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Abstract
AIM: To investigate the level of Foxp3 mRNA 
in the peripheral blood monocytes (PBMCs) 
of patients with ulcerative colitis (UC), and its 
relationship with activity of UC.

METHODS: Reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) was used to examine 
Foxp3 mRNA expression in the PBMCs from 22 
cases with UC in active stage, 20 cases at stable 
stage, and 30 normal controls.

RESULTS: Foxp3 mRNA expression was lower 
in patients with UC at active stage than that in 
the controls (1.58 ± 0.31 vs 3.27 ± 0.40, P < 0.05), 
while Foxp3 mRNA expression in UC at stable 
stage was not significantly different from that 
in the controls (P = 0.104). The level of Foxp3 
mRNA in the PBMCs in active UC was negative-
ly correlated with the Walmsley renal scoring (r 
= -0.756, P = 0.000).

CONCLUSION: Foxp3 mRNA expression in the 
PBMCs may be involved in the pathogenesis 
and activity of UC.
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摘要
目的: 探讨溃疡性结肠炎(UC)患者外周血单
个核细胞中Foxp3 mRNA表达及其与疾病活
动性的关系. 

方法: 应用逆转录-聚合酶链反应(RT-PCR)
检测42例UC患者(活动期22例、缓解期20例)
和30例正常对照组外周血单个核细胞Foxp3 
mRNA的表达水平. 

结果: UC患者急性期Foxp3 mRNA水平低于
正常人, 差异有显著性(1.58±0.31 vs  3.27±
0.40, P <0.05); 缓解期Foxp3 mRNA水平与正
常人差异无显著性(P = 0.104); PBMC中Foxp3 
mRNA表达水平与Walmsley评分标准有相关
性, 且呈负相关.

结论:  U C患者外周血单个核细胞中F o x p3 
mRNA表达水平显著低于正常人, 其参与了
UC的发病过程并与疾病的活动性有关.
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种病

■背景资料
Foxp3是新近发现
的一个转录因子, 
介导CD4+CD25+ 

T 调 节 细 胞 的 发
育、表达及功能
维 持 .  F o x p 3 基
因 减 低 会 导 致
CD4+CD25+ T调
节细胞数量下降, 
免疫调节功能缺
陷, 可诱发严重的
自身免疫反应, 因
此, Foxp3对机体
免疫自稳起着决
定性作用. 溃疡性
结肠炎(UC)是一
种病因未明的自
身免疫性疾病, 研
究Foxp3与UC活
动性的关系有利
于疾病的诊断及
开展新的免疫治
疗方法.

世界华人消化杂志 2006年3月18日; 14(8): 810-813
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床经验 CLINICAL PRACTICE 

溃疡性结肠炎患者外周血单个核细胞中Foxp3 mRNA的表
达水平

李永哲, 孙可歆, 赵 臣

 
wcjd@wjgnet.com 

®



李永哲, 等. 溃疡性结肠炎患者外周血单个核细胞中Foxp3 mRNA的表达水平                                                                  811

www.wjgnet.com

因未明慢性非特异性的结肠炎症. 其发病可能

与免疫、遗传、感染等因素有关, 并可伴有多

发结节性红斑、关节炎、Graves病等自身免疫

性肠外表现. 随着实验技术的进步, 越来越多

的研究发现细胞免疫在IBD的发病中起了非常

重要的作用. Foxp3是新近发现的一个转录因

子, 属于foxhead家族成员, 组成性表达于机体的

CD4+CD25+ T调节细胞, 介导CD4+CD25+ T调节

细胞在胸腺的发育、外周表达及功能维持. 研
究发现Foxp3基因突变或敲除的小鼠, 其体内

CD4+CD25+ T调节细胞数量下降, 调节功能缺陷, 
可诱发严重的自身免疫反应, 因此, Foxp3对机

体免疫自稳起着决定性作用[1]. 本文对在UC患

者外周血单个核细胞(PBMC)中的表达及疾病活

动性关系进行研究, 以明确Foxp3在发病中的作

用, 并为疾病的诊断及新的免疫学疗法的开展

提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 北京协和医院2005-04/10门诊和住院

诊断明确的40例患者, 其中男34例, 女6例, 年龄

26-68岁, 平均年龄47岁. 全部病例符合1993年
太原全国非感染性肠道学术会议制定的《溃

疡性结肠炎的诊断及疗效标准》. UC活动性按

Walmsley评分标准进行评价[2], <4分为缓解期; 
5-8分为中度活动期; 9分以上为重度活动期. 其
中活动期22例, 缓解期18例(经内科治疗缓解者). 
30例健康体检者为正常对照组.
1.2 方法 

1.2.1 PBMC的分离 正常对照组和UC患者分别

取肘静脉血3 mL, 肝素抗凝, 稀释后的血液缓慢

加入等体积的淋巴细胞分离液(Ficoll)中, 2 000 
r/min离心20 min, 分离出PBMC, 再加入5倍体

积9 g/L生理盐水, 2 000 r/min离心10 min, 洗涤

2次, 加入Trizol(Invitrogen公司)后, -80℃保存.
1.2.2 总RNA的提取 从-80℃冰箱中取出PBMC, 
彻底混匀, 室温静置5 min; 加入0.2 mL氯仿, 剧
烈振动15 s, 室温静置2 min; 4℃ 12 000 g离心

15 min, 轻吸出上层水相至另一EP管, 加等体

积异丙醇, 混匀静置10 min; 4℃ 12 000 g离心

10 min; 弃上清, 加入1 mL 750 mL/L乙醇洗涤

沉淀, 4℃ 7 500 g离心5 min; 吸干乙醇, 空气中

干燥; 加入20 mL无RNA酶水溶解RNA. 
1.2.3 RNA纯度和含量的测定 取5 mL抽提的

RNA样品上样电泳, 在12 g/L普通琼脂糖凝胶

图谱中显示28 S, 18 S两条带, 且28 S带亮度为

18 S带亮度二倍者入选. 紫外分光光度计检测

RNA在260 nm, 280 nm波长处的吸光度值, 并
计算A 260/A 280比值和RNA浓度(浓度mg/mL = A 260

×40×稀释倍数)(图1).
1.2.4 cDNA的合成 20 mL逆转录反应体系中包

括样品总RNA 2-4 mg, M-MLV逆转录酶200 U, 
Rnasin 50 U, 4×dNTP 2 mL, Oligo(dT) 26 U, 
DTT 1 mL, 5×反应缓冲液4 mL和无RNA水

9 mL. 反应条件为37℃ 1 h, 然后95℃ 5 min灭
活逆转录酶.
1.2.5 DNA扩增(PCR) PCR反应仪为Promega
公司产品. 25 mL DNA反应体系中包括cDNA 
2.5 mL, TaqDNA聚合酶0.5 mL, 上游引物1 mL, 
下游引物1 mL(上海生物工程公司合成), dNTP 
0.5 mL, MgCl2 2.0 mL, 10×反应缓冲液2.5 mL 
和无RNA水15 mL. 以肌动蛋白(b-actin)为内参

照, 实验中所用引物序列、反应条件及片段长

度如下: b-actin上游引物5'-GCATGGAGTCCTG
TGGCAT-3', 下游引物5'-CTAGAAGCATTTGC
GGTGG-3', 320 bp; Foxp3上游引物5'-ACACCA
CCCACCACCGCCACT-3', 下游引物5'-TCGGA
TGATGCCACAGATGAAGC-3', 400 bp. 反应条

件94℃ 5 min, 94℃ 30 s, 52℃ 30 s, 72℃ 45 s, 
72℃ 7 min, 4℃ 5 min (图2-3).
1.2.6 RT-PCR产物的检测 取5 mL PCR产物置于

20 g/L琼脂糖凝胶中80 mV, 40 mA电泳25 min

■研发前沿
近年来关于CD4+ 

CD25+ T调节细胞
与Foxp3转录因子
的研究日益成为
研究热点.

图  1  总RNA电泳图.

图  2  UC患者PBMC中Foxp3基因RT-PCR扩增结果. M: 

Marker; 1-6: 扩增条带400 bp; 1-2: UC活动期患者; 3-4: 

UC缓解期患者; 5-6: 正常对照.
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观察. 电泳后凝胶置于紫外光可见分析装置中, 
用Gel Doc 2000 Bio-Rad公司(美国)图像分析系

统进行扫描拍照, 并检测各电泳条带的A值, 计
算Foxp3/β-actin, 从而得到Foxp3的相对含量.

统计学处理 采用SPSS 11.0软件, 先对原始

资料进行正态性检验, 服从正态性分布用完全

随机设计的方差分析.

2  结果

2.1 细胞总RNA抽提结果 RNA纯度检测结果: 
A 260/A 280比值均在1.651-1.928之间, 提示RNA较

纯. RNA浓度在330-1 700  μg/mL之间.
2.2 正常人、活动期和缓解期UC患者PBMC中

的Foxp3 mRNA水平见表1 活动期Foxp3 mRNA
水平低于正常人, 差异有显著性(P <0.05); 活动

期Foxp3 mRNA水平低于缓解期, 差异有显著性

(P <0.05); 缓解期Foxp3 mRNA水平与正常人无

显著差异(P = 0.104).
2.3 UC活动指数Walmsley评分与Foxp3 mRNA
表达的相关性 活动期UC患者Walmsley评分与

目的基因Foxp3的表达呈显著负相关(r = -0.756, 
P = 0.000). 缓解期UC患者Walmsley评分与目的

基因Foxp3的表达无相关性(P = 0.813).

3  讨论

炎症性肠病(IBD)是一种病因未明、侵及胃肠道

的自身免疫性疾病, 包括溃疡性结肠炎(UC)和
克隆恩病(CD). 近年来, UC的患病率呈逐渐上

升趋势[2], 目前认为免疫因素在UC中具有重要

作用, 且已成为研究的热点. Foxp3基因定位于

Xp11.23, 含有84个氨基酸残基的foxhead结构域, 
GH2锌指结构和一个亮氨酸拉链, 该基因家族编

码蛋白具有相似的保守结构, 均通过其Foxhead
结构域与DNA特定位点结合, 调节目的基因的

活化和表达[3]. 最近研究发现CD4+CD25+ T调节

细胞异常表达是导致自身免疫性疾病的主要原

因, Foxp3是CD4+CD25+ T调节细胞的特异性标

志[4-5]. 人类Foxp3基因可有多种突变, 包括点突

变、mRNA剪切缺陷及亮氨酸拉链区改变, 导
致类似的系统性自身免疫病-IPEX(新生儿糖尿

病、炎症性肠炎、内分泌综合征等), 而且Ⅰ型

糖尿病、克隆恩病也与Foxp3基因改变有关[6-7]. 
Hori et al [8]已经证实正常人类和小鼠胸腺及外周

血中CD4+CD25+ T调节细胞特异性表达Foxp3, 
逆转录该基因可以转化初始型T细胞, 使其成

为具有调节功能的T调节细胞. Maul et al [9]采用

流式细胞术和real-time PCR分析CD4+CD25+ T
调节细胞、Foxp3表达水平, 结果表明IBD患者

外周血中CD4+CD25+ T调节细胞保持了他们的

抑制活性, 疾病活动期CD4+CD25+调节细胞和

Foxp3下降, 但疾病缓解期和对照组比率上升, 
CD4+CD25+ T调节细胞可能参与IBD的发病机

制. 我们采用半定量RT-PCR方法检测UC患者

PBMC中Foxp3 mRNA的表达水平, 研究结果显

示: UC患者活动期Foxp3 mRNA表达水平显著

低于缓解期和正常对照组, 而缓解期与正常对

照组无显著差异, 表明可能由于CD4+CD25+ T
调节细胞数量减少, 从而使Foxp3 mRNA表达

水平降低, 调节功能缺陷, 诱发严重自身免疫反

应. 提示Foxp3是CD4+CD25+ T调节细胞中主要

的调控基因, Foxp3可能通过以下几种途径参与

T调节细胞的功能维持: Foxp3能竞争结合与细

胞活化相关基因, 以间接抑制效应基因的转录, 
同时也可直接抑制效应基因的表达; Foxp3可作

为一种转接蛋白招募其他具有抑制功能的效应

分子与目的基因结合. 我们的研究还对UC患者

Walmsley评分与Foxp3/β-actin灰度比值进行相

关分析, 结果二者之间呈明显负相关(P <0.001), 
也就是说, 活动指数越高, 目的基因的表达量越

小; 相反, 活动指数越小, 目的基因的表达量越

高. 
总之, Foxp3在免疫调节中起着重要作用, 

了解在疾病发病中的作用及活动性关系, 以辅

助临床, 为溃疡性结肠炎的诊断和治疗提供新

图  3  UC患者及正常对照组β-actin内参照电泳图. M: 

marker; 1-6: 内参照 β-actin 320 bp.

    

表  1  正常人、活动期和缓解期UC患者PBMC中Foxp3 
mRNA表达水平及Walmsley评分 (mean±SD)

组别                        n            Walmsley评分          Foxp3/β-actin

正常对照组         30                                          3.27±0.40

活动期UC           22            7.45±1.44             1.58±0.31

缓解期UC           18            3.15±0.75             3.09±0.37

600 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp

  M    1      2    3    4     5    6

320 bp

■创新盘点
近年来关于CD4+ 

CD25+ T调节细胞
与Foxp3转录因子
的研究日益成为
研究热点, 已有研
究表明二者与自
身免疫性疾病密
切相关, 本研究证
实Foxp3参与调控
CD4+CD25+ T调节
细胞的功能, 并与
UC的活动性呈明
显负相关.
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的思路. 
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