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[摘要]暋目的:研究牙龈卟啉单胞菌(P.gingivalis)感染对大鼠胎盘组织Fas、Fas配体(Fasligand,FasL)、Toll样受

体(Toll-likereceptor,TLR)2、TLR4表达水平及对新生仔鼠出生体重的影响。方法:将大鼠随机分为P.gingival灢
is感染组、阴性对照组和空白对照组,每组13只。采用尾静脉注射法建立 P.gingivalis感染的孕鼠模型。记录各

组新生仔鼠的出生体重和窝重并收集各组孕鼠在孕18d的胎盘。采用免疫组织化学法和 Westernblot法检测各

组胎盘Fas、FasL、TLR2和TLR4表达情况。结果:P.gingivalis感染组与阴性对照组相比,其新生仔鼠出生体重显

著减轻;孕鼠胎盘组织中 TLR4、Fas、FasL的表达显著增强,TLR2无明显变化。结论:在 P.gingivalis感染的孕鼠

模型中,P.gingivalis感染可引起新生仔鼠较低出生体重,还可引起胎盘组织 TLR4、Fas、FasL表达增强。提示罹患

牙周病的孕妇娩出低体重儿,可能与P.gingivalis引起的胎盘组织 TLR4、Fas、FasL的异常调节有关。
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[Abstract]暋Objective:ToinvestigatetheeffectsofPorphyromonasgingivalisinfectiononexpressionsofplacental
Fasligand(FasL),Toll-likereceptor(TLR)2andTLR4,andbirthweightofneonatesinrats.Methods:Female
ratswererandomlydividedinto3groups:P.gingivalis-infectedgroup,negativecontrolgroup,andblankcontrol

group(n=13foreachgroup).MurinemodelofP.gingivalisinfectionwasestablishedbythetailveininjection.
Birthweightofeveryneonateandlitterweightswasrecorded,andtheplacentaswereobtainedatgestationaldayof
18.TheexpressionlevelsofplacentalFas,FasL,TLR2,andTLR4weredetectedbyWesternblotanalysisandim灢
munohistochemicalstaining.Results:ThenewbornratsshowedsignificantlylowerbirthweightinP.gingivalis-in灢
fectedgroup.Furthermore,Fas,FasL,andTLR4inplacentaltissuesweresignificantlyincreasedfollowingP.gin灢
givalisinfection.However,theexpressionofTLR2hadnosignificantdifferencebetweenP.gingivalis-infected

groupandnegativecontrolgroup.Conclusion:Inourmurinemodel,withelevatedexpressionofFas,FasLand
TLR4inplacenaltissues,P.gingivalisinfectioninduceslowerbirthweightofneonates.Theresultsindicatethat

pregnantwomansufferingfromperiodontaldisease,withdeliveryoflowbirthweightbabies,mightberelatedto
P.gingivalis-inducedabnormallyregulationofplacentalFas,FasLandTLR4.
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暋暋早产低出生体重(pretermlowbirthweight,

PLBW)为围产儿患病和死亡的主要原因,特指新生

儿出生体重低于2500g和(或)出生时胎龄早于

37周[1,2]。研究表明,感染可导致不良妊娠结果,而
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牙周病是口腔常见的慢性细菌感染性疾病,与 PL灢
BW 的发生密切相关[3]。牙龈卟啉单胞菌(Porphy灢
romonasgingivalis,Pg)作为主要的牙周致病菌,被
发现存在于早产、子痫前期等不良妊娠的胎盘或脐

带中[4]。在Pg感染的动物模型中,伴随着感染引

起系统及胎盘组织炎症反应,从而导致PLBW 的发

生[5]。胎盘是位于母胎界面帮助母体和胎儿之间进

行物质交换的主要妊娠器官,对于维持胎儿正常生
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长发育有重要作用[6]。Pg感染可抑制胎盘滋养层

细胞增殖并促进其凋亡[7]。本研究通过建立Pg感

染的孕鼠模型,研究其对新生仔鼠出生体重的影响,
并进一步通过免疫组织化学法和 Westernblot法检

测胎盘组织中 Fas、Fas配体(Fasligand,FasL)、

Toll样受体(Toll-likereceptor,TLR)2、TLR4的

表达水平,探讨 Pg感染引起早产低出生体重的相

关机制。

1暋材料与方法

1.1暋实验试剂与器材暋Pg标准菌株33277购自美

国模式菌种收集中心(Americantypeculturecol灢
lection,ATCC);10周龄健康的无特定病原体(spe灢
cificpathogenfree,SPF)级 Wistar大鼠52只(购自

湖北省实验动物研究中心),其中雌性39只,雄性

13只;胰蛋白胨大豆肉汤 (trypticasesoybroth,

TSB)购自美国BD公司;哥伦比亚血平板购自北京

陆桥公司;磷酸盐缓冲液(phosphatebuffersolu灢
tion,PBS)、Tris-HCl缓冲盐溶液(Tris-HCl
buffersolution,TBS)购自武汉谷歌生物公司;一次

性使用静脉留置针(Insyte-WTM 带翼型,碧迪医

疗器械公司);兔抗鼠多克隆抗体 Fas、FasL (Ab灢
cam 公司,UK);兔抗鼠多克隆抗体 TLR2 (Absin
Bioscience公司,中国);兔抗鼠多克隆抗体 TLR4
(CellSignalingTechnology公司,USA);过氧化物

酶标记的链霉卵白素(peroxidaselabeledstrepto灢
mycin-avidin,SP)免疫组织化学试剂盒(北京中

杉金桥公 司);二 氨 基 联 苯 胺 (diaminobenzidine,

DAB)显色试剂盒(福州迈新公司);电泳仪(Bio-
rad公司,Singapore);二喹啉甲酸 (bicinchoninic
acid,BCA)蛋白检测试剂盒(Thermo公司,USA);
十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(sodium
dodecylsulphatepolyacrylamidegelelectrophore灢
sis,SDS-PAGE)试剂盒(Aspen公司,武汉);聚
偏二 氟 乙 烯 (polyvinylidenefluoride,PVDF)膜

(Gelman公司,USA);化学发光(enhancedchemi灢
luminescence,ECL)试 剂 盒 (Advansta 公 司,

USA);Mart厌氧微需氧微生物培养系统(荷兰);紫
外分光光度仪(上海元析仪器有限公司)。

1.2暋方法

1.2.1暋Pg培养暋Pg标准菌株33277在无菌台中

接 菌 到 哥 伦 比 亚 血 平 板 上,置 于 厌 氧 罐 中

(N2暶CO2暶H2=80暶10暶10),37 曟电热恒温箱

中培养。待 Pg在哥伦比亚血平板上形成大小均

一、表面光滑的黑色菌落后,挑取黑色单菌落进行液

体增菌。培养30h后将菌液离心,经PBS重悬后调

整细菌密度至1暳109CFU/L,备用。

1.2.2暋Pg感染的孕鼠模型建立暋将39只雌性

Wistar大鼠随机分为3组,每组13只。Pg感染组:
尾静脉注射Pg菌液;阴性对照组:尾静脉注射 TSB
培养基;空白对照组:无特殊处理。尾静脉注射法建

立Pg感染性孕鼠模型:Pg感染组和阴性对照组大

鼠进行尾静脉穿刺成功后,分别注射0.5mLPg菌

液和0.5mLTSB培养基,尾静脉注射每日1次;空
白对照组大鼠正常饲养,不做特殊处理。连续尾静

脉注射3d后,3组大鼠分别与雄性大鼠按雌雄比

3暶1合笼过夜,次日晨查见孕栓或阴道涂片发现精

子记为妊娠第1天,依次完成全部的受孕工作。记

录每只大鼠的怀孕天数(gd)、新生仔鼠的出生体重

(bw)及窝重。合笼后Pg感染组和阴性对照组继续

进行尾静脉注射,每3日1次,直至分娩,空白对照

组仍不做特殊处理。

1.2.3暋标本的采集与处理暋3组大鼠均在孕晚期,
即孕18d(gd18)采集胎盘,每组随机选取3只孕鼠。
异氟烷麻醉孕鼠,麻醉后剖腹行剖宫手术,取胎盘置

于4曟预冷PBS中漂洗2~3次,在无菌干燥纱布

上尽量拭干水分后部分胎盘于4%多聚甲醛中固

定,剩下的胎盘组织置于无菌干燥 Ep管中,密封遮

光,-80曟冰箱保存,备用。经固定后的胎盘组织

常规脱水、石蜡包埋,连 续 切 片 (5毺m),于 恒 温

60曟烤箱烤片过夜,切片保存,备用。

1.2.4暋免疫组织化学法检测胎盘组织 Fas、FasL、

TLR2、TLR4的表达暋常规脱蜡入水,过氧化物酶

阻断剂37 曟孵育20min,0.01 mol/LPBS洗片

3次,枸橼酸钠液热修复,复温后洗片3次,封闭血

清37曟封闭20min,一抗孵育(Fas1暶100、FasL
1暶100、TLR21暶300、TLR41暶150,以PBS代替

一抗作阴性对照),4曟过夜,复温后洗片3次,滴加

相应二抗37曟孵育30min,洗片3次,滴加辣根过

氧化物酶标记链霉卵白素工作液37曟孵育30min,
洗片3次,DAB显色,苏木精复染,中性树胶封片,
镜检。结果以胞浆内出现棕黄色颗粒为阳性,用

Image-ProPlus(MediaCybernetics,USA)软件

进行分析。

1.2.5暋 Westernblot检测胎盘组织 Fas、FasL、

TLR2、TLR4的表达暋提取胎盘组织总蛋白,BCA
法蛋白定量,行蛋白电泳,电转印于PVDF膜,剪下

相应的条带,5%脱脂奶粉封闭液室温封闭1h,一
抗孵育(Fas1暶1000、FasL1暶1000、TLR21暶
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500、TLR41暶300),4 曟 过夜,TBS 缓冲液洗膜

3次,加入相应的二抗,室温孵育1h,洗膜3次;

ECL 显 影,并 用 AlphaEaseFC(AlphaInnotech,

USA)软件对电泳条进行灰度值分析,以目的条带

与内参条带的比值代表目的蛋白的相对表达量。

1.3暋统计学分析暋应用 GraphPadPrism 软件,计
量资料用煀x暲s表示,经方差齐性分析后选择t检验

进行两两比较,P<0.05为差异具有统计学意义。

2暋结果

2.1暋Pg感染对仔鼠出生体重的影响暋Pg感染组

的新生仔鼠出生体重显著低于阴性对照组(P<
0.001),而空白对照组与阴性对照组比较差异无统

计学意义(P=0.837),见图1a。各组新生仔鼠的窝

重及每窝仔鼠只数均无明显差异,见图1b和图1c。

注:Pg感染组与阴性对照组比较,*** P<0.001
图1暋Pg感染对新生仔鼠的影响暋1a:仔鼠出生体重;1b:窝重暋1c:每窝仔鼠只数

Fig.1暋EffectsonnewbornratsfollowingPginfection.(1a)Birthweightofneonates.(1b)Litterweight.(1c)Littersize

图2暋各组胎盘组织中Fas、FasL、TLR2和 TLR4的免疫组织化学染色(暳400)

Fig.2暋TheexpressionofplacentalFas,FasL,TLR2,andTLR4ineachgroupbyimmunohistochemicalstaining(暳400)
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表1暋各组胎盘组织中Fas、FasL、TLR2和 TLR4的免疫组织化学染色结果

暋暋暋Table1暋TheaverageopticaldensityofplacentalFas,FasL,TLR2andTLR4ineachgroupbyimmunohistochemistry 煀x暲s

组别 Fas FasL TLR2 TLR4

Pg感染组 0.0275暲0.0072* 0.0160暲0.0068* 0.0071暲0.004 0.0116暲0.0063*

阴性对照组 0.0125暲0.0056 0.0064暲0.0047 0.0062暲0.0103 0.0014暲0.0013
空白对照组 0.0042暲0.0028 0.0065暲0.006 0.0060暲0.0075 0.0018暲0.0016

暋暋注:Pg感染组与阴性对照组比较,* P<0.001;阴性对照组与空白对照组比较,P>0.05

2.2暋Pg感染对大鼠胎盘组织的影响

2.2.1暋免疫组织化学检测Fas、FasL、TLR2、TLR4
的表达暋免疫组织化学染色结果显示 Fas、FasL、

TLR2、TLR4在大鼠胎盘组织的表达,见图2。Pg
感染组的大鼠胎盘组织中Fas的表达水平显著高于

阴性对照组(P<0.001),而空白对照组与阴性对照

组比较差异无统计学意义(P=0.621)。Pg感染组

大鼠胎盘组织中FasL的表达水平显著高于阴性对

照组(P<0.001),而空白对照组与阴性对照组比较

差异无统计学意义(P=0.292)。TLR2在各组大

鼠胎盘组织中的表达水平比较差异无统计学意义。

Pg感染组大鼠胎盘组织中 TLR4的表达水平显著

高于阴性对照组(P<0.001),而空白对照组与阴性

对照组比较差异无统计学意义(P=0.679),见表1。

2.2.2暋Westernblot检测Fas、FasL、TLR2、TLR4
的表达暋Westernblot结果显示Fas、FasL、TLR2、

TLR4在大鼠胎盘组织的表达,见图3。Pg感染组

的大鼠胎盘组织中Fas的表达水平显著高于阴性对

照组(P<0.001),而空白对照组与阴性对照组比较

差异无统计学意义(P=0.699)。Pg感染组大鼠胎

盘组织中FasL、TLR2、TLR4的表达水平与阴性对

照组比较均呈不同程度的上升趋势,但差异无统计

学意义(P=0.065、0.763、0.205);空白对照组与阴

性对 照 组 比 较 差 异 无 统 计 学 意 义 (P=0.191、

0.221、0.172)。

注:Pg感染组与阴性对照组比较,P<0.001
图3暋Pg感染对大鼠胎盘组织的影响

Fig.3暋BirthweightofnewbornratsfollowingPginfection.

3暋讨论

暋暋早产儿和低出生体重儿由于系统发育尚未完

善,其免疫力低、抵抗力差,而且在其成年之后罹患

糖尿病、抑郁症、肥胖和骨质疏松症等疾病的风险也

较正常出生体重儿高[2,8]。流行病学调查结果显

示,孕妇牙周病与早产低出生体重儿的娩出密切相

关[9]。越来越多的研究结果也表明孕妇牙周健康状

况不佳,尤其是口腔微生物群落失调是不良妊娠的

危险因素[10]。牙周致病菌可能通过以下两种方式

对宿主产生作用:一是随血液循环直接播散并侵袭

局部组织器官而定植,二是其相关产物播散入血并

对局部组织造成破坏。无论何种方式,最终都会引

起宿主免疫反应和炎症反应并影响母胎界面的局部

妊娠组织,从而导致不良妊娠结果。本实验建立Pg
感染的孕鼠模型以探究其对大鼠妊娠结果的影响,
证实了孕鼠感染 Pg会引起新生仔鼠较低出生体

重。

暋暋胎盘是妊娠期间伴随胎儿生长发育而产生的特

有的器官。同时,作为胎儿从母体获取营养和氧气

并进行物质交换的关键介质,胎盘的组织形态和功

能的正常发育与胎儿的正常生长发育密不可分。因

此,在本研究中,我们推测出现新生仔鼠较低出生体

重的结果可能与Pg感染引起的孕鼠胎盘组织的病

理性改变有关。本实验收集各组胎盘组织进行相关

指标的检测分析。

暋暋胎盘组织的生长发育受到多种因素的影响,其
中包括各种细胞因子、受体及配体等。TLR被认为

在抵御病原体的免疫反应中发挥重要作用。Hirsch
等[11]的研究发现细菌感染引起的早产可能与始于

TLR识别病原体的信号级联反应有关。牙周微生

物向远处播散侵袭胎盘,Vinturache等[12]也报道局

部组织中大量细菌的定植可诱发炎症级联反应,加
重组织损伤。Arce等[13]的研究发现口腔感染牙周

致病菌的动物模型中胎盘组织的 TLR4表达增强。
本研究检测了 Pg感染后的大鼠胎盘中 TLR2和

TLR4的表达水平,结果显示 TLR4表达水平升高

而 TLR2无显著变化。

暋暋Inaba等[14]的研究发现Pg感染可引起滋养层

细胞凋亡。Fas/FasL是介导细胞凋亡的主要信号

通路之一。Ren等[15]报道Pg感染滋养层细胞的体

外模型中 Fas参与了 Pg诱导的滋养层细胞凋亡。

Qiu等[16]的研究发现母胎界面Fas/FasL的表达与

894 JournalofOralScienceResearch,May2018,Vol.34,No.5暋



早产的发生关系密切。本研究首次在Pg感染的动

物模型中证实了胎盘组织中凋亡因子Fas、FasL的

表达上调。

暋暋总之,尽管免疫组织化学法和 Westernblot检

测胎盘组织相关蛋白表达情况不尽相同,本研究结

果表明大鼠胎盘组织 TLR4、Fas和 FasL与 Pg感

染关系密切,而对照组中的表达水平未见明显升高;
同时,Pg感染引起新生仔鼠的出生体重显著降低。
据此推断,孕鼠感染 Pg娩出较低体重新生仔鼠可

能与胎盘组织 TLR4、Fas和FasL的表达失衡和调

节异常有关,为临床预防和控制 PLBW 提供新思

路。然而,Pg感染对病理性妊娠其他方面的影响及

相关的具体机制有待今后进一步研究。
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