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［摘要］　目的：观察雷帕霉素体外对小鼠调节性Ｔ细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌｓ，Ｔｒｅｇ）分化和增殖的影响，为进一步探讨其可能的

免疫耐受诱导机制奠定基础。方法：无菌条件下取Ｃ５７ＢＬ／６小鼠脾脏，分离单个核细胞，免疫磁珠阴性分选获得ＣＤ４＋Ｔ细

胞，分别与０．１μｍｏｌ／Ｌ雷帕霉素（ＲＡＰＡ组）、０．５μｍｏｌ／Ｌ环孢素（ＣｓＡ组）进行共培养７ｄ，并以正常培养细胞作为空白对照。

流式细胞仪检测各组ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞比例；ＲＴＰＣＲ检测各组 Ｔ细胞Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ表达水平。结果：与空白对照

［（７．４２±０．８２）％］相比，ＣｓＡ组ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞［（３．７２±０．７４）％］所占比例明显降低（Ｐ＜０．０１）；ＲＡＰＡ组ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞［（１１．４７±１．０８）％］所占比例明显升高（Ｐ＜０．０１）。ＲＡＰＡ组Ｔ细胞Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ表达明显高于ＣｓＡ组和

空白对照（Ｐ＜０．０１）；ＣｓＡ组Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ表达低于空白对照（Ｐ＜０．０５）。结论：雷帕霉素体外可促进ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ细

胞的分化和增殖，有利于免疫耐受的形成，其免疫抑制机制不同于ＣｓＡ。
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　　移植物免疫耐受是指在不进行免疫抑制的条件

下，机体免疫系统对供者抗原产生特异性无应答，而

不影响机体其他免疫功能，移植物功能正常并长期

存活［１２］。ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴ

ｃｅｌｌｓ，Ｔｒｅｇ）可以抑制效应Ｔ细胞的反应，促进自身

耐受的形成［３４］。目前常用的免疫抑制药物，包括环

孢素Ａ（ＣｓＡ）、他克莫司（ＦＫ５０６）等，主要是通过抑

制效应Ｔ细胞的活化、增殖而达到抑制排斥反应的

目的，在抑制移植物免疫排斥的同时对机体整个免

疫系统也产生抑制作用，存在感染、长期用药等诸多
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不良反应［５６］，不利于移植术后患者的长期存活。免

疫耐受是解决上述问题的较好方法，是目前移植免

疫研究新的热点。

　　雷帕霉素（ｒａｐａｍｙｃｉｎ，ＲＡＰＡ）具有促进ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞体外扩增的作用
［７８］，具有诱导机

体免疫耐受的潜能，有利于移植物的长期存活，提高

患者长期的生存率，值得深入研究。因此，本研究将

体外分离的ＣＤ４＋Ｔ细胞与ＲＡＰＡ共培养，观察其

对ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞分化和增殖及 Ｔ 细胞

Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ表达的影响，并与环孢素Ａ（ｃｙｃｌｏｓｐｏ

ｒｉｎｅＡ，ＣｓＡ）的作用进行对照，探讨 ＲＡＰＡ可能的

免疫耐受作用及机制，为临床移植术后ＲＡＰＡ的进

一步推广应用奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及仪器　鸡尾酒抗体（ＢｉｏｔｉｎＡｎｔｉ

ｂｏｄｙＣｏｃｋｔａｉｌ）、抗生物素标记的磁珠（ａｎｔｉＢｉｏｔｉｎ

ＭｉｃｒｏＢｅａｄｓ）、ＭｉｄｉＭＡＣＳ分选器、ＬＤ分离柱为德国

ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏｔｅｃ公司产品；ａｎｔｉＣＤ４ＦＩＴＣ（ＩｇＧ２ａ）、

ａｎｔｉＣＤ２５ＰＥ（ＩｇＧ１）、抗ＣＤ３单抗、抗ＣＤ２８单抗、

ＩＬ２为 ＢＤＰｈａｒｍｉｎｇｅｎ公司产品；ＲＡＰＡ（１ｍｇ／

ｍｌ）购自美国惠氏制药有限公司；环孢素 Ａ（ｃｙｃｌｏｓ

ｐｏｒｉｎｅＡ，ＣｓＡ；５０ｍｇ／５ｍｌ）购自瑞士诺华公司；

ＴＲＩｚｏｌ试剂为美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品；氯仿为中

国医药集团上海化学试剂公司产品；异丙醇为江苏

锡山市东风化工厂产品；焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）处理

水为 ＢｉｏＢａｓｉｃ公司产品；ＲＮＡ ＰＣＲ Ｋｉｔ（ＡＭＶ）

Ｖｅｒ３．０试剂盒购自ＴａＫａＲａ公司；ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ购

自宝生物工程（大连）有限公司；Ａｇａｒｏｓｅ琼脂糖购自

华美 生 物 工 程 公 司；ＴｒｉｓＮＨ４Ｃｌ缓 冲 液 自 行

配制。　　　　
１．２　ＣＤ４＋ Ｔ细胞的分离　断颈处死Ｃ５７ＢＬ／６小

鼠，无菌条件下取脾脏，加入ＲＰＭＩ１６４０液（含１０％
胎牛血清）２０ｍｌ，置于１００目无菌碾磨钢网上，反复

碾磨，过滤２次，３００×ｇ离心１０ｍｉｎ，弃上清，加入

ＴｒｉｓＮＨ４Ｃｌ缓冲液破红，静置５ｍｉｎ，３００×ｇ离心

５ｍｉｎ，ＰＢＳ缓冲液重悬，３００×ｇ离心５ｍｉｎ，弃上
清。取１×ｌ０７个细胞用含５ｇ／ＬＢＳＡ、２ｍｏｌ／ＬＥＤ

ＴＡ的分选缓冲液重悬，加入适量生物素标记鸡尾酒

抗体，混匀，４℃孵育１０ｍｉｎ，再加入抗生物素标记的

磁珠，混匀，４℃孵育１５ｍｉｎ，分选缓冲液洗涤后

３００×ｇ离心１０ｍｉｎ，弃上清液，沉淀用５００μｌ缓冲液

重悬，置ＬＤ分离柱于 ＭｉｄｉＭＡＣＳ分选器中，ｌｍｌ缓

冲液冲洗ＬＤ分离柱２次后，将细胞悬液加入分离柱

中，收获从分离柱中流出的细胞即为ＣＤ４＋Ｔ细胞。

１．３　ＣＤ４＋ Ｔ细胞的培养　取上述细胞悬液，加入

到１２孔平底细胞培养板中，每孔２×１０５，设３个复

孔，每孔定容１ｍｌ。细胞设空白对照组、雷帕霉素组

（ＲＡＰＡ，０．１μｍｏｌ／Ｌ）、环孢素 Ａ 组 （ＣｓＡ，０．５

μｍｏｌ／Ｌ），各组均加入抗小鼠αＣＤ３单抗（１０μｇ／

ｍｌ）和抗小鼠αＣＤ２８单抗（１μｇ／ｍｌ）激活，加ＩＬ２
（１０００Ｕ／Ｌ）后，３７℃、５％ＣＯ２培养７ｄ。

１．４　流式细胞仪检测ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞　收

集培养的ＣＤ４＋Ｔ细胞，３００×ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清，

ＰＢＳ液洗涤１次，加入ａｎｔｉＣＤ２５ＰＥ１０μｇ，４℃孵育

３０ｍｉｎ，３００×ｇ离１０ｍｉｎ，弃上清，重复洗涤１次，上

流式细胞仪检测。

１．５　半定量ＲＴＰＣＲ检测培养细胞Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ
表达　Ｆｏｘｐ３引物序列Ｐ１：５′ＴＣＣＧＡＴＴＡＣＣＧＧ

ＣＧＣＡＴＣ ＡＣＧ３′，Ｐ２：５′ＣＴＣ ＣＡＧ ＣＡＧ ＣＴＣ

ＧＡＡＡＡＧＧＣＡ３′，由上海生工生物工程技术服务

有限公司合成。ＴＲＩｚｏｌ一步法提取总 ＲＮＡ，ＲＴ

ＰＣＲ按试剂盒说明书进行。Ｆｏｘｐ３ＰＣＲ反应条件：

９４℃变性５ｍｉｎ后开始循环，９４℃变性３０ｓ，５５℃退

火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３５个循环，最后７２℃延

伸１０ｍｉｎ。βａｃｔｉｎＰＣＲ反应条件：９４℃变性５ｍｉｎ
后开始循环，９４℃变性３０ｓ，５０℃退火３０ｓ，７２℃延

伸１ｍｉｎ，共３５个循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ
反应产物电泳后，紫外透射仪下查看，再用 ＧｅｌＰｒｏ

Ｉｍａｇｅｒ６０２５１７型成像分析系统进行分析，测定各

条光密度（Ｄ）值，计算Ｆｏｘｐ３／βａｃｔｉｎ，即目的 ＲＮＡ
的相对表达量。相对表达量＝产物条带Ｄ 值／βａｃ

ｔｉｎ条带Ｄ值。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０软件进行统计

处理，计量数据以珚ｘ±ｓ表示，采用 ＯｎｅＷａｙＡＮＯ

ＶＡ分析，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＲＡＰＡ体外对ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞分化的

影响　结果（图１）表明：ＣｓＡ 组 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ
细胞占ＣＤ４＋Ｔ细胞的（３．７２±０．７４）％，明显低于空

白对照组（７．４２±０．８２）％，具有统计学差异（Ｐ＜
０．０１）；ＲＡＰＡ组ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ细胞占ＣＤ４＋ Ｔ
细胞的（１１．４７±１．０８）％，明显高于空白对照组和

ＣｓＡ组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。结果提
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示ＲＡＰＡ体外对ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ亚群有促增殖 效应，而ＣｓＡ则具有抑制效应。

图１　各组ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞的分布

Ｆｉｇ１　ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

２．２　ＲＡＰＡ对Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ表达的影响　结果
（图２）表明：各组βａｃｔｉｎ均稳定表达，各组培养细胞
均发现有约２７３ｂｐ的扩增产物片段；进一步半定量
结果显示，ＲＡＰＡ 组（０．７５±０．０９）Ｔ 细胞 Ｆｏｘｐ３
ｍＲＮＡ表达明显高于ＣｓＡ组（０．２９±０．０４）和空白
对照组（０．４６±０．０７），差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０１）；ＣｓＡ组低于空白对照组（Ｐ＜０．０５）。

图２　各组细胞Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦｏｘｐ３ｍＲＮＡｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　ＣｓＡ和ＲＡＰＡ都是临床器官移植患者的常用

药，可以减少免疫细胞的增殖和活化，进而抑制移植

排异反应。ＣｓＡ主要通过与嗜环蛋白（ｃｙｃｌｏｐｈｉｌｉｎ）

形成复合物，抑制钙调磷酸酶（ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ）的活化，

阻碍活化Ｔ细胞核因子（ｎｕｃｔｅａｒｆａｒｔｏｒｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄ

Ｔｃｅｌｌｓ，ＮＦＡＴ）的去磷酸化与核转位，从而阻断ＩＬ２
的转录和Ｔ细胞活化；ＲＡＰＡ则通过与ＦＫＢＰ１２结

合形成ＲＡＰＡＦＫＢＰ１２复合物，作用于哺乳动物雷

帕霉素靶蛋白 （ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，

ｍＴＯＲ），抑制 ｍＴＯＲ的作用，阻断 Ｔ淋巴细胞从

Ｇ１期到Ｓ期的进程［９］。但其对免疫耐受的作用不很

清楚。因此，本研究以ＣｓＡ或ＲＡＰＡ与ＣＤ４＋Ｔ细

胞共培养，探讨各自对免疫耐受的影响。研究结果

表明：ＣｓＡ抑制ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞的分化与增

殖，可能不利于免疫耐受的形成；而 ＲＡＰＡ 促进

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞的分化与增殖，可能有利于

免疫耐受的形成。

　　Ｆｏｘｐ３是叉头／翼状螺旋转录因子（ｆｏｒｋｈｅａｄ／

ｗｉｎｇｅｄｈｅｌｉｘｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ）家族的成员，其主

要功能区是 Ｃ 末端的叉头状结构域。Ｆｏｘｐ３在

Ｔｒｅｇ细胞中的表达具有一定的特异性，对 Ｔｒｅｇ的

发育、功能以及维持机体免疫平衡具有重要意

义［１０］，是目前 Ｔｒｅｇ最特异的标志物。本研究结果

表明，Ｆｏｘｐ３与ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ细胞密切相关，

与Ｆｏｎｔｅｎｏｔ等［１１］的Ｆｏｘｐ３相关疾病模型结果类似。

Ｋｈａｔｔｒｉ等［１２］研究亦证实缺少叉头样结构域的

Ｓｃｕｒｆｙ小鼠体内ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞数量很少，且

不具有免疫抑制活性，属于慢性活化 Ｔ 细胞。

Ｆｏｘｐ３还可诱导初始Ｔ细胞向调节表型分化，诱导

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ表达血红素加氧酶１（ＨＯ１），增

强其对细胞的免疫抑制作用［１３１４］。

　　Ｆｏｘｐ３表达受多种因素影响，如过度表达活化

ＴＧＦβｌ的小鼠可上调外周 ＴｒｅｇＦｏｘｐ３的表达水

平，而ＴＧＦβ１信号缺乏或破坏的小鼠Ｆｏｘｐ３表达

水平下降，Ｔｒｅｇ功能也随之降低［１５］。Ｆｏｘｐ３缺乏导

致ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞缺失，Ｆｏｘｐ３－小鼠 Ｔｒｅｇ
细胞会离开胸腺在外周成为致病性的自身反应性Ｔ
细胞，表现出显著的自身免疫效应。这提示Ｆｏｘｐ３
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可能是控制免疫系统的一种细胞外阴性选择的支配

因素［１６］。

　　综上所述，ＲＡＰＡ 体外可促进 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋

Ｔｒｅｇ细胞的分化和增殖，有利于免疫耐受的形成，

其可能通过诱导Ｆｏｘｐ３表达促进 Ｔｒｅｇ细胞增殖，

免疫抑制机制不同于 ＣｓＡ。因此，ＲＡＰＡ 可能比

ＣｓＡ更有优势，为临床移植术后的用药提供了新的

思路与依据，值得进一步深入研究。

　　（志谢　本研究得到第二军医大学基础部免疫

学教研室王全兴教授的指导和帮助，在此表示衷心

感谢！）
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