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自然流产患者绒毛EVTs的基因芯片初步分析 
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【摘 要】目的：探讨自然流产绒毛外滋养细胞(Extravillous trophoblast cells，EVTs)侵袭相关基因表达变化。方法：利用 U133 

plus2．0芯片对自然流产绒毛和正常绒毛组织中EVTs的基因表达谱进行检测，并用生物信息学方法对检测结果进行分析。结 

果：与正常 EVTs相比，在 自然流产 EVTs中，发现显著上凋基因219个 ，下调基因 293个，其功能主要涉及细胞粘附、免疫应答、 

代谢等。结论：与滋养层细胞细胞粘附、免疫应答、水解酶及凋亡等相关基因的差异表达可能与滋养细胞侵袭行为变化及自然 

流产有关。 
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Expression profile analysis of human spontaneous abortion extravillous 

trophoblast cel ls 
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【Abstract】Objective：To investigate the expression changes of invasion—relevant genes in spontaneous abodion Extravillous trophoblast 

cells(EVTs)．Methods：The U133 plus2．0 gene chips were used to analyze gene expression profiles in spontaneous EVTs and normal 

EVTs．The results were analyzed by bioinformatics methods．Results：Compared with norm al EVTs，219 and 293 genes in spontaneous 

abo~ion EVTs were up—regulated and down—regulated respectively．These genes were mainly associated with signal transduction， 

apoptosis，metabolism，immune response，ere．Conclusion：Differential expression of genes related with apoptosis，immune response， 

hydratase．cell adhesion may play a role in the EVTs’abnormal invasion and spontaneous abortion． 
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胚胎滋养细胞在妊娠早期向绒毛和绒毛外两个方向分 

化，其中只有绒毛外滋养层细胞(Extravillous trophoblast cells， 

EVTs)具有侵袭能力。EVTs与子宫内膜细胞接触粘附，降解 

细胞外基质，迁移和侵人子宫蜕膜，使胎盘锚着在子宫上； 

EVTs还侵入母体子宫螺旋动脉，替代和重塑螺旋动脉的内 

皮细胞层 ，使螺旋动脉管腔扩大 ，为胎盘和新生血管提供充 

足的血液l1．21。EVTs的侵袭能力决定了胚泡的侵袭性和胎盘 

的形成，其“有控性侵袭”行为的改变直接影响胎盘的形成和 

胚胎的发育。因此，研究 自然流产患者 EVTs与正常EVTs之 

间基因表达谱的变化有利于寻找 EVTs异常侵袭和自然流产 

的发生机制。本文中我们利用人类全基因组芯片 u133 plus2．0， 

以正常 EVTs为对照，检测自然流产绒毛EVTs的基因表达 

谱变化，并对差异基因进行功能分析，以期找出EVTs异常侵 

袭和自然流产发生的新机制。 
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1 材料和方法 

1．1 材料 

选择 2008年 1O月到 2008年 12月在重庆医科大学附 

属一院妇产科门诊患者，收集妊娠 8 12周自然流产和正常 

人工流产的绒毛标本各 10例，标本收集均征得本人知情同 

意。自然流产组选择 B超提示胚胎停止发育的标本，正常人 

工流产组选择既往无自然流产及死胎，B超提示胚胎发育正 

常的标本。两组年龄均在 26～28周岁，排除染色体异常、内 

分泌失调等相关疾病，孕期无重大疾病史，家族无遗传病史， 

孕期无致畸环境接触史。收集无菌新鲜绒毛，置液氮保存。 

1．2 方法 

1．2．1 总RNA提取 参照 Kliman L I方法分离正常EVTs和 

流产 EVTs，TRIzol法分别抽提总RNA，分光光度计和琼脂糖 

电泳鉴定 RNA浓度、纯度和完整性。 

1．2．2 cRNA探针制备芯片杂交 收集纯度和完整性合格的 

RNA，等量混合后，重新沉淀 RNA，70％酒精保存，在干冰的 

保护下交生物芯片上海国家工程研究中心完成 cRNA探针 
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制备及芯片(Affymetrix)杂交扫描。 

1．2．3 数据提取和差异表达基因筛选芯片 信号经GCOS1．2 

软件处理，得到Signal Log Ratio，即实验组(自然流产绒毛)与 

对照组(正常绒毛)比值取“Log2"后的值；差异基因筛选标准 

为 Log—RatioI>2(上调)或 Log—Ratio~<一2(下调)。 

1．3 基因芯片结果验证 

选取芯片检测结果中流产 EVTs上调的 MMP10、DSPG3 

基因和下调的 EIF5A、CXCL13基因进行 RT～PCR验证，以 

B—actin为内参。验证基因引物设计如表 l。 

1．4 差异基因功能分类和检索 

我们对 Log—Ratio≥2(上调)或 Log—Ratio≤一2(下调)的 

基因进行了功能检索和分类。功能检索参考Gene Ontology、 

NCBI Genebank等数据库。 

2 结 果 

2．1 EVTs总RNA抽提及质量控制 

总RNA经紫外分光光度计检测，正常EVTs为 1．38 g／ l， 

流产 EVTs为 1．70 l，A。 28o为均大于 1．9，接近 2．0； 

RNA经 1％琼脂糖凝胶电泳分析 (图 1)，28SrRNA和 18Sr— 

RNA电泳条带清晰，两者灰度比值约为 2：1，RNA完整性较 

好，总 RNA浓度、纯度及完整性符合实验要求。 

2．2 芯片数据处理 

芯片数据经处理后，得到流产 EVTs一正常 EVTs信号散 

点图(图 2)。 

2．3 RT—PCR验证芯片数据的可靠性 

RT—PCR产物电泳结果如下(图 3一图6)。结果与基因芯 

片数据基本一致(表2)，说明芯片数据是可靠的。 

2．4 差异基因功能分类检索及生物学功能注释 

基因芯片经扫描和数据处理，得到 Log～RatioI>2的上调 

基因219个，Log—Ratio≤一2的下调基因 293个，按 Gene On— 

tology功能分类标准对其进行功能分类检索，如表3；选取上 

调及下调的各前 15位基因进行功能注释，如表 4(上调)和 

表 5(下调)。 

3 讨 论 

对差异表达基因进行功能分析发现，流产 EVTs主要涉 

及细胞粘附分子、免疫调节因子、代谢调节等相关基因的表 

达变化。 

本实验中，发现细胞外基质及细胞粘附分子相关基因 

表达下降，如粘附分子ICAM2、Cadhefin 1，Mucin 15；而基质 

水解酶相关基因表达上调，如 MMP10、MMP3，其抑制因子相 

关基因表达下降，如 TIMP1，TIMP2。粘附分子表达下调，使 

EVTs与子宫内膜细胞问连接疏松，不利于 EVTs粘附，容易 

导致胚胎流产 。胚胎对于母体属同种异体移植物。正常妊娠 

时，胚胎EVTs细胞入侵子宫内膜而不被排斥，是因为母体对 

于胚胎具有“容受性”，母体免疫系统对于胚胎处于非活化状 

态日。芯片检测结果发现，应激反应、细胞防御反应、免疫应答 

相关基因在 自然流产 EVTs中表达呈增强的趋势 ，如 HLA一 

表 1 验证基因 RT-PCR引物 

表示该值为流产 EVTs／正常 EVTs比值取 ＆后的值 
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多囊卵巢综合征差异蛋白质组分析 
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【摘 要】筛选和鉴定与多囊卵巢综合征相关蛋白。方法：以固相pH梯度等电聚焦为第一向，垂直平板十二烷基磺酸钠聚丙烯 

酰胺凝胶电泳为第二向进行血清蛋白质分离；图像分析软件PDQuest 7．3分析电泳图谱寻找有意义的差异蛋白点，运用 

MALDI—TOF-MS质谱鉴定，分析其意义。结果：选取具有明显差异的3个蛋白点进行质谱鉴定，经数据库查询，2个蛋白点获得 

了有意义的结果分别为载脂蛋白A—I(Apolipoprotein A—I，ApoA—I)，热休克蛋白70(Heat shock protein，HSP70)。结论：多囊 

卵巢综合征患者与正常妇女的血清蛋白表达存在差异，这些差异蛋白有可能是多囊卯巢综合征特异相关性蛋白，并有可能成 

为多囊卵巢综合征诊断的分子标志物。 

【关键词】多囊卵巢综合征；血清；蛋白质组 

【中国图书分类法分类号】R332 【文献标识码】A 【收稿日期】2009—06—07 

Proteomic analysis of serum frOm patients with polycystic ovary syndrome 
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【Abstract】Objective：To find out disease specific—proteins(DSPs)which are closely collelated with Polycystic ovary syndrome． 

Methods：proteins ext racted from senlm were run in immobilized pH gradient isoelectic focusing (IPG—IEF)at the first dimension．The 
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proteins pots in gels were visuali zed by silver staining protocol 

followed by gel scanning and analysised by Pdquest 7．3 software． 

The differentially displayed protein spot s were searched and 

identifiyed by MALDI—TOF—MS．spots associated with PCOS． 

亡、免疫应答、水解酶等相关基因上调 ，以及细胞粘附、转录 

因子、细胞周期调节相关基因下调可能与滋养细胞侵袭行为 

变化和自然流产有关。本实验将患者和对照组的各 10例总 

RNA分别等量混合，在实验设计上存在一定的不足。在后续 

的研究中，我们将对芯片结果进行进一步验证，对表达有明 

显差异的基因进行深入的功能研究，了解 EVTs异常侵袭和 

自然流产的复杂病理过程 ，为揭示 EVTs“有控制性侵袭”母 

体子宫内膜和自然流产的发生机制提供依据。 
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