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IL-17对人脐带间充质干细胞体外免疫调节特性的影响 *
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摘要目的：研究白细胞介素 17（IL-17）对人脐带间充质干细胞（hUC-MSCs）的免疫调节能力的影响。方法：采用组织块贴壁法从健

康足月胎儿脐带中分离培养 hUC-MSCs，并对其进行鉴定。然后在培养基中加入不同浓度 IL-17，采用 EdU细胞增殖法检测

hUC-MSCs增殖情况，流式细胞术（FCM）检测 hUC-MSCs表面标记及细胞周期，RT-qPCR检测免疫调节相关基因表达水平，

ELISA检测上清中免疫调节相关因子分泌水平，免疫学反应检测其免疫调节能力。结果：① 倒置显微镜下观察可见 hUC-MSCs呈

现较均一漩涡状、梭形生长，细胞体积较小；细胞表面表达 CD44、CD73、CD90、CD105，不表达 CD34、CD19、CD11b、CD45、

HLA-DR；具有成脂、成骨、成软骨诱导分化能力。② FCM检测结果显示 IL-17处理后，hUC-MSCs免疫表型未发生变化，而 IFN-酌
处理后，hUC-MSCs表面标记 HLA-DR表达明显上调。③ 与对照组相比，IL-17处理组的 hUC-MSCs活性更好，且能促进细胞增

殖。④ 与空白对照组相比，IL-17处理组 hUC-MSCs的 TGF-茁、IL-10、IDO、PGE2、TSG-6、PD-L1基因表达均显著上调（P<0.001）。
⑤ ELISA检测结果显示，与空白对照组相比，IL-17处理组上清中 TGF-茁、IL-10、IDO、PGE-2、TSG-6、PD-L1 分泌水平明显增高
（P<0.001）。⑥ 与空白对照组相比，IL-17处理组的 CD3+CD4+T细胞、CD3+CD8+T细胞、B细胞的比例降低，Treg细胞比例增高

（P<0.001）。结论：IL-17在不影响 hUC-MSCs免疫表型的条件下，可促进细胞增殖，上调免疫相关基因表达，提高 TGF-茁、IL-10、
PGE-2、IDO、TSG-6、PD-L1分泌水平，增强 hUC-MSC免疫调节能力。因此，本研究将为预处理的 hUC-MSCs防治免疫炎症性疾

病提供理论依据。
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Effect of IL-17 on the Immunoregulatory Characteristics of
Human Umbilical Cord Mesenchymal Stem Cells in Vitro*

,

To observe the effects of interleukin 17(IL-17) on the immunomodulatory capacity of human umbilical cord

mesenchymal stem cells (hUC-MSCs). hUC-MSCs were isolated from the umbilical cord of healthy term fetus by tissue

explants adherent method, and cultured with serum-free medium with IL-17. EdU cell proliferation method was used to detect the

proliferation of hUC-MSCs, Flow cytometry was used to detect cell surface markers and cell cycle, gene expression levels related to

immune regulation was detected by RT-qPCR, the secretion level of immunomodulatory factors was detected by ELISA, and the

immunomodulatory ability of hUC-MSCs was detected by immunological experiment. ① Under the inverted microscope,

hUC-MSCs cultured with with serum-free medium showed more uniform vortex-like and spindle growth. hUC-MSCs were expressed

CD44, CD73, CD90 and CD105, but lowly expressed CD34, CD19, CD11b, CD45, and HLA-DR. Results from the induced

differentiation experiments showed that hUC-MSCs had adipogenic, osteogenic and chondrogenic abilities. ② After IL-17 pre-treatment,

the immunophenotype of hUC-MSCs was not changed, however, after IFN-酌 pre-treatment, the expression of HLA-DR on hUC-MSCs

was significantly up-regulated. ③ As compared with control group, the cell viability and cell proliferation of hUC-MSCs were

pre-treatment by IL-17 was better. ④ Compared with the blank control group, the gene expressions of TGF-茁, IL-10, IDO, PGE2, TSG-6,
and PD-L1 of hUC-MSCs were pre-treatment by IL-17 were significantly up-regulated (P<0.001). ⑤ Compared with the blank control
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引言

间充质干细胞（Mesenchymal Stem Cells，MSCs）是一种具

有自我复制能力和多向分化潜能的成体干细胞，广泛存在于骨

髓、脂肪、脐带、胎盘和牙髓等组织中[1-4]。大量研究发现 MSCs

具有较好的组织修复再生能力；同时 MSCs可分泌多种细胞

因子，调节免疫细胞，发挥免疫调控作用。目前，MSCs在免疫

调控方面展现出了良好的临床应用前景，如糖尿病[5]、类风湿

关节炎 [6]、克罗恩病 [7]、系统性红斑狼疮 [8]、移植物抗宿主病

（GvHD）[9]。然而，在不同疾病类型中，炎症组织的免疫微环境

千差万别，这在一定程度上决定了输注 MSCs的命运和治疗

效果[10]。因此，有学者认为应将MSCs免疫调节能力作为其评

价标准之一[11]。

研究表明，MSCs发挥免疫调节作用需要将其暴露在某些

特定的炎症微环境中[12]，而干扰素 酌（IFN-酌），肿瘤坏死因子 琢
（TNF-琢）等炎性因子是MSCs发挥免疫调节作用所不可缺少

的 "授权 "因子[13，14]。白细胞介素 17（IL-17）主要由辅助性 T细

胞 17特异性分泌，是近年来发现的 "明星 "前炎性细胞因子，

其主要生物学功能为招募中性粒细胞、诱导多种细胞分泌炎症

细胞因子和趋化因子等多种生物学功能[15]。IL-17在感染、慢性

炎症反应和自身免疫性疾病中发挥重要作用，如类风湿关节

炎、系统性红斑狼疮及多发性硬化等 [16]。但目前白 IL-17对

hUC-MSCs的免疫调节能力的影响少有报道。因此，本研究拟

在 hUC-MSCs 培养基中加入不同浓度 IL-17，分析它们对

hUC-MSCs的免疫表型、细胞增殖能力、炎性因子分泌及淋巴

细胞抑制能力的影响，为免疫系统疾病的防治提供一个新策略。

1 资料与方法

1.1一般资料

1.1.1 脐带组织 经西安高新医院伦理会批准，与签署知情同

意书，采集正常足月剖腹产儿脐带。产妇无传染性疾病、家族病

史，胎儿无先天性疾病。

1.1.2 主要试剂和设备 无血清培养基（北京友康生物），流式

抗体检测试剂盒（BD），间充质干细胞成脂、成骨、成软骨诱导

分化培养基（广州赛业），淋巴细胞亚群试剂盒（BD），PMA（Sig-

ma），PHA-P（Solarbio），IFN-酌（PEPROTECH），IL-17（PEPRO-
TECH），BeyoClick EdU-647细胞增殖检测试剂盒（碧云天），

qPCR Master Mix（Promega），TGF-茁、L-10、TSG-6、PD-L1（达科
为），IDO1（FineTest），PGE2（上海哈灵）,引物合成（上海生工）；

FACS Canto流式细胞仪（BD），倒置相差显微镜（Leica），生物

安全柜（Thermo），二氧化碳培养箱（Thermo），酶标仪（Thermo），

离心机（Thermo）。

1.2 研究方法

1.2.1 hUC-MSCs的分离及培养[17] 无菌条件下，用 PBS将新

鲜健康脐带清洗至无血液残余，剥离脐带动脉、静脉及外膜余

华通氏胶。将脐带组织剪成 2 mm伊2 mm小组织块，平摊于培养
皿中，加入无血清培养基，放置 37℃、5%CO2培养箱中培养。于

接种第 2 d补液，以后每隔 3 d换液 1次。在倒置显微镜下观察

细胞的形态和生长情况。待贴壁细胞融合至 80%-90%时，用

TrypLE消化传代，收集细胞。

1.2.2 hUC-MSCs免疫表型检测 收集第 3 代细胞，100 滋m
筛网过滤细胞，去除细胞团块，用 PBS重悬，调整细胞浓度为

1伊106/mL，加入抗体以及同型对照，室温避光孵育 30 min。孵育

完成后，1000 rpm离心 5 min，弃去上清。每管加入 2 mL含 1%

血清 PBS，涡旋混匀，1000 rpm离心 5 min。弃去上清，每管加入

0.5 mL PBS涡旋混匀，1h内上机检测。

1.2.3 hUC-MSCs 三系分化能力检测 收集第 3 代细胞，按

2伊104个 /cm2接种到 6孔板，37℃、5%CO2培养箱中静置培养，

待细胞汇合至 60%左右时，按照试剂盒说明书进行后续操作。

染色结束后，倒置显微镜下观察染色效果。

1.2.4 EdU检测细胞增殖 将 hUC-MSCs接种于 12孔板，加

入含不同浓度的 IFN-酌或 IL-17的完全培养基，空白对照组不

进行任何干预，处理 24 h后，EdU标记 2 h，固定，Apollo染色，

DNA染色，封固，荧光显微镜下观察并拍照，统计分析各组 E-

dU阳性细胞数量。

1.2.5 细胞周期检测 分别消化收集第 3代细胞，1000伊g离
心 5 min，沉淀细胞。去上清，加入约 1 mL冰浴预冷的 PBS重

悬细胞，再次离心沉淀细胞。去上清，加入 1 mL冰浴预冷的

70%酒精，轻轻吹打混匀，4℃固定 2 h。1000伊g离心 5 min，沉淀

细胞。去上清，加入约 1 mL冰浴预冷的 PBS重悬细胞。再次离

心沉淀细胞，去上清，每管中加入 0.5 mL碘化丙啶染色液，并

缓慢并充分重悬细胞沉淀，37℃避光温浴 30 min，上机检测。

1.2.6 实时定量反转录 PCR（RT-qPCR）实验 取 P3代细胞，

胰酶消化收集细胞并计数，用 MSCs培养液重悬细胞沉淀，分

别将细胞浓度调整至 2伊105/mL，取 1 mL加入 6孔细胞培养板

中，加入培养基 1 mL混匀，培养过夜。吸弃培养皿中的培养液，

并加入含不同浓度的 IFN-酌或 IL-17培养液，对照组不加。培养

24 h后，吸弃上清，分别加入 1 mL TRIzol裂解细胞，用无 RNA

group, the secretion levels of TGF-茁, IL-10, IDO, PGE-2, TSG-6 and PD-L1 were significantly increased in the supernatant of UC-MSCs

were pre-treatment by IL-17 group (P<0.001). ⑥ hUC-MSCs were pre-treatment by IL-17 can reduce the proportion of CD3+CD4+T cells,

CD3+CD8+Tcells, and B cells in lymphocytes, but increase the proportion of Treg cells (P<0.001). Without affecting the

immunophenotype of hUC-MSCs, IL-17 can promote cell proliferation, up-regulate the expression of immune-related genes, increase the

secretion level of TGF-茁, IL-10, PGE-2, IDO, TSG-6, PD-L1, and enhance immune regulation ability of hUC-MSC. Therefore, this study

will provide a theoretical basis for priming hUC-MSCs to prevent and treat immune inflammatory diseases.

Human umbilical cord mesenchymal stem cells; IFN-酌; IL-17; Immunoregulation capability; Inflammatory

microenvironment
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Gene Primer sequence（5'-3'）

IDO
Forward：AGACTGCTGGTGGAGGACATG

Reverse：AAAGGACAAACTCACGGACTG

TGF-茁
Forward：TGACGTCACTGGAGTTGTACGG

Reverse：GGTTCATGTCATGGATGGTGC

PGE2
Forward：ACCTACTTCGCTTTCGCCAT

Reverse：CGTACTGCCCATAGTCCAGC

IL-10
Forward：GCACCCAGTCTGAGAACAGC

Reverse：CACTCATGGCTTTGTAGATGCC

TSG-6
Forward：AGATGACCCAGGTTGCTTGG

Reverse：TGGAAACCTCCAGCTGTCAC

PD-L1
Forward：TTTACTGTCACGGTTCCCAAGG

Reverse：CCCGATGAACCCCTAAACCA

茁-actin
Forward：GGCACCCAGCACAATGAAG

Reverse：CGTCATACTCCTGCTTGCTG

表 1 RT-PCR所需引物的序列

Table 1 Prime sequences for RT-PCR

酶枪头收集细胞裂解液至洁净 EP管中。具体操作参考试剂说

明书，所设计的引物见表 1。

1.2.7 细胞培养上清液细胞因子分析 调整细胞浓度为 5伊
104/mL，加入不同浓度 IFN-酌、IL-17 的无血清培养培养
hUC-MSCs，培养 24 h，收集各组细胞培养上清液，ELISA检测

TGF-茁、IL-10、PGE-2、IDO1、PD-L1水平，紫外分光光度法检测
OD值，具体操作步骤参考试剂说明书。

1.2.8 hUC-MSCs抑制淋巴细胞亚群增殖能力检测 将 hUC-

MSCs P3代细胞以 1伊104/孔（1:10）、接种于 96孔板内，各实验

组设置 3复孔；待细胞贴壁后，PBS洗涤细胞 2~3次，添加终浓

度为 20 滋g/mL Mitomycin C置于 37℃，5%CO2培养箱中培养

30 min；将 Folico法分离的外周血单个核细胞加入完全培养

基，调整细胞浓度至 1伊106/mL，添加 PHA-P和 PMA，使终浓度

分别为 20 滋g/mL和 20 ng/mL，充分混匀后，每孔加入 100 滋L
细胞悬液。培养 3d后，收集各实验组细胞，2000 rpm离心 5min，

收集下方细胞沉淀，离心清洗 2次，用 PBS重悬细胞，按照淋

巴细胞亚群试剂盒说明书淋巴细胞进行抗体标记，上机检测。

1.3 统计学分析

本研究数据采用 SPSS 18.0软件处理，计量资料采用 x依s
表示，计数资料用百分率表示，采用单因素方差分析和 掊2检验

分析，P<0.05为差异有显著性意义。注：*P＜0.05，**P＜0.01，

***P＜0.001。

2 结果

2.1 hUC-MSCs的分离、培养及鉴定结果

倒置显微镜下观察，脐带组织块在种植后 6-8 d可发现细

胞从组织块边缘爬出，细胞体积较小，呈短梭形，呈漩涡状生

长。传代后细胞生长速度增快，2-3 d即可传下一代（图 1A）。细

胞周期检测结果显示，P3 代 hUC-MSCs处于 G2+S细胞比例

为（40.05依0.85）%，具有较高的细胞活性及细胞增殖能力（图
1B）。三系分化结果显示，成骨诱导后经茜素红染色，出现大量

红染的钙结节；成脂诱导后，经油红 O染色，出现红染的脂滴；

成软骨诱导后经阿利新蓝染色，出现蓝染的软骨细胞合成的蛋

白多糖（图 1C）。流式细胞仪检测结果显示 hUC-MSCs表达

CD44 （99.5%）、CD73 （99.8%）、CD90 （99.1%） 和 CD105

（98.9%），不表达 CD34、CD19、CD11b、CD45和 HLA-DR（图

1D）。以上结果均符合国际细胞治疗协会针对间充质干细胞的

鉴定标准，说明 hUC-MSCs的分离、培养成功。

2.2 IL-17对 hUC-MSCs表面标志物的影响

研究结果显示，与对照组相比，IFN-酌处理 hUC-MSCs 24 h

后，其表面标记物 HLA-DR表达量明显增高，且随浓度增大，

呈梯度增高（P<0.01）。而不同浓度的 IL-17 处理 hUC-MSCs

后，其表面标记物 HLA-DR表达量无明显变化（图 2）。

2.3 IL-17对 hUC-MSCs增殖能力及细胞活性的影响

由图 3A可见，与对照组相比，不同浓度的 IFN-酌处理组EdU

阳性率没有显著差异（P>0.05），低浓度（25 ng/mL、50 ng/mL）
IL-17处理组 EdU阳性率亦没有显著差异（P>0.05），而高浓度
（75 ng/mL）IL-17处理组 EdU阳性率存在差异 (P < 0.05)（图

3A，图 3B）。因此，75 ng/mL IL-17可促进 hUC-MSCs的增殖。

流式细胞仪检测结果显示，与对照组相比，不同浓度的 IFN-酌处理
组 G2+S细胞比例没有显著差异（P>0.05），低浓度（25 ng/mL、

50 ng/mL）IL-17 处理组 G2+S 细胞比例亦没有显著差异

（P>0.05），而高浓度（75 ng/mL）IL-17处理组 G2+S细胞比例存

在差异 (P<0.05)（图 3C）。因此，75 ng/mL IL-17 可提高

hUC-MSCs的细胞活性。

2.4 IL-17对 hUC-MSCs免疫调节相关基因表达的影响

RT-qPCR结果显示，与对照组相比，不同浓度 IFN-酌和
IL-17 培养 hUC-MSCs 时，TGF-茁、IL-10、PEG-2、PD-L1、IDO、
TSG-6基因表达水平均呈现升高趋势（图 4），其中 50 ng/mL和

75 ng/mL处理组，以上 6类细胞因子分泌水平明显升高（P＜
0.05）。IFN-酌和 IL-17处理组，组间无明显差异（P>0.05）。提示
IL-17可促进 hUC-MSCs分泌免疫调节相关基因的表达。

2.5 IL-17对 hUC-MSCs分泌免疫调节相关细胞因子的影响

从图 5中可见，与对照组相比，不同浓度 IFN-酌和 IL-17培

养 hUC-MSCs 时，TGF-茁、IL-10、PEG-2、PD-L1、IDO、TSG-6 分
泌水平均呈现升高趋势（图 5），其中 50 ng/mL和 75 ng/mL处

理组，以上 6类细胞因子分泌水平明显升高（P＜0.05）。IFN-酌
和 IL-17处理组，组间无明显差异（P>0.05）。提示 IL-17可提高

hUC-MSCs分泌免疫调节相关细胞因子的分泌水平。

2.6 IL-17对 hUC-MSCs免疫调节能力的影响

研究结果显示，IFN-酌和 IL-17处理组的 hUC-MSCs，淋巴

细胞亚群受到显著影响，其中 CD3+CD4+T细胞、CD3+CD8+T细

胞、B细胞的比例显著下降，当浓度达到 50 ng/mL时，抑制效

果显著（P<0.01）；而起抑制作用的 Treg细胞比例显著升高，当

浓度达到 50 ng/mL时，抑制效果显著（P<0.01），随浓度增加，
效果愈加显著（P<0.001）。两种处理组间无明显差异（图 6）。提

示IL-17可提高 hUC-MSCs对淋巴细胞的免疫调节能力。

3 讨论

大量研究证实，MSCs具有调节受损组织炎症微环境的作

用，这为干细胞治疗炎症疾病提供了新的治疗策略[18]。虽然以

MSCs细胞替代方式为基础的治理方式仍然在某些特定的疾
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图 2 hUC-MSCs的表面标记检测结果

Fig. 2 Results of surface marker of human umbilical cord mesenchymal stem cells

注：A图为 FCM检测MSCs表面标记；B图为MSCs表面标记 HLA-DR的表达量。

Note: Fig.2A shows MSCs surface markers were detected by FCM, Fig.2B shows the expression level of HLA-DR on the surface of MSCs.

图 1 hUC-MSCs的鉴定结果

Fig.1 Identification results of human umbilical cord mesenchymal stem cells

注：图中 A为细胞形态学观察，B为细胞周期检测，C为干细胞三系分化能力鉴定，D为干细胞表面标记检测。

Note: Fig. 1A shows the observation of cell morphology, Fig.1B shows cell cycle detection, Fig.1C shows the identification of stem cell three-line

differentiation ability, Fig. 1D shows the detection of stem cell surface markers.
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图 3 hUC-MSCs的细胞增殖能力及细胞活性检测

Fig.3 Detection of cell proliferation ability and cell activity of human umbilical cord mesenchymal stem cells

注：A图为 EdU增殖试验染色结果；B图为 EdU增殖试验统计结果；C图为细胞周期中 G2/M+S期细胞比例。

Note: Fig. 3A shows the staining results of EdU proliferation, Fig. 3B shows the statistical results of the EdU proliferation,

Fig.3C shows the ratio of G2/M+S phase cells in the cell cycle.

图 4 IL-17对免疫调节相关基因表达的影响

Fig.4 Effect of IL-17 on the expression of immunoregulation related genes
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图 5 IL-17对 hUC-MSCs免疫调节相关细胞因子分泌水平的影响

Fig. 5 Effect of IL-17 on the secretion of cytokines related to immune regulation of human umbilical cord mesenchymal stem cells

病治疗中占具着重要位置[19]，但相关研究表明，MSCs的治疗作

用主要是通过免疫调节来发挥作用[20]，而这种免疫调节功能的

发挥需要炎症微环境的 "授权 "激活[21]。一般来说，在炎性因子

作用下，MSCs产生大量MSCs通过产生免疫抑制分子、生长因

子、趋化因子、补体以及代谢产物等，调节组织免疫微环境和促

进组织修复[22]。

本研究采用间充质干细胞无血清培养体系，成功分离、培

养获得 hUC-MSCs。然后利用不同浓度 IL-17 预处理

hUC-MSCs，观察其体外免疫调节能力的变化。研究结果显示，

25 ng/mL和 50 ng/mL IL-17对 hUC-MSCs的增殖能力及细胞

活性没有明显的影响，而 75 ng/mL IL-17可以促进细胞增殖，

提高细胞活性。类似地，BIE Q等[23]的研究显示白细胞介素 17B

预处理脐带间充质干细胞的增殖能力明显增强，两项研究结果

相吻合。另外，IL-17 预处理提高细胞活性，有利于延长

hUC-MSCs在体内存活时间，提高治疗效果。FCM检测结果显

示不同浓度 IL-17处理后，hUC-MSCs表面标记均未发生变化，

而低浓度 IFN-酌处理后，hUC-MSCs表面标记 HLA-DR表达明

显上调，且随浓度增加而表达量逐步上调。有研究显示，用

IFN-酌预处理的脂肪间充质干细胞高表达 MHC-Ⅰ、MHC-Ⅱ
[24]。而间充质干细胞高表达主要组织相容性复合物（MHC），增

加了其免疫原性。当利用 IFN-酌预处理的间充质干细胞进行体
内注射时，免疫排斥反应将必然增强，导致细胞存活率下降，治

疗效果不佳，因而未被临床上广泛应用。MSCs发挥免疫调节

作用主要与其旁分泌的细胞因子相关，包括 TGF-茁、IL-10、

PGE2、TSG-6、IDO、PD-L1等[25-28]。本研究结果显示 IL-17预处

理可促进 hUC-MSCs大量分泌 TGF-茁、IL-10、PGE2、TSG-6、I-
DO、PD-L1 等细胞因子。进一步研究显示，IL-17 预处理的

hUC-MSCs，可抑制 CD3+CD4+T细胞、CD3+CD8+T细胞及 B细

胞的增殖，而能促进具有免疫抑制作用的 Treg细胞的增殖。提

示 IL-17可提高 hUC-MSCs对淋巴细胞的体外免疫调节功能。

有研究报道 IL-17 预处理的 骨髓 间充质干细胞

（BM-MSCs）进行小鼠皮下注射，小鼠血清中 IL-10和 TGF-茁
增多，IFN-酌显著降低，且发现小鼠脾脏组织中 Treg细胞比例

明显增加，表明 IL-17 预处理的 BM-MSCs免疫抑制功能增

强[29]。这与 SIVANATHAN KN等[30]的研究结论相一致。另外，

BAI M等[31]研究发现 IL-17预处理的 MSCs可能通过 COX-2/

PGE2途径增加 Treg细胞百分比，从而增强 MSCs的免疫抑制

功能。该研究结果显示利用 IL-17预处理的小鼠骨髓MSCs治

疗急性肾缺血损伤小鼠，其血清中 IL-6、TNF-琢和 IFN-酌水平
明显降低，同时脾和肾组织中 Treg细胞百分比显著升高。

综上所述，IL-17在不改变 hUC-MSCs免疫表型的前提下，

通过促进细胞增殖、提高细胞活性、提升免疫调节相关细胞因

子分泌水平、抑制促炎性 T细胞及 B细胞亚群、提升免疫抑制

性 Treg细胞亚群，从而提高 hUC-MSCs的体外免疫调节功能。

因此，利用 IL-17对MSCs进行预处理,是提高MSCs免疫调节

能力的可行方法之一。该研究为临床应用 hUC-MSCs治疗免疫

炎症性疾病提供了有效性依据。对于 IL-17对 hUC-MSCs的调

节作用机制及相关动物实验有待后续进一步深入研究。
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图 6 hUC-MSCs对不同淋巴细胞亚群的影响

Fig.6 Effects of human umbilical cord mesenchymal stem cells on different lymphocyte subsets

注：A图为淋巴细胞抑制形态结果；B图为 FCM检测不同淋巴细胞亚群结果；C图为不同淋巴细胞亚群比例统计结果。

Note: Fig. 6A shows morphological result of lymphocyte suppression, Fig. 6B shows the results different lymphocyte subsets were detected by FCM,

Fig. 6C shows the statistical results of different lymphocyte subsets.
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