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Treg细胞在慢性乙肝患者外周血中的表达及其对 DC细胞的抑制作用 *
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摘要 目的：检测慢性乙型肝炎患者外周血中 Treg细胞的比例，探讨其对 DC细胞的免疫抑制作用。方法：检测 CHB患者和正常

对照组外周血 CD4+, CD25+, Treg及 DC表面因子 CD80和 HLA-DR的表达；在 DC培养不同时间内加入不同比例 CHB Treg细

胞，观察 DC对淋巴细胞增殖的影响以及细胞因子 IL-10及 TGF-茁的表达变化。结果：CHB患者外周血 Treg细胞比例高于对照

组，差异有统计学意义（P<0.05）；CHB患者 DC细胞表面分子 CD80和 HLA-DR表达均低于对照组，差异有统计学意义（P<0.

05）；经 Treg细胞处理后，DC细胞刺激淋巴细胞的增殖能力下降，淋巴细胞增殖的抑制率显著升高（P<0.05）；随 Treg细胞增加，
IL-10及 TGF-茁水平升高，差异有统计学意义（P<0.05）。结论：CHB患者外周血中 Treg细胞的增加可能通过诱导 IL-10和 TGF-茁
的表达来抑制 DC细胞的免疫功能。

关键词：慢性乙型肝炎；Treg细胞；DC细胞；IL-10；TGF-茁
中图分类号：R512.62 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2015）11-2053-03

Immunosuppression of Treg on the Regulation of Dendritic Cells in
Patients with Chronic Hepatitis B*

To investigate the Treg cells suppressing the dendritic cells in the pathogenesis of chronic hepatitis B.
CD4+CD25+regulatory T cells and the expression of CD80 and HLA-DR on DC in patients with CHB and the control group

were detected. Treg cells of CHB and DC of the controls were cultured with different ratio and time, then the concentrations of IL-10 and

TGF-茁 were detected by ELISA. The frequency of Treg cells in CHB group was higher than that of the control group with

statistically significant difference (P<0.05); The expressions of CD80 and HLA-DR in CHB group were lower than those of the control

group with statistically significant difference (P<0.05); Then CD4+ CD25+ regulatory T cells in CHB group could significantly suppress

effects on DC immunity with time-and-dose depended; The secretion of IL-10 and TGF-茁 increased significant in CHB group(P<0.05).

The increasing Treg cells of patients with CHB may suppress DC by inducing the expressions of IL-10 and TGF-茁.
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前言

乙型肝炎（hepatitis B）是由乙型肝炎病毒感染引起的一种
传染性疾病，主要以肝脏炎症和坏死为临床特征，最终会发展

为肝硬化、重型肝炎及肝癌等，严重威胁患者生命[1]。慢性乙型

肝炎（Chronic hepatitis B, CHB）在全世界范围内广泛流行，而

临床尚未明确其发病机制及有效的治疗方法[2]。因此，充分了解

CHB的发病机制并开发出安全有效的治疗方案是目前研究的
重点。有研究发现，慢性乙型肝炎患者 DC细胞功能存在缺陷，

其抗原递呈功能也遭到破坏，导致患者免疫系统功能紊乱[3]。还

有研究认为，DC细胞功能缺陷可能与 Treg细胞的抑制作用有

关[4]。本研究通过检测乙型肝炎患者外周血中 Treg细胞及与其
DC细胞间的相互作用，探讨慢性乙型肝炎的发病机制，为相关

研究提供依据。

1 材料与方法

1.1 标本来源

选取 2011年 2月 -2012年 10月在我院接受治疗的 30例

慢性乙型肝炎患者为研究组，其中男 18例，女 12例，年龄
31-56岁，平均（35.76± 6.8）岁。另选取 30例健康体检者作为对

照组，其中男 15例，女 15例，年龄 24-46岁，平均（32.47± 7.3）

岁。两组患者在性别、年龄等方面差异无统计学意义（P>0.05）。
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1.2 实验方法
1.2.1 PBMC分离 取对照组及 CHB患者外周血于肝素抗凝

管中，4 ℃，离心 1500 rpm，15 min，取与红细胞层紧邻的白膜层

于无菌管中，与生理盐水 1:1稀释，然后缓慢倾斜加入淋巴细

胞分离液中，PBS洗两遍，弃上清，稀释备用。
1.2.2 Treg 细胞提取 将 PBMC 用含胎牛血清及 EDTA 的
PBS重悬，调整细胞悬液浓度，加入 anti-CD4 标记，混匀后置

于 4 ℃冰箱暗处孵育 10 min，加入抗生素磁珠，混匀后置于 4

℃冰箱中孵育 15 min，PBS重悬后加入 anti-CD25标记，混匀

后置于 4 ℃冰箱中孵育 15 min，涡旋加入 PBS上柱，收集流出

液为 CD4+CD25-T细胞，将柱中细胞推出收集为 CD4+CD25+T

细胞。

1.2.3 DC 细胞体外培养 PBMC 用含胎牛血清的 1640 重

悬，将细胞浓度调整为 105个 /ml，将细胞接种于培养瓶中，置

于 37℃ 5% CO2 培养箱孵育 2 h，收集贴壁细胞，加入

GM-CSF、IL-4于 37 ℃ 5% CO2培养箱中培养，分别于第 3天

和第 6天换液并补充细胞因子，第 7天加入 TNF-琢继续培养。
1.2.4 流式细胞仪检测细胞表达 用上述方法诱导培养 DC

细胞，磁珠分选得到 Treg细胞，在 DC细胞培养的不同时间段
加入 Treg细胞，设置不加 Treg细胞的对照组，收集悬浮以及

半悬浮细胞后离心弃上清，取细胞沉淀为受抑制的 DC细胞，

将受抑制的 DC细胞及对照组 DC细胞稀释至 105个 /ml，加入
CD80和 HLA-DR抗体，置于 4 ℃冰箱中孵育 15 min，PBS洗

两遍，稀释至 500 滋L，待测。
1.2.5 ELISA法检测细胞因子 取 Treg细胞和 DC细胞共培

养的上清液，分别用 IL-10和 TGF-茁试剂盒进行细胞因子水平
检测，将培养上清稀释至不同倍数，根据说明书步骤加入反应

液、加入标准品、阴性对照、阳性对照以及实验组，孵育后加入

Conjugate，再次孵育后加入显色液，终止后在波长为 450 nm下

检测吸光度。

1.2.6 Treg细胞对 DC的抑制率 将 DC：Treg为 1:1加入 96

孔培养板，加入 IL-2，37 ℃，5% CO2孵箱孵育培养 3天，结束前
4 h每孔加入 MTT，继续孵育 4 h，离心后弃上清，再加入 DM-

SO，振荡混匀后上酶标仪检测 OD值。抑制率 =（阳性对照组 -

阴性对照组 -实验组）/（阳性对照组 -阴性对照组）× 100%。
1.3 统计学分析

数据采用 SPSS13.0软件进行分析处理，两组比较采用 t

检验，多组比较采用方差分析，以 P<0.05为差异有统计学意

义。

2 结果

2.1 CHB患者与正常人外周血中 Treg的表达

正常外周血中 Treg（CD4+CD25+Foxp3+）细胞的比例为

（4.12 ± 1.36）%，CHB 患者外周血中 Treg 细胞的比例为
（10.54± 3.27）%，CHB患者外周血中的 Treg细胞比例明显高

于正常组，差异有统计学意义（P<0.05）。见图 1。
2.2 DC细胞表面分子 CD80和 HLA-DR表达情况

CHB 患者 DC 细胞表面分子 CD80 的表达为（60.12±
5.23），HLA-DR 为（61.21± 4.28）；而正常组 CD80 表达为
（84.13± 4.33），HLA-DR为（86.57± 3.82）。CHB患者 DC细胞

表面分子 CD80、HLA-DR的表达显著低于正常组，差异有统计

学意义（P<0.05）。见图 2。

2.3 DC细胞刺激淋巴细胞的增殖能力

经 Treg细胞处理后，DC细胞刺激淋巴细胞的增殖能力下
降，淋巴细胞增殖的抑制率较正常组均显著升高（P<0.05）。分

别加入比例为 1:1，1:10和 1:100的 Treg细胞与 DC细胞，细胞

增殖能力有显著差异（F值分别为 73.23、24.23 和 4.28），差异

有统计学意义（P<0.05）。
2.4 Treg细胞与 DC细胞共培养后 IL-10、TGF-茁的表达

EILSA法检测上清中细胞因子 IL-10、TGF-茁的表达，发现
Treg 细胞与 DC 细胞比例为 1:1，1:10 和 1:100 时，IL-10 及
TGF-茁的表达均显著高于正常组，并且随着 Treg细胞比例增

高，IL-10及 TGF-茁的水平也相应增高，差异具有统计学意义
（P<0.05）。

3 讨论

Treg细胞是一种具有免疫抑制功能的细胞，对机体免疫系

统的负调节发挥着重要作用[5]。相关研究表明，CHB患者免疫

细胞功能缺陷不仅与 HBV病毒的直接作用有关，还与 Treg细

胞的调控作用密切相关[6-8]。还有研究证实，Treg细胞可以再抑

制免疫反应，从而诱发免疫耐受[9]。因此，Treg细胞在 CHB中

的作用受到越来越多的关注。本研究发现，CHB患者外周血中
的 Treg细胞比例明显高于正常组（P<0.05），说明在慢性 HBV

感染过程中机体会产生炎症反应，过度的免疫病理损伤导致 T

细胞被激活，从而向 Treg细胞分化使得 Treg细胞数量增多。

结果提示，Treg细胞在抑制过度免疫病理损伤方面发挥着一定

作用。

图 1 两组患者外周血中 CD4+、CD25+、Foxp3+及 Treg细胞比例

Fig. 1 Levels of CD4+, CD25+, Foxp3+ and Treg in the peripheral

blood in the two groups

图 2 DC细胞表面分子 CD80和 HLA-DR的表达

Fig. 2 Expressions of CD80 and HLA-DR in DC
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机体对病毒的识别以及提呈依赖于抗原提呈细胞的参与
[10]。DC细胞是一类能够激活初始 T细胞并在抗原识别和提呈
中发挥着重要作用的专职抗原提呈细胞，对机体的抗病毒免疫

有着关键的作用[11,12]。DC细胞的数量或功能缺陷会对机体的免
疫应答产生显著的不良影响[13]。CD80是 DC细胞活化 T淋巴

细胞的重要刺激分子，HLA-DR 则是 DC 成熟的重要标志[14]。

我们通过流式细胞术检测了 DC细胞的表面分子的表达，结果

发现 CHB患者 DC细胞表面分子 CD80、HLA-DR表达显著低

于正常组（P<0.05）。结果提示，在 CHB患者外周血中，DC细胞
成熟能力以及活化 T 淋巴细胞的能力明显下降，CHB患者的

特异性免疫应答能力低下。为进一步研究 Treg细胞是否通过

抑制 DC细胞的功能在 CHB中发挥作用，我们将 CHB患者
Treg细胞与正常组 DC细胞进行共培养，并用培养后的 DC细

胞刺激淋巴细胞检测其增殖能力，发现培养后的 DC细胞刺激
淋巴细胞增殖的功能显著下降（P<0.05），并且与 Treg的比例

和作用时间有关（P<0.05）。结果提示，CHB患者的 Treg细胞作

用的时间越长，DC细胞的抗原提呈能力越弱。
Treg细胞对 DC细胞发挥抑制作用可以通过多种途径，如

分泌 IL-10、TGF-茁等抑制性细胞因子，与效应性 T细胞竞争结

合 IL-2，诱导抗原提呈细胞向免疫耐受方向发展等[15,16]。IL-10

是一个作用广泛的抑制性细胞因子，可以有效的抑制效应性细

胞的作用，诱导免疫抑制[17]。TGF-茁可以诱导转录因子 Foxp3

的表达，Foxp3 是 Treg 细胞获得免疫活性的关键转录因子，
TGF-茁表达上调可以诱导 T细胞向 Treg细胞方向活化[18-20]。在

本研究发现，Treg细胞抑制 DC细胞的功能可能与分泌 IL-10、
TGF-茁等抑制性细胞因子有关，Treg细胞与 DC细胞比例为 1:

1、1:10以及 1:100 时，IL-10、TGF-茁的表达均显著高于正常组
（P<0.05）。结果说明，在 CHB患者外周血中，Treg细胞可能是

通过调节细胞因子的水平抑制 DC细胞的功能。

综上所述，在 CHB患者外周血中，Treg细胞对 DC细胞功
能存在明显的抑制作用。因此，降低 Treg细胞的抑制作用，提

高 DC细胞免疫功能将成为治疗慢性乙型肝炎的新靶点。
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