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脂肪间充质干细胞及非甲基化胞嘧啶鸟嘌呤核苷酸对
食物过敏幼鼠外周血中 CD4+CD25+Treg 的影响

陈旭琳 1　郑成中 1,2
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［摘要］　目的　 观 察 脂 肪 间 充 质 干 细 胞（ADSC）、 非 甲 基 化 胞 嘧 啶 鸟 嘌 呤 核 苷 酸（CpG-ODN）

对 食 物 过 敏 幼 鼠 外 周 血 中 CD4+CD25+ 调 节 性 T 细 胞（CD4+CD25+Treg） 的 表 达 水 平 及 免 疫 干 预 作 用。

方法　将 40 只 BALB/c 雌性小鼠随机分为对照组、过敏组、ADSC 治疗组（ADSC 组）和非甲基化 CpG-ODN 治

疗组（CpG-ODN 组），每组 10 只；通过卵清蛋白（OVA）腹腔注射基础致敏和灌胃激发致敏建立小鼠食物过

敏模型；对照组给予等量生理盐水替代；ADSC 组在激发致敏前后两个时间点分别给予腹腔注射 ADSC（1×106

个 / 只）；CpG-ODN 组在每次灌胃激发前 1 h 给予腹腔注射非甲基化 CpG-ODN（40 μg/ 只）溶液。模型成功建

立后对各组小鼠进行过敏症状评分；酶联免疫吸附法检测各组小鼠血清中 OVA-IgE 水平；流式细胞仪检测小

鼠外周血中 CD4+CD25+Treg 水平 ; 取各组小鼠空肠行苏木精 - 伊红染色，进行病理分析。结果　过敏组过敏症

状评分及血清中 OVA-IgE 水平均高于对照组（P<0.05），ADSC 组、CpG-ODN 组过敏症状评分及血清中 OVA-
IgE 水平比较差异均无统计学意义（P>0.05），但均低于过敏组，高于对照组（P<0.01）。过敏组外周血中

CD4+CD25+Treg 水平低于对照组（P<0.05），ADSC 组、CpG-ODN 组外周血中 CD4+CD25+Treg 水平均高于过敏

组（P<0.05），且与对照组比较及两组间比较差异均无统计学意义（P>0.05）。病理结果显示过敏组空肠黏膜

层绒毛结构破坏、水肿，大量的嗜酸性粒细胞及淋巴细胞浸润；ADSC 组和 CpG-ODN 组空肠黏膜层绒毛结构部

分破坏、无明显水肿，有少量嗜酸性粒细胞及淋巴细胞浸润。结论　ADSC 和非甲基化 CpG-ODN 干预对食物过

敏均有一定的治疗效果；均可提高食物过敏幼鼠体内 CD4+CD25+Treg 水平，同时降低 OVA-IgE 的表达水平，与

诱导免疫耐受有一定的关联作用，且两种干预效果相当，但具体作用机制仍需要进一步探究。
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Abstract: Objective    To investigate the effects of adipose-derived stem cells (ADSC) and non-methylated CpG-
oligodeoxynucleotides (CpG-ODN) on the expression of peripheral blood CD4+CD25+ regulatory T (Treg) cells in 
young mice with food allergy, as well as their immune intervention effects. Methods    A total of 40 female BALB/c 
mice were randomly divided into control group, allergic group, ADSC treatment group, and CpG-ODN treatment group, 
with 10 mice in each group. A mouse model of food allergy was established by intraperitoneal injection and intragastric 
administration of ovalbumin (OVA) for sensitization and challenge. The mice in the control group were treated with 
normal saline at the same dose; the mice in the ADSC treatment group were given intraperitoneal injection of ADSC 
(1×106 cells for each mouse) before and after OVA challenge, and those in the CpG-ODN treatment group were given 
intraperitoneal injection of non-methylated CpG-ODN solution (40 μg for each mouse) at 1 hour before challenge by 
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食物过敏（food allergy, FA）是指机体被某种

食物致敏后，再次接触该食物，所产生的异常免

疫反应。流行病学调查显示，儿童 FA 的发病率约

为 4%~7%，并以较高的速度逐年增长，严重影响

了儿童的健康成长和生命安全。部分患儿在 FA 后

能产生免疫耐受，但目前免疫耐受的机制尚不清

楚。

免疫系统拥有对过敏原产生免疫耐受的外周

机 制， 调 节 性 T 细 胞（regulatory T cell, Treg） 发

育发展是微生物清除减弱、保持微生物持续存在

和限制相应组织损伤的结果 [1]。根据表面标志、

产生细胞因子和作用机制的不同，可将 Treg 分为

CD4+CD25+Treg、Th1、Th3、自然杀伤 T 细胞等。

CD4+CD25+Treg 是日本学者 Sakaguchi 等 [2] 于 1995

年首次报道。其中 CD4+CD25+Treg 是一群具有免

疫抑制功能的细胞亚群，可通过直接接触和 / 或分

泌抑制性细胞因子来下调机体免疫系统对抗原的

免疫反应性，在机体免疫系统中执行负向调节免

疫反应的功能，对维持免疫自稳起到至关重要的

作用。本实验通过建立 FA 模型，观察非甲基化胞

嘧啶鸟嘌呤核苷酸（CpG-ODN）及脂肪间充质干

细胞（adipose-derived stem cell, ADSC）对 FA 小鼠

干预治疗后 CD4+CD25+Treg 表达水平的影响，探

讨其在 FA 发病机制中的免疫调节作用。

1　材料与方法

1.1　实验动物

取 10 只 SPF 级 6~8 周龄 BALB/c 雌性小鼠，

用 于 ADSC 的 分 离、 培 养 与 诱 导 [3]； 另 取 40 只

SPF 级 2~3 周龄 BALB/c 雌性小鼠，随机分为对照

组、过敏组、ADSC 治疗组（简称 ADSC 组）、非

甲基化 CpG-ODN 治疗组（简称 CpG-ODN 组），

每组 10 只。所有小鼠均购买并饲养于中国科学院

动物研究所 SPF 级动物房，在实验前均给予适应

性饲养 2 d，给予不含卵清蛋白（OVA）饲料饲养，

自由进食、饮水。

1.2　试剂及药品

胎牛血清（德国 Biochrom AG 公司）、DME/

F12 培养基（美国 Hyclone 公司）、Ⅰ型胶原酶（美

国 Sigma 公司）、0.25% 胰蛋白酶、10× 磷酸缓

冲盐溶液（PBS）（北京雷根生物技术有限公司）、

0.9% 氯化钠注射液（中国大冢制药有限公司）、

OVA（V 级，美国 Sigma 公司）、非甲基化 CpG-
ODN1826（上海生工生物股份有限公司）、CD4-
FITC、CD25-PE、Rat IgM-PE（德国 Miltenyi 公司）。

1.3　ADSC 分离培养后成脂及成骨诱导鉴定

参 照 文 献 [3]， 将 小 鼠 颈 椎 脱 臼， 取 腹 股 沟

处 脂 肪， 消 化、 离 心、 接 种、 培 养。 取 第 3 代

gavage. The allergic symptom scores were determined for each group after model establishment. ELISA was used 
to measure the serum level of OVA-IgE. Flow cytometry was used to measure the percentage of peripheral blood 
CD4+CD25+ Treg cells. Hematoxylin and eosin staining was used for the pathological analysis of the jejunum. Results    
The allergic group had significantly higher allergic symptom scores and serum level of OVA-IgE than the control 
group (P<0.05). There were no significant differences in the allergic symptom score and the serum level of OVA-IgE 
between the ADSC treatment group and the CpG-ODN treatment group (P>0.05), but these two groups had significantly 
lower allergic symptom scores and serum level of OVA-IgE than the allergic group and significantly higher allergic 
symptom scores and serum level of OVA-IgE than the control group (P<0.01). The allergic group had a significantly 
lower percentage of peripheral blood CD4+CD25+ Treg cells than the control group (P<0.05). The ADSC treatment 
group and the CpG-ODN treatment group had a significantly higher percentage of peripheral blood CD4+CD25+ Treg 
cells than the allergic group (P<0.05); there were no significant differences between these two groups or between them 
and the control group (P>0.05). Pathological results showed structural damage and edema in the jejunal villi, a large 
number of eosinophils, and lymphocyte infiltration in the allergic group, while the ADSC treatment group and the CpG-
ODN treatment group had less structural damage and edema in the jejunal villi, a lower number of eosinophils, and less 
lymphocyte infiltration. Conclusions    ADSC and non-methylated CpG-ODN have a certain effect in the treatment of 
food allergy and can increase the percentage of peripheral blood CD4+CD25+ Treg cells and reduce the level of OVA-
IgE. They may be associated with the induction of immune tolerance and these two treatment have comparable effects. 
Detailed mechanisms of action still need further investigation.              [Chin J Contemp Pediatr, 2017, 19(5): 590-595]

Key words: Food allergy; CD4+CD25+ regulatory T cell; Adipose-derived stem cell; Non-methylated CpG-
oligodeoxynucleotides; Mice
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ADSC，给予成脂诱导培养基诱导分化，2 周后进

行油红 O 染色鉴定。染色鉴定步骤：取出细胞培

养板，每孔均加入 4% 多聚甲醛固定 15 min 后，

自来水洗板 2 次，每次 2 min；再用超纯水洗板 2

次，每次 2 min；每孔再加入 60% 的异丙醇溶液，

放置约 30 s，加入油红 O 染液染色 20 min 后，放

入 75% 的酒精进行分色，再用蒸馏水清洗；然后

加入 Mayer 苏木素染液，复染 3 min；再加入 ORO 

Buffer 放置 1 min；流水冲洗，晾干，倒置显微镜

下观察，拍照。

取第 3 代 ADSC，给予成骨诱导培养基诱导分

化，3 周后进行茜素红染色鉴定。染色鉴定步骤：

取出细胞培养板，PBS 洗板 3 次，每孔均加入 4%

多聚甲醛固定 10 min 后，超纯水清洗 3 遍，加入 2%

茜素红染液染色 30 min，蒸馏水洗板 3 次，晾干，

倒置显微镜下观察，拍照。

1.4　FA 模型建立

FA 模型建立参照文献 [3-5]。基础致敏：实验第 0、

14 天，过敏组、ADSC 组、CpG-ODN 组腹腔注射

OVA 致敏液 0.2 mL/ 只（250 μg/mL）。激发致敏：

实验第 17、20、23、26、29 天，过敏组、ADSC 组、

CpG-ODN 组以 OVA 致敏液 0.3 mL/ 只（2 mg/mL）

灌胃；其中 CpG-ODN 组在每次灌胃激发前 1 h，

给予腹腔注射非甲基化 CpG-ODN 溶液 0.08 mL/ 只

（ 约 40 μg）。ADSC 组 在 实 验 第 15、30 天 给 予

腹腔注射 ADSC 细胞悬液 0.2 mL/ 只（细胞数约为

1×106 个）。对照组在基础致敏和激发致敏阶段

均用 0.9% 氯化钠注射液代替。观察各组小鼠致敏

前后过敏症状，并给予评分。

1.5　过敏症状评分

过敏症状评分标准参照文献 [3-5]。0 分：无明

显症状；1 分：抓耳挠腮，抓挠身体其他部位；2 分：

口周红、腹泻、易激惹、呼吸急促；3 分：眼睛嘴

巴浮肿、尾巴紫绀、呼吸浅慢；4 分：活动低下或

无活动；5 分：死亡。

1.6　CD4+CD25+Treg 及 OVA-IgE 检测

FA 模 型 建 立 后 4~6 h， 各 组 小 鼠 摘 除 眼 球

取血，每只小鼠取 0.2 mL 血置于抗凝管中，而

后置于流式管中，采用流式细胞仪检测外周血中

CD4+CD25+Treg 的含量，具体步骤参照说明书；另

取 0.6 mL 血置于 EP 管中，离心后取血清，采用

酶联免疫吸附法（ELISA）检测血清中 OVA-IgE 的

含量，具体步骤参照说明书。

1.7　小肠病理切片制备

取各组小鼠空肠置于中性福尔马林中固定，

脱水、包埋、切片，苏木素 - 伊红（HE）染色，

显微镜下观察。

1.8　统计学分析

采用 SPSS 17.0 统计学软件对数据进行统计学

分析，正态分布计量资料采用均数 ± 标准差（x±s）

表示，多组间的比较采用单因素方差分析，组间

两两比较采用 SNK-q 检验，P<0.05 为差异有统计

学意义。

2　结果

2.1　ADSC 成脂及成骨诱导鉴定

取第 3 代 ADSC，给予成脂诱导 5~6 d 后，发

现细胞内出现小脂滴，继续诱导脂滴逐渐增大并

且融合，诱导 2 周后给予油红 O 染色可见大量脂质，

见图 1。

图 1　成脂诱导 2 周鉴定结果（油红 O 染色，×400）　

　脂滴形成，呈现红色（箭头所示）。

取第 3 代 ADSC，给予成骨诱导约 1 周，细

胞形状呈现为多角形，胞质内可见少许颗粒；约 2

周时细胞呈现出集落样生长，有钙质沉积；3 周时

细胞呈融合状态，出现明显的钙结节，给予茜素

红染色呈现为红色，见图 2。
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2.2　各组小鼠过敏症状评分情况

建模完成后，各组小鼠过敏症状评分比较

差 异 有 统 计 学 意 义（F=98.0，P<0.001）。 其 中

过敏组过敏症状评分（6.5±0.7）分别高于对照

组（0.2±0.4）、ADSC 组（4.1±1.1） 和 CpG-
ODN 组（4.5±1.0）（P<0.01）；ADSC 组 与 CpG-
ODN 组间过敏症状评分比较差异无统计学意义

（P>0.05），但均高于对照组（P<0.05）。

2.3　各组小鼠空肠黏膜病理变化

过敏组小鼠黏膜层绒毛结构破坏，顶部可见

水肿，大量的嗜酸性粒细胞及淋巴细胞浸润，符

合Ⅰ型变态反应的特点；对照组小鼠黏膜层绒毛

结构完整，未见水肿，无嗜酸性粒细胞及淋巴细

胞浸润；ADSC 组小鼠黏膜层绒毛结构部分破坏，

无明显水肿，有少量嗜酸性粒细胞及淋巴细胞浸

润；CpG-ODN 组小鼠黏膜层绒毛结构部分破坏，

无水肿，有少量嗜酸性粒细胞及淋巴细胞浸润（图

3）。

2.4　各组小鼠血清 OVA-IgE 水平变化

与 对 照 组 相 比， 过 敏 组 血 清 中 OVA-IgE 水

平 升 高（P<0.05）；ADSC 组、CpG-ODN 组 血 清

OVA-IgE 水平低于过敏组（P<0.05），但仍高于

对照组（P<0.05）；ADSC 组血清 OVA-IgE 水平与

CpG-ODN 组比较差异无统计学意义（P>0.05）。

提示 ADSC 和非甲基化 CpG-ODN 均可降低过敏小

鼠血清中 OVA-IgE 水平；且两种治疗方法对降低

过敏小鼠血清 OVA-IgE 水平无差异。见表 1。

2.5　各组小鼠外周血 CD4+CD25+Treg 水平变化

与对照组相比，过敏组外周血中 CD4+CD25+Treg

表 1　各组小鼠血清 OVA-IgE 及外周血 CD4+CD25+Treg

表达水平比较　（n=10，x±s）

组别 OVA-IgE (ng/mL) CD4+CD25+Treg (%)*

对照组 1.0±0.9 8.4±0.5

过敏组 48.5±19.8a 7.3±1.1a

ADSC 组 19.1±8.4a,b 8.4±0.6b

CpG-ODN 组 15.7±8.8a,b 8.6±1.7b

F 值 33.2 2.9

P 值 <0.05 <0.05

注：a 示 与 对 照 组 比 较，P<0.05；b 示 与 过 敏 组 比 较，
P<0.05；* 示 CD4+CD25+Treg 占外周血 T 淋巴细胞的百分比。

图3　各组小鼠空肠黏膜形态及结构 （苏木精 - 伊红染色，

×400）　　A：对照组小鼠空肠黏膜层绒毛（黑色箭头所示）结

构完整，无水肿及炎性细胞浸润；B：过敏组小鼠空肠黏膜层绒毛

结构破坏（黄色箭头所示），顶部可见水肿，大量的嗜酸性粒细胞（绿

色箭头所示）及淋巴细胞浸润；C：ADSC 组小鼠空肠黏膜层绒毛

结构部分破坏，无明显水肿，有少量嗜酸性粒细胞及淋巴细胞（红

色箭头所示）浸润；D：CpG-ODN 组小鼠空肠黏膜层绒毛结构部

分破坏，无水肿，有少量嗜酸性粒细胞及淋巴细胞浸润。

水平降低（P<0.05）；ADSC 组、CpG-ODN 组外周

血中 CD4+CD25+Treg 水平均高于过敏组（P<0.05），

且与对照组比较差异无统计学意义（P>0.05），说

明 ADSC 和非甲基化 CpG-ODN 均可提高过敏小鼠

外周血中 CD4+CD25+Treg 的表达水平； ADSC 组外

周血 CD4+CD25+Treg 水平与 CpG-ODN 组比较差异

无统计学意义（P>0.05），说明两种治疗方法对提

高过敏小鼠外周血 CD4+CD25+Treg 表达水平无明

显差异。见图 4，表 1。图 2　成骨诱导 3 周鉴定结果（茜素红染色，×200）　

　可见红色的钙结节堆积成片（箭头所示）。

A B

C D
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3　讨论

ADSC、非甲基化 CpG-ODN 对 FA 患者体内

CD4+CD25+Treg 表达水平的影响报道较少，既往研

究提示 CD4+CD25+Treg 与免疫耐受有关，本课题

组推测在 FA 中可能存在 CD4+CD25+Treg 数量减少

和 / 或功能不全，非甲基化 CpG-ODN 及 ADSC 可

能提高 FA 模型小鼠外周血中 CD4+CD25+Treg 的表

达水平，本研究从 CD4+CD25+Treg 的角度对 FA 免

疫耐受机制做进一步探讨。 

Treg 是一类具有免疫调节功能的 T 淋巴细

胞亚群，在维持机体免疫平衡方面起着重要作

用 [6]。 在 Treg 家 族 中，CD4+CD25+Treg 是 最 重 要

的，也是研究最多的。CD4+CD25+Treg 是一类专

职免疫细胞，发挥非特异性免疫抑制作用，不

受组织相容性复合体的限制。相关研究发现，

CD4+CD25+Treg 数量减少和 / 或功能紊乱均可导

致 各 种 免 疫 性 疾 病 [7]。 本 实 验 研 究 结 果 显 示，

过 敏 组 小 鼠 外 周 血 中 CD4+CD25+Treg 表 达 水 平

低于对照组。目前认为其发生的机制可能是：

（1）CD4+CD25+Treg 可与树突状细胞相互作用，

抑制对 T 细胞的抗原提呈作用，直接或间接发

挥免疫负向调节作用，诱导效应 T 细胞凋亡 [8]；

（2）CD4+CD25+Treg 通过分泌具有免疫抑制作用

的细胞因子（如 TGF-β1、IL-10），发挥免疫调节

作用；（3）在趋化因子的作用下，CD4+CD25+Treg

可迁移至免疫应答的部位，通过其细胞表面的细胞

毒性 T 淋巴细胞相关抗原 4 与效应细胞的相关配

体结合，发挥免疫抑制作用 [9]。当 CD4+CD25+Treg

数量减少，免疫抑制效能不足，可能是引起小鼠

FA 的主要机制之一。

本课题组前期研究已表明，非甲基化 CpG-
ODN 及 ADSC 对 FA 及其相关细胞因子有一定的干

预作用 [3-5]。本研究旨在观察非甲基化 CpG-ODN、

ADSC 对 FA 小鼠外周血 CD4+CD25+Treg 的影响，

探究其发病机制。间充质干细胞是一种具有分化增

殖和自我更新潜能的多能性干细胞，具有免疫调节

和低免疫原性的特点 [10-11]。ADSC 是除骨髓间充质

干细胞（MSCs）外重要的间充质干细胞来源，其组

织来源丰富，具有非特异性的免疫调节能力，现已

广泛用于各种炎性疾病及免疫性疾病的研究 [12-13]。

Kavanagh 等 [14] 以及 Nemeth 等 [15] 在实验中发现，

图 4　流式细胞术检测各组小鼠外周血中 CD4+CD25+Treg 表达水平　　A 为空白对照；B 为同型对照；C 为对

照组；D 为过敏组；E 为 ADSC 组；F 为 CpG-ODN 组。R3 区域表示 CD4+CD25+Treg 占 CD4+T 细胞的百分比。
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MSCs 使得 CD4+Foxp3+Treg 的表达水平上调，能够

有效地减轻过敏性疾病的症状。Kavanagh 等 [14] 对

哮喘大鼠模型进行 MSCs 移植，结果发现 MSCs 组

大鼠的 CD4+CD25+Treg 水平明显高于模型组。通

过检测过敏性鼻炎小鼠模型中 IL-10 及其 mRNA

的水平，提示回输 ADSC 可显著增加 IL-10 及其

mRNA 的表达水平 [16]。与上述实验结果类似，本

研究结果显示：ADSC 干预组小鼠 CD4+CD25+Treg

的表达水平高于过敏组，可能与 ADSC 上调了外

周血中 CD4+CD25+Treg 水平，TGF-β1 分泌增加，

抑制 T 淋巴细胞、B 淋巴细胞、巨噬细胞的增殖与

活化 [17] 有关，从而抑制了过度或偏移的免疫反应，

使过敏症状减轻。

CpG-ODN 是以胞嘧啶、鸟嘌呤结构为核心

的寡核苷酸序列，是一种新兴的免疫佐剂。CpG-
ODN 主要与表达在树突状细胞及单个核细胞等免

疫细胞上的识别受体—Toll 样受体 9 结合，发挥免

疫调节作用。CpG-ODN 可使巨噬细胞和 NK 细胞

活化，分泌 IFN-γ、IL-12，诱导 Th1 反应，同时

抑制 IL-4、IL-5 的分泌，使 Th2 反应向 Th1 反应

逆转，维持 Th1/Th2 平衡。相关研究发现，CpG-
ODN 与 Toll 样受体 9 结合可以调整体内的骨化三

醇，从而诱导调节性 T 细胞分泌 IL-10，调控免疫

反应 [18]。本实验结果显示：CpG-ODN 组小鼠外周

血 CD4+CD25+Treg 水平高于过敏组，说明非甲基

化 CpG-ODN 可以提高外周血中 CD4+CD25+Treg 水

平。

本研究提示，ADSC、非甲基化 CpG-ODN 干

预治疗可以降低 FA 幼鼠过敏症状评分，改善症状，

同时，也可明显降低其血清中 OVA-IgE 含量，提

高 CD4+CD25+Treg 表达水平，且两种治疗方法疗

效相当，在诱导 FA 免疫耐受中发挥作用，但具体

机制尚需深入研究。
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