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新生儿脐血细胞因子Elafin、IL-18、IFN-γ/
IL-4与HBV宫内感染的相关性研究

万毅，谢明月，唐云，张丽娇

（攀枝花市妇幼保健院 保健部，四川 攀枝花 617000）

摘要：目的 研究新生儿脐血细胞因子弹性蛋白酶特异性抑制物（Elafin）、白细胞介素18（IL-18）、γ-干

扰素（IFN-γ）/白细胞介素4（IL-4）与乙型肝炎病毒（HBV）宫内感染的相关性。方法 选取2016年5月—2019年

5月攀枝花市妇幼保健院收治的HBV携带产妇分娩的新生儿96例。其中，31例发生HBV宫内感染新生儿作为宫

内感染组，65例未感染新生儿作为宫内未感染组。另选取同期该院非HBV携带且健康产妇分娩的新生儿90例作

为对照组。比较3组脐血Elafin、IL-18、IFN-γ、IL-4水平及IFN-γ/IL-4，分析新生儿宫内感染影响因素、脐

血因子之间关联性及与HBV-DNA载量相关性。结果 宫内感染组Elafin、IL-18、IFN-γ、IFN-γ/IL-4低于宫

内未感染组、对照组，IL-4高于宫内未感染组、对照组（P <0.05）。宫内感染组与宫内未感染者组产妇HBV大三阳、

羊水情况、阴道流血史的比较，差异有统计学意义（P <0.05）。产妇HBV大三阳［ÔR=3.125（95% CI：2.379，4.105），

P<0.05］、产妇羊水浑浊［ÔR=2.781（95% CI：2.041，3.790），P<0.05］、产妇阴道流血史［ÔR=2.389（95% CI：1.816，

3.144），P <0.05］、Elafin［ÔR=0.574（95% CI：0.405，0.813），P <0.05］、IL-18［ÔR=0.529（95% CI：0.352，

0.796），P <0.05］、IFN-γ/IL-4［ÔR=0.475（95% CI：0.440，0.512），P <0.05］是新生儿HBV宫内感染的影响

因素。Elafin与IL-18呈正相关（r =0.649，P <0.05），IFN-γ/IL-4与Elafin、IL-18呈正相关（r =0.529和0.499，

P <0.05）。HBV-DNA载量≥ 1.00×104copies/ml患者Elafin、IL-18、IFN-γ/IL-4 水平较< 1.00×104copies/ml患

者低（P <0.05）。Elafin、IL-18、IFN-γ/IL-4与HBV-DNA载量呈负相关（r =-0.601、-0.556 和-0.712，均 P <

0.05）。结论 Elafin、IL-18、IFN-γ/IL-4在新生儿宫内感染中呈异常表达，并与HBV-DNA载量密切相关。
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The relationship of elafin, IL-18, and IFN-γ/IL-4 ratio in the cord
blood of neonates with HBV intrauterine infection
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Abstract: Objective To investigate the relationship of elafin, interleukin-18 (IL-18), and γ-interferon (IFN-γ)/

IL-4 ratio in the cord blood of neonates with intrauterine infection of hepatitis B virus (HBV). Methods Ninety-six

neonates born to mothers who were carriers of HBV from May 2016 to May 2019 in our hospital were selected as

observation group. Among them, 31 cases suffered from HBV intrauterine infection. In addition, 90 healthy neonates

born to mothers who were not carriers of HBV during the same period were enrolled as the control group. The levels of

elafin, IL-18, IFN-γ, IL-4 and IFN-γ/IL-4 ratio in umbilical cord blood of the three groups were compared, and the

correlation among these factors and their relationship with HBV-DNA load as well as the influencing factors for HBV

临床研究·论著

DOI: 10.3969/j.issn.1005-8982.2021.18.018

文章编号：1005-8982（2021）18-0088-07

收稿日期 ：2021-03-24

·· 88



第 18 期 万毅，等：新生儿脐血细胞因子Elafin、IL-18、IFN-γ/IL-4与HBV宫内感染的相关性研究

intrauterine infection were analyzed. Results The levels of elafin, IL-18, IFN-γ, and IFN-γ/IL-4 ratio were lower,

but IL-4 level was higher in the cord blood of the neonates with intrauterine infection born to mothers who were

carriers of HBV compared with the neonates without intrauterine infection born to mothers who were carriers of

HBV and healthy neonates born to mothers who were not carriers of HBV (P < 0.05). The incidence of maternal

combined positive hepatitis B surface antigen, hepatitis B e-antigen and hepatitis B core antibody, amniotic fluid

turbidity, and history of vaginal bleeding was different between the neonates with and without intrauterine infection

born to mothers who were carriers of HBV (P < 0.05). Being born to mothers with combined positive hepatitis B

surface antigen, hepatitis B e-antigen and hepatitis B core antibody [ÔR=3.125 (95% CI: 2.379, 4.105), P < 0.05],

amniotic fluid turbidity [ÔR=2.781 (95% CI: 2.041, 3.790), P < 0.05], and a history of vaginal bleeding [ÔR=2.389

(95% CI: 1.816, 3.144), P < 0.05], as well as the levels of elafin [ÔR=0.574 (95% CI: 0.405, 0.813), P < 0.05], IL-18

[ÔR=0.529 (95% CI: 0.352, 0.796), P < 0.05], and IFN-γ/IL-4 ratio [ÔR=0.475 (95% CI: 0.440, 0.512), P < 0.05] in the

cord blood were essential influencing factors for neonatal HBV intrauterine infection (P < 0.05). The level of elafin

in the cord blood was positively correlated with that of IL-8 (r = 0.649, P < 0.05), and IFN-γ/IL-4 ratio was also

positively correlated with the level of elafin and IL-18 (r = 0.529 and 0.499, P < 0.05). Those with HBV-DNA load ≥
104 copies/ml had lower levels of elafin, IL-18, and IFN-γ/IL-4 ratio compared with those with HBV-DNA load <

104 copies/ml (P < 0.05). The levels of elafin, IL-18 and IFN-γ/IL-4 ratio were negatively correlated with HBV-DNA

load (r = -0.601, -0.556 and -0.712, all P < 0.05). Conclusions The levels of elafin, IL-18, and IFN-γ/IL-4 ratio in the

cord blood are abnormal in neonates with HBV intrauterine infection, and are closely related to HBV-DNA load.
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母婴垂直传播不仅是 HBV 携带者感染的主要

途径，也是肝硬化、肝细胞肝癌发生的高危因

素[1-3]。现阶段临床尚未完全明确新生儿乙型肝炎

病毒（hepatitis B virus, HBV）宫内感染的发生机制，

有研究认为，细胞免疫因子失衡可能是HBV 宫内

感染的主要发生机制[4]。另外，弹性蛋白酶特异性

抑制物（Elafin）是妊娠期固有免疫防御系统的重要

成分之一，在提高母胎抗感染防御能力方面具有

一定促进作用，但其对胎儿宫内感染保护作用研

究较少。基于此，本研究通过测定新生儿脐血细

胞因子浓度，探讨Elafin、白细胞介素18（IL-18）、

γ-干扰素（IFN-γ）/白细胞介素4（IL-4）与HBV宫内

感染的关系，阐明HBV 宫内垂直传播过程中免疫

缺陷机制，为进一步抑制HBV 宫内传播研究提供

免疫学理论支持。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取2016年5月—2019年5月攀枝花市妇幼保

健院收治的HBV携带产妇分娩的新生儿96例。其

中，男性 48 例，女性 48 例；产妇年龄 23～35 岁，

平均（29.39±2.72）岁；胎龄36～41周，平均（38.21±

1.04）周；自然分娩45例，剖宫产51例。根据HBV

宫内感染情况分为宫内感染组和宫内未感染组，

分别为 31 和 65 例。另选取同期非 HBV 携带且健

康产妇分娩的新生儿 90 例作为对照组，其中男性

44例，女性46例；产妇年龄22～36岁，平均（28.89±

3.15）岁；胎龄 35～42 周，平均（37.98±1.23）周；

自然分娩42例，剖宫产48例。宫内感染组、宫内

未感染组新生儿出生时，脐血 HBV-DNA> 1.00×

103 copies/ml；对照组新生儿出生时，肝功能正常，

且 Apgar 评分均为 8～10 分。3 组临床资料完整，

且监护人均知情并签署同意书。排除存在妊娠期

前兆流产史、先兆早产史、阴道炎、胎儿宫内窘

迫或先天畸形、配偶携带 HBV、妊娠期合并糖尿

病、高血压者。本研究经医院医学伦理委员会

批准。

1.2 方法

1.2.1 Elafin水平检测 收集6 ml脐带静脉血，以

3 000 r/min离心5 min，分离取上清液，置于80℃冷

库保存，采用酶联免疫吸附试验检测，试剂盒购自

上海西唐生物科技有限公司。用重蒸水1∶20稀释，

使用前加入蒸馏水混匀，配置成溶液。设标准管，

第 1 管加入标本稀释液，第 2～8 管加入标本稀释

液。在第1管中加入标准品溶液混匀后，吸出移至

第2管，反复操作，对倍稀释，后于第7管中吸出弃

去。第8管为空白对照。10×标本稀释液以磷酸盐

缓冲溶液（phosphate buffer saline, PBS）作稀释。取
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20 μl 待测Elafin，加入180 μl 稀释液，稀释10倍。

每孔各加入标准品或待测样品，将反应板充分混

匀后稀释，并在37℃室温下放置2 h；洗板；每孔

加入一抗，充分混匀反应板后37℃室温下放置60 min；

洗板；每孔加100 μl 酶标抗体工作液，充分混匀反

应板后37℃室温下放置30 min；洗板；每孔加100μl
底物工作液，37℃室温下暗处反应15 min；每孔加

100μl室温下终止液混匀，30 min内用酶标仪检测各

孔吸光度，波长为 450 nm。在坐标纸上或用相关

软件绘制标准曲线，横坐标为所测标准品吸光度，

纵坐标为标准品浓度值，得出直线回归方程，将

样品吸光度代入方程，得出样品浓度。

1.2.2 IL-18、IFN-γ、IL-4水平检测 采用酶联免

疫吸附试验双抗体夹心法检测，试剂盒购自上海

西唐生物科技有限公司。在96孔酶标包被板上设

6个标准品孔，标准曲线使用的质量浓度由高到低

依次为 25 pg/ml、50 pg/ml、100 pg/ml、200 pg/ml、

400 pg/ml 及 800 pg/ml，每孔加50 μl 标准品。设空

白孔、待测样品孔。待测样品孔中先加 50 μl 样
品。除空白孔外，标准品孔、样本孔每孔加入辣

根过氧化物酶标记的检测抗体 100 μl，将样品加

于酶标板孔底部，轻晃混匀；封板，置37℃恒温箱温

育1 h；蒸馏水与浓缩洗涤液以1∶20稀释后备用；

揭掉封板膜，弃去液体，甩干，每孔加满洗涤液，

静置30 min 后弃去，反复3～5次，拍干；每孔加

50 μl 显色剂 A、50 μl 显色剂 B，轻轻震荡混匀，

37℃避光显色 15 min；每孔加 50 μl 终止液，终止

反应；空白孔调零，30 min 内用酶标仪测各孔吸

光度，波长为 450 nm。在坐标纸上或用相关软件

绘制标准曲线，横坐标为所测标准品吸光度，纵

坐标为标准品浓度值，得出直线回归方程，将样

品吸光度代入方程，得出样品浓度。

1.2.3 新生儿宫内感染者 HBV-DNA 载量检测

新生儿出生24 h内，在接种乙型肝炎疫苗前，抽取

5 ml外周血，以荧光定量聚合酶链反应检测HBV-

DNA 载量，试剂盒购自上海抚生实业有限公司。

取出 HBV 反应混合液，室温下融化、振荡混匀，

以2 000 r/min离心10 min。取19.4 μl HBV反应混合

液和0.6 μl Taq酶加入离心管，混匀，以20 μl量分

装至 PCR 薄壁管中。按顺序将 20 μl 的阴性对照、

临界阳性对照、强阳性对照、定量标准品、样品

洗脱液加入至反应液中，盖紧反应管。将各反应

管按顺序放入荧光定量 PCR 仪进行 PCR 扩增：

95℃预变性 3 min，94℃变性 5 min，先做 45 个循

环，最后按60℃变性30 min再做45个循环。

1.3 观察指标

比较 3 组 Elafin、IL-18、IFN-γ、IL-4、IFN-

γ/IL-4 水平。分析新生儿 HBV 宫内感染者与未感

染者临床特征。比较不同HBV-DNA载量宫内感染

者脐血因子水平。

1.4 统计学方法

数据分析采用 SPSS 22.0 统计软件。计量资料

以均数±标准差（x±s）表示，比较用 t检验或方差

分析。计数资料以例（%）表示，比较用 χ2检验。采

用多因素Logistic 回归分析新生儿HBV宫内感染的

影响因素。相关性分析采用Pearson法。P <0.05为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 3 组 Elafin、IL-18、IFN-γ、IL-4、IFN-γ/IL-4
水平比较

3组 Elafin、IL-18、IFN-γ、IL-4、IFN-γ/IL-4
水平比较，差异有统计学意义（P <0.05），宫内感

染组 Elafin、IL-18、IFN-γ、IFN-γ/IL-4 水平低于

宫内未感染组、对照组，IL-4 水平高于宫内未感

染组、对照组（P <0.05）。见表1。

表1 3组Elafin、IL-18、IFN-γ、IL-4、IFN-γ/IL-4水平比较 （x±s）

组别

宫内感染组

宫内未感染组

对照组

F 值

P 值

n

31

65

90

Elafin/（ng/ml）

2.61±0.57

5.48±1.26

9.39±2.43

180.962

0.000

IL-18/（ng/L）

32.50±7.46

126.31±28.07

153.02±32.35

211.462

0.000

IFN-γ/（ng/L）

410.08±47.41

525.13±36.49

511.57±66.25

51.147

0.000

IL-4/（ng/L）

628.62±70.34

571.39±62.58

560.84±65.33

12.674

0.000

IFN-γ/IL-4
0.65±0.12

0.92±0.18

0.91±0.20

27.257

0.000

·· 90



第 18 期 万毅，等：新生儿脐血细胞因子Elafin、IL-18、IFN-γ/IL-4与HBV宫内感染的相关性研究

2.2 宫内感染组与宫内未感染者组临床特征

比较

宫内感染组与宫内未感染者组的胎龄、性别、

分娩方式、胎位、产妇年龄比较，差异无统计学

意义（P >0.05）。宫内感染组与宫内未感染者组

产妇 HBV 大三阳、产妇羊水情况、产妇阴道流

血 史 的 比 较 ， 差 异 有 统 计 学 意 义（P <0.05）。

见表2。

2.3 新生儿HBV宫内感染的多因素 Logistic 回

归分析

以新生儿 HBV 宫内感染作为因变量，以产妇

HBV 大三阳、产妇羊水浑浊、产妇阴道流血史、

Elafin、IL-18、IFN-γ、IL-4 及 IFN-γ/IL-4 作为自

变量，进行一般多因素Logistic 回归分析，结果显

示，产妇HBV 大三阳、产妇羊水浑浊、产妇阴道

流血史、Elafin、IL-18及 IFN-γ/IL-4是新生儿HBV

宫内感染的影响因素（P <0.05）。见表3。

2.4 相关性分析

Pearson 相关性分析结果显示，Elafin 与 IL-18

呈 正 相 关（r =0.649，P =0.000）， IFN- γ/IL-4 与

Elafin、 IL-18 呈 正 相 关（r =0.529 和 0.499，均 P =

0.000）。见图1～3。

2.5 不同HBV-DNA载量宫内感染者脐血因子水

平比较

HBV-DNA 载量≥ 1.00×104 copies/ml 与< 1.00×

104copies/ml 患者分别有 13 例和 18 例。两组 Elafin、

IL-18、IFN- γ/IL-4 水平比较，差异有统计学意义

表2 宫内感染组与宫内未感染者组临床特征比较

组别

宫内感染组

宫内未感染组

t / χ2值

P 值

n

31

65

胎龄 例（%）

> 37周

10（32.26）

23（35.38）

0.091

0.763

≤ 37周

21（67.74）

42（64.62）

男/女/

例

15/16

33/32

0.048

0.827

分娩方式 例（%）

自然分娩

14（45.16）

31（47.69）

0.054

0.816

剖宫产

17（54.84）

34（52.31）

胎位 例（%）

枕左前

19（61.29）

41（63.08）

0.029

0.866

枕右前

12（38.71）

24（36.92）

组别

宫内感染组

宫内未感染组

t / χ2值

P 值

产妇年龄 例（%）

≥ 28岁

15（48.39）

30（46.15）

0.042

0.838

< 28岁

16（51.61）

35（53.85）

产妇HBV病情 例（%）

大三阳

10（32.26）

9（13.85）

4.482

0.034

小三阳

12（38.71）

29（44.62）

0.299

0.584

单纯阳性

9（29.03）

27（41.54）

1.401

0.237

产妇羊水情况 例（%）

清澈

12（38.71）

40（61.54）

4.406

0.036

浑浊

19（61.29）

25（38.46）

产妇阴道流血史 例（%）

有

18（58.06）

14（21.54）

12.602

0.000

无

13（41.94）

51（78.46）

表3 新生儿HBV宫内感染的多因素Logistic回归分析参数

自变量

产妇HBV大三阳

产妇羊水浑浊

产妇阴道流血史

Elafin

IL-18

IFN-γ
IL-4

IFN-γ/IL-4

b

1.139

1.023

0.871

-0.555

-0.636

-1.082

0.459

-0.745

Sb

0.504

0.463

0.392

0.217

0.289

0.701

0.305

0.372

Wald χ2

5.111

4.881

4.938

6.552

4.845

2.382

2.267

4.013

P 值

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.173

0.195

0.000

OR̂

3.125

2.781

2.389

0.574

0.529

0.339

1.583

0.475

95% CI

下限

2.379

2.041

1.816

0.405

0.352

0.210

1.005

0.440

上限

4.105

3.790

3.144

0.813

0.796

0.547

2.493

0.512
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（P <0.05）， ≥ 104copies/ml 患 者 较 < 104copies/ml

患者低。见表 4。

2.6 脐血因子与HBV-DNA载量相关性

HBV-DNA载量< 1.00×104copies/ml 赋值为 1，≥
1.00×104copies/ml赋值为2。相关性分析结果显示，

Elafin、IL-18、IFN-γ/IL-4与HBV-DNA载量呈负相关

（r=-0.601、-0.556和-0.712，均P =0.000）。见图4～6。
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表4 不同HBV-DNA载量宫内感染者脐血因子水平比较

（x±s）

HBV-DNA载量

≥ 1.00×104copies/ml

< 1.00×104copies/ml

t 值

P 值

n

13

18

Elafin/

（ng/ml）

2.11±0.53

2.97±0.61

4.086

0.000

IL-18/

（ng/L）

28.84±5.29

35.14±6.55

2.856

0.008

IFN-γ/
IL-4
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3 讨论

有研究认为，激活炎症因子与其所分泌的细

胞因子在宫内抗感染免疫中起关键作用[5-7]。目前

普遍认为 IFN-γ/IL-4 细胞因子失衡是 HBV 感染慢

性化的主要因素，严重影响细胞免疫、体液免

疫[8-9]。本研究结果显示，IFN-γ、IFN-γ/IL-4在新

生儿 HBV 宫内感染者出现降低趋势，相反，IL-4

则出现升高态势。思希尧[10]研究也证实 HBV 宫内

感染存在Th1/Th2细胞失衡。进一步多因素Logistic

回归分析可知，Elafin、IFN-γ/IL-4 是新生儿 HBV

宫内感染的保护因素。推测Th1/Th2免疫平衡失调

可能参与新生儿HBV宫内感染发生。

IL-18多由巨噬细胞分泌，可促使外周血单核

细胞产生高水平的 INF-γ，调节 Thl/Th2 平衡[11]。

另外经小鼠实验发现，IL-18 能诱导特异性 Thl

细胞应答，强化 NK 细胞毒性作用，选择性促进

IL-2、IFN-γ合成，激发 Thl 应答，提高机体病毒

清除能力[12]。本研究发现，宫内感染组 IL-18 水

平明显低于宫内未感染组。任常军等[13]观点认

为，IL-18 水平偏低导致机体 T 细胞免疫难以被

有效激活，致使 INF-γ生成含量锐减，IL-4 分泌

增多，引发 Thl/Th2 细胞免疫失衡，故笔者推测

IL-18与宫内感染有密切联系。同时，本研究发现

IL-18 与 IFN-γ/IL-4 呈正相关，说明 IL-18 能强化

Thl介导的细胞免疫，有望成为HBV宫内感染免疫

治疗新靶位。因此，早期检测 IL-8 水平对初步筛

查 HBV 宫内感染、及时应用免疫干预具有指导

意义。

近年来，临床实践发现除胎盘屏障外，胎盘、

胎膜及羊水中还存在 Elafin 等天然抗微生物物质，

对促进胎儿正常发育具有重要作用[14]。同时，国外

报道还发现，Elafin 富含抗蛋白酶、抗感染活性，

可能参与控制妊娠期过渡的炎症反应与组织损

伤[15]。王慧华[16]通过检测新生儿Elafin发现，Elafin

在 HBV 宫内感染患儿中呈异常低表达状态，支持

本研究观点。Elafin 表达异常可增强蛋白酶活性，

影响抗菌肽分泌，致使胎膜早破，影响天然免疫

应答。本研究发现，Elafin是新生儿HBV宫内感染

的保护因素，并与 IL-18 呈正相关。推测 Elafin 水

平升高能降低Th细胞对HBsAg免疫耐受。进一步

经Pearson分析发现，Elafin、IL-18、IFN-γ/IL-4与

HBV-DNA 载量呈负相关。因此综合检测 Elafin、

IL-18、IFN-γ/IL-4，可为临床评估HBV宫内感染程

度提供数据支持。

综上所述，Elafin、IL-18、IFN-γ/IL-4在新生

儿宫内感染中呈异常表达，并与HBV-DNA载量密

切相关。
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