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哮喘患者外周血 Treg和 Th1/Th2的变化及其与哮喘病情的关系 *
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摘要 目的：探讨哮喘患者外周血调节性 T细胞(Treg)以及辅助性 T细胞（Th1/Th2）的比例的变化，探讨其在哮喘的临床治疗中的
作用。方法：80例哮喘患者(哮喘组)按临床表现分为急性发作期组(54例)和缓解期组(26例)，同时选择 50例健康体检者。应用流
式细胞仪检测上述各组外周血 CD4+CD25+Foxp3+ Treg、CD4+IFN-γ+ Th1和 CD4+IL-4+Th2细胞水平，并进行统计学分析。结果：哮
喘组 CD4+CD25+Foxp3+ Treg水平亦明显低于正常对照组( P<0.05。其中急性发作期组 Treg水平明显低于缓解期组和正常对照组
(P <0.05)。而哮喘组 Th1/Th2比值显著低于对照组( P <0.05)，且在哮喘急性发作组中 Th1/Th2比值显著低于缓解期组和正常对照
组(P <0.05)。结论：提示 Treg和 Th在哮喘的发生和发展中起着重要的作用。
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The changes of regulatory T cells and T helper cell in peripheral blood
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ABSTRACT Objective: To investigate the changes of CD4+CD25+Foxp3+ regulatory T cells ( Treg) and T helper cell (Th1/Th2) in
peripheral blood and their significance in the severity of patients with asthma. Methods: Eighty patients with asthma (asthma group) were
divided into acute attack stage group (54 cases) and remission stage group (26 cases) according to their clinical features, Meanwhile, fifty
health volunteers were enrolled as control group. The levels of CD4+CD25+Foxp3+ Treg, CD4+IFN-γ+ Th1and CD4+IL-4+ Th2 in periph-
eral blood of all children were tested by flow cytometer( FCM), and analyzed statistically. Results: The levels of CD4+CD25+Foxp3+ Treg
of patients with asthma were lower than those in the control group (P<0.05). The Treg levels in acute patients group were lower than
those in remission group or in the control group (P< 0.05). The ratio of Th1/Th2 of patients with asthma were lower than those in the con-
trol group (P<0.05), and The Th1/Th2 ratio in acute attack group were lower than those in remission group or in the control group (P<0.
05). Conclusion: Tregand Th immunity plays an important role in the pathogenesis of asthma..
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Thl/Th2平衡理论作为过敏性疾病如支气管哮喘发病机制
中的核心已为大多数人所接受。最近的研究表明免疫耐受的破
坏也是哮喘发病的重要环节。日本学者 Sakaguchi等于 1995年
首次报道了一种 CD4+CD25+调节性 T (regulatory T cell, Treg)
细胞，研究证明这群 T细胞在自身耐受的维持中发挥着重要的
作用，最近的研究表明该细胞除了能表达细胞表面分子 CD4
和 CD25外，还能表达一种细胞核内蛋白 - Foxp3，越来越多的
研究表明 Foxp3 是调节 T 细胞的特异性标志 [1-2] 研究表明
Foxp3突变的小鼠出现过敏性气道炎症，以及明显的 IgE和嗜
酸性粒细胞增高、Th1 /Th2 型细胞因子失衡 [3]。Foxp3 是
CD4+CD25+ Treg分化发育的关键基因。因此本文采用流式细胞
术三色和四色标记法同时检测哮喘患者外周血 Treg 和
Th1/Th2的变化，以探讨其在哮喘发病机制中的作用。

1 资料和方法

1.1 临床资料
选择本院 2009年 3月 - 2010年 3月呼吸科门诊及住院哮

喘患者 80例,男 58例,女 22例,平均年龄 35±12岁。按临床表
现分为急性发作期组(54例)和缓解期组(26 例)，诊断均符合
2003年中华医学会呼吸病学分会哮喘学组制定的诊断标准[4]。
对照组为健康体检者 50例,男 35例,女 15例，平均年龄 31±
14岁，近期无感染性疾病。
1.2 试剂和设备

鼠抗人 CD4-FITC单克隆抗体、鼠抗人 CD25-PE单克隆抗
体及其相匹配的同型对照均购自美国 BD PharMingen公司，鼠
抗人 Foxp3-APC 单克隆抗体和 Fixation /Perm 购自美国 e-
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Biosicence 公司。鼠抗人 CD3-PC5 单克隆抗体、鼠抗人
CD8-PC7单克隆抗体、鼠抗人 IFN-γ-FITC单克隆抗体和鼠抗
人 IL-4-PE单克隆抗体及其相匹配的同型对照均购自美国贝
克曼公司，Fix&Perm购自美国贝克曼公司，刺激剂（Leukocyte
Activation Cocktail）购自美国 BD PharMingen公司。流式细胞
仪是美国 BD公司的 FACSCanto。
1.3 实验方法
1.3.1 Treg的检测 每例患者清晨空腹使用肝素抗凝管抽取静
脉血 3ml，取 100μl全血，加入 CD4-FITC与 CD25-PE cocktail
各 10μl，于 4℃避光孵育 30 min；加 1ml红细胞裂解液室温溶
血 10 min，生理盐水洗涤 3次，1200rpm/min，5min。洗涤后加入
1 mL Fixation /Perm缓冲液破膜固定 45 min，用洗涤缓冲液洗
涤 2次，1200rpm/min，5min。加入 10μL鼠抗人 Foxp3-APC单
克隆抗体于 4℃避光孵育 30 min。经洗涤缓冲液洗涤 2 次，
1200rpm/min，5min。用 300μL flow cytimetry staining buffer重
悬并上 FACSCanto检测。采用 BD FACSDiva软件分析数据，
计算 CD4+细胞中 Foxp3+细胞百分率。每个样本每次检测细胞
数为 1×104。
1.3.2 Th1/Th2的检测 取 100ul全血标本，用 RPMI 1640(不含
小牛血清 -FBS) 1:1 等体积稀释；各管加入刺激剂 10μL,
37℃，5% CO2培养箱培养 4～6小时。混匀，加入 10μl CD3-
PC5和 10μl CD8- PC7,室温，避光孵育 15分钟；每管中加入
100μl Fix&Perm中的 Reagent 1 (即固定液)，室温，避光孵育
15分钟；每管中加入 3mL PBS，1200 rpm离心 5分钟，弃除上
清。每管中加入 100μl Fix&Perm中的 Reagent 2(即破膜和溶
血液)，同时各管中加入 IFN-γ-FITC 和 IL-4-PE10ul，室温，避
光孵育 15分钟。每管中加入 3mL PBS，1200 rpm离心 5分钟，
弃除上清；0.5mL PBS重悬细胞，上机检测。每个样本每次检测

1×104细胞。
1.4 统计学方法

实验数据以均数±标准差(x±s)表示。使用 Stata7.0软件
进行分析，各组间均数的差异比较用 t检验，P<0.05为有统计
学意义。

2 结果

2.1 各组患者的 CD4+CD25+Foxp3+ Treg水平比较
哮喘组患者外周血 CD4+CD25+Foxp3+ Treg 占 CD4+ T 细

胞的(1.03 ±0.54) % , 明显低于正常对照组的(2.74 ±0.74) %
(P< 0.05)。哮喘组中急性发作期患者外周血 CD4+CD25+Foxp3+

Treg占 CD4+ T 细胞的 (0.96 ±0.45 ) % , 比缓解期组患者的
(2.31±1.24) %及正常对照组 (2.74±0.74) %均降低(P<0.05),
而缓解期与对照组间比较差异无统计学意义 (P>0.05)（见表
1）。
2.2 各组患者的 Th1/Th2水平比较哮喘组患者 Th亚群分类与
正常组相比有明显改变

哮喘组中急性发作期患者外周血 CD4+IFN-γ+ Th1
(11.53±5.68) %与缓解期组患者的(14.75±5.81) %及正常对照
组 (18.14±6.29) %比较均降低 (均为 P < 0.05)；而 CD4+IL-4+

Th2（4.16±1.56）与缓解期组(2.23±0.91)和正常组(2.05±0.54)
比较显著升高 (P<0.05)；从而导致急性发作期患者外周血
Th1/Th2比值(3.29±1.34)明显低于缓解期组(9.24±2.51)和正
常组(10.16±2.75)(P<0.05)，提示哮喘患者急性发作期的 Th亚
群存在着明显失衡状态。而缓解组与对照组比较，CD4+IL-4+

Th2及 Th1/Th2比值之间的差异无统计学意义 (P>0.05)（见表
1）。

Groups Cases
Treg

CD4+CD25+ Foxp3+

Th1

CD4+IFN-γ+

Th2

CD4+IL-4+
Th1/ Th2

Control 50 2.74±0.74 18.14±6.29 2.05±0.54 10.16±2.75

Acute attack stage Group 54 0.96±0.45*#△ 11.53±5.68*# 4.16±1.56*# 3.29±1.34*#

Remission stage Group 26 2.31±1.24 14.75±5.81 2.23±0.91 9.24±2.51

Note: compared with control group *P < 0.01; compared with remission stage group #P < 0.01; compared with control group△P < 0.01.

表 1 各组患者外周血 Treg、Th1和 Th2细胞的百分率比较(x±s) %

Table 1 The proportion of Tregs, Th1 and Th2 in different groups (x±s) %

3 讨论

支气管哮喘是一种较为常见的慢性呼吸道疾病，其发病机
制复杂，与内分泌、免疫和遗传等多种因素密切相关[5-8]。越来越
多的研究表明免疫功能紊乱在支气管哮喘的发病机制中发挥
重要的作用。研究表明 Th2优势应答及 Th1/Th2比例失衡在哮
喘的发病中起着重要的作用[9]。而 Treg是一群具有免疫抑制效
应的 T细胞，研究表明其在维持机体自身耐受以及抑制自身免
疫性疾病的过程中发挥了重要作的用[10-12]。Treg为 CD4+ CD25+

T细胞，同时高表达 Foxp3[13-15]。它是不同于 Th1和 Th2细胞的
一种免疫调节性 T细胞，具有使机体通过调节外周免疫耐受来
控制免疫性疾病的功能[16]。Treg细胞在哮喘发病中的作用已得

到越来越多的研究，但其作用机制尚不明确。高正仪等[17]的研
究发现，CD4+CD25+Treg细胞在小鼠哮喘模型的脾脏中显著低
于正常鼠，其数量以及抑制功能均显著降低，因此认为 Treg数
量和抑制功能降低可能是导致支气管哮喘发病的重要原因。
Jaffar等[18]研究表明，CD4+CD25+Treg能够有效地抑制促进气
道嗜酸性炎症形成的 Th2的产生以及 Th2所诱导的嗜酸粒细
胞在气道的聚集。Taylor等[19]也推测 Treg细胞可通过分泌的
IL-10及 TGF-β，从而抑制 Th2细胞产生 IL-4，IL-5和 IL-13，
进一步降低 IgE的产生；抑制了嗜酸性粒细胞、嗜碱性粒细胞
及肥大细胞的致炎作用，从而直接抑制变态反应性疾病。而
Shi等 [20] 实验结果发现过敏性哮喘患者急性发作期血 CD4+

CD25+Treg细胞数目显著增加，但哮喘稳定期、非哮喘过敏症
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及正常人群并无显著改变，且 Treg细胞对 Th1和 Th2的抑制
作用无显著性差别。本文结果发现，哮喘组患者外周血 Treg水
平明显低于正常对照组，这提示哮喘患者体内存在 Treg细胞
免疫功能平衡失调，Treg 细胞处于低表达，不能有效抑制
CD4+T细胞和 CD8+T细胞的活化增殖。本研究结果还显示哮
喘急性发作期患者的外周血 Treg水平显著低于缓解期以及对
照组，而缓解组外周血 Treg水平与正常组比较差异无统计学
意义，此结果支持有关 Treg数量减少，导致抑制免疫功能降低
或呈低反应性可能是引起支气管哮喘发病机制的学说，结果表
明哮喘患者症状的缓解可能与体内 Treg水平的恢复密切相
关。

本研究结果显示哮喘急性发作期患者外周血 Th1显著降
低，而外周血 Th2显著增高，且 Th1/ Th2比值明显下降，说明
在哮喘患者 Th亚群之间的平衡发生了改变，引起 Th1细胞相
对减少而 Th2细胞相对增加，与已有研究相一致。而缓解期组
患者外周血 Th1和 Th2比例与对照组比较无显著差异，提示
对 Th细胞亚群的研究,将在哮喘患者的临床诊断、预后判断中
发挥重要作用。

综上所述，寻找有效的途径来提高哮喘患者体内 Treg细
胞的数量以及功能，恢复 Th1/T h2的免疫应答平衡，进而来控
制哮喘的发生以及发展已变得尤为关键。通过本文以及已有的
关于哮喘与 Treg关系的研究，将为哮喘的免疫治疗方案提供
坚实的基础。
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