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[摘　要]目的　探讨生长分化因子Ｇ８(GDFＧ８)在子痫前期(PE)产妇胎盘组织中的表达,并分析 GDFＧ８通过调控性别决定区

Y框蛋白２(SOX２)的表达影响滋养层细胞增殖、迁移和侵袭能力的分子机制.方法　收集行剖宫产手术的 PE产妇和正常产妇

的胎盘组织,qRTＧPCR 法 检 测 胎 盘 组 织 中 GDFＧ８ mRNA 表 达.体 外 培 养 人 绒 毛 膜 滋 养 层 细 胞 系 HTRＧ８/SVneo细 胞,将

pcDNAＧGDFＧ８、pcDNAＧNC１、pcDNAＧSOX２、pcDNAＧNC２、pcDNAＧGDFＧ８＋siＧSOX２和pcDNAＧGDFＧ８＋siＧNC分别转染入细胞,

用正常培养、不做转染处理的细胞作为对照.qRTＧPCR 法检测细胞中 GDFＧ８和 SOX２mRNA 的表达水平.CCK８法检测细胞

增殖能力.EdU 染色并计数实时增殖的活细胞数占比.划痕实验检测细胞迁移能力.Transwell小室实验测定细胞侵袭能力.

Westernblot法检测细胞中 GDFＧ８、SOX２、增殖细胞核抗原(PCNA)、Ki６７、基质金属蛋白酶２(MMPＧ２)、MMPＧ９蛋白的表达水

平.结果　与正常产妇比较,PE产妇胎盘组织中 GDFＧ８mRNA表达水平降低(t＝３５．１７４,P＜０．００１).与pcDNAＧNC１组比较,

pcDNAＧGDFＧ８组的 HTRＧ８/SVneo细胞增殖能力、EdU 染色阳性细胞占比、细胞划痕愈合率以及 PCNA、Ki６７、MMPＧ２和 MMPＧ９
蛋白相对表达水平均升高,细胞侵袭数目增多(t＝２１．０５２、３５．１７４、４７．６０２、１９．７５１、２０．５１９、２８．４１２、２５．０１６、６９．４５３,P＜０．００１);细胞

中SOX２mRNA和蛋白相对表达水平均升高(t＝３１．５２０、２６．４７８,P＜０．００１).与pcDNAＧNC２组比较,pcDNAＧSOX２组的 HTRＧ８/

SVneo细胞增殖能力、EdU 染色阳性细胞占比、细胞划痕愈合率以及PCNA、Ki６７、MMPＧ２和 MMPＧ９蛋白相对表达水平均升高,

细胞侵袭数目增多(t＝１８．０２５、２６．５１０、３２．５１８、２２．６９０、２１．５４７、２４．７５１、２０．９５７、５９．１２０,P＜０．００１).与pcDNAＧGDFＧ８＋siＧNC组比

较,pcDNAＧGDFＧ８＋siＧSOX２组的 HTRＧ８/SVneo细胞增殖能力、EdU 染色阳性细胞占比、细胞划痕愈合率以及 PCNA、Ki６７、

MMPＧ２和 MMPＧ９蛋白相对表达水平均降低,细胞侵袭数目减少(t＝１３．０８５、１９．２５０、２６．５１０、１５．４２０、１４．８６２、２４．５９９、２６．７４３、

７２．０６１,P＜０．００１).结论　PE产妇胎盘组织中 GDFＧ８表达降低,过表达 GDFＧ８可能通过诱导SOX２表达促进滋养层细胞增殖、

迁移和侵袭,从而影响PE的发生发展.
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GDFＧ８regulatestrophoblastcellproliferation,migration,andinvasionbymodulatingSOX２expression
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[Abstract]ObjectiveToinvestigatetheexpressionofgrowthdifferentiationfactorＧ８(GDFＧ８)intheplacentaltissueofpatientswith

preeclampsia(PE)andtoexplorethemolecularmechanismbywhichGDFＧ８regulatestheproliferation,migration,andinvasionof

trophoblastcellsbymodulatingtheexpressionofsexdeterminingregionYＧbox２(SOX２)．MethodsPlacentaltissueswerecollected

fromPEpatientsandhealthypregnantwomenundergoingcesareansection．ThemRNAexpressionlevelofGDFＧ８inplacental

tissueswasdetectedbyquantitativerealＧtimePCR (qRTＧPCR)．ThehumanchorionictrophoblastcelllineHTRＧ８/SVneowas

culturedinvitro．CellsweretransfectedwithpcDNAＧGDFＧ８,pcDNAＧNC１,pcDNAＧSOX２,pcDNAＧNC２,pcDNAＧGDFＧ８＋siＧSOX２,

andpcDNAＧGDFＧ８＋siＧNC,respectively．Cellsculturedundernormalconditionswithouttransfectionwereusedasthecontrol．The

mRNAexpressionlevelsofGDFＧ８andSOX２weredetectedbyqRTＧPCR．CellproliferationwasassessedusingtheCCKＧ８assay．

TheproportionofEdUＧpositiveproliferatingcellswascalculated．Cellmigrationabilitywasevaluatedusingascratchassay,and

invasionabilitywasassessedusingtheTranswellchamberassay．Westernblotanalysiswasusedtodeterminetheproteinexpression
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levelsofGDFＧ８,SOX２,proliferatingcellnuclearantigen(PCNA),Ki６７,matrixmetalloproteinaseＧ２(MMPＧ２),andMMPＧ９．Results

Comparedwithnormalpregnantwomen,theexpressionlevelofGDFＧ８ mRNAintheplacentaltissueofPE patients was

significantlydecreased(t＝３５．１７４,P＜０．００１)．ComparedwiththepcDNAＧNC１group,theHTRＧ８/SVneocellsinthepcDNAＧGDFＧ８

groupshowedsignificantlyenhancedproliferation,increasedproportionofEdUＧpositivecells,improvedscratchwoundhealingrate,

upregulatedexpressionofPCNA,Ki６７,MMPＧ２,andMMPＧ９proteins,andincreasednumberofinvadingcells(t＝２１．０５２,３５．１７４,

４７．６０２,１９．７５１,２０．５１９,２８．４１２,２５．０１６and６９．４５３,respectively,P＜０．００１)．BothSOX２mRNAandproteinexpressionlevelswere

alsosignificantlyelevatedinthesecells(t＝３１．５２０and２６．４７８,respectively,P＜０．００１)．ComparedwiththepcDNAＧNC２group,the

pcDNAＧSOX２groupexhibitedenhancedcellproliferation,higherproportionofEdUＧpositivecells,improvedscratchwoundhealing

rate,upregulatedexpressionofPCNA,Ki６７,MMPＧ２,andMMPＧ９proteins,andincreasedcellinvasion(t＝１８．０２５,２６．５１０,３２．５１８,

２２．６９０,２１．５４７,２４．７５１,２０．９５７and５９．１２０,respectively,P＜０．００１)．Incontrast,comparedwiththepcDNAＧGDFＧ８＋siＧNCgroup,

cellsinthepcDNAＧGDFＧ８＋siＧSOX２groupshowedreducedproliferation,lowerproportionofEdUＧpositivecells,decreasedscratch

healingrate,downregulatedexpressionofPCNA,Ki６７,MMPＧ２,andMMPＧ９,andreducedcellinvasion(t＝１３．０８５,１９．２５０,２６．５１０,

１５．４２０,１４．８６２,２４．５９９,２６．７４３and７２．０６１,respectively,P＜０．００１)．ConclusionTheexpressionofGDFＧ８isdecreasedinthe

placentaltissueofpatientswithPE．OverexpressionofGDFＧ８maypromotetheproliferation,migration,andinvasionoftrophoblast

cellsbyinducingSOX２expression,therebyinfluencingtheoccurrenceanddevelopmentofPE．
[Keywords]preeclampsia;trophoblastcell;GDFＧ８;SOX２;proliferation;migration;invasion

　　子痫前期(preeclampsia,PE)是“大产科综合征”

之一,是一种危及生命的妊娠相关心血管疾病,以妊

娠２０周时出现高血压和蛋白尿为特征,是孕产妇和

围产期发病率和死亡率的主要原因;子痫前期易引

发早产[１Ｇ２].研究发现,人胎盘滋养层细胞增殖、迁

移和侵袭的失调可导致胎盘功能障碍和产科并发

症,是诱导PE发病的主要原因[３].积极探索滋养层

细胞增殖、迁移和侵袭的精确分子机制对于PE的治

疗研究具有重要意义.生长 分 化 因 子Ｇ８(growth

differentiationfactorＧ８,GDFＧ８)最初发现被命名为

肌肉生长抑制素,属于转化生长因子β(transforming

growthfactorβ,TGFＧβ)超家族的成员,负调节骨骼

肌生长[４].在人胎盘中能够检测到 GDFＧ８的表达,

对绒毛膜滋养层细胞具有促侵袭作用,参与子宫肌

瘤、PE和多囊卵巢综合征等生殖功能障碍性疾病的

病理生理学[５Ｇ６].Yoon等[７]研究报道,在体外猪试

管婴儿胚胎发育中外源性 GDFＧ８可通过诱导性别决

定区 Y 框蛋白２(sexdeterminingregionYＧbox２,

SOX２)的表达影响植入前胚胎发育.SOX２在胚胎

早期发育过程中多能性内细胞团的出现和维持中起

着至关重要的作用,缺乏 SOX２ 会导致胚胎致死

性[８].SOX２对于植入前胚胎中滋养外胚层的形成

也十分重要[９].最新的研究表明,高血糖诱导的内

皮外泌体通过 PumilioRNA 结合蛋白家族成员２
(pumilioRNAＧbindingfamilymember２,PUM２)介

导的SOX２抑制触发滋养层失调和胎盘异常[１０],提

示SOX２可能参与滋养层功能的调控,但 GDFＧ８和

SOX２在滋养层功能中的相关研究较少.基于此,本

研究探索 GDFＧ８和SOX２在滋养层细胞生物学行为

中的调控作用以及二者之间的相互作用机制.

１材料与方法

１．１临床资料

选择２０２０年７月至２０２１年８月在本院行剖宫

产手术的PE产妇２０例,诊断符合«妊娠期高血压疾

病诊治指南(２０２０)»[１１]中的标准.年龄 (２９．５３±

３．１２)岁,体质量指数(BMI)(２７．０３±１．８１)kg/m２,孕

周(３７．５６±１．７２)周.选取同时期行剖宫产手术的正

常产妇２０例,年龄(２９．１８±３．５２)岁,BMI(２６．４１±

１．３５)kg/m２,孕周(３７．４５±１．６３)周.PE产妇的基本

资料与 正 常 产 妇 比 较,差 异 无 统 计 学 意 义 (P ＞

０．０５).本研究已获得伦理委员会批准(CSSDSYYＧ

YXLLＧSCＧ２０２１Ｇ１０Ｇ１９).

１．２实验细胞

人绒毛膜滋养层细胞系 HTRＧ８/SVneo细胞(货

号C１０１６,批号２３０９１１４５１,上海盈湾生物科技有限

公司).

１．３试剂与仪器

RPMI１６４０ 培 养 基 (货 号 LM８７０７７C,批 号

L４５３７８９,上海联迈生物工程有限公司);胎牛血清

(货号３５Ｇ０８１ＧCV,批号 HY４３５４０８９,上海华雅思创

８
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生物科技有限公司);GDFＧ８过表达质粒(pcDNAＧ

GDFＧ８)及空载体对照质粒(pcDNAＧNC１)、SOX２过

表达 质 粒 (pcDNAＧSOX２)及 空 载 体 对 照 质 粒

(pcDNAＧNC２)(南京金斯瑞生物科技有限公司);

SOX２小干扰 RNA 序列(siＧSOX２)及阴性对照序列

(siＧNC)(上海吉玛公司);Lipofectamin３０００转染试

剂 盒 (货 号 １１６６８０１９,批 号 ３０００１５０００),SYBR

Premix Ex Taq 试 剂 盒 (货 号 １１７９０２００,批 号

S７５１４０００５０)均购自美国ThermoFisher公司;CCKＧ

８试剂盒(货号４０２０３ES６０,批号 E７５４８６１０,艾美捷

科技有限公司);RNAEasyFast动物组织/细胞总

RNA提取试剂盒(货号 DP４５１,批号 D４５０１２Ｇ１１),

FastKing一步法除基因组cDNA第一链合成预混试

剂(货号 KR１１８,批号 K３５７２２Ｇ０３)购自天根生化科

技(北京)有限公司.EdU 染色试剂盒(货号９０６０３Ｇ

６,批号 EU４３８５１７２Ｇ２,上海雅吉生物科技 有 限 公

司);Transwell小室(货号３４５０,批号 TW１２１５４３,北

京杰辉博高生物技术有限公司);Matrigel基质胶(货

号３５４２３０,批号C４４５０５,美国Corning公司);GDFＧ８
抗体(货号 ABP５４５０５,批号１７４５３０Ｇ１)、SOX２抗体

(货号 PACO３３７０６,批号３５３５４２Ｇ３)、增殖细胞核抗

原(proliferatingcellnuclearantigen,PCNA)抗体

(货号 CAF５０２５０,批号１２７４５３Ｇ６)、Ki６７抗体(货号

１０RＧKR００１,批 号 ２７４６１８Ｇ２)、基 质 金 属 蛋 白 酶 ２
(matrix metalloproteinase２,MMPＧ２)抗 体 (货 号

５５６２RＧ３０T,批 号 ３３４５４５Ｇ１)、基 质 金 属 蛋 白 酶 ９
(matrix metalloproteinase９,MMPＧ９)抗 体 (货 号

AＧABV１０３８７,批号１３１４５１Ｇ２)、GAPDH 抗体(货号

CAF５０１２４,批号２２４５２２Ｇ１)以及生物素偶联的山羊

抗兔IgG(H＋L)二抗(货号 NDCＧABBＧMBLT０ZＧ１,

批号１３０１０４Ｇ２,武汉艾美捷科技有限公司).

Tanon１６００型全自动数码凝胶图像分析系统

(上海天能有限公司);SynergyH１型多功能酶标仪

[美国伯腾仪器有限公司(BioTek)];BX５３型荧光显

微镜(奥林巴斯株式会社).

１．４方法

１．４．１qRTＧPCR法检测胎盘组织中 GDFＧ８基因

表达

使用 TRIzol试剂和RNAEasyFast动物组织/

细胞总 RNA 提取试剂盒提取胎盘组织中总 RNA.

使用FastKing一步法除基因组cDNA 第一链合成

预混试剂反转录合成cDNA.使用 SYBRPremix

ExTaq试剂盒在qRTＧPCR仪上进行qRTＧPCR分

析.qRTＧPCR扩增引物序列见表１.反应条件为:

９５℃５min;９５℃４５s,６０℃４５s,７２℃６０s,(此步骤采

集荧光信号);共进行４０个循环.以 GAPDH 为内参

基因,采用２－ΔΔCt法对目的基因表达量进行相对定量.

１．４．２细胞培养

HTRＧ８/SVneo细胞培养于添加１０％胎牛血清、

１％青霉素Ｇ链霉素的RPMI１６４０完全培养基中,置于

３７℃恒温、湿润的５％CO２的细胞培养箱中培养.每

２~３d换液一次,选取生长状态良好的指数生长期细

胞进行后续实验.

１．４．３细胞分组与转染

指数生长期的 HTRＧ８/SVneo细胞,种１×１０５

个/孔接种于２４孔板,细胞贴壁后按照分组进行转

染.根据 转 染 载 体 不 同,分 别 用 pcDNAＧGDFＧ８、

pcDNAＧNC１、pcDNAＧSOX２、pcDNAＧNC２、pcDNAＧ

GDFＧ８＋siＧSOX２和pcDNAＧGDFＧ８＋siＧNC转染细

胞,分 为 pcDNAＧGDFＧ８ 组、pcDNAＧNC１ 组、

pcDNAＧSOX２组、pcDNAＧNC２组、pcDNAＧGDFＧ８＋

siＧSOX２组和pcDNAＧGDFＧ８＋siＧNC组.用正常培

养、不做转染处理的细胞为对照组.细胞转染过程

严格按照 Lipofectamin２０００转染试剂盒说明书进

行,转染４８h后,采用qRTＧPCR 法和 Westernblot
法检测转染效率.

１．４．４qRTＧPCR 法检测 HTRＧ８/SVneo细胞中

GDFＧ８和SOX２基因表达

实验操作过程同１．４．１,实验所用引物序列见

表１.

表１　引物序列

Table１　Primersequences

基因 序列(５′—３′)
预期扩增产

物长度(bp)

GDFＧ８ 上游 TTTTACCCAAAGCTCCTCCA １１２

下游 GAGTCTCGACGGGTCTCAAA

SOX２ 上游 GACCAGCTCGCAGACCTACAT ８６

下游 ATGGAGCCAAGAGCCATGC

GAPDH 上游 GAGTCAACGGATTTGGTCGT １７８

下游 GACAAGCTTCCCGTTCTCAG
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　　１．４．５Westernblot法检测 HTRＧ８/SVneo细胞

中相关蛋白因子的表达

在 RIPA 裂解缓冲液中裂解 HTRＧ８/SVneo细

胞提取蛋白质,用 BCA 试剂盒定量.取１０μg蛋白

样品进行１０％SDSＧPAGE分离,并转移到PVDF膜

上.用５％脱脂牛奶的 TBSＧT 缓冲液,于室温封闭

膜１h,TBSＧT 洗膜３次,向膜上分别滴加一抗,在

４℃下共同孵育过夜,一抗为 GDFＧ８(１∶１５００)、

SOX２(１∶１５００)、PCNA(１∶１５００)、Ki６７(１∶

１５００)、MMPＧ２(１∶１０００)、MMPＧ９(１∶１０００)、

GAPDH(１∶１０００).次日,TBSＧT 洗膜３次,滴加

二抗(１∶５０００),在室温下与膜共同孵育２h,TBSＧT
洗膜３次.采用ECL化学发光底物显影目的蛋白条

带.凝胶成像系统拍照,使用ImageJ软件测定蛋白

条带灰度值.

１．４．６CCKＧ８法检测 HTRＧ８/SVneo细胞活力

HTRＧ８/SVneo细胞,种１×１０３个/孔于９６孔

板,细胞培养２４h,弃培养基,更换成含有１０％CCKＧ８
试剂的 培 养 基,继 续 孵 育 ４h 后,上 机 酶 标 仪,在

４５０nm 处测定各孔吸光度(OD)值,以 OD值指示细

胞增殖能力.

１．４．７EdU 染色实验检测 HTRＧ８/SVneo细胞

增殖能力

HTRＧ８/SVneo细胞,种１×１０５个/孔于２４孔培

养板,常规培养２４h,弃培养基,每孔加１００μLEdU
工作液(５０μmol/L),培养箱中孵育２h.４％多聚甲

醛固定３０min;每孔加入１００μLTritonXＧ１００通透液

(０．５％),室温孵育１５min;每孔加入１００μL 的１×

Apollo染色反应液,室温避光孵育３０min,弃反应

液;用DAPI染液复染细胞核(蓝色)３０min.荧光显

微镜下镜检拍照,计算 EdU 染色阳性细胞占比.

EdU染色阳性细胞(红色)占比＝红色细胞数/蓝色

细胞数×１００％.

１．４．８划痕实验检测 HTRＧ８/SVneo细胞 迁 移

能力

收集各组 HTRＧ８/SVneo细胞,按１×１０４个/孔

密度接种至６孔板,培养２４h后,用２００μL移液枪的

枪头在细胞上进行单层划线,做好标记,培养箱内继

续培养２４h后,于显微镜下拍照细胞划痕,细胞划痕

愈合率＝(０h划痕距离－２４h划痕距离)/０h划痕距

离×１００％.

１．４．９Transwell小室测定 HTRＧ８/SVneo细胞

侵袭能力

按１∶８的比例用无血清培养基稀释 Matrigel.

取５０μL Matrigel包 被 Transwell小 室.HTRＧ８/

SVneo细胞,接种１×１０５/mL至 Transwell小室,下

室２４孔板中添加６００μLRPMI１６４０完全培养基.

连续培养２４h后,用棉签轻轻擦去 Transwell小室内

膜细胞,用４％多聚甲醛固定外膜细胞,０．１％的结晶

紫染色.使用光学显微镜拍照并计数细胞.

１．５统计学处理

采用PrismGraphPadv８软件进行统计学分析.

以均数±标准差(x－±s)的形式表示计量数据.两组

间比较采用t检验;多组间比较采用单因素方差分

析,并采用事后 Turkey􀆳s检验进行组间多重比较分

析.以P＜０．０５为差异有统计学意义.

２结果

２．１PE产妇 与 正 常 产 妇 胎 盘 组 织 中 GDFＧ８

mRNA表达水平测定和比较

与正常产妇比较,PE 产妇胎盘组织中 GDFＧ８

mRNA(０．４７±０．０５vs．１．００±０．１０)显著降低(t＝

３５．１７４,P＜０．００１).

２．２过表达GDFＧ８对滋养层细胞增殖的影响

与对照比较,pcDNAＧGDFＧ８组 GDFＧ８ mRNA
表达水平和蛋白相对表达水平均 显 著 升 高 (t＝

１２．５１０、１２．６０８,P＜０．００１);与pcDNAＧNC１组比较,

pcDNAＧGDFＧ８组细胞中GDFＧ８mRNA表达水平和

蛋白相对表达水平均显著升高(t＝１２．６５９、１２．７６０,

P＜０．０５),图 １.与 pcDNAＧNC１ 组比较,pcDNAＧ

GDFＧ８组细胞增殖能力、EdU染色阳性细胞占比、细

胞中PCNA蛋白表达水平和 Ki６７蛋白表达水平均

显著升高(t＝２１．０５２、３５．１７４、１９．７５１、２０．５１９,P＜

０．００１),图２和图３.

２．３过表达GDFＧ８对滋养层细胞迁移和侵袭的

影响

与pcDNAＧNC１组比较,pcDNAＧGDFＧ８组细胞

划痕愈合率、侵袭数目、MMPＧ２ 蛋白表达水平和

MMPＧ９蛋白相对表达水平均显著升高(t＝４７．６０２、

６９．４５３、２８．４１２、２５．０１６,P＜０．００１),图４.
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注:A图为qRTＧPCR检测细胞中 GDFＧ８mRNA表达水平;B、C图为 Westernblot检测细胞中 GDFＧ８蛋白表达水平;与 Control
组比较,∗P＜０．０５,与pcDNAＧNC１组比较,＃P＜０．０５.

图１　转染pcDNAＧGDFＧ８后 HTRＧ８/SVneo细胞中GDFＧ８mRNA和蛋白表达水平

Fig．１　ExpressionlevelsofGDFＧ８mRNAandproteininHTRＧ８/SVneocellsaftertransfectionwithpcDNAＧGDFＧ８

　　注:A图为CCKＧ８法检测细胞增殖能力;B、C、D图为 Westernblot检测细胞内相关蛋白表达水平;与pcDNAＧNC１组比较,＃P＜０．０５.

图２　过表达GDFＧ８对滋养层细胞增殖和增殖蛋白表达的影响

Fig．２　EffectofGDFＧ８overexpressionontrophoblastcellproliferationandexpressionofproliferationＧrelatedproteins

　　注:A图为EdU染色结果;B图为EdU染色阳性细胞占比统计柱状图;与pcDNAＧNC１组比较,＃P＜０．０５.

图３　荧光显微镜下观察过表达GDFＧ８对滋养层细胞增殖的影响(EdU染色,×２００)

Fig．３　EffectofGDFＧ８overexpressionontrophoblastcellproliferationobservedunder

afluorescencemicroscope(EdUstaining,×２００)

　　２．４过表达GDFＧ８对滋养层细胞SOX２表达的

影响

与pcDNAＧNC１组比较,pcDNAＧGDFＧ８组细胞

中SOX２mRNA 和SOX２蛋白相对表达水平均显

著升高(t＝３１．５２０、２６．４７８,P＜０．００１),图５.

２．５过表达SOX２对滋养层细胞增殖的影响

与对 照 比 较,pcDNAＧSOX２ 组 细 胞 中 SOX２

mRNA 和 SOX２ 蛋白相对表达水平均显著升高

(t＝１４．６６６、１４．３２９,P＜０．００１);与pcDNAＧNC２组

比 较,pcDNAＧSOX２ 组 细 胞 中 SOX２ mRNA 和

SOX２蛋白相对表达水平均显著升高(t＝１４．７９５、

１４．４５２,P＜０．０５),图６.与 pcDNAＧNC２组比较,

pcDNAＧSOX２组细胞增殖能力、细胞中PCNA蛋白

表达水平和 Ki６７蛋白相对表达水平、EdU 染色阳

性细胞占比均显著升高(t＝１８．０２５、２２．６９０、２１．５４７、

２６．５１０,P＜０．００１),图７和图８.
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注:A图为划痕细胞迁移实验结果;B图为 Transwell细胞侵袭实验结果(×２００);C图为 Westernblot实验结果;与pcDNAＧNC１

组比较,＃P＜０．０５.

图４　过表达GDFＧ８对滋养层细胞迁移、侵袭和侵袭蛋白表达的影响

Fig．４　EffectofGDFＧ８overexpressionontrophoblastcellmigration,invasion,andexpressionofinvasionＧrelatedproteins

注:A图为qRTＧPCR检测SOX２mRNA表达水平结果;B、C图为 Westernblot检测SOX２蛋白表达水平结果;与pcDNAＧNC１组

比较,＃P＜０．０５.

图５　过表达GDFＧ８对滋养层细胞SOX２表达的影响

Fig．５　EffectofGDFＧ８overexpressionontheexpressionofSOX２introphoblastcells
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注:A图为qRTＧPCR 检测 SOX２ mRNA 表达水平;B、C 图为 Westernblot检测 SOX２ 蛋白表达水平;与 Control组比较,

∗P＜０．０５;与pcDNAＧNC２组比较,&P＜０．０５.

图６　转染pcDNAＧSOX２后 HTRＧ８/SVneo细胞中SOX２mRNA和蛋白表达水平

Fig．６　ExpressionlevelsofSOX２mRNAandproteininHTRＧ８/SVneocellsaftertransfectionwithpcDNAＧSOX２

　　注:A图为CCKＧ８法检测细胞增殖能力;B图为 Westernblot实验结果;与pcDNAＧNC２组比较,&P＜０．０５.

图７　过表达SOX２对滋养层细胞增殖和增殖蛋白表达的影响

Fig．７　EffectofoverexpressionofSOX２ontrophoblastcellproliferationandexpressionofproliferationＧrelatedproteins

　　注:A图为EdU染色结果;B图为EdU染色阳性细胞占比统计柱状图;与pcDNAＧNC２组比较,&P＜０．０５.

图８　荧光显微镜下观察过表达SOX２对滋养层细胞增殖的影响(EdU染色,×２００)

Fig．８　EffectofoverexpressionofSOX２ontrophoblastcellproliferationunder

fluorescencemicroscope(EdUstaining,×２００)

　　２．６过表达SOX２对滋养层细胞迁移和侵袭的

影响

与pcDNAＧNC２组比较,pcDNAＧSOX２组细胞

划痕愈合率、侵袭数目、MMPＧ２蛋白表达水平和

MMPＧ９蛋白相对表达水平均显著升高(t＝３２．５１８、

５９．１２０、２４．７５１、２０．９５７,P＜０．００１),图９.
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　　２．７沉默SOX２对过表达 GDFＧ８调控滋养层细

胞增殖的影响

与pcDNAＧGDFＧ８组比较,pcDNAＧGDFＧ８＋siＧ

SOX２组细胞中SOX２mRNA和SOX２蛋白相对表

达水平均显著降低(t＝１２．２７６、１１．０９１,P＜０．００１);与

pcDNAＧGDFＧ８＋siＧNC 组 比 较,pcDNAＧGDFＧ８＋

siＧSOX２组细胞中SOX２mRNA和SOX２蛋白相对

表达水平均显著降低(t＝１２．４４２、１１．３６５,P＜０．０５),

图１０.与pcDNAＧGDFＧ８＋siＧNC组比较,pcDNAＧ

GDFＧ８＋siＧSOX２组细胞增殖能力、细胞中 PCNA

蛋白表达水平和 Ki６７蛋白相对表达水平、EdU染色

阳性细胞占比均显著降低(t＝１３．０８５、１５．４２０、１４．８６２、

１９．２５０,P＜０．００１),图１１和图１２.

２．８沉默SOX２对过表达 GDFＧ８调控滋养层细

胞迁移和侵袭的影响

与 pcDNAＧGDFＧ８＋siＧNC 组 比 较,pcDNAＧ

GDFＧ８＋siＧSOX２组细胞划痕愈合率、侵袭数目、细

胞中 MMPＧ２蛋白表达水平和 MMPＧ９蛋白相对表

达水平 均 显 著 降 低 (t＝２６．５１０、７２．０６１、２４．５９９、

２６．７４３,P＜０．００１),图１３.

注:A图为划痕细胞迁移实验结果;B图为 Transwell细胞侵袭实验结果(×２００);C图为 Westernblot实验结果;与pcDNAＧNC２

组比较,&P＜０．０５.

图９　过表达SOX２对滋养层细胞迁移、侵袭和侵袭蛋白表达的影响

Fig．９　EffectofoverexpressionofSOX２ontrophoblastcellmigration,invasion,andexpressionofinvasionＧrelatedproteins
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注:A图为qRTＧPCR检测SOX２mRNA表达水平;B图为 Westernblot检测 SOX２蛋白表达水平;与pcDNAＧGDFＧ８组比较,

△P＜０．０５;与pcDNAＧGDFＧ８＋siＧNC组比较,▲P＜０．０５.

图１０　转染pcDNAＧGDFＧ８＋siＧNC后 HTRＧ８/SVneo细胞中SOX２mRNA和蛋白表达水平

Fig．１０　ExpressionlevelsofSOX２mRNAandproteininHTRＧ８/SVneocells

aftertransfectionwithpcDNAＧGDFＧ８＋siＧNC

注:A图为CCKＧ８法检测细胞增殖能力;B图为 Westernblot实验结果;与pcDNAＧGDFＧ８＋siＧNC组比较,▲P＜０．０５.

图１１　沉默SOX２对过表达GDFＧ８调控滋养层细胞增殖和增殖蛋白表达的影响

Fig．１１　EffectsofsilencingSOX２onGDFＧ８overexpressionＧinducedproliferationand

proliferationＧrelatedproteinexpressionintrophoblastcells

注:A图为EdU染色实验结果;B图为EdU染色阳性细胞占比统计柱状图;与pcDNAＧGDFＧ８＋siＧNC组比较,▲P＜０．０５.

图１２　荧光显微镜下观察沉默SOX２对过表达GDFＧ８调控滋养层细胞增殖的影响(EdU染色,×２００)

Fig．１２　EffectsofsilencingSOX２onGDFＧ８overexpressionＧinducedproliferationintrophoblastcells

observedunderafluorescencemicroscope(EdUstaining,×２００)
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注:A图为划痕细胞迁移实验结果;B图为Transwell细胞侵袭实验结果(×２００);C图为 Westernblot实验结果;与pcDNAＧGDFＧ８＋

siＧNC组比较,▲P＜０．０５.

图１３　沉默SOX２对过表达GDFＧ８调控滋养层细胞迁移、侵袭和侵袭蛋白表达的影响

Fig．１３　EffectsofsilencingSOX２onGDFＧ８overexpressionＧinducedmigration,invasion,

andinvasionＧrelatedproteinexpressionintrophoblastcells

３讨论

３．１GDFＧ８调控滋养层细胞的生物学行为

目前认为 PE 的主要病因和病理生理在于胎

盘,胎盘外滋养层细胞的增殖降低和异常分化是PE
发生的基础[１２],而胎盘细胞滋养层侵入畸形、滋养

层侵入受损、母体螺旋动脉重塑不充分导致胎盘缺

血缺氧是PE发生发展的第一步[１３].GDFＧ８已被证

实参 与 多 种 疾 病 中 细 胞 增 殖、迁 移 和 侵 袭 的 调

控[１４Ｇ１５].Fang 等[１６]研 究 发 现,GDFＧ８ 通 过 诱 导

ALK５ＧSMAD２/３介导的 MMPＧ２表达刺激滋养层

细胞侵袭.本研究检测发现,PE 产妇胎盘组织中

GDFＧ８表达显著降低.在此基础上体外培养滋养层

HTRＧ８/SVneo细胞,分析过表达 GDFＧ８对 HTRＧ

８/SVneo细胞增殖、迁移和侵袭的影响,结果显示,

过表达 GDFＧ８促进了其增殖、迁移和侵袭能力,证

实GDFＧ８参与了 HTRＧ８/SVneo细胞的生物学行为.

３．２GDFＧ８通过介导相关蛋白表达调控滋养层

细胞的生物学行为

PCNA和 Ki６７是滋养层细胞增殖相关标志物

蛋白因子[１７].基质金属蛋白酶(matrixmetalloproＧ

teinases,MMPs)是血管和子宫重塑的重要调节因

子,也是细胞迁移、侵袭的主要蛋白分子.MMPs已

被证明在滋养层侵入子宫壁的过程中表现出蛋白水
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解活 性,MMPs 酶 的 失 调 与 妊 娠 高 血 压、PE 相

关[１８].研究表明,诱导 MMPＧ２和 MMPＧ９表达可

促进滋养层细胞迁移和侵袭[１９].本研究结果显示,

GDFＧ８的过表达显著上调了 PCNA、Ki６７、MMPＧ２
和 MMPＧ９的蛋白表达.该结果表明,过表达 GDFＧ８
可能通过诱导上述蛋白表达促进 HTRＧ８/SVneo细

胞的增殖、迁移和侵袭能力.

３．３过表达GDFＧ８通过介导SOX２的表达调控

滋养层细胞的生物学行为

SOX２是性别决定区 Y 基因家族的成员之一,

对许多发育过程的正常进行至关重要.大量研究表

明,SOX２表达的增加参与促进细胞增殖能力、上皮Ｇ
间质转化、迁移和侵袭能力[２０Ｇ２２].本研究中,过表达

GDFＧ８显著增加了 HTRＧ８/SVneo 细胞中 SOX２

mRNA和蛋白表达水平.过表达 SOX２促进细胞

的增殖、迁移和侵袭.同时,过表达 SOX２也上调

PCNA、Ki６７、MMPＧ２和 MMPＧ９蛋白的表达.该结

果提示,过表达 GDFＧ８可能通过上调SOX２表达促

进 HTRＧ８/SVneo细胞的增殖能力、迁移和侵袭能

力.为进一步确定 HTRＧ８/SVneo细胞中 GDFＧ８
和SOX２的调控关系,本研究在细胞中过表达 GDFＧ

８的 同 时 使 用 沉 默 SOX２ 表 达,结 果 发 现,沉 默

SOX２表达明显减弱了过表达 GDFＧ８对 HTRＧ８/

SVneo细胞增殖、迁移和侵袭的促 进 作 用,沉 默

SOX２ 表 达 亦 减 弱 了 过 表 达 GDFＧ８ 对 HTRＧ８/

SVneo细胞中 PCNA、Ki６７、MMPＧ２和 MMPＧ９蛋

白表达的上调作用.证实SOX２可能是 GDFＧ８调

节 HTRＧ８/SVneo细胞生物学行为的关键因子之

一,过表达 GDFＧ８ 介导的 HTRＧ８/SVneo细胞增

殖、迁移和侵袭的提升能够被沉默SOX２表达部分

逆转.

综上所述,GDFＧ８可能通过上调SOX２表达促

进 HTRＧ８/SVneo细胞增殖能力、迁移和侵袭能力,

以阻遏PE的进展.本研究揭示了 PE的发病机制

中的新的重要因子,为 PE的治疗提供了新的治疗

靶点.目前本研究不足之处在于仅在体外细胞层面

开展了实验,后期仍需在体内实验进一步验证.
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