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·基础研究·
特异性免疫治疗对屋尘螨致敏哮喘小鼠 NKT细胞的影响 *

卢燕鸣 曹兰芳△ 李 琛 赵 瑜 陈 伟 张文明
（上海交通大学医学院附属仁济医院儿科 上海 200001）

摘要目的：研究特异性免疫治疗（SIT）对哮喘小鼠自然杀伤 T（NKT）细胞的影响。方法：24只 BALB/C小鼠随机分为对照组（A
组）、哮喘模型组（B组）、哮喘免疫治疗（SIT）组（C组），各 8只。通过屋尘螨提取液（HDM）诱导建立哮喘小鼠模型并进行 SIT治
疗。检测各组小鼠的气道反应性、支气管肺泡灌洗液(BAlF)细胞计数及分类、ELISA检测 IL-4、IFN-γ以及应用流式细胞仪检测
NKT细胞数目，通过 RT-PCR方法检测 T-bet和 GATA-3mRNA表达水平;HE染色观察小鼠肺组织的改变。结果：与 B组相比，C
组气道反应性明显下降(P<0.01)；BALF中细胞总数及嗜酸性粒细胞(EOS)数显著减少(P<0.01)；血清 IL-4分泌显著降低(P<0.01)，
IFN-γ显著升高(P<0.01)；NKT细胞数及其成熟型比例明显升高(P<0.05)；T-betmRNA表达水平明显升高(P<0.01)，且与 NKT细胞
数及其成熟型比例呈正相关性，GATA-3mRNA表达水平明显降低(P<0.05)，且与 NKT细胞数及其成熟型比例呈负相关性。B组
肺部管腔周围炎性细胞聚集，组织上皮损伤，组织水肿，而 C组肺部变应性炎症明显减轻。C组其他各项指标接近 A组。结论：哮
喘的发生可能与 NKT细胞失调相关，通过改变 NKT细胞数目及其成熟型比例来调节 GATA-3 /T-bet的表达可能是 SIT治疗哮
喘的作用机制之一。
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Effect of Specific Immunotherapy on the Expression of NKT Cells in House
Dust Mite Extracts-Sensitized Murine Model*
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（Department of Pediatrics，Renji Hospital Affiliated to Medical School，Shanghai Jiaotong University，Shanghai 200001，China）
ABSTRACT Objective: To investigate the effects of specific immunotherapy on the NKT cells in house dust mite (HDM)

extracts-sensitized murine mode. Methods: Twenty-four BALB/C mice were randomly divided into three groups（with 8 in each group）:
control group（group A）,asthma group（group B）, SIT group（group C）. The model of asthma were sensitized and challenged by HDM
extracts while SIT group were subcutaneously immunized by HDM extracts. Twenty-four hours after the challenge, airway
hyperresponsiveness of mice, total cellular score and cell classification in bronchoalveolar lavage fluid（BALF）,the serum level of IL-4
were examined. IFN-γ was detected by ELISA, the number of NKT cells was determined by flow-cytometry, the expression of T-bet and
GATA-3 mRNA was detected by RT-PCR, lung inflammation was detected by HE stain. Results: Compared with that in the group B,
airway hyperresponsiveness in group C decreased（P＜0.01）.Specific immunotherapy significantly inhibit inflammation in mouse lung
tissue pathological changes; Total cells and eosinophils (EOS) in BALF reduced significantly (P <0.01); Serum IL-4 was significantly
lower (P <0.01); IFN-γ secretion was significantly higher (P <0.01); NKT cells number and the proportion of mature cells increased
significantly (P <0.05); The level of T-bet mRNA expression increased significantly (P <0.01), and it was positively correlated with the
number of NKT cells and its proportion of mature; The level of GATA-3mRNA expression were significantly lower (P <0.05), and it was
negatively correlated with the number of NKT cells and its proportion of mature. The interstitial space surrounding the airway lumen was
characterized by a densely mixed cellular infiltrate, epithelium tissue damage and tissue edema in group B, while lung inflammation of
group C reduced considerably. Each test value of group C was substantially similar with that of group A. Conclusion: The occurrence of
asthma may be associated with NKT cell dysfunction. By changing the number of NKT cells and its proportion of mature to regulate the
GATA-3 / T-bet expression may be one of the mechanisms by which SIT was in the treatment of asthma.
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前言 支气管哮喘(简称哮喘)是小儿常见的呼吸道变应性疾病之
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一，近年来其患病率在全球范围内有逐年增加的趋势。目前常
规药物治疗虽能控制大多数患者的临床症状，但是均非对因治

疗，不能从根本上阻止变应性炎症的自然进程，而特异性免疫

治疗(specific immunotherapy，SIT)是WHO推荐的唯一针对哮
喘病因的治疗方法[1]，它可改变哮喘进程，阻滞症状的恶化，并

可防止产生新的过敏症状[2]，但其对于 SIT治疗机制目前尚不
完全清楚。自然杀伤 T细胞（natural killer T cell，NKT细胞）是
于鼠和人免疫细胞中发现的一类特殊的 T细胞，既可以表达 T
细胞表面标志，又可以表达自然杀伤细胞表面标志，被认定为

第 4类免疫细胞。近年来研究发现，NKT细胞在哮喘中也扮演
着重要的角色[3]。本研究通过屋尘螨提取液（HDM）诱导建立哮
喘小鼠模型并进行 SIT治疗，观察 SIT对哮喘小鼠 NKT数目
及成熟型比例的影响，探讨 SIT可能的作用机制。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 主要试剂 标准化的屋尘螨提取液（丹麦 ALK公司），主
要成分是：Der p1和 Der p2，含量为 100 000U/ml；FITC CD3单
抗、PE a-galcer-CD1d四聚体、PE/CY5 CD69单抗（美国 Biole-
gend公司）；RPMI1640培养基、胎牛血清（美国 Gibco 公司）；
IL-4／IFN-γELISA试剂盒（美国 RD公司）；TRizol试剂盒（美
国 invitrogen 公司）；Sybr green 荧光定量试剂盒 （日本
TAKARA公司）；DEPC（上海博彩生物技术公司）；引物由上海
英俊生物技术有限公司合成。
1.1.2 实验动物及分组 6-8 周雌性 SPF 级 BALB/C 小鼠 24
只，体质量（20±2）g，按随机数字表法分为 3 组，即为对照组
（A组）、哮喘模型组（B组）、哮喘免疫治疗（SIT）组（C组），每
组各 8只。
1.2 方法
1.2.1 动物模型复制 参照文献稍加改良[4,5]，B、C两组在第一天
皮下注射含 2%氢氧化铝的 4000U/ml屋尘螨提取液 50μl，第
8、15 天腹腔注射含 2%氢氧化铝的 4000U/ml 屋尘螨提取液
50μl。A组以 0.1mol/L PBS代替变应原。末次致敏后 2周，进行
免疫治疗，C组隔天皮下注射含 2%氢氧化铝的 4000U/ml屋尘
螨提取液 100μl，共 6次。A、B两组以 PBS代替变应原。末次治
疗后一周，B、C 两组用 0.3%戊巴比妥将小鼠麻醉后，用
4000U/ml屋尘螨提取液 50μl/次缓慢滴鼻，1次 /d，共 5次。A
组以 PBS代替变应原。其余处理与 B组相同。
1.2.2 小鼠气道反应性的检测 末次激发 24h后，通过 Buxco小
鼠肺功能仪有创肺阻抗法测定小鼠的气道反应性。各组小鼠先
后雾化吸入 PBS 缓冲液和 6.25、12.5、25mg／ml 乙酰甲胆碱
(Mch)后测定基础肺阻力（lung resistance，RL），根据 RL的变化
来绘制呼吸曲线。
1.2.3 标本的获取 用摘眼球方法处死小鼠，剪开胸腔，暴露气
管、心肺。结扎右主支气管，用高温消毒的眼科剪剪取右肺叶，
一部分浸入 4%多聚甲醛固定,用作 HE染色。剩余部分存置于
DEPC 浸泡过的高压灭菌冻存管，于液氮中速冻后放置于
-80℃冰箱保存，留作 RT-PCR用。然后在小鼠颈部结扎气管，
在结扎下端做一横切口,插入 20G针头，1.2ml生理盐水分 3次
灌洗左肺，采集灌洗液,置于低温离心机 4℃离心 10 min (2000

r/min)，抽取上清液 200μl/只，放入 -20℃冰箱保存留作 ELISA
测定用。细胞沉淀用 1mlPBS重悬，取少许用于细胞计数。余液
再次离心后弃上清，用少许 PBS重悬后涂片，空气中晾干后放
于 4%多聚甲醛固定液固定过夜。次日冲洗后常规 HE染色，光
学显微镜下进行细胞分类。
1.2.4 BALF中的 IL-4、IFN-γ含量的测定 具体步骤按 ELISA
试剂盒说明书进行测定。
1.2.5 肺的病理组织学检查 固定于 4%多聚甲醛的肺组织常规
脱水、石蜡包埋,切片,HE染色后，光镜下观察血管和支气管周
围嗜酸性粒细胞（EOS）浸润，水肿和气道上皮损伤情况。
1.2.6 小鼠肺组织 T-bet、GATA-3mRNA 表达水平的检测 将
-80℃冰箱中保存的肺组织取出剪碎，充分碾磨后，加 1mlTRi-
zol提取液于 EP管中彻底匀浆，参照 TRizol试剂盒说明书，用
一步法抽提总 RNA。引物：T-bet-F GTTCCCATTCCTGTC-
CTTCA，T-bet-R ACCCACTTGCCGCTCTG，113bp；GATA3-F
GGGTTCGGATGTAAGTCG，GATA3-RTACCATCTCGCCGC-
CAC 103bp；gapdh-F AGGTCGGTGTGAACGGATTTG，gapdh-
RTGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA 123bp，退火温度均为
60℃。PCR反应条件为 95℃ 10s；95℃ 5s，60℃ 20s，40个循环。
1.2.7 小鼠脾脏单个核细胞的分离 无菌开腹取脾脏，置于含
1640培养液的平皿中，装入尼龙滤网，碾碎后，再用 200目筛
网过滤除去组织块。细胞悬液沿着管壁轻轻加入含 Ficoll-Hy-
paque 试管中。细胞悬液和分离液的比例为 2：l，20℃ 2000
r/min离心 20min。取中间层细胞，此即为单个核细胞。
1.2.8 各组小鼠的 NKT比例及成熟度的分析 取含有 l×106个

小鼠脾单个核细胞的细胞悬液中加入抗鼠 CDl6／CD32抗体 l
μl封闭，分为三份，两份加入 2μl的 PE标记的 a-Galcer-CDld
四聚体、一份加入相同量的同型对照，暗室中冰上孵育 30分
钟。用洗涤缓冲液洗涤一次，往已加入 2l的 PE标记的 a-Gal-
cer-CDld 四聚体的样本管中加入 PE/CY5 标记的 CD69 抗体
2.6μl，以及相同量的同型对照。用洗涤缓冲液洗涤一次，再向已
加入 2 μl的 PE标记的 a-Galcer-CDld四聚体的样本管中加入
FITC标记的 CD3抗体 1μl，以及相同量的同型对照，暗室中冰
上孵育 30分钟。用洗涤缓冲液洗涤一次，暗室中保存送检。以
淋巴细胞大小 FSC、SSC设门，分析其中 a-Galcer-CDld 四聚
体、CD3抗体双阳性细胞所占比例，再以 a-Galcer-CDld四聚
体、CD3抗体双阳性细胞设门，分析其中 CD69表达阳性细胞
所占比例。流式细胞仪检测数据用分析软件 CELLQuest 分
析。
1.3 统计学处理
数据以 x±s表示，使用 SPSS 13.0统计软件分析，组间均
数比较采用完全随机对照方差分析，两变量的相关分析采用直

线相关分析法分析。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 三组小鼠气道反应性的变化：
与 B组相比，C组的气道反应性明显下降（P<0.01），而 C

组与 A组的气道反应性无显著性差异（P>0.05）。
2.2 三组小鼠 BALF中细胞计数的变化

A组 BALF中的细胞总数较少，以单核细胞和淋巴细胞为
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注：与 A组比较，▲ P<0.01；与 B组比较，★P<0.01。
Note：Compare with group A，▲ P<0.01；Compare with group B，★P<0.

01.

Group
NKT细胞
NKT cells

成熟 NKT细胞
proportion of mature NKT cells

A Group 31.39±3.80 73.91±3.29

B Group 21.75±5.23▲ 62.06±4.91▲

C Group 28.78±4.12★ 71.16±3.27★

表 4三组小鼠 NKT细胞和成熟 NKT细胞的比例数（n=8，x±s）
Table 4 The number of NKT cells and its proportion of mature in mice

（n=8，x±s）

注：与 A组比较，▲ P<0.01，P<0.05；与 B组比较，★P<0.01，●P<0.05。
Note：Compare with group A，▲ P<0.01，P<0.05；Compare with group B，
★P<0.01，●P<0.05.

表 3 三组小鼠肺部 T-Bet和 GATA-3mRNA表达水平（n=8，x±s）
Table 3 The level of T-bet and GATA-3 mRNA expression of lung in mice

（n=8，x±s）

Group T-bet mRNA GATA-3mRNA

A Group 0.971±0.10 0.790±0.16

B Group 0.78±0.12▲ 1.040±0.17▲

C Group 0.95±0.99★ 0.951±0.13 ●

注：与 A组比较，▲ P<0.01，P<0.05；与 B组比较，★P<0.01。
Note：Compare with group A，▲ P<0.01，P<0.05；Compare with group

B，★P<0.01.

图 2小鼠肺组织病理变化（HE染色，×200）
Fig.2 Histological examination of lung in mice（HE staining，×200）

注：与 A组比较，▲ P<0.01；与 B组比较，★P<0.01。
Note：Compare with group A，▲ P<0.01；Compare with group B，★P<0.

01.

图 1小鼠气道高反应性的变化

注：与 A组比较，▲ P<0.01。
Fig.1Airway hyperresponsiveness assay in mice

Note：Compare with group A，▲ P<0.01.

主。而 B组 BALF中的细胞总数明显增多，以中性粒细胞和嗜
酸粒细胞为主；C组 BALF中细胞总数和嗜酸性细胞数与 B组
比较明显减少（P<0.01）(表 1)。

2.3 三组小鼠 BALF中的 IL-4、IFN-γ水平变化
与 B相比，C组小鼠 BALF中 IL-4的水平明显降低（P<0.

01），IFN-γ 的水平明显升高（P<0.01），而 C 组与 A 组小鼠
BALF中 IL-4、IFN-γ分泌无显著性差异（P＞0.05）(表 2)。

2.4 三组小鼠肺部炎症的变化
B组小鼠的支气管上皮下和血管周围有明显的炎性细胞

浸润，以嗜酸粒细胞、中性粒细胞为主，气道上皮结构紊乱，部
分上皮细胞脱落，部分可见粘液栓，上皮下充血水肿明显。C组

的上述病理改变明显减轻，但未完全消失，仍有少量炎症细胞。
A组肺组织病理检查无明显变化，未见明显炎症细胞浸润。

2.5 三组小鼠肺部 T-bet和 GATA-3mRNA表达水平
C组小鼠 T-bet mRNA表达水平显著高于 B组小鼠（P<0.

01），与 A组比较无显著性差异（P>0.05）；而 C组小鼠 GA-
TA-3mRNA表达水平低于 B组小鼠（P<0.05），但较 A组小鼠
有所升高（P<0.05）(表 3)。

2.6 三组小鼠 NKT细胞和成熟度分析
与 B比较，C组小鼠 NKT细胞和成熟 NKT细胞的比例均

明显升高（P<0.01），与 A组比较无显著性差异（P>0.05）(表 4、
图 3)。

2.7 相关性分析
三组小鼠 NKT 和成熟 NKT 细胞比例与小鼠肺组织 T-bet

mRNA表达水平的有明显正相关性（r=0.660，P<0.01；r=0.756，
P<0.01），而与 GATA-3mRNA表达水平的则有明显的负相关
性（r=-0.406，P<0.05；r=-0.751，P<0.01）。

组别

Group
细胞总数（×105/ml）

Total cells
嗜酸性粒细胞（×105/ml）

Eosinophil

A Group 2.12±0.49 0

B Group 6.07±0.64▲ 1.23±0.89▲

C Group 3.86±0.65▲★ 0.40±0.31 ★

表 1 BALF中细胞总数和嗜酸性粒细胞数（n=8，x±s）
Table 1 The number of total cells and Eosinophil in BALF of mice（n=8，

x±s）

Group IL-4（pg/ml） IFN-γ（pg/ml）

A Group 62.23±16.15 733.11±168.09

B Group 92.83±15.28▲ 406.89±190.84▲

C Group 73.09±14.53★ 619.03±212.64★

表 2 三组小鼠 BALF中的 IL-4、IFN-γ水平（n=8，x±s）
Table 2 The level of IL-4 and IFN-γ in BALF of mice（n=8，x±s）
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图 3 小鼠 NKT细胞流式细胞分析结果
Fig.3 The number of NKT cells and its proportion of mature in mice by

cytometry analysis

3 讨论

有学者指出对于那些明确因接触变应原而引起临床症状

的患者，是适合变应原 SIT的患者，应该在用药物控制症状后,
病情还处于可塑期，气道未发生不可逆的病理改变前，尽早应

用变应原 SIT，从而达到改变疾病进程、改善预后的目的[6]。目
前，临床传统的 SIT方法是通过定期接受递增剂量的变应原以
增强病人对变应原的耐受，患者治疗疗程常需 3-5年。如果用
这种方法来复制动物模型显然是不合适的。现已发现应用快速
免疫治疗的方法治疗哮喘在临床上也取得了与传统疗法相近

的效果[7]，所以有学者就此成功复制了哮喘快速免疫治疗的小

鼠模型[4]。由于大多数哮喘动物模型多使用卵蛋白（OVA）来致
敏和激发，但 OVA并不是导致人类哮喘发病常见的变应原，尘
螨仍然是我国最常见、分布最广的主要变应原之一[8,9]，因此尘

螨模型的复制在哮喘儿童的研究中显得尤为重要。本实验在文
献的基础上，稍加改良，复制了屋尘螨致敏的哮喘小鼠特异性

免疫治疗模型，并通过检测气道反应性、肺部病理改变、BALF
中的 ESO计数和 Th1/Th2类细胞因子的分泌来加以证实。因
此，该模型可用来探讨人类哮喘及其哮喘 SIT治疗机制的研
究。
哮喘是一种慢性气道炎症性疾病，现认为促进 Th2细胞向

Th1细胞极化偏移、诱导外周抗原特异性免疫耐受的形成是
SIT治疗哮喘的有效机制之一，但是，确切的机理至今尚未完
全阐明。近年来的研究发现[10]，NKT细胞对哮喘的 Th1/Th2失
衡以及气道高反应的产生起着重要的作用。NKT细胞同时具
有分泌 Thl、Th2相关细胞因子的潜能，在某些情况下有利于
Th1型细胞因子的产生,从而增强细胞介导的免疫应答;而有时
又有利于 Th2 型细胞因子的产生 , 从而加重变应性疾病。
Gadue 等认为，NKT 的未成熟型细胞在高表达 TCR 时只有
IL-4或者少量的 IFN-γ分泌能力[11]。成熟的 NKT细胞则是以
CD69+的表达为标志，以分泌 IFN-γ为主。本实验结果显示，B
组小鼠 BALF中 EOS数和 IL-4分泌较对照组明显增加（P<0.

01），而 IFN-γ 分泌显著减少（P<0.01），小鼠脾脏单核细胞中
NKT细胞数和成熟型比例明显低于对照组（P<0.01），这可能在
引起哮喘小鼠气道慢性炎症、气道高反应性及其发病方面起着
重要作用。经 SIT后可使 BALF中上述炎症细胞数量下降和
NKT细胞数和成熟型比例上调并渐趋于正常，提示哮喘 SIT
可能通过促进 NKT细胞数和成熟型比例的生成和释放而抑制
哮喘气道炎症反应。
目前研究认为能够影响传统 T细胞分化能力的转录因子

T-Bet和 GATA-3在哮喘的发生和 SIT治疗中起重要作用[12]，

同时 T-Bet和 GATA-3在 NKT细胞发育分化阶段也有着不同
的作用。T-Bet的基因水平随着 NKT细胞的阶段发育而逐渐上
调[13]，T-Bet对于 NKT细胞的终末成熟至关重要，而转录因子
GATA-3主要作用于未成熟 NKT细胞[14,15]。本研究发现，NKT
细胞及其成熟型比例和 T-bet mRNA的表达水平呈正相关性。
在哮喘的发病机制中，T-bet起负向调节作用，是 Th1型细胞分
化的特异性转录因子。NKT细胞及其成熟型比例和 GATA-3
mRNA表达水平有明显的负相关性，GATA-3为 Th2型细胞分
化所必需，且仅在 Th2型细胞中表达，能促使正在分化或已分
化的合成 Th2细胞因子。所以，SIT治疗哮喘可能是通过改变
NKT细胞水平及其成熟型比例来调节 GATA-3 /T-bet mRNA
的表达平衡，从而促进 IFN-γ等 Th1型细胞因子分泌并阻止
Th2型细胞因子 IL-4等的分泌，进而增强细胞介导的免疫应
答，减轻哮喘的气道炎症，这也可能是 SIT治疗哮喘的重要作
用机制之一。
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