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"摘要#

!

目的
!

本研究通过检测正常早孕及不明原因反复自然流产"

c839

$患者子宫蜕膜中髓样树突状细胞"

64V

$及浆细

胞样树突状细胞"

Y4V

$的水平!探讨树突状细胞"

4V

$亚群在
c839

中的作用%方法
!

选取
c839

患者"

$d11

$作为
c839

组!

正常早孕妇女"

$d1%

$作为对照组!采用流式细胞技术检测其蜕膜中
64V

及
Y4V

亚群的水平!比较其数量和比值的变化%结果

!

c839

组与对照组比较!蜕膜中
4V

&

64V

&

64V

'

Y4V

值的水平均显著增高"

B

%

%&%2

$%结论
!

c839

患者蜕膜中
4V

&

64V

的水平及
64V

'

Y4V

值明显增加!可能是
c839

发病的免疫因素之一%

"关键词#
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树突细胞#流产!自然#蜕膜#流式细胞术
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反复自然流产$
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839

&是指

连续两次及以上的自然流产#发生率约占总妊娠数的
2R

)

839

的发病原因复杂#包括解剖*内分泌*染色体异常*感染*

环境理化因素的影响等)其中
$2R

#

2%R

的
839

找不到原

因#称为不明原因反复自然流产$

c839

&#近代生殖免疫的研

究提示多数系同种免疫异常所致#即类似于同种移植排斥反

应)研究证实#

$

型辅助
7

淋巴细胞与
1

型辅助
7

淋巴细胞的

比值$

7@$

"

7@1

&平衡向
7@$

偏移#

_a

细胞*调节性
7

细胞功

能异常#树突状细胞功能异常等均可能导致母胎免疫平衡破

坏#导致流产'

$

(

)

树突状细胞$

!;,!A#<#EE;DD

#

4V

&是目前已知的功能最强的

抗原提呈细胞$

9YV

&#是机体免疫反应始动者'

1

(

#参与了调节

性
7

细胞的诱导分化'

'

(

*

_a

细胞的激活及
7@$

"

7@1

之间平

衡的调节'

0

(

#因此
4V

对妊娠的维持具有重要意义)人的
4V

可分为髓样
4V

$

C

I

;D"#!!;,!A#<#EE;DD

#

64V

&亚群和浆细胞样

4V

$

L

D>+C>E

I

<"#!!;,!A#<#EE;DD

#

Y4V

&亚群)

64V

经激活能产

生大量
\O.$1

#使
7@%

分化为
7@$

细胞'

2.)

(

#而
Y4V

有利于

7@%

分化为
7@1

细胞'

2

#

-./

(

)

7@$

型细胞因子具有胚胎毒性作

用#而
7@1

型细胞因子对正常妊娠的维持起重要作用)妊娠

时期的免疫调节作用不仅发生于母体全身免疫系统#而且也发

生在妊娠子宫局部#这种局部免疫因素的调节作用更直接地影

响着母胎之间的相互作用)也有观点认为胎儿从未与母体组

织直接接触#因此母胎免疫调控机制可能仅发生于胎盘的母胎

界面处'

(

(

)

4V

主要分布于皮肤和黏膜等表面组织#在黏膜表

面抗原的免疫应答的启动和调节过程中起了举足轻重的作用)

蜕膜是一种特殊的黏膜组织#蜕膜
4V

被认为在维持母胎免疫

调控中发挥着关键作用'

0

#

$%

(

)

因此#本研究拟通过检测
c839

患者与正常计划外妊娠

人流妇女蜕膜组织中
4V

亚群的变化#探讨
4V

亚群在
c839

中的作用)

?

!

资料与方法

?&?

!

资料

?&?&?

!

一般资料
!

c839

组!研究对象为
1%$1

年
2

月至
1%$'

年
2

月于广东省第二人民医院妇科*生殖医学科门诊就诊的妊

0)$1

重庆医学
1%$2

年
)

月第
00

卷第
$)

期

"

基金项目!广东省社会发展领域科技计划基金项目$

1%$1%'$/%/%

&)

!

作者简介!张艳霞$

$(--T

&#主治医师#硕士#主要从事妇产科

研究)

!

#

!

通讯作者#

7;D

!

$'-$%20$')'

%

5.C>#D

!

=
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I
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)



娠
$1

周内*

W

超提示胚胎停止发育的
c839

患者
11

例#年龄

$(

#

'-

岁#平均$

1/&'P2&1

&岁#孕次
1

#

2

次)所有患者均在

流产前或后进行病因筛查#入选者需符合以下条件!$

$

&女方无

生殖道畸形%$

1

&优生
0

项$

7M8VQ

&检查为阴性%$

'

&月经周期

正常%$

0

&性激素*甲状腺功能*空腹血糖*胰岛素等内分泌检查

均正常%$

2

&抗心磷脂抗体*抗核抗体$

9_9

&等自身免疫抗体

阴性%$

)

&衣原体*支原体等检查排除生殖道感染%$

-

&无血型不

合或抗体效价小于
$e$1/

%$

/

&男方精液常规检查正常%$

(

&夫

妇双方染色体检查正常#排除家族遗传病史)对照组选取同期

年龄及孕次*孕周相匹配的因计划外妊娠要求人工流产的正常

妊娠妇女
1%

例#年龄
1$

#

'-

岁#平均$

1/&%P2&2

&岁#孕次
1

#

0

次)须符合以下条件!$

$

&无自然流产*死产*死胎等异常孕

育史%$

1

&无解剖结构*内分泌等方面的异常%$

'

&无感染*自身

免疫性疾病史#本次妊娠期间无阴道流血*腹痛等先兆流产症

状和体征%$

0

&

W

超检查显示胚胎发育正常)

?&?&@

!

主要试剂与仪器
!

O\_$.J\7V

*

J9V3V>D#BFA

流式细

胞仪购自美国
W4

公司)

Y;AVY.V

I

2&2

抗人
QO9.48

*

Y5

抗

人
V4$1'

*

9YV

抗人
V4$$E

*

Y;AVY.V

I

2&2

鼠
\

=

]1B\+"<

IL

;

V",<A"D

*

Y5

鼠
\

=

]$

*

9YV

鼠
\

=

]$

均购自美国
;W#"+E#;,E;

公司)

?&@

!

方法

?&@&?

!

标本采集
!

无菌方法采集人工流产负压吸引蜕膜组

织#将收取的蜕膜组织立即置于冰块预冷的
8Y6\$)0%

培养液

中#迅速运回实验室)标本采集经广东省第二人民医院伦理委

员会批准及患者本人知情同意)

?&@&@

!

蜕膜单个核细胞的分离
!

新鲜蜕膜组织用无菌
YW3

漂洗
1

#

'

次#剪碎成约
$CC

' 左右的组织块#置于
$1%

目滤

网上#用
1%CO

橡皮针栓研磨)收集通过滤网的细胞悬液#再

过
1%%

目滤网)收集通过
1%%

目滤网的细胞悬液#

/%%A

"

C#,

离心
$%C#,

)弃上清#用
YW3

重悬细胞后#将细胞悬液以
$e$

体积平铺于淋巴细胞分离液上#

0U1%%%A

"

C#,

离心
12C#,

)

吸出中间的淋巴细胞层#加入
$XYW3

缓冲液#

/%%A

"

C#,

离心

$%C#,

)弃上清#再加入
YW3

重悬细胞#

/%%A

"

C#,

离心
$%

C#,

)弃上清#加入少量
YW3

重悬细胞#进行细胞计数*调整细

胞浓度为
$X$%

)

"

O

#待用)

?&@&A

!

4V

亚群的测定
!

$

$

&单克隆抗体标记!取
J>DE",

离

心管#取
$%%

"

O

上述待用的单个核细胞#加入抗人
O\_$.J\7V

抗体
1%

"

O

#

Y;AVY.V

I

2&2

抗人
QO9.48

抗体
$%

"

O

#

9YV

抗

人
V4$$E

抗体
2

"

O

#

Y5

抗人
V4$1'

抗体
2

"

O

#振荡混匀后室

温避光孵育
12C#,

)同时设置同型对照管)$

1

&加入
YW3

漂

洗
1

次#

'%%X

=

离心
2C#,

#弃上清)$

'

&轻轻混匀#加入
'%%

"

OYW3

)$

0

&

1

#

/U

避光保存#

10@

内上机分析)

?&@&B

!

流式细胞仪分析
!

全部数据经
J9V3V>D#BFA

流式细

胞仪和
V5OO

^

F;+<

软件获取#获取
2X$%

0 个细胞)使用
J3V

"

33V

点图#画
8$

#排除碎片和死细胞)找到淋巴细胞系列抗原

O\_$

弱阳性和阴性群体#使用抗
QO9.48

"

O\_$

点图$

]$d

8$

&#画
81

#圈定
O\_$

弱阳性和阴性及抗
QO9.48

阳性细胞

群#该群细胞界定为
4V

)使用
V4$$E

"

V4$1'

点图$

]1d81

&

区分
V4$1'

f及
V4$$E

f细胞群分别为
Y4V

及
64V

)

?&A

!

统计学处理
!

用
3Y33$'&%

软件进行统计分析#计量资

料采用
EP>

表示#行方差齐性检验后#采用独立样本
5

检验对

数据进行统计学分析#以
B

%

%&%2

为差异有统计学意义)

@

!

结
!!

果

c839

组蜕膜中
4V

*

64V

*

Y4V

*

64V

"

Y4V

的水平与对

照组比较均显著增高$

B

%

%&%2

&#见表
$

*图
$

)

表
$

!!

两组蜕膜树突状细胞亚群比较$

EP>

&

$d1%

&

R

%

项目 对照组
c839

组
5 B

4V

"

6_V $&%$P%&$% 1&%2P%&$2 1)&(% %&%%%

64V

"

6_V %&)-P%&%- $&0'P%&$1 10&-% %&%%%

Y4V

"

6_V %&%)P%&%1 %&$$P%&%1 $%&%2 %&%%%

64V

"

Y4V $$&%0P1&/$ $1&/-P$&-% 1&2/ %&%$0

!!

9

!对照组蜕膜中单个核细胞%

W

!

c839

组蜕膜中单个核细胞%

V

!

对照组
4V

的百分率%

4

!

c839

组
4V

的百分率%

5

!对照组
64V

和

Y4V

的百分率%

J

!

c839

组
64V

和
Y4V

的百分率)

图
$

!!

两组患者蜕膜
4V

亚群流式细胞分析图

A

!

讨
!!

论

4V

是目前已知的功能最强的
9YV

#也是体内惟一能直接

激活初始
7

细胞的
9YV

)不仅可以通过诱导
7

细胞无能及克

隆清除*分泌细胞因子及诱导调节性
7

细胞的扩增等方式来

诱导免疫耐受'

$$.$1

(

#在某些理化因素*内环境改变及致炎因子

的影响下#亦可以激活效应
7

细胞#产生免疫应答'

$'

(

)

4V

产

生免疫耐受还是免疫应答主要取决于其亚群分化*成熟度及其

分泌的细胞因子的模式等)

4V

依据来源不同可分为
64V

和

Y4V

)

4V

亚群的不同#其功能亦存在差异)

64V

表达髓系抗

原
V4$$E

#与单核巨噬细胞有共同的前体细胞#可分泌
\O.$1

#

使
7@%

细胞向
7@$

细胞分化#介导
7@$

型免疫应答#对胚胎具

有细胞毒性%

Y4V

来源于淋巴样干细胞#缺乏髓系标志物#但

可表达
V4$1'

#可分泌
\O.0

*

\O.$%

#使
7@%

细胞向
7@1

细胞分

化#介导
7@1

型免疫应答#有利于妊娠的维持'

$0

(

)同时
Y4V

由于具有诱导
7@

细胞凋亡的能力而被认为具有免疫耐受功

能'

$2

(

)

母体蜕膜组织和胎盘滋养层组织共同构成的母
.

胎界面是

2)$1
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妊娠免疫耐受的基础)蜕膜是母体与胎儿成分密切接触的部

位#妊娠早期蜕膜含有大量白细胞#包括蜕膜
_a

细胞*

4V

*单

核巨噬细胞和
7

细胞等#这些白细胞之间互相作用形成一个

复杂的网络)

9BA>@>C

等'

$2

(于
1%%%

年发现了人类蜕膜
4V

的存在#并首次对其超微结构等进行了详细的描述)另外一些

学者'

0

#

$%

#

$)

(也证实#人类早期妊娠的蜕膜中存在
4V

)

WD"#+

等'

$-

(研究发现#在小鼠的整个妊娠过程中子宫蜕膜中均有
4V

存在#进而推测
4V

可能在母胎界面的免疫调节中发挥重要作

用)大量文献表明#蜕膜
4V

亚群可能在正常妊娠维持母胎免

疫调控中发挥着关键作用'

0

#

$%

(

)

目前已有共识#

7@$

"

7@1

型细胞因子的平衡对妊娠的维

持起重要作用)而初始
7@

细胞$

7@%

&激活并向
7@1

或
7@$

分化需要
9YV

的参与)

4V

广泛分布于皮肤*消化道*呼吸道

黏膜等机体防御第一线#其功能独特之处在于全身所有
9YV

中惟有
4V

才能激活初始型
7

细胞#是识别内外抗原#调节免

疫功能#维持机体稳定的关键因素)在母胎界面#母体保护胎

儿的免疫耐受与防御病原体的免疫反应之间的平衡对正常妊

娠的维持起关键作用)目前
4V

可调节免疫耐受及激发免疫

应答的双重功效也被认可#

a>CC;A;A

等'

$/

(对早孕子宫蜕膜中

具有
4V

形态特征的细胞进行研究发现#早孕蜕膜中存在

V4/'

f细胞#而
V4/'

f被认为是
4V

成熟的标志)与外周血一

样#蜕膜
V4/'

f细胞富集后能够进行混合淋巴细胞反应#说明

其也有免疫活性#提示在某些致炎因素的影响下#

4V

也可以

产生免疫应答#进而使胚胎被排斥#导致流产)虽然目前关于

树突状细胞与妊娠免疫耐受的研究较多#但大部分都限于正常

妊娠#对于流产与
4V

相关的研究目前报道较少)

本研究发现
c839

组与对照组比较#自然流产患者其

4V

*

64V

均较对照组显著性增高#

64V

"

Y4V

比值明显增加#

而蜕膜中的
64V

增加尤为明显#因此推测在
c839

患者中由

于
64V

*

64V

"

Y4V

的增加#以
64V

亚群占优势#使
\O.$1

等

7@$

型细胞因子分泌增加#

\O.$%

等
7@1

型细胞因子分泌减

少#导致
7@$

"

7@1

型细胞因子的平衡向
7@$

型细胞因子偏

移#使胚胎遭到免疫攻击#导致流产)因此#

64V

和
Y4V

含量

的差异可能导致母体免疫反应是倾向于免疫排斥还是免疫耐

受)

4V

亚群的这一变化可能与自然流产有相关性)

母胎免疫耐受的维持不是由一个或几个独立机制所调控#

免疫调节是一种精细*复杂的现象#是由多细胞*多种机制共同

参与*互相制约*稳定协调的动态平衡过程)积极探索
4V

在

妊娠中的作用机制#对解决器官移植排斥反应及免疫性病理妊

娠的治疗等具有重要意义)
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