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［摘 要］ 目的 观察类风湿性关节炎( ＲA) 患者骨破坏与 T 细胞、调节性 T 细胞( Treg) 、CD19 + B 细胞及免疫炎症的关系。
方法 随机选取 20 例 ＲA 患者及 20 例正常对照者，采用 DXEA 双能 X 线骨密度仪测定骨密度，ELISA 检测血清 1 型辅助 T
( Th1) 细胞因子 γ 干扰素( IFN-γ) 、Th2 细胞因子白细胞介素 4( IL-4) 、IL-17、Ⅰ型前胶原蛋白氨基端前肽( PINP) 、Ⅰ型胶原蛋

白羧基端肽( CTx) 、核因子 κB 受体激活蛋白配体( ＲANKL) 、骨保护素( OPG) 。采用流式细胞术测定外周血 T 细胞亚群、Treg、
CD19 + B 细胞，Spearman 法分析 T 细胞、Treg、B 细胞与骨密度、Th1、Th2 细胞因子相关性。结果 ＲA 患者骨密度 T 值较正常

对照组降低，在 ＲA 组中双前臂骨密度 T 值较腰椎降低。与正常对照组相比，ＲA 组血清 IFN-γ、IL-17、Th1 /Th2 细胞、CTx、
ＲANKL 升高，IL-4、PINP 降低; ＲA 组外周血 CD4 + /CD8 + T 细胞比值、CD19 + B 细胞增加，CD8 + T 细胞、CD4 + CD25 + Treg 比

例减少。相关性分析显示，ＲA 外周血 CD8 + T 细胞与 Th1 /Th2 细胞、IL-17 呈正相关，CD4 + CD25 + Treg 与 CTx 呈负相关，

CD19 + B 细胞与 OPG 呈负相关。结论 T 细胞、CD19 + B 细胞可能通过释放细胞因子介导炎症参与 ＲA 骨破坏过程。
［关键词］ 类风湿性关节炎( ＲA) ; 骨破坏; T 细胞亚群; CD19 + B 细胞; 调节性 T 细胞( Treg) ; 免疫细胞; 炎症

［中图分类号］ Ｒ593． 22，Ｒ453． 9，Ｒ593． 2，Ｒ392． 12 ［文献标志码］ A

类风湿性关节炎( rheumatoid arthritis，ＲA) 特征

是关节肿胀、关节压痛和持续性滑膜炎，关节骨质破

坏导致严重的残疾［1 － 2］。ＲA 疾病过程涉及关节及整

个骨骼出现进行性骨量减少，并发展为关节周围和

全身性骨质疏松症［3］。ＲA 骨质破坏可通过滑膜、骨

髓的细胞因子分泌来介导，且疾病处于活动状态更

易发生骨质破坏［4］。因此，早期抑制 ＲA 滑膜炎骨破

坏对于预防关节周围骨质减少意义重大。ＲA 全身性

骨质疏松具有多种病因。既往研究仅观察 ＲA 骨质

破坏的程度，而从免疫炎症角度探讨 ＲA 骨破坏较

少。而免疫功能紊乱在 ＲA 骨破坏中起重要作用［5］。
ＲA 关节骨质疏松与 T 淋巴细胞、B 淋巴细胞、辅助

T( helper T，Th) 细胞有关，成骨细胞和 T、B 免疫系

统细胞之间存在相互作用［6］。研究显示，CD4 + T 细

胞在促 进 ＲA 滑 膜 病 理 破 坏 和 骨 质 破 坏 中 起 作

用［7 － 8］。风湿病骨质疏松涉及 Th 亚群的 1 型辅助 T
( T helper type 1，Th1) 细胞、Th17 细胞，调节性 T 细

胞( regulatory T cells，Treg) 和相关细胞因子［9］。在炎

症过程中 ＲA 滑膜腔中发现激活的 Th1 细胞和 Th17

细胞。破骨细胞生成效应细胞因子核因子 κB 受体激

活蛋白配体( receptor activator of NF-κB ligand，ＲANKL)、
Th 细胞分泌细胞因子如 γ干扰素( interferon γ，IFN-γ) 、
白细胞介素 17 ( interleukin 17，IL-17 ) 表达增加影响

ＲA 骨量代谢［10］。研究发现在 ＲA 滑液和外周血表

达的表型中 Th1 细胞或 Th17 细胞较集中［11］。B 细

胞同样在 ＲA 骨破坏中发挥作用。为验证 T 细胞、
Treg、B 细胞是否参与介导 ＲA 骨破坏过程，本研究

通过观察 ＲA 患者 CD4 + /CD8 + T 细胞比值、Treg、
CD19 + B 细胞数量变化，探讨是否伴随炎症变化诱

导 ＲA 骨破坏，从而为探索 ＲA 骨破坏可能的发生机

制提供理论依据。

1 材料和方法

1． 1 材料

在 2019 － 01 － 01 /2019 － 12 － 31 安徽中医药大

学第一附属医院风湿免疫科住院患者中，随机选取

20 例 ＲA 患者 ( ＲA 组) 。年龄 ( 30 ～ 70 ) 岁，平 均

年 龄( 45 ． 65 ± 12 ． 87 ) 岁。ＲA诊断标准符合2010年
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美国欧洲风湿病联盟分类标准［12］。另设 20 例与 ＲA
组年龄、性别相匹配的正常健康者为正常对照组，两

组年龄、性别比较，差异无统计学意义。研究方案通

过安徽中医药大学第一附属医院伦理委员会审核，

患者及志愿者均签署知情同意书。Challenger-98 型

双能 X 线骨密度仪购自 DMS 公司; NovoCyte 型流式

细 胞 仪、多 甲 藻 黄 素-叶 绿 素 蛋 白 ( peridinin
chlorophyll protein，PerCP ) 标 记 的 抗 CD45 抗 体

( CD45-PerCP) 、别藻蓝蛋白( allophycocyanin，APC)

标记的抗 CD4 抗体( CD4-APC)、藻红蛋白( phycoerythrin，

PE) 标记的抗 CD8 抗体( CD8-PE) 、异硫氰酸荧光素

( fluorescein Isothiocyanate，FITC) 标记的抗 CD3 抗体

( CD3-FITC) 、CD19-APC、CD4-FITC、CD25-PE 购自

ACEA Biosciences 公司。IFN-γ、IL-4、IL-17、1 型前胶

原蛋白氨基 端 前 肽 ( typeⅠprocollagen amino-terminal
propeptide，PINP) 、Ⅰ型胶原蛋白羧基端肽( carboxyl
terminal peptide of type Ⅰ collagen，CTx ) 、ＲANKL、
骨保护素( osteoprotectin，OPG) 试剂盒购自南京建成

生物工程研究所。
1． 2 方法

1． 2． 1 DXEA 双能 X 线骨密度仪测定骨密度 采用

DXEA 双能 X 线骨密度仪测定股骨颈、腰椎 L2 ～ L4、
双前臂骨密度，以 T 值代表骨质量。
1． 2． 2 ELISA 检测血清 IFN-γ、IL-4、IL-17、PINP、
CTx、ＲANKL、OPG 水平 采用生化管于 7: 00 采集

全血，自然凝固后，3000 r /min 离心 10 min，获得上

清液即血清。采用 ELISA 检测 Th1 细胞因子 IFN-γ、
Th2 细胞因子 IL-4、Th17 细胞因子 IL-17、骨形成标

志物 PINP、骨吸收标志物 CTx、ＲANKL、OPG，具体

操作步骤参照试剂盒说明书进行。
1． 2． 3 流式细胞术测定外周血 T 细胞、Treg、B 细

胞 取 ＲA 患者 EDTA 抗凝外周血 100 μL，加入荧光

基团 标 记 的 抗 体: CD3-FITC /CD8-PE /CD45-PerCP /
CD4-FITC( 标记 T 细胞) 、CD4-FITC /CD25-PE ( 标记

Treg) 、CD3-FITC /CD19-APC( 标记 CD19 + B 细胞) 各

10 μL，室温闭光反应 30 min; 加 2 mL 溶血剂在室温

下溶解红细胞，室温闭光约 10 min; PBS 洗涤 2 次，

离心 5 min 弃上清; 每份标本加入 1 g /L 多聚甲醛

500 μL 后 用 流 式 细 胞 仪 检 测。结 果 判 定: 采 用

ACEA 公司的自动软件进行 T 细胞、Treg、CD19 +

B 细胞测定和分析，计算出百分比。
1． 2． 4 统计学分析 采用社会科学统计软件包 20． 0
进行统计学处理，实验数据为连续性变量用 x ± s 表

示，计量资料采用独立样本 t 检验，相关性分析采用

spearman 分析，P ＜ 0． 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 ＲA 患者骨密度降低

骨密度测定结果显示，ＲA 组股骨颈、腰椎 L2 ～
L4 及双前臂骨密度 T 值较正常对照组降低，差异有

统计学意义( P ＜ 0． 01) 。且在 ＲA 组中，双前臂骨密

度 T 值 较 腰 椎 L2-L4 降 低，差 异 有 统 计 学 意 义

( P ＜ 0． 05) 。而股骨颈与腰椎 L2-L4 骨密度比较，股

骨颈与 双 前 臂 骨 密 度 比 较，差 异 无 统 计 学 意 义

( P ＞ 0． 05，表 1) 。
表 1 ＲA 股骨颈、腰椎、双前臂骨密度变化比较

( n = 20，x ± s)

组别
骨密度 T 值( g /cm3 )

股骨颈 腰椎 L2 ～ L4 双前臂

正常对照组 0． 42 ± 0． 16 0． 56 ± 0． 28 0． 44 ± 0． 21
ＲA 组 1． 54 ± 0． 81b 1． 17 ± 0． 69b 1． 61 ± 0． 69b

bP ＜ 0． 01 vs 正常对照组．

2． 2 ＲA 组血清 IFN-γ、IL-17 水平及 Th1 /Th2 细

胞比值升高，IL-4 水平降低

血清细胞因子比较发现，与正常对照组比较，

ＲA 组血清 IFN-γ、IL-17 水平升高，IL-4 水平降低，

Th1 /Th2 细胞比值增加( P ＜ 0． 05，表 2) 。
表 2 血清 IFN-γ 、IL-4、IL-17 水平及 Th1 /Th2 细胞比值

( n = 20，x ± s)
检测指标 正常对照组 ＲA 组

IFN-γ( ng /L) 100． 14 ± 54． 80 194． 07 ± 47． 41b

IL-4( ng /L) 217． 89 ± 68． 02 176． 40 ± 49． 91a

Th1 /Th2 细胞比值 0． 72 ± 0． 34 1． 08 ± 0． 50a

IL-17( ng /L) 4． 21 ± 1． 55 8． 52 ± 3． 29b

aP ＜ 0． 05，bP ＜ 0． 01 vs 正常对照组．

2． 3 ＲA 患者血清 PINP 水平降低，CTx、ＲANKL
水平增加

与正常对照组比较，ＲA 组血清 PINP 水平降低

( P ＜ 0． 05) ，CTx、ＲANKL 水平升高( P ＜ 0． 01 ) 。两

组 OPG 比较，差异无统计学意义( P ＞ 0． 05，表 3) 。
表 3 两组 PINP、CTx、ＲANKL、OPG 比较 ( n = 20，x ± s)

骨代谢标志物 正常对照组 ＲA 组

PINP( μg /L) 6． 45 ± 3． 39 4． 56 ± 1． 77a

CTx( nmol /L) 7． 01 ± 2． 10 10． 68 ± 4． 62a

ＲANKL( pg /mL) 275． 74 ± 80． 37 580． 59 ± 158． 30b

OPG( pg /mL) 558． 43 ± 182． 61 521． 28 ± 98． 82
aP ＜ 0． 05，bP ＜ 0． 01 vs 正常对照组．

2． 4 ＲA 患 者 外 周 血 CD4 + /CD8 + T 细 胞 比 值、
CD19 + B 细 胞 比 例 增 加，CD8 + T 细 胞、CD4 +

CD25 + Treg 比例降低

流式细胞术检测结果显示，与正常对照组比较，

ＲA 组外周血 CD4 + /CD8 + T 细胞比值、CD19 + B 细胞
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比例增加( P ＜ 0． 05 ) ，CD8 + T 细胞、CD4 + CD25 + Treg 比例降低( P ＜ 0． 05，图 1) 。

A: 外周血 CD4 +、CD8 + T 细胞比例; B: 外周血 CD4 + CD25 + Treg 比例; C: 外周血 CD19 + B 细胞比例; D: 外周血 CD4 + /CD8 + T 细胞比值、

CD4 + CD25 + Treg、CD19 + B 细胞比例的半定量分析． bP ＜ 0． 01 vs 正常对照组．

图 1 流式细胞术检测外周血 CD4 +、CD8 + T 细胞、CD4 + CD25 + Treg、CD19 + B 细胞比例

2． 5 ＲA 患者外周血 CD8 + T 细胞与 Th1 /Th2 细胞

比值、IL-17 水平呈正相关，CD4 + CD25 + Treg 比例

与 CTx 呈负相关，CD19 + B 细胞与 OPG 呈负相关

通过相关性分析显示，ＲA 外周血 CD8+ T 细胞与

Th1/Th2 细胞比值、IL-17 水平呈正相关( r =0．459，0．457，

P ＜0． 05，表 4) ，CD4+ CD25 + Treg 比例与 CTx 呈负相关

( r = －0．466，P ＜0．05，表4) ，CD19 + B 细胞与 OPG 呈负

相关( r = －0．604，P ＜0．01) ，其他指标未见明显相关性。
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表 4 ＲA 外周血 T 细胞、Treg、B 细胞与骨代谢、细胞因子相

关性 ( n = 20)

CD4 +

T 细胞
CD8 +

T 细胞
CD4 + /CD8 +

T 细胞比值
CD4 + CD25 +

Treg
CD19 +

B 细胞

股骨颈 BMD r －0． 122 － 0． 011 0． 008 0． 262 － 0． 212
P 0． 609 0． 965 0． 975 0． 265 0． 369

腰椎 BMD r 0． 000 － 0． 250 0． 021 － 0． 125 － 0． 085
P 1． 000 0． 288 0． 931 0． 600 0． 723

双前臂 BMD r 0． 364 0． 227 0． 156 － 0． 062 － 0． 056
P 0． 115 0． 336 0． 512 0． 796 0． 815

PINP r 0． 048 － 0． 203 0． 027 0． 155 0． 092
P 0． 840 0． 391 0． 910 0． 514 0． 701

CTx r 0． 153 － 0． 140 0． 054 － 0． 466 － 0． 051
P 0． 519 0． 556 0． 821 0． 038 0． 830

ＲANKL r －0． 311 － 0． 203 － 0． 006 0． 280 0． 035
P 0． 182 0． 391 0． 980 0． 232 0． 885

OPG r －0． 138 0． 005 0． 194 － 0． 316 － 0． 604
P 0． 561 0． 985 0． 413 0． 175 0． 003

IFN-γ r 0． 203 0． 123 － 0． 293 0． 140 0． 185
P 0． 391 0． 605 0． 210 0． 556 0． 435

IL-4 r 0． 074 0． 415 0． 174 0． 253 － 0． 080
P 0． 758 0． 069 0． 462 0． 283 0． 738

Th1 /Th2 细胞
比值

r 0． 264 0． 459 0． 019 0． 396 0． 091

P 0． 261 0． 042 0． 937 0． 084 0． 703
IL-17 r 0． 319 0． 457 － 0． 289 0． 353 0． 370

P 0． 171 0． 043 0． 217 0． 126 0． 108

3 讨论

ＲA 骨质疏松症通常发生在炎症性关节炎环境

中。ＲA 骨质流失的重要决定因素是疾病活动、滑膜

炎症反应和糖皮质激素的使用［13］。ＲA 早期关节炎

中关节周围骨质疏松反映了疾病活动，因为它与急

性期反应物密切相关［14］。在原发性骨质疏松症疾病

中，髋部和桡骨处测量骨矿物质密度比在脊柱处更

低。但在 ＲA 患者中，不仅出现近关节骨质疏松和骨

侵蚀，而且在远离炎症关节的部位普遍出现骨质疏

松表现。本研究发现 ＲA 股骨颈、腰椎 L2 ～ L4 及双

前臂骨密度明显降低。且在 ＲA 患者中双前臂骨密

度值较腰椎降低明显，与 Makhdoom 等［15］研究结果

相似。
ＲA 患者破骨细胞的分化能力与骨破坏密切相

关［16］。ＲANKL 和 OPG 被认为是破骨细胞募集和激

活的调节剂。T、B 淋巴细胞是骨 /免疫系统之间共

享的细胞和细胞因子效应物［17］。在 ＲA 疾病炎症状

态下，T、B 淋巴细胞与 ＲA 骨质疏松症有关［18］。本

研究发 现 ＲA 患 者 在 出 现 骨 密 度 降 低 时，CD4 + /
CD8 + T 细胞比值、CD19 + B 细胞升高，CD8 + T 细胞、
CD4 + CD25 + Treg 表达降低。说明 T 细胞活化可能具

有驱动破骨细胞生成和骨质流失的能力。OPG 和

ＲANKL 受细胞因子的调节。在 ＲA 滑膜中成纤维细

胞和活化 T 细胞均表达 ＲANKL，从而促进破骨细胞

募集和活化。在炎症细胞因子刺激下，ＲANKL 导致

破骨细胞前体分化为破骨前破骨细胞，汇合在一起

形成成熟的多核骨吸收破骨细胞。炎性细胞因子通

过刺激增加 ＲANKL 产生和 /或抑制 OPG 表达，从而

促进破骨细胞生成和骨吸收。由于 ＲANKL 和 OPG

是破骨细胞形成的最终下游效应器，OPG 与 ＲANKL
结合阻止降低破骨细胞分化和骨吸收速率。因此，

OPG 和 ＲANKL 是 ＲA 免疫系统和骨骼代谢之间联系

的重要分子。Th1 细胞分泌 IFN-γ 是一种有效的炎

症性和破骨细胞生成因子，它通过成骨细胞谱系细

胞上调 ＲANKL 表达，并降低调节 OPG 的成骨细胞

生成。炎性细胞因子如 IL-1、IL-6、IL-17 也通过调节

ＲANKL 和 /或 OPG 的 产 生 来 上 调 破 骨 细 胞 生

成［19 － 20］。本研究发现 ＲA 血清 Th1 细胞因子 IFN-γ、
Th17 细胞因子 IL-17 及 Th1 /Th2 细胞比值升高，IL-4
降低，且在 ＲA 中血清 PINP 表达亦出现降低，CTx、
ＲANKL 表达升高。说明炎性细胞因子可能促进 ＲA
破骨细胞形成，并通过调节 ＲANKL、OPG 来介导。

这与 Yang 等［21］研究结论相似。根据本研究结果可

知，Th 细胞分泌的细胞因子 IL-17 可能在信号转导

水平上与 ＲANKL 产生协同作用，从而进一步增强

ＲA 破骨细胞生成和骨吸收。
CD4 + T 细胞涉及体内平衡的重建，该过程涉及

T 细胞增殖。CD4 + T 细胞亚群进一步调节其他适应

性免 疫 成 分，包 括 B 细 胞 和 抗 原 提 呈 细 胞［22］。
CD8 + T 细胞和 B 细胞涉及相似的过程，并且受细胞

因子介导驱动。通过共刺激相互作用和细胞因子产

生。在炎症条件下 B 细胞和 T 细胞通过大量分泌

ＲANKL 和炎症细胞因子破坏骨骼。活化的 T 细胞、
B 细 胞 分 泌 促 破 骨 细 胞 生 成 因 子，包 括 ＲANKL、
IL-17 和 IFN-γ，促进骨丢失的受体激活剂表达，从

而放大骨吸收并促进骨质破坏［23］。本研究通过相关

性分析显示，ＲA 外周血 CD8 + T 细胞与 Th1 /Th2 细

胞比值、IL-17 水平呈正相关，CD19 + B 细胞与 OPG

呈负相关。提示 Th 细胞和 Treg 失衡可能与 ＲA 骨破

坏有关。活化的 B 细胞刺激致使 ＲANKL 升高和 OPG
降低，驱动骨吸收。Th1 细胞分泌 IFN-γ。IFN-γ 是

一种细胞因子，可上调巨噬细胞中的转录因子而增

加T 细胞的抗原提呈，从而进一步诱导 T 细胞活化。
ＲA 滑膜 T 细胞通过分泌 IFN-γ、IL-17 以及通过细胞

间接触机制与巨噬细胞和成纤维细胞直接相互作用，

从而促进 ＲA 滑膜炎，这可能是导致 ＲA 骨质流失的
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关键。由该过程诱导的另一种辅助亚群是 Th17 细

胞，其特征在于分泌 IL-17 产生。IL-17 是一种有效

的破骨 细 胞 生 成 因 子，可 诱 导 成 骨 细 胞 系 细 胞

ＲANKL 生成。IL-17 产生的增加反过来会通过增加成

骨细胞中促破骨细胞生成的细胞因子( 包括 TNF-α、
IL-6 和 ＲANKL) 而导致骨质流失。抗炎细胞因子IL-4
已显示抑制破骨细胞分化，IL-4 有效抑制 ＲANKL 诱

导骨破坏［24］。Treg 可以在体外和体内抑制破骨细胞

分化。CD4 + T 细胞增殖和活化导致抗炎细胞因子

IL-4 下调，导致 Treg 的形成减少。本研究显示，ＲA
组 CD4 + CD25 + Treg 比例降低，且 CD4 + CD25 + Treg
比例与 CTx 呈负相关。提示 Treg 下降可能进一步导

致免疫激活增强，维持 ＲA 炎症级联反应，从而进一

步加重 ＲA 骨破坏进程，与 Komatsu 等［25］研究相似。
基于以上研究可知，ＲA 患者可能存在 T、B 细

胞表达失衡，且 T、B 细胞可能参与 ＲA 骨破坏的过

程。这些结果对于进一步探讨 ＲA 骨破坏的发病机

制，为 ＲA 骨破坏寻求准确、合理的治疗方法提供免

疫学依据。
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Inflammation caused by different immune cell subsets is involved in bone
destruction of rheumatoid arthritis

WAN Lei1，LIU Jian1* ，HUANG Chuanbing1，CHEN Xi1，ZHAO Lei2，FAN Haixia1，GE Yao1，LIU Tianyang1，

LIU Lei1
1Department of Ｒheumatology，First Affiliated Hospital，2 School of Graduate，Anhui University of Chinese Medicine，Hefei 230031，

China
* Corresponding author，E-mail: liujianahzy@ 126． com

［Abstract］ Objective To observe the relationship of rheumatoid arthritis ( ＲA) bone destruction with T cells，regulatory
T cells ( Tregs) ，CD19 + B cells and immune inflammation． Methods The study enrolled randomly 20 ＲA patients ( ＲA
group) and 20 normal controls ( NC group ) ． Bone mineral density was measured by DXEA dual energy X-ray bone
densitometer． The serum levels of γ-interferon ( IFN-γ) of Th1 cells，interleukin-4 ( IL-4) of Th2 cells，IL-17，type Ⅰ procollagen
amino terminal propeptide ( PINP) ，type Ⅰcollagen carboxy terminal peptide ( CTx) ，receptor activator of NF-κB ligand
( ＲANKL) and osteoprotectin ( OPG) were detected by ELISA． T-cell subsets，Tregs，CD19 + B cells in peripheral blood
were measured by flow cytometry． Spearman method was used to analyze the correlations of T cells，Treg and CD19 + B
cells with bone density and Th1 and Th2 cytokines． Ｒesults The bone mineral density T value of the ＲA group was lower
than that of the NC group． The bone mineral density T value of the double forearm was lower than that of the lumbar spine in
the ＲA group． Compared with the NC group，the expression of IFN-γ，IL-17，Th1 /Th2 cells，CTx，ＲANKL increased，and
IL-4，PINP decreased in the ＲA group． Compared with the NC group，the expression of CD4 + /CD8 + T cells，CD19 + B cells
increased，and CD8 + T cells，CD4 + CD25 + Tregs decreased in the ＲA group． Correlation analysis showed that CD8 + T cells
were positively correlated with Th1 /Th2 cells and IL-17，while CD4 + CD25 + Tregs were negatively correlated with CTx，and
CD19 + B cells were negatively correlated with OPG in ＲA． Conclusion T cells and CD19 + B cells may participate in the
process of bone destruction in ＲA by mediating inflammatory immunity．
［Key words］ rheumatoid arthritis ( ＲA) ; bone destruction; T cell subsets; CD19 + B cells; regulatory T cells ( Tregs ) ;

immune cells; inflammation
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