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摘要　 目的　 评估自然流产患者蜕膜血管生成情况，并探讨

自然流产患者蜕膜中甲状腺激素受体信号的表达改变。 方

法　 收集行人流术的孕妇蜕膜。 以自然流产患者作为实验

组，以社会因素行人流术的健康孕妇作为对照组，收集两组

人群蜕膜组织。 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法，检测蜕膜组织中甲

状腺激素受体⁃α（ＴＨＲ⁃α）和 ＴＨＲ⁃β 的核转位情况，同时使

用免疫组化法定位蜕膜组织中 ＴＨＲ⁃α 和 ＴＨＲ⁃β 的分布。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定蜕膜组织中Ⅱ型脱碘酶（ＤＩＯ２）的蛋白表达

水平，免疫荧光法定位 ＤＩＯ２ 在蜕膜组织分布并测定荧光强

度。 使用免疫组化，以 ＣＤ３４ 作为内皮标志物测定蜕膜血管

密度。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测血管内皮生长因子受体（ＶＥＧＦＲ⁃１）
的蛋白表达水平。 结果 　 对照组与流产组在年龄、妊娠天

数、ＴＳＨ、Ｔ３、Ｔ４ 等基本资料中，差异均无统计学意义。 Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果提示 ＴＨＲ⁃α 和 ＴＨＲ⁃β 蛋白核转位置下降，同时

蜕膜组织免疫组化染色结果表明自然流产患者蜕膜甲状腺

激素受体核转位减少（Ｐ ＜ ０. ０５）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表明流

产组 ＤＩＯ２ 蛋白表达较对照组下降，提示自然流产孕妇蜕膜

中，甲状腺激素代谢受到影响；免疫荧光实验结果显示流产

组 ＤＩＯ２ 的荧光强度较对照组减弱（Ｐ ＜ ０. ０５）。 免疫组化法

ＣＤ３４ 标记蜕膜小血管的结果显示，在流产组中， ＣＤ３４ ＋ 血

管数量下降，差异有统计学差异（Ｐ ＜ ０. ０５）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结
果提示流产组和对照组中 ＶＥＧＦＲ⁃１ 无明显变化，差异无统

计学意义。 结论　 蜕膜局部甲状腺激素受体信号异常可能

导致蜕膜血管生成减少，从而参与自然流产的发生。
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　 　 自然流产是早期妊娠最常见的并发症之一。 据

统计分析，大约 １５％ 的妊娠以流产为结局，且 ８０％

发生于妊娠 １２ 周前［１］。 造成自然流产的病因包括

母体因素、胚胎因素等，早期自然流产以胚胎染色体

异常最常见，约占 ６０％ ，而内分泌因素、免疫因素、
易栓状态、生殖道感染和孕妇基础疾病等因素亦为

常见因素［２ － ３］。 蜕膜化异常是发生自然流产的重要

原因之一［４］。 作为最先与胚胎建立物质交换的母

体组织，蜕膜参与母胎界面形成，为胚胎的正常生长

发育提供了能量物质，也可防止母体自身免疫系统

攻击胚胎［５］。 目前已有研究［６］ 显示甲状腺激素可

调节蜕膜化进程，在蜕膜化的最初阶段起到诱导和

维持蜕膜细胞形态和内分泌功能的作用。 但甲状腺

激素对蜕膜化影响的潜在机制，尚需进一步探索。
该研究探究了自然流产与蜕膜甲状腺激素受体信号

功能不足的潜在可能因素，为自然流产防治工作提

供理论依据，预防自然流产的发生。

１　 材料与方法

１． １　 样本收集　 选择 ２０２０ 年 ９ 月至 ２０２１ 年 ６ 月

于安徽医科大学第一附属医院超声及临床诊断胚

停，自然流产的妇女作为流产组，选择年龄相匹配因

社会因素行人工流产术的妇女作为对照组。 自然流

产纳入标准参考自然流产诊治中国专家共识（２０２０
年版），是指一定妊娠孕周前的妊娠过程失败，包括

生化妊娠、空孕囊、胚胎发育逐渐停止、胚胎或胎儿

死亡以及胚胎及其附属物排出等表现。 排除标准：
患有基础疾病的孕妇及孕期有并发症的孕妇，包括

糖尿病、高血压、心脑血管病、病毒性肝炎、自身免疫

疾病（系统性红斑狼疮等）、妊娠期胆汁淤积症等内

外科疾病；因胚胎染色体异常而发生的自然流产；孕
前及孕期有甲状腺病史；双胎及多胎妊娠。 所有参

与签署书面知情同意，所有程序和流程经安徽医科

大学第一附属医院（中国·合肥）伦理委员会的批

准（Ｓ２０２０００２１）。 于人流术后立即使用生理盐水清

理刮出的宫腔内组织，选取其中的蜕膜组织，采用不

同方法保存，供后续实验使用。 检测蛋白表达的组

织放入冻存管后使用液氮迅速冷冻，后转移至 － ８０
℃冰箱保存；组织学检测的组织采用 ４％ 多聚甲醛
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固定组织后，使用石蜡包埋。
１． ２　 免疫组化 　 将 ５ μｍ 石蜡切片经二甲苯脱蜡

处理，梯度乙醇水化，通透处理后使用柠檬酸钠缓冲

液经高压热修复，封闭抗原后，使用 １：２００ 稀释的

ＣＤ３４ 一抗孵育，４ ℃静置过夜后，经二抗和辣根过

氧化物酶标记后。 采用 ＤＡＢ 染液染色，控制每张切

片染色时间相同，使用 ＰＢＳ 缓冲液冲洗终止染色。
苏木精染核后，经梯度乙醇脱水并用二甲苯透化，中
性树脂封片后使用显微镜拍摄图像。
１． ３　 核蛋白提取　 根据细胞核蛋白与细胞质蛋白

抽提试剂盒（碧云天 Ｐ００２８，上海）说明书进行操作：
组织切碎后使用试剂盒中胞浆裂解液冰浴裂解，１５
ｍｉｎ 后，在 ４ ℃，２ ５００ｒ ／ ｍｉｎ 条件下离心 １０ ｍｉｎ，取其

沉淀，使用 ＰＢＳ 缓冲液冲洗后，按剂量分次加入细

胞核裂解液，多次震荡离心后取上清液，加入上样缓

冲液后加热变性保存于 － ２０ ℃冰箱中。
１． ４　 组织总蛋白提取 　 根据比例将 ＲＩＰＡ 裂解液

（碧云天 Ｐ００１３Ｂ， 上海）、 苯甲磺酰氟 （ 碧云天

ＳＴ５０５，上海）、磷酸酶抑制剂（碧云天 Ｐ１０４５，上海）
配置成蛋白提取液，剪取一定质量组织后，加入相应

比例的蛋白提取液，使用组织震荡器打碎组织后，冰
浴放置 １５ ｍｉｎ，使用离心机在 ４ ℃，１３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 条

件下离心 １０ ｍｉｎ 后取上清液加入上样缓冲液后加

热变性。
１． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ　 配制聚丙烯酰胺凝胶，将加热

变性的蛋白样品加入上样孔，经过电泳、转膜、封闭

和一抗抗体孵育。 以 β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ、甲状腺激素受体 α
（ｔｈｙｒｏｉｄ ｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｅｒ⁃α， ＴＨＲ⁃α）、甲状腺激素

受体 β（ｔｈｙｒｏｉｄ ｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｅｒ⁃β， ＴＨＲ⁃β）、Ⅱ型脱

碘酶（ｄｅｉｏｄｉｎａｓｅ Ⅱ， ＤＩＯ２）和血管内皮生长因子受

体 （ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｅｒ⁃１，
ＶＥＧＦＲ⁃１）１ ∶ ２ ０００ 稀释后为孵育的一抗。 ＴＢＳＴ 洗

膜 ３ 次后，根据一抗来源种属，使用山羊抗兔或小鼠

ＩｇＧ 为孵育二抗，采用通用型 ＥＣＬ 化学发光显影试

剂盒进行显影，获取蛋白条带，依据条带灰度值以

β⁃Ｔｕｂｕｌｉｎ（总蛋白），Ｌａｍｉｎ Ｂ（核蛋白）为内参对蛋

白含量进行定量分析。
１． ６　 免疫荧光　 切片经脱蜡水化处理后，用 ０． １％
ＴｒｉｔｏｎＸ⁃１００ 通透液通透 １０ ｍｉｎ，５％ ＢＳＡ 封闭液 ３７
℃水浴封闭 １ ｈ，将切片与兔抗人一抗 ＤＩＯ２ 一起 ４
℃过夜孵育，次日用二抗标记，用 ＤＡＰＩ 标记细胞

核，使用荧光显微镜采集图像。 使用 ＩｍａｇｅＪ 软件对

每张切片的 ６ 个随机视野进行统计。

１． ７ 　 统计学处理 　 将实验数据录入 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ６ 统计学软件进行分析，所有定量数据分析采

用独立样本 ｔ 检验，实验数据用 �ｘ ± ｓ 表示，Ｐ ＜ ０. ０５
为数据有统计学意义。

２　 结果

２． １　 患者基本情况　 人工流产术前准备已检测每

位患者血清 ＴＳＨ、Ｔ３、Ｔ４ 水平，均在正常范围内，排
除甲状腺疾病患者。 对照组与流产组在年龄、妊娠

天数、ＴＳＨ、Ｔ３、Ｔ４ 等基本资料比较，差异均无统计

学意义，见表 １。

表 １　 患者基本情况及血清甲状腺激素水平（ｎ ＝ ４０，�ｘ ± ｓ）

项目 对照组 流产组

妊娠天数（ｄ） ５４． ８３ ± ７． １３ ６０． ６５ ± １１． ４１
年龄（岁） ２７． ６０ ± ５． ５７ ２９． ９０ ± ５． ０． ５
ＴＳＨ（μＩＵ ／ ｍｌ） １． ４８ ± ０． ６９ １． ７５ ± ０． ７９
Ｔ３（ｎｍｏｌ ／ Ｌ） １． ７９ ± ０． ３５ １． ９２ ± ０． ４３
Ｔ４（ｎｍｏｌ ／ Ｌ） １１５． ０２ ± １３． ８６ １２２． ０９ ± １８． １９

２． ２　 甲状腺激素受体的表达与定位　 提取蜕膜组

织细胞核蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，与对照组相

比，流产组蜕膜组织核蛋白中两种甲状腺激素受体

蛋白表达量均下降。 同时，对两组蜕膜组织进行免

疫组化染色，使用 ＴＨＲ⁃α 及 ＴＨＲ⁃β 抗体标记，结果

显示自然流产患者蜕膜甲状腺激素受体核转位减少

（Ｐ ＜ ０. ０５），提示流产组甲状腺激素对蜕膜组织细

胞的调控能力下降。 见图 １。
２． ３　 蜕膜组织的 ＤＩＯ２ 的表达与定位 　 提取两组

蜕膜组织蛋白后，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验结果显示流产组

ＤＩＯ２ 蛋白表达较对照组下降，表明自然流产孕妇蜕

膜中，甲状腺激素代谢受到影响。 免疫荧光实验结

果显示流产组 ＤＩＯ２ 的荧光强度较对照组减弱。 见

图 ２。
２． ４　 蜕膜中血管生成　 对两组蜕膜组织进行连续

切片并行免疫组化染色，使用 ＣＤ３４ 标记蜕膜小血

管。 结果显示，流产组血管较对照组细，且 ＣＤ３４ ＋

血管数量下降，差异有统计学意义。 在 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
结果中，流产组和对照组中 ＶＥＧＦＲ⁃１ 无明显变化，
两组差异无统计学意义。 见图 ３。

３　 讨论

　 　 本研究探究了甲状腺激素功能通过影响蜕膜化

进程，可能参与自然流产发生的过程机制。本研究
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图 １　 蜕膜组织甲状腺激素受体表达与定位

Ａ：ＴＨＲ⁃α 和 ＴＨＲ⁃β Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果；Ｂ：ＴＨＲ⁃α 和 ＴＨＲ⁃β 免疫组化结果 × ５００；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

图 ２　 两组蜕膜组织细胞 ＤＩＯ２

Ａ：ＤＩＯ２ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果； Ｂ：ＤＩＯ２ 免疫荧光定位 × ２００；红色：ＤＩＯ２；蓝色：ＤＡＰＩ（细胞核）； 与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５
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图 ３　 蜕膜组织中血管分布比较

Ａ：ＶＥＧＦＲ⁃１ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果；Ｂ：ＣＤ３４ 免疫组化结果 × ５００； 与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

使用 ＣＤ３４ 标记蜕膜中血管生成情况，显示流产组

ＤＩＯ２ 的表达下降表明甲状腺激素在蜕膜中的代谢

及转化受到抑制，ＴＨＲ⁃α 和 ＴＨＲ⁃β 的下调也表明甲

状腺激素下游调控作用受到抑制。 同时观察到蜕膜

中血管生成减少，血管重塑受到抑制，蜕膜化进程可

能受到影响，从而引发自然流产的发生。
　 　 已有研究［７］表明，孕期甲状腺功能也同时受到

冲击。 妊娠期甲状腺激素分泌量较孕前增加 ５０％ ；
人绒毛膜促性腺激素与促甲状腺激素有着相似的结

构，可在孕早期使甲状腺功能在短时间内不稳

定［８］。 而甲状腺功能减退会导致围生期胎儿死亡

风险增加，且新生儿出生后低体质量、智力发育迟

缓、小儿多动症和注意力不集中的概率较普通新生

儿升高［９］。 这些都说明甲状腺功能在妊娠期发挥

重要作用。 妊娠期胎盘中的 ＤＩＯ２ 和 ＤＩＯ３ 大量表

达，ＤＩＯ２ 使胎盘中的 Ｔ４ 转化为三碘甲状腺原酸，
ＤＩＯ３ 会使 Ｔ４ 转化为失活的反式三碘甲状腺原氨酸

（ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒｉｉｏｄｏｔｈｙｒｏｎｉｎｅ， ｒＴ３） ［１０］。 甲状腺激素受体

经过修饰锚定于核膜，在与甲状腺激素结合后，将信

号传导至下游通路［１１］。 在蜕膜及胎盘中，活性强且

快速生效的 Ｔ３ 与甲状腺激素受体结合，发挥甲状腺

激素在蜕膜组织中的局部调节作用。 在选择对照组

及流产组病例时，课题组排除了合并有甲状腺功能

异常的自然流产妇女，且两组甲状腺相关指标差异

无统计学意义，后续研究中，自然流产孕妇的蜕膜中

ＤＩＯ２ 的表达下降，这可能导致蜕膜细胞中对 Ｔ４ 的

转化减少，具备活性的 Ｔ３ 生成受到抑制，在蜕膜组

织中的有效甲状腺激素浓度下降。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和
免疫组化等结果显示，甲状腺激素受体在流产组中

的表达量以及锚定于核膜的量下降，这可以导致甲

状腺激素在甲状腺功能并无病理性异常的情况下，
在蜕膜局部组织中发挥的调节作用减少，甲状腺激

素在蜕膜组织中发挥的作用受到限制。 这一结果说

明在甲状腺无功能障碍时，蜕膜局部病变导致的甲

状腺激素信号传导阻滞也可能导致蜕膜化的异常。
　 　 妊娠期子宫内膜细胞形态及功能发生显著变

化，被转化为蜕膜。 蜕膜是妊娠得以继续的基础，如
果受精卵与蜕膜发育分化时间不协调则难以着

床［１２］。 一项研究［６］ 表明甲状腺激素在蜕膜化过程

中起到诱导和维持蜕膜的内分泌和特殊细胞形态的

作用。 此外孕酮信号通路是蜕膜化的关键通路，而
甲状腺激素可使蜕膜细胞的孕酮受体蛋白表达上
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升，证实了甲状腺激素在蜕膜化过程中的关键调控

作用。 蜕膜的血管重塑是蜕膜化的重要过程，一项

细胞生物学研究［１３］ 表明甲状腺素通过整合素

αｖβ３ ／蛋白激酶 Ｄ ／组蛋白脱乙酰酶⁃５ 信号通路增

加碱性成纤维细胞生长因子 ｍＲＮＡ 的表达，促进了

血管的生成。 本研究将蜕膜中血管丰度作为衡量蜕

膜化进展的检测指标，实验显示 ＶＥＧＦＲ⁃１ 的表达未

受到影响，而免疫组化的结果提示，流产组中通过

ＣＤ３４ 标记的蜕膜血管较对照组明显减少，这一实验

结果说明蜕膜化的过程受到抑制。 已有研究［１４ － １５］

表明在胎盘中，甲状腺激素受体的表达可调节胎盘

血管的发生及形成，课题组推断甲状腺激素在蜕膜

化的过程中可以通过非血管生成因子路径调控蜕膜

血管的生成和参与螺旋动脉的重塑，在这个过程中

如果甲状腺激素功能异常，可以导致蜕膜局部血管

生成的不足和螺旋动脉重塑异常，从而影响母胎界

面的建立，导致自然流产的发生。
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亚甲基四氢叶酸还原酶基因多态性与
阿尔茨海默病的相关性临床研究

游孟哲１，周　 霞２，尹文文２，万　 珂２，孙中武２

摘要　 目的　 探讨阿尔茨海默病（ＡＤ）进程中，亚甲基四氢

叶酸还原酶（ＭＴＨＦＲ） Ｃ６７７Ｔ 多态性与疾病的相关性，以及

是否受 ＡＰＯＥ 基因影响。 方法 　 共纳入 ７４ 例 ＡＤ 患者、８５
例遗忘型轻度认知障碍患者（ ａＭＣＩ） 和 ８１ 例健康对照者

（ＨＣ），检测 ３ 组血清同型半胱氨酸（Ｈｃｙ）、叶酸和维生素

Ｂ１２ 水平，以及 ＭＴＨＦＲ Ｃ６７７Ｔ 及 ＡＰＯＥ 基因型，通过 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ
回归分析比较 ＭＴＨＦＲ Ｃ６７７Ｔ 不同等位基因和基因型分别与

ａＭＣＩ 和 ＡＤ 风险之间的关联，以及在不同 ＡＰＯＥ ε４ 亚组中

的表现。 结果　 ＡＤ 组和 ａＭＣＩ 组的血清 Ｈｃｙ 水平均较对照

组显著升高（Ｐ ＜ ０. ００１，Ｐ ＜ ０. ００１），而 ａＭＣＩ 组血清叶酸水

平较 ＨＣ 组明显降低（Ｐ ＝ ０. ０１７）。 与 ＭＴＨＦＲ ＣＣ、ＣＴ 基因

型者相比，ＴＴ 基因型者的血清叶酸水平明显降低 （Ｐ ＝
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０. ０３８），血清 Ｈｃｙ 水平明显升高（Ｐ ＝ ０. ００２）。 回归分析结

果显示：在 ＡＰＯＥ ε４ 非携带者亚组中，ＭＴＨＦＲ ＴＴ 基因型可

能增加 ａＭＣＩ 患病风险 （ ＯＲ ＝ ３. ６７０， ９５％ ＣＩ ＝ １. ０７７ －
１２. ５０９， Ｐ ＝ ０． ０３８），在 ＡＰＯＥ ε４ 携带者中则无相应表现。
结论　 ＭＴＨＦＲ Ｃ６７７Ｔ 多态性可导致血清 Ｈｃｙ 水平增高和叶

酸水平降低。 在 ＡＰＯＥ ε４ 非携带者中，ＭＴＨＦＲ ＴＴ 基因型可

能增加 ａＭＣＩ 的患病风险。
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　 　 阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是一种

常见的中枢神经系统退行性疾病，遗忘型轻度认知

功能障碍 （ ａｍｎｅｓｔｉｃ ｍｉｌｄ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ， ａＭ⁃
ＣＩ）是介于正常的老年性认知衰退和痴呆之间的一

种状态，被认为是 ＡＤ 的前驱阶段［１］。 高同型半胱

氨酸血症 （ ｈｙｐｅｒｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎａｅｍｉａ， ＨＨｃｙ） 可能在

ＡＤ 的发生发展中起到一定作用。 正常健康人的同
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