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【摘要】   目的    探讨调节性 T细胞（Treg）的分化对放射性肺损伤的影响及其作用机制。

方法    建立 Treg抑制小鼠模型，按随机数字表法将 C57BL/6小鼠分成 4组：空白对照组、单纯

照射组、照射+免疫球蛋白 G（IgG）组和照射+CD25组，每组 12只，除空白对照组外其余 3组

小鼠给予单次 20 Gy X射线全胸照射，照射+IgG组和照射+CD25组小鼠每周腹腔注射 IgG抗体

和 CD25抗体。分别于照射后第 4周和第 8周各处死小鼠 6只，采用流式细胞术检测小鼠肺组

织内 CD25+Foxp3+Treg（Foxp3：叉头样转录因子 3）的百分比以鉴定模型是否建立成功；采用

Western blot法检测单纯照射组小鼠肺组织内神经纤毛蛋白 1（NRP1）的表达；采用免疫荧光法检

测每组小鼠肺组织内 CD25+NRP1+Treg的百分比；拍照并观察每组小鼠皮肤的损伤情况，采用

苏木精-伊红染色法检测小鼠肺组织的病理学改变；采用酶联免疫吸附测定法检测每组小鼠肺组

织内转化生长因子 β1（TGF-β1）、白细胞介素（IL）-17A、干扰素 γ（IFN-γ）、IL-2和 IL-4的水平

变化。两组间比较采用独立样本 t 检验。结果    流式细胞术检测结果显示，照射后第 4周和第

8周，单纯照射组小鼠肺组织内 CD25+Foxp3+Treg百分比 [（1.73±0.04）%、（2.13±0.15）%]均较空

白对照组 [（1.14±0.02）%、（1.70±0.06）%] 明显升高，差异均有统计学意义（t=−26.680、−4.545，
P=0.000、0.010），抑制 Treg后，第 4周和第 8周时照射+CD25组小鼠肺组织内 CD25+Foxp3+Treg
百分比 [（0.72±0.14）%、（0.27±0.02）%]均较单纯照射组明显降低，差异均有统计学意义（t=5.296、
37.538，均 P=0.000）。Western blot结果显示，照射后第 4周和第 8周，单纯照射组小鼠肺组织

内NRP1蛋白表达水平均较空白对照组升高，差异均有统计学意义（t=−7.341、−9.127，均 P=0.000）。
免疫荧光法检测结果显示，照射后第 4周和第 8周，单纯照射组小鼠肺组织内 CD25+NRP1+Treg
的百分比均较空白对照组升高，而照射+CD25组 CD25+NRP1+Treg百分比均较单纯照射组降

低，且差异均有统计学意义（t=8.926、14.457，P=0.001、0.000）。观察小鼠皮肤损伤程度后发

现，照射后第 4周和第 8周，单纯照射组小鼠皮肤损伤严重，而照射+CD25组小鼠照射后第

4周时皮肤基本完好，第 8周时出现脱毛脱皮。病理学结果显示，照射后第 4周和第 8周，与

空白对照组相比，单纯照射组小鼠的肺组织结构破坏，肺泡壁增厚，细胞外基质增多，而照

射+CD25组小鼠的肺组织结构完整，肺泡壁纤细。酶联免疫吸附测定结果显示，与空白对照组

相比，照射后第 4周，单纯照射组小鼠肺组织内 IL-17A和 IL-4的水平均升高，差异均有统计学

意义（t=−8.492、−15.796，P=0.001、0.000），照射后第 8周，TGF-β1和 IL-17A水平升高，差异

均有统计学意义（t=−11.072、−7.167，P=0.000、0.002），IL-2水平在第 4周和第 8周时均降低，

IFN-γ水平在第 4周时升高，差异有统计学意义（t=−27.393，P=0.000），第 8周时下降；与单纯

照射组相比，照射+CD25组小鼠 TGF-β1和 IL-17A水平在第 4周和第 8周时均降低（t=6.037、
4.524、5.496、4.772，均 P=0.000），IFN-γ水平升高（t=−7.006、−12.565，P=0.002、0.000），差

异均有统计学意义，而 IL-2和 IL-4水平在第 4周时均降低，第 8周时均明显升高，差异均有统

计学意义（t=2.866、−9.090、8.833、−7.191，均 P=0.000）。结论    放射性肺损伤小鼠的肺组织中

出现 Treg分化，并增强分泌 TGF-β1促炎因子，同时干扰辅助 T细胞（Th1、Th2型）细胞因子

的平衡来促进放射性肺损伤的发生。

【关键词】    T淋巴细胞，调节性；T淋巴细胞，辅助诱导；模型，动物；Th细胞平衡；放

射性肺损伤
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【Abstract】   Objective    To  investigate  the  effects  of  the  differentiation  of  regulatory  T  cells
(Tregs)  on  radiation-induced lung injury  and its  mechanism. Methods    A mouse  model  that  inhibits
Tregs  was  established.  C57BL/6  mice  were  divided  into  the  control  group,  simple  irradiation  group,
irradiation+IgG  group,  and  irradiation+CD25  group  according  to  the  random  number  table  method.
Each group comprised 12 mice. The mice in the simple irradiation group, irradiation+IgG group, and
irradiation+CD25  group  were  given  a  single  20  Gy  X-ray  full  chest  irradiation.  The  mice  in  the
irradiation+IgG group and irradiation+CD25 group were  intraperitoneally  injected with  IgG antibody
and CD25 antibody every week, respectively.  Six mice were killed at  4 and 8 weeks after irradiation
respectively. Flow cytometry was used to detect the percentage of CD25+Foxp3+Tregs in the lung tissue
of each group of mice to identify whether the model was established successfully. Then, Western blot
was  used  to  detect  the  expression  of  neuropilin  1（NRP1）   in  the  lungs  of  the  mice  in  the  control
group  and  irradiation  group.  Immunofluorescence  was  used  to  detect  the  percentage  of
CD25+NRP1+Tregs. Photos were taken to observe the skin damage of each group of mice. Hematoxylin
eosin staining was used to detect  the pathological  changes of  lung tissue.  The secretion of  cytokines,
namely, transforming growth factor-beta 1 (TGF-β1), interleukin (IL)-17A, interferon-γ (IFN-γ), IL-2,
and  IL-4,  in  the  lung  tissue  of  each  group  was  detected  by  enzyme-linked  immunosorbent  assay.
Independent  sample  t-test  was used for  comparison between the two groups. Results    The results  of
flow cytometry showed that the percentage of CD25+Foxp3+Tregs ((1.73±0.04)%, (2.13±0.15)%) in the
lung  tissue  of  mice  in  the  simple  irradiation  group  was  significantly  higher  than  that  in  the  control
group ((1.14±0.02)%, (1.70±0.06)%) (t=−26.680, −4.545；P=0.000, 0.010) at 4 and 8 weeks. After the
inhibition  of  Treg  cells,  the  percentage  of  CD25+Foxp3+Tregs  ((0.72±0.14)%,  (0.27±0.02)%)  in  the
lung tissue of mice in the irradiation+CD25 group was significantly lower than that  in the irradiation
group alone (t=5.296, 37.538；both P=0.000). The result of Western blot showed that the expression
of NRP1 protein in the lung tissue of mice in the irradiation group increased significantly (t=−7.341,
−9.127； both P=0.000).  The  results  of  immunofluorescence  showed  that  the  proportion  of
CD25+NRP1+Tregs in the lung tissue of mice in the irradiation group was higher than that in the control
group at 4 and 8 weeks after irradiation. The proportion of CD25+NRP1+Tregs in the irradiation+CD25
group was lower than that in the irradiation group (t=8.926, 14.457；P=0.001, 0.000). The skin lesions
observed  were  severe  in  the  simple  irradiation  group.  The  skin  in  the  irradiated+CD25  group  was
almost  intact  at  4  weeks,  and  hair  removal  and  peeling  still  occurred  at  8  weeks.  Hematoxylin  eosin
staining showed that  relative  to  that  in  the  control  group,  the  lung tissue  structure  of  the  mice  in  the
irradiated  group  was  destroyed,  the  alveolar  wall  was  thickened,  and  the  extracellular  matrix  was
increased at 4 and 8 weeks after irradiation. The lung tissue of the irradiated+CD25 group was intact
and the alveolar wall was slender. As indicated by the changes in inflammatory factors, relative to that
in the control group, the secretion of IL-17A and IL-4 in the lung tissue of mice increased in the simple
irradiation  group (t=−8.492,  −15.796；P=0.001,  0.000)  at  4  weeks.  After  8  weeks  of  irradiation,  the
levels  of  TGF-β1  and  IL-17A increased  significantly  (t=−11.072,  −7.167；P=0.000,  0.002),  and  the
levels of IL-2 decreased at 4 and 8 weeks. IFN-γ secretion increased at 4 weeks (t=−27.393, P=0.000)
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and  decreased  at  8  weeks.  Relative  to  that  in  the  simple  irradiation  group, TGF-β1  and  IL-17A
decreased (t=6.037, 4.524, 5.496, 4.772；all P=0.000), IFN-γ increased (t=−7.006, −12.565；P=0.002,
0.000) at 4 and 8 weeks, and IL-2 and IL-4 decreased at 4 weeks and increased significantly at 8 weeks
(t=2.866,  −9.090,  8.833,  −7.191； all  P=0.000)  in  the  irradiation+CD25  group. Conclusion    The
differentiation  of  Tregs  occurs  in  the  lung  tissue  of  mice  with  radiation-induced  lung  injury  and
promotes  the  development  of  radiation-induced  lung  injury  by  secreting  TGF-β1  pro-inflammatory
factor while interfering with the balance of helper T cell (Th)1/Th2 type cytokines.

【Key words】   T-lymphocytes,  regulatory;  T-lymphocytes,  helper-inducer;  Models,  animal;  Th
cell balance; Radiation-induced lung injury
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目前，放疗仍是肺癌、乳腺癌和食道癌等胸部

恶性肿瘤患者的重要治疗手段[1]。肺是对辐射中等

敏感的器官，放疗会导致肿瘤周围的正常肺组织受

到不同程度的损伤。近年来，随着对放射性肺损伤

机制认识的逐步加深，人们渐渐发现免疫学机制也

是其发生和发展的一个重要原因[2]。在电离辐射的

作用下，肺组织中免疫细胞的分布和特性发生改

变，进而参与放射性肺损伤。其中，调节性 T细

胞（regulatory T cells，Treg）是一种重要的免疫调节

细胞，属于 CD4+T细胞的亚群，有研究报道，Treg
可通过分泌转化生长因子 β（ transforming  growth
factor-beta，TGF-β）等细胞因子来调节各种原因引

起的肺部炎症和肺纤维化[3-5]。

Fontenot等[6] 研究结果证实，叉头样转录因子

3（ forkhead  transcription  factor  3， Foxp3）在 CD4+

CD25+Treg中特异性表达，并且是 CD4+ CD25+Treg
发育和功能发挥的关键调节因子。因此，Foxp3被

认为是 Treg的特异性标志物。还有大量研究结果

表明，除了 Foxp3外，神经纤毛蛋白 1（neuropilin
1，NRP1）是 Treg的另一种表面标志物，胸腺来源

的天然型 Treg表面高表达 NRP1，而外周来源的

诱导型 Treg表面 NRP1的表达量很低，这两种细

胞均表现出相似的免疫抑制活性及控制稳态条件下

自身免疫反应的作用[7-9]。但这两种细胞在功能上

的差异一直是学者们关注的焦点。

T淋巴细胞在各种损伤引起的炎症反应中发挥

着错综复杂的作用，不同类型的 T细胞通过分泌

不同的细胞因子来调节免疫反应的平衡。在放射性

肺损伤中，Treg与 T细胞的其他亚群，如辅助

T细胞（helper T cell，Th），包括 Th17、Th1和 Th2

型细胞等相互关联，各自分泌的代表性细胞因子

[TGF-β、白细胞介素（interleukin，IL）-17A、干扰

素 γ（interferon-γ，IFN-γ）、IL-2和 IL-4）]更是参与

其中，形成复杂的调节网络，影响放射性肺损伤的

发生发展。

目前，已有研究结果表明 Treg参与放射性肺

纤维化的发生与发展[10]，那么 Treg作为免疫调节

细胞是否参与放射性肺损伤的炎症阶段？Treg的

分化对放射性肺损伤的发展起什么作用？本研究将

围绕以上问题，深入探究 Treg的分化对放射性肺

损伤的影响及其作用机制。

1    材料与方法

1.1    实验材料

纯化免疫球蛋白 G（ immunoglobulin G，IgG）
抗体和 CD25抗体（PC61）购自美国 Biolegend公

司；异硫氰酸荧光素（FITC）-CD4抗体、别藻蓝蛋

白（APC） -CD25抗体、藻红蛋白（phycoerythrin，
PE）-Foxp3抗体和 Foxp3固定破膜液购自美国 BD
Biosciences 公司；PE-CD25抗体、TGF-β1、IL-17A、

IFN-γ、IL-2和 IL-4酶联免疫吸附测定试剂盒购

自美国 Thermo Fisher公司；NRP1抗体购自美国

Abcam公司；Ⅰ型胶原酶购自美国 GIBCO公司；

Masson三色染色试剂盒购自福州迈新生物技术有

限公司；抗原修复液、山羊血清购自北京索莱宝科

技有限公司；抗荧光淬灭剂购自上海翊圣生物科技

有限公司；二喹啉甲酸（BCA）蛋白浓度测定试剂

盒、蛋白裂解液（RIPA Lysis Buffer）和蛋白酶抑制

剂（苯甲基磺酰氟）购自上海碧云天生物技术有限公

司；绿色荧光二抗 [异硫氰酸荧光素（FITC）-兔抗
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小鼠抗体 ]购自美国 Bioworld公司。

1.2    实验动物

清洁级健康 C57BL/6小鼠，雌性，6~8周龄，

体重（20±2）g，共 48只，购自北京华阜康生物科

技股份有限公司，合格证号：SCXK（京）2014-0004。
小鼠饲养于吉林大学基础医学院实验动物中心，饲

养间温度为 (23±2)℃，每 12 h明暗交替照明。

1.3    照射方法

采用 X射线辐照仪（X-RAD 320iX，美国 PXI
公司）对小鼠进行单次全胸照射（其余部位用铅板遮

挡），照射剂量为 20 Gy，剂量率为 2.22 Gy/min，
电压 320 V，电流 12.5 mA，源皮距 60 cm。

1.4    小鼠 Treg抑制模型的建立和鉴定

将 C57BL/6小鼠按随机数字表法分成 4组：

空白对照组、单纯照射组、照射+IgG组和照射+
CD25组，每组 12只，采用 1.3节中的照射条件对

小鼠进行照射，照射+IgG组和照射+CD25组于照

射后 2 h分别腹腔注射 IgG抗体和 CD25抗体各

100 μg，每周 1次，并于照射后第 4周和第 8周各

处死小鼠 6只。采用流式细胞术检测各组小鼠肺组

织中 CD25+Foxp3+Treg的百分比来鉴定小鼠 Treg
抑制模型是否建立成功。

1.5    流式细胞术

将各组小鼠肺组织制备成单细胞悬液，用 PBS
洗 2次，重悬于 1%牛血清白蛋白中，加入 5 μL
别藻蓝蛋白（APC）-CD25抗体，于 4℃ 避光孵育

45 min，PBS洗涤后加入固定破膜液 1 mL，孵育

45 min，用 PBS洗 2次，加入 5 μL PE-Foxp3抗体，

于 4℃ 避光孵育 45  min，用 PBS洗 2次，加入

500 μL的 3%牛血清白蛋白，随后上流式细胞仪

（BD FACSCalibur，美国 BD公司）进行检测。

1.6    Western blot法
将照射后第 4周和第 8周的小鼠肺组织进行研

磨，每组 0.1 g，加入 400 μL的蛋白裂解液和 4 μL
蛋白酶抑制剂，提取细胞总蛋白，采用二喹啉甲酸

（BCA）蛋白浓度测定试剂盒测定蛋白浓度，10%
十二烷基磺酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶（SDS-PAGE）
电泳 100 min，4℃ 转膜 75 min，室温下封闭 1 h，
一抗 4℃ 孵育过夜，TBST（Tris缓冲液-Tween-20）
洗涤，二抗常温孵育 1 h，TBST洗涤，用电化学

发光（ECL）液显色。采用 ImageJ软件（https://imagej.
net/Welcome）测定各显色条带的灰度值，计算目

的蛋白条带与甘油醛 -3-磷酸脱氢酶蛋白条带

（GAPDH）（内参蛋白）灰度值的比值，即目的蛋白

表达量，并以空白对照组的蛋白表达量为 1，计算

其余各组蛋白的相对表达量。

1.7    免疫荧光法

将石蜡切片脱蜡至水，置于抗原修复液中进行

抗原修复，用 200 μL的 5%山羊血清进行封闭，一

抗用 50 μL的 NRP1抗体（1∶250稀释）和 PE-CD25
抗体（1∶250稀释）共同孵育，于湿盒内 4℃ 过

夜，滴加绿色荧光二抗（1∶500稀释）进行孵育，

用抗荧光淬灭剂封片，于荧光显微镜下观察。

1.8    小鼠皮肤损伤的观察

采用 5%水合氯醛（0.1 mL/10 g）对各组小鼠进

行麻醉，麻醉后分别拍摄每只小鼠腹面和背面的照

片，观察小鼠皮肤的损伤程度。

1.9    组织病理学检测

将各组小鼠麻醉后，从右心室进针，冲出肺内

血液，分离肺脏，置于 4%多聚甲醛中固定 24 h，
流水冲洗 24 h后将组织包埋，制作石蜡切片，行

复水、苏木精-伊红染色和脱水处理。

1.10    酶联免疫吸附测定法

取照射后第 4周和第 8周的小鼠肺组织，每组

0.1 g，加入 400 μL PBS，用组织研磨仪进行研磨，

离心半径 8 cm，3000 r/min离心 5 min，取上清保

存于−80℃ 冰箱中，按照酶联免疫吸附测定试剂盒

的说明书步骤，分别检测肺组织中 Treg代表性细

胞因子 TGF-β1和各种亚型 Th细胞代表性细胞因

子（Th17型细胞代表性细胞因子 IL-17A、Th1型细

胞代表性细胞因子 IFN-γ和 IL-2、Th2型细胞代表

性细胞因子 IL-4）的分泌水平。

1.11    统计学方法

x̄± s

采用 SPSS 24.0软件进行统计学分析。实验数

据符合正态分布且方差齐，以均数±标准差（ ）

表示，两组间比较采用独立样本 t 检验。P<0.05为

差异有统计学意义。

2    结果

2.1    小鼠 Treg抑制模型的肺组织中 CD25+Foxp3+

Treg百分比的变化

流式细胞术分析结果显示，照射后第 4周和

第 8周，单纯照射组小鼠肺组织内CD25+Foxp3+Treg
百分比分别为（1.73±0.04）%和（2.13±0.15）%，均
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较空白对照组 [（1.14±0.02）% 和 （1.70±0.06）%] 明
显升高，且差异均有统计学意义（t=−26.680、−4.545，
P=0.000、 0.010）。 照 射 +IgG组 小 鼠 肺 组 织 内

CD25+Foxp3+Treg百分比在照射后第 4周上升至

（1.81±0.04）%，第 8周上升至（3.67±0.60）%，与单

纯照射组相比，差异有统计学意义（t=−5.667，P=
0.012）。照射+CD25组小鼠肺组织内 CD25+Foxp3+

Treg的百分比于照射后第 4周下降至（0.72±0.14）%，

与单纯照射组相比，差异有统计学意义（t=5.296，
P=0.000），照射后第 8周其下降幅度更大，降至

（0.27±0.02）%，与单纯照射组相比，差异有统计学

意义（t=37.538，P=0.000）（图 1）。此结果说明我们

构建的小鼠 Treg抑制模型建立成功。

2.2    受照后小鼠肺组织内 NRP1的表达水平

如图 2所示，照射后第 4周，单纯照射组小鼠

肺组织内 NRP1蛋白的表达量是空白对照组的

2.06倍（t=−7.341，P=0.000），照射后第 8周，NRP1
蛋白的表达量是空白对照组的 2.90倍（t=−9.127，
P=0.000）。此结果提示 NRP1可能参与放射性肺损

伤的发生。

2.3    小鼠 Treg抑制模型的肺组织中 CD25+NRP1+

Treg百分比的变化

与空白对照组相比，照射后第 4周，单纯照射

组和照射+IgG组 NRP1和 CD25共同标记的 Treg
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图 1    20 Gy X射线照射后 C57BL/6小鼠 Treg抑制模型肺组织中 CD25+Foxp3+Treg的百分比    图中，A：流式细胞术分析结果图；

B：肺组织中 CD25+Foxp3+Treg百分比柱状图， a：与空白对照组比较，t=−26.680、−4.545，P=0.000、0.010；b：与单纯照射组比较，

t=5.296、−5.667、37.538，P=0.000、0.012、0.000。IgG：免疫球蛋白 G；FL2-H：荧光通道 2的脉冲高度；FL4-H：荧光通道 4的脉

冲高度；Foxp3：叉头样转录因子 3；Treg：调节性 T细胞

Fig. 1    Percentage of CD25+Foxp3+Tregs in lung tissue of the mouse Tregs inhibition model  irradiated by 20 Gy X-ray
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的荧光面积比例（即：CD25+NRP1+Treg百分比）均

增加，这说明照射后 CD25+NRP1+Treg的分化增

多，照射后第 8周这种变化更加显著。而照射后

第 4周和第 8周，照射+CD25组中CD25+NRP1+Treg
的荧光面积比例较单纯照射组降低，且差异均有统

计学意义（t=8.926、14.457，P=0.001、0.000）（图 3）。
2.4    小鼠 Treg抑制模型中各组小鼠的皮肤损伤及

肺组织形态学变化

观察小鼠皮肤损伤情况后发现，空白对照组小

鼠皮肤正常，但照射后第 4周单纯照射组和照

射+IgG组小鼠胸廓照射野皮肤出现明显的放射性

损伤，表现为脱毛、水肿以及炎性渗出；而照

射+CD25组皮肤损伤明显减轻。照射后第 8周单

纯照射组和照射+IgG组由第 4周时的脱毛、水肿

发展为脱屑、溃疡，损伤逐渐加重，而照射+CD25
组也逐渐出现皮肤损伤，表现为脱毛和干性脱皮，

但损伤程度远低于单纯照射组和照射+IgG组（图 4
中 A）。病理学结果显示，照射后第 4周，空白对

照组小鼠肺组织未见异常改变，即肺组织结构清

晰，肺泡壁完整；单纯照射组和照射+IgG组小鼠

肺组织损伤较为严重，镜下均可见肺泡炎性改变

（少量的炎性细胞如中性粒细胞浸润），肺泡壁增

厚，肺间质水肿，肺间质可见毛细血管扩张；而照射

+CD25组小鼠肺组织结构清晰，肺泡壁未见增

厚，这表明 Treg受抑制后可减轻放射性肺损伤。

照射后第 8周，单纯照射组和照射+IgG组小鼠肺

组织损伤程度较照射后第 4周更为严重，肺泡壁出

现大范围破损、断裂，大量炎性细胞浸润，液体渗

出（图 4中 B）。
2.5    放射性肺损伤中各种亚型 Th细胞分泌的细胞

因子的水平变化

Treg分泌的代表性细胞因子的变化情况：与

空白对照组相比，单纯照射组 TGF-β1水平在照射

后第 4周升高，而且第 8周升高更明显（t=−11.072，
P=0.000）；与单纯照射组相比，照射+CD25组

TGF-β1水平在照射后第 4周和第 8周均降低（t=
6.037、4.524，均  P=0.000），这说明抑制 Treg可

以抑制 TGF-β1的分泌（图 5中 A）。
Th17型细胞分泌的代表性细胞因子的变化情

况：与空白对照组相比，单纯照射组的 IL-17A水
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图 2    20 Gy X 射线照射后 C57BL/6小鼠肺组织内 NRP1蛋白的表达量变化    图中，A：SDS-PAGE电泳图；B：灰度分析结果，
a：与空白对照组比较，t=−7.341、−9.127，P=0.000、0.000。NRP1：神经纤毛蛋白 1；GAPDH：甘油醛-3-磷酸脱氢酶；SDS-PAGE：
十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶

Fig. 2    Changes of NRP1 protein in lung tissue of the C57BL/6 mouse irradiated by 20 Gy X-ray
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图 3    20 Gy X 射线照射后 C57BL/6小鼠 Treg抑制模型肺组

织内 CD25+NRP1+Treg的百分比    图中，a：与空白对照组比

较，t=−10.037、−12.728，P=0.000、0.000；b：与单纯照射组

比 较 ， t=8.583、 8.926、 14.457， P=0.001、 0.001、 0.000；
c：与同组照射后第 4周比较，t=−4.419，P=0.026。IgG：免

疫球蛋白 G；Treg：调节性 T细胞；NRP1：神经纤毛蛋白 1

Fig. 3    Percentage  of  CD25+NRP1+Tregs  in  lung  tissue  of  the
mouse Tregs inhibition model irradiated by 20 Gy X-ray
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平在照射后第 4周和第 8周明显升高（ t=−8.492、
−7.167，  P=0.001、0.002）；与单纯照射组相比，

照射+CD25组的 IL-17A水平在第 4周和第 8周均

降低（   t=5.496、4.772，P=0.000），且在照射后第

8周降低更明显，但较空白对照组仍是升高的，说

明辐射诱导的肺损伤中 IL-17A明显升高，促进炎

症，而抑制了 Treg后，IL-17A水平降低，炎症程

度也有所减轻（图 5中 B）。
Th1型细胞分泌的代表性细胞因子的变化情

况：与空白对照组相比，单纯照射组的 IFN-γ在照

射后第 4周升高（   t=−27.393，  P=0.000），第 8周

时除了单纯照射组 IFN-γ水平略有降低外，照

射+IgG组和照射+CD25组 IFN-γ均升高；与单纯

照射组相比，照射+CD25组的 IFN-γ水平在照射

后第 4周和第 8周均明显升高（t=−7.006、−12.565，
P=0.002、 0.000）（图 5中 C）；与空白对照组相

比，单纯照射组、照射+IgG组和照射+CD25组的

IL-2水平在照射后第 4周均降低，而在照射后第

8周，照射+CD25组的 IL-2水平明显比单纯照射

组高出约 2倍（t=−9.090， P=0.000）（图 5中 D）。
Th2型细胞分泌的代表性细胞因子的变化情

况：与空白对照组相比，单纯照射组的 IL-4水平

在照射后第 4周（ t=−15.796， P=0.000）和第 8周均

升高；与单纯照射组相比，照射+CD25组的 IL-4
水平在照射后第 4周降低（ t=8.833， P=0.000），第

8周明显升高（t=−7.191， P=0.000）（图 5中 E）。

3    讨论

CD4+CD25+Foxp3+Treg在维持机体免疫稳态和

耐受中起着关键作用，其通过分泌各种细胞因子

（如 IL-10和 TGF-β等）或抑制效应 T细胞等方式

来维持体内免疫系统的平衡[11]。其中，胸腺来源的

天然型 Treg（NRP1hiTreg）和外周来源的诱导型

Treg（NRP1lowTreg）都能在 IL-12表达的基础上，上

调 Th1相关分子的表达，包括 T-box 基因家族转录

因子（T-bet）、趋化因子受体 3（CXCR3）和 IFN-γ。
有文献报道，天然型 Treg在炎症条件下不稳定，

可能在 IL-6存在下转变为 Th17表型[12]。相反，诱

导型 Treg在体外和体内炎症条件下比较稳定。在

胶原诱导的关节炎小鼠模型中，诱导型 Treg相对

于天然型 Treg对破骨细胞生成和骨侵蚀显示出更

好的抑制作用[13]。但是，诱导型 Treg在维持外周

耐受中的确切作用仍不十分清楚，需要进一步探讨。

我们为了了解 Treg分化在放射性肺损伤的形

成过程中的作用，通过每周腹腔注射 CD25单克隆

抗体建立了抑制 Treg的小鼠模型[14-16]。流式细胞

术结果表明，照射+CD25组小鼠肺组织内 CD25+

Foxp3+Treg的百分比较单纯照射组降低，这说明

Treg抑制模型建立成功。之后，我们发现单纯照

射组小鼠肺组织内 NRP1蛋白表达量升高，并进一

步通过免疫荧光实验，结果发现照射后小鼠肺组织

内 CD25+NRP1+Treg增多，同时 CD25+Foxp3+Treg
（总 Treg）也增多，所以我们推测 CD25+NRP1+Treg
和 CD25+Foxp3+Treg均参与了放射性肺损伤的形成

过程。Wirsdörfer等[17] 也进行过类似的研究，他们

发现肺组织在照射早期的肺炎症阶段会引发 CD4+

Foxp3+Treg的局部和全身积聚，这与我们的研究

结果一致。从小鼠皮肤损伤的表现可以看出，单纯

照射后的小鼠皮肤发生脱毛、溃烂和出血，但是照

射后注射 CD25抗体的小鼠皮肤的脱毛和糜烂现象

第4周

第8周

空白对照组
单纯照射组
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照射+CD25 组
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图 4    20 Gy X 射线照射后 C57BL/6小鼠 Treg抑制模型中各组小鼠的皮肤损伤及肺组织的病理学改变 　图中，A：皮肤损伤的变化；

B：肺组织的病理学变化（苏木精-伊红染色，×20）。IgG：免疫球蛋白 G；Treg：调节性 T细胞

Fig. 4    Skin damage and pathological changes in lung tissue of the mouse Tregs inhibition model irradiated by 20 Gy X-ray
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明显改善，这说明抑制 Treg可以明显缓解辐射对

小鼠皮肤造成的放射性损伤。随着照射后时间的推

移，单纯照射组和照射+IgG组在照射后 8周，小

鼠皮肤损伤逐渐加重，且照射+CD25组也逐渐出

现皮肤损伤，我们推测，在放射性损伤的初期，注

射 CD25抗体可起到抑制损伤的作用，照射后 8周

这种作用依然存在，但由于损伤的逐步发展，CD25
抗体的作用被抵消，从而小鼠皮肤表现出放射性损

伤症状。从病理学结果可以看出，照射后第 4周，

单纯照射组和照射+IgG组小鼠肺组织发生炎症反

应，第 8周后损伤加重。而抑制 Treg后小鼠肺组

织结构清晰，没有出现炎性改变，这表明 Treg受

抑制后可减轻放射性肺损伤。

小鼠 Treg抑制模型建立成功后，我们检测

了肺组织内 CD25+NRP1+Treg的表达变化，结果发

现照射+CD25组小鼠肺组织中 CD25+NRP1+Treg
百分比相对于单纯照射组下降，由此我们认为

CD25+NRP1+Treg与 CD25+Foxp3+Treg发挥着相似

的功能，可以促进早期的放射性肺损伤。

肺组织受照后发生放射性肺损伤，主要表现为

放射性肺炎，发生炎症后就会有大量的炎性细胞聚

集，本研究结果显示，Treg在受照后的肺组织中

聚集，且伴随着促炎因子 TGF-β1增多，而在小鼠

Treg抑制模型中，被招募到受损肺部的 Treg明显
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图 5    20 Gy X 射线照射后 C57BL/6小鼠 Treg抑制模型肺组织中分泌的相关细胞因子的水平变化    图中，a：与空白对照组比较，

t=−28.630~6.610，均 P<0.01；b：与单纯照射组比较，t=−29.186~16.128，均 P<0.01。TGF-β1：转化生长因子 β1；IL：白细胞介素；

IFN-γ：干扰素 γ

Fig. 5    Secretion of related cytokines in lung tissue of the mouse Tregs inhibition model irradiated by 20 Gy X-ray
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减少，且肺组织中 TGF-β1减少，这说明 Treg参

与了放射性肺损伤的过程，且当 Treg抑制时放射

性肺损伤减轻。小鼠皮肤损伤程度的结果也证实了

我们的这一观点。已有文献证明，Thl型细胞因子

IFN-γ在其他因素诱导的肺纤维化中具有抑制成纤

维细胞增殖的作用，即抑制纤维化的功能[18]。本研

究结果证明，照射后给予 CD25抗体抑制 Treg后，

IFN-γ增多，发挥了其抵抗炎症的作用，减弱了早

期的放射性肺损伤。因此，我们认为 Treg抑制后

导致的 Th1型细胞因子 IFN-γ的增多可能是放射性

肺损伤缓解的重要原因。有研究结果表明，IL-17A
具有促进肺纤维化的功能[19-20]，且中和小鼠体内的

IL-17A能修复博来霉素引起的肺炎，减弱肺纤维

化，提高小鼠的存活率[21-23]。受照后肺组织中 IL-17A
水平升高，这说明 IL-17A在辐射诱导的肺损伤中

起到了促进炎症的作用，并且加入 CD25抗体后抑

制了 IL-17A的分泌，减缓了炎症的进程。Thl和 Th2
型细胞因子在其他因素引起的纤维化中发挥了重要

作用[24-25]，Th1型细胞因子（如 IL-2和 IFN-γ）可抑

制纤维细胞分化[23, 26]，而 Th2型细胞因子（如 IL-4
和 IL-10）可促进纤维细胞分化，并通过促进成纤

维细胞的增殖和胶原蛋白的产生来调节纤维化组织

修复[27]。在许多炎性病变的晚期，包括哮喘、硬皮

病（全身性硬化）、心脏纤维化、肝纤维化、早期类

风湿性关节炎、热损伤、肥厚性瘢痕和各种肺纤维

化中，均发现了一种或多种促纤维化细胞因子（IL-4、
IL-10、IL-13或 TGF-β）水平的升高[28-30]。本研究结

果显示 IL-4水平在单纯照射后的第 4周和第 8周

都是升高的，而在照射后 4周，照射+CD25组中

IL-4水平较照射+IgG组降低，这说明抑制 Treg后，

降低了 IL-4水平，减缓了炎症的进程，但照射后

8周，照射+CD25组中 IL-4水平显著升高，这说明

抑制 Treg已经无法抑制纤维化的进程，这从小鼠

皮肤损伤的表现中也可以得到证明。

Treg的分化对放射性肺损伤的影响不仅仅是

通 过 CD25+Foxp3+Treg和 CD25+NRP1+Treg的 作

用，Treg、Th17细胞和 Th1/Th2型细胞分泌的多种

细胞因子也参与其中。本研究结果将为预防或缓解

放射性肺损伤提供更多的实验依据。
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