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Abstract
AIM: To investigate the expression and possible 
role of forkhead/winged helix transcription fac-
tor (Foxp3) in the kidney tissue of patients with 
hepatitis B virus-associated glomerulonephritis 
(HBV-GN). 

METHODS: Patients who were pathologically 
diagnosed by renal biopsy were divided into 

three groups. Group A had HBV-GN (n = 58), 
group B had HBsAg-negative nephritis (n = 52), 
and group C consisted of HBV controls (n = 24), 
whose serum was HBsAg-positive, renal tissue 
HBsAg-negative and creatinine slightly elevated 
but without renal lesion. Immunohistochemistry 
was utilized to detect the expression of Foxp3 
protein in kidney tissue of patients. 

RESULTS: (1) There was no significant dif-
ference in age (F = 1.02, P = 0.36), gender (χ2 
= 1.09, P = 0.57), ethnicity composition (χ2 = 
0.04, P = 0.98), serum creatinine (F = 0.05, P 
= 0.61), or alanineaminotransferase (F = 0.06, 
P = 0.76) among the three groups. However, 
there was a statistical difference between group 
A and group B in urine protein (> 0.3 g/24 
h); (2) There was no significant difference in 
pathological type between groups A and B (χ2 
= 1.08, P = 0.99); however, the extent of tubu-
lar interstitial injury (χ2 = 9.15, P = 0.027) was 
more serious in group A; (3) Foxp3, CD4, and 
CD25 proteins were expressed mainly in the 
tubulointerstitial tissue. There were significant 
differences in the number of Foxp3+ lympho-
cyte, CD4+ T cells and CD25+ T cells per high-
power field between group A and group B (3.41 
± 1.16 vs 3.52 ± 1.27; 3.12 ± 0.17 vs 2.78 ± 0.15; 2.9 
± 0.2 vs 3.09 ± 0.18, all P < 0.05). The numbers 
of Foxp3+ lymphocyte, CD4+ T cells, and CD25+ 
T cells per high-power field in groups A and B 
were significantly lower than those in group C 
(all P < 0.05).  

CONCLUSION: The occurrence and develop-
ment of HBV-GN may be related to reduced ex-
pression of Foxp3 in regulatory T cells.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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■背景资料
CD4+CD25+调节
性T细胞(Treg)是
一群能抑制其他
免疫细胞活化、
增 殖 的 T 淋 巴 细
胞, 其在维持自身
内环境稳定, 防止
自身免疫性疾病
的发生、抑制移
植排斥反应等疾
病中发挥重要的
保护作用, 其数量
和功能的降低与
多种自身免疫性
疾病有关. Foxp3
又称叉状头/翅膀
状螺旋转录因子, 
是目前确定为最
特异的Treg细胞
分子标记而用于
当前研究, 亦是其
发育和功能的关
键分子. 
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摘要
目的:  研 究 叉 状 头 / 翅 膀 状 螺 旋 转 录 因 子
(Foxp3)在乙型肝炎病毒相关性肾炎(HBV-
GN)肾组织中的表达及其意义. 

方法: 所有病例经肾组织活检病理诊断. 分组: 
A组为乙型肝炎相关性肾炎组(n  = 58); B组为
非乙型肝炎肾炎组(n = 52); C组为HBV感染对
照组(n = 24), 患者血清HBsAg阳性、肾组织中
HBsAg阴性, 血清肌酐轻度升高经肾组织活检
排除肾炎. 利用免疫组织化学法检测3组患者肾
组织Foxp3、CD4、CD25蛋白表达情况. 

结果: (1)A、B、C 3组患者在年龄(F  = 1.02, 
P  = 0.36)、性别(χ2 = 1.09, P  = 0.57)、民族构
成(χ2 = 0.04, P  = 0.98)、血清肌酐(F  = 0.05, 
P  = 0.61)、谷丙转氨酶(F  = 0.06, P  = 0.76)等
方面差异均无统计学意义; 但A组与B组尿蛋
白(>0.3 g/24 h)差异有统计学意义(P <0.05); 
(2)A组和B组病理类型构成比较差异无统计
学意义(χ2 = 1.08, P  = 0.99), 但肾小管间质损
伤程度比较差异有统计学意义(χ2 = 9.15, P  = 
0.027), 且A组肾小管间质损伤程度较B组重; 
(3)Foxp3、CD4、CD25蛋白主要表达于肾
小管间质; 在A组与B组肾小管间质中, 每高
倍镜视野下Foxp3+淋巴细胞、CD4+ T细胞、

CD25+ T细胞数分别为(3.41±1.16) vs  (3.52
±1.27); (2.78±0.15 ) vs  (3.12±0.17); (2.90±
0.20) vs  (3.09±0.18), 均明显低于C组Foxp3+

淋巴细胞数、CD4+ T细胞、CD25+ T细胞数
(均P <0.05); A组与B组比较, 差异有统计学意
义(P <0.05), A组中, Foxp3、CD4、CD25的表
达低于B组. 

结论: 调节性T细胞Foxp3表达水平的下调可能
与乙型肝炎病毒相关性肾炎的发生发展有关. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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核心提示: 乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)
感染的肝外表现日益备受重视, 并且这种肝外表

现的范围在不断扩大. 乙型肝炎相关性肾炎(HBV-
GN)是其中最常见的疾病, 然而至今为止, 对HBV-
GN的发病机制尚未取得共识. 对此, 我们进行了

一项临床研究, 结果显示Foxp3主要表达于HBV-
GN的肾小管间质, 半定量分析结果表明, 每高倍

镜视野下的平均Foxp3+淋巴细胞计数. 显著低于

对照组, 因此, 我们推测HBV-GN的发生发展可能

与Foxp3的表达下调有关. 

詹欣宇, 肖琳, 张泽高, 银皓, 鲁晓擘, 张跃新. Foxp3在乙
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0  引言

乙型肝炎病毒相关性肾炎是乙型肝炎病毒(hep-
atitis B virus, HBV)感染引起的肾脏损伤, 发病

隐匿, 常为临床医师和患者所忽视, 目前其发病

机制仍不清楚, HBV感染导致机体免疫功能失

衡、诱发自身免疫损伤被认为可能是其发病机

制之一. 调节性T细胞(regulatory T cell, Treg)是
确定的一类具有免疫调节功能的T细胞亚群, 他
的发育和功能维持构成了周围淋巴器官中形成

免疫耐受的重要机制, 若其发育和功能失调, 则
会导致一系列疾病的发生, 包括自身免疫性疾

病、炎症反应、急慢性传染性疾病、肿瘤免疫

耐受、移植排斥以及过敏性疾病[1,2]. Treg细胞

有很多亚群, 其中CD4+CD25+ Treg细胞是目前

研究最多的, 具有明确的免疫抑制功能, 在抑制

自身反应性T细胞增殖, 维持免疫稳定方面起着

重要亚群的作用. 该细胞数量的减少, 表面分子

表达的缺陷, 抑制功能的受损, 都可能导致自身

免疫性疾病、爆发性肝炎或移植排斥反应等的

发生[3]. Foxp3又称叉状头/翅膀状螺旋转录因子, 
是目前确定为最特异的Treg细胞分子标记而用

于当前研究, 亦是其发育和功能的关键分子[4,5]. 
研究表明[6], Foxp3+CD4+CD25+ Treg细胞是自然

免疫中调节自身耐受的关键细胞, 与多种免疫

损伤性疾病的发病有关. Brunkow等[7]在2001年
的研究中报道通过高通量基因组序列分析的方

法发现Foxp3基因是决定CD4+CD25+ Treg的重

要转录因子. Onishi等[8]报道当Foxp3缺失、表达

的下调或者Foxp3基因发生突变时, 人和动物都

会产生严重的自身免疫性疾病. 本研究旨在通

过观察Foxp3+淋巴细胞、CD4+ T细胞、CD25+ T
细胞在肾组织中的表达, 揭示Treg在乙型肝炎病

毒相关性肾炎发病机制中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择2009-01/2011-11在新疆医科大学

第一附属医院行肾组织活检、病例资料完整

的患者134例为研究对象, 根据病理诊断分为3
组: A组58例患者肾组织活检诊断为乙型肝炎

病毒相关性肾炎, 为乙型肝炎相关性肾炎组; B
组52例患者肾组织活检证实为肾炎但血清及肾

■研发前沿
关于Foxp3, 最近研
究的热点是Foxp3
在恶性肿瘤、自
身免疫性疾病、
感染性疾病、移
植排斥反应的发
生、发展中的作
用及通过抑制或
增加其表达等手
段达到可能的免
疫治疗效果.
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组织中HBsAg均阴性, 为非乙型肝炎肾炎组, C
组24例患者血清HBsAg阳性、肾组织中HBsAg
阴性, 血清肌酐轻度升高经肾组织活检排除肾

炎, 为HBV感染对照组. HBV-GN诊断标准参照

1989年在北京座谈会上制定的诊断意见. 所有

入选患者排除狼疮性肾炎、糖尿病肾病、肿瘤

相关性肾病等继发性肾损伤. 试剂: 浓缩型鼠抗

人Foxp3单克隆抗体(236A/E7)、鼠抗人CD4单
克隆抗体、鼠抗人CD25单克隆抗体均购自美国

eBionscience公司, 工作液滴度1∶100.
1.2 方法

1.2.1 临床资料: 临床资料包括姓名、性别、民

族、年龄、谷丙转氨酶、血肌酐、24 h尿蛋白

定量、临床类型等一般资料, 以及肾穿刺病理

报告资料. 石蜡标本进行4 μm连续切片, 病理

常规染色, Foxp3、CD4、CD25免疫组织化学

染色. 病理分型参照1995年WHO修订的肾小球

病理分型标准, 包括膜性肾病(membranous ne-
phropathy, MN), 膜增殖性肾小球肾炎(membra-
no-proliferativeglomerulonephritis, MPGN), IgA
肾病(IgA nephropathy, IgAN), 系膜增生性肾小

球肾炎(mesangialproliferativeglomerulonephritis, 
MsPGN), 肾小球微小病变(minimal change dis-
ease, MCD), 局灶节段硬化性肾炎(primary focal 
segmental glomerulosclerosis, FsGs), 局灶系膜增

生性肾小球肾炎, 增生硬化性肾病. 肾小管损伤

程度参照肾小管-间质各项病理参数的半定量积

分Katafuchi积分法: 包括间质性炎性细胞浸润

(0-3分)、间质纤维化(0-3分)、肾小管萎缩(0-3
分), 轻度损伤(1-3分), 中度损伤(4-6分), 重度损

伤(7-9分). 
1.2.2 方法: 免疫组织化学二步法Envision sys-
tem, 即用型二抗购自上海长岛生物技术有限公

司. 免疫组织化学染色: 采用Envision二步法进

行免疫组织化学染色. 常规脱蜡, 柠檬酸钠缓冲

液热抗原、H2O2阻断过氧化物酶、DAB显色剂

显色、镜下观察、至棕色阳性结果出现即用水

洗、苏木素复染、水洗、吹干、树胶封片、显

微镜下观察结果. 计数光镜下观察阳性细胞呈

棕黄色, 染色明显高于背景. 细胞核染色成黄色

或棕黄色颗粒为Foxp3、CD4、CD25阳性染色. 
Foxp3+、CD4+、CD25+淋巴细胞计数: 每个样本

随机计数5个高倍(×400)视野的阳性细胞数, 根
据阳性细胞显色的比例及染色的强度做半定量

判断. 
统计学处理 所有数据使用SPSS17.0软件进

行统计学处理. 两样本均数之间的比较采用t检
验; 多样本均数之间的比较采用单因素方差分

析; 计数资料采用χ2检验和Fisher's精确检验. 

2  结果

2.1 一般资料 A组男40例, 女18例, 汉族50例, 维
吾尔族8例, 平均年龄26.7岁±10.3岁, 临床上以

肾病综合征为主要表现者有27例(46.6%), 以肾

炎综合征为主要表现者有24例(41.4%); B组男32
例, 女20例, 汉族45例, 维吾尔族7例, 平均年龄

为24.5岁±5.5岁, 以肾病综合征为主要表现者

占26例(50%), 肾炎综合征者21例(40.4%); C组女

10例, 男14例, 汉族21例, 维吾尔族3例, 平均年

龄为27.8岁±17.1岁, 3组患者年龄、性别、民

族构成比较差异均无统计学意义(F  = 1.02, P  = 
0.36; χ2 = 1.09, P  = 0.57; χ2 = 0.04, P  = 0.98, 表1). 
2.2 实验室检查 3组患者血清肌酐比较差异无统

计学意义(F  = 0.05, P  = 0.61). 但A组与B组尿蛋

白(>0.3 g/24 h)比较差异有统计学意义(P <0.05, 
表1). 
2.3 病理类型 A组和B组在病理类型构成上差异

无统计学意义(χ2 = 1.086, P  = 0.99), 但其肾小管

■相关报道
Luo等报道, 通过
在体外特异性扩
增Foxp3+ Treg, 然
后重新输回患者
体内也可以实现
免疫内环境的重
建, 从而达到治疗
自身免疫性疾病
的目的. 
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表  1  3组患者一般资料及实验室检测指标比较 (mean±SD)

            A组          B组      C组 F 值/χ2值 P 值

n        58          52       24

年龄(岁)   26.7±10.3   24.5±5.5   27.8±17.1    1.02 0.36

男n(%)    40(68.9)     32(61.6)   14(58.3)    1.09 0.57

汉族n(%)    50(86.2)     45(86.5)   21(87.5)    0.04 0.98

谷丙转氨酶(U/L) 31.23±12.12 34.37±10.23 28.17±9.14    0.06 0.76

尿蛋白>0.3 g/24 h    53(91.4%)     40(78.1%)a           -    6.108 0.017

血清肌酐(μmol/L)   38.9±16.2  41.3±14.4   37.7±19.8    0.50 0.61

aP<0.05 vs  A组. A组: 乙型肝炎相关性肾炎组; B组: 非乙型肝炎肾炎组; C组: 乙型肝炎病毒感染对照组.
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■创新盘点
本研究首次应用
免疫组织化学法
检测乙型肝炎肾
组织中 F o x p 3、
CD4、CD25的表
达, 以探讨Foxp3
在乙型肝炎相关
性肾炎发生过程
中 的 作 用 ,  发 现
Foxp3表达水平的
下调与乙型肝炎
相关性肾炎的发
生发展有关. 

间质损伤程度上差异有统计学意义(χ2 = 9.15, P  
= 0.027, 表2). 
2.4 Foxp3+淋巴细胞、CD4+ T细胞、CD25+ T细

胞在肾组织的表达与分布 Foxp3+淋巴细胞、

CD4+ T细胞、CD25+ T细胞主要在肾小管间质

中表达, 乙型肝炎相关性肾炎组(A组)、非乙型

肝炎肾炎组(B组)、HBV感染对照组(C组)均可

见阳性表达细胞(图1-3). 
2.5 Foxp3+淋巴细胞、CD4+ T细胞、CD25+ T细

胞半定量分析结果 对Foxp3+淋巴细胞、CD4+ T
细胞、CD25+ T细胞免疫组织化学染色切片进

行半定量统计分析, 400倍光学显微镜下随机取

5个视野进行阳性细胞计数和细胞总数计数, 取

其平均数用于统计分析. Foxp3、CD4、CD25
在3组患者肾组织中表达差异有统计学意义(F  
= 23.00, P  = 0.00), 乙型肝炎相关性肾炎组、非

乙型肝炎肾炎组表达明显低于HBV感染对照组

(P <0.01); Foxp3、CD4、CD25在乙型肝炎相关

性肾炎组和非乙型肝炎肾炎组间比较, 差异均

有统计学意义(P <0.05), 乙型肝炎相关性肾炎组

中, 其表达低于非乙型肝炎肾炎组(表3). 

3  讨论

CD4+CD25+ Treg细胞主要在机体免疫系统中

发挥负向调节作用, 对效应细胞的增殖, 免疫活

性的发挥起抑制作用. 转录因子Foxp3特异性
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A B C

图  1  Foxp3在肾小管间质中的表达(×200). A: 乙型肝炎相关性肾炎组; B: 非乙型肝炎肾炎组; C: 乙型肝炎病毒感染对照组.

A B C

图  2  CD4在肾小管间质中的表达(×200). A: 乙型肝炎相关性肾炎组; B: 非乙型肝炎肾炎组; C: 乙型肝炎病毒感染对照组.

A B C

图  3  CD25在肾小管间质中的表达(×200). A: 乙型肝炎相关性肾炎组; B: 非乙型肝炎肾炎组; C: 乙型肝炎病毒感染对照组.
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地高表达于CD4+CD25+ Treg细胞内, Foxp3为
CD4+CD25+ Treg细胞特异性分子标志[9], 是Treg
细胞发育和功能所必需[10], 能反映Treg的水平和

功能活性, 目前被作为证实Treg的金标准. 有研

究表明[11], Foxp3是人天然Treg维持其抑制性功

能的核心细胞内标志, 主要通过基因转录水平

下调促炎因子的表达, 上调免疫抑制因子的表

达, 从而抑制机体免疫功能. 据报道, Foxp3+ Treg
调节免疫抑制的机制是通过对效应性T细胞及抗

原提呈细胞的抑制作用而体现. 有学者研究[12]显

示, Treg细胞通过与效应性T细胞竞争消耗IL-2
从而达到抑制Foxp3-效应性T细胞的增殖, 并通

过前凋亡因子Bim介导的途径诱导效应性T细
胞的凋亡. 此外, Treg细胞表面还可表达细胞毒

性T淋巴细胞相关抗原(cytotoxic T lymphocyte-
associated antigen-4, CTLA-4), 该分子是Treg表
达的重要分子标记, 高水平表达CTLA-4的Treg 
可以通过CTLA-4和CD80以及CD86的相互作

用促使DC表达吲哚胺2,3双加氧酶(indoleamine 

2,3-dioxygenase, IDO). IDO能降解色氨酸, 色
氨酸缺失会抑制T细胞活化, 从而导致T细胞凋

亡[13]. 研究报道[14]Treg细胞还可分泌纤维蛋白原

样蛋白2, 该分子可通过与低亲和力的FCγRⅡB
受体结合抑制DC的成熟, 诱导B细胞的凋亡[15], 
从而起到免疫抑制的效果. 当机体内Foxp3表达

下降时, 提示CD4+CD25+ Treg细胞数量的减少或

功能的减弱, 从而导致自身免疫性疾病的发生. 
王玮玮等[16]在BXSB狼疮小鼠动物实验中发现, 
Treg细胞数量的减少与狼疮肾炎肾小管间质损

害相关. 机体内百分之一的Treg细胞水平的下降

会导致自身免疫性疾病的发生发展[17]. 有研究[18]

表明, 诱导SWR×NZBF1(SNF1)小鼠黏膜免疫

耐受后, 小鼠的CD4+CD25+ Treg细胞数目可恢

复至正常水平, 且随之肾小球肾炎的症状与病

理改变可得到显著的改善. 认为Treg细胞的减少

可能是疾病活动导致HBV-GN肾小管损害的原

因之一. 
本研究发现, 乙型肝炎相关性肾炎组和非乙

■应用要点
Fox p 3 可 能 在 乙
型肝炎相关性肾
炎的发生过程中
起 重 要 的 作 用 , 
可能对其诊断及
早期治疗具有重
要的临床意义.
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表  3  Foxp3、CD24、CD25在3组患者肾组织中表达比较 (mean±SD)

     分组  n Foxp3+淋巴细胞  CD4+ T细胞 CD25+ T细胞 F 值  P值

A组 58   3.41±1.16bc 2.78±0.15bc 2.90±0.20bc 23 0.000

B组 52   3.52±1.27b 3.12±0.17b 3.09±0.18b

C组 24   5.73±2.12 5.25±0.25 5.90±0.35

bP＜0.01 vs  C组; cP＜0.05 vs  B组. A组: 乙型肝炎相关性肾炎组; B组: 非乙型肝炎肾炎组; C组: 乙型肝炎病毒感

染对照组.

表  2  A组患者与B组患者病理类型构成及肾小管损伤程度比较 n (%)

         A组      B组  χ2值 P 值

病理类型   1.086 0.99 

  膜性肾病 20(34.48) 18(34.62)

  膜增殖性肾小球肾炎   9(15.52)   8(15.38)

  IGA肾病   6(10.34)   7(13.46)

  系膜增生性肾小球肾炎 13(22.42) 10(19.23)      

  肾小球微小病变   5(8.62)   4(7.69)

  局灶节段硬化性肾炎   1(1.72)   2(3.85)

  局灶系膜增生性肾小球肾炎   2(3.45)   1(1.92)

  增生硬化性肾病   2(3.45)   2(3.85)

肾小管间质损伤程度   9.15 0.027

  轻度损伤 22(37.93) 20(38.46)

  中度损伤 23(39.66) 11(21.15)

  重度损伤   4(6.89)   1(1.92)

  无肾小管损伤   9(15.52) 20(38.47)

A组: 乙型肝炎相关性肾炎组; B组: 非乙型肝炎肾炎组; C组: 乙型肝炎病毒感染对照组.
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型肝炎肾炎组肾组织Foxp3的表达明显低于无

肾炎的HBV感染对照组, 同时CD4、CD25的表

达亦明显低于无肾炎的HBV感染对照组, 此研

究结果支持Foxp3表达水平的下降与CD4+CD25+ 
Treg细胞数量的减少有关这一观点, 也表明Treg
细胞的减少可能是肾炎的发病机制之一, 支持

免疫功能失调参与乙型肝炎相关性肾炎的发生, 
通过诱导Foxp3表达水平的下调, 导致自身免疫

损伤. 本研究中Foxp3 、CD4、CD25在乙型肝

炎相关性肾炎组中肾小管间质中的表达低于非

乙型肝炎肾炎组, 结合两者病理资料: 乙型肝炎

相关性肾炎组肾小管间质损伤程度较非乙型肝

炎肾炎组为重, 24 h尿蛋白比较, 亦支持这一结

果, 分析原因考虑乙型肝炎相关性肾炎肾损伤

有多种致病机制共同作用, 除了经典的抗原抗

体复合物沉积于肾小球毛细血管基底膜导致肾

脏损伤、乙型肝炎病毒直接损伤, 还存在自身

免疫性损伤. 因此乙型肝炎相关性肾炎的早期

诊断非常重要, 抗乙型肝炎病毒治疗是不可忽

视的方案之一. 在HBV感染对照组中Foxp3表达

水平无下降, 也未发生乙型肝炎相关性肾炎, 认
为其可能与遗传易感性有关. 

在HBV-GN的发病过程中, 大量的研究表

明, CD8+CTL介导的穿孔素途径, 可能在引起肾

脏损害中起一定的作用. 穿孔素是免疫活化细

胞杀伤靶细胞的主要介质, 是存在于CTL和NK
细胞胞浆颗粒中的细胞毒素, 可介导CD8+CTL特
异的细胞毒效应, 引起感染细胞损伤和死亡[19]. 
有研究表明[20], 穿孔素主要在HBV-GN患者的

肾小管间质中表达, Treg可抑制CD4+、CD8+ T
细胞活性及其增殖能力[21], 本研究显示Foxp3在
HBV-GN肾小管间质中表达下降, 认为可能削弱

了对CD8+CTL T细胞的抑制功能, 进一步通过

CD8+CTL介导的穿孔素途径造成肾小管间质的

损伤, 有待于后续实验的进一步证实. 
本研究结果表明Treg Foxp3的表达下调可

能与乙型肝炎病毒相关性肾炎的发生发展有关, 
HBV-GN可能是由于HBV感染引起T细胞免疫

耐受调节功能失衡所致的免疫系统紊乱性疾病. 
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