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Abstract
AIM: To investigate the role of CD4+CD25+ regulatory T 
cells in the immune responses of patients with chronic 
hepatitis C.

METHODS: The number of CD4+CD25+ regulatory T 
cells in the peripheral blood of chronic HC patients was 
detected by fl ow cytometry. Then the CD4+CD25+ regu-
latory T cells were co-cultured with CD4+CD25-T cells, 
and their inhibitory effect was analyzed. Flow cytome-
try was also used to examine the effect of CD4+CD25+ 

regulatory T cells on the synthesis of Interferon-γ and 
Interleukin-4 in CD4+CD25-T cells. The expression of 
Foxp3 in CD4+CD25+ regulatory T cells was detected 
by reverse transcription polymerase chain reaction 
(RT-PCR).

RESULTS:The percentage of CD4+CD25+ regulatory 

T cells in the peripheral CD4+ T cells of the chronic 
HC patients was significantly higher than that of the 
healthy controls (14.1 ± 1.6% vs  5.3 ± 0.8%, P  <0.01). 
CD4+CD25+ regulatory T cells significantly inhibited 
the proliferation of CD4+CD25-T cells (P  = 0.002) and 
the synthesis of IFN-γ. Foxp3 was highly expressed in 
CD4+CD25+ regulatory T cells.

CONCLUSION: The level of CD4+CD25+ regulatory T cells 
increases in patients with chronic hepatitis C virus infection, 
which can specifi cally inhibit the response of Th1 cells.
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摘要
目的：探讨CD4+CD25+调节性T(Treg)细胞在慢性丙
型肝炎患者免疫下调中的意义.

方法：流式细胞仪检测慢性丙型肝炎患者外周血中
CD4+CD25+Treg细胞的数量；与CD4+CD25-T细胞
共同培养，检测其抑制功能；流式细胞仪检测其对
CD4+CD25-T细胞合成IFN-γ和IL-4的影响；RT-
PCR检测CD4+CD25+Treg细胞中Foxp3的mRNA表达.

结果：CD4+CD25+Treg细胞约占慢性丙型肝炎患者
外周血中CD4+T细胞的14.1 ± 1.6%，显著高于正常
对照5.3 ± 0.8%(P <0.01)，显著抑制CD4+T细胞的增
殖(P  = 0.002)，以及合成IFN-γ．CD4+CD25+Treg
细胞高表达Foxp3.

结论：持续性HCV感染患者CD4+CD25+Treg细胞表
达增加，特异性抑制Th1细胞反应．

关键词：HCV; CD4+CD25+Treg细胞; CD4+T细胞; Foxp3
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0  引言

H C V感染的显著临床特点是，80%以上的急性患者可



转变为慢性持续性感染，而慢性HCV感染又是肝硬化

和原发性肝细胞癌的重要病因[1]．研究急性自限性

HCV感染的患者和猩猩表明有效控制HCV感染需要一

个持久、广泛的CD4+T h1细胞反应．而慢性丙型肝炎

患者表现为HCV特异性CD4+Th细胞数量减少，对抗原

刺激的增生能力显著降低，主要分泌T h2型细胞因

子(IL-4、IL-6和IL-10)，而分泌Th1型细胞因子能

力减弱(IF N-γ)[1-5]．近来研究显示，在多种病原体

的慢性感染中，如疟原虫[6]、利什曼原虫[7]和HI V[8]

等，能够诱导宿主上调表达一群具有免疫抑制功能的

CD4+CD25+Treg(CD4＋CD25＋regulatory T cell)细胞，

分泌的IL-10和TGF-β能够抑制抗原特异性CD4+T细胞

反应，下调Th1的功能．而去除CD4+CD25+Treg细胞能

够显著降低这些病原体的感染率．现就CD4+CD25+Treg

细胞在慢性丙型肝炎患者中的数量，功能以及发病中

的意义进行了探讨.

1  材料和方法

1.1 材料 慢性丙型肝炎患者18例，男11例，女7例，

年龄14-60(平均48)岁．诊断符合2004年丙型肝炎防

治指南的诊断标准．所有病例6 mo内均未使用免疫调

节药物和抗病毒治疗，不合并HBV感染以及其它病毒

性肝炎．正常对照15例，男10例，女5例．

　　细胞培养在RPMI1640中，含有2.05 mmol/L谷氨

酰胺；105 U/L青霉素和链霉素(Hyclone)，以及100 mL/L

人AB血清，于96孔U型培养板(Co s t a r)．流式抗体

有PE-Cy5标记的CD4，PE标记的CD25，FITC标记的

CD45RO(BD PharMingen)，PE标记的IFN-γ抗体和IL-4

抗体(eBioscience)，同型对照抗体为PE标记的大鼠

IgG1和小鼠IgG1(eBioscience)．以及红细胞裂解液

与抗CD3抗体(BD PharMingen)．阳性分选CD8+T细胞

磁珠(Dynal)，分选CD4+CD25+T细胞的免疫磁珠(Milt-

enyi)．RNA纯化试剂盒与RT-PCR试剂盒(QIAGEN).

1.2 方法 

1.2.1  CD4+CD25+Treg细胞计数 取全血100 μL，分别

加入PE-Cy5标记的CD4，PE标记的CD25，FITC标记的

CD45RO各10 μL于标本管中，室温孵育20-30 min．再加

红细胞裂解液，并振荡混匀．洗涤一次，重新悬浮细

胞，上流式细胞仪检测．对于已分离的细胞用直接抗

体标记后，即可检测．

1.2.2  CD4+CD25+T细胞的分离与培养 采患者或正

常人静脉血，用密度梯度离心法分离单个核细胞．

然后用Dynabeads阳性分选去除单个核细胞中的CD8+T

细胞；再使用Mil t e n y i磁珠阴性分选CD4+T细胞．

将这种去除T细胞(CD8+T和CD4+T细胞)的剩余细胞，

用Co-60照射(30 G y)，作为APC．对总CD4+T细胞再

通过抗CD25的磁珠阳性分选，将CD4+C D25+T细胞与

CD4+CD25-T细胞分开．

　　分别取CD4+CD25+T细胞、CD4+CD25-T细胞，或两者

按1∶1混合，以及APC各1×105个细胞，共同培养，

同时加入10 mg/L抗HCV抗原肽(包括C区、NS3区、NS4a

区和NS5a区)共同培养5 d，在培养结束前16 h加入3H-

TdR，收集细胞，在液闪计数仪上测每分钟脉冲数.

1.2.3  细胞内因子检测 检测细胞内因子I L-4和

IFN-γ，取CD4+CD25-T细胞，CD4+C D25+T细胞，或与

CD4+CD25-T细胞相混合，加入20 mg/L HCV抗原合成

肽，37℃，50 mL/L CO2培养6 h．培养开始１h后，

每孔加入0.7 mg/L BFA．收集培养细胞，经Fix&Perm

固定通透细胞后，加入PE标记的IFN-γ抗体和IL-4抗

体，阴性对照管加PE标记的大鼠IgG1和小鼠IgG1同

型抗体对照，4℃避光放置30 min；洗涤后，重悬于

500 μL PBS中，经FACSCalibur流式细胞仪检测.

1.2.4 Foxp3的mRNA检测 采用RT-PCR检测Foxp3

的mR N A的表达．取1×105个细胞，用柱分离法抽提

RNA，用DEPC处理过的水将RNA稀释为1 mg/L．FoxP3

引物为：forward，5'-TCACCTACGCCACGCTCAT，re-

verse, 5'-ACTCAGGTTGTGGCGGATGG．反应条件：逆

转录50℃ 30 min；95℃ 15 min灭活逆转录酶；PCR

循环条件为，95℃ 60 s，53℃ 60 s，72℃ 60 s；

72℃ 10 min终延伸．同时设β-actin作为内参照．

 统计学处理 采用SP S S 10.1软件通过Ma n n-

W h i t n e y  U检验分析比较丙型肝炎患者和正常对照 

CD4+CD25+Treg细胞的数量的差异，其中两组之间的关

系采用非参数Speaman相关性分析.

2  结果

2.1 CD4+CD25+Treg细胞的数量和功能 丙型肝炎

患者外周血中C D4+C D25+C D45R O+T细胞约占C D4+T

细胞1 4 . 1± 1 . 6 %，明显高于正常人外周血中 

CD4+CD25+CD45RO+T细胞约占CD4+T细胞的(5.3±0.8)% 

(P = 0.004<0.01)(图1A)．同时慢性丙型肝炎患者

CD4+CD25+Treg细胞，后者的数量与HCV RNA滴度之间

呈正相关性(R = 0.575, P = 0.016<0.05)(图1B)．

CD4+CD25+T细胞表达一种转录因子Foxp3，并可作为其

一种较为特异性的分子标记[9]．我们的研究证实，用

RT-PCR扩增Foxp3 mRNA后，当循环次数降到30时，仅

见CD4+CD25+T细胞表达Foxp3，并且丙肝患者较正常对

照表达增高(图1C).

2.2 CD4+CD25+T细胞抑制CD4+CD25-T细胞的增殖 
CD4+CD25+Treg细胞具有免疫低反应性，CD4+CD25+Treg

细胞不发生增殖，增殖能力显著低于C D4+C D25-T

细胞．经H C V抗原活化后，C D4+C D25+T r e g细胞对

C D4+C D25-T细胞的增殖功能具有显著的抑制效应

(P = 0.002<0.01)(图2).
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图 1 慢性丙型肝炎患者外周血中CD4+CD25+CD45RO+T细胞占CD4+T细胞的比例.  A: 与正常对照相比慢性丙型肝炎患者CD4+CD25+CD45RO+T细胞

占CD4+T细胞的比例增加(P = 0.004);  B: 慢性丙型肝炎患者HCV RNA滴度与CD4+CD25+Treg细胞之间的相关性分析(R = 0.575, P = 0.016); C: RT-

PCR检测Foxp3的mRNA的表达.

图 2 CD4+CD25+T 细胞抑制HCV特异性 CD4+CD25-T 细胞的增殖

(P  = 0.002).  

图 3 CD4+CD25+T 细胞抑制 HCV 特异性 CD4+CD25-T 细胞合成细胞

因子.  

2.3 CD4+CD25+T细胞抑制CD4+T细胞合成细胞因子 
取CD4+CD25-T细胞或CD4+CD25-T细胞与CD4+CD25+T细胞

相混合，用HCV抗原刺激培养．在加入CD4+CD25+T细胞

的一组合成IFN-γ的CD4+T细胞显著减少，而对IL-4数

量影响并不明显(图3)．由此提示，在持续性HCV感染过

程中CD4+CD25+T细胞主要抑制HCV特异性Th1细胞反应.

3  讨论

在持续性HCV感染患者外周血中一群具有免疫抑制功

能的CD4+CD25+T reg细胞表达上调，不仅数量增加，

而且功能也较正常人CD4+CD25+T reg细胞增强，并显

著抑制CD4+T细胞的增殖，以及HCV特异性CD4+T细胞

合成IFN-γ．由此提示，CD4+CD25+Treg细胞介导的免

疫抑制作用在持续性HCV感染过程中起着重要作用．

CD4+CD25+Treg细胞是一类具有免疫抑制功能抑制性T

细胞群，特征性地表达IL-2的α链(CD25)．CD4+CD25+ 

T r e g细胞主要分泌细胞因子IL-10和T G F-β，活化

后的细胞表面分子CTL A-4表达增加，表达转录因子

Foxp3[10]．CD4+CD25+Treg细胞具有免疫低反应性，

多表现为记忆细胞表型(CD45R O+)．经多克隆激活剂

或特异性抗原激活后，CD4+CD25+T reg细胞能够通过

依赖细胞接触的方式抑制CD4+和CD8+T细胞的增生、

分化，以及分泌细胞因子[11]．已有研究表明，在多

种病原体的慢性感染中，都能够诱导宿主上调表达

CD4+C D25+T r e g细胞，抑制抗原特异性CD4+T细胞反

应，而去除CD4+CD25+T reg细胞能够显著降低这些病

原体的感染率[6-8]．Sugimoto et al [12]研究指出，

在慢性HCV感染患者体内CD4+C D25+T r e g细胞的数量

明显高于恢复患者(7.3% vs 2.5%，P = 0.002)，而

正常对照则为3.6%(P = 0.017)．体外研究显示，

CD4+CD25+Treg细胞能够抑制HCV特异性CD8+T细胞的增

殖．以及最近研究报道，CD4+CD25+T reg细胞能够调

变持续性HCV中的细胞免疫反应[13]．多项研究表明，HCV

特异性Th1细胞在控制急性HCV感染中起着重要作用，慢

性患者多表现为HCV特异性CD4+T细胞数量减少、增殖

功能减弱，以及分泌Th1型细胞因子(IFN-γ)功能降低

等[3,14-17]，但尚未阐明其发生机制．本组研究数据表

明，CD4+CD25+T reg细胞不仅抑制慢性丙型肝炎患者
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CD4+T细胞的增殖，并显著抑制HCV特异性Th1细胞反

应(IFN-γ)，对Th2细胞反应(IL-4)的抑制作用不明

显．或许这将有助于解释为什么在慢性HCV感染以及

其它慢性病原体感染中存在Th细胞极化异常现象．

   当机体感染病原体时，多种微生物的分子及其

代谢产物都能够作用静止APC上的TLR(T o l l-l i k e 

r e c e p t o r s)，如作用后的AP C不能分化成熟，则

诱导初始C D4+T细胞表达转录因子F o x p3，分化为

CD4+CD25+Treg细胞，从而抑制效应T细胞的应答[18]．本

研究也表明，CD4+C D25+T r eg细胞高表达Foxp3，可

作为CD4+CD25+T reg细胞一种特异性标记．总之，持

续性H C V感染患者外周血中一群具有免疫抑制功能

的CD4+CD25+Treg细胞数量增加，显著抑制CD4+T细胞

的增殖，以及HCV特异性Th1细胞反应．因而提示，

CD4+CD25+Treg细胞在丙型肝炎慢性化过程中起着免疫

调节作用．这为进一步研究在持续性HCV感染中如何

调控CD4+CD25+Treg细胞的功能奠定了基础．
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