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妊娠期胆汁淤积症孕妇胎盘组织犜犘６３的表达及其与血高胆酸的相关性
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１．上海交通大学医学院附属国际和平妇幼保健院病理科＆生物样本库，上海　２０００３０
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　　［摘要］　目的：检测妊娠期肝内胆汁淤积症（ＩＣＰ）及正常妊娠孕妇胎盘组织ＴＰ６３的表达，并探讨其与血胆酸水平的相关

性。方法：选择２０１２年１月至２０１４年１２月在上海交通大学医学院附属国际和平妇幼保健院分娩的ＩＣＰ患者７０例（ＩＣＰ组）

及正常妊娠孕妇４４例（对照组）作为研究对象。采用免疫组化法评估两组孕妇胎盘组织ＴＰ６３的表达水平。采用ＲＴｑＰＣＲ检

测不同浓度胆汁酸作用对滋养细胞株ＪＡＲ细胞ＴＰ６３ｍＲＮＡ表达水平的影响。结果：ＩＣＰ组患者胎盘滋养细胞（绝大部分为

细胞滋养细胞）中ＴＰ６３表达低于对照组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。胎盘组织中ＴＰ６３的表达与孕妇血清胆酸水平负相

关（狉＝－０．６７９，犘＜０．００１）。高浓度胆汁酸可引起ＪＡＲ细胞中ＴＰ６３ｍＲＮＡ的表达量下降（犘＜０．０５）。结论：高胆酸引起的

胎盘滋养细胞中ＴＰ６３低表达可通过减弱细胞增殖能力参与ＩＣＰ发生发展。

　　［关键词］　妊娠期肝内胆汁淤积症；胎盘；ＴＰ６３；免疫组织化学；胆酸
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ｃｈｏｌｅｓｔａｓｉｓｏｆｐｒｅｇｎａｎｃｙ，ＩＣＰ）是妊娠期特有的并

发症，以孕中晚期可能出现皮肤瘙痒、黄疸等不适

为主要临床表现。实验室检查可发现孕妇空腹血

清胆汁酸水平升高或伴随肝脏转氨酶异常。目前

多数学者认为，ＩＣＰ对母体无严重危害，但明显增加
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早产、胎儿宫内窘迫及围产儿死亡的发生率［１４］。

ＩＣＰ的病因目前尚未明确。ＩＣＰ患者母血、脐血、羊

水及胎粪中胆汁酸水平明显增高，因此胆汁酸增高

被认为是导致ＩＣＰ不良妊娠结局的主要原因之

一［５６］。Ｇｌａｎｔｚ等
［７］的研究发现，当母血中胆汁酸大

于等于４０μｍｏｌ／Ｌ时，胆汁酸每升高１μｍｏｌ／Ｌ，胎

儿并发症的发生率就增加１％～２％，提示母胎循

环系统内胆汁淤积是胎儿不良结局的关键［７］。

ＴＰ６３是ｐ５３的同源基因，人类ＴＰ６３基因位于

染色体３ｑ２７３ｑ２９区。ＴＰ６３参与调控转录和凋亡，

在表皮发育与衰老中起重要作用并与肿瘤发生有

关。ＴＰ６３主要表达于多种上皮组织的基底层干细

胞及某些肿瘤中［８］。我们前期研究［６，９］发现，滋养

细胞中ＴＰ６３高表达与妊娠滋养细胞疾病的发生发

展有关，且提示ＴＰ６３下调可能与ＩＣＰ胎盘滋养细

胞老化有关。因此，本研究通过比较ＩＣＰ与正常妊

娠胎盘组织中滋养细胞ＴＰ６３的表达差异，并通过

体外实验观察胆汁酸处理后ＪＡＲ细胞ＴＰ６３的表

达水平变化，探讨胆汁酸能否通过ＴＰ６３影响滋养

细胞功能，并参与ＩＣＰ发生发展。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１２年１月至２０１４年１２月在

上海交通大学医学院附属国际和平妇幼保健院

分娩的产妇共１１４例，其中ＩＣＰ组７０例，正常对

照组４４例。纳入标准：对照组为足月妊娠，无妊

娠并发症及合并症。ＩＣＰ诊断标准按中华医学会

妇产科学分会产科学组颁布的ＩＣＰ诊疗指南

（２０１５版）
［１０］，即：妊娠中晚期出现空腹血清总胆

酸（ＴＢＡ）水平升高（≥１０μｍｏｌ／Ｌ），或伴有转氨

酶升高；皮肤瘙痒，或伴不同程度黄疸；妊娠终止

后症状和生化指标恢复正常。排除标准：多胎妊

娠、其他妊娠期皮肤病、其他引起肝功能异常的

疾病。收集研究对象的基本资料，包括产妇年

龄、孕周、是否初产及ＩＣＰ相关实验室检查结果

等。本研究经医院伦理委员会审核，所有研究对

象均知情同意并签署知情同意书。

１．２　免疫组化染色测定胎盘组织ＴＰ６３表达

１．２．１　染色步骤　取所有研究对象胎盘组织１块，

取自脐带附着点附近较厚胎盘组织的下１／２（母面

侧）以观察终末绒毛。石蜡包埋组织切片（厚５μｍ）

经二甲苯脱蜡，高至低浓度梯度乙醇水化；加３％过

氧化氢溶液，３７℃、３０ｍｉｎ，以阻断内源性过氧化物

酶；切 片 经 水 洗 及 蒸 馏 水 洗 后 浸 泡 于 ９８℃

１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ溶液（ｐＨ８．０）内，中档微波处理

２０ｍｉｎ进行抗原修复；室温静置冷却后，切片蒸馏

水洗后，ＴＢＳ冲洗３次（每次５ｍｉｎ）；擦去组织周围

的ＴＢＳ，滴加一抗（美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司兔抗人

ＴＰ６３抗体，１∶１００）；４℃过夜后，３７℃复温孵育

３０ｍｉｎ，切片用ＴＢＳ冲洗３×５ｍｉｎ；滴加二抗（美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的通用型ＨＲＰ标记二抗聚合物），

３７℃、３０ｍｉｎ，切片用ＴＢＳ洗３次（每次５ｍｉｎ）。滴

加ＤＡＢ显色液，显色时间为５～１０ｍｉｎ（显微镜下

控制显色程度）。自来水冲洗５ｍｉｎ，苏木精染液复

染３０ｓ，０．１％盐酸处理，自来水冲洗１０ｍｉｎ；梯度乙

醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封片。

１．２．２　染色结果的分级及评分　免疫组化染色切

片由同一名医师采用奥林巴斯ＣＸ４１显微镜进行阅

片。每张切片随机选取１０个高倍视野进行观察，并

进行免疫组织化学染色评分（ＩＨＳ）。ＩＨＳ通过对着

色细胞的百分数及染色强度的评分来计算。计数

视野内所有完整终末绒毛结构中ＴＰ６３阳性滋养细

胞占总滋养细胞的百分数。染色评分参照相关文

献［１１１２］，着色细胞百分比的评分为０～３分（０分：

０～１％；１分：１％～１０％；２分：１０％～２０％；３分：

大于２０％）。染色强度评分也为０～３分（０分：无染

色，１分：淡黄色，２分：棕黄色，３分：棕褐色）。将着

色细胞百分比（ｅｘｔｅｎｔ，Ｅ）和强度（ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ，Ｉ）两组

评分相乘得出数值（ＥＩ值）；用该数值来评估ＴＰ６３

的表达水平。

１．３　反转录荧光定量ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）测定滋养细

胞ＴＰ６３基因表达

１．３．１　ＪＡＲ细胞培养及加药处理　滋养细胞株

ＪＡＲ细胞购自中国科学院细胞库，采用含１０％胎牛

血清的ＤＭＥＭ培养于５％ＣＯ２、３７℃恒温培养箱中。

分别采用含二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）或２００μｍｏｌ／Ｌ的

ＣＡ、脱氧胆酸（ＤＣＡ）、鹅脱氧胆酸（ＣＤＣＡ）处理

ＪＡＲ细胞２４ｈ后收集细胞。

１．３．２　ＲＴｑＰＣＲ检测　采用ＴＲＩｚｏｌ试剂提取各组

ＪＡＲ细胞总ＲＮＡ后，采用加拿大ＡＢＭ公司反转录

试剂盒将ＲＮＡ反转录成ｃＤＮＡ。并采用美国Ｑｉａｇｅｎ

公司的荧光定量ＰＣＲ试剂盒在美国 ＡＢＩ公司

ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ实时荧光定量ＰＣＲ仪器上检测ＴＰ６３基

因的表达。所用引物采用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５软件设

计，ＴＰ６３正向引物序列：５′ＧＧＡＣＣＡＧＣＡＧＡＴ

ＴＣＡＧＡＡＣＧＧ３′，反向序列：５′ＡＧＧＡＣＡＣＧＴ
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ＣＧＡＡＡＣＴＧＴＧＣ３′；βａｃｔｉｎ正向引物序列：５′

ＴＴＧＣＧＴＴＡＣＡＣＣＣＴＴＴＣＴＴＧ３′，反向序列：５′

ＧＣＴＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣ３′。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ２０．０软件处理，计

数资料组间比较采用卡方检验；计量资料组间比较

采用狋检验及独立样本ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ检验。检验

水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　两组孕妇一般情况比较　结果（表１）表明：

ＩＣＰ组与对照组孕妇的平均年龄及孕产次差异无统

计学意义；ＩＣＰ组孕妇孕周数少于对照组，差异有统

计学意义（犘＜０．００１）；ＩＣＰ组孕妇妊娠时ＴＢＡ水

平高于对照组，差异有统计学意义（犘＜０．００１）。

２．２　胎盘组织ＴＰ６３的表达及与孕妇血清ＴＢＡ水

平的相关性　免疫组化染色结果（图１）表明：ＩＣＰ

组及对照组晚孕胎盘组织ＴＰ６３定位于细胞核，绝

大部分表达于细胞滋养细胞中，偶见合体滋养细胞

表达；半定量评分（ＥＩ）结果表明：ＩＣＰ组胎盘组织中

滋养细胞ＴＰ６３表达明显低于对照组，差异有统计

学意义（犘＜０．００１）。Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性分析结果

（图２）表明：ＥＩ评分与孕妇血清ＴＢＡ水平间明显

负相关（狉＝－０．６７９，犘＜０．００１）。

表１　两组孕妇一般情况及产前犜犅犃水平的比较

指　标 ＩＣＰ组（狀＝７０） 对照组（狀＝４４） 犘值

年龄／岁 ３０．２０±４．０１ ３０．５７±３．２５ ０．６０７

孕周狋／周 ３７．６２±１．６２ ３９．００±０．９８ ＜０．００１

孕次犳／次 １．７４±１．１２ １．７３±０．８２ ０．９３７

产次犳／次 １．１９±０．４３ １．３４±０．４８ ０．０８３

ＴＢＡ犮Ｂ／（μｍｏｌ·Ｌ
－１） ３６．９３±２５．４３ ５．３９±１．９４ ＜０．００１

　　ＴＢＡ：血清总胆酸

图１　胎盘组织犜犘６３免疫组化染色结果

Ａ：对照组胎盘；Ｂ：ＩＣＰ组胎盘；Ｃ：半定量评分结果．犘＜０．００１．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００（Ａ，Ｂ）

图２　犜犘６３免疫组化染色犈犐评分与孕妇

血清犜犅犃水平的相关性分析

狉＝－０．６７９，犘＜０．００１

２．３　ＣＡ处理降低滋养细胞株ＴＰ６３ｍＲＮＡ表达

水平　分别采用 ＤＭＳＯ或２００μｍｏｌ／Ｌ的ＣＡ、

ＤＣＡ、ＣＤＣＡ 处理ＪＡＲ细胞２４ｈ后，采用 ＲＴ

ｑＰＣＲ法检测ＴＰ６３ｍＲＮＡ表达水平。结果（图３）

表明：ＣＤＣＡ及ＤＣＡ处理后，ＴＰ６３ｍＲＮＡ水平明

显下 降；进 一 步 用 ５０ μｍｏｌ／Ｌ、１００ μｍｏｌ／Ｌ、

２００μｍｏｌ／Ｌ的ＤＣＡ分别处理ＪＡＲ细胞２４ｈ后，与

ＤＭＳＯ 处 理 对 照 细 胞 相 比，５０ μｍｏｌ／Ｌ 及

１００μｍｏｌ／ＬＤＣＡ 处理后的ＪＡＲ 细胞中 ＴＰ６３

ｍＲＮＡ的表达水平未见明显下降，而２００μｍｏｌ／Ｌ

ＤＣＡ处理细胞中ＴＰ６３ｍＲＮＡ明显下降（犘＜０．０１）。
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图３　犆犃对滋养细胞犜犘６３犿犚犖犃表达的影响

　　犘＜０．０１，犘＜０．００１与ＤＭＳＯ组相比；狀＝３，珔狓±狊

３　讨　论

ＩＣＰ是妊娠期特有的并发症。１８８３年，Ａｈｌｆｅｌｄ

首次报道了一种复发性妊娠期黄疸，其在妊娠终止

后消失。随着越来越多的产科医师认识到该疾病

对母儿特别是胎儿的危害性，ＩＣＰ近年来已成为产

科的热点之一。大量的流行病学调查及实验研究

显示，遗传、激素、免疫及环境因素与ＩＣＰ的发生有

着密切的关系。但是其病因及造成围产儿不良妊

娠结局的病理机制均不明确。ＩＣＰ孕妇为高危妊

娠，其最大的危害是发生难以预测的胎死宫内［１３］。

尤其是当血清ＣＡ≥４０μｍｏｌ／Ｌ时，围产儿发病率和

死亡率显著增高［６７］。这可能与高浓度ＣＡ淤积的

毒性效应有关［１４］。Ｋｕｒｔｕｌｍｕ爧等
［１５］认为，高水平的

ＣＡ对心肌的毒性在胎儿的猝死过程中可能起着重

要的作用。

ＴＰ６３是ｐ５３家族成员的核转录因子，与ｐ５３

在序列结构上有很高的同源性。由于ＴＰ６３具有两

个不同启动子和多种内含子剪切方式，其基因编码

产生不同亚型的蛋白。这些蛋白分为两大类亚型

ＴＡＴＰ６３（ＴＡＴＰ６３α、ＴＡＴＰ６３β、ＴＡＴＰ６３γ）及

ΔＮＴＰ６３（ΔＮＴＰ６３α、ΔＮＴＰ６３β、ΔＮＴＰ６３γ），前者

是由上游启动子引发ＴＰ６３ｍＲＮＡ不同剪接产生

的具有转录激活区的全长ＴＰ６３同源异构体，后者

则是由下游启动子开始产生缺失转录激活区的Ｎ

端被截短的异构体。这些亚型的ＴＰ６３蛋白，具有

不同的生物学功能，在不同的组织和不同的发育阶

段参与生物学事件。ＴＰ６３异构体在人体组织中呈

广泛而有选择性的表达，在正常组织中主要表达于

鳞状上皮和某些腺上皮的基底层细胞，对上皮和间

叶组织正常发生、分化以及形态学的发生具有重要

作用。

本研究检测全长ＴＰ６３，通过免疫组化的方法

发现，ＩＣＰ组病人胎盘组织中ＴＰ６３蛋白的表达水

平明显低于对照组，且和孕妇血清ＴＢＡ水平呈负

相关。本次体外实验表明，只有当ＣＡ浓度升高到

一定程度，才会引起ＴＰ６３表达的显著下降。ＩＣＰ

孕妇胎盘中，引起ＴＰ６３低表达的原因可能多种多

样，ＴＰ６３的低表达并不是ＩＣＰ特有的指标。本研

究发现，ＩＣＰ胎盘中ＴＰ６３的低表达与高ＣＡ环境

有较高的相关性，因此高ＣＡ与滋养细胞中ＴＰ６３

的低表达有重要联系。高浓度的ＣＡ可通过ＴＧＲ５

受体［１６］或者钠氢交换体（Ｎａ＋／Ｈ＋ｅｘｃｈａｎｇｅｒ）
［１７］诱

导细胞内ＤＮＡ损伤，ＣＡ亦可诱导细胞内活性氧聚

集产生过氧化应激进而引起ＤＮＡ损伤
［１８］，细胞内

ＤＮＡ损伤可诱发ＴＰ６３表达降低，进而引起细胞生

长阻滞和凋亡信号通路的激活［１９］。

Ｌｉ等
［２０］发现，ＴＰ６３能够将细胞滋养细胞维持

于干细胞样状态，在滋养细胞株ＪＥＧ３中过表达

ＴＰ６３会促进细胞增殖，反之，下调ＴＰ６３则抑制细

胞增殖。结合此次实验结果和本研究小组以往的

研究［５］，我们认为高浓度ＣＡ显著降低了ＴＰ６３的

表达，由此明显削弱绒毛细胞滋养细胞作为干细胞

不断增殖分化的能力，且使滋养细胞处于老化状

态，进而导致ＩＣＰ胎盘功能下降。发生ＩＣＰ时，胎

盘处在高浓度ＣＡ环境下，进而可引起胎盘滋养细

胞的凋亡［２１］。我们的前期研究［２２］也发现，在ＩＣＰ

小鼠模型中，胎盘滋养细胞发生水肿萎缩，细胞凋

亡增加，过氧化应激程度增大。ＩＣＰ患者胎盘存在

明显的绒毛间质和滋养细胞内水肿、滋养细胞凋亡

增多等病理改变，可能引起胎盘功能下降，并可能

引发胎儿宫内缺氧［１５］。本结果提示，高浓度ＣＡ作

用下ＴＰ６３低表达可能为ＩＣＰ滋养细胞增殖抑制以

及细胞凋亡的一种潜在机制，并在ＩＣＰ胎盘功能障
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碍发生的过程中起着重要的作用。

本研究明确了高浓度的ＣＡ会引起ＩＣＰ孕妇胎

盘滋养细胞ＴＰ６３表达的降低，但是未探讨ＣＡ引

起ＩＣＰ发展的病理机制及ＩＣＰ胎儿不良结局的原

因。由于ＴＰ６３基因结构和生物学功能的复杂性，

需要进一步研究来明确其在ＩＣＰ疾病发展中所起

的作用。
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Ｄｉｓ，２０１１，２９（１）：５８６１．
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