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·临床研究·

【摘要】 探讨脑出血急性期外周血辅助 T细胞 17（Th17）表达变化及其临床意义。分别采用流式细

胞术、实时定量逆转录⁃聚合酶链反应和酶联免疫吸附试验检测急性脑出血患者外周血 Th17细胞比例

及核转录因子维 A酸相关孤儿受体γt（RORγt）mRNA和 IL⁃17表达水平。结果显示，脑出血后 Th17细胞

比例及 RORγt mRNA和 IL⁃17表达水平持续升高，并于脑出血后 24 h及第 3和 7天显著高于正常值范围

（均 P = 0.000）；至脑出血后第 14 天时 Th17 细胞比例和 RORγt mRNA 表达水平降至正常水平（均 P >
0.05），而外周血 IL⁃17表达水平仍高于正常值范围且差异有统计学意义（P = 0.000）。提示脑出血急性期

外周血 Th17细胞比例及 IL⁃17表达水平升高可能参与了急性脑出血的病理进程。
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【Abstract】 This study aims to explore the changes and clinical significances of T helper 17 (Th17)
cells in the peripheral blood of patients with acute cerebral hemorrhage. The percentage of Th17 cells were
assessed by flow cytometry. The mRNA levels of retinoid⁃related orphan receptor γt (RORγt) were detected
by real ⁃ time quantitative reverse transcriptase ⁃ polymerase chain reaction (RT ⁃ PCR). The serum levels of
interleukin ⁃ 17 (IL ⁃ 17) were measured by enzyme ⁃ linked immunosorbent assay (ELISA). According to the
examination results, the percentage of Th17 cells, the mRNA expression of RORγt and the serum levels of
IL ⁃ 17 at 24 h, 3 d and 7 d increased significantly in patients with acute cerebral hemorrhage than in
normal controls (P = 0.000, for all). Although the patients with acute cerebral hemorrhage had no significant
differences in the percentage of Th17 cells, the mRNA expression of ROR γ t comparable with normal
controls (P = 0.058, 0.239), the serum levels of IL ⁃ 17 in patients were statistically higher than those in
normal controls at 14 d (P = 0.000). The percentage of Th17 cells and the serum levels of IL⁃17 increase in
the peripheral blood of patients with acute cerebral hemorrhage, suggesting Th17 cells may participate in
the occurrence and development of cerebral hemorrhage.

【Key words】 Cerebral hemorrhage; T ⁃ lymphocytes, helper ⁃ inducer; Interleukin ⁃ 17; RNA,
messenger

脑出血是临床病死率和病残率极高的中枢神

经系统危重症之一，严重危及患者生命并影响生活

质量，目前研究认为，脑出血后继发的炎症反应在

继发性脑损伤中发挥重要作用［1］。辅助 T 细胞 17
（Th17）为新近发现的一类 CD4+ T细胞亚群，其主要

效应分子 IL⁃17 为促炎性因子，因此推测 Th17 细胞

可能参与了炎症反应、自身免疫性疾病、移植反应、

过敏反应和肿瘤等的发病或促进病情进展［2⁃4］，而且

IL⁃17在脑组织缺血⁃再灌注损伤过程中亦起重要作

用［5⁃7］。有关 Th17细胞在脑出血发病机制中的研究

尚处于初期阶段，本研究拟通过检测急性脑出血患

者发病后不同时间点外周血 Th17细胞、核转录因子

维 A酸相关孤儿受体γt（RORγt）mRNA和 IL⁃17表达
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变化，初步探讨 Th17 细胞和 IL⁃17 在急性脑出血病

程中的变化及其临床意义。

对象与方法

一、研究对象

1. 急性脑出血组（脑出血组） 选择山东省枣庄

矿业集团中心医院神经内科 2012 年 1-8 月住院治

疗的急性脑出血患者 55 例，男性 30 例，女性 25 例；

年龄 42 ~ 75 岁，平均（57.28 ± 10.83）岁。入院时均

符合第四届全国脑血管病会议修订的诊断标准［8］，

并经头部 CT 检查证实，为首次发病且于 6 h 内入

院。经病史询问及临床检查排除以下疾病：（1）发

病前 1 周内罹患感染性疾病、接受外科手术治疗或

服用抗生素。（2）合并肝肾疾病、肿瘤、血液系统疾

病、慢性肺疾病、内分泌系统疾病及自身免疫性疾

病。（3）住院期间合并感染。

2. 正常对照组（对照组） 选择同期在我院体检

中心进行体格检查的健康志愿者 40例，男性 25例，

女性 15 例；年龄 40 ~ 73 岁，平均（54.32 ± 9.16）岁。

均排除心脑血管疾病、糖尿病、肿瘤、内分泌系统疾

病及自身免疫性疾病，近 4周内无感染、外科手术及

服用抗生素史。

两组受试者性别（χ2 = 0.601，P = 0.438）和年龄

（t = 1.402，P = 0.164）比较，差异无统计学意义，均衡

可比。本研究得到我院伦理委员会批准及所有受

试者知情同意。

二、研究方法

1. 试剂与仪器 佛波酯（PMA）、离子霉素及

BD GolgiPlugTM 蛋 白 转 运 抑 制 剂 购 自 美 国

eBioscience公司。TRIzol液由美国 Invitrogen公司提

供。逆转录试剂盒为立陶宛 Fermentas 公司产品。

SYBR® Premix Ex TaqTM Ⅱ反应体系购自大连宝生

物 工 程 有 限 公 司 。 IL ⁃ 17 酶 联 免 疫 吸 附 试 验

（ELISA）试剂盒购自美国 R＆D 公司。免疫试剂中

抗体为异硫氰酸荧光素（FITC）标记的小鼠抗人

CD4 单克隆抗体和 Alexa Fluor® 647 标记的小鼠抗

人 IL⁃17 单克隆抗体，均购自美国 eBioscience 公司。

FACS Calibur 型流式细胞仪由美国 Beckman Couter
公司提供。聚合酶链反应（PCR）仪为美国 Bio⁃Rad
公司产品。酶联免疫检测仪购自美国 Bio⁃Tek公司。

2. 流式细胞术检测外周血 Th17 细胞变化 脑

出血组患者于发病后 6、24 h和第 3、7、14天，对照组

受试者于入组时晨起空腹抽取肘静脉血 3 ml，分离

外周血单个核细胞，调整细胞密度至 1 × 10 6/ml，取
100 μl 单细胞悬液，加入佛波酯（50 ng/ml）、离子霉

素（500 ng/ml）以及 BD GolgiPlugTM 蛋白转运抑制剂

（1 μl/ml），37 ℃、体积分数为 5%二氧化碳条件下孵

育 4 h，加入异硫氰酸荧光素标记的小鼠抗人 CD4单

克隆抗体，常温下避光孵育 20 min；洗涤、弃上清液，

加入 2 ml 4 ℃ 1 × 固定液，4 ℃避光孵育 30 min；洗
涤、弃上清，加入 2 ml 37 ℃ 1 × 破膜液，37 ℃避光孵

育 30 min；洗涤、弃上清液，加入 20 μl Alexa Fluor®
647标记的小鼠抗人 IL⁃17单克隆抗体，室温避光孵

育 20 min；洗涤重悬细胞后流式细胞仪检测，以

CD4+ T细胞设门，每例计数 10 × 10 3 个细胞。

3. 实时定量逆转录⁃聚合酶链反应检测外周血

RORγt mRNA 表达变化 分离外周血、收集单个核

细胞，以 TRIzol 液提取细胞总 RNA，逆转录试剂盒

合成 cDNA 第 1 链。参照 GenBank cDNA 中 RORγt
和内参甘油醛⁃3⁃磷酸脱氢酶（GAPDH）序列设计引

物 。 ROR γ t： 上 游 引 物 序 列 为 5' ⁃
GAGCCAAGGCTCAGTCATGAGAA⁃3'、下游引物序

列为 5'⁃GTCCCTCTGCTTCTTGGACAT⁃3'，产物大小

为 289 bp；GAPDH：上 游 引 物 序 列 为 5' ⁃
GAGAAGGCTGGGGCTCATTT⁃3'、下游引物序列为

5' ⁃ AGTGATGGCATGGACTGTGG ⁃ 3'，产 物 大 小 为

231 bp。采用 50 μl SYBR® Premix Ex TaqTM Ⅱ反应

体系进行 PCR 扩增，反应条件为：95 ℃预变性 30 s，
95 ℃ 5 s、60 ℃ 30 s，共进行 40 个循环。采用美国

Bio⁃Rad公司 iQ520系统软件 V2.0进行数据收集，自

动获得扩增曲线和循环阈值（CT 值），2-△△CT法计算

RORγt mRNA相对表达量。

4. 酶联免疫吸附试验检测外周血 IL⁃17 表达变

化 无菌条件下分离血清，⁃ 80 ℃冰箱保存，ELISA
试剂盒检测 IL⁃17 表达水平，每一样本检测 3 个复

孔，IL⁃17最低值 < 4 pg/ml。严格按照试剂盒说明书

进行操作，于酶联免疫检测仪波长为 450 nm处读取

光密度（OD）值。

三、统计分析方法

采用 SPSS 16.0 统计软件对实验数据进行处理

与分析。计量资料以均数 ± 标准差（x ± s）表示，采

用两独立样本均数比较的 t 检验；计数资料以相对

数构成比（%）或率（%）表示，行χ2检验。以 P ≤ 0.05
为差异具有统计学意义。
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结 果

一、急性脑出血患者外周血 Th17细胞变化

流式细胞术检测结果显示，脑出血后 6 h 外周

血 Th17细胞比例开始升高，但与正常对照组之间差

异无统计学意义（P > 0.05）；此后持续升高，脑出血

后 24 h 及第 3 和 7 天时 Th17 细胞比例均高于对照

组，且差异有统计学意义（P = 0.000）；至第 14 天时

降至正常值范围（P > 0.05，表 1）。

二、急性脑出血患者外周血 RORγt mRNA表达

变化

实时定量 RT⁃PCR 检测结果显示，脑出血后 6 h
RORγt mRNA 表达水平与正常对照组之间差异无

统计学意义（P > 0.05）；此后持续升高，于脑出血后

24 h及第 3和 7天时表达水平均高于正常对照组，差

异有统计学意义（P = 0.000）；至第 14 天时降至正常

值范围（P > 0.05，表 2）。

三、急性脑出血患者外周血 IL⁃17表达变化

ELISA 检测显示，脑出血后 6 h 外周血 IL⁃17 表

达水平开始升高，但与正常对照组之间差异无统计

学意义（P > 0.05）；此后持续升高，于脑出血后 24 h
及第 3、7和 14天时均高于正常对照组，且差异具有

统计学意义（P = 0.000，表 3）。

讨 论

脑出血后继发性脑损伤是导致患者病情加重

的主要原因，在脑出血急性期，血肿压迫、继续出

血、代谢异常、炎症反应、兴奋性氨基酸（EAA）毒性

作用、钙离子超载等因素均可能是引起继发性脑损

伤的原因，其中炎症反应在脑出血后继发性脑损伤

过程中发挥重要作用［1，9］。脑出血可诱发脑组织局

部和外周组织炎症反应，肿瘤坏死因子⁃α（TNF⁃α）、

IL⁃6、细胞间黏附分子 ⁃1（ICAM⁃1）、基质金属蛋白

酶（MMPs）等多种炎性因子参与该过程［10⁃14］。

Th17 细胞是在研究自身免疫性疾病过程中被

发现的，目前认为，Th17 细胞是一种独立的 CD4+ T
细胞亚群，RORγt是其分化过程中关键的转录激活

因子［15］。Th17细胞主要通过分泌 IL⁃17、21和 22等

细胞因子发挥效应，因 Th17细胞可产生大量 IL⁃17，
绝大多数 Th17 细胞介导的效应均是由 IL⁃17 产生

Group
Control
Cerebral hemorrhage
t value
P value

N
40
55

6 h
0.87 ± 0.17
0.92 ± 0.17

1.415
0.160

24 h
0.87 ± 0.17
1.05 ± 0.19

4.762
0.000

3 d
0.87 ± 0.17
1.21 ± 0.20

8.996
0.000

7 d
0.87 ± 0.17
1.13 ± 0.19

7.359
0.000

14 d
0.87 ± 0.17
0.94 ± 0.18

1.915
0.058

表 1 急性脑出血组与正常对照组受试者外周血 Th17细胞比例的比较（x ± s，%）
Table 1. Comparison of the percentage of Th17 cells in the peripheral blood between 2 groups (x ± s，%)

Group
Control
Cerebral hemorrhage
t value
P value

N
40
55

6 h
0.34 ± 0.11
0.36 ± 0.12

0.830
0.408

24 h
0.34 ± 0.11
0.46 ± 0.15

4.288
0.000

3 d
0.34 ± 0.11
0.57 ± 0.19

8.218
0.000

7 d
0.34 ± 0.11
0.48 ± 0.16

4.771
0.000

14 d
0.34 ± 0.11
0.37 ± 0.13

1.183
0.239

表 2 急性脑出血组与正常对照组受试者外周血 RORγt mRNA相对表达量的比较（x ± s）
Table 2. Comparison of the mRNA relative expression of RORγt in the peripheral blood between 2 groups (x ± s)

Group
Control
Cerebral hemorrhage
t value
P value

N
40
55

6 h
22.17 ± 11.08
27.12 ± 13.43

1.906
0.060

24 h
22.17 ± 11.08
38.36 ± 17.32

5.186
0.000

3 d
22.17 ± 11.08
61.34 ± 27.69

8.458
0.000

7 d
22.17 ± 11.08
48.32 ± 21.37

7.072
0.000

14 d
22.17 ± 11.08
35.17 ± 16.06

4.410
0.000

表 3 急性脑出血组与正常对照组受试者外周血 IL⁃17表达水平的比较（x ± s，pg/ml）
Table 3. Comparison of the serum levels of IL⁃17 at different time points between 2 groups (x ± s, pg/ml)
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的。后者主要通过促进多种细胞因子的释放及招

募中性粒细胞而发挥效应，是一种强大的促炎性因

子［16］。许多研究结果业已证实，IL⁃17 在脑组织缺

血⁃再灌注损伤中发挥重要作用［5⁃7］，但关于 Th17细

胞和 IL⁃17在脑出血中的研究甚少。为了研究 Th17
细胞在脑出血过程中的作用，我们对急性脑出血后

不同时间点外周血 Th17 细胞比例，以及 RORγ t
mRNA和 IL⁃17表达水平进行检测。结果发现，脑出

血后 6 小时 Th17 细胞比例、RORγt mRNA 和 IL⁃17
表达水平开始升高，至脑出血后第 3 天达峰值水

平，随后开始下降，脑出血后第 14 天 Th17 细胞比

例、RORγt mRNA 表达水平已降至正常水平（P >
0.05），而外周血 IL⁃17 表达水平仍然高于正常值范

围（P = 0.000）。提示急性脑出血后 6小时 Th17细胞

即开始活化并分泌 IL⁃17，后者通过刺激多种细胞释

放 TNF⁃α、IL⁃6 或基质金属蛋白酶 ⁃1（MMP⁃1）等多

种细胞因子参与炎症反应。有研究显示，脑出血后

72小时炎症反应及脑组织损伤最严重［17］，本研究结

果显示，脑出血后第 3 天时 Th17 细胞比例、RORγt
mRNA和 IL⁃17表达水平均达峰值，此与脑组织炎症

反应时间基本一致，进一步证实 Th17 细胞及 IL⁃17
在脑出血后的炎症反应中发挥重要作用。与此同

时，本研究结果还证实随着病程的进展，Th17 细胞

比例和 IL⁃17表达水平逐渐下降，但脑出血后第 7天

时二者仍高于正常值范围（均 P = 0.000），此时炎症

反应逐渐减轻，直至出血后第 14 天时 Th17 细胞比

例方降至正常值范围（P > 0.05），而外周血 IL⁃17 表

达水平仍高于正常值范围（P = 0.000）。推测可能与

除 Th17 细胞产生 IL⁃17 外，自然杀伤 T 细胞（NKT）、

γδT 细胞、嗜酸性粒细胞和中性粒细胞亦可以产生

IL⁃17有关。

本研究结果显示，Th17 细胞及 IL⁃17 在脑出血

急性期发挥诱导、促进炎症反应作用，参与脑出血

后的病理进程。但 Th17细胞及 IL⁃17在脑出血发病

中的具体作用机制尚待进一步深入研究。
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