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系统性红斑狼疮患者外周血

CD4 + CD25high Treg 上 PD-1 分子的表达分析
王元元1，2，陈晓蓉1，刘 铜2，唐 洁3，谢长好4

［摘要］目的:检测系统性红斑狼疮( systemic lupus erythematosus，SLE) 患者外周血 CD4 + CD25high Treg 及其程序性死亡受体-1
( programmed death-1，PD-1) 分子的表达，探讨 Treg 和 PD-1 表达在 SLE 中的意义。方法:流式细胞仪检测 SLE 患者组、正常对

照组外周血 CD4 + T 细胞中的 CD4 + CD25highTreg 和 CD4 + CD25lowT 细胞的比例，及其 PD-1 分子的表达率。结果:CD4 + CD25high

Treg 在 SLE 患者组外周血中 CD4 + T 细胞的比例( 0． 63 ± 0． 31) %与正常对照组( 2． 07 ± 0． 74) %相比明显降低( P ＜ 0． 05) ，该

亚群细胞上 PD-1 + 的百分率( 24． 99 ± 18． 65) %与对照组( 6． 97 ± 1． 92) % 相比显著增高( P ＜ 0． 05) ; CD4 + CD25low T 细胞的百

分率( 13． 40 ± 8． 47) %及其 PD-1 + 的百分率( 2． 70 ± 3． 06) %与正常对照组( 20． 16 ± 11． 89) %和( 0． 43 ± 0． 36) % 相比，差异有

统计学意义( P ＜ 0． 05) 。结论:外周血 CD4 + CD25highTreg 数量下降及其 PD-1 分子表达上调可能在 SLE 中有重要意义。
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Analysis of frequency and expression of programmed cell death-1 of
CD4 + CD25highTreg peripheral blood in systemic lupus erythematosus patients
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［Abstract］Objective: To detect frequency of and programmed cell death-1( PD-1) expression of CD4 + CD25high Treg peripheral blood
of systemic lupus erythematosus( SLE) patients and to explore their roles in immune disorder of SLE．Methods: Flow cytometry( FCM)

was used to determine the frequencies of peripheral blood CD4 + CD25high Treg and CD4 + CD25low T cells and the PD-1 expression on
these cells in SLE patients and healthy normal controls． Results: The frequency of CD4 + CD25high Treg among CD4 + Treg in peripheral
blood of SLE patients group ( 0． 63 ± 0． 31 ) % decreased significantly ( P ＜ 0． 01 ) ，compared with normal control group ( 2． 07 ± 0．
74) % ． The PD-1 expression on CD4 + CD25high Treg in SLE group( 24． 99 ± 18． 65) % was obviously higher than that in normal control
groups( 6． 97 ± 1． 92) % ( P ＜ 0． 05) ． There were also was no significant differences in both the frequency of CD4 + CD25low T cells and
the PD-1 expression on these subset cells among two groups( P ＜ 0． 05 ) ． Conclusions: Decreased number of CD4 + CD25high Treg and
upregulated expression of PD-1 on these Treg may play an important role in the pathogenesis of SLE．
［Key words］ lupus erythematosus，systemic; regulatory T cell; programmed death-1

系统性红斑狼疮( systemic lupus erythematosus，
SLE) 是一种常见的自身免疫性疾病。目前，对 SLE
的发病机制尚未完全了解，广泛认为机体对自身抗

原的免疫耐受缺失，导致了自身反应性淋巴细胞大

量活化和增殖，自身抗体大量产生和炎性介质大量

释放，最终摧毁多个靶器官［1］。其中，免疫调节异

常是其疾病发生发展的重要因素。具有免疫抑制性

调节作用的调节性 T 细胞( regulatory T cell，Treg) 在

自身免疫性疾病中的作用成为近 10 年来关注的热

点之一［2］。CD4 + CD25 + T 细胞是目前研究较多的

T 细胞亚型，其细胞表面表达多种分子标志，其中最

具特征性的是组成性表达 CD25。CD4 + CD25 + T 细

胞可分为 CD4 + CD25high Treg 和 CD4 + CD25low T 细

胞，具有免疫抑制活性的是前者［3］。目前通常将

CD4 + CD25highTreg 作为人类 T 细胞的检测指标。已

有学者研究了 CD4 + CD25 + T 细胞在 SLE 患者外周
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血中数量的变化，例如 Liu 等［4］研究发现 SLE 患者

外周血 CD4 + CD25 + T 细胞及 CD4 + CD25high Treg 数

量均较正常人显著降低，提示可能与 SLE 免疫抑制

功能异常相关。程序性死亡受体-1 ( programmed
death-1，PD-1) 是负性刺激分子，通过与其配体 PD-L
结合，传递负性协同刺激信号，抑制 T、B 淋巴细胞

的增殖活化。本实验拟通过流式细胞仪检测 SLE
患者外周血 CD4 + CD25high Treg 的数量和其 PD-1 分

子的表达率，分析 SLE 患者外周血 CD4 + CD25high

Treg 是否存在数量变化和功能紊乱。

1 资料与方法

1． 1 一般资料 SLE 患者 32 例，均为蚌埠医学院

第一附属医院风湿免疫科 2010 年 7 月至 2011 年 6
月住院患者，临床诊断符合美国风湿病学会( ARA)

1997 年修订的诊断标准，其中男 6 例，女 26 例; 年

龄 13 ～ 47 岁。初诊 26 例，复诊 6 例。入院检测前

30 d 均未接受过免疫抑制剂和糖皮质激素的治疗。
正常对照组 28 名，均为健康志愿者，男 8 名，女 20
名; 年龄 18 ～ 35 岁。2 组性别、年龄具可比性。
1． 2 仪器与试剂 流式细胞仪 FACSCalibur 为美

国 Becton Dickinson 公司产品，CellQuest 软件获取实

验数 据，CellQuest 和 WinMDI2． 9 软 件 分 析 数 据。
anti-humanCD4-PeCy 5． 5、anti-humanCD25-PE、anti-
humanPD1-APC、MouseIgG1-PE、MouseIgG1-APC 荧

光抗体均购自 eBioscience 公司。
1． 3 方法 采集受试者清晨空腹状态下外周静脉

血 2 ml，EDTA-K2 抗凝，血标本在 6 h 内上流式机检

测。取流式试管 7 支，试管 1 中未加入抗体，为空白

对照; 试管 2、3、4 调荧光通道补偿用; 试管 5 为同型

对照，加入荧光抗体抗 anti-humanCD4-PeCy5． 5 2 μl
MouseIgG1-PE 2 μl; 试管 6 anti-humanCD4-PeCy5． 5
2 μl，anti-human-CD25-PE 2 μl，MouseIgG1-APC 2
μl; 试 管 7 anti-humanCD4-PeCy5． 5 2 μl，anti-
humanCD25-PE 2 μl，anti-humanPD1-APC 2 μl。血

标本 50 μl 分别加入到上述 7 支流式管中，将血液

与荧光抗体充分混匀，室温避光放置 15 min; 加入

BD 溶血剂每管 1 ml，充分震荡混匀，室温避光放置

10 min，使红细胞充分裂解; 室温离心，1 500 r /min
× 5 min，倒弃上清液; 加入染色缓冲液 ( SB ) 每管

1 ml，洗涤，再次室温离心，1 500 r /min × 5 min，倒弃

上清液; 加入 1% 多聚甲醛( PFA) 固定液每管 300
μl，上流式机检测。对流式检测数据分析时，先作散

点图，以 FSC 为 X 轴、SSC 为 Y 轴，对淋巴细胞圈门

R1; 然 后 作 荧 光 参 数 散 点 图，anti-human CD4-

PeCy5． 5 为 X 轴，Mouse IgG1-PE 或 anti-human-
CD25-PE 为 Y 轴( G1 = R1) ，其中 Mouse IgG1-PE 为

同 型 对 照，获 得 CD4 + CD25 + T 细 胞 群，CD4 +

CD25high Treg 圈门 R2，CD4 + CD25low Treg 圈门 R3;

MouseIgG1-APC 或 anti-humanPD1-APC 为 横 坐 标，

G2 = R2 × R1 和 G3 = R3 × R1，Mouse IgG1-APC 为

同型对照，分别作直方图。
1． 4 统计学方法 采用 t( t') 检验。

2 结果

2． 1 SLE 患者外周血 CD4 + CD25high Treg 和 CD4 +

CD25lowTreg 及其 PD-1 的表达 SLE 患者外周血
CD4 + CD25high Treg 和 CD4 + CD25low Treg 在 CD4 + T
细胞中均低于正常对照组，差异均有统计学意义
( P ＜ 0． 05) ; SLE 患者外周血 CD4 + CD25high和 CD4 +

CD25lowPD-1 + 细胞的比例均高于正常对照组，差异

亦有统计学意义( P ＜ 0． 05) ( 见表 1、图 1)

表 1 SLE 患 者 和 正 常 组 外 周 血 CD4 + CD25high Treg 和

CD4 + CD25low T 细胞及其 PD-1 的表达( % )

n
CD4 + T 细胞

CD4 + CD25high CD4 + CD25low
PD-1 + 细胞

CD4 + CD25high CD4 + CD25low

SLE 患者组 30 0． 63 ± 0． 31 13． 40 ± 8． 47 24． 99 ± 18． 65 2． 70 ± 3． 06

正常对照组 28 2． 07 ± 0． 74 20． 16 ± 11． 89 6． 97 ± 1． 92 0． 43 ± 0． 36

t — 9． 54* 2． 51 5． 26* 4． 03*

P — ＜ 0． 05 ＜ 0． 05 ＜ 0． 05 ＜ 0． 05

* 为 t'值

3 讨论

CD4 + CD25 + T 细胞具有免疫无能性和免疫抑

制性两大功能特性，其免疫无能性表现为在对高浓

度 IL-2 的单独刺激，及抗 CD3 单抗的联合作用均呈

无应答状态，也不分泌 IL-2; 免疫抑制性表现在经

TCR 介导的信号刺激活化以后能够抑制 CD4 + 和
CD8 + T 细胞的活化和增殖，这种作用是非抗原特异

性的，并且这种免疫抑制性不具有主要组织相容性

复合物限制性，能够抑制同型或同种异型 T 细胞的

增殖。CD25 对于 T 细胞的生存是必不可少的，但

由于活化的 T 也表达 CD25，因而仅依据 CD25 就将

T 细胞与活化的 T 细胞效应或记忆细胞区分开有很

大困 难［5］。可 将 CD4 + CD25 + T 细 胞 分 为 CD4 +

CD25highTreg 和 CD4 + CD25low T 细胞，具有免疫抑制

活性的是前者。Baecher-Allan 等［6］ 认为 CD25high T
细胞才是人类 Treg。CD4 + CD25 + T 细胞作为一类

调节性细胞，在抑制自身反应性细胞增殖、维持免疫

环境稳定方面起着重要作用，CD4 + CD25 + T 细胞数
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量减少，抑制功能受损和( 或) 表面分子表达缺陷，

都可能导致自身免疫病的发生、发展。
CD4 + CD25 + T 细胞在 SLE 发病机制中的作用

受到越来越多的重视。Wu 等［7］ 研究发现狼疮鼠

NZB × NZWF1 的 CD4 + CD25 + T 细胞百分率持续低

于与之性别、年龄相匹配的非自身免疫鼠。赵书山

等［8］和牛倩等［9］均研究发现 SLE 患者外周血 CD4 +

CD25highTreg 百 分 率 较 正 常 对 照 组 低 ( 前 者 P ＜
0． 01，后者 P ＜ 0． 05 ) 。杨旭燕等［10］研究发现 SLE
患者外周血 CD4 + CD25 + T 细胞百分率明显减少，

而且活动期比稳定期减少更明显。我们的研究也发

现，SLE 患者外周血 CD4 + CD25high Treg 明显低于正

常对照组，这些研究均说明 SLE 患者由 于 CD4 +

CD25 + T 细胞数量减少导致其抑制效应 T 细胞和记

忆细胞的活化增殖作用下降，可能在 SLE 发病机制

中起着重要作用。结合本研究，我们可以进一步推

测，CD4 + CD25highTreg 而非 CD4 + CD25lowT 细胞数量

减少参与 SLE 的发病机制。
PD-1 /PD-L1 信号所产生的抑制功能是通过使

细胞周期停滞于 G0 /G1 期所致，而非引起细胞凋

亡。近年来研究［11］发现，PD-1 在 CD4 + CD25 + T 细

胞上也有表达，有学者［12］研究 PD-1 对 CD4 + CD25 +

FoxP3 + T 细胞的作用时，发现 PD-1-PD-L1 通路负

性 Treg 的数量增殖和免疫抑制功能，其机制为该通

路抑制了 T 细胞的信号转导及转录激活因子的磷

酸化，从而阻断 IL-2 的作用。在本研究中，SLE 患

者外周血 CD4 + CD25highTreg 的 PD-1 + 的百分率明显

高于正常对照组。我们推测 SLE 患者由于 CD4 +

CD25 + T 细胞上其 PD-1 表达异常，一方面抑制了 T
细胞的正常增殖，也体现了 CD4 + CD25high Treg 的数

量减少; 另一方面抑制了 CD4 + CD25 + T 细胞的免疫

抑制功能。由于 CD4 + CD25high Treg 数量及功能降

低，从而对效应性 T 细胞的抑制能力不足，进而增

强效应 T 细胞活性，诱导机体发生免疫平衡紊乱，

增加免疫病理损伤，导致疾病的发生发展。综上所

述，CD4 + CD25highTreg 数量下降及其表达 PD-1 分子

上调导致进一步降低 Treg 的免疫抑制活性，可能在

SLE 发病机制中起了重要作用。
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