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乳腺癌患者 CD4+CD25+Foxp3+ 调节性 T 细胞的变化及意义
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摘   要 目的：探讨乳腺癌患者 CD4+CD25+Foxp3+ 调节性 T 细胞（简称 Foxp3+Treg）的变化及意义。

方法：选择 40 例乳腺癌患者和 32 例乳腺良性肿瘤患者，采用流式细胞术检测外周血 Foxp3+Treg、

CD8+CD28+T 细胞、NK 细胞水平；用 Western blot 和 RT-PCR 病变乳腺组织 Foxp3 蛋白与 mRNA 表达。

结果：乳腺癌患者外周血中 Foxp3+Treg 比例较乳腺良性肿瘤患者明显升高，而 CD8+CD28+T 细胞、NK

细胞比例明显降低（均 P<0.05），且乳腺癌患者外周血 Foxp3+Treg 水平与 CD8+CD28+T 细胞和 NK 细

胞水平呈负相关（r=-0.631，r=-0.578，均 P<0.05）；乳腺癌患者术后外周血 Foxp3+Treg 水平较术前

明显降低（P<0.05）。乳腺癌组织中 Foxp3 蛋白与 mRNA 的表达均较乳腺良性肿瘤组织明显升高（均

P<0.05）。

结论：Foxp3+Treg 和其标记分子 Foxp3 在乳腺癌患者中的表达增加，且可能通过抑制 CD8+CD28+T 细

胞和 NK 细胞而产生肿瘤免疫抑制。 

关键词 乳腺肿瘤；T 淋巴细胞，调节性；叉头转录因子类
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Alteration of CD4+CD25+Foxp3+ regulartory T cells in breast 
cancer patients and its significance
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537100, China)

Abstract Objective: To investigate the alteration of CD4+CD25+Foxp3+ regulartory T cells (hereinafter abbreviated as 

Foxp3+ Tregs) in breast cancer patients and its significance. 

Methods: Forty patients with breast cancer and 32 patients with benign breast tumors were enrolled. The levels 

of Foxp3+ Tregs, CD8+CD28+ T cells and NK cells in peripheral blood of the patients were measured by flow 

cytometry, and the Foxp3 protein and mRNA expressions in breast lesions were determined by Western blot and 

RT-PCR, respectively.

Results: The ratio of Foxp3+ Tregs was significantly higher, while the ratios of both CD8+CD28+ T cells and NK 

cells in peripheral blood were significantly lower in breast cancer patients than those in patients with benign breast 

tumor (all P<0.05), and there was a negative correlation between the level of Foxp3+ Tregs and either the level of 
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C D 4 + C D 2 5 + 调 节 性 T 细 胞 （ T r e g ） 是 一 群

具 有 主 动 抑 制 自 身 免 疫 T 细 胞 活 化 的 免 疫 调 节 细

胞，参与了肿瘤免疫抑制反应 [1]。Foxp3是调节性

T细胞的特异性标记分子 [2]，与细胞的发育和功能

密切相关[3-5]。

本 研 究 通 过 检 测 乳 腺 癌 和 乳 腺 良 性 肿 瘤 患 者

外周血CD4+CD25+Foxp3+Treg（简称Foxp3+Treg）

的 数 量 和 乳 腺 组 织 中 F o x p 3 蛋 白 和 m R N A 水 平 表

达，分析Foxp3+Treg及其标记物Foxp3在乳腺癌免

疫调节中的作用。

1　材料与方法

1.1  临床标本

收集2012年9月—2013年10月贵港市人民医院

肝胆腺体外科收治的乳腺癌40例标本，患者均为

女性；年龄23~77岁，平均（48.0±15.1）岁。同

期收治的良性乳腺肿物标本32例，患者均为女性；

年龄22~64岁，平均（43.1±12.6）岁。手术治疗

前后分别抽取静脉血5 mL，E DTA抗凝，-20  ℃ 

保 存 。 乳 腺 组 织 取 自 病 变 非 坏 死 部 位 ， 液 氮 速

冻，-80 ℃保存。

1.2  主要试剂

兔 抗 人 F o x p 3 单 克 隆 抗 体 购 自 （ 英 国 a b c a m

公 司 ） ； 辣 根 过 氧 化 物 酶 标 记 羊 抗 兔 I g G 和

β - a c t i n （ 北 京 中 杉 金 桥 公 司 ） 。 P C R 仪 （ 德 国

Whatman Biometra公司）；凝胶成像系统（美国

B i o - R a d 公 司 ） ； 逆 转 录 试 剂 盒 （ 日 本 T a k a r a 公

司）；Beckman-Coulter XL100流式细胞仪（美国

Beckman Coulter公司）；藻红蛋白（PE）标记的

C D 4 - P E 单 抗 和 异 硫 氰 酸 荧 光 素 （ F I T C ） 标 记 的

CD25-FITC单抗，阴性对照用IgG2a-FITC、IgG1-
P E （ 美 国 B D 公 司 ） ； 别 藻 青 蛋 白 （ A P C ） 标 记

FoxP3抗（美国eBioscience公司）。

1.3  实验方法

1.3.1  流 式 细 胞 术 检 测 外 周 血 T 细 胞 数 量

　 无 菌 条 件 下 淋 巴 细 胞 分 离 液 法 分 离 细 胞，

以 CD4+T 细 胞 设 门， 流 式 细 胞 仪 检 测 外 周 血

CD4+CD25+Foxp3+T 细 胞、CD8+CD28+T 细 胞、NK

细胞数量。

1.3.2  Western blot 检 测 乳 腺 组 织 Foxp3 蛋 白 表

达　取约 200 mg 组织剪碎，加入裂解液，冰上研

磨， 超 声 波 破 碎，4 ℃ 离 心。BCA 法 蛋 白 定 量，

取 60 μg 蛋 白 与 5× 加 样 缓 冲 液 混 匀，100 ℃ 变

性 5 min， 冷 却 后 上 样。 恒 压 电 泳 2 h，4 ℃ 下 将

样 品 转 移 到 PVDF 膜 上，TBST 洗 涤 3 次， 每 次 

5 min。加入兔抗人 Foxp3 一抗（1:1 500），4 ℃过夜，

TBST 洗涤 3 次，加入羊抗兔二抗（1:3 000），室

温孵育 2 h，TBST 洗涤 3 次。加入化学发光液显色。 

1.3.3  PT-PCR 检 测 乳 腺 组 织 Foxp3 mRNA 表 达

　 将乳腺组织 PBS 清洗、剪碎、研磨后，加入 1 mL 

TRIZol， 冰 上 裂 解 提 取 总 RNA， 将 RNA 溶 于

DEPC 中， 按 照 反 转 录 试 剂 盒 说 明 书 将 0.2 µg 总

RNA 反 转 录 成 cDNA。Foxp3 上 游 引 物：5'-GAA 

GGG CAG GGC ACA ATG-3'，下游引物：5'-GAT 

GAG CGT GGC GTA GGT-3'，扩增产物 280 bp。

β-actin 上 游 引 物：5'-ATC ATG TTT GAG ACC 

TTT CAA CA-3'； 下 游 引 物：5'-CAC CTC TTT 

GCT CCG AAG TCC AA-3'；扩增产物 660 bp。按

照 引 物 设 计 的 温 度 将 20 μL 的 cDNA 以 及 Mix、

dNTP、 无 酶 ddH2O 在 PCR 仪 中 进 行 扩 增， 设 定

33 个循环。扩增产物用含溴化乙啶的琼脂糖凝胶

鉴定。

1.4  统计学处理

应用SPSS 17.0软件进行统计学分析，计量资

料用均数±标准差（x±s）表示，组间比较采用 t

检验，采用pearson方法进行相关性分析，P<0.05

为差异有统计学意义。

CD8+CD28+ T cells or NK cells in peripheral blood of breast cancer patients (r=–0.631, r=–0.578, both P<0.05); 

the peripheral blood level of Foxp3+ Tregs in breast cancer patients was significantly decreased after operation 

compared with the level before operation (P<0.05). Either protein or mRNA level of Foxp3 in breast cancer tissue 

was significantly higher than that in benign breast tumor tissue (both P<0.05).

Conclusion: Foxp3+ Treg and its molecular marker Foxp3 are increased in breast cancer patients, which may 

probably contribute to the tumor immunosuppression through inhibition of CD8+CD28+ T and NK cells.

Key words Breast Neoplasm; T-Lymphocytes, Regulatory; Forkhead Transcription Factors 

CLC number: R737.9
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2　结　果

2.1  两组患者外周血 Foxp3+Treg 水平

乳 腺 癌 患 者 和 乳 腺 良 性 肿 物 患 者 外 周

血 F o x p 3 + T r e g 占 C D 4 + T 细 胞 的 百 分 比 分 别 为

（9.2±1.8）%、（5.6±1.3）%，两组比较差异

有统计学意义（P<0.05）（图1）。

2.2  两组患者外周血 CD8+CD28+T 细胞水平  

乳 腺 癌 和 乳 腺 良 性 肿 瘤 患 者 外 周 血

C D 8 + C D 2 8 + T 细 胞 占 T 细 胞 的 百 分 比 分 别 为

（7.0±1.1）%、（10.6±2.0）%，两组比较差异

有统计学意义（P<0.05）（图2）。

2.3  两组患者外周血 NK 细胞水平  

乳 腺 癌 和 乳 腺 良 性 肿 瘤 患 者 外 周 血 N K 细

胞 占 T 细 胞 的 百 分 比 分 别 为 （ 8 . 6 ± 1 . 6 ） % 、

（ 1 3 . 7 ± 3 . 3 ） % ， 两 组 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义

（P<0.05）（图3）。

2.4  乳腺癌患者外周血 CD8+CD28+T 细胞及 NK

细胞的关系

相 关 性 分 析 显 示 ， 乳 腺 癌 患 者 外 周 血

Foxp3+Treg水平与CD8+CD28+T细胞及NK细胞水平

均呈负相关（r=-0.631，r=-0.578；均P<0.05）。

2.5  手术对乳腺癌患者 Foxp3+Treg 的影响

4 0 例 乳 腺 癌 患 者 中 行 手 术 者 3 6 例 ， 患 者 手

术前后Foxp3 +Treg占CD4 + T细胞的百分比分别为

（9.6±2.6）%和（5.8±1.2）%（图4），经配对

t检验，差异有  统计学意义（P<0.05）。 
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Figure 1　Detection of peripheral blood level of Foxp3+Tregs
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Figure 2　DDetection of peripheral blood level of CD8+CD28+T cells
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2.5  病变组织 Foxp3 蛋白与 mRNA 表达

与 乳 腺 良 性 肿 瘤 组 比 较 ， 乳 腺 癌 组 患 者 乳 腺

组织Foxp3蛋白与mRNA表达水平均明显升高（均

P<0.05）（图5）。

图 3　外周血 NK 细胞检测
Figure 3　Detection of peripheral blood level of NK cells

图 4　乳腺癌患者手术前后外周血 Foxp3+Treg 的变化
Figure 4　Alteration of peripheral blood level of Foxp3+Tregs in breast cancer patients before and aft er operation
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Figure 5　Foxp3 expression in breast lesions　　A: Western blot analysis for Foxp3 protein expression; B: RT-PCR detection for Foxp3 
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3　讨　论

乳腺癌是女性常见的恶性肿瘤[6]，分析乳腺癌

的免疫 状 态 对 于 阐 明 乳 腺 癌 的 发 生 、 进 展 机 制 具

有 重 要 意 义 [ 7 ]。 肿 瘤 的 免 疫 反 应 是 非 常 复 杂 的 ，

其 中 淋 巴 细 胞 （ 包 括 T 细 胞 ， T r e g 和 N K 细 胞 ） 及

分 泌 的 细 胞 因 子 与 乳 腺 癌 的 预 防 、 复 发 和 预 后 密

切相关[8-9]。

T r e g 是 一 类 通 过 调 节 T 淋 巴 细 胞 和 N K 细 胞

发 挥 作 用 的 细 胞 群 体 [ 1 0 - 1 1 ]。 1 9 9 5 年 ， S a k a g u c h i

等 [ 1 2 ]发 现 了 一 类 特 殊 表 型 的 T 细 胞 （ 即 共 同 表 达

I L - 2 受 体 α 链 的 C D 4 、 C D 2 5 ） 能 维 持 自 身 免 疫

耐 受 ， C D 4 +C D 2 5 +T 细 胞 由 此 被 命 名 为 “ 调 节 性

T 细 胞 ” 。 近 年 来 ， 多 项 临 床 试 验 和 动 物 实 验

相 继 证 实 C D 4 +C D 2 5 +T 细 胞 与 肿 瘤 的 免 疫 抑 制 功

能 密 切 相 关 [ 1 3 - 1 6 ]。 F o x p 3 是 调 节 性 Ｔ 细 胞 最 特 异

的 标 志 物 [ 1 7 ]， 肿 瘤 细 胞 能 促 进 幼 稚 T 细 胞 转 变 成

F o x P 3 +T r e g ， 导 致 调 节 性 T 细 胞 在 肿 瘤 部 位 的 蓄

积，从而阻碍肿瘤免疫监视 [18]。有研究 [19]表明，

F o x p 3 + T r e g 是 进 行 肿 瘤 免 疫 疗 法 的 主 要 障 碍 之

一 。 本 研 究 结 果 表 明 ， 乳 腺 癌 患 者 外 周 血 中 的

Foxp3 +Treg比例显著高于乳腺良性肿瘤患者，这

与 既 往 的 研 究 结 果 一 致 。 手 术 治 疗 去 除 肿 瘤 后 ，

Foxp3 +Treg /CD4 +T细胞的比值较术前明显下降，

提示乳腺肿瘤组织与外周血Foxp3 +调节性T细胞高

水平有关。另外，本研究还检测了乳腺组织Foxp3

蛋 白 和 基 因 水 平 的 表 达 ， 发 现 乳 腺 癌 患 者 乳 腺 组

织中Foxp3蛋白含量和mRNA水平均显著高于良性

肿瘤组，进一步验证，Foxp3+Treg参与了乳腺癌肿

瘤免疫抑制。

众所周知，NK细胞和CD8 +CD28 +T细胞是最

为重要的肿瘤免疫细胞[20]。为探讨Foxp3+Treg是否

通 过 抑 制 这 两 种 细 胞 发 挥 免 疫 抑 制 作 用 ， 本 研 究

应用流式细胞术检测了入组患者术前外周血NK细

胞和CD8+CD28+T细胞的数量。结果发现，乳腺癌

患 者 体 内 两 种 细 胞 较 良 性 肿 瘤 组 明 显 降 低 ， 且 与

Foxp3+Treg的水平呈负相关，提示乳腺癌患者体内

的Foxp3+Treg能有效抑制NK细胞和CD8+CD28+T细

胞介导的抗肿瘤反应。

总 之 ， F o x p 3 + T r e g 和 其 标 记 分 子 F o x p 3 在

乳 腺 癌 患 者 中 表 达 增 加 ， 两 者 可 能 通 过 抑 制

CD8 +CD28 +T细胞 和NK细胞达到肿瘤免疫抑制作

用。目前，Foxp3+Treg在乳腺癌患者体内发生作用

的机制尚未完全明了，通过去除调节性T细胞达到

治 疗 乳 腺 癌 的 目 的 是 否 可 行 ， 还 需 要 大 量 研 究 去

验证。
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