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自噬调节自介素 一33的表达与子痫前期发病机制的关系 

石书明 ，徐 防 ，张 华 

(重庆医科大学附属第一医院1．妇产科；2．急诊医学科＆重症医学科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探究白介素一33(intedeukin一33，IL一33)在子痫前期(preeelampsia，PE)胎盘中的表达以及自噬通过调节 IL一33的 

表达参与PE发病的分子机制。方法：应用免疫组化法及 Western blot检测 PE患者与正常妊娠胎盘中IL-33，微管相关蛋白LC3 

(LC3)的表达，应用Western blot检测PE患者与正常妊娠胎盘中IL～33受体ST2和核转录因子一KB nuclear factor。NF—KB)的 

表达。使用3-Methyladenine(3一MA)、巴佛洛霉素 A1(bafilomycin A1，BAF)处理人类绒毛膜外滋养细胞株 HTR8／SVneo，检测 

IL一33、ST2和 NF—KB蛋白表达情况以及自噬水平的高低。结果：(1)Western blot检测结果显示 IL一33平均吸光度(absorbance， 

A)值 PE组低于对照组( =2．830，P=0．010)，LC3B／A平均A值PE组高于对照组(拉3．470，P=0．005)，ST2蛋白表达 PE组高于对 

照组(t=2．650，P=0．026)，NF—KB表达水平 PE组高于对照组(t=3．180，P=0．005)；(2)BAF处理 HTR8／SVneo细胞株，IL一33蛋白 

水平较正常对照组明显降低( =3．740，Pa=0．006)，LC3B／A比值水平较二甲基甲砜(dimethyl sulphoxide，DMSO)组明显升高(td= 

2．500，Pd=0．032)。3-MA对IL一33、NF—KB以及自噬水平的表达情况影响不明显。结论：过度自噬可能降低IL一33水平，导致II广 

33抗炎作用减弱，进而出现过度炎症反应，并且这一过程与PE的发病存在一定关系。 
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Relationship between expression of autophagy regulation interleukin-33 

and the pathogenesis of preeclampsia 
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【Abstraet]Objeeave：To characterize the deregulation of intedeukin-33(IL-33)expression which regulated by autophagy in the 

pathological process of preeclampsia(PE)．Methods：The expressions of 1L一33 protein and autophagy were detected in placentas of 

normal term and pregnancies complicated with PE by immunohistochemistry and Western blot．The levels of ST2，specific receptor of 

IL一33，and nueleal"faetor(NF-zB)were tested in placentas of normal terra and pregnancies complicated with PE by Western blot． 

The autophagy pharmacological cell model was buih in vitro by using HTR8／SVneo cell line which treated with 3-methyladenine(the 

inhibition of autophagy)and bafilomycin A1(the inhibition of autophagy body material degradation)；then the expressions of IL一33， 

ST2 and NF-KB were detected by Western blots．Results：The expressions of IL一33 protein were reduced，expressions of LC3B／A were 

increased，expressions of ST2 protein and NF—KB were increased in placentas of pregnancies complicated with PE than in placentas of 

normal term(t=2．830，P=0．010；t=3．470，P=0．005； =2．650，P=0．026；t=3．180，P=0．005)．In addition，BAF treatment exeaed negative 

influence on the level of IL一33 in HTR8／SVneo cells(ta=3．740， =O．006)，however，3-MA treatment had no significant function． 

Conclusion：Autophagy plays a role in the pathophysiology mechanism of PE through the down-regulating the levels and anti—inflam— 

matory effects ofIL一33． 
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子痫前期(preeclampsia，PE)是一种特有的妊娠 

期并发症，严重威胁母儿健康，但其病理生理学机 

制尚未完全阐明。研究表明，正常妊娠是以低水平 

炎症反应为主。然而PE患者以失控性炎症反应占 

主导作用 。白介素一33(interleukin一33，IL一33)是近 

年来被发现的白介素家族成员之一。可参与调节炎 

症反应。其受体 ST2包括 4种亚型。其中以跨模型 

ST2fST2L)及可溶性ST2(sST2)发挥主要作用[5-63。 

IL一33通过与ST2L相结合诱导Th2细胞因子分泌， 

并进入细胞核通过绑定核转录因子一KB(nue|ear 

factor，NF—KB)，抑制其磷酸化，起抗炎作用[7-8]。 

然而，本课题组前期研究发现PE患者胎盘中 

存在过度自噬 ，自噬在妊娠相关的炎症反应过程 

中发挥重要作用。但自噬是否可以通过调节 IL一33 

的分泌．影响到NF—KB的活化而参与PE发病，尚未 

见报道。本研究通过观察 IL一33在 PE胎盘和细胞 

模型中的表达为线索，探索自噬是否可以通过调控 

IL一33的表达从而参与PE的发病。 

1 材料及方法 

1．1 胎盘组织的收集 

选取 2014年 3月至2015年 3月在重庆医科大学附属 

第一医院产科终止妊娠的晚孕期正常对照组(gestational 

matched controls，GMCs)胎盘 10例及PE患者的胎盘 10例。 

PE诊断标准依据第八版《妇产科学》。研究对象均为单胎，既 

往无其它合并症，且孕期无感染性疾病。该研究获得重庆人 

体实验伦理委员会批准，受试者知情并同意。 

1．2 主要试剂 

3-Methyladenine(3一MA，M928 1，Sigma)可干扰或阻断自 

噬体的形成；bafilomycin A1(BAF，ab120497，abcam)抑制自 

噬体内物质的降解；单克隆鼠抗 IL一33抗体(ALX一804—840一 

CIO0，ENZO)，多克隆兔抗LC3抗体(NBIO0—2220，NOVUS)， 

多克隆羊抗 ST2／IL一1R4抗体(AF523，R&D)多克隆兔抗 NF— 

KB抗体(ab7970，Abcam)，多克隆兔抗NF—KB抗体(ab16502， 

Abcam)，[3-actin(TA-09，ZSGB-BIO)。 

1I3 方法 

1．3．1 免疫组化法 具体操作步骤依照免疫组化试剂盒(中 

山金桥)进行，并利用分析软件(Image Pro Plus 6．0)对组化结 

果光学密度进行分析。一抗浓度，IL一33浓度 1：250．LC3浓度 

1：100。 
．  

1．3．2 免疫荧光染色法 细胞爬片。细胞多重染色：HTR8／ 

SVneo细胞爬片用 4％多聚甲醛 4 oC固定 10 min，PBS漂洗 3 

次。用山羊封闭血清封闭 1 h。滴加一抗兔抗 LC3抗体(1： 

300)，4 oC保湿孵育过夜，PBS漂洗3次后滴加异硫氰酸荧光 

素(FITC)标记的羊抗兔二抗(E031220一O1，EARTH)抗体(浓 

度为 1：50)，避光操作。在完成上述操作之后的HTR8／SVneo 

细胞爬片再滴加滴兔抗NF—KB抗体(ab16502，1：1 000)，4 

孵育过夜，PBS漂洗 3次后滴加四甲基异硫氰酸罗丹明 

(TRITC)标记的羊抗兔二抗(CW0152，CWBIO)抗体(浓度为 

1：50)，用 4’，6一二脒基一2一苯基吲哚(4’，6-diamidino一2一 

phenylindole，DAPI，VECTOR)荧光染核，封片。在荧光显微镜 

(EROS FL Auto)下观察 NF—KB，以及 LC3的表达。 

1．3-3 细胞及处理分组 HTR8／SVneo细胞 株 由加拿大 

Graham教授惠赠，用含 10％胎牛血清(Gibco)的RIPM1640 

培养基(Gibco)培养。细胞干预及实验分组为：对照组(空白 

对照)，干预组(3 A、BAF、I％~DMSO)。3-MA、BAF溶于DMSO 

至 1 mol／L为储存液备用，用完全培养基稀释至工作浓度(3一 

MA为 5 mmol／L．BAF为 0．1 I~mol／L)。 

1．3．4 Western blot 用 RIPA裂解液提取总蛋白。BCA法测 

定蛋白浓度，上样量为20 g／孔。依次进行电泳分离、转膜、 

封闭、一抗孵育过夜、二抗孵育，ECL化学发光试剂盒显色。 

BIO—RAD化学发光成像系统检测蛋白印记条带及 Image 

Lab图像分析软件进行分析。一抗浓度 IL一33为 1：1 000，LC3 

为 1：2 000，ST2为 1：1 000，NF-KB(ab7970，1：700)，13-actin为 

1：2 000。 

1．4 统计学处理 

应用 SPSS 17．0软件进行统计分析 。数据以均数 ±标准 

差( ±s)表示。晚孕期正常对照组(GMSc)和PE组之间采用 

Welch’S修正t检验。细胞实验处理组空白对照组、BAF、3一 

MA、DMSO共4组(每组 l5例)采用单因素方差分析，组问 

两两比较采用 LSD—t法，检验水准 a=0．05。 

2 结 果 

2．1 IL一33与LC3在正常及 PE胎盘组织中的表达 

免疫组化以及Western blot方法检测晚孕期正常对照组 

和PE组的胎盘组织中表达IL一33以及 LC3A和LC3B见图 

1。免疫组化平均吸光度(absorbance，A)值分析PE组IL一33 

表达水平低于 GMCs(t=l1．990，P=O．000)，相反的是 LC3水平 

升高( =3．890，P=-O．030)见表 I。Western blot检测结果相似． 

IL_33平均A值PE组低于GMCs组(f_2．830．P--0．010)．LC3B／A 

平均A值 PE组高于GMCs组(￡=3．470，P=-O．005)．见表2。 

表 1 患者一般资料 

Tab．1 General information of the patients 
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