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CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞与黑龙江省 HIV/AIDS患者病情
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摘要 目的：比较黑龙江省 HIV/AIDS患者与健康对照者(healthy controls, HCs)外周血 CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞数量、免
疫抑制功能的变化，探讨 CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞在 HIV/AIDS感染过程中的作用。方法：采用流式细胞仪检测 21例
HIV/AIDS患者及 20例健康对照组的外周血 CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞数量的百分比及绝对数量；采用共同培养方法检测
HIV/AIDS患者外周血 CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞免疫抑制功能的变化；实时荧光定量聚合酶链反应 (RT-FQ-PCR) 检测
HIV/AIDS 患者外周血 CD4+CD25+FoxP3+ 调节性 T 细胞中 FoxP3mRNA 的表达。结果：黑龙江省 HIV/AIDS 患者外周血
CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞比率明显高于 HCs (P<0.01)，而 CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞的绝对计数显著下降，且与
CD4+T细胞绝对计数成反比；混合淋巴细胞共同培养结果显示，HIV/AIDS患者外周血 CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞的抑制功
能无明显变化；HIV/AIDS患者外周血 CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞的 FoxP3 mRNA相对表达量无显著变化。结论：黑龙江省
HIV/AIDS患者 CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞的数量变化与病情相关。
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ABSTRACT Objective: To analyze the number, suppressive function of CD4+CD25+FoxP3+ regulatory T cells in peripheral blood

from patients with HIV/AIDS and healthy controls and to vestigate the role of CD4+CD25+FoxP3+ regulatory T cells in the process of
HIV/AIDS. Methods: Flow cytometry was used to analyze the frequency of CD4+CD25+FoxP3+ regulatory T cells from 21 patients with
HIV/AIDS and 20 healthy controls; Functional characterization of Tregs from the peripheral blood mononuclear cells (PBMC) of patients
and healthy controls were analyzed by suppression of proliferation by co-cultured effector CD4+CD25+ T cells. Foxp3 message (mRNA)
expression level was assessed by quantitative real-time polymerase chain reaction. Results: A significantly increased relative frequency of
CD4+CD25+FoxP3+ regulatory T cells within the CD4 compartment of HIV/AIDS patients compared to that of healthy controls (P<0.0001)
was observed. Additionally, there was a significant negative correlation between the frequency of CD4+CD25+FoxP3+ regulatory T cells
and CD4 count, despite HIV/AIDS patients having lower absolute counts of CD4+CD25+FoxP3+ regulatory T cells. On the other hand,
HIV/AIDS-derived CD4+CD25+FoxP3+ T cells and that from healthy individuals exhibited equal FOXP3-expression of mRNA and their
ability of suppressing the proliferation and cytokine secretion of CD4+ effector T cells was unimpaired in HIV/AIDS patients. Conclusions:
These results suggest that the frequency of CD4+CD25+FoxP3+ regulatory T cells in HIV/AIDS patients of Heilongjiang Province signifi-
cantly correated with disease progression.
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前言

人类免疫缺陷病毒(human immunodeficiency virus，HIV)的

持续存在、CD4+T 细胞进行性减少及过度的免疫活化是 HIV
感染的三大重要特征。HIV感染与抗 HIV免疫反应的无能状
态导致机体免疫功能部分或完全丧失，继而发生机会性感染、
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恶性肿瘤等[1]。而 CD4+CD25+Foxp3+调节性 T淋巴细胞是近年
来研究发现的人体内一群具有独特免疫调节功能的 CD4+T细
胞亚群，在维持自身免疫耐受中发挥重要作用[2]。近期研究发
现，CD4+CD25+Foxp3+调节性 T细胞的过度表达还可能与某些
感染性疾病的病原体长期存在难以清除相关。Foxp3是控制
CD4+CD25+Foxp3+调节性 T 细胞发育和功能的关键基因，是
CD4+CD25+Foxp3+细胞的一个特征性标志[3]。本研究在单细胞
水平定义黑龙江省 HIV感染者 PBMC中的 CD4+CD25+Foxp3+

调节性 T细胞，并对其表达水平与 HIV/AIDS疾病病情相关性
进行了研究。

1 材料和方法

1.1 研究对象
21例未经抗病毒治疗的 HIV/AIDS患者来自中国黑龙江
省，其中男性 12 例，女性 9 例，年龄分布为 30-58 岁(41.2±
12.3)。HIV及 AIDS诊断标准参照美国疾病控制中心(Centers
for Disease Control，CDC) 修订，于 1993年 1月 1日起实行的
HIV/AIDS分类标准，所有病例均经蛋白印迹试验确证为 HIV
感染。传播途径为血液传播及性传播，所有标本均在接受抗病
毒治疗前采集。
1.2 材料
改良型 RPMI-1640培养基(美国 HyClone公司)、聚蔗糖 -

泛影葡胺分层液 (淋巴细胞分离液，Ficoll，天津 )，
CD4+CD25+Foxp3+调节性 T 细胞分选试剂盒 (挪威 Dynal 公
司)，RNA提取试剂盒(德国 QIAGEN公司)，引物及探针由上海
生工公司合成。流式抗体：Foxp3-FITC染色试剂盒及同型对
照 、CD3-Percp、CD4-APC、CD25-PE、Multitest CD3/CD4/CD8
检测试剂盒均购自美国 BD公司。
1.3 方法
1.3.1 外周血 Tregs细胞检测 密度梯度离心方法分离外周血
中单个核细胞(PBMC)，用 PBS液洗涤 2次，并重悬浮细胞。分
离 PBMC后取出约 l×106细胞 /管，加入 CD3-Perep荧光抗体
20μL，CD4-APC 荧光抗体 5μL，CD25-PE 荧光抗体 20μL，同
时设平行对照管，在 4℃、避光条件下孵育 20 min，再用 l×PBS
1 mL，l 500 r/min离心 5 min，重复清洗 2遍，后弃上清。按照试
剂盒要求，加入固定液 2 mL，在室温避光条件下 10 min孵育，
以 l 500 r/min离心 5 min，弃上清，加入配制的破膜剂 500μL，
室温避光孵育 30 min，500 g离心 5 min，然后进行固定破膜，进
而加入 Foxp 3-FITC抗体 20μL，室温下避光 30 min，用 1×
PBS清洗细胞 2遍，弃上清，加 PBS重悬细胞，混匀，用 FACS
Calibur流式细胞仪及 Cell Quest软件上机检测，流式结果采用
FlowJo v5.7.2软件分析。
1.3.2 人外周血 Tregs的分选及纯化 (1)阴性分选 CD4+ T淋巴
细胞：应用 1000μL MACS缓冲液重新悬浮已制备的 PBMC，
按说明书指导加入 200μL胎牛血清，100μL CD4 混合抗体与
100μL CD45RA mAb，在 2~8℃下孵育 10min，离心后，弃上清，
洗涤并去除剩余抗体；再 9ml MACS缓冲液重新悬浮 PBMC；
加入 1mL Depletion Dynabeads誖，室温下孵育 15min，放置离
心管于 MACS磁力架 2min，获取上清，即为 CD4+T淋巴细胞
悬液。

(2)阳性分选 CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞：应用 1mL
MACS缓冲液重新悬浮获取的 CD4+T淋巴细胞，加入 250μL
CD25 磁珠 (Dynabeads誖CD25)，4~8℃下孵育 20min，促使
CD25磁珠与 CD25+ T淋巴细胞充分结合，置于 MACS磁力架
2min，吸出上清，获得 CD4+CD25- T 淋巴细胞，贴壁为
CD4+CD25+ T淋巴细胞与 CD25磁珠的结合体；100μL MACS

缓冲液重悬浮结合体，加入 60μL DETACHaBEAD，孵育
50~60min，洗脱 CD4+CD25+T 细胞连接的 CD25 磁珠；置于
MACS磁力架 2min，获取上清中 CD4+CD25+T淋巴细胞。
1.3.3 Tregs的功能检测 采用 96孔板进行共同培养的方法来
测定纯化的 CD4+CD25+FoxP3+调节性 T 细胞的抑制功能，具
体操作如下：应用小牛血清悬浮 RPMI介质，悬浮培养液中按
不同比例 (0:1, 1:1, 1:1/2, 1:1/4, 1:1/8及 1:0)加入 CD4+CD25- T

细胞和 CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞；可溶性抗 -CD3及可
溶性抗 -CD28抗体作为培养刺激物，每个培养孔中加入 1×
104个被照射过的外周血单个核细胞作为抗原递呈细胞。加入
培养液至每孔终末液体量为 200μL，在 37℃培养箱中抚育 4

天。然后在每个培养孔中加入 1 μ Ci[3H]，抚育 18小时，同时设
未加[3H]为实验本底。收集细胞，在液闪计数仪上测分钟脉冲
数，结果用 cpm± SEM表达。采用双抗体夹心 ELISA法对外
周血细胞培养上清中的 IFN-γ进行检测。
1.3.4 RT-PCR检测 Foxp3mRNA表达水平 (1)总 RNA提取
及 cDNA的合成：CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞总 RNA的
提取按着 TRIzol(上海生工公司产品)试剂产品说明书进行，采
用琼脂糖凝胶电泳法鉴定 RNA的质量，应用吸光度扫描计算
总 RNA的浓度。取细胞总 RNA5μg，50pmol/LOligo(dT)162μL，
2.5mmol/L dNTP 3μL，DEPC处理的双蒸水补充至 34μL，放入
冰水中进行离心，依次加入M2MLV5X逆转录酶缓冲液 10μL，
0.1mmol/L DDT 4μL，M2MLV 逆 转 录 酶 200U，37℃
60min，70℃15 min后中止反应。所得 cDNA置于 -20℃保存。

(2) RT-PCR检测 Foxp3mRNA表达水平：由上海生工公司
设计合成 Foxp3引物，将 Foxp3引物用无 RNA酶的灭菌双蒸
水溶解为 20μmol/L，在 -20℃下保存备用。Foxp3引物序列如
下：上游引物：5'TTCGAAGAGCCAGAGGACTT3'，下游引物：
5'GCTGCTCCAGAGACTGTACC3'。 PCR 反 应 条 件 ：93℃
5min，扩增 40个循环(93℃ 30sec，55℃ 30sec，72℃ 30sec)。为
消除样本在提取、逆转录及反应过程中所造成的误差，本实验
采用 FoxP3 mRNA与 β-actin mRNA比值，即 FoxP3 mRNA的
相对水平，作为评价 FoxP3 mRNA表达的指标。
1.4 统计学方法
采用 SPSS 10.0软件进行数据分析，数据以 x±s表示，组

间差异比较采用两独立样本 t检验，P<0.05为差异有统计学意
义。

2 结果

2.1 HIV/AIDS患者外周血中 Tregs数量的改变
HIV/AIDS 患者组与正常对照组比较，外周血中

CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞占 CD4+T淋巴细胞的百分比
明显升高，见图 1；随着 CD4+T 细胞计数的降低，CD4+
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CD25+FoxP3+调节性 T细胞的百分比逐渐升高，二者呈明显负
相关，见图 2；与正常对照组比较，HIV/AIDS 患者组 CD4+

CD25+FoxP3+调节性 T细胞的绝对计数明显降低。

2.2 HIV/AIDS患者外周血中 CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞
抑制功能的检测

通过调整磁珠的作用时间达到分离存化出单一的

CD4+CD25+FoxP3+调节性 T 细胞和 CD4+CD25- 细胞的目的。
经检测，来自患者与对照组外周血中的 CD4+CD25-细胞在可溶

性抗 -CD3和抗 -CD28的刺激下表现出同样强度的增值能力，
而纯化的 CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞对此种刺激表现为
增殖无能。说明分离纯化达到了进一步进行功能测定的要求。
当 CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞与同源性 CD4+CD25-

细胞以不同比例共同培养时(CD4+CD25-/CD4+CD25+FoxP3+ ra-
tios: 0:1, 1:1, 1:1/2, 1:1/4, 1:1/8和 1:0)，如图所示，HIV/AIDS患
者与对照组 CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞表现出相似的抑
制功能，随着 CD4+CD25-比例的升高，抑制百分率逐渐降低，两

组之间无显著差异，见图 4A。
2.3 上清液中细胞因子 INFγ的测定结果

CD4+CD25+FoxP3+ 调节性 T 细胞不仅能够抑制效应性
CD4+CD25- T的增殖，同时也能够抑制细胞因子的产生。因此，
我们测定共同培养的上清液中 IFNγ的浓度。如图 2B所示，单
独培养对照组或 HIV/AIDS患者组的 CD4+CD25- T 都产生大
量的 INFγ，而单独培养 CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞上清
液中含少量的 INFγ。分别将 HIV/AIDS 患者和对照组的
CD4+CD25+FoxP3+调节性 T 细胞与 CD4+CD25- T 细胞按 1:1
比率共同培养，结果 INFγ的分泌明显受到抑制，HIV/AIDS患
者组与对照组的 CD4+CD25+FoxP3+调节性 T 细胞抑制 INFγ
的分泌作用无显著差异，见图 4B。

图 4 CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞抑制功能比较
Fig.4 The regulatory function of CD4+CD25+FoxP3+ T cells

图 1 HIV/AIDS、健康对照组 CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞表达水

平

Fig.1 The proportions of CD4+CD25+FoxP3+ T cells in HIV/AIDS patients

and controls

图 2 CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞百分比与 CD4+细胞计数的相关

性

Fig.2 The relationship between the percentage of CD4+CD25+FoxP3+ T

cells and the counts of CD4+ T cells
图 3 CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞绝对计数
Fig.3 The counts of CD4+CD25+FoxP3+ T cells
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2.4 FoxP3 mRNA转录水平检测
如图 3所示，与正常对照组相比较，HIV/AIDS患者组外周

血 CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞中 FoxP3 mRNA相对表达
量无明显变化 (P>0.05)。

3 讨论

HIV持续存在使机体免疫系统功能部分或完全丧失，从而
使机体易患感染、恶性肿瘤、自身免疫病等。迄今尚无有效的抗
HIV病毒的药物及疫苗问世，因此，寻求有效的治疗靶点迫在
眉睫。 Sakaguchi 等 [4] 于 1995 年首次发现将去除了
CD4+CD25+Tregs的 T细胞转移到裸鼠体内会引发多种自身免
疫性疾病，而当将 CD4+CD25+Tregs细胞同时输入时则可抑制
疾病的发生。随着对免疫耐受机制研究的不断深入，目前越来
越多的证据表明，CD4+CD25+ Tregs在维持自身免疫耐受，抑制
免疫应答反应中发挥着不可替代的作用。同时，大量的研究表
明 CD4+CD25+ Tregs的发现为治疗自身免疫性疾病、诱导肿瘤
免 疫 及 移 植 免 疫 耐 受 等 提 供 了 新 思 路 [5-7]。 由 于
CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞具有独特的免疫调节作用而
日渐受到关注，近来的研究表明，其与艾滋病的发生发展关系

密切。CD4+T细胞的逐渐缺失、过度的免疫活化以及病毒的持
续存在是 HIV感染的三大重要特征。由于 CD4+CD25+FoxP3+

调节性 T细胞表达 CD4，因此它们亦为 HIV的潜在靶点[8,9]。
目前，关于 CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞在 HIV感染
中的变化规律研究结论不尽相同。有些研究认为，HIV感染者
CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞的数量明显高于健康人群，并
且随着 CD4+T 细胞数量的降低，CD4+CD25+FoxP3+调节性 T
细胞的数量却明显增加 [10]；然而，另些实验表明

CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞的绝对数量随着 CD4+T细胞
的下降而下降[11]。Aandahl等[12]的研究虽然发现 HIV感染可导
致 CD4+CD25+T细胞向 CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞转化，
但并未观察到 HIV感染者 CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞水
平高于健康对照组这一现象。国外研究表明，CD4+CD25+FoxP3+

调节性 T 细胞可特异性识别 HIV 抗原，抑制 HIV 特异性
CD4+、CD8+T细胞免疫应答[13-15]；其数量升高与 CD4+T细胞数
量降低及 THl型向 TH2型免疫应答转变相关[16-18]；可抑制 HIV
感染者免疫系统活化。上述结果提示，在 HIV 感染中，

CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞发挥了 "双刃剑 "的作用，既
可抑制 HIV特异性 T细胞功能，有利于病毒复制，对免疫功能
造成损伤，同时又能抑制 HIV引起的异常免疫活化，降低活化
引起的凋亡，对免疫功能具有一定的保护作用。
我们的研究结果表明，黑龙江省 HIV/AIDS患者外周血

CD4+CD25+FoxP3+调节性 T 细胞比率明显高于正常对照组
(P<0.01)，而 CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞的绝对计数显著
下降，且与 CD4+T细胞绝对计数成反比在功能方面；在抑制功
能方面，HIV/AIDS患者 CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞不仅
抑制效应细胞的增殖，同时抑制细胞因子的产生，与对照组无

显著差异。由于淋巴组织是 HIV在体内复制的主要场所，推测
外周血 CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞的减少可能与其优先
集中至 HIV复制较严重的淋巴结相关。对 HIV进展期患者淋
巴结的活检发现，其淋巴结内 FoxP3 mRNA的水平远高于经过
有效治疗的患者。国外研究表明[19,20]，CD4+CD25+FoxP3+调节性

T细胞对多克隆和特异性的抗原刺激具有低反应性和反应无
能，用不同的抗原刺激从 HIV/AIDS 患者外周血获得的
CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞，发现其增殖反应极其微弱，
但以相同的抗原刺激 CD4+CD25-T细胞却能引起明显的增殖
反应；其次，CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞能够抑制由 HIV
引起的 CD4+T细胞的增殖，不同比例的 CD4+CD25+FoxP3+调

节性 T 细胞和 CD4+CD25-T 细胞混合培养后发现，随着
CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞比例的增加，CD4+CD25-T 细
胞的增殖越来越弱，呈现剂量依赖的特点。
综上所述，HIV/AIDS与 CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞
密切相关。因此，深入了解 CD4+CD25+FoxP3+调节性 T细胞对
HIV/AIDS患者的作用有助于设计抗 HIV的方案，并有望为艾
滋病的治疗提供新的靶点。
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