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宫颈癌中单核细胞对Th17细胞分化的影响
田馨莉，张妍，李岚，陈芳
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通信作者：陈芳，女，主任医师，硕士生导师，研究方向为妇科肿瘤，Email：Chenfangwf@126.com

摘要： 目的 检测宫颈癌病人外周血中Th17细胞的比例及相关细胞因子白细胞介素（IL）-1β、IL-6的表达水平，探讨宫颈癌
外周血中单核细胞对 Th17细胞分化的影响及机制。方法 2019年 6月至 2020年 12月在潍坊市人民医院妇科收治的宫颈癌
病人（宫颈癌组）39例，对照组（30例）为健康志愿者及因良性疾病在潍坊市人民医院妇科就诊的病人，流式细胞仪检测宫颈癌
组、对照组外周血中 Th17细胞的比例；实时荧光定量逆转录聚合酶链反应（qRT-PCR）检测宫颈癌病人、对照组外周血中 IL-

1β、IL-6的表达水平；分离健康志愿者外周血中的初始CD4+T细胞，分别与对照组、宫颈癌组外周血中分离出的单核细胞进行
共培养，并分别加入 anti-IL-1β、anti-IL-6中和抗体，流式细胞仪检测Th17细胞的比例。结果 宫颈癌组外周血中，Th17细胞比
例（3.5±1.4）%、IL-1β 0.457（0.078，1.193）、IL-6 0.094（0.043，0.272）的表达水平明显高于对照组（2.3±1.6）%、0.279（0.017，
0.686）、0.038（0.019，0.112）。初始CD4+T细胞与宫颈癌组外周血中的单核细胞共培养，Th17细胞分化的比例（1.77±0.61）%显
著高于对照组（0.90±0.39）%；与对照组相比（1.82±0.47）%，加入中和抗体后，Th17细胞的分化比例均下降，且加入 anti-IL-1β组
（0.76±0.23）%与加入 anti-IL-6（1.06±0.34）%组比，前者Th17细胞分化比例下降更为明显。结论 宫颈癌病人外周血中的单核

细胞更能促进Th17细胞的分化。在Th17细胞分化的过程中，IL-1β、IL6起到重要作用，且 IL-1β在促进Th17细胞分化的过程
中诱导作用更强。

关键词： 宫颈肿瘤； 细胞分化； Th17细胞； 单核细胞； 白细胞介素-1β； 白细胞介素-6 

The role of monocytes on Th17 cell differentiation in cervical cancer 
TIAN Xinli,ZHANG Yan,LI Lan,CHEN Fang

Author Affiliation:Partment of Gynecology, People's Hospital of Weifang, Weifang, Shandong 261000, China
Abstract： Objective To explore of the effect of monocytes in peripheral blood of cervical cancer on the differentiation of Th17
cells by assessing the ratio of Th17 cells in cervical cancer patients(CC), the expression levels of relevant cytokines IL-1β and IL-6, 
and by changing the concentrations of IL-1β and IL-6 secreted by monocytes in the microenvironment.Methods Flow cytometry was
used to detect the proportions of Th17 cells in the peripheral blood of CC patients and the healthy control group (HC). qRT-PCR was ap‐
plied to detect the expression levels of IL-1β and IL-6 in CC patients and the HC group. The isolated initial CD4+T cells from the pe‐
ripheral blood of the HC group were respectively co-cultured with monocytes isolated from the HC group and CC patients, and different 
neutralizing antibodies were added, such as anti-IL-1β, anti-IL-6 and anti-IL-1β+anti-IL-6. The ratio of Th17 cells was measured by 
flow cytometry.Results In the peripheral blood of CC patients, the ratio of Th17 cells (3.5±1.4) % and the concentrations of IL-1β 
0.457 (0.078, 1.193) and IL-6 0.094 (0.043, 0.272) were markedly increased compared with those of the HC group (2.3±1.6) %, 0.279
(0.017, 0.686), 0.038 (0.019, 0.112). The initial CD4+ T cells were respectively cultured together with monocytes from the peripheral
blood of CC patients and HC group, higher Th17 cells ratio was observed in CC patients (1.77±0.61) % vs. (0.90±0.39) %. After adding
neutralizing antibodies, the differentiation ratio of Th17 cells decreased compared with the control group (1.82±0.47) %, and when add‐
ed to the anti-IL-1β group (0.76±0.23) %, the differentiation ratio of Th17 cells decreased more significantly than the anti-IL-6 group 
(1.06±0.34) % . Conclusions The monocytes in the peripheral blood of CC patients can significantly promote the differentiation of 
Th17 cells. IL-1β and IL-6 both play an important role in the process of Th17 cell differentiation, and IL-1β has a stronger inducing ef‐
fect than IL-6. 
Key words： Uterine cervical neoplasms; Cell differentiation; Th17 cell; Monocyte; Interleukin-1β; Interleukin-6

宫颈癌是感染型肿瘤，研究已证实高危型人乳 致的炎症反应及氧化应激在宫颈癌的发生发展中

头瘤病毒（human papilomas virus，HPV）的持续感染 发挥重要的作用，感染导致肿瘤局部的固有免疫发

是其发病的根本原因［1］，高危型HPV持续感染后所 生变化，免疫细胞及其分泌的各种免疫因子参与肿
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瘤的进展［2］。

Th17细胞是近年来发现的一类辅助型 T细胞，
通过表达转录因子维A酸相关孤儿受体 γt、分泌特
征性的白细胞介素（IL）-17发挥其生物学效应［3］。

研究发现该细胞既具有促进肿瘤的作用，也有抗肿

瘤的作用［4-5］。在宫颈癌中，外周血及肿瘤局部微环

境中该细胞的表达明显升高，在伴有淋巴结转移的

病人中，该细胞的表达比例均明显升高，提示在宫

颈癌的进展中 Th17细胞可能起到促进作用［6］。但

是 Th17细胞在宫颈癌中的分化机制研究甚少。单
核细胞在免疫应答中发挥重要作用，能够监视病原

体的入侵，并作为抗原提呈细胞诱导效应 T细胞发
挥功能［7］。研究发现 IL-1、IL-6、IL-23、转化生长因
子-β（TGF-β）等细胞因子是诱导 Th17细胞分化的
关键因子，而单核细胞系 IL-1、IL-6的重要分泌来
源［8-9］，因此我们推测，单核细胞可能影响 Th17细胞
的分化。本研究旨在探讨宫颈癌中单核细胞对

Th17细胞分化的影响，进而为宫颈癌的免疫治疗提
供研究基础。

1　资料与方法 
1.1　一般资料　2019年 6月至 2020年 12月在潍
坊市人民医院妇科收治的宫颈癌病人（宫颈癌组）

39例，均通过手术病理证实，年龄（50±5.8）岁。对
照组为健康志愿者及因良性疾病在潍坊市人民医

院妇科就诊的病人，共 30例，年龄（48±4.9）岁，对
照组宫颈液基细胞学及宫颈 HPV均无异常。两
组年龄差异无统计学意义（P>0.05）。排除合并心
血管疾病、高血压病、糖尿病、妊娠、活动性或慢

性感染、结缔组织疾病病人或有恶性肿瘤病史的

病人。宫颈癌组病人均未经过放化疗、免疫治疗

或中医中药治疗。病人或其近亲属知情同意，本

研究符合《世界医学协会赫尔辛基宣言》相关

要求。

1.2　主要试剂及仪器　初始CD4+T细胞及CD14+单

核细胞磁珠分选试剂盒、磁力架、均购自德国Milte‐
nyi 公 司 。 anti-IL-6、anti-IL-1β、Anti-CD3、anti-
CD28、IL-2（均购自 Peprotech 公司。 percp/cy5.5-

CD4，AlexaFluor647-anti-IL-17（均购自美国 Bioleg‐
end公司）；佛波酯、离子霉素、莫能霉素（购自联科
生物公司）。 IL-1β、IL-6及 IL-23基因引物由 Bio‐
Sune生物公司合成。RPMI1640培养液购自 Gibco
公司，人的淋巴细胞分离液（购自 TBD公司），RNA
核酸提取试剂盒（购自 Invitrogen公司），逆转录试剂
盒（购自Takara）。采用美国BD Bioscience PharMin‐
gen Calibur流式细胞仪检测，采用美国ABI公司RT-

PCR仪（7600）检测。

1.3　试验方法　
1.3.1　流式细胞术检测宫颈癌组、对照组外周血中
Th17细胞的表达　取 200 µL全血，与 200 µL的RP‐
MI 1640混匀，同时加入莫能霉素、佛波酯、离子霉
素，在孵育箱中孵育４ ｈ（孵育箱条件为 37 ℃，5%
二氧化碳），取 100 µL刺激后的溶液加入 Percp/ 
cy5.5-CD4混匀进行表面染色，固定破膜后加入Al‐
exaFluor647-anti-IL-17进行染色，加入 100 µL的固
定液A，PBS洗涤、离心后，加入 100 µL破膜液B液，
立即加入 AlexaFluor647-anti-IL-17抗体，磷酸缓冲
盐溶液重悬细胞，流式细胞仪检测 Th17细胞的
比例。

1.3.2　实时荧光定量逆转录聚合酶链反应（qRT-
PCR）方法检测两组外周血中 IL-1β、IL-6 mRNA表
达　首先分离外周血的单个核细胞，用 Trizol法裂
解单个核细胞并提取总RNA，应用逆转录试剂盒将
总RNA逆转成互补DNA（cDNA），荧光定量 PCR按
照 SYBR Green Realtime PCR MasterMix试剂盒配成
反应体系，内参为GAPDH。引物序列如下：IL-1β正
向 引 物 GTACCTGAGCTCGCCAGTG，反 向 引 物
TGTTTAGGGCCATCAGCTT；IL-6正向引物 TTCTC‐
CACAAGCGCCTTCGGTCCA，反向引物 AGGGCT‐
GAGATGCCGTCGAGGATGTA。
1.3.3　CD4+T细胞及 CD14+单核细胞的分选　使用

Ficoll密度梯度离心法分离宫颈癌组和对照组外周
血中的单个核细胞，显微镜下计数，调整细胞浓度

为 1×109/L。严格按照Miltenyi公司试剂盒进行磁珠
分选对照组外周血中CD4+T细胞、CD14+单核细胞及

宫颈癌病人外周血中的CD14+单核细胞。分选出的

细胞进行流式细胞仪进行纯度检测，均可达 95%
以上。

1.3.4　细胞培养　将对照组外周血中初始CD4+T细
胞以 2×105个/孔分为 2组在 96孔板中培养，每组设
置 2个复孔。每孔中均加入 anti-CD3（2 mg/L），anti-
CD28（1 mg/L）、IL-2（10I U/mL）。第一组：加入正常
对照者（15例）外周血中单核细胞，与CD4+T细胞共
培养，细胞数目比例为 1∶2；第二组：加入宫颈癌外
周血中单核细胞（15例）与 CD4+T细胞共培养，细
胞数目比例为 1∶2。为 IL-6及 IL-1β对宫颈癌
病人 Th17细胞分化的影响，我们另入组 12例宫颈
癌病人，分离宫颈癌外周血中单核细胞，与对照组

中CD4+T细胞共培养，细胞数目比例为 1∶2，设置如
下四组：空白对照组、anti-IL-1β组、anti-IL-6组、anti-
IL-6+anti-IL-1β组。于孵育箱中进行细胞培养 5 d
（条件为 37 ℃，5%二氧化碳），收集各组中的细胞，

研究

，

应用流式细胞术检测各组中Th17细胞的比例。
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1.4　统计学方法　运用 SPSS 22软件分析，结果用
ˉ ± s表示，组间比较采用两独立样本 t检验，多组之
两两比较采用 SNK-q检验的方法；非正态分布的间

x

计量资料以中位数（第 25、第 75百分位数）［M（P25，

P75）］表示，分析用非参数分析，相关性分析采用

Pearson相关性检验。P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果 
2.1　两组中 Th17细胞的表达　与对照组（2.3± 
1.6）%相比，Th17细胞比例在宫颈癌组（3.5±1.4）%
中明显升高（t=3.20，P=0.002）。
2.2　两组中 IL-1β、IL-6表达水平比较　与对照组
相比，宫颈癌组外周血中 IL-1β、IL-6的表达水平均
明显升高（P<0.05）并且 IL-1β的表达水平与 Th17
细胞的比例呈正 关（r=0.52，P=0.001）。见表
1，图1。

相

，

表 1　白细胞介素（IL）-1β、IL-6在宫颈癌组、对照组
外周血中的表达水平/M（P25， ）P75

组别 例数 IL-1β IL-6 
对照组 26 0.279（0.017，0.686） 0.038（0.019，0.112）
宫颈癌组 39 0.457（0.078，1.193） 0.094（0.043，0.272）
Z值 2.24 2.36 
P值 0.019 0.018
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图 1　宫颈癌组中 IL-1β表达水平与Th17细胞比例的相关性

2.3　单核细胞对 Th17细胞分化的影响　
2.3.1　两组外周血单核细胞分别与正常对照者的
CD4+T细胞共培养后，检测两组中 Th17细胞表达　
与对照组中 Th17细胞比例（0.90±0.39）相比，宫颈
癌组中 Th17 细胞比例（1.77±0.61）明显升高（t= 
4.60，P<0.001，n=15），说明宫颈癌病人外周血中的
单核细胞更能促进Th17细胞的分化（P<0.05）。
2.3.2　宫颈癌病人加入中和抗体的培养组与正常
对照者的CD4+T细胞共培养后，检测三组中Th17细
胞的比例　与未加中和抗体的空白对照组相比，实

验组三组中Th17细胞比例均明显降低（P<0.05）且
加入 anti-IL-1β组与加入 anti-IL-6组相比，Th17细胞

，

下降更为明显（P<0.05）。说明 IL-1β及 IL-6均对
Th17细胞的分化起了重要的作用，而 IL-1β在促进
Th17 细胞分化过程中的诱导作用可能更强。
见表2。
表 2　anti-白细胞介素（IL）-1β、anti-IL-6对Th17细胞分化的

影响/x̄ ± s
组别

空白对照组

例数

12 
Th17/%

1.82±0.47 
anti-IL-1β组 12 0.76±0.23① 

anti-IL-6组 12 1.06±0.42② 

anti-IL-1β+anti-IL-6组 12 0.51±0.34 
F值 27.84 
P值 <0.001
注：①与对照组比较，P<0.05。②与 anti-IL-1β组比较，P<0.05。

3　讨论 
Th17细胞作为一种辅助型 T细胞，参与多种炎

症相关性恶性肿瘤的发生发展，包括结直肠癌、前

列腺癌、肝癌等［10-13］。Salazar等［14］在肺癌研究中发

现，Th17细胞在肺癌组织中明显升高，且与病人的
生存率呈负相关，体外培养试验中发现，抑制 IL-17
的作用可减少上皮-间质转化，减缓肺癌细胞的侵袭

和转移，说明 Th17细胞在肺癌中发挥促癌的作用。
在一项乳腺癌的研究中发现，IL-17+CD4+T细胞在肿
瘤微环境中表达明显升高，肿瘤组织中 IL-17与血
管内皮生长因子的表达、肿瘤血管密度呈正相关，

提示 IL-17在乳腺癌的进展中起到促进作用［15］。

Xue等［16］研究发现，宫颈癌病人中，Th17细胞的比例
随着肿瘤期别增加而逐步升高，推测在宫颈癌中，

Th17细胞可能起到促进疾病进展的作用。此次我
们通过流式细胞术检测到宫颈癌病人外周血 Th17
细胞比例明显增加，验证该细胞在宫颈癌中高表

达，但是Th17细胞在宫颈癌中的分化尚不明确。
单核细胞可分泌多种细胞因子，包括 IL-6，IL-

1β，IL-10等［17-18］ 是 IL-6，IL-1β的重要分泌来源。而
在原始CD4+T细胞

，

向Th17细胞的分化过程中，多种
细胞因子参与其中，主要包括 IL-1β，IL-6，IL-23，
TGF-β等。Kuang等［19］研究发现，抑制肝瘤小鼠体

内的单核细胞所致的炎性环境，小鼠体内的Th17细
胞比例显著减少，且肿瘤的生长速度明显减缓。提

示在Th17细胞的分化过程中，单核细胞所分泌的细
胞因子可能发挥了重要作用。我们通过 qRT-PCR
技术验证了宫颈癌病人外周血中表达较高水平的

IL-1β、IL-6，我们推测宫颈癌病人外周血中的单核
细胞可能通过高表达这两种细胞因子促进 Th17的
分化。同时我们发现，宫颈癌病人中Th17细胞的表
达水平与 IL-1β的表达水平呈显著正相关，推测 IL-
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1β可能对 Th17细胞的分化起着更重要的作用。我
们通过细胞共培养的方式进一步研究单核细胞、IL-

1β、IL-6对Th17细胞分化的影响。
从健康对照者外周血中分选出 CD4+T细胞，分

别与对照组和宫颈癌病人外周血中分离出的单核

细胞共培养，结果发现，宫颈癌组中 Th17细胞分化
的比例明显升高，表明宫颈癌病人中的单核细胞更

能促进 Th17细胞的分化。为进一步研究单核细胞
是否通过分泌 IL-1β及 IL-6这两种细胞因子影响
Th17细胞的分化，我们在与宫颈癌病人单核细胞共
培养的体系中，分别加入抗 IL-1β抗体、抗 IL-6抗
体、IL-1β抗体+抗 IL-6抗体，结果显示，与未加中和
抗体的空白对照组相比，加入两种细胞因子中和抗

体后，Th17细胞分化的比例均明显下降，在加入抗
IL-1β组，Th17细胞比例下降较加入抗 IL-6组更为
明显，进一步验证在Th17细胞分化过程中，IL-1β对
Th17细胞的诱导作用更强。

综上所述，宫颈癌病人外周血中高表达Th17细
胞，宫颈癌病人中的单核细胞可能通过分泌更高水

平的 IL-β及 IL-6（尤其是 IL-1β）促进了Th17细胞的
分化，进而促进肿瘤的进展。但是诱导单核细胞分

泌功能增强的机制仍有待进一步研究。
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