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成熟树突状细胞和转化生长因子β联合体外扩增小鼠调节性T细胞*☆ 
范莎莎1，罗荣城2，段华新3，石詠中1，袁友红1，肖佩玲3 

Combination of mature dendritic cells and transforming growth factor beta for in vitro 
amplification of regulatory T cells in mice     

Fan Sha-sha1, Luo Rong-cheng2, Duan Hua-xin3, Shi Yong-zhong1, Yuan You-hong1, Xiao Pei-ling3 

Abstract 
BACKGROUND: At present, the nature CD4+CD25+Foxp3+ regulatory T cells are too rare to meet the clinical requirement.  
OBJECTIVE: To establish an effective amplification system of murine CD4+CD25+T cells in vitro.  
METHODS: Mature dendritic cells from C57/BL6 mouse bone marrow were combined with different doses of transforming growth 
factor β were used to amplify autologous or allogeneic CD4+CD25+T cells in vitro. 
RESULTS AND CONCLUSION: After 2 weeks culture, magnetic bead sorted CD4+CD25+T cells in the amplification factor for 
natural regulatory T cells were (17.3±10.6) times, 0.2 and 2 μg/L concentration had the strongest amplification on T cells. The 
expansion CD4+CD25+ positive rate was (85.38±1.82)%, CD127 positive rate was (78.86±0.91)%; The expansion of regulatory T 
cells with high expression of FOXP3 mRNA was 1.5 folds than nature ones in vitro. The regulatory T cells inhibitory test showed 
that regulatory T cells could inhibit the proliferation of auto-and allo-CD4+T cells in vitro in a cell dose-dependent manner. The 
inhibit rate of CD4+CD25+T cells to autologous CD4+T cells was (60.1±0.71) %, the inhibit rate of allogeneic CD4+T cells was 
(35.5±0.57)% (P < 0.05). We successfully amplified CD4+CD25+T cells in vitro. The cells expanded have inhibitory effects in vitro, 
and as the method can obtain large quantity and purity cells, which may be used in clinical trials in future. 
 
Fan SS, Luo RC, Duan HX, Shi YZ, Yuan YH, Xiao PL. Combination of mature dendritic cells and transforming growth factor beta 
for in vitro amplification of regulatory T cells in mice. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(15): 2728-2732.      
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：目前天然 CD4+CD25+Foxp3+

调节性 T 细胞稀少，远远不能满足临床需求。 
目的：建立有效的体外培养扩增小鼠 CD4+CD25+T 细胞体系。 
方法：从 C57/BL6 小鼠骨髓获得的成熟树突状细胞联合不同剂量转化生长因子 β，体外扩增同基因或异基因 CD4+CD25+T
细胞。 
结果与结论：经过 2 周培养，磁珠分选后的 CD4+CD25+T 细胞的扩增倍数为自然调节性 T 细胞的(17.3±10.6)倍, 0.2，2 μg/L
质量浓度对 T 细胞的扩增能力最强；经扩增后的 T 双阳性率为(85.38±1.82)%，CD127 阳性率(78.86±0.91)%；体外扩增的
调节性 T 细胞高表达 FOXP3 为天然调节性 T 细胞的 1.5 倍；调节性 T 细胞体外抑制实验结果表明：调节性 T 细胞对自体或
异体 CD4+T 细胞抑制能力随着效靶比浓度的降低而降低，体外扩增的 CD4+CD25+T 细胞对自体 CD4+T 细胞抑制率
(60.1±0.71)%，对异体 CD4+T 抑制率为(35.5±0.57)%(P < 0.05)。提示在体外成功扩增了 CD4+CD25+T 细胞，并且具有免疫
抑制功能，此方法扩增细胞数量多，细胞纯度有很大提高，方法简便。 
 
关键词：成熟树突状细胞；CD4+CD25+T 细胞；转化生长因子 β；体外扩增；小鼠 
缩略语注释：TGF-β: Transforming growth factor beta，转化生长因子 β 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2012.15.015 
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0  引言 
 

CD4+CD25+Foxp3+调节性T细胞是天然产

生的调节性T细胞的重要亚群之一，在维持免疫

系统稳态中发挥重要的作用。近年来越来越多

的证据证明，CD4+CD25+T细胞在维持机体内

环境的稳定、肿瘤免疫监测及自身免疫性疾病

的发生中均发挥重要作用。但是机体内天然的T
细胞数目很少，在人体内，调节T细胞占CD4+T
细胞的5%~10%，而小鼠的只占1%~2%。因此，

必须建立有效的T细胞体外扩增方法，才能满足

大量的临床输注需要。目前，普遍利用CD3、
CD28单克隆抗体和外源白细胞介素2体外扩增

T细胞，但其扩增效率很低，不能满足临床需求。

作者通过成熟树突状细胞联合转化生长因子

β(Transforming growth factor beta，TGF-β)体
外扩增T细胞，最终确立一种高效的T细胞体外

扩增方法，为T细胞疗法的临床运用提供理论基

础。 
 
1  材料和方法 

 
设计：单一样本观察。 
时间及地点：实验于2011-01/06在湖南省

长沙市临床医学研究所完成。湖南省肝细胞移

植中心，湖南省省级重点实验室 安全防护水平

BSL-2。
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材料： 

实 验 动 物 ： SPF 级 4~6 周 龄 雄 性

C57/BL6(H2b)小鼠20只，体质量20~22 g，SPF
级两三月龄BABl/C小鼠20只，由湖南省斯莱克

景达公司提供。 
试剂与仪器： 

   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
实验方法： 

小鼠骨髓来源成熟树突状细胞的获取：无菌取

C57/BL6(H2b)小鼠的股骨和胫骨的骨髓细胞,
缓慢重悬到Ficoll淋巴细胞分离液上，离心，吸

取白细胞层，加入PBS洗涤3次，调整骨髓细胞

浓度为1×109 L-1，RPMI 1640完全培养液(含体

积分数10%胎牛血清、15 μg/L GM-CSF、      
15 μg/L白细胞介素4)。在37 ℃、体积分数5% 
CO2及饱和湿度的条件下培养3 d，3 d后半量换

液，第7天加LPS 1 mg/L诱导12 h收集上清细

胞备用。 
小鼠脾细胞的分离：断颈处死C57/BL6或

Balb/c小鼠，取脾脏碾碎，400目滤网过滤至含

肝素50 U/mL的 RPMI-1640，加入等量PBS中
稀释混匀，缓加至 Ficoll液面。水平离心      
3 000 r/min，20 min，弃上层血浆，取中层云

雾状单核细胞，PBS洗去多余Ficoll 2次备用。 
小鼠CD4+CD25+

调节性T细胞的分选：参照

Invitrogen试剂盒分选方法，将108脾细胞悬于 
1 mL分离缓冲液加入200 μL FBS和200 μL CD4
鼠抗200 μL混合生物抗体，充分混匀2~ 8 ℃
孵育20 min后加入10 mL预冷分离缓冲液，放

入磁力架分选CD4+T细胞；CD4+T细胞重悬，

加入25 μL CD25抗体，混匀，室温黑暗孵育   
15 min，上清为CD4+CD25+T细胞，沉淀中加

入洗脱液20 min室温离心，上清为选择获得的

CD4+CD25+调节性T细胞。  

细胞表型的鉴定：扩增前后的CD4+CD25+

调节性T细胞及小鼠骨髓来源成熟树突状细

胞用PBS洗涤后，用PBS重悬至1×109 L-1。取 
100 μL，T细胞分别加入2 μL荧光标记CD4 
FITC、CD25 PE-Cy5、CD127 PE 抗体。成

熟树突状细胞分别加入2 μL荧光标记的CD80 
FITC、CD86 PE抗体，每组均设同型对照。

避光孵育20 min，加入200 μL的PBS用流式细

胞仪检测细胞表型，检测分子表达量以阳性细

胞百分比表示。 
小鼠CD4+CD25+

调节性T细胞体外扩增：在96
孔圆底反应板中加入小鼠CD4+CD25+T细胞作

为 效 应 细 胞 T ， 调 整 为 2×105/ 孔 ， 再 按

CD4+CD25+T细胞与同基因或异基因成熟树突

状细胞按5∶1比例均匀混合，加入TGF-β(0，
0.02，0.2，2，20 μg/L)，37  ℃ 体积分数5%CO2

培养箱共同培养5 d。终止培养4 h前加入

CCK-8液，酶标仪测定490 nm吸光比值。每组

均设阳性对照，即反应孔中加CD4+CD25+T细
胞2×105/孔。阴性对照，树突状细胞4×104/孔。 

MTT法检测扩增后的T细胞对自体和异体

CD4+T细胞增殖抑制作用：在96孔圆底反应板中

加入小鼠CD4+CD25-T细胞作为效应细胞Te，
调整为2×105/孔，再按调节T细胞与Te不同比例

(0.25 1∶ ，0.5 1∶ ，1 1∶ ，2 1∶ )加入新分离的

同基因或异基因经过髓样树突细胞和TGF-β扩
增后的调节T细胞，每孔加入抗CD3、CD28单
克隆抗体50 μg/L及白细胞介素2，300 U/mL 
37  ℃ 体积分数5%CO2培养箱中培养5 d。终

止培养4 h前加入CCK-8液，酶标仪测定。每

组均设阳性对照，即反应孔中加CD4+CD25-T 
2×105/ 孔，阴性对照， CD4+CD25+T 细胞 
2×105/孔。 

体外扩增的T细胞的Foxp3基因表达检测：收集

106细胞提取细胞RNA，反转录试剂盒转录后，

目的基因Foxp3上游引物5-AGG AGA AGC 
TGG GAG CTA TGC-3；下游引物5-TGG CTA 
CGA TGC AGC AAG AG-3；内参引物：5’-CAA 
CTC CAT CAT GAA GTG TAA C-3’，下游引

物 ： 5’-CCA CAC GGA GTA CTT GCG 
CTC-3’。PCR反应条件：94 ℃预变性5 min，
然后于94 ℃变性30 s，56 ℃退火30 s，72 ℃
延伸45 s，共38个循环。 

主要观察指标：①小鼠骨髓来源的成熟树

突状细胞表型鉴定结果。②新分选小鼠

CD4+CD25+调节性T细胞表型及纯度鉴定结

果。③体外调节性T细胞诱导扩增实验结果。 

试剂及仪器 来源 

小鼠 CD4+CD25+T 细胞磁珠分选

试剂盒                       
CD4-FITC、CD25PE-Cy5、 

CD127-PE、CD80-FITC、 
CD86-PE 单克隆抗体、 
IgG2bκ、IgG1λ、IgG2aκ、 
Armenian Hamster igG、 
IgG2aκ 

重组小鼠粒细胞巨噬细胞集落 
刺激因子(rmGM-CSF)、       
重组 TGF-β1 

流式细胞仪                     
小鼠 Ficoll 淋巴细胞分离液       
CCK-8 检测试剂盒              

Invitrogen 公司 
 
eBioscience 公司 
 
 
 
 
 
PROSPEC 公司 
 
 
BeckMan 公司 
中国科学研究院 
Dojindo 公司 
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④ 经 成 树 突 状 细 胞 和 转 化 生 长 因 子 扩 增 后

CD4+CD25+T细胞表型鉴定结果。⑤实时定量PCR体外

扩增的T细胞的FOXP3基因。⑥CD4+CD25+调节性T细
胞免疫抑制功能分析。 

统计学分析：实验数据分析采用SPSS 13.0软件，

数据以x
_

±s表示，实验组间用方差分析，P < 0.05为差异

有显著性意义。 
 

2  结果 

 
2.1  小鼠骨髓来源的成熟树突状细胞表型鉴定  第 3，
5 天光学显微镜下细胞形态见图 1。  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
经流式细胞仪检测，诱导的骨髓来源的细胞均高表

达CD80、CD86分子，由于成熟树突状细胞高表达共刺

激分子，通过流式细胞仪检测了2种髓样树突细胞的共

刺激分子CD80、CD86表达，分别为(60.79±4.36)%，

(57.83±7.58)%，说明骨髓来源的树突状细胞满足实验

要求，见图2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
2.2  新分选小鼠CD4+CD25+调节性T细胞表型及纯度

鉴定   经流式细胞仪检测，MACS分选后的CD4+ 
CD25+T细胞纯度为天然CD4+CD25+T纯度的 (17.3± 
10.6)倍，CD4/CD25双阳性率达到(97.38±1.82)%，且

分选的细胞高表达CD127分子(P < 0.05)，为(93.86± 
0.91)%，见图3。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.3 体外调节性T细胞诱导扩增实验结果   各组

CD4+CD25+T混合髓样树突细胞扩增同基因组的扩增

效果具有明显差异(t=-3.94，P < 0.05)其中0.2，2 μg/L
质量浓度对T的扩增能力最强，分别为对照组(0浓度组)
的(2.26±0.26)，(1.91±0.38)倍(P < 0.05)，见图4。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
2.4  经 成树突 状细胞和 转化生长 因子扩增 后

CD4+CD25+T细胞表型鉴定  扩增后的T细胞仍然高表

达CD4、CD25分子，双阳性率为(85.38±1.82)%，而

CD127持续高表达，为(78.86±0.91)%。见图5。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.5  实时定量PCR体外扩增的T细胞的FOXP3基因  
见图6。体外扩增组及天然调节T细胞及对照组的内参

β-actin Ct值分别为19.3±1.4，20.2±0.7，21.5±1.6；
FOXP3基因Ct值分别为24.3±2.4，27±1.3，0。根据2- Ct△△

定量公式，体外扩增组调节性T细胞 mRNA表达量约是自

Figure 4  Amplification of auto- and allo-CD4+ D25+T cells in 
vitro 

图 4  体外诱导扩增同基因或异基因 CD4+CD25+T 细胞结果
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aP < 0.05, vs. allogeneic group; bP < 0.05, vs. control group 

a 

Figure 1  Morphology of dentritic cells after cultured for 5 d 
under inverted microscope (×40) 

图 1  倒置显微镜下培养至第 5 天的树突状细胞图(×40) 

Figure 2  CD80 and CD86 expressions of bone marrow 
derived dentritic cells were detected by flow 
cytometry 

图 2  流式细胞术检测骨髓来源树突状细胞 CD80、CD86
表达    

Figure 3  Magnetic bead sorted CD4+CD25+T cells detected 
by flow cytometry 

图3  经免疫磁珠分选后的CD4+CD25+T细胞流式细胞仪检
测结果     

b 

a 

b 

Autologous 
Allogeneic 

Figure 5  Detection of CD4+CD25+T cells by flow cytometry 
after amplification in vitro 

图 5  CD4+CD25+T 细胞体外扩增后流式细胞术检测结果  
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然调节性T细胞FOXP3表达量的1.5倍(P < 0.05)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.6  CD4+CD25+调节性T细胞免疫抑制功能分析  调
节T细胞增殖抑制实验表明，与单加效应性T细胞的对照

组相比，效应T细胞与不同浓度T混合培养组的吸光值小

于对照组吸光值，说明调节T细胞对效应T细胞的增殖有

抑制作用。其中，调节T细胞与效应T细胞，与对照组相

比抑制效果差异具有显著性意义。结果表明：调节性T
细胞对自体或异体的CD4+T细胞抑制能力随着效靶比

浓度的降低而降低，体外扩增的CD4+CD25+T细胞对自

体CD4+T细胞抑制率(60.1±0.71)%，对异体CD4+T抑制

率为(35.5±0.57)% (P < 0.05)，见图7。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
3  讨论 

 
CD4+CD25+Foxp3+调节性T细胞具有免疫抑制作

用，在机体内调节免疫反应、对维持机体的内环境稳定

和维持自身免疫耐受起重要作用。因此，T细胞的细胞

疗法在抑制移植物抗宿主病、过敏等多种临床运用中具

有巨大潜力[1]。由于体内存在的天然T数量很少，经体外

分离后细胞数量有限，不能满足临床需要。目前，普遍

运用抗CD3和CD28单克隆抗体联合白细胞介素2体外

扩增T细胞，但是扩增效率不高，且纯度较低，因此不

适宜大规模的运用于T的扩增[2-4]。 
树突状细胞作为免疫系统中最重要的递呈细胞之

一，在一定条件下能刺激T细胞扩增。Yamazaki等[5-6]

的研究表明，成熟树突状细胞表达高水平的CD80/86分
子，其在稳定状态下能够分泌白细胞介素10、TGF-β，
且TGF-β是T细胞扩增的重要因子[7-8]，大量研究显示

成熟树突状细胞扩增后的T细胞保留着原有的免疫抑

制功能，能获得足量且功能稳定的T细胞来满足输注需

求[9-14]。在TGF-β和成熟树突状细胞共同刺激下，外周

CD4+CD25+T细胞能够向CD4+CD25+T细胞转化，在

TGF-β存在的情况下，能够使STATl分子发生磷酸化而

结合到Foxp3基因启动子，诱导Foxp3分子的表达，使

幼稚CD4+T细胞获得免疫抑制功能，TGF-β能在体外诱

导CD4+CD25+T细胞Foxp3表达[8]。目前国内外对于调

节性T细胞的研究较多治疗移植物抗宿主病、功能研究、

肿瘤治疗研究[15-21]，例如调节性T细胞扩增后的肿瘤生

物学效应，包括对黑色素瘤等其他实体瘤的治疗效果、

或大多为肿瘤治疗相关性研究。目前国内外已有研究报

道：运用雷帕霉素、白细胞介素2、白细胞介素15或磁

珠分选天然T细胞，CD3/CD28、cGMP(LAP)、白细胞

介素1 受体Ⅰ和Ⅱ(CD121a/CD121b)等方法能够体外

或体内扩增调节性T细胞的研究，但是联合成熟树突状

细胞及TGF-β体外扩增调节性T细胞的方法学研究报道

还甚少[22-30]。 所以寻求一种扩增效率高而安全并能保

持T抑制功能的体外扩增方法是T细胞疗法广泛运用于

临床的关键所在。 
本实验采用成熟树突状细胞联合TGF-β体外扩增

诱导CD4+CD25+T细胞，结果显示在成熟树突状细胞联

合TGF-β能在体外扩增CD4+CD25+T细胞，体外扩增的

CD4+CD25+T细胞高表达，CD127、Foxp3分子；体外

抑制实验中调节性T细胞对自体或异体的CD4+T细胞抑

制能力，并随着效靶比浓度的降低而降低，同基因的各

组树突状细胞对其的扩增能力要强于异基因对应组树

突状细胞，这可能是因为天然T细胞是在胸腺中针对自

身抗原发育形成的对带有自身抗原的同基因树突状细

胞更为敏感。因此，在自身免疫疾病的治疗中，同基因

a: In vitro amplified CD4+CD25+T cells 

Figure 6  Expression of FOXP3 in nature and in vitro amplified 
CD4+CD25+T cells sorted by immunomagnetic 
beads 

图 6  免疫磁珠分选天然及体外扩增的 T 细胞 FOXP3 表达
情况     

Figure 7  Relationship between the concentration of amplified 
regulatory T cells and inhibitory rates of auto-and 
allo-CD4+T cells 

图 7  扩增的调节性 T 细胞对自体和异体的 CD4+T 细胞增殖
抑制作用与浓度之间的关系 
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树突状细胞扩增的T细胞将会发挥重要作用。由

CD4+CD25+T细胞诱导转化的诱导型T细胞对外来抗原

的反应性更强，由此推测，异基因树突状细胞对诱导型

T细胞的扩增能力强于同基因树突状细胞，因而，诱导

型T细胞抑制同种异基因移植中移植物抗宿主病的作用

更为显著。因此，本实验选取了T细胞体外扩增效果最

明显的实验组，即T细胞联合同基因成熟树突状细胞组，

检测扩增后T细胞表型和功能。结果发现，经同基因成

熟树突状细胞扩增后的T细胞能高表达CD4、CD25和
Foxp3等标志性分子。同时，扩增后的T细胞高表达CD4
和CD25、CD127及Foxp3分子，其对同基因免疫抑制

功能强于效应细胞。 
综上所述，本研究采用成熟树突状细胞联合TGF-β

体 外 扩 增 诱 导 小 鼠 CD4+CD25+T 细 胞 ， 扩 增 的

CD4+CD25+T细胞具有免疫抑制功能并且持续高表达

CD25分子及FOXP3，为下一步临床输注供者来源的

CD4+CD25+细胞抑制移植物抗宿主病提供了实验基础。 
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