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  摘 要:目的 探讨微小RNA-433(miR-433)在子痫前期(PE)患者中的表达水平及其潜在的生物学功能。
方法 收集25例健康者和23例子痫前期患者的胎盘组织。采用qRT-PCR检测miR-433在PE患者胎盘组织

和正常胎盘组织中的表达差异。在滋养层细胞 HTR-8/SVneo中过表达或抑制 miR-433构建稳定细胞系,通

过划痕试验和迁移侵袭试验检测miR-433对细胞迁移和侵袭的影响。采用Targetscan和 miRanda预测 miR-
433直接作用的靶基因,通过qRT-PCR、Western

 

blot和双荧光素酶报告基因检测试验进行验证,初步探究

miR-433在PE中发挥作用的可能机制。结果 在PE患者胎盘组织中 miR-433的表达高于正常胎盘组织。
抑制miR-433可促进滋养层细胞的迁移和侵袭能力,而过表达 miR-433可抑制细胞的迁移和侵袭能力。双荧

光素酶报告基因检测试验结果显示,过表达 miR-433可以抑制JNK1的表达。在过表达 miR-433的细胞中增

加JNK1
 

的表达可以逆转miR-433对细胞迁移和侵袭能力的抑制作用。结论 miR-433可能通过靶向JNK1
影响滋养层细胞的迁移和侵袭来参与PE的进展,为了解PE的病因和发病机制提供了一个新的视角,同时为

PE的早期预测和诊断提供了新的方向。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

level
 

and
 

potential
 

biological
 

function
 

of
 

microRNA-
433

 

(miR-433)
 

in
 

patients
 

with
 

preeclampsia
 

(PE).Methods A
 

total
 

of
 

placental
 

tissues
 

of
 

25
 

healthy
 

per-
sons

 

and
 

23
 

PE
 

patients
 

were
 

collected.QRT-PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

difference
 

of
 

expression
 

of
 

miR-433
 

in
 

placental
 

tissues
 

of
 

PE
 

patients
 

and
 

normal
 

placental
 

tissues.Stable
 

cell
 

lines
 

were
 

constructed
 

by
 

overex-
pressing

 

or
 

inhibiting
 

miR-433
 

in
 

trophoblast
 

cells
 

HTR-8/SVneo,and
 

the
 

effects
 

of
 

miR-433
 

on
 

cell
 

migra-
tion

 

and
 

invasion
 

were
 

detected
 

by
 

scratch
 

test
 

and
 

migration
 

and
 

invasion
 

assay.The
 

target
 

genes
 

directly
 

af-
fected

 

by
 

miR-433
 

were
 

predicted
 

by
 

Targetscan
 

and
 

miRanda,and
 

verified
 

by
 

qRT-PCR,Western
 

blot
 

and
 

du-
al

 

luciferase
 

reporter
 

gene
 

detection,in
 

order
 

to
 

preliminarily
 

explore
 

the
 

possible
 

mechanism
 

of
 

miR-433
 

in
 

PE.Results The
 

expression
 

of
 

miR-433
 

in
 

placenta
 

tissues
 

of
 

PE
 

patients
 

was
 

higher
 

compared
 

to
 

the
 

normal
 

placenta
 

tissues.Inhibition
 

of
 

miR-433
 

promoted
 

the
 

migration
 

and
 

invasion
 

abilities
 

of
 

trophoblast
 

cells,while
 

overexpression
 

of
 

miR-433
 

decreased
 

the
 

migration
 

and
 

invasion
 

abilities
 

of
 

trophoblast
 

cells.Dual
 

luciferase
 

reporter
 

gene
 

detection
 

results
 

showed
 

that
 

overexpression
 

of
 

miR-433
 

decreased
 

the
 

expression
 

of
 

JNK1.In-
creasing

 

the
 

expression
 

of
 

JNK1
 

in
 

cells
 

overexpressing
 

miR-433
 

reversed
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

of
 

miR-433
 

on
 

migration
 

and
 

invasion
 

abilities
 

of
 

cell.Conclusion miR-433
 

might
 

participate
 

in
 

the
 

progress
 

of
 

PE
 

by
 

targe-
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ting
 

JNK1
 

to
 

affect
 

the
 

migration
 

and
 

invasion
 

abilities
 

of
 

trophoblasts
 

cells,which
 

provides
 

a
 

new
 

perspective
 

for
 

understanding
 

the
 

etiology
 

and
 

pathogenesis
 

of
 

PE,and
 

provides
 

a
 

new
 

direction
 

for
 

the
 

early
 

prediction
 

and
 

diagnosis
 

of
 

PE.
Key

 

words:pre-eclampsia; trophoblast
 

cell; miR-433; JNK1; migration; invasion

  子痫前期(PE)是一种妊娠并发症,是造成胎儿和

产妇死亡的主要原因[1]。全球有3%~8%的妊娠期

女性受到PE的影响[2-3]。PE主要表现为在妊娠中期

或晚期、分娩过程中或分娩后出现的产妇高血压、蛋
白尿、血小板减少等症状,危及产妇和胎儿的生命。
滋养层细胞的异常增殖和迁移侵袭会促进胎盘释放

可溶性因子从而导致PE的发生[4]。研究发现,微小

RNA在滋养层细胞中的异常表达可影响PE的进

展[5-7]。微小RNA-433(miR-433)与多种肿瘤细胞的

扩散、迁移侵袭有关[8-9]。然而,目前鲜见 miR-433对

PE患者滋养层细胞的影响研究。因此,本研究旨在

探讨miR-433在PE患者中的表达及其影响机制,为
PE患者的治疗提供新的靶点。
1 资料与方法

1.1 一般资料 收集于2018年3月至2019年12月

南京市中西医结合医院就诊的23例PE妊娠期女性

和25例健康妊娠期女性的胎盘标本(孕32~40周)。
术后(PE妊娠期女性行剖宫产术,健康妊娠期女性行

引产术及会阴侧切术)立即将胎盘组织在液氮中快速

冷冻,-80
 

℃保存,待进一步试验。
PE的诊断标准:既往血压正常,孕20周后,收缩

压≥140
 

mm
 

Hg或舒张压≥90
 

mm
 

Hg,24
 

h尿蛋

白≥0.3
 

g[9]。纳入标准:孕32~40周,符合PE诊断

标准的妊娠期女性,自愿参与。排除标准:高血压高

危情况、血液系统疾病和异常妊娠与其他产科并发

症。本研究经南京市中西医结合医院伦理委员会批

准,所有患者均签署书面知情同意。PE妊娠期女性

年龄19~34岁,平均(25.12±4.11)岁;体质量指数

(BMI)(24.41±2.78)kg/m2;收缩压(154.06±7.65)
mm

 

Hg;舒 张 压(102.25±6.48)mm
 

Hg;尿 蛋 白

(3.67±0.73)g/24
 

h;孕周(35.33±3.28)周;胎儿体

质量(2.28±0.52)kg。健康妊娠期女性年龄22~31
岁,平均(25.37±3.19)岁;BMI(25.63±3.10)
kg/m2;收 缩 压(109.55±5.93)mm

 

Hg;舒 张 压

(70.69±5.07)mm
 

Hg;尿 蛋 白 未 检 出;孕 周

(36.05±3.10)周;胎儿体质量(3.16±0.74)kg。两

组年龄和BMI比较差异无统计学意义(P>0.05),具
有可比性。
1.2 仪器与试剂 人滋养层细胞 HTR-8/SVneo、
AR和JEG-3及人胚肾细胞293T购自中国科学院细

胞库;RPMI-1640完全培养基、胎牛血清购于 Gibco
公司;反转录试剂盒和SYBR试剂盒购于Takara公

司。引物购于上海生工公司。荧光素酶报告基因检

测盒购于Promega公司。JNK1抗体和 GAPDH 购

于 Abcam 公司。Lipofectamine
 

3000试剂购于In-
vitrogen公司;SDS试剂盒、抗体稀释液、磷酸盐缓冲

液(PBS)购于碧云天公司。
 

miR-433
 

mimic、anti-miR-
433及各自的阴性对照物(miR-NC和anti-miR-NC)、
JNK1过表 达 质 粒 及 其 阴 性 对 照 均 来 自 上 海 Ge-
neChem公司。
1.3 方法

1.3.1 细胞培养与转染 HTR-8/SVneo细胞采用

含10%胎 牛 血 清 的 RPMI-1640完 全 培 养 基 置 于

37
 

℃,5%CO2 培养箱中进行培养。细胞转染按照

Lipofectamine
 

3000试剂说明书进行操作,具体方法

如下:将处于对数生长期的细胞进行消化,将消化后

的细胞接种于6孔板内,使细胞融合度为60%左右,
将细胞置于培养箱中培养。24

 

h后更换新鲜培养基,
加入目的质粒2.5微克/孔,加入转染试剂4.5

 

μL,
“十”字法混匀后置于培养箱中培养。转染48

 

h后,处
理细胞进行进一步试验。
1.3.2 qRT-PCR 使用Trizol试剂(美国 Thermo
公司)根据试剂操作说明提取细胞和组织总 RNA。
采用 NanoDrop

 

2000(美国 Thermo公司)对提取的

RNA进行定量。通过Semi
 

qRT-PCR来定量 miR-
NA。每 一 次 Semi

 

qRT-PCR 反 应 使 用 1
 

μg 总

RNA。将miR-433的表达正常化为 U6表达作为内

源性调控。采用qRT-PCR 检测JNK1表达,选择

GAPDH作为内参基因。qRT-PCR反应条件和体系

参照SYBR试剂盒说明书进行。引物序列见表1。

表1  引物序列

基因 上游引物(5'→3') 下游引物(5'→3')

miR-433 TGC
 

GGT
 

ACG
 

GTG
 

AGC
 

TGT
 

C CCA
 

GTG
 

CAG
 

GGT
 

CCG
 

AGG
 

T

JNK1 GGG
 

CAG
 

CCC
 

TCT
 

CCT
 

TTA CAT
 

TGA
 

CAG
 

ACG
 

ACG
 

ATG
 

ATG

U6 CTC
 

GCT
 

TCG
 

GCA
 

GCA
 

CA ACG
 

CTT
 

CAC
 

GAA
 

TTT
 

GCGT

GAPDH CAA
 

GGT
 

CAT
 

CCA
 

TGA
 

CAA
 

CT GTC
 

CAC
 

CAC
 

CCT
 

GTT
 

GCT
 

G
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1.3.3 划痕试验 采用划痕试验测定细胞迁移能

力。方法如下:将处于对数生长期的细胞用0.25%胰

酶进行消化,用RPMI-1640完全培养基进行重悬,取
1×105 个细胞接种于12孔板中,将12孔板放在培养

箱中培养。待细胞融合度达到90%左右,用200
 

μL
 

Tip在孔内划3条直线,用PBS吸取刮下来的细胞,
更换 RPMI-1640无血清培养基培养。分别在0和

24
 

h采用显微镜进行拍照,记录创面的宽度,计算细

胞迁移距离。
1.3.4 迁移侵袭试验 将转染后的 HTr-8/SVneo
细胞用胰酶进行消化,PBS洗涤,采用无血清的RP-
MI-1640培养基将细胞重悬后,计数,调整细胞浓度。
将Transwell小室(迁移侵袭试验需用基质胶将小室

进行包被),插入24孔板内,在小室上室内加入1×
104 个细胞(迁移侵袭试验细胞数为2×104)。在下室

内加入500
 

μL含10%胎牛血清的LRPMI-1640完全培

养基。在37
 

℃、5%
 

CO2 的条件下培养24
 

h后,取出

小室,用棉签将附着在膜上方的细胞去除。将膜下方的

细胞采用甲醇固定20
 

min,之后用0.1%结晶紫染色

10~15
 

min,采用光学显微镜(DMI6000
 

B显微镜)对染

色的细胞进行拍照,计数每个视野内的细胞数。
1.3.5 Western

 

blot 采用RIPA试剂裂解细胞,收
集细胞总蛋白。30

 

μg蛋白通过12%SDS凝胶电泳

分离,然后转移至PVDF膜上。用5%脱脂牛奶在

Tris缓冲盐溶液中室温封闭1
 

h,洗涤后用兔抗人

JNK1抗体(1∶2
 

000稀释)、GAPDH抗体(1∶2
 

000
稀释)在4

 

℃孵育过夜。洗涤后用带有相应的辣根过

氧化物酶标记兔二抗(1∶8
 

000稀释)在室温下避光

孵育2
 

h。采用增强化学发光系统(美国Thermo公

司)检测蛋白印迹。
1.3.6 双荧光素酶报告基因试验 为了研究 miR-
433抑制滋养层细胞侵袭和迁移的机制,笔者利用Tar-
getScan和miRanda来预测 miR-433的直接靶基因并

选择JNK1作为miR-433的候选靶基因进行进一步评

估。在pmirGLO载体的SacI/XboI限制性位点之间插

入带有miR-433结合位点的JNK1的3'-UTR构建质

粒pmirGLO-WT-JNK1。通过去除 miR-433的结合位

点构建pmirGLO-MUT-JNK1质粒。使用lipo3000将

pmirGLO-WT-JNK1/pmirGLO-MUT-JNK1 和 miR-
433

 

mimic或 miR-NC共转染到293T细胞中。转染

36
 

h后,使用双荧光素酶报告基因检测系统(美国Pro-
mega公司)检测荧光素酶活性。

 

1.4 统计学处理 所有数据采用SPSS18.0软件

(version
 

5.0)进行统计分析。符合正态分布的计量

资料以x±s表示。采用Student'
 

t检验(两组)、单
因素方差分析(多组)和Dunnett's事后检验进行比

较。P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 miR-433在PE患者胎盘组织中的表达情况 

与正常胎盘组织比较,PE患者胎盘组织内 miR-433
表达明显上调,见图1。此外,在HTR-8/SVneo、JAR
和JEG-3

 

3种滋养层细胞株中,miR-433在JAR细胞

中表达最高,在 HTR-8/SVneo细胞中表达最低,见
图2。随后采用划痕试验检测了上述3种滋养层细胞

的迁移能力,发现 miR-433表达最高的JAR细胞的

迁移能力最弱,明显低于 miR-433表达最低的 HTR-
8/SVneo细胞,见图3。

  注:与正常胎盘组织比较,aP<0.01。

图1  miR-433在PE患者胎盘组织和正常胎盘

组织中的表达

  注:与JAR细胞比较,aP<0.05;与JEG-3细胞比较,bP<0.05。

图2  miR-433在3种滋养层细胞中的表达

  注:与JAR细胞比较,aP<0.05;与JEG-3细胞比较,bP<0.05。

图3  24
 

h
 

3种滋养层细胞迁移能力比较

2.2 miR-433抑制 HTR-8/SVneo细胞的迁移和侵

袭能力 通过使用 miR-433
 

mimic和anti-miR-433
转染细胞来干扰 miR-433的表达进而评估 miR-433
对HTR-8/SVneo细胞迁移和侵袭能力的影响。与

转染阴性对照细胞(miR-NC)相 比,转 染 miR-433
 

mimic后,通过Transwell孔的细胞数量明显减少,表
明miR-433过表达后细胞迁移和侵袭能力降低,见图

4、5。除此之外,与阴性对照细胞(anti-miR-NC)相
比,转染anti-miR-433后,通过Transwell孔的细胞数
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量明显增多,表明抑制miR-433表达后细胞迁移和侵

袭能力增加,见图6、7。

  注:A、B为分别转染miR-NC和miR-433
 

mimic后HTR-8/SVneo
细胞的 迁 移 情 况;C、D 为 分 别 转 染 miR-NC 和 miR-433

 

mimic后

HTR-8/SVneo细胞的侵袭情况。

图4  转染 miR-433
 

mimic后 HTR-8/SVneo细胞

迁移和侵袭的视野(200×,标尺=10
 

μm)

  注:与miR-NC比较,aP<0.05。

图5  转染 miR-433
 

mimic后 HTR-8/SVneo
细胞的侵袭和迁移细胞数

  注:A、B为分别转染anti-miR-NC和anti-miR-433后 HTR-8/SV-
neo细胞的迁移情况;C、D为分别转染anti-miR-NC和anti-miR-433后

HTR-8/SVneo细胞的侵袭情况。

图6  转染anti-miR-433后 HTR-8/SVneo细胞迁移和

侵袭的视野(200×,标尺=10
 

μm)

2.3 JNK1为miR-433的下游靶基因 结果显示,与
miR-433共转染后,荧光素酶相对活性明显下降,说
明miR-433直接抑制JNK1,见图8、9。此外,通过

Western
 

blot检测 miR-433对JNK1表达的影响,结

果表明,miR-433转染明显抑制了 HTR-8/SVneo细

胞中JNK1蛋白的相对表达水平,见图10。

  注:与anti-miR-NC比较,aP<0.05。

图7  转染anti-miR-433后 HTR-8/SVneo
细胞的迁移和侵袭细胞数

图8  JNK1
 

mRNA与 miR-433相互作用的野生型

(WT)和突变型(MUT)3'-UTR序列

  注:与miR-NC比较,aP<0.05。

图9  双荧光素酶报告基因试验结果

图10  转染 miR-433
 

mimic或 miR-NC的 HTR-8/SVneo
细胞中JNK1蛋白相对表达水平

2.4 miR-433通过抑制JNK1的表达影响 HTR-8/
SVneo细胞的迁移和侵袭能力 为了进一步验证

miR-433通过JNK1影响滋养层细胞的迁移和侵袭能

力,笔者将miR-433
 

mimic和JNK1共转染至 HTR-
8/SVneo细胞,采用Transwell迁移侵袭试验检测在

过表达 miR-433的细胞中重新表达JNK1对细胞迁

移侵袭能力的影响,结果显示,过表达JNK1能逆转

miR-433对HTR-8/SVneo细胞迁移和侵袭能力的抑

制作用(P<0.001),见图11、12、13。以上结果表明,
miR-433通过抑制JNK1的表达影响 HTR-8/SVneo
细胞的迁移和侵袭能力。
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  注:A、B、C为分别转染 miR-NC、miR-433
 

mimic、miR-433
 

mimic+JNK1后 HTR-8/SVneo细胞的迁移情况;D、E、F为分别转染 miR-NC、

miR-433
 

mimic、miR-433
 

mimic+JNK1后 HTR-8/SVneo细胞的侵袭情况。

图11  HTR-8/SVneo细胞迁移和侵袭的视野(200×,标尺=10
 

μm)

  注:A为迁移细胞数情况,B为侵袭细胞数情况;与 miR-433比

较,aP<0.05。

图12  miR-NC、miR-433
 

mimic及 miR-433
 

mimic+JNK1
单独或共转染至 HTR-8/SVneo细胞的侵袭和

迁移细胞数

图13  miR-NC、miR-433
 

mimic及 miR-433
 

mimic+JNK1
单独或共转染至 HTR-8/SVneo细胞中JNK1
蛋白相对表达水平

3 讨  论

PE的发病机制很复杂,多种因素影响PE的发

生[10-11]。研究发现,人滋养层细胞的异常增殖和侵袭

在PE的发展中起着至关重要的作用[12-14]。因此,研
究滋养层细胞增殖和侵袭的机制,为治疗PE寻找新

的有效的分子靶点具有重要意义。越来越多的研究

表明,PE 患 者 胎 盘 组 织 中 mi-RNA 表 达 存 在 异

常[15-18]。PE患者胎盘组织中表达异常的 mi-RNA及

其靶基因的鉴定为研究PE的发生提供了基础[19]。
本研究 发 现,PE 患 者 胎 盘 miR-433表 达 上 调,且

JNK1被确定为 miR-433的下游靶基因,miR-433的

上调通过靶向JNK1抑制滋养层细胞的迁移与侵袭,
参与PE的发生、发展。

前期研究发现,miR-433在多种疾病中发挥重要

作用,且 miR-433影 响 多 种 肿 瘤 细 胞 的 迁 移 和 侵

袭[20-24]。因此笔者猜想它可能影响PE的发生、发展。
本研究结果发现,在PE患者胎盘组织中,miR-433明

显高表达。同时,在滋养层细胞内,抑制 miR-433的

表达可促进细胞的迁移和侵袭,而过表达 miR-433可

抑制细胞迁移和侵袭。为了探究 miR-433影响细胞

迁移侵袭的机制,笔者采用生物信息学分析和双荧光

素酶报告基因试验发现,JNK1为 miR-433的下游靶

基因,过表达的miR-433可抑制JNK1的表达。这与

miR-433在肿瘤组织中的研究存在差异[23]。可能的

原因是 miR-433通过不同靶点在不同疾病中发挥不

同作用。如在非小细胞肺癌组织和细胞中,miR-433
表达下调,并通过降低基质金属蛋白酶(MMP)-2/金

属蛋白酶组织抑制因子(TIMP)-2和 MMP-9的表达
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而抑制肿瘤细胞的增殖和侵袭[20-25]。在乳腺癌中

miR-433通过靶向 MAPK信号通路抑制乳腺癌细胞

生长[26]。在食管鳞状上皮细胞癌中,miR-433通过靶

向GRB2抑制食管鳞癌细胞的增殖和侵袭[27]。此外,

TAO等[28]发现,在心脏纤维化的心脏病模型中,

miR-433明显高表达,在新生大鼠心肌成纤维细胞中

过表达 miR-433可以促进细胞增殖并向肌成纤维细

胞分化。值得注意的是,由于 miR-433存在多个靶

点,并不局限于JNK1,因此,笔者还需要进一步研究

其他潜在的靶基因,以进一步研究 miR-433在PE发

生过程中的调控网络。
此外,笔 者 还 研 究 了 miR-433是 否 通 过 下 调

JNK1在 HTR-8/SVneo细胞中发挥作用。结果发

现,JNK1的过表达部分逆转了 miR-433对滋养层细

胞迁移和侵袭的抑制作用。总的来说,目前的数据表

明miR-433通过靶向JNK1参与了PE的发生,这表

明miR-433/JNK1通路可能是PE治疗的一个新靶

点。此外,SAUL等[29]发现,在重度PE患者中,妊娠

早期母体血清中miR-433表达上调。因此,未来可以

进一步探究miR-433在母体血清中的表达情况。
综上所述,本研究结果提示,miR-433在PE患者

胎盘组织中高表达,miR-433可能通过靶向JNK1抑

制滋养层细胞的迁移和侵袭,参与PE的发生、发展。
因此,靶向调节miR-433/JNK1通路的治疗方法可能

可以改善PE的治疗。
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