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变应性鼻炎患者外周血中 Tr1/Th3细胞的检测和分析 *
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摘要 目的：检测变应性鼻炎(Allergic rhinitis，AR)患者和健康对照者外周血中 IL-10+CD4+T 细胞、TGF-茁+CD4+T细胞(分别代表
Tr1细胞和 Th3细胞的特性)的比例，并探讨其在 AR发病中的意义，为 AR的治疗提供临床参考。方法：分离 19例对粉尘螨过敏

的 AR患者和 19例健康对照者外周血单个核细胞(PBMCs)，采用流式细胞术分别检测外周血中 IL-10+CD4+T细胞、TGF-茁+CD4+T

细胞的比例。结果：同健康对照者相比，AR 患者外周血中 IL-10+CD4+T细胞的比例显著降低 [(1.66± 0.48)% vs. (3.80.92)%，
t=-9.08，P＜ 0.01) ]，AR患者外周血中 TGF-茁+CD4+T细胞的比例降低[(1.92± 0.54)% vs.(4.76± 1.12)%，t=-9.94，P＜ 0.01) ]。结论：

外周血中 IL-10+CD4+T(Tr1)细胞比例的降低可能是 AR发病的一个重要因素，提高 AR患者外周血中分泌 IL-10的 Tr1细胞的比
例可能在 AR的治疗中具有重要意义。外周血中 TGF-茁1+CD4+T(Th3)细胞的比例显著降低，可能是 AR发病的一个重要因素。但
TGF-茁1与 AR关系的研究较少，特别是外周血中 TGF-茁1水平与 AR的关系研究较少，需进一步研究。
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Detection and Analysis of Tr1/Th3 cells in Peripheral Blood of Patients
with Allergic Rhinitis*

To detect the proportion of IL-10+CD4+T cells and TGF-茁+CD4+T cells (which represent characteristics of

Tr1 cells and Th3 cells, respectively) in peripheral blood of allergic rhinitis (AR) patients and healthy controls, and to explore their

significance in the pathogenesis of AR in order to provide clinical references for the treatment of allergic rhinitis. Peripheral

blood mononuclear cells (PBMCs) of 19 AR patients who were sensed to Dermatophagoides farinae (Df) and 19 healthy controls were

isolated. The proportion of IL-10+CD4+T cells and TGF-茁+CD4+T cells of peripheral blood were detected by flow cytometry.
Comparing with healthy controls' the proportion of IL-10+CD4+ T cells in peripheral blood CD4+T cells significantly decreased and the

TGF-茁1+ CD4+T cells in peripheral blood significantly decreased (P<0.01). A lower proportion of IL-10+CD4+ (Tr1) cells in
peripheral blood may be an important factor in the pathogenesis of AR. Improve the proportion of IL-10 secreting Tr1 cells may be of

great significance in the treatment of AR. A lower proportion of TGF-茁1+CD4+T (Th3) cells in peripheral blood may be an important

factor in the pathogenesis of AR. However, few studies about the relationship between TGF-茁1 and AR, especially the relationship

between TGF-茁1 levels and AR in peripheral blood, further research is needed.
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前言

变应性鼻炎(AR)是鼻粘膜暴露于变应原后，由免疫球蛋白
E(IgE)介导的鼻黏膜慢炎症反应性疾病，以打喷嚏、流清水鼻

涕和鼻堵塞等症状为特征，影响人们的社交生活，睡眠，学习和

工作，并且患病率有逐渐增加的趋势，已成为是全球性的健康

问题[1]。既往人们普遍认为变应性呼吸系统疾病是 Th2型细胞

主导的免疫反应性疾病，而正常健康个体，则表现为 Th1型细

胞主导的免疫反应。过敏性个体 Th1细胞和 Th2细胞不对称

的凋亡导致外周 Th1细胞缺失[2]，特别是分泌 IFN-酌的 Th1细

胞的缺失[3]，这导致 Th2细胞占优势的免疫反应[4]。

近 20年来，一种具有免疫抑制作用的细胞受到越来越多
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的重视，人们称之为调节性 T(Treg)细胞，Treg 细胞包括天然
CD4+CD25+Treg(nTreg)细胞，诱导性 CD4+CD25+Treg(iTreg)细
胞，以分泌 IL-10为特征的 1型调节性 T(Tr1)细胞,以分泌转化

生长因子 茁(TGF-茁)为特征 3型辅助性 T(Th3)细胞 [5]。在哺乳动

物，TGF-茁家族有 3个成员 (TGF-茁1, TGF-茁2, TGF-茁3)，其中
TGF-茁1是 TGF-茁在免疫系统中表达的而主要形式，活化的
TGF-茁通过与其受体(TGF-茁RI, TGF-茁RII)结合发挥其生物学

功能，TGF-茁被认为在调节免疫反应和抑制 T细胞反应中起重

要作用[6]。TGF-茁能够上调 Foxp3基因的表达，还能够诱导初始
CD4+T细胞分化为 Th3细胞 [7]。研究[8]发现，阻断 Tr1细胞的抑
制能力或提高 Th2细胞的比例能够促进变应原特异性 Th2细

胞的活化。 TGF-茁 显著增加变应原刺激小鼠脾细胞中
CD4+Foxp3+数量，能够诱导 CD4+CD25-Foxp3- 细胞转变成

Foxp3+Treg细胞，而这个过程能被 IL-4抑制[9]。提示 Tr1细胞、
Th3细胞与 Th2细胞的比例失衡在 AR的发病中具有重要作
用。另外，有报道[10]，AR患者外周血中变应原特异性 Tr1细胞

的比例显著减少，特异性免疫治疗的机制可能是通过诱导分泌

IL-10的抗原特异性调节性 T细胞来起作用的[11]。TGF-茁1在哮

喘发病中的作用受到了较多的关注，而其与 AR的关系研究甚
少，且得出的结果不尽相同，甚至有相悖的结论[12-14]。在本研究

中，我们采用流式细胞术对 AR 患者和正常个体外周血单个

核细胞中 IL-10+CD4+T 细胞、TGF-茁1+CD4+T 细胞（分别代表
Tr1细胞和 Th3 细胞的特性）的比例进行检测，探讨其在 AR

发病中的意义，为 AR 的治疗提供临床依据。

1 材料和方法

1.1 材料
1.1.1 研究对象 这项研究的参与者包括明确诊断为对粉尘螨

过敏的变应性鼻炎（AR）患者 19例，其中男 10例，女 9例；年

龄范围 23-56岁，中位年龄 29岁；19例健康对照者，其中男 13

例，女 6例，年龄范围 26-55岁，中位年龄 36岁。所有的 AR患

者为上海市普陀区人民医院耳鼻喉科招募的患者，健康对照者

为本院职工及来我院体检的正常人，所有研究对象均为汉族

人。

1.1.2 入组及排除标准 AR 诊断标准根据 Allergic Rhinitis

and its Impact on Asthma(ARIA)2008 [1](具有打喷嚏，流清水鼻

涕，鼻塞病史，症状持续两天以上，且每天发作时间大于 1个小

时，变应原皮肤点刺试验(SPT)检查阳性)。健康对照者没有任何

鼻部或身体过敏症状，SPT试验阴性。排除对象包括患有哮喘、

慢性鼻 -鼻窦炎及鼻息肉，重度鼻中隔偏曲的病人，以及其它

慢性心、肺、内分泌功能失调的病人，所有受试者一个星期未用

过抗组胺药或鼻内类固醇，三个月内未口服类固醇激素才进行

实验室测试。该研究被上海市普陀区人民医院医学伦理委员会

批准，所有受试者签署知情同意书。

1.2 实验器材
CO2培养箱（Series 5400）（Napco公司，美国）；台式多用离

心机（上海和欣科教设备有限公司，中国）；垂直层流洁净工作

台（LA-920-3，上海上净设备有限公司，中国）；显微镜（OPTEC

重庆奥特光学仪器有限公司，中国）；流式细胞仪（BD公司，美

国）；旋涡混合器（QL-901，江苏海门医疗仪器厂，中国）；台式多

用冷冻离心机（Thermo Sorvall公司，德国）。

1.3 实验试剂
RPMI-1640培养基（塞默飞世尔生物化学制品有限公司，

英国）；淋巴细胞分离液（恒心化学试剂有限公司，中国）；溶血

素（FACS Lysing，Becton Dickinson (BD)公司，美国）；CD8-异

硫氰酸荧光素（FITC）（BD公司，美国）；CD3-多甲藻叶绿素蛋

白（PerCP）（BD公司，美国）；IgG1-FITC（BD公司，美国）；IgG1-

藻红蛋白（PE）（BD公司，美国）；anti-Human - IL-10-PE（eBio-

science 公司，美国）；anti-Human - TGF-茁1-APC（R&D Systems

公司，美国）；细胞因子检测刺激剂佛波酯（PMA）（Sigma公司，

美国）；离子霉素（ionomycin）（Sigma公司，美国）；变应原皮试

抗原原液（浙江我武公司，中国）；阳性刺激剂户尘螨提取液（浙

江我武公司,中国）；细胞固定液（Fixation/permeabilization）（BD

公司，美国）；破膜缓冲液（perm/wash buffer）（BD公司，美国）；

高尔基阻断剂（golgistop）（BD公司，美国）。

1.4 实验方法

1.4.1 外周血单个核细胞（PBMCs）的分离 取刻度离心管中

加入 2 ml淋巴细胞分离液，取 2 m肝素钠抗凝静脉血与等体

积的 PBS缓冲液充分混匀，用滴管吸取 4 mL混合血液，沿管

壁缓慢滴加于淋巴细胞分离液液面上，用冷冻高速离心机以密

度梯度离心法 2500 rpm(1006× g)水平离心 20分钟。吸取单个

核细胞，置入另一试管中，加入 4mL PBS缓冲液，以 1500 rpm

(362× g)离心 10分钟，洗涤细胞两次。末次离心后，弃上清，细

胞重新悬浮于 RPMI-1640中待用。

1.4.2 外周血单个核细胞胞内细胞因子分泌水平检测 取 4-5

mL全血分离外周血中的 PBMCs，悬浮在 2× 106个细胞 /mL

RPMI-1640培养基中，取 2 mL PBMCs加入青霉素小瓶中，分

刺激组和未刺激组。刺激组加入 10 滋g/mL的粉尘螨提取液，

25 ng/mL的佛波酯（PMA），加 1 滋g/mL的离子霉素(ionomycin)

和 0.75 滋g/mL的高尔基阻断剂(GolgiStop)，未刺激组只加 0.75

滋g/mL的 GolgiStop，混匀后在 37 ℃温度 5% CO2孵箱中孵育

16 小时。表面染色：实验管加入抗体 Ab1 100 滋L (5滋L

CD3-PerCp, 4 滋L CD8-FITC, 100 滋L FACS缓冲液)，空白对照

管加入 100 滋L FACS缓冲液，常温避光孵育 20分钟。每管加

500 滋L FACS缓冲液，混匀，离心弃上清。固定：加入 300 滋L

1× fixation/permeabilization 工作液，并迅速混匀，常温避光孵

育 15-20 分钟，离心弃上清，斡旋器重悬。破膜：加入 1 ml 的

perm/wash buffer工作液（根据说明书用蒸馏水 10倍稀释储存

液)，混匀 , 将实验管平均分成 2 管 (IL-10/TGF-茁1 试验管，

IL-10/TGF-茁1同型对照管)后，离心，弃上清，斡旋器重悬。加入

抗体：(空白管：加入 100 滋L 1 × Perm/Wash 工作液；

IL-10/TGF-茁1试验管：100 滋L 1× Perm/Wash工作液 +2 滋L an-

ti-Human IL-10+2 滋L anti-Human TGF-茁1；IL-10/TGF-茁1 同型

对照管：100 滋L 1× Perm/Wash工作液 +2 滋L IgG1- FITC +2 滋L

IgG1-PE)，于室温避光孵育 30 min。加入 500 滋L 1× Perm/Wash

工作液，离心，弃上清，斡旋器重悬，将细胞重悬于 300 滋L 1×

PBS中，上机检测；然后用 Cell Quest软件(BD Biosciences, San

Diego, CA)进行分析。 IL-10+CD4+T(Tr1)细胞、TGF-茁1+CD4+T

(Th3)细胞的比例都被定量。
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1.5 统计学方法

数据用均数± 标准差表达，组间比较用 t检验。所有的分

析采用统计软件(SPSS17.0)。所有检验采用双侧检验，P值小于
0.05认为有统计学意义。

2 结果

在本研究中用屋尘螨变应原提取液和 PMA-离子霉素刺

激后，用流式细胞仪对外周血 PBMCs胞内细胞因子进行检测，

AR患者外周血中 IL-10+CD4+T(Tr1)细胞、TGF-茁1+CD4+ T(Th3)

细胞分别被检测(如图 1)。结果显示：粉尘螨提取液 +PMA+离
子霉素刺激 16小时后，AR患者外周血中 IL-10+ CD4+T(Tr1)细

胞频率明显低于健康对照者 [(1.66± 0.48)% vs. (3.82± 0.92)%，
t=-9.08，P＜ 0.01] (图 E)；AR 患者外周血中 TGF-茁1+CD4+T
(Th3)细胞频率显著低于健康对照者[(1.92± 0.54)% vs. (4.76±
1.12)%，t=-9.94，P＜ 0.01)](图 F)。

3 讨论

我们研究发现，同健康对照者相比，AR 患者外周血中
IL-10+CD4+ T(Tr1)细胞的比例显著降低，提示外周血中 Tr1细

胞比例的降低可能与 AR的发病有关。Tr1细胞主要是在 IL-10

存在下诱导产生的，以分泌高水平的 IL-10和转化生长因子 茁
(TGF-茁)为特征，以非细胞接触依赖 IL-10方式发挥抑制效应性
T细胞的增殖和细胞因子的产生[15]。有报道[9]当培养液中加入

Tr1细胞后，CD4+T淋巴细胞的增殖被显著地抑制，然而当向

培养液中再加入 IL-10抗体后，这种抑制效果被抵消，说明 Tr1

细胞发挥免疫抑制功能需要 IL-10的存在。AR 患者体内 Tr1

细胞比例降低，导致其不能有效抑制 CD4+T淋巴细胞的增殖，

这可能促进 AR的发病。研究[16,17]显示，AR患者外周血 PBMCs

分泌 IL-10的 Tr1细胞水平显著降低，这与我们的研究结果是

一致的，证实分泌 IL-10的 Tr1细胞在 AR发病中具有至关重
要的作用。Yamanaka等[18]报道 IL-10的数量的增加是诱导特异

性 T细胞产生免疫耐受的关键。这些研究结果提示，提高 AR

患者外周血中分泌 IL-10的 Tr1细胞的比例可能在 AR的治疗

中具有重要意义。

Th3细胞是由口服抗原耐受的研究中发现的，在抗原特异

图 1 流式细胞术分析 AR患者(n=19)和健康对照者(n=19)外周血胞内细胞因子的表达水平

散点代表不同 CD4+T细胞子集所占的百分比。A,右上象限：代表 AR患者外周血 IL-10+CD4+T细胞占 CD4+ T细胞的比例。B,右上象限：代表

AR患者外周血 TGF-茁1+CD4+T细胞占 CD4+T细胞的比例。C,右上象限：代表健康对照者外周血 IL-10+CD4+T细胞占 CD4+ T细胞的比例。D,

右上象限：代表健康对照者外周血 TGF-茁1+CD4+T细胞占 CD4+ T细胞的比例。E,代表 AR患者和健康对照者外周血 CD4+T细胞中 IL-10+CD4+T

细胞的比例。F,代表 AR患者和健康对照者外周血 CD4+T细胞中 TGF-茁1+CD4+T细胞的比例。水平线代表均值。

Fig. 1 Analyzed by flow cytometry the intracellular cytokines in PBMCs of AR patients (n = 19) and healthy controls (n = 19).

Values in dot plot indicate percentages of different cell subsets in total CD4+T cells. A, Right upper quadrant: The proportion of IL-10+CD4+T cells in

CD4+ T cells of AR patients. B, Right upper quadrant: The proportion of TGF-茁1+CD4+T cells in CD4+ T cells of AR patients. C, Right upper quadrant:

The proportion of IL-10+CD4+T cells in CD4+ T cells of healthy controls. D, Right upper quadrant: The proportion of TGF-茁1+CD4+T cells in CD4+ T cells

of healthy controls. E, Represent the proportion of IL-10+CD4+T cells in AR patients and healthy controls. F, Represent the proportion of TGF-茁1+CD4+T

cells in AR patients and healthy controls. Horizontal lines represent means.
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性激活后可分泌大量 TGF-茁，从而导致 Thl细胞和 Th2细胞的

反应受到抑制[19]。TGF-茁在免疫抑制方面具有重要的作用。研
究表明，TGF-茁1介导的信号转导在维持体内外周 nTreg细胞

数量和功能，并在维持外周这些细胞表达 Foxp3中起着重要的
作用[20]。我们研究发现，同健康对照者相比，AR患者外周血中
TGF-茁1+CD4+T(Th3)细胞的比例显著降低，提示外周血中 Th3

细胞比例降低可能与 AR的发病有关。有报道[21]用 TGF-茁中和
抗体中和 TGF-茁能够降低 nTreg对变应原诱导的气道高反应

的抑制作用，说明 TGF-茁在 nTreg发挥抑制作用中具有重要作
用。也有报道[22]用 TGF-茁中和抗体中和TGF-茁，具有抗纤维化
作用，对气道重塑方面有利，但却使肺功能恶化，加重气道高反

应性，说明 TGF-茁 在维持免疫平衡中具有重要的作用。但
TGF-茁1与 AR的关系研究较少，特别是外周血中 TGF-茁1水

平与 AR的关系研究较少，Ciprandi等[23]报道花粉过敏的变应

性鼻炎患者血清 TGF-茁水平在非花粉季节低于花粉季节，经
特异性免疫治疗后血清 TGF-茁水平显著提高，并且 TGF-茁水
平与嗜酸性细胞数呈负相关，Rosas等 [24] 报道 AR患者血浆
TGF-茁水平显著低于健康对照者。这与我们的研究结果是一致
的，但关于外周血中 TGF-茁水平与 AR关系的研究较少，需要

进一步研究。

总之，本研究结果提示，外周血中 IL-10+CD4+T(Tr1)细胞比

例的降低可能是 AR发病的一个重要因素，提高 AR患者外周

血中分泌 IL-10的 Tr1细胞的比例可能在 AR的治疗中具有重

要意义。外周血中 TGF-茁1+CD4+T(Th3)细胞的比例显著降低，

可能是 AR发病的一个重要因素。但 TGF-茁1与 AR关系的研
究较少，特别是外周血中 TGF-茁1水平与 AR的关系研究较少，

需进一步研究。
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