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谭剑平
,

张建平
,

陈立斌
,

曹媛媛
,

刘颖琳
,

王蕴慧

(中山大学附属第二医院妇产科
,

广东 广州 51 01 20)

摘 要
:

【目的】探讨孕妇无症状携带乙型肝炎病毒 ( H B v )对母儿细胞免疫功能的影响
。

【方法】采用直接免疫

荧光标记法流式细胞仪检测 30 例慢性 H BV 感染孕妇外周血及其新生儿脐血的 T 淋巴细胞亚群和自然杀伤 (N )K

细胞
,

并与 30 例健康孕妇外周血及其新生儿脐血对照
。

【结果】研究组孕妇与对照组孕妇外周血 T 淋巴细胞亚群
、

N K 细胞
、

白细胞分类比较无统计学差异 (尸 > 0
.

0 5 ) ;研究组新生儿脐血与对照组新生儿脐血 T 淋巴细胞亚群
、
N K

细胞
、

白细胞分类比较也无统计学差异 ( P > 0
.

0 5 )
。

孕妇外周血与其新生儿脐血对应的各 T 淋巴细胞亚群
、

NK 细

胞
、

白细胞分类无相关性 ( p > 0
.

05 )
。

【结论】孕妇慢性携带 H B v 对母儿细胞免疫功能无明显影响
。
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乙型肝炎病毒 ( h eP at iit s B , iur s ,

H Bv )主要侵 期母体免疫功能特别是细胞免疫功能受到一定抑

犯肝脏
,

但也可 直接感染外周 血单个核细胞 制
,

在这特定的免疫抑制时期
,

H B V 感染对孕妇及

( p
e行p h e ar l b l o o d m o n o n u e le a r 。 e ll

,

PB M e )
、

淋巴 胎儿细胞免疫功能的影响尚未清楚
。

本研究采用直

结
、

脾及骨髓等免疫活性组织细胞并表达病毒抗 接免疫荧光标记法流式细胞仪检测 H B V 无症状携

原
,

使受感染的免疫活性组织细胞被特异性细胞毒 带者 ( A
s c
)孕妇外周血及其新生儿脐血的 T 淋巴细

性 T 细胞 ( C T L )识别并杀伤
,

造成 T
、

B 淋巴细胞功 胞亚群和 N K 细胞
,

探讨孕妇慢性感染 H B V 对其

能紊乱
,

从而使机体免疫功能紊乱
,

导致 H B v 长期 本身细胞免疫功能的影响
,

并初步探讨孕妇为

携带者免疫功能低下及 H B V 感染慢性化
【’

·
2 , 。

妊娠 H Bv 携带者对新生儿细胞免疫功能的影响
。
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1 材料和方法

1
.

1 研究对象

研究对象来自初产检时在我院产检门诊行血

清 H BV 标志物检测并于 2 0 0 0 年 8 月至 2 0 0 1 年 5

月住院待产足月妊娠孕妇共 60 例
,

其中符合 1 995

年北京第五次全国传染病寄生虫病学术会议讨论

修订的慢性 H B sA g携带者诊断标准 3IJ 的 30 例孕妇

为研究组
,

平均年龄 (29
.

8 土 3
.

0) 岁
,

平均妊娠周

数 ( 3 9
.

1 土 1
.

5 ) 周 ; 同期住院且 HB sA g
、

抗
一

H B s 、

H B e Ag
、

抗
一

H B e 、

H B e A g
、

抗
一

H B。 全阴性的另外 3 0

例健康孕妇为对照组
,

平均年龄 (28
、

7 土 2
.

5) 岁
,

平均妊娠周数 ( 39
.

3 土 1
.

4) 周
,

两组年龄
、

妊娠周

数没有统计学差异 ( 尸 > 0
.

0 5 )
。

两组孕妇均分别与

其新生儿作配对研究
。

所有孕妇均无妊娠并发症和

合并症
,

无合并其他肝炎病毒和其他病毒感染
,

孕

期无使用激素史
,

抗心磷脂抗体 (A CA )均阴性
。

1
.

2 主要试剂

所有单克隆抗体均为美国 hP ar iM gn en 公司产

品
,

包括异硫氰酸荧光素 ( F IT c) 标记和藻红蛋白

( PE )荧光标记的抗体
:
抗 C n 3

一

PE
、

抗 C n 4
一

F IT e
、

抗

CD S
一

F rr C
、

抗 C D 16 C D 5 6
一

P E
、

抗 CD 3
一

F rr C
、

抗

CD4 5
一

F IT C
、

抗 CD 14
一

pE
,

均为小鼠抗人 IgG 型抗

体 : 兔抗鼠 Ig G I
一

F IT C
、

Ig G Z a
一

p E
。

检测血清乙肝 3

对的药盒购自中山生物工程公司
。

1
.

3 主要仪器

采用美国 B e e t o n
一

D i e k i n s o n
公司 FA C SC al ib u r

流式细胞仪
。

1
.

4 实验方法

1
.

4
.

1 外周血
、

脐血 T 淋 巴细胞亚群和 N K 细胞

的检测 孕妇外周静脉血的采集
:
孕妇人院当天或

次 日 (无先兆临产或临产迹象 ) 抽取外周静脉血 2

m L
。

新生儿脐血的采集
:
新生儿娩出而胎盘未娩出

时常规消毒胎盘侧脐带
,

行脐静脉穿刺
,

抽取脐血 2

m L
。

标本均置于 E DT A
一

2 N a( 乙二胺四乙酸二钠 )抗

凝管中
,

6 h 内送检
,

行直接免疫荧光标记
。

抗凝外

周血或脐血 50 林 L
,

加人上述各相应荧光抗体 10

卜L
,

摇匀
,

避光 4℃冰箱放置 10 m in
。

加氯化按裂解

液 2 m L
,

避光室温放置 or m in
,

待红细胞完全溶解

后
,

1 0 0 0 : / m i n (
r 二 2 1。 m ) 离心 10 m i n

,

弃去上清

液
,

PB S 洗 2 次
,

加多聚甲醛固定液 450 卜L 固定
,

待上机检测
。

以流式细胞仪的配套软件 ( ce n Que st )

获取样本中 1 x
10

4

个细胞中淋巴细胞的相应标记

阳性表达率
。

每个样本都用 IF T C 和 P E 标记同型

Ig G 作为相应的阴性对照
。
e D4 5

一

F仃 c / CD 14
一

p E 作

辅助设门
。

1
,

4
.

2 H B v 血清学标志物检刚 孕妇 H Bs A g
、

抗
一

H B s 、

H B e A g
、

抗
一

H B e 、

H B e A g 和抗
一

HB 。
用酶联免

疫吸附法 ( E ll SA )测定
。

1
.

5 统计学分析

计量资料用均数 士标准差 (万土 。
)表示

。

孕妇外

周血间
、

新生儿脐血间计量资料比较用 t 检验
。

孕

妇
、

新生儿间比较用配对设计资料均数的 t 检验及

线性相关分析
。

分类计数资料用 x Z

检验
。

所有统计

学分析过程应用 S P S1S 0
.

0 统计学软件
。

尸 < 0
.

05

认为有统计学意义
。

2 结 果

2
.

1 一般情况

30 例 HBs Ag 阳性孕妇分娩的新生儿孕龄平均

( 3 9
.

2 土 1
.

3 )周
,

出生体质量平均 ( 3
.

3 0 土 0
.

4 5 ) k g
,

其中剖宫产 19 例
,

阴道分娩 11 例 ; 男 16 例
,

女 14

例
。

3 0 例对照组 孕妇分娩的新生 儿孕龄平均

( 3 9
,

4 士 1
.

0 )周
,

出生体质量平均 ( 3
.

2 9 士 0
.

3 0 ) k g
,

其中剖宫产 18 例
,

阴道分娩 12 例 ; 男 巧 例
,

女 巧

例
。

两组新生儿孕龄
、

出生体质量
、

分娩方式
、

性别

比较无统计学差异 ( P > 0
.

05 )
,

表明研究组与对照

组间资料具有可比性
。

2
.

2 慢性 BII sA g 携带者 《A sc ) 孕妇与健康孕妇

细胞免疫状况比较

3 0 例研究组和 30 例对照组孕妇外周血 T 淋

巴细胞亚群
、

N K 细胞
、

白细胞分类百分数的均数比

较结果见表 1
。

从表 1可以看出两组外周血 CD 3
`

T

淋巴细胞百分数
、

C D 3
+

CD 4
十

(hT ) 细胞百分数
、

C D3
+

C D S
+

( sT ) 细胞百分数
、

C D4 / CD S (hT / sT ) 的

比值
、

N K 细胞 ( C D 3
一

CD 16
`

C D 5 6
+

)百分数
、

淋巴细

胞百分数
、

单核细胞百分数
、

中性粒细胞百分数比

较均无统计学差异 ( 尸 > 0
.

0 5 )
。

2
.

3 A sc 孕妇与健康孕妇分娩的新生儿细胞免

疫状况比较

3 0 例 A s 。 组与 30 例对照组新生儿脐血 T 淋巴

细胞亚群
、

NK 细胞
、

白细胞分类的检测见表 2
。

从

表 2 可 以看出两 组脐血 C D3
+

细胞
、

CD 4
`

细胞
、

C D S
+

细胞
、

C4D / CD S 比值
、

N K 细胞
、

淋巴细胞
、

单

核细胞
、

中性粒细胞百分数比较均无统计学差异

( P > 0
.

0 5 )
。
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aT b l
e l

表 I sA
。
孕妇与健康孕妇外周血 T 淋巴细胞

、

白细胞亚群的比较

hT
e T 一

ly m p h oc y t e a n d w h i t
e e e ll

s u
b p

o p己 a t i o n s i n H B s
A g p o s i t iv e a n

d
n e
邵 t iv e p er 叨

a n t w o m e n (%
,

万士
:

气ù70
ùIàZt/飞ù06650840375569

00

hP
e n o t y P e

C D 3
十
T LC

C D3
千

C D 4
十

C D 3
十

C DS
十

C D4 / C D S

N K e e
ll

助m p hoc y t e

M o n o e y t e

G
r a n u

loc y t e

A s e
(

n 二 3 0 )

7 4
.

8 1 土 9
.

2 0

3 1
.

7 5 士 10
.

6 1

2 4
.

2 9 士 6
.

39

1
.

3 5 士 0
.

4 9

1 1
.

65 士 6
.

6 0

2 1
.

8 1 士 6
.

8 1

4
.

4 8 士 1
.

2 8

7 1
.

5 7 士 7
.

0 4

C
o n tor l (

n 二
30 )

7 2
,

05 士 9
.

82

2 6
.

0 2 土 1 2
.

8 7

2 1
.

36 士 6
.

6 8

1
.

2 8 土 0
.

7 3

13
.

2 5 土 8
.

0 8

2 0
.

09 士 7
.

9 4

4
.

6 9 士 1
.

5 7

7 2
.

4 0 士 8
.

9 9

0
.

2 6 6

T L C : T l ym户oc y t e : N K e e ll : n a tu ra l k i l le r e e ll

T a
b l

e Z

表 2 sA
c
孕妇与健康孕妇的新生儿脐血 T 淋巴细胞

、

白细胞亚群的比较

eF t a l T
一
l ym p h o e y t e a n d w h i t e e e

ll
s u b卯 p ul

a t i o n s i n H B s A g p o s i t i v e
an d n e g a t iv e m o th e r (%

,

王士 :

Ph e n o ty P e

C D 3
十
TL C

C D 3
十

C D 4
十

C D 3
干

C D S
十

C D4 / C DS

NK e e ll

坊m ph
o e y t e

M o n o e y t e

G
r
an

u
l
o e y t e

A s e
(

n = 3 0 )

1 3
.

7 0 士 5
.

3
.

0 9 士 2
.

1 6
.

4 4 士 8
.

37.6

6 1
.

4 4 士 14
.

62

3 8
.

0 4 土 1 1 0 5

13
.

7 4 士 7
.

3 8

3
.

5 6 土 2
.

37

1 6
.

0 3 士 8
.

0 4

35
.

30 士 1 8
.

0 0

6
.

6 5 士 2
.

6 5

5 2
.

9 6 士 19
.

2 7

C
o n tOrI (

n = 3 0 )

6 1
.

8 8 士 1 0
.

3 1

3 5
.

3 1 士 1 1
.

9 2

2516552325

3 8 士 9
.

1 9 士 2
.

50
.

0 9 士 10
.

6 1

0
.

893

0
.

36 0

0
.

97 8

0
.

4 2 3

0
.

8 4 6

0
.

5 7 4

0
.

4 69

0
.

8 30

TCL
: T lym p h co y t e ; N K e e ll : n a t u ar l ki ll e r e e l l

2
.

4 孕妇与其新生儿细胞免疫状况的比较

对 30 对 A s C 孕妇外周血及其新生儿脐血
、

30 对

健康孕妇外周血及其新生儿脐血 的 T 淋巴细胞各亚

群
、

N K 细胞
、

白细胞分类分别行线性相关分析
,

结果

两组母儿间 C D 3
+

细胞
、

CD 4
+

细胞
、

C D S
+

细胞
、

CD 4 /

CD S 比值
、

N K 细胞
、

淋巴细胞
、

单核细胞
、

中性粒细

胞均未发现存在线性相关关系 ( 尸 > 0
.

05
,

见表

3 )
。

H B V 携带者孕妇分娩的新生儿脐血的 c D+3 细

胞
、

CD S
`

细胞
、

中性粒细胞分别低于其孕母外周血

的 C D 3
+

细胞 ( P
= 0

.

0 0 1 )
、

C D S
+

细胞 ( P
= 0

.

0 0 0 )
、

中性粒细胞 ( P
二 0

.

0 0 0 ) ;而 C D4 / C DS 比值
、

淋巴细

胞百分数
、

单核细胞百分数则分别高于其孕母外周

血的 C D 4 / e D s 比值 ( 尸
= 0

.

0 0 0 )
、

淋巴细胞百分数

( p 二 0
.

00 1 )
、

单核细胞百分数 ( 尸 = 0
.

0 0 0 )
,

和健康

孕妇与其新生儿比较的结果相似
。

表 3 孕妇与其新生儿细胞免疫状况的相关性分析

aT b l
e 3 C

o

err l a t i o n o f m a t e rn al
a n

d fe tal T 一
ly m p hoc yt e

an d

w h i t e e e
ll

s u
b P

o P u la t io n s

A s e
C

o n t r o l

外
e n o ty p e

— —
r P r P

CD3
+

T LC
一
0

.

3 0 0 0
.

107 0
.

3 3 9 0
.

0 67

C D 3
十

CD4
十 一

0
.

3 2 6 0
.

0 7 9 0
.

30 7 0
.

0 99

C D3
十

CD S
十 一 0

.

00 4 0
.

98 3 0
.

002 0
.

99 0

C D4 / C DS 一 0
.

29 6 0
.

1 13 一 0
.

05 7 0
.

76 4

N K
e e

ll 一 0
.

3 12 0
.

094 0
.

149 0
.

43 2

yL m Ph
o e y t e 0

.

00 7 0
.

9 72 0
.

0 69 0
.

7 17

M o n o e y t e 0
.

10 9 0
.

568 0
.

193 0
.

307

多ar
n u loc y , e o

·

0 0 7 二

9
·

97 0 : q
: 0 3 5 0

·

85

T L C : T l ym p h o e y t e ; N K e e l l : n a t u ar l k i ll e r e e l l

3 讨 论

3
.

1 孕妇慢性携带 H B V 对其细胞免疫功能状况

的影响

HB V 为非杀伤性病毒
,

本身对感染细胞无直

接致病作用
,

但它可刺激宿主的免疫系统攻击受

感染的细胞
,

间接引起组织
、

细胞的损伤
。

T 淋巴

细胞是介导细胞免疫的主要淋巴细胞
,

检测外周

血 T 淋巴细胞亚群可间接了解机体的细胞免疫功

能状况
。

国内外不少学者对乙型肝炎病毒感染时

机体的免疫功能进行研究
,

多数认为慢性乙型肝



1 5 0 中山大学学报 (医学科学版 ) 第 2 4卷

炎患者外周血中 CD4
`

细胞减少
、

C D 4 /C D S 比值下

降
、

CD S
`

细胞增多
,

与病毒复制
、

病情的严重程度

相关 ; 无症状携带者 ( sA
。
) T 细胞亚群则与正常对

照无显著差异
’ 2

·
4

·

5 , 。 妊娠期合并 H BV 感染对孕妇

外周血淋巴细胞亚群影响的报道少见
。

K ot im er S

等 ` 6’ 检测 25 例 H B sA g 阳性孕妇外周血的 T 淋巴

细胞亚群
,

发现 HsB A g 阳性者 C D 3
’

细胞
、

CD 4
`

细

胞下降 ; C D S
`

细胞升高
,

认为 H B sA g 阳性孕妇免疫

功能低下
。

本研究结果未发现慢性 H sB A g 携带者

孕妇外周血 T 淋巴细胞各个亚群
、

N K 细胞
、

淋巴细

胞
、

单核细胞
、

中性粒细胞百分数与对照组比较有

统计学差异
,

与 Kot im er S 等的报道不同
,

但与多数

报道的普通 sA
。
和正常对照 比较的结果相一致

。

提

示虽然妊娠期母体处于细胞免疫抑制状态
,

但肝功

能正常时
,

孕妇可与普通 sA
。
一样

,

慢性 H B v 感染

可不影响其外周血的 T 淋巴细胞亚群
、

N K 细胞及

其他白细胞分类
,

孕妇细胞免疫功能可不受到损

害 ; 另一方面也说明孕妇对 H B V 感染继续处于免

疫耐受状态中
。

3
.

2 孕妇为慢性 H B s A g 携带者对新生儿细胞免

疫功能的影响

oP hi et e A 等 `7 ’报道孕妇近期感染可使母儿白

细胞计数
、

T 淋巴细胞亚群改变
,

也有学者报道先

兆子痛影响新生儿淋巴细胞免疫表型
吕̀]

,

提示母体

患病可能对胎儿免疫功能造成影响
。

孕妇慢性感染

HBV 是否影响胎儿的免疫功能
,

尚未见有关方面

的报道
。

本研究尚未发现 H B sA g 阳性或阴性孕妇

其外周血 T 淋巴细胞亚群
、

N K 细胞
、

淋巴细胞
、

单

核细胞
、

中性粒细胞与各 自新生儿脐血中相应的亚

群存在相关关系
,

提示母儿间细胞免疫功能状态相

互独立
,

母体本身细胞免疫功能状况对胎儿细胞免

疫功能状况无明显影响
。

本研究也未发现 H sB A g

阳性孕妇分娩的新生儿脐血的 CD+3 细胞
、

CD+4 细

胞
、

C D S
十

细胞
、

CD4 / C D S 比值
、

N K 细胞
、

淋巴细

胞
、

单核细胞
、

中性粒细胞与对照组有统计学差异
,

提示孕妇慢性感染 H B V 可能未对胎儿细胞免疫功

能造成的损害
,

其分娩的新生儿可同样具有正常的

细胞免疫功能
。

母儿间免疫细胞的比较显示母儿间

的细胞免疫功能状态不同
,

H BV 携带者孕妇分娩

的新生儿脐血的 CD 3
`

细胞
、

C D S
十

细胞
、

中性粒细

胞分别低于其孕母外周血的 CD 3
+

细胞
、

C D+S 细

胞
、

中性粒细胞
,

而 C D4 / CD S 比值
、

淋巴细胞百分

数
、

单核细胞百分数则分别高于其孕母外周血 的

c D 4 / c D S 比值
、

淋巴细胞百分数
、

单核细胞百分

数
,

与陈旭芳
`9 ’
报道的脐血与成人外周血的比较结

果相似
,

显示新生儿脐血与孕妇外周血淋巴细胞的

免疫表型不同
,

且新生儿的 T 淋巴细胞表型未完全

成熟
,

非特异性免疫功能也未完全成熟
。

以往的研

究证实孕妇 H B V 感染可通过垂直传播使胎儿或新

生儿受到 H B V 感染 t ’ ” , ,

在免疫功能未成熟的情况

下
,

若胎儿或新生儿感染 H B v (如宫内感染 )
,

新生

儿的细胞免疫功能是否受损尚未清楚
。

本研究中收

集的 HB s A g 阳性孕妇分娩的新生儿例数尚较少
,

且只检出 1例新生儿为宫内感染 H B V 者
,

故孕妇

H B v 感染间接对胎儿免疫功能的影响尚需进一步

研究
。
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