
调节性 T细胞（regulatory T cells，Tregs）是具有

免疫负调控作用的CD4+T细胞亚群。其中最常见的

是胸腺产生的 tTregs（thymus⁃derived Tregs，tTregs）

即天然 Tregs（natural Tregs，nTregs）以连续性表达

CD25和 FOXP3为特征［1］。Tregs通过分泌细胞因

子、降低抗原提呈细胞能力等方式抑制体内的免疫

反应［2］，维持机体的自身免疫耐受［3］。在动物研究

中已证实回输Tregs能够治疗或延缓自身免疫疾病、

降低造血干细胞移植和实体器官移植后的免疫排

斥反应［4-5］。因此，Tregs可作为一种具有应用前景

体外高效扩增人外周血调节性T细胞技术的建立
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［摘 要］ 目的：建立一种调节性T细胞（regulatory T cells，Tregs）体外高效扩增技术。方法：流式细胞仪分选健康人外周血

CD4+CD25+CD127low T细胞，CD3/CD28磁珠刺激联合高浓度白介素⁃2（interleukin 2，IL⁃2）培养14 d。通过细胞计数评估Tregs体
外扩增能力，采用流式细胞仪鉴定扩增Tregs的表型，采用混合淋巴细胞反应（mixed lymphocyte reaction，MLR）实验检测Tregs
的抑制功能。结果：CD4+CD25+CD127low T细胞培养14 d后增殖（755.5 ± 213.5）倍。流式细胞鉴定扩增后的细胞：CD4分子表达为

（98.3 ± 1.04）%，CD19分子表达为（0.039 ± 0.021）%，CD8分子表达为（0.443 ± 0.239）%，CD25分子表达为（97.6 ± 1.35）%。FOXP3
分子表达为（87.7 ± 5.5）%，Helios分子表达为（73.3 ± 2.9）%。MLR实验显示：Tregs以不同比例与外周血单个核细胞（peripheral
blood mononuclear cells，PBMC）共培养，当Tregs∶PBMC为1∶1时，PBMC增殖抑制率最高，为（84.39 ± 1.98）%。结论：成功建立一种

体外高效扩增Tregs技术。扩增后细胞保留原有的细胞表型，并具备免疫抑制功能，为临床运用Tregs治疗自身免疫性疾病、抑制

移植排斥反应提供了广阔的应用前景。
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vitro
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［Abstract］ Objective：To establish a method to isolate and culture regulatory T cells in vitro with high efficiency. Methods：CD4+

CD25+CD127low T cells were isolated by fluorescence⁃activated cells sorting and cultured in vitro with anti ⁃CD3⁃anti ⁃CD28⁃coated
microbeads and IL⁃2 in 2 weeks. Count cells numbers to evaluate the expansion ability，phenotype of expanded cells were identified
with flow cytometry and the suppressive function was examined by mixed lymphocyte reaction. Results：A mean expansion of（755.5 ±
213.5）fold was obtained after cultured for 2 weeks. In addition，the expression of CD4，CD19，CD8，and CD25 in the expanded cells
are（98.3 ± 1.04）%，（0.039 ± 0.021）%，（0.443 ± 0.239）% and（97.6 ± 1.35）% respectively. FOXP3+ cells accounts for（87.7 ± 5.5）%
and Helios + cells accounts for（73.3 ± 2.9）% of expanded cells. Cultured cells shows highest suppressive capacity with（84.39 ±
1.98）% suppression of activated PBMC at responder∶Treg ratio of 1∶1. Conclusion：The research provides a method to obtain large
quantity of Tregs with high efficiency in vitro. The expanded cells remain their original phenotype and have ability of immune
suppression which has great significance in cell therapy for treating autoimmune diseases and transplant rejections.
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的细胞治疗方法。然而，制约Tregs进行临床应用的

局限性在于：①Tregs数量少。体重 70 kg成年人体

内Tregs 总数大约为0.2×109个，而治疗移植后的免疫

排斥反应所需要的Tregs总剂量为（49~79）×109个［6］。

体内天然Tregs数量不足以满足临床治疗所需。②
目前国内已有的体外扩增人Tregs的研究存在培养

周期长，增殖效率低等问题［7］。③有研究报道体外

刺激Tregs增殖后，其稳定性和功能可能会下降［8］。

因此，急需建立一种体外高效扩增Tregs的技术，以

获得足够数量和功能稳定的Tregs。
本研究采用流式细胞仪从外周血中分选Tregs，

成功建立体外高效扩增 Tregs的方案，并对扩增后

Tregs进行表型和功能鉴定，为进行Tregs临床研究

奠定了重要的实验基础。

1 材料和方法

1.1 材料

健康人外周血由江苏省血液中心提供，淋巴细

胞分离液（Stem Cell 公司，美国），CD4⁃PerCP抗体、

CD127⁃PE抗体、CD19⁃APC抗体、流式细胞仪FACS
Aria 、FACSCalibur、抗CD3、抗CD28抗体（BD 公司，

美国），CD25⁃APC抗体、CD3⁃PE抗体、CD8⁃FITC抗

体、FOXP3 ⁃Alexa Fluor 488 抗体、Helios ⁃ PE 抗体

（Bio Legend 公司，美国），RPMI1640溶液、人 CD3/
CD28磁珠（Gibco 公司，美国），人AB血清（Gemini
公司，美国），人重组白介素⁃2（interleukin，IL⁃2，江阴

四环生物制药公司）。

1.2 方法

1.2.1 体外分离CD4+CD25+CD127low T细胞

用淋巴细胞分离液分离外周血单个核细胞（pe⁃
ripheral blood mononuclear cell，PBMC），无菌 PBS溶

液重悬（浓度为 1×108个/mL），加入CD4⁃PerCP抗体

（1 μL/106个细胞）、CD25⁃APC抗体（2.5 μL /106个细

胞）、CD127⁃PE抗体（1 μL/106个细胞），4 ℃避光孵育

30 min。加入2 mL无菌PBS溶液，离心（1 500 r/min，
5 min），弃上清。用含有10%人AB血清的PBS溶液

重悬细胞（浓度为 3.5×107个/mL），流式细胞仪进行

分选，收集CD4+CD25+CD127low的T细胞，即为Tregs。
1.2.2 体外高效扩增CD4+CD25+CD127lowT细胞

含10%人AB血清、1%青链霉素的X⁃vivo完全培

养基重悬Tregs（2×105个/mL），按细胞数∶磁珠数为

1∶1的比例加入人 CD3/CD28磁珠，将细胞接种于

48孔培养板中，每孔加入500 μL。48 h后补500 μL
培养基，并加入人重组 IL⁃2终浓度为300 U/mL。显

微镜下观察细胞状态，根据细胞培养状态分别在培

养第2、5、7、9、12天根据进行离心换液或半量换液后

重新进行细胞接种铺板，确保人重组IL⁃2的终浓度为

300 U/mL。培养第9天进行细胞计数后再次按1∶1比
例加入人CD3/CD28磁珠，继续培养，共培养14 d。
1.2.3 CD4+CD25+CD127lowT细胞扩增后表型鉴定

收集高效扩增后细胞，离心（1 500 r/min，
5 min），弃上清。计数后用无菌PBS溶液重悬细胞

（106个细胞/100 μL）。 1 号管加入 CD3⁃PE、CD8⁃
FITC、CD4⁃PerCP、CD19⁃APC 抗体，4 ℃避光孵育

30 min，加入2 mL 无菌PBS溶液，离心（1 500 r/min，
5 min），弃上清用 300 μL PBS重悬，流式细胞仪检

测。2号管加入CD4⁃PerCP、CD25⁃APC抗体，4 ℃避

光孵育 30 min后破膜固定，加入FOXP3⁃Alexa Fluor
488、Helios⁃PE 抗体进行胞内染色，4 ℃避光孵育

30 min，加入2 mL 无菌PBS溶液，离心（1 500 r/min，
5 min），弃上清用300 μL PBS重悬，流式细胞仪检测。

1.2.4 CD4+CD25+CD127low T细胞扩增后免疫抑制功

能检测

靶细胞：分离 PBMC，用含 2.5%人AB血清、1%
青链霉素、抗CD3抗体和抗CD28抗体（2 μg /mL）的

RPMI1640重悬，调整细胞浓度为 1×106个/mL；效应

细胞：收集体外高效扩增的细胞，同样用RPMI1640
培养基重悬细胞。将效应细胞和靶细胞按1∶0、1∶1、
1∶2、1∶4、1∶8、1∶16、1∶32、0∶1共培养，每个浓度设

3个复孔，加入U型96孔板中。37 ℃含5%CO2培养

箱共培养 4 d。在检测前 16 h，每孔加入 3H⁃TdR
20 μL，继续培养 16 h，吸取每孔培养基于玻璃纤维

纸上，抽气过滤，并用蒸馏水充分洗涤，抽吸，加无

水乙醇适量，抽吸脱水，将滤纸片烘干后浸入闪烁

液中，置液体闪烁计数器上测定每个样品的每分钟

脉冲值（counts per minute，CPM）。增殖水平用CPM
值表示。抑制率=100%×（不含 Tregs 的 PBMC 孔

CPM 值 - Tregs 与 PBMC 共培养孔 CPM 值）/不含

Tregs的PBMC孔CPM值。

1.3 统计学方法

运用SPSS23.0统计软件，结果以均数 ± 标准差

（x ± s）表示，用 t检验进行两组间比较。采用Flow⁃
Jo 10.0制作流式图。使用GraphPad Prism7.0绘制增

殖曲线及抑制效应图。实验均独立重复3次。

2 结 果

2.1 CD4+CD25+CD127lowT细胞在体外可高效扩增

分离PBMC用抗体标记后用流式细胞仪分选，
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分离人外周血PBMC后，分别用CD4、CD25和CD127抗体标记。A：根据细胞形态分选出淋巴细胞群；B：以CD4阳性细胞设门；C：分选

CD25+CD127low细胞为Tregs；D：回测分选纯度大于95%（n=3）。
图1 流式分选CD4+CD25+CD127lowT细胞及纯度鉴定

Figure 1 CD4+CD25+CD127low cells were selected and their purities were detected by FACSAria flow cytometer

圈出淋巴细胞群，以CD4+ T细胞设门，分选出CD25+

CD127low细胞。流式鉴定Tregs分选纯度，均在 95%
以上（图 1）。显微镜下观察细胞接种时，细胞数量

较少，零落分布，形状为圆形透亮。扩增后出现分

裂状细胞，低倍显微镜下观察出现以磁珠为中心的

细胞集落。细胞培养 14 d后，增殖（755.5 ± 213.5）
倍（图2）。

2.2 扩增后的CD4+CD25+CD127low T细胞高保留原

细胞表型

标记抗体后用流式细胞仪检测扩增后细胞，结

果显示扩增后的细胞表达 CD3CD4分子百分比为

（98.3 ± 1.04）% ，CD19 分 子 表 达 率 为（0.039 ±
0.021）%，CD8分子表达率为（0.443 ± 0.239）%，高表

达对维持自身免疫耐受和抑制自身免疫性疾病的

用人CD3/CD28磁珠联合 IL⁃2（300 U/mL）培养Tregs，14 d后增

殖（755.5 ± 213.5）倍（n=3）。
图2 CD4+CD25+CD127lowT细胞在体外高效扩增

Figure 2 Proliferation rate of CD4+CD25+CD127low T cells
in 14 days culture
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关键分子CD25（97.6 ± 1.35）%，同时表达Tregs特异

性FOXP3转录因子（87.7 ± 5.5）%和Helios分子（73.3
± 2.9）%（图3）。
2.3 扩增后的 CD4+CD25+CD127low T细胞具有免疫

抑制功能

将扩增后细胞与PBMC进行混合淋巴细胞培养

实验，观察 Tregs 对 PBMC 增殖的抑制能力。将

Tregs 与 PBMC 以 1∶32 比例混合培养时 CPM 值

（14 296 ± 564），与不加Tregs（19 341±1 055）时比较

CPM 值降低（P < 0.01），PBMC 增殖的抑制率为

（29.74 ± 10.74）%。随着Tregs比例上升，当Tregs与
PBMC共培养比例为1∶1时，Tregs对PBMC的抑制作

用明显增强，CPM值为（3 184 ± 96），PBMC增殖的抑

制率可达到（84.39 ± 1.98）%（P < 0.01，图4）。
3 讨 论

调节性T细胞是一类具有免疫负调节功能的细

胞，其通过一系列免疫调节机制维持机体免疫耐

受。首先，它连续性表达 CD25，对 IL⁃2有高亲和

力。在免疫活化阶段产生低剂量的 IL⁃2 首先被

Tregs消耗，促进 Tregs活化并阻止效应性 T细胞进

一步免疫活化。在主动免疫反应中，抗原激活Tregs
表面的TCR后，通过活化Tregs和产生 IL⁃10、IL⁃35、
TGF⁃β和 cAMP 等抑制因子，增强Tregs的免疫抑制

能力。因此，Tregs能够抑制免疫应答，延缓或阻止免

疫反应发生［9］。在动物模型中已证明Tregs能够治疗

多种自身免疫疾病、抑制移植物抗宿主反应［10-11］。然

而，临床中使用Tregs进行细胞治疗仍面临困难和挑

战。Tregs在人外周血中的比例很低，仅占CD4+T细

胞的 5%~7%。为了获得足够治疗数量的 Tregs，需
要在体外进行培养及扩增。然而Tregs在体外缺乏

抗原刺激，增殖能力较低［1］。国内现有的体外扩增

Tregs的研究显示：Tregs在体外培养 6周后可增殖

··1036



1 000倍。但培养周期较长，扩增效率较低，仍不能

满足临床治疗需求。本研究通过CD3/CD28磁珠联

合 IL⁃2刺激，体外扩增 Tregs，结果显示培养 2周后

细胞能够增殖（755.5 ± 213.5）倍，显著提高了Tregs
扩增的效率［7］。

Tregs中FOXP3的表达对于维持Tregs的稳定和

功能具有重要意义。有研究显示在体外长时间刺

激Tregs增殖后，其FOXP3的表达降低，Tregs稳定性

下降［8］。本研究 Tregs的培养周期为 2周，扩增后

Tregs的FOXP3表达水平为（87.7 ± 5.5）%，确保了扩

增后细胞的稳定性。另外，本文中扩增后的这群细

胞在体外能够显著抑制活化后PBMC的增殖，显示

扩增后的细胞仍具有免疫抑制能力。

Tregs的种类包括胸腺中产生的 tTregs（thymus⁃
derived Tregs，tTregs）、在外周组织由FOXP3⁃细胞转

化产生的 pTregs（peripherally⁃derived Tregs，pTregs）
以及体外通过TGF⁃β刺激CD4+CD25⁃ T细胞产生的

iTregs（in vitro⁃induced，iTregs）［12］。尽管体外诱导产

生的 iTregs与 tTregs表型均为CD4+CD25+FOXP3+且

具有抑制能力，有研究表明 iTregs与 tTregs相比抑制

能力不完全且稳定性较差［13］。本研究分选的是胸腺

来源的天然Tregs。Helios被认为是优先表达于胸腺
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（87.7 ± 5.5）%、Helios（73.3 ± 2.9）%（n=3）。

图3 CD4+CD25+CD127lowT细胞扩增后表型鉴定

Figure 3 Phenotype of CD4+CD25+CD127lowT cells after expansion
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与PBMC以1∶1比例混合培养CPM值（19341 ± 1055）vs（3184 ± 96），
P < 0.01；B：不同比例 Tregs 抑制 PBMC 增殖的抑制率。Tregs 与
PBMC共培养比例为 1∶1时，PBMC增殖的抑制率可达到（84.39 ±
1.98）%（n=3）。

图4 CD4+CD25+CD127lowT细胞扩增后功能鉴定

Figure 4 Suppression capacity of expanded CD4+CD25 +

CD127lowT cells

第38卷第8期
2018年8月

王 星，吴 倩，王悦舒，等. 体外高效扩增人外周血调节性T细胞技术的建立［J］.
南京医科大学学报（自然科学版），2018，38（8）：1034-1038 ··1037



南 京 医 科 大 学 学 报

第38卷第8期
2018年8月

来源的 tTregs，能够作为区分 tTregs与 iTregs及pTregs
的标志，它的表达不需要FOXP3活化［14］。在本研究

中，扩增后的Tregs仍高表达Helios，进一步证实体外

刺激扩增后，Tregs维持其原有的细胞表型。

在同种异体活体移植中，体内存在大量活化的

效应T细胞，而具有负调控作用的Tregs数量较少，

导致移植排斥反应发生和移植物破坏。因此，增加

Tregs的数量有助于诱导机体免疫耐受。Tregs数量

的增加可通过直接输注 Tregs或通过促进内源性

Tregs扩增来获得。与诱导内源性Tregs相比，输注

外源性 Tregs细胞提供了可控的 Tregs剂量和特异

性，同时能够把握准确的治疗时机。国外一系列临

床研究也证实了Tregs进行细胞治疗的可行性和有

效性。Di等［15］给进行造血干细胞移植患者输注供

者外周血新鲜分选的Tregs和效应性T细胞，证明在

促进免疫系统重建的同时，Tregs能够抑制移植物抗

宿主反应。有学者在5例患者体内分选CD4+CD25+

的Tregs，体外扩增后回输到体内，观察到患者体内

的 Tregs数量增多，外周血CD4+和CD8+ T细胞活化

信号CD69表达下降、2例患者的移植物抗宿主症状

缓解。Tregs治疗 1型糖尿病患者的Ⅰ期临床研究

结果也显示良好的安全性，部分接受治疗患者的C
肽水平有显著上升［16-17］。这些临床研究显示 Tregs
在移植排斥反应及自身免疫性疾病中具有广阔的

应用前景。

本研究建立了人外周血Tregs体外高效扩增的

技术，该技术具有细胞培养周期短、扩增效率高、细

胞表型及功能稳定的特点。该研究为Tregs应用于

移植排斥反应和自身免疫性疾病的临床治疗奠定

了实验基础。
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