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文题释义： 

调节性 T 细胞：调节性 T 细胞是一类控制体内自身免疫反应性的 T 细胞亚群，分为天然产生的自然调节性 T

细胞和诱导产生的适应性调节性 T 细胞，如 Th3、Tr1，CD8 Treg、NKT 细胞等，与自身免疫性疾病的发生

关系密切，其异常表达可导致自身免疫性疾病。 

细胞表型：细胞表型是细胞的表现形式。遗传后染色体自有重组会产生新的“基因型”，但不同的基因型不

一定都有不同的表现，而生物体外在表现出来的就是所谓“表型”。比如隐形是 a，显性是 A，基因型 Aa 和

AA 表现出来的样子可以是一样的(完全显性状况下)，即为他们的表型相同。 

 

摘要 

背景：人调节性 T 细胞(Treg)分为天然型 Treg(nTreg)和诱导型 Treg(iTreg)。虽然 CD4+CD25+FoxP3+CD127
-

是目前最公认的 Treg 细胞表型，但是 nTreg 与 iTreg 的细胞表型多样性，尤其是其共表达细胞因子的情况仍

不清楚。 

目的：了解并比较 nTreg 与 iTreg 的细胞表型多样性，并通过分析其表达细胞因子的情况以推测可能的作用

途径。 

方法：从 5 例健康受试者的外周血中分离得到外周血单个核细胞，以 8 色流式细胞仪检测(FACSCanto II)并

分析 CD4+CD25+FoxP3+CD127
-
nTreg 的细胞表型和其共表达细胞因子的情况；将外周血单个核细胞在体外

接受同种异体抗原刺激，进行混合淋巴细胞培养， 9 d 后以 8 色流式细胞仪检测并分析

CD4+CD25+FoxP3+CD127
-
 iTreg 的细胞表型和其共表达细胞因子的情况。 

结果与结论：CD4+CD25+FoxP3+CD127
-
nTreg 占全部 CD4+ T 细胞的比例为(1.5±0.70)%，且几乎所有的

nTreg 细胞均表达 IFN-γ
-
、IL-2

-
或 TGF-β+，部分表达 IL-10

-
和 IL-10+；同种异体抗原刺激诱导产生表达

IFN-γ +、IL-2
-
、IL-2+、IL-10+或 TGF-β+的 CD4+CD25+FoxP3+CD127

-
iTreg；人 nTreg 的细胞表型主要是

CD4+CD25+FoxP3+CD127
-
IFN-γ

-
IL-2

-
IL-10+TGF-β+和 CD4+CD25+FoxP3+CD127

-
IFN-γ

-
IL-2

-
IL-10

-
TGF-β+，其

占全部 CD4+ T 细胞的比例分别为(1.1±0.59)%和(0.39±0.16)%；iTreg 的主要细胞表型为 CD4+CD25+ FoxP3+ 

CD127
-
IFN-γ +IL-2

-
IL-10+TGF-β+和 CD4+CD25+FoxP3+CD127

-
IFN-γ +IL-2+IL-10+TGF-β+。结果说明，CD4+ 

CD25+FoxP3+CD127
-
nTreg 的特征是 IFN-γ

-
IL-2

-
，同时产生白细胞介素 10 和转化生长因子 β，或者只

产生转化生长因子 β 而不产生白细胞介素 10，且 nTreg 在体外通过混合淋巴细胞培养是不会被增殖的。

混合淋巴细胞培养刺激后，IFN-γ +iTreg 增殖明显，其中约 1/3 的 IFN-γ +iTreg 表达 IL-2+，而 2/3 的

IFN-γ +iTreg 表达 IL-2
-
，且这两组 IFN-γ +iTreg 均同时分泌白细胞介素 10 和转化生长因子 TGF-β。产生

细胞因子转化生长因子 β 和白细胞介素 10 可能是 CD4+CD25+FoxP3+CD127
-
 Treg 具有免疫抑制功能的

原因。 

关键词： 

组织构建；组织工程；调节性 T 细胞；细胞表型；多样性；细胞因子；多色流式细胞仪 
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Phenotypic diversity of human nature and induced CD4

+
CD25

+
FoxP3

+
CD127

- 

regulatory T cells    
 
Abstract 

BACKGROUND: Regulatory T cells (Treg) are classified into two subsets, nature Treg (nTreg) and induced Treg 

(iTreg). Although there is consensus that CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
CD127

- 
is the widely accepted phenotype of Treg, it 

remains unclear what is the difference in phenotypes including cytokine patterns of nTreg and iTreg.  

OBJECTIVE: To understand and compare the plasticity of nTreg and iTreg and to search the exact mechanism 

of cytokine secretion in Tregs.  

METHODS: We investigated the frequency and cytokine pattern of CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
CD127

-
nTreg in freshly 

separated peripheral blood mononuclear cells of five healthy individuals using 8-color fluorescence flow 

cytometry (FACSCanto II). Subsequently, after 9 days of allostimulation in mixed lymphocytes, the frequency and 

cytokine pattern of CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
CD127

-
iTreg were determined and analyzed. 

RESULTS AND CONCLUSION: In fresh cells, (1.5±0.70)% of CD4
+
 T cells were CD4

+
CD25

+
FoxP3

+
CD127

-
 

nTregs. Almost all these cells expressed interferon (IFN)-γ
-
, interleukin (IL)-2

-
 or transforming growth factor-β

+
, 

and partial cells expressed IL-10
+
 or IL-10

-
. After 9-day allostimulation, the number of CD4

+
CD25

+
FoxP3

+
CD127

-
 

iTreg expressing IFN-γ
+
, IL-2

-
, IL-2

+
, IL-10

+
 or TGF-β

+ 
increased strongly. The main subsets of human nTregs 

were CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
CD127

-
IFN-γ

-
IL-2

-
IL-10

+
TGF-β

+ 
and CD4

+
CD25

+
FoxP3

+
CD127

-
IFN-γ

-
IL-2

-
IL-10

- 
TGF-β

+
 

T cells. The proportion of each subset in CD4
+
 T cells was (1.1±0.59)% and (0.39±0.16)%, respectively. Whereas 

the main subsets of human iTregs were CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
CD127

-
IFN-γ

+
IL-2

-
IL-10

+
TGF-β

+
 and 

CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
CD127

-
IFN-γ

+
IL-2

+
IL-10

+
TGF-β

+
. Human nTregs were characterized as IFN-γ

-
IL-2

-
 double 

negative, producing IL-10 and TGF-β or only TGF-β without IL-10, and not proliferating in vitro. During the 

allostimulation in mixed lymphocytes, IFN-γ
+
 iTregs proliferated remarkably. One-third of IFN-γ

+
 iTreg expressed 

IL-2
+
, and two-thirds of IFN-γ

+
 iTregs expressed IL-2, both of which produce IL-2 and TGF-β. Our results imply 

that CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
CD127

-
 Treg are potentially immunosuppressive probably because of their mandatory 

TGF-β and optional IL-10 production. 

Cite this article: Wang HH, Zhu L, Yang PW, Guo QN. Phenotypic diversity of human nature and induced 

CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
CD127

- 
regulatory T cells. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2016;20(2):236-241. 

 

0  引言  Introduction 

近半个世纪以来，伴随着临床器官移植学的进步，免

疫学也取得了长足的发展，其中对于调节性 T细胞

(regulatory T cells，Treg)的认识和研究更是为免疫学开拓

了一片广阔的新领域。这类具有免疫抑制功能作用的特殊

的T细胞亚群在诱导移植免疫耐受、自身免疫性疾病以及抗

肿瘤治疗等方面均有多项报道[1-5]。目前已知，Treg分为天

然型Treg(natural Treg，nTreg)和诱导型Treg(induced 

Treg，iTreg)。nTreg来源于胸腺，经过阴性选择和阳性选

择后产生，对维持人体自身免疫稳态发挥重要作用；而

iTreg来自于外周血和外周淋巴组织，由原始T细胞经自体

或异体抗原刺激而产生，在诱导移植免疫耐受中发挥着重

要作用[6-8]。然而，由于nTreg和iTreg是根据其细胞来源、

细胞功能特性而定义的，其细胞表型却始终存有争议。 

1995年，Sakaguchi研究组率先报道了表达CD25的

CD4
+
T细胞亚群具有免疫抑制功能[9]，CD4

+
CD25

+在很长

一段时间内被认为是Treg的细胞表型。但是后继研究发现，

部分活化的T细胞也表达CD25，而只有那些高表达

CD25(CD25high)的CD4
+
T细胞才能在体外发挥免疫抑制

功能[10]。2003年，Sakaguchi研究组发现并报道叉头状转

录因子(forkhead transcription factor， FoxP3)与Treg的发

育和功能密切相关[8，11]。以小鼠为实验对象的动物实验表

明，FoxP3只表达于Treg，而不在静息的CD4
+
CD25

-
细胞

或Th1、Th2细胞内表达[11-12]。FoxP3基因的突变或缺失可

以引起严重的自身免疫性疾病，在小鼠可以观察到皮屑病，

在人类则会发生 IPEX综合征 (immune dysregulation， 

polyendocrinopathy，enteropathy，X-linked)
[13-15]。在多

数文献报道中，CD4
+
CD25

+
FoxP3

+被视为经典的Treg细胞

表型。近年来，Treg的另一个细胞标志物CD127
-
被发现和

报道，CD127的表达与FoxP3呈明显的负相关，Treg不表

达或弱表达CD127
[16]。所以，CD4

+
CD25

+
FoxP3

+
CD127

-

是目前最公认的Treg细胞表型。 

nTreg和iTreg都具有免疫抑制功能，而且它们的作用

机制都是依赖细胞-细胞直接接触和分泌细胞因子两种途

径，细胞-细胞直接接触途径中也有细胞因子的作用[17-18]；

因此，表达白细胞介素10(Interleukin-10，IL-10)和转化生

长因子β(transforming growth factor-β，TGF-β)以及不表

达白细胞介素2(Interleukin-2，IL-2)也被多次用作非特异性

Treg 细胞标志物 [1 ， 18-19] 。近年来，表达干扰素 γ  

(interforn-γ ，IFN-γ )的Treg被发现与肾移植术后患者移植

肾功能长期存活密切相关[20]；研究表明，CD4
+
CD25

+
Fox 

P3
+
IFN-γ

+
 iTreg的免疫抑制功能是IFN-γ 依赖性的[21]，这
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种表达白细胞介素γ 的iTreg被称为类Th1的Treg(Th1-like 

Treg)。虽然有很多的研究已经表明了分泌细胞因子在Treg

中的重要作用，但是这些细胞因子在nTreg和iTreg中是否

有着同样的表达、这些细胞因子的表达是在同一个细胞内

还是各自有不同的细胞进行表达，这些问题却始终存在争

议。本研究利用多色流式细胞仪，从健康受试者的外周血

中分离得到外周血单个核细胞后进行检测，以获得人nTreg

的细胞表型；对外周血单个核细胞进行混合淋巴培养以诱

导产生人iTreg，检测获得iTreg的细胞表型，并比较其与

nTreg的异同及其多样性变化。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  分组对比观察。 

1.2  时间及地点  实验于2014年4至12月在武汉完成。 

1.3  材料  外周血单个核细胞取自取5名健康受试者。实

验实施前已经获得本单位伦理委员会批准，并遵循《赫尔

辛基宣言》的精神。所有健康受试者均被详细告知本实验

的过程和目的，并签署知情同意书。 

试剂及仪器：APC-Cy7-mouse-IgG1、PerCP-Cy5.5- 

mouse-IgG1、PE-Cy-mouse-IgG1、Perm2溶液(BD公司)；

DPBS(Invitrogen Gibco公司)；多色流式细胞仪(BD公司)。 

1.4  实验方法 

1.4.1  实验分组  实验分为2组：①nTreg组：分离出外周

血单个核细胞后马上染色检测。②iTreg组：外周血单个核

细胞与接受放射灭活后的同种异体外周血单个核细胞培养

9 d后检测。 

1.4.2  细胞制备和培养  用Ficoll梯度离心法从外周血 

(50 mL)中提取外周血单个核细胞。用含体积分数10%胎牛

血清(FCS-500)的RPMI-1640将试管中外周血单个核细胞

的浓度调整为1×10
9
 L

-1。nTreg组的外周血单个核细胞马上

染色并上机检测。取分离得的外周血单个核细胞作为反应

细胞，选择另一个HLA抗原相异的健康受试者，分离其外

周血单个核细胞作为刺激细胞，以放射线照射的方式   

(30 Gy放射量照射20 min)破坏其免疫原性，保留抗原性。

以1∶1的比例，将反应细胞的外周血单个核细胞与刺激细

胞的外周血单个核细胞进行混合淋巴细胞培养，置于CO2

培养箱中培养9 d。 

1.4.3  流式细胞计数检测前准备   每组均备有 Isotype 

control和Treg两支试管。将外周血单个核细胞移入准备好

的试管，1 300 r/min转速离心8 min，弃上清。在Isotype 

control试管中加入5 μL APC-Cy7-mouse-IgG1、5 μL 

PerCP-Cy5.5-mouse-IgG1和5 μL PE-Cy-mouse-IgG1作

为细胞表面标志物的Isotype control；依实验计划，在Treg

试管中加入细胞表面抗体CD4(APC-Cy，5 μL，BD)、CD25 

(PerCP-Cy5.5，5 μL，BD)和CD127(PE-Cy7，5 μL，BD)，

振荡后室温下避光培养15 min，加入2 mL缓冲液(DPBS)，

洗细胞(1 300 r/min转速离心8 min，弃上清)。加入500 μL 

Perm2溶液作细胞透膜处理，振荡后室温下避光培养10 min。

再加入2 mL DPBS洗细胞。加入胞内抗体，在Isotype 

control 管中加入 5 μL V450-mouse-IgG1(BD) 、 5 μL 

V500-mouse-IgG1(BD)、20 μL FITC-mouse-IgG1(BD)、

10 μL PE-mouse-IgG1(R&D)和10 μL APC-mouse-IgG1 

(R&D)；在Treg试管中加入FoxP3(V450，5 μL，BD)、干

扰素γ (V500，5 μL，BD)、白细胞介素2(FITC，20 μL， BD)、

白细胞介素10(PE，10 μL，R&D)和转化生长因子β(APC，

10 μL，R&D)。振荡后室温下避光培养30 min，加入2 mL 

DPBS洗细胞；再加入2 mL DPBS，继续培养30 min，洗细

胞。以多色流式细胞仪检测。 

1.4.4  流式检测的设门策略  每支试管有至少100，000 

信号被记录和分析。首先根据前向散射(FSC)和侧向散射

(SSC)设门选择淋巴细胞群，然后再根据不同的实验目的

进行再次设门，如选择CD4
+
CD25

+
 PBL等。阳性细胞选择

标准为其在Isotype control中的比例< 1%。 

1.5  主 要 观 察 指 标   ① 以 8 色 流 式 细 胞 仪 检 测

CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
CD127

-
nTreg的细胞表型和其共表达

细胞因子的情况。②以8色流式细胞仪检测并分析

CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
CD127

-
iTreg的细胞表型和其共表达

细胞因子的情况。 

1.6  统计学分析  所有实验数据用x
_

±s的形式表达，用

PASW Statistics 18.0 (IBM，Chicago，Illinois，USA)统计

软件进行方差分析，以P < 0.01为差异有显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  人nTreg细胞表型多样性分析  从外周血中分离得到

外 周 血 单 个 核 细 胞 后 ， 检 测 发 现 ， 细 胞 表 型 为

CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
CD127

-
的nTreg占全部CD4

+
T细胞的

比例为(1.50±0.70)%，且几乎所有的细胞均表达IFN-γ
-
、

IL-2
-
或TGF-β

+，而不表达IFN-γ
+、IL-2

+或TGF-β
-
；在这

些nTreg中，74%的nTreg细胞表型为CD4
+
CD25

+
FoxP3

+ 

CD127
-
IL-10

+
[ (占全部CD4

+
T细胞的(1.1±0.63)%]，26%

的为CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
CD127

-
IL-10

-
[占全部CD4

+
T细胞

的(0.39±0.16)%，图1]。 

2.2  同种异体抗原刺激后，人iTreg细胞表型多样性分析 

同种异体抗原刺激9 d后，检测混合淋巴细胞培养中iTreg

的细胞表型，与未接受抗原刺激的nTreg相比较，可以发现，

CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
CD127

-
IFN-γ

+
iTreg细胞数量明显升

高(P < 0.01)；同样的升高趋势在表达IL-2
-
、IL-2

+、IL-10
+

或TGF-β
+的iTreg上同样可以观察到(均P < 0.01)，表明同

种异体抗原可以诱导这些细胞表型的iTreg产生。同时，细

胞表型为CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
CD127

-
IFN-γ

-
、CD4

+
CD25

+ 

FoxP3
+
CD127

-
IL-10

-
或 CD4

+
CD25

+
FoxP3

+
CD127

-
TGF-β

-

的iTreg细胞数量并无明显变化(vsnTreg: 均p=n.s.，图

2)，表明这些Treg细胞亚群在经过同种异体抗原刺激后

不能诱导产生。 
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图 1  人 nTreg 细胞表型多样性分析 

Figure 1  Plasticity of human nature regulatory T cells 

图注：1：CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
CD127

-
1FNγ

-
PBL；2：CD4

+
CD25

+
FoxP3

+ 

CD127
-
1FNγ

+
PBL；3：CD4

+
CD25

+
FoxP3

+
CD127

- 
IL2-PBL；4：CD4

+ 

CD25
+
FoxP3

+
CD127

-
IL2

+
PBL；5：CD4

+
CD25

+ 
FoxP3

+
CD127

-
IL10

-
 

PBL；6：CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
CD127

-
IL10

+ 
PBL；7：CD4

+
CD25

+ 
FoxP3

+
 

CD127
-
TGFβ

-
PBL；8：CD4

+
CD25

+
FoxP3

+
CD127

-
 TGFβ

+
PBL。人nTreg

表达 IFN-γ
–、IL-2

–或 TGF-β
+，部分表达 IL-10

–和 IL-10
+。 

 

图 2  同种异体抗原刺激 9 d 后，人 iTreg 细胞表型多样性分析 

Figure 2  Plasticity of human induced regulatory T cells after 9-day 

alloantigen stimulation 

图注：1：CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
CD127

-
1FNγ

-
PBL；2：CD4

+ 
CD25

+
 

FoxP3
+ 
CD127

-
1FNγ

+
PBL；3：CD4

+
CD25

+
FoxP3

+ 
CD127

-
IL2-PBL；

4：CD4
+ 

CD25
+
FoxP3

+
CD127

-
IL2

+
PBL；5：CD4

+ 
CD25

+
FoxP3

+ 

CD127
-
IL10

-
 PBL；6：CD4

+
CD25

+
FoxP3

+
CD127

- 
IL10

+ 
PBL；7：

CD4
+ 

CD25
+ 

FoxP3
+ 

CD127
- 

TGFβ
-
PBL；8：CD4

+
CD25

+ 
FoxP3

+ 

CD127
-
TGFβ+PBL。同种异体抗原刺激诱导产生表达 IFN-γ

+、IL-2
–、

IL-2
+、IL-10

+或 TGF-β
+的 iTreg。 

 

图3  多色流式细胞仪分析人nTreg细胞表型及

设门策略 

Figure 3  Gating strategy and cytokine 

patterns of human nature regulatory T cells  

图注：人 nTreg 的细胞表型主要是

CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
CD127

-
IFN-γ

–
IL-2

-
IL-10

+ 

TGF
-
β

+和 CD4
+
CD25

+
FoxP3

+ 
CD127

-
IFN-γ

–

IL-2
–
IL-10

–
TGF-β

+。 
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图 4  同种异体抗原刺激 9 d 后人 iTreg 的细胞

表型 

Figure 4  Cytokine patterns of human 

induced regulatory T cells after 9-day 

alloantigen stimulation 

图注：同种异体抗原刺激后，iTreg 的主要细胞

表型为 CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
CD127

–
IFN-γ

+
IL-2

–

IL-10
+
TGF-β

+和 CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
CD127

–

IFN-γ
+
IL-2

+
IL

-
10

+ 
TGF-β

+。 
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2.3  多色流式细胞仪分析人nTreg细胞表型  多色流式细

胞仪结果发现，几乎所有的nTreg细胞，在同一个细胞上既

不表达干扰素γ ，也不表达白细胞介素2，但表达转化生长

因子β，部分表达白细胞介素10。仅有(0.02±0.05)%CD4
+

细胞细胞表型为CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
CD127

-
IFN-γ

+
IL-2

+

和CD4
+
CD25

+ 
FoxP3

+
CD127

-
IFN-γ

+
IL-2

-
，且这两个nTreg

亚群全都同时表达IL-10和TGF-β。同时，CD4
+
CD25

+ 
FoxP3

+ 

CD127
-
IFN-γ

-
IL-2

-
IL-10

+
TGF-β

+
nTreg 和 CD4

+
CD25

+
Fox 

P3
+ 
CD127

-
IFN-γ

-
IL-2

-
IL-10

-
TGF-β

+ 
nTreg占全部CD4

+
T细

胞的比例分别为(1.10±0.59)%和(0.39±0.16)%，表明nTreg

的细胞表型主要是这二者(图3)。 

2.4  同种异体抗原刺激9 d后人iTreg的细胞表型  同种异

体抗原刺激后，可以观察到细胞表型为CD4
+
CD25

+
Fox 

P3
+
CD127

-
的iTreg占全部CD4

+
T细胞的比例从受刺激前

(1.50±0.70)%上升到(2.6±1.2)%(与nTreg比P < 0.01)。有

意思的是，和nTreg相比，增加的部分全部为IFN-γ
+的细

胞，而细胞表型为CD4
+
CD25

+
FoxP3

+ 
CD127

- 
IFN-γ

-
IL-2

-

的Treg细胞比例并不增加，而且CD4
+ 
CD25

+
FoxP3

+
CD127

- 

IFN-γ
-
IL-2

- 
Treg细胞无论是否表达白细胞介素10和/或转化

生长因子β，与nTreg相比均无明显变化(图4)。在nTreg和

iTreg中，均没有任何细胞的细胞表型为CD4
+
CD25

+ 

FoxP3
+ 
CD127

- 
IFN-γ

-
IL-2

+，表明外周血中并不存在这种

细胞，且这种细胞表型不会被同种异体抗原所诱导产生。

在刺激后，细胞表型为CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
CD127

- 
IFN-γ

+ 

IL-2
-
IL-10

+
TGF-β

+ 和 CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
CD127

-
IFN-γ

+ 

IL-2
+ 
IL-10

+ 
TGF-β

+的iTreg增加最为明显(与nTreg比，均P < 

0.01)，说明iTreg的主要细胞表型就是这二者；而除了共表

达 IL-10
+
TGF-β

+ 之 外 的 其 他 IFN-γ
+
IL-2

-
或 IFN-γ

+ 

IL-2
+
iTreg亚群均无明显变化(均p=n.s.)。 

 

3  讨论  Discussion 

Treg被发现之后，关于Treg细胞表型多样性的研究一

直方兴未艾，在各种文献报道中，不同的细胞表型被用来

代表Treg，尤其是对nTreg和iTreg，由于目前研究的局限，

往往认为，二者具有相似的作用机制，所以也具有相同的

细胞表型。这在一定程度上混淆了对于nTreg和iTreg的认

识。在以前的研究中，作者曾经利用多克隆刺激诱导产生

人iTreg，并利用四色流式细胞仪对人nTreg和iTreg的细胞

表型进行研究。研究发现，多克隆刺激后，表达IFN-γ
+、

IL-2
-
、IL-10

+或TGF-β
+的人CD4

+
CD25

+
FoxP3

+
 iTreg数量

明显升高[22]；然而，由于受到流式细胞仪FACSCalibur仅

有4种荧光色的限制，无法验证这些产生细胞因子的iTreg

是否在同一个细胞内表达，其共表达对于iTreg的细胞表型

和作用机制又有何意义。 

本实验利用多色流式细胞仪FACSCanto II的优势，对

人nTreg细胞表型进行分析的同时，研究在同一个细胞内共

表达这些细胞因子的情况；同时，实验利用同种异体抗原

刺激诱导产生iTreg，研究其与nTreg的异同。与多克隆刺

激相比，同种异体抗原刺激更接近于人体内(in-vivo)的实际

免疫状态，实验结果也更值得关注。BD公司的新型流式细

胞仪FACSCanto II拥有3种固态激光，即波长为405 nm的

紫色激光、波长为488 nm的蓝色激光和波长为640 nm的

红色激光，可以同时检测8种荧光参数，检测结果比仅有一

两种激光的流式细胞仪敏感性和精确度更高[23]，是目前最

新的流式细胞仪之一。 

实验结果显示，虽然CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
CD127

–被公

认为nTreg和iTreg的细胞表型及其特异性细胞标志物，但

nTreg和iTreg的非特异性细胞标志物却明显不同。nTreg的

主要细胞表型为CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
CD127

-
IFN-γ

-
IL-2

- 

IL-10
+
TGF-β

+ 和 CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
CD127

-
IFN-γ

-
IL-2

- 

IL-10
-
TGF-β

+，而有意思的是，这两个Treg亚群的细胞数

量在经过同种异体抗原刺激后，并没有明显变化，这也可

以证明iTreg的来源并不是由nTreg受刺激而诱导产生；经

过同种异体抗原刺激后iTreg的主要细胞表型CD4
+
CD25

+ 

FoxP3
+
CD127

-
IFN-γ

+
IL-2

-
IL-10

+
TGF-β

+ 和 CD4
+
CD25

+ 

FoxP3
+
CD127

-
IFN-γ

+
IL-2

+
IL-10

+
TGF-β

+，这一方面说明

IFN-γ 在iTreg诱导过程中发挥了重要作用，同时从nTreg

几乎不表达白细胞介素2到iTreg部分表达白细胞介素2的

变化中也可说明，在iTreg诱导产生过程中可能存在有白细

胞介素2的自分泌现象。而类似的结果，在多克隆刺激中也

同样观察到，这也是Treg细胞表型多样性变化的一个表现。 

近年来，对IFN-γ
+
iTreg的研究和报道日趋增多。在

iTreg所产生的细胞因子或分子中，干扰素γ 是一类比较特

殊的细胞因子。虽然几乎所有的淋巴细胞都可以产生干扰

素α或者干扰素β，但是只有活化的T细胞、自然杀伤细胞

(NK细胞)和自然杀伤T细胞(NKT细胞)才能产生干扰素

γ
[24]。以前，干扰素γ 被认为是1型辅助性T细胞(Th1细胞)

的标志性细胞因子，但是后来又发现Treg和CD8
+
 T细胞同

样可以产生干扰素γ ，且干扰素γ 在抗炎症、抗肿瘤和免

疫调节方面发挥着重要的作用[22]，这也是IFN-γ
+
iTreg被称

作Th1-like iTreg的原因。德国Daniel研究组(作者作为主要

研究者参与其中)陆续报道，表达干扰素γ 的CD4
+
 iTreg和

肾移植后患者移植肾功能长期存活密切相关。在对肾移植

术后患者的长期随访监测中发现，与移植肾功能受损的患

者相比，移植物功能良好的患者体内表达干扰素γ 的

CD4
+
Treg(CD3

+
CD4

+
CD25

+
FoxP3

+
IFN-γ

+
)数量明显升

高，提示干扰素γ 也许在诱导人移植物免疫耐受中发挥着

重要的作用[20]，同时研究认为CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
IFN-γ

+
 

iTreg的免疫抑制功能是干扰素γ 依赖性的，是抗原非特异

性的免疫抑制[21，25]。本实验中发现，虽然同种异体抗原刺激

后可以诱导产生IFN-γ
+
iTreg，但是并不所有的IFN-γ

+
iTreg

数量都会增加，作者发现，只有同时表达IL-10
+和TGF-β

+的

IFN-γ
+ 

iTreg数量才会增加，而这些都是以前用四色流式细

胞仪所观察不到的。前期的实验报道中，作者通过在混合淋
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巴细胞培养中添加单克隆抗体已经证实，CD178、CD152、

CD279、CD95和CD28对于IFN-γ
+
iTreg的诱导产生和功能

有重要作用[26]，本实验则进一步表明了，分泌细胞因子干扰

素10和转化生长因子β对于诱导IFN-γ
+
iTreg也发挥着重要

作用。另一个有趣的结果是关于干扰素γ 和白细胞介素2的

关系，在对nTreg和 iTreg的比较中，作者发现，虽然

IFN-γ
-
IL-2

-
 PBL在nTreg和iTreg都有表达，但并没有明显差

别，另一方面，IFN-γ
-
IL-2

+
 PBL在nTreg和iTreg都没有检

测到，说明并不存在IFN-γ
-
IL-2

+
Treg，这也许表明白细胞

介素2的产生需要依赖干扰素γ 。 
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