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Ｔｉｍ３在不明原因复发性流产患者绒毛和
蜕膜组织中的表达

贾秋桦１，２，于斐３
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摘要：目的　探讨Ｔｉｍ３在不明原因复发性流产患者绒毛和蜕膜组织中的表达。方法　选取２０１２年３月至２０１３
年６月在临沂市妇幼保健院就诊的不明原因复发性流产患者３０例（病例组），同期正常妊娠（孕周６～１２ｗ）进行
人工流产者３０例（对照组），应用免疫组织化学染色技术观察Ｔｉｍ３在两组绒毛和蜕膜组织中的表达。结果　两
组Ｔｉｍ３蛋白主要表达于绒毛的滋养层细胞、合体滋养层细胞的细胞质和绒毛间质内，以及蜕膜组织腺体上皮细
胞的细胞质和蜕膜间质内，且病例组绒毛和蜕膜组织中的 Ｔｉｍ３蛋白表达强度明显高于对照组（Ｐ＜０．００１）。
Ｔｉｍ３在病例组的绒毛组织中呈弱阳性表达２例，阳性表达５例，强阳性表达２３例；在对照组的绒毛组织中呈弱
阳性表达２２例，阳性表达６例，强阳性表达２例。Ｔｉｍ３在病例组的蜕膜组织中呈弱阳性表达４例，阳性表达５
例，强阳性表达２１例；在对照组的蜕膜组织中呈弱阳性表达２６例，阳性表达２例，强阳性表达２例。结论　Ｔｉｍ３
可能参与了不明原因复发性流产的发生发展过程。
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　　复发性自然流产（ｒｅｃｕｒｒｅｎｔｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓａｂｏｒ
ｔｉｏｎ，ＲＳＡ）是指连续３次或以上发生的反复早期流
产（孕３个月以内），近２次反复自然流产也被纳入
了ＲＳＡ定义中［１］，其发生率为１％ ～５％。ＲＳＡ病
因及发病机制十分复杂，除了染色体异常、子宫解剖

结构异常、血栓形成倾向、生殖道病原体感染和内分

泌紊乱等因素外［２］，约５０％患者原因不明，称为不
明原因复发性流产（ｕｎｅｘｐｌａｉｎｅｄｒｅｃｕｒｒｅｎｔｓｐｏｎｔａｎｅ
ｏｕｓａｂｏｒｔｉｏｎ，ＵＲＳＡ）。其中大多与Ｔｈ１／Ｔｈ２平衡失
调、ＨＬＡＧ表达异常、封闭抗体、自身免疫性抗体、
ＮＫ细胞杀伤活性增强等免疫因素密切相关［３］。

Ｔ细胞免疫球蛋白黏蛋白３（Ｔｃｅｌｌｉｍｍｕｎｏ
ｇｌｏｂｕｌｉｎｍｕｃｉｎ３，Ｔｉｍ３）是一种 Ｉ型跨膜蛋白，属
Ｔｉｍ基因家族成员，表达于活化的 Ｔｈ１细胞上。
Ｔｉｍ３与其配体 ｇａｌｅｃｔｉｎ９结合后负向调控 Ｔｈ１细
胞功能，可介导 Ｔｈ１细胞凋亡［４］。研究表明，Ｔｉｍ３
在多种固有免疫细胞上也有表达，包括单核／巨噬细
胞［５６］、树突状细胞［７］、ＮＫ细胞［８］等。近年研究报道

显示，Ｔｉｍ３同时表达于活化的 Ｔｈ１７和 Ｔｃ１细胞
上，且其在ＣＤ４＋Ｔ和ＣＤ８＋Ｔ细胞上的表达异常与
许多自身免疫性疾病、病毒感染和癌症等密切相

关［９１１］，但有关其在母胎免疫中的调节作用研究较

少。本研究采用免疫组化法检测３０例不明原因复
发性流产患者和３０例正常对照组的绒毛和蜕膜组
织中Ｔｉｍ３的表达情况，探讨Ｔｉｍ３分子参与ＵＲＳＡ
发生发展的可能性。

１　资料与方法

１．１　临床资料
１．１．１　研究对象　选取 ２０１２年３月至２０１３年６
月在临沂市妇幼保健院就诊的复发性流产患者３０
例（病例组），２５～３７岁，平均（２９．５±３．７）岁。病
例选择条件：①自然流产次数≥２次；②夫妻双方染
色体核型无异常；③妇科超声、宫腔镜等排除生殖器
官畸形；④孕妇性激素、甲状腺功能、血糖、胰岛素等
内分泌指标均正常；⑤孕妇 ＴＯＲＣＨ（风疹病毒、巨
细胞病毒、弓形体和单纯疱疹病毒）、沙眼衣原体、

解脲支原体均阴性，抗磷脂抗体、抗核抗体、抗双链

ＤＮＡ抗体、抗可抽提的核抗原抗体、抗精子抗体均
阴性；⑥妊娠早期无服药史，无接触放射线、有害化
学物质史，无吸烟、酗酒不良习惯，非近亲婚配；⑦男
方精液常规检查正常。选取同期正常妊娠（孕周

６～１２ｗ）进行人工流产者３０例（对照组），２４～３６
岁，平均（２７．５±３．６）岁，均无自然流产史，Ｂ超检
查提示胚胎发育正常。两组均于清宫术毕，生理盐

水冲洗新鲜绒毛及蜕膜组织，Ｂｏｕｉｎ液固定，常规石
蜡包埋。

１．１．２　主要试剂与仪器　羊抗人 Ｔｉｍ３多克隆抗
体购自美国Ｒ＆Ｄ公司，即用型ＳＡＢＣ免疫组化试剂
盒购自武汉博士德生物工程有限公司，ＤＡＢ显色
试剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司。全自

动石蜡切片机为德国ＬＥＩＣＡ公司生产，全自动免疫
组化染色仪为瑞士罗氏公司生产。

１．２　方法
１．２．１　常规制备石蜡切片　两组绒毛蜕膜组织经
脱水、透明、浸蜡、包埋后制成５μｍ石蜡切片。
１．２．２　采用ＳＡＢＣ法对石蜡切片进行化学染色　
切片常规脱蜡水化；用 ＥＤＴＡ（ｐＨ９．０）进行抗原修
复２０ｍｉｎ；滴加 ３％Ｈ２Ｏ２阻断溶液，３７℃孵育
１５ｍｉｎ，阻断内源性过氧化物酶；滴加１０％兔血清孵
育３０ｍｉｎ，封闭非特异性抗原；去血清，滴加羊抗人
Ｔｉｍ３多克隆抗体工作液（１∶１００），３７℃孵育２ｈ；滴
加聚合物辅助剂，３７℃孵育 ３０ｍｉｎ；加第二抗体，
３７℃孵育 ３０ｍｉｎ；以上各步骤之间用 ０．０１ｍｏＬ
ＰＢＳ缓冲液（ｐＨ７．５）冲洗３次，５ｍｉｎ／次。最后，滴
加ＤＡＢ显色剂显色，苏木素进行复染、脱水、透明、
封片，显微镜下观察结果。阴性对照用抗体稀释液

代替一抗，阳性对照用宫颈癌组织切片代替，其他步

骤同上。

１．２．３　免疫反应积分（ＩＨＳ）　封片后高倍显微镜
（×４０）下观察结果，每例标本选取一张切片，每张
切片至少随机选取５个视野，以细胞质或胞膜中出
现棕黄色颗粒为阳性判断标准。判断标准：①按平
均每个视野阳性细胞的染色程度分为：弱阳性（＋）
细胞轻度着色，呈淡黄色，记１分；中等阳性（＋＋）
细胞着色呈深黄色，记２分；强阳性（＋＋＋）细胞明
显着色，呈棕黄色，记３分。②按平均每个视野阳性
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细胞所占百分比分为：２５％以下为弱阳性（＋），记１
分；２５％～４９％为中等阳性（＋＋），记２分；≥５０％
为强阳性（＋＋＋），记 ３分。应用免疫反应积分
（ＩＲＳ）系统，将上述两者相乘，≤３分为阴性，４分为
弱阳性（＋），６分为阳性（＋＋），９分为强阳性
（＋＋＋）。结果判断在双盲下进行，每张切片均由两
名有经验的病理科医生分别计数。

１．３　统计学处理 采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统
计分析，两组免疫组化的结果均采用秩和检验。

Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　Ｔｉｍ３在绒毛和蜕膜中的表达　在绒毛组织
中，病例组和对照组 Ｔｉｍ３蛋白主要定位在绒毛滋
养层细胞、合体滋养层细胞的细胞浆内及绒毛间质

内，呈棕黄色颗粒，见图１Ａ、Ｂ；在蜕膜组织中，病例
组和对照组Ｔｉｍ３蛋白主要定位在蜕膜组织腺体上
皮细胞的细胞浆内和蜕膜间质内，呈棕黄色颗粒，见

图１Ｃ、Ｄ。

图１　Ｔｉｍ３在绒毛和蜕膜中的表达（免疫组化，２×１００倍）
Ａ：病例组绒毛组织；Ｂ：对照组绒毛组织；Ｃ：病例组蜕膜组织；Ｄ：对照组蜕膜组织。

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴｉｍ３ｉｎｖｉｌｌｏｕｓａｎｄｄｅｃｉｄｕａｌｔｉｓｓｕｅｓ（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ，２×１００ｔｉｍｅｓ）
Ａ：Ｔｈｅｖｉｌｌｏｕｓｔｉｓｓｕｅｓｏｆｔｈｅｃａｓｅｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｔｈｅｖｉｌｌｏｕｓｔｉｓｓｕｅｓｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｔｈｅｄｅｃｉｄｕａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｔｈｅｃａｓｅ
ｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｔｈｅｄｅｃｉｄｕａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

２．２　Ｔｉｍ３在绒毛和蜕膜组织的表达强度　Ｔｉｍ３
在病例组和对照组绒毛组织中的表达强度有明显差

异（Ｐ＜０．００１），见表１，图２；Ｔｉｍ３在病例组和对照

组蜕膜组织的腺上皮细胞的胞浆及胞膜中表达强度

有明显差异（Ｐ＜０．００１），见表２，图３。

表１　Ｔｉｍ３在病例组和对照组绒毛中的表达强度

组别 ｎ
免疫组织化学积分ＩＨＳ值（分）

≤３（－） ４（＋） ６（＋＋） ９（＋＋＋）
Ｚ Ｐ

病例组 ３０ ０ ２ ５ ２３

对照组 ３０ ０ ２２　 ６ ２ －５．８１１ ＜０．００１

表２　Ｔｉｍ３在病例组和对照组蜕膜中的表达强度比较

组别 ｎ
免疫组织化学积分ＩＨＳ值（分）

≤３（－） ４（＋） ６（＋＋） ９（＋＋＋）
Ｚ Ｐ

病例组 ３０ ０ ４ ５ ２１

对照组 ３０ ０ ２６　 ２ ２ －５．６５８ ＜０．００１
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图２　Ｔｉｍ３在两组绒毛中的表达强度
Ｆｉｇ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＴｉｍ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｖｉｌｌｏｕｓｔｉｓｓｕｅｓｏｆ

ｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ

图３　Ｔｉｍ３在两组蜕膜中的表达强度
Ｆｉｇ．３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＴｉｍ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｄｅｃｉｄｕａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆ

ｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ

３　讨论

　　妊娠在免疫学上常被认为是同种半异体移植的
过程，其成功与否取决于母胎之间免疫平衡的调节。

母胎界面是由绒毛外滋养层细胞和蜕膜组成。滋养

层细胞向子宫内膜层侵袭、迁移分化、调节胚胎植

入；侵袭母体血管，启动并完成子宫胎盘循环，是为

胎儿提供供应血液、营养物质，进行气体交换和排泄

代谢产物的场所。滋养层细胞分泌多种细胞因子，

维持Ｔｈ１／Ｔｈ２平衡。蜕膜是母体和胎儿直接接触
面，蜕膜组织的免疫细胞成分相当复杂，蜕膜 ＮＫ
（ｄｅｃｉｄｕａｌｎａｔｕｒａｌｋｉｌｌｅｒ，ｄＮＫ）细胞是妊娠早期母胎
界面的优势细胞，约占蜕膜免疫活性细胞总量的

７０％～８０％，另外还有单核巨噬细胞（约占１５％）和
Ｔ淋巴细胞（约占 １５％）等［１２］。它们的数量、表型

及功能明显与外周循环不同，这些变化从而决定局

部免疫应答或免疫耐受的形成，在维持母胎免疫平

衡发挥着重要的作用。

Ｔｉｍ３是由Ｔｉｍ基因家族编码的一种Ⅰ型膜蛋
白，它的结构包括ＩｇⅤ区、黏蛋白区、跨膜区及胞质
尾区。目前还发现了可溶性 Ｔｉｍ３分子，它不包含
黏蛋白区和跨膜区。Ｇａｌｅｃｔｉｎ９（半乳糖凝集素９）
已被证实为 Ｔｉｍ３的一个配体，可与 Ｔｈ１、Ｔｈ１７细
胞上的Ｔｉｍ３结合，从而抑制这些 Ｔ效应细胞的分

化或引起其凋亡，进而下调其免疫应答，但能促进表

达ＦｏｘＰ３的调节性 Ｔ细胞（Ｔｒｅｇ细胞）的分化［１３］。

有研究发现，Ｇａｌ９也可与固有免疫细胞树突细胞表
面上的 Ｔｉｍ３结合，并通过诱导其活化而增强炎症
及免疫反应［１４］。由此可见，Ｇａｌ９／Ｔｉｍ３通路在适
应性免疫和固有免疫中介导截然不同的作用，其具

体机制尚不明确。有研究证实，Ｔｉｍ３在许多自身
免疫性疾病、慢性病毒感染中起着重要的调控作

用［９１１］，但有关其在母胎免疫中的作用报道较少。

本研究结果表明，Ｔｉｍ３在病例组和对照组的
绒毛滋养层细胞、合体滋养层细胞和蜕膜组织中腺

上皮细胞的细胞浆内及间质内均有表达；但在病例

组的绒毛和蜕膜上的表达强度要明显高于对照组。

有研究显示，Ｔｉｍ３在其构建的小鼠复发性流产模
型和正常妊娠模型中小鼠的滋养层细胞上均有表

达，但复发性流产模型中 Ｔｉｍ３表达强度明显高于
正常妊娠模型，而 Ｇａｌ９配体在两模型中滋养层细
胞上的表达强度恰恰相反［１５］。Ｔｉｍ３在小鼠蜕膜
组织中均有表达，主要表达在细胞浆和细胞膜，且小

鼠复发性流产模型Ｔｉｍ３的表达强度高于正常妊娠
模型；小鼠复发性流产模型中蜕膜的腺上皮细胞

Ｔｉｍ３＋细胞百分比高于正常妊娠模型，而蜕膜淋巴
细胞上Ｔｉｍ３＋细胞百分比低于正常妊娠模型，Ｇａｌ９
在小鼠蜕膜腺上皮细胞和淋巴细胞上阳性百分比均

低于正常妊娠模型［１６］。另有研究报道，怀孕妇女整

个孕期血清中的 Ｇａｌ９水平明显高于非孕妇女，且
孕中期和孕晚期又明显高于孕初期［１７］。由此可见，

ＵＲＳＡ的发病机制可能与 Ｔｉｍ３Ｇａｌ９通路异常相
关，且Ｔｉｍ３在母胎界面的表达与本研究结果相符。
Ｔｉｍ３Ｇａｌ９通路异常可能导致ＵＲＳＡ的发生发展，
其具体机制如下：第一，Ｔｉｍ３Ｇａｌ９通路异常导致
对Ｔｈ１细胞的负向调节作用减弱，导致 Ｔｈ１／Ｔｈ２
平衡失衡，向Ｔｈ１偏移，Ｔｈ１细胞产生的大量细胞因
子不利于胚胎的着床、植入和胎儿的生存。第二，

Ｔｉｍ３Ｇａｌ９通路异常导致滋养层细胞侵袭力降低，
影响胚胎的着床和植入；母体胎儿血流失调，胎盘血

流不能为胎儿提供充足的营养物质和氧气，影响胚

胎的发育和胎儿的生存。第三，国外学者研究显

示，ＵＲＳＡ患者蜕膜中 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞比正
常早孕组显著降低［１８］。Ｔｉｍ３Ｇａｌ９通路异常造成
Ｔｒｅｇ细胞数量的减少，导致 Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７失衡，Ｔｒｅｇ
细胞抑制ＣＤ４＋、ＣＤ８＋细胞增殖的作用减弱，继而
产生大量Ｔｈ１型细胞因子，破坏母胎界面的免疫调
控网络的平衡，导致胚胎的丢失。总之，Ｔｉｍ３Ｇａｌ９
通路与多种免疫细胞及其产生的细胞因子通过不同
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的免疫机制共同介导了母胎界面的免疫耐受，其数

量、表型及功能的改变直接影响到母胎之间的免疫

平衡，导致复发性流产的发生。

本研究探讨了Ｔｉｍ３在人类母胎界面滋养层细
胞上的表达情况，但由于蜕膜组织中的 ＣＤ４＋Ｔ淋
巴细胞数量较少和方法学的限制，未能发现 Ｔｉｍ３
在蜕膜淋巴细胞上的表达情况。但Ｔｉｍ３在母胎界
面的高表达，表明其可能参与了不明原因自然流产

的病理过程，为不明原因自然流产发病机制的研究

提供了新的临床数据，为评价以 Ｔｉｍ３为靶点来干
预不明原因自然流产的发生提供了理论依据。然

而，母胎界面的免疫调控网络十分精密而复杂，涉及

到很多免疫细胞及细胞因子，其具体的调控机制尚

不明确，仍需进一步的研究。
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