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【摘) 要】目的：了解胎盘绒毛对 - 细胞应答的抑制能力及

其在妊娠周期不同阶段的变化, 方法：制备孕 !"，$" 和 +% WU
的绒毛提取物，通过检测 PQ’& 和 PQ$* 分子的表达，评价其

对 - 细胞活化的影响，XS-#! 法分析其对 - 细胞增殖的影响，

流式微球阵列（PZR）法分析其对 -?! Y -?$ 细胞因子谱的影

响，并以 X.H5.E7 印迹法分析提取物中吲哚胺#$，+ 双加氧酶

（KQ[）的含量, 结果：孕早、中、晚期的胎盘绒毛提取物均能

显著抑制植物血凝素（T\R）诱导的人 - 细胞活化，增殖，细胞

因子分泌以及 P@7R 诱导的小鼠 - 细胞活化（5 ] ", "!）, 但三

个时期的提取物对上述不同 - 细胞行为的抑制强度不同，以

$" WU 提取物的抑制作用最强, 提取物中 KQ[ 蛋白的含量 $"
WU 最高，+% WU 次之，!" WU 最低, 结论：妊娠不同时期的绒毛

滋养细胞均能够抑制 - 细胞应答，但抑制强度不一致，且对 -
细胞不同行为的抑制存在分离现象，提示妊娠不同时期的绒

毛滋养细胞表达抑制因子的模式不同,
【关键词】胎盘绒毛；滋养层；免疫抑制；- 淋巴细胞；色氨酸
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EF 引言

在胎盘局部，受精卵来源的绒毛滋养细胞和绒毛

外滋养细胞作为胎儿细胞的代表，处于母胎界面的最

前沿，因此已成为研究母胎耐受机制中胎儿因素的最

重要 靶 点, 虽 然 已 知 绒 毛 滋 养 细 胞 表 达 \CR#O，

a3HC，吲哚胺#$，+ 双加氧酶（ 47=@/.3247. $，+#=4@A98.#
73H.，KQ[），以及分泌高浓度的雌、孕激素都可能参

与了降低母体免疫系统对胎儿抗原的应答［! b (］，但以

往研究多是对上述单个因素的作用进行分析，而对胎

盘绒毛所具有的整体的免疫抑制能力，及其在妊娠不

同阶段有何变化等问题的研究报道较少, 本研究拟

从胎盘绒毛提取物的角度，对妊娠早、中、晚期胎盘绒

毛的细胞免疫抑制能力进行评价，并希望通过此研究

思路为发现新的免疫耐受相关机制奠定基础,

GF 材料和方法

G, GF 材料F B$1Q-R 抗凝静脉血取自 0 例健康志愿
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者，男性，年龄 !" # $% 岁；&’( 级 )*+, - ./ 近交系小

鼠，雄性，" # !0 12，购自南方医科大学实验动物中

心；碘化丙锭（345367689 :5767;，’:）、刀豆蛋白 <（=5>
?<）、植物血凝素（3@AB5@;9*CC+8B6?6?，’D<）均购自美

国 &6C9* 公司；EA.5’4;3FG 淋巴细胞分离液购自挪威

EA.59;7 ’@*49* <& 公司；H&F>! 购自德国 )5;@46?C;4
G*??@;6? 公司；人 F@! - F@I 细胞因子流式微球检测

（.AB59;B46. ,;*7 *44*A，=)<）试剂盒以及抗人和抗小

鼠 =J$>(:F=，=JKL>’M，=JI%>’M 9<, 均购自美国

)J ’@*4G6?C;? 公 司；兔 抗 :JN 抗 体 购 自 美 国

=DMG:=NE 公司；小鼠抗 !>*.B6? 抗体、辣根过氧化

物酶（DO’）标记的羊抗兔 :CP，DO’ 标记的兔抗小

鼠 :CP 均购自美国 &*?B* =48Q 公司；O’:G !KR0 培养

基，胎牛血清购自美国 P:)=N )OS 公司；):N>O<J
$%%0 酶标仪，<9;4T@*9 G6?6UM 垂直板电泳仪，(<=>
&=*+6,84 型流式细胞仪V
!V "# 方法

!V IV !W 胎盘绒毛提取物的制备W 绒毛组织取自人工

流产（孕 !0 12）、孕中期水囊引产（孕 I0 12）和行择

期剖宫产（ 孕 $X 12）的妇女V 剪取末梢细小绒毛组

织，大量冷 ’)& 多次冲洗，再将其剪碎，经超声破碎

制成匀浆，以上操作均在冰浴中进行V RY，!% 000 !，

离心 !% 96? 吸取上清，经 0V II "9 滤膜过滤，分装，

Z I0Y保存V 检测蛋白浓度约为 0V I C - SV
!V IV IW F 细胞活化和增殖诱导及实验分组W 分离健

康人外周血单个核细胞（3;463@;4*+ ,+557 95?5?8.+;*4
.;++T，’)G=），或从小鼠淋巴结制备淋巴细胞，以含

!00 9S - S ()& 的 O’G: !KR0 完全培养液悬浮，细胞

密度为 !V % [ !0L - S，LK 孔板培养，每孔定容 I00 "SV
设置不加刺激剂的空白对照组（ .5?B45+）和不加刺激

剂但加入不同体积百分比（%\，!0\，!%\）绒毛提

取物（孕 !0，I0 或 $X 12）的实验组，以及加刺激剂的

（’D< - =5?<）对照组和加刺激剂同时加入不同体积

百分比绒毛提取物的实验组，每组设 R 个复孔V 刺激

人 F 细胞活化和增殖用 ’D< !0 9C - S，刺激小鼠 F 细

胞活化和增殖用 =5?< % 9C - SV
!V IV $W 流式细胞术分析 F 细胞活化W 人 ’)G= 或小

鼠淋巴细胞按方法 !V IV I 进行分组培养，K @ 后收集

细胞，常 规 方 法 标 记 抗 人 或 抗 小 鼠 的 =J$>(:F=，

=JKL>’M 抗体，培养 IR @ 后按相同方法标记 =J$>
(:F=，=JI%>’M 抗体，流式细胞术分析 =JKL 和 =JI%
阳性 F 细胞百分率V
!V IV RW H&F>! 法检测 F 细胞增殖W 健康人 ’)G= 按

方法 !V IV I 进行分组培养，每孔定容 !00 "S，各组设

置 % 个复孔V 培养 R" @ 后每孔加入 !0 "S H&F>!，轻

轻振荡，$XY继续孵育 I @，用酶标仪进行检测V 检测

波长为 R%0 ?9，参考波长为 K00 ?9V
!V IV %W ’: 染色检测细胞活力W 收集培养的 ’)G=，

’)& 离心洗涤 ! 次，$"0 "S ’)& 重悬，加入 %0 9C - S
的 ’: 染液 I0 "S 混匀，% 96? 后即用流式细胞仪进行

检测V ’: 染色阳性细胞为死细胞V
!V IV KW 流式微球法检测培养上清中的细胞因子W 健

康人 ’)G= 按方法 !V IV I 进行分组培养，K @ 和 IR @
分别收集培养上清，使用人 F@! - F@I =)< 试剂盒，按

文献［%］，检 测 :S>I，:S>R，:S>%，:S>!0，FE(># 和

:(E>$K 种细胞因子的浓度，检测范围为 I0 # %000
3C - 9SV
!V IV XW H;TB;4? 印迹法检测绒毛提取物中的 :JN 蛋

白W 将绒毛提取物 !0 倍浓缩，!00 C - S &J&>聚丙烯酰

胺凝胶电泳（ &J&>’<PM）分离蛋白，每道上样量 I0
"C，以 !>*.B6? "4 约为 R$ 作为内参，因其与 :JN 蛋白

"4 约为 R% 接近，因此利用 I 块胶以相同条件进行V
电转移法将胶上蛋白条带转移到 ’UJ( 膜上，F)& 液

漂洗，%0 C - S 脱脂奶粉封闭，F)& 液漂洗，一抗（ 兔抗

:JN 0V % "C - 9S 或小鼠抗 !>*.B6? !]!00 稀释）孵育 K0
96?V F)& 液洗膜后，二抗（DO’ 标记的羊抗兔 :CP
!]!000稀释，兔 抗 小 鼠 :CP ! ] %000 稀 释）孵 育 K0
96?V F)& 液漂洗，M=S 发光，̂ 光片显像，分析成像V

统计学处理：统计软件为 &’&&!IV 0，获得的数据

用 # $ % 表示，统计方法用方差分析V

"# 结果

"$ !# 胎盘绒毛提取物对人 % 细胞活化的影响 # 各

期的绒毛提取物对静息态的人 F 细胞 =JKL 和 =JI%
分子表达（=JKL _ F 细胞为 X\ 左右，=JI% _ F 细胞为

L\左右）均无显著影响，但对 ’D< 诱导的 F 细胞

=JKL 和 =JI% 表 达 均 具 有 显 著 的 抑 制 作 用（ & ‘
0V 0!）V 表 ! 显示各组抑制率，抑制率按［（’D<>=5?>
B45+）>（ ’D< _\ ;aB4*.B>=5?B45+）-（ ’D<>=5?B45+）］[
!00\计V
"$ "# 胎盘绒毛提取物对人 % 细胞增殖的影响 # 鉴

于 !%\的绒毛提取物对 F 细胞活化的抑制作用过

强，因此选取 %\和 !0\这 I 个浓度研究其对 F 细胞

增殖的影响V 培养 R" @ 后，H&F>! 法检测各孔细胞吸

光值V ’D< 对照组与空白对照组比较细胞明显增殖

（& ‘ 0V 0!）；加入 %\ 或 !0\ 各期绒毛提取物，’D<
诱导的增殖被明显抑制（& ‘ 0V 0!），其中以 I0 12 提

取物的抑制作用最强（图 !）V
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表 !" 不同体积百分比各期绒毛提取物对 #$% 诱导的人 & 细胞 ’()* 和 ’(+, 表达的抑制率 （! - ,，. ，" # $）

组别
,. /012341

’()* ’(+,

!5. /012341

’()* ’(+,

!,. /012341

’()* ’(+,

#$% 6!5 78 !!9 :* ; !9 +< *9 *+ ; !9 => ,59 =5 ; +9 != =+9 *+ ; !9 <) ,*9 !> ; +9 5, )59 :* ; +9 ::

#$% 6+5 78 >>9 =: ; !9 5:?@ >=9 *, ; +9 !)?@ :<9 =5 ; +9 +>?@ )>9 )= ; +9 ,<?@ <>9 >) ; +9 =!?@ :+9 ** ; +9 >=?@

#$% 6=: 78 !=9 <5 ; !9 <) !)9 ,: ; !9 *)A ,59 >5 ; !9 ,: +*9 :> ; +9 5> ))9 :5 ; +9 5!A >*9 !) ; +9 !:A

?% B 59 5! &$ #$% 6!5 78；@% B 59 5! &$ #$% 6=: 78；A% B 59 5! &$ #$% 6!5 789

!：4CD12CE；+：#$%；=：#$% 6 ,. !5 78；>：#$% 6 !5. !5 78；

,：#$% 6 ,. +5 78；)：#$% 6 !5. +5 78；:：#$% 6 ,. =: 78；

<：#$% 6!5. =: 789 ?% B 59 5! &$ !；@% B 59 5! &$ +9

图 !" 胎盘绒毛提取物对 #$% 诱导的人 & 细胞增殖的影响

（! ’ ,，" # $）

!" #$ 胎盘绒毛提取物对小鼠 % 细胞活化的影响 $
!5.体积比的各期胎盘绒毛提取物对 ’CD% 诱导的

小鼠 & 细胞 ’()* 和 ’(+, 表达均具有显著的抑制作

用（% B 59 5!，图 +）9

?% B 59 5! &$ ’CD%9
图 +" 胎盘绒毛提取物对 ’CD% 诱导的小鼠 & 细胞活化的影

响（! ’ >，" # $）

!9 &$ 胎盘绒毛提取物对细胞活力的影响$ 培养 +> F
后，加入不同百分比 +5 78 提取物的各组死亡细胞百

分率略高于空白对照组（% B 59 5,）；#$% 对照组死亡

细胞百分率明显高于空白对照组（% B 59 5!），但 #$%
加提取物的各组死亡细胞百分率均明显低于 #$% 对

照组（% B 59 5!，图 =）9

!：4CD12CE；+：,. ；=：!5. ；>：!,. ；,：#$%；)：#$% 6 ,. ；

:：#$% 6!5. ；<：#$% 6!,. 9 3% B 59 5, &$ !；?% B 59 5! &$ !；@% B

59 5! &$ ,9

图 =" 培养 +> F 后各组死细胞百分率（! ’ >，" # $）

!" ’$ 孕早、中、晚期胎盘绒毛提取物 ()* 蛋白含量

$ G/H1/2D 印迹法检测，+5 78 提取物中 I(J 蛋白的

含量最高，=: 78 提取物次之，而 !5 78 提取物中只含

有微量的 I(J 蛋白（图 >）9

图 >" 各期胎盘绒毛提取物中 I(J 蛋白的相对含量

!" +$ 胎盘绒毛提取物对 ,-./ 分泌细胞因子的影

响$ 培养 ) F 后，未加刺激剂的各组无论有否加胎盘

绒毛提取物，培养上清中 ) 种细胞因子均未检出；培

养 +> F 后，空白对照组培养上清 IKLM! 为（,>9 + ;
,9 !）NO P QR，加入 !5.体积各期提取物后，均检测不

出9 经 #$% 刺激 ) 和 +> F 后，!5. 体积比各期提取

物对细胞因子的影响见表 +9 全部样品 IRM>，IRM, 和

IRM!5 均未检出9
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表 !" 各期 #$% 胎盘绒毛提取物对细胞因子分泌的抑制作用 （! & ’，() * +,，" # $）

组别
- .

/,0! 1230! /320"

!’ .

/,0! 1230! /320"

456 #!78 ’ 9 :8 : ;;8 < 9 ;8 ; #;’8 - 9 :8 7 #:-#8 # 9 ;-8 7 ’:78 ; 9 !:8 < -:$8 < 9 ;’8 =

456 >#$ ?@ -#8 ’ 9 ’8 <A !!$ ’$8 < 9 :8 !A ’$:8 ; 9 ;;8 !A !!;8 : 9 !<8 =A ;$$8 7 9 ;#8 -A
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胎儿对于母体来说相当于半同种异基因移植物，

而同种移植排斥反应的实质是受者 1 细胞介导的针

对供者同种异基因抗原的免疫应答，因此本课题主要

研究绒毛提取物对 1 细胞应答的影响8 结果显示，孕

早、中、晚期的胎盘绒毛提取物均能抑制 456 诱导的

人外周血 1 细胞活化、增殖和细胞因子分泌，而且这

些作用并非由细胞毒性引起8 提示在母胎免疫耐受

的维持中，胎儿来源的滋养细胞除不表达某些主要的

C5D / 类分子而减少母体免疫系统的攻击外，还具有

一套能够主动抑制母体免疫攻击的“ 防御系统”8 人

胎盘绒毛提取物对小鼠 1 细胞活化的抑制作用提

示，绒毛提取物中存在一些保守的、无种属特异性的

免疫抑制因素，如高浓度的雌、孕激素对人和小鼠的

1 细胞活化、增殖均具有抑制作用［-］8
" " /EF 是细胞内一种催化色氨酸（1G(）沿犬尿氨酸

途径降解的限速酶，体内、外研究都表明，/EF 能够抑

制 1 细 胞 增 殖，是 机 体 天 然 存 在 的 免 疫 抑 制 机

制［;，7］8 一般认为，/EF 抑制 1 细胞增殖的原因是它

降解 1G(，造成缺乏 1G( 的微环境，这对一般细胞影响

似不明显，而 1 细胞由于存在一个对 1G( 敏感的检查

点，使细胞增殖停滞于 H# 期中期［=］8 胎盘滋养层细

胞产生的 /EF 能阻断针对胎儿组织表达的父本 5,6
等位基因产物的母体活化 1 细胞攻击，因而是防止

母体 1 细胞排斥同种异基因胎儿的必要因素［’］8 本

研究结果显示，!$ ?@ 提取物中 /EF 的浓度最高，;7
?@ 提取物次之，而 #$ ?@ 提取物中只含有微量的

/EF，与文献报道的 /EF 于胎盘种植后 #; ?@ 时才明

显表达相符［<］8 这一结果与前述绒毛提取物对 1 细

胞增殖的抑制能力 !$ ?@ 最强，;7 ?@ 次之，#$ ?@ 最

弱有很好的一致性；由于 /EF 并不影响 1 细胞的活

化［#$］，因此，与前述 ;7 ?@ 和 #$ ?@ 提取物对 1 细胞

活化的抑制效应相近并不矛盾，!$ ?@ 提取物对活化的

抑制作用最强可能是由提取物中的其他因素引起的8
本研究发现，妊娠不同时期的胎盘绒毛提取物对

1 细胞不同行为的抑制效应存在分离现象，提示妊娠

不同时期滋养细胞表达抑制因子的模式（质和量）不

同，不同时期提取物中 /EF 含量的差异就是一个例

子8 母胎耐受是多种因素整合的结果，在妊娠期的不

同时空组合中，各种耐受机制可能有着不同的贡献

度8 以胎盘绒毛提取物为切入点，借助蛋白组学等高

通量的研究手段，很可能发现新的耐受相关分子和耐

受相关机制8
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