSN 干 预 对 哮 喘 小 鼠 脾 脏 淋 巴 细 胞foxp3

mRNA (A)、CTLA-4mRNA (B)的影响

表2 BCG-PSN干预对哮喘小鼠IL-10及TGF-β的

影响 (ng/L,x-±s)

组别 鼠数 IL-10 TGF-β
正常组 10 218 91±53 91a 549 66±261 41b

哮喘组 10 114 41±73 58 97 76±23 58
BCG-PSN干预组 10 210 32±88 23a 487 66±32 57b

  注:BCG-PSN为卡介菌多糖核酸;TGF-β为转化生长因子-β;

与哮喘组比较,aP <0 05,bP <0 01

3 讨论

哮喘是由多种细胞及细胞组分参与的气道慢性

炎症性疾病,以气道高反应性和气道炎症为重要特

征,可自然缓解或经治疗后缓解,发病率呈增高趋

势[10-12]。2006年亚太哮喘见解与现实第2阶段调

查结果显示,亚太地区哮喘患者只有2 5%达到哮

喘控制[13],CD4+CD25+Treg细胞是一种具有免

疫抑制及免疫调节作用的细胞,具有独特的作用方

式和功能特征,有可能在哮喘等变态反应性疾病和

一些自身免疫性疾病的发病中起重要作用[14-15],大

量动物试验证实BCG[16-19]通过CD4+CD25+Treg
细胞防治哮喘,但完整的BCG因其成分复杂,且

副作用大,无法直接用于临床,BCG-PSN是BCG
经热酚法去除蛋白后提取BCG-PSN,配以灭菌生

理盐水制成的以多糖成分为主的一种非特异免疫调

节剂,多个研究[2-5]证实其对哮喘有保护作用,但

具体作用机制仍未明确。
通过研究证实哮喘小鼠CD4+CD25+T细胞数

量明显低于正常组,说明哮喘小鼠体内的 CD4+

CD25+Treg的 确 存 在 数 量 上 的 缺 陷,Fontenot
等[20]发 现,高 表 达foxp3的 转 基 因 小 鼠 CD4+

CD25+Treg细胞数量明显增加,foxp3敲除小鼠活

化的CD4+细胞增多,却缺乏独立的CD4+CD25+

Treg细胞,因而导致自身免疫性疾病的发生,此

后多个研究[21-22]表明foxp3是调控 CD4+CD25+

Treg细胞发育及启动抑制功能的关键因子。通过

real-time-PCR测定了哮喘小鼠脾脏淋巴细胞中

foxp3基因的表达水平,发现该基因的表达仅为正

常组的23%左右,提示哮喘小鼠体内还存在着

CD4+CD25+Treg的功能缺陷。BCG-PSN干预可

明显提高CD4+CD25+Treg细胞/CD4+T细胞比

例,上调哮喘小鼠foxp3mRNA的表达水平。因

此说明BCG-PSN干预显著增加CD4+CD25+Treg
细胞数量和功能。

CD4+CD25+Treg细胞可通过CTLA-4介导的

细胞接触依赖机制发挥其免疫抑制功能,从而阻止

哮喘的发生。CTLA-4是CD4+CD25+Treg细胞上

膜分子,是T细胞活化所需的协同刺激分子CD28
的同源异构体,CTLA-4对效应性T细胞的B7-1
分子的亲和力比CD28更强,抑制效应性T细胞的

增殖 和 活 化,从 而 调 节 哮 喘 等 疾 病 的 免 疫 失

衡[23-24]。说明CTLA-4对于诱导CD4+CD25+Treg
细胞的抑制功能是十分重要的;研究结果显示哮喘

组CTLA-4mRNA 的水平为正常组的65%左右,
说明 哮 喘 小 鼠 存 在 CTLA-4mRNA 低 表 达,而

BCG-PSN干预组的CTLA-4mRNA表达水平与哮

喘组 相 比 明 显 增 高,说 明 BCG-PSN 可 上 调

CTLA-4mRNA的表达,并通过 CTLA-4介导的

细胞-细胞接触抑制从而对哮喘小鼠产生保护作用。
此外CD4+CD25+Treg细胞也可通过分泌细

胞因子 (IL-10、TGF-β)而介导抑制效应[25]。研

究显示哮喘组中IL-10及TGF-β的分泌水平明显

低于正常组,BCG-PSN干预组的IL-10及TGF-β
的分泌水平明显高于哮喘组,说明BCG-PSN可能

通过分泌抑制性细胞因此IL-10及 TGF-β从而产
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生对哮 喘 小 鼠 的 保 护 作 用。同 时,除 了 CD4+

CD25+Treg细胞外,机体内还存在着一类能分泌

IL-10的Tr1 (抑制由Th1介导的自身免疫反应的

T细胞)[26]和能分泌TGF-β的Th3[27]。因此,本

实验IL-10和 TGF-β可能是多来源的,提示可能

BCG-PSN还可通过其他机制如树突状细胞、Tr1、

Th3等发挥免疫调节作用。
综上所述,BCG-PSN 干预可增加哮喘小鼠

CD4+CD25+Treg细胞数量及功能,具体可能通过

促进IL-10、TGF-β等抑制性细胞因子的分泌及

CTLA-4介导的细胞-细胞接触抑制机制诱导免疫

耐受,从而降低哮喘小鼠的气道反应性和气道

炎症。
利益冲突 所有作者均声明不存在利益冲突
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·简讯·

实用无创机械通气技术进修班招生简介

北京朝阳医院呼吸与危重症医学科(西区)

无创正压机械通气的临床应用日趋广泛,从早期用于治疗阻塞性睡眠呼吸暂停综合征(OSAS)逐步扩展至治疗多种急性

呼吸衰竭,在慢性呼吸衰竭的机械通气治疗中无创通气已居于主导地位。目前,国内多数医院在呼吸科、ICU、急诊科、心脏科

等开展了无创通气治疗,取得一定疗效,但长期以来关于无创通气的一些基本问题仍困扰着临床,如:何种呼吸机可用于无创

通气、为何上机后患者的血CO2 反而更高、患者无法耐受无创通气怎么办……,成为制约无创通气进一步规范、普及应用的重

要因素。

北京朝阳医院呼吸与危重症医学科-北京呼吸疾病研究所在国内较早开展无创通气,是国内无创通气多中心研究的牵头

单位(中华结核和呼吸杂志,2005,28:680-684;中华结核和呼吸杂志,2006,29:13-17),对无创通气的教学具有丰富经验。现

以北京朝阳医院呼吸与危重症医学科(西区)为教学基地,举办无创机械通气专项进修班,时间安排为4个月的短期进修,教学

安排为前半程在ICU进行理论学习和临床见习、后半程在呼吸病房由带教老师指导完整管理无创机械通气患者,通过理论与

实践相结合的强化培训使进修生在短期内初步规范掌握无创通气的临床应用。

招生范围:临床工作中需开展无创机械通气,具有一定呼吸衰竭治疗经验的医生。

招生时间:每年招收3期,每期4个月,分别于6月、10月、2月开学。

报名方式:(1)在朝阳医院网站(http   www bjcyh com cn )首页左下方“最新下载”或在潮阳呼吸支持技术学院网站

(http   www cycrst com index asp)“培训专区”下载《进修申请表》。(2)填写《进修申请表》,封面进修科目栏填写“呼吸与

危重症医学科(西区)”,第三页进修科目要求栏填写“无创机械通气的临床应用”。(3)将《进修申请表》邮寄至:北京市石景山

区京原路5号 北京朝阳医院(西区)ICU朱剑收100043,请在信封上注明“无创通气进修”。我们会及时与您联系,我们的联

系电话010-51718872。
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