
Ｌｅｔ７ｅ５ｐ对变应性鼻炎小鼠 Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７细胞失衡的
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闫智永，张爽，唐桥斐

（沈阳医学院附属第二医院 耳鼻喉科，辽宁 沈阳　１１０００２）

［摘　要］目的：探讨ｌｅｔ７ｅ５ｐ对变应性鼻炎（ＡＲ）小鼠调节性Ｔ细胞（Ｔｒｅｇ）／辅助性Ｔ细胞１７（Ｔｈ１７）失衡的
影响。方法：１２只ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，３只为正常组，余９只小鼠采用卵清蛋白（ＯＶＡ）和氢氧化铝［Ａｌ（ＯＨ）３］建立
ＡＲ模型后随机均分为模型组（仅造模）、ｌｅｔ７ｅ５ｐ激动剂对照组（鼻内滴注ｌｅｔ７ｅ５ｐａｇｏｍｉｒ阴性对照）及ｌｅｔ７ｅ５ｐ
激动剂组（鼻内滴注ｌｅｔ７ｅ５ｐａｇｏｍｉｒ）；采用行为学评分考察各组小鼠的过敏症状，酶联免疫吸附法检测各组小
鼠血清免疫球蛋白Ｅ（ＩｇＥ）、白细胞介素１７Ａ（ＩＬ１７Ａ）和白细胞介素１０（ＩＬ１０）水平，ＨＥ染色观察各组小鼠鼻
黏膜组织学变化，采用实时荧光定量ＰＣＲ检测各组小鼠鼻黏膜组织ｌｅｔ７ｅ５ｐ的表达、蛋白印迹法检测ＲＯＲγｔ和
Ｆｏｘｐ３蛋白的表达，采用流式细胞术检测各组小鼠外周血 ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ和 ＣＤ４＋ＩＬ１７Ａ＋Ｔｈ１７细胞亚群变
化。结果：模型组小鼠较正常组的行为学评分、血清 ＩｇＥ及 ＩＬ１７Ａ水平明显增高、ＩＬ１０水平明显降低（Ｐ＜０．
０１），ｌｅｔ７ｅ５ｐ激动剂组较模型组的行为学评分、ＩｇＥ及ＩＬ１７Ａ水平明显下降、ＩＬ１０水平明显升高（Ｐ＜００１）；同
模型组比较，ｌｅｔ７ｅ５ｐ激动剂组小鼠鼻黏膜基底层结构清晰，炎性细胞浸润明显减少；模型组小鼠鼻黏膜组织ｌｅｔ
７ｅ５ｐ基因的表达较正常组减少，ｌｅｔ７ｅ５ｐ激动剂组则较模型组升高（Ｐ＜００５）；模型组小鼠鼻黏膜组织 ＲＯＲγｔ
蛋白表达较正常组增加、Ｆｏｘｐ３蛋白表达减少，ｌｅｔ７ｅ５ｐ激动剂组小鼠鼻黏黏膜组织ＲＯＲγｔ蛋白表达较模型组减
少、Ｆｏｘｐ３蛋白表达增加（Ｐ＜００５）；模型组小鼠较正常组外周血中 ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细胞亚群比例明显降低，
ＣＤ４＋ＩＬ１７Ａ＋Ｔｈ１７细胞亚群比例明显升高（Ｐ＜００１）；ｌｅｔ７ｅ５ｐ激动剂组小鼠较模型组的 ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细
胞亚群比例显著升高，ＣＤ４＋ＩＬ１７Ａ＋Ｔｈ１７细胞亚群比例明显降低（Ｐ＜００１）。结论：Ｌｅｔ７ｅ５ｐ可能通过调节
ＡＲ小鼠 Ｆｏｘｐ３和 ＲＯＲγｔ蛋白的表达，介导 Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７细胞平衡，减轻炎症反应，从而改善 ＡＲ小鼠鼻部过敏
症状。
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ｃｅｌｌｓ（Ｔｒｅｇ）；Ｔｈｅｌｐｅｒｃｅｌｌｓ１（Ｔｈ１）；Ｔｈｅｌｐｅｒｃｅｌｌｓ２（Ｔｈ２）

　　变应性鼻炎（ａｌｌｅｒｇｉｃｒｈｉｎｉｔｉｓ，ＡＲ）是一种过敏
性疾病，主要症状体征表现为打喷嚏、瘙痒、鼻漏、

鼻塞和鼻充血［１］。近年 ＡＲ患病率呈现逐年上升
趋势，已成为世界性重大公共卫生问题［２］。以往

观点认为２型辅助Ｔ细胞（Ｔｈｅｌｐｅｒｃｅｌｌｓ２，Ｔｈ２）的
流入和分化是 ＡＲ发生和加重的重要因素［３］。伴

随免疫学研究的快速发展，经典的１型辅助性Ｔ细
胞（Ｔｈｅｌｐｅｒｃｅｌｌｓ１，Ｔｈ１）／Ｔｈ２构架失衡理论在 ＡＲ
中的作用不断受到新的挑战［４］。有研究发现增强

Ｔｈ１应答并不能减轻 Ｔｈ２介导的 ＡＲ反应，表明
ＡＲ的发病机制不能简单用 Ｔｈ１／Ｔｈ２免疫失衡来
解释［５］。近年的研究表明，辅助性 Ｔ细胞 １７（Ｔ
ｈｅｌｐｅｒｃｅｌｌ１７，Ｔｈ１７）和调节性 Ｔ细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｃｅｌｌｓ，Ｔｒｅｇ）与 ＡＲ发生密切相关，提示 Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７
细胞失衡在 ＡＲ进展中发挥重要作用［６］。以往研

究表明ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ（ｍｉＲＮＡｓ）是ＡＲ潜在生物标志
物，参与ＡＲ发病机制［７］。最近 Ｓｕｏｊａｌｅｈｔｏ等［８］研

究发现ｍｉＲＮＡｌｅｔ７ｅ５ｐ在 ＡＲ患者鼻黏膜组织中
低表达。此外，ｌｅｔ７ｅ５ｐ还可通过调节Ｔｈ１和Ｔｈ１７
细胞分化参与自身免疫性脑脊髓炎（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ，ＥＡＥ）的 发 生 进
展［９］，但ｌｅｔ７ｅ５ｐ是否通过调节 Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７细胞失
衡参与 ＡＲ进展有待研究。因此本研究拟建立
ＢＡＬＢ／ｃ小鼠ＡＲ模型，探讨ｌｅｔ７ｅ５ｐ对Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７
细胞失衡的影响，进一步阐明ＡＲ发病机制。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　实验动物　６～８周龄ＳＰＦ级雄性ＢＡＬＢ／ｃ
小鼠１２只，体质量１６～１８ｇ，购买于辽宁长生生物

５４５

　５期 闫智永等　Ｌｅｔ７ｅ５ｐ对变应性鼻炎小鼠Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７细胞失衡的影响
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０００１］，给予普通饲料喂养，饮用蒸馏水，标准动物
实验条件下适应性饲养１周。
１１２　药品和主要试剂　卵清蛋白（ｏｖａｌｂｕｍｉｎ，
ＯＶＡ）购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，苏木精购自中国索莱
宝公司，曙红Ｙ购自中国上海生工生物，二喹啉甲
酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）蛋白浓度测定试剂盒、
电化学发光（ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔ，ＥＣＬ）液、
全蛋白提取试剂盒、十二烷基硫酸钠（Ｓｏｄｉｕｍｄｏ
ｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ，ＳＤＳ）－聚丙烯酰胺凝胶电泳（ｐｏｌｙａｃ
ｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＰＡＧＥ）快速制备试剂
盒、羊抗兔免疫球蛋白 Ｇ（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｉｎＧ，ＩｇＧ）－
辣根过氧化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈＰｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）、内
参抗体β肌动蛋白（βａｃｔｉｎ）及叉头状螺旋转录因
子３（ｆｏｒｋｈｅａｄｂｏｘｐ３，Ｆｏｘｐ３）抗体购自中国沈阳万
类生物，预染蛋白分子量标准购自加拿大 Ｆｅｒｍｅｎ
ｔａｓ公司，维甲酸相关核孤儿受体 γｔ（ｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄ
ｒｅｌａｔｅｄｏｒｐｈａｎｎｕｃｌｅａｒｒｅｃｅｐｔｏｒγｔ，ＲＯＲγｔ）抗体购自
美国Ａｆｆｉｎｉｔｙ公司，小鼠免疫球蛋白Ｅ（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂ
ｕｌｉｎＥ，ＩｇＥ）酶联免疫吸附（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕ
ｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂盒和白细胞介素 １７Ａ
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１７Ａ，ＩＬ１７Ａ）ＥＬＩＳＡ试剂盒购自中国
联科生物公司，小鼠白细胞介素１０（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１０，
ＩＬ１０）ＥＬＩＳＡ试剂盒购自中国武汉优尔生公司，藻
红蛋白（ｐｈｙｃｏｅｒｙｔｈｒｉｎ，ＰＥ）标记的分化群４（ｃｌｕｓｔｅｒ
ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ４，ＣＤ４）抗体、别藻蓝蛋白（ａｌｌｏ
ｐｈｙｃｏｃｙａｎｉｎ，ＡＰＣ）标记的 ＩＬ１７Ａ抗体及异硫氰酸
荧光素（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，ＦＩＴＣ）标记的
Ｆｏｘｐ３抗体购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司，ｌｅｔ７ｅ５ｐ激动剂
（ａｇｏｍｉｒ）及阴性对照由中国吉玛基因公司合成。
１１３　主要仪器　ＳＷＣＪ２ＦＤ超净工作台购自中
国苏州净化，ＮＷ１０ＬＶＦ超纯水系统购自香港 Ｈｅａｌ
Ｆｏｒｃｅ公司，ＲＭ２２３５石蜡切片机购自德国 Ｌｅｉｃａ公
司，ＱＨ０１９０３０Ａ电热恒温鼓风干燥箱购自中国上
海精宏实验设备公司，ＤＰ７３显微镜拍照系统购自
日本 ＯＬＵＭＰＵＳ公司，Ｅｘｉｃｙｃｌｅｒ９６荧光定量 ＰＣＲ
仪购自韩国ＢＩＯＮＥＥＲ公司，ＮＡＮＯ２０００紫外分光
光度计购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司），ＤＹＹ７Ｃ电泳仪购
自中国北京六一仪器厂，ＥＬＸ８００酶标仪购自美国
ＢＩＯＴＥＫ公司，ＮｏｖｏＣｙｔｅ流式细胞仪购自美国艾森
生物。

１２　方法
１２１　造模及分组　１２只 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠适应性

喂养１周，取３只作为正常组，不造模；余９只小鼠
采用随机数字表法均分为模型组、ｌｅｔ７ｅ５ｐ激动剂
对照组及 ｌｅｔ７ｅ５ｐ激动剂组，９只小鼠建立 ＡＲ模
型：实验第１、７及１４ｄ腹腔注射含 ＯＶＡ２５μｇ和氢
氧化铝［Ａｌ（ＯＨ）３］２ｍｇ的生理盐水混悬液２００μＬ
对小鼠进行基础致敏，第２１天开始自前鼻孔给予
含３％ ＯＶＡ的生理盐水按２０μＬ／鼻孔进行局部激
发、连续１４ｄ（即第２１～３４天）；激发致敏第２８～
３４天，于ＯＶＡ激发前３ｈ向 ｌｅｔ７ｅ５ｐ激动剂组小
鼠鼻腔内按 １０μＬ／鼻孔滴入 ５μｍｏｌ／Ｌｌｅｔ７ｅ５ｐ
ａｇｏｍｉｒ，ｌｅｔ７ｅ５ｐ激动剂对照组小鼠鼻腔内滴入相
同剂量ａｇｏｍｉｒ阴性对照片段。正常组和模型组小
鼠于相同时间点给予等体积生理盐水。与行为学

观察结束后各组小鼠眼眶静脉取血，腹腔注射过量

戊巴比妥钠（１５０ｍｇ／ｋｇ）处死小鼠，取鼻黏膜
组织。

１２２　行为学观察及评分　各组小鼠于第３４天
鼻腔致敏３０ｍｉｎ内观察抓挠鼻子、打喷嚏次数及
清涕出现的轻重程度，参照文献［１０］对小鼠过敏
症状进行评分，即喷嚏１～３个为１分，４～１０个为
２分，超过１１个为３分；爪偶有挠鼻为１分，爪反
复挠鼻为２分，爪挠鼻面不止和到处摩擦为３分；
清涕流至前鼻孔周围为１分，超过鼻前孔为２分，
涕流满面为３分。以叠加法记录总分，总分范围１
～９分，总分超过５分说明建模成功。
１２３　ＥＬＩＳＡ法检血清ＩｇＥ和炎性因子　采集各
组小鼠静脉血１ｍＬ／只，凝集３０ｍｉｎ，４℃、５０００ｒ／
ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集血清，采用 ＥＬＩＳＡ法检测小
鼠血清中ＩｇＥ、ＩＬ１７Ａ及ＩＬ１０水平变化，按照试剂
盒说明书进行操作。

１２４　苏木精 －伊红染色（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎｓｔａｉ
ｎｉｎｇ，ＨＥ）染色　取各组小鼠鼻黏膜组织于４％多
聚甲醛溶液中固定２４ｈ，常规脱钙、透蜡、包埋、切
片、水化，苏木素染色５ｍｉｎ，１％盐酸酒精分化３ｓ，
伊红染液浸泡３ｍｉｎ，脱水、透明、封片，于２００×显
微镜下观察拍照。

１２５　实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）检测
ｌｅｔ７ｅ５ｐ　采用总ＲＮＡ提取试剂（ＴＲＩｐｕｒｅ）提取各
组小鼠鼻黏膜样本总ＲＮＡ，反转录得到ｃＤＮＡ；ＮＣ
ＢＩ上查找 ｌｅｔ７ｅ５ｐ和 Ｕ６序列，采用 Ｐｒｉｍｅｒ５设计
引物（上海生工合成）；以 ｃＤＮＡ为模板，在荧光定
量ＰＣＲ仪上进行扩增，反应条件为 ９４℃预变性
５ｍｉｎ、９４℃变性１０ｓ、６０℃退火２０ｓ及７２℃延伸
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３０ｓ，４０个循环；采用２－ΔΔｃｔ法计算样本ｌｅｔ７ｅ５ｐ相
对表达量。见表１。

表１　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ引物序列
Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

基因名称 　　　引物序列／（５′３）
引物长

度／ｂｐ
ｌｅｔ７ｅ５ｐ 上游：ＴＧＡＧＧＴＡＧＧＡＧＧＴＴＧＴＡＴＡＧＴＴ ２２

下游：ＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣ １８
Ｕ６ 上游：ＣＧＣＡＡＧＧＡＴＧＡＣＡＣＧＣＡＡＡＴ ２０

下游：ＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣ １８

１２６　蛋白印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测鼻黏膜组
织ＲＯＲγｔ和 Ｆｏｘｐ３蛋白　根据各组小鼠鼻黏膜组
织样本的质量和体积加入 ＲＩＰＡ裂解液，静置
５ｍｉｎ，４℃条件下１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集
上清得到蛋白抽提物，采用二喹啉甲酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏ
ｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）法测定蛋白浓度，制备蛋白上样
液，取等量蛋白点样，ＳＤＳＰＡＧＥ、转膜，浸入脱脂奶
粉封闭１ｈ，４℃过夜孵育一抗，洗膜、３７℃孵育一
抗４５ｍｉｎ，ＥＣＬ底物发光，扫描胶片，用凝胶图像处
理系统分析目标条带灰度值，计算ＲＯＲγｔ和Ｆｏｘｐ３
蛋白相对表达量。

１２７　流式细胞术分析外周血 ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ
细胞和ＣＤ４＋ＩＬ１７Ａ＋Ｔｈ１７细胞百分比　采集各组

小鼠外周血，采用淋巴细胞分离液分离单个核细

胞，制备细胞悬液，ＰＢＳ清洗２次，加 ＣＤ４／ＩＬ１７Ａ
抗体０１２５μｇ，孵育３０ｍｉｎ，加Ｆｏｘｐ３抗体１μｇ于
室温避光孵育３０ｍｉｎ，同时设置同型对照，１０００ｒ／
ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清、收集细胞，ＰＢＳ清洗后加
入流式染色液重新悬浮细胞，流式细胞仪分析

ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细胞和 ＣＤ４＋ＩＬ１７Ａ＋Ｔｈ１７细胞
百分比。

１３　统计学分析
应用ＳＰＳＳ１６０统计软件进行分析，计量资料

采用均值±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间差异采用单
因素方差分析，组间比较采用 ｔ检验，Ｐ＜００５为
差异有统计学意义。

２　结果

２１　行为学评分和血清ＩｇＥ、ＩＬ１７Ａ及ＩＬ１０水平
与正常组比较，模型组小鼠行为学评分和血清

ＩｇＥ、ＩＬ１７Ａ水平明显增高，ＩＬ１０水平明显降低，差
异均有高度统计学意义（Ｐ＜００１）；与模型组比
较，ｌｅｔ７ｅ５ｐ激动剂组小鼠行为学评分、ＩｇＥ和 ＩＬ
１７Ａ水平明显下降，ＩＬ１０水平明显升高，差异均有
高度统计学意义（Ｐ＜００１）。见表２。

表２　各组小鼠行为学评分和血清ＩｇＥ、ＩＬ１７Ａ及ＩＬ１０水平（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．２　ＢｅｈａｖｉｏｒａｌｓｃｏｒｅｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｓｅｒｕｍＩｇＥ，ＩＬ１７ＡａｎｄＩＬ１０ｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ｘ±ｓ）

　组别 评分 ＩｇＥ／（μｇ／Ｌ） ＩＬ１７Ａ／（ｎｇ／Ｌ） ＩＬ１０／（ｎｇ／Ｌ）
正常组 １３３±０５８ ２２２５±２３５ １７２２±１９５ ６８９７±７１８
模型组 ７３３±０５８（１） 　１７９６３±２０１６（１） ３８５４±４７６（１） ３２３０±３８６（１）

ｌｅｔ７ｅ５ｐ激动剂对照组 ７００±１００ １８６８０±１９２４ ４１５７±５３４ ３５６７±４０３
ｌｅｔ７ｅ５ｐ激动剂组 ４００±０００（２） 　３８０１±４１４（２） ２０７６±２４２（２） ６０７８±７７９（２）

注：（１）与正常组比较，Ｐ＜００１；（２）与模型组比较，Ｐ＜００１。

２２　鼻黏膜组织病理学特征
光学显微镜下观察发现，正常组小鼠鼻黏膜组

织结构完整，上皮细胞排列整齐，未见增厚和炎性

细胞浸润；模型组小鼠鼻黏膜基底层明显增厚，并

伴有大量炎性细胞浸润，上皮结构紊乱；同模型组

比较，ｌｅｔ７ｅ５ｐ激动剂组小鼠鼻黏膜组织基底结构
清晰，炎性细胞浸润明显减轻，上皮细排列相对整

齐。见图１。
２３　鼻黏膜组织ｌｅｔ７ｅ５ｐ基因表达

ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测结果显示，与正常组比较，
模型组小鼠鼻黏膜组织中 ｌｅｔ７ｅ５ｐ基因的表达减

少，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；与模型组比较，
ｌｅｔ７ｅ５ｐ激动剂组小鼠鼻黏膜组织中 ｌｅｔ７ｅ５ｐ基
因的表达升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见
图２。
２４　鼻黏膜组织ＲＯＲγｔ和Ｆｏｘｐ３蛋白表达

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与正常组比较，模
型组小鼠鼻黏膜组织中 ＲＯＲγｔ蛋白的表达增加，
Ｆｏｘｐ３蛋白的表达减少，差异均有统计学意义（Ｐ＜
００５）；同模型组比较，ｌｅｔ７ｅ５ｐ激动剂组小鼠鼻黏
膜组织ＲＯＲγｔ蛋白的表达减少，Ｆｏｘｐ３蛋白的表达
明显增加（Ｐ＜００５）。见图３。
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注：箭头表示炎症细胞。

图１　各组小鼠鼻黏膜组织ＨＥ染色（２００×）
Ｆｉｇ．１　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｍｉｃｅｎａｓａｌｍｕｃｏｓａｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（２００×）

注：（１）与正常组比较 Ｐ＜００５；（２）与模型组比较，Ｐ＜００５。

图２　各组小鼠鼻黏膜组织ｌｅｔ７ｅ５ｐ基因的表达
Ｆｉｇ．２　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｌｅｔ７ｅ５ｐｇｅｎｅｉｎｎａｓａｌ
ｍｕｃｏｓａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

２５　外周血 ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细胞和 ＣＤ４＋ＩＬ
１７Ａ＋Ｔｈ１７细胞百分比

流式细胞术检测结果显示，与正常组比较，模

型组小鼠外周血中 ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细胞亚群比
例明显降低（Ｐ＜００１），ＣＤ４＋ＩＬ１７Ａ＋Ｔｈ１７细胞

亚群比例明显升高（Ｐ＜００１）；与模型组比较，ｌｅｔ
７ｅ５ｐ激动剂组 ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细胞亚群比例显
著升高，ＣＤ４＋ＩＬ１７Ａ＋Ｔｈ１７细胞亚群比例明显降
低，差异均有统计学意义（Ｐ＜００１）。见表 ３、
图４。

表３　各组小鼠外周血淋巴细胞ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ
和ＣＤ４＋ＩＬ１７Ａ＋Ｔｈ１７细胞亚群的比较（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．３　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３＋ＴｒｅｇａｎｄＣＤ４＋

ＩＬ１７Ａ＋Ｔｈ１７ｓｕｂｓｅｔｓｉｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｏｆ
ｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ｘ±ｓ）

　组别
ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３＋

Ｔｒｅｇ／％
ＣＤ４＋ＩＬ１７Ａ＋

Ｔｈ１７／％
正常组 １３８５±１６３ ６０７±０８２
模型组 ７３７±１０９（１） １３４９±１３７（１）

ｌｅｔ７ｅ５ｐ激动剂对照组 ７２３±０８２ １２８６±１３４
ｌｅｔ７ｅ５ｐ激动剂组 １２９８±１５６（２） ６７８±０８８（２）

注：（１）与正常组比较，Ｐ＜００１；（２）与模型组比较，Ｐ＜００１。

３　讨论

ＡＲ是一种常见的由ＩｇＥ介导的鼻变态反应性
疾病，临床症状主要表现为鼻痒、打喷嚏、流清涕和

８４５
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注：（１）与正常组比较Ｐ＜００５；（２）与模型组比较，Ｐ＜００５。

图３　各组小鼠鼻黏膜组织ＲＯＲγｔ和Ｆｏｘｐ３蛋白的表达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＯＲγｔａｎｄＦｏｘｐ３ｉｎｎａｓａｌｍｕｃｏｓａｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

图４　各组小鼠外周血淋巴细胞ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ和ＣＤ４＋ＩＬ１７Ａ＋Ｔｈ１７细胞亚群的流式结果
Ｆｉｇ．４　ＦｌｏｗｄｉａｇｒａｍｏｆＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３＋ＴｒｅｇａｎｄＣＤ４＋ＩＬ１７Ａ＋Ｔｈ１７ｓｕｂｇｒｏｕｐ

ｉｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
鼻塞。ＡＲ虽然不直接威胁患者生命，但严重影响
患者的生活、学习和工作［１１］。目前临床治疗方法

主要包括避免接触过敏原、药物治疗和免疫治

疗［１２］。然而，针对 ＡＲ预防和治疗的有效药物研
究进展缓慢，免疫治疗仍是临床实践中最有效的治

疗手段［１３］。因此，迫切需要挖掘 ＡＲ发病机制，探
明新型分子靶点，开发治疗ＡＲ的新方法。本研究
为避免雌激素对实验数据产生影响，以获得更加稳

定的数据，仅选用雄性 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠作为实验对
象。ＯＶＡ致敏建立ＡＲ小鼠模型，与生理盐水对照
组比较，模型组小鼠鼻部摩擦、打喷嚏和流涕喷率

增加，行为学评分显著增高（Ｐ＜００１），类似临床

ＡＲ表现，同时血清 ＩｇＥ的表达明显升高（Ｐ＜
００１），说明ＡＲ小鼠模型建立成功。

ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ（ｍｉＲＮＡｓ）是一类长度约为２２个核
苷酸（ｎｔ）的非编码 ＲＮＡ，通过结合靶 ｍＲＮＡ的３＇
ＵＴＲ区在转录后水平发挥作用，导致基因降解或
翻译抑制［１４］。ｍｉＲＮＡｓ在干细胞自我更新和多能
性、器官发生、细胞周期、心血管疾病和肿瘤发生等

多种过程中发挥重要作用［１５］。研究表明，ｍｉＲＮＡｓ
在过敏性气道炎症反应中发挥重要调控作用［１６］，

一些 ｍｉＲＮＡｓ亦被发现参与 ＡＲ的不同方面：如
ｍｉＲ３７５作用于 Ｊａｎｕｓ激酶 ２（Ｊａｎｕｓｋｉｎａｓｅ２，
ＪＡＫ２）－信号转导及转录活化因子３（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓ
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ｄｕｃｅｒｓａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｓｏｆｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ３，ＳＴＡＴ３）通路，
抑制鼻黏膜细胞凋亡，改善 ＡＲ症状［１７］；ｍｉＲ４８７ｂ
通过调节白介素３３（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ３３，ＩＬ３３）／肿瘤发
生抑制蛋白２（ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｕｍｏｒｉｇｅｎｉｃｉｔｙ２，ＳＴ２）
信号通路降低血清ＩｇＥ水平，减轻 ＡＲ小鼠鼻部过
敏症状［１８］；ｍｉＲ１９９３ｐ通过调节 ＤＮＡ甲基转移酶
３Ａ（ＤＮＡｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ３Ａ，Ｄｎｍｔ３Ａ）ＳＴＡＴ３信
号通路促进炎性因子 ＩＦＮγ和 ＴＮＦα释放，将
ｍｉＲ１９９３ｐ沉默后小鼠搔鼻和打喷嚏次数明显减
少［１９］。说明ｍｉＲＮＡｓ在ＡＲ发病中扮演重要角色。

ＭｉＲｌｅｔ７家族在动物物种中高度保守，调控细
胞增殖和分化［２０］。有文献报道，ｌｅｔ７ｅ５ｐ沉默导
致促炎因子释放增加，炎症反应增强［２１］。Ｌｉ等［２２］

研究证实，ｌｅｔ７ｅ５ｐ在ＡＲ患者中的水平下降，通过
靶向细胞因子信号抑制分子４（ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｏｆｃｙｔｏ
ｋｉｎｅｓｉｇｎａｌｉｎｇ４，ＳＯＣＳ４）调节 Ｊａｎｕｓ激酶 １（Ｊａｎｕｓ
ｋｉｎａｓｅ１，ＪＡＫ１）／ＳＴＡＴ３信号活性抑制 ＡＲ小鼠炎
症反应。提示 ｌｅｔ７ｅ５ｐ参与 ＡＲ的发生和进展。
本研究采用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ技术分析ＡＲ小鼠鼻黏
膜组织，发现 ｌｅｔ７ｅ５ｐ的表达较正常组减少（Ｐ＜
００５），与前人研究结果一致［８］。为了进一步探讨

ｌｅｔ７ｅ５ｐ调控ＡＲ进展的具体分子机制，本研究给
予ＡＲ小鼠鼻腔内滴入 ｌｅｔ７ｅ５ｐ激动剂 ａｇｏｍｉｒ，证
实ｌｅｔ７ｅ５ｐ过表达显著降低小鼠行为学评分和血
清ＩｇＥ水平，抑制炎性细胞浸润鼻黏膜组织，改善
小鼠鼻部过敏症状（Ｐ＜００１），说明 ｌｅｔ７ｅ５ｐ抑制
ＡＲ进展。

经典免疫学说认为Ｔｈ１和Ｔｈ２细胞失衡是ＡＲ
发生的免疫学基础，生理状态下Ｔｈ１和Ｔｈ２相互制
衡，维持平衡稳态，病理条件下，细胞平衡被破坏，

Ｔｈ２细胞百分比增加，Ｔｈ１细胞百分比减少，导致
免疫反应异常［２３－２４］。然而伴随研究的不断深入，

人们发现ＡＲ的一些临床实验结果并不能完全用
Ｔｈ１／Ｔｈ２失衡来解释［５］。Ｔｈ１７和Ｔｒｅｇ细胞是近年
发现的在免疫耐受方面发挥重要作用的一类细胞，

Ｔｈ１７和Ｔｒｅｇ细胞在功能上互相拮抗，从而维持机
体免疫状态相对稳定［２５］。越来越多的研究证实，

Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ细胞平衡与 ＡＲ的发生存在关联，可能
是对 Ｔｈ１／Ｔｈ２学说的重要补充［２６］。如 Ｓａｌｍａｎｉ
等［２７］研究发现，给予 ＡＲ患者进行快速免疫治疗
后，Ｆｏｘｐ３蛋白的表达显著升高；ＡＲ小鼠经桔皮素
（ｔａｎｇｅｒｅｔｉｎ）治疗后，ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＦＯＸＰ３＋ Ｔｒｅｇ细
胞数量明显增加，并伴随神经源性位点缺口同系物

蛋白 １（ｎｅｕｒｏｇｅｎｉｃｌｏｃｕｓｎｏｔｃｈｈｏｍｏｌｏｇｐｒｏｔｅｉｎ１，

Ｎｏｔｃｈ１）／Ｊａｇｇｅｄ１通路活性下降［２８］。由此可见，调

控Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７失衡可以增强 ＡＲ小鼠免疫耐受功
能。本研究分析了 ｌｅｔ７ｅ５ｐ激动剂 ａｇｏｍｉｒ对 ＡＲ
小鼠 Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７平衡状态的影响，结果显示，模型
组Ｔｒｅｇ细胞亚群较正常组明显减少，Ｔｈ１７细胞亚
群增加，ｌｅｔ７ｅ５ｐａｇｏｍｉｒ显著减少 Ｔｈ１７细胞亚群，
增加Ｔｒｅｇ细胞亚群（Ｐ＜００１）。此外，与正常组比
较，模型组 ＲＯＲγｔ表达及血清 ＩＬ１７Ａ水平升高，
Ｆｏｘｐ３表达及 ＩＬ１０水平下降（Ｐ＜００１），而采用
ｌｅｔ７ｅ５ｐａｇｏｍｉｒ干预后，上述指标的表达趋势
相反。

综上所述，ｌｅｔ７ｅ５ｐ在小鼠中可能通过调节
Ｆｏｘｐ３和 ＲＯＲγｔ的表达，介导 Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７细胞平
衡，减轻炎症反应，改善ＡＲ小鼠鼻部过敏症状。
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