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滋养细胞胞内双链 DNA感受器通过MAPK/I资B信号
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摘要目的：探究滋养细胞能否感受胞内双链 DNA刺激及其对炎性因子分泌的影响，揭示胎盘的免疫识别和免疫屏障功能，探讨

妊娠期感染所致不良妊娠结局的发病机制。方法：利用人工合成的双链 DNA 模拟物 poly (dA:dT) 转染人滋养细胞系

HTR-8/SVneo，Real-Time PCR方法检测滋养细胞胞内双链 DNA识别受体的表达水平；Western Blot检测滋养细胞MAPK和 I资B
信号的活化情况；ELISA检测 HTR-8/SVneo细胞培养上清中 IL-6、IL-8、MCP-1、CXCL10的分泌水平。结果：Real-Time PCR结果

表明，HTR-8/SVneo 能够感受胞内双链 DNA 刺激并上调包括 IFI16、AIM2、DHX36、DHX9、LRRFIP1、KU70、ZBP1/DAI 和

DDX41在内的多种双链 DNA感受器的 mRNA表达水平；Western Blot实验结果表明，滋养细胞识别双链 DNA后能够促进

MAPK和 I资B信号通路活化，转染 90分钟后 ERK、JNK、p38和 I资B琢的磷酸化水平最高，其后随着时间逐渐减弱；加入 I资B、p38
和 JNK特异性抑制剂能够抑制 poly(dA:dT)介导的 IL-8、IL-6和 CXCL10分泌，但其分泌不受 ERK抑制剂的影响；MCP-1的分泌

能够被 p38和 JNK抑制剂阻断，但 p38和 ERK抑制剂不影响其分泌。结论：人滋养细胞存在功能性胞内双链 DNA识别机制，活

化的 DNA识别信号能够激活MAPK和 I资B信号通路，并通过 I资B、p38或 JNK信号介导 IL-8、IL-6、MCP-1及 CXCL10等细胞因

子和趋化因子的分泌。
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Trophoblastic Intracellular Double-stranded DNA Sensors Mediate
Inflammatory Cytokines Secretion via MAPK/ I资B Signaling Pathway*

The study was preformed to investigate the expression pattern of intracellular double-stranded DNA sensors

in human trophoblast cells and its effect on the secretion of inflammatory factors, to reveal the immune recognition and immune barrier

function of placenta, and to better understand the pathogenesis of adverse pregnancy outcomes caused by pregnancy infection.

Synthetic double-stranded DNA (dsDNA) mimics, poly (dA:dT), were transfected into human trophoblast cell line HTR-8/SVneo,

double-stranded DNA sensors' mRNA were detected by quantitative real-time PCR and the phosphorylation levels of MAPK and I资B
signaling were detected by Western Blot. ELISA was used to detect IL-6, IL-8, MCP-1 and CXCL10 secretion. Real-Time PCR

results showed that IFI16, AIM2, DHX36, DHX9, LRRFIP1, KU70, ZBP1/DAI and DDX41 mRNA levels were dramatically upregulated

in HTR-8/SVneo cells. The phosphorylation levels of ERK, JNK, p38 and I资B were elevated at 90 minutes after poly (dA:dT)

transfection, and then gradually decreased. The induction of IL-8, IL-6 and CXCL10 secretion is dependent on I资B, p38 and JNK

signaling pathways; MCP-1 secretion is dependent on p38 and JNK signaling pathways. However, these cytokines and chemokines were

not affected by ERK inhibitor. Human placental trophoblast cells express functional intracellular double-stranded DNA

sensors, which can recognize double-stranded DNA and activate MAPK/I资B signaling pathways that mediate the secretion of IL-8, IL-6,

MCP-1 and CXCL10.
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Genes Forward primer Reverse primer

AIM2 ACACGCTTCAAACTCAGCCCCT GGTGCTATGAACTCCAGATGTCAGC

IFI16 GGAGCAAGCCAGCACTAGTCAGC TCCCAGAAACGGAACCGCAGGA

DHX36 GGGCAGAATCTTGTGGCAGTGGT ATAAATACGGGTCTGACTGGAGCC

DHX9 TCGCAGTACACGCTATGGAGATCGT GCCCGAAAGGAGTTGGCGCT

KU70 AACTCCAGAGCAGGTGGGCAAGA GTCAGGTCCACTGCTTGTTCCGG

LRRFIP1 GCTGAATCTAGGCGGCAGTACGA TGCTTCAGGGCCTCCTTGACT

DAI/ZBP1 AGCCAACAACGGGAGGAAGACA TGGGCGGTAAATCGTCCATGCT

DDX41 CATGCCCATCCTATCTGTGGA GGGTTCACTACCGCTGTCC

GAPDH ACATCATCCCTGCCTCTACTG ACCACCTGGTGCTCAGTGTA

表 1基因引物序列表

Table 1 Genes and primer sequences

前言

妊娠疾病严重威胁孕产妇及新生儿生命健康，2015年全

球约有 30.3万孕产妇在妊娠期或围产期死亡[1]。子宫内感染是

导致流产、早产、胎儿宫内发育迟缓、胎盘早剥、围产期及新生

儿发病率和死亡率等不良妊娠结局的重要诱因之一。胎盘滋养

细胞不仅是妊娠建立和维持的物质基础，还是母 -胎界面特殊

的固有免疫细胞，多种妊娠疾病均与滋养细胞功能障碍密切相

关。滋养细胞表达多种固有免疫识别受体，使得胎盘形成一个

高效的免疫学屏障以抵抗病原微生物感染和垂直传播，但其具

体的分子机制尚未完全阐明。

子宫内感染过程中病原微生物释放出大量的核酸成份，其

中病原来源的双链 DNA 可作为病原相关分子模式

（Pathogen-associated molecular patterns, PAMPs）被胞内双链

DNA识别受体识别，从而介导固有免疫应答以抵御病原微生

物入侵。细胞内双链 DNA识别受体（Cytosolic double-stranded

DNA sensor）是近年来新发现的模式识别受体（Pattern recogni-

tion receptors, PRRs），能够广泛识别病毒、细菌等病原来源的

DNA成份[2-7]。尽管滋养细胞固有免疫识别功能越来越受到关

注，但是滋养细胞能否识别外源 DNA成份及其对滋养细胞功

能的影响尚未阐明。

本研究以人滋养细胞系为体外研究模型，探究滋养细胞能

否感受胞内双链 DNA刺激及其对炎性因子分泌的影响，不仅

有助于揭示胎盘的免疫识别和免疫屏障功能，同时也为深入探

讨妊娠期感染所致不良妊娠结局的发病机制奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料

人工合成的双链 DNA模拟物 poly(dA:dT)购自 Invivogen

公司；DNA转染试剂 LyoVec购自 Invivogen公司；Trizol试剂

购自 Sigma公司；RT-PCR试剂购自 TaKaRa公司；FastStart U-

niversal SYBR Green Master购自 Roche公司；PCR引物由上海

生工生物公司合成；phospho-ERK、ERK、phospho-JNK、JNK、

phospho-p38、p38、phospho-I资B、I资B 购自 CST 公司；茁-Tubulin
购自天津三箭生物技术公司；goat anti-rabbit IgG-HRP、goat an-

ti-mouse IgG-HRP 购 自 Santa Cruz 公 司 ；Bay 11-7082、

SB203580、SP600125、PD98059购自 Tocris 公司；Human IL-6、

IL-8、MCP-1、CXCL10等 ELISA试剂盒购自 R&D公司。

1.2 方法

1.2.1 人滋养细胞培养及处理 人滋养细胞系 HTR-8/SVneo

由中国科学院深圳先进技术研究院张键、范秀军研究员惠赠，

用含 10 %胎牛血清的 DMEM/F12培养基培养。细胞处理如

下：① 将培养的 HTR-8/SVneo细胞用转染试剂 LyoVec转染 1

滋g/mL poly(dA:dT)，在转染指定时间后收集细胞总 RNA或细

胞总蛋白；② 不同特异性通路抑制剂 (NF-资B 抑制剂 Bay

11-7082, MAPK 抑制剂 SB203580、PD98059 和 SP600125)

处理细胞：用 2 滋M Bay 11-7082、7 滋M SB203580、10 滋M
SP600125、或 10 滋M PD98059 预先处理 HTR-8/SVneo 细胞

1h，随后用 LyoVec转染 1 滋g/mL poly(dA:dT)，48h后收集培养

上清。

1.2.2 细胞总 RNA提取和 RT-PCR 参照 Trizol 试剂说明书

提取细胞总 RNA，取总量为 2 滋g的 RNA反转录合成 cDNA，

使用 FastStart Universal SYBR Green Master 试剂进行 Re-

al-Time PCR检测，同时以 GAPDH作为内参，引物序列如表 1

所示。

Intracellular double-stranded DNA sensor; Trophoblast cells; MAPK/I资B signaling pathway; Inflammatory cytokines

1.2.3 Western Blot检测 使用 RIPA将 HTR-8/SVneo细胞裂

解后，提取细胞总蛋白，BCA法测定蛋白浓度。Western Blot检

测MAPK和 I资B的磷酸化水平，以 茁-Tubulin作为内参。

1.2.4 ELISA检测 参照 R&D公司 DuoSet ELISA试剂盒说

明书，检测 HTR-8/SVneo细胞培养上清中 IL-6、IL-8、MCP-1、

CXCL10的分泌水平。
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图 1 poly(dA:dT)转染前后滋养细胞胞内双链 DNA识别受体的表达变化

Fig.1 Comparison of the changes of recognition receptors of double stranded DNA in trophoblast cells before and after poly(dA:dT) transfection

Note: Ctrl, transfection reagent LyoVec blank control; ** P ≤ 0.01, compared with blank control group.

1.3 统计学分析

采用 SPSS 19.0软件进行统计学分析，计量资料以均数±

标准差表示，组内比较采用 t检验。P≤ 0.05视为统计学差异

显著。

2 结果

2.1 双链 DNA上调滋养细胞胞内双链 DNA感受器基因表达

水平

为了检测人滋养细胞能否感受胞内双链 DNA刺激，以人

工合成的双链 DNA 模拟物 poly (dA:dT) 作为激动剂转染

HTR-8/SVneo细胞，分析了多种胞内双链 DNA感受器 mRNA

的表达水平。荧光定量 PCR结果表明，HTR-8/SVneo能够感受

poly (dA:dT) 刺激上调包括 IFI16、AIM2、DHX36、DHX9、LR-

RFIP1、KU70、ZBP1/DAI 和 DDX41 在内的多种双链 DNA 感

受器的 mRNA表达水平(见图 1)。

2.2 滋养细胞识别胞内双链 DNA促进 MAPK和 I资B信号通
路活化

为了进一步分析人滋养细胞感受胞内双链 DNA刺激后能

否激活 MAPK和 I资B信号通路，研究利用 1 滋g/mL poly(dA:

dT)转染 HTR-8/SVneo细胞，分别在不同时间点收集细胞总蛋

白。Western Blot实验结果表明，poly(dA:dT)能够激活 MAPK

和 I资B信号通路，且在转染 90 min后 ERK、JNK、p38和 I资B琢
的磷酸化水平最高，其后随着时间逐渐减弱（如图 2所示）。这

些结果证实了人滋养细胞存在功能性胞内双链 DNA识别机

制，能够活化MAPK和 I资B信号通路启动免疫应答。
2.3 双链 DNA促进细胞因子和趋化因子分泌依赖于 I资B、p38
和 JNK信号

研究利用信号通路特异性抑制剂分析滋养细胞感受胞内

双链 DNA刺激后对细胞因子和趋化因子分泌的影响。实验结

果显示，Bay 11-7082、SB203580 和 SP600125 能够抑制 poly

(dA:dT) 介导的 IL-8、IL-6 和 CXCL10 分泌，但其分泌不受

PD98059 的 影 响 ；MCP-1 的 分 泌 能 够 被 SB203580 和

SP600125抑制，但 Bay 11-7082和 PD98059不影响其分泌。这

些结果表明，滋养细胞感受胞内双链 DNA刺激通过 I资B、p38
和 JNK信号介导 IL-8、IL-6和 CXCL10分泌，同时通过 p38和

JNK信号介导MCP-1分泌，而不经由 ERK影响这些细胞因子

和趋化因子的分泌。

3 讨论

妊娠期感染是导致流产、早产、胎儿宫内发育迟缓、围产期

和新生儿发病率和死亡率等不良妊娠结局的重要诱因。在妊娠

期间，胎盘是胎儿和母体进行营养物质和气体交换的场所，不

仅能够调节局部免疫形成免疫耐受微环境以保护胎儿免受免

疫排斥，还能形成高效的物理学和生物学屏障以抵抗病原微生

物感染和垂直传播[8，9]，仅有为数不多的病原微生物（如单核细
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图 3不同信号通路特异性抑制剂对滋养细胞细胞因子和趋化因子分泌的

影响

Fig. 3 Effections of the secretion of cytokines and chemokines by different

signaling pathway-specific inhibitors. Ctrl, LyoVec blank control;

** P ≤ 0.01, compared with the blank control group, ## P ≤ 0.01,
###P ≤ 0.001, compared with the poly(dA:dT) positive control group.图 2 poly(dA:dT)活化滋养细胞后MAPK和 I资B信号通路的表达情况

Fig. 2 Expression of MAPK and kappa B signaling pathways in

trophoblast cells by poly(dA:dT)

胞增生李斯特菌、巨细胞病毒、寨卡病毒、弓形虫等）能够打破

胎盘屏障感染胎儿。因此，阐明胎盘组织抵抗病原微生物胎盘

感染和垂直传播的机制，对于解决妊娠期间感染导致的不良妊

娠结局至关重要。

近年来，越来越多的证据表明滋养细胞作为胎盘的主要细

胞成份，不仅是正常妊娠建立和维持的物质基础，还是母 -胎

界面特殊的固有免疫细胞。滋养细胞表达 Toll-like receptors

（TLRs）[10，11]、NOD-like receptors（NLRs）[12-14]、AIM2-like receptors

（ALRs）[15-17]和 RIG-I-like receptors（RLRs）[18，19]等家族多种模式

识别受体。其中，TLR4配体脂多糖（LPS）和 TLR3配体双链

RNA能够促进早孕期滋养细胞分泌 IL-8、MCP-1、GRO-琢等趋
化因子，趋化单核细胞和嗜中性粒细胞到达母 -胎界面，说明

滋养细胞表达的功能性 TLR3和 TLR4可能参与到识别和清

除病原微生物感染过程[20]。Chan等[21]也指出合胞体滋养细胞表

达的 TLR2可能在抵抗巨细胞病毒感染和垂直传播中发挥重

要作用。此外，滋养细胞能够在 LPS和单核细胞增生李斯特菌

的刺激下诱导 NLRP3炎性小体活化[22，23]。前期研究中我们还发

现，人早孕期绒毛组织能够感受胞内双链 DNA刺激，激活

AIM2 炎性小体并促进 Caspase-1 活化和 IL-1茁 分泌[24]。这些

研究表明，滋养细胞存在多种固有免疫识别机制用以感受病原

微生物入侵，进而诱发机体免疫应答。本研究的结果表明，滋养

细胞能够感受胞内双链 DNA刺激并介导 IL-8、IL-6、MCP-1和

CXCL10分泌，揭示了滋养细胞在识别病原微生物复制过程中

释放 DNA成份中的作用。

前期研究发现，滋养细胞 IFI16能够识别子痫患者外周血

高浓度的游离 DNA介导可溶性 Flt-1和 endoglin分泌，同时诱

导滋养细胞发生程序性死亡，在子痫的发生发展中发挥重要作

用[15，16]。先兆子痫患者胎盘组织中 TLR3和 TLR7/8的表达水平

显著高于正常妊娠患者，而 TLR3或 TLR7/8的配体能够诱导

妊娠小鼠发生先兆子痫样综合症[25]。此外，Jab覥oń ska A等[18]指

出 I 型单纯疱疹病毒感染可促进晚孕期滋养细胞 IFI16 和

RIG-I上调表达，推测其抵抗单纯疱疹病毒感染中发挥作用。滋

养细胞表达的 RLRs家族成员参与识别寨卡病毒，并诱导 I型

干扰素分泌以控制寨卡病毒复制[19]。这些研究表明，滋养细胞

存在胞内核酸识别机制用以感受病原微生物感染过程中释放

的核酸成份，从而诱发机体免疫应答。本研究的结果表明，人滋

养 细胞 系 HTR-8/SVneo 表 达 包 括 IFI16、AIM2、DHX36、

DHX9、LRRFIP1、KU70、ZBP1/DAI和 DDX41在内的多种双链

DNA感受器，且这些基因的 mRNA表达水平能够被双链 DNA

特异性激活。与此同时，滋养细胞在转染双链 DNA后 ERK、

JNK、p38和 I资B琢信号通路被显著激活；而胞内双链 DNA介

导的 IL-8、IL-6和 CXCL10分泌依赖于 I资B、p38和 JNK信号，

MCP-1的分泌依赖于 p38和 JNK信号，抑制 ERK信号活化不

影响这些细胞因子和趋化因子的分泌。以上这些结果初步证实

了滋养细胞存在功能性的胞内双链 DNA识别机制。

综上所述，本研究以人滋养细胞系 HTR-8/SVneo作为研

究对象，初步证实了滋养细胞表达多种双链 DNA感受器，活化
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的 DNA识别信号可通过 I资B、p38和 JNK信号介导 IL-8、IL-6

和 CXCL10分泌，同时通过 p38和 JNK信号介导 MCP-1 分

泌。滋养细胞表达的功能性胞内双链 DNA识别受体是固有免

疫系统的重要组成部分，在识别和抵御病原微生物入侵中发挥

重要作用，这些发现使得我们对妊娠感染过程中胎盘的免疫学

屏障作用有了更深的理解和认识，也为深入探讨胎盘滋养细胞

胞内双链 DNA识别受体的表达模式和活化机制奠定了基础，

这不仅能丰富母 -胎界面免疫调控基础理论，还是关乎我国生

殖健康的重要课题。
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