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摘要 目的 探讨调节性 T 细胞( Treg) 在 Graves’病( GD)
发生中所起的作用。方法 流式细胞术检测 20 例 GD 患者
( GD组) 和 10 例健康对照者( 健康对照组) 外周血 Treg 数
量。3H掺入试验测定 Treg 与效应 T 细胞( Teff) 共培养环境
中的 Treg对其增殖抑制作用，ELISA 法测定白细胞介素-10
( IL-10) 、白细胞介素-2 ( IL-2 ) 等细胞因子的浓度。结果
Treg所占 CD4 +细胞的比例在 GD组与健康对照组中差异无
统计学意义。GD组的 Treg 抑制功能与健康对照组相比显
著降低。两组之间的细胞因子浓度有一定的差异，GD组 IL-
10 水平显著低于健康对照组，IL-2 和白细胞介素-17( IL-17)
水平显著高于健康对照组。结论 GD 患者的 Treg 有功能
缺陷，与甲状腺自身免疫性疾病的发病有一定的关系。Treg
在 GD中的诊断价值以及病理生理机制值得进一步探讨。
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Graves’病( Graves’disease，GD) 是一种常见的
甲状腺疾病，主要表现为机体对甲状腺抗原的免疫

耐受消失、淋巴细胞浸润甲状腺组织。GD 作为一
种自身免疫性甲状腺疾病( autoimmune thyroid dis-
ease，AITD) 是由于免疫调节失衡所致。调节性 T细
胞( regulatory T cells，Tregs) 是具有免疫调节功能的
细胞亚群，该细胞亚群具有维持免疫耐受作用: 抑制

免疫反应，防止自身免疫疾病的发生。Tregs通过细
胞与细胞的直接接触［1］，或通过产生具有免疫抑制

的细胞因子如转化生长因子-β ( transforming growth
factor β，TGF- β) 和白细胞介素-10 ( interleukin-10，
IL-10) ，抑制抗原特异性 T 细胞，发挥免疫抑制作
用［2 － 3］。该研究旨在通过检测分析 GD 患者外周血
Tregs的数量以及功能状况，探讨该细胞亚群在 GD
发生发展中所起的作用，为该疾病的临床诊治提供

参考。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 GD患者 20 例作为 GD组，其中男
5 例，女 15 例，年龄 20 ～ 57 ( 41. 1 ± 10. 1 ) 岁。诊断
标准为甲状腺激素的血清学指标，即依据游离三碘

甲状腺原氨酸( free iodine thyoid three original acid，
FreeT3) 、游离甲状腺素( free thyroxine，FreeT4 ) 、促
甲状腺激素( thyroid-stimulating hormone，TSH) 以及
促甲状腺激素受体抗体( thyrotropin receptor antibod-
y，TＲAB) 检测结果。患者排除心、肝、脾、肺、肾等脏
器病变。健康体检者 10 例作为健康对照组，其中男
3 例，女 7 例，年龄 18 ～ 59 ( 37． 7 ± 12． 7 ) 岁，无家族
病史，排除重要脏器病变; 甲状腺球蛋白抗体和甲状

腺过氧化物酶抗体均为阴性。两组之间年龄、性别
相匹配，差异无统计学意义。
1． 2 试剂和仪器 异硫氰酸荧光素( fluorescein
isothiocyanate，FITC) 标记的鼠抗人 CD4 抗体、藻红
蛋白( P-phycoerythrin，PE) 标记的鼠抗人 CD25 抗体
及其相匹配的同型对照、FACS Aria 型流式细胞仪
均购自美国 BD 公司; ＲPMI 1640 培养液及胎牛血
清购自美国 Hyclone 公司; 3H 胸腺嘧啶核苷( 3H-
thymidine，3H-TdＲ) 购自中国科学院上海核技术开
发公司; TGF-β、IL-10 等细胞因子 ELISA 试剂盒购
自美国 Ｒ＆D公司。
1． 3 细胞分离与流式分析 采集实验对象外周静
脉血，肝素钠抗凝。加入 Ficoll 分离液，密度梯度离
心( 2 000 r /min、20 min) 获得单个核细胞( peripheral
blood mononuclear cells，PBMCs) 。其中一部分 PB-
MCs接受 30 Gy的137Cs 照射，作为后续免疫学试验
的抗原递呈细胞( antigen-presenting cells，APC) ; 另
一部分采用 FITC 标记 anti-CD4，PE 标记 anti-
CD25，流式细胞仪分选，CD4 + CD25 +细胞作为试验

中的 Tregs，CD4 + CD25 －细胞作为试验中的效应 T
细胞( T effector，Teff) ，纯度均 ＞ 95%。
1． 4 细胞增殖试验 新鲜分离的 Teff ( CD4 +

CD25 － ) 和 Tregs ( CD4 + CD25 + ) 按照不同比例

( 20 000 ∶ 0，20 000 ∶ 5 000 以及 20 000 ∶ 10 000 )
在含有完全 ＲPMI 1640 培养液( 含有 10%的胎牛血
清) 的 96 孔圆底培养板中共培养。培养板采用抗
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CD3( 每孔 0. 2 μg) 包板，每孔含有可溶性 anti-CD28
为 0. 05 μg，同时每孔加入辐照的 PBMCs 50 000 个，
作为实验的 APC。置于 37 ℃、5% CO2 的湿润环境

中培养。于培养第 4 天，收集培养液上清液用于细
胞因子检测。同时，每孔加入3H-TdＲ 18 500 Bq，继
续培养 16 ～ 18 h。收集细胞，β液体闪烁仪检测，通
过每分钟计数值( counts per minutes，cpm) 判定细
胞增殖程度。增殖百分率( % ) = ( 共培养孔的 cpm
值 /单独 Teff的 cpm值) × 100%。
1． 5 细胞因子检测 收集各个培养孔中的培养液
上清，检测 TGF-β、IL-10、IL-4、IL-17、IL-5、IL-2 以及
干扰素-γ( interferon-γ，IFN-γ) 。试验设置复孔。严
格按照说明书进行操作。
1． 6 统计学处理 应用 SPSS 16. 0 统计软件进行
分析，数据以 珋x ± s 表示。两组之间的比较采用
Mann-Whitney检验，多组之间比较采用单因素方差
分析。

2 结果

2． 1 基本临床资料比较 GD 组与健康对照组相
比，GD组 FreeT3、FreeT4、TＲAB 水平明显高于健康
对照组( P ＜ 0. 01 ) ，TSH 水平明显低于健康对照组
( P ＜ 0. 01) 。两组年龄、性别比较，差异无统计学意
义。见表 1。

表 1 基本临床资料比较( 珋x ± s)

项目 GD组( n = 20) 健康对照组( n = 10) P值

年龄( 岁) 41． 1 ± 10． 1 37． 7 ± 12． 7 0． 43

性别( 女 /男) 15 /5 7 /3 1． 00

甲状腺肿大( + / － ) 20 /0 0 /10 －

FreeT3 14． 90 ± 7． 45 2． 91 ± 0． 43 ＜ 0． 01

FreeT4 3． 36 ± 1． 22 1． 05 ± 0． 09 ＜ 0． 01

TSH 0． 03 ± 0． 03 2． 05 ± 1． 43 ＜ 0． 01

TＲAB 10． 76 ± 10． 43 0． 71 ± 0． 33 ＜ 0． 01

2． 2 两组外周血 CD4 + CD25 +占 CD4 +百分比比

较 GD组和健康对照组外周血 CD4 +细胞比例及

CD4 + CD25 +细胞数占 CD4 +细胞比例比较，两组之

间差异无统计学意义。见表 2、图 1。

表 2 两组外周血 CD4 +细胞及 CD4 + CD25 + /CD4 +

百分率的比较( %，珋x ± s)

项目 GD组( n = 20) 健康对照组( n = 10) P值
CD4 +细胞 32． 99 ± 9． 50 30． 79 ± 8． 97 0． 61
CD4 + CD25 + /CD4 + 8． 20 ± 0． 70 8． 30 ± 0． 80 0． 73

2． 3 CD4 + CD25 + Tregs 对 Teff 的抑制功能
Tregs的抑制功能体现在对 Teff 增殖的抑制上。实
验结果显示，GD 组和健康对照组的 Teff 在单独培
养的情况下，经过 anti-CD3、anti-CD28 及自身 APC
的共同作用，两组的 cpm 值分别为 ( 34 152 ±
5 836) 、( 33 286 ± 6 820 ) ，差异无统计学意义( P =
0. 783) 。当比例为 20 000 ∶ 10 000 时，GD组的 Teff
增殖率为( 75. 53 ± 6. 49 ) %，而健康对照组 Teff 增
殖率为( 33. 50 ± 6. 82) %，GD组增殖率明显增高( P
= 0. 001 ) 。当比例为 20 000 ∶ 5 000 时，GD 组的
Teff增殖率为( 79. 61 ± 8. 12) %，而健康对照组 Teff
增殖率为( 38. 54 ± 6. 78) %，GD 组增殖率明显增高
( P = 0. 001) 。提示 GD组患者的 Tregs 的抑制功能
低于健康对照组。见图 2。
2． 4 细胞因子浓度检测 通过检测培养液中的细
胞因子的浓度，健康对照组的 IL-10 水平显著高于
GD组( P ＜ 0. 05) ，健康对照组的 IL-2、IL-17 水平显
著低于 GD 组( P ＜ 0. 05 ) ; 两组间其他细胞因子差
异无统计学意义。见表 3。提示 IL-10、IL-2 和 IL-17
有可能与 Tregs发挥抑制作用有一定关系。

3 讨论

Tregs在维持免疫耐受、抑制过度免疫应答中起

图 1 CD4 + CD25 +所占 CD4 +细胞的比值

A: 健康对照组; B、C、D: GD组
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图 2 GD组和健康对照组 CD4 + CD25 + Tregs对自身 CD4 + CD25 － T细胞的抑制功能比较
A: GD组和健康对照组 Tregs和 Teff混合培养时的 Teff增殖程度; B: Tregs为 20 000: 10 000 时 GD组和健康对照组的 Teff增殖率; C: Tregs

为 20 000: 5 000GD组和健康对照组时的 Teff增殖率

表 3 培养液中的细胞因子浓度( pg /ml)

细胞因子 组别
Teff: Treg

20 000 ∶ 0 20 000 ∶ 10 000
P值

TGF-β 健康对照 908． 11 ± 363． 02 832． 42 ± 355． 44 0． 340
GD 942． 27 ± 125． 64 916． 29 ± 98． 60 0． 360

IL-10 健康对照 140． 92 ± 50． 10 181． 22 ± 63． 27 0． 440
GD 114． 91 ± 27． 33 131． 40 ± 29． 66* 0． 165

IL-4 健康对照 38． 16 ± 22． 79 43． 19 ± 26． 28 0． 343
GD 21． 28 ± 5． 69 23． 53 ± 5． 37 0． 397

IFN-γ 健康对照 34 716． 07 ± 18 320． 12 57 681． 26 ± 31 642． 32 0． 343
GD 34 125． 08 ± 15 319． 14 25 732． 09 ± 10 662． 41 0． 432

IL-2 健康对照 986． 23 ± 693． 50 298． 41 ± 215． 73 0． 042
GD 1 510． 18 ± 419． 83 524． 60 ± 222． 11* 0． 023

IL-5 健康对照 20． 12 ± 14． 25 38． 22 ± 13． 17 0． 202
GD 18． 25 ± 9． 27 29． 72 ± 10． 53 0． 284

IL-17 健康对照 331． 52 ± 152． 60 589． 12 ± 252． 62 0． 046
GD 290． 92 ± 114． 70 912． 22 ± 254． 63* 0． 023

与健康对照组比较: * P ＜0． 05

到至关重要的作用［4 － 5］。研究［6 － 7］报道 Tregs 在 1
型糖尿病、多发性硬化病、风湿性关节炎等自身免疫
性疾病中存在缺陷，而对于 AITD中的 Tregs 的研究
较少，且观点不一。
本研究 GD组外周血 Tregs占 CD4 +细胞的百分

比与健康对照组相比差异无统计学意义，提示 GD
的发病并非是由于 Tregs 的数量改变所导致。本研
究以 Tregs 对 Teff 增殖的影响分析了 GD 患者外周
血中的 Tregs功能，结果显示 GD组与健康对照组的
Teff在单独培养时其增殖程度是相当的; 然而当将
Teff与 Tregs 混合培养时，GD 组 Teff 的增殖率明显
高于健康对照组，提示 GD患者的 Tregs对淋巴细胞
增值的控制抑制作用显著降低，淋巴细胞的增值活

化能力活跃，对自身抗原的耐受降低，这可能是 GD
发病的重要因素之一。
研究［1 － 3］报道 Tregs 通过细胞 －细胞接触以及

分泌细胞因子发挥抑制作用。故而本研究进一步探

讨了细胞因子 TGF-β、IL-10、IL-4、IL-17、IL-5、IL-2
和 IFN-γ与 Tregs功能之间的可能关系。在本实验
中分别检测了 GD组和健康对照组中的 Teff单独培
养以及 Teff 与 Tregs 混合培养时这些细胞因子的水
平，结果显示 IL-10、IL-2 以及 IL-17 在 GD组和健康
对照组的 Teff 与 Tregs 混合培养中差异有统计学意
义。GD组的 IL-10 明显低于健康对照组，IL-10 作
为一种负性调节因子，具有较强的免疫抑制以及免

疫调控作用，主要可以抑制 Teff 的增殖和抑制 Teff
产生细胞因子如 IL-2，提示 GD组的 Tregs功能降低
与 IL-10 水平下降有一定的关系。IL-2 作为重要的
细胞生长因子，可以促进细胞增殖。当 GD 组的
Tregs功能降低，分泌的 IL-10 减少，不能有效抑制
Teff的活化，产生 IL-2，从而促进 Teff 的增值，又产
生更多的 IL-2。本研究中 GD组的 IL-2 明显高于健
康对照组也论证了此机制。IL-17 是由最新发现的
一类辅助型 T细胞( helper T cell，Th) 17 分泌的，能
诱导炎症因子以及趋化因子的表达，使得更多的免

疫细胞到达炎症部位加剧机体的炎症反应，较高水

平的 IL-17 提示 Tregs 对 Th17 的抑制作用减
弱［8 － 9］。在本研究中，观察到 GD组 IL-17 水平高于
健康对照组，也证实了 GD 组的 Tregs 存在功能缺
陷。
在分析 Tregs 抑制功能的 Teff 增殖试验中，本

研究采用的刺激物有 anti-CD3、anti-CD28，同时采用
辐照的 PBMCs作为 APC，即 GD 组采用 GD 患者自
身的 PBMCs作为 APC，而健康对照组采用健康个体
自身的 PBMCs用做 APC，APC在细胞增殖中起至关
重要的作用，而且不同个体 APC 的主要组织相容性
复合体不尽相同。有研究［10 － 11］报道显示，APC 与
自身免疫疾病有一定的关系，主要组织相容性复合

体分子表型可以影响细胞的增殖以及细胞因子的生
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成［12 － 14］。GD组与健康对照组的 Teff 增殖是否与
APC有一定关系，有待于在以后的 GD 动物模型试
验中进一步探讨。
本研究显示 GD 患者外周血中的 Tregs 数量并

未发生明显改变，而 GD 患者的 Tregs 功能存在缺
陷，提示这可能与 GD 发生有一定关系。对于 GD
患者，针对性的采取纠正 Tregs 的靶向治疗，能否使
得 GD患者好转乃至痊愈，值得进一步探讨。
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Study on the function of CD4 + CD25 + regulatory T cells in
patients with Graves’disease
Sun Weili1，2，Shen Yong2，Li Weipeng2，et al

( 1Dept of Immunology，Anhui Medical University，Hefei 230032; 2 Dept of Nuclear Medicine，
The First Affiliated Hospital of Bengbu Medical College，Bengbu 233004)

Abstract Objective To investigate the role of regulatory T cells( Tregs) in Graves’disease ( GD) ． Methods
Treg number was assessed by flow cytometric analysis in samples from 20 GD patients and 10 healthy controls． The
inhibitory effect of Treg on T effector cells( Teff) was assayed by 3H thymidine proliferation experiment． IL-10，IL-2
and other cytokine levels were determined by ELISA in conditioned media from the co-cultures． Ｒesults No differ-
ences were found in the frequency of Tregs as a percentage of CD4 + cells between GD and healthy controls． Com-
pared with the healthy controls，inhibitory function of Treg from patients with GD decreased significantly． Cytokine
secretion between two groups also had significant difference． IL-10 secretion of healthy control group was signifi-
cantly higher than patients group，while secretion of IL-2 and IL-17 was significantly lower than patients group．
Conclusion Tregs from GD patients are partly dysfunctional，possibly explaining their autoimmunity． Future work
will elucidate the diagnostic potential and pathophysiology of Tregs in GD．
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