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摘  要 : 旨在以非肥胖糖尿病 (Non-obese diabetic, NOD) 小鼠为动物模型，研究高剂量昆虫细胞表达的重组

热休克蛋白 gp96 (Recombinant gp96, rgp96) 对 1 型糖尿病 (Type 1 diabetes, T1D) 的预防作用。以高剂量 rgp96

免疫 NOD 小鼠，用血糖仪监测小鼠血糖值，用流式细胞术检测小鼠脾脏 CD4+ CD25+ Foxp3+调节性 T 细胞 

(Regulatory T cells, Tregs) 亚群频率，然后用一系列体外实验探究高剂量 rgp96 对 Tregs 的影响。结果显示高剂

量 rgp96 免疫有效地预防或延缓小鼠 T1D 发病，免疫诱导 Tregs 数量明显增加。体外实验发现 rgp96 蛋白促进

Tregs 增殖，诱导 Foxp3 表达上调和 IL-10 分泌增加。研究结果为开发基于 rgp96 的新型 T1D 预防和治疗性疫

苗提供了依据。 

关键词 : gp96，Tregs，1 型糖尿病，免疫治疗，疫苗 
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High-dose heat shock protein gp96 immunization prevents 
type 1 diabetes via inducing regulatory T cells 

Mi Chen, Xinghui Li, Huaguo Zheng, and Songdong Meng 

CAS Key Laboratory of Pathogenic Microbiology and Immunology, Institute of Microbiology, Chinese Academy of Sciences, 
Beijing 100101, China 

Abstract:  Type 1 diabetes (T1D), the most prevalent human autoimmune disease, occurs in genetically susceptible 

individuals. Regulatory T cells (Tregs) are defective in T1D setting. Therefore, efforts to repair or restore Tregs in T1D 

may prevent or reverse this autoimmune disease. Here, we studied the potential role of rgp96 in preventing T1D, using 

non-obese diabetic (NOD) mice as an animal model. High-dose rgp96 immunization elicited efficient protection of mice 

against T1D, as evidenced by stable blood glucose, decreased disease incidence. Significantly increased CD4+ CD25+ 

Foxp3+ Tregs were observed in immunized mice. In vitro co-culture experiments demonstrated that rgp96 stimulation 

enhanced Treg proliferation and suppressive function by up-regulation of Foxp3 and IL-10. Our work shows that activation 

of Tregs by high-dose rgp96 immunization protects against T1D via inducing regulatory T cells and provides preventive 

and therapeutic potential for the development of an rgp96-based vaccine against T1D. 

Keywords:  gp96, Tregs, type 1 diabetes, immunotherapy, vaccine 

随着现代生活水平的提高和生活方式、生活

环境的改变，在全球范围内，1型糖尿病 (Type 1 

diabetes，T1D) 的患病率正呈现快速上升的趋

势。根据 2011 年国际糖尿病联盟(International 

diabetes federation，IDF) 统计，在全球 1.9 亿

0−15岁的儿童中，T1D患者约有 490 100名，

每年新诊断约 77 800名，年增加率约为 3.0%[1]。 

T1D 是一种自身免疫性疾病 (Autoimmune 

disease，AID)，由自身反应性 T细胞持续活化并

破坏胰岛 β细胞，使胰岛素分泌功能受损而引发

的代谢紊乱综合征[2]。T1D的确切病因迄今尚未

阐明，但自身免疫异常是其最主要的致病因素[3]。

CD4+CD25+Foxp3+调节性 T 细胞 (Regulatory T 

cells，Tregs) 是一类免疫抑制性 T淋巴细胞，它

在防止自身免疫性疾病及维持自身免疫耐受中

发挥重要作用[4]。有研究发现，T1D患者体内的

CD4+CD25+Foxp3+ Tregs出现数量减少或者调节

能力减弱的现象[5]；同样地，针对非肥胖型糖尿

病  (NOD) 小鼠的研究也发现了患病小鼠体内

该亚群 T细胞水平的降低[6]。一些动物实验和临

床研究结果显示，体外扩增的多克隆或抗原特异

性 Tregs的过继性转移疗法能够有效地预防或缓

解 T1D[7-10]。这些结果说明了 Tregs在 T1D的发

病及疾病进程中发挥重要作用。 

Gp96 (GRP96) 是内质网热休克蛋白 (Heat 

shock protein，HSP) 90家族的成员之一，与细胞

质 HSP90 高度同源。我们前期的研究发现，低

剂量的 gp96免疫主要活化 CD8+ T细胞应答，而

高剂量的 gp96能够通过 Toll样受体 2和 Toll样

受体 4介导的 NF-κB的激活而显著地增强 Tregs

的增殖能力和抑制性功能 [11-13]。Chandawarkar

等的研究也发现高剂量 gp96免疫能够通过诱导

具有免疫调节功能的 CD4+T 细胞的产生防止多

种自体免疫疾病，包括 T1D[14]。但这些研究所
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用的 gp96均为天然提取，很难研发成疫苗或药

物。我们利用酵母菌和昆虫细胞首次表达具有

较高免疫活性的重组 gp96 (Recombinant gp96，

rgp96) 蛋白，在此基础上，拟通过应用高剂量

rgp96预先免疫 NOD小鼠，了解其是否具有预防

糖尿病发生的作用，并探讨其可能的作用机制。

研究结果为开发基于 rgp96的新型 T1D预防或治

疗性疫苗提供了依据。 

1  材料与方法 

1.1  动物 

所有动物为 NOD小鼠。NOD小鼠来源于北

京中国科学院微生物研究所周旭宇研究员实验

室。在北京大学医学院实验动物中心 SPF级环境

下饲养，繁殖出第一代，取雌性小鼠用于实验。 

1.2  rgp96 和 MSA 的制备及 Western blotting

鉴定 

利用昆虫细胞表达系统表达纯化重组热休克

蛋白 gp96 (Recombinant gp96，rgp96) 和小鼠血清

白蛋白 (Mouse serum albumin，MSA)，获得的目

的蛋白通过 10%的 SDS-PAGE和Western blotting 

(Santa Cruz，CA，USA) 进行鉴定。纯化和鉴定

后的蛋白样品用液相内毒素清除剂 (购自北京天

恩泽公司) 去除内毒素，然后用鲎试剂、工作品及

工作用水等试剂 (购自厦门市鲎试剂实验厂有限

公司) 检测蛋白样品中内毒素含量，结果显示蛋白

样品中内毒素浓度低于 10 EU/mg，可以用于免疫。 

1.3  小鼠免疫和血糖测定 

按照每组 10只小鼠随机分为 3组：PBS组、

MSA组和 rgp96组 (100 μg/只)。在小鼠 6、7、

9周龄时皮下各免疫 1次，共 3次，从最后一次

免疫后的第 1 周开始监测小鼠血糖值，取小鼠

尾静脉血 1 滴，用血糖仪  (德国罗氏公司

ACCU-CHEK® Performa) 参照说明书测定血糖

值，并统计患病率。以血糖值>13.3 mmol/L 且

持续 2次以上诊断为 T1D。 

1.4  小鼠脾脏淋巴细胞的分离 

用颈脱臼法处死小鼠，取出小鼠脾脏，根

据 Liu等[11]方法分离获得小鼠脾脏淋巴细胞。 

1.5  细胞内因子染色 

每只小鼠各取 3×106的脾脏淋巴细胞，用 PBS

洗 2次，用含 5%BSA的 PBS封闭 30 min，加 Percp- 

Cy5.5-anti-CD3、 PE-anti-CD4、 FITC-anti-CD25 

(eBioscience)，4 ℃避光孵育 30 min，PBS清洗，每

管加入 250 μL固定/破膜剂 (eBioscience)，4 ℃孵育

20 min后用清洗剂 (eBioscience) 清洗 2次，在

50 μL体系中加入 APC-anti-Foxp3 (eBioscience)，

4 ℃避光孵育 30 min，清洗剂清洗 2次，用流式

细胞仪 (FACSCaliber，BectonDickinson，Mountain 

View，CA) 检测 Treg细胞。 

1.6  体外 Tregs 增殖检测 

按 CFSE 细胞增殖试剂盒说明书标记小鼠

脾脏淋巴细胞，将 CFSE 标记的脾脏淋巴细胞

(3×105 /孔) 加入至 96-孔圆底培养板中，培养基

内分别加入 1 µg/mL 的 anti-CD3 和 anti-CD28

及 50 IU/mL的 IL-2，在 5% CO2 37 ℃无菌条件

下培养。培养 24 h收集上清检测细胞因子；培

养 72 h收集细胞检测细胞体外增殖能力：按细

胞内因子染色方法标记 Treg细胞 (不要用 FITC

通道的抗体，因为 CFSE 占用此通道)；用流式

细胞仪检测 Treg 细胞的 CFSE 荧光衰减情况，

即为 Tregs增殖情况。 

1.7  体外 Tregs 抑制功能实验 

用磁珠分选试剂盒 (Miltenyi Biotec，Auburn，

CA) 分离得到 Tregs和效应 T细胞 (CD4+CD25– 

T 细胞)。按 CFSE 细胞增殖试剂盒说明书标记
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CD4+CD25– T细胞，将 CFSE标记的 CD4+CD25– 

T细胞 (3×105 /孔) 加入至 96-孔圆底培养板中，

将其单独培养或加入 1/3效应细胞数目的Tregs，

培养基内分别加入 1 µg/mL 的 anti-CD3 和

anti-CD28及 50 IU/mL的 IL-2，在 5% CO2、37  ℃

无菌条件下培养 3 d。收集上述细胞，按细胞内

因子染色方法标记效应 T细胞 (不要用 FITC通

道的抗体，因为 CFSE 占用此通道)；用流式细

胞仪检测效应 T 细胞的 CFSE 荧光衰减情况，

计算 Tregs 对其增殖的抑制，抑制率=[CFSElow 

(Teff without Tregs)–CFSElow (Teff with Tregs)]/ 

CFSElow (Teff without Tregs)×100%。 

1.8  细胞因子的 ELISA 测定 

高剂量 rgp96刺激 24 h后收集 Tregs培养上

清液，用 ELISA试剂盒 (eBioscience，San Diego，

CA) 按照说明书检测 IL-10含量。 

1.9  蛋白质免疫印迹 

蛋白免疫印记测定 Tregs 中 Foxp3 的水平。

高剂量 rgp96刺激 24 h后收集细胞提取蛋白，10% 

SDS-PAGE电泳分离，转印于 PVDF膜，5%的脱

脂牛奶封闭 1 h，一抗 (1 1 000∶ ) 4 ℃孵育过夜，

以 PBST洗 3 次，每次 10 min，辣根过氧化物酶

标记的二抗 (1 2 000∶ ) 室温孵育 1 h，同样步骤

用 PBST洗去二抗后加显色液曝光显影。 

2  结果与分析 

2.1  SDS-PAGE 和 Western blotting 鉴定热

休克蛋白 gp96 和小鼠血清白蛋白 MSA 

本实验所用的热休克蛋白 gp96 和小鼠血清

白蛋白 MSA 均为从昆虫细胞表达系统表达纯化

的重组蛋白。纯化的蛋白通过 10%的 SDS-PAGE

胶分离，经考马斯亮蓝染色鉴定，对染色条带进

行扫描分析 gp96纯度在 95%以上，采用Western 

blotting鉴定为目的蛋白 gp96和 MSA (图 1)。 

 
 
图 1  人工表达重组 gp96 和 MSA 的纯化与鉴定 

Fig. 1  Purification and identification of recombinant 
gp96 and MSA. Purified recombinant gp96 (A) and 
MSA (B) expressed in the Bac-to-Bac® baculovirus 
expression system was analyzed on a 10% SDS-PAGE 
gel and visualized with coomassie staining (left lane) 
or immunoblotted with an anti-gp96 or anti-MSA 
antibody (right lane).  

 

2.2  高剂量 rgp96 免疫显著降低 NOD 小鼠  

1 型糖尿病发生 

首先比较不同 rgp96 蛋白免疫剂量对 NOD

小鼠 Tregs 的诱导情况，分别在 6、7 和 9 周龄

时免疫雌性 NOD 小鼠 (图 2A)，结果显示采用

100 μg/次可诱导高比例的 Tregs (图 2B)，推测

疫苗的 EC50应该在 60 μg/次左右，这与我们前

期的试验结果相吻合[11]。 

我们用高剂量的 rgp96 (100 μg/次) 免疫，从

免疫后第 1周 (小鼠 10周龄) 开始，用血糖仪测

量小鼠的血糖值，每周 1次，连续测量 11周，结

果显示，用高剂量 rgp96 免疫的小鼠的血糖值基

本保持不变且维持在正常范围内，而对照组(注射

PBS 或 MSA) 小鼠的血糖值显著升高，在 13 周

龄时约为免疫组小鼠血糖值的 3 倍(P<0.01)    

(图 2C)。此外，我们统计了小鼠的患病率 (血糖

值大于 13.3 mmol/L)，结果显示免疫组小鼠的患

病率明显低于对照组患病率，在 14 周龄时对照 
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图 2  高剂量 rgp96 免疫显著降低小鼠 1 型糖尿病患病率 
Fig. 2  Immunization with high-dose rgp96 prevents the onset of T1D in NOD mice. Schematic representation of the 
immunization schedule (A). Female NOD mice were immunized with the indicated amounts of rgp96 (B), or PBS, 
MSA or rgp96 (100 µg/time) (C) for three times at 6, 7 and 9 weeks of age, respectively. FACS analysis of the 
frequency of CD4+CD25+Foxp3+ Tregs in the spleen of mice at week 10 (B). Blood glucose were measured weekly 
for eleven weeks after the last immunization (C). Diabetes incidence is shown (D). Mice were determined diabetic 
with two consecutive readings of blood glucose >13.3 mmol/L. Data show the x ±s of ten mice. Student’s t-test was 
used to determine P-values. ** P< 0.01 compared to PBS- or MSA-immunized mice. 
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组小鼠全部发病，而免疫组只有 40%的小鼠发

病，该发病率一直延续到本试验观察期结束  

(20周龄)。免疫组小鼠的 T1D发病时间约在 12

周龄，与对照组小鼠 (约 10 周龄) 相比明显延

缓 (图 2D)。 

2.3  高剂量 rgp96 免疫诱导 Tregs 产生 

我们之前的研究发现高剂量天然提取的

gp96 免疫可以诱导 Tregs 产生，因此推测高剂

量人工表达重组 gp96 免疫通过诱导 Tregs 抑制

小鼠自身免疫应答，从而预防 1型糖尿病。 

NOD 小鼠分别在第 6、7、9 周接受 rgp96

免疫，在第 10周处死小鼠，通过流式细胞术检

测小鼠脾脏中 Treg 细胞的变化，结果显示，用

高剂量 rgp96 免疫的小鼠脾脏中 Treg 细胞的频

率明显高于对照组小鼠 (PBS 组对比免疫组，

4.487±0.461 9 vs 8.760±0.390 9；MSA组对比免

疫组，4.643±0.327 3 vs 8.760±0.390 9) (P<0.01) 

(图 3)。 

2.4  高剂量 rgp96 增强 Tregs 的增殖和抑制

功能，上调 Foxp3 表达和 IL-10 分泌 

进一步查明 rgp96 对 Tregs 的增殖和功能的

影响。分离 NOD 小鼠脾脏淋巴细胞，用 CFSE

染色方法研究高浓度 rgp96 刺激对 Tregs 增殖能

力的影响，结果显示，相比 PBS处理，rgp96孵

育显著提高 Tregs的增殖能力(P<0.05) (图 4A)。

采用磁珠分选 CD4+CD25+ Tregs和 CD4+CD25– 

T细胞，用 100 µg/mL rgp96体外刺激Tregs 24 h，

用 CFSE 染色的 CD4+CD25–T 细胞作为效应细

胞 (Teff) 与预刺激的 Tregs 以 3∶1 的比例混

合，在 anti-CD3、anti-CD28和 IL-2存在的条件

下培养 72 h，通过流式细胞术检测 Teff的增殖

情况(图 4B)。可以看到，高浓度 rgp96 刺激的

Tregs对 Teff增殖的抑制能力明显高于未刺激的

Tregs (P<0.01) (图 4C)。同时，高浓度 rgp96刺

激显著提高 Tregs分泌 IL-10的水平 (图 4D) 及

Foxp3的表达 (图 4E)。 

 

 
 

图 3  高剂量 rgp96 免疫诱导 Tregs 产生 

Fig. 3  High-dose rgp96 immunization induces Tregs in mice. Female NOD mice were immunized with PBS, 
MSA or rgp96 (100 µg/time) for three times. Mice were sacrificed at age week 10. Flow cytometric analysis was 
performed to determine the frequency of CD4+CD25+Foxp3+ Tregs in the spleen of mice. Data show the x ±s of 

ten mice. Student’s t-test was used to determine P-values. ** P<0.01. Data are representative of two independent 
experiments. 
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图 4  高剂量 rgp96 增强 Tregs 的增殖和抑制功能，上调 Foxp3 表达和 IL-10 分泌 

Fig. 4  High-dose rgp96 promotes Tregs inhibitory function and proliferation, and up-regulates Foxp3 expression 
and IL-10 secretion. Mice spleenocytes (A-C) or Treg cells (D-E) were incubated with 100 µg/mL rgp96 or PBS in 
vitro in the present of 1 µg/mL anti-CD3, anti-CD28 Abs and 50 IU/mL IL-2. (A) Proliferation of Tregs was 
determined by CSFE staining 3 d later. (B) A total of 3×105 CSFE-labeled CD4+CD25- Teff cells were co-cultured 
with Tregs at a ratio of 3:1 for 3 d. Teff cells cultured without Tregs served as a negative control. The CFSE-labelled 
Teff cell division cycle was measured by FACS. (C) The suppression rate for Teff proliferation was calculated. (D) 
The IL-10 levels in the supernatants of Tregs were measured by ELISA. (E) The Foxp3 expression of Tregs was 
detected by Western blotting. Student’s t-test was used to determine P-values. ** P< 0.01. Results are representative 
of three independent experiments, and FACS analyses were performed for at least five times in each experiment. 
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3  讨论 
热休克蛋白 gp96诱导天然性免疫和获得性

免疫的功能已经在多种动物模型中得到验证，

其作为免疫佐剂治疗肿瘤和感染性疾病已应用

于临床试验。其作用机理包括与 APC的相互作

用、TLR 的转录后调控、抗原交叉呈递以及激

活 CTL[15]。然而关于 gp96用于自体免疫疾病预

防或治疗的研究却很少被报道。本研究检测了

高剂量 rgp96 免疫对 T1D 的预防作用，发现在

NOD 小鼠模型中，高剂量 rgp96 免疫能够有效

地预防或者延缓 NOD 小鼠 T1D 的发生，高剂

量 rgp96显著提高抑制性 T细胞 Tregs数目和抑

制功能，上调其标志性转录因子 Foxp3 的水平

并增强主要抑制性细胞因子 IL-10的表达，提示

高剂量的 rgp96通过上调 Tregs数量并增强其抑

制功能，从而抑制导致小鼠糖尿病的自身免疫

过度活化。 

尽管一些报道表明 Tregs 与 T1D 的疾病进

程相关[16]，对于 Tregs 在 T1D 相关的病理学中

的功能研究才刚刚开始。Tregs的频率降低或功

能受损会导致 T1D 的发生[17-18]，抗胸腺细胞球

蛋白 (Antithymocyte globulin，ATG) 通过诱导

Tregs产生能够有效预防或缓解 T1D[19-20]。这些

研究均表明 Tregs 对于预防和治疗 T1D 的潜在

价值。 

NOD小鼠是模拟人类的自发出现由 T淋巴

细胞介导的胰岛 β 细胞破坏而发生 T1D 的理想

动物模型[21]，被广泛用于 T1D相关的研究之中。

本研究中，我们在 NOD 小鼠模型中检测 rgp96

免疫对 T1D 的预防作用。结果显示，高剂量

rgp96可有效预防或延缓 T1D的发生，鉴于 gp96

在临床上已经用于肿瘤等疾病的治疗，因此采

用 rgp96诱导 Tregs对于预防和治疗 T1D是一种

安全有效的方法；同时，相对于体外大量培养

Tregs 治疗糖尿病需要高成本 [10]，采用高剂量

rgp96免疫的策略成本相对低廉。 

本研究发现采用 100 μg的单次免疫剂量可

在小鼠体内诱导高水平的 Tregs，由于 gp96 自

体肿瘤治疗性疫苗在小鼠和肿瘤患者的合适免

疫剂量分别为 10−20 μg/次和 25 μg/次[22-23]，我

们推测将来临床试验中 150−300 μg/次的免疫剂

量就可能在人体中诱导出高比例的 Tregs，这需

要进一步试验验证。 

我们之前的研究发现，天然提取 gp96可直

接与 Tregs表面 TLR2和 TLR4相互作用，进而

激活 NF-κB 信号通路，促进 Foxp3、IL-10 及

TGF-β1 的表达，从而增强 Tregs 的增殖能力和

抑制性功能[11-12]。本研究采用昆虫细胞表达的

rgp96，高剂量免疫同样能活化 Tregs，证明人工

表达的重组 gp96与天然蛋白具有同样的免疫学

功能，更重要的是通过 NOD小鼠试验发现高剂

量重组 gp96免疫对 1型糖尿病有显著的预防效

果，为开发基于重组 gp96的新型糖尿病预防性

和治疗性疫苗提供了依据。 
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