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Abstract
誗AIM: To observe the change law of the ratio of CD4+

CD25+ regulatory T cell in the peripheral blood of the
patients with Graves蒺 ophthalmopathy by detecting the
ratio of this cell.
誗 METHODS: This experimental study selected 53 GO
patients without exophthalmos, 51 GO patients with
exophthalmos, and 51 healthy people were collected. The
ratio of CD4+ CD25+ T cell in peripheral blood was
determined by flow cytometry.
誗RESULTS: The ratio of CD4+CD25+ T cell in GO patients
without exophthalmos was lower than that in healthy
group (P < 0. 01) . The ratio of CD4+ CD25+ T cell in GO
patients with exophthalmos was far lower than that in
healthy group (P<0. 01) . Compared with the group of GO
patients without exophthalmos, the ratio of CD4+ CD25+ T
cell of GO patients with exophthalmos was also much
lower (P<0. 01) .
誗CONCLUSION: The ratio of CD4+ CD25+ T cell in the GO
patients decreases and there is autoimmune disorder in
patients of this disease. Perhaps this is an important
mechanism causing immune suppression damage, which
provides a new clue for immunological treatment.
誗KEYWORDS:Graves蒺 ophthalmopathy; thyroid associated
ophthalmopathy; autoimmune; CD4+ CD25+ regulatory
T cell
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摘要
目的: 通过检测 CD4+CD25+调节性 T 细胞在 Graves 眼病
患者外周血中的表达,以观察该病患者外周血中 CD4+CD25+

调节性 T 细胞的变化规律。
方法:临床实验研究。 采用流式细胞术检测对 Graves 病
不伴有眼征患者组(53 例),Graves 眼病患者组(51 例),
正常对照组(51 例)的外周静脉血 CD4+CD25+Treg 细胞比
例进行检测。
结果:与正常对照组比较,Graves 病不伴有眼征患者组
Treg 水平下降(P<0. 01);与正常对照组比较,Graves 眼病
患者组外周血 Treg 水平显著下降(P<0. 01);Graves 眼病
患者组外周血 Treg 数量明显低于 Graves 病不伴有眼征患
者组(P<0. 01)。
结论:Graves 眼病患者外周血中 CD4+CD25+Treg 在淋巴细
胞中所占的比例降低,存在自身免疫调节紊乱。 可能是其
机体细胞免疫抑制受损的重要机制,为对该疾病进行免疫
学治疗提供了新线索。
关键词:Graves 眼病;甲状腺相关性眼病;自身免疫;
CD4+CD25+调节性 T 细胞
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0 引言
摇 摇 Graves 眼病(Graves蒺 ophthalmopathy,GO)是 Graves 病
最常见的甲状腺外表现[1],其具体发病机制尚不明确,目
前普遍认为是一种器官特异性自身免疫性疾病,可发生于
甲状腺功能亢进症状出现的同时、之前或之后。 早期组织
学变化为大量淋巴细胞浸润、氨基葡聚糖(GAG)沉积及
水肿,晚期出现眼球后组织纤维化[2]。 临床表现主要为以
下四个方面:(1)眼睑的退缩与迟落;(2)眼球突出与眶组
织水肿;(3)眼外肌肥大和运动障碍;(4)眼眶组织水肿引
起的神经病变。 目前学术界对于 GO 的具体发病机制已
达成一些共识,遗传因素、吸烟、自身免疫引起的 T 和 B 淋
巴细胞及其细胞因子、成纤维细胞和脂肪细胞等的改变在
GO 的发病机制中均起着重要作用。 近年来对于 Graves
眼病治疗研究逐渐集中于免疫治疗如糖皮质激素的应用
与免疫抑制剂的应用等。
摇 摇 调节性 T 细胞( regulatory T cells, Tregs)是一种具有
免疫调节功能的 CD4+ T 细胞亚群,在维持机体免疫自稳
和诱导免疫耐受中发挥重要作用[4]。 随着医学免疫学的
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发展,CD4+CD25+Treg 细胞成为自身免疫研究中的热点。
本研究采用 FOXP3 作为 CD4+CD25+Treg 细胞的标记,目
前公认 FOXP3 为 CD4+ CD25+ Treg 细胞所特有的细胞标
志[3]。 它是一种转录因子,属叉头翼螺旋家族成员,对
CD4+CD25+Treg 细胞发育和功能维持起关键作用[4]。
摇 摇 本研究检测 Graves 眼病患者外周血中 CD4+ CD25+

Treg 的比例,以观察该病患者外周血中 CD4+CD25+调节性
T 细胞的变化规律。
1 对象和方法
1. 1 对象摇 本组样本为 2012-04 / 10 在我院健康查体门诊
就诊者及我院眼科、内分泌门诊及病房和兄弟医院就诊
者。 选取我院健康查体门诊就诊者 51 例为正常对照组,
其中男 23 例,女 28 例,年龄 24 ~ 50 岁;就诊于我院眼科、
内分泌门诊及病房和兄弟医院的患者按 Graves 病是否伴
有眼征分为两组:无眼征的 GD 患者组 53 例,男 21 例,女
32 例,年龄 20 ~ 54 岁;有眼征的 GD 患者组 51 例,男 18
例,女 33 例,年龄 18 ~ 50 岁。 本研究患者和健康人均按
伦理学要求,征得签署同意书。
1. 1. 1 正常对照组 摇 (1)无眼部手术史,屈光度-2. 5 ~
+2. 5D,眼球突出度 12 ~ 14mm,两眼差值不超过 2mm,裂
隙灯和直接检眼镜检查眼屈光间质透明,虹膜色泽正常,
纹理清,眼底无病变;色觉正常;(2)全身情况良好,无肝、
肾或心血管史;既往无眼底病或眼球运动疾病史,无脑、眼
外伤或神经疾患史;(3)无心悸,焦虑,易疲劳,运动过度,
腹泻,多汗,怕热,甲状腺肿大,手震颤,甲状腺相关眼病表
现,胫前黏液性水肿或类杵状指等表现。 实验室检查:血
清游离甲状腺激素(FT4 和 FT3)水平正常,血清超敏促甲
状腺素(sTSH)水平正常。
1. 1. 2 无眼征的 GD 患者组 摇 (1)存在心悸,焦虑,易疲
劳,运动过度,腹泻,多汗,怕热,甲状腺肿大,手震颤,胫前
黏液性水肿或类杵状指等一种或多种表现。 (2)实验室
检查:血清游离甲状腺激素(FT4 和 FT3)水平升高,血清
超敏促甲状腺素(sTSH)水平降低,血清促甲状腺素受体抗
体(TS-Ab)阳性,和 / 或摄131 I 率升高。 经内分泌科确诊为
GD 患者(未经药物等治疗);其余同 1. 1. 1 中(2)。
1. 1. 3 有眼征的 GD 患者组摇 首先眼球突出度或两眼突
出差值超出正常范围为必要条件;根据 NOSPECS 分级标
准存在以下情况之一即可:体征(上睑退缩:向下注视时
上睑不能下移或下落缓慢向前注视上睑缘位于角膜缘及
角膜缘以上;凝视征;眼裂开大:向前注视上睑缘位于角膜
缘及角膜缘以上);软组织受累(症状及体征);眼球前突;
眼外肌受累(CT 证实的眼外肌肥大和、或伴复视等症状、
体征);角膜受累(溃疡等);视力下降、丧失(主诉视力较
发病前降低)。 屈光度-2. 5 ~ +2. 5D;其余同 1. 1. 2(1)及
1. 1. 1 中(2)。
1. 2 方法摇 本研究在滨州医学院附属医院中心实验室进
行,起止年限为 2012-04 / 10。
1. 2. 1 试剂及主要仪器 摇 美国贝克曼库尔特公司生产
FC. 500 大型流式细胞仪,德国 Eppendorf 移液器,北京白
洋公司生产的 400C 离心机,国产旋涡混匀器。 主要试剂:
Rat 荧光单克隆抗体 CD4 -PC5,CD25 - FITC;同型对照
IgG2a-PC5、IgG2a -PE 购于美国 CALTAG Laboratories 公
司;FOXP3-PE , Intraprep Reagent1 and 2、Flow Cytometry
Staining Buffer、Permeabilization Buffer 等。 FACSLysingSolution
购于美国 ebioscience(BD Pharmingen)公司;淋巴细胞分离
液(Ficol1)购于上海华精公司。

1. 2. 2 睑裂高度及眼球突出度的测量摇 睑裂高度测量:受
试者睡眠充足,在早 10颐00 同一室内室光下采用美制钢尺
(最小刻度毫米)测量向正前方注视时睑裂最宽处的高

度,测 3 次取平均值。 测量者为同一人;眼球突出度测量:
条件同睑裂高度测量条件,采用 Hertel 突眼计测量眼球突
出度,每位受试者测量 3 次,取平均值。 测量者为同一人。
1. 2. 3 研究方法摇 标本采集和处理:所有受试者均于清晨
空腹抽取肝素抗凝外周静脉血 5mL,混匀,用 Ficol1 分离
外周血单个核细胞,用 PBS 洗涤、重悬。 取上述细胞

100滋L,加入体 CD4-PC5,CD25-FITC 各 5滋L (同型对照
加入 IgG2a-PC5 10滋L)混匀,室温避光 20min。 加入预冷

的 Flow Cytometry Staining Buffer 1mL,离心(1000r / min,离
心半径 r = 20cm)5min 弃上清。 加入 100滋L 的固定 / 破膜
工作液(Intraprep Reagent 1),并再次旋涡混匀。 避光 4益
孵育 30min。 加入 100滋L 的固定 / 破膜工作液( Intraprep
Reagent 2)避光 4益孵育 20min。 Permeabilization Buffer 工
作液离心洗涤细胞并弃去上清液。 加入稀释好的 2%
(2滋L)的正常大鼠血清 100滋L,在避光 4益孵育 15min。 加
入 10滋L 抗人 FOXP3-PE (同型对照加入 IgG2a-PE)4益,
避光 30min。 加入用适量体积的 Flow Cytometry Staining
Buffer 重悬细胞,并上机检测并分析。 首先用 Flow. check
进行光路和流路校准,使所有荧光信号 CV<2% 。 用同型

对照管上机,以前向散射光(FSC)及侧向散射光(SSC)设
门于淋巴细胞群,调节电压使同型对照细胞位于阴性区。
测定管上机,调色补偿,分析三组 CD4+CD25+FOXP3+细胞
的百分率。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 13. 0 统计学软件,因本组数
据为百分率资料,采用 Kruskal -Wallis 秩和检验;若经

Kruskal-Wallis 秩和检验后,各组有差别,采用 Bonferroni
法两两比较各组的平均秩次,以 P < 0. 01 为有统计学
意义。
2 结果

2. 1 各组外周血中 CD4+CD25+ Treg 在淋巴细胞中所占

比例摇 正常对照组、无眼征的 GD 患者组、有眼征的 GD 患

者组三组外周血 CD4+ CD25+ Treg 比例中位数分别为
10郾 00% ,5. 50% ,2. 80% ,三组差异具有统计学意义

(Kruskal-Wallis 秩和检验的 字2 = 133. 03,P = 0. 000)。 三

组间采用 Bonferroni 法两两比较各组的平均秩次,行方差
齐性 Levene 检验,方差齐(F = 0. 346,P = 0. 708),三组间

行方差分析显示差异有统计学意义 ( F = 524. 562,P =
0郾 000),任意两组比较均具有统计学意义(均 P=0. 000)。
2. 2 三组散点图数据示例摇 正常对照组散点图数据示例,
外周血 CD4+细胞在白细胞中所占比例为 36. 5% (图 1)。
无眼征的 GD 患者组散点图数据示例,外周血 CD4+细胞

在白细胞中所占比例为 23. 3% (图 2)。 有眼征的 GD 患

者组散点图数据示例,外周血 CD4+细胞在白细胞中所占
比例为 47. 6% (图 3)。 正常对照组散点图数据示例,外周

血 CD4+CD25+ Treg 细胞在外周血 CD4+ 细胞中所占比例

为 9. 6% (图 4)。 无眼征的 GD 患者组散点图数据示例,
外周血 CD4+CD25+Treg 细胞在外周血 CD4+细胞中所占比

例为 4. 6% (图 5)。 有眼征的 GD 患者组散点图数据示

例,外周血 CD4+CD25+ Treg 细胞在外周血 CD4+细胞中所
占比例为 2. 5% (图 6)。
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图 1摇 正常对照组 CD4+淋巴细胞结果图。

图 2摇 无眼征的 GD患者组 CD4+淋巴细胞结果图。

图 3摇 有眼征的 GD患者组 CD4+淋巴细胞结果图。

3 讨论

摇 摇 引起甲状腺相关眼病(thyroid associated ophthalmopathy,
TAO) 最 常 见 的 甲 状 腺 疾 病 为 甲 状 腺 功 能 亢 进
(hyperthyroidism),简称甲亢,在甲状腺功能亢进病因中,
以 Graves 病最为常见,约占全部甲状腺功能亢进的 80% ~
85% [6]。 临床研究发现几乎所有 Graves 病患者均伴有不
同程度的 TAO,一般与甲状腺功能亢进同时出现,但有
25%的患者的眼病可发生在甲状腺功能亢进出现之前或
之后[7],即发生 GO。 随着目前人们各种竞争压力的增加,
生活节奏的加快,生存的外部空间环境和自身免疫功能改

图 4摇 正常对照组 CD4+CD25+ FOXP3+Treg细胞结果图。

图5摇 无眼征的GD患者组CD4+CD25+ FOXP3+Treg细胞结果图。

图 6摇 有眼征的 GD 患者组 CD4+CD25+ FOXP3+Treg 细胞结

果图。

变,该疾病有日益增多的趋势。 多年来,从基础到临床,从
流行病学到病因学,国内外学者进行了广泛深入的研究,
虽然有一些发现和进展,但其发病机制未明,尚无统一、成
熟的治疗方案,以致严重影响患者的生活,故一直是研究
的热点之一[8]。 目前对该病引起的只限于控制免疫反应
的某些环节和对症治疗,效果尚不能令人满意。 所以,对
于 GO 的研究,还需要从各个层面继续深入进行,以期早
日发现根源,为患者彻底解除病痛。 目前众多学者认为,
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该病是一种极其复杂的自身免疫性疾病,即 T 淋巴细胞亚
群比例失调,致使 B 淋巴细胞增多,免疫球蛋白水平升
高,淋巴因子增多,纤维母细胞激活,产生过多细胞外物质
和胶原纤维。 Treg 细胞是近年来免疫学研究的热点,由于
其具有免疫抑制的特点,在多种免疫疾病的发生发展中发
挥免疫调节作用[9]。 尽管存在不同表型的 Treg 细胞,包
括 CD4+、CD8+、CD1d 限制性的自然杀伤性 T 细胞(natural
killer T cells, NKT),但研究最多的仍是 CD4+ CD25+ Treg
细胞[10-13]。 在正常人的胸腺、淋巴结和外周血中 CD4+

CD25+Treg 细胞数量保持动态平衡,约占外周 CD4+T 淋巴
细胞总数的 5% ~ 10% 。 Foxp3 特异性表达于 CD4+CD25+

Treg,在 B 细胞、NK 细胞、NKT 细胞等淋巴细胞几乎没有
表达[14]。 Foxp3 的表达决定了 CD4+CD25+ Treg 的抑制功
能,依靠其叉头样结构和 DNA 结合,停留在细胞核内,由
于 Foxp3 的 DNA 结合域非常靠近蛋白 c 端,使基因转录
被抑制,使得辅助性 T 细胞(Th)对外来刺激呈低反应性,
表现为 IL-4、IFN-7 等细胞因子分泌低下,相应膜分子上
调表达受到影响,而这些细胞因子和表面分子对 B 细胞
分泌抗体及免疫球蛋白的类别转换都起着至关重要的作
用[15]。 因此 CD4+CD25+ Treg 细胞具有低反应性和免疫抑
制性两大特点,即在抗原刺激下不仅自身很难扩增和繁
殖,而且能够抑制 CD4+ 和 CD8+ T 细胞的活化与增殖。
CD4+CD25+ Treg 不但可以通过抑制效应 T 细胞产生细胞
因子,而且可以通过诱导应答细胞无反应性来发挥免疫抑
制效应[16]。 对于 Treg 细胞这些特点,近年来掀起了 Treg
细胞与自身免疫病研究的热潮,大量结果表明它能有效地
抑制自身免疫性疾病的发生发展,其数量或功能的失调会
导致许多自身免疫性疾病的发生[9-11]。 本研究采用 Foxp3
特异性标记目标细胞,测定了健康人和有无眼征的 GD 患
者外周血 CD4+CD25+ Treg 细胞比例, 目的为明确 Treg 细
胞与 GD 眼病的发生是否也存在着一定的关系。
摇 摇 在本研究结果中,无眼征的 GD 患者组及有眼征的
GD 患者组外周血中 CD4+CD25+ Treg 在淋巴细胞中所占
的比例均低于正常对照组,相互比较差别有显著统计学意
义,说明在 Graves 病确实存在 Treg 细胞异常造成自身免
疫因素的影响,然而这种免疫因素是否只是对甲状腺疾病
本身存在影响,对患者眼部疾病的发生是否存在影响呢?
有眼征的 GD 患者组外周血中 CD4+CD25+ Treg 在淋巴细
胞中所占的比例低于无眼征的 GD 患者组,并且存在统计
学意义。 这说明 Treg 细胞比例的降低带来免疫因素的改
变引起甲状腺疾病的同时,进一步降低与 GO 的发生也存
在着一定的关系。 本实验结果较好的验证了 CD4+CD25+

Treg 能有效地抑制自身免疫性疾病的发生发展,其数量的
失调会导致 GO 等自身免疫性疾病的发生。 但本组并没
有对 GO 患者病情程度做以评分,是否存在着依病情轻重
患者外周血中 CD4+CD25+ Treg 在淋巴细胞中所占的比例
逐渐降低的规律,尚需做进一步的研究,这是本实验的不
足之处。 在 Pan 等[17]对 CD4+CD25+ Treg 在 Graves 病的研
究中发现病例组与健康对照组目标细胞的比例并没有显
著差异,而 Marazuela 等[18]对于甲状腺炎研究中发现病例
组目标细胞的比例高于健康对照组,对于结果的解释作者
们提出了可能是目标细胞数量上虽无明显改变但功能上
的衰退与疾病的发生存在着一定的关联,但这些都需要进
一步的研究。 Nakano 等[19]对甲状腺炎研究中得到的结果
及钱伟等[20]对 Graves 病研究结果又与前者相反,即目标
细胞的比例低于健康对照组,基本与本实验结论相似。 产
生这样结果的差异,可能与实验研究的具体疾病,研究方

法等差别有关系,今后还需要大样本实验与相关的研究进
一步的探索与验证。
摇 摇 基于本研究的结果考虑,该病患者外周血 CD4+CD25+

Treg 细胞比例的表现异常减低结果明确,提示 CD4+CD25+

Treg 细胞计数可作为疾病发生发展的检测指标,并可作为
该病现有免疫调节治疗的靶点和疗效的观察指标之一。
然而外周血 CD4+CD25+Treg 细胞比例减低是否为导致该
病发生的病因之一以及减低幅度与病情严重程度是否存
在对应关系等问题,仍需通过今后体外细胞实验、动物实
验及相关临床试验深入研究与探索。
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