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CD19+CD24hiCD38hi调节性B淋巴细胞在妊娠期高血压
疾病中的异常表达分析*
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(湖北省妇幼保健院产科,武汉
 

430070)

  [摘要] 目的 探讨CD19+CD24hiCD38hi调节性B淋巴细胞及其分泌的细胞因子白细胞介素-10(IL-10)
在妊娠期高血压疾病中的表达及意义。方法 选取该院2020年9月至2021年5月收治的15例妊娠期高血压

患者(妊娠期高血压组)、11例子痫前期患者(子痫前期组),另选取同期12例正常妊娠孕妇(对照组)。应用流

式细胞术分别检测3组孕妇终止妊娠前外周血CD19+B淋巴细胞、CD19+CD24hiCD38hi 调节性B淋巴细胞及

IL-10的表达。结果 3组血清CD19+B淋巴细胞百分比比较,差异无统计学意义(P>0.05)。3组血清

CD19+CD24hiCD38hi调节性B淋巴细胞百分比两两比较,对照组>妊娠期高血压组>子痫前期组,且对照组与

妊娠期高血压组、子痫前期组比较,差异均有统计学意义(P<0.05)。3组血清IL-10表达水平两两比较,对照

组>妊娠期高血压组>子痫前期组,差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 CD19+CD24hiCD38hi 调节性B
淋巴细胞及其分泌的IL-10在妊娠期高血压疾病孕妇中异常表达,可能与妊娠期高血压疾病的发生、发展相关。
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  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

the
 

expression
 

and
 

significance
 

of
 

CD19+CD24hiCD38hi
 

regulatory
 

B
 

lymphocytes
 

and
 

secreted
 

cytokine
 

interleukin-10
 

(IL-10)
 

in
 

hypertensive
 

disorder
 

complicating
 

pregnancy.
Methods A

 

total
 

of
 

15
 

patients
 

with
 

gestational
 

hypertension
 

(the
 

gestational
 

hypertension
 

group)
 

and
 

11
 

pa-
tients

 

with
 

preeclampsia
 

(the
 

preeclampsia
 

group)
 

admitted
 

to
 

this
 

hospital
 

from
 

September
 

2020
 

to
 

May
 

2021
 

were
 

selected,and
 

12
 

normal
 

pregnant
 

women
 

(the
 

control
 

group)
 

were
 

selected
 

during
 

the
 

same
 

period.Flow
 

cytometry
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

CD19+B
 

lymphocytes,CD19+CD24hiCD38hi
 

regulatory
 

B
 

lym-
phocytes,and

 

IL-10
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

three
 

groups
 

of
 

pregnant
 

women
 

before
 

termination
 

of
 

pregnancy.
Results There

 

was
 

no
 

statistically
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

percentage
 

of
 

serum
 

CD19+B
 

lymphocytes
 

a-
mong

 

the
 

three
 

groups
 

(P>0.05).The
 

results
 

of
 

pairwise
 

comparison
 

showed
 

that
 

the
 

percentage
 

of
 

serum
 

CD19+CD24hiCD38hi
 

regulatory
 

B
 

lymphocytes
 

in
 

the
 

control
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

gestational
 

hy-
pertension

 

group,and
 

it
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

preeclampsia
 

group.And
 

the
 

differences
 

between
 

the
 

con-
trol

 

group
 

and
 

the
 

gestational
 

hypertension
 

group
 

and
 

the
 

preeclampsia
 

group
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

results
 

of
 

pairwise
 

comparison
 

showed
 

that
 

the
 

serum
 

level
 

of
 

IL-10
 

in
 

the
 

control
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

gestational
 

hypertension
 

group,and
 

it
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

preeclampsia
 

group.
And

 

the
 

difference
 

between
 

any
 

two
 

groups
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion CD19+CD24hiCD38hi
 

regulatory
 

B
 

lymphocytes
 

and
 

secreted
 

IL-10
 

are
 

abnormally
 

expressed
 

in
 

women
 

with
 

hypertensive
 

disorder
 

complica-
ting

 

pregnancy,which
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

gestational
 

hypertension.
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  妊娠期高血压疾病是妊娠与血压升高并存的一

组疾病,发生率为5%~12%[1]。其中,子痫前期是妊

娠妇女20周以后出现高血压和蛋白尿的妊娠特有全

身综合征,占妊娠妇女的5%~7%,严重影响母婴健

康,是导致孕产妇死亡、早产和围生儿死亡的重要原

因[2]。尽管对于妊娠期高血压疾病发病机制、病因、
预测及治疗手段的研究很多,但其具体发病机制至今

尚未完全阐明。越来越多的研究表明,B淋巴细胞主

导的体液免疫同样在子痫前期的致病机制中起着重

要作用[3]。而近年来,学者们在B淋巴细胞群中发现

了一类具有免疫反应负向调节作用的B淋巴细胞亚

群,将其称为调节性B淋巴细胞,作为负性调节细胞,
其功能主要依赖于分泌的大量抑制性细胞因子,在抑

制炎症免疫反应、维持/诱导调节性T淋巴细胞功能

及阻止自身免疫反应等方面均具有调节作用[4]。本

研究为了提供更多CD19+CD24hiCD38hi 调节性B淋

巴细胞参与妊娠期高血压疾病的证据,拟通过检测孕

妇血清CD19+CD24hiCD38hi调节性B淋巴细胞及其

分泌的相关细胞因子白细胞介素-10(IL-10)的表达来

了解其在妊娠期高血压疾病发生、发展中的作用。
 

1 资料与方法

1.1 一般资料

收集2020年9月至2021年5月于本院就诊的孕

妇信息。妊娠期高血压疾病孕妇的纳入标准:(1)孕
前检查、定期产检及分娩均在本院;(2)有完整的孕期

血压 数 据,符 合 《妊 娠 期 高 血 压 疾 病 诊 治 指 南

(2020)》[5]诊断标准;(3)终止妊娠前经孕妇同意采集

并留存有外周血。排除标准:(1)孕前存在高血压、糖
尿病、自身免疫性疾病等内外科合并症病史;(2)存在

高血压家族史;(3)分娩前有其他产科并发症及合并

症;(4)无完整的孕前检查、定期产检及分娩时的血压

数据。最终纳入符合标准的孕妇26例,并将其分为

妊娠期高血压组(15例)、子痫前期组(11例)。另选

取同期正常妊娠孕妇12例作为对照组,整个孕期血

压均正常,分娩前无其他产科并发症及合并症,孕前

无高血压、糖尿病、自身免疫性疾病等内外科合并症

病史。本研究得到了本院伦理委员会的批准([2022]

IEC118号)。

1.2 方法

1.2.1 取血样

在终止妊娠前,采用乙二胺四乙酸(EDTA)真空

管采集3组孕妇血液,并在1
 

h内进行处理。
 

1.2.2 流式细胞术检测B淋巴细胞

取100
 

μL抗凝血置于流式管底部;加入流式抗

体CD19、CD24、CD38(每个抗体每管加5
 

μL),涡旋

混匀后4
 

℃避光孵育20
 

min;加入2
 

mL溶血素,涡
旋,置于室温避光15

 

min;每隔5分钟观察1次,若变

成透明的红色则立刻进行下一步。每管加入2
 

mL
 

Stain上样缓冲液,1
 

100
 

r/min离心5
 

min,弃上清

液;再加入2
 

mL
 

Stain上样缓冲液后涡旋,1
 

100
 

r/min离心5
 

min,弃去上清液;加入400
 

μL磷酸盐

缓冲液(PBS)重悬细胞,上流式细胞仪检测并分析

数据。

1.2.3 流式细胞术检测细胞因子

(1)制备细胞因子标准品:将1瓶冻干的细胞因

子标准品小球转移至15
 

mL锥形离心管中,标记为最

高浓度标准品(5
 

000
 

pg/mL);用2
 

mL
 

Assay
 

Diluent
稀释标准品,室温平衡至少15

 

min;用枪头轻柔混匀

标准品;取9支12×75
 

mm流式管,分别标记梯度稀

释倍数1∶2、1∶4、1∶8、1∶16、1∶32、1∶64、1∶
128、1∶256;每管加入500

 

μL
 

Assay
 

Diluent;从最高

浓度标准品开始逐个加入500
 

μL倍比稀释液,梯度

稀释标准品(从最高浓度标准品管取500
 

μL溶液至

1∶2管,吹打混匀,随后从1∶2管取500
 

μL溶液至

1∶4管,吹打混匀,以此类推,直至1∶256管),最后

取1支12×75
 

mm 流式上样管加入500
 

μL
 

Assay
 

Diluent作为阴性质控管(0
 

pg/mL)。(2)混合细胞因

子捕获微球:确定样品数,混合前每种捕获微球需

Vertex充分涡旋5~15
 

s,按照每个样品7
 

μL吸取适

量的捕获微球,充分涡旋混匀。(3)样品孵育:充分涡

旋重悬混合微球,每个实验管加入50
 

μL混合微球,
再加入50

 

μL藻红蛋白(PE)标记的细胞因子检测抗

体,室温避光孵育3
 

h。(4)上机检测:每管加入1
 

mL
洗液清洗样品,1

 

100
 

r/min离心5
 

min,小心吸去或

轻柔倒掉上清液,每管加入300
 

μL洗液重悬细胞,仪
器调校完毕后尽快上机检测。

1.3 统计学处理
 

采用GraphPad
 

Prism6软件进行统计分析,非正

态分布计量资料以M(Q1,Q3)表示,多组间比较采用

Kruskal
 

Wallis检验,两组间比较采用 Mann-Whitney
 

U 检验;检验水准α=0.05,以P<0.05为差异有统

计学意义。
 

2 结  果

2.1 3组一般资料比较

3组年龄、孕次、产次及BMI比较,差异均无统计

学意义(P>0.05),见图1。

2.2 3组CD19+B淋巴细胞的表达

3组血清CD19+B淋巴细胞百分比:对照组>子

痫前期组>妊娠期高血压组,但3组间比较差异无统

计学意义(P>0.05),见图2。

2.3 3组CD19+CD24hiCD38hi调节性B淋巴细胞的

表达

3组血清CD19+CD24hiCD38hi 调节性B淋巴细

胞百分比比较,差异有统计学意义(P<0.05);两两比
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较显示:对照组>妊娠期高血压组>子痫前期组,且
对照组与妊娠期高血压组、子痫前期组有明显差异

(P<0.05),妊娠期高血压组与子痫前期组无明显差

异(P>0.05),见图3。

2.4 3组血清IL-10的表达

3组血清IL-10表达水平:妊娠组>妊娠期高血

压组>子痫前期组,且两两比较差异均有统计学意义

(P<0.05),见图4。

  A:3组年龄比较;B:3组孕次比较;C:3组产次比较;D:3组BMI比较。

图1  3组一般资料比较

  A:3组CD19+B淋巴细胞百分比比较;B~C:流式细胞术分析CD19+B淋巴细胞在对照组、妊娠期高血压组及子痫前期组中的表达。

图2  3组CD19+B淋巴细胞的表达

  A:3组CD19+CD24hiCD38hi调节性B淋巴细胞百分比比较;B~D:流式细胞术分析CD19+CD24hiCD38hi调节性B淋巴细胞在对照组、妊娠

期高血压组及子痫前期组中的表达;a:P<0.05。

图3  3组CD19+CD24hiCD38hi调节性B淋巴细胞的表达

  a:P<0.05。

图4  3组血清IL-10表达水平比较

3 讨  论

妊娠期高血压疾病是妊娠期特有的一组疾病,其
中子痫前期以妊娠20周后出现高血压、蛋白尿和水

肿为特征。子痫前期经治疗母胎状况没有改善或病

情持续进展时,终止妊娠是最有效的治疗措施,因此

在确定发生原因方面取得的研究进展有限[6]。目前,
子痫前期的病理生理机制尚未明确,胎儿-母亲耐受性

障碍和免疫稳态的改变被广泛认为是其发生的主要

机制。已有大量证据表明,免疫细胞在子痫前期的发

生、发展中发挥作用[7-8]。正常妊娠期间,植入后不久

母胎界面出现强化的免疫浸润,以自然杀伤细胞为主
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(占蜕膜淋巴细胞总数的70%),其次是巨噬细胞(占

20%)、T淋巴细胞(占10%~20%)和罕见的树突状

细胞和B淋巴细胞[9]。其中B淋巴细胞是免疫反应

的谨慎协调者,这对维持胎儿-母体的耐受性至关重

要。调节性B淋巴细胞是一种具有免疫调节功能的

B淋巴细胞亚型,对人体健康和疾病有多种影响,其
通过各种细胞因子(如IL-10、IL-35)及细胞表面标志

物的表达发挥免疫耐受和调节作用[10]。
研究发现,CD19+B淋巴细胞水平在正常妊娠或

子痫前期患者中没有变化[11],这与本研究结果相似。
在本研究中妊娠期高血压组孕妇血清CD19+B淋巴

细胞也处于相对稳定状态。此外,本研究中妊娠期高

血压组及子痫前期组孕妇CD19+CD24hiCD38hi 调节

性B淋巴细胞百分比明显低于对照组。BLAIR等[12]

研究 表 明,人 外 周 血 中 可 分 泌 IL-10 的 CD19+

CD24hiCD38hi 调 节 性 B 淋 巴 细 胞 百 分 比 最 高。

ROLLE等[13]发现调节性B淋巴细胞在正常妊娠的

前3个月增强,可能通过产生抗炎因子IL-10抑制炎

症反应,有助于妊娠耐受环境的建立。在本研究中,
相较于对照组,妊娠期高血压组及子痫前期组孕妇外

周血血清IL-10水平降低。
已有研究表明,调节性B淋巴细胞可能通过调节

辅助性T淋巴细胞(Th)亚群 Th1/Th2和 Th17/调

节性T淋巴细胞(Treg)细胞平衡,在子痫前期的发生

中发挥作用[14]。调节性B淋巴细胞可诱导初代T淋

巴细胞分化为Th1和Th17。它们还可以通过调节树

突状细胞分泌细胞因子来影响Th1和Th17的分化。
此外,调节性B淋巴细胞还能分泌抑制性细胞因子,
如IL-10、IL-35和抑制性抗体[15]。其中,IL-10被证

明在子痫前期中失调,且其表达水平在疾病活动期降

低[15]。这表明子痫前期的全身炎症反应和内皮功能

障碍可能与IL-10缺乏相关,并最终导致免疫调节、促
炎环境和血管生成受损。临床上,靶向IL-10的治疗

方法可能为子痫前期提供新的选择。
在各种子痫前期动物模型中也类似地证明了IL-

10途径的失调[16-19]。此外,在子痫前期动物模型中使

用重组IL-10可改善子痫前期症状,并且没有其后代

发生不良反应的报道[20-21]。这为IL-10用于子痫前期

治疗的可能性提供了依据。重组IL-10安全且耐受性

良好,虽然在人体中的使用可能因半衰期短而受到限

制,但对于IL-10水平较低的子痫前期患者,IL-10药

物递送系统的研究可能具有重要意义。
综上所述,孕妇外周血CD19+CD24hiCD38hi调节

性B淋巴细胞及其分泌的IL-10改变可能与妊娠期

高血压的发生有关,利用围产期免疫调节特性来调节

B淋巴细胞的激活和功能,可能会成为一种新的治疗

方案。
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