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富马酸二甲酯对 Th17细胞体外分化调节作用的研究

沈明灿，王颖，魏瑞华，粘红

（天津医科大学眼科医院、眼视光学院、眼科研究所，国家眼耳鼻喉疾病临床医学研究中心天津市分中心，天津

市视网膜功能与疾病重点实验室，天津 300384）

摘要 目的：探讨富马酸二甲酯（DMF）对小鼠体外诱导分化的辅助性 T细胞 17（Th17）的抑制作用。方法：从 C57BL/6J小鼠全身
淋巴结和脾脏中获取淋巴细胞，采用免疫磁珠技术分选出 Na觙ve CD4+ T细胞，在细胞因子作用下定向诱导分化为 Th17细胞，建立
Th17细胞体外诱导分化模型。实验分组设置为：对照组、5 滋mol/L DMF组、15 滋mol/L DMF组、25 滋mol/L DMF组。流式细胞术检测
各组中 Th17细胞的比率，qRT-PCR检测各组视黄酸受体相关孤儿受体 酌t（ROR酌t）、白细胞介素-17A（IL-17A）、白细胞介素-23
受体（IL-23R）、粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子（GM-CSF）、酌-干扰素（IFN-酌）、T辅助细胞分化转录因子（T-bet）和叉头框蛋白
P3（FOXP3）mRNA的相对表达量，ELISA法检测各组 IL-17A的蛋白表达量。结果：CD4+T细胞阳性分选率约为 93%；流式细胞
术检测结果显示，与对照组相比，DMF处理后 Th17细胞比率显著降低，25 滋mol/L DMF组抑制作用最显著（t=5.227，P约0.01），且呈
剂量依赖性，并且在 25 滋mol/L DMF给药浓度下对细胞活性没有影响；qRT-PCR结果分析显示，25 滋mol/L DMF组中 ROR酌t、
IL-17A、IL-23R、GM-CSF和 IFN-酌的 mRNA相对表达量均低于对照组（t=4.061，P约0.05；t=4.701，P约0.01；t=19.18，P约0.000 1；
t=19.18，P约0.05；t=2.870，P约0.05），而两组中 T-bet和 FOXP3mRNA表达量差异无统计学意义（t=0.105、0.731 9，均 P跃0.05）；ELISA
法检测结果显示，与对照组相比，25 滋mol/L DMF组的 IL-17A浓度显著降低（t=4.786，P约0.01）。结论：DMF可能通过抑制ROR酌t
与 IL-17A、IL-23R、GM-CSF、IFN-酌的表达，进而抑制 Na觙ve CD4+ T细胞向 Th17细胞分化的能力与 Th17细胞的致病功能。
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The regulation of dimethyl fumarate in the differentiation of Th17 cells in vitro
SHEN Mingcan，WANG Ying，WEI Ruihua，NIAN Hong
（Tianjin Medical University Eye Hospital, School of Ophthalmology and Optometry, Institute of Ophthalmology, Tianjin Branch of
National Clinical Medical Research Center for Ophthalmology and Otorhinolaryngology, Tianjin Key Laboratory of Retinal Function and
Diseases, Tianjin 300384, China）
Abstract Objective：To investigate the inhibitory effect of dimethyl fumarate（DMF）on the differentiation of helper T cells 17（Th17）
in vitro. Methods：Lymphocytes were obtained from the systemic lymph nodes and spleens of C57BL/6J mice. Na觙ve CD4+ T cells were
sorted by immunomagnetic beads and induced to differentiate into Th17 cells under the action of cytokines，and the induction differenti原
ation model of Th17 cells was established in vitro. The experiment was divided into control group，5 滋mol/L DMF group，15 滋mol/L DMF
group and 25 滋mol/L DMF group. The ratio of Th17 cells in each group was detected by flow cytometry. The relative expression of
retinoic acid receptor-related orphan receptor gamma-t（ROR酌t），interleukin-17A（IL-17A），interleukin-23 receptor（IL-23R），
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor（GM-CSF），interferon gamma（IFN-酌），T-box expressed in T cells（T-bet）and
forkhead box protein P3 （FOXP3）mRNA in each group was detected by qRT-PCR. The protein expression of IL-17A in each group
was detected by ELISA. Results：The positive sorting rate of CD4+ T cells was about 93%. The results of flow cytometry showed that
compared with the control group，the ratio of Th17 cells was significantly decreased after DMF treatment，and the inhibitory effect
of 25 滋mol/L DMF was the most significant（t=5.227，P约0.01）in a dose-dependent manner. There was no effect on cell activity
at 25 滋mol/L DMF concentration. The results of qRT-PCR analysis showed that the relative mRNA expression of ROR酌t，IL-17A，IL-
23R，GM-CSF and IFN-酌 in the 25 滋mol/L DMF group were significantly lower than those in the control group，and the difference was
statistically significant（t=4.061，P约0.05；t=4.701，P约0.01；t=19.18，P约0.000 1；t=19.18，P约0.05；t=2.870，P约0.05，respectively），but
there was no significant difference in the expression of T-bet and FOXP3 mRNA between the two groups（t=0.105、0.7319，both P跃
0.05）. The results of ELISA showed that the concentration of IL-17 A in the 25 滋mol/L DMF group was significantly lower than that in
the control group（t=4.786，P约0.01）. Conclusion：DMF may inhibit the differentiation of Na觙ve CD4+T cells into Th17 cells and the
pathogenic function of Th17 cells by inhibiting the expression of ROR酌t，IL-17A，IL-23R，GM-CSF and IFN-酌.
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辅助性 T细胞（Th）17细胞由 CD4+ T细胞分化
而来的，能够通过分泌白细胞介素-17A（IL-17A）、
白细胞介素-17F（IL-17F）、白细胞介素-21（IL-21）
和肿瘤坏死因子-琢（TNF-琢）等促炎细胞因子，引发
机体组织的炎症反应[1]。现有研究表明，Th17的免
疫反应与干燥综合征相关干眼、自身免疫性葡萄膜

炎、白塞氏病和 Graves眼病等自身免疫性眼病的发
生、发展具有紧密的联系[2-5]。因此，开发靶向 Th17
细胞药物的自身免疫性眼病治疗策略具有较好的

临床前景。

富马酸二甲酯（DMF）是三羧酸循环中间体富
马酸盐的酯类衍生物[6]，作为一种已获批用于治疗

复发缓解型多发性硬化症（RRMS）和银屑病的免疫
调节剂[7-9]，其具有抗炎、抗氧化、免疫调节、神经保

护和抗增殖等作用[10]。但 DMF是否直接影响 Th17
细胞的分化和功能目前鲜有报道。本研究旨在利用

体外模型，探讨 DMF对 Th17细胞分化和功能的免
疫调控作用及其可能的机制，以期为 Th17相关的
自身免疫性眼病寻找新的候选药物。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 主要试剂及仪器 Dimethyl fumarate（DMF）、
佛波醇 12-十四酸酯 13-乙酸酯（PMA）、钙离子霉
素（ionomycin）、布雷菲尔得菌素 A（BFA）（美国 Sig原
ma公司）；IMDM基础培养基、胎牛血清（美国 Gibco
公司）；小鼠重组因子 anti-CD3、anti-CD28、白细胞
介素-23（IL-23）、转化生长因子-茁（TGF-茁）、白细
胞介素-6（IL-6）、白细胞介素-1茁（IL-1茁）、抗白细
胞介素-4抗体（anti-IL-4 antibody）、抗 酌-干扰素抗
体（anti-IFN-酌 antibody，美国 BioLengend公司）；固
定破膜液、巯基化藻红蛋白（PE）耦联的抗小鼠 CD4
抗体（PE-CD4）、异硫氰酸荧光素（FITC）耦联的抗
小鼠 IL-17 抗体（FITC-IL-17）、逆转录试剂盒、2伊
实时荧光定量 PCR 扩增预混液（美国 Thermo 公
司）；RNA提取试剂盒（美国 EZBiocience公司）；小
鼠 IL-17 ELISA试剂盒（美国 R&D公司）；FACSCal原
ibur流式细胞仪（美国 BD公司）
1.1.2 实验动物 SPF 级雄性 C57BL/6J 小鼠 6~8
周龄，体重（20依1）g，购自北京维通利华实验动物技
术有限公司。实验动物的饲养及操作符合国家科学

技术委员会《实验动物管理条例》的规定，并获得天

津医科大学动物管理及使用委员会的批准（批文

号：TJYY2019110117）。
1.2 方法

1.2.1 磁珠分选小鼠淋巴结与脾脏 CD4+ T细胞及

纯度鉴定 处死小鼠后，碾磨淋巴结和脾脏获取单

细胞悬液，封闭细胞表面 Fc受体，孵育 PE-CD4抗
体。清洗细胞去除多余 PE-CD4抗体，孵育 anti-PE
MicroBeads。按照磁珠分选 CD4+ T细胞试剂盒说明
进行分选操作，取适量细胞使用流式细胞仪检测

CD4+ T细胞纯度，FlowJo软件进行数据分析。
1.2.2 体外诱导分化 Th17细胞 将 Na觙ve CD4+ T
细胞接种于提前一天包被 anti -CD3（5 滋g/mL）、
CD28（1 滋g/mL）的 48孔板（4.5伊105 cell/孔）中。在培
养基中加入 IL-23（10 ng/mL）、TGF-茁（2.5 ng/mL）、
IL-6（10 ng/mL）、IL-1茁（10 ng/mL）、anti-IL-4 抗体
（2 滋g/mL）、anti-IFN-酌抗体（2 滋g/mL）细胞因子的
混合液。实验分组设置为：对照组、5 滋mol/L DMF
组、15 滋mol/L DMF组、25 滋mol/L DMF组。
1.2.3 流式细胞术检测两组细胞中 Th17细胞的比
率 收集培养 3 d的细胞，使用刺激液[PMA（50 ng/
mL）、BFA（1 滋g/mL）和 ionomycin（1 滋g/mL）]重悬细
胞，刺激 4耀6 h；封闭细胞表面 Fc受体，破膜固定，
随后使用 PE-CD4抗体进行细胞表面染色，使用
FITC-IL-17A抗体进行细胞内染色。使用流式细胞
仪检测 Th17细胞比率，FlowJo软件进行数据分析。
1.2.4 凋亡实验检测细胞活性 收集培养 3 d的细
胞，PBS洗涤细胞 2次，Binding Buffer重悬细胞，依
次加入 Annexin V-FITC 和碘化丙啶（propidiumio原
dide，PI）并混匀，室温避光反应 10 min后进行流式
细胞仪的观察和检测。

1.2.5 实时荧光定量 PCR 细胞培养 2 d后，按照
EZB RNA提取试剂盒说明书操作步骤，裂解细胞并
提取样本总 RNA，之后使用逆转录试剂盒将所得
RNA逆转为 cDNA，以 cDNA为扩增模板，进行实时
荧光定量 PCR检测。以 茁-actin为内参照，用相对量
化方程 2 -驻驻Ct 分析 Th17 细胞特征性转录因子
ROR酌t、IL -17A 与致病性相关基因 IL -23R、GM-
CSF和 IFN-酌以及 Th1和 Treg细胞特异性转录因
子 T-bet和 FOXP3 mRNA的相对表达量。相关引物
序列与产物大小见表 1。
1.2.6 ELISA实验检测培养上清中 IL-17A的蛋白
含量 细胞培养 3 d 后，收集对照组与 25 滋mol/
L DMF组细胞培养上清液，按照小鼠 IL-17A蛋白
ELISA实验试剂盒说明书进行操作，检测两组培养
上清样本中 IL-17A的含量。
1.3 统计学处理 本研究所有实验均重复 3次或
以上，数据均使用 SPSS 26.0统计学软件进行统计
处理与分析，以 x依s表示计量资料数据。进行正态性
检验和方差齐性检验比较组间差异后，选择合适的
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方法分析数据。两组之间比较采用独立样本 t检验。
检验水准：琢=0.05。

2 结果

2.1 磁珠分选小鼠淋巴结和脾脏 CD4+T细胞纯度
鉴定 流式细胞仪检测结果分析显示，CD4+ T细胞
在分选后细胞中所占比例约为 93%（图 1），满足后
续实验所需条件。

2.2 DMF抑制 Na觙ve CD4+T细胞向 Th17细胞分化
与对照组相比，随着 DMF给药浓度增加，Th17细
胞的比率呈剂量依赖性逐渐降低（图 2A），25
滋mol/L DMF组抑制作用最显著（t=5.227，P约0.01）（图
2B），且凋亡实验表明该浓度下细胞活性不受影响，因
此选择 25 滋mol/L DMF作为后续实验给药浓度。

图 1 CD4+ T细胞所占比例
Fig.1 Proportion of CD4+ T cells
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注：A：流式细胞术检测不同浓度 DMF处理后 Th17细胞的比率；B：与对照组相比，*P约0.05，**P约0.01，ns：无显著差异；C：凋亡实验检测
25 滋mol/L DMF组与对照组细胞活性；DMF：富马酸二甲酯

图 2 DMF抑制 Na觙ve CD4+ T细胞向 Th17细胞分化
Fig.2 DMF inhibited the differentiation of Na觙ve CD4+ T cells into Th17 cells

表 1 qRT-PCR引物序列及产物
Tab.1 Primer sequences and product length of qRT-PCR

检测基因 引物序列（5忆寅3忆） 产物长度（bp）

IL-23R F:GTTACAGCAAAATCATCCCACG 123

R:CAAGAAGACCATTCCCGACAAA

GM-CSF F:GATATTCGAGCAGGGTCTACGG 068

R:AGCTGGCTGTCATGTTCAAGG

IFN-酌 F: GTCCAGCGCCAAGCATTCAA 093

R: TCAGCAGCGACTCCTTTTCC

IL-17A F: CCTGGCGGCTACAGTGAAG 057

R: TTTGGACACGCTGAGCTTTG

ROR酌t F: CCTCAGCGCCCTGTGTTTT 058

R: GAGAACCAGGGCCGTGTAGA

T-bet F:ACCTGTTGTGGTCCAAGTTCAA 063

R:GCCGTCCTTGCTTAGTGATGA

FOXP3 F:ACCTATGCCACCCTTATCCG 066

R:TTCATTGAGTGTCCTCTGCCTC

茁-actin F: GGCTGTATTCCCCTCCATCG 154

R:CAGTTGGTAACAATGCCATGT

注：IL-23R：白细胞介素-23受体；GM-CSF：粒细胞-巨噬细胞
集落刺激因子；IFN-酌：酌-干扰素；IL-17A：白细胞介素-17A；ROR酌t：
视黄酸受体相关孤儿受体 酌t；T-bet：T 辅助细胞分化转录因子；
FOXP3：叉头框蛋白 P3；茁-actin：茁-肌动蛋白
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2.3 DMF 对 Th17 细胞 ROR酌t、IL -17A、IL -23R、
GM-CSF、IFN-酌、T-bet 和 FOXP3 mRNA 相对表达
量的影响 qRT-PCR显示，与对照组相比，25 滋mol/L
DMF组 ROR酌t、IL-17A、IL-23R、GM-CSF和 IFN-酌
mRNA相对表达量显著降低（t=4.061，P约0.05；t=4.701，
P约0.01；t=19.18，P约0.000 1；t=19.18，P约0.05；t=2.870，

P约0.05），而两组 T-bet和 FOXP3 mRNA表达量无显
著差异（t=0.105、0.731 9，均 P跃0.05），见图 3。
2.4 DMF对 IL-17A分泌量的影响 ELISA检测结
果显示，与对照组相比，25 滋mol/L DMF组的 IL-17A
的蛋白表达量明显下降（图 4），差异具有统计学意
义（t=4.786，P约0.01）。
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胞-巨噬细胞集落刺激因子；IFN-酌：酌-干扰素；T-bet：T辅助细胞分化转录因子；FOXP3：叉头框蛋白 P3

图 3 DMF对 Th17细胞中 ROR酌t、IL-17A、IL-23R、GM-CSF、IFN-酌、T-bet和 FOXP3 mRNA相对表达量的影响
Fig.3 The effect of DMF on the relative expression of ROR酌t，IL-17A，IL-23R，GM-CSF，IFN-酌，T-bet and FOXP3mRNA in Th17 cells

3 讨论

Th17细胞是特异性表达 ROR酌t并分泌促炎因
子 IL-17的 CD4+ T细胞亚群，在驱动多种自身免疫
性疾病发生、发展中起关键作用[11]。IL-17能够募集
中性粒细胞、巨噬细胞和单核细胞等到达炎症部

位，加重组织的炎症反应[12]。研究表明，DMF在自身
免疫性疾病中发挥重要的保护作用。文献报道，

DMF能够通过诱导小胶质细胞从经典激活的促炎
型转变为替代激活的神经保护型，从而实现对自身

免疫性脑脊髓炎的神经保护作用[13]。此外，DMF治
疗能够通过减少促炎标志物 iNOS、TNF-琢 的表达
对实验性自身免疫性葡萄膜炎起到保护作用[14]。临

床研究发现，接受 DMF治疗的银屑病患者血液中
Th17细胞的比率以及相关的 IL-17蛋白表达量下
降[15]。还有研究发现，小鼠脑脊髓炎模型发病期给予

DMF治疗可显著抑制脱髓鞘疾病的发展以及中枢
神经系统 IL-17A mRNA水平[16]。Chauhan等[17]研究

表明，体内使用单克隆抗体阻断 IL-17显著降低了
自身免疫性干眼的严重程度，同时伴随着 Th17细
胞的减少和 Treg功能的恢复。与上述研究结果部分

**

注：**P约0.01；DMF：富马酸二甲酯；IL-17A：白细胞介素-17A

图 4 DMF对 IL-17A分泌量的影响
Fig.4 The effect of DMF on the secretion of IL-17A
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一致，在本研究中，利用纯化的 CD4+ T细胞，体外给
予 DMF处理可以显著降低 Th17 细胞的比率以及
IL-17A mRNA和蛋白的表达量，提示 DMF可直接
调控 Th17细胞的分化。ROR酌t与 STAT3、IRF4和
BATF 组成的转录因子复合体能够通过结合 IL-
17A 启动子上游的保守非编码序列来诱导并调节
IL-17A 基因的转录，从而完整地启动 Th17细胞亚
群的分化程序，增加 IL-17的表达[18-19]。此外，有研

究发现 ROR酌t 小分子化合物抑制剂 CQMU151 和
CQMU152 能够减少小鼠视网膜中 Th17 细胞的数
量和 IL-17 蛋白的表达，从而降低实验性自身免
疫性葡萄膜炎的严重程度[20]。笔者进一步研究表明，

DMF 处理组中 ROR酌t mRNA 的表达显著降低，提
示 DMF可能通过调控 ROR酌t mRNA的表达进而影
响 Th17细胞的分化。

IL-23R、GM-CSF 和 IFN-酌 与 Th17 细胞的致
病性密切相关。IL-23R主要高表达于致病性 Th17
细胞表面，在致病性 Th17细胞产生和分化过程中起
重要的作用[21]。越来越多的证据表明，IL-23R通过
多种机制促进成熟 Th17细胞的致病性，包括维持
Th17细胞特征性基因（ROR酌t和 IL-17），诱导效应
基因（IL-22、GM-CSF和 IFN-酌），下调抑制性因子
（IL-2、IL-27、IL-12）以及通过上调 IL-23R表达放
大自身信号[22]。同样在实验性自身免疫性葡萄膜炎

中，过表达 IL-23R增加了 Th17细胞的比率并且加
重了 EAU小鼠的眼部炎症反应[23]。GM-CSF是与
Th17 细胞致病性密切相关的重要细胞因子之一，
IFN-酌同样在增强 Th17细胞致病性方面具有重要
作用[4，24]。在自身免疫性干眼中，产生 IFN-酌的 Th17
细胞数量随疾病严重程度的加重而增加[25]。笔者的

研究结果显示，DMF显著抑制了 Th17 细胞中 IL-
23R、GM-CSF和 IFN-酌的表达，进一步抑制 Th17
细胞的致病功能。Chen等[26]研究报道，在 Th17细胞
中高度表达的 lncRNA Neat1正向调控抗原特异性
Th17细胞反应，全身性敲低 Neat1及 CD4+ T细胞
特异性敲低 Neat1均可减缓小鼠 EAU的发展。因
此，调控 Th17细胞相关通路是治疗自身免疫性眼
病的重要策略。

综上所述，本研究结果表明 DMF能够通过抑
制 Th17细胞相关特征性基因的表达，进而直接负
向调控 Th17细胞的分化和致病功能，是 Th17细胞
相关自身免疫性眼病极具转化意义的候选药物之

一。然而，本研究的局限性在于仅在体外探讨了

DMF对 Th17细胞分化和功能的影响，但其在体内
的调控作用，还需进一步的探索与研究。
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