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PD⁃PD⁃11//PD⁃LPD⁃L11在弓形虫感染小鼠妊娠中晚期的在弓形虫感染小鼠妊娠中晚期的

表达及与表达及与 IFN⁃IFN⁃γγ的相互调节作用的相互调节作用
薛飒，曾雨露，闭香连，卢韵宇，张大义，张立林，韩雪，杨军，傅晓茵*，刘登宇*

［［摘要摘要］］ 目的目的 探讨程序性死亡蛋白（programmed death protein⁃1, PD⁃1）及其配体PD⁃L1在小鼠妊娠早期弓形虫感染后

母胎界面的动态表达，及其与γ干扰素（interferon⁃γ，IFN⁃γ）的相互调节作用。方法方法 将 20 只孕 0 d 母鼠随机平均分为

4组，即孕12 d对照组（12 dpn组）、孕12 d感染组（12 dpi组）和孕18 d对照组（18 dpn组）、感染组（18 dpi 组）。在妊娠

第 6天时对12 dpi组、18 dpi组孕鼠给予150个弓形虫PRU株速殖子腹腔注射，12 dpn组、18 dpn组孕鼠则注射等量PBS。
于小鼠妊娠第12天和第18天分别处死4组小鼠，计数胎盘、胎儿数量并称重。取各组孕鼠胎盘和子宫组织观察其组织

病理变化，采用实时荧光定量聚合酶链反应（qPCR）检测胎盘、子宫组织中PD⁃1与PD⁃L1、弓形虫表面抗原SAG⁃1及细胞

因子 IFN⁃γ mRNA表达水平，并分析PD⁃1与 IFN⁃γ表达的相关性。设置12 dpn、12 dpi、18 dpn、18 dpi组以及12 dpi PBS阴
性对照组、18 dpi PBS阴性对照组，采用免疫组织化学染色检测孕鼠子宫、胎盘组织中PD⁃1表达水平。结果结果 12 dpi组
和18 dpi组孕鼠均出现胎盘和胎儿发育不良等不良妊娠结局，且胎盘重量和胎儿体质量均低于12 dpn组、18 dpn组 (t =
5.52、11.44、12.63、11.67，P均< 0.01)。组织病理观察结果显示，12 dpi组和 18 dpi组孕鼠胎盘组织蜕膜及连接区连接疏

松，胎盘及子宫组织中均见大量炎性细胞浸润和淤血。经qPCR检测发现，12 dpn、12 dpi、18 dpn组和18 dpi组小鼠胎盘

和子宫组织中 PD⁃1、PD⁃L1、IFN⁃γ和 SAG⁃1表达均存在差异（F = 22.48、51.23、9.61、47.49、16.08、21.52、28.66、
238.90，P均< 0.05），其中12 dpi组小鼠胎盘（P均 < 0.05）及子宫组织中（P均 < 0.05）中PD⁃1、PD⁃L1、IFN⁃γ和SAG⁃1表达

水平均较12 dpn组升高。与18 dpn组相比，18 dpi组小鼠胎盘组织中PD⁃1和PD⁃L1表达水平均下降（P均< 0.05），胎盘

和子宫组织中 IFN⁃γ和SAG⁃1表达水平均升高（P均< 0.05）。与12 dpi组相比，18 dpi组孕鼠胎盘和子宫中PD⁃1和PD⁃L1

表达水平均下降（P均< 0.05）。免疫组化染色结果显示，PD⁃1在12 dpi组孕鼠胎盘组织中浸润的炎性细胞上有表达，在

18 dpi组中表达不明显；PD⁃1在12dpi组孕鼠子宫上皮呈强阳性表达，而在18 dpi组呈弱阳性表达。相关分析结果显示，

12 dpi组孕鼠胎盘（rs = 0.99，P＜0.01）、子宫（rs = 0.97，P＜0.01），18 dpi组孕鼠胎盘（rs = 0.82，P＜ 0.05）、子宫（rs = 0.81，
P＜0.05）中 IFN⁃γ与PD⁃1 mRNA表达水平均呈正相关。结论结论 小鼠妊娠早期感染弓形虫后，胎盘和子宫中PD⁃1/PD⁃L1
表达呈孕中期显著上升、孕晚期下降的动态变化，且与同期 IFN⁃γ表达趋势一致，其中PD⁃1与 IFN⁃γ表达呈正相关；故推

测在孕鼠妊娠中、晚期，母胎界面PD⁃1/PD⁃L1通路与弓形虫感染所诱导的 IFN⁃γ有相互调节关系。

［［关键词关键词］］ 刚地弓形虫；妊娠；小鼠；PD⁃1/PD⁃L1；γ干扰素

［［中图分类号中图分类号］］ RR382382..55 ［［文献标识码文献标识码］］ AA

PD⁃1/PD⁃L1 expression and its interaction with interferon⁃γ in Toxoplasma
gondii⁃infected mice at middle and late pregnancy
XUE Sa, ZENG Yu⁃Lu, BI Xiang⁃Lian, LU Yun⁃Yu, ZHANG Da⁃Yi, ZHANG Li⁃Lin, HAN Xue, YANG Jun, FU Xiao⁃Yin*, LIU Deng
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[Abstract][Abstract] ObjectiveObjective To explore the dynamic expression of programmed cell death⁃1 (PD⁃1) and its ligand PD⁃L1 at the ma⁃
ternal⁃fetal interface of mice post⁃infection with Toxoplasma gondii at early pregnancy and examine its interaction with interferon⁃
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γ (IFN⁃γ).MethodsMethods A total of 20 mice at day 0 of pregnancy were randomly assigned into 4 groups, including the 12⁃day preg⁃
nancy control group (12 dpn group), 12⁃day pregnancy and infection group (12 dpi group), 18⁃day pregnancy control group (18
dpn group) and 18⁃day pregnancy and infection group (18 dpi group), respectively. On the 6th day of the pregnancy, mice in the
12 dpi and 18 dpi groups were injected intraperitoneally with 150 tachyzoites of the T. gondii PRU strain, while mice in the 12
dpn and 18 dpn groups were injected with the same volume of PBS. All mice in the four groups were sacrificed on 12th and 18th
day of the pregnancy, and the number of placenta and fetus was counted and the weight of placenta and fetus was measured.
Then, the placental and uterine tissues of the pregnant mice in each group were sampled for pathological examinations. The
mRNA expression of PD⁃1, PD⁃L1, T. gondii surface antigen SAG⁃1 and IFN⁃γ genes was quantified using a quantitative real⁃
time PCR (qPCR) assay, and the correlation between PD⁃1 and IFN⁃γ expression was examined. In addition, the 12 dpn group,
12 dpi group, 18 dpn group, 18 dpi group, PBS negative control of the 12 pdi group and PBS negative control of the 18 dpi group
were assigned, and the PD⁃1 expression was determined in the uterine and placenta tissues of the pregnant mice. ResultsResults Ad⁃
verse pregnant outcomes were seen in mice in the 12 dpi and 18 dpi groups, including placental dysplasia and fetal maldevelop⁃
ment, and the placental weights and fetal body weights were significantly lower in mice in the 12 dpi and 18 dpi groups than
those in the 12 dpn and 18 dpn groups (t = 5.52, 11.44, 12.63 and 11.67, all P < 0.01). The histopathological examinations
showed that the decidua and junctional regions of the placental tissues were loosely connected in the 12 dpi and 18 dpi groups,
and a large number of inflammatory cells infiltration and congestion were seen in the placental and uterine tissues. qPCR assay
detected significant differences in PD⁃1, PD⁃L1, IFN⁃γ and SAG⁃1 expression in the placental and uterine tissues among the 12
dpn, 12 dpi, 18 dpn and 18 dpi groups (F = 22.48, 51.23, 9.61, 47.49, 16.08, 21.52, 28.66 and 238.90, all P < 0.05), and the PD⁃
1, PD⁃L1, IFN⁃γ and SAG⁃1 expression was all significantly higher in the placental and uterine tissues of mice in the 12 dpi
group than in the 12 dpn group (all P values < 0.05). The PD⁃1 and PD⁃L1 expression was significantly lower in the placental tis⁃
sues of mice in the 18 dpi group than in the 18 dpn group (all P values < 0.05), and the IFN⁃γ and SAG⁃1 expression was signifi⁃
cantly higher in the placental and uterine tissues of mice in the 18 dpi group than in the 18 dpn group (all P values < 0.05), while
the PD⁃1 and PD⁃L1 expression was significantly lower in the placental and uterine tissues of mice in the 18 dpi group than in
the 12 dpi group (all P values < 0.05). Immunohistochemical staining showed PD⁃1 expression in the inflammatory cells of the
placental tissues of mice in the 12 dpi group, and no apparent PD⁃1 expression in the 18 dpi group, while strongly positive PD⁃1
expression was found in the uterine epithelium of mice in the 12 dpi group, and mildly strong expression was in the 18 dpi group.
In addition, the IFN⁃γ mRNA expression was positively correlated with the PD⁃1 mRNA expression in placental (rs = 0.99, P <
0.01) and uterine tissues of mice in the 12 dpi group (rs = 0.97, P < 0.01) and in placental (rs = 0.82, P < 0.01) and uterine tissues
of mice in the 18 dpi group (rs = 0.81, P < 0.01). ConclusionsConclusions Following T. gondii infection at early pregnancy, the PD⁃1 and
PD⁃L1 expression shows a remarkable rise at middle pregnancy and a reduction at late pregnancy in placental and uterine tissues
of mice, which appears the same tendency with IFN⁃γ expression during the same time period, and PD⁃1 expression positively
correlates with IFN⁃γ expression. The dynamic expression of PD⁃1 and PD⁃L1 on the maternal⁃fetal interface of mice may be mu⁃
tually mediated by IFN⁃γ induced by T. gondii infection.
[Keywords][Keywords] Toxoplasma gondii; Pregnancy; Mice; PD⁃1/PD⁃L1; Interferon⁃γ

妊娠期间弓形虫感染可导致孕妇流产、死胎和先

天性弓形虫病等不良妊娠结局［1］。在急性弓形虫感

染情况下，出生婴儿可出现黄疸、发育迟缓、畸形、精

神分裂、双侧性脉络膜视网膜炎等临床症状［1⁃2］。由

弓形虫感染引起的母胎免疫调节尚未阐明。在妊娠

期间，蜕膜基质细胞和胎盘滋养细胞等蜕膜非免疫细

胞以及 Th1和 Th2型细胞、Th17细胞、调节性 T细胞

（Tregs）、子宫自然杀伤细胞等蜕膜免疫细胞，及其分

泌的某些细胞因子间的相互作用对免疫平衡调节至

关重要，而免疫抑制分子与这些蜕膜细胞的分化密切

相关［3⁃5］。

程序性死亡蛋白（programmed death protein⁃1, PD⁃

1）作为免疫球蛋白基因超家族的负性调节因子，通过

与其配体PD⁃L1/PD⁃L2结合来发挥免疫调节功能［6］。

妊娠早期PD⁃1/PD⁃L1信号通路激活有助于营造母胎

界面的免疫耐受微环境，有利于胚胎着床和发育［7］。

研究发现，弓形虫感染孕鼠可出现母胎界面PD⁃1+ 和

CTLA⁃4+ Tregs细胞数量减少，但Tregs细胞上PD⁃1和

CTLA⁃4表达量却高于正常妊娠小鼠，TGF⁃β可上调

PD⁃1+和CTLA⁃4+ Tregs细胞数量而改善妊娠结局［8⁃9］；

母体分泌的雌二醇（E2）同样能通过促进Tregs细胞表

达PD⁃1来减少细胞凋亡［10］。此外，在小鼠妊娠中期

时，相对于外周血，母胎界面蜕膜NK细胞（uNK）表面

PD⁃1表达量增加，而细胞毒性下降［11］。可见，PD⁃1/
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PD⁃L1通路在母胎界面发挥重要作用。

γ干扰素（interferon⁃γ，IFN⁃γ）是宿主抵抗弓形虫

感染的主要细胞因子，其水平上升可同步激活免疫细

胞上PD⁃1表达。在肿瘤免疫机制中，IFN⁃γ可通过与

其受体结合来激活 JAK/STAT通路，以此来上调PD⁃1/
PD⁃L1通路表达［12⁃13］。而当T细胞表面PD⁃1分子高度

上调时，IFN⁃γ的表达又可因T细胞衰竭而下调［14］。另

有研究发现，与PD⁃1同为负性免疫调节分子的TIM⁃3
分子在弓形虫感染妊娠模型中与 IFN⁃γ呈正向相关

性表达［15］。由此可见，免疫抑制分子表达与 IFN⁃γ调

节作用密不可分，在妊娠期弓形虫感染中，PD⁃1可能

参与宿主 IFN⁃γ表达的负向调控，与妊娠结局有一定

相关性。但孕期不同阶段PD⁃1/PD⁃L1动态表达情况

尚未见相关报道，本研究探讨了PD⁃1分子在妊娠早

期弓形虫感染后母胎界面的表达和调控作用。

材料与方法材料与方法

11 动物与虫株来源动物与虫株来源

SPF级雌性昆明小鼠（7周龄）、雌性C57BL/6小

鼠（7周龄）、雄性C57BL/6 小鼠（8周龄）购于广西医

科大学动物实验中心［动物生产或使用许可证号：

SYXK（桂）2014⁃0003］，在标准环境下饲养。刚地弓

形虫PRU虫株由山东大学医学形态学教学实验室周

怀瑜教授惠赠，经昆明小鼠传代。本研究获广西医科

大学动物伦理委员会批准（批准号：201911010）。
22 主要试剂主要试剂

伊红染液、Cole氏苏木素染液、Mayer’苏木素染

液购自北京索莱宝科技有限公司；兔 SP试剂盒购自

北京中杉金桥生物科技有限公司；兔来源PD⁃1单克

隆抗体购自英国 Abcam 公司；StarscriptII 除基因组

cDNA第一链合成预混试剂、TRIGene总RNA提取剂、

荧光定量 PCR 荧光染料 SYBR 购自日本 TaKaRa
公司。

33 弓形虫妊娠小鼠模型的建立弓形虫妊娠小鼠模型的建立

实验当晚 19：00，按 1∶2 的比例将 8 周龄雄性

C57BL/6小鼠与 7周龄雌性C57BL/6小鼠合笼，次日

早上 7：00检查雌性小鼠阴道口是否有白色阴栓，将

有白色阴栓者记为孕 0 d。将 20只孕鼠随机分配到

孕 12 d 对照组(12 dpn)、孕 12 d 感染组（12 dpi）和孕

18 d对照组(18 dpn)、孕18 d感染组（18 dpi）4组中，每

组 5只孕鼠。12 dpi、18dpi组孕鼠均在孕 6 d时腹腔

注射 150 个弓形虫 PRU株速殖子，12 dpn组、18 dpn
组注射相同体积PBS。妊娠第12天时处死12 dpi、12
dpn组孕鼠，妊娠第 18天时处死 18 dpi、18 dpn组孕

鼠，取孕鼠子宫和胎盘组织用于后续检测。

44 胎盘和子宫组织切片及染色镜检胎盘和子宫组织切片及染色镜检

取各组小鼠胎盘和子宫组织，置于10%甲醛中性

固定液中固定 24 h用于石蜡包埋切片，经HE染色后

显微镜下观察胎盘和子宫组织病理性改变；经免疫组

化染色后观察 PD⁃1在胎盘和子宫组织中的表达情

况。免疫组化中为验证一抗的可靠性，加设 12 dpi
PBS阴性对照组和 18 dpi PBS阴性对照组，即另取 12
dpi组和 18 dpi组小鼠组织，在进行一抗孵育时采用

PBS代替一抗孵育过夜，其余操作步骤相同。免疫组

化染色后，胞质内有棕色颗粒背景的细胞为PD⁃1表

达阳性细胞。

55 实时荧光定量聚合酶链反应实时荧光定量聚合酶链反应（（qPCRqPCR））检测检测

根据产品说明书，以 β⁃actin为内参，引物由生工

生物工程上海股份有限公司合成，引物序列见表 1。
10 μL反应体系包括SYBR荧光染料5 μL，上、下游引

物各0.5 μL，cDNA 1 μL、无菌去离子水3 μL。使用荧

表表11 qPCRqPCR反应引物序列反应引物序列
TableTable 11 Sequence of primers used for the qPCR assaySequence of primers used for the qPCR assay

引物Primers
PD⁃1⁃F
PD⁃1⁃R
PD⁃L1⁃F
PD⁃L1⁃R
SAG1⁃F
SAG1⁃R
IFN⁃γ⁃F
IFN⁃γ⁃R
β⁃actin⁃F
β⁃actin⁃R

序列（5′→3′）
Sequence (5′→3′)

GTGGCCTGGAAATGGAGAT
TAGGTGCTGGGCCCATAGTA
CGTCCCTCAGTCAAGAGGAG
GTCCCTAGAAGTGCCCAACA

CTGTCAAGTTGTCTGCGGAAGGAC
CGTTAGCGTGGCACCATTATCACTC
GGAACTGGCAAAAGGATGGTGAC
GCTGGACCTGTGGGTTGTTGGAC

TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC
TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCCG

参考文献

Reference
［16］
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［17］

［17］
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光定量 PCR仪，用两步法进行定量 PCR扩增。反应

条件如下：95 ℃ 30 s(预变性)；95 ℃ 5 s，60 ℃ 30 s，进
行 40 个循环扩增；95 ℃，65～95 ℃ 0.1 ℃/s（溶解曲

线）。实验数据采用 2⁃ΔΔCt 方法进行分析。

66 统计分析统计分析

采用 SPSS 23.0 软件进行统计分析。计量资料多

组间差异比较采用单因素方差分析，方差齐时组间两

两比较采用LSD法检验，方差不齐时采用近似F检验

Welch法；两组间差异比较采用两独立样本 t检验，相

关性分析采用Spearman相关分析，P＜ 0.05为差异有

统计学意义。

结结 果果

11 弓形虫感染后孕鼠胎儿和胎盘一般情况弓形虫感染后孕鼠胎儿和胎盘一般情况

12 dpn组和18 dpn组小鼠胎儿（图1A、C）发育良

好，胎盘血供充足、大小均一；与上述同期对照组小鼠

相比，12 dpi组和 18 dpi组则出现明显胎盘缺血和胎

儿发育不良，并有流产、死胎和胎儿减少（图1B、D）。

注：A 12 dpn组；B 12 dpi组；C 18 dpn组；D 18 dpi组。

Note: A The 12 dpn group; B The 12 dpi group; C The 18 dpn group; D The 18 dpi group.
图图11 感染组和对照组小鼠妊娠结局感染组和对照组小鼠妊娠结局

Fig.Fig. 11 Pregnant outcomes of mice in thePregnant outcomes of mice in the Toxoplasma gondiiToxoplasma gondii infection and control groupsinfection and control groups

22 弓形虫感染对孕鼠胎盘重量和胎儿体质量的影响弓形虫感染对孕鼠胎盘重量和胎儿体质量的影响

分别测量感染组和对照组每只孕鼠单个胎盘重

量和胎儿体质量，结果显示，12 dpn组孕鼠胎儿平均

体质量为（0.231 ± 0.029）g，12 dpi 组为（0.076 ±
0.009）g，差异有统计学意义（t = 12.63，P＜ 0.01）；18
dpn 组孕鼠胎儿平均体质量为（0.999 ± 0.551）g，18
dpi 组为（0.731 ± 0.011）g，差异有统计学意义（t =
11.67，P＜ 0.01）（图2A）。12 dpn组、12 dpi组孕鼠胎

盘平均重量分别为（0.063 ± 0.002）、（0.046 ± 0.005）g，
差异有统计学意义（t = 5.52，P＜ 0.01）；18 dpn组、18
dpi组孕鼠胎盘平均重量为（0.094 ± 0.006）、（0.056 ±
0.005）g，差异有统计学意义（t = 11.44，P ＜ 0.01）（图

2B）。

注：A 各组胎儿体质量；B 各组胎盘重量。

Note: A Fetal body weight in each group; B Placenta weight in each group.
图图22 各感染组和对照组孕鼠胎盘重量及胎儿体质量各感染组和对照组孕鼠胎盘重量及胎儿体质量

Fig.Fig. 22 Placenta weight and fetal body weight of pregnantPlacenta weight and fetal body weight of pregnant
mice in themice in the Toxoplasma gondiiToxoplasma gondii infection and control groupsinfection and control groups

33 孕鼠胎盘和子宫组织切片病理结果孕鼠胎盘和子宫组织切片病理结果

显微镜下观察可见，12 dpn组和 18 dpn组小鼠

胎盘迷路细胞致密且排列整齐，迷路区血窦充血丰富

（图3A、C）。12 dpi组小鼠胎盘迷路区细胞水肿，排列

紊乱，血窦内血细胞减少（图 3B）；18 dpi组小鼠胎盘

蜕膜及连接区出现明显纤维素样坏死，胎盘迷路区出

现淤血、血窦扩张（图3D）。12 dpi组和18 dpi组小鼠

子宫柱状上皮细胞均出现一定程度损伤，血管内血细

胞数量减少，并有大量炎性细胞浸润（图3F、H）。
44 小鼠胎盘和子宫组织中小鼠胎盘和子宫组织中PD⁃PD⁃11表达表达

免疫组化染色结果显示，12 dpi PBS 阴性对照组

和 18 dpi PBS 阴性对照组小鼠胎盘以及子宫中均无

PD⁃1阳性细胞（图 4A、D、G、J），12 dpn组和 18 dpn组

小鼠胎盘及子宫组织中也未见PD⁃1阳性细胞（图4B、
E、H、K）。12 dpi组小鼠胎盘组织中发现PD⁃1表达强

阳性细胞（图4C），散在分布于胎盘组织中；油镜下对

这些细胞进行细胞形态学观察，发现大多数为炎性细

胞。18 dpi组小鼠胎盘组织未发现PD⁃1表达阳性细

胞（图 4F）。此外，PD⁃1在 12 dpi组小鼠子宫黏膜柱

状上皮细胞中呈强阳性表达（图4I），在18 dpi 组小鼠

子宫中呈弱阳性表达（图4L）。
55 PD⁃PD⁃11、、PD⁃LPD⁃L11、、IFN⁃IFN⁃γγ和和SAG⁃SAG⁃11在小鼠胎盘和子宫在小鼠胎盘和子宫

组织中表达水平组织中表达水平

qPCR 检测显示，12 dpn、12 dpi、18 dpn 组和 18
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dpi 组小鼠胎盘和子宫组织中 PD⁃1、PD⁃L1、IFN⁃γ、

SAG⁃1表达存在差异（F = 22.48、51.23、9.61、47.49、
16.08、21.52、28.66、238.90，P均＜ 0.05）；与12 dpn组

相比，12 dpi组小鼠胎盘和子宫组织中PD⁃1、PD⁃L1

和 IFN⁃γ mRNA 表达水平均上升（P 均＜ 0.05）（图

5A、B、C、D、E、F）；而 18 dpi组小鼠胎盘中PD⁃1（P ＜

0.05）和PD⁃L1 mRNA表达水平（P＜ 0.01）较18 dpn组
显著下降（图5A、C）。18 dpn组小鼠胎盘组织中PD⁃1

mRNA表达水平较12 dpn组上升（P＜ 0.01），18 dpi组
小鼠胎盘组织中 PD⁃1 mRNA较 12 dpi 组表达下降

（P＜ 0.01）（图5A）。18 dpi组小鼠胎盘组织中 IFN⁃γ

mRNA水平显著高于 18 dpn组（P ＜ 0.05），但低于 12
dpi组（P＜ 0.05）（图5E）。

注：A、C分别为 12 dpn组和 18 dpn组小鼠胎盘迷路区；图B、D分别为

12 dpi组和 18 dpi组小鼠胎盘迷路区（黑色箭头所示为淤血）；E、G分

别为 12 dpn组和 18 dpn组小鼠子宫组织；F、H分别为 12 dpi组和 18
dpi组小鼠子宫组织（蓝色箭头所示为柱状上皮损伤，红色箭头所示为

炎性细胞浸润）。

Note: A and C The mouse placental labyrinth areas in the 12 dpn and 18
dpn groups; B and D The mouse placental labyrinth areas in the 12 dpi
and 18 dpi groups (the black arrows show the congestion); E and G Mouse
uterine tissues in the 12 dpn and 18 dpn groups; F and H Mouse uterine
tissues in the 12 dpi and 18 dpi groups (the blue arrows indicate the colum⁃
nar epithelial injury, and the red arrows indicate the inflammatory cell in⁃
filtration).
图图33 各组小鼠胎盘及子宫组织病理改变各组小鼠胎盘及子宫组织病理改变（（HEHE染色染色，，×× 400400））
Fig.Fig. 33 Pathological changes of mouse placenta andPathological changes of mouse placenta and
uterine tissues in each group (HE staining, ×uterine tissues in each group (HE staining, × 400400))

小鼠胎盘和子宫组织中SAG⁃1 mRNA水平均显著

上调，并在 12 dpi组（P ＜ 0.01）上调最明显（图 5G、

H）。

注：A～C 12 dpi PBS阴性对照组、12 dpn组、12 dpi组小鼠胎盘迷路区；

D～F 18 dpi PBS阴性对照组、18 dpn组、18 dpi组小鼠胎盘迷路区；G
～I 12 dpi PBS阴性对照组、12 dpn组、12 dpi组小鼠子宫柱状上皮；J～
L 18 dpi PBS阴性对照组、18 dpn组和18 dpi组小鼠子宫柱状上皮。

Note: A, B and C Placental labyrinth areas of mice in the PBS negative
control group of the 12 dpi group, the 12 dpn group and the 12 dpi group;
D, E and F Placental labyrinth areas of mice in the PBS negative control
group of the 18 dpi group, the 18 dpn group and the 18 dpi group; G, H
and I Uterine columnar epithelium of mice in the PBS negative control
group of the 12 dpi group, 12 dpn group and the 12 dpi group; J, K and L
Uterine columnar epithelium of mice in the PBS negative control group of
the 18 dpi group, 18 dpn group and the 18 dpi group.

图图44 各组小鼠胎盘及子宫组织各组小鼠胎盘及子宫组织PD⁃PD⁃11表达情况表达情况

（（IHCIHC染色染色，，×× 11 000000））
Fig.Fig. 44 PD⁃PD⁃11 expression in mouse placenta and uterineexpression in mouse placenta and uterine

tissues in each group (IHC staining, ×tissues in each group (IHC staining, × 11 000000))

66 弓形虫感染组小鼠胎盘弓形虫感染组小鼠胎盘、、子宫中子宫中 IFN⁃IFN⁃γγ与与 PD⁃PD⁃11表表
达相关性达相关性

12 dpi组小鼠胎盘（rs = 0.99、P＜0.01，图6A）、子

宫（rs = 0.97、P＜0.01，图 6B），18 dpi组小鼠胎盘（rs =
0.82、P ＜ 0.05，图 6C）、子宫（rs = 0.81、P ＜0.05，图
6D）中 IFN⁃γ mRNA与 PD⁃1 mRNA表达水平均呈正

相关。
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注：A 胎盘中PD⁃1基因相对表达量；B 子宫中PD⁃1基因相对表达量；

C 胎盘中PD⁃L1基因相对表达量；D 子宫中PD⁃L1基因相对表达量；E
胎盘中 IFN⁃γ基因相对表达量；F 子宫中 IFN⁃γ基因相对表达量；G 胎

盘中SAG⁃1基因相对表达量；H 子宫中SAG⁃1基因相对表达量。* P＜

0.05；** P＜0.01；**** P＜0.000 1；ns P＞ 0.05。
Note: A The relative expression of PD⁃1 in the placenta; B The relative ex⁃
pression of PD⁃1 in the uterus; C The relative expression of PD⁃L1 in the
placenta; D The relative expression of PD⁃L1 in the uterus; E The relative
expression of IFN⁃γ in the placenta; F The relative expression of IFN⁃γ in
the uterus; G The relative expression of SAG⁃1 in the placenta; H The rela⁃
tive expression of SAG⁃1 in the uterus. * P ＜0.05; ** P ＜ 0.01; ****
P＜0.000 1; ns P＞ 0.05.

图图55 各组小鼠胎盘各组小鼠胎盘、、子宫中子宫中PD⁃PD⁃11、、PD⁃LPD⁃L11、、IFN⁃IFN⁃γγ和和
SAG⁃SAG⁃11基因表达基因表达

Fig.Fig. 55 Expression ofExpression of PD⁃PD⁃11,, PD⁃LPD⁃L11,, IFN⁃IFN⁃γγ andand SAG⁃SAG⁃11
in mouse placenta and uterine tissues in each groupin mouse placenta and uterine tissues in each group

注：A 12 dpi组胎盘；B 12 dpi组子宫；C 18 dpi组胎盘中；D 18 dpi组
子宫。

Note: A Mouse placenta in the 12 dpi group; B Mouse uterus in the 12 dpi
group; C Mouse placenta in the 18 dpi group; D Mouse uterus in the 18 dpi
group.
图图66 感染小鼠胎盘感染小鼠胎盘、、子宫中子宫中 IFN⁃IFN⁃γγ与与PD⁃PD⁃11表达的相关性表达的相关性
Fig.Fig. 66 Correlation betweenCorrelation between IFN⁃IFN⁃γγ andand PD⁃PD⁃11 expression inexpression in
the placenta and uterus ofthe placenta and uterus of Toxoplasma gondiiToxoplasma gondii⁃infected mice⁃infected mice

讨讨 论论

据报道，2001年全球孕妇急性弓形虫感染总体

患病率为 1.1%；弓形虫速殖子可经胎盘垂直传播给

胎儿，导致流产及胎儿先天性弓形虫病［18］。孕早期发

生弓形虫急性感染后，虫体自身毒力蛋白可通过影响

子宫蜕膜化进程而导致不良妊娠结局；除此以外，由

弓形虫感染引起的母胎界面强烈的炎性反应对胎儿

造成致命的免疫病理损伤也是关注焦点之一［10, 19］。

弓形虫感染发生在不同妊娠阶段可导致不同妊娠结

局。研究表明，用5 × 104 个弓形虫RH株速殖子分别

感染妊娠早期和晚期C57BL/6小鼠，感染3 d后，仅早

期感染孕鼠出现明显不良妊娠结局［10］。而另一项研

究发现，在妊娠 11 d 时用 30 个 Fukaya 株包囊感染

C57BL/6孕鼠，一周后在孕鼠胎盘组织发现大量虫体

和明显的炎性细胞浸润［20］。以上研究表明，不同感染

时期及不同虫株弓形虫感染对妊娠结局影响不同。本

研究在C57BL/6小鼠早期妊娠第6天时对其给予腹腔

注射150个弓形虫PRU株速殖子，发现感染后孕中期

和孕晚期小鼠均出现流产、胎儿体质量和胎盘重量显

著降低等情况；组织切片镜检发现，12 dpi组和18 dpi
组孕鼠胎盘蜕膜区和子宫组织出现大量炎性细胞浸

润、淤血等病理改变，提示妊娠早期弓形虫PRU株速

殖子感染可导致孕中期和孕晚期出现不良妊娠结局。

IFN⁃γ主要由抗原特异杀伤性CD8+ T细胞产生，
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通过 IFN⁃γ诱导所产生的一氧化氮合酶等物质可抑

制弓形虫生长并直接杀伤虫体［21］。由于 IFN⁃γ有终

止妊娠的作用，因此在正常妊娠的母胎界面几乎检测

不到其表达［22］。本研究观察到，12 dpi组和 18 dpi组
小鼠子宫和胎盘中 IFN⁃γ表达水平均显著升高，且孕

12 d时表达量高于孕18 d；SAG1表达水平在12 dpi组
和18 dpi组孕鼠子宫和胎盘中均有升高，且在孕12 d
升高最为明显。此结果提示，当发生孕早期弓形虫感

染后，孕中期母胎界面虫体载量最大，由此引发母胎

界面强烈的炎症反应，并刺激免疫细胞分泌 IFN⁃γ。
PD⁃1是可通过诱导 T细胞衰竭而下调 IFN⁃γ表

达的负性调控分子［14］，但有关其在患妊娠相关疾病孕

妇体内表达情况的研究结果不尽相同：Li等［23］发现在

早期复发性流产孕妇体内，PD⁃1表达与正常妊娠孕

妇无明显差异，但其配体PD⁃L1表达量下降，提示早

期复发性流产与 PD⁃1无相关性，而与 PD⁃L1密切相

关；但Xu等［24］研究却发现，PD⁃1和PD⁃L1在复发性流

产发生时均表达下降。在子痫的疾病过程中，PD⁃1/
PD⁃L1通路表达下调可导致Treg和Th17细胞比例下

调，从而引发不良妊娠结局［25］。亦有研究发现，在临

床上使用抗CTLA⁃4和PD⁃1制剂治疗可促进患黑色

素瘤的产妇顺利生产［26］。在孕鼠感染弓形虫的疾病

模型中，孕早期和孕晚期分别用弓形虫RH株速殖子

感染孕鼠，3 d后发现各感染组孕鼠胎盘中PD⁃1表达

水平均上调［10］。以上提示在不同妊娠疾病模型中，

PD⁃1/PD⁃L1通路表达有所差异。为了解孕早期弓形

虫感染后PD⁃1/PD⁃L1在母胎界面中各时间点的表达

情况，本研究检测了小鼠妊娠中、晚期PD⁃1/PD⁃L1的

表达水平。结果提示，在正常妊娠状态下，孕 18 d小

鼠胎盘和子宫组织中PD⁃1表达水平随孕期延长呈上

升趋势；而感染状态下，孕 12 d时小鼠胎盘和子宫中

PD⁃1和PD⁃L1表达水平均较对照组显著上升，孕18 d
时 PD⁃1和 PD⁃L1表达则较同期对照组显著下降，且

后者PD⁃1和PD⁃L1表达均较前者显著下降。对PD⁃1
进行免疫组化染色观察发现，12 dpi组孕鼠胎盘和子

宫组织中PD⁃1呈强阳性表达，而18 dpi组胎盘组织中

不表达PD⁃1，其子宫组织中PD⁃1呈弱阳性表达，此表

达趋势与PCR检测结果基本一致。另外，本研究同时

对感染弓形虫孕鼠胎盘和子宫中PD⁃1与 IFN⁃γ的表

达进行了相关分析，发现两者表达呈正相关。故我们

推测，在孕 12 d感染阶段，由于机体识别弓形虫抗原

而触发Th1型细胞免疫，并分泌 IFN⁃γ等细胞因子，同

步激活了免疫细胞上PD⁃1/PD⁃L1的表达［27］；而PD⁃1
作为免疫负调控分子，又可诱导T细胞的衰竭，因此

在孕18 d时 IFN⁃γ的表达较孕12 d明显下调。

本研究通过腹腔注射方式建立了C57BL/6小鼠

妊娠早期弓形虫急性感染模型，首次连续观察了孕早

期发生弓形虫感染后，孕鼠在孕中、晚期时母胎界面

PD⁃1/PDL⁃1表达的动态波动情况，并分析了其与 IFN⁃
γ表达的相关性，为PD⁃1/PD⁃L1作为免疫靶标用于治

疗先天性弓形虫病提供了实验基础和理论依据。
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