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复发性自然流产患者外周血中 Th17及 Treg细胞及其效应因子的变化
章雪莲 饶丽娟△ 李名花 余丽辉 魏 馨

（长沙市中心医院 湖南长沙 410004）

摘要 目的：探讨复发性自然流产患者外周血中 Th17、Treg细胞以及相关细胞因子的变化。方法：选择复发性自然流产患者 25

例，正常妊娠妇女 25例以及正常非妊娠育龄妇女 25例，流式细胞术测定外周血中 Th17和 Treg细胞数量，ELISA法测定血清
IL-10、TGF-茁及 IL-17的浓度。结果：复发性自然流产患者外周血中 Th17 细胞百分率显著高于正常妊娠以及正常非孕妇女
(P<0.05)，Treg细胞百分率显著低于正常非孕妇女(P<0.05)，但与正常妊娠妇女相比无显著性差异(P>0.05)；复发性自然流产患者

外周血 IL-10及 TGF-茁水平显著低于正常妊娠妇女以及正常非孕妇女(P<0.05)，而 IL-17水平显著高于正常妊娠妇女以及正常非

孕妇女(P<0.05)。结论：外周血 Th17细胞数和 IL-17水平的升高以及抑制性细胞因子 IL-10和 TGF-茁水平的下降可能是复发性自
然流产发生的重要原因。
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The Changes of Th17 and Treg Cells in the Recurrent Spontaneous
Abortion Patients

T he changes of Th17 cells, Treg cells and related cytokines in peripheral blood of recurrent spontaneous

abortion (RSA) patients was discussed. 25 recurrent spontaneous abortion patients, 25 normal pregnant women and 25 normal

non-pregnant women at childbearing age were selected in this study. The numbers of Th17 and Treg cell in peripheral blood were

measured by flow cytometry. The concentrations of serum IL-10, TGF-茁, and IL-17 were determined by ELISA kits. The
percentage of Th17 cell in peripheral blood of RSA patients was significantly higher than that of normal pregnant and normal

non-pregnant women(P<0.05), the percentage of Treg cell in peripheral blood of RSA patients was significantly lower than that in normal

non-pregnant women(P<0.05), but there was no significant difference in comparison with normal pregnanct women(P>0.05). The levels

of serum IL-10 and TGF-茁 of RSA patients were significantly lower than that of normal pregnant women and normal non-pregnant

women(P<0.05), while IL-17 level was significantly higher than that in normal pregnant and non-pregnant women(P<0.05).

The number of Th17 cell, IL-17 level and serum level of inhibitory cytokines IL-10 and TGF-beta may play an important role in the
development of recurrent spontaneous abortion.
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前言

复发性自然流产 (Recurrent Spontaneous Abortion, RSA)是

一种常见的妊娠并发症，在育龄妇女中的发病率约为 1%~3%[1]。

其病因复杂，包括遗传、免疫、血型、感染、内分泌以及胚胎畸形

等诸多因素[2,3]。近年来的研究表明，免疫因素，特别是与免疫调

节相关的细胞因子以及调节细胞在 RSA的发病机制中起到重

要的作用[4-6]。Th17细胞与 Treg细胞都是近年来发现的与免疫

调节密切相关的淋巴细胞，普遍认为两者之间存在相互抑制的

效应，并且这种平衡影响许多疾病的进展[7-9]。为了进一步明确

RSA患者体内 Th17细胞与 Treg细胞的变化情况，探讨 Th17

及 Treg与 RSA发病的关系，本研究检测并比较了 RSA患者、

正常妊娠妇女以及正常未孕育龄妇女体内的 Th17 细胞和
Treg细胞的数目以及相关细胞因子水平，旨在揭示 RSA患者

体内 Th17细胞与 T细胞的比例变化，并初步探讨 Th17/Treg

比例失衡在 RSA发病机制中的作用。

1 材料与方法

1.1 研究对象
选择 2010年 4月至 2011年 4月在我院就诊的复发性自

然流产患者 25例(RSA组)，孕周 7～ 14周，平均 10.3周，年龄
22～ 39岁，平均年龄 29.3岁，均有 3次或 3次以上自然流产病
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史，而无活产、死产及死胎史，排除导致流产的常见病因(包括

夫妻双方和胚胎染色体异常、子宫解剖结构异常、内分泌异常、

生殖道感染以及血型不合、自身免疫性疾病等因素)；25例正常

早孕妊娠妇女(正常妊娠组)，孕周 7~14 周，平均 9.7 周，年龄

21～ 35岁，平均 25.5岁，均为头胎；25例来我院体检的正常非

妊娠孕龄妇女(正常非孕组)，年龄 20～ 35岁，平均 27.5岁，既

往无孕史。正常妊娠组及正常非孕组均无遗传、解剖、内分泌方

面的异常，并无生殖道感染和自身免疫病病史。各组间年龄差

异无显著性，具有可比性(P>0.05)。

1.2 研究方法

1.2.1 主要仪器和试剂 IL-10、TGF-茁 及 IL-17 ELISA检测试

剂盒购自 R&D公司，氟波酯（phorbol myristate acetate）、离子霉

素（ionomycin）以及莫能菌素（monensin）购自 Sigma公司，小鼠

抗人 CD4、CD25、IL-17A、Foxp3 荧光抗体以及同型对照抗体

购自 eBioscience 公司，破膜剂（Fix&Perm）购自 Beckman 公

司。酶标仪选用 BIO-RAD 公司 550 型，流式细胞仪选用

Beckman公司 FACS Calibur and Cell Quest Pro型。

1.2.2 标本采集与保存 RSA组患者在流产发生 48小时内采

血，所有对象均于清晨采集空腹静脉血 5mL，其中 3mL全血加

入肝素钠抗凝管，应用 Ficoll淋巴细胞分离液分离 PBMC；另

2mL全血不抗凝，在小试管中自然凝血后收集血清，-70℃保存

待用。

1.2.3 指标测定 Th17细胞检测：将采集到的 PBMC用 PBS

洗涤 1次后，加入氟波酯（50 ng/mL）、离子霉素（1 滋M）以及莫

能菌素（500 ng/mL）后移入 24孔板，在 37 ℃，5 %CO2条件下

孵育 5 h。孵育完成后，PBS洗涤 1次，加入 FITC-CD4单抗在

4℃下避光孵育 20 min，加入破膜剂继续孵育 20 min后再加入

PE-IL-17A单抗，4℃避光孵育 20 min，PBS洗涤 1次，重悬细

胞，0.5 %多聚甲醛固定后经流式细胞仪检测 CD4+IL-17A+细胞

占 CD4+细胞的比例。

Treg细胞检测：将采集到的 PBMC用 PBS洗涤 1次后，调

整细胞浓度至 2× 106 Cells/mL，取 100 滋L细胞悬液，加入

FITC-CD4 单抗、PerCP-CD25单抗在 4 ℃下避光孵育 20 min，

加入破膜剂继续孵育 20 min后再加入 PE-Foxp3单抗 4℃避光

孵育 20 min，PBS洗涤 1次，重悬细胞，0.5 %多聚甲醛固定后经

流式细胞仪检测 CD4+CD25+FoxP3+细胞占 CD4+细胞的比例。

细胞因子检测：按照相关 ELISA试剂盒说明书进行操作，

每份血清设复孔，酶标仪读取样本的 OD值，通过标准曲线计

算样本浓度。

1.3 统计学分析

所得数据均采用均数± 标准差(x± s)表示，用 SPSS 17.0

软件处理数据，组间均数比较用 t检验，检验水准 琢=0.05，当

P<0.05时认为差异有显著统计学意义。

2 结果

2.1 各组外周血中 Th17及 Treg细胞百分率的比较

各组外周血中 Th17 及 Treg细胞百分率的变化情况（表

1）。RSA组外周血中 Th17细胞比例显著高于正常妊娠组以及

正常非孕组(P<0.05)，而正常妊娠组与正常非孕组之间没有显

著性差异(P>0.05)；RSA组与正常妊娠组外周血中 Treg细胞比

例均显著低于正常非孕组(P<0.05)，而 RSA组与正常妊娠组之

间没有显著性差异(P>0.05)。

表 1 各组间外周血 Th17及 Treg细胞百分率的比较

Table 1 Comparison of the percentage of Th17 and Treg cells in Peripheral blood among three groups

Groups cases(n) Th17（%） Treg（%）

RSA group

Normal pregnanct group

Normal non-pregnanctgroup

25

25

25

2.43± 0.22*#

1.25± 0.13

1.48± 0.12

4.15± 0.28*

4.67± 0.21*

6.87± 0.33

注：与正常非孕组比较，*P<0.05；与正常妊娠组比较，#P<0.05

Note:Compared with normal non-pregnant group, *P<0.05; compared with normal pregnant group, #P<0.05

2.2 各组外周血血清 IL-10、TGF-茁及 IL-17水平的比较

各组外周血血清中细胞因子 IL-10、TGF-茁 及 IL-17 水平

的比较（表 2）。RSA组外周血 IL-10水平显著低于正常妊娠组

以及正常非孕组(P<0.05)，而正常妊娠组外周血 IL-10水平显
著高于正常非孕组(P<0.05)；RSA组外周血 TGF-茁水平显著低

于正常妊娠组和正常非孕组(P<0.05)，正常妊娠组与正常非孕

组之间没有显著性差异 (P>0.05)；RSA组外周血 IL-17水平显

著高于正常妊娠组和正常非孕组(P<0.05)，正常妊娠组与正常

非孕组之间没有显著性差异(P>0.05)。

表 2 各组外周血血清 IL-10、TGF-茁及 IL-17的水平比较（ng/L）

Table 2 Comparison of serum levels of IL-10、TGF-茁and IL-17 in Peripheral blood among three groups

Groups cases(n) IL-10 TGF-茁 IL-17

RSA group

Normal pregnanct group

Normal non-pregnanctgroup

25

25

25

37.56± 12.35*#

154.44± 16.23*

92.63± 15.64

123.34± 20.13*#

181.32± 33.75

169.43± 24.65

149.83± 31.64*#

63.01± 19.87

71.23± 20.84

与正常非孕组比较，*P<0.05；与正常妊娠组比较，#P<0.05

Compared with normal non-pregnant group, *P<0.05; compared with normal pregnant group, #P<0.05
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3 讨论

Th17的概念在 2005年首次提出，其生物学功能、分化过

程和表达的细胞因子完全不同于 Th1和 Th2细胞，在宿主针

对细菌感染的自体免疫疾病过程中发挥重要作用。而 Th17细
胞过度活化与多种自身免疫性疾病密切相关，如类风湿关节

炎、结肠炎、多发性硬化症、牛皮癣等[10]。Th17细胞产生的最重

要的效应因子是 IL-17，能有效地介导中性粒细胞动员的兴奋

过程，从而有效地介导炎症反应。研究发现，过量的 Th17细胞

会引发严重的自体免疫疾病，比如多发性硬化症等。而免疫学

异常也是导致 RSA的重要原因。为了证实 Th17细胞和 IL-17

在 RSA发病中的作用，本研究对 RSA患者体内的 Th17细胞

数量以及血清 IL-17水平进行了检测，结果发现 RSA患者组体

内 Th17细胞百分率以及 IL-17水平均较正常妊娠妇女和正常

非妊娠妇女升高，说明 Th17的活化以及 IL-17水平的升高可
能在 RSA的发生中起着一定的作用。

Treg细胞可通过分泌抑制性细胞因子 IL-10、TGF-茁等对
效应淋巴细胞的增殖、分泌等功能均显示抑制效应，是一类重

要的负向免疫调节细胞。Treg细胞数目的减少或功能的降低可

导致许多疾病的发生，例如在多种自身免疫疾病模型中都已证

实存在 Treg细胞的减少[11, 12]。此外，Treg细胞还与移植物耐受

的形成密切相关[13, 14]，而妊娠也是一种半同种异体移植，妊娠的

成功取决于母胎之间双向免疫调节的平衡，而在这一平衡过程

中 Treg细胞必然有着至关重要的作用。本研究的结果显示，虽

然 RSA组与正常妊娠组外周血中 Treg细胞数目无明显差异，

但是其重要的效应细胞因子 IL-10、TGF-茁则均低于正常妊娠
组，特别是正常妊娠组血清的 IL-10 水平显著高于正常非孕

组，而 RSA组的 IL-10反而低于正常非孕组，说明 RSA患者体

内 Treg细胞的功能受到抑制，相关细胞因子水平降低，这可能

是导致母胎耐受被打破并进一步造成流产的重要原因。

Th17细胞与 Treg细胞之间的相互作用是目前的一个研
究重点，在多种疾病模型中均提示 Th17细胞与 Treg细胞之间

存在相互抑制[14, 15]，而且这种相互作用对妊娠的维持也具有重

要的意义[16]。我们的研究结果也证实了这一点，RSA患者体内
Th17细胞增多，Treg细胞比例虽然没有明显下降，但是其重要

效应分子 IL-10、TGF-茁的水平显著下降，这些结果均提示我们
当 Th17/Treg平衡偏向于 Th17细胞时将促进 RSA的发生，对
Th17/Treg 平衡的检测可以作为评判 RSA 风险的指标，但
Th17/Treg平衡与 RSA发病的具体机制还有待深入研究。
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