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  摘 要:目的 探讨妊娠期糖尿病(GDM)患者在孕期补充维生素 D3 对其 T淋巴细胞亚群的影响。
方法 选取2019年1—12月该院收治的孕周为24~28周的60例GDM 患者作为研究对象,随机分为观察组

和对照组。对照组采取合理控制饮食、运动和胰岛素降糖等常规治疗,观察组在对照组的基础上补充维生素D3 

400
 

U/d,为期14
 

d。同时选取30例健康孕妇作为健康组。常规血生化检测各组孕妇空腹血糖(FBG),使用同

位素稀释超高效液相色谱-串联质谱法测定25-羟基维生素D[25(OH)D]水平;采用酶联免疫吸附测定法检测

血清肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、干扰素-γ(IFN-γ)、白细胞介素(IL)-4和IL-10水平;采用流式细胞术测定

CD3+、CD4+、CD8+、CD4+/CD8+、Th1、Th2、Th1/Th2的细胞数。结果 观察组治疗后25(OH)D水平明显

高于对照组治疗后25(OH)D水平,差异有统计学意义(P<0.05)。补充维生素D3 后,观察组、对照组治疗后

CD3+、CD4+、CD4+/CD8+
  

T淋巴细胞比例均显著高于同组治疗前,而CD8+
 

T淋巴细胞比例均显著低于同组

治疗前,差异有统计学意义(P<0.05);观察组、对照组治疗后Th1、Th1/Th2细胞比例均低于同组治疗前,Th2
细胞数均高于同组治疗前,差异有统计学意义(P<0.05);观察组、对照组治疗后血清TNF-α、IFN-γ水平均显

著低于同组治疗前,血清IL-4、IL-10水平均显著高于同组治疗前,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 GDM
患者补充维生素D3 可有效调节CD4+/CD8+

 

T淋巴细胞及Th1和Th2细胞比例,维持T淋巴细胞亚群平衡,
防止免疫功能紊乱。

关键词:维生素D3; 妊娠期糖尿病; T淋巴细胞; 细胞因子

中图法分类号:R714.2 文献标志码:A 文章编号:1672-9455(2020)16-2273-05

Effect
 

of
 

vitamin
 

D3 supplementation
 

during
 

pregnancy
 

on
 

T
 

lymphocyte
 

subsets
 

in
 

gestational
 

diabetes
 

mellitus*

DENG
 

Li,HUANG
 

Yan△,HUANG
 

Lingling,SU
 

Junyou,QIN
 

Yin
Department

 

of
 

Obstetrics,the
 

Second
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Guangxi
 

Medical
 

University,Nanning,Guangxi
 

530007,China
Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

influence
 

mechanism
 

of
 

vitamin
 

D3  supplementation
 

on
 

T
 

lymphocyte
 

subsets
 

in
 

patients
 

with
 

gestational
 

diabetes
 

mellitus
 

(GDM)
 

during
 

pregnancy.Methods A
 

total
 

of
 

60
 

pa-
tients

 

with
 

GDM
 

from
 

24
 

to
 

28
 

weeks
 

gestational
 

age
 

admitted
 

to
 

the
 

hospital
 

from
 

January
 

to
 

December
 

2019
 

were
 

selected
 

as
 

study
 

subjects
 

and
 

randomly
 

divided
 

into
 

observation
 

group
 

and
 

control
 

group.The
 

control
 

group
 

received
 

conventional
 

hypoglycemic
 

treatment
 

such
 

as
 

reasonable
 

control
 

diet,exercise
 

and
 

insulin
 

injec-
tion.The

 

observation
 

group
 

was
 

supplemented
 

with
 

vitamin
 

D3 400
 

U/d
 

on
 

the
 

basis
 

of
 

the
 

control
 

group
 

for
 

a
 

period
 

of
 

14
 

days.At
 

the
 

same
 

time,30
 

normal
 

pregnant
 

women
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

normal
 

group.Routine
 

blood
 

biochemical
 

tests
 

for
 

fasting
 

blood
 

glucose(FBG),the
 

expression
 

of
 

25(OH)D
 

was
 

measured
 

by
 

ID-UP-
LC/MS/MS,the

 

expression
 

of
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α(TNF-α),interferon-γ
 

(IFN-γ),interleukin-4
 

and
 

IL-10
 

were
 

measured
 

by
 

ELISA,and
 

CD3+,CD4+,CD8+,CD4+/CD8+,Th1,Th2,Th1/Th2
 

cell
 

numbers
 

were
 

measured
 

by
 

flow
 

cytometry.Results The
 

25(OH)D
 

level
 

of
 

the
 

observation
 

group
 

after
 

treatment
 

was
 

sig-
nificantly

 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

control
 

group,with
 

statistically
 

significant
 

difference
 

(P<0.05).After
 

vita-
min

 

D3 supplementation,the
 

proportion
 

of
 

CD3+,CD4+,CD4+/CD8+
 

T
 

lymphocytes
 

in
 

the
 

observation
 

group
 

and
 

the
 

control
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

before
 

treatment,while
 

the
 

proportion
 

of
 

CD8+
 

T
 

lymphocytes
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

before
 

treatment,with
 

statistically
 

significant
 

difference
 

(P<
0.05).The

 

proportion
 

of
 

Th1
 

and
 

Th1/Th2
 

cells
 

in
 

the
 

observation
 

group
 

and
 

the
 

control
 

group
 

after
 

treat-
ment

 

was
 

lower
 

than
 

that
 

before
 

treatment,and
 

the
 

number
 

of
 

Th2
 

cells
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

before
 

treat-
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ment,with
 

statistically
 

significant
 

differences
 

(P<0.05).The
 

levels
 

of
 

TNF-α
 

and
 

IFN-γ
 

in
 

the
 

observation
 

group
 

and
 

the
 

control
 

group
 

after
 

treatment
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

before
 

treatment,and
 

the
 

lev-
els

 

of
 

IL-4
 

and
 

IL-10
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

before
 

treatment,with
 

statistically
 

significant
 

differ-
ences

 

(P<0.05).Conclusion Vitamin
 

D3 supplementation
 

in
 

GDM
 

patients
 

can
 

effectively
 

regulate
 

the
 

pro-
portion

 

of
 

CD4+/CD8+
 

T
 

lymphocytes
 

and
 

Th1
 

and
 

Th2
 

cells,maintain
 

the
 

balance
 

of
 

T
 

lymphocyte
 

subsets,
and

 

prevent
 

immune
 

dysfunction.
Key

 

words:vitamin
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diabetes
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  妊娠期糖尿病(GDM)指孕妇在妊娠中晚期由于

母体碳水化合物代谢能力逐渐改变而失去对葡萄糖

的耐受,从而导致血糖水平升高,呈现明显糖尿病症

状的妊娠期并发症[1],可影响孕妇及子代的新陈代

谢,且与不良妊娠结局相关。维生素D3 是维持人体

生命所必需的营养素,由于其受体存在于大多数组织

中,它可影响2型糖尿病和妊娠期并发症的发生、发
展过程[2]。维生素D3 通过刺激胰岛素分泌在糖耐量

中发挥重要作用,且该作用与自身免疫和炎性反应密

切相关。25-羟基维生素D[25(OH)D]是活性维生素

D3 的贮存形式和转运形式,可反映维生素D3 水平。
本研究拟选取GDM患者为研究对象,测定患者治疗

前、后的维生素D3 水平,以及患者T淋巴细胞亚群和

相关炎症因子的表达,探讨孕期补充维生素 D3 对

GDM患者T淋巴细胞亚群的影响。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2019年1—12月本院收治的

孕周为24~28周的60例GDM 患者作为研究对象,
随机分为观察组和对照组各30例,纳入标准:(1)年龄

18~35岁;(2)单胎初产孕妇;(3)血清25(OH)D<75
 

nmol/L[3];(4)经75
 

g葡萄糖负荷试验(OGTT),符
合GDM诊断标准:空腹血糖(FBG)≥5.1

 

mmol/L,
服糖后1

 

h血糖值≥10.0
 

mmol/L,服糖后2
 

h血糖

值≥8.5
 

mmol/L。另随机选取同期入院的健康孕妇

(n=30)为健康组,纳入标准:(1)年龄18~35岁;(2)
单胎初产孕妇;(3)血清25(OH)D>75

 

nmol/L;(4)
OGTT正常。排除标准:糖尿病、严重精神疾病、高血

压、肝肾功能不全、内分泌疾病、心血管疾病及其他妊

娠并发症患者。患者均知情且同意参与该研究,并经

本院伦理委员会批准。各组一般资料比较,差异无统

计学意义(P>0.05)。见表1。
表1  各组一般资料比较(x±s)

组别 n 孕周(周) 年龄(岁) FBG(mmol/L)

观察组 30 26.79±1.15 28.76±4.85 5.97±0.75

对照组 30 27.05±0.89 29.63±4.51 6.03±0.81

健康组 30 26.86±1.01 29.25±5.01 4.19±0.38

1.2 方法

1.2.1 干预方法 各组均进行常规定期产检,常规

血生化检测观察FBG变化,饮食和运动谨遵医嘱。

对照组采取合理控制饮食、运动和注射胰岛素等常规

降糖治疗,根据患者体质量,计算每日所需热量(参考

范围为125~145
 

kJ/kg),科学调整患者的饮食结构,
如碳水、蛋白及脂类摄入比例为2∶3∶3,并配合适当

的有氧运动,检测患者的血糖控制情况。观察组则在

对照组常规治疗的基础上口服补充维生素D3 400
 

U/
d,为期14

 

d。
1.2.2 处理及保存方法 采集各组空腹外周静脉血

4
 

mL,37
 

℃静置30
 

min,4
 

℃下以3
 

000
 

r/min离心

20
 

min,分离血清,标记后置于-80
 

℃保存备用。
1.2.3 检测方法 参考文献[4]建立的同位素稀释

超高效液相色谱-串联质谱法(ID-UPLC-MS/MS),通
过建立标准曲线方程,测定并计算血清25(OH)D水

平。使用酶联免疫吸附测定(ELISA)试剂盒检测血

清肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、干扰素-γ(IFN-γ)、白细

胞介素(IL)-4和IL-10水平。分别选用抗CD3、CD4、
CD8三色标记单克隆抗体并进行IFN-γ-FITC和IL-
4-PE标 记,采 用 流 式 细 胞 术 测 定 CD3+、CD4+、
CD8+、CD4+/CD8+、Th1、Th2、Th1/Th2的细胞数,
分析结果,细胞数以百分比表示。
1.3 统计学处理 采用SPSS22.0软件对数据进行

统计学处理,计量资料结果以x±s表示,进行单因素

方差分析,采用q 检验和χ2 检验。P<0.05表示差

异有统计学意义。
2 结  果

2.1 各组25(OH)D和FBG水平比较 观察组和对

照组治疗前25(OH)D水平明显低于健康组,而FBG
水平明显高于健康组,差异有统计学意义(P<0.05)。
观察组治疗后25(OH)D水平明显高于对照组治疗后

25(OH)D水平,差异有统计学意义(P<0.05)。见

表2。
表2  各组25(OH)D和FBG水平比较(x±s)

组别 25(OH)D(nmol/L) FBG(mmol/L)
观察组 治疗前 62.15±9.73a 5.97±0.75a

治疗后 83.53±12.24b 4.09±0.35
对照组 治疗前 61.87±9.64a 6.03±0.81a

治疗后 71.98±10.52 4.65±0.42
健康组 80.09±11.65 4.19±0.38

  注:与健康组比较,aP<0.05;与对照组治疗后比较,bP<0.05。

2.2 各组T淋巴细胞亚群比例测定结果比较 观察

组、对照组治疗前CD3+、CD4+、CD4+/CD8+
 

T淋巴
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细胞比例均明显低于健康组,而CD8+
 

T淋巴细胞比

例均明显高于健康组,差异有统计学意义(P<0.05)。
补充维生素 D3 后,观察组、对照组治疗后 CD3+、

CD4+、CD4+/CD8+
  

T淋巴细胞比例均显著高于同组

治疗前,而CD8+
 

T淋巴细胞比例均显著低于同组治

疗前,差异有统计学意义(P<0.05);观察组治疗后

CD3+、CD4+、CD4+/CD8+
  

T淋巴细胞比例高于对照

组治疗后,而CD8+
 

T淋巴细胞比例明显低于对照组

治疗后,差异有统计学意义(P<0.05)。见表3。

表3  各组T淋巴细胞亚群比例测定结果比较(x±s)

组别 CD3+(%) CD4+(%) CD8+(%) CD4+/CD8+

观察组 治疗前 56.07±7.49a 37.64±5.02a 49.18±6.98a 0.77±0.08a

治疗后 75.43±10.58bc
 

51.79±6.35bc
 

30.23±4.89bc 1.71±0.12bc

对照组 治疗前 55.36±7.86a 36.72±5.17a 48.67±7.27a 0.75±0.06a

治疗后 64.31±8.28b 42.60±4.21b 37.28±5.34b 1.14±0.09b

健康组 70.68±9.32 48.96±7.18 29.31±4.45 1.67±0.12

  注:与健康组比较,aP<0.05;与同组治疗前比较,bP<0.05;与对照组治疗后比较,cP<0.05。

2.3 各组Th1、Th2细胞比例测定结果比较 观察

组、对照组治疗前Th1、Th1/Th2细胞比例均低于健

康组,而Th2细胞数高于健康组,差异有统计学意义

(P<0.05)。补充维生素D3 后,观察组、对照组治疗

后Th1、Th1/Th2细胞比例均低于同组治疗前,Th2
细胞数均高于同组治疗前,差异有统计学意义(P<
0.05);观察组治疗后Th1、Th1/Th2细胞比例均低于

对照组治疗后,而Th2细胞数高于对照组治疗后,差
异有统计学意义(P<0.05)。见表4。
2.4 各组TNF-α、IFN-γ、IL-4、IL-10水平检测结果

比较 观察组、对照组治疗前TNF-α、IL-4、IL-10水

平明显高于健康组,而IFN-γ水平明显低于健康组,
差异有统计学意义(P<0.05)。补充维生素D3 后,
观察组、对照组治疗后血清TNF-α、IFN-γ水平均显

著低于同组治疗前,血清IL-4、IL-10水平均显著高于

同组治疗前,差异有统计学意义(P<0.05);观察组治

疗后血清TNF-α、IFN-γ水平均明显低于对照组治疗

后,而血清IL-4、IL-10水平均明显高于对照组治疗

后,差异有统计学意义(P<0.05)。见表5。
表4  各组Th1、Th2细胞比例测定结果比较(x±s)

组别 Th1(%) Th2(%) Th1/Th2

观察组 治疗前 3.11±0.35a 3.60±0.39a 0.86±0.06a

治疗后 2.08±0.24bc 4.87±0.50bc
 

0.43±0.04bc

对照组 治疗前 3.05±0.32a 3.52±0.36a 0.87±0.07a

治疗后 2.53±0.28b 4.38±0.47b
 

0.58±0.05b

健康组 3.70±0.43 2.81±0.40 1.32±0.09

  注:与健康组比较,aP<0.05;同组治疗前比较,bP<0.05;与对照

组治疗后比较,cP<0.05。

表5  各组TNF-α、IFN-γ、IL-4、IL-10水平检测结果比较(x±s)

组别 TNF-α(ng/L) IFN-γ(ng/L) IL-4(pg/mL) IL-10(pg/mL)

观察组 治疗前 47.53±7.39a 58.07±7.04a 7.10±1.12a 10.38±1.69a

治疗后 33.24±3.48bc
 

42.49±6.28bc
 

9.78±1.50bc
 

14.46±1.81bc

对照组 治疗前 48.61±4.45a 58.92±7.89a
 

7.13±1.09a 10.49±1.72a

治疗后 41.15±3.52b 51.38±6.96b 8.37±1.24b 12.36±1.76b

健康组 32.08±5.15 69.39±7.68 6.06±1.03 8.53±1.53

  注:与健康组比较,aP<0.05;同组治疗前比较,bP<0.05;与对照组治疗后比较,cP<0.05。

3 讨  论

  GDM 是孕妇妊娠期最常见的并发症,近年来患

病率逐步上升,而GDM患者及子代出现2型糖尿病、
代谢综合征和肥胖概率高达35%~60%[5-6]。GDM
发病机制尚未阐明,有研究认为GDM 的发生发展与

饮食结构、糖尿病家族史、肥胖、慢性炎性反应、基因

差异、胰岛素抵抗、胰岛β细胞受损、免疫功能紊乱等

密切相关[7]。GDM患者生理性的胰岛素抵抗作用加

重,且胰岛β细胞受损,胰岛素敏感性下降,致使机体

无法适应妊娠期生理性的代偿变化和维持正常的血

糖水平,导致糖耐量异常,此为影响GDM发生的两大

诱因。

25(OH)D是活性维生素D3 的贮存形式和转运

形式,可反映维生素D3 水平[8]。维生素D3 还可通过

调节免疫系统和炎性反应,减轻胰岛素抵抗作用[1]。
因此,维生素D3 缺乏可能会增加患GDM和产后2型

糖尿病的风险[9]。研究表明,GDM 患者补充维生素

D3 对空腹血糖和胰岛素水平有积极影响[10]。本研究

发现,相较于健康孕妇,GDM 孕妇25(OH)D水平明

显降低,FBG水平明显升高;补充维生素D3 后,GDM
孕妇的FBG水平明显降低,与既往研究结果一致[6],

·5722·检验医学与临床2020年8月第17卷第16期 Lab
 

Med
 

Clin,August
 

2020,Vol.17,No.16



说明在常规治疗的基础上补充维生素D3 可明显降低

GDM患者血糖水平,具有一定的疗效。
T淋巴细胞具有特异性细胞免疫和免疫调节功

能,对维持机体正常免疫功能具有重要的作用。T淋

巴细胞亚群主要由CD4+和CD8+两种T淋巴细胞组

成。CD4+
 

T淋巴细胞具有辅助、诱导功能,可刺激分

化为Th1、Th2、Th17、Treg等亚群,Th1细胞分泌

IFN-γ、TNF等细胞因子,介导细胞免疫应答;Th2细

胞产生IL-4、IL-10、IL-6等细胞因子,介导体液免疫

应答[7]。CD8+
 

T淋巴细胞则为细胞毒性/抑制性T
淋巴细胞,与CD4+

 

T淋巴细胞相互作用,维持免疫

稳态,CD4+/CD8+ 细胞比例失调则会导致机体免疫

功能紊乱[11]。CD3+
 

T淋巴细胞则代表了成熟的 T
淋巴细胞总数。研究表明,GDM 患者体内存在免疫

功能紊乱,机体正常的免疫抑制状态被破坏,外周血

CD4+/CD8+
 

T淋巴细胞比值失衡[12]。本研究发现,
GDM孕妇的CD3+、CD4+、CD4+/CD8+

 

T淋巴细胞比

例较健康孕妇明显下降,而CD8+
 

T淋巴细胞数明显增

高,与杨晓菊等[13]研究结果一致,表明GDM患者体内

T淋巴细胞亚群活性异常,导致免疫功能紊乱。
妊娠期母体经过复杂的免疫调控机制,Th1细胞

因子被下调,而属于Th2细胞因子在妊娠前期和分娩

时上调;Th1表型在妊娠期间向Th2的转移已被证明

可促进抗体的产生。这不仅可以对抗怀孕期间的感

染,还可以为胎儿提供被动免疫。现有研究证明,
GDM孕妇体内Th1细胞因子会显著下调[14],促进T
淋巴细胞向Th2型转化,Th2细胞比例显著上调[7],
该机制与母体免疫耐受机制相关,可能是维持妊娠的

代偿机制。本研究发现,相较于健康孕妇,GDM 患者

的Th1、Th1/Th2细胞比例和IFN-γ水平均明显降

低,而Th2细胞数和IL-4、IL-10水平明显升高,表明

GDM患者体内存在免疫功能激活,由此促进母体的

免疫耐受机制,有利于维持正常妊娠。
妊娠期孕妇胎盘组织中会产生大量TNF-α、IFN-

γ等细胞因子,这些炎症因子的增加能诱发炎症和刺

激细胞毒性T淋巴细胞,一定程度损伤胰岛细胞,并
对胰岛素生物信号产生干扰,参与胰岛素抵抗机制。
有研究显示,GDM患者妊娠期IL-6、TNF-α的水平显

著高于对照组,且与GDM发病呈正相关,表明炎症因

子与 GDM 发病有明显相关性[15]。而本研究 GDM
患者的TNF-α水平显著高于健康孕妇,表明GDM中

会产生高水平的炎症因子,可能会进一步促进炎性反

应,干扰胰岛素的抗炎效应,不利于正常妊娠。
维生素D3 具有免疫调节和抗炎作用,它可抑制

巨噬细胞的抗原递呈活性,进而上调CD4+
 

T淋巴细

胞活性,抑制IFN-γ和IL-2的合成[16]。有研究发现,
维生素D

 

3可下调Th1细胞介导的免疫反应,从而抑

制炎症因子的产生,还可上调Th2细胞的活性,发挥

其免疫调节作用[17-19]。本研究发现,GDM 患者补充

维生素D3 后,可显著增加CD3+、CD4+
 

T淋巴细胞

比例,降低CD8+
 

T淋巴细胞比例,促使CD4+/CD8+

细胞比例平衡;同时有效调节Th1、Th2细胞比例,降
低TNF-α、IFN-γ水平,升高IL-4、IL-10水平,表明维

生素D3 可刺激患者体内的细胞免疫及体液免疫应

答,有效调节GDM所致的免疫功能紊乱,降低炎症因

子的表达,减轻炎性反应,有利于维持正常妊娠。提

示维生素D3 调节血糖水平的机制与其对T淋巴细胞

亚群的免疫调节作用和炎症因子的抑制作用密切相

关。在此基础上推测可能是维生素D3 通过调节免疫

和炎性反应,间接减少了孕妇生理性的胰岛素抵抗作

用,并促进了胰岛素分泌,由此可进一步预防GDM的

发生、发展。
综上所述,本研究通过检测GDM 患者补充维生

素D3 后FBG水平、T淋巴细胞亚群及相关细胞因子

的表达,表明补充维生素D3 可显著降低FBG水平,
有效调节CD4+/CD8+

 

T淋巴细胞及Th1和Th2细

胞比例,维持T淋巴细胞亚群平衡,防止免疫功能紊

乱,提示维生素D3 调节血糖水平的作用机制与其对免

疫功能和炎性反应的影响机制密切相关,且孕妇在妊娠

期合理补充维生素D3 可有效预防GDM的发生,对母

婴保健及提高产科和儿科质量具有重大的意义。
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本院的药敏试验结果选择合适的抗菌药物,并且应改

进取材方法和细菌培养方法,从而为骨髓炎患者制定

合理的抗感染治疗方案提供依据,同时合理控制抗菌

药物的使用剂量和疗程,以巩固抗感染效果,防止骨

髓炎复发。
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