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血清维生素D水平与复发性流产的相关性研究进展*
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  [摘要] 复发性流产(RSA)主要是指在妊娠28周之前,与同一配偶连续发生两次或两次以上流产,其发

病因素复杂多样。维生素D在生殖过程中发挥重要作用,低维生素D水平和RSA的发病存在一定的联系,因

此,维生素D对RSA的干预治疗作用引起了学者们的广泛关注。目前,对于维生素D与RSA之间的作用机制

仍无定论。该文就近年国内外维生素D与RSA的相关性进行综述。
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  [Abstract] Recurrent
 

spontaneous
 

abortion
 

(RSA)
 

mainly
 

refers
 

to
 

two
 

or
 

more
 

consecutive
 

abortions
 

of
 

the
 

same
 

spouse
 

before
 

28
 

weeks
 

of
 

pregnancy.These
 

pathogenic
 

factors
 

are
 

complex
 

and
 

diverse.Vitamin
 

D
 

levels
 

are
 

considered
 

to
 

play
 

an
 

important
 

role
 

in
 

the
 

reproductive
 

process.Low
 

levels
 

of
 

vitamin
 

D
 

have
 

been
 

correlated
 

with
 

the
 

onset
 

of
 

RSA.The
 

intervention
 

and
 

therapeutic
 

effects
 

of
 

vitamin
 

D
 

levels
 

on
 

RSA
 

have
 

attracted
 

widespread
 

attention
 

from
 

scholars.However,it’s
 

still
 

unclear
 

that
 

how
 

vitamin
 

D
 

levels
 

affect
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

recurrent
 

miscarriage.This
 

article
 

reviewed
 

the
 

recent
 

studies
 

on
 

the
 

correlation
 

between
 

vitamin
 

D
 

levels
 

and
 

recurrent
 

miscarriage.
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  根据欧洲人类生殖与胚胎学学会(European
 

So-
ciety

 

of
 

Human
 

Reproduction
 

and
 

Embryology,ES-
HRE)和美国生殖医学学会(American

 

Society
 

for
 

Reproductive
 

Medicine,ASRM)的指南,复发性流产

(recurrent
 

spontaneous
 

abortion,RSA)是指在妊娠

20周前两次或两次以上的自发性流产,中国专家共识

将其定义为在妊娠28周前与同一配偶发生连续两次

或两次以上的流产[1]。RSA发病率为1%~3%[2],
再次妊娠后流产的概率可达40%~80%[3]。RSA的

发病因素包括母体免疫学、内分泌异常、女性生殖器

官解剖结构异常、感染、血栓前状态、遗传因素等[4]。
维生素D是机体必需的脂溶性类固醇衍生物,其

中25羟维生素D[25-hydroxy
 

vitamin
 

D,25-(OH)-
D]半衰期长,血清中含量多,因此可以用来评估维生

素D水平[5]。近年来,研究发现维生素D在生殖过程

中发挥重要作用[6],如参与细胞增殖与代谢、免疫功

能调节等。本文综述了维生素 D与 RSA相关性的

研究。
1 免疫调节

1.1 辅助性T细胞(T
 

helper
 

cell,Th)1/Th2平衡

近年来,有学者研究了免疫学因素与RSA发病

的关系,发现Th1/Th2细胞因子的平衡对妊娠过程

至关重要。一旦平衡被破坏,将导致 RSA发生[7-9]。
在正常机体环境下,Th1/Th2处于平衡状态;但在妊

娠过程中,Th2型细胞为主导,增加白细胞介素(in-
terleukin,IL)-4、IL-6及IL-10等因子生成,抑制免

疫、炎症,有利于胚胎发育。同时,Th1型细胞表达减

弱,肿瘤坏死因子(tumor
 

necrosis
 

factor-α,TNF-α)、
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γ-干扰素(interferon-γ,INF-γ)、IL-2分泌减少,母体

免疫杀伤作用减弱,免疫系统抑制胚胎着床能力减

弱,保证妊娠进展顺利[10]。
当Th2型细胞抑制作用减弱,Th1型细胞表达增

强时,RSA风险增加。研究发现,维生素D水平或维

生素D受体(vitamin
 

D
 

receptor,VDR)信号下降会导

致Th1/Th2平衡向Th1偏移,而补充维生素D可使

其向Th2偏移[11]。刘静等[10]研究显示,维生素D治

疗可帮助160例患者正常妊娠,说明其在RSA中具

有治疗作用。然而,另一研究表明,只有当体内维生

素D浓度达到40
 

ng/mL时,干预作用才开始显现,
需要大剂量补充才能 使 Th1/Th2平 衡 向 Th2偏

移[12]。因此,维生素D的治疗作用与其剂量浓度是

否有关尚待确定。
1.2 NK细胞

NK 细 胞 分 为 CD16+CD56+ 和 CD3-CD16+

CD56+共两个亚群。前者主要存在于母体外周血,对
靶细胞具有杀伤作用;后者主要存在于子宫蜕膜,对
胚胎有保护作用。研究发现,维生素 D水平可能与

CD16+CD56+和CD3-CD16+CD56+ 相关,其水平下

降可能导致外周血CD16+CD56+NK细胞和CD3-

CD16+CD56+NK 细胞升高,增加对胚胎的杀伤作

用,从而引发RSA[5]。补充维生素D可以降低RSA
风险,并减少NK细胞数目和毒性。机制可能是维生

素D 抑制 NK 细胞受 体,包 括 NKp46、NKp30及

NKp44,从而降低NK细胞毒性和脱颗粒作用[13]。这

一机制需进一步证实,但为维生素D与RSA之间的

联系提供了新的研究方向。
1.3 调节性 T细胞(regulatory

 

T
 

cells,Tregs)和

Th17
Treg和Th17是两种淋巴细胞,分别负责免疫调

节和免疫防御。血清维生素D水平与Treg占CD4+

T细胞的百分比及 Treg/Th17比值 呈 正 相 关,与
Th17百分比成反比。母体维生素D低水平可能导致

RSA,而维生素D作为免疫疗法可促进Th17向Treg
的转化[14]。维生素D可能通过负性调节Toll样受体

4和信号转导和转录激活因子3(signal
 

transducer
 

and
 

activator
 

of
 

transcription
 

3,STAT3)信号通路或

增加叉头盒P3(forkhead
 

box
 

P3,FOXP3)和糖皮质

激素 诱 导 的 肿 瘤 坏 死 因 子 受 体(glucocorticoid-in-
duced

 

tumor
 

necrosis
 

factor
 

receptor,GITR)基因表

达来影响免疫调节机制,而不是通过抑制Th17免疫

作用[15]。因此,维生素D是一种调节Treg分化的免

疫调节剂。
1.4 VDR、细胞色素P450家族2亚家族 R成员1
(cytochrome

 

P450
 

family
 

2
 

subfamily
 

R
 

member
 

1
 

Gene,CYP2R1)和CYP27B1
维生素D进入体内后转化为活性激素形式1,25

(OH)2D3,与细胞中的VDR相互作用,再通过羟化酶

代谢[16]。羟化酶由多种细胞色素 P450组成[17-18]。
研究显示,RSA 女性中 VDR 和 CYP27B1表达降

低[19],胎盘绒毛组织自噬水平也较低。补充维生素D
可提高微管相关蛋白1A/1B-轻链3-Ⅱ(Microtubule-
associated

 

protein
 

1A/1B-light
 

chain
 

3-Ⅱ,LC3-Ⅱ)
表达,降低p62含量,增强细胞自噬水平。腺苷酸活

化蛋白激酶(AMP-activated
 

protein
 

kinase,AMPK)/
雷帕霉素哺乳靶蛋白(mechanistic

 

target
 

of
 

rapamy-
cin,mTOR)信号通路是自噬的重要调控因子,维生素

D可通过此通路干预 RSA[20-21]。此外,研究还发现

CYP2R1
 

rs12794714的AG基因型与维生素D水平

相关[22],但结论仍需进一步验证。
2 代谢异常

2.1 胰岛素抵抗
 

RSA发病机制复杂,内分泌异常会增加其发病

率,其中胰岛素抵抗是重要原因[23]。研究显示,维生

素D 与高胰岛素/胰岛素抵抗有关[24-25],但 KHO-
RASANI等[26]和王百苗等[27]的研究结果提示二者无

相关性。这可能与样本量和胰岛素抵抗诊断标准的

不一致有关。
2.2 肥胖

饮食习惯改变和生活质量提高导致肥胖问题增

多。研究表明,维生素 D 不足与肥胖有明显相关

性[28]。维生素D不足可促进前脂肪细胞分化为脂肪

细胞,增加肥胖风险,并导致甲状旁腺激素水平升高,
促进钙流入脂肪细胞,进一步增加脂肪生成[29]。相

反,充足的维生素D可减少脂肪细胞分泌趋化因子和

细胞因子,促进脂肪细胞凋亡,抑制单核细胞抗炎作

用,有助于保持健康[30]。
2.3 血栓前状态

血栓前状态是患者存在血栓形成风险,但尚未出

现明显的血栓症状或事件。此时血液呈高凝状态,可
能导致微血栓和胚胎缺血,进而引发 RSA。方丽莎

等[31]的研究显示,低水平组维生素D水平与正常组

有明显差异,但其他指标差异无统计学意义(P>
0.05),可 能 与 样 本 量 不 足 有 关。然 而,GARCÍA-
CARRASCO等[32]的研究表明低维生素D水平可能

形成血栓,补充维生素D可能具有抗血栓形成作用。
因此,RSA中低维生素D水平和血栓前状态有关联,
但维生素D的干预治疗需进一步探讨。
3 维生素D与RSA的相关研究技术

3.1 血清维生素D的检测方法

3.1.1 酶 联 免 疫 吸 附 试 验 (enzyme-linked
 

immu-
nosorbent

 

assay,ELISA)
ELISA法是一种基于抗原抗体结合专一性的免

疫检测方法,通过将抗原或抗体结合到固相载体上,
生成抗原抗体复合物,再通过酶催化底物生成有色产

物进行定性或定量分析[33]。此法在血清维生素D水

平检测中被广泛应用,优点在于可自动化操作且不会
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造成污染,适合临床实验室使用。但不同试剂盒间的

检测结果可能存在差异,需进行验证以提高准确

性[34-35]。此外,由于所有维生素D羟基化合物都能与

抗体结合,ELISA 法无法区分25-(OH)D2 和25-
(OH)D3。而且,ELISA法的基质灵敏度低,易与其

他非目标化合物发生交叉反应,影响特异度,且酶促

反应 受 多 种 因 素 影 响,批 内 批 间 变 异 系 数 相 对

较大[36-37]。
3.1.2 化学发光免疫检测法

 

化学发光免疫检测法是使用连接有异鲁米诺衍

生物的
 

25-(OH)D与样品中
 

25-(OH)D竞争性结合

包被了
 

25-(OH)D特异性抗体的磁珠,反应终止后加

入激发剂,使用光电倍增管检测产生的化学荧光信

号。化学发光免疫检测法的优点在于操作简单、快
速,无同位素污染,自动化程度高,可以进行大样本的

检测,并且准确性也能大幅度提高。但是该方法也有

其弊 端,仪 器 价 格 昂 贵,且 只 能 测 出 25-(OH)D
总量[38]。
3.1.3 液相色谱-串联质谱(liquid

 

chromatography-
tandem

 

mass
 

spectrometry,LC-MS/MS)
LC-MS/MS是一种分析生物样品中25-(OH)D

的方法,其流程包括沉淀蛋白、提取和净化样品中的

25-(OH)D,再通过液相色谱和质谱检测器进行检

测[38],可以同时测定25-(OH)D2 和25-(OH)D3 的浓

度,解决了之前只能测总浓度的问题[39]。尽管LC-
MS/MS具有高精度,但由于价格昂贵和需要高水平

操作人员,因此在基础医院难以普及。质谱离子源主

要有电喷雾电离、大气压化学电离、大气压光电离离

子源,电喷雾电离离子源适用于衍生化样品,大气压

化学电离离子源和大气压光电离离子源适用于未衍

生化样品,其中大气压光电离离子源的灵敏度最高,

但电喷雾电离离子源的基质效应较大[40]。
3.2 流式细胞术

流式细胞术是检测外周血中细胞因子的重要方

法,广泛应用于细胞因子研究。流式细胞仪是高端精

密仪器,用于细胞亚群及功能、免疫分型、细胞表面抗

原定量等研究[41]。淋巴细胞亚群分析是其主要功能,
需对血液标本进行前处理,利用免疫反应原理使特定

细胞带上不同荧光信号,再用流式细胞仪检测分

析[42]。流式细胞术使用方法无具体标准,荧光染料组

合、样品处理、仪器类型和报告数据方式各异,结果也

会有差异[43-44]。郭屹锦等[45]学者探究了流式细胞术

检测外周血标本的预处理最佳试验条件,认为淋巴细

胞数在47万至100万时,检测标本量较少可不固定,
1.5

 

h内完成测定;标本量较大时,固定后24
 

h内检

测完成较合适。
3.3 免疫组织化学法

免疫组织化学法是利用特异性抗体或抗原结合

特点,通过化学反应使标记物显示颜色,进而观察组

织、细胞结构情况[46]。其步骤包括样品处理、抗体反

应、可视化和分析等。RSA患者绒毛组织中的VDR、
CYP2R1和 CYP27B1 表 达 常 用 免 疫 组 织 化 学 法

检测[19]。
3.4 逆转录PCR(reverse

 

transcription-polymerase
 

chain
 

reaction,RT-PCR)
RT-PCR被用于研究基因表达对 RSA的影响,

如VDR、CYP2R1和CYP27B1的表达,该技术的原

理包括反转录和PCR两个步骤。首先,提取并纯化

RNA,以mRNA为模板,利用逆转录酶反转录成互补

cDNA第一链。然后,以互补cDNA第一链为模板进

行PCR扩增,以获得目的基因或检测基因表达[47-48]。
各种检测技术的优缺点如表1所示。

表1  各种检测技术的优缺点

检测技术 优点 缺点

ELISA 可以进行自动化操作,并且不会造成污染,适合在临

床实验室使用

(1)ELISA试剂盒的性能检测需要做好验证工作;(2)
维生素D羟基化合物都能发生抗原-抗体结合反应,
所以ELISA只能测定25-(OH)D总浓度,不能区分

检测25-(OH)D2 和25-(OH)D3;(3)ELISA基质灵

敏度低,容易与其他非目标化合物发生交叉反应,降
低检测的特异性,并且酶促反应受到温度、时间及加

样准确性等因素的影响,批内批间变异系数相对较大

化学发光免疫检测法 操作简单、快速,无同位素污染,自动化程度高,可以

进行大样本的检测,且准确性提高

仪器价格昂贵,且只能测出25-(OH)D总量

LC-MS/MS 可以同时分别测定25-(OH)D2 和25-(OH)D3 的浓

度,更好地分析到25-(OH)D2 和25-(OH)D3 与RSA
之间的关联性,提高研究的精确度

价格昂贵,且需要操作人员有较高的技术水平,因此

基础医院难以达到使用标准。

流式细胞术 可以对细胞亚群及功能、免疫分型、细胞表面抗原定

量等进行研究

目前仍然无具体的标准,每项研究中与荧光染料的组

合、样品处理、仪器类型及报告数据的方式都有不同,
最后结果也会有所差异
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续表1  各种检测技术的优缺点

检测技术 优点 缺点

免疫组织化学法[49] (1)特异性强,能够识别不同的抗原表位,区分同源异

型的蛋白质或多肽;(2)灵敏度高,能够检测低丰度的

抗原,甚至单个分子水平的信号;(3)定位准确,能够

在组织或细胞的原位显示抗原的分布和形态,实现形

态与功能的结合;(4)方法多样,能够根据不同的标记

物和显色剂,进行光镜或电镜下的单标记或多标记

染色

(1)操作繁琐,需要进行多个步骤,如固定、包埋、切
片、抗原修复、阻断、孵育、显色等,每个步骤都可能影

响染色的效果和质量;(2)可重复性差,需要优化和标

准化各种实验条件,如抗体的种类、浓度、来源、批次

等,以及缓冲液的pH、温度、时间等,否则会导致结果

的不一致和不可靠;(3)特异度有限,可能出现交叉反

应、假阳性或假阴性的情况,如抗体与非特异性蛋白

或其他抗体结合,或者抗原被固定或修复后损失或变

性等

RT-PCR[50] (1)灵敏度高,能够检测极低丰度的核酸模板,如病毒

载荷、稀有突变等;(2)准确度高,能够在PCR的指数

期进行数据采集,避免了平台期的变异和非特异性扩

增的干扰;(3)动态范围广,能够覆盖多个数量级的核

酸模板,如基因表达、拷贝数变异等;(4)速度快,无须

PCR后处理,如凝胶电泳、杂交等,节省时间和成本;
(5)多样性强,能够进行多种类型的检测,如定量、定
性、分型、分离等,适用于多种应用领域

(1)操作复杂,需要优化和标准化各种实验参数,如引

物、探针、模板、循环数、退火温度等,否则会影响结果

的准确性和可重复性;(2)成本高,需要专用的仪器、
试剂和软件,尤其是荧光探针的合成费用较高,不适

合大规模的实验;(3)可能出现假阳性或假阴性的情

况,如荧光信号的衰减、污染、抑制剂、退火效率等,需
要进行严格的质量控制和验证

4 问题与展望

维生素D与RSA相关性研究数量仍有限,学者

们主要探讨低维生素D水平导致RSA的机制,以及

维生素D对RSA的治疗效果。然而,符合筛选标准

的RSA患者样本量不足,低维生素D水平导致RSA
的病理生理学机制、最佳治疗浓度及潜在毒性作用等

仍需进一步研究。学者们在实验方法和反应条件上

存在差异,尚未制订标准化方案。RSA作为一种难以

确定病因的疾病,长期困扰着患者和医生。然而,随
着研究者们对其关注度的增加,以及实验方法和反应

条件的不断改进和完善,临床对RSA的理解必将更

加深入,这将有助于早期诊断和治疗RSA,更好地控

制病情并改善预后。
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