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体外缺氧诱导子痫前期滋养细胞模型优化及代谢组学鉴定 
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【摘 要】目的：探讨滋养细胞体外缺氧不同处理方法模拟子痫前期模型的优化研究。方法：HTR8／SVne。滋养细胞分别在 1％0， 

(缺氧环境)和21％0：(常氧环境)培养箱中培养 1 h(记为H 、N )或2 h(记为H 、N )，缺氧 1 h后复氧 1 h(记为H R )和缺氧2 h 

后复氧2 h(记为 H2R2)，H R 后再缺氧 1 h(记为H R H )，H R：后再缺氧2 h(记为 H：R2H2)，H。R。2个循环(记为H R】H。R。)和 

H2Rz 2个循环(记为H2R2HzRz)，缺氧2 h后复氧6 h(g2为 H：R6)，持续缺氧24 h，以及持续常氧4 h(记为 N )、8 h(记为 N )和 

24 h(记为 Normoxia)，然后提取蛋白以Western blot检测腺苷酸活化蛋白激酶(AMP—activated protein kinase，AMPK)磷酸化水 

平，以验证各组处理对于诱导滋养细胞能量应激的效果；HTR8／SVneo滋养细胞在常氧或者缺氧环境培养24 h后经气相质谱技 

术(gas chromatography mass spectrum，GS-MS)进行细胞代谢组学分析，以验证AMPK磷酸化水平上调是否与滋养细胞代谢组 

变化具有一致性。结果：缺氧组AMPK的活性(1．615士0．111)明显高于常氧组(1．000±0．107)和缺氧复氧组(1．277±O．113)；缺 

氧时显著增加的代谢物有4-甲基一2一戊酮酸(1og：‘2．597为 1．377)、水合乙醛酸(1og2 2．483为 1．312)、组氨酸(1og2 1．188为0．248)、 

苯丙氨酸(1og2 1．262为0．335)、缬氨酸(1og2 1．518为O．602)、正亮氨酸(1og2 1．519为0．603)、乙酰丝氨酸(]og2 1．691为0．758)、丝 

氨酸(1ogz 1．783为0．834)、半胱氨酸(1og：1．851为O．889)、蛋氨酸(1og：2．072为1．051)、鸟氨酸(1og2 2．251为 1．170)等；而棕榈反 

油酸(1og2 O．127为一2．983)、11，14，17一廿碳三烯酸(1og2 0．334为一1．583)、二十四单烯酸(1og 0．600为一0．738)、共轭亚油酸(1og2 

0．680为一0．557)、顺式十八碳烯酸(1og2 0．711为一0．492)、9一十七碳烯~(1og2 0．782为一0．355)、二十二碳六烯酸(1og2 0．829为 

一 0．271)、二十碳五烯酸(1og。0．841为一0．250)、芥酸(1og 0．844为一0．244)、二十二碳五烯酸(1og：0．898为一0．156)、柠檬酸(1og 

0．279为一1．842)、苹果酸(1og2 0．208为一2．264)、琥珀酸(1og2 0．254为一1．980)、顺乌头酸(1og2 0．260为一1．946)、3-柠檬酸一左旋谷 

氨酸(1og2 O．093为一3．430)、B一丙氨酸(1og2 0．139为一2．851)、胱硫醚(1og 0．267为一1．900)、顺式一4一羟脯氨酸(1og2 0．500为 

一 1．000)等在缺氧时显著降低。代谢途径结果分析显示缺氧时滋养细胞中核苷酸代0J~'[1ogz(1．811、1．149)分别为0．857、0．2011、能 

量代谢[1og2(1．510、1．173、1．149)分别为0．595,0．230、0．2011、维生素代谢[1og2(1．045、1．052、1．125)分别为0．064、0．073、0．170]、氨 

基酸代谢[1og2(1．245、1．020、1．027、1．123、1．127、1．076)分别为0．316、0．028、0．039、0．167、0．173、0．106]、信号转导(1og2 1．006为 

O．065)、蛋白翻译(1og2 1．026为0．037)等途径被激活，而碳水化合物[1og~(0．857、0．857、0．799)分别为一0．222、一0．222、一O．3231、脂 

肪酸[1og~(0．944、0．912、0．826)分别为一0．083、一0．133、一0．276]、内分泌代谢[1og~(O．885、0．799、0．799)分别为-0．176、-0．323、-0．323】 

和其他第二代谢物生物合成[1og2(0．947、0．871、O．743)分别为一0．079、一0．199、一0．428]等代谢途径显著受到抑制。结论：单纯缺氧 

模型更适合用于子痫前期病理生理机制的体外研究。 
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determine the phosphorylation of AMPK after HTR8／SVneo h|0一 

phoblast cell being treated with 1％02(hypoxia condition)or 

21％0，(normoxia condition)for various duration．GC—MS was 

used for assessing metabotome of HTR8／SVneo trophoblast cell 

after being incubated in normoxia or hypoxia environment．to 

validate the synchronous alteration in AMPK phosphorylation 

and metabolome．Resuits：The activity of AMPK was higher in 
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hypoxia group(1．615-4-0．111)than in normoxia group(1．000±0．107)and hypoxia／reoxygenation group(1．277±0．113)．The i‘n— 

creased metabonomies of the HTR8／SVneo trophoblast cell induced by hypoxia were 4-methyl-2一oxopentanoic acid(1og2 2．597= 

1．377)．glyoxylic acid(1og2 2．483=1．312)，histidine(1og2 1．188=0．248)，phenylalanine(1og2 1．262=0．335)，valine(1og2 1．518=0．602)， 

norleucine(1og2 1．519=0．603)，O—aaeetylserine(1og2 1．691=0．758)，serine(1og2 1．783=0．834)，cysteine(1og2 1．851=0．889)，methionine 

(10g2 2．072=1．051)，omithine(1ogz 2．251=1．170)．But palmitelaidic acid(1og2 0．127__2．983)，11，14，17一eicosatrienoic acid 

(1og2 O．334=一1．583)，nervonic acid(1og2 O．600=一0．738)，conjugated linoleic acid(1og2 0．680=一0．557)，cis—vaocenic acid(1og2 0．711： 

一 0．492)．9-heptadecenoic acid(1og2 0．782=一0．355)，DHA(1og2 O．829=一0．271)，EPA(1og2 0．841=-0．250)，erucic acid(1og2 0．844= 

一 O．244)，DPA(1og20．898=一0．156)，citric acid(1og2 0．279=一1．842)，malic acid(1og2 O．208=-2．264)，succinic acid(1og2 0．254=一1．980)， 

cis—aconitic acid(1og2 0．260=一1．946)，beta—citryl—L—glutamic acid(1og2 0．093=-3．430)，beta—alanine(1og2 0．139=一2．851)，cystathionine 

(1og2 0．267=一1．904)，cis一4一hydroxyproline(1og2 0．500=-1．000)were decreased in hypoxia group．The metabolic pathway analysis 

shown the nucleotide metabolism[1og2(1．811、1．149)=0．857，0．201]，the energy metabolism[1og2(1．510、1．173、1．149)=0．595，O．230， 

0．2011，the metabolism of cofaetors and vitamins[1og2(1．045、1．052、1．125)=0．064，0．073，0．170I’the amino acid metabolism[1og2 

(1．245、1．020、1．027、1．123、1．127、1．076)=0．316，0．028，0．039，0．167，0．173，0．106]，the signal transduction(1og2 1．046=0．065)，the 

translation(1og2 1．026=0．037)were activated in hypoxia group，but the carbohydrate metabolism[1og2(0．857、0．857、0．799)=一0．222， 

一 0．222，一0．323】，the lipid metab0lism【l0g2(O．944、0．912、0．826)=-0．083，一0．133，-0．276】，the endocrine metabolism[1og2(0．885、 

0．799、0．799)=一0．176，-0．323，-0．323]and the biosynthesis of other secondary metab0lites[1og2(0．947、0．871、0．743)=一0．079，一0．199， 

- 0．428】were inhibited．Conclusion：Hypoxia aloDe treated HTR8／SVneo cell model is more suitable for studying the physiopatho- 

logic mechanism of preeclampsia in vitro． 

【Key words]preeclampsia；HTR8／SVneo trophoblast cell；hypoxia；AMP-activated protein kinase；gas chromatography mass spectrum 

子痫前期(preeclampsia，PE)是一种常见的妊娠 

期高血压疾病，属于妊娠期特有的疾病。是引起母 

胎发病和死亡的重要原因Il_。其发病原因和机制研 

究甚多，但不明确 ，目前研究较为广泛的是胎盘滋 

养细胞缺血缺氧、血管内皮细胞的损伤、免疫调节 

功能的紊乱以及遗传、营养等因素 。经典的子痫 

前期发生“两阶段”学说指出第一阶段为临床前期。 

即子宫螺旋动脉滋养细胞重铸障碍，导致胎盘缺血、 

缺氧，释放多种胎盘因子 ；第二阶段胎盘因子进入 

母体血液循环，促进系统性炎症反应的激活及血管 

内皮损伤，引起子痫前期、子痫各种临床症状[61。因 

此子痫前期也被认为是一种胎盘缺血性疾病 ，可能 

与滋养细胞代谢紊乱紧密相关[71。腺苷酸活化蛋白 

激酶(AMP—activated protein kinase，AMPK)是生物 

能量代谢调节的关键分子，在多种代谢性疾病中发 

挥重要作用【8_。低氧、缺血、运动和营养缺乏都可以 

激活 AMPK，进而调节葡萄糖摄取和脂肪酸氧化维 

持细胞内的能量平衡。在多种细胞中，AMPK磷酸 

化水平上调被认为是能量危机的标志[91，然而目前 

国际上尚无研究采用 AMPK磷酸化为标志验证相 

关低觖氧诱导子痫前期滋养细胞模型是否成功建立。 

目前主要的子痫前期病因学研究模型包括动 

物模型研究、体外细胞研究和体内细胞研究等 ， 

而体外缺氧培养构建子痫前期模型是较常用的体 

外模拟滋养细胞。子痫前期体外缺氧模型的建立方 

法主要有 2种，有的学者主张单纯缺氧模型 41．而 

另外一些研究者支持缺氧复氧模型l15—61，尚未有研 

究对上述 2种方法在诱导滋养细胞缺氧的效率开 

展过比较研究。且在具体的模型建立过程中，对于 

滋养细胞缺氧、复氧的处理时问也未形成统一的意 

见与方案。 

由于其缺血缺氧特征 ，子痫前期也被广泛认为 

是一种胎盘代谢性疾病。因此，已有众多研究利用 

代谢组学方法描绘子痫前期的特征性代i勇}图谱．试 

图筛选出子痫前期的早期预测或诊断标志物[17 

然而，多数研究采用外周血为检测样本．而关注子 

痫前期对胎盘及滋养细胞代谢组影响的研究极为 

有限，以 HTR8／SVneo滋养细胞建立子痫前期模型 

的代谢组学研究目前尚未见报道 

在本研究中，本课题组通过不同方法对人滋养 

细胞系 HTR8／Svneo滋养细胞进行体外缺氧处理，根 

据其 AMPK磷酸化水平判断其缺氧效果 ，从而确定 

最优方案，目前使用的子痫前期滋养细胞体外研究 

模型在实验证据的支持下得到了进一步优化。并首 

次鉴定了HTR8滋养细胞的代谢图谱及缺氧诱导的 

子痫前期HTR8滋养细胞模型对代谢图谱的影响。 
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1 材料与方法 

1．1 实验材料 

抗 AMPK(CST#5831)、p-AMPK Fhrl72(CST#2535)和 

13一a(-tin(CSI #3700)南 Cell Signaling Technology公 司提供 

(Cell Signalillg Te【-hnology，曼彻斯特 ，美闫)。二抗辣根酶标 

i己山 抗小鼠 IgG(H+L)和辣根酶标记di羊抗兔 lgG(H+I ) 

由中杉金桥公司提供(ZB一2305／2301，北京，『fl同)。抗体封闭 

液脱脂奶粉和化学发光仪 Image Lab由百乐公司提供(BIO— 

RAD，JJu利编利亚，美闫)，ECL显影试剂盒购自 Millipore公 

司(Millipo r 曼i}JJj圻特，美罔) 细胞培养箱(Thermo Fisher 

st·ie r t · I 斯托克，英日)南重庆医科人学中国一加拿大一 

新 兰联合母胎医学实验室提供。细胞质谱代谢分析仪为 

~gilent rechnology GC svstenl(7890B，Agilent Te( hnol~，gy， 

Califin’nia，USA)耦合 MSI)mass selective detector(E1)(5977A． 

Agilent．r Imology，Califomia，USA)。测试用的气相柱是 zB一 

170l GC capillaD'colmtin(0．15 m x 250 txm id x 30 111 with 

5 Ill guard co JuIIII3，Phen<)nlelleX)，『}1重J犬医科大学中 一加拿 

大一新西 联合母胎医学实验室提供 

1．2 实验 方法 

i．2．1 细胞模型的建立 永尘化的人早孕期绒毛外滋养细 

胞侏 }1 FR8／SVIleo滋养细胞由中 科学院动物研究所王雁 

玲研究员惠『ll曾 HTR8／SVtleo滋养细胞培养于 37℃常氧孵育 

箱(21％() )，待其培养 70％～8o％n,／进行常氧(21％01)、缺 

氧(i％()!)或 缺氧复氰(1％()1／21％0 )处理，处理后川 RIPA 

裂解液(Be~olime Biotechnology，上海，中 )提取总蚩 。 

1．2．2 Westet·I1 hlt，t 细胞赁白提取后经 SDS—PAGE凝胶分 

离货门，P )F转膜 2 t3，5％脱脂奶粉室温封闭 l h，一抗 4℃ 

冰箱孵育过夜，二抗室温孵育 l tl，ECI 试剂盒进行化学发光 

影(常氧组、缺氖组 、缺氧复氧组数据均重复 3次所取均值 

进行分析) 

1．2．3 气卡日色潜一质谱职用仪(gas ehronmtography—mass spec— 

lromelel-．GC—MS) 生长密度达到 70％～80％的 ItTR8／SVneo 

滋养细胞经 21％01(常氧组)或者 l％0 (缺氧组)处理 24 h， 

利川代谢组学方法处理后放入抽十机 speedVac抽十 4 h。然 

后利_【}j MCF’方法进行衍，#，将衍生的有机相物质转移人 

GC—MS小瓶进i彳上机分析一 

1．2．4 代谢组学分折 应Jf】GeneSpring(http：ffwww．home．ag— 

ilent OI11)软件进行代谢组学分析 ，该 软件来源丁 Agilent 

⋯t3 l(1h，gies公司 利 AMDIS(由 NISq 发布)软件找⋯GC— 

MS MCF衍叶 分析后的代谢物，利用 KEGGpathway软件进行 

代谢通路分析 所有 l ％ 对数的真数为代鲥物浓度。 

l3 统计学方法 

采H{Grapl PatI fh·ism v5．0软件进行统计学分析。数据以 

均数±标准盖( ±s)表示，统汁学分析采 成组样本 t检验 

fn单 素方差分析检验，~'estem blot灰度值采用 Image Lab 

stfftw8re、P·-sit，el 5．2软件 (Bio—Rad，加利编利亚，美同)进行 

定量分折 检验水准 =0．05 

2 结 果 

2．1 缺氧复氧处理可诱导滋养细胞 AMPK激活 

本研究首先利用体外缺氧复氧法建 、Z子痫前期细胞研 

究模型，并探究诱导滋养能请应激的最优缺氧复氧方法 

H FR8／SVFleO滋养细胞分别在 1％() 和 21％() 培养箱【}l培养 

1 h(记为 H，或 N．)或 2 h(记为 H：、N!)，缺氧 l I1后复氧 l Ii 

(记为 H R )和缺氧 2 h后复氧 2 h(记为 H R )，H．R．后{}f缺 

氧 1 tl(}己为 H。R，H。)，H R 后 再缺氧 2 h( 为 H R!H!)， 

H．R。2个循环 (记 为 H．R H R．)和 R 2个 循环 ( 己为 

H R H：R!)，缺氧 2 h后复氧 6 h(记为 H!R )，以及持续常氧 

4 h(记为 N )和 8 h(记为N )，提取赁 l后 ~estern blt t愉 

测缺氧敏感指标 p-AMPK的表达验证细胞是 处于缺氧状 

态。Western blot结果 示循环缺氧复氧时 AMPK的磷酸化 

表达水平并没有升高 ，而缺氧 1 h复氧 l h(11，R )时 AMPK 

的活性比常氧环境和缺氧环境升高，表明 1％O 缺钮／21 O! 

复氧即可有效诱导 llTR8／SVneo滋养细胞能量应激， 增加 

复氧次数或延长复氧时问导致滋养细胞失上缺氧表型．可能 

是适应lr缺氧复氧环境(罔 lA)然后对 HTR8／SVileo滋养细 

胞进行不同时间的缺氧复氧处理 ，常氧(21％()!)培养 记乃 

Normoxia，缺氧复氧(先 1％《) 冉 21％0 )培养 为 H／R，结果 

永缺氧复氧 I h(H，R，)(I．147±0．027)时 p-AMPK的表达 

水 高于缺氧复氧 2 h(H R )(0．723±0．010)的表达水半( 

1B，F=10．59，尸 ．01 1)，l AMPK的总蛋 1水平lH．R 与 }1、l{ 分 

别为(1．237±0．043)、(1．472±0．138)l没有明 变化( l B， 

F=0．470，P=0．51 1)。表明 H R1即uf有效诱导I rr1 R8／SVneo滋 

养细胞子痫前期研究模型．而增7Jl】延 复氧H寸问减弱滋养细 

胞能苗应激表型， 

出  、 ⋯  

Ĵ” !iii i j ： ：：：：：：：：：：] 一 
AMI K 

13——attin 

0 

() 

A．循环缺氧复 氧 AMPK的丧达 水 

l h 2 h 

Normoxia H／R ·WlllDXi；t FUll 

a：P<O．05．差异具有统计学意义 

B．缺氧复氧 AMPK的表达水半 

图 1 Western blot检测 HTR8／SVneo滋养细胞 AMPK的表达水平 

Fig．1 AMPK protein expression level in HTR8／SVneo 

trophoblast cell detected by W estern blot 
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2．2 单纯缺氧处理激活滋幂细胞 、MPK 

l 述 验 &fIJ]缺杖 瓴 I l1 it J‘以他滋养细胞 AMPK 

磷酸化水 冀：⋯lu．fII这种改变址ill缺氧引起还足复氧0l 

起尚不fjJ】确．1太l此埘 r11815＼ Ht 滋养细胞同时进行缺氧和 

缺氧复氧处 l h ． ‘堆分析 ，J：3纠⋯J有差异(F--7．691，， 

0．022)， j JI 常 (NotIllOXil1)(1．000±()．107)比较 ，缺氧缉 

(Hypoxia)(1．6l 5±0．1 l1)p-AMI】K的 达水平明 外高，约 

为jl 常 的 1．6俯( 2，P=0．0l6)， 然复氧组(Reoxygella— 

li )(1．277±0．1 1 3) 达水、t 。 ll ’ 比较有升高，但外尢 

明 ，L1f．( 2 P=0 151)：川ll,J 缺铽 (1．615±0．111)比较． 

复轼绀(1．277±0．1l 3)的I AMI}K水 呈卜降趋势(阁2，尸= 

0．10I) 3~lIIhJ AMI}K的总生 水、 It!常绀、缺氧组 、复氧组 

分”Jl为(1．0()()±()．133)、(0．666±0．0352)、(0．779±0．035)I 

没_仃统汁 ： ( 2，F--4．225，P=0，072) 表明 纯缺氯处 

较缺 氧 瓴处 能 诱 ⋯、Rg／SVneu滋 养细胞能 

JiV澈 

^MI>k¨1rI l 7 

AMl’K 

8一 I．n̈ 

2【) 

I 

_ -_= 

_ 确 常黼 _ 嘲蝴 

、l】lill qixin iI、l}oxia Ileox} ililtiOll ‘、IIII1ixia H、poxia l x、genali~l 

0常轼 比较，P<0．()5．堆 I 仃统汁学意义 

图2 HTR8／SVneo滋养细胞 AMPK的表达活性 

Fig．2 AMPK protein expression level of HTR8／SVneo 

trophoblast cell in hypoxia condition or hypoxia／reoxygenation 

condition 

2．3 滋养细胞 A⋯ K磷酸化水平对缺氧处理存在时间依赖 

效 应 

l丫L纯缺瓴处州 f1f以诱 ⋯、11818％／ii )滋养细胞的 ,~MPK 

- 化，fII陔设心址 jt-4'i‘lI1JI。I'lIJ依帧 仃待进一步证 ， _r 

探 _1门诱导 ⋯、I／8／SVm-o滋 芥细胞 缺 的最佳处 时 ． 

1{ rt／8／S％5 t，滋芥纠ill魁傲给 川t⋯ (2、6、24}11的缺氧处 

． 然 愉洲』 M̂I'K膦胲化水、r的变化 研究表明缺氧 

24 h AMI，K磷舱化水、卜lE 2 h 和I 6 I]绀明显升 ．I(i 

AMt'k总 水、 几lI』j 变化(1冬l 3A)、同时．通过电子传递 

键抑 利处胖 ⋯、1／8IS＼|it 诱 缺铽 型．纳l果 ／j 中兀 

的处 }ll『川I～l％【) 较 l()()I~m,d／1 ( l 【 “虹DII仃效地激i 

一、MPK(f41 31、) 述 i／v _9 粜 ，选收 埘 一̈I t／8／S％ii“ 滋 

芥细胞进"缺 24 h ． {ll!_爪 24 h缺 瓴 【(1 1．02± 

2．756)̈ I1R8／S~,fI )滋养tlttlJ~．的 li-AMt'K的水平HH f _J 常 

氰 (1．000±()171)，I 州I】f ( 3B，／=3．63l，， 0 0l1)，⋯ 

2绀川 AMPK总 水、卜l ,ilt铽tf【Lj缺瓴 分圳 (1．000± 

0．239)、(O．4573±0．1 8I)I九统 汁学嚣异( 3B，『=1．808，， = 

0 120) 灰fIJJ持续低瓴环境 ⋯、R8／SVnro滋养 』】也_1j 拟 r 

痫 发 过 rf 滋芥 J肛的／l 环境．1 i 1 () 处 14 l 

麓：诱 HTl{8／SVii{ o激芥圳 胞的缺瓴 

lin 

圳，K̈h 灞 

ll ；一一璃酾 躐 ；一期 
iI二=——■—一 ⋯ 一 ———■—■■—— —一 
l一  

_ —一 _一 - _一-l 

(1 

(]() 

、 1111’xia I ⋯＼；．I 、⋯『llI】xi．1 }h 

： J常‘瓴 l 2，P<0．05，差异l 囱统汁学意义 

l{_缺瓴24 h、、1I，K的表达水、 

图3 HTR8／SVneo滋养细胞缺氧24 h AMPK的表达水平 

Fig．3 AMPK protein expression level of HTR8／SVneo 

trophoblast cell in hypoxia condition 

2．4 缺氧改变H I、1／8／5~fIt 滋齐细胞代谢图谱 

仃研究 l『JJ，r硝 !cJJ胎艇与il-]常 妊 胎船仃 

的代谢跫 为J 进 · 验 缺氧处  ̈̈18／SVm-．一滋?~tlti 

胞 JI以诱 炎似 r} 胎盘的代谢 { I1TR8／sv— 

ii{~o滋芥 胞 2】％()!(常瓴川)或 l () (缺瓴川)处川1 24 h 

后进i 代 分忻 1'14d7,, 『幔嘴特 逊f 多 数-}l,,i5 忻， 

成分分忻( il itml̈ )1111)⋯lI·Ill Ltliah sis，J'CA) 爪缺‘乩 【 

平̈ 铽纠⋯ f iJ={‘f物 li 仃 !il 0簪 ，}成分 })I：1、l'1 22、I't 23 

分圳5 ，J r 95．!％、3．5％、()．6％fn蓐异(tl=8．『冬1 4̂ )． fU JI 

纯缺氰处理 J̈‘̈I』J 收变 }l I’118／SVne{，滋乔川胞代m J冬i潜 

缺 f11常7(ti}偷均删⋯ LJ8种feint物， l-59 f1I】 ri 

[JJ] 蚌(P<0．05，̈ )l{<()．1)．包括脂,97峻 、TL：1、tt，I'llJ代谢物 、 

氨 酸技 衔 物 、维，lI粜 乏̂l“ 代谢物( 4B) 缺 

● 

百  
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HTR8／S＼III 0滋养细胞· I 并增』JI1的代谢物仃 4一甲皋一2一戊 

州酸(4_I1 【Il、I一2_1,xnp~ II[~lll(fit t，id，属_r瓴代脂肪酸 0x0 fiattv 

ids，log2 2．597’工J 1．377)．水合乙醛酸Igl>oxylic acid，属于 

乙醛酸_f1川体(g 1x ’l；ll||intm’metliates)，log2 2．483为13l21， 

组氩胲(ttisli~line，log2 1．1 88为()．248)、笨I 氮酸(phenyiaIa— 

l1 P，log 1．262 ()．335)、缬 酸(Vttline．1og2 1．518为0．602)、 

ll：庇 酸(⋯lrl i 1r， 2】．519为 O．603)、乙酰丝氨酸 (0一 

LIt elylm ，l( 1．691为O．758)、丝铤酸(s ．f1e，】og2 1．783为 

0．834)、 彪瓴胺( im ，log 1．851为 0．889)、蛋氦酸(1lle— 

thionine，log 2．072为 1．051)、 峻(()l‘nithine，log2 2．25l为 

1．170)等I r氰缺酸类(aminoI|I-itls)l； 棕删反油酸(palf11ite一 

litⅧ ·i,l，Ing1 0．127 一2．983)、I 1．14．17—11 碳一烯酸(1 1， 

】4，I7Ir ~sall’ielll1i㈠ it1． 0．334为一1．583)、二十旧单烯 

酸(M r、⋯1i㈠ -fI．I．g 0．600为一0．738)、共轭亚油酸 (conjtl— 

gated linolei~ ‘-id，log ()．680为一0．557)、 卜／ 碳烯酸(cjs— 

H (-eni( t·id，log 0．71 l勾一0．492)、9一卜L碳烯酸(9-hep— 

Iatte,-enoi( (--II．1t啦 (】．782为一0．355)、 卜 碳六烯酸(do— 

t·OSLIIIt·X(1ell(1 tl(·id．I)I I ．1og 0．829为一0．27 1)、二十碳五烯酸 

(t i(-osaI ／liar IlOi( -Il· 、，log ()．84I、工J—O．250)、芥酸(enl一 

(·it·a【·i,I，log2()．844为一)．244)、 碳 tE烯酸(DPA，log2 0．898 

为一0．156)I Jff-lj r小饱和脂肪限(1lllSil[IIt·ated taltv acitls)1，柠檬 

酸(till’ a‘ i{l，log1 0．279为一1．842)、 峻(malic acid，log2 

0．208为一2．264)、耽j『1 釜(Slit·chtic 1【一i{l，log2 0．254为一1．980)、 

顺rJJ 酸(t·is—ktt-OIfiti~·∽id，log 0．260为一1．946)[是三羧酸循 

环rI，川1代阱物(．r(：̂ inl ，tlltqliatcs)l，p一柠檬峻一左旋符氨酸 

(]}eta一‘·ih。yl—I 一glttlanti~-d‘-i,t．1og!()．093为一3．430)、3- 氨酸 

( la—a lit log 0．139为一2．851)、胱硫隧(cystathionine，log2 

O．267为一1．904)、⋯ J弋一4一 Ⅱf 壁(1⋯is 4 hydroxyproline， 

lIl鼬0．500 一1 000)I址铽揍酸衔 物(amino acid tlmiva— 

tiu s)1．这此物顷 缺 ⋯、R8／S＼,’It{ 滋养细胞中显著降低。 

利川t K ( pallB、ay软什进{ 代埘通蹄分析．结果表明 

缺氧}f1『滋养 胞r{ 恢 f1：舱代阱I嘧啶代谢和嘌呤代谢 log! 

(1．81 1、1．149 )’ylJ乃()．857、0．2011、能 {I 匕埘【氧化磷酸化、 

硫代谢技f11烷代谢 log (1．510、1．173、1．149)分圳为0．595、0．230、 

O．2011、维，J 索代谢f泛酸盐及辅 A 物介成、炯酸成娴酰 

啵代i(}‘I平lI硫恢 代附 log (1．045、I．052、1．125)分别为0．064、 

0 073、0．170l、瓴坫胲代埘l 铤腋代埘 、Iq 酸／天冬氰酸／ 

氯舱代跚 、 越限 j钣黻代谢 、赖 酸降解 、苯丙氨酸代谢 、 

一̈氰酸／丝 峻／ ： 腋代i身I log (1．245、1．020、1．027、1．】23、 

1．127、1．076)分 刖为0．316、0．028、0．039、0．167、0．173、0．1061、 

f ‘转 (双 分 ； 传 系统 log2 1．046为O．065)、蛋白 

翻译( 酰j 一tRNA，fi物合成 1．026为O．037)等途径被 

激活．I 碳水化 物【J 特 衙恂糖醛陡哺 巨变代谢 、抗坏 

I 般代埘f1l磷舱戊精途 log (0．857、()．857、0．799)分别为 

一 0．222、一0．222、一0．323l、脂胁酸I脂陡合成、 饱和脂酸合成 

和鞘磷惰代i9If h,g (()．944、0．912、0．826)分圳为一0．083、一0．133、 

一 0．276l、内分泌l雌激素倍 途住、胰岛素分泌和 2型糖尿病 

途径 l(1g!(0．885、0．799、0．799)分 0为一0．176、一0．323、一0．323I 

和其他第二代 物，l 物合成『硫代筒萄糖符合成 、青霉素 

头孢菌素牛物合成和咖啡l 代鲥 h}g (0．947、0．87l、O．743)分 

别为一0．079、一0．199、一()．428l等代谢途径 著受到抑制 ( 

4C)。表明缺氧刈‘滋养 胞的代埘 具有微为虱要的影响 
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图4 HTR8／SVneo滋养细胞代谢组学分析 

Fig．4 Metabonomics analysis in HTR8／SVneo trophoblast cell 

3 讨 论 

子痫前期是原因不明的妊娠期特有的全身系 

统性疾病，是导致母儿死亡的主要产科并发症1191 、临 

床上，子痫前期表现为高血压、蛋白尿、水肿 、伴或 

不伴有全身多器官系统损害等母体综合征、伴有或 

不伴有胎儿生长受限等12Ol。虽然目前病因及病理机 

制未明，但普遍认为其发病机制是全身小m管痉挛， 

全身各系统各脏器灌流减少，尤其是供应胎儿营养 

和血液的子宫螺旋动脉 ，进而引起胎盘缺血缺氧． 

出现一系列临床症状I I。因此体外建立子痫前期模 

型的关键是模拟体内缺血缺氧的状态．而氧浓度的 

改变引起的缺氧恰好可以做到这一点。 

目前子痫前期的体外模型研究众说纷纭，无统 
一 定论。有些研究者支持采用缺氧复氧(2％0 培养 

∞ 善  Q 0一奢  0 

= 
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8 h，20％0 培养 16 h)方法构建子痫前期体外模 

型[15-16 ；中科院王雁玲老师课题组和华西附二院刘 

兴会老师课题组通过缺氧处理 HTR8／SVneo滋养细 

胞(2％0：／20％0：)模拟子痫前期【” 4】。然而，尚无课题 

组采用AMPK磷酸化为标志检测滋养细胞是否处 

于缺氧应激状态，大多数研究检测 HIFlot表达水平 

以确定滋养细胞的缺氧状态【H，22]。AMPK作为代谢 

调控的开关蛋白，其磷酸化由AMP／ATP的比值调控。 

因而对于细胞能量变化具有高度敏感性。被认为是 

细胞缺氧应激的感受器[231。已有研究证实．HIFlot的 

表达受 AMPK调控[241，因此。在滋养细胞缺氧过程 

中HlFlot表达较AMPK磷酸化具有一定的滞后l生。 

本研究证实了缺氧复氧和缺氧均能够引起滋 

养细胞缺氧。激活AMPK的表达。但是，单纯缺氧处 

理更容易激活 AMPK，并且探明了缺氧 24 h可明显 

上调 AMPK磷酸化。而缺氧 6～12 h仅能导致AMPK 

磷酸化的轻微上调，表明滋养细胞对低氧具有较强 

的耐受性。这与之前的报道一致闭。本研究首次对低 

氧诱导子痫前期的几种实验方案进行了比较。同时 

也比较了电子传递链抑制剂处理诱导滋养细胞缺 

氧的方法[26-2刚。研究结果对于优化痫前期的滋养细 

胞体外实验具有一定的指导意义。 

此外，本研究首次对缺氧诱导的HTR8／SVneo滋 

养细胞子痫前期模型进行了代谢图谱分析鉴定，结 

果显示近2／3的可检测代谢物存在统计学差异，表 

明缺氧对于滋养细胞的代谢具有深远的影响。从代 

谢途径上分析．缺氧时能量代谢的相关途径显著激 

活，表明此时滋养细胞具有巨大的能量需求，这与 

Western blot检测到的AMPK磷酸化显著上调相吻 

合。然而碳水化合物及脂肪酸代谢途径显著受到抑 

制，提示在缺氧状态下，AMPK并不能通过上调糖酵 

解和脂肪酸 p氧化满足滋养细胞的能量需求。令 

人感兴趣的是．氨基酸降解和核苷酸代谢明显增加，显 

示滋养细胞在缺氧状态下可能通过循环使用蛋白 

质以满足其能量需求和维持基本生理功能。这一发 

现是否与子痫前期胎盘中存在较高自噬水平相关[291， 

仍待进一步验证。这些结果与Austdal等利用人子痫 

前期胎盘所做代谢组学分析结果极为相似 ，表明 

HTR8／SVneo滋养细胞缺氧模型可模拟人子痫前期 

胎盘的代谢特征，是较为可靠的子痫前期研究模型。 

本研究也存在一定的局限性，仅验证了缺氧对 

HTR8／SVneo滋养细胞 AMPK Thr172磷酸化的影 

响，虽然该位点在绝大多数种类细胞中催化亚基 OL 

激活构象【311，在滋养细胞中与磷酸激酶活性的关系 

尚不确定，采用p32同位素标记法检测其磷酸激酶 

活性可更直观地反映 HTR8／SVneo滋养细胞的缺氧 

应激程度[321。此外．本研究所采用的HTR8／SVneo滋 

养细胞是最常见的永生化人滋养细胞株，HTR8／SV— 

neo滋养细胞是人源性绒毛外滋养层细胞株，是通 

过组织培养法将早孕期人胎盘组织绒毛不经胰酶 

消化直接培养得到的具有滋养细胞特征的贴壁细 

胞，然后将 pSV3neo质粒导人 HTR一8细胞中形成稳 

定的可多代培养的人滋养细胞株I，司：因而与原代滋 

养细胞存在一定的差异[34枷。因此有必要采用人原 

代早孕滋养细胞为研究对象重复本研究的相关实 

验，从而建立更加接近子痫前期真实病理情况的滋 

养细胞体外模型。 

综上所述，1％O：低氧处理24 h可以显著上调 

HTRS／SVneo滋养细胞 AMPK磷酸化水平，并诱导出 

与人子痫前期胎盘相似的代谢特征．因此模型可应 

用于子痫前期的细胞分子学机制研究。 
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