
!论
!!

著!

外周血
"19C

及
3],

V

3]*)

V

R&Q(.

V调节性
"

细胞失衡与

不明原因反复自然流产的相关性研究
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与
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V

3]*)

V

R&Q(.

V调节性
"

细胞比例的变化!探

讨
"19C

'

"

细胞比例失衡在
a/=:

孕妇发病机制中的作用$方法
!

选择
.8

例
a/=:

孕妇为实验组!健康早孕妇女
,-

例为对照

组!应用流式细胞仪检测
"19C

与
3],

V

3]*)

V

R&Q(.

V

"

细胞的比例!应用
7<>=:

法检测
><#8

(

"cR#

(

和
><#9C

的水平$结果
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孕妇外周血中!
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V
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V
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细胞占
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'
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V
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细胞

占
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'
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$相关细胞因子测定结果显示!

><#8

(

><#9C

水平在
a/=:

孕妇血清中均

明显升高!

"cR#

(

水平在
*

组间比较!差异无统计学意义$结论
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近年来#研究者发现了
9

种能分泌
><#9C

的
"1

细胞亚群#

将其命名为
"19C

#其被认为与免疫性疾病密切相关*

9

+

'

3],

V

3]*)

V调节性
"

细胞是一类特异性表达转录因子
R&Q(.

#具

有免疫负性调节功能的
3],

V

"

细胞#可通过细胞间接触抑制

及分泌抑制性细胞因子等途径发挥抗炎和维持自身免疫耐受

的作用'研究表明#

3],

V

3]*)

V

R&Q(.

V

"

细胞所介导的免疫

抑制在移植耐受及母胎耐受中起关键作用*

*

+

'随着对这两群

细胞的深入研究#

"19C

"

"

细胞间的平衡受到越来越广泛的关

注#但其平衡状态与不明原因反复自然流产$

a/=:

%的关系尚

不清楚'本研究旨在分析
a/=:

孕妇外周血中
"19C

细胞与

3],

V

3]*)

V

R&Q(.

V

"

细胞的比例变化#以初步阐明
"19C

"

"

细胞比例的失衡在
a/=:

发病机制中的作用#现报道如下'
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资料与方法

DBD

!

一般资料
!

实验组!随机入选
*-9-

年
8

!

9-

月在本市妇

产医院生殖门诊,产科门诊及住院患者
.8

例#自然流产
*

!

)

次#平均
.B8

次#孕期$

99f)

%周#平均年龄$

.9f+

%岁#病程

$

CB.f.BD

%年'经相关检查排除染色体异常,生殖道畸形,内

分泌异常,病毒感染,自身抗体,

/1

或
:'T

血型不合等因素引

起的流产'对照组!选择
,-

例健康早孕妇女#孕期$

9-f)

%周#

平均年龄$

*DfD

%岁#无不良妊娠史'

*

组孕期及年龄比较#差

异无统计学意义$
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(

-B-)

%'

DBE

!

仪器及试剂
!

仪器!

R:3=35JF4L%

流式细胞分析仪购自

']

公司&

]b#8--:

电热恒温水箱购自上海一恒科学仪器有限

公司&

'>T#/:] @&M2J))-

型酶标仪购自伯乐公司'试剂!

3].#(2%3(

,

3]+#R>"3

,

;&L62>

?

c

9

#(7

,

><#9C#(7

,

1L@5GI%2

?

F̀I

,

R>g5GM(7/; F̀I

,细胞因子
7<>=: F̀I

均购自
2'F&#

60F2G02

公司&氟波酯$

(;:

与
('=

配制成
*)G

?

"

@<

工作浓

度%,离子霉素$

>&G&@

K

0FG

#

('=

配制成
9

$

?

"

@<

工作浓度%和

'R:

$

'%2N2JMFG

#

('=

配制成
9-

$

?

"

@<

工作浓度%均购自
=F

?

#

@5

公司&淋巴细胞分离液购自天津灏洋生物制品科技有限公

司'

DBF

!

标本采集
!

所有孕妇均于早晨
+

!

D

时空腹抽取全血
,

@<

#其中
*@<

放入肝素钠抗凝管内#另
*@<

置于普通不抗

凝试管'

.
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国际检验医学杂志
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年
C

月第
.*

卷第
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期
!

>GIW<54;2M

!

WLJ

K

*-99

!

X&JB.*
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流式细胞术检测
"

细胞亚群

DBGBD

!

"19C

标志
!

取肝素钠抗凝血
9--

$

<

#

/(;>98,-

$

9A

9

%稀释#加入
(;:)

$

<

,

>&G&@

K

0FG,

$

<

,

'R:,

$

<

&

.Cd

孵

育
,1

&标本分
:

管$同型对照管%,

'

$检测管%两管#每管分别

加入
)

$

<3].

和
)

$

<3]+

#避光孵育
9)@FG

&加
9--

$

</2#

5

?

2GI:

#避光
9)@FG

&加
.@<('=

#

*)-

?

离心
)@FG

&弃上清

液&每管分别加
9--

$

</25

?

2GI'

#

:

管加入
)

$

<

的鼠
>

?

c

9

#

'

管加入
)

$

<><#9C

&避光
9)@FG

#加
.@<('=

#

*)-

?

离心
)

@FG

#弃上清液#

-B)@<('=

重悬'

DBGBE

!

"%2

?

标志
!

9@<

血以
9A9('=

稀释&

9---

?

离心

.-@FG

#取淋巴细胞层&加
('=*@<

#

C--

?

离心
9-@FG

#去上

清液&取
:

$同型对照管%,

'

$检测管%两管#每管加
9--

$

<

标

本#分别加入
9-

$

<3],

"

3]*)

混合抗体#

, d

避光
.-@FG

&

,--

?

离心
)@FG

#去上清液&震荡后加入
9@<

的固定"破膜工

作液#

,d

避光
8-@FG

&加
('=

离心#弃上清液&加入
*

$

<

鼠血

清#

,d

避光
9)@FG

&在
:

管中加入鼠
>

?

c

*5

抗体
)

$

<

#

'

管中

加入
R&Q(.

抗体
)

$

<

#

,d

避光
,)@FG

&

-B)@<('=

重悬细

胞'

DBGBF

!

"19C

与
"%2

?

检测
!

流式检测使用
R:3=35JF4L%

流

式细胞分析仪#采用
']32JJiL26I

软件分析数据#结果以

3].

V

3]+

S

><#9C

V

"

细胞占
3].

V

"

细 胞 的 比 例,

3],

V

3]*)

V

R&Q(.

V细胞占
3],

V

"

细胞的比例进行统计'

DBH

!

7<>=:

检测细胞因子
!

使用
><#8

,

"cR#

(

和
><#9C

7<>=: F̀I

#按照说明书进行操作#读取血清样本的吸光度值

$

:

%#通过标准曲线计算样本浓度值'

DBR

!

统计学处理
!

应用
=(==9.B-

软件#对正态分布计量资

料采用
<

检验&对非正态分布计量资料采用秩和检验'以
I

'

-B-)

为差异有统计学意义'

E

!

结
!!

果

EBD

!

实验组与对照组
"19C

"

"

细胞表达水平的比较#见表
9

'

表
9

!!

实验组与对照组
"19C

$

"

细胞

!!

表达水平的比较#

Z

%

组别
# "19C "

细胞

实验组
.8 9B-8f-B.9

"

.B9,f-B89

"

对照组
,- -B8*f-B*8

"

)B*Df9B.9

"

!!

"

!

I

'

-B-)

#与对照组比较'

EBE

!

实验组与对照组
><#8

,

"cR#

(

和
><#9C

细胞因子水平的

比较
!

见表
*

'

表
*

!!

实验组与对照组血清中
><#8

(

"cR#

(

和

!!

><#9C

水平的比较#

G

?

$

<

%

组别
# ><#8 "cR#

(

><#9C

实验组
.8 99BCf.B)

"

*CB-fCB- ,+B-f9*B-

"

对照组
,- )B8f9BD

!

.9B-f8B- .)B-fDB-

!!

"

!

I

'

-B-)

#与对照组比较'

F

!

讨
!!

论

反复自然流产$

/=:

%是指连续遭受
*

次或
*

次以上在妊

娠
*-

周前的妊娠产物或胎儿$体质量小于
)--

?

%丢失'

/=:

病因复杂#除染色体,解剖,自身免疫等因素外#至少仍有

.)Z

!

,,Z

的
/=:

患者未发现明确的致流产因素#称为
a/#

=:

'

研究提示#那些常规检查仍然无法诠释发病原因的
/=:

中至少有
+-Z

归因于免疫性因素'

"

辅助细胞$

"1

%的功能性

分化对
a/=:

的作用是近年来免疫学研究的热点之一'

"19C

细胞是新近发现的
9

种与自身免疫性疾病,肿瘤,炎性反应和

移植排斥等关系密切的辅助细胞#可通过分泌相关细胞因子参

与免疫性疾病的发生,发展'

"19C

细胞产生的细胞因子有
><#

9C

$又称
><#9C:

%,

><#9CR

,

><#**

,肿瘤坏死因子等#其中
><#9C

是
"19C

细胞最重要的效应因子#其受体在体内广泛表达#具

有较广泛的生物学功能'

><#9C

在感染或损伤早期能有效介导

促炎性反应#在自身免疫性疾病如虹膜炎,类风湿关节炎,结肠

炎以及牛皮癣等病理过程中发挥作用*

.

+

'

本实验结果显示#

a/=:

孕妇外周血
"19C

细胞$

3].

V

3]+

S

><#9C

V

"

细胞%增多#

a/=:

患者血清中
><#9C

水平亦升

高'由于
"19C

细胞是分泌
><#9C

的主要细胞群#两者变化趋

势上的一致性共同反映
"19C

细胞可能对
a/=:

的发病有一

定作用'

本实验也发现#

a/=:

患者外周血中
"19C

细胞增高幅度

低于多种自身免疫性疾病患者#其原因可能为
a/=:

发病机

制较复杂#为多因素联合作用#如
"

,

'

等细胞及其亚群均参与

其中#突出表现为
'

淋巴细胞异常激活#产生多种特征性自身

抗体*

,#)

+

&同时#

"

淋巴细胞也可以出现异常反应#如功能亢进,

受累器官出现免疫复合物沉积及各类白细胞浸润等'

某一细胞亚群的改变往往由诱导其发育的细胞因子的改

变引起#

"19C

细胞也是如此*

8

+

'

><#8

和转化生长因子
(

$

"cR#

(

%是
"19C

细胞分化的关键因子'两者共存时#能诱导
"19C

细胞大量形成#而
><#9C

能进一步促进
><#8

的产生&但缺乏
><#

8

时#

"cR#

(

并不能单独诱导
"19C

细胞的分化'由此可见#

"cR#

(

和
><#8

共存是启动
"19C

细胞分化的必要因素'随着

研究的深入#发现
"cR#

(

的水平在决定
"

细胞向
"19C

或
"

细胞分化过程中也起到决定作用'在低水平时#

"cR#

(

协同

><#8

上调
"19C

的分化#而
"cR#

(

在水平较高时可诱导
R&Q(.

的表达#促进
3],

V

3]*)

V

R&Q(.

V

"

细胞对
"19C

的抑制*

C

+

'

本实验结果显示#

a/=:

患者血清
><#8

水平明显升高#而

"cR#

(

水平未见明显变化#与健康妊娠者比较#差异无统计学

意义'参照以上研究分析#

a/=:

患者体内这两种细胞因子的

变化趋势#为
"19C

细胞的分化提供了重要的环境'

3],

V

3]*)

V

"

细胞存在于外周血和脾脏中#主要功能是

介导免疫耐受'

'%L6̀&

等*

+

+发现#

3],

V

3]*)

V

"

细胞能抑制

反应性
"

细胞的增殖和细胞因子分泌'虽然
3],

V

3]*)

V

"

细胞在维持健康妊娠中发挥作用的机制还不清楚#但研究证

实#在妊娠的各个时期#母体外周血以及胎儿的脐带血中都有

3],

V

3]*)

V

"

细胞的存在#且
3],

V

3]*)

V

"

细胞在妊娠早

期孕妇外周血中开始升高#至妊娠中期达最高峰#而产后

3],

V

3]*)

V

"

细胞比例下降#这与胎儿作为同种异体移植物

被排出是一致的#表明
3],

V

3]*)

V

"

细胞在妊娠期间是动态

变化的*

D#9-

+

'邱丽华和林其德*

99

+首次在国内报道#

a/=:

妇

女外周血
3],

V

3]*)

V

"

调节细胞明显低于同期健康孕妇'

5̂G

?

等*

9*

+发现#

a/=:

孕妇经过主动免疫治疗后#妊娠成功

者的体内
3],

V

3]*)

V

"

调节细胞明显较治疗前增多'这些

研究提示#

3],

V

3]*)

V

"

细胞在妊娠早期母胎耐受过程中发

挥重要作用'

.
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转录因子
R&Q(.

是
3],

V

3]*)

V

"

细胞发育和功能维持

的重要调节基因#特异性表达于
3],

V

3]*)

V

"

细胞#不因细

胞活化方式而变化#是当今最为特殊的
3],

V

3]*)

V

"

细胞标

志物*

9.

+

'鉴于
R&Q(.

在
3],

V

3]*)

V

"

细胞的发育和功能上

是必需的#检测
a/=:

孕妇
3],

V

3]*)

V

"

细胞中
R&Q(.

的

表达#对于进一步探讨
3],

V

3]*)

V

"

细胞在
a/=:

中的作用

具有更重要的意义#而目前少见此方面的报道'

本实验临床检测显示#

a/=:

患者外周血中
3],

V

3]*)

V

R&Q(.

V

"

细胞比例低于同期健康妊娠者'

3],

V

3]*)

V

R&Q(.

V

"

细胞水平下降可能导致母胎耐受#不能有效维持而

发生病理妊娠#提示
"

细胞在妊娠期介导和维持母胎免疫耐

受至关重要'

综上所述#

"19C

细胞和
3],

V

3]*)

V

R&Q(.

V

"

细胞的关

系是复杂的#

"19C

,

"

细胞和细胞因子形成
9

个网络#在维持

健康妊娠过程中发挥重要作用'

"19C

数量增加而
3],

V

3]*)

V

R&Q(.

V

"

细胞数量减少可能下调母亲对胎儿的免疫抑

制功能#导致母胎免疫耐受形成障碍#从而导致
a/=:

的发

生'故对
"19C

"

"

细胞平衡调控的深入研究#将为该病的临床

治疗提供新的,重要的理论依据'
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体质控物的即刻测定稳定性结果#见表
9

'

F

!

讨
!!

论

制备的液体质控血清使用的是标本每次测试完后剩余的

新鲜血清#一方面可以废物利用#节省费用&另一方面#由于使

用人血清具有与正常血清同样的清晰度,黏稠度和色泽#性状

与水平符合临床要求#因此可以更好地控制日常标本检测的质

量'以复合保护剂作稳定剂制备的过敏原检测的液体质控血

清#具有与健康人血清相近的性状#制备中又减少了因冻干和

重建等因素的影响与干扰'表
9

结果表明#光化学灭活病毒技

术制备的过敏原检测的液体质控血清的即刻测定结果稳定,变

异较小#能满足临床检验质控要求'

丙三醇有较强的高渗抑菌和抗氧作用#再加上复合保护剂

其他成分的保护#使制备的过敏原检测的液体质控血清稳定性

很好#在
,

!

+d

及
S*-d

的条件下至少可达
+)

周#远多于普

通液体质控血清的稳定时间$

)-

周%'

人液体质控血清的生物安全一直是液体质控血清制备中

9

个不易解决的重要问题'亚甲基蓝"光动力灭活病毒是近几

年才发展起来的新技术#欧洲的一些国家从
9DD*

年开始在临

床应用亚甲基蓝"光化学法处理冷冻新鲜血浆#亚甲基蓝"光化

学法产生的单线态氧对病毒核酸,膜蛋白,膜脂都会造成损伤#

光激活产生的自由基$比如羟自由基%可导致
]!:

单链断裂#

病毒已完全失去穿透,复制及再感染能力&同时#光化学法对血

浆中的各种成分及抗体活性影响较小*

)#8

+

'作者将此技术引入

过敏原检测的液体质控血清的制备#以保证液体质控血清的生

物安全#表
9

结果表明#光化学法对制备的过敏原检测的液体

质控血清的稳定性确实没有显著影响'
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