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妊娠期肝内胆汁淤积症患者外周血中维生素D受体

与 Th1/Th2 型细胞因子的变化
喻莲香 黄小霞△

(广州市花都区妇幼保健院 广东 广州 510800)

摘要 目的：研究妊娠期肝内胆汁淤积症患者外周血中维生素 D 受体的表达与 Th1/Th2 型细胞因子干扰素 -γ / 白细胞介素 -4
（IFN-γ/IL-4）的变化关系，探讨 ICP 发病机制。方法：选取 ICP 患者 31 例（ICP 组），孕周相匹配的正常孕妇 31 例（正常对照组）。
采用酶联免疫吸附试验（ELISA 法），检测两组孕妇血清中 Th1 型细胞因子(IFN-γ)和 Th2 型细胞因子(IL-4)的水平；采用实时荧光

定量逆转录 - 多聚酶链反应（qRT-PCR），检测两组孕妇外周血单个核细胞维生素 D 受体（VDR）mRNA 的表达水平，采用 3- 磷酸

甘油醛脱氢酶（GAPDH）为内参，根据相对定量公式：2-△△CT 分析 VDR mRNA 的表达水平。结果：（1）ICP 组外周血清中 IFN-γ 的浓

度[(230.93±36.04)pg/ml]明显高于正常对照组[(138.37±25.08)pg/ml]，差异有统计学意义(P<0.01)。ICP 组血清中 IL-4 浓度

[(9.99±3.19)pg/ml]和正常对照组[(8.58±2.43)pg/ml]比较，差异无统计学意义(P>0.05)。 ICP 组 IFN-γ/IL-4 比值 (24.56±6.91)高于

正常对照组 (17.13±4.84)，差异有统计学意义 (P<0.05)。（2）ICP 组外周血单个核细胞维生素 D 受体 mRNA 的表达明显低于正常

对照组(P<0.01)，正常对照组 VDR 的表达定义为 1.0，ICP 组的表达量为 0.4。（3）ICP 组外周血中 VDR 的表达水平与 IFN-γ 浓度

呈明显负相关(r= -0.833，P<0.01)，与 IL-4 浓度无明显相关(r=-0.109，P>0.05)，与 IFN-γ/IL-4 比值呈负相关，但相关性不强

(r=-0.356，P =0.049<0.05)。结论：ICP 患者外周血 Th1/Th2 型细胞因子平衡由 Th2 向 Th1 偏移，可能与 ICP 孕妇外周血单个核细

胞 VDR 的表达减少有关。
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ABSTRACT Objective: To study the relationship between the expression of the vitamin D receptor (VDR) and Th1/Th2 cytokines

（IFN-γ/IL-4）profile in the peripheral blood of patients with intrahepatic cholestasis of pregnancy (ICP),so as to investigate the pathogen
of ICP. Methods: There were 31 pregnant women with intraheptic cholestasis of pregnancy and 31 normal pregnant women in the study.
The T helper cell type-1 (Th1) cytokine [interferon-gamma (IFN-γ)] and T helper cell type-2 (Th2) cytokine [interleukin-4 (IL-4)] in the
serum of patients with ICP (ICP group)and normal pregnant women (normal group,NP) were measured by enzyme linked immuno-sorbe-
nt assay (ELISA);The vitamin D receptor (VDR) expression in the peripheral blood mononuclear cells(PBMCs) was examined by real time
fluorescent quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction（real-time qRT-PCR）in the two groups. Glyceraldehyde-3-phosp-
hate Dehydrogease (GAPDH) was used as an endogenous reference. VDR expression level were used by the 2-△△CT method in the two
group. Results: (1)The concentrations of IFN-γ in ICP group [(230.93±36.04)pg/ml] was significantly higher than those in normal group [
(138.37±25.08)pg/ml]( P<0.01). But there were no significant differences in the concentrations of IL-4 between ICP group [(9.99±3.19)
pg/ml] and normal group [(8.58±2.43)pg/ml] (P>0.05).The IFN-γ/IL-4 ratio in ICP group(24.56±6.91) was higher than those in normal
group(17.13±4.84) (P<0.05). (2)VDR expression in the peripheral blood mononuclear cells was found to be significantly lower(0.4) in all
patients with ICP than that in normal pregnancy (1.0),P<0.01.(3)In ICP group the correlation between the expression of VDR and the
levels of IFN-γ was significantly negative (r= -0.833,P<0.01); the correlation between the expression of VDR and the levels of IL-4 was
not significant(r= -0.109,P>0.05); the correlation between the expression of VDR and IFN-γ/IL-4 ratio was negative, but the relation was
not significant (r= -0.356,P=0.049<0.05). Conclusions: The cytokine profile shift from Th2-type to Th1-type in the peripheral blood,
which may relate to the reduced expression of VDR in the peripheral blood mononuclear cells of the patients with ICP.
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妊娠期肝内胆汁淤积症(intrahepatic cholestasis of pregnan-
cy,ICP)是妊娠期特有的肝脏疾病，是以妊娠后期皮肤瘙痒为主

要症状，伴胆酸、肝酶等生化异常[1]，主要危及围生儿，引起早

产、宫内窘迫、新生儿窒息、围生儿病死率高。ICP 的这些妊娠

结局，已引起产科临床的关注[2]。2004 年 1 月至 2008 年 12 月

五年间在我院住院分娩的孕妇中，ICP 患者占 7.54%，ICP 胎儿

窘迫的发生率为 32.2%，而死胎、死产率为 3.03%，占所有死胎、
死产的 7.34%。但其病因及发病机制不明。国内外大量研究表

明，ICP 的发生与免疫功能的改变有关[3]。正常妊娠母体免疫系

统是一种“Th2 现象”，Th1 向 Th2 偏移，Th2 的免疫占优势，避

免 Thl 型细胞因子参与的细胞免疫，使胎儿免受母体排斥[4]。然

而，有研究表明 ICP 患者体内 Thl/Th2 型细胞因子平衡已由

Th2 向 Thl 方向偏移，细胞免疫功能增强，导致胚胎组织易被

母体排斥[5]。近年来研究表明，维生素 D 的活性物质 1,25-(OH)2D3

作为一种免疫调节激素，与维生素 D 受体（VDR）结合后发挥

生物作用[6]，主要作用的靶细胞是 Th1 细胞，其作用为直接抑制

Th1 细胞分泌 IFN-γ[7]，而抑制 Th2 细胞分泌 IL-4 的作用较弱[8]，

可使 Th 细胞由 Th1 细胞向 Th2 细胞偏移[9]，符合正常妊娠母

体“Th2 现象”。
有文献报道外周血中 1,25- (OH)2D3 的浓度在 ICP 孕妇与

孕周相匹配的正常孕妇两者间比较，未见明显改变[10]，但 1,25-
(OH)2D3 的生物学效应是通过 VDR 介导而实现，那么 ICP 孕妇

与正常孕妇在 VDR 的表达方面是否存在差异，未见相关文献

报道。Th1 型细胞因子有 IFN-γ、肿瘤坏死因子 α(TNF-α)、IL-2
等，Th2 型细胞因子有 IL-4、IL-5、IL-10 等 [5,11]。故本研究检测

ICP 患者外周血清中 Thl/Th2 型细胞因子（IFN-γ/IL-4）的浓度，

同时研究其外周血单个核细胞维生素 D 受体的表达，初步探

讨维生素 D 受体的表达变化与妊娠期肝内胆汁淤积症的关

系，进一步阐明 ICP 的发病机制。

1 材料与方法

1.1 研究对象和分组

选择妊娠期肝内胆汁淤积症患者 （ICP 组）31 例，均为

2008 年 8 月 -2009 年 1 月广州市花都区妇幼保健院产科住院

病人，ICP 诊断标准参照文献[12]。选择同期门诊或住院的正常晚

期孕妇（正常对照组）31 例，正常对照组孕周与 ICP 组相匹配，

且无妊娠并发症及合并症。两组产妇的临床资料如表 1 所示。
研究对象均为初产妇，均系单胎妊娠，月经周期规律且正常，孕

周确切，在孕早期经 B 超证实了孕周，采血前无产兆，无感染

史、无血制品及免疫抑制剂或免疫增强剂使用史。研究对象均

无 ICP 家族遗传史，且均于孕 20 周后常规口服“迪巧”（碳酸钙

/ 维生素 D3 片）补钙。
1.2 方法

1.2.1 用 ELISA 法测外周血清中 IFN-γ 和 IL-4 含量 所有患者

入院用药前，抽取各组妇女空腹肘静脉血 2ml，收集血清，-20℃
冰箱冻存待测。采用酶联免疫吸附( ELISA) 法检测 IFN-γ、IL-4
的浓度，IFN-γ、IL-4 的 ELISA 法试剂盒购自美国 R&D 公司。
其中 IFN-γ 的批内差异与批间差异分别为 3.1%和 7.4%, IL-4
的分别为 2.9%和5.1%。
1.2.2 用实时荧光定量 RT-PCR 测外周血 VDR 的表达 （1）分

离出外周血单个核细胞：用肝素钠抗凝管抽取肘静脉血 5ml，
用葡聚糖 - 泛影葡胺密度梯度离心法（淋巴细胞分离液）常规

将 5ml 的外周血中单个核细胞分离出来，加入 0.4ml Trizol，于

-70℃冰箱冻存待测。
（2） 引物设计与合成：应用 Oligo 6.0 软件进行设计，由

TaKaRa 公司合成。VDR（238bp）: 5'-TGA AGC GGA AGG A-
GG AGG AG-3'，5'-GAG CAG GAG GAG GAG GAG TC-3'。以

3- 磷酸甘油醛脱氢酶（GAPDH）作为内参（138bp）：5'-GCA CC-
G TCA AGG CTG AGA AC-3'，5'-TGG TGA AGA CGC CAG T-
GG A-3'。

（3）细胞总 RNA 提取：采用 Trizol（TaKaRa 公司）提取细

胞总 RNA，操作按说明进行。提取后的 RNA 测 A260-A280 吸

光值，要求 A260/A280 比值为 1.8-2.0，并计算出 RNA 含量。
（4）cDNA 的合成：采用 20μl 反应体积，包括寡聚核苷酸

引物 1μl，2μg 总 RNA，4μl×逆转录缓冲液，AMV 逆转录酶

2.2μl，RNA 酶抑制剂 0.6μl，dNTPs 1μl, 加去离子水至 20μl。
42℃ 40min，95℃10min 灭活逆转录酶，冰浴 5min。

（5）实时荧光定量 RT-PCR：采用 TakaRa 公司的 SYBRRR

Premix Ex TaqTM 荧光定量 PCR 试剂盒。反应体系为 50μl：cD-
NA 样品 4μl，SYBRRPremix Ex TaqTM (2×) 25μl，上、下游引

物各 1μl，ROX Reference Dye (50×) 1μl，灭菌蒸馏水 18μl。反

应条件为：95℃ 10 s；95℃ 5 s，65℃ 31s 共 40 个循环。95℃ 1
min 后制作熔解曲线，确定扩增产物的特异性。反应在 ABI
7300（美国 ABI 公司）扩增仪上进行。

（6）扩增效率一致性检测 取一 cDNA 样品模板行 2 倍梯

度稀释，VDR 和 GAPDH 分别进行荧光定量 PCR 反应，根据

每 个 稀 释 度 VDR 和 GAPDH 值 来 计 算△CT 值 ( VDR 和

GAPDH 基因的 CT 值之差)。以稀释倍数的 -Log2 值为横坐标，

以△CT 值为纵坐标作图比较两基因的扩增效率。经回归方程

分析直线斜率为 0.0345 (斜率 <0.1) ,表明 VDR 和 GAPDH 基因具

有相同的扩增效率，可用△△CT 法计算 VDR的相对表达量[13]。
（7）VDR 相对定量的计算：研究组 VDR mRNA 的含量以

2-△△CT 表示，正常对照组 VDR 的表达水平定义为 1。其中△
△CT=△CT(研究组)﹣△CT(对照组)，△CT=CT(VDR)﹣CT
(GAPDH)。

（8）结果判断：每样本至少重复测三次，每个样本的 CT 值

取平均值。熔解曲线分析发现 VDR 基因和 GAPDH 基因的

PCR 产物均呈较为锐利的单一峰,无引物二聚体及其他杂峰,说
明扩增产物特异性好。
1.3 统计学处理

所有数据采用均数±标准差(x±s)表示。采用 SPSS 16.0 软

件统计分析，方差齐性时采用配对样本 t 检验、方差不齐时采

用 Wilcoxon 符号秩和检验。相关分析采用 Pearson 检验。P＜
0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 临床资料

ICP 组孕妇外周血胆汁酸、谷丙转氨酶、谷草转氨酶均明

显高于正常对照组，差异均有统计学意义(P＜0.05)；两组孕妇

的年龄和孕周均无明显差异(P＞0.05)（见表 1）。
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2.3 两组孕妇外周血单个核细胞 VDR 的表达

所有样本均检出有 VDR 与 GAPDH mRNA 的表达，用△
△CT 法计算 VDR 的相对表达量，见表 2 与图 2。
2.4 ICP 组外周血中 VDR 的表达水平与 IFN-γ、IL-4 浓度和

Th1/Th2（IFN-γ/IL-4）比值的相关性

ICP 组外周血中 VDR 的表达水平与 IFN-γ 浓度呈明显负

相关 (r=-0.833，P<0.01)，与 IL-4 浓度无明显相关 (r=-0.109，

P=0.558)，与 IFN-γ/IL-4 比值呈负相关，但相关性不强(r=-0.356，

P =0.049<0.05)。

3 讨论

正常人体内的维生素 D 主要通过皮肤中的 7- 脱氢胆固醇

经紫外线照射后生成内源性维生素 D3 而获得，在体内经过一

定的代谢后转变为具有生物活性的物质：1,25 二羟维生素 D3
〔1,25-(OH)2D3〕而发挥作用。1,25-(OH)2D3 的生物学效应是由

1,25-(OH)2D3 受体(VDR)介导[14]。研究表明 VDR 除对钙、磷代

谢有调节作用外，还具有多种重要的生物作用，如免疫调节、促
进细胞的增殖与分化、影响中枢神经功能等[15]。1,25-(OH)2D3 对

表 1 ICP 组与正常对照组的临床资料比较(x±s)

Table 1 Comparison of clinical data in the ICP group and NP group

Comparison of clinical data ICP group（n=31） NP group（n=31） P

Years 27.12±4.28 28.74±2.27 P＞0.05

Gestational age 35.25±2.07 35.43±1.84 P＞0.05

Bile acid(mmol/L) 32.14±23.31 3.62±1.26 P<0.05

Alanine aminotransferase(U/L) 50.12±21.08 30.45±9.91 P<0.05

Aspartate aminotransferase (U/L) 46.11±18.21 27.38±7.41 P<0.05

图 1 两组孕妇外周血清中 IFN-γ、IL-4 浓度和 IFN-γ/IL-4 比值的比较。

（ICP 代表 ICP 组，NP 代表正常对照组）。
Fig.1 Comparison of date of IFN-γ, IL-4, IFN-γ/IL-4 in the serum of the

ICP group and NP group.（ICP is the ICP group NP is NP group）

图 2 实时荧光定量 RT-PCR 检测外周血 VDR mRNA 的表达结果

NP代表正常对照组。ICP组中VDR的表达明显低于正常对照组(P<0.01)

Fig.2 The vitamin D receptor (VDR) expression in the PBMCs of the two

groups. VDR expression was found to be significantly lower in all patients

with ICP than that in normal pregnancy P<0.01

表 2 两组孕妇外周血单个核细胞 VDR 的表达比较

Table2 Comparison of VDR expression in the PBMCs in two groups

Group Number △CT △△CT 2-△△CT

ICP 31 5.11±0.69 1.60±0.24 0.40±0.14▲

NP 31 3.52±0.85 0 1

Note :▲P＜0.01 ICP group compared with NP group.

2.2 两组孕妇外周血清中 IFN-γ 与 IL-4 的浓度比较

ICP 组外周血清中 IFN-γ 的浓度 [(230.93±36.04)pg/ml]明
显高于正常对照组 [(138.37±25.08)pg/ml]，差异有统计学意义

(P<0.01)；ICP 组血清中 IL-4 浓度[(9.99±3.19)pg/ml]和正常对照

组[(8.58±2.43)pg/ml]比较，差异无统计学意义(P=0.067)；ICP 组

IFN-γ/IL-4 比值 (24.56±6.91)高于正常对照组 (17.13±4.84)，差异

有统计学意义 (P<0.05)。见图 1。
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白细胞介素(IL)系统、干扰素(INF)、粒 - 巨噬细胞集落刺激因子

(CM-CSF)、T 细胞生长因子的活性及其他细胞因子的生长均有

抑制作用[16]。1,25-(OH)2D3 作为一种免疫调节激素，主要作用的

靶细胞是 Th1 细胞，其作用为减少 Thl 细胞的增生，抑制 Thl
细胞分泌 IFN-γ 和 IL-2[7,17]。对 Th2 类细胞的作用较小，对 IL-4
的生成影响较弱[8]。

妊娠是一个复杂的生理过程，正常妊娠的维持有赖于母体

对胎儿组织产生免疫耐受，这是母体免疫系统自身调节的结

果。而 T 辅助淋巴细胞亚型(Th1 ，Th2 细胞) 及其分泌的细胞

因子在这一过程中起重要调控作用[18]。近年来，大量研究表明，

正常妊娠是一种“Th2 现象”，即妊娠期母体趋向于 Th2 型细胞

因子参与的体液免疫，而避免 Th1 型细胞因子参与的细胞免

疫[4]。妊娠期间母体免疫系统从 Th1 向 Th2 方向转换，使胎儿

免受母体排斥。Th1 和 Th2 型细胞因子的平衡失调与多种妊娠

并发症的发生有关[19]。本研究检测 ICP 患者和正常妊娠孕妇外

周血清中 Thl 型细胞因子 IFN-γ 和 Th2 型细胞因子 IL-4 的水

平，结果提示，在 ICP 患者体内也存在 Th1/Th2 型细胞因子的

分泌失衡。ICP 患者外周血清中 IFN-γ 水平明显高于正常对照

组，IL-4 水平不变，使 IFN-γ/IL-4 比值升高，说明了 ICP 患者体

内 Thl/Th2 型细胞因子平衡已由 Th2 向 Thl 方向偏移。
维生素 D 作为一种免疫调节激素，有文献报道外周血中

1,25-(OH)2D3 的浓度在 ICP 孕妇与孕周相匹配的正常孕妇两者

间比较，未见明显差异[10]，但 1,25-(OH)2D3 的生物学效应是通

过 VDR 介导而实现，ICP 患者体内也存在免疫失衡，ICP 孕妇

与正常孕妇在 VDR 的表达方面是否存在差异？目前尚未见相

关报道。本研究发现 ICP 孕妇外周血单个核细胞 VDR 的表达

明显低于正常对照组，还发现在 ICP 组中 VDR 的表达水平越

低，外周血清 IFN-γ 浓度就越高，且与 IFN-γ 浓度呈明显负相

关，与 IFN-γ/IL-4 比值也呈负相关。这可能是由于介导 1,25-
(OH)2D3 发挥生物学效应的 VDR 表达降低，剥弱了其靶器官

Th1 细胞分泌 IFN-γ 的作用，使 ICP 患者体内 Thl/Th2 型细胞

因子平衡由 Th2 向 Thl 方向偏移，破坏了正常妊娠母体“Th2
现象”。本试验还发现在 ICP 组中 VDR 的表达水平与 IL-4 浓

度无明显相关，说明 ICP 患者体内由 Th2 向 Th1 方向偏移现

象，并非 IL-4 降低所致，而为 IFN-γ 升高所致。
IFN-γ 是最主要的 Th1 型细胞因子，大量研究证明，IFN-γ

不仅是免疫排斥反应的始动因素，而且在免疫应答, 移植物免

疫排斥反应中也发挥重要作用[5,11]。IFN-γ 通过直接或间接激活

自然杀伤细胞及诱导淋巴细胞因子活化的杀伤细胞的形成，介

导迟发型超敏反应[19]；另外，IFN-γ 还可抑制由生殖道局部产生

的粒 - 单细胞集落刺激因子的产生，该因子具有促进胚胎发育

的作用，IFN-γ 抑制该因子的作用增强，可直接损害滋养层组

织 [20]，这些都可造成胎盘胎儿损害。因此 ICP 导致的不良妊娠

结局发生可能与 IFN-γ 的过度表达有关。
综上所述，ICP 患者外周血 Th1/Th2 型细胞因子平衡由

Th2 向 Th1 偏移，可能与 ICP 孕妇外周血单个核细胞 VDR 的

表达减少有关。
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