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紧密连接蛋白Occludin在早孕绒毛组织中的表达及其意义**☆ 

冯亚玲1, 2, 3，齐观南3，周昌菊1 

 

 

文章亮点：通过半定量 RT-PCR、Western blot 和免疫组化表达等各方法验证早孕人流绒毛组织和稽留流产绒毛组织

紧密连接蛋白 Occludin的表达，证明紧密连接蛋白 Occludin在绒毛组织有表达，细胞滋养细胞 Occludin低表达可

能是细胞滋养细胞极性消失的原因之一，参与细胞滋养细胞浸润能力的形成。 

关键词：绒毛组织；Occludin；免疫组化；RT-PCR；免疫印迹；紧密连接蛋白 

 

摘要 

背景：Occludin蛋白是否在人早孕期胚泡植入中发挥作用，目前尚不能确定。 

目的：探讨紧密连接蛋白 Occludin在早孕绒毛组织中的表达及意义。 

方法：早孕的正常人流绒毛组织和稽留流产绒毛组织各 30例，用半定量 RT-PCR，Western blot 和免疫组化表达等

各方法验证紧密连接蛋白 Occludin在各组绒毛组织中的表达。 

结果与结论：紧密连接蛋白 Occludin主要表达在于绒毛外的合体滋养细胞的胞浆，胞核和少许间质，细胞滋养细胞

Occludin表达低。半定量 RT-PCR，Western blot 和免疫组化表达等各方法验证紧密连接蛋白 Occludin在正常人流

和稽留流产绒毛组织中均有表达，前者的表达低于后者，但差异无显著性意义(P > 0.05)。说明紧密连接蛋白 Occludin

在绒毛组织有表达，细胞滋养细胞 Occludin低表达可能是细胞滋养细胞极性消失的原因之一，参与细胞滋养细胞浸

润能力形成，但胚胎发育停滞并不单是细胞滋养细胞侵润能力不足引起。 

 

 

Expression of tight junction protein Occludin in chorionic villus and its significance  

   

Feng Ya-ling1, 2, 3, Qi Guan-nan3, Zhou Chang-ju1 

 

Abstract 

BACKGROUND: The role of Occludin protein in the embryo implantation during early pregnancy 

has never been reported.  

OBJECTIVE: To investigate the expression of Occludin in the chorionic villus and to explore its significance. 

METHODS: The mRNA and protein expression of Occludin in chorionic villus from 30 normal women of early pregnancy 

and 30 missed abortion patients were measured by semi-quantitative reverse transcription-PCR, Western blot and 

immunohistochemistry methods. 

RESULTS AND CONCLUSION: Occludin was showed in endochylema, cell nucleus and little stroma of 

syneytiotrophoblast cell of external chorionic villus and showed low expression in the cytotrophoblast. Semi-quantitative 

reverse transcription-PCR, Western blot and immunohistochemistry staining found that the Occludin expressed in 

chorionic villus in normal early pregnancy women and missed abortion patients, the expression in normal early pregnancy 

was lower than that in missed abortion patients, but there was no significant difference (P > 0.05). There was expression of 

Occludin in the chorionic villus. The lower expression of Occludin in cytotrophoblast might be one of the reasons for the 

polarity disappearance of cytotrophoblast cell and participated in the formation of infiltrated capacity of cytotrophoblast. 

Inadequate cytotrophoblast invasion ability was not the only reason for the embryo development stagnation. 

 

Feng YL, Qi GN, Zhou CJ. Expression of tight junction protein Occludin in chorionic villus and its significance. Zhongguo 

Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(40): 7528-7532.     

 

 

 

 

 

 



 

冯亚玲，等. 紧密连接蛋白 Occludin 在早孕绒毛组织中的表达及其意义 

ISSN 2095-4344  CN 21-1581/R   CODEN: ZLKHAH 7529 

www.CRTER.org 

1
Department of 

Obstetrics and 

Gynecology, the 

Third Xiangya 

Hospital of Central 

South University, 

Changsha  410013, 

Hunan Province, 

China; 
2
Department 

of Obstetrics and 

Gynecology, 

Shenzhen Baoan 

District People’s 

Hospital, Shenzhen  

518101, Guangdong 

Province, China; 
3
Third Affiliated 

People's Hospital of 

Sun Yat-sen 

University, 

Guangzhou  

510630, Guangdong 

Province, China 

 

Feng Ya-ling☆, 

Doctor, Associate 

chief physician, 

Department of 

Obstetrics and 

Gynecology, the 

Third Xiangya 

Hospital of Central 

South University, 

Changsha  410013, 

Hunan Province, 

China; Department of 

Obstetrics and 

Gynecology, 

Shenzhen Baoan 

District People’s 

Hospital, Shenzhen  

518101, Guangdong 

Province, China; 

Third Affiliated 

People's Hospital of 

Sun Yat-sen 

University, 

Guangzhou  

510630, Guangdong 

Province, China 

fengyl523@ 

yahoo.com.cn 

 

Corresponding 

author: Zhou 

Chang-ju, Chief 

physician, 

Department of 

Obstetrics and 

Gynecology, the 

Third Xiangya 

Hospital of Central 

South University, 

Changsha  410013, 

Hunan Province, 

China 

zhouchanju8816@ 

yahoo.com.cn 

 

Supported by: Fund 

of Science and 

Technology 

Department of Hunan 

Province, 

No.2010SK3114*; 

the Graduate Degree 

Thesis Innovation 

Foundation of Central 

South University, No. 

2009bsxt043* 

     
Received: 2012-01-23 

Accepted: 2012-02-14 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0  引言 

 

正常妊娠时，细胞滋养细胞有一系列形态

变化。在细胞柱形成区域，绒毛外细胞滋养细

胞开始失去极性，细胞变长，成为有浸润能力

的细胞，浸润子宫壁。然后，具有高度侵蚀能

力的细胞滋养细胞突破外层的合体滋养细胞，

形成多层细胞柱(滋养细胞柱)向母体方向侵蚀，

与宫壁接触，形成滋养细胞壳覆盖蜕膜面，并

侵蚀入子宫蜕膜及子宫螺旋动脉至子宫肌层

1/3段，破坏血管中层肌弹力纤维。此过程称为

生理性血管重铸。适度的滋养细胞侵蚀能力是

生理妊娠的维持和胎盘循环建立的关键因素，

而绒毛外细胞滋养细胞失去极性是滋养细胞成

为有浸润能力的细胞的始发环节。紧密连接是

上皮细胞极性建立和维持的重要结构，也是极

性破坏的靶点。紧密连接是由一系列跨膜蛋白

和外周蛋白相互作用而形成的一个复杂的蛋白

质体系，能被多种方式所调控
[1-3]
。Occludin 蛋

白是紧密连接最重要的蛋白质分子之一，上皮

细胞通过Occludin蛋白封闭细胞间隙，并与

ZO-1等结合形成TJ的基础，不仅能通过外环以

拉链式结合产生严密的细胞旁封闭，还与不同

分子结合，参与紧密连接形成的信号调节
[4-5]
。

Occludin蛋白是否在人早孕期胚泡植入中发挥

作用，目前国内外尚无报道。本文对Occludin

在早孕绒毛组织中的表达情况进行初步探讨，

为进一步研究紧密连接蛋白在人早孕期胚泡植

入中的作用机制奠定基础。 

 

1  对象和方法 

 

设计：对比观察。 

时间及地点：于2011-02/06湘雅三医院妇

产科门诊完成。 

对象： 

稽留流产组：随机选取稽留流产患者30例，

年龄25-35岁，孕6-12周，临床确诊为胚胎停

止发育(B超检查宫腔内见孕囊，未见胚芽或原

始心管搏动，或表现为枯萎囊，血绒毛膜促性

腺激素检查明显低于正常早孕组)，且排除全身

性疾病、不良生活史及生殖器畸形等诱因。纳

入患者对实验知情同意，并签署知情同意书。 

对照组：随机选取同期要求终止妊娠的30

例正常健康早孕妇女(B超检查宫腔内见孕囊，

见原始心管搏动)，年龄、孕周与胚胎停育组相

比无统计学差异，既往无不良孕产史。所有标

本的收取均经患者的知情同意和伦理委员会的

批准。 

试剂与设备： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

方法： 

取材：两组受试对象均于人工流产后取部分

典型的绒毛组织，0.9%氯化钠注射液洗净表面

血迹，去除血液及黏液成分并吸干水分，取新

鲜绒毛组织 5 g，液氮保存备用。另取部分新鲜

绒毛组织体积分数 10%甲醛固定，常规石蜡包

埋，待病理学和免疫组织化学检测。 

半定量 RT-PCR 测定 Occludin 的表达量：获取

的组织称质量约 50 mg，加入 Trizol Reagent  

1 mL，匀浆，按试剂盒标准操作进行 RNA 提

取以及反转录，琼脂糖凝胶电泳观察 RNA的提

取情况，确定没有发生 RNA 降解的前提下取  

5 μg总RNA用DNaseⅠ处理后，按Fermentas  

试剂及仪器 来源 

Trizol Reagent 

AMV、RNasin、 

SYBR GREEN I Master 

Mix 

蛋白酶抑制剂 

 

兔抗人 β-actin 抗体、兔

抗 多 克 隆 Occludin 

IgG抗体(200 mg/L)、

辣根过氧化物酶标记

小鼠抗兔 IgG 

PVDF膜 

丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰

胺、十二烷基硫酸钠 

(SDS)、四甲基乙二胺

(TEMED)、过硫酸铵

(AP)、丙基硫酸盐、三

羟甲基氨基甲烷 

Shandon325 型石蜡切

片机 

MIAS 生物医学图像分析

系统 

Motic B2 显微摄像系统 

低温高速离心机 

Imagescanner图像扫描 

仪，图像分析软件 

PDQuest 

Invitrogen, USA 

Progema,USA 

Applied Biosystems，UK 

 

protease inhibitor 

cocktail，Pierce，USA 

Santa Cruz，USA 

 

 

 

 

Amersham，Sweden 

美国 Sigma-Aldrich公司 

 

 

 

 

 

英国 Shandon公司 

 

北京航空航天大学图像有

限公司 

麦肯奥迪实业集团公司 

Hettich公司，16R 型 

瑞典 Amersham 

Biosciences 公司 
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的反转录试剂盒说明书进行反转录。引物应用 Primer 

Express3.0 软件(美国 PE Biosystems 公司)设计，由

Sangon 合成，引物对：Occludin.引物序列为：5’-GTG 

GAA AGA GTT GAC AGT-3’(正义链)，5’-CAG CCA 

TGT ACT CTT CAC T-3’ (反义链)，扩增产物长度为  

484 bp；内参照 GAPDH引物序列为：5’-ACC ACA GTC 

CAT GCC ATC AC-3’ (正义链)，5’-TCC ACC ACC CTG 

TTG CTG TA-3’ (反义链)，扩增产物长度为 452 bp。以

GAPDH 作为内参照，在 PCR 仪上完成扩增，反应条

件如下：反应参数为 94 ℃，5 min；94 ℃变性 20 s；

Occludin/GAPDH引物退火 58 ℃ 25 s，72 ℃ 延伸 30 s

完成 30次循环，最后 72 ℃延伸 3 min，置 4 ℃保存。

取目的基因 PCR 产物和内参 PCR 产物 5 µL 用含    

0.5 mg/L 的溴化乙啶的 1.5%的琼脂糖浆电泳，

DOC1000 凝胶分析系统收集图像，mRNA的相对含量

用其 PCR 产物吸光度值与 GAPDH 吸光度值的比值表

示。 

Western blot 测定 Occludin 的表达量：应用常规蛋白提

纯方法提取组织总蛋白。各组样品分别取总蛋白 50 μg，

6%SDS-PAGE 凝胶电泳，分离蛋白质，经电转印将蛋

白质转移到硝酸纤维素滤膜上。用 5%脱脂奶粉封闭。

加入稀释度为稀释一抗(1∶500)的兔抗人 Occludin 多

克隆抗体过夜。以兔抗人 β-actin(1∶200)作内对照。洗

膜后加入辣根过氧化物酶 (HRP)标记的小鼠抗兔

IgG(1∶1 000)室温孵育 1 h。洗涤后，新鲜配置的 ECL

化学发光法显影，X 射线片曝光，用成像系统进行光密

度扫描，扫描结果进行统计学处理。 

免疫组织化对绒毛组织 Occludin 的表达进行定位和半定

量分析：各组中的绒毛组织经 40 g/L多聚甲醛固定、脱

水、透明及石蜡包埋后切片。切片脱蜡后，依次经梯度

乙醇复水，蒸馏水洗涤。体积分数 3%过氧化氢、甲醇

池封闭内源性过氧化物酶活性，1%牛血清白蛋白和体

积分数 10%正常羊血清室温封闭。滴加稀释一抗    

(1∶100)的兔抗人 Occludin 多克隆抗体，37 ℃孵育   

30 min再 4 ℃冰箱过夜；PBS洗 3 次，3 min/次。擦干

组织周围 PBS，滴加生物素标记的第二抗体，37 ℃孵

育 20 min，PBS 洗 3 次，3 min/次。蒸馏水洗 2 次，

DAB 显色(DAB必须现用现配)，镜下控制显色程度，显

色约 5 min，自来水冲洗，苏木精复染胞核 30 s，烤干，

中性树胶封固。 

主要观察指标：紧密连接蛋白 Occludin 在正常人

流和稽留流产绒毛组织是否存在差异表达和 Occludin

在绒毛组织中的定位。 

统计学分析：数据应用 SPSS 13.0统计分析软件处

理，结果以x
_

±s表示，采用单因素方差分析，以 α=0.05(双

尾)为检验水准，P < 0.05为差异有显著性意义。  

   

2  结果 

 

2.1  半定量 RT-PCR 测定 Occludin 的表达结果  采用

半定量 RT-PCR 检测 Occludin 与 GAPDH 产物吸光度

值的比值结果示：在正常妊娠人流组绒毛组织中表达低

1.35±0.25；稽留流产组中高 1.36±0.14；但组间比较，

差异无显著性意义(P > 0.05)，见图 1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  Western blot 测定 Occludin 的表达结果  用兔抗

人 Occludin 多克隆抗体作一抗 (1∶500)，β-actin   

(1∶200) 作看家蛋白，对不同组绒毛组织 Occludin 蛋

白表达进行检测，结果用凝胶图像分析系统分析得出

Occludin蛋白表达的相对吸光度。Western blot结果显

示：在稽留流产组中绒毛组织中表达高 0.56±0.086；在

正常妊娠人流绒毛组织中表达低 0.55±0.028；但组间比

较，差异无显著性意义(P > 0.05)，见图 2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  免疫组织化对绒毛组织学的表达进行定位和半定

量分析结果  用兔抗人 Occludin 多克隆抗体作一抗，

生物素标记的二抗对各组绒毛组织的 Occludin 蛋白表

Figure 1  Expression of Occludin protein in chorionic villus 
analyzed by reverse transcription-PCR 

图 1  Occludin蛋白 RT-PCR分析 

1         2 

Occludin 

GAPDH 

1: Normal pregnancy women; 2: Missed abortion 

Figure 2  Protein expression of Occludin by Western blot 
图 2  Occludin蛋白Western blot分析 

1           2 

Occludin 

β-actin 

1: Normal pregnancy women; 2: Missed abortion 
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达进行检测，免疫组化的结果显示，紧密连接蛋白

Occludin 主要表达在于绒毛外的合体滋养细胞的胞核

和胞浆，胞核和少许间质。两组均有 Occludin 表达，

合体滋养细胞棕黄色阳性面积较多，胞浆广泛着色，细

胞滋养细胞阳性面积少。用 MIAS生物医学图像分析管

理系统测定各组 Occludin 阳性产物的平均吸光度值，

正常妊娠人流组、稽留流产组分别为 16.83±0.23，

15.85±0.16，两组间比较差异无显著性意义(P > 0.05)，

见图 3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

3  讨论 

 

胚泡着床是指胚泡逐渐埋入子宫内膜的过程，是

一个复杂和精细的过程，可分为定位、黏附、突破、

侵入等阶段。着床开始于胚胎与子宫内膜黏膜层的黏

附，即囊胚的滋养层细胞与子宫上皮的游离面相接触

后紧密黏附。胎盘绒毛膜外细胞滋养细胞侵袭能力适

中是生理妊娠建立、维持和适时终止的关键。胎盘绒

毛膜外细胞滋养细胞侵袭能力过强可发生胎盘植入和

滋养细胞肿瘤，过弱则可导致流产、早产、胎儿发育

迟缓、胎死宫内、妊娠期高血压疾病等病理妊娠。紧

密连接为一狭窄的带状结构，位于上皮和细胞膜外侧

的顶部，相邻细胞互相包裹，形成融合点或吻合点，

连接起来就形成一个连续的渔网状结构，兼具屏障和

围栏作用，具有两大基本的功能，即调节上皮或内皮

细胞的渗透性及维持细胞的极性
[6-7]
。Occludin蛋白不

仅是紧密连接的重要组成成分，而且还控制着细胞表

型的改变
[8-9]
。目前普遍认为，肿瘤细胞的浸润和转移

与细胞间连接力的丧失有关
[10]
。尹芳等

[11]
发现胃癌可

能通过增强Occludin蛋白的表达下调细胞通透性，提高

胃癌细胞的耐药性。结肠腺癌的癌胚抗原表达和

occludin 蛋白的丧失相关。另有学者研究发现癌基因

ras的下游效应分子Raf-1，可通过活化锌指蛋白转录因

子来抑制occludin蛋白的表达，改变上皮表型，导致上

皮细胞的转化，获得侵袭能力
[12-13]

。 

人类的胚泡植入，紧贴胚泡的蜕膜基质细胞呈现出

上皮样的特征，伴随紧密蛋白的表达改变，随即细胞滋

养细胞极性消失，细胞变长，成为有浸润能力的细胞，

侵润子宫内膜层及浅肌层的“着床”过程，与恶性肿瘤

的侵袭过程非常相似，因此又被称为假恶性细胞。极性

复合体是否在人早孕期胚泡植入中发挥作用，Occludin

在绒毛组织中的表达情况如何?目前国内外尚无报导。

在本实验研究中，作者发现Occludin在早孕人流绒毛组

织和稽留流产绒毛组织都有表达，紧密连接蛋白

Occludin主要表达在于绒毛外的合体滋养细胞的胞核

和胞浆，胞核和少许间质。免疫组化检测紧密连接蛋白

Occludin在细胞滋养细胞Occludin表达过低，由于

Occludin表达的不足，导致极性复合体的形成受阻，滋

养细胞极性的丧失是滋养细胞成为有浸润能力细胞的

始发环节。紧密连接蛋白Occludin在正常人流组织中的

表达低于稽留流产绒毛组织，但差异无显著性意义(P > 

0.05)。由于Occludin是紧密连接的重要蛋白，是维持细

胞极性的结构，细胞滋养细胞Occludin表达低使该细胞

极性表达丧失，具有侵蚀能力，为着床的始发环节。但

Occludin表达的变化是否与细胞极性变化同步，受哪些

细胞因子和信号通路调节仍需进一步研究。 

Occludin 作为紧密连接蛋白的重要组成部分，另

一个重要的作用是该蛋白有维持细胞通透性作用
[14-15]

。

研究表明occludin 蛋白参与溃疡性结肠炎和克罗恩病

的发病和胰腺炎
[16-18]

，Kucharzik等
[19]
发现溃疡性结肠

炎和克罗恩病患者mRNA水平和蛋白水平occludin蛋白

的表达均显著下调。在本实验中紧密连接蛋白Occludin

在正常人流绒毛组织中的表达低于稽留流产绒毛组织，

但二者的差异并没有显著性意义。可能胚胎发育停滞并

不单是细胞滋养细胞浸润能力不足引起，可能与多种因

素有关，至于紧密连接蛋白参与稽留流产的发病哪个环

节有待于进一步探讨。 

Figure 3  Localization of Occludin in the chorionic villus by 
immunohistochemical staining (DAB staining, 
hematoxylin-eosin staining, ×400) 

图 3  Occludin 在各组绒毛组织中的定位免疫组化 SP 法
(DAB 显色，苏木精-伊红染色，×400) 

a: Normal pregnancy women           

b: Missed abortion 
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