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CTLA一4抗体诱导原因不明复发性流产患者 

Thl／Th2转换的体外研究 

刘西茹 -，李尚为2，汪 燕2，樊 伟 2 

(1．重庆医科大学附属第一医院辅助生殖中心，重庆 400016；2．四川大学华西第二医院生殖中心 ，成都 610041) 

【摘 要】目的：观察CTLA一4抗体在诱导原因不明复发性流产患者Thl~'h2转换中的作用。方法：用人绒毛膜癌细胞株JEG一3 

制备的滋养细胞抗原刺激 30例复发性流产患者外周血单核细胞，实验组加 cTI』A-4抗体(10 g／ml组和 1 g／ml组)，对照组加 

IgG(10 g／ml组和 1 g／ml组)培养，分别取24h、72h上清液，ELISIA法测其IL一2、IFN一 和IL-4的水平。结果：①与同浓度 

对照组相比，实验组产生的IL-4均显著降低 (P<0．01)，而产生的IFN一 、IL一2均明显升高 (P<0．05)。②与CTLA-4抗体 

1 g／ml组相比，CTLA一4抗体 l0 g／ml组产生的IL-4稍低，而IFN一 和IL一2稍高，但无统计学差异(P>0．05)。结论：cTI』A-4 

抗体可以上调 Thl型细胞因子 ，下调 Th2型细胞因子，提示 CTLA-4抗体体外阻断 CTLA-4可诱导原因不明复发性流产的 

Thl~'h2失衡更向Th1极化，不利于妊娠。 
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In vitro study On Th1厂1_h2 shift modulated by anti-CTLA4 antibody 

in unexplained recurrent spontaneous abortion 

LlU Xim ．et 

(Reproductive Medical Center，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the effects of anti—CTLA4 antibody on Thl~'h2 shift in unexplained recurrent spontaneous 

abortion．Methods：The levels of IL一2，IFN一 and IL-4 were assessed by ELISA in the supematant of cultured maternal 

peripheral blood mononuclear cells(PBMC)from 30 patients of Unexplained RSA．Cytokine synthesis Was induced by activation 

with antigens from a choriocarcinoma cell line of JEG一3，with anti—CTLA4 antibody or IgG．Resu／ts：We detected significantly 

greater levels of the Thl cytokines IL-2、IFN一 (P<0．05)and lower levels of the Th2 cytokines IL-4(P<0．01)in anti—CTLA4 

antibody groups，compared with control group of the same concentration．Between the trial groups of different concentration， 

there is no significance(P>0．05)．Conclusion：Anti-CTLA4 antibody can up-regulate Th1-type cytokines and down-regulate 

Th 2-type cytokines，which indicates that in URSA anti—CTLA4 antibody could swith T cell responses to Th l，an d is harmful to 

URSA． 

【Key words】Abortion，Recurrent；Th1 cells；Th2 cells；Cytotoxic T lymphocyte associated antigen4 

早期自然流产是指妊娠在 12周前中止 ，连续 

发生 2次或 2次以上称为复发性流产(Early recur- 

rent spontaneous abortion，ERSA)，影响了大约人口 

的1％【1J。已知其可能与遗传、内分泌、感染、内生殖 

器解剖异常等因素有关；但仍有大约50％为原因不 

明复发性流产(Unexplained RSA，URSA)，推测可 

能与免疫因素有关。在正常妊娠母胎界面及外周 

血，Thl／Th2间的平衡始终保持在最有利于维持妊 

作者介绍：刘西茹(1979一 )，女，住院医师，硕士， 

主要研究方向：生殖内分泌。 

娠的Th2型免疫偏移状态，Thl型细胞因子过度表 

达可导致流产121。研究表明细胞毒性 T淋巴细胞相 

关抗原 4(Cytotoxie T lymphocyte associated antigen 

4，CTLA．4)被封闭或缺乏将导致 CD4+1r细胞向Th2 

亚群分化[31。但亦有相反结论[41。本实验用滋养细胞 

抗原来刺激 URSA患者外周血单核细胞(PBMC)， 

观察 C ．4抗体组和 IgG组 Thl／Th2型细胞因子 

的表达情况，探讨封闭CTLA-4在体外诱导 URSA 

患者Thl／Th2细胞因子转换中的作用，为URSA的 

治疗提供新的可能途径。 
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1 材料与方法 

1．1 标本来源 

选取 2004年 11月 一2005年 4月于四川大学华西第二 

医院妇产科门诊就诊的URSA患者 30例，23 41岁，中位年 

龄为 30．5岁，均经过详细的询问病史及系统的检查。同时具 

备以下条件：①连续发生3次或3次以上早期自然流产，末 

次发生于 1年以内；且为原发性。②夫妇双方染色体及流产 

胚胎染色体核型分析正常；③女方生殖道无畸形；④宫颈分 

泌物 PCR检查排除生殖道感染；⑤生殖内分泌激素测定及 

诊断性刮宫排除内分泌因素；⑥抗磷脂抗体、抗子宫内膜抗 

体等自身免疫抗体阴性；⑦男方精液常规检查正常；⑧均未 

行免疫治疗。 

1．2 主要试剂 

JEG一3细胞株(中国医学科学院基础医学研究所)；RPMI 

Medium 1640 powder(Gibco，美国)；胰酶(华西 医大免疫教 

研室)；新生小牛血清(成都哈里生物公司)；淋巴细胞分离液 

(杭州四季青 )；MTr试剂(Sigma，美国)；Anti—CTLA4 mono— 

clonal antibody(R&D Co．)；IgG (军事医学科学院 )；IL一2、 

IFN一 、IL．4 ELISA试剂盒(深圳晶美公司)。 

1．3 实验方法 

1．3．1 滋养细胞抗原的制备151常规技术培养人绒毛膜癌细 

胞株 JEG一3．至细胞相连成片而基本长满瓶底时，用 0．25％ 

胰酶消化成单细胞悬液，用无 Ca2+、M 的 Hanks液洗 2次， 

台盼兰排除法测细胞活力 >90％后，调整细胞浓度为 2 X 

107cells／ml，放入匀浆器中破坏细胞，400g转速离心 10min，上 

清液即为富含 JEG一3细胞膜的滋养细胞抗原，取上清液用 

EP管分装，置 一70％保存备用。 

1．3．2 滋养细胞抗原诱导 PBMC产生细胞因子 无菌采集 

URSA患者肘静脉血 5ml，肝素抗凝，立即按常规方法用 Fi— 

coil—Hypaque分离 PBMC，Hanks液洗 2次，台盼兰排除法 

测细胞活力 >90％，调整细胞浓度为 1 X 106cells／m1，96孔培 

养板的各孔中加入 PBMC150 l，实验组和对照组分别加不 

同浓度 的 anti—CTLA4McAb 10 l和 IgG10 l(终浓度为 

1 g／ml和 10 g／m1)，37％ 5％CO 孵箱中孵育 2h后 ，各孔 

加滋养细胞抗原 40 l，继续孵育 72h。各孔设 3复孔。收集 

24h和 72h上清液 (以分别检测 IL一2和 IFN一 、IL一4)， 

一 20％冻存，待测。 

1．3．3 细胞因子的测定 采用双抗体夹心 ELISA法，检测上 

清液中IL一2、IL．4、IFN一 的水平。 

1．4 统计学处理 

用 SPSS1 1．0统计软件进行数据处理，计量资料以；±s 

表示，按配对 t检验分析，P<O．05具有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 在 anti—CTLA4McAb作用下，滋养细胞抗原诱 

导各组PBMC产生细胞因子的水平 

与同浓度的 IgG组相 比，anti—CTLA4McAb组 

产生的IL．4均显著降低(P<0．O1)，而产生的IFN一 、 

IL一2明显升高(尸l<0．05)；与anti—cTLA4McAb l g／ml 

组相比，anti—CTLA4McAb10 g／ml组产生的 IL一4稍 

低，而IFN一 、IL一2稍高，但无统计学差异(P>0．05) 

(见表 1)。 

2．2 anti—CTLA4McAb在诱导 URSA患者 Thl厂rh2 

细胞因子转换中的作用 

本研究应用 rI'hl型细胞因子 IFN一 和 Th2型 

细胞因子 IL一4的比值作为反映 Th1／Th2细胞免疫 

应答强度的指标 。结果表明 ：anti—CTLA4McAb组 

IFN一 ／IL一4比值 (分另U为 5．89±2．55；5．29-4-2．09) 

明显高于同浓度 IgG组 (4．50-4-3．38；4．14-4-1．94)。 

anti—CTLA4McAbl0 g／ml组 IFN一̂y／IL一4 比 值 

(5．89±2．55)稍高 于 anti—CTLA4McAb1 g／ml组 

(5．29±2．09)，但两组间无统计学差异。 

3 讨 论 

正常妊娠是一种成功的半同种异体移植现象， 

随着免疫学研究的进展，我们逐步认识到胚胎携带 

1／2有异于母体的组织抗原，然而不被母体免疫系统 

排斥的实质是依赖于母胎之间的免疫耐受关系。大 

量研究表明，孕期母体外周系统免疫环境同未孕时 

期相比发生适应性免疫改变，主要表现为母体对胚 

表 1 滋养细胞抗原诱导各组 PBMC产生细胞因子的水平(n=30，互±s) 

注：与同浓度的对照组相比 ．P<0．05；”P<O．O1；不同浓度抗体组间比较 ★JFI>0．05。 
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胎半同种抗原抑制性反应增强、排斥性反应减弱，以 

有利于子宫内胎儿的发育。而 RSA主要表现为正常 

妊娠免疫反应失衡，涉及到 Thl／Th2的细胞因子平 

衡失调、特异性 HLA表达增加、免疫职能细胞亚群 

的格局变化、保护JI生抗体或封闭抗体产生不足，而使 

胎儿遭受免疫打击而流产。在母胎界面，母体免疫职 

能细胞与胎儿滋养细胞及其他间质细胞，通过多种 

细胞表面分子的表达，构成复杂的细胞间信息网络， 

进行母胎的免疫对话，形成有利于维持正常妊娠的 

免疫微环境。一旦这种免疫耐受格局被打破，将导致 

RSA的发生。因此，URSA的发生与母胎同种免疫关 

系异常有关，也称之为同种免疫型RSA。 

在成功妊娠时，胎盘单位内滋养细胞或者进入 

母体血液循环中的胎儿细胞可诱导母体内 T淋巴 

细胞对于胎儿组织保持耐受状态，同时母体 T淋巴 

细胞对胎儿细胞有所免疫反应，建立对胎儿生存有 

利的免疫耐受或者免疫营养微环境161。许多胎儿抗 

原组织能够被母胎界面内的T淋巴细胞所识别问。 

而T细胞的完全活化需要双信号。当T细胞识别抗 

原递呈细胞(Antigen—presenting cells，APC)表面的 

抗原肽一MHc分子复合物启动第一信号后，若缺少 

协同刺激信号，则可诱导T细胞产生抗原特异性无 

反应。因此阻断协同刺激信号，是目前诱导抗原特 

异性免疫耐受和调控辅助性 T细胞分化的重要手 

段。介导共刺激信号的分子有多种，其中表达于 

APC上的 CD80／CD86分子与表达于 T细胞上的受 

体 CD28／CTLA一4问的相互作用，是最重要的共刺 

激信号。有研究表明：母胎交界面蜕膜组织中，CT— 

LA_4，CD28表达水平失衡可能造成妊娠期不明原 

因流产的易感性同。CTLA-4基因对调节母胎之间的 

免疫耐受发挥着重要作用，其基因多态性可能是通 

过影响 Thl／Th2免疫平衡从而影响妊娠的结局I8】。 

CTLA一4属于免疫球蛋白超家族成员，表达于活化 

T细胞的表面。它与 CD28在结构上约有 31％氨基 

酸序列同源性，同为 B7一l、B7—2的受体，但其亲和 

力比CD28强 10～100倍 。有研究表明共刺激信号 

在 1'h细胞亚群分化 中起着重要 的作用 。B7和 

CD4叩细胞上的 CD28相互作用促进体内外 Th2细 

胞分化。而 cTLA_4在活化期间抑制幼稚 CD4+细 

胞向Th2亚群极化I3】，CTLA一4被封闭或缺乏将导致 

cD4叩细胞向Th2亚群分化[10,11】。但亦有研究发现， 

在体内用抗 CTLA一4抗体阻止 CTLA一4／B7的相互 

作用，会导致实验性过敏性脑脊髓炎一典型 Thl介 

导的自身免疫性疾病的恶化吲。这种相反的结论可 

能与体内外，尤其在体内，不同的环境等因素有关， 

因为 Thl／Th2极化或平衡，是由各种各样的因素来 

决定的。 

本研究结果显示 CTLA一4抗体能使 URSA患者 

IL一2、IFN一̂y的产生明显增加，IL_4的产生明显减 

少，即Thl型细胞因子产生增加，Th2型细胞因子产 

生减少；IFN一̂y，IL_4比值升高，这说明体外用cT— 

LA一4抗体封闭 CTLA一4可使 URSA患者外周血的 

Thl／Th2细胞因子向Thl型细胞因子偏移。这可能 

是由于体外 CTLA一4抗体封闭了协同刺激分子受体 

CTLA一4，其负调节功能下降，在 CD28／CD80、CD86 

这一协同刺激通路的作用下 ，T细胞继续活化，并分 

泌更多的Thl型细胞因子，使得 Thl／Th2平衡更向 

Thl偏移 ，不利于妊娠的维持。而 CTLA一4抗体 

l0 ml组产生 的 IL一2、IFN一ŷ和 IL_4水 平与 

cTLA_4抗体 l g／ml组间无统计学差异，说明在 

CTLA一4抗体 l g／ml时已基本阻断了该共刺激通 

路，故加大 CTLA一4抗体浓度，作用效果并无明显变 

化。 

综上所述 ，CTLA一4在 T细胞的活化 、Th细胞 

亚群的分化和母胎间免疫耐受的诱导中起着重要 

的作用。封闭 CTLA一4可使 URSA患者外周血的 

Thl／Th2细胞因子向Thl型细胞因子偏移，因此不 

封闭CTLA一4或外源性给予与 CTLA-4同样作用的 

物质，如 CTLA4Ig，可能逆转 USRA患者的Th细胞 

因子偏移，使其向Th2型细胞因子偏移，有助于 

URSA的治疗。CTLA4Ig是采用基因重组方法构建 

的一种可溶性嵌合蛋白，与CTLA一4作用相同，可封 

闭 APC上的 CD80、CD86分子阻断共刺激通路 。 

现已有报道利用 CTLA4Ig进行动物实验 ，治疗 自身 

免疫性疾病和控制移植排斥反应，取得一定效果。 

CTLA4Ig可在体内外有效阻断免疫反应并且能介导 

获得性免疫耐受，因此可望成为替代环孢素 A的新 
一 代高效无毒免疫抑制剂，其在临床上的应用前景 

可能将十分广阔，具体尚待进一步研究。 

(通讯作者：李尚为，联系方式：四川大学华西第二医院 

生殖中心，邮编：610041；Email：xixi0201@gmail．corn) 
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Ts-max，提示心衰患者存在着左心室内收缩不同步， 

这与 Yu等嘲的结论相似。Yu等r7】对 QRS波均< 

120ms的CHF患者进行研究，以Ts—SD>32．6ms作 

为划分心室收缩不同步的标准，其中43％的患者具 

有心室收缩不同步。心室内同步性指数TSI和各室 

壁壁内的同步性指数RSI结果显示，心衰组TSI较 

对照组明显增大，TSI越大，提示心室内收缩越不同 

步，心室内活动越不协调、不对称。CHF组 RSI较对 

照组亦明显增大，室壁 RSI越大，提示同一室壁内 

的不同步越明显。 

综上所述 ，QRS时限并不能准确反应心室运动 

的不同步性，而TvI技术能对心室不同步运动进行 

无创和定量评价，从而为临床更准确选择适合CRT 

的CHF患者提供了更为可靠的依据。 
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