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T?332E4Ê #X>N24

S

B<H?4:<:233A?Ê:U??<TB
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子痫前期&子痫前期'是妊娠期特有的多器官多

系统疾病"母儿并发症多"病死率高"其发病机制至今

仍未明确"目前采用的治疗方式仍然是终止妊娠#
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产物#
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年
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患者体内
&->K

水平降低"敲除
#X>N

基因的小鼠

可出现子痫前期症状"并能通过补充
&->K

得以改

善#虽然此后"不断有学者进行
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#X>N

与子

痫前期关系的研究$
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"但有关早发型子痫前期的研

究罕见"而且
#X>N

与子痫前期关系结论也不一

致$
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#本课题组在前期实验中发现晚发型子痫前期

患者血清
&->K

水平升高"胎盘
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蛋白表达无

明显变化$
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#这一结论在早发型子痫前期患者中是

否一致. 为此设计此项研究来探讨
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发型重度子痫前期的关系#
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资料与方法
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一般资料
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子痫前期的划分标准按照中华医学

会颁发的/妊娠期高血压疾病诊治指南&
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例
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周早产的单胎

健康孕妇#收集包括孕妇年龄*孕产次*分娩孕周*体

质量指数&

J>9

'*期待治疗时间*收缩压和舒张压的

临床基本资料#研究已得到入组的健康孕妇与子痫

患者的同意并签署知情同意书"且课题研究通过咸宁

市中心医院医学伦理委员会批准#

$!%

!

血清
&->K

水平检测
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采用酶联免疫吸附法
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'检测血清
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水平#乙二胺四乙酸&
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N5

'抗凝管采集两组患者外周肘静脉血
('O;

"室温

直立静置半小时后"以
('''T

(

O24

离心
(,O24

吸取

上层血清样本"

h0'f

超低温保存待用#根据
&->K

K;9F5

试剂盒&润裕生物"上海'说明书同批次检测血

清
&->K

水平"保证批差异小于
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胎盘
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表达
!

分娩后
('O24

内"无菌状态

下以无菌剪刀剪取
&

块约
(HOd(HOd(HO

大小的

胎盘绒毛膜组织"取材时注意避开胎盘中央母体面的

出血*坏死或钙化的区域#并立即用
"JF

磷酸缓冲液

&

"I/!&

'漂洗组织标本
&

次#其中一块组织样本以

石蜡包埋处理"以用于后期免疫组化&

9I#

'检测

#X>N

表达+另一块直接液氮冷冻保存"用于提取

O$75

与蛋白样本#注意给标本进行编号区分#

$!&!$
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逆转录
-

聚合酶链反应&

$N-"#$

'检测胎盘中

#X>NO$75

!

按
NT2_EB

说明书提取总
$75

"反转

录合 成
H675

"再 使 用 实 时 荧 光 定 量
"#$

仪

&

5J9/.''

型'"引物见表
(

"进行
"#$

扩增"采用

&

-

##

#:法对结果进行分析#以
.-

磷酸甘油醛脱氢酶

&

G5"6I

'为内参#
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胎盘
#X>N

蛋白检测方法
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免疫组化检测
!

胎盘组织块脱蜡后"滴加

(8

双氧水&

I

&

X

&

'

,8

牛血清白蛋白封闭液"室温
('

O24

#抗原修复后封闭
.'O24

"加一抗
*f

过夜"加二

抗孵育
.'O24

"

65J

染色液显色苏木精复染"蒸馏水

冲洗切片后"按病理标本处理标准进行乙醇梯度脱水

后"以二甲苯透明切片"并用中性树脂进行永久封片

后"置于光学显微镜下观察胎盘组织
#X>N

蛋白免

疫染色"定义将细胞质与(或细胞核染成棕黄色颗粒

物为阳性染色#
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采用蛋白质印迹法&

P?3:?T4JBE:

'法
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取

适量的胎盘组织块"蛋白提取液"待组织充分裂解后"

采用
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试剂盒进行蛋白定量#每泳道上样
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十二烷基硫酸钠
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聚丙烯酰胺凝胶电泳"蛋白电泳后以

"D6L

膜进行转膜
*,

$

+'O24

"转膜结束后
,8

脱脂

奶粉封闭膜
(U

"将相应
#X>N

一抗按
(g('''

稀释

后"

*f

孵育
"D6L

膜过夜"

"JF

缓冲液冲洗膜后"带

辣根过氧化物酶标记的二抗&稀释
(g&'''

'孵育
(

$

&U

"

"JF

缓冲液冲洗膜后"在膜上滴加几滴
K#;

化学

发光底物"放入凝胶成像系统进行曝光显影"采用相

应内参灰度值作为对照"对蛋白条带进行相对定量

分析#

$!'

!

统计学处理
!

采用
F"FF&'!'

统计软件进行分

析#以
PnB

表示计量资料"两组间独立比较采用均

数
<

检验+采用非参数秩和检验比较免疫组化染色结

果+等级相关检验采用子痫前期
"?<T3E4

分析#

G

$

'!',

表示差异有统计学意义#

表
(

!!

$N-"#$

引物及序列

基因名称
,e-.e

序列 产物长度&

=

S

'

#X>N

正向!

#GG55G#G###N##N55N# &*&

反向!

##N##GG#5N#NN#555G#5

G5"6I

正向!

55NGGG#5G##GNN5GG555 (+0

反向!

G#G###55N5#G5##555N#

%

!

结
!!

果

%!$

!

研究对象的临床资料
!

两组患者年龄*孕产次*

孕周*孕前
J>9

比较差异均无统计学意义&

G

%

'!',

'"提示研究背景一致性+采血日
J>9

*收缩压*舒

张压两两比较"差异有统计学意义&

G

$

'!',

'#分娩

孕周*期待治疗时间在
KXF"K

组和
7"

组之间比较

差异无统计学意义&

G

%

'!',

'"见表
&

#

%!%

!

两组血清
&->K

水平比较
!

KXF"K

组孕妇血

清
&->K

水平为&

,&,!.n(/&!+

'

SR

(

O;

"

7"

组孕妇

血清
&->K

水平为&

/',!)n(,/!*

'

SR

(

O;

"差异有统

计学意义&

G

$

'!',

'"见表
&

"提示早发型重度子痫前

期孕妇血清中
&->K

水平比健康孕妇降低#

表
&

!!

两组孕妇临床资料比较'

PnB

(

项目
7"

组&

&i&,

'

KXF"K

组&

&i&,

'

年龄&岁'

&)!,'n*!)' &)!+'n,!''

孕&次'

&!**n(!() &!**n'!)+

产&次'

(!,+n'!+, (!*0n'!,)

孕前
J>9

&

M

R

(

O

&

'

&&!,'n*!&' &.!.'n*!,'

采血日
J>9

&

M

R

(

O

&

'

&*!)'n&!'' &0!,'n&!&'

"

采血孕周&周'

.&!''n(!++ .(!('n(!++

分娩孕周&周'

.&!0,n(!*/ .&!(+n(!0'

期待治疗时间&

@

'

*!)&n*!0' +!/&n.!,0

收缩压&

OOI

R

'

((,!''n('!+' (+,!)'n)!.'

"

舒张压&

OOI

R

'

/*!0'n+!.' ((&!/'n0!*'

"

血清
&->K

&

SR

(

O;

'

/',!)'n(,/!*' ,&,!.'n(/&!+'

"

!!

注!与
7"

组比较"

"

G

$

'!',

%!&

!

两组胎盘
#X>N

的表达比较

%!&!$

!

$N-"#$

法检测胎盘
#X>NO$75

的表达

水平
!

KXF"K

组孕妇胎盘组织中
#X>NO$75

相

对表达量为&

'!**/n'!(,&

'"

7"

组孕妇胎盘组织中

#X>NO$75

相对表达量为&

'!*+/n'!(,(

'"差异

无统计学意义&

Gi'!+/0

'#

%!&!%

!

免疫组化检测胎盘
#X>N

蛋白表达
!

两组

孕妇胎盘组织中均有
#X>N

表达"

#X>N

表达定位

在合体滋养细胞"见图
(

箭头所指"表达结果均为

阳性#

!!

注!

5

为
7"

组"

J

为
KXF"K

组

图
(

!!

免疫组化检测两组胎盘
#X>N

的表达情况'

d&''

(

%!&!&

!

P?3:?T4JBE:

检测胎盘
#X>N

的表达
!

#X>N

有两种蛋白亚型"根据蛋白定位分为胞浆型

&

F-#X>N

'和膜结合型&

>J-#X>N

'"胎盘
#X>N

活

性以
F-#X>N

为主#

KXF"K

组孕妇胎盘组织中

#X>N

蛋白相对表达量&

'!0)(+n'!('&'

'"

7"

组

孕妇胎盘组织中
#X>N

蛋白相对表达量&

'!)&*'n

'!(,0/

'"差异无统计学意义&

Gi'!*&&

'"见图
&

#

图
&

!!

两组孕妇胎盘组织中
#X>N

蛋白相对表达量

%!'

!

KXF"K

组血清
&->K

与临床资料的相关性分析

!

KXF"K

组血清
&->K

与临床指标进行相关性分析

并做出散点图"其中
KXF"K

组
&->K

水平与收缩压

是呈负相关&

0ih'!+*0

"

G

$

'!',

'+与期待治疗时间

呈正相关&

0i'!+)*

"

G

$

'!',

'#见表
.

*图
.

*

*

#

表
.

!!

KXF"K

组血清
&->K

与临床指标的相关性分析

临床指标
& 0 G

年龄
&, '!&*( '!&*+

孕前
J>9 &, h'!&/0 '!(0,

采血日
J>9 &, h'!&)* '!(,.

收缩压
&, h'!+*0 '!'''

舒张压
&, h'!,'' '!'((

期待治疗时间
&, '!+)* '!'''

)

+,/(

)
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年
/
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(*

期
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图
.

!!

血清
&->K

与收缩压相关性散点图

图
*

!!

血清
&->K

与期待治疗时间相关性散点图

&

!

讨
!!

论

!!

子痫前期是严重危害母婴健康的妊娠期并发症#

世界卫生组织&

PIX

'年报显示"全世界每年大约有

(,''

万例早产儿"其中约有
&'8

与子痫前期有

关$

0-)

%

#在经济欠发达国家"子痫前期发病率和因子

痫前期导致的孕妇病死率和新生儿早产率是经济发

达国家的
&'

倍以上$

('

%

#早发型子痫前期的发病早"

母体病情发展迅速"疾病的进展期也不容易预判"且

并发症重"目前临床的最佳治疗方法就是适时终止妊

娠#因此能够预测病情发展"恰当的延长孕周"选择

最佳的终止妊娠时机"对改善孕妇和胎儿的不良结局

有着关键作用#

&->K

是
(/

,

雌二醇在体内经
#X>N

甲基化的

生物活性代谢产物#曾有国外学者研究发现"重度子

痫前期孕妇血清
&->K

水平&

)0&

SR

(

O;

"

.4OEB

(

;

'"

与轻度子痫前期&

(0(.

SR

(

O;

"

+4OEB

(

;

'和正常足

月孕妇&

&(0+

SR

(

O;

"

/4OEB

(

;

'比较明显降低"这与

本研究结论基本一致$

((

%

#此外"还有研究发现!在孕

((

$

(*

周"血清
&->K

水平低的孕妇&

(!)d&

SR

(

O;

"

'!''+4OEB

(

;

'比健康孕妇&

+(!/d&/

SR

(

O;

"

'!&'*4OEB

(

;

'更容易发展为子痫前期$

,

%

#上述数据

表明"妊娠早期血清
&->K

水平低可能与妊娠后期发

展为子痫前期有关#

;KK

等研究者$

(&

%发现在
&!,8

的低氧环境下"

&->K

能诱导胎盘滋养细胞分化成侵

袭表型"从而更有效地促使细胞浸润生长#滋养层细

胞成功入侵"其中低氧环境是重要因素之一"但并非

是唯一的因素#

&->K

可以通过保护母体血管功能*

诱导滋养细胞侵袭表型分化*维持胎盘滋养细胞正常

浸润生长"从而达到预防子痫前期发生#本研究发

现"

KXF"K

组患者血清
&->K

水平和收缩压呈负相关

&

0ih'!+*0

"

G

$

'!',

'"但
7"

组中血清
&->K

水平

和收缩压未发现具有相关性#虽然
KXF"K

组患者血

清
&->K

水平低"与病情程度具有一定的相关性"而

且有证据证明
&->K

可以抑制心血管平滑肌收缩*生

长"防止血管动脉粥样硬化并维持心血管功能有相当

大的作用$

(.

%

"还有实验发现
&->K

能防止鼠大动脉平

滑肌收缩$

(*

%

#以上证据均显示
&->K

通过对心血管

平滑肌抑制*对内皮细胞功能影响"帮助孕妇维持心

血管功能和血压稳定#

在保证子痫前期孕妇和围产儿安全的前提下"对

无严重并发症的早发型重度子痫前期缓和采取保守

治疗&又称期待疗法'"可适当延长孕周"减少因胎儿

不成熟而致围产儿死亡"降低患者严重并发症发生概

率#保守治疗需要对患者和胎儿的严密监护"虽然延

长了孕周"但由于此类病情发展迅猛"严重的并发症

不但会导致孕产妇器官功能损害"反而增加了围产儿

患病率*病死率#本课题组研究孕妇血清
&->K

水平

与保守治疗&期待疗法'时间呈正相关&

0i'!+)*

"

G

$

'!',

'"提示低
&->K

水平的早发型子痫前期患者延

长孕周时间有限"需根据病情变化"适时终止妊娠#

#X>N

是雌二醇*儿茶酚胺降解的关键酶"广泛

存在于人体各个器官"在孕妇胎盘*肝脏*脑组织中含

量高#

#X>N

根据蛋白定位分为胞浆型&

F-#X>N

'

和膜结合型&

>J-#X>N

'两种蛋白亚型"孕妇胎盘

#X>N

以胞浆型为主#

&''0

年
M575F5M9

等$

(

%通

过实验敲除小鼠
#X>N

基因"成功制造子痫前期小

鼠模型#这些
#X>N

基因敲除小鼠给予
&->K

灌胃"

子痫前期症状得到较大改善#

;KK

等$

(&

%发现在
.

例

重度子痫前期患者胎盘中发现
#X>N

表达降低"与

M575F5M9

$

(

%结论一致#

&'(/

年的一项动物实验研

究发现
#X>N

缺乏可诱发高血压"机制可能与其促

进机体对血管紧张素
)

敏感性有关+而
&->K

可通过

弥补
#X>N

缺乏来改善血压紊乱$

(,

%

#这些研究结果

似乎证明了胎盘中
#X>N

的活性与子痫前期发病关

系密切"但这些研究从统计学意义上来说"病例数非

常有限#本实验中亦未发现
#X>N

在
&

组孕妇体内

存在差异#因此提示
&->K

在子痫前期孕妇体内水

平降低原因可能不一定是
#X>N

酶水平降低和(或

活性减少+亦有可能其他代谢途径的异常导致"比如

F-

腺苷蛋氨酸的生物利用度降低或
(/

,

-

雌二醇生物

利用度下降等$

(+

%

#由以推测相对于
#X>N

"

&->K

可

能对促进母体妊娠期胎盘正常发育及保护血管内皮

功能有更积极的作用#

)

/,/(

)
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'

!

结
!!

论

!!

血清
&->K

水平降低可能会导致子痫前期发生"

通过检测子痫前期患者血清
&->K

水平与健康孕妇

血清
&->K

水平"及时掌握病情严重程度"可能对指

导延长孕周"适时终止妊娠"达到降低子痫前期母儿

相关并发症的发生率*改善孕妇和胎儿的不良结局有

一定作用#
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