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目的
!

探讨重度子痫前期"

=F\

%患者外周血
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及
ZM'
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/51
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细胞及相关细胞因子白细胞

介素"

WV

%

.!$
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WV.!%

和转化生长因子
)

"

/NG.

)

%的水平变化及意义&方法
!

选取
+%

例
=F\

患者"

=F\

组%及

+%

例正常妊娠者"对照组%作为研究对象&采用流式细胞术检测外周血单个核细胞中
/7!$

及
ZM'

d

ZM"(

d

/51
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细胞水平&采用
kO/.FZO

检测维甲酸相关孤儿受体
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%
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和
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的表达水平&采用
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法检测血浆
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和
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水平&结果
!
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组外周血
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细胞水平为"

!#!&h%#$)
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,

!显

著高于对照组的"

%#&)h%#+(

%

,

!差异有统计学意义"

6i+#''$

!

Hi%#%%"

%&

=F\

组外周血
ZM'

d

ZM"(

d

/51

;

细胞

水平为"

!#&(h%#'*

%

,

!显著低于对照组的"
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!差异有统计学意义"
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组

OXO
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6DO[-

表达水平为
%#!*%h%#%&+

!高于对照组的
%#!+&h%#%+$

!差异有统计学意义"

6i+#$$&

!

Hi%#%%!

%&

而
=F\

组
G02

3

+DO[-

表达水平为
%#%&*h%#%"(

!低于对照组的
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!差异有统计学意义"
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!差异有统计学意义"
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$
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!低于对照组的"
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;
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!差异有统计学意义"
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患者血

浆
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水平与
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细胞水平呈正相关"

5

分别为
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%&结论
!
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患者
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细胞数

量升高!
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ZM"(
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细胞数量减少!以及相关细胞因子的紊乱在
=F\

的发病机制中可能起到重要作用&
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重度子痫前期$

=F\

&是危害严重的妊娠期特有疾病#常伴

有严重的母婴并发症#导致不良的妊娠结局)随着对
/7!$

和

调节性
/

细胞$

/51

;

&的深入研究#对
=F\

的病因及发病机制

有了更深的认识)

/7!$

和
/51

;

细胞是近年新发现的
"

个不

同于
/7!

和
/7"

的
/7

细胞亚群)

/7!$

细胞可产生白细胞介

素$

WV

&

.!$

等细胞因子#与促炎反应.自身免疫性疾病和移植排

斥等密切相关)因此
/7!$

细胞可能会由于这种促炎作用而

在胚胎免疫排斥的发生中起一定作用*

!

+

)而
/51

;

细胞是可诱

导免疫耐受并且有独特免疫调节功能的
/

细胞亚群#有助于

母体对胎儿耐受*

"

+

)本研究通过测定
=F\

患者外周血中

/7!$

.

ZM'

d

ZM"(

d

/51

;

细胞水平及相关细胞因子表达#探讨

其在
=F\

发病机制中的作用)

$

!

资料与方法

$#$

!

一般资料
!

选择
"%!"

年
!%

月至
"%!+

年
!"

月在镇江市

妇幼保健院行剖宫产分娩的
+%

例
=F\

患者为研究对象$

=F\

组&)由于
=F\

的病因和临床表现有明显的异质性#为了减少

这种异质性及孕周对检测结果的影响#本研究选择妊娠
+"

"

'%

周且符合
=F\

诊断标准的病例#未包括合并
H\VVF

综合

征.肾功能不良及胎儿生长受限的病例)另选择血压正常#无

糖尿病.肾炎.肝炎.系统性红斑狼疮.孕周匹配的
+%

例剖宫产

产妇作为对照组)两组行均衡性检验#差异无统计学意义

$

H

%

%#%(

&)两组产妇的临床一般资料见表
!

)

=F\

诊断标准

参照1妇产科学2第
)

版)

表
!

!

受试者的临床资料

组别 年龄$岁& 孕周$周& 体质量指数 收缩压$

DDH

;

& 舒张压$

DDH

;

& 随机尿尿蛋白

=F\

组
"&#!h+#" +&#'h+#& "(#(h+#) !((#&h$#)

"

!%)#+h!%#'

"

d

"

ddd

对照组
"(#*h"#& +$#)h"#* "&#'h+#& !"+#+h&#& )!#"h+#$

阴性

组别 丙氨酸氨基转移酶$

L

"

V

& 尿素氮$

DD04

"

V

& 血小板计数$

g!%

*

"

V

& 新生儿体质量$

;

& 胎盘质量$

;

&

=F\

组
"+#'h)#( +#$h!#+ !(%#'h'+#) "*(!#)h"+(#" ')$#+h()#'

对照组
"'#"h$#) +#(h%#) !&!#)h+(#" ++&)#"h"+"#( ('"#(h&(#*

!!

注!与对照组比较#

"

H

$

%#%(

)

$#/

!

仪器与试剂
!

]9041

;

1<8

公司人
/7!$

流式检测试剂盒!

包括
GW/Z

标记的抗人
ZM+

#

F\

标记的抗人
ZM'

#

-412:G4@.

05&'$

标记的抗人
WV.!$

及相匹配的鼠
W

;

N!

同型对照#固定液

和破膜洗液)

]9041

;

1<8

公司
ZM'

d

ZM"(

d

G02

3

+

d

/51

;

一步

法流式检测试剂盒!包括
F15ZF

标记的抗人
ZM'

#

F\

标记的

抗人
ZM"(

#

-412:G4@05'))

标记的
GXIF+

及相匹配的鼠
W

;

N!

同型对照#

GXIF+

固定"破膜液和破膜缓冲液%佛波酯.离子霉

素均购自
Y9

;

D:

公司%莫能霉素购自
]9041

;

1<8

公司%流式细胞

仪$

G-ZYZ:49B@5

型号及
G-ZYM9?:

软件#美国
]M

公司&)

DO[-

检测!

/59Q04

试剂为美国
W<?9650

;

1<

公司产品#

T

O/.

FZO

试剂盒为日本
/:a:5:

公司产品%日立
L%%)%%

型紫外分

光光度仪$日立#日本&%

]90.O:8S

C

Wk FZO

仪$

]90.O:8

#美

国&%凝胶成像系统$

-4

3

7:

#美国&%电泳仪$

]90.O:8

#美国&)细

胞因子检测!

\VWY-

试剂盒为美国
OrM

公司产品%

]90.O:8

9D:5a

酶标仪$

]90.O:8

#美国&)

$#'

!

方法

$#'#$

!

标本采集
!

采集两组产妇外周血
&DV

#肝素抗凝)其

中
"DV

用于流式细胞术检测分析#

"DV

用于检测维甲酸相

关孤儿受体
0

6

$

OXO

0

6

&和
G02

3

+

的
DO[-

表达水平#

"DV

用

于细胞因子检测)

$#'#/

!

/7!$

细胞的检测
!

用
G9>044

密度梯度法分离出外周

血单个核细胞$

F]SZ

&#用含
!%,

胎牛血清的
OFSW!&'%

重

悬提取的
F]SZ

%取
"%

#

V

细胞悬液加
"%

#

V

锥虫蓝#调节细

胞浓度为
"g!%

&

"

DV

%加入丙二醇甲醚醋酸酯$

FS-

#终浓度

为
!%%<

;

"

DV

&和离子霉素$终浓度为
!

#

;

"

DV

&并充分混匀#

于
+$_

.

(, ZX

"

细胞培养箱中培养
!7

后加入莫能霉素$终

浓度
!

#

V

"

DV

&混匀后继续培养
(7

)取刺激培养后细胞悬液

!%%

#

V

于流式管中#每管加
%#(DV

固定液#振荡摇匀后室温

孵育
"%D9<

%加
"DV

破膜洗液#振荡摇匀后室温孵育
"%D9<

#

离心后弃上清液%破膜洗液洗涤和重悬细胞#加入
!%

#

V

抗人

WV.!$-412:G4@05&'$

"

ZM+GW/Z

"

ZM'F\

抗体混匀后室温暗

处孵育
+%D9<

%阴性对照管则加入抗人
WV.$

同型对照鼠
W

;

N!

"

ZM+G!/Z

"

ZM'F\

%

%#(7

内上流式细胞仪检测)

$#'#'

!

ZM'

d

ZM"(

d

/51

;

细胞的检测
!

用
F]Y

重悬提取的

F]SZ

%取
"%

#

V

细胞悬液加
"%

#

V

锥虫蓝#调节细胞浓度为

!g!%

$

"

DV

%加入
!DVGXIF+

固定"透膜液#充分混匀后室温

孵育
"%D9<

%洗涤液及
!DVGXIF+

透膜缓冲液重悬细胞#暗

处孵育
!( D9<

%加入
!%

#

V

抗人
GXIF+ -412:G4@05'))

"

ZM"(F\

"

ZM'F15ZF

抗体混匀后暗处孵育
+%D9<

%

%#(7

内上

流式细胞仪检测)

$#'#1

!

OXO

0

6

和
G02

3

+DO[-

的检测
!

用
/59Q04

试剂一步

法提取总
O[-

#紫外分光光度计检测
O[-

浓度)按逆转录试

剂盒说明书合成
>M[-

#于
e"%_

保存)引物序列设计参考

文献*

+

+)引物由上海英骏生物技术有限公司合成$表
"

&)反

应体系$总体积
"(

#

V

&!

Ỳ ]ON511<SWI%#(

#

V

.

88H

"

X*#(

#

V

#

8[/F!#&

#

V

%分别加入上.下游引物各
%#(

#

V

#

>M[-

模

板
"

#

V

#

/:

T

M[-

聚合酶$

(L

"

#

V

&

%#(

#

V

%

S

;

Z4

"

$

"(DD04

"

V

&

%#)

#

V

)

OXO

0

6FZO

条件!

*(_

预变性
!(D9<

#

*(_+%=

#

&%_+%=

#

$"_+%=

#

+(

个循环)

G02

3

+FZO

条件!

*(_

预

变性
!(D9<

#

*(_+%=

#

(&_+%=

#

$"_+%=

#

+(

个循环)用

,

!'%+

,

检验医学与临床
"%!(

年
!%

月第
!"

卷第
"%

期
!

V:BS18Z49<

!

X>60B15"%!(

!

U04#!"

!

[0#"%



)

.:>69<

作为内参照#采用
"

.

11

Z6法计算
OXO

0

6

和
G02

3

+DO[-

的相对表达量)

表
"

!

引物序列及目的基因扩增范围

引物名称 引物序列$

(J

"

+J

&

目的片段

长度$

B

3

&

G02

3

+ G

!

ZZ/NNNZ/ZZ/ZNZZ/Z-ZZ !)'

O

!

/Z/Z/Z/NZZZ/Z-NZZ//NZZ

OXO

0

6 G

!

ZZ/NNNZ/ZZ/ZNZZ/Z-ZZ !&*

O

!

/Z/Z/Z/NZZZ/Z-NZZ//NZZ

)

.:>69< G

!

NNN-Z/-/ZZ-ZZ/NZ--N- "&"

O

!

ZZ/ZZ//NNZN/-N/-N/ZN

!!

注!

G

为上游引物#

O

为下游引物)

$#'#2

!

血浆
WV.!$

.

WV."!

.

WV.!%

.转化生长因子
)

$

/NG.

)

&检测

!

采用
\VWY-

法检测血浆
WV.!$

.

WV."!

.

WV.!%

.

/NG.

)

水平#严

格按照试剂盒说明操作)

$#1

!

统计学处理
!

采用
YFYY!+#%

软件进行统计学分析)各

组检测结果均呈正态分布#计量资料以
Gh?

表示#两组间计量

资料比较采用两独立样本
6

检验#相关性采用
F1:5=0<

相关分

析法#相关系数用
5

表示)以
H

$

%#%(

为差异有统计学意义)

/

!

结
!!

果

/#$

!

/7!$

细胞和
ZM'

d

ZM"(

d

/51

;

细胞水平
!

=F\

患者外

周血
/7!$

细胞水平为$

!#!&h%#$)

&

,

#高于健康对照组的

$

%#&)h%#(+

&

,

#差异有统计学意义$

6i+#'(

#

Hi%#%%"

&%

=F\

患者外周血
ZM'

d

ZM"(

d

/51

;

细胞水平为$

!#&(h

%#'*

&

,

#低于健康对照组的$

"#'"h%#*!

&

,

#差异有统计学意

义$

6ie'#"(

#

Hi%#%%%

&)

/#/

!

OXO

0

6

和
G02

3

+DO[-

的表达水平
!

=F\

患者外周血

OXO

0

6DO[-

表达水平为
%#!*h%#%&

#高于健康对照组的

%#!'h%#%'

#差异有统计学意义$

6i+#$)

#

Hi%#%%!

&%

=F\

患

者外周血
G02

3

+DO[-

表达水平为
%#%$h%#%+

#低于健康对

照组的
%#!+h%#%+

#差异有统计学意义$

6i e)#""

#

Hi

%#%%%

&)

/#'

!

细胞因子检测结果
!

=F\

患者外周血
WV.!$

.

WV."!

.

WV.!%

明显高于健康对照组#

/NG.

)

水平明显低于健康对照组#差异

均有统计学意义$

H

$

%#%(

&#见表
+

)

表
+

!

重度子痫患者血浆中相关细胞因子的

!!!

表达水平&

<

;

+

V

)

Gh?

'

组别
WV.!$ WV."! WV.!% /NG.

)

=F\

组
)"#%+h+$#&!&+#"*h!$#(((&#)*h!$#") "'#+'h&#(!

对照组
+%#)!h"!#)$++#)$h!+#$+++#"'h!!#*+ '&#*!h!)#)!

6 !!#)$ '#*" &#%& e$#$)

H

$

%#%!

$

%#%!

$

%#%!

$

%#%!

/#1

!

相关性分析
!

=F\

患者血浆
WV.!$

.

WV."!

水平与
/7!$

细胞水平呈正相关$

5

分别为
%#&*(

.

%#()&

#

H

$

%#%!

&%

OXO

0

6

DO[-

表达水平与
/7!$

细胞水平呈正相关$

5i%#$+*

#

H

$

%#%!

&%

G02

3

+DO[-

的表达水平与
ZM'

d

ZM"(

d

/51

;

细胞水

平呈正相关$

5i%#&)*

#

H

$

%#%!

&%

WV.!%

.

/NG.

)

与
/7!$

和

ZM'

d

ZM"(

d

/51

;

细胞无相关性)

'

!

讨
!!

论

'#$

!

=F\

患者外周血
/7!$

细胞及其相关细胞因子变化及意

义
!

/7!$

细胞分泌高水平的
WV.!$

.

WV."!

.

WV."+

#并高表达转

录因子
OXO

0

6

*

'

+

)

/7!$

细胞在自身免疫性疾病中的研究证

实其参与人体内免疫及炎性反应的生物学过程#但其在妊娠及

其并发症中的研究较少)有学者发现#

WV.!$

等
/7!$

细胞系

列细胞因子与造成胎膜早破.宫内感染有密切关系*

(

+

)

]1E.

=615

等*

&

+研究表明#

=F\

患者血浆中
WV.!$

水平与对照组相比

显著增高)本研究发现#

=F\

患者外周血
/7!$

细胞高于对照

组#同时发现
=F\

患者外周血
/7!$

细胞产生炎性因子
WV.!$

.

WV."!

及
/7!$

细胞表达的转录因子
OXO

0

6

也显著增高)进

一步证明
/7!$

细胞在
=F\

发病机制中发挥一定的作用)在

胎盘形成的过程中#滋养层细胞侵蚀子宫内膜蜕膜和浅肌层#

螺旋动脉发生重铸#从而维持胎盘有足够的血流量)正常妊娠

时#母体免疫系统低水平激活#类似于轻度的炎性反应)高水

平
WV.!$

可与多种因子协同发挥作用以放大胎盘小血管炎性

反应#同时
WV.!$

有强大的募集中性粒细胞的能力#通过释放

活性物质后损害内皮细胞#产生氧自由基是构成了
=F\

血管

痉挛.血压升高.水肿.蛋白尿等临床表现的病理基础*

$

+

)从而

发生胎盘组织凋亡.着床变浅.螺旋小动脉管腔狭窄等形态学

改变#导致子痫前期的发生)

'#/

!

=F\

患者外周血
/51

;

细胞及其相关细胞因子变化及意

义
!

/51

;

细胞以表达转录抑制基因
G02

3

+

为特征并分泌
WV.

!%

.

/NG.

)

#是一个可诱导免疫耐受并具有独特免疫调节功能

的
/

细胞亚群*

)

+

)近年来有研究证实#

=F\

患者外周血中

/51

;

细胞数量与对照组相比明显减少*

*

+

)本研究将
ZM'

d

ZM"(

d

/51

;

细胞和
G02

3

+DO[-

结合起来研究其在
=F\

中

的作用机制#发现
=F\

患者外周血
ZM'

d

ZM"(

d

/51

;

细胞和

G02

3

+DO[-

的表达量显著低于对照组)提示
=F\

发生与

/51

;

细胞的免疫抑制功能减弱有关)

/51

;

细胞是维持肌体自

身免疫耐受的重要组成部分#

/51

;

细胞活化后能抑制自身反

应性活化.增殖.分化#参与正常妊娠的免疫平衡)

/51

;

细胞

在胚胎着床及妊娠维持过程中起着至关重要的作用*

!%

+

)

/51

;

细胞数量的减少伴随母体对胎儿排斥反应的发生)而
G02

3

+

是
/51

;

细胞生长发育和发挥功能的主要调节基因*

!!

+

#

G02

3

+

表达下降可能是影响
/51

;

细胞增殖分化.细胞减少的因素之

一#直接导致
/51

;

细胞和效应性
/

.

]

淋巴细胞之间的不平

衡#引发病理妊娠)本研究结果表明#

F\

组外周血中
G02

3

+

的表达明显减低#提示子痫前期的发生与
/51

;

细胞的免疫抑

制功能减弱有关)

/7!$

细胞和
ZM'

d

ZM"(

d

/51

;

细胞的分

化是密切相关的#细胞因子
/NG.

)

在
/

淋巴细胞中起双向调

节作用#低浓度的
/NG.

)

在促炎细胞因子的环境中诱导

G02

3

+

表达水平下降#而
OXO

0

6

表达水平升高#从而促进

/7!$

细胞分化%而高浓度
/NG.

)

能抑制
WV.!$

的表达#增加

G02

3

+

表达*

!"

+

)本研究发现
=F\

患者
/NG.

)

水平明显降低#

推测
/NG.

)

的降低导致
/51

;

细胞减少#

/7!$

细胞增加#使

=F\

患者免疫抑制作用减弱#导致疾病的发生)虽然
ZM'

d

ZM"(

d

/51

;

能分泌
WV.!%

#但是本研究中#

=F\

患者
WV.!%

水

平明显高于对照组#这与
/51

;

细胞减少不相符#提示
WV.!%

可

能源于其他
/

细胞)

综上所述#

ZM'

d

/

细胞及其相关细胞因子在母胎免疫识

别和耐受过程中发挥重要的作用)随着新的
ZM'

d

/

细胞的

发现#现将传统的妊娠免疫理论
/7!

"

/7"

模式发展为
/7!

"

/7"

"

/51

;

"

/7!$

模式*

!+

+

)妊娠可看做是一种成功的同种半异

体移植过程#妊娠是否成功有赖于胎儿与母体间的免疫平衡)

,

"'%+

,

检验医学与临床
"%!(

年
!%

月第
!"

卷第
"%

期
!

V:BS18Z49<

!

X>60B15"%!(

!

U04#!"

!

[0#"%



/7!$

.

/51

;

细胞通过与其分泌的细胞因子间复杂的网络系统#

精细调节母胎的免疫平衡)这种平衡一旦失调#即可引发排斥

反应#导致妊娠失败或病理妊娠)研究
/7!$

.

/51

;

细胞在

=F\

发病机制中的作用为临床预测和治疗该疾病提供了一个

新的思路#可能通过阻断或增强其关键调节因子来调节
/7!$

.

/51

;

细胞的表达#寻找到治疗
=F\

等妊娠合并症的新靶点)
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