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Th1/Th2/Th17细胞在实验性过敏性
结膜炎中的作用研究鄢

张剑 1，王冬兰 1，闫冬梅 2

（1.佳木斯大学附属第一医院 眼科，黑龙江 佳木斯 154003；2.佳木斯大学基础医学院，

黑龙江 佳木斯 154003）

摘要：目的 探讨 Th1/Th2/Th17细胞在实验性过敏性结膜炎发病中的可能作用。方法 40只 Brown

Norway大鼠随机分为 3组：空白组、对照组和实验组。应用鸡卵清蛋白（OVA）复制大鼠过敏性结膜炎模型。取

3组大鼠眼球及上下眼睑进行病理学分析，计数穹隆部结膜嗜酸性粒细胞浸润数。ELISA法测定大鼠血清 IgE、

IgG1、IgG2a和脾细胞培养上清液 IL-17、IL-4、IL-6、IL-10、IFN-γ含量。流式细胞仪测定大鼠外周血和脾脏

Th17细胞。结果 实验组大鼠穹隆部眼结膜嗜酸性粒细胞浸润数较空白组和对照组升高（ <0.01）。实验组大

鼠血清 IgE、IgG1较空白组和对照组升高（ <0.01），血清 IgG2a较空白组和对照组降低（ <0.01）。实验组大鼠

血清脾细胞培养上清液 IL-17、IL-4、IL-6、IL-10水平较空白组和对照组升高（ <0.01），IFN-γ水平较空白

组和对照组降低（ <0.01）。实验组大鼠外周血和脾脏 Th17细胞均高于空白组和对照组（ <0.01）。结论

Th1/Th2/Th17细胞平衡失衡是大鼠实验性过敏性结膜炎发病的主要原因。恢复 Th1/Th2/Th17失衡可能成

为过敏性结膜炎治疗的一条新途径。
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Effect of Th1/Th2/Th17 balance on development of
experimental allergic conjunctivitis鄢

Jian Zhang1, Dong-lan Wang1, Dong-mei Yan2

(1. Department of Ophthalmology, the First A ffiliated Hospital of Jiamusi University, Jiamusi,
Heilongjiang 154003, China; 2. College of Basic Medical Sciences, Jiamusi University,

Jiamusi, Heilongjiang 154003, China)

Abstract: Objective To investigate the effect of Th1/Th2/Th17 balance on development of experimental
allergic conjunctivitis. Methods Forty Brown Norway rats were randomly divided into three groups: normal
group, control group and experimental allergic conjunctivitis group (experimental group). Ovalbumin (OVA)-
induced allergic conjunctivitis models were established. The eyes including eyelids and conjunctivae were har原
vested for histological analysis, and infiltrating eosinophils in fornical conjunctivae were counted. The serum
levels of IgE, IgG1 and IgG2a and the concentrations of IL-17, IL-4, IL-6, IL-10 and IFN-酌 in spleen cul原
ture supernatant were measured by ELISA. The Th17 cells in peripheral blood and spleen tissue were detect原
ed using flow cytometry. Results The experimental group had significantly higher number of conjunctival
eosinophils than the normal and control groups ( < 0.01). The experimental group had significantly higher
serum IgE and IgG1 levels and significantly lower serum IgG2a level than the normal and control groups ( <
0.01). The concentrations of IL-17, IL-4, IL-6 and IL-10 in spleen culture supernatant were significantly
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过敏性结膜炎是一种多见于儿童和青少年，易

反复发作，常呈季节性加重的变态反应性眼表疾病，

患病达人群的 20%[1]。近年来随着环境污染加重，变

应原增加，发病率逐年增高。过敏性结膜炎确切的发

病机制至今尚不十分清楚。以往的研究认为过敏性

结膜炎是免疫球蛋白 E（immunoglobulin E，IgE）介

导的体液免疫和细胞免疫机制[2]，但是 IgE介导的过

敏性结膜炎变态反应的病理生理过程并不完全清

楚。本研究拟通过鸡卵清蛋白（Ovalbumin，OVA）致

敏、诱导大鼠实验性过敏性结膜炎模型。检测过敏

性结膜炎大鼠 1型辅助性 T细胞（type 1 helper T

cell，Th1）/2型辅助性 T细胞（type 2 helper T cell，

Th2）/17 型辅助性 T 细胞（type 17 helper T cell，

Th17）相关细胞因子白细胞介素 17（Interleukin-17，

IL-17）、白细胞介素 4（Interleukin-4，IL-4）、白细胞

介素 6（Interleukin-6，IL-6）、白细胞介素 10（Inter

leukin-10，IL-10）、γ-干扰素（Interferon-γ，IFN-γ）

及相应抗体 IgE、免疫球蛋白 G1（immunoglobulin

G1，IgG1）、免疫球蛋白 G2a（immunoglobulin G2a，

IgG2a）水平，揭示过敏性结膜炎的免疫学机制及发

病的病理生理过程，为探讨新的治疗靶点和方法提

供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 Brown Norway 大鼠 40 只（SPF

级），6～8周龄，体重 150～200 g，由佳木斯大学实

验动物中心提供。

1.1.2 主要试剂及仪器 OVA（美国 Sigma公司），

Giemsa染色试剂（北京索莱宝科技有限公司），莫能

菌素、PE标记的抗大鼠 IL-17A、异硫氰酸荧光素

（fluorescein isothiocyanate，FITC）标记的抗大鼠 CD4+

抗体（美国 e Biloscience公司），RPMI 1640培养基

（美国 Gibo公司），大鼠变应原特异性 IgE、IgG1、IgG2a、

IL-17、IL-4、IL-6、IL-10、IFN-γELISA 试剂盒（美

国 RD公司），BACS Calibur流式细胞仪（美国 BD公

司），全自动酶标仪（型号：RT-6000，美国 Rayto 公

司）。

1.2 方法

1.2.1 实验动物分组 Brown Norway 大鼠 40 只，

随机分为空白组 10只，对照组 10只，实验组 20只。

实验组于实验第 1 天给予 OVA 100μg 和佐剂Al

35 mg磷酸盐缓冲液（phosphate buffer saline，PBS）

200μl左足底部注射。第 7天给同样 OVA PBS液

200μl腹腔注射。第 14天和第 16天 OVA PBS液

（750μg/5μl/眼）点眼激发。对照组给予等量的 PBS

液，给药时间和途径同实验组。空白组为正常大鼠不

加任何处理。

1.2.2 眼部病理学检查 末次激发 24 h 断髓法处

死大鼠，摘取眼球及上下眼睑，10%福尔马林溶液固

定，石蜡包埋，矢状位 4μm厚连续切片，Giemsa染

色观察大鼠眼结膜病理变化。计数穹隆部结膜每高

倍镜下嗜酸性粒细胞浸润数量。

1.2.3 血清特异性 IgE、IgG1、IgG2a 抗体测定 采

用双抗体夹心酶联免疫吸附试验（enzymelinked im-

munosorbent assay，ELISA）法，在大鼠 IgE、IgG1、

IgG2a 单抗包被的酶标板上分别加入标准品和样

品，37℃，90 min，洗板 4次。加入生物素化抗大鼠

IgE、IgG1、IgG2a抗体，37℃，60 min，洗板 4次。加入

辣根过氧化物酶标记的抗生物素蛋白链菌素 37℃，

30 min。加入底物显色。450 nm处测光密度值，根据

标准曲线计算待测样品 IgE、IgG1、IgG2a浓度。

1.2.4 外周血、脾脏 Th17细胞的流式细胞术检测

肝素化抗凝大鼠外周血或脾细胞悬液，裂解红细胞，

分离淋巴细胞，调整细胞浓度 1×107 个 /ml，取

100μl加入佛波醇酯、离子霉素、莫能霉素，37℃，5%

二氧化碳 CO2培养 5 h，收集细胞用 PE标记的抗大鼠

IL-17A、FITC标记的抗大鼠 CD4+抗体进行细胞表

面及细胞内抗原染色。流式细胞仪进行检测。

1.2.5 脾细胞上清液细胞因子测定 无菌条件下取

出大鼠脾脏，经 100目钢网研磨过滤成单个细胞，用

RPMI 1640培养基（含 100μg/L小牛血清、100μg/L

青霉素及 100μg/L链霉素）重悬脾细胞。用 8.3 g/L

NH4Cl红细胞裂解液裂解红细胞，离心，收集细胞沉

higher but the IFN-酌 level was significantly lower in the experimental group than in the normal and control
groups ( < 0.01). The Th17 cells in the peripheral blood and spleen tissue of the experimental group were
significantly more than those of the normal and control groups ( < 0.01). Conclusions Th1/Th2/Th17 imbalance
might play an important role in the development of experimental allergic conjunctivitis. To modulate the
unbalanced Th1/Th2/Th17 reaction may contribute to treatment of allergic conjunctivitis.

Keywords: allergic conjunctivitis; Th1; Th2; Th17; cytokine
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表 1 大鼠血清 IgE、IgG1、IgG2a水平比较 （μg/ml，x±s）

组别 IgE IgG1 IgG2a

空白组（ =10） 3.59±0.62 3.78±0.86 9.87±1.48

对照组（ =10） 3.64±0.681） 3.83±0.891） 9.92±1.561）

实验组（ =20） 7.53±0.842） 9.62±0.742） 4.63±0.972）

值 135.492 258.855 86.349

值 0.000 0.000 0.000

注：1）与空白组比较， >0.05；2）与对照组比较， <0.01 图 2 大鼠血清 IgE、IgG1、IgG2a水平比较
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淀，RPMI 1640培养基重悬脾细胞，制成均质的脾

细胞悬液，调整细胞浓度至 2×106个 /ml。台昐蓝染

色观察活细胞≥98%时可用于实验。取脾细胞悬液

100μl加到无菌 96孔板中，加入 OVA至质量终浓

度 100μg/L，并设立阴性对照组，37℃，5% CO2培养

72 h。收集上清液 ELISA法测定 IL-17、IL-4、IL-6、

IL-10、IFN-γ 含量。实验操作程序与测定 IgE、

IgG1、IgG2a相同。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 19.0统计软件进行数据分析，计量资

料用均数±标准差（x±s）表示，多组间差异性测定

用方差分析，多组间两两比较用 SNK- 检验， <

0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 眼病理切片结果

空白组大鼠眼结膜无充血，固有层无或偶见粒细

胞浸润，每高倍镜下嗜酸性粒细胞浸润数（15.92±

5.97）个。对照组大鼠眼结膜无明显充血水肿，固有

层没有或偶见粒细胞浸润，每高倍镜下嗜酸性粒细胞

浸润数（17.36±6.02）个。实验组大鼠结膜组织疏松，

充血水肿明显，固有层内嗜酸性粒细胞及中性粒细胞

浸润，肥大细胞增加，并有脱颗粒现象。实验组每高

倍镜下嗜酸性粒细胞数（78.27±15.96）个。3组大鼠

眼结膜嗜酸性粒细胞浸润数比较，经单因素方差分析

差异有统计学意义（ =128.193， =0.000）。大鼠结

膜嗜酸性粒细胞浸润数经 SNK- 两两比较，对照组

与空白组比较差异无统计学意义（ =0.596），实验

组较对照组增多（ =0.000）。病理改变证明实验组

大鼠发生过敏性结膜炎。见图 1。

2.2 大鼠血清 IgE、IgG1、IgG2a水平的变化

大鼠血清 IgE、IgG1、IgG2a水平比较，经单因素

方差分析差异有统计学意义（ =0.000）。大鼠血清 IgE、

IgG1水平经 SNK- 两两比较，对照组与空白组比

较差异无统计学意义（ <0.05），实验组较对照组升

高（ =0.000），血清 IgG2a水平经 SNK- 两两比较，

对照组与空白组比较差异无统计学意义（ =0.405），

实验组较对照组降低（ =0.000）。见表 1和图 2。

2.3 大鼠外周血、脾脏组织 Th17细胞检测结果

外周血 Th17细胞流式细胞仪检测结果显示，大

鼠外周血 Th17细胞含量空白组为（0.70±0.05）%，对

照组为（0.71±0.09）%，实验组为（3.98±0.13）%。3

组大鼠外周血Th17细胞含量，经单因素方差分析，差

异有统计学意义（ =456， =0.000）。大鼠外周血

Th17细胞含量经 SNK- 两两比较，对照组与空白组

差异无统计学意义（ =0.760），实验组较对照组升高

A B C

A：空白组，偶见嗜酸性粒细胞浸润；B：对照组，仅见少数嗜酸性粒细胞浸润；C：实验组，可见大量嗜酸性粒细胞浸润（箭头所指为嗜酸性粒

细胞）（Giemsa染色×400）

图 1 空白组、对照组与实验组病理切片结果
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表 2 大鼠脾细胞培养上清液 IL-17、IL-4、IL-6、IL-10、IFN-γ水平比较 （pg/ml，x±s）

组别 IL-17 IL-4 IL-6 IL-10 IFN-γ

空白组（ =10） 2.56±0.04 5.98±1.09 4.96±0.51 5.49±0.98 22.85±3.63

对照组（ =10） 2.59±0.061） 6.12±1.131） 4.91±0.481） 5.66±1.021） 23.45±3.891）

实验组（ =20） 17.68±2.562） 67.04±6.122） 54.62±4.372） 62.92±5.892） 7.96±1.012）

值 339.125 438.619 445.099 497.609 156.120

值 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

注：1）与空白组比较， >0.05；2）与对照组比较， <0.01

A 3组大鼠外周血 Th17细胞流式细胞仪检测结果比较

空白组 对照组 实验组
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1

0

空白组 对照组 实验组

100 101 102 103 104 100 101 102 103 104 100 101 102 103 104

CD4 FITC CD4 FITC CD4 FITC

（ =0.001）（见图 3A）。脾脏组织 Th17细胞检测中选

择代表性的流式细胞仪分析。结果显示大鼠脾细胞

悬液 Th17细胞空白组含量为（0.81±0.07）%，对照

组为（0.82±0.11）%，实验组为（4.86±0.17）%，3 组

大鼠脾细胞悬液 Th17细胞含量，经单因素方差分析

差异有统计学意义（ =439， =0.000）。经 SNK- 两

两比较对照组与空白组无统计学意义（ =0.813），实

验组较对照组升高（ =0.001）（见图 3B）。

2.4 大鼠脾细胞培养上清液 IL-17、IL-4、IL-6、IL-

10、IFN-γ水平

3组大鼠脾细胞培养上清液 IL-17、IL-4、IL-6、

IL-10、IFN-γ水平经单因素方差分析，差异有统计

学意义（ =0.000）。大鼠脾细胞培养上清液 IL-17、

IL-4、IL-6、IL-10水平经 SNK- 两两比较，对照组

与空白组比较差异无统计学意义（ >0.05）。实验组

较对照组升高（ =0.000），大鼠脾细胞培养上清液

IFN-γ水平经 SNK- 检验，对照组与空白组比较差

异无统计学意义（ =0.317）。实验组较对照组降低

（ =0.000）。见表 2和图 4。

2.5 大鼠脾细胞培养上清液 IL-17/IFN-γ、IL-4/

IFN-γ、IL-6/IFN-γ、IL-10/IFN-γ比值

3组大鼠脾细胞培养上清液 IL-17/IFN-γ、IL-

4/IFN-γ、IL-6/IFN-γ、IL-10/IFN-γ 比值经单因

素方差分析，差异有统计学意义（ =0.000）。大鼠脾

图 3 3组大鼠外周血、脾细胞悬液 Th17细胞流式细胞仪检测结果比较

B 3组大鼠脾细胞悬液血 Th17细胞流式细胞仪检测结果比较

空白组 对照组 实验组
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表 3 脾细胞 IL-17/IFN-γ、IL-4/IFN-γ、IL-6/IFN-γ、

IL-10/IFN-γ比较 （x±s）

组别 IL-17/IFN-γ IL-4/IFN-γ IL-6/IFN-γ IL-10/IFN-γ

空白组（ =10） 0.29±0.05 0.76±0.06 0.58±0.05 0.69±0.04

对照组（ =10） 0.28±0.041） 0.79±0.081） 0.59±0.071） 0.71±0.061）

实验组（ =20） 2.45±0.132） 8.01±1.162） 7.64±1.072） 7.96±1.082）

值 677.768 377.124 423.252 442.158

值 0.000 0.000 0.000 0.000

注：1）与空白组比较， >0.05；2）与对照组比较， <0.01

图 4 大鼠脾细胞培养上清液 IL-17、IL-4、IL-6、IL-10、

IFN-γ水平比较
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细胞培养上清液 IL-17/IFN-γ、IL-4/IFN-γ、IL-6/

IFN-γ、IL-10/IFN-γ比值经SNK- 两两比较，对照

组与空白组差异无统计学意义（ >0.05）。实验组较

对照组升高（ =0.000）。见表 3。

3 讨论
过敏性结膜炎是眼部结膜组织对过敏原发生了

广泛的抗原特异性辅助 T细胞反应引起的过敏性疾

病。辅助性 T细胞按其分化和功能分为 Th1、Th2、

Th17和调节性 T细胞[3]。

Th1 细胞产生 IL-2、IFN-γ、TNF-α，Th2 细胞

产生IL-4、IL-5、IL-6、IL-10等细胞因子，近年研究证

实 Th17产生 IL-17。Th1、Th2细胞分别产生特征性

细胞因子，检测 IFN-γ可以了解 Th1的功能状态，

检测 IL-4、IL-6、IL-10可以了解 Th2的功能状态[4]。

研究发现，Th1、Th2细胞产生的细胞因子还与特异性

抗体 IgE、IgG 亚类的表达密切相关，Th1 细胞因子

刺激 IgG2a抗体的产生，而 Th2细胞因子刺激 IgE、

IgG1的产生。比较血清 IgG2a和 IgG1水平的改变也

可以了解 Th1/Th2之间功能状态的调节变化[5]。本研

究结果显示，过敏性结膜炎大鼠脾细胞培养上清液

IL-4、IL-6、IL-10 水平较对照组大鼠升高，IFN-γ

水平降低。脾细胞培养上清液 IL-4/IFN-γ、IL-6/

IFN-γ、IL-10/IFN-γ比值过敏性结膜炎大鼠较对

照组大鼠升高。过敏性结膜炎大鼠血清 IgE、IgG1水

平较对照组大鼠升高，血清 IgG2水平较对照组降低。

提示过敏性结膜炎大鼠 Th2 细胞功能活动增强，

Th1细胞活性降低。Th2/Th1比例升高，免疫状态由

Th1向 Th2“克隆漂移”，表现为 Th2型优势表达。表

明 Th1/Th2失衡与过敏性结膜炎的发病密切相关[6]，

Th2细胞过多产生的细胞因子 IL-4、IL-6、IL-10参

与过敏性结膜炎发病的病理生理过程[7]。但是 Th1/

Th2失衡并不能完全解释过敏性结膜炎发病的全部

机制。近年研究发现，在辅助性 T细胞中还存在着

一类新成员，由于这类效应 CD4+T细胞分泌的细胞

因子以 IL-17为主，因此被命名为 Th17[8]。Th17参

与完成许多免疫反应，Th17发挥作用的关键是其分

泌的细胞因子 IL-17[9]。

近年研究发现，在花粉季节过敏性鼻炎患者外周

血 Th17细胞数量增多，血清 IL-17水平升高，患者

血清 IL-17水平与过敏性鼻炎患者临床症状严重程

度呈正相关[10]。支气管哮喘患者肺泡支气管灌洗液

中 IL-17表达升高[11]。变应性鼻炎、支气管哮喘均为

细胞介导的变态反应。有研究证明，在 OVA诱导的

小鼠支气管哮喘模型致敏阶段，中和 IL-17抗体可增

强过敏反应，使小鼠支气管灌洗液中 IL-5和嗜酸性

粒细胞数增加。IL-17在抗原特异性细胞的活化、嗜

酸性粒细胞聚集和血清 IgE的生成过程中均发挥作

用[12]。IL-17参与 Th1/Th2失调过敏性疾病的发病过

程[13]。IL-17能诱导人支气管上皮细胞、纤维细胞、气

道平滑肌细胞和静脉内皮细胞释放促炎因子 TNF-

α、IL-1β、C-CSF、IL-6以及趋化因子 CXCL1/Gro-

α、CXCL2和 CXCL8/IL-8，增加中性粒细胞的生成。

IL-17 通过刺激固有免疫机制调节中性粒细胞聚

集，IL-17的基本生物学功能就是促进趋化因子、促

细胞炎症因子和金属蛋白酶的表达，刺激炎症反应

及中性粒细胞趋化[14]。本研究结果显示，过敏性结膜

炎大鼠外周血、脾脏 Th17细胞增加，脾细胞培养产

生 IL-17增多。提示 Th17细胞分泌 IL-17增多参与

了过敏性结膜炎发病的病理生理过程。

对人类的研究发现，Th17/Th1细胞能同时分泌

IL-17和 IFN-γ[15]。IL-12不仅刺激 Th17/Th1产生

IL-23R和 RORγδ而促进 IL-17分泌，还上调 Th1

细胞转录因子 Tbet表达，促进 IFN-γ分泌[16]。在病

中国现代医学杂志 第 26卷

36· ·

PDF      pdfFactory Pro        www.fineprint.cn

http://www.fineprint.cn


（申海菊 编辑）

理状态下，Th1、IFN-γ可能影响 Th17、IL-17，动物

实验发现，缺乏 IFN-γ时 Th17产生 IL-17增多，可

诱发实验性自身免疫性葡萄膜炎的发生。IFN-γ缺

失型小鼠实验性自身免疫性葡萄膜炎模型外周血

IL-17明显增多[17]。本研究结果显示，过敏性结膜炎

大鼠脾细胞培养上清液 IFN-γ减少，外周血、脾脏

Th17细胞数量增多，脾细胞培养上清液 IL-17含量

增多。提示 Th17/Th1失衡是大鼠过敏性结膜炎发病

的重要原因。

本研究证明，Th1/Th2/Th17 失衡，Th2、Th17 细

胞因子产生增多，Th1细胞功能降低、细胞因子分泌

减少是大鼠过敏性结膜炎发病的重要原因。因此，在

临床上抑制 Th2、Th17细胞因子产生，促进 Th1细胞

因子分泌，增强 Th1反应，抑制 Th2、Th17过度反应，

恢复 Th1/Th2/Th17平衡，可能成为治疗过敏性结膜

炎的一条新途径。
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