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老年类风湿性关节炎患者外周循环中Th17/Treg免疫失衡与疾病活动的相关性
赵　双*

黄河三门峡医院检验科 (河南 三门峡 472100)

【摘要】目的 探究老年类风湿性关节炎(elderly onset rheumatoid arthritis，EORA)患者外周循环中Th17/Treg与疾病活动的相关性。方法 回顾性分析2019年5月
至2022年5月我院风湿免疫科收治的70例EORA患者的临床资料，另选取同期于我院接受体检且身体健康者40例纳入健康对照组。采用流式细胞术检测并
计算所有研究对象外周循环中的Th17、Treg占比和Th17/Treg，分析三者与EORA疾病活动评分之间的关系。结果 各组间的血清Th17占比、Treg占比和
Th17/Treg相比，差异均有统计学意义(P<0.05)；与健康对照组相比，EORA各组血清Th17占比、Th17/Treg均更高，血清Treg占比更低，差异有统计学
意义(P<0.05)；在RA患者中随着疾病活动评分升高，血清Th17占比、Th17/Treg均升高，血清Treg占比则降低，且组间两两比较的差异均有统计学意义
(P<0.05)。相关性分析结果显示，血清Th17占比和血清Th17/Treg与疾病活动评分成正相关(r=0.731、0.853，P<0.05)，血清Treg占比则与疾病活动评分成
负相关(r=-0.484，P<0.05)。结论 EORA患者外周循环中Th17占比迅速升高，Treg占比明显降低，过高的Th17/Treg与更严重的疾病活动评分密切相关。
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Correlation between Th17/Treg Immune Imbalance in Peripheral 
Circulation and Disease Activity in Elderly Patients with 
Rheumatoid Arthritis
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Abstract: Objective To investigate the relationship between Th17/Treg in peripheral circulation and disease activity in Elderly patients with rheumatoid arthritis 
(EORA). Methods The clinical data of 70 patients with EORA admitted to the Rheumatology and Immunology Department of our hospital from May 2019 
to May 2022 were retrospectively analyzed. Another 40 healthy people who underwent physical examination in our hospital during the same period were 
selected as healthy control group. Flow cytometry was used to detect and calculate the proportion of Th17, Treg and Th17/Treg in peripheral circulation 
of all subjects, and the relationship between the three and EORA disease activity score was analyzed. Results There were significant differences in serum 
Th17 ratio, Treg ratio and Th17/Treg ratio among groups (P<0.05). Compared with the healthy control group, the proportion of serum Th17 and Th17/
Treg in EORA groups were higher, and the proportion of serum Treg was lower, and the differences were statistically significant (P<0.05). In RA patients, 
with the increase of disease activity score, the proportion of serum Th17 and Th17/Treg increased, while the proportion of serum Treg decreased, and the 
differences between the two groups were statistically significant (P<0.05). The results of correlation analysis showed that the proportion of serum Th17 
and serum Th17/Treg were positively correlated with disease activity score (r=0.731, 0.853, P<0.05), while the proportion of serum Treg was negatively 
correlated with disease activity score (r=-0.484, P<0.05). Conclusion The proportion of Th17 in peripheral circulation of patients with EORA increases rapidly, 
while the proportion of Treg decreases significantly. High Th17/Treg ratio is closely related to more severe disease activity score.
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　　类风湿性关节炎(rheumatoid arthritis，RA)是高发于老年人
群的一种免疫系统疾病，其中发病年龄≥60岁的又被称为老年类
风湿性关节炎(elderly onset rheumatoid arthritis，EORA)，在
全部类风湿性关节炎中占比高达33%[1]。EORA在临床上通常表现
为关节疼痛、僵硬甚至畸形，其发病机制至今仍未阐明，但近年
来许多文献显示，机体自身免疫耐受的失调特别是CD4+T细胞亚
群间的比例失衡在EORA的发生与进展过程中扮演了重要角色[2]。
CD4+T细胞是指表面存在CD4抗原的辅助T细胞，它能够被外源性
抗原肽所激活，并在各种细胞因子的作用下活化形成具有不同功
能的辅助性T细胞(T helper cell，Th)[3]。Th17是CD4+T细胞分化后
的亚型之一，主要通过释放多种类型的细胞因子参与炎症反应、
固有免疫应答等生物学过程，在机体中发挥介导免疫排斥、促炎
作用[4]。与TH17的功能相反，CD4+细胞的另一个亚型调节性 T细
胞(regulatory cell，Treg)则主要介导免疫耐受和抗炎过程，这两
者在正常状况下处于动态平衡，而一旦平衡被打破就会诱导各种
自身免疫系统疾病、肿瘤等的出现[5]。本次研究针对外周循环中
Th17/Treg比例与EORA疾病活动性之间的相关性进行了探究，以
期为EORA的早期诊断和治疗靶点的选择提供帮助。现报告如下。

1  资料与方法
1.1 临床资料  本研究采用回顾性分析方法，收集2019年5月至

2022年5月我院风湿免疫科收治的70例EORA患者的临床资料，并
将之纳入EORA组，患者年龄62~76岁，平均年龄(69.3±6.2)岁；
男性22例，女性48例；疾病活动评分：轻度22例，中度28例，重
度20例。另选取同期于我院接受体检且身体健康者40例纳入健康
对照组，年龄60~77岁，平均年龄(68.5±5.9)岁，男性14例，女
性26例。所有研究对象均对本研究的目的、内容知情，并签署同
意书。本研究经我院伦理委员会商议并批准可行。
　　纳入标准：年龄≥60岁；符合美国风湿病学会和欧洲抗风湿
病联盟共同提出的《类风湿性关节炎分类标准(2010)》中关于类风
湿关节炎的诊断标准[6]；接受骨关节疾病活动评分[7]：<3.2分为轻
度，3.2~5.1分为中度，>5.1分为重度；临床资料完整。排除标准：
年龄<60岁；合并严重肝肾功能障碍、凝血功能障碍或罹患恶性肿
瘤等疾病；合并其他自身免疫系统疾病；入院前2个月内有免疫调
节治疗史；处在孕产期、哺乳期；存在精神疾病或拒绝依从。
1.2 方法
1.2.1 采样方法  所有研究对象均于清晨采集隔夜空腹外周血，并
置于EDTA抗凝EP管中，3000rpm离心15min后，提取上清液置
于新EP管，并在-80℃冰箱中贮存。
1.2.2 检测方法  采用流式细胞术检测外周血中的Th17和Treg比例。
Th17检测方法：取500μl血液样本加入离心管，每管加入等体
积(1:1)1640培养基(10% FBS)，而后加入PMA工作液(50ng /
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mL)5μl，37℃、5%CO2培养箱中放置20min，而后加入BFA工作
液(10μg/mL)10μl，相同条件在培养箱中放置5h。培养结束后，
用移液枪将管中液体转移至两支流式细胞专用管，其中A管设为空
白对照管，B管设为阳性样本管，两管均1500rpm离心10min，而
后弃去上清。在B管中加入CD4 FITC 5μl后避光室温孵育20min，
而后用1mL PBS缓冲液吹打混匀重悬细胞，1500rpm离心5min，
PBS缓冲液重复清洗、离心后，弃去上清。A管仅用PBS缓冲液
清洗、离心2次，弃去上清。在两管中各加入1×红细胞裂解液
5mL，吹打混匀后避光室温下裂解30min，1500rpm离心5min，
PBS缓冲液2次重复清洗、离心后，弃去上清。在管中加入500μl
固定液，4℃避光固定20min，2500rpm离心5min并弃去上清，
加入500μl破膜液4℃避光破膜40min，2500rpm离心5min，弃去
上清，PBS缓冲液2次重复清洗、离心后，弃去上清，而后用少量
PBS缓冲液重悬细胞。在B管中避光加入5μl PE-IL-17A 5μl，4℃避
光孵育30min，PBS缓冲液2次重复清洗、离心后，弃去上清。再
次加入500μl PBS缓冲液并吹打混匀，立刻上机检测。
　　Treg检测方法：分别取100μl血样样本加入两支流式细胞专
用管，其中A管为空白对照管，B管设为阳性样本管。B管中依次
加入2.5μl CD4 FIFC和2.5μl CD25 APC，避光室温孵育30min，
1500rpm离心10min，弃取上清，加入PBS溶液进行2次重复
清洗、离心后，弃去上清。在两管中各加入1×红细胞裂解液
5mL，吹打混匀后避光室温下裂解30min，1500rpm离心5min，
PBS缓冲液2次重复清洗、离心后，弃去上清。在两管中分别加
入500μl Foxp3破核工作液，4℃避光静置30min，2500rpm离
心5min并弃去上清，加入500μl破膜液4℃避光破膜10min，
2500rpm离心5min并弃去上清，使用500μl破膜液清洗、离心
后，弃去上清，并用少量破膜液重悬细胞。在B管中避光加入
2.5μl PE-Foxp3，4℃避光孵育30min，PBS缓冲液2次重复清
洗、离心后，弃去上清。再次加入500μl PBS缓冲液并吹打混
匀，立刻上机检测。
1.3 统计学方法  采用SPSS 24.0统计学软件对研究所获数据进行
分析，正态分布的定量资料用(χ- ±s)表示，组间比较采用两独
立样本t检验，多组间比较采用方差分析，多组间两两比较采用
LSD-t检验，两指标间相关性检验采用Pearson相关分析。设置检
验水准α=0.05，若P<0.05则表明差异具有统计学意义。上述所有
检测实验均重复至少三次。

2  结　果
2.1 各组临床资料比较  各组的年龄、性别等临床资料相比，差
异均不具有统计学意义，可行组间比较(P>0.05)。详见表1。

3  讨　论
　　EORA是老年人常见的一种自身免疫性疾病，约60%的患者
在罹患该病后两年内会出现骨关节破坏，严重者甚至会完全丧失
劳动能力，给患者家庭和社会均造成了巨大的经济和医疗负担
[8]。因此，明确EORA潜在病因及发病机制对于该病的诊断及预后
预测均有重要意义。目前的研究显示，以CD4+T细胞亚群失衡为
主要表现的机体免疫系统紊乱在EORA的发生及发展中发挥了关
键作用[9]。初始的CD4+T细胞也被称为Th0，外源性抗原在进入机
体后首先会被巨噬细胞吞噬，而后Th0会增加释放IFN-γ并促进巨
噬细胞内MHC Ⅱ类分子表达，巨噬细胞则利用MHC Ⅱ类分子与
抗原吞噬后形成的抗原肽片段结合成复合物，并将抗原肽复合物
呈递给Th0，从而激活Th0并使其分化形成Th17、Treg、Th22、
Th9等亚型[10]。这些不同类型的细胞亚群在功能上存在密切联
系，有些相互促进，有些则相互抑制，它们通过分泌不同的细胞
因子共同参与了机体的免疫系统网络的调控[11]。
　　Th17和Treg是典型的在功能上相互制约的两种Th细胞亚
型 ， 二 者 的 分 化 数 量 受 到 机 体 内 炎 症 因 子 的 严 密 调 控 ， 其 中
TGF-β的单独作用会诱导Th0向Treg分化，而TGF-β和IL-6的联合
作用则会诱导Th0向Th17分化，当自身免疫功能发生改变时，
Th17和Treg的比例就会出现失衡[12-13]。EORA是以关节滑膜炎症
为表现的自身免疫性疾病，在其发生及发展过程中由于存在免
疫系统损伤和炎症，Th17/Treg极易出现失平衡。在本研究中，
与健康对照组相比，EORA各组血清Th17占比、Th17/Treg均
更高，血清Treg占比更低，差异有统计学意义。结果表明，在
EORA发生后外循环中的Th17/Treg显著升高，其中Th17的含量
增加，Treg的含量则降低。Th17在机体中主要通过分泌IL-17、
THF-α等炎症因子促进炎症反应，在EORA发生过程中由于Th17
的分化及增殖增加，大量IL-17会在IL-23的作用下经Th17释放入
血，并在骨关节处抑制软骨细胞形成、促进破骨细胞形成，从而
造成骨关节破坏[14]。Treg则能够通过释放IL-10、TGF-β等细胞因
子抑制炎症反应，最近的研究还显示，Treg可以直接抑制Th17
的IL-17分泌活性，从而发挥抗炎和免疫耐受的作用[15]。而在不同
疾病活动评分的EORA患者中，疾病活动更严重的患者，其血清
Th17占比、Th17/Treg更高，血清Treg占比则更低，且组间两两
比较的差异均有统计学意义；进一步的相关性分析也显示，血清
Th17占比和血清Th17/Treg与疾病活动评分成正相关(r=0.731、
0.853)，血清Treg占比则与疾病活动评分成负相关(r=-0.484)，
这表明更高的Th17/Treg往往提示更严重的EORA。在EORA的进
展过程中，Th17数量过多会导致外循环和局部骨关节中IL-17含
量激增，从而诱导局部关节细胞内RANKL表达量增加，过量表达
的RANKL将进一步活化破骨细胞加重骨侵蚀[16]。Treg则能够抑制
RANKL通路，同时通过释放IL-10增加骨保护素的表达并抑制粒细

2.2 各组血清Th17、Treg占比比较  各组间的血清Th17占比、
Treg占比和Th17/Treg相比，差异均有统计学意义(P<0.05)；与
健康对照组相比，EORA各组血清Th17占比、Th17/Treg均更
高，血清Treg占比更低，差异有统计学意义(P<0.05)；在EORA
患者中随着疾病活动评分升高，血清Th17占比、Th17/Treg均升
高，血清Treg占比则降低，且组间两两比较的差异均有统计学意
义(P<0.05)。详见表2。
2.3 EORA患者血清Th17、Treg与疾病活动评分的相关性  相
关性分析结果显示，血清Th17占比和血清Th17/Treg与疾病活动
评分成正相关(r=0.731、0.853，P<0.05)，血清Treg占比则与疾
病活动评分成负相关(r=-0.484，P<0.05)。详见表3。

表1 各组临床资料比较

组别	           例数
	                            年龄	                   

性别
		                   男	 女
轻度组	             22	          69.1±6.0	  7	 15
中度组	             28	          68.6±6.1	  9	 19
重度组	             20	          69.7±6.3	  6	 14
健康对照组           40	          68.5±5.9	 14	 26
t/χ2	               -	          0.256	                                      0.174

P	               -	          0.489	                                      0.982

表2 各组血清Th17、Treg占比比较
组别	      例数	      Th17(%)	     Treg(%)	                   Th17/Treg

轻度组	        22	 2.46±1.69a	 5.21±2.45a                0.46±0.19a

中度组	        28	 4.92±2.08ab	 3.79±2.14ab              1.23±0.74ab

重度组	        20	 7.65±2.81abc	 2.49±1.28abc             3.51±1.39abc

健康对照组      40	 1.21±0.63	 7.02±2.84                  0.32±0.16

t/χ2	          -	 9.661	                     8.454	                    14.561

P	          -	 0.001	                     0.001	                    0.001
注：与健康对照组相比，aP<0.05；与轻度组相比，bP<0.05；与中度组相比，cP<0.05。

表3 EORA患者血清Th17、Treg与疾病活动评分的相关性
项目	                                                       r	                        P

血清Th17占比与疾病活动评分	          0.731	                   0.001

血清Treg占比与疾病活动评分	         -0.484                   0.001

血清Th17/Treg与疾病活动评分	         0.853	                   0.001
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胞-巨噬细胞集落刺激因子，达到阻止骨关节破坏的作用[17]。有研
究还显示，在类风湿性关节炎模型小鼠中使用CXCR3拮抗剂后，
小鼠膝关节中的IL-17A、IL-22等Th17分泌的因子显著下调，而
Treg的正向转录因子Foxp3和IL-10的表达水平则明显升高，并且
外周循环Th17/Treg的失衡状态被有效纠正，提示Th17/Treg可
以作为EORA的潜在治疗靶点[18]。
　　综上所述，EORA患者外周循环Th17/Treg会出现异常升高，
Th17/Tre失衡会导致疾病活动增强。需要注意的是，机体免疫系
统网络的调控涉及到大量的细胞因子，并且始终处在动态变化过程
中，因此有关Th17/Treg免疫失衡促进EORA进展的机制及其作为治
疗靶点的临床价值仍有待更大样本量、多中心的研究予以明确。
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　　本次的前瞻性研究中得出，Achillon微创修复术下的患者并
无明显并发症情况，而行传统手术的患者共有5例的术后并发症
状，其中浅表的感染有3例，切口的愈合迟缓有2例，总并发症率
达到了12.20%，两组的对比有统计学的意义。
　　综上所述，Achillon微创修复术干预急性情况的闭合性跟腱
断裂可以收获明显的疗效，对患者带来的创伤轻微，益于踝关节
的功能康复以及生活能力的提升，为一种新型且高效的术式，优
于传统的手术收效，建议推广运用。
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