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摘要　目的　探讨白细胞介素（ＩＬ）２５在嗜酸性粒细胞哮喘过敏反应中的核心作用。方法　４０只４～５周龄Ｃ５７ＢＬ／６小鼠随
机分为４组，ＷＴ＋ｓｈＲＮＡＮＴ组，ＷＴ＋ＨＤＭ组，ＩＬ２５ｓｈＲＮＡ＋ＩＬ２５组和ＩＬ２５ｓｈＲＮＡ＋ＩＬ２５＋ＨＤＭ组。对应于各分组，采用
鼻内滴注法，使用屋尘螨和（或）ＩＬ２５处理小鼠。采用ＨＥ染色和ＰＡＳ染色进行肺组织染色和病理学分析。采用ＥＬＩＳＡ测定
支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）中２型细胞因子的水平。采用流式细胞术（ＦＣＭ）测定肺组织浸润辅助性Ｔ细胞２（Ｔｈ２）、２型固有
淋巴细胞（ＩＬＣ２）和嗜酸性粒细胞数量变化。采用鼻内滴注法，使用ＦＩＴＣ标记的ＤＱ卵清蛋白（ＤＱＯＶＡ）处理小鼠，测定其肺
内浸润的嗜酸性粒细胞的抗原呈递能力。结果　ＨＥ染色和ＰＡＳ染色结果显示，与ＷＴ＋ｓｈＲＮＡＮＴ组相比，ＩＬ２５ｓｈＲＮＡ＋ＩＬ
２５＋ＨＤＭ组小鼠肺部存在大量黏液，肺血管、肺泡导管及全肺泡均可见大量嗜酸性粒细胞浸润和炎症性气道上皮下增厚；ＩＬ
２５ｓｈＲＮＡ＋ＩＬ２５组小鼠肺部仅有少量黏液，肺血管、肺泡导管及全肺泡均可见少许嗜酸性粒细胞浸润和炎症性气道上皮下
增厚；而ＷＴ＋ＨＤＭ组则无明显差异。与ＷＴ＋ｓｈＲＮＡＮＴ组相比，ＩＬ２５ｓｈＲＮＡ＋ＩＬ２５＋ＨＤＭ组小鼠ＢＡＬＦ中ＩＬ２５、ＩＬ４、ＩＬ
５、ＩＬ１３、ＩＬ３３、干扰素γ（ＩＦＮγ）的水平明显升高；肺内浸润的Ｔｈ２、ＩＬＣ２和嗜酸性粒细胞的水平明显升高；小鼠肺部浸润的嗜
酸性粒细胞内ＦＩＴＣ标记的ＤＱＯＶＡ荧光水平明显升高（Ｐ＜００５）；ＩＬ２５ｓｈＲＮＡ＋ＩＬ２５组上述指标也显示升高，但幅度有限
（Ｐ＜００５）；而ＷＴ＋ＨＤＭ组则无明显差异。结论　ＩＬ２５在嗜酸性粒细胞哮喘的致敏过程和嗜酸性粒细胞抗原呈递中具有
重要作用。
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１５４２６０３７７０＠ｑｑ．ｃｏｍ

　　全球哮喘倡议（ｔｈｅｇｌｏｂａｌｉｎｉｔｉａｔｉｖｅｆｏｒａｓｔｈｍａ，
ＧＩＮＡ）将哮喘定义为“一种异质性疾病，通常以慢性
气道炎症为特征，定义为呼吸系统症状，包括喘息、

呼吸短促、胸闷和咳嗽，以及不同程度的呼气气流限

制［１－２］。全世界不同国家的人群均受到哮喘的困

扰，约有１％～１８％的人口受其影响，但在对哮喘的
诊断和临床治疗实践中，存在过度或治疗不足的现

象［３］。嗜酸性粒细胞哮喘约占所有重症哮喘病例

的７０％。其特征是辅助性Ｔ细胞２（ｔｙｐｅ２ｈｅｌｐｅｒＴ，
Ｔｈ２）淋巴细胞和２型固有淋巴细胞（ｔｈｅｇｒｏｕｐ２ｉｎ
ｎａｔｅｌｙｍｐｈｏｉｄｃｅｌｌｓ，ＩＬＣ２）产生的 ２型细胞因子异
常，导致血液和气道（痰液、支气管肺泡灌洗液、支

气管黏膜或黏膜下层）嗜酸性粒细胞持续增加［４－５］。

目前临床治疗使用靶向 ＩＬ５的美泊利单抗和瑞珠

单抗，以及靶向ＩＬ５受体α链（ＩＬ５Ｒα）的贝那利珠
单抗疗效较好［６］。有必要进一步深入研究和开发

靶向２型细胞因子类药物的作用机制并评估其疗
效。该研究拟建立哮喘小鼠模型，深入探讨 ＩＬ２５
在嗜酸性粒细胞哮喘中所起到的作用。

１　材料与方法

１．１　实验材料　４０只４～５周龄 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，
体质量（２２０±３０）ｍｇ，由新疆医科大学提供。屋尘
螨（ｈｏｕｓｅｄｕｓｔｍｉｔｅ，ＨＤＭ）（货号 ＸＰＢ７０Ｄ３Ａ２５）购
自美国 ＧｒｅｅｒＬａｂｓ公司。ＩＬ２５（货号 ＳＲＰ６０４２），Ｉ
型胶 原 酶 （货 号 ＳＣＲ１０３），ＤＮａｓｅ Ｉ（货 号
１０１０４１５９００１），Ｈａｎｋ′ｓ平衡盐溶液（Ｈａｎｋ′ｓｂａｌａｎｃｅｄ
ｓａｌｔｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＨＢＳＳ）（货号 Ｈ９３９４）购自美国 Ｓｉｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ公司。ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅＴＭ小鼠细胞表面流式细胞
分析工作流程套件（货号 Ａ５３０１２），ＳＹＴＯＸＴＭＢｌｕｅ
死细胞染色剂（用于流式细胞术）（货号 Ｓ３４８５７），
ＦＢＳ（货号 １２４８３０２０），ＦＩＴＣ标记的 ＤＱ卵清蛋白
（ＦＩＴＣｌａｂｅｌｅｄＤＱｏｖａｌｂｕｍｉｎ，ＦＩＴＣｌａｂｅｌｅｄＤＱＯＶＡ）
（货号 Ｄ１２０５４）购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司。ＨＥ
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染色试剂盒套装（货号 Ｇ１１２０１００），ＰＡＳ染色试剂
盒套装（货号 Ｇ１２８１），红细胞裂解液（货号 Ｒ１０１０）
购自北京索莱宝生物科技有限公司。小鼠白细胞介

素（ｉｎｉｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）２５（货号 ｍｌ０５８１６６）、ＩＬ４（货号
ｍｌ０６４３１０）、ＩＬ５（货号 ｍｌ０６３１５７）、ＩＬ１３（货号
ｍｌ０６３１２３）、ＩＬ３３（货号 ｍｌ０６３１５３）和干扰素γ（ｉｎ
ｔｅｒｆｅｒｏｎγ，ＩＦＮγ）（货号 ｍｌ０２７４６４）ＥＬＩＳＡ测定试剂
盒购自上海酶联生物科技有限公司。Ｎｉｋｏｎ品牌光
学显微镜（型号 ＥＬＩＰＳＥＮｉＥ）购自上海尼康公司；
ＢｉｏＴｅｋ品牌酶标仪（型号：ＳｙｎｅｒｇｙＬＸ）购自美国伯
腾仪器有限公司；ＢＤ品牌流式细胞仪（型号 ＦＡＣＳ
Ｃａｌｉｂｕｒ）购自ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ安诺伦（北京）生物科
技有限公司。

１．２　方法
１．２．１　实验动物　小鼠饲养于（２２±２）℃恒温、
５０％～７０％恒湿，具备１２ｈ／１２ｈ光／暗循环的标准
ＳＰＦ级鼠房。小鼠喂食标准啮齿类动物饲料，可以
自由进食和饮水。所有动物实验均经过该院伦理委

员会的批准。小鼠接受哮喘造模处理之前，先适应

性饲养１周。
１．２．２　全身性敲低小鼠ＩＬ２５　 使用慢病毒（ｌｅｎｔｉ
ｖｉｒｕｓ，Ｌｅｎｔ）载 体 ｐＣＬｅｎｔｉＵ６ｓｈＲＮＡＣＭＶＰｕｒｏ
ＷＰＲＥ介导敲低ＩＬ２５。ＩＬ２５ｓｈＲＮＡ：５′ＧＣＴＧＴＴＧ
ＣＡＴＴＣＴＴＧＧＣＡ３′，ｓｈＲＮＡＮＴ：５′ＧＴＣＡＣＡＣＴＣＡＣ
ＴＡＣＡＣＡＧ３′。建立 ＬｅｎｔｉＩＬ２５ｓｈＲＮＡ和 Ｌｅｎｔｉ
ｓｈＲＮＡＮＴ慢病毒载体。委托上海和元生物进行慢
病毒颗粒的包装和纯化实验。小鼠尾静脉注射慢病

毒颗粒，２μｌ（９９８×１０８ＴＵ／ｍｌ）。２周后，采集小鼠
外周血白细胞，检测ＩＬ２５的敲低情况。
１．２．３　小鼠分组和处理　４０只小鼠随机分为 ４
组，每组１０只，分别为：ＷＴ＋ｓｈＲＮＡＮＴ组，尾静脉
注射２μｌ（９９８×１０８ＴＵ／ｍｌ）ＬｅｎｔｉｓｈＲＮＡＮＴ慢病
毒颗粒；用无菌 ＰＢＳ鼻内滴注法处理小鼠。ＷＴ＋
ＨＤＭ组，用溶解于无菌 ＰＢＳ中的 ＨＤＭ鼻内滴注法
处理小鼠，详细方法见１２４。ＩＬ２５ｓｈＲＮＡ＋ＩＬ２５
组，尾静脉注射２μｌ（９９８×１０８ＴＵ／ｍｌ）ＬｅｎｔｉＩＬ２５
ｓｈＲＮＡ慢病毒颗粒；用溶解于无菌 ＰＢＳ中的 ＩＬ２５
鼻内滴注法处理小鼠，详细方法见 １２５。ＩＬ２５
ｓｈＲＮＡ＋ＩＬ２５＋ＨＤＭ组，尾静脉注射２μｌ（９９８×
１０８ＴＵ／ｍｌ）ＬｅｎｔｉＩＬ２５ｓｈＲＮＡ慢病毒颗粒；按照
１２４和１２５的方法对应处理。随机选取每组中
的５只小鼠，待处理结束后，用于取样支气管肺泡灌
洗液（ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ，ＢＡＬＦ）；另外５只
小鼠，用于取样肺组织。

１．２．４　构建 ＨＤＭ诱导的哮喘模型小鼠［７］　对于
ＷＴ＋ＨＤＭ组和 ＩＬ２５ｓｈＲＮＡ＋ＩＬ２５＋ＨＤＭ组小
鼠，建立ＨＤＭ诱导的哮喘模型小鼠。简言之，在第
０天，用１００μｇＨＤＭ溶解于４０μｌ无菌 ＰＢＳ中，鼻
内滴注法致敏小鼠。在第７～１１天用１０μｇＨＤＭ
溶解于４０μｌ无菌 ＰＢＳ中，鼻内滴注法进行鼻腔内
挑战，在第 １４天安乐死小鼠，取样小鼠肺组织和
ＢＡＬＦ，用于随后的分析和相关指标的测定。
１．２．５　ＩＬ２５处理小鼠［８］　对于ＩＬ２５ｓｈＲＮＡ＋ＩＬ
２５组和 ＩＬ２５ｓｈＲＮＡ＋ＩＬ２５＋ＨＤＭ组，为了研究
ＩＬ２５的作用，在第１３天，用１μｇＩＬ２５溶解于４０
μｌ无菌ＰＢＳ中，鼻内滴注法处理小鼠，２４ｈ后安乐
死小鼠，取样小鼠肺组织和 ＢＡＬＦ，用于随后的分析
和相关指标的测定。

１．２．６　小鼠 ＢＡＬＦ样本的获取　采用颈椎脱臼法
处死小鼠。暴露小鼠胸腔和气管，将气管和食管进

行钝性分离开。在气管下方垫一个眼科镊子，将气

管整体撑开。在位于环状软骨远端２～３个软骨环
之间处，将结蹄组织膜剪开一个１５～２０ｍｍ的切
口。提起气管壁，将一个塑料硬管平行插入气管至

左右支气管交叉处，无法再插入为止。使用注射器

注入约０５ｍｌ无菌ＰＢＳ进行灌洗，稍作停留后缓慢
抽取灌洗液。灌洗液为乳白色泡沫状液体，将灌洗

液转移至一个１５ｍｌ离心管内，重复灌洗３次，并
合并收集所有灌洗液。灌洗液于 ４℃以 １０００ｒ／
ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清液冻存于－８０℃冰箱备用。
１．２．７　组织学染色和病理学分析　摘取小鼠双侧
新鲜肺组织，一侧肺组织立即浸入４％多聚甲醛固
定液中，于４℃固定４８ｈ以上；另一侧用于后续流
式细胞术分析。对固定好的肺组织进行石蜡包埋和

切片（切片厚度５μｍ），制备石蜡组织切片。随后
进行ＨＥ染色和ＰＡＳ染色。① ＨＥ染色：（室温下操
作）石蜡切片浸没入苏木精染色液中，１ｍｉｎ→１％盐
酸乙醇分化，５ｓ→１％氨水返蓝，１ｍｉｎ→伊红染色
液，１０ｓ→梯度酒精脱水，每次５ｍｉｎ→二甲苯透明
化，５ｍｉｎ→中性树胶封片→光学显微镜下镜检、拍
照和病理学分析。② ＰＡＳ染色：（室温下操作）石蜡
切片滴加过碘酸溶液，５ｍｉｎ→切片浸没于 Ｓｃｈｉｆｆ试
剂，１５ｍｉｎ→苏木精染色液，１ｍｉｎ→１％盐酸乙醇分
化，５ｓ→Ｓｃｏｔｔ返蓝溶液，３ｍｉｎ→二甲苯透明化，５
ｍｉｎ→中性树胶封片→光学显微镜下镜检、拍照和病
理学分析。

１．２．８　ＥＬＩＳＡ　从 －８０℃冰箱中取出 ＢＡＬＦ上清
液，于冰上融化。使用小鼠 ＩＬ２５、ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＬ１３、
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ＩＬ３３和ＩＦＮγＥＬＩＳＡ测定试剂盒进行细胞因子水
平测定。具体操作步骤按照试剂盒说明书的指导进

行。使用ＢｉｏＴｅｋ品牌酶标仪在４５０ｎｍ处检测吸光
值。

１．２．９　流式细胞术（ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ＦＣＭ）　取小鼠
新鲜单侧肺组织，使用冰预冷的无菌 ＰＢＳ简单冲洗
取出血液后，在冰上将肺组织切成组织小块，立即浸

没于含Ｉ型胶原酶（终浓度１ｍｇ／ｍｌ）和ＤＮａｓｅＩ（终
浓度３０ｍｇ／ｍｌ）的 ＨＢＳＳ中，于３７℃水浴中消化１
ｈ。消化后的肺组织碎片过７０μｍ细胞滤网。过完
滤网的细胞中，红细胞使用红细胞裂解液处理并洗

涤去除，剩余细胞使用冰预冷的含１％ ＦＢＳ的无菌
ＰＢＳ缓冲液重悬。使用小鼠细胞表面流式细胞分析
工作流程套件，采用 ＦＣＭ分离并计数 Ｔｈ２细胞、
ＩＬＣ２细胞和嗜酸性粒细胞。ＳＹＴＯＸＴＭＢｌｕｅ死细胞
染色剂（用于流式细胞术）区分活／死细胞。具体实
验操作方法按照对应试剂盒中的说明书进行，采用

ＢＤＦｏｒｔｅｓｓａ软件进行ＦＣＭ数据的采集，采用ＦｌｏｗＪｏ
Ｘ软件进行ＦＣＭ数据的分析。
１．２．１０　ＦＩＴＣ标记的 ＤＱＯＶＡ吞噬实验　为了分
析小鼠肺部浸润的嗜酸性粒细胞对抗原的提呈能

力，将５０μｇＦＩＴＣ标记的 ＤＱＯＶＡ溶解于４０μｌ无
菌ＰＢＳ中，鼻内滴注法处理小鼠。３ｄ后安乐死小
鼠，采集小鼠肺组织，采用流式细胞术进行分析。无

ＦＩＴＣ标记的ＤＱＯＶＡ的无菌 ＰＢＳ培养鼻内滴注法
处理小鼠的肺部分离嗜酸性粒细胞设为阴性对照。

１．３　统计学处理　所有计量数据均以均数 ±标准
差（珋ｘ±ｓ）的形式表示。使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍｖ８０
进行统计学处理和分析。多组间比较采用单因素方

差分析和事后 Ｔｕｋｅｙ′ｓ检验。Ｐ＜００５为差异有统
计学意义。

２　结果

２．１　ＩＬ２５和ＨＤＭ同时作用起效诱发嗜酸性粒细
胞哮喘　ＨＥ染色结果显示（图１Ａ），与 ＷＴ＋ｓｈＲ
ＮＡＮＴ组相比，ＩＬ２５ｓｈＲＮＡ＋ＩＬ２５＋ＨＤＭ组小鼠
肺血管、肺泡导管及全肺泡均可见大量嗜酸性粒细

胞浸润和炎症性气道上皮下增厚；ＩＬ２５ｓｈＲＮＡ＋
ＩＬ２５组小鼠肺血管、肺泡导管及全肺泡均可见少许
嗜酸性粒细胞浸润和炎症性气道上皮下增厚；而

ＷＴ＋ＨＤＭ组则无明显差异。ＰＡＳ染色结果显示
（图１Ｂ），与 ＷＴ＋ｓｈＲＮＡＮＴ组相比，ＩＬ２５ｓｈＲＮＡ
＋ＩＬ２５＋ＨＤＭ组小鼠肺部存在大量黏液；ＩＬ２５
ｓｈＲＮＡ＋ＩＬ２５组小鼠肺部仅有少量黏液；而 ＷＴ＋
ＨＤＭ组则无明显差异。
２．２　ＩＬ２５刺激分泌嗜酸性粒细胞哮喘相关炎症
因子　与 ＷＴ＋ｓｈＲＮＡＮＴ组相比，ＩＬ２５ｓｈＲＮＡ＋
ＩＬ２５组和 ＩＬ２５ｓｈＲＮＡ＋ＩＬ２５＋ＨＤＭ 组小鼠
ＢＡＬＦ中ＩＬ２５的水平明显升高（Ｐ＜００５）（表１）；
而ＷＴ＋ＨＤＭ组则无明显差异。与ＷＴ＋ｓｈＲＮＡＮＴ
组相比，ＩＬ２５ｓｈＲＮＡ＋ＩＬ２５＋ＨＤＭ组小鼠 ＢＡＬＦ
中ＩＬ４（Ｂ）、ＩＬ５（Ｃ）、ＩＬ１３（Ｄ）、ＩＬ３３（Ｅ）、ＩＦＮγ
（Ｆ）的水平明显升高（Ｐ＜００５）；而 ＷＴ＋ＨＤＭ组
和ＩＬ２５ｓｈＲＮＡ＋ＩＬ２５组则无明显差异。
２．３　ＩＬ２５参与 Ｔｈ２和 ＩＬＣ２的活化　与 ＷＴ＋
ｓｈＲＮＡＮＴ组相比，ＩＬ２５ｓｈＲＮＡ＋ＩＬ２５组和 ＩＬ２５
ｓｈＲＮＡ＋ＩＬ２５＋ＨＤＭ组小鼠 ＢＡＬＦ中 Ｔｈ２的水平
明显升高（Ｐ＜００５）；而ＷＴ＋ＨＤＭ组则无明显差

图１　对小鼠采用不同处理引起的肺部症状的组织学测定结果 ×１００

Ｆｉｇ．１　Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｓｙｍｐｔｏｍｓｃａｕｓｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｏｎｍｉｃｅ×１００

　　Ａ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｌｕｎｇｓｙｍｐｔｏｍｓｉｎｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ；Ｂ：ＰＡＳｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｌｕｎｇｓｙｍｐｔｏｍｓｏｆｔｈｅｆｏｕｒ

ｇｒｏｕｐｓｏｆｍｉｃｅｍｅｎｔｉｏｎｅｄａｂｏｖｅ．
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异。与ＷＴ＋ｓｈＲＮＡＮＴ组相比，ＩＬ２５ｓｈＲＮＡ＋ＩＬ
２５组和 ＩＬ２５ｓｈＲＮＡ＋ＩＬ２５＋ＨＤＭ组小鼠 ＢＡＬＦ

中ＩＬＣ２的水平明显升高（Ｐ＜００５）；而 ＷＴ＋ＨＤＭ
组则无明显差异。见图２和表２。

图２　对小鼠采用不同处理后ＦＣＭ测定其肺部浸润的Ｔｈ２细胞和ＩＬＣ２细胞数量变化的典型结果

Ｆｉｇ．２　ＴｙｐｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＴｈ２ｃｅｌｌｓａｎｄＩＬＣ２ｃｅｌｌｓｉｎｆｉｌｔｒａｔｅｄｉｎｔｈｅｌｕｎｇｓｏｆｍｉｃｅａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＦＣＭ

　　Ａ：ＴｙｐｉｃａｌｄｉａｇｒａｍｓｏｆＦＣＭｒｅｓｕｌｔｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｉｎｆｉｌｔｒａｔｅｄＴｈ２ｃｅｌｌｓｉｎｍｉｃｅｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓ；Ｂ：ＴｙｐｉｃａｌｄｉａｇｒａｍｓｏｆＦＣＭｒｅｓｕｌｔｓｄｅｔｅｒ

ｍｉｎｅｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｉｎｆｉｌｔｒａｔｅｄＴｈ２ｃｅｌｌｓｉｎｍｉｃｅｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓｏｆｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ；Ｃ：ＴｙｐｉｃａｌｄｉａｇｒａｍｓｏｆＦＣＭｒｅｓｕｌｔｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｉｎｆｉｌｔｒａｔｅｄ

ＩＬＣ２ｃｅｌｌｓｉｎｍｉｃｅｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓ；Ｄ：ＴｙｐｉｃａｌｄｉａｇｒａｍｓｏｆＦＣＭｒｅｓｕｌｔｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｉｎｆｉｌｔｒａｔｅｄＩＬＣ２ｃｅｌｌｓｉｎｍｉｃｅｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓｏｆｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ．
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表１　对小鼠采用不同处理后其ＢＡＬＦ中２型细胞因子的水平测定结果（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０，ｐｇ／ｍｌ）

Ｔａｂ．１　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｅａｓｕｒｉｎｇｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｔｙｐｅ２ｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｎＢＡＬＦｏｆｍｉｃｅａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０，ｐｇ／ｍｌ）

Ｇｒｏｕｐｓ ＷＴ＋ｓｈＲＮＡＮＴ ＷＴ＋ＨＤＭ
ＩＬ２５ｓｈＲＮＡ

＋ＩＬ２５

ＩＬ２５ｓｈＲＮＡ

＋ＩＬ２５＋ＨＤＭ
Ｆｖａｌｕｅ Ｐｖａｌｕｅ

ＩＬ２５ ２８６．６１±２９．３０ ２９５．４３±１８．０３ ５４８．２６±２３．７２ ５９８．６４±４５．０９ ２８６．００ ＜００００１
ＩＬ４ ２３．１７±２．８３ ２７．１２±１．７４ ２４．５２±２．１２ ５６．９６±２．６２ ４６２．７０ ＜００００１
ＩＬ５ ８．３２±０．４６ １１．６４±１．３０ ９．０８±０．６８ ３４．２２±３．９２ ３４４．２０ ＜００００１
ＩＬ１３ １３．９４±１．４４ １３．７２±１．１０ １４．８８±１．２０ ６１．４４±３．９６ １０９５．００ ＜００００１
ＩＬ３３ ５９１４．３２±２８７．２４ ６８９６．６６±３９３．７８ ６３２０．０８±３２２．７２ １２８０３．３６±９３９．５０ ３４２．６０ ＜００００１
ＩＦＮγ １３６．６６±７．６４ １４５．６２±４．５２ １３９．３４±９．２８ １８５．６８±１１．０２ ７３．１３ ＜００００１

　　Ｐ＜００５ｖｓＷＴ＋ｓｈＲＮＡＮＴｇｒｏｕｐ．

表２　对小鼠采用不同处理后ＦＣＭ测定其ＢＡＬＦ中Ｔｈ２细胞
百分比和ＩＬＣ２细胞百分比统计结果（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

Ｔａｂ．２　ＴｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＴｈ２ｃｅｌｌｓａｎｄＩＬＣ２ｃｅｌｌｓｉｎＢＡＬＦｏｆ
ｍｉｃｅａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＦＣＭ （珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

Ｇｒｏｕｐｓ Ｔｈ２（％） ＩＬＣ２（％）
ＷＴ＋ｓｈＲＮＡＮＴ １．５８±０．１６ ０．７２±０．０４
ＷＴ＋ＨＤＭ １．９４±０．０８ ０．６２±０．０４
ＩＬ２５ｓｈＲＮＡ＋ＩＬ２５ ３．２０±０．２２ １．３４±０．０８

ＩＬ２５ｓｈＲＮＡ＋ＩＬ２５＋ＨＤＭ ９．８６±０．３６ ４．０６±０．１６

Ｆｖａｌｕｅ ２８５７．０ ２９６４．０
Ｐｖａｌｕｅ ＜００００１ ＜００００１

　　Ｐ＜００５ｖｓＷＴ＋ｓｈＲＮＡＮＴｇｒｏｕｐ．

２．４　ＩＬ２５参与嗜酸性粒细胞的抗原呈递　与 ＷＴ
＋ｓｈＲＮＡＮＴ组相比，ＩＬ２５ｓｈＲＮＡ＋ＩＬ２５组和 ＩＬ
２５ｓｈＲＮＡ＋ＩＬ２５＋ＨＤＭ组小鼠肺中浸润的嗜酸性
粒细胞数量占比明显升高（Ｐ＜００５）；而 ＷＴ＋
ＨＤＭ组则无明显差异。与 ＷＴ＋ｓｈＲＮＡＮＴ组相
比，ＩＬ２５ｓｈＲＮＡ＋ＩＬ２５组和ＩＬ２５ｓｈＲＮＡ＋ＩＬ２５＋
ＨＤＭ组小鼠肺部浸润的嗜酸性粒细胞内ＦＩＴＣ标记
的ＤＱＯＶＡ荧光水平明显升高（Ｐ＜００５）；而ＷＴ＋
ＨＤＭ组则无明显差异。见表３。

表３　对小鼠采用不同处理后其ＢＡＬＦ中嗜酸性粒细胞所
占百分比及其抗原呈递能力测定结果（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

Ｔａｂ．３　Ｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｓａｎｄｔｈｅｉｒａｎｔｉｇｅｎｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ
ａｂｉｌｉｔｙｉｎＢＡＬＦｏｆｍｉｃｅａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

Ｇｒｏｕｐｓ
Ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｓ

（％）

Ｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

ｏｆＦＩＴＣｌａｂｅｌｅｄＤＱＯＶＡ
ＷＴ＋ｓｈＲＮＡＮＴ ３．５６±０．８２ １３６６．６８±２０５．５４
ＷＴ＋ＨＤＭ ３．７４±０．４４ １４８６．６２±１０５．９６
ＩＬ２５ｓｈＲＮＡ＋ＩＬ２５ ９．０８±０．６８ ３８００．０２±６９７．７６

ＩＬ２５ｓｈＲＮＡ＋ＩＬ２５＋ＨＤＭ １３．９０±１．６６ ７０８６．６４±３６０．７２

Ｆｖａｌｕｅ ２３８．６ ４２８．４
Ｐｖａｌｕｅ ＜００００１ ＜００００１

　　Ｐ＜００５ｖｓＷＴ＋ｓｈＲＮＡＮＴｇｒｏｕｐ．

３　讨论

　　根据临床实践和研究的不断深入，哮喘的分类

已修改为① ２型高或超高型哮喘，本质上为嗜酸性
粒细胞哮喘和② ２型低型哮喘，如为非嗜酸性粒细
胞型，有时为嗜中性粒细胞型和代谢性哮喘［９］。嗜

酸性粒细胞哮喘属于过敏性哮喘，由 Ｔｈ２细胞介导
分泌２型细胞因子驱动。这是由生命早期或后期生
活遇到（新）过敏原引起的，如 ＨＤＭ、花粉、蟑螂、动
物皮屑或职业过敏原。在识别过敏原后，过敏原特

异性Ｔｈ２细胞产生２型细胞因子，导致气道壁上大
量嗜酸性粒细胞浸润和积累，产生过量黏液，并由过

敏原特异性Ｂ细胞合成ＩｇＥ。
　　嗜酸性粒细胞哮喘由气道上皮细胞（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ，ＥＣｓ）控制。如今，ＥＣｓ不仅被认为是身体与外
界之间的物理屏障，同时也被确认为是一种免疫活

性细胞［１０］。肺 ＥＣｓ表达无数的模式识别受体，如
ｔｏｌｌ样受体，ＮＯＤ样受体，蛋白酶激活受体等。这些
受体允许 ＥＣｓ通过产生趋化因子和细胞因子对各
种外部触发物做出反应。在哮喘小鼠模型中，ＥＣｓ
来源细胞因子主要是“警报素”ＩＬ３３，胸腺基质淋巴
生成素和ＩＬ２５［１１］。所有这些都有助于嗜酸性粒细
胞哮喘小鼠模型中的Ｔｈ２免疫反应［１２］。但是，其具

体作用机制尚未有深入研究。在该研究结果中显

示，在小鼠中，单纯给予ＨＤＭ刺激，或补充ＩＬ２５，无
法完成哮喘的致敏过程，但在 ＩＬ２５ｓｈＲＮＡ＋ＩＬ２５
＋ＨＤＭ组中，小鼠肺血管、肺泡导管及全肺泡表现
出典型的哮喘的组织学特征，如可见大量嗜酸性粒

细胞浸润和炎症性气道上皮下增厚等。与此同时，２
型细胞因子如 ＩＬ２５、ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＬ１３、ＩＬ３３和 ＩＦＮ
γ的水平均升高。
　　自然状态下，先天性淋巴细胞（ｉｎｎａｔｅｌｙｍｐｈｏｉｄ
ｃｅｌｌｓ，ＩＬＣｓ）主要存在于胃肠道、生殖道和呼吸道等
黏膜组织中，协助维持内稳态的平衡、参与免疫监

测、免疫调节和组织修复［１３］。与这些组织驻留ＩＬＣｓ
相比，炎症性ＩＬＣｓ可在数小时内通过产生的细胞因
子对微生物、蠕虫和过敏原作出反应。ＩＬＣｓ分为３
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类，ＩＬＣ２类似于 Ｔｈ２细胞，它们也表达典型的 Ｔｈ２
相关转录因子 ＧＡＴＡ３，并产生 ＩＬ５、ＩＬ９和 ＩＬ１３。
与效应性 Ｔｈ２细胞一样，ＩＬＣ２也是重度依赖于
ＰＰＡＲγ的调控并响应于ＥＣｓ来源细胞因子［１４］。在

该研究结果中也显示，与ＷＴ＋ｓｈＲＮＡＮＴ组小鼠相
比，仅在 ＩＬ２５ｓｈＲＮＡ＋ＩＬ２５＋ＨＤＭ组中，Ｔｈ２和
ＩＬＣ２均有大量增殖的现象发生。这说明，ＩＬ２５在２
型免疫反应的应答过程中是刺激 ＩＬＣ２增殖的关键
因子。

　　嗜酸性粒细胞是２型免疫反应的直接执行者，
它们既能够应答于，同时也能大量产生２型细胞因
子。有研究［１５］显示，嗜酸性粒细胞也是一类有效的

抗原呈递细胞，能够将抗原呈递给 Ｔｈ细胞，是２型
免疫反应的发起者之一。但是其起始２型炎症反应
的具体分子机制仍少有研究。该研究探讨了 ＩＬ２５
对于嗜酸性粒细胞抗原呈递能力的影响。结果显

示，单纯 ＨＤＭ刺激无法激活嗜酸性粒细胞对 ＤＱ
ＯＶＡ抗原的吞噬，而在 ＩＬ２５ｓｈＲＮＡ＋ＩＬ２５＋ＨＤＭ
组中，嗜酸性粒细胞大量增殖，并对 ＤＱＯＶＡ抗原
发生了大量的吞噬活动。由这一结果可知，ＩＬ２５能
够分别通过刺激 Ｔｈ２和 ＩＬＣ２的大量增殖和分泌２
型细胞因子，激活嗜酸性粒细胞的增殖和其抗原呈

递能力，参与哮喘的致敏。

　　该研究尚未证明ＩＬ２５通过何种信号通路参与
嗜酸性粒细胞哮喘的致敏过程，并刺激Ｔｈ２、ＩＬＣ２和
嗜酸性粒细胞的大量增殖的，但该结果显示，ＩＬ２５
在此类哮喘的致病过程中扮演着重要的角色。
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