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·论著·

胆道闭锁患者肝内胆管 γδＴ细胞和调节性
Ｔ细胞浸润及意义

李　康　阳　历　汤绍涛　王新星　雷海燕　张　茜

【摘要】　目的　 研究胆道闭锁（Ｂｉｌｉａｒｙａｔｒｅｓｉａ，ＢＡ）患者肝组织中 γδＴ细胞和调节性 Ｔ细胞
（Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ）的比例变化。 方法　采用免疫组织化学方法和流式细胞术观察和检测胆道闭锁患儿组
（ＢＡ组）２３例和对照组（ＣＧ组）１２例肝组织中γδＴ细胞分布情况以及 γδＴ细胞和 Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细胞比
例关系。 结果　免疫组织化学染色显示 ＢＡ组肝脏汇管区胆管周围有大量 γδＴ细胞和一定程度的
Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细胞浸润。流式细胞术显示胆道闭锁肝组织中 γδＴ细胞与 Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细胞比例明显高于
对照组（Ｐ＜０．０５），且γδＴ细胞与Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细胞比例呈显著负相关（Ｐ＜０．０５）。 结论　胆道闭锁
患儿肝组织中γδＴ细胞增多，或抑制Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细胞增值，促进了胆管的进行性炎症损伤。

【关键词】　胆道闭锁；胆管，肝内；Ｔ淋巴细胞，调节性
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　　胆道闭锁（ｂｉｌｉａｒｙａｔｒｅｓｉａ，ＢＡ）是新生儿胆汁淤
积的常见原因，近年来研究证实围产期 ＢＡ发病与
病毒感染触发的异常自身免疫应答密切相关［１］。

γδＴ细胞是介于固有免疫（先天性免疫）和适应性
免疫（获得性免疫）之间的一群Ｔ细胞亚群，是除了
ＮＫ、ＮＫＴ以外的最重要的固有免疫细胞，在抗感染、

自身免疫性疾病以及肿瘤发生等过程中起关键作

用［２］。有报道γδＴ细胞可抑制 Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ使免疫
抑制功能下调，从而促进免疫炎性细胞活动，促进疾

病的进行性发展［３］。至于在ＢＡ患者中是否也存在
γδＴ细胞的异常分布以及 γδＴ细胞与 Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ
的关系，目前尚未见文献报道。本研究旨在初步探

讨 ＢＡ患者肝汇管区 γδＴ细胞的分布，及其与
Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ的比例变化，从而进一步理解 ＢＡ患者
细胞免疫调节机制。

·６１·
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材料与方法

一、研究对象

选择临床确诊为Ⅲ型胆道闭锁的患儿２３例，为
ＢＡ组，其中男性５例，女性１８例；Ⅱ型８例，Ⅲ型
１５例，平均年龄为２．５个月（２～５个月），于 Ｋａｓａｉ
手术时切取肝方叶组织。收集先天性胆总管囊肿患

儿 ７例，新生儿肝炎患儿 ５例，为对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐｓ，ＣＧ），其中男性４例，女性８例，平均年龄为
３．２个月（１～１４个月），切取肝方叶。两组患儿临
床资料见表１。肝脏组织切取标本大小约１０ｍｍ×
１０ｍｍ×１０ｍｍ。一部分制作石腊切片用作免疫组
织化学染色，另一部分用作淋巴细胞的分离以进行

γδＴ细胞和 Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ流式细胞分析。本研究经
华中科技大学同济医学院伦理委员会同意。

表１　两组患儿临床资料（ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｔｗｏｇｒｏｕｐｓｏｆｃｈｉｌｄｒｅｎｗｉｔｈｃｌｉｎｉｃａｌｄａｔａ（ｘ±ｓ）

分组 ｎ 年龄（月） 体重（ｋｇ） ＴＢ（μｍｏＬ／Ｌ） ＤＢ（μｍｏＬ／Ｌ） ＡＬＴ（Ｕ） ＧＧＴ（Ｕ）

胆道闭锁组 ２３
２．９１±３．０３ ５．５０±１．３０ ２１８±５４ １５６±３１ ３５４±１６２ ３５１±１５４

对照组

　胆总管囊肿 ７ ５．２７±３．３２ ７．２０±２．８０ 　６９±２３ 　４９±２１ 　３９±１５　 　７３±２６　

　新生儿肝炎 ５ ３．５４±２．８２ ６．２０±４．６０ １９５±７２ １４１±４６ ２９６±９４　 ２９８±１２３

　　注：ＴＢ—总胆红素（２．０～２０μｍｏｌ／Ｌ）；ＤＢ—直接胆红素（０～４μｍｏｌ／Ｌ），ＡＬＰ—谷丙转氨酶（０～２０Ｕ）；ＧＧＴ—γ—谷氨酰转肽酶（０～５０Ｕ）

　　二、方法
１．肝脏组织 γδＴ细胞和 Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ的分布：

收集ＢＡ组、对照组肝脏组织，经过固定、脱水、包
埋、制片后进行免疫组织化学染色。两张连续切片

中一张使用鼠抗人 Ｆｏｘｐ３抗体 （１∶１００，ａｂｃａｍ，
ａｂ２００３４）标 Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细胞，另一张加入鼠抗人
ＴＣＲγδ抗体 （１∶２００，ａｂｃａｍ，ａｂ７９０５６）标 γδＴ细
胞。光学显微镜于２００倍的视野下选取有代表性的
图片，利用ＩｍａｇｅＰｒｏｐｌｕｓ（ｖｅｒｓｉｏｎ５．０１，ＭｅｄｉａＣｙ
ｂｅｍｅｔｉｃｓ，ＳｉｌｖｅｒＳｐｒｉｎｇ，ＵＳＡ）软件分析两组图片中
Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ及γδＴ细胞的累积光密度（ＩＯＤ）和平均
光密度（ＭＯＤ），计算两类细胞的分布比例。
２．肝脏内淋巴细胞的分离：将新鲜肝脏组织

用ＰＢＳ清洗后剪碎，通过Ｐｅｒｃｏｌｌ非连续密度梯度离
心法得肝脏内淋巴细胞。

３．γδＴ细胞染色及流式细胞仪检测：取 ＢＡ患
儿和对照者肝脏分离得到的淋巴细胞各两管，每管

含有淋巴细胞约１×１０６，一管通过刺激剂刺激后进
行以下流氏抗体染色：ＦＩＴＣａｎｔｉＣＤ４单抗；ＰＥ—ａｎｔｉ
ＣＤ２５单抗及ＡＰＣａｎｔｉＦｏｘｐ３单抗；另一管进行以下
流氏抗体染色：ＦＩＴＣａｎｔｉＣＤ３单抗，ＰＥａｎｔｉＴＣＲγδ
单抗。以上标本均以小鼠ＩｇＧ２ａＰＥ、ＩｇＧ１ＦＩＴＣ和
ＩｇＧ２ｂＡＰＣ作为各荧光抗体的同型对照，以上试剂
均购于ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司。先进行表面ＣＤ分子染色
后进行破膜及胞内细胞因子的标记。使用 ＢＤ
ＦＡＣＳＡｒｉａＩＩ流式细胞仪对标记的细胞进行流式检
测各管 ＣＤ４＋、ＣＤ２５＋、Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ和 ＣＤ３＋、ＴＣＲ
γδ＋Ｔ细胞的比例，利用 ＦｌｏｗＪｏ软件 ７．６．１（Ｔｒｅｅ

Ｓｔａｒ，Ｉｎｃ．，Ｓｔａｎｆｏｒｄ）对流式数据进行分析。
三、统计学处理

应用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，计量资
料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，采用 ｔ检验，ＢＡ患
儿肝组织中γδＴ细胞与 Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细胞的相关性
采用 Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析，以 Ｐ＜００５为差异有统计
学意义。

结　果

一、两组 Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细胞和 γδＴ细胞在肝组
织中的表达及分布

免疫组化显示ＢＡ患儿肝脏汇管区被一定程度
的Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细胞（图 １ａ）和大量 γδＴ细胞浸润
（图１ｃ），而对照组肝脏汇管区 Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细胞表
达很少（图 １ｂ），γδＴ细胞几乎没有表达（图 １ｄ）。
经过ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ图像分析表明 ＢＡ组和对照组
肝组织中Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细胞和 γδＴ细胞表达差异显
著（图 ２）。通过 ＩＯＤ分析，ＢＡ组中 Ｔｒｅｇ细胞的
ＩＯＤ为 １０２９５±３１０，γδＴ细胞为 １３０９３±２９０；ＣＧ
组中Ｔｒｅｇ细胞的ＩＯＤ为５３２±７２，γδＴ细胞为１３７±
５０。通过 ＭＯＤ分析，ＢＡ组中 Ｔｒｅｇ细胞的 ＭＯＤ为
０．２３２±０．０４５，γδＴ细胞为０．１６０±０．０３９；ＣＧ组中
Ｔｒｅｇ细胞的 ＭＯＤ为 ０．１０２±０．００８，γδＴ细胞为
００４６±０．００９。经过统计学分析，ＢＡ组和 ＣＧ组中
Ｔｒｅｇ细胞比例差异显著（ＩＯＤ：ｔ＝－３０．４１４，Ｐ＜０００１；
ＭＯＤ：ｔ＝１２．７２６，Ｐ＜０．００１），γδＴ细胞比例差异
显著（ＩＯＤ：ｔ＝１９６９７４，Ｐ＜０．００１；ＭＯＤ：ｔ＝１２．７６１，
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图１　 胆道闭锁组和对照组肝脏Ｔｒｅｇ细胞和γδＴ细胞的分布，ａ、ｃ为ＢＡ组肝脏汇管区切面，ｂ、ｄ显示为ＣＧ组肝脏汇管区
切面，红色箭头指示为相应的Ｔｒｅｇ细胞和γδＴ细胞。

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＴｒｅｇａｎｄγδＴＣｅｌｌｓｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒｏｆＢＡａｎｄＣＧｇｒｏｕｐｓ

图２　免疫组化半定量分析结果
Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ

ｓｔａｉｎｉｎｇ

Ｐ＜０．００１）。结果还表明，在 ＢＡ组肝内胆管周围，
Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细胞／γδＴ细胞比例明显降低（ＢＡ＝０．６
±０．０６；ＣＧ＝４．０±１１，Ｐ＝０．００４），这表明Ｆｏｘｐ３＋

Ｔｒｅｇ／γδＴ细胞失衡可能在ＢＡ胆管炎症发病机制中
发挥作用。

二、两组肝脏组织中 Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细胞和 γδＴ
细胞的比例变化

胆道闭锁患儿中 ＣＤ４＋、ＣＤ２５＋、Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细
胞占Ｔ细胞的比例显著低于对照组（Ｐ＜０．０５）（图
３ａ、３ｃ），而 γδＴ细胞比例显著高于对照组（Ｐ＜
００５，见图３ｂ、３ｄ、表１。

三、ＢＡ肝脏组织中γδＴ细胞和Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细

图３　胆道闭锁组与对照组肝脏中Ｔｒｅｇ细胞和γδＴ细胞流
式检测结果

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｏｆｔｒｅｇａｎｄγδＴｃｅｌｌｓｉｎＢＡａｎｄＣＧ
ｇｒｏｕｐｓ

表１　两组肝组织中Ｔｒｅｇ和γδＴ细胞比例的比较（ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　ＴｈｅｒａｔｉｏｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｒｅｇａｎｄγδＴｃｅｌｌｓｉｎｔｗｏ

ｇｒｏｕｐｓ（ｘ±ｓ）

组别 例数 Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细胞（％） γδＴ细胞（％）

ＢＡ组 ２３ １．７０±０．３２ １０．３０±１．３０

ＣＧ组 １２ ３．５０±１．１０ 　２．９０±０．７０

ｔ值 －７．５０３ ２２．７２９

Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１
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胞相关性分析

经Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析，胆道闭锁患儿肝组织中
γδＴ细胞与Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细胞比例呈显著负相关（ｒ
＝－０８４２，Ｐ＜０．５）。

讨　论

本研究结果显示 ＢＡ组汇管区 Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细
胞绝对数量增多，但Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细胞占Ｔ细胞的比
例却明显少于对照组，说明ＢＡ中促炎细胞如ＣＤ４＋

Ｔ细胞、ＣＤ８＋Ｔ细胞、ＮＫＴ细胞等增生更加显著，与
文献报道一致［４－６］。Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细胞尤其是 ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细胞具有高度免疫抑制功能，在
维持自身免疫耐受及机体免疫稳态中起主要作用。

Ｍｉｅｔｈｋｅ等［４］在动物模型研究中发现，ＢＡ是因小鼠
出生前３ｄ缺乏 Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细胞，导致其抑制 ＮＫ
细胞的功能丧失，ＮＫ过度活化、增殖，从而导致 ＢＡ
的发生。我们研究也证实，ＢＡ小鼠肝脏存在炎性
介质，如ＩＬ１２Ｐ３５，Ｐ４０，ＩＦＮｙ的异常增高［７］。Ｌａｇｅｓ
等［６］在近期研究中也发现，过继输入 Ｆｏｘｐ３＋ Ｔｒｅｇ
细胞到 ＢＡ小鼠模型体内能抑制 ＤＣ细胞依赖的
ＣＤ８＋细胞激活，从而减轻胆管上皮的损伤。在我们
前期的研究中发现，ＢＡ肝组织汇管区有 Ｆｏｘｐ３＋

Ｔｒｅｇ和Ｔｈ１７细胞明显增多，但 Ｔｈ１７细胞增高更明
显，且 Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７比例明显降低，从而推断 Ｔｒｅｇ／
Ｔｈ１７细胞比例失调在 ＢＡ进行性炎症中发挥作
用［８］。从上述研究结果看出，刚出生的新生儿因

Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细胞尚未发育，是 ＢＡ始发于该窗口期
的关键因素。然而随着病情的进展，肝脏胆管周围

Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细胞并没有发挥相适应的免疫抑制功
能，说明在 ＢＡ炎症进展阶段有某些抑制 Ｆｏｘｐ３＋

Ｔｒｅｇ细胞增生或功能的因素存在。
研究发现γδＴ细胞不但可以直接识别并杀伤靶

细胞，分泌的各类细胞因子诱发适应性免疫，而且激

活的γδＴ细胞还可以抑制 Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细胞的增殖
和功能［３，９］。在多发性硬化症（ＭＳ）小鼠中的研究
显示，表达白细胞介素２３受体的γδＴ细胞可通过白
细胞介素２３依赖的机制抑制Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细胞的增
殖及功能，从而促进效应性 Ｔ细胞的增殖，促进 ＭＳ
发病［１０］。我们研究发现ＢＡ患儿肝组织汇管区γδＴ
细胞比例较对照组显著增多，而Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细胞比
例相对减少。提示γδＴ细胞和 Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细胞的
异常表达与ＢＡ的发病及病情进展有关。进一步相
关性分析显示，Ｆｏｘｐ３＋ Ｔｒｅｇ细胞比例与 γδＴ细胞

比例呈负相关，提示 γδＴ细胞有可能通过抑制
Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细胞的增殖而下调机体的免疫调控，从
而促进肝内外胆管炎症的发生。

Ｔ细胞根据抗原受体 α、β、γ、δ四种肽链的不
同，分为αβＴ细胞（ＣＤ４＋、ＣＤ８＋细胞）和γδＴ细胞。
ΓδＴ细胞即是一群表达 Ｔ细胞抗原受体 γδ链的 Ｔ
细胞亚群，在组织中特别是上皮层内含量很丰

富［１１］。以往研究已经证实 γδＴ细胞是 ＩＦＮ—γ的重
要来源［１２］。近年来越来越多的证据表明 γδＴ细胞
也是ＩＬ—１７的重要来源，尤其是在抗病毒感染、自身
免疫性疾病等中发挥重要作用［１３］。既往研究已经

显示αβＴ细胞分泌的ＩＦＮ—γ和ＩＬ—１７均参与了ＢＡ
肝内外胆管的免疫炎性损伤，但增高的细胞因子来

源并不完全清楚。谭梅军等［１４］的研究也证实胆道

闭锁患儿肝组织中ＩＬ—１７增高，参与了胆道闭锁的
发病过程。本实验中我们发现，ＢＡ患儿肝组织中
γδＴ细胞比例显著高于对照组，提示 γδＴ细胞也可
能通过分泌ＩＦＮ—γ和ＩＬ—１７参与ＢＡ胆管的免疫炎
性损伤。虽然 γδＴ细胞的绝对数量远少于 αβＴ细
胞，但研究发现它们通过识别ＴＣＲ信号和模式识别
受体信号较 αβＴ细胞能更快在宿主体内启动免疫
应答，并发挥出与其数量不相称的重要作用。下一

步我们将通过动物实验验证γδＴ细胞参与ＢＡ胆管
损伤的机制。
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