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泌乳素在不明原因复发性流产和正常妊娠早期中的差异性表达
陈 超，李聪聪，郭 枫，王巧红，赵爱民
上海交通大学医学院附属仁济医院妇产科，上海市妇科肿瘤重点实验室，上海 200127

［摘要］目的·探讨不明原因复发性流产 （unexplained recurrent pregnancy loss，URPL）和正常妊娠早期，泌乳素（prolactin，PRL）

在外周血和蜕膜基质细胞 （decidual stromal cells，DSCs）中的表达差异。方法·纳入 2018年 3月—2019年 3月于上海交通大学医学

院附属仁济医院妇产科就诊的 80例URPL患者、70例人工流产妇女以及 190例正常妊娠妇女。采用酶联免疫吸附方法检测外周血PRL

水平。采用实时定量聚合酶链式反应（quantitative real time PCR，RT-qPCR）、蛋白质免疫印迹（Western blotting，WB）及免疫组化染

色（immunohistochemistry，IHC）方法检测DSCs中PRL的mRNA和蛋白表达水平。2组之间比较采用独立样本 t检验，多组组间比较

采用单因素方差分析。结果·排除 21例胚胎染色体异常，UPRL组最终纳入 59例。人工流产组纳入 70例。190例正常妊娠妇女中 177

例完成随访，其中 157例活产，被归于正常妊娠活产组，其余 20例发生胚胎停育或自然流产，其中流产发生于孕 10周以前的 19例被

归入正常妊娠流产组。正常妊娠活产组和人工流产组妇女的外周血PRL水平类似，相同孕周间差异无统计学意义，且都随着孕周增长

显著升高（正常妊娠活产组：孕 5~5+6周 vs孕 6~7+6周，P=0.002；孕 6~7+6周 vs孕 8~9+6周，P= 0.012。人工流产组：孕 5~5+6周 vs孕 6~

7+6周，P = 0.015，孕 6~7+6周 vs孕 8~9+6周，P= 0.023）；URPL患者的外周血PRL水平随着孕周增长无显著变化，并且从孕 6周起显著

低于相同孕周的正常妊娠活产妇女和人工流产妇女（孕 6~7+6周：P = 0.018，0.024；孕 8~9+6周：P = 0.015，0.003）；正常妊娠流产组

的外周血PRL水平也与相同孕周的URPL组患者类似。人工流产组妇女DSCs的PRL表达在mRNA和蛋白水平上都随着孕周增长显著

升高 （孕 5~5+6周 vs 孕 6~7+6周：RT-qPCR，P = 0.020 ；WB，P = 0.010 ；IHC，P = 0.030。孕 6~7+6周 vs 孕 8~9+6周：RT-qPCR，P =

0.011；WB，P = 0.034；IHC，P = 0.012）；URPL 组 DSCs 的 PRL 表达水平增长迟滞：孕 6~7+6周及孕 8~9+6周的 URPL 妇女 DSCs 的

PRL表达水平显著低于相同孕周的人工流产妇女（孕 6~7+6周：RT-qPCR，P = 0.012；WB，P = 0.014；IHC，P = 0.028；孕 8~9+6周：

RT-qPCR，P = 0.011；WB，P = 0.030；IHC，P = 0.026）。结论·UPRL患者DSCs的PRL表达缺陷，DSCs蜕膜化不足可能与URPL的

发生有关；孕6周以后外周血PRL低水平可能预示胚胎发育不良。
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[Abstract] Objective·To investigate the difference of prolactin (PRL) expression in peripheral blood and decidual stromal cells (DSCs) between

unexplained recurrent pregnancy loss (URPL) and normal early pregnancy. Methods·Eighty cases of URPL patients in our hospital from March 2018 to

March 2019 were recruited. Seventy women with induced abortion and 190 normal pregnancy women were selected as controls. Fasting peripheral blood

and decidua tissues were collected. The level of PRL in peripheral blood was detected by enzyme-linked immunosorbent assay. Quantitative real time

PCR (RT-qPCR), Western bloting (WB) and immunohistochemistry (IHC) were used to detect the PRL expression of DSCs. Independent sample t test

was used to compare the data of the two different groups, and one-way analysis of variance test was used to compare the data of the groups. Results·In

the URPL group, 21 cases were excluded for chromosomal abnormality, and 59 cases were finally included. There were 70 cases in the induced abortion

group. One hundred and seventy-seven cases in the normal pregnancy group completed follow-up, of which 157 cases were classified as final live birth in

the normal pregnancy group, and the rest 20 cases subsequently had pregnancy loss, of which 19 miscarriages occurred in the first 10 weeks of gestation,

classified as pregnancy loss in the normal pregnancy group. The PRL levels of peripheral blood in the final live birth in the normal pregnancy group and

induced abortion group were similar, with no significant difference between the two groups in the same gestation, and they all increased significantly with

advancing gestation (normal pregnancy with final live birth group: 5‒5+6 week vs 6‒7+6 week, P = 0.002; 6‒7+6 week vs 8‒9+6 week,P = 0.012;Induced

abortion group: 5‒5+6 week vs 6‒7+6 week, P = 0.015; 6‒7+6 week vs 8‒9+6 week, P = 0.023). The levels of PRL in the peripheral blood of patients with

URPL had no significant change with advancing gestation, and they were significantly lower than those of women with final live birth in the normal

论著·临床研究

[基金项目] 国家自然科学基金面上项目（81871179，82071725）。
[作者简介] 陈 超（1986—），女，博士生；电子信箱:chenchao126@yeah.net。
[通信作者] 赵爱民，电子信箱:zamzkh0526@126.com。
[Funding Information] National Natural Science Foundation of China (81871179，82071725).

[Corresponding Author] ZHAO Ai-min, E-mail: zamzkh0526@126.com.

[网络首发] https://kns.cnki.net/kcms/detail/31.2045.R.20210407.1418.012.html (2021-04-07 17:32:26)。

489



2021, 41（4）上海交通大学学报（医学版）

Vol.41 No.4 Apr. 2021JOURNAL OF SHANGHAI JIAO TONG UNIVERSITY (MEDICAL SCIENCE)

pregnancy group and induced abortion women in the same gestation from the 6th week (6‒7+6week: P = 0.012, 0.024; 8‒9+6 week: P = 0.015, 0.003). In

addition, the levels of PRL in the peripheral blood of the women in the normal pregnancy group who later suffered miscarriage were similar to those in

the URPL group of the same gestation. The PRL expression of DSCs in the induced abortion group increased significantly in both RNA and protein level

with advancing gestation (5‒5+6 week vs 6‒7+6 week: RT-qPCR, P = 0.020; WB, P = 0.010; IHC,P = 0.030. 6‒7+6 week vs 8‒9+6 week: RT-qPCR, P =

0.011; WB, P = 0.034; IHC, P = 0.012). However, the increase of PRL expression of DSCs in the URPL group was delayed: the PRL expression of DSCs

in women with 6‒7+6week and 8‒9+6 week of gestation was significantly lower than that in women accepting induced abortion of the same gestation (6‒

7+6 week: RT-qPCR, P = 0.012; WB, P = 0.014; IHC,P = 0.028. 8‒9+6 week: RT-qPCR, P = 0.011; WB, P = 0.030;IHC, P = 0.026). Conclusion·PRL

expression of the decidua is defective. The PRL expression of DSCs in URPL patients is deficient, and the lack of decidualization of DSCs may be related

to the occurrence of URPL. The low level of PRL in peripheral blood after 6 weeks of gestation may indicate embryonic dysplasia.

[Key words] prolactin; unexplained recurrent pregnancy loss; decidual stromal cell; decidualization

复发性流产（recurrent pregnancy loss，RPL）是生殖

领域的重要疾病，美国生殖医学学会将其定义为 2次或 2

次以上妊娠失败［1］。在我国，RPL一般指与同一配偶发生

连续2次或2次以上的自然流产［2］。RPL累及2%~5%的育

龄期妇女，其中超过半数患者无法明确病因，被称之为不

明原因的复发性流产 （unexplained RPL，URPL）［1-3］。针

对这些患者的治疗仍是目前临床医师的难题。胚胎着床和

正常的胎盘发育是妊娠成功的关键，这一过程依赖于胚泡

中滋养细胞对子宫内膜的黏附以及进一步对蜕膜的侵袭浸

润［4］。越来越多的证据表明，人类子宫内膜的蜕膜化在胚

胎着床和胎盘发育过程中起着重要作用［5］，而蜕膜基质细

胞（decidual stromal cells，DSCs）作为蜕膜的主要细胞成

分之一，扮演着重要角色。DSCs 由子宫内膜基质细胞

（endometrial stromal cells，ESCs）经蜕膜化转变而来，以

分泌泌乳素（prolactin，PRL）为特征，是蜕膜分泌 PRL

的主体细胞和羊水PRL的主要来源［6-9］。目前PRL被广泛

用以衡量ESCs/DSCs的蜕膜化程度［10］。既往报道［11-12］发

现，在反复流产等患者中，PRL在黄体期子宫内膜的表达

显著低于正常妇女。但关于妊娠早期ESCs/DSCs蜕膜化研

究、PRL表达及其动态变化，以及PRL表达与URPL关联

研究未见报道。为此，本研究通过观察比较URPL组和正

常妊娠组早期 DSCs的 PRL表达情况，以及正常妊娠组、

正常妊娠流产组和URPL组的外周血PRL水平及其动态变

化情况，以明确 URPL是否存在 ESCs/DSCs蜕膜化异常，

探讨URPL的发生是否与子宫内膜蜕膜化异常有关，为进

一步阐明URPL的发病机制提供新思路。

1 对象与方法

1.1 研究对象及分组

本研究为病例对照研究。纳入 2018年 3月—2019年 3

月于上海交通大学医学院附属仁济医院妇产科就诊的 80

例 URPL 患者，70 例自愿要求行人工流产的正常妊娠妇

女及 190例有生育要求的正常妊娠妇女。研究经上海交通

大学医学院附属仁济医院伦理委员会批准，所有试验对

象均签署知情同意书。

1.1.1 URPL组 选取行清宫手术的URPL患者，手术当

日空腹采集外周血，收集蜕膜组织，并留取绒毛进行染

色体检测。纳入标准：①经阴道超声检查明确胚胎停止

发育，孕周<10周。②月经周期规律（26~35 d）。③既往

连续发生自然流产次数≥2 次。排除标准：①有明确的

RPL 病因［1］。②双胎及多胎。③此次妊娠绒毛染色体异

常。④合并高 PRL 血症。⑤合并肝肾功能异常、凝血功

能异常及免疫系统疾病。

1.1.2 正常妊娠组 选取同期就诊的正常早期妊娠妇女，

采集空腹外周血测定。并随访其妊娠结局。纳入标准：

①经阴道超声检查明确为宫内妊娠，发育符合孕周，孕

周<10周。②月经周期规律（26~35 d）。排除标准：①有

胚胎移植失败或自然流产史。②此次妊娠发生胚胎停育

或自然流产。其余同URPL组排除标准②~⑤。

1.1.3 人工流产组 选取自愿要求行人工流产术的早期

妊娠妇女。手术当日空腹采集外周血，并收集蜕膜组织。

纳入标准：①经阴道超声检查明确为宫内妊娠，胚胎发育

正常，孕周<10周。②月经周期规律（26~35 d）。排除标

准：①有胚胎移植失败或自然流产病史。其余同URPL组

排除标准②~⑤。

1.2 材料及方法

1.2.1 组织样本 所有患者采集空腹外周血，同时收集

人工流产和 URPL患者的蜕膜组织保存于预冷的 DMEM/

F-12中，冰上运输至实验室。

1.2.2 DSCs 细胞分离与培养如图1所示，蜕膜标本清洗

后，剪碎至 1~2 mm2，按体积 1∶5加入 0.1% g/mL 胶原酶

II（Sigma，美国）溶液，于37 °C 水浴中轻柔晃动15 min，

静置 1 min，吸取上层消化液等待过滤，下层组织碎片继

续加入新消化液重复消化，如此循环消化 3次。获得的上

层消化液依序于 100目和 200目筛网中过滤，向滤液中加

0.5 mL 胎牛血清 （fetal bovine serum，FBS） 中止消化。
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300 ×g 离心 10 min，弃上清液，加入红细胞裂解液，室

温孵育 15min，离心弃上清液，洗涤一遍后加入含 10%

FBS的 DMEM/F-12重悬细胞，铺板，37 °C 5% CO2条件

下培养箱孵育6 h，更换新鲜培养基以去除悬浮细胞。

1.2.3 酶联免疫吸附试验 采用酶联免疫吸附试验

（enzyme linked immunosorbent assay，ELISA） 方法测定

外周血 PRL 水平。根据 ELISA 试剂盒 （R&D Systems，

美国）说明书要求进行，通过酶标仪检测吸光度值，并

根据标准曲线计算PRL含量。

1.2.4 免疫组织化学方法 采用免疫组织化学方法

（immunohistochemistry，IHC）对蜕膜进行角蛋白和波形

蛋白染色以鉴定 DSCs。同样采用 IHC 方法检测 DSCs 中

PRL的表达水平。蜕膜石蜡切片经脱蜡/水合、抗原修复

和内源性过氧化物酶封闭后，用 1×TBST/5% BSA室温封

闭 1 h。吸去封闭液，滴加抗人角蛋白、波形蛋白或 PRL

一抗（Abcam，美国），4 ℃孵育过夜。滴加辣根过氧化

物酶标记试剂，湿盒中室温孵育 30 min。滴加过氧化物

酶底物工作液，显色 10 min。苏木精复染。扫描切片，

Image J 软件对目标蛋白进行平均光密度（average optical

density，AOD）测定和分析。

1.2.5 细胞免疫荧光 采用细胞免疫荧光 （immuno

fluorescence，IF）方法检测角蛋白和波形蛋白，进一步对

DSCs进行鉴定。制备细胞爬片，以4%多聚甲醛室温固定

15 min。滴加封闭缓冲液 （1×PBS/5% BSA/0.3% Triton™
X-100），室温封闭破膜60 min。吸去封闭缓冲液，加入抗

人角蛋白和波形蛋白一抗，4 ℃孵育过夜。滴加荧光二抗，

室温下避光孵育60 min。滴加含有染色质染料4'，6-二脒基-

2-苯基吲哚（4'，6-diamidino-2-phenylindole，DAPI）的封

片剂。用荧光显微镜观察拍照。

1.2.6 实时定量 PCR 采用实时定量 PCR （quantitative

real time PCR，RT-qPCR） 方法检测 DSCs PRL mRNA 表

达水平。按照说明书，使用 MiniBEST Universal RNA

Extraction Kit （Takara， 日 本 ） 提 取 RNA， 使 用

PrimeScript™ RT Reagent Kit （Takara，日本） 将 RNA 逆

转 录 合 成 cDNA， 使 用 PrimeScript ™ RT Master Mix

（Takara，日本） 制备 RT-qPCR 反应体系，见表 1。使用

QuantStudio Test Development 软件进行 RT-qPCR，使用

β-actin作为内参，2−ΔΔCt方法计算相对表达量。

1.2.7 蛋白质免疫印迹 试验采用蛋白质免疫印迹试验

（Western bloting） 方法检测 DSCs 的 PRL 蛋白表达水平。

图1 原代蜕膜基质细胞的分离提取

Fig 1 Isolation of primary decidual stromal cells
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向培养皿中加入含有蛋白酶抑制剂（0.1 mg/mL）的细胞

裂解液，冰上操作，细胞刮刀收集裂解液，冰上继续裂

解 30 min，13 000×g 4 ℃ 离心 20 min，收集上清，加上

样缓冲液，100 ℃煮 10 min，−20 ℃冷藏待用。配制 10%

的SDS-PAGE胶，上样量 20~30 μg，电泳。电转至PVDF

膜。室温封闭 1 h。加入抗 PRL 一抗过夜。加入显色二

抗，室温孵育 60 min，扫膜，采用 Image J 软件分析目标

蛋白的灰度值。

1.2.8 统计学分析 采用SPSS 22.0统计软件进行统计学

分析。定量资料以 x± s表示，2组之间比较采用独立样本

t 检验，多组组间比较采用单因素方差分析 （One-way

ANOVA），P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组一般资料

URPL 组入组 80 例，其中 21 例因绒毛染色体异常而

排除，最终纳入 59例。人工流产组共 70例。190例有生

育要求的妊娠妇女中共计 177 例完成随访 （4 例失访，

9 例因主观意愿终止妊娠而退出），其中 157 例活产，归

入正常妊娠活产组 （151 例足月分娩、6 例早产），其余

20 例发生胚胎停育或自然流产 （6 例发生在孕 5~5+6周、

10 例发生在孕 6~7+6周、3 例发生在孕 8~9+6周、1 例发生

在孕 14周），其中流产发生于孕 10周以前的 19例归入正

常妊娠流产组。研究将各组按照标本采集当日的孕周分

为孕 5~5+6周、孕 6~7+6周和孕 8~9+6周 3个亚组。以上各个

亚组的一般情况如表 2所示，同组内各亚组间的年龄差异

无统计学意义，相同孕周各组间的年龄差异亦无统计学

意义。

2.2 外周血PRL水平

如表 3和图 2所示，正常妊娠活产组和人工流产组妇

女的外周血PRL水平类似，都随着孕周的增加显著上升，

差异有统计学意义（正常妊娠活产组：孕 5~5+6周 vs孕 6~

7+6 周，P=0.002；孕 6~7+6 周 vs 孕 8~9+6 周，P= 0.012。人

工流产组：孕 5~5+6周 vs 孕 6~7+6周，P = 0.015；孕 6~7+6

周 vs孕 8~9+6周，P= 0.023），且相同孕周的 2组妇女之间

差异无统计学意义。而 URPL 组妇女的外周血 PRL 水平

随着孕周增长无明显上升，差异无统计学意义；孕 5~5+6

周时，其与正常妊娠活产组和人工流产组相比，差异无

统计学意义；孕 6~7+6周和孕 8~9+6周时，其显著低于相同

孕周的正常妊娠活产组和人工流产组妇女，差异有统计

学意义（孕 6~7+6周：P = 0.018，0.024；孕 8~9+6周：P =

0.015，0.003）。正常妊娠流产组妇女外周血PRL水平类似

于URPL妇女：不随孕周的增长而上升，差异无统计学意

义；相同孕周时，两组妇女之间差异无统计意义；孕6~7+6

周时，其亦显著低于相同孕周的正常妊娠活产组和人工流

产组妇女，差异有统计学意义（P= 0.022，P= 0.041）。

2.3 蜕膜基质细胞的鉴定
角蛋白和波形蛋白被广泛用于对DSCs的鉴定。我们

亦采用这 2种骨架蛋白通过 IHC和 IF方法对DSCs进行鉴

定。结果如图 3所示。对于蜕膜石蜡切片进行角蛋白和波

形蛋白的 IHC 染色可将 DSCs 与腺上皮区分开：DSCs 表

达波形蛋白，不表达角蛋白；而腺上皮表达角蛋白，不

表1 RT-qPCR引物系列（5´→3）́

Tab 1 Primer sequences for RT-qPCR（5´→3´）

Gene

PRL

Specie

Human

Primer sequence

Forward

Reverse

GCAGATGGCTGATGAAGAGTCTCG

GTGGATGATTCGGCACTTCAGGAG

表2 各组患者的一般情况比较（x±s）

Tab 2 Comparison of general conditions of patients in the four groups（x±s）

Group

URPL

（n=59）

Induced

abortion

（n=70）

Normal

pregnancy with

final live birth

（n=157）

Normal

pregnancy with

subsequent

pregnancy loss

（n=19）

Subgroup

Gestational

age/week

5‒5+6

6‒7+6

8‒9+6

5‒5+6

6‒7+6

8‒9+6

5‒5+6

6‒7+6

8‒9+6

5‒5+6

6‒7+6

8‒9+6

Number/n

20

22

17

22

27

21

53

59

45

8

11

0

Age/year

28.80±4.25

29.87±4.10

29.29±4.31

29.05±3.98

28.85±3.97

29.33±3.62

28.91±3.81

29.20±4.23

28.78±4.53

29.38±4.14

30.18±4.49

‒

P value*

0.708

0.913

0.865

0.695

P value#

0.987a

0.741 b

0.850 c

Note: *: Comparison of subgroups (5‒5+6 week, 6‒7+6 week and 8–9+6 week)

in the same group by One-way ANOVA. #: Comparison of women from

different groups (URPL, induced abortion, normal pregnancy with final live

birth and normal pregnancy with subsequent pregnancy loss) with the same

gestational week by One-way ANOVA. a: Comparison of women from

different groups with the same gestation of 5 ‒ 5+6 week. b: Comparison of

women from different groups with the same gestation of 6 ‒ 7+6 week.
c: Comparison of women from different groups with the same gestation of

8‒9+6 week.
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表达波形蛋白。在DSCs的分离和体外培养中，对分离得

到的贴壁细胞同样进行角蛋白和波形蛋白的 IF染色，发

现得到的绝大多数细胞都表现为波形蛋白染色阳性，角

蛋白染色阴性，证实其为 DSCs。DSCs纯度按波形蛋白+

角蛋白—细胞占所有贴壁细胞的百分比计算，根据 IF染色

结果，DSCs纯度> 95%。

2.4 PRL在DSCs中的表达

本研究通过 qRT-PCR、 WB 以及 IHC 方法分别在

RNA 和蛋白水平检测 PRL 在 DSCs 中的表达水平，结果

如表 4和图 4所示：人工流产组中，DSCs的 PRL 表达在

RNA和蛋白水平上均随着孕周的增加显著上升，差异有

统计学意义 （孕 5~5+6 周 vs 孕 6~7+6 周：qRT-PCR，P =

0.020；WB，P = 0.010；IHC，P = 0.030。孕 6~7+6周 vs孕

8~9+6 周：qRT-PCR，P = 0.011；WB，P = 0.034； IHC，

P = 0.012）；在URPL组中，孕 6~7+6周的PRL表达与孕 5~

5+6周相比在RNA水平和蛋白水平上都没有显著变化，差

异无统计学意义；孕 8~9+6周时，DSCs 的 PRL 表达才出

现显著增高，差异有统计学意义 （qRT-PCR：P=0.016；

WB：P =0.016；IHC： P = 0.021）。URPL妇女在孕 6~7+6

周及孕 8~9+6周时，DSCs 的 PRL 表达在 mRNA 及蛋白水

平上都显著低于相同孕周的人工流产妇女组，差异有统

Note：Normal pregnancy with final live birth group:①P = 0.002, compared with women with the gestation of 6‒7+6 week in the same group;②P=0.012, compared with women

with the gestation of 8‒9+6 week in the same group.Induced abortion group: ③P = 0.015, compared with women with the gestation of 6‒7+6 week in the same group; ④P =

0.023,comparedwithwomen with the gestation of 8‒9+6 week in the same group. URPL group: ⑤P = 0.018, compared with women innormal pregnancy with final live birth

group with the same gestation of 6‒7+6 week; ⑥P =0.024, compared with women in the induced abortion group with the same gestation of 6‒7+6 week; ⑦P = 0.015, compared

with womeninnormal pregnancy with final live birth group with the same gestation of 8‒9+6 week; ⑧P =0.003, compared with women ininduced abortion group with the same

gestation of 8‒9+6 week. Normal pregnancy with subsequent pregnancy loss group: ⑨P = 0.021, compared with women innormal pregnancy with final live birth group with the

same gestation of 6‒7+6 week; ⑩P = 0.041, compared with women ininduced abortion group with the same gestation of 6‒7+6 week.

图2 正常妊娠活产组、人工流产组、URPL组和正常妊娠流产组妇女的外周血PRL水平

Fig 2 PRL levels in peripheral blood of women in normal pregnancy with final live birth group, induced abortion group, URPL group and normal pregnancy with subsequent

pregnancy loss group

表3 各组患者的外周血PRL水平（x± s）

Tab 3 PRL levels in peripheral blood of women in four groups（x± s）

Group

Normal pregnancy with final live

birth（n=157）

Induced abortion（n=70）

URPL（n=59）

Normal pregnancy with subsequent

pregnancy loss（n=19）

Subgroup

Gestational age/

week

5‒5+6

6‒7+6

8‒9+6

5‒5+6

6‒7+6

8‒9+6

5‒5+6

6‒7+6

8‒9+6

5‒5+6

6‒7+6

Number/n

53

59

45

22

27

21

20

22

17

8

11

PRL/（ng·mL−1）

28.88±11.38

35.69±11.30

42.22±14.66

27.59±11.40

37.47±15.11

49.06±18.94

29.34±11.39

28.49±10.79

32.28±11.91

25.63±8.33

27.52±8.77

P value *

0.002 a

0.012 b

‒

0.015 a

0.023 b

‒

0.805a

0.306b

0.450 c

0.635a

‒

P value#

URPL

0.876

0.018

0.015

0.622

0.024

0.003

‒

‒

‒

‒

‒

Induced

abortion

0.659

0.547

0.113

‒

‒

‒

‒

‒

‒

‒

‒

Normal pregnancy with

subsequent pregnancy loss

0.442

0.021

‒

0.660

0.041

‒

0.412

0.791

‒

‒

‒

Note: *:Comparison between subgroups in the same group by unpaired t test: a:5‒5+6 week vs 6‒7+6 week; b:6‒7+6 week vs 8‒9+6 week; c:8‒9+6week vs 5‒5+6 week.
#:Comparison of women from different groups (normal pregnancy with final live birth, URPL, induced abortion and normal pregnancy with subsequent pregnancy

loss) with the same gestational week by unpaired t test.
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计学意义 （孕 6~7+6周：qRT-PCR，P = 0.012；WB，P =

0.014； IHC， P = 0.028。 孕 8~9+6 周 ： RT-qPCR， P =

0.011；WB，P = 0.030；IHC，P = 0.026）。

3 讨论

自然流产是妇产科常见的疾病，其中 80% 以上发生

在妊娠早期，且大多在妊娠 10 周以内［13］。Goldstein

等［14］对 232 名孕妇的妊娠结局进行随访，发现有 13.4%

的妇女发生了临床诊断明确的流产，其中的87.0%发生在

妊娠 10 周以前。本研究结果显示完成随访的 177 例有生

育要求的早孕妇女中有 20 例发生流产 （11.3%），其中

19例都发生在孕 10周前，仅有 1例发生在孕 14周。我们

的研究结果和既往报道一致，提示妊娠 10周以前是决定

妊娠结局的重要时期。这一阶段正是胎盘形成的关键时

期，DSCs通过自身蜕膜化所产生的大量细胞因子［15-18］参

与其中并发挥调控作用。其中，PRL是DSCs蜕膜化的标

志性产物，已被确认羊水PRL的主要来源就是DSCs。已

有研究报道 PRL 具有广泛的生理调控作用，如调节种植

窗的内膜容受性，刺激滋养细胞生长和侵袭，促进血管

生成，调节蜕膜 NK 细胞的活性，调节羊膜中水分转运

等［19-23］。对孕 9~12周的羊水和胚胎外宫腔液的一项研究

发现，胚胎外宫腔液中PRL是羊水含量的近 10倍［24］，提

示蜕膜在孕早期即有较高水平的 PRL 分泌。我们既往的

研究发现孕 6~7周的 DSCsPRL 表达水平显著高于黄体中

期的 ESCs［25］。为了进一步研究早孕期 DSCs中 PRL表达

及其变化趋势，以及 PRL 在 URPL 患者中表达是否存在

异常，我们对孕 5~9+6周范围内的人工流产组和 UPRL 组

蜕膜组织进行分析，发现正常早期妊娠中，DSCs的 PRL

表达在mRNA和蛋白水平上均随着孕周增加而显著增加；

但在URPL组，直至 8~9+6周时，DSCs的PRL表达才出现

显著增加，但仍显著低于相同孕周的人工流产组。这些

Note：A / B. IHC of decidua against keratin and vimentin respectively. Black arrow

with line indicated glandular epithelium and red arrow indicated DSCs. C. Optical

microscopic image of DSCs cultured in vitro. D. IF of DSCs cultured in vitro,

keratin (red), vimentin (green), nucleus (blue), DAPI: chromatin dye.

图3 蜕膜基质细胞的鉴定（IHC和 IF方法）

Fig 3 Identification of decidual stromal cells by immunohistochemistry and

immunofluorescence

表4 人工流产组和URPL组中PRL在蜕膜基质细胞中的表达

Tab 4 PRL expression of decidual stromal cells in the UPRL and induced abortion groups

Indicator

Method of Measurement

Subgroup gestational age/week

Number/n

RT-qPCR（RNA）

PRL（/β-actin/induced abortion）

P value*（Intra-group comparison）

P value#（Comparison between groups）

WB（protein）

PRL（/β-actin）

P value*（Intra-group comparison）

P value#（Comparison between groups）

IHC（protein）

PRL（AOD）

P value*（Intra-group comparison）

P value#（Comparison between groups）

Group

URPL（n=59）

5‒5+6

20

1.03±0.46

0.453 a

0.336

0.23±0.10

0.715a

0.865

0.078±0.039

0.546 a

0.697

6‒7+6

22

1.13±0.42

0.016b

0.012

0.25±0.11

0.016 b

0.014

0.085±0.035

0.021 b

0.028

8‒9+6

17

1.46±0.39

0.011

0.34±0.13

0.030

0.113±0.037

0.026

Induced abortion（n=70）

5‒5+6

22

1.16±0.42

0.020 a

0.24±0.12

0.010 a

0.083±0.043

0.030 a

6‒7+6

27

1.49±0.53

0.011b

0.35±0.17

0.034 b

0.111±0.043

0.012 b

8‒9+6

21

1.95±0.65

0.46±0.19

0.145±0.042

Note: *: Comparison between subgroups in the same group by unpaired t test: a:5‒5+6 week vs 6‒7+6 week; b:6‒7+6 week vs 8‒9+6 week. #:Comparison between

women from URPL and induced abortion groups with the same gestational week by unpaired t test.
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结果表明在正常妊娠情况下，DSCs中的PRL表达随着孕

周的增长而不断增加，子宫内膜的蜕膜化程度亦不断进

展，这有利于胚胎的植入及其生长发育。而在URPL患者

中，DSCs 中的 PRL 表达出现增长滞后，蜕膜化程度不

足，提示PRL的表达下降和其代表的蜕膜化不足与URPL

的发生可能有相关。这些研究结果为蜕膜 PRL 表达对于

妊娠的建立和维持的重要性提供了更多的临床证据，也

为URPL的病因研究提供了新思路。

人类妊娠期间的外周血 PRL 主要由垂体分泌，也可

能部分来源于子宫局部 DSCs 的分泌。从孕 7~8 周开始，

外周血 PRL 水平即随着孕周增长持续上升，直至在孕

36周到达峰值，随后下降［26］。我们的研究结果提示正常

妊娠外周血 PRL的显著上升始于孕 6~7+6周，随着孕周增

加平稳升高，而 URPL 患者的外周血 PRL 并不能随着孕

周增长而发生显著上升。此外，对正常妊娠流产组的

19 名妇女与他组妇女进行比较，发现她们的外周血 PRL

Note：A. Relative mRNA expression of PRL in DSCs detected by RT-qPCR, ①P = 0.020, compared with women of 6‒7+6 week with in the same group; ②P = 0.011, compared

with women of 8‒9+6 week with in the same group; ③P = 0.012, compared with women in the URPL group at the same gestation of 6‒7+6 week; ④P= 0.011, compared with

women in the URPL group at the same gestation of 8‒9+6 week; ⑤P = 0.016, compared with women of 6‒7+6 week within the same group. B/C. Expression of PRL protein in

the same group at different gestation detected by WB of DSCs. D. Expression of PRL protein between the two groups at the same gestation detected by WB of DSCs.

E. Quantitative representation of WB.①P = 0.010, compared with women of 6‒7+6 week within the same group; ②P = 0.034, compared with women of 8‒9+6 week with in the

same group; ③P = 0.014, comparedwith women in URPL group at the same gestation of 6‒7+6 week; ④P= 0.030, compared with women in URPL group at the same gestation

of 8‒9+6 week; ⑤P = 0.016,compared with women of 6‒7+6 week with in the same group. F. IHC of the decidua against PRL. G. Quantitative representation of the average

optical density (AOD) of PRL in IHC.①P = 0.030, comparedwith women of 6‒7+6 week with in the same group; ②P = 0.012, compared with women of 8‒9+6 week within the

same group; ③P = 0.028, compared with women in URPL group at the same gestation of 6‒7+6 week; ④P= 0.026, compared with women in the URPL group at the same

gestation of 8‒9+6 week; ⑤P= 0.021,compared with women of 6‒7+6 week with in the same group.

图4 人工流产组和URPL组中PRL在蜕膜基质细胞中的表达
Fig4 PRL expression of decidual stromal cells in UPRL and induced abortion groups
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水平和URPL组妇女相类似，提示胚胎停育或自然流产妇

女可能普遍存在外周血低水平 PRL，与既往研究［27-28］结

果一致。结合既往报道，我们认为孕 6周以后出现的外周

血 PRL 水平低下或增长滞后可能预示胚胎发育不良。妊

娠早期连续动态检测外周血 PRL 水平对判断妊娠结局可

能有一定的价值。
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