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  [摘要] 目的 探究胎盘生长因子(placentalgrowthfactor,PLGF)通过细胞外信号调控激酶(extracellular
signal-regulatedkinases,ERK)转导途径对子痫前期患者滋养细胞功能的调控及其作用机制。方法 收集2022年9
月—2024年2月河北生殖妇产医院产科收治的子痫前期患者155例为疾病组,并选择同期健康孕妇60例为对照

组,均行剖宫产手术,获得胎盘组织和血液样本,酶联免疫吸附法和免疫组织化学法测定PLGF表达水平。将人绒

毛膜滋养层细胞 HTR-8/SVneo分成正常对照组(未经任何处理的 HTR-8/SVneo细胞)、阳性对照组(过氧化氢处

理)、PLGF病毒组(用含有 PLGF基因的逆转录病毒感染 HTR-8/SVneo细胞,使其过表达 PLGF)和 PLGF-
shRNA病毒组(用含有针对PLGF基因的shRNA的逆转录病毒感染HTR-8/SVneo细胞,使其PLGF基因沉默)。

CCK-8法测定各组细胞增殖情况,比色法测定各组细胞超氧化物歧化酶和丙二醛含量,Transwell法测定各组细胞

迁移数量,流式细胞仪测定各组细胞凋亡情况,PCR法测定各组细胞PLGF和ERK mRNA表达情况,Western
blot法测定各组细胞 PLGF和 ERK 信号通路蛋白表达情况。结果 疾病组血清 PLGF水平明显低于对照组

[(1.21±0.40)ng/Lvs.(1.67±0.33)ng/L,t=7.922,P<0.001],PLGF在胎盘滋养层细胞里主要以细胞质形态

出现,呈现为浅黄或棕色到棕褐色的小粒状染色。正常对照组、阳性对照组、PLGF病毒组和PLGF-shRNA病毒组

细胞增殖情况均呈显著增加的趋势,正常对照组细胞增殖均明显高于PLGF病毒组、阳性对照组和 PLGF-shRNA
病毒组,组间、时点间、组间·时点间交互作用差异有统计学意义(P<0.001)。正常对照组、阳性对照组、PLGF病

毒组和PLGF-shRNA病毒组滋养细胞 MDA[(3.71±0.73)nmol/mgprotvs.(12.89±3.65)nmol/mgprotvs.
(5.09±0.40)nmol/mgprotvs.(15.20±3.00)nmol/mgprot,F=33.594,P<0.001]、SOD[(13.89±4.53)U/mg
protvs.(2.76±0.72)U/mgprotvs.(8.55±1.20)U/mgprotvs.(1.29±0.63)U/mgprot,F=34.931,P<0.001]、
滋养细胞迁移细胞数量[(148.15±32.77)个vs.(53.49±13.65)个vs.(98.22±8.44)个vs.(35.28±5.92)个,F=
44.621,P<0.001]、凋亡率[(4.95±0.67)%vs.(18.55±4.73)%vs.(10.23±4.44)%vs.(25.11±4.33)%,F=
31.089,P<0.001]、PLGFmRNA(1.29±0.34vs.0.55±0.13vs.1.11±0.19vs.0.31±0.09,F=28.887,P<
0.001)、ERKmRNA(1.87±0.42vs.0.61±0.10vs.1.29±0.47vs.0.41±0.13,F=22.887,P<0.001)、PLGF蛋白

(1.48±0.10vs.0.55±0.11vs.1.12±0.31vs.0.33±0.10,F=51.707,P<0.001)、ERK蛋白表达(1.69±0.17vs.
0.47±0.19vs.1.21±0.32vs.0.29±0.09,F=58.179,P<0.001)差异有统计学意义。结论 子痫前期的发生、发展

与PLGF的低表达相关,其高表达可改善 HTR-8/SVneo细胞氧化应激反应,促进细胞迁移能力,减小细胞凋亡率,

并增强其细胞增殖水平,与ERK信号通路表达有关。
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[Abstract] Objective Toexploretheregulationofplacentalgrowthfactor(PLGF)on
trophoblastfunctioninpatientswithpreeclampsiaviatheextracellularsignal-regulatedkinases
(ERK)transductionpathwayandits mechanism.Methods Atotalof155patientswith
preeclampsiawho wereadmittedtotheDepartmentofObstetricsand Gynecology,Hebei
ReproductiveandObstetricsHospitalfromSeptember2022toFebruary2024werecollectedas
thediseasegroup,and60healthypregnantwomenduringthesameperiodwereselectedasthe
controlgroup.Allpatientsunderwentcesareansection.Placentaltissueandbloodsampleswere
obtained,andPLGFexpressionlevelsweredeterminedbyenzyme-linkedimmunosorbentassay
(ELISA)andimmunohistochemistry(IHC).HumanchorionictrophoblasticcellsHTR-8/SVneo
weredividedintonormalcontrolgroup(untreatedHTR-8/SVneocells),positivecontrolgroup
(hydrogenperoxide-treated HTR-8/SVneocells),PLGFvirusgroup (HTR-8/SVneocells
infectedwithretroviruscontainingPLGFgenetoinducePLGFoverexpression)andPlGF-shRNA
virusgroup(HTR-8/SVneocellsinfectedwithretroviruscontainingshRNAagainstPLGFgene
tosilencePLGFgene).ThecellproliferationwasdetectedbyCCK-8method,thecontentof
superoxidedismutaseandmalondialdehydewasdetectedbycolorimetry,andthenumberofcell
migrationwasdetectedbyTranswellmethod.Thecellapoptosiswasdetectedbyflowcytometry,

andtheexpressionofPLGFandERKmRNAwasdetectedbyPCR.Westernblotwasusedto
measuretheproteinexpressionofPLGFandERKsignalingpathwayineachgroup.Results The
serumPLGFlevelinthediseasegroupwassignificantlylowerthanthatinthecontrolgroup
[(1.21±0.40)ng/Lvs.(1.67±0.33)ng/L,t=7.922,P<0.001).PLGFwasmainlyexpressed
inthecytoplasmofplacentaltrophoblastcells,showinglightyelloworbrowntotangranular
staining.Thecellproliferationofnormalcontrolgroup,positivecontrolgroup,PLGFvirus
groupandPlGF-shRNAvirusgroupweresignificantlyincreased,andthecellproliferationof
normalcontrolgroupwassignificantlyhigherthanthatofPLGFvirusgroup,positivecontrol
groupandPlGF-shRNAvirusgroup.Thereweresignificantdifferencesintheinteractionbetween
groups,timepoints,andtimepointsbetweengroups(P<0.001).MDAintrophoblastcellsof
normalcontrolgroup,positivecontrolgroup,PLGFvirusgroupandPlGF-shRNAvirusgroup
[(3.71±0.73)nmol/mgprotvs.(12.89±3.65)nmol/mgprotvs.(5.09±0.40)nmol/mgprot
vs.(15.20±3.00)nmol/mgprot,F=33.594,P<0.001],SOD[(13.89±4.53)U/mgprotvs.
(2.76±0.72)U/mgprotvs.(8.55±1.20)U/mgprotvs.(1.29±0.63)U/mgprot,F=34.931,

P<0.001],thenumberoftrophoblastmigrationcells[(148.15±32.77)vs.(53.49±13.65)vs.
(98.22±8.44)vs.(35.28±5.92),F=44.621,P<0.001],apoptosisrate[(4.95±0.67)%vs.
(18.55±4.73)%vs.(10.23±4.44)%vs.(25.11±4.33)%,F=31.089,P<0.001],PLGF
mRNA(1.29±0.34vs.0.55±0.13vs.1.11±0.19vs.0.31±0.09,F=28.887,P<0.001),ERK
mRNA(1.87±0.42vs.0.61±0.10vs.1.29±0.47vs.0.41±0.13,F=22.887,P<0.001),

PLGFprotein(1.48±0.10vs.0.55±0.11vs.1.12±0.31vs.0.33±0.10,F=51.707,P<
0.001),andERKproteinexpression(1.69±0.17vs.0.47±0.19vs.1.21±0.32vs.0.29±0.09,

F=58.179,P<0.001).Conclusion Theoccurrenceanddevelopmentofpreeclampsiaarerelated
tothelowexpressionofPLGF.ThehighexpressionofPLGFcanimproveoxidativestress
response,promotecellmigrationability,reducecellapoptosisrateandenhancecellproliferation
inHTR-8/SVneocells,whichisrelatedtotheexpressionofERKsignalingpathway.
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  子痫前期是在妊娠20周后可能出现的妊娠相

关疾病,主要临床表现为高血压和蛋白尿,且可能出

现系统性水肿,尤其是在下肢、手和面部等,该疾病

不仅对母体健康构成严重威胁,如增加脑出血、肾功
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能障碍和肝功能异常的风险,而且对胎儿也带来不

良影 响,包 括 宫 内 生 长 迟 缓、早 产 和 宫 内 死 亡

等[1-3]。尽管子痫前期的临床表现和危害已经被广

泛认知,但目前尚无针对其的特异性治疗方法,仅能

通过定期监测血压、住院观察及药物等方式控制疾

病进程[4]。鉴于此深入了解子痫前期的发病机制显

得尤为重要,有助于开发新的治疗策略,在多种生理

过程中,胎盘生长因子(placentalgrowthfactor,

PLGF)是血管内皮生长因子家族重要成员,主要在

胎盘中表达,促进胎盘的血管形成和分化,以确保胎

儿获得充足的营养,并在缺氧、切口愈合和肿瘤生长

等病理条件下异常表达[5]。细胞外信号调控激酶

(extracellularsignal-regulatedkinases,ERK)信号

通路可调节多种生物过程,包括细胞增殖、分化、迁
移、存活和凋亡等,与心血管疾病、炎症和肿瘤等相

关疾病中表达[6],Anis等[7]发现,ERK表达增加可

能通过刺激细胞增殖和迁移而促进肺动脉高压的发

病机制,但具体与孕期的疾病研究相对较少,本文旨

在探讨PLGF通过ERK转导途径对子痫前期患者

滋养细胞功能的调控及其作用机制,为临床控制和

治疗子痫前期等提供依据。

1 资 料 与 方 法

1.1 一般资料 选取2022年9月—2024年2月期

间河北生殖妇产医院产科筛查出的自愿接受剖宫产

的子痫前期孕妇155例作为研究对象,孕妇年龄

23~35 岁,平 均 (27.49±2.10)岁;平 均 孕 周

(36.21±1.26)周,手术过程中,从胎盘母体面中央

区域取材约1cm3 组织,严格规避损伤或异常组织

区域,提取的组织样本经生理盐水清洁后立即置于

液氮中保存。同时纳入健康孕妇60名作为对照组,
年龄23~34岁,平均(26.94±2.13)岁;平均孕周

(37.05±1.18)周,对照组组织样本取材方式与子痫

前期组保持一致。纳入标准:①单胎妊娠,孕期状态

稳定,无妊娠期合并症(如慢性高血压、糖尿病等)及
并发症;②心、肝、肾等重要脏器功能正常,无器质性

疾病史;③初产妇,无不良孕产史。排除标准:①有

流产史、胎儿畸形或发育异常;②孕期有吸烟史或接

受过多种系统性药物治疗;③合并免疫系统疾病、恶
性肿瘤等全身性疾病。

本研究经医院伦理委员会审批通过(批件号:

20220013),所有研究参与者均已充分知情并签署知

情同意书。

1.2 试剂和仪器

1.2.1 试剂 PLGF慢病毒、PLGF-shRNA干扰病

毒(上海吉凯基因医学科技股份有限公司);HTR8/

SVneo滋养细胞(ATCC中国细胞库);PLGF单抗

(北京义翘神州科技股份有限公司);ERK单抗(武
汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司);Trizol试剂

(北京百奥莱博科技有限公司);超氧化物歧化酶

(superoxide dismutase,SOD) 与 丙 二 醛

(malondialdehyd,MDA)试剂盒(艾美捷科技有限

公司);人PLGF试剂盒(上海雅吉生物科技有限公

司)。

1.2.2 仪器 UV2450型紫外分光光度计(岛津公

司);HeraeusFresco21型离心机(赛默飞世尔科技

公司);MultiskanFC型酶标仪(赛默飞世尔科技公

司);荧光定量PCR仪(罗氏化学公司)。

1.3 组织样本采集 剖宫产前,分别采集所有受试

者空腹静脉血5mL(禁食时间≥8h),经离心处理

(3000r/min,10min)后分离血清,置于-80℃低

温冰箱保存备用。
对照组足月胎盘组织采集:在胎盘自然娩出后

0.5h内,于胎盘母体面脐带连接点与胎盘边缘之间

区域,剥离约1cm3健康组织(严格避开梗死、钙化、
血肿 及 撕 裂 区 域),经 生 理 盐 水 快 速 冲 洗 后 置

于-80℃ 冷冻保存,用于后续蛋白质印迹实验。
疾病组部分新鲜足月胎盘组织经4%多聚甲醛固

定,用于免疫组织化学染色检测。对照组妊娠早期

组织样本采集:选取因非医学原因自愿终止妊娠的

健康早期孕妇(孕周6~10周),经超声引导下清宫

术获取蜕膜与胎盘绒毛组织样本。取材后立即用生

理盐水冲洗去除残留血液及黏液,部分组织置于

4%多聚甲醛固定,部分组织迅速冻存于-80℃冰

箱,所有操作均符合伦理要求并经研究对象知情

同意。

1.4 免疫组织化学染色法检测胎盘组织PLGF表

达 从已经用4%多聚甲醛处理过的胎盘组织中获

取样本,接着进行标准的石蜡嵌入、切割(厚度为

4μm)、脱蜡和水化处理。为了中和内部的过氧化

物酶活性,样本在3%的双氧水甲醇溶液中孵化

10min。随后,使用0.01mmol/L的柠檬酸钠缓冲

液(pH6.0)煮沸20min以激活抗原。经过室温下

的山羊血清处理15min后,添加PLGF抗体(稀释

比为1∶200)并在4℃下孵化整夜。在第2天,使用

磷酸盐缓冲液洗净样本,添加山羊对兔二抗(稀释比

为1∶1000)并在室温下孵化1h;最终利用二氨基联

苯胺进行显色,并用苏木精染色进行反染。阳性反

应表现为棕黄色,作为阳性对照,使用正常人的皮肤

组织样本;同时,使用对照孕妇的妊娠初期蜕膜、胎
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盘绒毛组织及正常组的足月胎盘组织作为标准对

照。所有对照的石蜡切片均由医院的病理部门提

供。

1.5 酶联免疫吸附法测定血清PLGF表达 所有

受试者抽取空腹血液样本,并在4℃下放置4h;

3500r/min条件下离心10min,取得上层液体。
随后,应用PLGF的ELISA试剂盒测定血清中的

PLGF浓度。

1.6 实验分组、细胞培养和转染 HTR8/SVneo
滋养细胞(即人绒毛膜滋养层细胞 HTR8/SVneo)
经过标准的复苏步骤后,被放置在RPMI1649培养

基里,该培养基添加10%的胎牛血清、100kU/L青

霉素以及100mg/L链霉素;随后将其放入一个

37℃、5%CO2 和全湿度的细胞培养环境中进行孵

化,当细胞的融合程度在80%~90%之间时,进行

细胞传代。从-70℃的冷冻设备中拿出PLGF病

毒或PLGF-shRNA病毒,放置于4℃下进行复苏。
随后,从培养设备中取出培养中的细胞,当细胞生长

良好时,便开始实验。使用移液工具精确取样病毒

和细胞,比例是50∶1。接着,添加培养液,并为增强

病毒的感染能力,引入5mg/L聚凝胺。实验中,细
胞被分为以下几组:正常对照组(原始的培养细胞)、
阳性对照组(用250μmol/L的 H2O2 处理24h)、

PLGF病毒组(在250μmol/L的 H2O2 作用24h
后,转染PLGF慢病毒,均转染24h)以及PLGF-
shRNA病毒组(在250μmol/L的 H2O2 作用24h
后,引入PLGF沉默技术的病毒,均转染24h)。

1.7 CCK-8法测定各组细胞增殖情况 取各组

HTR-8/SVneo细胞,将其调整至5000细胞/孔的

密度,并将其种植于96孔板内。之后,在37℃及

5%CO2 的环境中进行培养。使用磷酸盐缓冲溶液

(phosphatebuffersaline,PBS)进行冲洗后,转移到

含有胎牛血清(fetalbovineserum,FBS)的DMEM-
F12培养基中。在培养48h后,取上清液,与新鲜

培养基和10μL的细胞计数试剂(cellcountingkit-
8,CCK-8)溶液混合。接着,在96孔板中孵化2h,
并利用酶标仪来测定450nm的吸光度。

1.8 比色法测定各组细胞SOD和 MDA含量 培

养HTR-8/SVneo细胞至适当的生长阶段,收集细

胞并用PBS冲洗,用适当的缓冲液裂解细胞并得到

细胞裂解液,使用专门活性检测试剂盒,比色技术来

分析 HTR-8/SVneo细胞中的SOD和 MDA的浓

度。

1.9 Transwell法测定各组细胞迁移数量 从各组

提取5×104 细胞并将其悬浮在200μL含有2%

FBS 的 培 养 基 中。然 后,将 该 悬 浮 液 放 入

Transwell室内,并在37℃及5%CO2 的条件下培

养。12h后,使用PBS清洗 Transwell室,并用多

聚甲醛固定20min。用0.5%结晶紫染色5min,用
蒸馏水冲洗后,利用显微镜对移动的细胞数量进行

计算。

1.10 流式细胞仪测定各组细胞凋亡情况 将各组

HTR-8/SVneo细胞调整至2×105/mL的浓度,并
种植在6孔板中。根据操作指南,使用PBS冲洗

HTR-8/SVneo细胞,然后添加 AnnexinV 结合液

进行重悬。接下来,加入0.4μL的RNase,再加入

10μL的AnnexinV-FITC和10μL的碘化丙啶;最
后利用流式细胞仪来分析细胞的凋亡情况。

1.11 PCR法测定PLGF和ERKmRNA表达 对

各组 HTR-8/SVneo细胞,使用0.25%胰酶进行消

化处理,随后添加1mLTrizol以提取总RNA。检

测RNA的纯度后,进行逆转录得到cDNA。使用

实时 PCR 方 法 来 分 析 PLGF 和 ERK 的 表 达,

PLGF 的 正 向 引 物 为:5'-CTTCTCCGTTACTA-
CTACGACAGG-3',反向引物为:5'-TTCTATCC-
TCCAGCAAGCATCG-3';ERK的正向引物为:5'-
CAGAGATCGTCAACACCCTGGA-3',反 向 引 物

为:5'-ACGGTGGTAAAGGCCGTGAA-3';β-actin
为 参 考 基 因, 其 正 向 引 物 为: 5'-
ACCGAGCGCGGCTACAG-3',反 向 引 物 为:5'-
CTTAATGTCACGCACGATTTCC-3'。PCR的总

体反应体积为25μL,反应条件包括:预热于95℃
30s,95 ℃变性5s,60 ℃退火30s,68 ℃延伸

1min,总共40个循环,采用2-△△Ct方法来估算

PLGF和ERK的mRNA相对表达。

1.12 Westernblot法测定各组细胞PLGF和ERK
信号通路蛋白表达情况 收集各组 HTR-8/SVneo
滋养层细胞,用RIPA缓冲液进行细胞裂解并提取

蛋白,利用BCA方法来测定样本中的蛋白质浓度。
接着,添加电泳缓冲液进行SDS-PAGE电泳。电泳

完成后,将蛋白转移到PVDF膜上。之后使用5%
的脱脂牛奶进行封闭处理。接着,添加PLGF(1∶
1500)和ERK(1∶1000)的一抗,并在冷藏条件下孵

化24h。使用PBST洗涤后,再孵化相应的二抗

60min。再次用PBST清洗后,应用ECL试剂进行

化学显影,并拍照记录结果。最后,使用ImageJ
1.47软件对结果进行定量评估。

1.13 统计学方法 应用SPSS25.0统计软件进行

数据分析。计量资料比较采用t检验、单因素方差

分析、SNK-q 检验和重复测量的方差分析。P<
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0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 疾病组和对照组一般情况比较 疾病组收缩

压和舒张压显著高于对照组,新生儿出生体重和胎

盘重量均显著低于对照组,差异有统计学意义(P<
0.05);2组孕妇年龄、孕早期BMI及孕期体重增加

等一般资料比较差异无统计学意义(P>0.05)。见

表1。

表1 疾病组和对照组一般情况比较

Table1 Comparisonofgeneralconditionsbetweenthediseasegroupandthecontrolgroup
(x-±s)

组别 例数 年龄(岁) 孕初BMI
孕期体重增加

(kg)

收缩压

(mmHg)

舒张压

(mmHg)

新生儿出生体重

(kg)

胎盘重量

(g)
疾病组 155 27.49±2.10 22.50±2.41 15.21±1.54 134.51±3.41 101.71±2.28 2.98±0.19 515.33±24.98
对照组 60 26.84±2.13 22.41±2.09 15.50±2.03 121.10±3.29 78.05±3.05 3.43±0.20 571.02±21.87
t值 1.716 0.255 1.001 26.115 54.484 15.349 15.161
P 值 0.088 0.799 0.320 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

1mmHg=0.133kPa

2.2 疾病组和对照组血清和胎盘组织中PLGF的

表达比较 疾病组血清PLGF水平明显低于对照

组[(1.21±0.40)ng/Lvs.(1.67±0.33)ng/L,t=
7.922,P<0.001],PLGF在胎盘的滋养层细胞中以

细胞质形态出现,呈浅黄或棕色到棕褐色的小粒状

染色(图1)。

2.3 CCK-8法测定各组细胞增殖情况 4组细胞

增殖情况均呈显著增加的趋势,正常对照组细胞增

殖均明显高于PLGF病毒组、阳性对照组和PLGF-
shRNA病毒组,组间、时点间、组间·时点间交互作

用差异有统计学意义(P<0.001),说明不同组别在

不同时间点的滋养细胞增殖变化趋势存在显著差

异。见表2。

图1 疾病组和对照组胎盘组织PLGF表达(免疫组织化学

法 ×200)

Figure1 PLGFexpressioninplacentaltissueofdiseasegroup
andcontrolgroup(immunohistochemistry×200)

表2 各组细胞增殖情况比较

Table2 Comparisonofcellproliferationamonggroups
(n=6,x-±s)

 组别 0h 24h 48h 72h 96h

正常对照组 0.69±0.08 0.98±0.11 1.43±0.28 1.65±0.40 1.93±0.41
阳性对照组 0.65±0.10 0.94±0.12 0.90±0.11 1.21±0.19 1.43±0.37
PLGF病毒组 0.62±0.11 1.01±0.10 1.21±0.32 1.34±0.38 1.64±0.39
PLGF-shRNA病毒组 0.71±0.12 0.91±0.13 0.75±0.13 1.07±0.33 1.16±0.45
组间 F 值=24.155   P 值<0.001
时点间 F 值=89.467   P 值<0.001
组间·时点间 F 值=5.612   P 值<0.001

2.4 比色法测定各组细胞SOD和 MDA含量 4
组滋养细胞SOD和 MDA差异有统计学意义(P<
0.001);两两比较,阳性对照组滋养细胞SOD低于

正常对照组,MDA高于正常对照组;PLGF病毒组

滋养细胞SOD低于正常对照组,高于阳性对照组,

MDA高于正常对照组,低于阳性对照组;PLGF-
shRNA病毒组滋养细胞SOD低于正常对照组、阳
性对照组和PLGF病毒组,MDA高于正常对照组、
阳性对照组和PLGF病毒组,差异有统计学意义

(P<0.001)。见表3。

2.5 Transwell法测定各组细胞迁移数量 正常对

照组、阳性对照组、PLGF病毒组和PLGF-shRNA
病毒组滋养细胞迁移细胞数量分别为(148.15±
32.77)个、(53.49±13.65)个、(98.22±8.44)个、
(35.28±5.92)个,4组间滋养细胞迁移细胞数量差

异有统计学意义(F=44.621,P<0.001);两两比

较,阳性对照组滋养细胞迁移细胞数量低于正常对

照组,PLGF病毒组滋养细胞迁移细胞数量低于正

常对照组,高于阳性对照组,PLGF-shRNA病毒组

滋养细胞迁移细胞数量低于正常对照组、阳性对照
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组、PLGF病毒组,差异有统计学意义(P<0.05)。
见图3。

2.6 流式细胞仪测定各组细胞凋亡情况 正常对

照组、阳性对照组、PLGF病毒组和PLGF-shRNA
病毒组滋养细胞凋亡率分别为(4.95±0.67)%、
(18.55±4.73)%、(10.23±4.44)%、(25.11±
4.33)%,4组间滋养细胞凋亡率差异有统计学意义

(F=31.089,P<0.001);两两比较,阳性对照组滋

养细胞凋亡率高于正常对照组,PLGF病毒组滋养

细胞凋亡率高于正常对照组,低于阳性对照组,

PLGF-shRNA病毒组滋养细胞凋亡率高于正常对

照组、阳性对照组、PLGF病毒组,差异有统计学意

义(P<0.05)。见图4。
表3 各组细胞SOD和MDA含量比较

Table3 ComparisonofSODandMDAcontents
incellsamonggroups

(n=6,x-±s)

 组别 SOD(U/mgprot) MDA(nmol/mgprot)

正常对照组 13.89±4.53 3.71±0.73
阳性对照组 2.76±0.72* 12.89±3.65*

PLGF病毒组 8.55±1.20*# 5.09±0.40*#

PLGF-shRNA病毒组 1.29±0.63*#△ 15.20±3.00*#△

 F 值 34.931 33.594
 P 值 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与正常对照组比较 #P 值<0.05与阳性对照组比

较 △P 值<0.05与PLGF病毒组比较(SNK-q检验)

图3 Transwell法测定各组细胞迁移数量

Figure3 Transwellmethodtodeterminethenumberofcellmigrationineachgroup

图4 流式细胞仪测定各组细胞凋亡情况

Figure4 Flowcytometrytomeasurecellapoptosisineachgroup

2.7 PCR法测定PLGF和ERKmRNA表达 正

常对照组、阳性对照组、PLGF病毒组和 PLGF-
shRNA病 毒 组 滋 养 细 胞 PLGF mRNA 和 ERK
mRNA差异有统计学意义(P<0.01);两两比较,
阳 性 对 照 组 滋 养 细 胞 PLGF mRNA 和 ERK
mRNA低于正常对照组,PLGF病毒组滋养细胞

PLGFmRNA和ERKmRNA低于正常对照组,高
于阳 性 对 照 组,PLGF-shRNA 病 毒 组 滋 养 细 胞

PLGFmRNA和ERKmRNA低于正常对照组、阳
性对照组、PLGF病毒组,差异有统计学意义(P<
0.05)。见表4。

表4 各组PLGF和ERKmRNA表达情况比较

Table4 ComparisonofPLGFandERKmRNA

expressionsamonggroups
(n=6,x-±s)

 组别 PLGFmRNA ERKmRNA

正常对照组 1.29±0.34 1.87±0.42
阳性对照组 0.55±0.13* 0.61±0.10*

PLGF病毒组 1.11±0.19*# 1.29±0.47*#

PLGF-shRNA病毒组 0.31±0.09*#△ 0.41±0.13*#△

 F 值 28.880 22.887
 P 值 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与正常对照组比较 #P 值<0.05与阳性对照组比

较 △P 值<0.05与PLGF病毒组比较(SNK-q检验)

2.8 Westernblot法测定各组细胞PLGF和ERK
信号通路蛋白表达情况 正常对照组、阳性对照组、
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PLGF病毒组和 PLGF-shRNA 病毒组滋养细胞

PLGF蛋白和ERK蛋白差异有统计学意义(P<
0.01);两两比较,阳性对照组滋养细胞PLGF蛋白

和ERK蛋白低于正常对照组,PLGF病毒组滋养细

胞PLGF蛋白和ERK蛋白低于正常对照组,高于

阳性对照组,PLGF-shRNA病毒组滋养细胞PLGF
蛋白和ERK蛋白低于正常对照组、阳性对照组、

PLGF病毒组,差异有统计学意义(P<0.05)。见

表5,图5。
表5 各组PLGF和ERK信号通路蛋白情况比较

Table5 ComparisonofPLGFandERKsignaling
pathwayproteinsamonggroups

(n=6,x-±s)

 组别 PLGF蛋白 ERK蛋白

正常对照组 1.48±0.10 1.69±0.17
阳性对照组 0.55±0.11* 0.47±0.19*

PLGF病毒组 1.12±0.31*# 1.21±0.32*#

PLGF-shRNA病毒组 0.33±0.10*#△ 0.29±0.09*#△

 F 值 51.707 58.179
 P 值 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与正常对照组比较 #P 值<0.05与阳性对照组比

较 △P 值<0.05与PLGF病毒组比较(SNK-q检验)

图5 Westernblot法测定各组细胞PLGF和ERK蛋白表达

情况

Figure5 Westernblotmethodtodeterminetheexpressionof

PLGFandERKproteinsincellsineachgroup

3 讨  论

流行病学显示[8],24万名孕产妇中,有10万名

患有妊娠期高血压,其中7万例子痫患者,与后代从

出生到成年早期的总体病死率和各种原因特定病死

率的风险增加相关。胚胎在妊娠初期的着床和随后

的胎盘形成是整个妊娠过程中的2个至关重要的步

骤,滋养细胞扮演关键角色,不仅帮助胚胎在子宫壁

上稳固地固定,还通过对子宫血管的重塑,为胎儿生

长提供充足的血液供应,滋养细胞的不良侵袭和迁

移与多种妊娠并发症的发生有关,尤其是子痫前

期[9-10]。现阶段大多学者认为[11-13],滋养细胞的

功能减退导致子宫螺旋动脉的不完整重塑,造成胎

盘的血液供应不足,进而引发子痫前期的临床症状,
但具体作用机制尚未阐明。

本研究聚焦于胎盘滋养层细胞,特别是通过

PLGF及其与ERK信号通路的相互作用,探讨了子

痫前期的发生和发展机制,子痫前期的发病机制复

杂,涉及遗传、免疫、环境及多种生物分子网络的交

互作用。Strickland等[14]研究表明,生化标记物如

可溶性FMS样酪氨酸激酶1/PLGF,有助于先兆

子痫的诊断;Savka等[15]证实,PLGF可通过促进血

管生成在胎盘发育中发挥着至关重要的作用,先兆

子痫女性PLGF浓度显着低于健康孕妇,即PLGF
在子痫前期作用机制研究中尤为重要。本研究结果

表明,疾病组PLGF的表达明显低于正常对照组,
强调PLGF在先兆子痫诊断中的重要性,并验证

PLGF在胎盘发育中的关键作用。在高血压、高血

糖等不良孕期条件刺激下,PLGF低表达可能导致

滋养层细胞的功能障碍,从而影响胎盘的正常发育

和孕妇的健康[16-18]。HTR-8/SVneo细胞提供了

一个有价值的模型系统,用于研究子痫前期以及与

其相关的胎盘功能异常。Pang等[19]研究表明,在
体内研究中使用降低子宫灌注压大鼠模型ERK信

号传导在滋养层增殖中发挥重要作用。因而,为深

入探讨PLGF的作用机制,本研究引入ERK信号

通路,并应用PLGF过表达和PLGF干扰RNA技

术对HTR-8/SVneo细胞进行转染,结果表明,与
PLGF-shRNA病毒组比较,PLGF病毒组的ERK
活性明显增加,细胞迁移能力增强,细胞凋亡率降

低,细胞增殖活性提高,分析认为,PLGF具有促进

细胞生长、迁移和存活的作用,在多种细胞类型和疾

病状态中发挥重要作用,PLGF可激活抗氧化酶和

抗氧化分子的表达,减轻细胞内的氧自由基水平,保
护细胞免受氧化应激的损害;并可激活抗凋亡蛋白,
抑制促凋亡蛋白,从而减少细胞凋亡[20-21]。ERK
信号通路是丝裂原活化蛋白激酶,主要参与细胞生

长、分裂和存活等过程,可以促进细胞骨架的重组,
通过影响细胞骨架的重组和胞外基质降解酶的表

达,调控细胞的迁移和侵袭能力,并参与调节细胞的

代谢活动,包括糖代谢、脂质代谢等,同时可调控凋

亡相关蛋白,抑制细胞凋亡,从而增强细胞的存活能

力[22-23]。本研究结果显示,PLGF和ERK信号通

路在HTR-8/SVneo细胞中可能有协同作用,以促

进细胞迁移、抗氧化、减少凋亡和增强增殖,值得临

床进一步研究[24]。本研究通过细胞实验深入探讨

PLGF在子痫前期中的潜在作用机制,发现其通过

激活ERK信号通路,促进滋养层细胞的生长、迁移

和存活,同时减轻氧化应激和减少细胞凋亡,不仅为

子痫前期的发病机制提供新的视角,也为未来开发
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针对该疾病的治疗策略提供理论依据。然而,子痫

前期的发病机制复杂多样,PLGF及其信号通路可

能只是其中的一部分。因此,未来研究应进一步探

讨PLGF与其他生物分子网络之间的相互作用,以
及在子痫前期发病中的综合效应。尽管已有研究表

明PLGF与胎盘功能和孕妇健康状况密切相关,但
其作为治疗靶点的临床探索仍处于初步阶段,未来

需更多临床试验来评估其安全性和有效性[25]。
综上所述,子痫前期的发生、发展与PLGF低

表达相关,其高表达可改善 HTR-8/SVneo细胞氧

化应激反应,促进细胞迁移能力,减小细胞凋亡率,
并增强其细胞增殖水平,与ERK信号通路表达有

关,但关于PLGF/ERK信号通路在子痫前期的进

展、恶化仍需进一步实验探索和验证。
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