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　　［摘要］　目的　探讨吲哚胺２，３双加氧酶（ｉｎｄｏｌｅａｍｉｎｅ２，３ｄｉｏｘｙｇｅｎｓｅ，ＩＤＯ）与 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋调节性 Ｔ细胞
（Ｔｒｅｇ）之间的相关性及在支气管哮喘发病机制中的作用。方法　 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠用随机数字表法分成对照组和哮喘组，每
组８只。哮喘组以鸡卵清蛋白（ｏｖａｌｂｕｍｉｎ，ＯＶＡ）致敏，激发小鼠建立哮喘模型，无创肺功能仪检测气道反应性，支气管肺
泡灌洗液（ＢＡＬＦ）进行细胞学分析，ＥＬＩＳＡ检测 ＢＡＬＦ中 ＩＮＦγ、ＩＬ４、ＩＬ１０浓度，实时荧光定量 ＰＣＲ检测肺组织 ＩＤＯ和
Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ表达，免疫组织化学方法检测ＩＤＯ蛋白表达，流式细胞仪检测Ｔｒｅｇ占ＣＤ４＋细胞的百分率。结果　 哮喘组小
鼠气道反应性、ＢＡＬＦ中细胞总数、嗜酸性粒细胞比例及ＩＬ４浓度明显高于对照组（Ｐ＜０．０１）；而ＩＮＦγ与ＩＬ１０浓度、ＩＤＯ
和Ｆｏｘｐ３的ｍＲＮＡ表达、ＩＤＯ蛋白表达、Ｔｒｅｇ占ＣＤ４＋细胞的百分率明显低于对照组（Ｐ＜０．０１）；对照组与哮喘组 ＩＤＯ与
Ｆｏｘｐ３的ｍＲＮＡ表达呈正相关（ｒ＝０．８１９，ｒ＝０．８０７，Ｐ＜０．０５），对照组与哮喘组ＩＤＯ蛋白表达与Ｔｒｅｇ占ＣＤ４＋细胞的百分
率呈正相关（ｒ＝０．７８３，ｒ＝０．７６５，Ｐ＜０．０５）。结论　 哮喘小鼠ＩＤＯ和Ｆｏｘｐ３表达降低，Ｔｒｅｇ数量减少，且ＩＤＯ蛋白表达与
Ｔｒｅｇ占ＣＤ４＋细胞的百分率呈正相关，表明ＩＤＯ与Ｔｒｅｇ相互调节，打破免疫耐受，诱导哮喘发生。
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　　支气管哮喘是一种常见的呼吸道疾病，是机体对
过敏原刺激产生的以气道高反应性为特征的变态反应

性慢性炎症性疾病，目前其发病机制仍不十分清楚。

吲哚胺 ２，３双加氧酶（ｉｎｄｏｌｅａｍｉｎｅ２，３ｄｉｏｘｙｇｅｎｓｅ，
ＩＤＯ）是肝脏以外唯一可催化色氨酸沿犬尿酸途径分
解代谢的限速酶，特异表达于树突状细胞（ＤＣ）、内皮
细胞、成纤维细胞等［１］，使未成熟的 ＤＣ转变成调节性
ＤＣ（ｉＤＣ），对于维持 Ｔ细胞内环境稳定和免疫耐受的
起着重要作用［２－３］。ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋调节性 Ｔ细
胞（Ｔｒｅｇ）是具有免疫抑制功能的细胞群，对于介导对
环境过敏原的免疫耐受形成过程具有重要作用［４］。

本研究通过观察 ＩＤＯ与 Ｔｒｅｇ在支气管哮喘小鼠模型
中的变化，探讨两者之间的相关关系以及在哮喘发病

机制中的作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　ＳＰＦ级ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，雌性，６～８周龄，体质量（１８±２）ｇ，
购自重庆医科大学实验动物中心，用随机数字表法分成２组，
每组８只，分别为对照组、哮喘组。
１．２　主要试剂
　　鸡卵清蛋白（ｏｖａｌｂｕｍｉｎ，ＯＶＡ，ｇｒａｄｅＶ）、乙酰甲胆碱
（Ｍｃｈ）为Ｓｉｇｍａ公司产品，氢氧化铝［ＡＩ（ＯＨ）３］凝胶为Ｔｈｅｒｍｏ
公司产品，Ｔｒｉｚｏｌ为 Ｇｉｂｃｏ公司产品，荧光素标记的抗小鼠抗体
包括藻红蛋白（ＰＥ）标记的 ＣＤ２５、异硫氰基（ＦＩＴＣ）标记的
ＣＤ４、ＰＥＣＹ５．５标记的 Ｆｏｘｐ３、固定／破膜剂、蛋白转运抑制剂
复合物均为 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司产品，羊抗鼠 ＩＤＯ单克隆抗体、羊
抗兔ＨＲＰＩｇＧ为ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司产品，ＲｅｖｅｒＴｒｅＡｃｅａ逆转录
试剂盒为ＴＯＹＯＢＯ公司产品。
１．３　哮喘模型的构建
１．３．１　致敏　　实验第０、７、１４天腹腔注射致敏，哮喘组每次
给予１００μｇＯＶＡ＋１００μＬＰＢＳ＋１００μＬＡｌ（ＯＨ）３混悬液，对
照组给予１００μＬＰＢＳ＋１００μＬＡｌ（ＯＨ）３。
１．３．２　激发　　在实验第２１～２７天连续７ｄ雾化，哮喘组给
予１μｇ／μＬＯＶＡＰＢＳ溶液激发，１次／ｄ，每次３０ｍｉｎ，对照组用
ＰＢＳ代替ＯＶＡ。
１．４　气道反应性测定
　　末次激发后２４ｈ，小鼠无创肺功能仪检测各浓度Ｍｃｈ激发
后增强呼气间歇 （Ｐｅｎｈ），Ｍｃｈ浓度依次为０．７８、１．５６、３．１２５、
６．２５、１２．５、２５、５０ｍｇ／ｍＬ，以生理盐水（ＮＳ）的 Ｐｅｎｈ为基值，
Ｍｃｈ激发的Ｐｅｎｈ／ＮＳ激发的 Ｐｅｎｈ×１００％以 Ｐｅｎｈ％表示，作为
气道反应性的评价指标。

１．５　ＢＡＬＦ细胞计数、分类以及ＥＬＩＳＡ法检测ＩＮＦγ、
ＩＬ４、ＩＬ１０浓度

　　末次激发后４８ｈ，处死小鼠，仰卧位固定，暴露气管，用留
置针行气管插管肺泡灌洗，每次用ＰＢＳ０．５ｍＬ，共４次，记录回
收量。离心，沉淀重悬后取２０μＬ计细胞总数，剩余涂片，苏木
精伊红染色，光学显微镜下进行细胞分类计数；参照ＥＬＡＳＡ试
剂盒说明书检测上清液的细胞因子。

１．６　实时荧光定量ＰＣＲ检测肺组织ＩＤＯ和Ｆｏｘｐ３的
ｍＲＮＡ表达

　　取肺组织匀浆，Ｔｒｉｚｏｌ法抽提总 ｍＲＮＡ，逆转录反应制备
ｃＤＮＡ，反应体系为２０μＬ，反应条件：４２℃—１０ｍｉｎ—３０℃—
２０ｍｉｎ—９９℃—５ｍｉｎ—４℃—５ｍｉｎ，以 ｃＤＮＡ为模板进行
ＩＤＯ、Ｆｏｘｐ３和ＧＡＰＤＨｍＲＮＡ的ＰＣＲ扩增。引物由南京金斯瑞
公司合成，序列如下：ＩＤＯ：上游 ５′ＧＣＣＡＧＡＣＡＧＡＴＡＴＡＴＧＣＧ
ＧＡＧＡＡ３′，下游５′ＡＡＧＧＣＡＣＴＧＣＡＣＧＡＣＡＴＡＧＣＴＡＣ３′；Ｆｏｘｐ３：
上游 ５′ＧＧＴＧＧＡＧＧＣＧＧＧＡＣＴＧＡＧＴ３′，下游 ５′ＴＣＣＣＣＣＴＴＴ
ＴＣＣＡＣＴＡＣＴＣＴＡＴＧ３′；ＧＡＰＤＨ：上游 ５′ＡＣＣＣＡＴＣＡＣＣＡＴＣＴ
ＴＣＣＡＧＧＡＧ３′，下游 ５′ＧＡＡＧＧＧＧＣＧＧＡＧＡＴＧＡＴＧＡＣ３′，反应
体系为 ２０μＬ，反应条件：９４℃—５ｍｉｎ→（９４℃—３０ｓ→
５７℃—３０ｓ→７２℃—３０ｓ）×４５→７２℃—１０ｍｉｎ。根据标准曲
线计算出Ｃｔ值，与各自内参 ＧＡＰＤＨ的 Ｃｔ值校正后，得到 ＩＤＯ
和Ｆｏｘｐ３的ｍＲＮＡ相对表达倍数。
１．７　免疫组织化学方法检测肺组织ＩＤＯ蛋白表达
　　取肺组织，１０％中性甲醛固定４８ｈ，酒精脱水，石蜡包埋，
切片，加入羊抗鼠 ＩＤＯ（１∶２００），４℃孵育过夜，羊抗兔 ＨＲＰ
ＩｇＧ，ＤＡＢ显色。每张切片随机选择 １０个视野，用 ＩｍａｇｅＰｒｏ
Ｐｌｕｓ６．０图像分析软件测定阳性部位的平均光密度，用以代表
蛋白表达水平。

１．８　流式细胞仪检测Ｔｒｅｇ占ＣＤ４＋细胞的百分率
　　打开腹腔无菌取脾，ＰＢＳ冲洗，碾磨后２００目筛网过滤，红
细胞裂解液裂解红细胞，加入 ａｎｔｉＣＤ４ＦＩＴＣ，ａｎｔｉＣＤ２５ＰＥ，
４℃ 避光孵育３０ｍｉｎ；洗涤后加入新鲜配制的固定／破膜剂，
４℃ 避光孵育４５ｍｉｎ；洗涤２次后加入 ａｎｔｉＦｏｘｐ３ＰＥｃｙ５．５，
４℃ 避光孵育３０ｍｉｎ，洗涤后重悬细胞，上机测定。
１．９　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计分析。数据用 珋ｘ±ｓ表示，各
组间均数比较采用单因素方差分析，当方差不齐时采用秩和检

验，用Ｐｅａｒｓｏｎ方法进行相关分析。

２　结果

２．１　气道反应性
　　哮喘组小鼠雾化吸入 Ｍｃｈ３．１２５～５０ｍｇ／ｍＬ时 Ｐｅｎｈ％显
著高于对照组（Ｐ＜０．０１）；ＭｃｈＰｅｎｈ／ＮｓＰｅｎｈ最大值哮喘组为
（１３３０．６３±２９５．９４）明显高于对照组（５１９．８３±１３３．１５）（Ｐ＜
０．０１）。见图１。
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图１　２组小鼠不同气道反应性的比较
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２．２　ＢＡＬＦ细胞计数及分类
　　与对照组比较，哮喘组 ＢＡＬＦ总数、中性粒细胞、淋巴细
胞、嗜酸性细胞分类计数比例均显著性升高（Ｐ＜０．０１）。见
表１。

表１　２组小鼠ＢＡＬＦ中细胞总数和分类计数的变化（×１０５／ｍＬ，ｎ＝８）

组别 细胞总数
中性粒细胞

（％）

淋巴细胞

（％）

巨噬细胞

（％）

嗜酸性细胞

（％）

对照组 １．６２±０．７１ ３．２１±０．９７ ５．５６±１．８７９０．８７±１１．１６０．３４±０．０５

哮喘组 ８．１６±２．５７ １０．６０±２．８１１９．００±４．３９３７．４４±６．５１３３．１８±６．６７

２．３　ＥＬＩＳＡ检测ＢＡＬＦ中ＩＮＦγ、ＩＬ４、ＩＬ１０浓度
　　与对照组比较，哮喘组 ＢＡＬＦ中 ＩＮＦγ和 ＩＬ１０浓度降低，
而ＩＬ４浓度升高，均有显著性差异（Ｐ＜０．０１）。见表２。

表２　２组小鼠ＢＡＬＦ中ＩＮＦγ、ＩＬ４和ＩＬ１０的浓度（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

组别 ＩＮＦγ（ｐｇ／ｍＬ） ＩＬ４（ｎｇ／Ｌ） ＩＬ１０（ｐｇ／ｍＬ）
对照组 ３３２．０８±８．９５ ２０７．４２±７．１８ １５１．９９±６．１３
哮喘组 ２５２．７９±８．３６ ２７２．４６±８．７０ １２１．２４±５．８５

２．４　荧光定量ＰＣＲ检测肺组织ＩＤＯ和Ｆｏｘｐ３的ｍＲ
ＮＡ表达

　　哮喘组和对照组肺组织ＩＤＯｍＲＮＡΔＣｔ值分别为（５．９３±
０．２３）和（４．４５±０．１７），相对表达量为１∶０．３５（Ｐ＜０．０１）；哮喘
组和对照组肺组织Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡΔＣｔ值分别为（３．５４±０．１８）和
（２．１５±０．１４），相对表达量为１∶０．３８（Ｐ＜０．０１）。

２．５　免疫组化检测肺组织ＩＤＯ的蛋白表达
　　以平均光密度为指标检测的小鼠肺组织中 ＩＤＯ在蛋白水
平的表达，哮喘组为（１１８．４３±１２．３８），对照组为（２７９．９３±
３０２４），差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图２）。

!

"

Ａ：对照组；Ｂ：哮喘组

图２　免疫组织化学染色检测２组小鼠肺组织中ＩＤＯ的

表达　（ＳＰ×２００）

２．６　流式细胞仪检测Ｔｒｅｇ占ＣＤ４＋细胞的百分率
　　哮喘组 Ｔｒｅｇ占 ＣＤ４＋细胞的百分率（２．５３±０．１３）％比对
照组（５．０５±０．２６）％明显降低（Ｐ＜０．０１，图３）。
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Ａ、Ｃ：ＣＤ２５、ＣＤ４；Ｂ、Ｄ：Ｆｏｘｐ３；Ａ、Ｂ：对照组；Ｃ、Ｄ：哮喘组

图３　流式细胞仪检测２组小鼠Ｔｒｅｇ占ＣＤ４＋细胞的百分率比较

２．７　相关分析结果
　　将正常组 ＩＤＯ与 Ｆｏｘｐ３的 ｍＲＮＡ和哮喘组 ＩＤＯ与 Ｆｏｘｐ３
的ｍＲＮＡ的表达分别进行相关分析，ｒ值分别为０．８１９和０．８０７
（Ｐ＜０．０５），提示ＩＤＯ与ＦＯＸＰ３的 ｍＲＮＡ表达水平呈正相关。
将正常组和哮喘组的ＩＤＯ蛋白表达与 Ｔｒｅｇ数量分别进行相关
分析，ｒ值分别为０．７８３和０．７６５（Ｐ＜０．０５），提示 ＩＤＯ蛋白表
达与Ｔｒｅｇ数量呈正相关关系。

３　讨论

　　免疫耐受机制缺乏或减弱可使机体Ｔｈ２细胞反应
增强，导致气道变态反应性炎症发生，因此免疫耐受机

制缺陷可能是支气管哮喘发生的始动因素［５］。正常

气道在接触过敏源形成免疫耐受机制中 Ｔｒｅｇ起着重
要作用，Ｆｏｘｐ３是 Ｔｒｅｇ特异性的标志，其表达与 Ｔｒｅｇ
功能密切相关［６］。本研究中，哮喘组肺组织 Ｆｏｘｐ３
ｍＲＮＡ表达降低，流式细胞检测 Ｔｒｅｇ占 ＣＤ４＋细胞的
百分率减少，其分泌的抑制性细胞因子 ＩＬ１０浓度降
低，并且Ｔｈ１细胞分泌的ＩＦＮγ浓度减少，Ｔｈ２细胞分
泌的ＩＬ４浓度增加，提示小鼠接触特异性过敏原后，
抗原特异性 ＣＤ４＋Ｔ细胞向 Ｔｈ２细胞偏移，而不是向
Ｔｒｅｇ偏移，导致Ｔｒｅｇ数量减少。实验中哮喘组小鼠气
道反应性明显升高，ＢＡＬＦ中细胞总数以及中性粒细
胞、淋巴细胞、嗜酸性细胞分类计数比例显著性升高，

提示气道变应性炎症加重。由此可以推测，小鼠接触
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特异性过敏原后，抗原特异性 ＣＤ４＋Ｔ细胞不向 Ｔｒｅｇ
偏移，导致Ｔｒｅｇ数量减少，免疫调节功能减弱，免疫耐
受缺陷，从而引起 Ｔｈ１功能减弱，Ｔｈ２功能亢进，气道
反应性增加，变应性炎症加重，支气管哮喘发生。

　　目前认为，ＣＴＬＡ４可能是机体外周Ｔ细胞耐受的
主要控制开关。表达ＣＴＬＡ４的Ｔｒｅｇ诱导的免疫耐受
机制是通过ＩＤＯ分解代谢色氨酸而抑制激活Ｔ细胞分
化、增殖，导致Ｔ细胞无能的作用实现的；且ＩＤＯ催化分
解色氨酸的产物也可抑制同种异基因Ｔ细胞的增殖，诱
导Ｔ细胞凋亡，从而清除活化的抗原特异性Ｔ细胞克
隆［７］。此外，Ｈｉｌｌ等［８］研究显示ＩＤＯ可能通过诱导Ｔ细
胞向Ｔｒｅｇ细胞分化或者直接活化成熟的Ｔｒｅｇ细胞。
　　本研究结果显示，哮喘组小鼠肺组织 Ｔｒｅｇ特异性
的 Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ表达降低，流式细胞检测 Ｔｒｅｇ占
ＣＤ４＋细胞的百分率减少，Ｔｒｅｇ分泌的抑制性细胞因子
ＩＬ１０水平降低，同时发现肺组织 ＩＤＯ的 ｍＲＮＡ和蛋
白表达降低。统计分析显示，Ｆｏｘｐ３的 ｍＲＮＡ表达水
平与ＩＤＯ的ｍＲＮＡ表达水平之间呈正相关，ＩＤＯ的蛋
白表达水平与 Ｔｒｅｇ细胞数量之间呈正相关。由此我
们可以推测，由于Ｔｒｅｇ功能减弱，数量减少，所诱导的
ＩＤＯ表达量下降，同时由于 ＩＤＯ表达量降低，ＣＴＬＡ４
表达减低，不能诱导 Ｔ细胞向 Ｔｒｅｇ细胞分化或者活
化，导致Ｔｒｅｇ数量进一步减少，由此形成正反馈。最
终，通过色氨酸代谢机制的免疫耐受被打破，导致气道

反应性增加，气道变应性炎症加重，诱导哮喘发生。

　　ＩＦＮγ及ＩＦＮ调节因子１（ＩＲＦ１）是激活ＩＤＯ的主
要细胞因子［９］，可上调 ＩＤＯ表达；ＩＬ４、ＩＬ６和 ＴＧＦβ
可下调ＩＤＯ的表达［１０］。本研究中，哮喘组ＩＦＮγ浓度
减低，ＩＬ４浓度增加，肺组织 ＩＤＯ的 ｍＲＮＡ表达和蛋
白表达降低，提示 ＩＦＮγ表达降低，ＩＬ４表达升高，可
导致ＩＤＯ表达量降低。
　　综上所述，ＩＤＯ与 Ｔｒｅｇ之间存在一个调节环路，
机体接触特异性过敏原后，ＤＣ提呈抗原，抗原特异性
ＣＤ４＋Ｔ细胞不向 Ｔｒｅｇ偏移，Ｔｒｅｇ数量减少和功能减

弱，抑制ＤＣ表达ＩＤＯ，ＩＤＯ不能通过降解色氨酸诱导
对外源性抗原的免疫耐受；而且 ＩＤＯ的表达下调，又
抑制幼稚Ｔ细胞向Ｔｒｅｇ细胞分化；同时由于Ｔｈ１功能
减弱，Ｔｈ２功能亢进，其分泌的细胞因子 ＩＦＮγ等减
少，ＩＬ４等增加，进一步下调 ＩＤＯ表达，这种反馈作用
最终导致免疫耐受缺陷的形成。当气道ＤＣ提呈抗原
时引起Ｔ细胞向Ｔｈ２反应偏离，气道反应性增加，变应
性炎症加重，支气管哮喘发生。这是对哮喘免疫发病

机制的重要补充。
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）

更　　正

　　因作者疏忽，本刊２０１２年第３４卷第１８期１８８１－１８８３页刊发的由姚一搏等撰写的论文《１ＨＭＲＳ引导辅助
伽玛刀治疗２０例脑胶质瘤的初步观察》，未将许明辉教授作为通信作者，特此更正。
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