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自噬参与原发性胆汁性胆管炎患者 Th17/ Treg免疫失衡的研究 *

孙可帅 王 璐 李 博 刘雁声 田思远 张 苗 马硕怡 周新民△

（第四军医大学西京消化病医院肿瘤生物学国家重点实验室陕西西安 710032）

摘要 目的：Th17/ Treg免疫失衡在原发性胆汁性胆管炎（PBC）的发病机制中起到关键作用。自噬是调节 T细胞稳态的重要环节。

本研究旨在探索自噬对 PBC患者 Th17/ Treg免疫失衡的影响。方法：选取 20例初次诊断的 PBC患者，20例健康对照者，收集其

外周血单个核细胞（PBMCs）。利用流式细胞术检测 PBC患者与健康对照者 PBMCs中 Th17和 Treg细胞分布及其胞内自噬的水

平，进一步体外利用氯喹抑制自噬，证实自噬对 PBC患者 Th17/ Treg平衡的影响。结果：相较于健康对照者，PBC患者 Th17细胞

占 CD4+T比例上升(P<0.05)，且血清中 IL-17含量较高(P<0.01)；Treg细胞比例下降(P<0.05)，且血清中 TGF-茁含量较低(P<0.01)。
而 PBC患者 Th17细胞和 Treg细胞内自噬水平均升高。另外，体外实验结果证实，自噬抑制剂氯喹能够有效地恢复 PBC患者

PBMCs中 Th17/ Treg平衡。结论：异常活化的自噬可导致 PBC患者 Th17/ Treg免疫失衡，抑制自噬能够在体外恢复此平衡。因

此，对异常自噬的干预可能将成为 PBC疾病治疗的新方法。
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Autophagy Participates in Th17/ Treg Imbalance of Patients with Primary
Biliary Cholangitis*

Immune disorder plays a critical role in the pathogenesis of primary biliary cholangitis (PBC). Autophagy is

a significant process to maintain the homeostasis of T cell. The purpose of this study was to investigate the effect of autophagy on Th17/

Treg immune imbalance in patients with PBC. Twenty newly diagnosed patients with PBC, and twenty healthy controls were

selected. And their peripheral blood mononuclear cells (PBMCs）were collected. We detected distribution and intracellular autophagy

flux of Th17 and Treg cells of patients with PBC and healthy controls by flow cytometry. In addition, we demonstrated the effect of

autophagy on Th17/ Treg immune balance of patients with PBC in vitro. Compared with healthy controls, patients with PBC had

increased proportion of Th17 cells (P<0.05) and IL-17 in serum (P< 0.01), while decreased Treg cells (P<0.05) and TGF-茁 (P<0.01).
Both Th17 and Treg cells of patients with PBC exhibited activated autophagy. Additionally, the results in vitro confirmed that autophagy

inhibitor chloroquine is able to restore Th17/ Treg immune balance in patients with PBC. Abnormally activated autophagy

contributed to Th17/ Treg immune balance in patients with PBC, and inhibition of autophagy can restore this balance in vitro. Therefore,

intervention in abnormal autophagy may be a new method for the treatment of PBC.

Primary biliary cholangitis; Th17; Treg; Autophagy

前言

原发性胆汁性胆管炎（Primary biliary cholangitis，PBC）是

一种免疫介导的慢性肝内胆汁淤积性疾病，多见于中年女性。

该病肝脏组织病理学主要表现为汇管区淋巴细胞浸润和肝内

中小胆管非化脓性破坏。血清抗线粒体抗体（Anti-mitochon-

drial antibody, AMA）[1] 和抗原特异性自身反应性 CD4+T [2]和

CD8+T[3]细胞是 PBC的重要免疫学特点，其中 Th17/ Treg失衡

是 PBC重要的免疫学发病机制之一[4-6]。尽管 PBC免疫学发病

机制方面取得了较大进展[7]，但具体病因和发病机制仍不清。因

此，进一步探讨 PBC肝脏损伤的免疫学机制，对于深入了解

PBC疾病进展及临床治疗具有重要意义。
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自噬是维持 T细胞稳态及功能的重要环节[8,9]，参与 T细胞

介导的免疫和自身免疫反应[10]。近年来相继有学者提出，自噬

有望解释 PBC疾病研究中的困惑[11]，但未见相关报道。本研究

的目的在于探讨自噬在 PBC患者 Th17/ Treg失衡中的作用，

有望为 PBC免疫学发病机制提供新的解释。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 研究对象 本研究经西京消化病医院医学伦理委员会

批准，共纳入 2019年 3月到 10月就诊于我院的初次诊断的

PBC患者 20例，健康志愿者 20例，所有对象均已签署知情同

意书。PBC诊断标准依据 2009年 AASLD[12]和 2017年 EASL[13]

的诊疗指南：① 胆汁淤积的生化学证据，ALP升高，且影像学检

查可除外胆道梗阻；② AMA高滴度阳性；③ 肝脏活检提示有非

化脓性胆管炎及中小胆管破坏。患者满足上述三项标准中的两

项即诊断为 PBC。排除标准为诊断前 6个月内使用过糖皮质激

素或免疫抑制剂，伴有肝硬化并发症，或合并自身免疫性肝炎、

原发性硬化性胆管炎、酒精性肝病、Wilson's病、乙肝、丙肝等肝

脏相关疾病及其他自身免疫性疾病者。收集所有健康志愿者及

患者治疗前的外周血样本及临床资料。两组间性别、年龄无明

显差异。

1.1.2 试剂 淋巴细胞分离液（LymphoprepTM, Density gradient

medium for the isolation of mononuclear cells）购自 STEMCELL

公司；RPMI 1640 培养基，PBS缓冲液购自 Gibco 公司；X-VI-

VO15培养基购自 Lonza公司；细胞刺激剂[eBioscienceTM, Cell

Stimulation Cocktail ( plus protein transport inhibitors) (500× )]购

自 Invitrogen公司；流式胞内细胞因子检测试剂盒（BD Cytofix/

CytopermTM, Fixation/Permeabilization Kit）购自 BD 公司；流式

Treg细胞检测试剂盒（eBioscienceTM, Foxp3/Transcription factor

staining buffer set）购自 Invitrogen公司；Mouse anti-human CD3

(PE-CyTM7), Mouse anti-human CD4 (FITC), Donkey anti-rabbit

IgG (Brilliant VioletTM 421)购自 Biolegend 公司，Mouse anti-hu-

man CD25 (PE)，Mouse anti-human IL-17 (Brilliant VioletTM 510),

Mouse anti-human Foxp3 (Alexa FluorTM 647) 购自 BD 公司；

Rabbit anti-human LC3 购自 MBL公司；Rabbit anti-human p62

购自 abcam公司；皂素（saponin），氯喹（chloroquine，CQ)均购自

Sigma-Aldrich公司；ELISA试剂盒（Human IL-2 ELISA Kit，Hu-

man TGF-茁 ELISA Kit)均购自 Biolegend公司。

1.2 方法

1.2.1 外周血单个核细胞（PBMCs）的分离 取患者及健康对

照者外周静脉血 20 mL，肝素锂抗凝。将 20 mL提前预热的淋

巴细胞分离液加至 50 mL离心管中，缓缓向其上方加入经

RPMI 1640 培养基 1:1 稀释的血液样本，避免破坏其分层。

1600 rpm离心 30分钟后取出离心管，避免晃动，用吸管小心

吸取白膜层细胞至新离心管中，此即为 PBMCs。加入 30 mL

RPMI 1640培养基重悬，1300 rpm离心 10分钟，弃上清。加入

10 mL红细胞裂解液，重悬后静置 10分钟，离心弃上清。最后

再加入 30 mL RPMI 1640培养基洗涤一次，计数备用。

1.2.2 体外刺激 PBMCs产生细胞因子 因为仅 1%未刺激过

的细胞能够产生细胞因子，因此流式细胞术检测细胞因子之前

需对细胞进行体外刺激。向 1× 106/ mL PBMCs悬液中加入含

PMA与离子霉素的细胞刺激剂，37℃孵育 4小时。

1.2.3 流式细胞术 收集刺激或未刺激过的 PBMCs至流式管

中，加入荧光素标记的抗体或同型对照抗体对其表面标记进行

染色，常温避光染色 20分钟。每管加入 2 mL含 0.1 %皂素的

PBS缓冲液重悬洗涤细胞，以排除非自噬相关的 LC3-I的影

响 [14]，2000 rpm 离心 5 分钟后弃上清。加入 500 滋L Fixation/

Permeabilization重悬细胞，常温避光孵育 20分钟固定细胞，

2000 rpm离心 5分钟后弃上清。加入 2 mL 1× Perm/ Wash缓

冲液，常温避光孵育 10分钟以通透细胞，2000 rpm离心 5分钟

后弃上清，加入一抗或同型对照抗体常温避光孵育 30分钟。加

入 2 mL 1× Perm/ Wash缓冲液洗涤，2000 rpm离心 5分钟后

弃上清，加入荧光二抗常温避光孵育 30分钟。2 mL 1× Perm/

Wash缓冲液洗涤一次后，500 滋L PBS重悬，上机检测。
1.2.4 酶联免疫吸附试验(Enzyme Linked Immunosorbent Assay,

ELISA) ELISA 试剂盒用以检测人血清、细胞培养液中

IL-17, TGF-茁水平。按试剂盒说明配置标准品及工作液，将不
同浓度标准品、待测血清或细胞培养上清加入相应孔中，

100 滋L/孔，用胶纸封住，37℃孵育 90分钟。然后甩尽孔内液

体，每孔加入洗涤液 350 滋L，静置 30秒后甩尽液体，在吸水纸

上拍干，上述步骤重复 4次。每孔加入生物素化抗体工作液

100 滋L，用胶纸封住，37℃孵育 60分钟后再洗板 4次。每孔加

入酶结合工作液 100 滋L，用胶纸封住，37℃孵育 30分钟后再

洗板 4次。每孔加入显色剂 100 滋L，避光 37℃孵育 20分钟后，

每孔加入终止液 100 滋L，混匀后即刻测量 OD450值。

1.2.5 细胞培养 将密度梯度离心得到的 PBC患者 PBMCs

重悬于 X-VIVO15培养基中，分别设置氯喹处理组（10 滋mol/
L）和对照组，37℃，5 % CO2孵箱培养 6小时。

1.3 统计学分析

两组临床指标的统计和分析通过 IBM SPSS Statics 23实

现，定量数据统计分析和作图通过 Prism Graphpad 5 软件实

现，两组之间的比较采取 t检验，P<0.05时定义为有统计学差
异，数据按照均数± 标准差表示。

2 结果

2.1 研究对象临床指标

研究对象分为两组，初诊 PBC患者组（n=20）和健康对照

组（n=20），两组的临床指标如表 1所示。

2.2 PBC患者 Th17/ Treg细胞失衡

为了解初诊的 PBC患者外周血 Th17/ Treg平衡状态，我

们利用流式细胞术分别检测了 PBC患者(n=20)和健康对照者

(n=20)外周血 Th17和 Treg细胞占 CD4+ T细胞的比例。如图

1a-f所示，PBC患者外周血内 Th17细胞的比例明显高于健康

对照者(1.48 ± 0.13 % vs.1.16 ± 0.08%, P < 0.05)，而 Treg细胞

比例较健康对照者显著降低(3.50 ± 0.25 % vs.4.24 ± 0.23%, P
< 0.05)。为了进一步了解 PBC患者外周血 Th17和 Treg细胞

的功能，我们通过 ELISA方法检测了血清相关细胞因子 IL-17,

TGF-茁的水平。如图 1g-h所示，相较于健康对照者，PBC患者

血清中 IL-17 水平明显升高，(7.07 ± 0.55 pg/mL vs.4.82 ±

0.59 pg/mL, P < 0.01) 而 TGF-茁 水平明显降低 (32.80 ± 2.98
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表 1 PBC患者及健康对照者临床指标(x依s)
Table 1 Clinical features of PBC patients and health control included in the study(x依s)

图 1 PBC患者 Th17/ Treg失衡

(a, b, c)PBC患者(a)和健康对照者(b)外周血 Th17细胞占 CD4+T细胞的比例；

(d, e, f)PBC患者(d)和健康对照者(e)外周血 Treg细胞占 CD4+T细胞的比例；(g, h)血清中 IL-17和 TGF-茁的水平
Fig.1 Patients with PBC exhibit Th17/ Treg imbalance

(a, b, c) Proportion of Th17 in CD4+T in peripheral blood from patients with PBC(a) and health controls(b);

(d, e, f) Proportion of Treg in CD4+T in peripheral blood with patients with PBC (d) and health controls (e); (g,h) Levels of IL-17 and TGF-茁 in serum
Note: *P< 0.05, **P< 0.01.

PBC(n=20) HC(n=20)

Age 52.45 ± 9.26 52.01 ± 10.14

Gerder(F/M) 14/6 13/7

ALT(U/L) 52.12 ± 33.44 17.98 ± 9.15

AST(U/L) 66.35 ± 41.33 19.55 ± 8.33

ALP(U/L) 290.56 ± 192.37 73.21 ± 45.67

GGT(U/L) 308.13 ± 264.98 47.98 ± 46.13

TBIL(mg/dL) 1.40 ± 1.26 0.61 ± 0.33

Albumin(g/L) 38.30 ± 4.76 52.14 ± 4.10

AMA(+)/(-) 17/3 0/20

IgM(g/L) 4.43± 2.66 -

Clinical stage

Non-cirrhotic 12 -

Cirrhotic 8 -

Note: F/M, Female and Male; AMA, anti-mitochondrial antibody.

pg/mL vs.54.50 ± 6.81 pg/mL, P < 0.01)。以上结果说明 PBC患

者外周血 Th17细胞数量增加且功能增强，而 Treg细胞数量减

少且功能降低，说明 PBC患者 Th17/ Treg处于失衡状态。

2.3 自噬与 PBC患者 Th17和 Treg失衡密切相关

为明确自噬对 PBC患者 Th17/Treg失衡的影响，我们借助

流式细胞术检测了胞内两个自噬标志物（LC3-Ⅱ和 p62）的含

量，观察 PBC患者 Th17和 Treg细胞内的自噬水平。结果如图

2a-b所示，PBC患者 Th17内 LC3-Ⅱ的表达水平明显高于健康

对照，Treg亦表现出相同趋势，如图 2c-d。为了明确自噬标志物

LC3-Ⅱ水平的升高是因为自噬功能激活还是降解能力受损，我

们还检测了自噬底物 p62的水平。如图 2e-h所示，PBC患者

Th17和 Treg细胞内 p62的水平明显低于健康对照。细胞内升

高的 LC3-Ⅱ和降低的 p62可以说明 PBC患者 Th17和 Treg细

胞内的自噬被激活，而 Th17/ Treg失衡可能与自噬异常激活密
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图 2外周血 Th17和 Treg细胞内自噬相关蛋白水平

(a, b, c, d) Th17细胞(a, b)和 Treg细胞内(c, d)自噬相关蛋白 LC3-Ⅱ的水平; (e, f, g, h) Th17细胞(e,f)和 Treg细胞内(g, h)自噬相关蛋白 p62的水平

Fig.2 Levels of autophagy-related proteins in Th17 and Treg in the peripheral blood

(a, b, c, d) Levels of LC3-Ⅱ in Th17 (a, b) and Treg (c,d); (e, f, g, h) Levels of p62 in Th17 (e, f) and Treg(g, h)

Note: *P< 0.05, **P< 0.01.

图 3氯喹可提高 PBC患者 Th17和 Treg细胞内自噬相关蛋白水平

(a, b, c, d)氯喹处理后 PBC患者 Th17细胞内自噬相关蛋白 LC3-Ⅱ(a, b)和 p62水平(c, d)；

(e, f, g, h)氯喹处理后 PBC患者 Treg细胞内 LC3-Ⅱ(e, f)和 p62水平(g,h)

Fig.3 Chloroquine can enhance the levels of autophagy-related proteins of Th17 and Treg cells from patients with PBC;

(a, b, c, d) Levels of LC3-Ⅱ(a ,b) and p62(c, d) in Th17 from patients with PBC after treatment of CQ;

(e, f, g, h) Levels of LC3-Ⅱ(a, b) and p62(c, d) in Treg from patients with PBC after treatment of CQ

Note: *P< 0.05, **P< 0.01.

切相关。

2.4 体外抑制自噬可以改善 PBC患者 Th17/ Treg平衡

我们进一步利用自噬抑制剂氯喹(Chloroquine, CQ)体外处

理 PBC患者 PBMCs，检测 Th17和 Treg细胞的免疫反应，以

明确自噬在 Th17/ Treg失衡中的意义。氯喹可以通过提高溶酶

体 pH值而破坏自噬体与溶酶体的融合，抑制溶酶体的降解。

通过流式细胞术检测氯喹处理及未处理的 PBC患者 PBMCs

中自噬标志物的水平，如图 3a-h所示，我们发现经过 10 滋mol/
L氯喹处理 6小时后，PBC 患者 Th17 和 Treg细胞中的 LC3-

Ⅱ和 p62水平均升高，其胞内自噬被有效抑制。而有趣的是，如
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3 讨论

原发性胆汁性胆管炎（PBC）是一种自身免疫性肝病，其发

病原因和机制不清。其主要病理学特征是汇管区淋巴细胞浸

润，肝内中小胆管肉芽肿性破坏和非化脓性炎症，晚期可进展

为肝纤维化或肝硬化。有学者认为，疾病早期的治疗应针对免疫

耐受的打破，而后续则应解决胆汁毒性的影响[15，16]。免疫紊乱是

PBC以及多种自身免疫性疾病的重要特点，PBC 患者淋巴亚

群存在多种异常[17-19]。首先，对丙酮酸脱氢酶复合物 E2亚基（PDC-

E2）多谱系的耐受性丧失，如自身反应性 CD4+T[2]和 CD8+T细

胞[3]的出现，以及 B细胞的高反应性[20]。PBC患者受损的胆管

周围存在大量的致病性 CD4+T细胞、CD8+T细胞和 B细胞等，

但这些浸润的淋巴细胞状态和作用机制仍存在争议。此外，固

有免疫细胞，如 NK细胞、NKT细胞也参与了 PBC发病[21]。

目前，大量的研究表明 Th17细胞及其相关细胞因子的免

疫调节功能参与了多种疾病中肝脏的损伤[22, 23]。以往国际上大

多数的学者认为，PBC 主要与 Th1/ Th2 介导的自身免疫相

关，而近年来，随着 Th17细胞相关研究的不断深入，越来越多

的人开始关注到 Th17细胞在自身免疫疾病发病机制中的作

用[5, 24]。研究发现，在 PBC患者肝脏组织中，Th17细胞的浸润

明显增多，且集中分布在汇管区小叶间胆管周围，这种分布特

征与 PBC病理表现中慢性非化脓性小胆管损伤的特征相符

合。并且，PBC早期患者中，肝脏内的 Th1/ Th17比例保持平

衡，而晚期患者中 Th1/ Th17比例明显降低[25]。这些证据提示，

在疾病起始阶段，Th1细胞可能具有促进炎症和自身免疫反应

的作用，而在疾病进展阶段，Th17对于持续免疫损伤发挥着重

要的作用。

PBC患者外周血淋巴细胞中 Th17细胞比例明显增加，而

Treg细胞比例下降。患者 Th17/ Treg免疫平衡被打破，这使得

PBC患者维持自身免疫耐受的功能遭到了破坏，在一定程度上

能够促进 PBC患者疾病的发生和进展[6]。众所周知，Treg细胞

在调节自身免疫耐受，抑制过度免疫损伤的过程中举足轻重。

而PBC患者外周血及肝脏中的 Treg细胞数量减少。完全去除

Scurfy小鼠中的 Treg，会出现汇管区淋巴细胞浸润和胆管损

伤，且血清中出现 AMA，多种促炎细胞因子增多[26]。越来越多

的证据表明，疾病的发病机制可能在不同的疾病活动阶段涉及

不同谱系的免疫细胞[27，28]。因此，探索 T细胞不同亚群有助于我

们理解 PBC疾病条件下多种免疫细胞间的相互作用。

本研究中，我们利用流式细胞术对新诊断的 20例 PBC患

者与 20例健康对照外周血中 Th17和 Treg细胞分布进行了检

测，并利用 ELISA 方法检测了两组研究对象血清内 IL-17,

TGF-茁的水平，以期说明 PBC患者 Th17/ Treg免疫平衡的状

态。检测结果表明，Th17细胞不仅在含量上高于健康对照，且

能够产生更多的促炎因子 IL-17。相反，Treg细胞的含量减少，

并且分泌产生的 TGF-茁减少，从而证实了 PBC患者确实存在

Th17/ Treg免疫失衡的现象。然而，能够导致 Th17/ Treg失衡

图 4氯喹可恢复 PBC患者 Th17/ Treg平衡

(a, b, c)氯喹未处理(a)和处理后(b) Th17细胞占 CD4+T细胞的比例; (d, e, f)氯喹未处理(d)和处理后(e) Treg细胞占 CD4+T细胞的比例；

(g, h)氯喹未处理(g)和处理后(h)细胞上清中 IL-17和 TGF-茁的水平
Fig.4 Patients with PBC exhibit Th17/ Treg imbalance

(a, b, c) Proportion of Th17 in CD4+T in the absence (a) or presence of CQ(b); (d, e, f) Proportion of Treg in CD4+T in the absence (d) or presence of CQ

(e); (g, h) Levels of IL-17 and TGF-茁 in the supernanent
Note: *P< 0.05, **P< 0.01.

图 4a-f所示，氯喹处理后 PBC患者 PBMCs中的 Th17细胞比

例下降(1.48 ± 0.13 % vs.1.19 ± 0.08%, P < 0.05)，Treg细胞比
例升高(3.50 ± 0.25 % vs.4.11 ± 0.72%, P < 0.05)。且经 ELISA

检测，发现细胞上清中 IL-17水平降低(1009.11 ± 46.47 pg/mL

vs.729.29 ± 47.02 pg/mL, P< 0.01)，TGF-茁 水平升高 (22.60 ±

0.92 ng/mL vs.28.00 ± 18.38 ng/mL, P < 0.01)，如图 4g-h所示。

以上体外证据说明通过氯喹抑制自噬可以重新恢复 PBC患者

Th17/Treg免疫失衡。
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的原因仍然不明。

近年来，自噬被认为是维持 T细胞稳态的重要环节，在 T

细胞介导的自身免疫性疾病中发挥着重要的作用[9]。自噬是一

种高度保守的，利用溶酶体清除衰老和变性大分子物质和细胞

器的过程 [29]。微管相关蛋白 1 轻链 3（Microtubule-associated

protein 1 light chain 3, LC3）-Ⅱ和 p62是监测自噬流的关键性

标志[30，31]。LC3-Ⅱ水平的增加表明自噬泡的形成，提示其合成增

加或降解减少。p62是一个泛素结合的自噬受体和信号蛋白，

它的聚积提示自噬 -溶酶体通路障碍[32]。本研究中，我们采取流

式细胞术检测免疫细胞内的 LC3-Ⅱ和 p62水平，来反映 PBC

患者 Th17和 Treg细胞的自噬功能状态。结果表明，无论是

Th17细胞，还是 Treg细胞，其自噬都被异常激活。因此我们猜

想，自噬可能参与了 PBC患者 Th17/Treg免疫失衡的调节。

为了验证这个猜想，我们设计了体外验证实验，利用自噬

抑制剂氯喹对 PBC患者 PBMCs进行体外处理。我们发现，降

低自噬水平后，能够分泌 IL-17的细胞含量减少，而表达转录

因子 Foxp3的细胞含量增多。且细胞上清中 IL-17分泌量降

低，TGF-茁升高。此结果表明，自噬对不同 T细胞亚群产生的影

响是不一致的。可能的解释为，自噬抑制剂会阻断 Treg中关键

转录因子 Foxp3的降解，从而影响 Treg细胞的分化及功能。在

以往研究中也发现，通过氯喹处理以提高 Treg细胞的功能，可

以降低自身免疫性脑脊髓炎动物模型的疾病严重程度 [34]。然

而，自噬对不同免疫细胞的调节功能还需进一步证实，这种调

节作用可能取决于多种细胞代谢因素，和自噬对特定功能蛋白

的降解。

在本项研究中，我们证实了 PBC患者 Th17和 Treg细胞

中异常激活的自噬作为一个重要因素，参与了 PBC疾病进展

中 Th17/ Treg免疫失衡。氯喹体外作用于 PBC患者 PBMCs，可

减少 IL-17的分泌，提高 Foxp3 的表达，恢复 Th17和 Treg细

胞的功能，使被打破了的平衡得到改善。因此，通过抑制自噬改

善 Th17/ Treg失衡可能成为控制 PBC发病和进展的新思路。
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