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哮喘患儿外周血中 CD4+LAP+ 调节性
T 细胞比例及功能变化研究

罗景华 1　杨良安 2　李国林 1
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［摘要］　目的　测定哮喘患儿外周血中 CD4+LAP+ 调节性 T 细胞（CD4+LAP+Treg 细胞）比例和功能的改

变，探讨 CD4+LAP+Treg 细胞在哮喘发病中的作用。方法　选取 2014 年 3 月至 2015 年 9 月确诊为哮喘的患儿

75 例为研究对象，依据病情将哮喘患儿分为哮喘急性期组（n=40）和哮喘缓解期组（n=35）；另选取行健康

体检儿童 30 例为健康对照组。采用流式细胞仪检测各组儿童外周血 CD4+LAP+Treg 细胞百分比；采用 3H- 脱氧

胸腺嘧啶苷法检测各组 CD4+LAP+Treg 细胞的免疫抑制情况。结果　哮喘急性期组患儿体内 CD4+LAP+Treg 比例

（2.0%±1.0%）较缓解期组（4.1%±2.4%）及健康对照组（4.6%±3.0%）均降低（P<0.05）；哮喘急性期组患

儿体内 CD4+LAP+Treg 细胞免疫抑制率（21%±4%）较缓解期组（55%±9%）及健康对照组（62%±11%）均降

低（P<0.05）。结论　哮喘患儿外周血中 CD4+LAP+Treg 数量降低和抑制功能减弱可能参与了哮喘的急性发病过程。
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Changes in proportion and function of peripheral CD4+LAP+ regulatory T cells in 
children with asthma
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Abstract: Objective    To investigate the changes in the proportion and function of peripheral CD4+LAP+regulatory 
T cells (CD4+LAP+Treg cells) in children with asthma, as well as the role of CD4+LAP+Treg cells in the pathogenesis 
of asthma. Methods    A total of 75 children who were diagnosed with asthma from March 2014 to September 2015 
were enrolled as study subjects, and according to their conditions, they were divided into acute-stage asthma group (40 
children) and remission-stage asthma group (35 patients). Another 30 children who underwent physical examination 
were enrolled as the healthy control group. Flow cytometry was used to determine the percentage of peripheral 
CD4+LAP+Treg cells, and [3H]-thymidine incorporation assay was performed to analyze the immunosuppression of 
CD4+LAP+Treg cells in each group. Results    The acute-stage asthma group showed significant reductions in the 
proportion of CD4+LAP+Treg cells compared with the remission-stage asthma group and the healthy control group 
(2.0%±1.0% vs 4.1%±2.4%/4.6%±3.0%; P<0.05). The acute-stage asthma group also showed a significant reduction in 
the immunosuppression rate of CD4+LAP+Treg cells compared with the remission-stage asthma group and the healthy 
control group (21%±4% vs 55%±9%/62%±11%; P<0.05). Conclusions    In children with asthma, the reduction in the 
number and inhibitory function of peripheral CD4+LAP+Treg cells may be involved in the pathogenesis of asthma.                                                                                                

[Chin J Contemp Pediatr, 2016, 18(8): 726-730]
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支气管哮喘（以下简称为哮喘）是由多种细

胞和炎性介质共同参与的一种慢性气道炎性高反

应性疾病。其确切发病机制尚未阐明，研究表明

免疫调节功能异常为哮喘发病的主要因素 [1]。潜态

相关多肽（latency-associated peptide, LAP）是一种

与转化生长因子（TGF）氨基末端非共价结合的前

肽，两者结合后产生一种潜态的 TGF-β 复合体，

TGF-β 生物活性的激活需要该复合体的解离。最近，

有报道称 CD4+LAP+ 调节性 T 细胞（CD4+LAP+Treg）

是一种新的调节性细胞亚群，在体外可抑制效应 T

细胞的增殖，这些细胞通过 IL-10 和 TGF-β 介导其

调节和抑制作用 [2]。目前，CD4+LAP+Treg 细胞在

某些自身免疫性疾病中已有相关研究，在小鼠模

型研究中增加 CD4+LAP+Treg 细胞的数量可以抑制

实验性自身免疫性脑脊髓膜炎、系统性红斑狼疮

等自身免疫性疾病的发展 [3-4]。哮喘作为与自身免

疫密切相关的疾病，设想 CD4+LAP+Treg 这种新型

的 Treg 细胞与经典的 Treg 细胞一样也在哮喘患儿

中也存在异常。本研究中，我们通过观察哮喘患

儿外周血 CD4+LAP+Treg 细胞比例及功能变化，从

哮喘患儿 CD4+LAP+Treg 细胞数量和功能两个方面

来探讨其在哮喘发病机制中的作用，为进一步研

究哮喘的免疫发病机制提供新思路。

1　资料与方法

1.1　研究对象

选取 2014 年 3 月至 2015 年 9 月在南昌大学

第二附属医院儿科住院或门诊治疗的哮喘患儿 75

例为研究对象，所有患儿按照儿童哮喘诊断标准

确诊 [5]，依据病情将哮喘患儿分为哮喘急性期组和

哮喘缓解期组。急性期组患儿 40 例，均初诊为哮

喘或缓解后复发，其中男 22 例，女 18 例，平均

年龄 4.2±2.2 岁；缓解期组 35 例，均为药物治疗

后哮喘症状及体征消失并持续 3 个月以上无发作

者，其中男 18 例，女 17 例，平均年龄 4.8±2.9 岁。

同时选取在我院行健康体检儿童 30 例为健康对照

组，其中男 15 例，女 15 例，平均年龄 4.5±2.5 岁。

所有患儿在标本采集前 3 个月内均未使用糖皮质

激素以及免疫抑制剂或免疫调节剂等；健康对照

组儿童近期均无感染和慢性病史，且排除过敏性

和免疫相关性疾病。本研究经医院伦理委员会批

准通过，并获得家长知情同意。

1.2　主要试剂

75%、100% Ficoll-hypaque 购自上海索莱宝生

物科技有限公司，胎牛血清购自美国 Gibico 公司，

Anti-Human LAP PE、Anti-Human CD4 FITC、Anti-
Human CD25 APC 及同型抗体购自美国 eBioscience

公司，人 CD4+LAP+Treg 分离纯化试剂盒购自德国

Miltenyi 公司，抗人 CD3、CD28 单克隆抗体购自

美国 R&D 公司。

1.3　流式细胞术检测外周血 CD4+LAP+Treg 水平

急性期哮喘患儿在发病 3 d 内且未使用任何药

物治疗前，缓解期患儿在药物治疗后 3 个月，对

照组儿童在健康体检时空腹采集外周静脉血 3 mL

于肝素钠抗凝管中。加 3 mL 100%Ficoll-hypaque 于

15 mL 离心管中，沿管壁缓慢加入 3 mL 全血于淋巴

细胞分离液上层，离心 20 min，吸取中间云雾状层

于 10 mL 离心管，加 PBS 3 mL 洗涤，离心 10 min，

弃 上 清， 洗 涤 2 次。 加 RPMI 1640 将 细 胞 沉 淀

重悬，细胞计数，调整细胞密度为 2×106/mL。

每 份 标 本 分 成 2 管（ 实 验 管 和 同 型 对 照 管），

每管 400 μL，混匀，实验管加入表面抗体 Anti-
Human LAP PE 5 μL、Anti-Human CD4 FITC 5 μL、

Anti-Human CD25 APC 5 μL； 同 型 对 照 管 加 入 相

应的同型抗体。室温、避光孵育 15 min。加 PBS 

3 mL，离心 5 min，弃上清，注意保护沉淀。沉淀

加入 1% 多聚甲醛 400 μL 重悬，过滤细胞悬液移

入流式检测管，上流式细胞仪检测，每个样本平

行重复 3 次，取平均值。

1.4　3H 脱 氧 胸 腺 嘧 啶 苷 掺 入 法 检 测 外 周 血

CD4+LAP+Treg 细胞免疫抑制功能

急性期哮喘患儿在发病 3 d 内且未使用任何药

物治疗前，缓解期患儿在药物治疗后 3 个月，对

照组儿童在健康体检时空腹采集外周静脉血 20 mL

于肝素钠抗凝管中。用淋巴细胞分离液分离人外

周血单个核细胞（PBMC）。参照免疫磁珠（MACS）

CD4+LAP+Treg 分离纯化试剂盒说明书进行操作，

分离出 CD4+LAP+Treg、CD4+LAP-T 淋巴细胞。每

个研究对象为一个样本，每个样本设 3 个孔，分

别 加 入 单 独 培 养 的 5×104 CD4+LAP+Treg 细 胞、

5×104 CD4+LAP-T 淋巴细胞及两者按照 1 : 1 的比

例共培养的细胞，接种于抗 CD3 包被的 96 孔板中，

加入浓度为 5 mg/L 的抗 CD28 抗体。培养结束前
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16~18 h 加入最终放射活性为 37 kBq/ 孔的 3H- 脱

氧胸腺嘧啶苷培养液继续培养，收集细胞至玻璃

纤维纸上，置 37℃孵箱烘干，烘干后收集细胞滤纸，

置于专用孔中，加入液闪液，密封后用液闪仪测

定每分钟放射计数（cpm）。抑制率 =[1-（两种 T

细胞共培养的 cpm/CD4+LAP-T 淋巴细胞单独培养

的 cpm）]×100%。

1.5　统计学分析

应用 SPSS 17.0 统计软件对数据进行统计学分

析。正态分布计量资料以均数 ± 标准差（x±s）

表示，多组数据比较采用单因素方差分析，组间

两两比较行 SNK-q 检验，P<0.05 为差异有统计学

意义。

2　结果

2.1　各组 CD4+LAP+Treg 亚群比例比较

哮喘急性期组 CD4+LAP+Treg 占 CD4+T 细胞百

分比低于哮喘缓解期组及健康对照组（P<0.05），

哮喘缓解期组与健康对照组相比，差异无统计学

意义（P>0.05），见表 1。

表 2　各组 CD4+LAP+Treg 细胞和 CD4+LAP-T 淋巴细胞

共培养后 cpm 值和抑制率比较　（x±s）

组别 例数 cpm 值 抑制率 (%)

健康对照组 30 30 200±3 588 62±11

哮喘急性期组 40 68 700±8 556a 21±4a

哮喘缓解期组 35 37 600±4 156b 55±9b

F 值 20.754 24.125

P 值 <0.05 <0.05

注：[cpm] 每 分 钟 放 射 计 数；a 示 与 健 康 对 照 组 比 较，
P<0.05；b 示与哮喘急性期组比较，P<0.05。

表 1　各组 CD4+LAP+Treg 占 CD4+T 细胞比例比较

（x±s，%）

组别 例数 CD4+LAP+Treg/CD4+T 细胞

健康对照组 30 4.6±3.0

哮喘急性期组 40 2.0±1.0a

哮喘缓解期组 35 4.1±2.4b

F 值 15.856

P 值 <0.05

注：a 示与健康对照组比较，P<0.05；b 示与哮喘急性期组
比较，P<0.05。

2.2　CD4+LAP+Treg 细胞对 CD4+LAP-T 淋巴细胞

的免疫抑制功能

哮 喘 急 性 期 组 CD4+LAP+Treg 细 胞 和

CD4+LAP-T 淋巴细胞共培养后的 cpm 值高于哮喘

缓解期组和健康对照组（P<0.05），哮喘缓解期组

与健康对照组相比，差异无统计学意义（P>0.05）；

哮 喘 急 性 期 组 CD4+LAP+Treg 细 胞 对 CD4+LAP-T

淋巴细胞抑制率低于哮喘缓解期组和健康对照组

（P<0.05），哮喘缓解期组与健康对照组相比，差

异无统计学意义（P>0.05）。见表 2。

3　讨论

哮喘是儿童期常见的慢性呼吸道疾病，具有

病程长、反复发作、需要长期治疗等特点，严重

影响儿童的健康和生活质量。据流行病学调查统

计 [6]，2010 年我国 33 个城市儿童哮喘患病率为

2.11%，较 10 年前上升 32.7%。

哮喘发病机制十分复杂，有研究表明肺组织

中抗原递呈细胞、树突状细胞、T 辅助细胞（T 

help cells, Th）、Th17 细胞、Treg 及其相互作用参

与了哮喘发病过程，此外哮喘外周血和肺组织中

也存在 Th1/Th2、Treg/Th17 比例失衡 [7-9]。

目 前 的 Treg 细 胞 类 型 包 括 经 典 的

CD4+CD25+FOXP3+Treg、分泌 IL-10 的 1 型调节性

T 细 胞（Tr1 Treg） 和 分 泌 TGF-β 的 Th3 Treg。

CD4+CD25+FOXP3+Treg 细胞在维持外周免疫耐受，

预防自身免疫性疾病以及抑制慢性炎症性疾病中

发挥着重要作用。研究发现，CD4+CD25+FOXP3+

Treg 细胞在哮喘、系统性红斑狼疮、类风湿性关

节炎等多种免疫性疾病患者外周血中数目减少，动

物实验表明，增加循环中的 CD4+CD25+FOXP3+Treg

细胞数量，可以减轻以上动物模型疾病的进展，

进一步证实了 Treg 细胞在维持免疫平衡方面的重

要作用 [10-12]。

2003 年，Oida 等 [13] 首次在小鼠体内发现了

一类新型的 T 细胞亚群，其特点是该细胞膜表面

表达 LAP，即 CD4+LAP+Treg 细胞，该细胞亚群同

样具有免疫抑制作用。2010 年，Gandhi 等 [2] 又在

人外周血中分选出了 CD4+LAP+Treg 细胞，该细胞

表型定义为 CD4+LAP+Treg，这类细胞膜表面标记

与天然产生的 CD4+CD25+FOXP3+Treg 细胞不同，

其活化和增殖不依赖于 IL-2，可被 IL-8 放大。它
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所分泌的细胞因子包括 IL-8、IL-9、IL-10、IFN-γ
和 TGF-β，CD4+LAP+Treg 细胞的抑制功能与经典

的 CD4+CD25+FOXP3+Treg 细胞相似，其抑制功能

依赖于 TGF-β，IL-10 的介导以及细胞与细胞接触

抑制的途径，但是其抑制效应 T 细胞的功能却要

比经典的 CD4+CD25+FOXP3+Treg 细胞高 50 倍 [14]。    

本 研 究 中 发 现 在 数 量 上， 急 性 期 组

CD4+LAP+Treg 占 CD4+T 细 胞 百 分 比 显 著 低 于

哮喘缓解期组及健康对照组，而哮喘缓解期组

与健康对照组相比，差异无统计学意义，这与

既 往 对 CD4+CD25+Foxp3+Treg 细 胞 在 哮 喘 患 儿

中 的 研 究 结 果 一 致 [15]， 说 明 CD4+LAP+Treg 的

减 少 与 哮 喘 的 急 性 发 作 有 关， 在 哮 喘 得 到 控

制 后， 体 内 CD4+LAP+Treg 数 量 也 得 到 恢 复。

CD4+CD25+Foxp3+Treg 细胞可维持哮喘模型小鼠气

道 的 免 疫 耐 受 能 力， 增 加 CD4+CD25+Foxp3+Treg

细 胞 数 量 可 以 有 效 减 轻 哮 喘 的 症 状。 虽 然

CD4+LAP+Treg 不表达 Foxp3，但是可表达产生抑制

性 T 淋巴细胞相关的分子，包括颗粒酶 B 和细胞

毒 T 淋巴细胞抗原 -4（CTLA-4），这类分子参与

免疫反应的负调节，在动物实验中这类细胞能有

效抑制哮喘小鼠的肺部炎症反应，因此被认为是

治疗和分析哮喘的一个靶点 [16]。因此，本研究中

哮喘患儿外周血中 CD4+LAP+Treg 数量减少可能导

致哮喘患儿气道免疫耐受能力下降，肺部炎症反

应不能得到有效抑制，从而参与了哮喘的急性发

病过程。

从 功 能 上 看， 哮 喘 急 性 期 组 CD4+LAP+Treg

和 CD4+LAP-T 淋巴细胞共培养后的 cpm 值高于哮

喘缓解期组和健康对照组，哮喘缓解期组与健康

对照组相比，差异无统计学意义；哮喘急性期组

CD4+LAP+Treg 细胞对 CD4+LAP-T 淋巴细胞抑制率

显著低于哮喘缓解期组和健康对照组，哮喘缓解

期组与健康对照组相比，差异无统计学意义，表

明哮喘急性期患儿 CD4+LAP+Treg 细胞不能有效抑

制效应 T 细胞的增殖能力。CD4+LAP+Treg 细胞的

功能包括通过抑制效应 T 细胞的功能及其分泌的

细胞因子以及细胞与细胞直接接触的方式抑制效

应 T 细胞的增殖，除此之外，CD4+LAP+Treg 细胞

还可通过抑制 B 淋巴细胞的增殖以及抗体的分泌

起到免疫调节作用 [17]。本研究中哮喘患儿急性期

CD4+LAP+Treg 细胞对效应 T 细胞抑制率下降，抑

制功能减弱，进一步证实了 CD4+LAP+Treg 细胞可

通过细胞与细胞直接接触的方式抑制效应 T 细胞

的增殖。哮喘患儿进入缓解期后，CD4+LAP+Treg

细 胞 功 能 恢 复 正 常， 哮 喘 患 儿 炎 性 细 胞 因 子

IL-6、IL-17 的 水 平 都 恢 复 正 常 [18]， 可 能 提 示

CD4+LAP+Treg 细胞功能恢复有效抑制了效应 T 细

胞分泌细胞因子，从而减轻哮喘患儿的症状。

综上所述，哮喘作为与自身免疫密切相关

的疾病，免疫失衡参与了该病的发展，我们推测

CD4+LAP+Treg 细 胞 数 量 的 减 少 和 功 能 的 下 降 可

能导致哮喘患儿不能维持气道的免疫耐受，有效

抑制效应性 CD4+T 淋巴细胞的活化、增殖及分泌

细胞因子，以及抑制 B 淋巴细胞的增殖和抗体的

分泌；而免疫耐受能力的下降、效应细胞产生的

细胞因子 IL-6、IL-17 以及 IgE 等抗体均参与了哮

喘患儿气道炎性反应及气道重构的过程，从而导

致了哮喘的急性发作。但是 CD4+LAP+Treg 细胞与

效应 T 淋巴细胞及其产生的炎性细胞因子具体如

何发挥作用以及 CD4+LAP+Treg 细胞是否可作为哮

喘的免疫治疗新的方法有待进一步研究。
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