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  摘 要:目的 观察肝肾移植患者外周血中调节性T细胞(Treg细胞)的百分比与转化生长因子β1(TGF-

β1)及白细胞介素10(IL-10)水平的表达情况及其相关性。方法 15例移植患者的外周静脉血,采用流式细胞

术检测CD4+CD25+CD127lowTreg细胞的百分比,并以20例体检健康者为对照组;用酶联免疫吸附试验法检测

移植患者血清中细胞因子TGF-β1、IL-10的水平,分析这2种细胞因子水平与CD4+CD25+CD127lowTreg细胞

百分比的关系及移植前后TGF-β1、IL-10水平的差异。结果 与对照组比较,移植患者移植前CD4+CD25+

CD127lowTreg细胞占CD4+T淋巴细胞的百分比明显升高,差异有统计学意义(P<0.05);肝肾移植后CD4+

CD25+CD127lowTreg细胞百分比下降为0。肝肾移植前CD4+CD25+CD127lowTreg细胞百分比与TGF-β1、IL-
10的水平呈正相关(P<0.05)。TGF-β1、IL-10的水平移植后低于移植前,差异无统计学意义(P>0.05)。结

论 CD4+CD25+CD127lowTreg的 百 分 比 与 TGF-β1、IL-10的 水 平 存 在 一 定 相 关 性;移 植 后 CD4+CD25+

CD127lowTre细胞百分比下降为0,可能与应用大量免疫抑制剂有关。
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Abstract:Objective To
 

observe
 

the
 

percentage
 

of
 

regulatory
 

T
 

cells
 

(Treg
 

cells)
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

liver
 

and
 

kidney
 

transplantation
 

patients
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

transforming
 

growth
 

factor
 

transforming
 

growth
 

factor
 

beta
 

1
 

(TGF-β1)
  

and
  

interleukin
 

10
 

(IL-10)
 

concentrations
 

and
 

its
 

correlation.Methods Pe-
ripheral

 

venous
 

blood
 

of
 

15
 

transplanted
 

patients
 

was
 

collected
 

and
 

the
 

percentage
 

of
 

CD4+ CD25+

CD127lowTreg
 

cells
 

was
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry,20
 

healthy
 

subjects
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.Se-
rum

 

concentrations
 

of
 

cytokines
 

TGF-β1
 

and
 

IL-10
 

were
 

detected
 

by
 

ELISA,and
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

concentrations
 

of
 

these
 

two
 

cytokines
 

and
 

the
 

percentage
 

of
 

CD4+CD25+CD127lowTreg
 

cells
 

was
 

analyzed,as
 

well
 

as
 

the
 

differences
 

between
 

the
 

concentrations
 

of
 

TGF-β1
 

and
 

IL-10
 

before
 

and
 

after
 

transplantation
 

were
 

analyzed.Results Compared
 

with
 

the
 

healthy
 

control
 

group,the
 

percentage
 

of
 

CD4+CD25+CD127lowTreg
 

cells
 

in
 

CD4+T
 

lymphocytes
 

of
 

the
 

transplanted
 

patients
 

before
 

transplantation
 

was
 

significantly
 

increased,

and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).After
 

liver
 

and
 

kidney
 

transplantation,the
 

percent-
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age
 

of
 

CD4+CD25+CD127lowTreg
 

cells
 

decreased
 

to
 

0.Before
 

liver
 

and
 

kidney
 

transplantation,the
 

percentage
 

of
 

CD4+CD25+CD127lowTreg
 

cells
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

concentration
 

of
 

TGF-β1
 

and
 

IL-10
 

(P<
0.05).The

 

concentration
 

of
 

TGF-β1
 

and
 

IL-10
 

after
 

transplantation
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

before
 

transplanta-
tion,and

 

there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

(P>0.05).Conclusion There
 

was
 

a
 

certain
 

correlation
 

between
 

the
 

percentage
 

of
 

CD4+CD25+CD127lowTreg
 

and
 

the
 

concentrations
 

of
 

TGF-β1
 

and
 

IL-10.The
 

percentage
 

of
 

CD4+CD25+CD127lowTre
 

cells
 

decreased
 

to
 

0
 

after
 

transplantation,which
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

application
 

of
 

a
 

large
 

number
 

of
 

immunosuppressive
 

agents.
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  目前,大量的动物实验及临床研究均表明,调节

性T细胞(Treg细胞)在移植免疫耐受的形成密切相

关,一部分器官移植的受者逐渐对移植器官产生免疫

耐受,将这部分受者血液中的CD4+T细胞被动地转

移给其他宿主,也能获得同样的免疫耐受效果,此即

“主动移植耐受”。Treg细胞发挥免疫抑制功能与一

些细胞因子,如白细胞介素(IL)-2、IL-10、转化生长因

子β(TGF-β)等
[1]。本研究通过分析肝肾移植患者前

后外周血中Treg细胞的百分比的变化及细胞因子的

表达,进一步了解Treg和细胞因子与移植免疫耐受

的相关性,为临床移植免疫耐受研究提供新思路。

1 资料与方法

1.1 一般资料 收集2012年5-12月广州军区广

州总医院肝胆外科及泌尿外科肝肾移植患者15例为

移植组。其中肾移植7例,肝移植8例;男12例,女3
例;年龄23~64岁,平均46岁。

1.2 试 剂 试 剂 为 CD4-FITC、CD25-PE、Mouse
 

Anti-Hunan
 

CD127-PerCP-CyTM5.5、MouseIgG1-
PE、MouseIgG1-PerCP-Cy5.5、溶血剂、鞘液,均购自

美国BD
 

Biosciences公司。TGF-β1、IL-10试剂盒均

购自德国IBL(IBL
 

International
 

GmbH)公司。

1.3 实验方法 清晨空腹采取静脉血2
 

mL,用乙二

胺四乙酸三钾(EDTA-K3)抗凝,每份标本设测定、同
型对照2管,分别于2管中各加入100

 

μL抗凝血后,
于测定管中加入CD4-FITC

 

10
 

μL、CD25-PE
 

10
 

μL、

PerCP-CyTM
 

5.5
 

Mouse
 

Anti-Hunan
 

CD127
 

2
 

μL,
同型对照加入CD4-FITC、MouseIgG1-PE各10

 

μL,

MouseIgG1
 

percp-Cy5.5
 

2
 

μL,振荡混匀,室温避光标

记15
 

min;加入1
 

mL溶血剂,振荡混匀,室温避光溶

血10
 

min;2
 

000
 

r/min离心2
 

min弃上清液,加鞘液

1
 

mL,2
 

000
 

r/min离心2
 

min,弃上清液,加入鞘液

500
 

μL充分混匀后上机分析。用酶联免疫吸附试验

(ELISA)试剂盒检测患者外周血血清中TGF-β1、IL-
10的水平,操作按照试剂盒说明书进行。

1.4 统计学处理 应用SPSS19.0软件进行统计学

分析,计量资料以x±s表示;2组间比较采用两独立

样本t检验,治疗前后及同一患者的比较采用配对t

检验,P<0.05为差异有统计学意义。相关性分析时

采用Pearson相关分析法,P<0.05为有相关性。
 

2 结  果

2.1 器官移植患者移植前与对照组 CD4+CD25+

CD127lowTreg细胞的比较 器官移植患者为15例,
其中肾功能不全,尿毒症期肾移植为7例;肝癌肝硬

化8例。移植组CD4+CD25+CD127lowTreg细胞百

分比为(5.60±2.11)%,对照组为(3.80±1.15)%,
差异有统计学意义(P=0.003);移植组高于对照组,
存在显著性差异。见图1。

  注:移植前与对照组比较,*P<0.05。

图1  移植组移植前与对照组外周血中CD4+CD25+

CD127lowTreg细胞的比较

2.2 移植前与移植后CD4+CD25+CD127lowTreg细

胞的比较 移植组CD4+CD25+CD127lowTreg细胞

百分 比 为(5.60±2.11)%,移 植 后 变 为0,CD4+

CD25+CD127lowTreg细胞移植前后存在显著性差异,
其差值的均数为5.60,标准差为2.11。见图2。

  注:A、B均为移植前Treg细胞的百分比;C为移植后Treg细胞的

百分比。

图2  移植前与移植后CD4+CD25+CD127lowTreg细胞
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2.3 器官移植前CD4+CD25+CD127lowTreg细胞的

百分比与TGF-β1、IL-10水平的相关性 移植前患者

CD4+CD25+CD127lowTreg细胞的百分比为(5.60±
2.12)%,TGF-β1水平为(728.32±356.26)ng/L,IL-
10水平为(481.85±124.04)ng/L。TGF-β1和IL-10
的水平与CD4+CD25+CD127lowTreg细胞百分比均

呈正相关(r=0.627,P=0.012;r=0.544,P=
0.036)。见图3。

  注:A表示与TGF-β1的相关性;B表示与IL-10的相关性。

图3  移植前Treg细胞的百分比与TGF-β1、IL-10
水平的相关性

2.4 器官移植前后TGF-β1、IL-10水平的比较 
 

器

官移植前TGF-β1水平为(728.32±356.26)ng/L,移
植后TGF-β1水平为(685.46±281.06)ng/L,移植前

高于移植后,经统计分析,差异无统计学意义(P=
0.308)。器官移植前IL-10水平为(481.85±124.04)

ng/L,移植后水平为(458.51±95.89)ng/L,移植前

高于移植后,经统计分析,差异无统计学意义(P>
0.05)。见图4。

  注:同一指标移植前后的比较,*P>0.05。

图4  器官移植前后TGF-β1、IL-10细胞

因子水平的比较

3 讨  论

  肝肾移植是治疗肝肾疾病终末期的有效治疗方

法,能延长人的生命。Treg及相关细胞因子可能与移

植免疫耐受密切相关,研究移植后急性排斥反应的早

期诊断,如何降低术后排斥反应的发生,诱导免疫耐

受的形成仍然是当前乃致今后一段时间在此领域的

研究热点。
相关的研究数据表明,肝移植术后,占比进行肝

脏移植术总人数的25%~33%患者完全接受肝脏移

植物,这与其受体内 Treg细胞的异常表达有关[2]。
诱导型Treg主要通过分泌细胞因子IL-10及TGF-β
等发挥免疫抑制作用,IL-10

 

及TGF-β细胞因子在一

定程度上也可诱导Treg
 

的分化,两者相互作用[3-4]。
罗文峰等[5]研究报道显示,肾移植术前第1~2

天,急性排斥组和稳定组的Treg细胞水平比较差异

有统计学意义(P<0.05)。术后4周内2组Treg细

胞水平均急剧下降。术后第4~8周,稳定组受者的

Treg细胞水平开始回升,而急性排斥组继续下降。术

后第8~12周,稳定组的Treg细胞水平明显回升,但
排斥组则仍维持在较低水平,且此阶段2组Treg细

胞水平的差异有统计学意义(P<0.05)。
有研究发现,发生急性排斥反应的肝移植体患者

体内CD4+CD25+Treg细胞的量显著低于未发生排

斥的患者,这表明提高受体循环中CD4+CD25+Treg
细胞的量可能有利于肝移植的存活。钟嘉明[5]的研

究报道显示,肝移植术后,外周血CD4+CD25+Treg
细胞百分比暂时下降,1年内逐渐恢复,其下降的原因

可能与应用大量免疫抑制剂及激素有关。肝移植病

人肝功能长期稳定时,外周血中的Treg细胞百分比

与他克莫司血药浓度有关,高血药水平受者Treg细

胞百分比显著降低,低血药水平受者Treg细胞水平

虽有降低,但差异无统计学意义[6]。
本研究结果显示,CD4+CD25+CD127lowTreg细

胞移植组显著高于对照组。肝移植患者中,都是肝癌

患者,既往的研究中肝癌组高于健康人群。移植患者

移植后1、2、3周后CD4+CD25+CD127lowTreg细胞

下降为0,与上述的报道存在差异[7]。Treg下降为0,
可能原因为:(1)移植术后,Treg细胞重新分布于移植

物、外周血和淋巴组织中,引起外周血中Treg细胞水

平降低;(2)急性排斥反应时,大量的炎症趋化因子使

Treg细胞向移植物迁移,外周血中Treg细胞水平进

一步降低;(3)应用大量的免疫抑制剂,可引起 Treg
细胞百分比降低。本研究观察到随着移植术成功至6
周开始出现Treg细胞的表达,表达范围在0~1%,由
于时间短暂,患者出院,未能继续跟踪,但从移植后来

院复查的患者中观察到,Treg细胞在移植半年到5年

后,表达范围在3%~11%。 (下转第227页)
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(上接第223页)
器官移植前CD4+CD25+CD127lowTreg细胞占

CD4+T淋巴细胞百分比与TGF-β1、IL-10水平呈正

相关,差异有统计学意义,与于丹军等[7]在妇科肿瘤

研究结果相一致。表明Treg
 

可能通过引起TGF-β、
IL-10

 

上调而发挥免疫抑制的作用。
移植患者TGF-β1、IL-10的水平下降,移植前高

于移植后,但经统计分析,差异无统计学意义(P>
0.05)。可能与移植前患者体内存在的 TGF-β1、IL-
10水平有关。具体机制尚不清楚,有待进一步的观察

研究。
4 结  论

  Treg细胞及细胞因子在器官移植免疫中发挥着

重要的作用,本研究观察Treg细胞与细胞因子TGF-
β1、IL-10水平在移植前呈正相关。Treg细胞在移植

后数周下降为0,几周后缓慢出现表达,细胞因子移植

后下降。临床中有关Treg细胞与细胞因子在移植前

后监测的数据稀少,还需要更多的研究来明确这类细

胞作为一种免疫指标的作用。
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