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NOD1配体抑制人早孕期滋养细胞的侵袭功能 *
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摘要目的：明确固有免疫受体 NOD1对人早孕期滋养细胞侵袭功能的调控及对侵袭相关因子分泌的影响。方法：采用免疫细胞化

学法鉴定原代滋养细胞 NOD1的表达，用 transwell侵袭实验检测激活 NOD1后滋养细胞侵袭功能的改变，ELISA检测配体刺激

后滋养细胞MMP2和MMP9的分泌情况。结果：免疫细胞化学结果显示滋养细胞分离鉴定成功，且原代滋养细胞可以表达固有

免疫受体 NOD1。使用 NOD1的特异性配体及非特异性配体，发现激活 NOD1可以抑制滋养细胞的侵袭，且非特异性配体 LPS可

以下调侵袭相关金属基质蛋白酶分子MMP2和MMP9的分泌，特异性配体 iE-DAP仅下调MMP9的分泌而对MMP2的分泌无

影响。结论：固有免疫模式识别受体 NOD1可以在早孕期滋养细胞表达，可调控滋养细胞的侵袭功能，其激活会导致侵袭相关分

子MMP2和MMP9的分泌下降。
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Ligands of NOD1 Inhibits the Invasiveness of Trophoblast Cells*

To identify the effect of innate immunity receptor NOD1 on the invasion of human early pregnancy

trophoblast cells. The expression of NOD1 was identified by immunocytochemistry. Transwell matrigel invasion assay was

used to analyze the ability of invasiveness after NOD1 activation. We also used ELISA assay to test the secretion of MMP2 and MMP9

after NOD1 activation. Immunocytochemistry result showed the separation of human trophoblast cells was successful. NOD1

had been expressed by primary trophoblast cells. Activation of NOD1 inhibited the invasion of trophoblasts. LPS down-regulated the

secretion of both MMP2 and MMP9 while iE-DAP only down-regulated the secretion of MMP9. Innate immune pattern

recognition receptor NOD1 was expressed by trophoblast cells in early pregnancy, which could regulate the invasion of trophoblasts.

Trophoblast cells; NOD1; Invasiveness; Innate immune receptor; Metalloproteinase

*基金项目：广东省自然科学基金项目(2017A030310488)；广东省教育厅科研项目(2015KQNCX134)；广州市属高校科研项目(1201630263)；

广州医科大学校级科研项目(2015C02)

作者简介：蔡玉莹(1993-)，女，硕士研究生，主要研究方向：生物学，E-mail: 872704738@qq.com

△ 通讯作者：王曌华(1987-)，女，讲师，主要研究方向：生殖免疫，肿瘤免疫，E-mail: 517244608@qq.com，电话：13751768832

(收稿日期：2019-09-25 接受日期：2019-10-19)

前言

常见的模式识别受体有 Toll 样受体 (Toll-like receptor，

TLR)家族、NLR受体(NOD-like receptor，NLR)家族和 C型凝集

素受体家族等[1]。其中，Toll样受体家族和 C型凝集素受体家族

主要是跨膜蛋白家族，是细胞外环境的重要守护者[2]。近年来研

究发现，作为重要的胞浆模式识别受体，NLR在固有免疫系统

中守护着细胞内环境[3]。NOD1是 NLR中最先被发现的成员，

可以特异性识别来自 G- 细菌的降解产物 iE-DAP (酌-D-glu-
tamyl-meso-diaminopimelic acid，iE-DAP)[4]，也可以非特异性识

别来自细菌胞壁的降解产物脂多糖(lipopolysaccharide，LPS) [5]。

滋养细胞属于上皮细胞起源，不仅是胎盘的主要组成细

胞，更是母胎界面唯一与母体蜕膜细胞直接接触的胎儿细胞[6]。

滋养细胞的生物学行为和肿瘤极其相似[7]，有增殖、分化、融合、

侵袭等特性[8]。滋养细胞的侵袭作用可使其侵入子宫蜕膜和浅

肌层(肌层内 1/3)，对母体的子宫螺旋动脉进行重铸，从而形成

有血流交换功能的胎盘。滋养细胞侵袭功能受损可以导致流

产、子痫前期、胎儿宫内生长受限等妊娠相关疾病[9]。

为明确早期妊娠母胎界面中滋养细胞是否表达 NOD1及

其对人早孕期滋养细胞侵袭功能的调控作用，我们收集人早孕

期正常的绒毛组织并进行分离培养获得滋养细胞，使用滋养细

胞的特异性配体 iE-DAP 和非特异性配体 LPS 分别激活

NOD1，观察其侵袭功能的变化。

1 材料与方法

1.1研究对象
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选取 2017年 3月至 2018年 7月从中山大学孙逸仙纪念

医院门诊手术室收集行人工流产术 7-10 周正常妊娠的绒毛

组织，将所取得的绒毛组织置于 DMEM- 高糖(Dulbecco's

modified Eagle's medium -High Glucose)培养液中，快送送至实

验室。正常妊娠标准：既往无自然流产史与异常生育史；本次妊

娠停经后无阴道流血、无发热及其他明显不适；术前检查未发

现病原体感染，超声检查见原始心管搏动，未见宫腔积液等。

1.2 主要试剂

DMEM-High Glucose培养液购自杭州吉诺生物医药技术

有限公司，细胞培养用澳洲胎牛血清购自 Gibco公司；DNase I

购自 Sigma公司，Percoll购自 Pharmacia公司，0.25%胰蛋白酶

购自 Gibco公司，CollagenaseⅣ购自 sigma 公司，Matrigel TM

Basement Membrane Matrix购自 BD公司，三抗购自 Hyclone

公司，细胞培养用 PBS购自杭州吉诺生物医药技术有限公司。

小鼠抗人角蛋白 7 小鼠抗人波形蛋白单克隆抗体、兔抗鼠

ABC免疫组化试剂盒、山羊抗兔链霉卵白素试剂盒购自中杉

金桥生物技术有限公司，小鼠抗人 NOD1单克隆抗体，同型对

照鼠 IgG，MMP2 ELISA试剂盒购自 R&D公司，MMP9 ELISA

试剂盒购自达科为生物医药技术公司。

1.3 方法

1.3.1 早孕期滋养细胞分离培养 用 PBS将绒毛组织充分洗

涤 3次，去除血块、蜕膜等组织。将剩余组织剪碎成糊状，配置

消化体系，使 DNase I的工作终浓度为 150 U/mL，不含 EDTA

胰酶的终浓度为 0.125%，采用 DMEM高糖培养液调整该体系

体积为组织体积的 3倍，37℃震荡消化 10-15 min。收集消化液

上清加入 FBS终止胰酶作用，残余绒毛组织较多时再消化一次。

取获得的消化上清液经 100目、300目和 400目不锈钢滤网。将

过滤液收集至 100 mL烧杯中，300× g× 10 min离心，弃上清，

并使用 DMEM高糖培养液重悬细胞，铺于已铺好的不连续

percoll梯度液上，Percoll分离液密度梯度为 20%，30%，45%和

60%四个密度，1000× g× 20 min离心，吸取 30%与 45%层和

45%与 60%层细胞(密度范围 1.048~1.062 g/mL)，PBS洗涤。用

含 20%FBS的 DMEM高糖培养液重悬后种入 75 cm2塑料培

养瓶，于 37℃培养箱中贴壁 10-15 min去除容易贴壁的成纤维

细胞，收集未贴壁细胞，计数并根据实验需要种于铺有 IV型胶

原的培养板中，37℃、5% CO2培养箱过夜。24h后 PBS洗涤去

除未贴壁的细胞，即可得到纯度为 95%以上的滋养细胞。培养

液为含 20%澳洲胎牛血清和 1%三抗的 DMEM高糖溶液。

1.3.2 细胞免疫化学鉴定滋养细胞表达 NOD1 原代滋养细

胞培养 24 小时后，4%多聚甲醛固定 30 min。0.1% Triton

X-100处理细胞 30min，通透细胞膜。3% H2O2孵育 30min以去

除内源性过氧化物酶的活性。山羊血清封闭 30 min。然后弃封

闭液，分别加小鼠抗人 CK7，Vimentin，小鼠 IgG，小鼠抗人

NOD1抗体 4℃过夜。PBS洗涤后，依次加入生物素化二抗、辣

根过氧化物酶标记的亲和素化生物素反应试剂，37℃孵育

15 min，DAB避光显色，苏木素复染，返蓝，中性树胶封片。免

疫化学染色封片后，于 Olymplus倒置显微镜下读片。

1.3.3侵袭实验 在 Transwell板(24孔板，孔径 8 滋m的小室，
小室直径 6.5 mm)，预先加入按照 1:6稀释的 Matrigel 20 滋L，

放入培养箱中的待Matrigel干燥后备用。新鲜分离的滋养细胞

以 2× 105/200 滋L/孔加入小室中的上室，下室加入 500 滋L培
养液。在上下室中添加不同浓度的配体 iE-DAP 和 LPS

(10 滋g/mL)，继续培养 48h。后取出 Transwell板，弃去上清，以

棉签轻轻拭去上室滤膜内面的细胞，保留定向迁移至滤膜下表

面的细胞，4%多聚甲醛固定，苏木素染色，利用OlympusBX51+

DP70荧光显微镜，高倍显微镜(× 200)下每孔随机选择 5个视

野计数细胞，侵袭指数 =实验组每高倍镜视野中迁移至下表面

的细胞数 /对照组每高倍镜视野中迁移至下表面的细胞数。

1.2.4 酶联免疫吸附实验 (enzyme-linked immunosorbent assay，

ELISA) 检测特异性配体和非特异性配体刺激后原代滋养细

胞上清中各种细胞因子的水平：为检测受到配体刺激后原代滋

养细胞上清液中MMP2，MMP9的分泌水平，将新鲜分离的滋

养细胞以 2× 105/孔种植于 24孔板中，每孔含有 800 滋L培养
基。培养 24小时后用含 1%胎牛血清的 DMEM-高糖培养基饥

饿 6小时。然后换新鲜培养液(含 20%澳洲胎牛血清)分别添加

的 iE-DAP和 LPS(10 滋g/mL)。继续培养 48小时后，收集细胞

培养上清，离心去除细胞杂质，放 -80℃冰箱保存。搜集的上清

在一个月内依据人 MMP2和 MMP9的 ELISA试剂盒说明进

行检测。MMP2检测的灵敏度为 0.049 ng/mL，MMP9检测的灵

敏度为 15 pg/mL。

1.3 统计学方法

采用 SPSS17进行数据统计分析，数据用 x依s 表示，组间差
异比较用 t检验，以 P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 细胞免疫化学鉴定人早孕期滋养细胞及 NOD1的表达

如图 1所示，滋养细胞是上皮来源，故其角蛋白 CK7染色

阳性，波形蛋白染色(Vimentin)阴性。本实验分离得到的滋养细

胞纯度达 90~95%，与文献报道一致。NOD1染色阳性，说明人

早孕期滋养细胞表达 NOD1。

2.2 激活 NOD1抑制滋养细胞的侵袭能力

使用 NOD1 的特异性配体 iE-DAP和非特异性配体 LPS

刺激原代滋养细胞，观察侵袭指数的变化。如图 2所示，使用

10 滋g/mL的 iE-DAP和 LPS刺激原代滋养细胞后，与对照组相

比，侵袭指数明显下降 (P＜0.001，P＜0.01)，而 iE-DAP组与

LPS组之间无明显差异(P＞0.05)。

2.3 激活 NOD1对原代滋养细胞分泌MMP2和MMP9的水平

的影响

如图 3所示，使用 10 滋g/mL的 iE-DAP和 LPS刺激原代

滋养细胞后收集细胞上清液，检测上清中MMP2和MMP9的

分泌水平。图 3A示 iE-DAP组MMP2的分泌与对照组相比无

明显差异(P＞0.05)，与 LPS组相比也无明显统计学意义(P＞
0.05)，LPS组MMP2分泌水平与对照组相比显著下降，差异有

统计学意义(P＜0.05)。iE-DAP组及 LPS组MMP9的分泌均与

对照组相比显著下降，差异有统计学意义(P＜0.001，P＜0.01)，

而iE-DAP组与 LPS组 MMP9的分泌水平相比较无明显统计

学差异(P＞0.05)。
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图 1免疫细胞化学显色法鉴定原代滋养细胞

A图为原代滋养细胞 CK7染色，B图为 Vimentin染色，C图为小鼠 IgG染色，D为小鼠抗人 NOD1染色

Fig.1 The expression of NOD1 in primary trophoblast cells was identified by immunocytochemistry

Purified primary trophoblast cells were cultured for 24 hours and then stained with mouse anti human CK7 (Fig. A) and mouse anti human Vimentin

(Fig. B) antibodies. Trophoblast cells expressed CK7 strongly and were negative for Vimentin. NOD1 expression was seen in Fig. D and Fig.C was stained

by mouse anti human IgG as negative control.

图 2 Transwell侵袭实验检测激活 NOD1后滋养细胞的侵袭功能

Fig.2 The ability of invasiveness of primary trophoblast cells was tested by Transwell assay.

Note: Invasion Index = number of cells migrating to the lower surface per high power field of the experimental group / number of cells migrating to the

lower surface per high power field of the control group. Data are expressed as x ± SD, n=3. **P< 0.01 ***P< 0.001, compared with control group;
NS means no significant difference.

3 讨论

过去几年针对 Toll样受体的研究表明机体可以表达一系

列结构相关的蛋白受体感受特定的微生物组分，启动天然免疫

应答反应[10]。在母胎界面，最先研究的模式识别受体是 Toll样

受体。人们发现母胎界面对微生物的先天免疫应答可能对妊娠

结局产生重大影响，如宫内感染与某些妊娠并发症密切相关[11]，

Toll样受体 2和 4的异常表达和早产的发生密切相关[12, 13]。除

了 Toll样受体外，还有更多的模式识别受体家族参与了母胎界

面的免疫平衡。N样受体家族就是非常重要的成员之一[14]，其
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图 3激活 NOD1后对原代滋养细胞MMP2和MMP9分泌水平的影响

Fig.3 Effect of the activation of NOD1 on the secretion levels of MMP2 and MMP9 in the primary trophoblast cells

Note: Data are expressed as x ± SD, n=6. *P< 0.05, **P< 0.01, ***P< 0.001, compared with control group; NS means no significant difference.

主要存在于在细胞质中，可以识别细菌的分解产物，因含有亮

氨酸重复序列结构域，被称为 N样受体家族(NLR)[15]。NOD1蛋

白是 N样受体家族中重要的代表性分子，在生理状态下主要

被两种类型的细胞表达：抗原呈递细胞和上皮细胞[16]。其定位

主要在胞浆，通过识别从膜表面受体逃逸的病原微生物引起免

疫防御反应，维持机体稳态[17]。本研究通过收集绒毛组织分离

培养滋养细胞并进行细胞免疫化学鉴定，进一步确认了滋养细

胞的上皮来源，且表达固有免疫受体 NOD1，提示 NOD1可能

参与了母胎界面的固有免疫基础。

在胚胎种植的过程中，滋养细胞可以增殖、侵入子宫蜕膜

和浅肌层(肌层内 1/3)，对母体的子宫螺旋动脉进行重铸，从而

形成有血流交换功能的胎盘[18, 19]。这一过程发生障碍会导致很

多妊娠相关疾病。因此，滋养细胞的增殖和侵袭程度需要被精

确调控，适度的胞增殖和侵入对成功的胎盘植入至关重要[20]。

增生不足或者侵入过浅会使子宫螺旋动脉重塑不良，导致复发

性流产、子痫前期[21]和胎儿生长受限[22]等疾病。而过度的增生和

侵袭又可以导致正常的滋养细胞演变为葡萄胎，或者是绒毛膜

癌[23]。我们通过 transwell侵袭实验发现激活 NOD1后可以抑制

滋养细胞的侵袭功能，无论是 NOD1的特异性配体还是非特异

性配体都有此作用。因此，在妊娠过程中，病原微生物感染可能

通过激活胞浆受体 NOD1，使滋养细胞侵袭不良，导致不良的

妊娠结局。

滋养细胞入侵至母体蜕膜深部，取代子宫螺旋动脉血管内

皮细胞，必须首先降解细胞外基质，并在其中迁移、游走，才能

进入蜕膜深部与内皮细胞相互作用[18]。降解细胞外基质，需要

一类被称为金属基质蛋白酶的家族[24, 25]。其中，MMP2与MMP9

是金属基质蛋白酶的家族的重要成员，可以降解细胞外基质中

的胶原、纤维粘连蛋白及层粘连蛋白等，是早孕期滋养细胞穿

过细胞外基质的关键酶[26]。基质金属蛋白酶表现出蛋白水解活

性，涉及滋养细胞侵袭子宫壁的效率，这些酶的分泌失调也与

不良妊娠结局有关[27]。有报道MMP-2和MMP-9的减少会干扰

妊娠早期螺旋动脉的正常重塑，可以观察到先兆子痫最初始病

理生理变化[26]。MMPs分泌不足可以导致多种妊娠合并症，如

自然流产，胎儿宫内生长受限等 [28-30]。母胎界面 MMP-2 和

MMP-9减少可能导致血管舒张减少，血管收缩增加，最终导致

子痫前期等疾病[24]。本研究采用 ELISA法，发现原代滋养细胞

在受到 NOD1特异性配体 iE-DAP刺激后，MMP9的分泌水平

明显降低，MMP2的分泌未受明显影响。受到 NOD1的非特异

性配体刺激后，MMP2和MMP9的分泌均表先出了明显下降。

我们推测 NOD1的不同配体通过影响不同的金属基质蛋白酶

的分泌影响着滋养细胞的侵袭能力。

本研究首先验证了母胎界面的滋养细胞可以表达固有免

疫受体 NOD1，激活 NOD1将导致母胎界面滋养细胞侵袭能力

下降，且不同的配体激活可能引起不同金属基质蛋白酶的分泌

改变。关于 NOD1的配体如何差异的调控金属基质蛋白酶的分

泌以及影响滋养细胞的侵袭功能则有待深入研究。
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