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七氟醚对子痫前期产妇TNF-α、IL-6表达的影响研究*
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  [摘要] 目的 观察七氟醚对子痫前期(PE)产妇外周血和胎盘组织中肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、白细胞

介素-6(IL-6)表达的影响。方法 选取30例拟行择期剖宫产的PE产妇,分为硬膜外麻醉组(E组)和硬膜外麻

醉+七氟醚麻醉组(E+S组),每组15例。采用ELISA检测术前、胎儿娩出后母体外周血中TNF-α、IL-6水

平,并分离胎盘组织滋养层细胞,采用免疫组织化学(IHC)检测滋养层细胞中TNF-α、IL-6的表达情况,ELISA
检测滋养层细胞培养基中TNF-α、IL-6水平。结果 E组胎儿娩出后母体外周血IL-6水平高于术前,E+S组

胎儿娩出后母体外周血和胎盘组织TNF-α、IL-6水平明显低于E组,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 七

氟醚可降低PE产妇外周血与胎盘组织中TNF-α、IL-6的表达水平。
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  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

sevoflurane
 

on
 

expression
 

of
 

TNF-α
 

and
 

IL-6
 

in
 

the
 

peripheral
 

blood
 

and
 

placental
 

tissues
 

of
 

preeclampsia
 

(PE)
 

pregnancies.Methods A
 

total
 

of
 

30
 

PE
 

pregnan-
cies

 

who
 

were
 

scheduled
 

for
 

cesarean
 

section
 

were
 

selected
 

and
 

divided
 

into
 

the
 

epidural
 

anesthesia
 

group
 

(group
 

E)
 

and
 

the
 

epidural
 

plus
 

sevoflurane
 

anesthesia
 

group
 

(group
 

E+S),with
 

15
 

cases
 

in
 

each
 

group.
ELISA

 

was
 

used
 

to
 

detect
 

tumor
 

necrosis
 

factors-α
 

(TNF-α)
 

and
 

interleukin-6
 

(IL-6)
 

concentrations
 

in
 

mater-
nal

 

peripheral
 

blood
 

before
 

and
 

after
 

fetal
 

delivery,then
 

separated
 

the
 

placental
 

tissue
 

trophoblast
 

cells,immu-
nohistochemistry

 

(IHC)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

TNF-α
 

and
 

IL-6
 

in
 

trophoblast
 

cells,while
 

the
 

expression
 

of
 

TNF-α
 

and
 

IL-6
 

in
 

trophoblast
 

cell
 

culture
 

medium
 

was
 

detected
 

by
 

ELISA.Results The
 

con-
centration

 

of
 

IL-6
 

in
 

maternal
 

peripheral
 

blood
 

after
 

delivery
 

of
 

the
 

fetus
 

in
 

group
 

E
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

be-
fore

 

operation.The
 

concentrations
 

of
 

TNF-α
 

and
 

IL-6
 

in
 

maternal
 

peripheral
 

blood
 

and
 

placenta
 

tissue
 

after
 

fe-
tus

 

delivery
 

in
 

group
 

E+S
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

group
 

E
 

(P<0.05).Conclusion Sevoflu-
rane

 

could
 

reduce
 

the
 

expression
 

of
 

TNF-α
 

and
 

IL-6
 

in
 

peripheral
 

blood
 

and
 

placental
 

tissue
 

of
 

PE
 

pregnan-
cies.
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  子痫前期(preeclampsia,PE)是妊娠期特有的、严
重的产科并发症,是临床中引起产妇与胎儿死亡的重

要原因。多胎妊娠、高龄产妇(>40岁)及应用辅助生

殖技术与妊娠期高血压疾病发病风险增加密切相

关[1-2],随着我国二孩政策的实施,考虑妊娠期高血压

的危险因素,其发病率亦会相应升高。PE的发病机

制复杂,孕期胎盘的病理状况及胎儿生长受限与PE
均有密切关系[3]。在既往研究中已经认识到,T淋巴
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细胞分泌的炎性细胞因子导致的辅助性T细胞(Th)

1/Th2平衡失调[4]及胎盘缺血缺氧引起的凋亡[5]在

PE发病中起到关键作用。前期研究表明:肿瘤坏死

因子-α(TNF-α)、白细胞介素-6(IL-6)表达异常是先

兆子痫的发病基础,此外七氟醚可安全用于剖宫产的

全身麻醉[6]。因此,本研究拟将七氟醚用于PE产妇

的剖宫产手术,旨在探讨七氟醚对其外周血和胎盘组

织中TNF-α、IL-6表达的影响,现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取2017年12月至2018年6月在本院择期手

术的30例PE产妇为研究对象。纳入标准:(1)PE的

诊断和分类标准依据《妇产科学》(第八版)[7];(2)剖
宫产分娩产妇。排除标准:(1)有妊娠合并症;(2)胎
膜早破及感染征象;(3)术前3

 

d使用抗炎药物。因在

前期预实验中,PE产妇血TNF-α、IL-6表达水平分别

为(17.2±4.2)、(6.2±1.6)pg/mL,为了检测±30%
水平的差值,功效评估分析显示样本量应为13例,若
考虑Ⅰ型误差为0.05,那么第11与12例的PE产妇

将获得90%的功效,结合10%的样本量丢失率,最后

决定每组入组15例产妇。将30例PE产妇分为硬膜

外麻醉组(E组,n=15)和硬膜外麻醉+七氟醚麻醉

组(E+S组,n=15),所有产妇年龄22~35岁,孕周

30~36周。本研究经中国临床试验注册,注册号为

ChiCTR1800014571,注册时间:2018年4月12日。
项目 通 过 本 院 伦 理 委 员 会 批 准,项 目 批 准 号 为

201701080。

1.2 方法

1.2.1 麻醉方式

所有产妇术前禁食8
 

h,禁水4
 

h。入手术室后,
予以心电图(ECG)和血氧饱和度(SpO2)监测。于桡

动脉置管连续监测动脉压和血液采样。两组均在

L2~3 间隙行硬膜外神经阻滞麻醉,试验剂量为2%利

多卡因3
 

mL,硬膜外麻醉药为0.75%罗哌卡因(100
 

mg/10
 

mL,H20140763,瑞典阿斯利康公司)15~20
 

mL,并采用针刺和温度觉法确定麻醉平面,使麻醉平

面固定于T4~6 水平(麻醉平面不达标则剔除)。两组

产妇在完成椎管内操作转为平卧位后均面罩吸入纯

氧6
 

L/min,>5
 

min。E+S组给予6%七氟醚+6
 

L/

min纯氧吸入(密闭面罩自主呼吸),监测呼气末七氟

醚浓度,待呼吸末七氟醚浓度固定于3%时开始手术,
准备切割子宫时,停止七氟醚吸入并加大吸入氧流量

使七氟醚快速排出,并使呼气末七氟醚浓度小于1%。

E组持续面罩吸入纯氧。在麻醉与手术过程中,低血

压(收缩压小于基础血压20%以上)时采用麻黄碱处

理并记录。

1.2.2 标本采集

设定椎管内麻醉前/术前为T1,椎管内诱导完毕

后10
 

min为T2,手术开始前即刻为T3,胎儿娩出即

刻为T4,胎盘娩出后为T5。(1)血标本:T1与T4抽

取产妇动脉血样1
 

mL,放置于—80
 

℃冰箱储存以待

检测。(2)胎盘组织:T5留取约1
 

cm3 大小胎盘组织

(剃去肉眼可见的胎膜、结缔组织与血管等),取出后

置于配置好的固定液中,实验室进行后续脱水包埋切

片处理。

1.2.3 观察指标

(1)记录产妇的一般情况,包括年龄、BMI、孕周、
手术原因、PE程度,T1、T2、T3、T4时产妇的平均动

脉压(MAP)和心率(HR),胎儿娩出后0、5、10
 

min的

新生儿Apgar评分及脐动脉血气pH值,七氟醚吸入

的时间、胎儿娩出时间(从切子宫至胎儿娩出的时间)
及术中出血量,宫缩乏力的例数(由产科医生评估),
术中产妇非低血压引起呕吐发生情况及呼吸抑制发

生情况。(2)采用ELISA测定血标本TNF-α、IL-6表

达水平,分离出胎盘滋养层细胞并行细胞鉴定,采用

免疫组织化学(IHC)法检测胎盘组织中TNF-α、IL-6
的表达情况,并采用ELISA检测滋养层细胞培养基

中TNF-α、IL-6的表达水平。

1.2.4 胎盘滋养层细胞培养、分离

胎盘组织过滤除菌后用4
 

℃预冷的生理盐水反

复漂洗
 

3~4次,剔除较大的血管与钙化组织,用消毒

剪刀剪成碎片,导入原代细胞消化用胰蛋白酶进行第

1次消化(37
 

℃,20
 

min),静置后,弃上清液,继续消

化15
 

min,将上清液通过尼龙网(200目)过滤并收集

到50
 

mL预先加入10%体积的小牛血清的离心管

中,用于终止胰蛋白酶的消化作用,离心后弃上清液,
用3

 

mL
 

0.9%生理盐水重悬离心管底部的细胞。未

消化完全的组织继续消化15
 

min。消化液同样进行

过滤、收集、离心,细胞沉淀前用1次获得的细胞悬液

进行重悬。采用
 

percoll
 

密度梯度离心法分离纯化胎

盘滋养层细胞。配置20%、30%、50%、70%
 

4个per-
coll密度梯度,每个梯度加入5

 

mL,保持不同浓度的
 

percoll液流入离心管的连续性,避免气泡的产生,加
入顺序从高到低;将细胞悬液缓慢地加入到制备好的

percoll密度梯度(20%、30%、50%、70%)表面,保证

percoll液流入离心管的连续性,避免气泡的产生,加
入顺序从高到低,离心后的percoll形成3个明显的细

胞带:底部为红细胞,中间为胎盘滋养层细胞(比重为
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1.048~1.062
 

g/mL),顶部为细胞组织碎片(比重为

1.017~1.033
 

g/mL)。收集中间的胎盘滋养层细胞,
离心后弃上清液,细胞用含20%胎牛血清的DMEM
培养液培养24~48

 

h,采用磷酸盐缓冲液(PBS)中的

0.1%
 

Triton透化固定细胞,5%
 

BSA孵育1
 

h以阻

断非 特 异 性 染 色。采 用 细 胞 角 蛋 白-7(1∶100,

ab181598,美国 Abcam 公司)和 DAPI(波形蛋白于

1∶250,ab92547,美国Abcam公司)抗体在加湿箱中

于4
 

℃进行免疫荧光染色过夜,再次用冷PBS洗涤细

胞3次,每次3
 

min,并与Alexa488标记的抗兔二抗

(1∶500,美国Invitrogen公司)在室温下孵育1
 

h,采
用DAPI的封固剂(ab104139,美国 Abcam 公司)固
定细 胞,通 过 荧 光 显 微 镜(Olympus

 

America
 

Inc,

Center
 

Valley,PA)检查。

1.3 统计学处理

采用SPSS
 

23.0软件进行数据分析,计量资料以

x±s表示,比较采用χ2 检验或Fisher精确检验;计
数资料以频数或百分率表示,比较采用t检验,以P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 两组一般资料比较

两组一般资料比较,差异无统计学意义(P>
0.05),具有可比性,见表1。

表1  两组一般资料比较(n=15)

项目 E组 E+S组 F P

年龄(x±s,岁) 30.1±3.0 29.5±2.7 0.764 0.98

孕周(x±s,周) 35.9±2.1 37.1±0.9 1.243 0.07

BMI(x±s,kg/m2) 22.4±1.5 22.9±1.8 0.546 0.63

PE程度[n(%)] 0.876 0.79

 轻度 6(40.00) 5(33.33)

 中度 4(26.67) 6(40.00)

 中度 5(33.33) 4(26.67)

胎儿娩出时间(x±s,s) 335.1±65.0 345.6±59.7 0.812 0.36

术中出血量(x±s,mL) 304.5±115.1 311.6±108.9 0.342 0.85

子宫收缩乏力[n(%)] 4(26.67) 5(33.33) 1.121 0.24

麻黄碱使用量(x±s,mg) 5.6±2.3 6.1±1.5 0.810 0.36

七氟醚使用时间(x±s,s) - 605.9±140.6

剖宫产原因[n(%)] 0.854 0.82

 疤痕子宫 11(73.33) 12(80.00)

 产妇主观因素 2(13.33) 2(13.33)

 胎位异常 2(13.33) 1(6.67)
术中非低血压引起呕吐发生

情况[n(%)]
0 0

呼吸抑制发生情况[n(%)] 0 0

  -:无数据。

2.2 两组各时点 MAP、HR的比较

两组组间同一时点 MAP、HR比较,差异无统计

学意义(P>0.05)。两组组内各时点 MAP、HR比

较,差异无统计学意义(P>0.05),见表2、图1。

图1  两组产妇各时点 MAP、HR曲线图

2.3 两组新生儿Apgar评分、脐动脉血pH值比较

两组新生儿 Apgar评分、脐动脉血pH 值比较,
差异无统计学意义(P>0.05),见表3。

2.4 胎盘滋养层细胞鉴定结果

收集分离后的细胞在光学显微镜下观察以多核

的合体滋养层细胞为主,细胞体积大,细胞质丰富,细
胞核大卵圆形,单核的细胞滋养层细胞相对较少,贴
壁细胞形态多样,呈上皮细胞样生长形如铺路石状或呈

长梭状,用CK7抗体进行IF鉴定,发现CK7呈现阳性,
主要表达在细胞核,部分表达在细胞质。说明分离的原

代细胞即为滋养层细胞且纯度较高,见图2、3。

图2  胎盘滋养层细胞(光镜,×200)
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表2  两组各时点 MAP、HR比较(x±s,n=15)

时点
MAP(mm

 

Hg)

E组 E+S组 F P

HR(次/分)

E组 E+S组 F P

T1 120.1±7.9 119.1±8.3 0.689 0.781 83.8±7.7 79.0±7.4 0.231 0.381

T2 99.0±8.1 96.4±7.2 0.683 0.852 79.8±8.0 81.0±9.4 0.980 0.088

T3 102.5±9.7 96.3±8.5 0.546 0.531 87.2±9.0 85.0±8.4 0.765 0.121

T4 98.9±8.9 97.3±7.1 5.656 0.068 84.2±8.0 80.0±8.4 5.452 0.071

表3  两组新生儿Apgar评分及脐动脉pH值

   比较(x±s,n=15)

项目 E组 E+S组 F P

新生儿Apgar评分(分)

 1
 

min 7.10±0.89 7.18±0.67 0.562 0.692
  

 5
 

min 7.98±1.01
  

7.78±1.15 0.862 2.518

 10
 

min 9.18±0.56 9.03±0.36 1.369 0.961

脐动脉血气pH值 7.27±0.12 7.21±0.34 1.125 0.714

2.5 两组TNF-α、IL-6表达情况比较

T4时E+S组母体外周血TNF-α、IL-6表达水

平低于E组,T4时E组母体外周血IL-6水平高于

T1时,差异有统计学意义(P<0.05)。TNF-α、IL-6
蛋白主要表达在胎盘滋养层细胞和血管内皮细胞的

细胞膜和细胞质,E+S组胎盘组织滋养层细胞TNF-
α、IL-6的表达水平低于 E组,差异有统计学意义

(P<0.05),见图4~6。

图3  胎盘滋养层细胞鉴定

  a:P<0.05。

图4  血清TNF-α、IL-6的表达情况

图5  胎盘组织IL-6、TNF-α的表达情况(IHC,×100)
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  a:P<0.05。

图6  滋养层细胞培养基中TNF-α、IL-6的表达情况

3 讨  论

PE是产科复杂、危重、常见的疑难并发症,PE的

病因及病理机制一直是产医学中研究的重要课题,因

其涉及母体、胎盘和胎儿等多方面因素,目前尚无单

一机制能完全解释其发病原因。但病因学领域的研

究异常活跃,包括滋养细胞侵袭异常、免疫调节功能

异常、内皮细胞损伤及遗传因素等,其中胎盘是孕期

的特殊器官,推测其对胎儿的生长和母体的孕期状况

都有很大的影响,因此,对胎盘组织内蛋白表达的研

究也具有重要意义。

七氟醚是一种挥发性吸入麻醉药,血/气分配系

数低,诱导与苏醒快且平稳,国外已将它应用于产科

麻醉,并认为适当的吸入浓度(2.0%~3.5%)对产妇

和胎儿都是安全的[8],亦可安全用于PE产妇的全身

麻醉[9],结合本课题组前期研究[6]与王志鹏等[10]研究

结果,发现3%七氟醚可以安全用于产科全身麻醉,因
此,本研究把七氟醚浓度设定为3%。>1%浓度的七

氟醚可阻断平滑肌钙通道从而抑制子宫收缩,其强度

与剂量呈正相关[11]。为了减少七氟醚对子宫收缩的

影响,本研究在进行子宫下段手术时通过加大潮气量

和呼吸频率快速将七氟醚洗出,使其呼气末浓度降至

1%以下,结果显示使用七氟醚的产妇子宫收缩乏力

比例及出血并未有明显增多,由此证实低浓度的七氟

醚对子宫收缩及产后出血并无影响,与REN等[9]研

究结论一致。

TNF-α是炎性反应早期较为敏感的细胞因子,创
伤或感染后其水平迅速升高,在90~120

 

min达到高

峰,然后逐渐下降[12]。IL-6是一类应激病理生理过

程中的重要介质,不仅参与机体免疫与防御,且在机

体的急性期反应与造血反应等方面起重要作用。另

外,本课题组前期研究发现:TNF-α与IL-6表达失调

是PE的发病基础之一[6]。为了排除产妇临产启动对

炎性与应激反应的干扰,本研究选取的研究对象均为

未临产的产妇,结果提示:(1)七氟醚可以降低PE产

妇外周血TNF-α与IL-6的水平;(2)七氟醚可以降低

PE产妇胎盘 TNF-α与IL-6的表达。推测其原因:
(1)七氟醚有效地抑制了炎性反应的发生或传导过

程,或在促炎性细胞因子的生成、转导或释放的过程

中发挥作用,从而抑制炎性反应,与炎性反应相关的

促炎因子IL-6与 TNF-α水平下降;(2)应激反应降

低,使胎盘滋养层细胞凋亡减少,抑制细胞的炎性反

应,导致胎盘TNF-α与IL-6表达水平降低。
此外,本研究参照了唐小平等[13]方法,将七氟醚

联合硬膜外麻醉使用,为减少硬膜外麻醉效果不完善

而引起产妇的不适,可能对结果产生偏移,本研究入

选所有麻醉平面均应达到T4~6 水平[14],综合产妇的

循环变化、新生儿的结局及术中产妇的不良反应等数

据,可以认为低剂量七氟醚联合硬膜外神经阻滞在剖

宫产术胎儿娩出前使用是安全的,对循环无影响,对
新生儿结局无影响。

综上所述,PE剖宫产手术中,3%七氟醚在胎儿

娩出前使用是安全的,可降低产妇外周血与胎盘组织

中TNF-α、IL-6的表达水平,可能与抑制产妇全身炎

性反应有关,其机制有待进一步研究。
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