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前言

CD4+ CD25+调节性 T细胞（Regulatory T cells，Tregs）[1]分

为两大类，天然的调节性 T 细胞[2]（natural Treg，nTreg）和诱导

的调节性 T细胞[3]（induced Treg，iTreg）。已有大量研究验证了
nTreg能够维持自身免疫稳态，防止哮喘、关节炎等自身免疫性

疾病的发生，其在组织移植，肿瘤免疫中也发挥着重要作用[4]。

近年来使用 Tregs进行治疗自身免疫性疾病及诱导移植免疫

耐受的文章屡见报道[5,6]。但是由于 nTreg含量非常少，仅占外

周血中 CD4+T细胞的 5-10％，如果想要得到足够用于治疗的
Tregs，必须在体外对其进行反复扩增。Hoffmann等人提出反复
扩增会导致 Treg表型和功能的改变 [7]，而且单纯扩增而来的

Tregs在炎症环境下不稳定，Pasare 与 Medzhitov 发现 IL-6 能

够阻断 Treg的抑制能力[8]。因此通过输注单纯扩增的 Tregs往

往达不到理想的治疗效果。已有文献证实，通过体外诱导的方

式能够获得足够数量的诱导性 Tregs（induced Tregs，iTregs），且
iTregs能够抵御 IL-6所致的 Treg向 Th17细胞的转化[9]。因此，

本实验拟分选幼稚的 CD4+T 细胞（naive CD4+ T cell），在体外

诱导其转化为 iTregs，并验证此种 iTregs在移植排斥反应中是

否能也发挥相应的抑制作用。

1 材料与方法

1.1 实验动物和试剂
1.1.1 实验动物 本实验使用 Balb/c 小鼠作为受体，C57bl/6

小鼠作为供体，均购自第四军医大学实验中心，体重 20~25 g，
8~12周龄，雌性。小鼠均采用高压灭菌饲料及水进行饲养。
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1.1.2 实验试剂与仪器 小鼠 na觙ve CD4+T细胞分选套装、小

鼠 CD4+CD25+T细胞分选套装（Miltenyi公司）；CD3/CD28抗

体包被磁珠、羧基荧光素乙酰乙酸（CFSE，Invitrogen公司）；
RPMI 1640 培养基、胎牛血清（Gibco 公司）；IL-2、TGF-茁 细胞
因子（R&D 公司）；小鼠 CD4-FITC 抗体、CD62L-PE 抗体、
CD25-APC 抗体、Foxp3-PE抗体（eBiosicence公司）；超净工作

台；CO2恒温培养箱；台式低温超速离心机；流式细胞仪（BD公

司）。

1.2 实验方法与步骤
1.2.1 小鼠 na觙ve CD4+T细胞的分选 Balb/c 小鼠脱颈处死，

无菌条件下切取小鼠脾脏，剪碎、研磨后过 200目筛网，以小鼠

淋巴细胞分离液分离小鼠脾脏的单个核细胞。采用 na觙ve

CD4+T细胞分选套装，通过阴性选择分选出 CD4+T细胞，再通

过阳性选择分选出 CD4+CD62L+T 细胞[9]，即 na觙ve CD4+ T 细

胞。流式检测细胞纯度。

1.2.2 小鼠 na觙ve CD4+T 细胞的培养与诱导 将分选出的

na觙ve CD4+T细胞浓度调整至 2× 106 / ml，向 RPMI 1640完全

培养基中加入 IL-2 300 U/ml，TGF-茁 5 ng/ml，同时加入与 na觙ve
CD4+T细胞同等数量的 CD3/CD28抗体包被磁珠，于 37 ℃、
5% CO2 及饱和湿度的条件下培养 4 天，收取的细胞即为
iTregs。流式检测细胞表型。
1.2.3 T细胞增殖抑制实验 在 96孔圆底反应板中加入小鼠
CD4+CD25- T 细胞（通过 CD4+CD25+T 细胞分选套装分选得

到）作为效应细胞 (effective T cells, Teffs)。于 37 ℃条件下，5

滋M/ml CFSE 染色 Teffs 15 min，等体积的 37 ℃ FBS终止反

应。调整 Teffs浓度为 2× 105 /孔，再按 iTregs与 Teffs不同比

例（4:1，2:1，1:1，1:2，1:4，1：8，1:16，0:1）加入 iTregs，每孔加入
anti-CD3、CD28单克隆抗体 50 ng/ml及 IL-2 300 U/ml，37 ℃，
5％CO2培养箱中培养。每组均设阳性对照，即反应孔中加入未

用 CFSE染色的 Teffs 2× 105 /孔，阴性对照，加入 iTregs 2×
105/孔。5天后，收取培养后的细胞，流式细胞术检测 CFSE的
峰值偏移。

1.2.4 小鼠植皮模型的建立 以 C57bl/6 小鼠的腹部全厚皮

片做为供体皮片，局部脱毛后，取 1× 1 cm皮片，皮片移植受区

为为 Balb/c小鼠左侧胸部。植皮局部创可贴固定，10天后打开
包扎进行观察。皮片观察指标包括：皮片的颜色，质地，表面结

痂情况。正常存活皮片表面颜色与周围一致，质地柔软，表面可

结痂但打开包扎后数日可自动脱落。产生排斥皮片表现为：逐

渐局部出现红斑，角质剥脱，皮片逐渐高于周围皮肤，最后结痂

脱落。若红斑遍布皮片且皮片逐渐高于周围皮肤，该皮片视

为已产生排斥反应。

1.2.5 分组设计 分为对照组及 iTreg两组。iTreg组在植皮后
1 天时由股静脉输注 3× 106 iTreg，对照组输注同等体积的
PBS。
1.2.6 病理组织学观察 分别切取两组小鼠植皮后 11天的皮
片标本，经 4％多聚甲醛固定、石蜡包埋、切片后行苏木精 -伊

红(HE)染色，进行病理组织学观察，以两组病理切片中炎症细

胞的浸润情况评价移植排斥反应的轻重程度。

1.3 统计学方法

计量资料结果均表示为均数± 标准差 (x± s)，使用

SPSS10.0软件处理数据，Gehan-Breslow-Wilcoxon检验分析生

存时间，检验水准 琢= 0.05，P<0.05有统计学意义。

2 结果

2.1 na觙ve CD4+T细胞纯度分析

经磁珠分选的 naive CD4+T细胞，流式细胞术收取 10,000

个细胞，检测其表面抗体 CD4，CD62L。CD4，CD62L双阳性率

为 96.2％（图 1），满足后续实验要求。

2.2 iTreg细胞纯度分析

收取诱导培养 4天后的细胞，流式细胞术收取 10,000个

细胞，检测其表面抗体 CD4，CD25，破膜染色法检测其核内抗

体 Foxp3阳性率。图 2A显示一次代表性的 iTreg诱导结果图：

如图所示表达 CD4、CD25双阳性率为 88.9％，对 CD4+CD25+T

细胞进行进一步分析，这群细胞中 Foxp3阳性率为 44.8％，即

三阳性细胞比例为 88.9％× 44.8％=39.8％。图 2B显示多次诱

导试验统计结果，计算其平均数为 44.2％。
2.3 T细胞增殖抑制实验结果

Teff用 CFSE染色，以 iTreg与 Teff不同比例进行培养，5

日后收取共同培养的细胞，用流式细胞术每组收取 10,000个

细胞，检测各组 CFSE的稀释百分比，即 Teff的增殖百分比。当
iTreg与 Teff比例逐渐降低时，Teff的增殖百分比逐渐升高，表

明 iTreg对 Teff增殖的抑制作用具有剂量依赖性（图 3）。
2.4 皮片大体观察及存活曲线

移植皮片排斥反应表现为：局部逐渐出现红斑，表皮剥脱，

并高于周围皮肤，最后结痂脱落。对照组皮片的平均存活时间

为 11 天，iTreg 组的平均存活时间为 13.4 天，使用 Gehan-

Breslow-Wilcoxon检验分析 P=0.0066，具有统计学差异。
2.5 病理组织学染色结果

切取对照组与 iTreg组术后 11天的移植皮片标本，HE染

色结果显示：两组背景为均质状淡伊红染色，皮肤的固有细胞

排列稀疏，组织水肿明显，但在同等放大倍数的条件下，每个视

野中淋巴细胞与嗜酸性粒细胞的数目，对照组较 iTreg组明显

更多（图 5）。

图 1 na觙ve CD4+T细胞纯度：横坐标为 CD4-FITC，纵坐标为 CD62L-PE，

双阳性率为 96.2％

Fig.1 Na觙ve CD4+T cell purity：The X-axis is CD4-FITC and the Y-axis is

CD62L-PE. The percentage of double-positive cells is 96.2％
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3 讨论

CD4+调节性 T细胞[1]分为两大类，天然的调节性 T细胞[2]

（natural Treg，nTreg）和诱导的调节性 T 细胞 [3]（induced Treg，
iTreg）。nTreg又被称为胸腺来源的 Treg，是在胸腺中经过选择

发育而来，迁移到外周血中发挥免疫抑制功能，主要是抑制对

自身抗原的反应。nTreg存在于每个正常成年人体内，持续表达

高水平的转录因子 Foxp3[10]。iTreg又称适应性 Treg，在体内是

外周血中的 CD4+ T细胞接触抗原后分化发育而来的，也表达

高水平的 Foxp3。本实验采用的 iTreg，是在体外将 na觙ve CD4+T

细胞转化为 Treg，已经有文献证实在自身免疫性疾病模型中[3,9,12]，

这种 iTreg 能够有效预防小鼠胶原诱导关节炎模型

（Collagen-Induced Arthritis，CIA）中骨侵蚀及 NF-资B的表达，甚

至能够逆转已经建立的 CIA的继续恶化，而这是使用 nTreg所

无法达到的[12]。但截至目前，使用此种方法诱导的 iTreg在异体

组织移植中的作用研究还未见报道。

iTreg相较于 nTreg的优势在于，在小鼠的外周血中，na觙ve

CD4+T细胞的数量远远高于 Treg的数量。在对小鼠脾脏单个

核细胞进行磁珠分选的操作中，108的小鼠脾脏单个核细胞只

能分选出约 5× 105的 nTreg，却能分选出约 107的 na觙ve CD4+

T细胞，约为 Treg的 20倍。在体外培养 4天后，分选的 na觙ve

CD4+T细胞大约能扩增一倍，即能收获 2× 107的细胞。本研究

中，体外转化的流式结果表明，转化后的细胞 CD4，CD25，
Foxp3三阳性率约 44.2％，即能够得到 44％左右的 Treg。以往

的文献研究显示，此种 iTreg与扩增的 Tregs相比都具有抑制
T细胞增殖与分化的能力，但是当在体外培养时加入高剂量的
IL-6时，只有 iTregs才能够保持其抑制功能[5]。

在 T细胞增殖抑制实验中能够看出，iTreg对 Teff细胞的

扩增具有明显的抑制作用，且此种抑制作用具有剂量依赖性。

当 iTreg：Teff=4：1时，可见 T细胞增殖相对于对照组明显受到

抑制，而此种抑制作用随着 iTreg剂量的逐渐减少而下降，当
iTreg：Teff=1:16时，与对照组无明显差异。iTreg对 T细胞增殖

的抑制作用呈剂量依赖性，这与以往的文献结果一致[11]。Treg

和 Teff的比例是影响移植物耐受或者排斥的关键因素，而本实

验采用的 iTreg输注就是希望通过增加 Treg的数量，改变两种

细胞的比例，进而减轻移植排斥反应。

图 2 诱导后细胞 CD4，CD25和 Foxp3的表达：A为一次代表性的 iTreg诱导图，诱导后细胞 CD4，CD25的表达，横坐标为 CD4-FITC，纵坐标为

CD25-APC，双阳性率为 88.9％。对这群双阳性细胞进一步分析其 Foxp3的表达，横坐标为 Foxp3-PE，纵坐标为 SSC-H，Foxp3阳性率为 44.8％。

B为多次诱导实验结果统计图，诱导后 iTreg表达的百分比分别为 38.7，48.7，39.8，50.5，43.5，平均数为 44.2％。

Fig.2 Expression of CD4, CD25 and Foxp3 in the induced T cells: A shows the markers of iTreg. The percentage of cells expressing both CD4 and CD25

is 88.9％ .We further analyze the Foxp3 expression of these cells. The percentage of cells expressing Foxp3 is 44.8％ . B shows the result of Treg induction.

The average percentage of iTreg is 44.2％ .
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图 3 效应 T细胞的增殖百分比：A为效应 T细胞的增殖百分比统计图，横坐标为 iTreg与 Teff的比例，纵坐标为 Teff的增殖百分比，图示随着

iTreg与 Teff比例的降低，Teff的增殖百分比增加，即 iTreg对 Teff的抑制作用具有剂量依赖性。B为不同比例下 Teff增殖百分比的流式图，横

坐标为 CFSE的荧光强度，纵坐标为 Count。

Fig.3 Proliferation percentage of Teffs：A shows the proliferation percentage of Teff. The X-axis is the ratio of iTreg versus Teff. The Y-axis is the

proliferation percentage of Teff. As the decrease of iTreg versus Teff, the proliferation percentage of Teff increases. B shows the flow cytometric results of

Teff proliferation. The X-axis is CFSE and the Y-axis is Count.
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用 iTreg对植皮小鼠进行输注，观察空白组和 iTreg组小

鼠的皮片存活时间，Gehan-Breslow-Wilcoxon检验分析结果显
示两者具有明显的统计学差异，平均存活时间延长约 2.4天。

淋巴细胞是移植排斥反应起主要作用的细胞，术后 11天的病

理结果显示，空白组有明显的淋巴细胞浸润，而 iTreg组中淋巴

细胞的数量明显减少，此外对照组嗜酸性粒细胞数量也明显高

于 iTreg组，证明 iTreg确实具有一定的抑制移植排斥反应的
作用。尽管如此，iTreg还是无法诱导长期的免疫耐受，iTreg组

小鼠移植的皮片最终还是发生了免疫排斥反应。因此，通过联

合使用免疫抑制剂或其他方法，探索出一条更加可行的诱导免

疫耐受的方法，是下一步实验研究应该进行的内容。

综上所述，通过体外诱导方法获得的 iTreg，不仅能够得到
足够数量的细胞，而且此种细胞在体内外都具有抑制免疫反应

的作用。但是单独使用 iTreg无法诱导长期的免疫耐受，如何用

iTreg诱导长期的免疫耐受还需进一步的探索。
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