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2.4　 小 鼠 肺 组 织 中 转 录 因 子 RORγt 和 Foxp3 

mRNA 的变化

哮喘组小鼠肺组织中 RORγt mRNA 表达较对

照组显著增强（P<0.01）；VIP 组小鼠肺组织中

RORγt mRNA 的表达低于哮喘组（P<0.01），且与

对照组比较差异无统计学意义（P>0.05）。 哮喘

组小鼠肺组织中 Foxp3 mRNA 表达显著低于对照组

（P<0.01），VIP 组小鼠肺组织 Foxp3 mRNA 表达

较哮喘组升高（P<0.01），且与对照组比较差异无

统计学意义（P>0.05）。见表 2。
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图 2　各组小鼠肺组织 RORγt 蛋白表达情况（免疫组化染色，×200）　　对照组支气管上皮细胞 RORγt 蛋白少量

表达；哮喘组支气管上皮细胞及周围炎性细胞有大量 RORγt 蛋白表达；VIP 组支气管上皮细胞及周围炎性细胞 RORγt 蛋白表

达较哮喘组明显减少。箭头所示为 RORγt 蛋白阳性表达。

图3　各组小鼠肺组织Foxp3蛋白表达情况（免疫组化染色，×200）　　对照组支气管上皮细胞 Foxp3 蛋白正常表达；

哮喘组支气管上皮细胞及周围炎性细胞 Foxp3 蛋白表达较对照组减少；VIP 组支气管上皮细胞及周围炎性细胞 Foxp3 蛋白表

达较哮喘组明显增加。箭头所示为 Foxp3 蛋白阳性表达。

表 1　各组小鼠 BALF 中 IL-17、IL-10 水平比较

（x±s，pg/mL）

组别 n IL-17 IL-10

对照组 10 18±3 170±27

哮喘组 10 48±3a 60±15a

VIP 组 10 32±5a,b 96±25a,b

F 值 62.64 25.59

P 值 　 <0.01 <0.01

注：a 示 与 对 照 组 比 较，P<0.01；b 示 与 哮 喘 组 比 较，

P<0.01。

表 2　各组小鼠肺组织中 RORγt、Foxp3 mRNA 的表达比较

（x±s）

组别 n RORγt mRNA Foxp3 mRNA

对照组 10 1 1

哮喘组 10 12.05±0.08a 0.22±0.05a

VIP 组 10 2.23±0.11b 0.53±0.07b

F 值 98.561 52.332

P 值 　 <0.01 <0.01

注：[RORγt ] 维甲酸相关孤独核受体 γt；[Foxp3] 叉状头 / 翅

膀状螺旋转录因子 3。a 示与对照组比较，P<0.01；b 示与哮喘组

比较，P<0.01。

2.5　小鼠肺组织中转录因子 RORγt 和 Foxp3 蛋

白表达情况

Th17 特异性转录因子 RORγt 表达于细胞胞浆

和细胞核内，Treg 特异性转录因子 Foxp3 表达于

细胞核内，主要位于肺组织的淋巴细胞、气道周

围和肺间质的炎性细胞内。见图 2~3。

哮喘组小鼠肺组织中 RORγt 蛋白呈强阳性表

达，与对照组相比差异有统计学意义（P<0.01）；

VIP 组 RORγt 蛋白较哮喘组表达降低，但仍高于对
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2.6　相关性分析

小鼠肺组织中 RORγt/Foxp3 蛋白比值与 Th17

细 胞 分 泌 特 异 性 细 胞 因 子 IL-17 浓 度 呈 正 相 关

（r=0.823，P<0.01）（ 图 4）； 与 Treg 分 泌 特 异

性细胞因子 IL-10 呈负相关（r=-0.714，P<0.01）（图

5）。

图 4　小鼠肺组织中 RORγt/Foxp3 蛋白比值与 BALF

中 IL-17 浓度相关性分析

图 5　小鼠肺组织中 RORγt/ Foxp3 蛋白比值与 BALF

中 IL-10 浓度相关性分析

表 3　各组小鼠肺组织中 RORγt、Foxp3 蛋白表达比较

（x±s）

组别 n RORγt 蛋白 Foxp3 蛋白 RORγt/Foxp3

对照组 10 0.259±0.033 0.356±0.018 0.73±0.10

哮喘组 10 0.362±0.032a 0.234±0.042a 1.54±0.26a

VIP 组 10 0.304±0.011a,b 0.289±0.031a,c 1.06±0.13a,b

F 值 12.320 9.265 19.281

P 值 <0.01 <0.01 <0.01

注：[RORγt ] 维甲酸相关孤独核受体 γt；[Foxp3] 叉状头 / 翅

膀状螺旋转录因子 3。a 示与对照组比较，P<0.01；b 示与哮喘组

比较，P<0.01；c 示与哮喘组比较，P<0.05。

照组（P<0.01）。哮喘组转录因子 Foxp3 蛋白表达

较对照组降低（P<0.01）；VIP 组 Foxp3 蛋白表达

较哮喘组升高，但仍低于对照组（P<0.05）。见表 3。

Y=15.42X+18.29
r=0.823
P<0.01

Y=-106.68X+228.35
r=-0.714

P<0.01

RORγt/Foxp3 蛋白比值

RORγt/Foxp3 蛋白比值

3　讨论

哮喘的具体发病机制及病因较为复杂，传统

理论认为机体内 Th2 细胞应答增强为主的 Th1/Th2

失衡对于哮喘的发生发展具有重要的作用 [9]。近

年来研究发现哮喘的一些实验和临床病理生理现

象并不能归因于经典的 Th1/Th2 失衡学说。CD4+T

淋巴细胞另一亚群—Th17 细胞，其分化、成熟受

其上游转录因子 RORγt 基因表达水平的调控 [3]。

Th17 细胞主要以分泌 IL-17 为特征，参与机体的

一系列免疫反应，有研究表明，哮喘动物模型局

部气道分泌的 IL-17 可以促进气道上皮细胞、平滑

肌细胞和纤维母细胞的活化，高度表达炎症因子

如 IL-6、IL-8 等，进而促进中性粒细胞趋化和活

化，进一步加重气道炎症反应 [10-11]。Treg 是 CD4+T

淋巴细胞的重要亚型，分泌抑制性细胞因子如 IL-
10、TGF-β 等多种细胞因子，发挥调节机体的免疫

平衡及抗炎等功能。Foxp3 是促进 Treg 分化成熟

的上游转录因子，它特异性表达在 Treg 中，其表

达水平在一定程度上可以反映出 Treg 的数量和功

能活性 [3]。 

本研究发现，哮喘组较对照组肺组织 RORγt 

mRNA 表达水平明显升高，伴随着 Th17 特异性细

胞因子 IL-17 表达增高；而 Foxp3 mRNA 表达降低，

伴随 Treg 相关因子 IL-10 的表达下降；且 RORγt/

Foxp3 蛋白比值增高，提示哮喘发生的可能机制与

Th17/Treg 免疫失衡有关。

VIP 是具有生物活性的小分子神经肽，是肺内

非肾上腺素能非胆碱能抑制性神经递质，是目前

发现最强的内源性支气管扩张剂。有研究结果显

示急性哮喘发作或者持续加重时，利用 ELISA 测

定 BALF 及肺组织中 VIP 含量显著降低 [6]。Szema

等 [12] 报道，VIP 基因敲除小鼠吸入胆碱能药物后

出现气道高反应性，气道周围及 BALF 中炎性细胞

及炎性因子的浸润增加，通过额外给予 VIP 的干

预能够逆转上述反应。最近越来越多的研究表明

VIP 还能通过改变 Th17 细胞和 Treg 的数量及功能

参与免疫调节反应。动物实验证实，在胶原诱发

性关节炎和非肥胖糖尿病小鼠模型中，VIP 通过改

变 Th17 细胞 /Treg 的数量及功能起到抗炎及免疫

调节作用 [5,13]。最近，日本学者通过 VIP 衍生物干

预 OVA 致敏哮喘小鼠，结果显示干预组 BALF、
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血清及肺组织炎性细胞浸润明显减少 [14]。VIP 作为

重要的神经递质和内分泌免疫调节肽，具有广泛

的生物学功能，被认为是治疗自身免疫疾病和炎

症性疾病最具前景的生物制剂之一，因此利用 VIP

及其衍生物在防治哮喘方面显示出了很大的潜能，

另外 VIP 能否有利于急性哮喘小鼠炎症细胞的局

限？是否能逆转哮喘模型的 Th17 细胞 /Treg 平衡？

目前国内外尚无相关研究报道。本研究通过雾化

吸入 VIP 干预哮喘小鼠，结果显示肺组织气道炎

症明显缓解，BALF 中 Th17 细胞因子 IL-17 较哮喘

小鼠明显降低，而 Treg 细胞因子 IL-10 水平升高。

同时 VIP 不仅能抑制肺组织 RORγt 基因的表达，

还能提高 Foxp3 基因表达水平；提示雾化吸入 VIP

对哮喘小鼠气道炎症具有一定的调节作用，其可

能机制是：（1）VIP 具有直接扩张哮喘小鼠气道

作用；（2）VIP 与肺内受体结合，改善小鼠肺内

转录因子 RORγt 和 Foxp3 基因的表达，逆转初始

T 细胞向 Th17 细胞分化，使得 Th17 细胞分泌炎

症因子 IL-17 减少，Treg 分泌特异的抗炎细胞因子

IL-10 增多，维持哮喘小鼠体内 Th17/Treg 免疫平

衡状态。

综上所述，本研究结果显示 Th17/Treg 免疫平

衡参与哮喘气道炎症损伤过程，其作用机理可能

是与特异转录因子 RORγt、Foxp3 失衡表达有关。

另外，急性哮喘小鼠经雾化吸入 VIP 可通过逆转

特异性转录因子 RORγt/Foxp3 的失衡表达，有效影

响 Th17/Treg 免疫失衡，这可能是 VIP 改善哮喘小

鼠气道炎症的作用机理之一。
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