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　　［摘　要］　目的： 探讨骨髓间充质干细胞（ＭＳＣｓ）在体外对重度哮喘患儿外周血辅助性 Ｔ细胞 １７（Ｔｈ１７）和
ＣＤ４ ＋ ＣＤ２５ ＋调节性 Ｔ细胞（Ｔｒｅｇ）的免疫调节作用。 方法：体外分离、培养和鉴定ＭＳＣｓ。 ＭＳＣｓ经丝裂霉素处理后
按不同比例（１∶１、１∶２、１∶１０和 １∶２０）与哮喘患儿外周血 Ｔ淋巴细胞（ＴＬＣ）直接接触共培养，检测各组 ＭＳＣｓ 对 ＴＬＣ
的增殖调节作用。 选取上述 １∶２比例共培养体系和单独 ＴＬＣ培养体系，ＥＬＩＳＡ法分别检测 Ｔｈ１７ 的效应分子白细
胞介素 １７（ＩＬ-１７）和 Ｔｒｅｇ效应分子转化生长因子β（ＴＧＦ-β）水平，ｑＲＴ-ＰＣＲ法检测转录因子维甲酸相关孤儿核受
体（ＲＯＲＣ）及叉头框蛋白 ３（Ｆｏｘｐ３）ｍＲＮＡ 表达水平。 结果： ＭＳＣｓ 可显著抑制重度哮喘患儿 ＴＬＣ 增殖，且随着
ＭＳＣｓ数量的增加，抑制作用增强。 ＭＳＣｓ ＋ＴＬＣ 共培养组 Ｔｈ１７ 转录因子 ＲＯＲＣ ｍＲＮＡ 和效应因子 ＩＬ-１７ 表达较
ＴＬＣ组下降，同时 ＴＧＦ-β表达增高，而 Ｔｒｅｇ细胞调控基因 Ｆｏｘｐ３ ｍＲＮＡ表达无明显改变。 结论： ＭＳＣｓ在体外可能
通过抑制 Ｔｈ１７分化及 ＩＬ-１７的分泌，同时上调 ＴＧＦ-β的表达，进而有效改善哮喘患儿的 Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ失衡状态。
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　　［ABSTRACT］ 　AIM： Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ-ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ
（ＭＳＣｓ） ｏｎ Ｔ ｈｅｌｐｅｒ １７ ｃｅｌｌｓ （Ｔｈ１７） ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ ｃｅｌｌｓ （Ｔｒｅｇ） ｉｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｏｆ ｓｅｖｅｒｅ ａｓｔｈｍａｔｉｃ ｃｈｉｌｄｒｅｎ．
METHODS： ＭＳＣｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ， ｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ in vitro．ＭＳＣｓ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉｔｏｍｙｃｉｎ ｗｅｒｅ ｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｔ
ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ （ＴＬＣ） ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒａｔｉｏｓ （１∶１， １∶２， １∶１０ ａｎｄ １∶２０） ｆｒｏｍ ｓｅｖｅｒｅ ａｓｔｈｍａｔｉｃ ｃｈｉｌｄｒｅｎ ｆｏｒ ７２ ｈ．Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａ-
ｔｉｏｎ ｏｆ ＴＬＣ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＣＣＫ-８ ｍｅｔｈｏｄ．Ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｃｕｌｔｕｒｅ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ ｔｈｅ １∶２ ｒａｔｉｏ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｉｎｇｌｅ ＴＬＣ ｓｙｓｔｅｍ， ｔｈｅ ｓｕｐｅｒ-
ｎａｔａｎｔ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ-１７ （ＩＬ-１７） ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ-β（ＴＧＦ-β） ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ．Ｔｈｅ ｍＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ-ｒｅｌａｔｅｄ ｏｒｐｈａｎ ｎｕｃｌｅａｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｃ （ＲＯＲＣ） ａｎｄ ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ （Ｆｏｘｐ３） ｉｎ ＴＬＣ ｗａｓ ｄｅ-
ｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＲＴ-ＰＣＲ．RESULTS： Ａｆｔｅｒ ｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ＭＳＣｓ， ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＬＣ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ ａ ｄｏｓｅ-
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ （P＜０．０５）．Ｉｔ ａｌｓｏ ｓｈｏｗｅｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｓ ｉｎ ＩＬ-１７ （３ ７９９ ±４４１ vs ４ ８９０ ±３７３， P ＜０．０５） ａｎｄ ＲＯＲＣ
ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ （１．２１ ±０．１４ vs ３．８５ ±０．４８， P ＜０．０５）， ｗｈｉｌｅ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ＴＧＦ-βｌｅｖｅｌ （２０９ ±３２ vs １１７ ±２６， P ＜
０畅０５） ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ．Ｎｏ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｎ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｆｏｘｐ３ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ （P ＞０．０５）．CONCLUSION： ＭＳＣｓ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ Ｔｈ１７ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｎａｉｖｅ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ＣＤ ４ ＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｍａｔｕｒｅｓ Ｔｈ１７ ｃｅｌｌｓ ｓｅｃｒｅｔｉｎｇ ＩＬ-１７， ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｅｆ-
ｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｒｅｖｉｓｅ Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ ｉｍｂａｌａｎｃｅ ｏｆ ａｓｔｈｍａ．
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　　哮喘是儿童常见的气道慢性炎症性疾病。 以吸
入性糖皮质激素或联合β２ 受体激动剂的传统手段

能较好控制大多数轻中度哮喘患者。 而对于部分重
症患者，规范抗哮喘治疗仍难以达到良好疗效，其急
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诊就诊率和住院率分别为轻、中度哮喘患者的 １５ 倍
和 ２０ 倍，是增加哮喘治疗费用的重要原因之一［１］ 。
辅助性 Ｔ细胞 １７（Ｔ ｈｅｌｐｅｒ １７ ｃｅｌｌｓ， Ｔｈ１７）／调节性 Ｔ
细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ ｃｅｌｌｓ， Ｔｒｅｇ）失衡被证实在重度哮
喘发病过程中起重要作用［２-３］ 。 骨髓间充质干细胞
（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）作为多能干细胞，具
有多向分化性、高度增殖性、低免疫原性及免疫调节
活性，成为近年来肺部疾病细胞治疗的研究热点［４］ 。
本研究通过建立 ＭＳＣｓ 与重症哮喘患儿外周血 Ｔ 淋
巴细胞体外共培养体系，探讨 ＭＳＣｓ 对 Ｔｈ１７ 和 Ｔｒｅｇ
细胞的免疫调节作用，从而为以 ＭＳＣｓ为基础的哮喘
防治提供实验依据。

材　料　和　方　法

1　研究对象
入选病例为 ２０１２ 年 １０ 月 ～２０１３ 年 １０ 月在中

山大学孙逸仙纪念医院儿科哮喘专科门诊急性发作
期重度哮喘儿童 ２０ 例，诊断标准均符合 ２００８ 年中
华医学会儿科学分会呼吸学组修订的枟儿童支气管
哮喘诊断与防治指南枠中儿童支气管哮喘诊断标
准［５］ 。 样本采集均取得患儿家属或法定监护人的同
意（签署知情同意书并取得伦理委员会的同意）。
2　试剂及仪器设备

白细胞介素１７（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ-１７， ＩＬ-１７）和肿瘤转化
生长因子 β（ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ β， ＴＧＦ β）
ＥＬＩＳＡ试剂盒，购自武汉华美科技有限公司；Ｔｒｉｚｏｌ 试
剂盒购自 ＴａＫａＲａ；ＡＢＩ ＭｕｌｔｉＳｃｒｉｂｅＴＭ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎ-
ｓｃｒｉｐｔａｓｅ试剂盒和 Ｐｏｗｅｒ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
试剂盒均购自ＡＢＩ；所有引物均由生工生物工程有限公
司合成。 ＡＢＩ Ｃｙｃｌｅｒ ＰＣＲ仪；ＡＢＩ Ｓｔｅｐ Ｏｎｅ ＲＴ-ＰＣＲ仪。
3　主要方法
3．1　骨髓 ＭＳＣｓ 的分离、培养及鉴定　肝素抗凝的
健康成人骨髓 １０ ｍＬ，用等体积含 １５％ 胎牛血清
（ ｆｅｔａｌ ｃａｌｆ ｓｅｒｕｍ， ＦＣＳ）的 Ｌ-ＤＭＥＭ 培养液稀释吹打
混匀，接种于 ２５ ｃｍ２ 塑料培养瓶内，置于 ３７ ℃、５％
ＣＯ２ 饱和湿度培养箱培养。 第 ３ ～５ 天首次换液，此
后每 ３ ｄ 换液 １ 次。 当细胞达 ８０％融合单层后传
代，细胞传代用含 １０％ＦＣＳ的 Ｌ-ＤＭＥＭ培养液。
取第 ３ 代和第 ５ 代 ＭＳＣｓ，以 ０．２５％胰酶（含

０．０２％ＥＤＴＡ）消化成单细胞悬液，以 ＰＢＳ 缓冲液洗
涤 ３ 遍，调整细胞密度为 １ ×１０９ ／Ｌ，分别加入光标记
的抗体：ａｎｔｉ-ＣＤ３４-ＦＩＴＣ、ａｎｔｉ-ＣＤ４５-ＦＩＴＣ、ａｎｔｉ-ＣＤ２９-
ＰＥ和 ａｎｔｉ-ＣＤ１０５-ＦＩＴＣ，振荡混匀后室温下避光孵育
１５ ｍｉｎ，应用流式细胞术分析样本中细胞相应标记抗
原的阳性表达率。
3．2　外周血 Ｔ淋巴细胞（Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ， ＴＬＣ）的分
离及培养　抽取入选研究对象的外周静脉血 ４ ｍＬ

（ＥＤＴＡ抗凝），ＰＢＳ 等体积稀释，缓慢加入 Ｆｉｃｏｌｌ 淋
巴细胞分离液上，２ ５００ ｒ／ｍｉｎ离心 ２０ ｍｉｎ；吸取中间
白膜层，以 ＰＢＳ充分洗涤后，以 ２ ０００ ｒ／ｍｉｎ 离心 １０
ｍｉｎ，弃去上清后，加入 ＲＰＭＩ-１６４０培养液重悬细胞，
调整细胞密度为 ２ ×１０９ ／Ｌ。 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 孵箱内
培养 ３ ｈ后，吸取悬浮细胞为 ＴＬＣ。
3．3　ＣＣＫ-８ 法检测 ＭＳＣｓ 对 ＴＬＣ 增殖的影响　第
３ ～５代的 ＭＳＣｓ经消化、计数后，按 １００ μＬ／ｗｅｌｌ接种
于 ９６孔板，每组 ３个复孔，７２ ｈ待其贴壁后，经丝裂
霉素 Ｃ（２５ μｇ／Ｌ）孵育 ３０ ｍｉｎ 后，换为常规培养液；
实验分为 ４个组：阴性对照组：ＴＬＣ以 ２ ×１０５ ／Ｌ单独
培养，未予植物血凝素（ ｐｈｙｔｏｈａｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ， ＰＨＡ）
刺激；阳性对照组：等量 ＴＬＣ 经 ＰＨＡ 刺激转化
（５０ μｇ／Ｌ）； ＭＳＣｓ组：按每孔 ２ ×１０４、１ ×１０４、２ ×１０３

和 １ ×１０３ 个细胞密度接种 ＭＳＣｓ 于 ９６ 孔板内；实验
组：ＰＨＡ刺激下 ＭＳＣｓ与 ＴＬＣ按不同比例（１∶１、１∶２、
１∶１０和 １∶２０）直接接触共培养。 ７２ ｈ后加入 ＣＣＫ-８
１０ μＬ／ｗｅｌｌ，继续孵育 ２ ｈ，在 ４５０ ｎｍ波长处，酶联免
疫检测仪测定各孔吸光度（A）值，并计算 ＴＬＣ 增殖
抑制率：１ －（共培养组 A值－ＭＳＣｓ组 A值）／阳性对
照组 A值×１００％。 实验重复 ３次。
3．4　ＥＬＩＳＡ法检测细胞培养上清 ＩＬ-１７和 ＴＧＦ-β的
含量　收集 １∶２比例共培养体系培养上清及 ＴＬＣ单
独培养上清，按 ＩＬ-１７ 和 ＴＧＦ-β定量检测试剂盒操
作，每个样本和标准品均设 ２ 个复孔，记录酶标仪
４９２ ｎｍ处数据。
3．5　ｑＲＴ-ＰＣＲ检测维甲酸相关孤儿核受体（ ｒｅｔｉｎｏｉｃ
ａｃｉｄ-ｒｅｌａｔｅｄ ｏｒｐｈａｎ ｎｕｃｌｅａｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｃ， ＲＯＲＣ）及叉头
框蛋白 ３（ ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ３， Ｆｏｘｐ３）ｍＲＮＡ表达
　收集 １∶２比例共培养体中悬浮细胞及 ＴＬＣ单独培
养细胞，采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取 ＲＮＡ，ＡＢＩ Ｓｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｋｉｔ 合
成 ｃＤＮＡ，引物序列见表 １。 根据 Ｒｅａｌ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ（含
ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ）配置 ＰＣＲ反应体系，９５ ℃ １０ ｍｉｎ，９５
℃ １５ ｓ，６０ ℃ ３０ ｓ，４０ 个循环。 反应结束，设定最佳
阈值，获取扩增循环数（Ｃｔ 值），根据标准曲线和斜
率，用公式 ２ －ΔΔＣｔ方法进行相对定量，计算得出目的
基因相对于管家基因 ＧＡＰＤＨ的量。

表 1　引物序列
Ｔａｂｌｅ １．Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ

Ｎａｍｅ Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５＇→３＇） Ｐｒｏｄｕｃｔ （ｂｐ）
ＲＯＲＣ Ｓｅｎｃｅ：ＡＣＡＧＣＴＣＣＡＴＧＣＣＡＣＣＧＴＡＴ １０５ '

Ａｎｔｉｓｅｎｃｅ：ＴＣＡＡＡＧＣＡＧＧＡＧＣＡＡＴＧＧＡＡＧＴ
Ｆｏｘｐ３ 揶Ｓｅｎｃｅ：ＧＡＧＣＧＴＧＧＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＡＧ ８３ '

Ａｎｔｉｓｅｎｃｅ：ＡＣＡＧＣＡＣＡＴＴＣＣＣＡＧＡＧＴＴＣＣＴ
ＧＡＰＤＨ Ｓｅｎｃｅ：ＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴＴＣ ２２６ '

Ａｎｔｉｓｅｎｃｅ：ＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣ
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4　统计学处理
采用 ＳＰＳＳ １６．０软件处理，正态分布定量资料以

均数±标准差（ｍｅａｎ ±ＳＤ）表示，组间均数比较采用
t检验或方差分析。 以 P ＜０．０５ 为差异有统计学意
义。

结　　果

1　MSCs的形态和表型
传代培养的 ＭＳＣｓ 为成纤维细胞样，形态均一、

旋涡状生长。 流式细胞仪检测第 ３ 和 ５ 代 ＭＳＣｓ 表
面分子，绝大部分细胞均表达 ＣＤ２９ 和 ＣＤ１０５，不表

达 ＣＤ３４ 和 ＣＤ４５，见图 １、２。

Ｆｉｇｕｒｅ １．Ｔｈｅ ３ｒｄ ｐａｓｓａｇｅ ｏｆ ＭＳＣｓ．Ａ： ×４０； Ｂ： ×１００．
图 1　第 3代骨髓间充质干细胞

Ｆｉｇｕｒｅ ２．Ｓｕｒｆａｃｅ ｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ ＣＤ２９， ＣＤ１０５， ＣＤ４５ ａｎｄ ＣＤ３４ ｉｎ ＭＳＣｓ．
图 2　MSCs表型鉴定 CD29、CD105、CD45及 CD34

2　MSCs对 TLC体外诱导增殖的影响
ＰＨＡ刺激下 ＭＳＣｓ 与 ＴＬＣ 共培养 ７２ ｈ，显微镜

下观察到共培养组 ＴＬＣ 生长稀疏，增殖受限，见图
３。 ＣＣＫ-８法结果提示：４ 组不同浓度 ＭＳＣｓ 对 ＴＬＣ
增殖的抑制具有统计学意义（P ＜０．０５）。 随着 ＭＳＣｓ
浓度的增高，其抑制能力逐步增强，见表 ２。

Ｆｉｇｕｒｅ ３．ＭＳＣｓ ｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ＴＬＣ．Ａ： ×４０； Ｂ： ×１００．
图 3　MSCs与 TLC共培养

3　MSCs对重度哮喘患儿外周血 IL-17 及 TGF-β
表达水平的影响

ＭＳＣｓ＋ＴＬＣ共培养组 ＩＬ-１７ 表达水平较 ＴＬＣ单

独培养组降低，差别有统计学意义（P ＜０．０５）；而共
培养后 ＴＧＦ-β表达水平明显升高，差别具有统计学
意义（P ＜０．０５），见表 ３。
4　MSCs对重度哮喘患儿外周血 RORC mRNA 及
Foxp3 mRNA表达水平的影响

ＭＳＣｓ＋ＴＬＣ共培养组 ＲＯＲＣ ｍＲＮＡ表达水平较
ＴＬＣ单独培养组明显减低，差别有统计学意义（P ＜
０．０５）；共培养组 Ｆｏｘｐ３ ｍＲＮＡ表达与 ＴＬＣ 单独培养
组比较差异无统计学意义（P ＞０．０５），见表 ４。

讨　　论

重度哮喘是一种免疫紊乱的变态反应性疾病，
常表现为持续性气道炎症、气道重塑及糖皮质激素
抵抗性，常规治疗效果欠佳。 近年来，淋巴细胞亚群
Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ失衡作为重度哮喘发病机制的重要环节
受到广泛关注。 课题组以往资料显示，重度哮喘患
儿体内 Ｔｈ１７ 细胞过度活化，占优势地位，而 Ｔｒｅｇ 细
胞数目相对减少及功能低下导致 Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ失衡，加
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重哮喘的发生发展，与哮喘气道重塑密切相关［６-７］ 。 Ｔｈ１７与 Ｔｒｅｇ细胞的分化成熟分别受其上游
表 2　MSCs 对 PHA刺激下 TLC增殖的影响

Ｔａｂｌｅ ２．Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＭＳＣｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ （ＴＬＣ） ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＰＨＡ （Ｍｅａｎ±ＳＤ．n ＝９）

Ｇｒｏｕｐ ＭＳＣｓ（ｃｅｌｌｓ／ｗｅｌｌ） AＭＳＣｓ＋ＴＬＣ AＭＳＣｓ AＴＬＣ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｒａｔｅ（％）
Ｃｏｃｕｌｔｕｒｅ ｓｙｓｔｅｍ ２ ×１０４ 骀０ 览．６３６ ±０．０３０ ０ �．８９０ ±０．１５０ －０ c．２５５ ±０．０４０ １３２ ┅．００ ±５．００倡

１ ×１０４ 骀０ 览．５２５ ±０．０８０ ０ �．４３９ ±０．０４０ ０ c．０８６ ±０．０７０ ８９ ┅．３１ ±１０．６０倡

２ ×１０３ 骀０ 览．５８９ ±０．１００ ０ �．２６７ ±０．０９０ ０ c．３２２ ±０．１２０ ６０ ┅．１５ ±１５．５０倡

１ ×１０３ 骀０ 览．６４２ ±０．０６０ ０ �．１２６ ±０．０４０ ０ c．５１５ ±０．０８０ ３６ ┅．２３ ±１０．４０倡

Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ０ �０ 汉０ 趑０ c．４４７ ±０．１３０ ４４ 潩．６５ ±１６．１０
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ０ �０ 汉０ 趑０ c．８０８ ±０．０４０ ０ j

　倡P＜０．０５ vs ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ．
表 3　2组培养上清 IL-17及 TGF-β的分泌情况

Ｔａｂｌｅ ３．Ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ-１７ ａｎｄ ＴＧＦ-βｉｎ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ２
ｇｒｏｕｐｓ（ｎｇ／Ｌ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．n ＝２０ ）

Ｇｒｏｕｐ ＩＬ-１７ ΖＴＧＦ-β
ＴＬＣ ４ ８９０ ±３７３  １１７ ±２６ �
ＭＳＣｓ＋ＴＬＣ ３ ７９９ ±４４１倡 ２０９ ±３２倡

　倡P＜０．０５ vs ＴＬＣ．
表 4　重度哮喘患儿外周血 RORC及 Foxp3 mRNA表达

Ｔａｂｌｅ ４．Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＯＲＣ ａｎｄ Ｆｏｘｐ３ ｉｎ ｃｈｉｌｄｒｅｎ
ｗｉｔｈ ｓｅｖｅｒｅ ｂｒｏｎｃｈｉａｌ ａｓｔｈｍａ（Ｍｅａｎ±ＳＤ．n ＝２０）

Ｇｒｏｕｐ ＲＯＲＣ ＴＧＦ-β
ＴＬＣ ３ 妸．８５ ±０．４８ １ è．１０ ±０．１４
ＭＳＣｓ＋ＴＬＣ １ 亖．２１ ±０．１４倡 １ è．０５ ±０．１４

　倡P＜０．０５ vs ＴＬＣ．
转录因子 ＲＯＲＣ及 Ｆｏｘｐ３ 表达水平调控，而 ＩＬ-１７ 与
ＴＧＦ-β则分别是二者重要的效应因子。 通过调控
Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ之间的平衡，恢复免疫自稳状态，缓解炎
症反应，将为哮喘的治疗提供新思路。

ＭＳＣｓ广泛存在于全身结缔组织和器官间质中，
具有强大的抗炎和免疫调节作用，被广泛应用于炎
症性疾病和自身免疫疾病的动物实验及临床研究

中［８-１０］ 。 本实验通过 ＭＳＣｓ 与重度哮喘患儿外周血
ＴＬＣ的共培养，探讨 ＭＳＣｓ 对 Ｔｈ１７ 和 Ｔｒｅｇ 细胞效应
因子 ＩＬ-１７、ＴＧＦ-β及转录因子 ＲＯＲＣ、Ｆｏｘｐ３ ｍＲＮＡ
表达的影响。
近年研究表明，ＭＳＣｓ 在体外能够有效抑制 ＴＬＣ

的增殖反应。 Ｄｊｏｕａｄ等［１１］证实 ＭＳＣｓ能明显抑制共
培养体系中 ＴＬＣ 的增殖活性，且在一定浓度范围内
呈量效和时效正比关系。 本实验结果表明，ＭＳＣｓ 对
ＰＨＡ刺激下重度哮喘患儿外周血 ＴＬＣ增殖具有显著
抑制作用，且随着 ＭＳＣｓ 数量的增加，抑制作用也同
步增强，具有一定的剂量依赖性，与大多数研究相符
合。
以往研究显示，ＭＳＣｓ 在不同体外培养环境对

ＴＬＣ的免疫调节作用不尽相同。 Ｇｈａｎｎａｍ 等［１２］研究

发现 ＭＳＣｓ不仅能抑制原始 ＣＤ４ ＋Ｔ 细胞向 Ｔｈ１７ 细
胞方向分化，减少 ＩＬ-１７和 ＩＬ-２２水平，并且通过诱导
Ｆｏｘｐ３ 的转录增加 Ｔｒｅｇ 细胞数量，从而发挥抗炎作
用。 而 Ｋａｐｏｏｒ 等［１３］将过敏性哮喘患者的外周血单

个核细胞给予螨虫致敏后，与 ＭＳＣｓ 共培养，发现
ＭＳＣｓ减少 ＩＦＮ-γ、上调 ＩＬ-１０ 水平的同时，Ｔｒｅｇ 细胞
数量没有明显改变，成熟树突状细胞反而明显增加，
提示 ＭＳＣｓ可能通过促进成熟树突状细胞而非 Ｔｒｅｇ
细胞的生成达到抗炎效果。 本实验发现，ＭＳＣｓ 与
ＰＨＡ刺激下重度哮喘患儿外周血 ＴＬＣ直接接触共培
养后， Ｔｈ１７细胞转录因子 ＲＯＲＣ ｍＲＮＡ和效应因子
ＩＬ-１７均表达减少，提示 ＭＳＣｓ可能通过抑制 Ｔｈ１７ 细
胞定向分化并下调 ＩＬ-１７的分泌，进而减少重度哮喘
患儿体内的中性粒细胞炎症反应。 另外我们还发
现，ＭＳＣｓ上调 ＴＧＦ-β水平的同时，对 Ｔｒｅｇ 细胞调控
基因 Ｆｏｘｐ３ ｍＲＮＡ表达并无明显影响，证实了 ＴＧＦ-β
是 ＭＳＣｓ发挥免疫调节作用的重要因子。 本研究显
示，ＭＳＣｓ对重度哮喘患儿的免疫调节作用并非通过
上调 Ｔｒｅｇ细胞的定向分化，可能通过高分泌 ＴＧＦ-β
来抑制 Ｔ、Ｂ淋巴细胞的增殖及巨噬细胞的活化，抑
制 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞亚群向 Ｔｈ１７ 方向极化，从而纠正
Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ失衡。
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