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CD4+ CD25+Treg和Foxp3mRNA表达对妊娠期糖尿病母亲婴儿的意义
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【摘要】 目的  探讨妊娠期糖尿病母亲婴儿CD4+CD25+Treg及Foxp3mRNA的表达及意义。方法  将60例足月新生儿分为两组。30例实验组为妊娠期糖尿病母亲婴儿，30例对照组为健康新生儿。检测两组Treg比例及Foxp3mRNA表达水平。结果  实验组Treg比例（3.7507±1.24942）%，对照组Treg比例（2.9713±1.53691）%，P=0.035＜0.05，两组差异有统计学意义；对照组Foxp3 mRNA平均秩次21.22，实验组Foxp3 mRNA平均秩次39.78，P=0.000<0.05，二者差异有统计学意义；对照组CD4+CD25+Treg与Foxp3 mRNA，相关系数0.564，P=0.001<0.01，二者正相关，实验组CD4+CD25+Treg与Foxp3 mRNA，相关系数0.775，P=0.000<0.01，二者正相关。结论  妊娠期糖尿病母亲婴儿CD4+CD25+Treg及Foxp3mRNA高表达，可导致免疫失衡。
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Significance of CD4 CD25 Treg and Foxp3mRNA Expression in Infants with Gestational Diabetes Mellitus
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[Abstract] Objective  To investigate the expression and significance of CD4+CD25+Treg and Foxp3mRNA in infants with gestational Diabetes Mellitus. Methods  60 full-term newborns were divided into two groups. 30 cases of experimental group were gestational diabetes mellitus mother infants and 30 cases of control group were healthy newborns. The ratio of Treg and the expression of Foxp3mRNA in two groups were measured. Results The ratio of Treg in the experimental group was (3.7507±1.24942), and the proportion of Treg in the control group was (2.9713±1.53691). The difference between the two groups was statistically significant, the average rank of Foxp3 mRNA in the control group was 21.22, the average rank of Foxp3 mRNA in the experimental group was 39.78 P=0.000< 0.05, the difference between the two groups was statistically significant, the CD4+CD25+Treg in the control group was significantly different from that in the Foxp3 mRNAs, and the correlation coefficient was 0.564, P=0.001<0.01. The correlation coefficient between CD4+CD25+ Treg and Foxp3 mRNAs in the experimental group was 0.775, P=0.000<0.01, which was positively correlated with that of Foxp3 mRNAs. Conclusion High expression of CD4 CD25 Treg and Foxp3mRNA in infants with gestational diabetes mellitus may lead to immune imbalance.
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根据CD4+T细胞表面分子CD25表达水平的不同，可将其分为CD4+CD25low的Teff和CD4+CD25high的Treg。前者促进免疫炎症反应，后者是一种具有免疫抑制作用的细胞群[1]。CD4+CD25+Treg来源包括自然产生（nTreg）和诱导产生（iTreg）[2]。活化的CD4+CD25+Treg主要通过细胞接触抑制的方式抑制T细胞的活化和增殖[3]。激活的CD4+CD25+Treg可以杀伤CD4+和CD8+T细胞，减少T细胞活化；抑制抗原提呈细胞，使其不能激活效应T细胞；抑制幼稚T细胞向效应T细胞转化，而向Treg转化。近年研究发现，Foxp3+特异高表达于CD4+CD25+Treg表面，没有它的调节，将导致Treg缺乏及免疫调节功能紊乱[4]。Hori[5]等最近的实验证实，将携带Foxp3基因的反转录病毒感染未活化的CD4+CD25-T细胞，可使CD25-T细胞的表型特征及功能特点与CD25+Treg细胞极为相似，因此Foxp3mRNA是与CD4+CD25+Treg产生和功能机制相关的关键因素。
1  资料与方法
1.1  病例选择：
将60例足月新生儿分为两组。30例（对照组）为健康足月新生儿。30例（实验组）为妊娠期糖尿病母亲婴儿：母亲均符合妊娠期糖尿病诊断标准，排除母亲孕前糖尿病史、妊娠期高血压、甲亢、贫血、感染、结缔组织病等情况；其中新生儿低血糖23例，治疗后血糖均恢复正常；感染方面，新生儿肺炎13例，尿路感染1例，新生儿坏死性小肠结肠炎3例，新生儿败血症3例，不明原因细菌感染4例，感染比例达80%。感染病例住院期间出现气促、呼吸困难、青紫、血氧饱和度下降、腹胀、呕吐、消化道出血等表现，除外先天心脏病、肠道闭锁等先天发育异常情况，经治疗后，均治愈出院，无死亡病例。两组在性别、胎龄、体质量等方面差异无统计学意义，具有可比性。
1.2  实验方法
1.2.1  外周血Treg%检测：
两组均于出生24 h内抽取外周静脉血2 mL加入肝素抗凝管。每1 mL全血先后加25 μL T-Cell Xtend溶液、Ficoll淋巴细胞分离液上层。离心22 min（低速冷冻离心机，型号KDC-2046）后弃上清液，先后加入1 mL AIM-V培养液、0.5 mLAIM-V培养液重悬细胞。在培养板分别加入50 μL AIM-V液，抗原A，抗原B和阳性对照液，再加入细胞稀释工作液100 μL。在培养板上加入50 μL酶标工作液，每孔加底物工作液50 μL，室温反应7 min。以蒸馏水冲洗终止反应，干燥后上机检测。统计PVDF膜上的斑点数目，除以加入孔内的细胞总数，计算出Treg比例。 
1.2.2  外周血Foxp3mRNA相对表达水平检测：
两组均于出生24 h内抽取外周静脉血2 mL加入肝素抗凝管。①核酸提取步骤：a.RNA提取：取抗凝血500 μL，放入到离心管中，加入红细胞裂解液，振荡混匀，收集沉淀；先后加入1 mL核酸提取液、200 μL氯仿，离心5 min；吸取上层液体，先后加入异丙醇、75%乙醇，离心，弃上清，加入RNA-free的DEPC水溶解沉淀，得到样本RNA。b.RNA逆转录：在20 μL体系中配置RT反应液。②荧光定量：取2 μL DNA加入到18 μL Real Time PCR反应体系中，收集溶解曲线。③实验数据：以Foxp3的拷贝数平均值为A，以内参actin的拷贝数平均值为B，I=A/B，比较I数值大小则可比较样本中Foxp3的相对表达水平。
1.3  统计学方法：
采用SPSS22.0统计软件包进行数据处理，Treg组间比较采用独立样本t检验，以 P＜0.05为差异有统计学意义。Treg与Foxp3mRNA采用spearman双变量相关分析，P＜0.01为差异有统计学意义。
2  结  果
2.1  两组Treg比例比较：
Treg%为正态分布，独立t检验显示二者方差相等（P=0.161>0.05），实验组Treg比例（3.7507±1.24942）%，对照组Treg比例（2.9713±1.53691）%，t=-2.155，P=0.035（P＜0.05），二者差异有统计学意义。见表1。
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	项目 
	对照组（n=30）
	实验组（n=30）
	t值
	P值

	Treg%
	2.9713±1.53691
	3.7507±1.24942
	-2.155
	0.035


2.2  两组Foxp3mRNA比较：
Foxp3mRNA相对表达水平呈非正态分布，利用非参数检验Mann-Whitney U检验，对照组平均秩次21.22，总秩次636.5，实验组平均秩次39.78，总秩次1193.5，P=0.000<0.05，二者差异有统计学意义。见表2。
表2   两组Foxp3mRNA比较
	项目 
	对照组（n=30）
	实验组（n=30）
	Mann-Whitney U
	Wilcoxon W
	Z
	P值

	Foxp3mRNA
	21.22
	39.78
	171.500
	636.500
	-4.118
	0.000


2.3  两组Treg与Foxp3mRNA相关分析：
spearman相关分析显示对照组Treg与Foxp3mRNA正相关，相关系数0.564，P=0.001<0.01。实验组Treg与Foxp3mRNA正相关，相关系数0.775，P=0.000<0.01。见表3。
表3   两组CD4+CD25+Treg与Foxp3mRNA相关分析
	组别 
	r
	P值

	对照组（n=30）

	0.564
	0.001

	实验组（n=30）
	0.775
	0.000


3  讨  论
近年来，关于CD4+CD25+Treg免疫调节的研究引起业界广泛关注，其主要功能是抑制排斥反应及影响T细胞的功能等，其细胞表面特异性高表达叉头状或翅膀状螺旋转录因Foxp3mRNA，被认为是其细胞发育及启动抑制功能的关键基因，在一定程度上可反映Treg的水平和功能活性[1]。
叶学和[6]、张美娟及陈真[7]等研究指出，Treg数量或者功能缺陷破坏了机体效应性T细胞和Treg之间的平衡，使平衡向着效应性T细胞激活、扩增方向倾斜，进而导致自身免疫病。新生儿非特异性及特异性免疫功能本身就较年长儿低下，CD4+CD25+Foxp3+Treg在新出生糖尿病母亲婴儿外周血中高表达，可能降低效应T细胞的活化与增殖，并且可导致幼稚T细胞向Treg转化，阻止其向效应T细胞转化，因此Treg升高可能是糖尿病母亲婴儿感染机率增加的重要原因。
刘西凤[8]等研究表明，Treg发挥免疫调节、保护胰岛细胞的作用。Arpaia等研究指出，1型糖尿病患者接受直接输注Treg的干预后，其C肽水平升高，胰岛细胞功能得到改善。糖尿病母亲婴儿多数有低血糖情况，Treg高表达，可能刺激胰岛细胞过度分泌胰岛素，引起新生儿低血糖，另一现象，大多数低血糖患儿经补充葡萄糖对症处理后，低血糖很快纠正，故考虑糖尿病母亲婴儿Treg高表达是否为一过性，随着新生儿年龄增长及自身代谢调节改变，Treg表达水平渐恢复正常水平。
当然，本研究例数偏少，数值可能存在偏差，存在不足的地方，以后需更多的研究数据支持这一理论。
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