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TGF-茁1和 IGF-1 mRNA在早期胚胎停育绒毛组织中的表达及意义 *
栾丽霞 李 怡 赵宏喜 姜 峰 丁迎春 刘成娟 尹国武△

（第四军医大学附属唐都医院妇产科 陕西西安 710038）

摘要 目的：通过检测胚胎停育患者绒毛组织中 TGF-茁1和 IGF-1 mRNA的表达，探讨其在胚胎停育发病机制中的作用。方法：用
半定量逆转录聚合酶链反应（RT-PCR）技术检测正常人流（20例），胚胎停育(25例)绒毛组织中 TGF-茁1和 IGF-1基因在转录水平
的表达。结果：（1）与对照组相比，实验组绒毛组织中 TGF-茁1mRNA表达量降低（P ＜ 0.05），（2）胚胎停育患者绒毛中 IGF-1mRNA
表达量升高（P＜ 0.05）。（3）绒毛组织中 TGF-茁1与 IGF-1的表达呈负相关（r=-0.793，P＜ 0.05）。结论：TGF-茁1、IGF-1的表达在基
因转录水平发生改变，TGF-茁1表达的降低可能上调了 IGF-1的表达，提示两者可能共同参与了胚胎停育的发生。
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Study on Expression of TGF-茁1 and IGF-1mRNA in the Chorionic Villi of
Early Embryo Growth Arrest*

Onto investigate the expression of TGF-茁1 and IGF-1 mRNA in the chorionic villi of early embryo growth
arrest in order to evaluate the role of early embryo growth arrest. Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-RCR)
was used in the normal groups (20 cases ) and the early embryo growth arrest group (25 cases ) to quantitatively determining TGF-茁1
mRNA and IGF-1 mRNA in the chorionic villi tissues. Their quantities were noted by the density of TGF-茁1/茁-actin or IGF-1/茁-actin.

(1) Compared with that in the normal group, the mRNA expression level of TGF-茁1 of early embryo growth arrest was lower ( P
＜ 0.05), (2) The levels of IGF-1 was significantly higher (P ＜ 0.05). (3) There was a negative correlation between the TGF-茁β 1 and
IGF-1 in chorionic villi tissues( r=-0.793, P＜ 0.05). The abnormal expression of the TGF-茁1 and IGF-1 was already changed
at the level of transcription. TGF-茁1 may increase the expression of IGF-1 in some extent, which indicated that they might be involved in
the pathogesis of early embryo growth arrest.
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前言

胚胎停育是指妊娠早期胚胎因某种原因所致发育停止。造

成胚胎停育的原因除遗传、免疫、感染及染色体等已明确的影

响因素外，尚有许多不明原因。其中滋养细胞分化不良，浸润异

常是导致早期胚胎停育的原因之一[1]。本研究拟通过研究转化

生长因子(TGF-茁1)与胰岛素样因子 -1（IGF-1）在停育绒毛与正

常人流患者绒毛之间的差异性表达。进一步探讨胚胎停育的病

因。

1 材料与方法

1.1 研究对象

随机选取来我院门诊 2010年 5月至 2011年 1月在我院

妇产科门诊就诊经 B超证实为胚胎停育而行清宫术患者 25例

为实验组,平均年龄（28.2± 3.3）岁，平均停经天数 (57.6.± 6.4)

天。B超提示孕囊内未见胎芽及胎心搏动。对照组：与实验同期

正常早孕要求人流患者 20例，平均年龄（27.6± 3.6）岁，平均停

经天数（53.3± 8.4）天。B超提示见胚胎及胎心搏动。以上 2组

患者均月经规律（月经周期 28-32天），近期（3个月）未服用甾

体类药物，且排除解剖结构、内分泌等方面的异常及生殖道感

染病史。无肝炎、结核、性病等传染病史。男方精液未见异常，夫

妇查染色体核型未见异常，双方均否认遗传病史。两组胚胎经

培养后查染色体未见明显异常。两组患者年龄及停经天数均无

统计学差异（P ＞ 0.05）。
1.2 方法
1.2.1 标本采集与处理 人流手术中所收集绒毛经灭菌用水

漂洗后，擦干。立即放入经 DEPC浸泡、高温消毒过的冻存管

中。迅速放入液氮，保存过夜后放入 -80℃冰箱保存待用。
1.2.2 主 要 试 剂 RNAiso PLUS Total RNA 提 取 试 剂
（TaKaRa）、RT 试剂盒（TaKaRa）、PCR 试剂盒（ TaKaRa）、
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1.2.4 样品 RNA的提取 取出 -80 ℃冰箱中保存待测的绒毛

组织，剪取 100 mg左右，放入研钵中，倒入液氮研磨；研磨至粉

状，加入 1 mL RNAiso (购自 TAKARA 公司)，继续研磨使
RNAiso与呈粉状的组织充分接触，直至研磨成为液态，将溶液

移至 1.5 mL离心管中，室温静置 5 min；4 ℃离心 5 min，12000

r/min；吸取上清液至新 EP管中，加入 200 滋L氯仿，室温静置 5

min，4 ℃离心 15 min，12000 r/min；吸取上清液至新 EP管中加
入等体积异丙醇，摇匀室温静置 10 min，4℃离心 10 min，12000

r/min；弃去上清加入 1 mL 无水乙醇，4℃离心 5 min，12000
r/min，弃上清，超净台内室温将乙醇挥发完全；加入 30 滋L

RNAse-freeDH2O水溶解。置于紫外分光光度仪上 260-280测

量吸光度值，两者比值在 1.7-2.0之间者用于逆转录反应。绒
毛总 RNA 用 1.5%甲醛变性琼脂糖凝胶电泳法检测所提取
RNA质量（见图 1）。取 500 ng总 RNA(TotalRNA)进行实验,剩

余 RNA -80℃冷冻保存。
1.2.5 反转录体系及反应参数 5× PrimerScript buffer 2 滋L，
primeScrpt RT Enzyme MixⅠ 0.5 滋L，Oligo dT Primer 0.5 滋L。
Random 6 mers 0.5 滋L取 500 ng总 RNA (Total RNA)。Rnafree

DH2O补足到 10 滋L。以上总体系为 10 滋L，反转录合成 cDNA。

以上操作均在冰上进行。37℃ 15 min，85℃ 5 sec。产物 4℃保
存。反应结束后进行 PCR反应。
1.2.6 PCR反应体系及参数 选取 50 滋L体系的 PCR试剂盒，
Premix taq 25 滋L，取模板 cDNA1 滋L，另取上下游引物各 1 滋L
l。RNaFree DH2O 水补足到 50 滋L。反应条件：TGF-茁1 94℃

3min；94℃ 30 s；55℃ 30 s；72℃ 30 s；72℃ 5 min共 31个循环。
IGF-1：94℃ 3 min；94℃ 30 s；60℃ 30s；72℃ 30s；72℃ 5 min共
30个循环。茁-actin：94℃ 3 min；94℃ 30 s；55℃ 30 s；72℃ 30 s；
72℃ 5 min共 35个循环。PCR产物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳，

紫外下凝胶成像，Image-ProPlus软件分析灰度。所有实验均用

不同批次的标本重复 3次。RT-PCR产物量经过 茁-actin校正。
1.3 统计学处理

统计学分析采用 SPSS13.0软件进行统计学分析（等密度

值 /灰度比）。计量资料以表示，两组间差异性比较采用独立分

组样本 t检验，相关性检验采用 spearman等级相关法相关系数

用 r表示。以 P ＜ 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 绒毛组织中总 RNA质量，正常人流绒毛组与胚胎停育组
RNA质量图

图 1显示总 RNA在 28S、18S、5S条带完整清晰，提示绒

毛总 RNA完整性较好，可以进行后续试验。

2.2 实验组与对照组绒毛组织中 茁-actin、TGF-茁1、IGF-1 的表

达

2.3 TGF-茁1、IGF-1 mRNA在实验组与对照组绒毛组织中的表

达水平的比较

实验组绒毛组织 TGF-茁1mRNA的表达量低于对照组，差

异有统计学意义（P ＜ 0.05），实验组绒毛组织 IGF-1mRNA 的

表达量高于对照组，差异有统计学意义（P＜ 0.05）。
2.4 TGF-茁1与 IGF-1表达的关系

对绒毛组织中 TGF-茁1与 IGF-1的表达进行相关性分析，

表明两者呈负相关（r = -0.793，P ＜ 0.05）。

marker (DL1000、TaKaRa), RNAse-free H2O去离子水（天根）。
1.2.3 RT-PCR 反应引物 MEDLINE 基因库检索 TGF-茁1、
IGF-1 基因全序列，软件 Primer 5.0 设计其引物，以 茁-actin 为

内参照，内参照及目的基因序列见表 1，均由北京奥科生物技

术公司合成。

基因

Gene

引物序列 5-3

（Primer sequence）

PCR产物大小

Product size（bp）

茁-actin

TGF-茁1

IGF-1

286

240

103

F:AGCGAGCATCCCCCAAAGTT

R:GGGCACGAAGGCTCATCATT

F:CTACGCCAAGGAGGTCAC

R:TTGCTGAGGTATCGCCAG

F:AGGAAGTACATTTGAAGAACGCAAGT

R:CCTGCGGTGGCATGTCA

表 1 引物

Table 1 Primer sequence

图 1 RNA电泳图谱

Fig. 1 The quality of RNA
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图 2 实验组与对照组患者绒毛组织中 TGF-茁1的表达

Fig.2 Expression of TGF-茁1in the chorionic villi tissues between the experiments and the normal group

图 3 实验组与对照组患者绒毛组织中 IGF-1的表达

Fig.3 Expression of IGF-1in the chorionic villi tissues between the experiments and the normal group

组别 Group

正常绒毛组 Normal

胚胎停育组 Embryonic diapauseuse

P

20

25

0.68± 0.2

0.3± 0.2*

0.01

0.92± 0.1

1.34± 0.2*

0.04

n TGF-茁1mRNA IGF-1mRNA

表 2 两组绒毛组织中 TGF-茁1及 IGF-1mRNA相对表达量的比较

Table 2 Relative level of TGF-茁1and IGF-1mRNA between the two groups of chorionic villi tissues

3 讨论

正常妊娠的维持需要母体与胚胎之间的精细协同作用，其

中正常早孕绒毛滋养细胞具有肿瘤细胞的特点。滋养细胞以与

肿瘤细胞相似的方式侵入子宫内膜，但与肿瘤细胞不同的是滋

养细胞浸润具有时间性和空间性[2]，在时间上限于妊娠早期，空

间上限于种植部位的子宫内膜、子宫肌层的浅 1/3。滋养细胞选

择性水解子宫内膜基质成分及基底膜，进行胚胎植入及胎盘形

成。因此早孕滋养细胞对子宫壁的有限侵入是人类妊娠得以正

常进行的关键。

近年来关于 TGF-茁1与病理性妊娠的研究较多[3-5]，其主要

是 CD+4[6]细胞分泌的一种多功能的细胞因子，以自分泌或旁

分泌方式对多种组织产生生物学效应[7]，包括调节细胞的增殖、

分化；参与细胞外基质( extracellular matrix，ECM)的生成等[8]，

尤其对于滋养细胞的增殖、分化、免疫功能调节方面具有重要

功能[3]。Selick[4]等证明在合体滋养细胞和细胞滋养细胞以及绒

毛间质细胞有 TGF-茁1的表达。本次试验发现在胚胎停育绒毛

组织中 TGF-茁1 mRNA 的表达较正常人流绒毛组织中降低。
TGF-茁1限制滋养细胞的侵袭机制可能是：（1）TGF-茁1通过诱
导金属蛋白酶组织抑制因子 1 (tissue inhibitor of metallo pro-

teinase TIMP-1)产生[6]，加入外源性的重组 TIMP-1可完全阻断

滋养细胞的侵入行为；（2）Lash等发现 TGF-茁1可调节滋养细

胞对子宫内膜基质的有限性侵袭，增加外源性 TGF-茁1可剂量

依赖性降低MMP-9的分泌[6]。因此，正常妊娠中，TGF-茁1可通

过抑制 MMP-9的分泌，来降低滋养细胞的侵袭能力。TGF-茁1

的降低可能使滋养细胞侵袭过深，蜕膜细胞外基质成分过度降

解，蜕膜组织坏死脱落，进而导致胚胎植入失败。说明 TGF-茁1

对于早期胚胎的稳定着床可能有作用。

IGF-1是由 70个氨基酸组成的单链多肽[11-14]。近年来证明

不同组织以及细胞在不同的发育阶段均有 IGF-I的表达，其不

仅以内分泌因子存在于血液循环中，而且还通过自分泌及旁分

泌的方式在组织局部环境中发挥作用。IGF-1主要由绒毛小叶

合体滋养细胞、细胞滋养细胞及胎膜的平滑绒毛层细胞合

成[15-16]。从妊娠第 6周开始产生 IGF-1[17]，推测 IGF-1在细胞滋

养层的侵入、分化和胎盘形成过程中通过自分泌或旁分泌机制

发挥重要调节作用 [18]；本实验结果发现胚胎停育患者绒毛中

IGF-1mRNA水平高于正常对照组。IGF-1在胚胎停育发病机制

中的机理可能是：IGF-1通过旁分泌方式刺激滋养细胞侵蚀，
IGF-1的升高使滋养细胞浸润能力增加，滋养细胞侵袭过深使

蜕膜细胞外基质成分过度降解，从而导致胚胎植入不良以及胎

盘形成障碍。最终导致胚胎停育的发生[19]。

本次试验结果与文献报道同类研究相一致 [20,21]，IGF-1与
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[18] 刘泽良,凌凯,李清林.胆囊切除术致胆管损伤 12例处理探讨[J].

肝胆胰外科杂志, 2009, 21（4）: 316-318

Liu Ze-liang, Ling Kai, Li Qing-lin. Gallbladder resection 12 cases of

bile duct injury during processing to investigate [J]. Journal of

Hepatopancreatobiliary Surgery, 2009, 21(4): 316-318

[19] Connor S, Garden OJ. Bile duct injury in the era of laparoscopic

cholecystectomy[J]. Br J Surg, 2006, 93(2): 158-68

[20] Ajay K. Sahajpal, MD, FRCSC; Simon C. Chow, BSc; Elijah Dixon,

MD, MSc, FRCSC, Bile Duct Injuries Associated With Laparoscopic

Cholecystectomy Timing of Repair and Long-term Outcomes[J]. Arch

Surg, 2010, 145(8): 757-763

[21] 吴伟新,沈卫星,崔恒官,等.腹腔镜胆囊切除术后胆漏的临床分

析[J].中国临床医学, 2012, 19(1): 38-39

Wu Wei-xin, Shen Wei-xing, Cui Heng-guan, et al. Clinical analysis

of laparoscopic cholecystectomy bile leakage [J]. Chinese journal of

Clinical Medicine, 2012, 19(1): 38-39

[22] 潘亚敏,王田田,周玉宝,等. ERCP在手术后胆漏中的诊治作用

[J].中华消化内镜杂志, 2009, 26(12): 629-632

Pan Ya-min, Wang Tian-tian, Zhou Yu-bao, et al. The role of ERCP

in the diagnosis and treatment of bile leakage after surgery[J]. Chinese

Journal of Digestive Endoscopy, 2009, 26(12): 629-632

[23] Elmi F, SilvermanWB. Nasobiliary tube management of post- chole-

cystectomy bile leaks[J]. J Clin Gasteroenterol, 2005, 39(5): 441-444

TGF-茁1可能具有相关性，两者可能通过某种信号通路共同调

节滋养细胞的分化，迁移及侵袭能力。但关于 IGF-1与 TGF-茁1

在胚胎停育整个病理生理过程中的作用机制，需要我们进一步

进行研究。
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