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小鼠衰老所致“正虚”过程中免疫功能衰退表征的特点
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[摘  要]  目的：基于小鼠渐进衰老模型探讨衰老所致“正虚”的免疫功能衰退表征的特点。方法：使用不同月龄（2、6、15月

龄）C57BL/6小鼠，通过流式细胞术检测并比较小鼠外周血和脾组织中T细胞、髓源性抑制细胞（MDSC）及其亚群的丰度变化。

结果：外周血中T细胞亚群表型为CD3+CD4+CD44-CD62L+的幼稚CD4+ T细胞（2 vs 6月龄，P=0.137；2 vs 15月龄，P=0.004；6 vs 

15月龄，P=0.105）和表型为 CD3+CD8+CD44-CD62L+ 的幼稚 CD8+ T 细胞（2 vs 6 月龄，P=0.179；2 vs 15 月龄，P=0.001；6 vs 

15月龄，P=0.015）出现与衰老有关的细胞比例降低，差异具有统计学意义。表型为CD3+CD4+CD44+CD62L+的中央记忆CD8+ T细

胞出现与衰老有关的比例升高，差异具有统计学意义（2 vs 6月龄，P=0.01；2 vs 15月龄，P=0.007；6 vs 15月龄，P=0.164）。对脾组

织的检测结果具有与外周血相同特点。同时，CD8+ T细胞比例随衰老逐渐升高（2 vs 6月龄，P=0.027；2 vs 15月龄，P<0.001；6 vs 

15月龄，P<0.001）；表型为CD8+CD28+的活化CD8+ T 细胞亚群比例也出现随月龄增长的上升（2 vs 6月龄，P=0.863； 2 vs 15月

龄，P=0.016；6 vs 15月龄，P=0.024），差异均具有统计学意义。结论：衰老所致“正虚”过程中，不同免疫细胞亚群变化并不都反映

免疫抑制特点，虽然总体免疫功能下降，但单一表型难以反应整体免疫功能变化。
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Characteristic of immune function decline in the process of “Declined of Vital Qi” 
caused by aging in mice
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[Abstract]  Objective: To investigate the characteristics of “Declined of Vital Qi” in the characterization of immune function decline 

caused by aging based on a mouse model of progressive aging. Methods: C57BL/6 mice of different months (2, 6 and 15 months) 

were used to detect and compare the specific abundance of T cells, myeloid-derived suppressor cells (MDSC) and their 

subpopulations in peripheral blood and spleen of mice by flow cytometry. Results: In the peripheral blood, T cell subsets 

CD3+CD4+CD44-CD62L+ naive CD4+ T cells (2 vs 6 months old, P=0.137; 2 vs 15 months old, P=0.004; 6 vs 15 months old, P=0.105) 

and CD3+CD8+CD44-CD62L+ naive CD8+ T cells (2 vs 6 months old, P=0.179; 2 vs 15 months old, P=0.001; 6 vs 15 months 

old, P=0.015) showed a decrease in proportion to aging. However, the proportion of CD3+CD4+CD44+CD62L+ central memory CD8+ T 

cells increased with aging (2 vs 6 months old, P=0.01; 2 vs 15 months old, P=0.007; 6 vs 15 months old, P=0.164). The results in 

spleen experiment showed the same trend. At the same time, the proportion of CD8+ T cells increased gradually with aging 

(2 vs 6 months old, P=0.027; 2 vs 15 months old, P<0.001; 6 vs 15 months old. P<0.001). The subsets of activated CD8+ T cells with 

phenotype CD8+CD28+ also increased with age (2 vs 6 months old, P=0.863; 2 vs 15 months old, P=0.016; 6 vs 15 months old, 

P=0.024). Conclusion: In the process of “Declined of Vital Qi” caused by aging, the changes of different immune cell subsets do not 

all reflect the characteristics of immunosuppression, although the overall immune function decreases. A single phenotype is difficult to 

reflect the change of overall immune function.
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衰老是导致机体内环境失衡并引起包括肿瘤等

大部分慢性疾病发生发展的主要因素[1]。最新研究[2]

将大自噬失能、细胞衰老、慢性炎症和生态失调纳入

了衰老标志中。这些衰老特征导致了机体内环境稳

态失衡，是造成肺癌的发病率随着年龄的增长而显

著升高的重要原因[3]。本课题组前期研究[4]发现，衰

老同样也促进了肺癌转移的发生，因此能完整阐述

衰老的免疫变化特征能对肺癌等疾病的控制起到关

键指导作用。传统观点认为，瘤体是“全身属虚、局

部属实“的疾病局部表现，“正气亏虚”是肺癌发生发

展的根本原因和病机演变的关键。而随着衰老产生

的免疫衰老等免疫功能衰退则是“正虚”的重要特

征。现代研究也从免疫细胞表型丰度或活性反映免

疫功能在衰老过程中减弱，体现中医“正虚”特征。

但临床研究[5]发现，衰老反而导致人体反映免疫功能

的杀伤性细胞如NK细胞数量的水平升高，却并不能

提示更好的疾病预后。浸润性CD8+ T细胞会在早期

复发肿瘤中增加，却与较差的预后相关[6]。上述研究

结果说明，单一种免疫细胞表型难以反映衰老过程

中整体“正气”，即免疫衰老和慢性炎症共存的免疫

功能状态。因此，本研究以不同月龄小鼠作为“渐进

衰老模型”，对小鼠外周血及脾组织免疫细胞进行检

测，以期整体阐述衰老导致的免疫细胞变化，并由此

探讨衰老所致“正虚”与免疫细胞亚群水平变化的关系，

以指导临床肿瘤治疗。

1  材料与方法

1.1  实验动物

近交系C57BL/6小鼠购自杭州子源实验动物科

技有限公司[许可证号为 SCXK（浙）2019-0004]，雄

性，15月龄 20只、6月龄 20只、2月龄 20只。饲养于

上海中医药大学附属龙华医院实验动物中心，饲养

环境为无特定病原体级屏障系统，环境参数为温度

（22±2） ℃、相对湿度（55±10）%，12 h昼夜交替。小

鼠自由摄食和饮水，造模前适应性喂养1周。本次实

验经上海中医药大学实验动物福利与伦理委员会审

核批准（伦理批号为PZSHUTCM191213001）。

1.2  主要试剂

PE Anti-Mo Ly-6G抗体（货号B290416）、PE/Cy7 

Anti-Mo CD62L抗体（货号B269976）、FITC Anti-Hu/Mo 

CD11b抗体（货号B295202）、APC Anti-Mo Ly-6C抗体

（货 号 B274371）、PE Anti-Mo CD25 抗 体（货 号

B291570）、Alexa 488 Anti-Mo FOXP3 抗体（货号

B248076）、FITC Anti-Mo CD3e抗体（货号B271821）、

BV605 Anti-Mo CD8抗体（货号B318405）、BV421 Anti-

Mo CD28抗体（货号B291217）、PE/Cy7 Anti-Mo CD28

抗体（货号B316300）均购自美国Biolegend公司，PE Anti-

Mo CD4抗体（货号1923424）、APC Anti-Mo CD3e抗体

（货号 1989981）、FITC Anti-Mo CD8 抗体（货号

2002710）、PerCP-Cy5.5 Anti-Hu/Mo CD44抗体（货号

2142979）均购自美国Invitrogen公司，红细胞裂解液（货

号6208846）购自美国BD公司。

1.3  仪器

5430R型高速冷冻离心机购自德国Eppendorf公

司，流式细胞分析仪FACSVerse购自美国BD公司。

1.4  小鼠分组

将所有小鼠按照月龄分为 2月龄、6月龄、15月

龄3组，每组各20只，适应性饲养1周后取材。

1.5  流式细胞术检测小鼠外周血和脾组织中免疫细

胞亚群水平

取洁净流式上样管，加入100 μL小鼠外周血或脾

组织，经200目筛研磨后获得混悬液，再加入5 μL的BSA

封闭5 min。加入相应抗体，避光处理20 min。随后加

入红细胞裂解液，裂解8 min，当上样管中细胞悬液澄清

时350×g离心4 min。弃去上清液，加入2 mL的PBS重

悬清洗，再次 350×g离心4 min，重复清洗2次后，弃上

清液，加入300 μL的PBS重悬，流式细胞仪上机检测。

Treg细胞检测：同上取样100 μL，加入红细胞裂解

液，裂解8 min，当上样管细胞悬液澄清时，350×g离心

4 min。弃去上清液，加入CD3、CD25抗体，20 min后加入

0.8 mL固定破膜剂，避光处理40 min，再加入2 mL破膜

缓冲液，350×g离心4 min。弃去上清液，管底沉淀物重

悬后加入Foxp3 抗体处理 20 min，再加入破膜缓冲

液2 mL重悬，再次350×g离心4 min，弃去上清液，加入

300 μL的PBS重悬，流式细胞仪上机检测。

表1    流式术检测免疫细胞及其对应表型

类    型

正向免疫应答细胞亚群

细胞毒性T细胞总群

辅助T细胞总群

幼稚CD4+ T细胞

幼稚CD8+ T细胞

活化T细胞总群

活化CD8+ T细胞

负向免疫应答细胞亚群

中央记忆CD4+ T细胞

中央记忆CD8+ T细胞

Treg细胞

粒细胞样MDSC

单核细胞样MDSC

表    型

CD3+CD4-CD8+

CD3+CD4+CD8-

CD3+CD4+CD44-CD62L+

CD3+CD8+CD44-CD62L+

CD3+CD28+

CD8+CD28+

CD3+CD4+CD44+CD62L+

CD3+CD8+CD44+CD62L+

CD4+CD25+FOXP3+

CD11b+Ly6C-Ly6G+

CD11b+Ly6C+Ly6G-
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1.6  统计学处理

采用SPSS24.0软件进行数据分析。符合正态分

布的计量资料以 x̄±s 表示，两组间比较采用独立样本

t检验，多组间比较采用单因素方差分析，多组间两两

组间比较采用LSD-t检验。计数资料的组间比较采

用 χ2检验。以 P<0.05 或 P<0.01 表示差异有统计学

意义。

2  结  果

2.1  衰老小鼠外周血和脾组织中幼稚T细胞比例下降

为揭示衰老小鼠具有的免疫衰老特征，将小鼠

外周血进行流式术检测，结果（图 1）显示，表型为

CD3+CD4+CD44-CD62L+的幼稚CD4+ T细胞（2 vs 6月

龄 ，P=0.137 ；2 vs 15 月 龄 ，P=0.004 ；6 vs 15月

龄，P=0.105）和表型为 CD3+CD8+CD44-CD62L+的幼

稚CD8+ T细胞（2 vs 6 月龄，P=0.179；2 vs 15月龄，

P=0.001；6 vs 15月龄，P=0.015）出现与衰老相关的比

例降低，差异具有统计学意义。

脾组织的流式术检测结果（图 2）显示，小鼠幼

稚CD4+ T细胞比例（2 vs 6月龄，P=0.052；2 vs 15月

龄，P=0.029；6 vs 15月龄，P=0.481）随月龄增长而下

降。而幼稚CD8+ T细胞水平在各月龄组小鼠间的差

异不具有统计学意义。

A：小鼠外周血幼稚CD4+ T细胞水平；B：小鼠外周血幼稚CD8+ T细胞水平。*P<0.05，**P<0.01。

图1    2、6、15月龄小鼠外周血中幼稚T细胞亚群比例

A：小鼠脾内幼稚CD4+ T细胞水平；B：小鼠脾组织中幼稚CD8+ T细胞水平。*P<0.05。

图2    2、6、15月龄小鼠脾组织幼稚T细胞亚群比例

2.2  衰老小鼠外周血中中央记忆T细胞比例上升

对小鼠外周血记忆细胞的检测结果（图3）显示，

表型为 CD3+CD4+CD44+CD62L+的中央记忆 CD4+ T

细胞比例变化不具有统计学意义，同时表型为

CD3+CD4+CD44+CD62L+的中央记忆 CD8+ T 细胞出

现与衰老相关的比例升高，差异具有统计学意义

（2 vs 6月龄，P=0.01；2 vs 15月龄，P=0.007；6 vs 15月

龄，P=0.164）。脾组织的中央记忆T细胞比例变化均

不具有统计学意义（图4）。

2.3  衰老小鼠外周血和脾组织中免疫抑制相关细胞

比例的变化

流式术检测结果（图5、6）显示，外周血中仅有表

型 为 CD11b+Ly6C-Ly6G+ 的 粒 细 胞 样 MDSC

（granulocytic MDSC，G-MDSC）比例出现随月龄下降

趋势（2 vs 15月龄，P=0.039）。其余的单核样MDSC

（monocytic-MDSC，M-MDSC）和Treg细胞比例变化

无统计学意义。小鼠脾组织中两种MDSC细胞亚群

和Treg细胞比例变化无统计学意义。

2.4  衰老小鼠慢性炎症相关T细胞亚群的变化

外周血流式术检测结果（图7、8）显示，随着月龄

上升小鼠外周血的 CD4+ T 细胞比例逐渐降低，

差异具有统计学意义（2 vs 6 月龄，P<0.001；2 vs 
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15 月龄，P<0.001；6 vs 15 月龄，P<0.001）。CD8+ T

细胞比例随月龄增加而逐渐升高，差异具有统计

学意义（2 vs 6月龄，P=0.027；2 vs 15 月龄，P<0.001；

6 vs 15 月龄 ，P<0.001）。

A：小鼠外周血中央记忆CD4+ T细胞水平；B：小鼠外周血中央记忆CD8+ T细胞水平。*P<0.05，**P<0.01。

图3  2、6、15月龄小鼠外周血中央记忆T细胞亚群比例

A：小鼠脾中央记忆CD4+ T细胞水平；B：小鼠脾中央记忆CD8+ T细胞水平。

图4    2、6、15月龄小鼠脾组织中中央记忆T细胞亚群比例

A：小鼠外周血G-MDSC水平；B：小鼠外周血M-MDSC水平；C：小鼠外周血Treg细胞水平。*P<0.05。

图5  2、、6、、15月龄小鼠外周血MDSC、Treg细胞亚群比例

A：小鼠脾组织中G-MDSC水平；B：小鼠脾组织中M-MDSC水平；C：小鼠脾组织中Treg细胞水平。

图6  2、6、15月龄小鼠脾组织中MDSC、Treg细胞亚群比例
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脾组织中CD4+ T细胞出现与月龄相关的比例

下降（2 vs 6 月龄，P=0.442；2 vs 15 月龄，P=0.001；6 

vs 15月龄，P=0.007）。CD8+ T细胞比例变化不具有

统计学意义。

外周血流式术检测结果（图 9）显示，表型为

CD3+CD28+的活化 T 细胞也出现随月龄增长的比

例下降，差异具有统计学意义（2 vs 6 月龄，P=0.248；

2 vs 15月龄，P=0.003；6 vs 15月龄，P=0.041），而表型

为 CD8+CD28+的活化 CD8+ T 细胞亚群则出现随月

龄增长的比例上升，差异有统计学意义（2 vs 6 月

龄，P=0.863 ；2 vs 15 月 龄 ，P=0.016 ； 6 vs 15 月

龄，P=0.024）。

*P<0.05，***P<0.001。

图7    2、6、15月龄小鼠外周血中CD4+（A）、CD8+ T（B）细胞亚群比例

**P<0.01。

图8   2、6、15月龄小鼠脾组织中CD4+（A）、CD8+T（B）细胞亚群比例

*P<0.05，**P<0.01。

图9  2、6、15月龄小鼠外周血中活化T细胞（（A））与活化CD8+ T细胞（（B））亚群比例

3  讨  论

衰老机体是多系统组织器官变化的复杂进程[7]。

本研究从免疫学角度探讨衰老所致“正虚”的具体变

化，研究发现，老龄实验小鼠外周血和脾组织中的T

细胞亚群中出现幼稚细胞的比例减少和中央记忆细

胞的比例增多，这与其他衰老相关研究[8-9]结果一致；

同时也发现，不同月龄小鼠外周血CD8+CD28+ T细胞
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和CD8+ T细胞随月龄增加而升高，该现象可能部分

反映了衰老所伴随的慢性炎症状态；但仅有部分研

究[10]结果支持这一推测。并且，衰老过程中增多的活

化T细胞本该具有抑癌作用，但前期研究[4]却证实衰

老能促进肺癌转移发生，产生这一现象的具体机制

有待进一步研究明确。

衰老所致“正虚”过程中，不同免疫细胞亚群变

化并不都能反映免疫抑制特点[11]；虽然机体总体免疫

反应下降，但对免疫功能的阐述仍缺乏系统评判标

准，单一表型难以反应整体免疫功能变化。免疫功

能抑制作为衰老过程中的主要表现，不仅以T细胞功

能障碍为特点，还会出现NK细胞、DC等固有免疫细

胞的功能障碍[12-13]；一般认为，这些变化是导致肺癌

等衰老相关疾病的促进因素，而衰老同样导致了慢

性炎症的产生[14]。从本次研究的T细胞表型上看，慢

性炎症相关的活性T细胞与对肺癌等肿瘤具有杀伤

作用的毒性T细胞并无明显差异。对于这一矛盾，有

理论解释为慢性炎症是促进“炎癌转化”的促进因

素；也有实验发现是因为此类T细胞具有低毒性，会

竞争性抑制正常毒性T细胞的杀伤作用，促进转移发

生[6]。同时，在技术不断进步的推进下，可能使现有T

细胞亚群不断细分出功能相悖的亚群，就如同虚拟

记忆T细胞（virtual memory T cell，Tvm）不同于一般

记忆T细胞具有一定免疫杀伤能力，却拥有与一般记

忆T细胞极其相近的表型，如仅关注其杀伤作用，又

难以代表整体记忆细胞的免疫抑制特点[15-16]。该现

象提示了在肿瘤等疾病过程中，各亚群的数量和功

能权重应得到整体评判，才能全面评估免疫系统的

变化对疾病的影响，继而判断治疗手段的有效性。

中医理论中的整体观念，肯定是值得借鉴的一

种评估方案。不同于西方医学的疾病病理诊断特

点，中医的诊断评价方式从患者症状出发，在此基础

上，结合体征、环境因素等，形成针对个体的辨证论

治的个性化临床诊疗模式。患者的临床证候，作为

辨证论治的主要依据，探索病证结合的肺癌等疾病

的具体分型和“正气”在衰老过程中的变化特征，从

而指导临床治疗。在高维统计下，这种“正气”盛衰

变化的整体可以看作是一个免疫抑制与兴奋的不断

波动到稳定的收敛平衡[17]，此观点与本次实验结果相

呼应；并且，随年龄增长，这种动态变化并不是匀速

发展的[18]，而是在不断的波动变化过程中。因此，在

衰老所致疾病治疗中就更应强调对患者当下的“正

虚”特征整体把握，本次研究的T细胞表型变化特征

可能仅仅是整体中一个很小的部分。《黄帝内经》素

有“五八肾气衰，发堕齿槁”等对人体衰老的完整描

述，概括了衰老导致“正虚”的具体表征。因此，只有

对衰老过程中的“正虚”变化进行系统评价，中医药

治疗才能通过调节人体自身内环境平衡和恢复患者

自身“正气”，从而达到延长患者生存期的目的。

因此，建立免疫评分可能是解决目前免疫功能

评价困境的可行手段[19]，故需要大样本、多维度的表

型大数据建立评分模型和进行权重分析。应强调的

是，衰老的“正虚”变化不能仅从免疫细胞表型角度

去分析，细胞因子、外泌体、甚至菌群变化都可能是

肺癌等衰老相关疾病发生的诱因[20]。应该认识到，中

医“正虚”概念不可能被单纯的免疫细胞表型变化所

涵盖，如何系统评判衰老的“正虚”特征还有很长的

路要走。
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