
·临床检验研究论著·

原因不明复发性流产患者蜕膜ＮＫ细胞亚群特征研究
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　　摘　要：目的　通过分析原因不明复发性自然流产（ＵＲＳＡ）患者流产蜕膜组织中ＮＫ细胞亚群表型特征，探讨蜕膜ＮＫ细胞

在ＵＲＳＡ发病中的作用。方法　选取ＵＲＳＡ患者２６例为ＵＲＳＡ组，２０例同期正常妊娠行人工流产者作为正常早孕组，采用流

式细胞术分析蜕膜组织ＮＫ细胞亚群表型、比例及其抑制性受体ＣＤ９４／ＮＫＧ２Ａ表达情况。结果　蜕膜中ＣＤ３－ ＣＤ５６＋ ＮＫ细胞

约占淋巴细胞的７０％，是妊娠子宫蜕膜中淋巴细胞的主要类型，ＵＲＳＡ组蜕膜ＮＫ细胞比例与正常早孕组无明显差异；正常早孕

组蜕膜ＮＫ细胞主要为ＣＤ５６ｂｒｉｇｈｔＣＤ１６－亚群，约占８０％；而ＵＲＳＡ组ＣＤ５６ｂｒｉｇｈｔＣＤ１６－亚群比例为（７２．２±１５．２）％，明显低于正常

早孕组，而ＣＤ５６ｄｉｍＣＤ１６＋亚群比例（１５．３±６．７）％，明显高于正常早孕组，均有统计学差异（犘＜０．０５）。ＵＲＳＡ 组蜕膜ＣＤ５６ｂｒｉｇｈｔ

ＣＤ１６－细胞亚群ＣＤ９４／ＮＫＧ２Ａ 表达显著低于正常早孕对照组（犘＜０．０１）。结论　ＵＲＳＡ 的发生可能与其蜕膜 ＮＫ 细胞

ＣＤ５６ｂｒｉｇｈｔＣＤ１６－和ＣＤ５６ｄｉｍＣＤ１６＋亚群比例失衡有关，而且蜕膜ＣＤ５６ｂｒｉｇｈｔＣＤ１６－细胞亚群抑制性受体ＣＤ９４／ＮＫＧ２Ａ表达明显降

低，可能引起ＮＫ细胞异常激活，参与ＵＲＳＡ妊娠母胎免疫耐受的破坏。
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　　复发性自然流产（ＲＳＡ）是连续发生两次或两次以上的自

然流产，病因复杂，约有５０％ ＲＳＡ原因不明，多与免疫因素有

关，称为不明原因复发性自然流产（ＵＲＳＡ）
［１］。近年来研究认

为蜕膜自然杀伤（ＮＫ）细胞是最丰富的蜕膜淋巴细胞，在母胎

界面的免疫调控中起重要作用［２３］。本研究通过流式细胞术分

析ＵＲＳＡ患者流产蜕膜组织中ＮＫ细胞亚群表型特征及其抑

制性受体ＣＤ９４／ＮＫＧ２Ａ表达的情况，旨在探讨蜕膜 ＮＫ细胞

在ＵＲＳＡ免疫学发病机制中的作用。

１　资料与方法

１．１　一般资料　（１）ＵＲＳＡ组：选择２０１１年６月至２０１２年６

月在本院妇产科就诊的ＵＲＳＡ患者２６例，自然流产２～５次，

平均３．１次，均为早期流产（孕周小于１２周），年龄（２７±４．３）

岁，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、Ｒｈ或 ＡＢＯ血型不合等因素引起的流产。

（２）正常早孕组：选择同期正常妊娠行人工流产者２０例，年龄

（２６±４．８）岁，Ｂ超显示胎儿发育正常，既往无不良妊娠史，自

愿要求终止妊娠，平均孕周为（８．０±２．１）周。两组对象年龄、

平均孕周等比较无统计学差异。

１．２　方法

１．２．１　实验试剂　鼠抗人ＣＤ１６ＦＩＴＣ、ＣＤ５６ＰＣ５、ＣＤ３ＥＣＤ、

ＣＤ９４／ＮＫＧ２ＡＰＥ单克隆荧光抗体及ｍｏｕｓｅＩｇＧ２ａ、ＩｇＧ１相应荧

光标记同型对照抗体（美国，ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ），淋巴细胞分离

液Ｆｉｃｏｌｌ（上海化学试剂厂），ＲＰＭＩ１６４０细胞培养液及胎牛血

清（美国，Ｈｙｃｌｏｎｅ）。

１．２．２　标本采集及蜕膜单个核细胞分离　常规人工流产术

后，取新鲜蜕膜组织约６～８ｇ，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）反复冲洗

后置于含１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液内，剪碎后在

２００目不锈钢网上轻搓、过滤，收集细胞悬液，以Ｆｉｃｏｌｌ分离单

个核细胞，２０００ｒ／ｍｉｎ×１５ｍｉｎ离心后取中间层单个核细胞，

行台盼蓝染色确定细胞存活率大于９０％，ＰＢＳ洗涤后调整细

胞数为１×１０６ 个／毫升备用。

１．２．３　流式细胞仪检测ＮＫ细胞亚群表型及ＣＤ９４／ＮＫＧ２Ａ表

达　采用四色标记方法，取两管蜕膜单个核细胞悬液各１００μＬ，

一管加入ＣＤ１６ＦＩＴＣ／ＣＤ５６ＰＣ５／ＣＤ３ＥＣＤ／ＣＤ９４／ＮＫＧ２ＡＰＥ
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单克隆荧光抗体１５μＬ，另一管加入ＩｇＧ２ａ／ＩｇＧ１相应荧光标

记抗体１５μＬ作为同型对照，充分混匀，４℃避光孵育３０ｍｉｎ，

１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，ＰＢＳ缓冲液洗涤１次，０．５ｍＬ

１％多聚甲醛固定，用流式细胞仪（美国，ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒＥＰ

ＩＣＳＸＬ型）检测。

１．３　统计学处理　使用统计软件ＳＰＳＳ１１．０进行数据分析，

实验数据以狓±狊表示，统计学分析采用狋检验，以犘＜０．０５为

组间差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　蜕膜 ＮＫ 细胞亚群表型特征　两组蜕膜淋巴细胞中

ＣＤ３－ＣＤ５６＋细胞约占７０％，这部分细胞即为ＮＫ细胞，ＵＲＳＡ

组与正常早孕组比较，ＮＫ细胞总量无统计学差异（犘＞０．０５）；

蜕膜中ＮＫ细胞主要表达特征为ＣＤ５６ｂｒｉｇｈｔＣＤ１６－，与正常早孕

组比较，ＵＲＳＡ组蜕膜中ＣＤ５６ｂｒｉｇｈｔＣＤ１６－ 细胞亚群比例明显

低于正常早孕组，而ＣＤ５６ｄｉｍＣＤ１６＋亚群比例明显增高，差异均

有统计学意义（犘＜０．０５），见表１。

表１　　蜕膜ＮＫ细胞亚群表型特征比较（狓±狊，％）

组别 狀 ＣＤ３－ＣＤ５６＋ ＣＤ５６ｂｒｉｇｈｔＣＤ１６－ ＣＤ５６ｄｉｍＣＤ１６＋

正常早孕组 ２０ ６７．６±１２．６ ８１．８±１０．１ １０．８±７．６

ＵＲＳＡ组 ２６ ６５．４±１５．３ ７２．２±１５．２ １５．３±６．７

　　：与正常早孕组比较，犘＜０．０５。

２．２　蜕膜ＮＫ细胞亚群抑制性受体ＣＤ９４／ＮＫＧ２Ａ表达分析

　两组蜕膜组织ＮＫ细胞亚群抑制性受体表达存在差异，ＵＲ

ＳＡ组蜕膜ＣＤ５６ｂｒｉｇｈｔＣＤ１６－细胞亚群ＣＤ９４／ＮＫＧ２Ａ表达比例

［（５６．５±１３．８）％］明显低于正常早孕组［（８２．９±１６．５）％］

（犘＜０．０１），而两组蜕膜 ＣＤ５６ｄｉｍＣＤ１６＋ 细胞亚群 ＣＤ９４／

ＮＫＧ２Ａ表达无统计学差异（犘＜０．０５）。

３　讨　　论

ＣＤ５６为 ＮＫ 细胞的表面抗原标志，在外周血中，根据

ＣＤ５６表达密度不同，将ＮＫ细胞分为ＣＤ５６ｂｒｉｇｈｔ（约占５％）和

ＣＤ５６ｄｉｍ（约占９５％）两群
［４］。这两个细胞亚群具有不同的生

物学功能：ＣＤ５６ｄｉｍ细胞高表达ＣＤ１６（ＦｃγＲⅢ受体），主要发挥

自然杀伤和抗体依赖的细胞介导的细胞毒效应（ＡＤＣＣ）作用，

而ＣＤ５６ｂｒｉｇｈｔ细胞不表达或弱表达ＣＤ１６，活化后可产生多种细

胞因子，具有免疫调节功能［４］。

越来越多的研究证实，胚胎作为半同种移植物不被母体免

疫系统排斥，子宫内膜局部免疫因素起着重要的调节作用。蜕

膜免疫细胞中ＮＫ细胞含量最丰富，占７０％～８０％
［２３］。蜕膜

ＮＫ细胞受滋养细胞的人类白细胞抗原（ＨＬＡ）及局部多种细

胞因子的调节，处于免疫抑制状态并参与母胎耐受的形成［５］。

若蜕膜ＮＫ细胞亚群及活性改变，将可能造成病理性妊娠ＵＲ

ＳＡ的发生
［２］。

本研究结果显示，正常早孕组蜕膜 ＮＫ 细胞主要为

ＣＤ５６ｂｒｉｇｈｔＣＤ１６－亚群，约占８０％；ＵＲＳＡ组ＣＤ５６ｂｒｉｇｈｔＣＤ１６亚

群比例为（７２．２±１５．２）％，明显低于正常早孕组，而ＣＤ５６ｄｉｍ

ＣＤ１６＋亚群比例（１５．３±６．７）％，明显高于正常早孕组，犘＜

０．０５，与多数文献报道一致
［６７］。已有研究证实，ＣＤ１６是 ＮＫ

细胞毒效应的标志，其表达增高可增强 ＮＫ 细胞的杀伤活

性［５］。因此，ＣＤ５６ｄｉｍＣＤ１６＋细胞亚群比例增高可能对同种异

体抗原（胚胎）的杀伤作用增强，不利于胚胎发育及妊娠的维

持。另一方面，ＣＤ５６ｂｒｉｇｈｔＣＤ１６－细胞亚群，在妊娠早期通过与

胎盘绒毛外滋养细胞密切接触发挥重要的免疫调节作用［８］。

ＣＤ５６ｂｒｉｇｈｔＣＤ１６－亚群比例减少，可能对母胎界面间免疫耐受

的调节作用减弱，不利于妊娠过程中对胚胎的免疫保护作用。

由此推测，蜕膜组织 ＮＫ 细胞 ＣＤ５６ｂｒｉｇｈｔＣＤ１６－ 和 ＣＤ５６ｄｉｍ

ＣＤ１６＋亚群比例失衡可能是ＵＲＳＡ的发病原因之一。

ＮＫ细胞能够表达多种激活性和抑制性受体，调节其活化

及杀伤功能。正常情况下，抑制性信号占主导地位，可避免正

常自身细胞被ＮＫ细胞杀伤
［９］。蜕膜 ＮＫ细胞表面抑制性受

体以Ｃ型凝集素样受体ＣＤ９４／ＮＫＧ２为代表，几乎所有的蜕

膜ＮＫ细胞均表达ＣＤ９４／ＮＫＧ２Ａ
［１０］，ＮＫＧ２Ａ 能特异性结合

表达在胎儿滋养层细胞表面的 ＨＬＡＥ，传递抑制信号，抑制

ＮＫ细胞的杀伤活性
［１１］。本研究结果显示，ＵＲＳＡ 组蜕膜

ＣＤ５６ｂｒｉｇｈｔＣＤ１６－ 细胞亚群ＣＤ９４／ＮＫＧ２Ａ表达显著低于正常

早孕组（犘＜０．０１），提示蜕膜ＮＫ细胞表面抑制性受体表达降

低，可能影响抑制性信号的正常传递，造成 ＮＫ细胞杀伤潜能

被激活，对滋养层细胞发挥杀伤作用。

本研究对ＵＲＳＡ患者蜕膜组织中ＮＫ细胞亚群特征进行

了分析，结果显示 ＵＲＳＡ组蜕膜 ＮＫ细胞ＣＤ５６ｂｒｉｇｈｔＣＤ１６－和

ＣＤ５６ｄｉｍＣＤ１６＋亚群比例失衡，而且其ＣＤ５６ｂｒｉｇｈｔＣＤ１６－细胞亚

群抑制性受体ＣＤ９４／ＮＫＧ２Ａ表达明显降低，可能是ＵＲＳＡ母

胎免疫耐受紊乱的原因之一，其确切作用机制仍有待进一步深

入研究。
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