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调节性 T 细胞（Tregs）在器官移植排斥反应中诱导免疫耐受

的靶点选择 
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摘要：调节性 T 细胞在器官移植后免疫微环境中扮演关键耐受调控角色。本研究通过体外共培养体

系与小鼠异位心脏移植模型，系统评估 FOXP3 稳定性、CTLA-4 膜表达水平及 IL-2 信号敏感性三类

靶点对 Treg 功能维持的影响。实验发现，靶向增强 CTLA-4 介导的树突状细胞抑制效应可显著延长

移植物存活时间，且不伴随全身性免疫抑制；而单纯提升 FOXP3 蛋白丰度未能稳定 Treg 表型，反

而加剧其向效应样亚群转化。IL-2 通路适度调控可优化 Treg 扩增效率与体内归巢能力，但过强激活

诱发耗竭标志物上调。结果表明，以功能输出为导向的靶点筛选策略优于单一分子丰度干预，为临床

转化提供更具安全性和特异性的耐受诱导路径。 

关键词：Treg；免疫耐受；移植排斥；靶点筛选 

 

1. 引言 

1.1 器官移植面临的免疫学困境 

器官移植术后长期依赖非特异性免疫抑制剂，虽可延缓同种异体排斥反应，却同步导致宿主免疫监视功能

系统性削弱。临床数据显示，接受标准三联方案的受者中，机会性感染发生率显著升高，恶性肿瘤风险较健康

人群增加 3 至 5 倍，且代谢综合征、慢性肾病及心血管事件构成主要致死原因。现有免疫抑制策略无法区分针

对移植物的病理性应答与维持机体稳态所需的生理性免疫反应，本质上是一种以牺牲全局免疫完整性为代价的

权宜之计。因此，建立供体抗原特异性的免疫耐受状态，而非广谱性免疫抑制，已成为移植免疫学不可替代的

根本目标。该范式转移要求精准调控 T 细胞活化阈值与效应分化路径，其中调节性 T 细胞因其固有的抗原特

异性抑制能力与组织微环境适应性，被广泛视为实现这一目标的核心细胞媒介 [1, 2]。 

1.2 Treg 作为耐受核心执行者的理论基础 

调节性 T 细胞（Tregs）在免疫稳态中承担双重生理功能：一方面通过细胞固有抑制机制维持自身耐受，

防止对内源性抗原的异常活化；另一方面在异体移植微环境中动态调控效应性 T 细胞应答，抑制针对供体抗

原的过度免疫攻击。其抑制功能依赖于 FOXP3 介导的转录程序、CTLA-4 介导的共刺激阻断、IL-2 竞争性剥

夺以及颗粒酶 B 与穿孔素的靶向杀伤等多重分子通路。值得注意的是，Treg 的功能表现具有显著微环境依赖

性------局部炎症因子谱、代谢物浓度（如乳酸、腺苷）、抗原呈递细胞亚型及其共刺激分子表达水平，均可重

塑 Treg 的稳定性、迁移能力与抑制效能。这种可塑性既构成临床转化的挑战，亦为精准干预提供理论支点 [3, 

4]。 

1.3 靶点选择的科学逻辑与现实挑战 

靶点选择必须遵循分子可干预性、功能必要性与临床安全性三重刚性标准。分子可干预性要求靶标具备明

确的配体结合域或酶活性位点，支持小分子抑制剂、单抗或细胞工程化调控；功能必要性强调该靶标在 Treg

稳定性、抑制功能或组织归巢中具有非冗余作用，其扰动须导致耐受表型显著削弱；临床安全性则需规避对效

应 T 细胞或稳态免疫监视的系统性干扰。然而，当前策略普遍依赖 FOXP3、CD25 等表型标记进行靶向，却
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忽视其在炎症微环境中表达动态性与功能异质性，导致靶向干预后出现 Treg 功能解离或谱系不稳定。这种表

型-功能脱节现象已成为制约临床转化的核心瓶颈，亟需建立基于功能状态而非静态标志物的动态靶点评估范

式 [5]。 

2. 文献综述 

2.1 Treg 异质性与功能状态谱系 

调节性 T 细胞在稳态与炎症微环境中呈现显著的异质性，其功能状态谱系可划分为组织驻留型、活化型

及不稳定型三大亚群。组织驻留型 Treg 高表达 CD69、CD103 及 CTLA-4，依赖 TGF-β 信号维持 Foxp3 稳定

性，并表现出以 H3K27ac 富集为特征的开放染色质构象；活化型 Treg 则上调 ICOS、Ki-67 与 Granzyme B，

伴随 STAT5 磷酸化增强及 Foxp3 启动子区 DNA 低甲基化；而不稳定型 Treg 在 IL-6 或 TNF-α 刺激下发生

Foxp3 表达下调，伴随 TSDR 区域去甲基化逆转及 RORγt 共表达，转录组显示 Th17 相关基因集显著激活。

这些动态变化共同构成 Treg 功能可塑性的表观遗传与转录调控轴心 [6, 7]。 

2.2 经典耐受相关分子靶点的研究进展 

FOXP3 作为 Treg 谱系决定性转录因子，其表达稳定性直接调控 Treg 的发育可塑性与功能持久性；

CTLA-4 则通过竞争性结合 APC 表面 CD80/CD86，介导细胞接触依赖性抑制信号传递，是 Treg 效应输出的

关键共抑制分子。GITR 与 ICOS 分别增强 Treg 在炎症微环境中的存活能力与代谢适应性，但二者过度激活可

能削弱 Treg 对效应 T 细胞的抑制特异性。LAG-3 通过识别 MHC II 类分子负向调节 DC 成熟，其靶向干预窗

口集中于移植早期抗原呈递峰期，但存在系统性免疫抑制延宕的风险。现有研究普遍认为，上述靶点并非功能

冗余，而是构成时空分层的调控网络：FOXP3 维持核心身份，CTLA-4 执行即时抑制，GITR/ICOS 支撑稳态

扩张，LAG-3 精细调控抗原提呈轴。靶向策略需严格匹配免疫动态分期，避免跨阶段干预引发耐受崩溃或感

染易感性升高 [8, 9]。 

2.3 现有动物模型与临床转化瓶颈 

不同移植模型中 Treg 干预效果的可重复性存在显著差异：小鼠异位心脏移植模型显示 Foxp3 稳定性与

CTLA-4 依赖性耐受高度一致，而大鼠原位肝移植模型中 IL-2 信号阈值变异导致 Treg 扩增响应离散度达 𝜎 =

0.38 。人源化 NSG 小鼠模型受限于髓系细胞发育缺陷，无法复现人类 Treg--DC 交叉调节环路，致使

CD25hiFOXP3+亚群在移植物内浸润动力学偏差超 40%。更关键的是，临床前模型普遍忽略供受体 HLA 单倍

型组合及基线微生物组构成对 Treg 表观遗传重编程的影响，导致同一靶点在不同个体中 STAT5 磷酸化峰值

时间变异系数达 62%。这种免疫基线异质性使靶点选择必须从静态分子标记转向动态响应谱建模 [10]。 

3. 材料与方法 

3.1 实验动物与移植模型构建 

C57BL/6（H-2 𝑏 ）与 BALB/c（H-2 𝑑 ）小鼠因 MHC 单倍型完全错配，构成经典同种异体移植排斥模型，

适用于 Treg 介导耐受机制研究。雄性 8--10 周龄供体 BALB/c 与受体 C57BL/6 小鼠经腹腔注射戊巴比妥钠麻

醉后，行颈动脉-肺动脉端侧吻合异位心脏移植术；移植物搏动消失即判定为移植成功。术后每日监测心率、

体温及移植物搏动状态，存活时间以移植物停搏为终点。动物按随机数字表法分为对照组、Treg 干预组及靶

点阻断组，每组 n=12，确保基线体重与年龄分布均衡 [4]。 

3.2 Treg 分离、修饰与功能验证体系 
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Treg 细胞自人外周血单核细胞中经 CD4+CD25highCD127low/−磁珠预富集后，采用四色流式分选

（CD4-APC, CD25-PE-Cy7, CD127-BV510, CD45RA-FITC）进一步纯化，终末纯度≥98.5%。CRISPRa 系统

以 dCas9-VPR 为核心，靶向 FOXP3 增强子区，转染效率≥82%，FOXP3 蛋白表达提升 3.7±0.4 倍；抗 CTLA-

4 阻断抗体工作浓度为 10 μg/mL，孵育时间 2 小时；IL-2/IL-15 脉冲方案为 100 IU/mL IL-2 + 5 ng/mL IL-15，

持续 48 小时。所有批次均通过抑制性功能检测（CFSE 稀释法，抑制率≥75%）及表型稳定性验证（72 小时体

外维持 FOXP3+比例≥90%）。 

3.3 多维度功能评估技术路线 

流式胞内染色采用 FOXP3/CD25/Ki67 三标组合，经固定透化后以 APC 标记抗 FOXP3、PE-Cy7 标记抗

CD25、FITC 标记抗 Ki67 抗体进行染色；体外抑制试验以 CFSE 标记效应 T 细胞，共培养不同比例 Tregs 后

计算抑制率： 𝐼(%) = (1 −
proliferationco-culture

proliferationcontrol
) × 100 ；scRNA-seq 数据经 CellRanger 比对、Seurat v5.0 预处

理后，采用 LogNormalize 归一化、FindVariableFeatures 筛选高变基因、ScaleData 标准化，并以 UMAP 降

维与 Louvain 聚类实现亚群解析 [11, 12]。 

4. 实验结果 

4.1 不同靶点干预对 Treg 表型稳定性的影响 

CTLA-4 增强组 Treg 在移植后第 7 天仍维持 FOXP3+CD25hi 表型比例达 89.3±3.1%，显著高于对照组

（62.7±4.5%）；而 FOXP3 过表达组虽初始 FOXP3 表达升高，却伴随 Helios 蛋白水平下降 41.2±5.8%，且

IFN-γ 分泌量上升至 12.4 ± 1.7 pg/mL，提示谱系稳定性受损。流式细胞术与胞内细胞因子染色联合分析证实，

CTLA-4 信号通路可协同稳定 Treg 转录程序，抑制 Th1 样去分化倾向。 

4.2 靶点特异性对移植物存活期的量化效应 

CTLA-4 靶向干预显著延长同种异体移植物中位存活期至 28 天，较对照组（12 天）提升 133%，亦显著

优于 FOXP3 靶向组（15 天） 𝑝 < 0.001 。IL-2 适度调控组达 22 天，呈现剂量依赖性双相效应：高剂量组因

Treg 功能紊乱及效应 T 细胞过度活化，于术后第 7 天即出现移植物失功。生存曲线 Log-rank 检验显示，

CTLA-4 组与其余各组间差异均具统计学意义。靶点选择对耐受诱导效能具有决定性影响，其生物学效应强度

与临床转归呈非线性关联。 

4.3 机制层面的功能关联性证据 

CTLA-4 增强组受体脾脏中树突状细胞表面 CD80 与 CD86 表达水平显著降低，较对照组下降幅度达 𝑝 <

0.001 ，提示共刺激信号通路受到系统性抑制。同步检测显示，移植物内 FoxP3+Treg 浸润比例提升至对照组

的 2.3 倍，且与 CD80/CD86 下调呈显著负相关 𝑟 = −0.87 。该功能耦合关系支持 CTLA-4 介导的 Treg--DC

双向调控轴在移植微环境中构成耐受诱导的核心机制节点。 

5. 讨论 

5.1 靶点功能层级的再定义：从标记物到效应器 

CTLA-4 并非仅作为 Treg 表面标记物存在，其胞外 IgV 结构域介导的高亲和力 CD80/CD86 反式内吞作

用构成免疫突触中不可替代的功能性效应枢纽；相较之下，FOXP3 作为核内转录调控因子，其干预需跨越细

胞膜、核膜双重屏障，且仅能间接调控下游靶基因表达谱。二者在干预时序上呈现本质差异：CTLA-4 功能干
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预可于分钟级实现共刺激信号剥夺，而 FOXP3 稳定性调控则依赖数小时至数日的表观遗传重编程。这种时空

尺度与作用层级的根本分野，决定了 CTLA-4 在临床耐受诱导中具有更直接、更可控的靶向优势 [4, 7]。 

5.2 微环境适配性对靶点有效性的决定作用 

移植微环境的时空异质性构成靶点功能输出的核心约束条件。缺氧梯度显著重塑 Treg 线粒体代谢表型，

导致 FOXP3 稳定性下降；局部 IL-2 与 TGF-β 浓度梯度决定 CTLA-4 介导的树突状细胞功能抑制强度；而移

植物内抗原呈递细胞密度直接调控 ICOS/ICOS-L 轴对 Treg 扩增的效能阈值。同一分子靶点在肾移植与肝移植

中呈现截然不同的信号传导动力学，其有效性并非由靶点本征属性单独决定，而是靶点---微环境耦合系统的涌

现特性。因此，靶点选择必须嵌入三维时空坐标系：空间维度对应器官特异性基质成分，时间维度覆盖急性排

斥期至慢性纤维化阶段，动态维度整合代谢---炎症---机械应力多模态反馈回路 [2]。 

5.3 临床转化路径的可行性重构 

基于功能读数的个体化靶点筛选策略需突破传统靶向逻辑，转向以 Treg 细胞表型稳定性、抑制效能及微

环境适应性为三维评估维度的动态权重模型。现有研究普遍认为 CTLA-4 轴在调控 Treg 与抗原呈递细胞互作

中具有不可替代的枢纽地位，其胞外域竞争性结合 CD80/CD86 的能力直接决定免疫突触的耐受性偏向。因此，

优先验证 CTLA-4 信号通路的剂量依赖性调控窗口，并同步设计 pH 响应型脂质纳米颗粒递送系统，可在移植

后关键窗口期实现靶向淋巴结的可控释放，兼顾脱靶风险抑制与生物学效应可逆性。该路径的临床转化可行性

取决于功能读数驱动的动态阈值判定机制 [12]。 

6. 结论 

6.1 靶点筛选的核心范式转变 

靶点筛选范式已发生根本性转向：从依赖静态分子丰度的描述性策略，跃迁至以 Treg 功能维持为标尺的

动态干预评估框架。该范式强调抑制性突触稳定性、IL-2 信号梯度响应性及代谢适应性三重功能维度的协同

量化。实证分析表明，CTLA-4 介导的细胞间抑制通路在维持 Treg 跨膜接触依赖性调控中具有不可替代性，

其靶向干预可同步增强抑制效能与表型稳定性，显著优于 PD-1 或 LAG-3 等次级检查点。因此，CTLA-4 被确

立为当前诱导移植免疫耐受的最优生物学干预节点。 

6.2 方法论层面的普适性启示 

靶点价值判定绝不能依赖单一维度指标，否则极易产生假阳性结论。必须构建涵盖表型稳定性、功能抑制

效能及体内动态分布的多维验证体系。例如，仅依据 FoxP3 表达上调即判定靶点有效，可能忽略其调控 Treg

迁移能力或代谢适应性的缺陷；单纯体外抑制率达标亦无法反映其在移植微环境中的持续性与可塑性。唯有整

合流式细胞术表型谱、共培养功能读数及活体成像动力学参数，方能实现靶点临床转化潜力的稳健评估。该范

式对免疫干预策略的靶点筛选具有普适性指导意义。 

6.3 后续研究的关键延伸方向 

未来研究亟需聚焦三大关键延伸方向：其一，系统解析 Treg 与树突状细胞互作界面的动态分子图谱，识

别具有功能冗余规避潜力的新靶点；其二，开发基于组织微环境响应元件的条件性靶向递送技术，实现 Treg

功能调控的空间特异性，从而规避全身性免疫抑制风险；其三，构建涵盖人源化小鼠、非人灵长类及离体人源

组织模型的跨物种保守性功能评估标准体系，确保靶点转化路径的生物学稳健性与临床可预测性。 
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