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子宫内膜异位症不孕患者腹腔液 I L
一

2 活性及外周血 T 细胞亚群变化

胡 珊
`

史常旭 (第三军 医大学附属西南医 院妇产科 ) 重庆
,

4 0 0 0 3 8

提 要 目的
:

探讨 子宫 内膜异位症导致不孕 的免疫机制
。

方法
:

选择临床轻度子宫内膜异位症不孕患

者
,

以多囊 卵巢综合征及不 明原 因不孕的患者 为对照
。

采取 C T L L 细胞株法检测腹腔液 I L
一
2 生物活性

,

以 流

式 细胞分选技术检测外周血 T 淋巴 细胞亚群的变化
·

结果
:

与对照组比较
,

轻度子 宫内膜异位症不孕患者腹

腔 液 IL
一
2 活性显著增高

,

外周血 c D才T 细胞数 目增加
,

而 c D扩 T 细眠变化不 明显
。

结论
:

轻度子宫内膜异位

症不 孕患者腹腔免疫细胞处于高度活化状态
、

全身存在免疫 异常
。

提示 高水平 -II
一
2 与子宫 内膜异位症导致

不孕有关
。

关键词 子宫 内膜异位症 ;不孕症 ; 白细胞介素
一
2 ; T 淋巴 细胞亚群
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71 文献标识码
:

A

子 宫内膜异位 症 ( E n d o m e t r i o s is
,

EM ) 为生 育期

妇女最常见的疾病之一
。

不孕病人 中 25 % ~ 50 %患有

此病
。

但 E M 导致不孕的机制一直不十分清楚
。

近年

的研究提 出免疫 机制可能参与 EM 不孕 的病理生理

过程
。

细胞因子作为细胞间相互作用的重要信使分子
,

引起广泛关注
,

认为细胞 因子的异常很可能是造成不

孕的直接原因
。

本实验以轻度 E M 不孕患者为研究对

象
,

应用 C T L I
砂

细胞株法检测 了 E M 组及对照组腹腔

液 .II
一 2 生物活性

,

应用流式钾胞仪检测外周血 T 淋巴

细胞亚群 的改 变
。

旨在 了解 EM 不孕患者的免疫状
`

态
,

探讨其在 E M 不孕中的意义
。

1 材料和方法

1
.

1 主要试剂

淋 巴 细胞分离液 (上海 试剂 二 厂
,

比重 1
.

0 77 士 0
.

0 0 2 )
、

R PM l l 6 4 0 培养 液 ( G i b e o 公 司 )
、
I L

一
2 依赖 性 C T L L 细胞 株

( A T C C 公 司 )
、

抗 C D 4
一
F I T C 及抗 C D S

一

F IT C 单抗 (北京邦定

公 司 )

1
.

2 观察对象

于非行经期施行腹腔镜检查术
。

排除全身性疾患 (包括感

染 )
,

术前 3 个月内未使用过任何激素及免疫制剂
。

E M 组
:

25 例
,

年龄 24 ~ 34 岁
,

平均 2 6
.

5 岁
,

均 为因不孕

经腹腔镜检查诊断为轻度 EM 的患者
,

其中单纯性 E M 22 例
,

合并 慢性输卵管炎 3 例
。

对 照组
:

15 例
,

年龄 2 4 ~ 32 岁
,

平均 27
.

1 岁
。

均为因不孕

行腹 腔镜检查 的患者
,

12 例诊断为多 囊卵巢综合征
,

其中合并

慢性输卵 管炎 4 例 ;正常 盆腔 3例
。

E M 诊断依据
:

腹 腔镜下依照 A co
s at l[] 分类标准

,

轻度 E M

表现为
:

子宫直肠窝
、

膀胧反折腹膜
、

子宫能韧带或 盆腔腹膜有

分散 的泡状
、

息 肉样 及片 状
,

呈 红 色
、

暗红色 或紫 色等新
、

老的

异位内膜 灶
,

卵巢及输卵管周围无粘连
,

无巧克力囊肿
。

多囊 卵巢综合征诊 断依据
:

腹腔镜下 见双侧卵巢增 大或正

常大小
,

包膜增厚 呈珍珠色
,

表面光 滑
,

卵巢包膜下 可见多个滤

泡
,

无排卵痕迹
,

部分患者卵巢表 面可见血管
。

慢 性输 卵管炎诊断依据
:

腹 腔镜下 示输 卵管迂曲
,

轻度或

中度肿大
,

伞端 可部分或 完全闭锁
,

与周 围组织粘连
,

或输 卵管

积水
,

或输卵管粗细不均
。

输 卵管 美蓝生理盐 水通液检 查提示

输卵管通 而不畅或不通
。

本研究 中慢性输 卵管炎 患者 腹腔镜下

盆腔形 态
、

解剖正 常
,

仅输卵管 通液 检查 示一 侧输卵管不通 或

通而不畅
,

另一侧通 畅者
。

1
.

3 实验方法
1

.

3
.

1 样 本采集

1
.

3
.

1
.

1 收集腹腔液
一

常规局麻下行电 视腹腔镜检查术
。

琢序现察盆腔
、经操作孔插人 导 管

,

抽 吸 子宫 直肠 窝腹腔 液 5

m l
,

立 即置 预冷 含肝素 的离心 试管 内
。

4 ℃ 离心
,

3 叩 Q,痴场X

n l l n
。

将 离心的上清分装
,

冻存于一必公

1
`

.3 补找
-

手术当日 肝萦抗凝
,

室温 ( 1 5~ 2 5
O

e )保

腹腔镜检查

,
胡 姗

,

女
,

34 岁
,

主治 医 师
,

硕士

存 ( < 12 h )
。

常规方法分离外周血淋 巴细胞
。

以无菌注射器抽

取 5m l 淋 巴 细胞分离液
,

连接 9 号腰穿针
,

插人装有充分混匀

血液 的离心试管底部
,

渐渐注人分离液
,

立 即置 水平离心 机
,

2 oo o r
/ im n x 20 im n 。

吸取血浆和分离液之间呈乳白色 的淋 巴

细胞
,

至 D
一

H a n k 、 溶 液内
,

离心 洗涤 2 次 ,1 0 00
r
/m in x lo

m in
,

弃上清
,

管底淋 巴细胞重悬 于 冻存射电
,

一 196
O

C液氮保

存
。

1
.

3
.

2 腹 腔液 IL
一
2 活性的测定阁 取生 长 良好的 C T L L

一
2

细胞
,

用 R PM l l 6 4 0 洗涤 2 次
,

悬浮于含 10 % 灭 活小牛血 清的

完全 R PM l l 6 4 O 培养液中
,

调整 细胞浓度为 I X I护 /市 lo 在 96

孔培养板 中
,

每孔加入细胞悬液 10 。 风
,

再分别加人 1 :. 2 稀 释

的待测腹腔液上清及倍 比稀释的标准 品 100 闪 /孔
,

平 行 3 孔
。

设 2 0% F C S R PM l l举 0 1 0 0 拜 l + C T L L
一

2 细胞悬液 1 0 0 拌 l ( l x

DOI : 10. 16016 /j . 1000 -5404. 1999. 10. 026
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子宫内膜 异位症 不孕患者腹睦液 IL
一

2 活性及 外周血 T 细胞亚群变化 7 6 1

1 0 5
/m l )为阴性对照

。

培养物 置 3 7
O

C S% CO :
中培养 24 h

,

每

孔加人
“
H

一
T d R I 拌 iC /m l

,

继续培养 6 h
。

收集细胞于玻璃 纤维

滤 纸上
,

晾干后 用计数仪检测 细胞 的
3 H

一
T d R 掺人值 (即 叩m

值 )
。

1
.

3
.

3 T 淋 巴细胞 亚群 的检 测 采用流式 细胞 技术
,

快速

复 温冻存的淋 巴细 胞 (每一 样本 2 份 )
,

离心 Z 0 0 0 r
/m in x s

m in
,

弃上清
。

再 以 冷 P B S 离心洗涤 3 次
。

将 细胞用含 5 % F C S
、

0
.

0 1 m o
l / L P B S 配成 1 x 1 0 6 / m l悬 液

,

按 l : 4
、
l

:
2 分别加人

抗 C D 4
一
F IT C

、

抗 C D S
一
F I T C 单抗

,
4

“

C 避光 反应 3 0 m in
。

离心

后再 以 P B S 洗涤 3 次
,

同时设置 P B S 为阴性对照
。

移人测试管

中
,

流式细胞仪检测 阳性 细胞 百分率
。

1
.

4 统计学方法

采用 S P LM 软件
,

计算各 指标的平均数与标准差
,

并作方

差分析及相关性分析
。

方差不齐者
,

经 变量代换后方差齐性
,

作

方差分析
。

2 结果

见表

腹腔液 11广 2 活性

EM 组腹 腔 液 I L
一
2 活 性 显 著高 于对 照 组 ( P < 0

.

0 5)

1
。

表 r E M 组及对照组腹腔液 IL
一
2 活性 ( m in 一 ’ ,

了士 s)

aT b 1 T h e I L
一
2 ac ti v i t y i n p e r i t o n e a l f l u i d ( m i n 一` ,

了士 s )

G or u P s

E n d o m e t r io , i台

C o n t r o l

2 5

l 5

I L
一
2 a e t i v i t y

2 6 2士 14 7
.

0 .

1 46士 7 8
.

9

爷 :
P < 0

.

0 1 仍
e o n t拍 l

2
.

2 外周血 T 淋巴 细胞亚群分析

免疫 炎症
、

粘 连及解剖结 构的异常
,

不 仅涉及免疫损

伤
,

而且涉及机械性损伤
,

引起不孕
。

本实验选择轻度

E M 不孕患者为对象
,

其年龄在 24 一 34 岁
,

除不孕外
,

不伴其他系统疾患
,

也未见局部盆腔解剖结构异常及

炎症体征
,

最大限度地避免了 E M 继发多因素对探讨

不孕关系 的影响
。

n
J 一

2 由活化 T 细胞产生
,

同时又是 T 细胞增殖的

必要条件
。

对机体 n
J 一

2 水平的检测
,

是评估机体免疫

活化状态的一个敏感指标 31[
。

本实验采用敏感而可靠

的生物活性法检测 n
J 一

2 活性
,

显示轻度 E M 不孕患者

腹腔 液 n
碑一

2 活 性显 著 高 于对 照 组
,

支 持 H ill 的观

点川
。

已知 T 细胞产生 .II
一

2
,

需要巨噬细胞 (M叻分泌

的 n
J 一

1 及抗原两 因素的共同作用
。

以往本科的研究已

表明
,

轻度 EM 不孕妇女腹腔液 M 甲存在质和量的变

化
,

为高度活化的 M 甲
。

结合本实验
,

提示轻度 E M 不

孕患者的腹腔局部 T
、

M ? 等免疫细胞处于高度活化

状态
,

能够分泌高水平 的 n
, 一

1
、

n
J 一

2 等细胞因子
。

大量

实验表明处于活化 的免疫细胞如 M ? 可吞噬精子和产

生前列腺素从而干 扰生 理活动
。

体外 实验表明重组

n
, 一

1 抑制精子穿过人卵细胞透明带 5j[
,

n
J一

2 可降低精

子对仓鼠卵的穿透力 6[J
,

从而导致不孕
。

本实验 F A C S

分析表明
,

轻度 E M 不孕患者外周血 CD才T 细胞 ( T H )

数 目增加
,

相茉分析表明它与腹腔液 .II
一

2 活性水平显

著正相关
,

提{示外周血 C D才T 细胞数 目增加代表活化

T
。
增加

。

文献 7j[ 表明 n
J 一

2 及活化 T H 促进 B 细胞产
E M 患者 C D才T 淋 巴 细胞百分率高于对 照组

,

且具有统计

学 意义 (P < .00
5 ,

·

见表 “

项 ctD
T

料胞砂粤牟
对照组 间未见 明显差异

。

腹腔液 IL
一

2 活性 显署增离

,:-
.

二万二 生抗 自)岛抗 体
,

影响胚胎种植等
,

从而介导 EM 不孕
。

并呱擞簇 ~ ,
_ _

雨…研…斌臀 综上所述
,

E M 不孕患者在疾病 的早期 即存在全身及

者
,

其 C D才T 淋 巴 细胞亦呈较高水平
,

相关分析表 明两指标呈

显著正相关 (r 二 0
.

5 9 5
,

P < 0
.

0 2 )
。

表 2 EM 组及对照组外周血 T 淋 巴细胞亚群

百分率 (%
,
了士 : )

T a b 2 P e r e e n t a g e o f T I y m p h o e y t e s u b po p u l a t i o n i n

p e r i p h e r a 一 b l o o d (%
,

了士 : )

膜腔局部免疫细胞活化和功能异常
、

细胞 因子异常分

泌等
,

它们可能通过多种途径在 E M 不孕中发挥重要

作用
。

对 E M 导致不孕免疫机制的探讨将为治疗 E M

不孕开拓新的途径
。
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对 7 .0 %冷 乙醇固定单细胞悬液保存时间的观察

O b s e r v a t i o n o n P r e s e r v a t i o n P e r i o d o f f i x i n g s i n g l e c e l l

7 0 % e t h a n o l

陈 兆珍
’

(第三军医 大学基础医 学部 中心 实验 室 ) 重庆
,

4 0 0 0 3 8

S U S P e ll S 1 0 ll 111 C o l d

气

在用流式 细胞仪对细胞进 行周期分析时
,

为 了防止 细胞 的

自溶 和破坏
,

通常要对样 品进行 固定
。

而使用最 多也是最方便

的固定液便是 70 % 冷乙 醇
。

但人们一般认为用此 固定液 固定 的

样品保存时间不宜过长
,

一般为 1~ 2 周 lj[
。

我们对 70 %冷 乙醇

固定 的样 品进行 了为期 5 个月的观察测定
,

固定 5 个 月后和固

定 Z d 的样 品相比较
,

C U 值及周期分布都无明显 的变化
,

说明

7 0 % 冷乙 醇固定 的样品至少可以 保存 5 个月 以上
。

1 方法

陈兆珍
.

男
,

42 岁
,

实验 师

将制备好 的单 细胞 ( B C a D
一

37 人乳 腺癌 细胞 )悬掖 的沉 淀

加 0
.

05 m l P B S 充分吹散
。

将此细胞悬液用吸 管迅 速加 到事先

准备好的 70 % 冷 乙 醇中
,

放进 性℃ 冰箱
,

保存备用
。

乙 醇的体积

视细胞 的多少而定 :一般 5一 10 m l 为宜
。

每 次实 验取 固 定样 品若 干
,

用 P B S 洗 去 固定 液
,

加 R N A

酶 3 7
o

C 冰浴 消化 3 0 m in
,

加碘化丙 吮 ( P l )染 色 3 0 m i n 后上机

测定
。

流式细胞 仪为美 国 B D 公 司生产的 F A C S t盯uFI
· 。

从 固定

后第 2 天开始
,

分别在 Z d
、
1

、
2

、

3
、
4

、

5 个月共测 6 次
。
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