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不同细胞刺激剂对小鼠调节性 T细胞功能活化的影响 

张莹 姚咏明 常青 董宁 

【摘要】 目的 研究体外实验中不同细胞刺激剂对小鼠调节性 T细胞(Treg)表面 T淋巴细胞毒性相关 

抗原一4(CTLA一4)及叉头翼状螺旋转录因子(Foxp3)表达的影响，并对不同细胞刺激剂在Treg抑制活性发 

挥中的作用进行比较。方法 免疫磁珠法分离健康清洁级 BALB／c小鼠脾脏CD4 CD25 Treg。采用植物凝 

集素(PHA，20 mg／L)、刀豆蛋白A(ConA。5 g／L)及固相包被抗 CD3(1 mg／L)刺激Treg，观察刺激后 24、48 

和 72 h CTLA一4及 Foxp3表达的时间一效应关系。结果 PHA刺激对小鼠Treg细胞表面 CTLA一4及 

Foxp3表达均无显著影响(P均>0．05)；而ConA表现出一过性的 Treg活化作用，24 h CTLA一4表达明显 

上调(P<O．01)，但随刺激时间延长作用减弱，48 h和72 h后其表达已接近未刺激前的范围，同时ConA未能 

明显诱导 Foxp3表达(P>0．05)；抗 CD3可有效刺激 Treg活化，在 24、48和 72 h CTLA一4及Foxp3表达均 

明显上调(P<0．05或 P<0．01)，其中以作用 24 h和 48 h表达上调尤为显著(P均d0．01)。结论 抗 CD3 

在体外实验中能明显刺激 Treg活化并诱导其抑制性相关分子 CTLA一4及 Foxp3的表达，为进一步探讨 

CD4 CD25 Treg的免疫调节效应提供了可能。 
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[Abstract] Objective To investigate the expression of cytotoxic T lymphocyte—associated antigen 4 

(CTLA一4)and intranuclear forkhead／winged helix transcription factor p3(Foxp3)of splenic regulatory T 

cells(Tregs)in mice，and compare the effects of different stimuli on the immunological activity of Tregs． 

Methods CD4 CD25 Tregs isolated from the spleens of male BALB／c mice by magnetic beads were seeded 

on 96一well(1×1 0 cells／wel1)cell culture plates supplemented with phytohemagglutin(PHA，20 mg／L)， 

concanavalin A (ConA．5 g／L)or coated with anti—CD3(1 mg／L)．After being stimulated with different 

stimuli for various length of time，the expressions of CTLA 一4 and Foxp 3 molecules of Tregs were 

determined．The time—dependent responses between different stimuli and CTLA 一4 as well as Foxp3 were 

analyzed by means of flow cytometry．Results After stimulation with PHA，the CTLA 一4 expressions on 

surface of mice splenic Tregs and intranuclear Foxp 3 molecules were unchanged (both P > 0．05)． In 

ConA —treated group。the expression of CTLA 一4 was significantly up—regulated at 24 hours(P< 0．01)， 

while the CTLA 一4 expression returned to the control range at 48 and 72 hours．The expression of Foxp3 

was not markedly different between ConA —treated group and controls．W hen treated with plate—bound 

anti—CD3．both CTLA 一4 and Foxp3 expressions were significantly up—regulated at 24．48 and 72 hours 

(P< 0．05 or P< 0．01)．especially at 24 and 48 hours(all P<0．01)．Conclusion These data indicated that 

various stimuli can result in different modulatory responses of the CTLA 一4 and Foxp 3 expressions in mice 

splenic Tregs．Anti—CD3 appears to be an effective immunoregulatory signal that influences the activation of 

CD4 CD25 Tregs． 
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CD4 CD25 调节性 T细胞(Tregs)在自身免 

疫性疾病、移植耐受、肿瘤免疫、感染性疾病及脓毒 

症等方面的作用日益受到关注 。Treg具有免疫无 

能性和免疫抑制性两大特性 ，其免疫反应的许多 

特征都不同于其他 T细胞亚群。在体外实验中观察 

这群细胞的方法也有不同。T淋巴细胞毒性相关抗 

原一4(CTLA一4，又称 CD152)是 Treg发挥细胞抑 
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制功能的重要膜表面分子，叉头翼状螺旋转录因子 

(Foxp3)基因及其蛋白产物的表达更是 Treg活性 

发挥的关键 。就Treg而言，细胞活化后 CTLA一4 

及 Foxp3表达即明显上调 。本研究观察体外实验 

中不同细胞刺激剂对小鼠Treg细胞表面CTLA一4 

及 Foxp3表达的影响，并对不同细胞刺激剂在 Treg 

抑制活性发挥中的作用进行比较。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料：雄性健康清洁级 BALB／c小 鼠均 

购自中国医学科学院实验动物中心，体重(20±2)g。 

RPMI1640培养基购 自北京天润善达生物有限公 

司；胎牛血清 (FCS)购自天海生物有限公 司；植物凝 

集素(PHA)、刀豆蛋白 A(ConA)均购 自Sigma公 

司；功能纯化级抗小 鼠 CD3购 自eBioscience公 司； 

异硫氰酸荧光素(FITC)标记的抗小鼠CTLA一4试 

剂盒购 自Southern Biotech Associates；FITC标记 

的抗小鼠Foxp3试剂盒购自eBioscience公司；Mini 

MACS免疫磁性分离仪购自德国Miltenyi Biotec公 

司；流式细胞仪(FACS Calibur，美国BD公司)。 

1．2 实验方法 

1．2．1 小鼠脾细胞分离及单个核细胞制备：小鼠断 

颈处死后取脾脏，置于乎皿中，加入 3～5 ml磷酸盐 

缓冲液(PBS)，用 1 ml注射器活塞研磨，400目滤网 

滤过 2次；收集细胞悬液，注入尖体离心管中；加入 

溶血素至 15 ml，混匀后静置 10 min，2 000 r／min 

(离心半径 8 cm)离心 10 min，弃上清液 ，再加15 ml 

PBS，离心洗涤 2次，弃上清液，取下层细胞。 

1．2．2 磁珠孵育和磁性分选：采用 MiniMACS免 

疫磁性分离系统进行两步分离，步骤：①每 10 细胞 

加入 10 tA生物素(Biotin)抗体，4 C孵育 10 min，再 

加入 20 l抗一Biotin磁珠 ，10 tA藻红蛋 白(PE)标 

记的抗CD25抗体，4C孵育15 min，离心洗涤。细胞 

定容至 0．5 ml，经 LD柱阴性选择后收集流出细胞 

悬液，离心洗涤，弃上清液，获取CD4一T细胞。②每 

10 细胞加入 10 l抗一PE磁珠 ，4 C孵育 15 min， 

离心洗涤。经MS柱进行第二步分选，收集流出细胞 

悬液为CD4 CD25一T细胞。将分离柱移出磁场，加 

压洗脱，收集并计数细胞。用体积分数为 1O 的 

FCS—RPMI1640完全培养基 重悬 Treg，调整细胞 

密度为 1×10 ／L，接种于 96孔细胞培养板。 

1．2．3 Treg细胞表面 CTLA一4及核内 Foxp3表 

达情况：收集细胞，用预冷的 PBS洗涤细胞，加入 

100 ul PBS重悬细胞，直接加入 FITC标记的抗小 

鼠CTLA一4。再次收集细胞，用预冷的PBS洗涤细 
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胞 ，加入 1OO tA PBS重悬细胞，按 Foxp3试剂盒说 

明将细胞破膜剂稀释 4倍 ，每 10 细胞加入 1 ml，破 

膜时间为 2 h，破膜缓冲液洗涤 2次，加入 1O0 l 

PBS重悬 细胞 ，加 入 FITC标 记 的抗 小 鼠 Foxp3， 

4 C孵育 30 min。PBS洗涤 2次后将 细胞悬 浮于 

PBS中，通过 FACS检测。 

1．2．4 PHA、ConA 和抗 CD3对 Treg细胞 表面 

CTLA一4、Foxp3表达的时间一效应关系：48孔细胞 

随机分 为 3组 ，分别 给予 PHA(20 mg／L)、ConA 

(5 g／L)、96孔板固相包被抗 CD3(1 mg／L)刺激； 

不同刺激组又分为 24、48和72 h 3个亚组，每个亚 

组4孔，余各 4孔设为正常对照组。采用FACS分析 

CTLA一4和 Foxp3的表达情况。 

1．3 统计学处理：采用 CELLQUEST数据分析软 

件进行分析。各组标准化样本数值用均数±标准差 

(；± )表示，用 SPSS12．0统计软件包对数据进行 

单因素方差分析，P<O．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 小 鼠 CD4 CD25 和 CD4 CD25一的 Treg纯 

度分析：多次细胞分选实验显示，正常小鼠脾脏单个 

核 细胞经 MiniMACS两次分选 后 ，CD4 CD25 T 

细胞纯度平均达到 96 以上(图 1A)，其中CD25一 

细胞<1 ；CD4 CD25一T细胞纯度平均达到 92 

以上 (图 1B)，其 中CD25 细胞<3 。所获得 CD4 

CD25 T细胞经苔盼蓝检测活性>97 。 

凹 三 
山  

口 

u _。 

A：CD4 CD25 T细胞 ；B：CD4 CD25一T细胞 

图 1 小鼠CD4 CD25 和 CD4 CD25一的 Treg纯度分析 

Figure 1 Purification analysis of CD4 CD25 

and CD4 CD25一Tregs in mice 

2．2 PHA、ConA 及抗 CD3与 Treg细胞 表面 

CTLA一4表达的时间一效应关系(表 1，图 2～4)：与 

正常对照组(刺激前)比较，加入 PHA刺激后 24、48 

和72 h CTLA一4表达的平均荧光强度差异均无显 

著性。ConA刺激后 24 h CTLA一4表达明显上调 

(P<0．01)，48 h和 72 h CTLA一4表达接近正常 

对照值范围，差异则均无显著性。96孔板固相包被 

抗CD3刺激 24、48和72 h CTLA一4表达均显著上 
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调(P<0．05或 P<0．O1)，其 中 24 h和 48 h 

CTLA一4表达上调尤为明显(P均<0．01)。 
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M 1 I M 2 

▲  

B PHA 一24 h．003 

№  

CD l52一FITC 

D PHA 一72 h
． 010 
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4 

A：刺激 ；l{：剃激 i h；L：刺激 l h：1 J：刺激 2 h 

图2 PHA刺激对小鼠Treg细胞表面 CTLA一4表达的影响 

Figure 2 Effect of PHA on CTLA一4 expression of Tregs in mice 
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图3 ConA刺激对Treg细胞表面CTLA一4表达的影响 

Figure 3 Effect of ConA on CTLA一4 expression of Tregs in mice 

▲ I 

Ml▲ 。 

CD l 52一FIT C 

C CD3—48 h．008 

CD l 5 2一FITC 

200 

160 

_苫l20 

3 80 
40 

B CD3—24 h．004 

l ‘ 

M 

＼：刺激前；B：刺激 24 h；C：刺激 48 h；D：刺激 1 

图4 抗CD3刺激对 Treg细胞表面 CTLA一4表达的影响 

Figure 4 Effect of anti_‘CD3 on CTLA _‘4 

expression of Tregs in mice 

2．3 PHA、ConA及抗 CD3与 Treg细胞表 面 

Foxp3表达的时间一效应关系(表 2，图 5～7)：加入 

PHA及 ConA刺激后 24、48和 72 h Foxp3表达 

较正 常对照 组 (刺激前)差异均 无显著性 (P均 > 

0．05)。96孔板 固相包被抗 CD3刺激后 24、48和 

72 h Foxp3表达均显著上调，其 中 24 h和 48 h 

Foxp3表达上调更为明显(P<0．05或P<0．O1)。 

表 1 不同刺激剂对小鼠 Treg细胞表面 CTLA 

表达的影响 ( ±s，n一4) 

Table l Effect of different stimuli on CTLA 

expression of Tregs in mice( 士s，n：4) 

4 

4 

注：与正常对照组比较：。P<0．05，一P<0．01 

表 2 不 同刺激剂对小 鼠 Treg细胞表 面 Foxp3 

表达的影响 ( 士s，，l：4) 

Table 2 Effect of different stimuli on Foxp3 

expression of Tregs in mice( 士s，n一 4) 

注：与正常对照组比较： P<0．05，一P<0．01 
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图5 PHA刺激对Treg细胞表面Foxp3表达的影响 

Figure 5 Effect of PHA on Foxp3 expression of Tregs in m ice 
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图 6 ConA刺激对 Treg细胞表面 Foxp3表达的影响 

Figure 6 Effect of ConA on Foxp3 expression of Tregs in mice 
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．＼：刺激 前；B：刺激 24 h；C：刺激 48 h；D：刺撤 72 h 

圈7 抗 CD3刺激对Treg细胞表面Foxp3表达的影响 

Figure 7 Effect of anti—CD3 on Foxp3 expression of Tregs in mice 

3 讨 论 

CD4 CD25 Treg在正常人和小 鼠外周血和脾 

组织CD4 T细胞中仅占5％～10 ，但由于其特殊 

的免疫无反应性及免疫抑制性，使得这群细胞得以 

从抑制性T细胞中分离出来，被认为是独立的 T细 

胞亚群。在影响 CD4 CD25 Treg存活及功能发挥 

的诸多细胞因子 中，CTLA一4被认为是 Treg细胞 

表面介导接触抑制的重要膜分子，阻断 CTLA一4 

或其 Fab段分子能够逆转 CD4 CD25 Treg的抑 

制效应 。而Foxp3则因其直接影响 Treg表型及 

功能活性的发挥，近年来更成为 Treg研究中的焦 

点 。当 Treg活化后 ，CTLA一4及 Foxp3表达增 

强，因此本实验将这二者作为反映 Treg活性的指 

标，观察不同细胞刺激剂(PHA、ConA和抗 CD3)在 

体外实验中对 Treg细胞功能活化的影响，从而为 

进一步的体外实验奠定了基础。 

本实验结果显示，PHA对于CD4 CD25 Treg 

细胞无明显活化作用，既未能诱导CTLA一4表达， 

亦未能上调 Foxp3表达，与正常对照组比较平均荧 

光强度差异均无显著性。而ConA可以刺激Treg细 

胞表面CTLA一4的表达，但仅表现为一过性，作用 

持续时间不长，48 h时已降至正常对照组水平，而 

72 h时甚至还略有下降。同时，ConA刺激在不同时 

间点上对于Foxp3的表达也没有明显影响，由此说 

明ConA并不能有效地活化Treg细胞。由于ConA 

作用时间短，无法满足进一步实验的要求。而固相包 

被的抗 CD3则能够较好地活化 Treg细胞，表现为 

CTLA一4及 Foxp3表达在 24～72 h均明显增强 ， 

且在 24 h和 48 h时诱导表达上调更明显，并可延 

续至刺激后 72 h，说明抗 CD3对 Treg有较强的辅 

助活化作用，这为进一步的体外观察提供了可能。 
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对于 T细胞而言，在体外实验中很多情况下需 

要 用刺 激剂 辅助 活化 ，如丝 裂原 PHA、ConA 等 ， 

主要是诱导 T淋巴细胞增殖，但近年来更趋向于使 

用抗 CD3。CD3分子是T细胞表面众多CD分子中 

尤为重要的一种，它与 T细胞表面的 T细胞受体 

(TCR)组成 TCR—CD3复合体，在抗原识别和免疫 

信号转导过程中具有重要作用。利用抗 CD3抗体可 

以激发 T细胞活化信号转导，诱导Treg细胞活化， 

该反应同抗原与TCR特异性结合后引起T细胞活 

化 的过程很相似。通过体内实验研究发现，经抗 

CD3单克隆抗体诱导耐受的小鼠体内效应性致病 

T细胞显著减少，而Treg细胞明显增多。 。近年来， 

人们开始尝试应用 T细胞 CD抗原(如 CD3、CD4、 

CD8等)单克隆抗体治疗相关性疾病，亦有临床试 

验证实，抗 CD3具有明显诱导特异性免疫耐受的作 

用C8 3，而这种免疫耐受 主要是 由 Treg细胞所介 

导 。虽然本实验通过 Treg细胞抑制功能相关性分 

子的检测证明了抗CD3可以在体外有效活化CD4 

CD25 Treg，但关于抗 CD3抗体在体内外试验及临 

床治疗中如何诱导 Treg细胞增加，如何介导免疫 

抑制的确切机制仍不清楚，有待于进一步探讨“∞。 
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