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不同 RF型类风湿性关节炎患者 Th17相关细胞因子表达研究
厉吉霞 1,2 姜 虹 2 由红雷 2 王 斌 1△ 钱冬萌 1
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摘要 目的：探讨类风湿因子阳性与阴性类风湿关节炎（rheumatoid arthritis,RA）患者外周血中辅助 T细胞（Th17）及相关细胞因子
白介素 17（interleukin,IL-17），白介素 6（interleukin,IL-6）表达的差异。方法：收集 RA患者 51例，根据 RF测定分为 RF+、RF-组，健
康查体者（对照组）20例，采用流式细胞术检测受检者外周血单个核细胞（PBMC）的 Th17 细胞的百分率；以酶联免疫吸附法
（ELISA）检测受检者血浆中 IL-17，IL-6的水平。结果：RA患者 CD4+IL-17+T细胞，IL-17、IL-6水平均高于对照组，RF因子阳性与
阴性 RA患者之间 CD4+IL-17+T细胞，IL-17、IL-6表达水平均存在差异有统计学意义。结论：在 RA中不同 RF型免疫反应和炎症
表达的不同，可能与 Th17及相关细胞因子表达差异有关。
关键词：类风湿性关节炎；类风湿因子；Th17；IL-17；IL-6
中图分类号：R593.21 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2011）04-729-03

Expression of Th17 Type Cytokines in Rheumatoid Arthritis
Patients with RF+ and RF-

LI Ji-xia1,2, JIANG Hong2, YOU Hong-lei2, WANG Bin1△, QIAN Dong-meng1

(1 Department of pathogenic microorganism Qingdao University Medical College, 266021, Qingdao China;
2 Yantaishan hospital, 264001,Yantai China)

ABSTRACT Objective: To investigate the different expression of Th17 type cytokines in the peripheral blood of rheumatoid arthri-
tis patients with rheumatoid factor positive (RF+) and rheumatoid factor negative (RF-). Methods: 51 RA patients including RF+ and RF-

and 20 healthy subjects were studied. The percentage of Th17 cell in single PBMC was determined by flow cytometry and the levels of
IL-17 and IL-6 in plasma were detected by Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) in all subjects. Results: Th17 cell and the con-
centrations of IL-6 and IL-17 were significantly higher in RA patients than in healthy controls. Furthermore, Th17 and the concentra-
tions of IL-6 and IL-17 in RF+ cases were higher than that in RF- cases. Conclusions: Different immune reaction and inflammation ex-
pression in RA patients with or without RF may relate with the differences of the expression of Th17 type cytokine.
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前言

类风湿性关节炎（rheumatoid arthritis,RA）是以关节慢性炎
症和骨质破坏为主的自身免疫性疾病，它由多种因素引发，在
RA 的发病和进展中 T 细胞起关键的作用，而辅助 T 细胞
（Th17）是最近发现的一种新型的 CD4+T细胞亚群，通过分泌
白介素 17（IL-17）等细胞因子参与滑膜炎症，是一类重要的介
导炎症反应的细胞。而类风湿性关节炎中 RF阳性和阴性的患
者临床特征和治疗均有所不同,阳性组具有更多的免疫反应和
炎症表达[1]，本研究旨在进一步探讨类风湿因子阳性与阴性类
风湿关节炎患者 Th17及相关细胞因子表达是否存在差异。

1 材料与方法

1.1 研究对象
选取 2008 年 1 月 -2009 年 12 月烟台山医院风湿科 RA

患者 51 例，女性 46 例，男性 5 例，年龄（22-68 岁），平均为
（42.6±12.0 岁），疾病诊断符合 1987 年美国风湿病学会
（ARA）修订的标准，根据 RF测定，将其分为 RF阳性组及 RF
阴性组。健康对照组 20例（男 5例，女 15例，平均年龄[(36.2±
6.2)岁]，经体检肝功、血脂、血糖，心电图均无异常。
1.2 采集

受检者均晨起空腹采集肘静脉血 10ml，以 EDTA-K2进行
抗凝，标本采集后立即摇匀，进行血浆和血细胞的分离，血浆分
装于 EP管内，-80℃冰箱保存备用，细胞层用以分离单个核细
胞。
1.3 材料和仪器

淋巴细胞分离液购自天津灏阳生物制品公司；PE标记的
抗人 CD3单克隆抗体（PE-CD3）, PerCP标记的抗人 CD4单克
隆抗体（PerCP-CD4）及同型对照,FITC抗人 IL-17mAbIgG1 及
同型对照购自美国 Biolegend公司；固定和打孔剂 Fix/PerM购
自美国 eBioscience公司；人类白细胞抗原 17（IL-17）、人类白
细胞抗原 6（ IL-6）均购自美国 R&D公司；流式细胞仪型号为
美国 COULTER EPICS XL；酶标仪选用深圳雷社生命科学股
份有限公司生产的 RT-6000酶标分析仪。
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1.4 方法
1.4.1 外周血单个核细胞的提取（PBMC）细胞层加 PBS缓冲
液混匀，缓慢加至淋巴细胞分离液的上层，2000rpm离心 10分
钟，吸取中间的白色细胞层，即为单个核细胞，用 PBS洗涤细
胞，分离得 PBMC。
1.4.2 细胞染色 制备好的 PBMC细胞悬液，以 PBS调整细胞
浓度为 1×106/ml，取一定量的细胞按照试剂说明书推荐的用
量加入荧光标记抗体 PE-CD3、PerCPCD4表面染色，对照管加
入同型对照抗体。进行细胞内的免疫荧光染色，加固定剂，室温
暗处孵育 15分钟，离心弃上清；加破膜剂温暗处孵育 10分
钟，PBS洗涤后，在大约 100μl的细胞沉淀中加入 2μl正常
的大鼠血清，4℃避光封闭 15分钟。封闭结束后，直接加入抗人
IL-17荧光抗体或同型对照，4℃避光孵育 30分钟。加 PBS洗
液，1500rpm，离心 7分钟，弃上清。以 200μl的 PBS重悬细胞
沉淀，流式细胞仪分析 CD4+IL-17+百分率。

1.4.3 IL-6、IL-17的检测 采用酶联免疫吸附试验（ELISA），严
格按试剂盒操作说明进行试验。-80℃冰箱保存备用血浆复溶
后集中检测，每个样本重复测定一次。手工绘制标准曲线，测定
并计算 IL-6、IL-17的含量。
1.5 统计学分析

所有计量资料均用表示，应用统计软件进行统计学处理，
采用样本间两两比较的秩和检验(Nemenyi法)。P<0.05差异有
统计学意义。

2 结果

2.1 RF阳性与阴性组外周血 Th17细胞分析
与对照组相比，RA患者（RF+、RF-）外周血 CD4+IL17+T 细

胞比率均明显升高（P均 <0.05）;RF阳性组与 RF阴性组外周
血 CD4+IL17+T细胞比率存在明显差异（P均 <0.05）。（见表
1,）

No1:RF positive cases, No2:RF negetive cases, No3:control. cases

group difference of rank-sum margin P

No.1and No2 16.5000 14.3733 <0.0500

No1and No3 41.2500 14.5831 <0.0500

No2 and No3 24.7500 15.7837 <0.0500

表 1 RF+、RF-患者及对照组外周血 Th17细胞结果比较
Table1 Comparision of TH17 cell in RF+, RF- and health control cases

2.2 外周血 IL-17、IL-6含量比较
与对照组相比，RA患者（RF+、RF-）外周血 IL-17、IL-6含量

均明显升高（P均 <0.05）;RF阳性组与 RF阴性组 IL-17、IL-6
含量存在明显差异（P均 <0.05）。（见表 2、表 3）

group difference of rank-sum margin P

No.1and No2 16.6905 14.3728 <0.0500

No1and No3 41.6417 14.5826 <0.0500

No2 and No3 24.9512 15.7832 <0.0500

No1:RF positive cases,No2:RF negetive cases,No3:control. cases

表 2 RF+、RF-患者及对照组外周血 IL-17结果比较
Table 2 Comparision of IL-17 in RF+, RF- and health control cases

No1:RF positive cases ,No2:RF negetive cases ,No3:control. cases

group difference of rank-sum margin P

No.1and No2 14.6310 14.3721 <0.0500

No1and No3 36.4083 14.5819 <0.0500

No2 and No3 21.7774 15.7824 <0.0500

表 3 RF+、RF-患者及对照组外周血 IL-6结果比较
Table 3 Comparision of IL-6 in RF+, RF- and health control cases

3 讨论

在 RA发病中，有遗传、环境、感染、激素等因素，但具体原
因尚不明确。T淋巴细胞在 RA发病机制中起着重要的作用。
在类风湿关节炎等自身免疫病和过敏原特异性反应研究中发
现一种特殊产生白介素 17(interleukin 17，IL-17)的辅助型 T细

胞(Th17)，发挥重要免疫调节作用[2]。Th17 细胞除分泌 IL-17
外，还分泌 IL-6、TNF-α等细胞因子，IL-17是 RA发病早期炎
症因子，在炎症反应中起重要作用。IL-17可刺激外周血单核细
胞（PBMC）来源的巨噬细胞分泌 IL-1和 TNF-α,也以联合 IL-1
促进的 RA滑膜细胞分泌 IL-6和联合 TNF-α促进的 RA滑膜
细胞分泌 IL-1、IL-6、IL-8[8]，这说明 IL-17和 IL-1、TNF-α有协

730· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.11 NO.4 FEB.2011

同作用，联合阻滞 IL-17和 TNF-α或 IL-1能更有效地控制培
养的 RA滑膜细胞分泌 IL-6，也可以证明这一点[9]。国内研究显
示，RA患者血清 IL-17及 IL-6表达增高,其水平高低反映病情
的变化程度，并与病情活动及 RA检测的其他相关指标有关。
本研究结果显示，类风湿关节炎患者外周血 CD4+T 细胞中
Th17细胞比率以及 IL-17,IL-6的含量均高于健康对照组，提示
在 RA发病过程中 Th17细胞可能参与诱导疾病炎症的发生发
展，而细胞数量的增加可能导致 IL-17及 IL-6数量的增加。

在临床上，RA患者常常表现不同的 RF型，RF阳性率为
52%～92%，阳性者疗效差且多有并发症（如周围神经炎及动脉
炎等）；约 20％类风湿关节炎病人的 RF为阴性，阴性者病症较
轻，且并发症少，极少发生血管炎、关节外病变、神经病变、皮下
结节和干燥综合征。最近有研究表明，RA患者滑膜或滑膜液中
活化的 T淋巴细胞可通过细胞－细胞接触的方式活化巨噬细
胞、滑膜细胞和破骨细胞[3]。目前认为 T淋巴细胞的活化是 B
淋巴细胞依赖的。B淋巴细胞可分化为成熟的浆细胞并产生
RF、抗 II型胶原抗体、抗 HSP（相对分子质量为 65000D）抗体
等。RF是抗变性 IgG分子 Fc片断的自身抗体，约 80%RA患者
可产生循环 RF抗体，它与关节侵袭性病变明显、关节外病变
发生率高和死亡率高有关。受累关节滑液中 RF以 IgG型为
主，IgG-RF自身结合形成多聚体复合物，少量 IgM-RF则进一
步加强复合物形成。多聚体复合物沉积于关节软骨表面，激活
补体引起关节炎性损伤[4]。RA患者虽然表现为不同的 RF型很
常见，但相关的基础研究却不多见。从基因学的角度发现，在不
同的 RF型 RA患者之间存在基因表达谱的差异，这些差异的
基因涉及核苷酸糖、氨基酸、天冬氨酸等物质的代谢，以及细胞
因子受体、信号传导等多种生物学途径，对这些基因的功能检
索发现它们参与了细胞生长、生理过程、分子结合、催化信号传
导等过程[5]。陈海燕等研究发现 RF阳性与阴性患者之间存在
CD4CD25调节性 T细胞免疫应答的不同 [6]。有资料证实 IL-6
可诱导 B细胞分化为能分泌 IgG、IgM型抗体的浆细胞，与促
进合成 RF有关[7]。

本研究结果显示，RF 阳性组类风湿关节炎患者外周血
CD4+T 细胞中 Th17 细胞比率以及 IL-17,IL-6 的含量均高于

RF阴性组，提示在 RA发病过程中，不同 RF型类风湿关节炎
患者免疫应答及炎症反应不同，可能与 Th17及其细胞因子表
达差异有关。
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