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摘要 目的 观察辅助性 T 细胞 17( Th17) 和调节性 T 淋巴

细胞( Treg) 在稳定期慢性阻塞性肺疾病( COPD) 患者外周血

中的表达及平衡关系变化，探讨其在 COPD 发病机制的作

用。方法 选取 22 例肺功能正常不吸烟者( A 组) 、22 例肺

功能正常吸烟者( B 组) 以及 36 例稳定期 COPD 患者( C 组)

作为研究对象。运用流式细胞术检测外周血提取外周单个

核细胞( PBMC) 中的 Th17 和 Treg 的表达及平衡关系的变

化。结果 C 组外周血 Th17 的表达率明显高于 B 组及 A

组，差异有统计学意义( P ＜ 0. 01 ) ，B 组 Th17 细胞外周血中

的表达高于 A 组( P ＜ 0. 01) ; C 组外周血中 Treg 细胞的表

达率高于 A 组 ( P ＜ 0. 01 ) 和 B 组 ( P ＜ 0. 01 ) ，B 组高于 A

组，差异有统计学意义( P ＜ 0. 01) ; Th17 /Treg 比值 C 组明显

高于 A 组和 B 组，A 组和 C 组的差异有统计学意义 ( P ＜

0. 01) ，但 A 组与 B 组及 B 组与 C 组的差异无统计学意义( P

＞ 0. 05) 。3 组数据汇总分析外周血中 Th17 细胞和 Treg 细

胞的表达与吸烟量呈正相关 ( P ＜ 0. 01 ) ，Th17 /Treg 的比值

与吸烟量无明显相关性 ( P ＞ 0. 05 ) ; 3 组数据分析 Th17 细

胞、Treg 细胞以及 Th17 /Treg 比值与第 1 秒用力呼气容积

( FEV1 ) /预计值( % ) 和 FEV1 /用力肺活量( FVC) ( % ) 呈负

相关。结论 C 组外周血中 Th17 细胞和 Treg 细胞表达水平

明显升高，可能参与 COPD 的发病机制; C 组的 Th17 /Treg 比

值升高，平衡失调，可能是 COPD 发病的免疫机制; Th17 和

Treg 细胞表达水平与吸烟量呈正相关，与 FEV1 /预计值( % )

及 FEV1 /FVC( % ) 呈负相关。
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慢性阻塞性肺疾病( chronic obstructive pulmona-
ry disease，COPD) 已经成为全球第 4 位死亡原因，且

逐年增加，预计到 2020 年将上升为全球第 3 位死亡

原因和经济负担的第 5 位［1］，目前普遍认为 COPD

是一种与肺部对香烟烟雾等有害气体或有害颗粒的

异常 炎 症 反 应 有 关，发 病 机 制 未 明 确，近 年 的 研

究［2］提示 COPD 的发病可能与自身免疫系统调节紊

乱有关。辅助性 T 细胞 17 ( T help cell 17，Th17 ) 和

调节性 T 淋巴细胞 ( T regular cell，Treg) 均来源于

CD4 + T 细胞，正常情况下促炎的 Th17 细胞和抑制

性的 Treg 细胞之间保持平衡，维持机体免疫的稳

定［3］。该研究通过检测稳定期 COPD 患者外周血中

Th17 和 Treg 的表达及比值变化，探讨 Th17 与 Treg
在 COPD 的发病中的作用。

1 材料与方法

1． 1 研究对象 收集安徽医科大学附属省立医院

2012 年 1 月 ～ 2013 年 8 月住院患者，根据肺功能及

吸烟情况分为肺功能正常不吸烟组( A 组) ，肺功能

正常吸烟组 ( B 组) ，稳定期 COPD 组 ( C 组) ; A 组

22 例，B 组 22 例，C 组 36 例。
纳入标准: A 组年龄 40 ～ 80( 46. 59 ± 14. 40) 岁

和 B 组年龄 40 ～ 80( 56. 73 ± 11. 76) 岁，男女不限，

肺功能正常，B 组吸烟量≥200 年支; C 组年龄 40 ～
80( 56. 73 ± 11. 76) 岁，男女不限，根据《慢性阻塞性

肺疾病诊治指南》( 2009 年修订版) 诊断标准，吸入

支气管舒张剂后第 1 秒用力呼气容积 /用力肺活量

( FEV1 /FVC) ＜ 70%且半年内无急性发作史纳入 C
组。排除标准( 满足其中任 1 条) :① 处于急性发作

期或者半年内有急性发作史的 COPD 患者; ② 患有

风湿免疫系统疾病或者自身免疫缺陷者或过敏性疾

病;③ 1 个月内服用糖皮质激素; ④ 合并肺部及其

他系统感染;⑤ 疑似或者确诊恶性肿瘤患者。见表

1。

表 1 各组研究对象一般资料( 珋x ± s)

项目 A 组( n =22) B 组( n =22) C 组( n =36)

年龄( 岁) 46． 59 ± 14． 40 56． 73 ± 11． 76 61． 67 ± 9． 71
性别( 男 /女) 6 /16 21 /1 34 /2
吸烟量( 年支) 0 720． 45 ± 601． 32 796． 67 ± 637． 45
FEV1 /预计值( % ) 94． 77 ± 14． 41 90． 05 ± 9． 12 66． 78 ± 15． 79
FEV1 /FVC( % ) 84． 05 ± 3． 95 77． 18 ± 4． 48 61． 81 ± 9． 04
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1． 2 仪器与试剂 高速水平冷冻离心机 ( 美国

Beckman Coulter 公司) ; CO2 培养箱 ( 美国 Thermo
scientific 公司) ; 流式细胞仪( 美国 BD 公司) ; 淋巴

细胞分离液( 北京索来宝公司) ; ＲPMI 1640 培养液、
胎牛血清 ( 美国 Gibco 公司) ; 抗人 CD4-FITC 单克

隆抗体、抗人 IL-17-PE 单克隆抗体、抗人 CD25-PE
单克隆抗体、抗人 Foxp3-PECy5 单克隆抗体、固定破

膜剂及莫能霉素 ( Monensin ) ( 美国 eBioscience 公

司) ; 佛波酯 ( PMA) 及离子霉素 ( ionomycin) ( 美国

Enzo Life Science 公司) 。
1． 3 方法

1． 3． 1 标本收集和 PBMC 的制备 抽取受试者清

晨空腹静脉血 6 ml 置 2 支肝素抗凝管中，PBS 与血

液等比稀释，平铺于淋巴分离液之上，离心后，提取

白膜层至流式管中，加入 PBS，离心，弃上清液。分

别取 100 μl 至 A 管和 B 管将细胞浓度调整为 2 ×
106 个 /ml。
1． 3． 2 流式细胞术检测 Th17 和 Treg ① Th17 将

A 管中加入 ＲMPI 1640 培养液、PMA( 5 ng /ml) 、ion-
omycin( 500 ng /ml) 、Monensin( 2 μm/ml) 置 CO2 培

养箱培养 4 h，加入 PBS，离心，弃上清液，加入 CD4-
FITC，4 ℃避光孵育 30 min，洗涤，弃上清液后加入

破膜剂，避光孵育 1 h，洗涤，弃上清液，加入 IL-17-
PE，避光孵育 30 min，洗涤，弃上清液，上机检测。
② Treg 将 B 管中加入 CD4-FITC、CD25-PE，避光孵

育 30 min，洗涤，弃上清液，加入破膜剂，避光孵育 1
h，洗涤，弃上清液，加入 Foxp3-PECy5，避光孵育 1
h，洗 涤，弃 上 清 液，上 机 检 测。分 析 软 件 为 Flow
Jo7． 6，应 用 散 点 图，设 门，分 析 Th17 和 Treg 占

CD4 + T 细胞的百分比。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 13. 0 统计软件进行

分析，计量资料用 珋x ± s 表示，多个样本两两比较采

用单因素方差分析。两变量关联性分析，吸烟量与

Th17、Treg 及 Th17 /Treg 相 关 性 采 用 Spearman 相

关，Th17、Treg、Th17 /Treg 与 FEV1 /预计值 ( % ) 及

FEV1 /FVC( % ) 的相关性分析采用 Pearson 相关。

2 结果

2． 1 3 组外周血中 Th17 细胞的表达率 3 组外周

血中 Th17 细胞表达流式散点图分析，见图 1。C 组

外周血 Th17 细胞的表达率 ( % ) 为 ( 4. 52 ± 1. 54 ) ，

明显高 于 B 组 ( 3. 13 ± 1. 05 ) 以 及 A 组 ( 1. 16 ±
0. 50) ，差异有统计学意义( P ＜ 0. 01) ; B 组 Th17 细

胞外周血中的表达高于 A 组( P ＜ 0. 01) 。3 组之间

的差异有统计学意义( P ＜ 0. 01) 。见表 2。
2． 2 3 组外周血中 Treg 细胞表达率 C 组外周血

中 Treg 细胞的表达率( % ) 是( 5. 10 ± 1. 36) ，高于 A
组( 2. 10 ± 0. 87 ) ( P ＜ 0. 01 ) 和 B 组 ( 4. 15 ± 0. 96 )

( P ＜ 0. 01) ; B 组高于 A 组( P ＜ 0. 01 ) ; 3 组间的差

异有统计学意义( P ＜ 0. 01 ) 。见表 2。3 组外周血

中 Treg 细胞表达流式散点图分析见图 2。
2． 3 3 组之间 Th17 /Treg 的比值差异 Th17 /Treg
比值 C 组 ( 0. 98 ± 0. 50 ) 明 显 高 于 A 组 ( 0. 59 ±
0. 27) 和 B 组( 0. 78 ± 0. 32 ) ，A 组和 C 组的差异具

有统计学意义( P ＜ 0. 01) ，但 A 组与 B 组及 B 组与

C 组差异无统计学意义( P ＞ 0. 05) 。见表 2。

表 2 各组的 Th17、Treg 表达率以及 Th17 /Treg 比值的比较( 珋x ± s)

项目 A 组 B 组 C 组 F 值 P 值

Th17( % ) 1． 16 ± 0． 50 3． 13 ± 1． 05☆☆ 4． 52 ± 1． 54☆☆▲▲ 53． 17 ＜ 0． 01
Treg( % ) 2． 10 ± 0． 87 4． 15 ± 0． 96☆☆ 5． 10 ± 1． 36☆☆▲▲ 47． 59 ＜ 0． 01
Th17 /Treg 0． 59 ± 0． 27 0． 78 ± 0． 32 0． 98 ± 0． 50☆☆ 4． 81 ＜ 0． 01

与 A 组比较: ☆☆P ＜ 0． 01; 与 B 组比较: ▲▲P ＜ 0. 01

图 1 在外周血中 Th17 细胞表达流式散点图

A: 肺功能正常不吸烟组; B: 肺功能正常吸烟组; C: 稳定期 COPD 组
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图 2 3 组外周血中 Treg 细胞表达流式散点图

A: 荧光扣除对照; B: 肺功能正常不吸烟组; C: 肺功能正常吸烟组; D: 稳定期 COPD 组

2． 4 相关性分析 ① 3 组数据汇总分析外周血中

Th17 细胞和 Treg 细胞的表达与吸烟量呈正相关( r
= 0． 50，r = 0． 65，P ＜ 0． 01 ) ; Th17 /Treg 的比值与吸

烟量无明显相关性( r = 0． 13，P ＞ 0． 05) 。② 3 组数

据分析 Th17 细胞与 FEV1 /预计值( % ) ( r = － 0. 38，

P ＜ 0. 01) 和 FEV1 /FVC( % ) ( r = － 0. 34，P ＜ 0. 01)

呈负相关; Treg 细胞表达率与 FEV1 /预计值( % ) ( r
= － 0. 65，P ＜ 0. 01 ) 以 及 FEV1 /FVC ( % ) ( r =
－ 0. 54，P ＜ 0. 01 ) 呈 负 相 关; Th17 /Treg 比 值 与

FEV1 /预计值( % ) ( r = － 0. 36，P ＜ 0. 01 ) 和 FEV1 /
FVC( % ) ( r = － 0. 34，P ＜ 0. 01) 呈负相关。

3 讨论

已有研究［4］显示仅在吸烟所致的 COPD 的患者

的炎性特点是以 CD8 + Tc1 淋巴细胞增加为主要表

现。COPD 小气道壁上中性粒细胞、巨噬细胞、CD4
细胞、CD8 细胞、B 细胞、淋巴滤泡增多，并且随着

COPD 病情的严重程度加重而增加，这提示 COPD
存在着固有免疫和获得性免疫的异常 T 淋巴细胞

影响 COPD 的炎症反应 ［5］。
Th17 是一个新的 Th 亚群，主要通过分泌 IL-17

发挥促炎功能，是 Th17 的主要效应分子。Vargas-
Ｒojas et al［6］研究发现 COPD 患者外周血中 Th17 细

胞数高于吸烟者和健康对照者，并与 FEV1 /预计值

( % ) 和 FEV1 /FVC( % ) 呈反比，并随着气流受限的

程度加重，Th17 的细胞数也随之增加，与本研究结

果相一致。Harrison et al［7］在动物试验中发现长期

暴露于香烟烟雾后肺组织内的 IL-17 含量明显升

高，小鼠肺上皮细胞大量分泌 IL-17 能够引起类似

于 COPD 的肺部感染。这提示 Th17 在吸烟引起的

肺气肿的免疫应答中起着重要作用。
Tregs 是一群具有抑制功能的 T 细胞亚群，其抑

制效应性 T 细胞的增殖、激活以及 B 细胞产生免疫

球蛋白等。本研究结果显示与肺功能正常不吸烟组

和肺功能正常吸烟组比较，稳定期 COPD 组的外周

血中 Treg 百分比增加，并与 FEV1 /预计值 ( % ) 和

FEV1 /FVC( % ) 呈反比，与吸烟量呈正比，且肺功能

正常吸烟组中的 Treg 的表达率高于不吸烟组。本

实验与 Smyth et al ［8］研究结果相一致: 健康吸烟组

和 COPD 组的肺泡灌洗液中的 Treg 表达是上调的，

且 Foxp3 T 细胞数与吸烟量呈正相关。在 COPD 患

者和肺功能正常的吸烟组的外周血中的 Treg 表达

率也是增加的［6］。由此推测，烟草成分直接刺激或

持续性炎症反应的产物有关。COPD 是一种慢性气

道炎症，在 COPD 的稳定期，Treg 处于高表达状态可

能与其持续发挥抗炎作用有关。
Th17 和 Treg 细胞均来源于初始 T 细胞，促炎的

Th17 细胞和抗炎的 Treg 细胞在分化和功能上相互

制约，正常生理情况下二者保持平衡才能保持机体

的稳态，一旦这种平衡被打破就会导致免疫调节失

常，引起疾病的发生，如感染、肿瘤及自身免疫性疾

病。本实验结果显示 COPD 组 Th17 /Treg 的比值明

显高于肺功能正常不吸烟组，并与吸烟量呈正相关，

与肺功能呈负相关。虽然 COPD 患者外周血中的

Th17 和 Treg 均是上调的，但是这种上调更倾向于

Th17 细胞，Th17 的增加幅度高于 Treg，这表明 Th17
的促炎比 Treg 的抗炎功能强，Treg 上调不足，来不

及有效的抑制炎症，最终导致 Th17 和 Treg 细胞之

间的平衡被打破，使得气道内的炎症反应持续存在，

这种 Th17 /Treg 失衡在 COPD 的动物模型中也得出

相同的结论［9］。因此，这进一步为 COPD 的发病存

在自 身 免 疫 应 答 的 假 说 提 供 了 依 据，也 为 未 来

COPD 新的治疗方案的发现引导一个新的方向。
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The expression and imbalance of Th17 and Treg in peripheral blood
of patients with stable chronic obstructive pulmonary disease

Yan Qing，Xu Xiaoling，Xia Huailing，et al
( Dept of Ｒespiratory Medicine，The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To investigate the expression and imbalance of T help cell 17 ( Th17 ) and T regular cell
( Treg) in peripheral blood of patients with stable chronic obstructive pulmonary disease． Methods We chose a to-
tal of 80 subjects． They were subdivided into three groups: 22 subjects were nonsmokers with normal lung function
( A group) ，22 subjects were current smokers with normal lung function ( B group) and 36 subjects with stable
COPD( C group) ． The percentage of Th17 and Treg in peripheral blood was determined with flow cytometry ． Ｒe-
sults The percentage of Th17 was significantly increased in C group compared with A and B( P ＜ 0. 01) ; the per-
centage of Treg was increased in C group compared with A group( P ＜ 0. 01) and B group( P ＜ 0. 01) ，B group was
higher than A group，and the difference was statistically significant; the ratio of Th17 to Treg was significantly higher
in C group than in A group and B group，but the difference between A group and B group，and the difference be-
tween B group and C group being insignificant ( P ＞ 0. 05) ． There was a positive correlation between percentage of
Th17 and the pack-yrs smoked，and between percentage of Treg and the pack-yrs smoked when all patients were an-
alysed together ( P ＜ 0. 01) ) ． There was no significant correlation between the ratio of Th17 to Treg and smoked
pack-yrs ( P ＞ 0. 05) ． Th17 cells，Treg cells as well as Th17 /Treg ratio with FEV1% pred and FEV1 /FVC ( % )

was negatively correlated ( P ＜ 0. 01) ． Conclusion In C group the percentage of Th17 and Treg is upregulated，the
imbalance of Th17 /Treg plays an important role in the pathogenesis of COPD． The percentage of Th17 and Treg in
PBMC are positively correlated with pack-yrs smoked． Th17 and Treg with FEV1% pred and FEV1 /FVC ( % ) is
negatively correlated．
Key words chronic obstructive pulmonary disease; Th17 cell; T regular cell; smokers
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