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NLRPI 在胎膜早破患者胎膜及胎盘组织中的表达及其临床意义
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摘要：目的通过研究胎膜早破患者胎Jlis及胎盘组织中NOD样受体蛋白l(NoD一like recePtorprotei。一1,

Nl川〕l）的表达 ·

洁况 ，探讨其在胎膜早破发病中可能发挥的作用 。方法选取2 0巧年r o月一召0 1 6年 9月住院分

娩的胎膜早破患者共60例 ，其中未足月胎膜早破患者30例（28周 蕊 发病孕周 ＜ 37周） ，足月胎膜早破患者30例

（发病孕周〕37周）。另随机选择同时期无胎膜早破孕妇共60 例，根据孕周不同分为米足月对照组（28周 成 孕

周 ＜ 3 7周｝3 0例和足月对照组（孕周〕3 7周）3 0例。 利用免疫组化链霖菌杭生物素蛋白一过氧化物酶连接（SP)

法检测胎膜及胎盘组织中NLRI'1的表达情况 ；利用反转录一聚合酶链式反应（RT一PCR）检测胎膜及胎盘组织中

Nl卫P1 川 R N A 的 表 达 水 平 。 结 果 N L R P I 主 要 存 在 于 胎膜上皮细胞和分化程度很低的间充质细胞及胎盘的滋

养细胞和合体滋养细胞 。足月胎膜早破组胎膜和胎盘组织中N L R P I表达强度显 著高于其他 3组（P < 0 .05) ；未

足月胎膜早破组与未足月对照组的差异有统计学意义（尸 ＜ 0 . 05) ；未足月对J！砚组与足月对J峨组的差异无统计学

意义（尸 ＞ 0 . 0 5 ） 。 足 月 胎 膜 早 破 组 胎膜及胎盘组织中NLRPImRNA的表达水平显著高于其他 3组（P < 0 . 05);

未足月胎膜早破组显著高于未足月对J狱组（P < 0 . 05) ；未足月对照组与足月对照组的差异无统计学意义（ 尸 ＞

0.05）。结论NLI毛I,l在 胎盘和胎膜中的表达升高可能与胎膜早破的发生有关 ；足 月 和 未 足 月 胎 膜 早 破 的 发 生

机制可能不同 。
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ExpressionofNLRPIinthefetalmembranesandplacentaofpatientswith

prematureruptureofmembranesanditsclinicalsignificance
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胎膜早破（ prematurerupture ofmembranes ,

P R O M）是产利常见的并发症 ，发生率约占总妊娠人

数的 2％一3％ 川 ，
是引起早产 、胎盘早剥 、绒毛膜羊

膜炎 、新生儿呼吸窘迫综合征的主要原因之一 ，严重

威胁母儿健康和生命安全。据统计 ，胎膜早破患者

中约 1/3 羊膜腔被微生物感染 ，超过半数的胎膜早

破患者在分娩时有被感染的组织学征象 tz］ 。
因此 ，

绝大多数学者认为生殖道感染是导致胎膜早破的重

要原因之一
［s］ 。

妊娠期母体激素水平的改变也可

导致生殖道感染 。目前对于胎膜早破仍缺乏有效的

防治手段 。

NOD 样受体家族（NOD一like receptors, NLR)

是一类位于细胞内的模式识别受体（ Pattem一 recog
-

nition recePtors, PRn) ，能够识别JJ包内包括细菌在内

的“危险信号”分子 ，通过识别“危险信号”分子 ，

NLRs与受 体结合后可以激化 caspase一 1 等信号通

路 ，参与免疫应答
［'］ 。 N o D样受 体蛋白 1(NoD -

like receptor protein一l , NLRPI）是NLR 家族的一

员 ，也是最早被发现的炎性体 。 NLRPI 在炎症反应

和抗感染中发挥重要作用 ，可以识别病原体后释放

NLRPI炎性 体（白细胞介素 ，IL) ，后者可以与凋亡

相关斑点样蛋白（Asc）和 caspase一 l 、caspase一 5 前

体分子结合 ，形成多蛋白复合物 ，从而促进IL一lp 、

IL一15 、I L 一 3 3 等 炎 症 因 子 的 成 熟 和 释 放
［5］ 。

已有研究证实：IL一18与胎膜早破及绒毛 膜羊

膜炎有关
［6]

；胎膜早破患者血清 、羊水中IL一lp的

表达量高〔
’〕 。

本研究通过检测胎盘和胎膜组织中

NLRPI的 表达情况 ，研究其与胎膜早破发生发展的

关系 ，以期为胎膜早破的防治提供新思路 。

资料和方法

1 . 1 一 般 资 料 选 择 20巧年10月一2016年9月

在徐州医科大学附属徐州妇幼保健院产科住院分娩

的胎膜早破患者60例 。其中 ，未足月胎膜早破患者

30 例（28周 ‘ 发病孕周 ＜ 37周） ，年龄（ 27 . 33 土

3 .49）岁 ，分娩孕周（34 .95 士 1 . 44）周 ；足月胎膜早

破患者30 例（发病孕周〕37周） ，年龄（ 27 ． 犯 土

4 .06） 岁 ，分娩孕周（39 .10 士 0 . 89）周 。 同期选择无

胎膜早破孕妇60例 ，根据分娩孕周不同分为未足月

对J狱组（ 28 周 蕊 孕周 ＜ 37周）30 例不11 足月对J照组

（孕周） 37 周）30例 。未足月对）｛雌且为因宫颈功能

不全 、子宫或阴道发育异常的早产者 ，通过白细胞计

数和胎膜的病理检查排除宫腔感染 ，平均年龄

(27 .46 士 3 . 89）岁 ，平均分娩孕周（35 . 13 士 1. 34)

周 ；足月对照组平均年龄（28 .34 士 3 . 68）岁 ，平均分

娩孕周（39 .52 士 1 . 08）周 。 研究方案获得研究对象

本人书面同意 ，并经院医学伦理委员会批准 。4 组

均为单胎妊娠 ，剖宫产 ，4 组 间 平 均 年 龄 的 差 异 无 统

计学意义（尸 ＞ 0 .05) ，未足月胎膜早破组分娩孕周

与未足月对照组比较差异无统计学意义（尸 ＞

0 .05) ，足月胎膜早破组分娩孕周与足月对照组比

较差异无统计学意义（ 尸 ＞ 0 .05） 。 4 组 孕 妇均无妊

娠合并症及并发症 。胎膜早破组孕妇孕期均存在生

殖道感染 ，人院时阴道分泌物培养为｝朴性 。

1 .2 方 法 未足月胎膜早破组在胎膜破裂后12h

内注射抗生素以防感染 ，足月胎膜早破组未予抗生

素处理。剖宫产手术后及时在靠近胎盘中央区域剪

取2块约为一元硬 币大小的胎盘组织和一块指甲大

小的胎膜组织 ，用DEPC水冲洗后迅速投于液氮 rl" ,

10min 后置于超低温冰箱（一80℃） 保存 ，用于提取

组织总RNA 。在提取组织总RNA11寸 ，以：11RNA为

模板反转录成cDNA ，再以。DNA为模板进行PCR

扩增。本实验选择p一actill基因 作为内参照 ，NL -

RPI和p一actin 引物由苏州金唯智生物科技有限公

司设计合成 。同时取硬币大小的胎盘组织2块和一

块10 c m xs cln 的胎膜组织 ，低温生理盐水（4℃）清

洗后 ，放于10％浓度的中性甲醛 溶液中固定24h ,

切片厚度为4 林m， 用于SP法检测 。组织中NLRI,l

采用上海康朗生物利· 技有限公司生产的SP试剂盒

测量，参照刘新民等〔
s 一 ’ l 描 述 的 综 合 计 分 法 进 行 半

定量分析 ，经过DAB染色后 ，在400倍目镜下随f)L

选取10个不 同的视野 ，每个视野计数100个细胞 ，

以细胞质出现棕黄色颗粒为阳性细胞 ，无着色或与

背景颜色一致为阴性细胞 。阳性细胞和染色强度的

得分见表1 ，最后将阳性细胞率和染色强度所得 分

相］J 11 ,0一l 分为l泪艇胜“ 一 ” , 2 分为l;11性“ +", 3一4

分为11日性“ + + " , 5一6 分为l；「1性“ + + + ” 。
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表l不同阳性细胞率和染色强度的得分

阳性细胞率

< 5%

5% ? 20%

21% ? 50%

> 50%

染色强度

无色

室炎黄色

黄色

棕黄色

得分

统计学意义。

2 结 果

1.3 统 计 学 分 析 采 用 S P S S 1 6 .0 统 计 软 件 进 行

统计分析，检验数据正态性及方差齐性后 ，计量数据

以元土。 表示，两样本均数比较采用独立样本 t 检验，

多个样本均数比较采用单因素方差分析 ，两两比较

采用 q 检验；多组等级资料 比较采用H检验 ，组间

两两比较采用扩展的，检验。以尸 ＜ 0 .0 5为差异有

2 . 1 4 组胎膜组织 N L R I , l 的染色结果由图 l可

知，NLRI,l蛋白主要存在于胎膜上皮细胞和分 化程

度很低的间充质细胞。由表 2可知 ，4 个 组 别 中 ，足

月胎膜早破组的NLRPI表达强度最高 ，未足月对照

组、足月对照组表达强度最低 ，足月胎膜早破组的表

达强度显著高于其他 3组（尸 ＜ 0 .05) ；未足月 胎膜

早破组同样显著高于未足月对照组 、足月对照组 （尸

< 0 .05) ；未足月对照组 、足月对照组比较差异无统

计学意义（P > 0 .05） 。

毛

· 一 一 ＿ 一
砂 ：-''’

厂.

～ 一 ＿ _ _ 2 旦

「叮．一一，?1口 洲、 厂了乃
）· “ _ “ 、 lt’封七 1 ． 哈 ‘

！片乞一，'：冲口
·

、夕井

洲弋汤
往＿ 一 卫 色 ， . i ’ 竺 福

l

A．未足月胎膜早破组；B · 足月胎膜早破组 汉 ． 未足月对照组 ；D ． 足月对照组

图1NLRPI蛋白在j冶膜组织中的表 达（DAB染色 ，x400)

表2各组胎膜组织 NLllPI的表达［,：二30 ，例（c/o）〕
一 － 一 ． 一

月 一 － 一 一 一 ～ - . -
? － 一 － － 一

． ． 一 一 －

组 别

未足月，冶膜早破组 4(,3 · 3 3 ) 7 ( 2 3 · 33) 6而丽厂下不 石不一
足月胎膜早破组 2(6 · 6 7 ) 4 ( 1 3 · 3 3 ) 5 ( 1 6 .67)19( 63 .33)

未足月对照组 18(60 · 0 0 ) 8 ( 2 6 · 6 7 ) 3 ( 1 0 .00) l(3.33）·‘一

兰壁鲤些
一 一 一 竺色塑 － － 竺些竺 一 ． 鲤 翌 － 一 尘三些

一 ． -

与足月胎膜早破组比较：" P < 0.05 ；与未足月胎膜早破组比较：. P < 0.05

2 .2 N L R P I 蛋 白 在 胎 盘 组 织 中 的 染 色 结 果 N L 一 0 .05） 。见图 2 、夫 3 -

R P I主要定位于胎盘的 滋养细胞和合体滋养细胞 。

与胎盘组织中 ，足月胎膜早破组 NLRPI表达强度显

著高于其他3组（尸 ＜ 0 .05) ；未足月胎膜早破组高
于未足月对照组 ，差异有统计学意义（尸 ＜ 0 .05)；未

足月对照组与足月对照组差异无统计学意义 （P >

2 .3NLRPI:11RNA在 胎 膜 组 织 中 的 表 达 见 图 3 、

表4 ,NLRPI:nRNA打‘
’

增位点在 152hp附近 。 足月

胎膜早破组 NLRPImRNA的表 达量显著高于其余3

组（尸＜ 0 .05) ；未足月胎膜早破组高 于未足月对照

组 ，差异有统计学意义（尸＜ 0 .05) ；未足月对照组与
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足月对照组比较 ，差异无统计学意义（ 尸 ＞ 0 .05） 。,

’身止
争一，‘ 应 ＿ 一

,，艺户，，孟’二
气 一 、 ． '

J ＿
衬

， , ,丫 一 ，

‘ 目七

厂 Z 一
、J夕

A ． 未足月胎膜早破组 ；B ． 足月胎膜早破组 ；C ． 未足月对照组 ；D ． 足月对1狱组

图2

表3

N L R P I在胎盘组织中的表达（DAB染色 ，x400)

各组胎盘组织 NLRPI的表达〔 n = 30 ，例（%）〕

组 别 十 十 十 ＋ +

未足月胎膜早破组

足月胎膜早破组

未足月对照组

足月对照组

5(16 .67)

l(3 .33)

16(53 .33)

17(56 .67)

4(13.33)

2(6.67)

11(36.67)

9(30.00)

7(23.33)

8(26.67)

2(6.67)

3(10.00)

14(46 .67)'

19(63.33)

l(3

l(3

33)

33)
::

与足月胎膜早破组比较：’ 尸 ＜ 0 .05 ；与未足月胎膜早破组比较：”尸 ＜ 0 .05

。 一

丢 一 一
一 一 目481二

NLRP
152bp

2 .4NLRPImRNA 在胎盘组织中的表达见图 4 、

表5 ,NL即1mRNA 扩增片段同样位于巧 2 b p 附近 。

NLRPImRNA 在足月胎膜早破组的表达量显著高

于其他 3组（尸 ＜ 0 .05) ；未足月胎膜早破组的表达

量高于未足月对照组（尸 ＜ 0 . 05) ；未足月对照组与

足月对照组比较 ，差异无统计学意义（尸 ＞ 0 .05） 。

M.marker;1 ． 未足月胎膜早破组 ；2 ． 足月胎膜早破

组 ；3 ． 未足月对照组 ；4 ． 足月对照组

图 3各组胎膜组织中 NLRPImRNA的表达
p一actin 481bp

表4各组胎膜组织NLRPI mRNA的表达（ n = 30 ，无士s )
NLRP

组 别 NLRPI／ 日一acti, i

152bp

未足月胎膜早破组

足月胎膜早破组

未足月对照组

足月对照组

0 .97 士 0.12"

l。15 士 0.13

0.52 土 0 .08'"

0 .45 土 0.12'"

M.marker;1 ． 未足月胎膜早破组 ；2.

组口 ． 未足月对照组 ；4 ． 足月对照组

图4各组胎盘组织中NUtPI

足月胎膜早破

的表达

与足月胎膜早破组比较：' P < 0 .05 ；与未足月胎膜早破

组比较："P < 0.05

二 二 书 一 一 一 －

丝 一 一
· － 一

'.．阳目．口口匕 目

卜
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表5齐组胎盘组织NLI亏l,l:111飞NA (I勺表达（,：二30 ，无士s )

组 别 N L R I 〕 1 / p 一 ；,c 盆i: 1

未足月胎月兑早破组

足月胎膜早破组

未足月对J！线组

足月对照组

0 .94 士 0.14"

1.08 士 0.12

0 .35 士 0 .04'"

0 .40 土 0 .05’
扮

与足月胎膜早破组比较：’尸 ＜ 0 .05 ；与未足月胎膜早破

组比较：”尸＜ 0.05

3 讨 论

胎膜早破是产科的一个难题，对孕产妇及围产

)L的健康构成巨大威胁 ，目前对其缺乏有效的防治

措施。已有较多文献报道感染是导致胎膜早破的一

个重要原因
l'”一川 。

病原体感染机体后，其病原相关

分子模式被机体特定的 PRR所识 别，启动非特异性

免疫应答。PRR 主要分为位于细胞膜上的Ton样

受体和细胞内的NLR 。NLRPI是NLR 家族的一员 ，

其在凋亡相关斑点样蛋白和 pro一caspase一 l 等蛋

白质的参与下形成 NLRPI炎性 体，调节 caspase一 1

的活化 ，促进细胞因子前体 Pl’。一 IL一lp 、pro一 IL -

18和 pro一 IL一33 等的切割成熟及 caspase一 l 依赖

的程序性细胞死亡 ，诱导细胞在炎性和应激的病理

条件下死亡。其参与多种疾病的发生发展 ，已成为

近年来的研究热点 。

随着对炎症小体研究
汇’2」

的深人，N L砂1的通路

和表达机制逐渐被确认 。如：固有免疫和适应性免

疫通过何种机制激活炎症小体 ；宿主通过自噬作用 、

干扰素 、持久性有机污染物 、三 结构域蛋白家族

(TRlhl） 、缩小RNA 、NO 、泛素化作用以及外源性病

毒及药物等负性调控炎症小体，使机体处于促炎和

抗炎平衡。

本研究结果显示：NLRPI主要定位于胎膜上皮

细胞和分化程度很低的间充质细胞及胎盘滋养细胞

和合体滋养细胞。正常情况下NLRPI在 胎膜和胎

盘上存在量很少 ，但是在胎膜早破患者中其表达强

度显著升高 ，可能是由于NLRPI蛋白参与了胎膜早

破的免疫应答。

此外 ，本研究结果表明 ：NLRI,l蛋 白在未足月

对照组和足月对照组中的表达差异无统计学意义 ，

在胎膜和胎盘组织中 ，未足月胎膜早破组NLRPI蛋

白表达强度明显低于足月胎膜早破组患者 ，其在两

组患者组织中表达差异可能的原因是 2 个实验组炎

症反应的机制不同 。

同时，未足月胎膜早破组在胎膜破裂后 12h内

注射抗生素以防感染 ，足月胎膜早破组未予抗生素

处理 。 一 方面说明 ，抗生素可能抑制炎症发生 ，这也

可能是导致未足月胎膜早破组和足月胎膜早破组胎

膜、胎盘组织中NLRPI表达差异的原因之一 。

本研究显示：胎膜早破可能使患者胎膜和胎盘

中的NLRPI蛋白表达升高 ，未足月与足月胎膜早破

炎症反应的机制可能不同 ，为胎膜早破的防治提供

了一个新的研究方向。下一步的研究可以在现有的

基础上增加妊娠期已经存在生殖道感染而未发现胎

盘早破的患者 ，研究其胎膜和胎盘的NLRPI蛋白表

达情况 ，尝试寻找发生胎膜早破的生理学界值，从而

对胎膜早破进行更好的预测和防治。
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