
!论
!!

著!

!!

!"#

!

$%&'()(

"

*

&#++,&$)-$./'0/&1%$)&%-&%%1

微电场对滋养细胞迁移)侵袭相关
UUC+

)

86UC+

表达的影响"

张
!

娟$

!李明勇$

!贺
!

元$

!白
!

怀1

!范
!

平1

"

$&

四川省医学科学院'四川省人民医院检验科!成都
)$%%-1

#

1&

四川大学华西第二医院'西部妇幼医学研究院!成都
)$%%0$

$

!!

#摘要$

!

目的
!

探讨生理性微电场对体外培养的人胎盘滋养细胞迁移'侵袭相关分子金属基质蛋白酶"

UUC+

$'组织金属蛋

白酶抑制剂"

86UC+

$表达的影响&方法
!

用
$;%Ê

'

EE

的直流微电场刺激滋养细胞!测定其迁移情况并观察形态变化&实时

荧光定量
CD<

和
?3+53@,AB"5

检测刺激前后
UUC1

%

UUC(

和
86UC$

%

86UC1

基因和蛋白表达水平&结果
!

未加电刺激的滋养

细胞!其运动缓慢!迁移方向随机#在含有
$%W

小牛血清的培养基中!

$;%Ê

'

EE

电场刺激下滋养细胞向负极迁移!迁移速度和

距离明显增加"

!

$

%&%$

$!胞体拉长!垂直于电场方向排列&电场刺激后!胞内
UUC1E<9F

和蛋白表达水平明显升高"

!

$

%&%;

$!

UUC(

%

86UC$

和
86UC1

表达水平无明显变化&结论
!

生理性直流微电场可介导滋养细胞定向迁移和排列!

UUC1

表达

水平的上调可能与微电场促进滋养细胞迁移'侵袭功能有关&
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人类滋养细胞是一群特殊的细胞#源于胚胎期的胚外层*

在受精卵种植的
-

%

/!

#胚外层细胞分化#形成原始滋养细胞#

于受精后
1

周左右该群细胞形成绒毛的初始结构*此后#滋养

细胞进一步分化为无侵袭能力的绒毛滋养层细胞$

O#BB"K+

5@"

I

>"ABL+5+

#

8̂+

&和有侵袭能力的绒毛外滋养层细胞$

3H5@L.

O#BB"K+5@"

I

>"ABL+5+

#

=̂ 8+

&两部分*滋养细胞侵袭功能的破

坏会引起胎盘功能障碍#导致多种产科疾病如流产)子痫前期

和胎儿宫内生长受限等*

滋养细胞浸润主要由以下过程组成!蛋白酶水解)周围基

质降解)组织重建等#这个过程具有严格的时间和空间调控特

性'

$

(

*金属基质蛋白酶$

EL5@#HE35LBB"

I

@"53#,L+3+

#

UUC+

&是

胚胎植入过程中降解细胞外基质主要的蛋白酶#

UUC+

按其

作用底物的不同分为
0

类!胶原酶)明胶酶$

UUC1

)

UUC(

&)

基质分解素和膜型
UUC+

*其中#

UUC1

是所有
UUC+

中分

布最广的成员#由多种细胞以无活性的酶原形式分泌#可被蛋

白酶和有机汞制剂等激活#也可被同时活化的
UUC+

活化'

1

(

*

UUC(

的分子量在
UUC+

家族中最大#由巨噬细胞)中性粒细

胞)血管内皮细胞和滋养细胞等多种细胞分泌*

UUC1

和

UUC(

的主要功能是降解细胞外基质中的
'

型胶原和明胶#

是迄今报道最多的两种与滋养细胞迁移"侵袭功能相关的

UUC+

*

UUC+

是胚胎植入过程中降解细胞外基质主要的蛋白

酶#该酶的生物学活性受到其组织金属蛋白酶抑制剂$

5#++K3

#,>#A#5"@"JE35LBB"

I

@"53#,L+3

#

86UC+

&的抑制'

1.'

(

*目前#控制

绒毛外滋养细胞浸润的分子机制目前还不清楚#迄今报道较多

的主要是化学因子的作用#如细胞因子)生长因子)激素和细胞
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外基质糖蛋白以及多种转录因子等*这些因子可通过调控

UUC+

"

86UC+

表达而促进妊娠滋养细胞的迁移"侵袭功能#但

微电场对滋养细胞功能的影响是否与
UUC+

"

86UC+

的表达

有关仍不清楚*

生物电现象是生命活动的基本属性#在机体的一切生命活

动中都伴随着生物电的产生'

0

(

*作者前期的研究工作发

现'

;.)

(

#微电场中培养的滋养细胞能产生定向运动的应答反应#

提示微电场可能作为一种重要信号促进滋养细胞的迁移等功

能*因此#推测微电场对滋养细胞迁移的影响可能通过对迁

移"侵袭相关的重要蛋白酶
UUC+

及其抑制分子
86UC+

的表

达的调节来实现*因此#本实验拟研究微电场刺激对滋养细胞

迁移"侵袭相关
UUC+

"

86UC+

表达的影响*

E

!

材料与方法

E&E

!

材料与试剂
!

人胎盘滋养细胞
c8<./

"

GO,3"

由四川大

学华西第二医院彭冰教授惠赠*

<CU6.$)0%

培养基$

Z6Y.

DR

&#加入青霉素$

$%%T

"

E7

&)链霉素$

$%%

#

M

"

E7

&#临用前加

入终浓度为
$%W

的胎牛血清$

Z6YDR

&*

UUC1

抗体)

UUC(

$

Z);-

&抗体)

86UC1

$

c.$0%

&抗体)

86UC$

$

9$D'

&抗体均购

自
D3BBG#

M

,LB#,

M

公司#

CLH#BB#,

$

9.53@E

&抗体)

CLH#BB#,C>"+.

I

>"

$

I

e$$/

&抗体购自博士德公司*

:68D.C>LBB"#!#,

和
2FC6

均购自
G#

M

EL

公司*

E&F

!

实验方法

E&F&E

!

滋养细胞的培养及加电
!

滋养细胞以
<CU6.$)0%

在

;WDR

1

)

'-X

细胞培养箱中培养#培养基含有
1%W

的小牛血

清)

%&%0EE"B

"

7

的谷氨酰胺)青霉素
$%0T

"

7

)链霉素
$%%

E

M

"

7

*每次实验前
10>

将冻存的细胞复苏后以
;]$%

' 个细

胞"
4E

的密度接种于预制的细胞培养槽中#该培养槽由
1

片

10EE]11EE

)平行放置)相距
$%EE

的盖玻片通过硅酮胶

$

2"ND"@,#,

M

&固定于
$%%EE]1%EE

的组织培养皿的底面

而形成一个两端开放的细胞培养小室*对培养小室内细胞电

场刺激后#收集细胞#用
<6CF

裂解#提取蛋白#常规
?3+53@,

AB"5

方法检测胞内相关信号通路蛋白的活化水平*

E&F&F

!

实时荧光定量
CD<

总
<9F

的提取
!

加电完成后取出

细胞培养皿#弃培养基#冷
CYG

清洗#加入
$E78@#̀"B

#反复吹

打#将裂解液转入
2=CD

处理过的
=

II

3,!"@J

管#室温静置
$%

E#,

%加入氯仿$

1%%E7

"

$E78@#̀"B

&#剧烈震荡
$;+

#室温静

置
;E#,

%

0 X

离心#

$1%%%

M

]$;E#,

#小心移取上层水相

$

%&0;E7

&至另一
$&;E7=

II

3,!"@J

管#加入等体积异丙醇#

混匀#室温静置
$%E#,

#

0X

离心#

$1%%%

M

]$%E#,

#弃上清#

加入
2=CD

水配制的
-;W

乙醇
$E7

洗涤沉淀#

0 X

离心#

$1%%%

M

]$%E#,

#弃上清#离心后的沉淀置于室温干燥
;E#,

#

加入
'%

#

72=CD

水#必要时
;;X

孵育
$%E#,

以利于
<9F

沉淀的溶解#核酸蛋白分析仪检测
<9F

含量与纯度*测得

?

1)%

"

1/%

在
$&/

%

1&%

#含量大于
%&0

M

"

7

#电泳
1/G

"

$/G

%

1

#示

<9F

样本达到要求*再根据
:3@E3,5L+

实时荧光定量试剂盒

说明操作#将
<9F

逆转录成
429F

*扩增
UUC1

)

86UC1

)

UUC(

)

86UC$

)

ZFC2c

的引物#见表
$

*

E&F&G

!

?3+53@,AB"5

!

?3+53@,AB"5

检测采用常规方法#收集

细胞#用
<6CF

裂解细胞提取总蛋白质#

YDF

法测定蛋白浓

度#确定上样量#经十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电泳

$

G2G.CFZ=

&进行凝胶电泳#蛋白转移至硝酸纤维素膜*分别

与
UUC1

)

UUC(

)

86UC$

)

86UC1

)

I

.:Fd

)

:Fd

)

I

.CLH#BB#,

)

CLH#BB#,

)

ZFC2c

蛋白抗体及二抗反应后化学发光显色#阳性

条带以凝胶吸光度分析软件测定积分吸光度值为其蛋白量*

表
$

!!

实时荧光定量
CD<

引物序列

基因 序列

UUC1 ;a.ZZDFDDDF888FDFDD8FDFDDFF.'a

;a.ZD88DDFFFD88DFDZD8D88DFZ.'a

86UC1 ;a.D8DZD8ZZFDZ88ZZFZZFFFZFF.'a

;a.FZDDDF8D8ZZ8FDD8Z8ZZ88DF.'a

UUC( ;a.88DF8D88DDFFZZDDFF8D.'a

;a.D88Z8DZD8Z8DFFFZ88DZ.'a

86UC$ ;a.Z88Z88ZD8Z8ZZD8ZF8FZD.'a

;a.8Z8ZZZFDD8Z8ZZFFZ8F.'a

ZFC2c ;a.DF8DF8D8D8ZDDDDD8D8Z.'a

;a.DD8ZD88DFDDFDD88D88Z.'a

E&G

!

统计学处理
!

每组实验均重复
'

次以上#所有数据以

DbA

表示#采用
GCGG$(&%

统计学软件进行
8

检验和方差分析#

以
!

$

%&%;

为差异有统计学意义*

F

!

结
!!

果

F&E

!

微电场对滋养细胞迁移行为的影响
!

研究结果显示#在

含有
$%W

胎牛血清的培养基中#在
$;%Ê

"

EE

的直流电场刺

激下#滋养细胞向负极定向迁移#电刺激
$%>

后#滋养细胞胞

体拉伸#胞内骨架蛋白
:.L45#,

垂直于电场方向排列如图
$

$

$%

>

&所示#未加电场刺激的细胞未发生上述反应#如图
$

$

%>

&

所示*滋养细胞在电场作用下向负极定向迁移#且迁移距离和

迁移速度明显高于未加电场刺激的对照组'

;

(

$

!h%&%1$

&*

!!

F

!

%>

%

Y

!

$%>

*

图
$

!!

滋养细胞在电场中向负极定向迁移(

垂直于电场方向排列

F&F

!

微电场刺激对滋养细胞
UUC+

"

86UC+

表达的影响

F&F&E

!

微电场对滋养细胞
UUC1

"

86UC1

表达的影响
!

实时

荧光定量
CD<

结果显示#

$;%Ê

"

EE

微电场刺激
;

)

$%>

#与

未加电场刺激的细胞$

%>

&相比较#

UUC1E<9F

表达水平逐

渐增加#分别为
%>

的
$&$)

倍和
$&';

倍#差异有统计学意义

$

!h%&%01

&#见图
1F

%

UUC1

蛋白表达水平逐渐增加#分别为

%>

的
$&0)

倍和
$&--

倍#差异均有统计学意义$

!h%&%'(

%

!h%&%1)

&#见图
1Y

*

86UC1

是
UUC1

的生理性抑制剂*实

时荧光定量
CD<

结果显示#

$;%Ê

"

EE

微电场刺激滋养细胞

;

)

$%>

#与未加电场刺激的细胞$

%>

&相比较#

86UC1E<9F

表达水平降低#分别为
%>

的
%&/$

倍和
%&/;

倍#见图
'F

%

86UC1

蛋白表达水平变化不明显#差异无统计学意义$

!

&

%&%;

&#见图
'Y

*

F&F&F

!

微电场对滋养细胞
UUC(

"

86UC$

表达的影响
!

实时

%-/

重庆医学
1%$)

年
'

月第
0;

卷第
-

期



荧光定量
CD<

结果显示#

$;%Ê

"

EE

微电场刺激滋养细胞

;

)

$%>

#与未加电场刺激的细胞$

%>

&相比较#

UUC(E<9F

表

达水平无明显改变#见图
0F

%

UUC(

蛋白表达水平也无明显

改变#见图
0Y

*

86UC$

是
UUC(

的生理性抑制剂*实时荧光

定量
CD<

结果显示#

$;%Ê

"

EE

微电场刺激
;

)

$%>

#与未加

电场刺激的细胞$

%>

&相比较#

86UC$E<9F

表达无明显改

变#见图
;F

%

86UC$

蛋白表达水平降低#差异无统计学意义

$

!

&

%&%;

&#见图
;Y

*

图
1

!!

微电场刺激促进滋养细胞
UUC1

基因和

蛋白的表达的影响

图
'

!!

微电场刺激对滋养细胞
86UC1

基因

和蛋白表达的影响

图
0

!!

微电场刺激对滋养细胞
UUC(

基因和

蛋白表达的影响

图
;

!!

微电场刺激对滋养细胞
86UC$

基因和

蛋白表达的影响

F&G

!

微电场对滋养细迁移相关
:Fd

分子及下游
CLH#BB#,

磷

酸化的影响

F&G&E

!

微电场对滋养细胞
:Fd

磷酸化活性的影响'

)

(

!

在

$;%Ê

"

EE

微电场作用下#

:Fd8

Q

@'(-

位点于
;E#,

内就

已开始出现明显磷酸化水平#

$%E#,

继续加强$

!h%&%'%

&#

'%

E#,

达到较高磷酸化水平$

!h%&%1%

&#

)%E#,

仍维持在较高

水平$

!h%&%%$

&*总的
:Fd

水平无明显改变#结果见图
)

*

对
:Fd8

Q

@;-)

"

;--

位点磷酸化水平影响不如
:Fd8

Q

@'(-

位点明显$结果未显示&*

图
)

!!

微电场刺激促进滋养细胞
:Fd8

Q

@'(-

位点磷酸化

F&G&F

!

微电场对滋养细胞
CLH#BB#,

磷酸化的影响
!

在相关信

号传导通路中#

CLH#BB#,

位于
:Fd

分子的下游#受
:Fd

活化信

号的激活*

?3+53@,AB"5

结果显示#

CLH#BB#,

在
$;%Ê

"

EE

微

电场刺激细胞
;E#,

和
$%E#,

出现磷酸化#

'%E#,

后磷酸化

水平进一步升高$

!h%&%'

&#

)%E#,

达较高水平$

!h%&%1

&#

CLH#BB#,

总蛋白表达水平无明显改变#结果见图
-

*

图
-

!!

微电场刺激促进滋养细胞
CLH#BB#,

磷酸化

G

!

讨
!!

论

生理状态下#妊娠胚胎植入早期#

=̂ 8+

侵入蜕膜组织和子

宫螺旋动脉#并使后者发生改建变成低阻)高容量血管#维持足

够的母体血液流入绒毛间支持胎盘的功能*

=̂ 8+

适度地侵入

子宫内膜是维持妊娠和胎儿发育的前提条件*

=̂ 8+

侵入不足

所致的胎盘缺血缺氧#可导致异常产科结局如流产)子痫前期和

胎儿宫内生长受限等的发生*研究显示#滋养细胞适度侵入与

UUC+

"

86UC+

的表达以及妊娠滋养细胞疾病 $

M

3+5L5#",LB

5@"

I

>"ABL+5#4!#+3L+3

#

Z82

&密切相关'

-

(

*

滋养细胞侵入子宫内膜由黏附)定植)降解细胞外基质等

环节构成*其中蛋白酶的降解是滋养细胞侵入的关键环节*

UUC+

是参与细胞外基质降解的主要蛋白酶类*其中
UUC1

和
UUC(

是其最重要成员#它们通过降解细胞基底膜
'

型胶

原)纤维连接蛋白$

J#A@",345#,

#

:9

&)层粘连蛋白$

BLE#,#,

#

79

&)弹性蛋白$

3BL+5#,

#

=9

&)蛋白聚糖$

I

@"53"

M

B

Q

4L,+

&和明胶

$

M

3BL5#,

&等#促进滋养细胞的侵袭功能*研究报道显示#一系

列的化学因子可以调控
UUC+

的表达#并且能影响滋养细胞

的重要功能'

/.$'

(

#如白血病抑制因子$

76:

&)肿瘤坏死因子

$-/
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$

89:

&)转化生长因子$

8Z:.

$

&)白介素
$

和
)

$

67.$

和
67.)

&)

胰岛素样生长因子结合蛋白
$

$

6Z:YC.$

&)

FC.$

转录因子以及

滋养细胞分泌的人绒毛膜促性腺激素和
B3

I

5#,

等#均能显著影

响
UUC1

和
UUC(

的分泌和$或&活性*这些细胞因子主要

是通过对转录因子磷酸化水平的作用而对细胞的行为产生影

响*本研究结果显示#微电场可促进滋养细胞的定向迁移和垂

直于电场方向排列#促进滋养细胞
UUC1E<9F

和蛋白的表

达#表明微电场可通过作用于滋养细胞使其活性增加#从而促

进滋养细胞的浸润#改善由于浸润不足导致的各种产科疾病*

本研究结果提示#微电场可能是调控滋养细胞
UUC1

表达的

又一重要因素#为改善由于浸润不足所致的妊娠相关疾病提供

了又一重要的理论依据和实践方法*

生理情况下#滋养细胞
UUC+

的表达依赖于其抑制因子

86UC+

的调控*组织抑制因子是一类具有多种生理功能的多

肽#能以非共价键的形式与
UUC+

结合#从而对
UUC+

的活

性产生特异性抑制*

86UC+

在减慢细胞外基质降解)维持细

胞外基质成分的更新与自稳过程中发挥重要作用*其中#

86UC$

$

1/&;]$%

'

&广泛存在于组织和体液中#能被多种细胞

因子诱导产生#是
UUC(

的特异抑制因子'

1.'

(

%

86UC1

$

1$&%]

$%

'

&常随
UUC1

的表达而表达#受细胞因子的诱导作用较小#

是
UUC1

的特异抑制因子'

1.'

(

*本研究未发现微电场对滋养

细胞
86UC1

的表达有明显的影响#提示微电场对滋养细胞侵

袭功能相关蛋白酶的作用主要与上调
UUC1

表达有关*此

外#本研究未发现
$;%Ê

"

EE

直流微电场对滋养细胞
UUC(

及其抑制因子
86UC$

的表达水平有明显影响*这可能是因为

UUC1

是胚胎植入较早期滋养细胞表达的蛋白酶#妊娠
$$

周

以后#

UUC1

的表达水平才开始降低'

1.'

(

#而
UUC(

在胚胎植

入较晚期胎盘滋养细胞的表达才增加*微电场显著影响滋养

细胞
UUC1

的表达水平#提示微电场可能对胚胎植入早期滋

养细胞迁移"侵袭起到重要的影响作用#为胚胎植入早期应用

微电场刺激促进滋养细胞功能#防治胎盘缺血缺氧性疾病的发

生奠定了一定的理论基础*

滋养细胞接受胞外信号的刺激发生相应的应答反应#产生

特定的生物学效应#具有复杂的细胞内信息传递机制*迄今从

化学分子如细胞外基质分子)生长因子)细胞因子和激素等作

用于滋养细胞#促进其迁移作用的研究结果表明#有多条信号

通路参与滋养细胞的迁移功能的调控#包括
:Fd

)

UFCd

)

C6'd

"

Fd8

和
G8F8'

等信号通路的活化'

$0

(

*本研究结果发

现#微电场刺激滋养细胞能使胞内
:Fd

及其下游
CLH#BB#,

分

子发生磷酸化而激活胞内相关的信号通路'

)

#

$;

(

#提示微电场刺

激可能是通过活化与细胞迁移"侵袭功能相关的蛋白激酶

:Fd

及其下游
CLH#BB#,

分子从而上调
UUC1

的表达水平#活

化胞内相关信号传导通路#最终促进滋养细胞的迁移"侵袭功

能*关于其详细的调控机制仍需要进一步深入研究*

本研究获得的成果对微电场作为一种可能的生理性信号

促进滋养细胞的功能及其机制的探索以及将微电场用于促进

胎盘功能#防治胎盘缺血缺氧性疾病的发生奠定了理论基础#

具有实际意义和应用前景*
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