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  [摘要] 目的 分析POF1B在自然流产孕妇绒毛膜中的表达及其相关作用机制。方法 收集2021年1
月至2023年1月中山大学附属第八医院(深圳福田)收治的60例自然流产孕妇(自然流产组)的临床资料,同期

行人工流产的孕妇60例为正常对照组。Western
 

blot检测两组孕妇血清及绒毛膜POF1B蛋白表达,ELISA
检测孕妇血清β-人绒毛膜促性腺激素(β-HCG)、孕酮、雌激素水平,Pearson进行相关性分析。培养人绒毛膜滋

养层细胞,分为对照组及POF1B过表达组,对照组不给予处理,POF1B过表达组转染过表达POF1B质粒,比

较两组细胞增殖及凋亡等生物学行为,Western
 

blot检测两组细胞半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶3(Caspase3)、Jun
二聚化蛋白2(JDP2)、分泌性磷蛋白1(SPP1)的蛋白表达。结果 自然流产组孕妇血清及绒毛膜POF1B蛋白

表达明显高于正常对照组(P<0.05),血清β-HCG、孕酮、雌激素水平明显低于正常对照组(P<0.05)。Pear-
son相关性分析显示,血清POF1B与β-HCG、孕酮、雌激素均呈负相关(r=-0.516、-0.481、-0.618,P<
0.05),绒毛膜POF1B与β-HCG、孕酮、雌激素均呈负相关(r=-0.438、-0.468、-0.521,P<0.05)。POF1B
过表达组凋亡细胞比例、Caspase3蛋白表达明显高于对照组(P<0.05)。0

 

h时,两组细胞的相对数量比较差

异无统计学意义(P>0.05);12、24、48
 

h时,POF1B过表达组细胞的相对数量明显低于对照组(P<0.05)。
POF1B过表达组细胞JDP2、SPP1蛋白表达明显高于对照组(P<0.05)。结论 POF1B在自然流产孕妇血清

及绒毛膜高表达与孕妇相关激素呈负相关。
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  [Abstract] Objective To

 

analyze
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

POF1B
 

in
 

the
 

chorionic
 

villi
 

of
 

pregnant
 

women
 

with
 

spontaneous
 

abortion
 

and
 

its
 

related
 

action
 

mechanism.Methods The
 

clinical
 

data
 

of
 

60
 

pregnant
 

women
 

with
 

spontaneous
 

abortion
 

admitted
 

and
 

treated
 

in
 

the
 

Eighth
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Sun
 

Yat-sen
 

Uni-
versity

 

(Futian,Shenzhen)
 

from
 

January
 

2021
 

to
 

January
 

2023
 

were
 

collected
 

and
 

60
 

pregnant
 

women
 

with
 

in-
duced

 

abortion
 

during
 

the
 

same
 

period
 

served
 

as
 

the
 

normal
 

control
 

group.The
 

serum
 

and
 

chorionic
 

villus
 

POF1B
 

protein
 

expression
 

levels
 

in
 

the
 

two
 

groups
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.The
 

levels
 

of
 

serum
 

β-hu-
man

 

chorionic
 

gonadotropin
 

(β-HCG),progesterone
 

and
 

estrogen
 

were
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosor-
bent

 

assay,and
 

Pearson
 

correlation
 

was
 

used
 

to
 

conduct
 

the
 

correlation
 

analysis.Human
 

chorionic
 

trophoblast
 

cells
 

were
 

cultured
 

and
 

divided
 

into
 

the
 

control
 

group
 

and
 

POF1B
 

overexpression
 

group,the
 

control
 

group
 

was
 

not
 

treated,and
 

the
 

POF1B
 

overexpression
 

group
 

was
 

transfected
 

with
 

overexpresion
 

POF1B
 

plasmid.The
 

bi-
ological

 

behaviors
 

such
 

as
 

cellular
 

proliferation
 

and
 

apoptosis
 

were
 

compared
 

between
 

the
 

two
 

groups,and
 

the
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

cellular
 

cysteine
 

aspartate
 

protease
 

3
 

(Caspase3),Jun
 

9501重庆医学2024年4月第53卷第7期

* 基金项目:2021年度福田区卫生公益性科研项目(FTWS2021038)。 △ 通信作者,E-mail:tao136tao@163.com。



dimerization
 

protein
 

2
 

(JDP2)
 

and
 

secretory
 

phosphoprotein
 

1
 

(SPP1)
 

in
 

the
 

two
 

groups.Results The
 

serum
 

and
 

chorionic
 

villus
 

POF1B
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

pregnant
 

women
 

in
 

the
 

spontaneous
 

abortion
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

normal
 

control
 

group
 

(P<0.05),and
 

the
 

serum
 

β-HCG,progester-
one

 

and
 

estrogen
 

levels
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

normal
 

control
 

group
 

(P<0.05).The
 

Pear-
son

 

correlation
 

analysis
 

showed
 

that
 

serum
 

POF1B
 

level
 

was
 

negatively
 

correlated
 

with
 

β-HCG,progesterone
 

and
 

estrogen
 

(r=-0.516,-0.481,-0.618,P<0.05),and
 

chorionic
 

villus
 

POF1B
 

level
 

was
 

negatively
 

cor-
related

 

with
 

β-HCG,progesterone
 

and
 

estrogen
 

(r=-0.438,-0.468,-0.521,P<0.05).The
 

proportion
 

of
 

apoptotic
 

cells
 

in
 

human
 

chorionic
 

villous
 

trophoblast
 

cells
 

and
 

Caspase3
 

protein
 

expression
 

in
 

the
 

POF1B
 

overexpression
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).At
 

0
 

h,there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

relative
 

number
 

of
 

the
 

cells
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

(P>0.05).At
 

12,24,48
 

h,the
 

relative
 

number
 

of
 

the
 

cells
 

in
 

the
 

POF1B
 

overexpression
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).The
 

expression
 

levels
 

of
 

JDP2
 

protein
 

and
 

SPP1
 

protein
 

in
 

the
 

POF1B
 

overexpression
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).Conclusion The
 

high
 

expression
 

of
 

POF1B
 

in
 

serum
 

and
 

chorionic
 

villi
 

of
 

pregnant
 

women
 

with
 

spontaneous
 

abortion
 

is
 

negatively
 

correlated
 

with
 

pregnant
 

women
 

related
 

hormones.
[Key

 

words] POF1B;spontaneous
 

abortion;pregnant
 

women;chorionic
 

villi;expression;mechanism

  自然流产是指在妊娠28周内出现胚胎停育、生
化妊娠及空孕囊等妊娠结局失败的情况,是人类妊娠

最常见的并发症,发病率较高(10%~15%)[1-2]。近

年来,随着我国晚婚晚育人群的增多,高龄孕产妇的

比例明显增加,自然流产的发病率逐年升高,既往统

计发现,自然流产患者出现反复性流产的概率较高,
严重影响生育计划及生活质量,还可导致出现抑郁、
焦虑等负性情绪,给心理带来负面影响[3-4]。因此分

析其发病机制,对于自然流产高危孕妇给予早期预防

及干预对改善妊娠结局具有重要意义。目前研究认

为,自然流产病因复杂,其中遗传因素、免疫因素及内

分泌失调等均参与其发生[5-6]。POF1B是一种胞质蛋

白,作为卵巢早衰(premature
 

ovarian
 

failure,POF)的
候选基因,其主要在极化上皮组织中表达,可通过干

扰连接处F-肌动蛋白表达和诱导组织有丝分裂定向

错误等参与纤毛发生、囊肿缺陷等病理学改变;还可

通过人肠道Caco-2细胞中内源蛋白的shRNA表达

调节肌动蛋白细胞骨架紧密连接情况。既往动物实

验发现,POF1B在成年小鼠卵巢中表达极低,可在产

前小鼠卵巢中微量表达[7],POF1B是否参与自然流

产的发生及发展,以及具体作用机制目前尚不完全明

确。本研究旨在分析POF1B在自然流产孕妇绒毛膜

中的表达及其相关作用机制。

1 资料与方法

1.1 一般资料

收集2021年1月至2023年1月中山大学附属第

八医院(深圳福田)收治的60例自然流产孕妇(自然

流产组)的临床资料。纳入标准:(1)妊娠时间<12
周,均为单胎妊娠,B超诊断出现自然流产;(2)妇产

科门诊就诊;(3)孕妇及家属知情,依从性良好,可配

合检查及治疗,均签署知情同意书。排除标准:(1)合
并神经系统或精神方面疾病;(2)孕妇染色体异常诊

断阳性;(3)子宫发育异常;(4)因弓形虫等感染导致

胚胎停育。同期收集行人工流产的孕妇60例为自然

对照组,具有完整病例,均为单胎妊娠。自然流产组

年龄(33.23±4.01)岁,BMI(23.27±2.06)kg/m2,孕
龄(49.07±4.98)d。正常对照组年龄(32.80±3.78)
岁,BMI(23.26±1.74)kg/m2,孕龄(49.25±5.82)d。
两组年龄、BMI及孕龄等临床资料比较差异无统计学

意义(P>0.05)。本研究经医院伦理委员会批准

(2021d082)。

1.2 方法

1.2.1 ELISA检测血清β-人绒毛膜促性腺激素(β-
human

 

chorionic
 

gonadotropin,β-HCG)、孕 酮、雌 激

素水平

采集两组孕妇清晨空腹静脉血,3
 

000
 

r/min离

心10
 

min,于-80
 

℃保存,避免反复冻融。ELISA检

测血清β-HCG、孕酮、雌激素水平。

1.2.2 Western
 

blot检测相关蛋白表达

取孕妇血清、细胞及子宫绒毛膜样本,加入十二

烷基硫酸钠(sodium
 

dodecyl
 

sulfate,SDS)裂解液进

行裂解,4
 

℃
 

3
 

000
 

r/min离心15
 

min,取沉淀物进行

风干,加入四乙基溴化铵(tetraethyl
 

ammonium
 

bro-
mide,TEAB)后4

 

℃
 

3
 

000
 

r/min离心15
 

min。采用

二喹啉甲酸(diquinoline
 

carboxylic
 

acid,BCA)法检测

蛋白质浓度,制备SDS聚丙烯酰胺凝胶后混合沸水浴

5
 

min,电泳后将蛋白转印到聚偏氟乙烯(polyvinyli-
dene

 

fluoride,PVDF)膜上,室温下封闭液封闭1
 

h,与
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不同抗体按比例孵育,4
 

℃摇床过夜,三羟甲基氨基甲

烷缓冲盐溶液及聚山梨酯-20(TBS
 

with
 

Tween-20,

TBST)缓冲液清洗3次,每次10
 

min,暗室中增强型

化学发光(enhanced
 

chemiluminescence,ECL)超敏发

光液孵育,室温反应1~2
 

min,检测各样本中POF1B
蛋白表达。

1.2.3 细胞实验

选择人绒毛膜滋养层细胞 HTR-8/Svneo于高糖

型细胞培养基(dulbecco’s
 

modified
 

eagle
 

medium,

DMEM)中进行培养、传代。将HTR-8/Svneo细胞分

为对照组及POF1B过表达组,POF1B过表达组采用

过表达POF1B质粒构建pHS-AVC-1021慢病毒载

体,对照组不予处理。(1)采用流式细胞仪检测细胞

凋亡情况:两组细胞转染48
 

h后去除培养基,磷酸缓

冲盐溶液(phosphate
 

buffer
 

salt
 

solution,PBS)清洗2
次,制作细胞悬液,取100

 

μL细胞悬液转移至5
 

mL
培养管中,与5

 

μL膜联蛋白-V-PE(Annexin-V-PE)/

7-氨基放线菌素(7-aminoactinomycin,7-AAD)混合

均匀后于暗室孵育15
 

min,加入400
 

μL混合缓冲液,
流式细胞仪检测细胞凋亡情况。(2)采用细胞增殖检

测试剂盒(cell
 

counting
 

Kit-8,CCK-8)检测细胞增殖

情况:分别于细胞转染0、12、24、48
 

h时加入适量

CCK-8试剂,37
 

℃环境下孵育2
 

h,采用酶标仪检测

HTR-8/Svneo细胞450
 

nm波长的吸光度值,计算两

组细胞的相对数量。(3)采用1.2.2方法检测两组细

胞半胱 氨 酸 天 冬 氨 酸 蛋 白 酶3(cysteine
 

aspartate
 

protease
 

3,Caspase3)、Jun二聚化蛋白2(Jun
 

dimer-
ization

 

protein
 

2,JDP2)、分泌性磷蛋白
 

1(secretory
 

phosphoprotein
 

1,SPP1)的蛋白表达。

1.3 统计学处理

采用SPSS20.0软件进行统计学分析。计量资料

以x±s表示,组间比较采用t检验。采用Pearson进

行相关性分析。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 两组孕妇血清激素水平比较

自然流产组孕妇血清β-HCG、孕酮、雌激素水平

明显低于正常对照组,差异有统计学意义(P<0.05),
见表1。

2.2 两组孕妇血清及绒毛膜POF1B蛋白表达比较

自然流产组孕妇血清及绒毛膜POF1B蛋白表达

明显高于正常对照组,差异有统计学意义(P<0.05),
见表2。

2.3 相关性分析

Pearson相关性分析显示,血清及绒毛膜POF1B
与β-HCG、孕酮、雌激素均呈明显负相关(P<0.05),

见表3。
表1  两组孕妇血清激素水平比较(x±s)

组别 n β-HCG(mU/L) 孕酮(μg/L) 雌激素(ng/L)

正常对照组 60 10
 

235.85±1
 

268.78 19.86±4.85 901.24±28.10

自然流产组 60 4
 

752.13±1
 

235.85 10.45±2.27 336.45±20.13

t 23.016 14.703 130.360

P <0.001 <0.001 <0.001

表2  两组孕妇血清及绒毛膜POF1B蛋白表达比较(x±s)

组别 n 血清 绒毛膜

正常对照组 60 0.86±0.15 1.53±0.23

自然流产组 60 1.63±0.24 2.73±0.51

t 21.074 16.614

P <0.001 <0.001

表3  血清及绒毛膜POF1B与激素的相关性分析

项目 β-HCG 孕酮 雌激素

血清POF1B

 r -0.516 -0.481 -0.618

 P 0.003 0.006 <0.001

绒毛膜POF1B

 r -0.438 -0.468 -0.521

 P 0.018 0.012 <0.001

2.4 POF1B过表达对人绒毛膜滋养层细胞凋亡及

Caspase3蛋白表达的影响

POF1B过表达组凋亡细胞比例、Caspase3蛋白

表达明显高于对照组,差异有统计学意义(P<0.05),
见表4、图1。

表4  两组细胞凋亡及Caspase3蛋白表达情况(x±s)

组别 n 凋亡细胞(%) Caspase3

对照组 6 6.15±1.51 0.96±0.20

POF1B过表达组 6 8.64±1.36 1.34±0.26

t 3.001 2.838

P 0.013 0.018

图1  Western
 

blot检测Caspase3蛋白表达情况

2.5 POF1B过表达对人绒毛膜滋养层细胞增殖的

影响

0
 

h时,两组细胞的相对数量比较差异无统计学
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意义(P>0.05)。12、24、48
 

h时,POF1B过表达组细

胞的相对数量明显少于对照组,差异有统计学意义

(P<0.05),见表5。
表5  两组细胞相对数量比较(x±s,%)

组别 n
细胞的相对数量

0
 

h 12
 

h 24
 

h 48
 

h

对照组 6 0.82±0.121.26±0.201.79±0.282.68±0.74

POF1B过表达组 6 0.84±0.091.01±0.161.28±0.341.73±0.45

t 0.327 2.391 2.836 2.687

P 0.751 0.038 0.018 0.023

2.6 POF1B过表达影响人绒毛膜滋养层细胞生物

学行为的相关机制分析

POF1B过表达组细胞JDP2、SPP1蛋白表达明

显高于对照组,差异有统计学意义(P<0.05),见表

6、图2。
表6  两组细胞JDP2、SPP1蛋白表达比较(x±s)

组别 n JDP2 SPP1

对照组 6 1.02±0.12 1.86±0.31

POF1B过表达组 6 2.68±0.37 3.72±0.61

t 10.454 6.658

P <0.001 <0.001

图2  Western
 

blot检测JDP2、SPP1蛋白表达情况

3 讨  论

  自然流产是妊娠结局失败较为常见的类型,是妇

产科尚未解决的问题[8-9]。目前自然流产发生机制尚

不明确,但多数研究认为自然流产的发生与内分泌、
遗传、免疫、凝血、感染等多因素密切相关,相关调控

基因可参与自然流产的发生[10-11]。刘彩等[12]研究认

为,子宫蜕膜组织中免疫调控蛋白FOXO3的高表达

可提高脾脏CD4+CD25+T细胞比例,调节小鼠的免

疫平衡,从而能降低胚胎吸收率,减少自然流产发生

风险。此外,非特异性基因、非编码RNA的表达也可

能参与自然流产的发生。

POF1B是位于性染色体的基因之一,POF1B主

要在极化上皮组织中表达,POF1B的异常表达与皮

肤鳞状细胞癌、肺腺癌等恶性肿瘤的发生、发展过程

密切相关,可能成为潜在的治疗靶点或生物标志物。

原发性卵巢功能不全(primary
 

ovarian
 

insufficiency,

POI)是由卵巢中的卵泡耗尽决定的,这会导致40岁

之前的不孕症,具有很强的家族性和异质性遗传背

景。既往研究发现,POF1B基因与综合征性POI有

关,可能参与卵巢发育和卵母细胞减数分裂/DNA修

复途 径 等[13]。YUAN 等[14]研 究 认 为,POF1B 与

POF存在一定联系。本研究显示,自然流产组孕妇血

清及绒毛膜POF1B蛋白表达明显高于正常对照组,
说明POF1B的异常表达与自然流产存在一定联系。
激素是内分泌细胞合成并分泌进入血液循环的化学

信息物质,妊娠相关激素水平变化与维持妊娠过程及

自然流产的发生、发展密切相关[15-16]。Pearson相关

性分析显示,血清、绒毛膜POF1B与β-HCG、孕酮、雌
激素均呈明显负相关。说明POF1B与妊娠相关激素

水平变化密切相关,可能协同或相互介导参与自然流

产的发生。
早期研究认为,细胞增殖、迁移及凋亡均在胚胎

发育阶段发挥重要作用,其中胎盘滋养细胞增殖、凋
亡的动态平衡决定着胎盘发育及胎儿生长情况,若动

态平衡被打破可出现流产情况[17-18]。POF1B是目前

发现仅存在脊椎动物表达的新型基因,可介导POI及

POF的发生。本研究进行细胞实验发现,POF1B过

表达组凋亡细胞比例明显高于对照组。12、24、48
 

h
时,POF1B过表达组细胞的相对数量明显低于对照

组。说明POF1B可介导胎盘滋养细胞增殖、凋亡的

平衡紊乱导致自然流产的发生。SPP1是一种子宫内

膜蛋白,可通过介导局限性粘连的组装决定子宫内膜

的容受性[19-20],早期研究发现,SPP1可通过调控巨噬

细胞功能参与不明原因反复流产的发生[21-22]。乌吉

斯古楞等[23]研究认为,SPP1可通过介导周期素D1、

P-糖蛋白、细胞色素c依赖性半胱氨酸蛋白酶3等参

与胰腺癌细胞增殖、细胞周期及凋亡等生物学行为改

变。JDP2是一种广泛分布于小脑、睾丸、肺等器官的

蛋白,可调控细胞增殖、凋亡等行为[24-25],既往研究发

现,过表达JDP2可进一步促进创伤性脑损伤诱导的

炎症、细胞凋亡和Caspase3激活,JDP2
 

敲除通过阻断

Caspase3激活,在体内和体外有效减轻创伤性脑损

伤[26]。本研究发现,POF1B过表达组细 胞JDP2、

SPP1、Caspase3蛋白表达均明显高于对照组。说明

POF1B可通过介导JDP2/SPP1调控凋亡蛋白的表达

参与滋养层细胞的凋亡及增殖过程,POF1B可能是

参与自然流产的新型基因。
综上所述,POF1B在自然流产孕妇血清及绒毛

膜中高表达,与孕妇相关激素呈负相关,可参与人绒

毛膜滋养层细胞增殖、凋亡等生物学行为,其机制可
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能与POF1B调控JDP2、SPP1蛋白表达有关。但由

于本研究时间较短,尚未分析POF1B是否存在参与

自然流产的多途径调控方式,未来将扩大实验对象、
增加实验时间以此方向进行深入探究,为早期预测自

然流产的发生并指导预防治疗提供一种新思路。
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