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摘 要: 随着免疫遗传学及基础遗传学的发展,有越来越多研究发现,不明原因反复自然流产(unexplainedrecurrent
spontaneousabortion,URSA)病因与母胎免疫调节紊乱有关。近年研究也进一步证实:URSA患者夫妻间人类白细胞抗

原(humanleukocyteantigen,HLA)相容性增强,致使妊娠妇女对胎儿父系同种抗原呈低识别或低反应,导致无法产生足

够的可以使胎儿免受免疫打击而流产的保护性抗体即封闭抗体。而淋巴细胞免疫治疗可提高 URSA患者免疫反应性,
使其产生足够数量封闭抗体,避免胎儿父系抗原被母体免疫系统识别、杀伤和排斥,使妊娠获得成功。
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  随着生殖免疫学研究进展,越来越多研究结果表明不明原

因反复自然流产(unexplainedrecurrentspontaneousabortion,

URSA)与母胎免疫调节紊乱有关。19世纪50年代,Billing-
ham等[1]首先认为,胎儿作为一种半同种异体移植物,具备有

不被母体免疫排斥的能力,但当母-胎界面的免疫耐受机制发

生异常或障碍时,胎儿则会受到母体体液免疫应答的攻击受到

排斥而流产。鉴于此理论,人们在如何对URSA进行有效治疗

的问题上,开始致力于生殖黏膜免疫的研究,认为母体的体液

免疫应答是影响妊娠延续及成功的重要因素。郑妍等[2]研究

结果表明:URSA患者夫妇间 HLA相容性增加,导致母体对胎

儿免疫识别异常,不能产生保护性抗体———封闭抗体(blocking
antibodies,BA)即抗丈夫白细胞抗体(antipaternalleukocyte
antibody,APLA),致使妊娠妇女在妊娠时对胎儿中来自父系的

同种异体抗原表现出免疫低反应或免疫低识别,以致无法产生

足够的BA来保护胎儿不被母体免疫排斥而最终流产。基于上

述理论,国内外学者均认为:BA缺乏是导致URSA发生的重要

原因,淋巴细胞免疫治疗技术可通过对同种异体抗原(淋巴细

胞)的免疫应答,刺激患者产生足够的BA以及调节一系列免疫

因子,抑制母-胎间细胞免疫排斥反应,使胎儿避免免疫排斥

而使妊娠获得成功。

1 淋巴细胞免疫治疗技术与URSA
反复自然流产(recurrentspontaneousabortion,RSA)是指

与同一性伴侣连续发生自然流产2次或2次以上者,发生率为

1%~5%。通常把RSA患者经过病因筛查,包括:患者生殖器

官解剖学、夫妇双方染色体检查、内分泌指标以及感染性病因

排查等未发现异常者定义为URSA或称为原发性复发性流产,
其发生率可高达50%~60%[3]。有研究[4]表明:BA缺乏是导

致URSA发生的重要原因。妊娠是成功的半同种移植过程,妊
娠妇女由于自身免疫系统产生一系列的适应性变化,对宫内胚

胎移植物表现出免疫耐受而不发生排斥反应。母体血清中,存
在着一种或几种能够抑制免疫识别和免疫反应的封闭因子即

BA。BA可通过与母体反应性淋巴细胞结合,或通过与抗原结

合,达到阻断细胞免疫反应的目的而使妊娠得以继续。如果

URSA患者体内缺乏抗配偶的CD3+、CD4+、CD8+抗原的BA,
则会使母体对胎儿的免疫损伤作用高于对胎儿的免疫保护作

用,导致胎儿最终因遭受母体的免疫打击而被排斥致流产。

1981年,英国的Taylor等[5]基于当时对 URSA患者发病

机制的研究,认为URSA患者体内缺乏BA,因此首次大胆采用

父方或无关第三方外周血淋巴细胞,对4名BA即 APLA阴性

的URSA患者进行淋巴细胞免疫治疗,治疗后有3人获得妊娠

并成功分娩。Taylor采用淋巴细胞免疫治疗,人为地强化了妊

娠的免疫学维持机制,抑制母-胎间的免疫排斥反应,使妊娠

获得成功。1993年,国内林其德等[6]教授首次报道开展淋巴细

胞免疫治疗技术,并获得了87%的治疗成功率。国内文献[7]也

报道,URSA患者经淋巴细胞免疫治疗后获活产率达75%。由

此证明淋巴细胞免疫治疗可提高URSA患者的免疫反应性,使
其获得BA,防止胎儿中的父系抗原被母体免疫系统识别和杀

伤。从此,应用淋巴细胞免疫治疗技术治疗 URSA的方法在全

世界范围内开始被广泛使用,目前为止在全球已应用20多年。

2 淋巴细胞免疫治疗技术的原理

淋巴细胞免疫治疗技术是根据Faulk等提出的滋养细胞淋

巴细胞交叉反应抗原(TLX)免疫保护学说,该学说认为,胎儿

逃脱母体体液免疫排斥的作用机制主要与滋养细胞层膜抗原

有关,妊娠的发生和延续必须依赖与母体对 TLX的识别和免

疫应答。妊娠的成功是母-胎免疫耐受的过程,妊娠免疫耐受

机制主要表现为滋养细胞膜抗原———人类白细胞抗原(HLA)
表达上调,CD56+CD16-自然杀伤(NK)细胞亚群占优势,Th1/

Th2型细胞因子免疫反应平衡失调,Th2型细胞因子水平升

高。这些滋养细胞抗原,均可使母-胎界面保护性抗体-BA
表达水平上升及共刺激(CD18/CD86)占优势,可抑制母体免疫

细胞对滋养层细胞的细胞毒作用,使滋养层细胞免遭免疫打

击。妊娠妇女在妊娠过程中一旦某些环节发生异常或障碍,无
法产生足够数量BA时,宫内胎儿将遭受免疫攻击而流产。韩

岚等[8]研究发现:淋巴细胞免疫治疗能诱发妊娠免疫耐受,上
调辅助性T淋巴细胞Th2型细胞因子IL-4水平,下调Th1型

细胞因子,提高血中CD4+、CD25+T淋巴细胞水平,发挥免疫

抑制功效,诱导母体产生足够数量BA,从而保护胎儿免受母体

的排斥而使妊娠成功。华月琴等[9]研究也发现:URSA患者血

清Th1型细胞因子占优势,通过淋巴细胞免疫治疗可下调Th1
型细胞因子,上调Th2型细胞因子,改变Th1/Th2型细胞因子
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之间的平衡,增强Th2型细胞因子的免疫应答,由此通过同种

异体抗原(外周血淋巴细胞)的免疫应答,促使患者产生BA,抑
制母-胎间的细胞免疫而使妊娠获得再次成功。杜焕清等[10]

研究也证实:BA可通过与母体反应性淋巴细胞结合,或直接与

相应的抗原结合而阻断免疫反应,应用URSA患者丈夫或无关

第三者外周血淋巴细胞对其进行皮内或皮下注射,可以刺激患

者产生相应的BA并使体内BA水平提高,同时改变免疫细胞

亚群构成比,促使Th1型细胞因子向Th2型细胞因子转化,从
而达到保护胚胎免受母体体液免疫排斥而造成的流产,而且可

以使再次妊娠成功率达到70%~90%。

3 淋巴细胞免疫治疗技术的主要流程

3.1 URSA患者妇科筛查 排除先天性发育异常和妇科器质

性病变,检测夫妻双方染色体核型分析正常,性激素、甲状腺功

能、空腹血糖及黄体功能正常,抗核抗体、重复性流产抗体系列

(抗心磷脂抗体、抗子宫内膜抗体、抗卵巢抗体、抗精子抗体、抗
透明带抗体、抗 HCG抗体)阴性、优生四项(TORCH)阴性,封
闭抗体阴性,排除其他病因,确定为URSA患者,拟进行淋巴细

胞免疫治疗。治疗前夫妇双方均需签署知情同意书。

3.2 免疫原供者的选择 患者丈夫或无关第三个体经血液检

测排除乙肝、丙肝、TORCH 感染,快速血浆反应(RPR)、HIV
检测阴性者,均可做为淋巴细胞提供对象。首选健康丈夫外周

血淋巴细胞作为免疫原供者,若丈夫不宜作为免疫原供者,则
选择健康的第三方淋巴细胞作为免疫原供者。有研究[11]表明:
来源于丈夫或来源于无关第三个体的淋巴细胞以及第三个体

淋巴细胞来源于男性或女性之间的疗效差异无统计学意义。

3.3 外周血淋巴细胞提取 抽取供者空腹肘静脉血30~40
ml用肝素抗凝,充分混匀后在无菌条件下,按1∶1比例将抗凝

血小心加到人外周血淋巴细胞分离液(天津市灏洋生物制品科

技有限责任公司)之液面上,以400g离心(半径15cm水平转

子)20min,此时离心管中由上至下细胞分为四层:第一层为血

浆层,第二层为环状乳白色淋巴细胞层,第三层为透明分离液

层,第四层为红细胞层。用无菌巴氏吸管收集第二层细胞放入

含注射用生理盐水4~5ml离心管中,充分混匀后400g离心

10min,将沉淀如此反复洗涤2次,之后将沉淀用0.8~1.0ml
注射用生理盐水稀释定容,即得所需淋巴细胞悬浊液。

3.4 注射方法 以双侧前臂皮内注射为主。将收集到的淋巴

细胞悬浊液约0.8~1.0ml,活细胞数为(60~100)×106个/

ml,于患者双侧前臂皮内注射5~6点位,首次注射后须观察30
min。每隔2周重复1次,3次为1个疗程,治疗时间避开月经

期。疗程结束后2周复查封闭抗体,阳性者鼓励其在3个月内

妊娠,如获妊娠则再次行2~3次免疫治疗直至孕3个月以上。
对治疗5次后封闭抗体阴性者,可以继续治疗2~3次后再复

查。

3.5 注意事项 ①技术操作过程中所使用的实验材料均应为

无毒、无尘、无菌的一次性使用耗材;严格执行无菌操作,避免

感染发生。②积极预防和及时处理过敏反应,结合孕早期的黄

体支持治疗(HCG和非合成黄体酮),注意对患者进行孕早期

的精神心理调适。③告知患者此项技术的过程及技术风险:如
存在目前医学无法预测的血源性传染病风险。④告知患者若

超过6个月需要进行重复治疗者,则其免疫原供者需重新抽取

血液检测,排除甲肝、乙肝、丙肝、RPR、HIV均阴性者方可重新

供血。

4 淋巴细胞免疫治疗技术的临床疗效

4.1 对URSA患者的疗效 据国内文献[12~13]报道,URSA患

者通过应用淋巴细胞免疫治疗技术治疗后再次妊娠成功率可

达70%~90%。URSA患者体内缺乏BA,应用其丈夫或无关

第三者的淋巴细胞对其进行治疗,可有效刺激母体产生足够数

量BA及提高BA功能活性,通过调节母体的细胞及体液免疫

功能,使母体对胎儿发生免疫耐受而呈封闭状态,从而提高了

妊娠成功率。

4.2 对体外受精———胚胎移植中反复自然流产患者的疗效 
在体外受精———胚胎移植过程中,胚胎对于母体来说属于半同

种异体移植物,其优质胚胎能否在宫内生长发育,除胚胎本身

质量和子宫内膜容受性外,还与发生在母-胎界面滋养细胞与

蜕膜免疫细胞之间的免疫失衡有关。张燕等[14]研究发现,对行

体外受精-胚胎移植后反复自然流产患者,查其BA,若呈阴性

者,对其进行淋巴细胞免疫治疗,治疗后的妊娠成功率达到

60%。

4.3 影响因素 影响治疗成功率的关键因素包括:①治疗开

始时间及间隔时间、次数、疗程等,应以患者BA能及时转阳为

目标;②注射淋巴细胞密度:(60~120)×106 个/ml,一定量的

淋巴细胞密度是保障患者BA及时转阳并获得满意疗效的保

证;③孕妇的年龄和反复流产次数是影响治疗效果的因素之

一;④注射部位皮肤反应轻重可作为判断免疫治疗效果的有效

观察指标之一,第一次注射后24~48h皮肤局部出现直径为3
~10mm的红润硬结,且几次注射后皮肤反应逐渐减轻者表明

治疗效果良好。

5 淋巴细胞免疫治疗技术的安全性回顾

到目前为止,淋巴细胞主动免疫治疗技术在全球应用已有

20余年,其主要的副作用为目前医学无法预测的血源性传染病

(如 肝 炎、HIV 等)、输 血 反 应、过 敏 反 应、移 植 抗 宿 主 反 应

等[15]。关于治疗后对母体免疫功能及传染病方面的影响,到目

前为止未见有易感染和恶性肿瘤的报道[16]。关于对子代的影

响,林其德等[17]经过10多年的观察,未见主动免疫对母体及子

代产生明显不良反应,主动免疫的后代在出生体重、体格生长

发育和智力,包括个人-社会、语言、精细动作-适应性、大运

动4个能区方面与同龄儿童比较差异无统计学意义。由此表

明:淋巴细胞免疫治疗技术是治疗 URSA的一种安全有效、简
便经济、可行的方法。

6 淋巴细胞免疫治疗技术的展望

据统计不同地区不同阶层不同年龄 URSA 发生率约为

15%~40%,其中发生于妊娠12周前者约占62%。因 URSA
的发生难以预测,实际发生率可能更高,由于妊娠的反复丢失

给患者本人及其家庭带来了许多生理和心理问题,因此 URSA
已成为危害女性生殖健康的重要原因。URSA的发病原因复

杂,涉及遗传学、免疫学、解剖学、内分泌学及感染等诸多因素,
在现代技术诊断中,40%~80%患者流产原因不明,临床治疗

效果差,是目前生殖医学上一个急需解决的问题。自1981年

Taylor等创立应用淋巴细胞免疫治疗技术治疗 URSA以来,该
方法已被世界多中心采用。近年来,国内许多中心也开始探讨

用健康丈夫或健康无关第三方外周血淋巴细胞对 URSA患者

进行免疫治疗,取得良好临床治疗效果。该技术的临床应用可

明显改善患者机体的免疫状态,有效提高患者免疫反应性、降
低流产率、提高再次妊娠成功率,而且疗效肯定、方法简便,可
减轻患者流产的痛苦、减少治疗经济费用、对患者本身及其出

生子代无影响。因此,淋巴细胞免疫治疗技术是当前治疗 UR-
SA及体外受精———胚胎移植中胚胎停育患者的有效方法。
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