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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

溃疡性结肠炎治疗前后Treg及Th17细胞的变化及意义

刘雪平, 赵中松, 李建华, 刘娓娓, 吴龙奇

®

■背景资料
溃 疡 性 结 肠 炎
(ulcerative colitis, 
UC)易反复发作 , 
目前尚无有效的
治疗措施, 发病原
因不明 ,  而免疫
调节失衡被认为
是最重要的因素
之一. 辅助性T细
胞17(T helper17 
cells, Th17)是具
有 促 炎 作 用 的
C D 4 +  T细胞亚
群 ,  与炎症反应
有关, 调节性T细
胞(regulatory T 
cells, Treg)是具有
免疫抑制和免疫
调节作用的细胞
亚群, 与多种自身
免疫性疾病有关, 
本研究观察炎症
性肠病患者是否
存在Th17/Treg细
胞失衡. 
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Abstract
AIM: To investigate the proportions of regula-
tory T (Treg) cells and T helper 17 (Th17) cells 
in peripheral blood and inflamed mucosa of 
patients with ulcerative colitis (UC) before and 
after treatment, and clarify the role of imbal-
ance of the Treg/Th17 axis in the development 
of UC. 

METHODS: Fifteen healthy control subjects 
and forty-five active UC patients were en-
rolled in the current study from May 2012 to 
December 2013. The proportions of Treg cells 
and Th17 cells in peripheral blood was deter-
mined by flow cytometry before and 4 wk af-
ter treatment. Foxp3+ or interleukin-17 (IL-17+) 
cells in inflamed mucosa were detected by 
immunohistochemistry. Analysis of variance 

was used to compare the differences between 
groups.

RESULTS: The proportion of Treg cells signifi-
cantly increased in the mucosa of patients with 
active UC, but decreased in peripheral blood 
compared with controls (P < 0.01). The propor-
tion of Th17 cells significantly increased in pe-
ripheral blood and inflamed mucosa of patients 
with active UC compared with controls (P < 0.01). 
At remission stage, the proportion of Th17 cells 
decreased, but was still higher than that in con-
trols (P < 0.01). 

CONCLUSION: The imbalance of Treg/Th17 
cells is involved in the pathogenesis of UC, and 
it is a potential therapeutic target for UC.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 观察活动期溃疡性结肠炎患者(ulcera-
tive colitis, UC)治疗前后外周血及肠黏膜中调
节性T细胞(regulatory T cells, Treg)及辅助性
T细胞17(T helper 17 cells, Th17)的变化, 明确
Treg/Th17轴失衡与UC活动度的关系. 

方法: 选取2012-05/2013-12山东省交通医院就
诊的UC活动期患者45例及15例健康体检者, 
采用流式细胞术检测15例健康体检者及45例
UC患者治疗前和治疗后4 wk外周血中Treg细
胞及Th17细胞的频率, 免疫组织化学法检测
肠黏膜中白介素-17(interleukin-17, IL-17)阳性
细胞及Foxp3阳性细胞, 各组间比较采用单因
素方差分析. 
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■研发前沿
UC是一类顽固性
的肠道炎症性疾
病, 严重影响患者
生活质量, 且无有
效治疗方法, 目前
认为免疫失衡及
炎症反应过度表
达在其发病中起
重要作用, 对免疫
调节细胞及炎症
细胞的研究有望
为UC的治疗提供
帮助.

结果: U C活动期患者外周血中Tr e g细胞数
明显减少而肠黏膜中明显升高, 与正常对照
组间差异有统计学意义(P <0.01), 治疗后外
周血中Tr e g细胞数量回升; 而活动期U C患
者外周血及肠黏膜中T h17细胞的数量均明
显增加, 与正常对照组间差异有统计学意义
(P <0.01), 病情缓解后T h17细胞明显减少 , 
与正常对照组间相比差异仍有统计学意义
(P <0.01). 

结论: Treg与Th17细胞轴失衡与UC的发病密
切相关, 有望通过对Treg/Th17细胞轴的调节
来达到治疗UC的目的. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 溃疡性结肠炎(u l c e r a t i v e c o l i t i s, 
U C)患者存在明显调节性T细胞/辅助性T细胞
17(regulatory T cells/T helper 17 cells, Treg/Th17)
的比例失衡, 有望通过调节Treg细胞与Th17细胞
之间的免疫平衡来达到治疗UC的目的. 

刘雪平, 赵中松, 李建华, 刘娓娓, 吴龙奇. 溃疡性结肠炎治

疗前后T r e g及Th17细胞的变化及意义.  世界华人消化杂

志  2014; 22(29): 4525-4529  URL: http://www.wjgnet.
com/1009-3079/22/4525.asp  DOI: ht tp: / /dx.doi .
org/10.11569/wcjd.v22.i29.4525 

0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种以

反复发作的腹痛、脓血便为主要表现的慢性肠

道炎症性疾病, 发病率逐年增高, 由于发病原

因不明目前尚无有效的治疗措施, 疾病易反复

发作, 既往理论认为免疫耐受异常包括炎症刺

激因子的增强及免疫调节功能削弱在UC的发

病过程中起着关键作用[1-3]. 调节性T细胞(regu-
latory T cells, Treg)是一类具有免疫抑制和免

疫调节作用的细胞亚群[4], 可通过接触抑制及

分泌细胞因子两种方式来抑制CD4+和CD8+ T
细胞的激活[5,6], 从而介导免疫耐受及维持免疫

平衡. 辅助性T细胞17(T helper 17 cells, Th17)
是新发现的一类具有促炎作用的CD4+ T细胞

亚群, 其通过分泌白介素-17(in te r l euk in-17, 
IL-17)发挥促炎症反应作用[7,8]. Th17及Treg细
胞来源于同一前体细胞, 在分化过程上可相互

转化, 在免疫效应上相互制约, 目前已有许多

文献证实, Treg及Th17细胞与多种自身免疫性

疾病发病有关[9-12]. 然而目前有关Treg/Th17细
胞轴失衡与UC发病之间的关系尚不十分明确, 
本研究拟观察UC治疗前后, Treg及Th17细胞的

变化, 探讨Treg/Th17细胞比例的变化在UC发

病过程中的意义, 以期为UC的治疗寻找更为有

效的方法. 

1  材料和方法

1.1 材料 本实验共纳入2012-05/2013-12山东省

交通医院消化内科门诊就诊和住院治疗的活动

期UC患者45例, 诊断均符合中华医学会消化病

学分会制定的炎症性肠病(inflammatory bowel 
disease, IBD)诊断标准[13]. 疾病活动度的评估采

用临床活动度指数(clinical activity index, CAI), 
CAI≥5分诊断为活动期. 治疗方法采用柳氮磺

吡啶片1.0 g, 4次/d, 联合二联活菌肠溶胶囊500 
mg口服3次/d, 为避免糖皮质激素及免疫抑制

剂对Treg细胞及Th17细胞的影响, 将合并使用

糖皮质激素和/或免疫抑制剂治疗的患者排除

在外, 治疗4 wk后根据CAI再次将患者分为缓

解期组及未缓解期组, 选取同期15例排除IBD
以及相关疾病家族史的健康体检者作为正常

对照. 各组间性别、年龄差异无统计学意义(表
1). 每例受试者治疗前后分别取肘静脉肝素抗

凝血1 mL和EDTA抗凝血2 mL, 肠镜检查时于

炎症较明显的部位取活检2块. 受试者对研究方

案均知情同意. 细胞因子刺激剂丙二醇甲醚醋

酸酯(phorbol-12-myristate-13-acetate, PMA)和
离子霉素(IONOMYCIN)(ION)、布雷德菲菌素

A(brefeldin A, BFA)、破膜固定剂、TRIzol试
剂(Invitrogen Part of Life Technologies), FITC-
人CD3抗体、PE-人IL17A抗体、PE-小鼠IgG阴

性对照(eBioscience, Inc.), APC-人CD8抗体(BD 
Biosciences), APC-人CD25抗体、PE-人Foxp3
抗体(eBioscience, San Diego, USA), BD FACS-
Canto™流式细胞仪(BD Biosciences), 鼠抗人IL-
17A多克隆抗体(eBioscience, Santa cruz, USA), 
5%B S A, 鼠抗人F o x p3多克隆抗体(A b c a m, 
Cambridge, UK), 二抗(Invitrogen, Carlsbad, CA, 
USA). 
1.2 方法
1.2.1 流式细胞术检测外周血Treg及Th17细胞占
外周血CD4+细胞的比例: 于空试管中加入10 µL 
PMA、10 µL ION和5 µL BFA, 以100 µL RPMI 
1640稀释后, 加入100 µL新鲜肝素抗凝血混匀, 
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■相关报道
临床研究发现自
身免疫性脑脊髓
膜炎、哮喘、银
屑病、类风湿性
关节炎等多种自
身免疫性疾病与
调节性T细胞及
Th17细胞有关, 此
外调节性T细胞与
Th17细胞还参与
肿瘤的免疫调节.
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37 ℃ CO2培养箱孵育5 h. 另取空试管分别加

入CD3抗体5 µL、CD8抗体3 µL或CD4抗体和

CD25抗体各25 µL, 并分别加入上述经预孵的全

血100 µL, 室温避光孵育15 min; 加入破膜固定

剂A 100 µL孵育10 min, 加入1 mL 0.9%NaCl溶
液混匀, 386 g离心5 min; 去上清, 分别加入破膜

固定剂B 100 µL、IL-17A抗体4 µL或Foxp3抗体

20 µL孵育15 min, 0.9%NaCl溶液洗5 min×2次; 
去上清, 加入400 µL 0.9%NaCl溶液, 上流式细胞

仪检测. 
1.2.2 免疫组织化学检测治疗前后肠黏膜组织中
Foxp3+和IL-17+细胞数量: 常规脱蜡水化、组织

抗原热修复20 min、5%PBS缓冲液冲洗3次、分

别加入100 µL一抗(鼠抗人IL-17A多克隆抗体、

鼠抗人Foxp3多克隆抗体)于组织上, 4 ℃冰箱过

夜, 室温复温后PBS缓冲液洗3次, 每次3 min, 滴
加100 µL二抗于组织上, 37 ℃水浴孵育30 min, 
PBS缓冲液冲洗, 3 min×3次, 滴加显色剂DAB
工作液50 µL, 光镜下控制显色, 显色完全后, 用
蒸馏水冲洗终止显色, 苏木素衬染5 min, 切片经

梯度酒精脱水干燥, 二甲苯透明, 中性树胶封片, 
晾干后显微镜下阅片. 用PBS代替一抗做阴性对

照, 用经反复验证的已知阳性切片做阳性对照. 
结果判定: 取五个阳性细胞最密集的高倍镜视

野, Image pro plus 6.0分析软件计数每个高倍镜

下的阳性细胞数, 取平均值作为每个标本中阳

性细胞数. 
统计学处理 应用SPSS17.0统计软件, 实验

结果以mean±SD表示, 组间Treg及Th17细胞比

例的比较采用单因素方差分析, P <0.05为差异有

统计学意义. 

2  结果

2.1 治疗前后外周血Treg及Th17细胞的比例 UC
患者活动组外周血Treg细胞占CD4+CD25+ T细
胞的比例显著低于正常对照组(2.17%±0.57% 
vs  3.94%±0.55%, P  = 0.000), 其治疗后缓解组

Treg细胞则明显升高, 与治疗前相比存在显著

差异(P  = 0.000), 治疗后未缓解组与治疗前相比

Treg细胞的比例仍有明显的提升, 治疗前后存在

显著差异(P  = 0.000), 治疗后缓解组与正常对照

组间无明显差异(P = 0.096)(表2). 
UC患者活动组外周血Th17细胞占CD4+ T

细胞的比例显著高于正常对照组(4.56%±0.77% 
vs  1.77%±0.57%, P  = 0.000), 其治疗后缓解组

与治疗前相比存在显著差异(P  = 0.000), 治疗后

未缓解组与治疗前无明显差异(P  = 0.126), 治疗

后缓解组与正常对照组间仍存在显著差异(P  = 
0.000)(表2). 
2.2 肠黏膜中Treg及Th17细胞治疗前后的变化 
UC活动期患者肠黏膜中Foxp3+细胞数量显著

高于正常对照组(41.5%±11.96% vs  6.33%±

1.95%, P  = 0.000), 而治疗后缓解组与治疗前

相比无明显差异(P  = 0.939), 治疗后未缓解组

与治疗前相比亦未见明显变化(P  = 0.914), 与
正常对照组间有显著差异(P  = 0.000), 治疗后

缓解组与正常对照组间亦存在显著差异(P  = 
0.000)(表3). 

UC患者活动期组肠黏膜中Th17细胞显著高

于正常对照组(9.02%±4.85% vs  2.53%±1.19%, 
P  = 0.000), 治疗后缓解组与治疗前相比存在显

著差异(P  = 0.002), 治疗后未缓解组与治疗前相
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表  1  各组受试者性别、年龄比较

分组  n    男/女(n ) 年龄(岁)

UC活动组 45 25/20  42.6(19-70)

正常对照组 15 8/7 40.8(19-68)

治疗后缓解组 37 21/16 39.9(20-69)

治疗后未缓解组   8 5/3 38.5(19-65)

UC: 溃疡性结肠炎.

     

表  2  各组外周血Treg及Th17细胞比例比较 (mean±SD, %)

分组 n  Treg细胞 Th17细胞

治疗前 45 2.17±0.57 4.56±0.77

缓解组                       37 3.65±0.60    3.17±0.62

未缓解组                     8 3.69±1.01  5.06±0.85

正常对照组 15 3.94±0.55   1.77±0.57

Treg: 调节性T细胞; Th17: 辅助性T细胞17.

     

表  3  各组肠黏膜Treg及Th17细胞比例比较 (mean±SD, %)

分组 n  Treg细胞 Th17细胞

治疗前 45     41.5±11.96 9.02±4.85

缓解组                       37 41.32±9.74  6.16±2.91

未缓解组                     8   42.0±9.96  5.00±2.73

正常对照组 15   6.33±1.95 2.53±1.19

Treg: 调节性T细胞; Th17: 辅助性T细胞17.

■创新盘点
既往研究Treg细胞
多以CD4+CD25+

作为调节性T细
胞的标志 ,  而目
前 的 研 究 显 示
FOXP3为调节性
T细胞最特异的
标志 ,  故本文将
CD4+CD25+Foxp3+

作为调节性T细
胞的标志, 且既往
研究对调节性T细
胞、Th17细胞在
UC方面的研究较
少, 且少有文章研
究调节性T细胞及
Th17细胞的平衡
关系.

■应用要点
免疫治疗是自身
免疫性疾病治疗
的最具发展潜力
的新领域 ,  本文
发现U C患者中
存在Treg细胞及
Th17细胞的失衡, 
有 望 通 过 调 节
Treg细胞与Th17
细胞之间的免疫
平衡来达到治疗
UC的目的.



比亦见明显减低(P  = 0.028), 与正常对照组相比

仍有显著差异(P  = 0.039), 治疗后缓解组与正常

对照组间存在显著差异(P  = 0.000)(表3). 

3  讨论

Treg细胞及Th17细胞是两类新发现的不同于

T h1细胞及T h2细胞的C D4+ T细胞的新亚群, 
Treg细胞特异性表达Foxp3, 可通过分泌IL-10、
TGF-β或直接接触抑制的方式抑制效应性T细
胞的分化与增殖, 从而发挥免疫抑制作用. 研究

证实其与肿瘤免疫及多种自身免疫性疾病有

关. Th17细胞主要通过分泌IL-17来发挥促炎作

用, 与多种自身免疫性疾病如: 自身免疫性脑

脊髓膜炎、类风湿性关节炎、系统性红斑狼疮

(systemic lupus erythematosus, SLE)等有关. Treg
细胞与Th17细胞在分化上相互制约, 在功能上

相互抑制, 从而维持机体的免疫平衡, Th17细胞

及Treg细胞数量或功能的异常, 可引起免疫失

衡, 进而导致自身免疫性疾病的发生, 目前关于

Treg细胞及Th17细胞与UC相关性的研究尚少, 
本研究发现疾病活动期Treg细胞在外周血中的

含量明显减少, 缓解期时恢复正常, 但肠黏膜中

Foxp3+细胞则无显著变化, 而相反Th17细胞在

疾病活动期的外周血及肠黏膜中均显著升高, 
这表明Treg细胞在UC患者疾病活动过程中并未

代偿性的增加以抑制体内过强的炎症反应, 因
此Treg/Th17细胞轴失衡有可能是导致疾病发生

发展的重要原因之一. 
既往实验多选择CD4+CD25+ T细胞作为调

节性T细胞的标志, 但后来的研究发现Foxp3是
调节性T细胞最为特异的分子标志物, 故本实验

中我们选择CD4+CD25+Foxp3+作为调节性T细
胞的标志, 通过比较UC患者活动组、治疗后缓

解组、未获缓解组以及正常对照组外周血及肠

黏膜中Th17细胞及Treg细胞变化. 结果发现: 治
疗前活动期组患者外周血中存在明显的Treg细
胞比例的减低, 经治疗后病情缓解组患者外周

血中Treg细胞比例明显升高, 与正常对照组中

无明显差异; 与我们的实验结果一致, Maul等[14]

的实验也发现活动期炎症性肠病患者外周血中

存在CD4+CD25+ T细胞的减低. 然而在黏膜水

平, 我们发现无论是UC活动组还是经治疗后缓

解组与未获缓解组Treg细胞水平均无明显变化, 
Holmén等[15]和Schreiber等[16]也发现炎症的肠黏

膜中存在CD4+CD25+ T细胞的升高, 而外周血中

CD4+CD25+ T细胞是降低的, 这与我们的实验结

果也是一致的. 外周血中调节性T细胞数量的减

低导致抑制性细胞因子分泌减少、细胞间直接

接触抑制的能力降低, 这可能是UC发病的重要

原因之一, Mottet等[17]的实验也表明, 给予实验

性UC的小鼠输入CD4+CD25+ T细胞能使肠道溃

疡愈合, 这有可能为UC的免疫治疗提供一个潜

在的突破口. 治疗后大部分患者外周血中Treg细
胞数量较前有所回升, 考虑柳氮磺吡啶和二联

活菌肠溶胶囊可能存在一定的免疫调节作用能

够调节Treg细胞在外周血中的含量. 虽然大部分

患者外周血中Treg细胞含量明显升高, 但少部分

患者的病情未获缓解, 这可能由于Treg并非UC
患者唯一致病因素, 还有其他炎症细胞也参与

其中. 
Th17细胞主要通过分泌IL-17来发挥促炎

症反应的作用 ,  能诱导产生各种细胞因子如

IL-6、粒细胞集落刺激因子、肿瘤坏死因子-α
以及趋化因子、细胞黏附分子等, 通过募集中

性粒细胞、诱导粒细胞生成等参与炎症反应. 
既往动物实验显示, 缺失IL-17能减轻或缓解自

身免疫性脑脊髓炎、多发性硬化等自身免疫性

疾病; Langrish等[18]的研究表明, 输注产IL-17的
CD4+ T细胞能加重小鼠自身免疫性脑脊髓炎, 
在进展期给予IL-17抗体则能阻止疾病进展. 我
们前期的实验也发现炎症性肠病患者病情活动

期与稳定期外周血中也存在不同比例的Th17细
胞增高. 本次的实验研究发现, UC活动期患者

外周血及炎症的肠黏膜中均存在明显的Th17细
胞数量的增多, 与正常对照组相比存在显著差

异, 经治疗后病情缓解期组Th17细胞比例较治

疗前明显下降, 治疗前后对比存在显著差异, 这
提示Th17细胞可能参与了UC的炎症过程, UC
的治疗可通过下调Th17细胞减少炎症因子的释

放来缓解病情. 
本实验研究发现, UC患者外周血中存在明

显的Treg细胞的减少, 与之相反的是Th17细胞

的明显增高, 二者变化存在相反的趋势, 进一步

分析本研究结果, UC活动期患者外周血中Treg
细胞及Th17细胞的均数分别为2.17%、4.56%, 
而正常对照组分别为3.94%、1.77%. 与正常对

照组相比, UC活动期患者外周血中存在明显的

Treg细胞/Th17细胞的偏倚. UC患者炎症肠黏膜

中Foxp3+细胞及IL-17+细胞均有明显的升高, 考
虑与炎症反应刺激诱导Treg细胞迁移至炎症部
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■名词解释
Treg细胞: 辅助性
T细胞, 是CD4+ T
细胞的一个新亚
群, 具有免疫抑制
和免疫调节作用; 
Th17细胞: 辅助性
T细胞17, 是CD4+ 
T细胞的新亚群 , 
具有介导炎症反
应的作用.



位有关, 肠黏膜中Treg细胞是否存在功能抑制尚

需进一步的实验研究阐明. 
总之, UC患者外周血中存在明显Treg/Th17

细胞的比例失衡, Treg细胞的减少伴随着Th17
细胞比例的增高可能是UC发病的重要原因之

一, 影响UC发病可能不单纯的是Treg细胞数量

减少及Th17细胞数量的增多, 而是与Treg细胞与

Th17细胞之间的相互作用导致的免疫失衡有关, 
有望通过调节Treg细胞与Th17细胞之间的免疫

平衡来达到治疗UC的目的. 

志谢: 感谢王轶在本实验及论文撰写中给予的
大力帮助. 
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■同行评价
本研究对指导临
床工作有一定的
价值.
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