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摘要

自然流产 （ ＳＡ ） 是指怀孕至 ２０ 周 以前发生的流产 ， 是妇产科常见的生殖障碍疾

病 。 近年来随着 自 然流产的发生率增加 ， 学术界对 自 然流产机制研宄仍然是
一

个热 门

的话题 ， 但 自然流产的发生机制却 尚未明确 ， 很多 己有研宄提出滋养细胞侵袭功能不

足易 引 发 自 然流产 ， 滋养细胞维持正常的迁移和侵袭功能是保证正常妊娠的重要因素 。

因此滋养细胞则成了研究 自 然流产病理机制常用 的工具 ， 而划痕试验和 Ｔｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌ 试

验分别作为检测滋养细胞迁移和侵袭功能常用 的实验室检测方法 。 ｒａ ｉ ＲＮＡ 存在人体 内

的微小 ＲＮＡ ， 在多种疾病中存在着不同的作用 。 经过对 比 自然流产患者和正常早孕者

的绒毛组织发现 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的表达差异 ， 提示 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 可能与 自然流产的发

生有关系 。 而菟丝子总黄酮作为补肾安胎的代表药物 ， 其对滋养细胞侵袭功能的调控

作用 尚未见报导 ， 因此深入研宄菟丝子总黄酮的对滋养细胞影响的药效机制具有重要

意义 ， 菟丝子总黄酮是否会通过调控 ｎｄＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 来促进滋养细胞的侵袭功能是本

课题即将探讨的 问题 。

目 的 ：

研究 自然流产患者绒毛组织与正常早孕者绒毛组织 内 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 表达差异 ，

探讨 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 对滋养细胞迁移和侵袭功能的影响 ； 构建 自 然流产状态滋养细胞

模型 ， 探讨菟丝子总黄酮对正常滋养细胞和 自然流产状态细胞模型滋养细胞的调控机

制研宄 。

方法 ：

１ ．ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的验证及其功能研宄 ： 通过 ＲＴ
－

ｑＰＣＲ 方法验证 自然流产患者和

正常早孕者绒毛组织中 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的表达差异 ， 利用 Ｌ ｉ ｐｏｆｅｃ ｔａｍ ｉ ｎｅ？２０００ 作为

载体将 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 过表达与抑制型序列转染至滋养细胞 ， 划痕试验和 Ｔｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌ

试验观察滋养细胞的迁移和侵袭能力 ， 并用 ＲＴ
－

ｑＰＣＲ 方法检测滋养细胞 内

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的表达变化 。

２ ． 菟丝子总黄酮对正常滋养细胞侵袭和迁移功能的影响 ： 采用 ＵＶ 和 ＨＰＬＣ 方法

测定菟丝子总黄酮的含量 ， 用 ＭＴＴ 法检测菟丝子总黄酮对滋养细胞的毒性 。 划痕试验

和 Ｔｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌ 试验检测菟丝子总黄酮对正常滋养细胞侵袭和迁移功能影响 。

３ ． 菟丝子总黄酮对米非司酮所致 ＥＶＴ 细胞 自 然流产状态细胞模型的迁移和侵袭

功能影响 ： 采用检测不 同浓度米非司 酮对滋养细胞的迁移功能影响 ， 再进
一

步用米非

司酮处理己转染 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 的滋养细胞 ， 构建 自 然流产状态滋养细胞模型 ， 同时

用划痕试验检测其迁移功能的变化 ， ＲＴ
－

ｑＰＣＲ 方法检测该细胞 内 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 的变化 。

用菟丝子总黄酮处理 自 然流产状态细胞模型 ， 划痕试验和 Ｔｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌ 试验检测不同组

的迁移和侵袭功能 ， 以及用 ＲＴ
－

ｑＰＣＲ 方法检测细胞 内 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的表达变化 。

Ｉ



４ ． 菟丝子总黄酮对米非司酮所致 ＥＶＴ 细胞 内 自 然流产状态细胞模型的迁移和侵

袭功能的 内在机制研究 ： 采用 ｍ ｉＲａｎｄａ ， ｍ ｉＲＤＢ ， Ｔａｒｇｅ ｔＳｃａｎ ， ＣＬ ＩＰ 四个数据库预测

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
＿

３ｐ 的靶基因 ， 采用 ＧＯ 富集分析和 ＫＥＧＧ 通路分析预测 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 的靶

基因 、 可能的细胞功能和参与的信号通路 ， 并用 ＲＴ
－

ｑＰＣＲ 和 ＷＢ 的验证可能作用的靶

基因变化 。 最后用双荧光素酶报告基因和绒毛组织验证确定 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 与靶基因

的调控关系 。

５ ． 菟丝子总黄酮通过影响滋养细胞 内 ＭＭＰ９ 调控其迁移和侵袭功能 ： 通过用

ＲＴ
－

ｑＰＣＲ 检测经菟丝子总黄酮处理后滋养细胞 ＥＶＴ 内 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ 表达 ， 采用 ｗｅ ｓ ｔ ｅｒｎ

ｂ ｌ ｏ ｔ ｔ ｉ ｎｇ 方法检测菟丝子总黄酮不同浓度与不同给药时间对 ＥＶＴ 细胞 内 ＭＭＰ９ 与相关

信号通路的表达调控 。

结果 ：

一

、 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的验证及其功能研宂

１ ． 自然流产患者绒毛组织中 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的表达比正常早孕者绒毛组织上调 ，

两组间有统计学差异 （ Ｐ＜ 〇 ．０５ ） 。

２ ． 成功转染 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 至滋养细胞 ， 构建 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 过表达和干扰模型 ，

与正常滋养细胞相 比 ， ｍ ｉＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ ｍ ｉｍ ｉ ｃ 组的 ｍ ｉＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 表达明显上调 （ ｐ＜

０ ． ００ １ ） ， ｍｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
＿

３ｐｉｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔｏｒ组的ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ表达明显下调 （ ｐ＜ ０ ．０ １ ） 。

３ ． 过表达 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 后 ， 滋养细胞的迁移和侵袭能力降低 ， 侵袭细胞数 目 明

显降低 （ Ｐ＜ 〇 ． 〇５ ）
； 而干扰 ｍ ｉ ＲＮＡ

－

１ ２６
－

３ｐ 后 ， 滋养细胞的迁移和侵袭能力提高 ， 侵

袭的细胞数 目 明显增加 （ Ｐ＜ 〇 ．０ １ ） 。

二、 菟丝子总黄酮对正常滋养细胞侵袭和迁移功能的影响

１ ．ＵＶ 法测得菟丝子总黄酮的总黄酮含量达 ９０ ．８ ７６％ ， 再用 ＨＰＬＣ 方法检测得菟丝

子总黄酮 内单体含量包括含芦丁７ ５％ ， 槲皮素 占 ０ ． ４ １％ ， 及其极少量的异 鼠李素

０ ． ０ ３％ ， 其总黄铜的含量总达 ７８ ． １ ９％ 。

２ ． 不同浓度的菟丝子总黄酮对滋养细胞无明显毒性 。

３ ．ｌ ｕ ｇ／ｍ ｌ 和 ５ ｙ ｇ／ｍｌ 的菟丝子总黄酮能明显促进滋养细胞的迁移功能 ， 呈时

间和剂量依赖性 ；
ｌ ｔｔ

ｇ／ｍ ｌ 和 ５ ｕ ｇ／ｍ ｌ 的菟丝子总黄酮能提高滋养细胞的侵袭能力 ，

细胞侵袭数 目 与 ＤＭＳ０ 组相 比有统计学差异 （ ｐ＜ ０ ． ０５ ） 。

三 、 菟丝子总黄酮对米非司酮所致 ＥＶＴ 细胞 自然流产状态细胞模型的迁移和侵袭功能

影响

１ ．３〇 ｙ ｍｏ ｌ ／Ｌ 和 ６０ ｕ ｍｏ ｌ ／Ｌ 的米非司酮明显抑制滋养细胞的迁移和侵袭能力 ， 同

时上调滋养细胞 内源性 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的表达 。

２ ．３０ ｕ ｍｏ ｌ ／Ｌ 米非司酮干预转染 ｍ ｉＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 后的滋养细胞 ， 成功对米非司酮

干预 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
＿

３ｐｍ ｉｍ ｉ ｃ
－

ＭＩＦ 组构建 自然流产状态下滋养细胞模型 ， 该模型组对比

米非司酮干预 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｉｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔｏｒ
－

ＭＩＦ 组迁移能力降低 ， 且 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 表达

Ｉ Ｉ



更高 。

３ ． 以ｍ ｉＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ ｍ ｉｍ ｉ ｃ ｎｅｇａｔ ｉ ｖ ｅ
－

ＤＭＳ０组为对照 ， ｍ ｉＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ ｍ ｉｍ ｉ ｃ
－

ＤＭＳ０

迁移能力降低 ， 用冤丝子总黄酮干预后 ， ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐｍ ｉ ｍ ｉ ｃｎ ｅｇａ ｔ ｉ ｖ ｅ
－

ＴＳＺ 组较其

ＤＭＳＯ 组细胞迁移能力增加 ， 同样地 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｍ ｉ ｍ ｉ ｃ
－

ＴＳＺ 组较其 ＤＭＳＯ 组细胞迁

移能力增加 ， 说明用菟丝子总黄酮干预后 ， 对比 ＤＭＳ０ ， 能提高正常或过表达

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
＿

３ｐ 滋养细胞的迁移能力 。

４ ． 以ｍ ｉＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔｏｒｎｅ ｇａｔ ｉ ｖｅ
－

ＤＭＳＯ组为对照组 ， ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ

ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔｏｒ
－

ＤＭＳＯ 迁移能力增加 ， 用冤丝子总黄酮干预后 ， ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ

ｎｅ ｇａｔ ｉ ｖｅ
－

ＴＳＺ 组较其 ＤＭＳ０ 组细胞迁移能力增加 ， 同样地 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
＿

３ｐｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ

－

ＴＳＺ 组较其 ＤＭＳ０ 组细胞迁移能力也增加 ， 而且 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ
－

ＴＳ Ｚ 组的

细胞迁移能力高于 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔｏｒｎ ｅｇａｔ ｉ ｖｅ
－

ＴＳＺ 组 ， 说明在冤丝子总黄酮

作用下 ， 对比 ＤＭＳ０ ， 能明显增加干扰 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 后的滋养细胞的迁移能力 。

５ ．ｒａ ｉ ＲＮＡ
＊＊

１ ２６
－

３ｐｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ
－

ＴＳＺ组的细胞迁移能力高于ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｍ ｉ ｒａ ｉ ｃ

－

ＴＳＺ 组 ， 从而说明 了菟丝子总黄酮能提高滋养细胞的迁移能力 ， 而且也能提髙 自然流

产状态的滋养细胞的迁移功能 ， 如果千扰滋养细胞 内 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ ｐ 的表达 ， 使其下

调 ， 此时菟丝子总黄酮提高滋养细胞迁移能力作用更明显 。

６ ． 菟丝子总黄酮促进米非司酮诱导 ＥＶＴ 细胞 内 自 然流产状态细胞模型 的侵袭功

能 。 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ
－

ＴＳＺ 组较其 ＤＭＳ０ 组细胞侵袭能力增加 ， 对 比 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
＿

３ｐ

ｍ ｉ ｍ ｉ ｃｎ ｅｇａｔ ｉ ｖ ｅ
－

ＤＭＳＯ组有统计学差异 （ ｐ＜ ０ ．０ ５ ） 。 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
＿

３ｐｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ
－

ＴＳ Ｚ

组也较其 ＤＭＳ０ 组细胞侵袭能力增加 ， 对 比 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒｎｅ ｇａｔ ｉ ｖｅ
－

ＤＭＳＯ

组有统计学差异 （ Ｐ＜ 〇 ．０ ５ ） 。 而 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ
－

ＴＳＺ 组的细胞侵袭能力高

于ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｍ ｉｍ ｉ ｃ
－

ＴＳＺ组 （ ｐ＜ ０ ． ００ １ ） 。

７ ． 以ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｍ ｉｍ ｉ ｃｎｅ ｇａｔ ｉ ｖ ｅ
－

ＤＭＳＯ组为对照组 ， ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ

ｍ ｉｍ ｉ ｃ
－

ＤＭＳＯ 组和
－

ＴＳＺ 组的 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 表达上调 ， 有统计学差异 （ ｐ＜ ０ ．０ ５ ）
； 以

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒｎｅｇａ ｔ ｉ ｖ ｅ
－

ＤＭＳＯ组为对照组 ， ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔｏｒ
－

ＴＳＺ

组的 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的表达明显下调 ， 对 比有统计学差异 （ ｐ
＜ ０ ． ０ ５ ） 。 造模组的

ｍ ｉ ＲＮＡ
＿

１ ２６
－

３ｐｍ ｉ ｍ ｉ ｃ
－

ＴＳ Ｚ组和ｍ ｉ ＲＮＡ
＿

１ ２６
－

３ｐｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔｏｒ
－

ＴＳ Ｚ组两两 比较 ，

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ
－

ＴＳＺ组的ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ水平明显降低 （ ｐ
＝
０ ．０５ ） 。

四 、 菟丝子总黄酮对米非司酮所致 ＥＶＴ 细胞 内 自然流产状态细胞模型的迁移和侵袭功

能的 内在机制研宄

１ ． 通过数据库筛选 出 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的靶基因 ， 并从中挑选出关于细胞迁移和侵

袭功能的靶基因有 １ ０ 个 ， 主要包括 ＶＥＧＦＡ ，ＳＤＣ２ ， Ｇ０ＬＰＨ３ ，ＳＬＣ ７Ａ５ ，ＰＥＸ５ ， Ｉ ＴＧＡ６ ，

ＮＡＶ Ｉ ，ＳＭＵＲＦ２ ，ＰＬＸＮＢ２ ，ＰＰＰ３ＣＢ ， 关于细胞血管生成功能的有 ＣＲＫ ，Ｐ Ｉ Ｋ３Ｒ２ 靶基因 。

２ ． 通过 ＲＴ
－

ｑＰＣＲ 方法检测 ＳＬＣ７Ａ５ ， ＮＡＶ １ ， ＰＬＸＮＢ２ ， ＰＥＸ５ 四个靶基因的 ｍＲＮＡ 的

水平在 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｍ ｉ ｍ ｉ ｃ 组表达下调 ， 而 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ 组表达上调 。

ｉ ｎ



３ ． 转染 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ ｐ 至滋养细胞作用 ４８ｈ 后 ， 靶基因 ＰＬＸＮＢ ２ ， 对 比 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ

ｒａ ｉ ｍ ｉ ｃｎ ｅ ｇａｔ ｉ ｖ ｅ 组 ， ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ 组的 ＰＬＸＮＢ ２ 蛋 白水平 明显下调 ， 两组间有统计学差异 （ ｐ

＜ ０ ．０ １ ）
； 以 ｍ ｉ ＲＮＡ

－

１ ２ ６
－

３ｐ
ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ 为对照组 ，

ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏ ｒ

■

组和菟丝子总黄酮组的 ＰＬＸＮＢ２

蛋 白 水平 明 显提高 ， 具有统计学差异 （ ｐ＜ ０ ．０ １ ） 。

４ ． 转染 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６ ３ｐ 至滋养细胞作用 ４ ８ｈ 后 ， 靶基因 ＰＥＸ５ ， 对 比 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ ｐ

ｍ ｉ ｍ ｉ ｃｎ ｅ ｇａ ｔ ｉ ｖ ｅ 组 ， ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ 组的 ＰＥＸ５ 蛋 白水平明显下降 ， 两组间有统计学差异 （ ｐ
＜

０ ． ０ ５ ）
； 以 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６

－

３ｐｍ ｉ ｍ ｉ ｃ 为对照组 ， ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ 组 ＰＥＸ ５ 蛋 白水平明显提高 ，

具有统计学差异 （ Ｐ＜ 〇 ．０ １ ） ， 但菟丝子总黄酮组的 ＰＥＸ５ 蛋 白水平未见明显升高 。

５ ． 双焚光素酶报告基因结果提示 ， 相对 比野生型 ＰＬＸＮＢ２
－

ＷＴ＋Ｎｏｎ
－

ｔ ａｒ ｇ ｅ ｔ

Ｃｏｎ ｔ ｒ ｏ ｌ 组 ， ＰＬＸＮＢ２
－

ＷＴ＋ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ 组的荧光素蛋 白 的表达水平降低 ， 两组具有显著性统

计学差异 （ Ｐ＜ 〇 ．〇 〇 １ ）
； 而突变型ＰＬＸＮＢ２ Ｍｕ ｔ ＋Ｎｏｎ

－

ｔ ａｒ ｇ ｅ ｔＣｏｎ ｔ ｒｏ ｌ组相对于

ＰＬＸＮＢ２
－

ＷＴ＋Ｎｏｎ
－

ｔ ａｒ ｇ ｅ ｔＣｏｎ ｔｒｏ ｌ 组荧光素蛋 白表达水平无明显差异 ，

ＰＬＸＮＢ２
－

Ｍｕ ｔ ＋ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ组的荧光素蛋 白 的表达水平与ＰＬＸＮＢ２
－

Ｍｕｔ ＋Ｎｏｎ
－

ｔ ａｒ ｇ ｅ ｔＣｏｎ ｔｒｏ ｌ

组相 比有少许降低 ， 差异不显著 。 ＰＬＸＮＢ２ 是 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６
－

３ｐ 的靶基因 。

６ ．ＷＢ 试验结果证 明 自然流产组织 中 ＰＬＸＮＢ２ 蛋 白水平相 比正常妊娠组织水平表达

下降 ， 具有统计学差异 （ ｐ＜ 〇 ．〇 〇 １ ） 。

五 、 菟丝子总黄酮通过影响滋养细胞 内 ＭＭＰ９ 调控其迁移和侵袭功能

１ ． 经菟丝子总黄酮干预后 ， ０ ．５ ｕ ｇ／ｍ ｌ 、 ｌ ｙ ｇ／ｍ ｌ 和 ５ ｙ ｇ／ｍ ｌ 的冤丝子总黄酮

组中 ＭＭＰ ９ 的基因水平均显著升高 （ ｐ
＜ ０ ．０ １ ） ，ｌ ｕ ｇ／ｍ ｌ 和 ５ ｕ ｇ／ｍ ｌ 的菟丝子总黄酮

组 ＭＭＰ ９ 的蛋 白水平显著上调 （ ｐ＜ ０ ． ０ １ ） 。 ｌ ｕ ｇ／ｍ ｌ 的菟丝子总黄酮治疗滋养细胞 内 的

＿ ９ 蛋 白和 ｍＲＮＡ 水平表达升高 （ ｐ
＜ ０ ．０ １ ） ， 干预 ８ｈ 和 １ ２ｈ 后 ， ＭＭＰ９ 蛋 白和 ｍＲＮＡ 表

达水平差异有统计学差异 。

２ ． 对 ＭＡＰＫ 通路的影响 ，
１ｗｇ／ｍ ｌ 和 ５ｗｇ／ｍ ｌ 的菟丝子总黄酮组对 比与 ＤＭＳ０ 组 ，

ｐ ＥＲＫ 升高最 明 显 （ ｐ
＜ ０ ． ０ １ ） ， 而 ＥＲＫ 总蛋 白水平不受影响 ； 在不 同 的作用 时 间 ，

ｌ ｕ ｇ／ｍ ｌ 的菟丝子总黄酮作用于滋养细胞后 ， ＥＲＫ 的磷酸化水平在 ｌ ｈ ， ２ ｈ 和 ８ｈ 时呈

现显著性改变 。 １ｕｇ／ｍ ｌ 和 ５ｕｇ／ｍ ｌ 菟丝子总黄酮能促进滋养细胞 内 ｐ ３ ８ 的磷酸化水

平升高 （ ｐ
＜ ０ ． ０ １ ） ， 具有统计学差异 ， 而 ｐ ３ ８ 总蛋 白水平则无明显变化 。

３ ． 对 ＡＫＴ 通路的影响 ， １ｙｇ／ｍ ｌ 和 ５ｙｇ ／ｍ ｌ 的英丝子总黄酮作用于滋养细胞时 ，

ＡＫＴ （ ３ ０ ８ ） 的磷酸化水平上调 （ ｐ
＜ ０ ．０ ５ ） ， 其总蛋 白 ＡＫＴ 水平不影响 ；

５ ｕ ｇ／ｍ ｌ 的菟丝

子总黄酮能上调 Ｐ

＿

ＡＫＴ （４ ７ ３ ） 的蛋 白表达水平 （ ｐ＜ ０ ． ０ ５ ） ， 而不影响其总蛋 白 的变化 ；

１ｕ ｇ／ｍ ｌ 的菟丝子总黄酮不 同 的作用 时 间 ， ｐ ＡＫＴ （ ３ ０ ８ ） 和 ｐ
－

ＡＫＴ （ ４ ７ ３ ） 在 ｌ ｈ 时升高具

有统计学差异 （ Ｐ
＜ 〇 ． 〇 ５ ） 。

４ ． 对 Ｎｏ ｔ ｃｈ 通路的影响 ， 与对照组相 比 ， ０ ．５ ｕ ｇ／ｍ ｌ ， ｌ ｕ ｇ／ｍ ｌ 和 ５ ｕ ｇ／ｍ ｌ 冤丝

子总黄酮均能够显著提高滋养细胞的 Ｎｏ ｔ ｃ ｈ ｌ 和 Ｎｏ ｔ ｃ ｈ２ 的蛋 白水平 ， 差异具有统计学

意义 （ ｐ
＜ ０ ．０ １ ）

；Ｎｏ ｔ ｃｈ２ 的表达在 ｌ ｈ 和 ８ｈ 变化具有统计学差异 ， 其 中 ８ｈ 时 Ｎｏ ｔ ｃｈ２

Ｉ Ｖ



表达显著上调 （ Ｐ＜ ０ ． ０ １ ） 。

结论 ：

１ ．ｍ ｉＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 在 自然流产绒毛组织中表达上调 ， 在滋养细胞 内过表达

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 能抑制细胞的迁移和侵袭能力 ， 干扰 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 后其迁移和侵袭能

力增加 。

２ ． 用米非司酮诱导己转染 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ ｍ ｉｍ ｉ ｃ 的滋养细胞 ， 构建模拟 自然流产

状态滋养细胞模型 。 证实 ３ ０ Ｕｍ〇 ｌ ／Ｌ 的米非司酮造模后能抑制滋养细胞迁移能力 ， 同

时上调滋养细胞 内 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 的表达 。 此模型的迁移和侵袭能力 明显降低 ，

ｍ ｉＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 表达明显上调 。

３ ． 深入研宄发现菟丝子总黄酮能明显增加滋养细胞的迁移和侵袭能力 ， 且能通

过激活 ＭＡＰＫ／ＡＫＴ／Ｎｏ ｔ ｃｈ 通路上调 ＭＭＰ９ 的表达 。

４ ． 菟丝子总黄酮能下调 自然流产状态滋养细胞模型 内 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的表达 ， 同

时提高其迁移和侵袭能力 ， 说明菟丝子总黄酮能通过调控 ｒａ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 来促进滋养

细胞的迁移和侵袭能力 。

５ ． 菟丝子总黄酮通过调控 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 下游的 ＰＬＸＮＢ２ 蛋 白进
一

步影响 自然流

产状态细胞模型滋养细胞的迁移和侵袭功能 。 体现其安胎 ， 防治流产的细胞药理作用 。

关键词 ： ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ ； 菟丝子总黄酮 ； 自 然流产状态滋养细胞模型 ； 迁移和侵袭 ；

ＭＭＰ９

ｖ



ＴｈｅｓｔｕｄｙｏｆＴＦＳＣｐ ｒ ｏｍａｔ ｉ ｎｇＥＶＴ ｉ ｎｖａ ｓ ｉ ｏｎｂｙｔａ ｒ ｇｅｔ ｉ ｎｇ

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ

Ｓｐｅｃ ｉ ａ ｌ ｔ ｙ ：Ｇｙ ｎｅｃｏ ｌ ｏｇｙｏｆＴ ｒ ａｄ ｉ ｔ ｉ ｏｎａ ｌＣｈ ｉ ｎｅ ｓ ｅＭｅｄ ｉ ｃ ｉ ｎｅ

Ａｕｔｈｏ ｒ ：Ｆｅ ｉ ｘ ｉ ａＧａｏ

Ｔｕｔｏ ｒ ：Ｐ ｒ ｏｆ ．Ｓｏｎｇｐ ｉ ｎｇＬｕｏ

Ａｂ ｓｔ ｒ ａｃｔ

Ｂａｃｋｇ ｒ ｏｕｎｄ

Ｓｐｏｎ ｔａｎ ｅｏｕ ｓａｂｏｒｔ ｉ ｏｎ（ＳＡ ）ｏｒＭ ｉ ｓ ｃａｒｒ ｉ ａｇｅｒｅ ｆｅｒ ｓｔ ｏｔｈ ｅａｂｏｒ ｔ ｉ ｏｎｂ ｅ ｆｏｒｅ

２０ｗｅ ｅｋ ｓｏｆｐｒ ｅ ｇｎａｎ ｃ ｙ ，ｗｈ ｉ ｃｈｉ ｓａｃｏｍｍｏｎｒ ｅｐｒｏｄｕ ｃ ｔ ｉ ｖ ｅｄ ｉ ｓ ｏｒｄ ｅｒ ｓｏｆｏｂ ｓ ｔ ｅ ｔ ｒ ｉ ｃ ｓ

ａｎｄｇｙｎ ｅ ｃｏ ｌ ｏｇｙ ．Ｉ ｎｒｅ ｃ ｅｎ ｔｙｅａｒ ｓ
，ｗ ｉ ｔｈｔｈ ｅｉ ｎｃｒｅａ ｓ ｅｉ ｎｔ ｈ ｅｉ ｎ ｃ ｉ ｄｅｎｃ ｅｏ ｆ

ｓｐｏｎ ｔａｎｅｏｕ ｓａｂｏｒ ｔ ｉ ｏｎ
，ｒ ｅ ｓ ｅａｒ ｃｈｏｎｓｐｏｎ ｔａｎｅｏｕ ｓａｂｏｒ ｔ ｉ ｏｎｍｅ ｃｈａｎ ｉ ｓｍｉ ｓｓ ｔ ｉ ｌ ｌａ

ｈｏ ｔｔ ｏｐ ｉ ｃ
，ｂｕ ｔｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎ ｅ ｓ ｉ ｓｏ ｆｓｐｏｎｔａｎ ｅｏｕ ｓａｂｏｒｔ ｉ ｏｎｉ ｓｓ ｔ ｉ ｌ ｌｕｎｃ ｌ ｅａｒ ．Ｍａｎ ｙ

ｓ ｔｕｄ ｉ ｅ ｓｐｏ ｉ ｎ ｔ ｅｄｏｕ ｔｔｈｅｄｙ ｓ ｆｕｎ ｃ ｔ ｉ ｏｎｏｆｔｒｏｐｈｏｂ ｌ ａ ｓ ｔｉ ｎｖａｓ ｉ ｏｎｅａ ｓ ｉ ｌ ｙｌ ｅａｄｔ ｏ

ｓｐｏｎ ｔａｎ ｅｏｕ ｓａｂｏｒ ｔ ｉ ｏｎ
，ｔ ｈｅｍａ ｉ ｎ ｔ ｅｎａｎ ｃ ｅｏ ｆｎｏｒｍａ ｌｍ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎａｎ ｄｉ ｎｖａｓ ｉ ｏｎａｂ ｉ ｌ ｉ ｔ ｙ

ｏ ｆｔ ｒｏｐｈｏｂ ｌ ａ ｓ ｔｃ ｅ ｌ ｌ ｓｉ ｓａｎｉ ｍｐｏｒ ｔａｎ ｔｆａｃ ｔ ｏｒｔｏｅｎ ｓｕｒｅｎｏｒｍａ ｌｐｒｅｇｎａｎｃｙ ．Ｓｏ

Ｅｘ ｔｒａｖ ｉ ｌ ｌ ｏｕ ｓｔｒｏｐｈｏｂ ｌ ａ ｓ ｔｃ ｅ ｌ ｌ ｓ （ＥＶＴ ）ｂ ｅ ｃｏｍｅｔ ｈ ｅｔｏｏ ｌ ｓｃｏｍｍｏｎ ｌ ｙｕ ｓ ｅｄｔ ｏｓ ｔｕ ｄｙ

ｔｈｅｐａｔｈｏ ｌ ｏｇ ｉ ｃａ ｌｍｅｃｈａｎ ｉ ｓｍｏｆｔｈ ｅｓ ｐｏｎ ｔａｎ ｅｏｕ ｓａｂｏｒ ｔ ｉ ｏｎ
，ａｎｄｗｏｕ ｌ ｄｈ ｅａ ｌ ｉ ｎｇ

ａｓ ｓａｙａｎｄＴｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌａ ｓ ｓａｙａｒ ｅａ ｌｗａｙ ｓｕ ｓ ｅｄｔ ｏｄｅ ｔ ｅ ｃ ｔｔｈ ｅｍ ｉ ｇｒａ ｔ ｉ ｏｎａｎｄｉ ｎｖａ ｓ ｉ ｏｎ

ａｂ ｉ ｌ ｉ ｔ ｙｏ ｆＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ．

Ｍ ｉ ｃｒｏＲＮＡ ｓ （ｍ ｉ ＲＮＡ ｓ ）ａｒｅｓｍａ ｌ ｌｎｏｎ
－

ｃｏｄ ｉ ｎｇＲＮＡ ｓｏｆａｂｏｕ ｔ２２ｎｕｃ ｌ ｅｏ ｔ ｉ ｄｅ ｓｉ ｎ

ｌ ｅｎｇ ｔ ｈｗｈ ｉ ｃｈｍａｙｂ ｅｉ ｍｐｏｒ ｔａｎｔｉ ｎｍａｎｙｄ ｉ ｓ ｅａｓ ｅ ｓ ．Ｂｙｃ ｏｍｐａｒ ｉ ｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎ

ｏｆｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐｉ ｎｔｈｅｖ ｉ ｌ ｌ ｉｏ ｆｓｐｏｎ ｔａｎ ｅｏｕ ｓａｂｏｒｔ ｉ ｏｎａｎｄｎｏｒｍａ ｌｅａｒ ｌ ｙｐｒｅｇｎａｎｃ ｙ ，

ｉ ｔｗａｓｄ ｉ ｓ ｃｏｖｅｒｅ ｄｔｈａ ｔｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｃｏｕ ｌ ｄｂ ｅｒｅ ｌ ａｔ ｅ ｄｔ ｏｔ ｈｅｏｃ ｃ ｕｒｒｅｎ ｃ ｅｏ ｆ

ｓ ｐｏｎ ｔ ａｎ ｅｏｕ ｓａｂｏｒ ｔ ｉ ｏｎ ．Ｔｏ ｔ ａ ｌｆ ｌ ａｖｏｎｏ ｉ ｄ ｓｆｒｏｍｓ ｅｍｅｎｃ ｕ ｓ ｃｕ ｔａｅ（ＴＦＳＣ ） ａｓａ

ｒｅｐｒｅ ｓ ｅｎ ｔａ ｔ ｉ ｖ ｅＢｕ ｓ ｈ ｅｎａｎｔａ ｉｄｒｕｇ ，ｈｏｗｉ ｔｉ ｎｆ ｌ ｕｅｎｃ ｅ ｓｔ ｈｅｉ ｎ ｔ ｅｒｎａ ｌｍｅｃ ｈａｎ ｉ ｓｍｏ ｆ

ＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓｈａ ｓｎｏ ｔｂ ｅ ｅｎｒｅｐｏｒ ｔ ｅ ｄ ，ｓｏｔｈｅｐｈａｒｍａｃ ｏ ｄｙｎａｍ ｉ ｃｍｅｃｈａｎ ｉ ｓｍｏｆＴＦＳＣｏｎ

ＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓｈａ ｓｉｍｐｏｒ ｔａｎ ｔｓ ｉ ｇｎ ｉ ｆ ｉ ｃ ａｎｃ ｅ
，ｗｈｅ ｔｈｅｒＴＦＳＣｂｙｒｅｇｕ ｌ ａｔ ｉ ｎｇｍ ｉ ＲＮＡ

－

１ ２６
－

３ｐ

ｔ ｏｐｒｏｍｏ ｔ ｅｔｈｅｉ ｎｖａ ｓ ｉ ｏｎａｂ ｉ ｌ ｉ ｔ ｙｏｆＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓｉ ｓｔｈ ｅｋｅ ｙｉ ｎｔｈ ｉ ｓｓ ｔｕ ｄｙ ．

Ｏｂ
ｊ
ｅｃｔ ｉ ｖｅ

Ａ ｉｍ ｓｔｏｓ ｔｕｄｙｔｈ ｅｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｉ ｎｃｈｏｒ ｉ ｏｎ ｉ ｃｖ ｉ ｌ ｌ ｉｉ ｎｐａｔ ｉ ｅｎ ｔ ｓ

ｗ ｉ ｔｈｓｐｏｎ ｔ ａｎｅｏｕ ｓａｂｏｒ ｔ ｉ ｏｎａｎｄｉ ｎｐａｔ ｉ ｅｎ ｔ ｓｗ ｉ ｔ ｈｎｏｒｍａ ｌｐｒｅｇｎａｎｃ ｙ ，ｔ ｈｅｅｆｆｅｃ ｔ

ｏｆｍ ｉＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｏｎｉ ｎｖａｓ ｉ ｏｎａｎｄｍ ｉ ｇｒａ ｔ ｉ ｏｎｆｕｎ ｃ ｔ ｉ ｏｎｏｆＥｘ ｔｒａｖ ｉ ｌ ｌ ｏｕ ｓｔ ｒｏｐｈｏｂ ｌ ａｓ ｔ

Ｖ Ｉ



ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ （ＥＶＴ ） ；ｔ ｏｃｏｎ ｓ ｔｒｕｃ ｔｓｐｏｎｔａｎｅｏｕ ｓａｂｏｒｔ ｉ ｏｎｓ ｔａｔ ｅＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓｍｏｄｅ ｌ
，ｔ ｏ

ｅｘｐ ｌ ｏｒｅｔｈｅｐｈａｒｍａｃ ｏｄｙｎａｍ ｉ ｃｍｅｃｈａｎ ｉ ｓｍｏｆＴＦＳＣｏｎｔｈｅｍ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎａｎｄｉｎｖａｓ ｉ ｏｎ

ａｂ ｉ ｌ ｉ ｔ ｉ ｅ ｓｏｆＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓａｎｄｓｐｏｎｔａｎｅｏｕ ｓａｂｏｒｔ ｉ ｏｎｓ ｔａｔ ｅＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓｍｏｄｅ ｌ ．

Ｍｅｔ ｈｏｄ ｓ

１ ．Ｔｈ ｅｒｏ ｌ ｅａｎｄｔｈｅｆｕｎｃ ｔ ｉ ｏｎｏｆｍ ｉＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｉ ｎｓｐｏｎ ｔａｎ ｅｏｕ ｓａｂｏｒｔ ｉ ｏｎ ：

ｔ ｏｖ ｅｒ ｉ ｆｙｔｈ ｅｄ ｉ ｆｆｅｒ ｅｎｔ ｉ ａ ｌｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｆｍｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｉ ｎｐａｔ ｉ ｅｎｔ ｓｗ ｉ ｔｈｅａｒ ｌ ｙ

ｐｒｅｇｎａｎ ｃｙａｎｄｓｐｏｎｔａｎｅｏｕ ｓａｂｏｒｔ ｉ ｏｎｖ ｉ ｌ ｌｕ ｓｔ ｉ ｓ ｓｕｅ ｓｂｙＲＴ
－

ｑＰＣＲｍｅ ｔｈｏｄ
，ｕ ｓ ｉｎｇ

Ｌ ｉｐｏｆｅ ｃ ｔ ａｍ ｉｎｅ？２ ０００ａ ｓｔｈｅｖｅｃ ｔｏｒｏｆｍ ｉＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｍ ｉｍ ｉ ｃａｎｄｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔｏｒｗａｓ

ｔｒａｎ ｓｆｅ ｃ ｔ ｅ ｄｉ ｎ ｔｏＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓ
，ｗｏｕ ｌ ｄｈｅａ ｌ ｉｎｇａｓ ｓ ａｙａｎｄＴｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌａｓ ｓａｙｔ ｏｏｂ ｓ ｅｒｖｅ

ＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓ

’

ｍ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎａｎｄｉ ｎｖａ ｓ ｉ ｏｎａｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙ ，ａｎｄＲＴ
－

ｑＰＣＲｆｏｒｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｆ

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｉ ｎＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ．

２ ．Ｔｈｅｅｆｆｅ ｃ ｔｏｆＴＦＳＣｏｎｔｈｅｍ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎａｎｄｉ ｎｖａｓ ｉ ｏｎａｂ ｉ ｌ ｉ ｔ ｉ ｅ ｓｏｆＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ：

ｄｅ ｔ ｅ ｃ ｔｔｈｅｃｏｎｔａ ｉｎｏ ｆＴＦＳＣｂｙＵＶａｎｄＨＰＬＣｍｅｔｈｏｄ
；ＭＴＴｍｅ ｔｈｏｄｗａｓｕ ｓ ｅ ｄｔ ｏｄｅｔ ｅｃ ｔ

ＴＦＳＣｏｎＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌｔｏｘ ｉ ｃ ｉ ｔｙ ．Ｗｏｕ ｌ ｄｈｅａ ｌ ｉｎｇａ ｓ ｓａｙａｎｄＴｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌａ ｓ ｓ ａｙｆｏｒ

ｍ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎａｎｄｉｎｖａ ｓ ｉ ｏｎａｂ ｉ ｌ ｉ ｔ ｙｏｆＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓｂｙＴＦＳＣｔｒ ｅａｔｍｅｎｔ ．

３ ．Ｔｈｅｅｆｆｅ ｃ ｔｏｆＴＦＳＣｏｎｔｈｅｍ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎａｎｄｉ ｎｖａ ｓ ｉ ｏｎａｂ ｉ ｌ ｉ ｔ ｉ ｅ ｓｏｆ

ｓｐｏｎｔａｎ ｅｏｕ ｓａｂｏｒ ｔ ｉ ｏｎｓ ｔａｔ ｅｍｏｄｅ ｌＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ．
ｂｙｍ ｉ ｆｅｐｒ ｉ ｓ ｔｏｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ：ｄｅｔ ｅ ｃ ｔ

ｔｈｅｍ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎａｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙｏｆＥＶＴｗ ｉ ｔｈｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎｔｄｏ ｓａｇｅｏ ｆｍ ｉ ｆｅｐｒ ｉ ｓ ｔｏｎｅｂｙｗｏｕ ｌ ｄ

ｈｅａ ｌ ｉ ｎｇａｓ ｓａｙ ．Ｂｙｕ ｓ ｉ ｎｇｍ ｉ ｆｅｐｒ ｉ ｓ ｔｏｎｅｉ ｎｔ ｅｒｖ ｅｎｔ ｉ ｏｎｏｎＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓｗ ｉ ｔｈｔｈｅ

ｔｒａｎ ｓｆｅ ｃ ｔ ｉ ｏｎｏｆｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ ，ｔｏｃ ｏｎ ｓ ｔｒｕｃ ｔｓｐｏｎｔ ａｎｅｏｕ ｓａｂｏｒｔ ｉ ｏｎｓ ｔａｔ ｅＥＶＴ

ｃ ｅ ｌ ｌ ｓｍｏ ｄｅ ｌ ．Ｔｈｅｍ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎａｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙｏｆｔｈｅｍｏ ｄｅ ｌｗａｓｔ ｅ ｓ ｔ ｅｄｂｙｗｏｕ ｌ ｄｈｅａ ｌ ｉｎｇ

ａ ｓ ｓａｙａｎｄｔｈｅｍ ｉＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｃｈａｎｇｅ ｓｏｆｔｈｅｍｏｄｅ ｌｗａ ｓｄｅ ｔ ｅ ｃ ｔ ｅ ｄｂｙＲＴ
－

ｑＰＣＲ ．Ｗ ｉ ｔｈ

ｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎ ｔｏｆＴＦＳＣｏｎｓ ｐｏｎｔａｎｅｏｕ ｓａｂｏｒ ｔ ｉ ｏｎｓ ｔａｔ ｅＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓｍｏｄｅ ｌ
，ｗｏｕ ｌ ｄ

ｈ ｅａ ｌ ｉｎｇａ ｓ ｓａｙａｎｄＴｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌａ ｓ ｓ ａｙｗｅｒｅｕ ｓ ｅｄｆｏｒｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐ ｓｏ ｆｍ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎ

ａｎｄｉ ｎｖａｓ ｉ ｏｎ
，ａｎｄＲＴ

－

ｑＰＣＲｗｅｒ ｅｆｏｒｔｈｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏ ｆｉ ｎｔｒａｃｅ ｌ ｌ ｕ ｌ ａｒ

ｍ ｉ ＲＮＡ
—

１ ２６
－

３ｐｃｈａｎｇｅ ｓ ．

４ ．Ｔｈｅｍｅｃｈａｎ ｉ ｓｍｓｏｆＴＦＳＣｐｒｏｍｏ ｔ ｉｎｇｔｈｅｍ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎａｎｄｉ ｎｖａｓ ｉ ｏｎａｂ ｉ ｌ ｉ ｔ ｉ ｅ ｓ

ｏｆｓｐｏｎｔａｎｅｏｕ ｓａｂｏｒｔ ｉ ｏｎｓ ｔ ａｔ ｅｍｏｄｅ ｌＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓｂｙｍ ｉ ｆｅｐｒ ｉ ｓ ｔ ｏｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ：ｕ ｓ ｉｎｇ

ｍ ｉＲａｎｄａ
，
ｍ ｉ ＲＤＢ

，Ｔａｒｇｅ ｔ Ｓ ｃａｎａｎｄＣＬ ＩＰｆｏｕｒｄａｔａｂａ ｓ ｅ
，ｔｏｐｒｅ ｄ ｉ ｃ ｔｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｏｆ

ｍ ｉＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ ，ｕ ｓ ｉ ｎｇＧＯｅｎｒ ｉ ｃｈｍｅｎ ｔａｎａｌｙ ｓ ｉ ｓａｎｄａｎｄＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙａｎａ ｌｙ ｓ ｉ ｓｔｏ

ｐｒｅｄ ｉ ｃ ｔｃ ｅ ｌ ｌｆｕｎｃ ｔ ｉ ｏｎａｎｄｓ ｉ ｇｎａｌ ｉｎｇｐａｔｈｗａｙｔｈａｔｔｈｅｔａｒｇｅ ｔｇｅｎｅｏｆ

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｍ ｉ ｇｈｔｂ ｅｉ ｎｖｏ ｌ ｖｅｄｉ ｎ ．ＡｎｄＲＴ
－

ｑＰＣＲａｎｄＷＢｗｅｒｅｕ ｓ ｅｄｔｏｖｅｒ ｉ ｆｙ ．

Ｆ ｉｎａ ｌ ｌ ｙ ，ｔｈｅｒｅ ｌ ａｔ ｉ ｏｎ ｓｈ ｉ ｐｂ ｅ ｔｗｅ ｅｎｍ ｉＲＮＡ
—

１ ２６
－

３ｐａｎｄｔａｒｇｅ ｔｇｅｎｅｗａ ｓｃｏｎｆ ｉｒｍｅｄ

ｂ ｙｄｏｕｂ ｌ ｅｌｕｃ ｉ ｆｅｒａ ｓ ｅｒｅｐｏｒｔ ｅｒｇｅｎｅａｎｄｃｈｏｒ ｉ ｏｎ ｉ ｃｖ ｉ ｌ ｌｕ ｓｔ ｉ ｓ ｓｕｅ ．

５ ．ＴＦＳＣ
ｐｒｏｍｏｔ ｅｔｈｅｍ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎａｎｄｉｎｖａ ｓ ｉ ｏｎｏｆＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓｂｙ

ｔａｒｔ ｅ ｔ ｉｎｇ
ＭＭＰ９ ：

Ｖ Ｉ Ｉ



ＲＴ
－

ｑＰＣＲｗａ ｓｕ ｓ ｅ ｄｔ ｏｖｅｒ ｉ ｆｙ
ｆｏｒｔｈｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｆＭＭＰ９ｍＲＮＡａｆｔ ｅｒＴＦＳＣｔｒｅａｔｍｅｎ ｔ ．

Ｒｅ ｌ ｅｖａｎｔｓ ｉ ｇｎａ ｌ ｉ ｎｇｐａｔｈｗａｙ ｓｔｈａｔＴＦＳＣｏｆｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎｔｄｏ ｓ ａｇ ｅ ｓａｎｄｄ ｉ ｆｆｅｒ ｅｎｔｔ ｉｍｅ

ｐｏ ｉ ｎｔ ｓｏｎＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓｍ ｉ ｇｈ ｔｒ ｅ ｇｕ ｌ ａｔ ｅｗｅｒ ｅｔ ｅ ｓ ｔ ｅ ｄｖ ｉ ａｗｅ ｓ ｔ ｅｒｎｂ ｌ ｏｔ ｔ ｉｎｇ ．

Ｒｅ ｓ ｕ ｌ ｔ ｓ

一

． Ｔｈｅｒｏ ｌ ｅａｎｄｔｈｅｆｕｎｃ ｔ ｉ ｏｎｏｆｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｉ ｎｓｐｏｎ ｔａｎｅｏｕ ｓａｂｏｒｔ ｉ ｏｎ

１ ．Ｔｈｅｅｘｐｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｆｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐｉｎｖ ｉ ｌ ｌ ｕ ｓｏ ｆｐａｔ ｉ ｅｎｔ ｓｗ ｉ ｔｈｓｐｏｎｔａｎｅｏｕ ｓ

ａｂｏｒ ｔ ｉ ｏｎｗａ ｓｈ ｉ ｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉ ｎｎｏｒｍａ ｌｐｒｅ ｇｎａｎｔｗｏｍｅｎ ，ａｎｄｔｈｅｒｅｗａ ｓａ

ｓ ｉ ｇｎ ｉ ｆ ｉ ｃａｎｔｄ ｉ ｆｆｅｒ ｅｎｃ ｅｂ ｅ ｔｗｅ ｅｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐ ｓ（Ｐ＜０ ． ０ ５ ）
．

２ ．Ｓｕｃ ｃ ｅ ｓ ｓ ｆｕ ｌｔｒａｎ ｓ ｆ ｅ ｃ ｔ ｉ ｏｎｏｆｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｉ ｎ ｔｏＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓｔ ｏｃ ｏｎ ｓ ｔｒｕ ｃ ｔ

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｍ ｉ ｍ ｉ ｃａｎ ｄｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒｍｏ ｄ ｅ ｌ
，ｃｏｍｐａｒ ｅ ｄｗ ｉ ｔｈｎｏｒｍａ ｌＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓ

，

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｅｘｐｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｆｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｍ ｉｍ ｉ ｃｇｒｏｕｐｗａｓｓ ｉ ｇｎ ｉ ｆ ｉ ｃａｎｔ ｌ ｙ

ｉ ｎｃｒ ｅａ ｓ ｅｄ（Ｐ＜０ ． ００ １ ） ，ｗｈ ｉ ｌ ｅｒａ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔｏｒｇｒｏｕｐｗａｓｓ ｉ ｇｎ ｉ ｆ ｉ ｃａｎｔ ｌ ｙ

ｌ ｏｗｅｒ ｅ ｄ（Ｐ＜０ ． ０ １ ） ．

３ ．Ｏｖ ｅｒ ｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｆｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｇｒｏｕｐｄ ｅ ｃｒｅａ ｓ ｅ ｄｔｈｅｍ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎａｎｄ

ｉ ｎｖａ ｓ ｉ ｏｎｏ ｆＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓ
，ｃ ｅ ｌ ｌｎｕｍｂ ｅｒ ｓｗａｒ ｅｓ ｉ ｇｎ ｉ ｆ ｉ ｃａｎｔ ｌ ｙｌ ｏｗｅｒ（Ｐ＜０ ．０ ５ ） ；ｗｈ ｉ ｌ ｅ

ｔｈ ｅｍ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎａｎｄｉ ｎｖ ａｓ ｉ ｏｎｏｆｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
＿

３ｐｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒｇｒｏｕｐｉ ｎｃｒｅａ ｓ ｅｄ
，ｔｈ ｅ

ｎｕｍｂ ｅｒ ｓｏ ｆｃ ｅ ｌ ｌｉ ｎｖａ ｓ ｉ ｏｎｗａｒｅｓ ｉ ｇｎ ｉ ｆ ｉ ｃａｎ ｔ ｌ ｙｉ ｎｃｒ ｅａ ｓ ｅｄ（Ｐ＜０ ．０ １ ） ．

二Ｔｈｅｅ ｆｆｅ ｃ ｔｏｆＴＦＳＣｏｎｔ ｈ ｅｍ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎａｎｄｉ ｎｖａｓ ｉ ｏｎａｂ ｉ ｌ ｉ ｔ ｉ ｅ ｓｏｆＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓ

１ ．Ｔｈｅｃ ｏｎｔａ ｉ ｎｏｆＴＦＳＣｂ ｙＵＶｗａ ｓ９０ ．８ ７ ６％
，ＨＰＬＣｆｏｒｔｈｅｄ ｅ ｔ ｅ ｃ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆＴＦＳＣ

ｃｏｎ ｔａ ｉ ｎ ｉ ｎｇｃｏｎ ｃ ｌｕｄ ｅ ｄ７ ７ ．７ ５％ｒｕ ｔ ｉ ｎ
，ｑｕ ｅｒｃ ｅ ｔ ｉ ｎａｃ ｃ ｏｕｎ ｔ ｅｄｆｏｒ０ ．４ １％

，ａｖ ｅｒｙｓｍａ ｌ ｌ

ａｍｏｕｎｔｏｆｉ ｓ ｏｒｈａｍｎ ｅ ｔ ｉ ｎｆｏｒ０ ． ０ ３％
，ｔｈｅｔ ｏｔ ａ ｌｃ ｏｎ ｔ ｅｎ ｔｏｆｂｒａ ｓ ｓｆｏｒ７ ８ ．１ ９％ ．

２ ．Ｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎｔｄｏ ｓ ａｇｅ ｓｏｆＴＦＳＣｈａｄｎｏｓ ｉ ｇｎ ｉ ｆ ｉ ｃａｎｔｔｏｘ ｉ ｃ ｉ ｔ ｙｆｏｒＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ．

３ ．１Ｕ ｇ／ｍ ｌａｎｄ５Ｕ ｇ／ｒａｌＴＦＳＣｃｏｕ ｌ ｄｓ ｉ ｇｎ ｉ ｆ ｉ ｃａｎｔ ｌ ｙｐｒｏｍｏ ｔ ｅｔｈｅｍ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎｏ ｆＥＶＴ

ｃ ｅ ｌ ｌ ｓｂｙｗｏｕ ｌ ｄｈｅａ ｌ ｉ ｎｇａ ｓ ｓ ａｙ ，ｉ ｎａｔ ｉｍｅａｎｄｄｏ ｓ ｅ
－

ｄ ｅｐ ｅｎｄｅｎｔｍａｎｎ ｅｒ ；ｌ ｕ ｇ／ｍ ｌ

ａｎｄ５ｕ
ｇ／ｍ ｌＴＦＳＣｃｏｕ ｌ ｄｉ ｎｃｒ ｅａｓ ｅｔｈｅｉ ｎｖａｓ ｉ ｏｎａｂ ｉ ｌ ｉ ｔ ｙ ；ｃ ｏｍｐａ ｉ ｒｅｄｔ ｏＤＭＳ０ｇｒｏｕｐ ，

ｔｈｅｉ ｎｖａ ｓ ｉ ｏｎｃ ｅ ｌ ｌｎｕｍｂ ｅｒｏ ｆＴＦＳＣｗｅｒｅｓ ｔａｔ ｉ ｓ ｔ ｉ ｃ ａ ｌ ｌ ｙｓ ｉ ｇｎ ｉ ｆ ｉ ｃａｎ ｔ（Ｐ＜０ ． ０ ５ ） ．

三Ｔｈｅｅ ｆｆｅｃ ｔｏ ｆＴＦＳＣｏｎｔ ｈ ｅｍ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎａｎ ｄｉ ｎ ｖａ ｓ ｉ ｏｎａｂ ｉ ｌ ｉ ｔ ｉ ｅ ｓｏｆ

ｓ ｐｏｎｔａｎ ｅｏｕ ｓａｂｏｒ ｔ ｉ ｏｎｓ ｔ ａｔ ｅｍｏｄ ｅ ｌＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓｂ ｙｍ ｉ ｆｅｐｒ ｉ ｓ ｔ ｏｎ ｅｔ ｒｅａｔｍｅｎ ｔ

１ ．３０ ｕ ｍｏ ｌ ／Ｌａｎｄ６０ ｕ ｍｏ ｌ ／Ｌｍ ｉ ｆｅｐｒ ｉ ｓ ｔ ｏｎｅｓ ｉ ｇｎ ｉ ｆ ｉ ｃ ａｎｔ ｌ ｙｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｅ ｄｔｈｅ

ｍ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎａｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙｏ ｆＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓ
，ａｎｄｕｐ

－

ｒｅｇｕ ｌ ａｔ ｅ ｄｉ ｎ ｔｒａｃ ｅ ｌ ｌ ｕ ｌ ａｒｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ

ｉ ｎＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ．

２ ．ＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓｏｆ３０ｕ ｍｏ ｌ ／Ｌｍ ｉ ｆｅｐｒ ｉ ｓ ｔ ｏｎ ｅｉ ｎ ｔ ｅｒｖ ｅｎｔ ｉ ｏｎａｆ ｔ ｅｒｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ

ｔｒａｎ ｓ ｆｅ ｃ ｔ ｉ ｏｎ
，ｗｈ ｉ ｃｈｗａ ｓｍ ｉ ＲＮＡ

－

１ ２ ６
－

３ｐｍ ｉ ｍ ｉ ｃ
－

ＭＩ Ｆｇｒｏｕｐ ，ｗａ ｓｓｕｃ ｃ ｅ ｓ ｓ ｆｕ ｌ ｌ ｙ

ｃｏｎｓ ｔｒｕ ｃ ｔ ｅｄｆｏｒｓｐｏｎｔ ａｎｅｏｕ ｓａｂｏｒ ｔ ｉ ｏｎｓ ｔａ ｔ ｅＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓｍｏ ｄ ｅ ｌ ．Ｃｏｍｐａｒ ｅ ｄｗ ｉ ｔ ｈ

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ
－

Ｍ ＩＦｇｒｏｕｐ ，

ｔｈｅｍｏ ｄ ｅ ｌｈａｄｌ ｏｗｅｒｍ ｉ ｇｒａ ｔ ｉ ｏｎａｂ ｉ ｌ ｉ ｔ ｙ ，ａｎｄ

Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ



ｈ ｉ ｇｈｅｒｅｘｐｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｆｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ ，

３ ．Ｃｏｍｐａｒｅ ｄｗ ｉ ｔｈｍ ｉＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｍ ｉｍｉ ｃｎｅｇａｔ ｉ ｖｅ
－

ＤＭＳＯｇｒｏｕｐ ，ｔｈｅｍ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎ

ａｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙｏｆｍ ｉ ＲＮＡ
？

１ ２６
－

３ｐｍ ｉｍ ｉ ｃ
－

ＤＭＳＯｗａ ｓｄｅｃｒ ｅａｓ ｅ ｄ ．Ａｆｔ ｅｒＴＦＳＣｔｒ ｅａｔｍｅｎｔ
，ｔｈｅ

ｍ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎａｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙｏｆｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｍ ｉｍ ｉ ｃｎｅｇａｔ ｉｖｅ
－

ＴＳＺｗａｓｂ ｅｔ ｔ ｅｒｔｈａｎｉ ｔ ｓＤＭＳＯ

ｇｒｏｕｐ ，ａｎｄｔｈｅｍ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎａｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙｏ ｆｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｍ ｉｍ ｉ ｃ
－

ＴＳ Ｚｗａｓａ ｌ ｓ ｏｂ ｅ ｔ ｔ ｅｒ

ｔｈａｎｉ ｔ ｓＤＭＳＯｇｒｏｕｐ ．ＴＦＳＣｃｏｕ ｌ ｄｉｎｃｒｅａｓ ｅｔｈｅｍ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎｏｆｍ ｉ ＲＮＡｍ ｉｍ ｉ ｃａｎｄ

ｉｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒｇｒｏｕｐ ｓ
，ｃｏｍｐａｒｅｄｗ ｉ ｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏ ｌｇｒｏｕｐ ．

４ ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗ ｉ ｔｈｍ ｉ ＲＮＡ
－

１２６
—

３ｐｉｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒｎｅｇａｔ ｉ ｖｅ
－

ＤＭＳＯｇｒｏｕｐ ，ｔｈｅ

ｍ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎａｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙｏｆｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐｉｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔｏｒ
－

ＤＭＳＯｗａｓｉ ｎｃｒｅａｓ ｅ ｄ ．Ａｆｔ ｅｒＴＦＳＣ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
，ｔｈｅｍ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎａｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙｏｆｍ ｉ ＲＮＡ

－

１ ２ ６
—

３ｐｉｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒｎｅｇａｔ ｉｖｅ
－

ＴＳＺｗａ ｓ

ｂ ｅ ｔ ｔ ｅｒｔｈａｎｉ ｔ ｓＤＭＳＯ
ｇｒｏｕｐ ，ａｎｄｔｈｅｍ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎａｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙｏｆｍ ｉＲＮＡ

－

１ ２ ６
－

３ｐｉｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ

－

ＴＳＺｗａ ｓａ ｌ ｓ ｏｂ ｅ ｔ ｔ ｅｒｔｈａｎｉ ｔ ｓＤＭＳＯｇｒｏｕｐ ，ａｎｄｂ ｅ ｔ ｔ ｅｒｔｈａｎｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ

ｉｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒｎｅｇａｔ ｉｖｅ
－

ＴＳＺ ．ＴＦＳＣｃ ｏｕ ｌ ｄｉｎｃｒｅａ ｓ ｅｔｈｅｍ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎｏｆｍ ｉＲＮＡ
－

１２６
—

３ｐ

ｉｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒｇｒｏｕｐ ．

５ ．Ｔｈｅｍ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎａｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙｏｆｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｉｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ
－

ＴＳＺｗａ ｓａ ｌ ｓ ｏｂ ｅ ｔ ｔ ｅｒ

ｔｈａｎｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｍｉｍ ｉ ｃ
－

ＴＳＺ
ｇｒｏｕｐ ．ＴＦＳＣｃｏｕ ｌ ｄｉｎｃｒｅａ ｓ ｅｔｈｅｍ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎａｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙ

ｏｆＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓ
，ａｎｄａ ｌ ｓ ｏｐｒｏｍｏ ｔ ｅｔｈｅｍ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎｏｆｓｐｏｎｔａｎｅｏｕ ｓａｂｏｒｔ ｉ ｏｎｓ ｔ ａ ｔ ｅ

ＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓｍｏｄｅ ｌ ．Ｉ ｆｋｎｏｗｎｄｏｗｎｔｈｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｆｍ ｉ ＲＮＡ
－

１２６
－

３ｐｉｎＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓ
，

ｔｈｅｆｕｎｃ ｔ ｉ ｏｎｏｆＴＦＳＣｉ ｎｃｒｅａｓ ｉｎｇＥＶＴｍ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎａｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙｗａｓｍｏｒｅｏｂｖ ｉ ｏｕ ｓ ．

６ ＊ＴＦＳＣｃｏｕ ｌ ｄｉｎｃｒ ｅａｓ ｅｔｈｅｉ ｎｖａ ｓ ｉ ｏｎａｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙｏｆｔｈｅｓｐｏｎｔａｎｅｏｕ ｓａｂｏｒｔ ｉ ｏｎ

ｓ ｔａｔ ｅＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓｍｏｄｅ ｌ ．Ｔｈｅｉｎｖａ ｓ ｉ ｏｎｃｅ ｌ ｌｎｕｍｂｅｒｏｆｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐｍ ｉｍ ｉ ｃ
－

ＴＳＺ

ｗａｓｓ ｉ ｇｎ ｉ ｆ ｉ ｃａｎｔ ｌ ｙｉ ｎ ｃｒｅａｓ ｅ ｄｔｈａｎｉ ｔ ｓＤＭＳＯｇｒｏｕｐ ，ａｎｄｈａｄｓ ｔａｔ ｉ ｓ ｔ ｉ ｃａ ｌ

ｓ ｉ ｇｎ ｉ ｆ ｉ ｃａｎｃｅ
，ｃｏｍｐａｒ ｅ ｄｗ ｉ ｔｈｍ ｉＲＮＡ

￣

１ ２６ ３ｐｍ ｉｍ ｉ ｃｎｅ ｇｔ ｉ ｖｅ ＤＭＳＯｇｒｏｕｐ（ｐ ＜０ ．０ ５ ） ．

Ｔｈｅｉｎｖａ ｓ ｉ ｏｎｃ ｅ ｌ ｌｎｕｍｂ ｅｒｏｆｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ
－

ＴＳＺｗａｓｓ ｉ ｇｎ ｉ ｆ ｉ ｃａｎｔ ｌ ｙ

ｉ ｎｃｒｅａ ｓ ｅ ｄｔｈａｎｉ ｔ ｓＤＭＳＯｇｒｏｕｐ ，ａｎｄｈａｄｓ ｔａｔ ｉ ｓ ｔ ｉ ｃａｌｓ ｉ ｇｎ ｉ ｆ ｉ ｃａｎｃ ｅ
，ｃ ｏｍｐ ａｒｅｄｗ ｉ ｔｈ

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
￣

３ｐｉｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔｏｒｎｅｇａｔ ｉ ｖｅ
－

ＤＭＳＯｇｒｏｕｐ（ｐ ＜ ０ ．０ ５ ） ．Ｔｈｅｉｎｖａ ｓ ｉ ｏｎｃ ｅ ｌ ｌｎｕｍｂ ｅｒ

ｏ ｆｍ ｉＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｉｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔｏｒ
－

ＴＳＺｗａｓｉ ｎｃｒｅａｓ ｅ ｄｔｈａｎｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｍｉｍ ｉ ｃ
－

ＴＳＺ

（ｐ ＜ ０ ．０ ０ １ ） ．

７ ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗ ｉ ｔ ｈｍ ｉＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｍ ｉｍ ｉ ｃｎｅｇａｔ ｉｖｅ
－

ＤＭＳＯ
ｇｒｏｕｐ ，ｔｈｅｍ ｉＲＮＡ

－

１ ２６
－

３ｐ

ｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｆｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｍ ｉｍｉ ｃ
－

ＤＭＳＯａｎｄ－

ＴＳＺｇｒｏｕｐｗｅｒｅｕｐ
－

ｒｅ ｇｕ ｌ ａｔ ｅ ｄ

（ｐ ＜０ ． ０ ５ ） ．Ｃｏｍｐａｒ ｅｄｗ ｉ ｔｈｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｉｎｈ ｉｂ ｉ ｔ ｏｒｎｅｇａｔ ｉ ｖｅ
－

ＤＭＳＯｇｒｏｕｐ ，ｔｈｅ

ｍ ｉＲＮＡ
＿

１ ２６
－

３ｐｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｆｍｉ ＲＮＡ
＿

１ ２６
－

３ｐｉｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔｏｒ
—

ＴＳＺｗａｓｄｏｗｎ
－

ｒ ｅ ｇｕ ｌ ａｔ ｅｄ

（ｐ ＜０ ．０ ５ ） ．ＡｎｄｔｈｅｍｉＲＮＡ
－

１２６
￣

３ｐｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｆｍｉＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｉｎｈ ｉｂ ｉ ｔｏｒ
－

ＴＳ Ｚｗａｓ

ｄｏｗｎ
－

ｒ ｅ ｇｕ ｌ ａｔ ｅ ｄ
，ｃｏｍｐａｒｅ ｄｗ ｉ ｔｈｍ ｉ ＲＮＡ

－

１２６
－

３ｐｍ ｉｍ ｉ ｃ
－

ＴＳＺ
，ｔｈ ｅｍｏｄｅ ｌ

ｇｒｏｕｐ
（ｐ
＝
０ ．０５ ） ．

ＩＸ



四 ． Ｔｈｅｍｅ ｃｈａｎ ｉ ｓｍ ｓｏｆＴＦＳＣｐｒｏｍｏ ｔ ｉ ｎｇｔｈ ｅｍ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎａｎｄｉ ｎｖａ ｓ ｉ ｏｎａｂ ｉ ｌ ｉ ｔ ｉ ｅ ｓ

ｏｆｓｐｏｎｔａｎｅｏｕ ｓａｂｏｒｔ ｉ ｏｎｓ ｔ ａｔ ｅｍｏｄｅ ｌＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓｂｙｍ ｉ ｆｅｐｒ ｉ ｓｔｏｎ ｅｔｒｅａｔｍｅｎ ｔ

１ ．Ｓ ｃｒｅ ｅｎ ｉ ｎｇｏｆｔｈｅｔ ａｒｇｅ ｔｇｅｎｅ ｓｏｆｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｔａｒｇｅ ｔｇｅｎ ｅ ｓｔｈｒｏｕｇｈｔｈ ｅ

ｄａｔａｂａｓ ｅ
，ｔｈｅｒ ｅｗｅｒｅｔ ｅｎｍＲＮＡａｂｏｕ ｔｉ ｎｖａ ｓ ｉ ｏｎａｎｄｍ ｉ ｇｒａ ｔ ｉ ｏｎａｂ ｉ ｌ ｉ ｔ ｙｏｆｃ ｅ ｌ ｌ ｓ

，

ｉ ｎｃ ｌｕｄ ｉ ｎｇＶＥＧＦＡ ，ＳＤＣ２
，Ｇ０ＬＰＨ３

，ＳＬＣ７Ａ５
，ＰＥＸ５

，ＩＴＧＡ６
，ＮＡＶ Ｉ

，ＳＭＵＲＦ２
，ＰＬＸＮＢ２

，

ＰＰＰ３ＣＢ
，ａｂｏｕｔｃｅ ｌ ｌａｎｇ ｉ ｏｇｅｎｅ ｓ ｉ ｓｆｕｎｃ ｔ ｉ ｏｎ

，ｉ ｎｃ ｌ ｕｄ ｉｎｇＣＲＫ ，Ｐ Ｉ Ｋ３ Ｒ２ ．

２ ．ＴｈｅｍＲＮＡｌ ｅ ｖ ｅ ｌｏｆＳＬＣ７Ａ５ ，ＮＡＶ Ｉ ，ＰＬＸＮＢ２ ，ＰＥＸ５ｏｎｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ
ｍ ｉｍ ｉ ｃｗｅｒ ｅ

ｄｏｗｎ
－

ｒ ｅｇｕ ｌ ａｔ ｅ ｄ
，ａｎｄｏｎｍ ｉ ＲＮＡ

－

１ ２６
－

３ｐｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒｗｅｒｅｕｐ
－

ｒｅｇｕ ｌ ａｔ ｅ ｄ
，ｂｙｕ ｓ ｉ ｎｇ

ＲＴ
－

ｑＰＣＲ ．

３ ．Ａｆ ｔ ｅｒｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｔ ｒａｎ ｓ ｆｅ ｃ ｔ ｉ ｏｎｔ ｏＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓａｆ ｔ ｅｒ４８ｈ
，ＰＬＸＮＢ２ｐｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎ

ｌ ｅｖｅ ｌ ｓｏｆｍ ｉ ＲＮＡ
—

１ ２６
－

３ｐｍ ｉｍ ｉ ｃｇｒｏｕｐ ，ｃｏｍｐａｒｅｄｗ ｉ ｔｈｎｅｇａｔ ｉ ｖ ｅｇｒｏｕｐ ，ｗａ ｓ

ｓ ｉ ｇｎ ｉ ｆ ｉ ｃａｎ ｔ ｌ ｙｄｅ ｃｒｅａ ｓ ｅ ｄ （ｐ＜０ ．０ １ ） ；ｃｏｍｐａｒｅｄｗ ｉ ｔｈｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｍ ｉｍ ｉ ｃｇｒｏｕｐ ，

ＰＬＸＮＢ２ｐｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎｌ ｅｖ ｅ ｌ ｏｆｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒｇｒｏｕｐａｎｄＴＦＳＣｇｒｏｕｐｗｅｒ ｅｓ ｉ ｇｎ ｉ ｆ ｉ ｃａｎ ｔ ｌ ｙ

ｕｐ
－

ｒｅｇｕ ｌａｔ ｅ ｄ
，ｗ ｉ ｔ ｈｓ ｔａｔ ｉ ｓ ｔ ｉ ｃａ ｌｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎｃ ｅ（ｐ＜０ ． ０ １ ） ．

４ ．Ａｆ ｔ ｅｒｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｔｒａｎ ｓ ｆ ｅｃ ｔ ｉ ｏｎｔ ｏＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓａｆ ｔ ｅｒ４８ｈ
，ＰＥＸ５ｐｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎ

ｌ ｅｖ ｅ ｌ ｓｏｆｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｍ ｉｍ ｉ ｃｇｒｏｕｐ ，ｃｏｍｐａｒ ｅｄｗ ｉ ｔｈｎｅｇａｔ ｉ ｖ ｅｇｒｏｕｐ ，ｗａ ｓ

ｓ ｉ ｇｎ ｉ ｆ ｉ ｃａｎ ｔ ｌ ｙｄｅ ｃｒｅａ ｓ ｅｄ（ｐ＜０ ．０ ５ ） ；ｃｏｍｐａｒｅｄｗ ｉ ｔｈｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｍ ｉ ｍ ｉ ｃｇｒｏｕｐ ，

ＰＥＸ５ｐｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎｌ ｅｖ ｅ ｌｏ ｆｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒｇｒｏｕｐｗａ ｓｓ ｉ ｇｎ ｉ ｆ ｉ ｃａｎ ｔ ｌ ｙｕｐ
－

ｒ ｅｇｕ ｌ ａ ｔ ｅｄ
，ｗ ｉ ｔｈ

ｓ ｔａ ｔ ｉ ｓ ｔ ｉ ｃａ ｌｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎ ｃ ｅ（ｐ＜０ ． ０ １ ） ，ｂｕ ｔＴＦＳＣｇｒｏｕｐｗ ｉ ｔ ｈｏｕ ｔｃｈａｎｇｅ ．

５ ．Ｄｕａ ｌｌ ｕ ｃ ｉ ｆｅｒａ ｓ ｅｒｅｐｏｒｔ ｅｒｇｅｎｅｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｃｏｍｐａｒｅ ｄｗ ｉ ｔｈｔ ｈ ｅｗ ｉ ｌ ｄｔｙｐｅ

ＰＬＸＮＢ２
－

ＷＴ＋Ｎｏｎ
－

ｔａｒｇｅ ｔＣｏｎ ｔｒｏ ｌｇｒｏｕｐ ，ｔｈｅｆ ｌ ｕｏｒｅ ｓ ｃｅ ｉ ｎｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｌ ｅ ｖｅ ｌｏ ｆ

ＰＬＸＮＢ２
－

ＷＴ＋ｍ ｉ ｍ ｉ ｃｐｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎｇｒｏｕｐｄ ｅｃｒｅａ ｓ ｅ ｄ
，ｗ ｉ ｔｈｓ ｉ ｇｎ ｉ ｆ ｉ ｃａｎｔｄ ｉ ｆｆｅｒ ｅｎｃ ｅ（ｐ＜

０ ．００ １ ） ；ｗｈ ｉ ｌ ｅｔｈｅＮｏｎ
－

ｔａｒｇｅ ｔｍｕ ｔａｎｔＰＬＸＮＢ２
－

Ｍｕｔ ＋Ｎｏｎ
－

ｔａｒｇｅ ｔＣｏｎ ｔ ｒｏ ｌｇｒｏｕｐｈａｄ

ｎｏｓ ｉ ｇｎ ｉ ｆ ｉ ｃａｎｔｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎｃ ｅｃｏｍｐａｒｅ ｄｗ ｉ ｔ ｈＰＬＸＮＢ２
－

ＷＴ＋Ｎｏｎ
－

ｔａｒｇｅ ｔＣｏｎ ｔｒｏ ｌｇｒｏｕｐ ．

Ｔｈ ｅｆ ｌ ｕｏｒｅ ｓ ｃ ｅ ｉ ｎｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｆＰＬＸＮＢ２
－

Ｍｕ ｔ ＋ｍ ｉ ｍ ｉ ｃｇｒｏｕｐ ，ｃｏｍｐａｒｅ ｄｗ ｉ ｔｈ

ＰＬＸＮＢ２
－

Ｍｕ ｔ＋Ｎｏｎ
－

ｔａｒｇ ｅ ｔＣｏｎ ｔｒｏ ｌｇｒｏｕｐ ，ｗａ ｓａｌ ｉ ｔ ｔ ｌ ｅｌ ｏｗｅｒ
，ｗ ｉ ｔｈｏｕ ｔｓ ｔａｔ ｉ ｓ ｔ ｉ ｃａ ｌ

ｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎｃ ｅ ．ＰＬＸＮＢ２ｗａ ｓｔ ｈ ｅｔａｒｇｅ ｔｇｅｎｅｏ ｆｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
￣

３ｐ ．

６ ．Ｔｈ ｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏ ｆＰＬＸＮＢ２ｉ ｎｓ ｐｏｎ ｔａｎ ｅｏｕ ｓｖ ｉ ｌ ｌ ｕ ｓｗａ ｓｄ ｅｃ ｒ ｅａ ｓ ｅｄｔ ｈａｎｉ ｎ

ｎｏａｍａ ｌｐｒｅｇｎａｎｃ ｙｖ ｉ ｌ ｌ ｕ ｓｂｙＷｅ ｓ ｔ ｅｒｎｂ ｌ ｏ ｔ ｔ ｉ ｎｇ ．

五 ． ＴＦＳＣ
ｐｒｏｍｏ ｔ ｅｔｈｅｍ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎａｎｄｉ ｎｖａ ｓ ｉ ｏｎｏｆＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓｂ ｙｔ ａｒ ｔ ｅ ｔ ｉ ｎｇ

ＭＭＰ９

１ ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｆＭＭＰ９ｍＲＮＡｉ ｎＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓｗａ ｓｏｂｖ ｉ ｏｕ ｓ ｌ ｙｉ ｎｃｒｅａ ｓ ｅｄａｆｔ ｅｒ

０ ．５ｕ
ｇ／ｍ ｌ

，１ｙｇ／ｍ ｌａｎｄ５ｕ
ｇ／ ｒｎ ｌＴＦＳＣｔ ｒｅａ ｔｍｅｎｔ

，ＭＭＰ９ｐｒｏｔ ｅ ｉ ｎｗａ ｓｉ ｎ ｃｒｅａ ｓ ｅ ｄａｆｔ ｅｒ

１ｕｇ／ｍ ｌａｎｄ５ｕｇ／ｍ ｌＴＦＳＣ
（ｐ ＜ ０ ．０ １ ） ．ＴｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｗｅｒｅｑｕ ｉ ｔ ｅ

ｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎ ｔｂ ｅ ｔｗｅｅｎ８ｈａｎｄ１ ２ｈＴＦＳＣｔ ｒｅａ ｔｍｅｎ ｔｉ ｎｔｈｅｄｏ ｓａｇｅｏｆ１ｕｇ／ｍ ｌ（ｐ ＜ ０ ．０ １ ） ．

２ ．ＯｎＭＡＰＫｓ ｉ ｇｎａ ｌ ｉ ｎｇｐａｔｈｗａｙ ，１ｕ
ｇ／ｍ ｌａｎｄ５ｕｇ／ｍ ｌＴＦＳＣｕｐ

－

ｒｅ ｇｕ ｌ ａｔ ｅ ｄｐ
－

ＥＲＫ

ｘ



ｌ ｅｖｅ ｌ
，ｗ ｉ ｔｈｏｕｔｃｈａｎｇ ｉｎｇ

ｔ ｏｔａ ｌＥＲＫ （ｐ＜０ ．０５ ） ．１ｕｇ／ｍ ｌＴＦＳＣｉ ｎｃｒｅａｓ ｅｄ
ｐ
－

ＥＲＫｌ ｅｖｅ ｌ ｓ

ｉ ｎｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎｔｔ ｉｍｅｐｏ ｉ ｎｔ（ ｌ ｈ ，２ｈ
，８ｈ ） ，ｅ ｓｐｅｃ ｉ ａ ｌ ｌ ｙｉ ｎｌ ｈ

，ｗ ｉ ｔｈｔｈｅｍｏ ｓ ｔｏｂｖ ｉ ｏｕ ｓ

ｉ ｎｃｒｅａｓ ｅｉｎｐ
－

ＥＲＫｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎ ．ＴＦＳＣｉ ｎｃｒ ｅａ ｓ ｅｄｐ３８ｐｈｏ ｓｐｈｏｒｙ ｌａｔ ｉ ｏｎｉｎａ

ｄｏ ｓ ｅ
－

ｄｅｐ ｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ ，ｗｉ ｔｈｏｕｔｃｈａｎｇ ｉｎｇｔｏｔａ ｌｐ３８ （ｐ＜０ ． ０ １ ） ．

３ ．ＯｎＡＫＴｓ ｉ ｇｎａ ｌ ｉ ｎｇｐａｔｈｗａｙ ，１ｕｇ／ｍ ｌａｎｄ５Ｐ
ｇ／ｒａ ｌＴＦＳＣｉ ｎｃｒ ｅａｓ ｅｄｐ

－

ＡＫＴ （３０８ ）

ｉ ｎＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓｂｕｔｎｏｃｈａｎｇｅ ｓｉ ｎｔ ｏ ｔａ ｌＡＫＴｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎ （ｐ ＜０ ． ０ ５ ） ．５ ｙｇ／ｍ ｌＴＦＳＣ

ｉｎｃｒｅａｓ ｅｄｐ
－

ＡＫＴ （４７ ３ ）ｉｎＥＶＴｃｅ ｌ ｌ ｓａ ｌ ｓｏｗ ｉ ｔｈｏｕｔｃｈａｎｇｅ ｓｉｎｔｏｔａ ｌＡＫＴ （ｐ ＜０ ．０５ ） ．

Ｔｒ ｅａｔ ｅｄｗ ｉ ｔｈ１ｕ
ｇ／ｍ ｌＴＦＳＣｆｏｒｔｈｅｉｎｄ ｉ ｃａｔ ｅｄｔ ｉｍｅ ｓ（ １ ，２ ，４ ，８ ，１ ２ｈ ） ，ｐ

－

ＡＫＴ （３０８ ）

ａｎｄｐ
－

ＡＫＴ
（
４７ ３ ）ｗｅｒ ｅｕｐ

－

ｒｅ ｇｕ ｌａｔ ｅｄｉｎｌｈ （ｐ＜ ０ ．０ ５ ） ．

４ ．ＯｎＮｏｔ ｃｈｓ ｉ ｇｎａｌ ｉ ｎｇｐａｔｈｗａｙ ，ｃｏｍｐａ ｉｒｅ ｄｗ ｉ ｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏ ｌｇｒｏｕｐ ，
ＴＦＳＣ

ｈ ｉ ｇｈ ｌｙ
ｕｐ

－

ｒｅｇｕ ｌ ａｔｅｄＮｏ ｔ ｃｈ ｌａｎｄＮｏ ｔ ｃｈ２ｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｉｎＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓ（ｐ ＜０ ．０ １ ） ．Ｔｒｅａｔ ｅ ｄ

ｗ ｉ ｔｈ１ｕｇ／ｍ ｌＴＦＳＣｆｏｒｔｈｅｉｎｄ ｉ ｃａｔ ｅｄｔ ｉｍｅ ｓ（ １ ，２
，

４
，

８
，

１ ２ｈ ） ，Ｎｏ ｔｃｈ２ｗａｓ

ｉ ｎｃｒｅａｓ ｅｄｉ ｎｌｈａｎｄ８ｈ
，ｅ ｓｐｅｃ ｉ ａ ｌ ｌ ｙｉｎ８ｈ（ｐ ＜０ ． ０ １ ） ，ｗｈ ｉ ｌ ｅＮｏｔ ｃｈ ｌｎｏｔ ．

Ｃｏｎｃ ｌ ｕ ｓ ｉ ｏｎ （ ｓ ）

１ ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｆｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｗａ ｓｕｐ
－

ｒｅｇｕ ｌ ａｔ ｅｄｉ ｎｔｈｅｓｐｏｎｔａｎｅｏｕ ｓ

ａｂｏｒｔ ｉ ｏｎａｎｄｔｈｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｆｍ ｉＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｃｏｕ ｌ ｄｉｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔｔｈｅｍ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎ

ａｎｄｉ ｎｖａｓ ｉ ｏｎｏｆＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓ
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

策 丝子总黄明调控 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ ｐ 促进 滋 养细胞侵袭 功 能机 制研 究


引言

自然流产 （ ｓｐｏｎｔ ａｎ ｅｏｕ ｓａｂｏｒ ｔ ｉ ｏｎ ， ＳＡ ） 是指怀孕至 ２０ 周 以前发生的流产现象 ，

是妇产科常见的生殖障碍疾病 ， 其中 １ ０％的 自 然流产可在临床上确诊 ， ２０％的 自 然流产

在下次月 经来潮前 已经发生 。 近年来临床上所见的 自然流产的发生率逐年增高 ， 在备

孕的夫妇之中高达 １％可能发生 自 然流产 ， 其中发生 ２ 次 以上的 自 然流产率高达 ５％以

上
［ １ ］

。 自然流产发生率如此之高 ， 严重影响 了夫妇怀孕甚至正常生育 ， 然而其发病机

制 尚未完全明确 ， 目 前 己有研宄报道主要包括基因 突变 （染色体异常 ） ， 免疫因素 ，

血栓形成倾向 、 内分泌及代谢因素 、 子宫形态异常 、 感染 、 环境或者个人习惯以及不

明原因 的 自然流产等
［ １

‘
２ ］

。

正值国家放开二胎政策的实施 ， 妊娠患者将会比 以往增加 ， 且孕妇年龄亦可能增

加 ， 可 以想象前来就诊患者可能发生 自然流产的机率将有可能随之升高 。 因此 ， 研宄

自 然流产的发病机理对指导临床上治疗 自 然流产有重要的指导意义 。 其 中 ， 滋养细胞

是受精卵着床后妊娠过程中最重要的
一

环 ， 侵袭能力是滋养细胞重要的功能 ， 滋养细

胞正常发挥其侵袭功能 ， 是维持正常妊娠的关键环节 ， 如果滋养细胞的功能失调 ， 易

出现胎儿畸形 ， 胎儿生长阻滞 ， 自然流产 ， 死胎等 ； 如当侵袭功能过强 ， 易造成胎盘

植入或绒毛膜癌 ， 大 出血而危害母体生命 ； 而当侵袭功能不足 ， 易 引 发 自然流产或先

兆子痫 。 因此研宄滋养细胞的迁移和侵袭功能及其调控机制对 了解 自 然流产发生和预

防很有意义 。

ｍ ｉ ＲＮＡ 是非编码的小 ＲＮＡ ， 学术界发现 ｍ ｉ ＲＮＡ 的变化会影响细胞的功能 ， 如增殖 ，

迁移和侵袭等 。 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 被发现在先兆子痫的发生具有重要作用 ， 而先兆子痫和

自 然流产都有可能是因为滋养细胞的侵袭过强或不足引起 ， 因此 ， ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 在 自

然流产 中是否发挥着 同样作用 以及其是否引 起滋养细胞的侵袭功能改变是值得深入

探讨的课题 。

我们的前期研宄表明 中药提取物菟丝子总黄酮可以防治 自 然流产 ， 且临床疗效显

著 ， 并提出其作用可能是通过影响滋养细胞的功能而实现的 ， 但其确切 的分子机制 尚

不明确 ， 本课题将重点研宄菟丝子总黄酮如何通过 ｒａ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 来调控滋养迁移和

侵袭细胞功能 ， 明确菟丝子总黄酮的补肾安胎的疗效与机制 ， 以便更好的指导临床用

药 。

１
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广 州 中 医 药 大学 ２０ １ ７ 届博士学位论文
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

策丝子 总 黄酮调控 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ ｐ 促进 滋 养 细胞侵袭功 能机制研 究


第一章 文献综述

第
一节 自然流产机制研究

自然流产的临床发生机制 尚未明确 ， 目 前提出 的可能因素主要包括染色体异常 ，

免疫因素 ， 血栓形成 ， 代谢与 内分泌因素 ， 且有
一

些表现为子宫形态解剖异常 ， 或者

环境因素、 感染因素 ， 以及
一

些不明原因 的 自然流产等 。

一

、 基因 因素 （染色体异常 ）

染色体异常是导致 自然流产发生常见的原因 ， 在对 １ ４ １ ４ 对夫妇得研宄中发现 ，

存在 ３ 个染色体异位的女性携带者 （ 男性染色体正常 ） ， 亦可生育 出染色体正常的健

康婴儿 。 按照遗传学原理 ， 在携带 ３ 个染色体异位的女性后代中 ， １ ２ ．５％可能性是正

常染色体 ，
１ ２ ．５％可能性是染色体平衡易位 ， ７ ５％可能性会出现染色体失衡 ， 大约 ０ ．１％

的机会会出现 ＲＳＡ
［
３

］

。 对发生不 明原因的 １ ２９ 例 ＲＳＡ 患者对 比 １ ８３ 例正常妊娠妇女染

色体进行检查 ， 发现 ＵＲＳＡ 患者体 内 出现 ＥＳＲ １ 基因 的多态性 ， ＵＲＳＡ 患者 ＥＳＲ １ 基因上

Ｐｖｕ Ｉ Ｉ Ｃ 和 Ｘｂａ ｌＧ 高度表达 ， 而正常妊娠妇女则没有发现 。 同时提出 Ｘｂａ ｌＧ 上 ＧＧ 基

因型及 Ｐｖｕ Ｉ Ｉ Ｃ／Ｘｂａ ｌＧ 上 Ｃ
－

Ｇ 单体型是造成 ＵＲＳＡ 的危险因子
ｗ

。 进
一

步对流产患者

基因组的 ｍ ｉ ｃｒｏＲＮＡ 进行系列研宄 ， 血清 内检测到差异 ， 包括 Ｄ Ｉ ＣＥＲｒ ｓ ３ ７４ ２ ３ ３０ ，ＤＲＯＳＨＡ

ｒ ｓ ｌ ０ ７ １ ９ ， ＲＡＮＧＴＰａ ｓ ｅ（ＲＡＮ ）ｒ ｓ ｌ ４０ ３ ５和ｅｘｐｏｒ ｔ ｉ ｎ
－

５（ＸＰ０５ ）ｒ ｓ ｌ ｌ ０ ７ ７ ， 利用ＭＤＲ

方法检测该 四种多态性基因 间 的联系 ， 结果得 出 ＲＡＮｒ ｓ ｌ ４ ０ ３ ５ＣＣｇ ｅｎｏ ｔ ｙｐ ｅａｎｄＤ Ｉ ＣＥＲ

ｒ ｓ ３ ７４２ ３ ３０／ＤＲＯＳＨＡｒ ｓ ｌ ０ ７ １ ９ＧＧ／ＴＣ＋ＣＣ ，ｒ ｓ ３ ７４２３ ３０／ＲＡＮｒ ｓ ｌ ４０ ３ ５ＧＧ／ＣＣ ，Ｄ ＩＣＥＲ

ｒ ｓ ３ ７４２ ３ ３０／ＸＰ０５ｒ ｓ ｌ ｌ ０ ７ ７ＧＧ／ＡＣ＋ＣＣ联合能够增加ＲＰＬ的危险 ， 而ＲＡＮｒ ｓ ｌ ４０ ３ ５ＣＴ ，

Ｄ ＩＣＥＲｒ ｓ ３ ７４２ ３ ３０／ＲＡＮｒ ｓ ｌ ４０ ３５ＡＡ＋ＡＧ／ＣＴ＋ＴＴ ，ＤＲＯＳＨＡｒ ｓ ｌ ０ ７ １ ９／ＲＡＮｒ ｓ ｌ ４０ ３ ５

ＴＣ＋ＣＣ／ＣＴ＋ＴＴ ， ＲＡＮｒ ｓ ｌ ４０ ３ ５ ／ＸＰ０５ｒ ｓ ｌ ｌ ０ ７ ７ＣＴ＋ ＴＴ／Ｍ联合能够减少
ＲＰＬ的危险 。 Ａ

－

Ｔ
－

Ｔ
－

Ｃ

ａｎｄＧ
－

Ｃ
－

Ｔ
－

Ａ 等位基因联合在 ＲＰＬ 患者中表达显著增高
Ｍ

。 研宂还发现 ＲＳＡ 患者基因

中 ＨＬＡ
－

Ｇ５
’

上游基因也表达异常
［ ６ ］

， ＲＳＡ 患者绒毛组织的 ＦＫＢＰ５ ２ 水平降低＇而 ＨＭＧＢ １

水平升高
［
８

］

。 在对 ＲＳＡ 患者 内纤溶系统的研宄中 ， 发现纤溶系统会引 起 ＲＳＡ 的发生 ，

其ＰＬＡＵＲｒ ｓ ４２ ５ １ ９２ ３ ，ＳＥＲＢＰ２ｒ ｓ６０９８和ＳＥＲＢＰ２ｒｓ６ １ ０３的基因多态性是造成ＲＳＡ的

危险因子
［
９

］

。

通过对 比研宄 ３ ２ 例 ＲＳＡ 和 ３５ 例有过正常妊娠的妇女早期妊娠时

ｋ ｉ ｓ ｓｐ ｅｐ ｔ ｉ ｎ／ＧＰＲ５ ４ 和 Ｐ ＩＢＦ／ＰＲ 在滋养细胞和蜕膜细胞上的表达差异 ， 结果发现 ，

ｋ ｉ ｓ ｓｐｅｐ ｔ ｉ ｎ 在两组患者的合体滋养细胞 ， 细胞滋养细胞和蜕膜中都有表达 ， 但在 ＲＳＡ

患者水平中较低 ；
ＧＰＲ５４ 在合体滋养细胞和蜕膜中有表达 ， 在 ＲＳＡ 患者的合体滋养细

胞中表达水平显著降低 ；
ｋ ｉ ｓ ｓ ｐ ｅｐ ｔ ｉ ｎ／ＧＰＲ５４ 在蜕膜细胞联合表达下降可能与 ＲＳＡ 发生

有关 。 对于 ＲＳＡ 患者 ， ＰＲ 在蜕膜细胞上表达下降 ， ＨＢＦ 在滋养细胞和蜕膜的表达显

著下降 ， 尤其是在合体滋养细胞中 ， 而且 Ｐ ＩＢＦ 与 在蜕膜细胞上表达有相关性 ； 另

外滋养细胞和蜕膜细胞上 ｋ ｉ ｓ ｓ ｐｅｐ ｔ ｉ ｎ 的表达与 Ｐ ＩＢＦ 有关
？

。

３
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二 、 免疫因素

免疫因素是临床 ＲＳＡ 患者排查流产原 因常需考虑的 因素 ， 在临床统计研宄 １ １ ４ ０

个 ＲＳＡ 患者 ， 发现患者免疫学检测血清 ＶＥＧＦ 和 ｓ ＦＨ １ 水平较正常妊娠患者高 ， 从而

得 出 ＶＥＧＦ 和 ｓＦ Ｉ Ｔ
－

１ 可能与 ＲＳＡ 发病机制有关
［

１ １
］

。 另外发现 ＲＳＡ 患者中 Ｔｈ ｌ ７ 细胞水

平升高 ， 而 Ｔｒ ｅ ｇ 细胞水平降低 ， 血清 中 Ｔｒ ｅｇ 相关因子 ＴＧＦ 、 Ｔｈ２ 分泌增加 ， 而 Ｔｈ ｌ ７

相关因子 Ｉ Ｌ
－

１ ７Ａ 、 Ｔｈ ｌ 因子分泌减少 ， Ｔｈ ｌ ７ 和 Ｔｒ ｅ ｇ 水平的失衡可能是导致流产的原

因
：

１ ２
．

】 ３
］

。

三 、 血管生成因素 （血栓 ）

Ｄ ｅ ｎ ｄｒ ｉ ｎｏ ｓ５
［

１ ４
］

等通过临床调查 １ ００ 个希腊 ＲＳＡ 患者和 １ ０ ０ 个正常妇女中 （无血

栓形成疾病 ） ， 发现 １ ５ 个 Ｒ ＳＡ 患者 ＦＸ Ｉ Ｉ 活动缺乏 ， 而所有正常妇女 中则见 ， 从而提

出 ＦＸ Ｉ Ｉ 的缺乏与希腊人群罹患 ＲＳＡ 息息相关 。 与此 同时 ， 有血栓形成倾 向 的患者 ，

自 然流产的发生率是正常妊娠患者 的 ２ ．９ 倍
［ １ ５ ］

。

四 、 代谢及 内 分泌因素

代谢功能的异常可能是 引 发 ＲＳＡ 的病理机制 ， 在利用 １Ｈ 丽Ｒ 检测和多元统计方

法计算 ＲＳＭ 患者血清 中代谢组分后 ， 发现在 Ｉ ＲＳＭ 患者血清样本的代谢组分 ， 包括赖

氨酸 、 精氨酸 、 谷氨酸盐 、 组氨酸 、 苏氨酸 、 苯基丙氨酸 、 络氨酸表达调控上调 ， 此

类代谢组分可能参与患者子宫 内膜容受性的炎症反应和血管功能障碍 ， 因此阐 明维持

代谢成分平衡机制可 以防治 Ｉ ＲＳＭ 的发生
［

１ ６
］

， 但不
一

定与患者 ＧＳＴＡ １（ｒ ｓ ３ ９ ５ ７ ３ ５ ７ ） 有关

［
１ ７

］

。 临床上 出现的部分 内 分泌 因素 引 起的 自 然流产也很多见 ， 如 甲状腺功能减退
［

１ ＂ １ ９
］

，

ＰＣ０Ｓ
［
２ ° ］

等疾病都会有可能 引 发 自然流产的发生 。

总体而言 ， 己有众多学者研宄 了 自 然流产的发病机制 ， 主要 的发现几乎都属于 以

上几种 ， 却均未得到确切 的证实 ， 仍 尚需继续深入研宄其具体发病原 因 。 滋养细胞是

胚胎着床后继续生长发育 的重要参与者 ， 发挥着重要 的作用 ， 是探讨 自然流产病因必

不可少 的对象 ， 因此我们将从另
一

方面
一

滋养细胞的功能入手来研宄 自 然流产的发病

机制 。

第二节 滋养细胞的功能

滋养细胞来源于胚胎外 的滋养层 ， 其包括细胞滋养细胞 （ 〇＾１ ； 〇 １ １

＇

０？ １１ 〇 １３ １ ３ ５ １： ， （ ： １

＇

） 、

合体滋养细胞 （ ｓ ｙｎ ｃ ｙ ｔ ｉ ｏ ｔ ｒ ｏｐ ｈ ｏｂ ｌ ａ ｓ ｔ ， ＳＴ ） 和 中 间型滋养细胞 。 其 中在域毛膜部分

的滋养细胞称为绒毛滋养细胞 ， 其他部位的为绒毛外滋养细胞 （ ｅｘ ｔ ｒａｖ ｉ ｌ ｌ ｏｕ ｓ

ｔ ｒ ｏｐｈｏｂ ｌ ａ ｓ ｔ ， ＥＶＴ ）
［ ２ １ ］

。 滋养细胞和蜕膜细胞是胚胎发育过程中相辅相成 ， 其功能的

正常发挥对维持正常妊娠有重要的意义 。 滋养细胞在胚胎植入和母体子宫 内膜的蜕膜

化侵入过程中起着重要作用 。 滋养细胞的功能包括增殖 、 凋亡 、 迁移 、 侵袭 以及血管

生成等 ， 如果滋养细胞的功能失调 ， 易 出现胎儿畸形 ， 胎儿生长阻滞 ， 自然流产 ， 死

胎等 ； 如侵袭功能过强 ， 易造成胎盘植入或绒毛膜癌 ， 大 出血而危害母体生命 ； 如侵

袭功能不足 ， 易 引 发 自 然流产或先兆子痫 ， 胎儿生长阻滞等临床常见妇产科疾病
［ａ ２ ３

］

。

４
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－

１ ２ ６
－

３ ｐ 促进 滋 养细胞侵袭 功 能机制研 究


因此 ， 研宄滋养细胞的功能于调控机制对阐 明 自然流产的发病机制有重要的作用 。

—

、 细胞凋亡

Ｄ ｅｎｇｈｕａＷｅ ｉ

［
２４ ］

＊人研宄 ５ ３ 个不明原因复发性流产患者和 ３２ 个正常妊娠患者的

绒毛组织 ， ｑＰＣＲ 和免疫组化方法检测绒毛组织 ｐ ５ ３ 的表达和凋亡率 ， 结果发现不明原

因复发性流产患者的绒毛组织 Ｐ ５ ３ 的表达 比正常组升高 ， 凋亡率也随着增加 。 另外 ，

研究发现流产组织中 ＣＤＫＮ １Ａ 和 ＢａｘｍＲＮＡ 的表达升高 ， 凋亡率同样增加
［
２５

］

。 通过光镜

和免疫组织化学法分析凋亡调控蛋 白 Ｂ ｃ ｌ
－

２ 和 Ｂａｘ 在流产患者绒毛组织的表达 ， 得出

稽留流产患者绒毛滋养细胞比对照组的凋亡指数明显增高 ， Ｂａｘ 阳性表达率增加 ， 而

Ｂｃ ｌ
－

２ 的表达阳性率下降 ， Ｂｃ ｌ
－

２ ／Ｂａｘ 的 比值也下降 ， 以此导致稽留流产
［
２６

＼

在体外实验中 ， 通过 Ｐｅｒｃ ｏ ｌ ｌ 梯度离心法提取早孕原代滋养细胞 ， 然后用

１ ０Ｕ
ｇ／ｍ ｌ 和 １ ００ｕ

ｇ／ｍ ｌ 的肿瘤坏死因子 ａ（ ＴＮＦ
－

ａ） 进行干预 ， 利用 ＲＴ
－

ＰＣＲ 法测定

Ｂａｘ 和 Ｂ ｃ ｌ
－

２ 的基因表达水平 ， ＴＵＮＥＬ 法测定细胞凋亡的数 目 ， 结果显示 ， 与对照组

相 比 ， ＴＮＦ
－

ａ 能够增加 Ｂａｘ 的表达水平 ， 促进细胞凋亡 ， 且浓度越高 ， Ｂａｘ 表达越高 ，

细胞凋亡数 目越多 ， 而 Ｂｃ ｌ
－

２ 的表达则无统计学意义 。 进
一

步实验证明 ＴＮＦ
－

ａ 能够诱

导早孕细胞滋养细胞的凋亡
［ ２７ ］

。 另外 ， ＥＧＦ 能够通过上调 ＰＫＢ ａ ／ＡＫＴ 的磷酸化水平来

减少滋养细胞的凋亡 ， 敲除 ＥＧＦＲ 信号通路后 ， 滋养细胞的凋亡率增加
？

。

二 、 细胞增殖

不同的 因子如转录因子 ， 特定因子 ， 激素 ， 生长因子 ， 细胞因子等都可能参与到

滋养细胞的增殖过程 。 如实验发现表皮生长因子 （ ＥＧＦ ） 、 白 血病抑制 因子 （ Ｌ ＩＦ ） ， 血

管 内皮生长因子 （ ＶＥＧＦ ） ， 粒细胞刺激因子 （ Ｇ
－

ＣＳＦ ） 和转化生长因子 （ ＴＧＦ ） 能够调

节滋养细胞 ＨＴＲ
－

８／Ｓｖｎｅｏ 细胞株的增殖 ， 而且 Ｌ ＩＦ 可通过 ＥＲＫ １ ／２ 信号通路调节滋养

细胞的增殖活力
［ ２９ ］

。 继续研宄 ＥＧＦ 对滋养细胞增殖的调控功能时 ， 发现过表达和

ｓｈＦｏｘＭ ｌ 成功转染至 ＪＡＲ 细胞 ， 过表达 ＦｏｘＭ ｌ 能够促进 ＪＡＲ 细胞的增殖 ， 迁移和侵袭 ，

ＥＧＦ 能够上调 ＦｏｘＭ ｌ 的表达 ， 呈时间和剂量依赖性 ， ＭＭＰ２ 表达升高 ， 且是通过 ＥＲＫ 信

号通路实现对 ＦｏｘＭ ｌ 的上调 ， 促进滋养细胞的增殖 、 侵袭和迁移 。 体内动物实验也证

明沉默 ＦｏｘＭ ｌ 后 ， 大 鼠子宫变薄和充血 ， 间质细胞遭到破坏 。 因此说明 ， ＥＧＦ 能够通

过上调 ＦｏｘＭ ｌ 促进滋养细胞的增殖 、 侵袭
［
３°

］

。 而磷蛋 白 ＳＴＭＮ １ ， 实验发现其与 自 然流

产息息相关 ， 经过在原代培养滋养细胞和 ＨＴＲ
－

８／Ｓｖｎｅｏ 细胞株研宄发现在敲除 ＳＴＭＮ １

后下调 Ｎ
－钙粘蛋 白 ， 上调 Ｅ

－钙粘蛋 白 的表达 ， 影响细胞质核移位 ， 下调 ＭＭＰ ｓ 表达 ，

从而降低滋养细胞的增殖 ， 迁移和侵袭能力 。 进
一

步还发现 ＴＮＦ
－

ａ 能够下调 ＳＴＭＮ １

的表达 ， 降低 ＴＮＦ
－

ａ 表达后滋养细胞迁移和侵袭功能也相对降低 ， 因此说明 ＳＴＭＮ １

在 自 然流产中其重要作用 ， 其表达异常能够影响滋养细胞的增殖 ， 侵袭等功能
［
３ １

］

。

另外 ， 在研究人重组 Ｈ２ 松弛素 （ ｒＨ２ 松弛素 ） 对滋养细胞的作用时发现 ， 在

ＨＴＲ
－

８／Ｓｖｎｅｏ 细胞株加入 ｌ ｎｇ／ｍ ｌ 的 ｒＨ２ 松弛素 ， ＡＫＴ 和 ＧＳＫ３Ｐ 的磷酸化水平升高 ，

且呈时间依赖性 ， 同时能增加细胞株的增殖能力 ， 因此说明 Ｐ Ｉ ３Ｋ／ＡＫＴ 通路可能激发

５
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滋养细胞的增殖
［
３ ２

］

。 其 中细胞质酶吲哚胺 ２
，
３
－

二氧化酶 （ １ ００ ） ， 能够通过 ３１々１３ 信号

通路 ， 增加 口
－

３ １４１３ 和 ＿ ９ 的表达 ， 从而促进滋养细胞的增殖和迁移 ， 由此说明 Ｉ Ｄ０

的表达水平的失调可能与不 明原 因 的 自 然流产患者流产病 因有关
：

３ ３
］

。

三 、 细胞侵袭与迁移

Ｐ Ｉ ３ Ｋ／ＡＫＴ 通路不仅影响滋养细胞的增殖功能 ， 还可能影响滋养细胞的侵袭和迁移

功能 。 有学者 研宄 ⑶Ｘ Ｉ 能够抑制 ＨＴＲ ８／Ｓ ｖｎ ｅ ｏ 细胞株的侵袭能力 ， 通过在细胞株

内 转染 ⑶ ）（ １ 后 ， 发现过表达 ⑶Ｘ Ｉ 能够降低滋养细胞的侵袭能力 ， 但不影响细胞的增

殖活力 ， 进
一

步发现 ， 过表达 ⑶Ｘ Ｉ 通过抑制 ＭＭＰ
－

９ 的表达 ， 增加 Ｈ ＭＰ
－

１ 的表达来影

响滋养细胞的侵袭 ， 具体研宄后 ， 在滋养细胞上过表达 ＣＤＸ １ 后 ， Ｐ Ｉ ３Ｋ／ＡＫＴ 信号通路

未见 明显变化 ， 而利用 哌立福辛抑制 Ｐ Ｉ ３Ｋ 信号后 ， 能够增加 ⑶ ）（ １ 的表达 ， 相对比对

照组 ， 仅过表达 ＣＤＸ １ 能减少滋养细胞的侵袭 （ ２ ６％ ） ， 而同时过表达 ＣＤＸ １ 和抑制 Ｐ Ｉ ３Ｋ

信号 ， 滋养细胞侵袭降低至 １ ５％ ， ＭＭＰ
－

９ 活力也降低 。 因此说明 ， Ｐ Ｉ ３Ｋ／ＡＫＴ 能够抑制

ＣＤＸ １ 的表达 ， 可能与 ＣＤＸ １ 协 同影响滋养细胞的侵袭 。 然而 ， 在研宄 ＣＤＸ２ 时 ， 过表达

ＣＤＸ２ 同样不影响细胞的增殖活力 ， 但与 ⑶Ｘ Ｉ 不 同 的是 ， 过表达 ＣＤＸ２ 能够增加细胞的

侵袭能力 ， 增加 ＭＭＰ
－

９ 的表达 ， 抑制 Ｔ Ｉ ＭＰ
－

１ 的表达 ， 抑制 Ｐ Ｉ ３Ｋ／ＡＫＴ 信号通路能够降

低 ＣＤＸ ２ 的表达 。 总 的来说 ， Ｐ Ｉ ３Ｋ／ＡＫＴ 信号通路能够调控 ＣＤＸ １ 和 ＣＤＸ２ ， 影响 ＭＭＰ
－

９

的表达 ， 来调节滋养细胞的侵袭 ， 这为研宄与妊娠相关疾病的机制提供 了重要 的作用
［
３ ５ ］

〇

另外 ， 在研宄细胞因子类对滋养细胞侵袭和迁移功能的影响 ，
Ｍ ．Ｊｏｖａｎ ｏｖ ｉ ｃ

Ｋｒ ｉ ｖｏｋｕ ｃａ
［
３ ６

］

研宄 巨噬细胞趋化抑制因子 （ Ｍ Ｉ Ｆ ） 对绒毛滋养细胞和绒毛外滋养细胞的

影响 ， 实验结果 同样发现 ，
Ｍ ＩＦ 也能够增加 ＭＭＰ

－

９ 的表达 ， ｒｈＭ ＩＦ 的作用下 ， 两种细

胞的侵袭和迁移能力增加 ， 合体滋养细胞 内 ＭＭＰ ２ 和 ＨＴＲ
－

８ ／ＳＶｎ ｅｏ 细胞 内 ＭＭＰ ９ 表

达也 同样升高 ； 而在 Ｉ Ｓ０ １ 抑制剂作用 下 ， 合体滋养细胞和 ＨＴＲ ８／Ｓ ｖｎ ｅ ｏ 细胞株的侵

袭和迁移能力 降低 ， 说明 Ｍ Ｉ Ｆ 能够促进细胞的迁移和侵袭 。 同样发现 ＭＭＰ
－

９ 在滋养细

胞有表达差异 ，
Ｌ ｅ ｉ ｌ ｅ ｉ Ｗａｎｇ

＃

研宄层粘连蛋 白受体 （ ＬＲ １ ） 对缺氧诱导条件下滋养细

胞样细胞 （ ＪＥＧ ３ 和 Ｂ ｅｗｏ 细胞株 ）的迁移和侵袭功能的影响 ， 通过划痕实验 ， Ｔｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌ
，

ＲＴ
－

ＰＣＲ 和 Ｗｅ ｓ ｔ ｅｒａ ｂ ｌ ｏ ｔ 等实验 ， 发现当缺氧诱导 因子 ｌ ａ（ Ｈ ＩＦ
－

ｌ ａ
） 引 发的缺氧条

件下 ， ＪＥＧ３ 细胞 内 ＬＲ １ 的表达 ， 当敲除 ＬＲ １ 的时候 ， 缺氧状况下 ＪＥＧ３ 细胞 内 ＭＭＰ ９

的活力 降低 ， 过表达 ＬＲ １ 时 ， ＪＥＧ３ 细胞的迁移和侵袭能力增加 ， ＭＭＰ
－

９ 的活力和表达

都升高 。 因此说明 ＬＲ １ 参与滋养细胞缺氧过程 ， 能够部分调控 ＭＭＰ
－

９ 表达 。 另外发现 ，

瘦素 （ Ｌｅｐ ｔ ｉ ｎ ） 能通过 Ｎｏ ｔ ｃ ｈ ｌ 和 Ｐ Ｉ ３Ｋ／Ａｋ ｔ 通路的相互影响来上调 ＭＭＰ １ ４ 的表达 ， 增

加滋养细胞 ＨＴＲ
－

８ ／Ｓｖｎ ｅｏ 的迁移和侵袭能力
［
３ ８

］

。

除此之外 ， Ｓ ＣＤ １ ４ ６ 也能够调节滋养细胞的迁移 ， 体外实验结果发现 Ｓ ＣＤ １ ４６ 能够

抑制 ＨＴＲ
－

８ ／Ｓ ｖｎ ｅｏ 的迁移和侵袭能力 ， 而不影响细胞的增殖和凋亡能力 。 在正常妊娠

过程 中 ＳＣＤ １ ４ ６ 的表达量显著降低 。 体 内动物实验也发现 ＳＣＤ １ ４６ 能够降低小 鼠 的生育

６





策丝子总黄酮调控 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 促进 滋 养细胞侵袭 功 能机制研 究


力 。 ＳＣＤ １ ４６ 可能可 以作为胎盘血管生成的标记物和治疗妊娠病发病的靶点
［ ３９ ］

。 研宄环

孢素 ＣｓＡ诱导后原代滋养细胞侵袭功能 ， 发现在加入外源性的 ＴＧＦ
－

ｅ１ 和 ＴＧＦ
－

ｅ２ 后 ，

Ｃ ｓＡ 诱导人滋养细胞侵袭 、 迁移 、 活力 的作用减弱 ， 加入中和性抗体 ， 则作用加强 ；

Ｃ ｓＡ 能够抑制滋养细胞分泌 ＴＧＦ
－

Ｐ２ ， 呈剂量依赖性 ， 但不影响 ＴＧＦ
－

ｇ１ 的分泌 。 因

此 Ｃ ｓＡ 发挥其免疫抑制性可能是通过下调 ＴＧＦ
－

０２ 来促进滋养细胞的侵袭
［ ４ ° ］

。

四 、 细胞血管生成

血管 内皮生长因子 （ ＶＥＧＦ
－

Ａ ） 是最常用于研宄滋养细胞血管生成的血管生成因子

［
２３ ］

。 Ｖ ｉ ｃ ｔ ｏｒ Ａ ． Ｆｒａｎｃ ｉ ｓ

Ｍ
研宄 Ｋ ｉ ｓ ｓｐ ｅｐｔ ｉ ｎ（ ＫＰ ） 是否对滋养细胞血管生成和侵袭能力

的影响时就是通过 ＶＥＧＦ
－

Ａ 表达不同而鉴定 ＫＰ 的作用 ， 发现相 比于 ＨＴＲ８ 细胞 ， 原代

培养的滋养细胞 内 ＫＰ 和 ＧＰＲ５４ 的表达较高 ；
ＫＰ 能够抑制滋养细胞的迁移 ， 降低 ＭＭＰ ｓ

的表达 ， 升高 Ｔ ＩＭＰ １
，

３ 的表达 ， 明显下调 内皮生长因子 Ａ （ ＶＥＧＦ
－

Ａ ） ， 而对血管生成素

样蛋 白 ４（ ＡＮＧＰＴＬ４ ） 作用不明显 ， 从而说明 ＫＰ 能够影响滋养细胞的血管生成和侵袭

能力 。 另 外 ， 有研究发现蜕膜 ＮＫ 细胞发挥其迁移和血管生成能力时 ， ＦＴＹ７２０ 能够下

调蜕膜 ＮＫ 细胞的 Ｓ ＩＰＲ 的表达 ， 也能增加 ＶＥＧＦ 的表达 ， 抑制其血管生成能力 ， 说明

鞘氨醇 （ Ｓｐｈ ｉ ｎｇｏ ｓ ｉ ｎｅ ）Ｓ ＩＰ 信号参与 ＶＥＧＦ 生成 ， 在蜕膜 ＮＫ 细胞血管生成功能去重要

作用
［
４ ２

］

。 研宄表明层粘连蛋 白 ａ４（ ＬＡＭＡ４ ） 对滋养细胞的功能有影响 ， 在早期妊娠中

的胎盘绒毛细胞和 内皮细胞上都有表达 ， 对比正常妊娠患者 ， 先兆子痫患者绒毛细胞

中 ＬＡＭＡ４ 降低 。 进
一

步发现 ＬＡＭＡ４ 能够抑制 ＨＴＲ
－

８／ＳＶｎ ｅｏｃ ｅ ｌ ｌ ｓ 的血管生成 ， 侵袭和

迁移能力 ， 减少 ＭＭＰ
－

２ 和 ＭＭＰ
－

９ 的表达 ， 增加 Ｔ ＩＭＰ２ 的表达 。 抑制 ｐ３８ ＭＡＰＫ 通路能

够抑制 ＬＡＭＡ４ 的表达 ， 沉默 ＬＡＭＡ４ 后 ｐ
－

ＪＮＫ 和 ｐ
－

ＥＲＫ 的表达降低 ， 因此可以说明 ＬＡＭＡ４

能够减少 ＨＴＲ
－

８／ＳＶｎｅｏ 细胞的血管发生 ， 以及侵袭和迁移活力 ， 并且可能与 ｐ ３８ 和

ＥＲＫ 有关系
［
４ ３

］

。

宏观研宄绒毛组织血管数量发现 ， 服用米非司酮流产组和正常终止早孕组的绒毛

组织中的基质金属蛋 白酶
－

２６（ ＭＭＰ
－

２６ ） 和基质金属蛋 白酶抑制剂
－

４（ Ｔ ＩＭＰ
－

４ ） 的表

达水平存在差异 ， 相对于对照组 ， 米非司酮组的绒毛组织中 ＭＭＰ
－

２６ 表达水平显著降

低 ， 彡 ７ 孕周 的 Ａ １ 组低于对照组的 ＞ ７ 孕周 的 Ａ２ 组 ， 而米非司酮组的绒毛组织中

Ｔ ＩＭＰ
－

４ 却显著升高 ， 各亚组间无差异 ； 两组患者的绒毛微血管数量 （ ＶＭ ｓ ） 无明显差

异 ， 结果说明米非司酮可能并非影响绒毛微血管 ， 而是通过影响 ＭＭＰ
－

２６ 和 Ｔ ＩＭＰ
－

４ 表

达平衡来引 发流产 ， 但具体原因 尚需进
一

步探讨
［
４ ４ ］

。

五 、 米非司酮对滋养细胞迁移和侵袭功能的影响

米非司酮 （ ｍ ｉ ｆｅｐｒ ｉ ｓ ｔｏｎｅ ，ＲＵ４８６ ） 是用于药物流产的常用药物 ， 其能通过拮抗

孕激素受体刺激绒毛和蜕膜脱落而发生流产 。 米非司酮可 以通过降低滋养细胞的增殖

能力 ， 增加其凋亡率起到抗早孕的作用
Ｕ ５

］

。 目 前很多学者主要对米非司酮影响受体方

面的研宄 ， 有研宄表明米非司酮 （ ＲＵ４８６ ） 是糖皮质激素受体 ＧＲ 的拮抗剂 ， 能够通过

拮抗 ＧＲ 降低地塞米松增加 １ １Ｐ

－

ＨＳＤ １ 的表达作用
［
４ ６

］

， 米非司酮还能增加 ＨＴＲ
－

８／ＳＶｎｅ ｏ

７
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滋养细胞 内 ＧＲ ａ 的基因和蛋 白表达 ， 而不影响 ＧＲ Ｐ 的表达 ， 而且能够降低 Ｃｘ ４０ 的表

达 ， 上调 Ｃｘ４ ３ 和 Ｃｘ ４ ５ ， 从而降低滋养细胞的增殖
［

４ ７
］

。 另外 ， 米非司酮还能下调药物

流产后 的滋养细胞的 ＴＨＲａ１ ， ＴＨＲａ２ 和 ＴＨＲ３１ 的 ｍＲＮＡ 水平 ，
也 同时下调胎盘的 ＴＨＲＡ

的基因表达 ， 蜕膜 中 ＴＨＲ ａ ｌ 的下调
： ４ ８

］

。 尚有研宄发现米非司 酮可 以增加滋养细胞的

凋亡率 其可能是通过 ＮＦ ｋ Ｂ 信号通路促进 ＥＭ４ ２ 细胞的凋亡功能
［
５°

］

。 而就滋养细

胞的迁移和侵袭功能来说 ， 目 前有研究发现米非司 酮可能通过影响雌激素通路 ， 上调

滋养细胞 ＭＴＡ３ 水平从而降低滋养细胞的侵袭功能
：
５ １

］

。 大部分研宄集 中于探讨米非司

酮对绒毛组织上细胞因子或者受体的影响方面的机制研究 ， 如 ＶＥＧＦ ， Ｅ 钙粘素 ， ＮＦ

ｋ Ｂ 等 ， 或者 ＷＧＡ 、 ＲＣＡ 、 ＥＣＬ 等受体方面 ， 尚未见很多研宂直接观察米非司 酮对滋养

细胞迁移和侵袭功能的直观研究 ， 本研究将继续验证米非司 酮干预后是否会对滋养细

胞的迁移和功能有直接影响 。

综上所述 ， 目 前对于滋养细胞的功能进行 了较全面的研宄 ， 体 内体外实验都验证

了 滋养细胞具有增殖 、 凋亡 、 侵袭和迁移 、 血管生成能力 ， 因此 ， 本课题将着重从滋

养细胞的迁移和侵袭功能入手 ， 研宄米非司酮对滋养细胞迁移和侵袭功能的影响 ， 及

其菟丝子总黄酮干预后进
一

步对滋养细胞迁移和侵袭功能是否有修复作用 。

第三节 菟丝子总黄酮治疗 自然流产的研究

中 医药防治 自 然流产具有独特的优势和特色 ， 而
“

肾主生殖
”

在 中医基础理论 占

据着重要地位 ， 肾藏精 ， 肾为先天之本 ， 肾气足则胎元 以 固 。 著名 的医家罗元恺教授

提出
“

肾
一

天癸
一

冲任一胞宫
”

轴与现代医学的下丘脑
一垂体一卵巢 （ ＨＰ０ ） 轴有异

曲 同工之处
［ ５ ２ ］

。 因此 ， 补肾是安胎之首 。

寿胎丸是 目 前临床上证明有确切疗效可 以预防和治疗 自然流产的代表方 ， 菟丝子

是寿胎丸的君药 ， 其临床疗效 已经得到很多学者在临床和实验的验证 。 菟丝子能够滋

补肝肾 ， 安胎 ， 实验证明其还有雌激素样作用
％

等 ， 而菟丝子总黄酮是菟丝子的
一

种

主要活性成分
［
５ ４

］

。 有相关实验证 明 ， 菟丝子的药效和生物学作用主要与菟丝子总黄酮

有关
；

５ ５
：

。 现代药理学说明 ， 菟丝子总黄酮的药效主要是改善生殖 内 分泌 、 抗氧化 ， 抗

凋亡 、 保护心脑血管 ， 调节免疫和骨代谢等作用
：

５ ６
］

。

一

、 改善生殖 内 分泌 的功能

我们课题组前期研究 己经证 明 ， 寿胎丸能够降低肾虚 黄体抑制模型大 鼠 的流产

率 ， 增加胚胎存活率 ， 上调 ＰＲ 的表达水平 ， 起到补肾安胎作用
％

， 进
一

步研宄发现

菟丝子总黄酮可 以提高 ＥＲ 、 ＰＲ 的表达 ， 降低肾虚
一黄体抑制模型大 鼠 的流产率 ， 促

进滋养细胞的增殖能力 ， 降低细胞凋亡等
［
５ ８

：

。 同样的 ， 在分析菟丝子黄酮对肾虚排卵

障碍的模型大 鼠 的功能影响 ， 发现用菟丝子总黄酮治疗后 ， 模型大 鼠 的子宫和卵巢指

数 ， 成熟卵泡及其血清 ＦＳＨ 、 ＬＨ 、 Ｅ２ 水平都显著升高 ， 说明菟丝子总黄酮能够逆转肾

虚排卵障碍 ， 具有促排卵作用
％

。

Ｊ ．Ｋ ｅ
，Ｒ ．Ｄｕａｎ

？

研宄菟丝子总黄酮对暴露在心理压力大的雌性大 鼠 的下丘脑 －

８
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丝子 总黄酮调控 ｍ ｉ ＲＮＡ

－

１ ２６
－

３ ｐ 促进 滋 养 细胞谩 袭 功 能机制研 究


垂体
－

卵巢 （ ＨＰＯ ）轴性激素受体的表达影响 ， 结果发现菟丝子总黄酮能够提高海马体 、

下丘脑和垂体上 ＥＲ 的表达 ， 以及卵巢上 ＬＨＲ 的表达 ， 但卵巢上 ＦＳＨＲ 的表达则无明显

变化 。 说明菟丝子总黄酮对心理压力大引 发的 内分泌失调大 鼠有治疗作用 。 同时发现

菟丝子总黄酮能够提高大 鼠血清 ＦＳＨ 、 ＬＨ 、 Ｅ２ 、 Ｐ ， ＨＣＧ 等性激素的水平 ， 大 鼠睾丸间

质细胞分泌的睾酮水平也增强 ， 菟丝子总黄酮能够显著改善 ＨＰＯ 轴 ， 恢复大 鼠的排卵

功能 ， 且 以高剂量 ２ ０ｍｇ／ｋｇ 单位的菟丝子总黄酮作用更明显 ， 从而说明菟丝子总黄酮

能够改善生殖的 内分泌功能
［
６ １

’６２ ］

。 另外菟丝子总黄酮能够促进大 鼠卵泡的生长发育 ，

增加次级卵泡数量
［
６ ３

］

。

通过体 内实验对大 鼠流产模型血清 Ｐ 和 ＰＲＬ ， 及细胞因子的测定来研宄菟丝子总

黄酮的药理机制 ， 溴隐亭造成的大 鼠流产模型经菟丝子总黄酮治疗后 ， 发现流产模型

ＳＤ 大 鼠血清上 Ｐ 和 ＰＲＬ 表达升高 ， 大 鼠蜕膜组织的 ＩＬ
－

４ ，ＩＬ
－

１ ０ ，
ＰＲ 的表达水平上调 ，

而 ＴＮＦ
－

ａ 和 ＩＦＮ
－

丫 的 ｍＲＮＡ 水平则下调 ， 由此推测菟丝子总黄酮可 以影响母胎界面 内

分泌
－

免疫网络平衡而起到补肾安胎的疗效
［
６ ４ １

。 同时发现菟丝子总黄酮能够促进滋养

细胞的增殖能力 ， 且呈时间和剂量依赖性 ；
ＥＲＫ １ ／２ 磷酸化水平表达升高 ， 推测菟丝子

总黄酮可能是通过 ＭＡＰＫ 通路来发挥其对细胞增殖活力的影响
［
６５ ］

。 菟丝子总黄酮不仅

可以促进细胞的增殖 ， 也能减少细胞的凋亡 ， 在对菟丝子总黄酮对 内分泌衰退痴呆模

型小 鼠功能的影响研究时 ， 结果发现加入菟丝子总黄酮治疗后 的 内分泌衰退痴呆模型

小 鼠 的学 习记忆能力增加 ， 血清 Ｅ２ 水平升高 ， 神经元细胞数 目 增加 ， 细胞凋亡率较

前降低 ， 相关调亡蛋 白如 ｂａｘ 、 Ｃｙ ｔ
－

ｃ ， Ｃａｓ ｐａｓ ｅ
－

３ 蛋 白及其 ｍＲＮＡ 水平显著下降 ， 而

Ｂｃ ｌ
－

２ 水平及其 ｍＲＮＡ 水平显著升高 。说明菟丝子总黄酮能够改善模型小 鼠 的 内分泌和

记忆功能 ， 且减少细胞凋亡
［ ６６ ‘ ６”

。

二 、 改善缺氧 、 凋亡的作用

菟丝子总黄酮在体外具有清除 自 由基活性 ， 抗氧化的作用 ， 有实验结果表明菟丝

子总黄酮的抗氧化活性比 Ｖｃ 、 ＢＨＴ 抗氧化剂能力强 ， 菟丝子总黄酮能够抑制大 鼠睾丸

曲细精管细胞化和凋亡损伤 ， 且呈剂量依赖性 ， 具有很好的抗氧化 、抗凋亡的作用

同时菟丝子总黄酮能减少心肌梗死的大 鼠心肌细胞的损伤 ， 提升 自 由基清除能力 ， 提

高超氧化物歧化酶 （ ＳＯＤ ） 、 谷胱甘肽氧化物酶 （ ＧＳＨ
－

Ｐｘ ） 活力和过氧化氢酶 （ ＣＡＴ ） ，

降低乳酸脱氢酶 （ ＬＤＨ ） 和丙二醛 （ ＭＤＡ ） 含量 ， 同时能消除心肌纤维之间 的炎症反应 ，

保护心肌细胞
ｔｎ ］

。 另外还能改善过氧化氢损伤后的血管 内皮细胞形态学变化 ， 降低乳

酸脱氢酶 （ ＬＤＨ ） 和丙二醛 （ ＭＤＡ ） 含量 ， 升髙超氧化物歧化酶 （ ＳＯＤ ） 和谷胱甘肽氧

化物酶 （ ＧＳＨ
－

Ｐｘ ） 活力 ， 说明菟丝子总黄酮缺氧损伤有保护作用
？

。

三 、 保护心脑血管的作用

体外动物模型研宄在体去势雌性大 鼠血清雌激素水平变化 ， 通过菟丝子总黄酮灌

胃治疗后 ， 大 鼠血清中雌激素水平上升 ， 去势后大 鼠主动脉平滑肌组织培养的血管平

滑肌细胞凋亡率升高
［
７ ３

’

７ ４
］

； 同时研宄菟丝子总黄酮在血管平滑肌细胞功能的影响 ， 研

９
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

宄发现菟丝子总黄酮高剂量组能够降低细胞凋亡 ， 增加细胞数 目 ， 降低 Ｂａｘ 蛋 白表达 ，

升高 Ｂ ｃ ｌ ２ 蛋 白表达 ； 高剂量和低剂量的菟丝子总黄酮还能显著提高 Ｃ ｍｙ ｃ ｉｎＲＮＡ 表

达水平
：
７ ５

］

。 菟丝子总黄酮治疗心脑缺血再灌注损伤后大 鼠后 ， 降低缺血侧大脑皮质细

胞的凋亡活力和大 鼠心肌酶 ＣＫ 及 ＬＤＨ 的含量 ， 上调 Ｂ ｃ ｌ ２ 蛋 白水平 ， 降低 Ｂａｘ 和

Ｃａ ｓ ｐａ ｓ ｅ
－

３ 蛋 白表达 ， 从而抑制细胞的凋亡
［
７ ６ ７ ８

］

。 同时发现也菟丝子总黄酮能够改善

大 鼠神经功能缺失症状 ， 显著 降低 ＴＮＦ ａ
、 Ｉ Ｌ

－

１ Ｐ 、 Ｉ ＣＡＭ １ 的表达
［
７ ９ ：

。 因此说 明菟

丝子总黄酮能够起到保护心血管的作用 。

四 、 改善免疫调节作用

有学者研究菟丝子总黄酮对流产大 鼠免疫功能 的影响 ， 研究其助孕安胎的药效 。

通过用 ＲＴ
－

ＰＣＲ 和免疫组化的方法研究溴隐亭导致的大 鼠流产模型上各凋亡因子和免

疫相关因子的表达 ， 研宄结果发现菟丝子总黄酮能够降低模型大 鼠 的流产率 ， 增加其

胚胎存活率 ； 相对于模型组 ， 菟丝子总黄酮能够增加人肝素结核性表皮生长因子

（ ＨＢ
－

ＥＧＦ ） ， 增殖细胞核抗原 （ ＰＣＮＡ ） ，Ｉ Ｌ
－

４ 及 Ｉ Ｌ １ ０ 的 ｍＲＮＡ ， 和 ＰＲ 的表达 ， 免疫相

关的 因子 Ｆａ ｓ ／Ｆａ ｓ Ｌ ， ＴＮＦ
－

ａ 和 ＩＦＮ
－

ｙ 的 ｍＲＮＡ 水平表达都降低 。 而且免疫组化结果提

示大 鼠胎盘上绒毛和血管丰富 ， 血管合体细胞绒毛增加 。 从而推测菟丝子总黄酮可

能是菟丝子的主要药理作用部位
； ８ °

’８ １
］

。 另外还发现菟丝子提取物菟丝子总黄酮对 ＬＰＳ

诱导的 ＢＶ
－

２ 神经胶质细胞炎症反应有影响 ， 菟丝子总黄酮能够通过抑制 ＢＶ ２ 细胞的

ｉ ＮＯＳ 和 Ｃ０Ｘ
－

２ 的表达 ， 进而降低 Ｎ０ 和 ＰＧＥ２ 产物 ， 同时下调他们 的转录水平来降低

ＴＮＦ
－

ａ
、 Ｉ Ｌ １Ｐ 和 Ｉ Ｌ

－

６ 的水平 。 另外菟丝子总黄酮能够抑制活化细胞的 ＥＲＫ １ ／ ２ ，ＪＮＫ

和 ｐ ３ ８ＭＡＰＫ 的磷酸化水平 以及 ＮＦ
－

ｋＢｐ６ ５ 的入核行为 。 说明菟丝子总黄酮能够抑制

细胞的炎症反应 ， 有可能可 以用来治疗脑补炎症
［
８ ２

］

。

五 、 改善骨代谢的作用

菟丝子总黄酮在改善骨代谢作用主要体现于在成骨细胞上的影响上 ， 通过 ＭＴＴ 、

ＰＮＰＰ 、 ＥＬ Ｉ ＳＡ 等方法检测菟丝子总黄酮对细胞骨代谢功能影响 ， 结果发现作用 ４ ８ｈ 和

７ ２ｈ 后 ， 菟丝子总黄酮能够显著提高骨细胞的增殖活力 ， 碱性磷酸化水平升高 ， 骨钙

素和 Ｉ 型胶原分泌也增强 ，
ＡＬＰ 活性显著增加 。 因此说明菟丝子总黄酮能够提高成骨

细胞的骨代谢功能
［
８ ３

‘８ ４
］

。

总 的来说 ， 大量研究证明 了菟丝子总黄酮有改善生殖 内 分泌 、 心血管 、 免疫等人

体重要功能 ， 且其有抗氧化和抗凋亡的作用 ， 菟丝子总黄酮显著 的临床疗效说明对其

继续研宄其分子机制有重要的意义 ， 以期能够更好的指导临床用药 。

第四节 ｍ ｉ ＲＮＡ 在 自然流产中 的作用

ｍ ｉ ｃｒｏＲＮＡ 是非编码的大约含 ２ ２ 个碱基对的微小 ＲＮＡ ， 其能够调控细胞功能 ， 如

细胞增殖 ， 凋亡 ， 分化 、 代谢等
［ ８ ５

’

８ ６ ］

。 同时也参与到妊娠的环节 ， ｍ ｉ ＲＮＡ 能够调控早

期妊娠的子宫免疫容受性
［
８ ７

］

， 如胚胎着床前子宫 内膜的准备 。 有研宄发现 ｍ ｉ ＲＮＡ

ｃ ｌ ｕ ｓ ｔ ｅｒ ｓ
－

Ｃ １ ４ＭＣ ，Ｃ １ ９ＭＣ 和 ｍ ｉ Ｒ
－

３ ７ １

－

３ 簇之间与妊娠疾病相关 ， 它们之间 的相关性或

１ ０
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－

１ ２６
－

３ ｐ 促进 滋 养细胞使 袭 功 能机制研 究


许可 以作为妊娠疾病生物标记或治疗手段
＾Ｗ

。

滋养细胞和蜕膜细胞作为维持妊娠发展主要的组成 ， 其功能失调很可能 引 发 自然

流产 。 研宄对 自 然流产患者 内滋养细胞和蜕膜细胞组织 ｒａ ｉ ＲＮＡ 筛选 ， 发现 ｍ ｉ ＲＮＡ 表达

差异较大 ， 对比研宄 １ ５ 个正常妊娠患者和 ２０ 个 ＲＳＡ 患者的绒毛和蜕膜组织 ｍ ｉ ＲＮＡ 的

表达差异 ， 结果发现 ＲＳＡ 患者对比正常妊娠患者的绒毛组织 ３ 个 ｍ ｉ ＲＮＡ （ ｈ ｓ ａ
－

ｍ ｉ Ｒ
－

１ ８４
，

ｈ ｓａ
－

ｍ ｉ Ｒ
－

１ ８ ７ａｎｄｈ ｓ ａ
－

ｍ ｉ Ｒ
－

１ ２ ５ｂ
－

２ ） 表达升高 ， 而３个ｍ ｉ ＲＮＡ（ ｈｓａ
－

ｍ ｉ Ｒ
－

５２０ ，

ｈ ｓａ
－

ｍ ｉ Ｒ
－

３ １ ７ ５和ｈ ｓａｍ ｉ Ｒ
－

４６ ７ ２ ） 表达降低 ； 脱膜组织５个ｍ ｉ ＲＮＡ（ ｈ ｓａ
－

ｍ ｉ Ｒ
＿

５ １ ７ ｃ ，

ｈ ｓａ
－

ｍ ｉ Ｒ
－

５ １ ９ａ
－

ｌ ， ｈ ｓａｍ ｉ Ｒ
－

５２２ ， ｈ ｓ ａ
－

ｍ ｉ Ｒ
－

５２０ｈ和ｈ ｓａ
－

ｍ ｉ Ｒ
－

１ ８４ ）表达升高 ；
ｈ ｓａｉ ｉ Ｒ

－

１ ８４

的升高在绒毛和蜕膜组织都表达 ， 同时进
一

步预测 ｍ ｉ ＲＮＡ 靶基因 的表达和参与的细胞

功能
Ｍ

。 在不明原因复发性流产患者 内 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

２ １ 和 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ８２ 表达显著降低
［
９ １ ］

。 另

外对比发现 自 然流产和人工流产患者的绒毛组织 内 ， 有 ９ ３ 个 ｍ ｉ ＲＮＡ 表达下调 ， １ ２ ３

个 ｍ ｉ ＲＮＡ 上调 ， 其中 １ ６ ．７％ （ ２ 人 ） ＲＳＡ 患者有染色体异常 ， 大部分染色体都检测正常 ；

而 ｍ ｉ Ｒ
－

１ ３ ３ａ 的表达与 ＨＬＡ
－

Ｇ 表达相关 ， 在 ＲＳＡ 患者中 ｍ ｉ Ｒ
－

１ ３３ａ 过度表达 ， 有上调作

用 ， 而 ＨＬＡ
－

Ｇ 表达却降低 ， 说明 ｒａ ｉ Ｒ
－

１ ３ ３ａ 通过调控 ＨＬＡ
－

Ｇ 的表达参与到 ＲＳＡ 的机制

当 中
［
９ ２ ］

。 不同 的 ｍ ｉ ＲＮＡ 能够对基因表达有多级调控的作用
［
９ ３ ］

， 因此不同 ｍ ｉ ＲＮＡ 对滋养

细胞的功能影响不 同 ， 目 前主要是对滋养细胞凋亡 、 增殖 、 迁移和侵袭 ， 血管生成等

功能的研宄 。

一

、 影响滋养细胞凋亡功能

Ｐｅｎｇｆｅ ｉＬ ｉ

［
９ ４

＿

９５
］

等通过对 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

２９ｂ 在先兆子痫的功能研宄 ， 在 ＨＴＲ
－

８／Ｓｖｎｅｏ ，

ＢｅＷｏ 和 ＪＡＲ 三种细胞系 ， 采用 ＣＣＫ
－

８ ， 凋亡试验 ， 流 氏细胞术和 Ｔｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌ ， 基质胶

试验等方法 ， 实验发现过表达 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

２９ｂ 能够诱导细胞凋亡 ， 抑制滋养细胞侵袭和血

管生成 ， 但不影响滋养细胞的增殖和细胞周期 。 进
一

步实验发现 ， ｒａ ｉ ＲＮＡ
－

２９ｂ 调控髓

细胞 白血病序列 １（ ＭＣＬ １ ） 、 ＭＭＰ２
，ＶＥＧＦＡ ， Ｉ ＴＧＢ １ ， 过表达 ｍ ｉ ＲＮＡ

－

２ ９ｂ 能够增加 目 的靶

基因 的表达 ， 另外 ， ｍ ｉ ＲＮＡ
－

２ ９ｂ 能够促进 ＦＡＫ 的憐酸化 ， 但不影响 ｐ
－

ＥＲＫ ｌ ／２ 的表达 ，

因此说 明 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

２９ｂ 能够导致 ＦＡＫ 信号通路的失调 ， 抑制 ＭＭＰ２ 和 ｉ ｎ ｔ ｅｇｒ ｉ ｎＰ１ 的表

达 ， ｍ ｉ ＲＮＡ
－

２９ｂ 可能作为先兆子痫的治疗 。

二 、 影响滋养细胞增殖功能

在研究 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ５５ 能够抑制绒毛外滋养细胞的增殖和迁移能力 ， 分子生物信息学

预测 ｃ ｙｃ ｌ ｉ ｎ Ｄ ｌ 是 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ５ ５ 的靶基因 ， 通过在 ＨＴＲ
－

８／Ｓ ｖｎｅｏ 细胞株上荧光素酶报告

基因和 ｃｙｃ ｌ ｉ ｎＤ １３
’

ＵＴＲ 转染 ， 流式细胞术 ， 愈合实验 ，
ＷＢ ，ＲＴ

－

ＰＣＲ 等方法 ， 实验

结果发现过表达 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ５ ５ 能够降低 ｃｙ ｃ ｌ ｉ ｎ Ｄ ｌ 的表达 ， 减弱细胞的增殖和侵袭 ， 阻

滞 Ｇ １ 阶段的细胞数 目 。 因此说明 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ５ ５ 参与 ｃ ｙ ｃ ｌ ｉ ｎＤ ｌ ／ｐ２７ 信号通路调节滋养

细胞的增殖和迁移 ， 可能有助于研宄 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ５ ５ 在先兆子痫发病 中 的参与作用
［
９６

］

。 同

样在先兆子痫患者组织筛选 ， 发现先兆子痫患者的胎盘组织和血清样品 内 ｍ ｉ Ｒ
－

３ ７６Ｃ

表达下调 ， 过表达 ｍ ｉ Ｒ
－

３ ７ ６ ｃ 后 ， 能诱导 ＨＴＲ
－

８ ／Ｓｖｎ ｅ ｏ 滋养细胞的增殖 ， 迁移和侵袭

１ １
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能力 ， 增加胎盘生长能力 ， 抑制转化生长因子 ０ 和 Ｎｏ ｄａ ｌ 功能 ， 当过表达抑制转化生

长 因子 ０ 受体 （ ＡＬＫ５ ） 和 Ｎｏ ｄａ ｌ 受体 （ ＡＬＫ ７ ） 时 ， 可以逆转 ｍ ｉ Ｒ ３ ７６ ｃ 的影响 ， 从而

可 以看出 ｍ ｉ Ｒ ３ ７ ６ ｃ 通过抑制 ＡＬＫ ５ 和 ＡＬＫ ７ 影响转化生长因子 Ｐ／Ｎｏ ｄａ ｌ 信号通路而增

加细胞的增殖和侵袭 。转化生长 因子 Ｐ ／Ｎｏ ｄａ ｌ 信号通路的失调可能导致先兆子痫 的发

生

三 、 影响滋养细胞侵袭与迁移功能

滋养细胞的侵袭和迁移功能失调 易导致 自 然流产的发生 ， 通过筛选早期 自然流产

者绒毛组织 内 ｍ ｉ ＲＮＡ 的变化 ， 发现 ｍ ｉ ｃｒｏＲＮＡ
－

１ ７ 和
－

１ ９ ｂ 的表达都下调 ， ｍ ｉ ｃｒｏＲＮＡ
－

１ ７
－

９ ２

是主要参与胎盘绒毛 的侵袭功能
Ｍ

。 在细胞方面 ， 检测 ｍ ｉ ｃｒｏＲＮＡ ｌ Ｏｂ 在人正常滋养

细胞系 （ ＨＴＲ ８ ／ ＳＶｎ ｅ ｏ ） 细胞的浸润能力的影响 ， 结果表明 ｍ ｉ ｃｒｏＲＮＡ
－

ｌ Ｏｂ 的过表达组

和抑制组有显著统计学意义 ， 过表达组的细胞浸润能力提高 ， 因此得出 ｍ ｉ ｃ ｒｏＲＮＡ
－

ｌ Ｏｂ

可能影响滋养细胞的浸润能力 ， 但与其靶向关系 的 ｓＦ ｌ ｔ
－

１ 是否可 以调节滋养细胞的

浸润能力则 需进
一

步研究
［
９ ９

］

。 而研宄在先兆子痫胎盘 内 ｍ ｉ ＲＮＡ 的表达 ， ＲＴ ＰＣＲ 结果显

示先兆子痫患者的 ｍ ｉ Ｒ ３４ａ 表达上调 ， 通过在 ＪＥＧ
－

３ 细胞上过表达 ｍ ｉ Ｒ
－

３ ４ａ ， 能够抑

制细胞的增殖 ， 迁移和侵袭 。 另外 ， 通过双荧光素酶报告发现 ， ｍ ｉ Ｒ
－

３４ａ 的靶基因 ＭＹＣ

下调 ， 能够减少 ＪＥＧ
－

３ 细胞的侵袭能力 。 因此 ｍ ｉ Ｒ ３ ４ ａ 可能直接调控 ＭＹＣ 基因从而影

响滋养细胞的侵袭能力
［

１ ° °
］

。

四 、 影响滋养细胞血管生成功能

Ｔ ｉ ｎｇ
Ｙａｎ
＿
等研究先兆子痫的发病机制 ， 通过提起体外血中 的 内 皮祖细胞 （ ＥＰＣ ｓ ）

和体 内动物实验 ， 转染 ｍ ｉ Ｒ １ ２ ６ 后 ， ＥＰＣ ｓ 的增殖 、 分化和迁移增强 ， 而抑制 ｍ ｉ Ｒ
－

１ ２ ６ ，

ＥＰＣ ｓ 细胞功能减弱 。 通过转染 Ｍ ｉ Ｒ １ ２ ６ ，Ｐ Ｉ Ｋ ３ Ｒ ２ 这个血管生成因子下调 ， 而与血管形

成相关的 Ｐ Ｉ ３ Ｋ Ａｋ ｔ 信号上的 Ｐ Ｉ ３Ｋ 和 Ａｋ ｔ 表达升高 ， 抑制 Ｍ ｉ Ｒ
－

１ ２ ６ ， 结果相反 ， 因而

得 出先兆子痫 内 ＥＰＣ ｓ 内 的 ｍ ｉ Ｒ １ ２ ６ 的 目 的基因 Ｐ Ｉ Ｋ ３ Ｒ２ 是直接参与 Ｐ Ｉ ３Ｋ Ａｋｔ 信号通

路上的 。 ｍ ｉ Ｒ
－

１ ２ ６ 能够抑制 Ｐ Ｉ Ｋ３Ｒ２ 的表达来促进 ＥＰＣ ｓ 的功能 。 另外发现 ， ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ５ ５

和 Ｈ Ｉ Ｆ
－

ｌ ａ 及其 ＶＥＧＦ 参与到滋养细胞的浸润 以及血管生成的功能 中 ， 由此说明其能诱

导不 明原 因流产的发生
［

１ ° ２
］

。

五 、 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６
－

３ｐ 与滋养细胞

ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６
－

３ｐ ， 即 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６ ， 位于第 ９ 条染色体的 ＥＧＦＬ ７ 内 含子上 ， 存在于大

部分哺乳动物上的器官组织 ， 如人 ， 大 鼠 ， 小 鼠 ， 狗 ， 鸡等 ， 能够调节小 鼠血管生成 ，

器官如心脑肺 ， 膀胱 ， 肝脾等
［

１ ° ３ ］

。

目 前学术界大部分学者讨论 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ 对细胞血管生长的功能
［

１％ １ （ １ ５
；

， 如缺失

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６ 的 目 的片段会导致血管渗漏 ， 出血和胚胎死亡 ， 这些 出血的原 因可归 因于

血管生成因子信号 的减少 ， 内 皮细胞 （ ＥＣ ） 的生长和粘附 ， ｒａ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ｐ 通过调控

ＥＧＦＬ ７ 发挥其血管生成功能
［

１ ° ６
］

。 研宄发现 ，
ｍ ｉ ＲＮＡ

－

１ ２ ６ 还能够增加 ＶＥＧＦ 和 ＦＧＦ 表达来

激活 ＭＡＰＫ 通路 ， 同时 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２６ 能够抑制 Ｓｐｒ ｅ ｄ １ 的表达减少细胞 内血管生成信号 ，

１ ２





策丝子总黄酮调控 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ ｐ 促进 滋 养细胞侵袭功 能机制研 究


因此说明 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６ 的前血管生成行为与 Ｓｐｒ ｅ ｄ
－

１（ ＭＡＰＫ 通路的负性调节 ） 有关 ，

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６ 通过减少 ＭＡＰＫ 通路上的 Ｓｐｒ ｅｄ
－

１ 抑制作用来促进血管生成信号行为
［

１ ° ３ ］

。

另外 ， 也有学者研究 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６ 的癌症方面的功能
［ １ １＾ １ ０８ ］

， 如在 胃癌组织中 ，

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６ 表达下降 ， 异位的 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６ 表达抑制 胃癌细胞的生长 ， 迁移和侵袭 ， 抑

制癌症转移 。 Ｃｒｋ 是 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６ 的靶基因 ， 说明 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６ 可能是通过调控 Ｃｒｋ 抑制

癌症的发展 。 同样的 ， 在肝细胞癌患者中 ， ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６ 的表达降低 ， 功能学上 ， 异位

的 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６ 表达抑制 胃癌细胞的生长 ， 迁移和侵袭
［

１ °９ ］

。 在乳腺癌组织中 ， ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６

的表达相对高表达
［

１ １ ° ］

， 甲状腺癌组织 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６ 和 ＶＥＧＦ 表达下调 ， 且 ＶＥＧＦ 能够调

控 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６ 的血管生成功能
Ｄ ｕ ］

。 而 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６ 在炎症方面研宄较少 ， 有研宄表明

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６ 能通过阻断血管壁的粘附和 白细胞渗透而抑制 ＶＣＡＭ １ 的表达
［
ｍ ］

。 而且 ，

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６ 还可作为 内皮损伤的标记物
［
＂ ３ ］

。

对于 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 在 自然流产方面的研宄 尚 比较少 ， 有学者分析复发性流产患

者的血清发现 ， ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６ 表达显著降低 ， ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６ 可能可 以作为不 明原因复发性

流产的潜在标记物
［

１ １ ４ ］

。 提出尤其是研宄其对滋养细胞功能的影响 ， 有少部分探讨

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６ 与 自然流产相关受体研究 ， 如研究 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６ 能调控孕酮受体 （ ＰＲ ） ， 参与

大 鼠乳腺上皮细胞的增殖和乳汁分泌 ， 采用荧光素酶报告 、 ＲＴ
－

ＰＣＲ 、 ＷＢ 、 ＨＰＬＣ 等方法 ，

分析在大 鼠乳腺上皮细胞沉默和过表达 ｍ ｉ Ｒ
－

１ ２６
－

３ｐ 后 ＰＲ 的表达 ， 结果发现 ， 在大 鼠

乳腺不 同发育阶段 ， ｍ ｉ Ｒ
－

１ ２ ６
－

３ ｐ 的表达不同 ， 在乳腺上皮细胞内转染 ｍ ｉ Ｒ
－

１ ２６
－

３ｐ 能

够下调 ＰＲ 的表达 ， 抑制 ｍ ｉ Ｒ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 后 ，
ＰＲ 表达上调 。 荧光素酶报告提示 ｍ ｉ Ｒ

－

１ ２ ６
－

３ｐ

可能通过调控 Ｐｇｒ３
’

来下调 ＰＲ 的表达 。 另 外 ， 发现 ｍ ｉ Ｒ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 能够抑制细胞的增

殖活力 ， 抑制 日
－

ｃａ ｓ ｅ ｉ ｎ 的表达
［

１ １ ５
］

。 因此 ， 本课题将着重从 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６ 对滋养细胞功

能的影响入手研宄 。

综上所述 ， 由于菟丝子总黄酮疗效好 ， 作用 明显 ， 近年来 己经成为学术界的研究

重点 ， 但大部分集中在研宄菟丝子总黄酮的提取 、 药理作用方面 ， 尚很少学者集研究

菟丝子总黄酮对细胞功能具体是怎么影响 ， 菟丝子总黄酮通过哪些机制来影响细胞的

功能 尚很少见到报导 。 由于近年来在妇产科学术界 ， ｍ ｉ ＲＮＡ 逐渐被大家所知 ， 它的功

能逐渐被研发 ， 大部分研宄 ｍ ｉ ＲＮＡ 在癌症细胞的表达及功能作用 ， 而在妇产科中 ｍ ｉ ＲＮＡ

对生殖障碍 自然流产的研宄较少 ， 尤其是对 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 对滋养细胞功能的影响方

面 ， 对于不明原因的 自然流产 ， 从 ｒａ ｉ ＲＮＡ 着手研究滋养细胞的功能 ， 也许可为临床 了

解 自 然流产发生机制提供新的思路 。 而且现有的对 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的研宄未加入药物

进行干预和治疗 ， 仅仅停留于其功能和机制的研宄 ， 尚未很好的与临床接轨 ， 因此本

研究拟通过在临床使用疗效显著的菟丝子总黄酮入手 ， 研宄其药效作用及其机制 ， 进

一

步试图阐 明通过研宄菟丝子总黄酮如何通过调控 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 来影响滋养细胞迁

移和侵袭功能 。

１ ３
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第二章 实验研究

第一节 立论依据及其实验技术路线

一

、 立论依据

菟丝子具有补肾安胎的作用 ， 菟丝子总黄酮作为菟丝子的主要活性成分 ， 研宄其

药效机制可 以更明确菟丝子的药效作用 。 研究报导表明 ｍ ｉ ＲＮＡ 与 自然流产的发生息息

相关 。 本实验通过基因测序方法筛选出 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２６
－

３ｐ 的表达在 自 然流产患者的绒毛

组织 中显著升高 ， 并 以此为切入点 ， 用米非司酮构建转染 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６ ３ ｐ 至滋养细胞

后的 自 然流产状态的滋养细胞模型为载体 ， 模拟临床的 自 然流产疾病 ， 并最终通过菟

丝子总黄酮干预治疗 ， 从正常组的滋养细胞和 自 然流产状态滋养细胞模型组的滋养细

胞的迁移和侵袭功能 ， 及其 内在的 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６ ３ｐ 表达和下游的靶基因表达差异 ， 来

阐述菟丝子总黄酮的药效作用机制 ， 阐 明菟丝子总黄酮补 肾安胎的作用 ， 以便更好的

指导临床用药 。

二 、 技术路线

正常与 自 然流产

绒毛组织收集
Ｖ

．


Ｊ

，Ｉ 、

（ ^

ＲＴ ｑＰＣＲ验证

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 个

Ｖ


Ｊ

Ｉ



＾

滋养细胞功
１

能验证
ｖ ｙ



Ｖ





Ｖ




， ：

＊ ＊

Ｖ



Ｖ
 

Ｖ

 

Ｖ
…

：

ｆ一

＾

＾ ＾ｆ＾
＾
ｍ ｉ ＲＮＡ

－

１ ２ ６ ＾Ｃ

不 同浓度英不 同浓度米

＾
ｍ ｉ ＲＮＡ

－

１ ２ ６
－

ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ Ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ

丝子总黄酮
１

非司酮 ３ｐｍ ｉ ｍ ｉ ｃｎ ｅ ｇａ ｔ ｉ ｖ ｅ ． ， ｎ ｅ ｇａ ｔ ｉ ｖ ｅ ；

＾ ＪＬ Ｊ＾ Ｊ ＼ Ｊｌ Ｊ＾
ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ

Ｊｋ Ｊ ＼

．
＾……

＋
……二…… －

［

…＂

＂

？…… －

ｊ

？ … －— …… －

ｆ

… －…

Ｉ Ｉ１ Ｉ Ｉ Ｉ

ｆ

ｗｉｉｓＭｓ
ｉ ｆ

Ｒ Ｔ

Ｒ

—

ｒ
划痕试验检

］ ｆ
Ｔｒ ａｎ ｓｗｅｎ

检

＇
＇

黄酿 和侵

Ｊ ｌ

增殖
Ｊ卜 益

ｐ

Ｊ ｌ

测迁移能力Ｈ测侵袭能力

＾ Ｉ


、

士 ｊ ｉ ｉｒ ｉ


厂 人 ： ｒＪＬ认 、

ｎ ，〉（ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６
＿

３ｐ）
（Ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ「

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ ｐ）（Ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ

ＷＢ检测 ＭＭＰ ９ＲＴ ｑ ＰＣＲ检测 ｍ ｉ ｉｎ ｉ ｃ ＋ ｎ ｅ ｇａ ｔ ｉ ｖ ｅ ＋ ３〇 ｙ ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ ＋３ ０ｎ ｅ ｇａ ｔ ｉ ｖ ｅ＋３ ０ ｕ

蛋 白 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ ３ ０ ｕ ｍｏ ｌ ／ ｌＭ Ｉ Ｆｍｏ ｌ ／ １Ｍ Ｉ Ｆ ｎ ｍ ｏ ｌ ／ １Ｍ Ｉ Ｆｍｏ ｌ ／ １Ｍ Ｉ Ｆ

＾


ｙＶ Ｊ ＾
——

ｒ


Ｊ＾
＾

ＪＶ


ｒ

－
＾乂


＾


 ＾

１

 ：

Ｉ

ｆ 丨 游 、 ＋ｕ ｌｆ
５ ｕ ｇ／ｍ ｌ菟丝 ｆ

划痕试验检
＾＾

Ｔｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌ
检

、

检
Ｊ？

ＷＢ

＾
ＡＫＴＷＢ检

Ｈ
〇 ｔ ｃｈ子总黄酮

ｍ ｉ ＲＮ

ｇ
６
＿

３ｐ

测迁移能力 测侵袭能力
通路 通路 通路 Ｖ ＾ ＼ ＪＶ Ｊ

Ｖ／Ｖ
 ／＼

Ｊ

１ １ １．

ｗｊ

、

」

痕试验检
１ｆ

Ｔｒ ａｎ ｓ ｗ ｅ ｌ ｌ ｌ^ ［

ＲＴ ｑ ＰＣ Ｒ筛选祀
］ ｆ祕朦棚

＇

ｍ

Ｈ
３Ｐ

测迁移能力 测ｊ侵袭能力ＳＨ
冊检■基因

ｖｙＶ ｙｖＪＶＪｖ Ｊ

＼ １

ｆ ＾ｆ ＾
＾＼

ＷＢ检测靶基因
。 ５ ｎ ｇ ／ｍ ｌ 菟丝

－

蛋 白 变化 子总黄酮
＾ 除

＼


Ｊ＼


Ｊ＼


Ｊ

１ ４





策 丝子 总黄酮 调控 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 促进 滋 养 细胞侵 袭 功 能机制 研 究


第二节 ｍ  ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的验证及其功能研究

自然流产是临床上妊娠常见疾病 ， 其发生率正逐年增高 ， 而滋养细胞是研究 自 然

流产发生过程中重要的
一

环 ， 对其功能探讨的重要性毋庸置疑 ；
ｍ ｉ ＲＮＡ

－

１ ２６
＿

３ｐ 常见于

肿瘤组织表达异常 ， 也有研宄发现 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 在先兆子痫患者中能促进 内皮祖细

胞的侵袭能力 ， ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的功能对深入探讨先兆子痫的发病机理有重要意义 。 基

于先兆子痫和 自然流产都有可能是因为滋养细胞的迁移侵袭不足或者过度有关 ， 那么

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 是否在 自然流产的发生发展过程中 同样发挥着重要的作用 呢 ？ 目 前 尚

无相关报道 ， 因此本研究拟从 自 然流产患 者和 正常早孕者 的绒毛组织对 比发现的

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的表达差异入手 ， 进
一

步增加样本量验证 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 的差异表达及

其 ｍ ｉＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 对 自然流产细胞模型功能的影响 。

一

、 实验 目 的

研宄发现 自然流产患者绒毛组织与正常早孕者绒毛组织 内 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 表达不

同 ， 自 然流产 患 者绒毛组织 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 表达上调 ， 为 了 进
一

步验证组织 内

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的表达差异 ， 通过 ＲＴ
－

ｑＰＣＲ 方法检测 自然流产患者和正常早孕者绒毛组

织中 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的表达 。 同时将 ｍ ｉ ＲＮＡ 转染至滋养细胞 ， 研宄其对滋养细胞功能

的影响 ， 以探讨 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的可能作用 。

二 、 实验材料与方法 ：

（

一

） 实验材料

１ ． 实验试剂

ＲＮＡ
－

ｌ ａｔ ｅｒ ：Ｔ ｉａｎｇｅｎ公司

ＲＮＡ 提取试剂盒 ： Ｍａｇｅｎ 公司

ｍ ｉ ＲＮＡ逆转录试剂盒 ： ＧｅｎｅＣｏｐｏ ｅ ｉ ａ公司 ， Ａ ｌ ｌ
－

ｉ ｎ
－

〇ｎｅ
？
ｍ ｉ ＲＮＡＦ ｉ ｒ ｓ ｔ

－

Ｓ ｔｒａｎ ｄｃＤＮＡ

Ｓｙｎｔｈｅ ｓ ｉ ｓＫ ｉ ｔ（ ＡＭＲＴ
－

００２０ ）

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

ｑＰＣＲ试剂盒 ： Ａ ｌ ｌ
－

ｉ ｎ
－

〇ｎｅ
？
ｍ ｉ ＲＮＡｑＰＣＲＫ ｉ ｔ ， ＧｅｎｅＣｏｐｏｅ ｉ ａ公司

ｍＲＮＡ逆转录试剂盒 ： ＴｈｅｒｍｏＳ ｃ ｉ ｅｎ ｔ ｉ ｆ ｉ ｃ
？公 司 ， Ｒ ｅｖ ｅｒ ｔＡ ｉ ｄＦ ｉ ｒ ｓ ｔＳ ｔｒａｎｄｃＤＮＡ

Ｓｙｎ ｔｈ ｅ ｓ ｉ ｓＫ ｉ ｔ

ｍＲＮＡ
－

ｑＰＣＲ试剂盒 ： ＴｈｅｒｍｏＳ ｃ ｉ ｅｎ ｔ ｉ ｆ ｉ ｃ
？公司 ， Ｍａｘ ｉ ｍａＳＹＢＲＧｒｅ ｅｎｑＰＣＲＭａ ｓ ｔ ｅｒＭ ｉ ｘ

ＰＢＳ ：Ｈｙ 

ｃ ｌ ｏｎｅ公司

０ ．２ ５％胰蛋 白酶 ： Ｇ ｉ ｂｃｏ 公司

ＲＰＭ Ｉ
－

１ ６４０ 培养基 ： Ｇ ｉ ｂｃ ｏ 公司

ＤＭＳＯ ：Ｓ ｉ ｇｍａ公司

抗生素 （青霉素
－链霉素 ） ： Ｇ ｉ ｂｃｏ 公司

胎牛血清 ： Ｂ Ｉ 公司

ｍ ｉ ＲＮＡｍ ｉｍ ｉ ｃ／ｍ ｉ ｒａ ｉ ｃｎ ｅ ｇａｔ ｉ ｖ ｅ／ ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ／ ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒｎ ｅｇａ ｔ ｉ ｖ ｅ ： 广州锐博公司

Ｌ ｉ ｐｏｆｅｃ ｔａｍ ｉ ｎ ｅ？２０００ ：ｉ ｎｖ ｉ ｔｒｏｇｅｎ公司

１ ５
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Ｍａｔｒ ｉ ｇｅ ｌ ：ＢＤ公司

ＲＰＭ Ｉ
－

１ ６４０ 培养基 ： Ｇ ｉ ｂ ｃ ｏ 公司

Ｏｐｔ ｉ

－

ＭＥＭ 培养基 ： Ｇ ｉ ｂ ｃｏ 公司

４％多聚 甲醛 ： ＬＥＡＧＥＮＥ 公司

结晶紫染色液 ： 碧云天生物科技有限公司

２ ． 实验仪器及器材

离心机 ： Ｔｈｅｒｍｏ 公司

ＰＣＲ仪 ： Ｂ ｉ ｏ
－

ｒａｄ公司

全波长酶标仪 ： Ｔｈｅｒｍｏ 公司

Ｎａｎｏｄｒｏｐ 超微量分光光度计测定仪 ： Ｔｈｅｒｍｏ 公司

９６ 孔焚光定量 ＰＣＲ 板 ： Ｂ ｉ ｏ
－

ｒａｄ 公司

ＰＣＲＰ ｌ ａｔ ｅＳｅａ ｌ ｅｒ ：Ｂ ｉ ｏ
－

ｒａｄ公司

六孔板 、 ２４ 孔板 ： Ｃｏ ｓ ｔ ｅｒ 公司

Ｔｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌ 小室 ： ＢＤ 公司

ＲＮａ ｓ ｅｆｒｅ ｅＥＰ管 ： Ａｘｙｇｅｎ公司

低温离心机 ： Ｔｈｅｒｍｏ 公司

焚光倒置显微镜 ： Ｎ ｉ ｋｏｎ 公司和 Ｏ ｌ ｙｍｐｕ ｓ 公司

（二 ） 实验方法

１ ． 标本收集

选取在广州 中医药大学第
一

附属医院 日 间手术室 自 愿行人工流产和清宫术患者

的人早孕绒毛组织 ， 选择条件为正常早孕者 （ Ｎｏｒｍａ ｌ ， ｎ
＝
２ ５ ） ， 停经 ６

－

９ 周 ，
Ｂ 超可发

现孕囊及见胎心 ， 主动要求行人工流产者 ； 自然流产 （ ｓｐｏｎ ｔａｎｅｏｕ ｓａｂｏｒ ｔ ｉ ｏｎ ， ＳＡ ）

患者 （ｎ
＝
２ ５ ） ， 停经 ６

－

９ 周 ， Ｂ 超发现胚胎停育或者未见胎心 ， 与停经月 份不足 ， 主动

要求行清宫术者 。 入选患者年龄为 ４０ 岁 以下 ， 月经周期规律 ， 近 ３ 个月 内未服用激

素类药物 。 征得患者同意 ， 签署知情同意书 ， 手术时留取绒毛组织 。 无菌生理盐水清

洗血污 ， 置于含 ＲＮＡ
－

ｌａｔ ｅｒ 的无菌 １ ． ５ｍｌＥＰ 管 内 ， 冰上保存 ， 即刻送至实验室 ， 转移

至 ２ｍ ｌ 无酶冻存管 内 ，

－

８０
°

保存 。

２ ．ＨＴＲ
－

８ 滋养细胞株培养

（ １ ） 购买 ： 江苏北纳生物科技有限公司购买的原代滋养细胞 ， 已经通过鉴定为滋

养细胞 。

（ ２ ） 培养条件 ： 含 １％抗生素和 １ ０％胎牛血清 ＲＰＭ Ｉ
－

１ ６４０ 培养液 ５ｍｌ ， ３ ７

°

Ｃ ， ５％Ｃ０２

条件下培养 ， 每天观察细胞生长状态 ，
２４ｈ

－

４８ｈ 换液 。 待细胞长满瓶底至 ９０％左右时 ，

用含 ＥＤＴＡ 的 ０ ．２ ５％胰蛋 白酶消化传代 。

（ ３ ） 细胞传代 ： 培养瓶内加入 ２ｍ ｌ 胰蛋 白酶 ， 消化 １ 分钟后吸弃胰蛋 白酶 ， 加入

４ｍ ｌ 左右培养基终止消化 ， 轻轻吹打至细胞脱落 ， 吸取细胞悬液至新的培养瓶或者种

１ ６





策 丝子总黄酮调控 ｍ  ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 促进 滋 养 细胞侵 袭 功 能机制研 究


板待用 。

３ ． 转染方法

（ １ ） 载体构建 ： 采用Ｌ ｉ ｐｏｆｅ ｃ ｔａｍ ｉ ｎｅ？ ２０００脂质体 ， 将ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ ｍ ｉｍ ｉ ｃ ／ｍ ｉｍ ｉ ｃ

ｎｅｇａｔ ｉ ｖｅ和ｍ ｉＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔｏｒ／ ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒｎ ｅｇａ ｔ ｉ ｖ ｅ转染至滋养细胞 。

（ ２ ） 转染 ： 在转染前
一

天 ， 将培养好的滋养细胞以 ４
－

５ｘ ｌ ０

４

的密度接种于六孔板 ，

加入 １ ．５ｍ ｌ 含 １ ０％胎牛血清的 １ ６４０ 培养基 ， 细胞培养箱 内继续培养 １ ６ｈ
； 取 １ ．５ｍ ｌ ＥＰ

管① （稀释 ｍ ｉ ＲＮＡ ） ： 加入 ２ ５０ｕ ｌ 不含血清的 Ｏｐ ｔ ｉ
－

ＭＥＭ？培养基 ， 再加入 １ ０ｕ ｌ ２ ０ ｕ ｒａｏ ｌ

的ｍ ｉ ＲＮＡ储存液 （其中ｍ ｉ ＲＮＡｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ／ ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒｎｅｇａ ｔ ｉ ｖ ｅ为２０ｕ ｌ ） ， 轻轻混勾 ，

室温孵育 ５ｍ ｉ ｎ 。 取 １ ． ５ｍ ｌ ＥＰ 管② （稀释 Ｌ ｉ ｐｏｆｅｃ ｔａｍ ｉ ｎｅ？ ２０００ ） ： 加入 ２ ５０ｕ ｌ 不含血

清的 Ｏｐ ｔ ｉ

－

ＭＥＭ？培养基 ， 再加入 ５ｕ ｌ ｌ ｉ ｐｏ２０００ ， 轻轻混匀 ， 室温孵育 ５ｍ ｉ ｎ 。 管①加至

管② ， 轻轻混匀 ， 室温孵育 ２０ｍ ｉ ｎ 。 将上述 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

ｌ ｉ ｐｏ２０００ 混合液 ５００ｕ ｌ 加入含有

１ ． ５ｍ ｌ 培养基的细胞培养孔 内 ， 轻轻摇晃混匀 。 ３ ７
°

细胞培养箱 内培养 ４ｈ 。 将含有混

合液的培养基弃去 ， 更换新的不含抗生素的 １ ６４０ 培养基 ２ｍ ｌ 。 ３ ７

°

细胞培养箱 内培养

２４ｈ 后 ， 继续其余实验 。

４ ．ＲＴ
－

ｑＰＣＲ方法

（ １ ） 组织 ＲＮＡ 的提取

① 取 ５０ｍｇ 左右的线毛组织 ， 转入至
一

１ ．５ｒｏ ｌ 无 ＲＮａｓ ｅ 的 ＥＰ 管 内 ， 先加入 １ ５０ｍ ｌ

Ｍａｇｚｏ ｌ ， 天根 ０ＳＥ
－

Ｙ３０ 第三代高速组织研磨器间断研磨 ４０ ｓ ， 再加入 ８５ ０ｍ ｌＭａｇｚ ｏ ｌ ，

吹打混匀 ， 室温静置 ５ 分钟 ， ４

°

Ｃ ，１ ２０００ｇ ， 离心 ５ 分钟 ， 吸取上清液至新的 ＥＰ 管 内 。

② 加入 ２００ｕ Ｌ 氯仿 ， 剧烈上下震荡 １ ５ ｓ ， 室温静置 ５ｍ ｉ ｎ ？

③ ４

°

Ｃ ，１ ２０００ ｇ ， 离心 １ ５ｍ ｉ ｎ 。 离心后样品分为 ３ 层 ， 上层为透明 的水相层 ， 即

ＲＮＡ 溶解层 ； 中层为 白色蛋 白质层 ， 下层为苯酚
－

氯仿层 。 小心吸取水相层 ， 至新的无

ＲＮａ ｓ ｅ的１ ．５ｍ ｌＥＰ管 。 大约５００ｕＬ 。

④ 加入 １ ． ５ 倍体积的无水乙醇 ， 涡旋混匀 ２０ ｓ 。

⑤ 将
一

半体积的混悬液加入含 ＲＮＡｍ ｉ ｎ ｉＣｏ ｌ ｕｍｎ 的 ２ｍ ｌ 收集管中 ， ８０００ ｇ ， 离心

３０ ｓ 。

⑥ 弃滤液 ， 把柱子装回收集管 ， 将剩余的混悬液加入含 ＲＮＡｍ ｉ ｎ ｉＣｏ ｌ ｕｍｎ 的 ２ｍ ｌ

收集管中 ， ８０００ｇ ， 离心 ３０ ｓ 。

⑦ 弃滤液 。 将 ５００ｕＬ 的 Ｂｕ ｆｆｅｒＲＷＣ 加入至 ＲＮＡｍ ｉ ｎ ｉＣｏ ｌ ｕｍｎ 中 。 ８０００ ｇ ， 离心

ｌｍ ｉ ｎ 。

⑧ 弃滤液 。 将 ５００ｕ Ｌ 的 Ｂｕ ｆｆｅｒ 已用 乙醇稀释的 ＲＷ２ 加入至 ＲＮＡｍ ｉ ｎ ｉＣｏ ｌ ｕｍｎ

中 。 ８０００ｇ ， 离心３０ ｓ 。

⑨ 弃滤液 ， 重复第 ８ 步操作
一

次 。

⑩ 将 ＲＮＡ ｍ ｉ ｎ ｉ Ｃｏ ｌ ｕｍｎ 放回收集管中 。 １ ００００ｇ ， 离心 ２ｍ ｉ ｎ ， 以甩干柱子 内基质 。

？ 将柱子安装于新的 １ ．５ｍ ｌ ＲＮａ ｓ ｅＦｒｅ ｅＥＰ 管 。 在 Ｃｏ ｌ ｕｍｎ 膜中央加入 ３ ０ｕＬ 的

１ ７





广 州 中 医 药 大学 ２０ １ ７ 届博士学位论文


ＲＮａ ｓ ｅＦｒ ｅ ｅｄｄＨ２０（沿膜中央加 ） ， 室温静置 ２ｍ ｉ ｎ 。 １ ００００ｇ ， 离心 ｌｍ ｉ ｎ ， 洗脱 ＲＮＡ 。

？ 为得到高浓度的 ＲＮＡ ， 可再将 ３０ｕ ｌＲＮａｓ ｅＦｒｅ ｅｄｄＨ２
０ 加入至 ＲＮＡｍ ｉ ｎ ｉＣｏ ｌ ｕｍｎ

中 。 室温静置 ２ｍ ｉ ｎ 。 离心 ｌｍ ｉ ｎ ， １ ００００ｇ 。

？ 弃柱子 ， ＲＮＡ 样品
－

８０

°

Ｃ保存或者继续下
一

步实验 。

（ ２ ） 细胞 ＲＮＡ 的提取

细胞诱导结束后 ， 弃培养基 ， 用 ２ｍ ｌ 预冷 ＰＢＳ 洗 ３ 次 ， 再加入 ｌｍｌ Ｍａｇｚｏ ｌ ， 轻轻

吹落细胞 ， 收集细胞悬液至 ＲＮａｓ ｅｆｒｅ ｅ１ ．５ｍｌＥＰ 管 内 ， 室温静置 ｌ Ｏｍ ｉｎ ，
－

８０

°

Ｃ冰箱

保存或者继续余下步骤实验。

（ ３ ）ＲＮＡ 浓度测定

用 Ｔｈｅｒｍｏ
－

ＮＡＮＯＤＲＯＰ２０００ 测定工具 ， 用无 ＲＮａｓ ｅｄｄＨ２０ 擦洗机器光纤表面后 ，

分别取 ｌｕ ｌ 样品检测 ， 读取样品浓度 ， ２６０／２８０ ，２ ６０／２ ３０ 的 比值 。 ２６０／２ ８０ 的 比值在

１ ．８

￣

２ ．１ 之间代表 ＲＮＡ 纯度好 。

（ ４ ） 逆转录合成 ｃＤＮＡ（ ｍ ｉ ＲＮＡ 部分 ）

按照Ａｌ ｌ
－

ｉ ｎ
－

〇ｎｅ
？
ｍ ｉ ＲＮＡＦ ｉｒ ｓ ｔ

－

Ｓ ｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅ ｓ ｉ ｓＫ ｉ ｔ（ ＡＭＲＴ
－

００２０ ） 试剂

盒说明书 ， 配制 ２ ５ｕ ｌ 体系 ， 按照下面表格的反应体系 ， 加好反应液后 ， 瞬离 ， 在 Ｂ ｉ ｏ
－

Ｒａｄ

的 ＰＣＲ 仪中进行逆转录 。 反应条件为 ： ３ ７

°

Ｃ孵育 ６０ｍ ｉ ｎ ，８５

°

Ｃ孵育 ５ｍ ｉｎ 后终止 ，

－

２０

°

Ｃ

保存 。



表 １ｍ ｉ ＲＮＡ 逆转录反应体系


试齐 ！Ｉ

ＭＭＳ
ＴｏｔａｌＲＮＡ＊ ２ ｌ

＾
ｇｆ

ｏｒｓｍａ ｌ ｌ
－

ｍｏ ｌ ｅ ｃｕ ｌ ｅＲＮＡ １ ００ｎｇ

２ ． ５Ｕ／Ｐ －

ｌＰｏ ｌ ｙＡＰｏ ｌ ｙｍｅｒａｓ ｅ １Ｐ
－

１

ＲＴａｓｅＭ ｉ ｘ １Ｍｌ

５ Ｘ ＰＡＰ／ＲＴＢｕｆｆｅｒ ５Ｍｌ Ｉ Ｘ

ｄｄＨ２〇（ＲＮａｓ ｅ／Ｄｎａｓ ｅｆｒｅｅ ）


至终体积２５ｕ１



（ ５ ） 荧光定量 ＰＣＲ 扩增 （ ｍ ｉ ＲＮＡ 部分 ）

在 Ｂ ｉ ｏ
－

Ｒａｄ 的 ＣＦＸ９６ 检测仪进行实时定量反应 。

① 引物 由生工生物工程股份有限公司设计与合成 。

表 ２ｍ ｉ ＲＮＡ
－

ＰＣＲ 引物序列

Ｐｒ ｉｍｅｒ


ｓ ｅｑｕｅｎｃｅ ｓ（ ５
，－

３
，

）
￣

Ｕ６ Ｆｏｒｗａｒｄ ：ＡＴＧＧＣＣＣＣＴＧＣＧＣＡＡＧＧＡ

Ｈａｓ
－

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
￣

３ｐＦｏｒｗａｒｄ ；ＴＣＧＴＡＣＣＧＴＧＡＧＴＡＡＴＡＡＴＧＣＧ


合成引物加入 ＲＮａ ｓ ｅ
－

ｆｒｅ ｅｗａｔ ｅｒ 溶解成 １ ００ ｕ Ｍ ， 再稀释成 ２ ｕ Ｍ 的稀释液使用 。

② 采用 Ａ １ １
－

ｉ ｎ
－

ＯｎｅＴｍ
ｑＰＣＲ 试剂盒进行 ＰＣＲ 扩增 。 以 Ｕ６ 作为 内参基因 ， 参照说

明书 ， 按照下表配制反应混合液 ： ｃＤＮＡ 稀释 ５ 倍后使用

１８





策丝子 总黄酮调控 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ ｐ 促进 滋 养细胞侵袭功 能机制研 究




表 ３ 荧光定量 ＰＣＲ 反应体系


ｋ剂体积／孔

２ Ｘ Ａ ｌ ｌ
－

ｉ ｎ
－

〇ｎ ｅｑＰＣＲＭ ｉ ｘ ５Ｍｌ

Ａ ｌ ｌ
－

ｉ ｎ
－

Ｏｎ ｅ
？

ｍ ｉ ＲＮＡｑＰＣＲＰｒ ｉ ｍｅｒ （ ２ＭＭ）ｍ

Ｕｎ ｉ ｖ ｅｒ ｓａ ｌＡｄａｐｔ ｏｒＰＣＲＰｒ ｉ ｍｅｒ （ ２ＭＭ ） １Ｍｌ

Ｆ ｉ ｒ ｓ ｔ
－

ｓ ｔｒａｎｄｃＤＮＡ ｌ ｕ ｌ

Ｗａｔ ｅｒ（ ｄｏｕｂ ｌ ｅｄ ｉ ｓ ｔ ｉ ｌ ｌ ｅｄ ）



Ｎｏ ｔｕ ｓ ｉ ｎｇＲＯＸＲｅｆｅｒ ｅｎｃ ｅＤｙ ｅ２ １

＾
１

每孔设置 ２ 个复孔 ， 按照每孔 ｌ Ｏｕ ｌ 加入 Ｂ ｉ ｏ
－

ｒａｄ９６ 孔板加样 ， 贴上贴膜 ， 瞬时

离心 ｌｍ ｉ ｉｕ 按照说明书程序进行 ＰＣＲ 反应 ， 条件如下 ：

Ｓ ｔａｇｅ１ ： 预变性

９ ５ ． ０

°

Ｃ ，ｌ Ｏｍ ｉ ｎＲｅｐ ｓ ：１

Ｓ ｔａｇｅ２ ：ＰＣＲ反应

９ ５ ．０

°

Ｃ ，１ ０ ｓ

６０ ． （ＴＣ ， ２０ ｓ

７ ２ ．（ＴＣ ， １ ０ ｓ

Ｒｅｐ ｓ ：４０

Ｓ ｔａｇｅ３ ： 溶解曲线

６ ５ ．０

°

Ｃ ，６ ｓ

９ ５ ．０

°

Ｃ ，０ ．５

°

Ｃ

５ ． 划痕实验

（ １ ） 提前
一

天将细胞种至六孔板 ， 转染 ， 转染 ４ｈ 后更换无抗生素的含 ８％ＦＢＳ 的 １ ６４０

培养基 。 （注 ： 由于此次转染时间需要 ４８ｈ ， 预防细胞生长太密而影响实验结果 ， 故用

含 ８％ＦＢＳ 的培养基 ）

（２ ） 将 己转染 ４８ｈ 后的六孔板细胞板 ， 焚光倒置显微镜镜下观察细胞状态 ， 并选择好

每组大致相 同细胞数的位置 ， 用 ２ ００ｕ ｌ 枪头划
一

大致相等的横线 ， Ｘ４０ 镜下拍照 。

（ ３ ） 更换新的无抗生素的含 ８％ＦＢＳ 的 １ ６４０ 培养基 ， 其中
一

个孔更换为含 ５ｕｇ／ｍ ｌ 的菟

丝子总黄酮药液 ， 细胞培养箱 内继续培养 ６ｈ 。

（４ ） ６ｈ 后 ， 选择相 同拍照位置 ， Ｘ４０ 镜下拍照 。

（ ５ ）１ ２ｈ 后 ， 选择相 同拍照位置 ， Ｘ４０ 镜下拍照 。 实验重复 ３ 次 ， 根据细胞迁移距离判

定细胞划痕结果 。

６ ．Ｔｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌ实验

（ １ ） 在 ２４ 孔的 Ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ 上室加入 ５０ｕ ｌ 用无血清的 ＲＰＭ Ｉ
－

１ ６４０ 培养基按 ３ ：１ 稀释的

Ｍａｔｒ ｉ ｇｅ ｌ ， 在 ３ ７

°

Ｃ
，
５％Ｃ０２ 的细胞培养箱敷育 ｌ ｈ

；

（２ ） 将 己转染 ２４ｈ 的细胞用胰酶消化 ｌ ｍ ｉ ｎ ， 加入无 ＦＢＳ 的 ＲＰＭ Ｉ
－

１ ６４０ 培养基终止消化 ，

离心 ， 再用 ＰＢＳ 重悬细胞 ， 再次离心 ， 用无 ＦＢＳ 的 ＲＰＭ Ｉ
－

１ ６４０ 培养基重新悬浮细胞 ，

细胞密度为 ５ Ｘ ｌ 〇Ｖｍ ｌ 。

（ ３ ） 各加入 ２０ 〇 ｙ ｌ 重新悬浮的细胞悬液至 Ｔｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌ 上室 中 ， 下室加入 ５ ００ｕ ｌ 含

１ ９
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１ ０％ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ
－

１ ６４０ 培养基 ，
３ ７

°

Ｃ ５％Ｃ０２ 的细胞培养箱中继续孵育 ４８ｈ 。

（４ ） ４８ｈ 后 ， 用棉签轻轻擦拭去掉上室滤膜 内面细胞 ， 保留滤膜外面细胞 ， 用多聚 甲醛

固定 ３ ０ｍ ｉｎ ， 结晶紫染色 ２０ｍ ｉｎ 。 平整切下滤膜 。

（５ ）Ｘ ２００ 高倍显微镜下 ， 随机选择每孔 内 ５ 个视野计数细胞 。

（６ ） 侵袭指数＝实验组细胞数／对照组细胞数 （计算每高倍镜视野中迁移至滤膜下表面

的细胞数 ） 。 实验重复 ２ 次 ， 取平均数 。

（ 四 ） 实验统计方法

１ ．ＲＴ
－

ｑＰＣＲ ： 本实验采用 Ｕ６ 作为 内参基因 ， 检测 目 的基因 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６，３ｐ 相对于 内参

基因 Ｕ６ 的表达量进行定量分析 ， 利用表达量的倍数 ２

＿

ＡＡｅ ｔ

计算 ：

ＡＣｔ
＝
Ｃ ｔ Ｂ ｉ ＲＮＡ

－

Ｃｔ
（ ｊ ６ ， 么Ｃｔ诱导 对照 。

其中 ， Ｃｔ ｎ＿代表 ｍ ｉ ＲＮＡ 组的循环数 ， Ａｃｔ 鮮代表经药物诱导后检测的循环数 。

２ ． 所有数据采用 ＳＰＳＳ１ ９ ． ０ 软件和 ＳＴＡＴＡ 软件统计分析 ， 两组数据用 ｔ 检验 ， 多组

间采用 ＡＮ０ＶＡ 方差分析进行统计学分析 ， 若各组间方差不齐 ， 采用非参数检验统计方

法 ， 多组比较用 Ｋｒｕ ｓｋａ ｌ
－

Ｗａ ｌ ｌ ｉ ｓＨ 检验方法 ， 两两比较用 Ｍａｎｎ
－

Ｗｈ ｉ ｔｎｅｙ
Ｕ 检验方法 。

数据用均数 土标准差表示 。 作图在 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒ ｉ ｓｍ６ ．０ 软件执行 。 Ｐ＜ ０ ．０ ５ 表示有统

计学差异 。

三 、 实验结果 ：

（

一

） 样本的临床资料

选取符合收集标准的 自然流产患者绒毛组织 ２５ 例 ， 平均年龄为 ３ ０ 岁 ， 平均孕周

为 ８ ． ４ 周 ， 证型以脾肾两虚证及肾虚证为主 。 正常早孕者绒毛组织 ２ ５ 例 ， 平均年龄

为 ２８ ．６ 岁 ， 平均孕周为 ６ ．５ 周 ， 证型 以肝郁证为主 。 月 经规律 ， 近 ３ 个月 无服用激

素类药物者 。



表 ４ 流产患者临床资料


Ｎ０ ．年龄孕周产次流产次数证型

１ ４２ ＳＡ ２ ８ ８ Ｉ １Ｍ
１ ４ ７ ＳＡ ２ ５ ７ ０ １肾虚

１ ６ ０ＳＡ ２ ８ ７＋ ０ ２湿热

１ ６４ＳＡ ２６ ９ ０ １肾虚

１ ８４ＳＡ ４０ ８＋ ０ ２肾虚

１ ９２ＳＡ ２ ７ ９
－

 ０ ２肾虚

２０９ＳＡ ２ ３ ８ ０ １脾肾两虚

２ １ ０ ＳＡ ２ ５ ９ ０ ２脾肾两虚
２６ ９ ＳＡ ２ １ ８＋ ０ ３肾虚

２ ７２ＳＡ ３５ ７ ２ ３脾肾虚弱

２ ７４ＳＡ ２３ ８ ０ １血瘀证

２９６ＳＡ ２ ８ ８ ０ １肾虚血瘀

３ １ ２ ＳＡ ３４ １ ０ １ ２肾虚血瘀

３ ２ ０ ＳＡ ２ ７ ９ １ ２肾虚

３ ２４ＳＡ ３４ ９ ２ ２脾虚

３ ２６ＳＡ


４０


９


１


２


肾虚血瘀

２０





笔 丝子 总 黄酮 调控 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ ｐ 促进 滋 养 细胞 侵 喪 功 能 机 制 研 究


３ ３ １ Ｓ Ａ ２ ６ ８＾ Ｉ ２Ｍ

３ ３ ２ Ｓ Ａ ３ ３ ８ １ ２脾虚

３ ４ ４ Ｓ Ａ ２ ９
－ ８ ０ ３肾虚血瘀

３ ４ ８Ｓ Ａ ３ ０ ９ ＋ １ ２肾虚

３ ４ ９Ｓ Ａ ２ ７ ９ １ ２肾虚血瘀

３ ５ ７ Ｓ Ａ ４ ３ ９ １ ８肝郁

３ ５ ８Ｓ Ａ ３ ３ ８ ２ １肾虚

３ ６ ７ Ｓ Ａ ４ ０ ８ ＋ １ ２肾虚

３ ８ ９Ｓ Ａ


２ ５



８


０


１



肾虚



表 ５ 正常早孕者临床资料
￣

ＮＯ ．年龄孕周孕次流产次数证型

Ｈ ８Ｎ ２ ２ ７ ０ ２ＷＭ

１ ４ ９Ｎ ３ ５ ６ ０ １脾虚

１ ５ ０Ｎ ２ ２ ７ ＋ ０ １肾虚

１ ５ ３ Ｎ ２ ４ ６ ＋ １ ２肾虚

１ ８ ３ Ｎ ４ １ ７ ＋ ２ ２肝郁

２ ５ １ Ｎ ２ １ ５ ＋ ０ １脾肾两虚

２ ５ ５ Ｎ ３ １ ７ ＋ １ ２脾虚

２６ ２Ｎ ３ ７ ８ ＋ ２ １肝郁 肾虚

２ ６ ３ Ｎ ３ ８ ７ ＋ １ ２肾虚

２ ６４ Ｎ ４ ０ ８ ＋ １ ３肝郁 肾虚

２ ６ ６Ｎ ３ ０ ６ ＋ ２ ４肝郁 肾虚

２ ７ ３ Ｎ ２ ８ ６ ０ ２血瘀

２ ７ ６Ｎ ２ ５ ６ ＋ ０ ３肝郁

２ ７ ７ Ｎ ２ ５ ７ ＋ ０ １脾虚

２ ８２Ｎ ３ １ ６ １ ３肝郁

２ ９３ Ｎ ３ ３ ７ ２ ２肝郁

２ ９４ Ｎ ２ ７ ７ １ ２肾虚

２ ９ ５ Ｎ ２ ４ ８ ＋ ０ １血瘀

２ ９ ８Ｎ ２ ３ ６ ０ １肝郁

３ ０ １ Ｎ ２ ５ ７ ０ １肾虚血瘀

３ ０ ２Ｎ ２ ４ ７ ０ １脾虚

３ ０３ Ｎ １ ７ ８ ＋ ０ １肝郁

３ ０４ Ｎ ３ ３ ６ ＋ ２ ３脾虚

３ ０５ Ｎ ２ ４ ６ ＋ １ ２血热

３ ０６Ｎ


３ ４


６


１



３


肝郁

（ 二 ） ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ ｐ 在正常早孕者和 自 然流产患者绒毛组织中 的表达

用 Ｕ ６ 作为 内 参分析 ， ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ ｐ 在不同组织间 的差异 （ 表 ６ ， Ｆ ｉ ｇ ．１ ） 。 结果

显示 自 然流产绒毛组织 内 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 的表达比正常早孕者绒毛组织升高 （ ｐ
＝ ０ ． ０ ２ ４

＜ ０ ． ０ ５ ） 。

表 ６ 两组间 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 表达差异比较 Ｕ土 ｓ ）

组别例数 ＮＡＡ
ｃ ｔ （ 无 士 ｓ ）

＇

ＳＡ ２ ５ １ ． ２４ ± ０ ． ４ ３

＊



Ｎ


２ ５


１ ． ０ ２ ± ０ ．２ １

注 ： 采用 方法检验 ， 与 对照组相 比 ， Ｙ ＜ ０ ． ０５

２ １
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

＿


＊


Ｉ２ ． ５
－

， Ｉ Ｉ

ｉ
一 ？

？

宗ｓ
２ 〇 ＿

？

？

！ １
１ ５ ？ 命＜

筘
｜Ｈｉ＊－

５
呈 ０ ． ５ －

Ｚ

芏０ ． ０
－１

，



１



Ｅ ^

Ｆ
ｉ ｇｕ ｒ ｅ １ｍ ｉ Ｒ ＮＡ

－

１ ２ ６
－

３ｐ 在 自然流产患者和正常早孕者绒毛组织 中的表达差异

注 ： 自 然流产组 （ ＳＡ ） 的组织 （ ｎ
＝
２ ５ ） 比正常早孕组 （ Ｎ ） 组织 （ ｎ

＝
２ ５ ） 内 的 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６

－

３ ｐ 显著上调

（ ｐ
＜ ０ ． ０ ５ ） 。 以Ｕ ６为 内参 。

＊

ｐ
＜ ０ ． ０５ 。

（ 三 ） ＥＨ 细胞 内 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６
－

３ ｐ 过表达及其干扰载体构建

１ 、 转染效率

经转染后 ， 下 图 中 ， 荧光倒置显微镜镜下可 见带荧光细胞数较多 ， 转染率可达 ６ ０％

以上 ， 说明转染成功 ， 可 以继续进
一

步实验 。

Ａ


Ｂ


■■
Ｆ ｉ ｇｕ ｒ ｅ２ 转染后细胞荧光观察 （ Ｘ １ ００ ）

注 ： （ Ａ ） 为荧光状态下的细胞数 ， 带荧光细胞数 目 大于 ６ ０％
；（ Ｂ ） 为荧光倒置 显微镜的 明场状态

下 的细胞数 。

２ 、 转染后 ｍ ｉ Ｒ ＮＡ
－

１ ２ ６ ３ ｐ 的基因表达水平

用 ＲＴ ｑ ＰＣ Ｒ 方法检测 ＥＨ 滋养细胞转染 ｍ ｉ Ｒ ＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 后的基因表达水平 （表 ７ ，

Ｆ ｉ ｇ ．３ ） ， 结果表明转染 ２ ４ ｈ 后 ， 滋养细胞 内 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６
－

３ｐ ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ 过表达组相对 比未

２ ２





笔 丝子 总 黄 酮 调控 ｍ  ｉ Ｒ ＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ ｐ 浞 进 ａ 养 细 跑 ｆ￡ 喪 功 能机 制 研
＇

＞：



转染 正常滋养细胞显著性升 ｆｔ （ ｐ
＜ （ ） ． （ ） （ ） 丨 ） ， 而 ｍ ｉ Ｒ ＼Ａ １ ２ ６３ ｐ ｉ ｎ ｈ ｉ ｈ ｉ ｔ ｏ ｒ

丨

＿

？

扰Ｍ的表

达相 比 于 未 转 染 ￡ 常滋养细 胞 显 著 Ｋ 调 （ 卩
＜ ０ ．０ １） 。 ｉｄ 然 ｍ  ｉＲ ＼Ａ １ ２ ６

＿

３ ｐｍ ｉ ｍ  ｉ ｃ

ｎ ｅｇａｔ ｉ ｖ ｅ和ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉｔｏｒｎ ｅｇａ ｔ ｉ ｖ ｅ组的ｍ ｉ Ｒ ＼Ａ
－

１ ２６
－

３ｐ有少量的升高 ， 但与ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ组相

比相差 巨大 ， 基本可 以忽略不计 ， 对沿续实验无影响 。 结介 以 丨 ： 说 明用 ｍ ｉ Ｒ ＮＡ １ ２ ６ ３ｐ

ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ 和 ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏ ｒ 构 建 的转 染载体 符 六 前期 实验发现 的 丨

＇

丨 然流 产 的滅 毛 纟Ｊ１织 内

ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ ｐ 表达升 高的现 象 ， 可 以 丨 丨 ｊ丁 进 步实验 。

表 ７ 转染后各组间 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ ｐ 的表达差异 Ｕ土 ｓ ）

Ｍ Ｎ
ＡＡ

ｃ ｔ （ ＾± ｓ ）

Ｃ ｔ ｒ ｌ ３ １ ． ０ （ ） ± ０ ． ００

ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ ３ ２ ２ １ ７ ４ １ ．２ ７ ± １ ７ ５ ９ ．３ ４

’ ＊ ＊

ｍ ｉ ｍ ｉ ｃｎ ｅ ｇ ａ ｔ ｉ ｖ ｅ ３ ３０ ３ ．４ ４ ± ４ １ ．０８

ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏ ｒ ３ ０ ．３ ２ ± （ ） ．０ ３

”

ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏ ｒｎ ｅ ｇ ａ ｔ ｉ ｖ ｅ


３


４ ．４ Ｑ ± Ｑ ．５２


注 ： 采用 ＡＮＯＶＡ 方差分析方法检测 ， 与 Ｃ ｔ ｒ ｌ 组相 比 ，

”

ｐ＜ ０ ．０ １ ，

…

ｆ
）
＜ ０ ．０ ０ １

ｑ３０００００ 

－

Ｉ＊
－

＊
－

＊

〇丁
＾
－

２ ５００００ －

｜
〇２０００００ －

０１ ５００００
－ －

ＰＵＬｉ
＂ ／Ｗ

ｅ

Ｆ ｉ ｇ ｕ ｒ ｅ３ 转染后 ｍ ｉ Ｒ ＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ ｐ 在 ＥＶ Ｔ 细胞内 的表达

注 ： 对比正常滋养细胞 Ｃ ｔ ｒ ｌ 组 ， ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ ｐ ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ 组的 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 表达明 显上调 （ ｐ＜ ０ ．００ １） ，

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔｏｒ 组的 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６
－

３
ｐ 表达明 显 下调 （ ｐ

＜ ０ ．０ １ ） ， 有统计学差异 。 以 Ｕ６ 作

为 内 参 。

？ ？ ？

ｐ＜ （ ） ．〇 （ ） １ ，

？ ？

ｐ＜ 〇 ．０ １ ．

（
四 ） ｍ ｉ 心 Ａ  １ ２ ６ ３ ｐ 抑制滋养细胞辻移和俊袭功能

前文结果得出 了ｍ ｉ ＲＮＡ
－

ｌ ２６
－

３ ｐ 在 卩１ 然流产绒毛组织中 的 上调 ， 可能引 发 自 然流

产 。 为 了 验 证 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６
－

３ ｐ 对 滋 养细 胞迁 移 和 侵 袭 能 力 的 影 响 ， 我 们通过将

ｍ ｉ ＲＮＡ ｌ ２ ６ ３ ｐｍ ｉ ｍ ｉ ｃ ＞ｍ ｉ ｍ ｉ ｃｎ ｅｇａ ｔ ｉ ｖ ｅ和 ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ 、 ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏ ｒｎ ｅｇａ ｔ ｉ ｖｅ分别转染

至 ＥＶＴ 滋养细胞 ４ ８ ｈ 后 ， 对 比未转染组 〗 Ｈ常滋养细胞 ， 检测细胞的辻移功能 。 划痕试

验结果提示 ， 随着划痕时间的延 长 ， 品微镜 Ｋ观察细胞的迁移距离变化 ， ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６
－

３ ｐ

２ ３





广 州 中 医 药 大 学 ２ ０ １ ７ 届 博士学位论 文


ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ组细胞迁移能力 降低 ， 而ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６ ３ｐ
ｍ ｉｍ ｉ ｃｎ ｅｇａ ｔ ｉ ｖ ｅ和ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏ ｒｎ ｅｇａｔ ｉ ｖ ｅ

组的细胞辻移能 力 」
ｊ １Ｈ常组相 当 ，

ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ ｐ ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ 组的滋养细胞迁移能 力 明

显增加 （ Ｆ ｉ ｇ ．４ ） 。 进
一

步通过 了ｒ ａｎ ｓ ｗｅ ｌ ｌ 试验结果表示 ， 检测滋养细胞的侵袭能力 ，

对 比ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６ ３ ｐｍ ｉ ｍ ｉ ｃｎ ｅｇ ａ ｔ ｉ ｖ ｅ组 ，
ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ ｐｍ ｉ ｍ ｉ ｃ组细胞侵袭数 目 明 显下

降 ， 两 者 之 间 有 统 计 学 差 异 （ Ｐ
＜ ０ ． ０ ５ ） ， 而 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ｐｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏ ｒ 组对 比

ｒｏ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６
－

３ｐ ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏ ｒｎ ｅｇａ ｔ ｉ ｖ ｅ 细胞侵袭的数 目 明 显增加 ， 有统计学差异 （ ｐ
＜

０ ． ０ １） ， ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６
－

３ｐｍ ｉ ｍ ｉ ｃ 组和 ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ 组细胞侵袭数 目 相 比有统计学差异

（ ｐ
＝

０ ．００ １） ， ｔｎ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６ ３ ｐｍ ｉ ｍ ｉ ｃｎ ｅｇ ａ ｔ ｉ ｖ ｅ和ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒｎ ｅ ｇａ ｔ ｉ ｖ ｅ组的侵袭细胞数

之间无统计学差异 （表 ８ ， Ｆ ｉ ｇ ．５ ） 。 结果表明经转染后 ， ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ ｐ ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ 组 ， 即

过 表 达 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ ｐ 后 ， 抑 制 了 滋 养 细 胞 的 迁 移 和 侵 袭 能 力 ， 而 干 扰 抑 制

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ ｐ 后 ， 滋养细胞的迁移和侵袭能力增加 ， 从而证 明 了ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ｐ 的表

达升高 ， 影响 了滋养细胞正常 的迁移和侵袭能力 ， 这有可能就是 引 发 自 然流产的原因

之
一

。



表 ８ 各组间细胞侵袭数 目


组别 Ｎ侵袭数 目 （ 无 土 ｓ ， 个 ）

￣

１［ ３ ４ ２ ６ ． ０ 

＋
３ ５ ３ ．１ ７

＝
ｓ ｓ ｓ

ＭＮ ３ ３ ６ ４ ６ ． ０ ± １ ８ ５ ０ ． ７

Ｉ ３ １ ４ ３ ５ ８ ． ０ ± ２ ５ ８ １ ． ５ ２

“



Ｉ Ｎ


３


３ ８ ８ ３ ．３ ３ ± ２ ３ ５ ３ ．７ ５

注 ： 采用 ｔ ｔ ｅ ｓ ｔ ｓ 方法检验 。

与ＭＮ相 比 ，

＝

ｐ
＜ ０ ． ０ ５

； 与ＩＮ相 比 ，

＊＊

ｐ＜ ０ ．０ １ ， 与
Ｉ相 比 ，

？

ｐ
＝
０ ． ００ １

－

ＩＨＨＨＨＨＨＩＨｌｉ

ｉＢＭＩＩ—
ｃ〇

＇

■■■■■
Ｆ ｉ ｇｕ ｒ ｅ４ 转染 ｍ ｉ Ｒ ＮＡ

－

１ ２ ６
－

３ ｐ 后对滋养细胞迁移功能的影响 （ Ｘ４０ ）

注 ： Ｎ ：ｎ ｏ ｒｍａ ｌ
；Ｍ ：ｍ ｉ Ｒ Ｎ Ａ １ ２ ６ ３ ｐ

ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ
；ＭＮ ：ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ ｐ

ｍ ｉ ｍ ｉ ｃｎ ｅ ｇ ａ ｔ ｉ ｖ ｅ
；Ｉ ：ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ ｐ

ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏ ｒ
；Ｉ Ｎ ：ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２６

＿

３ ｐｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒｎ ｅ ｇ ａ ｔ ｉ ｖ ｅ 。 划痕试验提示对 比正常组 ， ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ ｐ

ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ 组 细 胞 迁 移 能 力 降 低 ， ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６ ３ ｐ ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ 组 的 滋 养 细 胞迀 移 能 力 增 加 ， 而

ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ ｐｍ ｉ ｍ ｉ ｃｎｅ ｇａ ｔ ｉ ｖ ｅ 和 ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏ ｒｎｅ ｇ ａ ｔ ｉ ｖ ｅ 组的细胞迁移能力与正常组相 当 。

２４





览 丝子 总 黄 酮 调控 ｍ ！ Ｒ Ｎ Ａ
－

１ ２ ６
－

３ ｐ 促 ■ 逬 滋 养 细 跑 侵 鈐 功 能机 制 研 究


ＭＭ Ｎ Ｉ Ｉ Ｎ

＿＿画＿
２ ００００

－

１


￥ ￥ ￥


￥ １ ８ ０００
－ １＊＊

ｃ１ ６ ０００ －
＂

Ｔ
＂

｜
１ ４０００

－

＾８ ０００ －

丁＇

Ｉ４０００ －

１
ｄｉ＿＿＿

Ｆ ｉ ｇｕ ｒ ｅ５ 转染 ｍ ｉ Ｒ Ｎ Ａ
－

１ ２ ６
＿

３ ｐ 后对滋养细胞侵袭功能的影响 （ Ｘ ２ ０ ０ ）

注 ： Ｍ ： 丨ｎ ｉ ｍ ｉ ｃ
；
剛 ： ｍ ｉ ｍ ｉ ｃｎ ｅ ｇ ａ ｔ ｉ ｖ ｅ

；Ｉ ： ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏ ｒ ：Ｉ Ｎ ：ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏ ｒｎ ｅ ｇ ａ ｔ ｉ ｖ ｅ 。 对 比ｍ ｉ ＲＮ Ａ １ ２６
＿

３
ｐ

ｍ ｉ ｍ ｉ ｃｎ ｅｇａ ｔ ｉ ｖ ｅ组 ， ｍ ｉ Ｒ Ｎ Ａ
－

１ ２６
－

３ｐ
ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ组细胞侵袭数 目 明 显Ｔ 降 （ ｐ＜ 〇 ．０５ ） ， 而ｍ ｉ ＲＮＡ

－

１ ２６
－

３ ｐ

ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ 组对 比 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔｏｒｎｅ ｇ ａ ｔ ｉ ｖ ｅ 细胞侵袭的数 目 明 显增加 ， 有统计学差异

（ ｐ
＜ ０ ．０ １） ， ｍ ｉ ＲＮＡ

－

１ ２６
－

３ ｐ ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ 组和 ｉ ｎｈ ｉ ｂｉ ｔ ｏ ｒ 组细胞侵袭数 目 相 比有统计学差异 （ ｐ
＝
０ ．０ ０ １ ） 。

＊ ＊

ｐ
＜ （ ） ．０ １ ，

＝

ｐ＜ ０ ＿ ０ ５ ，
ｓ ｓ ｓ

ｐ
＝
０ ． （ ） ０ １ 。

四 、 讨 论

类似于肿瘤细胞 ， 侵袭功能是滋养细胞拉入蜕膜和胎盘 ， 维持胎 儿 １ 丨 ：常发 育 的 屯

要功能
ｍ Ｂ

］

， 似具体 的侵袭功能 内 在机制 尚 未 北常 明确 ， 冈此深入研究滋养细胞的侵袭

功能对 了 解先兆子痫和 ｆ  ｌ 然流产 的病埋机制 打很 大的临床意 义 。
丨

＇

Ｉ 然流产 的发牛机制

目前 尚未非常 明确 ， 随着 ｍ ｉ ＲＮＡ 被大家的 认可 ， 很 多研宄逐渐发现 自 然流产 的发生与

ｍ ｉ Ｒ ＮＡ 的 变 化 息 息 相 关 。 研 宄 发 现在 早 期 自 然流 产 患 荇 的 胎盘 内 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ７ 和

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ９ ｂ 表达明 显下调
［

｜ １ ７ ］

， 不明原因复发性流产患者 内 的 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

２ １ 和 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ８ ２

也 同样表达降低
１ １ １

！
＜

］

。 ＋ 同 的 ｍ ｉ Ｒ ＮＡ 在 自 然流产 纟１１织 中 有＋ 同程度的表达 。 近年 來 ，

ｍ ｉ Ｒ ＮＡ １ ２ ６０ 卩 的表达及其功能被发现 多 表现在肿瘤细胞及 其细胞的血管 牛． 成功能等

方面
［
＂＾ ］

， 有研究表明在先兆子痫患者 中 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 的表达下调 ， ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ

促进 内皮祖细胞 （ ＥＰＣ ｓ ） 的增殖和迁移分化
＂ ２ ２

］

， 而先兆子痫的发生与 自 然流产发生的

机制有可能是 因 为滋养细胞的侵袭不足或者佞袭过度 而 引 发 ， 既然 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
＿

３ｐ 在

２ ５
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先兆子痫患者中低表达 ， 而其在 自 然流产患者 中是如何表达的 ？

本研究通过比较 自 然流产患者和正常早孕者的绒毛组织发现 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６
＿

３ｐ 在 自

然流产患 者 的绒毛组织 中 比正常早孕者的组织表达升高 ， 这与 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６ ３ｐ 促进

ＥＰＣ ｓ 的迁移和侵袭而发生先兆子痫有相似之处 ， 本研究 中 自 然流产患者绒毛组织的

ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ｐ 的表达升高 ， 我们猜想可能是因为 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６ ３ｐ 抑制滋养细胞的迁移

和侵袭功能 ， 引 起滋养细胞的侵袭不足而 引 发 自然流产 。 但这个结果与前面研究发现

复发性流产患者血清 中 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ｐ 表达下调相反
［

１ ２ ３ ］

， 为 了 明确 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６ ３ｐ 在 自

然流产组织表达上调这个结果 ， 我们首先通过验证 ２ ５ 例 自 然流产患者绒毛组织和 ２ ５

例正常早孕者组织 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 的表达差异进行对 比 ， 然后再通过进
一

步的实验得

到证明 。

在胚胎正常植入过程中 ， 纸毛外滋养细胞 （ ｈｕｍａｎｅｘ ｔ ｒａｖ ｉ ｌ ｌ ｏｕ ｓｔｒｏｐ ｈｏｂ ｌ ａ ｓ ｔ（ＥＶＴ ）

ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ） 的增殖 ， 迁移和侵袭等功能的相互协调 ， 尤其是侵袭功能的正常发挥 ， 以维

持母胎营养平衡和正常的妊娠过程
［ １ ２ ４ ］

。 侵袭能力是滋养细胞重要的功能 ， 滋养细胞能

够正常发挥其侵袭功能 ， 是维持正常妊娠的关键环节 ， 如果滋养细胞的功能失调 ， 易

出现胎儿畸形 ， 胎儿生长阻滞 ， 自 然流产 ， 死胎等 ； 如侵袭功能过强 ， 易造成胎盘植

入或绒毛膜癌 ， 大 出血而危害母体生命 ； 如侵袭功能不足 ， 易 引 发 自 然流产或先兆子

痫 ， 胎儿生长阻滞等临床常见妇产科疾病
＂ ２ ５

’
１ ２ ６

］

。 ＥＶＴ 的侵袭功能类似与肿瘤细胞 ， 但

其又不 同于肿瘤细胞 ， 它的侵袭功能受到时间和空 间 的限制 ， 以防止过度侵袭
［ １ ２ ７ ］

。 因

此 ＥＶＴ 细胞侵袭功能的正常调节是维持正常妊娠的关键所在 ， 但具体的侵袭功能 内在

机制 尚未非常明确 ， 因此深入研宄滋养细胞的侵袭功能对了解 自然流产的病理机制有

很大的临床意义 。 ＨＴＲ
－

８ 滋养细胞是常用于实验研宄的绒毛外滋养细胞 ， 大部分学者

研究滋养细胞的功能时候都采用 ＨＴＲ
－

８ 细胞系 ， 本研究研究细胞的迁移和侵袭功能都

是在 ＨＴＲ
－

８ 细胞系上探索 。

因此 ， 为 了验证上述的猜想 ， 我们从研究 ＥＶＴ 滋养细胞的迁移和侵袭功能入手 ，

通过进
一

步实验 ， 将 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６
－

３ｐｍ ｉ ｍ ｉ ｃ 和 ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏ ｒ 转染至滋养细胞 ， 上调和干

扰滋养细胞 内 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６
＿

３ｐ 内 的表达检测滋养细胞的迁移和侵袭功能的变化 ， 实验

结果发现过表达 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
＿

３ｐ 后抑制滋养细胞的迁移和侵袭功能 ， 侵袭的细胞数 目

减少 ， 而干扰 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 后滋养细胞的迁移和侵袭功能得 以增加 ， 这就说 明 了

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６ ３ｐ 在滋养细胞 内表达的多少会直接影响到滋养细胞的迁移和侵袭功能 ， 同

时也可 以说明 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６ ３ｐ 对滋养细胞迁移和侵袭功能有
一

定的调控作用 。 因此证

明 了ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 的表达多少会直接影响到滋养细胞的迀移和侵袭功能 ， 存在
一

定

的调控作用 ， 其表达上调会引起 自然流产 的发生 ， 或许可 以说明 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ｐ 是 引

起 自 然流产发生机制的其中
一

个因素 ， 它 的表达差异直接关乎到 自 然流产是否会发生 ，

这个发现对 了解 自 然流产的发病机制提供了
一

个新的理论依据 ， 从基因层面上解释 了

自 然流产 的其 中
一

个发病 因 素 ， 在 以 后 的 临床使用 上 ， 或许可 以检测 妊娠者 中

２ ６
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策丝子总黄酮调控 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ ｐ 促进 滋 养细胞侵 袭 功 能机制研 究


ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的表达来预测妊娠结局 ， 提早进行干预 ， 从而避免 自 然流产的再次发生 。

然而 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 是如何发挥调控滋养细胞的迁移和侵袭功能这
一

作用呢 ？ 我

们猜想可能是在干扰滋养细胞的 内源性 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 后 ， 激活了ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
＿

３ｐ 下游

的某个靶基因 ， 该靶基因对滋养细胞的迁移和侵袭功能有促进作用 ， 从而增加 了滋养

细胞的迁移和侵袭功能 ， 而过表达 ｒａ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 后 ， 抑制 了该靶基因的功能 ， 也就

降低了滋养细胞的迁移和侵袭功能 。 所以从这可能存在的 因素入手 ， 为 了更好的探讨

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
＿

３ｐ 抑制滋养细胞的迁移和侵袭功能的 内在机制作用 ， 我们会继续深入研宄

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 可能调控的靶基因 ， 及其用药效明显的补肾安胎中药菟丝子总黄酮进行

干预细胞 ， 对 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 转染后的滋养细胞进行拯救实验 ， 探讨菟丝子总黄酮的

药效机制 。

五 、 小结

在 自 然流产患者对 比正常早孕患者的绒毛组织中 ， ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 的基因表达水平

明显上调 ， 通过将 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 转染至 ＨＴＲ
－

８ 滋养细胞后 ， ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ 组

的滋养细胞迁移和侵袭能力受到抑制 ， 相反地 ， ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ 组的滋养细

胞迁移和侵袭功能增加 了 ， 说明 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ对滋养细胞的功能有
一

定的调控作用 。

第三节 菟丝子总黄酮对正常滋养细胞迁移和侵袭功能的影响

寿胎丸出 自 《医学衷 中参西录 》 ， 是常用来治疗胎动不安 ， 先兆流产的经典方剂 ，

其能够补肾安胎 ， 固护冲任 ， 而菟丝子是寿胎丸的君药 ， 能补肾益精 ， 为安胎之首要

要药 ， 有研究证 明 ， 菟丝子总黄酮是菟丝子发挥药效的主要活性成分 ， 能够安胎补肾 ，

调节生殖内分泌等作用 。 那菟丝子总黄酮如何起到补肾安胎 ， 防治流产作用 的 ？ 其是

否对滋养细胞有
一

定的影响 ， 通过本研宄我们 即将探讨菟丝子总黄酮对滋养细胞的作

用影响 。

一

、 实验 目 的

测定菟丝子总黄酮的含量 ， 研宄菟丝子总黄酮对正常滋养细胞的迁移和侵袭功能

的作用影响 。

二 、 实验材料与方法

（

一

） 实验材料与仪器

１ ． 实验试剂

菟丝子总黄酮 ： 南京普怡生物科技有限公司购买的菟丝子 （ Ｃｕ ｓ ｃ ｕ ｔａ ） 提取物菟丝子

总黄酮 。

乙醇 、 亚硝酸钠 、 硝酸铝 、 氢氧化钠 ： 天津大茂化学厂有限公司

甲醇 ： 默克公司 ， 色谱纯

芦丁标准品 ： 中 国食品药品检定研究院

金丝桃昔标准品 ： 中 国食品药品检定研宄院

２７
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槲皮素标准品 ： 中 国食品药品检定研究院

槲皮苷标准品 ： 中 国药品生物制品检定所

异 鼠李素标准品 ： 中 国食品药品检定研究院

ＭＴＴ 粉剂 ： Ｓ ｉ ｇｍａ 公司

余试剂同第二节

２ ． 实验仪器

紫外分光光度计 ： 尤尼柯 （上海 ） 仪器有限公司

高效液相 ： Ｗａｔ ｅｒ ｓ 公司

万分之
一

电子分析天平 ： ＢＳＡ１ ２４Ｓ ， Ｓａｒｔ ｏｒ ｉ ｕ ｓ 公司

十万分之
一

电子分析天平 ： ＭＳ １ ０ ５Ｄｕ ， ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ 公司

酶标仪 ： Ｔｈｅｒｍｏ 公司

（二 ） 实验方法

１ ． 菟丝子总黄酮溶液制备 ：

精密称取菟丝子总黄酮粉剂 ６０ｍｇ ， 溶于 ６００ ｕ ｌ ＤＭＳＯ 中 ， 混匀后充分溶解形成浓

度为 １ ００ｍｇ／ｍｌ 的菟丝子总黄酮母液 ， 再吸取 ｌ ＯＯｕ ｌ 母液 ， 加入 ９００ｕ ｌ 含 １ ０％胎牛血清

的 ＲＰＭ Ｉ
－

１ ６４０ 培养基 ， 最后形成 １ ０ｍｇ／ｍ ｌ 的菟丝子总黄酮储存液 。 用含 １ ０％胎牛血清

的培养基稀释至所需浓度 。

２ ． 菟丝子总黄酮含量测定方法 （紫外分光光度法 ）

（ １ ） 标准曲线的制作 ：

① 精密称取芦丁标准品约 １ ０ｍｇ ， ７０％乙醇超声下溶解 ， １ ０ｍ ｌ 容量瓶定容 ， 取 ５ ．０ｍｌ

至 ５０ｍ ｌ 容量瓶定容 ， 得芦丁对照品浓度为 ０ ． １ ０ １ ５ｍｇ／ｍ ｌ 。

② ｌ 〇ｍ ｌ 容量瓶内精密吸取 ０
，
１ ．０

，２ ．０
，３ ．０

，
４ ．０

，５ ．０ｍｌ 芦丁对照品溶液 ， 再分别

加入 ５ ．０
，４ ．０

，３ ．０
，
２ ．０

，１ ．０ｍ ｌ 的 ７０％乙醇 ， 轻轻摇勾 ， 加入 ５％亚硝酸钠溶液各 ０ ．３ｍ ｌ
，

轻轻摇匀后室温放置 ６ｍ ｉｎ
； 加入 １ ０％硝酸铝溶液分别 ０ ．３ｍ ｌ ， 轻轻摇匀后放置 ６ｍ ｉ ｎ

；

最后加入 ４％氢氧化钠溶液 ４ ． 〇１１１ １
， ７０％乙醇定容 ， 摇匀放置 １ ５ １＾ １１

；
５ １ 〇 １１１１１ 处测定吸光

度 。 计算可得标准 曲线 。

（２ ） 样品含量测定 ： 精密称取菟丝子总黄酮溶于 ７０％乙醇 ， 使得浓度约为 ０ ． ３ｍｇ／ｍ ｌ
，

按照制作标准 曲线方法 ， 在 ５ １ ０ｎｍ 处测得吸光度 。 根据标准曲线 ， 最终得菟丝子总黄

酮的含量 。

３ ．ＨＰＬＣ 方法测定菟丝子总黄酮的含量

（ １ ） 标准品配置 ：

① 金丝桃苷 ： 精密称量金丝桃苷标准品 （纯度为 ９３ ．３％ ）１ ０ ．５ １ｍｇ ， 甲醇溶解 ，

定容至 １ ０ｍｌ ， 作为浓度为 ０ ． ９８０６ｍｇ／ｍｌ 的标准品储备液 。

② 芦丁 ： 精密称量芦丁标准品 （纯度为 ９ １ ．９％ ）６ ．８５ｍｇ ， 甲醇溶解 ， 定容至 １ ０ｍ ｌ ，

作为浓度为 〇 ．６２９５ｍｇ／ｍ ｌ 的标准品储备液 。

２８
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③ 槲皮素 ： 精密称量槲皮素标准品 （纯度为 ９６ ． ５％ ）５ ．７ １ｍｇ ， 甲醇溶解 ， 定容至

１ ０ｍ ｌ ， 作为浓度为 ０ ． ５ ５ １ ０ｍｇ／ｍ ｌ 的标准品储备液 。

④ 槲皮苷 ： 精密称量槲皮苷标准品 （纯度为 １ ００％ ）５ ．７２ｍｇ ， 甲醇溶解 ， 定容至

１ ０ｍ ｌ ， 作为浓度为 ０ ． ５ ７２０ｍｇ／ｍ ｌ 的标准品储备液 。

⑤ 异 鼠李素 ： 精密称量异 鼠李素标准品 （纯度为 ９９ ． ０％ ）１ ． １ ９ｍｇ ， 甲醇溶解 ， 定

容至 １ ０ｍｌ ， 作为浓度为 ０ ．１ １ ７８ｍｇ／ｍ ｌ 的标准品储备液 。

⑥ 混标 （定量 ） ： 从上述 ５ 种标准品储备液中 ， 用移液管各取 ｌｍ ｌ ， 转移到 １ ０ｍ ｌ

容量瓶中 ， 用 ５０％甲醇稀释定容 。金丝桃苷终浓度为 ９ ８ ．０６ｕ
ｇ／ｍ ｌ ， 芦丁终浓度为 ６ ２ ．９５

ｙ ｇ／ｍ ｌ ， 槲皮素终浓度为 ５ ５ ．１ ０ ｕ ｇ／ｍ ｌ ， 槲皮苷终浓度为 ５７ ． ２０ ｕ ｇ／ｍ ｌ ， 异 鼠李素终

浓度为１ １ ． ７８ｕ ｇ／ｍ ｌ ．

（ ２ ） 供试品配置 ：

精密称量供试品 ４９ ．４９呵 ， 甲醇溶解 ， 定容至 １ ０ｍ ｌ ， 浓度为 ４ ． ９４９ｍｇ／ｍ ｌ 供试品

储备液 。 用移液管取 ｌｍ ｌ
， 转移到 １ ０ｍ ｌ 容量瓶中 ， 用 ５０％ 甲醇稀释定容 ， 浓度为 ４９４ ．９

ｙ ｇ／ｍ ｌ 的供试品溶液 。

（ ３ ） 色谱条件

色谱柱 ： ｗａｔ ｅｒ ｓＸＢｒ ｉ ｄｇｅＣ １ ８
（２ ５０＊４ ．６ｒａｍ

，
５ｕｍ ）

流速ｌ ． Ｏｍ ｌ ／ｍ ｉ ｎ
； 柱温 ： ３ （ＴＣ

； 波长 ： ３６０ｎｍ

流动相 ： 甲醇－

０ ． ４％磷酸水

洗脱梯度 ：

时间甲醇０ ． ４％磷酸水

０２５ ７５

６０４０６０

８０６ ０４０

４ ．ＭＴＴ 试验

（ １ ） 将 ＨＴＲ
－

８ 滋养细胞消化传代后 以 １ ．５ Ｘ ｌ 〇７ｒａ ｌ 的密度接种至 ９６ 孔板 ， １ ００ｕ１ ／

孔 ， 细胞边缘各加入 １ ００ Ｕ １ ＰＢＳ ， 以防细胞培养基干燥 。 摇匀后 ， 置 ３ ７

°

Ｃ 、 ５％Ｃ０２ 的

细胞培养箱继续培养 ４８ｈ 。

（ ２ ） 吸弃培养液 ， 实验组分别加入 ２ｍ ｌ 含有不 同浓度的菟丝子总黄酮 （ ０ ．１ 、 ０ ．５ 、 １ 、

５ 、 １ ０ｕ
ｇ／ｍ ｌ ） 的 １ ０％胎牛血清 ＲＰＭ Ｉ

－

１ ６４０ 培养基 ， 对照组加入含 ０ ．１％的 ＤＭＳ０ 的 １ ０％

胎牛血清 ＲＰＭ Ｉ
－

１ ６４０ 培养基 ， 重新将 ９６ 孔板置于细胞培养箱 中 ， 继续孵育 ４８ｈ 。

（ ３ ） 将 ＭＴＴ 粉剂 ， 加入 ＰＢＳ ， 稀释成 ５ｍｇ／ｍ ｌ 的 ＭＴＴ 稀释液 ， 过滤膜 ；

（ ４ ） 每孔加入 １ ０ ｕ ｌＭＴＴ 稀释液 ， 继续在细胞细胞养箱 内孵育 ３
－

４ｈ ， 促使 ＭＴＴ 还原

为 甲赞月 ；

（ ５ ） 吸弃上清液 ， 每孔各加入 １ ００ｕ ｌＤＭＳ０ 溶液 ， 使 甲 赞月 溶解 ， 室温 ， 置于平板

摇床上震荡 ｌ Ｏｍ ｉ ｎ ， 使结晶物完全溶解 。

２ ９
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（ ６ ） 各孔吸光度值 （ ０Ｄ 值 ） 检测 ： 酶联免疫分析仪 ， ４９０ｎｍ 波长处检测 。 每组实验

重复 ３ 次 ， 取 ３ 次实验后平均值再进行统计分析 。

５ ． 划痕试验

（ １ ） 提前
一

天将细胞种至六孔板 。

（ ２ ） 第二天上午 ， 荧光倒置显微镜镜下观察孔板 内细胞状态 ， 并选择好每组大致相

同细胞数的位置 ， 用 ２００ｙ ｌ 枪头划
一

大致相等的横线 ， Ｘ４０ 镜下拍照 。

（ ３ ） 实验组分别加入 ２ｍｌ 含有不同浓度的菟丝子总黄酮 （ ０ ． ５ 、 １ 、 ５ ｕ ｇ ／ｍ ｌ ） 的 １ ０％

胎牛血清 ＲＰＭＩ
－

１ ６４０ 培养基 ， 空 白对照组加入含 ０ ． １％的 ＤＭＳ０ 的 １ ０％胎牛血清

ＲＰＭ Ｉ
－

１ ６４０ 培养基 ， 细胞培养箱 内继续培养 ６ｈ 。

（ ４ ）６ｈ 后 ， 选择相 同拍照位置 ， Ｘ４０ 镜下拍照 。

（ ５ ）１ ２ｈ 后 ， 选择相 同拍照位置 ， Ｘ４０ 镜下拍照 。 实验重复 ３ 次 ， 根据细胞迁移距离

判定细胞划痕结果 。

６ ．Ｔｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌ试验

（ １ ） 在 ２４ 孔的 Ｔｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌ 上室加入 ５０ｕ ｌ 用无血清的 ＲＰＭＩ
－

１ ６４０ 培养基按 ３ ：１ 稀释

的 Ｍａｔｒ ｉ ｇｅ ｌ ， 在 ３ ７

°

Ｃ
，
５％Ｃ０２ 的细胞培养箱敷育 ｌｈ

；

（ ２ ） 将细胞用胰酶消化 ｌｍｉ ｎ ， 加入无 ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ
－

１ ６４０ 培养基终止消化 ， 离心 ， 再

用 ＰＢＳ 重悬细胞 ， 再次离心 ， 分别用不同浓度的菟丝子总黄酮 （ ０ ． ５ 、 １ 、 ５Ｕ ｇ／ｍ ｌ ）

的 ＲＰＭ Ｉ
－

１ ６４０ 培养基重新悬浮细胞 ， 细胞密度为 ５ Ｘｌ ＯＶｍｌ 。

（ ３ ） 各加入 ２００ １Ｕ 重新悬浮的细胞悬液至 Ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ 上室中 ， 下室加入 ５００Ｐ１ 含

１ ０％ＦＢＳ 的 ＲＰＭ Ｉ
－

１ ６４０ 培养基 ， ３ ７

°

Ｃ ５％Ｃ０２ 的细胞培养箱中继续孵育 ４８ｈ 。

（ ４ ）４８ｈ 后 ， 用棉签轻轻擦拭去掉上室滤膜 内面细胞 ， 保留滤膜外面细胞 ， 用多聚 甲

酸固定 ３０ｍ ｉ ｎ ， 结晶紫染色 ２０ｍ ｉ ｎ 。 平整切下滤膜 。

（ ５ ）Ｘ ４００ 高倍显微镜下 ， 对每个孔 内所有细胞进行计数 。

（ ６ ） 侵袭指数＝实验组细胞数／对照组细胞数 。 实验重复 ２ 次 ， 取平均数 。

三 、 实验结果

（

一

） 菟丝子总黄酮的含量测定

１ ． 紫外分光光度法

根据上述方法测得标准曲线如下 （ Ｆ ｉ ｇ ．６ ） ， ｙ
＝

ｌ ｌ ．８ ５９ｘ
－

０ ．００４４ ， Ｒ
２

＝
０ ．９９ ９８＞ ０ ．９９９ ，

说明该标准 曲线可 以用来进行下
一

步测定 。 将菟丝子总黄酮的吸光度值按照标准曲线

方程计算 （表 ９ ） ， 结果得出菟丝子总黄酮的含量为 ９０ ．８ ７６％ ， 菟丝子总黄酮的含量较

高 ， 说明该菟丝子提取物的主要成分为菟丝子总黄酮 。

３０
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吸光度 （
Ａｂ ｓ

）

０ ． ７１


０ ． ６


ｙ

二ｌ ｌ ：８ ５ ９ ｘ
－ ０００４４４＾



〇 ５


Ｒ
２＝Ｑ ９９ ９８

〇 ．４
／ ？ 吸光度 （

Ａｂ ｓ
）

〇 ３＾

ｎ 〇 
——

线性 （
吸光度

￣

＾ （
Ａｂｓ

） ）

０ ． １
－—

７
＾

０＾ 

〇 １
Ｑ）０ ． ０２０ ． ０４０ ． ０ ６

Ｆ ｉ ｇ ｕ ｒ ｅ６ 用 回归分析计算得出标准曲线 。 Ｒ
２＝０ ． ９ ９９ ８ 。



表 ９ 菟丝子总黄酮含量计算


１号吸光度 浓度 （ ｍｇ／ｍＬ ）提取物总黄酮含量提取物总黄酮平均含量
￣

１０ ． ２ ５ ４０ ． ０ ２ １ ８ ８９ ． ３ ７ ５％

２０ ． ２ ６４０ ． ０ ２２６ ９ ２ ． ８３ ９％ ９ ０ ． ８ ７ ６％

３０ ．２ ５ ７０ ．０ ２ ２ ０


９０ ．４ １ ４％


２ ．ＨＰＬＣ

用金丝桃苷 ， 芦丁 ， 槲皮素 ， 槲皮苷 ， 异 鼠李素五种标准品 ， 测定菟丝子总黄酮

提取物 中所 占 的含量 ， 经过用 ＨＰＬＣ 方法得出菟丝子总黄酮的指纹 图谱及其各标准品

的 图谱 （ Ｆ ｉ ｇ ．７
－

１ ４ ） ， 根据各标准品 的峰面积与对照 品 的峰面积计算菟丝子总黄酮 内

含各标准品 的含量 （表 １ ０
，１ １ ） ， 其 中芦丁 占大部分 ， 约 ７ ７ ．７ ５％ ， 槲皮素 占 ０ ． ４ １ ％ ， 及

其极少量的异 鼠李素 ０ ． ０ ３％ ， 总含量达 ７ ８ ．１ ９％ ， 而含少量甚至不含金丝桃苷和槲皮苷 ，

可 以认为该菟丝子总黄酮提取物 内绝大部分是黄酮类物质 。



表 １ ０ 对照品信息表


储备液浓度进样浓度

标准品


质量 （ ｍｇ ）



纯度 （ ％ ）



（ ｍｇ／ｍ ｌ ）



（Ｐｇ ／ｍ ｌ ）

金丝桃苷 １ ０ ． ５ １ ９ ３？３ 〇７９ ８ ９ ８ ． ０ ６

芦丁 ６ ． ８５ ９ １ ． ９ ０ ． ６ ３ ６ ２ ． ９ ５

槲皮素 ５ ． ７ １ ９６ ． ５ ０ ． ５ ５ ５ ５ ． １ ０

槲皮苷 ５ ． ７２ １ ００ ． ０ ０ ． ５ ７ ５ ７ ． ２ ０

异 鼠李素 １ ． １ ９ ９９ ． ０ ０ ． １ ２ １ １ ． ７ ８

样品


４９ ． ４ ９


／


４
＾
９ ５


４ ９ ４ ．９ ０

３ １
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７ 〇 〇
１

｜ 
２０ １ ６０８ ２６Ｓ Ｓ 子 ￡ ？ 睛成 分 台 釁 金 ＵＶ

＿

Ｖ Ｉ Ｓ
＿

ｌ ｗＶＬ ａｆｉＯ ｎｍ

ｍＭ ｉ

Ｅ ２ ７ ８７ １

６００
－

３０ ０ －

４ ０ ０
－

３０ ０ －

３００
－

１ ００
－



 
１ 

？

 ６  ０６６   ，
３

－

＞
０ ３Ｍ ？ Ｍａ ； １  １ ６ ３５ Ｓ



 ／  
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

表 １ １ 黄酮中各成分含量结果
￣

面积金丝桃苷芦丁槲皮苷槲皮素异 鼠李素

对照品峰面积 ３ ７ ．１ ４ ７ ７ １ ８ ． ８９ ７ ２ １ ８ ．１ ２ ４９３６ ． ５ ７ ０２ ７ ． ９ １ ３ ６

样品峰面积 ／ １ １ ５ ． ５ ０ ５４ ／ １ ． ３ ５ １ ３０ ． ０ ９６ ２

分离度 １ ６ ． ３ ２ ２ ３ ． ４０ ｎ ．ａ ．

含量 （ ％ ）



／


７ ７ ．７ ５


／


０ ４ １



０ ．０３

（二 ） ＭＴＴ 法检测菟丝子总黄酮对滋养细胞毒性

为 了检测菟丝子总黄酮对滋养细胞的毒性 ， ＥＶＴ 滋养细胞经不 同浓度菟丝子总黄

酮作用 ４ ８ｈ 后 ， ＭＴＴ 法检测滋养细胞的活力 ， 结果显示菟丝子总黄酮对 ＥＶＴ 细胞的增

殖活力没有影响 ， 各组间无统计学差异 ， 说 明菟丝子总黄酮对滋养细胞无明显毒性 。

（表１ ２ ， Ｆ ｉ ｇ ．１ ５ ）

表 １ ２ 各组间细胞增殖活力的影响 Ｕ± ｓ ）

组别 Ｎ ４ ８ｈ 后吸光度 （ 无 土 ｓ ）

ＤＭＳ０ ４ １ ． ０ ０ 
＋

０ ．２４

０ ．１ｐｇ／ｍ ｌ ５ １ ． ０ ７ ± ０ ．２ ５

０ ．５ｕ
ｇ／ｍ ｌ ５ １ ． ０ ３ ± ０ ．２０

１ｙｇ／ｍ ｌ ３ １ ． ０ ３ 土 ０ ． ０ ５

５Ｐ
ｇ／ｍ ｌ ４ １ ．１ ４± ０ ．１ ５



１ ０Ｕｇ／ｍ ｌ



５


０ ．９ ６ ± ０ ．１ ２


注 ： 与 ＤＭＳＯ 组相 比 ， 各组间无统计学差异 。

＿
Ｆ ｉ ｇｕ ｒ ｅ １ ５ 不同浓度的菟丝子总黄酮不影响滋养细胞的增殖能力

Ｆ ｉ ｇｕ ｒ ｅ １ ５Ｄ ｉ ｆｆ ｅ ｒ ｅ ｎ ｃ ｅｄ ｏ ｓ ａｇｅｏｆＴＦＳＣｓ ｈ ｏｗｅｄｎｏｄ ｅｃ ｒ ｅ ａ ｓ ｅ ｉ ｎｖ ｉ ｔ ａ ｌ ｉ ｔｙｏ ｆｃ ｅ ｌ ｌ ｓ

（三 ） 菟丝子总黄酮促进滋养细胞迁移和侵袭能力

为 了 进
一

步检测菟丝子总黄酮对滋养细胞迁移和侵袭功能 的影响 （ Ｆ ｉ ｇ ．１ ６ ） ，

０ ．５ｗ ｇ／ｍ ｌ ，
ｌ ｙｇ／ｍ ｌ 和 ５ｗｇ／ｍ ｌ 不同浓度的英丝子总黄酮分别作用于 ＥＶＴ 细胞 ０ｈ ，

６ ｈ ，１ ２ ｈ 和 ２４ｈ ， 对照组为 ＤＭＳ０ ， 划痕试验结果提示 ， 随着划痕时 间 的延长 ， 菟丝子

３４
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总黄酮组的滋养细胞迁移能力增加 ， 含 １Ｍｇ／ｍ ｌ 和 ５ｕｇ／ｍ ｌ 的菟丝子总黄酮作用促细

胞迁移能力作用 更 明 显 。

Ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ｗ ｅ ｌ １ 试验提示在加 入 小 同浓度的菟丝＋总黄酮作用滋养细胞 ４ ８ ｈ 后 （ 表 １ ３ ，

Ｆ ｉ ｇ ． １ ６ ） ， ｌ ｕ ｇ／ｍ ｌ 和 ？ ｉ ｉ
ｉ
ｇ／ｍ ｌ 的菟丝子总 黄＿ 纟Ｕ细胞位袭的 数 口 增加 ， 对 比 ＤＭ ＳＯ 组

有统 汁学差异 （ Ｐ
＜ 〇 ．０ ５ ） ， 呈剂 黾依赖性 ， 闪此可 以说 明 菟丝子总 黄＿不仅能够增加

滋养细胞的辻移能 力 ， 而 且还能增加滋养细胞的侵袭能 力 。

ＤＭ ＳＯ０ ． ５
ｐ ｇ

／ｍ ｌ １
ｐ ｇ

／ｍ ｌ ５
ｐ ｇ

／ｍ ｌ

——ＩＢ—Ｈ—
＾ｈｈｈｈｉｂｈｉｈｈ

ＤＭＳＯ ０ ． ５
 （

ｊｇ ／ｍ ｌ

２ ５０
１

ｆ＊ ＊

Ｉ

２ 。 。
－

＊Ｔ
３
 １ ５０

－Ｔ
１
 ｜

ｊｇ
／ｍ ｌ ５

 （

ｊｇ
／ｍ ｌｔ

＿＿ 

！址
Ｆ ｉ ｇｕ ｒ ｅ １ ６ 菟丝子总黄酮对正常滋养细胞迁移 （

Ｘ４０
） 和侵袭功能 （

Ｘ４ （Ｋ）
） 的影响

３ ５
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注 ： Ｘ４ ０ 显微镜下 ， 对 比 ＤＭＳ０ 组 ， 在 １ ２ ｈ 和 ２ ４ ｈ ， ｌ ｐ ｇ／ｍ ｌ 和 ５ｕ ｇ／ｍ ｌ 的菟丝子总黄酮增加滋

养细胞的迁移能力 ， 呈时间 和剂量依赖性 。 Ｘ４ ００ 显微镜下 ，
ｌ ｕ ｇ／ｍ ｌ 和 ５ ｕ ｇ／ｍ ｌ 的菟丝子总黄酮

能明 显增加滋养细胞的侵袭细胞数 目 。 Ｖ＜ ０ ．０５
，

”

ｐ＜ ０ ．０ １ ．

Ｆ ｉ ｇｕ ｒ ｅ１ ６Ｔｈ ｅｅｆｆ ｅｃｔｏｆＴＦＳＣｏｎｔｈ ｅｍ ｉ ｇ ｒ ａｔ ｉ ｏｎａｎｄ ｉ ｎ ｖ ａ ｓ ｉ ｏｎｏ ｆＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓ

注 ： Ｏｂ ｓ ｅ ｒ ｖ ｅ ｄｕ ｎ ｄ ｅ ｒａｎｉ ｎｖ ｅ ｒ ｔ ｅ ｄＸ４ ０ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ ｓ ｃ ｏｐ ｅ ，ｃ ｏｍｐ ａｒ ｅ ｄｗ ｉ ｔ ｈＤＭＳＯ
， １ｕｇ／ｍ ｌａｎｄ５口ｇ／ｍ ｌ

ＴＦＳ Ｃｓ ｉ ｇｎ ｉ ｆ ｉ ｃ ａｎ ｔ ｌ ｙｉ ｎ ｃ ｒｅ ａ ｓ ｅｔ ｈ ｅｍ ｉ ｇ ｒ ａ ｔ ｉ ｏ ｎａｂ ｉ ｌ ｉ ｔ ｙｏ ｆＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓｉ ｎ１ ２ｈａｎ ｄ２４ｈ
，
ｓｈｏｗ ｅｄ

ｉ ｎａｄｏ ｓ ｅ ａｎ ｄｔ ｉ ｍ ｅ
－

ｄｅ ｐ ｅｎ ｄ ｅｎ ｔｍａｎｎｅ ｒ ．Ｏｂ ｓ ｅｒｖ ｅ ｄｕｎ ｄ ｅ ｒａｎｉ ｎｖ ｅ ｒ ｔ ｅ ｄＸ４００ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ ｓ ｃ ｏｐｅａｆ ｔ ｅ ｒ

４ ８ｈｏ ｆｃｕ ｌ ｔ ｕｒｅ
，ｔ ｈｅｃ ｅ ｌ ｌｎｕｍｂｅ ｒ ｓｗｅ ｒ ｅｓ ｉ ｇｎ ｉ ｆ ｉ ｃ ａｎ ｔ ｌ ｙｉ ｎｃｒｅａ ｓ ｅｄｉ ｎ１Ｕｇ／ｍ ｌａｎｄ５ ＼

ｉ
ｇ／ｍ ｌＴＦＳＣ ．

表 １ ３ 菟丝子总黄酮作用后各组间细胞侵袭数 目 Ｕ ± ｓ
， 个 ）



组 另 丨

Ｊ



Ｎ


侵袭数 目 （ 无 土 ｓ ）


ＤＭＳ０ ３ ４ ５ ． ６ ７ 土 １ １ ． ６ ８

０ ．５Ｐｇ／ｍ ｌ ３ ４６ ．６７ ± ６ ．６６

１Ｕｇ／ｍ ｌ ３ ９７ ．０± １ ４ ．４２

＊



５ｕｇ／ｍｌ


３


１ ３ ９ ． ６ ７ ± ３ ９

＃



注 ： 采用 ＡＮ０ＶＡ 方差分析检测 。 对比 ＤＭＳＯ 组 ，

＊

ｐ＜ ０ ． ０ ５
，

”

ｐ＜ ０ ． ０ １ ．

四 、 讨论

自 古 以来 ， 《女科正宗 ． 广嗣总论 》 曰 ：

“

男精壮而女经调 ， 有子之道也
”

， 说明在

男女生殖之精正常 ， 在
“

氤氲之候
”

之时 ， 胎孕而成 。 正常的妊娠过程 ， 需要女子肾

气的充盛 ， 天癸的成熟 ， 冲任二脉的充盛 ， 胞宫藏泻有期 ， 以此胎孕乃成 。 早在著名

的 中 医妇科学专家罗元恺教授提出
“

肾
－

天癸－冲任－

胞宫
”

生殖轴 ， 该生殖轴是女性

在生殖调节中的核心 ， 调经 、 助孕 、 安胎贯穿于女性
一

生之中
［ １ ２ ８ ］

。 自然流产 ， 即
“

胎

元不固
”

的发生 ， 是最后
一

环妊娠安胎过程常见病 ， 往往是因为肾虚而阴血无以下注

而养胎 ， 肾虚冲任不固导致 ， 在治疗上常 以
“

治病与安胎并举
”

的治疗大法 ， 首先 以

补肾为主 ， 肾气充盛则胎元 已固 ， 同时辅以疏肝健脾 ， 益气养血之法 。 《素 问 ？ 上古

天真论 》 如是说 ：

“

肾者主水 ， 受五脏六腑之精而藏之 。 故五脏盛 ， 乃能写 （泻 ）

”

，

此处说的就是肾能藏精 ， 精气盛 ， 胎元安 。 罗元恺教授治疗 自 然流产或者安胎的患者 ，

也主要从补肾入手 ， 其治疗思路主要是 ： 封藏之本 ， 以补肾固摄为主 ； 潜阳制胜以治

相火易亢 ； 同时主张以静制动 以安冲任
［ １ ２ ９ ］

。 也有不少研究用补肾活血法和补肾健脾法

治疗 自然流产 ， 无论如何 ， 补 肾法是治疗 自然流产的首选治法 。 目 前治疗 自 然

流产的代表方剂是 以寿胎丸为主 。 寿胎丸包括菟丝子 、 桑寄生 、 续断 ， 阿胶四种药物 。

近年来对于寿胎丸的研究不甚其数 。 寿胎丸具有抑制子宫平滑肌的收缩作用 ， 就导师

课题组而言 ， 建立肾虚 黄体抑制病症结合模型 ， 并 以寿胎丸治疗的药效试验得出寿

胎丸的优选方 减味寿胎丸 （菟丝子 、 桑寄生 、 续断 ）

［ １ ３ ２
＇

１ ３ ３ ］

， 同时构建出复方中菟丝

子 、 桑寄生 、 续断三种药物的指纹图谱
［ Ｗ ４ＭＭ

］

， 并深入研究减味寿胎丸的药效部位 ， 如

菟丝子中 以菟丝子总黄酮总黄酮 ， 菟丝子总多糖为主
［ １ ３ ７ ］

， 续断 以续断总皂苷 ， 续断总

生物碱为主
［ １ ３ ８

］

， 桑寄生 以桑寄生总多糖 ， 桑寄生总黄酮为主
［

１ ３ ９ ］

， 并且通过实验都证

３ ６





策丝子 总黄辋调控 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ ｐ 促进 滋 养 细胞侵袭功 能机制研 究


明 了该三味药能够提高大 鼠 ＥＲ
，

ＰＲ 的表达 ， 增加胚胎成活率 。菟丝子是寿胎丸的君药 ，

在寿胎丸复方中 占据主导地位 ， 能够补肾安胎 ， 是安胎药的首选 。

菟丝子总黄酮是菟丝子的
一

种主要活性成分 ， 是 目 前认为菟丝子发挥药效的主要

部位 。 现代药理学表明 ， 菟丝子总黄酮的药效主要是改善生殖 内分泌 、 抗氧化 ， 抗凋

亡 、 保护心脑血管 ， 调节免疫和骨代谢等作用
［ １ ４Ｗ

。 菟丝子总黄酮对暴露在心理压力大

的雌性大 鼠的下丘脑
－

垂体
－

卵巢 （ ＨＰＯ ） 轴性激素受体的表达影响 ， 结果发现菟丝子

总黄酮能够提高海马体 、 下丘脑和垂体上 ＥＲ 的表达 ， 以及卵巢上 ＬＨＲ 的表达
［

１ ４ １ ］

。 与

此同时 ， 菟丝子总黄酮能够促进滋养细胞的增殖能力 ， 且呈时间和剂量依赖性 ；
ＥＲＫ １ ／２

磷酸化水平表达升高 ， 推测菟丝子总黄酮可能是通过 ＭＡＰＫ 通路来发挥其对细胞增殖

活力 的影响
ｔ ｌ ４ ２ ］

。 目 前对于菟丝子总黄酮的研究大部分集中于成分提取工艺及鉴定 ， 或

者少部分研宄菟丝子总黄酮的药效作用 ， 据我们所知 ， 尚未发现其在滋养细胞迁移和

侵袭功能方面的报导 ， 那么菟丝子总黄嗣是否会影响滋养细胞的迁移和侵袭功能呢 ？

通过本节研宄中发现 ， 经过紫外分光光法 ， 以芦丁为对照 品 ， 测得菟丝子提取物

中菟丝子总黄酮的含量达 ９０％以上 ， 菟丝子总黄酮含量相对较高 。 经过 ＨＰＬＣ 方法 ， 发

现菟丝子总黄酮 内 主要含芦丁 ， 槲皮素和少量的异 鼠李素 ， 这与 目 前研宂中发现菟丝

子总黄酮中黄体成分包括金丝桃苷 、 紫云英苷 、 山奈酚和槲皮素 、 异槲皮苷 、 异 鼠李

素 、 绿原酸是相
一

致的
ＵＵ １ ４ ４

］

。 本方法测定菟丝子总黄酮 内 的芦丁含量 占 ７ ７ ．７ ５％ ， 该

提取物主要成分是芦丁 ， 芦丁属于
一

种黄酮类物质 ， 是黄酮类物质槲皮素的糖苷 。 前

期 已有研宄发现菟丝子提取物中主要含芦丁和异 鼠李素 ， 少量的金丝桃苷和 山奈酚
［ １ ４ ５

＇

１ ４ ６ ］

， 与本次实验的结果相似 ， 这也可 以说明菟丝子总黄酮是来 自 于菟丝子的提取物 。

总的来说 ， 菟丝子总黄酮的提取物的纯度较好 ， 具有稳定性 ， 能够用来反映菟丝子总

黄酮的药效 。

进
一

步通过 ＭＴＴ 试验证明菟丝子总黄酮对滋养细胞没有毒性作用 ， 不会造成滋养

细胞的伤害 ， 菟丝子总黄酮具有安全性和稳定性 。 划痕试验和 Ｔｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌ 试验进
一

步

发现 １Ｕｇ／ｍ ｌ 和 ５Ｐｇ／ｍ ｌ 菟丝子总黄酮能够促进 ＨＴＲ
－

８ 滋养细胞的迁移和侵袭能力 ，

呈时间和剂量依赖性 ， 这与之前研宄菟丝子总黄酮能够促进滋养细胞的增殖能力是相

应的 ， 菟丝子总黄酮不仅具有提高滋养细胞的增殖能力 ， 与此同时还能促进滋养细胞

的迁移和侵袭能力 ， 而迁移和侵袭能力 的正常发挥 ， 是维持正常妊娠的重要条件 ， 菟

丝子总黄酮通过提高滋养细胞的迁移和侵袭能力 ， 保证滋养细胞发挥正常的侵袭功能 ，

从而保证妊娠的顺利 的完成 ， 或许这就是菟丝子总黄酮通过此作用来起到补 肾安胎 ，

防治 自 然流产的药效 。 那么 ， 菟丝子总黄酮是如何发挥这
一

作用呢 ？ 结合第二节中发

现 自 然 流 产 组 织 中 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的 表 达 上 调 ， 菟 丝 子 总 黄 酮 是 否 会 调 控

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 进而影响滋养细胞的迁移和侵袭功能 ？ 我们将在进
一

步的功能和机制

研宄中 阐述 。 在本节中发现含 ５ｕｇ／ｍ ｌ 菟丝子总黄酮对滋养细胞迁移和侵袭功能的药

效最好 ， 因此在进
一

步实验研宄使用 的菟丝子总黄酮剂量都是为 ５ｕ ｇ／ｍ ｌ ， 以保证菟

３７
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丝子总黄酮能发挥最好的药效作用 。

五、 小结

菟丝子总黄酮的含量达到 ９０％以上 ， 对滋养细胞没有毒性作用 ， 具有稳定性和安

全性 。 经实验证明 ， 菟丝子总黄酮能够促进滋养细胞的迁移和侵袭能力 ， 呈时间和剂

量依赖性 ， 且 ５ｕ ｇ／ｍｌ 的菟丝子总黄酮的药效作用最好 。

第四节 菟丝子总黄酮对米非司酮所致 ＥＶＴ细胞内 自然流产状态细胞模型的迁移和侵

袭功能影响

前面章节我们得出 了菟丝子总黄酮能够促进正常滋养细胞的迁移和侵袭功能 ， 那

么菟丝子总黄酮对于 自然流产状态滋养细胞模型的滋养细胞是否有同样的功能呢 ？

众所周知 ， 米非司酮是孕激素受体拮抗剂 ， 是进行药物流产的常用药 。 课题组前期通

过羟基脲
－米非司酮造成大鼠肾虚－黄体抑制模型 ， 在滋养细胞模型上 ， 采用 ６０ｕ ｍｏ ｌ ／Ｌ

米非司酮造成滋养细胞凋亡流产模型 ， 且经过减味寿胎丸治疗后 ， 流产模型的滋养细

胞凋亡率降低 。 本实验拟优化滋养细胞 自 然流产模型 ， 采用米非司 酮和 同时转染

ｍ ｉＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 千预细胞 ， 构建 自然流产状态细胞模型 ， 以期更好的模拟临床上发生的

自然流产 ， 进一步探讨菟丝子总黄酮的补肾安胎药效 。

一

、 实验 目 的

采用米非司酮和 ｍｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ转染干预细胞 ， 构建 自然流产状态滋养细胞模型 ，

同时用菟丝子总黄酮干预 ， 探讨菟丝子总黄酮对 自然流产状态细胞模型的滋养细胞的

迁移和侵袭功能的影响 。

二 、 实验材料与方法

（

一

） 实验材料与仪器

米非司酮 （ ＲＵ４８６ ） ：Ｓ ｉ ｇｍａ 公司 ， 分子量为 ４２９ ．６ １ ．

ＲＮＡ
－

ｌ ａｔ ｅｒ ：Ｔ ｉ ａｎｇｅｎ公司

ＲＮＡ 提取试剂盒 ： Ｍａｇｅｎ 公司

ｍ ｉ ＲＮＡ逆转录试剂盒 ： ＧｅｎｅＣｏｐｏｅ ｉ ａ公司 ， Ａ ｌ ｌ
－

ｉ ｎ
－

Ｏｎｅ
？
ｍ ｉ ＲＮＡＦ ｉ ｒ ｓ ｔ

－

ＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ

Ｓｙｎｔｈｅ ｓ ｉ ｓＫ ｉ ｔ（ ＡＭＲＴ
－

００２０ ）

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

ｑＰＣＲ试剂盒 ： Ａ ｌ ｌ
－

ｉ ｎ
－

〇ｎｅ
？
ｍ ｉ ＲＮＡｑＰＣＲＫ ｉ ｔ

，
ＧｅｎｅＣｏｐｏｅ ｉ ａ公司

ｍＲＮＡ逆转录试剂盒 ： ＴｈｅｒｍｏＳ ｃ ｉ ｅｎｔ ｉ ｆ ｉ ｃ
？公 司 ， ＲｅｖｅｒｔＡ ｉ ｄＦ ｉ ｒ ｓ ｔＳ ｔｒａｎｄｃＤＮＡ

Ｓｙｎ ｔｈｅ ｓ ｉ ｓＫ ｉ ｔ

ｍＲＮＡ

－

ｑＰＣＲ试剂盒 ： ＴｈｅｒｍｏＳｃ ｉ ｅｎｔ ｉ ｆ ｉ ｃ
？公司 ， Ｍａｘ ｉｍａＳＹＢＲＧｒｅ ｅｎｑＰＣＲＭａｓ ｔ ｅｒＭ ｉ ｘ

ＰＢＳ ：Ｈｙｃ ｌ ｏｎｅ公司

０ ．２５％胰蛋 白酶 ： Ｇ ｉ ｂ ｃｏ 公司

ＲＰＭＩ
－

１ ６４０ 培养基 ： Ｇ ｉ ｂ ｃ ｏ 公司

ＤＭＳＯ ：Ｓ ｉ ｇｍａ公司

３８




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

抗生素 （青霉素
－

链霉素 ） ： Ｇ ｉ ｂｃｏ 公司

胎牛血清 ： Ｂ Ｉ 公司

ｍ ｉ ＲＮＡｍ ｉｍ ｉ ｃ／ｍ ｉｍ ｉ ｃｎ ｅｇａｔ ｉ ｖ ｅ／ ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔｏｒ／ ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒｎ ｅ ｇａｔ ｉ ｖｅ ： 广州锐博公司

Ｌ ｉ ｐｏｆｅｃ ｔ ａｍ ｉ ｎｅ？２ ０００ ：ｉ ｎｖ ｉ ｔｒｏｇｅｎ公司

Ｍａｔｒ ｉ ｇｅ ｌ ：ＢＤ公司

ＲＰＭ Ｉ

－

１ ６４０ 培养基 ： Ｇ ｉ ｂ ｃｏ 公司

Ｏｐ ｔ ｉ

－

ＭＥＭ 培养基 ： Ｇ ｉ ｂ ｃ ｏ 公司

４％多聚 甲醛 ： ＬＥＡＧＥＮＥ 公司

结晶紫染色液 ： 碧云天生物科技有限公司

２ ． 实验仪器及器材

离心机 ： Ｔｈｅｒｍｏ 公司

ＰＣＲ仪 ： Ｂ ｉ ｏ
－

ｒａｄ公司

全波长酶标仪 ： Ｔｈ ｅｒｍｏ 公司

Ｎａｎｏｄｒｏｐ 超微量分光光度计测定仪 ： Ｔｈｅｒｍｏ 公司

９６ 孔焚光定量 ＰＣＲ 板 ： Ｂ ｉ ｏ
－

ｒａｄ 公司

ＰＣＲＰ ｌ ａｔ ｅＳｅ ａ ｌ ｅｒ ：Ｂ ｉ ｏ
－

ｒａｄ公司

六孔板 、 ２４ 孔板 ： Ｃｏ ｓ ｔ ｅｒ 公司

Ｔｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌ 小室 ： ＢＤ 公司

ＲＮａ ｓ ｅｆｒｅｅＥＰ管 ： Ａｘ ｙｇｅｎ公司

低温离心机 ： Ｔｈ ｅｒｍｏ 公司

焚光倒置显微镜 ： Ｎ ｉ ｋｏｎ 公司和 Ｏ ｌ ｙｍｐｕ ｓ 公司

移液器 ： Ｅｐｐ ｅｎｄｏｒｆ 公司

（二 ） 实验方法

１ ． 米非司酮溶液的配置 ：

精密称取米非司酮粉剂 １ ２８ ． ８ ７ ７ｍｇ ， 溶于 ５ｍ ｌ ＤＭＳ０ 中 ， 混匀后充分溶解形成浓度

为 ６０ｍｍ〇 ｌ ／Ｌ 的米非司酮母液 。 用含 １ ０％胎牛血清的培养基稀释至所需浓度 。

２ ． 转染方法 ： 具体转染方法同第二节

３ ． 划痕试验

（ １ ） 米非司酮千预后的划痕试验方法 ：

① 提前
一

天将细胞种至六孔板 。

② 转染 ， 转染 ４ｈ 后更换无抗生素的含 １ ０％ＦＢＳ 的 １ ６４０ 培养基 。

③ 将 己转染 ２４ｈ 的六孔板细胞板 ， 荧光倒置显微镜镜下观察细胞状态 ， 并选择

好每组大致相 同细胞数的位置 ， 用 ２０ ０ｕ ｌ 枪头划
一

大致相等的横线 ， Ｘ４０ 镜下拍照 。

④ 弃培养基 ， 对照组加入 ２ｍ ｌ 含 ０ ． １％ＤＭＳ０ 的含 １ ０％ＦＢＳ 的 １ ６４０ 培养基 ， 实验

组分别加入 ２ｍ ｌ 含 ３ ０ｕｍｏ ｌ ／Ｌ 米非司酮药液 ， 细胞培养箱 内 继续培养 ６ｈ 。

３ ９




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

在单独检测米非司酮对滋养细胞的迁移功能影响时 ， 省去上述第二步步骤 ， 在

第四步步骤时的实验组分别加入 ２ｍ ｌ 含 １ｕｍｏ ｌ ／Ｌ 、 ５ｕ ｍｏ ｌ／Ｌ 、 １ ０Ｐ ｍｏ ｌ ／Ｌ 、 ３０ｕ ｍｏ ｌ ／Ｌ 、

６０ ｕ ｍｏ ｌ ／Ｌ 的米非司酮药液 ， 继续培养 ６ｈ 〇

⑤ ６ｈ 后 ， 选择相 同拍照位置 ， Ｘ４０ 镜下拍照 。

⑥ １ ２ｈ 后 ， 选择相 同拍照位置 ， Ｘ４０ 镜下拍照 。 实验重复 ３ 次 ， 根据细胞迁移距

离判定细胞划痕结果 。

（ ２ ） 用菟丝子总黄酮干预后的划痕试验方法 ：

① 提前
一

天将细胞种至 ２ 个六孔板 ， 转染 ， 转染 ４ｈ 后更换无抗生素的含 １ ０％ＦＢＳ

的 １ ６４０ 培养基 。 在转染 １ ２ｈ 时 ， 弃培养基 ， 分别加入 ２ｍ ｌ 含 ３０ ｕ ｍｏ ｌ ／Ｌ 的米非司酮

药液 ， 其中剩余两个孔不更换药液 ， 作为空 白对照组 。 培养箱 内继续培养 １ ２ｈ 。

② 将已转染 ２４ｈ ， 米非司酮造模 １ ２ｈ 的六孔板细胞板 ， 荧光倒置显微镜镜下观察

细胞状态 ， 并选择好每组大致相 同细胞数的位置 ， 用 ２ ００ｕ ｌ 枪头划
一

大致相等的横

线 ，
Ｘ４０ 镜下拍照 。

③ 弃培养基 ， 对照组分别加入 ２ｍ ｌ 含 ０ ． １％ＤＭＳ０ 的含 １ ０％ＦＢＳ 的 １ ６４０ 培养基 （共

６ 个孔 ） ， 实验组分别加入 ２ｍ ｌ 含 ５ ｕ ｇ／ｍ ｌ 的菟丝子总黄酮药液 （共 ６ 个孔 ） ， 细胞培

养箱 内继续培养 ６ｈ 。

④ ６ｈ 后 ， 选择相同拍照位置 ， Ｘ４０ 镜下拍照 。

⑤ １ ２ｈ 后 ， 选择相 同拍照位置 ， Ｘ４０ 镜下拍照 。 实验重复 ３ 次 ， 根据细胞迁移距

离判定细胞划痕结果 。

４ ．Ｔｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌ试验

（ １ ） 提前
一

天将细胞种至六孔板 。

（ ２ ） 转染 ， 具体转染方法同第二节 ， 转染 ４ｈ 后更换无抗生素的含 １ ０％ＦＢＳ 的 １ ６４０ 培

养基 。

（ ３ ） 在 ２４ 孔的 Ｔｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌ 上室加入 ５０ｕ ｌ 用无血清的 ＲＰＭＩ
－

１ ６４０ 培养基按 ３ ：１ 稀释

的 Ｍａｔｒ ｉ ｇｅ ｌ ， 在 ３ ７

°

Ｃ
，
５％Ｃ０２ 的细胞培养箱敷育 ｌ ｈ

；

（ ４ ） 将各组细胞用胰酶消化 ｌｍ ｉ ｎ ， 加入无 ＦＢＳ 的 ＲＰＭ Ｉ
－

１ ６４０ 培养基终止消化 ， 离心 ，

再用 ＰＢＳ 重悬细胞 ， 再次离心 ， 分别用无 ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ
－

１ ６４０ 培养基重新悬浮细胞 ， 细

胞密度为 ５ Ｘ １ ０
４

／ｒａ ｌ 。

（ ５ ） 实验组加入 １ ００ｕ１ 无 ＦＢＳ 含 ５ｕｇ／ｍ ｌ 的菟丝子总黄酮的 ＲＰＭ Ｉ
－

１ ６４０ 培养基 ，

对照组加入含 ０ ．１％的 ＤＭＳ０ 的无 ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ
－

１ ６４０ 培养基 ， 各再加入 １ ００ｕ１ 重新悬浮

均匀的细胞悬液至 Ｔｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌ 上室中 ， 分别在下室加入 ５００Ｐ１ 含 １ ０％ＦＢＳ 的培养基 ，

３ ７

°

Ｃ ５％Ｃ０２ 的细胞培养箱中继续孵育 ４８ｈ 。

（ ６ ）４８ｈ 后 ， 用棉签轻轻擦拭去掉上室滤膜 内面细胞 ， 保留滤膜外面细胞 ， 用 多聚 甲

醛固定 ３０ｍ ｉ ｎ ， 结晶紫染色 ２０ｍ ｉ ｎ 。 平整切下滤膜 。

（ ７ ）Ｘ ２００ 高倍显微镜下 ， 对每个孔 内所有细胞进行计数 。

４０
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丝子总黄辆调控 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ ｐ 促进 滋 养 细胞侵袭 功 能 机制研 究


（ ８ ） 侵袭指数＝实验组细胞数／对照组细胞数 。 实验重复 ２ 次 ， 取平均数 。

５ ．ＲＴ
－

ｑＰＣＲ方法

（ １ ） 细胞 ＲＮＡ 的提取

① 将上述 ３ 个划痕试验结束后的滋养细胞 ， （ 即加入米非司酮 ， 转染后加入米非

司酮 ， 及其再加冤丝子总黄酮干预三个试验 ） ， 用 ＰＢＳ 洗 ３ 次 ， 再各加入 ｌｍ ｌＭａｇ ｚ ｏ ｌ ，

轻轻吹落细胞 ， 收集细胞悬液至 １ ． ５ １１１ １ １？＾５ ６ 行６ ６ ￡？ 管 ， 室温静置 １ 〇 １１１４ ，

－

８０１保

存或者进行下
一

步实验 。

② 余下实验同第二节

（ ２ ）ＲＮＡ 浓度的测量 ， 同第二节

（ ３ ） 逆转录合成 ｃＤＮＡ
， 同第二节

（ ４ ） 荧光定量 ｑＰＣＲ 合成 ， 同第二节

三 、 实验结果

（

一

） 米非司酮抑制滋养细胞迁移功能

米非司酮是用于药物流产的常见药物 ， 能够通过增加滋养细胞凋亡 ， 抑制滋养细

胞增殖迁移功能而发挥作用 。 划痕实验采用 ｌ ｕ ｍｏ ｌ ／Ｌ 、 ５ ｕ ｍｏ ｌ ／Ｌ 、 １ ０ ｕ ｍｏ ｌ ／Ｌ 、

３ ０ ｕ ｍｏ ｌ ／Ｌ 、 ６０ ｎ ｍｏ ｌ ／Ｌ 的米非司酮孵育滋养细胞后 ， 观察划痕的愈合情况 。 结果发现

（ Ｆ ｉ ｇ ．１ ７Ａ ） ， 对比 ＤＭＳ０ 组 ， 随着划痕时间 的延长 ， 不同浓度的米非司 酮对滋养细胞

的抑制作用不 同 ， 其中含 ｌ ｕ ｍｏ ｌ ／Ｌ 、 ５ ｉ
ｉ ｍｏ ｌ ／Ｌ 、 １ ０ ｕ ｍｏ ｌ ／Ｌ 米非司酮对滋养细胞的迁

移功能未见明显影响 ， 而 ３０ ｕ ｒａｏ ｌ ／Ｌ 和 ６０ ｕ ｍｏ ｌ ／Ｌ 的米非司酮 ， 可明显抑制滋养细胞

的迁移能力 ， 米非司酮浓度越高 ， 抑制滋养细胞的迁移能力越明显 。

进
一

步经过 ｑＰＣＲ 试验结果同样发现 ， 相对于 ＤＭＳ０ 组 ， １ｙｍｏ ｌ ／Ｌ 和 ５ｕｍｏ ｌ ／Ｌ 米

非司酮组的 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的基因水平未见明显改变 ， 而 ｌ Ｏ ｕ ｍｏ ｌ ／Ｌ 、 ３〇 ｙ ｍｏ ｌ ／Ｌ 和

６０ ｕ ｍｏ ｌ ／Ｌ 米非 司 酮组 的 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的基因水平相对于 ＤＭＳ０ 组有 明 显升高

（ Ｆ ｉ ｇ ．１ ７Ｂ ） 。 结合前述研宄 ， 自然流产绒毛组织的 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 水平上调 ， 本实验

中 ３０Ｕｍｏ ｌ ／Ｌ 和 ６０ｙｒａｏ ｌ ／Ｌ 的米非司酮都可以抑制滋养细胞的迁移功能 ， 且用米非司

酮诱导滋养细胞后 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 表达升高 ， 因此可 以看出 ， 米非司酮作用滋养细胞

后 ， 对细胞迁移功能的抑制作用 ， 可能是通过上调细胞内源性的 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 基因

的表达 ， 从而 引 发 自 然流产的倾向 。

本实验说明采用米非司酮来诱导细胞发生 自然流产的方法是可行的 ， 由于实验时

镜下观察发现 ６０ ｕ ｍ〇 ｌ ／Ｌ 的米非司酮 ， 漂浮死亡细胞较多 ， 为预防米非司酮对滋养细

胞造成流产的损伤过大而不可逆 ， 在接下来的实验 ， 我们选取 ３０ｕ ｍｏ ｌ ／Ｌ 的米非司酮

作为诱导滋养细胞发生 自然流产 的米非司酮剂量 。

（ 二 ） ＥＶＴ 滋养细胞 自然流产状态细胞模型的建立

４ １
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米非司 酮诱导后对 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ｐ 过表达和干扰的滋养细胞迁移功能影响 ， 经划

痕试验发现 （ Ｆ ｉ ｇ ．１ ８ ） ， 在用 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 过表达和干扰滋养细胞 ２ ４ｈ 后 ， 再根据不

同组间 ，

一

组加上 ３ ０ ｕ ｍｏ ｌ ／Ｌ 的米非司 酮继续干预 ， 剩余
一

组更换新的培养基培养 ，

随着划痕时间 的延长 ， 各组间 的细胞迁移距离不 同 。 对 比 ｍ ｉ ｍ ｉ ｃｎ ｅｇａ ｔ ｉ ｖ ｅ 无药物组

（ ＭＮ ） ，ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
＿

３ｐ
ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ组 （ Ｍ ） 细胞迁移能力 降低 ， 对 比ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒｎ ｅ ｇａ ｔ ｉ ｖ ｅ无

药物组 （ Ｉ Ｎ ） ，ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ ｐｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ 组 （ Ｉ ） 细胞迁移能力增加 ， 这再次验证 了

ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６
－

３ｐ 表达上调 ， 能抑制滋养细胞的迁移能力 。 经过将各组用米非司 酮干预

后 ， 对 比ｍ ｉ ｍ ｉ ｃｎ ｅ ｇａ ｔ ｉ ｖ ｅ Ｍ Ｉ Ｆ组 （順
－

Ｍ Ｉ Ｆ ） ， ｎ ｉ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐｍ ｉ ｍ ｉ ｃ
－

Ｍ Ｉ Ｆ组 （ Ｍ Ｍ Ｉ Ｆ ）

细胞迁移能力显著降低 ， 对 比ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒｎｅ ｇａ ｔ ｉ ｖ ｅ Ｍ Ｉ Ｆ组 （ ＩＮ Ｍ ＩＦ ） ，ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ｐ

ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ Ｍ ＩＦ 组 （ Ｉ

－

Ｍ Ｉ Ｆ ） 细胞迁移能力稍增加 ， 总 的来说 ， 加入米非司 酮后 ， 各米

非司酮处理组 ， 相 比无米非司酮处理组 ， 迁移能力都有所下降 。 进
一

步将 Ｍ Ｍ ＩＦ 组和

Ｉ
－

Ｍ ＩＦ 组对 比 ， 可 以 明显发现 Ｍ
－

Ｍ Ｉ Ｆ 组的细胞迁移距离显著低于 Ｉ Ｍ Ｉ Ｆ 组的细胞迁移

距离 ， 说明 了采用米非司酮诱导转染后 的滋养细胞 ， ｎ ｉ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
＿

３ｐ ｍ ｉ ｍ ｉ Ｃ 的迁移能力

进
一

步降低 ， 从而可 以推测 ， 经过转染和米非司酮处理后 ， ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６
－

３ｐ Ｍ Ｍ Ｉ Ｆ 组的

滋养细胞很好的模拟 了 临床上的 自 然流产状态 。

为 了进
一

步验证这
一

模型是否可 以成立 ， 我们通过继续用 ＲＴ ｑＰＣＲ 方法验证各处

理组细胞的 １＾應４
＿

１ ２ ６
－

３口 的基因水平表达 （表 １ ４ ， ？４ ． １ ９ ） ， 以 丽 作为对照组 ， 以

组的 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ｐ 表达升高 （ ｐ＜ ０ ．０ ５ ） ， 而经过加入米非司酮诱导后 ， 都能上调 Ｍ
－

Ｍ Ｉ Ｆ

和 ＭＮ
－

Ｍ Ｉ Ｆ 组 的 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６ ３ｐ 表达 （ ｐ ＜ ０ ．０ ５ ）
； 以 ＩＮ 组作为对照组 ， Ｉ 组 的

ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ ｐ 表达降低 （ ｐ
＜ ０ ．０ ５ ） ， 而经过加入米非司 酮诱导后 ， 只有 ＩＮ

－

Ｍ ＩＦ 组的

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ ｐ 表达升高 （ ｐ
＜ ０ ．０ ５ ） ， 而 Ｉ

－

Ｍ Ｉ Ｆ 组 ｒａ ｉ ＲＫＡ
－

１ ２ ６ ３ｐ 表达稍微上升 ， 但与

Ｉ Ｎ 组相 比无统计学差异 （ ｐ
＞ ０ ．０ ５ ） ， 以此可 以说明 ， 加入米非司酮作用滋养细胞后 ，

可 以继续过表达 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６
＿

３ ｐ ， 增加细胞 内源性的 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ｐ ， 在千扰掉细胞 内

源性 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ ｐ 后 ， 即使加入米非司酮 ， 也 尚未能增加细胞 内源性的 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ ｐ

的上升 ， 从而 间接地说明 了 ， 在加入米非司酮作用 己干扰细胞 内源性的 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ｐ ，

也不足 以 引 发滋养细胞发生流产 。 而在本身 己过表达细胞外源性 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 的基

础上 ， 加入米非司酮后 ， 可 以继续增加细胞 内源性的 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６ ３ｐ ， 从而 引 发滋养细

胞的进
一

步流产 。 在转染后 ， 可 以得 出 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ｐ 过表达 Ｍ 组与干扰 Ｉ 组有统计

学差异 （ Ｐ
＝
〇 ． 〇 ５ ） ，Ｍ 组的 ｍ ｉ ＲＮＡ

－

１ ２ ６
－

３ ｐ 表达升高 ， 进
一

步对比 ， 米非司 酮干预后 ，

ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ ｐＭ Ｍ ＩＦ 组 与 干扰 Ｉ
－

Ｍ Ｉ Ｆ 组有统计 学 差 异 （ ｐ
＝
０ ．０ ５ ） ， Ｍ Ｍ ＩＦ 组 的

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ ｐ 表达有显著性升高 。

结合这几个组从而可 以证明 ， 滋养细胞加入外源性 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ过表达 （ ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ ）

后 ， 再利用米非司 酮进行诱导 ， 可 以进
一

步增加滋养细胞 内源性的 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６
－

３ｐ 的

表达 ， 这正好可 以说明通过这些处理后 ， 上调滋养细胞 内 外源性 ｍ ｉ ＲＮＡ
＿

１ ２ ６ ３ ｐ 的表

达 ， 从而给滋养细胞构建了 自 然流产状态的细胞模型 ， 这与我们前面章节得出 的 自 然

４２





寬 丝子 总 黄 酮 调控 ｍ  ｉ Ｒ Ｎ Ａ １ ２６
－

３ ｐ 促 进 滋 养 细 胞侵 敦功 能机 制 研 究


流产组织的 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 表达升高有相同之意 ， 以此也很好的模拟 ／ 临床 ｈ发生 自

然流产时的体 内基闪表达状态 ， 同时验 证 了Ｆ ｉ ｇ ．４ 的划痕 试验结 采 。

ＡＤＭ ＳＯ １
｜

ｊｍ ｏ ｌ ／Ｌ５
｜

ｊｍ ｏ ｌ ／Ｌ １ ０
｜

ｊｍｏ ｌ
／Ｌ３０ ｐｍ ｏ ｌ ／Ｌ６０

）

ｊｍ ｏ ｌ ／Ｌ

產■ＭＨＨＩＨＨＥＨＨＩ

Ｂｃ２〇

１ｏ

ｍ^

Ｕ ） ＜ｐ

２＝＞ １ ５
－

＿

Ｓ
－

２ Ｔ

ｉ ｓ ｉ 〇
－Ｈ

｜

ｎ■

／／ｖ
ｖ

／ｖｖ
ｖ

Ｆ ｉ ｇｕ ｒ ｅ １ ７ 米非司酮对滋养细胞的影响 （ Ｘ４０ ）

注 ： （Ａ ） 划痕试验 ， Ｘ４ ０ 显微镜下 ， 米非司酮抑制滋养细胞的迁移能力 。 ３ ０ ｌ
ｉ ｍｏ ｌ ／Ｌ 和 ６０ ｕ ｍｏ ｌ ／ Ｌ

的米非 司 酮对 比 ＤＭＳＯ 组 ， 能显著抑制滋养细胞的迁移功能 ， 而 １ｕ ｒａ ｏ ｌ ／Ｌ 、 ５ ｕ ｍｏ ｌ ／ Ｌ 、 １ ０ ｎ ｍ ｏ ｌ ／Ｌ

的 米 丨 丨

：

． ＪＷ 抑 制 滋 养 细 胞 迁 移 能 力 不 明 显 。 （ Ｂ）Ｒ Ｔ
ｑ
ＰＣ Ｒ ， 米 Ｉ Ｈ 司 酮 １： 调 滋 养 细 胞 内 的

ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６
－

３ ｐ表达 。 １ ０ｕｍｏ ｌ ／ Ｌ 、 ３ ０Ｕｍｏ ｌ ／ Ｌ和６０ｕ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ的 米非 司酮组的ｍ ｉ Ｒ ＮＡ １ ２ ｔ ｉ ３ ｐ的基因

水平相 对 ｆＤＭＳ０ 组有明显升高 。 以 Ｕ６ 作为 内 参 。

４３
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

ｉ

ｉＭＨｉｆｌｆｅ

ＷＭ—

ｉＭＩＨＢＩＷＩＨＨ
ｏ

Ｉ—ｇ＾＾＾ＨＭｇＷ
Ｍｍｍｍｗａｍｍｍ

？■■■■
Ｆ ｉ ｇ ｕ ｒ ｅ １ ８ 米非司酮诱导滋养细胞建立 自然流产状态模型 （ Ｘ４０ ）

注 ： Ｍ ：ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ ；ＭＮ ：ｍ ｉ ｍ ｉ ｃｎｅ ｇａ ｔ ｉ ｖ ｅ
；Ｉ ：ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ

；Ｉ Ｎ ：ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒｎｅ ｇ ａｔ ｉ ｖ ｅ
；Ｍ Ｉ Ｆ ： 米非司 酮 。

加 入米非 司 酮诱导细胞 ， 同时 对 比 ＭＮ Ｍ Ｉ Ｆ 和 ＩＮ Ｍ Ｉ Ｆ 组 ， Ｍ Ｍ Ｉ Ｆ 组的迁移能力下降 ，
Ｉ Ｍ Ｉ Ｆ 组的迁

移能力增 加 ， 而 Ｍ Ｍ Ｉ Ｆ 组的迁移能力相对 比 Ｉ

－

Ｍ Ｉ Ｆ 组的细胞迁移后 显著降低 。

表 １ ４ 米非司酮干预前后各组的 ｍ ｉ Ｒ ＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ ｐ 水平表达差异 （ ｉ ± Ｓ ）

Ｈ Ｎ
ＡＡ

ｃ ｔ （ ｘ± ｓ ） Ｐ ^
￣

１ｖｉ ３ ３ ５ ． ４ ６ 土  １ ７ ． ３ ８ ０ ．０ ３ ７

＊

 ０ ． ０ ５ ０

ｓ

Ｍ Ｍ Ｉ Ｆ ３ １ １ ９ ． ３ ２ ± ２４ ．１ ９ ０ ．０ ３ ７

＊

 ０ ． ０ ５ ０

ｓ

ＭＮ ３ １ ． ０ ０ ± ０ ． ０ ０ ／

ＭＮ Ｍ Ｉ Ｆ ３ ８ ． ４ ６ ± ２ ． ７ ４ ０ ．０ ３ ７

＊

Ｉ ３ １ ． ０ ０ ± ０ ． ０ ０ ０ ．０ ３ ７

＝

 ０ ． ０ ５ ０

ｓ

Ｉ

－

Ｍ Ｉ Ｆ ３ ０ ． ３ ８ ± ０ ． ３ ６ ０ ． ４ ８ ７ ０ ． ０ ５ ０

ｓ

Ｉ Ｎ ３ ２ ． ２ ４ ± ２ ． ６ ０ ／

ＩＮ
－

Ｍ Ｉ Ｆ


３


１ ６ ．８ ９ ± ２ ５ ． ７ ２


０ ＿０ ３ ７

：



注 ： 采用 Ｍａｎ ｎ Ｗ ｈ ｉ ｔ ｎ ｅ ｙ Ｕ 检验方法 。 对 比 ＭＮ 组 ，

＊

ｐ＜ ０ ＿ ０ ５
； 对 比 Ｉ Ｎ 组 ，

＝

ｐ
＜ ０ ．０ ５

；

对比Ｉ组 ，

ｓ

ｐ
＝
０ ．０ ５ ， 对比Ｉ

－

Ｍ Ｉ Ｆ组 ，

ｓ

ｐ
＝
０ ． ０ ５

４４





览 丝子 总 黄 胴 调控 ｍ ｉ Ｒ Ｎ Ａ
－

１ ２ ６
－

３ ｐＫ 进 滋 养 细 Ｃ包 Ｓ 喪 功 能 机制 矸 尤
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、

４ 令 參
令＃

、《

Ｆ ｉ ｇ ｕ ｒ ｅ １ ９ 米非司酮诱导滋养细胞后 ｍ ｉ Ｒ ＮＡ
－

１ ２ ６
＿

３ ｐ 的表达

注 ： Ｍ ：ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ
；ＭＮ ：ｍ ｉ ｍ ｉ ｃｎｅ ｇａ ｔ ｉ ｖ ｅ ： Ｉ ：ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏ ｒ ； Ｉ Ｎ ： ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏ ｒｎ ｅ ｇ ａ ｔ ｉ ｖ ｅ

；Ｍ Ｉ Ｆ ： 米 非 司 酮 。

Ｊｍ ｉ Ｒ Ｎ Ａ １ 此
－

３ ｐＭＮ 红ＵＪ

？

比 ， 加 入 米 丨 丨

：

司 酮后 ， Ｍ Ｍ １ Ｆ 饥的 ｍ ｉ Ｒ Ｎ Ａ １ ２ ６ ３
ｐ 表达 丨 ：调 （ ｐ

＜ （ ） ．０ ５ ）
；

Ｑ ｍ ｉ ＲＮ Ａ
－

１ ２ ６ ３ ｐ Ｉ Ｎ 组对比 ， 加入米非 司 酮后 ， 卜Ｍ Ｉ Ｆ 内 ｍ ｉ ＲＮ Ａ １ ２ ６ ３ ｐ 稍 升高 ， 但无统 ｉ ｜

－

学差异

（ ｐ＞ ０ ． ０５ ） ， 而Ｉ Ｎ
－

Ｍ Ｉ Ｆ组的ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ有 明 显升 高 （ ｐ＜ ：０ ．０ ５ 乂Ｍ
－

Ｍ Ｉ Ｆ组的ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ

表达比 Ｉ

－

Ｍ Ｉ Ｆ 组有 明 显上调 （ ｐ
＝
０ ． ０５ ） 。 以 Ｕ ６ 作为 内参 。

？
？ｓ

ｐ＜ ０ ． ０５ ，
ｓ

ｐ
＝
０ ． ０５ ．

（ 三 ） 菟丝＋总黄酮促进米非 司 酮所致 ＥＶＴ 细胞 内 Ｃ ｌ 然流产状态细胞梭耶 的辻移 和侵

袭功能

１ 、 菟丝＋总黄酮促进 白 然流产状态细胞模型 的迁移功能

通过 前面结 粜我们构建 出 用 米非司 酮诱导 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ ｐ 过表达的滋养细胞 丨

＇

丨 然

流产状态细胞模型 ， 滋养细胞的迁移能力降低 ， 本实验在此基础 匕 在转染 １ ２ ｈ 后加

ｈ米非 ｗ
ｊ 刚诱导 １ ２ ｈ ， 再进行对实验组用 ５ ｙ ｇ／ｍ ｌ 的菟丝子总黄酮和对照组 ＤＭＳＯ 「

－

预

６ ｈ和１ ２ ｈ ， 划痕 试验结果发现 （ Ｆ ｉ ｇ ．２ ０ ） ， （ １） 、 以ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ （３

－

３ｐｍ ｉ ｍ ｉ ｃｎ ｅｇａ ｔ ｉ ｖ ｅ
－

ＤＭＳＯ

组 （ Ｍ Ｎ ＿ Ｓ０ ） 为对照组 ， ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ ｐ ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ
－

丨 ）ＭＳ （ ） （ Ｍ ＤＭ Ｓ０ ） 辻移能 力 降低 ， 用 菟

丝子总黄酮 Ｔ
．

预后 ， ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ ｐ ｍ ｉ ｍ ｉ ｃｎ ｅｇａ ｔ ｉ ｖ ｅ
－

ＴＳＺ组 （ ＭＮＴＳＺ ） 较其ＤＭＳ０组细

胞迁移能力增加 ， 同样地 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６
－

３ ｐｍ ｉｍ ｉ ｃ
－

ＴＳＺ 组 （ Ｍ
－

ＴＳＺ ） 较其 ＤＭＳ０ 组细胞迁

移能 力增加 ， 说明用 菟丝子总黄酮干预后 ， 对 比 ＤＭＳ０ ， 能提高 自 然流产状态模型组

ＭＴ ＳＺ 的细胞辻移能 力 。 但 Ｍ ＴＳＺ 组的细胞迁柊能 力 稍低 丁
？

Ｍ Ｎ ＴＳ Ｚ 组 。

（ ２ ） 、 另外 ， 以ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏ ｒｎ ｅｇａ ｔ ｉ ｖ ｅ
－

ＤＭＳＯ组 （ Ｉ Ｎ
－

ＤＭＳ０ ） 为对照

组 ， ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ
－

ＤＭＳＯ （ Ｉ

－

ＤＭＳ０ ） 迁移能力增加 ， 川菟丝子总黄酮 丨

二
预

后 ， ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ ｎｅｇａ ｔ ｉ ｖ ｅ
－

ＴＳＺ组 （ Ｉ Ｎ
－

ＴＳＺ ） 较其ＤＭＳ０组细胞迁移能力

增加 ， 同样地 ｍ ｉ ＲＮＡ １ 邡 ： 】 ｐ ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏ ｒ ｌ

＇

ＳＺ ａｉ （ １ＴＳ Ｚ ） 较 ｊ
ｌ

、

：

ｌ
）Ｍ Ｓ （ ） 俎细胞辻移能 力

４ ５
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也增加 ， 而且 Ｉ

－

ＴＳＺ 组的细胞迁移能力高于 Ｉ Ｎ
－

ＴＳＺ 组 ， 说明在菟丝子总黄酮作用下 ，

对比 ＤＭＳＯ ， 能明 显增加干扰 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 后的滋养细胞的迁移能力 。 综合整个划痕

试验结果发现 ， Ｉ ＴＳＺ 组的细胞迁移能力高于 Ｍ ＴＳＺ 组 ， 从而说明 了 菟丝子总黄酮能

提高滋养细胞的迁移能力 ， 而且也能提高 自 然流产状态模型的滋养细胞的迁移功能 ，

如果干扰滋养细胞 内 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６
－

３ｐ 的表达 ， 使其下调 ， 此时菟丝子总黄酮提高滋养

细胞迁移能力作用更明显 。

２ 、 菟丝子总黄酮促进 自 然流产状态细胞模型的侵袭功能

同样地 ， 从 Ｔｒａｎ ｓｗ ｅ ｌ ｌ 试验结果 （表 １ ５ ， Ｆ ｉ ｇ ．２ １ ） 可 以看 出在转染 ２４ｈ 后 ， 各用

菟丝子总黄酮和 ＤＭＳＯ 干预滋养细胞 ， 得 出 ， （ １ ） 、 以 ＭＮ ＤＭＳＯ 组为对照组 ， Ｍ
－

ＤＭＳＯ

侵袭的细胞数量降低 ， 两组间有统计学差异 （ Ｐ
＜ 〇 ．０ １ ） ， 用菟丝子总黄酮干预后 ，

ＭＮ
－

ＴＳＺ 组较其 ＤＭＳＯ 组细胞侵袭数 目 增加 ， 同样地 Ｍ
－

ＴＳＺ 组较其 ＤＭＳＯ 组细胞侵袭数 目

增加 ， 与 ＭＮ
－

ＤＭＳ０ 组相 比有统计学差异 （ ｐ
＜ ０ ． ０ ５ ） 。 说明用菟丝子总黄酮干预后 ， 对

比 ＤＭＳ０ ， 能提高 自 然流产状态模型组 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ
ｍ ｉｍ ｉ ｃ 的细胞侵袭能力 。 但 Ｍ

－

ＴＳＺ

组的细胞侵袭能力稍低于 ＭＮ
－

ＴＳＺ 组 。

（ ２ ） 、 以 Ｉ Ｎ
－

ＤＭＳＯ 组为对照组 ，
Ｉ

－

ＤＭＳ０ 侵袭能力增加 ， 用菟丝子总黄酮干预后 ，

ＩＮ
－

ＴＳＺ 组较其 ＤＭＳ０ 组细胞侵袭数 目 增加 ， 同样地 Ｉ
－

ＴＳＺ 组较其 ＤＭＳ０ 组细胞侵袭数 目

也增加 ， 且与 Ｉ Ｎ
－

ＤＭＳ０ 组相 比有统计学差异 （ ｐ
＜ ０ ． ０ ５ ） ， 而且 Ｉ

－

ＴＳＺ 组的细胞侵袭能

力 高 于 Ｉ Ｎ
－

ＴＳＺ 组 ， 说 明 在菟丝子总黄酮作 用 下 ， 对 比 ＤＭＳ０ ， 能 明 显增加干扰

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 后的滋养细胞的侵袭能力 。 综合整个 Ｔｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌ 试验结果发现 ， Ｉ
－

ＴＳＺ

组的细胞侵袭能力显著高于 Ｍ
－

ＴＳＺ 组 ， 两者之间存在统计学差异 （ ｐ
＜ ０ ．００ １ ） ， 从而

说明 了菟丝子总黄酮能提高滋养细胞的侵袭能力 ， 而且也能提高 自 然流产状态细胞模

型的滋养细胞的侵袭功能 ， 如果干扰滋养细胞 内 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６ ３ｐ 的表达 ， 使其下调 ，

此时菟丝子总黄酮提高滋养细胞侵袭能力作用更 明显 。

３ 、 菟丝子总黄酮降低 自然流产状态细胞模型 内 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的表达

为 了进
一

步验证菟丝子总黄酮的作用 ， 通过 ＲＴ
－

ｑＰＣＲ 方法检测各组处理后滋养细

胞 内 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 基因水平的差别 （表 １ ６ ， Ｆ ｉ ｇ ． ２２ ） ， 结果得 出 ： （ １ ） 、 以 ＭＮ
－

ＤＭＳ０

组为对照组 ， Ｍ
－

ＤＭＳ０ 组和 Ｍ ＴＳＺ 组的 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 表达上调 ， 有统计学差异 （ ｐ
＜ ０ ．０ ５ ） ，

ＭＮ
－

ＴＳＺ 组 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 表达稍下调 ， 但以其 ＤＭＳＯ 组无统计学差异 （ ｐ＞ ０ ．０ ５ ） ， 但

Ｍ
－

ＤＭＳ０ 组和 Ｍ
－

ＴＳＺ 组两两 比较 ，
Ｍ
－

ＴＳＺ 组 中 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 表达稍下调 ， 但无统计学

差异 （ ｐ
＞ ０ ．０ ５ ） 。

（ ２ ） 、 以 Ｉ Ｎ
－

ＤＭＳ０ 组为对照组 ， 与 Ｉ

－

ＤＭＳＯ 组和 Ｉ Ｎ
－

ＴＳＺ 组相 比无统计学差异 （ ｐ

＞ ０ ．０ ５ ） ， 而 Ｉ

－

ＴＳＺ 组的 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６ ３ｐ 的表达明 显下调 ， 与 Ｉ Ｎ
－

ＤＭＳ０ 组相 比具有统计

学差异 （ ｐ
＜ 〇 ． 〇 ５ ） 。 最后将造模组的 Ｍ

－

ＴＳＺ 组和 Ｉ

－

ＴＳＺ 组两两 比较 ， Ｉ

－

ＴＳＺ 组的

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 水平 明显降低 ， 两组之间有统计学差异 （ ｐ
＝
０ ． ０ ５ ） 。 因此可 以说明菟丝

子总黄酮能够通过降低滋养细胞 内 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 的水平从而降低 自然流产的发生率 。

４６
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Ｆ ｉ ｇｕ ｒ ｅ２ ０ 菟丝子总黄酮对 自 然流产状态滋养细胞模型迁移功能影响 （ Ｘ４０ ）

注 ： Ｍ ：ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ
；ＭＮ ：ｍ ｉ ｍ ｉ ｃｎ ｅ ｇ ａ ｔ ｉ ｖ ｅ

； Ｉ ： ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ ；Ｉ Ｎ ： ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒｎ ｅ ｇ ａ ｔ ｉ ｖ ｅ ；ＴＳ Ｚ ： 英丝ｒ
■

总

黄酮 。 Ｍ
－

ＴＳ Ｚ 组较其 ＤＭＳＯ 组细胞迁移能力增加 ， Ｉ

－

ＴＳ Ｚ 组也较其 ＤＭＳＯ 组细胞迁移能力增加 ， 而

卜 ＴＳ Ｚ 组的细胞迁 移能 力 高于 Ｍ ＴＳ Ｚ 组 。

表 １ ５ 菟丝子总黄酮干预后各组细胞侵袭数 目 差异 （
ｉ ± ｓ

， 个 ）

组 别 Ｎ侵袭数 Ｈ（ 无 士 ｓ ） Ｐ
̄

Ｍ
－

ＤＭＳ０ ３ １ ２ ８ ４ ８ ． ６ ７ ± ４ ４ ９ １ ． ２ ３ （ ） ． ０ ０ ］

＂

 ０
． ０ ０ （ ）

ｓ ｓ

Ｍ Ｔ Ｓ Ｚ ： ５ １ ９ ９ ９ １ ． ６ ７ ± ４ ２ ７ ９ ． ９ ３ ０ ． ０ ２ ５

＊

 ０ ． ０ ０ ０

ｓ ｓ ｓ

ＭＮ ＤＭＳＯ３ ３ ２ ２ ４ ８ ． ３ ３ ± ８ ４ ６ ５ ．１ ５

ＭＮ Ｔ Ｓ Ｚ３ ３ ６ ６ ９ ４ ． ０ ０ ± ２ ３ ６４ ． ２ ５ ０ ． ３ ８４

Ｉ

－

ＤＭＳ ０ ３ ３ ７ ７ ２ ８ ． （ ） ０ ± ５ ８ ０ ９ ．０ ９ ０ ． ３ ３ １ ０ ． ０ （） （严

Ｉ

－

ＴＳ Ｚ ３ ４ ５ ４ ０ ３ ． ６ ７ ± ２ ０５ ０ ．３ ４ ０ ． ０ ２ １

°

 ０ ． ０ （ ）０

Ｓ Ｓ Ｓ

Ｉ Ｎ ＤＭＳＯ３ ３ ２ ７ ４ ７ ． ３ ３ 土 ６ ３ ８ ２ ． ９ ３

Ｉ Ｎ ＴＳ Ｚ


３


３ ９ ８９ ０ ． （ ） （ ） 土  １ ００ ６ ６ ．９５


０ ． １ ７ ０


／

注 ： 采用 Ａ Ｎ ０Ｖ Ａ 方差 分析 力
＇

法检测 。

对 比ＭＮ
－

ＤＭＳ０组 ，

＊

ｐ 

＜  （ ） ． ０ ５
，

＂

ｐ 

＜ ０ ．０ １
； 对 比 Ｉ Ｎ ［狐 （ ） 批 ，

°

ｐ 

＜  （Ｕ ） ；５
；

对 比 卜 ＤＭＳ ０姐 ，

ｓ ｓ ｓ

ｐ
＜ ０ ． （ ） （ ） １ ， 对 比 卜 Ｔ Ｓ Ｚ Ｍ ，

ｓ ｓ ｓ

ｐ
＜ ０ ． （ ） （ ＞

ｌ ．

４ ７
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

Ｍ Ｄ Ｍ ＳＯＭ －ＴＳＺＭ Ｎ －ＤＭ ＳＯＭ Ｎ －ＴＳＺ

纏■画＿
ｌ

－ＤＭＳＯ ｌ

－ＴＳＺ Ｉ Ｎ －ＤＭ ＳＯ Ｉ Ｎ －ＴＳＺ

圓＿＿画
＿

８００００
－

Ｉ ￥ ￥ ￥


？７００ ００ Ｈ
－——一 －—— －－

ｉ

｜
６００００ Ｊ ￥ ￥ ￥ ■

ｉ５００００ 

？

］
Ｉ Ｉ＃

丁

ｉｉｉ ｉ ｉ ｉ ｉ ｉ ｉ ｉ
＾ Ｉ Ｉ Ｉ ｉ ！ Ｉ ｉ ｉ

Ｆ ｉ ｇｕ ｒ ｅ２ １ 菟丝子总黄酮对 自然流产状态滋养细胞模型侵袭功能的影响 （ Ｘ ２ ０ ０ ）

注 ： Ｍ ：ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ
；ＭＮ ：ｍ ｉ ｍ ｉ ｃｎｅ ｇ ａ ｔ ｉ ｖ ｅ

；Ｉ ： ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏ ｒ ；Ｉ Ｎ ： ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏ ｒｎｅ ｇａ ｔ ｉ ｖ ｅ
；ＴＳ Ｚ ： 冤丝子总

黄酮 。 Ｍ Ｔ Ｓ Ｚ 组较其 ＤＭＳ Ｏ 组细胞侵袭能力增加 ， 对 比 ＿ ＤＭＳ Ｏ 组有统计学差异 （ ｐ＜ ０ ．０ ５ ） 。 Ｉ Ｔ Ｓ Ｚ

组也较其 ＤＭＳ０ 组细胞侵袭能力增加 ， 对 比 Ｉ Ｎ ＤＭＳ ０ 组有统计学差异 （ ｐ
＜ ０ ．０ ５ ） 。 而 Ｉ ＴＳ Ｚ 组的细

胞侵袭能力高于Ｍ Ｔ Ｓ Ｚ组 （ ｐ
＜ ０ ．０ ０ １ ） 。

＊
＇

＝

ｐ
＜ ０ ． ０ ５

；
＊ ＊

ｐ
＜ ０ ．０ １

；
ｓ ｓ ｓ

ｐ＜ ０ ． ００ １ 。

表 １ ６ 菟丝子总黄酮干预后各组的 ｍ ｉ
Ｒ ＮＡ

－

１ ２ ６
－

３ ｐ 水平表达差异 （ 无 土 ｓ ）

Ｍｎ
ＡＡ

ｃ ｔ （ ｉ± ｓ ） ｐ
ｉＫ

Ｍ ＤＭＳ Ｏ ３ ４ ７ ． ３ ４ 
＋

５ ３ ． ５ ０ ０ ．０ ３ ７

＊

 ０ ． ０ ５ ０

ｓ

Ｍ Ｔ Ｓ Ｚ ３ ２ ８ ． ９ ７ ± ２ １ ． ０８ ０ ．０ ３ ７

＊

 ０ ． ０ ５ ０

ｓ

ＭＮ ＤＭＳ Ｏ ３ １ ． ０ ０ ± ０ ． ０ ０ ／ ／

ＭＮ
－

ＴＳ Ｚ ３ ０ ． ８ ８ ± １ ． ０ ６ ０ ． ４ ８ ７ ／

Ｉ ＤＭＳ０ ３ ０ ． ５ １ ± ０ ． ７ ４ ０ ．４ ８ ７ ０ ． ０ ５ ０
ｓ

Ｉ ＴＳ Ｚ ３ ０ ． ３ ８ 土 ０ ． ２ ２ ０ ． ０ ３ ７

＝

 ０ ． ０ ５ ０

ｓ

Ｉ Ｎ ＤＭＳ Ｏ ３ １ ． ０ ０ ± ０ ． ０ ０ ／ ／

Ｉ Ｎ Ｔ Ｓ Ｚ


３


１ ． １ １ ± １ ．３ ９


０ ．４ ８７


／

注 ： 采用 Ｍａｎ ｎ Ｗ ｈ ｉ ｔ ｎ ｅ ｙＵ 方法检测 。

对 比 ＭＮ ＤＭＳＯ组 ，

＊

ｐ
＜ ０ ．０ ５

； 对比Ｉ Ｎ ＤＭＳＯ组 ，

＝

ｐ＜ ０ ．０ ５
；

对 比Ｉ ＤＭＳ ０组 ，

ｓ

ｐ
＝
０ ．０ ５

； 对 比Ｉ
－

Ｔ Ｓ Ｚ组 ，

ｓ

ｐ
＝
０ ．０ ５ ．

４ ８





策丝子 总 黄 Ｓ同 调控 ｍ ｉ Ｒ Ｎ Ａ
－

１ ２ ６
－

３ ｐ 促进 滋 养 细 胞侵 袭 功 能机制研 究


￥

ｃ １ ２〇
ｉ

『

＿

，

〇）ＣＤ８０
－ Ｉ ｓ

ｏ—＞

ａ 〇
６〇

－

．
＊

ｈ
４０ ＿

＿ ＪＬ
〇． 〇２０

１？^

９＾５
－

ｒ＿＿

＿ｕ

Ｆ ｉ ｇ ｕ ｒ ｅ２ ２ 菟丝子总黄酮对 自然流产状态滋养细胞模型的 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ ｐ 表达影响

注 ： Ｍ ：ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ
；ＭＮ ：ｍ ｉ ｍ ｉ ｃｎ ｅ ｇａ ｔ ｉ ｖ ｅ

；Ｉ ：ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔｏｒ
；Ｉ Ｎ ：ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒｎ ｅｇａｔ ｉ ｖ ｅ

：ＴＳＺ ： 冤丝子总

黄酮 。 以 ＭＮ
－

ＤＭＳＯ 组为对照组 ， Ｍ
－

ＤＭＳＯ 组和 Ｍ
－

ＴＳ Ｚ 组的 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ ｐ 表达上调 ， 有统计学差异

（ ｐ
＜ ０ ．０ ５ ）

； 以 Ｉ Ｎ
－

ＤＭＳ０ 组为对照组 ， Ｉ

－

ＴＳＺ 组的 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ ｐ 的表达明 显下调 ， 对 比有统计学

差异 （ ｐ
＜ ０ ． ０ ５ ） 。 造模组的 Ｍ

－

ＴＳＺ 组和 Ｉ

－

ＴＳ Ｚ 组两两 比较 ， Ｉ

－

ＴＳ Ｚ 组的 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ ｐ 水平 明 显降

低 ， ｐ
＝
０ ．０ ５ 〇以Ｕ６作为 内 参 。

？
１ ！

ｐ
＜ ０ ．０ ５ ，＼

＝
０ ．０ ５ ．

四 、 讨论

自 然流产是胚胎在 ２ ０ 周 以 内发生的 自 发流产状态 ， 有研宄发现 自 然流产 的发生

机制常常表现为滋养细胞的侵袭能力不足 ， 胚胎无法着床而 引 发流产 。 在上节研宄中 ，

我们采用 的是正常状态 的滋养细胞 ， 在加入菟丝子总黄酮后能够促进滋养细胞的迁移

和侵袭功能 ， 为 了更好的模拟临床上发生的 自 然流产疾病 ， 也为 了 更好的证 明菟丝子

总黄酮治疗 自 然流产 ， 补 肾安胎的药效 ， 在本节研究 中 ， 利用米非司酮对滋养细胞进

行干预 ， 从而模拟构建 出滋养细胞的 自 然流产状态细胞模型 。

米非司 酮是临床上常用 于药物流产 的药物 ， 其能够拮抗孕激素受体 ， 导致子宫 内

膜坏死脱落而 引 发流产 ， 米非司 酮抗早孕的机理可能是通过 Ｗｎ ｔ
， ＭＭＰ ， 前列腺素 （ ＰＧ ）

或者趋化因子等信号通路 ， 引 发子宫 内膜容受性降低起作用
［
Ｍ ７

］

。 有研宄表明米非司 酮

通过抑制药流后 患者绒毛组织上 的滋养细胞增生结节 ， 下调 ｓ ｕｒ ｖ ｉ ｖ ｉ ｎ 表达 ， 上调

ｃａ ｓ ｐａ ｓ ｅ
－

３ 基因表达 ， 引 发滋养细胞凋亡
［

１ ４ ８
］

， 同时也能使滋养细胞变性坏死 ， 绒毛间

质发生水肿 ， 抑制 ＭＭＰ
－

２６ 表达 ， 上调 Ｔ Ｉ ＭＰ
－

４ 基因表达 ， 破坏 ＭＭＰ
－

２ ６ 和 Ｔ Ｉ ＭＰ ４ 之间

的平衡 ， 抑制 了滋养细胞的侵袭能力 ， 导致流产
［

１ ４ ９ ］

。 本研宄 中 同样也发现 ３ ０ ｕ ｍｏ ｌ ／Ｌ

和 ６ ０ｕ ｍｏ ｌ ／Ｌ 的米非司 酮能够 明 显抑制滋养细胞的迁移功能 ， 浓度越高 ， 抑制作用越

４ ９
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

明显 。 说明米非司 酮可能是通过抑制滋养细胞的迁移能力而实现其 引 发 自然流产的作

用 ， 那么米非司 酮起作用 的 内在机制是什么 呢 ？ 目 前很多研宄集 中于发现米非司酮通

过信号通路 、 细胞因子等对组织或者细胞造成影响 ， 如可能是通过 ＮＦ ｋ Ｂ 信号通路

抑制子宫 内膜细胞的生长
１

同时降低滋养细胞中血管 内 皮生长因子 ＶＥＧＦ 的表达 ，

增加 ＴＳＰ 的表达 ， 降低胎盘血管的形成
［

１ ５ １
’

１ ５ ２
］

， 改变绒毛组织的 ＤＣＮ ， Ｉ ＧＦＢＰ ５ ，ＣＣＲ １ ，

Ｍ Ｉ Ｆ ， ｌ ｅｐ ｔ ｉ ｎ ，Ｅ
－

ｃ ａ ｄｈ ｅｒ ｉ ｎ 的表达等
ｍ ° ４ ］

。 少部分研究发现米非司 酮与 ｍ ｉ ＲＮＡ 有相关

性 ， 用 ２ ０ ｕ ｇ 的米非司 酮作用小 鼠后 ， 小 鼠的早产率增加 ， 同时上调 了ｍ ｉ Ｒ
－

２ ０ ０ ａ 的

表达 ， 抑制 ＳＴＡＴ５ｂ 的 ｍＲＮＡ 水平 ， 同时上调 ２ ０ａ ＨＳＤ 的表达 。 这有可能是米非司酮

通过调控 ｍ ｉ Ｒ ２ ０ ０ ａ ， 抑制 ＳＴＡＴ５ｂ ， 增加 ２ ０ａ
－

ＨＳＤ 的表达水平 ， 从而增加 Ｐ４ 的代谢 ，

进
一

步降低 ＰＲ 的功能而 引 发先兆流产
［

１ ５ ５ ］

。 另外米非司酮还可 以诱导 ｍ ｉ Ｒ １ ５ ３ 的表达

抑制 ＫＬＦ５ 的基因水平
［

１ ５ ６ ］

。 同样地 ， 我们采用 ＲＴ ｑＰＣＲ 的方法也发现 ３ ０ｕ ｍｏ ｌ ／Ｌ 的米

非司 酮诱导滋养细胞后 ， 可 以增加细胞 内 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６ ３ｐ 的表达 ， 前面我们 己经证明

自 然流产组织的 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 的表达上调 ， 说明米非司酮作用后促使滋养细胞的 内

源性 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ｐ 升高 ， 进而抑制滋养细胞的迁移功能 ， 发生流产 。 既然我们 己经

得 出米非司酮可 以抗早孕 ， 引 发流产 ， 那么利用米非司酮构建滋养细胞的 自 然流产也

是可行 的 ， 本实验用 ３ 〇 ｙ ｍｏ ｌ ／Ｌ 的米非司酮造模 ， 是源于本课题组前期采用 ６ 〇 ｙ ｍｏ ｌ ／Ｌ

的米非司酮 的构建滋养细胞的凋亡模型 以及研宄使用 的 ６ ０ｕ ｍｏ ｌ ／Ｌ 的米非司 酮可 以构

建体外子宫 内膜间质细胞 （ ＥＳＣ ） 损伤模型
［

１ ５ ７
］

， 进
一

步优化而成 ， 发现 ３ ０ ｕ ｍｏ ｌ ／Ｌ 的

米非司 酮构建的模型 ， 滋养细胞 内源性的 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ｐ 不仅表达上调 ， 死亡漂浮的

滋养细胞也相对较少 ， 有利于进
一

步实验加入 目 的药物菟丝子总黄酮的拯救实验 。

因 此 ， 我 们 在 将ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６ ３ ｐｍ ｉｍ ｉ ｃ ／ｍ ｉ ｍ ｉ ｃｎ ｅ ｇａ ｔ ｉ ｖ ｅ和ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６ ３ｐ

ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ／ ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒｎ ｅｇａ ｔ ｉ ｖ ｅ 转染至滋养细胞后 ， 再分别加入 ３ ０ｕ ｍｏ ｌ ／Ｌ 的米非

司 酮干预 １ ２ｈ ， 发现 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６
－

３ｐＭ
－

Ｍ Ｉ Ｆ 组相 比对照组迀移能力降低 ， 反之 Ｉ
－

Ｍ Ｉ Ｆ

迁移能力增加 ， 而 Ｍ Ｍ ＩＦ 组的细胞迁移能力对 比 Ｉ Ｍ Ｉ Ｆ 显著降低 ， 说明 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６ ３ｐ

Ｍ Ｍ Ｉ Ｆ 组即是我们构建的 自 然流产状态滋养细胞模型 ， ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ
ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ 属于化学

合成的产物 ， 转染至细胞 ， 使细胞短时 间 内 过表达 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
＿

３ｐ ， 从而利于研宄

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６ ３ ｐ 的功能 。 因而在转染 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６
－

３ｐ ｍ ｉ ｉｎ ｉ ｃ 至滋养细胞后 ， 首先增加 了

滋养细胞外源性的 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ ｐ 的表达 ， 再加入米非司酮诱导 ， 促使滋养细胞流产

增加 内源性的 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ ｐ 的表达 ， 在这样结合下 ， 此时得到的滋养细胞即是我们

想要的 自 然流产状态的滋养细胞模型 ， 为 了进
一

步验证这样构建的模型是否可靠 ， 我

们通过 ＲＴ ｑＰＣＲ 的方法检测各组滋养细胞的 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ｐ 的表达 ， 实验结果得 出 ，

与 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６
－

３ｐ
ＭＮ 对 比 ， 加入米非司酮后 ， Ｍ Ｍ Ｉ Ｆ 组的 ｍ ｉ ＲＮＡ

－

１ ２ ６
－

３ｐ 表达上调 ， Ｍ Ｍ Ｉ Ｆ

组的 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ｐ 表达 比 Ｉ Ｍ Ｉ Ｆ 组也 明显上调 ， Ｉ Ｍ Ｉ Ｆ 对比 ＩＮ 组 ， ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ ｐ 表

达未见 明 显升高 ， 说明在干扰抑制滋养细胞 内 的 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ｐ ， 即使加入米非司 酮促

使其流产 ， 也未能增加 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ｐ 的表达 ， 则达不到流产的状态 ， 这也可 以说明 ，

５ ０





寬丝子 总黄輞调控 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ ｐ 促进 滋 养 细胞侵 袭 功 能机制研 究


对 比 Ｉ
－

Ｍ ＩＦ 这个组 ， Ｍ
－

Ｍ ＩＦ 组既有外源性 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 表达升高 ， 也有 内源性的

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 上调 ， 正好就是我们需要模拟的 自然流产状态的滋养细胞模型 。 或许大

家会 问 ， 为什么不能直接用 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ ｍ ｉｍ ｉ ｃ 组作为 自然流产的模型 ， 原因是即

使过表达 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 后 ， 滋养细胞也不
一

定会发生流产 ， 就算滋养细胞的迁移能

力 降低 ， 但是 因 为加入 的 是外源性 的 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ ， 不能代表滋养细胞 自 身 的

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 会表达升高 ， 因此借助米非司酮这个抗早孕促使流产的药物 ， 刺激滋养

细胞发生 内部的流产状态 ， 以达到我们研宄 自然流产状态细胞模型的 目 的 。 虽然操作

繁琐 ， 可通过这样的模型后 ， 能更好的反映了 临床上发生的 自然流产 ， 也更好地结合

了 临床 ， 为解决临床上 出现的 自然流产疾病的病理原因提供
一

个理论依据 。

第三节我们发现菟丝子总黄酮可 以促进正常滋养细胞的迁移和侵袭功能 ， 那么菟

丝子总黄酮是否也对 自 然流产状态细胞模型的滋养细胞的迁移和侵袭功能有促进作

用 ？ 通过进
一

步实验发现 ， 在构建好 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐＭ
－

Ｍ Ｉ Ｆ 自 然流产状态的细胞模型

基础上 ， 以 ＤＭＳＯ 作为对照组 ， 实验组用 ５ｕ ｇ／ｍ ｌ 的菟丝子总黄酮干预各组处理好的

滋养细胞 ， 划痕实验和 Ｔｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌ 结果表明 ， 经菟丝子总黄酮干预后 ， Ｍ
－

ＴＳＺ 组较其

ＤＭＳＯ 组细胞迁移能力增加 ， Ｉ

－

ＴＳＺ 组也较其 ＤＭＳＯ 组细胞迁移能力增加 ， 说明菟丝子

总黄酮能促进 自然流产状态细胞模型滋养细胞的迁移和侵袭能力 ， 而 Ｉ
－

ＴＳＺ 组的细胞

迁移能力高于 Ｍ
－

ＴＳ Ｚ 组 ， 可以看 出在干扰滋养细胞 内 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的表达 ， 即使加

上米非司 酮增加滋养细胞 内源性的 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 表达 ， 菟丝子总黄酮仍可 以促进滋

养细胞的迁移和侵袭功能 ， 这也间接说 明菟丝子总黄酮能够降低滋养细胞内源性的

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的 表 达 ， 也 同 时 说 明 菟 丝 子 总 黄 酮 可 以 通 过 调 控 滋 养 细 胞 的

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的表达来发挥其促进滋养细胞迁移和侵袭功能 ， 从而达到治疗和预防 自

然流产的药效 ， 起到安胎的作用 。 然而 ， 针对 ＲＴ
－

ｑＰＣＲ 方法检测各组间 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ

的表达差异 ， 虽然 Ｍ

－

ＴＳＺ 组的 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的表达比对照组升高 ， 但与其 ＤＭＳＯ 组

仍有所降低 ， 而 Ｉ
－

ＴＳＺ 组的 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 却 明显下降 ， 这就说明 了菟丝子总黄酮是

可 以 降 低 滋 养 细 胞 内 源 性 的 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的 表 达 ， 在 米 非 司 酮 诱 导 后 的

ｒａ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ 组 ， 冤丝子总黄酮 的 效果更加 明 显 ， 虽然 Ｍ
－

ＴＳ Ｚ 组 的

ｒａ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
＿

３ｐ 表达水平很高 ， 或许是因为菟丝子总黄酮只 能在
一

定水平的条件下降低

ｍ ｉ ＲＮＡ
＿

１ ２６
－

３ｐ 的表达 ， 而造模组的 内外源性 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的表达升高太多 ， 即使菟

丝子总黄酮能够降低造模组 内源性 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的表达 ， 也会 由于外界加入的外源

性 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的表达太多 ， 无法很快被菟丝子总黄酮下调 ， 而在实验中被检测 出

来 ， 这就造成 了Ｍ

－

ＴＳＺ 组的 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的表达升高过于明显的原因 。

结合这几节 内容可 以得 出 ， ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 在 自 然流产患者的绒毛组织 中上调 ， 在

进
一

步的滋养细胞实验中 ， 同样验证了ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
＿

３ｐ 的升高抑制 了滋养细胞的迁移

和侵袭功能 ， 从而影响 了滋养细胞发挥正常的侵袭功能 ， 引 发 了 自 然流产 ， 因此可 以

说明 ， ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 在 自 然流产的发生机制 中起到重要的作用 ， 在基因层面上证明 了 ，

５ １





广 州 中 医 药 大 学 ２ ０ １ ７ 届 博士 学 位论文


自然流产的发生可能是 由于该患者妊娠时候 ， 胎儿绒毛组织 内 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ｐ 的异常

上升而终止 了继续妊娠 。 鉴于 目 前 自 然流产 的发生机制 尚未 明确 ，
ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ ｐ 的发

现对于 了解 自 然流产的病 因查找具有重要作用 ， 在 以后的临床运用上 ， 或许可 以检测

有流产史患者的再次妊娠中 ， 通过检测体内 的 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ｐ 表达 ， 从而预测妊娠的

结局 ， 并且进
一

步通过干预验证 ， 可能可 以作为治疗 自 然流产的
一

种替代疗法 。

在清楚 了ｒａ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６ ３ｐ 在流产当 中 的意义后 ， 我们课题采用菟丝子总黄酮来干

预 ， 以更好地了解菟丝子总黄酮的作用 。 菟丝子作为补 肾安胎的首要药物 ， 其在临床

上的作用 己得到证实 ， 而其具体的药理机制却 尚未非常 明确 。 有研究表明 ， 菟丝子的

提取物 山奈酚可 以抑制树突细胞的免疫功能 ， 减弱树突细胞的功能从而用来治疗慢性

炎症反应或者 自 身免疫性疾病
［

１ ５ ８ ］

。菟丝子总黄酮作为菟丝子 的主要活性成分的提取物 ，

其的药理作用对于 了解菟丝子 的药效有直接意义 。 我们课题组在前期基础上通过动物

实验 已经证 明 了菟丝子的主要提取物菟丝子总黄酮能提高肾虚
－

黄体抑制模型大 鼠 的

ＥＲ 、 ＰＲ 表达 ， 从而降低流产率 ， 提高大 鼠妊娠率 。 而在本研究 中 ， 采用细胞模型进
一

步验证菟丝子总黄酮的药理作用 ， 通过前面几个实验得出 ， 菟丝子总黄酮不具有细胞

毒性 ， 能够 明显促进正常滋养细胞和 自 然流产状态细胞模型滋养细胞的迁移和侵袭功

能 ， 在补充前期在体实验研宄 的基础上 ， 利用离体细胞模型进
一

步研宄菟丝子总黄酮

的药效 ， 且得到证 明菟丝子总黄酮确实能够提高 自然流产细胞模型 的迁移和侵袭功能 ，

从而促进滋养细胞发挥到正常的侵袭功能而有利于着床 ， 以维持进
一

步的妊娠 ， 而起

到安胎的作用 。 同时还发现 ， 菟丝子总黄酮能够降低 自然流产状态细胞模型滋养细胞

的 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ ｐ 的表达 ， 结合 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６ ３ｐ 在 自然流产发生机制 中 的重要性 ， 菟丝

子总黄酮下调滋养细胞 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ｐ 内 的表达 ， 正好从基因层面上验证解释 了菟丝

子总黄酮对滋养细胞的促进保护作用 ， 为 了解菟丝子总黄酮的细胞药理机制提供了理

论依据 。 结合菟丝子的临床作用 ， 或许可 以说 明 ， 菟丝子总黄酮通过下调 自 然流产绒

毛 内 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ｐ 的表达 ， 促进滋养细胞的迁移和侵袭功能 ， 有利于细胞着床 ， 从

而维持进
一

步的妊娠 ， 发挥菟丝子的补 肾安胎 ， 并预防流产 的作用 ， 也弥补 了菟丝子

的具体药理药效机制 。 在 以后 的临床使用上 ， 可 以通过检测 自 然流产患者的病 因 内 是

否有 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ ｐ 的表达异常 ， 从而采用菟丝子的针对性治疗 ， 以更好地为下
一

次

妊娠做好治疗铺垫作用 。 同时 ， 从菟丝子总黄酮对于滋养细胞的最好量效和时效作用 ，

可 以 明确菟丝子总黄酮的有效含量 ， 为临床上使用菟丝子总黄酮有效治疗作用提供了

理论依据 ， 可 以参照这个剂量 ， 以发挥菟丝子总黄酮的最大药效浓度 。

总体来说 ， 菟丝子总黄酮是可 以
一

定程度降低 自然流产状态滋养细胞模型组的 内

源性 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
＿

３ｐ 表达水平 ， 增加其迁移和侵袭功能 ， 起到补肾安胎的临床药效 。

这其 中 的机制是因为菟丝子总黄酮能够通过调控滋养细胞的 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ ｐ 的表达 ，

但菟丝子总黄酮是否只 是单独调控 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ｐ 从而来促进滋养细胞的迁移和侵袭

呢 ？ 结合第二节 内 容 ， 在过表达 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ ｐ 后滋养细胞的迁移能力 降低 ， 而干扰

５２





策丝子 总黄酮调控 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ ｐ 促进 滋 养 细胞使袭 功 能机制研 究


ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 后迁移能力增加 ， 我们猜想是因为激活 了ｒａ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 下游的靶基因

而引 发这
一

现象 ， 那么菟丝子总黄酮在调控 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的过程 ， 是否也参与 了激

活下游靶基因 的过程呢 ？ 为 了更加具体研究菟丝子总黄酮是否存在这样的作用机制 ，

在下
一

节中 ， 我们通过检测转染后不同靶基因 的 ｍＲＮＡ 水平和蛋 白表达 ， 确定
一

个可

能的靶基因 ， 探讨菟丝子总黄酮对该靶基因 的影响 。

五 、 小结

米非司酮可 以抑制滋养细胞的迁移功能并上调其 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的表达 ， 通过用

米非司酮干预过表达 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的滋养细胞构建 自 然流产状态滋养细胞模型 ， 且

米非司酮能促使模型组细胞 内源性和外源性的 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 表达上调 ， 更好的模拟

临床上发生的 自然流产疾病 。 进
一

步用菟丝子总黄酮治疗后 ， 自然流产状态滋养细胞

模型组的迁移和侵袭能力增加 ， 且
一

定程度降低其 内源性 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的表达 。 菟

丝子总黄酮是通过调控滋养细胞的 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 表达体现出其促进滋养细胞的迁移

和侵袭能力 ， 起到补肾安胎的药效 。

第五节 菟丝子总黄酮对米非司酮所致 ＥＶＴ 细胞内 自然流产状态细胞模型的迁移和侵

袭功能的内在机制研究

通过前述实验结果可知道 ｒａ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 在 自然流产中起到抑制滋养细胞迁移和

侵袭的功能的作用 ， 通过转染 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
＿

３ｐ 和米非司酮进
一

步干预滋养细胞后 ， 可

以造成滋养细胞的 内源性和外源性 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 升高 ， 形成 自然流产状态的滋养细

胞模型 ， 经菟丝子总黄酮千预后 ， ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的基因表达降低 ， 同时滋养细胞的迁

移和侵袭能力得到提升 ， 这
一

系列 的过程 ， 菟丝子总黄酮是通过调控 ｒｏ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ

来促进滋养细胞的迁移和侵袭功能 ， 但是通过怎样的方式来完成这
一

调控呢 ， 如何进

一

步通过调控 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 下游的靶基因来促进此功能 ， 本节的研宄将进
一

步寻找

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的靶基因 ， 且继续研宄菟丝子总黄酮是否通过 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 来调控该

靶基因发挥功能而促进滋养细胞的迁移和侵袭功能 ， 以更好的深入挖掘菟丝子总黄酮

对滋养细胞的 内在机制作用和菟丝子总黄酮的药效机制研宄 。

—

、 实验 目 的

通过数据库挖掘 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 的靶基因 ， 进行 ＲＴ
－

ｑＰＣＲ 和 ＷＢ 的验证 ， 再将菟丝

子总黄酮进行干预滋养细胞 ， 探宄菟丝子总黄酮是否调控靶基因来影响滋养细胞的迁

移和侵袭功能 。

二 、 实验材料与方法

（

一

） 实验材料与仪器

１ ． 实验试剂

配胶试剂盒 ： 碧云天生物科技有限公司

Ｒ ＩＰＡ 裂解液 ： 碧云天生物科技有限公司

５３
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蛋 白酶抑制剂 ： 碧云天生物科技有限公司

Ｔｒ ｉ ｓＢａｓ ｅ ： 广州瑞舒生物科技有限公司

Ｇ ｌ ｙｃ ｉ ｎｅ ： 广州瑞舒生物科技有限公司

ＳＤＳ ： 广州瑞舒生物科技有限公司

５Ｘ 蛋 白上样缓冲液 ： 碧云天生物科技有限公司

Ｎａｃ ｌ ： 广州化工试剂厂

无水乙醇 ： 广州化工试剂厂

吐温
－

２ ０ ： 广州瑞舒生物科技有限公司

脱脂奶粉 ： 广州瑞舒生物科技有限公司

Ｗｅ ｓｒｔ ｅｎ 转膜液 ： 碧云天生物科技有限公司

一

抗稀释液 ： 碧云天生物科技有限公司

ＢＳＡ ： 广州翔博生物科技有限公司

一

抗抗体 ： Ｔｕｂｕ ｌ ｉｎ０ 碧云天生物科技有限公司 （ １ ： ２０００ ） ；

ＮＡＶ Ｉ 、 ＰＬＸＮＢ２ ：ａｂｅａｍ公司 ， ＧＡＰＤＨ ：ａｂ ｅａｍ公司

ＰＥＸ５ ：ＣＳＴ公司

二抗抗体 ： Ａｎｔ ｉ
－

Ｒａｂｂ ｉ ｔ／Ｍｏｕ ｓ ｅｌｇＧ （
Ｈ＋Ｌ ）ＨＲＰＣｏｎｊｕａｔ ｅ美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司

ＥＣＬ 化学发光液 ： Ｂ ｉ ｏ
－

ｒａｄ 公司

ＮＣ膜 ： ｍ ｉ ｌ ｌ ｉｐｏｒｅ公司

双萤光素酶报告基因检测试剂盒 ： 碧云天生物科技有限公司

２ ． 实验试剂配置

Ｗｅ ｓ ｔ ｅｒｎＢ ｌ ｏｔ ｔ ｉ ｎ试剂配置



分离胶 （ ｍｌ ）



８％


１ ０％


１ ２％

蒸馏水 ５ ． ０ ４ ． ０ ３ ． ０

３ ０％Ａｃｒ
－

Ｂ ｉ ｓ（ ２９ ： １ ）４ ． ０ ５ ． ０ ６ ． ０

１ＭＴｒ ｉ ｓ ，Ｐｈ８ ． ８ ５ ． ７ ５ ．７ ５ ． ７

１ ０％ＳＤＳ ０ ．１ ５ ０ ．１ ５ ０ ．１ ５

１ ０％过硫酸铵 ０ ．１ ５ ０ ．１ ５ ０ ．１ ５

ＴＥＭＥＤ ０ ． ００９ ０ ． ００ ６ ０ ． ００ ６



浓缩胶 （ ｍ ｌ ）



５％




蒸馏水


４
＾


３０％Ａｃｒ
－

Ｂ ｉ ｓ（ ２９ ： １ ） １ ． ０

１ＭＴｒ ｉ ｓ ，Ｐｈ６ ． ８ ０ ．７ ５

１ ０％ＳＤＳ ０ ． ０６

５４





寬丝子 总黄酮调控 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 促进 滋 养细胞侵 袭 功 能机制研 究


１ ０％过硫酸铵 ０ ．０６
￣̄

ＴＥＭＥＤ ０ ． ００６

电泳缓冲液 Ｉ Ｘ １ ０Ｘ

Ｔｒ ｉ ｓｂａ ｓ ｅ ３ ． ０ ３ｇ ３０ ． ３ ｇ

Ｇ ｌ ｙｃ ｉ ｎｅ １ ４ ． ４ｇ １ ４４ｇ

ＳＤＳ １ ．Ｏｇ ｌ Ｏｇ

蒸馏水定容至 １ ０００ｍ ｌ定容至 １ ０００ｍ ｌ

ＴＢＳ １ ０Ｘ ＩＸＴＢＳＴ

Ｔｒ ｉ ｓｂａ ｓ ｅ ２４ ． ２ ｇ １ ０Ｘ１ ００ｍ ｌ ＋蒸馆水９００ｍ ｌ ，

Ｎａｃ ｌ ８０ ．Ｏｇ再加 ｌｍ ｌ 吐温－

２０ ， 混匀

ｐＨ调至 ７ ．５

３ ． 实验仪器及器材

离心机 ： Ｔｈｅｒｍｏ 公司

全波长酶标仪 ： Ｔｈｅｒｍｏ 公司

９６ 孔焚光定量 ＰＣＲ 板 ： Ｂ ｉ ｏ
－

ｒａｄ 公司

ＰＣＲＰ ｌ ａ ｔ ｅＳ ｅａ ｌ ｅｒ ：Ｂ ｉ ｏ
－

ｒａｄ公司

六孔板 ： Ｃｏ ｓ ｔ ｅｒ 公司

低温离心机 ： Ｔｈｅｒｍｏ 公司

蛋 白 电泳 、 电转仪 ： Ｂ ｉ ｏ
－

ｒａｄ 公司

凝胶成像仪 ： Ｂ ｉ ｏ
－

ｒａｄ 公司

焚光倒置显微镜 ： Ｎ ｉ ｋｏｎ 公司

（ 二 ） 实验方法

１ ．ＲＴ
－

ｑＰＣＲ方法

（ １ ） 细胞 ＲＮＡ 的提取和浓度测定 同第二节

（ ２ ） 逆转录合成 ｃＤＮＡ（ ｍＲＮＡ 部分 ）

按照Ｒｅｖｅｒ ｔＡ ｉ ｄＦ ｉ ｒ ｓ ｔＳ ｔ ｒａｎ ｄｃＤＮＡＳｙｎ ｔ ｈｅ ｓ ｉ ｓＫ ｉ ｔ试剂盒说明书 ， 配制２０ｕ ｌ

体系 ， 按照下面表格的反应体系 ， 加好反应液后 ， 瞬离 ， 在 Ｂ ｉ ｏＷｏｒ ｌ ｄ 的 ＰＣＲ 仪中进

行敷育 ， ６ ５

。

０ ， ５ｍ ｉ ｎ 。



表 １ ７
－

１ｍＲＮＡ 逆转录反应体系


Ｔｅｍｐ ｌ ａ ｔ ｅＲＮＡ Ｔｏ ｔａ ｌＲＮＡ２ｕｇ

Ｐｒ ｉ ｍｅｒ Ｏ ｌ ｉ ｇｏ （ ｄＴ ）１ ８ｐｒ ｉ ｍｅｒ１ Ｐ １

Ｗａｔ ｅ ｒ
，ｎｕｃ ｌ ｅａ ｓ ｅ

－

ｆｒ ｅ ｅ Ｔｏ１ ２ｕ １

Ｔｏ ｔａ ｌｖｏ ｌ ｕｍｅ


１ ２ｕ１


加热完后 ， 按照下列表格配置 Ｍ ｉ ｘ 反应液 ， 每孔各加入 ８ｕ ｌ 反应液 ， 瞬离 ， ＰＣＲ

仪上反应 ， 反应条件为 ： ４２

°

Ｃ６０ｍ ｉ ｎ ， ７ （ＴＣ５ｍ ｉ ｎ 后终止 ，

－

２ ０

°

Ｃ保存 。

５５
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表 １ ７
－

２ｍＲＮＡ 逆转录反应体系

ｊ剂 每管用量

５ＸＲ ｅａｃ ｔ ｉ ｏｎＢｕｆｆ ｅｒ ４ｕ１

Ｒ ｉ ｂｏＬｏｃｋＲＮａｓ ｅＩｎｈ ｉｂ ｉ ｔｏｒ（２ ０Ｕ／ ｌ

＾Ｌ ） １ｕ１

１ ０ｍＭｄＮＴＰＭ ｉ ｘ ２ｕ１

Ｒｅｖ ｅｒ ｔＡ ｉ ｄＭ
－

ＭｕＬＶＲＴ（２００Ｕ／ ＭＬ） １ｕ１

Ｔｏ ｔａ ｌｖ ｏ ｌｕｍｅ


２０ｕ１



（ ３ ） 荧光定量 ＰＣＲ 扩增 （ ｍＲＮＡ 部分 ）

在 Ｂ ｉ ｏ
－

Ｒａｄ 的 ＣＦＸ９６ 检测仪进行实时定量反应 。

① 引 物 由生工生物工程股份有限公司设计与合成 。

表 １ ８ｍＲＮＡ
－

ＰＣＲ 引物序列

Ｐｒ ｉｍｅｒ


ｓ ｅｑｕｅｎｃ ｅ ｓ（ ５

，－
３

’

）


０

－

ａｃ ｔ ｉ ｎ Ｆｏｒｗａｒｄ ：ＧＣＣＧＣＣＡＧＣＴＣＡＣＣＡＴ

Ｒｅｖｅｒ ｓ ｅ ：ＡＡＴＣＣＴＴＣＴＧＡＣＣＣＡＴＧＣＣＣ

ＶＥＧＦＡ Ｆｏｒｗａｒｄ ：ＡＧＡＡＧＧＡＧＧＡＧＧＧＣＡＧＡＡＴＣ

Ｒｅｖｅｒ ｓｅ ：ＧＣＡＴＴＣＡＣＡＴＴＴＧＴＴＧＴＧＣＴＧ

ＳＤＣ２ Ｆｏｒｗａｒｄ ：ＧＡＧＣＡＧＡＧＣＴＧＡＣＡＴＣＴＧＡＴＡＡＡ

Ｒｅｖ ｅｒ ｓ ｅ ：ＣＡＧＡＡＧＣＧＴＡＧＴＣＡＴＣＧＴＣＡＴＣ

Ｇ０ＬＰＨ３ Ｆｏｒｗａｒｄ ：ＧＡＡＡＧＴＡＣＡＧＧＡＡＧＣＣＧＴＴＣＴ

Ｒｅｖ ｅｒ ｓ ｅ ：ＧＡＧＧＣＡＴＧＡＧＣＣＡＧＧＴＡＡＡＴ

ＳＬＣ ７Ａ５ Ｆｏｒｗａｒｄ ：ＧＧＡＡＧＧＧＴＧＡＴＧＴＧＴＣＣＡＡＴＣ

Ｒｅｖｅｒ ｓ ｅ ：ＴＡＡＴＧＣＣＡＧＣＡＣＡＡＴＧＴＴＣＣＣ

ＰＥＸ５ Ｆｏｒｗａｒｄ ：ＡＡＣＣＡＧＡＧＴＧＡＡＧＡＡＧＣＡＧＴＡＧ

Ｒｅｖ ｅｒ ｓ ｅ ：ＣＡＧＣＴＧＡＴＧＣＣＣＡＧＧＴＴＡＴＡＧ

ＩＴＧＡ６ Ｆｏｒｗａｒｄ ：ＧＧＣＧＡＧＣＡＡＧＣＴＡＴＧＡＡＡＴＣ

Ｒｅｖｅｒ ｓ ｅ ：ＡＡＡＧＣＡＡＣＣＡＴＴＴＣＣＣＡＴＴＧ

ＮＡＶ Ｉ Ｆｏｒｗａｒｄ ：ＡＡＡＴＧＧＧＣＧＣＡＡＧＡＣＴＡＧＣＴＴ

Ｒｅｖｅｒ ｓ ｅ ：ＡＣＴＧＧＡＴＧＴＴＡＧＡＡＣＧＧＧＣＴＣ

ＳＭＵＲＦ２ Ｆｏｒｗａｒｄ ：ＴＡＴＧＣＡＡＡＣＴＣＧＧＧＣＣＡＡＡＴＧ

Ｒｅｖ ｅｒ ｓ ｅ ：ＣＣＴＧＴＧＣＣＴＡＴＴＣＧＧＴＣＴＣＴＧ

ＰＬＸＮＢ２ Ｆｏｒｗａｒｄ ：ＡＧＣＣＴＣＴＴＣＡＡＧＧＧＣＡＴＣＴＧ

Ｒｅｖ ｅｒｓ ｅ ：ＧＣＣＡＣＧＡＡＡＧＡＣＴＴＣＴＣＣＣＣ

ＰＰＰ３ＣＢ Ｆｏｒｗａｒｄ ：ＣＣＣＣＡＡＣＡＣＡＴＣＧＣＴＴＧＡＣＡＴ

Ｒｅｖ ｅｒ ｓ ｅ ：ＧＧＣＡＧＣＡＣＣＣＴＣＡＴＴＧＡＴＡＡＴＴＣ

ＣＲＫ Ｆｏｒｗａｒｄ ：ＣＡＴＣＴＴＧＡＧＡＡＴＣＣＧＧＧＡＣＡＡ

Ｒｅｖ ｅｒ ｓ ｅ ：ＧＡＣＧＴＡＡＧＧＧＡＣＴＧＧＡＡＴＣＡＴＣ

Ｐ ＩＫ３Ｒ２ Ｆｏｒｗａｒｄ  ：ｇＣＡＡｇＡＴＣＣＡｇｇｇＣｇＡｇＴＡＣＡ



Ｒｅｖｅｒ ｓ ｅ ：ＴｇＡｇｇＴＣＣＡＣＡＡＣｇｇＡｇＣＡｇ


② 采用 Ｍａｘ ｉｍａＳＹＢＲＧｒ ｅ ｅｎｑＰＣＲＭａ ｓ ｔ ｅｒＭ ｉ ｘ（２Ｘ ）试剂盒进行焚光定量 ＰＣＲ 反

应 。 以 后
－

ａｃ ｔ ｉｎ 为 内参 ， 参照说明书 ， 按照 以下表格配置反应液 ：

５ ６
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表 １ ９ 荧光定量 ＰＧＲ 反应体系

试剂 每孔用量

Ｍａｘ ｉ ｍａＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲＭａ ｓ ｔ ｅｒＭ ｉ ｘ （ ２Ｘ ） ，ｎｏＲＯＸ＊５Ｍ ｌ

ＦｏｒｗａｒｄＰｒ ｉｍｅｒ ０ ．５ｕ １

Ｒｅｖ ｅｒ ｓｅＰｒ ｉ ｍｅｒ ０ ．５ｕ １

Ｔｏ ｔ ａ ｌｖ ｏ ｌ ｕｍｅ ５ｕ １

将逆转录好的 ｃＤＮＡ加入 １ ８０ｕ１ｎｕ ｃ ｌ ｅ ａ ｓ ｅ
－

ｆｒｅ ｅＷａｔ ｅｒ稀释 １ ０倍 ， 先加入 ５Ｐ１Ｍ ｉ ｘ

反应液至 ９６ 孔板 ， 再加入 ５ｕ１ 稀释好的 ｃＤＮＡ ， 贴膜 ， 离心 ｌｍ ｉ ｎ ，ＰＣＲ 仪反应 ， 反应

条件如下 ：

ｓ ｔａｇｅ１ ： 预变性

９ ５ ． ０

°

Ｃ ，ｌ Ｏｍ ｉ ｎＲｅｐ ｓ ：１

Ｓ ｔａｇｅ２ ：ＰＣＲ反应

９ ５ ． ０

＊

Ｃ ，１ ０ ｓ

６０ ． ０

°

Ｃ ，３４ ｓ

Ｒ ｅｐ ｓ ：４０

Ｓ ｔａｇｅ３ ：９５ ． ０

°

Ｃ ，１ ５ ｓＲｅｐ ｓ ：１

Ｓ ｔａｇｅ４ ： 溶解 曲线

６ ５ ． ＣＴＣ ，６ ｓ

９ ５ ． ０

ａ

Ｃ ，０ ． ５

°

Ｃ

２ ．Ｗｅ ｓ ｔ ｅｒｎＢ ｌ ｏ ｔ ｔ ｉ ｎｇ方法

（ １ ） 细胞总蛋 白提取

细胞诱导结束后 ， 吸去培养基 ， 加入 ２ｍｌ 预冷的 ＰＢＳ 液洗 ３ 次 ， 再加入 １ ００ｎ ｌ

含 Ｒ ＩＰＡ 细胞裂解液 ， 轻轻用刮匙将细胞全部刮下 ， 收集至 １ ．５ｍ ｌ 的 ＥＰ 管 内 ， 冰上裂

解 ３ ０ｍ ｉ ｎ ， 每 ｌ Ｏｍ ｉ ｎ 涡旋震荡混匀
一

次 ， 充分裂解细胞 ， ４

°

Ｃ ，１ ２００ ０ｇ ， 离心 １ ５ｍ ｉ ｎ ，

收集上清 ，

－

２ （ＴＣ冰箱保存待用 。

（ ２ ）ＢＣＡ 蛋 白定量

① 蛋 白标准 曲线制作 ： 从室温中取出 ２ｍｇ／ｒａ ｌ ＢＳＡ 储备液 ， 用超纯水梯度稀释成

以下各种浓度 ： Ａ ．２ ．Ｏｍｇ／ｍ ｌ
；Ｂ ．１ ．０ｍｇ／ｍ ｌ

；Ｃ ．０ ．５ｍｇ／ｍ ｌ
；Ｄ ．０ ？２５ｍｇ／ｍ ｌ

；Ｅ ．０ ？１ ２ ５ｍｇ／ｍ ｌ
；

Ｆ ：０ ． ０６２５ｍｇ／ｍ ｌ 。 （ 从前
一

个浓度分别取 ｌ ＯＯｕ ｌ ， 至下
一

个浓度 ）

② 按照 ５０ ：１ 的 比例将 ＢＣＡ 蛋 白定量试剂盒中 的 Ａ＋Ｂ 液混合 。

③ 取
一

个干净的 ９６ 孔普通酶标板 。 每孔先加入 ２０ｕ ｌ 超纯水 ， 再取配制好的 ＢＳＡ

蛋 白标准液 ， 每孔加 ５ ｕ ｌ ， 最后加 Ａ＋Ｂ 混合液 ２００ｕ ｌ ， 每个样本设置两个复孔 以减少

误差 ， 空 白组以加入 ５ｕ ｌ 超纯水作为对比 。

④ 充分混匀 ， ３ ７

°

Ｃ孵育 ３０ｍ ｉ ｎ ， 酶标仪 ５６２ｎｍ 处测定各孔的 ０Ｄ 值 。

⑤ 每组求平均值 ， 减去空 白组的 ０Ｄ 值 ， 在 Ｅｘｃ ｅ ｌ 上计算得 出 蛋 白定量标准 曲线

回 归方程 。

５７




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

⑥ 检测样 品蛋 白含量

在 ９ ６ 孔普通酶标板 ， 每孔加入 ２０ｕ ｌ 超纯水 ， 再加入 ５ｕ ｌ 蛋 白样品和 Ａ＋Ｂ 混合液

２ ０ ０ｕ ｌ ， 充分混匀 ， ３ ７

°

Ｃ孵育 ３ ０ｍ ｉ ｎ
， 酶标仪 ５ ６ ２ｎｍ 处测定各孔的 ０Ｄ 值 。 根据标准 曲

线计算所需样品 的浓度 。

２ ５ ０ ０１


２ 〇〇 〇ｙ

＝
４ １ １ ８ ． ４Ｘ

－

５ ９ ． ０８ ６

Ｒ
２＝

０ ． ９ ９ ９４

１ ５ ０ ０
 

／
／？ 系列 １

１ ０ ００



—— 线性
（
系列 １

）

５ ０ ０


０＼＾
０ ． ０ ０ ０ ０ ． ２０００ ． ４０ ００ ． ６ ００

Ｆ ｉ ｇ ｕ ｒ ｅ２ ３ＢＣＡ蛋 白标准曲线
，

Ｒ

２

＝０ ．９ ９ ９４ ．

（ ３ ）Ｗｅ ｓ ｔ ｅｒｎｂ ｌ ｏ ｔ ｔ ｉ ｎｇ步骤

① 样 品前处理 ： 用 定量好的等量蛋 白样品 ， 加入 ５ Ｘ Ｓ ＤＳ ＰＡＧＥ 蛋 白上样缓冲液 ，

用 ＰＢＳ 调至相 同上样体积 ， 混匀 ， １ ０ ０

°

Ｃ变性 ｌ Ｏｍ ｉ ｎ ， 瞬离后
－

２ ＣＴＣ冰箱保存备用或进

行下
一

步操作 。

② 制胶

分别将两块 １ ．５＿ 厚板和薄板的玻璃板对齐后 固定在灌胶支架上 ， 垂直卡紧 。 （可

以在厚板两边涮点水 ， 将薄板在厚板 中 间开始往下推至底部 ） 。 按照碧云天配胶试剂

说明书 ， 根据 目 的蛋 白大小选择配置 ８％ ， １ ０％
，

１ ２％分离胶 。 充分混匀 ， 用 ｌｍ ｌ 移液枪

迅速将胶灌入玻璃平板夹层 中 ， 上端加入超纯水 ， 目 的是使胶液面平齐 ， 大约 ４０ｍ ｉ ｎ

左右胶可凝固 。 配置 ５％浓缩胶 ， 充分混匀后 ， 倾去凝胶顶层水 ， 用吸水纸吸干玻璃板

外侧水 。 用 ２ ０ ０ｕ ｌ 移液枪迅速灌胶 ， 直至夹层 的顶部 ， 根据需要插入 １ ５ 孔的梳子 ，

室温使胶凝固 。

③ 电泳

待胶凝固后 ， 转入 电泳槽 ， 灌入 电泳缓冲液 ， 小心拔去梳子 ， 用 ２ ０ ０ｕ ｌ 移液枪轻

轻冲洗上样孔后 ， 即可上样 ， 用 ２ ０ｕ ｌ 的移液枪缓慢将蛋 白样品加入至上样孔 内 ， 其

中 ３ ｕ ｌｍａｒｋ ｅｒ 在 目 的蛋 白左侧 ， ２ｕ ｌ５ Ｘ ｌ 〇ａｄ ｄ ｉ ｎｇｂｕｆｆｅｒ 加在所有样品外侧 。 上样

结束后 ， 槽 内灌满 电泳液 。 连接电源 ， 先在 ７ ０Ｖ 电泳 ３ ０ｍ ｉ ｎ ， 再将 电压调至 １ ２ ０Ｖ 继续

电泳 ｌ ｈ 。 关 闭 电源 ， 回收 电泳缓冲液 ， 取出上槽 。

④ 转膜

取 出凝胶 ， 撬起玻璃薄板 ， 进行转膜 ， 将 ＮＣ 膜先浸泡在盛有少量转移缓冲液的

容器 中 ， ４ 张滤纸和 ４ 张海绵垫浸泡在浅托盘 内 备用 。 按照 ＮＣ 膜大小切胶 ， 将切好的

胶和膜继续放在容器 内 。 按顺序放置转换装置 ， 先铺
一

张海绵垫片 ， 再放置
一

张滤纸 ，

５８
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挤 出 气泡 。 凝胶 平放在滤纸上 ， 再将 ＮＣ 膜平行放在凝胶 上方 ， 注意排除气泡 ， 最后

再放置
一

层滤纸和
一

张海绵垫 ， 卡好并装好转换装置 ， 连接电源 ， 根据 Ｓ 的蛋 白 人小 ，

在 ２ ２ ０ｍＡ 转移 ｌ ｈ 。

⑤ 封闭与孵育

把 ＮＣ 膜放入 ５％脱脂牛奶溶液的容器 内 ， 平板摇床 ｔ．缓慢室温封闭 ｌ ｈ 。用 １Ｘ ＴＢＳＴ

洗荡
一

次 ， 按照 目 的蛋 白 大小 ， 切膜 ， 将切好的膜 ， 放在对应的含有
－

？

抗的 １ ５ｍ ｌ 离

心管 内 ， 旋转摇床 内 ， ４

°

Ｃ孵育过夜 。 用 １ Ｘ ＴＢＳＴ 漂洗滤膜 ３ 次 （ 中 间换液 ） ， 每次 ｌ Ｏｍ ｉ ｎ 。

倾去 ＴＢＳＴ ， 加入 ３ ０ｍ ｌ 二抗 ， 室温平板摇床缓慢温育 ｌ ｈ 。 最后再用 １ Ｘ ＴＢＳＴ 漂洗 ３

次 ， 每次 ｌ 〇ｍ ｉ ｎ ａ

⑥ 显色

把漂洗好的 ＮＣ 膜转移至
一

浅托盘上 ， 加入按照 １ ： １ 的试剂 Ａ 和试剂 Ｂ 的 显色液 ，

室温反应 Ｔ ２ｍ ｉ ｎ ， 在 Ｂ ｉ ｏ
－

ｒａｄ 凝胶成像仪 系统成像 。

３ 、 双荧光素酶报告基因

（ １ ） 载体构建 ： 由广州迎欣生物技术有限公司 构建 。

（ ２ ） 双荧 光素酶报告基因具体实验步骤

① 在 ３ ７

°

Ｃ ， ５％的 Ｃ０２ 的细胞培养箱 中常规培养 ２ ９ ３Ｔ 细胞 。

② 取对数生 长期的 ２ ９ ３Ｔ 细胞 ， 以 １ ．５Ｘ 【 ０
１

的密度接种于 ９ ６ 孔板 内 ， 每孔 １ ００ＵＬ ，

培养箱 中继续培养 ２ ４ ｈ 。

③ 取 １ ． ５ｍ ｌ Ｅ Ｐ 管① （稀释 ｍ ｉ Ｒ ＮＡ ） ： 加入 １ ０ ｕ Ｌ 不含血清的 Ｏ ｐ ｔ ｉ

－

ＭＥＭ？培养基 ，

稀释ｍ ｉ ＲＮＡｍ ｉ ｍ ｉ ｃ ｓ或Ｎｏ ｎ
－

ｔ ａｒｇ ｅ ｔＣｏ ｎ ｔ ｒ ｏ ｌ ， 轻轻混旬 ， 室温鮮 育５ｍ ｉ ｎ 。 取１ ． ５ｍ ｌ ＥＰ

管② （ 稀释 载体 ） ： 加入 １ ５ Ｕ Ｌ 不含血清的 ＯｐＵ ＭＥＭ？培养基稀释靶基因 ３

’

ＵＴ Ｒ 双

荧 光报告基因载体或突变载体 ， 轻轻混匀 ， 室温孵 育 ５ｍ ｉ ｎ 。 取 １ ． ５ｍ ｌ ＥＰ 管③ （稀释

ｌ ｉ ｐ ｏ２０００ ） ： 加入 ２ ５ ｕ Ｌ 不含血清的 Ｏｐ ｔ ｉ

－

ＭＥＭ？培养基 ， 再加入 ０ ．２ ５ ｕ Ｌ ｌ ｉ ｐｏ２ ０００ ，

轻轻混匀 ， 室温孵 育 ５ｍ ｉ ｎ 。 三管轻轻混匀 ， 共 ５０ ｕ Ｌ ， 室温孵 育 ２０ｍ ｉ ｎ 。

④ 每孔吸走 ５０ｕ Ｌ 培养基 ， 后再加入 上述 ５０ｕ Ｌ 混合液 ， 保持最终每孔 １ ００ ｙ Ｌ

总体积 。 其中 ｍ ｉ ＲＮＡｍ ｉ ｍ ｉ ｃ ｓ 转染浓度均为 ５０ ｎＭ ， 质粒浓度为 １ ００ ｎｇ／孔 。 培养 ６ ｈ ，

再加入 １ ００ｙＬ 新鲜培养基继续培养 。 每组设 ３ 个复孔 。

⑤ 裂解细胞 ： 按照 说明书将双荧光素酶报告基因充分混匀后 ， 每孔加入 １ 〇〇Ｍ Ｌ

裂解液充分裂解细胞 。

⑥ 样品测定 ： 取样品 ２０
－

１ ００Ｕ Ｌ 进行样品测定 。

⑦ 以报告基因细胞裂解液作为空 白对照组 。 每孔加入 １ 〇〇ＰＬ 萤火虫萤 光素酶检

测 试剂 ， 混匀后再进行测定 Ｒ ＬＵ （
ｒ ｅ ｌ ａ ｔ ｉ ｖ ｅｌ ｉ ｇ ｈ ｔｕ ｎ ｉ ｔ ） 。

⑧ 再 加 入 ｌ 〇〇 ｙ Ｌ 海 肾 萤 光 素 酶 检 测 工 作 液 ， 轻轻 用 枪进 行 混 匀 后 测 定

Ｒ ＬＵ （ ｒ ｅ ｌ ａ ｔ ｉ ｖ ｅ ｌ ｉ ｇ ｈ ｔｕ ｎ ｉ ｔ ） 。

⑨ 实验重Ｍ两次 。

５ ９
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三 、 实验结果

（

一

） 候选靶基因 （ 数据库 资料 ， Ｇ０ 分析 ）

利 用 生 物 信 息 学 中 ｍ ｉ Ｒａ ｎ ｄ ａ ， ｍ ｉ ＲＤＢ ， Ｔａｒｇ ｅ ｔ Ｓ ｃ ａ ｎ ， Ｃ Ｌ Ｉ Ｐ 四 个 数 据 库 预 测

ｍ ｉ Ｒ ＮＡ １ ２ ６ ：３ ｐ 的靶基因 ， 采用 ＧＯ 富集分析和 Ｋ ＥＧＧ 通路分析预测 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ｐ 的靶

基因可能参与 的细胞功能作用 和参与 的信号通路 （ Ｆ ｉ ｇ ．２ ４ ） 。 结果表示 ： 数据库预测

出来的 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ ｐ 的靶基 因有 ８ ３ ９ 个 ， 将靶基因在 Ｇ０ 富集分析其对细胞功能的影

响 ， 挑选关于细胞迁移和侵袭功能的靶基 因有 １ ０ 个 ， 主要包括 ＶＥＧＦＡ ， ＳＤＣ ２ ，Ｇ０ Ｌ ＰＨ ３ ，

Ｓ ＬＣ ７Ａ ５
，

ＰＥＸ ５ ，Ｉ ＴＧＡ６ ，ＮＡＶ １ ， ＳＭＵ ＲＦ２ ，
ＰＬＸＮＢ ２ ， Ｐ Ｐ Ｐ ３Ｃ Ｂ ， 关于细胞血管生成功能的

有 Ｃ Ｒ Ｋ ，Ｐ Ｉ Ｋ ３ Ｒ２ 靶基因 。

利用 Ｋ ＥＧＧ 通路和 ｍｅ ｔ ａ ｓ ｃ ａｐ ｅＭ站预测 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ ｐ 的靶基因可能涉及的信号通

路 ， 发现参与到Ｉ ｎ ｓｕ ｌ ｉ ｎｓ ｉ ｇ ｎ ａ ｌ ｉ ｎ ｇｐ ａ ｔ ｈｗａ ｙ ， ｃＧＭＰ ＰＫＧｓ ｉ ｇ ｎ ａ ｌ ｉ ｎ ｇｐ ａ ｔ ｈｗａｙ ，ＡＭＰＫ

ｓ ｉ ｇ ｎａ ｌ ｉ ｎｇｐ ａ ｔ ｈｗａｙ ，Ｆｏ ｘ Ｏｓ ｉ ｇ ｎ ａ ｌ ｉ ｎｇｐ ａ ｔ ｈｗａ ｙ ，Ｐｈｏ ｓ ｐ ｈｏ ｌｉ ｐａ ｓ ｅＤｓ ｉ ｇ ｎ ａ ｌｉ ｎｇｐａ ｔ ｈｗａｙ ，

Ａｘ ｏ ｎｇ ｕ ｉ ｄａｎ ｃ ｅ等信 号通路当 中 。 （ Ｆ ｉ ｇ ．２ ５ ２ ６ ）

ＧＯ  ０ ０ ５ １ ０ Ｓ ６ ：  ｒ ｅ
ｇ
ｕ ｌ ａ ｔ ｉ ｏｎ ｏ ｆ  ｓｍａ ｌ ｌ ＧＴＰ ａ ｓｅ ｍｅ ｄ ｉ ａ ｔｅｄ  ｓ ｉ

ｇ ｎ ａ ｌ  ｔ ｒ ａ ｎ ｓｄ ｕ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ

ｇｏ ： ｏ 〇６ １ ５６４ ： ｄ ｅ ｖ ｅ ｌ ｏ
ｐ
ｍｅｎ ｔ

■■■■Ｍ ８ ２ Ｐ Ｉ Ｄ Ｒ ＥＴ ＰＡＴＨＷＡＹ
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Ｉ ｈ ｓ ａ ０ ５ ２ ２ ３ ： Ｎ ｏ ｎ ｓｍ ａ ｌ  ｃ ｅ ｌ ｌ  ｌ ｕ ｎ
ｇ 

ｃ ａ ｎ ｃ ｅ ｒ

ＧＯ  ０ ０ ４ ８ ０ １ ５  ｐ
＞ｈｏｓ ｐｈ ａ ｔ ｉｄｙ ｌ ｉ ｎｏ ｓ ｉｔ ｏ ｌ

ｍｅｄ ｉ ａ ｔ ｅ ｄ  ｓ ｉｇ ｎ ａ ｌ ｉｎｇ

１ ｈ ｓ ａ ０４ ０ ７ ２ ： Ｐｈ ｏ ｓｐ ｈ ｏ ｌ ｉ ｐａ ｓｅ Ｄ  ｓ ｉｇ
ｎ ａ ｌ ｉ ｎｇ  ｐ

ａ ｔ ｈｗ ａ
ｙ

Ｍ ５ ９ ４ ２Ｈ ＡＬ ＬＭ Ａ Ｒ Ｋ ＵＶ  Ｒ Ｅ Ｓ ＰＯ Ｎ Ｓ Ｅ Ｄ Ｎ

Ｇ０  ０ ００９ ７ ９ １
ｐｏｓ ｔ

－

ｅｍ ｂ ｒｙｏ
ｎ ｋ  ｄｅｖｅ ｌ ｏ ｐ

ｍｅ ｎ ｌ

ｊ ｉ



Ｌ

ｖ

１ １

 ＼ ＧＯ  ０ ０ ３ １ ５ ８ ５ ：  ｒ ｅ
ｇ
ｕ ｌ ａ ｔ ｉｏｎ ｏｆ  ｉ ｒ ＞ｏｓ ｉ ｔ ｏ ｌ  １ ．

４
．
５

－

ｔ ｒ ｉ ｓ
ｐ
ｈｏ ｓ ｐ

ｈ ａ ｔ ｅ －

ｓｅ ｎ ｓ ｉ ｔ ｉ ｖ ｅ  ｃ ａ ｌ ｃ ｉ ｕｍ －ｒｅ ｌ ｅ ａ ｓｅ  ｃ ｈ ａ ｎ ｎｅ ｌ ａ ｃ ｔ ｉ ｖ ｉ ｔ
ｙ

    １ ＧＯ ００ １ ６ ５ ６ ７ ：

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ ｕ ｂ ｉｑ ｕ ｉ ｔ ｉ ｎ ａ ｔ ｉｏｎ

Ｉ Ｍ ５ ８ ９ ３ ： ＨＡＬＬＭ Ａ ＲＫ Ｍ Ｉ ＴＯＴ Ｉ Ｃ ＳＰ Ｉ Ｎ Ｄ Ｌ Ｅ

＝＝ｓｓ＝＝＝＝＝＝＝ ：５ ！ｓ ：＝ｓ＝＝ｓ＝ｓ＝＝Ｍ＝＝ｓｓ ｓａａｓｓＢＢ＝＝＝ ： Ｊ Ｇ０  ００ ７ １ ８ ７ ０ ：  ｃ ｅ ｌ
ｌ ｕ ａ ｒ  ｒ ｅ ｓ ｐｏｎｓ ｅ  ｔ ｏ  ｃ ａ ｔｅｃ ｈｏ Ｊ ａｍ ｉｎｅ  ｓ ｔ ｉｍ ｕ ｌ ｕ ｓ

ｈ ｓ ａ ０ ４ ７ １ ０ ： Ｃ ｉ ｒｃ ａｄ ｉａ ｎ  ｒｈｙｔ ｈｍ

Ｇ０ ０００６５ １ ３ ：

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ ｍ ｏ ｎｏ ｕ ｂ ｉ

ｑ ｕ
ｉ ｔ ｉｎａ ｔ ｉ ｏ ｎ

ｈｓ ａ０ ５ ０ ３ １ ： Ａｍ
ｐ
ｈｅ ｔ ａｍ ｉ

ｎｅ  ａ ｄ ｄ ｉ ｃ ｔ ｉ ｏｎ

Ｉ ００  ００ １ ０５０ ６ ：  ｒｅｇ ｕ ｌ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ｏｆ  ａ ｕ ｔｏｐｈ ａｇ ｙ

１ Ｇ０  ００ １ ６ ３ １ １ ： ｄｅｐｈｏ ｓ ｐｈｏ ｒ
ｙ ｌ ａ ｔ ｉ ｏｎ

Ｉ ＧＯ  ００ ５ ０９４ ２ ：

ｐｏｓ ｉｔ ｉ ｖ ｅ 
ｒｅｇ ｕ ｌ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ｏ ｆ

ｐ ｉｇｍ ｅｎ ｔ  ｃ ｅ ｌ ｌ ｄ ｉ ｆ ｆｅ ｒｅ ｎ ｔ ｉ ａｔ ｉ ｏ ｎ

Ｇ０  ０ ０ ３ ２ ３ ９ ２ ： ＤＮＡ
 ｇ ｅｏｍｅｔ ｒ ｉ ｃ  ｃ ｈ ａ ｎｇ ｅ

０ ００ ５１ ． ０ １ ５２ ０２ ． ５ ３ ． ０３ ． ５ ４ ０４ ５

４ｏ
ｇ
ｌ Ｏ

（
Ｐ

）

Ｆ ｉ ｇ ｕ ｒ ｅ２４ｍ ｉ Ｒ ＮＡ
－

１ ２ ６ ３ ｐ 的候选靶基因参与的相关功能

注 ： 该图 引 用 ｍ ｅ ｔ ａ ｓ ｃ ａｐ ｅ 网站

６ ０
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（ 二 ） 候选靶基因 的验证

为 了进
一

步筛选 ｍ ｉ Ｒ ＮＡ
－

１ ２ ６ ３ ｐ 最有可能调控的靶基因 ， 我们将所筛选出 的 １ ２ 个

靶基因利用 Ｒ Ｔ ｑ ＰＣ Ｒ 和 Ｗ Ｂ 方法进行进
一

步验证 ， 结合 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ 卩 表达上调 ， 则其

靶接 闪应下 调 的原 则 ， 筛选靶基 因表达条 件 为相对于 正常滋养细胞 ， 转 染后 细胞

ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２６ ３ｐ
ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ组表达下调 ， 而ｍ ｉ ＲＮＡ

－

１ ２６
－

３ｐｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔｏｒ组表达上调 （ Ｆ ｉ ｇ ．２ ７ ） 。

１ 、 ＮＡＶ １ ， Ｐ Ｌ Ｘ ＮＢ２ ， ＰＥＸ ５的ｍ ＲＮＡ表达差异

９
． １ｔｍＶＥＧ Ｆ

§８
－ Ｉｍｍｓｄ ｃ ２

■

歪１７ － Ｉ■Ｓ ＬＣ ７Ａ５

￡〇Ｇ － ＩＰＥＸ５

５５

＂

ｇ
５ ．

 ｜■ ＩＴＧＡ６

＜＝
＾

＇

｜ ■＿ＳＭ ＵＲＦ２

＾Ｉ２
－ ｜ＩｍｍＰ ＬＸＮ Ｂ２

１ｗ ，－Ｐ ． Ｋ３Ｒ２

缚，撕Ｗ％，＝＝
Ｈ３

画ＰＰ Ｐ ３Ｃ Ｂ

Ｆ ｉ

ｇ ｕ ｒ ｅ２ ７ 靶基因 ｍＲ ＮＡ 表达水平差异

由 上 图可 以得 出 ， Ｓ ＬＣ ７Ａ ５ ，ＮＡ Ｖ Ｉ ， Ｐ ＬＸＮＢ２ ，Ｐ ＥＸ ５ 四个靶基因符合 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ ｐ
ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ

组表达 Ｆ调 ， 而 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ ｐｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ 组表达上调 ， 由于 Ｓ ＬＣ ７Ａ ５ 己有文献报导 ，

本研究不再对此基因进行进
一

步研究 ， 因此我们选择 ＮＡＶ Ｉ
，Ｐ ＬＸＮＢ２ ， ＰＥＸ ５ 表达差异

的靶基因进
一

步验证蛋 白 水平的表达 。

２ 、 ＮＡ Ｖ １ ， Ｐ ＬＸ ＮＢ２ ，Ｐ ＥＸ ５ 的 ＷＢ 蛋 白 水平结果

在前期转染的基础上 ， 将 ｍ ｉ Ｒ ＮＡ
－

１ ２ ６ ３ｐ 转染至滋养细胞 ＨＴ Ｒ
－

８ 细胞 ， ４ ８ ｈ 后收集

细胞蛋 白检测靶基因 的相对蛋 白表达量 ， 结果如下 （ 表 ２ ０ ，Ｆ ｉ ｇ ．２ ８ ） ：



表 ２ ０ 靶基因的蛋 白 表达水平 （
无 ± ５ ）



组 别ＮＰＬＸＮＢ ２ （ 无 土 ｓ ）Ｐ
ｉ ＰＥ Ｘ ５ （ ３Ｆ士 ｓ ） Ｐ ２

￣

ｌ ｉ ３ ０ ． ６ ５ 
＋

０ ． ０ ５０ ． ００ ７

＊ ＊

０ ． ７ ５ 土 ０ ．０ ５０ ．０ ２６

＊

ＭＮ ３ ０ ． ８ ６ ± ０ ． ０ ８／ ０ ． ９ ３ ± ０ ．１ ０／

Ｉ ３ ０ ． ８ ９ ± ０ ． ０ ４０ ． ０ ０ ３

＝ ＝

 １ ． ０８ ± ０ ． ０ ７０ ． ０ ０广

Ｉ Ｎ ３ ０ ． ８ ３ ± ０ ． ０ ４０ ． ０ １ ６ ０ ． ８ ９ ± ０ ． ０ ４０ ． ０ ７ ７

Ｔ Ｓ Ｚ３


０ ． ８ ５ ± ０ ． １ ３０ ． ０ ０ ８

“



０ ． ７ ４ ± ０ ． １ ３０ ．８ ９ ０

注 ： Ｍ ：ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ ；ＭＮ ：ｍ ｉ ｍ ｉ ｃｎｅ ｇ ａ ｔ ｉ ｖ ｅ
；Ｉ ： ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ ；Ｉ Ｎ ：ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏ ｒｎ ｅ ｇａ ｔ ｉ ｖ ｅ

；ＴＳ Ｚ ： 英丝子总

黄酮 。 采用 ＡＮＯＶ Ａ 方差分析方法检测 。

对 比ＭＮ组 ，

＊

ｐ
＜ ０ ． ０ ５ ，

＊＊

ｐ
＜ ０ ＿ ０ １

； 对 比Ｍ组 ，

Ｕ

ｐＣ Ｏ ． Ｏ ｌ 。

６ ２





策 丝子 总 黄酮 调控 ｍ ｉ Ｒ ＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ ｐ 促进 滋 养 细 胞侵 袭 功 能机制 研 究


Ｂ

１ ． ２

１

＾

１ ． ０
－ ＃ ＃￥

＾＾ 。 ４

■■■■■
圆

＂
。 ２

＿

■■■■■
Ｐ＾ Ｎ Ｂ ２個 珊ｃ

〇 〇

＾＾
、

十Ａ

１ ． ５０ －

，

Ｐ ＥＸ５

 厂
．＆ ＃ ＃

Ｔ ｕ ｂｕ ｌ ｉ ｎ ｜

ｉ ． ｏｏ －

＾ｉＳ

ｍｍ
Ｆ ｉ ｇ ｕ ｒ ｅ２ ８ＮＡＶ １

，ＰＬＸ Ｎ Ｂ ２
，Ｐ ＥＸ５的蛋 白水平差异

注 ： Ｍ ：ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ
；ＭＮ ：ｍ ｉ ｍ ｉ ｃｎ ｅ ｇａｔ ｉ ｖ ｅ

；Ｉ ：ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ
；ＩＮ ： ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔｏｒｎｅｇａ ｔ ｉ ｖ ｅ

；Ｔ ＳＺ ： 冤丝子总

黄酮 。 （Ａ ａｎ ｄ Ｂ ） 以 ＭＮ 组相 比 ， Ｍ 组的 ＰＬＸＮＢ ２ 蛋 白水平 明 显下调 ； 以 Ｍ 组相 比 ， Ｉ 组和 ＴＳＺ 组的

ＰＬＸＮＢ２ 蛋 白 水平 明显上调 ， 具有统计学差异 。 （
Ａ ａｎ ｄ Ｃ ） 以 ＭＮ 组相 比 ， Ｍ 组 的 ＰＥＸ ５ 蛋 白 水平明 显

下调 ； 以 Ｍ 组相 比 ， Ｉ 组 ＰＥＸ ５ 蛋 白 水平 明显上调 ， 具有统计学差异 。 对比 ＿ 组 ，

＿

Ｐ
＜ 〇 ． 〇 ５

，
＂

ｐ

＜ ０ ．０ １
； 对 比Ｍ组 ，

ｅ ｓ

ｐ＜ ０ ．０ １ 。

由上 图 发现 ， 经过转染 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ４ ８ ｈ 后 ， 同时在最后
一

个组加上 ５ ｉ
ｉ
ｇ／ｒａ ｌ

的菟丝子总黄酮干预 ２４ ｈ ， 结果发现 ， 在 ＮＡＶ Ｉ ，ＰＬＸＮＢ２ ，ＰＥＸ ５ 三个蛋 白 中 ， ＮＡＶ Ｉ 的

蛋 白 水平无 明 显变化 。 （ １ ） 作用 ４ ８ｈ 后 ， 靶基 因 ＰＬＸＮＢ２（ Ｆ ｉ ｇ２８Ａａｎ ｄＢ ） ， 对 比

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ ｐｍ ｉ ｍ ｉ ｃｎ ｅ ｇａ ｔ ｉ ｖ ｅ 组 ， ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ 组的 ＰＬＸＮＢ ２ 蛋 白 水平 明 显下调 ， 两组间有

统计学差异 （ Ｐ
＜ 〇 ．〇 １ ） ； 以 ｍ ｉ ＲＮＡ

－

１ ２ ６
＿

３ｐｍ ｉ ｍ ｉ ｃ 为对照组 ， ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ 组和菟丝子

总黄酮组的 ＰＬＸＮＢ２ 蛋 白 水平 明 显提高 ， 具有统计学差异 （ ｐ＜ 〇 ．０ １ ） ， 其 中菟丝子总

黄酮组的 ＰＬＸＮＢ２ 升高水平与 ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ 组表达相 当 。 因此可 以说 明 ， 菟丝子总黄酮

作用后能够增加滋养细胞 内 ＰＬＸＮＢ２ 的蛋 白表达水平 。

（ ２ ）作用４８ｈ后 ， 靶基因 ＰＥＸ５ （ Ｆ ｉ ｇ
２ ８ＡａｎｄＣ ） ， 对比 ｍ ｉ ＲＮＡ

－

１ ２ ６
－

３ｐ
ｍ ｉｍ ｉ ｃｎ ｅｇａｔ ｉ ｖｅ

组 ， ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ 组 的 ＰＥＸ ５ 蛋 白 水平 明 显 下 降 ， 两组 间 有统计 学差 异 （ ｐ
＜ ０ ．０ ５ ） ； 以

ｒａ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ ｐｍ ｉ ｍ ｉ ｃ 为对照组 ，
ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏ ｒ 组 ＰＥＸ ５ 蛋 白 水平 明显提高 ， 具有统计学

６ ３





广 州 中 医 药 大 学 ２ ０ １ ７ 届 博士 学位论文


差异 （ ｐ＜ ０ ．０ １ ） ， 但菟丝子总黄酮组的 ＰＥＸ５ 蛋 白水平未见明显升高 。

因此 ， 对于 ＰＬＸＮＢ２ 和 ＰＥＸ５ 两个蛋 白 ， 过表达滋养细胞 内 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 后 ， 蛋

白水平都能 明显下调 ， 而干扰 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ 后 ， 蛋 白水平明显升高 ， 各

组间有统计学差异 ， 能够符合我们前期预想 的结果在 自 然流产组织中 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ

水平升高 ， 而其下游的靶基因水平相对应降低 ， 即过表达滋养细胞 内 的 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ

后 ， 下游靶基因 的蛋 白水平 明显下调 ， 说 明 ＰＬＸＮＢ２ 和 ＰＥＸ ５ 都可能是 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６
－

３ ｐ

的靶基因 。 由于在加入菟丝子总黄酮干预后 ， 只有菟丝子总黄酮组的 ＰＬＸＮＢ２ 的蛋 白

水平 比 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６ ３ｐｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ 组的蛋 白水平相等 ， 而英丝子总黄酮组的 ＰＥＸ ５ 的蛋

白 水平 下调 ， 因 此在本研 宄 中 选择 ＰＬＸＮＢ２ 这个 蛋 白 进
一

步研 宄验证其是 否为

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ ｐ 导致流产作用 的下游靶基因 。

（三 ） 双荧光素酶报告基因结果

为 了检测 ＰＬＸＮＢ２ 是否为 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的靶基因 ， 采用双荧光素酶报告基因实验

进行验证 。 双荧光素酶报告基因是常用来检测 ｍ ｉ ＲＮＡ 与靶基因验证 的最经典方法 。

ＰＬＸＮＢ２和ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ的连接位点见Ｆ ｉ ｇｕｒ ｅ２ ９ ＿

本实验中 ， 在 ２ ９ ３Ｔ 细胞双转染靶基因 ３

’

ＵＴＲ 双荧光报告基因载体或突变载体

和ｒａ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ后 （表２ １ ， Ｆ ｉ ｇ ．３ ０ ） ， 结果显示 ： 相对 比野生型ＰＬＸＮＢ２
－

ＷＴ＋

Ｎｏｎ
－

ｔ ａｒｇｅ ｔＣｏｎ ｔ ｒｏ ｌ 组 ， ＰＬＸＮＢ２
－

ＷＴ＋ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ 组的焚光素蛋 白 的表达水平降低 ， 焚光素

蛋 白 下 降 ２ ３％ ， 两组具有显著性统计学差异 （ ｐ
＜ ０ ．０ ０ １ ）

； 而突变型 ＰＬＸＮＢ２
－

Ｍｕ ｔ ＋

Ｎｏｎ
－

ｔａｒ ｇｅ ｔＣｏｎ ｔ ｒｏ ｌ组相对于ＰＬＸＮＢ２
－

ＷＴ＋Ｎｏｎ
－

ｔ ａｒｇ ｅ ｔＣｏｎ ｔｒｏ ｌ组焚光素蛋 白表达

水平无 明 显差异 ， ＰＬＸＮＢ２ Ｍｕ ｔ ＋ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ 组 的 荧光素蛋 白 的表达水平与 ＰＬＸＮＢ２
－

Ｍｕ ｔ＋

Ｎｏｎ
－

ｔ ａｒｇｅ ｔＣｏｎ ｔ ｒｏ ｌ 组相 比有少许降低 ， 差异不显著 。 因此可 以说 明 ， ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ

可 以靶 向抑制 ＰＬＸＮＢ ２３
‘

ＵＴＲ 报告基因 的活性 ， 以此验证 了ＰＬＸＮＢ２ 是 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ

的靶基因 ， ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６ ３ｐ 对 ＰＬＸＮＢ２ 存在功能抑制性的作用 。

Ｍ ｉ ｒ
－

１ ２ ６

？

^

５
’

ＵＴＲＣ ｏｄ ｉ ｎ ｇ
ｓ ｅｑ ｕ ｅ ｎ ｃ ｅｍ ｉ ｒ

－

１ ２ ６ｂ ｉ ｎ ｄ ｉ ｎ ｇｓ ｅ ｑ ｕ ｅ ｎ ｃ ｅ３
’

Ｕ ＴＲ

Ｐ ＬＸＮ Ｂ２ｍ ＲＮＡ

ｍｉＲ－

１ ２ ６

３
＇

ｇ ｃｇｕ ａ ａｕ ａ ａ ｕｇ ａｇＵＧＣ ＣＡＵＧＣＵ ５
＇

：
ｌ ｌ ｌ ｌ ｌ ｌ

ｌ
！

５
＇

ａ ｇｇ ａ ｇｇ ａ ｇａ ａ ａ ａ ａ ＧＣ ＧＧＵＡＣＧ ａ３
＇

４ ５ ６４ ６ ３

ＰＬＸＮＢ ２３
＇

ＵＴＲ

Ｆ ｉ ｇｕ ｒ ｅ２９ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ与ＰＬＸＮＢ２的结合位点

６４





笔 丝子 总 黄 酮 调控 ｍ ｉ Ｒ ＮＡ
－

１ ２６
－

３ ｐ 促进 滋 养 细胞優 袭 功 能机制 研 究




表 ２ １ 各组间相对荧光值 （ Ｊ土 Ｓ ）



组别 Ｎ

￣￣

相对荧光值 （ 无 土 ｓ ）
̄

＿

ＰＬＸＮＢ２
－

ＷＴ＋ＮＣ ３ １ ． ００ ± ０ ． ０２Ｔ
̄

Ｐ ＬＸＮＢ２
－

ＷＴ＋ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ ３ ０ ．７ ７ ± ０ ． ０ ３ ０ ． ０ ０ ０

＂？

Ｐ ＬＸＮＢ２
－

Ｍｕ ｔ ＋ＮＣ ３ １ ． ０ ０ 土 ０ ． ０ １ ０ ． ８ ７ ２

ＰＬＸＮＢ２
－

Ｍｕ ｔ ＋ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ


３


０ ． ９ ４ ± ０ ． ０ ３


０ ．０ ２ ９

＇

注 ： 采用 ＡＮＯＶＡ 方差分析方法检测 。

相对 比野生型 ＰＬＸＮＢ ２
－

ＷＴ ＋ ＮＣ 组 ，
ＰＬＸＮＢ２

－

ＷＴ＋ｍ ｉ ｍ ｉ ｃ 组的荧光素蛋 白 的表达水平降低 ， 两组

具有显著性统计学差异 ，

ｗ

ｐ
＜ 〇 ．００ １ 。

＞， １ ． ２
－

｜１ ＿ 〇
－

^

ｌ ｉ
ｌＵＬ
／／Ｚ／

Ｆ ｉ ｇ ｕ ｒ ｅ３０ 双焚光素酶报告基因结果

注 ： 相对 比野生型 ＰＬＸＮＢ２
－

ＷＴ＋Ｎｏ ｎ
－

ｔ ａｒｇ ｅ ｔＣｏｎ ｔ ｒｏ ｌ 组 ，
ＰＬＸＮＢ２

－

ＷＴ＋ｍ ｉ ｎ ｉ ｉ ｃ 组的荧光素蛋 白 的表

达水平降低 ， 两组具有显著性统计学差异 ，

” ’

Ｐ
＜ 〇 ． 〇 〇 １ 。

综 合 以 上 ＲＴ
－

ｑ ＰＣＲ 、 ＷＢ 和 双 荧 光 素 酶 报 告 基 因 的 结 果 说 明 ， ＰＬＸＮＢ２ 是

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 的靶基因 ， ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ ｐ 通过影响其下游 ＰＬＸＮＢ２ 的功能从而发挥其抑

制滋养细胞的迁移和侵袭功能 ， 进而造成 自 然流产 的发生 。 菟丝子总黄酮通过上调

ＰＬＸＮＢ２ 的蛋 白 水平促进滋养细胞的迁移和侵袭功能 ， 从而起到补肾安胎的药效机制 。

（ 四 ） 绒毛组织 Ｐ ＬＸＮＢ ２ 的蛋 白表达差异

从第二节中验证 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 的表达差异的绒毛组织随机各挑选 出 ３ 个 自 然流产

患者和正常早孕者的绒毛组织 ， 进行全蛋 白提取 ， 并进行 ＷＢ 检测组织 内靶基因 ＰＬＸＮＢ２

和 内参的蛋 白表达水平 ， 结果发现 ， 相对 比正常早孕者绒毛组织 中 ＰＬＸＮＢ２ 蛋 白表达

水平 ， 在 ３ 个 自 然流产患者的绒毛组织 中 ＰＬＸＮＢ２ 的蛋 白表达水平显著下调 ， 分别 以

ＳＡ １ 组织蛋 白 水平为对照组 ， 正常早孕 Ｎ 组的 ３ 个组织蛋 白 水平升高 ， 相 比具有统计

学差异 （ Ｐ
＜ ０ ． ０ １ ）

； 以 ＳＡ２ 组为对照组 ， 正常早孕组 Ｎ２ 和 Ｎ３ 组织蛋 白水平升高 ， 具

６ ５





广 州 中 医 药 大 学 ２ ０ １ ７ 届 博士 学位论文


有统计学差异 （ Ｐ＜ 〇 ．０ ０ １ ）
； 以 ＳＡ３ 组为对照组 ， 正常早孕组 Ｎ２ 组织蛋 白水平升高 ，

具有统计学差异 （ Ｐ＜ 〇 ．０ ０ １ ） 。 结果可 以证明 ， 自 然流产组织中 ＰＬＸＮＢ２ 蛋 白水平相 比

正常早孕组织水平表达下降 ， 这正好也与前面实验结果中 ， 组织中 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 表

达水平上调 ， 而转染 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐｍ ｉ ｍ ｉ ｃ 后 ，
ＰＬＸＮＢ２ 蛋 白水平下调 ， 具有

一

致性 ，

再次证 明 了ＰＬＸＮＢ２ 是 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 调控作用 的靶基因 。



表 ２２ 各组间 ＰＬＸＮ Ｂ２ 蛋白 的表达差异 （ 无 ± ５ ）



组别ＮＰｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ （ ５土 ｓ ） Ｐ
ｉ Ｐ ２ Ｐ

３

ＳＡ １ ３ ０ ． ２ ７ 
＋

０ ． ０ ２Ｔ
̄

ＳＡ２ ３ ０ ． ４ １ ± ０ ． ０ ３ ／

ＳＡ ３ ３ ０ ． ６ ３ ± ０ ． ０ ５ ／

Ｎ １ ３ ０ ． ４ １ ± ０ ． ０４ ０ ． ０ ０ ６

＂

０ ． ９ ５ ６０ ． ０ ０ ０

Ｎ２ ３ １ ． １ ３ ± ０ ． ０ ９ ０ ． ０ ０ ０

＊ ＊ ＊

０ ． ０ ０ ０

？

０ ． ００ ０

ｓ ｓ ｓ



Ｎ ３


３


０ ．５ ８ ± ０ ．０４


０ ．００ ０

ｗ

０ ．０ ０ １

ｍ

０ ．２ ７ ９

注 ： 采用 ＡＮＯＶＡ 方差分析方法检测 。

对比ＳＡ １组 ，

＊ ＊

ｐ＜ ０ ． ０ １ ，
￣

ｐ＜ ０ ．０ ０ １
； 对 比ＳＡ２组 ，

ｗ＊

ｐ＜ ０ ． ０ ０ １
； 对比ＳＡ３组 ，

ｓ ￥ ｓ

ｐ
＜ ０ ． ００ １ 。

￥ ￥￥

１ － ５
－

１ ＃ ＃ ＃

＊＊＊

＾令｜

１ ＇ ２
＇

^
Ｐ ＬＸＮ Ｂ ２一一——

Ｉ１
° ＇ ９

＇

■
＃ ＃ ＃

ｇａ ｐ ｄｈｍｍｍ Ｉ

０ ＇ ６
＇

＆＿兰 ■＿

Ｆ ｉ ｇｕ ｒ ｅ３ １ 自然流产患者和正常早孕者的绒毛组织的 ＰＬＸ Ｎ Ｂ２ 蛋 白水平表达差异

注 ： 自 然流产组织中 ＰＬＸＮＢ２ 蛋 白水平相 比正常早孕组织水平表达下降 。 对 比 ＳＡ １ 组 ，

＂

ｐ
＜ ０ ．０ １ ，

？

ｐ＜ ０ ． ０ ０ １
； 对比ＳＡ２组 ， 、＜ ０ ．０ ０ １

； 对 比ＳＡ ３组 ，

ｓ ｓ ｓ

ｐ＜ ０ ． ００ １ 。

四 、 讨论

随着 ｍ ｉ ＲＮＡ 被发现地越来越多 ， 生物信息学也随着兴起 。 生物信息学能用来分析

癌症里早期诊断和治疗时 ｍ ｉ ＲＮＡ 的作用
［

１ ５９ ］

， 是 目 前用来探索 ｍ ｉ ＲＮＡ 与靶基因预测常用

的方法 ， 常用来分析 ｍ ｉ ＲＮＡ基因 的数据库有 ｍ ｉ ＲＢａ ｓ ｅ 、 Ｔａｒ ｇ ｅ ｔ Ｓ ｃａｎ 、 ＴａｒＢａ ｓ ｅ 、 ｍ ｉ Ｒａｎ ｄａ ，

或者 ＲＮＡｈｙｂｒ ｉ ｄ ，ｍ ｉ Ｒ ｅ ｃ ｏｒ ｄ ｓ 等 ， 还可 以通过 ＫＥＧＧ 和 Ｇｏ 分析 ｍ ｉ ＲＮＡ 可能作用 的信号

通路及其可能行驶的生物学功能
：

１ ６ ＜Ｍ ６ ２
］

。 同
一

个 ｍ ｉ ＲＮＡ ， 不 同 的数据库预测结果不
一

样 ，

而且容 易 出现假阳性的结果 ， 就需要针对多个数据库的结果综合计算和筛选
１ ６４ ］

。

与此同时 ，

一

个 ｍ ｉ ＲＮＡ 可 以对应不 同 的 ｍＲＮＡ ， 而
一

个 ｍＲＮＡ 也可 以 由不 同 的 ｍ ｉ ＲＮＡ 进

行调控
［

１ ６ ５ ］

， 因此 ， 在利用数据库预测 出来的 ｍＲＮＡ ， 需要进行进
一

步的检验和功能实

６ ６





策 丝子 总黄酮调控 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ ｐ 促进 滋 养细胞侵袭 功 能机制研 究


验 。 本研究中 ， 利用在 ＣＬ ＩＰ 数据库预测的靶基因 当 中 ， 再进
一

步的 ＧＯ 功能分析 ， 筛

选出关于细胞迁移和侵袭功能的靶基因进行滋养细胞上的表达和功能验证 。 在前面实

验中 ， 我们发现 自然流产组织中 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 表达上调 ， 而其靶基因在 自 然流产中

组织表达则相应的下调 。 在实验中 ， 进行滋养细胞转染 ， 滋养细胞 内过表达和抑制

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 的表达 ， 在筛选靶基因时候 ， 相对比正常的滋养细胞 ， ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ

ｍ ｉｍ ｉ ｃ 组的耙基因 的 ＲＮＡ 和蛋 白表达水平应当下调 ， 而 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ 组的

靶基因 的 ＲＮＡ 和蛋 白表达水平则上调 。 按照这个原则 ， 通过 ＲＴ
－

ｑＰＣＲ 验证 ， 从关于滋

养细胞迁移和侵袭功能的靶基因 ＶＥＧＦＡ ， ＳＤＣ２ ，Ｇ０ＬＰＨ３ ，ＳＬＣ７Ａ５ ，ＰＥＸ５ ，ＩＴＧＡ６ ，ＮＡＶ １ ，

ＳＭＵＲＦ２ ， ＰＬＸＮＢ２ ， ＰＰＰ３ＣＢ ，
ＣＲＫ ， Ｐ Ｉ Ｋ３Ｒ２等１ ２个靶基因 ， 结果得出ＮＡＶ Ｉ ，ＰＬＸＮＢ２和

ＰＥＸ５ 三个靶基因符合条件 。 进而通过 ＷＢ 验证滋养细胞内 的蛋 白表达水平 ， 在滋养细

胞转染 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 后 ， ｍ ｉｍ ｉ ｃ 组的 ＰＬＸＮＢ２ 和 ＰＥＸ５ 的蛋 白 水平显著下调 ， 而

ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒ 组 的蛋 白 水平显著上调 ， 这正说 明 了 ， 通过在滋养细胞 内 过表达后

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ 后 ， 下调 了其下游的靶基因 ＰＬＸＮＢ２ 和 ＰＥＸ５ 的蛋 白表达 ， 从而抑制滋养

细胞的迁移和侵袭功能 引 发 自 然流产的发生 ， 反之 ， 抑制滋养细胞内 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ

的表达 ， 激活其下游 ＰＬＸＮＢ２ 和 ＰＥＸ５ 的蛋 白表达 ， 从而促进滋养细胞的迁移和侵袭功

能 ， 维持继续妊娠 。 然而 ， 与此同时 ， 在菟丝子总黄酮作用滋养细胞 ２４ｈ 后 ， 检测滋

养细胞 内 ＰＬＸＮＢ２ 和 ＰＥＸ５ 的蛋 白表达 ， 结果发现菟丝子总黄酮作用 只有在 ＰＬＸＮＢ２ 的

蛋 白水平上调 ， 而 ＰＥＸ５ 蛋 白表达未见明显变化 。 由前面实验结果 ， 我们知道在菟丝

子总黄酮作用滋养细胞后 ， 可 以通过下调 自 然流产状态滋养细胞 内 的 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ

的表达 ， 从而促进 自 然流产滋养细胞的迁移和侵袭功能 ， 以改善 自然流产的疾病状态 。

那么 ， 菟丝子总黄酮发挥这
一

药效机制 ， 是否在下调 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的 同时 ， 上调

ｒａ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 下游的靶基因 ， 从而进
一

步发挥药理作用呢 ？ 在本实验中检测到菟丝子

总黄酮组的 ＰＬＸＮＢ２ 的蛋 白水平升高正好验证了这
一

结果 ， 也说明 了菟丝子总黄酮通

过上调滋养细胞内 ＰＬＸＮＢ２ 的蛋 白水平表达发挥其促进 自 然流产状态细胞模型的滋养

细胞的迁移和侵袭功能 ， 起到补肾安胎的作用 。 而 ＰＬＸＮＢ２ 是否为 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
＿

３ｐ 的靶

基因呢 ， 我们进行 了验证实验 。

ｍ ｉ ＲＮＡ 的生物学功能往往是通过 目 的基因 ｍＲＮＡ进行转录调节而实现
［

１ ６６ ］

， 常通过 ３

’

－

ＵＴＲ 端与其靶基因 ｍＲＮＡ 相连接
［

１ ６ ７
］

， 调控 ｍＲＮＡ ， 进而完成蛋 白合成 、蛋 白翻译等功能 。

双荧光素酶报告基因正式利用此原理进行验证 ｍ ｉ ＲＮＡ 与靶基因 的关系 ， 也是检验这
一

靶关系的
“

金标准
”

。 萤火虫单荧光素酶报告基因 只能作为限定细胞 内检测转录活动

的
一

个受体 ， 而双荧光素酶报告基因可以检测 由启动子和转录子 引 发的
一

系列转录活

动 ， 用于检测 ｍ ｉ ＲＮＡ 对 ｍＲＮＡ 的调节和转录后调节的影响
［

１ ６ ８
］

。 目 前对于 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６ 的

靶基因研宄 比较多 ， 研宄发现 ， 双荧光素酶报告基 因结果提示 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６ 能抑制

ＶＣＡＭ
－

１ 的荧光素蛋 白活性 ， 降低 ２０％以上 ， 通过抑制 ＶＣＡＭ
－

１ 的表达从而限制 白细胞

粘附至 内皮细胞上 ， 调节血管炎症反应
［

１ ６９ ］

。 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６ 参与至血管生成和代谢性疾病 ，

６７
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能通过调控 Ｐ Ｉ Ｋ ３Ｒ２ 和 ＳＰＲＨ） １ 基因参与至 Ｈ ３Ｋ 和 ＥＲＫ 信号通路 中 ， 发挥血管生成功

能 ， 敲除 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ 后 ， ＭＡＰＫ和 ＶＥＧＦ及 ＦＧＦ信号通路受影响
［

１ ７ ° ］

， 还能通过下调 Ｓｐｒ ｅ ｄ ｌ 、

Ｐ ｌ ｋ２ 和 Ｉ ｒ ｓ ｌ 的表达 ， 促进母体血管周 围细胞的粘附 、 迁移和细胞间 的相互作用
［ １ ７ １

］

。

还有研宄发现 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６ 作用于造血干细胞 ， 调控 ＣＤＫ３ 参与 Ｎｏ ｔ ｃ ｈ 和 Ｗｎｔ 信号通路

中 引 发 白血病
［

１ ７ ２
’ １ ７ ３

］

， 同时 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ｐ 能通过抑制 ＳＬＣ ７Ａ５ 和 ＡＤＡＭ９ 的表达抑制 甲

状腺癌细胞的生长与转移
［

１ ７ ４ ］

。 然而 ， 目 前 尚未有研究 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ ｐ 与 ＰＬＸＮＢ ２ 之间 的

靶关系 。 本实验通过双荧光素酶报告基因方法和组织蛋 白验证的方法发现 ＰＬＸＮＢ２ 是

ｒａ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ｐ 的靶基因 ， ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ｐ 能抑制野生型 ＰＬＸＮＢ２ 的荧光素蛋 白活性 ， 而

不影响突变型 ＰＬＸＮＢ２ 的荧光活性 ， 并且 自 然流产患者绒毛组织 内 ＰＬＸＮＢ ２ 的蛋 白表达

水平下调 ， 这就可 以确定 了ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ｐ 是可 以调控 ＰＬＸＮＢ ２ 这个 ｍＲＮＡ 行驶其生物

学功能 ， 同时也验证了 前面的 ＷＢ 实验结果中 ， 过表达 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ ｐ 后 ， ＰＬＸＮＢ２ 的蛋

白表达下调 ， 进而抑制滋养细胞的迁移和侵袭功能 ； 而且在加入菟丝子总黄酮后 ，

ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６
＿

３ｐ 表达下调 ， 而 ＰＬＸＮＢ２ 蛋 白水平表达上调 ， 也正好说 明 了菟丝子总黄酮

正是通过调控 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ｐ ， 进而激活下游 ＰＬＸＮＢ２ 的表达 ， 促进 自 然流产状态细胞

模型 的滋养细胞的迁移和侵袭功能 ， 起到补 肾安胎 ， 防治 自 然流产的细胞药效作用 。

目 前学术界研究结果发现 ＰＬＸＮＢ２ 在神经胶质瘤 中表达升高 ， 通过激活 ＭＥＴ 信号通

路 ， 促进恶性神经胶质瘤的侵袭生长 ， 缩短患者生存率 ， 同时利用 Ｓ ｅｍａＶＰ ｌ ｅ ｘ ｉ ｎ Ｂ

信号通路调控神经胶质细胞和 内皮细胞的连接促进神经胶质瘤的血管外侵袭
［

１ ７ ５
］

。 在此

之前 ， 研宄发现 ＰＬＸＮＢ 家族与分散因子受体 （ ｓ ｃａｔ ｔ ｅｒｆａｃ ｔ ｏｒｒ ｅ ｃ ｅｐ ｔ ｏｒ ｓ ） 的相互作

用促进肿瘤的生长和转移
［ １ ７ ６ ］

， 这就说明 了ＰＬＸＮＢ２ 具有促进肿瘤细胞侵袭的生物学功

能 。 另外 ， 有学者发现子宫 内膜顶端和侧面范围有 ＰＬＸＮＢ２ 的表达存在
［

１ ７ ７
］

。 我们知道 ，

滋养细胞是类肿瘤细胞 ， 那么 ＰＬＸＮＢ２ 存在于绒毛组织中 ， 是否能像促进肿瘤细胞那

样促进滋养细胞的迁移和侵袭功能 ， 从而发挥菟丝子总黄酮的药效作用预防 自 然流产

呢 ， 是我们 需要进
一

步研 宂和探讨 ， 且菟丝子总黄酮通过调控哪些信号通路上调

ＰＬＸＮＢ２ 表达发挥其促进滋养细胞迁移和侵袭功能 ， 防治 自 然流产的 内在机制 需要在未

来时 间里进
一

步深入阐述 。

五 、 小结

ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ ｐ 通过调控其靶基 因 ＰＬＸＮＢ ２ ， 抑制滋养细胞的迁移和侵袭功能 。 菟

丝子总黄酮能够通过下调 自然流产状态细胞模型滋养细胞 内 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６
－

３ｐ 表达 ， 进

而激活下游 ＰＬＸＮＢ２ 的表达 ， 从而促进 自 然流产状态细胞模型滋养细胞的迁移和侵袭

功能 ， 起到补 肾安胎 ， 防治流产 的细胞药效机制 ， 同时也为临床上更好地 了解和使用

菟丝子总黄酮提供 了 理论依据 。

６ ８





寬丝子 总黄酮调椬 ｔｎ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ ｐ 促进 滋 养细胞侵袭 功 能机制研 究


第六节 菟丝子总黄酮通过影响滋养细胞内 ＿Ｐ９ 调控其迁移和侵袭功能

滋养细胞的侵袭过程需要依赖于金属蛋 白酶 （ ＭＭＰ ｓ ） 对蛻膜细胞外基质 的溶解和

重建 ， ＭＭＰ ｓ 可能能够促进滋养细胞的侵袭
［

１ ７８
］

。 ＭＭＰ９ 是 ＭＭＰ ｓ 其中
一

个家族成员 ， ＭＭＰ９

在妊娠过程中 ， 参与早期胚胎的着床和胎盘的植入时具有不可替代的作用
［

１ ７９ ］

， 滋养细

胞在体内 分泌 ＭＭＰ９ ，
ＭＭＰ９ 的正常分泌对维持滋养细胞的正常侵袭功能有重要作用

［ １ ８° ］

，

另外有研究发现 ， ＭＭＰ９ 在早期妊娠中 的缺乏 ， 降低滋养细胞的分化和侵袭功能 ， 引发

大 鼠胎盘的异常 ， 宫 内生长抑制 ， 甚至是死胎
［

１ ８ １ ］

。 因此研究滋养细胞 内 ＭＭＰ９ 的表达 ，

对了解滋养细胞的侵袭功能有直接的作用意义 。 前面研宄发现菟丝子总黄酮能够促进

滋养细胞的迁移和侵袭功能 ， 那么菟丝子总黄酮是否会同时作用滋养细胞内 ＭＭＰ９ 的

蛋 白表达呢 ？ 本研宄欲探讨菟丝子总黄酮对滋养细胞的 ＭＭＰ９ 的影响 ， 和其可能涉及

的信号通路如 ＭＡＰＫ ， ＡＫＴ ， Ｎｏ ｔ ｃｈ 信号通路等方面 ， 以更好阐 明菟丝子总黄酮的药效

作用机制 。

—

、 实验 目 的

通过将不 同浓度和不 同时间点 的菟丝子总黄酮干预滋养细胞后 ， 检测滋养细胞的

ＭＭＰ９ 的蛋 白和基因表达 ， 同时检测菟丝子总黄酮可能调控的 ＭＡＰＫ ， Ｐ Ｉ ３Ｋ／ＡＫＴ ，Ｎｏ ｔ ｃｈ

等信号通路来发挥其促进滋养细胞的迁移和侵袭功能 。

二 、 实验材料与方法

（

一

） 实验材料与仪器

１ ． 实验试剂

信号通路试剂盒 ： Ｐ
－

ＭＡＰＫ／ＭＡＰＫＦａｍ ｉ ｌ ｙＡｂＳａｍｐ ｌ ｅＫ ｉ ｔ（ ９ ９ １ ０Ｓ ） ， 美国ＣＳＴ公司

Ｎｏ ｔ ｃｈＩ ｓ ｏ ｆｏｒｍＡｂＳａｍｐ ｌ ｅＫ ｉ ｔ（ ３６４０Ｓ ） ， 美国ＣＳＴ公司

Ｐｈｏ ｓ ｐｈｏ
－

Ａｋｔ／ＡＫＴＰａｔｈｗａｙＡｎｔ ｉ ｂｏｄｙＳａｍｐ ｌ ｅＫ ｉ ｔ（ ９９ １ ６Ｓ ） 为美国ＣＳＴ公司

ａｎ ｔ ｉ

－

Ｔｕｂｕ ｌ ｉ ｎ（ ＡＴ８ １ ９
－

１ ） ： 碧云天生物科技有限公司

ＭＭＰ９抗体 ： ｍ ｉ ｌ ｌ ｉ ｐｏｒｅ公司 ， Ｌｏ ｔ１ ８５ ７９ ７０

余试剂同第五节

２ ． 实验器材

同第五节所述

（ 二 ） 实验方法

１ 、 ＲＴ
－

ｑＰＣＲ方法 ：

（ １ ） 细胞 ＲＮＡ 的提取和浓度测定 同第二节

（ ２ ） 逆转录合成 ｃＤＮＡ（ ｍＲＮＡ 部分 ）

具体操作 同第 四节

（ ３ ） 荧光定量 ＰＣＲ 扩增

具体操作 同第四节

本节使用 引物序列如下 ：

６９
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



表 ２３ｍＲＮＡ
－

ＰＣＲ 引物序列


Ｐｒ ｉｍｅｒ


ｓ ｅｑｕ ｅｎｃ ｅ ｓ（ ５
’￣

３
？

）


员
－

ａｃ ｔ ｉ ｎ Ｆｏｒｗａｒｄ ：ＧＣＣＧＣＣＡＧＣＴＣＡＣＣＡＴ

Ｒｅｖｅｒ ｓ ｅ ：ＡＡＴＣＣＴＴＣＴＧＡＣＣＣＡＴＧＣＣＣ

ＭＭＰ９ Ｆｏｒｗａｒｄ ：ＧＣＴＡＣＧＴＧＡＣＣＴＡＴＧＡＣＡＴＣＣＴ



Ｒｅ ｖ ｅｒ ｓ ｅ ：ＴＣＣＴＣＣＡＧＡＡＣＡＧＡＡＴＡＣＣＡＧＴＴ


２ 、 Ｗｅ ｓ ｔ ｅｒｎｂ ｌ ｏｔ ｔ ｉ ｎｇ方法 ：

（ １ ） 细胞总蛋 白提取

① 提前
一

天将细胞种至六孔板 ， 对照组加入含 ０ ．１％ＤＭＳ０ 的 １ ０％ＦＢＳ 的 １ ６４０ 培养

基药液 ， 实验组分别加入含 ０ ．５ ｉ
ｉ
ｇ／ｍｌ 、 ｌ ｕ ｇ／ｍｌ 和 ５ ｙ ｇ／ｍ ｌ 的冤丝子总黄酮的

１ ０％ＦＢＳ 的 １ ６４０ 培养基药液 ， 分别作用 １ ２ｈ 提取细胞蛋 白 ；

② 在进行时效部分时候 ， 提前
一

天将细胞种至六孔板 ， 对照组加入含 〇 ．１％ＤＭＳ０

的 １ ０％ＦＢＳ 的 １ ６４０ 培养基药液 ， 实验组分别加入含 １Ｕｇ／ｍｌ 的菟丝子总黄酮的 １ ０％ＦＢＳ

的 １ ６４０ 培养基药液 ， 分别作用 ｌｈ ， ２ｈ ， ４ｈ ， ８ｈ ，１ ２ｈ ， 收集细胞 ， 提取细胞总蛋 白 ；

③ 具体提取办法同第五节

（ ２ ）ＢＣＡ 蛋 白 定量 ， 同第五节

（ ３ ）ＷＢ 方法步骤 ： 同第五节

三、 实验结果

（

一

） 菟丝子总黄酮增加滋养细胞 内 ＭＭＰ９ 的表达

采用 ＲＴ
－

ｑＰＣＲ 和 ｗｅ ｓ ｔ ｅｒｎｂ ｌ ｏ ｔ ｔ ｉｎｇ 检测寬丝子总黄酮作用于 ＥＶＴ 细胞内 ＭＭＰ９ 的

基因和蛋 白表达 。 加药作用 １ ２ 后检测滋养细胞 内 ＭＭＰ９ 的表达 ， 结果发现 ， ＭＭＰ９ 蛋 白

表达水平显著升高 ， 相对于 ＤＭＳ０ 组 ， 其中 １ｕｇ／ｍｌ 和 ５ｕｇ／ｍ ｌ 的菟丝子总黄酮组 ＭＭＰ９

蛋 白表达上调具有显著性差异 （ Ｐ＜ 〇 ． 〇 ５ ） （表 ２４
；Ｆ ｉ ｇ ． ３２Ａ ） 。 同样加药作用 １ ２ｈ 后 ，

相对比 ＤＭＳ０组 ， ｍＲＮＡ水平升高 ， 各浓度的菟丝子总黄酮组 ＭＭＰ９ 的基因水平显著升高 ，

具有统计学差异 （ ｐ＜ 〇 ．０ ５ ） ， 呈时间和剂量依赖性 （表 ２４
；Ｆ ｉ ｇ ．３２Ｃ ） 。

进
一

步验证菟丝子总黄酮作用滋养细胞不同时间段 内 ＭＭＰ９ 蛋 白表达差异 ， 实验采

用 ｌ ｕ ｇ／ｍ ｌ 浓度 （ 中 间浓度 ） 的菟丝子总黄酮作用于 ＥＶＴ 细胞 ｌ ｈ ， ２ｈ ， ４ｈ ， ８ｈ 后 ，

发现不同时间点的菟丝子总黄酮组对比 ＤＭＳＯ 组 ， 菟丝子总黄酮在作用 ８ｈ 和 １ ２ｈ 时候

ＨＴＲ
－

８ 细胞 内 的 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ 和蛋 白表达升高最明显 ， 具有统计学差异 （ ｐ＜ ０ ． ０ ５ ） （表

２ ５
；Ｆ ｉ ｇ ．３２Ｂ ） 。 因此说明菟丝子总黄酮能够显著增加滋养细胞内 的 ＭＭＰ９ 的 ｍＲＮＡ 和蛋

白水平 。

表 ２４ 各组间滋养细胞内 ＭＭＰ９ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白水平表达差异 （ 无 ± ｓ ）

组别ＮｍＲＮＡ （ 元 土 ｓ ）Ｐ
ｉＰｒｏ ｔｅ ｉｎ （ 无 土 ｓ ）Ｐ２

ＤＭＳＯ３１ ． ００ ＋ ０ ． ００７ １ ． ００ ± ０ ． ００７

０ ． ５ｕｇ／ｍ ｌ３１ ． ３８± ０ ． １ ６ ０ ． ０２ ０

＊

 １ ． ４４± ０ ． ３ ００ ． ０８ ６

ｌ Ｐ ｇ／ｍ ｌ ３１ ． ９ ７± ０ ．１ ６０ ． ０００

？

 １ ． ５ ２ 土 ０ ． ２ １０ ． ０４７

＊

５Ｐｇ／ｍ ｌ ３２ ．７６ ± ０ ． ３４０ ．０ＱＱ

ｗ



１ ． ７ ７ ± ０ ． ５ ５０ ．００ ６

ｗ

注 ： 采用 ＡＮ０ＶＡ 方差分析方法检测 。 对比 ＤＭＳＯ 组 ，

＊

ｐ＜ ０ ． ０５ ，
ｗ

ｐ＜ ０ ． ０ １ ，

＊＊＊

ｐ＜ ０ ． ００ １ ．

７０
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表 ２５ 不同时间点菟丝子总黄酮作用滋养细胞内 Ｍ Ｍ Ｐ９ 的蛋 白水平表达差异



Ｕ ± ｓ ）



组别ＮｍＲＮＡ （ ＿Ｘ土 ｓ ） Ｐ
ｉ Ｐｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ （ Ｘ土 ｓ ） Ｐ ２

ＤＭＳＯ４

＂＂＂

Ｌ ０ ０ 土 ０ ． ０ ０ ７ １ ． ００ ± ０ ． ００ ７

̄

１ Ｈ４ １ ． ０ ０ ± ０ ．１ ２ ０ ． ９ ７ ４ １ ． ２０ 土 ０ ． ３ ３ ０ ． ３ ７ ６

２Ｈ４ １ ． ０ ９ ± ０ ． ２ ３ ０ ． ４ １ ３ １ ． １ ２ 土 ０ ． ３８ ０ ． ５ ８ ４

４Ｈ４ １ ． ０ ９ 土 
０ ． １ ０ ０ ． ３ ９ ０ １ ． ２ ２ ± ０ ． ３０ ０ ． ３ ４ ０

８Ｈ４ １ ． ２ ７ ± ０ ．１ １ ０ ． ０２ ２

＊

 １ ． ５ ４ ± ０ ． ３ ９ ０ ． ０２ ３

＊

１ ２Ｈ ４ １ ． ３ ７ ± ０ ．２ １



０ ． ００ ３

＂



１ ． ５ １ 土 ０ ． ２ ４


０ ． ０ ３ １

＊

注 ： 采用 ＡＮＯＶＡ 方差分析方法检测 。 对 比 ＤＭＳＯ 组， ｐ＜ ０ ． ０ ５ ，
”

ｐ＜ ０ ． ０ １ ．

Ａ
２ ．５

１
＊＊

ｚ凝Ｉ
：

Ｍ Ｍ Ｐ９—
１ 〇

■Ｗ■■

一 １

： ：圈＿＿＿

ｍ ｙ
〇

？ ＜ｙ

２ ＿ ５
－

Ｂ＾２ ． ０
＊

＊

ｑ ｔ／ｉ 丁

！

１ ＿ ５
．

ＴＴＴ■
Ｔ

Ｍ Ｍ Ｐ９ 、一—

Ｔｕｂ ｕ Ｍ ｎ？？一一

一


Ｓ

Ｃ
ＤＭ ＳＯ１ Ｈ２Ｈ４Ｈ８Ｈ１ ２Ｈ

４ ． ２ ． ０
－

．

ｌＵｕｔｅ
？睿 》 ｆＤＭ ＳＯ１ Ｈ２Ｈ４Ｈ８Ｈ１ ２Ｈ

^

Ｆ ｉ ｇ ｕ ｒ ｅ３ ２ 菟丝子总黄酮对 ＥＶＴ 细胞内 ＭＭ Ｐ９ 的表达水平影响

Ｆ ｉ ｇ ｕ ｒ ｅ３ ２Ｔ ｈ ｅｅ ｆ ｆ ｅ ｃｔｏ ｆＴ Ｆ ＳＣｏ ｎＭＭ Ｐ９ｅ ｘ ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎ ｉ ｎＥＶＴｃ ｅ ｌ ｌ ｓ

注 ： （Ａ ） 对 比 ＤＭＳＯ 组 ， ｌ ｙ ｇ／ｍ ｌ 和 ５ ｕ ｇ／ ｉｎ ｌ 的菟丝子总黄酮组的 ＭＭＰ９ 蛋 白 表达显 著上调 ， 有统计

学差异 （ ｐ ＜ ０ ． ０ １ ） ； （Ｂ ）
ｌ ｉ

ｉ

ｇ ／ｍ ｌ 的菟丝子总黄酮作用 于 ＥＶＴ 细胞不 同 的时 间点 ， 菟丝子总黄酮在

作用 ８ ｈ 和 １ ２ ｈ 时 ＨＴＲ
－

８ 细胞 内 的 ＭＭＰ９ 表达升高最 明 显 ， 具有统计学差异 （ ｐ
＜ ０ ．０ ５ ） ， 以 Ｔｕｂｕ ｌ ｉ ｎ

７ １




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

为 内参 。 （Ｃ ） 不同浓度的菟丝子总黄酮能够增加滋养细胞 内 ＭＭＰ９ 的 ｍＲＮＡ 表达水平 ，对比 ＤＭＳ０ 组 ，

菟丝子总黄酮随着浓度增加 ，
ＭＭＰ９ 的 ｍＲＮＡ 水平也随着上调 ， 菟丝子总黄酮在作用 ８ｈ 和 １ ２ｈ 时 ，

ＭＭＰ９ 的 ｍＲＮＡ 水平上调 ， 呈剂量和时间依赖性 。

＊

ｐ 〈 ０ ． ０ ５
，

＊＊

ｐ ＜ ０ ． ０ １
，

＃

ｐ ＜ ０ ． ００ １ ．

注 ： （Ａ ）ＭＭＰ９ｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｗ ｉ ｔｈ１ｕｇ／ｍ ｌａｎｄ５ｕｇ／ｍｌＴＦＳＣｗｅｒ ｅｓ ｉ ｇｎ ｉ ｆ ｉ ｃａｎｔ ｌ ｙ
ｈ ｉ ｇｈｅｒｔｈａｎｗ ｉ ｔｈ

ＤＭＳＯ ．（Ｂ）１ｕ ｇ／ｍ ｌＴＦＳＣｉｎｃｒｅ ａ ｓｅｄＭＭＰ９ｅ ｘｐｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎａｔｃ ｅｒｔ ａ ｉｎｔ ｉｍｅ
，ｅ ｓｐｅｃ ｉ ａ ｌ ｌｙｉ ｎ８ｈａｎｄ

１ ２ｈｃ ｏｍｐａｒ ｅｄｗ ｉ ｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏ ｌ （ＤＭＳＯ）ｇｒｏｕｐ ，Ｔｕｂｕ ｌ ｉ ｎｗａｓｕ ｓ ｅｄａｓａｎｉｎｔ ｅｒｎａ ｌｒｅｆｅｒ ｅｎｃ ｅ ．

（Ｃ ）Ｄ ｉ ｆｆ ｅｒｅｎｔａｒｒａｎｇｅｄｏ ｓａｇｅｃｏｎｃ ｅｎ ｔｒａｔ ｉ ｏｎｏｆＴＦＳＣｃｏｕ ｌ ｄａ ｌ ｌｉｍｐｒｏｖ ｅｔｈｅｍＲＮＡｌ ｅｖ ｅ ｌｏｆ

ＭＭＰ９ｖ ｓＤＭＳＯ
，ｆｉ

－

ａｃ ｔ ｉｎａｓａｎｉ ｎ ｔ ｅｒｎａ ｌｒ ｅｆｅｒｅｎｃ ｅ ．
＊

ｐ ＜ ０ ． ０ ５
，

＊＊

ｐ＜ ０ ． ０ １
，

＊＊＊

ｐ＜０ ．００ １ ．

（二 ） 菟丝子总黄酮通过 ＭＡＰＫ／ＡＴＫ／Ｎｏ ｔ ｃｈ 通路增加滋养细胞的侵袭能力

为了进
一

步研究菟丝子总黄酮对滋养细胞内 ＭＭＰ９ 水平促进其迁移和侵袭功能的

内在机制 ， ｗｅ ｓ ｔ ｅｒｎｂ ｌ ｏ ｔ ｔ ｉ ｎｇ 实验通过 ＭＡＰＫ／ＡＴＫ／Ｎｏ ｔ ｃｈ３ 个通路进行研宄探讨 。 实

验都采用 ０ ．５ｕｇ／ｍ ｌ ， １ｙｇ／ｍｌ 和 ５ｙ
ｇ／ｍｌ 作用于 ＥＶＴ 细胞 １ ２ｈ 后对比 ＤＭＳ０ 组检测通

路蛋 白 的变化 ， 以及不同时间点 （ ０ｈ ， ｌｈ ， ２ｈ ，４ｈ ， ８ｈ ， １ ２ｈ ） 检测不同通路上蛋 白

的变化水平 。

１ 、 ＭＡＰＫ 通路上蛋 白 的变化

实验结果发现 ＭＡＰＫ 通路的 ｐ
－

ＥＲＫ 水平升高 ， １ｕ
ｇ／ｍ ｌ 和 ５ｕ

ｇ／ｍｌ 的菟丝子总黄酮

作用后 ， ＥＶＴ 细胞内 ｐ
－

ＥＲＫ 水平上调 ， 其中 ５ｕｇ／ｍ ｌ 的菟丝子总黄酮组对比与 ＤＭＳ０

组 ， ｐ
－

ＥＲＫ 升高最明显 （ ｐ
＜ ０ ． ０ １ ） ， 而 ＥＲＫ 总蛋 白水平不受影响 （表 ２６ ，Ｆ ｉ ｇ ． ３ ３Ａ ） 。

通过改变菟丝子总黄酮的作用时间 ， 发现 １Ｕｇ／ｍ ｌ 的菟丝子总黄酮作用于 ＥＶＴ细胞后 ，

ＥＲＫ 的磷酸化水平在 ｌｈ ，
２ｈ 和 ８ｈ 时上调最明显 ， 具有显著性差异 （ ｐ＜ ０ ． ００ １ ） （表

２ ７
， Ｆ ｉ ｇ ． ３３Ｂ ） 。

而对于 ＭＡＰＫ 通路的另
一

个蛋 白 ， ｐ
－

ｐ３８ ， 在冤丝子总黄酮作用 １ ２ｈ后 ， 其在 １ｕ
ｇ／ｍ ｌ

和 ５ｙ
ｇ／ｍ ｌ 组 ， ｐ ３ ８ 的磷酸化水平上调 ， 具有统计学差异 （ ｐ＜ ０ ．０５ ） ， 而 ｐ３８ 总蛋 白

水平则无明显变化 （表 ２６ ，Ｆ ｉ ｇ ．３ ３Ｃ ） 。 但菟丝子总黄酮不同的作用时间点对 ｐ
－

ｐ３８

表达无明显影响 ， 各组间无明显统计学差异 （ ｐ＞ ０ ．０５ ） （表 ２ ７ ，Ｆ ｉ ｇ ．３ ３Ｄ ） 。 因此可

以说明菟丝子总黄酮可能是通过影响 Ｐ
－

ＥＲＫ和 ｐ
－

ｐ ３８ 的水平从而提高滋养细胞 内 ＭＭＰ９

的表达 。

表 ２６ 不同浓度的菟丝子总黄酮作用滋养细胞内 ＭＡＰＫ 通路上蛋白水平表达差异

（ Ｘ土 ｓ ）

组别Ｎｐ
－

ＥＲＫ
（ Ｊ土 ｓ ） Ｐ

ｉｐ
－

ｐ３ ８ （ 无 土 ｓ ）Ｐ ２

ＤＭＳＯ３１ ． ００＋ ０ ． ００ ７ １ ． ００ ＋ ０ ． ００ ７

̄

０ ． ５ｗ
ｇ／ｍ ｌ３１ ．１ ７± （Ｘ ２０ ０ ． ２ ８ ７ １ ． ４４± ０ ． ３ ２０ ． ０６４

１ｕｇ／ｍ ｌ ３１ ． ４ １ 土 ０ ． ２ ５ ０ ． ０２ １

＊

１ ． ５ ５ ± ０ ．１ ００ ． ０ ２ ７

＊

５ｎｇ／ｍ ｌ３１ ． ５ ９± ０ ． ３ ０


０ ．００２

ＣＴ

２ ．０ １ ± ０ ． ３ ７０ ．０ ０ １

＊＊

注 ： 采用 ＡＮ０ＶＡ 方差分析方法检测 。 对比 ＤＭＳＯ 组 ，

＊

ｐ＜ ０ ． ０５ ，
ｗ

ｐ＜ ０ ． ０ １ ．

７２
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表 ２ ７ 不同时间点菟丝子总黄酮作用滋养细胞内 ＭＡ ＰＫ 通路上蛋 白水平表达差异



Ｕ土 ｓ ）



组别ｎｐ
－

ＥＲＫ （ 无 士 ｓ ） Ｐ
ｉｐ

－

ｐ ３ ８ （ 无± ｓ ）Ｐ ２

ＤＭＳＯ３

＂＂＂＂

１ ． ００ ＋ ０ ． ００ ７ １ ． ００ 

＋
０ ． ００Ｔ

̄

１ Ｈ３２ ． ３ ０ ± ０ ． ３ １ ０ ． ０００

＊ ＊ ＊

１ ．１ ４ ± ０ ．１ ２ ０ ． １ ０９

２Ｈ３１ ． ７ ５ ± ０ ．１ ４ ０ ． ０００

＊＊＊

１ ． ０ ２ ± ０ ．１ １ ０ ． ７ ７ ５

４Ｈ３０ ． ８ ７ ± ０ ． ０６ ０ ． ３ ９６ １ ．１ ０ ± ０ ．１ ５ ０ ． ２ ６ １

８Ｈ３ １ ． ７ ７ ± ０ ．１ ３ ０ ． ００ ０

＊ ＊＊

１ ． ０ ５ ± ０ ． ０４ ０ ． ５ ４ ０

１ ２Ｈ３ １ ． １ ２ ± ０ ．２ ２


０ ． ４ ０ ８ １ ． １ ２ ± ０ ．０９


０ ．１ ５ ７

注 ： 采用 ＡＮＯＶＡ 方差分析方法检测 。 对 比 ＤＭＳＯ 组 ，

￣

ｐ＜ ０ ． ００ １ ．

Ａ，祝’
，

．．

ＢＡ— ：
丨￡

Ｐ
￣ＥＲＫ— —？？

｜

ｉｊ＾
ｉ ｐ

－Ｅ Ｒ Ｋ

一 ？？ 一垂—  ｜

２
．

ｇｇ



＿＿＿
Ｔｕ ｂｕ ｌ ｉ

ｎ
ａ

ｊ＿＿＿［ｊ＿ｌ
＾＾＾ Ｄ ＭＳＯ １ Ｈ ２ Ｈ４ Ｈ８ Ｈ １ ２ Ｈ

Ｃ

，你
＊ ＊

Ｄ

Ｕ
Ｐ

－

Ｐ ３ ８

Ｌ 

＊＊ ■？ ＊

？
＊＊Ｉｉ ｐ

．

ｐ ３ ８－－ － －－ －Ｈ

ｐ ３ ８ ￣￣

＾ｌ Ｈ ｉ ｇ ｌ＾
ｂｍ ａ ｍＩ Ｉ

Ｔ ｕ ｂ ｕ ｌ ｉ ｎ— —— — — —Ｈ
＾

ｃｐ＾＾＾
Ｄ Ｍ ＳＯ １ Ｈ２Ｈ４Ｈ８Ｈ １ ２Ｈ

Ｆ ｉ ｇｕ ｒ ｅ３ ３ 菟丝子总黄酮对 ＥＶＴ 内 ＭＡＰ Ｋ 通路蛋 白 的表达水平影响

注 ： （Ａａｎ ｄＢ ） １ｕ
ｇ／ｍ ｌ 和 ５ｕ

ｇ／ｍ ｌ 冤丝子总黄酮增加 ＥＲＫ 的隣酸化表达水平 ， 而不影响 ＥＲＫ 总

蛋 白 的表达水平 。 ｌ ｐ ｇ／ｍ ｌ 冤丝子总黄酮作用 不 同时 间 点 ， ｐ

－

Ｅ ＲＫ 的表达在 ｌ ｈ
，２ ｈ ， ８ ｈ 升高最 明

显 ， 具有统计学差异 。 （ Ｃ ａｎ ｄ Ｄ ）ｌ ｕ ｇ／ｍ ｌ 和 ５ ｐ ｇ／ｍ ｌ 菟丝子总黄酮增加 Ｐ ３ ８ 的磷酸化表达水平 ，

呈剂量依赖性 ， 而不影响 Ｐ ３ ８ 总蛋 白 的表达水平 。 ｌ ｕ ｇ／ｍ ｌ 菟丝子总黄酮作用不 同时间点 ， 不影

响ｐ

－

ｐ ３ ８的表达变化 。 ＞ ＜ ０ ．０ ５
，

＊ ＊

ｐ ＜ ０ ． ０ １
，

…

ｐ
〈 ０ ．００ １ ＿

２ 、 ＡＫＴ 通路上蛋 白 的变化

继续研宄菟丝子总黄酮作用于 ＥＶＴ 细胞时 ， ＡＫＴ 通路上蛋 白 的变化水平 。 结果发

现 ， 对 比 ＤＭＳ０ 组 ， ｌ ｕ ｇ／ｍ ｌ 和 ５ ｉ
ｉ
ｇ／ｍ ｌ 的兔丝子总黄酮作用于滋养细胞 １ ２ ｈ 后 ，

ｐ
－

ＡＫＴ （ ３ ０ ８ ） 的蛋 白水平对 比 ＤＭＳ０ 组有 明显上调 ， 具有统计学差异 （ ｐ＜ ０ ．０ １ ） （ 表 ２ ８ ，

Ｆ ｉ ｇ ． ３ ４Ａ ） ， 而其 ＡＫＴ 总蛋 白表达水平未见明显变化 。 在 ｌ ｕ ｇ／ｍ ｌ 的菟丝子总黄酮不 同

的作用 时 间 ， Ｐ
－

ＡＫＴ （ ３ ０ ８ ） 在作用 时 间 ｌ ｈ 时上调最 明显 ， 对 比 ＤＭＳ０ 组 ， 两组间存在统

计学差异 （ Ｐ＜ 〇 ．００ １ ） （ 表２ ９ ， Ｆ ｉ ｇ ．３４Ｂ ） 。

另 外 ， 对 比 ＤＭＳＯ 组 ， ５ Ｐ ｇ／ｍ ｌ 的菟丝子总黄酮作用于滋养细胞 １ ２ ｈ 后 ， ＡＫＴ （４ ７ ３ ）

的磷酸化水平上调 ， 两组间具有统计学差异 （ ｐ
＜ ０ ． ０ １ ） ， 而不影响其 ＡＫＴ 总蛋 白 的变

化 （表 ２ ８ ，Ｆ ｉ ｇ ．３ ４Ｃ ） 。 在用 １ｕｇ／ｍ ｌ 的菟丝子总黄酮不 同 的作用 时 间 ， ｐ

－

Ａ ＫＴ （ ４ ７ ３ ） 与

７ ３





广 州 中 医 药 大 学 ２ ０ １ ７ 届 博士 学位论文


ｐ ＡＫＴ （ ３ ０８ ）

—

样在菟丝子总黄酮作用时间 ｌ ｈ 时上调最 明显 ， 与 ＤＭＳ ０ 组相 比具有统计

学差异 （ ｐ＜ 〇 ． 〇 ５ ） （表２ ９ ， Ｆ ｉ ｇ ．３ ４Ｄ ） 。

表 ２ ８ 不同浓度的菟丝子总黄酮作用滋养细胞内 ＡＫ Ｔ 通路上蛋 白水平表达差异



Ｕ± ｓ ）



组别Ｎｐ
＿

ＡＫＴ４ ７ ３ （ ｉ± ｓ ）Ｐ
ｉｐ

－

ＡＫＴ３０ ８ （ ｆ土 ｓ ）Ｐ ２

ＤＭＳ Ｏ ３ １ ． ０ ０ 

＋
０ ． ０ ０ ７ １ ． ０ ０ 

＋
０ ． ０ ０７

̄

０ ． ５Ｐｇ／ｍ ｌ３ １ ． １ ６ ± ０ ． ０ ５０ ． １ ９ １ １ ． １ １ ± ０ ． ０ ７０ ． ０ ７０

１ｕｇ／ｍ ｌ ３ １ ＿ １ ４土 ０ ＿ １ １ ０ ． ６４３ １ ． １ ５ ± ０ ． ０ ５０ ． ０ ２ ２

＊

５ｎ
ｇ／ｍ ｌ ３


１ ．２ ７ ± ０ ． ０ １０ ．０ ０４

＊＊



１ ． ２ １ ± ０ ． ０９０ ．０ ０４

＂

注 ： 采用 ＡＮＯＶＡ 方差分析方法检测 。 对比 ＤＭＳＯ 组 ，

４

ｐ＜ ０ ． ０５
，

＊＊

ｐ＜ ０ ． ０ １ ．

表 ２ ９ 不同时间点菟丝子总黄酮作用滋养细胞内 ＡＫＴ 通路上蛋 白水平表达差异



Ｕ ± ｓ ）



组别Ｎｐ
－

ＡＫＴ４ ７ ３（ 无 土 ｓ ）Ｐ
ｉ ｐ

＿

ＡＫＴ３ ０ ８ Ｕ土 ｓ ）Ｐ ２

ＤＭＳＯ３ １ ． ００ 土 ０ ． ００ ７ １ ． ０ ０ 土 ０ ． ０ ０７

１ Ｈ ３ １ ． ５ ５ ± ０ ． ２ ３０ ． ０ １ ８

＊

 １ ． ３ １ ± ０ ． １ ００ ． ０００

＊ ＊ ＊

２Ｈ ３ １ ． ２ １ ± ０ ． ０ ６０ ． ３ ２ ７ １ ．１ ２ ± ０ ．１ １０ ． ０６ ９

４Ｈ ３ １ ． ２４ ± ０ ． ２ ７０ ． ２ ５ ９ ０ ． ９ ７ ± ０ ． ０ ６０ ． ５ ８ ８

８Ｈ ３ １ ． ２ ２ ± ０ ． ２ ７０ ． ２ ７ ９ １ ． ０ ７ ± ０ ． ０ ２０ ． ２ ６ ２

１ ２Ｈ


３


１ ． ２ ７ ± ０ ． ４００ ．１ ９９


０ ．９４ ± ０ ．０ ７０ ． ３ １ ３

注 ： 采用 ＡＮＯＶＡ 方差分析方法检测 。 对 比 ＤＭＳＯ 组 ，

＊

ｐ ＜ ０ ． ０ ５
，

＊ ＊＊

ｐ
＜ ０ ． ０ ０ １ ．

Ａ
 ｉ １ｉ ｆ ］

Ｔ

ｊｒ

ｐ
－ａ ｋｔ

（
３ 〇８

，
［

＾－——
ｐ

－Ａ ＫＴ
＜

３ ０８
，

ＬＪｌＭＭｔｆ］ｒ
．

＿｜

Ｔ

＿ ＿
ＡＫＴ 卜 ■ ■ ■ ■ＡＫＴ 「

一 ＿

｜

。 ． ５
．

＿
Ｔ ｕ ｂｕ ｌ ｉ ｎ

—． —ｔ

 〇 〇
Ｕ（ＬＪｐ＿Ｗ＿Ｗ．Ｔｕ ｂｕ ｌ ｉ ｎ

 ［



＼ ？晒
设方 多 多 ＤＭ ＳＯ１ Ｈ２Ｈ４ Ｈ８ Ｈ １ ２Ｈ

°／

Ｃ
ＺＶＷ ？Ｄ

 ｆＪＸＴＴＴ

—
—

 Ｉ
－

－ ａ ｉ ｌｍｍｍｒｎｉ ， 〇 ．

＿ｓ
Ｔ

ｉ

Ａ ＫＴ

｜

￣

ｒＨ
ＡＫＴ

｜卜
Ｔ ｕ ｂ ｕ ｌ ｉ

ｎ
一 一 一 一 Ｔｕ ｂ ｕ ｌ ｉ ｎ— —— — — —

ｎ繼
＾
ｃＰ＾＾

ＤＭ ＳＯ １ Ｈ ２Ｈ４ Ｈ８ Ｈ １ ２ Ｈ

Ｆ ｉ

ｇ ｕ ｒ ｅ ３４ 菟丝子总黄酮对 ＥＶＴ 内 ＡＫ Ｔ 通路蛋 白 的表达水平影响

注 ： （Ａ ａｎ ｄ Ｂ
） 对比 ＤＭＳ０ 组 ， ｌ ｕ ｇ ／ｍ ｌ 和 ５ ｉ

ｉ
ｇ／ｍ ｌ 的英丝子总黄酮作用于滋养细胞 １ ２ ｈ 后 ， 能上

调细胞 内 ｐ ＡＫＴ （ ３ ０ ８ ） 蛋 白表达水平而不影响 ＡＫＴ 总蛋 白 的表达 。 １ｕ ｇ／ｍ ｌ 的冤丝子总黄酮不同的

作用时间 ， ｐ

－

ＡＫＴ （ ３ ０８ ） 在 ｌ ｈ 时上调最 明显 。 （ ＣａｎｄＤ ）５ｕｇ／ｍ ｌ 的菟丝子总黄酮作用于滋养细

胞 １ ２ｈ 后 ， ｐ

－

ＡＫＴ （ ４ ７ ３ ） 蛋 白水平上调 ， 其 ＡＫＴ 总蛋 白 的变化不明显 。 ｌ ｕ ｇ／ｍ ｌ 的菟丝子总黄酮不

同 的作用 时间 ， ｐ
－

ＡＫＴ （４ ７ ３ ） 也在 ｌ ｈ 时上调最 明显 。

＊

ｐ ＜ ０ ． ０ ５
，

“

ｐ Ｃ Ｏ ． Ｏ ｌ
，

Ｗ

ｐ ＜ ０ ． ０ ０ １ ．

７４





策 丝子 总黄酮调控 ｉｎ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ ｐ 促进滋 养细胞使 袭 功 能机 制研 究


３ 、 Ｎｏｔ ｃｈ 通路上蛋 白 的变化

Ｎｏ ｔ ｃｈ 通路在生殖当 中起着重要的地位 。 Ｗｅ ｓ ｔ ｅｒｎＢ ｌ ｏｔ ｔ ｉｎｇ 进
一

步实验发现 ， 冤

丝子总黄酮能够提高 ＥＶＴ 细胞的 Ｎｏ ｔ ｃｈ 蛋 白水平 。 同样是 ０ ．５ ｕ ｇ／ｍ ｌ ， ｌ ｐ ｇ／ｍ ｌ 和

５ｕ
ｇ／ｍ ｌ 菟丝子总黄酮和 ＤＭＳ０ 作用于 ＥＶＴ 细胞 ， 与对照组相 比 ， 各个浓度的菟丝子总

黄酮都能够显著上调滋养细胞的 Ｎｏ ｔ ｃｈ ｌ 和 Ｎｏ ｔ ｃｈ２ 的蛋 白水平 ， 差异具有统计学意义

（ ｐ＜ ０ ． ０ ５ ） （表３０ ，
Ｆ ｉ ｇ ． ３ ５ＡａｎｄＣ ） 。

当 １Ｕｇ／ｒａ ｌ 菟丝子总黄酮作用于滋养细胞不同 的时间点 ， Ｎｏ ｔ ｃｈ２ 的表达在 ｌ ｈ 和

８ｈ 变化具有统计学差异 ， 其中 ８ｈ 时候上调最显著 ， 具有统计学差异 （ ｐ＜ ０ ．０ １ ） 。 同

时不 同作用时间点的菟丝子总黄酮能部分影响 Ｎｏｔ ｃｈ ｌ 的变化 ， 但各组间没有统计学

差异 （ ｐ＞ ０ ． ０ ５ ） （表３ １ ， Ｆ ｉ ｇ ．３ ５ ，ＢａｎｄＤ ） 。

因此可以说明 ， 菟丝子总黄酮能够通过 ＭＡＰＫ／ＡＴＫ／Ｎｏ ｔ ｃｈ 信号通路的级联反应来

一

步步调控滋养细胞的 ＭＭＰ９ 的表达 ， 从而促进滋养细胞的迁移和侵袭能力 。

表 ３０ 不同浓度的菟丝子总黄酮作用滋养细胞内 Ｎｏｔｃｈ 通路上蛋白水平表达差异



Ｕ± ｓ ）



组别ＮＮｏ ｔ ｃｈｌ （ ｆ± ｓ ）Ｐ
ｉＮｏ ｔ ｃｈ２（ ｆ土 ｓ ）Ｐ ２

ＤＭＳＯ ３ １ ． ００ ＋ ０ ． ００ ７Ｌ ＯＯ ± ０ ． ００ ７

̄

０ ． ５ｕｇ／ｍ ｌ３６ ． ０４± ２ ． １ ２０ ． ００ ３

＊＊

 ２ ． ２２ ± ０ ． ４ ５０ ． ００ １

＊＊

１ｕｇ／ｍ ｌ３４ ． ６ ５ 土 １ ． ２２０ ． ０ １ ７

＊

 ２ ． ２２ ± ０ ． ５ ３０ ． ００ １

＊＊

５ｕｇ／ｍ ｌ３


４ ．５２ 土 １ ． ７ ００ ．０２０

＊



２ ．３ ８ ± ０ ．３ ３０ ．００ １

＊＊

注 ： 采用 ＡＮ０ＶＡ 方差分析方法检测 。 对 比 ＤＭＳＯ 组 ， ＞＜ ０ ． ０５ ，
＊＊

ｐ＜ ０ ． ０ １ ．

表 ３ １ 不同时间点菟丝子总黄酮作用滋养细胞内 Ｎｏｔｃｈ 通路上蛋 白水平表达差异



Ｕ± ｓ ）



组别ＮＮｏｔ ｃｈ１（ 无 土 ｓ ）Ｐ
ｉＮｏ ｔ ｃｈ２ （ 无 土 ｓ ） Ｐ ２

ＤＭＳ０３ １ ． ０ ０ ＋ ０ ． ００１ １ ． ００ ＋ ０ ． ００ １

１ Ｈ ３ ２ ．１ ２ ± ０ ． ５８０ ． ７０２ ２ ． ０６ ± ０ ． ６６０ ． ０ ３ ５

＊

２Ｈ ３ １ ． ３０土 ０ ． ２ ３０ ． ９０ ７ １ ． ３ ７ ± ０ ． ３ ８０ ． ４ １ ８

４Ｈ ３ １ ． ６８ ± ０ ． ４３０ ． ８３ １ １ ． ７ ９ ± ０ ． ６ ７０ ． １ ０ １

８Ｈ ３ ２ ．１ ６± ０ ． ６６０ ． ７６６ ２ ． ７ ３ 土 ０ ． ７８０ ． ００２

＊＊

１ ２Ｈ


３


１ ．１ ０± ０ ．１ ２０ ．９９ ３


１ ． ２５ ± ０ ．３９０ ．５８ １

注 ： 采用 ＡＮ０ＶＡ 方差分析方法检测 。 对 比 ＤＭＳＯ 组 ，

＿

ｐ
＜ ０ ． ０ ５ ，

＊＊

ｐ
＜ ０ ． ０ １ ．

７５
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

Ａ、 、 、
念 

１ 〇

１＊ ＊Ｃ、、、 、
３

］＊ ＊ ＊ ＊ ＊ ＊

ｊ

：１＊

Ｗ ｜

２ ．｜ ｜
Ｌ
｜

Ｎ ｏ ｔｃｈ ｌ

 ｜

ＨＨ

ｊ
Ｎｏ ｌ ｃ ｈ ２ｍｒｎ

■
—— －＊ — Ｔｕｂｕ ｌ ｉ ｎ—？ — — ？—？＿

，／
／

／／／／／
０

？

Ｋ
＊ ＜

ｙ

．

〇
．

’

Ｖ ＊ｙ

２． ０ －

，

■ ４
－

１＊ ＊

Ｂ Ｉ

＊ Ｄ。兰
＊丁

｜
ｐ

Ｔ

丄

Ｔ

ｉ Ｉ工Ｔｉ
—

Ｉ

－，，丄
，

Ｚ—三｜
：

■

ｒ

ｆ
｜■ｊＴ ｕ ｂ ｕ ｌ ｉ ｎＺ｜■

Ｔｕ ｂ ｕ ｌ ｉ ｎ
————

ｚ腦 ｜

〇 〇

Ｊ５ １ Ｈ２Ｈ４Ｈ８ Ｈ１ ２ＨＯ １ Ｈ２Ｈ４Ｈ８Ｈ１ ２Ｈ

Ｆ ｉ ｇｕ ｒ ｅ３５ 冤丝子总黄酮对 ＥＶＴ 内 Ｎ ｏｔ ｃ ｈ 通路蛋 白 的表达水平影响

注 ： （
Ａａｎ ｄＢ ） 菟丝子总黄酮能够显著上调 ＥＶＴ 细胞 内 Ｎｏ ｔ ｃｈ ｌ 的蛋 白水平 ， 但在不 同 的作用 时间

点 ， Ｎｏ ｔ ｃ ｈ ｌ 在各组间 的变化无显著性差异 。 （ Ｃａｎ ｄＤ ） 菟丝子总黄酮显著上调 Ｎｏ ｔ ｃｈ２ 的蛋 白水

平表达 ， 而且在作用时间点 ｌ ｈ 和 ８ｈ ，Ｎｏｔｃｈ２ 水平增加最明显 。

＊

ｐ〈０ ． ０５
，

＊＊

ｐ〈 ０ ． ０ １ ．

四 、 讨论

通过前面实验我们可 以知道 ， 菟丝子总黄酮能够促进滋养细胞的侵袭能力 。 而

ＭＭＰ９ 对滋养细胞侵袭能力方面有重要的作用
［
１ ７ ９

］

， 但 目 前研究 中 ， 发现菟丝子总黄酮

是否与滋养细胞 ＭＭＰ９ 的表达有相关性 ， 而且其是否会影响且如何影响 ＭＭＰ９ 的蛋 白表

达尚未有研宄 。 因此我们本实验假设研宄菟丝子总黄酮宄竟如何调控 ＭＭＰ９ 促进滋养

细胞的侵袭能力 。

ＭＭＰ９ 已被证明是与迁移和侵袭相关的分子 ， 滋养细胞的迁移和侵袭受到调控可能

是 由于在 ＭＭＰ９ 等蛋 白 酶和其抑制剂 Ｔ Ｉ ＭＰ 之间 的平衡参与调节的 ， ＭＭＰ９ 的表达减少可

能降低滋养细胞的侵袭功能而导致先兆子痫 ， 有研宄发现 ， ＣＤＸ２ 能通过调控 ＭＭＰ９ 促

进滋养细胞的侵袭功能
［

１ ８ ２ ］

。通过本研究发现我们发现在加入菟丝子总黄酮治疗滋养细

胞后 ， 滋养细胞 ＭＭＰ９ 蛋 白 的表达显著上调 ， 同时也促进滋养细胞的迁移和侵袭功能 ，

其中 ５ｙ ｇ／ｍ ｌ 菟丝子总黄酮这种作用更明显 ， 我们研究猜想菟丝子总黄酮可能是潜在

通过调节与 ＭＭＰ９ 的相关性来增加滋养细胞的侵袭 。

为 了 继续验证菟丝子总黄酮发挥药效的作用机制 ， 我们从 ＭＡＰＫ／ＡＫＴ／Ｎｏ ｔ ｃ ｈ３ 条

级联通路进行研宄 。之前研究发现 ， ＭＡＰＫ 信号通路参与滋养细胞的增殖 ， 迁移和侵袭 ，

分化和凋亡等功能中
［ １ ８ ３

＇ １ ８ ４
］

， 滋养细胞的迁移侵袭功能的发挥往往很多时候通过激活

ＭＡＰＫ 通路而实现 ， 比如 ＥＧＦ 能同时激活 Ｐ Ｉ ３Ｋ 和 ＭＡＰＫ 信号通路促进滋养细胞分泌 ＭＭＰ９

和 Ｔ ＩＭＰ １

［
１ ８ ５

］

， ＴＮＦ
－

ａ 和 ＬＡＭＡ４ 通过激活 ＭＡＰＫ 通路诱导滋养细胞 ＭＭＰ９ 的表达 ， 增加滋

养细胞的侵袭功能
［

１ ８６
‘

１ ８ ７
］

。 我们本研宄发现 ， 滋养细胞的＿ ９ 之所 以能够上调 ， 初步

猜测是 由于加入菟丝子总黄酮 １ ２ｈ 后 ， ＭＡＰＫ 信号通路被激活 ， 在不影响总 ＥＲＫ 和总

７ ６





览丝子 总黄酮调控 ｍ ｉ Ｒ ＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 促进 滋 养细胞便袭 功 能 机制研 究


Ｐ ３８ 蛋 白表达的条件下 ， ＥＲＫ 和 Ｐ ３ ８ 的磷酸化水平表达升高 ， 在加药 ｌ ｈ 左右的磷酸化

水平升高最明显 ， 与此同时 ， 上调 了ｐ
－

ＡＫＴ （４ ７ ３ ） 和 Ｐ
－

ＡＫＴ （ ３０ ８ ） 蛋 白水平提高 ， 总 ＡＫＴ

蛋 白不影响 。 对于 ＡＫＴ 通路 ， 此前有研宄报导激活 Ｐ Ｉ ３Ｋ／ＡＫＴ 通路能增加滋养细胞的

迁移和侵袭功能 ， 其中 ＡＫＴ １ ， ＡＫＴ３ 参与到滋养细胞的迁移过程 ， 而 ＡＫＴ２ 可能参与代

谢过程或者细胞存活状态 ， 对滋养细胞的迁移功能无太大影响
［ １ ８８ ］

。 本研宄发现菟丝子

总黄酮能上调 ＡＫＴ
（４ ７ ３ ） 和 ＡＫＴ

（ ３ ０８ ） 的磷酸化水平的表达 。

研宄报导 Ｎｏ ｔ ｃｈ ｌ 通过激活 Ｐ Ｉ ３Ｋ／ＡＫＴ 信号通路调控 ＭＭＰ １ ４ 的表达 ， 而 ＭＭＰ ｓ 的功

能影响肿瘤细胞侵袭能力方面依赖于 Ｎｏ ｔ ｃｈ 通路
ｔ
ｌ ８９ ］

， 不同细胞种类中存在 Ｐ Ｉ ３Ｋ／ＡＫＴ

和 Ｎｏ ｔ ｃｈ ｌ 的信号传导
［

１Ｗ
，Ｎｏ ｔ ｃｈ 信号通路中 Ｎｏ ｔ ｃｈ ｌ 和 Ｎｏ ｔ ｃｈ２ 往往表达与母胎界面

当 中 ， 维持正常的胎盘形成 ， 种植 ， 蜕膜化 ， 母胎界面容受性
［

１ ９ １
＿

１ ９ ２ ］

， 调节滋养细胞

的侵袭 ， 分化等
［

１ ９ ３
‘ １ ９ ４ ］

， 我们研宄首次发现菟丝子总黄酮 同时能显著增加 Ｎｏ ｔ ｃｈ ｌ 和

Ｎｏ ｔ ｃｈ２ 的表达 ， 这有可能是 Ｎｏ ｔ ｃｈ 通路也参与到菟丝子总黄酮增加 ＥＶＴ 细胞 ＭＭＰ９ 的

表达当 中 。 Ｎｏ ｔ ｃｈ ，ＭＡＰＫ 和 ＡＫＴ 通路的协同作用有少数研宄报导 ， 有研宄提出 ＣＣＮ３

能通过 ＥＲＫ １ ／２ ，ＡＫＴ 和 Ｎｏ ｔ ｃ ｈ／ｐ２ １ 通路调节 ＪＥＧ３ 细胞的增殖和迁移 ， 糖基化和非糖

基化模式的 ＣＣＮ３ 与 ＭＭＰ２ 和 ＭＭＰ９ 的表达增加有关
［
１ ９ ５

］

。 ＥＧＦＬ ７ 能通过 ＭＡＰＫ ， Ｐ Ｉ ３Ｋ 和

Ｎｏ ｔ ｃｈ ｌ 信号通路促进滋养细胞的迁移和侵袭 ， 敲除 Ｎｏ ｔ ｃｈ ｌ 后 ， 滋养细胞的迁移功能

降低 ， 且 ＥＧＦＬ７ 表达也相应下降
＿

。 这正好与我们研宄得 出 ＭＡＰＫ ，ＡＫＴ 和 Ｎｏ ｔ ｃｈ 信号

通路的协同作用相
一

致 。 目 前 尚未有研宄表 明菟丝子总黄酮与 ＭＡＰＫ ， ＡＫＴ ， Ｎｏ ｔ ｃｈ３

条信号通路的相关关系 ， 从我们研宄表明 ， 菟丝子总黄酮能够通过 ＭＡＰＫ ， ＡＫＴ 和 Ｎｏ ｔ ｃｈ

信号通路促进滋养细胞的迁移和侵袭能力 ， 同时调控滋养细胞 内 ＭＭＰ９ 蛋 白和 ｍＲＮＡ 的

表达 。而 Ｎｏ ｔ ｃｈ 通路可能是 ＭＡＰＫ 和 ＡＫＴ 通路上的信号传导 ， 通过同时激活 ＭＡＰＫ 和 ＡＫＴ

信号通路来发挥作用 ， 可能是菟丝子总黄酮调控滋养细胞侵袭过程中 ＭＭＰ９ 表达是当

中
一

个重要的 中介 。 这也有可能是 ＭＭＰ９ 参与到 Ｎｏ ｔ ｃｈ 通路的反馈调节当 中 ， 才 引起

的与 Ｎｏ ｔ ｃ ｈ ， ＭＡＰＫ 和 ＡＫＴ 通路之间的复杂过程 ， 这或许就有理由可 以推测到在胎盘形

成过程 中 的相似的负反馈调节从而控制滋养细胞的过度侵袭 。

相似的机制研宄 中发现 Ｎｏ ｔ ｃｈ ｌ 信号通路能够促进滋养细胞的迁移和侵袭功能 ，

增加滋养细胞 ＭＭＰ９ 的分泌 ， 经用 ｓ ｉ ＲＮＡ 敲除 Ｎｏ ｔ ｃｈ ｌ 后 ， 抑制 ＮＦ
－

ｋＢ 信号通路 ， 下

调 ＭＭＰ９ 的表达 ， 从而抑制 了滋养细胞的迁移和侵袭
［

１ ９ ７
］

。 本次研宄中 ， Ｎｏ ｔ ｃｈ 信号通

路如何介导 ＭＡＰＫ 和 ＡＫＴ 通路上调菟丝子总黄酮 引 起的滋养细胞的 ＭＭＰ９ 的表达需要进

一

步的研究探讨 。 总的来说 ， 我们研究初次得出 了菟丝子总黄酮能够通过调控 ＭＭＰ９

来增加滋养细胞的迁移和侵袭功能 ， 同时发现 ＭＡＰＫ ，ＡＫＴ 和 Ｎｏ ｔ ｃｈ 信号通路能参与到

菟丝子总黄酮这个调控过程 ， 这为 了我们更好的 了解菟丝子总黄酮的药效作用 ， 而且

为更好的 了解滋养细胞的过度侵袭的负反馈调节的 内在机制 ， 这些结果为我们更好 了

解与侵袭相关的疾病发生病理机制 ， 比如 自然流产 ， 先兆子痫 ， 宫 内生长抑制 ， 并为

预防和治疗这些疾病提供了理论指导 。

７ ７
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

在前面的实验结果 中 ， 我们发现菟丝子总黄酮可 以通过调控 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ｐ 及其

靶基 因 ＰＬＸＮＢ２ 来促进滋养细胞的迁移和侵袭功能 ， 防治 自 然流产 ， 在本节实验中还

发现菟丝子总黄酮还可 以通过上调 ＭＭＰ ９ 的表达促进滋养细胞的功能 ， 那么在菟丝子

总黄酮 的这
一

调控过程 ， 是否 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ ｐ 及 ＰＬＸＮＢ２ 与 ＭＭＰ９ 有相关的进
一

步调控

关系呢 ？ 目 前 己有研宄 中发现能够调控 ＭＭＰ９ 的 ｍ ｉ ＲＮＡ 比较多 ， 如在胶质母细胞瘤 中 ，

ｍ ｉ Ｒ ４ ９ １ ５ｐ 能够通过调控 ＭＭＰ９ 抑制神经胶质细胞瘤 的侵袭功能
［

１ ９ ８
］

； 而 ｍ ｉ ＲＮＡ ２ １ ８ 通

过下调 ＭＭＰ９ 的表达抑制 Ｓａｏ ｓ
－

２ 细胞的迁移和侵袭功能 ， 从而 引 起骨 肉瘤的发生
［ ］ ９ ９

］

；

在于妇产科疾病方面 ， 研究报导在先兆子痫患者中发现 ｍ ｉ ＲＮＡ ２ ０ ４ 显著上调 ， 并且通

过调控靶基因 ＭＭＰ９ 抑制滋养细胞的侵袭功能 而对于 自然流产发生机制 中 ， 尚未

发现 ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ｐ 与 ＭＭＰ ９ 的调控关系 。 我们知道 ＭＭＰ９ 在滋养细胞着床侵袭过程起

着重要 的作用 ， 而 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６ ３ｐ 通过调控 ＰＬＸＮＢ２ 引 发抑制滋养细胞的侵袭功能 ， 那

么在这调控过程 ， 是否 同 时抑制 了ＭＭＰ ９ 的表达呢 ？ 这种协 同作用 的研宄 ， 有发现

ｍ ｉ Ｒ
－

３ ４ ６ 和 ｍ ｉ Ｒ
－

５ ８ ２
－

３ｐ 能够抑制 ＭＭＰ２ 及其 ＭＭＰ９ 来调控 ＥＧ ＶＥＧＦ 从而抑制滋养细胞

的侵袭功能 ， ｍ ｉ Ｒ ３ ４ ６ 和 ｍ ｉ Ｒ ５ ８ ２ ３ｐ 可能可 以作为诊断 ＥＧ
－

ＶＥＧＦ 相关产科疾病的标

记物
［ ２ ° １ ］

。 另外 ， 发现 ｍ ｉ Ｒ
－

２ ０ ３ 能下调靶基因 Ｒｏｂ ｏ ｌ
， 同时抑制 了ＥＲＫ 的磷酸化和 ＭＭＰ９

的表达 ， 从而抑制神经胶 质 细胞 的迁移和侵袭功 能 ， 说 明 了ｍ ｉ Ｒ ２ ０ ３ 通过干扰

Ｒｏｂ ｏ ｌ ／ＥＲＫ／ＭＭＰ９ 这
一

信号通路轴来抑制肿瘤细胞的迁移功能
［
２ ° ２ ］

。 这
一

系列 的研究也

正好可 以说明 ， 本研宄 中 ， ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６ ３ ｐ 可能是通过调控 ＰＬＸＮＢ２ 同时也抑制 了ＭＭＰ９

的表达 ， 这
一

协 同信号通路轴 的作用从而抑制 了滋养细胞的迁移和侵袭功能 ， 而菟丝

子总黄酮正好 引 发 了这
一

系列的过程 。 这与研究 中报导的 ｏｘＬＤＬ 能上调 ＨＡＳＭＣ ｓ 细胞

中 ｍ ｉ Ｒ ２ ９ｂ 表达 ， 下调靶基因 ＤＮＭＴ３ ｂ ， 进
一

步调控 ＭＭＰ ２ ／ＭＭＰ ９ ，
—

步步参与到细胞

的迁移功能当 中 ， 同时也说 明 了ｍ ｉ ＲＮＡ 介导的表观遗传调控可能是动脉粥样硬化疾病

发生病 因 的新机制
［
２ ° ３ ］

， 有着相 同之意 。 因此 ， 这是否可 以说明 ， 菟丝子总黄酮可能是

通过下调 了ｍ ｉ ＲＮＡ １ ２ ６
－

３ ｐ 的表达 ， 上调 ＰＬＸＮＢ２ ， 进
一

步上调 了ＭＭＰ ９ 的表达 ， 从而促

进 自 然流产疾病滋养细胞的迁移和侵袭功能呢 ？ 这需要在 以后 的时 间里继续加 以验

证和说 明 。

总 的来说 ， 本研宄中 ， 从基因层面 ， ｍ ｉ ＲＮＡ 以及 ｍＲＮＡ 等生物学过程阐述菟丝子总

黄酮促进滋养细胞迁移和侵袭功能 ， 防治 自 然流产的 内在机制作用 ， 更好的解释 了 菟

丝子总黄酮 的药理学机制 ， 为我们临床上使用菟丝子总黄酮提供 了
一

个理论依据 ， 以

此更好地指导临床用药 。

五 、 小结

总体来说 ， 菟丝子总黄酮作为治疗 自 然流产达到安胎作用 的常用药物 ， 其能够通

过增加滋养细胞 ＭＭＰ９ 的表达来增加滋养细胞迁移和侵袭能力 ， 同时通过激活 ＭＡＰＫ ，

ＡＫＴ 和 Ｎｏ ｔ ｃ ｈ 信号通路的相互信号传导发挥其预防和治疗 自然流产 的药效作用 。

７ ８





策 丝子 总黄酮 调控 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ ｐ 促进 滋 养 細胞使袭 功 能机制研 究


结语

一

、 结论 ：

（

一

） ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
＿

３ｐ 在 自 然流产绒毛组织 中 表达上调 ， 在滋养细胞 内 过表达

ｍ ｉＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 能抑制细胞的迁移和侵袭能力 ， 干扰 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 后其迁移和侵袭能

力增加 。

（二 ） 用米非司酮诱导 己转染 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐｍ ｉｍ ｉ ｃ 的滋养细胞 ， 模拟构建 自然流产

状态滋养细胞模型 。 证实 ３ ０ｙ ｍｏ ｌ ／Ｌ 的米非司酮造模后能抑制滋养细胞迁移能力 ， 同

时上调滋养细胞 内 ｒａ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的表达 。 此模型 的迁移和侵袭能力 明 显 降低 ，

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 表达明显上调 。

（三 ） 深入研究发现菟丝子总黄酮能明显增加滋养细胞的迁移和侵袭能力 ， 且能通过

激活 ＭＡＰＫ／ＡＫＴ／Ｎｏ ｔ ｃｈ 通路上调 ＭＭＰ９ 的表达 。

（ 四 ） 菟丝子总黄酮能下调 自然流产状态滋养细胞模型 ｒａ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的表达 ， 同时

提高其迁移和侵袭能力 ， 说明菟丝子总黄酮能通过调控 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
＿

３ｐ 来促进滋养细

胞的迁移和侵袭能力 。

（ 五 ） 菟丝子总黄酮通过调控 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 下游的 ＰＬＸＮＢ２ 蛋 白进
一

步影响 自 然流产

状态细胞模型滋养细胞的迁移和侵袭功能 。 体现其安胎 ， 防治流产的细胞药理作用 。

二 、 创新之处 ：

（

一

） 进
一

步明确米非司酮能抑制滋养细胞的迁移和侵袭功能 ， 同时将米非司酮干预

过表达 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的滋养细胞 ， 构建 自然流产状态滋养细胞模型 ， 并 以此模型探

讨菟丝子总黄酮补肾安胎的药理学机制 。

（ 二 ） 深 入研 宄 菟 丝子 总 黄 酮 的 作 用 机 制 ， 发 现菟 丝 子 总 黄 酮 能 通 过 调 控

ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
＿

３ｐ 来促进滋养细胞的迁移和侵袭能力 ， 并且发现菟丝子总黄酮能进
一

步通

过调控 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的下游靶基因 ＰＬＸＮＢ２ 实现其促进 自 然流产状态细胞模型的滋养

细胞的迁移和侵袭能力 。

三 、 不足与展望 ：

（

一

） 仅研宄菟丝子总黄酮对滋养细胞的迁移和侵袭功能影响 的药效机制 ， 未进行对

滋养细胞其他功能的研宄 。

（ 二 ） 大部分实验都在加药干预进行 １ ２ｈ 所进行 ， 在 以后 的研宄中 ， 可 以增加菟丝子

总黄酮的作用时间段 。

（三 ） 展望 ： 本研究发现 了ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 对 自然流产发生的重要作用 ， 其表达的上

调可能是引 发 自 然流产病理机制之
一

。 同时结合用米非司 酮干预转染后的滋养细胞构

建 自 然 流 产 状 态 滋 养 细 胞 模 型 ， 进
一

步 发 现 菟 丝 子 总 黄 酮 不 仅 能 通 过 调 控

ＭＡＰＫ／ＡＫＴ／Ｎｏ ｔ ｃ ｈ 信号通路增加正常滋养细胞的 ＭＭＰ９ 的表达从而促进其迁移和侵袭功

７ ９




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

能 ， 还能通过调控 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 及其下游的靶基因 ＰＬＸＮＢ２ 来增加 自然流产状态细胞

模型滋养细胞的迁移和侵袭能力 ， 以实现菟丝子总黄酮补肾安胎的药效 。 但 由于时间

因素 ， 尚未能进
一

步探讨菟丝子总黄酮调控 ＰＬＸＮＢ２ 蛋 白 的 内在机制 ， 在后续实验中 ，

可 以继续深入研究菟丝子总黄酮是通过哪个信号通路实现对 ＰＬＸＮＢ２ 蛋 白 的调控 ， 从

而
一

步步调控 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 的作用机制 。

８０
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ｕｐ
－

ｒｅｇｕ ｌ ａ ｔ ｉ ｎｇｇ ｅｎ ｅｅｘ ｐｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｉ ｎｃ ｈ ｏｒ ｉ ｏｎ ｉ ｃ

ｖ ｉ ｌ ｌ ｉ ［Ｊ ］ ．Ｊｏｕｒｎａ ｌｏ ｆａ ｓ ｓ ｉ ｓ ｔ ｅ ｄｒ ｅｐｒｏ ｄｕｃ ｔ ｉ ｏｎａｎｄｇｅｎ ｅ ｔ ｉ ｃ ｓ
，２ ０ １ ５

，
３２ （ ７ ） ： １ １ ２ ３

－

１ １ ２８ ．

［ ９ ］Ａｎｄｒａｗｅ ｅｒａＰＨ
，Ｄｅｋｋ ｅｒＧＡ ，Ｔｈｏｍｐ ｓｏｎＳＤ

，ｅ ｔａ ｌ ．Ｐｏ ｌ ｙｍｏｒｐｈ ｉ ｓｍｓｉ ｎｔｈ ｅｆ ｉｂ ｒ ｉ ｎｏ ｌ ｙ ｔ ｉ ｃ

ｐａｔｈｗａｙｇｅｎｅ ｓａｎ ｄｔｈｅｒ ｉ ｓ ｋｏ ｆｒ ｅｃｕｒｒｅｎ ｔｓ ｐｏｎｔａｎ ｅｏｕ ｓａｂｏｒ ｔ ｉ ｏｎ
［ Ｊ ］

，Ｒｅ ｐｒｏｄｕｃ ｔ ｉ ｖ ｅｂ ｉ ｏｍｅ ｄ ｉ ｃ ｉ ｎ ｅ

ｏｎ ｌ ｉ ｎｅ
，２０ １ ４

，
２９ （６ ） ： ７４５

－

７ ５ １ ．

［ １ ０ ］ＷｕＳ ，ＺｈａｎｇＨ ，Ｔ ｉ ａｎＪ ，ｅ ｔａ ｌ ．Ｅｘｐｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏ ｆｋ ｉ ｓ ｓｐｅｐ ｔ ｉ ｎ／ＧＰＲ５４ａｎｄＰ Ｉ ＢＦ／ＰＲｉ ｎｔ ｈｅ

ｆ ｉ ｒ ｓ ｔｔ ｒ ｉ ｍ ｅ ｓ ｔ ｅｒｔｒｏｐｈｏｂ ｌ ａｓ ｔａｎｄｄ ｅｃ ｉ ｄｕａｏ ｆｗｏｍｅｎｗ ｉ ｔｈｒ ｅｃｕｒｒ ｅｎ ｔｓｐｏｎ ｔａｎ ｅｏｕ ｓａｂｏｒ ｔ ｉ ｏｎ
［Ｊ ］ ．

Ｐａｔ ｈｏ ｌ ｏｇｙ
－

Ｒｅ ｓ ｅａｒｃｈａｎｄＰｒａｃ ｔ ｉ ｃ ｅ
，２０ １ ４

，
２ １ ０ （ １ ） ； ４ ７

－

５４ ．

［ １ １ ］Ｐａｎｇ
Ｌ

，Ｗｅ ｉＺ
，Ｌ ｉ０

，ｅ ｔａ ｌ ．Ａｎｉ ｎｃ ｒ ｅａｓ ｅｉｎｖａｓ ｃ ｕ ｌ ａｒｅｎｄｏ ｔｈ ｅ ｌ ｉ ａ ｌｇｒｏｗｔ ｈｆａｃ ｔ ｏｒ（ＶＥＧＦ）

ａｎ ｄＶＥＧＦｓｏ ｌ ｕｂ ｌ ｅｒｅ ｃ ｅｐ ｔ ｏｒ
－

１ （ ｓＦ ｌ ｔ
－

１ ）ａｒ ｅａ ｓ ｓｏｃ ｉ ａ ｔ ｅｄｗ ｉ ｔｈｅａｒ ｌ ｙｒｅｃｕｒｒ ｅｎ ｔｓｐｏｎ ｔａｎ ｅｏｕ ｓ

ａｂｏｒ ｔ ｉ ｏｎ ［Ｊ ］ ，Ｐ ｌ ｏＳｏｎ ｅ
，２０ １ ３

，

８ （９ ） ： ｅ ７ ５ ７ ５９ ．

［ １ ２ ］Ｓ ｅ ｒｅ ｓｈｋ ｉＮ
，Ｇｈａｒａｇｏ ｚ ｌ ｏｏＭ

，Ｏｓ ｔａｄ ｉＶ
，ｅ ｔａ ｌ ．Ｖａｒ ｉ ａ ｔ ｉ ｏｎ ｓｉ ｎＴ

－

ｈ ｅ ｌ ｐｅ ｒ１ ７ａｎ ｄｒ ｅ ｇｕ ｌ ａｔ ｏｒｙ

Ｔｃ ｅ ｌ ｌ ｓｄｕｒ ｉ ｎｇｔ
ｈｅｍｅｎ ｓ ｔ ｒｕａ ｌｃ ｙ ｃ ｌ ｅｉ ｎ

ｐ ｅｒ ｉ ｐｈ ｅｒａ ｌｂ ｌ ｏｏ ｄｏ ｆｗｏｍｅ ｎｗ ｉ ｔ ｈｒ ｅ ｃ ｕｒｒｅｎ ｔｓｐｏｎ ｔａｎ ｅｏｕ ｓ

ａｂｏｒ ｔ ｉ ｏｎ ［ Ｊ ］ ．Ｉ ｎ ｔ ｅｒｎａ ｔ ｉ ｏｎａ ｌｊ ｏｕｒｎａ ｌｏ ｆｆｅｒ ｔ ｉ ｌ ｉ ｔ ｙ＆ｓ ｔ ｅｒ ｉ ｌ ｉ ｔ ｙ ，２ ０ １ ４
，８ （ １ ） ： ５ ９ ．

［
１ ３

］ＷｕＬ ，ＬｕｏＬ
，ＺｈａｎｇＹ ，ｅ ｔａ ｌ ．Ａ ｌ ｔ ｅｒ ａｔ ｉ ｏｎｏｆＴｈ ｌ ７ａｎ ｄＴｒｅｇｃ ｅ ｌ ｌ ｓｉ ｎｐａ ｔ ｉ ｅｎ ｔ ｓｗ ｉ ｔ ｈ

ｕｎ ｅｘｐ ｌ ａ ｉ ｎ ｅｄｒｅ ｃｕｒｒ ｅ ｎ ｔｓｐｏｎ ｔａｎ ｅｏｕ ｓａｂｏｒ ｔ ｉ ｏｎｂ ｅ ｆｏｒ ｅａｎ ｄａｆｔ ｅｒｌ ｙｍｐｈｏｃ ｙ ｔ ｅｉ ｍｍｕｎ ｉ ｚａｔ ｉ ｏｎ

ｔｈ ｅｒａｐｙ ［ Ｊ ］ ．ＲｅｐｒｏｄＢ ｉ ｏ ｌＥｎ ｄｏ ｃｒ ｉ ｎｏ ｌ
，２０ １ ４

，
１ ２ ： ７４ ．

［ １ ４ ］Ｄｅｎ ｄｒ ｉ ｎｏ ｓＳ
，Ｄｅ ｌ ｉ ｖ ｅ ｌ ｉ ｏ ｔｏｕＡ

，Ａｎａ ｓ ｔａｓ ｉ ｏｕＡ
，ｅ ｔａ ｌ ．Ｒｏ ｌ ｅｏ ｆｃｏａｇｕ ｌａｔ ｉ ｏｎｆａｃ ｔ ｏｒＸ Ｉ Ｉ

ｉ ｎｕｎｅ ｘｐ ｌ ａ ｉ ｎｅ ｄｒｅ ｃ ｕｒｒ ｅｎ ｔａｂｏｒ ｔ ｉ ｏｎ ｓｉ ｎｔｈ ｅＧｒ ｅ ｅ ｋｐｏｐｕ ｌ ａ ｔ ｉ ｏｎ ．［ Ｊ ］ ．Ｔｈ ｅＪｏｕｒｎａ ｌｏｆ

ｒｅｐｒｏｄｕ ｃ ｔ ｉ ｖ ｅｍｅｄ ｉ ｃ ｉ ｎ ｅ
，２ ０ １ ３

，５９ （ １

－

２ ） ： ５６
－

６ ２ ．

８ １




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

［ １ ５ ］Ｐｒ ｅ ｓ ｔｏｎＦＥ ，Ｒｏ ｓ ｅｎｄａａ ｌＦＲ
，Ｗａ ｌｋ ｅｒＩＤ

，ｅｔａ ｌ ．Ｉ ｎ ｃｒｅａｓ ｅｄｆｅ ｔａ ｌｌ ｏ ｓ ｓｉｎｗｏｍｅｎｗ ｉ ｔｈ

ｈｅｒ ｉ ｔａｂ ｌ ｅｔｈｒｏｍｂｏｐｈ ｉ ｌ ｉ ａ ．［Ｊ］ ．Ｌａｎｃ ｅ ｔ
，１ ９９６

，３４８ （９０ ３ ２ ） ： ９ １ ３
－

９ １ ６ ．

［
１ ６ ］Ｂａｎｅｒ ｊ ｅｅ Ｐ

，Ｄｕｔ ｔ ａ Ｍ
，Ｓ ｒ ｉｖａｓ ｔ ａｖａ Ｓ

，ｅ ｔａ ｌ ．１Ｈ ＮＭＲＳｅｒｕｍ Ｍｅｔａｂｏｎｏｍ ｉ ｃ ｓｆｏｒＵｎｄｅｒ ｓ ｔａｎｄ ｉｎｇ

Ｍｅ ｔａｂｏ ｌ ｉ ｃＤｙｓｒ ｅ ｇｕ ｌ ａｔ ｉ ｏｎｉ ｎＷｏｍｅｎｗ ｉ ｔｈＩ ｄ ｉ ｏｐａｔｈ ｉ ｃＲｅｃｕｒｒｅｎｔＳｐ ｏｎｔａｎｅｏｕ ｓＭ ｉ ｓ ｃａｒｒ ｉ ａｇｅ

ｄｕｒ ｉ ｎｇＩｍｐ ｌ ａｎｔａｔ ｉ ｏｎＷ ｉ ｎｄｏｗ ［Ｊ ］ ，Ｊｏｕｒｎａ ｌｏｆｐｒｏ ｔ ｅｏｍｅｒｅ ｓ ｅａｒｃｈ
，２０ １ ４

，
１ ３ （６ ） ： ３ １ ００

－

３ １ ０６ ．

［ １ ７ ］Ｚ ｏｎｇＣ ，ＳｈａＹ
，Ｘ ｉ ａｎｇＨ ，ｅ ｔａ ｌ ．Ｇ ｌｕｔａｔｈ ｉ ｏｎｅＳ ｔｒａｎ ｓ ｆ ｅｒａｓ ｅＡｌｐｏ ｌ ｙｍｏｒｐｈ ｉ ｓｍａｎｄｔｈ ｅ

ｒ ｉ ｓ ｋｏｆｒ ｅｃｕｒｒｅｎｔｓｐｏｎｔａｎｅｏｕ ｓａｂ ｏｒｔ ｉ ｏｎｉ ｎＣｈ ｉｎｅ ｓ ｅＨａｎ
ｐｏｐｕ ｌ ａｔ ｉ ｏｎ

 ［Ｊ ］ ．Ｊｏｕｒｎａ ｌｏｆａｓ ｓ ｉ ｓ ｔ ｅ ｄ

ｒ ｅｐｒｏｄｕ ｃ ｔ ｉ ｏｎａｎｄｇ ｅｎｅ ｔ ｉ ｃ ｓ
，２０ １ ４

，
３ １

（３ ）
： ３ ７９

－

３８２ ．

［ １ ８ ］ＭａｒａｋａＳ ，Ｓ ｉｎｇｈＯ ｓｐ ｉｎａＮＭ
，Ｏ

’

ＫｅｅｆｆｅＤＴ
，ｅ ｔａ ｌ ．Ｓｕｂ ｃ ｌ ｉｎ ｉ ｃａ ｌＨｙｐｏ ｔｈｙｒｏ ｉ ｄ ｉ ｓｍｉ ｎ

Ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ：ＡＳｙ ｓ ｔ ｅｍａｔ ｉ ｃＲｅｖ ｉ ｅｗａｎｄＭｅ ｔａ
－

ａｎａ ｌｙ ｓ ｉ ｓ ．［Ｊ］ ，Ｔｈｙｒｏ ｉ ｄＯｆｆ ｉ ｃ ｉ ａ ｌＪｏｕｒｎａ ｌｏｆｔｈｅ

Ａｍｅｒ ｉ ｃａｎＴｈｙｒｏ ｉ ｄＡｓ ｓ ｏｃ ｉａｔ ｉ ｏｎ
，２ ０ １ ６

，
２６ （４ ） ： ５ ８０ ．

［ １ ９ ］Ｖ ｅ ｌｋｅｎ ｉ ｅｒ ｓ Ｂ
，Ｖａｎ Ｍ Ａ

，ＰｏｐｐｅＫ
，ｅ ｔａｌ ．Ｌｅｖｏｔｈｙｒｏｘ ｉｎｅｔｒ ｅａｔｍｅｎ ｔａｎｄｐｒｅｇｎａｎｃ ｙ

ｏｕｔ ｃｏｍｅ

ｉ ｎｗｏｍｅｎｗ ｉ ｔｈｓｕｂｃ ｌ ｉｎ ｉ ｃａｌｈｙｐｏｔｈｙｒｏ ｉ ｄ ｉ ｓｍｕｎｄｅｒ ｇｏ ｉｎｇａｓ ｓ ｉ ｓ ｔ ｅ ｄｒ ｅｐｒｏｄｕｃｔ ｉ ｏｎｔ ｅｃｈｎｏ ｌｏｇ ｉ ｅ ｓ ：

ｓ ｙ ｓ ｔ ｅｍａｔ ｉ ｃｒｅｖ ｉ ｅｗａｎｄｍｅ ｔａ
－

ａｎａｌ ｙ ｓ ｉ ｓｏｆＲＣＴｓ ． ［Ｊ ］ ．ＨｕｍａｎＲｅｐｒｏ ｄｕｃ ｔ ｉ ｏｎＵｐｄａｔ ｅ ，

２０ １ ３
，１ ９ （ ３ ） ： ２ ５ １ ．

［
２０ ］Ｇａｒｒ ｉ ｄｏｇ ｉｍｅｎｅｚＣ

，Ａ ｌ ｉ
ｊ ｏｔａｓｒ ｅ ｉ ｇＪ ．Ｒｅ ｃｕｒｒｅｎｔｍ ｉ ｓ ｃａｒｒ ｉ ａｇｅ ：ｃａｕ ｓ ｅ ｓ

，ｅｖａ ｌ ｕａｔ ｉ ｏｎａｎ ｄ

ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ．［Ｊ ］ ．Ｐｏ ｓ ｔ ｇｒａｄｕａｔ ｅＭｅｄ ｉ ｃａ ｌＪｏｕｒｎａｌ ，２ ０ １ ５
，
９ １ （ １ ０７３ ） ： １ ５ １ ．

［ ２ １ ］ＴａｋａｏＴ
，ＡｓａｎｏｍａＫ

，
ＫａｔｏＫ

，ｅｔａｌ ．Ｉ ｓ ｏ ｌ ａｔ ｉ ｏｎａｎｄｃｈａｒａｃ ｔ ｅｒ ｉ ｚａｔ ｉ ｏｎｏｆｈｕｍａｎ

ｔｒｏｐｈｏｂ ｌ ａ ｓｔｓ ｉ ｄ ｅ
－

ｐｏｐｕ ｌ ａｔ ｉ ｏｎ（ＳＰ ）ｃ ｅ ｌ ｌ ｓｉｎｐｒ ｉｍａｒｙｖ ｉ ｌ ｌ ｏｕｓｃｙｔｏ ｔｒｏｐｈｏｂ ｌ ａｓ ｔ ｓａｎｄ

ＨＴＲ
－

８／ＳＶｎｅｏｃ ｅ ｌ ｌｌ ｉ ｎｅ ［Ｊ ］ ，ＰＬｏＳＯｎｅ
，２０ １ １

，
６ （ ７ ） ： ｅ２ １ ９９０ ．

［ ２２ ］Ｌｕｎｇｈ ｉＬ
，Ｆｅｒｒｅ ｔ ｔ ｉＭＥ

，Ｍｅｄ ｉ ｃ ｉＳ
，

ｅ ｔａ ｌ ．Ｃｏｎｔｒｏ ｌｏ ｆｈｕｍａｎｔｒｏｐｈｏｂ ｌ ａｓ ｔｆｕｎｃ ｔ ｉ ｏｎ
［Ｊ ］ ．

ＲｅｐｒｏｄＢ ｉ ｏ ｌＥｎｄｏｃｒ ｉｎｏ ｌ
，２００ ７

，５ （６ ） ： ｂ２ ０ ．

［ ２ ３ ］Ｃｒｏ ｓ ｓＪＣ ，Ｈｅｍｂ ｅｒｇｅｒＭ ，ＬｕＹ
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，Ｃｈａ ｉｗａｎｇｙｅｎＷ ，ｅｔａ ｌ ．Ｐｒｅｇｎａｎｃｙ

－

ａｓ ｓｏｃ ｉ ａｔ ｅｄ

ｍ ｉＲＮＡ
－

ｃ ｌ ｕｓ ｔｅｒ ｓ
［Ｊ ］ ．Ｊｏｕｒｎａ ｌｏｆｒｅｐｒｏｄｕｃ ｔ ｉ ｖ ｅｉｍｍｕｎｏ ｌ ｏｇｙ ，２０ １ ３

，
９ ７ （ １ ） ： ５ １

－

６ １ ．

［
９０ ］ＤｏｎｇＦ ，ＺｈａｎｇＹ ，Ｘ ｉ ａＦ

，ｅ ｔａｌ ．Ｇｅｎｏｍｅ
－

ｗ ｉ ｄ ｅｍｉ ＲＮＡｐｒｏｆ ｉ ｌ ｉｎｇｏｆｖ ｉ ｌ ｌｕ ｓａｎｄｄｅｃ ｉ ｄｕａ

ｏｆｒ ｅ ｃｕｒｒ ｅｎ ｔｓｐｏｎ ｔａｎｅ ｏｕ ｓａｂｏｒ ｔ ｉ ｏｎｐａ ｔ ｉ ｅｎｔ ｓ ［Ｊ ］ ，Ｒｅｐｒｏｄｕ ｃ ｔ ｉｏｎ
，２ ０ １ ４

，１ ４８ （ １ ） ： ３ ３
－

４ １ ．

［９ １ ］Ｅ ｌ
－

ＳｈｏｒａｆａＨＭ
，Ｓｈａｒ ｉ ｆＦＡ ．Ｌｅｖｅ ｌ ｓｏｆｍ ｉ Ｒ

－

２ １ ａｎｄｍ ｉ Ｒ
－

１ ８ ２ｉ ｎＵｎｅｘｐ ｌ ａ ｉ ｎｅｄＲｅｃｕｒｒ ｅｎｔ

Ｓｐｏｎｔａｎ ｅｏｕｓＡｂ ｏｒｔ ｉ ｏｎ ［Ｊ ］ ． Ｉｎｔ ｅｒｎａｔ ｉ ｏｎａ ｌＪｏｕｒｎａ ｌｏｆＣｈｅｍｉ ｃａ ｌａｎｄＬ ｉ ｆｅＳ ｃ ｉ ｅｎｃ ｅ ｓ
，

２０ １ ３
，
２ （０６ ） ： １ １ ８５

－

１ １ ８８ ．

［ ９２ ］ＷａｎｇＸ ，Ｌ ｉＢ
，ＷａｎｇＪ ，

ｅ ｔａ ｌ ．Ｅｖ ｉ ｄｅｎｃｅｔｈａｔｍ ｉ Ｒ
－

１ ３３ａｃａｕ ｓ ｅ ｓｒｅｃｕｒｒｅｎｔｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ

ａｂｏｒｔ ｉ ｏｎｂｙｒｅｄｕｃ ｉ ｎｇＨＬＡ
－

Ｇｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎ ［Ｊ ］ ．Ｒｅｐｒｏｄｕｃ ｔ ｉ ｖｅｂ ｉ ｏｍｅｄ ｉ ｃ ｉ ｎｅｏｎ ｌ ｉｎｅ
，

２ ０ １ ２
，
２ ５ （４ ） ： ４ １ ５

－

４２４ ．

［ ９ ３ ］ＭａｋｅｙｅｖＥＶ
，Ｍａｎ ｉ ａｔ ｉ ｓＴ ．Ｍｕ ｌ ｔ ｉ ｌ ｅｖ ｅ ｌｒ ｅｇｕ ｌａｔ ｉ ｏｎｏｆｇｅｎｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｂ ｙｍ ｉ ｃｒｏＲＮＡｓ ［Ｊ ］ ．

Ｓｃ ｉ ｅｎｃｅ
，２００８

，３ １ ９ （５８ ７ １ ） ： １ ７８９
－

１ ７ ９０ ．

［ ９４ ］Ｌ ｉＰ
，Ｇｕｏｆｆ

，ＤｕＬ
，ｅ ｔａｌ ．ｍ ｉ ｃｒｏＲＮＡ

－

２９ｂｃｏｎ ｔｒ ｉｂｕ ｔ ｅ ｓｔｏｐｒｅ
－

ｅｃ ｌ ａｍｐ ｓ ｉ ａｔｈｒｏｕｇｈｉ ｔ ｓ

ｅ ｆｆｅｃ ｔ ｓｏｎａｐｏｐ ｔ ｏ ｓ ｉ ｓ
，ｉｎｖａ ｓ ｉ ｏｎａｎｄａｎｇ ｉｏｇｅｎｅ ｓ ｉ ｓｏｆｔｒｏｐｈｏｂ ｌ ａ ｓ ｔｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ［Ｊ ］ ．Ｃ ｌ ｉ ｎ ｉ ｃ ａ ｌｓ ｃ ｉ ｅｎｃ ｅ

，

２０ １ ３
，１ ２４ （ １ ） ： ２ ７

－

４０ ．

［ ９ ５ ］ 李鹏飞 ． Ｍ ｉ Ｒ
－

２９ｂ 通过调控滋养层细胞功能参与 ＰＥ 发病机制 的研宄 ［Ｄ ］ ． 南京大学 ，

２ ０ １ ２ ．

［９６ ］Ｄａ ｉＹ
，Ｑ ｉ ｕＺ

，Ｄ ｉ ａｏＺ
，ｅ ｔａ ｌ ．Ｍ ｉ ｃｒｏＲＮＡ

－

１ ５ ５ｉｎｈ ｉｂ ｉ ｔ ｓｐｒｏ ｌ ｉ ｆｅｒａｔ ｉ ｏｎａｎｄｍ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎｏｆ

８６





策丝子总黄酮调控 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ ｐ 促进 滋 养细胞使袭 功 能机制研 究


ｈｕｍａｎｅｘ ｔｒａｖ ｉ ｌ ｌ ｏｕ ｓｔｒｏｐｈｏｂ ｌ ａ ｓ ｔｄｅｒ ｉ ｖ ｅｄＨＴＲ
－

８ ／ ＳＶｎ ｅｏｃ ｅ ｌ ｌ ｓｖ ｉ ａｄｏｗｎ
－

ｒ ｅｇｕ ｌ ａｔ ｉ ｎｇｃ ｙｃ ｌ ｉ ｎ

Ｄ １ ［Ｊ ］ ．Ｐ ｌ ａｃ ｅｎ ｔａ
，２０ １ ２

，
３ ３ （ １ ０ ） ： ８ ２ ４

－

８２ ９ ．

［ ９ ７ ］ＦｕＧ ，Ｙ ｅＧ
，Ｎａｄｅ ｅｍＬ

，ｅ ｔａ ｌ ．Ｍ ｉ ｃ ｒｏＲＮＡ
－

３ ７６ｃｉ ｍｐａ ｉ ｒｓｔｒａｎ ｓ ｆｏｒｍ ｉ ｎｇｇｒｏｗｔ ｈｆａｃ ｔｏｒ
－

Ｐａｎｄｎｏｄａ ｌｓ ｉ ｇｎａ ｌ ｉ ｎｇｔ ｏｐｒｏｍｏ ｔ ｅｔｒｏｐｈｏｂ ｌ ａ ｓ ｔｃ ｅ ｌ ｌｐｒｏ ｌ ｉ ｆｅｒａｔ ｉ ｏｎａｎｄｉ ｎｖａ ｓ ｉ ｏｎ ［Ｊ］ ．

Ｈｙｐｅｒ ｔ ｅｎ ｓ ｉ ｏｎ
，２０ １ ３

， 
６ １（４ ） ： ８６４

－

８ ７ ２ ．

［ ９８ ］Ｖｅｎ ｔｕｒａＷ ，Ｋｏ ｉ ｄ ｅＫ
，Ｈｏｒ ｉＫ

，ｅ ｔａ ｌ ．Ｐ ｌ ａｃ ｅｎ ｔａ ｌｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏ ｆｍ ｉ ｃ ｒｏＲＮＡ
－

１ ７ａｎｄ
－

１ ９ｂｉ ｓ

ｄｏｗｎ
－

ｒ ｅｇｕ ｌ ａｔ ｅｄｉ ｎｅａｒ ｌ ｙｐｒ ｅｇｎａｎｃ ｙｌ ｏ ｓ ｓ ［ｊ ］ ．Ｅｕｒｏｐ ｅａｎＪｏｕｒｎａ ｌｏ ｆＯｂ ｓ ｔ ｅ ｔｒ ｉ ｃ ｓ＆Ｇｙｎ ｅ ｃｏ ｌ ｏｇｙ

ａｎ ｄＲｅｐｒｏｄｕｃ ｔ ｉ ｖ ｅＢ ｉ ｏ ｌ ｏｇｙ ，２０ １ ３
，１ ６９ （ １ ） ： ２８

￣

３ ２ ．

［ ９９ ］ 杨洋 ， 吴胜军 ， 雷蕾 ． ｍ ｉ Ｒ
－

ｌ Ｏｂ 对人正常滋养细胞浸润能力 的影响 ［ Ｊ ］ ． 山 西医科大学学

报 ，

２０ １ ４
，
４５

（
９ ） ： ７ ９ １

－

７ ９４ ．

［ １ ００ ］ＳｕｎＭ ，Ｃｈ ｅｎＨ ，Ｌ ｉ ｕＪ ，ｅ ｔａ ｌ ．Ｍ ｉ ｃｒｏＲＮＡ
￣

３ ４ａｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｓｈｕｍａｎｔｒｏｐｈｏｂ ｌ ａｓ ｔｃ ｅ ｌ ｌｉ ｎｖａｓ ｉ ｏｎ

ｂｙｔａｒｇ ｅ ｔ ｉ ｎｇＭＹＣ ［ Ｊ ］ ．ＢＭＣｃ ｅ ｌ ｌｂ ｉ ｏ ｌ ｏｇｙ ，２０ １ ５
，

１ ６ （ １ ） ：
２ １ ．

［ １ ０ １ ］ＹａｎＴ ，Ｌ ｉ ｕＹ
，Ｃｕ ｉＫ

，ｅ ｔａ ｌ ．Ｍ ｉ ｃｒｏＲＮＡ
－

１ ２６ｒｅｇｕ ｌ ａｔ ｅ ｓＥＰＣ ｓｆｕｎ ｃ ｔ ｉ ｏｎ ：Ｉ ｍｐ ｌ ｉ ｃａｔ ｉ ｏｎ ｓ

ｆｏｒａｒｏ ｌ ｅｏ ｆｍ ｉ Ｒ－１ ２６ｉ ｎｐｒ ｅｅ ｃ ｌ ａｍｐ ｓ ｉ ａ ［ Ｊ ］ ．Ｊｏｕｒｎａ ｌｏｆｃ ｅ ｌ ｌ ｕ ｌ ａｒｂ ｉ ｏｃｈｅｍ ｉ ｓ ｔｒｙ ，

２ ０ １ ３
，

１ １ ４ （９ ） ： ２ １ ４８
－

２ １ ５ ９ ．

［
１ ０２ ］Ｘ ｉ ａｏＢ

，Ｘｕ ｅＸ
，ＨｕＦ

，ｅ ｔａ ｌ ．Ｅｘｐｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎａｎ ｄｒｅ ｇｕ ｌ ａ ｔ ｏｒｙｍｅ ｃｈａｎ ｉ ｓｍｏ ｆｍ ｉ ｃｒｏＲＮＡ
－

１ ５ ５

ｉ ｎｔｈ ｅｖ ｉ ｌ ｌ ｉｏｆｐａ ｔ ｉ ｅｎ ｔ ｓｗ ｉ ｔｈｕｎ ｅｘｐ ｌ ａ ｉ ｎ ｅ ｄｒ ｅｃｕｒｒ ｅｎ ｔｓ ｐｏｎ ｔａｎ ｅ ｏｕ ｓａｂｏｒ ｔ ｉ ｏｎｐａｔ ｉ ｅｎ ｔ ｓ ［ Ｊ ］ ．

Ｚｈｏｎ ｇｈｕａｆｕｃｈａｎｋｅｚａｚｈ ｉ
，２０ １ ４

，
４９ （ ２ ） ： １ ３０ ．

［ １ ０３ ］ＷａｎｇＳ ｝ＡｕｒｏｒａＡＢ ，Ｊｏｈｎ ｓｏｎＢＡ
，ｅ ｔａ ｌ ．Ｔｈ ｅｅｎｄｏ ｔｈ ｅ ｌ ｉ ａ ｌ

－

ｓｐｅ ｃ ｉ ｆ ｉ ｃｍ ｉ ｃｒｏＲＮＡｍ ｉ Ｒ
－

１ ２６

ｇｏｖ ｅｒｎ ｓｖ ａｓ ｃｕ ｌ ａｒｉ ｎ ｔ ｅｇｒ ｉ ｔ ｙａｎｄａｎｇ ｉ ｏ ｇｅｎｅ ｓ ｉ ｓ ［ Ｊ ］ ．Ｄｅｖ ｅ ｌ ｏｐｍｅｎ ｔ ａ ｌｃ ｅ ｌ ｌ
，２ ００８

，１ ５ （ ２ ） ： ２ ６ １

－

２ ７ Ｌ

［ １ ０４ ］Ｍ ｅ ｉ ｓ ｔ ｅｒＪ ，Ｓ ｃｈｍ ｉ ｄ ｔＭＨ ．ｍ ｉ Ｒ
－

１ ２ ６ａｎ ｄｍ ｉ Ｒ
－

１ ２６＊ ：ｎｅｗｐ ｌ ａｙ ｅｒ ｓｉ ｎｃａｎｃ ｅｒ
［Ｊ ］ ．Ｔｈｅ

Ｓ ｃ ｉ ｅｎ ｔ ｉ ｆ ｉ ｃＷｏｒ ｌ ｄＪｏｕｒｎａ ｌ
，２ ０ １ ０

，１ ０ ： ２０９０
－

２ １ ００ ．

［ １ ０５ ］Ｅ ｌ

－

ＳｈｏｒａｆａＨＭ ．Ａｓ ｓ ｏｃ ｉ ａｔ ｉ ｏｎｂｅ ｔｗｅ ｅｎＳｅ ｌ ｅｃ ｔ ｅｄＭａｔ ｅｒｎａ ｌＰ ｌ ａｓｍａＭ ｉ ｃｒｏ
－

ＲＮＡ ｓａｎｄ

Ｉ ｄ ｉ ｏｐａｔｈ ｉ ｃＲ ｅｃｕｒｒｅｎｔＰｒｅｇｎａｎ ｃｙＬｏ ｓ ｓ ［ Ｄ ］ ．Ｉ ｓ ｌ ａｍ ｉ ｃＵｎ ｉ ｖ ｅ ｒ ｓ ｉ ｔ ｙ
－

Ｇａｚａ
，２０ １ ２ ．

［ １ ０ ６ ］Ｍｕ ｓ ｉ ｙ ｅｎｋｏＡ ，Ｂ ｉ ｔ ｋｏＶ
，
Ｂａｒ ｉ ｋＳ ．Ｅｃ ｔｏｐ ｉ ｃｅｘ ｐｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏ ｆｍ ｉ Ｒ

－

１ ２６＊
，
ａｎｉ ｎ ｔ ｒｏｎ ｉ ｃｐｒｏ ｄｕ ｃ ｔ

ｏ ｆｔｈ ｅｖａｓ ｃｕ ｌ ａｒｅ ｎｄｏｔｈ ｅ ｌ ｉ ａ ｌＥＧＦ
－

ｌ ｉ ｋ ｅ７ｇ ｅｎｅ ，ｒ ｅｇｕ ｌ ａ ｔ ｅ ｓｐｒｏ ｓ ｔ ｅ ｉ ｎｔ ｒａｎ ｓ ｌ ａ ｔ ｉ ｏｎａｎｄ

ｉ ｎｖａ ｓ ｉ ｖ ｅｎｅ ｓ ｓｏｆｐｒｏ ｓ ｔａｔ ｅｃａｎｃｅｒＬＮＣａＰｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ［ Ｊ ］ ．Ｊｏｕｒｎａ ｌｏｆｍｏ ｌ ｅ ｃｕ ｌ ａｒｍｅｄ ｉ ｃ ｉ ｎ ｅ
，

２００８
，

８６ （ ３ ） ： ３ １ ３
－

３ ２２ ．

［
１ ０ ７

］Ｆｅｎｇ
Ｒ

，ＣｈｅｎＸ
，ＹｕＹ ，ｅ ｔａ ｌ ．ｍ ｉ Ｒ

－

１ ２６ｆｕｎ ｃ ｔ ｉ ｏｎｓａｓａｔ ｕｍｏｕｒｓ ｕｐｐｒ ｅ ｓ ｓ ｏｒｉ ｎｈｕｍａｎ
ｇａ ｓ ｔ ｒ ｉ ｃ

ｃａｎ ｃ ｅｒ ［ Ｊ ］ ，Ｃａｎｃ ｅｒｌ ｅ ｔ ｔ ｅｒ ｓ
，２０ １ ０

，
２９８ （ １ ） ： ５０

－

６ ３ ．

［ １ ０８ ］Ｂｒａ ｓ ｅＪＣ ，Ｗｕ ｔ ｔ ｉ ｇＤ ，Ｋｕｎ ｅ ｒＲ
，ｅ ｔａ ｌ ．Ｓ ｅ ｒｕｍｍ ｉ ｃ ｒｏＲＮＡ ｓａｓｎｏ ｎ

－

ｉ ｎ ｖ ａ ｓ ｉ ｖ ｅｂ ｉ ｏｍａｒｋ ｅ ｒｓ

ｆｏｒｃａｎ ｃ ｅｒ ［ Ｊ ］ ．Ｍｏ ｌ ｅｃｕ ｌ ａｒｃ ａｎ ｃ ｅｒ
，２０ １ ０

，

９ （ １ ） ： １ ．

［ １ ０９ ］ＣｈｅｎＨ
，Ｍ ｉ ａｏＲ

，ＦａｎＪ ，ｅ ｔａ ｌ ．Ｄｅ ｃｒｅａｓ ｅ ｄｅ ｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏ ｆｍ ｉ Ｒ
－

１ ２６ｃ ｏｒｒｅ ｌ ａｔ ｅ ｓｗ ｉ ｔ ｈ

ｍｅ ｔａｓ ｔａ ｔ ｉ ｃｒｅ ｃｕｒｒ ｅｎｃ ｅｏｆｈ ｅｐａｔ ｏｃ ｅ ｌ ｌ ｕ ｌ ａｒｃａｒｃ ｉ ｎ ｏｍａ
［Ｊ ］ ．Ｃ ｌ ｉ ｎ ｉ ｃ ａ ｌ＆ｅｘ ｐｅｒ ｉ ｍｅ ｎ ｔａ ｌｍｅ ｔ ａ ｓ ｔａｓ ｉ ｓ

，

２ ０ １ ３
，
３０ （ ５ ） ： ６５ １

－

６５ ８ ．

［ １ １ ０ ］Ｔａｖａｚｏ ｉ ｅＳＦ
，Ａ ｌ ａｒ ｃ ６ｎＣ

，Ｏ ｓ ｋａｒ ｓ ｓｏｎＴ
，ｅ ｔａ ｌ ．Ｅｎｄｏ ｇｅｎｏｕ ｓｈｕｍａｎｍ ｉ ｃｒｏＲＮＡ ｓｔ ｈａ ｔｓｕｐｐｒ ｅ ｓ ｓ

ｂ ｒｅａ ｓ ｔｃａｎｃ ｅｒｍｅ ｔａｓ ｔａ ｓ ｉ ｓ ［ Ｊ ］
．ｎａ ｔｕｒ ｅ

，２ ００８
，４５ １ （ ７ １ ７ ５ ） ： １ ４ ７

－

１ ５ ２ ．

［ １ １ １ ］Ｓａ ｌ ａｊ ｅｇｈｅｈ Ａ
，Ｖｏｓ ｇｈａ Ｈ

，ＲａｈｍａｎＭＡ
，ｅ ｔａ ｌ ．Ｔｈ ｅｍｏｄｕ ｌ ａ ｔ ｏｒ ｙｒｏ ｌ ｅｏ ｆｍ ｉ ＲＮＡ１ ２ ６ｉ ｎｔ ｈ ｙｒｏ ｉ ｄ

ｃａｎｃ ｅｒａｎｇ ｉ ｏｇｅｎ ｅ ｓ ｉ ｓ ［ Ｊ ］ ．Ｃａｎｃ ｅｒＲｅ ｓ ｅａｒｃ ｈ
，２０ １ ４

，
７ ４ （ １ ９Ｓｕ ｐｐ ｌ ｅｍｅｎ ｔ ） ： ５ ２８ ．

［ １ １ ２ ］Ｈａｒｒ ｉ ｓＴＡ
，Ｙａｒａａｋｕ ｃ ｈ ｉＭ

，Ｆｅ ｒ ｌ ｉ ｔ ｏＭ
，ｅ ｔａ ｌ ．Ｍ ｉ ｃ ｒｏ ＲＮＡ

－

１ ２６ｒ ｅ ｇｕ ｌ ａｔ ｅ ｓｅｎｄｏ ｔｈ ｅ ｌ ｉ ａ ｌ

８７
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ｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏ ｆｖａｓ ｃｕ ｌ ａｒｃ ｅ ｌ ｌａｄｈ ｅ ｓ ｉ ｏｎｍｏ ｌ ｅｃｕ ｌ ｅ１ ［Ｊ］ ．Ｐｒｏ ｃ ｅ ｅｄ ｉｎｇｓｏｆｔｈｅＮａｔ ｉ ｏｎａ ｌＡｃａｄｅｍｙ

ｏ ｆＳ ｃ ｉ ｅｎｃ ｅ ｓ
，２ ００ ８

，
１ ０ ５

（５ ） ： １ ５ １ ６
—

１ ５ ２ １ ．

［ １ １ ３ ］Ｕｈ ｌ ｅｍａｎｎ Ｍ
，Ｍｏｂ ｉｕ ｓ

－

Ｗ ｉｎｋ ｌ ｅ ｒＳ
，Ｆ ｉ ｋｅｎ ｚ ｅｒＳ

，ｅｔａ ｌ ．Ｃ ｉｒ ｃｕ ｌａｔ ｉ ｎｇ
ｍ ｉ ｃｒｏＲＮＡ

－

１２６ｉ ｎｃｒ ｅａ ｓｅ ｓ

ａｆｔ ｅｒｄ ｉ ｆｆｅｒ ｅｎ ｔｆｏｒｍｓｏｆｅｎ ｄｕｒａｎｃ ｅｅｘ ｅｒ ｃ ｉ ｓ ｅｉｎｈ ｅａ ｌ ｔｈｙａｄｕ ｌ ｔ ｓ ［Ｊ ］ ．Ｅｕｒｏｐ ｅａｎｊ ｏｕｒｎａ ｌｏｆ

ｐｒ ｅｖ ｅｎｔ ｉ ｖ ｅｃａｒｄ ｉ ｏ ｌ ｏｇｙ ，２０ １ ４
，２ １（４ ） ： ４ ８４

－

４９ １ ．

［ １ １４ ］Ｅ ｌ
－

ＳｈｏｒａｆａＨＭ
，Ｓｈａｒ ｉ ｆＦＡ ．Ｄｙ ｓ ｒ ｅｇｕ ｌ ａｔ ｉ ｏｎｏ ｆｍ ｉ ｃｒｏ

－

ＲＮＡｃｏｎｔｒ ｉ ｂｕｔ ｅ ｓｔｏｔｈｅｒ ｉ ｓ ｋｏｆ

ｕｎｅｘｐ ｌ ａ ｉｎｅｄｒ ｅ ｃｕｒｒｅｎｔｐｒｅｇｎａｎｃ ｙｌｏ ｓ ｓ ［ｊ ］
．Ｉｎ ｔＪＲｅｐｒｏｄＣｏｎｔｒａｃ ｅｐ ｔＯｂ ｓ ｔ ｅ ｔＧｙｎｅ ｃｏ ｌ

，

２ ０ １ ３
，
２ ： ３ ３０

－

３ ３ ５ ．

［ １ １ ５ ］Ｃｕ ｉＷ
，
Ｌ ｉＱ

，Ｆｅｎｇ
Ｌ

，ｅ ｔａ ｌ ．Ｍ ｉ Ｒ
－

１ ２ ６
－

３ｐｒｅｇｕ ｌ ａｔｅ ｓｐｒｏｇｅ ｓ ｔ ｅｒｏｎ ｅｒｅ ｃ ｅｐ ｔｏｒ ｓａｎｄｉｎｖｏ ｌｖｅ ｓ

ｄｅｖ ｅ ｌ ｏｐｍｅｎｔａｎｄｌ ａｃ ｔａｔ ｉ ｏｎｏｆ ｍｏｕ ｓ ｅｍａｍｍａｒｙｇ ｌ ａｎｄ
［Ｊ］ ．Ｍｏ ｌ ｅｃｕ ｌ ａｒａｎｄｃ ｅ ｌ ｌ ｕ ｌ ａｒｂ ｉ ｏｃｈｅｍｉ ｓ ｔｒｙ ，

２ ０ １ １
，３ ５ ５（ １

－

２ ） ： １ ７
－

２５ ．

［ １ １ ６ ］Ｋｎｏ ｆ ｌ ｅｒＭ
，Ｐｏ ｌ ｌｈｅ ｉｍｅｒＪ ．ＩＦＰＡＡｗａｒｄｉ ｎＰ ｌ ａｃ ｅｎｔｏ ｌ ｏｇｙｌ ｅｃ ｔｕｒｅ ：ｍｏ ｌ ｅｃｕ ｌ ａｒｒ ｅ ｇｕ ｌ ａｔ ｉ ｏｎ

ｏ ｆｈｕｍａｎｔｒｏｐｈｏｂ ｌ ａｓ ｔｉｎｖａｓ ｉ ｏｎ ．［ Ｊ ］ ．Ｐ ｌａｃ ｅｎｔａ
，２ ０ １ ２

，３ ３Ｓｕｐｐ ｌ （２ ） ： Ｓ ５ ５ ．

［ １ １ ７ ］ＶｅｎｔｕｒａＷ
，Ｋｏ ｉ ｄｅＫ

，Ｈｏｒ ｉＫ
，ｅｔａ ｌ ．Ｐ ｌａｃ ｅｎｔａ ｌｅｘｐｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏ ｆｍ ｉ ｃｒｏＲＮＡ

－

１ ７ａｎｄ
－

１ ９ｂ

ｉ ｓｄｏｗｎ
－

ｒ ｅｇｕ ｌ ａｔ ｅｄｉｎｅａｒ ｌ ｙｐｒ ｅｇｎａｎｃｙｌ ｏ ｓ ｓ ．［Ｊ ］ ．ＥｕｒｏｐｅａｎＪｏｕｒｎａ ｌｏｆＯｂ ｓｔ ｅ ｔｒ ｉ ｃ ｓＧｙｎｅｃｏ ｌ ｏｇｙ

＆Ｒｅｐｒｏ ｄｕｃ ｔ ｉ ｖ ｅＢ ｉ ｏ ｌ ｏｇｙ ，２ ０ １ ３
，
１ ６９ （

１
） ： ２８

－

３２ ．

［ １ １ ８ ］Ｅ ｌＨ Ｍ ．Ｌｅｖ ｅ ｌ ｓｏｆｍ ｉＲ
－

２ １ ａｎｄｍ ｉ Ｒ
－

１ ８２ｉｎＵｎｅｘｐ ｌ ａ ｉｎｅｄＲｅｃｕｒｒｅｎｔＳｐｏｎｔ ａｎｅｏｕ ｓＡｂｏｒｔ ｉ ｏｎ
［Ｊ ］ ．

Ｓｈｏｒａｆａ
，２０ １ ３ ．

［ １ １ ９ ］Ｈａｎ ｓ ｅｎＴＦ
，Ｓ０ｒ ｅｎｓ ｅｎＦＢ

，Ｌ ｉｎｄｅｂ
ｊ
ｅｒｇＪ ，ｅ ｔａ ｌ ．Ｔｈｅｐｒｅ ｄ ｉ ｃ ｔ ｉ ｖ ｅｖａ ｌｕｅｏｆｍ ｉ ｃｒｏＲＮＡ

－

１ ２６

ｉｎｒｅ ｌ ａｔ ｉ ｏｎｔ ｏｆ ｉ ｒ ｓ ｔｌ ｉｎｅｔｒ ｅａｔｍｅｎｔｗ ｉ ｔｈｃａｐ ｅ ｃ ｉ ｔａｂ ｉｎ ｅａｎｄｏｘａ ｌ ｉ ｐ ｌａｔ ｉｎｉｎｐａｔ ｉ ｅｎｔ ｓｗ ｉ ｔｈ

ｍｅ ｔａ ｓ ｔ ａｔ ｉ ｃｃｏ ｌ ｏｒ ｅｃ ｔａｌｃａｎｃ ｅｒ ［Ｊ ］ ，ＢＭＣＣａｎｃ ｅｒ
，２０ １ ２

，
１ ２ （ １ ） ： ８ ３ ．

［ １ ２０ ］Ｊｕ ｓ ｕｆｏｖ ｉ ｃＥ
，Ｒ ｉ

ｊ ａｖｅ ｃＭ ，Ｋｅ ｓ ｅｒＤ ，ｅ ｔａ ｌ ．ｌ ｅ ｔ
－

７ｂａｎｄｍｉＲ
—

１ ２６ａｒｅｄｏｗｎ
－

ｒｅｇｕ ｌ ａｔ ｅ ｄｉｎ

ｔｕｍｏｒｔ ｉ ｓ ｓｕｅａｎｄｃｏｒｒ ｅ ｌ ａｔ ｅｗ ｉ ｔｈｍ ｉ ｃｒｏｖｅ ｓ ｓ ｅ ｌｄｅｎｓ ｉ ｔｙａｎｄｓｕｒｖ ｉ ｖａ ｌｏｕｔ ｃ ｏｍｅ ｓｉｎ

ｎｏｎ
—

ｓｍａ ｌ ｌ
—

ｃ ｅ ｌ ｌｌ ｕｎｇｃａｎｃ ｅｒ ．［Ｊ ］ ．Ｐ ｌ ｏＳｏｎｅ
，２０ １ ２

，
７ （ ９ ） ： ｅ４５ ５ ７７ ．

［ １ ２ １ ］Ｆｒａｍｐ ｔ ｏｎＡＥ ，Ｋｒ ｅ ｌ ｌＪ ，ＪａｃｏｂＪ ，ｅ ｔａ ｌ ．Ｌｏ ｓ ｓｏ ｆｍｉＲ
－

１ ２６ｉ ｓｃｒｕｃ ｉ ａ ｌｔ ｏｐａｎｃｒ ｅａｔ ｉ ｃ

ｃａｎ ｃ ｅｒｐｒｏｇｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎ ．［Ｊ ］ ．Ｅｘｐ ｅｒ ｔＲｅｖ ｉ ｅｗｏｆＡｎｔ ｉ ｃａｎｃ ｅｒＴｈｅｒａｐｙ ，２０ １ ２
，１ ２ （ ７ ） ： ８８ １

－

８８４ ．

［ １ ２ ２ ］ＹａｎＴ ，Ｌ ｉ ｕＹ
，Ｃｕ ｉＫ

，ｅ ｔａ ｌ ．Ｍ ｉ ｃｒｏＲＮＡ
－

１ ２６ｒ ｅｇｕ ｌ ａｔ ｅ ｓＥＰＣ ｓｆｕｎｃ ｔ ｉ ｏｎ ：ｉｍｐ ｌ ｉ ｃａｔ ｉ ｏｎｓｆｏｒ

ａｒｏ ｌ ｅｏｆｍ ｉＲ
－

１ ２６ ｉ ｎｐｒｅ ｅ ｃ ｌａｍｐ ｓ ｉ ａ ．［Ｊ ］ ．Ｊｏｕｒｎａ ｌｏ ｆＣｅ ｌ ｌｕ ｌ ａｒＢ ｉ ｏｃｈｅｍ ｉ ｓ ｔｒｙ ，

２ ０ １ ３
，
１ １ ４ （９ ） ： ２ １ ４８

－

２ １ ５９ ．

［ １ ２ ３ ］Ｅ ｌ ｓｈｏｒａｆａＨＭ
，Ｓｈａｒ ｉ ｆＦＡ ．Ｄｙｓｒ ｅｇｕ ｌ ａｔ ｉ ｏｎｏｆｍ ｉ ｃｒｏ

－

ＲＮＡｃｏｎ ｔｒ ｉ ｂｕ ｔ ｅ ｓｔｏｔｈｅｒ ｉ ｓｋｏｆ

ｕｎｅｘｐ ｌ ａ ｉ ｎｅ ｄｒｅ ｃｕｒｒｅｎ ｔｐｒ ｅｇｎａｎｃｙｌ ｏ ｓ ｓ ［Ｊ］ ，Ｉｎ ｔ ｅｒｎａｔ ｉ ｏｎａｌＪｏｕｒｎａ ｌｏｆＲｅｐｒｏｄｕｃｔ ｉ ｏｎ

Ｃｏｎ ｔｒａｃ ｅｐ ｔ ｉ ｏｎＯｂ ｓｔ ｅｔｒ ｉ ｃ ｓ＆Ｇｙｎｅ ｃ ｏ ｌ ｏｇｙ ，２ ０ １ ３
，２ （３ ） ： ３ ３０
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－

ｉｎｄｕ ｃ ｅｄ
ｇｒｏｗｔｈｉｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｉ ｏｎｏｆ ｈｕｍａｎｅｎｄｏｍｅｔｒ ｉ ａ ｌｃ ｅ ｌ ｌ ｓｉ ｎｖｏ ｌ ｖｅ ｓ

ｔｈ ｅｎｕｃ ｌ ｅａｒｆａｃ ｔ ｏｒ
－

ｋａｐｐａＢｓ ｉ ｇｎａ ｌ ｉｎｇｐａｔｈｗａｙ ．［Ｊ ］ ．Ｊｏｕｒｎａ ｌｏｆＣ ｌ ｉｎ ｉ ｃａ ｌＥｎｄｏｃｒ ｉｎｏ ｌｏｇｙ＆

Ｍｅ ｔａｂｏ ｌ ｉ ｓｍ
，２００ ３

，
８８ （２ ） ： ７ １ ３

－

７ １ ９ ．

［ １ ５ １ ］ 唐薇 ，
王 自 能 ， 赵影庭 ． 米非司酮对孕 ７

？

９周人胎盘绒毛滋养细胞ＶＥＧＦ的影响 ［Ｊ ］ ． 中 国

热带医学 ，
２ ０ １ ０

，
１ ０

（５ ） ： ５８４
－

５８５ ．

［ １ ５ ２ ］ 楼湘莹 ，
王 自 能 ， 耿蔷 ． 米非司酮对早孕绒毛滋养细胞ＴＳＰ表达及绒毛间质血管生成的影

响 ： 第九次全国妇产科病理学术会议 ，
２００ ７ ［Ｃ ］ ．

［ １ ５ ３ ］Ｍｅ ｉ ｌ ｉ ｎｇＬ
，Ｘ ｉｎｑｕａｎＳ

，ＭｅｎｇｃｈｕｎＪ ．Ｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎｔ ｉ ａ ｌ ｌ ｙｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｅｄｇｅｎｅ ｓｉｎｅａｒ ｌ ｙ

ｇｅ ｓ ｔａｔ ｉ ｏｎａ ｌｃｈｏｒ ｉ ｏｎ ｉ ｃｖ ｉ ｌ ｌ ｉａｆｔ ｅｒａｄｍｉｎ ｉ ｓ ｔｒａｔ ｉ ｏｎｏ ｆｍ ｉ ｆｅｐｒ ｉ ｓ ｔ ｏｎｅ ．［Ｊ ］ ．Ｇｙｎｅ ｃ ｏ ｌ ｏｇ ｉ ｃａ ｌ

Ｅｎｄｏｃｒ ｉ ｎｏ ｌ ｏｇｙｔｈｅＯｆｆ ｉ ｃ ｉ ａ ｌＪｏｕｒｎａ ｌｏｆｔｈ ｅＩｎ ｔ ｅｒｎａｔ ｉ ｏｎａ ｌＳｏｃ ｉ ｅ ｔｙｏｆＧｙｎｅ ｃ ｏ ｌ ｏｇ ｉ ｃａ ｌ

Ｅｎｄｏｃｒ ｉｎｏ ｌ ｏｇｙ ，

２ ０ １ １
，
２ ７ （６ ） ： ３ ７ １

－

３ ７８ ．

［ １ ５４ ］ＺｈｅｎｇＸ ，
ＳｕｎＹ

，ＺｈａｎｇＨ ，ｅｔａ ｌ ．Ｐｒｏ ｓｐｅｃ ｔ ｉｖｅｓ ｔｕｄｙｅｖａｌｕａｔ ｉｎｇｔｈｅｅｆｆｅｃ ｔｏｆ

ｍ ｉ ｆｅｐｒ ｉ ｓ ｔｏｎｅｏｎＥ
－

ｃａｄｈｅｒ ｉｎｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｉｎｖ ｉ ｌ ｌ ｉｉ ｎｅａｒ ｌｙｐｒ ｅｇｎａｎｃｙ ［Ｊ］ ．Ｅｕｒｏｐ ｅａｎＪｏｕｒｎａ ｌ

ｏｆＯｂ ｓ ｔ ｅ ｔｒ ｉ ｃ ｓＧｙｎｅｃｏ ｌ ｏｇｙ＆Ｒｅｐｒｏｄｕｃ ｔ ｉ ｖ ｅＢ ｉ ｏ ｌ ｏｇｙ ，２０ １ ５
，１ ９４ ： １ １ ５

－

１ １ ８ ．

［ １ ５５ ］Ｗｉ ｌ ｌ ｉａｍｓＫＲＣ
，Ｒｅｎ ｔｈａ ｌＮＥ

，ＣｏｎｄｏｎＪＣ ，ｅ ｔａ ｌ ．Ｍ ｉ ｃｒｏＲＮＡ
－

２００ａｓ ｅｒｖ ｅ ｓａｋｅｙｒｏ ｌ ｅ

ｉ ｎｔｈｅｄ ｅ ｃ ｌ ｉｎｅｏｆｐｒｏｇｅ ｓ ｔ ｅｒｏｎｅｒ ｅｃ ｅｐｔ ｏｒｆｕｎｃ ｔ ｉ ｏｎｌ ｅａｄ ｉｎｇｔｏｔ ｅｒｍａｎｄｐｒｅｔ ｅｒｍｌ ａｂ ｏｒ ［Ｊ］ ，

Ｐｒｏｃ ｅ ｅｄ ｉ ｎｇ ｓｏｆｔｈｅＮａ ｔ ｉ ｏｎａｌＡｃａｄｅｍｙｏ ｆＳ ｃ ｉ ｅｎｃ ｅｓｏｆｔｈｅＵｎ ｉ ｔ ｅｄＳ ｔａｔ ｅ ｓｏ ｆＡｍｅｒ ｉ ｃａ
，

２ ０ １ ２
，

１ ０９ （ １ ９ ） ： ７ ５２ ９
－

７ ５ ３４ ．

［ １ ５６ ］ＬｉｕＲ
，Ｓｈ ｉＰ

，Ｎ ｉ ｅＺ
，

ｅｔａ ｌ ．Ｍｉ ｆ ｅｐｒ ｉ ｓ ｔ ｏｎｅＳｕｐｐｒｅ ｓ ｓ ｅ ｓＢａｓａ ｌＴｒ ｉｐ ｌ ｅ
－

Ｎｅ ｇａｔ ｉ ｖ ｅＢｒ ｅａｓ ｔ

Ｃａｎｃ ｅｒＳ ｔ ｅｍＣｅ ｌ ｌ ｓｂｙＤｏｗｎ
－

ｒ ｅ ｇｕ ｌ ａｔ ｉｎｇＫＬＦ５Ｅｘｐｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎ ［Ｊ ］ ，Ｔｈ ｅｒａｎｏ ｓ ｔ ｉ ｃ ｓ
，

２ ０ １ ６
，
６ （４） ： ５３ ３

－

５４４ ．

［ １ ５ ７ ］ 杨晓清 ， 张玉泉 ， 徐云钊 ， 等 ． 子宫 内膜间质细胞体外损伤模型的建立 ［Ｊ ］ ． 中华妇产科

杂志 ，

２０ １ ２
，４ ７ （４ ） ： ２７４

－

２８０ ．

［ １ ５８ ］Ｌ ｉ ｎＭＫ
，ＹｕＹＬ

，Ｃｈ ｅｎＫＣ
，ｅ ｔａ ｌ ．Ｋａｅｍｐ ｆｅｒｏ ｌｆｒｏｍＳ ｅｍｅｎｃｕ ｓ ｃｕｔａｅａｔ ｔｅｎｕａｔ ｅ ｓｔｈｅ

ｉｍｍｕｎｅｆｕｎｃ ｔ ｉ ｏｎｏｆｄｅｎｄｒ ｉ ｔ ｉ ｃｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ．［Ｊ ］ ．Ｉｍｍｕｎｏｂ ｉ ｏ ｌ ｏｇｙ ，２０ １ １
，
２ １ ６ （ １ ０ ） ： １ １ ０３

－

１ １ ０ ９ ．

［
１ ５ ９ ］Ｂａｎｗａ ｉ ｔＪＫ

，Ｂａｓ ｔｏ ｌ ａＤＲ ．Ｃｏｎｔｒ ｉ ｂｕ ｔ ｉ ｏｎｏｆｂ ｉ ｏ ｉｎｆｏｒｍａｔ ｉ ｃ ｓｐｒ ｅｄ ｉ ｃ ｔ ｉ ｏｎｉｎ

ｍ ｉ ｃｒｏＲＮＡ
－

ｂａｓ ｅｄｃａｎｃ ｅｒｔｈｅｒａｐ ｅｕｔ ｉ ｃ ｓ ．［ Ｊ ］ ，ＡｄｖａｎｃｅｄＤｒｕｇＤｅ ｌ ｉｖ ｅｒｙＲｅｖ ｉ ｅｗｓ
，２０ １ ５

，８ １ ： ９４ ．

［ １ ６０ ］Ｋｕｎ ｚＭ
，ＫｅＸ，

Ｌ ｉ ａｎｇＣ ，ｅ ｔａ ｌ ．Ｂ ｉ ｏ ｉｎｆｏｒｍａｔ ｉ ｃ ｓｏｆｃａｒｄ ｉ ｏｖａｓ ｃｕ ｌ ａｒｍ ｉ ＲＮＡｂ ｉ ｏ ｌ ｏｇｙ 
［Ｊ ］ ．

Ｊｏｕｒｎａ ｌｏｆＭｏ ｌ ｅｃｕ ｌ ａｒ＆Ｃｅ ｌ ｌ ｕ ｌ ａｒＣａｒ ｄ ｉｏ ｌ ｏｇｙ ，２０ １ ４
，８９ （ＰｔＡ ） ： ３ ．

［ １ ６ １ ］Ｋｒ ｌｉｇｅｒＪ ，Ｒｅｈｍｓｍｅ ｉ ｅｒＭ ．ＲＮＡｈｙｂｒ ｉ ｄ ：ｍｉ ｃｒｏＲＮＡｔａｒｇｅ ｔｐｒ ｅ ｄ ｉ ｃ ｔ ｉ ｏｎｅａ ｓｙ ，ｆａｓ ｔａｎｄ

ｆ ｌ ｅｘ ｉ ｂ ｌ ｅ ．［Ｊ］ ．Ｎｕｃ ｌ ｅ ｉ ｃＡｃ ｉ ｄｓＲｅ ｓ ｅａｒｃｈ
，２００６

，
３４ （ＷｅｂＳ ｅｒｖ ｅｒｉ ｓ ｓｕ ｅ ） ： ４５ １

￣

４５４ ．

９０





策丝子 总黄明调控 ｍ ｉ Ｒ ＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ ｐ 促进 滋 养 细胞侵袭 功 能机制研 究


［ １ ６ ２ ］Ｘ ｉ ａｏＦ
，ＺｕｏＺ

，Ｃａ ｉＧ
，ｅ ｔａ ｌ ．ｍ ｉ Ｒ ｅ ｃｏｒｄ ｓ ：ａｎｉｎ ｔ ｅｇｒａｔ ｅ ｄｒ ｅ ｓｏｕｒ ｃ ｅｆｏｒｍ ｉ ｃｒｏＲＮＡ

－

ｔａｒｇｅ ｔ

ｉ ｎ ｔ ｅｒａｃ ｔ ｉ ｏｎ ｓ ［ Ｊ ］ ．Ｎｕｃ ｌ ｅ ｉ ｃＡｃ ｉ ｄ ｓＲ ｅ ｓ ｅａｒｃｈ
，２ ００９

，３ ７ （ １ ） ： Ｄ １ ０ ５
－

Ｄ １ １ ０ ．

［ １ ６ ３ ］Ｌｅｗ ｉ ｓＢ Ｐ
，ＢｕｒｇｅＣ Ｂ

，Ｂａｒ ｔ ｅ ｌＤ Ｐ ．Ｃｏｎ ｓ ｅｒｖ ｅｄＳｅ ｅｄＰａ ｉ ｒ ｉ ｎｇ ，Ｏｆ ｔ ｅｎＦ ｌ ａｎｋｅｄｂ ｙ
Ａｄｅｎｏ ｓ ｉ ｎｅ ｓ

，

Ｉｎｄ ｉ ｃａｔ ｅ ｓｔｈａｔＴｈｏｕ ｓａｎｄｓｏｆＨｕｍａｎＧｅｎｅ ｓａｒｅＭ ｉ ｃｒｏＲＮＡＴａｒｇｅ ｔ ｓ  ［ Ｊ ］ ．Ｃｅ ｌ ｌ
，２００５ ，１ ２０ （ １ ） ：１ ５

－

２０ ．

［ １ ６４ ］Ｒ ｉ ｔ ｃｈ ｉ ｅｆｆ
，Ｆｌ ａｍａｎ ｔＳ

，Ｒａ ｓｋｏＪＥ ．Ｐｒ ｅ ｄ ｉ ｃ ｔ ｉ ｎｇｍ ｉ ｃ ｒｏＲＮＡｔａｒｇｅｔ ｓａｎｄｆｕｎｃ ｔ ｉ ｏｎ ｓ ：ｔ ｒａｐ ｓ

ｆｏｒｔｈｅｕｎｗａｒｙ ．［Ｊ ］ ．ＮａｔｕｒｅＭｅ ｔｈｏｄ ｓ
，２００９

，
６（６ ） ： ３ ９ ７

－

３９８ ．

［ １ ６ ５ ］Ｇｏｍｅ ｓＣ Ｐ Ｃ
，ＣｈｏＪＨ ，ＨｏｏｄＬ ，ｅ ｔａ ｌ ．ＡＲｅｖ ｉ ｅｗｏ ｆＣｏｍｐｕ ｔａｔ ｉ ｏｎａ ｌＴｏｏ ｌ ｓｉ ｎｍ ｉ ｃｒｏＲＮＡ

Ｄ ｉ ｓ ｃ ｏｖ ｅｒｙ ［Ｊ ］ ．Ｆｒｏｎｔ ｉ ｅｒ ｓｉ ｎＧｅｎｅ ｔ ｉ ｃ ｓ
，２ ０ １ ２

，
４ ： ８ １ ．

［ １ ６６ ］Ｊ ｉ ｎＹ
，ＣｈｅｎＺ ，Ｌ ｉ ｕＸ

，ｅ ｔａ ｌ ．Ｅｖａ ｌ ｕａｔ ｉ ｎｇｔｈｅＭ ｉ ｃｒｏＲＮＡＴａｒｇｅ ｔ ｉｎｇＳ ｉ ｔ ｅ ｓｂ ｙＬｕ ｃ ｉ ｆｅｒａｓ ｅ

Ｒｅｐｏｒ ｔ ｅｒＧｅｎ ｅＡ ｓ ｓａｙ ［Ｊ ］ ．Ｍｅ ｔｈｏｄ ｓｉ ｎＭｏ ｌ ｅｃｕ ｌ ａｒＢ ｉ ｏ ｌ ｏｇｙ ，２ ０ １ ３
，

９３ ６ ： １ １ ７
－

１ ２ ７ ．

［ １ ６ ７ ］Ｂｒ ｅｎｎｅｃ ｋｅＪ ，Ｓ ｔａｒｋＡ
，Ｒｕ ｓ ｓ ｅ ｌ ｌＲＢ

，ｅ ｔａ ｌ ．Ｐｒ ｉ ｎｃ ｉ ｐ ｌ ｅ ｓｏｆｍ ｉ ｃ ｒｏＲＮＡ
－

ｔａｒｇｅ ｔ

ｒ ｅ ｃｏｇｎ ｉ ｔ ｉ ｏｎ ．［Ｊ ］ ．Ｐ ｌ ｏ ｓＢ ｉ ｏ ｌ ｏｇｙ ，２００５
，

３ （ ３ ） ： ｅ８ ５ ．

［ １ ６８ ］Ｊ ｉ ｎＹ
，ＣｈｅｎＺ ，Ｌ ｉ ｕＸ

，ｅ ｔａ ｌ ．Ｅｖａ ｌ ｕ ａｔ ｉ ｎｇｔ ｈｅＭ ｉ ｃｒｏＲＮＡＴａｒｇｅ ｔ ｉ ｎｇＳ ｉ ｔ ｅ ｓｂ ｙＬｕｃ ｉ ｆｅｒａｓ ｅ

Ｒ ｅｐｏｒ ｔ ｅｒＧｅｎ ｅＡ ｓ ｓ ａｙ ［ Ｊ ］ ．Ｍｅ ｔ ｈｏｄ ｓｉ ｎＭｏ ｌ ｅ ｃｕ ｌ ａｒＢ ｉ ｏ ｌ ｏｇｙ ，２０ １ ３
，
９ ３ ６ ： １ １ ７

－

１ ２ ７ ．

［ １ ６９ ］Ｈａｒｒ ｉ ｓ丁Ａ
，Ｙａｍａｋｕ ｃ ｈ ｉＭ

，Ｆｅｒ ｌ ｉ ｔ ｏＭ
，ｅ ｔａ ｌ ．Ｍ ｉ ｃｒｏＲＮＡ

－

１ ２ ６ｒｅｇｕ ｌ ａ ｔ ｅ ｓｅｎｄｏ ｔｈ ｅ ｌ ｉ ａ ｌ

ｅ ｘｐｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏ ｆｖａｓ ｃｕ ｌ ａｒｃ ｅ ｌ ｌａｄｈｅ ｓ ｉ ｏｎｍｏ ｌ ｅ ｃｕ ｌ ｅ１ ．［ Ｊ ］ ．Ｐｒｏｃ ｅ ｅｄ ｉ ｎｇ ｓｏ ｆｔｈ ｅＮａｔ ｉ ｏｎａ ｌＡｃａｄ ｅｍｙ

ｏｆＳ ｃ ｉ ｅｎｃｅ ｓ
，２００８

，１ ０５ （５ ） ： １ ５ １ ６ ．

［ １ ７０ ］Ｚａｍｐｅ ｔａｋ ｉＡ
，ＭａｙｒＭ ．Ｍ ｉ ｃｒｏＲＮＡ ｓｉ ｎｖａ ｓ ｃｕ ｌ ａｒａｎ ｄｍｅ ｔａｂｏ ｌ ｉ ｃｄ ｉ ｓ ｅａｓ ｅ ．［ Ｊ ］ ．Ｃ ｉ ｒｃｕ ｌ ａ ｔ ｉ ｏｎ

Ｒ ｅ ｓ ｅａｒ ｃ ｈ
，２０ １ ２

ｔ１ １ ０ （ ３ ） ： ５０８
－

５２ ２ ．

［ １ ７ １ ］Ｐ ｉ ｔ ｚ ｌ ｅｒＬ
，Ａｕ ｌ ｅｒＭ

，Ｐｒｏｂ ｓ ｔＫ
，ｅ ｔａ ｌ ．ｍ ｉ Ｒ

－

１ ２６
－

３ｐｐｒｏｍｏ ｔ ｅ ｓｍａ ｔｒ ｉ ｘ
－

ｄ ｅｐｅｎｄ ｅｎ ｔ

ｐ ｅｒ ｉ ｖａ ｓ ｃｕ ｌ ａｒｃ ｅ ｌ ｌａｔ ｔａｃｈｍｅｎ ｔ
，ｍ ｉ ｇｒａ ｔ ｉ ｏｎａｎ ｄｉｎ ｔ ｅｒ ｃ ｅ ｌ ｌ ｕ ｌ ａｒｉ ｎ ｔ ｅｒａｃ ｔ ｉ ｏｎ ．［Ｊ ］ ．Ｓ ｔ ｅｍＣｅ ｌ ｌ ｓ

，

２ ０ １ ６
，
３４ （ ５ ） ： １ ２９ ７

－

１ ３０９ ．

［ １ ７２ ］ＬｅｃｈｍａｎＥＲ ，Ｇｅｎ ｔｎｅｒＢ
，ＮｇＳＷ ，ｅ ｔａ ｌ ．ｍ ｉ Ｒ

－

１ ２６Ｒｅｇｕ ｌ ａｔ ｅ ｓＤ ｉ ｓ ｔ ｉ ｎｃ ｔＳｅ ｌ ｆ
－

Ｒ ｅｎ ｅｗａ ｌ

Ｏｕ ｔ ｃ ｏｍｅ ｓｉ ｎＮｏｒｍａ ｌａｎ ｄＭａ ｌ ｉ ｇｎａｎ ｔＨｅｍａｔｏｐｏ ｉ ｅ ｔ ｉ ｃＳ ｔ ｅｍＣｅ ｌ ｌ ｓ ．［Ｊ ］ ，Ｃａｎ ｃ ｅｒＣｅ ｌ ｌ
，

２ ０ １ ６
，
２９ （ ２ ） ： ２ １ ４

－

２２８ ．

［ １ ７ ３ ］Ｒａｆｆｅ ｌＳ
，ＴｒｕｍｐｐＡ ．ｒａ ｉ Ｒ

－

１ ２ ６Ｄｒ ｉ ｖｅ ｓＱｕ ｉ ｅ ｓ ｃ ｅｎｃ ｅａｎｄＳｅ ｌ ｆ
－

Ｒ ｅｎ ｅｗａ ｌ ｉ ｎＬｅｕｋ ｅｍ ｉ ｃＳ ｔ ｅｍ

Ｃｅ ｌ ｌ ｓ ［Ｊ ］ ．Ｃａｎ ｃ ｅｒＣｅ ｌ ｌ
，２ ０ １ ６

，
２９ （ ２ ） ： １ ３ ３

－

１ ３ ５ ．

［ １ ７４ ］Ｘ ｉ ｏｎｇ
Ｙ

，Ｋｏ ｔ ｉ ａｎＳ
，Ｚ ｅ ｉ ｇｅｒＭＡ

，ｅ ｔａ ｌ ．ｍ ｉ Ｒ
－

１ ２６
－

３ｐＩ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｓＴｈ ｙｒｏ ｉ ｄＣａｎ ｃ ｅｒＣｅ ｌ ｌＧｒｏｗｔｈ

ａｎｄＭｅ ｔａｓ ｔａｓ ｉ ｓ
，ａｎｄＩ ｓＡ ｓ ｓｏ ｃ ｉ ａ ｔ ｅｄｗ ｉ ｔｈＡｇｇｒｅ ｓ ｓ ｉ ｖ ｅＴｈ ｙｒｏ ｉ ｄＣａｎｃ ｅｒ ［Ｊ ］ ．Ｐ ｌ ｏ ｓＯｎｅ

，

２０ １ ５
，１ ０ （８ ） ： ８ ２

－

９０ ．

［ １ ７ ５ ］ＬｅＡＰ ，Ｈｕａｎ ｇＹ ，Ｐ ｉ ｎ ｇ ｌ ｅＳＣ
，

ｅ ｔａ ｌ ，Ｐ ｌ ｅ ｘ ｉ ｎ
－

Ｂ２ｐｒｏｍｏ ｔ ｅ ｓｉ ｎ ｖａｓ ｉ ｖ ｅｇｒｏｗｔ ｈｏ ｆｍａ ｌ ｉ ｇｎａｎ ｔ

ｇ ｌ ｉ ｏｍａ ［ Ｊ ］ ．Ｏｎｃｏ ｔ ａｒｇｅ ｔ
，２０ １ ５

，
６ （９ ） ．

［ １ ７ ６ ］Ｃｏｎｒｏ ｔ ｔ ｏＰ
，Ｃｏｒ ｓ ｏＳ

，Ｇａｍｂ ｅｒ ｉ ｎ ｉＳ
，ｅ ｔａ ｌ ．Ｉ ｎ ｔ ｅｒｐ ｌ ａｙｂｅ ｔｗｅ ｅ ｎｓ ｃａｔ ｔ ｅ ｒｆａｃ ｔ ｏｒｒ ｅｃ ｅ ｐ ｔｏｒ ｓ

ａｎ ｄＢｐ ｌ ｅｘ ｉ ｎ ｓｃ ｏｎ ｔ ｒｏ ｌ ｓｉ ｎｖａｓ ｉ ｖ ｅｇｒ ｏｗｔｈ ．［Ｊ ］ ．Ｏｎｃ ｏ ｇｅｎｅ ，２ ００４
，２ ３ （３０ ） ： ５ １ ３ １

－

５ １ ３ ７ ．

［ １ ７ ７
］Ｓ ｉ ｎｇｈＨ ，Ａｐ ｌ ｉ ｎＪＤ ．Ｅｎｄｏｍｅ ｔｒ ｉ ａ ｌａｐ ｉ ｃａ ｌｇ ｌ ｙ ｃｏｐｒｏ ｔ ｅｏｍ ｉ ｃａｎａ ｌ ｙ ｓ ｉ ｓｒｅ ｖ ｅａ ｌ ｓｒｏ ｌ ｅ ｓｆｏｒ

ｃａｄｈｅｒ ｉ ｎ６
，

ｄｅ ｓｍｏｇ ｌ ｅ ｉ ｎ
－

２ａｎｄｐ ｌ ｅｘ ｉ ｎｂ２ｉ ｎｅｐ ｉ ｔｈｅ ｌ ｉ ａ ｌｉ ｎ ｔ ｅｇｒ ｉ ｔ ｙ ．［Ｊ ］ ．Ｍｏ ｌ ｅ ｃｕ ｌ ａｒＨｕｍａｎ

Ｒｅｐｒｏｄｕ ｃ ｔ ｉ ｏｎ
，２０ １ ５

，
２ １（ １ ）

： ８ １

—

９４ ．

［ １ ７８ ］Ｃｏｈ ｅｎＭ
，Ｍｅ ｉ ｓ ｓ ｅｒＡ

，Ｂ ｉ ｓ ｃ ｈｏ ｆＰ ．Ｍｅ ｔ ａ ｌ ｌ ｏｐｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎａｓ ｅ ｓａｎｄｈｕｍａｎｐ ｌ ａｃ ｅｎ ｔ ａ ｌ

ｉ ｎｖａ ｓ ｉ ｖｅｎ ｅ ｓ ｓ ． ［ Ｊ ］
．Ｐ ｌ ａｃ ｅｎ ｔａ

，２００６
，２ ７ （ ８ ） ： ７ ８３

－

７９３ ．

［ １ ７９ ］Ｓ ｔａｕｎ
－

ＲａｍＥ
，Ｇｏ ｌ ｄｍａｎＳ

，Ｇａｂ ａｒ ｉ ｎＤ
，ｅ ｔａ ｌ ．Ｅｘｐｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎａｎｄｉｍｐｏｒ ｔａｎｃ ｅｏ ｆｍａｔ ｒ ｉ ｘ

９ １
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ｍｅ ｔａ ｌ ｌ ｏｐｒｏｔ ｅ ｉ ｎａｓ ｅ２ａｎｄ９（ＭＭＰ
－

２ａｎｄ
－

９ ）ｉｎｈｕｍａｎｔｒｏｐｈｏｂ ｌ ａ ｓ ｔｉ ｎｖａｓ ｉ ｏｎ ［Ｊ ］ ，Ｒｅｐｒｏｄｕ ｃ ｔ ｉｖｅ

Ｂ ｉ ｏ ｌ ｏｇｙａｎｄＥｎｄｏｃｒ ｉｎｏ ｌ ｏｇｙ ，２００４
，
２

（ １ ） ； ５９ ．

［ １ ８０ ］Ｂ ｉ ｓ ｃｈｏｆＰ
，Ｍｅ ｉ ｓ ｓ ｅｒＡ

，ＣａｍｐａｎａＡ ．Ｃｏｎｔｒｏ ｌｏｆＭＭＰ
－

９ｅ ｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎａｔｔｈｅｍａｔ ｅｒｎａ ｌ
－

ｆｅ ｔａ ｌ

ｉ ｎｔ ｅｒ ｆａｃ ｅ ．［Ｊ ］ ，Ｊｏｕｒｎａ ｌｏｆＲｅｐｒｏｄｕｃ ｔ ｉ ｖｅＩｍｍｕｎｏ ｌｏ ｇｙ ，２ ００２
，
５ ５ （ １

－

２ ） ： ３
－

１ ０ ．

［ １ ８ １ ］Ｐ ｌ ａｋｓＶ
，Ｒ ｉｎｋｅｎｂ ｅｒｇ ｅｒＪ ，Ｄａ ｉＪ ，ｅ ｔａ ｌ ．Ｍａｔｒ ｉ ｘｍｅ ｔａ ｌ ｌ ｏｐｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎａ ｓ ｅ

－

９ｄ ｅｆ ｉ ｃ ｉ ｅｎ ｃ ｙ

ｐｈｅｎｏｃｏｐ ｉ ｅ ｓｆ ｅａｔｕｒｅ ｓｏ ｆ
ｐｒ ｅ ｅ ｃ ｌ ａｍｐ ｓ ｉ ａａｎｄｉ ｎ ｔｒａｕ ｔ ｅｒ ｉ ｎ ｅ

ｇｒｏｗｔｈｒｅ ｓ ｔｒ ｉ ｃ ｔ ｉ ｏｎ ［Ｊ］ ．Ｐｒｏｃ ｅ ｅｄ ｉｎｇ ｓ

ｏｆｔｈｅＮａｔ ｉ ｏｎａ ｌＡｃａｄｅｍｙｏｆＳ ｃ ｉ ｅｎｃ ｅ ｓ
，２０ １ ３

，１ １ ０ （
２ ７ ） ： １ １ １ ０９

－

１ １ １ １ ４ ．

［ １ ８２ ］Ｊ ｉ ａＲＺ
，Ｄ ｉｎｇ

ＧＣ
，ＧｕＣＭ

，ｅ ｔａ ｌ ．ＣＤＸ２ｅｎｈａｎｃ ｅ ｓＨＴＲ
－

８／ＳＶｎｅｏｔｒｏｐｈｏｂ ｌ ａｓ ｔｃ ｅ ｌ ｌｉｎｖａｓ ｉ ｏｎ

ｂｙａ ｌ ｔ ｅｒ ｉｎｇｔｈ ｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｆｍａｔｒ ｉ ｘｍｅｔａ ｌ ｌ ｏｐｒｄ ｔ ｅ ｉｎａ ｓ ｅ ｓ ．［Ｊ］ ．Ｃｅ ｌ ｌｕ ｌ ａｒＰｈｙ ｓ ｉ ｏ ｌ ｏｇｙ＆

Ｂ ｉ ｏ ｃｈｅｍ ｉ ｓ ｔｒｙＩｎｔ ｅｒｎａｔ ｉ ｏｎａ ｌＪｏｕｒｎａｌｏ ｆＥｘｐ ｅｒ ｉｍｅｎ ｔａ ｌＣｅ ｌ ｌｕ ｌ ａｒＰｈｙ ｓ ｉ ｏ ｌ ｏｇｙＢ ｉ ｏｃｈｅｍｉ ｓ ｔｒｙ＆

Ｐｈａｒｍａｃ ｏ ｌ ｏｇｙ ，２０ １ ４
，３４ （ ３ ） ： ６２８

－

６３６ ．

［ １ ８３ ］Ｆ ｉ ｔ ｚｇｅｒａｌ ｄＪ ，Ｂｕ ｓｃｈＳ
，ＷｅｎｇｅｎｍａｙｅｒＴ ，ｅｔａｌ ．Ｓ ｉ ｇｎａｌＴｒａｎｓ ｄｕ ｃｔ ｉ ｏｎｉ ｎＴｒｏｐｈｏｂ ｌ ａｓ ｔ

Ｉｎｖａｓ ｉ ｏｎ ［Ｊ］ ，Ｃｈ ｅｍ ｉ ｃａ ｌＩｍｍｕｎｏ ｌｏｇｙ＆Ａ ｌ ｌ ｅｒｇｙ ，２００５
，
８８ （ １ ０ ） ： １ ８ １ ．

［ １ ８４ ］ＤａｏｕｄＧ
，ＡｍｙｏｔＭ ，Ｒａｓ ｓａｒｔＥ

，
ｅ ｔａ ｌ ．ＥＲＫ １／２ａｎｄｐ３ ８ｒｅ ｇｕ ｌ ａｔ ｅｔｒｏｐｈｏｂ ｌ ａｓ ｔ ｓ

ｄ ｉ ｆｆｅｒ ｅｎｔ ｉａｔ ｉ ｏｎｉｎｈｕｍａｎｔ ｅｒｍ
ｐ ｌ ａｃ ｅｎｔａ ．［Ｊ ］ ．Ｊｏｕｒｎａ ｌｏｆＰｈｙ ｓ ｉ ｏ ｌ ｏｇｙ ，２ ００５

，
５６６ （２ ） ： ４０９

－

４２ ３ ．

［
１ ８５ ］Ｑ ｉ ｕＱ

，ＹａｎｇＭ ，Ｔ ｓａｎｇＢＫ ，ｅ ｔａ ｌ ．ＥＧＦ
－

ｉｎｄｕｃ ｅｄｔｒｏｐｈｏｂ ｌａ ｓ ｔｓ ｅ ｃｒｅ ｔ ｉ ｏｎｏｆＭＭＰ
－

９ａｎｄ

Ｔ ＩＭＰ
－

１ｉｎｖｏ ｌｖｅ ｓａｃ ｔ ｉ ｖａｔ ｉ ｏｎｏｆｂｏｔｈＰ Ｉ ３ＫａｎｄＭＡＰＫｓ ｉ ｇｎａ ｌ ｌ ｉｎｇｐａｔｈｗａｙ ｓ ．［Ｊ ］ ．Ｒｅｐｒｏｄｕ ｃ ｔ ｉ ｏｎ
，

２００４
，
１ ２ ８ （ １ ２８） ： ３ ５ ５

－

３６ ３ ．

［ １ ８６ ］ＣｏｈｅｎＭ
，Ｍｅ ｉ ｓ ｓ ｅｒＡ

，Ｈａｅｎｇｇｅ ｌ ｉＬ
，ｅ ｔａ ｌ ．Ｉｎｖｏ ｌｖ ｅｍｅｎｔｏｆＭＡＰＫｐａｔｈｗａｙｉｎ

ＴＮＦ
－

ａ ｌｐｈａ
－

ｉ ｎｄｕｃｅｄＭＭＰ
－

９ｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｉｎｈｕｍａｎｔｒｏｐｈｏｂ ｌ ａｓ ｔ ｉ ｃｃｅ ｌ ｌ ｓ ． ［Ｊ ］ ，Ｍｏ ｌ ｅ ｃｕ ｌ ａｒＨｕｍａｎ

Ｒｅｐｒｏｄｕ ｃ ｔ ｉ ｏｎ
，２００６

，
１ ２ （４ ） ： ２ ２ ５ ．

［ １ ８７
］ＳｈａｎＮ

，ＺｈａｎｇＸ ，Ｘ ｉ ａｏＸ
，ｅｔａ ｌ ．Ｌａｍ ｉｎ ｉｎａ４（ＬＡＭＡ４ ）Ｅｘｐｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎＰｒｏｍｏｔｅ ｓＴｒｏｐｈｏｂ ｌ ａｓ ｔ

Ｃｅ ｌ ｌＩｎｖａｓ ｉ ｏｎ
，Ｍ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎ

，ａｎｄＡｎｇ ｉ ｏ ｇｅｎｅ ｓ ｉ ｓａｎｄｉ ｓＬｏｗｅｒ ｅｄｉ ｎＰｒｅ
－

Ｅｃ ｌ ａｍｐ ｔ ｉ ｃＰ ｌ ａｃ ｅｎｔ ａ ｓ
［Ｊ］ ．

Ｐ ｌ ａｃ ｅｎｔ ａ
，２ ０ １ ５

，３６ （８ ） ： ８ ０９ ．

［ １ ８８ ］Ｈａ ｓ ｌ ｉ ｎｇｅｒＰ ，Ｈａ ｉ ｄｅｒＳ
，Ｓｏｎｄ ｅｒｅｇｇｅｒＳ ，ｅ ｔａ ｌ ．ＡＫＴＩ ｓ ｏｆｏｒｍｓ１ａｎｄ３Ｒｅｇｕ ｌ ａｔ ｅＢａｓａ ｌ

ａｎｄＥｐ ｉ ｄｅｒｍａｌＧｒｏｗｔｈＦａｃ ｔｏｒ
－

Ｓ ｔ ｉｍｕ ｌ ａｔ ｅｄＳＧＨＰＬ
－

５Ｔｒｏｐｈｏｂ ｌ ａ ｓ ｔＣｅ ｌ ｌＭ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎｉ ｎＨｕｍａｎ ｓ ｌ ［Ｊ ］ ．

Ｂ ｉ ｏ ｌ ｏ ｇｙｏｆＲｅｐｒｏ ｄｕｃ ｔ ｉ ｏｎ
，２０ １ ３

，８ ８ （３ ） ： １ ７８
－

１ ８２ ．

［ １ ８ ９ ］ＷａｎｇＨ ，ＣｈｅｎｇＨ ，ＳｈａｏＱ ，ｅ ｔａ ｌ ．Ｌｅｐ ｔ ｉ ｎ
－

ｐｒｏｍｏ ｔ ｅ ｄｈｕｍａｎｅｘ ｔｒａｖ ｉ ｌ ｌ ｏｕ ｓｔｒｏｐｈｏｂ ｌａｓ ｔ

ｉ ｎｖａｓ ｉ ｏｎｉ ｓＭＭＰ １ ４ｄ ｅｐｅｎｄｅｎｔａｎ ｄｒ ｅｑｕ ｉｒ ｅ ｓｔｈｅｃｒｏ ｓ ｓｔａ ｌｋｂ ｅ ｔｗｅ ｅｎＮｏ ｔ ｃｈ ｌａｎｄＰ Ｉ ３Ｋ／Ａｋｔ

ｓ ｉ ｇｎａ ｌ ｉ ｎｇ ．［Ｊ ］ ，Ｂ ｉ ｏｌ ｏ ｇｙｏ ｆＲｅｐｒｏｄｕｃ ｔ ｉ ｏｎ
，２０ １ ４

，
９０ （４） ： ７ ８ ．

［ １ ９０ ］Ｐａ ｌ ｏｍｅｒｏＴ
，ＦｅｒｒａｎｄｏＡ ．Ｏｎｃｏｇｅｎ ｉ ｃＮ０ＴＣＨ １ｃｏｎ ｔｒｏ ｌｏｆＭＹＣａｎｄＰ Ｉ ３Ｋ ：ｃｈａｌ ｌ ｅｎｇｅ ｓａｎｄ

ｏｐｐｏｒ ｔｕｎ ｉ ｔ ｉ ｅ ｓｆｏｒａｎ ｔ ｉ
－

Ｎ０ＴＣＨ １ｔｈｅｒａｐ ｙｉｎＴ
－

ｃｅ ｌ ｌａｃｕ ｔ ｅｌ ｙｍｐｈｏｂ ｌ ａ ｓ ｔ ｉ ｃｌ ｅｕｋ ｅｍ ｉ ａｓａｎｄ

ｌ ｙｍｐｈｏｍａｓ ．［Ｊ］ ，Ｃ ｌ ｉｎ ｉ ｃａ ｌＣａｎｃ ｅｒＲｅ ｓ ｅａｒ ｃｈ
，２００８

，
１ ４ （ １ ７ ） ： ５ ３ １ ４

－

５ ３ １ ７ ．

［
１ ９ １

］Ｈｕｎｋａｐ ｉ ｌ ｌ ｅｒＮＭ
，Ｇａｓｐ ｅｒｏｗ ｉ ｃ ｚＭ

，Ｋａｐ ｉ ｄｚ ｉ ｃＭ
，ｅ ｔａ ｌ ．Ａｒｏ ｌ ｅｆｏｒＮｏｔ ｃｈｓ ｉ ｇｎａ ｌ ｉｎｇｉ ｎ

ｔｒ ｏｐｈｏｂ ｌ ａ ｓ ｔｅｎｄｏｖａｓ ｃｕ ｌａｒｉｎｖａ ｓ ｉ ｏｎａｎｄｉｎｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｅ ｓ ｉ ｓｏｆｐｒｅ
－

ｅ ｃ ｌ ａｍｐ ｓ ｉａ ．［Ｊ］ ．

Ｄｅｖ ｅ ｌ ｏｐｍｅｎｔ
，２０ １ １

，

１ ３ ８ （ １４） ： ２ ９８７
－

２９９８ ．

［ １ ９２ ］ＣｕｍａｎＣ ，Ｍｅｎｋｈｏｒ ｓ ｔＥ ，Ｗ ｉ ｎｓｈ ｉ ｐＡ ，ｅ ｔａｌ ．Ｆｅ ｔａ ｌ
－

ｍａｔ ｅｒｎａ ｌｃｏｍｍｕｎ ｉ ｃａｔ ｉ ｏｎ ：ｔｈｅｒｏ ｌ ｅｏ ｆ

Ｎｏ ｔ ｃｈｓ ｉ ｇｎａ ｌ ｌ ｉ ｎｇｉｎｅｍｂｒｙｏｉｍｐ ｌ ａｎｔａｔ ｉ ｏｎ ．［Ｊ ］ ．Ｒｅｐｒｏｄｕ ｃ ｔ ｉ ｏｎ
，２０ １ ４

，１ ４７ （３ ） ：
Ｒ７ ５

－

Ｒ８ ６ ．

［ １ ９ ３ ］ＺｈａｏＷＸ
，Ｌ ｉｎＪＨ ．Ｎｏ ｔ ｃｈｓ ｉ ｇｎａ ｌ ｉｎｇｐａｔｈｗａｙａｎｄｈｕｍａｎｐ ｌａｃｅｎｔ ａ ．［Ｊ ］ ，Ｉｎｔ ｅｒｎａｔ ｉ ｏｎａ ｌ

Ｊｏｕｒｎａ ｌｏ ｆＭｅｄ ｉ ｃａ ｌＳｃ ｉ ｅｎｃ ｅ ｓ
，２０ １ ２

，
９ （６ ） ： ４４７

－

４５２ ．

９２





策丝子总黄酮调控 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２６
－

３ｐ 促进 滋 养细胞侵袭 功 能机制研 究


［ １ ９４ ］Ｈａ ｉ ｄ ｅｒＳ
，Ｍｅ ｉ ｎｈａｒｄ ｔＧ

，Ｖ ｅ ｌ ｉ ｃｋｙＰ ，ｅ ｔａ ｌ ．Ｎｏ ｔ ｃｈｓ ｉ ｇｎａ ｌ ｉ ｎｇｐ ｌ ａｙ ｓａｃｒ ｉ ｔ ｉ ｃａ ｌｒｏ ｌ ｅｉｎ

ｍｏ ｔ ｉ ｌ ｉ ｔｙａｎｄｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎ ｔ ｉ ａｔ ｉ ｏｎｏ ｆｈｕｍａｎｆ ｉ ｒ ｓ ｔ
－

ｔ ｒ ｉ ｍｅ ｓ ｔ ｅｒｃ ｙ ｔｏｔｒｏｐｈｏｂ ｌ ａｓ ｔ ｓ ．［Ｊ ］
．

Ｅｎｄｏｃｒ ｉ ｎｏ ｌ ｏｇｙ ，２ ０ １ ３
，
１ ５５ （ １ ） ： ２６３

－

２ ７４ ＊

［ １ ９５ ］Ｗａｇｅｎ ｅｒＪ ，ＹａｎｇＷ ，Ｋａｚｕ ｓ ｃｈｋｅＫ
，ｅ ｔａ ｌ ．ＣＣＮ３ｒ ｅｇｕ ｌ ａｔ ｅ ｓｐｒｏ ｌ ｉ ｆｅｒａ ｔ ｉ ｏｎａｎｄｍ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎ

ｐｒ ｏｐ ｅｒｔ ｉ ｅ ｓｉ ｎＪ ｅ ｇ３ｔｒｏｐｈｏｂ ｌ ａ ｓ ｔｃ ｅ ｌ ｌ ｓｖ ｉ ａＥＲＫ １ ／２（ ｅ ｘ ｔｒａｃ ｅ ｌ ｌ ｕ ｌ ａｒ
－

ｓ ｉ ｇｎａ ｌｒ ｅ ｇｕ ｌ ａｔ ｅｄｋ ｉ ｎａｓ ｅ

１ ／ ２ ） ，
Ａｋｔ（ｐｒ ｏｔ ｅ ｉ ｎｋ ｉ ｎａｓ ｅＢ ）ａｎｄＮｏ ｔ ｃｈｓ ｉ ｇｎａ ｌ ｌ ｉ ｎｇ 

［ Ｊ ］ ．Ｍｏ ｌ ｅ ｃｕ ｌ ａｒＨｕｍａｎＲｅｐｒｏｄｕ ｃ ｔ ｉ ｏｎ
，２０ １ ２ ．

［ １ ９６ ］Ｍａｓ ｓ ｉ ｍ ｉ ａｎ ｉＭ
，Ｖｅｃｃｈ ｉ ｏｎｅＬ

，Ｐ ｉ ｃ ｃ ｉ ｒ ｉ ｌ ｌ ｉＤ
，ｅ ｔａ ｌ ．Ｅｐ ｉ ｄｅｒｍａ ｌｇｒｏｗｔｈｆａｃ ｔｏｒ

－

ｌ ｉ ｋ ｅｄｏｍａ ｉ ｎ

７ｐｒｏｍｏｔ ｅ ｓｍ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎａｎ ｄｉ ｎｖ ａｓ ｉ ｏｎｏ ｆｈｕｍａｎｔｒｏｐｈｏｂ ｌ ａｓ ｔｃ ｅ ｌ ｌ ｓｔｈｒｏｕｇｈａｃ ｔ ｉ ｖａｔ ｉ ｏｎｏ ｆＭＡＰＫ
，

Ｐ Ｉ ３ＫａｎｄＮＯＴＣＨｓ ｉ ｇｎａ ｌ ｉ ｎｇｐａｔｈｗａｙ ｓ ．［Ｊ ］ ．Ｍｏ ｌ ｅ ｃｕ ｌ ａｒＨｕｍａｎＲｅｐｒｏ ｄｕ ｃ ｔ ｉ ｏｎ
，

２ ０ １ ５
，
２ １（５ ） ： ３ ９５ ７

－

３ ９６ ５ ．

［ １ ９ ７ ］ＹｕＹ
，Ｗａｎｇ

Ｌ
，Ｔａｎｇ

Ｗ
，ｅ ｔａ ｌ ．ＲＮＡｉ ｎ ｔｅｒｆｅｒｅｎｃ ｅ

－

ｍｅｄ ｉ ａｔ ｅｄｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＮｏ ｔ ｃ ｈ
－

１ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｓ

ｍ ｉ ｇｒａｔ ｉ ｏｎａｎｄｉ ｎｖａ ｓ ｉ ｏｎ
，ｄｏｗｎ

－

ｒｅｇｕ ｌ ａｔ ｅ ｓｍａ ｔ ｒ ｉ ｘｍｅ ｔａ ｌ ｌ ｏｐｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎａ ｓ ｅ ｓａｎｄｓ ｕｐｐｒ ｅ ｓ ｓ ｅ ｓＮＦ
－

ｋＢｓ ｉ ｇｎａ ｌ ｉ ｎｇｐａｔ ｈｗａｙｉ ｎｔｒｏｐｈｏｂ ｌ ａ ｓ ｔｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ．［ Ｊ ］ ．Ａｃ ｔａＨ ｉ ｓ ｔ ｏｃｈ ｅｍ ｉ ｃ ａ
，２ ０ １ ４

，１ １ ６ （５ ） ： ９ １ １

－

９ １ ９ ．

［ １ ９８ ］ＹａｎＷ ，Ｚｈａｎｇ
Ｗ

，ＳｕｎＬ
，ｅ ｔａ ｌ ．Ｉ ｄ ｅｎ ｔ ｉ ｆ ｉ ｃａｔ ｉ ｏｎｏｆＭＭＰ

－

９ｓｐ ｅｃ ｉ ｆ ｉ ｃｍ ｉ ｃｒｏＲＮＡｅ ｘｐｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎ

ｐｒｏｆ ｉ ｌ ｅａｓｐｏ ｔ ｅｎ ｔ ｉ ａ ｌｔａｒｇｅ ｔ ｓｏｆａｎｔ ｉ

－

ｉ ｎｖａｓ ｉ ｏｎｔ ｈ ｅｒａｐｙｉ ｎｇ ｌ ｉ ｏｂ ｌ ａｓ ｔｏｍａｍｕ ｌ ｔ ｉ ｆｏｒｍｅ ．［ Ｊ ］ ．

Ｂｒａ ｉ ｎＲｅ ｓ ｅａｒｃｈ
，２ ０ １ １

，
１４ １ １ （ ０ ： １ ０８

－

１ １ ５ ．

［
１ ９９ ］Ｊ ｉ ｎＪ ，

Ｃａ ｉＬ
，Ｌ ｉ ｕＺＭ

，
ｅ ｔａ ｌ ．ｒａ ｉ ＲＮＡ

－

２ １ ８ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｓｏ ｓ ｔ ｅ ｏ ｓａｒｃ ｏｍａｃ ｅ ｌ ｌｍ ｉ ｇｒ ａ ｔ ｉ ｏｎａｎ ｄ

ｉ ｎｖａ ｓ ｉ ｏｎｂ ｙｄｏｗｎ
－

ｒｅｇｕ ｌ ａ ｔ ｉ ｎｇｏ ｆＴ ＩＡＭ １
，ＭＭＰ２ａｎｄＭＭＰ９ ．［Ｊ ］ ．Ａ ｓ ｉ ａｎＰａｃ ｉ ｆ ｉ ｃＪｏｕｒｎａ ｌｏ ｆＣａｎｃ ｅｒ

Ｐｒ ｅｖ ｅｎｔ ｉ ｏｎＡｐ ｊ ｃｐ ，２０ １ ３
，１ ４ （６ ） ： ３６８ １

－

３６８４ ．

［ ２００ ］ＹｕＹ ，ＷａｎｇＬ ，Ｌ ｉ ｕＴ
，ｅ ｔａ ｌ ，Ｍ ｉ ｃｒｏＲＮＡ

－
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附 录 ３
－

ｗ

统计学审核证明

学号 ： ２ ０ １ ４ ２ １ ０ １ ０ １ ０

广州 中 医药大学研究生学位论文统计学审核证 明

兹有 博 士研 究 生高 飞 霞 （ 导 师 罗 颂平 ） 的 学位论文 《菟

丝子总黄酮调控 ｍ ｉ ＲＮＡ
－

１ ２ ６
－

３ ｐ 促进滋养细胞侵袭功 能机 制研

究 》 中 有关统计学方 面 的 内容 ， 经 我部 门 审定合格 ， 特此证 明 。

广 州 中 医 药大学 临床药理研究所

负 责人 ：

二 〇一 ＂
？

ｂ年四 月三 十 曰

９ ６
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３ ｐ 促进 滋 养细胞侵 袭 功 能机制 研 究


在校期间发表论文情况

［ １ ］ 高飞霞 ， 巫海旺 ， 郜洁 ， 罗颂平 ． 寿胎丸治疗先兆流产
－

随机对照试验的 ｍｅ ｔａ

分析 ［Ｊ ］ ， 中华中医药学刊 ， ２０ １ ６
，３４ （ １ １ ） ，

２６ ３ ７
－

２６４２ ．

［２ ］ 高飞霞 ， 郜洁 ， 巫海旺等 ． 月 经过少 中西医病因 的相关性及致病因素研宄 ［ Ｊ ］ ，

辽宁中医杂志 ， ２ ０ １ ６
，
４ ３ （ ５ ） ，９ １ ９

－

９２ ２ ．

［ ３ ］ 高飞霞 ， 朱玲 ， 郜洁 ． 罗颂平教授预培其本 、 固冲安胎的经验 ［Ｊ ］ ， 南京中医药

大学学报 ， ２ ０ １ ６
，３ ２ （ １ ） ，

９０
－

９２ ．

［４ ］Ｊ ｉ ｅＧａｏ
，ＣｈｕｎＺｈｏｕ ，Ｙａｄ ｉＬ ｉ

，Ｆｅ ｉ ｘ ｉ ａＧａｏｅ ｔａ ｌ ．Ａ ｓｐｅｒｏ ｓａｐｏｎ ｉ ｎＶ Ｉｐｒｏｍｏ ｔ ｅ ｓ

ｐｒｏｇｅ ｓ ｔ ｅｒｏｎ ｅｒ ｅ ｃ ｅｐ ｔｏｒｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｉ ｎｄ ｅｃ ｉ ｄｕａ ｌｃ ｅ ｌ ｌ ｓｖ ｉ ａｔｈ ｅｎｏ ｔ ｃ ｈｓ ｉ ｇｎａ ｌ ｉ ｎｇ

ｐａｔｈｗａｙ Ｌｊ ］ ，Ｆ ｉ ｔｏ ｔ ｅｒａｐ ｉ ａ
，１ １ ３（２０ １ ６ ）５８

－

６ ３ ．

［ ５ ］ 高飞霞等 ， 罗颂平产后裔方调理经验撷粹 ［Ｊ ］ ， 南京中医药大学学报 ， 录用待刊 。

在校期间获奖情况 ：

《月 经过少与性激素 、 子宫 内膜厚度相关性研宄及中医诊治 》
一

文获得
“

第 １ ６ 次全

国 中医妇科年会暨第二届青年论坛
”

优秀奖 。

９ ７
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

致谢

毕业季 ， 终究是个伤感而感慨万千 的季节 ， 而时间如淳淳流水 ， 总在不经意间在

之间划走 ， 不知不觉 ， 走进罗 氏 团 队 己经将近六年矣 ！

回想起六年前 ， 至今仍记得 ， 还在本科阶段的我 ， 揣着
一

颗紧张 的心 ， 跟早 己崇

拜 己久 的罗颂平老师
“

表 白
”

， 希望有机会拜在罗老师 门下 ， 这个愿望 ， 自 大学 以来

从未间断过 ， 而在那时 ， 才知道距离罗老师招硕士生 己是 １ ０ 年前 ， 其实并不敢确定

是否能有幸进入 门 内 ， 经过长时间 的跟诊 ， 或许是我的真诚与坚持打动 了 罗老师 ， 罗

老师最终 同意 了 当我的导师 ， 对于这份恩赐 ， 至今心里还怀着感恩的心去感受 ， 久久

回味 。 也正是这份感恩 ， 支持我从还对科研懵懂不知 的小硕
一

直走到至今博士生涯的

即将结束 ， 罗老师对科研的严谨时时刻刻鞭策着我 ， 对临床的热忱时时刻刻渲染着我 ，

这
一

路 ， 有苦 ， 有累 ， 有辛酸 ， 有快乐 ， 也有欣喜和绝望 ， 走过了 ， 体会过 了 ， 才会

觉得这
一

切过得这么充实 ， 这么刻骨铭心 ！

在这期间 ， 有多少个夜晚 ， 辗转反侧 ， 为课题的设计而失眠 ； 又有多少个哭泣 ，

蜷缩角落 ， 为得不到满意的实验结果而嗷嚎大哭 ， 然而 ， 都经历过来 了 ， 正是罗老师

的嘘寒微暖让我充满无限的动力 ， 体会到罗教授平时的辛苦与努力 ， 就鼓励 自 己有什

么理 由可 以不坚持呢 ； 也依然还有我的爱人李昶博士背后无限的支持与无限 的信任 ，

无数的夜里熬夜陪我处理数据 ， 帮我打气 ， 才让我有继续坚持的勇气和信心 。 而在这

完成实验 ， 做完整个课题过程中 ， 感谢郜洁老师
一

直 以来对课题的指导和课题所需提

供的无限帮助 ， 以及在课题进展不顺利时候给予 的信心 ； 同时 ， 在整个课题执行的过

程 ， 真得很谢谢南方医科大学的周春老师 ， 从课题的设计和课题的执行 ， 甚至课题 问

题的解决 ， 都提供了 详细而认真的解答 ， 从我对实验基本
一

无所知 ， 到
一

手教会我所

需要的实验技能 ， 就像是强心针 ， 才会让我如此快速进入状态坚持完成这个博士课题 ，

这份教导与恩情 ， 无 以言谢 。

曾几何时 ， 看着
一

届届毕业的师姐 ， 心里的焦躁 ， 感叹何时才能轮到 自 己 ， 而如

今 ， 在此刻 ， 真正等到 自 己要毕业了 ， 不是体会到终点的欢乐 ， 而是更多 的不舍与害

怕 。 不舍得这给我平 台发展的罗 氏 团 队 ， 也不舍得
一

起奋斗 的小伙伴 ， 也害怕着未来

的不确定 ， 生怕 自 己不能胜任 ； 但这将近六年的时间 ， 教会 了我成长 ， 教会 了我思考 ，

教会了我面对 ， 相信在 以后 的 日 子里 ， 可 以继续用这份耐心从容应付 。

都说只有吃过苦的博士生活才是真正的博士 ， 但在体会实验苦的过程 中 ， 也充满

着欣喜与快乐 ， 因为在这里 ， 不仅赠与我
一

份珍贵的 回忆 ， 同时也收获 了
一

起奋战过

的友情 ， 这里要感谢的人太多太多 ， 有着庞大罗 氏的 团队 ， 罗老师犹如慈母 ， 在学 习

和生活中 ，

一

次次的指 引 我 ； 有着 曾诚老师 ， 朱玲老师和赵颖老师的鼓励指导与关心 ；

有着许丽绵老师 、 叶敦敏老师和李莉老师的 引领我走入妇科 ； 郜洁老师给我们课题的

９ ８
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支持与指导 ， 时时刻刻的为我们着想 ； 李婧老师 ， 曹蕾老师 ， 曾 蕾老师给我的实验和

临床指导 ； 更有着互相帮忙 ， 互相进步的巫海旺师弟 ， 给予我生活上和实验上的巨大

帮忙 ；
还有着

一

帮可爱的师妹 ， 丘维钰 ， 杜鑫 ， 林炜娴 ， 给予我热忱鼓励和实验上的

协助 ； 以及其他同 门李亚迪 ， 杨利林 ， 李佩琼 ， 蔡逸苗 ， 丘敏 ， 彭晋婷 ， 刘方 ， 李元

琪平 日 里 的关切陪伴与帮助 ； 另外 ， 还想感谢中 山大学附属第二医院的韩博炜博士 ，

在课题的思路设计和方法提供 了重要的建议 ；
还要感谢博士班伙伴李洁 ， 左强 ， 张嘉

晔等博士的帮忙与关心 ；
还有许许多多 的朋友和 同学的关心与帮助……

在此 ， 还想感谢几位闺蜜 ， 汪金玲 ， 郑慧敏 ， 汪德琴 ， 在郁闷时候可 以互相倾诉

与鼓励 ， 得此友谊也是我此生的福气 。 最后 ， 还想深深的致敬我的家人 ， 父母 ， 弟弟

妹妹 ，

一

直鼓励着我完成 自 己的梦想 ， 让我远离生活上的忧愁 ， 总能给我提供最好的

明路 ， 在困难的时候总是能得到第
一

时间 的解决 ， 在压抑的时候总是能第
一

时间给予

鼓励 ， 为 自 己在这个家庭里而 自 豪 ； 与此同时 ， 还想感谢我的婆婆 ， 在求学的这 ２ 年 ，

任劳任怨 ， 不顾 自 己的辛劳 ， 和蔼认真地照顾我的女儿 ， 我为没有太多时间陪伴你们

致以深深的歉意 。 最后的最后 ， 再次感谢生命里最重要的陪伴我走过的李昶博士 ， 谢

谢你 ！

衷心感谢在论文评审和答辩的专家老师 ， 感谢您在百忙之中 的指导 ！

本研究感谢在国家 自 然科学基金面上项 目 （ ＮＯ ．８ １ ３ ７ ３６ ７ ２ ） 资助下独立完成 ！

路漫漫其修远兮 ， 吾将上下而求索 ， 这六年 ， 终将会在思绪里慢慢汇成
一

股暖暖

的热流 ，

一

份满满感动 的 回忆 ！

９ ９


	摘要
	Abstract
	引言
	第一章 文献综述
	第一节 自然流产机制研究
	一、基因因素(染色体异常)
	二、免疫因素
	三、血管生成因素(血栓)
	四、代谢及内分泌因素

	第二节 滋养细胞的功能
	一、细胞凋亡
	二、细胞增殖
	三、细胞侵袭与迁移
	四、细胞血管生成
	五、米非司酮对滋养细胞迁移和侵袭功能的影响

	第三节 菟丝子总黄酮治疗自然流产的研究
	一、改善生殖内分泌的功能
	二、改善缺氧、凋亡的作用
	三、保护心脑血管的作用
	四、改善免疫调节作用
	五、改善骨代谢的作用

	第四节 miRNA在自然流产中的作用
	一、影响滋养细胞凋亡功能
	二、影响滋养细胞增殖功能
	三、影响滋养细胞侵袭与迁移功能
	四、影响滋养细胞血管生成功能
	五、miRNA-126-3p与滋养细胞


	第二章 实验研究
	第一节 立论依据及其实验技术路线
	一、立论依据
	二、技术路线

	第二节 miRNA-126-3p的验证及其功能研究
	一、实验目的
	二、实验材料与方法
	三、实验结果
	四、讨论
	五、小结

	第三节 菟丝子总黄酮对正常滋养细胞迁移和侵袭功能的影响
	一、实验目的
	二、实验材料与方法
	三、实验结果
	四、讨论
	五、小结

	第四节 菟丝子总黄酮对米非司酮所致EVT细胞内自然流产状态细胞模型的迁移和侵袭功能影响
	一、实验目的
	二、实验材料与方法
	三、实验结果
	四、讨论
	五、小结

	第五节 菟丝子总黄酮对米非司酮所致EVT细胞内自然流产状态细胞模型的迁移和侵袭功能的内在机制研究
	一、实验目的
	二、实验材料与方法
	三、实验结果
	四、讨论
	五、小结

	第六节 菟丝子总黄酮通过影响滋养细胞内MMP9调控其迁移和侵袭功能
	一、实验目的
	二、实验材料与方法
	三、实验结果
	四、讨论
	五、小结


	结语
	参考文献
	附录
	在校期间发表论文情况
	致谢

