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永安市宫颈癌患者外周血 Th17 与 Treg 细胞的表达
林联韵   高丽丹   江  峰   （福建中医药大学第五附属临床医院  三明市第二医院  福建永安  366000）

摘要：目的　探讨Th17细胞、CD4+CD25+Foxp3+ 调节性T细胞（Treg）在宫颈癌发生发展中的作用。方法　36例宫颈癌患者、50例（HPV阳性）

妇女和 50 例健康体检者（HPV 阴性）为对照组。采用流式细胞术检测各组外周血中 Th17、Treg 细胞占 CD4+T 细胞的比例，用 ELISA 方法检测

相关细胞因子 IL-17 和 TGF-β 的水平。结果　宫颈癌患者、HPV 阳性组外周血中 Th17、Treg 细胞比例明显高于健康对照组，比较有明显差异

（P<0.05）。结论　Th17、Treg 细胞比例升高及比例失衡可能是宫颈癌发生发展的重要原因之一。
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宫颈癌是女性生殖系统常见的恶性肿瘤之一，在世界范

围内导致女性死亡的恶性肿瘤中位居第二位 [1]。宫颈癌的病

因多种，一般认为与早婚、多产、性生活紊乱、子宫颈裂伤、

包皮垢及感染等因素有关，尤其与人类乳头状瘤病毒的感染

有关。在肿瘤发生发展过程中，免疫系统功能异常发挥重要

作用。近来的研究发现 Th17 细胞及 CD4
+CD25+Treg 细胞是一种

不同于 Th1 和 Th2 的新型 CD4
+T 细胞亚类，二者比例失衡在动

脉粥样硬化性疾病、类风湿性关节炎等慢性炎症性疾病和自

身免疫性疾病的发生发展中起重大的作用 [2，3]。本研究通过

检测三组患者外周血 Th17、Treg 细胞占 CD4+T 细胞的比例及

其相关细胞因子的水平，探讨其在宫颈癌发生发展中的作用，

为临床免疫冶疗宫颈癌提供一定的实验依据。

1 对象与方法
1.1 研究对象

选择 2015 年 9 月至 2017 年 9 月三明市第二医院收治 36

例宫颈癌患者，所有患者均经病理学和影像学诊断；另外选

取与宫颈颈癌组相应的 50 例（HPV 阳性）妇女和 50 例健康体

检者（HPV 阴性）为对照组。所有患者标本和数据均获得三明

市第二医院伦理委员会的批准。

1.2 仪器与试剂

FACS Caliber 流式细胞检测仪；Hema3200 基因扩增仪；

DA8000 全自动核酸分子杂交仪；抗人 IL-17-PE；抗人 Foxp3-

PE；FITC标记抗人CD4抗体、APC标记的抗人CD25抗体；固定液、

穿膜液；RPMI1640培养液；人乳头瘤病毒基因分型检测试剂盒。

1.3 方法

1.3.1 HPV 检测：用专用的宫颈刷提取妇科分泌物标本，

严格按照 HPV 检测试剂盒的操作步骤，进行 PCR 扩增；扩增

后的 PCR 标本进行杂交：杂交 - 结合 - 洗膜 - 显色。肉眼观

察检测结果，阳性点为清晰可见的蓝紫色圆点。

1.3.2 ELISA 检测：应用 ELISA 试剂盒对三组患者外周血

中 IL-17 和 TGF-β 的水平进行检测，严格按照说明书操作，

用酶标仪读取相应的 OD 值，计算出相应的浓度值。

1.3.3 流式细胞术检测 Treg 细胞水平：标抗体（加抗体）

向 100ul 全血中加入 20ulFITC 标记抗人 CD4 抗体、APC 标记

的抗人 CD25 抗体，混匀后震荡 30min，加 1ml 红细胞裂解液

震荡混匀，避光 10min，离心 2000r/5min，去上清加 50ulPBS

震荡后离心 2000r/5min；加入固定液 500ul，现配，避光

30min，加 500ul 穿膜液，震荡后离心 2000r/5min 后去上清，

加 50ul 穿膜液，在实验组和对照组分别加入 20ulPE 标记抗

人Foxp3抗体以及PE标记兔IgG2a作为同型对照，震荡后过夜；

加 500ul 穿膜液，震荡离心 2000r/5min；加 500ul 穿膜液上

流式细胞仪检测，细胞计数应用 Cellquest 软件分析。

1.3.4 流式细胞术检测 Th17 细胞水平：用 Ficoll 密

度梯度离心法分离 PBMC，将全血体积相等的 PBS 加到全血

中，上下颠倒混匀，然后缓慢加到淋巴细胞分离液中，离心

2200r/30min，吸出淋巴细胞，后加入PBS洗两遍，待用。吸上清，

加入150ul10%RPMI1640培养液重悬，铺入96孔板加试剂（PMA；

离子霉素；BFA 每次取 0.1ul) 刺激 4-6h 后收细胞。收集细胞

根据计数分为测定管和同型对照管；收的细胞加 300ulPBS，

振荡离心 2000r/5min，去上清后加 500ul 胞内固定液半小时

后再加 500ul 胞内穿膜液离心 2000r/5min，去上清后给予细

胞因子染色。测定管加入 PE 标记的 IL-17 单抗 5ul，对照管

加入 5ulPE 标记兔 IgG 同型对照后振荡过夜。加 50ul 胞内穿

膜液振荡离心 2000r/5min，去上清加 300ul 胞内穿膜液，应

用流式细胞仪进行检测，细胞计数用Cellquest软件进行分析。

1.4 统计学处理

采用 SPSS19.0 统计学软件分析，检测结果以均值 ± 标

准差表，组间比较采用方差分析，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果
2.1 三组外周血中的水平

ELISA 检测表明宫颈癌组 IL-17、TGF-β浓度水平明显高

于 HPV（阳性）组，而 HPV（阳性）组相关细胞因子水平也高

于健康对照组差异明显（P<0.05），见表 1

表 1：三组外周血中 IL-17 和 TGF-β水平（pg/ml）

组别 例数 IL-17（pg/ml） TGF-β（pg/ml）

宫颈癌组 36 34.26±5.62 404.25±140.35

HPV（阳性）组 50 23.62±3.26 360.62±130.23

健康对照组 50 12.51±0.94 223.42±105.27

（宫颈癌组）VS（HPV阳性组）VS（健康对照组）（P<0.05）

2.2 三组外周血中 Treg/CD4+T 细胞、Th17/CD4+T 细胞百

分比及 Treg/Th17 见表 2

由表 2宫颈癌组 Treg/CD4+T 细胞、Th17/CD4+T 细胞百分

比及 Treg/Th17 明显高于 HPV（阳性）组，而 HPV（阳性）组

与健康对照组比较，也有明显差异明显（P<0.05），见表 2

表 2：三组外周血中 Treg、Th17 细胞表达水平及 Treg/

Th17 比例

组别 例数 Treg 细胞 Th17 细胞 Treg/Th17

宫颈癌组 36 32.03±3.25 1.03±0.35 33.0

HPV（阳性）组 50 10.25±2.22 0.65±0.22 18.2

健康对照组 50 3.38±1.22 0.49±0.15 6.9

（宫颈癌组）VS（HPV阳性组）VS（健康对照组）（P<0.05）

3 讨论
大量的研究表明，肿瘤的发生与机体的免疫状态息息相

关，其中免疫耐受和免疫缺陷在肿瘤患者发病的过程中发挥

重要的作用。机体免疫力缺陷或是低下时肿瘤的发病率较高，

而在肿瘤生长和进展时患者体内的免疫功能受到抑制，两者

互为因果，对肿瘤的发展起着重要的作用。Th17 细胞是一个

重要介导炎症的细胞，许多自身免疫性疾病、感染性疾病与

其相关，白介素 17（IL-17）是其诱导炎症反应最主要的炎
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症介质。Th17 细胞具有诱导血管形成、招募炎性细胞和激活

转录因子，促进肿瘤细胞的生长增殖及抗凋亡能力，从而促

进肿瘤的形成。在肿瘤发展过程中 Th17 则参与其中，并且

IL-17 具有促血管生成作用，有利于肿瘤生长、浸润、转移的

发生 [4-7]。Numasaki 等 [5] 研究发现，通过转染 IL-17 至非小

细胞肺癌肿瘤细胞中，并将此细胞种植到 SCID 小鼠体内，结

果发现 IL-17 选择性增强血管生成趋化因子的分泌，促进肿

瘤血管分布，加速肿瘤的生长、浸润及转移。zhanB等人发现，

Th17 细胞在胃癌患者的外周血和引流淋巴结液中升高 [9]，其

升高程度与临床分期有关，认为 Th17 细胞可能促进了胃癌的

发展。这与我们的研究宫颈癌组病人的结果相一致，与 HPV

阳性组和健康对照组相比，宫颈癌组病人 Th17 细胞的比例及

相关细胞因子 IL-17 明显升高，这预示着 Th17 细胞可能促进

宫颈癌的发生和发展。

Treg 细胞通过分泌 IL-10 和 TGF-β等细胞因子抑制效应

细胞功能，分泌颗粒酶和穿孔素杀伤效应细胞，干扰效应细胞

的代谢功能，以及通过调控树突状细胞影响 Treg 细胞的分化

和增殖等抑制机体免疫细胞的功能 [10]。Treg 细胞对 T 细胞主

导的肿瘤细胞杀伤作用，具有强烈的抑制效果，减少对肿瘤细

胞的攻击，诱导肿瘤细胞呈现免疫耐受而逃脱免疫系统杀伤。

Treg 细胞主要发挥免疫抑制作用，与许多肿瘤的发生呈正相

关，包括乳腺癌、宫颈癌等，外周血中 Treg 细胞的百分率升

高与肿瘤的分期、大小及淋巴转移呈正相关 [11-12]。我们的研

究发现 HPV 阳性组 Treg 细胞比例及相关细胞因子较健康对照

组明显升高，而宫颈癌组较 HPV 阳性组 Treg 细胞比例及其因

子又大大提高，这提示我们在宫颈癌组病人免疫防御功能受到

抑制，其机体的免疫环境可能有利于宫颈癌的发生和发展。

综上所述，Th17 细胞与 Treg 细胞存在平衡状态，宫颈癌

患者 Treg/Th17 比例变化，导致机体免疫功能紊乱，而且这

种紊乱可能是宫颈癌发生及发展的重要原因。更加深入探讨

宫颈癌的免疫损伤机制，将有助于对宫颈癌更好的开展多方

面的治疗、预防。
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脾肾阴虚证型为（6.3±1.67），气阴两虚证型为（8.7±1.74）

分。由此可分析，与脾肾气虚证、气阴两虚证相比，肝肾阴

虚证发展程度更高。

综上，肾小球肾炎中医辨证与检验指标，存在关联性，

为临床诊疗提供可靠依据。但是，本次研究样本例数不多，

代表性不强，因此，关于小球肾炎中医辨证和检验指标的相

关意义，还需临床进一步研究。
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管及颅脑疾病的患者不宜施行此手术；手术时间较长，麻醉

较复杂，费用较贵；并发症发生率较高，如牙齿松动或脱落、

软腭粘膜损伤等。因此，对于简单型声带息肉，若患者耐受好，

无手术禁忌，推荐电子、纤维喉镜治疗；复杂型声带息肉推

荐支撑喉镜治疗。

笔者经验认为，无论何种方式的手术均应注意以下几点，

①患者的正确选择很重要，这一方面既要考虑患者的经济状

况，更要依据患者的病情。②常规送检卜分重要，既可预防

漏诊和误诊，做到早发现，早治愈，也是我们医务工作者自

我保护的措施之一。
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