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上调 ＫＬＦ１４基因对妊娠高血压大鼠的作用及其作用机制研究
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［摘　要］　目的　研究上调ＫＬＦ１４基因对妊娠高血压大鼠的作用及作用机制。方法　将３０只清洁级健康ＳＤ妊娠大鼠建立
妊娠高血压模型，分为空白组、上调组和下调组，每组各 １０只。检测大鼠血压、β人绒毛膜促性腺激素（βＨＣＧ）、血栓素 Ａ２
（ＴＸＡ２）、前列环素（ＰＧＩ２）、２４ｈ尿蛋白，记录大鼠胚胎发育数量、胚胎重、胎仔重，观察病理学变化，检测Ｐｏｌｏ样蛋白激酶４（ＰＬＫ４）、
精氨酸加压素（ＡＶＰ）、血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）蛋白表达。结果　上调组收缩压、舒张压、平均动脉压、βＨＣＧ、ＴＸＡ２、２４ｈ尿蛋白低
于下调组和空白组，ＰＧＩ２高于下调组和空白组，胚胎发育数量、胚胎重、胎仔重大于下调组和空白组，差异均有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。下调组收缩压、舒张压、平均动脉压、βＨＣＧ、ＴＸＡ２、２４ｈ尿蛋白高于空白组，ＰＧＩ２低于空白组，胚胎发育数量、胚胎重、
胎仔重小于空白组，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。上调组 ＡＶＰ、ＡｎｇⅡ、ＰＬＫ４低于下调组和空白组，下调组 ＡＶＰ、ＡｎｇⅡ、ＰＬＫ４
高于空白组（Ｐ＜０．０５）。结论　上调ＫＬＦ１４基因能够改善妊娠高血压大鼠血压以及胚胎重，通过调控ＫＬＦ１４、ＡＶＰ、ＡｎｇⅡ表达可改
善βＨＣＧ、ＴＸＡ２、ＰＧＩ２、２４ｈ尿蛋白水平。
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　　妊娠高血压是妊娠期常见的并发症，主要出现在
妊娠中晚期，我国妊娠高血压发病率达９．４％，是导致
产妇和胎儿死亡的重要因素［１］。妊娠高血压患者主

要临床症状为水肿、蛋白尿、高血压、合并全身多脏器

损伤，严重者会发生胎盘早剥、脑血管出血甚至死

亡［２］。目前临床关于妊娠高血压的发病机制尚未明确。

Ｋｒｕｐｐｅｌ样转录因子１４（Ｋｒｕｐｐｅｌｌｉｋｅｆａｃｔｏｒ１４，ＫＬＦ１４）
属于转录因子，在人体组织中广泛存在，具有高度保守

性［３］。ＫＬＦ１４属于ＫＬＦ家族一员，具有丰富的谷氨酰
胺、脯氨酸，通过辅助激活因子和辅助抑制因子相互作

用，促进特定启动子活性激活或抑制，在下游基因调控

方面发挥着重要作用［４５］。本研究旨在探讨上调

ＫＬＦ１４基因对妊娠高血压大鼠的作用及作用机制，以
期为妊娠高血压靶向治疗提供数据支持。

９９５局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０２０，２９（８）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



１　材料与方法

１．１　材料
动物来源：清洁级健康 ＳＤ妊娠大鼠３０只，体质

量为（２１０±２０）ｇ，鼠龄为８～１０周，由重庆医科大学
实验动物中心提供，动物合格证号为 ＣＱＭＵ（渝）
２０１７００２。

主要试剂：ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ载体由陆军军医大学西
南医院全军感染病研究所提供；肉毒素质粒大抽试剂

盒及酶联免疫吸附试验试剂盒由碧云天公司提供；

Ｐｏｌｏ样蛋白激酶４（Ｐｏｌｏｌｉｋｅｋｉｎａｓｅｓ４，ＰＬＫ４）、精氨酸加
压素（ａｒｇｉｎｉｎｅｖａｓｏｐｒｅｓｓｉｎ，ＡＶＰ）、血管紧张素Ⅱ（ａｎｇｉｏ
ｔｅｎｓｉｎⅡ，ＡｎｇⅡ）一抗和二抗由美国ＣＳＴ公司提供。
１．２　方法
１．２．１　妊娠高血压模型建立及分组　　参考文献
［６］的方法，对３０只妊娠大鼠在妊娠第１１天开始给
予ＬＮＡＭＥ腹腔注射，每天１次，每次０．０２５ｍｇ／ｋｇ，
一直到大鼠妊娠第１８天，开始检测大鼠血压情况，血
压高于１４０ｍｍＨｇ代表造模成功。在建模成功后，根
据注射不同慢病毒载体干预 ＫＬＦ１４基因表达水平，分
为空白组（注射空载体慢病毒）、上调组（注射 ＫＬＦ１４
过表达慢病毒）和下调组（注射 ＫＬＦ１４干扰慢病毒），
每组１０只。
１．２．２　慢病毒载体构建　　采用 ＲＴＰＣＲ法扩增大
鼠ＫＬＦ１４基因全编码区 ｃＤＮＡ片段，所用引物上游：
５′ＣＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＴＣＧＧＣＣＧＣＣＧＴＧＧＣＴ３′，下 游：

５′ＧＣＧＧＴＣＧＡＣＣＴＡＣＡＧＧＣＡＡＧＣＡＧＴＧＡＡＧＣＴ３′，产
物长度９７８ｂｐ，ＥｃｏＲⅠ、ＳａｌⅠ双链切后插入 ｐＩＲＥＳ２
ＥＧＦＰ表达载体，转化 ＤＨ５α感受态菌后挑单克隆质
粒小抽，经双酶切、测序后进行鉴定。鉴定正确后使用

肉毒素质粒大抽试剂盒抽提备用。相应的 ＫＬＦ１４过
表达慢病毒和干扰慢病毒由河北智海生物科技有限公

司协助完成。

１．２．３　检测大鼠尾动脉压　　待模型建立４８ｈ后，
提前将预热箱预热４５ｍｉｎ，大鼠放入其中，等到大鼠安
静后，使用动物血压测量仪检测大鼠收缩压、舒张压、

平均动脉压，连续测量１０次求取平均值。
１．２．４　胚胎和胎盘　　待模型建立４８ｈ后，腹腔注
射４．５％戊巴比妥钠溶液将大鼠麻醉，剖腹后将大鼠
左右两侧子宫从母体切下，使用电子天平称量大鼠子

宫、胎盘和胚胎，观察大鼠胎盘状况，记录大鼠胚胎发

育数量，胚胎重、胎仔重。

１．２．５　相关指标检测　待模型建立４８ｈ后，抽取大
鼠尾部静脉血２ｍＬ，以３０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ后分

离出上层血清，保存待检。采用酶联免疫吸附试验

检测β人绒毛膜促性腺激素（ｈｕｍａｎｓｅｒｕｍｃｈｏｒｉｏｎｉｃ
ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎｂｅｔａ，βＨＣＧ）、血栓素 Ａ２（ｔｈｒｏｍｂｏｘａｎｅ
Ａ２，ＴＸＡ２）、前列环素（ｐｒｏｓｔａｃｙｃｌｉｎ，ＰＧＩ２）、ＡＶＰ、ＡｎｇⅡ
水平。收集大鼠２４ｈ尿液，采用 ＢＣＡ法检测２４ｈ尿
蛋白。

１．２．６　病理学观察　　待模型建立４８ｈ后，将提取
出来的胎盘组织置于１０％福尔马林溶液中进行固定，
脱水透明，浸蜡包埋，脱蜡、染色，之后脱水、透明，待晾

干后观察大鼠胚胎病理学表现。

１．２．７　ＰＬＫ４、ＡＶＰ、ＡｎｇⅡ蛋白表达　　待模型建立
４８ｈ后，将采集到的胎盘标本研磨后加入蛋白缓冲
液，进行常规蛋白提取，采取 ＢＣＡ法进行定量分析。
将５０μｇ的蛋白样品上样后８０Ｖ恒压进行ＳＤＳＰＡＧＥ
电泳２４０ｍｉｎ，然后３５０ｍＡ恒流电转９０ｍｉｎ，使用５％
脱脂奶粉于ＴＢＳＴ中避光封闭１ｈ，洗涤之后加入一抗
稀释溶液（ＰＬＫ４、ＡＶＰ、ＡｎｇⅡ一抗按照１∶１０００比例稀
释），在４℃的环境中过夜保存，洗涤后加入二抗稀释
溶液（ＰＬＫ４、ＡＶＰ、ＡｎｇⅡ二抗按照 １∶５０００比例稀
释），在温床中孵育１ｈ后再次洗涤，加入发光液ＥＣＬ，
曝光２～３次，取重叠值。使用软件分析蛋白条带灰度
值。以ＧＡＰＤＨ为内参。
１．３　统计学分析

采用ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计学分析处理。计量
资料采用均数±标准差（ｘ±ｓ）描述，３组数据比较采
用Ｆ检验，两组间比较采用独立样本 ｔ检验，Ｐ＜０．０５
为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　上调ＫＬＦ１４基因对妊娠高血压大鼠胚胎和胎盘
的影响

上调组胚胎发育数量、胚胎重、胎仔重大于下调组

和空白组，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；下调组胚
胎发育数量、胚胎重、胎仔重小于空白组，差异有统计

学意义（Ｐ＜０．０５），见图１、２。

ａ：大鼠胚胎发育数量比较；ｂ：大鼠胚胎重、胎仔重比较　：与
空白组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与下调组比较，Ｐ＜０．０５

图１　大鼠胚胎发育数量、胚胎重、胎仔重比较
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ａ：空白组；ｂ：下调组；ｃ：上调组
图２　大鼠胚胎观察

２．２　上调ＫＬＦ１４基因对妊娠高血压大鼠血压的影响
上调组收缩压、舒张压、平均动脉压低于下调组和

空白组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；下调组收缩
压、舒张压、平均动脉压高于空白组，差异具有统计学

意义（Ｐ＜０．０５），见图３。

：与空白组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与下调组比较，Ｐ＜０．０５
图３　大鼠收缩压、舒张压、平均动脉压水平比较

２．３　上调 ＫＬＦ１４基因对妊娠高血压大鼠 βＨＣＧ、
ＴＸＡ２、ＰＧＩ２、２４ｈ尿蛋白的影响
上调组βＨＣＧ、ＴＸＡ２、２４ｈ尿蛋白低于下调组和

空白组，ＰＧＩ２蛋白高于下调组和空白组，差异均有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）；下调组βＨＣＧ、ＴＸＡ２、２４ｈ尿蛋
白高于空白组，ＰＧＩ２低于空白组，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），见图４。

：与空白组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与下调组比较，Ｐ＜０．０５

图４　大鼠βＨＣＧ、ＴＸＡ２、ＰＧＩ２、２４ｈ尿蛋白水平比较

２．４　上调ＫＬＦ１４基因对妊娠高血压大鼠ＡＶＰ、ＡｎｇⅡ
蛋白表达的影响

上调组ＡＶＰ、ＡｎｇⅡ 蛋白表达低于下调组和空白
组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；下调组 ＡＶＰ、

ＡｎｇⅡ蛋白表达高于空白组，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），见图５。

ａ：大鼠ＡＶＰ、ＡｎｇⅡ蛋白表达水平比较；ｂ：大鼠ＡＶＰ、ＡｎｇⅡ ＷＢ
图　：与空白组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与下调组比较，Ｐ＜０．０５

图５　各组大鼠ＡＶＰ、ＡｎｇⅡ蛋白表达比较

２．５　上调 ＫＬＦ１４基因对妊娠高血压大鼠 ＰＬＫ４蛋白
表达的影响

上调组ＰＬＫ４蛋白表达低于下调组和空白组，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；下调组ＰＬＫ４蛋白表达高
于空白组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图６。

ａ：大鼠 ＰＬＫ４蛋白表达对比；ｂ：大鼠 ＰＬＫ４蛋白表达 ＷＢ图　
：与空白组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与下调组比较，Ｐ＜０．０５

图６　大鼠ＰＬＫ４蛋白对比

２．６　妊娠高血压大鼠胎盘组织病理学观察
空白组大鼠胎盘中绒毛数量减少，并且显示结构

萎缩，有一部分绒毛已经呈现纤维样坏死，滋养细胞代
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偿性增生（图７ａ）；下调组大鼠胎盘中绒毛数量急剧减
少，结构发生萎缩，滋养细胞数量显著增加（图７ｂ）；上
调组大鼠胎盘绒毛中滋养层主要是合体滋养细胞，滋

养细胞数量较少（图７ｃ）。

ａ：空白组；ｂ：下调组；ｃ：上调组
图７　各组大鼠胎盘组织病理学观察（ＨＥ染色，×１００）

３　讨论

妊娠高血压发病的主要原因是血管内皮细胞损伤

以及滋养细胞缺血，其中肾素－血管紧张素系统（ｒｅｎｉｎ
ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｓｙｓｔｅｍ，ＲＡＳ）发挥着重要作用［７］。ＲＡＳ属于
一种内分泌系统，在水盐平衡和心血管功能激素中发挥

着重要的调节作用［８］。研究显示，ＲＡＳ可促进子宫平滑
肌收缩，对子宫胎盘血管阻力、血流量起到调节作用，通

过调节滋养细胞促进分化及浸润而发挥作用［９１０］。

妊娠高血压会导致先兆子痫和低重量新生儿发生

率增加，并且容易导致新生儿出现心血管、食管、尿道

先天畸形等［１１］。Ｍａｒｑｕｅｓ等［１２］的研究指出，妊娠高血

压的重要特征是胚胎发育迟缓以及死胎发生率增加。

本研究结果显示，下调组大鼠胚胎发育数量、胚胎重、

胎仔重较少／小，上调组大鼠胚胎发育数量、胚胎重、胎
仔重较多／大，说明上调 ＫＬＦ１４基因能够增加大鼠胚
胎重，促进胚胎发育。

ＴＸＡ２和 ＰＧＩ２均属于花生四烯酸衍生物，两者具
有相互拮抗和相互调节的作用，对机体的凝血功能具

有维持能力［１３］。ＴＸＡ２主要是由血栓素Ａ合成酶和前
列腺素 Ｈ２产生，属于一种特异性标志物，反映血小板
活化程度［１４］。ＰＧＩ２主要功能是扩张血管、抑制血小板
聚集，能够反映血管内皮细胞损伤程度［１５］。研究显

示，前列腺素、一氧化氮等血管活性因子对血管舒张和

收缩具有调节作用［１６］。血管内皮细胞受到损伤及

ＰＧＩ２含量减少会促进 ＴＸＡ２增加，导致血管发生痉
挛［１７１８］。进一步的研究发现，ＴＸＡ２／ＰＧＩ２比值在妊娠
高血压发病过程中发挥着关键性的作用［１９］。βＨＣＧ
在合体滋养细胞中广泛存在，通过胎盘合成，由绒毛膜

间隙进入到母体中，从而有效反映胎盘功能［１９２０］。相

关研究显示，βＨＣＧ水平变化能够反映胎盘功能障
碍，临床中常用来诊断异位妊娠等疾病［２１２２］。本研究

结果中，空白组βＨＣＧ、ＴＸＡ２较高，ＰＧＩ２较低，提示妊
娠高血压大鼠胎盘滋养层细胞被破坏，ＰＧＩ２导致胎盘

功能发生异常，容易发生血管痉挛；上调组 βＨＣＧ、
ＴＸＡ２较低，ＰＧＩ２较高，说明上调ＫＬＦ１４基因能够保护
胎盘滋养层细胞不受损伤，从而保护胎盘。随着孕期

延长，孕妇血容量也随之增加，肾小球呈现高滤过和高

滤压状况，蛋白滤出风险也随之增加［２３２４］。研究显

示，妊娠期高血压发病时肾血管会因为痉挛减少肾血

流量，降低肾灌注压，严重者可能导致肾小球梗死、基

底膜损伤、通透性增加，最终导致蛋白尿产生［２５２６］。

本研究结果显示，上调组２４ｈ尿蛋白低于下调组，说
明上调ＫＬＦ１４基因能够降低大鼠２４ｈ尿蛋白，保护肾
小球。ＡＶＰ属于一种血管调节剂，可强烈收缩血管并
调节体内水钠平衡，以达到抗利尿作用；ＡｎｇⅡ能够促
进血管收缩和肾上腺皮质分泌醛固酮，促进钠、水重吸

收，这也是导致妊娠高血压发生的重要原因。本研究

结果显示，上调组 ＡＶＰ、ＡｎｇⅡ水平降低，说明上调
ＫＬＦ１４基因能够有效调控肾素－血管紧张素－醛固酮
系统活性，减少对血管的刺激和加压，促进水代谢，有

助于改善妊娠高血压大鼠血压高、蛋白尿、水肿等症

状。ＫＬＦ１４基因在多种机体组织中均有表达，胚胎和
胚外组织中，ＫＬＦ１４基因以母源基因方式进行印记表
达，是重要的靶组织。ＫＬＦ１４参与肿瘤发生以及中心
体复制过程，其中ＰＬＫ４发挥着主要的调控作用［２７２８］。

ＰＬＫ４属于Ｐｏｌｏ样蛋白家族中的重要成员，主要调控
中心体复制。研究指出，ＰＬＫ４缺失会抑制中心体复
制，减少中心体数目［２９］；过表达 ＰＬＫ４会增加中心体
复制，增加中心粒产生［３０］。ＰＬＫ４蛋白具有高度保守
性，参与调控细胞有丝分裂，其异常表达会造成中心体

复制出现紊乱，引发肿瘤［３１］。本研究结果显示，上调

组ＰＬＫ４低于下调组，说明上调 ＫＬＦ１４基因能够抑制
ＰＬＫ４蛋白表达，对 βＨＣＧ、ＴＸＡ２、ＰＧＩ２、２４ｈ尿蛋白、
ＡＶＰ、ＡｎｇⅡ起到调控作用。

综上所述，上调ＫＬＦ１４基因能够改善妊娠高血压
大鼠血压以及胚胎重，通过调控 ＰＬＫ４、ＡＶＰ、ＡｎｇⅡ表
达可改善 βＨＣＧ、ＴＸＡ２、ＰＧＩ２、２４ｈ尿蛋白水平，为妊
娠高血压靶向治疗提供数据支持。
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