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寿胎丸治疗对反复自然流产患者Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ细胞表达水平的影响
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　　摘　要：目的　探讨寿胎丸治疗对反复自然流产（ＲＳＡ）患者调节性Ｔ细胞（Ｔｒｅｇ）和辅助性Ｔ细胞１７（Ｔｈ１７）表达水平的影

响。方法　流式细胞术检测２０例ＲＳＡ患者寿胎丸治疗前及治疗１、３个月后外周血Ｔｈ１７、Ｔｒｅｇ细胞表达水平，以２６例健康孕妇

作为对照组。结果　ＲＳＡ患者Ｔｈ１７细胞表达水平显著升高（犘＜０．０５），Ｔｒｅｇ表达水平显著降低（犘＜０．０５）。治疗３个月后，

ＲＳＡ患者Ｔｈ１７细胞数量降低（犘＜０．０５），Ｔｒｅｇ细胞数量升高（犘＜０．０５）；治疗前Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ比值高于对照组（犘＜０．０５），治疗后

逐渐降低，３个月后恢复至正常水平。结论　Ｔｈ１７和Ｔｒｅｇ细胞参与了ＲＳＡ免疫应答，Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ细胞平衡在维持妊娠中发挥重

要作用。寿胎丸可有效改善ＲＳＡ患者Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ细胞失衡。
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　　反复自然流产（ＲＳＡ）可能与免疫因素有关，但确切的免疫

学病因及发病机制尚未完全明确［１４］。研究表明，ＲＳＡ可能与

ＣＤ４＋Ｔ辅助细胞亚群（Ｔｈ）中的调节性Ｔ细胞（Ｔｒｅｇ）数量及

Ｔｈ１／Ｔｈ２比例失调有关，有效的免疫治疗后ＣＤ４＋细胞各亚

群比例失调有较大改善［５６］。Ｔｈ１７细胞具有强大的促炎性作

用，在ＲＳＡ发病中也起到重要作用
［７９］。本研究通过比较健康

孕妇对照、ＲＳＡ患者寿胎丸治疗过程中外周血Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ细

胞应答水平，探讨中药治疗后Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ变化情况，结果报道

如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１０年１０月至２０１２年５月于福田中医院确

诊的２０例ＲＳＡ患者，诊断标准：妊娠早期自然流产３次或３

次以上，妇科及其他检查均排除染色体核型、内分泌、自身免疫

等异常；采用寿胎丸加减治疗：菟丝子２０ｇ，续断１５ｇ，桑寄生

１５ｇ，阿胶（烊化）１０ｇ，黄芩炭１０ｇ，白术１５ｇ，荆芥炭１０ｇ，杜

仲１０ｇ，山茱萸１０ｇ，苏梗１０ｇ，旱莲草１０ｇ，砂仁（后下）５ｇ，

每日１剂，７ｄ为１个疗程，连用３～５个疗程，服至前次流产月

份过后，再根据临床需要间日服１剂，至孕４～５个月后酌情停

药或每周２剂服至临产。另选择３０例健康早孕体检者，年龄

分布与ＲＳＡ患者无统计学差异（犘＞０．０５）。

１．２　方法　采集健康孕妇和ＲＳＡ患者治疗前及治疗１、３个

月后肝素锂抗凝全血４ｍＬ，采用使用ＢＤ公司Ｃａｎｔｏ流式细胞

仪及配套试剂进行 ＣＤ３ＡＰＣＣｙ７、ＣＤ４ＰＥＣＹ５、ＣＤ２５ＦＩＴＣ

及ＣＤ１２７ＡＰＣ检测，具体操作均参照仪器及试剂说明书。在

淋巴细胞设门分析ＣＤ３、ＣＤ４表达情况，在ＣＤ３＋ＣＤ４＋细胞设

门分析ＣＤ２５、ＣＤ１２７表达情况。另取肝素锂抗凝全血２５０μＬ

与７５０μＬ含１０％胎牛血清１６４０培养基充分混匀，１ｍＬ培养

体系中加入刺激物 ＰＭＡ、Ｉｏｎｏｍｙｃｉｎ至终浓度５０ｎｇ／ｍＬ、１

μｇ／ｍＬ震荡混匀，于ＣＯ２ 培养箱３７℃孵育１ｈ后加入阻断因

子ＢｒｅｆｅｌｄｉｎＡ（终浓度１０μｇ／ｍＬ），３７℃孵育５ｈ后采用ＢＤ

公司Ｃａｎｔｏ流式细胞仪及配套试剂进行细胞表面ＣＤ３、ＣＤ８及

细胞内ＩＬ１７检测，具体操作均参照仪器及试剂说明书执行。

在淋巴细胞设门分析ＣＤ３、ＣＤ８表达情况，在ＣＤ３＋ＣＤ８－细胞

设门分析ＩＬ１７表达情况（由于ＰＭＡ刺激后会导致ＣＤ４下

调，故采用ＣＤ３＋ＣＤ８－细胞反圈门方法检测ＣＤ４＋Ｔｈ）。Ｔｒｅｇ

和Ｔｈ１７细胞检测均同时采用各种抗体的同型对照进行阳性

背景染色的界定。

１．３　统计学处理　采用Ｐｒｉｓｍ４．０统计软件进行数据分析。
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计量资料以狓±狊表示，多组间比较采用ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ分

析；显著性检验水准为α＝０．０５。

２　结　　果

２．１　ＣＤ４
＋ＣＤ２５＋ＣＤ１２７ｌｏｗＴｒｅｇ细胞检测　ＲＳＡ患者治疗前

外周血 Ｔｒｅｇ细胞表达为（６．６２５±１．１７３）％，较健康孕妇

（８．４１９±１．７９６）％明显降低（犘＜０．０５）。ＲＳＡ患者治疗１个

月后Ｔｒｅｇ细胞表达为（６．８６０±１．７６３）％，较治疗前无统计学

差异（犘＞０．０５）；治疗３个月 Ｔｒｅｇ细胞表达为（８．８２０±

１．８１８）％，较治疗前及治疗１个月时明显增加（犘＜０．０５），且

与健康孕妇比较无统计学差异（犘＞０．０５）。健康孕妇及ＲＳＡ

患者ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＣＤ１２７ｌｏｗＴｒｅｇ细胞流式细胞仪检测结果见

图１。

２．２　ＩＬ１７ 表达检测 　ＲＳＡ 患者治疗前ＩＬ１７ 表达为

（５．０５７±２．２９４）％，较健康孕妇（３．２３８±１．２０５）％明显增高

（犘＜０．０５）。ＲＳＡ患者经治疗后，ＩＬ１７逐渐降低，治疗１个月

后检测结果为（３．９０５±１．１２４）％，较治疗前降低不明显（犘＞

０．０５），治疗３个月后检测结果为（３．２７６±１．６３５）％，明显降低

（犘＜０．０５），且与健康孕妇比较无统计学差异（犘＞０．０５）。健

康孕妇及ＲＳＡ患者 Ｔｈ１７细胞流式细胞仪检测结果见图２。

ＲＳＡ患者治疗前Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ比值高于健康孕妇（犘＜０．０５），

治疗后逐渐降低，治疗３个月后 Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ比值与治疗前比

较有统计学差异（犘＜０．０５），与健康孕妇比较无统计学差异

（犘＞０．０５），见图３。

图１　　健康孕妇和ＲＳＡ患者ＣＤ４
＋ＣＤ２５＋ＣＤ１２７ｌｏｗＴｒｅｇ

细胞检测结果

图２　　健康孕妇和ＲＳＡ患者Ｔｈ１７细胞流式检测结果

图３　　寿胎丸治疗过程中ＲＳＡ患者Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ比值的变化

３　讨　　论

寿胎丸配方来源于张锡纯编撰的《医学衷中参西录》，由菟

丝子、续断、桑寄生、阿胶等成分组成，是治疗ＲＳＡ的有效中药

复方，但作用机制尚未明确。有研究表明寿胎丸可能通过调节

小鼠母胎界面细胞因子信号转导负调控因子ＳＯＣＳ３蛋白的

表达而避免流产的发生［１０］，并能抑制 Ｔｈ细胞向 Ｔｈ１细胞分

化，同时促进Ｔｈ细胞向Ｔｈ２细胞分化
［１１］，但有关寿胎丸治疗

对ＲＳＡ患者Ｔｈ１７和Ｔｒｅｇ细胞的影响未见报道。

Ｔｒｅｇ细胞是一种组成性表达ＣＤ２５的ＣＤ４
＋Ｔ细胞亚群，

通过上调Ｆｏｘｐ３表达而发挥免疫抑制功能。研究发现，Ｔｒｅｇ

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，

Ｔｒｅｇ细胞缺乏可导致母体产生针对胎儿的免疫排斥，发生流

产［１０］。有研究显示ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞低表达ＣＤ１２７，因

此ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＣＤ１２７ｌｏｗ被认为是一种较为理想的Ｔｒｅｇ细胞

表面 分 子 标 志［１２］。本 研 究 显 示 ＲＳＡ 患 者 ＣＤ４＋ ＣＤ２５＋

ＣＤ１２７ｌｏｗＴｒｅｇ细胞水平明显降低，经寿胎丸治疗后，逐渐增高

并恢复至正常水平，说明寿胎丸在改善患者细胞免疫功能方面

具有重要作用。Ｔｈ１７细胞与ＲＳＡ的关系也不容忽视。Ｔｈ１７

细胞属于ＣＤ４＋Ｔ细胞亚群，但又不同于Ｔｈ１和Ｔｈ２细胞群。

Ｔｈ１７细胞产生的ＩＬ１７可与靶细胞表面ＩＬ１７受体（ＩＬ１７Ｒ）

结合，具有动员和富集中性粒细胞及促炎作用，可有效介导病

变组织的炎性反应［４］。有研究表明妊娠的子宫蜕膜 Ｔｈ１７细

胞水平增高可导致蜕膜微环境紊乱，造成滋养细胞发育异常，

促使母体免疫系统产生进一步的免疫杀伤作用而导致流

产［５６］。本研究发现ＲＳＡ患者外周血Ｔｈ１７细胞比例明显高

于健康孕妇，经寿胎丸治疗３个月后明显下降至接近正常水

平；治疗前ＲＳＡ患者Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ比值显著升高，有效治疗后

逐渐降低，Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ失衡现象得以改善。

综上所述，寿胎丸在治疗ＲＳＡ过程中，不仅调节母胎界面

局部Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞因子的表达，形成维持正常妊娠所需的

Ｔｈ２型免疫偏倚，同时对Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ细胞也具有重要的调节

作用，可促使部分初始ＣＤ４＋Ｔ细胞不断分化成Ｔｒｅｇ细胞，抑

制Ｔｈ１７细胞的产生，使 Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ比值维持在正常妊娠状

态，从而阻止流产的发生。
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３　讨　　论

ＨＢｓＡｂ具有中和作用，一般情况下 ＨＢｓＡｂ阳性表示

ＨＢＶ已被清除、人体已产生保护作用。有研究发现慢性乙肝

患者 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｓＡｂ共阳性的发生率可达４．９％～９．１５％
［８］，

本研究中共阳性检出率为３．８６％（６０／１５５４）。慢性乙肝患者

ＨＢｓＡｇ、ＨＢｓＡｂ共阳性的机制尚不清楚，多数学者认为可能与

ＨＢＶｐｒｅＳ区缺失突变和Ｓ区氨基酸突变，特别是α决定簇氨

基酸突变有关［３６，９１０］。

就分子结构而言，ＨＢＶ包膜基因包括３个开放阅读框，即

ｐｒｅＳ１、ｐｒｅＳ２、Ｓ，ｐｒｅＳ、Ｓ区突变可能会改变病毒颗粒的免疫原

性，从而影响 ＨＢＶ感染患者的临床过程
［５］。Ｓ区主要亲水区

的１２４～１４７号密码子被称为α决定簇
［９］，氨基酸突变可改变

其空间结构，从而改变 ＨＢｓＡｇ免疫原性，常见突变位点为

１２６、１２９、１３３、１４１、１４４和１４５
［９］。

体内、体外试验均证实 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｓＡｂ共阳性情况下的

抗原和抗体是不匹配的，该现象的发生可能与患者感染了不同

ＨＢＶ血清型所致
［１１］。有学者从共阳性慢性乙肝患者血清中

纯化出 ＨＢｓＡｂ，并用酶联免疫吸附法验证了共阳性患者血清

中 ＨＢｓＡｇ和 ＨＢｓＡｂ的不匹配性，同时也对 ＨＢｓＡｇ编码区进

行了扩增和测序，研究结果表明慢性乙肝患者 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｓＡｂ

共阳性与 ＨＢｓＡｇ编码区突变无关
［８，１２］。

本研究中未在双阳性患者标本中检出ｐｒｅＳ区缺失突变，

而 ＨＢｓＡｇ阳性、ＨＢｓＡｂ阴性患者中存在ｐｒｅＳ１区１５ｂｐ的缺

失；α决定簇氨基酸点突变率组间比较无统计学差异，在试验

组和对照组中均检出１２６位点的突变，对照组中还检出１３３位

点的突变。因此，本研究结果并不支持 ＨＢＶｐｒｅＳ区缺失突变

和α决定簇氨基酸点突变造成慢性乙肝患者 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｓＡｂ

共阳性的观点。

本研究结果与Ｚｈａｎｇ等
［８］的研究结果相似，即 ＨＢｓＡｇ、

ＨＢｓＡｂ共阳性与 ＨＢＶｐｒｅＳ区缺失突变和Ｓ区氨基酸点突变

无必然联系。在 Ｚｈａｎｇ等
［８］的研究中，入组标本都来源于

ＨＢｅＡｇ阳性、ＡＬＴ水平高于正常值两倍、ＨＢＶＤＮＡ复制水

平高于１．０×１０５ｃｏｐｙ／ｍＬ的免疫激活期的患者
［１２］，而本研究

不仅包括了免疫激活期和免疫耐受期患者，还包括了 ＨＢｅＡｇ

阴性患者。因此，可以认为本研究结果为Ｚｈａｎｇ等
［８］的观点提

供了客观证据。但本研究标本量较小，试验组与对照组 ＨＢＶ

基因型均为Ｂ型或Ｃ型，且试验组的Ｂ型标本（编号１～３）来

源于同一患者，因此尚有待扩大样本量后进行更为深入的

研究。
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