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·论著·

不同剂量血必净对内毒素诱导调节性T细胞凋亡的影响

艾宇航1，姚咏明2，戴新贵1

(1．中南大学湘雅医院ICU，湖南长沙410008；2．解放军总医院第一附属医院全军烧伤研究所，北京100048)

【摘要】 目的探讨血必净注射液对内毒素诱导CD4+CD25+调节性T细胞(Treg)凋亡影响的剂量一效

应关系。方法体外培养免疫磁珠法分选大鼠脾脏CD4+CD25+Treg，分为对照组、抗CD3／CD28组、抗CD3／

CD28+脂多糖(LPS)组、抗CD3／CD28+血必净组(1、5、25 mg／m1)和抗CD3／CD28+LPS+血必净组(1、5、

25 mg／m1)。以刺激第3日为观察时间点，采用流式细胞术分析Treg凋亡率、叉头翼状螺旋转录因子(Foxp3)

和T淋巴细胞毒性相关抗原4(CTLA一4)表达水平，酶联免疫吸附法(ELISA)检测白细胞介素一10(IL一10)分泌

情况。结果抗CD3／CD28+血必净各组CD4+CD25+Treg凋亡率高于对照组和抗CD3／CD28组，抗CD3／

CD28+LPS+血必净各组凋亡率较对照组和抗CD3／CD28+LPS组明显升高(P<0．05或P<O．01)；且凋亡

率随血必净刺激剂量增加而升高，其中5 mg／ml血必净组凋亡率接近50％。Foxp3和CTLA一4的表达及IL-10

分泌随凋亡率增加而逐渐降低，不同剂量血必净组间比较差异有统计学意义(P<O．05或P<0．01)。结论血

必净注射液能显著促进内毒素介导Treg的凋亡，并呈一定程度的剂量一效应关系。
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[Abstract]Objective To evaluate the effect of various doses of Xuebijing injection(血必净注射液)on

lipopolysaccharide(LPS)一mediated apoptosis of CD4+CD25+regulatory T cells(Treg)in rats in vitro．

Methods CD4+CD25+Treg，separated by the immunomagnetic beads isolate system from spleens in rats，

were divided into the control group。anti—CD3／CD28 group，anti—CD3／CD28+LPS group，anti—CD3／CD28+

Xuebijing treated group(1，5 and 25 mg／ml Xuebijing，respectively)，and anti—CD3／CD28+LPS+Xuebijing

treated group(1，5 and 25 mg／ml，respectively)．The apoptotic rates，the expression of transcription factor

orkhead／winged helix transcription factor(Foxp3)and membrane molecule cytotoxic T lymphocyte—associated

antigen 4(CTLA一4)of Treg were analyzed by flow cytometry(FCM)，and secretion levels of interleukin-10

(IL—i0)were measured by enzyme—labeled immunosorbent assay(ELISA)on day 3．Results The apoptotic

rate of CD4+CD25+Treg in anti—CD3／CD28上Xubijing treated groups was markedly higher than that in

control group and anti—CD3／CD28 group(P<0．05 or P<0．01)．Meanwhile，the apoptotic rates of CD4+

CD25+Treg in anti—CD3／CD28-t-LPS+Xubijing group were significantly elevated in comparison to the control

and anti—CD3／CD28+LPS groups(尸<0．05 or P<0．01)．Along with the increased doses of Xuebijing

injection。the apoptotic rates of CD4+CD25+Tregs were also enhanced，and among them，the rates of

5 mg／ml Xuebijing injection treated group approached to 50％．In addition，the mean fluorescence intensity of

Foxp3 as well as CTLA一4，and the secretion levels of IL一10 were negatively correlated with the apoptotic rates

of CD4+CD25+Tregs．There were statistical significances of above three indexes in the various doses of

Xuebijing groups(P<0．05 or P<0．01)．Conclusion Treatment with Xuebijing injection could markedly

enhance the apoptosis of CD4+CD25+Tregs，showing a dose—dependent response pattern．
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脓毒症的发病机制仍是现代危重病医学研究的

难点与热点问题，新近的研究提示，免疫功能紊乱在

脓毒症发生发展过程中具有重要作用。CD4+CD25+

调节性T细胞(Treg)作为具有独立功能的T细胞

亚群，可表现出免疫无能性和免疫抑制性两大特

征[1’4]。通过调控CD4+CD25+Treg水平来实现自身
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免疫疾病和肿瘤等疾病的干预已成为一种新的策

略[5]。脓毒症时CD4+CD25+Treg细胞数量明显增

加[6]，且本课题组前期观察发现脓毒症动物Treg凋

亡率明显下降，因此，寻找诱导CD4+CD25+Treg凋

亡、减轻其对效应T细胞具有抑制功能的治疗方案

将为防治脓毒症开辟新途径。本研究中采用体外实

验，用脂多糖(LPS)刺激CD4+CD25+Treg模拟脓

毒症状态，在抗CD3／CD28诱导Treg凋亡的基础

上，加入不同剂量血必净注射液(简称血必净)刺激

CD4+CD25+Treg，探讨血必净影响Treg凋亡的剂

量一效应关系，为其临床应用提供实验依据。
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1材料与方法

1．1实验动物及分组：雄性清洁级Wistar大鼠，体

重180～220 g，购自中国医学科学院实验动物研究

所。分离CD4+CD25+Treg后分为对照组、抗CD3／

CD28组、抗CD3／CD28+LPS组、抗CD3／CD28+

血必净组(1、5、25 mg／m1)、抗CD3／CD28+LPS+

血必净组(1、5、25 mg／m1)，各组均设8个平行孔。

1．2细胞分离及培养：断颈处死大鼠后无菌取脾

脏，制备细胞悬液，离心后加入淋巴细胞分离液分出

中层白色细胞。加入藻红蛋白(PE)标记抗大鼠

CD25单克隆抗体(单抗)和抗PE磁珠，阳性选择获

得CD25+T细胞。解离试剂解离阴性选择细胞后以

异硫氰酸荧光素(FITC)标记抗大鼠CD4和CD4磁

珠阳性选择即得CD4+CD25+Treg。流式细胞仪检

测双阳性细胞的纯度。用锥虫蓝对CD4+CD25+

Treg进行染色，观察细胞存活率。以含小牛血清的

RPMll640培养液调整细胞至1×106／ml，置C02

培养箱37℃培养至3 d。抗CD3／CD28组加入抗大

鼠CD3(0．5 tlg／106)和抗大鼠CD28(1 t．,g／106)刺

激；抗CD3／CD28+LPS组在抗CD3／CD28基础上

加入LPS 1 ttg／ml刺激；抗CD3／CD28+血必净组

在抗CD3／CD28基础上加入1、5、25 mg／ml血必净

刺激；抗CD3／CD28+LPS+血必净组在抗CD3／

CD28+LPS组基础上加入1、5、25 mg／ml血必净

刺激，培养上清液于一70℃保存待测。

1．3检测指标及方法

1．3．1流式细胞术检测Treg凋亡率：悬浮CD4+

CD25+Treg(1×106／m1)用磷酸盐缓冲液(PBS)洗

2次，加入100弘1结合缓冲液和别藻蓝蛋白(APC)

标记膜联蛋白V(AnnexinV，20 tlg／m1)10 t-d；室温

避光30 min，再加入放线菌素D(7一AAD)10 tA，避

光反应5 min后，加入400弘l结合缓冲液，流式细胞

术选择7一AAD阴性、Annexin V阳性细胞为凋亡细

胞，检测细胞凋亡率。

1．3．2 Treg表面标志物叉头翼状螺旋转录因子

(Foxp3)和T淋巴细胞毒性相关抗原4(CTLA-4)

表达的检测：100 tA CD4十CD25+Treg(1×106／m1)

加入1 ml新配制的破膜液，4℃避光孵育2 h后用

2 m1破膜缓冲液洗涤；加入PE抗Foxp3，暗处4℃

孵育30 min后用2 m1破膜缓冲液洗涤，离心弃上

清液，加入0．5 ml PBS，流式细胞术检测Foxp3的

平均荧光强度。重悬细胞(1×106／m1)直接加入PE

抗CTLA一4，4℃避光孵育30 rain，检测CTLA一4平

均荧光强度。

1．3．3 Treg分泌白细胞介素一10(IL一10)功能的检

测：严格按照大鼠IL一10酶联免疫吸附法(ELISA)

检测试剂盒说明书操作，分别计算出标准曲线和回

归方程，将样品吸光度(A)值代入标准曲线乘以相

应的稀释倍数，计算出样品中细胞因子的蛋白浓度。

1．4 统计学分析：数据以均数土标准差(z士s)表

示，用SPSS 13．0统计软件对数据进行单因素方差

分析，P<o．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1血必净影响正常Treg凋亡的剂量一效应关系

2．1．1 Treg凋亡率(表1)：抗CD3／CD28+血必净

各组CD4+CD25+Treg凋亡率均明显高于对照组和

抗CD3／CD28组(P<O．05或P<O．01)，凋亡率随

血必净作用剂量增加而升高，不同剂量血必净组间

两两比较差异均有统计学意义(均P<O．05)，其中

5 mg／ml血必净组凋亡率已接近50％。

2．1．2 Foxp3表达水平(表1)：抗CD3／CD28+血

必净各组Foxp3表达水平均较对照组明显降低

(．P<O．05或尸<0．01)，而1 mg／ml血必净组表达

水平明显高于抗CD3／CD28组(P<0．01)。Foxp3

表达随血必净作用剂量增加而降低，不同剂量血必

净组间两两比较差异均有统计学意义(P<O．05或

P<O．01)。

2．1．3 CTLA一4表达水平(表1)：抗CD3／CD28+

血必净5 mg／ml、25 mg／ml组CTLA一4表达强度

较对照组明显降低(均P<O．05)；1 mg／ml组明显

高于抗CD3／CD28组(P<o．05)。CTLA．4表达随

血必净剂量增加而逐渐降低，5 mg／ml、25 mg／ml

血必净组均较1 mg／ml组明显降低(P<0．05和

P<O．01)。

2．1．4 IL一10分泌量(表1)：Treg在诱导凋亡后分

泌IL一10明显下降，各组与对照组比较均有明显差

异(P<0．05或P<0．01)；血必净组与抗CD3／

CD28组比较IL一10进一步显著下降，且随血必净作

用剂量增加而降低(P<0．05或P<0．01)，其中

25 mg／ml血必净组与1 mg／ml组比较差异有统计

学意义(P<O．05)。

2．2血必净影响内毒素诱导Treg凋亡的剂量一效

应关系

2．2．1 Treg凋亡率的变化(表2)：抗CD3／CDZ8+

LPS+血必净各组CD4+CD25+Treg凋亡率较对照

组明显升高(均P<O．01)；5 mg／ml、25 mg／ml血

必净组凋亡率较抗CD3／CD28+LPS组显著升高

(均P<O．05)。凋亡率随血必净剂量增加而升高，
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裹1 血必净影响CD4+CD25+Treg凋亡的剂量一效应关系(；士s，开一8)

注：与对照组比较，5P<O．05，。P<0．01，与抗CD3／CD28组比较，。P<0．05，8P<0．01 l

与血必净1 rag／m]组比较，。P<0．05，‘P<0．01≯与血必净5 mg／ml组比较，gP<0．05

表2血必净影响内毒素诱导Treg凋亡的剂量一效应关系(i士s，席一8)

注：与对照组比较，8P<O．05，6P<0．01 I与抗CD3／CD28+LPS组比较，‘P<0．05，4P<0．01 I

与血必净1 mg／ml组比较，。P<0．05，fP<0．01}与血必净5 mg／ml组比较，gP<o．05

25 mg／ml血必净组与1 mg／ml、5 mg／ml组比较有

明显差异(均PG0．05)。

2．2．2 Foxp3表达水平(表2)：抗CD3／CD28+

LPS+血必净5 mg／ml组Foxp3表达水平均较对

照组及抗CD3／CD28+LPS组明显降低(均P<

0．05)。Foxp3表达强度随血必净作用剂量增加而降

低，25 mg／ml血必净组与1 mg／ml组比较差异显

著(PG0．05)。

2．2．3 CTLA一4表达水平(表2)：抗CD3／CD28+

LPS+血必净25 mg／ml组CTLA一4表达强度较对

照组和抗CD3／CD28+LPS组明显降低(P<0．05

和PG0．01)；1 mg／ml血必净组CTLA一4表达强度

较抗CD3／CD28+LPS组明显升高(P<0．05)。

CTLA一4表达随血必净作用剂量增加而降低，不

同剂量血必净组间两两比较差异均有统计学意义

(PG0．05或PG0．01)。

2．2．4 IL一10分泌水平(表2)：内毒素诱导后IL一10

分泌量明显高于对照组(PG0．01)；不同剂量血必

净作用后其水平较CD3／CD28+LPS组有明显下降

(均PG0．01)；且随血必净作用剂量增加而明显降

低，其中5 mg／ml、25 mg／ml血必净组与1 mg／ml

组比较差异有统计学意义(均PG0．05)。

3讨论

业已明确，脓毒症发生并非单纯与病原体及其

毒素所致炎症损害有关，机体免疫功能状态也起着

至关重要的作用。脓毒症免疫功能紊乱的机制一方

面是T淋巴细胞功能失调，即促炎介质向抗炎反应

漂移；另一方面则表现为细胞凋亡与免疫无反应

性[7]。Treg作为免疫系统的重要

调节细胞之一，在脓毒症复杂的

免疫调节网络中主要发挥着对细

胞免疫的抑制效应。脓毒症时机

体Treg数量明显增加，从而加

剧免疫无反应状态，表现为对抗

原刺激不发生反应性增殖并且也

不分泌细胞因子IL一2[8]。因此，清

除机体内过多的Treg含量，调

整Treg的免疫反应活性对临床

治疗具有重要意义，如增强Treg

的选择性存活对自身免疫系统疾

病是有益的，通过加速Treg凋

亡可能对脓毒症有利E9-10]。调节

CD4+CD25+Treg水平可通过影

响其发育和凋亡来实现，目前的

研究重点以CD4+CD25+Treg发育为调控环节，而

极少见于调控其凋亡来实现对疾病的干预。许多资

料证实，CD4+CD25+Treg通过细胞接触机制和释

放细胞因子作用于效应T细胞发生免疫抑制作

用L9]。在影响CD4+CD25+Treg存活及功能发挥的

诸多效应分子中，Foxp3和CTLA一4是Treg表面

介导接触抑制的重要膜分子，其中Foxp3系Treg

活性的必备条件[1川。IL一10为CD4+CD25一Treg免

疫抑制作用的关键细胞因子，抑制效应T细胞免疫

功能[1引。本课题组前期实验发现，抗CD3／CD28体

外诱导CD4十CD25+Treg凋亡具有一定的时间规

律，第3日可作为合适观察时间点。因此，本实验中

选择抗CD3／CD28作为Treg凋亡初始诱导剂，再

用血必净干预，观察血必净影响Treg凋亡的量效

关系。同时选择Foxp3、CTLA一4表达及分泌IL一10

等功能活化指标对Treg凋亡后其抑制活性变化进

行研究。

血必净具有效拮抗细菌内毒素，抑制炎症介质

的损伤作用，促进免疫异常反应的恢复等作用[1 3|，

在菌血症动物模型中，抗生素合用血必净治疗能显

著提高动物的生存率，对严重烧伤、脓毒症免疫功能

紊乱具有一定的调理作用[14-1s]。本课题组前期研究

中还观察到，血必净对CD4+CD25+Treg具有促凋

亡作用，本实验中通过采用内毒素刺激模拟脓毒症

环境进一步探讨其影响凋亡的剂量一效应关系，旨

在为寻求最佳应用剂量提供实验依据。在预实验中，

分别采用1、10、100 mg／ml血必净进行干预，发现

100 mg／ml刺激剂量偏大，流式细胞术检测99％以
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上为凋亡细胞。因此，本实验改用了1、5、25 mg／ml

血必净作为干预剂量，结果显示无论是正常Treg

还是LPS诱导后Treg，不同剂量血必净组CD4+

CD25+Treg凋亡率明显高于其他实验组，并呈现一

定的量效关系，即Treg凋亡率随血必净作用剂量

增加而升高。同时，抗CD3／CD28+LPS+血必净组

Treg凋亡率较抗CD3／CD28+血必净组有所降低，

而Foxp3和CTLA一4表达水平明显增强；抗CD3／

CD28处理与对照组比较，Foxp3和CTLA一4表达

平均荧光强度随凋亡率增加而降低，但抗CD3／

CD28+LPS组与对照组比较，Foxp3和CTLA一4表

现为荧光强度不随凋亡率增加而降低，反而接近或

略高于对照组，IL一10分泌明显高于对照组，这可能

与LPS上调了Treg抑制活性有关，通过细胞接触

机制和分泌抑制性细胞因子发挥对效应T细胞的

抑制功能[16|。值得一提的是，低剂量血必净组正

常Treg和LPS诱导Treg凋亡率分别较抗CD3／

CD28组、抗CD3／CD28+LPS组明显升高，但是

Foxp3和CTLA一4表达水平并未随Treg凋亡增加

而下降，反而均有所上调，其确切原因尚不清楚，推

测可能与不同剂量血必净在体外对Treg活性具有

双向调节作用有关，当血必净剂量超过5 mg／ml

时，Treg免疫抑制活性开始明显下调。因此，实际应

用中血必净的干预剂量应高于5 mg／ml，这样才可

能通过促进Treg凋亡、降低Foxp3和CTLA一4表

达水平进而改善脓毒症的免疫抑制状态。
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