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双酚A(BPA)对人原代绒毛外滋养细胞(EVT)迁移和 

侵袭能力的影响 

兰 曦 ，马明福 ，王应雄 ，杨智曦 ，杨玉有 ，张天枫 ，赵乐天 ，李练兵t，丁裕斌z 

(1．重庆市人口和计划生育科学技术研究院、国家卫生和计划生育委员会出生缺陷与生殖健康重点实验室，重庆 400020； 

2．重庆医科大学公共卫生与管理学院、生殖生物学实验室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究双酚A(bisphenol A，BPA)对绒毛外滋养细胞(extravillous trophoblasts，EVT)迁移和侵袭能力的影响。方法： 

本研究共收集98例胎盘绒毛标本，采用随机分组的方式将EVT细胞分为对照组和不同浓度的BPA处理组(每组t>3例)。用免 

疫荧光法(immunofluorescence，IFc)对分离的对照组EVT细胞进行鉴定；BPA暴露48 h后，用流式细胞术(FCM)检测 BPA暴 

露对 EVT细胞活力、凋亡和增殖的影响；用Transwell法检测 EVT细胞的迁移和侵袭能力。结果：①IFc显示 EvT细胞中人类 

白细胞抗原G human leukocyte antigen G，HLA—G)阳性细胞的比例即EVT细胞的纯度>92．7％；②流式细胞术和免疫印迹法显 

示非毒性剂量的BPA不影响EVT细胞的凋亡(F一1．808，P=O．233)、活力( O．624，P=0．609)和增殖能力( 0．174，P=0．913； 

O．260，P=0．852)；@Transwell显示 EVT的迁移和侵袭能力随 BPA浓度的增高而呈剂量依赖性增强(F=24．080，P=0．000； 

144．900，P=0．000)。结论：BPA以剂量依赖的方式增强EVT细胞的迁移和侵袭能力。 
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Effect of bisphenol A(BPA)on migration and invasion 

of extravillous trophoblast(EVT)cells 

Lan x 。Ma Mingful，Wang Yingxionf，Yang Zhk~ii，Yang Yuyou1,Zhang l~anfen窖， 

Zhao Letian  ，Li Lian bing~，Ding Yubin 

(，．The Key Laboratory ofBirth Defects and Reproductive Health ofthe National Health and Family Planning 

Commission，Chongqing Population and Fam ily Planning Science an d Technology Research Institute； 

2．Laboratory ofReproducuve Biology，School ofPublic Health and Management，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To study the effect of bisphenol A(BPA)on the migration and invasion abilities of extravillous trophoblasts 

(EVT)．Methods：In this study，98 placental villi were collected and randomly divided into control group and BPA treatment groups 

(more than 3 cases in each group)．Immunofluorescenee(IFC)was used to identify the purity of control EVT cells；Flow cytology(FCM) 

was used to test the cell viability，apoptosis and proliferation ability of EVT after BPA exposure for 48 h．Transwell assay was used to 

measure the migration and invasion ability of EVT cells．Results：(DIFC assay showed that the purity of EVT(human leukocyte antigen 

G，HLA-G positive cells)was above 92．7％．~FCM and Western blot assays indicated that cell apoptosis(F=1．808，P=0．233)，viability 

(F=0．624，P=0．609)and proliferation(F=0．174，P=0．913；F=0．260，P=-0．852)ability of EVT were not affected by the non-toxic doses 

of BPA．~)BPA increased the migration and invasion ability of EVT in a dose—dependent manner(F=24．080，P=0．000；F=144．900，P= 
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0．000)．Conclusion：BPA increased the migration invasion abil— 

ities of EVT cells in a dose—dependent manner． 

【Key words]bisphenol A(BPA)；extravillous tmphoblasts(EVT)； 

migration and invasion 
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绒毛外滋养细胞(extravillous trophoblasts，EVT) 

起源于细胞滋养层细胞(cytotrophoblasts，CTB)，在 

早期妊娠中，EVT侵袭到子宫蜕膜细胞和子宫螺旋 

动脉进而实现胎盘锚定和螺旋动脉重塑lll。成功的 

妊娠过程中，EVT的侵袭扮有至关重要的作用l2J。 

EVT细胞侵袭能力可能受多种因素的影响。滋养细 

胞的侵袭不足将会导致胎盘浅着床和子宫螺旋动 

脉重塑障碍，进而导致子痫前期和胎儿宫内生长发 

育迟缓等妊娠疾病；而滋养细胞侵袭过度将会导致 

胎盘异位症和绒毛膜癌等疾病 。 

双酚 A(bisphenol A．BPA)是一种环境内分泌 

干扰物的代表物质，被广泛应用于塑料制品和环氧 

树脂的生产中。日常生活中，包括孕龄内女性和孕 

妇在内的广大人群无法避免与 BPA接触，可经皮肤 

和个人护理等产品将其摄人体内l51。BPA被认为是 

降低女性生育能力的因素之一 ，可损伤人子宫内 

膜基质细胞、损害大鼠和小鼠的卵子形成、减少植 

入位点和改变社交性行为【7_ 21。小鼠和大鼠的在体实 

验表明，BPA可干扰胎盘形成、造成退行性改变，进 

而导致生殖紊乱l13～61。BPA暴露影响人滋养细胞正 

常的侵袭、增殖、凋亡和分化[17-18】。但 BPA对 EVT细 

胞侵袭的影响和机制仍不清楚。 

目前，以 HTR一8／SVneo为代表的滋养细胞系是 

研究 EVT细胞的常用模型l191，但它与分离的原代 

EVT具有不同的全基因转录组和甲基化组[20l，其永 

生化的特性亦与不可增殖的原代 EVT有诸多不同。 

本文根据 Male等l21]分离原代滋养细胞的方法，即用 

胰酶消化一差速贴壁的方法，用 EVT的特异性标志 

物人类白细胞抗原 G(human leukocyte antigen G， 

HLA—G)来对其纯度进行验证 ，拟探究环境类雌激 

素 BPA对人原代 EVT迁移和侵袭能力的影响。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 临床标本 临床标本的使用皆严格遵循重庆医科大 

学实验伦理委员会的管理与规定。选择接受人流手术的病例 

98例 ，纳入标准：官腔内见孕囊、胚芽 ，内见原始心管搏动 ， 

孕期为 6-8周。取其无菌胎盘绒毛，于含双抗的 F12培养基 

(冰盒中)取回，即刻进行分离。 

1．1．2 实验试剂 BPA(Sigma)、Ham’S F12培养基(Coming)、 

胎牛血清 (Coming)、淋巴细胞分离液(Nycomed)、纤连蛋白 

(BD biosciences)、胰酶(碧云天)。异硫氰酸荧光黄(fluores— 

cein isothiocyanate．FITC)标记的荧光鼠二抗(碧云天)，DAPI 

核染料(碧云天)。Transwell小室和 Matrigel基质胶(BD bio— 

sciences)。HLA—G鼠抗体 (Santa Cruze)、增质细胞核抗原 

(proliferating cell nuclear antigen，PCNA)兔抗体 (cell signal- 

ing technology，CST)，p—actin兔抗体(中杉金桥)，SDS—PAGE 

蛋 白上样缓冲液(5×，碧云天)、SDS—PAGE凝胶配制试剂盒 

(碧云天)，脱脂牛奶(Bio—rad)。 

1．2 方 法 

1．2．1 绒毛外滋养细胞的分离和培养方法 ①用纤连蛋白 

(20 溶解于 1 mL Ham’s F一12培养基中)包被 35 mm直 

径的细胞培养皿，室温下孵育 45 min后吸出皿内的溶液，即 

刻使用或存于一20℃(2周内使用)。②将胰酶预热至37℃。 

③将胎盘绒毛用 PBS清洗后置于干净的培养皿上，轻轻将滋 

养细胞从与其连接的致密结缔组织上分离下来，弁掉残留的 

膜组织。用无菌镊子或剪刀等将绒毛组织上的血块除去。 

④将组织转移到预热的胰酶溶液中，并将此悬液倒入 100 mL 

瓶中，同时放人磁力搅拌子。将该 100 mL瓶放置于磁力搅拌 

器上 37℃搅拌 8-9 rain。⑤将胰酶消化后的组织先后用 

100 m和 40 m直径的细胞滤器(Coruing)过滤 ，以 3 000 

r／min的转速离心该滤液 10 rain。⑥弃掉上清液，用 10 mI 

Ham’s F12培养基重悬细胞团块 。吸取 5 mL细胞悬液于预 

先准备的 8 mL淋巴细胞分离液中。以4 000 r／rain的转速离 

心 20 rain。⑦在淋巴细胞分离液和培养基的液面交界处收集 

细胞，用 20 mL Ham’S F12培养基清洗细胞．以3 500 r／min 

的转速离心5 rain。⑧用3 mL Ham’s FI2培养基重悬细胞团 

块，以去除胎盘巨噬细胞。于 37℃敷箱中孵育 20 rain。⑨收 

集未贴壁的细胞(细胞可即刻使用 ，或种于纤连蛋白包被的 

35 mln的细胞培养皿中)。以随机分组的方式将分离的 EVT 

细胞按实验需要分为对照组和不同浓度的 BPA处理组．每 

组≥3例 

1．2．2 免疫荧光法(immunonu0rescence，IFC)鉴定 EVT细胞 

用 HLA—G对分离的 EVT细胞进行纯度鉴定 。将分离的 

EVT细胞用 PBS清洗 2遍，洗去未贴壁的细胞，吸出 PBS，冰 

甲醇固定细胞 20 rain后再次用 PBS清洗 3次，每次 5 rain。 

用 5％BSA于 37℃封闭 1 h，HLA—G一抗(Santa，1：50稀释) 

4℃孵育过夜。次 日，用 PBS清洗 3次，每次 10 rain。荧光鼠 

二抗(碧云天，FITC标记)37℃孵育 1 h，PBS清洗 3次，每次 

10 rain。用 DAPI(碧云天，1：1 000稀释)染核 10 rain，PBS清 

洗后，用荧光淬灭剂封片。选取显微镜下任意 5个视野对 

HLA—G阳性的细胞和总的细胞进行计数，计算其阳性率。 

1．2-3 流式细胞术(flow cytology．FCM)检测细胞活力、凋亡 

和细胞周期 BPA暴露于人绒毛外滋养细胞 48 h后 ，细胞 

融合约 90％，用胰酶消化 EVT细胞 ，离心取细胞沉淀后悬浮 

于 PBS(细胞活力、凋亡)或预冷 75％乙醇(细胞周期 )中，用 

流式细胞仪(BD biosciences)进行检测。检测细胞活力时，将 

细胞离心、重悬于 500 txL含 5 p~g／mL碘化丙啶(propidium 
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iodide．PI)的 PBS缓冲液【}1，活细胞表现“5较大的 Fs值和较 

弱的荧)匕强度：坏死的细胞碎片具有较小的 Fs值和较弱的 

荧光性；凋亡细胞 示}I{较d,fl9 FS值和较强的荧光强度。通 

过计算活细胞r 所有细胞的 分牢，即可得知细胞存活率．． 

检测细胞凋亡时。 BPA处理组和对照组中加入 5 L标有 

FITC的膜联蛋l {V(annexin V)和2 I PJ，37℃下避光孵育 

l5 rain． 流式细胞仪检测 检测细胞周期时，75％乙醇4℃ 

同定 12 h以上，离心细胞后JJll入50 Ixl PBS，轻柔吹散细胞， 

加入 0．5 n1I PI，37℃避光 30 Illin， 流式细胞仪检测 

1．2．4 BPA暴露利量和方法 用微量天平称取适 当 BPA 

(Sigma)溶解于 DMSO中，使浓度为 10 mol／I ，一20 保存。 

待细胞密度达到 70％以上时，将 BPA溶液加入细胞培养基 

中使浓度为 10～、10 、l0～、5xl0。和 10。mol／I ，以 0．O1％ 

DMSO为对照组．处理时I1_I】为48 tl 

1．2．5 Western Idol检测蛋 表达的变化 待细胞融合约 

90ck[t,J，PBS清洗细胞 3次，将 200 lJ I 样缓冲液川中号无 

菌枪头JJl】人到含细胞的 24孔板中，搅碎、收集细胞于 EP管 

巾，100℃高温变性 10 min，存放于一80℃．．将变性的蛋白加 

人到 8％聚丙烯酰胺凝胶lf1．以 80 v进行电泳约 90 illin，Hj 

湿转法以 100 V转膜 2 h至 PVDF膜上 ，用 5％脱脂牛奶于 

37℃摇『术【11封 l I1，一抗(1：1 000稀释)4 孵育过夜． 

PBST洗去一机后 37℃下摇床孵育二抗(1：1 000稀释)l h 

PBST洗去二抗后．川 ECL化学发光法 、凝胶成像系统(Bio— 

rad)进行成像分析、Quantity One软件进行灰度分析。 

1．2．6 rranswell法检测细胞迁移、侵袋能力 迁移实验 ：在 

Transwell小室(血径 65 nllll，孔径大小为 8 n1)的上室加人 

300 tx1 l×l0s个细胞的无m清细胞悬液，下室加入 800 ILl 

含 l0％胎牛J衄清的完全J=}}养赫 侵袭 24 h后，HJ冰 醇l 定 

Transwell小室膜 30-nin．并 PBS清洗 3遍后行苏术精染 

色5 ini! ，将膜上的细胞进行梯度酒精脱水、中性树脂封片 

显微镜下随机取 5个高倍视野进行计数，取平均数。 

侵袭实验 ： 迁移实验的基础上，预先将 Matrige[基质 

胶以 1：6的比例稀释于培养基后，铺于 Transwell小室中，待 

基质胶Jx【十后使川1 上室『11加人300 Ix1 含 3×lO 个细胞的 

无 清培养基细胞悬液。其余步骤同 rrranswell迁移实验。 

1．3 统计学分析 

采JIj GraphP ut 5．0软件进行数据分析 ，梯度浓度 BPA 

处理组与对照的比较采用 ANOVA检验法．数据采J+J F值和 

P值表示 所有实验均重复 3次以上，检验水准 =0．05 

2 结 果 

2．1 绒毛外滋养细胞的鉴定 

根据 MaleI I的方法分离 EVT细胞 ，并种植于纤连赁向 

包被的 6孔板内，_『贴壁生长并存活至少 l周 微镜下观 

察，可 EVq’细胞的形态 多边形或梭彤(罔 1)．饱疫荧光 

法检测 EVT细胞IfI特异性表达的 HLA—G，结果 ，J (I#I2)． 

HLA—G『jH性的细胞比例存 92．7％以 I ．敞分离的 EVT细胞 

纯度较高，证实该细胞为EV 1细胞 

图 1 人原代 EVT细胞形态学图片 

Fig．1 The morphology of EVT 

Merge H I A一《 

FITC$,]~id的绿色荧光代 表HLA一( t的细胞 

DAPI{；j；i }I“JJ包核 【 fI枷：尺为 100 m 

图2 用 HLA—G鉴定 EVT细胞的纯度 

Fig．2 Identification of EVT by HLA—G 

2．2 BPA暴露对 EVT细胞活 力和凋亡的影响 

选择梯度浓度的 BPA(10。、l0 、10～、5x10 和 10。moll 

I )暴露于EVT细胞 48 h，川流 细胞术检测 BPA对 EVT细 

胞活力和凋亡的影响 结果{lI}_爪．5x10～mol／l 币̈ 10 mol／l 

浓度的 BPA处删组巾 EVT 细胞的比例(P2一Q2卞̈ P2一 

Q3象限)明显增多( 37．540，P=O．000， 3)、活细胞比例叫 

显减少( 10．490，P=O．000，I鬈I 4)，提示 5×10。Ill(,1／I 和 10 

mc，1／T 浓度的 BPA增加_r EVT细胞的捌 r：、抑制 EV．r细胞 

的活力，而 lO—s-|10I／I 及更小浓度的 BPA坩EV_r的捌 ( 1_ 

1．808．P=O．233．『矧3)和活力细胞的比例 (F=0．624．P=O．609， 

罔4)没有影响．提示陔浓度的 BPA对 EVrr细胞的捌广_=和活 

力没有影响。J 此排除5xl nlo]~和 1O％lol／L这2个浓度作 

为 BPA埘 EVT的暴露剂量， 选择非毒性剂世的 10 、10 、 

10 5 nlol／1 作为 BPA暴露的功能试验浓度 
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图 4 梯度浓度 BPA对 EVT细胞活力的影响 

Fig 4 Cell viability of E、厂r under treatment of gradient 

concentration of BPA 

2．3 BPA暴露对EVT增殖能力的影响 

为排除细胞增殖能力对 EVT迁移和侵袭能力的十扰作 

用，本研究．}}j免疫印迹法检测 EVT细胞增殖能力标志 子 

增殖细胞核抗原(proliferating cell Hue|ear antigen，PCNA)的 

表达水平，并川流式细胞术检测细胞周期。结果显示．比起 

内参蛋白 13-a~·tin的条带灰度值，BPA处理组的 PCNA蛋白 

条带灰度值没有明显变化，提示所选梯度浓度的 BPA(10～、 

l0 和 10—5 mol／I )不改变 EVT细胞巾 PCNA的蛋白表达水 

平(F=0．260，P=-0．852，罔 5A)。细胞周期中 S期和G2期的细 

胞所占比例常用于表示细胞的增殖情况，本研究发现 BF'A处 

理组的 EVT细胞中处于 Gl期、S期和 G2期的细胞 比例跟 

对照组相比无明显差异(F=O．174，P=O．9l3，【皋1 5B) 以j 结 

果表明 BPA暴露未明显影响 EVT的增殖能力 

B I'AlI『I_,ct,
)
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0 l(r l(r ⋯ ‘ 
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A．BPA暴露的 EVT细胞中 PCNA的表达 
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B．FCM榆{IJ!IJ BPA暴露的 EVT细胞周期 

图5 非毒性剂量的BPA对 EVT细胞增殖能力的影响 

Fig．5 Proliferation of EvT under treatment of non—toxic doses 

Of BPA 

2．4 BPA暴露对 EVT细胞迁移和侵袭能力的影响 

Transwell法检测 BPA对 EVT迁移和侵袭能力的影响． 

结果显示(图6)，随着 BPA浓度的增高，穿过 Transwell小窀 

的 EVT细胞比对照组(O．0l％DMSO)细胞个数明显增多，BPA 

处理组比对照组细胞的个数比例随 BPA浓度升高而逐渐变 

大(F=24．080，P=0．000)，提示 EVT细胞的迁移能力在 BPA醛 

露后呈剂量依赖性增强。BPA对 EVT细胞的侵袭能力的影 

响结果表明，分解 Matrigel胶 、穿过 TI1answell小室膜的细胞 

个数随 BPA浓度的增大而增多，BPA处理绀和对照组细胞 

的个数比例也逐渐增多(F--144．900，P=-0．000)，表明该细胞的 

侵袭能力也随着 BPA浓度的增加而增强 以上结果 IIj．示． 

BPA以剂量依赖的方式增强 EVT细胞的迁移和侵袭能力、 

’}．_ 
咖 
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f 是 

⋯’、浓瞍(rnol／1．) BI A浓 度(『l1t，l／1 ) 

l：P<O0I；lI：， ()001；l·：， ()．{15；x J照绀为0．01％DMS()处 组 

．̂ ：V'I’flit胞迂移 B EVT细胞仪袭 

图6 BPA暴露对 EVT细胞迁移和侵袭能力的影响 

Fig．6 Mig ration and invasion of EVT under BPA treatment 

3 讨 论 

HI A一( 特 异性表达在 EVT细胞 巾，被视为 

EVT的标志物，l1 J‘用于 EVT的鉴定I翌1。本研究rf1分 

离V,jfl~／J包『f1 HI A一(；阳性的细胞在 93．7％以上的纯 

度， 实 VT V,jf, 度较高。分离初期混合细胞巾，血 

细胞和I th}tl}ti[1er细胞均为非贴 细胞．故分离次日 

虹换培养坫I1『奔掉 【 述细胞。需注意．EVT细胞 易 

贴 ．1̂J此J、 将 EVT种植于包被有纤连蛋白的培养 

⋯I_I E 、是滋养细胞中唯一的 I 皮型细胞，分离 

悬浮细胞后，利川成纤维细胞与上皮细胞贴壁 

速嫂的 异．待易贴壁的成纤维细胞先贴壁．收集 

术 谨的细胞，lIJ 大大减少成纤维细胞的混杂 

小们f t．通过胰酶消化一差速岵壁的方法分离人 

代 ： |r细胞，是环境存害因素对生殖健康相关影 

响研究f11儆为删想flg_~1]t胞模 环境类雌激素 BPA 

做报道llJ‘影响+'p；#flit胞的迁移和侵袭能力以及对人 

永，{i滋养flll Jl{1系具有一定的凋 诱导和侵袭、迁移 

能力的影响lr7- I、研究发现非毒性剂量的 BPA不 

响 细胞的凋 、增殖能力．而 Mm-ice等I J发 

脱 BPA(1()、l0 mol／L)抑制绒癌细胞系 JEG一3的 

增吼能力 MOt k等l I发现 BPA(10 tool／L)J：~强绒 

蝴细胞系 Bewo巾分化标志物 13一hCG的表达、降低 

州r：丧爪物 Caspase3的表达 虽然 BPA暴露的时 

I鄙 48 tl，造成这些差异的原【大j可能是不同滋养 

细胞系之间的差蚌特性 、 

本研究发现非毒性剂 的 BPA暴露 EVT细胞 

48 h后，其迁移 侵袭能力呈剂}lt依赖性增强，『『I 

Spagnoletti等【”I发现 BPA(10 ’、10 干̈ l0 mol／L) 

暴露于滋养细胞系 HTR一8／SVneo 48 tl将抑制 的 

迁移和侵袭能力 ．Ⅲ、R一8／SVneo虽足 EVrr的永生 

化细胞系，其与 EVT细胞之问的筹异仍不可避免 ． 

除了基因转录组和 琏化组等不同以外，HTR一8／ 

SVneo和 EVT的功能【夫1子表达潜亦有蓐别，如细胞 

迁移 、侵袭能力的负棚父『人】子 E—ca(Iherin HrrR一 

8／SVneo细胞中无表达，仉 EVrr细胞巾可见【lJ】 ll的 

E一4：adherin表达I I 【人l此小=研究以人原代 EV l细胞 

为研究对象，探究 BPA对滋养细胞迁移和侵袭的影 

响，相比较于如 H FII一8／SVneo等人滋养细胞系模型， 

人原代 EVT细胞更接近人体内滋养细胞的特性， 

EVT的离体培养 lIJ‘最大限度保fff其 体内的，卜物 

性状。 

BPA暴露被报道在卵巢癌等几种癌细胞巾 导 

基质金属蛋白酶(mah，ix metalloproteinases，MMPs) 

和／或 integrin一13l／0+5高表达 增强细胞的迁移能 

力[23,27I。有研究报道 BPA通过改变上J支 质转化过 

程 (epithelial—mesenelqymal transi ti{lfI，|c Mrr)的标 志 

物(如波形蛋门、N一钙黏赁 )的表达 影响癌细胞 

的侵袭I! 刮。而上述 BPA影响下的细胞迁移、侵袭能 

力的改变涉及 MAPK／E,一kiⅫI、PI3K／Akt和 IKK~INF— 

KBl29．31-321等通路的激活 ．同癌细胞卡丌似．滋养细胞通 

过上皮一问质转化过程i(ij获得辽移 、侵袭表删 I，综 

合本研究发现 BPA黎露埘 EVT功能的改变和上述 

的研究机制，BPA影响 FVrr细胞的迁移和侵袭能力 

的机制有待进一步探讨 

综上所述，小研究以人原代 EVT细胞为模 ， 

发现低剂虽浓度的 BPA以剂 依赖的方式增 

EVT细胞的迁移乖IJ侵袭能力 ．该研究提示 BPA打导 

致滋养细胞过度侵袭疾病的I r能，为寻找 歹ll[系统疾 

病的致病机制提供了新思路 、 
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