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　　摘　要：　目的　探讨ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞对变应性鼻炎（ＡＲ）患者外周血单个核细胞（ＰＢＭＣｓ）的作用。方法　
招募正常人（对照组）和ＡＲ患者（ＡＲ组）各１５例，分别从两组志愿者外周血中获取 ＰＢＭＣｓ，接着从 ＰＢＭＣｓ中分
离、提纯ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞，检测该细胞在总 ＣＤ４＋Ｔ细胞中所占的百分比，并将其进行体外培养，然后检测 ＣＤ４＋

Ｔｒｅｇ细胞培养基中白介素（ＩＬ）１０和转化生长因子（ＴＧＦ）β及其ｍＲＮＡ的含量，最后，将体外培养的ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细
胞加入到ＡＲ患者的ＰＢＭＣｓ培养基中进行干预，并检测培养基中 ＩＬ４和 ＩＬ５的浓度。结果　ＡＲ患者 ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ
细胞（２．５２３±０．２６０）在总 ＣＤ４＋Ｔ细胞中所占的百分比较对照组（４．７１６±０．３９０）减少，但 ＡＲ组患者 ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ
细胞培养基中ＩＬ１０（９６．１９±６．９６ｖｓ３３．６９±３．８８）和 ＴＧＦβ（７７．７３±７．９６ｖｓ３１．３９±３．１５）及其 ｍＲＮＡ（３．３０±
０．２７ｖｓ０．２６±０．０５；３．２９±０．２６ｖｓ０．２６±０．０３）的含量却显著增多，ＡＲ组ＰＢＭＣｓ培养基中ＩＬ４（２６０．４０±１２．４９）
和ＩＬ５（２８７．１０±１８．５２）的浓度较对照组（２３．０７±３．２６；１９．６２±２．４６）为高，径ＡＲ患者的ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞干预后，
ＡＲ患者ＰＢＭＣｓ培养基中ＩＬ４（１２０．６０±９．５８）和ＩＬ５（１３７．６０±１２．３３）的浓度显著降低，但对照组ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞
的干预没有改变培养基中这些细胞因子（２４１．７０±１２．４４；２６２．４０±１８．８８）的含量。结论　ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞在变应
性炎症状态下可以激活并起到抑制炎症的作用。

关　键　词：变应性鼻炎；ＣＤ４＋Ｔｒｅｇｓ；炎症；外周血单个核细胞；培养基
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　　变应性鼻炎（ａｌｌｅｒｇｉｃｒｈｉｎｉｔｉｓ，ＡＲ）是由ＩｇＥ介导
的针对吸入性特异性变应原的炎症反应，其主要临

床症状包括鼻痒、打喷嚏、鼻塞和流清涕［１］。这种

慢性疾病影响了全世界１０％～４０％的人口［２］，不仅

影响人们的学习、工作，还降低了人们的生活质量，

并且也是人们经常到医院就诊的直接原因［２］。一项

研究表明，我国 ＡＲ患者的发病率从 ２００５年的
１１．１％增加到２０１１年的１７．６％［３］。

ＡＲ是Ｔｈ２型炎症反应，涉及到多种细胞（树突
状细胞、Ｂ细胞、Ｔ细胞、肥大细胞、嗜酸性粒细胞
等）的参与［４５］和多种ＩＩ型细胞因子的产生和释放，
比如白介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）４、ＩＬ５、ＩＬ９和 ＩＬ１３
等［６］，其中，Ｔｈ２细胞起到了关键性作用，包括 ＡＲ
的诱导、发展和持续［７］。但有关这种慢性炎症性疾

病的调控机制目前还知之甚少［８］。很多研究证实，

ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞在ＡＲ的发病过程中起着调节免疫
平衡和免疫耐受的作用，但其详细机制并不十分清

楚［８］。本课题旨在探讨 ＣＤ４＋ Ｔｒｅｇ细胞在体外对
ＡＲ患者外周血单个核细胞（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏ
ｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ，ＰＢＭＣｓ）的作用，以明确该细胞在正常
和炎症环境下的状态，为开发临床上可能用于治疗

ＡＲ的ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞疗法提供实验依据。

１　资料和方法

１．１　病例资料
选取 １５例健康志愿者为正常组，男 ８例，女

７例，年龄２８～５６岁，中位年龄３９岁；１５例 ＡＲ患
者为ＡＲ组，男８例，女７例，年龄２９～４９岁，中位
年龄３９岁。两组临床资料分别同期在复旦大学附
属华山医院北院耳鼻咽喉科受到招募。ＡＲ的诊断
系按照 ａｌｌｅｒｇｉｃｒｈｉｎｉｔｉｓａｎｄｉｔｓｉｍｐａｃｔｏｎａｓｔｈｍａ
（ＡＲＩＡ）ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ２０１６ｒｅｖｉｓｉｏｎ［１］和变应性鼻炎诊
断和治疗指南（２０１５年，天津）［９］的建议，具有临床
症状和体征，并且变应原皮肤点刺试验（ｓｋｉｎｐｒｉｃｋ
ｔｅｓｔ，ＳＰＴ）阳性（其标准为皮肤表面风团面积大于
７ｍｍ２或直径 ＞３ｍｍ）（德国 Ａｌｌｅｒｇｏｐｈａｒｍａ），血清
特异性ＩｇＥ检测阳性（≥０．３５ｋＵ／Ｌ，德国ＥＵＲＯＩＭ
ＭＵＮＭｅｄｉｚｉｎｉｓｃｈｅＬａｂｏｒｄｉａｇｎｏｓｔｉｋａＡＧ）。本研究只
选择对屋尘螨过敏的ＡＲ患者，其纳入标准包括：符

合上述诊断的上海地区 ＡＲ患者，年龄在 １８～
７５岁，性别不限。排除标准包括：上海地区 ＡＲ患
者但对粉尘螨变应原检测阴性、同时伴有间歇性或

持续性中－重度哮喘、同时长期使用口服抗组胺药
治疗或近１个月之内使用过全身激素治疗、同时伴
慢性阻塞性肺部疾病、严重心脏病、肝硬化或尿毒

症、女性患者妊娠期间、伴恶性肿瘤以及近３个月内
参加过其他临床试验者。本研究得到复旦大学附属

华山医院伦理委员会的批准（编号：２０１６－３１２），所
有患者均签署了知情同意书。

１．２　ＰＢＭＣｓ的获取及体外培养
分别获取正常组和ＡＲ组静脉血４０ｍＬ，用葡聚

糖－泛影葡胺梯度离心法（瑞典Ｐｈａｒｍａｃｉａ）得到ＰＢ
ＭＣｓ，一部分用于分离和提纯ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞，一部分
用于体外培养。以９６孔板（每孔细胞数为１×１０６）对
ＰＢＭＣｓ进行培养（含 ＲＰＭＩ１６４０和１０％ ＦＢＳ），加入
Ｌ谷氨酰胺（２ｍｍｏｌ／Ｌ）、丙酮酸钠（９１ｍｍｏｌ／Ｌ）、
ＨＥＰＥＳ（２０ｍｍｏｌ／Ｌ），青霉素 （１００ＩＵ／ｍＬ），庆大霉
素 （５０ｎｇ／ｍＬ），并加入屋尘螨（１０ｍｇ／ｍＬ）（美国
ＭｙＢｉｏＳｏｕｒｃｅ）进行共培养５ｄ；然后在ＡＲ组的ＰＢＭＣｓ
中加入体外培养的ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞，而正常组的ＰＢ
ＭＣｓ不予特殊处理，２４ｈ后用酶联免疫吸附试验（ｅｎ
ｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）法检测培养
液上清中ＩＬ４和ＩＬ５的浓度。
１．３　流式细胞仪分析

所获 ＰＢＭＣｓ细胞悬液经过离心（２００×ｇ）处理
１０ｍｉｎ后，将细胞浓度调成５×１０５／ｍＬ，细胞膜染色
用抗ＣＤ４和ＣＤ２５抗体，细胞内染色用 Ｆｏｘｐ３染色
试剂盒（均购于美国 ＭｙＢｉｏＳｏｕｒｃｅ），严格按照厂家
规定的步骤完成操作，对ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞（表面分子
特征为ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋）进行分离并提纯，其提
纯效率＞９５％，最后用流式细胞仪软件ＦｌｏｗＪｏ（美国
ＴｒｅｅＳｔａｒ）对该Ｔｒｅｇ细胞所占总ＣＤ４＋Ｔ细胞百分比
进行分析，所得数据用 ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎＣｅｌｌＱｕｅｓｔ
软件进行分析。

１．４　ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞培养
ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞在９６孔板（每孔细胞数为１×

１０５）中培养，每孔预先加入抗ＣＤ３抗体（美国 Ｍｙ
ＢｉｏＳｏｕｒｃｅ），随后加入ＩＬ２（１０００ＩＵ／ｍＬ）（美国Ａｂ
ｃａｍ），培养３ｄ。一部分 ＣＤ４＋ Ｔｒｅｇ细胞培养基以
·５６１·
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ＥＬＩＳＡ法检测培养基上清中的 ＩＬ１０和转化生长因
子（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＴＧＦ）β浓度，细胞裂
解物用实时定量 ＲＴＰＣＲ（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙ
ｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ）法对ＩＬ１０和ＴＧＦβ的ｍＲＮＡ
进行检测。一部分ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞培养基中的细胞
加入生理盐水制成细胞悬液（１×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ），然
后加到ＰＢＭＣｓ培养基中进行体外干预实验。
１．５　ＥＬＩＳＡ实验

收集ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ和ＰＢＭＣｓ细胞培养基上清液，
以ＩＬ１０、ＴＧＦβ、ＩＬ４和ＩＬ５ＥＬＩＳＡ试剂盒（购自美
国ＭｙＢｉｏＳｏｕｒｃｅ）分别检测ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞培养基中
ＩＬ１０和ＴＧＦβ以及 ＰＢＭＣｓ细胞培养基中 ＩＬ４和
ＩＬ５的浓度，实验操作均严格按照厂家规定的步骤
进行。

１．６　实时定量ＲＴＰＣＲ实验
收集ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞培养基中细胞成分，采用

实时定量ＲＴＰＣＲ法检测 ＩＬ１０和 ＴＧＦβｍＲＮＡ含
量。ＩＬ１０和ＴＧＦβ的引物由上海捷兰生物技术有
限公司设计，ＩＬ１０ｍＲＮＡ上游引物：５＇ＣＴＴＣ
ＧＡＧＡＴＣＴＣＣＧＡＧＡＴＧＣＣＴＴＣ３＇，下游引物：５＇ＡＴ
ＴＣＴＴＣＡＣＣＴＧＣＴＣＣＡＣＧＧＣＣＴＴ３＇，ＴＧＦβｍＲＮＡ上
游引物：５′ＧＧＡＣＡＴＣＡＡＣＧＧＧＴＴＣＡＣＴＡ３′，下游引
物：５′ＧＣＣＡＴＧＡＧＡＡＧＣＡＧＧＡＡＡＧ３′，内参 ＧＡＰＤＨ
ｍＲＮＡ上游引物：５＇ＣＡＴＧＴＴＣＣＡＡＴＡＴＧＡＴＴＣＣＡＣＣ
３＇，下游引物：５＇ＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧ３＇，方法

是按照实时定量 ＲＴＰＣＲ试剂盒（日本 ＴａｋａｒａＢｉｏ
公司）所规定的实验步骤进行，实验所得数据用

ΔＣＴ法来表示。
１．７　统计学分析

运用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６统计软件，用非参数检
验方法进行分析。如果组间 ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ检验为
有统计学差异，则用ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ检验对数据进一
步分析，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞所占总ＣＤ４＋Ｔ细胞百分比
用流式细胞仪对该细胞在ＰＢＭＣｓ的总ＣＤ４＋Ｔ

细胞中所占的百分比进行了检测（图１Ａ、Ｂ），发现
ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞在正常组（４．７２±０．３９）的比例显著
高于ＡＲ组（２．５２±０．２６），两组差异具有统计学意
义（Ｐ＜０．０００１）。见图１Ｃ。
２．２　ＩＬ１０和ＴＧＦβ在ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞培养基中的
表达

ＩＬ１０和 ＴＧＦβ是抑制性细胞因子，由 ＣＤ４＋

Ｔｒｅｇ细胞产生和分泌，为了探讨 ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞的
特点，我们对该细胞培养基上清液中 ＩＬ１０（９６．１９
±６．９６ｖｓ３３．６９±３．８８）和 ＴＧＦβ（７７．７３±７．９６ｖｓ
３１．３９±３．１５）的浓度进行了检测，发现这两种细胞
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图１　ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞的流式细胞仪检测　Ａ：正常组；Ｂ：ＡＲ组；Ｃ：ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞所占总ＣＤ４＋Ｔ细胞百分比的比较。Ｐ＜
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因子的浓度在正常组较 ＡＲ组有所降低，差异具有
统计学意义（Ｐ＜０．０００１）。见图２Ａ、Ｂ。
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图２　ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞培养基中ＩＬ１０和 ＴＧＦβ浓度的比较
　Ａ：ＩＬ１０蛋白的比较；Ｂ：ＴＧＦβ蛋白的比较。 Ｐ＜
０．０００１

２．３　ＩＬ１０和ＴＧＦβｍＲＮＡ在ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞培养
基中的表达

为了进一步探讨 ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞的活动状态，
我们对该细胞培养基中两种细胞因子的 ｍＲＮＡ进
行了检测，以确定该Ｔｒｅｇ细胞合成抑制性细胞因子
的情况。结果发现 ＡＲ组 ＩＬ１０和 ＴＧＦβｍＲＮＡ含
量（３．３０±０．２７ｖｓ０．２６±０．０５；３．２９±０．２６ｖｓ
０．２６±０．０３）显著升高（Ｐ＜０．０００１）。见图３Ａ、Ｂ。
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图３　ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞培养基中 ＩＬ１０和 ＴＧＦβｍＲＮＡ的比
较　Ａ：ＩＬ１０ｍＲＮＡ的比较；Ｂ：ＴＧＦβｍＲＮＡ的比较。Ｐ
＜０．０００１

２．４　ＩＩ型细胞因子在ＰＢＭＣｓ培养基中的表达
为了研究ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞的功能，我们将体外

培养的该细胞加入到 ＡＲ患者来源的 ＰＢＭＣｓ培养
基，并对其中的ＩＩ型细胞因子ＩＬ４和ＩＬ５进行了检
测。结果表明，ＡＲ组的 ＩＬ４（２６０．４０±１２．４９）和
ＩＬ５（２８７．１０±１８．５２）浓度较正常组（２３．０７±３．２６；
１９．６２±２．４６）均显著升高（Ｐ＜０．０００１），当加入从
正常组ＰＢＭＣｓ中获取的ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞时，两种细
胞因子（２４１．７０±１２．４４；２６２．４０±１８．８８）的浓度均
无明显下降，当加入从 ＡＲ患者 ＰＢＭＣｓ中获取的
ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞时，两种细胞因子的浓度均显著下
降（１２０．６０±９．５８；１３７．６０±１２．３３）（Ｐ＜０．０００１），
而且两组间进行比较，ＩＬ４和 ＩＬ５浓度差异具有统

计学意义，ＡＲ组ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞降低它们浓度的程
度更大（（Ｐ＜０．０００１）。见图４Ａ、Ｂ。
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图４　ＰＢＭＣｓ培养基中 ＩＬ４和 ＩＬ５的比较　Ａ：ＩＬ４的比

较；Ｂ：ＩＬ５的比较。Ｐ＜０．０００１

３　讨论

ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞可以调节 Ｔｈ１／Ｔｈ２免疫平衡，
并将Ｔｈ２偏向的变应性炎症向Ｔｈ１型炎症转化［１０］。

ＡＲ是 Ｔｈ２型炎症占主导地位的慢性疾病，其发病
机制到目前并未确切阐明。以前的研究认为，ＡＲ
发病的根本原因是由于Ｔｈ１和Ｔｈ２细胞之间的免疫
平衡被打乱所致［１１１２］。直到最近才发现，这种疾病

的产生可能是由于 Ｔｒｅｇ细胞和 Ｔｈ２细胞之间的平
衡制约出现失调而导致［１３］。

ＡＲ的治疗主要方法包括口服和局部用抗组胺
药、糖皮质激素、减充血剂、肥大细胞稳定剂、白三烯

受体拮抗剂、抗胆碱能药等，其主要目的是减少炎症

介质和细胞因子的浓度，以缓解局部临床症状［１４］。

虽然上述药物可以减轻变应性炎症，但仍有一些不

良反应存在，比如鼻内干燥、鼻出血、鼻中隔损伤，严

重的还有肾上腺皮质功能不全［１４］。而变应原免疫

治疗（包括皮下注射和舌下含服）是到目前为止发

现的、可能是唯一的一种针对病因的治疗方法，其机

制主要包括降低炎症因子的浓度，上调封闭型抗体

ＩｇＧ４的含量，产生和释放抑制性细胞因子 ＩＬ１０和
ＴＧＦβ的ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞的增多［１５１６］。但对 ＣＤ４＋

Ｔｒｅｇ细胞在ＡＲ发病过程中的作用的研究至今还比
较疏浅。

本研究将ＰＢＭＣｓ作为干预对象，是因为ＰＢＭＣｓ
是由多种类型的免疫细胞组成的，包括固有类免疫

细胞（比如单核细胞和树突状细胞）和获得性免疫

细胞（包括 Ｔ细胞和 Ｂ细胞），换句话说，就是 ＰＢ
ＭＣｓ可以在一定程度上代表免疫系统的状态，正因
为如此，该细胞群常用作对系统性免疫反应的研

究［１７］。因此我们将 ＰＢＭＣｓ作为干预研究的目标，
·７６１·
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对它的抑制也就是对免疫系统的抑制。

本研究旨在评估来自正常组和 ＡＲ患者的
ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞的不同特点，并探讨该细胞对ＡＲ患
者的抑制功能。ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞从正常组和 ＡＲ组
志愿者的ＰＢＭＣｓ中分离和提纯，结果发现，ＡＲ患者
的总ＣＤ４＋Ｔ细胞中ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞所占百分比相
比于正常人显著减少，这说明该调节性细胞可能通

过细胞接触机制或其他方式对免疫平衡和耐受有调

节能力。为了探讨 ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞的活动状态，我
们对体外培养的该细胞培养基中细胞因子 ＩＬ１０和
ＴＧＦβ的浓度进行了检测，发现它们在变应性炎症
状态下（即ＡＲ组患者）释放量显著升高，而在正常
组反而减少。对蛋白的检测只能说明释放增加，对

是否合成量上调，还需要对其 ｍＲＮＡ进行评估，经
过检测我们发现，也是来自 ＡＲ患者的 ＣＤ４＋ Ｔｒｅｇ
细胞培养基中ＩＬ１０和ＴＧＦβｍＲＮＡ的含量显著增
多，而正常人细胞培养基中其 ｍＲＮＡ相对减少。这
表明ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞在炎症存在时处于激活状态，
而在机体处于免疫平衡和耐受时并未激活。上述研

究仅能从理论上说明ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞可能有抑制炎
症反应的可能性，还需要进行相关的干预实验，因此

我们课题组又进行了干预研究。我们将从正常组和

ＡＲ患者ＰＢＭＣｓ中分离和提纯的ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞加
到ＡＲ患者来源的ＰＢＭＣｓ的培养基中，意在评估调
节性细胞的抑制功能。研究结果显示，ＡＲ组 ＰＢ
ＭＣｓ培养基上清中 ＩＬ４和 ＩＬ５的浓度较正常组显
著增高，说明符合变应性炎症的特点。当加入从正

常组获得的Ｔｒｅｇ细胞后，这两种ＩＩ型细胞因子的浓
度未出现有统计学意义的改变，而当加入从 ＡＲ组
获取的ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞后，ＩＬ４和ＩＬ５在ＰＢＭＣｓ培
养基中的浓度显著下降。这证实了ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞
对免疫系统细胞的负向调节功能，也证实了在变应

性炎症环境下，该类型细胞处于活跃状态，也只有在

其处于此种激活状态时才能充分履行抑制炎症反应

的功能。当然ＡＲ组和正常组干预结果之间的差异
具有统计学意义，即前者的降低 ＩＩ型细胞因子 ＩＬ４
和ＩＬ５浓度较后者更显著。这也从侧面说明，
ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞在人体处于正常的免疫平衡时可能
不是通过分泌抑制性细胞因子来调节和制约免疫系

统的，可能通过细胞 －细胞接触的方式，至于其机
制，还有进一步研究和探讨。

本课题的主要局限性在于样本数比较少，没有

对鼻黏膜局部的 ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞的特点进行研究，
而且我们只着眼于分子层面，没有涉及到相关的基

因改变，我们将在以后的研究中进一步探讨。

总之，本研究证明，ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞在变应性炎
症状态时，其占 ＣＤ４＋Ｔ细胞的比例相对于正常状
态下减少，但其在炎症刺激下可以发挥抑制炎症反

应的功能。因此，当我们对 ＣＤ４＋Ｔｒｅｇ细胞疗法进
行开发，并考虑将来临床上对 ＡＲ进行治疗时，需要
用适当的手段先对该细胞进行刺激，使其进入激活

状态，才能达到有效治疗ＡＲ的目的。
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