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摘要： 目的　 探讨自然杀伤细胞（ＮＫ）对妊娠期糖尿病高脂血症患者的影响。 方法　 选择 ２０１２ 年 １ 月至 ２０１３ 年

１２ 月确诊的妊娠期糖尿病高脂血症患者 １０８ 例作为观察组，同期健康孕妇 １０８ 例作为对照组。 采用流式细胞术检

测 ＮＫ 细胞，ＥＬＩＳＡ 检测 γ 干扰素（ＩＦＮ⁃γ），全自动生化检测仪检测血糖、血脂各项指标。 分析和比较两组孕妇的

ＮＫ 细胞活性及血糖、血脂情况。 结果 　 与对照组比较，观察组的 ＮＫ 细胞数量、ＣＤ４ ＋ ／ ＣＤ３ ＋ 、ＣＤ４ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ 和

ＣＤ５６ ＋ ＋ ＣＤ４ ＋ ／ ＣＤ３ ＋ 水平均降低（Ｐ 均 ＜ ０􀆰 ０１）；ＣＤ８ ＋ ／ ＣＤ３ ＋ 、ＣＤ１９ ＋ ／ ＣＤ３ ＋ 、ＣＤ１８ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ 水平均升高（Ｐ 均 ＜
０􀆰 ０１）；ＣＤ２８ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ 水平与对照组无统计学差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 与对照组比较，观察组孕妇 ＩＬ⁃２ 水平降低（Ｐ ＜
０􀆰 ０１），ＩＬ⁃６ 水平升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＩＦＮ⁃γ 水平降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 观察组空腹血糖、餐后 ２ ｈ 血糖、糖化血红蛋白、体
质指数以及甘油三酯（ＴＧ）、总胆固醇（ＴＣ）、低密度脂蛋白胆固醇（ＬＤＬ⁃Ｃ）等水平均较对照组升高（Ｐ 均 ＜ ０􀆰 ０１），
高密度脂蛋白胆固醇 （ＨＤＬ⁃Ｃ） 水平较对照组降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 ＮＫ 细胞数量与 ＴＧ （ ｒ ＝ － ０􀆰 ６０３）、 ＴＣ （ ｒ ＝
－ ０􀆰 ５４１）、ＬＤＬ⁃Ｃ（ ｒ ＝ － ０􀆰 ４９８）均呈负相关（Ｐ 均 ＜ ０􀆰 ０５），与 ＨＤＬ⁃Ｃ 水平（ ｒ ＝ ０􀆰 ５３７）呈正相关（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　
妊娠期糖尿病孕妇的 ＮＫ 细胞数量减少、活性降低，可能通过改变不同表型细胞的含量参与免疫反应，引发其调节

血脂能力降低，影响妊娠糖尿病高脂血症的发生。
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　 　 自然杀伤细胞（ｎａｔｕｒｅ ｋｉｌｌｅｒ ｃｅｌｌ，ＮＫ）是机体先

天性免疫系统的组成部分，能快速诱导宿主免疫抵

抗，在抗肿瘤细胞、抗病原微生物中发挥重要作

用［１］，其通过产生细胞因子、趋化因子参与免疫反应

等［２ － ５］影响机体的血脂变化，本文观察 ＮＫ 细胞对妊

娠期糖尿病高血脂症的影响作用，现报告如下。

１　 资料与方法

１􀆰 １　 一般资料　 选择 ２０１２ 年 １ 月至 ２０１３ 年 １２ 月

在我院确诊的妊娠期糖尿病高脂血症患者 １０８ 例作

为观察组，年龄 ２４ ～ ３４ 岁，平均（２６􀆰 ２１ ± ３􀆰 １６）岁；
孕周 １２ ＋ ２ ～ ３６ ＋ ３周，平均孕周（２１􀆰 ０９ ± ４􀆰 ４８）周。 纳

入标准：均为妊娠期糖尿病高脂血症患者；无家族糖

尿病史；无心、脑、肝等器质性病变；均知情同意。 选

择同期健康的孕妇 １０８ 例作为对照组，年龄 ２３ ～
３５ 岁，平均（２６􀆰 ７８ ± ３􀆰 ３４）岁；孕周为 １２ ＋ ４ ～ ３６ ＋ ２周，
平均（２１􀆰 １８ ± ４􀆰 ３１）周。 分别检测和比较两组孕妇

的 ＮＫ 细胞活性及血糖、血脂情况。 两组孕妇年龄、
孕周等一般资料均衡（Ｐ 均 ＞ ０􀆰 ０５）。
１􀆰 ２　 流式细胞仪检测 ＮＫ 细胞的方法

１􀆰 ２􀆰 １　 效应细胞　 首先采集两组孕妇的外周血 ５ ～
８ｍｌ，玻璃珠抗凝，以聚蔗糖（ ｆｉｃｏｌｌ）常规分离外周血

单个核细胞（ＰＢＭＣ），ＰＢＳ 洗 ２ 遍，悬浮于 １０％ 的牛

血清 ＲＰＭＩ１６４０ 培养基中，于 １ ｈ 后收集悬浮细胞，在
显微镜下计数得到效应细胞浓度。
１􀆰 ２􀆰 ２　 靶细胞　 将 ＮＫ 细胞的天然靶细胞 Ｋ５６２（对
数期）悬浮于无血清培养基上，接种于 ２４ 孔板，抽取

纯化的 Ｐｅｇｆｐ⁃Ｎ１ 质粒 ２ μｇ 与阳离子脂质体 Ｘ⁃ｔｒｅｍｅ
ＧＥＮＥ Ｑ２ １２ μｌ 混合孵育 ５ ｍｉｎ 后加入 Ｋ５６２ 中，４ ｈ
后加入全培养基，７２ ｈ 后经 Ｇ４１８ 筛选，１０ ｄ 后阳性

筛选的细胞进行有限稀释法培养，７ ｄ 后得到稳定均

已表达的绿色荧光蛋白的 Ｋ５６２ 细胞。
１􀆰 ２􀆰 ３　 细胞亚型表面标志物及活性检测　 将得到的

效应细胞分别稀释为 ４ × １０６ ｍｌ、２ × １０６ ｍｌ、１ ×
１０６ ｍｌ、０􀆰 ５ × １０６ ｍｌ。 取浓度为 １ × １０５ ｍｌ 对数期

Ｋ５６２⁃ＥＧＦＰ 细胞与不同浓度的效应细胞分别按 １ ∶
４０、１∶ ２０、１∶ １０ 和 １∶ ５混合，每个效应比例设 ３ 复孔，
同时设靶细胞的自然释放孔、最大释放孔、培养基对

照孔、体系校正孔和效应细胞自然释放孔，２５０ ｇ 离心

４ ｍｉｎ，３７ ℃ ５％ ＣＯ２ 孵育箱培养 ０􀆰 ５、１、２ 和 ４ ｈ，加
入 １０ μｌ （１００ μｇ ／ ｍｌ） 的 ＰＩ 标记，上流式细胞仪

ＦＡＣＳ ｃａｌｉｂｅｒ（美国 ＢＤ 公司生产）进行分析，收集细

胞前散射光、侧向散射光、ＥＧＦＰ（绿色）和 ＰＩ（红色）
荧光，并以 ＦＡＣＳＤＩＶＥ 软件分析绿色或红色荧光的细

胞数，并通过反向设门取出细胞碎片。 所有细胞亚型

试剂盒均由 ＢＤ 公司生产。
１􀆰 ３　 外周血炎症因子和干扰素（ＩＦＮ）⁃γ 检测　 取两

组 ４ × １０６ ｍｌ ＰＭＢＣ，加入 １ｍｌ ＲＰＭＩ １６４０ 培养基（含
０􀆰 ２％ ＢＳＡ 和 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｈｅｐｅｓ），１ ０００ Ｕ 的白细胞介

素（ＩＬ）⁃２，孵育 ２４ ｈ，收集上清液，采用 ＥＬＩＳＡ 检测，
试剂由 ＧＭ 公司生产。
１􀆰 ４　 血糖与血脂检测方法 　 采用美国贝克曼 ２０１０
型全自动生化检测仪检测。 两组均空腹采集静脉血

５ ｍｌ，以酶偶联比色法测定血清甘油三酯（ＴＧ）、总胆

固醇（ＴＣ）、低密度脂蛋白胆固醇（ＬＤＬ⁃Ｃ）和高密度

脂蛋白胆固醇（ＨＤＬ⁃Ｃ）水平；空腹血糖采用葡萄糖

氧化酶法测定；糖化血红蛋白采用糖化血红蛋白仪测

定；胰岛素及胰岛素抗体采用放射免疫法测定，仪器

为 γ 放射免疫计数器。
１􀆰 ５　 统计学方法　 采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 统计软件进行分

析。 计量资料以 􀭰ｘ ± ｓ 表示，正态分布资料采用成组 ｔ
检验，非正态数据经对数转换为正态分布，再经反对

数计算；采用 Ｐｅｒｓｏｎ 相关进行相关性分析。 检验水

准为 α ＝０􀆰 ０５。

２　 结　 果

２􀆰 １　 两组孕妇 ＩＦＮ⁃γ、ＩＬ⁃２ 和 ＩＬ⁃６ 检测结果比较 　
与对照组比较，观察组孕妇 ＩＬ⁃２ 水平降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）；ＩＬ⁃６ 水平升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 观察组 ＩＦＮ⁃γ 为

（１􀆰 ３４ ± １􀆰 ９８）ｐｇ ／ ｍｌ，对照组 ＩＦＮ⁃γ 为（１􀆰 ６９ ± ２􀆰 ３１）
ｐｇ ／ ｍｌ，呈非正态分布，数据经对数转换为正态分布，
再经反对数计数其浓度，组间比较显示，观察组 ＩＦＮ⁃
γ 水平低于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 见表 １。
２􀆰 ２　 两组孕妇 ＰＢＭＣ 表型检测比较 　 与对照组比

较，观察组的 ＮＫ 细胞数量、 ＣＤ４ ＋ ／ ＣＤ３ ＋ 、 ＣＤ４ ＋ ／
ＣＤ８ ＋ 和 ＣＤ５６ ＋ ＋ ＣＤ４ ＋ ／ ＣＤ３ ＋ 水平均降低（Ｐ 均 ＜
０􀆰 ０１）；ＣＤ８ ＋ ／ ＣＤ３ ＋ 、ＣＤ１９ ＋ ／ ＣＤ３ ＋ 、ＣＤ１８ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ 水

平均升高（Ｐ 均 ＜ ０􀆰 ０１）；ＣＤ２８ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ 水平与对照组

比较无统计学差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 见表 ２。
２􀆰 ３　 两组孕妇 ＢＭＩ、血糖、血脂比较　 观察组空腹血

糖、餐后 ２ ｈ 血糖、糖化血红蛋白、体质指数（ＢＭＩ）以
及 ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬ⁃Ｃ 等水平均较对照组升高（Ｐ 均 ＜
０􀆰 ０１），ＨＤＬ⁃Ｃ 水平较对照组降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 见

表 ３。
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２􀆰 ４　 ＮＫ 细胞与血脂相关性分析　 ＮＫ 细胞、ＴＧ、ＴＣ、
ＬＤＬ⁃Ｃ 和 ＨＤＬ⁃Ｃ 均为正态分布的计量资料，对 ＮＫ
细胞数量与几项血脂指标的相关性采用 Ｐｅｒｓｏｎ 相关

性分析，结果显示，ＮＫ 细胞数量与 ＴＧ（ ｒ ＝ － ０􀆰 ６０３）、
ＴＣ（ ｒ ＝ － ０􀆰 ５４１）、ＬＤＬ⁃Ｃ 水平（ ｒ ＝ － ０􀆰 ４９８）均呈负

相关（Ｐ 均 ＜ ０􀆰 ０５），与 ＨＤＬ⁃Ｃ 水平（ ｒ ＝ ０􀆰 ５３７）呈正

相关（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

表 １　 两组孕妇 ＩＦＮ⁃γ、ＩＬ⁃２ 和 ＩＬ⁃６ 检测结果比较

（ｎ ＝ １０８，􀭰ｘ ± ｓ）

组别 ＩＬ⁃２（ｎｇ ／ Ｌ） ＩＬ６（ｎｇ ／ Ｌ） ＩＦＮ⁃γ（ｐｇ ／ ｍｌ）

观察组 ４５􀆰 ５３ ± １７􀆰 ０８ ８􀆰 ３８ ± ７􀆰 ９９ ５􀆰 ７３ ± １􀆰 ２１∗

对照组 ５７􀆰 ３８ ± １９􀆰 ７８ ７􀆰 ７９ ± ５􀆰 ４３ ６􀆰 ３７ ± ２􀆰 ０９∗

ｔ 值 ５􀆰 ９４８ ３􀆰 ８４３ ４􀆰 ２８２
Ｐ 值 ＜ ０􀆰 ０１ ＜ ０􀆰 ０１ ＜ ０􀆰 ０１

　 　 注：∗表示数据经对数转换再经反对数计算的结果。

表 ２　 两组孕妇 ＰＢＭＣ 表型检测比较　 （ｎ ＝ １０８，％ ，􀭰ｘ ± ｓ）

组别 ＮＫ 细胞数量 ＣＤ４ ＋ ／ ＣＤ３ ＋ ＣＤ８ ＋ ／ ＣＤ３ ＋ ＣＤ４ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ ＣＤ１８ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ ＣＤ１９ ＋ ／ ＣＤ３ ＋ ＣＤ２８ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ ＣＤ５６ ＋＋ＣＤ４ ＋ ／ ＣＤ３ ＋

观察组 ２２􀆰 ９８ ± ７􀆰 ５６ ３５􀆰 ２３ ± ４􀆰 ８９ ２７􀆰 ５４ ± ４􀆰 ６７ １􀆰 ２２ ± ０􀆰 ７４ ６６􀆰 １１ ± ８􀆰 １４ １９􀆰 ８７ ± ６􀆰 １２ ６０􀆰 ３３ ± ７􀆰 ６７ １７􀆰 ６５ ± ６􀆰 ９６
对照组 ２９􀆰 ５６ ± ７􀆰 ６４ ３８􀆰 ３１ ± ５􀆰 ０９ ２４􀆰 ５９ ± ４􀆰 ７３ １􀆰 ５１ ± ０􀆰 ６５ ５４􀆰 ２３ ± ９􀆰 ７８ １１􀆰 ６５ ± ５􀆰 ６７ ６１􀆰 ４３ ± ７􀆰 ７３ ２２􀆰 ２３ ± ７􀆰 ７５
ｔ 值 ４􀆰 ０３９ ４􀆰 ８３２ ４􀆰 ７５６ ３􀆰 ３６８ １１􀆰 ０３９ ８􀆰 ３８５ ０􀆰 ５７４ ６􀆰 ９４８
Ｐ 值 ＜ ０􀆰 ０１ ＜ ０􀆰 ０１ ＜ ０􀆰 ０１ ＜ ０􀆰 ０１ ＜ ０􀆰 ０１ ＜ ０􀆰 ０１ ＞ ０􀆰 ０５ ＜ ０􀆰 ０１

表 ３　 两组孕妇 ＢＭＩ 和血糖、血脂相关指标比较　 （ｎ ＝ １０８，ｍｍｏｌ ／ Ｌ，􀭰ｘ ± ｓ）

组别 空腹血糖 餐后 ２ｈ 血糖 糖化血红蛋白（％） ＢＭＩ（ｋｇ ／ ｍ２） ＴＧ ＴＣ ＬＤＬ⁃Ｃ ＨＤＬ⁃Ｃ

观察组 ９􀆰 ９０ ± ２􀆰 ６４ １５􀆰 ３１ ± ３􀆰 ０９ ９􀆰 ５９ ± １􀆰 ７３ ２９􀆰 １２ ± ６􀆰 ６５ ２􀆰 ９８ ± ２􀆰 ２７ ６􀆰 ２１ ± ２􀆰 ０４ ２􀆰 ９８ ± ０􀆰 ７８ １􀆰 ２８ ± ０􀆰 １９
对照组 ７􀆰 ９７ ± １􀆰 ９９ ９􀆰 ３４ ± ２􀆰 ０７ ６􀆰 ８７ ± １􀆰 ０３ ２６􀆰 ５４ ± ４􀆰 ２１ １􀆰 ４５ ± １􀆰 ８８ ５􀆰 ８２ ± １􀆰 ４７ ２􀆰 ２２ ± ０􀆰 ４３ １􀆰 ５３ ± ０􀆰 ８８
ｔ 值 ６􀆰 ９８５ １２􀆰 ０３９ ６􀆰 ２６１ ７􀆰 ００３ ５􀆰 ０３０ ４􀆰 ３１８ ３􀆰 １０４ ４􀆰 ０１２
Ｐ 值 ＜ ０􀆰 ０１ ＜ ０􀆰 ０１ ＜ ０􀆰 ０１ ＜ ０􀆰 ０１ ＜ ０􀆰 ０１ ＜ ０􀆰 ０１ ＜ ０􀆰 ０１ ＜ ０􀆰 ０１

３　 讨　 论

妊娠糖尿病是指妊娠期发生或首次发现的不同

程度的糖代谢异常［６ － ８］，其发病机制目前考虑与胰岛

素抵抗、激素分泌异常、细胞因子、基因等［７ － ９］密切相

关，人体的内分泌、免疫和神经系统之间可通过相同

的肽类激素和共同的受体相互影响，高血糖状态亦可

使机体免疫稳定性遭到破坏，导致胰岛素抵抗，使机

体脂肪、蛋白质等代谢异常因而发生高脂血症［１０ － １２］。
ＮＫ 细胞是一群异质性多功能的免疫细胞，其细

胞活性是评价固有性免疫应答的指标之一，是非特异

免疫中最主要细胞，可在免疫早期无需预先致敏，迅
速产生细胞因子和趋化因子，如杀伤介质穿孔素、细
胞因子 ＩＬ⁃２、ＩＬ⁃６、ＩＦＮ⁃γ 等，上述细胞因子既能促进

Ｔ 细胞的增殖、分化和成熟，且能增强 ＮＫ 细胞自身

的活性；又可因 ＮＫ 细胞能杀伤胸腺中未成熟 Ｔ 细

胞，影响 Ｂ 细胞发育，抑制 Ｂ 细胞的增殖，杀伤或抑

制树突细胞而干扰抗原提呈，使抗体形成受抑制。
ＮＫ 细胞通过对巨噬细胞、粒细胞、树突细胞的调节

作用而控制天然免疫，作用于 ＣＤ４ ＋ 细胞和 ＣＤ８ ＋ 细

胞以强化特异性免疫［１３］。 有报道发现 ＮＫ ／ Ｔ 细胞在

ｌ 型糖尿病患者和非肥胖糖尿病小鼠中存在着数量

和功能上的缺陷［１４］，因此 ＮＫ ／ Ｔ 细胞可干预胰岛自

身免疫反应的发展并防止糖尿病的发生。
本研究发现， 观 察 组 ＮＫ 细 胞 数 量、 ＣＤ４ ＋ ／

ＣＤ３ ＋ 、ＣＤ４ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ 和 ＣＤ５６ ＋ ＋ ＣＤ４ ＋ ／ ＣＤ３ ＋ 较对照

组水平均降低，ＣＤ８ ＋ ／ ＣＤ３ ＋ 、ＣＤ１９ ＋ ／ ＣＤ３ ＋ 、ＣＤ１８ ＋ ／
ＣＤ８ ＋ 水平较对照组均升高。 ＮＫ 细胞表达 ＣＤ５６ ＋ 和

ＣＤ４ ＋ ，而不表达 ＣＤ３３ ＋ ［１４］，本研究结果中 ＣＤ５６ ＋ ＋
ＣＤ４ ＋ ／ ＣＤ３ ＋ 降低，且 ＰＭＢＣ 培养上清液中 ＩＦＮ⁃γ 水

平降低，均提示 ＮＫ 细胞活性降低。 由于 ＮＫ 细胞活

性降低抑制细胞的增殖、分化和成熟，导致 ＣＤ４ ＋ ／
ＣＤ３ ＋ 降低， ＣＤ８ ＋ ／ ＣＤ３ ＋ 升高， ＣＤ４ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ 比值异

常，当 ＮＫ 细胞活性降低，使上述细胞的免疫监视、抗
原提呈、免疫调节和分泌功能异常［１５］，出现 ＩＬ⁃２ 水平

的下降。 ＩＬ⁃２ 为炎症因子，可激活 Ｔ 细胞核因子 ４，
选择性抑制脂联素的表达，因此其含量下降可导致脂

联素水平升高，从而使胰岛素敏感性增高，使机体血

糖异常和血脂代谢紊乱［１３］。
ＮＫ 细胞通过细胞毒作用和分泌细胞因子参与

机体免疫反应，当发生妊娠糖尿病时可能通过抑制

ＮＫ 细胞增殖和促进 ＮＫ 细胞凋亡两个途径导致 ＮＫ
细胞数量的减少，这是导致孕妇外周循环中 ＮＫ 细胞

活性降低和数量减少的重要机制。 本研究观察组与

正常对照组比较，其 ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬ⁃Ｃ 含量升高，ＨＤＬ⁃Ｃ
含量降低，相关性分析发现，ＮＫ 细胞与 ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬ⁃
Ｃ 水平均呈负相关，与 ＨＤＬ⁃Ｃ 水平呈正相关。

综上所述，妊娠期糖尿病孕妇的 ＮＫ 细胞数量减

少、活性降低，可能通过改变不同表型细胞的含量，参
与免疫反应，引发其调节血脂能力降低，成为影响妊

娠糖尿病高脂血症发生的重要因素。
（下转第 ５５５ 页）
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