
现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.12 NO.2 JAN.2012

天然调节 T细胞与诱导调节 T细胞的生物学特性 *
陈军浩 张 葵△

（南京大学医学院附属鼓楼医院检验科 江苏南京 210008）

摘要：CD4+CD25+FOXP3+的调节 T细胞（regulatory T cells，Treg）在维持机体免疫平衡方面起着重要的作用。体外扩增 Treg细
胞用于治疗自身免疫病、哮喘及诱导器官移植免疫耐受引起人们极大的兴趣。Treg细胞可分为 2个亚群，分别为 nTreg和 iTreg，
两者有不同的生物学特性。nTreg在特定条件下，可以分泌具有促进炎症的 IL-17；iTreg在体内可丢失 FOXP3，失去其免疫抑制功
能。Treg细胞用于临床治疗，还有许多问题需要研究解决。
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ABSTRACT: CD4+CD25+FOXP3+ regulatory T cells is more important for keeping the immune system in homeostatic balance.

There is more increasing attention in large-scale expansion of regulatory T cells for therapeutic autoimmune disease, asthma and inducing
immune tolerance for organ transplant. There are two subgroup in regulatory T cells, named naturally occurring Tregs (nTreg) and in-
ducible Tregs(iTreg), respectively. There are some differences between nTreg and iTreg cells in biology characteristics. The nTreg is able
to produce IL-17 cytokine which can promote proinflammatory under specific environment. The iTreg may lose FOXP3 expression and
miss its immune suppression. Many questions must be solved before Tregs as cellular therapeutics.
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前言

调节性 T细胞（regulatory T cells，Treg）具有抑制自身反应
性淋巴细胞增殖、维持机体内环境稳定、预防和阻止自身免疫
病的发生与发展、减轻机体过度免疫应答引起的组织损伤等作
用，因此，近年来以 Treg细胞为基础的细胞治疗自身免疫病、
过度反应性炎症的研究引起人们的兴趣。体内具有免疫调节的
细胞主要包括：Th3、Tr1、CD8+CD28-细胞、NK2和 Treg细胞等。
表达 FOXP3的专职调节 T细胞是维持机体免疫平衡最重要的
细胞[1]。

Treg细胞根据其产生部位以及生物学特性上的差异可分
为 2 个亚群，分别称为天然调节 T 细胞（naturally occurring
Tregs，nTreg） 和诱导调节 T 细胞（inducible Tregs, iTreg）。
nTreg在胸腺中自然发育成熟，iTreg在外周淋巴组织中或体外
IL-2和 TGF-β条件下，由传统的 CD4+FOXP3-细胞转化为而
来。

1 nTreg和 iTreg的分化机制

nTreg细胞的生长发育受胸腺微环境的严格控制。Jordan
等用自身抗原肽在胸腺中诱生出自身反应性 nTreg，并且发现，
自身反应性抗原肽 -MHC-II复合物与 TCR必须有较高的亲和

力才能成功诱生，低亲和力抗原不能通过这样的路径激发

nTreg细胞产生和发育[2]。这一过程也需要树突状细胞提供很强
的 CD28共刺激信号[3]，因为在 CD28缺陷鼠中 nTreg细胞显著
减少 [4]。自身反应性抗原肽并不是在 T细胞发育过程中诱导
nTreg细胞产生，是通过淋巴细胞阳性选择和阴性选择而生成
的一种特定的细胞品系[5]，nTreg在胸腺中发育成熟，适应胸腺
细胞表达的自身抗原，所以，nTreg细胞本身就是一种具有免疫
调节作用的细胞，在其成熟迁移至外周循环过程中，其表达

FOXP3的生物学特性不受所处微环境的影响。
iTreg细胞是成熟的 na觙ve CD4细胞在外周免疫器官中受

微环境的影响，而逐渐表达 CD25和 FOXP3，因此，它是一种诱
导型的、具有免疫调节的细胞。na觙ve CD4细胞转化为 iTreg细
胞，主要依赖外周淋巴器官中树突状细胞和所在的微环境。研
究证实：用微量的抗原适度活化树突状细胞能够诱导 na觙ve
CD4细胞表达 FOXP3，成为有免疫抑制作用的 iTreg，添加
TGF-β细胞增殖受到一定的抑制，但是转化为表达 FOXP3细
胞的比率大幅上升[6]，这些细胞与机体对外部抗原免疫耐受、肿
瘤细胞的免疫逃避及过度的免疫应答密切相关。体内 iTreg的
诱导，不需要很强的 TCR刺激，而是需要适度的抗原刺激，用
B7中和抗体阻断 CD28的作用，提高共刺激分子 CTLA-4和 I-
COS的作用，均有利于 iTreg的发育[7,8]。
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给 DO11.10 SCID鼠口服 OVA抗原，5天以后在其肠系膜
淋巴结发现大量的 iTreg，对照组服用 BAS，没有见到 iTreg增
加的现象,说明适度的抗原刺激能够诱导 iTreg的产生，这些
iTreg细胞可以在肠道固有层中持续分化，以适应微生物和食
物对肠道的刺激，避免肠道对它们的免疫应答[9]。也有研究发
现，用低剂量的 CD28抗体（JJ316）能诱导体内 Treg大量产生，
而且并不伴随全身性淋巴细胞增生，提示 Treg细胞对 CD28
抗体的刺激比较敏感[10]。

TGF-β 在体内和体外诱导 CD4+CD25- 细胞转化为

CD4+CD25+细胞是必须的，但在 nTreg的发育中却存在争议。
采用敲除 T细胞 TGF-β受体方式的研究发现，TGF-β不涉及
胸腺中 nTreg的发育[11]。但有学者发现，TGF-β1受体缺陷小鼠
能出现严重的 nTreg增生缺陷，因此认为 TGF-β与 nTreg的发
育相关[12]。

IL-2对 iTreg细胞发育是必须的。Na觙ve CD4细胞用 an-
ti-CD3和 TGF-β刺激得到 iTreg细胞，高浓度的 IL-2能够缓解
TGF-b介导的细胞增殖抑制 [13]。用 IL-2抗体和 IL-2缺陷鼠 T
细胞证实，体外诱导 FOXP3表达及其抑制活性的发挥，IL-2是
必不可少的[14]。有学者发现 HIV患者经抗病毒和 IL-2治疗后，
通常会有 CD4细胞的初步恢复，但是其免疫缺陷的状态并没
有相应的恢复。在对长期接受 IL-2治疗的 HIV患者 CD4细胞
分析中发现，主要存在 2 个不同的细胞亚群，分别是
CD4+CD25loCD127loFOXP3+ 和 CD4+CD25hiCD127loFOXP3hi，其

基因表达也类似健康人的 Treg[15]，这应引起人们的注意，长期

使用 IL-2可能导致 Treg细胞增生，从而抑制机体的免疫状态。
目前，人们对体内诱导 iTreg所必需的微环境知之甚少，但

已经认识到无论体内还是体外，iTreg 发育至少需要 TCR 刺
激、IL-2和 TGF-β的参与。

2 nTreg和 iTreg体外扩增

通常外周血中 Treg细胞数量很少，一般为 CD4 细胞的
5-10%。为了达到治疗所需的细胞数，必须体外扩增足量的
nTreg和 /或 iTreg细胞，尤其是因 iTreg更容易获得，且在免疫
抑制功能上与 nTreg接近，是目前研究的热点。

nTreg的分离通常有磁珠分离法和流式细胞仪分离法。体
外扩增 nTreg首先需要得到高纯度的 nTreg细胞，实验研究中
多用流式细胞术分选出 CD4+CD25+++的细胞，其细胞纯度可达

到 97-99%[16,17]。因为 nTreg没有单一的标识性的免疫标志，磁
珠法分离 nTreg多采用多次分选法，通常先阴性选择出 CD4
细胞，然后再选择出 CD25+细胞，该方法尚无法区分 CD25+和

CD25+++细胞群[18]。目前，CD4+CD25+CD127dim/-的细胞也公认为

Treg的表面标志，其中约 90%的细胞表达 FOXP3[19]，因而阴性

选择出 CD4+CD127dim/-细胞，再选择出 CD25+细胞也可认为是

nTreg细胞[20]。通常认为，在没有受到抗原刺激的动物体内，即
便是外周血中 CD4+CD25+FOXP3+的调节 T 细胞也可认为属
于 nTreg细胞。

nTreg细胞体外扩增比较简单，可直接用 1 ng/ml PMA，
200 ng/ml离子霉素活化细胞，在 100 IU/ml重组 IL-2的条件
下，就可以使 nTreg细胞得到有效的增殖[21]。也有学者在高浓
度的 IL-2(2000 IU/ml)的情况下，用 anti-CD3/anti-CD28微球刺

激人外周血分离的 CD4+CD25+细胞，使得 nTreg细胞扩增 200
倍，这些细胞体外能够抑制效应 T细胞增殖，并且表达 nTreg
的表型，如：CD62L、HLA-DR、CCR6和 FOXP3 [22]。Hoffmann
等用 anti-CD3和 anti-CD28抗体刺激细胞，在 IL-2及 CD32+L
细胞共存的情况下，使人外周来源的 CD4+CD25+细胞扩增高

达 1万倍[23]。
从 CD4+CD25- 的细胞诱导 iTreg 细胞，则需要用 an-

ti-CD3/anti-CD28微球活化细胞，在 10 ng/ml TGF-β和 100 I-
U/ml重组 IL-2的条件下，可以得到增殖[21]。尽管体内也可以诱
导出 iTreg [6,9]，但是目前还没有有效的鉴定方法。体外诱导
iTreg的优势是可诱导具有抗原特异性的 iTreg细胞，回输体内
后，能够以抗原特异性的方式抑制相应的免疫应答[24]。体外用
TGF-β和 IL-2结合 TCR的刺激，能诱导 CD4+CD25-细胞转化

为 CD4+CD25+细胞，高表达 FOXP3。Selvaraj等[25]较为详细的

研究了在诱导过程中细胞动力学的变化，用 CD3/CD28刺激
CD4+FOXP3-细胞，加入 TGF-β后 2-3天，FOXP3就开始明显
上调，90%以上的细胞发生了转化。他们发现 FOXP3表达需要
严格的 TCR刺激，但是不需要共刺激分子的作用，也不依赖细
胞周期的改变。除去 TGF-β4天后 FOXP3大多丢失。大部分移
植进入鼠体内的 iTreg 细胞，2 天内后 FOXP3 的表达开始下
调。这些 FOXP3-的细胞主要分布在血液、脾、肺和肝内。移植
iTreg 28天后，只能检出很少的 FOXP3-细胞，但是 FOXP3+细
胞依然能被检出，他们主要定位于淋巴结和骨髓。所以，体外诱
导的 iTreg输入体内后，FOXP3表达是短暂的，并且是 TGF-β
依赖性的。在体内输入的 iTreg中有一个亚群会长期存在于体
内，提供一个长久调节免疫活性的功能[25]。

3 nTreg和 iTreg的差异

nTreg和 iTreg均表达 CD4+CD25+FOXP3+，目前还没有公

认的区分两者的方法。一般认为，在没有受到抗原刺激的情况
下，CD4+CD25+FOXP3+Treg细胞大多属于 nTreg，如果受到抗
原刺激，则在机体内 nTreg和 iTreg共存。nTreg表达 CTLA-4
(细胞毒 T淋巴细胞抗原 4)、GITR (糖皮质激素诱导的肿瘤坏
死因子受体), CCR4 (趋化因子受体)和 CD62L,绝大多数 nTreg
都是已经活化的 CD4+T细胞 (例如：鼠 CD45RBlow，人表达
CD45RO)。iTreg需要另外的、适度的抗原刺激，才能从 na觙ve
CD4+CD25-细胞转化而来，表达记忆细胞的某些标志[26]。
体内直接分选的 nTreg，其 FOXP3基因外显子 1上游进化
保守区 (Treg cell-specific demethylated region，TSDR)全部去甲
基化，而体外诱导的 iTreg尽管高表达 FOXP3，但是其 TSDR
仅部分去甲基化，而 CD4+CD25- T细胞 TSDR全部甲基化[27,28]。
TSDR甲基化能抑制 FOXP3表达，干扰 Treg细胞的发育和免
疫抑制功能作用的发挥，TSDR 去甲基化是细胞稳定表达
FOXP3 所必要的 [28]。所以，当没有 TGF-β 存在时，再次刺激
iTreg，会丧失 FOXP3的表达，而 nTreg则无此现象[28]。
体外和体内扩增的 iTreg TSDR甲基化状态也有显著的差
异，nTreg和体内诱导的 iTreg一样，都能保持有效的 TSDR未
甲基化状态，这与体外诱导的 iTreg不一样。Polansky报告了氮
胞苷（azacytidine） 对 DNA 甲基化的抑制作用，体内用
DEC-205诱导的 iTreg可长期存在表达 FOXP3，显示出有效的
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TSDR去甲基化状态，可以保持 3周 [29]。体外诱导的 iTreg，
STDR去甲基化状态仅仅保持 6天[28]。

FOXP3 基因 TSDR 区的甲基化与否，控制了 nTreg 和
iTreg表达 FOXP3 的状态，TSDR 甲基化使其表达 FOXP3 功
能丧失，反之则高表达。nTreg和 iTreg，特别是体外诱导的
iTreg其 TSDR甲基化状态各不相同，从而表现出不同的特性。

4 nTreg和 iTreg协同作用

nTreg和 iTreg都能够保持机体内环境稳定，预防自身免
疫病的发生，阻止自身免疫病的发展的作用是公认的。TGF-β1

和 TGF-β受体基因敲除鼠发生严重的自身免疫病，尽管此时
在胸腺中 nTreg发育正常，但其在外周的免疫抑制功能受到很
大地限制 [30]。由于 TGF-β缺陷 CD4+CD25-T细胞不能转化为
iTreg，因此，iTreg和 nTreg在抑制免疫应答中的相互作用开始
引起人们的注意。

Haribhai等 [30] 用结肠炎模型比较了 nTreg、体外诱导的
iTreg体内诱导的 iTreg的功能。转移 CD4+FOPX3-细胞进入

RAG-缺陷鼠诱导结肠炎模型。如果 na觙ve T细胞因 FOPX3基
因突变而不能转变为 iTreg，则疾病进展很快。当移植具有正常
FOXP3基因鼠效应 T细胞之后，nTreg比体外诱导的 iTreg能
更好的控制疾病的发展。但是，重要的是：在 FOXP3缺陷鼠中，
必须 iTreg和 nTreg联合应用，才能对结肠炎模型鼠有保护作
用（移植 FOXP3缺陷鼠 CD4细胞诱导的模型）。如果效应细胞
来自于 FOXP3基因正常的鼠，则只用 nTreg就能抑制疾病的
进程，主要是在鼠体内，部分效应细胞可转变为 iTreg细胞。由
此，在结肠炎模型中，如果要阻止疾病的进展，nTreg和 iTreg

（体外诱导的或者体内诱导的）两种细胞都是必须的。在通常的
实验研究中 nTreg细胞实际上主要是 nTreg，同时也包含了一
部分体内诱导的 iTreg。
只有 nTreg与 iTreg共存时（无论是体内诱导还是体外诱

导的 iTreg），结肠炎模型鼠病情得到有效的控制，加之 iTreg与
nTreg基因表达图谱显著不同[30]，提示 iTreg与 nTreg是两类不
同的细胞，两者是相互协同来维持机体的免疫耐受。

5 应用展望

Treg细胞作为具有免疫抑制能力的细胞，尽管在动物模型
上显示了良好的阻止自身免疫病、哮喘等疾病发生发展的作
用。但是大多动物实验效果都是短期观察，相对于人类慢性自
身免疫病、哮喘和器官移植还有许多问题没有得到解决，如：
nTreg在体内有转变为分泌 IL-17的可能，加重疾病的病理损
伤，并且与肿瘤的发生相关 [31]。Voo等研究发现人 nTreg在
IL-1β、IL-2、IL-21、IL-23和人血清条件下，可以产生 IL-17，成
为具有促进炎症和自身免疫病理作用的细胞。进一步研究发现
胸腺中不存在 IL-17+FOXP3+细胞，故外周 IL-17+FOXP3+细胞

是在外周免疫器官特定微环境发育而成 [32]，那么大剂量输入

Treg细胞，在体内能否转变为 IL-17+FOXP3+细胞尚不清楚。
iTreg在体内也会逐渐丧失 FOXP3的表达，失去其免疫抑制的
能力，有转变为效应细胞的潜在危险[33]。因此，调节 T细胞移植
用于临床治疗还需要更多的实验研究。
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