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IL-27及其受体在未足月胎膜早破发病中的相关研究 

王寒冰，尹楠林，袁 雨，漆洪波 

(重庆医科大学附属第一医院妇产科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨白介素一27(interleukin一27，IL-27)及其特异性受体WSX一1／TCCR诱导人胎膜组织产生炎性效应在未足月 

胎膜早破中的作用。方法：①将手术室收集到的胎膜组织分为正常足月组和未足月胎膜早破组，将培养的胎膜组织分为对照 

组、实验组(IL-27处理 12 h组以及IL一27处理24 h组)；(~)Western blot和免疫组化分析WSX一1在未足月胎膜早破早产和正 

常足月孕妇胎膜组织中的表达；③培养原代人胎膜组织，鉴定其是否存活；④IL一27处理培养的胎膜组织．提取处理的人胎膜组 

织蛋白，用荧光定量PCR和明胶酶谱检测 MMP2~MMP9的表达。结果：@IL'27特异性受体WSX一1在未足月胎膜早破早产孕 

妇胎膜组织中的表达明显高于正常足月孕妇(P=O．0149)；②成功培养原代人胎膜组织；③人重组IL一27蛋白刺激胎膜组织后 

MMP2、MMP9的表达明显升高。结论：IL一27可诱导人胎膜组织产生炎性效应，增强 MMP2和MMP9的表达．参与未足月胎膜早 

破早产的发病。 
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Role of IL-27 and it'S receptor in the pathogenesis of preterm premature 

ruptu re of membrane ‘ 

WangHanbing，Yin Nanlin，Yuan Yu，Qi Hongbo 

(Department ofObstetrics and Gynecology，The FirstAffiliatedHospital ofChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To discuss the role of interleukin一27(IL一27)and its special receptor WSX-1／TCCR in inducing inflammatory 

effects on human fetal membrane in preterm premature rupture of membrane．Methods：①The expression of IL一27 special receptor 

WSX一1 in fetal membrane of preterm premature rupture of membrane and normal term  birth was analyzed by western blot and im— 

munohistochemistry assay．(~)Primary human fetal membrane was isolated and cultured and its survival was identified by RT—PCR． 

③ The．

fetal membranes were divided into control group and the experimental group，treated by 10 ng／mL human recombinant IL-27 

and then RNA and protein were extracted．MMP2 and MMP9 mRNA level was detected and their activity was examed by quantitative 

RT-PCR and Gelatin zymography，respectively．Results：(班 he expression of IL-27 receptor WSX-1 had significant differences between 

preterm premature rupture of membrane and normal term birth．(~)Primary human fetal membrane was successfully isolated and cul- 

tured for processing．⑧Expressions of MMP2 and MMP9 were obviously higher in IL-27 treatment group；P<0．05 was statistically 

significant．Conclusion：IL-27 could induce human fetal membrane to produce MMP2 and MMP9 in the pathogenesis of preterm  pre- 

mature rupture of membrane． 

【Key words]preterm premature rupture of membmne；primary human fetal membrane；intedeukin一27；matrix metallopr0teinases 

早产(preterm birth)是指妊娠不足37周的分娩【11。 

在我国，早产的定义为孕 28周至不足 37周的分娩。 
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早产是新生儿死亡的主要原因，也是产前住院的最 

常见因素。全球每年约有 1 500万早产儿出生，我国 

已成为早产儿出生率第二大的国家[21。早产根据病 

因被分为自发性早产、未足月胎膜早破和治疗性早 

产[31。其中，未足月胎膜早破(preterm premature rup— 

ture of membrane．PPROM)的发生率占早产发生率的 

30％～40％．成为新生儿患病和死亡的主要原因。目 
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前认为未足月胎膜早破早产是一个多因素引起的 

综合征，包括宫内炎症、母胎免疫耐受异常、黄体酮 

降低和压力应激等，其中宫内免疫炎症的激活被认 

为是引起未足月胎膜早破早产的重要因素[41。炎症 

发生时，由于多种免疫细胞如 CD4 T细胞、DC和 

NK细胞等通过调节粘附分子和细胞因子等炎性介 

质的表达．使得大量白细胞增殖并迁移至母胎界 

面．释放更多 TNF、IL一1及基质金属蛋白酶(matrix 

metalloproteinase，MMP)等因子产生过度炎症反应， 

导致胎膜细胞外基质的溶解退化，从而损伤胎膜并 

最终诱发破膜[51。白介素一27(interleukin一27，IL一27) 

是一种异源二聚体细胞因子 ，与其受体 WSX一1／ 

gpl30结合后能产生强大的促炎效应 ，促进其他炎 

性因子、趋化因子和粘附分子等释放，参与哮喘、克 

罗恩病、风湿性关节炎等过度性炎性疾病的发生[61。 

那么，IL一27能否通过调节基质金属蛋白酶的释放 

而损伤胎膜功能。从而在 PPROM发病中发挥作用， 

值得我们深入探究。本研究主要探讨 IL一27刺激原 

代人胎膜组织释放基质金属蛋白酶导致胎膜损伤 

甚至破膜，从而参与未足月胎膜早破的发生 ，该研 

究可能为未足月胎膜早破早产的预防和诊断提供 

新的思路 

1 资料与方法 

1．1 一般 资料 

本研究符合重庆医科大学附属第一医院人体试验伦理 

委员会所制定的伦理学标准，并取得患者的知情同意。纳入 

标准为孕周为 28周至不足 37周胎膜早破孕妇和孕周 ≥37 

周的单胎孕妇，排除子痫前期 、妊娠期高血压、妊娠期肝内胆 

汁淤积症等并发症的剖宫产分娩孕妇。本实验所采集符合标 

准的标本共 20例，未足月胎膜早破和足月剖宫产各 1O例。 

1．2 主要试 剂及仪 器 

人重组 IL一27和人 IL一27RcdWXS一1／TCCR购 自美 国 

R&D公司；培养基 DMEM／High Glucose购于美国Gibco公司； 

胎牛血清为美国Sciencell公司；兔抗山羊二抗和免疫组化所 

用 DAB均来 自中国中杉金桥公司：提取 RNA所用 RNAiso 

Plus、RNA逆转录试剂盒及荧光定量 PCR试剂盒均来自日本 

Takara公司。紫外分光光度计为 Thermo scientific NaVoDoP 

1000；荧光定量 PCR检测系统为 Bio—Rad公司产品：酶标仪 

购白美国Bio TeK公司。 

1．3 实验 方法 

1．3．1 标本采集 剖宫产胎盘娩出后，避开破膜处 ，即刻在 

无菌条件下沿胎盘边缘2 cm以上采集胎膜组织4份 用无 

菌 PBS清洗胎膜，直至血迹冲洗干净。用无菌纱布蘸干后一 

份置于 4％多聚甲醛中固定后行石蜡包埋切片，剩下 3份置 

于无菌无酶冻存管并迅速放入液氮中保存待测。 

1．3．2 Westem blot检测 IL一27特异性受体 WXS—I~CCR在 

胎膜组织中的蛋白表达 分别提取未足月胎膜早破和正常 

剖官产孕妇胎膜组织蛋白，BCA法检测蛋白水平，蛋白上样 

量为 40 g。进行 电泳分离 、转膜 、封闭 、一抗孵育过夜 

(WSX一1为 1：1 000；B—actin为 1：1 000)、二抗孵育 1 h(兔抗 

山羊 IgG 1：1 000)，ECL化学发光检测系统检测。用 Image 

Lab 5．2图像分析软件进行分析。 

1．3．3 免疫组化分析 WXS一1／I?CCR在胎膜组织中的定位 胎 

膜组织采集后4％多聚甲醛固定 ，石蜡包埋，切片厚度 5 tn。 

分别进行二甲苯脱蜡、梯度酒精水化、95℃抗原热修复和封闭 

后滴加山羊抗人 WSX一1抗体(1：50)，置于湿盒 ，4 oC孵育过 

夜，滴加 HRP标记的兔抗山羊二抗(1：100)，37孵育 30 min， 

DAB显色后封片显微镜下观察。 

1．3-4 原代人胎膜组织的培养 剖宫产胎盘娩出后即刻在 

无菌条件下沿胎盘边缘 2 cln以上采集胎膜组织 。用无菌 

PBS清洗胎膜 ，直至血迹冲洗干净 ，用无菌眼科剪将其剪为 

1 c／n×1 CY／I大小，再次用 PBS清洗后用无菌纱布蘸干，置于 

6孔板中用 2 mL 15％DMEM／High Glucose于 37℃、5％ CO2 

细胞培养箱中培养。每天换液，肉眼观察培养液颜色变化初 

步判断其是否存活，不同时间点提取 RNA进行 RT—PCR进 
一 步检测其是否存活。培养 2 d后处理，分为对照组和实验 

组分别予以刺激。对照组为正常培养的胎膜组织；实验组予 

以人重组 IL一27 10 ng／mL分别刺激 12 h和 24 l1。 

1．3．5 qRT—PCR检测 IL一27刺激胎膜组织产生 MMP2和 

MMP9的 mRNA表达情况 将上述处理的胎膜组织在液氮 

中研碎，RNAiso plus提取 RNA，用逆转录试剂盒逆转 录成 

cDNA，反应条件为：95℃预变性 5 rain．95℃变性 l0 s．退火 

和延伸温度均为 53℃，作用 40个循环 ．溶解 曲线设定为从 

65℃～95℃，每隔0．5 c读取一次荧光信号。2-̂△“方法分析 

mRNA的相对转录水平。所用引物序列见表 1。 

表 1 荧光定量 PCR所用引物列表 

Tab．1 OligOnucIeOtides used for real—time PCR 

引物 序列 

GAPDH正义链： 

GAPDH反义链： 

MMP2正义链： 

MMP2反义链： 

MMP9正义链： 

MMP9反义链： 

5’一CAAGAGCACAAGACCAAGAeAG一3 

5’一CTACATGGCAACTGTGAGGAG一3’ 

5’一AACTCGTCCGTGI GAAGTATC一3’ 

5’一GGTATCAGTGCAGCTG ITGTA一3’ 

5’一GGGC ITAGATCATTCCTCAGTG一3’ 

5’一GCCA ITI1CACGTCCTCCTTAT一3’ 

1．3．6 明胶酶谱检测 IL一27刺激胎膜组织产生 MMP2和 

MMP9的酶活性 处理后提取胎膜组织蛋白，配制含 0．1％明 

胶的 SDS聚丙烯酰胺凝胶行 SDS—PAGE电泳．将凝胶置于洗 

脱液中震荡洗涤，明胶缓冲液 37 oC孵育 48 h后考马斯亮蓝 

溶液染色，脱色液脱色后凝胶成像，Image Lab 5．2软件分析。 

以上实验均重复 3次。 
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4 统计 方法 

数据作 I)乏分析采』t J Graphpad ism 5．01软件(Pl’ism 

5：( lIlllla~1 Sof'h~l{1 ， Jolla，CA，USA)； j 资料均JIJ均数 ± 

怀 衷，J ．IJqfl[ l E较果』IIi虫 样小 i伶验分析，检验水 

ct=O．05 

2 结 果 

2．1 正常足 月和未足 月胎膜早破早 产孕妇胎膜组 织中 

w 一】的蛋白表达 

免疫组化结 【『』】．WSX一1主要表达丁节膜上戍细胞 ， 

城 ￡膜f1I蜕膜rf，也彳『发达 _j正常足』j胎膜相比，术足月胎 

膜 做早产 的ltfiII~f[t．织lll wSx—l⋯ 丧达u月 增高； 

、、P、lP hlllI结 &ilJJ，ll 一17特并性受怵 WSX一1 未足月 

忻悛 t肢 ＆ fJJI! 一t 表达明 I h 足川孕 ，定 

分忻仃明 统汁 、 ： (t=2．692，P=0．01 5)，如 l、表 2所 

，J、 

2 

A Jlfi Jl~：7}{ {免疫组化分析(200 x) 

乍『冬1勾II 常足J J(N'I’) ； 为PPROM fll；̂1Ⅵ-工J r膜；CH( 为 

滑城 _E膜 

＼一1_-__’·-_- _--_ ～ 一  

B I ti c__-__ __—一 一 -___ -__- 

-4- 1 

。 

兰0 
乙  

。 
也  

__o 

；o 
I’l I{IIM N I 

II、、 I I1 hint硬定 分 

、 rf℃ il{'7'li’址川 ：PPl ()M代表未址J̈抬膜 破 

图 1 胎膜组织中WSX一1的表达 

Fig 1 The expression of W SX一1 in the fetal membrane 

表2 胎膜组织中wSx一1蛋白水平的定量分析 

Tab 2 Quantitative analysis of W SX-1 in protein level 

in the two groups 

：NT f℃表i 常越川川：pl，ll()M代表未足J J Jlfi#F~111．破组；a： 川 常足 

J J妊娠州比较，t=2 692 P=O．01 5 

’1 成功培养离体人胎膜组织 

为了验 昕培养的 代人胎膜组织址 仔活，采川荧光 

定 PCR的方法 结 2昕爪． 不 时川点提．1l一_qI 

l{ A．逆转求为c DNA』r 川 RT一1 CR榆测发现J 怏_fl 达的 

一 27特砰， 受体 WSX一1均 扩增，反映培养(igflIL~t4'F Tiq 

刈照组 i 2 h 24 h 36 h 4g h 72 h 

图2 胎膜WSX一1 mRNA表达 

Fig．2 WSX一1 mRNA level in the fetal membrane 

2．3 T1 一27刺激原代人胎膜组织产生 MMt'2、MM1>9的表达 

情况 

II 一27 进 MMI，!、MMI 9 mRNA表达水 rl‘岛：刈is；(f 

人胎膜绀织 以 lo ng／in1 人 ¨I 一27刺激 ， int／NA水 

枪7~]iJ：J 卜游 MMP2、MMP9 n 表达 3 jiIi-,Jk．术 』】眙 

脱 it_艘『I1 典的『大j于 MM1'2、MMP9表达7t‘高 j lf1．MMP2 

Il 一27处删 24 I] 仃外『 的趋坍 ．ff1 I T rh J：佯小 i小、 

船异火等原[六j，数 没 统汁 篪蚌( 衷 3) j刈J!!"2H．)FIl 

【 ．I1 一27处 12 h j]f7 儿 {f1]MMt 9的 『11l{NA 达水 

T-it,Ll "高(P=O．O0I)．处川 24 h后 MMP9的 nil{NA 达 

也I『J] 增强 (P=O．004)、 

2 5 

2(】 

l 5 

l f】 

f】5 

f)0 

、1Ml’! ~1MI 

刈 

■■ I!Il 

- 24 h 

H： × 照组比较 ．， ()．OOI；Ii： j×、j “ H比较．P=O．()(14 

图3 MMP2和MMP9不同时间点mRNA水平 

Fig．3 mRNA level of MMP2 and MMP9 in a time depend 

m anner 

l 一27促进 MMP2 ai MMI)9 达 ：10 rig／hiI 

1I 一27作川1-原代人胎怏 { ，【『J】胶酶 榆测j 卜游MMI 2 

种I MMP9的活性．． n I 4』 ，J：， j x j‘照组十I1比．11 一27处 }i 

MMt'2和 MMP9蛋I m0 ffJ】 Iiit升 ，这说liJ Jl1 一27 lIJ‘以 

作JIj 原ftL人胎膜组 ， 敛 MMI 2平̈ MMP9的 丛增』JII， 

这 一 ̂ 果 Ij nlllNA表达2̂ 一敛 
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表 3 MMP2和 MMP9不同时间点mRNA水平定量分析 

Tab 3 Quantitative analysis of the expression of MMP2 and MMP9 in mRNA level in a time dependent manner 

组别 MMP2 仇 Pfff MMP9 F值 PfItI_ 

x 照组 1．000±0．01 5 1．003 4-0057 

I2I1组 0．851±0．1)81 28 820 0．147 1．997±0．088 2．41)8 0．001 

MMP9 

MMl 2 

3 讨 论 

II 一27 对照 

MMpq 

MMl 2 

图4 IL一27对 MMP2和 MMP9活性影响 

Fig．4 Effect of IL-27 on the activity of MMP2 and MMP9 

3．1 II 一27和生殖 医学 

IL一27是 I1 一6／11 一l2家族成员，I1『以巾多种细 

胞分泌，如浆细胞 、内皮细胞 、激活的抗原呈递细胞 

等 、它是『{1 l卜27 p28亚毖和 EB痫毒诱导基 3 

(EBI3)、 组成的异源二聚体。TI 一27可以 特 

异性受体 WSX—I／TCCR和(或)非特异性受体gP1 30 

结合后产乍强大的免疫删节作用，既能活化 Tl1l细 

胞发挥促炎效心，也能抑制 Th2／Th 17细胞分化币̈ 

导T细胞产生抑炎 子发挥抑炎效庸 因为其特殊 

的蚁匿炎性作川，成为研究热点。仃文献证实 11727 

可以通过作J{j胎盘组织参与子痫前期和复发性流 

广：的发病 ：本课题组前期结果表叫，I【|一27可以诱 

滋养层细胞产生大量炎性介质，增强滋养细胞的 

袭和增殖能 ，同时扣1制血管形成，从而在 痫 

前则的发病r 匠要意义I I。宫内炎症是诱发PPR()M 

的火键 素I 琏丁以 卜研究结果，我们推测 I1 一27 

『1J‘能通过作川胎盘tHt,~U ，I=̂炎性效心参 PPROM 

的发病 ．小研究 示 II 一27特异性受体 WSX一1 

PPROM患 胎膜组织巾的表达叫lllj-高于正常址』j 

患 ，提示 lI 一27在 PPROM发病q1可能发挥了蓖 

竹 』_}j 

3．2 MMP2、MMP9与 PI ROM 

胎膜南 膜和平滑绒毛膜以及连接两者的细 

胞外基质(extracellula,·Illa[I—ix，ECM)组成。研究认为 

常分娩过 r}1，ECM 构发生 妊娠最后几J 以 

发动分娩 ，炎症等[大J素可能通过降解 ECM r 佝胶 

原蛋白引发胎膜受损从 造成这 一过程提前．导敛 

PPROM的发生_l【】1 其中 MMPs是导致 ECM重 的 

天键因素．．MMPs是一类锋依赖的赁I I水解酶 ，̈t滋 

芥细胞、羊膜 质细胞 、甲滑肌细胞、坩骼肌_qtt11~,和 

多种肿瘤细胞等合成分泌，主要降解多种胶原赁I i 

参 水解细胞外基质中的多种成分(胶原赁r l、 粘 

连 白、蛋门多糖等)I--／ 、 与多种，} 过程鲥1l(11．管 

肜战、伤 广1愈合、骨骼，上K、胎氘发育等卡H父，许参 

与}1：多疾病(子痫前期、胎儿宫内发育迟缓 、flfil]~ 

破等)的病理过程 根据 主要氨墒舱序列乖l】底物 

特芹性 ．MMPs分为多科ll＼l 型．其『tI 1j PPROM 炎 

的主要是明胶胁类 MMP2 f̈MMP91 3J21 、 既 研究 

中． 证实激活 MMI}2 r-J．以促进胎JJ；l巾 ECM的降 

解 I，并且 I】P )M患者胎膜组织ff1 MMP9丛 达 

1}PROM有叫 相父 H-' I 因此小研究成功培养原 

代人胎膜组织川于后续愉测 MMP2和 MM1}9的夷 

达 

3．3 IL一27与 MMP2、MMP9及 1)l，I{()M的关 系 

本研究通过检测 II 一27处理的玎台膜组巾MMl 2、 

MMP9的表达，发现 IL一27可以叫⋯l l b,~ 强胎膜 织 

『tI MMP2、MMt 9的衣达，、 他学 也}lE明 r 诱 

导的炎性反心lI丁以激活子宫肌层III MMP2、MMP9 

的表达，降斛 l和Ⅲ型胶原酶，导致 宫肌层溶啡， 
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并且 IL一1和 TNF—oL等促炎细胞因子均可以诱导子 

宫肌层中MMP9的产生从而参与 PPR0 M【坷。本研究 

有力证实 IL一27是激活胎膜组织中 MMP2、MMP9 

表达的关键因子，而激活的 MMP2、MMP9可以促进 

胎膜组织ECM中胶原蛋白的降解，导致胎膜损伤， 

从而诱发破膜，由此推断IL一27可以通过诱导胎膜 

组织表达 MMP2、MMP9在 PPROM的发病中发挥重 

要作用。 

综上所述，本研究初步证实了孕妇胎膜组织中 

异常升高的 IL一27及其受体 WSX一1与未足月胎膜 

早破早产有明确相关性，其异常升高可能提示母体 

存在较为严重的宫内炎症，增加未足月胎膜早破早 

产的风险，因此可能为临床上PPROM的预防和诊 

断提供新的理论依据。 
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