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Th17/Treg 细胞比例失衡在儿童原发性
免疫性血小板减少症中的意义

王颖超　刘满菊　朱桂英　王军博　蒋兰君

（郑州大学第一附属医院儿科，河南 郑州　450052）

［摘要］　目的　探讨 Th17/Treg 细胞比例失衡在儿童原发性免疫性血小板减少症（ITP）发病及治疗中的

意义。方法　选取 2015 年 5 月至 2015 年 8 月确诊为 ITP 的 32 例患儿作为 ITP 组，同期选取 22 例健康儿童作

为健康对照组，采用流式细胞术分别检测初诊 ITP 患儿、丙种球蛋白治疗后的 ITP 患儿和健康对照组儿童外周

血 Th17、Treg 细胞的比例。结果　ITP 患儿治疗前外周血 Th17 占 CD4+T 细胞的比例、Th17/Treg 细胞比值均显

著高于治疗后及健康对照组儿童（P<0.05），治疗前 Treg 细胞占 CD4+T 细胞的比例显著低于治疗后及健康对照

组儿童（P<0.05）；32 例 ITP 患儿经治疗后，20 例完全反应，4 例有效，8 例无效，完全反应患儿外周血 Th17

细胞占 CD4+T 细胞比例、Th17/Treg 细胞比值显著低于无效患儿（P<0.05）。结论　儿童 ITP 中存在 Th17/Treg

细胞比例失衡，丙种球蛋白可通过调节 Th17/Treg 细胞比例变化进而改变患儿细胞免疫功能，治疗过程中检测

该比值变化可能对疾病的疗效有一定的预测作用。               ［中国当代儿科杂志，2016，18（3）：238-242］
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Abstract: Objective    To investigate the significance of Th17/Treg imbalance in the development and treatment of 
primary immune thrombocytopenia (ITP) in children. Methods    Thirty-two children diagnosed with ITP between May 
and August, 2015 and 22 healthy children were enrolled. Flow cytometry was used to determine the Th17/Treg ratio in 
peripheral blood of healthy children and children with ITP before and after treatment with immunoglobulin. Results    
Compared with the patients with ITP before treatment, the healthy children and the patients treated with immunoglobulin 
had a significantly lower percentage of Th17 cells in CD4+ T cells, a significantly lower Th17/Treg ratio, and a 
significantly higher percentage of Treg cells in CD4+ T cells in peripheral blood (P<0.05). In the 32 ITP children treated 
with immunoglobulin, 20 had complete response, 4 had response, and 8 had no response. The patients with complete 
response had a significantly lower percentage of Th17 cells in CD4+ T cells and a significantly lower Th17/Treg ratio in 
peripheral blood than the patients without response (P<0.05). Conclusions    The Th17/Treg imbalance can be found in 
children with ITP. Immunoglobulin can improve the cellular immune function by regulation of the Th17/Treg ratio. The 
Th17/Treg ratio may serve as an indicator for assessing the therapeutic effects of ITP.

[Chin J Contemp Pediatr, 2016, 18(3): 238-242]
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原 发 性 免 疫 性 血 小 板 减 少 症（immune 

thrombocytopenia, ITP）是儿童常见的良性出血性

疾病，以血小板（PLT）破坏过多或生成减少，引

起皮肤、黏膜、内脏出血为主要临床表现。其发

病原因目前还不清楚，诊断仍是排除性诊断 [1-2]。

越来越多的研究表明细胞免疫功能紊乱在 ITP 发

病中发挥重要作用。Th17 细胞是新发现的效应性

CD4+T 细胞亚群，以特异性分泌 IL-17A 为主要特
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征，发挥其强大的促炎症反应作用。CD4+CD25+

调节性 T 细胞（Treg）是存在于正常人体内的一种

抑制性 T 细胞亚群，通过抑制自身反应性 T 细胞

的免疫反应、抑制 T 细胞的活化及分泌抑制性细

胞因子等，在自身免疫性疾病中发挥重要作用。

Th17/Treg 细胞比例失衡是否参与了儿童 ITP 发病

过程，是否可以作为评估 ITP 治疗的指标，目前

还存在争议。本文通过检测 ITP 患儿经丙种球蛋

白治疗前后外周血 Th17、Treg 的比例变化，初步

探讨 Th17/Treg 失衡在儿童 ITP 发病及治疗中的作

用。

1　资料与方法

1.1　研究对象

选取 2015 年 5 月 1 日至 2015 年 8 月 31 日在

郑州大学第一附属医院儿科就诊的 32 例 ITP 患儿

作为研究对象，所有病例均行骨髓穿刺检查，符

合我国 ITP 诊断标准 [3-4]，排除其他引起 PLT 减少

的疾病如再生障碍性贫血、白血病、骨髓增生异

常综合征、结缔组织病等。其中男18例，女14例，

中位年龄 2 岁 6 个月（2 个月至 12 岁），PLT 计

数为 1~38×109/L；选取同期健康体检儿童 22 例作

为健康对照组，其中男 12 例，女 10 例，中位年

龄 3 岁 3 个月（6 个月至 12 岁）。ITP 组与健康

对照组年龄、性别差异无统计学意义（P>0.05）。

标本采集前均已签署知情同意书。

1.2　治疗方法

所有 ITP 患儿均采用静脉输注免疫球蛋白

（IVIG）治疗，常用剂量：每日 400 mg/kg，使用

3~5 d；或每日0.8~1.0 g/kg，使用1 d或连用2 d后，

应用泼尼松每日1.5~2 mg/kg（最大不超过60 mg/d），

分次口服，至 PLT>100×109/L 后稳定 1~2 周，逐

渐减量直至停药。辅以抗感染、止血等对症支持

治疗。

1.3　实验仪器与试剂

FITC 标 记 的 鼠 抗 人 CD4 单 克 隆 抗 体

（100TST）、APC 标记的鼠抗人 CD25 单克隆抗

体（100TST）、PE 标记的鼠抗人 CD127 单克隆抗

体（0.1 mg）、APC、PE 分别标记的同型抗体、

APC 标记的鼠抗人 CD3 单克隆抗体（100TST）、

FITC 标记的鼠抗人 CD8 单克隆抗体（100TST）、

PE 标记的鼠抗人 IL-17A 单克隆抗体（100TST）、

溶血素、固定 / 破膜剂、刺激剂 / 蛋白转运抑制剂、

RPMI 1640 培养液均购自美国 Becton Dickinson 公

司。流式细胞检测采用FACS Calibur型流式细胞仪。

1.4　实验方法

清 晨 采 集 初 诊 ITP 患 儿 治 疗 前、IVIG 应

用后及健康对照组儿童空腹肝素钠抗凝外周血

3~4 mL，所有标本均于采集后 8 h 内处理，标本采

集应在明确诊断后进行，对于合并感染的患儿应

在感染控制后进行。

取 100 μL 肝素钠抗凝全血，分别加 FITC 标

记的鼠抗人 CD4 单抗 20 μL、APC 标记的鼠抗人

CD25 单抗 20 μL 及 PE 标记的鼠抗人 CD127 单抗

2.5 μL，混匀，室温避光孵育 20 min，加红细胞裂

解液 2 mL，混匀，室温避光孵育 15 min，待管内

液体透亮后，以 1 500 r/min 离心 5 min，然后弃上

清加 500 μL PBS 重悬细胞（2 次），规定时间内

上流式细胞仪检测。

取肝素钠抗凝血 100 μL，用 RPMI 1640 培养

液 1 : 1 等体积稀释，调整细胞浓度在 1×106/mL，

其中加入刺激剂 2 μL，于 37℃恒温隔水培养箱中

孵育 4~6 h，加 CD8-FITC 和 CD3-APC 各 20 μL，
混匀，避光孵育 20 min，加红细胞裂解液 2 mL，

混匀，室温避光孵育 10 min，待管内液体透亮后，

以 1 500 r/min 离心 5 min，然后弃上清。加入固定

破膜剂 250 μL，4℃下避光孵育 20 min，以 1 mL 

wash buffer 洗涤 1 次，1 500 r/min 离心 5 min，然

后弃上清。加 100 μL wash buffer 重悬细胞，加入

IL-17-PE 20 μL，混匀，4℃下避光孵育 30 min，

以 1 mL wash buffer 洗 涤 1 次，1 500 r/min 离 心

5 min，然后弃上清，以 500 μL PBS 悬浮细胞，规

定时间内上流式细胞仪检测。

1.5　疗效判断

在 ITP 的疗效判断时，需至少检测两次 PLT

水平，且两次检测之间隔7 d以上。分完全反应（治

疗后PLT≥100×109/L，且没有出血表现）、有效（治

疗后 PLT ≥ 30×109/L，并且至少比基础 PLT 数增

加 2 倍，且没有出血表现）、激素依赖（需要持

续使用皮质激素，使PLT≥30×109/L或避免出血）、

无效（治疗后 PLT<30×109/L 或者 PLT 数增加不

到基础值的 2 倍或者有出血表现）。
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1.6　统计学分析

采用 SPSS 21.0 统计软件对数据进行统计学分

析，符合正态分布和方差齐性的计量资料采用均

数 ± 标准差（x±s）表示，两组之间比较采用 t
检验；不符合正态分布的计量资料采用中位数（四

分位间距）[M（P25，P75）] 表示，组间比较采用

Wilcoxon 检验。P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　两组外周血中 Th17、Treg 及 Th17/Treg 比

值的比较

ITP 患儿 Treg（CD4+CD25+CD127low）占 CD4+

细胞的比例明显低于健康对照组，Th17（CD3+

CD8-IL-17+）占 CD4+ 细胞的比例及 Th17/Treg 比值

则高于健康对照组，差异有统计学意义（P<0.05），

见表 1，图 1~2。

2.2　ITP 患 儿 IVIG 治 疗 前 后 外 周 血 中 Th17、

Treg 及 Th17/Treg 比值的比较

ITP 患儿治疗前 Th17 占 CD4+ 细胞的比例及

Th17/Treg 比值均明显高于治疗后，Treg 占 CD4+

细胞的比例则明显低于治疗后，差异均有统计学

意义（P<0.05），见表 2，图 3~4。

图 1　Treg 细胞流式检测图　　箭头所指区域即为 Treg

细胞所在区域。

健康对照组

健康对照组

治疗前

治疗前

ITP 组

治疗后

治疗后

表 1　两组外周血 Th17、Treg 细胞比例及 Th17/Treg 比

值的比较　（x±s）

组别 例数 Th17(%) Treg(%) Th17/Treg

健康对照组 22 0.54±0.21 8.1±1.7 0.7±0.4

ITP 组 32 2.03±0.55 2.5±0.9 1.0±0.6

t 值 11.88 -13.79 7.66

P 值 <0.01 <0.01 <0.05

表 2　两组外周血 Th17、Treg 细胞比例及 Th17/Treg 比

值的比较　（x±s）

组别 例数 Th17(%) Treg(%) Th17/Treg

治疗前 32 2.0±0.6 2.5±0.9 0.98±0.58

治疗后 22 0.9±0.4 4.8±1.5 0.18±0.16

t 值 7.16 -7.55 5.66

P 值 <0.05 <0.05 <0.05

图 3　ITP 患儿 IVIG 治疗前后 Treg 细胞流式检测图　

箭头所指区域即为 Treg 细胞所在区域。

图 4　ITP 患儿 IVIG 治疗前后 Th17 细胞流式检测图
右上象限区域即为 Th17 细胞所在区域。

图 2　Th17 细胞流式检测图　　右上象限区域即为 Th17

所在区域。
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2.3　不同疗效患儿 Th17、Treg 及 Th17/Treg 比

值的比较

32 例 ITP 初诊患儿治疗后，20 例完全反应，

4 例有效，8 例治疗无效，4 例有效患儿由于例数

限制无法进行疗效评价，仅比较完全反应组与无

效组，结果显示：完全反应组 Th17、Th17/Treg 比

值均低于无效组（P<0.05），Treg 细胞的比例在两

组间比较差异无统计学意义（P<0.05）。见表 3。

表 3　治疗后不同疗效患儿 Th17、Treg 细胞比例及 Th17/Treg 比值的比较　[M（P25，P75）]

组别 例数 Th17(%) Treg(%) Th17/Treg

完全反应组 20 0.69(0.52, 0.88) 5.21(4.68, 5.46) 0.14(0.10, 0.17)

无效组 8 1.53(1.18, 2.05) 3.76(3.20, 4.40) 0.44(0.28, 0.82)

Z 值 -3.27 -2.73 -3.35

P 值 <0.001 <0.05 <0.05

3　讨论

ITP 的病因错综复杂，尚未完全阐明，多数学

者认为细胞免疫学异常、体液免疫学异常及巨核

细胞异常共同参与了 ITP 的发病。ITP 虽为自限性

疾病，仍有部分患儿经正规治疗效果欠佳，最终

进展为难治性或慢性 ITP，因此对该疾病发病机制

的探讨就显得十分有必要。

Th17 是一种新的 CD4+T 细胞亚型，以特异性

分泌 IL-17 为主要特征。IL-17 是新发现的重要的

促炎因子，具有多重生物学活性，可以诱导中性

粒细胞增殖、成熟以及趋化，促进多种类型的细

胞产生促炎性细胞因子，还可以和其他一些细胞

因子相互作用，进而引起细胞浸润和组织破坏，

影响感染、肿瘤和自身免疫的病理过程 [5]。近几

年研究发现，Th17 与再生障碍性贫血 [6-7]、风湿

性关节炎 [8]、系统性红斑狼疮 [9]、银屑病 [10] 等多

种自身免疫性疾病的发生及疾病进展程度密切相

关。Treg 在分化及功能上与 Th17 相互拮抗，在机

体免疫防御及稳定维护中发挥重要作用。有研究

表明，Treg 与 Th17 共同参与 ITP 发病，且二者的

失衡在 ITP 的发生发展中发挥重要作用。目前这

方面的研究多集中在成人 ITP，而在儿童中的研究

相对较少，并且结论尚存在争议。Liu 等 [11] 证实

CD4+CD25+Treg 数量在 ITP 活动期及未缓解期比其

在正常对照组及缓解期 ITP 是显著减少的。Aboul-
Fotoh 等 [12] 指出 CD4+CD25+Treg 在 ITP 活动期显著

减少，而其在 ITP 完全缓解期则显著增加，推测

CD4+CD25+Treg 计数对于诊断和预测儿童 ITP 发生

发展具有一定的指导意义。常大雨等 [13] 认为 Treg

的减少可能是导致慢性 ITP 免疫调节功能紊乱的

机制之一，而 Th17 可能与慢性 ITP 的发展无关。

本实验通过流式细胞术测定免疫性血小板减少症

患儿外周血单个核细胞中 Th17、Treg 的比例，结

果显示 ITP 组外周血 Th17 占 CD4+T 细胞的比例、

Th17/Treg 比值均明显高于正常对照组，而 Treg 占

CD4+T 细胞的比例显著低于正常对照组。提示原发

性 ITP 患儿中存在 Th17/Treg 比例失衡，与多数学

者的实验结果基本一致。

ITP 为良性自限性疾病，多数患儿预后良好，

约 10%~20% 的 ITP 患儿虽经正规治疗仍有可能转

化为慢性或难治性 ITP，目前 ITP 的一线治疗主要

为激素与丙种球蛋白冲击治疗。陈诚等 [14] 研究表

明，ITP 患儿激素治疗后较治疗前 Treg 占 CD4+T

细胞的比例较治疗前升高，推测激素可能通过诱

导 Treg 扩增从而达到治疗的目的。Ephrem 等 [15]

通过动物实验证实免疫球蛋白冲击疗法使 Treg 功

能恢复，从而纠正 Th17/Treg 比例失衡，使炎症反

应受到抑制。丙种球蛋白治疗儿童 ITP 的机制除了

中和血小板抗体外，是否影响细胞免疫功能，目

前暂无文献报道。本研究将治疗前后相关指标进

行比较，结果显示 ITP 组患儿治疗前外周血 Th17

占 CD4+T 细胞的比例、Th17/Treg 比值均明显高于

治疗后，Treg 占 CD4+T 细胞的比例显著低于健康

对照组。进一步研究Th17/Treg比值对预后的影响，

对治疗后完全反应组与无效组进行比较，结果显

示完全反应组 Th17 占 CD4+T 细胞的比例、Th17/

Treg 比值均低于无效组，Treg 占 CD4+T 细胞的比

例则变化不大，推测丙种球蛋白还可以通过调节

细胞免疫功能进而达到治疗 ITP 的目的。
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综上所述，原发性 ITP 患儿外周血中存在

Th17/Treg 比例失衡，丙种球蛋白冲击治疗可调节

该细胞比例变化进而改善 ITP患儿细胞免疫功能。

应用丙种球蛋白治疗 ITP 时检测 Th17/Treg 比值的

变化，可对其疗效有一定的预测作用。
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