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摘 要:目的 观察N-乙酰半胱氨酸(N-acetylcysteine,NAC)对哮喘模型小鼠自然调节性T细胞(naturalregulatoryT
cells,nTreg)/辅助性T细胞17(Thelpercell17,Th17)(nTreg/Th17)失衡的影响,并探讨其起效机制。方法 50只6
周龄SPF级BALB/c小鼠随机分为对照组、模型组、NAC低剂量组、NAC中剂量组、NAC高剂量组5个组,每组10只。
模型组、NAC低剂量组、NAC中剂量组、NAC高剂量组采用卵清蛋白致敏及激发制备哮喘小鼠模型,并制备T细胞悬

液。NAC低剂量组、NAC中剂量组、NAC高剂量组小鼠分别按照50μg/kg、100μg/kg、200μg/kg体重给予NAC灌胃

(浓度50μg/ml),每天1次,7d为1个疗程,治疗1个疗程。疗程结束后,RT-PCR法检测叉状头螺旋转录因子3(fork-
headhelixtranscriptionfactor3,FOXP3)mRNA、维 A 酸相关孤独受体(retinoid-ralatedorphanreceptorγt,RORγt)
mRNA表达水平;ELISA法检测白细胞介素17(interleukin17,IL-17)、肿瘤坏死因子-α(tumornecrosisfactor-α,TNF-
α)、白细胞介素1β(interleukin1β,IL-1β)、白细胞介素6(interleukin6,IL-6)、白细胞介素10(interleukin10,IL-10)水平;
苏木精-伊红染色法观察肺组织病理形态变化。结果 和对照组比较,模型组IL-17、TNF-α、IL-1β和IL-6水平均升高而

IL-10水平降低,FOXP3mRNA相对表达量下降而RORγtmRNA相对表达量升高,差异均有统计学意义(P<0.01或

P<0.05);和模型组比较,NAC中剂量组、NAC高剂量组IL-17、TNF-α、IL-1β和IL-6水平均降低而IL-10水平升高,
FOXP3mRNA相对表达量升高而RORγtmRNA相对表达量下降,差异均有统计学意义(P<0.01或P<0.05)。结

论 NAC促进FOXP3基因表达,减少RORγt基因表达,抑制Th17的分化,纠正nTreg/Th17失衡是NAC在哮喘治疗

中缓解炎症的作用环节之一。
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  Abstract: Objective ToexploretheeffectsofN-acetylcysteine(NAC)onnaturalregulatoryTcells(nT-
reg)/Thelpercell17(Th17)imbalanceinmicemodelofasthmaandtodiscussitstherapeuticmechanism. 
Methods SixweeksoldwithSPFgradeBALB/cmicewererandomlydividedinto5groups:acontrolgroup,a
modelgroup,aNAClow-dosegroup,aNACmiddle-dosegroupandaNAChigh-dosegroup,with10micein
eachgroup.Mouseasthmamodelsofthemodelgroup,oftheNAClow-dosegroup,oftheNACmiddle-dose
groupandofthehigh-dosegroupwereestablishedwithovalbumin(OVA)sensitizationandstimulating,andT
cellsuspensionswereprepared.Thelow-dose,middle-dose,high-dosegroupswereintragastricallyadministra-
tedwith50μg/mlNACaccordingtobodyweightsof50μg/kg,of100μg/kgandof200μg/kg,respectively,
onceadayforatreatmentcourseofsevendays.Afteratherapeuticcoursewasfinished,wedetectedtheex-
pressionsofforkheadhelixtranscriptionfactor3(FOXP3)mRNAandretinoid-relatedorphanreceptorγt
(RORγt)mRNAbythemethodofRT-PCR,theIL-17,TNF-α,IL-1β,IL-6andIL-10levelsweredetectedby
themethodofELISAandthelungtissuemorphologicalfeatureswereobservedbyhematoxylin-eosinstaining.
 Results Comparedwiththecontrolgroup,inthemodelgroupthelevelsofIL-17,ofTNF-α,ofIL-1β,of
IL-6andtheexpressionofRORγtmRNAincreasedwhiletheIL-10levelandtheFOXP3mRNAexpressionre-
duced,therewereallstatisticallysignificantdifferences(P <0.01orP <0.05).Comparedwiththemodel
group,intheNACmiddle-dosegroupandtheNAChigh-dosegrouptheIL-17,TNF-α,IL-1β,IL-6levelsand
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theexpressionofRORγtmRNAreducedwhilethelevelofIL-10andtheexpressionofFOXP3mRNAin-
creased,therewereallstatisticallysignificantdifferences(P <0.01orP <0.05). Conclusion NACen-
hancestheexpressionofFOXP3mRNAwhilereducestheexpressionofRORγtmRNAandinhibitsthediffer-
entiationofTh17,then,thenTreg/Th17balanceisrecovered,whichisoneofthepossibletherapeuticmecha-
nismsforNACintreatmentofasthma.
  Keywords: asthma;acetylcysteine;naturalregulatoryTcells;Thelpercell17

  哮喘的发生机制复杂,哮喘的发生 发 展 涉 及

CD4+T细胞网络的多个亚群,已有研究表明辅助性

T细胞如Th1、Th2、Th17在哮喘的发生中起重要作

用,其中Th1/Th2失衡被认为是哮喘发生和进展的重

要免疫学基础[1],这已受到重视并得到了较为深入研

究。然而近来研究表明自然调节性 T细胞(natural
regulatoryTcells,nTreg)在哮喘的发生中作用也不

可忽视,nTreg和辅助性T细胞17(Thelpercell17,
Th17)的交互影响及作用为哮喘的炎症机制研究提供

了新的切入途径[2]。nTreg、Th17以及各自相应的转

录因子叉状头转录因子3(forkheadhelixtranscrip-
tionfactor3,FOXP3)和维 A酸相关孤独受体(retin-
oid-ralatedorphanreceptorγt,RORγt)在哮喘中的水

平及表达并对相关炎症因子白细胞介素17(interleu-
kin17,IL-17)、肿瘤坏死因子-α(tumornecrosisfac-
tor-α,TNF-α)、白细胞介素1β(interleukin1β,IL-
1β)、白细胞介素6(interleukin6,IL-6)或抗炎因子白

细胞介素10(interleukin10,IL-10)的影响需要进一步

研究,以推进哮喘炎症机制研究的深入。N-乙酰半胱

氨酸(N-acetylcysteine,NAC)是一种强抗氧化剂,已
有较多报道其抗氧化作用对于炎症有缓解作用[3-6],针
对支气管哮喘、慢性阻塞性肺疾病、肺纤维化、急性肺

损伤等肺疾病的治疗均显示一定的疗效。但其治疗作

用机制仍未引起广泛注意,本研究工作首先建立哮喘

小鼠模型,采用 NAC作为治疗干预手段,观察其对

nTreg、Th17及其特异性转录因子和炎症因子表达水

平的影响,探讨其抗氧化作用在哮喘治疗中对炎症的

缓解环节。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试剂与药物 IL-17、TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-
10ELISA试剂盒(武汉博士德生物有限公司);NAC
颗粒(国药准字 H20000472,海南赞邦制药有限公

司);卵清蛋白(OVA)(Sigma公司,U.S.A);FOXP3
基因引物、RORγt基因引物(北京中杉金桥公司)。
1.1.2 主要仪器 紫外分光光度仪(DU530型,美国

Beckman公司);PCR 仪(7900HT 型,美国 ABI公

司);全自动流式细胞仪(FACSCANTO Ⅱ型,美国

BD公司);多功能酶标仪(MK3型,美国ThermoLab-
system 公司);凝胶成像系统(chemidocXRS型,美国

伯乐);病理图像分析软件系统(德国Leica)。

1.2 方法

1.2.1 动物分组及处理 6周龄SPF级BALB/c小

鼠,体质量(21.1±1.5)g,本院科学实验中心提供,许
可证编号:SCXK(京)2016-0004。动物常规饲养于

SPF级动物实验室。随机分为对照组、哮喘模型组

(模型组)、NAC低剂量组、NAC中剂量组、NAC高剂

量组5组,每组10只。根据文献报道方法[7]建立小鼠

支气管哮喘模型。模型组、NAC低剂量组、NAC中剂

量组、NAC高剂量组第1d、4d、7d、10d、13d腹腔注

射混悬液(氢氧化铝400μg和 OVA100μg,浓度为

50μg/L),每天1次,每次1ml,第14d造模成功。第

14d起给予各组雾化吸入OVA液50μl(0.1mol/L
PBS稀释OVA1mg),每次30min,每天1次,连续

激发1周,对照组以等量生理盐水代替。模型组连续

激发1周,不作特殊处理;NAC低剂量组、NAC中剂

量组、NAC高剂量组在激发前1h以 NAC(浓度50
μg/ml)分别按照50μg/kg、100μg/kg、200μg/kg灌

胃;每天1次,各组以7d为1个治疗或干预疗程,治
疗1个疗程,治疗结束后第1d取材备检。
1.2.2 指标检测 ①肺组织形态学观察。取小鼠右

肺组织4%多聚甲醛固定24h,常规石蜡包埋,切片厚

度3~4μm,60℃烘烤30min,二甲苯、梯度乙醇脱

水,苏木精-伊红 (HE)染色,树胶固定封片,光镜拍摄

观察支气管病理形态变化。②管腔狭窄率测量[8]。用

图像分析软件测量细支气管的外管腔面积(S1)、内管

腔面积(S2)、阻塞面积(S3),计算管腔狭窄率(S)。计

算公 式:S=(S1-S2+S3)/S1×100%。③IL-17、
TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-10水平及FOXP3、RORγt表

达检测。无菌操作下取小鼠脾组织,制备脾细胞悬液,
用T细胞纯化柱分离小鼠脾脏T淋巴细胞,配成5×
105/ml细胞悬液。将悬液经流式细胞仪分选出nT-
reg和CD4+T细胞,将分选到的细胞测定纯度和浓

度后分别配成1×105/ml细胞悬液,加入细胞培养

板。培养72h后,收集nTreg、CD4+T细胞孔上清

液,按照说明书操作,ELISA 法检测IL-10、IL-17、
TNF-α、IL-1β和IL-6。

Real-TimePCR 法 检 测 nTreg 中 转 录 因 子

FOXP3和Th17细胞中转录因子RORγt的表达,以

β-actin为内对照,PCR扩增反应产物经过凝胶电泳分

析系统,获得目的基因灰度值。以相对表达量表示,计
算公式:目的基因 mRNA的相对表达量=目的基因
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灰度值/β-actin基因灰度值。
1.3 统计学方法 采用SPSS17.0统计软件进行分

析,计量资料以(췍x±s)表示。多组间均数比较采用单

因素方差分析。检验方差齐性,方差齐时采用LSD检

验;方差不齐时采用Dunnett-t检验。以P <0.05为

差异有统计学意义。
2 结果

2.1 各组肺组织形态观察 对照组支气管黏膜内皮

连续、平滑、完整、层次清楚,无炎症渗出、无分泌物;模
型组小鼠支气管黏膜层增厚、管腔狭窄、有渗出物、炎
细胞浸润;NAC低剂量组黏膜层仍有增厚;NAC中剂

量组渗出物减少;NAC高剂量组支气管管壁结构较完

整,黏膜炎症渗出,病变减轻。见图1。
2.2 管腔狭窄率、IL-17、TNF-α、IL-1β、IL-6和IL-10

水平检测结果 和对照组比较,模型组管腔狭窄率、
IL-17、TNF-α、IL-1β和IL-6水平均升高而IL-10水平

降低,差异有统计学意义(P<0.05或P<0.01);和
模型组比较,NAC中剂量组、NAC高剂量组IL-17、
TNF-α、IL-1β水平均降低而IL-10水平升高,差异有

统计学意义(P<0.05或P<0.01),以NAC高剂量

组降低明显。见表1。
2.3 FOXP3mRNA、RORγtmRNA相对表达量检

测结果 和对照组比较,模型组FOXP3mRNA相对

表达量下降而RORγtmRNA相对表达升高,差异有

统计学意义(P<0.01);和模型组比较,NAC高剂量

组FOXP3mRNA相对表达量升高而RORγtmRNA
相对表达量下降,差异有统计学意义(P <0.01),见
图2。

图1 各组肺组织病理形态表现(×200)

A:对照组;B:模型组;C:NAC低剂量组;D:NAC中剂量组;E:NAC高剂量组

图中箭头所示支气管黏膜层

表1 各组管腔狭窄率、IL-17、TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-10水平比较 (췍x±s,n=10)

组别
剂量

(μg/kg)
管腔狭窄率

(%)
IL-17
(pg/ml)

TNF-α
(pg/ml)

IL-1β
(pg/ml)

IL-6
(pg/ml)

IL-10
(pg/ml)

对照组 - 0.21±0.02 0.71±0.06 45.36±5.26 1.01±0.12 239.36±10.03182.22±13.26
模型组 - 0.68±0.08a 3.12±1.86b 167.24±10.22b 12.33±2.38b 429.65±13.26a 72.56±6.35b

NAC低剂量组 50 0.48±0.06 2.29±0.98 150.03±9.64 4.55±1.18c 395.21±12.01 96.47±8.24
NAC中剂量组 100 0.46±0.05 1.21±0.86c 103.35±8.54c 4.12±0.86c 364.22±11.21128.01±9.27c

NAC高剂量组 200 0.35±0.04c 1.02±0.22d 64.15±7.52d 1.22±0.32d 255.48±10.36c172.56±11.06d

 注:与对照组比较:a:P<0.05,b:P<0.01;与模型组比较:c:P<0.05,d:P<0.01

图2 各组FOXP3mRNA、RORγtmRNA相对表达量比较

注:与对照组比较:#P<0.01。与模型组比较:*P<0.01
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3 讨论

CD4+T细胞的多个亚群在免疫、炎症反应中的功

能受到重视,参与了哮喘的发生和发展。Th1、Th2、
Th17、nTreg亚群以及相应的转录因子和分泌的炎症

因子表达水平为哮喘炎症机制的研究提供了方向。其

中Th1/Th2亚群失衡是造成哮喘发病的免疫学基础

并已得到了较为深入的研究,而近年来认为nTreg/
Th17亚群也存在平衡机制,其平衡对于缓解哮喘气道

炎症反应也有重要作用,是研究的又一个方向。因此,
CD4+T细胞亚群失衡是哮喘发病的重要因素,恢复各

亚群的平衡为缓解哮喘病情提供了思路。
nTreg在抑制主动免疫及维持免疫耐受中起关键

作用,研究[9]表明nTreg能抑制Th1、Th2的活化或增

殖,对于Th1/Th2平衡具有调控作用。动物实验研究

也表明哮喘小鼠的nTreg通过抑制初始CD4+T细胞

转化为Th2细胞和抑制分化成熟的Th2产生细胞因

子两种途径参与调节Th1/Th2平衡。nTreg的分化

受到FOXP3的调控,FOXP3的表达反映了nTreg的

水平和功能活性。临床研究观察到哮喘患者免疫耐受

功能降低、气道的持续炎症与FOXP3mRNA表达降

低相关[10]。
Th17作为较近发现的CD4+T细胞亚群,在哮喘

炎症反应中的作用受到关注,Th17分泌IL-17,刺激气

管上皮细胞、内皮细胞以及其他炎性细胞分泌TNF-α、
IL-1β和IL-6,诱导中性粒细胞和巨噬细胞向炎症区

域移动,引发炎症反应、造成炎性损伤、加重哮喘病

情[11]。RORγt是Th17的特异性转录因子,促进初始

CD4+T细胞转化为 Th17,诱导Th17分泌IL-17,参
与Th17引发的炎症反应病理过程。RORγt基因表达

和IL-17水平与哮喘的严重程度呈正相关。nTreg通

过分泌特异性的抗炎细胞因子IL-10,抑制RORγt表

达、Th17初始分化和IL-17分泌,保持nTreg/Th17亚

群平衡状态[12]。
NAC具有很强的抗氧化作用,在哮喘炎症反应

中,能减少中性粒细胞在气管腔的浸润,抑制气管的炎

症损伤。研究表明 NAC还能活化nTreg,调节nT-
reg/Th17失衡[13],在肺疾病的临床和实验研究中都

得到了广泛的应用。
本研究分子指标检测的结果表明,模型组的IL-

17、TNF-α、IL-1β和IL-6水平均升高而IL-10水平降

低,提示哮喘存在炎症因子水平升高而抗炎因子水平

下降的状况,同时,模型组FOXP3mRNA相对表达量

下降而RORγtmRNA相对表达升高,反映哮喘nT-
reg/Th17亚群的失衡状态,采用 NAC干预治疗后,
改善了哮喘肺组织的病理变化,同时,促进FOXP3基

因表达,减少RORγt基因表达,抑制 Th17的分化,进
而引起IL-17分泌减少及炎症因子的分泌、释放减少

从而缓解哮喘气道炎症。推测这可能是NAC在哮喘

治疗中缓解炎症的作用环节。本实验研究也表明,
NAC的此种作用与剂量有关,高剂量的NAC作用比

较明显,提示在临床上如要获得较好的疗效,可能需要

考虑 NAC 的 剂 量 问 题。另 外,NAC 对 于 nTreg/
Th17亚群平衡的影响,可能只是其对CD4+T细胞亚

群网络影响的一部分,因此,相关机制仍然需要更多的

研究。
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