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儿童支气管哮喘患者外周血Ｔｈ１７百分数及ＦＯＸＰ３水平的变化及意义


张晴菊，龚　芳，申卫红

（南通大学第三附属医院检验科，江苏无锡２１４０４１）

　　摘　要：目的　探讨外周血Ｔｈ１７细胞百分数和叉头状转录因子Ｐ３（ＦＯＸＰ３）水平在儿童支气管哮喘患者中的变化及意义。

方法　选取支气管哮喘患儿（哮喘组）和健康儿童（对照组）各３０例，采用流式细胞术检测外周血Ｔｈ１７细胞及ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节

性Ｔ细胞的百分数、实时荧光定量ＰＣＲ检测外周血ＦＯＸＰ３ｍＲＮＡ的表达，ＥＬＩＳＡ法检测血浆中ＩＬ１７和ＩＬ１０的表达水平。结

果　哮喘组外周血Ｔｈ１７细胞百分数及血浆ＩＬ１７水平均高于对照组（犘＜０．０５）；哮喘组外周血ＦＯＸＰ３表达及血浆ＩＬ１０水平均

低于对照组（犘＜０．０５）。结论　Ｔｈ１７／ＦＯＸＰ３的失衡可能在儿童支气管哮喘的发病机制中起重要作用。
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　　支气管哮喘是由多种细胞和细胞因子共同参与的呼吸道

变态反应性疾病，其发病率在儿童患者中呈上升趋势。近年的

研究发现，辅助性Ｔ细胞Ｔｈ１７细胞和ＣＤ４＋ＣＤ２５＋的调节性

Ｔ细胞及其细胞因子在支气管哮喘发病中发挥了重要作用
［１］。

Ｔｈ１７细胞主要分泌细胞因子白细胞介素１７（ＩＬ１７），是近年

来发现的一类辅助性ＣＤ４＋Ｔ细胞，在自身免疫性疾病、变态

反应性疾病中发挥重要作用。调节性Ｔ细胞是一类具有免疫

抑制功能的Ｔ淋巴细胞，在维持机体免疫自稳、调控免疫应答

方面起重要作用，特征性表达叉头状转录因子 Ｐ３（ｆｏｒｋｈｅａｄ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ３，ＦＯＸＰ３），分泌细胞因子白细胞介素１０

（ＩＬ１０），通过细胞接触和细胞因子作用方式对免疫细胞具有

平衡调节作用［２３］。国外的许多研究表明，改变外周血中Ｔｈ１７

细胞和ＦＯＸＰ３的表达可以影响支气管哮喘患者的气道炎性

反应，从而参与支气管哮喘的发生［４５］。本文通过检测儿童支

气管哮喘患者外周血中Ｔｈ１７细胞的百分数和ＦＯＸＰ３及其相

关细胞因子ＩＬ１７、ＩＬ１０在血浆中的表达水平，探讨Ｔｈ１７细

胞百分数和ＦＯＸＰ３表达水平在儿童支气管哮喘患者外周血

中的变化及意义，旨在为儿童支气管哮喘患者的免疫治疗提供

一个新的方向。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取２０１２年在无锡市第三人民医院住院治

疗的儿童支气管哮喘患者３０例作为哮喘组。诊断标准符合

２００８年中华医学会儿科学分会修订的《儿童支气管哮喘诊断

与防治指南》中的诊断标准［６］，其中男性１５例、女性１５例，平

均（８．０±２．２）岁。同期于本院行健康体检且结果合格３０例作

为对照组，其中男性１５例、女性１５例，平均（１８．０±２．０）岁，均

为无过敏性疾病和近期无呼吸道感染，近一个月内未使用糖皮

质激素、免疫抑制剂等。所有纳入研究者均知情、同意。

１．２　方法

１．２．１　外周血Ｔｈ１７及ＣＤ４
＋ＣＤ２５＋Ｔ淋巴细胞亚群的检测

　分别抽取哮喘组患者和对照组静脉血２ｍＬ，枸橼酸钠抗凝

后取全血标本１００μＬ，分别加入ＰＥ标记的ＣＤ４、ＦＩＴＣ标记的

ＣＤ２５抗体（均购自美国ＢＤ公司）、ＰＥ标记的抗人ＩＬ１７抗体

（购自美国ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司）各１０μＬ，室温避光孵育３０ｍｉｎ。

然后再加入红细胞裂解液（购自美国ＢＤ公司），振荡混匀。离

心后弃上清液，用ＰＢＳ洗涤后混匀，用流式细胞仪进行计数

（美国ＢＤ公司，ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ）。以Ｃｅｌｌｑｕｅｓｔ软件获取并分析

数据，获得ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔ细胞以及Ｔｈ１７细胞的百分数。

１．２．２　ＦＯＸＰ３ｍＲＮＡ表达的检测　采用实时荧光定量ＰＣＲ

法检测ＦＯＸＰ３ｍＲＮＡ的表达，以ＧＡＰＤＨ做为内参基因。按

照试剂盒（购自德国ＱＩＡＧＥＮ公司）说明书提取ＲＮＡ，ＦＯＸＰ３

的引物设计如下，正向：５′ＧＡＡＣＧＣＣＡＴＣＣＧＣＣＡＣＡＡ

ＣＣＴＧＡ３′；反向：５′ＣＣＣＴＧＣＣＣＣＣＡＣＣＡＣＣＴＣＴＧＣ３′。

ＰＣＲ反应条件：９５℃ 预变性５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，６９℃３０ｓ，

·１５４２·国际检验医学杂志２０１４年９月第３５卷第１８期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１８

 基金项目：无锡市医院管理中心医学技术重大扶持项目（ＹＧＺＦ１１０１）。　作者简介：张晴菊，女，检验技师，主要从事临床免疫学与检验的

研究。



７２℃１ｍｉｎ，共３０个循环。反应结束后设定最佳阈值，根据仪

器给出的标准曲线和斜率获得ＦＯＸＰ３的相对表达指数。

１．２．３　细胞因子水平检测　所有实验者清晨空腹抽取静脉血

４ｍＬ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，分离出血浆待检。细胞因子

ＩＬ１７、ＩＬ１０的检测，采用ＥＬＩＳＡ试剂盒（美国ＢＤ公司）进行

检测，操作严格按照试剂盒说明书进行。

１．２．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１８．０软件对样本数据进行处

理，所得计量资料以狓±狊表示，两组间的均数比较采用狋检

验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　外周血Ｔｈ１７、ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ淋巴细胞亚群的检测　通

过流式细胞仪检测了３０例儿童支气管哮喘患者和３０例健康

者外周血Ｔｈ１７、ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ淋巴细胞亚群的百分数，结果

表明：哮喘组外周血ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞约占ＣＤ４＋Ｔ细胞的

（２．５７±１．１８）％，明显低于对照组的（４．１３±２．３１）％；哮喘组

外周血Ｔｈ１７细胞约占ＣＤ４＋Ｔ细胞的（４．２６±１．２５）％，明显

高于对照组的（１．８４±０．６５）％，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。

２．２　外周血ＦＯＸＰ３ｍＲＮＡ表达的检测　由于ＣＤ４
＋ＣＤ２５＋

Ｔ细胞特征性地表达转录因子ＦＯＸＰ３，因此本课题组进一步

检测了儿童哮喘患者外周血中是否表达ＦＯＸＰ３ｍＲＮＡ。通

过实时荧光定量ＰＣＲ技术分别扩增哮喘组和对照组外周血

ＦＯＸＰ３的 ｍＲＮＡ，发现哮喘组 ＦＯＸＰ３ ｍＲＮＡ 的表达 量

（３．０２±０．２１）明显低于对照组的表达量（４．２８±０．３５），差异有

统计学意义（犘＜０．０５）。

２．３　细胞因子ＩＬ１７、ＩＬ１０的检测　本课题组通过ＥＬＩＳＡ法

分别检测了哮喘组和对照组血浆细胞因子ＩＬ１７、ＩＬ１０。哮喘

组ＩＬ１７的浓度明显高于对照组（犘＜０．０５），而ＩＬ１０的浓度

明显低于对照组（犘＜０．０５），见表１。

表１　　哮喘组和对照组血浆ＩＬ１７、ＩＬ１０

　表达量的比较（ｐｇ／ｍＬ，狓±狊）

组别 狀 ＩＬ１７ ＩＬ１０

哮喘组 ３０ ６２．５９±３０．３６ ４０．１３±１９．２７

对照组 ３０ ３８．８３±２９．１９ ５９．８９±３７．４１

　　：犘＜０．０５，与对照组比较。

３　讨　　论

支气管哮喘是一种慢性的气道炎症性疾病，多种组织细胞

和炎症细胞参与哮喘炎症的发生、发展。Ｔｈ１７细胞主要分泌

ＩＬ１７，可以促进支气管成纤维细胞、上皮细胞和平滑肌细胞的

活化，在自身免疫性疾病和炎症性疾病等多种疾病中发挥重要

作用［７８］。国外有研究显示，通过给支气管哮喘小鼠输入活化

的Ｔｈ１７细胞，能够促进气道中性粒细胞性炎症。另有许多研

究发现，在中、重度支气管哮喘患者外周血中，Ｔｈ１７细胞及其

分泌的ＩＬ１７的表达均增加
［９１０］。可见Ｔｈ１７细胞在哮喘的发

病机制中发挥着重要作用，而其效应的发挥主要通过特征性细

胞因子ＩＬ１７来完成。

近年来调控免疫反应的ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞成为免疫

抑制治疗的研究焦点。Ｔｒｅｇ特征性地表达转录因子ＦＯＸＰ３，

可通过细胞间直接接触或分泌细胞因子ＩＬ１０等方式来抑制

免疫应答，从而使机体产生免疫耐受。有研究显示，儿童哮喘

患者外周血ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞明显减少。另有研究发现，

在ＦＯＸＰ３表达减少的小鼠中过敏原诱导的气道反应性增加。

因此，ＦＯＸＰ３表达减少或缺乏可加重哮喘的发作
［１１１２］。

本研究结果显示，哮喘组外周血Ｔｈ１７细胞表分数及血浆

ＩＬ１７水平均高于对照组，而ＦＯＸＰ３表达及血浆ＩＬ１０水平均

低于对照组，提示Ｔｈ１７细胞和ＦＯＸＰ３的表达参与了儿童支

气管哮喘的发病。Ｔｈ１７细胞和ＦＯＸＰ３表达存在着密切的联

系。本研究中，哮喘组同时存在 Ｔｈ１７细胞百分数增加而

ＦＯＸＰ３表达减少的情况，表明Ｔｈ１７／ＦＯＸＰ３表达失衡可能在

儿童支气管哮喘的发病机制中起重要作用。

综上所述，在儿童支气管哮喘的发病过程中，Ｔｈ１７细胞和

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞免疫应答起重要作用。因此，在儿童支

气管哮喘的治疗中，对Ｔｈ１７细胞和ＦＯＸＰ３介导的免疫耐受

进行干预是十分必要的。
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