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miRＧ２１靶向RASA１调节RASＧMAPK通路
对子痫前期滋养层细胞功能的影响

丁忠英１,陆　艳２,沈伟卫３,沈国松１

(湖州市妇幼保健院１．医学检验中心;２．妇科;３．产科,浙江 湖州３１３０００)

[摘　要]目的　探讨微小 RNAＧ２１(miRＧ２１)靶向 RasGTP 酶 活 化 蛋 白１(rasGTPaseＧactivatingprotein１,RASA１)调 节

RASＧ丝裂原活化蛋白激酶(RASＧmitogenＧactivatedproteinkinase,RASＧMAPK)通路对子痫前期(PE)滋养层细胞功能的影响.

方法　收集２０２３年１月至１２月在湖州市妇幼保健院治疗的４０例PE患者和４０例正常分娩孕妇的胎盘组织.RTＧPCR检测PE
患者和正常孕妇胎盘组织中 miRＧ２１和 RASA１mRNA表达水平;将滋养层 HTRＧ８/SVneo细胞分为 CK 组、miRNC组、miRＧ２１

mimic组、miRＧ２１mimic＋oeＧNC组、miRＧ２１mimic＋oeＧRASA１组;RTＧPCR检测各组 HTRＧ８/SVneo细胞中 miRＧ２１和 RASA１

mRNA表达水平;CCKＧ８实 验 检 测 细 胞 增 殖 情 况;Transwell实 验 检 测 细 胞 迁 移 和 侵 袭 情 况;流 式 细 胞 术 检 测 细 胞 凋 亡 率;

Westernblot检测细胞EＧcadherin、NＧcadherin、vimentin、Bax、BclＧ２、RASA１及 RASＧMAPK通路相关蛋白的表达;验证 miRＧ２１与

RASA１的靶向关系.结果　PE患者胎盘组织中 miRＧ２１表达水平显著低于正常孕妇胎盘组织,RASA１mRNA 表达水平显著高

于正常孕妇胎盘组织(t值分别为２４．３９３、１５．９１７,P＜０．００１).CK 组、miRNC组、miRＧ２１mimic组、miRＧ２１mimic＋oeＧNC组、

miRＧ２１mimic＋oeＧRASA１组的 HTRＧ８/SVneo细胞中 miRＧ２１和 RASA１mRNA表达水平比较,差异均有统计学意义(F 值分别

４０９．４４４、６３３．０６５,P＜０．００１);五组 HTRＧ８/SVneo细胞 OD４５０值(４８h、７２h)、迁移数、侵袭数、凋亡率比较,差异均有统计学意义

(F 值分别为３２．０７４、２９．４２８、７０．９３４、１０３．１７０、７１．８４９,P＜０．００１);五组 HTRＧ８/SVneo细胞中 EＧcadherin、NＧcadherin、vimentin、

Bax、BclＧ２、RASA１蛋白表达水平比较,差异均有统计学意义(F 值分别为５０．５９７、９２．８６０、５７．１７７、４８．２７２、９０．２３５、５５．２４９,P＜

０．００１);五组 HTRＧ８/SVneo细胞中pＧRaf/Raf、pＧMEK/MEK和pＧERK/ERK 蛋白表达水平比较,差异均有统计学意义(F 值分

别为１００．９３１、８７．７０９、７５．２４４,P＜０．００１).miRＧ２１mimic＋RASA１ＧWT组荧光素酶活性显著低于 miRＧNC＋RASA１ＧWT组(q＝

２２．５７０,P＜０．０５).结论　miRＧ２１可能通过下调 RASA１来激活 RASＧMAPK通路,进而促进 HTRＧ８/SVneo细胞增殖、迁移和上

皮间质转化,降低细胞凋亡率,改善滋养层细胞功能.
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EffectofmiRＧ２１targetingRASA１toregulateRASＧMAPKsignalpathway
onfunctionoftrophoblastcellsinpreeclampsia
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[Abstract]ObjectiveToinvestigateeffectofmicroRNA２１ (miRＧ２１)targetingrasGTPaseＧactivatingprotein１ (RASA１)to

regulateRASＧmitogenＧactivatedproteinkinase (RASＧMAPK)signalpathwayonfunctionoftrophoblastcellsinpreeclampsia
(PE)．MethodsTheplacentaltissuesof４０patientswithPEand４０parturientwomenwithnormaldeliverywhoadmittedtoHuzhou

Maternal& Child Health Care Hospitalfrom Januaryto December２０２３ werecollected．RealＧtimefluorescencequantitative

polymerasechainreaction(RTＧqPCR)wasusedtodetectexpressionlevelsofmiRＧ２１andRASA１mRNAintheplacentaltissuesof

PEpatientsandnormalpregnantwomen．Thehumantrophoblastcellline８/SV４０immortalizedcells(HTRＧ８/SVneo)weredivided

intonormalculturegroup(CKgroup),miR NCtransfectiongroup(miR NCgroup),miRＧ２１mimictransfectiongroup(miRＧ２１

mimicgroup),miRＧ２１ mimic＋oeＧNCtransfectiongroup (miRＧ２１ mimic＋oeＧNC group)and miRＧ２１ mimic＋oeＧRASA１

transfectiongroup(miRＧ２１mimic＋oeＧRASA１)group,andtheRTＧqPCRwasappliedtodetectexpressionlevelsofmiRＧ２１and

RASA１mRNAinthetrophoblastHTRＧ８/SVneocellsinthefivegroups．CCKＧ８reagenttestwasappliedtodetectproliferationof

thecells．Transwellexperimentwasappliedtodetectmigrationandinvasionofthecells．Flowcytometrywasappliedtodetectrate
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ofcellapoptosis．WesternblotwasappliedtodetectexpressionsofEＧcadherin,NＧcadherin,vimentin,Bax,BclＧ２,RASA１,andRASＧ

MAPKpathwayrelatedproteinsinthecells．ThetargetingrelationshipbetweenmiRＧ２１andRASA１wasvalidated．ResultsThe

expressionlevelofmiRＧ２１inPEplacentaltissueswassignificantlylowerthanthatinthenormalplacentaltissues,whilethe

expressionlevelofRASA１ mRNA wassignificantlyhigherthanthatinthenormalplacentaltissues (t＝２４．３９３and１５．９１７

respectively,bothP＜０．００１)．TheexpressionlevelsofmiRＧ２１andRASA１mRNAinHTRＧ８/SVneocellsamongtheCKgroup,the

miRＧNCgroup,the miRＧ２１ mimicgroup,the miRＧ２１ mimic＋oeＧNCgroupandthe miRＧ２１ mimic＋oeＧRASA１group were

comparedandshowedstatisticallysignificantdifferences(F＝４０９．４４４and６３３．０６５respectively,bothP＜０．００１)．Therewere

statisticallysignificantdifferencesinOD４５０values(４８h,７２h),migrationnumber,invasionnumberandapoptosisrateofHTRＧ８/

SVneocellsamongthefivegroups(F＝３２．０７４,２９．４２８,７０．９３４,１０３．１７０and７１．８４９respectively,allP＜０．００１)．Andalso,there

werestatisticallysignificantdifferencesinEＧcadherin,NＧcadherin,vimentin,Bax,BclＧ２andRASA１amongthefiveHTRＧ８/SVneo

cellsgroups(F＝５０．５９７,９２．８６０,５７．１７７,４８．２７２,９０．２３５and５５．２４９respectively,allP＜０．００１)．Thecomparisonofprotein

expressionlevelsofpＧRaf/Raf,pＧMEK/MEK andpＧERK/ERKinthe HTRＧ８/SVneocellsamongthefivegroupsshowed

statisticallysignificantdifferences(F＝１００．９３１,８７．７０９and７５．２４４respectively,allP＜０．００１)．TheluciferaseactivityinthemiRＧ２１

mimic＋oeＧRASA１Ｇwildtypetransfectiongroup(miRＧ２１mimic＋RASA１ＧWTgroup)wassignificantlylowerthanthatinthemiRＧ

NC＋RASA１Ｇwildtypetransfectiongroup (miRＧNC＋RASA１ＧWTgroup)(q＝２２．５７０,P＜０．００１)．Conclusion MiRＧ２１ may
activateRASＧMAPKpathwaybydownＧregulatingRASA１,andthenpromoteproliferation,migrationandepithelialＧmesenchymal

transitionoftheHTRＧ８/SVneocells,thereby,reduceapoptosisrateandimprovefunctionofthetrophoblastcells．
[Keywords]preeclampsia;functionoftrophoblastcell;miRＧ２１;RASA１;RASＧMAPKpathway

　　子痫前期(preeclampsia,PE)是一种妊娠２０周

后出现高血压和蛋白尿症状的妊娠疾病,可导致严

重的多系统器官如肾脏、肝脏损害,以及胎儿早产或

死亡等,严重者甚至威胁孕妇生命[１].PE的发病机

制尚不明确,临床治疗多以维持母胎稳定适时终止

妊娠为主[２].研究显示绒毛外滋养层细胞增殖、迁

移和上皮间质转化(epithelialＧmesenchymaltransiＧ

tion,EMT)功能降低是引发 PE的主要因素[３].因

此改善绒毛外滋养层细胞生理学功能对治疗 PE具

有重要意义.随着分子生物技术的快速发展,从分

子水平干预已成为治疗多种疾病的重点研究方向.

微小 RNA(microRNA,miRNA)是一种非编码小

RNA,可经影响其靶基因表达调控细胞的正常生理

代谢过程[４].研究显示,miRＧ２１在 PE孕妇血清中

低表达[５].miRＧ２１在 PE胎盘组织中表达被抑制,

过表达 miRＧ２１可通过抑制 RasGTP酶活化蛋白１
(rasGTPaseＧactivatingprotein１,RASA１)表达来促

进滋养 层 细 胞 增 殖 和 侵 袭,降 低 细 胞 凋 亡 率[６].

miRＧ２１ 在 PE 中 发 挥 生 物 学 作 用 可 能 与 调 控

RASA１有关,生物信息学预测 miRＧ２１和RASA１存

在靶向结合位点.Zhang等[７]研究表明,RASA１是

一种信号支架蛋白,通过抑制 RASＧ丝裂原活化蛋白

激酶(RASＧmitogenＧactivatedproteinkinase,RASＧ

MAPK)信号通路可抑制细胞的生长和增殖过程;

RASA１在复发性流产孕妇绒毛滋养层细胞中高表

达,通过抑制RASＧMAPK通路活性可抑制人滋养层

细胞系８/SV４０永生化细胞(humantrophoblastcell

line８/SV４０immortalizedcellline,HTRＧ８/SVneo)

增殖和迁移能力,并促进细胞凋亡.张俊等[８]研究

表明,RASA１调节 RASＧMAPK 通路可抑制细胞增

殖和迁移.本研究旨在探讨 miRＧ２１是否可通过靶

向RASA１调节RASＧMAPK通路影响PE患者滋养

层细胞的功能.

１研究材料与方法

１．１研究材料

１．１．１实验细胞和组织来源

依据«妇产科学»[９]中对 PE的诊疗标准.收集

２０２３年１月至１２月在湖州市妇幼保健院治疗的４０
例PE患者和４０例正常分娩孕妇的胎盘组织.人绒

毛膜滋养层 HTRＧ８/SVneo细胞购自苏州海星生物

科技有限公司.

本研究通过湖州市妇幼保健院医学伦理委员会

审批(２０２２ＧRＧ０１６).

１．１．２主要试剂

RPMI１６４０培养基和胎牛血清购自北京达科生

物技术有限公司;总RNA提取试剂盒和RTＧPCR试

剂盒购自北京博蕾德生物科技有限公司;CCKＧ８试

０３
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剂盒、Transwell小室购自北京柯兰生物科技有限公

司;细胞凋亡检测试剂盒、BCA试剂盒购自北京兴怡

雅创 生 物 技 术 有 限 公 司;EＧcadherin、NＧcadherin、

vimentin、Bax、BclＧ２、RASA１、Raf、pＧRaf、MEK、

pＧMEK、ERK、pＧERK、βＧactin抗体购自北京达科生

物技术有限公司.

１．２实验方法

１．２．１miRＧ２１和 RASA１mRNA 表达的检测

提取PE、正常孕妇胎盘组织和细胞的总 RNA,

逆转录为cDNA 后进行荧光定量 PCR 扩增,计算

miRＧ２１和 RASA１mRNA 的相对表达量(２－ΔΔCt方

法).引物:

miRＧ２１ 正 向:５′ＧGGGTAGCTTATCAGACT

GATGTTＧ３′,反 向:５′ＧCAGTGCAGGGTCCGAGGTＧ

３′;RASA１mRNA 正向:５′ＧCCCGCCTTCCTTTCT

CTCTCＧ３′,反 向:５′ＧCGAAAACTTCCTCGCTGC

ACＧ３′;GAPDH 正向:５′ＧTGCACCACCAACTGCT

TAGCＧ３′,反 向:５′ＧGGCATGCACTGTGGTCAT

GAGＧ３′;U６ 正 向:５′ＧAACTCGCTTCGGCAGCA

CAＧ３′,反向:５′ＧAACGCTTCACGAATTTGCGTＧ３′.

１．２．２细胞转染与分组处理

将 HTRＧ８/SVneo细胞分为CK组(正常培养,６
例)、miRNC组(转染 miRNC,６例)、miRＧ２１mimic
组(转 染 miRＧ２１ mimic,６ 例)、miRＧ２１ mimic＋

oeＧNC组(转染 miRＧ２１mimic和oeＧNC,６例)、miRＧ２１

mimic＋oeＧRASA１ 组(转染 miRＧ２１ mimic和 oeＧ

RASA１,６例),用Lipofectamine２０００试剂分别将对

应质粒转染到 HTRＧ８/SVneo细胞中,培养４８h后进

行后续实验.

１．２．３细胞增殖的检测

于９６孔板中接种各组 HTRＧ８/SVneo细胞,在

４８h和７２h时加入１０μL的 CCKＧ８试剂,避光孵育

２h,摇匀后酶标仪４５０nm 处检测吸光值(opticaldenＧ

sity,OD４５０值).

１．２．４细胞迁移和侵袭的检测

迁移实验:收集各组 HTRＧ８/SVneo细胞,调整

细胞浓度(５×１０５个/mL),将细胞悬液加入 TranＧ

swell上室(２００μL),下室加入６００μL培养基,置于培

养箱中培养２４h后取出,固定细胞并染色,显微镜观

察细 胞 迁 移 情 况.侵 袭 实 验:Transwell上 室 用

Matrigel胶包被,后续步骤同上.

１．２．５细胞凋亡的检测

离心收集各组 HTRＧ８/SVneo细胞,用 PBS缓

冲液重悬(１×１０６),加入５μL的AnnexinVＧFITC和

５μL的PI试剂进行染色,室温避光孵育１５min,以流

式细胞仪检测细胞凋亡情况.

１．２．６ Westernblot检测 EＧcadherin、NＧcadherＧ

in、vimentin、Bax、BclＧ２、RASA１蛋白表达

提取细胞总蛋白质并定量,将蛋白热变性后电

泳,转膜,封闭２h后加入兔抗EＧcadherin、NＧcadherＧ

in、vimentin、Bax、BclＧ２、RASA１、Raf、pＧRaf、MEK、

pＧMEK、ERK、pＧERK、βＧactin,摇床４℃过夜,二抗孵

育,ECL显色,用ImageＧProPlus分析蛋白灰度值.

１．２．７miRＧ２１与 RASA１靶向关系的验证

构建RASA１ＧWT(野生型)和RASA１ＧMUT(突

变型)载体,将两种载体分别与 miRＧNC 和 miRＧ２１

mimic共转染于 HTRＧ８/SVneo细胞中,即 miRＧNC
和 RASA１ＧWT 转染至 HTRＧ８/SVneo细胞中为一

组,miRＧ２１ mimic和 RASA１ＧWT 转染至 HTRＧ８/

SVneo细胞中为一组,miRＧNC和 RASA１ＧMUT 转

染至 HTRＧ８/SVneo细胞中为一组,miRＧ２１ mimic
和 RASA１ＧMUT 转染至 HTRＧ８/SVneo细胞为一

组,检测细胞荧光素酶活性.

１．３统计学方法

应用GraphpadPrism８．０．１软件分析数据;计量

资料以均数±标准差(x－±s)表示,单独两组比较采

用t检验,多组间比较采用单因素方差分析,多重比

较用SNKＧq检验.P＜０．０５为差异具有统计学意义.

２结果

２．１不同胎盘组织及各组 HTRＧ８/SVneo细胞

中 miRＧ２１和RASA１mRNA表达的比较

PE患者胎盘组织中 miRＧ２１表达水平显著低于

正常孕妇胎盘组织,RASA１mRNA 表达水平显著

高于正常孕妇胎盘组织(t＝２４．３９３、１５．９１７,P ＜

０．００１),见表１.

CK 组、miR NC 组、miRＧ２１ mimic组、miRＧ２１

mimic＋oeＧNC组、miRＧ２１mimic＋oeＧRASA１组的

HTRＧ８/SVneo细胞中 miRＧ２１和RASA１mRNA表

达水平比较,差异均有统计学意义(F＝４０９．４４４、
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６３３．０６５,P＜０．００１);其中,miRＧ２１mimic组 HTRＧ８/

SVneo细胞中 miRＧ２１ 表达水平均高于 CK 组和

miRNC 组,RASA１mRNA 表达水平均显著低于

CK 组和 miR NC 组(q＝３６．７７０、３５．８２７、４９．２６２、

５１．６８５,P＜０．００１);miRＧ２１ mimic＋oeＧRASA１组

HTRＧ８/SVneo细胞中 RASA１mRNA 表达水平显

著高于 miRＧ２１mimic＋oeＧNC组(q＝２９．８８０,P＜

０．００１),而 miRＧ２１表达水平差异无统计学意义(P＞

０．０５),见表２.

表１　PE患者与正常孕妇胎盘组织中 miRＧ２１和

RASA１mRNA表达水平的比较(x－±s)

Table１　ComparisonofexpressionlevelsofmiRＧ２１and

RASA１mRNAintheplacentaltissuesbetweenthePEpatient

groupandthenormalparturientwomengroup(x－±s)

胎盘组织 例数 miRＧ２１ RASA１mRNA

正常孕妇胎盘组织 ４０ １．０２±０．１５ １．０１±０．１８

PE胎盘组织 ４０ ０．４３±０．０３ ２．１６±０．４２

t ２４．３９３ １５．９１７

P ＜０．００１ ＜０．００１

表２　各组 HTRＧ８/SVneo细胞中 miRＧ２１和

RASA１mRNA表达水平的比较(x－±s)

Table２　ComparisonofexpressionlevelsofmiRＧ２１

andRASA１mRNAintheHTRＧ８/SVneocells

amongthefivegroups(x－±s)

组别 例数 miRＧ２１ RASA１mRNA

CK组 ６ １．００±０．０１ ０．９９±０．０１

miRNC组 ６ １．０２±０．０３ １．０２±０．０４

miRＧ２１mimic组 ６ １．７８±０．０８ab ０．３８±０．０３ab

miRＧ２１mimic＋oeＧNC组 ６ １．７９±０．０５ ０．３９±０．０４

miRＧ２１mimic＋oeＧRASA１组 ６ １．８１±０．０６ ０．７６±０．０２c

F ４０９．４４４ ６３３．０６５

P ＜０．００１ ＜０．００１

　　注:a与CK组比较,P＜０．０５;b与 miRNC组比较,P＜０．０５;c与

miRＧ２１mimic＋oeＧNC组比较,P＜０．０５.

２．２各组 HTRＧ８/SVneo细胞增殖、迁移、侵袭

及凋亡率的比较

CK 组、miR NC 组、miRＧ２１ mimic组、miRＧ２１

mimic＋oeＧNC组、miRＧ２１mimic＋oeＧRASA１组的

HTRＧ８/SVneo细胞 OD４５０值(４８h、７２h)、迁移数、侵

袭数、凋 亡 率 比 较,差 异 均 有 统 计 学 意 义 (F ＝

３２．０７４、２９．４２８、７０．９３４、１０３．１７０、７１．８４９,P＜０．００１),

见表３.

miRＧ２１mimic组 HTRＧ８/SVneo细胞 OD４５０值

(４８h、７２h)均显著高于 CK 组和 miR NC 组(q＝

１０．６２７、１１．２９２、１０．４１１、１０．８２７,P＜０．００１);miRＧ２１

mimic＋oeＧRASA１组 HTRＧ８/SVneo细胞 OD４５０值

(４８h、７２h)均显著低于 miRＧ２１ mimic＋oeＧNC 组

(q＝６．６４２、６．６４２,P＜０．００１),见表３.

miRＧ２１mimic组 HTRＧ８/SVneo细胞迁移数和

侵袭数均显著高于CK组和 miRNC组(q＝１７．００６、

１７．３２２、２０．８７０、２０．４７３,P＜０．００１);miRＧ２１mimic＋

oeＧRASA１组 HTRＧ８/SVneo细胞迁移数和侵袭数

均显著低于 miRＧ２１mimic＋oeＧNC 组(q＝９．０８５、

１１．０９５,P＜０．００１),见表３、图１和２.

miRＧ２１mimic组 HTRＧ８/SVneo细胞凋亡率均

显著低于 CK 组和 miRNC组(q＝１７．６５８、１６．５３６,

P＜０．００１);miRＧ２１mimic＋oeＧRASA１组 HTRＧ８/

SVneo细胞凋亡率显著高于 miRＧ２１mimic＋oeＧNC
组(q＝８．９２２,P＜０．００１),见表３、图３.

２．３各组 HTRＧ８/SVneo细胞中 EＧcadherin、NＧ

cadherin、vimentin、Bax、BclＧ２、RASA１蛋白表达水

平的比较

CK 组、miR NC 组、miRＧ２１ mimic组、miRＧ２１

mimic＋oeＧNC组、miRＧ２１mimic＋oeＧRASA１组的

HTRＧ８/SVneo 细 胞 中 EＧcadherin、NＧcadherin、

vimentin、Bax、BclＧ２、RASA１比较,差异均有统计学

意义(F＝５０．５９７、９２．８６０、５７．１７７、４８．２７２、９０．２３５、

５５．２４９,P＜０．００１),见表４.

miRＧ２１mimic组 HTRＧ８/SVneo细胞中EＧcadＧ

herin、Bax、RASA１蛋白表达水平均显著低于CK组

和 miRNC组,NＧcadherin、vimentin、BclＧ２蛋白表达

水平均显著高于 CK 组和 miR NC组(q＝１４．３６４、

１３．７６６、１４．２１６、１３．９２０、１４．７４０、１４．１１３、１９．６１０、１９．

２５３、１４．９７７、１４．７００、１８．４１９、１９．１４１,P ＜０．００１);

miRＧ２１mimic＋oeＧRASA１组 HTRＧ８/SVneo细胞

中EＧcadherin、Bax、RASA１蛋白表达水平均显著高

于 miRＧ２１ mimic＋oeＧNC 组,NＧcadherin、vimentin、

BclＧ２蛋白表达水平均显著低于 miRＧ２１mimic＋oeＧ

NC组(q＝６．８８３、８．５８９、９．７２２、８．５５７、８．０４３、１０．８３５,

P＜０．００１),见表４、图４.
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表３　各组 HTRＧ８/SVneo细胞增殖、迁移、侵袭及凋亡率的比较(x－±s)

Table３　Comparisonofproliferation,migration,invasionandapoptosisrateof
theHTRＧ８/SVneocellsamongthefivegroups(x－±s)

组别
OD４５０

４８h ７２h
迁移数(个) 侵袭数(个) 凋亡率(％)

CK组 ０．２５±０．０３ ０．５７±０．０５ ５３．８７±５．９３ ３４．２４±４．１９ １０．２６±１．３１

miRNC组 ０．２４±０．０３ ０．５６±０．０５ ５２．４１±６．７２ ３５．７５±４．５２ ９．８４±１．１７

miRＧ２１mimic组 ０．４１±０．０４ab ０．８２±０．０７ab １３２．６４±１５．３８ab １１３．６４±１２．７３ab ３．６５±０．４３ab

miRＧ２１mimic＋oeＧNC组 ０．４２±０．０５ ０．８３±０．０７ １２９．３６±１４．６７ １１０．５７±１３．２６ ３．７８±０．４６

miRＧ２１mimic＋oeＧRASA１组 ０．３２±０．０３c ０．６８±０．０５c ８７．２８±１０．５６c ６８．３６±７．６４c ７．１２±０．８５c

F ３２．０７４ ２９．４２８ ７０．９３４ １０３．１７０ ７１．８４９

P ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注:a与CK组比较,P＜０．０５;b与 miRNC组比较,P＜０．０５;c与 miRＧ２１mimic＋oeＧNC组比较,P＜０．０５.

图１　HTRＧ８/SVneo细胞迁移结果图(×２００)

Fig．１　ImagesofmigrationresultoftheHTRＧ８/SVneocells(×２００)

图２　HTRＧ８/SVneo细胞侵袭结果图(×２００)

Fig．２　ImagesofinvasionresultoftheHTRＧ８/SVneocells(×２００)
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图３　HTRＧ８/SVneo细胞凋亡图

Fig．３　ApoptosismapsoftheHTRＧ８/SVneocells

表４　各组 HTRＧ８/SVneo细胞中相关蛋白表达水平的比较(x－±s)

Table４　ComparisonofexpressionlevelsofrelatedproteinsintheHTRＧ８/SVneocellsamongthefivegroups(x－±s)

组别 EＧcadherin NＧcadherin vimentin Bax BclＧ２ RASA１

CK组 ０．８５±０．１１ ０．２４±０．０３ ０．３８±０．０５ ０．８７±０．１０ ０．２１±０．０４ ０．８１±０．１０

miRNC组 ０．８３±０．１０ ０．２５±０．０４ ０．３９±０．０６ ０．８６±０．１０ ０．１９±０．０４ ０．７９±０．１０

miRＧ２１mimic组 ０．３７±０．０５ab ０．７９±０．０９ab ０．９２±０．１１ab ０．３９±０．０５ab ０．７２±０．０９ab ０．３４±０．０５ab

miRＧ２１mimic＋oeＧNC组 ０．３６±０．０５ ０．７８±０．０９ ０．９４±０．１２ ０．４１±０．０６ ０．７３±０．０９ ０．３２±０．０４

miRＧ２１mimic＋oeＧRASA１组 ０．５９±０．０８c ０．５４±０．０７c ０．６５±０．０８c ０．７０±０．０９c ０．４３±０．０６c ０．６３±０．０８c

F ５０．５９７ ９２．８６０ ５７．１７７ ４８．２７２ ９０．２３５ ５５．２４９

P ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注:a与CK组比较,P＜０．０５;b与 miRNC组比较,P＜０．０５;c与 miRＧ２１mimic＋oeＧNC组比较,P＜０．０５.

　　２．４各组 HTRＧ８/SVneo细胞中 RASＧMAPK
通路相关蛋白表达水平的比较

CK组、miR NC 组、miRＧ２１mimic组、miRＧ２１
mimic＋oeＧNC组、miRＧ２１mimic＋oeＧRASA１组的

HTRＧ８/SVneo细胞中pＧRaf/Raf、pＧMEK/MEK和

pＧERK/ERK蛋白表达水平比较,差异均有统计学意

义(F＝１００．９３１、８７．７０９、７５．２４４,P＜０．００１),见表５.

miRＧ２１ mimic 组 HTRＧ８/SVneo 细 胞 中 pＧ
Raf/Raf、pＧMEK/MEK 和 pＧERK/ERK 蛋白表达

水平均显著高于 CK 组和 miR NC组(q＝１９．７５２、

１９．３８０、１７．６２９、１７．３０９、１７．１５１、１６．８６１,P＜０．００１);

miRＧ２１mimic＋oeＧRASA１组 HTRＧ８/SVneo细胞

中pＧRaf/Raf、pＧMEK/MEK 和 pＧERK/ERK 蛋白

表达水 平 均 显 著 低 于 miRＧ２１ mimic＋oeＧNC 组

(q＝１３．０４４、１５．３８５、９．５９３,P＜０．００１),见图５、表５.

２．５miRＧ２１与RASA１靶向关系的验证

预测 miRＧ２１与 RASA１的结合位点,miRＧ２１
与RASA１可能存在靶向调控关系;miRＧNC＋RAＧ

SA１ＧWT组、miRＧ２１mimic＋RASA１ＧWT 组、miRＧ

NC＋RASA１ＧMUT 组、miRＧ２１ mimic＋RASA１Ｇ

MUT组的荧光素酶相对活性比较,差异有统计学意
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义(F＝１４３．０６１,P＜０．００１);miRＧ２１mimic＋RASA１Ｇ
WT组荧光素酶活性显著低于 miRＧNC＋RASA１Ｇ
WT 组 (q＝２２．５７０,P ＜０．００１),与 miRＧNC＋

RASA１ＧMUT 组 比 较,miRＧ２１ mimic＋RASA１Ｇ
MUT组荧光素酶活性无统计学差异(P＞０．０５),见
图６、表６.

注:A为 CK 组;B为 miR NC组;C为 miRＧ２１mimic组;D 为

miRＧ２１mimic＋oeＧNC组;E为 miRＧ２１mimic＋oeＧRASA１组.

图４　各组 HTRＧ８/SVneo细胞中EＧcadherin、

NＧcadherin、vimentin、Bax、BclＧ２、RASA１蛋白的表达

Fig．４　ExpressionofEＧcadherin,NＧcadherin,

vimentin,Bax,BclＧ２andRASA１proteins

inthefivegroupsofHTRＧ８/SVneocells

注:A为 CK 组;B为 miR NC组;C 为 miRＧ２１mimic组;D 为

miRＧ２１mimic＋oeＧNC组;E为 miRＧ２１mimic＋oeＧRASA１组.

图５　各组 HTRＧ８/SVneo细胞中pＧRaf、Raf、

pＧMEK、MEK、pＧERK、ERK蛋白的表达

Fig．５　ExpressionofpＧRaf,Raf,pＧMEK,MEK,

pＧERKandERKproteinsinthefivegroupsof

HTRＧ８/SVneocells

表５　各组 HTRＧ８/SVneo细胞中RASＧMAPK通路相关蛋白表达水平的比较(x－±s)

Table５　ComparisonofexpressionlevelsofRASＧMAPKpathwayＧrelated

proteinsintheHTRＧ８/SVneocellsamongthefivegroups(x－±s)

组别 pＧRaf/Raf pＧMEK/MEK pＧERK/ERK

CK组 ０．２３±０．０３ ０．２８±０．０３ ０．３４±０．０４

miRNC组 ０．２４±０．０３ ０．２９±０．０４ ０．３５±０．０５

miRＧ２１mimic组 ０．７６±０．０９ab ０．８３±０．１１ab ０．９３±０．１１ab

miRＧ２１mimic＋oeＧNC组 ０．７８±０．０９ ０．８６±０．１１ ０．９１±０．１２

miRＧ２１mimic＋oeＧRASA１组 ０．４３±０．０６c ０．３８±０．０５c ０．５８±０．０７c

F １００．９３１ ８７．７０９ ７５．２４４

P ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注:a与CK组比较,P＜０．０５;b与 miRNC组比较,P＜０．０５;c与 miRＧ２１mimic＋oeＧNC组比较,P＜０．０５.

表６　各组细胞中荧光素酶活性的比较(x－±s)

Table５　Comparisonofluciferaseactivity

amongthefivegroups(x－±s)

组别 荧光素酶相对活性

miRＧNC＋RASA１ＧWT组 ０．９９±０．０５

miRＧ２１mimic＋RASA１ＧWT组 ０．４０±０．０３a

miRＧNC＋RASA１ＧMUT组 １．０３±０．０７

miRＧ２１mimic＋RASA１ＧMUT组 １．０５±０．０９

F １４３．０６１

P ＜０．００１

　　注:a与 miRＧNC＋RASA１ＧWT组比较,P＜０．０５.

图６　miRＧ２１与RASA１的靶向结合位点

Fig．６　TargetedbindingsitesbetweenmiRＧ２１andRASA１

３讨论

３．１PE与 miRＧ２１的关系

PE是一种发源于女性妊娠期间的疾病,一般病

发于妊娠２０周之后[１０].临床症状主要为高血压、
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蛋白尿,伴随/不伴随出现全身或局部水肿,严重者

还会 造 成 多 器 官 功 能 障 碍,危 及 孕 妇 和 胎 儿 生

命[１１].滋养层细胞是胎盘组织的主要成分.研究

显示,滋养层细胞功能异常可引发多种妊娠相关疾

病,如复发性流产、PE、胎儿发育不良等[１２].因此,

改善滋养层细胞功能对PE的临床治疗具有促进作

用.目前,PE发病的分子机制未明确,临床治疗中

主要采取降压、解痉、镇静、密切监测、适时终止妊娠

等有效措施,控制病情、延长孕周、保障母儿安全.

因此,探究PE的分子发生机制,并通过分子靶向干

预是治疗PE的研究方向[１３].miRNA 是一种含有

约为２０~２２个碱基的非编码 RNA.研究显示,

miRNA 通 过 与 mRNA 的 碱 基 互 补 结 合 可 调 控

mRNA表达,进而调控细胞的生长、增殖和凋亡过

程[１４].有研究显示,miRＧ２１参与调控PE滋养层细

胞的生物学过程,miRＧ２１在PE滋养层细胞中低表

达,miRＧ２１表达升高时可提高滋养层细胞增殖、迁

移和侵袭能力[１５].抑制miRＧ２１表达可降低 HTRＧ８/

SVneo细胞增殖、迁移和侵袭[１６].本研究显示,PE
患者胎盘组织中 miRＧ２１表达明显降低,miRＧ２１可

能参与了PE的发生、发展过程.推测上调 miRＧ２１
表达可能具有减轻PE的作用.

３．２miRＧ２１与 HTRＧ８/SVneo细胞的关系

本研究显示,过表达 miRＧ２１可促进 HTRＧ８/

SVneo细胞增殖.EMT 是具有极性的上皮细胞失

去上皮特性获得间质细胞特性的发育过程,可反映

细胞迁移和侵袭的能力.EＧcadherin、NＧcadherin和

vimentin为EMT标志蛋白,EＧcadherin可维持细胞

间粘附作用,NＧcadherin可促进上皮Ｇ间质细胞的迁

移,细胞角蛋白细胞骨架转化为波形蛋白vimentin
为主的细胞骨架,获得间质细胞的形态和迁移能

力[１７].本 研 究 显 示,HTRＧ８/SVneo 细 胞 中 NＧ

cadherin、vimentin蛋白低表达,EＧcadherin蛋白高

表达.上调 miRＧ２１表达后可促进细胞 EMT,进一

步通过细胞迁移和侵袭实验证实上调 miRＧ２１表达

可促进细胞迁移和侵袭能力.Bax和 BclＧ２蛋白可

调控细胞凋亡过程,Bax可通过激活凋亡蛋白,破坏

线粒体结构来促进细胞凋亡;BclＧ２可抑制多种凋亡

蛋白表达和激活,维持线粒体结构来降低细胞凋

亡[１８].本研究显示,上调 miRＧ２１表达可通过调控

Bax和 BclＧ２蛋白来降低 HTRＧ８/SVneo细胞的凋

亡,进一步通过凋亡实验证实该结论.提示过表达

miRＧ２１可促进 HTRＧ８/SVneo细胞增殖、迁移和

侵袭.

３．３miRＧ２１与RASA１的关系

RASA１是一种RASＧGAP蛋白,一个关键的细

胞内分子,可调节与增殖、分化和凋亡相关的信号通

路.RASA１激活 Ras的内在 GTPase活性,促进

RasGTP水解为 RasGDP.RASA１通过 GTPase
激活蛋白(GAP)相关的催化结构域与活化的 Ras
(RasGTP)结合,阻断 Ras信号通路,抑制 RASＧ

MAPK通路,从而抑制细胞增殖,促进细胞凋亡[７].

张丹瑜等[１９]研究表明,RASA１在不明原因复发性

流产妇女滋养层细胞中高表达,可能通过阻断 RASＧ

MAPK通路来抑制滋养层细胞生物学活性,致使流

产发生.Zhang等[２０]研究表明,激活 RASＧMAPK
通路可促进滋养层细胞增殖和侵袭能力.本研究显

示,RASA１在PE胎盘组织和PE滋养层细胞中高

表 达,RASＧMAPK 通 路 相 关 蛋 白 pＧRaf/Raf、

pＧMEK/MEK和 pＧERK/ERK 表 达 水 平 降 低,

HTRＧ８/SVneo细胞功能活性被抑制.过表达 miRＧ

２１后,RASA１表达水平明显降低,RASＧMAPK 通

路相关蛋白 pＧRaf/Raf、pＧMEK/MEK 和 pＧERK/

ERK表达水平升高,HTRＧ８/SVneo细胞增殖、迁移

和侵袭能力增强,细胞凋亡率降低.双荧光素酶活

性实验证实 miRＧ２１与 RASA１存在靶向调节关系.

这提示 miRＧ２１可能通过下调 RASA１来激活 RASＧ

MAPK通路,进而促进 HTRＧ８/SVneo细胞生物学

活性.为进一步验证该结论,本研究进行回复实验,

在过表达 miRＧ２１的同时上调 RASA１表达,并以仅

过表达 miRＧ２１作对比,结果显示,上调 RASA１表

达可部分逆转过表达 miRＧ２１对 HTRＧ８/SVneo细

胞功能的改善作用.

综上所述,miRＧ２１可能通过下调 RASA１来激

活 RASＧMAPK 通路,进而促进 HTRＧ８/SVneo细

胞增殖、迁移和细胞间质转化,降低细胞凋亡率,以

改善滋养层细胞功能.本研究仅在细胞水平进行了

实验,后期还需进行动物实验加以验证.
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