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%摘要&

!

目的
!

探讨信号转导和转录活化因子
#

"

1909#

$在妊娠期肝内胆汁淤积症"

,NF

$孕妇胎盘中的

表达及意义%方法
!

选择
"&!G

年
!

月至
"&!'

年
!"

月于柳州市人民医院产科门诊产检并住院分娩&资料完整

的重度
,NF

孕妇
")

例为试验组!选择同期健康顺产孕妇
#&

例为对照组%采用免疫组织化学链霉素抗生物素

蛋白
B

过氧化物酶链接法"

1F

法$测定
1909#

&白细胞介素
BG

"

,6BG

$和肿瘤坏死因子
B

!

"

9J5B

!

$在孕妇胎盘组织

中的定位与表达水平%蛋白印迹法检测
1909#

蛋白的表达水平%结果
!

"

!

$试验组孕妇胎盘滋养层细胞中

1909#

&

,6BG

和
9J5B

!

阳性细胞率及平均光密度值明显高于对照组"

%

#

&%&)

$%"

"

$试验组孕妇胎盘滋养层

细胞中
1909#

表达阳性细胞率与
,6BG

&

9J5B

!

水平呈正相关"

B4&%G('

!

%

#

&%&)

$%"

#

$试验组
1909#

蛋白

的表达量明显高于对照组!差异有统计学意义"

%

#

&%&)

$%结论
!

1909#

可能参与了
,NF

的发病且与
,6BG

&

9J5B

!

在
,NF

发生发展中具有共同促进作用%

%关键词&
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#白细胞介素
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#肿瘤坏死因子
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妊娠期肝内胆汁淤积症&
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,NF

'是妊娠中晚期最常见的特发性肝

脏功能紊乱性疾病$临床上以皮肤瘙痒及血清总胆

汁酸水平升高为特点!发病率为
&%">

"

"%&>

"

!B"

#

$

,NF

是严重威胁母婴健康的妊娠期并发症!可导致早

产%胎儿宫内窘迫%新生儿窒息%羊水胎粪污染等!使

围生儿病死率明显增高"

#

#

$

,NF

的发病机制非常复

杂!其病因学仍不清楚$多数研究认为是遗传变异%

内分泌%免疫功能失常及环境因素等多因素共同作用

的结果"

$

#

$曹丽琼等"

)

#研究报道细胞因子信号传导

GG(!

重庆医学
"&!I

年
G

月第
$(

卷第
!!

期

$

基金项目(广西壮族自治区卫生和计划生育委员会基金项目 &

f"&!(&##!

'$

!!

作者简介)叶云飞&
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'!主治医师!硕士!主要从事围

生医学方面的研究$



负调控因子
#

&

1LN1#

'参与了
,NF

的发病$而对信号

转导和转录活化因子
#

&

1909#

'在
,NF

患者胎盘中

的表达尚无文献报道$本研究通过检测重度
,NF

孕

妇和健康孕妇胎盘组织中
1909#

%白细胞介素
BG

&

,6B

G

'%肿瘤坏死因子
B

!

&

9J5B

!

'的表达水平!初步探讨

1909#

在
,NF

发病中的作用$

!

!

资料与方法

!%!

!

一般资料
!

选择
"&!G

年
!

月至
"&!'

年
!"

月在

柳州市人民医院产科住院治疗%资料完整的剖宫产分

娩的重度
,NF

孕妇
")

例为试验组$根据中华医学会

妇产科学分会
"&!)

年公布的
,NF

诊疗指南"

G

#

!重度

,NF

的纳入标准)&

!

'血清总胆汁酸水平大于或等于

$&

%

/;S

(

6

+&

"

'瘙痒严重伴或不伴有黄疸%皮肤抓痕+

&

#

'复发性
,NF

$排除标准)排除肝炎病毒%

[*

病毒%

巨细胞病毒感染$试验组年龄
"I%#

岁&

"'

"

#'

岁'!

孕周
#'

d#周&

#G

"

$&

周'$选择同期健康顺产孕妇
#&

例为对照组!年龄
"(%)

岁&

"$

"

#G

岁'!孕周
#I

d#周

&

#'

"

$!

周'$两组孕妇年龄比较!差异无统计学意义

&

%

"

&%&)

'!孕周比较!差异有统计学意义&

%

#

&%&)

'$两组孕妇既往均无高血压%心脏病%肾脏疾

病%糖尿病及甲状腺功能异常等基础病史!无输血及

免疫治疗史$本研究经柳州市人民医院伦理委员会

讨论并批准!并经所有孕妇知情同意$

!%"

!

方法

!%"%!

!

标本收集及处理
!

胎盘娩出后
!&/?@

内!于

脐根正对面!避开淤血%坏死及钙化区迅速剪取绒毛

组织&无蜕膜组织及羊膜'

"

块约
!=/e!=/e!=/

!

其中
!

块用生理盐水冲洗并擦干!放入
!&>

甲醛中固

定
"$

"

$(2

后用乙醇梯度脱水!二甲苯透明!石蜡包

埋进行免疫组织化学检测$另
!

块迅速置于
!&>

甲

醛中!用于蛋白印迹法检测$

!%"%"

!

免疫组织化学法检测胎盘组织中
1909#

%

,6B

G

和
9J5B

!

的表达
!

采用免疫组织化学链霉素抗生

物素蛋白
B

过氧化物酶链接法&

1F

法'测定胎盘组织中

1909#

%

,6BG

和
9J5B

!

的表达水平!免疫组织化学试

剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司$

1909#

%

,6BG

和
9J5B

!

抗体试剂盒均购自上海生工生物工程

股份有限公司$操作按说明书上步骤进行$结果判

定)染色结果分别由
"

位病理学专业医师独立评估$

1909#

%

,6BG

%

9J5B

!

阳性信号为细胞内呈现棕黄色

颗粒$按阳性细胞百分率评分)

&>

"#

)>

为
&

分!

)>

"#

")>

为
!

分!

")>

"#

')>

为
"

分!

&

')>

为

#

分$按细胞质或胞核着色程度评分)未着色为
&

分!

浅黄色为
!

分!棕黄色为
"

分!棕褐色为
#

分!将两项

得分相乘!

#

"

分判为阴性&

7

'!

&

"

分为阳性&

d

'$

!%"%#

!

平均光密度值测定
!

采用美国
+DW?C=

<

ZDAB

@DR?=V

公司生产的
,/C

.

D

T

A;B

T

S:VG%&

专业图像分析

软件对免疫组织化学照片进行光密度分析$每张切

片选取
#

张
$&&

倍照片做光密度分析!

!%"%$

!

蛋白印迹法检测
1909#

蛋白表达水平
!

组

织裂解%离心后得到蛋白样本!测定总蛋白浓度!上样

电泳$电泳后转移至聚偏二氟乙烯膜&

FE35

'!加入

小牛血清蛋白封闭液封闭$加入
1909#

一抗&兔抗

人单克隆抗体
!h!&&&&

稀释'!

(

BC=R?@

抗体&

!h(&&

稀释'!

$i

过夜!分别加入二抗&

!h!&&&&

稀释'!室

温孵育$

[N6

显影%曝光$扫描曝光片后!应用

g:C@R?R

<

图像分析系统分析目的条带!记录条带灰度

值$蛋白印迹条带的灰度值与内参
(

BC=R?@

条带灰度

值的比值作为
1909#

蛋白的表达水平$

!%#

!

统计学处理
!

采用
1F11!)%&

软件进行统计分

析!计量资料用
"H#

表示!组间比较采用
$

检验!以

%

#

&%&)

为差异有统计学意义$

"

!

结
!!

果

"%!

!

1909#

%

,6BG

%

9J5B

!

在胎盘组织中的定位及表

达
!

1909#

在两组孕妇胎盘组织中均有表达!

1909#

定位在滋养层细胞的胞质和胞核+呈现浅黄色%棕黄色

或褐色染色颗粒!

1909#

在试验组孕妇胎盘滋养层细

胞中呈强阳性表达+在对照组孕妇胎盘滋养层细胞中呈

弱阳性表达$

,6BG

定位在滋养层细胞的胞质+

9J5B

!

定位在合体滋养层细胞胞核$

1909#

%

,6BG

和
9J5B

!

在试验组中的表达明显高于对照组$试验组孕妇胎盘

滋养层细胞中
1909#

%

,6BG

%

9J5B

!

平均光密度值明显

高于对照组&

%

#

&%&)

'!见图
!

"

#

$

!!

0

)对照组+

*

)试验组

图
!

!!

两组
1909#

的表达!

1Fe$&&

"

!!

0

)对照组+

*

)试验组

图
"

!!

两组
,6BG

的表达!

1Fe$&&

"

!!

0

)对照组+

*

)试验组

图
#

!!

两组
9J5B

!

的表达!

1Fe$&&

"

'G(!

重庆医学
"&!I

年
G

月第
$(

卷第
!!

期



表
!

!!

两组中
1909#

#

,6BG

#

9J5B

!

细胞阳性率及平均光密度值!

"H#

"

组别
!

1909#

细胞阳性率&

>

' 平均光密度

,6BG

细胞阳性率&

>

' 平均光密度

9J5B

!

细胞阳性率&

>

' 平均光密度

试验组
") &%')&H&%&G! &%&'&H&%&!" &%GI&H&%&!I &%&(&H&%&&! &%)(&H&%&!! &%&$&H&%&&#

对照组
#& &%"!&H&%&"# &%&#&H&%&&I &%!I&H&%&&# &%&!!H&%&&" &%!(&H&%&&! &%&!&H&%&&$

"%"

!

孕妇胎盘滋养层细胞中
1909#

阳性细胞率及

平均光密度值
!

试验组孕妇胎盘滋养层细胞中

1909#

阳性细胞率明显高于对照组&

%

#

&%&)

'+试验

组孕妇胎盘滋养层细胞中
1909#

平均光密度值明显

高于对照组&

%

#

&%&)

'+试验组孕妇胎盘滋养层细胞

中
,6BG

%

9J5B

!

阳性细胞率明显高于对照组&

%

#

&%&)

'+试验组孕妇胎盘滋养层细胞中
,6BG

%

9J5B

!

平

均光密度值明显高于对照组!两组比较!差异均有统

计学意义&

%

#

&%&)

'!见表
!

$

"%#

!

1909#

在胎盘组织中的表达定量
!

免疫印迹

检测显示!对照组%试验组孕妇胎盘组织中均可检测

到
1909#

蛋白的表达!试验组
1909#

表达水平

&

!%&)H&%!&

'明显高于对照组&

&%#(H&%&'

'$两组

间比较差异有统计学意义&

%

#

&%&)

'!见图
$

$

图
$

!!

各组胎盘组织
1909#

蛋白表达免疫印迹图

"%$

!

试验组孕妇胎盘滋养层细胞中
1909#

与
,6BG

%

9J5B

!

的相关性分析
!

试验组中
1909#

表达强度

与
,6BG

%

9J5B

!

的表达强度呈显著正相关&

B4&%G('

!

B4&%(I!

!

%

#

&%&)

'!见表
"

$

表
"

!!

试验组
1909#

与
,6BG

#

9J5B

!

的相关性

项目
,6BG

B %

9J5B

!

B %

,6BG

(

9J5B

!

B %

细胞阳性率
&%)') &%&&I &%$'' &%&"" &%G(' &%&&&

平均光密度
&%$#! &%&!( &%)G& &%&&) &%(I! &%&&&

#

!

讨
!!

论

#%!

!

1909#

在
,NF

母胎界面的变化
!

K0O

(

1909

信号通路目前已成为研究细胞膜到细胞核信号传递

中的经典信号途径$而信号转导及转录激活因子

&

1909

'通路是
K0O

(

1909

信号通路研究的热点之

一$

1909#

能被许多细胞因子%生长因子和其他刺

激因素所激活发挥作用!激活的
1909#

&

FB1909#

'

可以调节其他细胞因子表达!并可介导细胞的增殖%

凋亡%分化等重要生理活性$

5,9f8[M063

等"

'B(

#研

究显示
1909#

转录因子的活性与绒毛外滋养细胞的

凋亡%迁移和侵袭相关$曹丽琼等"

)

#研究报道
1LN1#

参与了
,NF

的发病$本研究对
,NF

孕妇和健康孕妇

胎盘组织中
1909#

的表达进行分析!免疫组织化学

结果显示)

1909#

定位在胎盘组织滋养层细胞的胞

质和胞核+

,NF

时胎盘中
1909#

表达水平显著高于

健康孕妇$免疫印迹实验显示)两组孕妇胎盘组织中

均可检测到
1909#

蛋白的表达!试验组&

!%&)H

&%!&

'明显高于对照组&

&%#(H&%&'

'!差异有统计学

意义&

%

#

&%&)

'$故无论是定性实验还是定量实验均

提示)

,NF

时胎盘中
1909#

表达水平显著高于健康

孕妇$

,NF

患者的母胎界面
1909#

表达增高!提示

1909#

可能参与了
,NF

的发病$

#%"

!

,6BG

%

9J5B

!

在胎盘中的定位及表达
!

近年研

究发现!对一些细胞因子如
,6BG

%

9J5B

!

%血管内皮生

长因子&

E[85

'等进行早期监测对
,NF

具有重要意

义$

,6BG

是由淋巴细胞及单核巨噬细胞分泌的炎性

细胞因子!有广泛的生物学作用!可诱导
*

细胞分化

并产生免疫球蛋白!促进
9

细胞增殖%生长等$

,6BG

在妊娠%分娩及胎儿生长发育过程中均发挥重要作

用$研究"

'

#发现
,NF

患者血清中
,6BG

的表达明显高

于正常妊娠!且随着病情的加重该指标值不断升高!

,6BG

还可诱导内皮细胞合成和分泌黏附分子进而发

挥损伤作用!据此通过监测血清中
,6BG

的水平可以了

解
,NF

患者病情的严重程度$研究"

IB!&

#显示!人类子

宫内膜和胎盘组织中存在大量的巨噬细胞!这些巨噬

细胞在接受同种异型胎儿抗原刺激后可分泌
9J5B

!

!

适量的
9J5B

!

可调节胎儿与胎盘组织的生长!促进

滋养层细胞的合成!刺激孕酮和绒毛膜促性腺激素

&

QN8

'的分泌!防止母体对胎儿产生排斥反应$

*\66

等"

!!

#研究发现
,NF

患者胎盘中细胞因子

9J5B

!

的表达明显增加!诱发
,NF

发病$

9J5B

!

诱

导
,NF

胎盘绒毛滋养细胞凋亡!使黏附分子的表达上

调!

,NF

患者发生体内免疫损伤和免疫排斥!

9J5B

!

可以促进雌激素在胎盘的合成和分泌!加重
,NF

$

9J5B

!

具有双重生物学效应!生理状态下参与机体免

疫防护!病理状态下大量
9J5B

!

造成机体免疫损伤$

从免疫学观点来看!

9J5B

!

属于
92!

型细胞因

子"

!!B!"

#

$已有研究"

!#B!$

#表明免疫功能失衡可能会破

坏孕妇免疫微环境!导致孕妇出现各种病理性妊娠反

应$

,NF

孕妇的
92!

(

92"

型细胞因子的平衡发生变

化!

92!

的表达更明显$本研究结果显示!

,NF

患者

的
,6BG

%

9J5B

!

表达水平比健康孕妇异常增高$这一

结果与文献"

IB!&

#的研究结果相符合$本研究提示!

,6BG

%

9J5B

!

表达的异常增高与
,NF

患者病理性妊娠

(G(!

重庆医学
"&!I

年
G
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$(

卷第
!!

期



反应有着极为密切的关系!并且可能导致胎儿不良妊

娠结局的发生$

#%#

!

1909#

与
,6BG

%

9J5B

!

相关性
!

王斯南等"

!)

#

通过免疫组织化学法评价胆酸对
,6BG

(

1909#

通路

的激活情况$结果显示)胆酸可通过诱导肠道低度炎

性反应激活
,6BG

(

1909#

通路$

J8\̂ [J

等"

!G

#研

究发现)

1909#

是
,6BG

的核心效应分子$细胞因子

9J5B

!

是体内重要的早期促炎因子!

9J5B

!

的
/MB

J0

上有
1909#

的结合位点!活化后的
1909#

可以

入核与
9J5B

!

的
/MJ0

上
1!

)

#

的结合位点结合!

增强
9J5B

!

的转录!导致
9J5B

!

的大量释放+而细胞

因子受体与相应的细胞因子结合后又可进一步促进

K0O

(

1909

通路的活化!从而对
K0O

(

1909

通路进

行,正反馈-调节!使炎症级联反应不断放大$

6\L

等"

!'

#在构建妊娠高血压大鼠模型实验中发

现!

1909#

可以改善妊娠高血压大鼠血管内皮细胞

功能!

1909#

与
9J5B

!

%

,6BG

的表达具有正相关性$

本研究结果发现)无论是定量还是定性实验均发现

1909#

的表达与胎盘组织中
,6BG

%

9J5B

!

水平呈正

相关$说明
,6BG

对
9J5B

!

的调控!可能是通过

1909#

信号通路完成$

,6BG

高表达激活了
1909#

表达!活化后的
1909#

进入细胞核与
9J5B

!

结合!

导致
9J5B

!

的大量释放!从而使
9J5B

!

表达异常增

高!打破了
92!

(

92"

平衡!

92!

表达明显!从而导致

,NF

的发病最终导致
,NF

发病$是否可以通过阻断

该通路达到一定的治疗作用!减少患者及新生儿的不

良结局的发生!进而对准确及详细分析
,NF

患者提供

一定的参考!值得进一步研究$

综上所述!本研究表明!通过对
1909#

的检测并

结合
9J5B

!

%

,6BG

的表达情况能从信号通路这一方面

更深入了解
,NF

疾病的发病情况!开拓了
,NF

发病机

制的新思路$而孕期通过检测
,6BG

%

1909#

和

9J5B

!

水平可了解胎儿宫内环境!对临床终止妊娠时

机的选择提供了理论依据$目前!对
,NF

病理生理过

程认识较局限!

1909#

信号通路的研究为
,NF

的发

病提供了新的思路!而对其药物治疗提供了重要的研

究方向!可针对该通路选择对胎儿影响小!更有效的

药物进行治疗!或能成为治疗
,NF

的一条新的路径$
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