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　　【摘要】　目的　探讨绒毛和蜕膜中调节性Ｔ细胞（Ｔｒｅｇ）／Ｔｈ１７免疫失衡在习惯性流产（ＲＳＡ）患者免疫发病

机制中的作用。方法　收集ＲＳＡ患者和自愿终止妊娠的早孕妇女（正常对照组）的绒毛和蜕膜，采用流式细胞术检

测其中Ｔｒｅｇ和Ｔｈ１７细胞数量，采用ＲＴＰＣＲ检测其中叉头翼状螺旋转录因子（Ｆｏｘｐ３）和维甲酸相关核孤儿受体

γｔ（ＲＯＲγｔ）的ｍＲＮＡ水平；收集ＲＳＡ患者和正常对照组的外周血，采用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测其中转化

生长因子β（ＴＧＦβ）、白细胞介素（ＩＬ）１０、ＩＬ１７Ａ和ＩＬ１７Ｆ的水平；统计分析Ｔｒｅｇ细胞和其相关细胞因子、Ｔｈ１７

细胞和其相关细胞因子之间的相关性。结果　和正常对照组比较，ＲＳＡ患者绒毛和蜕膜中Ｔｈ１７细胞明显增多（均

犘＜０．０１），Ｔｒｅｇ细胞明显减少（均犘＜０．０１），ＲＯＲγｔ的ｍＲＮＡ水平明显升高（均犘＜０．０１），Ｆｏｘｐ３的 ｍＲＮＡ水平

明显降低（均犘＜０．０１）；ＲＳＡ患者外周血中ＩＬ１７Ａ和ＩＬ１７Ｆ水平明显升高（均犘＜０．０１），ＴＧＦβ和ＩＬ１０水平明

显降低（均犘＜０．０１）；ＲＳＡ患者和正常对照组Ｔｒｅｇ细胞数量和ＴＧＦβ及ＩＬ１０水平、Ｔｈ１７细胞数量和ＩＬ１７Ａ及

ＩＬ１７Ｆ水平均呈正相关（均犘＜０．０１）。结论　绒毛和蜕膜中Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７免疫失衡可能与ＲＳＡ的免疫发病机制

有关。
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　　习惯性流产（ＲＳＡ）是一种由母胎免疫耐受失衡引起的疾

病，育龄妇女中发病率约为１％～５％。ＲＳＡ的病因十分复杂，

一般认为与遗传、解剖结构、内分泌、免疫、感染和环境因素等

有关；除此之外尚有５０％～６０％的患者病因不明
［１］。近年来

研究发现，ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞（Ｔｒｅｇ）和Ｔｈ１７细胞是

不同于Ｔｈ１和Ｔｈ２的ＣＤ４＋Ｔ细胞亚群。Ｔｒｅｇ细胞表达叉头

翼状螺旋转录因子（Ｆｏｘｐ３），是一种下调免疫应答的细胞，可

通过接触抑制或分泌白细胞介素（ＩＬ）１０和转化生长因子β

（ＴＧＦβ）发挥维持自身免疫耐受和抗炎的功能；Ｔｈ１７细胞表

达维甲酸相关核孤儿受体γｔ（ＲＯＲγｔ），主要分泌ＩＬ１７Ａ和ＩＬ

１７Ｆ，可能在自身免疫性疾病、炎症和肿瘤等多种免疫性疾病

中起重要作用［２］。Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７平衡失调与多种疾病有关
［３］，而

其与ＲＳＡ的关系尚不明了
［４］。因此，本研究将检测ＲＳＡ患者

绒毛和蜕膜中 Ｔｒｅｇ和 Ｔｈ１７细胞数量、Ｆｏｘｐ３和 ＲＯＲγｔ的

ｍＲＮＡ水平，以及 ＲＳＡ患者外周血中 ＴＧＦβ、ＩＬ１０、ＩＬ１７Ａ

和ＩＬ１７Ｆ等细胞因子水平，探讨绒毛和蜕膜中Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７数

量和功能平衡与ＲＳＡ的关系。

１　资料与方法

１．１　一般资料　ＲＳＡ患者（孕周为８～１０周）３０例，年龄为

２２～３８岁，平均３２岁，其诊断标准参照文献［５］。３０例自愿终

止妊娠的早孕妇女（孕周为８～１０周）为正常对照组，年龄为

２３～３８岁，平均３１岁。两组患者均为２０１３年９月至２０１４年

５月在深圳市罗湖区妇幼保健院妇产科门诊就诊患者。正常

对照组妇女无不良妊娠史，无遗传、解剖结构和内分泌异常，无

自身免疫性疾病史。两组研究对象年龄和孕周差异无统计学

意义（犘＞０．０５），具有可比性，所有入选对象均签订知情同

意书。

１．２　仪器与试剂　ＲＰＭＩ１６４０培养液为美国 Ｇｉｂｃｏ公司产

品，ＴＲＩｚｏｌ试剂盒、随机引物和ＲＮａｓｅＨ反转录试剂盒为美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品，佛波脂和离子霉素为美国Ｓｉｇｍａ公司产

品，固定破膜液为美国ＢＤ公司产品，细胞因子 ＥＬＩＳＡ试剂

盒、ＰＥ标记的抗ＩＬ１７Ａ单抗、ＰＥＣｙ５标记的抗Ｆｏｘｐ３单抗、

ＰＥ标记的小鼠ＩｇＧ１和ＰＥＣｙ５标记的小鼠ＩｇＧ１均为美国

ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司产品，ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＴａｑ试剂盒购自大连

ＴａＫａＲａ公司，淋巴细胞分离液购自深圳达科为公司。Ｃｏｕｌｔｅｒ

ＥＰＩＣＳＸＬ型流式细胞仪为美国贝克曼库尔特公司产品，

ＡＢＩ７３００型荧光定量ＰＣＲ仪为美国ＡＢＩ公司产品，ＭＫ３型酶

标仪为美国赛默飞世尔产品。

１．３　方法

１．３．１　绒毛和蜕膜单个核细胞制备　收集所有入选对象的绒

毛和蜕膜，用磷酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ）冲洗去除黏液和血液。无

菌条件下剪碎组织，加入０．２５％的胰酶ＥＤＴＡ（ｐＨ８．０）于３７

℃消化１ｈ，获得细胞悬液。细胞悬液中加入淋巴细胞分离液

于５００×ｇ离心３０ｍｉｎ获得绒毛单个核细胞和蜕膜单个核细

胞，并用ＰＢＳ洗两遍。为测定Ｔｈ１７细胞，将上述单个核细胞

重悬于ＲＰＭＩ１６４０培养液中（含１００Ｕ／ｍＬ青霉素、１００μｇ／

ｍＬ链霉素、２ｍｍｏｌ／Ｌ谷氨酸和１０％热灭活的胎牛血清），调

整细胞浓度约为１×１０６／ｍＬ。加入５０ｎｇ／ｍＬ佛波脂、１μｍｏｌ／

Ｌ离子霉素和１μＬ／ｍＬ莫能霉素，于３７℃、５％ＣＯ２ 环境中培

养４ｈ，备用。为测定Ｔｒｅｇ细胞，将上述单个核细胞悬液直接

备用。

１．３．２　流式细胞术检测绒毛和蜕膜中Ｔｒｅｇ和Ｔｈ１７细胞数

量　佛波脂和离子霉素下调Ｔ细胞表面ＣＤ４分子的表达，因

此本实验以ＣＤ３＋ＣＤ８－ＩＬ１７＋细胞定义 Ｔｈ１７细胞；而 Ｔｒｅｇ

细胞被定义为 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３
＋ 细胞。按试剂盒步骤对

Ｔｈ１７和Ｔｒｅｇ细胞进行荧光抗体染色，孵育完成后上流式细胞

仪检测，结果以阳性细胞所占百分比表示。

１．３．３　实时荧光定量 ＰＣＲ检测绒毛和蜕膜中 ＲＯＲγｔ和

Ｆｏｘｐ３的 ｍＲＮＡ水平　收集所有入选对象的绒毛和蜕膜，用

ＰＢＳ冲洗去除黏液和血液。无菌条件下剪碎组织，加入０．２５％

的胰酶ＥＤＴＡ（ｐＨ８．０）于３７℃消化１ｈ，参照ＴＲＩｚｏｌ试剂盒

说明书方法抽提总ＲＮＡ，并采用随机引物和ＲＮａｓｅＨ反转录

试剂盒生成ｃＤＮＡ，然后采用ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＴａｑ试剂盒在荧光

定量ＰＣＲ仪上完成扩增检测。引物序列为Ｆｏｘｐ３，Ｆ：５′ＴＣＴ

ＴＣＣＴＴＧＡＡＣＣＣＣＡＴＧＣＣ３′，Ｒ：５′ＡＡＡＴＧＴＧＧＣＣＴＧ

ＴＣＣＴＧＧ ＡＧ３′；ＲＯＲγｔ，Ｆ：５′ＧＡＧＣＣＡ ＡＧＧＣＴＣＡＧＴ

ＣＡＴＧＡＧ ＡＡ３′，Ｒ：５′ＧＴＣ ＣＣＴ ＣＴＧ ＣＴＴ ＣＴＴ ＧＧＡ

ＣＡＴ３′。以上所有实验均设置复孔检测。ｍＲＮＡ定量采用相

对Ｃｔ法
［６］，看家基因ＧＡＰＤＨ用作标准化，无模板标本用作无

模板对照，目的基因定量公式为２ΔＣｔ＝ Ｐｏｗｅｒ（２，－（Ｃｔ目的基因

－ＣｔＧＡＰＤＨ））。

１．３．４　ＥＬＩＳＡ检测外周血细胞因子水平　收集所有入选对

象外周静脉血，８００×ｇ离心１０ｍｉｎ分离血清备用。采用商品

化的ＥＬＩＳＡ试剂盒测定血清中ＩＬ１７Ａ、ＩＬ１７Ｆ、ＴＧＦβ和ＩＬ

１０的水平。以上所有实验均设置复孔检测。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计学软件进行分析，实

验数据以狓±狊表示，两组间差异比较采用Ｓｔｕｄｅｎｔ狋检验，

Ｔｈ１７细胞数量与Ｔｈ１７相关细胞因子水平，以及Ｔｒｅｇ细胞数

量与Ｔｒｅｇ相关细胞因子水平间的相关性采用线性相关分析。

以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＲＳＡ患者绒毛和蜕膜中Ｔｒｅｇ和Ｔｈ１７细胞数量　ＲＳＡ

患者绒毛和蜕膜中Ｔｒｅｇ细胞数量均分别低于正常对照组（狋＝

７．４９９，犘＜０．０１；狋＝６．７０１，犘＜０．０１）；ＲＳＡ患者绒毛和蜕膜中

Ｔｈ１７细胞数量均分别高于正常对照组（狋＝７．９９４，犘＜０．０１；

狋＝８．６９４，犘＜０．０１）；ＲＳＡ患者绒毛和蜕膜中Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７比值

均分别低于正常对照组（狋＝１０．０３０，犘＜０．０１；狋＝１１．１２２，犘＜

０．０１），见表１。

表１　ＲＳＡ患者和正常对照组绒毛和蜕膜中Ｔｒｅｇ和Ｔｈ１７细胞数量比较（狓±狊）

组别 狀
Ｔｈ１７（％）

绒毛 蜕膜

Ｔｒｅｇ（％）

绒毛 蜕膜

Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７（％）

绒毛 蜕膜

正常对照组 ３０ ３．８９±１．５９ ４．０８±１．５４ １２．２２±２．７５ １１．７６±３．２８ ３．１４±１．１２ ２．８８±０．９５

ＲＳＡ组 ３０ ７．８４±２．１９ ８．１５±２．０５ ７．７２±１．８０ ７．２０±１．７７ ０．９８±０．３７ ０．８８±０．２６

狋 ７．９９４ ８．６９４ ７．４９９ ６．７０１ １０．０３０ １１．１２２

犘 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１
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２．２　ＲＳＡ患者绒毛和蜕膜中ＲＯＲγｔ和Ｆｏｘｐ３的 ｍＲＮＡ水

平　ＲＳＡ患者绒毛和蜕膜中Ｆｏｘｐ３表达均明显低于正常对照

组（狋＝１４．１３２，犘＜０．０１；狋＝１４．４１１，犘＜０．０１），而ＲＯＲγｔ表

达均明显高于正常对照组（狋＝１４．１３２，犘＜０．０１；狋＝１２．３７７，犘

＜０．０１）。其中ＲＳＡ患者绒毛中ＲＯＲγｔ表达是正常对照组的

２．５倍（５．７／２．３），蜕膜中ＲＯＲγｔ表达是正常对照组的３．０倍

（１７．１／５．７）；绒毛中Ｆｏｘｐ３表达是正常对照组的０．２倍（２．１／

１０．５），蜕膜中Ｆｏｘｐ３表达是正常对照组的０．２倍（１．５／７．５），

见表２。

２．３　ＲＳＡ患者外周血中Ｔｒｅｇ和Ｔｈ１７相关细胞因子水平　

ＲＳＡ患者外周血中 Ｔｒｅｇ细胞相关细胞因子 ＴＧＦβ和ＩＬ１０

水平均明显低于正常对照组（狋＝１０．６９１，犘＜０．０１；狋＝１３．１８２，

犘＜０．０１），而Ｔｈ１７相关细胞因子ＩＬ１７Ａ和ＩＬ１７Ｆ水平均明

显高于正常对照组（狋＝１２．０３０，犘＜０．０１；狋＝１１．６０１，犘＜

０．０１），见表３。

表２　ＲＳＡ患者和正常对照组绒毛和蜕膜中ＲＯＲγｔ和

　Ｆｏｘｐ３的ｍＲＮＡ水平比较（狀＝３０，狓±狊）

组别 狀

绒毛

ＲＯＲγｔ Ｆｏｘｐ３

蜕膜

ＲＯＲγｔ Ｆｏｘｐ３

正常对照组 ３０ ２．３±０．７ １０．５±３．２ ５．７±１．２ ７．５±２．２

ＲＳＡ组 ３０ ５．７±１．１ ２．１±０．６ １７．１±４．９ １．５±０．６

狋 １４．２８３ １４．１３２ １２．３７７ １４．４１１

犘 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

表３　ＲＳＡ患者和正常对照组外周血Ｔｒｅｇ和Ｔｈ１７相关细胞因子比较（狓±狊，ｐｇ／ｍＬ）

组别 狀 ＩＬ１７Ａ ＩＬ１７Ｆ ＴＧＦβ ＩＬ１０

正常对照组 ３０ １５．８３±４．２５ ２０．１７±５．６３ ３５２．６４±９７．５２ ５５６．４１±１１２．８１

ＲＳＡ组 ３０ ４３．２１±１１．７２ ４５．４８±１０．５４ １４３．２８±４４．６５ ２３１．４７±７４．１８

狋 １２．０３０ １１．６０１ １０．６９１ １３．１８２

犘 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

２．４　ＲＳＡ患者和正常对照组绒毛和蜕膜中Ｔｒｅｇ、Ｔｈ１７细胞

数量与外周血相关细胞因子的关系　ＲＳＡ患者和正常对照组

绒毛中Ｔｒｅｇ数量与外周血 ＴＧＦβ、ＩＬ１０水平呈正相关（狉＝

０．９６６，犘＜０．０１；狉＝０．９６１，犘＜０．０１），蜕膜中Ｔｒｅｇ数量与外

周血ＴＧＦβ、ＩＬ１０水平也呈正相关（狉＝０．９５５，犘＜０．０１；狉＝

０．９５２，犘＜０．０１）；ＲＳＡ患者和正常对照组绒毛中 Ｔｈ１７数量

与外周血ＩＬ１７Ａ、ＩＬ１７Ｆ水平呈正相关（狉＝０．９６１，犘＜０．０１；

狉＝０．９５３，犘＜０．０１），蜕膜中Ｔｈ１７数量与外周血ＩＬ１７Ａ、ＩＬ

１７Ｆ水平也呈正相关（狉＝０．９６７，犘＜０．０１；狉＝０．９７２，犘＜

０．０１）。

３　讨　　论

ＲＳＡ是目前难治性不育中急需解决的问题，一般认为与

染色体异常、内分泌失调、生殖结构畸形和感染有关；此外尚约

有６０％～７０％患者原因不明，研究发现ＲＳＡ患者体内免疫失

衡可能是重要原因之一。Ｔｒｅｇ和Ｔｈ１７细胞是近年来新发现

的不同于Ｔｈ１、Ｔｈ２的ＣＤ４阳性 Ｔ细胞亚群，Ｔｒｅｇ细胞是一

种下调免疫应答的细胞，表达Ｆｏｘｐ３并通过接触抑制或分泌

ＩＬ１０和ＴＧＦβ等细胞因子发挥维持自身免疫耐受和抗炎的

功能；Ｔｈ１７细胞表达ＲＯＲγｔ，主要分泌ＩＬ１７Ａ和ＩＬ１７Ｆ，可

能在自身免疫性疾病、炎症和肿瘤等多种免疫性疾病中起重要

作用［２］。研究表明，Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７平衡失调与多种疾病有关
［３］，

而其与ＲＳＡ的关系目前尚不清楚。

正常的母胎免疫耐受是成功的妊娠过程的有力保证，正常

孕妇的母胎免疫耐受既能抵抗微生物感染又不排斥表达半同

种异体父系抗原的胚胎或胎儿［７］。Ｔｒｅｇ细胞是一群独特的

ＣＤ４＋Ｔ细胞亚群，具有免疫抑制功能，介导体内的免疫抑制效

应，是维持免疫耐受和控制免疫应答的重要细胞。Ｔｒｅｇ细胞

数量降低与机体受损的免疫内环境稳定和自身免疫性疾病的

发生有关［８］。正常妊娠的小鼠和人类 Ｔｒｅｇ细胞数量明显增

多，在母体免疫细胞首次接触胎儿抗原是起关键的保护作用。

Ｔｒｅｇ细胞增殖不足的小鼠有流产倾向，而正常妊娠小鼠的

Ｔｒｅｇ细胞的增殖能力较高；有流产倾向的小鼠经过继免疫来

自正常妊娠小鼠的Ｔｒｅｇ细胞能够阻止自发流产的发生
［９］。本

研究发现，ＲＳＡ患者绒毛和蜕膜中Ｔｒｅｇ细胞数量和Ｆｏｘｐ３的

ｍＲＮＡ水平均低于正常对照组，其外周血中 ＴＧＦβ和ＩＬ１０

水平也均低于正常对照组；同时，ＲＳＡ患者和正常对照组的绒

毛和蜕膜中Ｔｒｅｇ细胞数量与外周血中ＴＧＦβ和ＩＬ１０水平

呈正比。活化的Ｔｒｅｇ细胞能分泌包括ＴＧＦβ和ＩＬ１０等大量

的免疫抑制因子，而ＴＧＦβ和ＩＬ１０参与调节Ｔｒｅｇ细胞的数

量和功能，ＴＧＦβ是维持 Ｔｒｅｇ细胞数量和功能的关键因子，

ＩＬ１０能诱导 Ｔｒｅｇ细胞的产生
［１０］。因此，本研究结果提示，

ＲＳＡ患者绒毛和蜕膜中Ｔｒｅｇ细胞数量减低和功能缺陷减弱

了患者的免疫抑制功能，并与自发性流产的发生密切相关。

Ｔｈ１７细胞是另一群不同于 Ｔｈ１、Ｔｈ２和 Ｔｒｅｇ细胞的

ＣＤ４＋Ｔ细胞，分泌ＩＬ１７Ａ、ＩＬ１７Ｆ、ＩＬ２２和ＩＬ２６等细胞因

子，原始ＣＤ４＋Ｔ细胞在ＴＧＦβ、ＩＬ６、ＩＬ２３和ＩＬ１的作用下

分化为Ｔｈ１７细胞
［１１］。Ｔｈ１７细胞可能在自身免疫性疾病、炎

症和肿瘤等多种免疫性疾病中起重要作用［１２］。本研究发现，

ＲＳＡ患者绒毛和蜕膜中 Ｔｈ１７细胞数量和 ＲＯＲγｔ的 ｍＲＮＡ

水平均高于正常对照组，其外周血中ＩＬ１７Ａ和ＩＬ１７Ｆ水平也

均高于正常对照组；同时，ＲＳＡ患者和正常对照组的绒毛和蜕

膜中Ｔｈ１７细胞数量与外周血中ＩＬ１７Ａ和ＩＬ１７Ｆ水平呈正

比。ＩＬ１７通过介导中性粒细胞浸润，激活ＩＬ１、ＩＬ６、ＩＬ８、

ＴＮＦα、ＮＯ、基质金属蛋白酶、ＮＦκＢ配体的受体活化剂和粒

细胞巨噬细胞集落刺激因子而引发炎症反应［１３］。因此，本研

究结果提示，ＲＳＡ患者绒毛和蜕膜中Ｔｈ１７细胞数量增多和过

度的功能活化增强了患者的炎症反应，并与自发性流产的发生

密切相关。

近年来Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７平衡与妊娠的关系受到广泛重视，研

究发现ＲＳＡ患者外周血和蜕膜中Ｔｒｅｇ细胞明显减少
［１４］，作

者前期研究也证实ＲＳＡ患者外周血Ｔｒｅｇ细胞数量低下且免

疫下调性细胞因子 ＴＧＦβ和ＩＬ１０水平降低
［１５］。本研究发
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现，ＲＳＡ患者绒毛和蜕膜中Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７比值明显低于正常对

照组。Ｔｈ１７和Ｔｒｅｇ细胞来自同样的前体细胞，原始ＣＤ４
＋Ｔ

细胞在ＴＧＦβ和ＩＬ６刺激下分化为Ｔｈ１７细胞而在ＴＧＦβ刺

激下分化为 Ｔｒｅｇ细胞；同时 Ｔｒｅｇ细胞转录因子 Ｆｏｘｐ３和

Ｔｈ１７细胞转录因子ＲＯＲγｔ能够相互抑制对方的功能。因此，

本研究结果提示，Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７平衡失调与自发性流产的发生

有关。

总之，本研究结果表明绒毛和蜕膜中Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７数量和

功能平衡在维持正常妊娠中发挥重要作用，绒毛和蜕膜中

Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７数量和功能失衡可能参与ＲＳＡ免疫发病机制。探

讨绒毛和蜕膜中 Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７细胞数量和功能平衡与 ＲＳＡ发

病机制的关系，将可能为诊断和治疗ＲＳＡ的治疗提供理论和

实验依据。
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