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有研究证实，增加调节性T细胞在体内的数量可以

有效的预防或延缓自身免疫性疾病的发生［1］。按照提

高或修复Treg的免疫抑制功能来治疗疾病的思路，在

类风湿关节炎中有了初步的成果。用抗肿瘤坏死因子

药物治疗类风湿关节炎患者后发现：患者体内的CD4+

CD25+ Treg的数量有明显的回升，其免疫抑制功能也得

到了恢复，Foxp3的表达水平同时也有增加［2］。还有研

究发现用抗TNF-α单抗治疗的RA患者体内，观察到一

种有别于天然Treg的新的Treg亚型的增加，这种Treg

主要能分泌 IL-10和TGF-β来弥补天然Treg的不足［3］。

基于同一思路，Treg细胞完全可以应用于多发性肌炎的

治疗。

Waschbisch等［4］研究发现FOXP3+ Treg细胞有助于

抵消细胞毒性T细胞对多肌炎患者肌肉组织的破坏。

Allenbach等［5］发现将注射Treg细胞可以显著改善多肌

炎小鼠模型的病情，上述发现均提示Treg细胞与多发

性肌炎免疫调节密切相关，且有可能应用于疾病的临床

治疗。遗憾的是，均未涉及Treg细胞在多发性肌炎治

疗机制的研究。

1 材料与方法

1.1 研究对象
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摘要：目的 探讨CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg细胞对于实验性自身免疫性肌炎（EAM）小鼠的治疗价值及机制。方法 免疫磁珠分

选技术从BALC/c小鼠脾脏中分选出足量CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg细胞以备回输，观察干预组及未干预组EAM小鼠肌肉组织

病理学变化，流式细胞仪检测两组小鼠脾脏CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg细胞表面PD-1及CTLA-4的表达变化，双抗体夹心ELISA

法检测外周血 IL-10、TGF-β的变化。结果 干预组小鼠较未干预组肌肉病理炎性细胞浸润明显减轻，其外周血 IL-10、TGF-β含

量较未干预组明显升高（P<0.05），脾脏CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg细胞表面PD-1及CTLA-4表达明显升高（P<0.05）。结论 CD4+

CD25+ Foxp3+ Treg细胞回输对于EAM小鼠的治疗效果是通过增加外周血 IL-10及TGF-β水平和增高脾脏CD4+ CD25+ Foxp3+

Treg细胞表面PD-1及CTLA-4的表达发挥作用。
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Abstract: Objective To investigate effect of CD4+ CD25+ Foxp3+ Tregs in the treatment of autoimmune myositis (EAM) in mice
and explore the possible mechanisms. Methods Mouse models of EAM were divided randomly into model group and
treatment group, and the latter received infusion of CD4 + CD25 + Foxp3 + Tregs separated from normal mouse spleen by
magnetic activated cell sorting. The changes of muscle pathology was observed, and the expression of PD-1 and CTLA-4 in
spleen CD4 + CD25 + Foxp3 + Tregs was analyzed using flow cytometry; peripheral blood IL-10 and TGF-β levels were tested
using double antibody sandwich ELISA. Results Compare with the model group, the mice in the treatment group showed
significantly reduced muscular inflammatory cell infiltration, increased blood levels of IL-10 and TGF-β (P<0.05), and
increased expression of PD-1 and CTLA-4 in spleen CD4+ CD25+ Foxp3+ Tregs (P<0.05). Conclusion CD4+ CD25+ Foxp3+ Tregs
reinfusion produces therapeutic effect in mice with EAM by increasing peripheral blood IL-10 and TGF-β levels and PD-1 and
CTLA-4 expressions in spleen CD4+ CD25+ Foxp3+ Tregs.
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无特异病原体的雌性BALC/c小鼠，6~8周龄，体质

量15~19 g，购于解放军总医院实验动物中心，提供充足

饲料、清洁水，光照等条件，保持正常昼夜生活节律。制

备骨骼肌匀浆用豚鼠1只（500 g）。本研究经解放军总

医院动物伦理委员会通过。完全弗氏佐剂购于美国

Sigma公司，百日咳杆菌原液购于北京天坛生物制品研

究所。BCA蛋白定量试剂盒购于北京康为世纪生物科

技有限公司。CD4+ CD25+ Regulatory T Cell Isolation

Kit mouse（德国美天妮公司 Miltenyi Biotec），小鼠

IL-10和TGF-β ELISA检测试剂盒购自武汉博士德生

物工程有限公司，小鼠PD-1和CTLA-4单克隆抗体购

于 Beckman Coulter 公司，Beckman 流式细胞仪，

MiniMACS磁性分离仪，德国莱卡冰冻切片机，日本

Olympus公司的光学显微镜及病理图像采集系统。

1.2 方法

1.2.1 EAM 模型制作及实验分组 用Perry改良方法［5］

制备豚鼠骨骼肌匀浆，BCA蛋白定量法检测上清液蛋

白含量。BALC/c小鼠免疫物为CFA 0.25 ml+等体积

的20 μg/μl骨骼肌匀浆（冰浴下充分混合呈乳状），共6

次免疫。将上述免疫物分别按皮下注射方法，注射至小

鼠背部两侧，免疫剂量0.5 ml/次，1/周，分别于第0、7、

14、21、28、35天进行免疫，共6次。所有实验动物均在

第1次和第2次免疫注射同时进行百日咳杆菌原液（细

菌数目370亿/ml），腹腔注射，0.5 ml/次。

6只EAM小鼠随机分为干预组及未干预组各3只，

于第5、6次免疫前，干预组每只小鼠尾静脉注射2×106

分离好的CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg细胞。

1.2.2 CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg细胞分选及检测 脱颈

处死60只正常雌性BALC/c小鼠，无菌条件下取其脾

脏，放入培养皿中，超净工作台内脾脏去筋膜，撕碎脾

脏，400目金属网上研磨脾组织，PBS冲洗网和平皿，收

集网下细胞悬液，用于CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg 细胞分

选及检测，方法见文献［6］。

1.2.3 ELISA检测外周血清 IL-10和TGF-β水平 小鼠

腹腔麻醉后摘眼球取血，约600~900 μl，2500 r/min离心

10 min，吸取血清，-80 ℃保存备用。采用双抗体夹心

ELISA法测定两组小鼠血清IL-10和TGF-β含量。

1.2.4 标本处理及染色 处死所有动物，逐层剪开小鼠

四肢皮肤、皮下组织，分离并剪下下肢近端肌肉，黄芪胶

粉包埋，立即用液氮预冷的异戊烷速冻，-80 ℃超低温

冰箱保存。-24 ℃冰冻恒温切片机连续切片，切片厚度

为10 μm，行HE染色。

1.2.5 统计学分析 小鼠脾脏淋巴细胞 CD4 + CD25 +

Foxp3+ Treg细胞表面PD-1和CTLA-4的表达以百分率

表示其表达量，各项指标以均数±标准差表示，两组间均

数比较采用 t检验，采用SPSS 16.0软件进行统计学分

析，P<0.05有统计学意义。

2 结果

2.1 细胞回输前后两组病理形态学改变

未干预组小鼠（n=3）：病理可见：较正常小鼠，出现

灶性大量炎性细胞浸润，伴有较多肌纤维变性、坏死、溶

解及吞噬现象（图1A~C）。

干预组小鼠（n=3）：病理可见：肌纤维大小基本一

致，可见少许肌纤维萎缩，炎症反应部位明显局限，仅见

少许炎性细胞浸润肌纤维，未见肌溶解现象（图1D~F）。

2.2 两组脾脏CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg细胞表面PD-1

和CTLA-4比较（表1，图2）

干预组小鼠脾脏CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg细胞表

面PD-1和CTLA-4的表达均较未干预组明显升高（P<

0.05）。

2.3 两组外周血IL-10和TGF-β水平比较（表2）

干预组小鼠血清 IL-10和TGF-β水平均较未干预

组明显升高，其中TGF-β水平升高更明显（P<0.01）。

3 讨论

Allenbach等［5］发现将注射Treg细胞可以显著改善

多肌炎小鼠模型的病情，上述发现均提示Treg细胞与

多发性肌炎免疫调节密切相关，且有可能应用于疾病的

临床治疗［7］。对于Treg细胞的作用机制存在许多假说，

最常见的两类机制是：（1）细胞接触依赖机制天然Treg

细胞通过其表面分子与其它细胞上的相应配体特异结

合发挥免疫抑制作用，其中最重要的是CTLA-4、GITR

及PD-1；（2）分泌抑制性细胞因子除了通过直接细胞接

触来发挥免疫抑制作用外，天然Treg还能分泌抑制性

细胞因子来间接发挥免疫抑制作用。最重要的是

TGF-β和IL-10。

PD-1是近年来鉴定的一个位于T、B细胞和髓系细

胞的抑制性受体，它是免疫球蛋白超家族的一个55 kd

的单体型Ⅰ型跨膜糖蛋白，是一个属于CD28/CTLA-4

免疫球蛋白家族的免疫性受体［8］。PD-1 的两个配体分

子PD-L1和PD-L2也相继被发现。PD-L1比PD-L2 的

表达更为广泛，主要表达于鼠类T细胞、B 细胞、树突状

细胞、巨噬细胞，间充质干细胞和骨髓来源的肥大细胞，

甚至在某些恶性肿瘤细胞系上也有表达。PD-L1在调

节自身反应性T，B细胞和免疫耐受方面具有一定的广

泛性［9-10］。

研究表明，PD-1/PD-L1信号在免疫应答的负性调

控发挥着重要的作用［11-12］。Treg细胞通过下调机体对外

来抗原或自身抗原的免疫应答水平来维持自身耐受。

而且PD-1/PD-L1途径与Treg细胞关系密切，可以调控

淋巴器官中的Treg细胞的发育，维持机体的免疫耐受
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与稳定，促进组织中的Treg细胞发育，保护组织的免疫

损伤，维护和增强炎症微环境中的Treg细胞活性，有效

调控Treg细胞的活性。

CD4+CD25+Treg细胞可以通过细胞接触依赖机制

和抑制性细胞因子依赖机制主动抑制自身免疫T细胞

的活化，维持自身免疫耐受，防止自身免疫病。

Takahashi等［13］研究表明CD4+CD25+Treg细胞表面高表

达的CTLA-4是参与抑制作用的主要因素之一，使用

抗-CTLA-4单抗可以部分地抑制其对效应细胞的抑制

活性。CTLA-4能与抗原提呈细胞（APC）表面的CD80

和CD86结合，并且这种亲和力高于CD28与CD80和

CD86 的结合。很可能，APC 提呈自身抗原至 CD4 +

CD25+Treg细胞时，如果通过CTLA-4（而不是CD28）接

受信号，CD4+CD25+Treg细胞就可能被赋予了无应答表

型和抑制功能。共刺激信号CTLA-4-B7可能参与介导

CD4+CD25+Treg细胞对树突状细胞（DC）的调节作用［14］。

另外，用同种异体细胞包被抗CTLA-4抗体增加CD4+

CD25+CTLA-4 T细胞数量，能抑制炎症前因子IFN-γ的

产生，上调IL-2、IL-10、TGF-β1 及IL-4［15-16］。

综上所述，增加EAM小鼠CD4+CD25+Treg细胞的

含量，可以有效改善EAM小鼠的炎症状况，为下一步探

索CD4+CD25+Treg细胞临床治疗价值奠定了基础。
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A B C

D E F

Group

Non intervention group (n=3)

Intervention group (n=3)

PD-1

25.35±9.25

37.13±11.43*

CTLA-4

51.12±13.67

80.03±21.25*

表1 两组脾脏CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg细胞表面PD-1和CTLA-4比较
Tab.1 Comparison of PD-1 and CTLA-4 expressions on spleen CD4+ CD25+ Foxp3+Treg cell surface

*P<0.05, compared with non intervention group.
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图2 流式细胞仪检测两组脾脏CD4+ CD25+Foxp3+ Treg细胞表面PD-1和CTLA-4
Fig.2 Spleen CD4 + CD25 + Foxp3 + Treg cell surface PD-1 and CTLA-4 expressions detected by flow cytometry. A: Regulatory T cell
purity reaching 93.7% after sorting; B: Negative control; C: PD-1 expression on spleen regulatory T cells in model group; E: PD-1
expression on spleen regulatory T cells in treatment group; F: CTLA-4 expression on spleen regulatory T cells in model group; G:
CTLA-4 expression on spleen regulatory T cells in treatment group.
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A

B C

D E F

Group

Non intervention group (n=3)

Intervention group (n=3)

IL-10

199±14

215±21*

TGF-β

56±13

108±27**

表2 两组外周血IL-10和TGF-β水平
Tab.2 Comparison of IL-10 and TGF-β levels in peripheral blood（ng/L）

*P<0.05, **P<0.01 vs non interention group.
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