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大鼠CD4+CD25-T细胞的Foxp3基因转染及其表达***★◆ 
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Transfection of rat CD4+CD25- T cells with lentiviral vector containing Foxp3 gene and its 
expression     

Huang Yang1, Li Yong-xiang1, Shen Ji-long2, Luo Qing-li2, Lu Wei2, Huo Xing-xing2 

Abstract 
BACKGROUND: Regulatory T cells play an important role in maintaining immune response homeostasis and immune tolerance, 
but the CD4+CD25+T cells are less in peripheral blood and with low proliferation ability in vitro.  
OBJECTIVE: To observe the expression of transfected rat Foxp3 gene in rat CD4+CD25- T cells using lentiviral vector carrier 
EGFP+. 
METHODS: Rat CD4+CD25-T cells were sorted by magnetic activated cell sorting, and transfected by lentiviral vector containing 
rat Foxp3 gene in vitro. The whole observation was divided into three groups. Transfected rat CD4+CD25- T cells as the 
experimental group, the blank plasmid EGFP+ and rat CD4+CD25-T cells as the negative control group, rat CD4+CD25+T cells as 
the positive control group. The expression of Foxp3 gene was assayed by fluorescence microscope and RT-PCR from the level 
of protein and mRNA respectively. 
RESULTS AND CONCLUSION: The high purity CD4+CD25- and CD4+CD25+ T cells were obtained and the survival rate of cells 
was (94±2)%. Significantly high expression of rat Foxp3 gene was detected in lentiviral vector transfected CD4+CD25- T cells. 
The lentiviral vector system carrying rat Foxp3 gene can efficiently mediate the highly expression of rat Foxp3 gene in the rat 
CD4+CD25- T cells. 
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摘要 
背景：调节性 T 细胞在维持机体免疫应答稳态和免疫耐受方面具有非常重要的作用，但外周血中 CD4+CD25+

调节性 T 细胞

含量极低，且增殖能力较差。 
目的：以携带 Foxp3 基因的慢病毒 EGFP+

载体转染大鼠 CD4+CD25- T 细胞，观察其在大鼠 CD4+CD25- T 细胞中的表达。 
方法：以免疫磁珠两步法分选大鼠 CD4+CD25- T 细胞，用携带大鼠 Foxp3 基因的慢病毒载体体外转染分选的细胞，以转

染 Foxp3 基因的 CD4+CD25- T 细胞为实验组，EGFP 空白质粒组及 CD4+CD25-
 T 细胞为阴性对照组，CD4+CD25+ T 细

胞为阳性对照组。荧光显微镜和 RT-PCR 分别从蛋白和 mRNA 水平检测 Foxp3 基因的表达。 
结果与结论：成功完成了免疫磁珠的分选，获得了纯度较高的 CD4+CD25-T 细胞和 CD4+CD25+ T 细胞，细胞存活率为

(94±2)%，慢病毒转染的CD4+CD25- T细胞高表达Foxp3基因。表明以携带Foxp3基因的慢病毒载体系统可有效介导Foxp3
基因在大鼠 CD4+CD25- T 细胞中高表达。 
 

关键词：调节性 T 细胞；CD4+CD25- T 细胞；慢病毒；Foxp3；磁珠分选 
缩略语注释：Treg: regulatory T cell，调节性 T 细胞 
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0  引言 
 

随着器官移植技术的大量开展，移植后的

排斥反应也越来越引起大家的关注，如何减少

排斥反应诱发机体的免疫耐受一直是移植免疫

学关注的热点和难题。CD4+CD25+调节性T细
胞(regulatory T cell，Treg)是目前研究最为广

泛的具有免疫抑制作用的细胞亚群。自1995年
日本学者Sakaguchi等[1]首次报道以来，大量研

究发现其具有免疫耐受和免疫抑制两大特征，

通过主动方式抑制免疫系统对自身和外来抗原

的应答，在维持机体免疫应答稳态和免疫耐受

方面具有非常重要的作用。Foxp3是forkhead/ 

winged-helix转录因子家族的一个新成员，是调

控CD4+CD25+Treg细胞的一种关键性转录因

子，是CD4+CD25+Treg细胞的特异性标志[2]，

在Treg细胞发育和功能维持中起着关键性的作

用[3]。有研究表明，Treg细胞的诱导和作用发挥

需要Foxp3基因的稳定持续和高水平表达[4-5]。 
CD4+CD25+Treg体外增殖能力极低，且仅占外

周血中CD4+T细胞的5%~10%，明显限制了其

临床应用。慢病毒载体是一种以人免疫缺陷病

毒Ι型病毒HIV-Ι为基础发展起来的基因治疗

载体，本实验用携带Foxp3基因的慢病毒载体

系统，体外转染大鼠CD4+CD25-T细胞，观察

Foxp3基因蛋白和mRNA的表达，探索体外扩增

具有调节功能的CD4+CD25-T细胞有效方法。
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1  材料和方法 

 
设计：体外细胞观察实验。 
时间及地点：于2010-03/12在安徽病原生

物学省级实验室(安徽医科大学)，人兽共患病安

徽省重点实验室(安徽医科大学)，安徽医科大学

科教大楼完成。 
材料： 

实验动物：6~8周龄清洁级SD大鼠，雌雄不

拘，体质量160~180 g，购自安徽省动物研究中

心，饲养于安徽医科大学科教大楼动物房。 
主要试剂和仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
实验方法： 

大鼠脾脏淋巴细胞悬液的制备：乙醚麻醉大

鼠，无菌条件下分离大鼠脾脏，加入预先加入

适量PBS的培养皿中，轻轻剥离脾脏表面筋

膜，置于200目无菌研磨钢网上，反复研磨，

过滤2次，1 000 r/min×10 min离心，弃上清，

缓冲液重悬，将缓冲液小心加入大鼠淋巴细胞

分离液面上，保证悬液在分离液的上层勿使其

相混，2 000 r/min×30 min离心，小心吸取中

间白膜层，PBS洗2次，计数，调整细胞浓度

为2.5×1010 L-1。 
阳性分选获得CD4+T细胞：按试剂盒说明操

作，简述如下：取上述细胞悬液按商家推荐的

指标加入15 µL FITC-anti-CD4，充分混 4 ℃
避光孵育10 min，300 g×10 min离心，洗涤一

二 次 ， 加 入 15 µL anti-FITC Multisort 
microbeads，充分混 4 ℃避光孵育15 min，
300 g×10 min离心，弃上清，加入缓冲液重悬，

置MS分离柱于MidiMACS分选器中，0.5 mL缓
冲液冲洗分离柱2次后，将细胞悬液加入分离柱

中，收集留下细胞，待细胞悬液流尽，加0.5 mL
缓冲液冲洗柱子3次，加1 mL缓冲液于柱中后将

柱子移出磁场，用活塞快速推出柱中细胞即为

分选的CD4+T细胞。 
阴性分选获得CD4+CD25-T细胞、阳性分选获得

CD4+CD25+T细胞：取分离的CD4+T细胞悬液加

入10 µL PE-anti-CD25，4 ℃避光孵育10 min，
300 g×10 min离心，弃上清，重复洗1次，加入

20 µL anti-PE Microbeads充分混 ，4 ℃避光

孵育15 min，300 g×10 min离心，弃上清重悬，

置MS柱于MidiMACS分选器中，0.5 mL缓冲液冲

洗分离柱2次后，将细胞悬液加入到分离柱中收

集留下的细胞即为CD4+CD25-Treg细胞，将分

离柱移出磁场将滞留在分离柱中的双阳性细胞

CD4+CD25+缓慢冲出，流式细胞仪检测分选到

的细胞纯度，以锥虫蓝染色，以不被染色细胞

数占总细胞数的比例计算细胞存活率(活细胞

不被染色，死细胞被染成蓝色)。 
慢病毒感染CD4+CD25-T细胞：将收集到的大

鼠CD4+CD25-T细胞在含体积分数10%FBS的

RPMI1640培养基中(含PHA 8 mg/L、白细胞介

素2 100 U/mL)，37 ℃、体积分数5%CO2培养

24 h后，调整细胞浓度为1×109 L-1，将病毒加

入到 CD4+CD25-T 细胞新鲜培养体系中，

MOI=50∶1。同时加入终浓度为8 mg/L的多聚

季胺、Polybrene，24 h后弃去培养液上清加入

新鲜培养基，继续培养7 d后收集转染的细胞即

为Foxp3+细胞，以EGFP空白质粒转染的细胞

为空白对照组，未转染的CD4+CD25-T细胞为

阴性对照组；分选的CD4+CD25+T细胞为阳性

对照组。用流式细胞仪检测细胞转染率。 
细胞Foxp3蛋白表达的检测：取培养5 d后的细

胞放在暗室荧光显微镜下观察，可观察到转染

后的细胞中存在明显的绿色荧光，而未转染的

细胞未见荧光。拍照并分析。 
RT-PCR法检测细胞Foxp3 mRNA的表达：收集

细胞，Trizol方法提取总RNA，反转录mRNA为
cDNA，均参照试剂盒说明书进行，Foxp3：上

游5’-CCC AAA CCC TAA AAC ACG AA-3’，下

游5’-CTG GGG TTA GTG GCA AGT GA-3’，
扩增片段为406 bp；GAPDH：上游5’-ACT CCA 
GAA GAA AGA CCC AA-3’，下游5’-CAG AGA 
GGA GAT GTG GTT CG-3’，扩增片段为   
300 bp，PCR反应条件为94 ℃ 5 min，94 ℃   
40 s，61 ℃ 40 s，72 ℃ 40 s，共35个循环。

PCR产物检测：采用2%琼脂糖凝胶，8 µL 
DL2000 Maker，按1 µL Loding buffer+5 µL 
PCR产物进行电泳，电压90 V，电泳40 min，
于紫外投射仪下观察并拍照。

试剂及仪器 来源 

免疫磁珠分选器(MidiMACS)， 
大鼠 CD4+CD25+ Treg 细胞的磁

珠分选试剂盒，LS 和 MS 柱 
FITC-anti rat CD4、PE-anti  

rat CD25  
FACS Calilbur 流式细胞仪  
大鼠淋巴细胞分离液、胎牛血清 

(fetal bovine serum，FBS)、 
RPMI1640 培养基  

引物  
Foxp3 基因的慢病毒 EGFP+载体 

德国美天尼 
(Miltenyi Biotec)公司 

 
美国 eBioscience 公司 
 
美国 BD 公司产品 
索来宝公司 
 
 
Inviotrogen 公司合成 
复旦大学惠赠

[6-7] 
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主要观察指标：慢病毒感染CD4+CD25-T细胞

Foxp3基因的表达。 
   

2  结果 

 
2.1  大鼠单个核淋巴细胞的分离及计数  将分离的单

个核淋巴细胞置于显微镜下观察并拍照，见图1，另取

细胞悬液加入冰醋酸后小心的置于细胞计数板上，    
5 min后计数。细胞浓度为2.5×1010 L-1。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.2 磁珠分选的CD4+CD25-T细胞和CD4+CD25+T细胞

纯度及存活率  SD大鼠脾脏单个核细胞经MACS分选

的CD4+CD25-T细胞纯度为 (97±1)%，阳性分选的

CD4+CD25+T细胞的纯度为(90±1)%。锥虫蓝染色结果

显示细胞存活率为(94±2)%。图2a，b分别为MACS分选

后CD4+CD25-、CD4+D25+ T细胞的流式细胞仪鉴定结

果，分选后的细胞用含体积分数20%FBS的1640培养，

细胞增殖良好，见图2c，d。 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 

2.3  病毒转染率的测定  取感染后1周的细胞用流式

细胞仪检测病毒转染率，流式结果显示转染率达到了较

高的75%，见图3。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.4  CD4+CD25- T细胞Foxp3蛋白表达的检测  荧光

显微镜下观察慢病毒感染后7 d的CD4+CD25-T细胞，结

果如下图所示，绿色荧光显示有Foxp3蛋白的表达，见

图4。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.5  CD4+CD25- T细胞Foxp3 mRNA表达的检测   
RT-PCR结果显示  病毒感染后的CD4+CD25- T细胞组

和CD4+CD25+ T细胞均高表达Foxp3 mRNA，而阴性对

照组及分选的CD4+CD25- T细胞均未见其表达，见图5，
Foxp3 mRNA(406 bp)，内参GAPDH(300 bp)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

M: 2 000 bp DNA maker; 1: Foxp3 group; 2: GFP control group; 3: 
CD4+CD25- group; 4: CD4+CD25+ group 

Figure 5  Detection of the expression of Foxp3 mRNA in 
CD4+CD25-T cells and CD4+CD25+T cells before 
and after transfection by RT-PCR  

图 5  RT-PCR 检测病毒感染前后 CD4+CD25-T 细胞与 
CD4+CD25+T 细胞 Foxp3mRNA 表达 

M                                    1                         2        3    4 

2 000

Figure 1  Mononuclear lymphocytes isolated from rat spleen 
(×400) 

图 1  大鼠脾脏中分离的单个核淋巴细胞(×400) 

Figure 2  Positive isolated CD4+CD25- T cells and CD4+CD25+T 
cells  

图 2  阳性分选后的CD4+CD25- T细胞与CD4+CD25+ T细胞

a: CD4+CD25- T cells  

c: Isolated CD4+CD25- T  
cells (×200) 

b: CD4+CD25+ T cells 

d: Isolated CD4+CD25+ T cells 
(×200) 

Figure 3  Flow cytometry of the infected CD4+CD25-T cells 
after transfected for 1 wk when MOI=50:1 

图 3  感染复数 MOI=50∶1 时，病毒感染 CD4+CD25- T 细
胞 1 周后的流式细胞仪检测的结果 

Figure 4  Fluorescence image of transfected CD4+CD25- T 
cells after trnasfected for 7 d when MOI=50:1. The 
arrow showed the green fluorescence of the Foxp3 
protein expression (×200) 

图 4  感染复数 MOI=50∶1 时，病毒转染大鼠CD4+CD25- T
细胞 7 d 时的荧光图片，箭头处绿色荧光为 Foxp3 蛋
白的表达(×200) 

1 000
  750

500

250
100

bp
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3  讨论 

 
目前，器官移植技术是现今挽救终末期器官功能衰

竭患者生命的惟一有效途径，然而移植后的免疫排斥反

应及移植物抗宿主病仍然是影响移植患者预后及生存

的主要因素，虽然免疫抑制剂的使用使得移植患者的预

后有了较大改善，但却明显增加了感染和复发概率。因

此如何诱导免疫耐受减少排斥反应，控制移植物抗宿主

病的发生已经成为学者关注的热点和难题。寻找能够抑

制免疫排斥反应，从而减少免疫抑制剂的应用是提高移

植物存活时间并提高疗效的重要手段。近年来，Treg细
胞(CD4+CD25+ Foxp3+ Treg细胞)是目前研究最为广泛

的、功能最确切的抑制性T细胞的亚群之一，在诱导负

向免疫调控中的作用受到极大关注，有望成为诱导器官

移植受体免疫排斥的重要T细胞亚群。CD4+CD25+ Treg
不仅能够抑制急性排斥反应，同时也具有抑制慢性排斥

反应、延长移植物存活时间的作用，并且具有明显减少

减轻移植物抗宿主病发生的作用[8-10]。但由于Treg细胞

只占外周CD4+T淋巴细胞的5%~10%，且体外难以培养

及增殖能力较差，因而显著限制了其临床应用。 
Foxp3基因属于转录调节因子家族，作为一种转

录抑制因子在Treg细胞的发育过程中起着关键性的作

用[11-12]。有研究表明Foxp3基因敲除的动物模型，尽管

存在CD4+CD25+T细胞，但却不具备Treg细胞的免疫无

能性和免疫抑制的功能。因此Treg细胞功能的维持需要

Foxp3基因的稳定持续和高水平表达。Foxp3基因缺失

也会导致多种自身免疫性疾病最具代表性的为IPEX综
合症。现以证实，60%的IPEX患者存在Foxp3编码区突

变，其中10%表现为Foxp3 mRNA的显著降低[13]。肿瘤

患者可通过阻断Foxp3的表达，抑制Treg细胞的功能，

提高机体对肿瘤抗原的免疫应答。有研究结果表明

Foxp3基因表达使CD4+T细胞获得了调节性表型，具有

了Treg细胞的表型和功能[14]。因此，本实验以慢病毒为

载体，重组大鼠的Foxp3基因，将重组病毒转染大鼠

CD4+CD25-T 细胞，以期构建具有调节性功能的

CD4+CD25-T细胞，为临床抗移植物排斥反应提供充足

的细胞来源。 
本实验通过磁珠分选技术获得了纯度较高的

CD4+CD25-和CD4+CD25+ T细胞，分离效率较高，适合

体外研究应用。用化学合成的Foxp3基因成功构建了重

组慢病毒载体，经克隆鉴定及测序表明目的基因正确，

且病毒滴度较高，转染CD4+CD25-T细胞后，75%的细

胞在mRNA水平和蛋白水平均显示Foxp3基因的高表

达。本实验结果克服了CD+CD25+Treg细胞量少且体外

难以培养扩增的缺点，为体外生产大量的具有调节性细

胞功能的CD4+CD25-T细胞及其广泛应用奠定了基础。 
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伦理要求：实验中对动物处置符合动物伦理学标准条例。

文章概要： 

文章要点：通过携带 Foxp3 基因的慢病毒载体转染

CD4+CD25-T 细胞，使其具有 CD4+CD25+T 细胞的功能，

为体外获得大量基因工程调节性 T 细胞奠定了基础。 

关键信息：磁珠分选及慢病毒转染的成功与否。 

研究的创新之处与不足：尽管转染成功，获得了部分调

节性 T 细胞，但是能否应用于器官移植方面仍有待于进一

步研究。 


