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6-姜醇通过P2Y13/Ca2+ 信号通路调控Th17/Treg分化减轻急性移植物抗宿主病
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［摘要］ 目的 急性移植物抗宿主病（acute graft-versus-host disease，aGVHD）是异基因造血干细胞

移植（allogeneic hematopoietic stem cell transplantation，allo-HSCT）后常见的免疫并发症，本研究探讨6-姜

醇对急性移植物抗宿主病的干预作用，并探索其对T细胞功能和分化调控的可能作用机制。方法 建

立小鼠异基因造血干细胞移植 aGVHD模型，8~12周龄 SPF级雄性小鼠（体质量 22~24 g）按随机数字表

法分为同基因对照组（n=5）、溶剂对照组（n=8，13）和不同浓度的 6-姜醇实验组（n=8，13），观察受鼠生存

情况、体质量变化，进行临床评分和靶器官组织病理评分，并采用流式细胞术检测脾脏、肝脏中 T细胞

亚群及表面标志物变化。建立小鼠 B 细胞淋巴瘤细胞系 A20 移植物抗白血病（graft-versus-leukemia，
GVL）模型，通过活体成像及生存分析评估肿瘤生长情况。分离小鼠脾脏T细胞进行体外培养，实验分

为：未刺激组、刺激组以及不同浓度 6-姜醇实验组，检测细胞增殖、凋亡及细胞因子变化；分离小鼠脾脏

CD4+ T细胞，在 Th1、Th17和 Treg的体外诱导条件下进行体外培养，分为：刺激组和不同浓度 6-姜醇实

验组，通过流式分析 CD4+ T细胞分化方向的改变。通过 bulk RNA-seq分析基因表达谱及差异通路变

化，结合RT-qPCR对转录组结果进行验证。进一步采用受体激动剂干预，实验分为：刺激组、6-姜醇单

药组、2-MeS-ADP单药组和 6-姜醇+2-MeS-ADP双药组；通过 T细胞增殖实验、体外诱导分化实验、对胞

质和线粒体Ca2+检测以及透射电镜和线粒体嵴结构定量分析对相关机制进行验证。结果 6-姜醇干预

后 aGVHD小鼠生存情况、体质量及临床评分均得到改善（P<0. 05），HE染色病理切片评分提示肝脏及

肠道损伤减轻（P<0. 05）。GVL模型的生存分析结果和活体成像显示 6-姜醇对 GVL效应无显著影响。

体外实验表明，6-姜醇抑制T细胞增殖（P<0. 000 1）并促进部分活化T细胞凋亡（P<0. 01）；在CD4+ T细

胞亚群极化分析提示 6-姜醇调节 CD4+ T 细胞亚群分化，表现为抑制 Th1（P<0. 05）和 Th17 分化（P<
0. 05），促进Treg细胞分化（P<0. 05）。转录组分析提示 6-姜醇处理后影响嘌呤能受体和Ca2+相关通路。

RT-qPCR结果显示，P2ry13表达显著下调（P<0. 000 1）。进一步机制研究发现，6-姜醇处理后，CD4+ T细

胞胞质Ca2+水平下降（P=0. 000 1），而CD4+ T细胞线粒体Ca2+ 积聚增加（P=0. 000 2）。与 6-姜醇单药组

相比，联合P2Y13激动剂 2-MeS-ADP后的双药处理组在T细胞增殖（P<0. 000 1）、Th1和Th17/Treg分化

（P<0. 05）、胞质和线粒体Ca2+浓度（P<0. 05）等方面均出现部分恢复。透射电镜结果显示，双药处理后

线粒体超微结构较 6-姜醇单药组有所改善，线粒体嵴定量分析亦支持这一变化（P<0. 000 1），提示 6-姜

醇通过P2Y13相关Ca2+信号通路调控T细胞亚群分化。结论 6-姜醇通过嘌呤能受体P2Y13相关Ca2+

信号通路，抑制Th17、扩增Treg、减轻 aGVHD，为 aGVHD的预防及治疗提供了新的策略。
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6-Gingerol alleviates acute graft-versus-host disease by regulating Th17/Treg 
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［Abstract］ Objective　Acute graft-versus-host disease (aGVHD) is a common immunological 
complication following allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT).  This study aims to 
investigate the intervention effects of 6-gingerol on aGVHD and explore its potential mechanism in regulating 
T cell function and differentiation.  Methods　A murine allo-HSCT aGVHD model was established.  SPF-

grade male mice (8 to 12 weeks old, weighing 22 to 24 g) were randomly divided into a syngeneic control group 
(n=5), a vehicle control group (n=8,13), and 6-gingerol experimental groups at different concentrations (n=8,
13).  The survival status and body weight changes of recipient mice were observed, clinical scores and target 
organ histopathological scores were performed, and flow cytometry was used to detect changes in T cell subsets 
and surface markers in the spleen and liver.  A murine B cell lymphoma cell line A20 graft-versus-leukemia 
(GVL) model was established, and tumor growth was evaluated through in vivo imaging and survival analysis.  
Splenic T cells were isolated and cultured in vitro, and divided into unstimulated, stimulated, and different 
concentrations of 6-gingerol treatment groups to assess proliferation, apoptosis, and cytokine changes.  Mouse 
splenic CD4+ T cells were isolated and cultured under induction conditions for T helper 1 (Th1) cells, T helper 
17 (Th17) cells, and T regulatory (Treg) cells, and were divided into a stimulated group and experimental 
groups with different concentrations of 6-gingerol.  Changes in the differentiation direction of CD4+ T cells 
were analyzed via flow cytometry.  Bulk RNA sequencing (bulk RNA-seq) was used to analyze gene expression 
profiles and differential pathway changes, and the transcriptomic results were validated using RT-qPCR.  
Receptor agonist intervention was further performed, and then the experiment was divided into: a stimulation 
group, a 6-gingerol monotherapy group, a 2-MeS-ADP monotherapy group, and a 6-gingerol + 2-MeS-ADP 
dual-drug group.  The related mechanisms were validated through T-cell proliferation assays, in vitro induced 
differentiation assays, detection of cytoplasmic and mitochondrial Ca2+ , and transmission electron microscopy 
(TEM) and quantitative analysis of mitochondrial cristae structure.  Results　Following 6-gingerol 
intervention, the survival status, body weight, and clinical scores of aGVHD mice were significantly improved 
in the aGVHD mice (P<0. 05).  HE stained pathological section scores revealed alleviated liver and intestinal 
injury (P<0. 05).  Survival analysis results and in vivo bioluminescence imaging in the GVL model showed that 
6-gingerol had no significant effect on the GVL effect.  In vitro experiments demonstrated that 6-gingerol 
suppressed T cell proliferation (P<0. 000 1) and promoted apoptosis (P<0. 01) in partially activated T cells.  
Under specific polarization conditions, 6-gingerol regulated CD4+ T cell subset differentiation, manifested as 
inhibition of Th1 (P<0. 05) and Th17 (P<0. 05) differentiation and promotion of Treg cell differentiation (P<
0. 05).  Transcriptomic analysis suggested that 6-gingerol treatment affected purinergic receptor and Ca2+-
related pathways.  RT-qPCR results showed that P2ry13 expression was significantly downregulated (P<0. 000 1).  
Further mechanistic studies revealed that following 6-gingerol treatment, cytoplasmic Ca2+ levels in CD4+ T 
cells decreased (P=0. 000 1), while mitochondrial Ca2+ accumulation in CD4+ T cells increased (P=0. 000 2).  
Compared with the 6-gingerol monotherapy group, the two-drug treatment group, with the addition of the 
P2Y13 agonist 2-MeS-ADP showed partial recovery in T cell proliferation (P<0. 000 1), Th1 and Th17/Treg 
differentiation (P<0. 05), and cytoplasmic and mitochondrial Ca2+ concentrations (P<0. 05).  TEM revealed 
that mitochondrial ultrastructure in the two-drug group was improved compared to that of the 6-gingerol group, 
and quantitative analysis of mitochondrial cristae also supported this change (P<0. 000 1), suggesting that 
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6-gingerol regulates T cell subset differentiation through the P2Y13-related Ca2+ signaling pathway.  
Conclusion　6-Gingerol mitigates aGVHD by inhibiting Th17 cells and expanding Treg cells through the 
purinergic receptor P2Y13-related Ca2+ signaling pathway, providing a novel strategy for the prevention and 
treatment of aGVHD.  

［Key words］ 6-gingerol； acute graft-versus-host disease； graft-versus-leukemia effect； P2Y13； Ca2+ 
signaling
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异基因造血干细胞移植（allogeneic hematopoietic 
stem cell transplantation，allo-HSCT）是治疗多种血液系

统恶性肿瘤的重要手段，其疗效依赖于移植物抗白血

病（graft-versus-leukemia，GVL）效应［1-2］。然而，移植

后供者来源免疫细胞对受者组织的攻击可导致移植

物抗宿主病（graft-versus-host disease，GVHD），严重影

响了 allo-HSCT 的临床疗效。急性 GVHD（acute graft-
versus-host disease，aGVHD）通常发生于移植早期，主

要累及皮肤、肝脏及胃肠道，是影响移植相关发病率

和病死率的重要原因［3-4］。尽管近年来支持治疗及免

疫抑制策略不断改进，但如何在有效控制 aGVHD的同

时保留GVL效应，仍是临床亟待解决的关键问题［5］。
供者T细胞在 aGVHD发生发展中发挥核心作用。

供者 T细胞识别宿主同种异体抗原后迅速活化、克隆

扩增，并分化为炎症性效应亚群，导致大量炎性细胞

因子释放及组织损伤［5-6］。在CD4+  T细胞亚群中，Th1
和 Th17 细胞可促进炎症反应并加重 aGVHD，而 Treg
通过抑制过度免疫反应发挥保护作用。供者T细胞同

时也是 GVL 效应的重要介导者［7］。传统免疫抑制治

疗虽然可以缓解GVHD，但往往削弱GVL效应。近年

来，通过低剂量 IL-2扩增 Treg或过继输注 Treg等策略

在选择性调控 T细胞亚群方面取得一定进展，提示靶

向调节T细胞分化平衡具有重要治疗价值［8-9］。
天然活性小分子因其多靶点调控特性及相对良

好的安全性，逐渐成为免疫调节研究的热点。姜醇

（gingerol）是生姜的主要活性成分之一，根据侧链长度

不同可分为 6-姜醇（6-G）、8-姜醇和 10-姜醇［10］，其中

以 6-姜醇含量最高［11-13］。既往研究表明，6-姜醇具有

抗炎和免疫调节作用［14-16］，其在异基因造血干细胞移

植背景下的免疫调控功能，尤其是对供者 T细胞分化

及 aGVHD 发生发展的影响，目前仍缺乏系统研究。

6-姜醇是否在调节 aGVHD 的同时保留 GVL 效应，以

及相关分子机制如何，有待进一步阐明。

嘌呤能信号通路近年来被认为是免疫细胞功能

的重要调控机制［17］，P2Y受体家族是该通路中的关键

代谢型受体。P2Y受体家族作为 G蛋白偶联受体，可

识别ATP、ADP等胞外核苷酸信号，参与调节T细胞活

化、增殖及分化［18-20］。P2Y家族受体激活可影响细胞

内 Ca2+信号转导，而 Ca2+作为关键第二信使，在 T细胞

受体介导的活化及下游转录调控过程中发挥核心作

用［21］。Ca2+稳态的精确调控对于 T 细胞效应分化与

Treg生成之间的平衡至关重要［22-24］。
本研究通过血清代谢组学筛选鉴定出与 aGVHD

相关的差异代谢物 6-姜醇，并系统评估其对 T细胞活

化、凋亡及分化的调控作用。进一步的机制研究表

明，6-姜醇通过调节嘌呤能受体相关信号调节细胞内

Ca2+稳态，从而影响 T 细胞谱系分化。本研究揭示了

一种代谢物介导的免疫调控新机制，为 aGVHD 的干

预提供了潜在治疗策略。

1　材料与方法

1. 1　实验动物

8~12 周龄的雄性 BALB/c（H-2Kd）和雄性 C57BL/
6J（H-2Kb）小鼠（体质量 22~24 g）均购自北京维通利华

公司。饲养动物购进后适应性饲养 1周开始实验，小

鼠饲养在 22~24 ℃、45%~55% 湿度、12 h/12 h 明暗循

环的 SPF 级实验动物中心。各组小鼠自由进食和饮

水，保持小鼠笼内清洁卫生。每 3~4天监测小鼠一般

状态、活动、进食、体质量及临床表现，并根据动物福

利要求及时采取干预措施。人道终点标准包括持续

性严重活动减少或不能摄食饮水、明显驼背竖毛、严

重虚弱或濒死状态，达到上述任一标准将立即实施安

乐死处理。本研究动物实验经陆军军医大学实验动

物福利伦理委员会批准（AMUWE20235029）。

1. 2　主要试剂

本研究所用RPMI 1640培养基及FBS购自上海逍

鹏生物科技有限公司；（1×）PBS 缓冲液，（10×）PBS 缓

冲液及 Penicillin-streptomycin 购自北京索莱宝科技有

限 公 司 ；PEG300、6- 姜 醇 、2-MeS-ADP trisodium 及

Rhod-2 AM购自美国MedChemExpress公司；胶原酶Ⅷ
及 DNaseⅠ购自美国西格玛奥德里奇公司；Percoll 购
自美国 Cytiva公司；CD90. 2 MicroBeads及 CD4（L3T4） 
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MicroBeads 购自德国美天旎生物技术有限公司；

anti-CD3/CD28 Dynabeads、FOXP3（FJK-16s）、乾坤™ 白
金™ SYBR™ Green预混液、重组细胞因子 IL-12、IL-4购

自美国赛默飞公司；7-AAD/PI购自美国BD公司；CCK-8
购 自 日 本 Dojindo 公 司 ；D-Luciferin potassium salt、
Fluo-4 AM 购自上海碧云天生物技术股份有限公司；

IL-6 及 TGF-β 购自美国 R&D Systems 公司；IL-2 购自

美国BioLegend公司；中和抗体anti-IL-4及anti-IFN-γ购

自武汉佰乐博生物技术；ELISA试剂盒（IL-17A、TNF-α
及 IFN-γ）购自中国博士德生物公司；RNAfast200 总

RNA 快速提取试剂盒购自中国飞捷生物公司；Evo 
M-MLV 反转录预混型试剂盒购自中国艾科瑞生物公

司；抗TNF-α抗体、抗CD279（PD-1）单克隆抗体、抗 IL-

17A 抗体和抗 TCRβ 单克隆抗体购自美国 Thermo 
Fisher Scientific 公司；抗 IFN-γ 抗体、抗 CD44 抗体、抗

CD62L 抗体、抗 CD4 抗体、抗 CD8 抗体和抗 H-2Kd 抗

体购自美国BioLegend公司。

1. 3　aGVHD模型和同基因（无GVHD）模型的构建

10~12 周龄 C57BL/6J 和 BALB/c 雄性小鼠被用作

供鼠和受鼠。C57BL/6J受鼠接受 9. 5 Gy的全身照射，

BALB/c 受鼠接受 7. 5 Gy 的全身照射（分 2 次，间隔

24 h）。在末次照射 6~8 h后，将供鼠的骨髓细胞和脾

细胞通过尾静脉注射的方式移植到受鼠体内。

在C57BL/6J移植到BALB/c模型中，受鼠按随机数

字表法分为同基因对照组（n=5）、溶剂对照组（n=13）、

10 mg 6-G组（n=13）和 20 mg 6-G组（n=11）。给予每只

BALB/c 小鼠来自 C57BL/6J 供鼠的 5×106个骨髓细胞

和1. 25×106个脾细胞。

在 BALB/c 移植到 C57BL/6J 模型中，受鼠按随机

数字表法分为同基因对照组（n=5）、溶剂对照组（n=8）
和 6-G 实验组（n=8）。给予每只 C57BL/6J 小鼠来自

BALB/c供鼠的5×106个骨髓细胞和5×106个脾细胞。

1. 4　HE染色检测小鼠组织损伤

在建立 aGVHD 模型后第 16 天使用异氟烷麻醉

后，采用脱颈法处死C57BL/6J小鼠，取小鼠的肝脏、肠

道组织标本经甲醛固定、石蜡包埋、切片及 HE 染色

后，用 Olympus 光学显微镜拍摄图像。根据已有研究

的评分系统评估病理严重程度［25］。
1. 5　GVL效应模型的建立和评估

在 aGVHD 移植模型基础上，在移植时经尾静脉

共输注 1×105个荧光素酶标记的小鼠B细胞淋巴瘤细

胞 A20（A20-luciferase），建 立 GVL 效 应 模 型 。 将

BALB/c受鼠按随机数字表法分为（n=10）：去T细胞骨

髓（T cell-depleted bone marrow group，TCD-BM）组、溶

剂对照组和 6-姜醇实验组。通过CD90. 2磁珠去除供

鼠骨髓细胞中的T细胞后，向TCD-BM组输注 5×106个
去除 T细胞的骨髓细胞；溶剂对照组和 6-姜醇实验组

输注 5×106个去除 T细胞的骨髓细胞和 1. 25×106个脾

细胞。每间隔 3~5 d 进行生物发光成像。使用 Living 
Image 软件进行信号定量分析，统一设置曝光时间及

成像参数。选取相同大小的感兴趣区域（region of 
interest，ROI），记录总光子通量作为肿瘤负荷指标。

连续时间点信号变化用于评估肿瘤生长动力学。记录

各组生存情况并绘制Kaplan-Meier生存曲线。

1. 6　6-姜醇与2-MeS-ADP
6-姜醇和 2-甲硫基腺苷二磷酸（2-MeS-ADP）根据

实验设计分别用于动物体内和体外细胞培养实验中。

在动物体内实验中6-姜醇通过饲料补充方式给药。6-姜

醇按 80 mg/kg 饲料的浓度均匀混入标准饲料制备含

药饲料，提供给小鼠自由摄食。基于辐照后小鼠体质

量及常规日摄食量估算，该饲料浓度对应 6-姜醇的目

标摄入剂量约为 10 mg/（kg· d）。体外实验中，6-姜醇

溶于PEG300，2-MeS-ADP溶于无菌去离子水。按照预

设浓度加入培养体系。T细胞增殖实验中药物于刺激

当日加入，2-MeS-ADP每8小时补加1次。极化实验中

自第 0 天开始加入 2-MeS-ADP，每 8 小时补充 1 次，第

1天加入6-姜醇，培养72 h后收集细胞及上清液。

1. 7　T 细胞分离、CCK-8 和流式细胞术检测 T 细胞增

殖和凋亡

使用异氟烷麻醉后，采用脱颈法处死C57BL/6J健
康小鼠，取小鼠脾脏，用 70 µm 细胞过滤网研磨。用

CD90. 2磁珠对 T细胞进行富集，再通过 MACS细胞分

选仪获得T细胞，将其悬浮于含10％FBS的RPMI 1640
培养基中。在使用 CCK-8检测 T细胞增殖活力时，设

置未刺激组、刺激组及不同浓度 6-姜醇处理组培养

24、48和72 h，各时间点分别向每孔加入CCK-8工作液，

继续孵育 2 h 后，用酶标仪于 450 nm 处检测吸光度

［OD（450）］值，以各组OD（450）评估T细胞活力变化；

在使用CFSE检测T细胞增殖实验中，T细胞经CFSE标

记后以 5×10⁵个/孔接种于 96 孔板，加入抗 CD3/CD28 
磁珠进行刺激，同时加入相应浓度 6-姜醇及（或）

2-MeS-ADP。培养 72 h后进行流式细胞术检测。在凋

亡检测中，T细胞培养72 h后，采用Annexin V和7-AAD
试剂盒进行凋亡检测，并通过流式细胞术分析早期及

晚期凋亡比例。

1. 8　CD4+ T 细胞极化培养和 ELISA 检测细胞上清液

中的细胞因子

使用异氟烷麻醉后，采用脱颈法处死C57BL/6J健
康小鼠，取小鼠脾脏，用 70 µm 细胞过滤网研磨。采

用CD4（L3T4）磁珠分选CD4+ T细胞，再通过MACS细胞
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分选仪获得 CD4+ T 细胞，将其悬浮于含 10％FBS 的

RPMI 1640培养基中。37 ℃预包被抗CD3及抗CD28抗
体，2 h后接种细胞（5×10⁵个/孔），分别在 Th1、Th17及

Treg极化条件下培养。Th1条件：IL-2（10 ng/mL）、IL-12
（10 ng/mL）、抗 IL-4 抗体（10 µg/mL）；Th17 条件：IL-6
（20 ng/mL）、TGF-β（2 ng/mL）、抗 IFN-γ抗体（10 µg/mL）、

抗 IL-4 抗体（10 µg/mL）；Treg 条件：TGF-β（5 ng/mL）、

IL-2（10 ng/mL）、抗 IFN-γ 抗体（10 µg/mL）、抗 IL-4 抗

体（10 µg/mL）。培养 72 h后收集细胞及上清液，使用

ELISA 试剂盒检测 IL-17A、TNF-α 及 IFN-γ 水平，根据

标准曲线计算浓度。

1. 9　组织单个核细胞分离和流式细胞术检测

在建立 aGVHD 模型后第 16 天使用异氟烷麻醉

后，采用脱颈法处死 C57BL/6J 受鼠，取受鼠的脾脏和

肝脏，用 70 µm 细胞过滤器研磨；肺组织剪碎后经胶

原酶Ⅷ及 DNaseⅠ于 37 ℃消化 30 min，用 70 µm 细胞

过滤器研磨，制备单细胞悬液。单细胞悬液采用

40%~80%Percoll密度梯度离心分离单个核细胞。

所有细胞用抗CD16/CD32抗体进行Fc受体封闭，

随后加入活细胞染料及相应表面抗体，于 4 ℃避光孵

育 30 min。检测细胞内细胞因子时，细胞在含有细胞

刺激剂和蛋白质转运抑制剂的完全培养基中于 37 ℃
刺激4~6 h，再进行表面染色，破膜破核处理按照试剂盒

说明书进行，随后加入胞内抗体染色。染色完成后，细胞

经流式细胞仪检测，数据采用FlowJo软件进行分析。

1. 10　流式细胞术检测Ca2+浓度

进行T细胞体外培养，根据实验设计分为刺激组、

6-姜醇单药组、2-MeS-ADP 单药组和 6-姜醇+2-MeS-

ADP双药组。T细胞培养72 h后检测Ca2+浓度。T细胞

胞质 Ca2+采用 Fluo-4 AM 染色，T 细胞线粒体 Ca2+采用

Rhod-2 AM染色。通过流式细胞术检测，采用平均荧光

强度（mean fluorescene intensity， MFI）进行定量分析。

1. 11　血清非靶向代谢组学数据分析

基于前期研究［26］获得的 aGVHD组和无 GVHD对

照组（BM 组）小鼠血清非靶向代谢组学数据进行分

析。采用 PCA评价 2组样本整体代谢谱差异，并通过

火山图和层次聚类热图展示差异代谢物分布特征。

以非配对 t检验P<0. 05且变量重要性投影值（variable 
importance in projection， VIP）>1 为筛选标准，鉴定

aGVHD 组与 BM 组间的差异代谢物。进一步对差异

代谢物进行代谢通路富集分析，以评估 aGVHD 发生

过程中显著改变的代谢网络及相关生物学通路。

1. 12　TEM评估T细胞线粒体

进行T细胞体外培养，根据实验设计分为刺激组、

6-姜醇单药组、2-MeS-ADP 单药组和 6-姜醇+2-MeS-

ADP双药组。体外培养 72 h后T细胞经固定、脱水、包

埋及超薄切片进行透射电子显微镜观察。图像采集

采用日立HT7800显微镜。电镜下线粒体嵴评分根据

既往研究方法进行［27-29］。
1. 13　转录组分析

采用 fastp 进行质量控制，HISAT2 比对至小鼠参

考基因组，HTSeq-count 计算原始 counts，DESeq2 进行

差异分析（|Log2FC|≥1，adjusted P<0. 05）。GO、KEGG
及Reactome富集分析采用多重假设校正。

1. 14　RT-qPCR检测mRNA表达水平

进行T细胞体外培养，根据实验设计分为刺激组

和 6-姜醇实验组。体外培养 72 h后利用 RNA 提取试

剂盒提取T细胞RNA，检测RNA浓度和纯度。检测合

格后使用反转录试剂得到 cDNA，并进行实时荧光定

量 PCR，操作参考试剂盒说明。引物序列均由北京擎

科生物科技股份有限公司合成与纯化（表1）。

1. 15　统计学分析

采用 GraphPad Prism 9. 5软件进行统计分析与作

图。计量资料以 x̄±se表示。病死率比较采用Log-rank
检验。两组间比较采用非配对 t 检验，三组及以上比

较采用 one-way ANOVA 分析，实验至少重复 3次。P<
0. 05为差异具有统计学意义。

2　结果

2. 1　血清代谢组学筛选 aGVHD相关差异代谢物

为明确 aGVHD 发生过程中血清代谢谱变化特

征，根据前期研究对 aGVHD组及无GVHD对照组（BM
组）小鼠血清样本进行非靶向代谢组学分析，共鉴定

235种代谢特征（图 1A）。PCA结果显示，aGVHD组与

表1　引物序列

Table 1　Primer sequences for RT-qPCR

Gene
P2yr10

P2ry12

P2ry13

Tnfaip3

Tsc22d3 （GILZ）

Acsl3

LDHB

Primer sequence（5'→3'）
Forward：GCTCAGCATCAGGGATTGTTACA
Reverse：TGTTGCTGCCCATCTTGAATATTT
Forward：AGGGTCACAGTGCAAGAACA
Reverse：ATTGGCTGAGGTGGTGTTGA
Forward：AGCTAGTAACTGCCACAACTCA
Reverse：CAGACTTGTTGAAGCCCTGC
Forward：AATGGTGATGGAAACTGCCTCAT
Reverse：GTTCCGAGTGTCTGTCTCCTTAA
Forward：GTGGCCCTAGACAACAAGATTGA
Reverse：CTTCTCAAGCAGCTCACGAATCT
Forward：GGAACTTGGGAAGAGCTGTGTAA
Reverse：GGGTCAGGGCTCAAACGTATTT
Forward：TCCCGAACAACAAGATCACTGTA
Reverse：CCGTCACCACCACAATCTTAGAG
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无GVHD组在主成分空间中呈明显分离趋势（图 1B），

提示 2组整体代谢谱存在显著差异。采用非配对 t检
验及 VIP>1 筛选差异代谢物。火山图显示，与 BM 组

相比，aGVHD组中多种代谢物表达水平发生显著改变

（图 1C）。其中，姜醇在 aGVHD 组中显著下调。层次

聚类热图分析结果与上述趋势一致。代谢通路富集

分析显示，多条与免疫稳态维持及炎症反应调控相关

的代谢通路在 2 组间显著改变（图 1D），提示 aGVHD
发生过程中存在系统性代谢网络重塑。姜醇为生姜

中主要活性成分之一，其中以 6-姜醇含量最高。因

此，本研究选取6-姜醇开展后续实验。

2. 2　6-姜醇在体外能够抑制T细胞活化

为评估 6-姜醇对 T 细胞活化的影响，采用 CCK-8

法及CFSE实验检测C57BL/6J小鼠脾脏分离的纯化初

始 T 细胞体外培养增殖情况。CCK-8 结果显示，随着

6-姜醇浓度（0~40. 0 µg/mL）及作用时间（24~72 h）增

加，T细胞活性逐渐降低（图2A）；CFSE染色结果显示，

随着 6-姜醇浓度的增加，抑制 T细胞增殖的作用增强

（P<0. 000 1），该抑制作用在 CD4+及 CD8+ T 细胞亚群

中均可观察到（图2B）。凋亡检测结果显示，6-姜醇处理

后总T细胞以及CD4+T细胞亚群早期及晚期凋亡细胞

比例随剂量增加而升高（P<0. 01，图 2C）。进一步检测

细胞因子表达，结果显示，高剂量 6-姜醇可降低T细胞

中 IFN-γ及TNF-α阳性细胞比例（P<0. 000 1，图2D）。
2. 3　6-姜醇在体外条件下调节CD4+ T细胞分化

为明确 6-姜醇对CD4⁺ T细胞分化的影响，本研究
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A： Heatmap of hierarchical clustering of differential metabolites； B： Principal component analysis； C： Volcano plot of differential metabolites； 
D： Pathway enrichment analysis of differential metabolites

图1　aGVHD小鼠血清代谢组学差异分析

Figure 1　Differential serum metabolomic profiling in mice with acute graft-versus-host disease （aGVHD）
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（n=4，5）； D： Flow cytometric analysis of the proportions of IFN-γ+， TNF-α+， and TNF-α+ IFN-γ+ T cells （n=3）

图2　6-姜醇对体外活化T细胞功能的影响（x̄±se）
Figure 2　In vitro analysis of activated T-cell function following 6-gingerol treatment （x̄±se）
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通过在不同的极化条件下培养 C57BL/6J 小鼠脾脏分

离纯化的初始CD4⁺ T细胞，采取流式细胞术检测谱系

相关细胞因子及转录因子表达。在 Th1 极化条件

下，6-姜醇实验组的 IFN-γ⁺ CD4⁺ T细胞比例随 6-姜醇

浓度增加而下降（P<0. 05，图 3A）；在 Treg极化条件下

进行培养，结果显示，6-姜醇可显著提高CD4⁺ Foxp3⁺ T
细胞比例（P<0. 05，图 3B）；在 Th17 极化条件下，6-姜

醇显著降低 CD4⁺ IL-17A⁺ T 细胞比例（P<0. 05），并且

增加 CD4⁺ Foxp3⁺ T 细胞比例（P<0. 05，图 3C）。同时

检测极化实验中细胞培养上清液中相关因子的分泌

情况，结果显示，6-姜醇处理后培养上清液中Th1相关

细胞因子（IFN-γ、TNF-α）及 Th17 相关细胞因子 IL-17
水平均下降（P<0. 05，图3D）。

2. 4　6-姜醇减轻小鼠急性移植物抗宿主病

通过构建两种 aGVHD 模型（C57BL/6J 小鼠供给

BALB/c小鼠， BALB/c小鼠供给C57BL/6J小鼠），进一

步从体内实验评估 6-姜醇对 aGVHD的影响。移植当

天为第0天，移植后每3~4天记录小鼠体质量变化并进

行临床评分，持续监测至移植后第 30天。在C57BL/6J
移植到BALB/c的模型中，由于全身辐照影响，各组小

鼠移植后早期均出现体质量下降及弓背、炸毛等应激

表现。随后，同基因对照组体质量逐渐恢复，溶剂对

照组体质量持续下降，而 6-姜醇处理组体质量下降幅

度减轻。与同基因对照组相比，溶剂对照组小鼠出现

生存率下降，提示 aGVHD 模型构建成功（图 4A）。生

存分析显示，6-姜醇实验组较溶剂对照组生存率提高

（P=0. 049 0，图4A、B）。

在 BALB/c 移植到 C57BL/6J 的模型中，溶剂对照

组小鼠自移植后第 11天开始出现死亡，移植后 20 d内

全部死亡。6-姜醇显著延长小鼠生存时间，6-姜醇实

验组生存曲线明显优于溶剂对照组（P=0. 021 8，
图 4C）。体质量曲线显示，6-姜醇组在移植中后期体

质量下降程度低于溶剂对照组；临床评分结果显示，

在移植后第 12、18天 6-姜醇组整体评分低于溶济对照

组（P<0. 05，图 4D、E）。为评估组织损伤情况，在移植

后第 16 天取受鼠主要靶器官进行 HE 染色和病理评

分，结果显示，与溶剂对照组相比，6-姜醇实验组在结

肠、小肠及肝脏中炎症浸润及组织损伤程度减轻（P<
0. 01，图4F）。

为进一步明确 6-姜醇在体内对 T 细胞的调控作

用，在移植后第 16 天对小鼠肝脏、肺和脾脏 T 细胞进

行流式细胞术分析。与溶剂对照组相比，6-姜醇处理
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A： Frequency of IFN-γ+ cells among CD4+ T cells under Th1-polarizing conditions （n=3，4）； B： Frequency of CD4+ Foxp3+ T cells under Treg-

polarizing conditions （n=3，4）； C： Frequencies of CD4+ IL-17A+ T cells and CD4+ Foxp3+ T cells under Th17-polarizing conditions （n=4）； D： 
Concentrations of IL-17， TNF-α， and IFN-γ in culture supernatants （n=5）

图3　体外极化条件下6-姜醇对CD4+ T细胞分化的影响（x̄±se）

Figure 3　Effects of 6-gingerol on CD4+ T cell differentiation under in vitro polarization conditions （x̄±se）
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组肝脏中 Th17细胞比例降低，Treg 比例升高；肺脏和

脾脏中同样观察到 Th17 细胞比例下降（P<0. 05，图
5A）。此外，6-姜醇处理后肝脏及脾脏中 PD-1⁺ T 细

胞、PD-1⁺ CD4⁺ T 细胞比例升高（P<0. 05，图 5B）。结

果显示，6-姜醇处理可显著改善aGVHD小鼠生存情况，

减轻体质量下降及临床症状，降低靶器官组织损伤程

度，同时抑制 CD4+ T 细胞向 Th17 分化并增加 PD-1+ T
细胞和PD-1+ CD4+  T细胞比例。

2. 5　6-姜醇不影响GVL效应

为评估 6-姜醇对GVL效应的影响，在移植过程中

同时通过尾静脉注射 1×105个A20白血病细胞。并通

过小动物活体成像动态监测肿瘤负荷变化，同时记录

生存情况。结果显示，TCD-BM 组小鼠体内肿瘤信号

持续增强，在 33 d 内全部死亡，提示缺乏足够的抗肿

瘤效应；而含供者 T 细胞的溶剂对照组和 6-G 实验组

肿瘤信号受到明显抑制，提示GVL模型构建成功并可
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图4　6-姜醇对aGVHD的影响（x̄±se）

Figure 4　Effects of 6-gingerol in murine aGVHD model（x̄±se）
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用于评价抗肿瘤效应（图6A）。溶剂对照组小鼠肿瘤信

号受到明显抑制，但因严重 aGVHD 导致死亡；6-姜醇

处理组小鼠在改善生存情况的同时（图 6B），体内肿瘤

信号水平与溶剂对照组相比未见明显升高（图6A、C）。

不同时间点体内肿瘤负荷变化曲线显示，6-姜醇处理

未削弱异基因移植所产生的抗肿瘤效应（图 6C）。上

述结果表明，6-姜醇在缓解 aGVHD的同时未显著影响

GVL效应。

2. 6　6-姜醇导致T细胞转录表达谱改变

为进一步阐明 6-姜醇调控 T 细胞功能的分子机

制，对经 6-姜醇或溶剂处理的体外活化 T 细胞进行

RNA 测序分析。差异表达基因聚类热图显示，2组样

本在整体基因表达模式上存在明显差异，组内生物学

重复聚类一致性较好（图 7A）。在设定筛选阈值

（|Log2FC|≥1，adjusted P<0. 05）条件下，共筛选出差异

表达基因390个，其中上调178个，下调212个；火山图显

示差异基因分布清晰（图7B）。GO功能富集分析显示，

差异基因显著富集于离子稳态及钙离子调控相关生物

学过程，包括细胞内钙离子稳态、钙离子稳态及细胞质

钙离子浓度正向调节等（adjusted P<0. 001）。Reactome
通路分析显示差异基因主要涉及 MAPK 信号通路、

PI3K/AKT网络负调控、整合素细胞受体及细胞外基质

相关通路。同时，P2Y 受体作为嘌呤能受体家族的重

要成员，与细胞内Ca2+信号转导存在密切联系，P2Y受

体相关通路亦出现富集信号（图 7C）。通过 RT-qPCR
检测 P2Y受体家族成员表达。结果显示，6-姜醇处理

后P2ry10表达上调（P<0. 000 1），P2ry12（P=0. 041 1）、

P2ry13（P<0. 000 1）表达下调（图 7D），提示 6-姜醇可

能通过嘌呤能受体相关的Ca2+信号调控T细胞活化。

2. 7　P2Y13 激动剂部分逆转 6-姜醇对 T 细胞功能及

Ca2+稳态的影响

已有研究表明，P2Y13通过 Gi偶联信号参与 Ca2+
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图5　6-姜醇对aGVHD小鼠体内T细胞的影响（n=7，9， x̄±se）

Figure 5　Effects of 6-gingerol to T cells in aGVHD mice （n=7，9， x̄±se）
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稳态调控，影响胞质与细胞器间 Ca2+动态平衡。Ca2+

信号是决定 T 细胞命运的重要因素，持续的胞质 Ca2+

升高和线粒体Ca2+动态改变对于TCR介导的活化及后

续转录程序至关重要。基于此，推测 6-姜醇可能通过

P2Y13相关的Ca2+信号通路调控 T细胞功能。为验证

该假设，采用选择性 P2Y13 激动剂 2-MeS-ADP 联合

6-姜醇进行干预，以评估 P2Y13相关信号在 6-姜醇调

控T细胞功能中的作用。

在 T 细胞增殖实验中，P2Y13 激动剂可部分缓解

6-姜醇对 T 细胞增殖的抑制作用，激动剂单独处理对

总 T 细胞及 CD4+ T 细胞增殖无显著影响（P<0. 000 1，
图 8A）。在分化实验中，初始 CD4+ T细胞于前 24 h内

2 次给予 2-MeS-ADP 以激活 P2Y13 信号，随后加入

6-姜醇处理，72 h后检测谱系相关细胞因子表达。结

果显示，在各极化条件下，联合用药可在一定程度上

恢复T细胞分化趋势（P<0. 05，图 8B）。为进一步明确

Ca2+稳态变化，采用流式细胞术检测胞质及线粒体

Ca2+水平。结果显示，6-姜醇显著降低 CD4+ T 细胞胞

质 Ca2+水平；联合 2-MeS-ADP 处理可部分恢复胞质

Ca2+水平；相反，6-姜醇显著增加CD4+ T细胞中线粒体

Ca2+积聚（P<0. 05，图 8C）。2-MeS-ADP 单独处理对线

粒体Ca2+ 无明显影响，但与 6-姜醇联合处理可部分减

轻 CD4+ T 细胞线粒体 Ca2+ 过度积累（P<0. 05，图 8C）。

TEM 观察显示，6-姜醇处理后 T细胞线粒体嵴结构紊

乱，嵴完整性评分降低，规则嵴数量减少；联合处理可

在一定程度上缓解线粒体嵴结构异常（图8D）。

3　讨论

3. 1　6-姜醇通过调节Th1/Th17/Treg分化减轻 aGVHD
本研究通过血清代谢组学分析了 aGVHD 小鼠的

代谢谱变化，筛选出可能参与移植免疫调控的相关代

谢物。结果显示，aGVHD小鼠的血清代谢谱发生显著

改变，其中姜醇水平明显下降，提示该代谢物可能参

与移植后免疫失衡过程。姜醇是姜的主要活性成分

之一，6-姜醇是姜醇中含量最高的主要活性成分［11］。
尽管已有研究报道 6-姜醇及其衍生物具有抗炎及免

疫调节作用［12］，但其在移植免疫中的具体功能尚未得

到充分研究。

体内实验证实，6-姜醇可显著提高 aGVHD小鼠生

存率，缓解临床症状并减轻靶器官组织损伤。在不同

小鼠 aGVHD 模型中 6-姜醇表现出一致的保护作用。

GVHD 与 GVL 效应均与供者 T细胞密切相关，如何在

减轻GVHD的同时保留GVL效应，是移植免疫研究中
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图6　6-姜醇对GVL效应的影响（n=10， x̄±se）

Figure 6　Effects of 6-gingerol on the mouse model of graft-versus-leukemia （GVL） （n=10， x̄±se）
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的关键问题［7］。许多免疫抑制策略虽然能够缓解

GVHD，但也可能削弱供者T细胞介导的抗肿瘤作用。

本研究在GVL模型中发现，6-姜醇处理后的实验组并

未出现肿瘤负荷明显增加，提示 6-姜醇在缓解 aGVHD
的同时未明显削弱GVL效应。

体外实验结果表明，6-姜醇通过抑制T细胞增殖、

诱导细胞凋亡并降低促炎细胞因子产生，从而抑制 T
细胞活化。在体外不同的 CD4+ T 细胞亚群极化的条

件下，6-姜醇显著抑制Th1和Th17分化，同时促进Treg
生成。体内流式结果进一步支持了 6-姜醇抑制 Th17
并扩增 Treg 的功能，但是本研究未在体内直接检测

Th1细胞比例变化。因此 6-姜醇对 Th1应答的影响目

前主要基于体外实验结果，其在体内 aGVHD 环境中

的具体作用仍需进一步研究。Th1、Th17和 Treg 共同

参与 aGVHD 中的促炎与免疫调节过程。 Th1 是

aGVHD 中的重要促炎效应亚群，其分泌的 IFN- γ、

TNF-α 等炎症因子与靶器官损伤密切相关，Th17 与

Treg 失衡同样是 aGVHD 发生和进展的重要机制之

一［30］。尽管Th17细胞被广泛认为参与 aGVHD的发生

发展，但目前多数研究认为，Th1/Tc1 介导的 IFN-γ、
TNF-α 等炎症反应仍是驱动 aGVHD 急性组织损伤的

核心机制，而Th17更多表现为放大和延续炎症的辅助

因素，其作用具有一定器官和病程依赖性，并非

aGVHD发生所绝对必需［31］。本研究的结果提示相较

于单纯抑制某一效应 T 细胞亚群，维持效应 T 细胞与

免疫抑制性 Treg 之间的平衡可能更为重要。Treg 可

通过抑制Th1和Th17细胞扩增、限制炎症因子释放以

及维持免疫耐受，在 aGVHD中发挥关键保护作用［30］。
因此，本研究发现 6-姜醇能够在体外抑制Th1分化，并

在体外和体内均抑制 Th17分化，同时增强 Treg存活，

提示其并非仅针对单一炎症通路，而是通过重塑效应

T 细胞/Treg 平衡来减轻 aGVHD。这种同时抑制致病
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图7　6-姜醇处理后T细胞转录表达谱及相关通路变化

Figure 7　Changes in the T-cell transcriptional profile and related pathways following 6-gingerol treatment
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性Th1/Th17反应并维持Treg稳态的作用模式，可能是

其获得较持久免疫调节效应的重要原因。

3. 2　6-姜醇通过 P2Y13 相关 Ca2+ 信号调控 T 细胞

功能

本研究进一步通过转录组测序分析其潜在的分

子机制。转录组分析结果显示，6-姜醇改变 T 细胞的

基因表达。差异基因主要富集于 T 细胞活化、Ca2+稳
态调控和代谢相关通路，提示 6-姜醇可能通过调节 T
细胞内在信号网络影响其功能状态。通路富集分析

结果显示，差异基因富集于嘌呤能受体相关信号通

路，其中涉及 P2ry10、P2ry12和 P2ry13等基因。同时，

功能富集分析结果显示，T细胞差异基因显著富集于

Ca2+稳态调控相关生物过程，提示 6-姜醇处理后 T 细

胞 Ca2+ 信号可能发生改变。钙信号作为连接 TCR 活

化与转录调控的重要枢纽，在T细胞活化、代谢重编程

及分化过程中发挥关键作用。本研究发现，6-姜醇处

理降低 T 细胞胞质 Ca2+ 水平，同时促进线粒体 Ca2+ 积
聚，提示细胞内 Ca²⁺稳态受到扰动。既往研究表明

P2Y13 为 Gi 蛋白偶联受体，参与 Ca2+ 调控［20］。基于

此，选择 P2Y13受体激动剂 2-MeS-ADP联合 6-姜醇进

行干预，评估 P2Y13相关信号在 6-姜醇调控 T细胞功

能中的作用。结果显示 P2Y13 信号激活可部分缓解
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图8　P2Y13激动剂与6-姜醇联合干预对T细胞的影响（x̄±se）

Figure 8　Effects of combined treatment with the P2Y13 agonist and 6-gingerol on T cells （x̄±se）
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6-姜醇对 T 细胞增殖、Ca2+ 分布及分化命运的影响。

上述结果提示 6-姜醇至少部分通过P2Y13相关的Ca2+ 

信号通路调控 T细胞功能，但其下游转录机制仍有待

进一步阐明。

本研究亦存在一定局限性：①6-姜醇是否还通过

其他嘌呤能受体或钙相关信号通路调节 T细胞功能，

以及其在不同组织微环境中的免疫调节作用是否存

在差异仍不明确。②关于 T细胞亚群分化调控机制，

本研究尚未进一步解析 6-姜醇对各T细胞谱系特异性

转录因子的直接影响。③P2Y13-Ca2+ 信号是否通过表

观遗传机制参与 Foxp3及 RORγt转录活性的调控，目

前仍有待进一步研究。④对GVL效应的影响，本文仅

探讨了单一的肿瘤细胞株，是否对其它类型的肿瘤也

有一定的GVL效应仍需在未来研究中进一步探讨。

综上所述，本研究确定 6-姜醇为一种代谢相关免

疫调节分子，可通过调控 P2Y13介导的钙信号抑制过

度 T 细胞活化并重新平衡 Th17/Treg 分化，从而缓解

aGVHD，同时保留GVL效应。本研究拓展了代谢物驱

动的移植免疫调控理论框架，并提出 6-姜醇可能作为

aGVHD预防和治疗的潜在策略。
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