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LAMA4在胎盘组织中的差异表达 

及其在滋养细胞中的功能 

王平珍，单 楠，王懿铭，漆洪波 

(1．重庆医科大学附属第一医院产科，重庆 400016；2．重庆市肿瘤研究所肿瘤内科，重庆 400030) 

【摘 要】目的：探讨层粘连蛋白ct4链(1aminin alpha4，LAMA4)在胎盘组织中的差异表达及其对滋养细胞功能的影响，揭示其 

在子痫前期(preeclampsia，PE)发病机制中的作用。方法：收集 22例 PE和2O例正常产妇的胎盘组织，应用免疫组化方法检测 

LAMA4蛋白在胎盘组织中的表达。采用RNA干扰技术，将滋养细胞分为正常培养对照组、缺氧，复氧(hypoxia／reoxygenation，H／ 

R)培养组及干扰培养组．采用细胞免疫荧光和Western blot法检测LAMA4蛋白在各组细胞中的表达。采用Transwell小室模型 

检测各培养组细胞的侵袭功能。结果：①子痫前期胎盘组织中LAMA4蛋白的表达水平明显低于对照组(P<O．05)。~I-I／R及干扰 

处理后滋养细胞中LAMA4蛋白的表达水平明显降低(P<O．05)。③下调LAMA4的蛋白表达后滋养细胞的侵袭率明显降低(P< 

0．05)。结论：LAMA4蛋白表达的下调可抑制滋养细胞的侵袭功能，可能参与子痫前期的发病。 
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Expression and function of LAMA4 in the placentas and trophoblast 

WangpingzhenI,Shan Nan ，Wang Yiminf，Qi Hongbo 

( ．Department of Obstetrics and Gynecology，The First Affiliated Hospital of Chongqing Medical University； 

2．Department of Oncology，Chongqing Cancer Hospita1) 

【Abstract]Objective：To investigate the expression of the laminin alpha4(LAMA4)gene and its effect on invasion of HTR-8／SVneo 

cells and its role in the pathogenesis of preeclampsia．Methods：Twenty-two patients with severe pre—eclampsia and 20 noFiTlal preg- 

nant women were investigated．The expression of LAMA4 was determined by immunohistochemistry．Using RNA interference technol- 

ogy，the trophoblast cells were divided into the normal control group，hypoxidreoxygenation(H／R)oxygen cuhure group and LAMA4 

interference group．Expression of lama4 in each group was detected by the immune fluorescence and Western blot．The invasive ability 

of the HTR一8／SVneo cells was tested by transwel1．Results：(1)The expression of LAMA4 in severe pre-eclampsia group was dramati- 

cally lower than that of control group．(2)The expression of LAMA4 in HTR-8／SVneo cells was significantly decreased after H／R and 

siRNA treatments．(3)The invasive ability of HTR-8／SVneo cells was deduced after the deduction of LAMA4 expression．Conclusion： 

Damage of LAMA4 is probably involved in the mechanism of onset of preeclampsia by regulating invasion of tmphoblast． 

【Keywords]laminin alpha4；invasion；preeclampsia 

子痫前期是以高血压、蛋白尿为主要特征的妊 

娠期特发性疾病，发生率约为2％～8％，迄今为止仍 

是我国孕产妇及围生儿死亡的重要原因．严重威胁 

母婴健康。关于子痫前期的相关研究众多，大多数 

学者认为，子痫前期胎盘组织中存在胎盘浅着床和 
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螺旋动脉重铸障碍。与滋养细胞侵袭能力的下降密 

切相关[1J。 

层粘连蛋白 4链(1aminin alpha4，LAMA4)由 

LAMA4基因编码，是构成层粘连蛋白一8(1aminin一8 

或laminin-411)、层粘连蛋1~t-9(1aminin-9或laminin一 

421)和层粘连蛋白一14(1aminin一14或 laminin一423) 

的组成成分，主要在外周神经的束膜、内皮细胞及 

发育中肌纤维周围的基底膜中表达。通过与整合素 

ot6131及 ~3131结合，LAMA4可参与调节内皮细胞 
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的凋亡 ，促进血管生成，具有促进肿瘤细胞迁移及 

粘附的作用。但有关LAMA4对滋养细胞功能影响 

的研究非常有限。因此，本研究将在胎盘组织和细 

胞模型上着力研究LAMA4的差异表达及其对滋养 

细胞功能的影响。探究其在子痫前期发生过程中的 

可能机制。 

l 材料与方法 

L1 研究对象 

选择2012年2月至2013年2月在重庆医科大学附属 

第一医院住院分娩的孕妇42例，其中20例足月择期行剖官 

产的健康孕妇作为对照组，22例重度子痫前期孕妇作为子 

痫前期组，诊断标准参照《妇产科学》第 8版教材。2组孕妇 

均为单胎、经剖宫产分娩终止妊娠。2组孕妇既往均无长期 

服用药物史及吸烟史；无心脏病、肝肾疾病、高血压、糖尿病 

及甲状腺功能亢进等病史；无复发性自然流产、畸胎、死胎等 

不良孕产史；孕期无急、慢性感染性疾病史；胎儿经系统彩超 

检查未见明显畸形。入院时肝、肾功能检查均正常。两组孕妇 

年龄、孕周、产次、BMI比较，差异均无统计学意义(P>O．05)， 

而蛋白尿、血压、新生儿体质量及胎盘重量相比较，具有统计 

学意义(P<O．O1)。见表 1。 

裹 1 子瘸前期及正常妊娠晚期孕妇的临床特征 

‘rab．1 Clinical characteristics of the pre—eclampsia 

and control groups 

注：a，P<O．O1 

1．2 主要研 究试剂 

细胞培养相关试剂均采购自美国Gibco公司；免疫组织 

化学试剂盒购于北京中杉金桥生物技术有限公司 ；Western 

blot相关试剂盒购自江苏碧云天生物技术研究所；PVDF膜、 

Transwell小室为美国Millipore公司产品：LAMA4一抗购自 

美国Sigma公司。13一actin一抗购自美国Santa Cruze公司； 

FITC标记的羊抗兔荧光二抗购自美国Santa Craze公司。 

1．3 研 究方法 

1．3．1 免疫组织化学 术 中取得的新鲜胎盘组织标本常规 

以石蜡包埋，轮转式切片机连续切片，厚度约 5 jxm。操作方 

法按照sP法试剂盒说明书进行，染色方法采用二氨基联苯 

胺(DAB)法。兔抗人 LAMA4多克隆抗体以PBS稀释至 1： 

200，采用兔血清IgG代替一抗作为阴性对照。显微镜检测切 

片中的各抗体阳性表达情况，以组织中各种细胞的胞质、胞 

核或间质中出现棕黄(褐)色视为阳性染色。 

1．3．2 细胞培养及基因转染 人滋养外细胞株HTR一8／SV— 

neo由加拿大皇后大学 Graham教授馈赠。细胞培养采用 

RPMl1640培养基(含 10％胎牛血清)，置 37 oC、5％CO：细胞 

孵育箱常规培养。滋养细胞实验分组如下：(1)正常培养对照 

组。(2)缺氧，复氧(hypoxia／reoxygenation，H／R)培养组。按照参 

考文献进行细胞H／R处理埘，先将细胞缺氧培养8 h．随后再 

行常氧培养 16 h，共培养2个循环合计 48 h。(3)siRNA干扰 

组。各组培养时间均为48 h。LAMA4 siRNA由上海吉码基因 

公司设计并合成。细胞转染后应用qRT—PCR和Western blot 

法检测其转染效率，共设计3条序列，选择转染效率最高的 

序列进行后续实验。有效抑制LAMA4表达的引物序列为： 

上游 5’一CAGGGAUUUAUGCAGAAAUTF一3’．下游 5'_AU— 

UUCU—GCAUAAAUCCCCUGTI'一3’。转染方法按照 lipofec— 

tamine 2000说明书进行，具体方法如下：转染前24 h。将HTR一 

8／SVneo细胞以 5xlOs个／孔于接种于 6孔培养板．第 2天观 

察细胞汇聚率达到50％～70％后进行转染。将 10 l siLAMA4 

(100 pmo1)及 5 lipofectamine 2000脂质体分别加入无血 

清的1640培养基250 中，5 min后将二者轻轻混合，20 min 

后将混合液加入6孔板内充分混匀，随后将孔板置于细胞孵 

育箱。转染6 h后弃转染液，再在 6孔板内每孔加入含 10％ 

胎牛血清的RPMI1640培养基2 ml，随后常规培养48 h。 

1．3．3 蛋白质免疫印迹法(Western blot) 各组细胞培养结 

束后，立即提取细胞总蛋白进行Western blot检测。蛋白含量 

测定应用 BCA法。随后以 5×上样缓冲液配成同一浓度的蛋 

白质进行上样。蛋白上样后继续进行电泳、转膜、封闭、一抗 

孵育过夜(LAMA4浓度为 1：l 000；13一actin浓度为 1：1 000)、 

二抗孵育2 h(羊抗兔IgG浓度为 1：5 000)，最后采用 ECL化 

学发光试剂盒进行显色。使用ChemiDoc XRS化学发光成像 

系统检测蛋白质印记条带灰度，灰度分析采用 Quanti~One 

4．6．2版图像分析软件。 

1．3．4 细胞免疫荧光 将各培养组细胞进行细胞爬片48 h、 

随后洗涤细胞爬片．采用冰甲醇固定、并使用山羊血清封闭 

细胞爬片。于爬片上滴加LAMA4抗体(1：100)，将爬片置于 

湿盒中4℃过夜。第二日于细胞爬片上滴加FITC标记的荧 

光二抗(1：200)，室温孵育 1 h，细胞核染色采用碘化丙啶 

(PI)，染色后以50％甘油封片，将爬片置于激光共聚焦显微 

镜下观察并采集图片。 

1．3．5 Transwell侵袭实验 将 200 Ixl浓度为 lxl05个／ml细 

胞悬液接种于预先已铺凝固基质胶的Transwell小室的上层 

小室内，下层的24孔板内采用60O l的含 10％胎牛血清的 

培养液起趋化作用，48 h后计数穿过小室膜孔的细胞数。计 
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宫颈上皮内瘤变术前临床指标预测价值研究 

吴 瑾，罗 鸣，段赵宁，贾 英 

(重庆医科大学附属第一医院妇产科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨宫颈上皮内瘤变2-3级(cervical intraepithelial neoplasia，CIN)的临床指标与宫颈环状电切术(1oop electro- 

surgical excision procedure，LEEP)治疗预后的相关性。方法：回顾性分析 835例 CIN2～3级患者行 LEEP术前的细胞学检查 

(ThinPrep ce11 test，TCT)，人乳头状瘤病毒(human papillomavirus，HPV)及病检 ，与术后切缘及复发的关系。结果：术后切缘阳性 

者 105例(12．6％)，CIN3及CIN累腺组切缘阳性率高(P<0．05)；复发者 l9例(2．3％)，HPV16型组复发率高(P<O．05)；多因素 

logistic分析中．术前 CIN3组(0R=1．717，95％CI=1．110～2．656)和腺体受累组(OR=I．611，95％CI=1．048~2．477)术后切缘阳性的 

风险增高：术前 HPV16阳性(OR=5．840，95％CI=1．772～19．275)术后CIN复发风险增高，但切除宽度>2 am组(OR=0．240，95％ 

CI=O．065～0．888)复发的风险降低。结论：术前 CIN3及 CIN累及腺体可作为LEEP切除范围的指导指标，而HPV16感染可作为 

预测术后复发的指标。 

【关键词】宫颈上皮内瘤变；宫颈环状电切术；液基细胞学检查；人乳头状瘤病毒；病理学检查 
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Preoperative assessment indicators for high-grade 

cervicaI intraepithelial neoplasia 

Wu n，Luo Ming，Duan Zhaoning，Jia Ying 

(Department of Gynecology and Obstetrics，The First Affiliated Hospital of Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To investigate clinical indicators to assess resection range，lesions residue and prognosis after loop electrosurgical 

excision procedure(LEEP)for cervical intraepithelial neoplasia(CIN)2／3．Methods：The clinical data of 836 patients with CIN2／3 
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who were treated with LEEP were retrospectively analyzed．The 

relationship between pre—operative results of ThinPrep cell test 

(TCT)，human papillomavirus(HPV)，pathological examination， 

resection range and post——operative excision margins and residu—— 

al／recurrent was explored．Results：Positive excision margin was 

痫前期发生、发展中的其他作用。还有待进一步的 

探究。还需进一步观察 LAMA4蛋白在妊娠期动物 

模型中的作用，为子痫前期的发病及诊治提供新的 

理论依据。 
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