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　　［摘要］　目的：探讨多发性骨髓瘤（ＭＭ）患者外周血及骨髓中调节性Ｔ细胞（Ｔｒｅｇ细胞）和辅助性Ｔ细胞１７（Ｔｈｌ７细胞）

的比率及其相应特异转录因子Ｆｏｘｐ３、ＲＯＲγｔ的ｍＲＮＡ表达水平，分析Ｔｒｅｇ／Ｔｈｌ７平衡的临床意义。方法：将４６例ＭＭ患者

分为初发组（狀＝２０）、平台期组（狀＝１６）、复发／难治组（狀＝１０），以健康体检者（狀＝２０）为正常对照组。用流式细胞术检测研究

对象外周血及骨髓中Ｔｒｅｇ细胞、Ｔｈ１７细胞占ＣＤ４
＋Ｔ细胞的比率及Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７比值的变化；ＲＴＰＣＲ检测转录因子Ｆｏｘｐ３及

ＲＯＲγｔｍＲＮＡ的表达水平；同时分析患者血清ＩＬ６及ＣＲＰ水平变化。结果：初发组及复发／难治组患者外周血和骨髓Ｔｒｅｇ

细胞比率较正常对照组及平台期组患者升高（犘＜０．０５）；初发组及复发／难治组患者外周血和骨髓中Ｔｈ１７细胞比率与正常对

照组及平台期差异均无统计学意义。初发组及复发／难治组患者外周血和骨髓中Ｔｒｅｇ／Ｔｈｌ７比值高于平台期组及正常对照组

（犘＜０．０５）。各组外周血及骨髓中Ｆｏｘｐ３和ＲＯＲγｔｍＲＮＡ的变化趋势与Ｔｒｅｇ／Ｔｈｌ７一致。ＭＭ患者血清中ＩＬ６、ＣＲＰ水平

与外周血及骨髓中Ｔｒｅｇ／Ｔｈｌ７比值变化一致。结论：ＭＭ患者活动期外周血及骨髓中Ｔｒｅｇ／Ｔｈｌ７平衡向Ｔｒｅｇ倾斜，Ｆｏｘｐ３表

达水平升高；血清中ＩＬ６、ＣＲＰ水平与Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７比值变化趋势一致，可用于预测ＭＭ患者预后。
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　　多发性骨髓瘤（ｍｕｌｔｉｐｌｅｍｙｅｌｏｍａ，ＭＭ）是一

种恶性浆细胞病，多见于中老年人群。近年来，随

着人口老龄化，每年新增病例呈逐年上升趋势［１］。

ＭＭ患者存在免疫系统的多种缺陷，且患者的免疫

功能缺陷是该病的一个重要特征并影响其疾病进

展。ＭＭ患者Ｔ细胞的数量和功能都存在异常
［２］。

较早期的研究［３４］已显示，ＭＭ患者ＣＤ４／ＣＤ８细胞

比值降低，与疾病进展相关。

调节性Ｔ细胞（Ｔｒｅｇ）和辅助性Ｔ细胞（Ｔｈｌ７）

是重要ＣＤ４＋Ｔ细胞亚群，在多种疾病中发挥重要

作用［５］。其中，Ｔｒｅｇ细胞可抑制抗肿瘤的免疫反

应，特异性的转录因子为Ｆｏｘｐ３；Ｔｈ１７细胞在肿瘤

免疫中的作用仍有争议［２，６］，特异性转录因子为维

甲酸相关孤儿核受体 γｔ（ｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄｒｅｌａｔｅｄ

ｏｒｐｈａｎｒｅｃｅｐｔｏｒγｔ，ＲＯＲγｔ）。这两种细胞在分化

发育中相互制衡，两者平衡在维持免疫稳定及抗肿

瘤免疫中发挥重要的作用。本研究通过检测 ＭＭ

患者不同时期外周血及骨髓中Ｔｒｅｇ细胞和Ｔｈｌ７

细胞的比例及其特异性转录因子ｍＲＮＡ的表达水

平，分析Ｔｒｅｇ细胞、Ｔｈｌ７细胞在ＭＭ各期的变化，

及其与Ｃ反应蛋白（ＣＲＰ）、白细胞介素６（ＩＬ６）的

关系，进而进一步分析Ｔｒｅｇ、Ｔｈ１７平衡在 ＭＭ发

展中的作用。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取本院２０１５年６月至２０１７年

１１月收治的ＭＭ患者４６例，诊断均符合２０１１年中

华医学会制定的《中国多发性骨髓瘤诊治指南》［７］中

的标准。４６例患者中，男性２６例、女性２０例，年龄

４５～７８岁，中位年龄５９岁。初发２０例、平台期１６

例、复发１０例；ＩＳＳ分期Ⅰ期１０例、Ⅱ期１６例、Ⅲ

期２０例；免疫分型ＩｇＧ型２３例、ＩｇＡ型１１例、轻链

型７例、其他５例。本研究经医院伦理委员会审核

批准，患者知情同意并签署知情同意书。

按照《中国多发性骨髓瘤诊治指南》［７］，２０例初

发患者接受硼替佐米为基础的化疗方案；１０例复发

患者中，复发前接受硼替佐米（狀＝８）或沙利度胺

（狀＝２）为基础的方案，复发后接受硼替佐米（狀＝７）

或来那度胺为基础的方案（狀＝３）。另选择行骨髓

检查的健康者２０例为对照组，其中男性１１例、女性

９例，年龄４０～７０岁，中位年龄５５岁，均排除近期

感染、肿瘤、自身免疫性疾病或传染性疾病。

１．２　外周血单个核细胞（ＰＢＭＣｓ）采集　每例对象

无菌抽取静脉血５ｍＬ，置于ＥＤＴＡ抗凝管中，用

ＦｉｃｏｌｌＨｙｐａｑｕｅ密度梯度离心法获取ＰＢＭＣｓ：取

ＭＭ患者或健康志愿者外周静脉血５ｍＬ，乙二胺

四乙酸二钾（ＥＤＴＡＫ２）抗凝；１５ｍＬ离心管中加入

３ｍＬＦｉｃｏｌｌ液，同时将外周血以２倍ＨＢＳＳ稀释，

加至Ｆｉｃｏｌｌ液面之上，１０００×犵离心１５ｍｉｎ；吸取

ＰＢＭＣｓ层，以１０ｍＬＨＢＳＳ洗涤２次（３００×犵离心

１０ｍｉｎ）后，置于１ｍＬ含有１０％ＤＭＳＯ的新生牛血

清中－８０℃过夜，液氮中保存，待测。骨髓血（２

ｍＬ）单个核细胞采集法同上。

１．３　流式细胞术检测Ｔｒｅｇ细胞及Ｔｈ１７细胞数

１．３．１　Ｔｒｅｇ细胞　调整上述采集的细胞浓度为

１×１０６／１００μＬ，加入２０μＬＣＤ４ＰＥＣｙ５／ＣＤ２５ＰＥ

抗体（ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，批号：５５５３４８／５６２５２５），混匀

后室温、暗室孵育２０ｍｉｎ，细胞染色缓冲液洗涤１

次后以２５０×犵离心５ｍｉｎ，弃上清；加入１ｍＬ

Ｆｏｘｐ３破膜固定缓冲液，混匀后室温、暗室孵育２０

ｍｉｎ，以２５０×犵离心５ｍｉｎ，弃上清；细胞染色缓冲

液洗１次，１ｍＬＦＯＸＰ３破膜缓冲液洗涤２次，

２５０×犵离心５ｍｉｎ，弃上清；１００μＬＦＯＸＰ３破膜缓

冲液重悬细胞，加入５μＬＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ
○Ｒ４８８ＦＯＸＰ３

抗体（ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，批号：５６００４７）或５μＬＡｌｅｘａ

Ｆｌｕｏｒ○
Ｒ

４８８小鼠ＩｇＧ１ｋ同型对照（ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，

批号：５５７７２１），室温、暗室孵育３０ｍｉｎ；细胞染色缓

冲液洗涤２次，以０．５ｍＬ细胞染色缓冲液重悬，上

流式细胞仪检测。

１．３．２　Ｔｈ１７细胞　调整上述采集的细胞浓度为

（０．５～１）×１０６／１００μＬ，加入０．５ｍＬ固定缓冲液，

混匀后室温、暗室孵育２０ｍｉｎ，以３５０×犵离心５

ｍｉｎ，弃上清；加入２ｍＬ破膜缓冲液，混匀后室温、

暗室孵育２０ｍｉｎ，以３５０×犵离心５ｍｉｎ，弃上清，重

复１次。１００μＬ破膜缓冲液重悬细胞，加入２０μＬ

ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ○
Ｒ

６４７小鼠ＩｇＧ１ｋ同型对照／ＣＤ３

ＦＩＴＣ／ＣＤ４ＰＥ 抗 体 （ＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ， 批 号：

５５５３３９／５６２２８１）或ＩＬ１７ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ○
Ｒ

６４７／ＣＤ３

ＦＩＴＣ／ＣＤ４ＰＥ抗体，室温、暗室孵育３０ｍｉｎ，２ｍＬ

破膜缓冲液洗涤２次，０．５ｍＬ细胞染色缓冲液重

悬，上流式细胞仪检测。

１．４　ＲＴＰＣＲ检测转录因子Ｆｏｘｐ３及ＲＯＲγｔｍＲＮＡ
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的表达水平　ＰＢＭＣｓ于３７℃水浴复苏后，ＨＢＳＳ

洗涤，取（１～２）×１０６个细胞，加入１ｍＬＴｒｉｚｏｌ，按

照说明书提取总ＲＮＡ。检测ＲＮＡ纯度及浓度，取

１μｇＲＮＡ的液体量，配制反转录反应液，３７℃１５

ｍｉｎ、８５℃５ｓ，逆转录ｃＤＮＡ。取ｃＤＮＡ１μＬ，配制

ｑＲＴＰＣＲ反应液，反应体系为２０μＬ。反应条件：

９５℃预变性３０ｓ，９５℃扩增５ｓ，６０℃延伸３０ｓ；共４０

个循环。以ＧＡＰＤＨ作为内参，记录Ｃｔ值，计算相

对ＲＮＡ含量。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行

分析。各测量值均以珔狓±狊表示，组间比较采用狋检

验；相关性分析采用Ｐｅａｒｓｏｎ直线相关分析。多组

比较采用单因素方差分析（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ）和

ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ检验分析符合正态分布和不符合正

态分布的数据。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　各组外周血 Ｔｒｅｇ细胞、Ｔｈ１７细胞比率及

Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７比值比较　结果（表１）表明：初发组及复

发／难治组Ｔｒｅｇ细胞比率较正常对照组及平台期组

升高（犘＜０．０５），Ｔｈ１７细胞比率无明显改变；初发组

与复发／难治组间Ｔｒｅｇ细胞、Ｔｈ１７细胞比率差异均

无统计学意义。初发组及复发／难治组Ｔｒｅｇ／Ｔｈｌ７比

值较正常对照组及平台期组升高（犘＜０．０５）。

２．２　各组骨髓Ｔｒｅｇ细胞、Ｔｈ１７细胞比率及Ｔｒｅｇ／

Ｔｈ１７比值比较　结果（表２）表明：初发组及复发／

难治组Ｔｒｅｇ细胞比率较正常对照组及平台期组升

高（犘＜０．０５），Ｔｈ１７细胞比率无明显改变；初发组

与复发／难治组间Ｔｒｅｇ细胞、Ｔｈ１７细胞比率差异

均无统计学意义。初发组及复发／难治组 Ｔｒｅｇ／

Ｔｈ１７比值较平台期组及正常对照组Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７比

值升高（犘＜０．０５）。

表１　各组外周血犜狉犲犵细胞、犜犺１７细胞比率

及犜狉犲犵／犜犺犾７比值比较

　组　别 狀 Ｔｒｅｇ比率／％ Ｔｈ１７比率／％ Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７

正常对照组 ２０ ５．２０±０．９０ １．８５±０．２０ ２．８２±０．７１

初发组 ２０ ６．８７±１．４４△ １．８１±０．２９ ３．８２±０．７１△

复发／难治组 １０ ７．１１±１．３９△ １．８０±０．２８ ３．９９±０．７３△

平台期组 １６ ５．８３±１．０６ １．８５±０．３３ ３．２４±０．７９

　　犘＜０．０５与正常对照组相比；△犘＜０．０５与平台期组相比

表２　各组骨髓犜狉犲犵细胞、犜犺１７细胞比率

及犜狉犲犵／犜犺犾７比值比较

　组　别 狀 Ｔｒｅｇ比率／％ Ｔｈ１７比率／％ Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７

正常对照组 ２０ ５．３２±１．３１ １．８２±０．３２ ２．９６±０．６６

初发组 ２０ ７．８７±１．６５△ １．８４±０．２６ ４．２９±０．７３△

复发／难治组 １０ ８．４５±２．２５△ １．７７±０．３４ ４．７６±０．７５△

平台期组 １６ ６．４５±１．４０ １．８３±０．２７ ３．５９±０．８２

　　犘＜０．０５与正常对照组相比；△犘＜０．０５与平台期组相比

２．３　 各组外周血及骨髓中转录因子 Ｆｏｘｐ３

ｍＲＮＡ、ＲＯＲγｔｍＲＮＡ表达水平　结果（表３）表

明：外周血及骨髓中，初发组及复发／难治组患者

Ｆｏｘｐ３较平台期组和正常对照组升高（犘＜０．０５）；

初发组及复发／难治组ＲＯＲγｔｍＲＮＡ略高于平台

期组及正常对照组，但差异无统计学意义。

２．４　血清ＩＬ６、ＣＲＰ水平与Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７比值的相关

性　结果（表４）表明：初发组及复发／难治组血清ＩＬ６、

ＣＲＰ水平较平台期组和正常对照组升高（犘＜０．０５），与

外周血及骨髓Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７比值变化趋势一致。

表３　各组外周血及骨髓中犉狅狓狆３犿犚犖犃、犚犗犚γ狋犿犚犖犃表达水平的比较

　组　别 狀
外周血

Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ ＲＯＲγｔｍＲＮＡ

骨髓

Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ ＲＯＲγｔｍＲＮＡ

正常对照组 ２０ １．８６±０．５９ １．７６±０．６３ １．８９±０．５３ １．８０±０．５２

初发组 ２０ ３．２３±０．８３△ ２．３９±０．３２ ３．１６±０．８９△ ２．２３±０．２１

复发／难治组 １０ ３．１８±０．８０△ ２．２６±０．１３ ３．２７±０．８６△ ２．３１±０．１０

平台期组 １６ ２．０１±０．５０ １．８３±０．５９ ２．１０±０．５８ １．９１±０．２５

　　犘＜０．０５与正常对照组相比；△犘＜０．０５与平台期组相比

表４　各组血清犐犔６、犆犚犘水平比较

　组　别 狀 ＩＬ６狕Ｂ／（Ｕ·Ｌ－１） ＣＲＰρＢ／（ｍｇ·Ｌ
－１）

正常对照组 ２０ ３．１２±９．１３ ３．４±２．８

初发组 ２０ ７．６８±５．１６△ １２．５±９．６△

复发／难治组 １０ ９．２１±７．２３△ １３．６±１０．２△

平台期组 １６ ４．３２±３．２１ ５．７±８．１

　　犘＜０．０５与正常对照组相比；△犘＜０．０５与平台期组相比

３　讨　论

ＭＭ是高度异质性疾病，存在复杂的免疫系统

缺陷。骨髓瘤细胞来源于Ｂ细胞发育终端的浆细

胞，患者免疫系统存在多种异常，其中细胞免疫异

常（如Ｂ细胞减少、ＣＤ４／ＣＤ８细胞减少）与患者生

存时间负相关，提示细胞免疫在疾病控制中发挥重

７９８　中国临床医学　２０１８年１２月　第２５卷　第６期　　ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ，２０１８，Ｖｏｌ．２５，Ｎｏ．６



要作用［２］。

Ｔｒｅｇ细胞与Ｔｈ１７细胞在细胞分化和功能上

存在相互制衡、互相转化的关系；在肿瘤患者体内，

Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７细胞平衡向Ｔｒｅｇ倾斜。在 ＭＭ 患者

中，Ｔｒｅｇ细胞增多，其一方面由恶性浆细胞释放的

多种细胞因子诱导产生［８］，一方面来自于细胞间抗

原传递（Ｔｒｏｇｏｃｙｔｏｓｉｓ现象）
［９］。在 ＭＭ 患者中，

Ｔｒｏｇｏｃｙｔｏｓｉｓ现象较为常见，即恶性浆细胞将细胞

表面抗原传递给Ｔ细胞，产生新的Ｔ细胞表面免疫

表型，由此诱导新的Ｔｒｅｇ细胞产生
［１０１１］。本研究

发现，初发 ＭＭ 和难治复发患者的外周血和骨髓

中，Ｔｒｅｇ细胞比率均升高，与颜斌等
［１２］的结果相

似。但也有研究［１３］报道，Ｔｒｅｇ细胞比率在 ＭＭ初

发、复发时明显降低，原因可能与患者接受的治疗

方案相关［１４］。

关于ＭＭ患者中Ｔｈ１７细胞比率的研究结论并

不一致。研究［１５］报道，ＭＭ患者骨髓中Ｔｈ１７细胞

增多；也有研究［１６］发现，ＭＭ患者中Ｔｈ１７细胞较

正常对照无明显改变，本研究结果与之相似。

Ｆｏｘｐ３是Ｔｒｅｇ细胞的转录因子。本研究 ＭＭ

患者中，Ｆｏｘｐ３呈现与Ｔｒｅｇ细胞数量相同的变化趋

势，从转录水平证实Ｔｒｅｇ细胞在ＭＭ患者初发、复

发时增加，治疗有效后恢复正常水平；Ｔｈ１７细胞关

键性转录因子ＲＯＲγｔ在各期ＭＭ患者中无显著变

化，与Ｔｈ１７细胞数量水平变化趋势一致，从转录水

平证实Ｔｈ１７细胞在ＭＭ患者中无明显变化。

Ｔｒｅｇ与Ｔｈ１７在自身免疫中发挥相反的作用，

但分化密切相关：ＣＤ４＋Ｔ幼稚细胞在转化生长因

子β（ＴＧＦβ）诱导下表达Ｆｏｘｐ３或ＲＯＲγｔ，分别诱

导 ＣＤ４＋ Ｔ 向 Ｔｒｅｇ 和 Ｔｈ１７ 细胞双向分化。

ＣＤ４＋Ｔ细胞由所在环境中的细胞因子决定其分化

方向，例如：在前炎症因子和低浓度ＴＧＦβ存在时，

ＲＯＲγｔ表达上调、Ｆｏｘｐ３表达受到抑制，使细胞具

有Ｔｈ１７特性；高浓度ＴＧＦβ则有助于Ｆｏｘｐ３表

达，使细胞具有Ｔｒｅｇ特性。因此，Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７比值

可以反映细胞免疫异常情况。本研究发现，Ｔｒｅｇ／

Ｔｈ１７细胞比值与ＭＭ病情相关，新诊断、病情复发

时升高，有效控制病情后恢复正常水平，提示

Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７比值与 ＭＭ 预后相关。研究证实，

Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７比值升高的患者预后不良
［１７］；长期存活

患者的Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７比值正常甚至低于正常
［１８］。因

此，Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７比值较Ｔｒｅｇ和Ｔｈ１７细胞比率更具

有ＭＭ预后价值
［９］。

ＩＬ６是ＭＭ细胞重要的生长因子，其相关信号

通路可调控ＭＭ细胞的增殖、程序性死亡
［１９］。ＭＭ

患者ＩＬ６升高与预后不良、生存时间短密切相

关［２０］。本研究发现，初发组、复发／难治组ＩＬ６水

平高于平台期组和正常对照组，与既往文献［２０］报道

符合。ＩＬ６是Ｔｈ１７细胞分化中重要的诱导炎症因

子，即在ＩＬ６存在下，Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７平衡向Ｔｈ１７倾

斜。但本研究中，Ｔｈ１７细胞数量没有明显改变，且

Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７平衡向Ｔｒｅｇ倾斜。出现这种结果的原

因可能为：首先，本研究检测的是外周血血清ＩＬ６

水平，不能准确反映 ＭＭ肿瘤微环境的情况，骨髓

中可能存在其他影响Ｔｈ１７分化的因素；其次，ＭＭ

患者Ｔｒｅｇ细胞升高更为明显。

ＣＲＰ是急性相蛋白，在ＩＬ６刺激下由肝细胞

合成。研究［２１２２］表明，ＣＲＰ水平能反映ＩＬ６相关

信号通路的活性。本课题组前期研究［２１］发现，ＣＲＰ

升高水平与 ＭＭ 患者疗效差相关；本研究显示，

ＣＲＰ水平与Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７比值变化趋势一致，进一

步说明ＣＲＰ可用于预测ＭＭ预后。

综上所述，本研究通过对ＭＭ各期患者外周血

及骨髓中Ｔｒｅｇ、Ｔｈ１７细胞比率，以及患者外周血血

清ＩＬ６和ＣＲＰ水平的分析，证实Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７平衡

在ＭＭ活动期向Ｔｒｅｇ细胞倾斜，有效治疗后恢复，

提示Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７比值具有ＭＭ预后判断作用。此

外，本研究中，经过治疗后，部分患者Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７比

值仍较高，可能与治疗效果不佳相关。在ＭＭ患者

中，Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７平衡是否受到其他细胞亚群或因子

的影响，有待于更深入的研究来明确。
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