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缺氧诱导滋养细胞自噬参与子痫前期发病的实验研究
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　　摘　要：目的　探讨缺氧环境下滋养细胞自噬及子痫前期患者胎盘组织自噬发生情况。方法　将滋养细胞株 ＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏ

分为低氧浓度Ⅰ、Ⅱ组及正常氧浓度组，处理４８ｈ后应用激光共聚焦显微镜检测细胞质内自噬体，ＰＣＲ分析自噬相关基因ＬＣ３

Ⅱ的表达变化；免疫组织化学检测３０例子痫前期患者胎盘组织ＬＣ３Ⅱ表达水平。结果　低氧浓度组细胞质内可见红色自噬体

染色结构，而正常氧浓度Ⅰ、Ⅱ组则极少见，低氧浓度Ⅰ、Ⅱ组细胞ＬＣ３Ⅱ ｍＲＮＡ表达量明显高于正常浓度组（犘＜０．０５），子痫前

期患者胎盘组织ＬＣ３Ⅱ免疫染色阳性率为６７．１２％，而正常浓度组则为９．１４％，两组间差异具有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　

子痫前期患者胎盘组织细胞自噬活性增高，缺氧可诱导滋养细胞株发生自噬现象。
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　　子痫前期是重要的妊娠期高血压疾病之一，目前发病机制

仍不明确。自噬是细胞在不利于自身生长的环境下，自我吞噬

细胞成分并将其消化成小分子物质，最终供细胞在缺氧、感染

等恶劣环境下生长，介导细胞逃逸死亡［１］，但过度自噬可导致

Ⅱ型程序性细胞死亡
［２］。最近有学者研究发现，滋养细胞自

噬在重度子痫前期发病机制中发挥着极为关键的作用［３］，本研

究以滋养细胞株 ＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏ为研究对象，拟观察缺氧诱导

滋养细胞自噬的发生情况，并分析子痫前期胎盘组织中自噬分

子的变化，为进一步解释子痫前期发病机制提供新的理论

依据。

１　材料与方法

１．１　材料　滋养细胞株 ＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏ由重庆医科大学细胞

与组织工作研究室提供。胎牛血清为杭州四季青有限公司产

品，ＰＩ染料为江苏碧云天生物技术有限公司产品，ＲＰＭＩ１６４０

为美国ＧＩＢＩＯ公司生产，ＰＣＲ引物由大连生工合成。ＳＰ免疫

组织化学检测试剂盒、ＤＡＢ显色试剂盒均购自北京中山生物

有限公司，ＬＣ３Ⅱ兔抗人一抗购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。激

光共聚焦显微镜为日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ产品，ＰＣＲ相关仪器为美国

ＢｉｏＲａｄ公司产品。

１．２　方法

１．２．１　细胞分组与缺氧培养　滋养细胞株 ＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏ采

用含１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液进行培养，使用

０．２５％胰酶进行消化传代。细胞分为３组：正常氧浓度组

（２０％ Ｏ２、５％ ＣＯ２、７５％ Ｎ２）；低氧浓度Ⅰ组（８％ Ｏ２、５％

ＣＯ２、８７％ Ｎ２）；低氧浓度Ⅱ组（２％ Ｏ２、５％ ＣＯ２、９３％ Ｎ２），培

养４８ｈ。

１．２．２　激光共聚焦显微镜检测　将滋养细胞株 ＨＴＲ８／ＳＶ

ｎｅｏ接种于盖玻片上置于６孔板中，制作细胞玻片，细胞分组

同１．２．１，培养４８ｈ后收集细胞，后经固定后加入磷酸盐缓冲

液（ＰＢＳ）稀释的兔抗人ＬＣ３Ⅱ单克隆抗体（一抗１∶５００），４℃

冰箱孵育过夜，次日清洗后加入ＦＩＴＣ标记的山羊抗兔ＩｇＧ（二

抗１∶２００），室温避光孵育３０ｍｉｎ，用１０ｇ／ｍＬ吖啶橙染液和

ＲｎａｓｅＡ室温下染色细胞３０ｍｉｎ，置于激光共聚焦显微镜下

观察。

１．２．３　ＱＰＣＲ检测ＬＣ３Ⅱ ｍＲＮＡ的表达　细胞培养４８ｈ

后提取各组 ＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏ细胞的总 ＲＮＡ，按 ＲＴ试剂盒说

明书反转录为ｃＤＮＡ 后，应用 ＱＰＣＲ技术检测ＬＣ３Ⅱ ｍＲ

ＮＡ的表达情况。ＬＣ３Ⅱ基因的引物序列：上游５′ＣＡＧＧＡＧ

ＡＣＧＴＴＣＧＣＧＡＴＧＡＡＡＴＴＧＴＣＡ３′；下游５′ＴＧＡＣＡＡ

ＴＴＴＣＡＴＣＧＣＧＧＡＣＧＴＣＴＣＣＴＧ３′。内参βａｃｔｉｎ引物序
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列：上游５′ＡＴＧＧＡＡＧＣＴＧＣＴＧＧＡＡＴＣＣＡＴ３′；下游

５′ＣＣＴＴＧＣＴＣＡＴＡＣＧＧＴＣＡＧＣＡＡＴＡＣ３′。反应总体

系２０μＬ，运用２
－ΔΔＣｔ法进行数据分析。

１．２．４　胎盘组织ＬＣ３Ⅱ免疫组织化学染色　选择３０例重度

子痫前期患者胎盘，年龄２１～３４岁，均于孕３４～３６周采取剖

宫产术终止妊娠，另取３０例社会因素行剖宫产术足月妊娠孕

妇作为实验对照组，年龄２４～３７岁；术中胎儿娩出后，即取胎

盘组织用于石蜡包埋后切片，进行常规 ＨＥ染色与ＳＰ法免疫

组化染色，其中ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照，ＬＣ３Ⅱ一抗浓度

为１∶２００，山羊抗兔二抗浓度为１∶３００。结果评判采用Ｆｒｏ

ｍｏｗｉｔｚ综合评分法，根据细胞质黄色颗粒的量，每张切片在高

倍镜下随机盲取５个视野，共计数１０００个滋养细胞中的阳性

细胞数量。

１．３　统计学处理　采用ＳＡＳ９．１统计软件进行分析，计量资

料采用狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分析，计数资料率

表示，组间比较采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　激光共聚焦显微镜检测结果　正常氧浓度组 ＨＴＲ８／

ＳＶｎｅｏ细胞在激光共聚焦显微镜下见细胞大小均匀，染色一

致，均呈现绿色，而低氧浓度Ⅰ组则见２７％细胞呈现出细胞质

红色，部分细胞质内可见点状红色，而低氧浓度Ⅱ组可见７９％

细胞质均呈现红色，部分细胞质内可见大片点状染色物质，见

图１。

　　Ａ：正常氧浓度组；Ｂ：低氧浓度Ⅰ组；Ｃ：低氧浓度Ⅱ组。

图１　　不同氧浓度处理４８ｈ后的 ＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏ细胞（激光共聚焦×３００）

２．２　ＰＣＲ结果　低氧浓度组 ＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏ细胞经处理４８ｈ

后，细胞内ＬＣ３Ⅱ ｍＲＮＡ表达量明显上升，均高于正常氧浓

度组，其中低氧浓度Ⅱ组细胞的ＬＣ３Ⅱ ｍＲＮＡ低于低氧浓度

Ⅰ组，差异有无统计学意义（犘＜０．０５），见图２。

　　Ａ组：正常氧浓度组；Ｂ组：低氧浓度Ⅰ组；Ｃ组：低氧浓度Ⅱ组。

图２　　３组 ＨＴＲ８／ＳＶｎｅｏ细胞经处理４８ｈ后

ＬＣ３Ⅱ ｍＲＮＡ相对表达量

　　Ａ：对照组ＬＣ３Ⅱ无表达（ＳＰ×１００）；Ｂ：实验组ＬＣ３Ⅱ阳性表达

（ＳＰ×４００）。

图３　　正常胎盘与重度子痫前期滋养细胞Ｂｅｃｌｉｎ１、

ＬＣ３Ⅱ免疫组织化学染色

２．３　免疫组织化学结果　 ＬＣ３Ⅱ蛋白在实验组胎盘组织中

表达明显，棕黄色颗粒遍布于两种滋养细胞的细胞质中，部分

呈黄色块状分布，而细胞核内无表达（图３），少部分正常滋养

细胞胞质中，偶见有淡黄色颗粒形成，实验组整体阳性率为

６７．１２％，而对照组整体阳性率为９．１４％，两者差异有统计学

意义（犘＜０．０５）。

３　讨　　论

作为妊娠期常见并发症之一，子痫前期常造成孕产妇全身

各细胞、组织、器官严重甚至不可逆转的损伤，从而诱发心力衰

竭、肾衰竭、全身多器官功能衰竭等严重的并发症，临床治疗效

果并不理想，常严重影响孕产妇和围生儿的健康［４６］。因此，预

防和治疗子痫前期是产科的重要任务之一，为制订子痫前期更

好的临床防治策略，必须明确其发病机制。本病发病机制复

杂，伴随诸多基因及相应蛋白表达变化，其明确的发病机理至

今仍未完全阐明，目前对子痫前期发病机制的解释主要集中在

滋养细胞病变，但滋养细胞受到何种因素的影响，发生何种具

体病变从而参与子痫前期发病，目前仍然值得深入研究。

自噬是最近发现的细胞自我吞噬现象，研究表明，自噬现

象与多种疾病均有密切关系，因而自噬已成为医学科学与生命

科学研究领域的研究热点之一［７］。在不利于细胞生长的环境

中，如缺氧、药物影响，电离辐射等环境下，细胞能启动程序性

自我吞噬，即表达大量自噬相关分子，在细胞内形成自噬膜状

结构，不断的包围细胞质内物质，最终形成类圆形的双层膜结

构体，即自噬体。自噬体与细胞质内溶酶体结合，形成自噬性

溶酶体，后者包括诸多消化酶，遂将自噬体所吞噬的自我物质

在细胞内消化，将蛋白质等生命大分子降解为小分子物质，此

类小分子物质为细胞在紧急情况下提供内源性直接生化反应

的底物，包括产生能量，合成新的生命分子，以使细胞在不利于

生长的环境中继续保持生命［８］。然而，当自噬程度过于严重，

细胞自我吞噬的物质过多或吞噬了细胞生长关键分子时，将导

致细胞死亡，因此自噬对细胞而言，具有双重生物学作用，即适

度自噬有利于细胞生长，而过度自噬则可导致细胞死亡。

本研究表明，体外缺氧可诱导滋养细胞发生自噬，而重度

子痫前期胎盘组织中，也可检出明显的自噬发生率。大量研究

表明，子痫前期患者胎盘缺血缺氧严重，细胞常处于氧化应激

状态，而这种环境可促使自噬发生［９１０］。当胎盘绒毛膜滋养细
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胞发生过度自噬时，将导致滋养细胞死亡。由于滋养细胞一半

遗传物质来源于父系，因此细胞自噬所致的细胞裂解，将释放

出具有父源性物质的部分，而这部分物质作为抗原，可诱发母

体免疫反应，从而使母体血液淋巴细胞被激活，进而攻击滋养

细胞，滋养细胞受损将导致胎盘着床过浅、微细梗死灶、小面积

早剥点等。从而导致胎儿与母体营养交换障碍，进而导致子痫

前期患者胎儿宫内一系列发育问题。本研究应用激光共聚焦

检测的方法，证实了经缺氧处理后，滋养细胞可发生明显的自

噬，这也为自噬与子痫前期发病关系的研究奠定了一定的理论

基础。

激光共聚焦显微检测是自噬研究的重要手段［１０１１］，由于

自噬体本身呈现酸性，与细胞质物质及细胞质内其他亚细胞器

的酸碱度不一致，因此在染料染色后所呈现的颜色也不同，而

普通荧光显微镜波长有限，不能很好地区分两种不同颜色的物

质成分，因而也不能很好地将自噬体与亚细胞器等正常结构区

别开来，而激光共聚焦显微检测则很好地解决了这一问题。同

时ＬＣ３是自噬的标志物之一，其中ＬＣ３Ⅰ是ＬＣ３的细胞质形

式，通过翻译后修饰转变为ＬＣ３Ⅱ。而ＬＣ３Ⅱ是自噬体膜构

成的关键蛋白［１２１３］。本研究激光共聚焦显微检测结果与ＬＣ３

Ⅱ的ＰＣＲ测试结果相符合。因此，激光共聚焦显微检测是自

噬研究的重要形态学方法之一，随着自噬研究的广泛开展，激

光共聚焦显微检测也必将得到进一步发展及价值体现，将激光

共聚焦显微检测技术应用于子痫前期重度的发病机理和病理

生理的应用研究，有利于探索子痫前期重度的临床诊疗效果。
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