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TLR9介导的Myd88信号通路分子在稽留流产患者绒毛组织中的表达

及其临床意义 *
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摘要目的：研究 TLR9介导的 Myd88信号通路在稽留流产患者绒毛组织中的表达及其临床意义。方法：本研究收集了稽留流产
患者及正常分娩者的绒毛组织，采用 Real-time-PCR及 Western-blot方法检测了 TLR9介导 Myd88信号通路中 TLR9、Myd88、
TNF-a、NF-资B、IRF1 mRNA和蛋白表达。结果：与正常对照组相比较，TLR9、Myd88、TNF-a、NF-资B、IRF1 mRNA和蛋白在稽留流

产组患者绒毛组织中相对表达水平显著升高，差异有统计学意义(P<0.05)。结论：稽留流产的发生与 TLR9/Myd88信号通路有关。
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Expression and Clinical Significance of TLR9 Mediated Myd88 Signaling
Pathway in the Patients with Missed Abortion*

To study the expression and clinical significance.of TLR9 mediated Myd88 signaling pathway in patients

with missed abortion. The villi tissue of missed abortion patients and normal delivery were collected. Real- time PCR and

Western blot method were used to detect the mRNA and protein expression of TLR9, Myd88, TNF-a, NF-资B, IRF1. Compared

with normal control group, the mRNA and protein expression of TLR9, Myd88, TNF-a, NF-资B, IRF1were significantly raised in the

abortion group (P<0.05). TLR9/MyD88 signaling pathway might be involved in the pathogenesis of missed abortion.
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前言

稽留流产(Missed abortion，MA)[1,2]又称过期流产，是指胚胎

或胎儿已经死亡但滞留于宫腔内未能及时自然排出的现象，属

于自然流产的一种特殊情况[3]。目前，稽留流产已成为产科常见

的病理性妊娠之一。据报道，在正常早期妊娠年轻女性中，稽留

流产最高发生率可达 20%[2]。近年来，随着环境因素恶化及高龄

妊娠妇女增多等原因，稽留流产的发生率已呈现出明显的增高

趋势。然而，稽留流产病因复杂，发病机制至今尚未完全阐明。

其可能与母体内分泌功能紊乱、染色体的数量或结构异常、免

疫功能不全、全身性感染疾病以及环境恶化等多种因素有关。

在导致稽留流产发生的各种因素中，免疫变化及感染所致的稽

留流产目前越来越受到国内外医生和研究者的重视[4,5]。目前，

稽留流产的发生虽然逐年增高，临床仍缺少有效的治疗方法。

发生稽留流产严重伤害患者及家人身心健康。因此，探讨其发

病机制具有非常重要的临床和社会意义。

Toll样受体(Toll like receptors，TLRs)是一种高度保守的 I

型跨膜蛋白受体[6-8]。作为先天免疫系统中识别细菌和病毒的主

要受体，其参与了多种疾病的发生。人 TLR9基因[9,10]与髓样分

化因子 88 ( myeloid differentiation factor 88，MyD88)基因[11-13]相

连，是 TLR9信号通路中的一个关键接头分子。因此，本研究收

集稽留流产患者及正常分娩患者绒毛组织，采用 Re-

al-time-PCR及 Western-blot方法检测 TLR9介导 Myd88信号

通路中 TLR9、Myd88、TNF-a、NF-资B、IRF1 mRNA和蛋白的表

达，进而分析 TLR9介导 Myd88信号通路在稽留流产发生过

程中的作用，为稽留流产患者的临床诊断及治疗提供新的参考

和思路。

1 材料与方法

1.1 研究对象
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Groups Cases Age (years) Menopause (days) Pregnancies

Missed abortionMissed

abortion
60 26.7± 4.5 64± 5 1.2± 0.3

Control group 60 24.4± 3.3 61± 7 1.4± 0.2

P 0.82 0.63 0.55

表 1两组研究对象的一般资料比较

Table 1 Comparison of the baseline information between two groups

本研究整体方案经过本院伦理委员会批准。所有参与研究

的患者均签署知情同意书。纳入标准：⑴怀孕前月经规律，停经

天数少于 20周；⑵怀孕期间未服用激素类或其他影响胎儿的

药物；⑶白带检查常规正常，无支原体、衣原体等感染；⑷未发

现其他系统疾病以及妊娠合并症；⑸所有研究者均获知情同意。

稽留流产组：收集我院 2015年 3月到 2016年 3月收治的

稽留流产患者 60例。根据病史、妇科检查、尿妊娠试验及多普

勒超声等确诊为稽留流产，如表 1。其中，32例因为阴道不规则

出血而就诊(流血时间 1至 25天不等)；患者入选前检查提示生
殖解剖结构均无异常，而胚芽 /胎儿形态、功能异常，包括无胎

心搏动或表现为枯萎囊等；正常对照组：另选同期来我院就诊

的 60例健康早期妊娠的女性作为正常对照组，所有研究对象

符合纳入标准且为自愿要求终止妊娠。正常对照组研究对象，

如表 1。既往无腹痛、阴道流血等先兆流产征兆。入选前检查示

所有正常对照组研究对象胚芽 /胎儿孕囊形态及原始心管搏
动均正常。正常对照组与稽留流产组患者相比年龄、孕周及孕

次比较都差异无统计学意义(p>0.05)。
1.2 样本的采集、处理及保存

在无菌条件下采集绒毛组织，采用负压吸引术 (负压为
400-500 mmHg)吸出绒毛组织。当采用负压吸引术吸出孕囊后，

需立即分离出绒毛组织，并用无菌生理盐水冲洗去除血液。将

冲洗完毕的绒毛组织即刻分成 3份，分别放入贴好标签的 2

mL冻存管内(所有冻存管均经 DEPC水处理过)，并于 15分钟

内置于 -80℃ 低温冰箱中保存备用。 3 份组织分别用于
RT-PCR, ELISA和Western Blot检测。

1.3 试验方法
1.3.1 Real-time-PCR 根 据 GenBank 中 Myd88、TNF-a、
NF-资B、IRF1的序列，采用 Primer Express 5.0软件设计相应的

引物，引物设计合成(由上海生工生物工程公司设计)如下：
MyD88 (扩增片段长度 265 bp)
Forward Primer: 5'-GAG ATA CGC CAA GGG TCA A T-3'

Reverse Primer: 5'-CTG GAG ACA AGC AGT TTC A G-3'

TLR9 (扩增片段长度 304 bp)

Forward Primer: 5'-TGG CAT CAT CTT CAT TGT CC-3'

Reverse Primer: 5'-GTC CAC AGC AGA AAC CCA GA-3'

NF-资B(扩增片段长度 302 bp)
Forward Primer: 5'-TGC CTC CAG TGA GAA GAA CA -3'

Reverse Primer: 5'-GCA CCA GAA GTC CAG GGT TA-3'

TNF-a(扩增片段长度 305 bp)

Forward Primer: 5'-AAA TGG GCT CCC TCT CAT CA-3'

Reverse Primer: 5'-TCT GCT TGG TGG TTT GCT AC-3'
IRF1 (扩增片段长度 357 bp)

Forward Primer: 5'-CCG TCC CTC TCA TAC ACT GG-3'

Reverse Primer: 5'-GCT TGG TGG TTT GCT ACG AC-3'

1.3.2 WESTERN BLOT 检测和 ELISA 法检测 制备待测样

品，然后制作标准曲线，检测样品蛋白含量，进行 SDS－PAGE

电泳、电转印、杂交、取出 PVDF膜，使用 TCL显色，最后拍摄

照片并进行图像分析。采用双抗体夹心 ABC-ELISA 法进行
IRF1、TNF-琢检测。
1.4 统计学分析

所有数据通过采用 SPSS19.0软件进行统计学处理。数据

用均数和标准差(x± s)表示。通过进行 t检验和 pearson相关分

析比较 TLR9、Myd88、NF-资B、IRF1、TNF-琢 在稽留流产患者绒

毛组织中的表达水平与正常对照者相比有无统计学差异，并分

别分析 TLR9 mRMA 及蛋白与 Myd88、NF-资B、IRF1、TNF-琢
mRMA及蛋白之间的相关性。P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组研究对象绒毛组织中 TLR9、Myd88、TNF-a、NF-资B、
IRF1 mRNA的表达水平

首先，按照标准方法分别提取稽留流产患者和正常对照者

绒毛组织中的总 RNA。通过紫外分光光度法测量 A260 和
A280 的吸光度值。结果显示：A260/A280 均在 1.8-2.0间，总

RNA纯度较高。此外，28S与 18S的光密度比值通过 1%甲酸

变性的琼脂糖凝胶电泳进行测定，结果约为 2，说明总 RNA基

本无降解，完整性较好。稽留流产患者绒毛组织中 TLR9、
Myd88、TNF-a、NF-资B、IRF1 mRNA 的表达水平较正常对照组

的显著升高，差异具有统计学意义(p < 0.05)，见表 2。
2.2 两组研究对象绒毛组织中 TLR9、Myd88、NF-资B蛋白的表

达水平

结果显示(图 2)：稽留流产患者绒毛组织中 TLR9、Myd88、
NF-资B的表达水平比正常对照组显著升高，差异有统计学意义
(p<0.05)。
2.3 两组研究对象绒毛组织中 TNF-a、IRF1蛋白的表达水平

结果显示(表 3)：稽留流产患者绒毛组织中 TNF-琢和 IRF1

表达水平比正常对照显著升高，差异有统计学意义(p<0.05)。

3 讨论

稽留流产是遗传、免疫功能异常、内分泌改变及环境影响

等多种因素导致的一种特殊形式的自然流产。绒毛组织是孕早

期母体与胚胎直接接触的部分，可用于稽留流产发生机制的探
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图 1 PCR溶解、扩增和标准曲线

Fig.1 The dissolve, amplified and standard curve of PCR

图 2两组绒毛组织中 TLR9、Myd88、NF-资B蛋白的表达水平

Fig.2 The expression level of TLR9, Myd88, NF-资B protein in villi

*表示 p<0.05，差异具有统计学意义。

* P <0.05, the difference was statistically significant

Groups TLR9 Myd88 TNF-a NF-资B IRF1

Missed abortion 2.59± 0.12 1.71± 0.19 1.95± 0.17 1.61± 0.29 1.88± 0.11

Control group 1 1 1 1 1

p 0.025 0.033 0.022 0.045 0.031

表 2绒毛组织中 TLR9、Myd88、TNF-a、NF-资B、IRF1 mRNA的表达水平

Table 2 The mRNA expression levels of TLR9, Myd88, TNF-a, NF-资B, IRF1 in villi

讨。妊娠期间，绒毛组织在整个妊娠的非特异性免疫反应起了

非常重要的作用[14]。母体与胎儿间免疫平衡是妊娠得以建立和

维持的内在本质，辅助 T细胞(Th细胞)在妊娠免疫[15]中的作用

已经被报道，妊娠的维持需要 Thl和 Th2细胞间保持着平衡。

正常母体与胎儿间表现为抑制性免疫反应[16]，主要通过 Th2细

胞免疫及其激活分泌 IL-4和 IL-10等细胞因子实现。然而，当
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Thl细胞活化时，其能够通过激活 TNF和 IL-2等细胞因子的

释放，引起排斥反应，其表现为 Thl细胞因子免疫反应增强，
Th2细胞因子则减弱，将导致免疫平衡破坏，使妊娠难以维持，

引发流产。TLR9信号通路可以通过依赖或非依赖 MyD88途

径激活 NF-资B，从而激活炎症介质的释放。本研究结果发现稽

留流产患者绒毛组织中 TLR9、Myd88、TNF-a、NF-资B 和 IRF1

表达增加。

TLRs在妊娠晚期胎盘中的表达已经被发现，且相比于早

期妊娠表达量更高。当妊娠母体发生感染时，机体能够快速的

发生免疫应答反应。Toll 9是一种具有固有免疫模式的识别受

体，能够特异性识别外源性分子，在病原体入侵机体时起到重

要保护作用。TLR9介导炎症反应通路对于妊娠的维持同样具

有重要意义。TLR9能够引起的炎症因子的释放，参与妊娠期间

非特异性炎症反应[17]。因此，TLR9与正常妊娠有关，在分娩过

程中具有重要的作用。此外，TLRs可通过介导抗原抗体反应，

启动由 Myd88介导的下游信号通路。MyD88基因与 TLR基因

相连接，通过单外显或双外显至少两种拼接方式表达。作为

TLR的主要接头蛋白，在 TLRs识别相应的配体后，MyD88可

通过其死亡域募集 IRAK，进而激活下游传导通路的活化，最终

诱导炎症细胞因子的释放达，从而导致炎症反应的发生。

本研究在稽留流产患者绒毛组织中发现了 TLR9，MyD88

的表达升高，还发现了炎症相关因子 TNF-a、NF-资B和 IRF1的

浓度改变。TNF-琢的浓度升高能够通过多种途径导致引发流
产。研究表明 TNF-琢不仅可通过影响滋养细胞的营养供给而
妨碍着床，还可通过激活免疫应答反应、影响子宫平滑肌的兴

奋性、改变母体凝血酶原的表达等方面来影响妊娠。

干扰素调节因子(interferon regulatory factor,IRF)[18,19]家族分

子共有 9个成员 (IRF1-IRF9)。作为重要的核转录调节因子，
IRF-1能够参与 TLR9的信号通路，介导抗病毒反应以及免疫

炎症反应等多种细胞过程的调控。高浓度 IRF-1 调节 NK 细

胞、Thl细胞以及树突状细胞的分化和成熟，在免疫调节中的作

用已被证实。此外，IRF-1亦可以促进多种炎症因子的表达，调

节 TNF-a，IL-12等产生。
NF-资B是一种核转录因子，体内分布广泛，在各种细胞内

均有表达[20]。被活化后的 NF-资B能够影响小鼠的胚泡着床，在

妊娠着床及维持过程中起十分重要的作用。据报道，NF-资B激

活炎症因子的转录，调节 IL-1受体、TNFa受体与粘附分子和

细胞因子之间的信号传递。本研究中，稽留流产患者绒毛组织

中 NF-资B的浓度显著升高，可与其调节靶基因转录,诱导 IL-1、
IL-8及粘附分子等表达，促进急性炎症反应有关。此外，NF-KB

活化能够影响 Thl/Th2型细胞因子比例，使局部免疫失衡。炎

症反应、免疫反应等病理生理过程均可导致稽留流产的发生。

稽留流产患者体内 TLR9/MyD88通路异常，绒毛组织中
TLR9与 MyD88、NF-资B、TNF-琢、IRF1的浓度升高。据此推测，

绒毛组织中 TLR9的表达升高，TLR9/MyD88信号传导通路活

化，能够促进炎症因子的释放,引起炎症反应的发生，打破母体

与胎儿间的免疫平衡，从而导致胚泡着床减弱、无法维持正常

妊娠，引发流产。

4 结论

综上所述，稽留流产患者绒毛组织中 TLR9、Myd88、
NF-资B、TNF-琢 和 IRF1 表达升高，提示稽留流产患者
TLR9/MyD88信号通路明显活化。TLR9/Myd88在人类胚胎着

床及发育过程中起着非常重要的作用，其引发 TNF-a、NF-资B

炎症因子及 IRF-1调节因子的释放与稽留流产的发生关系紧

密，但对于MyD88、NF-资B、TNF-琢、IRF1在稽留流产中是否一

定受到 TLR9的调控仍需要进一步干预性实验证明。本研究为

稽留流产患者的临床诊断及治疗提供新的参考和思路。
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Missed abortion 5.15± 0.23 5.89± 0.16

Control group 3.12± 0.11 3.05± 0.10

P 0.032 0.011
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