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Abstract :Objective 　 To investigate the content s of CD4 + CD25 + T cells and the expression of FoxP3 mR2
NA in these Treg cells in peripheral blood of the patient s with gast ric cancer and to characterize their clin2
ical significance. Methods 　By using flow cytometry ,the levels of CD4 + CD25 + T cells in peripheral blood

of 20 preoperative patient s with gast ric cancer were determined. RT2PCR techniques were used to detect

the expression of FoxP3 mRNA in these Treg cells ,and the result s were analyzed statistically in compari2
son with that of 20 healthy volunteers. Results 　The percentage of CD4 + CD25 + T cells in total CD4 + T

cells isolated f rom the patient s with gast ric cancer was (12 . 76 ±0 . 46) % ,in comparison ,it was (6 . 81 ±

0 . 66) % in those f rom healthy volunteers. It was obviously different between Treg cells amount of gast ric

patient s and that of volunteers ( P < 0 . 01) . The FoxP3 mRNA expression of Treg cells in the patient s

with gast ric cancer (0 . 84 ±0 . 02) %〕was significantly higher than that in healthy volunteers 〔(0 . 76 ±

0 . 03) % , ( P < 0 . 05) . Conclusion 　The levels of CD4 + CD25 + T cells in peripheral blood and the FoxP3

mRNA expression of Treg cells in gast ric cancer patient s were increasing significantly. FoxP3 genes may

play a pivotal role in regulating the function of Treg cells in self2tumor immunity of the patient s with gas2
t ric cancer.
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摘 　要 :目的 　探讨胃癌患者体内 CD4 + CD25 + 调节性 T 细胞的含量及 FoxP3 mRNA 在 Treg 中的表达

情况及其临床意义。方法 　应用流式细胞术 ( FCM) 测定 20 例胃癌患者外周血中 Treg 细胞含量 ,同时

采用 RT2PCR 技术检测其 FoxP3 mRNA 的表达情况 ,并与 20 例健康志愿者的外周血进行对比研究和统

计学分析。结果 　胃癌患者外周血中 Treg 细胞占 CD4 + T 细胞总数的 (12 . 76 ±0 . 46) % ,显著高于健康

对照组的 (6 . 81 ±0 . 66) % , ( P < 0 . 01) ; FoxP3 mRNA 在胃癌患者外周血 Treg 细胞中呈现高表达 (0 . 84

±0 . 02) % ,明显高于其在健康对照组中表达 (0 . 76 ±0 . 03) % , ( P < 0 . 05) 。结论 　胃癌患者外周血中

Treg 的数量较正常人明显增高 ,同时伴随有 FoxP3 mRNA 高表达 ,提示 FoxP3基因可能对 Treg 有重要

的调节功能 ,从而影响胃癌病人的抗肿瘤自身免疫功能。
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0 　前言

调节性 T 细胞 (regulatory T cell , Treg )是存在于

正常机体内的一类同时具有免疫无能性和抑制性的免

疫细胞 ,具有独特的免疫调节作用[122 ] 。转录因子
FoxP3 (Forkhead box P3 )能够通过影响 Treg 细胞的发
育从而对其进行调节[3 ] 。本研究应用流式细胞技术和

RT2PCR技术 ,对胃癌患者外周血中 Treg 的含量及
FoxP3 mRNA 的表达情况进行检测分析 ,从而探讨转录
因子 FoxP3和 Treg 细胞在胃癌中的表达及其意义 ,为

临床通过调控 Treg 细胞提高免疫治疗疗效的进一步

深入研究提供试验数据和理论依据。
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1 　资料与方法

1 . 1 　资料 　选择我院 2005 年 7～9 月住院的胃癌

患者 20 例 (男 14 例 ,女 6 例) 。年龄 40～65 岁 ,中

位年龄 52 岁。所有胃癌患者术前均经活检及病理

组织学明确诊断 ,根据 1985 年 U ICC 的 TNM 分期

标准按胃癌病理分期 ( P TNM) 属 Ⅱ期～ ⅢA 期 ,均

行胃癌根治术 ,且试验开始前未行放、化疗。健康对

照组为我院门诊体检健康者。所有研究对象近期内

均无急、慢性感染、H IV 及病毒性肝炎并且未使用

过免疫抑制剂 ;无自身免疫性疾病史。

1 . 2 　试剂 　异硫氰酸荧光素 ( FITC) 标记的鼠抗人

CD4 (克隆号 J M1CD4) / 藻红荧光素 ( PE) 标记的鼠

抗人 CD25 (克隆号 7 G7B6) 双标抗体购于晶美生物

公司 ,同型对照分别为 FITC 和 PE 标记的鼠抗人

Ig G1 免疫球蛋白 ;淋巴细胞分离液 ( Histopaque ,密

度 1 . 077g/ ml ) 购 于 Sigma2Aldrich 公 司。Ro2
set teSep CD4 + T cell Enrichment Cocktail、Ro2
set teSep CD4 + CD25 + T cell Enrichment Cocktail

购自 StemCell Technologies Inc ; Trizol 购自 In2
vit rogen 公司。cDNA 第一链反应试剂盒购自 Fer2
mentas 公司。PCR 引物序列由上海生工生物工程

公司合成。

1 . 3 　FACS 检测外周血 Treg 含量 　观察对象均于

清晨空腹抽取静脉血 1 ml 加 ED TA 抗凝 ,取 100μl

抗凝血和 20μl CD4 ( FITC) / CD25 ( PE)标记抗体加

入流式管混匀 ,室温避光孵育 20 min ;加入红细胞裂

解液 2 ml 振荡混匀后避光放置 10 min 至液体透亮 ;

1 200 g 离心 5 min ,2 ml PBS 重悬后洗涤 1 遍 ;再加

入0 . 5 ml PBS 重悬 ,流式细胞仪检测 ,Cellquest 软

件数据分析 ,记录阳性细胞百分率。

1 . 4 　Treg 细胞的分离及细胞总 RNA 提取 　取外

周血 20 ml ,利用密度梯度离心法 ,获取 PBMCs ,按

照磁珠分选细胞方法的操作步骤逐步分选并纯化得

到 CD4 + CD25 + 调节性 T 细胞 (流式检测分选率

CD4 + CD25 - T 细胞达 88 . 5 % , CD4 + CD25 + T 达

86 . 3 %) ,然后按照 Trizol 细胞裂解法操作说明书

提取组织样本总 RNA (液氮保存)备用。

1 . 5 　逆转录2多聚合酶链反应 ( R T2PCR) 　紫外分

光光度计定量总 RNA ,调整浓度为 : 1μg/μl。按

cDNA 第一链反应试剂盒说明书采用随机引物法合

成 cDNA。用 GA PD H 作为内参照行 PCR 检测。

FoxP3 引 物 序 列 为 : 上 游 : 5 ’2 GCT GGTCGG2
GA GAA GA GGAAAA23’ , 下游 : 5 ’2 CA GTA TC2
CCACGGAAA TAACCT23 ’ , 扩 增 长 度 : 433bp 。

GA PD H 引物序列为 : 上游 : 5’2AACGGA T T T G2
GTCGTA T T G23’ ,下游 : 5’2GGAA GA T GGT GA T2

GGGA T T23’ ,扩增长度 :208 bp 。PCR 参数 : 94 ℃5

min 变性 ; 94 ℃ 35 s ,52 ℃ 40 s ,71 ℃ 55 s ,38 个循

环 ;72 ℃延伸 7 min。PCR 产物于 2 %琼脂糖电泳 ,

电压 60 V ,55 min。Gel ID 凝胶图像分析系统摄片

并测定分析其光密度。计算各个样本 FoxP3表达水

平 ,表达量的相对值 ( Relative expression value) =

待测基因扩增条带的灰度值/ GA PD H 基因扩增条

带的灰度值。

1 . 6 　统计学方法 　数据用 �x ±s 表示 ,采用 Grap h2
Pad Prism 4 . 0 统计软件对各组数据行 t 检验。P <

0 . 05为有统计学意义。

2 　结果

2 . 1 　胃癌患者外周血中 Treg 细胞的水平　见表 1。

表 1 　胃癌患者外周血 Treg 细胞水平( %)

组别 n CD3 + CD4 + CD25 +

对照组 20 70 . 55 ±0 . 32 6 . 81 ±0 . 66

试验组 20 69 . 16 ±0 . 63 12 . 76 ±0 . 46 �

　　3 试验组 VS 对照组 , t = 7 . 441 , P < 0 . 01

2 . 2 　FoxP3 mRNA 在外周血 CD4 + CD25 + Treg 细

胞中的表达 　见表 2。

表 2 　胃癌患者外周血 Treg 细胞中 FoxP3mRNA表达水平

组别 n
GA PD H
平均密度

FoxP3

平均密度
相对值

( %)

对照组 20 194 . 89 ±0 . 90 148 . 63 ±5 . 76 0 . 76 ±0 . 03

试验组 20 187 . 44 ±0 . 55 158 . 42 ±3 . 01 0 . 84 ±0 . 02 3

　　3 试验组 VS 对照组 , t = 2 . 229 , P < 0 . 05

3 　讨论

FoxP3基因是转录因子 Forkhead/ wingedhelix

家族中少部分与免疫功能相关的成员之一[ 4 ] 。人类

该基因的改变与自身疾病的发生有着密切关系[ 526 ] 。

该基因能够在 T 细胞胸腺发育过程中行使调节作

用 ,指导 T 细胞分化[ 728 ]并介导 Treg 细胞的免疫抑

制功能[ 9 ] 。

本研究结果发现在胃癌患者的外周血中调节性

T 细胞所占的比例明显增高 ,同时研究还发现其

Treg 细胞中 FoxP3 基因 mRNA 呈现高表达 ,这与

国外的研究结果相一致[ 10 ] 。胃癌患者肿瘤内部

Treg 细胞数量的增加和功能的增强 ,抑制了识别自

身肿瘤细胞抗原的效应细胞的发育和活化 ,直接介

导了患者体内自身免疫效应细胞对肿瘤的免疫耐

受 ,使肿瘤能够逃避机体的免疫监视而无限制地生

长和转移[ 11 ] 。FoxP3 基因的高表达 ,表明在胃癌的

发展过程中 ,转录因子 FoxP3 能够通过某种机制调

　 (下转第 948 页)
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控诱导了患者外周血 CD4 + CD25 + 调节性 T 细胞的

增殖 ,并且增强了 Treg 细胞对自身免疫系统的抑

制功能 ,从而参与机体对肿瘤的免疫耐受[ 12 ] 。这一

结果表明 FoxP3基因的高表达及伴随出现的 CD4 +

CD25 + 调节性 T 细胞增殖在胃癌的发生发展过程

中起着重要的调节作用。

本研究结果提示 ,在抗胃癌的免疫治疗中通过

对转录因子 FoxP3 表达进行调控 ,以期望达到限制

CD4 + CD25 + 调节性 T 细胞功能从而增强免疫细胞

功能 ,进而找到一条打破肿瘤免疫耐受、提高肿瘤免

疫治疗疗效的新途径。
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