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摘要 目的 探讨皮下注射淋巴细胞对不明原因性复发性

流产( UＲSA) 的临床疗效，回顾性分析免疫治疗前后 CD16 +

CD56 + NK 细胞与淋巴细胞坏死率( CDC) 的变化与妊娠结局

的关系。方法 应用荧光染色法和流式细胞术对行主动免

疫治疗的 440 例 UＲSA 患者治疗前后淋巴细胞坏死率和

CD16 + CD56 + NK 细胞比率进行测定，并随访妊娠结局。结

果 353 例成功妊娠至孕 12 周之后，成功妊娠率 85. 50% ;

60 例在孕 12 周前再次流产，流产率为 14. 50% ; 其它( 17 例

1 年以上未孕，10 例失访) 。妊娠成功组治疗后淋巴细胞坏

死率显著上升，CD16 + CD56 + NK 细胞明显下降( P ＜ 0. 01 ) ;

失败组治疗后淋巴细胞坏死率升高，而 CD16 + CD56 + NK 细

胞下降不明显( P ＞ 0. 05) 。结论 主动免疫治疗效果较好，

CD16 + CD56 + NK 细胞和淋巴细胞坏死率是 UＲSA 患者孕前

免疫状态的两个独立指标，亦是评价免疫治疗疗效的两个重

要参数。
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不明原因性复发性流产( unexplained recurrent
spontaneous abortion，UＲSA) ［1］是指在排除双方染色

体、解剖结构异常，感染因素，内分泌紊乱，免疫疾

病，血栓性疾病及血栓前状态，男方精液异常，接触

有毒物质等仍发生的流产，占 40% 左右［2］。淋巴细

胞主动免疫治疗作为 UＲSA 的一种治疗方法，安徽

医科大学第一附属医院产前诊断中心治疗成功率在

85%左右，与国外的报道［3］接近。妊娠相当于同种

异体移植，母胎界面免疫微环境中许多免疫因素参

与调节作用，与妊娠结局相关。该研究回顾性分析

本中心诊治的 440 例 UＲSA 患者资料旨在探讨 UＲ-
SA 患者主动免疫治疗前后自然杀伤细胞 ( nature
killer，NK) -CD16 + CD56 + 与淋巴细胞坏死率( com-

plement dependent cytotoxity，CDC) 的变化情况与妊

娠结局的关系，初步探讨 UＲSA 的免疫学机制。

1 材料与方法

1． 1 病 例 资 料 按 照 UＲSA 诊 断 标 准［4］，选 取

2010 年 10 月 ～ 2013 年 10 月来安徽医科大学第一

附属医院产前诊断中心诊治的 440 例 UＲSA 患者，

治疗前告知免疫治疗风险，夫妻双方签署知情同意。
1． 2 微量淋巴细胞毒实验( microlymphocytotoxic-
ity test，MLCT) 采用淋巴细胞淋巴毒( 荧光染色

法) 试剂盒( 天津市秀鹏生物技术开发有限公司) ，

分别于治疗前和治疗后 3 周测定。取患者配偶空腹

静脉血 3 ml，肝素钠抗凝; 抽取患者静脉血 5 ml，2
ml 加入促凝胶，另 3 ml 加入肝素钠抗凝。CDC 的

测定按试剂盒说明书操作。结果判定: ① CDC 阴

性: 镜下目测体积小、具有折光性和呈绿色荧光染色

细胞 ＞ 95%，并且小于阴性对照。② CDC 阳性: 镜

下目测体积大、无折光性和呈红色荧光染色的细胞

＞ 5%。以 CDC≥10% 作为微量淋巴细胞毒实验阳

性的界值。
1． 3 NK 细胞的检测 取患者全血 50 μl，加入等

体积的溶血剂，离心后去上清液，加入 PE-CD16 +

CD56 + 抗体( 美国 Pharmingen 公司) 20 μl，避光孵育

15 min 加入 100 μl PBS 悬液，Coulter Epics XL 流式

细胞仪 ( 美国 Beckman Coulter 公司) 检测 CD16 +

CD56 + NK 细胞比率。
1． 4 治疗方法与次数 供血者体健，无传染疾病。
抽取患者配偶或健康第 3 者静脉血 15 ml，常规分离

提取淋巴细胞，生理盐水洗涤 3 次，调淋巴细胞浓度

到 4. 0 ～ 6. 0 × 107 /L，剂量为 1. 5 ～ 2 ml。在患者健

康状态下，用 5 号针头于患者左右上臂三角肌下缘

皮内注射，每侧 3 个点。一个疗程共 3 次，每次间隔

3 周，治疗过程中嘱避孕。疗程结束后 3 周复查淋

巴毒实验，若 CDC 上升至 10% 以上，建议 3 个月内

备孕，确认妊娠后立即孕酮黄体支持并来本中心进

行 1 个治疗疗程巩固( 至少 3 次) 直至妊娠 12 周后

B 超检测胎盘形成良好作为免疫治疗有效的标准［5］

方可结束治疗。若仍为阴性则续加 1 ～ 2 个疗程直

至 CDC 升至 10%及以上方可在医师指导下备孕。
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1． 5 统计学处理 数据录入 Excel 表格，采用 SPSS
16． 0 软件进行分析。计量资料采用 t 检验，治疗前

后计量资料之间的比较采用配对设计 t 检验。

2 结果

2． 1 一般情况 440 例患者年龄 21 ～ 45 岁( 29. 66
±5. 31) 岁，流产 2 ～ 8( 3. 27 ± 1. 54) 次，经过一个及

以上疗程治疗后 353 例成功妊娠至 12 周之后; 60
例失败，均于 5 ～ 12 周间胚停或自然流产，其中 3 例

绒毛染色体为非整倍体( 此 3 例均为高龄) ，余均正

常; 17 例未孕，治疗后在医师的指导下备孕 1 年以

上未孕，10 例失访。成功妊娠率为 85. 50% ( 353 /
413) ，流产率为 14. 50% ( 60 /413) 。
2． 2 免疫治疗前后 CD16 + CD56 + NK 细胞与 CDC
百分比 的 比 较 440 例 患 者 经 过 免 疫 治 疗 前 后

CD16 + CD56 + NK 细胞明显降低 ( 24. 11 ± 7. 09 vs
20. 33 ± 7. 3 ) ，差异有统计学意义 ( t = 4. 805，P ＜
0. 05) ; CDC 百分比明显升高( 7. 10 ± 3. 66 vs 11. 03
± 8. 11 ) ，差 异 有 统 计 学 意 义 ( t = － 5. 061，P ＜
0. 05) 。
2． 3 妊娠成功组与失败组 CD16 + CD56 + NK 细胞

与 CDC 百分比比较 免疫治疗后再次妊娠成功组

NK 细胞明显降低( P ＜ 0. 01) ，CDC 百分比明显升高

( P ＜ 0. 01 ) ; 再次妊娠失败组治疗后 CD16 + CD56 +

NK 细胞下降不明显( P ＞ 0. 05 ) ，CDC 较前升高( P
＜ 0. 05) 。见表 1。

3 讨论

目前关于 UＲSA 的机制主要有: ① 与封闭抗体

不足( 即 CDC 阴性) 有关; ② 与 NK 细胞过多有关;

③ 与辅助 T 细胞( T helper cell ，TH1 /TH2 ) 失衡有

关。目前认为封闭抗体是保护胚胎的 IgG 抗体，可

通过胎盘与胎儿胎盘滋养叶抗原结合防止胚胎父系

抗原被 母 体 免 疫 系 统 识 别 和 杀 伤，维 持 妊 娠［6］。
TH1 分泌如白介素( interleukin，IL) -2、肿瘤坏死因

子( tumor necrosis factor，TNF) -β 等促炎因子，主要

介导细胞免疫功能，直接或间接诱导淋巴因子激活

NK 细胞杀伤活性，介导对胎盘的损伤。TH2 分泌

IL-4、6、10 等抑炎因子，主要介导体液免疫、抗体产

生和同种排斥反应耐受［7］。主动免疫治疗可通过

减少 TH1 和增加 TH2，调节 TH1 /TH2 平衡防止流

产［8］。还可刺激封闭抗体的产生抑制 NK 细胞表面

IL-2 受体的表达和抑制 TH1 型细胞因子来弱化 NK
细胞活性［9］。妊娠类似半同种抗原移植，母胎界面

许多免疫因素( 细胞体液免疫等) 均参与免疫调节

过程，推理 UＲSA 可能是多因素调节失衡的一种病

理状态，免疫治疗则靶向调节母胎界面免疫耐受状

态，从而维持妊娠。
国内外有文献［3，5］表明主动免疫治疗疗效较满

意，成功率在 80%左右。免疫治疗可提高封闭抗体

的数量和活性，保护胚胎免受 NK 细胞的攻击; 同时

平衡 TH1 /TH2，利于妊娠［10］。NK 细胞来源于骨髓

干细胞，其表面具有特异性抗原标志 CD56CD16，外

周血中主要以 CD56 + CD16 + NK 为主，占总淋巴细

胞的 10% ～ 20%［11］。由于其高表达穿孔素和颗粒

酶，具有较强的抗体依赖细胞介导的细胞毒作用; 还

分泌如 TNF-α、IL-2 等促炎因子［12］。有文献［13］ 报

道 UＲSA 患者早孕期外周血 NK 细胞显著高于未孕

状态，且非孕状态下亦高于正常妇女。1981 年 Beer
和 Taylor 首次提出并将主动免疫治疗应用于 UＲSA
患者［14］，近年来该治疗已相继在国内外开展，疗效

较满意。本中心诊治的 440 例 UＲSA 患者中 353 例

成功妊娠至 12 周( 胎盘形成良好) ，有效率达 85．
50% ; 60 例再次流产( 3 例绒毛染色体非整倍体而

早期停育，余均正常) ; 考虑可能与治疗前后 CD16 +

CD56 + NK 细胞下降不明显，杀胚作用并未明显改

善; 或可能与供者淋巴细胞活性较低有关; 17 例 1
年及以上未孕，可能存在继发性不孕。大量的文

献［9］报道外周血 NK 异常可能是 UＲSA 的重要原因

之一，本研究结论与之一致。有学者曾提出孕前

CD16 + CD56 + NK细胞可作为复发性流产患者再次

流产的风险预测指标之一［7］。本研究显示治疗前

表 1 再次妊娠不同结局的 UＲSA 患者治疗前后 CD16 + CD56 + NK 细胞与 CDC 变化情况( % ，珋x ± s)

组别 n 项目 治疗前 治疗后 t 值 P 值

妊娠成功 353 CD16 + CD56 + NK 24． 98 ± 6． 84 19． 82 ± 6． 15 4． 377 0． 000
CDC 7． 23 ± 3． 99 12． 84 ± 8． 91 4． 800 0． 000

妊娠失败 60 CD16 + CD56 + NK 21． 02 ± 10． 89 18． 63 ± 10． 64 2． 103 0． 059
CDC 6． 67 ± 2． 19 8． 67 ± 2． 23 － 2． 211 0． 049

未孕 17 CD16 + CD56 + NK 23． 90 ± 6． 98 20． 47 ± 7． 15 3． 377 0． 000
CDC 7． 67 ± 4． 54 11． 83 ± 8． 67 4． 435 0． 000
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成功组 CD16 + CD56 + NK 较失败组低; 而治疗后失

败 组 CD16 + CD56 + NK 细 胞 下 降 不 明 显; 提 示

CD16 + CD56 + NK 可能是反映孕前免疫状态的一个

免疫参数，也可能是治疗后评价疗效的指标之一。
CDC 不是评价疗效的唯一参考指标; 综合 NK 细胞

和 CDC 可能更准确评估患者的基础免疫状态和治

疗疗效。后期随访表明免疫治疗患者子代出生体

重、头围、生长及智力发育等与正常孕妇子代无明显

差异，与杨清 等［15］结果一致。
淋巴细胞免疫治疗对 UＲSA 免疫调节机制尚未

明确。此法对大部分人安全有效，但仍有 15% ～
20%患者反复流产，故多方面综合评估孕前免疫状

态和疗效参数是需要的。NK 细胞和 CDC 可能是评

价疗效的两个重要参数。母胎界面局部免疫与体液

免疫( Th1 /Th2、NK 细胞及其受体、CDC) 与 UＲSA
的免疫机制有待进一步研究。
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Ｒelationship between NK cells，complement dependent cytotoxity and
pregnancy outcomes in the patients of unexplained recurrent

spontaneous abortion with lymphocyte immunotherapy
Li Qin，Cong Lin，Yuan Jing，et al

( Dept of Prenatal Diagnosis Center，Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the effect of lymphocyte immunotherapy on the patients with unexplained re-
current spontaneous abortion ( UＲSA) ． The relationship between CD16 + CD56 + NK cells，complement dependent
cytotoxity( CDC) and pregnancy outcomes in UＲSA patients with lymphocyte immunotherapy was retrospectivly ana-
lyzed． Methods Fluorescence staining and flow cytometry were used to detect complement dependent cytotoxity
and CD16 + CD56 + NK cell in 440 UＲSA patients． Meanwhile patients with successful pregnancy were followed up．
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Ｒesults Among 440 cases，353 patients were successfully conceived． 60 resulted in miscarriage again before 12
weeks． Successful pregnancy rate was 85． 50% ． After active immunotherapy，CD16 + CD56 + NK subtypes declined
and complement dependent cytotoxity percentage increased when compared with those before treatment． There was a
significant difference ( P ＜ 0. 05) ． In a retrospective view，the successful pregnancy group reflected a great drop in
CD16 + CD56 + NK subtype and a notable increasement in CDC percentage ( P ＜ 0. 01) ，while this situation was not
so obvious in failure group． Conclusion Lymphocyte active immunotherapy shows a satisfactory efficacy on the
treatment of unexplained recurrent spontaneous abortion． CD16 + CD56 + NK cells and complement dependent cyto-
toxity are two separate indicators of immune status in pre-pregnancy UＲSA patients and turn into two important pa-
rameters to evaluate the efficacy of immunotherapy．
Key words unexplained recurrent spontaneous abortion; lymphocyte active immunotherapy; CD16 + CD56 + NK
cells; complement dependent cytotoxity

南通地区矮身材儿童不同病因的运动、学习状况调查研究
李 斌1，蔡 晋1，沈 毅2

摘要 目的 探究南通地区矮身材儿童常见病因及运动、学

习状况，并讨论两者之间的关系。方法 回顾性分析 108 例

矮身材儿童的相关资料，通过详尽病史采集、体格检查、实验

室检查，诊断矮小以明确病因。采用病例对照研究，对 108

例矮身材儿童进行运动、学习状况的问卷调查。应用多因素

Logistic 回归分析、列联系数分析等统计学方法，分析研究南

通地区矮身材儿童的运动和学习情况，及其与病因的相关

性。对照组按年龄成组匹配的原则选出具有代表性的 108

名儿童。结果 在确诊的 108 例矮身材患儿中，生长激素缺

乏症( GHD) 61 例，占 56. 5% ; 非生长激素缺乏矮身材( NG-

HD) 47 例，占 43. 5%。多因素 Logistic 回归分析显示，参加

体育锻炼则为保护因素; 好动不安且注意力不集中为危险因

素，经 常 好 动 不 安 且 注 意 力 不 集 中 所 起 作 用 更 大 ( P ＜

0. 001，OＲ = 7. 483，95%CI = 2. 620 ～ 21. 374) ; 常见病因与运

动和学习情况之间无显著相关性( P ＞ 0. 05 ) 。结论 各种

类型的运动( 篮球、羽毛球、跑步、骑脚踏车) 均为儿童矮身

材的保护因素，好动不安且注意力不集中为儿童矮身材的危

险因素; 无论是否存在生长激素缺乏，矮身材儿童都应当尽

量增加正确的运动，避免或减少上述危险因素的暴露。
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矮身材是指与同地区同年龄同性别正常儿童相

比较，身高低于正常身高的两个标准差以上，或者低

于正常儿童生长曲线的第 3 百分位线［1 － 2］，在不同

种族、不同生活环境下的发病情况均有不同报道。
我国近十年有相关城市的调查报告显示，2004 年山

东省淄博地区的儿童矮身材患病率为 0. 64%［3］，

2003 年上海市儿童各年龄组总体矮身材的患病率

为 0. 50% ～6. 03%，平均患病率达到 3. 77%［4］。由

于人类存在的社会性，儿童因矮身材会产生焦虑、忧
郁等不良情绪，不利于在社会生活中处理人际关系，

且特发性矮小儿童多动症发生率较高，在社会中导

致儿童甚至成人的不良行为［5］。该研究对南通地

区矮身材儿童的病因进行调查分析，并对矮身材儿

童的运动、学习状况进行研究，讨论矮身材的常见病

因和运动、学习状况之间的相关性，有利于儿童避免

生活中接触多种危害因素，配合相关治疗以改善身

材矮小。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 收集 2012 年 1 月 ～ 2013 年 12 月

南通大学附属医院儿科门诊就诊的 108 例身材矮身
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