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  摘 要:目的 初步探讨外周血CD4+CD25+ 调节性T(Treg)细胞在妊娠合并原发免疫性血小板减少症

(ITP)中的作用。方法 选取2020年1-12月在北部战区总医院就诊的妊娠合并ITP患者100例作为试验

组,其中急性ITP患者36例、慢性ITP患者64例,对照组为100例年龄、孕周相仿的正常产检孕妇。采用流式

细胞术(FCM)检测两组外周血中CD4+T细胞及CD4+CD25+Treg细胞的水平。结果 试验组CD4+T细胞、

CD4+CD25+Treg细胞及CD4+CD25+Treg细胞/CD4+T细胞比值均低于对照组,差异均有统计学意义(P<
0.05)。急性ITP患者的CD4+T细胞和CD4+CD25+Treg细胞低于慢性ITP患者,差异均有统计学意义

(P<0.05);急性ITP患者的CD4+CD25+Treg细胞/CD4+T细胞比值低于慢性ITP患者,但差异无统计学意

义(P>0.05)。试验组CD4+CD25+Treg细胞与血小板计数呈较强正相关(r=0.759,P<0.001),CD4+

CD25+Treg细胞/CD4+T细胞比值与血小板计数呈中等程度正相关(r=0.539,P<0.001)。结论 妊娠合并

ITP患者外周血中CD4+CD25+Treg细胞水平下降,并且急性ITP时下降更明显,同时CD4+CD25+Treg细胞

与血小板计数呈正相关。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

role
 

of
 

peripheral
 

blood
 

CD4+CD25+
 

regulatory
 

T
 

(Treg)
 

cells
 

in
 

pregnancy
 

complicating
 

primary
 

immune
 

thrombocytopenia
 

(ITP).Methods A
 

total
 

of
 

100
 

patients
 

with
 

pregnancy
 

complicating
 

ITP
 

admitted
 

to
 

this
 

hospital
 

from
 

January
 

2020
 

to
 

December
 

2020
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

experimental
 

group,including
 

36
 

cases
 

of
 

acute
 

ITP
 

and
 

64
 

cases
 

of
 

chronic
 

ITP.The
 

control
 

group
 

includ-
ed

 

100
 

normal
 

antenatal
 

care
 

pregnant
 

women
 

with
 

similar
 

age
 

and
 

gestational
 

age.The
 

levels
 

of
 

CD4+T
 

and
 

CD4+CD25+Treg
 

cells
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

the
 

two
 

groups
 

were
 

measured
 

by
 

the
 

flow
 

cytometry
 

(FCM).
Results The

 

levels
 

of
 

CD4+T
 

cells,CD4+CD25+Treg
 

cells
 

and
 

CD4+CD25+Treg
 

cells/CD4+T
 

cells
 

ratio
 

in
 

the
 

experimental
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

signif-
icant(P<0.05).The

 

levels
 

of
 

CD4+T
 

and
 

CD4+CD25+
 

Treg
 

cells
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

acute
 

ITP
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

chronic
 

ITP,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant(P<0.05);the
 

ra-
tio

 

of
 

CD4+CD25+Treg
 

cells/CD4+T
 

cells
 

ratio
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

acute
 

ITP
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

pa-
tients

 

with
 

chronic
 

ITP,and
 

the
 

difference
 

was
 

not
 

statistically
 

significant(P>0.05).There
 

was
 

a
 

strong
 

pos-
itive

 

correlation
 

between
 

CD4+CD25+Treg
 

cells
 

and
 

platelet
 

count
 

in
 

the
 

experimental
 

group
 

(r=0.759,P<
0.001),and

 

the
 

CD4+CD25+Treg
 

cells/CD4+T
 

cells
 

ratio
 

had
 

a
 

moderate
 

positive
 

correlation
 

with
 

the
 

plate-
let

 

count
 

(r=0.539,P<0.001).Conclusion The
 

expression
 

level
 

of
 

CD4+CD25+Treg
 

cells
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

pregnancy
 

complicating
 

ITP
 

is
 

decreased,moreover
 

the
 

decrease
 

in
 

acute
 

ITP
 

is
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more
 

obvious,meanwhile
 

the
 

CD4+CD25+Treg
 

cells
 

are
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

platelet
 

count.
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  妊娠合并原发免疫性血小板减少症(ITP)是产科

较为常见的一种血液系统合并症,发病率为0.1%~
0.2%,它可以引起凝血功能障碍进而导致产后出血,
产后出血一旦发生就很难控制,严重后果可能导致产

妇死亡,因此对妊娠合并ITP发病机制的研究相当重

要。ITP是一种自身免疫性疾病,以骨髓中血小板生

成减少、血小板自身抗体的产生、网状系统血小板清

除这3种机制致病[1],以不明原因血小板减少及出血

为主要临床表现。妊娠过程实际上是一次成功的“母
胎耐受”,因此不论是妊娠还是ITP,两者均与机体自

身免 疫 耐 受 密 切 相 关,而
 

CD4+CD25+ 调 节 性 T
(Treg)细胞是一类具有免疫抑制作用的重要辅助性

淋巴细胞亚群[2-3]。本试验通过对妊娠合并ITP患者

外周血CD4+CD25+Treg细胞和血小板计数的测定

及二者的相关性分析来初步探讨CD4+CD25+Treg
细胞在妊娠合并ITP中的作用。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2020年1-12月在本院就诊

的妊娠合并ITP患者100例作为试验组,其中急性

ITP
 

患者36例,慢性ITP(把妊娠前即有ITP病史的

患者定义为慢性ITP)患者64例。患者年龄21~42
岁,中位年龄28岁,孕周8~32周。纳入标准:(1)至
少两次血常规检测血小板计数<100×109/L;(2)无
其他并发症;(3)无继发性血小板减少的因素存在;
(4)无其他疾病史。排除标准:一切可以引起血小板

减少的其他血液系统疾病;系统性红斑狼疮;抗心磷

脂抗体综合征;重度子痫前期;严重的产科出血及贫

血等。对照组为同期到本院产检的100例健康产检

孕妇,年龄25~40岁,中位年龄29岁,孕周8~32
周。本研究经医院伦理委员会通过,所有研究对象签

署知情同意书。

1.2 仪器和试剂

1.2.1 仪器 美国BD
 

FACS
 

Calibur流式细胞仪、
德国西门子ADVIA2120全自动血细胞分析仪、新康

医疗器械有限公司 XK96-A 快速旋涡混匀器、离心

机等。

1.2.2 试剂 异硫氰酸荧光素(FITC)标记的鼠抗

人CD4单克隆抗体、藻红蛋白(PE)标记的鼠抗人

CD25单克隆抗体、PE标记的鼠抗人IgG1、经去离子

水1∶10稀释至正常工作浓度的FACS溶血素、磷酸

盐缓冲液,所有试剂均购自美国BD公司。

1.3 方法

1.3.1 标本采集与处理 试验组和对照组均用含有

EDTA-K2 的抗凝管采集清晨空腹静脉血,每人采集2

管,每管约2
 

mL,采集后立即颠倒混匀10次,注意不

要用力振荡,并于4
 

℃冰箱保存,备用。其中一管用

于检测血小板计数,另一管用于流式细胞仪分析。要

求所有标本均无凝集、无乳糜、无溶血。

1.3.2 血小板计数的检测 用德国西门子 AD-
VIA2120全血细胞分析仪对两组标本进行全血细胞

分析从而获得血小板计数结果。

1.3.3 CD4+T细胞及CD4+CD25+Treg细胞的检

测 用美国 BD 流式细胞仪检测 CD4+T 细胞及

CD4+CD25+Treg细胞。具体步骤:(1)将待测标本

从冰箱取出放置室温后,充分混匀,分别取50
 

μL于2
个上样管中,一管作为样品检测管(T管),一管作为

同型对照管(C管)。T管加入FITC标记的鼠抗人

CD4单抗和PE标记的鼠抗人CD25单抗各10
 

μL,C
管加入FITC标记的鼠抗人CD4单抗和PE标记的鼠

抗人IgG1 各10
 

μL。漩涡振荡混匀后,室温避光孵育

15
 

min。(2)加500
 

μL溶血素后,漩涡振荡混匀,室
温避光孵育15

 

min,裂解红细胞。(3)1
 

500
 

r/min离

心5
 

min,弃上清液,加2
 

mL
 

PBS清洗细胞,漩涡振

荡混匀。(4)1
 

500
 

r/min离心5
 

min,弃上清液,加
500

 

μLPBS重悬细胞,振荡混匀。(5)上机检测,调整

电压和荧光补偿,每个上样管收集10
 

000个细胞,使
用CellQuest软件进行分析。同样方法检测CD4+T
细胞,只是不需要加入PE标记的鼠抗人CD25单克

隆抗体。

1.4 统计学处理 应用SPSS
 

17.0软件分析数据,
正态分布的计量资料用x±s表示,两组间比较采用

独立样本t 检验;试验组CD4+CD25+Treg细胞及

CD4+CD25+Treg细胞/CD4+T细胞比值与血小板

计数的关系采用两独立因素的相关性分析,|r|在

0.8~1.0 为 极 强 相 关,0.6~ <0.8 为 强 相 关,

0.4~<0.6为中等程度相关,0.2~<0.4为弱相关。
以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 血小板计数结果 妊娠合并急性ITP患者血小

板计数为(53.33±18.26)×109/L,妊娠合并慢性

ITP患者血小板计数为(76.19±11.23)×109/L,对
照组血小板计数为(193.36±46.27)×109/L。

2.2 CD4+T细胞、CD4+CD25+Treg细胞测定结

果 试验组
 

CD4+T细胞、CD4+CD25+Treg细胞及

CD4+CD25+Treg细胞/CD4+T细胞比值均低于对

照组,差异均有统计学意义(P<0.05),见表1。急性

ITP患者的CD4+T细胞和CD4+CD25+Treg细胞低

于慢性ITP患者,差异均有统计学意义(P<0.05);
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急性ITP患者的CD4+CD25+Treg细胞/CD4+T细

胞比值低于慢性ITP患者,但差异无统计学意义

(P>0.05),见表2。
表1  试验组和对照组CD4+T细胞、CD4+CD25+Treg

   细胞测定结果(x±s)
 

组别 n
CD4+T细胞

(%)
CD4+CD25+

Treg细胞(%)

CD4+CD25+

Treg细胞/

CD4+T细胞

对照组 100 46.71±5.96 4.83±0.56 0.082±0.018

试验组 100 38.05±4.73 1.95±0.79 0.052±0.012

P <0.05 <0.05 <0.05

表2  急性ITP和慢性ITP患者CD4+T细胞、CD4+

   CD25+Treg细胞测定结果(x±s)
 

组别 n
CD4+

T细胞(%)
CD4+CD25+

Treg细胞(%)

CD4+CD25+

Treg细胞/

CD4+T细胞

急性ITP 36 34.27±3.73 1.87±0.57 0.051±0.010

慢性ITP 64 39.05±5.00 2.13±0.88 0.052±0.011

P <0.05 <0.05 >0.05

2.3 CD4+CD25+Treg细胞与血小板计数的相关性

分析 结果显示,试验组CD4+CD25+Treg细胞与血

小板计数呈较强正相关(r=0.759,P<0.001),
CD4+CD25+Treg细胞/CD4+T细胞比值与血小板

计数呈中等程度正相关(r=0.539,P<0.001)。见图

1、图2。

图1  试验组CD4+CD25+Treg细胞与血小板

计数相关性分析

图2  试验组
 

CD4+CD25+Treg细胞/CD4+T细胞

与血小板计数相关性分析

3 讨  论

ITP是一种由体液免疫和细胞免疫共同介导的

自身免疫性疾病[4],患者体内常不明原因地产生血小

板抗体,该抗体与血小板膜蛋白结合,导致血小板在

单核-巨噬细胞系统(MPS)中过多过快地被破坏,引
起血小板减少。妊娠是一种复杂的生理过程,从免疫

学角度来看,类似于器官移植,携带父源性人类白细

胞抗原的胎儿理应受到母体免疫系统的排斥,但事实

上母体对胎儿形成了免疫耐受。由此可见,ITP存在

免疫耐受异常,妊娠需要免疫耐受维持,二者均与机

体免疫耐受密切相关。另外经过临床病例分析发现,
部分ITP患者在妊娠期进行性加重或孕后发病,提示

妊娠可能是诱导或加重血小板减少的一个因素[5-7]。

Treg细胞尤其是CD4+CD25+Treg细胞,是一

类重要的具有独立免疫调节能力的T细胞亚群,具有

免疫低反应性和免疫抑制性,高表达CD25,低表达

CD127,特征性表达叉状头转录因子3(FOXP3),与多

种自身免疫性疾病、器官移植耐受有关[8-10]。在妊娠

过程中,母体外周血及胎儿脐带血中均存在 CD4+

CD25+Treg细胞,数量随着妊娠的进程发生变化,妊
娠早期开始升高,中期达到峰值,分娩时降至最低,这
种变化说明其参与母胎耐受[11]。还有研究发现,去除

受精小鼠体内的CD4+CD25+Treg细胞,小鼠胚胎植

入过程严重紊乱,导致胚胎无法植入,也说明了CD4+

CD25+Treg细 胞 在 妊 娠 过 程 中 发 挥 重 要 的 免 疫

功能[12]。
目前已经有研究表明对于非孕期的慢性ITP患

者,血液中CD4+CD25+Treg细胞的数量和比例在其

发病机制中发挥了重要作用[13]。然而,对于妊娠合并

ITP的患者CD4+CD25+Treg细胞是否也是同样发

挥着作用少见报道。在本试验中笔者对100例不同

孕周、不同年龄的妊娠合并ITP患者按照急性、慢性

进行了分组研究,通过数据的比对,发现试验组CD4+

T细胞、CD4+CD25+Treg细胞及CD4+CD25+Treg
细胞/CD4+T 细 胞 比 值 均 明 显 低 于 对 照 组(P<
0.05),并且急性ITP患者的CD4+T细胞和CD4+

CD25+Treg细胞低于慢性ITP患者(P<0.05),但是

急性ITP患者的CD4+CD25+Treg细胞/CD4+T细

胞比值与慢性ITP患者之间无明显差异(P>0.05),
这就表明无论在急性还是慢性ITP中,CD4+CD25+

Treg细胞同样发挥着非常重要的作用,并且CD4+

CD25+Treg细胞比例与血小板计数呈较强的正相

关,而CD4+CD25+Treg细胞/CD4+T细胞比值与血

小板计数
 

呈中等程度正相关。这是因为受妊娠这一

特殊状态的影响,ITP患者免疫功能的变化表现为细

胞免疫更加活跃,其发生、发展与妊娠期间机体的免

疫系统对自身抗原的识别和耐受异常相关[14-15]。这

一现象提示CD4+CD25+Treg细胞数量减少后,导致

免疫抑制功能减弱,对效应T细胞的免疫抑制功能不
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足,可能导致了妊娠期间ITP的发生[16]。有研究表

明,其机制可能与表达于CD4+CD25+Treg细胞表面

的FOXP3蛋白有关。当阻断
 

FOXP3表达后 Treg
细胞的免疫抑制功能明显下降,FOXP3

 

突变或缺乏

将导致多种自身免疫性疾病,如系统性红斑狼疮、类
风湿性关节炎、自身免疫性肝病[17-18]等,因此FOXP3
是决定CD4+CD25+Treg细胞免疫抑制功能的关键

性分子,FOXP3的突变或缺失将会导致Treg细胞的

功能缺陷[19]。
本试验结果显示,妊娠合并ITP患 者 外 周 血

CD4+CD25+Treg细胞数量较健康孕妇明显减少,且
在急性ITP患者体内下降更明显,并且CD4+CD25+

Treg细胞与血小板计数呈正相关,这就说明CD4+

CD25+Treg细 胞 在 妊 娠 合 并ITP 中 起 着 重 要 的

作用。
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