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　　［摘　要］　目的　研究性激素结合球蛋白（ＳＨＢＧ）基因在人滋养细胞凋亡中的作用。方法　用不同 ｓｉＲＮＡ干扰沉默人滋养
细胞ＳＨＢＧ基因的表达并分为６组，即正常对照组未经转染（Ⅰ组）、空白对照组仅转染脂质体（Ⅱ组）、阴性对照组转染Ｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｓｉＲＮＡ（Ⅲ组）、转染组分别转染ＳＨＢＧｓｉＲＮＡⅠ、ＳＨＢＧｓｉＲＮＡⅡ、ＳＨＢＧｓｉＲＮＡⅢ（Ⅳ、Ⅴ、Ⅵ组），然后通过Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色检测人
滋养细胞凋亡情况，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定ＳＨＢＧｍＲＮＡ及蛋白和凋亡相关抗体 Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ及蛋白的表达水平。
结果　Ⅰ组、Ⅱ组、Ⅲ组ＳＨＢＧ和Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ及蛋白表达水平组间比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。Ⅳ组、Ⅴ组、Ⅵ组ＳＨＢＧ
和Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ及蛋白表达水平组间比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。与Ⅰ组、Ⅱ组、Ⅲ组比较，Ⅳ组、Ⅴ组、Ⅵ组ＳＨＢＧｍＲ
ＮＡ和蛋白表达量明显下调，Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ及蛋白表达水平升高，滋养层细胞凋亡增加，差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
结论　采用ｓｉＲＮＡ干扰技术能够降低人滋养细胞中ＳＨＢＧ基因表达量，导致人滋养细胞凋亡。
　　［关键词］ｓｉＲＮＡ干扰；人滋养细胞；ＳＨＢＧ基因；凋亡
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　　性激素结合球蛋白（ｓｅｘｈｏｒｍｏｎｅｂｉｎｄｉｎｇｇｌｏｂｕｌｉｎ，
ＳＨＢＧ）是主要由肝细胞合成和分泌的一种多功能球
蛋白，在运输激素和调节细胞功能上发挥着重要作

用［１］。研究显示ＳＨＢＧ在母体血清和胎盘中的低表达
可能在诱发或加重妊娠期糖尿病方面有重要作用［２３］。

控制ＳＨＢＧ水平不仅可以早期预测妊娠期糖尿病的发
生，而且能够评定妊娠期糖尿病发生的时间和程度。

然而能否通过沉默ＳＨＢＧ基因的表达来研究其对妊娠
期糖尿病的影响，目前尚未见相关报道。因此，本研究

采用ｓｉＲＮＡ干扰技术将ＳＨＢＧ基因沉默，以降低其在

人滋养细胞中的表达，并进一步研究 ＳＨＢＧ基因沉默
在人滋养细胞凋亡中的作用。

１　资料与方法

１．１　材料及试剂
　　人滋养细胞ＨＴＲ８ＳＶｎｅｏ细胞由加拿大多伦多大
学Ｇｒａｈａｍ教授赠送；脂质体Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ购自美国Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＳＨＢＧｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ兔抗人一抗购自碧云
天公司；Ｃａｓｐａｓｅ３ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ兔抗人一抗购自北京博奥
森公司；Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色试剂盒购自北京博奥森公司。
１．２　方法
１．２．１　实验分组　　ＨＴＲ８ＳＶｎｅｏ细胞以２×１０５／ｍＬ～
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３×１０５／ｍＬ接种在６孔板中，在３７℃室温，５％ＣＯ２培
养箱中培养，用不同 ｓｉＲＮＡ干扰技术沉默人滋养细胞
ＳＨＢＧ基因的表达并分为６组，即正常对照组未经转染
（Ⅰ组）、空白对照组仅转染脂质体（Ⅱ组）、阴性对照组转
染ＮｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｓｉＲＮＡ（Ⅲ组）、转染组分别转染ＳＨＢＧｓｉＲ
ＮＡⅠ、ＳＨＢＧｓｉＲＮＡⅡ、ＳＨＢＧｓｉＲＮＡⅢ（Ⅳ、Ⅴ、Ⅵ组）。

１．２．２　ｓｉＲＮＡ转染步骤　　采用体外化学合成法合
成ｓｉＲＮＡｓ序列：根据 ＧｅｎＢａｎｋ中 ＳＨＢＧｃＤＮＡ的序列
号ＮＭ＿００１０４０．３，设计３对ＳＨＢＧｓｉＲＮＡｓ序列及１对
ＮｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｓｉＲＮＡ，具体序列见表１。采用ＢＬＡＳＴ检查
ｓｉＲＮＡ序列以确保基因和其他基因无同源性，并用实
验筛选特异性ｓｉＲＮＡ。

表１　不同ｓｉＲＮＡｓ序列

序列名称 　　　　　序列（５’３’） 　　靶位点

ＳＨＢＧｓｉＲＮＡⅠ ｓｅｎｓｅｓｔｒａｎｄ：５’ＧＣＵＧＵＧＡＵＧＵＡＧＡＡＵＣＡＡＡＴＴ３’ ＳＨＢＧｈｏｍｏ６８３

ａｎｔｉｓｅｎｓｅｓｔｒａｎｄ：５’ＡＵＣＣＵＣＡＵＧＡＵＧＧＧＡＵＧＧＣＴＴ３’

ＳＨＢＧｓｉＲＮＡⅡ ｓｅｎｓｅｓｔｒａｎｄ：５’ＣＵＣＡＧＧＣＡＧＡＡＵＵＣＡＡＵＣＵＴＴ３’ ＳＨＢＧｈｏｍｏ７２８

ａｎｔｉｓｅｎｓｅｓｔｒａｎｄ：５’ＡＧＡＵＵＧＡＡＵＵＣＵＧＣＣＵＧＡＧＴＴ３’

ＳＨＢＧｓｉＲＮＡⅢ ｓｅｎｓｅｓｔｒａｎｄ：５’ＧＣＣＡＵＣＣＣＡＵＣＡＵＧＡＧＧＡＵＴＴ３’ ＳＨＢＧｈｏｍｏ５２７

ａｎｔｉｓｅｎｓｅｓｔｒａｎｄ：５’ＵＵＵＧＡＵＵＣＵＡＣＡＵＣＡＣＡＧＣＴＴ３’

ＮｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｓｉＲＮＡ ｓｅｎｓｅｓｔｒａｎｄ：５’ＵＣＵＡＡＧＣＧＡＧＡＡＵＵＣＧＵＡＣＣ３’

ａｎｔｉｓｅｎｓｅｓｔｒａｎｄ：５’ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＵＡＡＵ３’

１．２．３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测 ＳＨＢＧｍＲＮＡ表达　　按
照试剂盒说明书步骤进行细胞 ＲＮＡ提取并扩增，内参
为人 ＧＡＰＤＨ。其中 ＳＨＢＧ上游引物序列为 ５’ＣＴ
ＧＡＧＡＴＣＣＡＡＣＴＧＣＡＣＡＡＴＣＡＣＴ３’，下游引物序列为
５’ＡＴＣＣＡＣＣＴＣＣＡＧＣＡＧＣＡＣＡ３’。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＳＨＢＧ蛋白表达　　收集各
组细胞并提取细胞总蛋白，在上样缓冲液加入等量蛋

白，煮沸，在 ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶中电泳后，电转至
ＰＶＤＦ膜，封闭２ｈ，加入一抗兔抗人 ＳＨＢＧ（１∶２００）或
ＧＡＰＤＨ４℃过夜。加入二抗后室温孵育９０ｍｉｎ。洗膜
后加入ＥＣＬ１ｍｉｎ，凝胶成像，内参为人ＧＡＰＤＨ。
１．２．５　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色检测细胞凋亡　　ＨＴＲ８
ＳＶｎｅｏ细胞以２×１０５／ｍＬ～３×１０５／ｍＬ接种在６孔板
中并标记，当贴壁率达９０％以上后转染不同 ｓｉＲＮＡ并
培养２４ｈ。加入１００μｌ的４％多聚甲醛固定１５ｍｉｎ。
ＰＢＳ洗１～２次。加入１００μｌＨｏｅｃｈｓｔ３３２５８染液，使用
冷的ＰＢＳ洗１～２次。
１．２．６　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法测定凋亡相
关抗体ｃａｓｐａｓｅ３的表达　　方法同１．２．３和１．２．４。
其中 ｃａｓｐａｓｅ３上游引物序列为 ５’ＡＴＧＧＡＧＡＡ
ＣＡＡＴＡＡＡＡＣＣＴ３’，下游引物序列为５’ＣＴＡＧＴＧＡＴＡ
ＡＡＡＧＴＡＧＡＧＴＴＣ３’。
１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１９．０进行统计学处理，组间比较采用两
独立样本 ｔ检验，Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义；
Ｐ＜０．０１表示差异具有极显著性统计学意义。

２　结果

２．１　ＳＨＢＧ的ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果
　　６组的人滋养细胞于转染后２４ｈ检测 ＳＨＢＧｍＲ
ＮＡ基因的表达，结果显示：ｓｉＲＮＡ转染前后对正常对
照组（Ⅰ组）、空白对照组（Ⅱ组）、阴性对照组（Ⅲ组）
ＳＨＢＧｍＲＮＡ的相对表达均无显著影响。与Ⅰ组、Ⅱ组
和Ⅲ组比较，Ⅳ组、Ⅴ组、Ⅵ组在 ｓｉＲＮＡ转染后，ＳＨＢＧ
ｍＲＮＡ表达水平均降低，差异具有极显著性统计学意
义（Ｐ＜０．０１），见图１。

：与Ⅰ组比较，Ｐ＜０．０１
图１　各组ＳＨＢＧｍＲＮＡ的相对表达

２．２　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色检测细胞凋亡结果
　　凋亡细胞的细胞核呈碎片状或致密浓染。Ⅳ、Ⅴ、
Ⅵ组细胞凋亡率明显高于Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组，见图２。
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ａ：Ⅰ组；ｂ：Ⅱ组；ｃ：Ⅲ组；ｄ：Ⅳ组；ｅ：Ⅴ组；ｆ：Ⅵ组
图２　各组细胞Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色（×１００）

２．３　ＳＨＢＧＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果
　　Ⅰ组、Ⅱ组和Ⅲ组 ＳＨＢＧ蛋白表达水平组间比较
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），Ⅳ组、Ⅴ组、Ⅵ组ＳＨＢＧ
蛋白表达水平组间比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），Ⅳ
组、Ⅴ组、Ⅵ组与Ⅰ组、Ⅱ组、Ⅲ组进行比较，ＳＨＢＧ蛋白表达
水平均降低，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图３。

图３　各组细胞中ＳＨＢＧ蛋白的表达

２．４　Ｃａｓｐａｓｅ３的ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果
　　６组的人滋养细胞于转染后２４ｈ检测 Ｃａｓｐａｓｅ３
ｍＲＮＡ基因的表达，Ⅰ组、Ⅱ组和Ⅲ组 Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲ
ＮＡ表达水平组间比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），
Ⅳ、Ⅴ、Ⅵ组Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达水平组间比较差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５），Ⅳ、Ⅴ、Ⅵ组分别与Ⅰ、Ⅱ、

Ⅲ组进行比较，Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达水平均明显升
高，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图４。
２．５　Ｃａｓｐａｓｅ３的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果
　　Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平组间比较差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），Ⅳ、Ⅴ、Ⅵ组 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋
白表达水平组间比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），
Ⅳ组、Ⅴ组、Ⅵ组分别与Ⅰ组、Ⅱ组和Ⅲ组进行比较，
Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平均明显升高，差异具有统计学
意义（Ｐ＜０．０５），见图５。

：与Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组比较，Ｐ＜０．０５
图４　各组细胞Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ的相对表达
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图５　各组细胞Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达

３　讨论

　　ＳＨＢＧ是一种由肝细胞产生的循环类胆固醇蛋
白，受性激素调节，在运输激素和调节细胞功能上发挥

着重要作用。有研究表明，ＳＨＢＧ表达降低是妊娠期
糖尿病和２型糖尿病的独立危险因素，是高胰岛素血
症性胰岛素抵抗的一个标志［４６］。

　　ＳＨＢＧ存在于妊娠期糖尿病孕妇的胎盘合体滋养
层细胞内，胎盘合体滋养层细胞受损会导致 ＳＨＢＧ的
合成和分泌减少［７］。目前研究认为，妊娠期糖尿病的

发病机理与２型糖尿病相似，胰岛素抵抗是导致妊娠
期糖尿病发生、发展的主要原因，而胰岛素传导通路的

异常是发生胰岛素抵抗的病理基础。在胰岛素受体后

信号传导通路中，ＩＲ／ＩＲＳ１／ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ＧＬＵＴ４通路
对血糖的调节起关键性作用。正常的信号传导主要通

过ＩＲＳ１与胰岛素受体结合并发生酪氨酸磷酸化进一
步激化ＰＩ３Ｋ，通过一系列复杂的作用使得葡萄糖转运
蛋白４转位至胞膜。当该信号传导通路中一个或多个
信号分子或环节发生异常时，均可导致胰岛素抵

抗［８９］。当ＩＲＳ１受抑制时，较高浓度的 ＩＲＳ２则成为
胰岛素受体的主要底物，并能与 ＰＩ３Ｋｐ８５结合从而进
行胰岛素信号的传导。在妊娠期糖尿病中，胎盘中

ＳＨＢＧ的表达水平会对胰岛素传导通路产生影响，从
而导致妊娠期糖尿病的发生。对此，本研究采用 ｓｉＲ
ＮＡ干扰技术沉默ＳＨＢＧ基因，降低其在人滋养细胞中
的表达，以研究 ＳＨＢＧ基因沉默在人滋养细胞凋亡中
的作用。

　　在前期研究中采用免疫电镜技术，镜下可以观察
到妊娠期糖尿病中ＳＨＢＧ免疫染色在整个胎盘合体滋
养细胞均呈弱阳性表达。同时应用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法、
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法及 ＥＬＩＳＡ法分别检测了 ＧＤＭ胎盘组
织，结果显示 ＳＨＢＧｍＲＮＡ、蛋白和浓度均显著降
低［１０］。在体外通过 ＲＮＡ干扰技术，将 ＳＨＢＧｓｉＲＮＡ
转染至原代培养的人绒毛滋养层细胞中，双染流式细

胞术检测绒毛滋养层细胞凋亡情况及 ＭＴＴ法检测细
胞增殖情况，结果表明 ＳＨＢＧ沉默可以导致人滋养细
胞增殖减弱和凋亡增加［１１１２］。这显示妊娠期糖尿病

中胎盘滋养细胞中有ＳＨＢＧ存在，但是其合成和分泌较
少，其表达降低将导致人滋养细胞生物学改变，说明ＳＨ
ＢＧ在妊娠期糖尿病的发病过程中可能发挥着重要作用。
　　凋亡是细胞程序性死亡，是指有核细胞在一定条
件下启动自身内部机制，通过内源性ＤＮＡ内切酶的激
活而发生的细胞自然死亡过程，通常伴有细胞核染色

质的聚集，和凋亡小体形成等系列病理学改变［１３１５］。

Ｃａｓｐａｓｅ３作为Ｃａｓｐａｓｅ家族成员中细胞凋亡的关键酶
之一，是细胞凋亡的中枢效应器［１６１８］。多种刺激因素

可以激活Ｃａｓｐａｓｅ３，然后裂解多种蛋白，阻止 ＤＮＡ的
复制和细胞修复，最终引起细胞凋亡，同时 Ｃａｓｐａｓｅ３
活化程度也是判断细胞凋亡严重性的可靠指标之

一［１９２０］。因此本研究通过检测 Ｃａｓｐａｓｅ３的表达水平
来分析ＳＨＢＧ基因沉默在人滋养细胞凋亡中的影响。
　　在本研究中，用不同 ｓｉＲＮＡ干扰沉默人滋养细胞
ＳＨＢＧ基因的表达，并采用 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ测定 ＳＨＢＧ ｍＲＮＡ及蛋白和凋亡相关抗体
Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ及蛋白的表达水平，结果显示Ⅳ组、
Ⅴ组、Ⅵ组分别与Ⅰ组、Ⅱ组和Ⅲ组进行比较，ＳＨＢＧ
表达水平降低、Ｃａｓｐａｓｅ３表达升高，表明转染后人滋
养细胞中 ＳＨＢＧ表达降低。采用 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色
检测显示Ⅳ、Ⅴ、Ⅵ组细胞凋亡率明显高于对照组Ⅰ、
Ⅱ、Ⅲ组，这说明滋养细胞中ＳＨＢＧ表达降低会导致人
滋养细胞凋亡。本研究为进一步阐明妊娠期糖尿病的

发病机制提供了理论依据。

　　综上所述，在妊娠期糖尿病时血清中胰岛素水平
升高会抑制胎盘滋养细胞中 ＳＨＢＧ的合成和分泌减
少，同时ＳＨＢＧ减少会导致人滋养细胞凋亡，从而加剧
妊娠期糖尿病发病。
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第１跖背动脉显微外科解剖类型观察和临床意义

张依生１，孟　镔１，宋峰亮１，储博书１，崔英健１，孟　珩１，徐江发２，路小欢１，孙玉献１，余　滨１　（１．安徽理工大学医学
院解剖学教研室，安徽 淮南 ２３２００１；２．安徽理工大学医学院附属医院骨科，安徽 淮南 ２３２００１）

［摘　要］　目的　通过观察国人足部第１跖背动脉的解剖类型及所测得的解剖学数据，为临床显微外科进行修复手和足部合
并骨和肌腱外露的皮肤软组织损伤以及手拇指再造时，以取用第１跖背动脉为蒂的皮瓣移植提供解剖学依据。方法　选用１６具
成人尸体双侧足部标本３２例，对其第１跖背动脉用游标卡尺进行解剖测量，并对第１跖背动脉测量数据进行统计学分析。结果
通过对３２例足部标本的测量，第１跖背动脉可分为５种类型。Ⅰ型（肌上型）：第１跖背动脉走行于第１骨间背侧肌浅面，共１３例
（４０．６％）；Ⅱ型（肌内型）：第１跖背动脉穿行于第１骨间背侧肌内部，共１１例（３４．４％）；Ⅲ型（肌下型）：第１跖背动脉走行于第１
骨间背侧肌深面，共６例（１８．８％）；Ⅳ型（细小型）：第１跖背动脉极其细小，共１例（３．１％）；Ⅴ型（缺如型）：第１跖背动脉缺如，共
１例（３．１％）。第１跖背动脉发出的前、后穿支与跖骨和跖趾关节的距离：后穿支起点至第１跖骨底中点距离为（２．４±０．３）ｍｍ；后穿支起
点至第１跖骨头中点距离为（１０．１±１．０）ｍｍ；前穿支起点至跖趾关节中点距离为（７．６±２．７）ｍｍ。结论　第１跖背动脉对手和足
部创伤及拇指再造等皮瓣移植有重要临床参考意义。

［关键词］第１跖背动脉；解剖类型；皮瓣移植；动脉变异
［中图分类号］Ｒ６０２；Ｒ６１６．２　［文献标识码］Ａ　［收稿日期］
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