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摘　要:【目的】探讨胎盘 、胎膜细胞凋亡与分娩动因的关系。【方法】采用 TUNEL 法和电镜法检测妊娠晚期不同产程

的胎盘 、胎膜组织中的细胞凋亡情况。【结果】羊膜上皮细胞凋亡指数(AI)、绒毛膜滋养细胞 AI、胎盘绒毛滋养细胞 AI 与蜕

膜细胞 AI 在未临产组 、潜伏期组 、活跃期组与顺产组之间差异均有极显著性(P <0.01),且羊膜上皮细胞 AI 、绒毛膜滋养细

胞 AI、胎盘绒毛滋养细胞 AI 与蜕膜细胞 AI均随未临产组 、潜伏期组 、活跃期组 、顺产组的顺序增大。【结论】胎盘 、胎膜组织

中细胞凋亡的变化与分娩发动和产程进展有关。
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The Change of Cellular Apoptosis in Placentas and Fetal Membranes in Labor
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Abstract:【Objective】To study the relationship between the initiation of labor and the cellular apoptosis in

placentas and fetal membranes.【Methods】The TUNEL method and the elect ron microscopy was used to detect

apoptosis in placentas and fetal membranes , which were taken from the third trimester pregnant w omen in dif-

ferent stage of labor.【Result】There w ere very significant differences among the non-labo r group 、the latent

stage g roup 、the active stage group and the vag inal delivery g roup in apoptotic index AI of amnion epithelial 、AI

of chorion t rophoblast 、AI of placental t rophoblast and AI of decidual cellular layer(P <0.01).And the AI of

amnion epithelial、AI of chorion t rophoblast 、AI of placental trophoblast and AI of decidual cellular layer all in-

creased sequence f rom the non-labor g roup 、the latent stage group 、the active stage g roup to the vaginal delivery

g roup.【Conclusion】The ini tiation and evolution of labor has something to do w ith the change of cellular apopto-

sis in placentas and fetal membranes.
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　　目前关于分娩动因方面的研究逐渐受到重视 ,

提出了较多的学说 ,包括:内分泌 、胎儿作用 、宫颈

成熟 、免疫学 、一氧化氮 、机械作用及神经调节等学

说[ 1] 。近来 ,有文献报道人类早孕绒毛 、蜕膜和晚

孕胎盘 、胎膜中均存在细胞凋亡 ,而且早孕与晚孕

时期细胞凋亡状况有显著差别。本实验通过研究

妊娠晚期与产时不同产程的胎盘与胎膜中的细胞

凋亡情况 ,探讨细胞凋亡与分娩动因的关系 ,为早

产诊治及计划分娩提供依据。

1　研究对象和方法

1.1　研究对象

收集 1998年 10月～ 2000 年 3月在本院分娩
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的足月妊娠初产妇共 73 例 ,依其妊娠终止时所处

的时期分为未临产组(Non-labor group)、潜伏期组

(Latent stage g roup)、活跃期组(Active stage group)

和顺产组(Vaginal delivery g roup)。其中 ,未临产

组 19例 ,孕妇平均年龄 27.6岁(24 ～ 33岁),平均

孕龄 39周+3d(37周+1d ～ 41周+6d),新生儿平

均体质量 3.34 kg(2.9 ～ 3.9 kg), 其中 , 男婴 10

例 、女婴 9例 。潜伏期组18例 ,孕妇平均年龄27.5

岁(26 ～ 31岁),平均孕龄 39周+4d(37周+3d ～

41周+6d),新生儿平均体质量 3.30 kg(3.0 ～ 3.7

kg),其中 ,男婴 9 例 、女婴 9 例。活跃期组 14 例 ,

宫口开张平均 6.2 cm(4.0 ～ 9.0 cm), 平均年龄

28.5岁(26 ～ 32岁),平均孕龄 40 周(39周+2d ～

40周+6d),新生儿平均体质量 3.52 kg(2.9 ～ 3.9

kg),其中 ,男婴 7例 、女婴 7 例。顺产组 22例 ,孕

妇平均年龄 26.8岁(23 ～ 33 岁),平均孕龄 39 周

+6d(37周+1d ～ 41 周+1d),新生儿平均体质量

3.21 kg(2.8 ～ 3.7 kg),其中 ,男婴 11 例 、女婴 11

例。全部病例均为胎盘自然剥离 ,产程中无特殊用

药。所有病例均无妊娠高血压症 、前置胎盘 、胎盘

早剥 、羊水过多或过少 、胎儿宫内生长迟缓和胎膜

早破等病理妊娠及糖尿病 、肝炎 、甲状腺功能亢进 、

心脏病和肺结核等妊娠合并症 ,所有病例均无合并

其它急 、慢性器质性病变 。

1.2　方　法

1.2.1　TUNEL法检测细胞凋亡　①标本制备:

顺产胎盘自然娩出后 、剖宫产胎盘自然剥离后即留

取标本→生理盐水中洗净血液→置入 10倍于其体

积的 10%中性甲醛液固定后送病检→病检排除绒

毛膜羊膜炎→取石蜡包埋组织切取 5 μm 厚切片→

贴附于硅化玻片→60 ℃烤片 2 h→备用。 ②主要

试剂:原位细胞凋亡检测试剂盒(Kit , AP)系德国

BOEHRINGER MANNHEIM 公司产品 ,参照试剂

盒设立对照组 。蛋白酶 K 系 Sigma 公司产品。

BCIP/NBT 底物液系 DAKO 公司产品 。③末端脱

氧核苷酸转移酶介导脱氧尿苷三磷酸缺口末端标

记(TdT -mediated dUTP nick end labelling ,

TUNEL):石蜡包埋组织切片常规脱蜡至水→20

mg/L 蛋白酶 K于 37 ℃消化 20 min→PBS 洗涤 3

次→参照试剂盒加50μL T UNEL 反应液 ,于37 ℃

孵育 60 min→PBS 洗涤 3 次→加 50 μL 转换-AP

液 ,于 37 ℃孵育 30 min→PBS洗涤3次→加 50μL

NBT/BCIP 底物液 ,于室温下显色 8 min→PBS 洗

去底物液→加 50 μL 甲基绿液 ,或 2 ～ 3 滴核快红

液 ,复染色 5 min→洗去染色液→常规封片 ,备镜

检。 ④镜检:高倍镜下于标本羊膜上皮层(Amnion

epithelial)观察 3 ～ 10 个不同视野 ,共观察 200 ～

600个细胞核 ,计数 TUNEL 染色阳性 ,即细胞核

染成深蓝色或紫黑色的细胞数和细胞总数 , 并计

算出羊膜上皮细胞凋亡指数(Apopto tic Index ,

AI)。AI 是以每 100 个细胞中的阳性细胞数表示

(%)。同法分别计算出绒毛膜滋养细胞(Chorion

trophoblast)、胎盘绒毛滋养细胞(Placental t ro-

phoblast)及蜕膜细胞层(Decidual cell lay er)凋亡指

数。

1.2.2　电子显微镜检测细胞凋亡　①主要试剂和

仪器:前固定液(2.5%戊二醛+2.0%多聚甲醛+

PBS液配制而成)、后固定液(1%锇酸)、苯二甲酸

二丙烯脂(PDAP)、包埋剂(LR.White)、70%饱和

醋酸铀溶液 、1∶3 枸橼酸铅溶液及 EX 透射电镜均

由中山医科大学肿瘤防治中心电镜室提供 。 ②电

镜检测标本的制备:将胎盘 、胎膜组织切成长约

5.0 mm ,宽约 1.0 mm 大小→置入 40倍于其体积

的前固定液中固定 24 h ,4 ℃冰箱保存→0.1 mol/

L PBS 洗涤 3次(15 min/次)→1%锇酸后固定液

固定 1 h→0.1 mol/L PBS洗涤 3次(15 min/次)→

常规脱水→PDAP 渗透 24 h→LR.White 包埋 4 h

→置入包埋板中 , 65 ℃烤箱中聚合 24 h→半薄切

片定位→切超薄切片→70%饱和醋酸铀溶液染色

5 min→1∶3枸橼酸铅复染 15 min→镜检 。③电镜

检查:可观察到胎盘胎膜细胞特征性形态学的改

变 ,从而了解其细胞凋亡情况 。

1.3　数据处理

利用 SPSS 8.0 For Windows软件包进行统计

分析 。采用双变量 Spearman相关分析分别对孕产

妇年龄 、孕龄 、胎儿体质量与各标本 AI的相关性进

行检测;采用独立样本 t 检验比较未临产组 、潜伏

期组 、活跃期组 、顺产组中男 、女婴的各类细胞 AI

之间有无差异;不同组间孕产妇年龄 、孕龄 、胎儿体

质量 、男女婴比例之间的差异和不同组间各类细胞

AI 之间的差异采用方差分析进行检测 。

2　结　果

2.1　各组病例临床情况及婴儿性别和 AI的关系

经方差分析显示未临产组 、潜伏期组 、活跃期
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组 、顺产组之间在孕产妇的年龄 、孕龄 、新生儿体质

量 、新生儿男女比例上差异均无显著性(P >

0.05),4组病例男婴与女婴在羊膜上皮细胞 AI、绒

毛膜滋养细胞 AI 、胎盘绒毛滋养细胞AI 、蜕膜细胞

AI 之间差异无显著性(P >0.05)。

2.2　病例临床情况与 AI的关系

采用双变量 Spearman 相关分析显示未临产

组 、潜伏期组 、活跃期组 、顺产组孕产妇的年龄 、孕

龄 、胎儿体质量与各组的羊膜上皮细胞 AI 、绒毛膜

滋养细胞 AI、胎盘绒毛滋养细胞 AI 、蜕膜细胞 AI

之间无相关性。

2.3　胎盘胎膜组织的细胞凋亡情况

未临产组 、潜伏期组 、活跃期组和顺产组中的

胎盘胎膜细胞凋亡指数各组间均有显著差异(P

<0.01),见表 1。

表 1　4组病例胎盘胎膜细胞凋亡指数

Table 1　The A Is of placentas and fetal membranes among 4 groups ( x ± s)

Apoptotic index(%) Non-labor g roup Latent stage g roup Active stage group Vaginal delivery group

Amnion epithelial 　　24.46±1.76 2)3)4) 　　27.34±1.41 1)3)4) 　　31.58±1.36 1)2)4) 　　33.92±1.30 1)2)3)

Cho rion trophoblast 26.61±2.07 2)3)4) 29.21±1.23 1)3)4) 32.65±1.13 1)2)4) 36.43±1.89 1)2)3)

P lacental trophoblast 41.48±1.97 2)3)4) 44.17±2.04 1)3)4) 45.66±1.67 1)2)4) 49.21±2.39 1)2)3)

Decidual cell layer 32.56±2.28 2)3)4) 35.13±2.14 1)3)4) 36.99±1.95 1)2)4) 38.84±2.24 1)2)3)

　　1)Compared to Non-labor group, P <0.01;2)Compared to Latent stage group , P <0.01;3)Compared to Active stage group , P <0.01;4)

Compared to Vaginal delivery group , P <0.01

2.4　胎盘胎膜组织细胞凋亡的形态学观察

光镜下在羊膜上皮细胞 、绒毛膜滋养细胞 、胎

盘绒毛滋养细胞 、蜕膜细胞中均可见细胞核被染成

深蓝色或紫黑色的凋亡细胞;在核快红复染中非凋

亡细胞的细胞核染成红色 ,细胞浆染成粉红色;在

甲基绿复染中非凋亡细胞的细胞核染成绿色 ,细胞

浆染成浅绿色 ,见图 1 、2。电镜下观察羊膜上皮细

胞 、绒毛膜滋养细胞 、胎盘绒毛滋养细胞 、蜕膜细胞

中的凋亡细胞 ,主要表现为:胞质空泡化现象明显 ,

胞核偏移 ,染色质固缩 ,常浓集于核膜下 ,呈境界分

明的块状小体 ,细胞浆浓缩或裂解成质膜包绕的碎

片 ,内质网扩张形成膨胀小泡 ,细胞质内可见完整

的细胞器 ,见图 3 。

3　讨　论

3.1　细胞凋亡的检测

细胞凋亡于 1972 年由英国病理学家 Kerr

等[ 2]发现之后 ,人们对其进行了较多的研究。细胞

凋亡是细胞受局部环境的生理或病理刺激引起的

一种受基因调控的具有特征性形态学和生化的改

变其细胞主动的 、生理性的死亡。细胞凋亡在维持

各组织和器官的细胞数目恒定与生长平衡乃至机

体衰老方面起着重要的作用。

目前检测凋亡细胞的常用方法有形态学检测 、

图 3　孕晚期绒毛膜滋养细胞中的凋亡细胞核( ),

见染色质固缩 , 聚集于核膜下 , 胞质空泡化。

透射电镜×10 000

Fig.3　The apoptotic nuclei( )in chorion trophoblasts in

late pregnancy , chromatin condensed and surrounded

nuclear membrane , cytoplasm vacuoled were seen.

Transmission electron microscopy×10 000

生化检测与基因检测等方面 。本实验中利用

TUNEL 法检测凋亡细胞 ,因为细胞发生凋亡时由

内源性核酸内切酶所致的 DNA 断裂 ,其断端 3′端

羟基(3′-OH)暴露 ,这是细胞凋亡的特征之一。这

样在末端脱氧核苷酸转移酶(Terminal deoxynu-

cleo tidal t ransferase , TdT)的作用下进行 3′-OH 端

的脱氧核苷酸合成 ,使被标记的脱氧核苷酸在原位
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结合到凋亡细胞的 3′-OH 端 ,再通过检测标记物即

可检测出凋亡的细胞。 TUN EL 法标记 DNA 断裂

点3′-OH 可较精确的检测凋亡细胞中的片段化

DNA ,由于细胞在标记前已被固定 ,故小分子量的

DNA不会迁移出细胞而丢失 , TUNEL 法可以标记

DNA单链和双链断裂末端 ,由凋亡引起的 DNA 损

伤均可被标记和检测 。另外 , TUNEL 法可直接标

记DNA ,非特异背景低 ,在实验不同阶段还可分别

用荧光显微镜和光学显微镜立即观察 ,较其它观察

标记 DNA的方法耗时更少 、更简单 ,是目前常用的

原位细胞凋亡检测方法[ 3 ～ 9] 。而凋亡研究始于形

态学观察 ,形态学表现是凋亡研究的出发点 ,是经

典的也是最权威的标准 ,但形态学检测方法只能定

性 ,不能定量。因此 ,本实验中选择了用 TUNEL

法检测细胞凋亡并进行定量分析 , 为进一步验证

TUNEL 法的研究结论 ,我们又进行了电镜观察。

光镜下我们发现在羊膜上皮细胞 、绒毛膜滋养细

胞 、胎盘绒毛滋养细胞 、蜕膜细胞层中均可见细胞

核被染成深蓝色或紫黑色的凋亡细胞 ,进一步电镜

下观察均可见到凋亡的典型表现。

3.2　孕晚期不同产程的胎盘 、胎膜组织凋亡与分

娩发动

本实验中用 TUNEL 法检测 , 在羊膜上皮细

胞 、绒毛膜滋养细胞 、胎盘绒毛滋养细胞 、蜕膜细胞

中均见到凋亡细胞。孕晚期未临产组的细胞凋亡

指数结果是:在羊膜上皮细胞中为 24.46%±

1.76%, 在绒毛 膜滋养细 胞中 为 26.61% ±

2.07%,在蜕膜细胞中为 32.56%±2.28%, 与

Runic-R等[ 10]的研究结果相一致。

本实验结果显示羊膜上皮细胞 AI 、绒毛膜滋

养细胞 AI 、胎盘绒毛滋养细胞 AI 与蜕膜细胞 AI

在未临产组与潜伏期组之间 、未临产组与活跃期组

之间 、未临产组与顺产组之间 、潜伏期组与活跃期

组之间 、潜伏期组与顺产组之间 、活跃期组与顺产

组之间均存在极显著差异(P <0.01),且羊膜上

皮细胞AI 、绒毛膜滋养细胞AI 、胎盘绒毛滋养细胞

AI 与蜕膜细胞 AI 均随未临产组 、潜伏期组 、活跃

期组 、顺产组的顺序增大 。说明随分娩发动和产程

的进展 ,胎盘 、胎膜组织中发生凋亡的细胞逐渐增

多 ,产程进展越到后期发生凋亡的细胞数目也越来

越多 ,说明胎盘 、胎膜细胞凋亡的变化与分娩发动

和产程进展有关 。

目前关于分娩动因的学说众多 ,认为催产素 、

雌激素 、孕酮 、前列腺素和宫颈成熟的作用较为重

要 ,关于这些方面的研究相对较多见。胎盘及胎膜

细胞凋亡与这些内分泌因素的相关性尚需进一步

研究 。
(本文图 1 , 2 见插页 1)
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