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摘　要:目的　明确调节性 T细胞(Treg),Foxp３基因,白细胞介素１０(ILＧ１０)在布鲁菌病中的变化特点及相关性.方法

收集新疆维吾尔自治区人民医院２０１９年６月－２０１９年１２月期间２０例急性布鲁菌病患者、２９例慢性布鲁菌病患者和５２例

健康对照人群的外周血,使用流式细胞术检测 Treg细胞数量,提取PBMC使用荧光定量PCR检测Foxp３的 mRNA水平,使
用 AimPlex法检测血浆中ILＧ１０含量.对 Treg细胞与Foxp３mRNA,ILＧ１０的相关性进行分析.结果　与正常对照组相比,

急性布病组的 Treg细胞比例增加(t＝２．８７,P＝０．０１),Foxp３的 mRNA 水平增高(t＝３．４２,P＜０．０１),ILＧ１０水平增高(t＝
７􀆰９０,P＜０．０１);慢性布病组的 Treg细胞数量增加(t＝１０．８２,P＜０．０１)、Foxp３的 mRNA 水平增加(t＝６．８９,P＜０．０１)和ILＧ
１０水平均明显增高(t＝２１．４２,P＜０．０１).与急性布病组相比,慢性布病组的 Treg细胞数量增加(t＝４．９６,P＜０．０１),Foxp３
的 mRNA水平增加(t＝２．３８,P＝０．０２),ILＧ１０水平明显增高(t＝７．６４,P＜０．０１).布鲁菌病患者的 Foxp３的 mRNA 表达水

平与 Treg数量呈正相关(R＝０．７２,P＜０．０１),ILＧ１０水平与 Treg数量呈正相关(R＝０．７１,P＜０．０１).结论　布鲁氏菌感染后

出现 Treg细胞数量增多,Foxp３基因表达上调以及ILＧ１０水平增高的现象,这可能是导致布鲁氏菌持续感染的原因.
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StudyonthechangecharacteristicsofregulatoryTcellsinBrucellainfection

LIURong,WANGChangＧmin,HAOLiＧjun,LUPeiＧpei,LIZhiＧwei

(ClinicalLaboratoryCenterofPeoplèsHospitalofXinjiangUygurAutonomousRegion,Urumqi８３０００１,China)

Abstract:ToidentifythecharacteristicsandcorrelationofregulatoryTcells(Treg),Foxp３geneandinterleukin１０(ILＧ
１０)inbrucellosis．Theperipheralbloodsampleswerecollectedfrom２０patientswithacutebrucellosis,２９patientswithchronic
brucellosisand５２healthycontrolsfromJune２０１９toDecember２０１９inPeople＇sHospitalofXinjiangUygurAutonomousReＧ

gion．FlowcytometrywasusedtodetectthenumberofTregcells,fluorescencequantitativePCRwasusedtomeasurethemRＧ
NAlevelofFoxp３inextractedPBMC,andAimPlexmethodwasusedtodeterminethelevelofILＧ１０inplasma．Finally,the
correlationbetweenthenumberofTregcells,thelevelofFoxp３mRNAandthelevelofILＧ１０wasanalyzed．Asresults,comＧ

paredwiththenormalcontrolgroup,theproportionofTregcellsincreased(t＝２．８７,P＝０．０１),themRNAlevelofFoxp３inＧ
creased(t＝３．４２,P＜０．０１),andtheILＧ１０levelincreased(t＝７．９０,P＜０．０１)intheacutebrucellosisgroup;similarly,and
theincreasednumberofTregcells(t＝１０．８２,P＜０．０１),thehighermRNAlevelofFoxp３(t＝６．８９,P＜０．０１),andtheinＧ
creasedILＧ１０level(t＝２１．４２,P＜０．０１)werealsofoundinthechronicbrucellosisgroup．Comparedwiththeacutebrucellosis

group,thenumberofTregcellsincreased(t＝４．９６,P＜０．０１),themRNAlevelofFoxp３increased(t＝２．３８,P＝０．０２),and
theILＧ１０levelincreased(t＝７．６４,P＜０．０１)significantlyinthechronicbrucellosisgroup．TheexpressionlevelofFoxp３mRＧ
NAandthelevelofILＧ１０inBrucellosisgroupwerepositivelycorrelatedwiththenumberofTreg(r＝０．７２,P＜０．０１;r＝
０􀆰７１,P＜０．０１)．Thus,thephenomenonoftheincreasednumberofTregcells,theupregulatedexpressionofFoxp３gene,and
theincreasedlevelofILＧ１０afterBrucellainfection,whichmaybethereasonforthesustainedinfectionofBrucella．
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　　布鲁菌病是全球最常见的人兽共患病之一[１].
布鲁氏菌导致的感染如得不到及时诊断和规范治疗

常会导致慢性化,有时甚至是终身的.目前关于布

鲁菌病转变为慢性状态的原因仍不明确.T细胞介

导的细胞免疫在布鲁氏菌感染中发挥关键作用[２].

Treg细胞是发挥免疫抑制的重要细胞,可以预防感

染过程中的免疫病理损害和抵御过度活跃的免疫反

应对宿主的伤害,Foxp３是 Treg细胞的转录因子,

ILＧ１０是 Treg细胞分泌产生的一种重要的抗炎免

疫抑制细胞因子[３].本文通过流式细胞术,荧光定

量PCR和 Aimplex方法评估 Treg细胞,Foxp３的

mRNA表达及ILＧ１０水平在布鲁氏菌感染中的变

化特点和相关性.为布鲁菌病的免疫应答机制提供

一定的理论依据,为布鲁菌病的治疗寻找新的治疗

靶点.

１　材料与方法

１．１　研究对象　收集２０１９年６－１２月在新疆维吾

尔自治区人民医院就诊并明确诊断为布鲁菌病的患

者４９例,其中急性期２０例,慢性期２９例,分别设立

急性布病组和慢性布病组.纳入标准:符合 WS
２６９Ｇ２０１９«布鲁菌病诊断»的标准,临床表现为发热、
骨关节痛、全身乏力等,虎红平板凝集试验(RBPT)
进行初筛阳性和试管凝集试验(SAT)检测血清中

抗布鲁氏菌特异性抗体,滴度≥１∶５０者.同期募

集５２例健康体检人群作为正常对照组,性别年龄与

急、慢性布病组无统计学差异.３组人员均进行了

虎红平板试验和试管凝集试验,急、慢性布病组发热

时进行血培养检测.３组人员均排除肿瘤、伤寒、风
湿热、结核、自身免疫病和其他各种感染等疾病的人

员.所有人员均签署知情同意书,本研究经过新疆

维吾尔自治区人民医院医学伦理学委员会批准,患
者知情同意,批准号:KY２０１８０３７４２.

１．２　仪器与试剂　美国BDFACSCantoplus流式

细胞仪,美国BioＧRad实时荧光定量PCR仪.美国

BD 的 CD３ PerCP(５５２８５１,SP３４Ｇ２),CD４ FITC
(５５０６２８,L２００),CD２５ APC(５５５４３４,MＧA２５１),

CD１２７ PE (５６１０２８,HILＧ７RＧM２１),溶 血 素

(３４９２０２).美国 GE淋巴细胞分离液 FicollＧPaque
密度梯度液(１７Ｇ５４４２Ｇ０２),北京全式金 TransScript
OneＧStepgDNARemovalandcDNASynthesisSuＧ
perMix(AT３１１),凯捷 TQuantiNavaSYBRGreen
Kit(２０８０５４),爱信 Trizol试剂(abs９３３１).

１．３　方　法

１．３．１　样本处理　采集２０例急性布鲁菌病患者、

２９例慢性布鲁菌病患者和５２例正常对照组人群的

全血标本,使用EDTA抗凝.分为３管,１管直接使

用流式细胞仪检测 Treg细胞表型和数量;１管用淋

巴细胞分离液 FicollＧPaque密度梯度液(美国 GE)
依照说明书操作步骤提取 PBMC,加入 TRLZOL
冻入－８０℃低温冰箱保存,用于 mRNA 检测;另１
管３０００r/min离心５min吸取上清转移至EP管,

－８０℃低温冰箱保存,用于ILＧ１０检测.

１．３．２　流式检测　吸取全血样本１００μL,分别加入

CD３PerCP２０μL,CD４FITC２０μL,CD２５APC５

μL,CD１２７PE２０μL.避光室温放置１５min,加入

２mL溶血素１０min后离心去上清,加入２mLPBS
洗涤离心去上清,加入５００μLPBS,重悬.上 BD
FACScantoplus流式细胞仪检测,使用 FlowJo
１０􀆰０进行数据分析.

１．３．３　荧光定量 PCR 检测　使用qRTＧPCR 检测

Treg转录因子Foxp３的 mRNA水平.将冻存的标

本取出,依照说明书步骤反转录成cDNA.扩增体

系条件:９５℃预变性５min,９５℃变性１０s,６０℃退

火３０s,共４０个循环,结果用２－△△Ct相对定量法,分
别对布鲁菌病组与正常对照组中的目的基因进行定

量.引物序列由上海生工合成,FoxP３５′ＧFGTGＧ
GCCCGGATGTGAGAAGＧ３′;FoxP３５′ＧRGGAGＧ
CCCTTGTCGGATGATGＧ３′;βＧActinＧFＧ５′:CATＧ
GTACGTTGCTATCCAGGCＧ３′,βＧActinＧRＧ５′ＧCTＧ
CCTTAATGTCACGCACGATＧ３′.

１．３．４　ILＧ１０ 检测 　 将冻存的 EP 管取出,依照

Aimplex试剂盒说明书准备标准品和样品,使用BD
FACScantoplus流式细胞仪检测荧光微球,保存流

式细胞仪的FCS数据文件,并利用软件FCAPArＧ
ray３．０进行数据结果分析.

１．４　统计学处理　使用SPSS２０．０进行统计学分

析,使用 GraphPadPrism８．０１软件制图.检测的

数据以(x±s)表示.检测方差齐性,若方差齐,两
组间均数的比较采用独立样本t检验,若方差不齐,
则采用秩和检验.各因素之间相关性分析采用

Pearson相关分析,P＜０．０５差异具有统计学意义.

２　结　果

２．１　研究对象概况　本研究共纳入急性布鲁菌病

患者２０例,年龄２６~６２岁,平均年龄４４．３±８．７岁,
慢性布鲁菌病患者２９例,年龄２２~７１岁,平均年龄

４３．１±８．６岁.正常对照组５２人,年龄２５~７２岁,
平均年龄４４．７±７．４岁.详见表１.
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表１　急慢性布病组与正常对照组的基本资料

Tab．１　Baselineofacute,chronicbrucellosisgroupand
healthycontrolgroup

项目
正常对照组

(n＝５２)
急性布病组

(n＝２０)
慢性布病组

(n＝２９)

性别

　男 ３５ １２ １９

　女 １７ ８ １０

年龄 ４４．７±７．４ ４４．３±８．７ ４３．１±８．６

发热 － １８ １４

乏力 － １２ １７

多汗 － ６ ７

疼痛 － ７ ２１

肝脾肿大 － ２ ６

淋巴结肿大 － ０ ４

虎红平板试验阳性 ０ ２０ ２９

试管凝集试验＞１∶５０ ０ ２０ ２９

细菌培养检出布鲁菌 － ９ ６

　　“－”代表阴性.

２．２　流式细胞术检测 Treg细胞　使用流式细胞术

检测CD３
＋CD４

＋CD２５
＋CD１２７low 的 Treg细胞数量

与表型.结果见图１和表２,与正常对照组相比,急
性布病组的 Treg细胞比例增加,差异有统计学意

义(t＝２．８７,P＝０．０１);慢性布病组 Treg细胞比例

显著增加,差异有统计学意义(t＝１０．８２,P＜０􀆰０１).
与急性布病组相比,慢性布病组 Treg细胞比例显

著增加,差异有统计学意义(t＝４．９６,P＜０􀆰０１).

表２　Treg、Foxp３和ILＧ１０水平(x±s)

Tab．２　LevelofTreg、Foxp３、ILＧ１０

组别 Treg(％) Foxp３mRNA ILＧ１０(pg/mL)

正常对照组 ６．１５±１．２４ ０．９８±０．３１ ４．４２±０．６８

急性布病组 ７．２０±１．７３② １．３３±０．５５③ ７．３７±２．４９③

慢性布病组 ９．５１±１．５２③⑥ １．８１±０．７５③⑤ １３．４９±２．９３③⑥

　　注:与正常对组相比:②P＜０．０５,③P＜０􀆰０１;与急性

布病组相比:⑤P＜０．０５,⑥P＜０􀆰０１.

２．３　 荧光定量 PCR 检测 Foxp３ mRNA　 使用

qRTＧPCR检测 PBMC 的 Foxp３mRNA 水平.结

果显示,与正常对照组相比,急性布病组的 Foxp３
mRNA表达增加,差异有统计学意义(t＝３．４２,P＜
０．０１);慢性布病组Foxp３mRNA表达增加,差异有

统计学意义(t＝６．８９,P＜０．０１).与急性布病组相

比,慢性布病组Foxp３mRNA 表达增加,差异有统

计学意义(t＝２．３８,P＝０．０２),如图２和表２所示.

２．４　ILＧ１０水平检测结果　本研究使用 Aimplex
法检测外周血浆中的ILＧ１０水平.结果表明,与正

常对照组相比,急性布病组的ILＧ１０水平增加,差异

有统计学意义(t＝７．９０,P＜０．０１);慢性布病组ILＧ
１０水平增加,差异有统计学意义(t＝２１．４２,P＜
０􀆰０１).与急性布病组相比,慢性布病组ILＧ１０水平

增加,差异有统计学意义(t＝７．６４,P＜０􀆰０１),如图

２和表２所示.

注:A为正常对照组;B为急性布病组;C为慢性布病组.

图１　Treg细胞数量和表型

Fig．１　Tregcellnumberandphenotype
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２．５　Treg细胞与Foxp３mRNA,ILＧ１０的相关性　
分析布鲁菌病患者的 Treg数量与 Foxp３mRNA
表达水平的相关性以及 Treg数量与ILＧ１０表达水

平的相关性.结果表明,Foxp３mRNA 和 Treg数

量呈正相关(R＝０．７２,P ＜０．０１),ILＧ１０ 水平与

Treg数量呈正相关(R＝０．７１,P＜０．０１),如图３.

　　注:A Treg比例,B为 Foxp３mRNA 相对表达水平,B为

ILＧ１０水平.与正常对组相比:②P＜０．０５,③P＜０􀆰０１;与急性

布病组相比:⑤P＜０．０５,⑥P＜０．０１.

图２　Treg、Foxp３和ILＧ１０的水平

Fig．２　Treg,Foxp３andILＧ１０levels

　　注:A为Foxp３与 Treg相关性分析,B为ILＧ１０与 Treg相

关性分析

图３　Treg细胞与Foxp３,ILＧ１０的相关分析图

Fig．３　CorrelationanalysisofTregcellsandFoxp３,ILＧ１０

３　讨　论

布鲁菌病慢性患者较多[４],免疫机制不清,给患

者身体健康带来极大危害.布鲁氏菌作为胞内寄生

菌,T淋巴细胞主导的细胞免疫在抵御布鲁氏菌感

染中发挥关键作用[５].宿主无法抵御布鲁氏菌长期

感染的原因可能是由于适应性免疫反应减弱而导

致.CD４
＋T细胞参与了适应性免疫应答的调节[６],

可以通过分化成不同的亚型调节宿主的免疫应答,

Treg细胞是一种具有免疫抑制活性的CD４
＋T细胞

亚群,对于各种病理和生理学免疫应答的负调控至

关重要.Treg细胞除了可抑制外部或自身抗原的

过度免疫反应,还可防止多种自身免疫性疾病[７],最
重要的是 Treg细胞也与病原体感染和癌症相关的

过度免疫反应的负向控制有关,在某些情况下可能

对宿主有害,导致慢性感染[８].布鲁氏菌慢性化程

度较高的原因可能与 Treg细胞数量增多有关[９].
本研究结果显示,在布鲁菌病患者的 Treg细胞数

量升高,慢性布病患者升高更为显著,Hasanjani
等[１０]也发现 Treg细胞在布鲁菌病患者中显著增多

的现 象,动 物 实 验 发 现 在 布 鲁 氏 菌 持 续 感 染 中

Tregs细胞保持其抑制功能[１１].因此,研究结果表

明 Treg细胞参与了布鲁菌病的发生和发展.由于

Treg细胞的增多可以有效抑制炎症反应,Treg细

胞可以增加免疫细胞上的抑制性表面分子如B７的

表达,并下调抗原提呈细胞功能,竞争性抑制 APC
细胞上的协同共刺激分子活化.Treg还能抑制

NK 细胞的增殖、细胞因子分泌和细胞毒作用[１２].

Treg细胞上表达的CD２５是ILＧ２的受体,可以有效

抑制ILＧ２的生物学功能,而ILＧ２可以促进 Th１细

胞和 NK 细胞增殖活化[１３].因此,Treg细胞的这

些生物学功能可能是导致布鲁氏菌持续感染的原

因.

Foxp３是 Treg细胞的转录因子,对于 Treg细

胞的发育和功能控制发挥关键作用[１４],该转录因子

已被认为是 Treg细胞发育和功能的主开关或调节

器.本研究结果发现Foxp３的 mRNA 水平在布鲁

菌病患者特别是慢性患者中明显高于正常对照组,
说明Foxp３在布鲁氏菌感染后出现上调,而Foxp３
表达的高低变化代表了 Treg细胞功能的强弱变

化[１５].Foxp３通过直接或间接激活和抑制数百个

基因来控制 Treg细胞发育和发挥生物学功能.

ILＧ１０和 TGFＧβ是 Treg细胞主要释放的２个

发挥免疫抑制功能的细胞因子,以避免机体产生过

度的免疫反应.我们的结果发现布鲁菌病组患者的

血浆中的ILＧ１０的水平明显高于健康对照组,并且

ILＧ１０的增高水平与 Treg细胞数量呈正相关,这说

明 Treg细胞增多并上调ILＧ１０水平来发挥抑制功

能.Treg细胞通过产生ILＧ１０来发挥负向调节效

应 T 细胞的功能.ManuelRZ等[１６]曾报道ILＧ１０
在布鲁氏菌持续感染中增高.我们前期也报道了布

鲁氏菌 感 染 者 血 清 中 TGFＧβ 的 水 平 也 显 著 增

高[１７],结合本文发现的 Treg细胞比例增加的情况,
我们认为布鲁氏菌感染机体后,细菌会诱导宿主免

疫应答向负向免疫发展,进而延缓宿主对布鲁氏菌

的清除,最终导致布病迁延不愈.
我国北方农牧地区布鲁氏菌感染者较多,慢性

患者众多.我们的研究显示 Treg功能表达过度可

能是布鲁氏菌发生持续感染的原因之一.布鲁氏菌

０５８ 中 国 人 兽 共 患 病 学 报 ２０２０,３６(１０)



感染后出现 Treg细胞数量增多,Foxp３基因表达上

调以及ILＧ１０水平增高的现象,这些结果导致了布

鲁氏菌免疫应答的有害作用.通过本研究我们认为

布鲁氏菌感染机体后,布鲁氏菌会诱导宿主免疫应

答向负向免疫发展,进而延缓宿主对布鲁氏菌的清

除,最终导致布病迁延不愈.通过抑制 Treg细胞

或功能的免疫治疗手段已经尝试用于肿瘤等疾病的

治疗[１８].因此,掌握布病持续感染时 Treg的变化

特点、了解 Treg在布鲁氏菌中的作用,通过免疫手

段抑制或阻断 Treg数量和功能有望成为布病免疫

治疗的潜在靶点,为控制布鲁氏菌持续感染带来新

的思路.
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