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·临床研究·

复发性自然流产患者绒毛中滋养层细胞的变化

钱利强 潘熠斌 王佩欣 竺海燕 金晓莹 张松英

[摘要] 目的 研究复发性自然流产（RSA）患者早期绒毛中细胞滋养层细胞中尾侧型同源转录因子 2（CDX2）、

GATA结合蛋白 3（GATA3）、转录因子活化蛋白 2C（TFAP2C）与肿瘤增殖抗原 67（Ki67）表达的变化。方法 选择

RSA患者 8 例为RSA组，选择同期非意愿早期妊娠，要求行人工流产术的正常早孕者 8 例为正常流产组。应用免

疫组化法检测两组绒毛组织中 CDX2、GATA3、TFAP2C 与 Ki67 蛋白的表达。结果 RSA 组免疫组化结果显示，

CDX2和Ki67特异性表达于细胞滋养层细胞中，GATA3、TFAP2C主要表达于细胞滋养层细胞，部分合体滋养层细胞

也有表达。与正常流产组比较，CDX2、GATA3与Ki67在RSA组的滋养层细胞中表达均明显减少（t分别=10.49、11.59、

10.71，P均＜0.05），而TFAP2C在两组滋养层细胞中的表达无明显差异（t=0.50，P＞0.05）。结论 RSA滋养细胞中的

CDX2、GATA3与Ki67表达异常下调，滋养层细胞增殖和分化功能异常，可能是导致复发性自然流产的重要原因。
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[Abstract] Objective To study the expression of caudal type homeobox 2（CDX2），GATA binding protein 3（GA-

TA3），transcription factor activated protein 2C（TFAP2C）and tumor proliferation antigen 67（Ki67）in trophoblast cells

of patients with recurrent spontaneous abortion（RSA）. Methods Eight patients with RSA were selected as the RSA

group，and 8 normal pregnancy women under induced abortion were selected as the normal abortion group at the same

time.The expressions levels of CDX2，GATA3，TFAP2C and Ki67 proteins in villous tissues were determined by immunohis-

tochemistry. Results Immunohistochemical results of RSA group showed that，CDX2 and Ki67 were exclusively expressed

in villous cytotrophoblast（vCTB）. Both GATA3 and TFAP2C were mainly expressed in vCTB and syncytiotrophoblasts

（STB）.The expressions levels of CDX2，GATA3 and Ki67 in the RSA group were lower than those of women in the normal

group（t=10.49，11.59，10.71，P＜0.05），whereas no significant difference was observed in TFAP2C expression levels between

the two groups（t=0.50，P＞0.05）. Conclusion The aberrant expressions of CDX2，GATA3 and Ki67，and dysfunction of

trophoblasts may be the important factors for the occurrence of RSA.
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复发性自然流产（recurrent spontaneous abortion， RSA）是指 3 次及 3 次以上的连续发生的自然流产，

是普遍的妊娠并发症，发病率约为 1％～2% [1]。尽

管RSA的病理生理过程仍不是很清楚，但是绒毛中

的滋养细胞在其中起着重要作用[2]。目前，有研究

表明转录因子尾侧型同源转录因子 2（caudal type
homeobox 2，CDX2）、GATA结合蛋白 3（GATA bind⁃
ing protein 3，GATA3）与转录因子活化蛋白 2C（tran⁃
scription factor activator protein 2C，TFAP2C）参与囊
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胚分化和滋养层干细胞形成过程中的发挥重要调节

作用 [3~5]。然而有关 CDX2、GATA3、TFAP2C在RSA
病理状态下的表达的研究还未见报道。本次研究应

用免疫组化检测 RSA 患者绒毛组织中 CDX2、GA⁃
TA3、TFAP2C与肿瘤增殖抗原 67（tumor proliferation
antigen 67，Ki67）的表达，探讨这些重要分子在RSA
发病中的作用。现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取 2020年 8 月至 2021年 5 月在

湖州市妇幼保健院妇产科就诊的RSA 患者 8 例为

RSA组。纳入标准包括：①单胎妊娠；②有腹痛、阴

道流血等先兆流产症状，经B超检测证实无胚胎心

脏跳动；③妊娠≤12 周，与同一伴侣流产≥3 次。排

除标准包括：①有生殖系统异常、糖尿病、甲状腺功

能异常等全身性疾病患者；②有家族复发性自然流

产病史、外科手术和医疗并发症史患者；③有染色

体、解剖、内分泌感染、免疫方面问题患者；④服用

过药物患者或男方精子质量及活动度不正常。本

次研究经本院伦理委员会审核并批准。所有研究

对象及家属签署知情同意书。选择本院同期非意

愿早期妊娠，要求行人工流产术正常早孕者 8 例为

正常流产组，两组一般资料比较见表 1。两组的年

龄、孕周、孕囊大小比较，差异均无统计学意义（P均

＞0.05）。
表1 两组一般资料比较

组别

RSA组

正常流产组

n

8

8

年龄/岁

27.03±4.57

26.15±3.21

孕周/周

8.72±2.34

9.92±1.20

孕囊大小/cm

2.65±0.83

2.73±0.63

1.2 绒毛组织采集与保存 RSA组行清宫手术后

留取绒毛组织。正常流产组行人工流产术时留取

胎盘绒毛组织。绒毛组织用无菌磷酸盐缓冲液反

复冲洗后，放入 4%的福尔马林溶液进行固定，用于

后续的石蜡包埋和切片。载玻片用多聚赖氨酸包

被，组织切片厚度约为 4 μm，55 ℃烤干，4 ℃冰箱保

存备用。

1.3 免疫组化 常规进行石蜡包埋和切片（4 μm），
二甲苯进行脱蜡后通过下行梯度酒精水化、320 W
微波照射 5 min进行抗原修复。漂洗后，加入山羊

血清封闭液进行封闭，20 min后依次加入一抗（室温

1 h）、二抗（37 ℃ 1 h），DAB显色（5 min），苏木精复

染（2 min），乙醇梯度脱水，中性树胶封片，进行镜检

采集图像。结果由专业医生采用双盲法进行计数。

随机选取 5 个视野进行计数，每个绒毛中的阳性细

胞数/滋养细胞数，取平均值。细胞核或细胞质内有

棕色颗粒表示该组织细胞内有相应的抗原（多肽和

蛋白质）为阳性，没有棕色表示该组织细胞内没有

相应抗原为阴性。

1.4 统计学方法 采用 SPSS 24.0统计学软件进行

数据分析。计量资料以均数±标准差（x±s）表示。

组间计量资料比较采用 t检验。设 P＜0.05为差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 两组绒毛组织中 CDX2、GATA3、TFAP2C 与

Ki67蛋白表达示意图见封二图1
由封二图 1可见，相较于正常流产组，RSA组免

疫组化结果显示，CDX2的特异性的表达分布在绒

毛组织滋养层细胞的细胞核中；TFAP2C 的表达主

要分布在绒毛组织滋养层细胞的细胞核中，但同时

在部分合体滋养层细胞也有表达；GATA3的表达主

要分布在绒毛组织滋养层细胞的细胞核中，但合体

滋养层细胞也有少量表达；Ki67的表达主要分布在

绒毛组织滋养层细胞的细胞核中，同时在部分绒毛

柱中也有Ki67表达。

2.2 两组绒毛组织滋养层细胞中 CDX2、GATA3、
TFAP2C与Ki67表达比较见表2

表2 两组绒毛组织滋养层细胞中CDX2、GATA3、TFAP2C与Ki67表达比较

组别

RSA组

正常流产组

CDX2

21.13±2.30*

64.38±3.42

GATA3

17.88±2.99*

71.13±4.14

TFAP2C

70.68±8.34

75.11±7.51

Ki67

14.88±2.84*

62.38±3.41

注：*：与正常流产组比较，P＜0.05。
由表 2可见，与正常流产组比较，CDX2、GATA3

与Ki67在RSA组绒毛组织滋养层细胞中的表达均

明显减少（t分别=10.49、11.59、10.71，P均＜0.05），

而TFAP2C在两组滋养层细胞中的表达无明显差异

（t=0.50，P＞0.05）。
3 讨论

RSA发病原因复杂。绒毛组织中滋养细胞作为

胎盘组织的主要细胞类型，其增殖、分化、侵袭和迁
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移能力的异常与妊娠失败密切相关[6]。近年来许多

学者指出发现滋养细胞的功能异常与某些蛋白的

表达异常相关。

CDX2 属尾型同源框转录因子，目前已有研究

证实其是滋养外胚层早期特化的关键调控因子

之一，对滋养外胚层细胞起维持的作用[7]。利用基

因敲除技术，降低 CDX2 的表达，促进滋养外胚层

细胞凋亡，进而导致胚胎不能着床[8]。最近研究结

果证明转录因子GATA3在促进滋养层细胞命运中

与 CDX2 起平行作用[3]。进一步的研究显示，下调

GATA3可降低CDX2在小鼠胚胎中的表达，抑制桑

葚胚向囊胚的转化[9]。本次研究结果显示，CDX2与

GATA3在RSA的绒毛组织滋养层细胞中的表达明显

减少（P均＜0.05），表明CDX2、GATA3可能是导致绒

毛组织滋养层细胞侵袭能力降低，孕卵发育受阻，妊

娠失败的原因。

TFAP2C 是 AP2 家族成员之一，存在于着床前

胚胎的所有细胞中。在体外，胚胎干细胞系以未分

化状态表达 TCFAP2C，以及在向滋养外胚层细胞

分化过程中表达 TCFAP2C。进一步的研究证明

TCFAP2C和CDX2协同覆盖多能性程序，并在小鼠

胚胎中对胚胎外滋养层起维持作用[10]。本次研究结

果显示，TCFAP2C在两组的绒毛组织滋养层细胞中

的表达无明显差异（P＞0.05），提示 TCFAP2C 的表

达可能与RSA的发生无明显相关。值得注意的是，

部分合体滋养层细胞中观察到 TFAP2C 和 GATA3
的表达，其原因有待进一步的研究。

最近研究表明，滋养层细胞增殖的过程是妊娠

进展的重要调节因素，增殖过度或不足都会导致不

良妊娠结局的发生。Ki67作为一个细胞增殖的标记

物可准确地反映细胞增殖活性，细胞分裂活跃即可

见其大量表达。Elsalam等[11]发现Ki67的表达在自

然流产的滋养层细胞中明显低于同时期选择性流产

病例。本次研究结果显示，Ki67的表达主要分布在

绒毛组织滋养层细胞的细胞核中，同时在部分绒毛

柱中也有Ki67表达，RSA组患者的绒毛组织滋养层

细胞中Ki67表达明显减少（P＜0.05），表明绒毛组织

滋养层细胞增殖减弱，Ki67 与 RSA 有一定的相

关性。

综上所述，CDX2、GATA3 与 Ki67 在 RSA 患者

绒毛组织中的表达明显低于正常流产患者，表明

CDX2、GATA3与Ki67可望成为RSA有价值的生物

标记物，为RSA的发病机制提供理论依据。本次研

究中也存在一定的不足之处。首先，没有评估

CDX2、GATA3与Ki67轴对绒毛滋养层细胞的调控

作用。第二，临床样本较小，可能导致统计误差，需

要进一步进行更多样本的研究来证实结果。
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