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MEST／PEG1对绒毛外滋养层细胞侵袭和迁移能力的影响 

及其在子痫前期中的意义 
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【摘 要】目的：通过研究人中胚层特异性转录基因(mesoderm—specific transcript，MEST)对人绒毛滋养细胞迁移和侵袭等生物 

学功能的影响，探讨其在子痫前期(preeclampsia，PE)中发病的机制。方法：用免疫组化法和Western blot法检测正常和PE患者 

胎盘中MEST及DNA甲基转移酶(DNA methyhransferase，DNMT)的表达。并检测2组胎盘中MEST甲基化水平。用 Western 

blot法检测缺氧／复氧(hypoxia／reoxygenation，H／R)和MEST siRNA处理人滋养细胞株H rR8／svne0后缺氧诱导因子(hypoxia—in— 

ducible factor let，HIFlot)及MEST表达水平；并检测siRNA转染后对各组细胞增殖、迁移和侵袭能力的影响。结果：MEST在正 

常胎盘中的表达(4．524士0．586)明显高于 PE胎盘(2．640 4-0．334)且在 PE胎盘中处于高甲基化状态。H／R后HIFla表达明显升 

高(3．692士0．441，7．091 4-0．698)，而MEST表达明显降低(4．856 4-0．169，2．205 4-0．318)，特异性敲低 MEST后HTR一8细胞侵袭 

和迁移能力均明显下降(1．057±0．061，0．551 4-0．029)(1．113±0．087，0．477±0．034)，差异均有统计学意义(尸<0．05)；而增殖能力 

无明显影响(O．170±O．010，O．158±0．010)(P>0．05)。结论：推测MEST DNA甲基化异常可能影响滋养细胞的迁移和侵袭，从而 

参与子痫前期的发病。 
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【Abstract]Objective：To evaluate the effects of mesoderm-specific transcript(MEST)on cell migration and invasion in the human tro— 

phoblast cells and its roles in preeelampsia．Methods：Immunohistochemistry and Western blot were used to determine the expression 

of MEST and DNA methyhransferases(DNMTs)in normal and preeelampsia(PE)placental tissues，and to detect the MEST promoter 

methylation leve1．HTR8／SVneo ceUs were treated by hypoxid reoxygenation(H／R)or MEST siRNA before detecting the MEST，by— 

poxia—inducible factor la(HIFla)protein expression and the cell proliferation，migration and invasion ability，respectively．Results： 

MEST protein expressions were significantly decreased(4．524士0．586．2．640±0．334)and its gene promoters were hypermethylated in 

the PE placental tissues．After H／R treatment，the MEST expressions were downregulated(4．856 4-0．169，2．205 4-0．318)while HIFla 

were upregulated(3．692±0．441，7．091±0．698)(P<O．05)．The cell proliferation was not affected by siRNA of MEST(0．170 4-0．010， 

0．158±0．010)(P>0．05)，while the migration and invasion rate of HTR一8／SVneo cells were significantly decreased(1．057 4-0．061， 
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0．551±0．029)(1．113 4-0．087，0．477 4-0．034)(P<0．05)．CbJl— 

elusion：MEST／PEGI DNA meth3 lation represses trophoblast 

migration and invasion，a possible pathological mechanism of 

preeclampsia． 
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子痫前期(preeclampsia，PE)是一种妊娠特有疾 

病，其主要症状表现为高血压和蛋白尿，是孕产妇 

和胎儿健康的极大威胁【u。其中表观遗传因素异常 

导致绒毛外滋养细胞侵袭能力降低，螺旋动脉形成 

受限等是目前较为常见的发病学说之一『2_3]。人中胚 

层特异性转录基因(mesoderm—specific transcript， 

MEST)．也 叫父源表 达基 因(paternally expressed 

gene 1。PEG1)可促进胚胎及胎盘的生长和发育[41。 

DNA甲基化调控基因或印记基因的表达也参与着 

早期胚胎发育，可能与PE发生相关阎。虽然多数研 

究表明．印记基因 MEST在人胎盘组织中高表达，且 

主要表达于绒毛细胞滋养细胞和血管内皮细胞 ， 

但 MEST对滋养细胞侵袭能力的影响及在 PE发生 

中的作用尚不清楚。本研究主要探讨 MEST DNA甲 

基化水平与PE发生的相关性，为子痫前期病因学 

提供新的思路。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 胎盘组织的收集 收集2014年 2月至2014年 l2月 

在我院产科住院行选择性剖宫产术的重度 PE孕妇(n=13) 

(重度PE诊断标准参照《妇产科学》第8版全国统编教材)和 

正常足月妊娠行择期剖宫产术的孕妇的胎盘组织(n=16)。所 

有研究对象均为单胎；既往无高血压、心脏病、肾脏病、糖尿 

病及甲状腺功能异常等病史；元复发性自然流产、畸胎、死胎 

等不良孕产史；无吸烟、长期服用药物史。该研究经重庆人体 

实验伦理委员会批准，所有受试者均知情并同意。 

1．1．2 细胞及 siRNA合成 HTR8／SVneo细胞株由加拿大 

Graham教授惠赠，缺氧／复氧(hypoxia／reoxygenation，H／R>采 

用缺氧 8 h，复氧 16 h，2个循环，缺氧浓度为 2％tsJ。MEST干 

扰和阴性对照的siRNA由上海吉玛制药技术有限公司提供 

的MEST siRNA有效靶序列：5’一GGAUCCUGUAAAUCCCU— 

AUTI'AUAGGGAU UUACAGGAUCCT1~一3’构建 

1．1,3 主要试剂及仪器 胎牛血清和RIPM1640培养基购 

自美国Gibco公司；Lipofectamine 2000购自美国Invitrogen 

公司；蛋白抽提、定量、凝胶配制试剂盒和ECL化学发光试 

剂盒购自江苏碧云天生物技术研究所。多克隆羊抗 MEST抗 

体 abcam，USA)，单克隆鼠抗 DNA甲基转移酶(DNA meth— 

yltransferase，DNMT)抗体(abcam，USA)，单克隆兔抗缺氧诱 

导因子 let(hypoxia—inducible factor let，HIFlet)抗体(Milli— 

pore，Germany)。Transwell小室(膜孔径8 Ixm)为美国 Milli— 

pore公司产品；Matrigel基质胶购自美国 BD公司。DNA甲基 

化测序(Bisulfite sequencing PCR，BSP)主要由上海生工生物 

有限公司提供。测序区域为 ： 

而 行 行 萌 i ACGG，IrITGCGGGT兀T 

GCGGCGTTCGGTGrn门℃-TAACGTrGCGGCGGGCGGTATGG 

GATAACGCGGTrATGG rGCGTCGAGATCGTITTCGTAGGTG 

AGTGTGCGGTGGGAACGAGGGGGTGTGGTTGGCGGT兀TGG 

GATrAGGGCGTAGGCGAGCGGAGGATrGTGT rCGTGTTC 

G MEST—F5’一G，ITI1TYG1_rGTT— 

GGTrAGrrn-rG一3’MEST-R 5’一CCAAAAACAACCCCAACTC 

～ 3’。带框为设计的引物位置，中间部分为待测序列 MEST 

片段中含有 22个 CpG位点。 

1．2 方法 

1．2．1 siRNA转染及实验分组 HTR8／SVneo细胞置于含 

10％胎牛血清的 RIPM1640培养基常规培养，细胞生长至对 

数生长期时分别加入终浓度为50 nmol／L blEST siRNA和阴 

性对照 siRNA(NC siRNA)转染液 ，摇动混匀后，放人 37℃， 

CO：培养箱孵育48 h进行MEST蛋白表达检测实验。细胞分 

为 2组：实验组(si—MEST)转染 MEST siRNA，对照组(si—NC) 

转染NC siRNA。 

1．2．2 分别用 Western blot检测 MEST、DNMT1、DNMT3a、 

DNMT3b和 HIFlet的蛋白表达 分别提取各组细胞和组织 

总蛋白，测定蛋白浓度，蛋白上样量为2O g。依次进行电泳 

分离、转膜、封闭、一抗4℃孵育过夜、二抗孵育 1 h，最后用 

ECL化学发光试剂盒显色。一抗浓度 MEST抗体为 1：2 000 

稀释、DNMT1、DNMT3a、DNMT3b抗体为1：2 000稀释、HIFla 

抗体为 1：2 000，13-actin抗体为1：1 000稀释。ChemiDocXRS 

化学发光成像系统检测蛋白质印迹条带，用 Image Lab图像 

分析软件进行分析。 

1．2_3 Transwell实验测定转染后细胞侵袭和迁移能力 细 

胞侵袭实验用6O Ixl Matrigel(1：8稀释)基质胶对Transwell,'J~ 

室的微孔膜进行铺胶，固化后，上室加入无血清培养基稀释 

的含细胞数量为 5xl@个、体积为 200 ixl细胞悬液。下室加 

入600 Ixl含 10％胎牛血清的培养液。置培养箱孵育24 h后， 

微孔膜外表面的细胞用甲醇固定 10 min，PBS洗涤，结晶紫染 

色。迁移实验步骤与细胞侵袭实验基本相同，区别在于迁移 

实验 Transwell小室的膜上不包被基质胶。在显微镜下随机 

选取 3个视野，计数每视野中的细胞数，计算平均值。 

1．2．4 四甲基偶氮唑蓝(methyl thiazolyl tetrazolium．MYr)显 

色法测定转染后细胞的增殖能力 细胞转染前 1 d在 96孔 

板中以4~10 个细胞的密度铺板，待转染前细胞汇合度达到 

70％时。细胞分别转染 MEST siRNA或 NC siRNA．继续培养 

20 h，细胞换液 ，每孔加入 100 Ixl I]r试剂 ，继续培养 4 h， 

加入100 wl DMSO显色。在波长570 nm下，用酶标仪 (Thermo 

scientific)测定每孔的吸光度值。 

1．3 统计学处理 

应用GraphPad Prism 5．0软件，所有值采用均数±标准差 

(互±s)表示 ，采用独立样本 t检验分析。检验水准 O／=0．05。 
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作为印记基因，受DNA甲基化的调控，DNA甲基化 

异常与胎盘代谢功能异常相关l 。且父源基因MEST 

宫内暴露可导致启动子异常甲基化㈣。本研究结果 

显示PE胎盘中MEST启动子超甲基化，这可能提示 

DNA甲基化可能通过抑制MEST基因的表达．参与 

PE的发生过程。现已知胎盘 H／R导致的氧化应激 

损伤和基因的甲基化异常是导致 PE发生的重要因 

素[2-3]，而在细胞缺氧时，HIFla诱导和参与一系列 

缺氧病理生理反应，进一步引起血管内皮损伤，最终 

发展为PE[15一t61。且 HIFIot介导下的上皮间质转化过 

程在肿瘤的浸润转移中发挥着重要作用【rn。缺氧亦 

能改变滋养细胞的DNA甲基化【18】。进而利用来源于 

人类正常早孕期胎盘的绒毛外滋养细胞系 HTR8／ 

SVneo细胞株分析 H／R对 MEST的影响，结果显示 ． 

H／R后 HIFla表达显著增高而 MEST表达明显降 

低，这可能提示H／R产生的氧化应激通过 HIFlc~使 

MEST发生异常甲基化，从而降低滋养细胞侵袭和迁 

移能力，最终导致 PE的发生。 

此外，本研究还采用 siRNA干扰 MEST基因的 

表达模拟高甲基化过程，结果同样显示抑制 MEST 

的表达可显著抑制绒毛外滋养细胞的迁移、侵袭能 

力。这提示，MEST除了与胎盘发育功能相关，亦与 

滋养细胞的侵袭与迁移相关。MEST因DNA甲基化 

调控异常。进而引起的基因表达异常，可能是 PE发 

生的原因之一。 

综上所述。MEST基因可能参与了调控滋养细 

胞的侵袭与迁移过程，MEST基因异常甲基化或者 

表达水平下降可能抑制滋养细胞的侵袭与迁移能 

力。本研究结果可能为子痫前期等滋养细胞功能障 

碍疾病的诊断和治疗提供新的思路。 
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