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　　［摘　要］　目的　探讨微粒体基因与宫内感染的关系。方法　单胎早产出生者３０例为病例组，按照早产原
因分为胎膜早破（ＰＲＯＭ）组１６例（早破膜时间均＞１８ｈ），自发性早产（ＳＰＬ）组６例，有指征的医源性早产（包括母
亲或胎儿原因）８例，另选取１０例单胎足月出生者作为对照组。分别留取部分胎盘、胎膜、羊水、脐血、气管分泌物、
胃液及新生儿静脉血等，观察各种原因早产胎盘、胎膜病理改变；用 ＰＣＲ方法分别测定微粒体基因１６ＳｒＲＮＡ及解
脲脲原体（ＵＵ）基因在胎盘及胎膜等各类标本中的表达。结果　病例组中２１例（７０％）诊断为绒毛膜羊膜炎，主要
病理改变为胎膜、胎盘组织中性粒细胞浸润，胎膜改变尤为明显，主要见于胎龄 ＜３２周或出生体重 ＜１５００ｇ者。
病例组３０例患儿中，１６ＳｒＲＮＡ基因阳性１２例，ＵＵ基因阳性１０例，对照组１０例患儿均未检测到１６ＳｒＲＮＡ及ＵＵ基
因。ＰＲＯＭ组早产儿生后感染发生率高于其他原因早产患儿，但差异无统计学意义。结论　 绒毛膜羊膜炎是导致
胎膜早破及胎儿早产的主要原因，检测微粒体基因可间接反映是否有宫内感染存在。
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　　早产是全球性的围产医学问题，是新生儿死亡
的主要原因。Ｍｏｓｓ［１］报道，澳大利亚早产发生率为
８％，而早产所致的新生儿死亡占全部新生儿死亡的
７５％。２００２年我国早产的发生率为７．８％［２］。随着

围产医学的进步及新生儿复苏技术的改进，早产儿

生存率逐年提高。越来越多的证据表明，宫内感染

是早产的主要原因，约占早产的２０％～３３％，胎龄小
于３０周的早产８０％由感染所致，胎龄２４～２８周的
早产９０％以上与宫内感染有关［３４］。宫内感染使各

种炎症细胞及炎症因子增高，胎儿暴露于宫内的炎

症环境，易引起胎膜早破（ｐｒｅｍａｔｕｒｅｒｕｐｔｕｒｅｏｆｔｈｅ
ｍｅｍｂｒａｎｅｓ，ＰＲＯＭ）。
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早产胎膜早破（ｐｒｅｔｅｒｍｐｒｅｍａｔｕｒｅｒｕｐｔｕｒｅｏｆｔｈｅ
ｍｅｍｂｒａｎｅｓ，ＰＰＲＯＭ）是指妊娠未满３７周，临产前胎
膜破裂。胎膜早破发生后，病原体逆行进入羊膜腔，

可加重宫腔内感染。常见病原体常为多种细菌混合

感染。近年证实，解脲脲原体（ｕｒｅｐｌａｓｍａｕｒｅａｌｙｔｉｃ
ｕｍ，ＵＵ）是宫内感染的主要病原体［５］。由于亚临床

感染及抗生素的广泛应用，传统细菌学培养常不能

获得阳性结果，细菌核糖体小亚基ＲＮＡ（ＳｒＲＮＡ）基
因为所有细菌共有，与细菌整个基因组的变化相比，

具有高度的保守性，其中１６ＳｒＲＮＡ基因是细菌染色
体上编码ＲＮＡ的 ＤＮＡ序列，仅存在于细菌等原核
生物染色体基因中，对细菌感染的敏感性较高，常用

于革兰氏菌、支原体、衣原体等病原体检测［５］。为

明确宫内感染与早产的关系，本研究用ＰＣＲ方法分
别测定微粒体基因１６ＳｒＲＮＡ及ＵＵ基因在不同原因
早产胎盘、胎膜、羊水、脐血、气管分泌物、胃液及新

生儿静脉血中的表达，探讨宫内感染对胎儿的影响

及与早产儿预后的关系。

１　资料与方法

１．１　研究对象
２００７年１１月至２００８年３月于本院产科单胎早

产分娩者３０例为病例组，按早产原因分为胎膜早破
（ＰＲＯＭ）组１６例（破膜时间均＞１８ｈ），自发性早产
（ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｐｒｅｔｅｒｍｌａｂｏｒ，ＳＰＬ）组６例，有指征的
医源性早产（包括母亲或胎儿原因，简称医源性早

产，ｉｎｄｉｃａｔｅｄｐｒｅｔｅｒｍｂｉｒｔｈ，ＩＰＢ）８例；胎龄 ＜３０周７
例，３０～周１１例，３２～周７例，３４～３６周５例；自然
分娩１３例，剖宫产１７例。另取同期单胎足月分娩
１０例作为对照组，其中自然分娩６例，剖宫产４例。
根据病理结果将病例组又分为绒毛膜羊膜炎组和无

绒毛膜羊膜炎组。

１．２　方法
１．２．１　标本获取　　经产妇同意，并签署知情同意
书。无菌操作组织取材：剖宫产分娩者，分娩过程中

留取羊水２ｍＬ，做细菌培养；分娩后取脐带血１ｍＬ，
ＥＤＴＡ抗凝；于胎膜破口处取２ｃｍ×２ｃｍ胎膜全层
组织；胎盘组织分别在胎盘中央及边缘取材，大小为

１ｃｍ×１ｃｍ；留取部分胎膜、胎盘，以１０％福尔马林
固定，石蜡包埋，余部分 －７０℃保存。新生儿出生
３０ｍｉｎ内未开奶前留取胃液１ｍＬ，静脉血０．５ｍＬ，
ＥＤＴＡ抗凝；机械通气的新生儿，如可能留取部分气
管分泌物０．５～１ｍＬ，－７０℃保存。
１．２．２　胎膜、胎盘病理改变　　对留取的病例组及

对照组胎盘、胎膜做病理学检查，方法如下：石蜡包

埋组织经切片，脱蜡后苏木精伊红染色，由本院病
理科医生采用双盲法光镜下观察胎膜、胎盘组织学

变化。绒毛膜羊膜炎诊断标准主要为组织学诊断，

即胎盘及胎膜有中性粒细胞浸润［６］。

１．２．３　１６ＳｒＲＮＡ及 ＵＵ基因检测　　引物设计：
１６ＳｒＲＮＡ引物上游为 ５′ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴ
ＣＡＧ３′，下游为５′ＡＣＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３′，
扩增产物长度为 ４００～５００ｂｐ；ＵＵ引物上游为 ５′
ＣＡＡＴＣＴＧＣＴＣＧＴＧＡＡＧＴＡＴＴＡＣ３′，下游为５′
ＡＣＧＡＣＧＴＣＣＡＴＡＡＧＣＡＡＣＴ３′，扩增产物长度
为４２８ｂｐ。由上海生物工程公司提供。ＤＮＡ提取试
剂盒由大连宝生物工程公司提供，按说明书进行操

作，提取胎膜、胎盘、羊水、胃液等标本的ＤＮＡ。ＰＣＲ
反应体系：１６ＳｒＲＮＡ及 ＵＵ基因均按１２．５μＬ的反
应体系。１６ＳｒＲＮＡ基因循环条件为 ９５℃ 预变性

２ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ，５６℃ 退火４０ｓ，７２℃２ｍｉｎ，共
循环３０次，延伸１０ｍｉｎ。ＵＵ基因循环条件为９５℃
预变性５ｍｉｎ，９５℃变性１ｍｉｎ，５６℃退火１ｍｉｎ，７２℃
２ｍｉｎ，共循环３５次，延伸１０ｍｉｎ。将扩增好的ＤＮＡ
样本各取２μＬ，加入６×加样缓冲液０．５μＬ，用１．３％
琼脂糖凝胶，１３０Ｖ电压电泳４５ｍｉｎ，电泳后的琼脂糖
凝胶于凝胶图像分析仪上，紫外线透射扫描拍照。

１．３　统计学分析
实验结果以计数资料表示，应用 ＳＰＳＳ１３．０统

计软件分析，采用四格表 χ２检验，Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义。

２　结果

２．１　胎膜及胎盘病理改变
按照绒毛膜羊膜炎的病理学诊断标准，３０例病例

组中，２１例（７０％）诊断为绒毛膜羊膜炎，主要病理改变
为胎膜、胎盘组织有中性粒细胞浸润，胎膜改变尤为明

显。其中ＰＲＯＭ组１４例，占该组的８７．５％，自发性和
医源性早产组为 ７例，占该组的 ５０％，χ２＝３．３７，
Ｐ＞０．０５。对照组未见异常胎膜、胎盘病理改变。
２．２　绒毛膜羊膜炎早产儿围产期特点

绒毛膜羊膜炎主要见于胎龄 ＜３２周或出生体
重 ＜１５００ｇ者，病例组中９例行羊水细菌培养，１
例为大肠杆菌生长。绒毛膜羊膜炎组及无绒毛膜

羊膜炎组早产儿围产期一般情况见表１。
２．３　１６ＳｒＲＮＡ及ＵＵ基因在各类标本中的检测结果

图１显示１６ＳｒＲＮＡ及ＵＵ两种基因在各类标本
中阳性率比较，胎膜及胎盘中阳性率最高，因胎膜中

·７２７·
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两种基因阳性率高于胎盘，故本研究仅比较胎盘与

其他标本检测结果，其中胎盘中１６ＳｒＲＮＡ阳性率明
显高于脐血、气管分泌物、新生儿胃液及静脉血，χ２

分别为 ４．３９（Ｐ＜０．０５）、１１．２（Ｐ＜０．０１）、１５．９
（Ｐ＜０．０１）、２３．６（Ｐ＜０．０１）；胎盘中ＵＵ基因阳性率
明显高于气管分泌物、新生儿胃液及静脉血，χ２分别
为７．３、１２．７、１８．４（Ｐ＜０．０１）。另外１６ＳｒＲＮＡ与ＵＵ基
因在各类标本中检出率变化趋势基本一致。见图１。
２．４　１６ＳｒＲＮＡ及ＵＵ基因检测及其与绒毛膜羊膜
炎的关系

用ＰＣＲ方法检测各组标本１６ＳｒＲＮＡ及 ＵＵ基
因，任意一个标本阳性即记为阳性。结果发现，对照

组１０例均未检测到１６ＳｒＲＮＡ及ＵＵ基因；病例组３０
例中，１６ＳｒＲＮＡ基因阳性１２例次，ＵＵ基因阳性１０
例次，二者均阳性８例次。２１例绒毛膜羊膜炎患儿
中，１０例检测到１６ＳｒＲＮＡ或 ＵＵ基因，其余１１例患
儿未检测到 １６ＳｒＲＮＡ或 ＵＵ基因。１２例 １６ＳｒＲＮＡ
阳性患儿，８例有绒毛膜羊膜炎病理改变，１０例 ＵＵ
阳性患儿均有绒毛膜羊膜炎改变，阳性病原体基因

检测结果见表２。

表１　早产儿绒毛膜羊膜炎组及无绒毛膜羊膜炎组一般情况比较　（例）

组别 例数 阴道分娩 胎龄
#

３２周 出生体重
#

１５００ｇ
Ａｐｇａｒ评分

１ｍｉｎ≤６ ５ｍｉｎ≤８
呼吸窘迫综合征 吸氧 机械通气

绒毛膜羊膜炎阴性组 ９ ３ ５ ４ ５ ６ １ ２ ２
绒毛膜羊膜炎阳性组 ２１ １０ １３ １１ ６ ７ ８ ８ １０
χ２值 ０．２０８ ７．６４６ １０．０３５ ０．４０８ ０．３７０ ５．５１０ ４．６７５ ６．４２９
Ｐ值

$
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　　 图１　１６ＳｒＲＮＡ与ＵＵ基因在各类标本中阳性率比较

表２　１６ＳｒＲＮＡ及ＵＵ基因检测与绒毛膜羊膜炎的关系
病例号 组别 胎龄（周） １６ＳｒＲＮＡ ＵＵ 绒毛膜羊膜炎

１ ＰＲＯＭ ２９＋５ ＋ ＋ ＋
２ ＰＲＯＭ ２８＋４ ＋ ＋ ＋
３ ＰＲＯＭ ２９＋６ ＋ ＋ ＋
４ ＰＲＯＭ ２８＋３ ＋ ＋ ＋
５ ＰＲＯＭ ３１＋６ ＋ ＋ ＋
６ ＰＲＯＭ ３１＋５ ＋ ＋ ＋
７ ＰＲＯＭ ３３＋３ ＋ ＋ ＋
８ ＰＲＯＭ ３４＋６ ＋ － －
９ ＰＲＯＭ ３３＋２ ＋ － －
１０ ＰＲＯＭ ３０＋１ － ＋ ＋
１１ ＩＰＢ ３５＋３ ＋ － －
１２ ＩＰＢ ３３＋４ － ＋ ＋
１３ ＳＰＬ ２９＋５ ＋ ＋ ＋
１４ ＳＰＬ ３３＋３ ＋ － －

２．５　分娩方式对宫内感染的影响
病例组中经阴道分娩的早产儿１３例，１１例诊

断绒毛膜羊膜炎，其中７例１６ＳｒＲＮＡ及 ＵＵ检测均
为阳性；剖宫产出生的早产儿１７例，１０例诊断为绒
毛膜羊膜炎，其中７例１６ＳｒＲＮＡ阳性，５例 ＵＵ基因
阳性；比较不同分娩方式与绒毛膜羊膜炎的关系，发

现Ｐ
$

０．０５，提示分娩方式对绒毛膜羊膜炎的发生

无明显影响。

２．６　宫内感染对早产儿的影响
病例组３０例早产儿中，生后３ｄ内出现异常表

现、临床诊断为新生儿感染者１８例，其中 ＰＲＯＭ组
１２例（７５％），ＳＰＬ组 ４例（６７％），ＩＢＰ组 ２例
（２５％），主要临床表现为频繁呼吸暂停、喂养不耐
受、面色晦暗或皮肤有花纹伴低体温、腹胀、体重不

增、呼吸窘迫等。尽管 ＰＲＯＭ组早产儿生后感染发
生率（７５％）高于ＩＢＰ及ＳＰＬ组，但差异无统计学意
义。１８例感染新生儿中，病理学证实有绒毛膜炎改
变者分别为：ＰＲＯＭ组１０例，ＳＰＬ组２例，ＩＢＰ组１
例；这些早产者组织中１６ＳｒＲＮＡ及 ＵＵ阳性率分别
为５０％（ＰＲＯＭ组８例，ＳＰＬ组１例）和３９％（ＰＲＯＭ
组６例，ＳＰＬ组１例）。各组间绒毛膜羊膜炎发生率
及微粒体基因检测阳性率差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）。

３　讨论

Ｌｉ等［７］认为，ＰＰＲＯＭ与绒毛膜羊膜炎相互影
响，即绒毛膜羊膜炎可导致 ＰＰＲＯＭ，而发生 ＰＰＲＯＭ
的孕妇又可加重绒毛膜羊膜炎。ＰＲＯＭ可由多种原
因引起，其中感染是重要原因之一。本研究发现，

ＰＰＲＯＭ者绒毛膜羊膜炎占８７．５％，但与其他原因早
产新生儿绒毛膜羊膜炎发生率差异无统计学意义，提

示绒毛膜羊膜炎可能是导致胎儿早产的重要原因。

绒毛膜羊膜炎为母亲或胎儿的炎症反应，这种炎症反

·８２７·
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应在孕早期就已经存在，孕妇常为无症状性亚临床感

染，但胎盘胎膜等却存在炎症的病理改变［８］。本研究

中２１例病理诊断为绒毛膜羊膜炎者，仅部分孕妇有
临床表现，羊水细菌培养也仅１例阳性。

感染所致早产的发生机制主要为病原体侵入绒

毛膜蜕膜间隙，释放的毒素引起中性粒细胞及巨噬

细胞增多，产生各种炎症介质，如白介素１（ＩＬ１）、
ＩＬ６、ＩＬ８及肿瘤坏死因子（ＴＮＦ），激活前列腺素
（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎｓ，ＰＧｓ）合成系统，抑制列腺素降解酶
活性，使前列腺素产生增加，促进子宫收缩，同时产

生蛋白水解酶，水解宫颈附近胎膜内的细胞外物质，

使组织张力强度降低，胶原纤维含量减少，胎膜脆性

增加，导致胎膜破裂，胎儿早产［９１０］。

宫内感染主要导致羊水、胎盘、胎膜及胎儿的感

染，病原体可为细菌、病毒、衣原体及支原体等，主要

为细菌，常为阴道内毒力相对较弱的条件致病菌。

除细菌外，病毒也是重要病原，已报道导致胎儿宫内

感染的病毒多达数十种，主要有巨细胞病毒、柯萨奇

病毒、腺病毒及水痘带状疱疹病毒等［５］。近年研究

发现，支原体、ＵＵ等是宫内感染的主要病原体［１１］，

用ＰＣＲ方法检测病原体基因，简便快捷。本研究１４
例１６ＳｒＲＮＡ或ＵＵ基因阳性者中，１０例病理诊断为
绒毛膜羊膜炎，提示其余４例可能有细菌或 ＵＵ以
外的微生物感染。１２例１６ＳｒＲＮＡ阳性者中，８例有
绒毛膜羊膜炎的病理改变；１０例 ＵＵ阳性者均有绒
毛膜羊膜炎改变，说明二者检测结果与病理改变有

极好的一致性，提示可用检测微粒体基因间接反映

是否有绒毛膜羊膜炎。尽管如此，细菌培养仍为确

定病原菌的金标准，可进一步证实为哪种病原体。

本研究中，羊水细菌培养的阳性率仅为 ４．８％
（１／２１），提示ＰＣＲ方法较细菌培养方法具有较高的
敏感性。细菌培养阳性率低的原因主要为多数

ＰＰＲＯＭ孕妇分娩前常用抗生素预防感染，而且羊水
培养常不作为分娩前及分娩过程中常规产科检查，

普通的培养很难检测到ＵＵ及支原体等非细菌性病
原体。

本研究分析微粒体基因在各标本中的检测结果

发现，胎盘、胎膜检出率最高，提示可能与病原微生

物具有早期定植选择性有关。目前还不清楚细菌何

时定植到宫腔，引起宫腔内炎症反应。目前较为公

认的假说是在受孕时，细菌已经存在于子宫内膜或

在妊娠早、中期胎膜还没有完全与子宫壁贴合时就

上行到子宫腔了，孕妇如果免疫力低下，机体不能清

除细菌，就会发生羊膜腔感染而导致胎膜早破或早

产［１２］。

宫内感染可导致新生儿出现早发感染（生后

３６～７２ｈ）。本研究中１８例生后早发感染的早产儿
中，均有异常临床表现或实验室阳性检查结果。研

究发现，ＰＲＯＭ及自发性早产的母亲可见宫腔内亚
临床感染及炎症的病理改变，产前感染或炎症与早

产儿出生后器官损伤有关，主要表现为脑白质损伤

及支气管肺发育不良（ｂｒｏｎｃｈｏｐｕｌｍｏｎａｒｙｄｙｓｐｌａｓｌａ，
ＢＰＤ）［１３］。本研究发现，绒毛膜羊膜炎组生后患呼
吸窘迫综合征、使用机械通气及需氧者亦明显多于

无羊膜炎组，提示宫内感染可能通过影响肺泡Ⅱ型
细胞的功能，使肺表面活性物质合成减少。

本研究显示，ＰＲＯＭ组绒毛膜羊膜炎发生率及
微粒体基因检测阳性率较其他原因所致早期组有增

高趋势，虽然差异无统计学意义，但我们认为检测微

粒体基因在一定程度上可以反映宫内感染状态，对

判断早产儿的预后及指导治疗也有一定临床意义。
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