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Th17和调节性T细胞在人类免疫缺陷病毒
疾病进展中的作用及其调控机制*
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摘要 ： 目的　本研究通过观察人类免疫缺陷病毒（HIV）感染者外周血Th17、Treg细胞及其相关转录因子、

细胞因子的表达，进一步揭示Th17、Treg细胞的调控机制及其在HIV感染者疾病进展中的作用。方法　选取

2019年1月—2019年10月河南省上蔡县HIV感染者80例作为研究组，选取同地区健康人群20例作为对照组。采

用流式细胞术检测外周血CD4+T、CD8+T及外周血单个核细胞Th17、Treg，酶联免疫吸附试验检测血浆中细胞

因子白细胞介素-17（IL-17）、IL-23 水平，实时聚合酶链反应检测转录因子 ROR-γt 及 Foxp3 mRNA 表达，

Pearson法分析Th17、Treg与CD4+T的相关性。结果　研究组CD4+T、CD4+T/CD3+T、CD4+T/CD8+T低于对

照组（P <0.05），CD8+T和CD8+T/CD3+T高于对照组（P <0.05）。研究组Th17/CD4+T、Th17/Treg低于对照组

（P <0.05），Treg/CD4+T高于对照组（P <0.05）。研究组ROR-γt mRNA高于对照组（P <0.05），Foxp3 mRNA

低于对照组（P <0.05）。研究组IL-17、IL-23水平低于对照组（P <0.05）。Pearson相关性分析结果表示，Th17细

胞百分比与CD4+T细胞计数呈正相关（r =0.293，P <0.05），Treg 细胞百分比与 CD4+T 细胞计数呈负相关（r =

-0.198，P <0.05）。结论　HIV感染能降低Th17细胞、升高Treg细胞，破坏机体免疫平衡，其机制与调控转录因

子ROR-γt、Foxp3及细胞因子IL-17、IL-23表达有关，Th17细胞、Treg细胞与HIV感染者疾病进展密切相关。
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Abstract:  Objective To observe the levels of Th17 and Treg cells along with their associated transcription 

factors and cytokines in peripheral blood of HIV-infected individuals, and to further reveal the regulatory 

mechanisms of Th17 and Treg cells and their roles in the progression of HIV infection.  Methods From January 

2019 to October 2019, the 80 HIV-infected individuals from a region in Henan Province were selected as the study 

group, and 20 healthy people from the same area were included as the control group. The levels of CD4+ and CD8+ T 

cells in peripheral blood and Th17 and Treg cells within peripheral blood mononuclear cells were detected by flow 

cytometry. The plasma levels of interleukin (IL) -17 and IL-23 were detected by enzyme linked immunosorbent 

assay. The mRNA expressions of transcription factors ROR- γt and Foxp3 were detected by quantitative real-time 

polymerase chain reaction. Pearson or Spearman method was used to analyze the correlations between levels of Th17 
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and Treg cells and the count of CD4+ T cells.  Results The absolute count of CD4+ T cells and ratios of CD4+/CD3+ 

T cells and CD4+/CD8+ T cells in the study group were lower than those in the control group (P < 0.05), while the 

absolute count of CD8+ T cells and the ratio of CD8+/CD3+ T cells in the study group were higher than those in the 

control group (P < 0.05). The ratios of Th17/CD4+ T cells and Th17/Treg cells in the study group were lower than 

those in the control group (P < 0.05), whereas the ratio of Treg/ CD4+ T cells in the study group was higher than that 

in the control group (P < 0.05). Compared with the control group, the mRNA expression of ROR-γt was higher (P < 

0.05), and that of Foxp3 was lower in the study group (P < 0.05). The levels of IL-17 and IL-23 in the study group 

were lower than those in the control group (P < 0.05). Pearson correlation analysis revealed that the percentage of 

Th17 cells was positively correlated with the count of CD4+ T cells (r = 0.293, P < 0.05), and that the percentage of 

Treg cells was negatively correlated with the count of CD4+ T cells (r = -0.198, P < 0.05).  Conclusions HIV 

infection reduces the level of Th17 cells while increasing the level of Treg cells, disrupting the immune balance in 

the body. The mechanism is related to the regulation of the expressions of transcription factors ROR-γt and Foxp3 

and cytokines IL-17 and IL-23. Th17 and Treg cells are closely associated with the disease progression of HIV-

infected individuals.

Keywords:  acquired immunodeficiency syndrome; human immunodeficiency virus; T helper 17 cell; 

regulatory T cell; ROR-γt; Foxp3

获 得 性 免 疫 缺 陷 综 合 征 （acquired 

immunodeficiency syndrome, AIDS）是世界范围内传播

最广、危害最大的慢性传染病之一，目前仍缺乏有效

的预防疫苗和治愈方法，尤其在部分经济欠发达的

发展中国家，呈高流行趋势。据联合国艾滋病规划署

发 布 的《2020 全 球 艾 滋 病 防 治 进 展 报 告》，截 至

2019 年 底 ，全 球 现 存 活 人 类 免 疫 缺 陷 病 毒（human 

immunodeficiency virus, HIV）患者约 3 800 万例，累计

死亡 3 269 万例，2019 年新增 HIV 感染者 170 万[1-2]。截

至 2020 年 10 月底，我国报告现存活 HIV 感染者 104.5

万例，累计报告病死 31.6 万例，2020 年 1～10 月新增

HIV 感染者 11.2 万例[3]。由于传播途径的转变、带毒

存活人数增多和青年人群比例不断攀升，我国目前

的 AIDS 防控任务依然十分艰巨[4]。

在抗病毒免疫中，CD4+ T 细胞分化为不同的辅助

性 T 细胞亚群，分泌不同的细胞因子，行使不同的功

能。在这些不同的亚型中，调节性 T 细胞（regulatory T 

cells, Treg）和 Th17 细胞（T helper 17 cells, Th17）在病

毒感染中的作用受到了广泛关注。这 2 个亚群来源

于共同的前体细胞，但其功能完全不同[5]。Treg 细胞

通常被定义为 CD4+/CD25hi/Foxp3+T 细胞，通过抑制

病毒特异性 T 细胞反应，抑制机体抗病毒免疫反应，

从而有利于病毒持续存在和疾病进展[6]。Th17 细胞

是特异性表达 IL-17 的一类 CD4+T 细胞，其诱导或调

节组织炎症，在宿主抵抗微生物感染和自身免疫性

疾病的发展中起着关键作用[7-8]。然而，Th17 细胞的

主要作用是对入侵的病原体产生免疫反应，与 Tregs

的功能相反。因此，Th17 细胞和 Treg 细胞之间的平

衡对维持免疫稳态非常重要，其失衡与多种免疫相

关疾病，如多发性硬化症、重症肌无力、银屑病、带状

疱疹等发病机制密切相关[9-12]。本研究拟通过观察

HIV 感染者外周血中 Th17、Treg 细胞数量及比例变

化 ，转 录 因 子 ROR-γ t、Foxp 及 细 胞 因 子 白 细 胞 介

素-17（Interleukin-17, IL-17）、IL-23 的表达，进而通

过相关性分析明确 Th17、Treg 细胞数量与 CD4+T 细胞

之间的相关性，进一步揭示 Th17、Treg 细胞在 HIV 感

染者疾病进展中的作用。

1 资料与方法

1.1　一般资料

选取 2019 年 1 月—2019 年 10 月河南省上蔡县

HIV 感染者 80 例作为研究组，选取同地区健康人群

20 例作为对照组。入选 HIV 感染者均符合 2015 年

中 华 人 民 共 和 国 卫 生 部 颁 布 的《艾 滋 病 诊 疗 指 南

第 三 版（2015 版）》[13] 诊 断 标 准 ，首 诊 时 间 2012～

2018 年 ，平 均 CD4+T 计 数（540.88±223.83）个/μL，

HIV-1 亚型，所有患者服用抗病毒药物治疗。

HIV 感染者纳入标准：①符合 HIV 感染者诊断

标准[13]；②年龄 18～65 岁；③患者或其家属签署知

情同意书。对照组纳入标准：①年龄 18～65 岁，年龄

和性别与研究组基本一致；②无脏器严重疾病或慢

性病急性发作；③无药物或食物过敏史；④妊娠或

·· 46



第 16 期 李延卿， 等： Th17 和调节性 T 细胞在人类免疫缺陷病毒疾病进展中的作用及其调控机制

哺乳期妇女；⑤签署知情同意书。排除标准：①有

明显或严重机会性感染；②神志不清、痴呆、各种精

神病患者及家属不愿意合作；③原发性免疫缺陷、

激素化疗等引起的继发性免疫缺陷、血液病、其他

原因引起的中枢神经系统疾病；④非感染 HIV 所患

的脏器严重疾病；⑤精神异常。

1.2　血清标本的采集与保存

研究对象清晨空腹肘静脉采集外周血 10 mL，

EDTA 抗 凝 ，分 离 500 μL 用 于 T 淋 巴 细 胞 亚 群 检

测 ；剩 下 全 血 2 000 r/min 离 心 10 min，取 上 清 液 ，

-80 ℃保存，用于细胞因子检测；将分离后的血细

胞用 PBS 稀释后分离外周血单个核细胞（peripheral 

blood mononuclear cell, PBMC），液 氮 保 存 ，用 于

Th17、Treg（美国 BD 公司，Cat No.560762）及其转录

因子检测。

1.3　 流 式 细 胞 术 检 测 CD4+T、CD8+T 及 CD4+T/

CD8+T

将 20 μL FITC-CD3/PE-CD4/PerCP-CD45/APC-

CD8 混 合 抗 体（美 国 BD 公 司 ，Cat No.340499）加 入

Trucount 管中，向管中加入 50 μL 抗凝全血，振荡混匀，

室温避光孵育20 min。加入450 μL FACS 裂解液，振荡

混匀，室温避光孵育 10 min。采用 FACS Canto Ⅱ型

流式细胞仪（美国 BD 公司）检测，采用 MultiSet 软件

分析计算 CD4+T、CD8+T 及 CD4+T/CD8+T 比值。

1.4　Th17、Treg及Th17/Treg检测

1.4.1 　 PBMC 分离 　采用密度梯度法分离外周血

单个核细胞。外周血分离血浆后，用 PBS（外周血∶

PBS=1∶2），缓 慢 加 到 淋 巴 细 胞 分 离 液（美 国 GE 公

司，Cat No.17-1440-03）中，2 000 r/min 离心 20 min，

吸取中间灰白层（PBMC 层）放至 15 mL 离心管，加入

1640 培养基至 10 mL，1 500 r/min 离心 5 min，弃上清

液，加 1640 培养基洗涤细胞 2～3 次，最后一次洗涤

后，用 1640 培养基重悬细胞并计数。

1.4.2　流式细胞术检测 PBMC 细胞中 Th17、Treg 及

Th17/Treg 　用 1640 培养基重悬 PBMC 细胞，使细胞

密度为 1×106 个/mL，加入混合刺激剂 10 μL（包括

PMA、Golgistop、Ionomycin），放入 37 ℃、5% 二氧化碳

培养箱中孵育 6 h 左右。以 1 500 r/min 离心 5 min，

收集细胞，加 PBS 缓冲液 2 mL 重悬细胞，1 500 r/min

离心 5 min，弃上清液，加入细胞固定/破膜工作液，

重悬细胞，室温避光孵育 15 min。预冷 PBS 离心洗

涤，重悬细胞，向细胞中加入 20 μL Treg/Th17 特异性

抗体，混匀，避光孵育 40 min，预冷 PBS 离心洗涤，重

悬细胞，在流式细胞仪上机检测。

1.5　酶 联 免 疫 吸 附 试 验 检 测 细 胞 因 子 IL-17、

IL-23水平

按照试剂盒说明书采用 ELISA 检测血浆中细胞

因子 IL-17（美国 RD 公司，Cat No.D1700）、IL-23（美

国 RD 公司，Cat No.D2300B）水平。在 450 nm 波长处

用 SpectraMax i3 型全波长酶标仪（德国 MD 公司）测

量各孔吸光度值。制作标准曲线，根据标准曲线计

算各细胞因子浓度。

1.6　实时聚合酶链反应检测转录因子 ROR-γt、

Foxp3 mRNA表达

RNA 提 取 试 剂 盒（北 京 Solarbio 公 司 ，Cat No.

R1200）提取 PBMC 总 RNA，NanoVue Plus 型核酸蛋白

测定仪（美国 GE 公司）测定 RNA 浓度和纯度。参照

逆转录试剂盒（美国 Thermo 公司，Cat No.K1622）说

明书配制反应体系，PCR 仪上进行逆转录，将 RNA

逆 转 录 为 cDNA。 实 时 聚 合 酶 链 反 应（real-time 

polymerase chain reaction, real-time PCR）检测转录因

子 ROR-γt、Foxp3 mRNA 表达。引物由南京金斯瑞

生物科技公司合成。RORγt 正向引物：5'-CTGCAAGA

CTCATCGCCAAAG-3'，反向引物：5'-TTTCCACATGCT

GGCTACACA-3'，长度均为 21 bp；Foxp3 正向引物：5'-

GGGTAGCCATGGAAACAGCA-3'，反向引物：5'-TCGC

ATGTTGTGGAACTTGAAGTAG-3'，长度分别为 23 bp

和 25 bp；GAPDH 正向引物：5'-GGAGCGAGATCCCTC

CAAAAT-3'，反向引物：5'-GGCTGTTGTCATACTTCTC

ATGG-3'，长度分别为 21 bp 和 23 bp。参照荧光定量

PCR 试剂盒（SYBR Green 法）（美国 Roche 公司，Cat 

No.04887352001）说明 在 冰 上 配 置 反 应 体 系 ，反 应

条件：95 ℃预变性 15 min，95 ℃变性 15 s，58 ℃退火

20 s，72 ℃延伸 30 s，共 40 个循环后，95 ℃再变性 15 s，

58 ℃ 退 火 60 s，95 ℃ 延 伸 16 s，LC96 型 荧 光 定 量

PCR 仪（美国 Roche 公司）上设置反应条件进行扩增

反应。采用 2-ΔΔCt 法计算 ROR-γt、Foxp3 mRNA 相对

表达量。

1.7　统计学方法

数据分析 SPSS 20.0 统计软件。计量资料以均

数±标准差（x±s）表示，比较用 t 检验，相关性分析

用 Pearson 法。P <0.05 为差异有统计学意义。
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2 结果

2.1　 两 组 CD4+T、CD4+T/CD3+T、CD8+T、CD8+T/

CD3+T和CD4+T/CD8+T细胞比较

两 组 CD4+T、CD4+T/CD3+T、CD8+T、CD8+T/CD3+T

和 CD4+T/CD8+T 比 较 ，经 t 检 验 ，差 异 均 有 统 计 学

意 义（P <0.05），研 究 组CD4+T、CD4+T/CD3+T、CD4+T/

CD8+T均低于对照组，CD8+T 和 CD8+T/CD3+T 均高于对

照组。见表 1。

2.2　两组 Th17/CD4+T、Treg/CD4+T 和 Th17/Treg

比较

两组 Th17/CD4+T、Treg/CD4+T 和 Th17/Treg 比较，

经 t 检 验 ，差异均有统计学意义（P <0.05），研究组

Th17/CD4+T、Th17/Treg 低于对照组，Treg/CD4+T 高于

对照组。见表 2 和图 1、2。

2.3　两组 ROR-γt、Foxp3 mRNA 相对表达量的

比较

对照组 ROR-γt、Foxp3 mRNA 相对表达量分别

为（6.35±1.89）、（9.27±1.57），研究组分别为（7.85±

1.81）、（6.85±2.62），经 t 检验，差异均有统计学意义

（t =-2.170、3.634，P =0.034、0.001），研 究 组 ROR-γt 

mRNA 高于对照组，Foxp3 mRNA 低于对照组。

2.4　两组IL-17、IL-23水平比较

两组 IL-17、IL-23 水平比较，差异均有统计学

表 1　两组CD4+T、CD4+T/CD3+T、CD8+T、CD8+T/CD3+T和CD4+T/CD8+T比较 （x±s）

组别

对照组

研究组

t 值

P 值

n

20

80

CD4+T/（个/μL）

764.94±228.92

540.88±223.83

-3.986

0.000

CD4+T/CD3+T/%

55.88±10.47

35.41±11.40

-7.299

0.000

CD8+T/（个/μL）

590.54±241.33

972.37±476.79

3.463

0.001

CD8+T/CD3+T/%

41.58±8.69

60.54±10.85

7.245

0.000

CD4+T/CD8+T

1.46±0.60

0.64±0.35

-8.009

0.000

表2　两组Th17/CD4+T、Treg/CD4+T和Th17/Treg比较 （x±s）

分组

对照组

研究组

t 值

P 值

n

20

80

Th17/CD4+T/%

3.01±1.32

2.08±1.22

-3.021

0.003

Treg/CD4+T/%

5.31±2.94

9.49±5.42

3.316

0.001

Th17/Treg

0.74±0.44

0.34±0.37

-4.202

0.000
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图1　对照组外周血Th17、Treg流式结果
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意义（P <0.05），研究组低于对照组。见表 3。

2.5　HIV感染者Th17、Treg与CD4+T的相关性分析

Pearson 相关性分析结果表示，Th17 细胞百分比

与 CD4+T 细 胞 计 数 呈 正 相 关（r =0.293，P =0.008），

Treg 细 胞 百 分 比 与 CD4+T 细 胞 计 数 呈 负 相 关（r =

-0.198，P =0.049）。见图 3、4。

3 讨论

Treg 和 Th17 细胞在 AIDS 发生、发展中有重要作

用，研究表明，维持 Th17 / Treg 细胞的平衡是控制自

发性 HIV 的特点[14]。在 HIV 感染中，Treg、Th17 细胞

的绝对数量减少，Th17/Treg 比例失衡。Treg 负责维

持自身免疫耐受和抑制自身免疫，而 Th17 细胞在保

护黏膜屏障的完整性和维持黏膜部位的免疫稳态

方面起着重要作用。然而越来越多的研究发现，不

管是 Treg 还是 Th17，在 HIV 感染中的作用都具有双

向性。在急性 HIV 感染期，Treg 通过抑制 T 细胞活

化，减少 HIV 感染的细胞数量[15]。而在 HIV 感染的

慢性阶段，Treg 的增加可能对抗病毒的免疫反应有

负 面 影 响 。 研 究 发 现 ，Treg 抑 制 慢 性 HIV 感 染 中

CD8+T 效应 T 细胞的增殖和分化，导致 HIV 清除率下

降[16]。Th17 细胞在 HIV 感染中也有双重作用，一方

面，在急性期，Th17 细胞促进炎症细胞向肠道的迁

移 ，为 病 毒 复 制 创 造 了 有 利 的 环 境 。 另 一 方 面 ，

Th17 细胞能维持黏膜的完整性，防止肠道微生物移

位，而后者是导致慢性免疫激活和疾病进展的主要

原因。TCR 信号、细胞因子、代谢调节、肠道微生态

和翻译后修饰等调节机制可影响 Th17 细胞和 Treg

细胞的分化及平衡，但调节 HIV 感染者 Th17 细胞和

Treg 细胞的分化及平衡的机制目前尚不明确[17-18]。

因此，Th17/Treg 平衡在 HIV 感染后的疾病进程

中显得至关重要。探索 Th17/Treg 细胞在 HIV 感染

和疾病进展中的作用及其可能机制，可为 AIDS 的治

疗提供新线索。本研究结果显示，HIV 感染者外周

血 中 CD4+T 绝 对 计 数 及 百 分 比 均 低 于 健 康 人 群 ，

CD8+T 绝对计数及百分比均高于健康人群，CD4+T/

CD8+T 比值低于健康人群，且发生严重倒置。HIV

感染者外周血中 Th17 细胞百分比低于健康人群，

HIV 感染者外周血中 Treg 细胞百分比高于健康人

群，HIV 感染者外周血中 Th17/Treg 比值低于健康人

群。这与已有报道结论一致，在急性和慢性感染者

中，循环血液中 Treg 的绝对数量减少，但慢性感染

者 Treg 的百分比相对增加，表明在 HIV 清除能力下

降可能与 Treg 增加相关[19]。Th17 在 HIV 感染早期已

经降低，尤其在肠道大量消耗。Th17 减少和 Treg 增

加使这 2 个细胞亚群之间的平衡被打破，这可能是

HIV 感染后疾病进展的重要原因[20-21]。与健康人群

比较，HIV 感染者 ROR-γt 表达水平显著下降，Foxp3

表 达 水 平 显 著 升 高 ，提 示 HIV 感 染 能 降 低 Th17 细

胞、升高 Treg 细胞，破坏机体免疫平衡，其机制与调

控转录因子 ROR-γt、Foxp3 及细胞因子 IL-17、IL-23

表达有关，HIV 感染者外周血 IL-17、IL-23 水平明显

低于健康人群。同时，Th17 细胞与 CD4+T 细胞呈正

相关，Treg 细胞与 CD4+T 细胞呈负相关，提示 Th17 细

胞、Treg 细胞与 AIDS 疾病进展密切相关。

综上所述，Treg 和 Th17 细胞是 CD4+T 辅助细胞

的 2 个重要亚群，在 HIV 感染及疾病进展过程中起

着关键作用，重建 Th17/Treg 细胞比例有助于维持免

表 3　两组IL-17、IL-23水平比较 （pg/mL， x±s）

分组

对照组

研究组

t 值

P 值

n

20
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26.70±13.43
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0.000
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0.000
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图3　Th17细胞百分比与CD4+T细胞计数相关性散点图
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图4　Treg细胞百分比与CD4+T细胞计数相关性散点图
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疫稳态，并有利于疾病的预后。但目前对 HIV 感染

后 Treg 和 Th17 细胞变化的机制尚不明确。本研究

发现 HIV 感染后 Th17、Treg 细胞相关转录因子 ROR-

γt、Foxp3 及细胞因子 IL-17、IL-23 均发生显著变化，

这提示 HIV 感染进程中 Th17、Treg 细胞的分化机制

与转录因子 ROR-γt、Foxp3 调控密切相关，从而进

一步阐明了这两种细胞亚群影响疾病进展的作用

机制。同时，本研究也存在一定局限性，一方面病

例数相对偏少，疾病分期限于 HIV 感染者，下一步将

继续扩大样本量，将 AIDS 患者纳入进来，从而更加

全面地反应 HIV 整个疾病过程中 Th17、Treg 细胞相

关转录因子及细胞因子变化；另一方面，本研究从

转录因子及细胞因子调控的角度探讨 HIV 感染后

Th17、Treg 细胞的分化机制，但调控转录因子、细胞

因子变化的信号通路还不明确，下一步将从相关的

信号通路进行研究，更深入地揭示 HIV Th17、Treg 分

化及其调控疾病进展的作用机制；此外如何调节这

两个细胞亚群之间的平衡仍不完全清楚，其中的机

制可能涉及抗原刺激和炎症环境变化等不同方面，

今后研究也要进一步关注 HIV 感染中 Th17、Treg 细

胞之间的相互作用及免疫稳态变化。HIV Th17 和

Treg 细胞分化、相互作用及其调控机制的研究将为

AIDS 的治疗提供新的靶点和思路，从而重建患者免

疫功能，延缓疾病进展。
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