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　　摘　要:目的　探讨脂肪酸结合蛋白(Fabp4)基因及其蛋白在胎儿生长受限(FGR)、妊娠期糖尿病(GDM)、妊娠期高血压疾

病(PIH)这 3 种病理性妊娠患者胎盘组织中的表达及意义。方法　采用免疫组织化学的方法检测 Fabp4 蛋白在 3 种病理性妊娠

患者胎盘组织中的表达差异 ,采用荧光实施定量 PCR的方法对 Fabp4 的 mRNA 在 3 种病理性妊娠患者胎盘组织中的表达进行

相关性分析。结果　免疫细胞化学检测发现在这 3 种病理性妊娠患者的胎盘中 , Fabp4 的蛋白表达明显高于正常组的胎盘。而

通过实时定量检测发现 Fabp4的 mRNA 表达水平在 3 种病理性妊娠患者胎盘中也高于正常组 , 其中胎儿生长受限组的 mRNA

表达水平明显高于正常组 ,差异具有统计学意义(P<0.05)。结论　Fabp4 蛋白和 mRNA 在 FGR、GDM 、P IH 这 3 种病理性妊娠

患者胎盘中的表达均升高 ,提示 Fabp4 可能与这 3 种病理性妊娠有重要关系。
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Abstract:Objective　To elucidate the expre ssion and significance of Fabp4 in the placenta of Fetal g row th r estriction(FGR),

Gestational diabetes mellitus(GDM)and Hyper tensiv e diso rders in pregnancy(PIH).Methods　The differ ence of pr otein o f Fabp4

detected by immunohisto chemically and analy sis the differ ently expression o f Fabp4 mRNA using the method of real- time PCR in

the placenta of FGR, PIH and GDM .Results　The expression of pro tein and Fabp4 mRNA in the placenta o f FGR , PIH and GDM

were higher than that in normal , e specially the disparity in the placenta of FGR w as obvious , having the statistical significance.Con-

clusion　The higher expression of pro tein and mRNA of Fabp4 in the placenta o f FGR , PIH and GDM sugge st that Fabp4 has a re-

lationship with FGR , GDM and PIH.
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ing pro tein

　　胎儿生长受限(fetal g row th restriction , FGR or IUGR)、

妊娠期糖尿病(gestational diabetes mellitus , GDM)和妊娠期高

血压疾病(hyper tensive diso rde rs in pregnancy , PIH)为 3 种较

常见的与代谢异常相关的病理性妊娠 ,其在中国的发生率分别

为 9.4%～ 10.4%、5.1%～ 7.2%、7.5%～ 8.7%,严重地威胁

母婴健康。近年研究表明 , 脂肪细胞脂肪酸结合蛋白(fatty-

acid-binding pro tein , Fabp4)涉及脂肪诱导的内分泌途径和脂

肪酸代谢途径等多种能量代谢过程[ 1] 。动物实验发现 , Fabp4

不仅与这些代谢疾病 、心血管疾病相关 , 并且直接导致了这些

疾病的发生[ 2] 。胎盘作为胎儿与母体营养代谢交换的重要器

官 ,胎盘代谢的异常将造成妊娠期母婴的各种病理过程发生 ,

因此 ,研究 Fabp4 在上述 3 种病理性妊娠胎盘中的表达及意

义 ,进而探讨其病因及发病机制 , 为预防性治疗这 3 种病理性

妊娠提供可能性。

1　资料与方法

1.1　研究对象与取材　选择 2008 年 3 月至 2009 年 6 月间在

本院产科分娩的产妇 60 例 , 其中胎儿生长受限组(FGR 组)15

例 、妊娠期高血压疾病组(PIH 组)15 例 、妊娠期糖尿病组

(GDM 组)15 例 , 无产科合并症 、并发症的正常组(NORM AL

组)15例 , 各组之间孕妇的年龄 、孕产次 、孕周 、分娩方式等均

相匹配 ,每例分娩后立即在胎盘脐根部外周 5 cm 内 , 从母体面

向胎儿面纵切 ,取表面为 1.0 cm×1.0 cm 的组织块若干 , 其中

一部分用铝箔包好迅速置于液氮中冻存。 另一部分置于

Bouin′s 固定液中固定 , 石蜡包埋及切片。

1.2　方法

1.2.1　免疫组织化学

1.2.1.1　流程　按常规方法制片 , 切片脱蜡 , 10% BS A 封闭 ,

山羊抗人 Fabp4多克隆抗体(购自美国 Santa Cruz 公司 ,货号:

sc-18661 , 1 mg/ mL , 1∶100)4℃孵育 16 h , PBS 液冲洗 , 生物

素化的兔抗山羊 IgG(1∶200)室温孵育 30 min , PBS 液冲洗 ,

碱性磷酸酶标记的链酶卵白素(1∶200)孵育 30 min , 用 Vecto r

Labo rato ries 公司的 ABC-AP 试剂盒显色 , Levamiso le 抑制内

源性碱性磷酸酶活性。用正常山羊 IgG 代替山羊抗人 Fabp4

多克隆抗体作为阴性对照。苏木精复染 , 封片 , 显微镜观察。

阳性部位呈红色。

1.2.1.2　结果判定　根据着色的强弱将结果分为:阴性记为
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-,阳性记为+, 强阳性记为++,超强阳性记为+++。

1.2.2　实时定量 RT-PCR

1.2.2.1　实时定量 PCR引物的设计　Fabp4 和Gapdh 的 Re-

al-time RT-PCR引物序列由 P rimer express2.0 软件根据 Gen-

bank 提供的序列(NM 001442 , BC023632)进行设计 , 其中

Fabp4 的引物序列为:上游引物5′-GAATGCGTCATGAAAG-

GCG-3′, 下游引物 5′-CAATGCGAACT TCAGTCCAGG-3′。

Gapdh 的引物序列为:上游引物 5′-GAAGGTGAAGGTCG-

GAGT-3′,下游引物 5′-GA TGGCAACAATATCCAC TT-3′。

1.2.2.2　总 RNA 的提取及反转录　先将 50 ～ 100 mg 组织

在 1 m L T RIZOL 试剂(Invitrog en 公司)中匀浆 , 接下来按

TRIZOL 试剂的操作说明进行组织全 RNA 的提取。随后用

RQ1 DNase I(P romega 公司)对总 RNA 进行纯化 , 以避免总

RNA 中混有基因组 DNA 。接下来按 ExScript RT Reagent

Kit(Perfect Real T ime , TaKaRa)说明书中提供的方法进行 cD-

NA 的合成。

1.2.2.3　实时定量 PCR反应　用设计的实时定量 PCR引物

分别扩增目的基因。定量 PC R反应采用 SYBR Green I 荧光

染料法 ,所用试剂为 SYBR Premix Ex Taq(TaKaRa)。 25 μL

反应体系如下:SYBR Premix Ex Taq 为 12.5 μL , 上下游引物

各 0.5 μL , cDNA 模板 0.1 μg ,蒸馏水 11.5 μL。反应在 ABI

PRISM 7500 Real-time PCR System PC R仪(购自 Applied Bio-

sy stem s公司)上进行。反应条件为:95 ℃预变性 10 s , 95 ℃ 5

s 及 60 ℃ 34 s 40 个循环 , 最后为溶解反应(dissocia tion

stag e)。反应所获得的扩增曲线和溶解曲线进行下一步分析。

1.2.2.4　■■C t法分析基因表达的相对差异　以 Gapdh 作为

内参 , Fabp4 靶基因在处理组中相对于对照组的■■C T 值由以

下公式求出:■■ CT =(C T靶基因 -CT Gapdh)处理组 -(C T靶基因 -

C TGapdh)对照组 。 Fabp4 靶基因在处理组中表达水平的变化由下

面公式求出:靶基因表达水平差异倍数=2-■■CT 。

1.3　统计学方法　实时定量 RT-PCR 在 RG3000A(Co rbett)

机器上操作 ,数据由随机附带软件 Roter-Gene 6.1 获得。利用

双标准曲线法进行相对定量比较 , 所得数据用 SPSS15.0 软件

统计分析。

2　结　　果

2.1　Fabp4 在胎盘组织中的蛋白表达　Fabp4 在 FGR 组 、

PIH 组 、GDM 组的胎盘组织中的表达高于正常组。 FGR组和

GDM 组中 , Fabp4 的表达呈超强阳性 ,其中 FGR组无论胎儿

面还是母体面的毛细血管内皮和间充质中 Fabp4 的表达明显

高于对照组。而 GDM 组中母体面的毛细血管中 Fabp4 的表

达要高于胎儿面(见彩插Ⅰ图 1)。

表 1　　各病例组与正常组的 Fabp4 的表达差异(x±s)

组别 mRNA 表达水平 P

NORMA L组 1.38±0.45

FG R组 15.49±4.55 0.015

PIH 组 3.36±1.29 0.208

GDM 组 6.14±1.37 0.022

2.2　荧光实时定量结果

2.2.1　GAPDH 和 Fabp4 的溶解曲线分析　Fabp4 和 Gapdh

等靶基因特异扩增产物的溶解温度重复性高 , 曲线峰单一而且

形状锐利 , 说明所设计的引物满足 SYBR Green I 染料法实时

定量 PC R反应的要求 ,见图 2。

2.2.2　各病例组与正常组的 Fabp4 的表达差异分析　见

表 1。

图 2　　GAPDH 和 Fabp4 的溶解曲线

　　＊表示与 NORMAL 组比较 ,差异有统计学意义。

图 3　　各病例组与正常组的 Fabp4 的表达差异

Fabp4 在 FGR 组的胎盘中的表达明显高于 NORM AL

组 ,差异具有统计学意义。 而在 P IH 组虽然 Fabp4 的 mRNA

表达升高 ,但差异无统计学意义。 GDM 组的 Fabp4 表达升高

且与 NORMAL组相比较差异有统计学意义 ,见图 3。

3　讨　　论

脂肪细胞脂肪酸结合蛋白 Fabp4 , 主要在脂肪细胞和巨噬

细胞中表达 , 属于细胞内脂肪酸质结合蛋白超家族(Fabps)。

该家族能特异地结合游离脂肪酸和其他疏水配基 , 参与细胞内

脂肪酸的运输。 Fabp4 一般含有 126 ～ 137 个氨基酸 , 分子量

在 14 ～ 16 kDa之间 ,相互间表现出 38%～ 70%的氨基酸序列

的相似性 ,该族基因大都含有 4 个外显子和 3 个内含子[ 1] , 只

是不同类型的 Fabp4 基因的内含子大小有差别(1.2 ～ 8.4

kb)。 Fabp4 基因含有脂肪细胞分化依赖的表达序列信息 , 即

转录起始位点上游含有转录因子 c-jun/c-fo s和 C/ EBP 和在其

他脂肪细胞中发现的短序列元件 , 即脂肪特异元件的结合位

点。通过脂肪细胞和吞噬细胞中的整合代谢和炎症反应 ,

Fabp4 在多种慢性代谢疾病中体现其重要性。

FGR与许多慢性病有关[ 3] , 如:心血管疾病 、血脂代谢异

常及糖代谢异常等 ,其胎盘重量 、体积 、绒毛表面积和绒毛毛细

血管表面积 、间腔表面积密度与正常胎盘差异显著 , FGR 胎儿

对缺氧的耐受性极差 , 其围产期死亡率显著高于正常妊娠

胎儿。

葡萄糖是胎盘和妊娠期胎儿能量代谢作用的主要底物 , 对
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于胎儿正常的代谢和生长至关重要。因此 ,为了保证这些妊娠

相关组织和器官的葡萄糖代谢相对稳定 ,必须有一套相对复杂

的机制来保证它们的葡萄糖供应。由于 FGR胎盘一般来说血

管分支较少 、胎盘的表面积 、体积和终末绒毛的数量都减少[ 4] ,

造成母体向胎儿运送葡萄糖的总量不足 ,因此机体增大了母胎

间的葡萄糖浓度梯度来补偿胎盘葡萄糖转运能力的降低。 进

而使得 FGR胎儿的葡萄糖耐受能力和胰岛素敏感性降低 , 并

且骨骼肌和肝脏中葡萄糖转移载体减少[5] 。说明造成 FGR 的

原因可能是由于葡萄糖代谢的增强和蛋白质合成的减少的共

同作用结果。

在所有物种中人类胚胎是以高脂肪比例为特点的 , 这些脂

肪大多数是在妊娠最后 3 个月获得[ 6] 。而胎儿脂肪量的改变

和妊娠期胎儿生长受限有很密切的关系。除去胎儿自身的脂

肪酸合成 ,通过胎盘来进行的营养物质交换是胎儿获得脂肪酸

的主要途径。

采用膜片钳技术发现 , 无论母体葡萄糖浓度为多少 , 胎盘

的葡萄糖代谢水平都和胎儿动脉中的葡萄糖浓度成正相关。

本研究发现人胎盘胎儿面绒毛毛细血管中的 Fabp4 蛋白表达

水平高于母体面的毛细血管 , 而胎儿面的间充质中 Fabp4 的

表达却低于母体面。妊娠期绵羊却不同 ,胎盘和胎儿各自的葡

萄糖代谢率彼此是独立的 ,并且母体和胎儿的葡萄糖转运蛋白

呈现各自的饱和动力学曲线。而进一步的全胎盘 mRNA 检测

发现 ,实时定量的结果显示 FGR 组的胎盘较 NORMAL 组的

Fabp4 的 RNA 水平平均高出 15 倍 ,差异具有统计学意义。说

明对于葡萄糖和脂肪代谢都十分重要的 Fabp4 分子对于胎儿

宫内发育进程影响很大。 Gauster等[ 7]发现 FGR胎盘中 ,脂蛋

白脂肪酶(LPL)和内皮脂肪酶(EL)的表达发生紊乱 , 其中

LPL 表达增加而 EL 表达减少。与 Fabp4 一样 , LPL 和 EL 在

脂肪代谢中也十分重要。它们属于三酰甘油脂肪酶家族 ,该家

族与细胞外的脂肪水解作用密切相关。 Fabp4 的 mRNA 和蛋

白在 FGR胎盘的高表达可能意味着胎儿体内脂解作用的增

加 ,高水平的 Fabp4 表达水平还可能促进 PPARγ激活 , 进而

调节脂肪和葡萄糖的代谢水平造成胎儿发育的异常。

GDM 是指妊娠期发生或者首次发现的不同程度的糖耐

量异常 ,包括 GDM 及妊娠期糖耐量异常(GIGT),约占糖尿病

孕妇的 80%～ 90%,其发病率逐年升高[8] , 给母婴带来的危害

既是多方面的又是长期的[9] 。

Fabp4 主要在脂肪细胞和巨噬细胞中表达 , 受到脂肪组织

发育过程的紧密控制 ,并且胰岛素和肾上腺素等代谢激素也调

控其表达。脂肪酸是Fabp4 的主要配体 ,其以负反馈的形式调

节 Fabp4 的转录水平。 Fabp4 通过运送 PPARγ的配体进入细

胞核来调节其表达 ,而 PPA Rγ调节脂肪和碳水化合物的体内

储存和代谢 ,可以增加机体对胰岛素的敏感性和使脂肪细胞分

化 ,但同时造成了脂肪的形成和体质量的增加[ 2] 。

本研究发现 , Fabp4 在 GDM 组的胎盘组织中的蛋白表达

高于 NORM AL组 , 特别是母体面的胎盘绒毛和间充质的表达

更明显偏高。采用实时定量的方法检测全胎盘的 Fabp4 表达

水平发现 , GDM 组的表达水平高于 NORMAL 组 6 倍左右 , 差

异具有统计学意义。目前认为在脂肪组织中免疫细胞的积累 ,

特别是巨噬细胞的积累对于脂肪组织的炎症反应十分重要 , 导

致胰岛素耐受性等代谢问题。采用巨噬细胞系和脂肪细胞系

共培养发现脂肪细胞中 Fabps 的缺失将导致巨噬细胞炎性因

子的表达减少 ,而巨噬细胞缺失了 Fabps 则增强了脂肪细胞的

胰岛素信号强度和葡萄糖的摄取。说明巨噬细胞和脂肪细胞

在代谢过程中是协同合作的 ,可以认为巨噬细胞诱导脂肪组织

发生炎症反应和胰岛素抵抗 , 造成了局部和全身性的代谢紊

乱。并且巨噬细胞的出现并不是直接作用导致代谢功能的异

常 ,而是与局部的脂肪组织相互作用 , 由脂肪组织的代谢状态

来决定巨噬细胞炎性反应是否发生[10] 。而 Fabps 在这一过程

中起到了十分重要的作用。 GDM 患者胎盘中 Fabp4 的高水

平表达或许和胰岛素不耐症有关。

妊娠期 Fabp4蛋白的高表达使得糖尿病患者的脂解作用

增加 ,影响了葡萄糖的代谢 , 促进了血糖的升高。由于噻唑烷

二酮类等 PPARγ的抑制剂可以增加糖尿病患者的 Fabp4 的

表达[ 11] , 而 Fabp4 则可以运送 PPARγ的特异性配体进入细胞

核来激活 PPARγ。因此 , 认为 GDM 患者胎盘中 Fabp4 的高

表达可能与 PPAR调控的脂肪代谢和葡萄糖代谢有关。 通过

基因敲除技术发现 ,小鼠的 Fabp4 基因敲除后 , 小鼠体质量增

加 ,脂解作用减少 , 脂质的转运也减少并且胰岛素耐受性减弱 ,

肌肉中的氧化作用增加并且对于由于遗传或者饮食造成的糖

尿病有很好的胰岛素耐受性 ,同时Fabp4 的抑制剂能够有效地

减轻糖尿病症状[12] 。因此 , Fabp4 对代谢综合征特别是糖尿

病的发生有重要作用。

PIH 约占孕产妇死亡病例的 18%, 是导致孕产妇和围产

儿病率和死亡的主要原因之一。

临床发现 , P IH 多在妊娠 20 周后 , 即胎盘功能成熟后发

病;产后 2 ～ 3 d 内 , 不经治疗 ,症状及体征即可消失 ,提示妊娠

对 P IH 发病具有重要意义。而葡萄胎患者也合并 PIH ,表明

胎儿本身在发病中不起重要作用;腹腔妊娠亦可发生 PIH , 而

且患者 PIH 症状直到几个月后胎盘移除后才完全消失。因此

无论从发病机制和临床表现来看 P IH 都和胎盘有着十分重要

的关系 , 国内已对此重视 , 并有其他相关异常表达基因的研究

报道[ 13] 。

胎儿生长受限被认为是由于妊娠早期母体的螺旋动脉侵

入滋养层细胞时受损所引起的 ,这导致胎盘子宫间的血液交换

减少并造成胎盘缺氧。目前认为由于胎盘缺氧诱导胎盘产生

了很多细胞因子 ,它们引起了广泛的母体内皮细胞的损伤和胎

盘血管发生过程的紊乱[ 14] , 进而诱导了 PIH 的发生。公认的

PIH 重要的发病环节是血管痉挛后内皮细胞激活 、功能障碍和

结构损伤。胎盘缺血缺氧可能是 P IH 发病的起始病因 , 而血

管内皮细胞损伤 ,则是导致 PIH 的最终通路和重要环节。

高血压的发生属于代谢相关的疾病 ,本实验中 PIH 组的

胎盘中 Fabp4的蛋白和 RNA 表达水平虽有升高 , 但差异无统

计学意义。其表达水平的升高可能与高血压疾病本身的一些

相关症状有关 ,如高血脂 、高血糖等 ,造成 Fabp4 的表达有一定

的升高[ 15] , 也可能与本实验的样本容量过小有关 , 需进一步扩

大样本容量来真实地反应二者的关系。
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·基层园地·

87例出血性脑梗死临床分析

钟纯正

(海南省农垦那大医院神经内科 ,海南 儋州 571700)

　　中图分类号:R651.15 文献标识码:B 文章编号:1671-8348(2010)14-1804-01

　　收集本院 1997 年 12月至 2009 年 5 月资料完整的出血性

脑梗死(H I)住院患者 87 例临床资料。现报道如下。

1　临床资料

1.1　一般资料　男 47 例 , 女 40 例 , 年龄 18 ～ 83 岁 , 平均 49

岁 ,病程 1 ～ 10 d , 平均 4 d , 既往有冠心病并发房颤 20 例 , 风湿

性心脏病并发房颤 30 例 ,高血压病史 48 例 , 糖尿病史 15 例。

病初尿激酶溶栓治疗 4 例 , 住院期间合并下肢静脉血栓 8 例 ,

均予低分子肝素钠治疗。

1.2　临床表现　均为急性起病 , 表现为意识障碍 23 例 , 头痛

16 例 ,恶心 、呕吐 10 例 , 癫痫发作 5 例 , 语言障碍 30 例 , 同向

凝视 25 例 ,偏盲 5例 , 偏瘫 66例 , 偏身感觉障碍 26 例 ,共济失

调 4 例。

1.3　影像学检查　87 例 H I患者中 ,经头颅 CT 检查 ,出血部

位:基底节 30 例 ,小脑 3 例 , 双侧小脑和双侧枕叶 2 例 , 枕叶 3

例 ,桥脑 2 例 , 额叶 3 例 ,额颞顶叶 14 例 , 颞顶叶 16 例 , 颞叶 3

例。根据出血形态分为:(1)血肿型 48 例;(2)非血肿型 39 例。

1.4　治疗与预后　立即停用溶栓药 、抗凝药 、降纤药 、扩血管

药和扩容药 , 全部病例均使用脱水及脑保护剂治疗 , 同时使用

止血药 ,血压过高者 , 适当降低血压 ,积极处理肺部感染 、消化

道出血 、心力衰竭 、水电解质紊乱 、泌尿系感染 、深部静脉血栓

形成等并发症。 C T 扫描表现为单个较大血肿者 , 若病情允

许 ,应考虑手术治疗。本组 1 例额叶血肿早期出现脑疝 ,予开

颅消除血肿 ,挽救患者生命。

本组87例 ,经治疗 , 80 例病情平稳 , 但肢体瘫痪 、语言障碍

恢复不明显 ,死亡 7例 ,其中 5例因脑疝死亡, 1例因并发严重肺

部感染 ,另 1 例并发应激性溃疡出血死亡。 　(下转第1833 页)
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