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撊安

胎盘的形成与滋养层细胞功能密切相关 ， 涉及滋养层细胞的动态分化成熟 ， 功

能正常的滋养层细胞具有迁移性和侵入性特性 ， 并具有与母体微环境 内细胞的互动

能力 ， 对于胎盘的发育成熟不可或缺 。 雌激素和孕激素对于妊娠的起始 、 胎盘功能

的维持和胎儿的生长发育具有重要作用 。 雌二醇 （ Ｅ２ ） 、 孕酮 （ Ｐ４ ） 及其代谢物通过

上调滋养层细胞的增殖、 分化和迁移来参与血管生成 以及正常的滋养细胞发育和侵

袭 。 低 ｅ２ 水平可能导致滋养层发育和血管生成过程不足 ， 进而可能进
一

步导致低 Ｅ２

水平 ， 但其具体机制远未阐述清楚 。

目 的 ： 研究胚胎着床后短暂雌激素水平低下对胎盘滋养层细胞影响机制 。

方法 ： Ｗｉ ｓｔａｒ 雌性大 鼠胚胎着床后于 ＧＤ６ ． ５ 、 ＧＤ ７ ． ５ 、 ＧＤ ８ ． ５ 给予来 曲唑 ０ ． １ ６

ｍｇ／
ｋｇ／ｄ 灌 胃 ， 建立 了大 鼠胚胎着床后雌激素短暂缺乏模型 。 并于 ＧＤ １ ０ ． ５ 、 ＧＤ １ ３ ． ５ 、

ＧＤ １ ６ ． ５ 和 ＧＤ １ ９ ． ５ 四个妊娠时间点收集样本 ， 测量胎盘大小重量 ， ＥＬ ＩＳＡ 方法测定

血清 Ｅ ２ 浓度 ， 并对子宫胎盘组织进行组织学观察 ， 采用 ＣＫ７ 抗体免疫组织化学方

法及糖原染色方法标记滋养层细胞 ， 并利用 免疫组织化学染色 、 ｑＰＣＲ 和 Ｗｅ ｓｔｅｒｎ

Ｂ ｌｏｔ 方法检测 了胎盘生长因子 （ Ｐ ｌｇｆ ） 在 ＧＤ １ ９ ． ５ 时胎盘中 的表达 。 大 鼠胚胎着床后

雌激素短暂缺乏模型单侧输卵管结扎后 ， 使用表达谱芯片技术对实验组妊娠组织特

异性差异表达基因进行 了筛选和生物信息学分析 ， 验证并选择候选基因 Ｘ叩 利

用人滋养层细胞系 ＨＴＲ８
－ＳＶｎｅｏ 细胞研究重组 ＡＮＧＰＴＬ ８ 蛋 白对细胞增殖 、 迁移 、

侵袭的影响 ， 并采用油酸和软脂酸进行了功能补救实验 。

结果 ： １ ． 与对照组相 比 ， 大 鼠胚胎着床后短暂抑制雌激素可导致孕晚期胎盘肥

大 ， 在胎盘形成过程中滋养层细胞侵袭能力减弱 ， 大 鼠胎盘连接区空泡样糖原细胞

出现蓄积 ， 提示孕早期雌激素水平降低可影响滋养层细胞功能 。 ２ ． 大 鼠胚胎着床后

给予来 曲唑短暂抑制雌激素合成可导致孕晚期 Ｐ ｌ

ｇ
ｆ表达升高 ， 提示孕早期雌激素水

平降低影响孕晚期胎盘功能 。 ３ ． 模型组子宫妊娠组织表达谱芯片特异性差异基因生

物信息学分析结果提示着床后短暂抑制雌激素合成后 ， 妊娠相关组织的差异基因主

要与代谢功能异常 、 细胞增殖等功能相关 。 ４ ． 着床后短暂抑制雌激素合成后可导致

子宫妊娠组织 也 基因和 Ａｎｇｐｔｌ ８ 蛋 白 高表达 ， 体外细胞培养中 １ｎｍｏ ｌ／Ｌ 至 ８

ｎｍｏ ｌ／Ｌ 的重组 Ａｎｇｐｔｌ８ 蛋 白抑制滋养层细胞侵袭功能 ， 回补 ０ ． １ｍｍｏ ｌ／Ｌ 的油酸和

０ ． １ｍｍｏ ｌ ／Ｌ －

０ ．２ｍｍｏ ｌ／Ｌ 软脂酸可挽救 Ａｎｇｐｔ ｌ ８ 抑制 的滋养层细胞侵袭功能 。

结论 ： 大 鼠孕早期短暂雌激素水平低下可 以导致胎盘发育异常 ， 滋养层细胞侵

袭能力减弱 ， 晚期胎盘组织 Ｐ ｌｇｆ 表达升高 ； 并可导致子宫妊娠组织 Ａｎｇｐｔｌ ８ 升高 ，

ＡｎｇＰｔ ｌ ８ 可通过脂代谢途径抑制滋养层细胞侵袭能力 。 通过解析孕早期雌激素异常

－

４
－
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波动对胎盘发育的影响 ， 深入了解胎盘发育过程中雌激素的调控作用 ， 为妊娠并发

症及临床多种不 良妊娠结局 的溯源和防治策略提供有力实验理论依据 。

关键词 ： 雎二醇 ； 胎盘 ； 胎盘生长因子 ；
ＨＴＲ８

－

ＳＶｎｅｏ 细胞系 ； 人血管生成素样

蛋 白 ８
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Ｋｅｙ 

ｗｏｒｄｓ ：Ｅｓ ｔｒａｄ ｉｏ ｌ
；Ｐ ｌａｃｅｎｔａ

；
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；
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－

７
－



中 国 医 学科学 院 北京 协和 医 学 院


碩士研 究生学位论文

引言

类固醇激素 ， 又称 留体激素 ， 对于维持妊娠期多种功能的平衡十分重要 ［
１

］

。 雌

二醇 （ Ｅ２ ） 和孕酮 （ Ｐ４ ） 是 留体激素中 的两类性激素 ， 在妊娠早期阶段干预实现母

体血管重塑和胎盘形成 ［
２

］

， 对胎儿的生长发育和胎盘功能的维持起关键作用 ［Ｍ ］

。 雌

激素和孕激素参与 了从着床到分娩的妊娠全过程 ， 它们 的生物合成和新陈代谢是 由

胎儿 、 胎盘和母体的复杂途径产生的 ［
５

］

。 孕激素作为
“

妊娠激素
”

已被广泛应用于治

疗不同的妇科病理 （先兆流产 、 复发性流产 、 早产等 ） 以及辅助生殖技术和妊娠的

维持 ， 主要用于调节免疫反应和抑制炎症反应 （
孕酮的存在及其在蜕膜水平上与孕酮

受体的相互作用在孕产妇防御策略中起着重要作用 ）
、 减少子宫收缩性 （子宫肌层适

当 的孕酮浓度能够对抗前列腺素 以及催产素的刺激活动 ）
、 改善子宫胎盘循环并支持

黄体期 （黄体酮可通过抑制绒毛外滋养层细胞的凋亡促进绒毛外滋养层细胞向蜕膜

侵袭 ）
，

一

旦确定 了孕激素的治疗需要 ， 再就是确定最佳的施药途径 （ 口服 、 阴道和

肌肉注射 ） 和最佳剂量 ［
６

］

。 孕激素的波动异常已有较为透彻的基础研究和成熟的临

床治疗手段 ， 而对妊娠期雌激素异常波动及其可能引 起的妊娠不 良结局的研宄还未

深入透彻 ， 值得我们深入研宄 。

有研宄表明 ， 子痫前期 （ ｐｒｅｅｃ ｌａｍｐｓ ｉａ ， ＰＥ ） 是与雌激素和雌激素代谢物的合成 、

代谢及积累异常有关 ， 结果强调 了研宄子痫前期病理生理学中雌激素和雌激素代谢

物的血管功能和其他生理机制的必要性 ［
７

］

。 最近的研究表明 ， 子痫前期 中 的雌二醇

水平显著下降 ， Ｅ２ 水平低可能导致滋养细胞发育和血管生成过程的不足 ， 进而进
一

步导致 Ｅ２ 水平降低 ， 导致激素失衡和植入受损之间的恶性循环 ［
８

］

。 雌激素失调与 ＰＥ

发生的密切联系可能验证 了雌激素水平作为
一

种生物标志物的有效性 ， 也可能揭示

一

种预防或治疗 ＰＥ 的潜在方法 。 在妊娠早期 ， 雌激素 、 孕酮及其代谢物参与胎盘

血管生成和正常滋养层细胞的发育和侵袭 ， 雌二醇改变血管生成标志物 ＶＥＧＦ 、 Ｐ ｌｇｆ

和 ｓＦＬＴ 的浓度 ， 这些标志物调节血管生成过程 ［
９

］

。 雌二醇水平低可能导致滋养细胞

发育和血管生成不足 ， 这被称为雌激素缺乏假说 ， 由于胚胎着床受损 ，

一

旦雌二醇

的代谢转移到胎盘 ， 雌二醇的低水平可能会持续整个妊娠期 ， 这解释 了有时在子痫

前期观察到 的雌激素水平降低的原因 ［
８

，

１ （ ）
］

。 这也提示我们 ， 在妊娠早期雌激素不足

可能是子痫前期的病 因之
一

。

成功的妊娠需要滋养层细胞大量侵入母体子宫蜕膜组织 ， 以促进发育的胎盘和

胎儿更接近母体血流供应ｎ ｉ
］

。 如果做不到这
一

点 ， 可能会导致临床上常见的妊娠并

发症 ， 如早产 、 子痫前期 （
ＰＥ

）和胎儿生长受限
［

１ ２
］

。 侵袭性绒毛外滋养层细胞 （
ＥＶＴ

）起

源于位于胎盘锚定绒毛顶端的细胞滋养细胞 （ ＣＴ ） 亚群 ， 该亚群经历上皮 －间质细胞

转化 ［
１ ３

］

〇 ＥＶＴ 从绒毛迁移并侵袭通过子宫 内膜更深的地方和子宫肌层的 内 部三分之

－

８
－
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一

， 特别靶向子宫蛻膜螺旋小动脉的相关部位 ［
１ ４

，
１ ５

］

。 ＥＶＴ 入侵主要有两种途径 ： 通

过螺旋小动脉管腔的血管或母体组织的间质进入 ［
１ ６

］

。 子宫螺旋小动脉的 ＥＶＴ 侵袭

会带来功能和结构上的改变 ， 这对确保血管能够不受阻碍地提供低压 、 高血流量至

关重要 ， 特别是在胎儿呈指数增长的怀孕后期 。 重塑在妊娠中期完成 ， 分为三个阶

段 ： 关键的第
一

步是不依赖滋养层细胞的蜕膜相关重塑 ， 在蜕膜过程中 ， 蜕膜化的

子宫 内膜被认为通过表达诸如基质金属蛋 白酶 （
ＭＭＰ ｓ

）
、 内分泌因子和细胞因子等调

控因子的表达来控制滋养层细胞运动 ［
１ ７

］

； 侵入并位于螺旋小动脉 内或周 围 的 ＥＶＴ

被认为可 以诱导血管平滑肌细胞和 内皮细胞的凋亡并对其进行替换 ［
１ ８

，

１ ９
］

； 结果 ， 螺

旋小动脉扩张 ， 阻力低 ， 失去交感神经支配 ， 对血管收缩因子无反应 ［
１ ７

，
２ （）

，
２ １

］

， 这种

变化 ， 连同血管生成 ， 允许 ４０ 倍的子宫血流到胎盘 ［
２ １

］

， 至此完成了子宫螺旋动脉

的重塑 。

Ｅ２ 由合胞体滋养细胞 以母体雄激素和胎儿肾上腺雄激素为前体合成 ［
２２

，

２３
］

。 Ｅ ２ 参

与妊娠的各个阶段 ， 从促进子宫 内膜的增殖 ［
２？准备子宫植入 、 促进母体心血管适应

妊娠到最终生产 ［
１ ７

］

。 雄激素被认为是雌激素合成的底物 ［
１
］

， 雌激素主要是雄激素在

芳香化酶的催化下合成而来的 。 来曲 挫 （ Ｌｅｔｒｏｚｏ ｌｅ ） 是
一

种选择性的 、 非 甾体类的

芳香化酶抑制剂 ［
２ ５

］

， 可 以竞争性地与细胞色素 Ｐ４５ ０ 酶的亚单位血红素结合 ， 进而

抑制芳香化酶的活性 ［
２ ６

］

， 导致雌激素在所有组织中 的生物合成减少 ［
２ ７

］

。 研宄表明 ，

适当 的 Ｅ２对早期妊娠的维持有重要意义 ， 若 Ｅ２ 水平过低 ， 妊娠则难 以维持Ｐ ８
，

２

＇

提示孕早期 Ｅ ２水平对于健康妊娠的重要性 。 尽管 Ｅ２在生殖组织中 的作用各不相 同 ，

但其在调节滋养细胞功能中 的作用 尚不清楚 ， 且孕早期 Ｅ ２ 异常波动对于妊娠的影

响也研究很少 。 本课题组前期研宄显示 ， 大 鼠妊娠胚胎着床后短暂抑制雌激素合成

［
３ Ｑ

，
３ １

］

， 会导致胎盘发育异常 ［
３ ２

］

。 故而我们进
一

步利用该模型 ， 深入探索妊娠大 鼠着

床后短暂抑制雌激素对胎盘滋养层细胞功能的影响 。 本文 以大 鼠胚胎着床后雌激素

短暂缺乏模型为立足点 ， 探究大鼠妊娠着床后
一

过性的雌激素水平低下对妊娠晚期

可能会产生的影响 ， 利用表达谱芯片筛选差异基因 ， 并研宄特异性差异基因

对胎盘滋养层细胞的作用影响 ， 利用体外细胞培养实验来模拟过表达的 ＡＮＧＰＴＬ ８

差异蛋 白对人绒毛膜滋养层细胞的影响 ， 以及回补下游产物挽救该蛋 白 对滋养层细

胞特性的改变 。 通过解析孕早期雌激素异常波动对孕晚期胎盘发育的影响 ， 不仅有

利于深入 了解胎盘发育过程中雌激素的调控作用 ， 为妊娠并发症和临床上各种不 良

妊娠结局 的溯源及防治策略提供有力 的实验和理论依据 。

－ ９
－
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第
一

部分 大鼠妊娠早期雌激素缺乏对胎盘

及胎盘生长因子的影响

前言

女性体 内 有 四 种有活性 的 内源性雌激素类型 ： 雌酮 （ Ｅ ｓｔｒｏｎｅ ， Ｅ
！
） ， 雌二醇

（ Ｅ ｓｔｒａｄ ｉｏ ｌ ， Ｅ ２ ） ， 雌三醇 （ Ｅ ｓｔｒ ｉｏ ｌ ， Ｅ ３ ） ， 雌四醇 （ Ｅ ｓｔｅｔｒｏ ｌ ， Ｅ４ ）
［
３ ３

］

。 在育龄期的女

性中 ， 从血清绝对水平和雌激素活性来看 ， Ｅ２ 是主要的雌激素 。 所有不同形式的雌

激素都是 由雄激素 ， 尤其是睾酮和雄烯二酮 ［
３４

］

， 通过芳香化酶合成而来的 。 雌激素

扩散进入细胞膜 ， 结合并激活二聚体核蛋 白雌激素受体 （ Ｅ ｓ ｔｒｏｇｅｎ Ｒｅｃｅｐｔｏ ｒ ， ＥＲｓ ） ，

雌激素 －雌激素受体复合物结合到激素应答元件 （ Ｈｏ ｒｍｏｎｅＲｅ ｓｐｏｎ ｓｅ Ｅ ｌｅｍｅｎｔ ，ＨＲＥ ）

的 ＤＮＡ 序列上激活靶基因 的转录 ［
３ ５

］

， 调节靶基因 的表达 。 此外 ， 雌激素还能够结

合并激活快速信号膜雌激素受体 （ｍＥＲｓ ） ， 如 ＧＰＥＲ（ ＧＰＲ３ ０ ）
Ｗ

。 雌激素发挥作用

取决于细胞 内 的雌激素受体水平 ， 雌激素受体表达在特定的组织 ， 如卵巢 、 子宫 、

和乳房 ＩＷ
。 Ｅ ２ 和 Ｐ４ 对于妊娠的起始 以及妊娠过程中胎盘功能的维持和胎儿的生长

发育都起着重要的作用 。 特别是 ＩＶＦ 中 ， 医源性黄体缺乏需要在黄体期补充 Ｐ４ 已得

到普遍认可 ， 但对于伴随的 Ｅ２ 下降是否对妊娠结局有害 ， 以及补充 Ｅ２ 是否会改善

结局 尚无共识 ［
３ ７

］

。 临床研宄提示 ， ＩＶＦ 促排卵后黄体期 Ｅ ２ 降低 １ ０％ ， 其临床妊娠和

活产率下降 ４０ －

５ ０％ ， 尽管血清 Ｅ２ 水平仍然是评估对卵巢刺激刺激反应的重要组成

部分 ， 但 Ｅ２ 水平任何特定变化的预后价值仍不清楚 ， 有关雌激素对妊娠影响的具体

作用机理远未阐 明 ［
３ ８

］

。

来 曲唑是第三代非 留体高效选择性的芳香化酶抑制剂 ， 可 以抑制从雄激素向雌

激素的生物合成过程 ， 从而降低生物体 内雌激素的生物合成 ［
３ ４

，

３ ９
］

。 本课题组前期实

验结果表 明在大 鼠胚胎着床后短期给予来曲唑抑制雌激素合成会 引 起妊娠后期胎

盘过度增生等病理现象的发生 ［
３ （ ）

］

。 胎盘是母体与胚胎物质交换的媒介 ， 它包括来 自

滋养细胞的胎儿部分 （绒毛膜绒毛 ） 和来 自 子宫 内膜的母体部分 （ 蜕膜 ）
［

１
］

。 在雌

性动物妊娠胎盘形成后 ， 胎盘能产生
一

系列类固醇 、 蛋 白 质和肽激素 （胎盘激素 ）

等 。

胎盘生长因子 （ ＰＬＧＦ ） 是
一

种血管生成蛋 白 ， 在妊娠期高表达 ， 与胎盘功能密

切相关 ［

４Ｇ
］

。 ＰＬＧＦ 是血管 内皮生长因子 （
ＶＥＧＦ

）家族中 的
一

员 ， 是
一

种分泌的二聚糖

蛋 白
［
４ １

］

， 主要表达于胎盘滋养层细胞中 ， 与血管 内皮生长因子受体 （ ＶＥＧＦＲ ） 结合 ，

对胎儿胎盘循环发挥促血管生成作用 ［
４２

］

， 并且能增加血管通透性 ， 可 以促进滋养细

胞增殖与分化 ， 它在子痫前期预测 、 诊断和治疗中发挥着越来越重要的作用 本

研宄 以大 鼠为研宄对象建立动物模型 ， 研究大鼠胚胎着床后短暂抑制体 内雌激素生

－

１ ０
－
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物合成对孕晚期胎盘及胎盘生长因子的影响 ， 为雌激素对妊娠影响 的具体作用机理

提供实验依据 。

－

１ １
－
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材料与方法

１ ． 大鼠妊娠着床后雌激素缺乏模型的建立及组织形态学观察

１
） 建立大鼠妊娠着床后雌激素缺乏模型

⑴ 实验动物与饲养

在北京维通利华实验动物技术有限公司订购 ５ ０ 只大 鼠 ， 分别为 ３ ５ 只 ９－

１ ０ 周

龄的 Ｗｉ ｓｔａｒ 雌性大 鼠 （ ＳＰＦ Ｉ Ｉ ） ， １ ５ 只 ９ －

１ ０ 周龄 Ｗｉｓ ｔａｒ 雄性大 鼠 ， 并在国家卫生健

康委科学技术研究所的实验动物中心进行词养 ， 大 鼠 自 由采食和饮水 。每天早上 ８ ： ００

至晚上 ８ ： ００ 为光照时间 ， 其余时间为黑暗 。 动物房环境温度为 ２ １± １

°

Ｃ ， 相对湿度

为 ６０％－

８ ０％ 。 实验严格遵循国家卫生健康委科学技术研究所伦理委员会相关规定 ［
４４

］

。

（
２

） 实验试剂与器材


试剂


ｒｎ．



羧 甲基纤维素钠 国药集团化学试剂有限公司

来 曲 唑 诺华制药

ＮａＣ ｌ 、 Ｎａ２ＨＰ〇４
？
１ ２Ｈ ２０ 、 ＫＣ ｌ 、 ＫＨ２Ｐ〇４ 国药集团化学试剂有限公司

多聚 甲醛 天津市光复科技发展有限公司

ＰＢ Ｓ 缓冲液粉末北京中杉金桥生物技术有限公司

天平ＭＥＴＴＬＥＲ ＴＯＬＥＤＯ

加热搅拌器 Ｔｈｅｒｍｏ ｌｙｎｅ

灌 胃 针 北京合力科创科技发展有限公司

１ｍＬ０ ．４
ｐｍ 针头注射器上海米沙瓦医科工业有限公司

高熔点石蜡 Ｌｅ ｉｃａ

组织包埋盒江苏世泰实验器材有限公司

石蜡包埋机 Ｌｅ ｉｃａ

病理组织漂片仪 （摊片机 ） ＬＡＢ －ＬＩＮＥＩＮＳＴＲＵＭＥＮＴＳ

病理级显微镜载玻片江苏世泰实验器材有限公司

病理级显微镜盖玻片江苏世泰实验器材有限公司

粘附载玻片江苏世泰实验器材有限公司

病理切片刀片 Ｌｅ ｉｃａ

石蜡切片机 Ｌｅ ｉｃａＲＭ２２ ３ ５

石蜡包埋模具北京中杉金桥生物技术有限公司

苏木素珠海贝索生物技术有限公司

伊红 Ｙ北京索莱宝科技有限公司

乙醇 北京化工厂

二 甲苯 北京化工厂

－

１ ２
－
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中性树胶 北京华 申康复器械有限公司

１ ７
ｐ
－Ｅ ｓｔｒａｄｉｏ ｌ

－Ｅ ｌ ｉ ｓａ
－Ｋ ｉ ｔＡｂｅａｍａｂ １ ０ ８６６７

大 鼠 固定器 维通利华

热水袋上海永字牌橡胶热水袋厂商公司

１ ． ５ｍＬ ＥＰ管Ａｘｙｇｅｎ

７ ５％乙醇 北京化工厂

棉球


河南省升元医用卫材有限公司

① 配制羧甲基纤维素钠溶液 ：

ＣＭＣ －Ｎａ０ ． ５ｇ

粉末加热搅拌溶解到 １ ００ ｍＬ蒸馏水中 ， 配制成０ ． ５％羧 甲基纤维素钠混悬液作为

来 曲唑粉末的溶媒 。

② 配制来曲唑混悬液 ：

来曲唑２ ． ５ｍｇ

充分碾碎加入到过滤除菌 的羧 甲基纤维素钠溶液中 ， 过夜搅拌 ， 配制成 ０ ． ０４

ｍｇ／ｍＬ的来 曲挫混悬液 。

③ 配制 ４％多聚甲醛溶液 ：

多聚 甲醛４０
ｇ

溶解到 ９００ｍＬｌ ｘＰＢＳ 缓冲液中 ， 加入转子 ， 放在磁力搅拌器上搅拌过夜 。 次

日 再添加 ０ ． ０ １Ｍ ＰＢ Ｓ 缓冲液定容至 １ ０００ｍＬ ， 充分混匀 ， 室温保存备用 。

２
） 大鼠妊娠胚胎着床后雌撖素缺乏模型的建立和子宫胎盘标本收集

在武斌 ， 苑凤等人的实验 ［
３ Ｇ

，
３ １

］基础上建立大 鼠妊娠胚胎着床后雌激素短暂缺乏

模型 ， 并进行大 鼠子宫妊娠相关组织取材 。 具体实验流程如下 。

见栓当天灌胃来曲唑取材

ｉ ，

 ＊

，

—

Ｉ



１

——

Ｉ

￣￣

Ｉ



１



１



１

 ^

ＧＤ０ ．５ ＧＤ６ ．５ＧＤ８ ．５ＧＤ１０ ．５ＧＤ１３ ．５ＧＤ１６ ．５ＧＤ１９ ．５

图 １
－

１ 大 鼠妊娠早期雌激素缺乏模型建立流程

⑴ 雌性大鼠妊娠

晚上 ８ 点 ， 雌雄大 鼠 以 １ ：１ 的 比例合笼 ， 以次 日 见到 阴道栓作为妊娠标志 ，

记为妊娠第 ０ ． ５ 天 （ ＧＤ０ ． ５ ） 。 将妊娠大 鼠随机分为两组 ， 分别为对照组和实验组 ，

对照组和实验组又各分为 ＧＤ １ ０ ． ５ 、 ＧＤ １ ３ ． ５ 、 ＧＤ １ ６ ． ５ 和 ＧＤ １ ９ ． ５ 四个妊娠时间点 。

（
２

） 灌 胃给药

实验组大 鼠 （ ｎ
＝

２０ ） 在 ＧＤ６ ． ５ 、 ＧＤ７ ． ５ 、 ＧＤ ８ ． ５ 的上午灌 胃来 曲唑混悬液 ， 灌

－

１ ３
－



中 国 医 学科学 院 北京 协和 医学 院


领士研 究生学位论文

胃 前称取大 鼠体重 ， 按 〇 ． １ ６ ｍｇ／ｋｇ 的来曲唑灌 胃剂量对大 鼠进行灌 冑 。进行灌 胃 前 ，

应将来 曲唑混悬液混匀再进行灌 胃操作 。 对照组大 鼠 （ ｎ
＝

２０ ） 灌 胃 同等体积的溶媒

羧甲基纤维素钠混悬液 。并将实验组和对照组大 鼠分为 ４ 个时 间点 （ ＧＤ Ｉ ０ ． ５ 、 ＧＤ １ ３ ． ５ 、

ＧＤ １ ６ ． ５ 、 ＧＤ １ ９ ． ５ ） 分别取材 。

（
３
） 大鼠尾静脉取血

大 鼠 固定器固定住大 鼠 ， 用热水袋捂热大 鼠尾巴 ， 并用酒精棉球将 鼠尾擦拭干

净 ， 用干净的普通棉球擦干酒精 。 刀片迅速横切 鼠尾并将静脉血引流到千净的 〗 ． ５ ｍＬ

￡？管中 。 室温水平静置４ １１后 ， ６００〇 １

＇

， 离心 １ ５ １１１ １１１ ， ４
°

（： ， 吸取血清于新￡？管中 ，

冻于 －

８ ０

°

Ｃ保存 。

（
４

） 大鼠取材

在 ＧＤ １ ０ ． ５ 、 ＧＤ １ ３ ． ５ 、 ＧＤ １ ６ ． ５ 和 ＧＤ １ ９ ． ５ 分 另陬材 （每个时间点大鼠 的 只数 ｎ
＝

５ ） 。

颈椎脱 臼法处死大 鼠 ， 酒精润湿皮毛 ， 剪开大 鼠腹部 ， 剖 出双侧子宫后 ， ＧＤ１ ６ ． ５ 和

ＧＤ１ ９ ． ５ 小心剥离 出胎盘 ， 分别 固定在 ４％多聚 甲醛和冻存在液氮中 。 ＧＤ１ ０ ． ５ 和 ＧＤ

１ ３ ． ５ 胎盘还未成形 ， 无法剥离 ， 直接固定和冻存整个子宫部分 。 ４％多聚 甲醛固定液

体积需大于固定组织体积的 １ ０ 倍 ， 室温固定 ４８ｈ 后 ， 再继续进行后续石蜡包埋染

色等处理 。 速冻在液氮的样本放在 －

８０
°

Ｃ 冰箱保存 ， 用于后续组织 ＲＮＡ 和蛋 白质 的

提取 。

３
）
ＥＬＩＳＡ 法测定血淸雌激素浓度

将上述大 鼠尾部取血的血清４

°

Ｃ冰箱过夜解冻 ， 混匀 ５ｍｉｎ 。 将试剂盒中 的试剂

恢复至室温 （ １ ８
－２ ５

°

Ｃ ） 。 用 ｄｄＨ２〇水将 １ ０ｘ洗涤液稀释为 ｌ ｘ并混合均匀 。

（
１
） 板子每孔添加 ２ ５ 队标准品 、 对照 品和样品 。 每孔添力 口２００

ｐＬ ＨＲＰ标记的 １ ７
ｐ

－雌

二醇二抗 ， 留
一

个孔作为空 白孔 。

（
２
） 用试剂盒中 的箔纸覆盖板子 ， ３ ７

°

Ｃ孵育 ２ｈ 。

（
３

）
孵育完成后丢弃箔纸 ， 弃去孔 内 液体 ， 加入 ３ ００的 ｌ ｘ洗涤液清洗孔板 ３遍 ， 轻

轻贴壁加入 ， 避免溢出孔外 ， 每次洗涤液清洗浸泡时间 需大于 ５ ｓ 。 最后 ， 在无尘

纸上倒置拍打并弃去剩余液体 。

⑷ 每孔加入 １ ００
ｐＬ ＴＭＢ底物溶液 ， 室温避光孵育 ３ ０ｍｉｎ 。

（
５

） 以相 同 的顺序相 同 的速率 ， 每孔添加 ｌ ＯＯ ＾Ｌ终止液 。 轻柔震荡板子 ， 溶液 由蓝色

变为黄色 。

（
６

） 添加终止液后 ， 测定４ ５ ０ ｎｍ波长下的吸光度 ， 反应终止后 ３ ０ ｍ ｉｎ内 都可测 。

（
７

） 根据标准品绘制标准 曲线 ， 求得各样本血清中雌激素的浓度 （ ｐｇ／ｍＬ ） 。

４
）
俎织形态学观察

（
１
） 制备大鼠组织石蜡切片

－

１ ４
－
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① 乙醇脱水 ： 组织固定 ４８ ｈ 横切后 ， 装入包埋盒 ， 标明序号 ， ７５％乙醇 、 ８ ５％乙醇 、

９５％乙醇 Ｉ 、 ９ ５％乙醇 Ｉ Ｉ 、 １ ０ ０％乙醇 Ｉ 和 １ ００％乙醇 ＩＩ 各脱水 ｌ ｈ
［
４ ５

］

。 浸泡时晃动包

埋盒或乙醇缸 ， 避免包埋盒中有气泡导致脱水不充分 ， 后续浸泡二 甲苯和石蜡也是

如此 ；

② 二 甲苯透明 ： 浸泡 ３ ０ｍ ｉｎ ， 即二 甲苯 Ｉ 和 ＩＩ 各浸泡 １ ５ｍｉｎ
；

③ 浸蜡 ： 烤箱预热至 ６５
°

Ｃ ， 待缸里的石蜡融化后 ， 将二 甲苯缸 ＩＩ 移至烤箱附近 ，

迅速将组织浸入融化的蜡缸中 ， 蜡缸 Ｉ 和 ＩＩ 各 ｌ ｈ ， 随后进行组织石蜡块包埋 ；

④ 组织石蜡块包埋 ： 将大鼠子宫或胎盘组织的横切面朝下贴近石蜡包埋模具中 ， 盖

上石蜡包埋盒的底槽部分 ， 顺着边角添加部分融化石蜡埋住包埋盒底槽后 ， 放置在

光滑平整的水平桌面上 ， 待石蜡 自然冷却 ；

⑤ 切片 ： 组织蜡块在 －２０
°

Ｃ 冰箱预冷 ， 然后连续切片至大 鼠子宫或胎盘组织最大横

切面 （ 厚约 ４
？

５
ｐｍ ） 。 ３ ０％乙醇预展组织 ， 再捞入病理组织漂片仪 （摊片机 ） ３ ７

°

Ｃ

水中进
一

步延展 。 待其 自 然展开后 ， 载玻片捞片 ， ６ ５
°

Ｃ 烤箱中烤 ２ｈ ， 烤化石蜡后

直接染色 ， 或者室温存放备用 ， 待染色前需要重新烤 １ ． ５ｈ 烤化石蜡 。

（
２
）
Ｈ＆Ｅ（苏木精－伊红 ） 染色

① 配制主要试剂

伊红染液 ：

伊红 Ｙ２
ｇ

蒸馏水５ ００ｍＬ

冰醋酸５ 滴

② 组织石蜡切片脱蜡水化

ａ ． 脱蜡 ：
６５

°

Ｃ烤箱烘烤切片 ６０ ｍｉｎ ， 待石蜡完全融化后 ， 将二 甲苯缸移至烤箱旁 ，

迅速浸入二 甲苯 Ｉ 中脱蜡 ，
二 甲苯 Ｉ 和 Ｉ Ｉ 各浸泡 １ ５ ｍｉｎ ；

ｂ ． 水化 ： １ ００％乙醇 Ｉ 、 １ ００％乙醇 ＩＩ 、 ９５％乙醇 Ｉ 、 ９５％乙醇 ＩＩ 、 ８ ５％乙醇 、 ７０％乙醇 、

蒸馏水各水化 ５ｍ ｉｎ
［
４６

］

。

③ 苏木素伊红染色

ａ ． 苏木素染色 ： 苏木素染色 １ｍ ｉｎ ， 水洗 ３ 次 ；

ｂ ． 分化 ： １％盐酸乙醇分化 ２ｓ ， 水洗 ３ 次 ；

ｃ ． 返蓝 ： １％氨水乙醇返蓝 １ｍ ｉｎ ， 水洗 ３ 次 ；

ｄ ． 伊红染色 ： 伊红染色 １ｍ ｉｎ ， 水洗 ３ 次 。

④ 脱水 、 透明 、 封片

ａ ． 脱水 ： ７５％乙醇浸泡 ２ｓ ， ９５％１ 乙醇 、 ９ ５％１１ 乙醇 、 １ ００％ １ 乙醇和 １ ００％ １１ 乙醇中

各脱水 ５ｍ ｉｎ
［
４７

］

；

－

１ ５
－
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ｂ ． 透明 ：
二 甲苯 Ｉ 、 ＩＩ 各 １ ５ｍ ｉｎ 。

ｃ ． 封片 ： 滴加 中性树胶 ， 盖玻片封片 ， 避免气泡 。

２ ． 检测 ｍＲＮＡ 的表达量－实时荧光定量 ＰＣＲ

１
） 提取总 ＲＮＡ

（
１
） 主要仪器试剂和配制流程


试剂


ｒｍ


Ｔｒｉｚｏ ｌＡｍｂ ｉｏｎ

ＲＮａｓｅＦｒｅｅＥＰ管 、 枪头Ａｘｙｇｅｎ

三氯 甲烷 、 异丙醇 、 无水乙醇 北京化工厂

高通量组织研磨器宁波新芝生物科技股份有限公司

离心机 Ｓ ｉｇｍａ

涡旋机江苏海 门仪器厂

ＤＥＰＣ 水生工生物工程 （
上海 ）股份有限公司

紫外分光光度计 ＴｈｅｒｍｏＦ ｉ ｓｈｅｒＳ ｃ ｉｅｎｔ ｉｆｉｃ

ＤＹＹ
—

Ｉ Ｉ Ｉ 型 电泳仪北京六
一

仪器厂

凝胶成像系统北京赛智创业科技有限公司

琼脂糖 北京全式金生物技术有限公司

电子天平Ｍｅｔｔ ｌｅ ｒ
－Ｔｏ ｌｅｄｏ

微波炉格兰仕

５ ０ｘ ＴＡＥ北京索莱宝科技有限公司

Ｇｅ ｌＲｅｄ Ｂ ｉｏｔ ｉｕｍ

ＤＮＡ／ＲＮＡ Ｍａｒｋｅｒ天根生化科技 （
北京 ）有限公司

ＤＮＡ／ＲＮＡ Ｌｏａｄ ｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ天根生化科技 （

：
ｆ 匕京 ）有限公司


（
２

） 操作步骤

① 将冻存在 －

８０
°

Ｃ 冰箱的组织在电子天平上称 出 ５ ０ ｍｇ ， 放入盛有 ５ ００
ｎＬ Ｔｒｉｚｏ ｌ 的

２ｍＬＲＮａｓｅ
－ＦｒｅｅＥＰ 管中 ， 放入高通量组织研磨器中 ， １ ５００ｒｃｆ ， １ｍ ｉｎ 。

② 静置 １ ０ｍ ｉｎ ， 使组织完全裂解 。

③ ＥＰ 管中加入 １ ００ 吣 三氯 甲焼 ， 剧烈震荡 １ ５ｓ 。 室温静置 ３ｍ ｉｎ 后 ， １ ２０００
ｇ ，

４
°

Ｃ离心１ ５ｍ ｉｎ 。

④ 轻拿出 ＥＰ 管 ， ＥＰ 管 中分为上中 下 ３ 层 ， 上层即无色透明水相 ＲＮＡ ， 中层即 白

色蛋 白质相 ， 下层即粉红色有机相 。 轻轻吸取 １ ００ｐＬ 上清液转移至新的 １ ． ５ｍＬ

ＲＮａｓｅ
－Ｆｒｅｅ 的 ＥＰ 管 中 ， 小心避免吸 出其他层液体 。

⑤ 每管加入 １ ００
ｐＬ 在 －２ ０

°

Ｃ 冰箱预冷的异丙醇 ， 上下晃动 ， 均匀沉淀 ＲＮＡ ， 静置

１ ０ｍｉｎ 〇

－

１ ６
－
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＠１ ２００ （＾ ，
４

°
（： 离心 １ 〇 １１１ 丨 １１ ， 弃上清 ， 小心避免将 ￡？ 管底部的 白色沉淀 １＾八 倒

出 。

⑦ 加入 １ｍＬ
－２０

°

Ｃ 预冷的 ７５％乙醇 （ １ 体积 ＤＥＰＣ 水＋３ 体积无水乙醇 ） ， 上下颠

倒晃动充分洗涤 ＲＮＡ 。 １ ２０００ ｇ ， ４
°

Ｃ ， 离心 ５ ｍｉｎ ， 弃上清 。 可重复
一

次洗涤
一

次 。

⑧ 滤纸吸干液体 ， 干燥 ＲＮＡ 。 加入 ２０ＤＥＰＣ 水溶解 ＲＮＡ 。 若 ＲＮＡ 干燥过度

导致溶解不充分 ， 可 ５ ５
°

Ｃ 水浴 ８ｍ ｉｎ 助溶 。 用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ 分光光度计测定单链

ＲＮＡ 的 ＯＤ 值 ， ＯＤ２６０／２８０ 大于 ２ ． ０ 说明 ＲＮＡ 无蛋 白质和酚类污染 ，
ＯＤ２６０／２３ ０

大于 ２ ． ０ 就说明 ＲＮＡ 无碳水化合物和胍盐污染 ， 综合 以上两条判定 ＲＮＡ 提取纯度

合格 。

⑨ 用 １％琼脂糖凝胶 电泳方法判定 ＲＮＡ 是否完整 ， 无降解 。 用 电子天平称取 ０ ．４
ｇ

琼脂糖于锥形瓶中 ， 加入 ４０ｍＬ ＴＡＥ 缓冲液 ， 放入微波炉 中加热 ２ｍｉｎ 后取出 ， 待

温度降至 ６５
°

Ｃ 左右 ， 加入 ４
ｐＬ１ ００００ｘ 的 Ｇｅ ｌＲｅｄ 混匀后倒入装有凝胶托盘的制胶

器中 ， 插入 １ ｍｍ 厚的 １ １ 齿试样格 。 制胶器放在水平桌面上 ， 静置 ３ ０ｍ ｉｎ 后 ， 竖

直拔出试样格 ， 将凝胶从凝胶托盘中推入 电泳仪中 ， 凝胶孔
一

侧朝负极 ， 避免凝胶

破碎 ， 倒入 ＴＡＥ 电泳缓冲液 ， 液面稍稍没过凝胶即可 。 将 ＲＮＡ 和 Ｍａｒｋｅｒ 分别与

（ ６ｘ ）Ｌｏａｄ ｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ 混合均匀后点样 ， 盖上 电泳仪上盖 ， 接入电流 ， 恒压 １ ２０Ｖ ，

２０ｍ ｉｎ 。 将凝胶放入成像仪中 ， 在紫外灯光照射下成像拍照 ， 凝胶文件和 图像分析系

统分析处理结果 。

２
）
ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡ

（
１
）
主要试剂来源和配制 ：



试剂耗材


制造商


ＰＣＲ扩增仪 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

ＲＮａｓｅ
－ｆｒｅｅＭｉｃｒｏ ｔｕｂｅ ， 枪头Ａｘｙｇｅｎ

Ｐ ｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
？

ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔＫ ｉｔ（ ＲＲ０３ ７Ａ ）Ｔａｋａｒａ宝生物工程 （大连）有限公司

（
２
） 实验步骤

① 根据测定的 ＲＮＡ 浓度计算 ５ ００ｎｇＲＮＡ 所需要的液体体积 。 在 ＲＮａｓｅＦ ｒｅｅ

Ｍ ｉｃｒｏｔｕｂｅ 管中配制 １ ０
 ｜

〇Ｌ 体系的模板 ＲＮＡ 的反应液 。 操作步骤在冰上进行 ， 反应

体系如下 ：

５ｘＰｒｉｍｅＳ ｃｒｉｐ ｔＢｕｆｆｅ ｒ ２
 （

ｉＬ

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ ＥｎｚｙｍｅＭ ｉｘＩ０ ． ５
 ｊ

ａＬ

Ｏ ｌ ｉｇｏｄＴ Ｐｒｉｍｅｒ ０ ． ５

Ｒａｎｄｏｍ６ｍｅｒｓ ０ ． ５
 ＼

ｉＬ

ＴｏｔａｌＲＮＡ ５００ｎ
ｇ

ＲＮａｓｅ
－ＦｒｅｅｄｄＨ２〇ｕｐ

ｔｏ１ ０
 ｊ

ａＬ

－

１ ７
－



中 国 医 学科学 院 北京 协和 医 学 院


項士研究生学位论文

总体积 １ ０
ｎＬ

②在 Ｍ ｉｃｒｏｔｕｂｅ 管 内配制好上述反应体系 ， 在下述反应条件下进行逆转录 ：

反应温度反应时间


３ ７

°

Ｃ １ ５ｍｉｎ（逆转录 ）

８ ５
°

Ｃ５ｓ（逆转录酶失活 ）

４
°

Ｃ


反应结束


③ 将逆转录后的反应液加 ＲＮａｓｅＦｒｅｅｄＨ２０ 稀释 １ ０ 倍 。

３
）
Ｒｅａｌ

－

ｔｉｍ ｅＦ ｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
Ｑｕａｎｔ ｉｔｉｖｅＰＣＲ

（
１
） 主要试剂


仪器试剂


ｒｍ


逆转录试剂盒 Ｔａｋａｒａ 宝生物工程 （大连 ）有限公司

Ｓ ｔｅｐＯｎｅＰ ｌｕｓ
？

实时ＰＣＲ扩增仪Ａｐｐ ｌ ｉｅｄＢ ｉｏ ｓｙｓｔｅｍｓ

引 物


Ｉｎｖ ｉｔｒｏｇｅｎ ， 北京擎科生物科技有限公司

引物序列如下 ：



基因名称


引物序列


正义 弓 丨 物５
，

－ ＴＧＴＣＴＧＣＴＧＧＧＡＡＣＡＡＣＴＣＡＡ －

３
’

ＲａｔＰｌｇｆ



反义 引 物５
’

－

ＣＣＡＣＴＡＣＡＧＣＧＡＣＴＣＡＧＡＡＧＧ
－

３
’

正义 引 物５
’

－

ＣＴＡＴＧＡＧＧＧＴＴＡＣＧＣＧＣＴＣＣ
－

３
’

ＲａｔＢ－Ａ ｃｔｉｎ ，



反义 弓
丨 物５

，

－ ＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣＣＴ
－

３

’

（
２
） 操作步骤

① 将逆转录后的 ｃＤＮＡ 用 ＤＥＰＣ 水稀释 １ ０ 倍备用 ， 所有 ｃＤＮＡ 样本用 引物扩增均

需重复 ３ 次 。

② 配制 ２０ 吣 ｑＰＣＲ 反应体系 ， 在冰上操作 ：

ＳＹＢＲＰｒｅｍ ｉｘＥｘＴａｑＩ Ｉ １ ０ ． ０
 ＼

ｉＬ

Ｆｏｒｗ ａｒｄＰｒｉｍｅｒ ０ ． ８
 ｜

ｊＬ

ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ ０ ． ８
 ｜

ｊ ．Ｌ

ＲｏｘＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅ ０ ．４
 ｊ

ｊ ，
Ｌ

ｃＤＮＡ溶液 ２
ｎＬ

ｄＨ２Ｑ


６ ． ０

总体积 ２ ０
ｆ

ｉＬ

③ 在 ＳｔｅｐＯｎｅＰ ｌｕｓ

？
实时荧光定量 ＰＣＲ 扩增仪上设置两步法 ＰＣＲ 反应程序 。

过程


温度时间循环数

预变性 ９５ ． ０
°
Ｃ３ ０ｓ １

ＰＣＲ反应９ ５ ． ０
°

Ｃ５ ｓ４０

－

１ ８
－
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６０ ． ０
°

Ｃ３ ０ｓ

熔解曲线９ ５ ． ０
°

Ｃ １ ５ｓ

６０ ． ０
°

Ｃ１ｍｉｎ



９５ ． ０
°

Ｃ １ ５ｓ


④ １％琼脂糖水平凝胶电泳检验 ｃＤＮＡ 条带准确性 。

用 电子天平称取 ０ ．４
ｇ 琼脂糖粉末于锥形瓶中 ， 加入 ４０ｍＬ ＴＡＥ 缓冲液 ， 放入

微波炉 中小火加热 ２ｍ ｉｎ后取出 。待温度降至 ６ ５
°

Ｃ 左右 ， 加入 ４
ｐＬ１ ００００ｘ 的 Ｇｅ ｌＲｅｄ ，

混匀后迅速倒入装有凝胶托盘的制胶器中 ， 避免气泡 ， 插入 １ｍｍ 厚的 １ １ 齿试样

格 。 制胶器放在水平桌面上 ， 静置 ３ ０ ｍ ｉｎ 后 ， 竖直拔出试样格 ， 将凝胶从凝胶托盘

中推入电泳仪中 ， 凝胶孔
一

侧朝负极 ， 避免凝胶破碎 ， 倒入 ＴＡＥ 电泳缓冲液 ， 液面

稍稍没过凝胶即可 。 将 ｃＤＮＡ 和 Ｍａｒｋｅｒ 分别与 （ ６ｘ ）Ｌｏａｄ ｉｎｇ

Ｂｕｆｆｅｒ 混合均勾后上

样 ， 盖上 电泳仪上盖 ， 接入电流 ， 恒压 １ ００Ｖ ， ３ ０ｍ ｉｎ 。 电泳完后将凝胶放入成像仪

中 ， 在紫外灯光照射下拍照成像 ， 凝胶文件和 图像分析系统分析处理结果 。

４
） 数据计算采集 （

ＭＣ ｔ 法）

目 的基因扩增 ， 扩增和熔解曲线 ， 求得 Ｃ ｔ 值 ， 代入下列公式 ：

ＡＣｔ
＝Ｃ ｔ

目 的基 因
＿Ｃ ｔ

内 参基 因

ＭＣｔ
＝ＡＣ ｔ

实验组
＿

／＼Ｃ ｔ

对照组

基因相对表达量 ＝ ２

＿

ＡＡａ

３ ． 蛋 白质表达的原位检测－免疫组织化学染色

１
） 主要试剂

抗体来源及稀释浓度


 

ＩＨＣ 稀释比例

兔抗 ＣＫ７ 单克隆抗体Ａｂｅａｍ １ ：２０００

兔抗 ＰＬＧＦ 多克隆抗体


ＡＢ ｃ ｌｏｎａｌ



１ ：２００

其他


制造商


内源性过氧化物酶阻断剂 、 封闭用正常 山 羊

血清工作液 、 生物素标记 山羊抗兔 ＩｇＧ 聚合 北京中杉金桥生物技术有限公司

物 、 辣根酶标记链霉卵 白素工作液

柠檬酸缓冲液 北京中杉金桥生物技术有限公司

ＰＢ Ｓ 缓冲液粉末 北京中杉金桥生物技术有限公司

苏木素


珠海贝索生物技术有限公司

－

１ ９
－
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无水乙醇 、 ９５％乙醇北京化工厂

二 甲苯 北京化工厂

ＤＡＢ 显色试剂盒 北京中杉金桥生物技术有限公司

中性树胶 北京华 申康复器械有限公司

高压锅 广东顺发五金制 品有限公司

电磁炉 美的集团有限公司

免疫组化笔 北京中杉金桥生物技术有限公司

黑色湿盒


协力塑料制 品厂


２
） 实验步骤

（
１
） 大 鼠子宫和胎盘组织经固定 、 包埋 、 切片 、 烤片 、 二 甲苯脱蜡 、 梯度 乙醇水化至

ｄｄＨ２０ 中 ， 具体步骤详见大 鼠组织石蜡切片 内容 ；

（
２

）
抗原修复 ： ｐＨ ６ ． ０ 的 ｌ ｘ 柠檬酸缓冲液水浴加热至沸腾后 ， ９６－９ ８

°

Ｃ 煮片 ２０ ｍ ｉｎ ，

自然冷却至室温 。 ＰＢ Ｓ 涮洗切片 ３ 次 ， 每次 ５ｍｉｎ 。

（
３

） 猝灭 内源性过氧化物酶活性 ： 用免疫组化笔圈 出组织并滴加 内源性过氧化物酶

阻断剂 ， 室温孵育 １ ０ｍｉｎ 。 ＰＢ Ｓ 涮洗切片 ３ 次 ， 每次 ５ｍｉｎ 。

（
４

） 封闭 ： 用二抗种属来源的非免疫血清 （ 山羊血清 ） 室温封闭 ２ｈ 。

（
５

）
—

抗 ： 封 闭后直接把封闭液弃去 ， 不清洗 。 直接滴加
一

抗 ， 在 ３ ７
°

Ｃ 恒温箱中湿

盒 内孵育 ｌ ｈ 或 ４
°

Ｃ 过夜孵育 ， 恒温箱中加入水盘 ， 保持湿润防止干片 。 ＰＢ Ｓ 浸泡

切片涮洗 ３ 次 ， 每次 ５ｍｉｎ 。

（
６
）
二抗 ： 滴加辣根过氧化物酶标记的 山 羊抗兔 ＩｇＧ ， 室温孵育 ３ ０ｍ ｉｎ 。 ＰＢ Ｓ 涮洗

切片 ３ 次 ， 每次 ５ｍ ｉｎ 。

（
７

）
ＤＡＢ 显色 ： 将 ５０ 吣 试剂 １（ ＤＡＢ 浓缩液 ） 和 １ｍＬ 试剂 ２（ＤＡＢ 底物液 ） 混

匀 ， 配制成 ＤＡＢ 工作液 ， 滴加到组织表面反应 ５
￣

８ ｍ ｉｎ 。 组织反应部位产生棕黄色

沉淀物再用清水洗去显色液终止反应 。 ＤＡＢ 显色液配制好后避光保存 ， ６ ｈ 内使用 。

（
８
） 细胞核复染 ： 苏木精染液染色 ｌ ｍｉｎ ， 清水洗去残留染色液 ， 涮洗 ３ 次 。 在 １％

盐酸乙醇中分化 ２ｓ ， 清水涮洗 ３ 遍 。 １％氨水乙醇返蓝 ４０ｓ ， 清水涮洗 ３ 遍 。

（
９
） 脱水封片 ： ７５％乙醇 、 ９５％乙醇 Ｉ 、 ９５％乙醇 Ｉ Ｉ 、 １ ００％乙醇 Ｉ 、 １ ００％乙醇 ＩＩ 脱水 ，

二 甲苯 １ 、 １ １ 共透明 ３ 〇 １＾１１ ， 滴加 中性树胶封片 ［
４ ８

］

。

４ ． 检测蛋白质的表达含量－蛋 白兔疫印迹杂交

１
） 实验仪器及试剂


实验仪器及试剂


ｒｍ


ＲＩＰＡ裂解液 ＴｈｅｒｍｏＦ ｉ ｓｈｅｒＳ ｃ ｉｅｎｔｉｆｉｃ

ＰＭＳＦ 索莱宝生物科技有限公司

蛋 白酶抑制剂混合物


江苏凯基生物技术股份有限公司

－

２ ０
－
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蛋 白磷酸酶抑制剂索莱宝生物科技有限公司

甲醇 北京市通广精细化工公司

ＰＶＤＦ膜ＭｅｒｃｋＭ ｉ ｌ ｌ ｉｐｏ
ｒｅ

电泳槽 、 转印槽 、 厚滤纸等Ｂ ｉｏ －Ｒａｄ

杂交袋 北京欣经科生物技术有限公司

酶标仪上海宝予德科学仪器有限公司

高通量组织研磨器宁波新芝生物科技股份有限公司

ＢＣＡ蛋 白分析试剂盒 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳ ｃｉｅｎｔｉｆｉｃ

ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 凝胶配制试剂盒上海碧云天生物技术有限公司

５ 

ｘＬｏａｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ北京康为世纪生物科技有限公司

Ｐｒｅｓｔａｉｎｅｄ
ｐｒｏｔｅ ｉｎｌａｄｄｅｒＴｈｅｒｍｏＦ ｉｓｈｅｒ

电泳缓冲液 索莱宝生物科技有限公司

电转缓冲液 索莱宝生物科技有限公司

脱脂奶粉 内 蒙古伊利实业集团股份有限公司

通用型抗体稀释液苏州新赛美生物科技有限公司

ＴＢ ＳＴ 索莱宝生物科技有限公司

ＨＲＰ 山羊抗兔 ＩｇＧ武汉爱博泰克生物科技有限公司

ＥＣＬ 发光试剂盒苏州新赛美生物科技有限公司

凝胶文件和 图像分析系统北京赛智创业科技有限公司

抗体与稀释浓度


抗体


制造商


ＷＢ 稀释比例

兔抗ＰＬＧＦ多抗ＡＢｃ ｌｏｎａｌ １ ： １ ０００

Ｐ
－Ａｃｔｉｎ多抗 Ｐｒｏｔｅ ｉｎｔｅｃｈ １ ： ３ ０００

（
１
）５％脱脂奶粉

脱脂奶粉 １
ｇ

ＴＢ ＳＴ 缓冲液２０ｍＬ

溶解混匀使用 。

（
２

）ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 凝胶配制


配胶成分


１ ０％分离胶 （ｍＬ ）


５％浓缩胶 （ｍＬ ）

蒸馏水 ２ ． ７ ２ ． ７

３ ０％Ａｃｒ
－Ｂ ｉ ｓ（ ２９ ：１ ） ３ ． ３ ０ ． ６７

ｌＭ Ｔｒｉ ｓ（ ｐＨ８ ． ８ ） ３ ． ８—

ｌＭ Ｔｒｉ ｓ（ ｐＨ６ ． ８ ）



—



０ ５


－

２ １
－
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１ ０％ＳＤ Ｓ ０ ． １ ０ ． ０４

１ ０％过硫酸铵 ０ ． １ ０ ． ０４

ＴＥＭＥＤ


０ ． ００４


０ ． ００４


总计


１ ０


４


２
） 实验步骤

（
１

） 分离提取组织蛋 白

－

８ ０
°

Ｃ 冰箱 中取出冰冻的大 鼠子宫 ， 冰盒上切取 ５ ０ｍｇ 大 鼠子宫和胎盘组织放

在液氮中备用 。 将组织加入到含有 ５ ００
 ｜

ｉＬＲ Ｉ ＰＡ 裂解液和 ０ ． ５
ｐＬ（ １ ０００ｘ ）ＰＭ Ｓ Ｆ 和

０ ． ５ 卟 蛋 白酶抑制剂的 ２ｍＬ 螺 口 管 中 ， 高通量组织破碎器破碎组织 １ ｍ ｉｎ ， 然后

１ ２ ０００
ｇ ，４

°

Ｃ ， 离心 １ ５ｍｍ ， 吸取上清液于新的 １ ． ５ｍＬ Ｅ Ｐ 管 中 。

（
２

）
ＢＣＡ 法检测蛋 白质浓度

用 ＢＣＡ法测定蛋 白 质浓度 。 根据 ＢＣＡ蛋 白 定量检测试剂盒说明书 的操作步骤进

行下述实验 ：

① 用 ＰＢ Ｓ 将 Ｂ ＳＡ 充分溶解 ， 倍 比稀释成 ５ 个浓度梯度 的标准溶液 ， 最后
一

管不加

Ｂ ＳＡ ：２ｍｇ／ｍＬ 、 １ｍｇ
／ｍＬ 、 ０ ． ５ｍｇ

／ｍＬ 、 ０ ． ２ ５ｍｇ／ｍＬ 、 ０ ． １ ２ ５ｍｇ
／ｍＬ 、 ０ｍｇ／ｍＬ

；

② 按每个样 品 ２００
ｐＬ 的体积配制试剂 Ａ 和 Ｂ 的工作液 。 试剂 Ａ ：Ｂ＝ ５ ０ ： ｌ

；

③ 将混匀的工作液 以每孔 ２ ００
ｐ
Ｌ 体积加入到 ９６ 孔板 中 ， 并依次加入 ２

ｈＬ 不 同浓

度梯度的标准品溶液和待测蛋 白样 品 ， 充分混匀 ；

④ ３ ７
°

Ｃ 恒温箱孵育 ３ ０ ｍ ｉｎ ， 用酶标仪 ５ ６２ ｎｍ 波长测定吸光度 （ ＯＤ ） 值 。 制作 ＯＤ －

蛋 白浓度标准 曲线 （ 图 １
－２ ） ， 并据此来计算待测样品 的蛋 白 质浓度 。

２ ．５

２ ｖ 

＝
８ ． ６ ８９６ｘ

－

０ ． ７ ９ ８ １
＃

一 Ｒ
２
－ ０ ． ９９ ７ ５

舍
１ ． ５

一

Ｓ１ ．

．
．
？

ｍ？
，

０ ． ５ 離
？

？

鲁

。 

０ ０ ．０５０ ． １０ ． １ ５０ ． ２０ ． ２ ５０３０ ． ３ ５

ＯＤ值

图 １
－２ 蛋 白质浓度标准 曲线

（
３

）
蛋 白质变性 ：

根据得到的蛋 白 质浓度 ， 计算单位上样体积 （ ３ ５
Ｈ
Ｌ ） 内所需的蛋 白 质 的量 ， 加

－

２ ２
－
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入 ５ ｘ ｌ〇ａｄ ｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ ， 剩余体积用 ＰＢ Ｓ 缓冲液补足 ，

９ ５
°

Ｃ 水浴加热 １ ２ｍ ｉｎ 。

（
４
）
ＳＤ Ｓ

－ＰＡＧＥ 凝胶 电泳

① 根据试剂盒说明书配制胶块 ， 组装凝胶板水平放置并检查是否漏液 ， 待 １ ０％分

离胶加入后 １
－２ｍｉｎ 内缓慢倒入异丙醇液封 。 待分离胶充分凝固 ２０ｍｉｎ 后 ， 微

微倾斜缓慢倒 出异丙醇 ， 加入 ５％浓缩胶后立即插入 １ ． ０ｍｍ 的梳子 ， 补液打出

气泡 。 放置 ２０ｍ ｉｎ 凝固后 ， 竖直拔出梳子 ， 放入电泳槽中 ， 内槽缓慢加入电泳

缓冲液没过凝胶板 ， 外槽电泳液没过底部 电极线 ， 用微量移液器加入样品及预染

蛋 白 Ｍａｒｋｅｒ
（
５
ｎＬ ，含 ７ 叫 ５ ｘ ｌ〇ａｄ ｉｎｇ

ｂｕｆｆｅｒ 和 ２３ 叫 ＰＢ Ｓ 缓冲液 ）各 ３ ５ 吣 ， 勿打

出气泡 ；

② 连接电泳仪与 电泳槽 ， 恒压 ７０Ｖ ， 电泳 ３ ０ｍ ｉｎ 。 待蛋 白样品 电泳至分离胶后 ，

恒压 １ ００Ｖ ， 电泳 １ ． ５ｈ ， 待溴酚蓝电泳至凝胶底部时停止电泳
［
４６

］
；

③ 轻柔取下凝胶 ， 将浓缩胶切除 ， 并切除
一

角标记正反 ， 置于摇床蒸馏水中轻摇 ２

ｍｉｎ 洗去多余的盐分 ；

④ 裁剪适当大小 ＰＶＤＦ 膜浸没在 甲醇中活化 ３ ｍｉｎ ， 使 ＰＶＤＦ 膜带上 电荷 。 然后浸

入 电转缓冲液中平衡 １ ０ｍ ｉｎ
；

⑤ 按照海绵垫－滤纸－胶 －ＰＶＤＦ 膜 －滤纸－海绵垫的顺序组装夹子 。 用玻璃棒轻轻滚压

夹层避免 ＰＶＤＦ 膜和胶之间有气泡 ， 组装完成后置于电转槽中 。 胶靠近负极
一

侧 ， ＰＶＤＦ 膜靠近正极
一

侧 ， 倒入电转液没过夹子 ；

⑥ 将电转槽放入冰水混合物中 ， 连通电转槽与 电泳仪电源 。 恒流 ３ ００ｍＡ ， 电转 １

ｈ 〇

（
５
） 免疫杂交反应

① 将 ＰＶＤＦ 膜浸入 ５％脱脂奶粉中室温摇床封闭 ２ ｈ ， ＴＢ ＳＴ 清洗 ３ 次 ， 每次 ５ｍｉｎ
；

② 用抗体稀释液按
一

抗说明书建议比例稀释
一

抗 ， 和 ＰＶＤＦ 膜
一

同倒入抗体杂交

盒中 ， 浸没 ＰＶＤＦ 膜 ， ４

°

Ｃ 冰箱摇床孵育过夜 ， 或者室温摇床孵育 ２ｈ
；

③ ＴＢ ＳＴ 室温摇床轻摇清洗 ＰＶＤＦ 膜 ３ 次 ， 每次 ５ｍｉｎ
；

④ 用 ３％脱脂奶粉稀释的 ＨＲＰ 标记的 山 羊抗兔 Ｉ
ｇ
Ｇ 浸泡 ＰＶＤＦ 膜 ， 室温摇床轻摇

孵育 ２ｈ
；

⑤ ＴＢ ＳＴ 清洗 ＰＶＤＦ 膜 ３ 次 ， 室温摇床轻摇清洗 ， 每次 ５ｍ ｉｎ 。

（
６

）
显影

① 超敏 ＥＣＬ 发光试剂盒溶液 Ａ 和 Ｂ 以 １ ：１ 体积 比混合 ， 现用现配 ；

② 擦净暗盒 ， 夹起 ＰＶＤＦ 膜 ， 小心沥去表面液体 ， 平放在暗盒板上 ， 避免气泡 。 用

移液器将发光液均匀滴加至 ＰＶＤＦ 膜上 ；

③ 暗盒连接电脑显影软件系统 自 动曝光 ， 或依据发光亮度 ， 调节曝光时间并保存显

影图片 ；

④ 发光显色后 ， 用清水冲去 ＰＶＤＦ 膜上残余发光液 ， 室温晾干并保存在 自封袋中 。

－

２ ３
－
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（
６
） 凝胶图像分析

曝光显影条带拍照后进行灰度扫描分析 。 用 ｉｍａｇｅｊ 图像分析软件计算出 目 的蛋

白和 内参蛋 白 的灰度值 ， 并代入 以下公式 。

目 的蛋 白

目 的蛋 白相对表达量 ＝

内参蛋 白

５ ． 大鼠胎盘糖原差异性表达－ＰＡＳ 染色

１
） 实验仪器与试剂


实验仪器与试剂


制造商


无水乙醇北京化工厂

９ ５％乙醇北京化工厂

７５％乙醇 北京化工厂

二 甲苯 北京化工厂

ＡＢ －ＰＡＳ 染色试剂盒


北京索莱宝科技有限公司


２
） 实验方法

（
１
） 胎盘组织经常规固定 、 脱水 、 包埋 、 切片并脱蜡至水 ， 蒸馏水冲洗 ２ｍ ｉｎ 。

（
２
） 免疫组化笔圈 出组织 ， 并滴加阿利新蓝染色液染色 ２０ｍ ｉｎ 。 蒸馏水洗 ３ 次 ， 每

次２ｍ ｉｎ 。

（
３

）
放入氧化剂中室温氧化 ５ｍ ｉｎ 。

（
４

）
Ｓ ｃｈｉｆｆ Ｒｅａｇｅｎｔ浸染２０ｍ ｉｎ 。 弃去Ｓ ｃｈ ｉｆｆ Ｒｅａｇｅｎｔ ， 水洗１ ０ｍｉｎ 。

（
５

）
苏木素染色液染核 １ｍ ｉｎ 淡染 ， 水洗 ３ｍ ｉｎ 。

（
６
） 酸性分化液分化 ５ｓ ， 水洗 ３ｍ ｉｎ 。

（
７

）
Ｓｃｏｔｔ 蓝化液返蓝 ， 水洗 ３ｍ ｉｎ 。

（
８
） 常规 ７ ５％乙醇 、 ９５％乙醇 Ｉ 、 ９５％乙醇 Ｉ Ｉ 、 １ ００％乙醇 Ｉ 、 １ ００％乙醇 Ｉ Ｉ 梯度脱水 。

二 甲苯透明 ３ ０ ｍ ｉｎ ， 中性树胶封片 。

（
９

）
显微镜下观察切片并拍照记录 。

６ ． 统计学分析

用 Ｇｒａｐｈ ＰａｄＰｒｉ ｓｍ７ ．０ 软件系统分析数据 ， 实验数据用平均值±标准差作 图表示 ，

两组数据 比较用 ｔ 检验 （ Ｓｔｕｄｅｎｔ

’

ｓ ｔ
－

ｔｅ ｓｔ ） 检验其差异性 。 与对照组相 比 ， 户 ＜ ０ ． ０ ５ 记

为有差异统计学意义 ， Ｐ ＜０ ． ０ １ 记为差异有显著统计学意义 ， Ｐ ＜０ ． ００ １ 记为差异有

极显著统计学意义 。

－ ２ ４ －
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结果

１ ． 大鼠胚胎着床后短暂雌激素缺乏模型的建立

１ ） 大 鼠雌激素缺乏模型妊娠期雌激素的变化

实验组大 鼠在 见栓后 ＧＤ６ ． ５ 天开始灌 胃 三天雌激素抑制剂来 曲唑 ， 制造
一

个雌

激素短暂缺乏的效应 ， 并用 １ ７
（

３
－雌二醇 ＥＬ Ｉ ＳＡ 试剂盒检测大 鼠妊娠期雌二醇的外

周血清浓度 。 结果如下 图 １
－

３ ， 与对照组相 比 ， 实验组大 鼠在 ＧＤ ８ ． ５ 灌 胃三天来 曲

唑后 ， 雌激素血清的浓度 明 显升高减缓 （ ｐｏ． ｏ ｓ ） ， 而对照组在灌 胃 来 曲 唑溶媒羧 甲

基纤维素钠后 ， 雌激素血清浓度并无明显下降趋势 ， 反而随着妊娠天数的增加而升

高 。 这说明 实验组妊娠大 鼠在灌 胃 来 曲 唑后 ， 雌激素的合成受到 了抑制 ， 雌激素浓

度 明显下 降 ， 而在 ＧＤ ９ ． ５ 后 ， 雌激素浓度随着妊娠天数 的增加而轻微升高 ， 这说明

来 曲 唑灌 胃 建立大 鼠胚胎着床后雌激素短暂缺乏模型 已有 明 显抑制雌激素合成效

应 ， 模型建立成功 。

１ ００

９ ０－

＾８０－对照组

Ｅ

Ｇ ）７０ ■

 实验组ｈ

３６０
．ｙ

赠５０？Ｚ
蠢

４。
＿

 ｙ ｌ／
螌２ ０？ Ｔ ｊ，

^

〇
１？ ，ｔ ？

 ，

Ｇ Ｄ ５ ． ５Ｇ Ｄ ６ ． ５Ｇ Ｄ ７ ． ５Ｇ Ｄ ８ ． ５Ｇ Ｄ ９ ． ５

图 １
－３ 大 鼠胚胎着床后雌激素短暂缺乏模型妊娠期雌激素的变化结果

２ ） 大 鼠胚胎着床后雌激素短暂缺乏模型组织形态学结果

建立起大 鼠胚胎着床后雌激素短暂缺乏模型 ， 并在 ＧＤ １ ０ ． ５ 、 ＧＤ １ ３ ． ５ 、 ＧＤ ６ ． ５ 、

ＧＤ １ ９ ． ５ 取材大 鼠 的子宫和胎盘组织 。

解剖观察妊娠各个天数的大 鼠子宫形态 ， 取 ＧＤ １ ０ ． ５ 、 ＧＤ １ ３ ． ５ 、 ＧＤ １ ９ ． ５ 的子宫

进行拍照 。 由 下 图可 以看出 子宫外形随着妊娠天数的增加而逐渐变粗 ， 妊娠早期第

１ ０ ． ５ 天子宫呈粉红色且有弹性和靭性 。 妊娠中后期 ， 胎儿逐渐增大 ， 胎盘发育显著 。

相 比于对照组子宫 ， 实验组子宫外侧系膜连接的血管 出血量增 多 ， 血液呈暗红色 ，

－

２ ５
－
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子宫 内 胚胎透 明清晰可见 （ 图 １

－４Ａ ，
Ｄ ） 。 对 比观察实验组和对照组妊娠 中后期的

子宫发现 ， 实验组子宫颜色黯淡无光似缺血缺氧 （ 图 １

－４ Ｅ ，Ｆ ） ， 而对照组子宫颜色

深红且有光泽 （ 图 １
－４ Ｂ ，Ｃ ） 。

解剖 ＧＤ １ ９ ． ５ 的大 鼠子宫 ， 逐
一

测量胎盘长径 、 短径和厚度并称重 ， 如 图 １

－

５ 结

果显示 ，
Ｇ Ｄ １ ９ ． ５ 对照组 中 大 鼠胎盘表面光滑 ， 呈暗红色 ， 形态正常 ， 表面可见 明显

血管 ；
ＧＤ １ ９ ． ５ 实验组大 鼠胎盘较对照组胎盘长度宽度都有所增加 ， 体积增大 ， 部分

胎盘呈深暗红色 ， 表面可见血管明 显增 多增粗 。 与对照组胎盘重量
［

（ 〇 ．
４６２±０ ． ０４０

）ｇ ］

比较 ， 实验组胎盘重量
［

（ ０ ． ７ ８ ８士０ ． １ ０ １

）幻显著增加 （ 戶＜０ ． ０ ５ ） 。

ＧＤ １ ０ ． ５ Ｇ Ｄ １ ３ ． ５ Ｇ Ｄ １ ９ ． ５

？ＶＶ
■ＶＷ

图 １
－４ 大 鼠胚胎着床后雌激素短暂缺乏模型子宫形态

。 ． ８

？？ ？ ？ ？ ？ ？！
。 ４

．

＿
ｍ

賴一
Ｉ

＇士 一 ’

一
对照ｍ 实验ｍ

图 １
－

５ 大 鼠胚胎 着床后雌激素短暂缺乏模型在 Ｇ Ｄ １ ９ ． ５ 时胎盘 大 小重量

－

２ ６
－
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３ ） 大 鼠胚胎着床后雌激素短暂缺乏模型组织病理学结果

大 鼠子宫组织石蜡横切面切 片 Ｈ Ｅ 染色结果观察到 ， 在 Ｇ Ｄ １ ３ ． ５ 时 ， 对照组己

出现明 显 的胎盘迷路区结构特征呈绵密的 网状结构 ， 有大量分支的绒毛膜滋养层细

胞 ， 核仁 明显且数量变 多 ， 基质细胞排列紧密 ， 血窦发育充分 （ 图 １
－

６
－

１ Ａ ，Ｂ ） 。 而

实验组胎盘基质细胞排列不规则 ， 细胞核 固缩 ， 胞质 空泡化 ， 绒毛膜细胞分支较少 ，

排列杂乱无规则 （ 图 １

－

６ －

１ Ｃ ，Ｄ ） 。

在 Ｇ Ｄ １ ９ ． ５ 时 ， 对照组胎盘各分区结构清晰 明 显 ， 连接区可 见大小不
一

的滋养

层细胞 ， 主要为海绵滋养层细胞 ， 糖原细胞和滋养层 巨细胞消退少见 ， 母体区 见较

多糖原细胞 ； 迷路 区纹理清晰规整 ， 致密海绵状 ， 血窦致密发育充分 ， 可见母体红

细胞和胎儿红细胞充盈 ， 无坏死现象 （ 图 丨

－

６
－

２Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ 、 Ｄ ） 。 实验组胎盘连接区

除海绵滋养层细胞外 ， 滋养层 巨细胞多见 ， 并可见少量糖原细胞 ， 伴有少量纤维素

样沉积 ； 迷路 区绒毛间 隙加大 ， 血窦大小不
一

， 部分轻度扩张 ， 红细胞充盈减少 ，

有少量空泡化和坏死现象 （ 图 １

－

６
－２Ｅ 、 Ｆ 、 Ｇ 、 Ｈ ） 。 结果提示 ， 实验组胎盘连接区

呈现异常增生 ， 迷路区血流交换不足 ， 来 曲唑对着床后的短暂雌激素抑制可诱导胎

盘呈病理性增生 ， 影响 了妊娠晚期胎盘的发育 。

Ａ￥

、繊 Ｕ－

／
Ｄ

／Ｊ
＾－

Ｉ虐＃

图 １
－６ －

１ 大 鼠胚胎着床后短暂抑制雌激素合成后 ＧＤ １ ３ ． ５ 时胎盘的组织学 。

＊胎盘连接区 ， ＃胎

盘迷路 Ｒ ， 比例尺＝
１ ０ ０

｜

ｉｍ 。

－

２ ７
－
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＇

ｉ；

＇

 ｛ ｜ Ｖ ￥ 

＊

今
９
？ ，

■

 ，
霉

，
＊

＇ ■^

Ａ Ｂ

＊＃
ｃ °

Ｄ□ ４

Ａ
－

￣

 ，

ｍ＾． ｒ
－

４
＊

 ＊
． ．．

． ．

＇

＿一
！


叙？

？

Ｅ Ｆ
：

：

：

Ｗ Ｈ
？

／

Ｖ

＊＃Ｖ ？％，

Ｉ

：
．

□－

■

＊

１

 ．

＇

．

图 １

－

６
－

２ 大 鼠胚胎着床后短暂抑制雌激 素合成后 Ｇ Ｄ １ ９ ． ５ 时胎盘的组织学 。 Ｃ 、 Ｇ 分 别 是对照

组和实验组的胎盘连接区 （ 虚线框 ） 高倍视野 ，
Ｄ 、 Ｈ 分别是对照组和实验组的胎盘迷路 Ｋ

（ 实线框 ） 高倍视野 。

＊胎盘连接区 ； ＃胎盘迷路 区 ； 图 Ｂ 、 Ｆ 标尺＝４０ ０ 叫１１ ， 图 Ｃ 、 Ｄ 、 Ｇ 、 Ｈ

标尺＝

５ ０
 （

？ｕｒ ｉ 。

２ ．Ｐ＾
’

ｍ ＲＮＡ 在大 鼠胎盘组织中 的表达

１
） 核酸电泳条带验证

（
１

）
总 ＲＮＡ 完整性验证

大 鼠胚胎着床后雌激素短暂缺乏模型实验组和对照组 Ｇ Ｄ １ ０ ． ５ 、 Ｇ Ｄ １ ３ ． ５ 的子宫

和 Ｇ Ｄ １ ６ ． ５ 、 Ｇ Ｄ １ ９ ． ５ 实验组和对照组的胎盘组织提取总 ＲＮＡ 后 ， 并进行 １ ％琼脂糖

凝胶 电泳检验 ｍ ＲＮＡ 完整度 ， 结果如 图 １

－

７ ， 提取的 ＲＮ Ａ 有三条带 ， 最上面 ２ ８ Ｓ

条带的亮度大约是 １ ８ Ｓ 的两倍 ， 且第三条带最暗 ， 说明 ＲＮ Ａ 的完整性较好 ， 未发

生严重降解 。 且 ＯＤ ２ ６ ０ ／ＯＤ ２ ８ ０ 均大于 ２ ． ０ ， 表明提取的 ＲＮＡ 质量较好 ， 没有其他

蛋 白或酚类污染 。

ＨＢ
图 １

－７ 大 鼠Ｍ胎矜床后雌激素短暂缺乏模型子宫及胎盘总 ＲＮＡ 提取结果 。 左起 ： Ｍａ ｒｋｅ ｒ 、 对

照组 ＧＤ １ ０ ． ５ 、 实验组 ＧＤ Ｉ ０ ． ５ 、 对照组 ＧＤ １ ３ ． ５ 、 实验组 ＧＤ  １ ３ ． ５ 、 对照组 ＧＤ Ｉ ６ ． ５ 、 实验组

ＧＤ Ｉ ６ ． ５ 、 对照组ＧＤ Ｉ ９ ． ５ 、 实验组ＧＤ Ｉ ９ ． ５ 、 Ｍ ａｒｋｅｒ 。

－

２ ８
－
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（
２

＞
ｃ ＤＮＡ 扩增产物 目 的条带验证

总 ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡ 后 ， 加入设计的 引 物进行实时荧光定量 ＰＣ Ｒ 扩增 。 得

到 的扩增产物进行 １ ％琼脂糖水平凝胶 电泳 ， 结果如 图 １

－

８ 和 图 １

－

９ 。 图 １

－

８ 是设计

Ｐ ／ｇ／ 引 物扩增 出 的条带与 目 的 Ｐ ／ｇ／

＇

条带都在 １ ６％
ｐ 附近 ， 大小相近 ， 处于琼脂糖凝

胶相 同位置 ， 故可认定为扩增 出来的条带是 目 的 Ｐ ／＃条带 。 图 １
－９ 是设计 ｐ

－

ａｃ ｔ ｉ ｎ 引

物扩增 出 的条带 目 的 Ｐ
－

ａｃ ｔ ｉ ｎ 条带都在 １ ４ １ ｂ
ｐ 附近 ， 与 目 的基 因 ｐ

－

ａｃ ｔ ｉ ｎ 大小
一

致 ，

符合预期 。

图 １
－８ 大 鼠胚胎着床后雌激素短暂缺乏模型 ｃＤＮＡ 的 Ｐ／ｇ／

＇

引 物扩增结果 。 左起 ： 对照组

Ｇ Ｄ １ ０ ． ５ 、 实验组 ＧＤ Ｉ ０ ． ５ 、 对照组 Ｇ Ｄ １ ３ ． ５ 、 实验组 Ｇ Ｄ １ ３ ． ５ 、 对照组 Ｇ Ｄ １ ６ ． ５ 、 实验组

ＧＤ １ ６ ． ５ 、 对照组Ｇ Ｄ １ ９ ． ５ 、 实验组Ｇ Ｄ １ ９ ． ５ 、 Ｍ ａ ｒｋｅ ｒ 。

图 丨
－９ 大 鼠胚胎着床后雌激素短暂缺乏模型 ｃＤＮＡ 的 ｐ

－

ａ ｃ ｔ ｉ ｎ 引 物扩增结果 。 左起 ： Ｍ ａ ｒｋｅ ｒ 、

对照组 Ｇ Ｄ １ ０ ． ５ 、 实验组 Ｇ Ｄ １ ０ ． ５ 、 对照组 Ｇ Ｄ １ ３ ． ５ 、 实验组 ＧＤ １ ３ ． ５ 、 对照组 ＧＤ １ ６ ． ５ 、 实验组

Ｇ Ｄ １ ６ ． ５ 、 对照组ＧＤ １ ９ ． ５ 、 实验组ＧＤ １ ９ ． ５ 。

２
） 大 鼠胚胎着床后雌激素短暂缺乏模型子宫和胎盘 Ｐ／ｙｍ ＲＮＡ 的表达

如 图 １

－

１ ０ ， 扩增 曲 线为 Ｓ 型 ， 有 明 显 的 四个时期 ： 基线期 、 指数增长期 、 线性

－

２ ９
－
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增长期 、 平 台期 。 熔解 曲线呈现 ２ 个峰 ， 左边的是 目 的基因的峰 ， 右边是 ｐ
－

ａｃ ｔ ｉ ｎ 的

峰 ， 且峰值温度与 己知退火温度相符 ， 无 引 物二聚体或非特异性扩增产物 。 两 图说

明 引 物设计合理 ， 目 的基因扩增正常 ， ｑ
ＰＣ Ｒ 结果具有可信性 。

如 图 １

－

１ １ ， 大 鼠胚胎着床后雌激素短暂缺乏模型 ＧＤ  １ ０ ． ５ 子宫组织实验组 Ｐ ／ｇｆ

〇１ １１＞４八 相对表达量明显低于对照组 （ 戶＜０ ． ０ ５ ） ， 在 ０ ０ 丨 ３ ． ５ 、 ００ １ ６ ． ５ 、 ０ ０ 丨 ９ ． ５ 实验

组 Ｐ ／ｇ／ｍＲＮＡ 相对表达量明显高于对照组 （ 尸＜０ ． ０ ５） 。

Ａ ｉ ｒ

ｐ
ｂ ｆｃ ａ ｔＫｎ ＰＭＭ ｅ ｌ ｔ Ｃ ｕ ｒｖ ｅ

１
｜

］ ｉ 丨 Ｊ Ｂ Ｂ Ｋ Ｉ Ｓ Ｄ Ｉｆｔ

Ｃ
ｙ
ｔ ｌ ａ Ｖ ＼

^

ｍ ｓ？ ？ ｔ ｔ ｉｍ ？ｈ ｓ ｔｏ ｏｍ 丨

■ Ａ
Ｂ Ｂ＿ Ｃ＿ Ｄ＿ Ｅ＿ Ｆ

＿ Ｇ＿ Ｈ

—＿ ？ 〇 ：
）

■ Ａ＿ ８■ （ ：■ ［＞Ｈ Ｅ＿ Ｈ

图 １
－

１ ０ 大 鼠胚胎着床后雌激素短暂缺乏模型 ＧＤ Ｉ ９ ． ５ 胎盘 斤奶 ／？ 和 Ｐ ／ｇ／

＇

ｍ ＲＮＡ 的扩增 曲 线

和熔解 曲线图 。

■ 对照组

１ ． ４０「 ＊

Ｔａ 实验组

＿１ ． ２〇．

 ^

還ｌ ． ｏｏ．

‘＊＿

Ｓ０ ． ８０－Ｉ＾ｉｌ ｌ，

Ｇ Ｄ １ ０ ． ５Ｇ Ｄ １ ３ ． ５Ｇ Ｄ １ ６ ． ５Ｇ Ｄ １ ９ ． ５

图 １
－

１ 丨 大 鼠Ｍ胎沿床 丨
『１ 短钓抑制雌激素 合成妊娠组织 （ 子宫胎盘 ） Ｐ ／ｇ／ｍ ＲＮＡ 表达情况 。

＊ 实

验组与对照组 比较 ， Ｐ＜０ ． ０ ５ 。

－

３ ０
－
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３ ． 大 鼠着床后短暂雌激素缺乏模型 ＧＤ １ ３ ． ５ 和 Ｇ Ｄ １ ９ ． ５ 胎盘滋养层细胞侵袭结果

使用细胞角 蛋 白 ７
（
Ｃ ｙ ｔｋｏ ｅ ｒａ ｔ ｉ ｎ ７

，
ＣＫ ７

）
胎盘组织滋养层细胞的分子标记物进行

胎盘组织免疫组织化学染色 以观察滋养层细胞侵袭情况 。 结果显示 ， ＧＤ １ ３ ． ５ 时 ， 对

照组母体区血管 内 可见较 多空泡样滋养层细胞侵袭 （ 图 １

－

１ ２Ａ
，
ａ ）

； 实验组母体区未

见有滋养层细胞侵袭 （ 图 ｌ

－

１ ２Ｂ
，
ｂ ） 。 Ｇ Ｄ １ ９ ． ５ 时 ， 对照组母体区 见大量滋养层细胞侵

袭 ， 特别是血管周 围可 见较多 的滋养层细胞侵袭 （ 图 ｌ

－

１ ２Ｃ
，

ｃ ）
； 在实验组 ， 虽然母

体区可见滋养层细胞侵袭 ， 但数量少 ， 特别是血管周滋养层细胞少于对照组 （ 图 １

－

１ ２Ｄ
，
ｄ ） 〇

ＧＤ１３ ．５ＣＫ７

对 ：
〇

：
＇ｋ ，

￣ ．

 ■

＿＿賴、
．纖

ＭｊＷ

ＧＤ１９ ．５Ｃ Ｋ７

Ｉ ：ｎ ：Ａ

一」 ＞ ：

證賺
广 ．

，

＇ ．

．

． ：
：

ｖ

：

Ｗ ： ：
：

：

．

；

？

乂

－ －

＇ ｗｗｍ ：

图 １
－

１ ２ＧＤ １ ３ ． ５ 和 Ｇ Ｄ １ ９ ． ５ 时胎盘滋养层细胞侵袭情况 。 ａ ｂｅｄ 分别 为 Ａ ＢＣ Ｄ 红色虚线局部放大

图 。 Ａ ＢＣＤ的标尺＝
２ ０ ０

｜

ａｍ ， ａｂ ｅｄ标尺＝
１ ０ ０

（

ａｍ 。

－

３ １
－



中 国 医 学科学 院 北京 协和 医 学 院


颂士研 究 生 学位论 文

在大 鼠胎盘发育过程中 ， 来源于滋养层祖细胞的 四种滋养层细胞包括滋养层 巨

细胞 （ ｔｒｏｐ
ｈｏｂ ｌａｓ ｔ

ｇ ｉ ａｎｔ ｃｅ ｌ ｌ ｓ ） 、 海绵滋养层细胞 （ ｓｐｏｎｇ ｉ ｏ ｔｒｏｐ
ｈｏｂ ｌａｓ ｔ ｃｅ ｌ ｌ ｓ ） 、 糖原细胞

（ ｇ
ｌ ｙｃｏｇｅｎ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ） 和侵入性滋养层细胞 （ ｉ ｎｖ ａｓ ｉ ｖｅ ｔ ｒｏ

ｐ
ｈｏｂ ｌ ａ ｓ ｔ ｃｅ ｌ ｌ ｓ ）

， 分别行使不 同 的

功能 。 其中 ， 空泡样糖原细胞于妊娠中期开始 出现 ， 表现为显著的蓄积糖原 ， 细胞

呈空泡样 ， 最终特化为
一

类侵入性滋养层细胞 ， 可侵入子宫系膜三角 区 ， 位于血管

之间 ， 在子宫螺旋动脉重塑中 发挥关键作用 。 我们对 ＧＤ １ ９ ． ５ 的大 鼠胎盘组织做 了

阿利新蓝－过碘酸 －雪夫染色对胎盘组织中 的糖原进行染色标记 。 结果显示 ， 对照组

胎盘连接区仅少量空泡样糖原细胞 （ 图 Ｍ ３Ａ ，ａ ） ， 实验组大 鼠胎盘连接 区空泡样

糖原细胞明显高于对照组 ， 母体 区糖原细胞数量减少 ， 提示实验组胎盘连接区空泡

样滋养层细胞 出现异常 蓄积 。

．
． ７ Ｉ ：

心
？

对 ：

， 丨 １ ．遍 、遞細
，

图 １
－

１ ３ 大 鼠胚胎着床后雌激素短暂缺乏模型胎盘糖原表达结 果

４ ．Ｐ ｌｇ ｆ 蛋 白在大 鼠胚胎着床后雌激素短暂缺乏模型 中 的原位表达

为 了进
一

步 明确 Ｐ ｌ

ｇ
ｆ 蛋 白 在大 鼠胎盘组织中 的 区域性表达及细胞表达情况 ， 我

们用 免疫组织化学方法检测胎盘 Ｐ ｌ

ｇ ｆ 蛋 白 原位表达情况 （ 图 １

－

１ ４ ） 。 对照组 中 ， Ｐ ｌ

ｇ
ｆ

＇

蛋 白 以迷路区表达 为主 ， 迷路 区 合体滋养层细胞胞浆 中可见棕褐色颗粒 ， 连接区滋

－

３ ２
－
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养层细胞胞浆 中仅见少量棕褐色颗粒 。 实验组中 ， 不仅迷路区合体滋养层细胞胞浆

中 见大量棕褐色颗粒 ， 连接区滋养层细胞特别是滋养层 巨细胞胞浆 中可 见丰富的棕

褐色颗粒 。

＊
＇

社
：

－＞

＇

＂

Ｖ
＇

， ７
＇ ■

，


■

、

‘

囚 ：

， ．

．
．

 ．

 ？

－
、



＇

． ＾ｖ ．
％ ．Ｖ

．

ｒ ；

□
； ；

麗遞為 ＇ ：
麵遽

图 １
－

１ ４ 大 鼠胚胎着床后雌激素短暂缺乏模型 ＧＤ １ ９ ． ５ 胎盘 Ｐ ｌ ｇ
ｆ 蛋 白表达免疫组织化学方法检

测结果 。 Ａ 、 Ｄ 分别是对照组和实验组的胎盘 Ｐ ｌ

ｇ
ｆ 免疫组织化学染色结果 ， 其 中 Ｂ 、 Ｅ 分别是

对照组和实验组的胎盘连接区高倍视野 （ 虚线框 ） ， Ｃ 、 Ｆ 分别是对照组和实验组的胎盘迷路 区

高倍视野 （ 实线框 ） 。

＊
， 胎盘连接 区 ；

＃ ， 胎盘迷路区 ； 图 Ａ 标尺＝
２０ ０ 网 ，

Ｄ 标尺＝４００ 叫 ，

图 ＢＣＥＦ 标尺＝

５ ０ 叫１ ？

５ ．Ｐ ｌ

ｇ
ｆ 蛋 白质在大 鼠胚胎着床后雌激素短暂缺乏模型中 的表达变化

Ｇ Ｄ １ ９ ． ５ 月台盘组织 中 Ｐ ｌ

ｇ
ｆ 蛋 白 的 Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎＢ ｌ ｏ ｔ 结果显示 ， 实验组 中雌激素抑制 齐 １

Ｊ

处理后 ｌｇ ｆ 蛋 白相对表达量较对照组明显升高 （ Ｐ＜ 〇 ． 〇 ５ ， 图 １
－

１ ５ ） ， 说明在妊娠后

期 ，
Ｐ ｌ

ｇ
ｆ在蛋 白 质翻译水平表达 明显增高 。

０ ． ８
「

＊

： ： ：＿
ｐ ，Ｏ Ｆ

ｒ
． ５ ．

＊＿
－
－－１

丨丨 ：

｜
对 照 纽 实验组 〇 ＿ １

对照组实验 组

图 １
－

１ ５ 大 鼠胚胎着床后雌激素短暂缺乏模型胎盘 Ｐ ｌｇ ｆ 蛋 白表达结果 。

＊与对照组 比较 ，

Ｐ＜０ ． ０ ５

－

３ ３
－
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讨论

在第
一

部分的研究中 ， 通过在大 鼠妊娠胚胎着床后短暂抑制 了雌激素的生物合

成 ， 我们成功建立了大鼠胚胎着床后雌激素短暂缺乏模型 。 在大 鼠胚胎着床后雎激

素短暂缺乏模型中 ， 我们用酶联免疫吸附测定法检测到 了外周血中雌激素合成的减

少 ， 模拟 了 正常孕妇受精卵着床后雌激素不足可能会对妊娠结局带来的影响 。 胎盘

是高度特化的妊娠期器官 ， 胎盘的生长和功能得到精确的调节和协调 ， 以确保母体

和胎儿循环系统之间养分和废物交换得 以最大程度地发挥作用 ， 支持胎儿的正常生

长发育 ［
４９

］

。 胎盘正常功能的行使有赖于正常的形态结构 ， 在着床后胎盘形成前短暂

雌激素减少 ， 尽管不影响胚胎着床及胎 鼠在宫 内 的发育 ［
３ Ｇ

］

， 但组织学观察显示胎盘

的连接区及迷路区细胞及组织结构发生了变化 ， 提示 己经影响 了胎盘的形态和功能 。

在大 鼠胚胎着床后雌激素短暂缺乏模型 中 ， 我们通过观察妊娠早 中晚期子宫的状态

和妊娠晚期胎盘的形态 ， 发现在大 鼠妊娠胚胎着床后雌激素的短暂缺乏会引 起妊娠

后期胎盘的发育不足 ， 主要表现是胎盘大小和重量的 明显增加 。 其次在解剖胎盘过

程中 ， 我们发现了胎盘不仅重量大小增加 明显 ， 而且子宫系膜 以及胎盘 内 的血管形

态也发生了 改变 ， 相 比于正常对照组 ， 胎盘的血管 明显增粗 ， 且血流量增大 ， 血液

呈深红色 。 这提示我们去探索与胎盘滋养层细胞生长和血管发生等生理过程相关的

因子 ， 如血管 内皮生长因子 （ＶＥＧＦ ） 、 血管 内皮生长因子受体 １（ Ｆ ｌ ｔ ｌ ） 、 胎盘生长

因子 （ ＰＬＧＦ ） 等 ， 又因胎盘生长因子主要是 由合体滋养层细胞合成 ， 可与位于滋养

层细胞和血管 内皮细胞表面的酪氨酸酶受体结合 ， 对滋养层细胞功能有 自 分泌作用 ，

并且对血管生长有旁分泌作用 ， 与我们解剖 出 的胎盘表型相
一

致 ， 这提示我们胎盘

滋养层细胞的过度增殖和血管的过度新生可能与胎盘生长因子的合成有关 。

本研究采用来 曲唑灌 胃 在大 鼠胚胎着床后短暂抑制体 内雌激素合成 ， 可 以导致

孕晚期胎盘增生肥大及胎盘组织中 Ｐ ｌｇｆ 的升高 。 从 ｍＲＮＡ 转录水平来看 ， 妊娠前

期 Ｐ ｌｇｆ表达较低 ， 而对照组表达较高 ， 随着妊娠天数的增加 ， 实验组大 鼠 尸／ｇ／

■

基因

表达明显上升 ， ｍＲＮＡ 相对表达量高于对照组 ， 差异有统计学意义 （ Ｐ＜〇 ． 〇５ ） 。 从蛋

白质翻译水平来看 ， 与对照组相 比 ， 实验组大 鼠胎盘 Ｐ ｌ
ｇ
ｆ 蛋 白表达也有所升高 ， 差

异有统计学意义 （ Ｐ＜〇 ． 〇 ５ ） 。 ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅ ｒｎＢ ｌｏｔ 结果提示我们 ， 大 鼠妊娠早期胚

胎成功着床后 ， 此时雌激素短暂缺乏会导致妊娠后期胎盘异常增生 、 新生血管异常 ，

这都与胎盘生长因子的相对表达量升高有关 。 提示妊娠早期雌激素的波动对妊娠后

期胎盘生长因子的表达有调控效应 。

ＰＬＧＦ 是在母体循环中鉴定 出 的血管生成因子 ， 属于 ＶＥＧＦ 家族 ， 直接和间接

机制发挥其血管生成作用 ， 并且是诊断和处理胎盘疾病的关键生物标志物 ［
４ １

］

。 在正

常妊娠时 ， 血清 ＰＬＧＦ 的 中值水平与胎龄呈曲线关系 ， 随着孕早期和孕中期的增加 ，

－

３ ４ －
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达到最高水平 ， 并在整个妊娠过程中维持其含量处于
一

定的生理水平 ， 对胎盘内 的

血管形成和胚胎发育起重要作用 ， 至孕晚期时随着胎盘功能老化 ， ＰＬＧＦ 水平明显

下降 ［
５ Ｑ

，

５ １
］

。 有研究显示 ， 人胎盘缺氧 ／缺血区域中特别是具有特征性
“

缺氧 ／缺血性改

变 （ Ｈ ＩＣ ）
”

绒毛的滋养层细胞中 ＰＬＧＦ 表达增加 ［
５＼ 免疫组织化学结果显示 ， 大 鼠

胚胎着床后胎盘开始形成前 ， 短暂抑制雌激素合成 ， 会使妊娠晚期胎盘中 的 Ｐ ｌｇｆ表

达明显升高 ， 尤其是在胎盘迷路区和连接区的滋养层细胞中大量表达 ， 而对照组中 ，

Ｐ ｌｇ
ｆ蛋 白 以迷路区表达为主 ， 迷路区的合体滋养层细胞胞浆中可见棕褐色颗粒 ， 连

接区滋养层细胞胞浆中仅见少量棕褐色颗粒 。 结合组织学结果 ， 提示实验组孕晚期

胎盘可能是 由于缺血缺氧导致滋养层细胞代偿性増生并促使 Ｐ ｌｇｆ大量表达 。 胎盘生

长因子的过度表达会导致表皮血管在大小 、 数量 、 分支结构上持续增加 ， 并且血管

的通透性也会有所增加 ； 同时 ， 过多的 Ｐ ｌｇｆ蛋 白 的表达促使胎盘血管增粗 ， 血流量

增多 ， 胎盘滋养层细胞过度增殖异常侵袭 ［
５ ３

］

， 导致胎盘体积质量增加 ， 出现病理胎

盘 ， 影响母体和胎儿营养物质和废物的运输 ， 从而影响胚胎生长发育 。 推测胎盘肥

大的 内部原因是大 鼠早期妊娠雌激素合成过程成功被抑制 ， 较少的雌激素与雌激素

受体结合发挥作用 ， 导致下游信号的抑制 ， 大鼠胚胎生长发育所需营养物质难以维

持 ， 使得滋养层细胞过度增殖 、 血管 内皮细胞过度增生代偿提供养分 。 想要深入了

解雌激素调控 Ｐ ｌｇｆ 的表达机制 ， 还需要进
一

步的科学实验验证 。

ＰＡＳ 糖原染色提示 ， 着床后短暂抑制雌激素合成 ， 可 以导致胎盘连接区空泡样

糖原细胞增多蓄积 ， 这也侧面印证 了滋养层细胞的异常增殖和病理性胎盘的发生发

展与糖脂相关代谢途径有着密不可分的联系 。 这提示我们糖脂代谢途径可能参与到

病理胎盘形成过程中 ， 糖脂能量代谢对于胎盘的生长发育有重要作用 。

综上 ， 本研宄在大 鼠胚胎着床后短暂抑制体 内雌激素合成 ， 初步揭示了孕早期

一

过性雌激素水平降低能够导致孕晚期胎盘增生肥大并促使 Ｐ ｌｇｆ蛋 白异常表达 ， 为

雌激素对妊娠影响的具体作用机理提供了新的依据和研宄线索 。 并且本研究证实了

胎盘生长 因子是 引 起大 鼠妊娠后期胎盘滋养层细胞异常增生及血管 内 皮细胞过度

增殖的原 因之
一

。 同时发现 ， 胎盘异常增殖与能量代谢也有
一

定的关系 。 众所周知 ，

胎盘缺血缺氧导致滋养层细胞增生及血管 内皮细胞损伤是妊娠高血压疾病重要的

病理学改变 ［
５４

］

， 我们的大 鼠胚胎着床后雌激素短暂缺乏模型研究也为深入了解妊娠

高血压等疾病提供了理论帮助和支持 。

－

３ ５
－
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小结

１ ． 大 鼠胚胎着床后断在抑制雎激素短暂缺乏模型 ， 可导致孕晚期胎盘肥大 ， 在

胎盘形成过程中滋养层细胞侵袭能力减弱 ， 大 鼠胎盘连接区空泡样糖原细

胞出现蓄积 ， 提示孕早期雌激素水平降低可影响滋养层细胞功能 。

２ ． 大 鼠胚胎着床后给予来 曲唑短暂抑制雌激素合成可导致孕晚期 Ｐ ｌｇｆ 表达升

高 ， 提示孕早期雌激素水平降低影响孕晚期胎盘功能 。

－

３ ６ －
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第二部分 Ａｎ
ｇｐ ｔｌ８ 对滋养层细胞增殖迁移侵袭的影响

前言

胎盘是
一

个短暂的器官 ， 在维持妊娠和支持胎儿生长和营养方面起着关键作用

［
５ ５

，
５＼ 胎盘上皮 由滋养层细胞组成 ， 滋养层细胞是胚胎发生过程中最先分化的细胞

类型 ， 并最终分化成具有独特功能的异质细胞群 ， 这些细胞对胎盘发育至关重要 ［
５７

］

。

我们 的部分结果提示在着床后 ， 雌激素短暂缺乏 ， 会导致滋养层细胞功能受到影响 ，

同时 ， 对于雌激素 引 起滋养层细胞功能改变的可参考文献及研宄结果较少 ， 所 以 ，

为 了进
一

步探究背后的机制 ， 我们利用芯片检测进行 了生物信息学分析 。

表达谱芯片是人类基因组研究项 目 中常用 的
一

种技术 。 表达谱芯片是通过与 已

知序列核酸探针杂交进行核酸序列测定的方法 。 当含有数千个 ＤＮＡ 或寡核苷酸的

ＤＮＡ 芯片杂交到标记样品时 ， 可以大规模地高效分析基因表达 、 ＤＮＡ测序 以及 ＤＮＡ

突变和多态性 ［
５ ８

］

。 因此我们使用 了表达谱芯片的方法对大 鼠胚胎着床后雌激素短暂

缺乏模型 ＧＤ ８ ． ５ 子宫组织进行 了检测 。 差异基因 Ｇ？ 分析提示差异基因功能主要 以

糖脂代谢、 细胞增殖等相关 ， 涉及办职淑、 ｉｇ／
＆ｐ５ 、 Ｑｒ ７ 、 户＃ ３ 等基因 。

血管生成素样蛋 白质 （ＡＮＧＰＴＬ ｓ ） 是 由 ８ 个成员 （ ＡＮＧＰＴＬ １
－

８ ） 组成的
一

组分

泌糖蛋 白 。 ＡＮＧＰＴＬ １
－

７ 共有共同结构 ， 具有不同 的功能 ｆ＇ＡＮＧＰＴＵ 和 ＡＮＧＰＴＬ４

蛋 白彼此高度同源 ， 在不同营养状态下
一

同调节脂质代谢 。 ＡＮＧＰＴＬ ８ 是
一

种 ２２ ｋＤａ ，

含有 １ ９ ８ 个氨基酸的蛋 白质 ， 由于缺少 ＡＮＧＰＴＬ １
－７ 共有的共同结构 Ｎ 端类纤维蛋

白原结构域 ， 而不同于 ＡＮＧＰＴＬ 家族的其他成员 另
一

方面 ， ＡＮＧＰＴＬ ８ 通过显

示与 ＡＮＧＰＴＬ ３ 和 ＡＮＧＰＴＬ４蛋 白 的 Ｎ 端结构域的 同源性来表现其家族关系 ， 并表

现 出 与这两种蛋 白质功能的相似性 ， 可与脂蛋 白脂酶 （ ＬＰＬ ） 结合并调节甘油三酯

代谢 。 因此 ， ＡＮＧＰＴＬ ８ 被认为是在 ＡＮＧＰＴＬ 家族里
一

种新颖但非典型的成员并且

在脂质代谢中发挥作用 的蛋 白质 ［
６ １

］

。 此外 ， 关于 ＡＮＧＰＴＬ ８ 在 Ｐ 细胞增殖中 的作用

的长期争议 ， 引起了许多研究人员对 ＡＮＧＰＴＬ ８ 对 Ｐ 细胞扩张和胰岛功能的影响研

究 ［
６２

］

。 虽然 ＡＮＧＰＴＬ ８ 无法控制 Ｐ 细胞扩张和胰岛功能 ， 但 ＡＮＧＰＴＬ ８ 由于其独特

的结构和对脂质代谢的关键作用 。 找不到令人信服的证据支持 ＡＮＧＰＴＬ ８ 对 ｐ 细胞

复制 的直接影响 ［
６ ３

］

， 因此 ＡＮＧＰＴＬ ８ 不被视为糖尿病干预的可能 目 标 。 然而 ， 许多

流行病学研宄表明 ， 外周循环中 的 ＡＮＧＰＴＬ ８ 水平在代谢性疾病 ， 包括糖尿病 、 月巴

胖症和代谢综合征中发生变化 ［
６４ ］

。 调节 ＡＮＧＰＴＬ ８ 的表达可能成为使脂质和葡萄糖

代谢紊乱正常化的
一

种新途径 ［
６ ５

］

。 晚发型高血压 、 糖尿病 、 肥胖等都是子痫前期的

危险因素 ， 而且正常妊娠时孕妇某些代谢性改变如
一

定程度的胰岛素抵抗 、 高脂血

－

３ ７
－
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症或炎症反应性上调等也与子痫前期相伴 ［
６ ６

］

。

一

项包括 ２ ７２０ 名 孕妇的荟萃分析报

告显示 ， 高甘油三酯血症与子痫前期相关 ， 同时有研究显示孕晚期诊断的子痫前

期常伴有孕 中期高甘油三酯血症 ， 并猜测高甘油三酯血症参与子痫前期发生的过程

［
６ ８

］

。 脂肪酸对于胎儿胎盘的生长和发育至关重要 。 孕妇脂肪酸及其代谢产物通过支

持细胞生长和发育 ， 细胞信号传导 以及调节结构和功能过程的其他关键方面 ， 参与

妊娠的每个阶段 。 因此 ， 我们推测 Ａｎｇｐ ｔ ｌ ８ 可能通过调节脂代谢影响滋养层细胞的

功能 。

为 了进
一

步研 究 Ａｎｇｐ ｔ ｌ ８ 与滋养层细胞之间 的调控关系 ， 我们利用重组蛋 白

Ａｎ
ｇｐ

ｔ ｌ ８ 干预人绒毛膜滋养层细胞的生长特性 ， 并且在游离脂肪酸产物油酸或软脂

酸存在 的情况下验证是否会恢复滋养层细胞原来的特性 ， 从而证明 Ａｎｇｐ ｔ ｌ ８ 蛋 白通

过结合脂蛋 白脂肪酶 （ Ｌ ＰＬ ） 促进甘油三脂的 分解参与到滋养层细胞的特性改变过

程中 ， 进而深入研究滋养层细胞 中 能量代谢复杂 的调控网络机制 。

／／／Ｓｌｒｅｓ ｔｓ Ｆｅｅｄｉｎｇ Ｆ ａ ｉｓＵｎｎ ／ ｊ

ｉ ｉ ｉ著

ＡＭＰＫ ｌ ｉｍ ｉ ｌｍ ＧＣ ｆ／ｊ

ｒＷ
—

＾／Ｉ／


^

Ｊ
／ ｙ ＼

／Ｔ
．

＾
＾

＾  ’ Ｉ ． ｉｐ ｉｄｓ ａｃｃｕｍｕＵｕ ｏｎ ｊ

ｂ，＾ Ｊ

图 ２ －

１Ａｎｇｐ ｔ ｌ ８ 代谢调控机制 图

－

３ ８
－
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材料方法

１ ． 大鼠雌激素短暂缺乏模型子宫妊娠相关基因的差异性表达－表达谱芯片检测

１
） 实验仪器与试剂


实验仪器与试剂


制造商


医疗器械上海医疗器械 （集团 ） 有限公司手术器械厂

碘伏 北京四环卫生药械厂有限公司

７５％酒精消毒液 山 东利尔康医疗科技股份有限公司

非吸收性外科缝线扬州环宇医疗器械有限公司

医用缝合针上海仓松医疗器械有限公司

异氟烷麻醉机北京吉安得尔科技有限公司

医用棉棒 耐特伟业 （
北京 ）科技有限公司

生理盐水石家庄四药有限公司

ＲＮａｓｅ
－ｆｒｅｅＥＰ管Ａｘｙｇｅｎ

２
） 实验步骤

（ １ ） 样本收集及分组

大 鼠交配前
一

周对
一

侧输卵管进行结扎手术 。 给大 鼠剃毛 ， 喷洒酒精 ， 在大 鼠

背部脊柱中下部左右两侧各开
一

个 口子 ， 剪开表皮和 内层结缔组织 ， 找到 白色脂肪

组织 ， 轻轻拖拽出卵巢和子宫 ， 在输卵管位置用 医用手术缝合线结扎并剪断部分输

卵管 ， 然后将子宫和卵巢塞进大 鼠体内 ， 缝合伤 口 ， 抹上碘伏消毒 。

大 鼠进行手术后 ， 伤 口恢复
一

周基本愈合之后 ， 开始进行交配 。 晚 ８ 点 ， 雌雄

大 鼠 以 １ ：１ 的 比例合笼 ， 次 日 见阴栓为妊娠标志 ， 记为妊娠第 ０ ． ５ 天 （ ＧＤ０ ． ５ ） 。

实验组大 鼠 （ ｎ
＝

３ ） 交配后的 ＧＤ６ ． ５ ，ＧＤ７ ． ５ ，ＧＤ ８ ． ５ 灌 胃给药来 曲唑 ， 对照组大 鼠

（ ｎ
＝

３ ） 交配后的 ＧＤ６ ． ５ ，ＧＤ７ ． ５ ，ＧＤ ８ ． ５ 灌 胄来 曲唑溶媒羧 甲基纤维素钠 。 取材大

鼠 ＧＤ ８ ． ５ 子宫组织 ， 取材器械提前高温 １ ８ ０
°

Ｃ烘烤灭活 ＲＮＡ 酶 。 实验组 （ ｎ
＝

３ ） 妊

娠
一

侧子宫胚胎 （ ＦＲ ） 和结扎
一

侧子宫 （ ＦＬ ） 分别装到 ＲＮａｓｅ
－Ｆｒｅｅ ＥＰ 管中 。 结扎

一

侧子宫 （ ＦＬ ） 作为非妊娠子宫代表着床后雌激素短暂降低对机体子宫产生的影响 ，

未结扎
一

侧的子宫为成功妊娠的子宫妊娠相关组织 ， 代表着床后雌激素短暂降低对

子宫 、 蜕膜组织和胚胎产生的影响 。 对照组 （ ｎ
＝

３ ） 也分为妊娠子宫胚胎组 （ ＣＦＲ ）

和非妊娠子宫组 （ ＣＦＬ ） 实验取材部位分组如下 图所示 ：

－

３ ９
－
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对照组实验组

／ＺＯ 、

图 ２
－

２ 大 鼠 Ｇ Ｄ８ ． ５ 子宫取材位置示意 阁

（ ２ ） 基因芯片实验

委托上海殴 易 生物 医学科技有限公 司 进行检测 。 方法简述如 下 ： 提取组织总

ＲＮＡ ， ＲＮＡ 质量检测 ， 逆转录合成 ｃＤＮＡ 。 样本标记完 Ｃｙａｎ ｉ ｎ ｅ
－

３
－ＣＴ Ｐ

（
Ｃｙ３ ）焚光后 ，

进行芯片杂交 、 洗涤及扫描获得原始数据 。 对芯片进行质控和预处理 ， 并统计检 出

率 ， 进行样本间相关性分析及主成分分析使数据标准化 。 过滤探针与检 出 数据 ， 用

Ｔ 检验方法筛选差异 ｍ ＲＮＡ ， 以基因表达量上或下 调 ２ 倍 以上的变化值为标准筛选

出差异基因 。 对筛 出 的基因进行散点 图 、 火 山 图和聚类图绘制 ， 然后进行 ＧＯ 富集

分析 、 Ｋ ＥＧＧ 富集分析和 聚类分析 ， 来判断差异基因影响 的主要信号通路或生物学

功能 。

〇 ￡沉 〇伽 丨 （＾ （
〇〇

）数据库
＿ ７ （ ）

】提供 了专业的术语来定 义基因产物的属性 ， 对差

异基因进行 ＧＯ 分析 ， 从而对这个基因 的功能进行描述 。 它包含三大类 ： 生物学过

程 （ Ｂ ｉ ｏ ｌ ｏｇ ｉ ｃ ａ ｌＰ ｒｏ ｃ ｅｓ ｓ ，Ｂ Ｐ ） 表示
一

个分子活动事件 的过程 ， 包括细胞 、 组织 、 器官

和 物种 的功 能集合 ， 往往 也是和 实验研 宄 问题关联程度最高的
一

类 ； 细胞组 分

（ Ｃ ｅ ｌ ｌ ｕ ｌ ａ ｒＣ ｏｍ
ｐ
ｏｎ ｅ ｎ ｔ ， ＣＣ ） 代表细胞或其所处的外 界环境 ； 分子功能 （ Ｍ ｏ ｌ ｅｃ ｕ ｌ ａ ｒ

Ｆ ｕｎ ｃ ｔ ｉ ｏｎ ，Ｍ Ｆ ） 是描述在分子水平上基因产物的活性元件 。

２ ．ｑ
ＰＣ Ｒ 检测大 鼠子宫差异基因 的相对表达

１
） 基因名称及 引物


基因名称


引物序列


Ｒ ａ ｔ
ｆｔ

－Ａ ｃ ｔ ｉｎ正 义 引 物 ５

，

－ ＣＴＡＴＧＡＧＧＧＴＴＡＣＧＣＧＣＴＣＣ －

３

，

－

４ ０ －
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

反义引物


５

，

－

ＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣＣＴ
－

３
’

正义 引物 ５

，

－ＣＣＣＴＧＣＧＡＣＧＡＧＡＡＡＧＣＴＣ －

３

，

ＲａｔＩｇｆｂｐＳ



反义 引物


５ 

＾ＴＣＴＴＴＴＣＧＴＴＧＡＧＧＣＡＡＡＣＣＣ －

３
ｆ

正义 弓 Ｉ 物 ５

，

－ＣＡＧＧＴＧＴＧＣＴＴＣＴＧＣＣＡＡＧＡＴ－

３ 

’

ＲａｔＣｃｒ ７



反义引物


５ 

’

－ＧＧＴＡＧＧＴＡＴＣＣＧＴＣＡＴＧＧＴＣＴ－

３
，

正义 弓
丨 物 ５

，

－

ＣＣＡＣＣＴＣＴＴＧＴＧＧＧＣＴＣＴＣＡＣ
－

３

’

Ｒａｔ Ａ ｎｇｐ ｔｌ８



反义 引 物


５

，

－ ＴＣＴＣＴＧＣＴＧＧＡＴＣＴＧＣＣＧＣＡ
－

３
’

正义 引 物 ５

，

＿ ＣＡＡＣＴＣＣＣＣＡＡＣＧＧＴＧＡＴＴＧＴ ＿

３

’

ＲａｔＰｆｋｆｂ３

＾
反义 引物


５

，

－

ＧＡＧＧＴＡＧＣＧＡＧＴＣＡＧＣＴＴＣＴＴ
－

３

’

２
）ｑＰＣＲ实验步骤

提取大 鼠子宫妊娠相关组织 、 胎盘组织总ＲＮＡ ， 逆转录成ｃＤＮＡ ， 并进行实时

荧光定量 ＰＣＲ ， 具体实验操作步骤 同第
一

部分 ２ ．检测ｍＲＮＡ表达量－实时荧光定量

ＰＣＲ 。

３ ．Ｗｅｓｔｅ ｒｎＢ ｌｏ ｔ 检测大鼠子宫胎盘组织 Ａｎ
ｇｐ ｔ ｌ８ 蛋 白的相对表达

提取大 鼠子宫和胎盘组织总蛋 白 、 蛋 白定量及 Ｗｅ ｓｔｅｒｎＢ ｌｏｔ 具体流程详见第
一

部分 ３ ． 蛋 白质表达量的检测 －蛋 白免疫印迹杂交 。

４ ． 人滋养层细胞 （ ＨＴＲ８ －ＳＶｎｅｏ ） 的培养与鉴定

１
） 人滋养层细胞的培养

（
１
）
ＨＴＲ８ －ＳＶｎ ｅｏ细胞复苏

人绒毛膜滋养层细胞 （ ＨＴＲ８
－ＳＶｎｅｏ ） 系是购于美国 ＡＴＣＣ细胞库的永生化细胞

系 ， 能够稳定传代十多代 ， 并且性质不发生改变 ，

一

些细胞特异性标志 因子也能够

稳定表达 ， 稳定性好 、 重复性高 ， 因此选用这个细胞系做进
一

步的实验验证 。 ＨＴＲ８
－

ＳＶｎｅｏ细胞培养所需试剂及耗材如下 ：



试剂耗材名称


ｒｕ


ＲＰＭ Ｉ
－

１ ６４０培养基 Ｇ ｉｂｃｏ

胎牛血清 （ ＦＢ Ｓ ）Ｇ ｉｂ ｃｏ

双抗 （ １ ０〇 ｘ
） Ｇ ｉｂｃｏ

胰酶
Ｔｒｙｐｓ ｉｎ－ＥＤＴＡ Ｇ ｉｂｃｏ

ＰＢ Ｓ（ ｌ
ｘ

） Ｇ ｉｂｃｏ

ＤＭ ＳＯ Ｓ ｉ

ｇｍａ

１ ５ｍＬ 、 ５ ０ｍＬ离心管Ｃｏｍ ｉｎｇ

Ｔ２ ５ 培养瓶 Ｃｏｍ ｉｎｇ



１ ００
ｐ
Ｌ 、 ｌ ｍＬ枪头 、 ＥＰ管



Ａｘｙｇｅｎ


－

４ １
－
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Ｃ〇２ 培养箱 Ｔｈｅｒｍｏ

电热恒温水浴锅 （数显 ）



上海博迅医疗生物仪器股份有限公司

ＦＢ Ｓ ， 双抗 ， 胰酶等实验试剂提前分装好 ，

－２０
°

Ｃ冰箱保存 ， 需要使用时提前拿

出化冻 。 水浴锅预热至 ３ ７
°

Ｃ ， 超净工作 台紫外灯灭菌 ３ ０ ｍｉｎ后 ， 通风 ｌ ｍｉｎ 。 ＲＰＭＩ
－

１ ６４０培养基 、 胰酶 、 ＰＢ Ｓ等实验试剂提前从冰箱拿出恢复到温 内温度 。 ＲＰＭＩ
－

１ ６４０培

养基加入 １ ０％ 胎牛血清 （ ＦＢ Ｓ ） 和 １％青链霉素混合液双抗 ， 配制成ＨＴＲ８
－ＳＶｎｅｏ细

胞完全培养基 。

冻存的ＨＴＲ８
－ＳＶｎｅｏ细胞迅速３ ７

°

Ｃ水浴加热融化 ， 酒精消毒后移入超净台 中 。

用移液器尽量吸尽冻存管中液体转移至含有４ ｍＬ完全培养基的 １ ５ ｍＬ离心管中 。 ８００

ｒ ， 室温离心 ５ｍ ｉｎ 。 小心弃去上清液 ， ５ｍＬ完全培养基吹打重悬细胞 ， 并转移至Ｔ２５

培养瓶中 ， 使细胞均匀分散在培养瓶底面 。 ３ ７
°

Ｃ 、 ５％Ｃ〇 ２培养箱中培养 。 隔天换

液 ， 弃培养液 ， ＰＢ Ｓ缓冲液清洗细胞
一

遍 ， 洗去细胞碎片 ， 再添加 ５ｍＬ完全培养基

继续培养 。

（
２
）
ＨＴＲ８ －ＳＶｎｅｏ细胞传代培养

ＨＴＲ８
－ＳＶｎｅｏ细胞长到Ｔ２５培养瓶底面积的 ８ ０％以上即可传代 。 弃去培养液 ， ＰＢ Ｓ

缓冲液清洗 １遍 ， 力 ｔＵ ｍＬ Ｏ ．２５％胰酶 －ＥＤＴＡ ，３ ７
°

Ｃ 、 ５％ Ｃ〇 ２培养箱 中 消化 ６０ ｓ 。 待

大部分细胞不贴壁 ， 变圆时 ， 力卩 ４ ｍＬ完全培养基 ， 终止消化 。 移液器轻轻吹打下细

胞 。 将吹打下来的细胞悬液转移至 １ ５ ｍＬ离心管 中离心 ， ８００ ｒ ，５ ｍｉｎ ， 弃上清 。 加

３ ｍＬ完全培养基重悬细胞 ， 均分至 ３个 己含４ ｍＬ完全培养基的Ｔ２５培养瓶中 ， 吹打混

匀 ， 放入３ ７
°

Ｃ 、 ５％ Ｃ〇 ２培养箱继续培养 。

（
３

）
ＨＴＲ８

－ＳＶｎｅｏ 细胞冷冻保存

待ＨＴＲ８
－ ＳＶｎｅ〇细胞长到培养瓶底面积８ ０％左右且生长状态较好时 ， 即可冻存 。

收集细胞步骤同上 （ ２ ）ＨＴＲ ８
－ＳＶｎｅｏ细胞传代培养 。 离心后 ， 弃上清 ， 加入 ｌ ｍＬ含

有 ７２％ ＲＰＭ Ｉ
－

１ ６４０培养基 、 ２０％ ＦＢ Ｓ和 ８％ ＤＭＳＯ的细胞冻存液 ， 重悬细胞并混悬均

匀 。 将细胞悬液转移至标记好的冻存管中 ， 每管约 １ 〇
６

个细胞／ｍＬ ， 封 口膜封 口 。 放

入细胞梯度降温冻存盒中 ， 在 －

８ ０

°

Ｃ冰箱中放置过夜 ， 再转移至液氮罐中长期保存 。

２
） 人滋养层细胞的鉴别

（
１
） 免疫荧光法鉴别 ＨＴＲ８－ＳＶｕｅｏ 滋养层细胞纯度

免疫荧光所需试剂耗材如下 ：



试剂耗材名称


ｒＭ


ＲＰＭＩ
－

１ ６４０培养基Ｇ ｉｂｃｏ

胎牛血清 （ ＦＢ Ｓ ） Ｇ ｉｂｃｏ

双抗 （ １ ００ ｘ
） Ｇ ｉｂｃｏ



胰酶Ｔｒｙｐｓ ｉｎ－ＥＤＴＡ


Ｇ ｉｂｃｏ


－ ４２ －
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ＰＢ Ｓ（ ｌ
ｘ ） Ｇｉｂｃｏ

１ ５ ｍＬ离心管 Ｃｏｍｉｎｇ

Ｔ２５ 培养瓶 Ｃｏｍｉｎｇ

焚光显微镜 Ｌｅｉｃａ

多聚 甲醛天津市光复科技发展有限公司

０ ．２％Ｔｒｉ ｔｏｎＸ－

１ ００ Ｓ ｉｇｍａ－Ａｌｄｒ ｉｃｈ

ＣＫ １ ９抗体 Ｐｒｏ ｔｅｉｎｔｅｃｈ

ＤＡＰ Ｉ 北京博奥龙免疫技术有限公司

焚光标记二抗 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ

ＥＰ管Ａｘｙｇｅｎ

在实验前我们进行 了人绒毛膜滋养层细胞纯度初步验证 ， 我们使用上皮细胞标

记物 ＣＫ １ ９ 的多克隆抗体与所购细胞进行特异性结合 ， 然后用带有荧光基团的二抗

来识别 ＣＫ １ ９ 抗体 ， 荧光显微镜下用绿光激发连接在 ＣＫ １ ９ 抗体上的荧光二抗 ， 即

可观察到激活的荧光信号并根据其荧光二抗强度判断其细胞纯度 。

（
２
） 免疫荧光法鉴定 ＨＴＲ８－ＳＶｎｅ〇 滋养层细胞的操作步骤

① 消化收集 Ｔ２５ 培养瓶中 的 ＨＴＲ８
－ＳＶｎｅｏ 细胞 ， 将细胞接种于盛有圆形玻片 的 ６

孔板中 ， 每孔有 ５ｘ ｌ ０
４

个细胞 。 过夜培养 ， 使细胞贴壁 ， 等到细胞在玻片上生长至

８０ －

９０％的时候 ， 将 ６ 孔板从 ３ ７
°

Ｃ恒温箱中取出 ， 吸出培养基 ， 用恢复室温的 ｌ
ｘＰＢ Ｓ

浸洗玻片 ３ 次 ， 每次 ５ ｍｉｎ ， 每次浸洗之后 ， 将多余的液体吸 出 ， 注意不要干片 ， 也

不要把玻片上的贴壁细胞吹打下来 ， 液体应贴壁缓慢滴加 。

？ 用预冷的 ４％多聚 甲醛室温固定细胞 ３ 〇 １＾１１ 。 ；＾？８ ８ 浸洗 ３ 次 ， 每次 ５ １＾１１ 。

③０ ． １％或０ ． ２％Ｔｒｉ ｔｏｎＸ－

１ ００室温透化５或１ ０ｍｉｎ 。 ｌ
ｘＰＢ Ｓ浸洗３次 ， 每次５ｍｉｎ 。

④ 将样品放置于干燥的培养皿中 ， 用 ２％ 或 ５％Ｂ ＳＡ （ ＰＢ Ｓ 配制 ）将玻片完全浸没 ，

置于湿盒中室温封闭 ｌ ｈ 。 用吸水纸吸走多余的 Ｂ ＳＡ－ＰＢ Ｓ 封闭液 ， 注意不要干片 。

⑤ 将玻片放置在载玻片上 ， 然后用油性笔将玻片圈住 ， 防止抗体溢 出玻片 ， 再加入

１ ００ 叫 兔抗 ＣＫ １ ９ 多克隆抗体 （ ３％Ｂ ＳＡ 稀释 ） ， 用非免疫的兔 Ｉ
ｇ
Ｇ 代替兔抗 ＣＫ １ ９

多克隆抗体作为阴性对照 。

⑥ 将载玻片置于湿盒中 ， 室温孵育 ２ｈ 。 用 ＰＢＳ 浸洗 ３ 次 ， 每次 ５ｍｉｎ 。

⑦ 用吸水纸吸千载玻片上多余的液体后 ， 迅速滴加 １ ００
ｐＬ 荧光素标记的 山 羊抗兔

ＩｇＧ （ ３％ Ｂ ＳＡ 稀释 ） 。 将载玻片置于湿盒中 ， 室温孵育 ２ｈ 。 加入标有荧光素二抗后 ，

尽量避光操作 。 用 ＰＢ Ｓ 浸洗 ３ 次 ， 每次 ５ｍｉｎ 。

⑧ 在载玻片上滴 ， ２００
ｐＬ 含有的 ＤＡＰ Ｉ 的封片剂 ， 将玻片正面向 下覆盖在载玻片

上 ， 进行封片 ， 避免气泡 。

⑨ 用 荧光显微镜 （紫外激发 ＤＡＰ Ｉ 细胞核呈蓝色 ， 绿光激发 ＣＫ １ ９ 细胞质呈红色 ）

－

４３
－
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进行镜下观察并采集图像 （ ２０ｘ ） 。

５ ？ 重组 Ａｎｇｐｔｌ８ 蛋 白对 ＨＴＲ８－ＳＶｎｅ〇 细胞增殖、 迁移、 侵袭的影响

１
） 重组 Ａｎｇｐ ｔｌ８ 蛋白对 ＨＴＲ８－ＳＶｎｅｏ 细胞增殖 、 迁移、 侵袭的影响

（ １ ） 实验耗材与药品配制


试剂名称


生产厂商


ＨＴＲ８
－ＳＶｎｅｏ细胞ＡＴＣＣ

６ 孔板 、 ９６ 孔板 Ｃｏｒｎｉｎｇ

Ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ嵌套 Ｃｏｍｉｎｇ

Ａｎｇｐｔｌ ８重组蛋 白ＯｒｉＧｅｎｅ

Ｍａｒｋｅｒ笔 、 直尺 Ｄ ｅ ｌ ｉ

移液器 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

枪头 Ａｘｙｇｅｎ

１ ６４０ＲＰＭＩ 、 ＰＢ ＳＧ ｉｂｃｏ

１ ５ｍＬ离心管 Ｃｏｒｎｉｎｇ

甲醇 北京市通广精细化工公司

ＰＢ Ｓ 缓冲液北京中杉金桥生物技术公司

结晶紫


索莱宝生物科技有限公司

药品 的配制方法步骤 ：

■ ＜＼１＾ １ １ ８ 重组蛋 白浓度为 ０ ． ０９ ８ １１＾／１１１１＾ ， 共 ５ ０ 呢 ， 分子量为 ２０ ． ８ 出３ 。

迁移培养基 、 Ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ 上室培养基 ： 根据细胞培养所需培养基体积 ， 取重组

Ａｎｇｐｔ ｌ ８ 蛋 白溶液溶于 １ ６４０ＲＰＭＩ 培养基中 ， 配制成 ８ｎｍｏ ｌ／Ｌ 的 Ａｎｇｐｔ ｌ ８ 重组蛋 白

培养基 ， 再倍 比稀释成 ４ ｎｍｏ ｌ／Ｌ ， ２ ｎｍｏ ｌ／Ｌ ， ｌ ｎｍｏ ｌ／Ｌ 。

增殖培养基 、 Ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ 下室培养基 ： 根据细胞培养所需培养基体积 ， 取重组

Ａｎｇｐｔ ｌ ８ 蛋 白溶液溶于 ２０ ｍＬ 含 １ ０％ ＦＢ Ｓ 的 １ ６４０ＲＰＭＩ 培养基中 ， 配制成 ８ｎｍｏ ｌ／Ｌ

的 ＾＼１＾ １１ ８ 重组蛋 白培养基 ， 也依次倍 比稀释成 ４ １１１１１〇 １／１＾ ， ２ １１１１１〇 １／￡ ，
１ １１１］１〇 １／１＾ 。

每次给细胞加药之前 ， 都要先将药品充分涡旋震荡混匀 。

⑵ ＨＴＲ８ －Ｓｖｎｅｏ 细胞增殖实验操作步骤

① 胰酶消化收集细胞并计数 ， 在 ９６ 孔板中加入 ５ｘ ｌ ０
３

个细胞Ａ ００
ｐＬ 细胞悬液 ， 设

置 ５ 个时间点 ， 分别为 Ｏ ｈ 、 ２４ｈ 、 ４８ｈ 、 ７２ｈ 、 ９６ｈ 。 将培养板在培养箱 中 ３ ７
°
Ｃ ，

５％Ｃ０２ 培养箱 中培养
一

段时间使细胞贴壁 。

② 细胞贴壁培养
一

段时间后 ， 加药换液 。 向 ９６ 板中加入 １ ００ 吣 浓度分别为 ０ ，１ ，

２ ，４ ， ８ｎｍｏ ｌ／Ｌ 重组 Ａｎｇｐｔｌ ８ 蛋 白 的培养基继续培养 。 ０ｈ 的待测细胞直接加入 １ ０

ｐＬ ＣＣＫ
－

８ 溶液 ， 无需换液 。 ９６ 孔板在培养箱 内孵育 ２ｈ 后在 ４５ ０ｎｍ 波长处测定吸

光度数值 。

－

４４
－
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③ 换液培养后 ， 每天向待测孔中加入 １ ０ ｐＬ ＣＣＫ
－

８ 溶液 ， 孵育 ２ ｈ ， 加 ＣＣＫ－

８ 前需

要更换新鲜培养基 。 气泡会影响 ０Ｄ 值的读数 ， 如若有气泡可 以用酒精灯烧红的注

射器针头扎破气泡 。

④ 根据每天的 ０Ｄ 值 ， 绘制 出细胞增殖 曲线 。

⑶ ＨＴＲ８－Ｓｖｎｅｏ 细胞迁移实验操作步骤

② 超净工作 台 中紫外灯灭菌 ３ ０ｍｉｎ 后通风 １ｍｉｎ 。 在无菌 ６ 孔板底部用直尺 比着

划线 ， 每隔 １ｃｍ 划线横穿过孔 ， 每孔 ３ 条直线 。

② 收集对数生长期的 ＨＴＲ８
－ＳＶｎｅｏ 细胞 ， 弃培养液 ， ＰＢ Ｓ 清洗细胞 ， 加入 ｌ ｍＬ

胰酶 ３ ７

°

Ｃ消化 １ ． ５ｍｉｎ 左右 ， ＲＰＭＩ１ ６４０ 完全培养基终止消化 ， 吹打收集细胞于

１ ５ｍＬ 离心管中 ， 离心 ８００ｒ ， ５ｍ ｉｎ ， 加 １ｍＬ 完全培养基重悬细胞计数 。

③ 将细胞种在 ６ 孔板中 ， 每孔 ｌ ｘ ｌ Ｏ
６

个细胞 ， 过夜孵育 。 在 ３ ７
°

Ｃ 、 含 ５％ Ｃ０２ 培

养箱中过夜培养 。

④ 换用不含胎牛血清的 ＲＰＭＩ１ ６４０ 培养基配制不同浓度梯度的 Ａｎｇｐｔｌ ８ 重组蛋 白

Ｏ ｎｍｏ ｌ／Ｌ ， １ｎｍｏ ｌ／Ｌ ，２ｎｍｏ ｌ／Ｌ ，４ｎｍｏ ｌ／Ｌ ，８ ｎｍｏ ｌ／Ｌ 〇

⑤ 细胞贴壁后 ， 用 ２００
ｐＬ 枪头竖直划线 ， ＰＢＳ 清洗 ３ 遍轻轻洗去划掉的细胞 ， 换

成不含胎牛血清的不同浓度重组蛋 白培养基培养 。 之后每 ２４ｈ 选取适当 的孔拍照 。

⑥ 用 ＩｍａｇｅＪ 软件进行划痕面积灰度分析 ， 迁移率＝

（ Ｔ０ 时面积 －Ｔｔ 时面积 ） ／Ｔ０ 时

面积 ＊
１ ００％ 。

⑷ ＨＴＲ８ －ＳＶｎｅｏ 细胞侵袭实验操作步骤

①用无血清培养基将基质胶 以 １ ： ２０ 的 比例稀释后 ， Ｔｒａｎｓｗｅｌ ｌ 上室每孔均匀加入 １ ００

ＨＬ ， 放入 ３ ７

°

Ｃ 、 ５％Ｃ〇２ 细胞培养箱孵育 ２ 小时 。 ２ 小时后弃去未凝固液体 。

② 消化离心收集细胞 。 无血清添加 ０ 、 １ 、 ２ 、 ４ 、 ８ ｎｍｏ ｌ／Ｌ 不同浓度梯度的 Ａｎ
ｇｐｔ ｌ ８

重组蛋 白 的培养基重悬细胞 ， 计数后按每个孔 ２０００ 个细胞 ／ １ ００
ｐＬ 的量将细胞接种

于 Ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ 上室 ， 在下室加入 ６００ 斤 含 １ ０％ＦＢ Ｓ 的 ＲＰＭＩ１ ６４０ 完全培养基 ， 置于

３ ７
°

Ｃ ， ５ ％Ｃ〇２ 恒温箱 中培养 １ ２ｈ 、 ２４ ｈ 、 ４８ ｈ 、 ７２ ｈ 后取 出小室进行固定染色 。

③在新的 ２４ 孔板中用 ＰＢ Ｓ 洗涤细胞
一

次 。 用 甲醇或 ４％多聚 甲醛固定细胞 １ ５ 分钟

后再用 ｌ ｘＰＢ Ｓ 洗涤细胞
一

次 。

④ ２ ． ５％的结晶紫染液 （ ７５％ 甲醇＋２５％去离子水配制成 ５％的结晶紫母液 ， 然后用

ＰＢ Ｓ 将母液稀释
一

倍 ， 配制成 ２ ． ５％的结晶紫染液工作液 ） 染色 １ ５ 分钟 。

⑤ 清水洗净小室 ， 避免碰到小室外侧底面 。 用棉签擦净小室 内壁底面的细胞 。

⑥ 在倒置显微镜下 ， 拍照并计算细胞数量 ， 每个小室拍 ５ 个不 同视野的照片 。 计数

取平均值和标准差 ， 用 ＧｒａｐｈＰａｄ 软件进行统计学分析 。

２
） 油酸和软脂酸对 ＨＴＲ８－ＳＶｎｅ〇 细胞増殖 、 迁移 、 侵袭影响的恢复作用

⑴ 药品与配制

－ ４ ５
－
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试齐 ！Ｊ名称


生产厂商


Ａｎｇｐｔ ｌ ８ ＯｒｉＧｅｎｅ

油酸ＯＡ Ｓ ｉｇｍａ
－Ａ ｌｄｒｉｃｈ

软脂酸ＰＡ Ｓ ｉｇｍａ
－Ａ ｌｄｒｉｃｈ

三氯 甲院


国药集团化学试剂北京有限公司

用含 １ ０％ＦＢ Ｓ 的 ＲＰＭ Ｉ１ ６４０ 和不含 ＦＢ Ｓ 的 ＲＰＭ Ｉ１ ６４０ 将 Ａｎｇｐｔ ｌ ８ 蛋 白配制 ４

ｎｍｏ ｌ ／Ｌ 的溶液 ， 同时分别加入 ０ ，０ ． １ ， ０ ．２ ，０ ．４ ｍｍｏ ｌ ／Ｌ 的油酸 （ ＯＡ ） 和软脂酸 （ ＰＡ ） ，

分别配制成 Ａｎｇｐｔ ｌ ８＋ＯＡ 的培养基和 Ａｎｇｐｔ ｌ ８＋ＰＡ 的培养基 ， 且 ＯＡ 和 ＰＡ 分别有 ４

个浓度梯度 ， 即０ ，０ ． １ ，０ ． ２ ，０ ．４ ｍｍｏ ｌ ／Ｌ 。

⑵ 实验操作步骤

细胞增殖实验具体操作步骤同前滋养层细胞增殖实验操作步骤 。

细胞侵袭实验具体操作步骤同前滋养层细胞侵袭实验操作步骤 。

－

４ ６
－
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结果

１ ． 大 鼠雌激素缺乏模型子宫组织转录组基因芯片结果

１ ） 原始数据扫描图

Ａ
ｇ

ｉ ｌ ｅｎ ｔ 芯片 的原始数据扫描 图主要用于展示每个样本的扫描效果 ， 如 果扫描均

匀 ， 无大块划痕 ， 则代表基因芯片扫描结果真实可靠 ， 为探索妊娠后期改变大 鼠胎

盘表型提供有力依据 。 芯片利用 Ｃ ｙ ３（ 绿色荧光 ） 进行染色 ， 扫描 图上呈现的每个

绿色点对应
一

个探针 。

■
图 ２

－

３Ａ
ｇ

ｉ ｌ ｅｎ ｔ 单标记芯片扫描缩略图

２ ） 变异系数

根据芯片探针的重复 ， 计算质控点 和非质控点 的 ＣＶ 值 ， 取 中位值和变异系数

判断检测体系 的稳定性 ， Ｃ Ｖ 值
一

般要求低于 １ ５％ 。 本次检测结果 中平均 ＣＶ 值为

２ ． ００６ ８ ， 最大 ＣＶ 值为 ２ ． ６ ２ ８ ２ ， 芯片实验成功 。

表 １ 基因芯片变异 系 数结果

样本名 称非质控探针 ＣＶ 值中位值质控探针 ＣＶ 值中位值

Ｃ Ｆ Ｌ Ｉ １ ．
９ １ １ １ ２ ． ６２ ８ ２

Ｃ Ｆ Ｌ２ ２ ． ０４ ３ １ ２ ． ０ ６ ８ ９

Ｃ Ｆ Ｌ ３ １ ． ５ ３ ６ ８ １ ． ６４ １

Ｃ ＦＲ １



２ ． ００３ ５



２ ． ４ １ １ ２


－

４ ７
－
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ＣＦＲ２ ２ ． １ ８６６ ２ ．４５０６

ＣＦＲ３ １ ． ３ ２４２ １ ． ５ １ ３ ６

ＦＬ １ １ ． ７ ５ ５ ４ １ ． ７ ８ ８２

ＦＬ２ ２ ． １ ５ ９４ ２ ．４３ ６９

ＦＬ３ ２ ． １ ６ ５ ６ ２ ． ０９２

ＦＲ １ ２ ． １ ４５２ ２ ． ５ ３ ９４

ＦＲ２ １ ． ７ ７９ １ ． ７９ １



ＦＲ３


１ ． ８ １ ３ ５



１ ． ９ ７ ８２


３ ） 检出率

芯片的检 出率 ， 主要统计的是每个样本标记为检出 的探针 占总探针的 比例 。 本

次检测结果 中最低检 出率为 ５ ２ ． ３ ３％
，
平均检 出率为 ６ １ ． ３ ８％ ， 最大检 出率为 ６６ ． ５ ９％ 。

表 ２ 基因芯片检 出率结果

样本名称


检出率


Ｃ ＦＬ １ ６ ３ ． ８ ８％

Ｃ ＦＬ２ ５ ９ ． ７ ８％

Ｃ ＦＬ３ ６ ３ ． ７６％

ＣＦＲ １ ６６ ． ５ ９％

Ｃ ＦＲ２ ５ ５ ．４９％

ＣＦＲ３ ５ ２ ． ３ ３％

Ｆ Ｌ １ ６０ ． ９４％

Ｆ Ｌ２ ６０ ． ８ ０％

ＦＬ３ ６ ３ ． ６６％

ＦＲ １ ５ ９ ．４４％

ＦＲ２ ６４ ． ６７％

ＦＲ３



６ ５ ． ２ １％


４ ） 箱线图

箱线 图 （ Ｂｏｘ Ｐ ｌｏ ｔ ）
［
７ １

］

， 又称为盒须图 、 盒式图或箱形图 ， 用于展示标准化前后

的两组数据的分布情况 ， 它可 以粗略地了解数据的分布情况 。 它是 以 图形的方法展

示其四分位数分布的描述性统计手段 。 箱线 图从上到下包含 ６ 个数据节点 ， 分别对

应上边缘 、 上四分位数 （ Ｑ３ ，ＵＱ ）
、 中位数 、 下 四分位数 （ Ｑ １

）
、 下边缘 ， 以及上下

边缘之外 的异常值 。 异常值是小于 Ｑ １
－

１ ． ５ ＩＱＲ 或者大于 Ｑ３＋ １ ． ５ ＩＱＲ 的值 ， 其 中

ＩＱＲ
＝

Ｑ ３
－

Ｑ 

１ 。本次结果 中展示 了至少在任意
一

个样本 中检测到的 ３ ６ １ ４９ 个 ｍＲＮＡ 信

号分布情况 。

－

４ ８
－
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Ｂｏ ｘ ｐ ｌ ｏ ｔ

Ｂｅ ｆｏ ｒ ｅ Ｎ ｏ ｒｍａ ｌ ｉ ｚａ ｔ ｉ ｏ ｎ

＇

 Ｉ Ｉ ｉ

｜

１ ５

！
：
■■■■■ ■ ■ ■ ■■■■

Ａ ｆ ｔ ｅ ｒ Ｎ ｏ ｒｍ ａ ｚａ ｔ ｉｏｎ

§
５ １ ５

？
ＣＴ

Ｗ 

！

１ 〇

■
５

ｄｆ

° 〇^
ａ

 ０^ 〇＾
Ｎ

 Ｇ^

ａＰ＾＾产
、

户^

图 ２ －４ 箱线 图

５ ） 样本相关性分析

检验样本选择的合理性和实验的可靠性 ， 可进行样品 间基因表达水平相关性分

析 ， 相关系数越接近 １ ， 表明样品之间 的表达模式相似度越高 。 相关性计算数据来

源于标准化后 的所有探针检测到的信号值 ， 所用 的方法为 Ｐ ｅａ ｒ ｓｏｎＣ ｏ ｒｒｅ ｌ ａ ｔ ｉ ｏｎ
１
７ ２

１

。

ＣＦ Ｌ １。咖 ０ ９２ ２ １ Ｕ Ｍ １ ？ＭＴＯＪ

） ＇

翁
？ Ｍ０ １Ｍ５５８

ＱＰ ｜ ＿ ２ ０ ９ １ ８３ ０  ９ １ ８４ ０  ａ〇 ９

＾ ０ ９２ ２ Ｕ 

ｒ

Ｊ２９９

Ｃ Ｆ Ｌ ３春 。哪 。卿 。如 。 撕

今
一

：

）０  ９２ ０ ５ ０ 
Ｓ３６３ ０ ０２ ７４■

＿

ｑ ｇ ｙ

ＣＦ Ｒ １ ０ ９２ ８４ ０  ９ ２ Ｓ １ ０  ９ ２９８ ０  ９０ ７ ６ Ｑ ８２０ １ Ｏ  ９２４ －

＾
９ ７ ２６ 

Ｉ 

－

０ ． ９６

Ｃ Ｐ Ｒ ２ ０ ０２ ２４ 〇  ９ １ ８ ３ ０ ９２ ２ ４ ｌ ？ 
＊

ｊ ＇ ２ ？
、 ０  ０ＧＡ ８ ０ ９０ ３ ３ ０ ０ １ ６５ ０ ９２０ ３ ０ 

１ ＊０ ３０

 ） ０ 
９ ７ １ ２  ｉ ｔ

＞  Ｊ ／ Ｏ ｆｌ
 ｊ

Ｃ Ｆ Ｒ ３ ０  ９２ １ ８ ０ ９ １ ８４ ０ ９２３Ｕ －

？ ／ 〇０

 ）０  ９？ ＊ ８

 ｊ ０  ９０ １ ２ ０ 
９ １ ４ ８ Ｏ  ９ １ ８ １ ０  ９６０６

 Ｊ ｄ ＾ Ｑ ６６７ 

＇

 ０

…叫 一
： 叫 … 。細 。咖 。娜

＇

、

啊 。－ 卿 咖

讀

０  ９ ６７ ０ ９７ ５９ 

＇

ｊ
０ ０２０ １ ０ ９ １ ８５ ０  ８ １ ＾８ ０ ＆６Ｓ０ 

＇

， ０ ９ １ １ ９ ０ ９３０７ ０ ９ １ ８８

－

０ ．
９ ３

Ｐ Ｌ ３ ００  ９ ７４ ０ 
９２０３ ０  ８ １ ８ １ ０ 

＆Ｓ４ ２
 １ 〇 ９ １期 ０ ９３８６ ０  ０３ １ ４

Ｆ Ｒ １ ０ ９２０ １ ０ ９ ２２ ０ ９２０ ５ ０  ９ ７ ３６
 ）０ ９６ ３６

 ） Ｃ ｌ ｆＷＯ？ 
： 。 ９０ ３？ ０ 

０ ” ９ ０ ９ １ ９８ ＯＨ ，
０ ９ ２

Ｆ Ｒ２ ０  ９３５８ ０ ９２９＆ ０ ９３６ ３ ＇ ０ 於 １ ２

 ）

） ＞ ． ６

爹０ ９ １ Ｂ４ ０  Ｓ ３ ０ ７ ０ ９ ３８６

Ｐ Ｐ ３ ０ Ｓ２６ ７ ０  ９２３ ２ ０ 
９ ７ ０８

 ） ０  ９０ ７ ０  ９ １ ９８

〇 ＞

）

０〇 ？
— Ｃ Ｓ Ｊ

ＣＯ ？
— ＣＮ

｜

ＣＯ ？

—

 ＣＮ Ｉ ＣＯ
＿ ｉ ＿ ］ ｉ ａ ： ａ ： ｃｃ —

ｉ
— Ｊ — ＜ 〇 ： 〇 ： 〇：

亡 亡亡 亡 亡ｆｅ
ｕ＿

ｕ＿ ｕ＿ ｕ＿ ｕ＿
ｕ＿

图 ２
－

５ 样本相关性图

－

４ ９
－
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６ ） 样本相关性分析

对基因 的表达含量进行主成分分析 （
ＰＣＡ

，Ｐ ｒ ｉ ｎ ｃ ｉ

ｐａ
ｌＣ ｏｍ

ｐｏ
ｎ ｅｎ ｔＡｎａ ｌ

ｙ
ｓ ｉ ｓ

）

［

７ ３
］可 以

从不 同维度展现样本间 的关系并对实验设计进行验证 。 理想的 ＰＣＡ 结果是不 同组

样本相对离散 ， 而同组样本距离较近 。

ＰＣＡ 图上各个坐标轴上解释的方差之和越大 ， 说明在对应的 图片上看到 的信息

量越大 ， 作用 因素越单
一

； 反之 ， 方差之和越小 ， 说明 图片上看到 的样本分布不足

以代表实际样本信息 。

ＰＣＡ ３Ｄ

？

８０

？
Ｆ Ｌ２

？

６０

耷

１ｆ
Ｆ Ｒ ３ ４０

ＡＲ １
＇

２０^
鬌 酽＿ ＦＲ １ Ｓ

？＾ ２ｉ ＦＲ２Ｔ ： ：：
！

ｉ

ｉ ５
＾－

６ ０

‘ ３
丨

？

＾ ５
？

ｉ ｏｏ

？

７５

，曹 、

５０

＾？

２５Ａ 

＃
－

１ ００， 〇
〇

■

－

５０．
、

０＃

图 ２
－

６ＰＣＡ 图

７ ） 差异筛选

差异筛选的标准 ：

针对每组实验组和对照组的 比较 ， 选择至少有
一

组 中 ７ ５％样本标记为

‘

Ｄｅ ｔｅ ｃ ｔ ｅｄ
’

的探针进行下
一

步差异筛选 ；

对于无生物学重复组按照差异倍数的绝对值大于等于 ２ 进行差异筛选 ；

对于有生物学重复的分组按照差异倍数的绝对值大于等于 ２ 且 Ｔ 检验 筛选

得到的 ｐ
ｖ ａ ｌ ｕｅ 小于等于 ０ ． ０ ５ 进行差异筛选 。

根据分组情况 （
共计 ４ 组

）
对数据进行过滤并根据对应的 阈值 （

差异倍数 ：

［

２
］

，
Ｐ

－

５ ０
－
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值 ：

［
０ ． ０ ５

］ ）
分别进行差异筛选 ， 最终共计 ４ 组 比较结果 。

表 ３ 差异筛选结果



组别 名称


上调基因个数 下调基因个数总计

ｃ ｏｍ ｐ
ｌ Ｆ Ｌ ｖ ｓ ． Ｃ Ｆ Ｌ ＦＣ ２ Ｐ ０ ． ０ ５ １ ８ ８ ４４４ ６ ３ ２

ｃｏｍｐ
２ Ｆ Ｒ

＿

ｖ ｓ ． Ｃ ＦＲ ＦＣ ２ Ｐ ０ ． ０ ５２２ ４ ４ １ １ ６ ３ ５

ｃｏｍ ｐ
３ Ｆ Ｒ ｖ ｓ ． ＦＬ ＦＣ ２Ｐ０ ． ０ ５ ３ ７ ８ ８ ４ ０４ ３ ７ ８ ３ １

ｃｏｍ
ｐ
４ Ｃ Ｆ Ｒ

＿

ｖ ｓ ． Ｃ ＦＬ ＦＣ ２ Ｐ０ ． ０ ５ ３ １ １ ６


４０４０


７ １ ５ ６

（
１

） 火山 图

在有生物重复的分组 比较 中 ， 往往是通过差异倍数 以及 ｐ
ｖ ａ ｌ ｕｅ 来确定差异基因 。

利用 火 山 图 （
Ｖｏ ｌ ｃａｎｏＰ ｌｏ ｔ

）
可 以很好地同时展 ７Ｋ差异倍数 以及 ｐ

ｖａ ｌ ｕｅ 的分布情况 ， 以

及最终筛选得到差异基因分布情况 。

？

 ８ ： ｜
８

７ ；
；

（Ｄ ｜ Ｉ 
Ｖ

Ｉ ：

ｌ ｉ ｉ

ｌ

６ °
ｉ ｜

！

？

ｉ ． ｉ ？Ｕ ｐ
： １ ８８

？

 ？Ｄ ｏｗｎ ： ４４４

＾？

？
？

？ ：
－ ｖ ｒ

＞４
？ ？

？ ？

？

？ ： ： ？
？

丨

？

丨

？

〇
？ ？

？

？

？

－

￥、 ？

？
？

？

？ ？

ｔ ？ Ｊｒ．
？？

２

 ：
？

屬ｆｃ 、

？

１

 ｜ｐ ：

： ：

：

＇

０

－

８ －

６ ４ －

２ ０２４

ｌ ｏｇ ２ ＦＣ （
Ｆ Ｌ
＿

ｖｓ ．

＿

Ｃ Ｆ Ｌ
）

图 ２
－

７ 火 山 图

（
２

） 散点图

利用散点 图来展示两组数据 中基因表达的变化情况 。

－

５ １
－
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２０ ０

？Ｕ ｐ ： １ ８８

？Ｄｏｗｎ ：４４４〇 ｃＰ

１ ７ ５

１ ５ ０參’

＾ １ ２ ． ５

１

２ １ ０ ． ０
．

？

少 ？

ｗｍｆ －
？

２ ． ５： ：
？

？

２ ． ５５ ． ０ ７
． ５ １ ０ ． ０ １ ２ ． ５ １ ５ ． ０ １ ７ ． ５

Ｃ Ｆ ＬＭ ｅ ａ ｎ

图 ２
－８ 敗点 图

（
３

） 聚类图

聚类分析是数据建模和数据挖掘 中常用 的方法 ， 也是
一

种结果展示手段 。

对差异基因进行非监督层次聚类分析 ， 根据数据的数学特征进行聚类 ， 从而

展示样本之间 ， 基因之间 的聚类关系 。 通常 ， 较好的生物学重复筛选得到 的差异

基因 ， 经过非监督层次聚类之后 ， 可 以很好的把两组或者 多组样本 区分开 。

ｒＶｎ

ｃｎ ／ ｃ ｒ
ｉ 

ｔｏｕ ｍ ｉｎ ｊｍ ｃｍ ｊ？？ ） Ｃｆ ＊ｗｒｏ ｉｗｏ？〇

－

５ ２
－



中 国 医 学科学 院 北 京 协和 医 学 院


项士研 究 生学位论 文

？ ： ：

｝


１

ｒ ｎ
＾－

ｉｆ ｒ
＾

ｎ ｉｒ ｒ
－

ｎ

■
ｓ

ｉＳｓａｍＳＨ！』？＇／

－ Ｊ＿
ＦＲ １ ＦＲ２ Ｆ Ｒ３ ＦＵ Ｆ Ｌ２ ＦＬ３ＣＴＲ２ ＣＦＢ １ ＣＦ Ｒ ３ ＣＦ １ ２ Ｃ ＦＵ ＣＨ ３

图 ２
－９ 聚类 图

８ ） 韦恩分析

对上 、 下调的差异基因进行韦恩 （ Ｖｅｎ ｎ ） 分析 ： 目 的是进
一

步 明确 ｌ ｅ ｔ ｒｏｚｏ ｌ ｅ 实

验条件干预 ， 即胚胎着床后短暂抑制雌激素合成后 ， 妊娠 ８ ． ５ 天时妊娠组织特有的

差异基因表达 。

蓝色圆 ： 实验组和对照组非妊娠侧 （ Ｆ Ｌ 组 ｖ ｓ ． Ｃ ＦＬ 组 ） 的差异基因反映 了来 曲

唑实验条件干预 ， 即胚胎着床后短暂抑制雌激素合成后 ， 妊娠 ８ ． ５ 天时非妊娠子宫

组织基因表达的差异 ；

红色圆 ： 实验组和对照组妊娠侧 （ ＦＲ 组 ｖ ｓ ． Ｃ ＦＲ 组 ） 的差异基因反映 了来 曲 唑

实验条件干预 ， 即胚胎着床后短暂抑制雌激素合成后 ， 妊娠 ８ ． ５ 天时妊娠组织基因

表达的差异 。

１Ｈｃ ｏｍｐ ｌ


Ｆ Ｌ

ｙ ｓ ．


Ｃ Ｆ Ｌ

＿

Ｆ Ｃ ２ Ｐ０ ０ ５ ｕｐ■■ｃｏｍｐ ｌ

＿
Ｆ Ｌ

＿

ｖ ｓ ．

 ＿
Ｃ Ｆ Ｌ



Ｆ Ｃ ２ Ｐ０ ０５
＿

ｄ ｏｗ ｎ

■■ｃｏｍｐ ２Ｊ Ｒｖ ｓ ＣＦ Ｒ Ｆ Ｃ ２ Ｐ０ ． ０ ５
＿

ｕｐＭ ｌｃ ｏｍｐ ２
＿

ＦＲ ｖ ｓ ．


Ｃ ＦＲ

＿

ＦＣ２ Ｐ０ ． ０５
＿

ｄ ｏｗ ｎ

馨 馨
图 ２

－

１ ０ 上调 、 Ｆ调差异基因个数

取材的子宫 ， 提取 ｍ ＲＮＡ 并进行 Ａ
ｇ

ｉ ｌ ｅｎ ｔ 芯片杂交 ， 对处理组进行全基因组表

－

５ ３
－
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达谱芯片检测 。 实验组妊娠相关组织特有的上调差异基因有 ２ １ ８ 个 ， 下调差异基因

有 ３ ７ ８ 个 。 对上 、 下调 的差异基因进行 Ｇ？ 分析 ， 从而对差异基因 的功能进行描述 ａ

将 ＧＯ 富集分析结果 中生物学过程 （ Ｂ Ｐ ） ， 细胞组分 （ ＣＣ ） ， 分子功能 （ Ｍ Ｆ ） 中 的

条 目 绘制成条形图 （ 图 １ １ 左 ） ， 在同
一

张 图 中展示 ＧＯ 三大类结果 中最显著 ｔｏ
ｐ

ｌ Ｏ

的 ＧＯ 条 目 。 并将 Ｇ？ 富集分析结果中 Ｐ 值最小的 ｔｏ
ｐ
３ ０ 条 目 绘制成气泡图 （ 图 Ｉ Ｉ

右 ） 。 展示 ＧＯ 富集分析结果 中最显著的条 目 ， 以及对应的分类 （ Ｂ Ｐ ， ＣＣ ， Ｍ Ｆ ） 。

ＧＯ 分析发现对照组和实验组 中 与能量代谢相关的基因数 目 较多 ， 差异基因主要涉

及代谢功能异常 、 细胞增殖等功能为主 ， 涉及 ／ｇ／＆ｐ５ 、 Ｃｃｒ ７ 、 等特

异性差异基因 。 实验组妊娠组织特有 的差异基因 中 ， 我们对感兴趣的上调差异基因

拟进行功能研究的候选的基因是 ： ／ｇ／＆ｐ５ 、 Ｃｃｒ ７ 、

Ｓｕｔｅｆｔ ｃ ｓ ｏ ｆ ＣＯ Ｅ ｎｎ ｃ ｆ
ｏｎｅｒｔ

６＾ ）
ｈｏ？Ｐ＾ｏ ｆ ｒｕｃｔｏ－

２ ｉ ｕｆｔ＊ｓ？  ？ｃ ｔ ｉＹ ｉ ｔ
ｙ复

ｆ ｒｕｃｔｏ？＊
－

２ ６
－

ｔ？ｐ
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ｉ ｎ

 ｇａ ｓ ｔｍ ｌａ ｔ Ｋｘ ｉ？

３ ｓ ｎｕｃｌｅａ ｒ
 ｔｒａｎｓｃｒｌｐ ｌ ｌｏｎ 

ｆａｃ ｔｏｒ
 ｃｏｍｐ

ｌｅ ｘＸ

Ａ Ｔ Ｐ ｄ ｅ ｐｅ ｏｄｅｎ ｌ Ｒ ＮＡ  ｈ ｅ ｌ
ｌ ｃａ ｓｅ  ａｃ ｔ ｉｖ ｔｙ ■

■ ｐ ｒ ｏ ｃａｕ ｎ ｅｇ ａ ｔ ｉ ｖｅ  ｒ ｅｇｕ ｌａ ｔ ｉｏ ｎ
 ｏ ｆ ｍ

ｙ ｅ
ｔｏ ｉｄ  ｃｅ ｌ ｌ

 ｄ ｉ ｆ ｆｅ ｒｅ ｎ ｔ ｉａ

ｈ ｉ  Ｆ ｕ ｎ ｃ ｔ ｉ ｏｎ ３ ０ ｄｅ ｔ ｏｃ ｌ ｉｏｏ  ｏ ｌ
ｍｅｃ ｆ ａ ｎ ｌｃａ  ｓ ｔ ｉｍ ｉ ｒｆｕ ｓ 

ｎ ｖｏｋｅｄ 
ｉ ｎ  ｓｅ

■ ｈ ｉ ｓ ｔｏｎ ｅ －

（

ｙｓ
ｍｅ Ｎ ． ｍ ｅ ？ ｈ ｙ

ｌ ｔ ｒ ａ ｎ ｓｔｅ ｒａ ｓｅ  ａｄ ｉｖ ｉ ｔｙ ａ Ｐ  ｖ ａ ｌ ｕ ｅ

ｐｖ ？ ？ ｊ＊
＝〇 ０ ５ Ｉ

ｆａｎｓｃｒｉ ｐ ｔ ｉｏｎ  ｅ ｌｏｎ
ｇａ ｔ ｉｏｎ  ｆ ｒｏｍ Ｒ ＮＡ

 ｐ
ｏ ｌ

ｙ
ｍｅ ｒ ａ ｓｅ 

Ｉ Ｉ ？
̄

８  Ｊ ６ ｒｅ ｓ ｐｏ
ｎ ｓｅ  ｔｏ 

ｒｅ ｔ ｉ

ｎｏ ｃ  ａｃ ｉｄ ？
？ ＇ ＾０ ５

Ｔ
 ｃｅ ｌ ｌ

 ｐ ｒｏ ｌ ｉ ｆｅ ｒａ ｔ ｉｏｎ 攀 ？ ０ ０００ １

２  ｉ
ｒｏｎ  ２  ｓｕ ｌ ｆｕ ｒ

 ｄ ｕｓ ｔｅ ｒ  ｂ ｉｎｄ ｉ ｎｇ ？〇 〇〇 ^

１
２ ０ ｃｙｉｏｃｈｔ ｏｍｏ ｃ  ｏｘｉｄａｓｅ ａｃ ｔ ｉｖｉｔｙ 〇 Ｑ

．

ｍＲＮＡ  ｔ ｒａ ｎ ｓ ｐｏ
ｒ ｔ

ｃｈｅｍｏｋ ｉｎｅ 
ａ ｃ ｔ ｉｖ ｉ

ｔｙ

ｅ ｌ ｅｃ ｌ
ｒ ｏｎ  ｔ ｒ ａｎ ｓ ｆｅ ｒ  ａｃ ｔ ｉｖ ｉ

ｔｙ Ｕｓ ｔＨ ｉ ｔ

ｍ？ ｔ ａ ｎ ｅｐ ｈ ｒ ｏ ｓ  ｄ ｅｖ ｅ ｌｏｐ
ｍ ｅ ｎ ｔ ？ ｆ

ｓ ｔｅ ｒｏ ｉｄ  ｂ ｉ ｎｄ ｉ ｎｇ＿

 ，

Ｒ ＮＡ  ｓｅｃｏ ｎｄａ ｒ
ｙ 

ｓ ｔ ｒｕｃ ｌ ｕ ｒｅ 
ｕ ｎｗ ｉ ｎｄ ｉ ｎ

ｇ■ ｉ

ｃｈ ｒ ｏｍｏｓｏｍｅ  ｌ ｅ ｌｏｍｅ ｎ ｃ 
ｒ ｅｇ ｉｏｎ％ ３

 ｎ ｅｇａ ｔ ｉ ｖｅ  ｒｅｇ ｕ ｉ ａ ｔｗｏ  ｏ ｆ  ｏ ｓ ｔｅｏｂ ｌａ ｓ ｔ  ｄ ｉ

ｆ ｆｅ ｒ ｅｎ ｔ ｉａ ｔ ｉｏｎ Ｃａ ｔ ｅｇｏ ｒ
ｙ

ｓｏ ｆ ｔ

 ｐａ
ｌａ ｔｅ ｄｅｖｅ ｌｏｐｍｅｎ ｔ？ｐ ｒ 〇ｃ ｅ ｓｓ

ｍｅ ｉａｎｏｓｏｍ？  ａｓｓｄｍＭｙ

ｅ ｓ ｔａＷ？ ｎｍｅ ｎ
ｔ  〇 （ 

Ｔ
 ｃｅ ｌ ｌ

 ｐｄａ ｎ ｔ
ｙ

＊ Ｃｏｍ ｐｏ ｆＷ ｉ
ｌ

ｃｏｍｍｏｎ  ｂ ｔ ｌｅ  ｄｕ ｃ ｔ
 ｄｅｖｅ ｌｏｏ ｆｎ ｅ ｎ ｔ ■ Ｆ ｕ ｎｃ ｔ ｉｏｎ

’
＂ ＇

 ｃ^ Ｚｒ＾ｏ

０４

－ － 主要涉及细胞分化侵袭迁移等

图 ２ －

１ １ 条形 图和气泡 图

－

５ ４
－
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表 ４ 拟进行功能筛选的候选基因

Ｔｅ ｒｍ Ｉ ＤＴｅｒｍ
＿

ｄ ｅｓｃ ｒ ｉ

ｐ
ｔ ｉ ｏｎＧ ｅｎｅ Ｓ ｙｍ ｂｏ ｌ ｓＰ ｖａ ｌ ｕ ｅＣ ａ ｔｅｇｏ ｒｙ

Ｇ０ ： ０００６ ００ ３ｆｒｕ ｃ ｔｏ ｓｅ２
，
６

－

ｂ ｉ ｓｐ ｈｏ ｓ
ｐ
ｈ ａ ｔｅＰｆｋｆｂ３ ０ ． ０ ００４ １ １ Ｐ ｒｏｃｅ ｓ ｓ

ｍ ｅ ｔａｂｏ ｌ ｉ ｃ
ｐ

ｒｏ ｃ ｅ ｓ ｓ

ｔｙｐ ｅＢｐａｎ ｃ ｒｅ ａ ｔ ｉ ｃｃ ｅ ｌ ｌ

Ｇ〇 ： ００４４ ３ ４２ Ａ ｎｇｐ ｔｌ８ ；
Ｉｇｆｂｐ５０ ． ００ １ ０６ ５Ｐ ｒｏ ｃｅ ｓ ｓ

ｐ
ｒｏ ｌ ｉ ｆｅ ｒａ ｔ ｉ ｏｎ

Ｇ０ ： ００ １ ６４９ ３Ｃ －Ｃｃ ｈ ｅｍ ｏ ｋ ｉ ｎ ｅｒｅｃ ｅｐ
ｔｏ ｒａ ｃ ｔ ｉ ｖ ｉ ｔｙＣｃｒ ７０ ． ００２ ０４ ８Ｆ ｕｎ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ

２ ． 大 鼠妊娠子宫组织差异基因 ｍ ＲＮＡ 的验证

如 图 ２
－

１ ２ ，诎 和 基因 的 ｑ
ＰＣ Ｒ 结 果显示 ， 在 Ｇ Ｄ ８ ． ５ 时实验组 中表

达上调高于对照组 （
尸＜〇 ． 〇 ５

）
， 符合表达谱芯片结果 。 在 ＧＤ １ ０ ． ５ 和 ＧＤ １ ３ ． ５ 时 ， 仍

基因表达升高 。 在 ＧＤ １ ０ ． ５ ， 实验组 Ｃｃｒ ７ 基因表达明显低于对照组 （ Ｐ＜０ ． ０ ５ ） ，

基因表达没有差异 ， 与表达谱芯片结果不
一

致 ， 出 现此现象的原因还需进
一

步深入

的科学实验验证 。

Ａｎｇｐｔｌ８ ■ 对 照组
■ 对照组

７

「
＊ ２ ５

「
ａ 实验组

１Ｗ
６？

自
３ 实 验组 ＩＲ２ ■丄

ｊ

Ｌｉ ．
ｉｉ

．

Ｉ
． ｉｉ ．

１

ＧＤ ８ ５Ｇ Ｄ １ ０ ５Ｇ Ｄ １ ３ ５Ｇ Ｄ １ ９ ５ ＧＤ ８ ． ５Ｇ Ｄ １ ０ ５Ｇ Ｄ １ ３ ５Ｇ Ｄ １ ９ ５

ＣｃｒＺ
■对照组 Ｐｆｋｆｂ３ ■ 对照组

３ ５

「
ａ 实验组 １ ６

「 ａ 实验组

２ ５■ ＾
 ！ ｎｗｍｒ

ＩＩＩ ｉ
ｒ ｜

ｉ

１ＩＩ＾ １ＭｍＩＩ
ＧＤ ８ ｂＧ Ｄ １０ ５ＧＤ １ ３ ５ＧＤ １ ９ ５ ＧＤ ８ ５ＧＯ １ ０ ５ＧＤ １ ３ ５ＧＤ １ ９ ． ５

图 ２
－

１ ２ 大 鼠子宫 及胎 盘组织 ／Ｉ ｎｗＷ 、 Ｃｃｒ ７ 、 Ｚ
５

／
／

彳／
Ｗ 桂因表达结 采 ：

３ ． 大 鼠妊娠子宫组织 Ａ ｎ ｇｐ ｔ ｌ ８ 蛋 白 的相对表达

如 图 ２
－

１ ３ ， 与对照组相 比 ， 在 Ｇ Ｄ ８ ． ５ 、 ＧＤ １ ０ ． ５ 和 Ｇ Ｄ １ ３ ． ５ 时 ， 实验组 Ａ ｎｇｐ ｔ ｌ ８

蛋 白表达量明显上调 （ ＰｃＯ ． Ｏ Ｓ ） ， 在 Ｇ Ｄ １ ９ ． ５ 时 ， 呈升高趋势 ， 但无统计学差异 。

－

５ ５
－
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 — ＊ ■ ■－

（

３
－

ａｃｔ ｉｎ＾
－

ｐ
－ａｃ ｔ ｉｎ



一 
－Ａｎ ｇｐ ｔ ｌ８一一 一— 一一 一

－Ａｎｇ ｐ ｔ ｌ ８

？ ｙ

「
■对照组

＿

仙 ？ＩＨ实验组

－ＫＪ０ ． ７－＊

Ｉ〇 － ６ ？１ ｆ

罢 ０ ５■

 Ｔ＿圓＊

ｇ 。 ４丄 ＿ｍ ｒ丄

％

ｍＩＩ■！ｉ
ＧＤ８ ． ５ＧＤ １０ ． ５Ｇ Ｄ １ ３ ． ５ＧＤ １ ９ ５

图 ２
－

１ ３ 大 鼠妊娠子宫组织 Ａｎｇｐ ｔ ｌ ８ 蛋 白 表达结 果

４ ．ＨＴＲ８ －ＳＶ ｎ ｅｏ 绒毛膜滋养层细胞的鉴别结果

我们用 ＤＡ Ｐ Ｉ 染细胞核 ， 指示细胞核所在位置 ， 用上皮细胞标志物 ＣＫ １ ９ 染细

胞质 。 然后用共聚焦显微镜的紫外光激发 ＤＡ Ｐ Ｉ
， 用绿光激发连接在 Ｃ Ｋ １ ９ 多克隆

抗体上的荧光二抗 ， 并在共聚焦显微镜镜下观察并采集图像 （ ２ ０ｘ ， 比例尺 ５ ０ 叩１ ）

如下 图 ２ －

１ ４ ：ＤＡ Ｐ １ 指示的细胞核呈蓝色 ， 连接兔抗 Ｃ Ｋ Ｉ ９ 多克隆抗体的荧光二抗

指示的细胞质呈红色 ， 说 明 胞浆表达 Ｃ Ｋ １ ９ 蛋 白 ， 具有上皮细胞特性 ， 区别于子宫

基质细胞 ， 是我们需要的滋养层细胞 。

Ｃ Ｋ １９ ＤＡ Ｐ ＩＭ ｅ ｒｇ ｅ

ｍｔｍ
图 ２

－

１ ４ＨＴＲ ８
－ ＳＶ ｎｅｏ 细胞的 ＣＫ １ ９ 抗体免疫荧光结果

５ ． 重组 Ａ ｎ即 ｔ ｌ ８ 蛋 白对 ＨＴ Ｒ ８ －Ｓ ｖ ｎ ｅｏ 细胞增殖 、 迁移 、 侵袭的影响

１
）
重组 Ａ ｎｇ ｐ ｔ ｌ ８ 蛋 白对 Ｈ Ｔ Ｒ ８ －Ｓｖ ｎ ｅｏ 细胞増殖的影响

由 下 图 ２
－

丨 ５ 可 以看 出 ， 与 对照组相 比 ， ４ ８ｈ 内 ， 各浓度重组 Ａｎｇｐ
ｔ ｌ ８ 蛋 白 对

ＨＴＲ ８
－Ｓｖｎ ｅｏ 细胞增殖的作用不 明显 。 而从 ７２ ｈ 开始 ， １ 、 ２ 、 ４ 、 ８ ｎｍｏ ｌ／Ｌ 浓度对

Ｈ ＴＲ ８
－

Ｓ ｖ ｎ ｅ〇 细胞的增殖冇轻度促进作用 ， 但各浓度之 间 的促进作用 差异不大 ， 提

－

５ ６
－
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示 Ａｎｇｐ
ｔ ｌ ８ 蛋 白 对人绒毛膜滋养层细胞 Ｈ ＴＲ ８

－

Ｓｖｎｅ〇 的增殖作用并不 明显 ， 高浓度

的 Ａｎｇｐ
ｔ ｌ ８ 对滋养层细胞具有

一

定的促进增殖作用 。

１ ． ５
－

．

 ０ｎｍｏ ｌ ／Ｌ

＞？
Ｉｎｍｏ ｌ ／Ｌ

１ ． ０
－

＋２ｎｍｏ ｌ ／Ｌ

ｇＪ
ｒ ４ｎｍｏ ｌ ／Ｌ

？ ／ｆ？８ｎｍｏ ｌ ／Ｌ

０ ． ０ 

■

 ｉ ｉ
ｎ

 ｉ ｉ ｉ

＾＾＾^

图 ２
－

１ ５ 重组 Ａｎ
ｇｐ

ｔ ｌ ８ 蛋 白对人绒毛膜滋养层细胞增殖的影响

（
２

）
重组 Ａ ｎｇｐ ｔ ｌ ８ 蛋 白对 ＨＴＲ８

－Ｓｖｎ ｅｏ 细胞迁移的影响结果

如 图 ２ －

１ ６ ， 与对照组相 比 ，
１ 、 ２ 、 ４ 、 ８ １１ １１１〇 １ ／ １＾ 的 八哗？ １ １ ８ 蛋 白对 ］？丁 ｛１８

－

８￥加〇

细胞的迁移没有差异 。 仅 ８ｎｍｏ ｌ ／Ｌ 的 Ａｎｇｐ ｔ ｌ ８ 蛋 白对 ＨＴＲ ８
－

ＳＶｎ ｅｏ 细胞的迁移表现

出
一

定抑制作用 ，
４ ８ ｈ ，８ ｎｍ ｏ ｌ ／Ｌ 的重组 Ａｎ

ｇｐ
ｔ ｌ ８ 蛋 白表现 出较 明显的 ＨＴＲ８

－

ＳＶｎ ｅｏ

细胞迀移的抑制效应 （ Ｐ＜〇 ． 〇 ５ ） ， 其他处理组没有统计学差异 （办０ ． ０ ５ ） 。

ＯｎＭ Ｉ ｎＭ ２ｎＭ ４ ｎＭ ８ ｎＭ

Ｏ ｈ



１ ２ ｈ

－疆 一 －

２４ ｈ ！ ＇ ：

＞、
－

＇
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．

．

？
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－
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１ ０〇 １

ｔ■０ｎｍｏ
ｌ ／Ｌ

５？８ ０
－■

Ｔ
＾

Ｔ■１ｎｍｏ ｌ ／Ｌ

１６０
－ Ｉ ｌ

ｆ－ ２ ｎｍｏ ． ／Ｌ

ｃ ■
：

画 ■ ４ｎｍｏ ｌ ／Ｌ

１４〇 －

丄ＵＴ■
、

’

Ｉ■８ ｎｍｄ ／Ｌ

次^

图 ２
－

１ ６ 重组 Ａｎ
ｇｐ

ｔ ｌ ８ 蛋 白对人绒毛膜滋养层细胞迀移的影响

（
３

）
重组 Ａ ｎ

ｇｐ ｔ ｌ ８ 蛋 白对 ＨＴＲ ８ －Ｓｖ ｎ ｅｏ 细胞侵袭的影响结果

如 图 ２
－

１ ７ ， 与对照组相 比 ， 可 以看 出 随着 Ａ ｎｇｐ
ｔ ｌ ８ 浓度 的增高 ， 侵袭穿过基质

胶 的细胞数量逐渐减少 ， 且差异有统计学意 义 （ ＰＯ ． ０ ５ ） 。 这说明过 多 的 Ａ ｎｇｐ ｔ ｌ ８ 蛋

白 抑制 了 人绒毛膜滋养层细胞 （ ＨＴ Ｒ ８
－

ＳＶｎｅｏ ） 的侵袭作用 ， 干扰 了滋养层细胞正常

的生长特性 。 提示 ， 大 鼠着床后短暂抑制雌激素 引 起 Ａ ｎｇｐ
ｔ ｌ ８ 表达升高 ， 影响 了滋

养层细胞的侵袭作用 ， 使滋养层细胞在子宫 内 膜侵袭异常 ， 绒毛滋养层细胞不能稳

定锚定在子宫 内膜上 ， 致使胎盘不能从子宫 内膜血管 中 交换血液汲取足够 的 营养物

质 ， 从而促使妊娠后期胎盘异常增生代偿 以提供更 多 的养分 。

Ｏ ｎＭ ＡＮ Ｇ ＰＴ Ｌ８ Ｉ ｎＭＡＮＧ ＰＴ Ｌ８ ２ ｎＭＡＮ Ｇ ＰＴ Ｌ８４ ｎＭ Ａ Ｎ Ｇ ＰＴ Ｌ８８ ｎＭＡ Ｎ Ｇ ＰＴ Ｌ８

＾ ＾ｙ个

，

＊
二
， ３ ： ：

．

、

．

，

． ，
＇

－

５０ ０
＇

ｍ０ｎｍｏ ｌ ／ Ｌ

４ ０ ０
－■１ｎｍｏ ｌ ／Ｌ

■２ｎｍｏ ｌ ／ Ｌ

ｌ

３〇 °
－

■ ４ ｎｍ〇 ， ／ Ｌ

Ｊ
２ ０ ０

－■８ｎｍｏ ｌ ／ Ｌ

／ｖｖｖ％，

图 ２
－

１ ７Ａ ｎｇｐ ｔ ｌ ８ 对人绒毛膜滋 养层细胞侵袭的影响

－

５ ８
－
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２
） 油酸和软脂酸对滋养层细胞特性的恢复作用

（
１

） 油酸和软脂酸对重组 Ａ ｎ ｇｐ ｔ 丨 ８ 蛋 白干预滋养层细胞增殖的恢复结果

有研宂显示 ， Ａ ｎｇｐ
ｔ 丨 ８ 可 以与 Ａ ｎ

ｇｐ
ｔ ｌ ３ 和 Ａ ｎｇｐ

ｔ ｌ４ 共同抑制 Ｌ Ｐ Ｌ 活性 ， 阻止甘油

三酯水解成脂肪酸 。 为 了 进
一

步解析 Ａｎ
ｇｐ ｔ ｌ ８ 对滋养层细胞功能影响 的机制 ， 在使

用 Ａｎ
ｇｐ

ｔ 丨 ８ 干预滋养层细胞功能时添加 了 油酸 （ Ｏ ｌ ｅ ｉ ｃ ａｃ ｉ ｄ ， ０Ａ ） 和软脂酸 （

ｐ
ａ ｌｍ ｉ ｔ ｉ ｃ

ａｃ ｉｄ ，ＰＡ ） 。 如 图 ２
－

１ ８ ， 与对照组相 比 ， 添力口Ｏ ． ｌ ｍｍ ｏ ｌ ／Ｌ 的 ０Ａ 和 ＰＡ 至 ４ ８ ｈ 时对细

胞增殖并无影响 ， ７２ｈ 时表现 出
一

定 的抑制细胞增殖作用 ； 而 ０ ． ２ｍｍ ｏ ｌ ／Ｌ 和 ０ ． ４

ｍｍｏ ｌ ／Ｌ 的 ＯＡ 和 ＰＡ 呈现明 显抑制细胞增殖的作用 ， 且 ０ ． ４ｍｍｏ ｌ ／ＬＯＡ 和 ０ ． ４ｍｍ ｏ ｌ ／Ｌ

ＰＡ 都会对细胞生长产生毒性作用 ， 所有细胞在第 ２４ｈ 到 ４ ８ｈ 就 己基本死亡 。 这个

结果说 明 ， ＯＡ 和 ＰＡ 能在
一

定程度上抑制 Ａ ｎｇｐ ｔ ｌ ８ 重组蛋 白对人绒毛膜滋养层细胞

增殖的促进作用 。

２  〇
＇

？０ ｍｍｏ ｌ ／Ｌ ＯＡ＋４ ｎｍｏ ｌ ／Ｌ ＡＮＧＰＴ Ｌ８
２  〇

Ａ—０ ｍｍｏ ｌ ／Ｌ ＰＡ ＋４ ｎｍｏ ｌ＾． ＡＮＧＰＴＬ８

１ ５

Ｔ ０  １ ｍｍｏ ｌ／Ｌ ＯＡ＋４ ｎｍｏ ｌ ／Ｌ ＡＮＧＰＴＬ ８ １ ５ ０ １ ｍｍｏ ｌ ／Ｌ ＰＡ＋４ ｎｍｏ ｌ ／Ｌ ＡＮＧＰＴＬ８

ｔ ０ ２ ｍｍｏ ｌ ／Ｌ ＯＡ＋４ ｎｍｏ ｌ ／ Ｌ ＡＮＧ ＰＴＬ ８ ０ ． ２ ｍｍｏ ｌ ／Ｌ ＰＡ＋４ ｎ ｒ ｒｘ ） ｌ ／ Ｌ ＡＮＧＰＴＬ８

ｇ ！ 〇
． ０ ４ ｍｍｏ ｌ／Ｌ ＯＡ＋ ４ ｎｍｏ ｌ ／ Ｌ ＡＮＧ ＰＴＬ ８

ｇ、 〇
．ｍｍｏ ｌ ／Ｌ ＰＡ＋４ ｎｎｘ ） ｌ ／ Ｌ 

ＡＮＧＰＴＬ８

０ ５ ０ ５

ｏ ． 〇
Ｊ

ｉ



１



１



１



１

— ｏ ． ｏ
Ｊ￣

ｉ



１



１



１



１

—

＾＾ ＾＾^

图 ２
－

１ ８ＯＡ 和 ＰＡ 对 Ａ ｎ ｇｐ ｔ 丨 ８ 干预滋养层细胞增殖特性的恢复

（
２

） 油酸和软脂酸对重组 Ａ ｎ
ｇ ｐ

ｔ ｌ ８ 蛋 白干预滋养层细胞侵袭的恢复结果

如 图 ２ －

１ ９ ， 与对照组相 比 ， 仅 ０ ． １ｍｍ ｏ ｌ ／Ｌ 的 ＯＡ 对重组 Ａｎ
ｇｐ

ｔ ｌ ８ 蛋 白抑制人绒

毛膜滋养层细胞的侵袭效应有逆转作用 （ Ｐ＜〇 ． 〇 ５ ） 。 与对照组相 比 ， 添加 ０ ． １ｍｍ ｏ ］ ／Ｌ 、

０ ． ２ｍｍ ｏ ｌ ／Ｌ 的 ＰＡ
， 滋养层细胞侵袭能力恢复 （ Ｐ＜０ ． ０ ５ ） ，０ ＿ ４ｍｍ ｏ ｌ ／Ｌ 的 ＰＡ 对重组

Ａ ｎｇｐ ｔ ｌ ８ 蛋 白抑制人绒毛膜滋养层细胞的侵袭效应也有
一

定逆转作用 ， 但逆转作用

没有 ０ ． １ｍｍｏ ｌ ／Ｌ 、 ０ ． ２ｍｍ ｏ ｌ ／Ｌ 的 ＰＡ 那么强 ， 可能是 由于 ０ ．４ｍｍ ｏ ｌ ／Ｌ 的 ＰＡ 对细胞

的毒性作用 占 了主导地位 。

－

５ ９
－
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ＯｍＭＯＡ ＋ ４ｎＭＡＮＧ ＰＴ Ｌ８Ｏ ． ｌｍＭＯＡ ＋ ４ ｎＭＡＮＧ ＰＴ Ｌ８０ ． ２ｍＭＯＡ ＋４ｎ ＭＡＮＧ ＰＴ Ｌ８０ ．４ｍＭＯＡ ＋４ ｎＭＡＮＧ ＰＴ Ｌ８

－

＾ｒ －

： ．＾ ： ；；
－

Ｖ ．

：

．
＾

 ^

ＯｍＭＰＡ ＋４ ｎＭＡＮＧ ＰＴ Ｌ８Ｏ ． ｌｍＭＰＡ ＋４ ｎＭＡＮＧ ＰＴ Ｌ８０ ． ２ｍＭＰＡ ＋ ４ ｎＭＡＮＧ ＰＴ Ｌ８０ ． ４ｍＭＰＡ ＋４ｎＭＡＮＧ ＰＴ Ｌ８

３ ００
ｎ ？ ４０ ０

ｎ
－

ｙｍＯｍＭ 〇Ａ＋４ｎＭ ＡＮＧ ＰＴＬ ８■ＯｍＭ ＰＡ ＋４ ｎＭ ＡＮＧＰＴＬ８

＾０ １ ｍＭ ＯＡ＋４ｎＭ ＡＮＧＰＴＬ ８ ３〇 〇
＇

ｊ
－


ｉ Ｊ０ １ ｍＭ ＰＡ ＋ ４ ｎＭ ＡＮＧＰＴＬ８

ｗ２
００

＿ｌ
．

ｊ■０ ２ｍＭ ０Ａ ＾４ｎＭ ＡＮＧＰＴＬ８■０ ２ｍＭ ＰＡ ＞４ ｎＭ ＡＮＧＰＴＬ８

｜ＷｔＭ ０ ４ｍＭ ０Ａ＋４ｎＭ ＡＮＧＰＴＬ８｜ 
２ 〇〇

． ４－

 ０ ４ｍＭ ＰＡ ＋４ ｎＭ ＡＮＧＰＴＬ８

ｉｌＪ ：
ｌ ＿■

＾＾＾＾＾＾＾^

／／／／／／／／
／／／／ ／／／／

ｏ
＾

＊

〇
＾

＊

 殳
浐

／＇／／ ＇／／／

图 ２
－

１ ９ＯＡ 和 ＰＡ 对 Ａ ｎｇｐ ｔ ｌ ８ 干预滋养层细胞俊袭特性 的恢复

－

６ ０ －
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讨论

胎盘的形成与滋养层细胞功能密切相关 ， 涉及滋养层细胞的动态分化成熟 ， 功

能正常的滋养层细胞具有迁移性和侵入性特性 ， 并具有与母体环境 内细胞的互动能

力 ， 对于胎盘的发育成熟不可或缺 。

雌激素和孕激素作为最重要的 留体性激素 ， 对于妊娠的起始 、 胎盘功能的维持

和胎儿的生长发育具有重要的作用 。 ｅ２ 、 孕酮及其代谢物通过上调滋养层细胞的增

殖 、 分化和迁移来参与血管生成 ［
７５

－

７ ７
］ 以及正常的滋养细胞发育和侵袭 ［

７８
－

８２
］

。 低

平可能导致滋养层发育和血管生成过程不足 ， 进而可能进
一

步导致低 ｅ ２ 水平 ， 但其

具体机制远未阐述清楚 。

在第
一

部分的研究中 ， 在大 鼠胚胎着床后短暂给予来 曲唑抑制雌激素的合成 ，

建立 了大 鼠胚胎着床后短暂雌激素缺乏模型 ， 发现 了妊娠后期胎盘的异常增生可能

与胎盘连接区滋养层细胞的增殖 、 侵袭功能的异常改变和血管新生异常有关 。 因此

在本部分研究中对大 鼠胚胎着床后短暂雌激素缺乏的子宫妊娠组织 ， 进行 了表达谱

基因芯片检测分析 ， 进
一

步 了解影响大 鼠妊娠晚期胎盘异常增生的原 因及 内 部调控

机制 。

表达谱芯片结果的生物信息学分析提示 ， 大 鼠着床后短暂抑制雌激素合成后 的

子宫妊娠组织特异性差异基因主要集中于糖脂代谢途径 、 细胞增殖等相关功能 ， 提

示孕早期的雌激素波动很有可能通过影响糖脂代谢进而对妊娠过程 中 的胎盘发育

造成影响 。 前期研宄显示 ， 在大 鼠孕早期 即 ＧＤ６ ． ５
－

８ ． ５ 时给予 ０ ． １ ６ｍｇ／ｋｇ／ｄ 的来 曲

唑 ， 可 以短时影响雌激素合成导致体 内雌激素水平
一

过性降低 ， 在胎盘发育 的后续

阶段雌激素水平仍维持在正常浓度 ［
３ １

］

， 表明孕早期体 内雌激素短时低下会促使母体

胎盘发育微环境的改变进而影响后期胎盘发育 。

血管生成素样蛋 白 ８（ ＡＮＧＰＴＬ ８ ） 是
一

种新近鉴定的分泌性蛋 白 ， 具有调节葡

萄糖和脂质代谢途径的能力 ， 是血管生成素样蛋 白 （ ＡＮＧＰＴＬ ） 家族的新成员 。 在

２０ １ ２年 ， 多个小组 以ＲＩＦＬ
［
８３

］

， Ｌ ｉ

ｐａｓ ｉｎ
［
８４

］

， ＡＮＧＰＴＬ８
［
８ ５

］和Ｂ ｅｔａｔｒｏｐ
ｈ ｉｎ
陶等各种名称

发现并报道 了 以前未鉴定的基因 Ｇｍ ６４８４ 在脂质代谢中 的功能 。 ２０ １ ５ 年 １ ０ 月 ，

ＨＵＧＯ 基因命名委员会 ［
８７

］将该基因 的正式名称指定为 ＡＮＧＰＴＬ ８（ 人类 ） 和 Ａｎｇｐｔ ｌ ８

（ 小 鼠 ） 。 血管生成素样蛋 白 （ ＡＮＧＰＴＬ ） 是 由八个成员 （ ＡＮＧＰＴＬ １
－

８ ） 组成的
一

组

分泌糖蛋 白 ， ＡＮＧＰＴＬ １
－７ 具有相 同 的结构并具有不 同 的功能 ［

８ ８
］

。 ＡＮＧＰＴＬ ８ 是
一

种

具有 １ ９ ８ 个氨基酸的 ２２ｋＤａ 蛋 白 ， 是 ＡＮＧ ＰＴＬ 家族 中 的
一

个独特成员 ， 因为它缺

少 ＡＮＧＰＴＬ １

－

７ 共有的共同结构 ； 但 ＡＮＧＰＴＬ８ 通过与 ＡＮＧＰＴＬ３ 和 ＡＮＧＰＴＬ４ 的

Ｎ 末端结构域显示结构 同源性来表 明其亲缘关系 ［
８４

］

， 并与这两种蛋 白表现出功能相

－

６ １
－
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似性 ， 即可与脂蛋 白脂酶 （ ＬＰＬ ） 结合并调节甘油三酸酯代谢 ［
８ ９

］

。 因此 ， ＡＮＧＰＴＬ ８

被认为是 ＡＮＧＰＴＬ 家族中
一

个新颖但非典型的成员 ， 也是脂质代谢的新兴参与者

［
６０

，

９０
，
９ １

］

。

临床上妊娠并发症的发生常伴有脂代谢异常 ， 如妊娠糖尿病 、 妊娠高血压 、 妊

娠期胆汁淤积症等妊娠并发症 ， 继而导致不 良妊娠结局 。 糖脂代谢异常对胎盘滋养

层细胞功能的影响 尚不清楚 。 本研究 中 ， 在大 鼠胚胎着床后 ， 可 以导致子宫妊娠组

织中 Ａｎｇｐｔｌ ８ ｍＲＮＡ 和蛋 白表达水平的升高 ， 但其来源于低雌激素水平对全身系统

性影响还是对局部妊娠组织特别是蜕膜组织的作用所致尚有待于进
一

步明晰 。 体外

细胞实验结果显 ， Ａｎｇｐｔ ｌ８ 对滋养层细胞具有轻度的促进增生作用 ， 对滋养层细胞

侵袭则具有较 明 显的抑制作用 。 大 鼠着床后抑制短暂抑制雌激素后 ， 可 以观察到

ＧＤ １ ３ ． ５ 和 ＧＤ １ ９ ． ５ 时胎盘母体去没有或少量滋养层细胞侵袭浸润 ， 在 ＧＤ １ ９ ． ５ 时胎

盘迷路区可见大量糖原细胞 （侵袭性滋养层细胞的
一

种 ） 堆积 ， 推测可能与 局部

Ａｎｇｐｔ ｌ ８ 水平升高有关 。

ＡＮＧＰＴＬ ８ 具有与 ＡＮＧＰＴＬ３ 和 ＡＮＧＰＴＬ４蛋 白 Ｎ 端结构域的 同源性 ， 并表现

出与这两种蛋 白质相似的功能 ， 可与脂蛋 白 脂酶 （ ＬＰＬ ） 结合并调节甘油三酯代谢

［气 ＡＮＧＰＴＬ ８ 蛋 白 与 ＬＰＬ 结合 ， 形成二聚体 ， 可 以抑制细胞溶酶体中 的水解酶
＿

脂蛋 白脂肪酶 （ ＬＰＬ ） 的活性 ， 使游离脂肪酸的水平升高 。 游离脂肪酸包括油酸 、

软脂酸 、 亚油酸等 ， 这些游离脂肪酸可能影响滋养层细胞侵袭功能的主要物质 。 当

ＡＮＧＰＴＬ ８ 蛋 白上调后 ，
二聚体解体 ， ＬＰＬ 的活性被释放 ， 游离脂肪酸含量减少 。

在体外细胞实验中 ， Ａｎｇｐｔ ｌ ８ 抑制滋养层细胞侵袭的 同时 ， 我们通过回补游离脂肪

酸包括油酸和软脂酸 ， 结果显示回补油酸仅在 ０ ． １ｍｍｏ ｌ／Ｌ 时对抑制侵袭有明显挽救

效应 ， 而其他浓度油酸对抑制侵袭没有挽救效应 。 回 补软脂酸可 以较明 显 的挽救

Ａｎｇｐｔｌ ８ 蛋 白对滋养层细胞侵袭能力的抑制 ， 提示 Ａｎｇｐｔ ｌ ８ 很可能通过干预滋养层细

胞 ＬＰＬ 介导脂代谢途径进而影响细胞的侵袭能力 ， 有关具体机制 尚需深入研宄 。

本研究在体外进
一

步验证 ＡＮＧＰＴＬ ８ 蛋 白对人绒毛膜滋养层细胞生长特性的调

控 。 结果显示 ， ＡＮＧＰＴＬ８ 蛋 白抑制人绒毛膜滋养层细胞的侵袭 ， 而回补油酸和软

脂酸能够恢复其侵袭功能 。 这提示我们在大 鼠胚胎着床后短暂抑制雌激素可 以促使

Ａｎｇｐｔ ｌ ８表达水平升高 ， 并通过干预滋养层细胞脂代谢抑制滋养层细胞的侵袭能力 ，

使胎盘滋养层细胞植入过浅 ， 不能从子宫 内膜血管中换取更多 的养分 ， 抑制 了胎儿

的生长发育 ， 从而导致妊娠后期胎盘生长因子代偿性升高 ， 改变血管壁的厚度 以及

血管通透性以汲取更多氧气和营养物质 以供胎儿生长发育 。 值＃注意 的是 ， 孕早期

短暂的雌激素水平低下也可 以影响到后期胎盘发育 ， 是典型的前程因素对后程事件

的影响 。 因此 ， 通过解析孕早期雌激素异常波动对胎盘发育 的影响及其机制 ， 不仅

－

６２
－
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有利于深入 了解胎盘发育过程中雌激素的调控作用 ， 为妊娠并发症及临床上各种不

良妊娠结局 的溯源和防治策略提供实验和理论依据 。

－

６ ３
－
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小结

１ ． 表达谱芯片结果提示着床后短暂抑制雌激素合成后 ， 妊娠相关组织的差异基因

主要与代谢功能异常 、 细胞增殖等功能相关 。

２ ． 着床后短暂抑制雌激素合成后可导致 基因和 Ａｎｇｐ ｔ ｌ ８ 蛋 白高表达 ，

Ａｎｇｐｔ ｌ ８ 蛋 白上调可 以抑制滋养层细胞侵袭功能 。

３ ． 通过回补软脂酸可挽救 Ａｎｇｐｔｌ ８ 抑制 的滋养层细胞侵袭功能 ， Ａｎｇｐｔ ｌ ８ 可通过参

与脂代谢途径抑制滋养层细胞的侵袭功能 。

－

６４
－
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缩略词表

英文缩写英文全称 中文名称
＝

ＡＰＡｍｍｏｎ ｉｕｍＰｅｒｓ
ｊ

ｉＬｆａｔｅ过硫酸胺

Ａｎｇｐｔｌ８Ａｎｇ ｉｏｐｏ ｉｅｔｉｎ－Ｌ ｉｋｅＰｒｏｔｅｉｎ８人血管生成素样蛋 白８

ＢＳＡＢｏｖ ｉｎｅＳｅｒｕｍＡｌｂｕｍｉｎ牛血清 白蛋 白

Ｂ
ｐＢ ａｓｅＰａｉｒ 碱基对

ＣＣＫ－

８Ｃｅ ｌ ｌＣｏｕｎｔｉｎｇ
Ｋｉｔ

－

８细胞计数试剂盒 －

８

ｃＤＮＡＣｏｍ
ｐ

ｌｅｍｅｎｔａｒｙ
ＤｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃＡｃ ｉｄ互补脱氧核糖核酸

ＣＭＣ －ＮａＳｏｄｉｕｍＣａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙ ｌｃｅ ｌ ｌ
ｊ

ｉＬｏｓｅ竣 甲基纤维素钠

ＤＤａｙ （
ｓ
） 天

ＤＡＢ３
，
３ 

＇

－Ｄ ｉａｍｉｎｏｂｅｎｚ ｉｄｉｎｅ ３
，
３

＇

－二氨基联苯胺

ＤＥＰＣＤ ｉｅｔｈｙｌＰｙｒｏｃａｒｂｏｎａｔｅ焦碳酸二乙酯

ＤＭＳＯＤ ｉｍｅｔｈｙ ｌＳ
ｆ

ｉＬｐｈｏｘｉｄｅ二 甲基亚讽

ｄＮＴＰＤｅｏｘｙｎｕｅｌｅｏｔ ｉｄｅｔｒｉｐｈｏ ｓｐｈａｔｅ脱氧三磷酸

Ｅ
２Ｅ ｓｔｒａｄｉｏ ｌ 雌二醇

ＥＣＬＥｎｈａｎｃｅｄＣｈｅｍｉ ｌｕｍ ｉｎｅｓｃｅｎｃｅ增强化学发光

ＥＣＭＥｘｔｒａｃｅ ｌ ｌ
ｆ

ｏＬａｒＭａｔｒｉｘ细胞胞外基质

ＥＤＴＡＥｔｈｙｌｅｎｅＤ ｉａｍｉｎｅＴｅｔｒａａｃｅｔｉｃＡｃ ｉｄ乙二胺四 乙酸

ＥＰＥｐｐｅｎｄｏｒｆ ｔｕｂｅ埃普多夫管

ＦＢ ＳＦｅｔａｌＢｏｖ ｉｎｅＳｅｒｕｍ胎牛血清

ＦＳＨＦｏ ｌ ｌ ｉｃｌｅ
－Ｓｔｉｍ

（

ｉＬａｔｉｎｇ
Ｈｏｒｍｏｎｅ促卵泡激素

ＧＤＧｅｓｔａｔ ｉｏｎＤａｙｓ妊娠天数

ＧＯＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ基因本体分析

ＨＨｏｕｒ 小时

Ｈ＆ＥＨａｒｒｉ ｓＡｎｄＥｏｓ ｉｎ苏木素伊红

ＩＨＣ Ｉｍｍｕｎｏｈｉ ｓｔｏｃｈｅｍｉ ｓｔｒｙ免疫组织化学染色

ｉ ．ｇ ．Ｇａｓ ｔｒｉｃＩｎ
ｊ
ｅｃｔｉｏｎ灌 胃注射

ＩｇＧ Ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕ ｌ ｉｎＧ免疫球蛋 白Ｇ

ＬＨＬｕｔｅｉｎｉｚｉｎ
ｇ
Ｈｏｒｍｏｎｅ促黄体生成素

ｍ ｉｎＭ ｉｎｕｔｅ
（
ｓ
） 分钟

ＭＭＰ ｓＭａｔｒｉｘＭｅｔａｌ ｌｏＰｒｅｔｅｉｎａｓｅｓ基质金属蛋 白酶

ｍＲＮＡＭｅｓ ｓｅｎｇｅｒＲＮＡ信使ＲＮＡ

Ｏ ．Ｄ ．Ｏｐｔ ｉｃａｌＤｅｎｓ ｉ ｔｙ光密度

－

６ ５
－
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Ｐ４Ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ 孕酮

ＰＡＧＥＰｏ ｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅ ｌＥ ｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓ ｉｓ聚丙烯酰胺凝胶

ＰＡＳＰｅｒｉｏｄｉｃＡｃｉｄ－Ｓｃｈｉｆｆ过碘酸希夫

ＰＢ ＳＰｈｏ ｓｐ
ｈａｔｅ

－ＢｕｆｆｅｒｅｄＳａｌ ｉｎｅ憐酸盐缓冲液

Ｐ ＩＣＰｒｏｔｅｉｎＩｎｈｉｂ ｉｔｏｒＣｏｃｋｔａｉ ｌ蛋 白酶抑制剂

ＰＭＳＦＰｈｅｎｙ ｌｍｅｔｈａｎｅｓ
＾
ｉＬ ｆｏｎｙ ｌＦ ｌｕｏｒｉｄｅ苯 甲基磺酰氟

Ｐ ｌｇｆＰ ｌａｃｅｎｔａＧｒｏｗｔｈＦａｃｔｏｒ胎盘生长因子

ＲＮａｓｅ
－ＦｒｅｅＲｉｂｏｎｕｃ ｌｅａｓｅＦｒｅｅ无核糖核酸酶

ｒ
ｐｍＲｏｔａｔｅＰｅｒＭｉｎｕｔｅ转 ／分

ＲＴ －ＰＣＲ＾
ｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉ

ｐ
ｔｉｏｎ －Ｐｏ ｌｙｍｅｒａｓｅ

逆转录聚合酶链式反应
ＣｈａｉｎＲｅａｃｔｉｏｎ

ｓ Ｓｅｃｏｎｄｓ 秒

ＳＤＳＳｏｄｉｕｍＤｏｄｅｃｙ ｌＳｕ ｌｆａｔｅ十二焼基硫酸钠

ＴＥＭＥＤＮ
，
Ｎ

，
Ｎ

，

Ｎ－Ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌ Ｅｔｈｙｌｅｎｅｄａｍ ｉｎｅ四 甲基乙二胺

Ｔｒｉｓ
－Ｈｄ

ｔｈｙｌ

三羟 甲基氨基 甲烷盐酸盐


Ｈｙｄｒｏ －Ｃｈ ｌｏｎｄｅ


－

６６ 
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ｐａｎｃｒｅａｔ ｉｃ ｂｅ ｔａ ｃｅ ｌ ｌ
ｐｒｏ ｌ ｉｆｅｒａｔ ｉｏｎ ．

Ｃｅｌｌ
，
２０ １ ３ ．１ ５ ３

（
４

）
：

ｐ ．７４７ －

５ ８ ．

［
８ ７

］
． Ｇｒａｙ ， 

Ｋ ．Ａ ．

， 
ｅｔ ａ ｌ ．

， 
Ｇｅｎｅｎａｍｅｓ ． ｏｒｇ ： ｔｈｅ ＨＧＮＣ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ  ｉｎ ２０ １ ５ ． Ｎｕｃ ｌｅ ｉｃ Ａｃ ｉｄｓ Ｒｅｓ

， 
２０ １ ５ ． ４３

（
Ｄａｔａｂａｓｅ

ｉｓ ｓｕｅ
）

：

ｐ ．Ｄ １ ０ ７ ９
－

８ ５ ．

［
８ ８

］
．Ｄ ｉ

ｊ
ｋ

，Ｗ ．ａｎｄＳ ．Ｋｅｒｓ ｔｅｎ
，Ｒｅｇｕ ｌ ａｔ ｉｏｎｏｆ ｌ ｉｐ ｉｄｍｅｔａｂｏ ｌ ｉ ｓｍｂｙａｎｇ ｉｏｐｏ ｉｅｔｉｎ－

ｌ ｉｋｅ
ｐｒｏ ｔｅ ｉｎｓ ．ＣｕｒｒＯｐ

ｉｎ

Ｌ ｉｐ ｉｄｏ ｌ
， 
２０ １ ６ ．２ ７

（
３

）
：

ｐ ．２４９ －

５ ６ ．

［
８ ９

］
＿ Ｆｕ

，

Ｚ ．

，
ｅｔ ａ ｌ ．

，
Ｌｉｐａｓ ｉｎ

， 
ｔｈｅｒｍｏｒｅｇｕｌａｔｅｄ  ｉｎ ｂｒｏｗｎ ｆａｔ

，
ｉｓ ａ ｎｏｖｅ ｌ ｂｕｔ ａｔｙｐ ｉｃａｌ ｍｅｍｂｅｒ ｏｆ  ｔｈｅ ａｎｇ ｉｏｐｏ

ｉｅ ｔ ｉｎ－

ｌ ｉｋｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｍ ｉ ｌｙ ． Ｂ ｉｏ ｃｈｅｍ Ｂ ｉｏｐｈｙｓ Ｒｅ ｓＣｏｍｍｕｎ

， 
２ ０ １ ３ ． ４３ ０

（
３

）
：

ｐ ．１ １ ２ ６ －

３ １ ．

［
９０

］
．Ｚｈａｎｇ ，

Ｒ ．ａｎｄＡ ．Ｂ ．Ａｂｏｕ －Ｓ ａｍｒａ
，
Ｅｍｅｒｇ ｉｎｇｒｏ ｌｅｓｏ ｆＬ ｉｐａｓ ｉｎａｓａｃｒｉ ｔｉｃａ ｌｌ ｉｐ ｉｄｒｅｇｕｌａｔｏｒ ．Ｂ ｉｏｃｈｅｍ

Ｂ ｉｏｐｈｙｓ ＲｅｓＣｏｍｍｕｎ
，
２０ １ ３ ． ４３ ２

（
３
）

：

ｐ ．４０ １
－ ５ ．

［
９ １

］
．Ｌｉ

，
Ｊ ．

ｓ
ｅｔａｌ ．

，
Ｔｒ ｉｇ ｌｙｃｅｒ ｉｄｅｍｅｔａｂｏ ｌ ｉｓｍａｎｄａｎｇ ｉｏｐｏ ｉｅｔ ｉｎ －

ｌ ｉｋｅ
ｐｒｏ ｔｅ ｉｎｓ ｉｎ ｌ ｉｐｏｐｒｏ ｔｅ ｉｎ ｌ ｉｐａｓｅｒｅｇｕ ｌａｔ ｉｏｎ ．

Ｃ ｌ ｉｎ Ｃｈ ｉｍ Ａｃｔａ
， 
２０２０ ．５ ０３ ：

ｐ ．１ ９
－

３４ ．

－

７ １
－
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综述
胎盘滋养层细胞与妊娠相关疾病

与胎盘异常相关的常见妊娠疾病包括妊娠高血压疾病 、 妊娠糖尿病 、 宫 内生长

受限或子痫前期 ［
１

］

。 研究者们认为胎盘值得深入研究 。 现对与胎盘相关的妊娠疾病

及与这些妊娠疾病相关的表达基因作如下综述 ：

妊娠早期称为胚胎着床 ， 是指囊胚附着于子宫壁上Ｗ 。 在人体 内 ， 着床黄体生

成素窗 口 高峰后 ６ －

１ ０ 天 ， 子宫 内膜细胞发生变化 ， 使胚胎离子宫 内膜更近 ［
３

］

。 这期

间 ， 子宫 内膜血管化 ， 基质细胞形态和功能发生转变 ， 转化为蜕膜细胞 ［
４

］

。 蜕膜可

分为两部分 ， 基底蜕膜 （
ＤＢ

）
位于胚胎的基底部与滋养细胞相连和不附着在胚胎上的

顶蜕膜Ｗ 。 植入后到妊娠早期 ， 蜕膜组织被胎盘替代 。 附着在子宫 内膜的囊胚启动

着床过程 。 囊胚和子宫 内膜之间松散且强壮的连接被称为定位和粘附 ［
６

］

。 首先 ， 透

明带在
“

孵化
”

过程中被溶解因子去除 。 然后 ， 滋养层细胞开始侵入到子宫 内膜并分

化成新的细胞类型 ： 合胞体滋养细胞和细胞滋养细胞 ［
７

］

。 合胞滋养细胞继续穿透并

侵入子宫间质 。 胚胎着床后约 ２ 天 ， 称为
“

陷 窝期
”

， 合胞滋养细胞来源的分泌物在

蜕膜产生陷 窝 ， 并与母体血管结合 ［
２

］

。 随后 ， 绒毛期伴随绒毛的建立 ， 开始形成胎

盘 ， 称为胎盘形成期 ， 与子宫血流增加和血管生成 同时进行 ［
８

］

。 这些改变是调节胎

盘血管结构和适应孕期母体血管系统所必需的 ［
９

，
１ （）

］

。 血管发育受损可能与子宫和脐

带血流减少有关 ， 影响妊娠维持 ， 并可能导致妊娠并发症 ， 如子痫前期和流产 ［
８

］

。

胎盘是怀孕期 间形成的重要器官 ， 其正常发育对胚胎存活至关重要 ［
１ １

］

。 氧调

节是胎盘发生的
一

个关键决定 因素 ， 在妊娠期间 ， 如果氧水平没有得到适当 的调

节 ， 就会发生异常的滋养细胞分化和发育 ， 并导致妊娠相关的疾病 ［
１ ２

］

。 低氧诱导

因子 １（
Ｈ ｉ ｆ

－

ｌ ｃ〇是细胞氧化应激机制的必要组成部分 ， 被认为是滋养层细胞分化的

主要调节因子 ［
１ ３

］

。 人类胎盘中 Ｈ ｉ ｆ－ ｌ ａ的水平升高与妊娠相关疾病的发展有关 ， 如子

痫前期和胎儿生长受限 ［
１ ４

］

。 我们注意到胎盘分化的显著生理变化 ， 包括分支形态

发生减少 ， 母体和胎儿血腔改变 ， 以及母体螺旋动脉重建失败 ， 这些胎盘的改变

导致随后 的产妇高血压和产妇 肾小球 内皮增生症伴蛋 白尿 ， 这是子痫前期的典型

特征 。 研宄表明 ， 滋养细胞特异性组成型活性的Ｈ ｉｆ
－

ｌ ａ长时间表达会导致胎儿 出生

体重的显著下降 ［
１ ５

］

。

子痫前期 （ ＰＥ ） 是
一

种妊娠特异的全身性紊乱的疾病 ， 其特征是各种器官功能

障碍的表现 。 滋养层细胞侵入子宫壁的不足是 ＰＥ 的发病原因之
一

， ＰＥ 的诊断通过

呈现新发性高血压 、 ＞ １ ４０ ｍｍＨｇ 收缩压 （ ＢＰ ） 或＞９０ ｍｍＨｇ 舒张 ＢＰ ， 以及蛋 白尿 、

水肿或其他伴随症状 ， 如肾功能不全 、 血小板减少 、 肝功能障碍 、 肺水肿或脑 ／视觉

模糊 ［
１ ６

１

。 这些迹象可能突然发生 ， 没有预兆 。 在妊娠 ３４ 周之前呈现的 ＰＥ 被认为是

早发 ， 与妊娠 ３ ４ 周时或之后发生的为晚发 ＰＥ ， 其围产期发病率 ／死亡率的风险更大 。

－

７ ２
－
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目 前没有治疗 ＰＥ 的方法 ， 通过钙和阿司 匹林在有风险的孕妇 中预防 ， 可能会降低

其发病率 ［ｍ
， 唯

一

有效的治疗方法是分娩婴儿和胎盘 ［
１ ８

］

， 往往是早产 。 早产往往导

致新生儿或婴儿的发病率和死亡率升高 ， 因为婴儿在发育能力方面尚不能生活在子

宫外 。 ＰＥ 也是导致胎儿生长受限 （ ＦＧＲ ） 的主要原因之
一

１ ２ －２５％的宫 内生

长受限和小妊娠年龄 （ ＳＧＡ ） 婴儿也要归 因于 ＰＥ 。 阐 明可导致 ＰＥ 的病理生理机制

将有助于我们准确预防 、 管理和治疗 ＰＥ 的能力 ， 从而避免母体和胎儿的损失 ［
２Ｑ

］

。

有研究表明 ， ＳＧＡ 与妊娠早期胎盘厚度较小有关 ， 发生 ＰＥ 的孕妇胎盘厚度更大 ，

而合并 ＳＧＡ 和 ＰＥ 的孕妇和对照组妊娠早期胎盘厚度相似 ［
２ １

］

。

胎儿生长受限 （ ＦＧＲ ） ， 也称宫 内生长受限 （ ＩＵＧＲ ） ， 是指胎儿出生体重低于

同孕龄胎儿平均体重的两个标准差或第 １ ０百分位数 ［
２２

］

， 生产时宫 内缺氧围生儿中

有 ５ ０％为ＦＧＲ ，ＦＧＲ是胎儿在母体孕期子宫 内生长迟缓的
一

种 围生儿死亡率较高的

妊娠期并发症 。 引 起ＦＧＲ的原因包括母体 、 胎儿和胎盘因素 ［
２ ３

］

， 遗传因素也起着

重要作用 ， 在ＦＧＲ的病因学中 己经发现了几种母体 、 胎儿和胎盘基因 ［
２４

］

。 患有

ＩＵＧＲ 的儿童 ， 特别是如果他们在早年发育时 出现追赶性 ， 则长期 问题的风险较

高 ， 包括身材矮小 、 代谢综合征 、 ｎ型糖尿病 、 胰岛素抵抗和心血管疾病 ［
２ ５

］

。 有研

究表明 ， ＩＧＦ－Ｉ与ＦＧＲ存在
一

定的相关性 ［
２ ６

］

。 有学者认为 ， 孕妇血清 中 ＩＧＦ －

１ 的水

平可作为评价胎儿生长发育的指标 ［
２７

］

， 而孕妇血清ＭＭＰ －９含量的检测可 以预测胎

盘功能 。 脐血瘦素和 ＩＧＦ －

Ｉ水平与胎儿生长发育状态密切相关 ， 脐血瘦素或 ＩＧＦ－

Ｉ水

平降低可能是ＦＧＲ发生的原 因之
一

［
２ ８

］

， 瘦素调控胎儿生长发育没有 ＩＧＦ －

Ｉ的直接参

与 ， 脐动脉血与脐静脉血瘦素及 ＩＧＦ ＿

Ｉ水平均可作为胎儿生长发育的临床指标 。 母

血 、 脐血ＥＧＦ减少可能也是 引 起ＦＧＲ的原因之
一

［
２ ９

］

。 有研宄表明 ， ＦＧＲ组的胎盘组

织中Ｂｃ ｌ
－２的表达下降 ， 而Ｂ ａｘ的表达增高＿ 。 ＥＧＦ可 以通过上调Ｂ ｃ ｌ

－２的表达 ， 抑制

胎盘细胞凋亡 ， 促进胎儿生长发育 ［
３ １

］

。 另外 ， 妊娠高血压疾病母亲胎盘中ＶＥＧＦ蛋

白含量降低与妊娠高血压的发生及其胎儿宫 内生长受限有关 ［
３ ２

］

。 ＦＧＲ患者的胎盘

Ａｎｇ
－２和ＰＬＧＦ表达也有所下降 ［

３ ３
］

。

ＰＬＧＦ 是 由 ６９ｋＤ 的 ａ 链和 ３４ｋＤ 的 ｐ 链通过二硫键连接形成的 ， 是
一

种分泌型

的二聚体酸性糖蛋 白
［
３４

］

， 其碱基序列与 ＶＥＧＦ 高度 同源 ， 属于 ＶＥＧＦ 家族中 的
一

员 ， 位于染色体 １ ４
ｑ
２４ｑ３ １ 。 ＰＬＧＦ 通过 ｍＲＮＡ 选择性拼接 ， 有 ４ 种亚型 ， ＰＬＧＦ２ 和

ＰＬＧＦ４ 有肝素结合结构域 ， 而 ＰＬＧＦ １ 和 ＰＬＧＦ ３ 没有 ［
３＼ ＰＬＧＦ 和 ＶＥＧＦ 都可与 ｆｉｎｓ

样酪氨酸激酶 １（ Ｆ ｌ ｔ
－

１ ） 受体结合 ［＠
， 激活 Ｆ ｌｔ

－

１ 不同的酪氨酸残基部位 发挥协

同生物学效应 ， 诱导血管生长 、 增殖 、 迁移 ， 加强血管生成 。 ＰＬＧＦ 除 了促进血管

新生功能 ， 还与血管生长相关 ， 并促进血管 内 皮细胞的生长 、 增殖 、 迁移 ［
３ ７

］

。 在
一

些子痫前期和流产等情况中 ， 还会介导炎症反应 ， 并伴随着血管生成减少 。 大部分

的妊娠损失发生在胎盘形成的妊娠早期 ［
３ ８

，
３ ９

］

， 这些损失可能是 由于女性生殖系统不

同部位的血管生成失衡 ， 如胎盘 ［
８

］所致 。 ＰＬＧＦ 在子宫 内膜 、 蜕膜 、 胎盘 、 子宫 ＮＫ

－

７ ３
－
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细胞 （ ｕＮＫ ｃｅｌ ｌ ｓ ） 和滋养层中表达 ［
４ （＾５

］

， 其血管生成和炎症方式被认为是受孕成功

的关键因素 ［
４６

］

。 ＰＬＧＦ 可 以使 巨噬细胞释放血管生成因子 ［
４７

］

， 并且加强树突状细胞

的活力和它们的抗体识别能力 ［
４ ８

］

。 ＰＬＧＦ 表达在子宫 内膜 、 胎盘和滋养层细胞中 ，

并与子宫 ＮＫ细胞的成熟有关 。 ｄＮＫ 细胞通过产生 ＩＬ －

８ 和 ＨＧＦ 促进滋养细胞侵袭 ，

并且它们通过产生 ＶＥＧＦ －Ｃ 和 ＨＧＦ 诱导滋养层细胞向 内 皮细胞表型分化 ［
４９

］

。 ＰＬＧＦ

的上调促进 ＶＥＧＦ 和 ＶＥＧＦＲ －２ 结合 ， 加强血管生成 ， 然而 ， 当 ＶＥＧＦ／ＶＥＧＦＲ －２ 信

号通路受损时 ， ＰＬＧＦ 可以转移到重症炎症部位引起组织损伤 ， 而这会导致早孕丢

失 ［
５ （）

】

。 ＰＬＧＦ 是参与早孕血管生成的重要血管生成因子之
一

， 其下降与妊娠并发症

有关 ［
５ １

］

。 妊娠期相对的缺氧环境使胎盘滋养细胞表达的 ｓＦ ｌ ｔ
－

１ 增高 ［
５２

］

， ｓＦ ｌｔ
－

１ 竞争

性与 ＰＬＧＦ 、 ＶＥＧＦ 相结合 ， 使胎盘血管生成不 良 ， 而形成 ＦＧＲ 。 研宄表明 ， ＦＧＲ

组孕妇血清中 的 ｓＦ ｌ ｔ
－

１ 表达明 显高于对照组 ， ＰＬＧＦ 表达低于对照组 ， 表明 ｓＦ ｌ ｔ
－

１ 、

ＰＬＧＦ 有可能可作为 ＦＧＲ 的筛查指标和治疗的监测指标 ｔ
５２

］

。

血管生成素样蛋 白 ８
（
ＡＮＧＰＴＬ ８

）
是
一

种新发现的分泌蛋 白 ， 由 １ ９８个氨基酸组

成 ， 在人的肝脏中 富集 ［
５ ３

］

。 血管生成素样蛋 白 ８（ ＡＮＧＰＴＬ ８ ） 在细胞增殖 、 糖尿

病 、 心血管疾病发展中有重要作用 ， 可能对细胞增殖有潜在影响 。 有研宄认为 ［
５４

］

， ＡＮＧＰＴＬ ８的下调促进 了 ＨＴＲ８
－ＳＶｎｅｏ细胞的增殖 ， 减少 了 ｐ

２ １表达 ， 增加 了周期

蛋 白依赖性激酶２（ ＣＤＫ２ ） 的表达水平 ， 增加 了细胞中细胞核抗原的增殖 。

ＡＮＧＰＴＬ ８的沉默导致细胞迁移和入侵的显著加速 ， 并显著提高 了基质金属蛋 白酶

（ＭＭＰ ）－２和ＭＭＰ －９表达水平 ； 此外 ， 与对照组和 阴性对照组相 比 ， 转染 了

ｓ ｉＲＮＡ －ＡＮＧＰＴＬ ８
－

ｌ 的基质金属蛋 白 酶组织抑制因子 （ Ｔ ＩＭＰ ）－

１和ＴＩＭＰ－２组中 的蛋

白表达水平降低 ， 这些结果表明 ， ＡＮＧＰＴＬ ８的下调促进 了滋养层细胞的增殖 、 迁

移和侵袭 ［
５４

］

。 因此 ， ＡＮＧＰＴＬ ８抑制 了滋养层细胞的活力 、 增殖 、 迁移和入侵 ， 可

能是ＰＥ临床治疗的潜在治疗靶点 。 也有研究表明 ， 增生性糖尿病视网膜病变

（ ＰＤＲ ） 患者的玻璃体和血清ＡＮＧＰＴＬ８ ７Ｋ平均升高 ；
ＰＤＲ患者中ＡＮＧＰＴＬ ８ ７Ｋ平的

升高与血管生成和高脂血症因子有关 ， 这些结果提示ＡＮＧＰＴＬ ８是ＰＤＲ治疗的
一

个

潜在的新的诊断标志物和治疗靶点 ［
５ ５

］

。 ＡＮＧＰＴＬ ８也与 ２型糖尿病的两个重要功能

过程有关 ， 即胰岛素抵抗和脂质代谢 。 脂蛋 白脂肪酶 （
ＬＰＬ

）是
一

种限速酶 ， 将循环

甘油三酯 （
ＴＧ

）水解为游离脂肪酸 ， 被外周组织吸收 。 ＡＮＧＰＴＬ ８通过与ＡＮＧＰＴＬ ３直

接作用调节脂蛋 白脂肪酶的活性 ， 而脂蛋 白脂肪酶是脂蛋 白脂解途径中 的关键

酶 ， 初步研究表明ＡＮＧＰＴＬ ８在肝脏 、 白色脂肪和棕色脂肪组织中表达 ［气 餐后 白

色脂肪组织 （
ＷＡＴ

）的ＬＰＬ活性升高 ， 而心脏和骨骼肌的ＬＰＬ活性下降 ， 从而将循环

中 的ＴＧ引 导到ＷＡＴ储存 ；禁食期间 的情况正好相反 ［
５ ７

］

。 血管生成素样蛋 白

（
ＡＮＧＰＴＬ ｓ

）
３ ，４ ，８作为脂蛋 白脂肪酶 （

ＬＰＬ
）的有效抑制剂 ， 已成为血脂代谢的关

键调节因子 ［
５ ８

］

。

综上 ， 胎盘在母体妊娠期高血压 、 子痫前期 、 胰岛素抵抗和妊娠糖尿病的发

－

７４ －
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生和发展过程中起到重要作用 ， 胎盘维持正常的结构和功能特别是滋养层细胞 ，

对于妊娠母亲和子代的健康具有深远影响 。 深入了解人类胎盘滋养层细胞的功能

及其调控机制对于妊娠期并发症的预测 、 诊疗和预后的关键生物靶标分子提供帮

助 。

－

７ ５
－
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硕士研 究 生学位论文

致谢

硕士研究生期间 ， 我成长了很多 ， 学会了很多知识和道理 。 首先 ， 我要感谢我

的导师贺斌老师 ， 感谢贺老师在学习和生活中给予我的关心和支持 。 贺老师总是特

别温柔耐心地跟我们讲解
一

些实验学习 中 的事项 ， 是我们科研道路上的领路人 。 生

活上 ， 贺老师像大家长
一

样关心关注着我们科室的每
一

个人 。 贺老师在学习和实验

技能上面也给予了我很多帮助和悉心教导 。

感谢徐祥波老师 ， 徐老师对我的学习和生活上给予 了很大的支持 。 徐老师总是

设身处地的为我考虑 以后会遇到 的 问题 ， 并教导我很多为人处世的道理 。 感谢尹德

东老师 、 陈西华老师 、 许如华老师 、 张常勇老师 、 张树成老师在实验思路和实验技

巧方面给予我的莫大帮助 。 感谢他们在理论基础知识和基础实验细节方面给予我细

致入微的教导 。

感谢郭士格师姐 、 南楠师姐 、 孙明 明 师姐 、 暴国师兄 、 樊倩倩师姐 、 葛东峰师

兄 、 汪坤师兄 、 杨丽君师姐在实验技术方面教会我很多基础实验技能 ， 非常感谢你

们 。 感谢陪我
一

起上下学的张博男 同学 ， 陪我
一

起熬夜做实验的南楠师姐 、 梁敏师

妹和祝立权师弟 ， 还有
一

起做实验讲笑话的刁天师妹和张欣师妹 。 感谢他们在生活

和实验中给予我的无私帮助和特别 的温暖 。

特别感谢 吕岩红老师 ， 她作为我们研宄生的大家长 ， 帮助我们
一

起度过研宄生

期间 的每
一

个阶段 ， 她细致入微 ， 不辞劳苦地照顾我们的生活 ， 像阳光普照着大地 ，

甘霖滋润着小禾 ， 真的十分感谢 吕老师 。 感谢北京协和医学院及 国家卫健委科研所

所有默默为我们学生奉献的老师 ， 感谢你们 。

感谢关爱我的爸爸妈妈和家人 。 这次突发的疫情 ， 让我本该在实验室埋头研宄

实验和写论文的时候 ， 却待在家里研宄菜谱 ； 让我在本该穿着西装到处面试的时间 ，

却穿着睡衣在家里给爸妈理发染发 。 这次疫情虽然阻碍 了我实验的进度但却增进 了

我和家人的亲情 ， 让我见识到 了 中 国 的 日 渐强大和政府的有力措施 ， 有效控制疫情

蔓延 。 这次疫情 ， 让我成为 了更好的我 ， 让中 国成为 了更好的 国家 ， 让我们的党和

政府成为 了更好的领导和管理者 。 希望北京此次疫情早 日过去 ， 还给我们大家见面

时的拥抱和热聊 。 希望国外大环境
一

片祥和 ， 不要再有伤痛和死亡 ！ 感谢所有为我

科研工作献 出生命的大 鼠们 ！

最后感谢参加本次论文评阅和答辩工作的专家和老师们 ！ 谢谢你们 ！

２０２０ 年 ７ 月

刘婷婷

－

８ ０
－
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