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Graves病患者外周血中 CD4+CD25+Treg细胞上的 PD-1/PD-L1
的表达及意义 *

丁静雅 秦露丹 徐 勇△ 郭 曼 陈 青
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摘要 目的：探究 Graves病患者外周血中 CD4+CD25+Treg细胞上的 PD-1/P-L1的表达及意义。方法：收集 2017年 6月至 2017年

12月就诊于西南医科大学附属医院内分泌科的 Graves病、Graves眼病及体检中心的健康者的外周血进行流式检测。结果：与正

常对照组相比，Graves病及 Graves眼病组 CD4+CD25+Treg细胞比例明显降低(P<0.05)；PD-1+Treg、PD-L1+Treg、PD-1+/PD-L1+Treg

细胞比例均较正常组明显降低(P<0.05)；此外，Graves眼病组的结果较 Graves病组更低(P<0.05)。结论：CD4+CD25+Treg的降低会

导致 Graves病和 Graves眼病患者的免疫状态活化，甲状腺自身抗体的增加和活化，促进疾病的发生。此外于 PD-1和 PD-L1阳性

细胞比例的减少对于其对免疫的负向调节有所减弱，从而导致患者体内免疫耐受的降低和免疫稳态的打破，可能导致机体对甲

状腺抗原的耐受消失，导致 GD及眼病的发生发展。
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Expression and Significance of PD-1/PD-L1 on CD4+CD25+Treg Cells
in Peripheral Blood of Patients with Graves Disease*

To explore the expression and significance of PD-1/PD-L1 on CD4+CD25+Treg cells in peripheral blood of

patients of Graves Disease. This study recruited voluntary patients of Graves Disease and Graves ophthalmopathyand healthy

volunteer from June 2017 to December 2017 in Southwest Medical Unniversity Affiliated hospital, and took samples of blood of them

and use Flow cytometry to identify PD-1 and PD-L1 on CD4+CD25+Treg. The frequency of CD4+CD25+Treg among PBMC in

GD patient and GO patient decreased significantly (P<0.05), compared with normal control group. The PD-1 and PD-L1 expression on

CD4+CD25+Treg in GD group and GO group was lower than that in normal control group(P<0.05) and them in GO group was lower than

GD group (P<0.05). Decreased CD4+CD25+Treg will lead activation of immune responsem, to increase and activate thyroid

autoantibodies and contributes to development of Graves disease and Graves Ophthalmopathy. Moreover, decreasd expression of PD-1

and PD-L1 can reduce their negative regulation,and lead to immune tolerance lowering and the disruption of immune homeostasis in vivo,

and result in occurrence of Graves disease and Graves Ophthalmopathy.
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前言

Graves 病(Graves Disease，GD)是一种常见的发病机制不

太明确的器官特异性自身免疫疾病，其最直接的原因是对于自

身抗原免疫耐受的消失，特别是促甲状腺激素受体(TSHR)。部

分辅助性 T细胞(主要的 Th2 细胞)将自身抗原识别为外来的

抗原，同时诱导细胞因子(IL-2、IL-4、IL-5)的产生刺激 B细胞产

生 TSHR自身抗体。在结合了 TSHR后激活腺苷酸环化酶同时

刺激甲状腺产生激素，导致甲状腺功能亢进[1,2]。调节性 T细胞
(regulatory T cells,Tregs)是具有免疫调节功能的淋巴细胞，Treg

细胞表面主要表达 CD4和 CD25分子，该细胞具有维持免疫

稳态的作用，同时抑制免疫反应过度活跃以及防止自身免疫疾

病的发生[3]。

PD-1(CD279)是 B7-CD28超家族一员，是具有负性协同刺

激作用的免疫抑制受体，由 PDCD1基因编码，人类的基因定位

于染色体 2q37.3，是一个由 288个氨基酸组成的相对分子质量
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为 50-55 KDa的 I型免疫球蛋白超家族 I型跨膜蛋白[4]。到目前

为止，有超过 30个 PD-1 单核苷酸多态性(SNPs)被发现，而且
PD-1与多种自身免疫病相关，如多发性硬化症、肿瘤、1型糖尿

病、类风湿性关节炎、系统性红斑狼疮、动脉粥样硬化形成等
[5-11]。PD-1可以与其受体 PD-L1(CD274)和 PD-L2(CD273)结合

进行调节免疫反应。

本研究旨在检测 Graves病患者、Graves眼病 (Graves oph-

thalmopathy，GO)患者外周血单个核细胞中 CD4+CD25+Treg细

胞比例以及 PD-1+Treg，PD-L1+Treg 以及 PD-1+/PD-L1+Treg 的
比例，以探究 PD-1以及 PD-L1与 Graves病发病的关系。

1 材料与方法

1.1 对象

本研究共为 3组，分别为 GD组、GO组、正常对照组(NC)

组。GD组为 2017年 6月至 2017年 12月于西南医科大学附
属医院内分泌科住院治疗的诊断为 GD患者，其中男女各 10

人，年龄 35至 54岁之间，符合 2008年中华医学会内分泌学分

会制定的《中国甲状腺疾病诊治指南 -甲状腺功能亢进》中 GD

的诊断标准[12]。GO组为 2017年 6月至 2017年 12月于西南医

科大学附属医院内分泌科住院治疗的诊断为 GO患者，其中男

性 9名，女性 11名，年龄在 34至 55岁之间，符合 2006年欧洲
Graves眼病专家共识(EUGOCO)的诊断标准[13]。以下情况不纳

入研究：怀孕；其他甲状腺疾病及自身免疫性疾病；肝肾疾病；

恶性肿瘤及严重感染性疾病；使用免疫调节药物、免疫抑制剂

及含硒制剂的患者。NC组为 2017年 6月至 2017年 12月健康
体检中心就诊志愿者，年龄在 36至 52岁之间，其中男性 10

名，女性 10名，甲状腺功能正常且无甲状腺疾病及其他自身免

疫性疾病史以及相关家族史。

所有参与本实验的患者与志愿者均签署知情同意书，其信

息严格保密。本实验通过西南医科大学附属医院伦理委员会审

核通过，并与中国临床试验中心进行注册，注册号为(ChiC-

TR-ROC-17014053)。
1.2 主要仪器与试剂

流式细胞仪 FACSVerseTM为美国 Becton Dickinson公司

产品，FACSuite 软件获取实验数据，FACSuite 软件分析数据。

流式抗体：FITC鼠抗人 CD4、PE鼠抗人 CD25、PE-Cy7鼠抗人
CD274、APC鼠抗人 CD279(均购自美国 BD 公司)；人全血单
个核细胞分离液(Ficoll配置)购自天津灏祥华科生物科技有限

公司，PBS购于 Solarbio公司。
1.3 方法

使用 EDTA-K2抗凝的真空采血管收集研究对象清晨空腹

外周静脉血 3 mL，采血后立即摇匀，血标本在采集 3 h内进行

密度梯度离心得到人单个核细胞 (PBMC)，然后用 PBS重悬
PBMC，并将细胞数目调整在 300 滋L 细胞悬液中细胞数为
1X106个。首先取 7支流式管，其中试管 1中不加抗体，作为空

白管，另外 4支试管分别加入 4种单独抗体调节荧光通道补偿

用，再取 1支试管为同型对照，其余试管同时加入 FITC鼠抗人
CD4 20 滋L、PE鼠抗人 CD25 20 滋L、PerCP-Cy7鼠抗人 CD274

5 滋L、APC鼠抗人 CD279 5 滋L，将抗体与细胞悬液充分混匀，

常温避光孵育 20 min后，上流式细胞仪进行检测。对流式检测

数据分析时，先做散点图，以 FSC为 X轴，SSC为 Y轴。对淋巴

细胞圈门为 P1；以 FITC-CD4为 X轴，PE-CD25为 Y轴，获得
CD4+CD25+T细胞群，圈为 P2；以 PerCP-Cy7- CD274 为 X轴，

以 APC-CD279为 Y轴，获得散点图，并分别做直方图。各组志

愿者甲状腺激素水平(FT3、FT4、TSH)以及甲状腺自身抗体(aT-

PO、aTG)采用化学发光法检测。
1.4 统计学方法

所有数据均使用 SPSS17.0软件进行统计学分析。连续变

量数据用均数加减标准差表示，采用单因素方差分析进行三组

间比较。两组之间采用独立样本 T检验进行比较，两变量之间

相关性采用 Pearson相关分析。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组基本临床资料的比较

三组对象之间在年龄、性别之间没有差异(P>0.05)。GD组

患者和 GO组患者的甲状腺功能(FT3，FT4，TSH)与 NC组之间
有统计学差异(P<0.05)，而 GO 组患者的 T3、T4 明显高于 GD

组 (P<0.05)；而 GO 组甲状腺自身抗体 (aTPO、aTG)明显高于
GD组，而 GD组明显高于 NC组，且三组之间有统计学差异
(P<0.05) (表 1)。

注：*与 NC组相比 P<0.05。

Note: *P<0.05 vs control group.

表 1 Graves病及 Graves眼病及健康对照组的基本信息

Table 1 Information of Group of GD , GO , NC

Clinical data GD Group GO Group NC Group

FT3(pg/d) 16.150± 4.581* 10.375± 3.951* 2.332± 0.451

FT4(ng/L) 4.919± 0.951* 3.740± 0.852* 1.167± 0.107

TSH(mIU/L) 0.10± 0* 0.018± 1.198* 2.212± 1.027

aTG(IU/mL) 262.980± 235.328* 548.938± 273.312* 5.530± 8.330

aTPO(IU/mL) 144.014± 67.139* 577.129± 317.268* 0.677± 1.183

Age(year) 44.13± 10.162 47.80± 11.001 44.53± 7.963

2.2 三组 CD4+CD25+Treg细胞比例的比较

三组外周血中 CD4+CD25+Treg比例比较有统计学差异，

GO 组中 CD4+CD25+Treg 比例明显低于其于 GD 组 (GO 组
3.342± 1.070%，GD 组 5.054± 0.757%，P<0.05)，GD 组又明显
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注：*与 NC组相比，P<0.05；#与 GD组相比，P<0.05。

Note: * P<0.05 vs control group; #P<0.05 vs GD group.

低于 NC组(NC组 7.173± 1.249%，P<0.05)(表 2、图 1、图 5)。
2.3 三组 PD-1+Treg细胞比例的比较

GO 组中 PD-1+Treg 比例明显低于其余两组 (GO 组
3.145± 0.765%，GD 组 7.321± 1.655%，P<0.05)，GD 组又明显
低于 NC组(NC组 14.222± 2.445% P<0.05)(表 2、图 2，图 6)。
2.4 三组 PD-L1+Treg细胞比例的比较

GO 组中 PD-L1+Treg 比例明显低于其余两组 (GO 组
9.920± 2.487%，GD组 16.472± 2.101%，P<0.05)，GD组又明显

低于 NC组(22.411± 3.039，P<0.05)(表 2、图 3，图 6)。
2.5 三组 PD-1+/PD-L1+Treg细胞比例的比较

GO 组中 PD-1+/PD-L1+Treg 细胞比例明显低于其余两组
(GO组 6.984± 1.693%，GD组 2.397± 1.027 %，P<0.05)，GD组

又明显高于 NC组(NC组 0.699± 0.328 %，P<0.05)(表 2、图 4，

图 6)。
2.6 PD-1+以及 PD-L1+Treg细胞比例与甲状腺自身抗体的相
关性

对 Graves 病患者和 GO 患者合并进行 PD-1+Treg 和
PD-L1+Treg细胞比例与甲状腺自身抗体进行相关性分析，发现

在 PD-1+Treg上的比例与血清中 aTPO浓度存在相关性，但相

关性较低(Pearson相关系数为 -0.463，P<0.05)；PD-1+Treg上的

比例与血清中 aTG浓度不存在相关性(Pearson相关系数为 -0.

350，P<0.05)；PD-L1+Treg细胞比例与血清中 aTPO浓度呈正相
关性 (Pearson相关系数为 -0.372，P<0.05)，PD-L1+Treg细胞比

例与血清中 aTG浓度呈正相关性(Pearson相关系数为 -0.240，
P>0.05)。

Index GD Group GO Group NC Group

CD4+CD25+Treg(%) 5.054± 0.757* 3.342± 1.070*# 7.173± 1.249

PD-1+Treg(%) 7.321± 1.655* 3.145± 0.765*# 14.222± 2.445

PD-L1+Treg(%) 16.472± 2.101* 9.920± 2.487*# 22.411± 3.039

PD-1+/PD-L1+Treg(%) 2.397± 1.027* 0.699± 0.328*# 6.984± 1.693

表 2 各组流式结果

Table 2 Results of Flow cytometry

图 1 CD4+CD25+细胞比例(%)

Fig.1 Percentage of

CD4+CD25+Treg(%)

图 2 PD-1+Treg细胞比例(%)

Fig.2 Percentage of PD-1+Treg

图 3 PD-L1+Treg细胞比例(%)

Fig.3 Percentage of PD-L1+Treg(%)

图 4 PD-1+/PD-L1+Treg细胞比(%)

Fig.4 Percentage of

PD-1+/PD-L1+Treg(%)

图 5 Treg细胞在外周血单个核细胞中的比例

Fig.5 Percentage of Treg in PBMC(%)
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3 讨论

PD-1(CD279)属于 B7-CD28超家族一员，是具有负性协同

刺激作用的免疫抑制受体，是一个相对分子质量为 50-55KDa

的免疫球蛋白超家族的 I型跨膜蛋白，其分子结构的特点就是

胞浆区分别存在氮端和碳端两个酪氨酸残基，氮端的残基参与

构成一个免疫受体酪氨酸抑制基序(ITIM)，碳端的残基则参与

构成一个免疫受体酪氨酸转换基序(ITSM)，其中 ITSM在 PD-1

的负性调节中起重要作用[4]。在活化的 T细胞、B细胞、单核细

胞、NK 细胞和 DC 细胞等表面，PD-1 主要以单体形式表达。

PD-1并不像酶一样发挥作用而是往胞内传递适应性的信号[14]。

PD-1 有两个配体 PD-L1(CD274)和 PD-L2(CD273)，两者具有

37%的相似性。PD-L1持续表达于 T细胞、B细胞、树突状细

胞、巨噬细胞、间充质干细胞等细胞表面；PD-L2仅表达于活化

的DC细胞、巨噬细胞、骨髓源性细胞和静息的腹膜 B1细胞[4,15]。

多种细胞因子可调节 PD-L1和 PD-L2的表达，如干扰素(IFN)

和白细胞介素 4(IL-4)能分别上调 PD-L1和 PD-L2的表达。

在人类，PD-1编码基因 PDCD1的单核苷酸多态性与自身

免疫性疾病如 1型糖尿病、多发性硬化、类风湿性关节炎、

Graves病、强直性脊柱炎之间的高风险也是存在一定的联系[16-18]。

另有关于人类自身免疫疾病的研究显示 PD-1/PD-L1信号通路

在 1型糖尿病、红斑狼疮和类风湿性关节炎之间存在重要的调

节功能，表明 PD-1在维持自身免疫耐受中的重要作用[19,20]。

Graves病是一种病因不明的器官特异性自身免疫紊乱的

甲状腺疾病，也是目前最常发生的自身免疫性疾病[21]。GD确切

的发病机制到目前为止不确切，研究表明细胞免疫与体液免疫

的紊乱都与其发病相关。GD很可能是由于 2类辅助 T细胞引

起的应答反应,伴随促甲状腺素受体自身抗体(TRAb)的产生和

腺体的增生，最终导致甲亢的发生[22]。而 Graves眼病是 GD最

常见的一种甲状腺以外表现，由于过度的炎症反应导致眼外肌

及眼眶结缔组织的纤维化，导致眼眶内容组织增大，引起复视、

眶周疼痛、眼球的突出、眼睑的退缩、球结膜水肿、视神经受压

甚至全眼炎等情况[23]。而 Treg细胞具有免疫抑制功能，能发挥

负向免疫调节，在许多自身免疫疾病中有关键作用，其不仅可

以通过直接接触、分泌细胞因子等方式调节免疫，还能通过

Foxp3在转录水平调控效应性 T细胞的活化过程[24]。Treg细胞

表面分子表达的缺失，细胞抑制功能的受损或细胞数量的降

低，均可能导致自身免疫病的发生，包括自身免疫甲状腺疾病

的发生[24]。

本研究旨在探究 GD和 GO患者外周血中 Treg细胞数目

及其 Treg表面 PD-1阳性以及 PD-L1阳性细胞比例，通过其变

化来探究 Graves病的发病机制。结果显示 GD以及 GO患者外

周血中 Treg细胞数量明显低于正常对照组，这与大多数研究

中的结果是一致的[25,26]。Hu等人发现 GD患者的 Treg细胞数

量较健康人有所减少，同时 Treg细胞表面 Foxp3表达量下降[27]。

Nakano 等对甲状腺炎的研究中同样发现 Treg细胞的比例低

于健康对照组[28]。然而，也有研究者有不同的观点，虽然 Graves

病外周血中 Treg细胞高于正常对照组，但细胞的抑制功能确

明显下降低[29]。这些的结果表明由于 Treg细胞可能具有对于

免疫应答的负向调节作用，在维持免疫稳态方面具一定作用。

Treg细胞主要通过产生 IL-10、TGF-茁而发挥生物学效应[30]。而

当 Treg细胞数量明显降低时，对效应 T细胞的抑制能力降低，

机体出现免疫紊乱导致免疫耐受的消失和免疫稳态的破化，免

疫功能活化，自身抗体活跃，导致自身免疫性疾病的出现，包括

GD和 GO的发生。我们也发现 GO组的 Treg细胞数目较 GD

组也明显减少，这与之前的研究结果基本一致[26]。这表示 GO

组的机体免疫状态较 GD组更为活跃，导致自身抗体数目的增

加与活跃，进而沉积于眶周组织导致眶周及眶后组织的炎症

发生。

此外，本研究还观察了 Treg细胞表面 PD-1和 PD-L1的表

达，发现在 GD组外周血中 Treg细胞表面的 PD-1和 PD-L1阳

性的细胞低于对照组，同时 GO组细胞表面 PD1/PD-L1低于对

照组和 GD组。到目前为止，关于 PD-1和 PD-L1在 Graves病

中的研究极少，而 Graves病的发病与自身抗体的产生有关系，

与系统性红斑狼疮的发病机制有相同点，而有研究显示

PD-1/PD-L1在 SLE的发生过程中有重要影响。其中有两项研

究表明在 SLE病人中 CD4+T细胞表面 PD-1有所降低。Krist-

jansdottir等人也发现在 SLE病人中 PD-1+细胞也明显减少，这

图 6 PD-1+, PD-L1+, PD-1+/PD-L1+Treg细胞比例

Fig.6 Percentage of PD-1+, PD-L1+, PD-1+/PD-L1+Treg
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与本次在 Graves病中的研究结果基本一致的[31]。我们也发现在

GO 组和 GD 组中甲状腺自身抗体的变化趋势与 PD-1 及

PD-L1的变化趋势是一致。这可能说明由于 PD-1和 PD-L1阳

性细胞比例的减少对于其对免疫的负向调节有所减弱，从而导

致患者体内免疫耐受的降低和免疫稳态的打破，有可能导致机

体对甲状腺抗原的免疫耐受消失，使甲状腺自身抗体的产生和

活化，尤以针对甲状腺细胞 TSH受体的 TRAb最为重要，导致

GD生长眼病的发生。

GO的发生主要是由于眶后的炎症，而眼眶的纤维母细胞

是炎症活化的，而纤维母细胞的活化很有可能是由于继发性自

身抗体的激活，如 TSHR 抗体的激活和胰岛素样生长因子

(IGF-1)[32]。同样，由于在 GO患者外周血 Treg细胞中 PD-1+与

PD-L1+的细胞比例较正常人明显降低，而免疫失衡所导致。

Kitazawa和 Li研究发现 Treg细胞表面的 PD-1可能够通过与

树突状细胞(DC)表面的受体结合而向 DC细胞传递负向信号，

降低 DC细胞表面的成熟标志物 CD40、CD80、CD86 的表达，

从而引起 DC成熟障碍并抑制 DC抗原递呈功能，最终诱导外

周耐受的破坏[33,34]。GO组 PD-1与 PD-L1较 GD组更低，这提

示 GO组患者免疫抑制的程度更重，TSHR的活化会调节 GO

中眼眶成纤维细胞的中透明质酸的合成，参与 GO的发病，从

而出现大量淋巴细胞浸润、氨基葡聚糖(GAG)沉积及水肿，晚

期可能出现眼球后组织纤维化[35]。

此外，本研究对 PD-1+以及 PD-L1+Treg细胞比例与甲状腺

自身抗体的相关性进行分析，发现甲状腺自身抗体 aTPO 和

aTG 均与 PD-1 表达呈负相关，但相关性较弱；而 aTPO 与

PD-L1呈负相关，但 aTG没有发现与 PD-L1表达相关。Segun-

do等人提出 GD病人甲状腺组织中存在一类 B细胞与淋巴滤

泡生发中心的 B细胞相同，其中的 B细胞数量与血中 aTPO水

平有关[36]。aTPO与 aTG的出现与增加都表示了机体免疫状态

的活跃，其存在明显与甲状腺自身免疫性疾病的发生密切相

关；而且甲状腺自身免疫性疾病患者的血清中 aTG与 aTPO的

阳性率明显升高。此次研究发现 PD-1与 PD-L1 的表达均与

TPO抗体水平呈负相关，说明 PD-1和 PD-L1的降低可能通过

对免疫稳态的打破或者其他某些途径间接刺激甲状腺自身抗

体的出现和增加，PD-1和 PD-L1可能通过诱发甲状腺自身抗

体的产生而促进疾病的发生。

总之，本次研究主要探究了 Graves病及 GO病病人外周

血中 Treg细胞表面的 PD-1和 PD-L1阳性细胞的比例，发现不

仅这些患者的 Treg细胞与正常人相比明显降低，同时 treg细

胞表面的 PD-1和 PD-L1也均降低降低。GD最直接的发病机

制是对于自身抗原的耐受的消失，特别是促甲状腺激素受体的

出现。Treg的特点是具有免疫应答低下和免疫抑制的特性，在

维持机体免疫耐受和免疫应答稳态方面具有重要的作用，所以

Treg细胞的下降低会导致 Graves病和 GO病患者的免疫状态

活化，甲状腺自身抗体的增加和活化。此外于 PD-1和 PD-L1

阳性细胞比例的减少对于其对免疫的负向调节有所减弱，从而

导致患者体内免疫耐受的降低和免疫稳态的打破，有可能导致

机体对甲状腺抗原的免疫耐受消失，使甲状腺自身抗体的产生

和活化，尤以针对甲状腺细胞 TSH受体的 TRAb最为重要，导

致 GD及眼病的发生发展。但是目前对于 Graves病与 PD-1级

PD-L1的研究较少，希望在以后的研究中能够更深入的探究两

者之间的关系，也能为 Graves病的治疗提供新的思路与新的

方法。
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