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1.GSK-3β抑制剂在体外诱导普通B细胞向CD19+CD24++CD27+Breg细胞亚群转化的用途。

2.根据权利要求1所述的GSK-3β抑制剂在体外诱导普通B细胞向CD19+CD24++CD27+Breg

细胞亚群转化的用途，其特征在于：采用免疫磁珠分选技术分选出CD19+CD24++CD27+  Breg

细胞亚群。
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GSK-3β抑制剂在体外诱导人体Breg细胞的用途及分离和诱导

Breg细胞的方法

技术领域

[0001] 本发明涉及分离和诱导细胞领域，具体的说是GSK-3β抑制剂在体外诱导人体Breg

细胞的用途以及分离和诱导Breg细胞的方法。

背景技术

[0002] 目前在动物模型和临床患者中均证实Breg与肾移植急、慢性排斥均密切相关，

Breg不但可以预测术后患者发生急、慢性排斥的风险，动物实验中还发现过继性输注Breg

可以治疗排斥反应。同时，Breg还能通过分泌相关细胞因子调节其他免疫细胞，实现体内免

疫反应的交互影响，维持机体免疫平衡。但是Breg因为在人体内数量极少且无法有效由普

通B细胞诱导，目前实验多局限于动物模型，尚无法有效开展人Breg细胞相关研究。对Breg

细胞的进一步深入的研究，首先必须建立一种高效的细胞分离和诱导方法。

[0003] Breg的主要特征是产生白细胞介素IL-10和(或)转化生长因子TGF-β等细胞因子，

进而起到负向调节作用，但是其缺乏特定的细胞表型，其中CD19+CD24++CD27+是目前研究最

为广泛的Breg，并且这群细胞在肾移植患者发生急慢性排斥时均有显著变化，甚至可以预

测术后排斥的发生。目前世界上诱导Breg的方式主要通过BAFF（B-cell  activating 

factor）对普通B细胞进行诱导，而该技术诱导纯度仅20~30%左右，无法满足进一步科研和

临床研究的需要。

[0004] 细胞治疗是目前有望救治多种疑难疾病的一种新型方案，最近Breg的过继性输注

成为细胞治疗的新分支，但是一直困扰Breg过继治疗的是Breg细胞来源比较少，目前的体

外诱导效率低并且其活性也低。

发明内容

[0005] 针对上述技术问题，本发明提出一种GSK-3β抑制剂在体外诱导人体Breg细胞的用

途。GSK-3β信号通路是体内免疫细胞的重要通路，在免疫稳态中起着重要作用，发明人在试

验中偶然发现可以利用GSK-3β抑制剂诱导普通B细胞向Breg细胞转化，从而为基础和临床

人体Breg相关研究提供新的方法。

[0006] 由此，申请人提出了一种GSK-3β抑制剂在体外诱导人体Breg细胞的用途，以及利

用GSK-3β抑制剂体外诱导人体Breg细胞的方法。

[0007] 进一步的本发明选择诱导CD19+CD24++CD27+  B细胞作为Breg。

[0008] 本发明的目的是针对现有Breg诱导和分离技术的不足，提出GSK-3β抑制剂在体外

诱导人体Breg细胞的用途。以及一种新的分离和诱导Breg细胞的方法，满足实验条件，操作

简单，耗时短，转化效率高，能够弥补目前Breg基础和临床研究上数量不足的难题。

[0009] 进一步的，本发明还提出GSK-3β抑制剂诱导普通B细胞向Breg细胞转化的用途。

[0010] 进一步的，诱导普通B细胞为CD19+CD24++CD27+Breg细胞亚群。

[0011] GSK-3β抑制剂在体外诱导人体Breg细胞，以及GSK-3β抑制剂诱导普通B细胞向
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Breg细胞转化的效果中，采用GSK-3β抑制剂诱导Breg细胞诱导纯度高，诱导后Breg炎性细

胞因子分泌减少，诱导后Breg抑制功能增强。

[0012] 本发明还提出一种分离和诱导Breg细胞的方法，包括以下步骤：

[0013] 第一步：获取单核淋巴细胞，利用血细胞单采仪获取浓缩人外周血单核淋巴细胞

50~80ml，与生理盐水以1：1比例混合，每30ml一份缓慢沿试管壁加入15ml  Ficoll单核淋巴

细胞分离液上；20℃、2300rpm离心20分钟，取上细胞悬液中间云雾层，即得单核淋巴细胞悬

液；

[0014] 第二步：获取CD19+  B细胞，第一步获得的单核淋巴细胞悬液，20℃、1500rpm离心5

分钟加入洗涤两次，弃上清，以25ul  /107  加入生理盐水重悬细胞；加入5ul/107的CD19 

Microbeads，室温孵育30分钟，生理盐水洗涤一次后用4mlAUTOMACS  BUFFER重悬，启动

AUTOMACS机器，设置阳选程序，分选获得CD19阳性细胞；

[0015] 第三步：诱导调节性B细胞Breg的步骤；第二步获得的CD19阳性细胞Breg，20℃、

1500rpm离心5分钟加入洗涤两次，弃上清，以0.5*106/ml 的细胞浓度利用培养基重悬，加

入B细胞活化因子BAFF或GSK-3β抑制剂SB216763进行培养；

[0016] 第四步：纯度和功能检测，3天后106个细胞重悬于100微升PBS中，加入CD19  FITC、

CD24  PE、CD27  APC流式抗体，4℃避光孵育30-45分钟，PBS洗涤两次，流式细胞仪检测细胞

纯度。

[0017] 进一步优选的，采用免疫磁珠分选技术分选出CD19+CD24++CD27+  Breg细胞亚群。

[0018] 进一步优选的，获取所述单核淋巴细胞的步骤包括：

[0019] 筛选健康志愿者，从健康志愿者体内获取血液的步骤；

[0020] 采用血细胞单采仪将获取的血液浓缩细胞血液样本的步骤；

[0021] 采用Ficolll淋巴细胞分离液，获取单核淋巴细胞的步骤；

[0022] 磁珠分选分离CD19阳性普通B细胞的步骤。

[0023] 进一步优选的，采用Ficolll淋巴细胞分离液，获取单核淋巴细胞的步骤包括，取

血液、PBS和Ficoll淋巴细胞分离液，血液、PBS和Ficoll淋巴细胞分离液配比为1：1：1，将血

液与PBS充分混合后缓慢沿试管壁加至Ficoll液面之上。37℃、2300rpm离心20分钟，取中间

云雾细胞层，获得单核淋巴细胞。

[0024] 按照本发明的方法所分选和诱导出的CD19+CD24++CD27+  Breg细胞亚群，更为符合

机体处于免疫稳态时Breg细胞的功能状态，而这是传统BAFF诱导方法无法完成的。利用本

发明的方法分离和诱导Breg细胞，其优势如下：

[0025] 1、来源广。利用磁珠分选分离普通B细胞并加入GSK-3β抑制剂体外诱导，其基数

大，获得的Breg细胞相比直接从人体内分选CD19+CD24++CD27+  Breg细胞亚群，其绝对数量

有明显优势；

[0026] 2、细胞活性高。免疫磁珠分选过程段，效率高，能够最大限度保持细胞活性；

[0027] 3、污染可能性小；

[0028] 4、在纯度和功能上明显优于目前的BAFF诱导方法。该细胞分离和诱导技术的成功

建立，为Breg细胞的进一步功能研究提供了一种新的实验方法。

[0029] 本发明采用免疫磁珠分选，免疫磁珠分选是一种新型细胞分选技术。磁珠结合细

胞表面抗原的特异性标记后通过阴选或阳选获得目标细胞，该方法获得的目的细胞具有操
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作简易、耗时短、纯度高、细胞活性损伤小等优点。为了获得更好的诱导人体Breg细胞效果，

本发明申请人提出了一种利用磁珠分选仪（AUTOMACS）分离和诱导人体Breg细胞的方法，能

够弥补目前Breg基础和临床研究上数量不足的缺点。按照本发明的方法所分选和诱导出的

CD19+CD24++CD27+  Breg细胞亚群，更为符合机体处于免疫稳态时Breg细胞的功能状态，而

这是传统BAFF诱导方法无法完成的。利用本发明的方法分离和诱导Breg细胞，其优势如下：

[0030] 1、来源广。利用磁珠分选分离普通B细胞并诱导，其基数大，获得的Breg细胞相比

直接从人体内分选CD19+CD24++CD27+  Breg细胞亚群，其绝对数量有明显优势；

[0031] 2、细胞活性高。免疫磁珠分选过程段，效率高，能够最大限度保持细胞活性；

[0032] 3、污染可能性小；

[0033] 4、在纯度和功能上明显优于目前的BAFF诱导方法。该细胞分离和诱导技术的成功

建立，为Breg细胞的进一步功能研究提供了一种新的实验方法。

附图说明

[0034] 图1普通B细胞获取示意图；

[0035] 图2诱导前CD24+CD27+细胞比例示意图；

[0036] 图3  普通B细胞诱导纯度图；

[0037] 图4诱导后Breg炎性细胞因子分泌减少显示图；

[0038] 图5诱导后Breg抑制功能增强显示图；

[0039] 图6本发明的流程示意图。

具体实施方式

[0040] 实施例1：

[0041] GSK-3β抑制剂在体外诱导人体Breg细胞的用途。

[0042] 进一步的，GSK-3β抑制剂诱导普通B细胞向Breg细胞转化的用途。

[0043] 进一步的，诱导普通B细胞为CD19+CD24++CD27+Breg细胞亚群。

[0044] GSK-3β抑制剂在体外诱导人体Breg细胞，以及GSK-3β抑制剂诱导普通B细胞向

Breg细胞转化的效果中，采用GSK-3β抑制剂诱导Breg细胞诱导纯度高见图3，诱导后Breg炎

性细胞因子分泌减少见图4，诱导后Breg抑制功能增强见图5。

[0045] 如图6所示，一种分离和诱导Breg细胞的方法，包括以下步骤：

[0046] 第一步：获取单核淋巴细胞，利用血细胞单采仪获取浓缩人外周血单核淋巴细胞

50~80ml，与生理盐水以1：1比例混合，每30ml一份缓慢沿试管壁加入15ml单核淋巴细胞分

离液（Ficoll）上；20℃、2300rpm离心20分钟，取上细胞悬液中间云雾层，即得单核淋巴细胞

悬液；

[0047] 第二步：获取CD19+  B细胞，第一步获得的单核淋巴细胞悬液，20℃、1500rpm离心5

分钟加入洗涤两次，弃上清，以25ul  /l07细胞加入生理盐水重悬细胞；加入5ul/107的CD19 

Microbeads，室温孵育30分钟，生理盐水洗涤一次后用4mlAUTOMACS  BUFFER重悬，启动

AUTOMACS机器，设置阳选程序，分选获得CD19阳性细胞；

[0048] 第三步：诱导调节性B细胞（Breg）的步骤；第二步获得的CD19阳性细胞Breg，20℃、

1500rpm离心5分钟加入洗涤两次，弃上清，以0.5*106/ml 的细胞浓度利用培养基重悬，加
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入B细胞活化因子（BAFF）或GSK-3β抑制剂SB216763进行培养；

[0049] 第四步：纯度和功能检测，3天后106个细胞重悬于100微升PBS中，加入CD19  FITC、

CD24  PE、CD27  APC流式抗体，4℃避光孵育30-45分钟，PBS洗涤两次，流式细胞仪检测细胞

纯度。

[0050] 进一步优选的，采用免疫磁珠分选技术分选出CD19+CD24++CD27+  Breg细胞亚群。

[0051] 如图1所示，进一步优选的，获取所述单核淋巴细胞的步骤包括：

[0052] 筛选健康志愿者，从健康志愿者体内获取血液的步骤；

[0053] 采用血细胞单采仪将获取的血液浓缩细胞血液样本的步骤；

[0054] 采用Ficolll淋巴细胞分离液，获取单核淋巴细胞的步骤；

[0055] 磁珠分选分离CD19阳性普通B细胞的步骤。

[0056] 进一步优选的，采用Ficolll淋巴细胞分离液，获取单核淋巴细胞的步骤包括，取

血液、PBS和Ficoll淋巴细胞分离液（1：1：1），将血液与PBS充分混合后缓慢沿试管壁加至

Ficoll液面之上。37℃、2300rpm离心20分钟，取中间云雾细胞层，获得单核淋巴细胞。

[0057] 用流式细胞仪检测诱导前健康志愿者外周血中CD19+CD24++CD27+  Breg细胞占B细

胞的比例为3.8±0.7%（图2为其中一例志愿者外周血中CD19+CD24++CD27+  Breg细胞比例）。

[0058] 实施例2：

[0059] 1实验材料

[0060] 1.1  样本获取

[0061] 从南京医科大学志愿者获取血液样本。

[0062] 1.2 所需试剂和实验器材

[0063] CD19  FITC,CD24  PE,  CD27  APC流式抗体（Miltenyi  Biotec）；

[0064] 培养基（RPMI  1640 ,  10%  FBS ,  100mg/ml  streptomycin ,  10000U/ml 

penicilin,  Gibco）；

[0065] AUTOMACS（MACS）；

[0066] Flow  cytometer流式细胞仪（BD）；

[0067] 细胞培养箱（Thermo）；

[0068] 显微镜（Zeiss  Axiovert）。

[0069] 2 方法

[0070] 2．1  外周血单核淋巴细胞的获取

[0071] 如图1所示，首先，招募志愿者（6名），签署知情同意书后，由血液科专业医师利用

血细胞单采仪采集志愿者的外周血单个核细胞标本。获得标本后，利用淋巴细胞分离液进

行离心分离，提取出其中的淋巴细胞和单核细胞。

[0072] 具体的，利用血细胞单采仪（血细胞单采机）分离人体（6例健康志愿者）内单核淋

巴细胞约2*109个（约80ml血液）。取血液、PBS和Ficoll淋巴细胞分离液（1：1：1），将血液与

PBS充分混合后缓慢沿试管壁加至Ficoll液面之上。37℃、2300rpm离心20分钟，取中间云雾

细胞层，即单核淋巴细胞。

[0073] 然后，将细胞表面染上CD19磁珠，再通过autoMACS免疫磁珠细胞分选仪，将CD19阳

性的普通B细胞分选提纯，并利用流式细胞仪进行检测。

[0074] 具体的，利用流式细胞仪对autoMACS磁珠细胞分选仪分选出的CD19+B细胞进行检
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测。在细胞表面染上CD19、CD24、CD27的流式抗体。通过流式细胞仪分析检测，圈出CD19+B细

胞，再进一步分析这群细胞中CD24、CD27双阳的细胞比例，如图2所示约占3.26%左右。

[0075] 2．2磁珠分选分离CD19阳性普通B细胞。

[0076] 根据细胞计数结果，加入相应剂量CD19  Microbeads，室温  30分钟。经AUTOMACS磁

珠分选仪阳选获得CD19阳性普通B细胞，PBS洗涤一次。

[0077] 2．3诱导调节性B细胞。

[0078] 以0.5*106/ml 的细胞浓度利用培养基重悬，加入B细胞活化因子（BAFF）或者GSK-

3β抑制剂SB216763进行培养3天。

[0079] 具体的，将autoMACS分选出的CD19+B细胞在体外进行人工诱导，诱导其向CD24+

CD27+细胞分化。分别设置未处理组、B细胞激活因子（BAFF）组、GSK-3β抑制剂（SB216763）

组。

[0080] 2．4 纯度检测。

[0081] 加入相应的试剂3天后，用流式细胞仪分别检测每组样本的CD19+B细胞中CD24+

CD27+细胞的比例。

[0082] 具体的，3天后106个细胞重悬于100微升PBS中，加入CD19  FITC、CD24  PE、CD27 

APC流式抗体，4℃避光孵育30-45分钟，PBS洗涤两次，流式细胞仪检测细胞纯度，结果表明

GSK-3β抑制剂组能够显著提升CD24+CD27+细胞的比例（对照组;BAFF组;抑制剂组分别为

5.7%；24.1%；42.6%）。GSK-3β抑制剂诱导组纯度明显增高（见图3）。

[0083] 2．5细胞因子和抑制能力检测

[0084] 将按上述方法分得的细胞在3天后检测炎性细胞因子（IFN-α1，IFN-β1），其分泌水

平明显下降（见图4）。与效应T细胞已一定比例共培养（1：2，1：4，1：8，Breg:T  cell），4天后

检测T细胞增殖水平，发现通过磁珠分选和抑制剂诱导的方法获得Breg细胞具有较强的抑

制功能（见图5）。

[0085] 图4为诱导后Breg炎性细胞因子分泌减少显示图（h为培养小时数，none为对照组，

BAFF为B细胞激活因子组，SB为GSK-3β抑制剂组），将不同处理组的Breg细胞在处理后8小

时、72小时，分别进行检测炎性因子的表达情况。IFN-α1和IFN-β1都是干扰素（interferon，

IFN）家族的两种类型，都参与了炎性环境的发生发展。通过流式检测发现，在处理后的早期

（8h），三组的IFN分泌无差异。但在处理后期（72h），SB组的IFN分泌量明显少于对照组和

BAFF组。

[0086] 图5为诱导后Breg抑制功能增强显示图：将分离提纯的CD19+B细胞在体外进行人

工诱导，分别应用B细胞激活因子（BAFF）、GSK-3β抑制剂（SB216763）处理。在处理3天后，将

每组的B细胞与效应T细胞分别以Breg：T  cell=1：2，1:4，1:8的比例进行混合共培养。共培

养4天后，利用流式进行CFSE检测，检测效应T细胞的增殖情况。结果发现，经SB处理过的

Breg抑制能力得到增强。在1:2，1:4，1:8比例下，SB组的抑制效率分别为60%，45%，30%。而对

照组和BAFF组分别为42%，35%，15%和52%，39%，17%。

[0087] 除上述实施外，本发明还可以有其他实施方式。凡采用等同替换或等效变换形成

的技术方案，均落在本发明要求的保护范围。
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图 1

图 2
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图 3

图 4

图 5
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图 6
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