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[摘　要 ] 目的：探讨雷帕霉素对哮喘调节性T细胞体外分化的作用及机制。方

法：采用卵蛋白致敏、激发制备哮喘模型。采用超高速流式细胞分选仪收集哮喘

小鼠和正常小鼠的脾CD4+CD25– T细胞，进一步分为三组，其中模型对照组予转化

生长因子β（TGF-β）、白介素（IL）-2，雷帕霉素组予TGF-β、IL-2的同时用雷帕霉素

（终浓度为 500 nmol/L）进行干预。采用流式细胞仪检测调节性 T细胞水平和

CD4+CD25– T细胞增殖情况；采用蛋白质印迹法测定哺乳动物雷帕霉素靶蛋白复合

体（mTORC）1/2通路相关蛋白S6、Akt磷酸化水平。结果：与模型对照组比较，雷

帕霉素组调节性T细胞比例增加，CD4+CD25– T细胞增殖水平降低，mTORC1/2信号

通路下游S6、Akt磷酸化水平降低（均P<0.05）。结论：雷帕霉素可促进调节性T细

胞的分化及功能，其在一定程度上与抑制mTORC1/2信号通路相关。
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[Abstract ] Objective: To investigate the mechanism of rapamycin in promoting
asthmatic regulatory T cell differentiation in vitro. Methods: Asthma model was prepared
by sensitization and challenge of ovalbumin in mice. Spleen CD4+CD25– T cells were
sorted from the asthmatic mice and normal mice by ultrahigh speed flow cytometer, and
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divided into three groups. Transforming growth factor-β and interleukin-2, or combined
with rapamycin (final concentration of 500 nmol/L) were given in the model group or the
rapamycin group. The levels of Treg cells and CD4+CD25– T cells were detected by flow
cytometry. The phosphorylation level of downstream proteins of S6 and Akt in the
mTORC1/2 signaling pathway were examined by Western blotting. Results: Compared
with the model group, the differentiation level of Treg cells in the rapamycin group was
significantly increased, the proliferation level of CD4+CD25– T cells was decreased, and
the phosphorylations of the mTORC1/2 substrates, S6 protein and Akt were decreased （all
P<0.05）. Conclusion: Rapamycin can promote the differentiation and function of Treg
cells via inhibition of the mTORC1/2 signaling pathway.
[Key words ] Asthma; Rapamycin; Regulatory T cell; Mammalian target of rapamycin;
Differentiation; Proliferation; In vitro experiment

[J Zhejiang Univ（Med Sci）, 2021, 50（5）: 621-626.]
[缩略语 ] 哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mammalian target of rapamycin，mTOR）；mTOR
复合体（mTOR complex，mTORC）；白介素（interleukin，IL）；别藻蓝蛋白（allophy-
cocyanin，APC）；藻红蛋白（phycoerythrin，PE）；异硫氰酸荧光素（fluorescein isothiocya-
nate，FITC）；叉头状转录因子P亚组（forkhead box P，Foxp）；磷酸盐缓冲液（phosphate
buffer solution，PBS）；甘油醛-3-磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，
GAPDH）；转化生长因子（transforming growth factor，TGF）

调节性T细胞是一类具有免疫调节功能的T
细胞亚群，可抑制效应T细胞的增殖和活化，从而

维持自身免疫耐受[1]。持续性慢性气道炎症是哮

喘重要的发病机制，调节性T细胞可抑制Th2细胞

等效应T细胞的增殖和活化，对控制哮喘气道炎症

具有重要作用[2]。研究发现，哮喘患者调节性T细
胞水平及功能显著降低[3]，因此促进调节性T细

胞分化从而上调其水平可能是治疗哮喘的可行

途径。

调节性T细胞分化的调节机制尚未阐明，目

前认为mTOR信号通路在其中发挥重要作用。研

究发现 ，大剂量雷帕霉素在体外可同时抑制

mTORC1和mTORC2信号，促进调节性T细胞的增

殖及分化[4]。本团队前期研究发现，雷帕霉素在

体内可改善哮喘模型气道炎症，降低 IL-4等Th2细
胞因子表达，其作用与抑制mTORC1信号通路相

关，而对mTORC2信号通路无抑制作用，推测雷帕

霉素对mTOR信号通路的不同作用可能与其剂量

相关[5]。本研究基于mTOR信号通路，拟从细胞

水平进一步探讨雷帕霉素对调节性T细胞分化的

作用及机制。

1 材料与方法

1.1 材料和仪器

8周龄健康Balb/c雌性小鼠 10只（体重 20~
22 g）由上海西普尔-必凯实验动物有限公司提

供。卵蛋白（V级）和乙酰甲胆碱为美国Sigma公
司产品；雷帕霉素为美国Gene Operation公司产

品；ImjectTM明矾佐剂为美国Thermo Fisher公司产

品；1640培养基为美国Gibco公司产品；小鼠流式

抗体APC-CD4抗体、PE-CD25抗体及FITC-Foxp3
抗体为美国eBioscience公司产品；mTOR信号通路

抗体磷酸化S6核糖体蛋白抗体（Ser235/236）、S6
核糖体蛋白抗体、磷酸化Akt （Ser473）、Akt及
GAPDH内参抗体为美国CTS公司产品。超高速

流式细胞分选仪及流式细胞检测仪为美国

Beckman公司产品；小鼠哮喘造模雾化仪器（Boy
Sx 085G3005）为德国PARI公司产品。

1.2 建立哮喘模型

将6只Balb/c雌性小鼠于实验第0天腹腔及

皮下分别注射致敏液各0.1 mL（含卵蛋白40 μg、
Imjec t TM明矾佐剂 0.05 mL、等渗氯化钠溶液
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0.15 mL），第7天重复致敏。第14天起用1%的卵

蛋白等渗氯化钠溶液雾化吸入激发，每日1次，每

次30 min，连续1周。正常小鼠采用等渗氯化钠溶

液替代卵蛋白雾化。

1.3 流式细胞术分选CD4+CD25– T细胞

取正常小鼠和哮喘模型小鼠，采用2%戊巴比

妥钠腹腔注射麻醉，无菌取脾（哮喘模型小鼠6只，

正常小鼠4只），用弯剪将脾脏剪成小块，加入1640
培养基制成细胞悬液，用淋巴细胞分离液分离后取

中间白雾层，洗涤，300×g离心5 min，沉淀后PBS重
悬，细胞计数。取2×107个脾淋巴细胞，加入80 μL
PBS、10 μL PE-CD25抗体和10 μL APC-CD4抗体，

混合均匀后 4 ℃避光孵育 30 min，300×g离心

10 min，弃上清液；加入 1 mL PBS，300×g离心

10 min，弃上清液；加入400 μL含2%胎牛血清的

PBS，混匀细胞；使用超高速流式细胞分选仪收集

CD4+CD25– T细胞。

1.4 细胞分组及干预

将哮喘模型小鼠脾脏来源的CD4+CD25– T细

胞加入到CD3单抗预先包被的96孔板，同时加入

CD28单抗（终浓度1 μg/mL）、50 μmol/L β-巯基乙

醇、100 U/mL青–链霉素、10%胎牛血清、1640培养

基，将细胞分为三组分别进行干预处理：①空白对

照组，仅加入PBS；②模型对照组，加入TGF-β（终
浓度为 5 ng/mL）和 IL-2（终浓度为 500 U/mL）；
③雷帕霉素组，加入TGF-β（终浓度为5 ng/mL）、
IL-2（终浓度为500 U/mL）和雷帕霉素（终浓度为

500 nmol/L）。
1.5 流式细胞术检测调节性T细胞水平

各组细胞培养1周后，取5×105个细胞，分别

加入 80 μL PBS、10 μL PE-CD25抗体和 10 μL
APC-CD4抗体，混合均匀后4 ℃避光孵育30 min；
300×g离心10 min后弃上清液；加入1 mL破膜固定

液，300×g离心10 min后弃上清液，加入 10 μL
FITC-Foxp3抗体；室温避光孵育60 min后，加入破

膜固定液洗涤及 PBS 重悬 ，使用流式细胞仪

检测。

1.6 流式细胞术检测CD4+CD25– T细胞增殖

用 2.5 μmol/L羧基荧光素二醋酸盐琥珀

酰亚胺酯 （CFSE ）标记正常小鼠脾脏来源的

CD4+CD25– T细胞，并在 96孔板上培养（1×105
/

孔），加入CD3单抗（终浓度为10 μg/mL）和CD28
单抗（终浓度为 1 μg/mL），按照 1∶1比例加入

1.4节中各组细胞悬液（1×106
/mL）共培养。37 ℃

下孵育1周，使用流式细胞仪测定各组CD4+CD25– T
细胞增殖情况。

1.7 蛋白质印迹法测定S6及Akt磷酸化水平

将哮喘模型小鼠脾脏来源的CD4+CD25– T细

胞加入24孔板，按照1.4节分组培养，1周后收集

细胞，加入预冷的细胞裂解液裂解5 min，15 000×g
离心10 min，取上清液进行BCA定量。取等量蛋

白样品上样，采用10%的SDS-PAGE电泳凝胶恒压

120 V分离约1.5 h，用转印系统将蛋白转至聚偏二

氟乙烯膜，室温封闭2 h。剪膜后分别用磷酸化S6
核糖体蛋白抗体（1∶1000）、S6核糖体蛋白抗体

（1∶1000）、磷酸化Akt （1∶1000）、Akt （1∶1000）
4 ℃孵育过夜。加入辣根过氧化物酶标记的二抗，

室温与膜孵育1 h，TBST缓冲液洗涤3次，电化学

发光法曝光后洗片，扫描后用Quantity One灰度分

析软件进行光密度计算，以磷酸化目的蛋白条带

灰度值与总蛋白灰度值的比值作为磷酸化目的蛋

白相对表达量。

1.8 统计学方法

采用SPSS 22.0软件进行统计分析。正态分

布的计量数据用均数±标准差（x s± ）表示，多组

间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用

Dunnet-t检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 脾CD4+CD25– T细胞分选结果

流式细胞术分选正常小鼠和哮喘模型小鼠脾

脏来源的CD4+CD25– T细胞代表图谱见图1，图中

右下象限的细胞为选取的CD4+CD25– T细胞。

2.2 雷帕霉素对调节性T细胞分化比例的影响

空白对照组、模型对照组和雷帕霉素组调

节性T细胞比例分别为（1.14±0.06）%、（16.21±
0.32）%和（19.54±1.58）%，其中雷帕霉素组调节

性T细胞比例较空白对照组和模型对照组高（均

P<0.05）。见图2。结果提示，雷帕霉素可促进调节

性T细胞分化。

2.3 雷帕霉素对调节性T细胞抑制CD4+CD25– T
细胞增殖的影响

空白对照组 、模型对照组和雷帕霉素组

CD4+CD25 – T细胞增殖水平分别为（82.27±
2.75）%、（72.97±2.33）%和（54.63±3.03）%，其

中雷帕霉素组CD4+CD25– T细胞增殖水平低于空
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白对照组和模型对照组（均P<0.05）。见图3。结

果提示，雷帕霉素可促进调节性T细胞免疫功能，

增强对CD4+CD25– T细胞增殖的抑制作用。

2.4 雷帕霉素对CD4+CD25– T细胞S6、Akt磷酸

化表达水平的影响

与模型对照组比较，雷帕霉素组mTORC1/2
信号通路下游 S6和Akt磷酸化水平均降低（均

P<0.05），见图4、表1。结果提示，雷帕霉素可抑

制脾CD4+CD25– T细胞mTORC1/2信号通路。

3 讨 论

本研究采用哮喘模型小鼠脾CD4+CD25– T细

胞，探讨了雷帕霉素对CD4+CD25– T细胞分化为调

节性T细胞的作用及机制，结果提示大剂量的雷帕

Foxp：叉头状转录因子P亚组.

图 2 流式细胞术测定各组调节性T细胞分化比例

Figure 2 The differentiation ratio of CD4+CD25+Foxp3+ regulatory T cells in each group determined by flow cytometry

CFSE：羧基荧光素二醋酸盐琥珀酰亚胺酯.

图 3 流式细胞术测定各组调节性T细胞增殖结果

Figure 3 The function of regulatory T cells in each group determined by flow cytometry

图 1 流式细胞术分选正常小鼠和哮喘模型小鼠脾脏来源CD4+CD25– T细胞结果

Figure 1 CD4+CD25– T cells were separated by flow cytometry from spleen of normal mice and asthmatic model mice
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霉素（500 nmol/L）可促进哮喘调节性T细胞分化，

同时经雷帕霉素分化后的调节性T细胞可以抑制

CD4+CD25– T细胞增殖。此外，本文资料证实雷帕

霉素对哮喘调节性T细胞的分化作用可能是基于

同时抑制mTORC1和mTORC2信号通路。

T淋巴细胞亚群失衡是哮喘气道炎症持续的

重要机制，调节性 T细胞可维持免疫稳态，对控

制效应 T 细胞介导的气道炎症尤为关键。而

CD4+CD25– 初始T细胞可在一定条件下分化为调

节性T细胞。因此，通过促进调节性T细胞分化，

上调其水平对控制哮喘气道炎症具有重要意义。

目前认为，mTOR信号通路与调节性T细胞分化及

增殖密切相关。mTOR为进化上高度保守的丝氨

酸/苏氨酸蛋白激酶，相对分子质量为289 000，通
过形成mTORC1和mTORC2两种复合物在细胞内

传递信号[6]。激活mTORC1信号通路可促进下游

核糖体蛋白S6激酶磷酸化，而激活mTORC2信号

通路则促进Akt磷酸化[7]。mTOR信号通路主要

调控细胞的生长、增殖及代谢，对T细胞分化具有

重要调节作用：mTORC1促进 Th1和 Th17细胞

分化，mTORC2促进 Th2细胞分化，而同时阻断

mTORC1和mTORC2信号通路则诱导产生Foxp3+

调节性T细胞[8]。
雷帕霉素是mTOR信号通路的抑制剂，但对

mTORC1和mTORC2信号通路的作用尚未完全阐

明。既往研究发现，大剂量雷帕霉素在体外可促

进调节性T细胞的增殖和分化，并促进其抑制功

能[9]；mTOR–/– 初始T细胞可在未加入TGF-β和
IL-2等促分化细胞因子的情况下分化为调节性T
细胞，因此推测其机制可能与雷帕霉素同时抑制

mTORC1和mTORC2信号通路相关[10]。本团队前

期通过研究雷帕霉素对哮喘模型气道炎症的体内

干预机制发现，雷帕霉素（4 mg/kg）可通过抑制

mTORC1 信号通路改善哮喘气道炎症，但对

mTORC2信号通路无显著抑制作用[5，11]。雷帕霉

素对mTORC1和mTORC2信号通路的作用尚存在

争议，可能与雷帕霉素的剂量或体内外作用差异

相关。本文资料提示，雷帕霉素（500 nmol/L）可显

著促进哮喘模型小鼠脾CD4+CD25– T细胞向调节

性T细胞分化和增殖，并证实雷帕霉素可显著抑制

CD4+CD25– T细胞S6、Akt磷酸化水平，表明雷帕

霉素可通过抑制mTORC1和mTORC2信号通路促

进调节性T细胞分化。

为验证分化后的调节性 T细胞的免疫抑制

功能 ，本研究进一步探讨了调节性 T 细胞对

CD4+CD25 – T 细胞增殖的抑制作用。本文资

料表明 ，调节性 T 细胞经雷帕霉素处理后对

CD4+CD25– T细胞增殖具有更显著的抑制作用，

可能与雷帕霉素促进CD4+CD25– T细胞向调节性

T细胞分化从而导致调节性 T细胞比例增高有

关。但雷帕霉素是否存在对调节性T细胞功能的

调节作用，尚需深入研究。

总之，本研究通过体外干预哮喘模型小鼠脾

CD4+CD25– T细胞，证实雷帕霉素可促进调节性T细
胞分化，且分化后的调节性T细胞具有免疫抑制功

能，可为雷帕霉素的临床转化提供依据。
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图 4 各组脾CD4+CD25– T细胞S6、Akt磷酸化水平
电泳图

Figure 4 Electrophoretogram of phosphorylation of S6
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·学术动态·

周民研究员团队研发溶葡萄球菌酶微球用于耐药细菌性肺炎
的靶向治疗和预防

浙江大学转化医学研究院和浙江大学医学院附属第二医院周民研究员团队在细菌性肺炎靶向治疗研究方面取得了

进展，相关研究论文“Lung targeting lysostaphin microspheres for methicillin-resistant staphylococcus aureus pneumonia
treatment and prevention”（https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsnano.1c06460）近期在线发表于《美国化学会：纳米》

（ACS Nano）。
研究人员设计了具有良好生物相容性和可降解性的羟基乙酸共聚物载药微球，用于实现肺部靶向递送溶葡萄球菌

酶以改善细菌性肺炎患者预后。研究结果显示，该体系在体外有较强的抗游离细菌和抗生物膜的能力，可以有效降低细

菌毒力因子的表达，提高生物膜对宿主中性粒细胞的敏感性。在细菌性肺炎小鼠模型中，治疗性或预防性尾静脉注射

后，抗菌微球可以有效地聚集到肺部，在感染部位持续释放溶葡萄球菌酶，提高患病小鼠存活率，减少肺内细菌负荷，降

低肺部炎症损伤，形成预防生物膜进而使细菌性肺炎演变成为慢性感染。研究结果显示，设计的溶葡萄球菌酶抗菌微球

具有较大的临床转化潜力，是一种用来靶向治疗和预防细菌性肺炎的有效技术手段。

博士研究生林秀慧、何健为论文第一作者。研究得到了国家自然科学基金、浙江省重点研发计划、现代光学仪器国

家重点实验室等支持。
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