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炎症诱导性早产小鼠血淋巴细胞ＣＤ８６和ＣＤ６９分析
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　　［摘要］　目的　分析小鼠血共刺激分子ＣＤ８６和各淋巴细胞亚群活化分子ＣＤ６９的表达，探讨Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）在
脂多糖（ＬＰＳ）诱发的早产中的作用。方法　在预先阻断ＴＬＲ４或不阻断ＴＬＲ４的条件下，腹腔注射ＬＰＳ建立小鼠炎症诱导
性早产模型，计算各组（ＬＰＳ组、抗 ＴＬＲ４组和对照组）的早产率和死胎率。应用流式细胞仪检测血 ＣＤ４５＋ＣＤ８６＋、

ＣＤ３＋ＣＤ６９＋、ＣＤ１９＋ＣＤ６９＋和ＣＤ４９ｂ＋ＣＤ６９＋ 细胞的百分率。结果　ＬＰＳ组的早产率［５０．０％（８／１６）］和死胎率［１１．０％
（９／８２）］均高于对照组［０（０／１６），３．１％（５／１６３），Ｐ＜０．０１或Ｐ＜０．０５］，抗ＴＬＲ４组的早产率［６．３％（１／１６）］和死胎率［３．９％
（６／１５４）］均低于ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０１或Ｐ＜０．０５）。预先阻断 ＴＬＲ４明显抑制ＬＰＳ所致的血ＣＤ４５＋ＣＤ８６＋、ＣＤ３＋ＣＤ６９＋ 和

ＣＤ４９ｂ＋ＣＤ６９＋细胞水平的升高（Ｐ均＜０．０１）。结论　ＬＰＳ与其特异性受体ＴＬＲ４作用，触发ＣＤ８６＋树突状细胞的活化和动
员，导致Ｔ细胞和ＮＫ细胞等淋巴细胞亚群的激活，在早产的发生中具有重要作用。
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　　近年来，尽管在提高早产儿生存率方面取得重大
进展，但早产依然会导致约７０％的新生儿死亡及７５％
的新生儿患病［１］，并且早产的发生率仍在进一步上
升［２］。早产最常见的原因是感染，３０％的自发性早产
与宫内感染或组织学证实的绒毛膜羊膜炎相关，约

５０％的早产和胎膜早破存在羊膜腔内炎症［３］。

　　广谱抗生素的应用能延长早产的潜伏期，降低
呼吸窘迫综合征、早期败血症、严重的心室内出血、
严重的坏死性小肠结肠炎的发生，但并不能降低早
产的发生率［４］。目前，感染所致的早产发生机制尚
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未阐明。脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）是革兰
阴性细菌细胞壁的主要成分，能够诱导早产的发
生［５］。Ｔｏｌｌ样受体４（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＴＬＲ４）
可以介导ＬＰＳ诱导的炎症反应［６７］。本研究通过对
妊娠小鼠腹腔注射ＬＰＳ建立小鼠早产模型，采用抗

ＴＬＲ４单克隆抗体作为抑制剂，分析小鼠血共刺激
分子ＣＤ８６和各淋巴细胞亚群活化分子ＣＤ６９的表
达，探讨ＴＬＲ４在ＬＰＳ诱发的早产发生中的作用。

１　材料和方法

１．１　主要试剂　ＰＥ／Ｃｙ５抗小鼠ＣＤ４５、ＦＩＴＣ抗小
鼠 ＣＤ３、ＡＰＣ／Ｃｙ７ 抗 小 鼠 ＣＤ１９、ＡＰＣ 抗 小 鼠

ＣＤ４９ｂ、ＰＥ／Ｃｙ７抗小鼠ＣＤ６９、ＰＥ抗小鼠ＣＤ８６及
抗小鼠 ＴＬＲ４单克隆抗体购自 ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ公司，

ＬＰＳ、多聚甲醛购自Ｓｉｇｍａ公司，红细胞裂解液购自
上海杰美基因医药有限公司。

１．２　动物分组及炎症诱导性早产模型的建立［８］　
１０～１２周龄健康雌性和雄性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠购于中山大
学实验动物中心［实验动物生产许可证：ＳＣＸＫ（粤）

２００９００１１，使用许可证：ＳＹＸＫ（粤）２００７００８１］，在无
致病原条件下饲养。按雌雄１１比例合笼，检测出
阴道栓时定义为孕０ｄ。实验小鼠随机分为３组（ｎ＝
１６），即ＬＰＳ组、抗ＴＬＲ４组和对照组。ＬＰＳ组孕鼠孕

７、１０、１３ｄ分别腹腔注射ＰＢＳ２００μｌ，孕１５ｄ腹腔注射

ＬＰＳ（５０μｇ／ｋｇ）２００μｌ建立早产模型；抗ＴＬＲ４组孕
鼠孕７、１０、１３ｄ分别腹腔注射抗ＴＬＲ４单克隆抗体（６

μｇ）２００μｌ，孕１５ｄ腹腔注射ＬＰＳ（５０μｇ／ｋｇ）２００μｌ；
对照组孕鼠在相同时间点分别腹腔注射等体积的

ＰＢＳ。观察早产的发生率（即早于孕１９ｄ分娩）。将孕

１９ｄ仍未分娩的小鼠处死，计算死胎率。

１．３　小鼠血细胞的获得　处死孕鼠，注射器无菌抽
取小鼠心脏血，２ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ抗凝，加入红细胞
裂解液孵育以去除红细胞。用ＰＢＳ３００×ｇ离心５

ｍｉｎ洗涤２次，计数并调整细胞密度为１×１０６／ｍｌ。

１．４　荧光抗体标记及流式细胞术检测　每１０６个血
细胞中加入ＰＥ／Ｃｙ５ＣＤ４５０．２５μｇ、ＦＩＴＣＣＤ３０．５

μｇ、ＡＰＣ／Ｃｙ７ＣＤ１９０．５μｇ、ＡＰＣＣＤ４９ｂ０．５μｇ、

ＰＥ／Ｃｙ７ＣＤ６９０．２５μｇ、ＰＥＣＤ８６０．２５μｇ，总体积
约５０μｌ。混匀后４℃避光作用３０ｍｉｎ。ＰＢＳ离心洗
涤２次，１０ｇ／Ｌ多聚甲醛溶液固定１０ｍｉｎ后流式细
胞仪检测。全部样品均经ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪
（ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公司）检测，用ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件获
取细胞并进行６色荧光参数分析。每份样品检测

１０４个细胞。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计
学分析，早产率和死胎率的比较采用χ

２检验，各淋巴
细胞亚群中ＣＤ８６和ＣＤ６９的比较采用ｔ检验，结果
用珚ｘ±ｓ表示。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　小鼠早产率及死胎率的比较　对照组小鼠均
未发生早产；ＬＰＳ组小鼠早产的发生率为５０．０％（８／

１６），高于对照组（Ｐ＜０．０１）；抗ＴＬＲ４组小鼠早产发
生率为６．３％（１／１６），低于ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０１），而与
对照组相比差异无统计学意义。对照组小鼠死胎率
为３．１％（５／１６３）；ＬＰＳ组小鼠死胎率为１１．０％（９／

８２），高于对照组（Ｐ＜０．０５）；抗ＴＬＲ４组小鼠死胎发
生率为３．９％（６／１５４），低于ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０５），而与
对照组相比差异无统计学意义。

２．２　小鼠血 ＣＤ４５＋ＣＤ８６＋、ＣＤ３＋ＣＤ６９＋、ＣＤ１９＋

ＣＤ６９＋和ＣＤ４９ｂ＋ＣＤ６９＋细胞百分率的比较　与对
照组相比，ＬＰＳ 组小鼠血 ＣＤ４５＋ ＣＤ８６＋、ＣＤ３＋

ＣＤ６９＋ 和 ＣＤ４９ｂ＋ ＣＤ６９＋ 细 胞 百 分 率 均 增 加
（Ｐ均＜０．０１）。预先阻断ＴＬＲ４与单用ＬＰＳ相比，小
鼠血ＣＤ４５＋ＣＤ８６＋、ＣＤ３＋ＣＤ６９＋和ＣＤ４９ｂ＋ＣＤ６９＋

细胞百分率均下降（Ｐ均＜０．０１）。见表１。

表１　小鼠血ＣＤ４５＋ＣＤ８６＋、ＣＤ３＋ＣＤ６９＋、ＣＤ１９＋ＣＤ６９＋和ＣＤ４９ｂ＋ＣＤ６９＋细胞百分率的比较

Ｔａｂ１　ＰｅｒｃｅｎｔａｇｅｓｏｆｍｏｕｓｅｂｌｏｏｄＣＤ４５＋ＣＤ８６＋，ＣＤ３＋ＣＤ６９＋，ＣＤ１９＋ＣＤ６９＋ａｎｄＣＤ４９ｂ＋ＣＤ６９＋ｃｅｌｌｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
（ｎ＝１６，珚ｘ±ｓ，％）

Ｇｒｏｕｐ ＣＤ４５＋ＣＤ８６＋ ＣＤ３＋ＣＤ６９＋ ＣＤ１９＋ＣＤ６９＋ ＣＤ４９ｂ＋ＣＤ６９＋

Ｃｏｎｔｒｏｌ ９．６±０．５ ７．６±０．４ ６．０±０．３ １０．０±０．５
ＬＰＳ ２４．７±２．０ ２５．４±２．０ ６．３±０．４ ２２．０±１．４

ＡｎｔｉＴＬＲ４ １０．０±０．６△△ ８．０±０．５△△ ６．１±０．４ １０．１±０．６△△

　ＬＰＳ：Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ；ＴＬＲ４：Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４．Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＬＰＳｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　大量研究表明，分娩发动实际上是一个炎症反应

过程［９１０］。妊娠晚期若细菌、病毒打破了母胎界面细胞
因子之间的平衡，或是其他因素增加了母胎界面炎症
样因子的产生，都会提前激活分娩机制，导致早产。



第９期．李莉平，等．炎症诱导性早产小鼠血淋巴细胞ＣＤ８６和ＣＤ６９分析 ·９５７　　 ·

　　免疫系统消除入侵病原微生物的第一步是可靠
的识别。ＴＬＲ是模式识别受体的重要组成部分，能
识别各种病原微生物包括细菌、病毒、真菌、原虫等
表面的致病原相关分子模式，介导感染性免疫细胞
信号转导、免疫识别和应答瀑布的上游事件。ＴＬＲ４
是ＬＰＳ特异性受体，可能在介导炎症性早产的发生
过程中具有重要作用。本研究发现，ＬＰＳ刺激前预
先多次注射中和抗体阻断 ＴＬＲ４能明显抑制ＬＰＳ
所致的早产率和死胎率的增加，提示ＬＰＳ诱发的早
产是通过ＴＬＲ４发生作用的。Ａｄａｍｓ等［１１］也报道

预先应用ＴＬＲ４阻滞剂能显著降低ＬＰＳ所致的恒
河猴子宫收缩、细胞因子和前列腺素的分泌。在早
孕和足月胎盘中发现 ＴＬＲ４，说明胎盘通过 ＴＬＲ４
识别病原菌，诱导免疫反应［１２］。此外，宫内炎症反
应能明显提高子宫、宫颈、胎盘ＴＬＲ４的 ｍＲＮＡ水
平，ＬＰＳ介导的子宫ＴＬＲ４水平的升高提示炎症反
应的增强，从而促进分娩的发生［１３］。

　　为了进一步阐明ＴＬＲ４在炎症性早产中的信号
转导机制，本研究采用流式细胞术分析了系统淋巴
细胞共刺激分子ＣＤ８６及活化分子ＣＤ６９的表达。
结果表明，ＬＰＳ刺激能增加小鼠血 ＣＤ４５＋ 细胞中

ＣＤ８６的表达。母体树突状细胞整个孕期均分布在
蜕膜化的子宫内膜，在介导免疫和耐受平衡中具有
重要作用［１４］。受到病原菌或炎症信号的驱使后，树
突状细胞进行复杂的成熟化过程，不仅导致共刺激
分子的表达和稳定的 ＭＨＣ肽复合物的形成，而且
促进细胞因子分泌、化学因子和化学因子受体的合
成、介导Ｔ细胞活化和扩张［１５］。ＣＤ８６与Ｔ细胞表
面的ＣＤ２８结合是活化Ｔ细胞，排斥半同种异基因
胚胎的共刺激信号。本研究发现，ＬＰＳ刺激后，小鼠
血ＣＤ３＋细胞活化分子ＣＤ６９的表达增加。此外，本
研究还发现小鼠血ＣＤ４９ｂ＋ＣＤ６９＋细胞百分率也增
加。ＮＫ细胞不需要预先促敏，也不受 ＨＬＡ 的限
制，而具有高度的溶细胞活性，从而在先天性免疫中
具有重要作用［１６］。ＮＫ细胞的活化导致细胞因子的
释放和靶细胞的溶解［１７］。ＮＫ细胞的渗透增加及活
化与胚胎吸收［１８１９］以及反复妊娠丢失［１６］相关。

　　阻断ＴＬＲ４能逆转ＬＰＳ刺激所致的Ｔ细胞和

ＮＫ细胞的活化，并能减少共刺激分子ＣＤ８６的表
达，这些结果提示，ＬＰＳ与其特异性受体 ＴＬＲ４作
用，触发ＣＤ８６＋树突状细胞的活化和动员，导致 Ｔ
细胞和ＮＫ细胞等细胞亚群的激活，炎性细胞因子
的合成和分泌增多，最终启动分娩机制，导致早产。

　　迄今为止，尚没有广泛有效的措施防治早产，大
部分治疗着重于抑制子宫收缩和改善新生儿结局。

阐明ＴＬＲ４介导的信号通路有助于从妊娠免疫耐受
和分娩发动机制等层面揭示早产的发病机制，并为
临床上防治早产提供新思路。
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·病例报告·

风湿性心脏瓣膜病合并活动期真菌性心内膜炎的手术治疗１例报告
Ｓｕｒｇｉｃａｌｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｒｈｅｕｍａｔｉｃｈｅａｒｔｄｉｓｅａｓｅｃｏｍｐｌｉｃａｔｅｄｗｉｔｈａｃｔｉｖｅｆｕｎｇａｌｅｎｄｏｃａｒｄｉｔｉｓ：ａｃａｓｅｒｅｐｏｒｔ

唐杨烽，徐激斌，徐志云，韩　林，张冠鑫
第二军医大学长海医院胸心外科，上海２００４３３

　　［关键词］　心脏瓣膜疾病；真菌性心内膜炎；外科手术

　　［中图分类号］　Ｒ６５４．２　　　［文献标志码］　Ｂ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２０１０）０９０９５８０１

［收稿日期］　２０１００１０３　　　　［接受日期］　２０１００７０１
［作者简介］　唐杨烽，硕士，住院医师．Ｅｍａｉｌ：ｔａｎｇｙｆｃｈ２６５＠１６３．ｃｏｍ
通讯作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２１８１８７３４３１，Ｅｍａｉｌ：ｚｈｉｙｕｎｘ＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

１　临床资料　患者，男性，４２岁，于２００９年６月５日因“活

动后乏力、气急２０余年，反复发热２个月”入我院。查体：体

温３７．５℃，血压１１０／７６ｍｍＨｇ（１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ）。营

养状况差，急性面容；双肺呼吸音清；房颤心律，心尖部可闻

及舒张期隆隆样杂音；外周血管征阴性。入院后心脏彩超提

示：风湿性心脏瓣膜病、感染性心内膜炎，二尖瓣重度狭窄

（瓣口面积０．９ｃｍ２）伴中度关闭不全（瞬时反流量８．８ｍｌ），

二尖瓣后叶可见赘生物形成（约１．１ｃｍ×０．５ｃｍ），三尖瓣中

度关闭不全（瞬时反流量１２ｍｌ），主动脉瓣轻度关闭不全（瞬

时反流量１ｍｌ），双房增大（左房容积１８３ｍｌ，右房容积９０

ｍｌ），左心室收缩功能正常，心包腔少量积液。腹部Ｂ超提

示：脾肿大。心电图检查：房颤心律，不完全性右束支传导阻

滞。入院后仍有发热，体温３７．５～３９℃，血培养提示：光滑假

丝酵母菌。结核菌检查阴性。血常规：白细胞６．２２×１０９／Ｌ，

中性粒细胞０．７５８。给予氟康唑２００ｍｇ静滴（１次／ｄ）抗真菌

治疗，体温控制不佳。１周后复查血培养提示：奥默柯达菌感

染。调整抗真菌药物，改以伊曲康唑２５０ｍｇ静滴（１次／１２

ｈ）继续治疗２周，感染仍难控制，故在全麻体外循环下施行

手术。术中见左心耳处有新鲜血栓，约６ｃｍ×５ｃｍ；二尖瓣

叶纤维化、增厚，后叶可见１．３ｃｍ×１．０ｃｍ赘生物附着，瓣

叶受侵蚀，瓣下腱索处可见１．０ｃｍ×０．９ｃｍ赘生物，探查主

动脉瓣无明显异常，遂行二尖瓣置换（２７ｍｍＡＴＳ进口双叶

瓣）、三尖瓣成形（Ｄｅｖｅｇａ法）、左房血栓清除及左心耳结扎

术。术后赘生物培养亦证实为真菌感染。术后给予规律抗

真菌治疗（伏立康唑４００ｍｇ１次／１２ｈ静滴，１周后改为伏立

康唑２００ｍｇ１次／１２ｈ口服，持续治疗６周），期间严密监测

肝功能状况。患者恢复良好，痊愈出院。随访半年，无瓣周

漏及心内膜炎复发。

２　讨　论　心内膜损伤是感染性心内膜炎发生的重要诱因，

因风湿性病变或先天性心内分流引起的血流紊乱对心内膜的

冲击，或心导管的机械性损伤等引起，在此基础上纤维蛋白沉

积和血小板聚集，为细菌的黏附创造了条件［１］。本病例的基

础病变为风湿性心脏瓣膜病，长期的心脏瓣膜慢性病变，致使

患者全身衰竭、免疫功能低下，最后导致真菌感染。所以对于

慢性风湿性心脏瓣膜病患者，若无诱因发热，需警惕真菌性心

内膜炎的可能。该患者诊治过程中，致病菌由光滑假丝酵母

菌演变为奥默柯达菌，故对于感染性心内膜炎患者，如治疗效

果不佳，需积极再次行血培养检查，及时调整抗感染治疗方

案。对于真菌性心内膜炎活动期患者，药物联合手术治疗仍

是治疗的主要策略。术前明确致病菌，采用敏感抗感染药物；

注意心功能保护，预防心衰发作；监测肝肾等全身脏器功能；

尽量减少患者活动（真菌性心内膜炎患者，其赘生物一般大而

脆，易脱落），积极预防栓塞等；当内科治疗３周效果不佳，病

情加重、心功能恶化，应积极采取手术治疗。据报道，内科治

疗无效的心内膜炎活动期患者，瓣膜置换手术的并发症（如瓣

周漏、多脏器功能衰竭等）及病死率较高，然而手术却是挽救

生命的唯一办法［２］。本例患者通过采取缩短手术操作时间、

严格规律执行手术前后抗真菌治疗等措施，手术顺利，患者痊

愈出院。目前对于真菌性心内膜炎患者术后抗真菌治疗的剂

量、疗程及用法等意见尚不一致。本例患者在围手术期均使

用静脉抗真菌药物，术后１周改为口服治疗，持续治疗６周，

效果良好。随访半年无瓣周漏及心内膜炎复发。
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