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小鼠合体滋养细胞微绒毛膜制备方法的研究
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　　摘　要：目的　建立一种制备小鼠合体滋养细胞微绒毛膜（ＳＴＢＭ）的方法。方法　收集足月孕小鼠的胎盘，利用机械分离法

剪碎胎盘进行差速离心，分离小鼠ＳＴＢＭ。用Ｌｏｗｒｙ法测定制备的小鼠ＳＴＢＭ蛋白水平，用组织多肽抗原作为小鼠ＳＴＢＭ的标

记物，采用酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）检测ＳＴＢＭ的水平，利用电镜观察并分析小鼠ＳＴＢＭ 的形态结构。结果　实验获得的小

鼠ＳＴＢＭ制剂的蛋白水平为（０．６９±０．１２）ｍｇ／ｍＬ，ＴＰＡ水平为（６１．４９±９．７８）ｎｇ／ｍＬ。电镜下小鼠ＳＴＢＭ 的直径为（２２８．５２±

９０．０６）ｎｍ的囊泡状结构。结论　制备的小鼠ＳＴＢＭ与人ＳＴＢＭ高度相似，可为子痫前期致病机制的探索提供在体研究的实验

基础。
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　　合体滋养细胞微绒毛膜（ｓｙｎｃｙｔｉｏｔｒｏｐｈｏｂｌａｓｔｍｉｃｒｏｖｉｌｌｏｕｓ

ｍｅｍｂｒａｎｅ，ＳＴＢＭ）是合体滋养细胞凋亡或被激活时形成的带

膜囊泡状结构［１］，目前认为可能与多种妊娠并发症的发生相

关。脱落至母体血液循环的ＳＴＢＭ 可作用于外周血管，导致

血管内皮细胞功能障碍［２３］，同时通过调节机体炎症因子释放

和调控细胞免疫等多种途径影响母体免疫系统［４］。基于医学

研究的伦理学要求和妊娠过程的特殊性质，尚无法通过临床试

验研究ＳＴＢＭ在体内的功能特点。而迄今为止，鲜见以ＳＴ

ＢＭ为研究靶点的动物体内试验的报道。本研究建立了一种

体外制备、富集 Ｃ５７小鼠ＳＴＢＭ 的方法，并使用 ＴＰＡ 作为

ＳＴＢＭ的定量标记
［４］，为基于小鼠的ＳＴＢＭ 相关动物实验提

供了前期实验基础。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂　２个月龄Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（第三军医大学大

坪医院实验动物中心），青链霉素溶液（ＧＩＢＣＯＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＬｉｆｅ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ），Ｉｍｐｒｏｖｅｄｌｏｗｒｙ蛋白定量试剂盒（北京康为世

纪生物科技有限公司），小鼠组织多肽抗原酶联免疫吸附测定

（ＥＬＩＳＡ）试剂盒（上海卢尚生物有限公司）。

１．２　方法

１．２．１　主要仪器　超速冷冻离心机（Ｂｅｃｋｍａｎ公司），电子天

平，酶标仪（Ｌａｂｓｙｓｔｅｍｓ Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＭＳ），扫描电子显微镜

（ＨａｔｃｈｉＳ３４００ＮⅡ）等。

１．２．２　ＳＴＢＭ 的制备和富集　２个月龄雌性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，

于妊娠１８ｄ以２．５％戊巴比妥麻醉（腹腔注射，２０ｍＬ／ｋｇ），无

菌条件下剖宫取出胎盘，冰磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗去残留血

液，无菌纱布吸干表面水分后称质量，以无菌眼科剪将胎盘剪

碎（约１ｍｍ３），称取２ｇ胎盘组织放入１００ｍＬＮａＣｌ溶液中

（０．１５ｍｏｌ／Ｌ，１％青链霉素），４ ℃振荡过夜，取上清离心：

１２００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ，弃沉淀；３７０００ｒ／ｍｉｎ，９０ｍｉｎ，弃上清液，

得到ＳＴＢＭ富集沉淀。以４℃的ＰＢＳ洗涤沉淀，并以４℃的

ＰＢＳ（５％蔗糖）重悬，保存于－２０℃备用。

１．２．３　蛋白及ＴＰＡ水平的测定　使用Ｉｍｐｒｏｖｅｄｌｏｗｒｙ蛋白

定量试剂盒，按照说明书严格操作测定ＳＴＢＭ总蛋白的水平。

以ＴＰＡ为标记，使用小鼠组织多肽抗原ＥＬＩＳＡ试剂盒，按说

明书严格操作测定ＳＴＢＭ的水平。

１．２．４　扫描电子显微镜观察　０．２ｍＬＳＴＢＭ 制剂中加入等

体积的２．５％戊二醛固定４ｈ后滴到直径约１ｃｍ×１ｃｍ的云

母片上，自然风干，镀金，上机观察。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统计学分

析，计量资料以狓±狊表示，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

０３３１ 重庆医学２０１３年４月第４２卷第１２期

 基金项目：国家自然科学基金资助项目（８１２７０００８、８１１７０５７６、３０９０１６１２）。　作者简介：李怡琳（１９８６～），硕士，主要从事围产医学的研

究。　△　通讯作者，Ｔｅｌ：（０２３）６８７５７９２６；Ｅｍａｉｌ：ｃｑｌｉｌｉ＠ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。



２　结　　果

２．１　ＳＴＢＭ制剂中总蛋白水平及ＴＰＡ水平　ＳＴＢＭ的ＴＰＡ

水平为４５．３３～７７．５３ｎｇ／ｍＬ，平均值（６１．４９±９．７８）ｎｇ／ｍＬ

（狀＝２２）；总蛋白水平为 ０．４６～０．９１ ｍｇ／ｍＬ，平均值为

（０．６９±０．１２）ｍｇ／ｍＬ（狀＝２０），见图１。

图１　　ＳＴＢＭ制剂ＴＰＡ水平及蛋白水平

２．２　电镜观察　在扫描电镜下（ＳＥＭ×２００００）可见ＳＴＢＭ为

囊泡状的亚细胞结构，有聚集成团的趋势，此特性与机械法制

备的人类来源的ＳＴＢＭ有相似的特性
［５］。ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０

软件测得ＳＴＢＭ 囊泡的直径为１０４．４７～４７２．７１ｎｍ，平均

（２２８．５２±９０．０６）ｎｍ，与文献报道的体外制备的人ＳＴＢＭ高度

相似，见图２。

图２　　扫描电镜下ＳＴＢＭ的结构

３　讨　　论

正常妊娠时，胎盘持续释放少量的ＳＴＢＭ 和炎性介质到

母体血循环中，ＳＴＢＭ 在体内的过多存在导致过度的炎性反

应，引起母体生理功能紊乱［６］。Ｃｈｅｎ等
［３］发现早发型子痫前

期的孕妇体内ＳＴＢＭ的水平较晚发型子痫前期高。Ａｌｙ等
［７］

发现ＳＴＢＭ可以刺激白细胞产生过氧化物自由基导致内皮细

胞功能紊乱。Ｇａｒｄｉｎｅｒ等
［８］发现ＳＴＢＭ 可以具有组织因子的

活性。本课题组前期的研究表明，重度子痫前期患者胎盘ＳＴ

ＢＭ的释放明显强于正常妊娠组胎盘ＳＴＢＭ 的释放
［９］。在孕

妇体内外周血单核细胞存在一个过度激活状态，有文献报道这

一现象与妊娠过程中胎盘释放的ＳＴＢＭ 有密切关系，来自于

低氧培 养 的 ＳＴＢＭ 能 导 致 外 周 血 单 核 细 胞 更 强 烈 的

激活［１０１１］。

由于伦理学的限制，当前展开的对ＳＴＢＭ 功能的研究均

局限于体外实验，其对体内主要脏器、各功能系统的影响也不

明确。因此要进一步对ＳＴＢＭ 进行体内研究，必然要通过动

物实验。但是由于免疫等条件的限制，来源于人的ＳＴＢＭ 无

法使用到动物实验中，而目前尚没有来源于动物的ＳＴＢＭ 的

制备方法。

目前已报道的人类ＳＴＢＭ 的制备方法主要有３种：绒毛

组织培养法、机械法及胎盘小叶灌注法。机械法制备的ＳＴＢＭ

能诱导人脐静脉内皮细胞的凋亡［１２］。目前认为机械法制备的

ＳＴＢＭ最接近合体滋养细胞在病理状态下凋亡和坏死释放的

ＳＴＢＭ。

因此，本研究采用了机械法结合差速离心法提取并富集小

鼠ＳＴＢＭ，第一步离心去掉样品当中的细胞、细胞碎片及部分

大分子聚合物，第二步离心去掉细胞器及小细胞碎片，第三步

离心即可富集提纯ＳＴＢＭ。本方法制得的小鼠ＳＴＢＭ 制剂蛋

白水平为０．４６～０．９１ｍｇ／ｍＬ，平均值为（０．６９±０．１２）ｍｇ／

ｍＬ，其标记物ＴＰＡ水平明显高于文献报道的人血清及人胎盘

匀浆液中ＳＴＢＭ的表面标志物ＴＰＡ水平
［１３］，这表明本方法能

够浓缩制得高水平的ＳＴＢＭ，为各种动物实验的开展提供了有

利的条件。从形态学上观察，本次制得的ＳＴＢＭ 与人类来源

的体外制备的ＳＴＢＭ 相似
［５］，因此可以认为本方法制得的小

鼠ＳＴＢＭ制剂形态学及蛋白表达上与人ＳＴＢＭ均具有高度的

相似性，其生理学功能和致病性尚需进一步的研究，这也是本

课题组下一步的研究重点。采用本方法可以成功制备高水平

的小鼠ＳＴＢＭ制剂，为以ＳＴＢＭ 为研究靶点的动物实验的开

展初步建立了实验基础，提供了新的研究思路。
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训练伤作为抑郁的危险因素之一，体现在躯体症状这一因子得

分上，因此要降低第２年军人的抑郁症状应重点关注其军事训

练的安全性。

本研究发现，高寒地区军人抑郁发生的首要危险因素为环

境因素和遗传因素。经历了３次以上不幸事件的军人，其抑郁

发生风险增大１０倍以上；同时遗传增加了抑郁易感性，高寒地

区军人中若父母兄弟患有抑郁症的其抑郁发生风险增大４倍，

这与Ｓｕｌｌｉｖａｎ等
［１２］的研究相一致。其次，吸烟、饮酒、少运动

这３种不良行为习惯也大大增加了高寒地区军人抑郁发生几

率。因此，抽烟、体能活动不足和过度饮酒为引发高寒地区军

人抑郁发生的３种主要危险行为，这与美国２００６年危险行为

因素监控系统（ＢＲＦＳＳ）
［１３］数据基本一致。本研究还发现长期

服用药物及患有慢性疾病的高寒地区军人抑郁发生风险为未

服药及未患有慢性病军人２～３倍，ＷＨＯ的一项研究也证明

有两个或两个以上慢性病的患者抑郁症的发生率更高［１４］。最

后，对高寒地区军人而言，训练伤是导致抑郁的一个重要因素，

特别在治疗期间抑郁发生风险比平时高接近３倍。本次研究

发现参加军队特殊任务本身并不促进抑郁症状发生，反而多次

参加（超过３次以上）军事特殊任务者的抑郁发生率更低。军

人在复杂军事任务时，可以充分调动其完成任务的积极性，提

高军事责任感，增强军事任务执行能力，促进思维和认知能力

的发展，提高适应能力等，有助于最终提升总体军人心理素质

水平，帮助军人自我成长。

综上所述，如果在新兵入伍前做好严格筛查，剔除抑郁症

易感人群；并关注军人个体，对于遭受重大生活不幸事件的军

人给予最大的关心与支持；帮助军人改变不良生活习惯，建立

健康良好的生活作风，将有效降低军人抑郁的发生。其次，据

调查表明，我国军人训练伤的发生率在１５％～１８％左右
［１５］，如

果能够有效降低训练伤的发生率，将大大减少军人抑郁发生。

最后，适当的军事特殊任务及体能锻炼能够有效防止抑郁产

生，提升高寒地区军人心理健康。
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