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摘要：目的　通过检测、分析反复流产（ＲＳＡ）患者主动免疫治疗前后外周血中 Ｔ淋巴细胞 ＣＤ３＋、ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋

封闭效率变化，评价主动免疫治疗的疗效，探讨ＲＳＡ发生的免疫学机制。方法　选取３次或３次以上无明确原
因的自然流产患者８２例，使用流式细胞仪对这８２例 ＲＳＡ患者主动免疫治疗前后外周血中 Ｔ淋巴细胞 ＣＤ３＋、
ＣＤ４＋和ＣＤ８＋封闭效率进行检测，采用Ｗｉｌｃｏｘｏｎ符号秩检验分析主动免疫治疗前后封闭效率的差异，采用χ２检
验来分析封闭效率转阳与否与妊娠结局的关系。结果　主动免疫治疗后ＲＳＡ患者外周血中Ｔ淋巴细胞ＣＤ３＋和
ＣＤ８＋的封闭效率明显升高，免疫治疗前ＣＤ３封闭效率为０．３１（－０．５１～１．０９），免疫治疗后ＣＤ３封闭效率为１．０２
（０．０９～２．３３）；免疫治疗前 ＣＤ８封闭效率为０．４７（－０．５３～１．８３），免疫治疗后 ＣＤ８封闭效率为１．３９（０．５５～
２．８８），差异有统计学意义（Ｚ＝－２．１４７、－２．６２２，Ｐ＜０．０５），而ＣＤ４＋的封闭效率免疫治疗前为－０．０４（－１．４０～
１．３０），免疫治疗后为０．５２（－１．１０～１．３５），有升高的趋势，但差异无统计学意义（Ｚ＝－０．５５２，Ｐ＞０．０５）。ＲＳＡ
患者经过主动免疫治疗后转阳和未转阳的妊娠率分别是４２．９％和１６．１％，转阳的患者妊娠率明显高于未转阳的
患者，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ＲＳＡ患者经过主动免疫治疗后，其外周血 Ｔ淋巴细胞封闭效率提
高，封闭抗体的阳性转变更有利于妊娠的建立和维持。
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　　反复自然流产（ｒｅｃｕｒｒｅｎｔｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓａｂｏｒｔｉｏｎ，
ＲＳＡ）是指发生于妊娠１２周之前连续３次或３次以上

基金项目：辽宁省省直医院改革重点临床科室诊疗能力建设项

目（ＬＮＣＣＣＤ４９２０１５）
通信作者：冯文华，Ｅｍａｉｌ：ｗｈｆｅｎｇ１１１＠１６３．ｃｏｍ

的自然流产，是一种常见的临床难以处理的不孕症［１］。

其中有４０％～８０％的患者在临床诊断上没有明确的
原因，与患者自身的免疫因素有关，称为不明原因反复

自然流产（ｕｎｅｘｐｌａｉｎｅｄｒｅｃｕｒｒｅｎｔｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓａｂｏｒｔｉｏｎ，
ＵＲＳＡ）［２］。研究发现，发生过２次自然流产情况的妇
女再次妊娠的流产率为２４．４％，发生过３次或３次以
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上自然流产情况的妇女再次妊娠的流产率提升到

３３．１％［３］。正常妊娠需要母体与胎儿之间建立免疫耐

受的关系，如果母体在妊娠时不能有效的产生保护性

封闭抗体，母体会对带有父亲抗原的胚胎产生排斥而

引发流产［４５］。缺乏保护性封闭抗体所引起的自然流

产目前主要采用主动免疫治疗，即采用丈夫或健康第

三方（丈夫有肝炎、梅毒或艾滋病感染可用他人淋巴细

胞代替）的淋巴细胞对 ＲＳＡ患者进行主动免疫治疗，
主动治疗效果目前仍有争议［６］。本研究通过对 ＲＳＡ
患者主动免疫治疗前后外周血中 Ｔ淋巴细胞 ＣＤ３＋、
ＣＤ４＋和ＣＤ８＋的封闭效率测定，来探讨主动免疫治疗
对于ＲＳＡ的疗效，同时对ＲＳＡ疾病的免疫学机制进行
研究探索。

１　资料与方法
１．１　临床资料　８２例反复自然流产（ＲＳＡ）患者来源
于辽宁省计划生育科研院附属医院 ２０１４年 ３月—
２０１６年３月门诊就诊患者，年龄２５～４１岁，平均年龄
（３２．１±６．７）岁。其诊断标准为患者发生３次或３次
以上的自然流产且孕周小于１２周，夫妻双方染色体和
内分泌检查正常；无母儿血型不和，抗心磷脂抗体、抗

核抗体检查为阴性；无生殖道感染、畸形；丈夫检查均

无异常。

１．２　治疗方法
１．２．１　主动免疫治疗　首先检测丈夫或第三方个体
艾滋病抗体、梅毒抗体和肝炎病毒均正常，无菌抽取患

者丈夫或第三方个体肝素抗凝血１０ｍｌ，常规方法提取
淋巴细胞，磷酸盐缓冲液洗涤细胞２次，然后用２ｍｌ
生理盐水稀释成淋巴细胞悬液，取０．８ｍｌ分６～８个
皮丘于女方前臂皮内注射，３次为１个疗程，每次间隔
２１ｄ。第４次主动免疫治疗后检测外周血 Ｔ淋巴细胞
ＣＤ３＋、ＣＤ４＋和ＣＤ８＋的封闭效率。
１．２．２　Ｔ淋巴细胞 ＣＤ３＋、ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋封闭效率的
检测　对照管中加入男方５０μｌＥＤＴＡＮａ２抗凝全血，
测定管中加入男方ＥＤＴＡＮａ２抗凝全血和女方血清各
５０μｌ，然后每只管中均加入 ＦＩＴＣＣＤ３／ＰＥＣＤ８／Ｐｅｒ
ＣＰＣＤ４５／ＡＰＣＣＤ４混合单克隆荧光抗体１０μｌ（ＢＤ公
司）；涡旋振荡后，室温避光２０ｍｉｎ；加入红细胞裂解液
（ＢＤ公司）１ｍｌ，涡旋振荡后，室温避光１０ｍｉｎ；加入２
ｍｌ磷酸盐缓冲液洗涤细胞，低速离心后，加入５００μｌ
磷酸盐缓冲液，混匀后上样检测。应用 ＣｅｌｌＱｕｅｓｔＰｒｏ
软件圈门淋巴细胞，得出 ＣＤ３＋、ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋淋巴细
胞百分率。封闭效率（％）＝对照管（％）－测定管
（％），封闭效率小于 ０为阴性。Ｔ淋巴细胞 ＣＤ３＋、
ＣＤ４＋和ＣＤ８＋的封闭效率的检测对象为８２例主动免
疫治疗４次后的ＲＳＡ患者。
１．３　治疗结果与结局　主动免疫治疗后的结果：①未

转阳：Ｔ淋巴细胞 ＣＤ３＋、ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋的封闭效率主
动治疗前某一项为负值，主动免疫治疗４次此项仍为
负值；②转阳：Ｔ淋巴细胞ＣＤ３＋、ＣＤ４＋和ＣＤ８＋的封闭
效率主动治疗前某一项为负值，主动免疫治疗４次此
项变为正值。治疗后的妊娠结局：①未成功妊娠：主动
免疫治疗前４周内，血液检查 ＨＣＧ为阴性，主动免疫
治疗后血液检查 ＨＣＧ仍为阴性，或 ＨＣＧ阳性后再次
发生流产；②成功妊娠：主动免疫治疗前４周内，血液
检查ＨＣＧ为阴性，主动免疫治疗后血液检查 ＨＣＧ为
阳性且维持治疗３个月后仍正常妊娠。
１．４　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２０．０统计学软件分析
数据，对于不服从正态分布的数据，计量资料用中位数

和四分位数间距［Ｍ（Ｐ２５～Ｐ７５）］描述，组间比较采用
Ｗｉｌｃｏｘｏｎ符号秩检验、χ２检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计
学意义。

２　结　果
２．１　ＲＳＡ患者主动免疫治疗前后 Ｔ淋巴细胞 ＣＤ３＋、
ＣＤ４＋和ＣＤ８＋的封闭效率阳性率比较　ＲＳＡ患者外
周血治疗前ＣＤ３＋封闭效率阳性率为６０．９％，４次主动
免疫治疗后阳性率为８０．４％；ＣＤ４＋治疗前阳性率为
４７．８％，治疗后阳性率为６５．２％；ＣＤ８＋治疗前阳性率
为５６．６％，治疗后阳性率为８９．１％，均较治疗前有明
显提高，见表１。
表１　８２例ＲＳＡ患者Ｔ淋巴细胞ＣＤ３＋、ＣＤ４＋和ＣＤ８＋

的封闭效率阳性率比较（％）

项目 例数 免疫治疗前 免疫治疗后

ＣＤ３＋封闭效率 ８２ ６０．９ ８０．４
ＣＤ４＋封闭效率 ８２ ４７．８ ６５．２
ＣＤ８＋封闭效率 ８２ ５６．６ ８９．１

２．２　ＲＳＡ患者主动免疫治疗前后外周 Ｔ淋巴细胞封
闭效率值比较　主动免疫治疗前后的封闭率值经正态
检验不服从正态分布，用秩和检验分析，主动免疫治疗

进行４次后ＲＳＡ患者外周血中 ＣＤ３＋和 ＣＤ８＋的封闭
效率明显提高（Ｐ＜０．０５），而ＣＤ４＋的封闭效率无明显
变化（Ｐ＞０．０５），见表２。
表２　８２例ＲＳＡ患者Ｔ淋巴细胞ＣＤ３＋、ＣＤ４＋和ＣＤ８＋

的封闭效率值比较

项目 例数 主动免疫治疗前 主动免疫治疗后 Ｚ值 Ｐ值

ＣＤ３＋封闭效率 ８２ ０．３１（－０．５１～１．０９） １．０２（０．０９～２．３３） －２．１４７ ＜０．０５
ＣＤ４＋封闭效率 ８２－０．０４（－１．４０～１．３０） ０．５２（－１．１０～１．３５）－０．５５２ ＞０．０５
ＣＤ８＋封闭效率 ８２ ０．４７（－０．５３～１．８３） １．３９（０．５５～２．８８） －２．６２２ ＜０．０５

２．３　主动免疫治疗后妊娠结局的比较　在检测 Ｔ淋
巴细胞ＣＤ３＋、ＣＤ４＋和ＣＤ８＋的封闭效率的８２例患者
中，我们对这些患者的妊娠结局进行回访和统计。失

访１１例（不能联系未能得到妊娠结局），不符合标准
排除１９例（４次主动免疫后，同时采用了其他辅助妊
娠的治疗方式），排除失访和不符合标准的３０例患者
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后，剩余５２例 ＲＳＡ患者治疗后妊娠１４例，未转阳的
３１例中，成功妊娠的有５例，转阳的２１例中，成功妊
娠的有９例。转阳和未转阳的妊娠率分别是４２．９％
和１６．１％，转阳的患者妊娠率高于未转阳的患者，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

３　讨　论
　　母体在妊娠期间存在复杂的免疫调节机制，妊娠
的正常维持主要依赖母体相关免疫耐受和以封闭抗体

为主的封闭效应［７８］。一旦这种免疫平衡失调，将导致

病理妊娠，甚至流产。近年来封闭抗体（ｂｌｏｃｋｉｎｇａｎｔｉ
ｂｏｄｙ，ＢＡ）的检测广泛应用于 ＲＳＡ患者的诊疗中。保
护性的封闭抗体（ＢＡ）可以有效识别胚胎的父系抗原，
封闭胚胎的父系抗原，产生封闭作用，保护胚胎的正常

发育［９］。主动免疫治疗是利用外来抗原预先刺激母

体，使母体免疫系统在再次妊娠时迅速与胚胎父系抗

原结合，这样胚胎免受母体免疫系统攻击而正常生

长［１０］，活产率也得到明显提高［１１］。

本研究发现ＲＳＡ患者经过４次免疫治疗后，外周
血ＣＤ３＋封闭效率阳性率从 ６０．９％提高到 ８０．４％；
ＣＤ８＋封闭效率阳性率从５６．６％提高到８９．１％；ＣＤ４＋

封闭效率阳性率为 ４７．８％提高到 ６５．２％，ＣＤ３＋、
ＣＤ４＋和ＣＤ８＋封闭效率阳性率均有提高，但是经统计
学分析，治疗后 ＣＤ３＋和 ＣＤ８＋封闭效率比治疗前提
高，差异具有统计学意义，而 ＣＤ４＋封闭效率的提高差
异无统计学意义。这与李晓荣等［９］报道的 ＲＳＡ患者
主动免疫治疗后 ＣＤ３＋、ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋封闭效率均提
高，并都具有统计学意义的结果稍有不一致。本研究

中ＣＤ４＋封闭效率在经过４次主动治疗后，虽有提高的
趋势，但是差异无统计学意义，这可能是由于选取的治

疗次数为４次，而李晓荣的报道采用了多次主动免疫
治疗乃至妊娠后继续免疫治疗的样本。以后可以深入

研究随着主动免疫治疗次数增加 ＣＤ４＋的封闭效率能
否进一步提高。本研究发现，随访的５２例 ＲＳＡ患者，
经过主动免疫治疗后妊娠１４例，未转阳的３１例中，成
功妊娠的有５例，转阳的２１例中，成功妊娠的有９例。
转阳和未转阳的妊娠率分别是４２．９％和１６．１％，封闭
抗体转阳的患者妊娠率明显提高，这与孙莉等［１２１３］报

道的通过主动免疫治疗后封闭抗体阳性的提高，可以

明显提高妊娠成功率一致。这些结果说明，主动免疫

治疗可以提高ＲＳＡ患者封闭抗体的阳性率，提高母体
的免疫耐受性，利于正常妊娠的维持。石瑛等［１４］对

ＲＳＡ患者外周血中 ＣＤ３＋、ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋分子的封闭
效率分析发现，ＣＤ８＋封闭效率阴性率远高于 ＣＤ４＋封
闭效率，提示ＣＤ８＋分子在ＲＳＡ疾病发生中意义更大。
同时通过ＲＳＡ患者的回访调查发现，ＣＤ８＋封闭效率
的转阳能够提高 ＲＳＡ患者的怀孕成功率和妊娠成功

率［１４］。ＣａｒｂｏｎｅＪ等［１５］研究发现，ＲＳＡ患者外周血中
ＣＤ８＋淋巴细胞与对照组相比较明显升高。本研究发
现，ＲＳＡ患者主动免疫治疗４次后，ＣＤ８＋封闭效率明
显提高，以后可以通过深入的研究比较单纯 ＣＤ８＋封
闭效率转阳和单纯 ＣＤ４＋转阳患者妊娠成功率的差
别，以探讨其中起关键作用的因素。

通过对 ＲＳＡ患者主动免疫治疗前后外周血
ＣＤ３＋、ＣＤ４＋和ＣＤ８＋淋巴细胞封闭效率进行分析，可
以对更好的了解妊娠过程中的免疫调节机制，为反复

流产等妊娠相关疾病的治疗提供理论依据，减少患者

的痛苦并提高怀孕的成功率。
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