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摘　要　为深入研究滤泡辅助性Ｔ细胞（Ｔｆｈ）的分化调控机制，比较并建立了人Ｔｆｈ细胞体外诱导分化的模型：分别采用外
周血淋巴细胞直接分离以及磁珠分选后的细胞诱导分化，比较不同来源ＮａｖｅＴ细胞的分化结果，同时探究了ＴＣＲ刺激信
号ａｎｔｉｈＣＤ３ｅ的固相包被与可溶性刺激对分化效率的影响，并考察极化因子 ＩＬ１２不同浓度诱导 Ｔｆｈ细胞分化效果，利用
流式细胞术检测Ｔｆｈ分化效率（ＣＤ４＋ＣＸＣＲ５＋ＩＣＯＳ＋ＰＤ１＋），结合ＥＬＩＳＡ法检测Ｔｆｈ标志细胞因子ＩＬ２１的表达水平，最终
确定了５μｇ／ｍＬａｎｔｉｈＣＤ３ｅ抗体预包被４℃过夜，磁珠分选后的Ｔ细胞在ＩＬ１２终浓度为１ｎｇ／ｍＬ时与其他极化因子诱导
分化６ｄ后，分化水平可达２０４％，初步建立了人Ｔｆｈ细胞体外诱导分化最佳条件，为探讨人Ｔｆｈ细胞分化机制及相关的靶
向Ｔｆｈ的分子药效、毒性与细胞水平的代谢实验提供了有效的检测平台。
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　　滤泡辅助性Ｔ细胞（Ｔｆｈ）是确证于２００９年的
新类型ＣＤ４＋Ｔ细胞亚群［１］，在人体内主要分布于

扁桃体等次级淋巴器官，其表面存在高表达的

ＣＸＣＲ５、ＰＤ１、ＩＣＯＳ等黏附分子或趋化因子，通过

分泌 ＩＬ２１与提供 ＣＤ４０／ＣＤ４０Ｌ、ＰＤ１／ＰＤＬ１、
ＣＤ８４／ＣＤ８４等接触性信号参与滤泡生发中心的形
成并激活 Ｂ细胞的增殖分化与抗体亲和力筛选循
环［２］。人体内的Ｔｆｈ细胞主要集中于扁桃体，在健
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康人的外周血中 Ｔｆｈ细胞所占淋巴细胞比例低于
１％且多数为无法直接辅助 Ｂ细胞激活的静息状
态［３－４］，因此直接从外周血富集 Ｔｆｈ细胞效率较
低，所得细胞其体内分化条件无法控制，不利于

Ｔｆｈ增殖分化调控机制的研究。因此本研究需要
建立人Ｔｆｈ细胞的稳定有效的体外分化平台。

Ｔｆｈ的体内分化过程曾被认为依赖 ＩＬ６、ＩＬ２１
与ＳＴＡＴ３而不依赖其他 Ｔｈ１、Ｔｈ１７亚群分化依赖
的信号，而后续的研究发现，Ｔｆｈ的关键转录因子
Ｂｃｌ６的激活或过表达均可显著提高 Ｔｆｈ标志性趋
化因子 ＣＸＣＲ５与 ＰＤ１的表达［５－６］，而 Ｂｃｌ６的表
达上调可受多种细胞因子调控，包括一部分 Ｔｈ１、
Ｔｈ１７亚群的依赖分子如ＩＬ１２、ＩＬ２３与ＴＧＦβ等。

因此，本研究比较了Ｔｆｈ体外分化的初始细胞
群状态、ＴＣＲ激活信号溶解性与 ＩＬ１２诱导浓度对
Ｔｆｈ体外分化效率的影响，结合流式细胞术与
ＥＬＩＳＡ实验进行 Ｔｆｈ体外分化水平评价，为研究
Ｔｆｈ分化调控机制及以其为靶点的新型药物开发
提供了有效的检测平台。

!

　材　料

人ＩＬ２１ＥＬＩＳＡ试剂盒（杭州联科生物技术有
限公司）；人ＣＤ４免疫磁珠阳性分选试剂盒、人外
周血单核细胞（ＰＢＭＣ）分离液（美国 ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏ
ｔｅｃｈ公司）；ＢＢ５１５小鼠抗人 ＣＤ４抗体、ＰＥ小鼠抗
人 ＣＤ２７８抗体、ＰｅｒＣＰＣｙ５５小鼠抗人 ＣＸＣＲ５抗
体、ＡＰＣ小鼠抗人 ＣＤ２７９抗体、ＦＡＣＳ染色缓冲液
与流式管（美国 ＢＤ公司）；ａｎｔｉｈＣＤ３ｅ，ａｎｔｉｈＣＤ２８
单抗（美国 Ａｂｃａｍ公司）；ｈＩＬ６，ｈＩＬ１２，ｈＩＬ２３，
ｈＴＧＦβ（美国Ｒ＆Ｄ公司）。健康人外周血样品取
自江苏省中大医院门诊部。

"

　方　法

２１　从人外周血单核细胞（ＰＢＭＣ）诱导Ｔｆｈ分化
将总细胞分为预包板与非预包板２个大组，大

组内分为 ＩＬ１２的４个浓度梯度组。预包板组提
前一天以终浓度５μｇ／ｍＬａｎｔｉｈＣＤ３ｅ铺板并４℃
孵育过夜，细胞铺板前以 ＰＢＳ将包被液洗去。将
人外周血小心置于 ＰＢＭＣ分离液上层，避免扰动，
于１７００ｒ／ｍｉｎ离心 ３０ｍｉｎ后吸取 ＰＢＭＣ层，以
ＲＰＭＩ１６４０培养基稀释并计数，于２４孔板中以每
孔１×１０６个细胞的密度，５００μＬ体系铺板并加入

细胞因子诱导分化，可溶ａｎｔｉｈＣＤ３ｅ组加入终浓度
为５μｇ／ｍＬ的 ａｎｔｉｈＣＤ３ｅ，其余细胞因子两组相
同，剂量均为终浓度：ａｎｔｉｈＣＤ２８１μｇ／ｍＬ，ＩＬ１２
（０１，０５，１）ｎｇ／ｍＬ，ＩＬ６１０ｎｇ／ｍＬ，ＩＬ２３１０ｎｇ／
ｍＬ，ＴＧＦβ５ｎｇ／ｍＬ。在５％ＣＯ２细胞培养箱中培
养３ｄ后半量换液，继续培养３ｄ，分别收取细胞进
行流式检测，细胞上清液通过ＥＬＩＳＡ检测 ＩＬ２１表
达水平。

２２　从人ＮａｖｅＣＤ４＋Ｔ细胞诱导Ｔｆｈ分化
ＰＢＭＣ的分离同“２１”项，分离后将 ＰＢＭＣ重

悬计数，每 １×１０７个细胞加入磁珠分选缓冲液
４０μＬ与人 ＮａｖｅＣＤ４＋生物素标记抗体 １０μＬ，
４℃孵育５ｍｉｎ，再加入缓冲液 ３０μＬ与 Ｎａｖｅ
ＣＤ４＋ＴＣｅｌｌ分选微珠２０μＬ，混匀后于４℃孵育
１０ｍｉｎ，经磁柱分选收集流穿即为ＮａｖｅＣＤ４＋Ｔ细
胞。诱导培养条件与“２１”项相同。
２３　流式细胞术检测诱导后Ｔ细胞分化比例

诱导分化的细胞经２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后
收集细胞，染色缓冲液洗涤细胞一次，体积比

１∶１０００加入 ＢＢ５１５小鼠抗人 ＣＤ４，ＰＥ小鼠抗人
ＩＣＯＳ，ＰｅｒＣＰＣｙ５５小鼠抗人 ＣＸＣＲ５，ＡＰＣ小鼠抗
人ＰＤ１抗体，冰上暗处孵育１ｈ，以染色缓冲液洗
涤２次后重悬上机。在流式检测过程中，先设淋巴
细胞门，再以 ＣＤ４＋ＣＸＣＲ５＋设门，框选 ＰＤ１＋

ＩＣＯＳ＋双标细胞群并收集１×１０４个细胞，以Ｆｌｏｗｊｏ
软件处理流式细胞术结果。

２４　ＥＬＩＳＡ检测细胞上清液中细胞因子浓度
诱导分化６ｄ后离心收集细胞上清液，将上清

液２０μＬ加入预包人ＩＬ２１捕获抗体的酶标板中，
同时加入稀释的人ＩＬ２１检测抗体５０μＬ，３７℃孵
育１５ｈ。加入ＰＢＳＴ３００μＬ洗板６次，后加入酶
标二抗，３７℃孵育３０ｍｉｎ。重复洗涤步骤，每孔加
入显色底物ＴＭＢ１００μＬ，避光室温孵育２０ｍｉｎ后
以终止液停止反应，３０ｍｉｎ内以酶标仪进行
４５０ｎｍ与 ６３０ｎｍ双波长检测，得到校准的吸
收度。

２５　统计学方法
应用 Ｇｒａｐｈｐａｄ５０１软件进行统计分析，计量

结果均采用 珋ｘ±ｓ形式表示。组间的显著性检验采
用配对ｔ检验，组内显著性检验采用独立样本 ｔ检
验，以Ｐ＜００５为差异具有统计学意义。
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　结　果

３１　外周血单核细胞诱导的Ｔｆｈ分化水平
在不同ＴＣＲ信号刺激相条件下以不同浓度的

ＩＬ１２诱导６ｄ后，ＥＬＩＳＡ检测细胞上清液中 ＩＬ２１
水平如图１所示，可见 ＩＬ２１分泌水平与 ＩＬ１２诱
导浓度呈正相关，证明分化平台有效，且需提高ＩＬ
１２诱导浓度。在固相包被 ａｎｔｉｈＣＤ３ｅ组的 ＩＬ２１
水平显著高于可溶型ａｎｔｉｈＣＤ３ｅ组。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥＬＩＳＡｔｅｓｔｓｏｆＩＬ２１ｌｅｖｅｌｉｎＰＢＭＣｄｅｒｉｖｅｄａｎｄＮａｖｅ
ＣＤ４＋Ｔｃｅｌｌｓｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｗｉｔｈｂｏｔｈｐｒｅｃｏａｔｅｄａｎｄｓｏｌｕｂｌｅａｎｔｉ
ｈＣＤ３ｅ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜０００５

３２　ＮａｖｅＣＤ４＋Ｔ细胞诱导的Ｔｆｈ分化水平
经磁珠分选后得到 ＮａｖｅＣＤ４＋ Ｔ细胞，以

“２１”项下相同方法诱导分化６ｄ后，ＥＬＩＳＡ检测
ＩＬ２１水平如图１，得到 ＩＬ２１分泌水平与 ＩＬ１２诱
导浓度的正相关，证明 ＮａｖｅＣＤ４＋ Ｔ细胞的诱导
分化平台有效。

３３　流式细胞术检测Ｔｆｈ细胞分化效率
以流式细胞仪检测诱导分化的各组与对照组中

ＣＤ４＋ＣＸＣＲ５＋ＰＤ１＋ＩＣＯＳ＋Ｔ细胞分化效率，可以
发现，对比预包被诱导组最高达２０４％的分化效率，
未诱导组仅为１３％，证明体外诱导Ｔｆｈ分化平台有
效（图２）。同时可见分化效率与ＩＬ１２诱导浓度呈
正相关，由此得到最优分化条件为：ａｎｔｉｈＣＤ３ｅ
５μｇ／ｍＬ预包板，ａｎｔｉｈＣＤ２８１μｇ／ｍＬ，ＩＬ１２（０１，
０５，１）ｎｇ／ｍＬ，ＩＬ６１０ｎｇ／ｍＬ，ＩＬ２３１０ｎｇ／ｍＬ，ＴＧＦ
β５ｎｇ／ｍＬ诱导ＮａｖｅＣＤ４＋Ｔ细胞分化６ｄ。

$

　讨　论

Ｔｆｈ细胞在滤泡中接受 Ｂ细胞呈递的抗原信
号后促使邻接 Ｂ细胞生存与增殖，Ｂ细胞表面的
ＩＬ２１受体能介导Ｂ细胞内Ｂｃｌ６表达与Ｂ细胞增

殖［５］，上调浆细胞分化水平［６］。

多种自身免疫性疾病中均有自身抗体的参与，

包括类风湿关节炎、系统性红斑狼疮、重症肌无力

等，而患有这些自身免疫性疾病的患者往往出现增

强的生发中心反应与升高的血液Ｔｆｈ细胞数量［７］。

研究发现，在系统性红斑狼疮患者体内出现异常升

高的ＣＸＣＲ５＋ＩＣＯＳ＋Ｔｆｈ样细胞［８］，在这些患者中，

系统性红斑狼疮的临床评分与血清自身抗体水平

和循环Ｔｆｈ频率间存在显著正相关。体外加入抗
ＣＤ４０Ｌ抗体可显著减少ＩｇＧ分泌水平说明ＣＤ４０Ｌ
ＣＤ４０相互作用可能在发病过程中起到重要作
用［８］。ＯＸ４０信号异常升高也可能通过提高Ｔｆｈ水
平对系统性红斑狼疮发病做出贡献［９］。

目前已知的Ｔｆｈ分化所需的关键信号包括 ＩＬ
６、ＩＬ１２、ＩＬ２１、ＩＬ２３、ＴＧＦβ等，这些细胞因子在
多篇文献中均被报道能有效诱导高效分泌 ＩＬ２１
的ＣＤ４＋Ｔ细胞［１０］。其中，ＩＬ６、ＩＬ２１与 ＩＬ２３均
已被证明可通过激活ＳＴＡＴ３信号通路上调关键转
录因子 Ｂｃｌ６的表达水平并抑制与其拮抗表达的
Ｂｌｉｍｐ１。相较于 Ｔｈ１７细胞在体外的诱导分化条
件，ＩＬ１２在 Ｔｆｈ诱导分化中的作用更为显著［１１］。

ＩＬ１２被发现在诱导高表达 ＩＬ２１的 ＣＤ４＋Ｔ细胞
与诱导Ｔｆｈ细胞关键转录因子Ｂｃｌ６表达的过程中
有显著作用，在体外单独以ＩＬ１２诱导ＮａｖｅＣＤ４＋

Ｔ细胞表现出促 Ｂ细胞分泌 ＩｇＡ、ＩｇＭ与 ＩｇＧ的能
力［１２］。ＩＬ１２与ＩＬ２３共用的Ｔｈ细胞表面受体ＩＬ
１２Ｒβ１受体缺陷患者表现出显著的 Ｔｆｈ分化水平
降低与生发中心形成减少。这都说明了 ＩＬ１２在
Ｔｆｈ体外诱导过程中的独特作用。本实验的目的
并不在于证明 ＩＬ１２对 Ｔｆｈ细胞的诱导分化作用，
而在于摸索其诱导作用的最佳浓度。因此，本实验

探究了在 Ｔｆｈ其他诱导因子存在的条件下，ＩＬ１２
的剂量对Ｔｆｈ诱导分化效率的影响，结论为 ＩＬ１２
的诱导浓度与Ｔｆｈ分化效率呈正相关，１ｎｇ／ｍＬＩＬ
１２诱导时，Ｔｆｈ分化效率峰值可达 ＣＤ４＋ＣＸＣＲ５＋

细胞的２０％。诱导分化的 Ｔｆｈ细胞体现出高表达
的ＩＣＯＳ水平，而ＩＣＯＳ的高表达证明此类Ｔｆｈ处于
激活状态，可以通过ＩＣＯＳ信号辅助 Ｂ细胞增殖分
化，进一步证明了本实验诱导条件的优势。

Ｔ细胞的增殖分化均需要 ＴＣＲ信号激活，而
作为强ＴＣＲ信号的ａｎｔｉｈＣＤ３ｅ单抗处于可溶相或
处于固体基质连接相时激活ＴＣＲ信号的强度可以
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有很大差别。在体内环境中，ＴＣＲ信号在 ＡＰＣ表
面高表达，内源性 ＣＤ４＋Ｔ细胞的激活所需的 ＴＣＲ
信号均来自ＡＰＣ。因此内源性ＴＣＲ信号均为连接
固相（ＡＰＣ）的状态。因此本实验中探索了 ａｎｔｉ

ｈＣＤ３ｅ单抗过夜包被于细胞培养板底与可溶状态
的相态差异对Ｔｆｈ体外分化效率的影响，发现固相
包被的ａｎｔｉｈＣＤ３ｅ单抗在相同浓度下激活 Ｔ细胞
分化的能力显著高于可溶相态。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＦＡＣＳａｎａｌｙｓｉｓｏｆｉｎｖｉｔｒｏｉｎｄｕｃｅｄｃｅｌｌｓｇａｔｅｄｂｙＣＤ４＋ＣＸＣＲ５＋（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ：ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＴｆｈｃｅｌｌｓ（ＣＤ４＋ＣＸＣＲ５＋ＰＤ１＋ＩＣＯＳ＋）ａｎａｌｙｚｅｄｂｙＦＡＣＳ；Ｂ：ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＴｆｈｂｙＦＡＣＳ，ｐｒｅｃｏａｔｅｄ
ａｎｔｉｈＣＤ３ｅｉｎｄｕｃｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｔｈａｎｓｏｌｕｂｌｅａｎｔｉｈＣＤ３ｅ
Ｐ＜００１

　　抗原提呈细胞（ＡＰＣ）包含树突状细胞、Ｂ细胞
等，其表面的多种共刺激因子对于 Ｔ细胞的活化
有着重要的辅助作用。Ｔ细胞激活增殖所需的共
刺激因子在生理条件下大部分由 ＡＰＣ提供，而文
献报道体外环境下加入 ＣＤ２８单抗作为共刺激因
子可以大为减少抗原提呈细胞（ＡＰＣ）的辅助作用，
ＩＬ６与ＩＬ２３均已被证明可通过激活 ＳＴＡＴ３信号

通路上调Ｔｆｈ细胞分化的关键转录因子Ｂｃｌ６的表
达水平并抑制与其拮抗表达的Ｂｌｉｍｐ１，ＩＬ１２也被
发现在诱导 Ｂｃｌ６表达的过程中有显著作用，从而
建立了人 Ｔｆｈ细胞体外诱导分化的初步模型。本
实验首先探索了从人 ＰＢＭＣ中直接诱导与先经过
ａｎｔｉｈＣＤ３磁珠阴性筛选得到的 ＮａｖｅＣＤ４＋ Ｔ细
胞开始诱导所得的Ｔｆｈ分化效率差异，在体外存在
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ａｎｔｉＣＤ２８共刺激因子的条件下，ＮａｖｅＣＤ４＋ Ｔ细
胞开始的诱导分化相较于从 ＰＢＭＣ开始可以得到
更高的分化效率。

影响Ｔｆｈ体外分化的因素尚有许多未曾探索，
例如诱导的最佳时长、细胞因子环境的再优化、在

体外无共刺激因子条件下的 ＡＰＣ辅助效率，均有
待进一步实验验证。本实验最终确定的 Ｔｆｈ体外
诱导分化条件为预包板 ａｎｔｉＣＤ３ｅ与 ａｎｔｉＣＤ２８活
化，ＩＬ６，ＩＬ１２，ＩＬ２３，ＴＧＦβ诱导ＮａｖｅＣＤ４＋Ｔ细
胞分化６ｄ，流式检测 Ｔｆｈ细胞分化效率在１８％ ～
２０％，此方案具有诱导效率高、诱导时间短、诱导方
法简单等优点，为Ｔｆｈ细胞的分化调控机制研究提
供了可靠的体外平台。
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·校园信息·

本刊编辑部被评为“２０１７年中国高校科技期刊优秀团队”

由中国高校科技期刊研究会组织的“２０１７年中国高校科技期刊优秀团队”评选结果于２０１７年１１月８日公布。
活动共评选出高校科技期刊优秀团队９８个，《中国药科大学学报》编辑部榜上有名。

本次评选旨在鼓励高校科技期刊编辑出版单位，不断提高期刊编辑出版质量和学术影响力，充分肯定高校科技

期刊的创新精神、辛勤努力和突出贡献，稳定并壮大编辑队伍、进一步提升高校科技期刊工作，鼓励团队合作、促进学

风建设。

此次获奖，得益于《中国药科大学学报》编辑部长期以来严谨求实的工作作风，编辑部始终重视刊物学术质量、认

真做好编辑出版工作，是编辑部全体人员齐心努力、为药学学术成果传播兢兢业业工作的结果。

（本刊编辑部）
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