
局解手术学杂志　２０１５年 第 ２４卷　第 ３期　　 ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ，２０１５，Ｖｏｌ．２４，Ｎｏ．３

孕激素对人绒毛滋养层细胞表达 ＡＤＡＭ１０、ＯｂＲ及分泌 ＳＬＲ、ＬＥＰ的影响
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　　［摘　要］　目的　探讨不同浓度孕激素对早孕人绒毛滋养层细胞表达基质金属蛋白酶１０（ＡＤＡＭ１０）、长型瘦素受体（ＯｂＲ）
及分泌可溶性的瘦素受体（ＳＬＲ）、瘦素（ＬＥＰ）的影响。方法　培养原代人绒毛滋养层细胞，分别给予含有不同浓度的孕激素（０、
１００、１５０、２００ｎｇ／ｍＬ）培养２４ｈ，检测细胞内ＡＤＡＭ１０和ＯｂＲ的相对表达量及上清液中ＳＬＲ及ＬＥＰ的含量。结果　随着孕激素浓
度的增加，早孕人绒毛滋养层细胞表达ＡＤＡＭ１０的含量逐渐降低，组间两两比较有统计学差异（Ｐ＜０．０５）。随着孕激素浓度的增
加，早孕人绒毛滋养层细胞表达ＯｂＲ的含量逐渐增加，组间比较无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。各组细胞上清液中ＳＬＲ含量随着孕激
素的浓度增高而逐渐降低，组间两两比较有统计学差异（Ｐ＜０．０５）。各组细胞上清液中ＬＥＰ浓度随着孕激素浓度的增高而逐渐增
高，组间两两比较有统计学差异（Ｐ＜０．０５）。采用 Ｐｅａｒｓｏｎ检验发现 ＳＬＲ的表达与 ＬＥＰ的表达存在显著性负相关（Ｒ＝－０．９４９，
Ｐ＜０．０１）。结论　孕激素可能通过影响ＡＤＡＭ１０、ＳＬＲ、ＬＥＰ的表达而调控瘦素功能的发挥，参与妊娠期糖尿病（ＧＤＭ）发生。
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　　黄体和胎盘组织分泌的孕激素（ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ，Ｐ）
对维持妊娠有至关重要的作用，在对孕激素与代谢相

关性疾病的研究中发现，孕激素可引起糖耐量降低，增

加胰岛素抵抗（ｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＩＲ）［１］，还可调控脂
蛋白脂酶活性，促进脂质合成［２］，引起糖脂代谢失衡。

本课题组前期研究发现妊娠期糖耐量异常的患者血瘦

素（ｌｅｐｔｉｎ，ＬＥＰ）浓度变化与孕激素水平相关［３］。孕激

素水平增高，可否引起瘦素功能异常，参与妊娠期糖尿

病（ｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ，ＧＤＭ）发生，尚待探讨。
孕期胎盘组织可合成瘦素［４］，瘦素的生物功能除了与

瘦素浓度的相关外还与瘦素受体密切相关，其中可溶

性的瘦素受体（ｓｏｕｌｂｅｌｅｐｔｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＳＬＲ）被认为是瘦
素敏感性的标志［５］。ＳＬＲ参与体内瘦素的运输、调控
瘦素的浓度，影响瘦素的生物活性［６］。而对 ＳＬＲ的研
究，并未发现编码 ＳＬＲ生成的基因片段［５］，有学者提

出ＳＬＲ可能是基质金属蛋白酶１０（ａｄｉｓｉｎｔｅｇｒｉｎａｎｄ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅａｓｅ１０，ＡＤＡＭ１０）介导长型瘦素受体（ｌｅｐｔｉｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＯｂＲ）胞外区脱落产生［５］。基于此，本实验通

过体外培养早孕人绒毛细胞滋养层细胞，探讨不同浓
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度孕激素对人绒毛滋养层细胞表达的 ＡＤＡＭ１０、ＯｂＲ
及分泌ＳＬＲ、ＬＥＰ的影响。

１　材料与方法

１．１　材料
　　绒毛组织采集于第三军医大学新桥医院妇产科门诊，正常
妊娠６～１０周，经超声证实为宫内妊娠，自愿选择人工流产终
止妊娠的健康妇女，经负压吸宫术获得的绒毛组织。将其置于

预冷的含有双抗的无菌ＤＭＥＭＦ１２培养基内，迅速转移至超净
工作台中分离培养细胞。本研究遵循第三军医大学附属新桥

医院生物医学研究伦理委员会所制定的伦理学标准，得到该委

员会的批准。

１．２　人早孕绒毛滋养层细胞的分离、培养
　　用ＤＭＥＭＦ１２培养基反复冲洗绒毛组织，去除血污、蜕膜
及肉眼可见的血管组织，用眼科剪剪碎为１ｍｍ×１ｍｍ左右大
小的碎屑。加入适量的 ０．２５％的胰蛋白酶在常温下消化
２０ｍｉｎ，其间进行适当地吹打，任其自然沉淀，按１∶１的体积加
入含有２０％胎牛血清的 ＤＭＥＭＦ１２培养基中和胰酶作用，吸
出上清液，未消化组织重复消化２次，将吸取的上清液经２００
目筛网滤过，吸取滤过液于离心管中，以８００ｒ／ｍｉｎ×５ｍｉｎ离
心，倒掉上清液，加入含有 ２０％胎牛血清的 ＤＭＥＭＦ１２培养
基，反复吹打，吸入培养瓶内，放入３７℃、５％ＣＯ２的培养箱。
培养２４ｈ后，换掉一半的培养基，继续培养７２ｈ，换液，以后每
隔４８ｈ换液１次。

１．３　人绒毛滋养层细胞鉴定
　　培养的第一代细胞，采用ＳＰ法检测细胞内抗 －细胞角蛋
白７抗体和抗－细胞波形蛋白抗体，进行滋养层细胞鉴定。

１．４　不同浓度孕激素培养人绒毛滋养层细胞
　　采用胰蛋白酶消化后生长状态良好的滋养层细胞，台盼蓝
染色、计数、按每孔１×１０６／ｍＬ接种于１２孔板中。使用无血清
的ＤＭＥＭＦ１２培养基培养２４ｈ后，观察细胞贴壁情况，吸掉培
养基，分为４组，分别加入含有０、１００、１５０、２００ｎｇ／ｍＬ孕激素的
培养基，培养２４ｈ后收集细胞及上清液。

１．５　ＷＢ法检测细胞内ＡＤＡＭ１０、ＯｂＲ的表达
　　采用 ＰＭＳＦ／ＲＩＰＡ裂解液说明书上的步骤提取蛋白，用
ＢＣＡ试剂盒检测蛋白含量，计算上样量，取蛋白样品５０μｇ进
行电泳、转膜、封闭、孵育一抗，４℃冰箱隔夜孵育，ＴＢＳＴ洗膜，
孵育二抗，洗膜，ＥＣＬ发光液反应，曝光。凝胶成像系统扫描仪
成像。用ＩｍａｇｅＪ软件进行定量分析。

１．６　ＥＬＩＳＡ法检测上清液中ＳＬＲ、ＬＥＰ的表达量
　　根据ＥＬＩＳＡ试剂盒上的相关操作说明，检测细胞上清液中
ＳＬＲ及ＬＥＰ的表达量。

１．７　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计学分析，单因素方差分析比
较各物质组间差异性，结果用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示。采用
Ｐｅａｒｓｏｎ检验各物质间的相关性。Ｐ＜０．０５表示差异具有统计
学意义，Ｐ＜０．０１表示具有显著性差异。

２　结果

２．１　胰蛋白酶消化法培养人绒毛滋养层细胞
　　倒置显微镜下见细胞呈上皮细胞样生长，细胞体积大呈长
多边形，胞浆丰富，核呈卵圆形，个别细胞呈纤维细胞样，生长

成片（图１）。

图１　倒置显微镜下观察体外培养的人绒毛滋养层细胞（×２００）

２．２　免疫组化法鉴定人绒毛滋养层细胞
　　ＤＡＢ显色后的阳性信号为胞浆中呈棕黄色颗粒，胎盘组织
滋养层细胞的角蛋白染色阳性，着色于胞浆（图２ａ），波形蛋白
染色阴性（图２ｂ）。体外培养的细胞中细胞角蛋白阳性率约
９０％。

ａ：倒置显微镜下观察切片角蛋白染色阳性（×２００）；ｂ：倒置显
微镜下观察切片波形蛋白染色阴性（×２００）

图２　免疫组化法鉴定人绒毛滋养层细胞

２．３　孕激素影响细胞内ＡＤＡＭ１０和ＯｂＲ的表达
　　人胎盘绒毛滋养层细胞表达 ＡＤＡＭ１０的含量随着与激素
浓度的增加而增加（Ｐ＜０．０５）。孕激素对 ＯｂＲ随着孕激素浓
度的增高组间两两比较无显著性差异（Ｐ＞０．０５），但仍可看出
随着孕激素浓度的增高，ＯｂＲ的表达有逐渐上升趋势（图３，表
１）。
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图３　ＷＢ法检测不同浓度孕激素对ＡＤＡＭ１０及ＯｂＲ的影响

２．４　孕激素影响细胞对ＳＬＲ、ＬＥＰ的分泌
　　胎盘组织合成和分泌的 ＳＬＲ随着孕激素浓度增加而逐渐
减少（Ｐ＜０．０１），而 ＬＥＰ含量随着孕激素浓度的增加而增加
（Ｐ＜０．０１），见表２。
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表１　不同浓度孕激素对胎盘人绒毛滋养层细胞表达 ＡＤ
ＡＭ１０、ＯｂＲ的影响（珔ｘ±ｓ）

类别
孕激素

０ｎｇ／ｍＬ １００ｎｇ／ｍＬ １５０ｎｇ／ｍＬ ２００ｎｇ／ｍＬ

ＡＤＡＭ１０１．９４±０．４３ １．３７±０．３０ ０．７７±０．１８ ０．２４±０．６１＃

ＯｂＲ　　０．５８±０．３２ ０．７１±０．３２ １．２４±０．６６ １．５２±０．８２

：与对空白组（０ｎｇ／ｍＬ）比较，Ｐ＜０．０５；＃：与对空白组
（０ｎｇ／ｍＬ）比较，Ｐ＜０．０１
表２　不同浓度孕激素对胎盘人绒毛滋养层细胞分泌 ＳＬＲ及

ＬＥＰ的影响（珔ｘ±ｓ）

类别
孕激素

０ｎｇ／ｍＬ １００ｎｇ／ｍＬ １５０ｎｇ／ｍＬ ２００ｎｇ／ｍＬ

ＳＬＲ ９．５０±０．８１ ７．３２±０．１５ ５．８７±０．０２ ３．８８±１．０７

ＬＥＰ１４４．８７±１０．９８２８７．０９±２８．７６ ３３２．４２±１４．８７ ４４３．０９±１２．３９

：与对空白组（０ｎｇ／ｍＬ）比较，Ｐ＜０．０１

２．５　Ｐｅａｒｓｏｎ检验各因素之间相关性结果
　　采用ＳＰＳＳ１９．０软件分析比较人绒毛滋养层细胞表达的各
物质之间的相关性。ＳＬＲ的表达与 ＬＥＰ的表达存在显著性负
相关（Ｒ＝－０．９４９，Ｐ＜０．０１），ＡＤＡＭ１０与 ＯｂＲ的表达不存在
明显相关性（Ｒ＝－０．４２５，Ｐ＞０．０５）。

３　讨论

３．１　孕激素与ＧＤＭ发生的相关性
　　妊娠期糖尿病是指妊娠期首次发生或者发现的任
何程度的糖耐量异常，其病理特征是高胰岛素血症、高

瘦素血症所伴随的糖脂代谢紊乱。国内外对孕激素与

妊娠期糖尿病的相关性研究发现，妊娠期糖耐量异常

的患者血孕激素水平显著高于正常妊娠产妇［３，７］。而

关于口服避孕药与 ＧＤＭ相关性的研究，发现孕龄期
女性孕前使用口服避孕药 ＧＤＭ发生率增高［８］，有

ＧＤＭ史女性服用孕激素类避孕药产后５～１０年发生２
型糖尿病风险约为２０％～６０％［９］。此外，关于孕激素

治疗复发性流产人群，研究发现其可导致糖耐量降低

和ＧＤＭ的发生率增加［８，１０］。

　　孕激素参与ＧＤＭ发生主要是通过影响糖脂代谢
所致。孕激素可导致空腹血糖升高及胰岛素抵抗。

Ｙｅｕｎｇ等［１１］发现人黄体期胰岛素抵抗稳态模式（ＨＯ
ＭＡＩＲ）与血清孕激素水平增加相关。动物实验研究
发现，外源性地给予大鼠孕激素可导致胰岛素敏感性

下降而血糖增高［１２１３］，此外，Ｓｉｓｓａｎ等［１４］研究发现孕

激素可通过抑制肝脏苹果酸脱氢酶和６磷酸葡萄糖
脱氢酶的活性，导致葡萄糖利用障碍，血糖升高。而关

于孕激素影响脂代谢主要表现为影响脂蛋白酯酶的活

性［１］。Ｓｉｓｓａｎ等［１４］研究还发现孕激素可增加脂肪组织脂

蛋白酯酶的活性，使脂肪组织分解增加，血脂升高。

３．２　孕激素调控瘦素功能发挥影响ＧＤＭ发病
　　ＧＤＭ的发病通常在孕激素水平很高的妊娠中
期［１５］，说明孕激素在 ＧＤＭ发生和发展进程中起着某
种作用。而目前临床上对于孕激素参与糖脂代谢异常

的发病机制尚不清楚，早期研究发现孕激素对胰岛素

的分泌及信号传导有重要作用［８］。近年来随着对瘦

素的深入研究发现，瘦素与胰岛素存在着复杂的关系，

他们共同参与调节糖脂代谢，与妊娠期糖尿病、肥胖、

２型糖尿病等代谢综合征密切相关。女性妊娠状态下
血瘦素浓度约为非孕时期的２～３倍，且在孕２８周达
到高峰［１６］。在对瘦素与 ＧＤＭ相关性研究发现，血清
瘦素每增加１０ｎｇ／ｍＬ，ＧＤＭ发生风险相应增加２０％［１７］。

　　妊娠期瘦素的合成和分泌受到胎盘组织合成和分
泌的多种激素（如人绒毛膜促性腺激素、胎盘泌乳素、

雌激素、孕激素等）的影响，关于孕激素与瘦素之间的

相关性存在许多矛盾性研究［３，１８２０］。目前临床研究上

暂无文献表明孕激素可通过某种具体的路径影响瘦素

分泌参与 ＧＤＭ发生，而瘦素功能的发挥不仅仅受到
瘦素浓度的影响还受到瘦素受体的影响。孕激素是通

过调控瘦素的分泌还是通过调控瘦素受体表达参与

ＧＤＭ发生，尚不清楚。
　　瘦素与瘦素受体结合参与细胞信号传导，瘦素受
体的表达是维持正常妊娠所必需的［２１］。瘦素受体属

于Ｉ类细胞因子受体家族，其中重要的瘦素受体包括
长型受体（ＯｂＲ）参与细胞内信号转导和ＳＬＲ调控瘦
素浓度及瘦素生物活性。人的胎盘滋养层细胞表达瘦

素及瘦素受体［２２］。从瘦素受体表达来看，ＧＤＭ孕妇
胎盘上的瘦素受体表达高于正常妊娠孕妇［１７］。而对

瘦素基因的研究发现，瘦素受体 Ｇｌｎ２２３Ａｒｇ与胰岛素
抵抗、高瘦素血症及肥胖密切相关［２３２５］。瘦素受体的

表达与 ＧＤＭ发生相关，而孕激素可否通过某种路径
作用于瘦素受体，目前尚无相关文献报道。我们的研

究发现孕激素影响早孕人绒毛滋养层细胞 ＡＤＡＭ１０
的表达及 ＳＬＲ、ＬＥＰ分泌，而对 ＯｂＲ的表达无显著
影响。

　　关于ＳＬＲ的研究，并未发现编码ＳＬＲ合成的特异
ｍＲＮＡ，有学者认为 ＳＬＲ可由金属蛋白酶参与长型瘦
素受体（ＯｂＲ）脱落的产生［２６］。Ｓｃｈａａｂ等［５］发现 ＡＤ
ＡＭ１０参与了ＳＬＲ的产生。国外学者在对ＳＬＲ与一系
列代谢性疾病的研究中发现，ＳＬＲ与肥胖、ＩＲ、２型ＤＭ
及其他代谢相关危险因子（血压、甘油三酯浓度、低密

度脂蛋白浓度、空腹血糖浓度）呈显著的负相关，ＳＬＲ
与高密度脂蛋白（ＨＤＬ）呈正相关，ＳＬＲ被认为可以预
测糖尿病及代谢综合征发生的因子［５］。基于此，本实

·１５２·
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验探讨孕激素与人绒毛滋养层细胞内的ＡＤＡＭ１０、Ｏｂ
Ｒ及上清液中ＬＥＰ及ＳＬＲ表达的相关性，寻求可能存
在的ＧＤＭ发病机制。我们研究发现 ＳＬＲ的表达与
ＬＥＰ的表达存在显著性负相关（Ｒ＝－０．９４９，Ｐ＝０．０００），
ＡＤＡＭ１０与ＯｂＲ的表达无明显相关性（Ｒ＝－０．４２５，
Ｐ＞０．０５）。因此，本课题组认为孕激素增高可通某种
路径，调控ＡＤＡＭ１０的表达，影响ＳＬＲ的生成，引起瘦
素功能发挥异常，导致糖脂代谢紊乱，参与 ＧＤＭ发
生。而关于孕激素通过何种路径影响 ＡＤＡＭ１０，是本
课题组下一步将探讨的问题。
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