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线粒体自噬受损引起的ROS清除障碍导致 

子痫前期患者滋养细胞过度凋亡 

周小波，石书明，张 华 

(重庆医科大学附属第一医院产科、重庆医科大学中国一加拿大一新西兰联合母胎医学实验室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨胎盘组织中 Bcl一2家族的前凋亡因子一腺病毒 E1B19 kD相互作用蛋白3(BCL2／adenovirus E1B 19 kD 

protein—interacting protein 3，BNIP3)的表达及其介导的线粒体自噬在子痫前期(preeclampsia，PE)胎盘滋养细胞凋亡调控中的作 

用。方法：应用 Western blot方法检测 BNIP3和 cleaved—caspase3在对照及 PE胎盘中的表达差异。以人绒毛外滋养细胞株 

HTR8／SVneo通过缺氧／复氧(hypoxia／reoxygenation，H／R)构建 PE细胞模型。构建 BNIP3小干扰 RNA，转染细胞后，H／R处理各 

组细胞，DCFH—DA法检测各组细胞活性氧(reactive oxygen species，ROS)生成，流式细胞仪检测细胞凋亡。结果：与正常胎盘相 

比，在 PE胎盘组织中 BNIP3表达明显降低(P=O．015)，而凋亡蛋白 cleaved—caspase3明显增加(P=0．019)；在 PE细胞模型中， 

BNIP3敲低组较对照组的ROS产量显著增JJn(e=-o．022)，且凋亡增加(P=0．038)。结论：BNIP3介导的线粒体自噬不足引起ROS 

清除障碍可能参与PE胎盘滋养细胞过度凋亡的发生。 
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I mpaired mitophagy is involved in the trophoblastic excessive apoptosis 

i n preeclam psia caused bV ROS 

Zhou Xiaobo，Shi Shuming，Zhang Hua 

(Department ofObstetrics， e FirstAffiliated Hospital ofChongqingMedical University，Canada-China-New 

Zealand Joint Laboratory ofMaternal and Fetal Medicine of Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objeaive：To characterize the expression of BCL2／adenovirus E1B 19 kD protein—interacting protein 3(BNIP3)in placenta 

and mitophagy induced by BNIP3 in regulation of apoptosis in preeclampsia．Methods：The expressions of BNIP3 and cleaved—ea$一 

pase3 protein were detected in placenta from normal pregnancies and pregnancies complicated with preeclampsia by Westem blot． 

HTR8／SVneo were used as the preeclampsia cell model and treated with hypoxia／reoxygenation(H／R)．RNA interference technology was 

performed by using BNIP3 specific small interfering RNA(siRNA)；Western blot was used to identify the expression of BNIP3 after 

RNA interference．The experiments were divided into two groups：si—NC group and si-BNIP3 group，then treated with H／R，the pro— 

duction of reactive oxygen species(ROS)within cells was detected by 2’，7’-dichlorodi-hydro-fluorescein diacetate(DCFH—DA)and 

flow cytometry was used to detect the apoptotic cells．Results：The expression of BNIP3 in placenta from preeclampsia was lower and 

the expression of cleaved—caspase3 was higher(P=-0．015，P=O．019)．Within the preeclampsia cell model，the knock—down of BNIP3 by 

siRNA significantly increased the production of ROS and activities of apoptosis in H m8／SVneo(P=0．022，P=0．038)．Conclusion： 

Impaired mitophagy induced by BNIP3 within placenta participates in the excessive production of ROS and excessive apoptosis． 

【Key words]mitophagy；preeclampsia；reactive oxygen species；apoptosis 

子痫前期(preeclampsia，PE)是一种威胁孕产妇 

和胎儿生存的妊娠期特有疾病，以严重的高血压、蛋 
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白尿、肾脏损害和胎儿生长受限等为显著特点，其自 

然发病率为 3％～5 。关于 PE的发病机制目前尚 

未完全阐明。已有研究证实，氧化应激反应参与 PE 

发病p_卅。在 PE胎盘中，由于螺旋动脉重铸障碍造成 

的缺血再灌注会导致活性氧(reactive oxygen species． 

ROS)大量产生圈，而Bcl-2家族的前凋亡因子一腺病 

毒 E1B19 kD相互作用蛋白3(BCL2／adenovirus E1B 
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l9 kD pI-f】tein—interacting protein 3，BNIP3) 卜导白勺参 

粒体自噬可通过清除受损线粒体抑制 ROS产生【6I。 

日前．关于 BNIP3介导的线粒体 自噬与 PE发病的 

关系尚无报道。冈此，本研究旨在探讨 BNIP3介导 

的线粒体1：I噬和 PE胎盘处氧化应激的关系，以期 

为其发病机制提供新的理论依据。 

1 材料及方法 

1．1 材料 

1．1．1 胎盘组织的收取 收集重庆医科大学附属第一医院 

2015年 1月至 2015年 10月分娩的 l5例 PE和 l5例 常 

剖宫产产妇的胎盘组织 ．其中．PE的诊断标准参照第八版 

《妇产科学》。所有研究对象为单胎，采取相同的麻醉，既往无 

高 压、心脏病 、肾脏疾病 、糖尿病、甲状腺功能亢进及 导致 

管病变及缺氧性改变的其他并发症：且孕期无急、慢性感 

染性疾病。该研究扶得重庆医科大学附属第 一医院伦理委员 

会批准，所有受试荇均知情 同意。 

1．1．2 细胞培养及主要试剂 人早孕期绒毛外滋养细胞株 

(HTR8／SVneo)由加拿大 Graham教授惠赠。仵 37 oC，21％()!、 

5％CO 条件下，89％的 1640培养基、10％的胎牛血清和 1％ 

的青链霉素培养。子痫前期细胞模型采用缺氧／复氧处理 ．缺 

氧 4 h，复氧 18 h，氧浓度为 2％．． 

胎牛血清和 RIPMl640培养基购 白美罔 Gibco公例． 

O．25％胰蛋 白酶 、I)CFH—DA购于美国 Sigma公司：Lip(fie(-一 

tamine2000购 F{美罔 Invitrogen公 司：BNIP3干扰和阴性对 

照的siRNA由l：海吉玛制药技术有限公司提供，BNIP3 siRNA 

由有效靶序列：5’一GAACUGCACUUCAGCAAUATI"一3’构建。 

青链毒素抗生素、蛋h的提取试剂 、定量试剂、凝胶、ECI 试 

剂盒购于汀苏碧云天牛物技术研究所 小鼠抗人 B—actin 

克隆抗体购于美国Santa Cruz公司：兔抗人 BNIP3单克隆抗 

体购于美国 Abcam公司：兔机人 cleaved—caspase3多免隆抗 

体购丁美 CS1’公司：HRP标记的山羊抗兔／鼠lgG购于北 

京中杉金桥生物技术有限公 。 

1．2 方 法 

1．2．1 Western blot 用 RIPA裂解液提取胎盘组织或细胞 

蛋 ，BCA法测量蛋F1浓度后配置 2 g／Ixl 浓度蛋白液．蛋 

白上样量为40 g。经过电泳，转膜，封闭后 ，4 qc敷育 ·抗过 

夜，2抗室温敷育 1 h后 ECI 试剂盒 影 一抗浓度 BNIP3 

为 1：1 000，cleaved—caspase3为 l：500，B—actin为 1：2 000 

1．2．2 siRNA十扰和验证 HTR8／SVneo细胞接种丁 6孔 

板，培养于含 1O％胎牛 清的 1640培养基，待细胞长成 50％ 

芹右密度时，加人 50 nffl( ，『 BN1P3一siRNA和NC—siRNA转染 

液，培养48 h捉取细胞蛋F{，Western blot验证 BNIP3盼 f：扰 

效率。实验重复 3次． 

1．2．3 DCFH—DA法测定 HTR8／SVneo内 ROS水平 待 si— 

RNA 1 扰 48 h后，将细胞进行 H／R处理，缺氧4 h，复氧 1 8 h 

后取m细胞，PBS洗 3次，配置终浓度为 10 Ixmo]／][ DCFH—DA 

的无If『L清培养基，加入后 37℃敷育 30 rain．于倒置荧光 微 

镜下脱察 ROS的荧比强度及拍照。 

1．2．4 流式细胞仪检测细胞凋r H／R处理 si—NC组和 

si—BNIP3组细胞 ．胰酶消化收集后流式细胞仪分析 Annexin 

V+／PI一、Annexin V+／PI+细胞的百分率 ，即 期凋r_和晚期 

捌 的总和 实验重复 3次 

1-3 统计学处理 

采川 GraphPad Prism 5．0统计分析软件进行统计学分 

析。汁挞资料采用甲均数 ±标准差(；± )表示，两绀均数问 

比较采Jf：t独立样本 t检验分析。榆验标准 =0．05 

2 结 果 

2．1 凋亡在 PE胎盘中明显增加．但前凋亡因子 BNIP3呈现 

相反的变化趋 势 

WesteFn blot方法检测 常孕妇和 PE患荷的胎蕊组织 

巾 BNIP3和(：leave(1一caspase3的表达，结果 Lj对照组_卡日比，PE 

胎蕊绀织中凋亡指标 cleaved—caspase3 著增力【J(t=3．101． 

P=O．0l5)； 线粒体自噬标志物 BNIP3表达明 下降( 3．823， 

P=-O．O19)，如网 1、表 1所爪 
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a表示 2组之间的比较，， <0．05 

B．胎盘组织中BNIP3和cleaved— ~spase3的相对表达艟 

图1 Western blot检测正常孕妇和 PE患者胎盘BNIP3和 

cleaved—caspase3的表达 

Fig．1 Expression of BNIP3 and cleaved—caspase3 in placentas 

from normal and PE patients 

表 1 Western blot检测正常孕妇和 PE患者胎盘中 BNIP3和 

cleaved—caspase3的平均吸光度值(X± ) 

Tab．1 Average positive absorbance of BNI P3 and 

cleaved—caspase3 by W estern blot in placenta frOm normal term 

and pregnancies complicated with preeclampsia(X± ) 

● m 
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2．2 BNIP3一siRNA干扰验证 

通过 Western blot验证干扰后 BNIP3蛋白表达。结果 

示．si—RNA存蛋h水平明显抑制 BNIP3的表达，差异具有统 

计学意义(jI=4．075，P=0．015)，表明基 十扰成功(冈 2)。 

BNIP3 

B—H(、till 

mT 

s1一l、( 刚一l{N J j 

a表 2组之间的比较，P<O．05 

图2 Western blot检测转染后细胞内BNIP3蛋白的表达 

Fig．2 Expression of BNIP3 detected in the two groups 

by W estern blot 

2．3 HTR8／SVneo细胞 内ROS水平和凋亡情 况 

si—NC组和 si—BNIP3组经 H／R处理后．采用 I)CFH—DA 

法检测细胞内ROS的产生。免疫荧光结果 示．si—BNIP3组 

H／R处理后 ROS水平明 高于si—NC组(t=3．625，P=O．022)； 

流式细胞检测术分析 2组细胞的凋 情况，结果 示 si— 

BNIP3组细胞凋f_音≮较 si—NC组明 增加(t=3．044，P=O．038)， 

如图3、表 2所爪 ． 

表 2 不同处理组细胞 ROS免疫荧光强度和凋亡水平 

Tab。2 Relative immunofluorescence of ROS and apoptotic rates 

in HTR8／SVneo cells 

3 讨 论 

PE是一种妊娠期严重疾病， 发病早、病情重、 

临床预后不良成为同产医学领域关注的重点 而关 

于 PE的发病机制尚不清楚．据已有文献报道．氧化 

应激、过度炎症、免疫及遗传失衡、血管内皮损伤等 

可能参与PE发病。其中，氧化应激导致的一系列细 

胞功能障碍更是 PE发病机制研究的热点。 

PE患者在早中孕期，由于螺旋动脉重铸障碍导 

致胎盘处于低巾1‘流灌注、低氧状态。线粒体作为对 

低氧反应最为敏感的细胞器．其功能将发生重大调 

整以适应低氧环境。细胞电子传递链最后的电子受 

体氧分子供应不足，将导致 ROS大量产生。若这些 

ROS不能得到及时清除，将恣意攻击细胞内大分子 

物质和细胞器，使它们发生氧化损伤I 。而线粒体自 

噬作为细胞内自噬的一种形式．是新近被发现的重 

要调控途径，线粒体自噬能清除受损线粒体及过度 

堆积的 ROS，从而确保细胞内线粒体功能稳定 ．保 

障应激环境中细胞的存活：反之，线粒体自噬的防 

御功能得不到充分发挥时，ROS清除障碍将导致其 

过度堆积 ，引起细胞功能障碍 I，最终引起细胞过 

度凋亡llOl。 

BCL2和 BNIP3作为 Bcl一2蛋白超家族一员． 

定位于线粒体外膜，作为线粒体 自噬的标志物 ．参 

与细胞线粒体白噬和凋亡相关调控I11-121。研究表明． 
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B．流式细胞术榆测 si—NC组和 si—BNIP3组的细胞凋亡情况 

图 3 ROS和凋亡在 si—NC和 si—BNIP3处理组的情况 

Fig 3 Production of ROS and apoptosis in si——NC and si—-BNIP3 group 
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BNIP3基因敲除小鼠体内呈现受损线粒体堆积的现 

象【l3】；同时，阿尔茨海默病及心脏疾病等被证实与受 

损线粒体在细胞中的积累相关【H ；在肺癌、胶质母 

细胞瘤及乳腺癌细胞中，线粒体自噬可通过清除受 

损线粒体而保证癌细胞在恶劣环境中的生存率 堋。 

然而，线粒体自噬与PE的关系几乎未见报道。本研 

究结果显示，BNIP3表达在子痫前期患者明显低于 

正常孕产妇．提示 BNIP3的差异表达可能与PE发病 

相关。同时也证实在PE细胞模型中敲低 BNIP3的 

表达后 ，将导致 ROS过度堆积，进一步证实 BNIP3 

可能通过介导线粒体自噬活动在 ROS调控中发挥 

重要作用。 

有学者发现，与正常孕妇相比，PE患者胎盘组 

织中凋亡水平异常增高[18-19】，且细胞内凋亡水平的 

增加及其所导致的副反应在 PE发病中发挥重要作 

用[2o-2”。研究指出，应激条件下细胞通过 自噬水平的 

调节来避免凋亡通路的激活 ；同时，线粒体自噬通 

过清除受损的线粒体而避免细胞功能的紊乱和程 

序性死亡的发生【乃l。本研究结果显示，PE胎盘较正 

常胎盘凋亡明显增加：在 PE细胞模型中，随着BNIP3 

的表达下降、线粒体自噬水平降低、ROS堆积增加， 

细胞凋亡率明显增高。提示线粒体自噬保护效能不 

足时，细胞由于过度氧化应激损伤而致凋亡发生。 

综上所述．BNIP3介导的线粒体 自噬活动在 PE 

患者体内明显降低，且这一活动的降低导致ROS清 

除障碍。参与 PE胎盘滋养细胞过度凋亡的发生。后 

续研究中，将进一步探讨该基因在 PE动物模型中 

所起的作用 ．为 PE发病机制的探讨及发现治疗靶 

点提供理论依据。 
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