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·论著·

雷帕霉素对肺间质纤维化大鼠 
辅助性 T 细胞亚群平衡变化的影响

徐芳 黄莺 万勇
（武汉市第一医院呼吸内科，湖北  武汉  430022）

【摘要】 目的 探讨雷帕霉素对肺纤维化过程中辅助性 T 细胞（Th 细胞）平衡变化的影响。方法 将

15 只 SD 大鼠按随机数字表法分为对照组、模型组、雷帕霉素组，每组 5 只。经气管内注入博莱霉素 5 mg/kg

复制大鼠肺纤维化模型，对照组气管内注入生理盐水 1.25 mL/kg ；雷帕霉素组于制模后 3 d 灌胃雷帕霉素 

1 mg·kg-1·d-1，连续 10 d。制模后 28 d 处死动物，取肺组织进行病理学观察，用 Ashcroft 评分评估肺纤维化程

度 ；免疫组化法检测肺组织中 γ- 干扰素（IFN-γ）、白细胞介素（IL-4、IL-17）的表达 ；流式细胞仪检测外周

血 CD4+ 和 CD8+ 调节性 T 细胞的比例。结果 雷帕霉素组肺纤维化程度较模型组明显减轻，Ashcroft 评分明

显降低（分 ：2.92±0.64 比 5.76±1.76，F＝16.276，P＝0.080）。肺组织 IL-4 及 IL-17 表达量（A 值）在模型组

最高（4 789.0±1 014.6、19 139.0±2 433.3），其次是雷帕霉素组（3 547.0±953.8、10 380.0±2 352.4），对照组表达

量最低（1 627.0±914.8、4 419.0±923.6）；IFN-γ 表达量（A 值）在对照组最高（9 956.0±1 172.6），雷帕霉素组

其次（7 487.0±998.4），模型组最低（6 054.0±1 045.2），组间两两比较差异均具有统计学意义（均 P＜0.01）。与

对照组和模型组比较，雷帕霉素组 CD4+CD25+Foxp3+ 细胞占 CD4+CD25+、CD4+ 和淋巴细胞的比例均明显升高 

〔分别为（57.36±8.84）% 比（41.28±5.91）%、（34.52±4.56）%；（4.77±0.48）% 比（3.15±0.37）%、（3.14±0.28）%；

（1.97±0.22）% 比（1.24±0.17）%、（1.44±0.29）%，均 P＜0.05〕；CD8+CD25+Foxp3+ 细 胞 占 CD8+CD25+、CD8+

和 淋 巴 细 胞 的 比 例 也 明 显 升 高〔（73.92±7.69）% 比（33.44±4.46）%、（49.14±11.38）% ；（1.73±1.05）% 比

（0.46±0.15）%、（0.71±0.42）% ；（0.31±0.20）% 比（0.09±0.04）%、（0.14±0.09）%，均 P＜0.05〕。 模 型 组 仅

CD8+CD25+Foxp3+ 细胞占 CD8+CD25+ 细胞的比例较对照组明显升高〔（49.14±11.38）% 比（33.44±4.46）%， 

P＜0.05〕。结论 肺纤维化中存在 Th1/Th2、Th17/Treg 失衡及向 Th2、Th17 偏移 ；雷帕霉素具有抑制肺纤维化

的作用，可能通过促进 Treg 细胞及纠正 Th1/Th2 失衡实现。
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【Abstract】 Objective　To study the effect of rapamycin on the balance of T helper cell subsets in rats 
with pulmonary fibrosis. Methods Fifteen male Sprague-Dawley (SD) rats were randomly divided into control 
group, model group and rapamycin group, with 5 rats in each group. Pulmonary fibrosis model was reproduced by 
using the method of intratracheal instillation of bleomycin (5 mg/kg). Control group was treated by intratracheal 
instillation of saline (1.25 mL/kg) to obtain the negative control. The rats of the rapamycin group were given rapamycin  
(1 mg·kg-1·d-1) by gastric perfusion for consecutive 10 days beginning on the 3rd day after intratracheal instillation of 
bleomycin. On the 28th day all rats were sacrificed, and the peripheral blood and the lung tissues were harvested. The 
lung tissue was observed. And the severity of pulmonary fibrosis in rats was assessed by Ashcroft score. The lung tissues 
were performed using immunohistochemical staining to detect the expression of γ-interferon (IFN-γ) and interleukins 
(IL-4, IL-17). Flow cytometry was used to detect the percentages of CD4+ T cells and CD8+ T cells. Results The 
severity of pulmonary fibrosis was improved in rats of rapamycin group compared with that of model group, and the 
Ashcroft score was decreased (2.92±0.64 vs. 5.76±1.76, F = 16.276, P = 0.080). The expression levels of IL-4 
and IL-17 (A value) in model group were the highest (4 789.0±1 014.6, 19 139.0±2 433.3), followed by those of the 
rapamycin group (3 547.0±953.8, 10 380.0±2 352.4), and the least was found in the control group (1 627.0±914.8, 
4 419.0±923.6). The expression levels of IFN-γ (A value) in control group were the highest (9 956.0±1 172.6), 
followed by those of the rapamycin group (7 487.0±998.4), and the least was found in the model group (6 054.0±1 045.2). 
There were significantly differences in above parameters among three groups (all P < 0.01). Compared with the control 
group and model group, the percentages of CD4+CD25+Foxp3+ T cells in CD4+CD25+, CD4+ cells, and lymphocytes were 
significantly increased in rapamycin group [(57.36±8.84)% vs. (41.28±5.91)%, (34.52±4.56)%; (4.77±0.48)% vs. 
(3.15±0.37)%, (3.14±0.28)%; (1.97±0.22)% vs. (1.24±0.17)%, (1.44±0.21)%, all P < 0.05], and the percentages of 
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CD8+CD25+Foxp3+ T cells in CD8+CD25+, CD8+ cells, and lymphocytes were also significantly increased in rapamycin 
group [(73.92±7.69)% vs. (33.44±4.46)%, (49.14±11.38)%; (1.73±1.05)% vs. (0.46±0.15)%, (0.71±0.42)%; 
(0.31±0.20)% vs. (0.09±0.04)%, (0.14±0.09)%, all P < 0.05]. The percentage of CD8+CD25+Foxp3+ T cells in 
CD8+CD25+ in model group was significantly higher than that in control group [(49.14±11.38)% vs. (33.44±4.46)%, 
P < 0.05]. Conclusions T helper cell subsets are imbalanced in pulmonary fibrosis rats. Rapamycin can prevent 
bleomycin-induced pulmonary fibrosis, and its antifibrotic effect maybe the promotion of proliferation and function of 
regulatory T cells and imbalance regulation of T helper cell subsets.

【Key words】 Bleomycin; Rapamycin; Pulmonary fibrosis; Immune reaction; T helper cell

 获得性免疫是高等动物体内非常重要的一种免

疫反应，这种免疫反应是由 CD4+ 的辅助性 T 细胞

（Th 细胞）来实现的。幼稚的 CD4+ Th 细胞与不同

的初始抗原相互作用，接受不同的信号刺激，接触不

同的抗原因子分化成不同的亚型［1］。目前公认的

4 种亚型有 Th1、Th2、Th17 及 CD4CD25Foxp3 调节

性 T 细胞（Treg），分别分泌不同细胞因子来发挥其

功能。如 Th1 细胞主要分泌 γ- 干扰素（IFN-γ），

Th2 细胞主要分泌白细胞介素 -4（IL-4），Th17 细胞

主要分泌 IL-17。Th 细胞通过分泌不同细胞因子

作为细胞间信号传递分子，影响相应的病理生理过

程，包括自身的分化过程。正常情况下，Th1/Th2、

Th17/Treg 处于动态平衡状态，这种平衡为机体高

效率地调配各个免疫细胞及免疫分子来完成免疫

反应提供了基础条件。研究显示，肺纤维化中存在

Th1/Th2 失衡及 Th2 优势［2］，但对 Th17/Treg 的平衡

关系研究较少。

 雷帕霉素是一种属于大环内酯类的新型免疫

抑制药物［3］，一般通过与雷帕霉素靶蛋白 mTOR 结

合，阻断效应型 T 细胞的增殖。对 Treg 细胞则是通

过增强外周和胸腺幼稚 T 细胞 Foxp3 的表达，起到

扩增 Treg 细胞的作用［4］。那么雷帕霉素是否具有

确切的抗肺纤维化作用，其对 Th 细胞的影响如何？

本研究以 IFN-γ、IL-4、IL-17 分别代表 Th1、Th2、

Th17 类细胞因子，采用流式细胞仪检测 Treg 细胞，

探讨在肺纤维化发病过程中 Th 细胞的平衡关系及

雷帕霉素对其的影响。

1 材料与方法

1.1 主要试剂和主要药品 ：免疫组化一抗抗体 

IL-17、IFN-γ、IL-4（美 国 Santa Cruz 公 司），抗 兔

二抗（丹麦 DAKO 公司）。流式抗体 CD4- 异硫氰酸

荧光素（FITC）、CD8-FITC、CD25- 藻红蛋白（PE）、

Foxp3-PE-Cy5、Foxp3 染色缓冲液（美国 eBioscience

公司）。博莱霉素（每支 4 mg，天津太和制药有限公

司，批号 081102），雷帕霉素（每支 100 mg，上海源叶

生物科技公司，批号 53123-88-9）。

1.2 实验动物及分组 ：选取 15 只健康 SPF 级雌性

SD 大鼠，体质量 180～200 g，购自武汉大学动物中

心，动物合格证号 ：4200593400。按随机数字表法

分为对照组、模型组、雷帕霉素组，每组 5 只。

1.3 动物模型制备和处理 ：采用气管内注入博莱

霉素 5 mg/kg 制备大鼠肺纤维化模型，对照组气管

内注入生理盐水 1.25 mL/kg。雷帕霉素组制模后第 

3 日给予 1 mg·kg-1·d-1 雷帕霉素灌胃［5］，连续 10 d。

各组大鼠于术后 7 d 内给予颈部切口碘伏消毒，每

日 1 次，防止感染发生。

1.4 观察指标及方法 ：于制模后 28 d 处死大鼠，取

左肺下叶相同部位的肺组织进行常规包埋切片，取

外周血 3 mL 行流式细胞仪检测。

1.4.1 病理学观察 ：取肺组织，常规石蜡切片、苏木

素 - 伊红（HE）染色、固定，光镜下观察肺间质厚度

及纤维化范围。参照 Ashcroft 评分评估肺纤维化的

程度。

1.4.2 免疫组化检测 ：用免疫组化法检测 IFN-γ、

IL-4、IL-17 在肺组织内的表达。切片常规脱蜡，

梯度乙醇水化，磷酸盐缓冲液（PBS）冲洗 3 min× 

2 次 ；微波抗原修复（92 ℃ 10 min），冷却后，切片

用 PBS 冲洗 2 次，每次 3 min ；3% 过氧化氢（H2O2）

处理 10 min，灭活内源性酶，蒸馏水冲洗 3 次，每

次 2 min ；5% 牛血清白蛋白室温下封闭 1 h，加入一

抗，湿盒中 37 ℃孵育 45 min，PBS 冲洗 3 次，每次 

5 min ；加入二抗 37 ℃孵育 45 min，PBS 冲洗 3 次，

每次 5 min ；3，3'- 二氨基联苯胺（DAB）显色，苏木

素复染，二甲苯透明，中性树胶封片，显微镜下观察。

以胞质内出现棕黄色颗粒为阳性反应，阴性对照除

细胞核染成蓝色外，胞质内无棕黄色反应物。每张

切片选取 5 个肺间质相似视野，400 倍光镜下测量，

通过 Image-pro plus 分析软件根据免疫组化阳性着

色的深浅及其阳性面积范围计算视野下的积分吸光

度（A）值，取平均值进行统计。

1.4.3 流式细胞仪检测 ：根据前向散射角（FCS）及

侧向散射角（SSC）确定淋巴细胞群。以 CD4+ 细胞
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设定门 N。在 CD4+ 细胞中选取 CD4+CD25+ 双阳性

细胞，设定双门 L2。以门 L2 选取 CD4+CD25+Foxp3+

三 阳 性 细 胞。 通 过 设 定，分 析 CD4+CD25+/CD4+、

CD4+CD25+Foxp3+/CD4+CD25+、CD4+CD25+Foxp3+/

CD4+ 的细胞比例。同理，以此类推分析 CD8+ 淋巴

细胞群的比例［6］。

1.5 统计学分析 ：使用 SPSS 16.0 软件进行统计

学分析。进行方差齐性检验，如方差不齐，采用

Kruskal-Wallis H 法进行统计学分析，数据满足方差

齐性，采用单因素方差分析。各组间两两比较使用

LSD-t 检验。数据以均数 ± 标准误（x±sx）表达，P＜
0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 肺组织病理学改变（图 1）：对照组肺组织未见

明显异常病理改变 ；模型组肺泡间隔增宽，肺泡大

小不均匀，终末小气道周边炎性细胞浸润，同时伴有

纤维化形成，以支气管周边区域较为明显。雷帕霉

素组炎性细胞浸润及纤维化形成较模型组明显减

轻。Ashcroft 评分（分）显示，模型组评分明显高于

对 照 组（5.76±1.76 比 0.28±0.45，F＝12.645，P＝

0.009）；雷帕霉素组评分（2.92±0.64 比 5.76±1.76，

F＝16.276，P＝0.080）明显低于模型组。

表 1 雷帕霉素对肺纤维化大鼠肺组织 IFN-γ、IL-4、IFN-γ/IL-4、IL-17 表达的影响（x±sx）

组别 动物数（只） IFN-γ（A 值） IL-4（A 值） IFN-γ/IL-4 IL-17（A 值）

对照组 5 9 956.0±1 172.6 1 627.0±   914.8 6.1±2.3   4 419.0±   923.6

模型组 5 6 054.0±1 045.2 a 4 789.0±1 014.6 a 1.3±1.0 19 139.0±2 433.3 a

雷帕霉素组 5 7 487.0±   998.4 b 3 547.0±   953.8 b 2.1±1.7 10 380.0±2 352.4 b

F 值 19.813 9.342 0.467 42.358

P 值   0.008 0.034 0.046   0.007

注 ：与对照组比较，aP＜0.01 ；与模型组比较，bP＜0.01

图 2 雷帕霉素对肺纤维化大鼠肺组织中 IFN-γ、IL-4、
IL-17 表达的影响（免疫组化  高倍放大）

图 1 雷帕霉素对肺纤维化大鼠肺组织病理学改变的影响
（HE 染色  低倍放大）

a ：对照组 ； b ：模型组 ； c ：雷帕霉素组

2.2 肺组织免疫组化（表 1 ；图 2）：IL-4 及 IL-17

表达量在模型组最高，其次是雷帕霉素组，对照组最

低 ；与此相反，IFN-γ 表达量在模型组最低，对照

组最高（P＜0.05 或 P＜0.01）。

2.3 流式细胞仪检测结果（表 2）：模型组 CD4+ 细

胞占淋巴细胞的比例、CD4+CD25+ 细胞占 CD4+ 细

胞的比例、CD8+CD25+Foxp3+ 细胞占 CD8+CD25+ 的

比例均较对照组明显升高（均 P＜0.05）。雷帕霉

素 组 CD4+CD25+Foxp3+ 细 胞 占 CD4+CD25+ 细 胞、

CD4+ 细胞和淋巴细胞的比例均较对照组和模型组

明 显 升 高（均 P＜0.05），CD8+CD25+Foxp3+ 细 胞 占

CD8+CD25+ 细胞、CD8+ 细胞和淋巴细胞的比例均

较对照组和模型组明显增高（均 P＜0.05）。

3 讨 论

 研究显示，Th 细胞参与了肺纤维化病变中胶

原沉积过程［7］。一直以来认为肺纤维化中存在

Th1/Th2 失衡及向 Th2 偏移的优势［2，8］。正常情况

下，Th1 产生 IL-2、IFN-γ、肿瘤坏死因子（TNF）等

多种细胞因子 ；Th2 产生 IL-4、IL-5、IL-6、IL-10、

IL-13 等细胞因子，这两类细胞因子表达的正常调

节由 Th1/Th2 功能的相互平衡决定［9］。研究显示，

在感染、创伤等应激状态下，Th1 细胞功能普遍降

低，而 Th2 细胞功能明显提高，出现 Th1 向 Th2 漂

移［10-11］。研究显示，肺纤维化中以 IL-4 为代表的

Th2 细胞可扩大炎症反应，进一步引起肺结构重塑 ；

而 Th1 细 胞 来 源

的因子如 IFN-γ、

IL-2 等 在 体 外 可

抑制肺成纤维细胞

增生，减少胶原生

成［8］。本研究的模

型 组 IFN-γ/IL-4

比值减少，提示向
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Th2 细胞亚型偏移，与上述论点相符。

 近年来，另一种 Th 细胞 Th17 的发现弥补了

Th1 / Th2 模型的不足，Treg 和 Th17 细胞的平衡成

为研究新焦点。Th17 细胞是一类在 IL-23 诱导下

分 泌 IL-17 的 独 立 Th 细 胞 亚 群［12］，与 其 他 传 统 

3 个亚群相比具有不同的细胞生物学功能，参与宿

主防御、介导自身免疫性疾病和变态炎症反应［13］。

Treg 细胞主要介导免疫抑制反应，通过抑制促炎因

子〔如 IL-2、IL-10、转化生长因子 -α（TGF-α）〕、

T 淋巴细胞毒性相关抗原 4（CTLA-4）和 Foxp3 等

的生成［14］，进而促进 Th1/Th2 的漂移。研究显示，

在创伤及感染中，Treg 细胞的抑制功能降低，T 淋

巴细胞增殖受抑［15］。有学者认为，Th17 增加及

Treg 细胞数量、功能不足存在于许多自身免疫性疾

病，如类风湿关节炎、哮喘、荨麻疹等［16］，在肺纤维

化中是否存在 Th17/Treg 失衡及其机制研究较少。 

Liu 等［17］在二氧化硅诱导的鼠纤维化模型中，应用

抗 CD25 抗体去除 Treg 细胞可以明显增加 IFN-γ

的表达，延缓纤维化过程中的 Th2 反应，表明 Treg 细

胞在二氧化硅诱导的肺损伤炎症过程中可以明显抑

制 Th1 反应。另外，在特发性肺纤维化（IPF）患者中

Treg 细胞功能的缺陷可能导致 Th2 细胞反应失控，

或者直接导致 Th2 极化，促使纤维化的发生［18-19］。 

本研究结果发现，模型组大鼠发生明显肺纤维化， 

其 IL-17 表达增高，Treg 细胞所占比例却无明显增

高，虽然 CD8+CD25+Foxp3 细胞占 CD8+CD25+ 细胞

的比例较对照组高，但总的数量与对照组差异无统

计学意义，提示模型组在 Th17 细胞功能、数量明显

上升的同时，Treg 功能和数量较 Th17 细胞相对下

降，说明肺纤维化中 Th17/Treg 失衡及向 Th17 细胞

亚型偏移。

 实验证明，雷帕霉素作为免疫抑制剂，对体内

多种 T 细胞具有抑制增殖的作用，目前已经广泛应

用于多种自身免疫性疾病和器官移植后抗排斥反应

的治疗［20-21］，其作用机制是通过与雷帕霉素靶蛋白 

mTOR 结合，阻断效应型 T 细胞增殖［22］。本研究发

现，雷帕霉素组大鼠肺组织炎性细胞浸润及纤维化

程度较模型组明显减轻，Ashcroft 评分较模型组明

显降低，说明雷帕霉素有抑制大鼠肺纤维化的作用。

 国外研究发现，对 PI3K、Akt、mTOR 通路信号

关键分子的阻断可以增强外周和胸腺幼稚 T 细胞

Foxp3 的表达水平［4］。本研究雷帕霉素组 CD4+Treg

和 CD8+Treg 细胞的比例也较对照组和模型组明显

升高，说明雷帕霉素通过与雷帕霉素靶蛋白 mTOR 

结合，提高了 Treg 的数量，并通过提高 Treg 的数量

和功能抑制肺纤维化病情发展 ；雷帕霉素组较模型

组 IFN-γ 增 高，IL-4 下 降，IFN-γ/IL-4 增 高，提

示雷帕霉素有纠正 Th1/Th2 失衡的作用，但具体机

制有待进一步研究。
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给出离心机转速的同时给出离心半径，例如 ：离心半径 8 cm，12 000 r/min 离心 10 min。
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