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(57)摘要

本发明提供了一种Th17细胞及其培养方法

和应用及其诱导液，属于医学技术领域。本发明

的Th17细胞诱导液，它包括Kifunensine，以及如

下组分中的任意一种或多种：TGF‑ β 、IL‑6、抗

IL2抗体、抗IFN‑ γ 抗体、抗IL4抗体、IL‑23和IL‑

1 β。本发明采用的体外培养方法简单，添加试剂

种类少，培养时间短，容易操作。本发明将应用到

体外培养促进Th17细胞中，且使用本发明TGF‑ β
+IL‑6+抗IL‑2抗体+Kifunensine分化出来的

Th17细胞不仅比例高，稳定性好，且本发明分化

出来的Th17细胞的IL‑17A基因表达量以及转录

因子ROR γ t表达量最高。本发明在分化机制方面

探索以及与Th17细胞在抗菌（抗感染）、抗肿瘤和

提升免疫力方面的作用以及Th17细胞与相关自

身免疫疾病的研究有良好的应用前景。
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1.一种极化和扩增Th17细胞的诱导液，其特征在于，所述诱导液包括如下重量配比的

组分：

化合物1          10μM；
TGF‑β            2ng/mL；

IL‑6             50ng/mL；

或，

化合物1          1‑100μM；
TGF‑β            0.1‑5ng/mL；

IL‑6             10‑100ng/mL；

抗IL2抗体        1‑50μg/mL；
或，

化合物1          10μM；
TGF‑β            2ng/mL；

IL‑6             50ng/mL；

抗IL2抗体        30μg/mL；
抗IFN‑ γ 抗体：    10μg/mL；
抗IL4抗体：       10μg/mL；
或，

化合物1          10μM；
TGF‑β            2ng/mL；

IL‑6             50ng/mL；

抗IL2抗体        30μg/mL；
抗IFN‑ γ 抗体：    10μg/mL；
抗IL4抗体：       10μg/mL；
IL‑23：           10ng/mL；

IL‑1β：           10ng/mL；
或，

化合物1          1‑100μM；
TGF‑β            0.1‑5ng/mL；

IL‑6             10‑100ng/mL；

抗IL2抗体        1‑50μg/mL；
IL‑1β：           1‑50ng/mL；
其中所述化合物1为Kifunensine；化合物1结构如式I所示：

式I。
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2.权利要求1所述的Th17细胞的诱导液，其特征在于，所述诱导液包括如下重量配比的

组分：

化合物1        10μM；
TGF‑β          2ng/mL；

IL‑6           50ng/mL；

抗IL2抗体      30μg/mL；
或；

化合物1        10μM；
TGF‑β          2ng/mL；

IL‑6           50ng/mL；

抗IL2抗体      30μg/mL；
IL‑1β：         1‑50ng/mL。
3.权利要求2所述的Th17细胞的诱导液，其特征在于，所述诱导液包括如下重量配比的

组分：

化合物1        10μM；
TGF‑β          2ng/mL；

IL‑6           50ng/mL；

抗IL2抗体      30μg/mL；
IL‑1β：         1ng/mL。
4.一种Th17细胞培养方法，其特征在于：步骤如下：  取幼稚T细胞，培养，采用权利要求

1‑3任一项所述的诱导液诱导分化。

5.根据权利要求4所述的培养方法，其特征在于：

所述培养采用的培养基包括基础培养基及添加物组成，其中，基础培养基为DMEM，添加

物及在基础培养基中的添加量分别为：

胎牛血清，所述胎牛血清与DMEM基础培养基的体积比为(8~15）:（92~85)、非必需氨基

酸0 .1mM、丙酮酸1mM、4‑羟乙基哌嗪乙磺酸20mM、β‑巯基乙醇3 .6μM、L‑谷氨酰胺2mM、200 

Units  /mL青霉素、200  ug/mL链霉素、抗CD28抗体1.5  μg/mL和1.5  μg/mL  抗CD3抗体。

6.根据权利要求5所述的培养方法，其特征在于：

所述培养的时间为  48‑97  h；培养的环境为37℃，5%CO2。

7.根据权利要求6所述的培养方法，其特征在于：所述胎牛血清与DMEM基础培养基的体

积比为10:90；所述培养的时间为  72  h。
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一种Th17细胞及其培养方法和应用及其诱导液

技术领域

[0001] 本发明属于医学技术领域，具体涉及一种Th17细胞及其培养方法和应用及其诱导

液。

背景技术

[0002] 辅助性T  细胞17(T  helper  cell  17,  Th17细胞)是一种新发现的能够分泌白细

胞介素17(interleukin17，  IL‑17)的T  细胞亚群。Th17细胞在自身免疫性疾病和机体防御

反应中具有重要的意义，Th17细胞还具有很强的促炎作用，在清除细胞外病原体特别是在

黏膜和上皮屏障处也至关重要，还有研究证明Th17细胞在抗感染抗肿瘤方面具有重要作

用。Th17细胞已经成为抗炎和免疫治疗的重要靶点，在体外诱导出大量Th17细胞至关重要。

[0003] 目前Th17细胞体外诱导分化主要以TGF‑β和IL‑6作为主要的诱导因子共同促进

Th17细胞分化，并且使用细胞因子IL‑21促进或维持Th17细胞的分化。

[0004] β  转化生长因子(transforming  growth  factor  b,  TGF‑β)、IL‑6、IL‑23  和IL‑

21  在Th17  细胞的分化形成过程中起着积极的促进作用，而 γ  干扰素  (interferon  γ , 

IFN‑ γ )、IL‑4、细胞因子信号传送阻抑蛋白3(suppressor  of  cytokine  signaling  3 , 

Socs3)和IL‑2则抑制它的分化。

[0005] 目前认为维甲酸相关孤儿核受体‑ γ t（ROR γ t）是Th17细胞的主要转录调节因子，

驱使细胞因子IL‑17A、IL‑17F和IL‑22等的表达。由于  ROR γ t  在  Th17  细胞中的关键作

用，因此检测Th17  细胞中ROR γ t  基因表达对研究  Th17分化水平很重要。

[0006] 目前，Th17细胞体外分化的方法并不能得到大量的IL‑17A表达量高的Th17细胞，

因此开发一种简单的IL‑17A表达量高的Th17细胞体外培养方法至关重要。

发明内容

[0007] 本发明的目的在于提供一种Th17细胞及其培养方法和应用与诱导液。

[0008] 本发明提供了一种极化和扩增Th17细胞的诱导液，它包括化合物1，以及如下组分

中的任意一种或多种：TGF‑β、IL‑6、抗IL2抗体  、抗IFN‑ γ 抗体、抗IL4抗体、IL‑23和IL‑1β；
[0009] 化合物1结构式I如式所示：

[0010]

[0011] 式I。

[0012] 进一步地，所述诱导液包括如下重量配比的组分：

[0013] 化合物1        1‑100μM；
[0014] TGF‑β          0.01‑5ng/ml；
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[0015] IL‑6           1‑100ng/ml；

[0016] 或，

[0017] 化合物1        1‑100μM；
[0018] TGF‑β          0.01‑5ng/ml；

[0019] IL‑6           1‑100ng/ml；

[0020] 抗IL2抗体      1‑50μg/ml；
[0021] 或，

[0022] 化合物1        1‑100μM；
[0023] TGF‑β          0.01‑5ng/ml；

[0024] IL‑6           1‑100ng/ml；

[0025] 抗IL2抗体      1‑50μg/ml；
[0026] 抗IFN‑ γ 抗体   1‑50μg/ml；
[0027] 抗IL4抗体      1‑50μg/ml；
[0028] 或，

[0029] 化合物1        1‑100μM；
[0030] TGF‑β          0.01‑5ng/ml；

[0031] IL‑6           1‑100ng/ml；

[0032] 抗IL2抗体      1‑50μg/ml；
[0033] 抗IFN‑ γ 抗体   1‑50μg/ml；
[0034] 抗IL4抗体      1‑50μg/ml；
[0035] IL‑23：         1‑100ng/ml；

[0036] IL‑1β：         1‑100ng/ml；
[0037] 或，

[0038] 化合物1        1‑100μM；
[0039] TGF‑β          0.01‑5ng/ml；

[0040] IL‑6           1‑100ng/ml；

[0041] 抗IL2抗体      1‑50μg/ml；
[0042] IL‑1β：         1‑100ng/ml。
[0043] 进一步地，所述诱导液包括如下重量配比的组分：

[0044] 化合物1        5‑15μM；
[0045] TGF‑β          1‑4ng/ml；
[0046] IL‑6           30‑70ng/ml；

[0047] 或，

[0048] 化合物1        5‑15μM；
[0049] TGF‑β          1‑4ng/ml；
[0050] IL‑6           30‑70ng/ml；

[0051] 抗IL2抗体      20‑40μg/ml；
[0052] 或，

[0053] 化合物1        5‑15μM；
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[0054] TGF‑β          1‑4ng/ml；
[0055] IL‑6           30‑70ng/ml  ；

[0056] 抗IL2抗体      20‑40μg/ml；
[0057] 抗IFN‑ γ 抗体   5‑20μg/ml；
[0058] 抗IL4抗体      5‑20μg/ml；
[0059] 或，

[0060] 化合物1        5‑15μM；
[0061] TGF‑β          1‑4ng/ml；
[0062] IL‑6           30‑70ng/ml；

[0063] 抗IL2抗体      20‑40μg/ml；
[0064] 抗IFN‑ γ 抗体   5‑20μg/ml；
[0065] 抗IL4抗体      5‑20μg/ml；
[0066] IL‑23：         5‑20ng/ml；

[0067] IL‑1β：         5‑20ng/ml；

[0068] 或，

[0069] 化合物1        5‑15μM；
[0070] TGF‑β          1‑4ng/ml；
[0071] IL‑6           30‑70ng/ml；

[0072] 抗IL2抗体      20‑40μg/ml；
[0073] IL‑1β：         1‑5ng/ml。
[0074] 进一步地，所述诱导液包括如下重量配比的组分：

[0075] 化合物1        10μM；
[0076] TGF‑β          2ng/mL；

[0077] IL‑6           50ng/mL；

[0078] 或，

[0079] 化合物1        10μM；
[0080] TGF‑β          2ng/mL；

[0081] IL‑6           50ng/mL；

[0082] 抗IL2抗体      30μg/mL；
[0083] 或，

[0084] 化合物1        10μM；
[0085] TGF‑β          2ng/mL；

[0086] IL‑6           50ng/mL；

[0087] 抗IL2抗体      30μg/mL；
[0088] 抗IFN‑ γ 抗体：  10μg/mL；
[0089] 抗IL4抗体：     10μg/mL；
[0090] 或；

[0091] 化合物1        10μM；
[0092] TGF‑β          2ng/mL；
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[0093] IL‑6           50ng/mL；

[0094] 抗IL2抗体      30μg/mL；
[0095] 抗IFN‑ γ 抗体：  10μg/mL；
[0096] 抗IL4抗体：     10μg/mL；
[0097] IL‑23：         10ng/mL；

[0098] IL‑1β：         10ng/mL；
[0099] 或，

[0100] 化合物1        10μM；
[0101] TGF‑β          2ng/mL；

[0102] IL‑6           50ng/mL；

[0103] 抗IL2抗体      30μg/mL；
[0104] IL‑1β：         1ng/mL。
[0105] 本发明还提供了一种Th17细胞培养方法，其步骤如下：  取幼稚T细胞，培养，采用

上述诱导液诱导分化。

[0106] 进一步地，所述培养采用的培养基包括基础培养基及添加物组成，其中，基础培养

基为DMEM，添加物及在基础培养基中的添加量分别为：

[0107] 胎牛血清，所述胎牛血清与DMEM基础培养基的体积比为(8~15):（92~85)、非必需

氨基酸0.1mM、丙酮酸1mM、4‑羟乙基哌嗪乙磺酸20mM、β‑巯基乙醇3.6μM、L‑谷氨酰胺2mM、

200  Units  /mL青霉素、200  ug/mL链霉素、抗CD28抗体1.5  μg/mL和1.5  μg/mL  抗CD3抗体。

[0108] 进一步地，所述培养的时间为  48‑97  h；培养的环境为37℃，5%CO2。

[0109] 进一步地，所述胎牛血清与DMEM基础培养基的体积比为为10:90；所述非必需氨基

酸购买自赛默飞世尔科技公司，货号为Cat#  11140050；所述培养的时间为  72  h。

[0110] 本发明还提供了一种上述的培养液诱导幼稚T细胞分化的Th17细胞或由上述方法

制备的Th17细胞。

[0111] 本发明还提供了一种上述的Th17细胞在制备自身免疫疾病治疗药物、抗菌剂、治

疗和/或预防肿瘤药物、和/或提升免疫力药物中的应用。

[0112] 其中DMEM为高糖型DMEM（高于4500mg/L）。

[0113] 本发明有益效果为本发明提供了一种Th17细胞及其培养方法和应用及其诱导液。

[0114] Th17细胞是IL‑17A的主要来源，同时也可以产生IL‑17F，他们各自发挥着特定的

生物学功能。IL‑17A一方面可以通过招募中性粒细胞、产生抗菌肽和增强屏障的功能以增

强对细菌和真菌感染的保护性作用，另一方面可以在自身免疫过程中驱动炎症反应。靶向

IL‑17A途径目前已经是治疗自身免疫性和慢性炎症性疾病的关键。

[0115] 综上，本发明提供了一种Th17细胞及其培养方法和应用与诱导液及化合物的用

途，本发明将Kifunensine应用到体外培养促进Th17细胞分化中，发现当  Kifunensine与

TGF‑β、IL‑6，或TGF‑β、IL‑6、抗IL‑2抗体，或TGF‑β、IL‑6、抗IL‑2抗体、抗IFN‑ γ 抗体、抗IL‑

4抗体，或TGF‑β、IL‑6、抗IL‑2抗体、抗IFN‑ γ 抗体、抗IL‑4抗体、IL‑23、IL‑1β共同作用时，

能够促增并极化Th17细胞，幼稚T细胞分化出来的Th17细胞不仅比例高，且本发明分化出来

的Th17细胞的IL‑17A基因表达水平高，分泌IL‑17F的细胞比例、和分泌IL‑10的细胞比例显

著降低，且分泌的其他细胞因子，如IL‑17F  和IL‑10比例低，IL‑17F  和IL‑10基因表达水平
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也低，尤其是当Kifunensine与TGF‑β、IL‑6、抗IL‑2抗体共同作用时效果尤为显著。本发明

采用的体外培养方法简单，培养时间短，容易操作。本发明在分化机制方面探索以及与Th17

细胞在抗菌（抗感染）、抗肿瘤和提升免疫力方面的作用以及Th17细胞与相关自身免疫疾病

的研究有良好的应用前景。

[0116] 显然，根据本发明的上述内容，按照本领域的普通技术知识和惯用手段，在不脱离

本发明上述基本技术思想前提下，还可以做出其它多种形式的修改、替换或变更。

[0117] 以下通过实施例形式的具体实施方式，对本发明的上述内容再作进一步的详细说

明。但不应将此理解为本发明上述主题的范围仅限于以下的实例。凡基于本发明上述内容

所实现的技术均属于本发明的范围。

附图说明

[0118] 图1对照组5诱导条件下Th17细胞分化的流式图。

[0119] 图2实验组5诱导条件下Th17细胞分化的流式图。

具体实施方式

[0120] 本发明所用原料与设备均为已知产品，通过购买市售产品所得。

[0121] 本发明所用小鼠购于上海南方模式生物科技有限公司。

[0122] DMEM（Thermo  Fisher  Scientific，Cat#  G6152）属于高糖型（高于4500mg/L）。

[0123] Th17细胞主要分泌IL‑17A、IL‑17F和IL‑22。IL‑17A是Th17细胞因子的原型，也是

Th17细胞分泌的最重要的效应物。

[0124] 人TGF‑β1  2ng/mL（R&D  Systems，Cat#  299‑LT），小鼠IL‑6  50ng/mL（R&DSystems，

Cat#  406‑ML）。

[0125] 抗体：小鼠抗IL‑2抗体（抗IL2抗体）  30μg/mL（R&DSystems），小鼠抗IFN‑ γ 抗体

（抗IFN‑ γ 抗体）10μg/mL  (Bio  X  Cell），小鼠抗IL‑4抗体（抗IL4抗体）10μg/mL  (Bio  X 

Cell），抗CD28抗体（Bio  X  Cell，Cat#  BE0001‑1），抗CD3抗体（Bio  XCell，Cat#  BE0015‑

1）。

[0126] Kifunensine  10μM（TocrisBioscience，Cat#  3207/1）。

[0127] Kifunensine：购买于Tocris  Bioscience，货号3207/1，CAS号：109944‑15‑2，结构

式如下：

[0128]

[0129] 3]  实施例1、本发明Th17细胞体外培养

[0130] 一、实验方法

[0131] （一）naïve  T细胞提取

[0132] 从C57BL/6J小鼠中取脾脏、外周淋巴结、肠系膜淋巴结，使用红细胞裂解液处理后

利用磁珠分离技术富集CD4CD62L  T细胞（CD4CD62L  T  cell  Isolation  Kit ,  mouse，
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Miltenyi  Biotec，Cat#  130‑106‑643），即幼稚T细胞（naïve  T细胞）。

[0133] （二）实验分组以及Th17细胞体外培养

[0134] 1、配置CDMEM细胞完全培养基

[0135] 在DMEM（Thermo  Fisher  Scientific，Cat#  G6152）中添加10%胎牛血清(Viva 

Cell，Cat#2910‑0500)、0.1mM非必需氨基酸（Thermo  Fisher  Scientific，Cat#11140050）、

1mM丙酮酸（Thermo  Fisher  Scientific，Cat#  11360070）、20mM  4‑羟乙基哌嗪乙磺酸 

（HEPES）（Thermo  Fisher  Scientific，Cat#118‑089‑721）、3.6μM  β‑巯基乙醇（Millipore 

Sigma，Cat#  M3148）、2mM  L‑谷氨酰胺（Thermo  Fisher  Scientific，Cat#  25030081）、

200Units/mL  青霉素（Penicillin）、200  ug/mL链霉素（Streptomycin）（Thermo  Fisher 

Scientific，Cat#15140122）；前述浓度为培养基中各成分的终浓度。

[0136] 2、分化Th17细胞

[0137] 48孔板先经过1.5  μg/mL  抗CD3抗体的包被液包被4℃过夜备用，使用前先需要将

包被液吸出。

[0138] 将naïve  T  细胞用前述CDMEM培养基重悬，细胞密度为0.5×106/mL，加入终浓度

为1.5  μg/mL抗CD28抗体，将其每孔500μL体积加入到吸出包被液的48孔板中后，按照对照

组，实验组对应的诱导剂加入到孔板中，并置于37℃、5%CO2孵箱中培养72h后进行流式染

色。

[0139] 设置2个大组：

[0140] 第一大组为对照组，分别为：

[0141] 对照组1：空白对照；

[0142] 对照组2：TGF‑β；
[0143] 对照组3：IL‑6；

[0144] 对照组4：TGF‑β、IL‑6；
[0145] 对照组5：TGF‑β、IL‑6、抗IL‑2抗体；

[0146] 对照组6：TGF‑β、IL‑6、抗IL‑2抗体、抗IFN‑ γ 抗体、抗IL‑4抗体；

[0147] 对照组7：TGF‑β、IL‑6、抗IL‑2抗体、抗IFN‑ γ 抗体、抗IL‑4抗体、IL‑23、IL‑1β；
[0148] 对照组8：  IL‑6、IL‑23、IL‑1β。
[0149] 第二大组为实验组，为在对照组上分别添加Kifunensine：

[0150] 实验组1：仅加入Kifunensine；

[0151] 实验组2：TGF‑β、Kifunensine；
[0152] 实验组3：IL‑6、Kifunensine；

[0153] 实验组4：TGF‑β、IL‑6、Kifunensine；
[0154] 实验组5：TGF‑β、IL‑6、抗IL‑2抗体、Kifunensine；

[0155] 实验组6：TGF‑β、IL‑6、抗IL‑2抗体、抗IFN‑ γ 抗体、抗IL‑4抗体、Kifunensine；

[0156] 实验组7：TGF‑β、IL‑6、抗IL‑2抗体、抗IFN‑ γ 抗体、抗IL‑4抗体、IL‑23、IL‑1β、
Kifunensine；

[0157] 实验组8：  IL‑6、IL‑23、IL‑1β、Kifunensine。
[0158] 其中各诱导因子添加物组分最终浓度为：

[0159] TGF‑β：2ng/mL
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[0160] IL‑6：50ng/mL

[0161] 抗IL‑2抗体：30μg/mL
[0162] Kifunensine：10μM
[0163] 抗IFN‑ γ 抗体：10μg/mL
[0164] 抗IL‑4抗体：10μg/mL
[0165] IL‑23：10ng/mL

[0166] IL‑1β：10ng/mL
[0167] （三）流式细胞术检测分析

[0168] 1、具体步骤：

[0169] 细胞因子染色：收集培养的细胞通过高尔基体阻断剂（Golgi‑Plug）按原液1:1000

稀释（BD  Biosciences，Cat#  555029），佛波醇乙酯（PMA，5ng/ml，Millipore  Sigma，Cat# 

P8139），离子霉素（Ionomycin，1μg/ml，Millipore  Sigma，Cat#  I3909）于37℃、5％  CO2再

刺激3h。离心弃去上清后加入50μL含Zombie  Yellow（biolegend，Cat#423103）的PBS，室温

避光孵育10min。然后对表面抗原染色（Percp‑Cy5.5标记的抗小鼠CD4单抗，Thermo  Fisher 

Scientific，Cat#  45‑0042‑82、FITC标记的抗小鼠CD8α单抗，Thermo  Fisher  Scientific，

Cat#11‑0081‑85、APC‑Cy7标记的抗小鼠TCRβ单抗，Thermo  Fisher  Scientific，Cat#  47‑

5961‑82）4℃孵育20min，用FACS（0 .2%BSA/500mLPBS）洗涤一次。将细胞固定，破膜（BD 

Biosciences，Cat#554714）4℃孵育20min，进行胞内细胞因子染色 （PE‑Cy7标记的抗小鼠

IL‑17A单抗，Thermo  Fisher  Scientific  ，Cat#  25‑7177‑82、PE标记的抗小鼠IL‑17F单

抗，Thermo  Fisher  Scientific  ，Cat#12‑7471‑82、APC标记的抗小鼠IL‑10单抗，Thermo 

Fisher  Scientific  ，Cat#17‑7101‑82）4℃孵育40min，FACS洗涤一次并重悬。用流式细胞

仪进行检测。

[0170] 转录因子染色：收集培养的细胞入50μL含Zombie  Yellow的PBS，室温避光孵育

10min。然后对表面抗原染色（Percp‑Cy5.5标记的抗小鼠CD4单抗、FITC标记的抗小鼠CD8α
单抗、APC‑Cy7标记的抗小鼠TCRβ单抗、PE‑Cy7标记的抗小鼠CD25单抗，Thermo  Fisher 

Scientific，Cat#25‑0257‑42）4℃孵育20min，用FACS洗涤一次。将细胞固定，破膜（Thermo 

FisherScientific，  Cat#  00‑5523‑00）4℃孵育60min，进行胞内细胞因子染色（APC标记的

抗小鼠ROR  γ  t单抗，Thermo  Fisher  Scientific，Cat#  17‑6981‑82）4℃孵育60min，FACS

洗涤一次并重悬。用流式细胞仪检测。

[0171] 荧光定量PCR：收集培养的细胞，使用总RNA提取试剂盒提取RNA（天漠生物 ,Cat#

TR205‑200）。再利用反转录试剂盒去除RNA中的DNA并进行反转录反应（PrimeScript ™  RT 

reagent  Kit  with  gDNA  Eraser，Takara，Code  No.  RR047A），然后进行实时荧光定量检测

（TBGreen ®  Premix  Ex  Taq ™  II，Takara，Code  No.RR820A）。

[0172] 2、分析方法

[0173] 流式分析采用  FlowJo  10  软件，统计学分析采用GraphPad  Prism  9软件，数值变

量以均数  ±  标准差表示，每组之间采用2way  ANOVA检验，*P＜  0.05，***P＜0.001，****P

＜0.0001。

[0174] 二、实验结果

[0175] （一）Th17细胞分化结果
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[0176] 各组Th17细胞分化结果如表1所示。

[0177] 表1 Th17细胞分化率（%）

[0178]

[0179]   实验结果表明，与对照组4‑7的诱导Th17细胞分化的条件相比，加入Kifunensine 

可以使得Th17细胞分化比例显著增加。实验组2,3和对照组2,3组Th17细胞分化率过低，后

续实验检测了实验组2,3和对照组2,3的流式结果，没有检测实验组2,3和对照组2,3的相关

mRNA结果。

[0180] 通过表1中可以看出，仅加入Kifunensine时，Th17细胞分化率相对对照组1增长量

为0.92%，而实验组4‑7相对对照组4‑7的Th17细胞分化率增加了7.2%‑12.3%，可以看出由于

Kifunensine的加入，实验组4‑7相对对照组4‑7， Th17细胞分化率大幅度增加，尤其是实验

组4和实验组5（如图2），相对对照组4和对照组5（如图1）的 Th17细胞分化率增加量为12.3%

和9.1%。

[0181] （二）细胞因子IL‑17A检测结果

[0182] 通过实时荧光定量PCR对各组IL‑17A mRNA表达水平检测，各组细胞因子IL‑17A 

mRNA表达量检测结果如表2所示。

[0183] 表2 IL‑17A mRNA表达水平

[0184]

[0185]   实验结果表明，对照组4‑7的诱导Th17细胞分化的条件相比，加入Kifunensine可

以使得IL‑17A m RNA表达显著增加。

[0186] 通过表2中可以看出，仅加入Kifunensine时，IL‑17A mRNA表达相对照组1没有明

显变化，而实验组4‑7相对对照组4‑7 Th17细胞mRNA表达水平增加了（0.7‑1.02）倍，可以看

出由于Kifunensine的加入，实验组4‑7相对对照组4‑7，IL‑17A mRNA表达水平大幅度增加，

尤其是实验组5，相对对照组5的IL‑17A mRNA表达增加了1.02倍。

[0187] （三）转录因子ROR γ t的检测结果

[0188] ROR γ t的平均荧光强度（M‑edian Fluorescence Intensity ,MFI）结果如表3所

示。

[0189] 表3 ROR γ t的平均荧光强度

[0190]

[0191] 通过实时荧光定量PCR对ROR γ t进行mRNA表达水平检测，检测结果如表4所示。

说　明　书 8/13 页

11

CN 117187180 B

12



[0192] 表4 ROR γ t mRNA表达水平

[0193]

[0194]   实验结果表明，与对照组4‑7的诱导Th17细胞分化的条件相比，加入Kifunensine

可以使得ROR γ t 的平均荧光强度与 ROR γ t mRNA表达水平显著增加。

[0195] 由表3可见，实验组4‑7的ROR γ t的平均荧光强度显著高于其他培养条件。并且本

发明对ROR γ t进行mRNA水平检测，由表4可见，在TGF‑β+IL‑6+抗IL‑2抗体+Kifunensine的

条件下ROR γ t的基因表达量最高。

[0196] （四）分泌IL‑17F的细胞比例以及细胞因子IL‑17F mRNA表达水平检测结果

[0197] 通过流式细胞仪对分泌IL‑17F的细胞数量进行检测，分泌IL‑17F的细胞比例结果

如表5所示。

[0198] 表5 分泌IL‑17F的细胞比例

[0199]

[0200] 通过实时荧光定量PCR对细胞因子IL‑17F mRNA表达水平检测，检测结果如表6所

示。

[0201] 表6 IL‑17F mRNA表达水平

[0202]

[0203] 实验结果表明，对照组4‑8的诱导Th17细胞分化的条件相比，加入Kifunensine可

以使得分泌IL‑17F的细胞比例和IL‑17F mRNA表达水平显著降低。

[0204] 通过表6中可以看出，仅加入Kifunensine时，分泌IL‑17F的细胞比例和IL‑17F 

mRNA表达水平相对对照组1增加了，而实验组4‑8相对对照组4‑8的分泌IL‑17F的细胞比例

和IL‑17F mRNA表达水平分别降低了38%‑70%和16%‑76%，可以看出由于Kifunensine的加

入，实验组4‑8相对对照组4‑8，分泌IL‑17F的细胞比例和IL‑17F mRNA表达水平都大幅度减

少。

[0205] 尤其是实验组5，相对对照组5的 表达IL‑17F的细胞比例降低了了70%。

[0206] （五）分泌IL‑10的细胞比例以及细胞因子IL‑10 mRNA表达水平检测结果

[0207] 通过流式细胞仪对分泌IL‑10的细胞数量进行检测，通过实时荧光定量PCR对细胞

因子对IL‑10 mRNA表达水平检测，分泌IL‑10的细胞比例与IL‑10 mRNA表达水平检测结果，
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分别如表7和表8和所示。

[0208] 表7 分泌IL‑10的细胞比例

[0209]

[0210] 表8 IL‑10 mRNA表达水平

[0211]

[0212]   实验结果表明，对照组4‑7的诱导Th17细胞分化的条件相比，加入Kifunensine可

以使得分泌IL‑10的细胞比例与IL‑10 mRNA表达水平显著降低。

[0213] 通过表7中可以看出，仅加入Kifunensine时，IL‑10 mRNA表达水平相对对照组1未

下降，而实验组4‑7相对对照组4‑7的 IL‑10 mRNA表达水平减少了65.68‑127.96，可以看出

由于Kifunensine的加入，实验组4‑7相对对照组4‑7，IL‑10表达水平大幅度减少，尤其是实

验组7，相对对照组7的IL‑10mRNA表达水平减少了127.96。

[0214] 实验结果表明，对照组4‑7的诱导Th17细胞分化的条件相比，加入Kifunensine可

以使得Th17细胞分化比例、IL‑17A mRNA表达水平、ROR γ t mRNA表达水平显著增加，同时分

泌IL‑17F的细胞比例、IL‑17F mRNA表达水平、分泌IL‑10的细胞比例与IL‑10 mRNA表达水

平显著降低。

[0215] 实验例1本发明各物质添加量探究

[0216] 一、实验方法

[0217] （一）naïve T细胞提取

[0218] 同实施例1。

[0219] （二）实验分组以及Th17细胞体外培养

[0220] 1、配置CDMEM细胞完全培养基

[0221] 同实施例1。

[0222] 2、分化Th17细胞

[0223] 48孔板先经过1.5 μg/mL 抗CD3抗体的包被液包被4℃过夜备用，使用前先需要将

包被液吸出。

[0224] 将naïve T 细胞用前述CDMEM培养基重悬，细胞密度为0.5×106/mL，加入终浓度

为1.5 μg/mL抗CD28抗体，将其每孔500μL体积加入到吸出包被液的48孔板中后，将对应的

诱导剂加入到孔板中，并置于37℃、5%CO2孵箱中培养72h后进行流式染色。

[0225] 1)当诱导剂TGF‑β为2ng/mL、IL‑6为50ng/mL、抗IL‑2抗体为30μg/mL时，

Kifunensine添加量分别为0，1，10，100μM时，Th17细胞分化率结果如表9所示：

[0226] 表9 Th17细胞分化率（%）
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[0227]

[0228] 可以看出，在TGF‑β为2ng/mL、IL‑6为50ng/mL、抗IL‑2抗体为30μg/mL时，在一定范

围内由于Kifunensine的加入， Th17细胞分化率增加，当到Kifunensine为10μM达到最高为

80.5%，而Kifunensine为100μM相对10μM，Th17细胞分化率反而轻微下降。

[0229] 2)当诱导剂TGF‑β为2ng/mL，IL‑6为50ng/mL、Kifunensine 为10μM时，抗IL‑2抗体

为0， 1，6，30，50 μg/mL时，Th17细胞分化率结果如表10所示：

[0230] 表10 Th17细胞分化率（%）

[0231]

[0232] 可以看出，在TGF‑β为5 ng/mL，IL‑6为50ng/mL、Kifunensine 为10μM时，在一定范

围内由于抗IL‑2抗体的加入，Th17细胞分化率增加，当抗IL‑2抗体到30μg/mL 达到最高为

80.5%， 抗IL‑2抗体继续增加Th17细胞分化率反而轻微降低。

[0233] 3)当诱导剂TGF‑β为2ng/mL，抗IL‑2抗体为30μg/mL ，Kifunensine 为10μM时，IL‑

6为0， 1，10，50，100 ng/mL时，Th17细胞分化率结果如表11所示：

[0234] 表11 Th17细胞分化率（%）

[0235]

[0236] 可以看出，在TGF‑β为5 ng/mL，抗IL‑2抗体为30μg/mL ，Kifunensine 为10μM时，

在一定范围内由于IL‑6的加入，Th17细胞分化率增加，当IL‑6到50ng/mL 时，Th17细胞分化

率最高为80.5%，而IL‑6为100ng/mL相对50ng/mL，Th17细胞分化率反而轻微下降。

[0237] 4)当诱导剂IL‑6为50ng/mL、抗IL‑2抗体为30μg/mL、Kifunensine 为10μM时，TGF‑

β为0，0.01，0.1，2，5 ng/mL时，Th17细胞分化率结果如表12所示：

[0238] 表12 Th17细胞分化率（%）
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[0239]

[0240] 可以看出，在IL‑6为50ng/mL、抗IL‑2抗体为30μg/mL时，Kifunensine 为10μM时，

在一定范围内由于TGF‑β的加入，Th17细胞分化率增加，当到2 ng/mL为80.5%，而TGF‑β为5 

ng/mL相对2ng/mL，Th17细胞分化率反而轻微下降。

[0241] 5)当诱导剂IL‑6为50ng/mL、抗IL‑2抗体为30μg/mL，Kifunensine 为10μM，TGF‑β
为2ng/mL时，抗IL‑4抗体为0,1,10,50μg/mL 时，Th17细胞分化率结果如表13所示：

[0242] 表13 Th17细胞分化率（%）

[0243]

[0244] 可以看出，由于抗IL‑4抗体的加入， Th17细胞分化率并没有增加，反而呈现下降

趋势。

[0245] 6) 当诱导剂IL‑6为50ng/mL、抗IL‑2抗体为30μg/mL，Kifunensine 为10μM，TGF‑β
为2ng/mL时，抗IIFN‑ γ 抗体为0,1,10,50μg/mL 时，Th17细胞分化率结果如表14所示，

[0246] 表14 Th17细胞分化率（%）

[0247]

[0248] 可以看出，由于抗IIFN‑ γ 抗体的加入， Th17细胞分化率并没有明显增加，反而呈

现下降趋势。

[0249] 7) 当诱导剂IL‑6为50ng/mL、抗IL‑2抗体为30μg/mL，Kifunensine 为10μM，TGF‑β
为2ng/mL时，IL‑1β为0,1,10,100 ng/mL时，Th17细胞分化率结果如表15所示，

[0250] 表15 Th17细胞分化率（%）
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[0251]

[0252] 可以看出，由于IL‑1β的加入， Th17细胞分化率有小幅度提升后几乎持平，没有明

显变化。

[0253] 8)当诱导剂IL‑6为50ng/mL、抗IL‑2抗体为30μg/mL，Kifunensine 为10μM，TGF‑β
为2ng/mL时，IL‑23为0,1,10,100 ng/mL时，Th17细胞分化率结果如表16所示：

[0254] 表16 Th17细胞分化率（%）

[0255]

[0256] 可以看出，由于IL‑23的加入， Th17细胞分化率反而下降。

[0257] 实验结果表明，在本发明实施例1中实验组4‑7的诱导剂，能大幅度增加Th17细胞

分化率。在实验例5的基础上，分别单独添加抗IL‑4抗体、或抗IIFN‑ γ 抗体，或IL‑23都会使

Th17细胞分化率反而下降；而在实验例5基础上，单独添加IL‑1β，Th17细胞分化率已经在较

高的基础上，还有提升。

[0258] 综上，本发明提供了一种Th17细胞及其培养方法和应用与诱导液及化合物的用

途，本发明将Kifunensine应用到体外培养促进Th17细胞分化中，发现当 Kifunensine与

TGF‑β、IL‑6，或TGF‑β、IL‑6、抗IL‑2抗体，或TGF‑β、IL‑6、抗IL‑2抗体、抗IFN‑ γ 抗体、抗IL‑

4抗体，或TGF‑β、IL‑6、抗IL‑2抗体、抗IFN‑ γ 抗体、抗IL‑4抗体、IL‑23、IL‑1β共同作用时，

能够促增并极化Th17细胞，本发明幼稚T细胞分化出来的Th17细胞不仅比例高，且本发明分

化出来的Th17细胞的IL‑17A基因表达水平高，分泌IL‑17F的细胞比例、和分泌IL‑10的细胞

比例显著降低，且分泌的其他细胞因子，如IL‑17F 和IL‑10比例低，IL‑17F 和IL‑10基因表

达水平也低，尤其是当Kifunensine与TGF‑β、IL‑6、抗IL‑2抗体共同作用时效果尤为显著。

本发明采用的体外培养方法简单，培养时间短，容易操作。本发明在分化机制方面探索以及

与Th17细胞在抗菌（抗感染）、抗肿瘤和提升免疫力方面的作用以及Th17细胞与相关自身免

疫疾病的研究有良好的应用前景。
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