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滤泡辅助T细胞在免疫复合物联合三硝基苯磺酸诱导的小
鼠结肠炎发病中的变化

杨建美, 付 妤, 邹开芳, 刘晓晶, 门 路
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■背景资料
滤泡辅助T滤泡
辅助T细胞(folli-
cular helper T cell, 
Tfh)是参与体液
免疫的重要成分, 
他在抗体类别转
换中发挥着关键
作用, 能使自身抗
体对机体产生持
续的免疫损伤. 其
在自身免疫性疾
病发病中的作用
越来越受到研究
者们的重视. 他在
炎症性肠病发病
中的作用缺少相
关研究. 
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Abstract
AIM: To investigate the changes in follicular 
helper T (Tfh) cells in immune complex and 
TNBS induced colitis in mice.

METHODS: Twelve male BALB/c mice were ran-
domly divided into two groups: a control group 
and a model group. The model group was given 
subcutaneous and intraperitoneal injection of 
immune complex on days 0, 7, 14 and 21, and in-
tracolonic administration of TNBS in 50% ethanol 
on day 28. The control group was treated with 
equal volumes of saline and 50% ethanol at the 

same time. All of the mice were sacrificed on day 
42, and the colonic inflammation was assessed 
by HE staining and MPO activity assay. Changes 
in the numbers of Tfh and plasma cells were de-
tected by flow cytometry. The expression of inter-
leukin-21 (IL-21) and Bcl-6 mRNAs in the colon 
mucosa was determined by RT-PCR. ELISA was 
used to detect the titers of serum autoantibodies.

RESULTS: MPO activity in the model group 
(0.4543 U/g ± 0.12207 U/g) was significantly 
increased compared with the control group 
(0.3127 U/g ± 0.06983 U/g, P < 0.05). The per-
centages of Tfh and plasma cells were 1.550% 
± 0.414% and 0.780% ± 0.360% in the model 
group, which were significantly higher than 
those in the control group (1.000% ± 0.108%, 
0.300% ± 0.063%, P < 0.05). Serum IgG level was 
significantly higher in the model group than in 
the control group (372.3 ng/mL ± 43.925 ng/
mL vs 7.94 ng/mL ± 26.356 ng/mL, P < 0.05). 
The expression of Bcl-6 and IL-21 mRNAs in 
the colon mucosa in the model group was 3.87 
and 18.4 times higher than that in the control 
group, respectively.

CONCLUSION: Tfh cells may play an impor-
tant role in the pathogenesis of colitis.  

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨滤泡辅助T细胞(follicular helper 
T cell, Tfh)在免疫复合物联合三硝基苯磺酸

■同行评议者
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大学第二附属医
院消化内科, 江西
省分子医学重点
实验室
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■研发前沿
目前炎症性肠病
的发病机制的研
究主要集中在细
胞免疫方面, 本文
重点研究Tfh在小
鼠结肠炎发病中
的变化, 探讨Tfh
在结肠炎发病中
可能发挥的作用, 
希望在体液免疫
方面有所突破.

(trinitrobenzene sulfonic acid, TNBS)诱导的小
鼠结肠炎发病中的变化. 

方法: 12只♂BALB/c小鼠(6-8周龄)随机分为
2组: 模型组与对照组各6只. 模型组分别于第
0、7、14、21天给予免疫复合物皮下及腹腔
注射, 第28天给予TNBS灌肠诱导结肠炎模型; 
对照组同时间给予等量生理盐水注射及50%
乙醇灌肠. 每日记录小鼠体质量变化, 于第42
天处死小鼠, 结肠组织HE染色评价肠道炎症; 
测定结肠组织髓过氧化物酶(myeloperoxidase, 
MPO)活力; 分离脾脏淋巴细胞, 测定Tfh细胞
及浆细胞的比例; 测定外周血清IgG含量; 实
时荧光定量PCR检测肠道组织Bcl-6及白介素
-21(interleukin-21, IL-21) mRNA的表达. 

结果: 成功构建结肠炎小鼠模型, 模型组小鼠
肠道MPO活力较对照组明显升高(P <0.05); 模
型组小鼠脾脏Tfh细胞数量和浆细胞数量分别
为1.550%±0.414%和0.780%±0.360%, 较对
照组(1.000%±0.108%, 0.300%±0.063%)都明
显升高(P <0.05); 模型组外周血清IgG含量较
对照组升高(P <0.05); 模型组肠道组织Bcl-6和
IL-21 mRNA的表达上调, 分别是对照组表达
量(1.00±0.00)的3.87倍和18.40倍, 差异具有
统计学意义. 

结论: Tfh细胞在免疫复合物联合TNBS诱导的
结肠炎小鼠体内显著上调, 他在结肠炎发病中
可能发挥着重要作用. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本研究显示, 滤泡辅助T细胞(follicular 
helper T cell, Tfh)和血清中IgG含量在免疫复合物
联合三硝基苯磺酸诱导的结肠炎小鼠体内显著

上调, 在RNA水平上, 肠道组织中Bcl-6和白介素
-21 mRNA的表达都明显上调, 与细胞水平的结果
是一致的, 说明Tfh在结肠炎发病中可能发挥着重
要作用.
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)的发病率

逐年升高[1-3], 肠道炎症发生发展的具体机制目

前尚不完全清楚, 但自身免疫因素在其发病中

的作用已得到广泛认可. 滤泡辅助T细胞(fo l-
licular helper T cell, Tfh)是新发现的一类辅助性

T细胞[4], 他定位在淋巴滤泡, 辅助B细胞产生抗

体[5], 是参与体液免疫的重要成分, 他在抗体类

别转换中发挥着关键作用[6], 能使自身抗体对机

体产生持续的免疫损伤. 研究发现, 在系统性红

斑狼疮患者外周血中存在Tfh细胞异常, 并与自

身抗体形成及病情严重程度有相关性[7]. 无独有

偶, 在对关节炎患者的研究中也有类似的发现, 
Tfh细胞数量增加, 生发中心形成增加[8]. 白介素

-21(interleukin-21, IL-21)是Tfh细胞的主要效应

因子, 有研究发现UC患者直肠黏膜IL-21表达

增加[9]. 我们猜想, UC作为自身免疫性疾病, 可
能也存在Tfh细胞异常及自身抗体形成的增加. 
本文利用免疫复合物联合TNBS建立小鼠结肠

炎模型, 通过检测Tfh细胞及其相关指标来探讨

Tfh细胞在小鼠结肠炎发病中的变化. 

1  材料和方法

1.1 材料 12只♂BALB/c小鼠, 6-8周龄, 购自武汉

大学实验动物中心[许可证号: SCXK(鄂)2008-
0004], 饲养于华中科技大学实验动物中心[许
可证号: SYXK(鄂)2010-0057]. 提取结肠抗原的

大耳白兔购自华中科技大学同济医学院实验动

物中心. TNBS、弗氏完全佐剂(freunds adjuvant 
complete)购自Sigma公司; BCA试剂盒购自北京

普利莱基因技术有限公司; 过氧化物酶(myeloper-
oxidase, MPO)试剂盒购自南京建成科技有限公

司; 淋巴细胞分离液购自美国Mediatech公司; 流
式抗体购自Biolegend公司、eBioscience公司和

美国BD公司; 小鼠IgG ELISA试剂盒购自欣博盛

生物科技公司; M-MLV逆转录酶, TRIzol均购自

Invitrogen公司; 离子霉素购自美国cayman公司; 
佛波酯购自Biomol公司; 布雷菲德菌素A购自美

国Enzo公司. PCR引物由Invitrogen公司合成. 流式

细胞仪为BD公司, LSRⅡ. DNA/RNA浓度测定仪

为法玛西亚公司生产; 实时荧光定量PCR仪ABI 
StepOne™由美国Applied Biosystems公司生产. 
1.2 方法
1.2.1 抗原乳化剂的制备: 参照文献[10]将大耳白

兔用1%戊巴比妥钠腹腔麻醉(30 mg/kg), 剖取兔

结肠组织, 无菌PBS冲洗干净后用玻璃匀浆器制

成匀浆, -80 ℃下冷冻24 h, 冻融后以4000 r/min
速度低温离心30 min, 取上清液用BCA试剂盒测
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■相关报道
近年来已经有研
究发现有多种自
身抗体参与了溃
疡性结肠炎(ulcer-
ative colitis, UC)
的发病, 临床研究
表明UC患者血清
中自身抗体不仅
滴度增加, 而且与
病情及治疗相关. 
自身抗体形成过
程的深入研究有
可能为临床诊治
提供更多思路.

其黏膜蛋白含量, 浓度约7.0 μg/μL. 使用时加入

等量freund完全佐剂制成抗原乳化剂. 
1.2.2 动物分组及处理: BALB/c小鼠随机分为两

组: 模型组与对照组. 模型组于第0、7、14和 21
天连续给予4次抗原乳化剂注射, 第28天给予三

硝基苯磺酸50%乙醇100 mg/kg灌肠. 对照组在

第0、7、14和21天给予等体积生理盐水注射, 
第28天给予等体积500 mL/L乙醇灌肠. 第42天
断颈处死所有小鼠. 
1.2.3 小鼠一般情况观察、组织学改变、DAI及
MPO的计算: 每日记录小鼠的精神、体质量及大

便情况, 于第42天参照文献[11]按表1计算疾病活

动指数(disease activity index, DAI)以评价疾病活

动度. 处死小鼠后选取结肠病变严重处进行苏木

素-伊红(HE)染色, 显微镜下观察病变. 研磨结肠

组织, 按说明书测定髓过氧化物酶活力. 
1.2.4 脾脏单个核细胞提取: 完整剥离脾脏, 用无

菌生理盐水冲洗干净后置于预先准备的200目
滤布上, 用注射器针芯充分研磨, 同时用1640培
养基冲洗制备细胞悬液. 用淋巴细胞分离液密

度梯度离心后收集单个核细胞. 
1.2.5 浆细胞数量检测: 单个核细胞浓度调整至

100 μL×106, 参照文献[12]用FITC抗小鼠CD93
和PE抗小鼠CD138标记浆细胞, 4 ℃孵育30 min
后洗涤2次, 流式细胞仪检测浆细胞数量. 
1.2.6 Tfh细胞数量检测: 单个核细胞浓度调整至

100 μL×106, 在含脾脏单个核细胞的培养基中

加入终浓度为50 ng/mL的佛波酯、750 ng/mL的
离子霉素和1×的布雷菲德菌素A, 37 ℃ CO2孵

育箱中孵育4 h. FITC抗小鼠CD4、PE-Cy7抗小

鼠CXCR5和APC抗小鼠CD278抗体进行细胞表

面标记, 经固定破膜后用PE抗小鼠Bcl-6抗体进

行核内转录因子标记. 四色流式检测Tfh细胞的

比例, 使用美国LSRⅡ(BD公司)流式细胞仪, 同
时表达CD4、CXCR5、CD278(ICOS)和Bcl-6的
细胞为Tfh细胞. 

1.2.7 IgG含量测定: 心脏取血, 4000 r/min离心收

集血清, 检测血清IgG含量(按试剂盒说明书操作). 
1.2.8 结肠黏膜IL-21及Bcl-6 mRNA检测: 称取

100 mg结肠组织, 置于1 mL TRIzol溶液中充分

匀浆, 按TRIzol说明书提取结肠黏膜总RNA. 分
光光度计检测RNA浓度和纯度后, 按M-MLV逆

转录酶说明书逆转录获得cDNA, 实时荧光定

量PCR检测IL-21及Bcl-6 mRNA的表达. 引物

序列如表2. PCR反应采用10 μL体系, 包括上下

游引物各0.5 μL(10 μmol/L), SYBR Green 5 μL, 
cDNA 1 μL, ddH2O 3 μL. PCR反应条件: 95 ℃ 
10 min; 95 ℃ 15 s; 60 ℃ 1 min, 40个循环. 荧光

实时定量PCR的数据结果参照文献[13]采用2-∆∆CT

分析. 
统计学处理 采用SPSS17.0软件, 所有数据

均采用mean±SD表示, 组间比较行两个样本t检
验. P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 一般情况及组织学改变 模型组小鼠从第0天
注射抗原乳化剂后, 注射处皮肤开始出现皮疹, 
甚至溃烂. 随着时间推移, 皮疹及溃烂处开始愈

合, 小鼠活动及精神、进食无明显改变. TNBS灌
肠后1-5 d内小鼠活动减少, 进食饮水减少, 体质

量每日减轻约0.2-0.5 g, 可见血便及黏液便. 于
灌肠后5-7 d, 上述症状逐渐好转. 结肠HE染色后

在显微镜下放大200倍可见腺体结构紊乱, 黏膜

连续性中断形成糜烂甚至溃疡, 且黏膜上皮及

固有层内有大量炎细胞浸润, 并可见红细胞. 对
照组无上述改变(图1).
2.2 DAI及MPO活力 造模后2 wk DAI较对照组

显著增高, 结肠组织MPO活力较对照组也显著

升高(表3). 
2.3 脾脏淋巴细胞中浆细胞及Tfh细胞比例 模型

组小鼠脾脏Tfh细胞比例为1.550%±0.414%, 浆

     

表  1  疾病活动指数评分表

记分 体质量下降(%) 大便性状 便血

0 无 正常 隐血(-)

1  1-5

2   6-10 松散 隐血(+)

3 11-15

4     ＞15 稀便 肉眼血便

疾病活动指数 = (体质量下降指数+大便性状指数+便血指数)/3.

图  1  小鼠结肠HE染色(×200). A: 模型组; B: 对照组.

A B
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■创新盘点
本课题组前期研
究发现, 免疫复合
物联合三硝基苯
磺酸(trinitroben-
zene sulfonic acid)
诱导的结肠炎模
型比传统方法更
符合T细胞与B细
胞共同作用所致
的IBD的要求. 本
文即选择免疫复
合联合TNBS诱导
结肠炎模型, 旨在
了解Tfh细胞在UC
发病中可能发生
的变化.

细胞比例为0.780%±0.360%. 较对照组Tfh细
胞比例(t  = -3.138, P  = 0.022)和浆细胞比例(t  = 
-3.238, P  = 0.021)都明显上调, 差异有统计学意

义(图2). 
2.4 IgG含量 对照组小鼠血清IgG含量为7.941 
ng/mL±26.356 ng/mL, 模型组IgG含量为372.3 
ng/mL±43.925 ng/mL, 较对照组显著升高(t  = 
-14.076, P  = 0.000). 

2.5 结肠mRNA的表达 以对照组mRNA的表达

量作为参照, 模型组IL-21 mRNA表达量(18.40
±7.52)是对照组的18.40倍(t  = -5.665, P  = 0.002), 
Bc l-6 mRNA的表达量是对照组的3.87倍(t  = 
-2.766, P  = 0.040), 差异均具有统计学意义(图3). 

3  讨论

目前对于UC发病机制的研究主要涉及4个方面: 
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遗传背景、环境因素、社会因素及自身免疫紊

乱[14], 免疫因素研究较为广泛. UC的自身免疫

反应包括细胞免疫和体液免疫. 在UC细胞免疫

研究方面, 目前已取得一定进展. CD4+ T细胞是

自身免疫性疾病的主要免疫细胞. 初始CD4+ T
细胞在不同抗原刺激下诱导分化为不同功能的

效应T细胞, 如Th1、Th2、Th17、Treg及Tfh细
胞等[15]. 已经有临床研究证实, 在UC患者外周

血及结肠黏膜单个核细胞中Th1及Th2细胞无显

著变化. 而Th17细胞在UC患者肠道中数目及效

应因子表达增加[16]. 调节性T细胞(regulatory T 
cell, Treg细胞)特异性转录因子FOXP3的表达却

明显下调[17]. 在体液免疫方面, 目前研究尚无突

破性进展. 近年来已经有研究发现有多种自身

抗体参与了UC的发病, 如抗结肠源性上皮细胞

抗体、抗中性粒细胞胞浆抗体、抗细胞核成分

抗体以及抗肠道菌群的抗体等[18], 临床研究表

明UC患者血清中自身抗体不仅滴度增加, 而且

与病情及治疗相关[19]. 越来越多的证据都提示

我们, 在UC的发病中既有细胞免疫异常, 同时

也存在体液免疫异常. 
动物模型的建立对UC发病机制的研究尤

为重要, 传统的方法包括基因敲除型、转基因

型、化学诱导模型和组织或细胞移植诱导模型

等[20-23]. 我们的前期研究证实, 免疫复合物联合

TNBS建立的动物模型与单纯TNBS灌肠和单

纯免疫复合物注射的大鼠比较, 体内发生了更

显著的免疫紊乱, 他所诱导的结肠炎会产生更

强更持久的反应, 并且引起了Th1和Th2细胞共

同的变化, 该模型更符合T细胞与B细胞共同作

用的所致的IBD的要求[24]. 因此, 在本文中我们

继续选择此种方法, 稍做修改建立结肠炎动物

模型. 
自从T f h细胞的发现以来, 大量研究表明

Bcl-6被认为是控制初始T细胞分化为Tfh的转录

因子. Tfh表面表达的受体CXCR5是Tfh迁移、

定位重要的“转运分子”, 也是Tfh细胞的表面

标志. Tfh表面表达的CD40Lhi和ICOShi分别通

过与B细胞上CD40和ICOSL结合以提供共刺激

信号, 同时Tfh还分泌IL-21, 促进浆细胞形成、

抗体类型转换及生发中心寿命延长[6]. 由此可见, 
Tfh细胞在自身抗体形成, 对机体产生持续免疫

损伤的过程中扮演着不可替代的作用. 近年来

的研究表明, CD93可以作为成熟的抗体分泌细

胞的表面标志[12]. CD138(又名syndecan-1)是一

种细胞表面受体, 他的主要功能是参与细胞-细
胞与细胞-基质黏附[25,26]. 在血液系统, CD138只
表达在正常与恶变的浆细胞表面[27-29], CD138可
以作为浆细胞的表面标志[30]. 研究中发现, 小鼠

模型CD93和CD138双阳性细胞数目增多且血清

中IgG含量显著升高. 可见, 在结肠炎小鼠体内

发生了明显的体液免疫效应, 在淋巴滤泡生发

中心, B细胞与Tfh细胞相互作用, B细胞分化出

大量的长效浆细胞, 从而生成了大量自身抗体, 
促使疾病的发生. 在RNA水平上, 肠道组织中

Bcl-6和IL-21 mRNA的表达都明显上调, 与细胞

水平的结果是一致的. 种种证据都提示我们, Tfh
细胞在结肠炎小鼠中呈现出上调的趋势, 并在

自身抗体形成的过程中发挥着十分重要的作用. 
有科学家发现了在系统性红斑狼疮患者外

周血中存在Tfh细胞异常, 并与自身抗体形成及

■应用要点
UC的发病机制尚
未完全清楚, 过去
的研究主要集中
在细胞免疫方面, 
体液免疫方面的
研究较少. 抗体形
成是体液免疫过
程中的重要环节, 
对自身抗体形成
机制的深入研究
有可能为UC治疗
提供新的靶点.

     

表  2  PCR引物列表

引物名称 序列

β-actin F:  5'-CGTGCGTGACATCAAAGAGAA-3'
R: 5'-GGCCATCTCCTGCTCGAA-3'

Bcl-6 F:  5'-GCACTGGGCAAACACAACAT-3'
R: 5'-AGCGTGCCGGGTAAACTG-3'

白介素-21 F:  5'-GCAGCACAGGCTAAGAGCTTGTA-3'
R: 5'-TGGCTAGTGGAGAAGCCTTCA-3'

F: 上游引物, R: 下游引物.
图  3  小鼠结肠组织Bcl-6、IL-21 mRNA表达量的比较. 
aP<0.05 vs  对照组. IL: 白介素.

m
R
N
A
的
表
达
倍
数

30

25

20

15

10

5

0
Bcl-6              IL-21

a

a对照组

模型组

     

表  3  两组DAI及MPO活性 (n  =6, mean±SD)

分组 DAI MPO活性

模型组  2.33±0.60a  0.4543±0.12207a

对照组 0.11±0.27 0.3127±0.06983

aP<0.05 vs  对照组. DAI: 疾病活动指数; MPO: 过氧化物酶.
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病情严重程度有相关性[7]. 因此可以试想, 在Tfh
调节自身抗体形成的环节给予适当干预或许能

够获得理想的治疗效果. 已经有研究发现, 减少

狼疮动物模型的Tfh细胞和浆细胞可以缓解狼疮

症状[31]; 而过继Tfh细胞却可使狼疮症状加重[32]. 
我们的检测结果显示Tfh细胞数量及相关因子表

达在小鼠实验性结肠炎中有改变, 说明Tfh细胞

参与了小鼠结肠炎的发病, 作为Tfh这个新发现

的细胞亚群, 其在IBD中的作用是以往研究未曾

探讨过的问题, 因此本研究为今后的进一步研

究提供了方向. 但这种改变是原因还是结果尚

不能做出结论, 我们通过参考Tfh在其他自身免

疫性疾病中的作用推测Tfh可能起到引发炎症的

作用, 这也需要我们在进一步的实验中, 比如过

继转移Tfh细胞或干扰Tfh细胞的作用来证明他

是否是引起肠道炎症的原因. 
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