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ＬｎｃＲＮＡＨＩＦ１ＡＡＳ２通过抑制ｍｉＲ１３８５ｐ促进滋养层细胞的侵袭和上皮间充质转化
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　　［摘要］　目的　研究长链非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）缺氧诱导因子１α反义链２
（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１ａｌｐｈａａｎｔｉｓｅｎｓｅＲＮＡ２，ＨＩＦ１ＡＡＳ２）对滋养层细胞侵袭和上皮间充质转化
（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）的作用和机制。方法　比较２０个子痫前期（ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ，ＰＥ）
胎盘（ＰＥ组）和２０个正常胎盘（对照组）组织中 ＨＩＦ１ＡＡＳ２及其预测的靶基因 ｍｉＲ１３８５ｐ的表达水
平。选用人绒毛膜滋养层细胞系ＨＴＲ８／Ｓｖｎｅｏ，在转染ＨＩＦ１ＡＡＳ２过表达质粒、ｍｉＲ１３８５ｐ拟似物和抑
制物及各自阴性对照的 ＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏ细胞中，通过 ＣＣＫ８检测细胞增殖、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测侵袭、
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞ＥＭＴ标记分子和转录因子表达来研究 ＨＩＦ１ＡＡＳ２和 ｍｉＲ１３８５ｐ对滋养层细胞
的作用和机制。通过荧光素酶基因报告实验验证ＨＩＦ１ＡＡＳ２和ｍｉＲ１３８５ｐ的结合关系。结果　ＰＥ胎
盘中ＨＩＦ１ＡＡＳ２显著降低（Ｐ＜０．０５），而ｍｉＲ１３８５ｐ的表达显著增高（Ｐ＜０．０５）。过表达ＨＩＦ１ＡＡＳ２能
够抑制ｍｉＲ１３８５ｐ的表达（Ｐ＜０．０５），促进ＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏ细胞的侵袭能力（Ｐ＜０．０５），上调ＥＭＴ标记分
子Ｖｉｍｅｎｔｉｎ和Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ以及ＥＭＴ转录因子Ｔｗｉｓｔ１的表达水平（Ｐ＜０．０５）。此外，ｍｉＲ１３８５ｐ抑制物
与过表达 ＨＩＦ１ＡＡＳ２对 ＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏ细胞的作用相同，而 ｍｉＲ１３８５ｐ拟似物能够减弱过表达
ＨＩＦ１ＡＡＳ２对该细胞的作用。另外，ＨＩＦ１ＡＡＳ２和 ｍｉＲ１３８５ｐ在 ＨＴＲ８／Ｓｖｎｅｏ细胞中可以直接结合。
结论　 ＬｎｃＲＮＡＨＩＦ１ＡＡＳ２能够促进滋养层细胞的侵袭和上皮间充质转化，其作用可能通过抑制
ｍｉＲ１３８５ｐ水平来实现。
　　［关键词］　 滋养层细胞；ＬｎｃＲＮＡＨＩＦ１ＡＡＳ２；ｍｉＲ１３８５ｐ；侵袭；上皮间充质转化
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ＬｎｃＲＮＡ ＨＩＦ１ＡＡＳ２ｐｒｏｍｏｔｅｓｔｒｏｐｈｏｂｌａｓｔｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｍｉＲ１３８５ｐ
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ＣｈｉｌｄＨｅａｌｔｈＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｎａｎｃｈａｎｇ，ＪｉａｎｇｘｉＰｒｏｖｉｎｃｅ，３３０００６，Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔａｎｄｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ
（ｌｎｃＲＮＡ）ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１ａｌｐｈａａｎｔｉｓｅｎｓｅＲＮＡ２（ＨＩＦ１ＡＡＳ２）ｏｎｔｒｏｐｈｏｂｌａｓｔｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ（ＥＭＴ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＴｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＨＩＦ１ＡＡＳ２ａｎｄｉｔｓｐｒｅｄｉｃｔｅｄ
ｔａｒｇｅｒｉｎｇｍｉＲ１３８５ｐｉｎｔｈｅｐｌａｃｅｎｔａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ（ＰＥ）ｐａｔｉｅｎｔｓ（ＰＥｇｒｏｕｐ，ｎ＝２０）ａｎｄｎｏｒｍａｌ
ｐｌａｃｅｎｔａｌｔｉｓｓｕｅｓ（ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｎ＝２０）ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｗｉｔｈｑＲＴＰＣＲ．Ｈｕｍａｎｃｈｏｒｉｏｎｉｃｔｒｏｐｈｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｌｉｎｅ
ＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏ（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｌｉｋｅｃｅｌｌｓｗｉｔｈａｄｈｅｒｅｎｔｇｒｏｗｔｈ）ｗｅｒｅｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｂｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＨＩＦ１ＡＡＳ２
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｌａｓｍｉｄ，ａｎｄ／ｏｒｍｉＲ１３８５ｐｍｉｍｉｃ，ｍｉＲ１３８５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｓｗｅｌｌａｓｔｈｅｉｒｓｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ
ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｓ．Ｔｈｅｎｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥＭＴａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ（ＶｉｍｅｎｔｉｎａｎｄＮｃａｄｈｅｒｉｎ）ａｎｄＥＭＴｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ（Ｔｗｉｓｔ１）ｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＣＣＫ８
ａｓｓａｙ，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙ，ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅｂｉｎｄｉｎｇｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＨＩＦ１ＡＡＳ２ａｎｄ
ｍｉＲ１３８５ｐｗａｓｖｅｒｉｆｉｅｄｂｙｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｇｅｎｅｒｅｐｏｒｔｅｒａｓｓａｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｏｆＨＩＦ１ＡＡＳ２ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ｗｈｉｌｅｔｈａｔｏｆｍｉＲ１３８５ｐｗａｓｍａｒｋｅｄｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅＰＥｐｌａｃｅｎｔａｌｔｉｓｓｕｅｓ，
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｎｏｒｍａｌｐｌａｃｅｎｔａｌｔｉｓｓｕｅｓ（Ｐ＜０．０５）．ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＩＦ１ＡＡＳ２ｏｂｖｉｏｕｓｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ１３８５ｐ，ｐｒｏｍｏｔｅｄｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｅｎｈａｎｃｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶｉｍｅｎｔｉｎ，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ，ａｎｄ
Ｔｗｉｓｔ１ｉｎｔｈｅＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｍｉＲ１３８５ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｈｏｗｅｄｓｉｍｉｌａｒｅｆｆｅｃｔｓｏｎＨＴＲ８／
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ＳｖｎｅｏｃｅｌｌｓｔｈａｔｏｆｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＩＦ１ＡＡＳ２，ｂｕｔｔｈｅｓｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎＨＴＲ８／Ｓｖｎｅｏｃｅｌｌｓ
ｃｏｕｌｄｂｅｗｅａｋｅｎｅｄｗｈｅｎｍｉＲ１３８５ｐｍｉｍｉｃｗａｓｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ．Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，ｔｈｅｄｉｒｅｃｔｂｏｎｄｉｎｇｂｅｔｗｅｅｎＨＩＦ１ＡＡＳ２
ａｎｄｍｉＲ１３８５ｐｗａｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｉｎＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏｃｅｌｌｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＬｎｃＲＮＡＨＩＦ１ＡＡＳ２ｐｒｏｍｏｔｅｓｔｒｏｐｈｏｂｌａｓｔ
ｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄＥＭＴ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｆｕｌｆｉｌｌｅｄｂｙｉｔｓｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ１３８５ｐ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｔｒｏｐｈｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｓ；ＬｎｃＲＮＡｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１ａｌｐｈａａｎｔｉｓｅｎｓｅＲＮＡ２；

ｍｉＲ１３８５ｐ；ｉｎｖａｓｉｏｎ；ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＸＵＪｕａｎｘｉｕ，Ｅｍａｉｌ：ｊｕａｎｘｉｕ＿ｘｊｘ＠１６３．ｃｏｍ

　　子痫前期（ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ，ＰＥ）是一种发生于妊娠
２０周后的妊娠并发症，特征是血压升高、尿蛋白质升高，
可导致严重的母婴危害。研究发现胎盘滋养层细胞低

侵袭能力和上皮间充质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）功能减弱与ＰＥ的发病机制均有关［１－２］。

　　非编码ＲＮＡ如长链非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇ
ＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）和微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）可能
参与调控ＰＥ的发生、发展。ＬｎｃＲＮＡ是一类长度大于
２００ｎｔ的非编码 ＲＮＡ，大量证据证明 ｌｎｃＲＮＡ可以通
过扮演“分子海绵”的作用吸附 ｍｉＲＮＡ，从而减少
ｍｉＲＮＡ［３］；ｍｉＲＮＡ是一类高度保守的短链的（２０～２５ｎｔ）
非编码ＲＮＡ，主要通过与靶基因 ｍＲＮＡ的 ３′非翻译
区的碱基对的结合从而负向调控靶基因表达，导致

ｍＲＮＡ降解和翻译抑制［４］。越来越多的证据表明，

ｍｉＲＮＡ及 ｌｎｃＲＮＡ与多种疾病的发病过程相关。例
如，ｌｎｃＲＮＡ和ｍｉＲＮＡ异常表达可能影响细胞凋亡、增
殖、分化、衰老［５］；在肿瘤发生、发展过程中，ｌｎｃＲＮＡ和
ｍｉＲＮＡ的表达增高或降低均可通过调节下游抑癌或
促癌靶基因调控肿瘤的进展［６］；且深入研究表明，癌

细胞ＥＭＴ和转移相关基因如基质金属蛋白酶９（ｍａｔｒｉｘ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ９，ＭＭＰ９）、血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）、钙黏蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）、
神经钙黏附蛋白（Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ）同样可被 ｌｎｃＲＮＡ和
ｍｉＲＮＡ所调控［７－８］。

　　有证据表明，ｌｎｃＲＮＡ及 ｍｉＲＮＡ的异常表达还与
ＰＥ的发生有关［８－９］。ＬｎｃＲＮＡ和 ｍｉＲＮＡ表达谱均显
示ＰＥ胎盘组织中存在大量差异表达的 ｌｎｃＲＮＡ和
ｍｉＲＮＡ［１０－１１］。这些差异表达的 ｌｎｃＲＮＡ和 ｍｉＲＮＡ可
能参与 ＰＥ的发生。ＬｎｃＲＮＡ缺氧诱导因子１α反义
链２（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１ａｌｐｈａａｎｔｉｓｅｎｓｅＲＮＡ２，
ＨＩＦ１ＡＡＳ２）已被证实与多种肿瘤的进展相关，包括乳
腺癌［１２］、结直肠癌［１３］、膀胱癌［１４］等，其能调节肿瘤细

胞的侵袭能力。ＰＥ的发病机制与滋养层细胞低侵袭
能力和ＥＭＴ功能减弱相关，然而 ＨＩＦ１ＡＡＳ２是否参
与调控ＰＥ发生相关细胞的侵袭鲜有报道。我们通过
生物信息学预测发现，ＨＩＦ１ＡＡＳ２与ｍｉＲＮＡｍｉＲ１３８
５ｐ序列存在结合位点，其可能扮演“分子海绵”从而吸
附 ｍｉＲ１３８５ｐ发挥作用。本研究旨在研究 ＨＩＦ１Ａ

ＡＳ２及 ｍｉＲ１３８５ｐ在 ＰＥ胎盘组织中水平的变化，两
者变化对滋养层细胞侵袭和ＥＭＴ的影响，以及滋养层
细胞中两者的调控和结合关系，以期为 ＰＥ的防治提
供潜在的研究靶点。

１　材料与方法

１．１　样本来源
　　胎盘组织样本来源于２０１６年１月至２０１９年１月
在我院生产的 ４０例剖宫产初产妇。基于诊断标
准［１５］，其中有２０例产妇患有 ＰＥ。在剖宫产手术中，
从坏死区以外的胎盘裂片中收集胎盘组织，液氮冷冻

后保存于－８０℃。每位受试者无其他妊娠并发症，例
如心脏病，妊娠前的高血压，糖尿病和肾病，亦无吸烟

史。表１列出了对照组和ＰＥ组初产妇的一般资料和
基线数据。本研究所有试验经我院伦理委员会于

２０１５年１１月批准。每位研究对象均获得知情同意。
１．２　细胞培养
　　本研究选用的人绒毛膜滋养层细胞系ＨＴＲ８／Ｓｖｎｅｏ
是猿猴病毒４０大 Ｔ抗原基因（ｓｉｍｉａｎｖｉｒｕｓ４０ｌａｒｇｅＴ
ａｎｔｉｇｅｎｇｅｎｅ，ＳＶ４０Ｔ）转染人孕早期胎盘的绒毛膜绒毛
外植体生长的细胞衍生来的细胞系，细胞形态呈上皮

样，贴壁生长，多用于滋养层生物学及胎盘功能研究。

在Ｄｕｌｂｅｃｃｏ改良的Ｅａｇｌｅ’ｓ培养基／Ｆ１２（ＤＭＥＭ／Ｆ１２，
Ｓｉｇｍａ，ＳｔＬｏｕｉｓ，ＭＯ）中培养 ＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏ细胞
（ＡＴＣＣ），内含 １００Ｕ／ｍＬ青霉素以及链霉素抗生素、
１０％胎牛血清。细胞培养于３７℃、５％ＣＯ２的湿润培
养箱中。待细胞达到约９０％融合度时，进行传代。
１．３　实时定量 ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ，ｑＲＴ

ＰＣＲ）
　　根据制造商的说明，ＲＮＡ提取试剂盒（ＴａＫａＲａ，
Ｓｈｉｇａ，Ｊａｐａｎ）用于从细胞和组织中提取总ＲＮＡ。ＲＮＡ
的质量通过分光光度计（ＪｅｎｗａｙＬｔｄ，Ｅｓｓｅｘ，ＵＫ）检测
２６０／２８０ｎｍ下的光密度值 Ｄ（２６０／２８０）进行检验。
２％的琼脂糖凝胶通过电泳用于检查 ＲＮＡ的完整性。
采用２－ΔΔＣｔ方法对相对 ｍＲＮＡ的水平进行计算，３磷
酸甘油醛脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏ
ｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）作为内参基因。此外，使用ＭｉｒＸＴＭＭｉｒＳ

１１２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２２）



首链合成和 ＳＹＢＲ ＲＴｑＰＣＲ（ＣｌｏｎｔｅｃｈＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，
Ｉｎｃ．，ＣＡ，ＵＳＡ）试剂盒检测ｍｉＲＮＡ，采用２－ΔΔＣｔ方法计算
相对水平，使用 Ｕ６作为 ｍｉＲＮＡ的内参基因。ＨＩＦ１Ａ
ＡＳ２引物：正向 ５′ＴＣＴＧＴＧＧＣＴＣＡＧＴＴＣＣＴＴＴＴＧＴ３′，
反向 ５′ＡＴＧＴＡＧＧＡＡＧＴＧＣＣＡＧＡＧＣＣ３′；ｍｉＲ１３８５ｐ
引物：正向５′ＧＣＴＴＡＡＧＧＣＡＣＧＣＧＧ３′，反向，５′ＧＴＧ
ＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧ３′；Ｕ６引物：正向 ５′ＣＴＣＧＣＴＴＣＧ
ＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣＴＡ３′，反向 ５′ＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧ
ＴＣＡＴＣＣＴＴＧＣＧ３′；ＧＡＰＤＨ引物：正向 ５′ＡＣＣＣＡＣ
ＴＣＣＴＣＣＡＣＣＴＴＴＧＡＣ３′，反向 ５′ＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧＣＣＡ
ＡＡＴＴＣＧＴＴ３′。
１．４　细胞转染
　　ｍｉＲ１３８５ｐ的拟似物（ｍｉＲ１３８５ｐ拟似物组）和
抑制剂（ｍｉＲ１３８５ｐ抑制物组）及二者的阴性对照（拟
似物ＮＣ，抑制物ＮＣ）均从 Ｇｅｎｅｃｏｐｏｅｉａ（中国，广州）
购买。ＨＩＦ１ＡＡＳ２的真核表达质粒ｐｃＤＮＡ３．１ＨＩＦ１Ａ
ＡＳ２（ｐｃＨＩＦ１ＡＡＳ２）及其阴性对照 ｐｃＤＮＡ３．１Ｎｕｌｌ
（ｐｃＮｕｌｌ）通过ＳａｎｇｏｎＢｉｏｔｅｃｈ（中国，上海）购买。根据
制造商的说明，均以 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，
Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ，美国）转染到ＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏ细胞中。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　使用添加蛋白酶抑制剂的 ＲＩＰＡ缓冲液提取细胞
总蛋白。以十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳分离

蛋白质样本，然后将胶上的蛋白条带电转移到聚偏二

氟乙烯膜中。经过含５％脱脂牛奶的洗膜缓冲液（Ｔｒｉｓ
ＢｕｆｆｅｒｅｄＳａｌｉｎｅＴｗｅｅｎ，ＴＢＳＴ）封闭后。使用的第一抗
体如下：波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ，ａｂ９２５４７，Ａｂｃａｍ），Ｎｃａｄ
ｈｅｒｉｎ（ａｂ１８２０３，Ａｂｃａｍ），人 Ｔｗｉｓｔ相关蛋白 １（Ｔｗｉｓｔ１，
ａｂ１７５４３０，Ａｂｃａｍ）和 ＧＡＰＤＨ（ａｂ１８１６０２，Ａｂｃａｍ）。之
后，使用抗小鼠ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）ＨＲＰ偶联抗体（１∶１００００，
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）或山羊抗兔抗体（１∶５０００，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）进行
孵育，并使用凝胶成像系统进行拍照。使用ＩｍａｇｅＪ软
件分析相对蛋白表达水平。

１．６　ＣＣＫ８检测细胞增殖
　　在９６孔板中加入细胞，每孔 ５×１０３个细胞。在
２、８、１６ｈ和２４ｈ进行 ＣＣＫ８检测。培养时使用含有
１００μＬ的 ＣＣＫ８培养基（ＤＯＪＩＮＤＯ，日本）。使用
ＶａｒｉｏｓｋａｎＴＭ闪存微孔板读数器（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，
Ｗａｌｔｈａｍ，ＭＡ，ＵＳＡ）分析培养 ２ｈ后在 ４５０ｎｍ波长
下的光密度值Ｄ（４５０），计算每个时间点下３个重复孔

的平均光密度值。

１．７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验
　　将 ２×１０４个细胞加入到铺有 Ｍａｒｔｒｉｇｅｌ滤膜的
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中，培养基为含２０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ／
Ｆ１２。此外，在３７℃下培养细胞，细胞在２４ｈ内进入
Ｍａｔｒｉｇｅｌ滤膜屏障。９５％的苏木精溶液与乙醇一起用
于固定和染色侵袭细胞。此后，使用棉签清除未侵袭

的细胞。通过显微镜观察，对染色细胞进行计数用以

评估细胞侵袭指数。使用光学显微镜（Ｎｉｋｏｎ，Ｔｏｋｙｏ，
Ｊａｐａｎ）捕获图像。
１．８　荧光素酶基因报告实验
　　使用Ｓｔａｒｂａｓｅ２．０预测并获取与ｍｉＲ１３８５ｐ相互
结合的ＨＩＦ１ＡＡＳ２序列，并预测目标位点内的突变序
列（ｈｔｔｐ：／／ｓｔａｒｂａｓｅ．ｓｙｓｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／ｍｉｒＬｎｃＲＮＡ．ｐｈｐ）。
将获得的序列插入到 ｐＧＬ３载体（Ｐｒｏｍｅｇａ，Ｍａｄｉｓｏｎ，
ＷＩ，ＵＳＡ）的ＸｂａＩ／ＦｓｅＩ位点。以 ＨＩＦ１ＡＡＳ２为模板，
扩增 ＨＩＦ１ＡＡＳ２及其突变体 （ＨＩＦ１ＡＡＳ２ｍｕｔ）。
ＤｈａｒｍＦＥＣＴＤｕｏ转染试剂（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，
Ｇｌａｓｇｏｗ，ＵＫ）用于荧光素酶活性分析。随后，根据制
造商的要求，使用双荧光素酶测定系统（Ｐｒｏｍｅｇａ）进
行荧光素酶测定。

１．９　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ１０．０统计软件进行分析，数据以 珋ｘ±ｓ
表示。对照组和ＰＥ组两组间的数据比较采用ｔ检验。
采用单因素方差分析及ＳＮＫＱ（ＳｔｕｄｅｎｔＮｅｗｍａｎＫｅｕｌｓ
Ｑ）检验进行多组间比较。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　两组初产妇一般资料
　　与对照组相比，ＰＥ组初产妇的收缩压和舒张压及
蛋白尿水平升高（Ｐ＜０．０５）。其他基线数据两组间差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，表１）。
２．２　两组胎盘组织中ＨＩＦ１ＡＡＳ２及ｍｉＲ１３８５ｐ水平

比较

　　通过ＲＴｑＰＣＲ检测ＨＩＦ１ＡＡＳ２和ｍｉＲ１３８５ｐ在
两组胎盘组织中的水平，结果显示与对照组相比，ＰＥ
组初产妇胎盘组织中 ＨＩＦ１ＡＡＳ２相对水平降低
（图１Ａ），ｍｉＲ１３８５ｐ水平升高（图 １Ｂ），差异均具有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

表１　ＰＥ组与对照组初产妇一般资料比较 （ｎ＝２０，珋ｘ±ｓ）

组别 年龄／岁 胎龄／周 收缩压／ｍｍＨｇ 舒张压／ｍｍＨｇ 蛋白尿／ｇ·２４ｈ－１

对照组 ２８．３７±１．０７ ３７．４１±１．１０ １１０．４０±８．２８ ７２．５０±４．９７
ＰＥ组 ２７．９６±０．８９ ３６．９６±０．９５ １４５．４０±１０．１０ １０７．６５±７．６２ ２．１０±０．１３
Ｐ ０．１９６ ０．１７５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

２１２２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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０．０５，与对照组比较

图１　ＰＥ组和对照组初产妇胎盘组织中ＨＩＦ１ＡＡＳ２和
ｍｉＲ１３８５ｐ的表达水平（ｎ＝２０）

２．３　ＨＩＦ１ＡＡＳ２上调促进 ＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏ细胞侵袭和
ＥＭＴ

　　将 ｐｃＨＩＦ１ＡＡＳ２及其阴性对照 ｐｃＮｕｌｌ转染到
ＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏ细胞中。转染 ４８ｈ后，检测结果显示
ＨＩＦ１ＡＡＳ２水平在ｐｃＨＩＦ１ＡＡＳ２组明显增高，证实转
染成功（Ｐ＜０．０５，图 ２Ａ）。转染 ７２ｈ后，以 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
实验检测细胞侵袭，结果显示 ｐｃＨＩＦ１ＡＡＳ２组中细胞
相对侵袭率高于空白对照组及 ｐｃＮｕｌｌ组（Ｐ＜０．０５，
图２Ｂ）。应用 ＣＣＫ８实验检测 ＨＩＦ１ＡＡＳ２对细胞增
殖的影响，结果显示，ｐｃＨＩＦ１ＡＡＳ２转染后，细胞增
殖无变化（Ｐ＞０．０５，图 ２Ｃ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果
显示，与空白对照组及 ｐｃＮｕｌｌ组相比，ＥＭＴ相关分子
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ及 Ｔｗｉｓｔ１在 ｐｃＨＩＦ１ＡＡＳ２组中
的表达水平升高（Ｐ＜０．０５，图 ２Ｄ～Ｇ）。上述结果表
明，ＨＩＦ１ＡＡＳ２上调能够促进 ＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏ细胞侵
袭和 ＥＭＴ。
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１：空白对照组；２：ｐｃＨＩＦ１ＡＡＳ２组；３：ｐｃＮｕｌｌ组；Ａ：相对 ＨＩＦ１ＡＡＳ２水平；Ｂ：ＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏ细胞侵袭率与统计结
果；Ｃ：ＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏ细胞存活率；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＥＭＴ相关分子表达；Ｅ：相对 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达；Ｆ：相对
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ的表达；Ｇ：相对Ｔｗｉｓｔ１的表达　ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组及ｐｃＮｕｌｌ组比较（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

图２　ＨＩＦ１ＡＡＳ２对ＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏ细胞侵袭和上皮间充质转化（ＥＭＴ）的影响

３１２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２２）



２．４　ｍｉＲ１３８５ｐ抑制物转染促进ＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏ细胞
侵袭和ＥＭＴ

　　将 ｍｉＲ１３８５ｐ抑制物及其阴性对照抑制物ＮＣ
转染到ＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏ细胞中。转染４８ｈ后，ｍｉＲ１３８５ｐ
水平在ｍｉＲ１３８５ｐ抑制物组降低，证实转染成功（Ｐ＜
０．０５，图３Ａ）。转染７２ｈ后，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果显示
ｍｉＲ１３８５ｐ抑制物组中细胞相对侵袭率高于空白对
照组及抑制物ＮＣ组（Ｐ＜０．０５，图 ３Ｂ）。与空白对照
组及抑制物ＮＣ组相比，ＥＭＴ相关分子 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ及Ｔｗｉｓｔ１在ｍｉＲ１３８５ｐ抑制物组中的表达
水平升高，差异均具有统计学意义（图３Ｃ～Ｆ，Ｐ＜０．０５）。
上述结果显示，ｍｉＲ１３８５ｐ抑制物转染能促进 ＨＴＲ８／
ＳＶｎｅｏ细胞侵袭和ＥＭＴ。
２．５　ｍｉＲ１３８５ｐ拟似物逆转 ＨＩＦ１ＡＡＳ２对 ＨＴＲ８／

ＳＶｎｅｏ细胞侵袭和ＥＭＴ的促进作用
　　将ＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏ细胞以ｐｃＨＩＦ１ＡＡＳ２和／或ｍｉＲ
１３８５ｐ拟似物共转染。转染４８ｈ后，ｍｉＲ１３８５ｐ水平
在ｍｉＲ１３８５ｐ拟似物组升高，证实转染成功（Ｐ＜０．０５）。

同时，ｐｃＨＩＦ１ＡＡＳ２转染能够导致 ｍｉＲ１３８５ｐ水平显
著降低（Ｐ＜０．０５，图４Ａ），并且该作用在引入ｍｉＲ１３８
５ｐ拟似物后得以部分逆转（Ｐ＜０．０５）。此外，复测结
果显示，由ｐｃＨＩＦ１ＡＡＳ２转染引发的细胞侵袭增加和
ＥＭＴ相关分子（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｔｗｉｓｔ１）表达增
加，在ｍｉＲ１３８５ｐ拟似物＋ｐｃＨＩＦ１ＡＡＳ２组中均得以
减弱（Ｐ＜０．０５，图４Ｂ～Ｆ）。上述结果显示，ＨＩＦ１ＡＡＳ２
通过抑制 ｍｉＲ１３８５ｐ水平促进滋养层细胞的侵袭
和ＥＭＴ。
２．６　ＨＴＲ８／Ｓｖｎｅｏ细胞中 ＨＩＦ１ＡＡＳ２与 ｍｉＲ１３８５ｐ

直接结合

　　通过生物信息学软件预测发现 ＨＩＦ１ＡＡＳ２和
ｍｉＲ１３８５ｐ可能存在结合位点（图５Ａ）。采用荧光素
酶基因报告实验研究两者之间的结合关系，发现野生

型ＨＩＦ１ＡＡＳ２可以抑制ｍｉＲ１３８５ｐ的荧光素酶活性，
差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图 ５Ｂ）。结果表明，
ＨＩＦ１ＡＡＳ２和 ｍｉＲ１３８５ｐ在 ＨＴＲ８／Ｓｖｎｅｏ细胞中可
以直接结合。
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直接结合　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

３　讨论

　　ＰＥ发生初期，滋养层细胞的侵袭和 ＥＭＴ特性异
常减弱，这很可能与 ｌｎｃＲＮＡ和 ｍｉＲＮＡ的异常表达和
功能失调有关［１６－１７］。本研究中，ＨＩＦ１ＡＡＳ２水平在
ＰＥ组织中异常降低，且外源性增加 ＨＩＦ１ＡＡＳ２水平
可显著促进 ＨＴＲ８／Ｓｖｎｅｏ细胞的侵袭和 ＥＭＴ标志物
表达。此外，ｍｉＲ１３８５ｐ拟似物的引入能够减弱
ＨＩＦ１ＡＡＳ２水平升高对 ＨＴＲ８／Ｓｖｎｅｏ细胞侵袭及
ＥＭＴ的促进作用。另外，我们发现 ＨＴＲ８／Ｓｖｎｅｏ细胞
中，ＨＩＦ１ＡＡＳ２能够显著抑制ｍｉＲ１３８５ｐ水平，且两者
可以直接结合。因此，本研究得出以下结论，ＨＩＦ１Ａ
ＡＳ２能够通过抑制ｍｉＲ１３８５ｐ水平促进滋养层细胞的
侵袭和ＥＭＴ进程，可能有利于预防ＰＥ的发生。
　　对于哺乳动物而言，胎盘是母胎之间必不可少的
纽带，其支持着胎儿的生长和发育。胎盘功能下降会

导致各种妊娠并发症，例如 ＰＥ的发生引起母体高血

５１２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２２）



压、蛋白尿、母体血管功能障碍以及对胎儿生长发育的

长期不利影响。目前，尚无法明确 ＰＥ的发病原因。
然而，ＰＥ的发病机制存在多种理论假说，例如，滋养层
细胞的浸润性下降［１８］、胎盘功能下降［１９］、滋养层细胞

凋亡增加［２０］、内皮细胞功能障碍［２１］和子宫螺旋动脉

重塑受损［２２］。在这些假说中，滋养层细胞迁移和侵袭

的降低作用可能最令人信服［１８］。既往研究中，ＨＩＦ１Ａ
ＡＳ２多被发现能够促进肿瘤细胞的迁移和侵袭能
力［１２－１４］，本研究特别发现ＨＩＦ１ＡＡＳ２对滋养层细胞侵
袭及ＥＭＴ也具有调节作用，使 ＨＩＦ１ＡＡＳ２有望成为
ＰＥ防治的潜在研究靶点。
　　绒毛外滋养层细胞（ｅｘｔｒａｙｉｌｌｏｕｓｔｒｏｐｈｏｂｌａｓｔ，ＥＶＴｓ）
在子宫内膜内迁移、浸润子宫蜕膜、螺旋动脉重塑等过

程中起重要作用，其在妊娠过程中为胎儿提供适当的

营养和氧气供应［２３－２４］。在增殖、凋亡、迁移和侵袭能

力方面，滋养层细胞也表现出与癌细胞非常相似的表

型［２５］，例如滋养层细胞的 ＥＭＴ在迁移和侵袭功能获
得过程中同样发挥重要作用［２６］。在本研究中，我们探

索了其潜在的分子机制，发现与正常妊娠初产妇相比，

ＰＥ初产妇胎盘组织中 ＨＩＦ１ＡＡＳ２水平异常下调。外
源性增加ＨＩＦ１ＡＡＳ２水平可有效促进滋养层细胞的
侵袭能力，上调ＥＭＴ标志物Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ以及
ＥＭＴ诱导转录因子 Ｔｗｉｓｔ１的表达。提示 ＨＩＦ１ＡＡＳ２
是一种重要的调节分子，其降低可能主要参与调节ＰＥ
发生过程中滋养层细胞ＥＭＴ和浸润活性的抑制功能，
ＨＩＦ１ＡＡＳ２水平异常降低可能是一种关键的潜在的
ＰＥ诊断指标。
　　ＭｉＲＮＡ对胎盘的正常发育非常重要［２７］。研究表

明，胎盘表达的 ｍｉＲＮＡ首先由滋养层细胞产生［２８］。

这些差异表达的 ｍｉＲＮＡ可以导致胎盘功能受损并导
致ＰＥ发生。有学者报道ｍｉＲ１３８５ｐ能够抑制多种肿
瘤细胞的侵袭功能和ＥＭＴ［２９－３０］。在本研究中，我们证
实，与正常初产妇胎盘组织相比，ＰＥ初产妇胎盘组织
中的ｍｉＲ１３８５ｐ水平显著增加。而 ｍｉＲ１３８５ｐ拟似
物引入对ＨＩＦ１ＡＡＳ２作用的减弱效果，表明 ｍｉＲ１３８
５ｐ可能是一种关键的促 ＰＥｍｉＲＮＡ，其水平增加可能
会导致ＰＥ的发生。
　　ＬｎｃＲＮＡ发挥功能的关键途径之一是吸附目标
ｍｉＲＮＡ从而发挥“分子海绵”的作用，进一步可能影响
下游功能靶基因的表达和功能［３１］。例如 ＤＬＸ６ＡＳ１
是一种在ＰＥ胎盘组织表达上调的 ｌｎｃＲＮＡ，且 ＤＬＸ６
ＡＳ１的序列可直接与 ｍｉＲ３７６ｃ结合发挥“分子海绵”
的作用，进而下调ｍｉＲ３７６ｃ的水平并抑制滋养细胞的

迁移和侵袭［３２］。ＨＩＦ１ＡＡＳ２能够通过吸附 ｍｉＲ１５３
３ｐ促进缺氧诱导因子１α上调，进而促进低氧条件下
人脐静脉内皮细胞的血管生成［３３］。在脂肪干细胞中，

ＨＩＦ１ＡＡＳ２被发现能够通过调节 ｍｉＲ６６５／ＩＬ６轴而
促进该细胞成骨分化过程［３４］。本研究发现 ＨＩＦ１Ａ
ＡＳ２不仅可以诱导滋养层细胞的侵袭和 ＥＭＴ，而且可
以下调ｍｉＲ１３８５ｐ水平。另外，ｍｉＲ１３８５ｐ抑制物对
滋养层细胞侵袭和ＥＭＴ的影响趋势与过表达 ＨＩＦ１Ａ
ＡＳ２一致，且ｍｉＲ１３８５ｐ拟似物引入可抑制因ＨＩＦ１Ａ
ＡＳ２过表达所引起的滋养层细胞侵袭和 ＥＭＴ的增加。
生物信息学预测显示 ＨＩＦ１ＡＡＳ２可能与 ｍｉＲ１３８５ｐ
序列具有结合位点。本研究使用荧光素酶基因报告实

验证实 ＨＩＦ１ＡＡＳ２的 １９６６１９７２序列 “．．．ＣＡＣ
ＣＡＧ．．．”与 ｍｉＲ１３８５ｐ序列互补结合。表明 ＨＩＦ１Ａ
ＡＳ２对ｍｉＲ１３８５ｐ的抑制可能是直接作用。
　　综上所述，本研究发现，ＨＩＦ１ＡＡＳ２可能通过直接
抑制ｍｉＲ１３８５ｐ水平促进滋养层细胞的侵袭和ＥＭＴ，
为ＰＥ的防治提供了新的潜在研究靶点。此外，本研
究发现的分子调控机制尚缺乏体内相关实验研究证

据，我们将在以后的研究中进一步探讨。
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