
胚胎着床是一个母胎相互识别、相互融合的复

杂过程。一方面胚胎滋养细胞表达胚胎抗原并分

泌细胞因子，以逃避母体免疫系统的攻击；另一方

面母体蜕膜特征性的免疫细胞富集，形成母胎界面

独特的免疫微环境，有利于胚胎着床。自然杀伤

（natural killer，NK）细胞、调节性T细胞（regulatory T
cells，Treg）都是其中重要的免疫细胞。围着床期母

胎免疫调节的任一环节失常都可能造成种植失败。

反复种植失败（repeated implantation failure，
RIF）已经成为阻碍妊娠率进一步提高的瓶颈问题，

日益受到生殖医学界的广泛关注。RIF是指年龄＜

40岁的不孕患者，接受≥3个新鲜胚胎移植周期或

者冻融胚胎移植周期，且累计移植≥4枚优质胚胎而

未能临床妊娠［1］。其中，免疫因素是造成不明原因

反复种植失败的一个重要原因。

临床上采用静脉滴注免疫球蛋白来治疗免疫

相关的复发性自然流产（recurrent spontaneous abor⁃
tion，RSA）及RIF，疗效尚可［2］。但是由于免疫球蛋

白是血源性制品，仍然有可能存在血源传染疾病的

风险，而且免疫球蛋白药价昂贵，所以临床使用的

范围很小。脂肪乳是以大豆为基础组成的水包油

型注射液，可以调节身体免疫系统，并且使用安全、

价格低廉，具有一定的应用前景。国内外多篇文献

报道，脂肪乳替代免疫球蛋白对RIF及RSA患者进

行治疗，可以显著降低患者静脉外周血NK细胞比

例及毒性、抑制促炎细胞因子的产生，提高临床妊

娠率［3-4］。

在胚胎植入和妊娠期间，Treg被认为可以抑制

NK细胞介导的免疫反应。外周血及子宫蜕膜的

Treg受损会导致NK细胞数量与毒性升高［5］。那么，

脂肪乳治疗是否可以改善RIF患者外周血Treg水平

呢？本研究拟对RIF患者行静脉脂肪乳治疗，观察

其对外周血Treg细胞比例的影响。

1 对象和方法

1.1 对象

选择 2016年 5—12月在本中心行辅助助孕的

RIF患者 75例，年龄（33.56±4.25）岁，基础卵泡刺
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激素（follicle ⁃ stimulating hormone，FSH）为（7.81 ±
2.79）U/L，既往移植失败周期数为（4.28±1.59）个，既

往移植胚胎数为（6.63±2.17）枚。纳入标准：①年龄

＜40岁；②本中心接受≥3个新鲜胚胎移植周期或者

冻融胚胎移植周期，且累计移植≥4枚优质胚胎而未

能临床妊娠者；③夫妻双方染色体正常。排除标准：

①子宫畸形、子宫腺肌病、宫腔形态异常；②自身免疫

性抗体：抗核抗体、抗甲状腺抗体、抗心磷脂抗体、

抗β2⁃糖蛋白1抗体异常；③内分泌科及代谢性疾病：

高血压、糖尿病、心脏病、甲状腺功能异常等；④移植

日子宫内膜厚度＜7 mm。本研究经本院伦理委员会

审核批准，所有患者均知情同意。

1.2 方法

1.2.1 治疗方案及观察指标

给予RIF患者静脉滴注体积分数 20%脂肪乳

250 mL，每周1次，共3周。治疗前后分别用流式细

胞技术检测外周血 Treg细胞亚群比例。本研究前

期对正常育龄期女性外周血中 Treg细胞比例进行

了检测分析，确定本中心外周血中Treg比例正常范

围为 2.00%~5.28%［6］。以此为标准将RIF患者分为

Treg比例正常组与Treg比例异常组。

1.2.2 流式细胞学分析

收集清晨空腹静脉血 3 mL（EDTA 抗凝）。拟

对Treg胞内标志物进行染色，首先用 anti⁃CD4⁃FITC
单克隆抗体和 anti⁃CD25⁃APC单克隆抗体（Affyme⁃
trix公司，美国）对外周血细胞进行染色，然后用anti⁃
Foxp3单克隆抗体（eBioscience公司，美国）固定、渗

透和染色。最后使用 FACSCanto流式细胞仪（BD
Biosciences公司，美国）进行检测。将CD4+ T细胞设

门，以 Foxp3 为纵坐标，CD25 为横坐标圈出 CD4+

CD25+Foxp3+Treg细胞群。检测CD4+ T细胞亚群中

CD4+CD25+Foxp3+细胞的百分比，从而间接反映Treg
亚群的细胞数目。

1.3 统计学方法

所有数据均用 GraphPad Prism 5 软件进行分

析。计量指标经正态性检验后采用均数±标准差

（x ± s）表示。使用配对样本 t检验分析RIF患者治

疗前后Treg细胞比例改变。P＜0.05为差异有统计

学意义。

2 结 果

2.1 RIF患者脂肪乳治疗前后外周血 Treg亚群比

例变化

75例RIF患者经静脉脂肪乳治疗后，外周血中

Treg亚群比例为（2.46±1.23）%，较治疗前的（2.30±
0.83）%虽有上升，但差异无统计学意义（P＞0.05，
图 1）。

2.2 Treg比例正常组与异常组患者脂肪乳治疗前

后外周血Treg细胞亚群比例变化

治疗前外周血 Treg亚群比例正常的RIF患者

40例，进一步观察这40例患者脂肪乳治疗后外周血

Treg亚群比例变化。结果显示，静脉脂肪乳治疗后，

该组 RIF 患者外周血中 Treg 亚群比例为（2.70±
1.54）%，较治疗前的（2.85±0.74）%差异无统计学意

义（P > 0.05，图2A）。该40例患者后续行冻融胚胎移

植，生化妊娠 1 例，临床妊娠 17 例，临床妊娠率

42.5%。其中，早期自然流产 3 例，自然流产率

17.6%；活产14例，活产率35%。

治疗前外周血 Treg亚群比例异常组RIF患者

35例，进一步观察这35例患者脂肪乳治疗后外周血

Treg亚群比例变化。结果显示，静脉脂肪乳治疗后，

该组 RIF 患者外周血中 Treg 亚群比例为（2.18±
0.64）%，较治疗前的（1.63±0.29）%显著上升，差异

有统计学意义（P < 0.001，图2B）。该35例患者后续

行冻融胚胎移植，生化妊娠1例，临床妊娠18例，临

床妊娠率51.4%。其中，异位妊娠1例，异位妊娠率

5.6%；早期自然流产 2例，自然流产率 11.1%；活产

15例，活产率 42.9%。临床妊娠率、自然流产率、活

产率均与外周血Treg细胞亚群比例正常的RIF患者

无显著性差异。

3 讨 论

良好的胚胎种植与妊娠维持有赖于良好的子

宫内膜容受性。胚胎之所以能够植入子宫内膜，主

要是母⁃胎接触面能够出现一种暂时性、高强度的免

疫耐受状态。Schumacher等［7］研究显示，母体“短时

期”内出现的这种对胚胎显著免疫耐受、避免自身

免疫疾病发生的能力，是以CD4+CD25+ Foxp3+ Treg

15

10

5

0CD
4+ CD

25+ Fo
xp3

+ 细
胞

百
分

比
（
%） P＞0.05（n=75）

治疗前 治疗后

图1 所有RIF患者脂肪乳治疗前、后外周血Treg比例

第40卷第8期
2020年8月

邢 俊，周建军，王 玢，等. 长链脂肪乳对反复种植失败患者外周血Treg细胞比例失衡的
调节作用［J］. 南京医科大学学报（自然科学版），2020，40（8）：1198-1201 ··1199



南 京 医 科 大 学 学 报

第40卷第8期
2020年8月

出现在子宫内膜后获得的，说明Treg在妊娠耐受的

建立和维持中发挥重要作用。

CD4+CD25+Foxp3+Treg是一类具有免疫应答负

调节功能的 CD4+T 淋巴细胞亚群，是机体维持外

周 T细胞内环境稳定和调节免疫耐受状态的重要

因子［8-9］，在妊娠母胎界面免疫调节中发挥重要作

用。Zhou等［10］研究显示，体外受精患者外周血Treg
水平与妊娠结局呈正相关性。Ghaebi等［11］研究显

示，RIF患者外周血Treg比例显著低于正常生育女

性。本课题组前期研究发现，宫腔灌注人绒毛膜促

性腺激素（human chorionic gonadotrophin，hCG）能提

高RIF患者种植窗期外周血Treg比例，诱导免疫耐

受，促进胚胎植入，降低流产率［12］。在胚胎植入和

怀孕期间，Treg已经被证实能抑制NK细胞介导的

免疫反应，外周血及子宫蜕膜的Treg细胞受损会导

致 NK细胞数量与毒性升高［5］。可能的机制包括

Treg可以抑制NK细胞的稳态增殖、细胞毒性和白

细胞介素（interleukin，IL）⁃12介导的γ⁃干扰素（inter⁃
feron⁃γ，IFN⁃γ）的产生。

脂肪乳是以大豆为基础组成的水包油型注射

液，能调节身体免疫系统。目前研究认为，脂肪乳

的潜在作用机制可能是调节NK细胞数量、功能和

促进滋养层侵入性生长［13］，逆转过度激活的免疫反

应，促进免疫耐受与免疫平衡［14］。Roussev等［15］对

275例外周血NK细胞升高的RSA患者的血样品分

别使用免疫球蛋白、脂肪乳以及人类白细胞抗原G
（human leukocyte antigen⁃G，HLA⁃G）进行分析处理，

结果提示，3种处理方法均可在体外抑制NK细胞毒

性。Roussev等［3］对 50例外周血NK细胞异常升高

的患者静脉滴注脂肪乳并监测NK细胞水平，结果

提示治疗后所有患者NK细胞均降至正常水平，并

且该抑制作用可持续 4~9周。Coulam等［16］报道，对

外周血NK细胞升高的RSA患者分别给予脂肪乳或

免疫球蛋白治疗，结果提示2种药物均可降低患者流

产率，疗效并无统计学差异。Singh等［17］对 105例

RIF患者的随机对照试验显示，静脉脂肪乳治疗的

患者胚胎种植率及活产率显著提高。黄琳等［18］对

283例由于NK细胞升高所导致的RSA的孕妇，用脂

肪乳替代免疫球蛋白进行治疗，张力鹏等［19］对94例
此类患者用脂肪乳联合环孢素A替代免疫球蛋白进

行治疗，均显著降低患者静脉外周血NK细胞比例，

提高临床妊娠率，疗效显著。

脂肪乳治疗可以促进免疫耐受与免疫平衡，这

一作用有可能通过调节NK细胞数量及功能改善子

宫内膜免疫微环境及其他机制来实现。同时，免疫

调节细胞 Tregs已经被证实能抑制NK细胞介导的

免疫反应。那么，脂肪乳治疗是否可以改善RIF患

者外周血Treg水平呢？目前，国内外尚无脂肪乳治

疗对RIF患者外周血Treg水平调节的相关研究。本

研究结果显示，脂肪乳治疗可以上调外周血低下的

Treg比例，改善免疫调节，诱导免疫耐受，可能在促

进胚胎植入、提高临床妊娠率中发挥作用。但即便

如此，对RIF患者使用脂肪乳治疗也应当谨慎和指

征明确。本研究结果显示，脂肪乳仅能上调外周血

低Treg患者的外周血Treg比例，但对所有RIF患者的

外周血Treg水平无明显改善。这或许可以解释有研

究认为的脂肪乳不能提高RIF患者的活产率［20］，可能

与其未进行分组研究相关。未进行分组，对所有

RIF患者一律使用外周血脂肪乳治疗，是不合适

的。外周血的脂肪乳治疗或许是对一类患者有效，

而非全部。

考虑到脂肪乳治疗需要多次静脉输液，部分患

者接受度欠佳，在完成本部分治疗研究后，近3年我

中心亦在探索针对RIF患者免疫失衡的其他药物及

治疗途径。但不可否认，脂肪乳治疗是一种可靠、

安全、经济的治疗方法，对外周血低 Treg患者的免

疫调节效果显著。在后期工作中，我们将进一步扩

大脂肪乳治疗样本量并探索其他治疗方法，以寻找

患者接受度更好、效果更佳的免疫调节方案。
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