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利用流式细胞术检测Ｔ淋巴细胞表面分子ＣＤ３、ＣＤ４和ＣＤ８封闭

效率在反复自然流产中的应用
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（郑州大学第三附属医院检验科，河南郑州４５００５２）

　　摘　要：目的　快速、准确检测反复自然流产（ＲＳＡ）患者是否缺乏保护性封闭抗体，监测免疫治疗效果，以及探讨ＲＳＡ的免

疫学发生机制。方法　利用流式细胞术检测Ｔ淋巴细胞表面标志ＣＤ３、ＣＤ４和ＣＤ８分子的封闭效率。结果　反复自然流产患者

ＣＤ３、ＣＤ４和ＣＤ８分子的封闭效率均低于健康对照组（犘＜０．０１）；利用丈夫单个核细胞进行免疫治疗后，ＣＤ３、ＣＤ４和ＣＤ８分子的

封闭效率转阳率与怀孕率呈正相关性。结论　利用流式细胞术检测Ｔ淋巴细胞表面ＣＤ３、ＣＤ４和ＣＤ８分子的封闭效率可以为

ＲＳＡ患者提供快速、准确的临床诊断依据，实现对治疗效果的监测，并有助于部分解释ＲＳＡ的免疫学发病机制。
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　　封闭抗体主要是指孕妇针对胚胎主要组织相容性抗原

（ＭＨＣ）、滋养层细胞及淋巴细胞交叉反应抗原（ＴＬＸ）产生的

特异性ＩｇＧ类抗体
［１３］。正常状况下，封闭抗体从妊娠初期开

始产生，至妊娠３个月达到最高，以后逐渐下降，分娩时又增

高。封闭抗体缺乏是造成早期复发性自然流产（ＲＳＡ）的重要

因素之一［４］。因此，目前临床上对于ＲＳＡ封闭抗体检测主要

采用ＥＬＩＳＡ方法，该方法是将 ＭＨＣ混合抗原包被于９６孔板

中，检测受检者的血清中是否存在 ＭＨＣ的抗体。该方法的设

计理念是从源头寻找ＲＳＡ的致病因素，但是由于ＲＳＡ是多因

素的集合体，因此，还有很多ＲＳＡ患者不能单纯用是否缺乏封

闭抗体来进行解释。本研究从免疫应答的结局上寻找ＲＳＡ发

生的原因，即利用流式细胞术检测Ｔ淋巴细胞表面分子ＣＤ３、

ＣＤ４和ＣＤ８的封闭效率，通过该方法，其目的是建立快速、准

确、简便易行的手段，有利于临床诊断和疗效观察，同时可以进

一步对ＲＳＡ的免疫学发生机制进行解释。

１　资料与方法

１．１　一般资料　反复自然流产组（ＲＳＡ组）标本来源于郑州

大学第三附属医院２０１１年７月至２０１３年５月门诊就诊患者，

共计１６３８例，年龄２０～４６岁，平均（３２±６．８）岁。其诊断标

准为患者有２次或２次以上的自然流产病史，同时排除夫妇双

方染色体异常、母体生殖道解剖结构异常、内分泌失调、生殖道

感染和自身免疫病等；健康对照组为正常妊娠来本院进行孕期

保健者，共计１００例，其妊娠均在１２周以内，年龄２４～３６岁，

平均（２７±２．９）岁，且既往无自然流产、死胎、死产史，同时排除

夫妇双方染色体异常、母体生殖道解剖结构异常、内分泌失调、

生殖道感染和自身免疫病等，本次妊娠期间无阴道流血和腹痛

等先兆流产症状和体征，超声检查证实胚胎发育正常者。

１．２　试剂　ＣＤ４ＦＩＴＣ／ＣＤ８ＰＥ／ＣＤ３ＰｅｒＣＰ混合单克隆荧光

抗体、红细胞裂解液购自美国ＢＤ公司；淋巴细胞分离液（北京

鼎国生物技术公司）。

１．３　方法　采集夫妇双方静脉血，并用ＥＤＴＡＮａ２ 抗凝。采

用流式细胞术检测Ｔ淋巴细胞表面标志ＣＤ３／ＣＤ４／ＣＤ８阳性

细胞百分数。每对标本取２支流式细胞专用管，第１管为对照

管，加入男方血浆和全血各５０μＬ，第２管为测定管，加入女方

血浆和男方全血各５０μＬ；然后再加入１０μＬＦＩＴＣＣＤ３／ＰＥ

ＣＤ４／ＡＰＣＣＤ８混合单克隆荧光抗体；震荡混匀，室温避光１５

ｍｉｎ；加 入 １× 红 细 胞 裂 解 液，混 均，室 温 避 光 １０ ｍｉｎ；

０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗涤３次，每次１５００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ；最后加入

１００μＬＰＢＳ，等待上机。封闭效率（％）＝对照管 ＣＤ３／ＣＤ４／

ＣＤ８阳性细胞百分数－测定管ＣＤ３／ＣＤ４／ＣＤ８阳性细胞百分
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数；结果判定：ＣＤ３、ＣＤ４和ＣＤ８封闭效率只要有一项出现负

值，提示封闭抗体缺乏；三项封闭效率均为正值，提示正常。免

疫治疗：分离获取ＲＳＡ患者丈夫或无关健康第三者抗凝静脉

血３０ｍＬ，并提取单个核细胞，调整细胞浓度为（５～１０）×１０７／

ｍＬ，每次取１００μＬ分３～５点注入女方前臂皮下，３次为一个

疗程，每次间隔２～３周。治疗１个疗程后进行封闭抗体检测，

若封闭抗体转阳鼓励患者６个月内自然妊娠，并在妊娠前３个

月加强免疫治疗；若封闭抗体仍为阴性，则进入下一个疗程

治疗。

１．４　统计学处理　数据以狓±狊表示，采用ＳＰＳＳ１１．０统计软

件分析，组间比较采用两样本χ
２ 检验。犘＜０．０５表示差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＲＳＡ组与健康对照组封闭抗体缺乏率　１６３８例 ＲＳＡ

患者中封闭抗体阴性（只要ＣＤ３／ＣＤ４／ＣＤ８封闭效率中有一项

出现负值即规定为封闭抗体缺乏）１４５９例，阴性率为７６．８６％

（１２５９／１６３８），１００例健康对照组中封闭抗体阴性８例，阴性

率为８．００％。ＲＳＡ组封闭抗体阴性率明显高于健康对照组，

差异有统计学意义（犘＜０．０１）。见表１。

表１　　ＲＡＳ组与对照组封闭抗体阴性率比较

组别 狀 阴性例数（狀） 阴性率（％）

ＲＡＳ组 １６３８ １２５９ ７６．８６

健康对照组 １００ ８ ８．００

　　：犘＜０．０１，与健康对照组比较。

２．２　Ｔ淋巴细胞表面分子ＣＤ３、ＣＤ４和ＣＤ８的封闭效率　

ＲＳＡ组中，ＣＤ３封闭效率为（－２．８±１．９）％，ＣＤ４封闭效率为

（－１．８±１．２）％，ＣＤ８封闭效率为（－１．２±１．２）％；而健康对

照组ＣＤ３封闭效率为（１．５±１．０）％，ＣＤ４封闭效率为（０．６±

０．６）％，ＣＤ８封闭效率为（０．９±０．５）％。ＲＳＡ组和健康对照

组中ＣＤ３、ＣＤ４和ＣＤ８封闭效率之间比较差异有统计学意义

（犘＜０．０１），见图１（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附

件”）。

２．３　ＲＳＡ患者Ｔ淋巴细胞表面分子ＣＤ３、ＣＤ４和ＣＤ８封闭

效率阴性百分比　在 ＲＳＡ 患者中，ＣＤ３封闭效率阴性占

７１．０１％；ＣＤ４封闭效率阴性占６４．１０％；ＣＤ８封闭效率阴性占

７６．４１％。ＲＡＳ患者中ＣＤ８封闭效率阴性比ＣＤ４封闭效率阴

性所占比例更高，差异具有统计学意义（犘＜０．０１），见表２。

表２　　ＲＡＳ患者Ｔ淋巴细胞表面ＣＤ３／ＣＤ４／ＣＤ８封闭

　　效率阴性比例［狀（％）］

项目 ＲＳＡ组 健康对照组

ＣＤ３ ８９４（７１．０１） １００（５．００）

ＣＤ４ ８０７（６４．１０） １００（６．００）

ＣＤ８ ９６２（７６．４１） １００（３．００）

　　：犘＜０．０１，与ＣＤ４封闭效率阴性比较。

２．４　免疫治疗后封闭抗体封闭效率转阳情况　９９３例接受免

疫治疗的ＲＳＡ患者中，经过１个疗程免疫治疗后，封闭抗体转

阳为４１８例，占４２．０９％；２个疗程治疗封闭抗体转阳为３５９

例，占３６．１５％；３个及３个以上疗程后封闭抗体转阳８７例，占

８．７６％；其他为正在继续或放弃治疗，见图２（见《国际检验医

学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．５　免疫治疗后 ＲＡＳ患者怀孕情况　接受免疫治疗抗封

ＣＤ３、ＣＤ４和ＣＤ８均转阳后的ＲＡＳ病例共８６４例，其中６５７例

已经证实怀孕，怀孕率为７６．０４％。

３　讨　　论

封闭抗体缺乏是造成ＲＳＡ的重要因素之一。目前临床上

对于ＲＳＡ的诊断和治疗监测主要是通过ＥＬＩＳＡ方法检测母

体中是否含有抗混合 ＨＬＡ抗体
［５７］。但是，由于封闭抗体的

复杂性，目前还不能做到对各种封闭抗体进行全面、快速、准确

和定量检测。因此，本研究将从怀孕失败的免疫结局入手，利

用流式细胞术检测Ｔ淋巴细胞表面分子ＣＤ３、ＣＤ４和ＣＤ８封

闭效率，以达到快速、准确和定量地检测ＲＡＳ患者是否是由于

缺乏封闭抗体而造成的反复自然流产，便于进行临床诊断、治

疗和对疗效的观察，同时可以进一步揭示和补充ＲＳＡ发病的

免疫学机制。

在妊娠早期，胚胎周围通常浸润有一定数量的淋巴细胞，

并且以Ｔ淋巴细胞为主
［８１０］。ＣＤ３、ＣＤ４和ＣＤ８分子作为 Ｔ

淋巴细胞的分化抗原，主要参与信号的转导，而且也是Ｔ淋巴

细胞亚群分类的分化抗原标志。ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞代表

辅助性Ｔ淋巴细胞，而ＣＤ３＋ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞代表细胞毒型／

抑制型Ｔ淋巴细胞。这也是利用检测Ｔ淋巴细胞表面分子封

闭效率预测是否为原因不明的免疫性ＲＳＡ的重要基础。

本研究表明：健康对照组ＣＤ３、ＣＤ４和ＣＤ８封闭效率分别

为（１．５±１．０）％，（０．６±０．６）％，和（０．９±０．５）％；而ＲＡＳ组

ＣＤ３、ＣＤ４和ＣＤ８封闭效率分别为（－２．８±１．９）％，（－１．８±

１．２）％，（－１．２±１．２）％。两者比较差异有统计学意义（犘＜

０．０１），因此，现暂定为若ＣＤ３、ＣＤ４和ＣＤ８封闭效率只要有一

项出现负值即代表缺乏封闭抗体；三项均为正值说明封闭抗体

阳性，对胚胎植入以及生长、发育具有保护性。

通过分析ＣＤ３、ＣＤ４和ＣＤ８分子的封闭效率发现在ＲＳＡ

患者中ＣＤ８封闭效率阴性占７６．４１％，高于ＣＤ４封闭效率阴

性率（ＣＤ４封闭效率阴性占６４．１０％），暗示着 ＣＤ８分子在

ＲＳＡ中发挥更为重要的作用。胎儿表达的父源性主要组织相

容性复合物（ＭＨＳ）与肿瘤抗原一样，均属于内源性抗原，主要

启动ＣＤ３＋ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞的应答。在正常怀孕状况下，由

于母体的免疫系统能够正好识别父源性 ＭＨＣ分子并诱导机

体产生保护性的封闭抗体，这些保护性抗体可以通过特异性与

Ｔ淋巴细胞表面的ＣＤ３和ＣＤ８分子结合，干扰了ＣＤ３＋ＣＤ８＋

Ｔ淋巴细胞向细胞内传递第一信号系统，使细胞免疫得到一定

程度的抑制，胎儿得以继续生长发育。通过进一步对临床免疫

治疗后怀孕结果的观察也发现：ＣＤ８封闭效率是否转阳对于

能否正常怀孕和度过流产危险期是非常重要的。研究者对２０

例进行封闭抗体治疗期间怀孕妇女（ＣＤ３、ＣＤ４和ＣＤ８封闭效

率存在一项或者两项负值）进行临床观察与回访发现：ＣＤ８封

闭效率转阳而ＣＤ４封闭效率仍为阴性的妇女有８例怀孕，其

中１例再发流产；而ＣＤ４封闭效率转阳但ＣＤ８为阴性的妇女

仅有３例怀孕，其中１例再发流产。因此，通过封闭抗体治疗

的结果，从另一个侧面说明ＣＤ３、ＣＤ４和ＣＤ８封闭效率检测方

法可以更直观为临床提供治疗依据、预测风险指标和再发

ＲＳＡ评估。

之所以ＣＤ３、ＣＤ４和ＣＤ８封闭效率可以作为ＲＳＡ封闭抗

体的检测，可能机制是：正常免疫状态下，机体本身就可以微量

产生抗自身Ｔ淋巴细胞表面抗体，即抗ＣＤ３、ＣＤ４和ＣＤ８的抗

体，以保持Ｔ淋巴细胞生理功能的平衡；而当父源性 ＭＨＣ分

子通过皮下注入女方体内，实际上是给予女方以抗原刺激，这

些外源性抗原在树突状细胞的作用下，将外源性抗原进行处

理，并提成给Ｂ淋巴细胞，不仅可以产生抗父（下转第６８６页）
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于该病的发病率０．１４３％，但都在允许的范围内，这是由于本

研究针对的孕妇例数不大，研究基数较小，造成了统计概率上

的影响。基于临床应用，联合ｕＥ３检测的三联筛查的效率上

较二联筛查的还是存在优势。目前国内外一般是将唐氏综合

征风险截断值定为１／２７０
［６］，建议在大样本研究基数的前提

下，将风险截断值适当地进行调整，在各项统计学概率处于可

接受范围的同时，提高检出率，也为可取方法。但需进行大样

本研究，以制定更好的筛查方案和风险截断值。

由于游离雌三醇几乎全部来源于胎儿和胎盘，故可作为胎

儿代谢变化的敏感指标，１９８８年有研究者最先报道受唐氏儿

影响的孕妇血清ｕＥ３明显降低，提出在孕中期测定ｕＥ３水平

是一项有效的指标。由表１可见，第６、７例二联方法为低风险

（１／４８０、１／３４０），但因ｕＥ３为０．１５２ＭｏＭ、０．７１８ＭｏＭ，三联筛

查转为高风险（１／２６０、１／２６０）。本研究的４３例异常妊娠中，共

有１２例阳性，筛查阳性率为２６．１％；在确证为唐氏综合征的７

例中，ｕＥ３筛查阳性的占有３例，检出效率为４２．９％。可见，作

为单项指标，ｕＥ３在对唐氏综合征的辅助判断中有较好的提示

意义。同时，在其他染色体易位、缺失、多态等遗传疾病中也有

一定的提示作用。由于ｕＥ３是孕中期三联筛查中随孕周变化

而变化最大的血清指标，故在检测过程中正确核对孕周是非常

必要的。当然，在检测过程中，对血液标本的质量也要有严格

要求，黄疸、脂血等标本对ｕＥ３的检测结果具有不同程度的影

响。因此在规范操作、减少人为因素影响的前提下，ｕＥ３单一

指标对产前筛查有一定的提示意义［７］。

高检出率、简便有效、成本低的唐氏综合征产前筛查方案

是全世界产前诊断工作者共同追求的目标，以求减少漏诊的发

生率，最大程度地检出唐氏患儿，并减少假阳性患者的比例，从

而减少侵袭性产前诊断技术的应用。多指标联合检测，单一指

标辅助诊断已经是现在产前筛查发展的流行趋势［６７］。目前国

际多数学者提倡孕早中期联合筛查方案，期中酌情序贯筛查方

案是目前最好的筛查方案，即对孕早期筛查结果为极高危风险

者，进行绒毛取材染色体核型分析；孕早期筛查结果为极低危

风险者，在孕中期不进行进一步筛查；孕早期筛查结果介于两

者之间，进行孕中期再次筛查，风险比高危者，进行羊水穿刺染

色体核型分析，风险比低危者，不作进一步检查。此方案的检

出率高同时假阳性率低，医生和孕妇对此方案的满意度均

较高。
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源性 ＭＨＣ的特异性抗体，同时可以通过旁路活化途径使预存

于机体中的具有产生抗ＣＤ３、ＣＤ４和ＣＤ８的Ｂ淋巴细胞克隆

大量活化，进而产生相应的抗淋巴细胞表面ＣＤ３、ＣＤ４和ＣＤ８

抗体，而这些抗体正是可以保护胚胎着床以及生长发育的保护

性抗体。

ＣＤ３、ＣＤ４和ＣＤ８封闭效率检测也可以为治疗效果进行

评估。ＥＬＩＳＡ方法对封闭抗体的检测通常是一种定性的方

法，受到干扰的因素比较多，而ＣＤ３、ＣＤ４和ＣＤ８分子封闭效

率检测是针对女方体内是否具有抗ＣＤ３、ＣＤ４和ＣＤ８的特异

性抗体，因此干扰因素较少，不仅可以定性，而且可以定量，有

利于对治疗效果及过程进行全程监测，更有利于临床对免疫治

疗效果的评价。
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ｓｔｅｔ，２００４，２６９（３）：１６１７２．

［９］ ＭａｔｔｈｉｅｓｅｎＬ，ＫａｌｋｕｎｔｅＳ，ＳｈａｒｍａＳ．Ｍｕｌｔｉｐｌｅｐｒｅｇｎａｎｃｙｆａｉｌｕｒｅｓ：

ａｎｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌｐａｒａｄｉｇｍ［Ｊ］．ＡｍＪＲｅｐｒｏｄＩｍｍｕｎｏｌ，２０１２，６７

（４）：３３４４０．

［１０］ＰｅｒｒｉｃｏｎｅＣ，ｄｅＣａｒｏｌｉｓＣ，ＰｅｒｒｉｃｏｎｅＲ．Ｐｒｅｇｎａｎｃｙａｎｄａｕｔｏｉｍｍｕ

ｎｉｔｙ：ａｃｏｍｍｏｎｐｒｏｂｌｅｍ［Ｊ］．ＢｅｓｔＰｒａｃｔＲｅｓＣｌｉｎＲｈｅｕｍａｔｏｌ，

２０１２，２６（１）：４７６０．

（收稿日期：２０１３１２０８）

·６８６· 国际检验医学杂志２０１４年３月第３５卷第６期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｒｃｈ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．６




