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MiR-18b-5p对人滋养细胞系 HTR-8细胞迁移功能的影响 *
吴成丽 尹国武 杨 烨 孙晓栾 朱晓明△

（第四军医大学唐都医院妇产科 陕西西安 710038）

摘要 目的：通过研究子痫前期胎盘组织中低表达的 miR-18b-5p（微小 RNA18b-5p）对人滋养细胞系 HTR-8迁移能力的影响，进

一步探讨 miR-18b-5p在子痫前期发病过程中的作用。方法：将化学合成的 miR-18b-5p inhibitor、miR-18b-5p inhibitor NC，采用瞬

时转染的方法将 miR-18b-5p inhibitor转入人滋养细胞系 HTR-8中设为实验组；miR-18b-5p inhibitor NC转入 HTR-8细胞中设为

阴性对照组；空白转染组为空白对照组。应用 Realtime RT-PCR技术检测各组 miR-18b-5p在 mRNA水平的表达，同时采用微孔

滤膜培养小室及双室联合培养系统（Transwell实验）检测实验组与对照组细胞迁移能力的变化。结果：Realtime RT-PCR结果显

示：转染 miR-18b-5p inhibitor后 miR-18b-5p的表达量分别与阴性对照组和空白对照组相比明显降低，差异具有统计学意义（P＜

0.05）。Transwell实验结果显示 miR-18b-5p inhibitor组与两对照组相比细胞的迁移能力明显降低，差异具有统计学意义（P＜

0.05）。结论：在 HTR-8细胞中降调节 miR-18b-5p可以显著的降低细胞的迁移能力，推测病理性低表达的 miR-18b-5p有可能通过

降低滋养细胞的迁移能力，使妊娠早期细胞滋养细胞从固体绒毛顶端迁出减少，导致覆盖合体滋养细胞进而形成具有增殖能力

的细胞簇减少，最终造成滋养层浅表植入，从而引起子痫前期的发生。
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The Effect of MiR-18b-5p on Migration Capacity of Trophoblast Cell HTR-8 *

In order to make clear the down-regulated miR-18b-5p plays an important role in the pathogenesis progress

of preeclampsia. The effect of miR-18b-5p on the migration capacity of Trophoblast Cell HTR-8 have been studied. The

miR-18b-5p inhibitor and miR-18b-5p inhibitor NC were synthesized by a chemical synthesis process. The technology of transient

transfection was used to transfect with miR-18b-5p inhibitor in HTR-8 cells as the experimental group. In the same way, The miR-18b-5p

inhibitor NC was transfected into HTR-8 cells as the negative control group. Blank transfection group as the blank control group. The
realtime RT-PCR technology have been used to detect each group miR-18b-5p in the expression of mRNA level. At the same time,

Transwell experiment were applied to test cell migration ability of experimental group and control group. Compared with control

groups, Realtime RT-PCR results showed that the miR-18b-5p amount of expression in miR-18b-5p inhibitor transfection group

significantly lower（P＜ 0.05）. Compared with control group, Transwell experiment results showed that the cell migration ability in

miR-18b-5P inhibitor group significantly reduced (P<0.05). MiR-18b-5p can significantly reduce the migration ability of
HTR-8 cells, the down-expression of miR-18b -5p can make nourish cells of myometrium from the top of solid fluff out in early

pregnancy by reducing the nourish cell migration ability, prompting syncytiotrophoblast that has the proliferation of cell clusters decrease,

eventually led to the trophoblast superficial implants, which causing the occurrence of preeclampsia.

miR-18b-5p; HTR-8 cell; Cell migration

前言

自 1993年 Lee等[1]发现 miRNA以来，miRNA的研究是成

为分子生物学研究领域的热点，人们逐渐认识到 miRNA具有

相对保守性，在生物进化发育和疾病发展过程中，通过与靶基

因互补配对，可抑制靶基因的表达产生基因沉默效应[2-4]。子痫

前期是妊娠期特有的常见疾病，严重威胁着孕产儿的健康与生

命，但是目前子痫前期发生的病理机制尚不明确。以往研究表

明胎盘滋养细胞迁移能力降低、细胞缺血缺氧、凋亡增加、分化

异常等因素促使子痫前期的发生[5-7]。我们前期研究[8]采用高通

量的 miRNA表达谱芯片筛选子痫前期胎盘与正常胎盘组织中
差异表达的 miRNA，并通过 Realtime RT-PCR方法验证了芯片
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结果，发现 miR-18b在子痫前期胎盘组织中呈病理性低表达，

而后课题组[10]在 HTR-8细胞中降调节 miR-18b后，发现细胞的
凋亡率增加，推测 miR-18b可能影响滋养细胞的功能参与了子

痫前期的发病过程。本实验采用瞬时转染技术将 miR-18b-5p

inhibitor转入人滋养细胞 HTR-8中，采用 Realtime RT-PCR和
Transwell实验检测抑制 miR-18b-5p 表达后对 HTR-8细胞迁

移能力的影响，旨在探讨 miR-18b-5p在子痫前期病理生理过

程中的作用。

1 材料与方法

1.1 细胞与试剂

人滋养细胞系 HTR-8（购自加拿大多伦多大学）；胎牛血清

（美国 Hyclone）；DMEM-F12 培养液 （美国 Hyclone）；Op-

ti-MEN 培养液（美国 GIBCO 公司）；miR-18b-5p inhibitor、
miR-18b-5p inhibitor NC(中国上海吉玛生物公司)；总 RNA 提

取试剂盒（中国上海飞捷生物公司）；qRT-PCR反转录试剂盒

（日本 TaKaRa公司）；脂质体 2000转染试剂盒（美国 Invitrogen

公司）；miR-18b-5p反转录引物、U6内参（日本 TaKaRa公司）；

荧光定量 SYBR Rpremix Ex TaqTM试剂盒（日本 TaKaRa公

司）；Transwell小室（美国 Costar公司）。
1.2 实验方法
1.2.1 细胞培养 取液氮中的 HTR-8细胞进行复苏，13% FBS

培养基进行细胞培养。3-4次传代调整细胞状态，取细胞生长融

合度达 85 %以上的细胞在转染前 24小时用 0.25%胰酶消化，

含 13 %FBS终止消化，并以（3～ 5）× 105／L细胞密度接种于
六孔板中，最后每孔加入 2 mL 13% FBS培养基，37 ℃、5% CO2

的孵箱中孵育至细胞融合度达 85%-90%时进行转染。
1.2.2 细胞瞬时转染 按照脂质体 2000说明书进行，转染分

为三组：miR-18b inhibitor组、miR-18b inhibitor NC-FAM组、空

白转染组。247 滋L Opti-MEN 培养液与 3 滋L脂质体 2000 混
合，分别有两管，室温静置 5 min；25 滋L miR-18b inhibitor、25

滋L inhibitor NC-FAM 分别与 225 滋L Opti-MEN 培养液混合；

将上述两管再次分别与含脂质体的 Opti-MEN 培养液轻柔混

合，形成两管 500 滋L的混合液，在温静条件下放置 20 min；最

后设置一管空白转染组，只在 EP管中加入 500 滋L Opti-MEN

培养液，同样室温静置 20 min，这样最终形成 miRNA/脂质体

复合物。分别将上述三组处理因素加入铺有 HTR-8细胞的六

孔板中并作相应标记，37℃、5% CO2的孵箱中孵育，3～ 4 h 后

换为 13%FBS并于荧光显微镜下观察转染效率，继续在细胞培

养箱中培养 48 h。
1.2.3 Realtime RT-PCR 检测各组细胞 miR-18b-5p 的表达量

按照飞捷生物总 RNA极速抽提试剂盒说明书提取各组 HTR-8

细胞的总 RNA，并分别每组用分光光度计检测其纯度和 2.5%

琼脂糖凝胶电泳检测其完整性。按照 TaKaRa 公司的 SYBR

Premix Ex TaqTM试剂盒的说明书，进行反转录（37 ℃孵育 60

min 85 ℃孵育 5 s），cDNA 产物在 Bio-Rad PCR 仪上进行扩

增，以 TaKaRa 公司提供的 U6 为内参，引物序列为 R：
aacgcttcacgaatttgcgt，F：ctcgcttcggcagcaca；miR-18b-5p 的上游引

物序列为 5’ggtccatctagtgcagttag 3’, 下游引物为 TaKaRa 公司

试剂盒中的 Uni-miR qPCR primer，PCR 扩增的反应体系为 25

微升，反应条件：1个 PCR 循环（95 ℃，30 s），40个 PCR 循环

（95 ℃，5 s；60 ℃，30 s）。比较 CT 值法进行相对定量分析，
miR-18b-5p的相对定量利用公式 2-△△Ct计算。

1.2.4 Transwell 法检测各组 HTR-8 细胞的迁移能力 选取

24孔板的 Transwell小室，每组各设 3复孔。取消化转染 48 h

后的 HTR-8 细胞，终止消化后离心弃去培养液，PBS 洗涤 2

遍，用无血清的培养基 DMEM/F12（1：1）重悬细胞，细胞计数并

调整细胞密度为 5× 105/mL, 各组分别取 200 滋L加入到上室

内，取 600 滋L含 13%FBS的 DMEM/F12(1:1)完全培养基加入
到下室，37 ℃，5% CO2培养箱中培养 24 h后取出 24孔板，用

干澡的棉签擦拭上室底部表面未穿过膜的细胞，PBS洗涤 2遍

后甲醇固定 15 min,再次 PBS洗涤 2遍，0.1%的结晶紫染色 15

min。在 200倍显微镜下计数迁移到小室膜底部的细胞数，取每

组随机计数 5个不重复视野并计算平均值。
1.3 统计学分析处理

采用 SPSS17.0软件对数据进行 F检验和 q检验分析，P＜

0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 HTR-8细胞转染效率的检测
Realtime RT-PCR技术检测转染 48 h后各组 HTR-8 细胞

中的 miR- 18b-5p的表达量，图 1为荧光实时定量 PCR熔解曲
线图，结果显示：miR-18b-5p inhibitor 组与对照组相比
miR-18b-5p的表达量是明显下降的，差异具有统计学意义（P＜

0.05），结果见图 2。

图 1 荧光实时定量 PCR熔解曲线图

Fig. 1 Realtime RT-PCR melting curve
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2.2 HTR-8细胞迁移能力的检测
Transwell实验检测转染 48 h 后各组 HTR-8 细胞迁移能

力的变化，每组样本设 3复孔，200倍显微镜下随机选取 5个

不重复视野并计算小室微孔膜底层细胞数，取平均值做统计学

分析，结果（图 3、图 4）显示：miR-18b-5p inhibitor 组细胞穿膜

数显著低于对照组，差异具有统计学意义（P＜ 0.05）。

3 讨论

子痫前期是妊娠期常见的特有疾病，具有病情复杂，变化

快，特别是重度子痫前期可以引起多器官功能障碍，严重影响

母婴的健康。目前其发病机制尚不明确，也没有有效的预防和

治疗方法，只能对症处理，该疾病是全球产科医师面临的棘手

问题。在以往研究基础上，人们更多的认同子宫螺旋动脉重塑

障碍和滋养细胞功能障碍是导致子痫前期发病的主要原因，但

由于其具体的病理机制尚不明了，至今该疾病仍旧是产科的一

大难题。

图 2 转染后各组荧光实时定量 PCR miR-18b-5p扩增结果统计学分析

Fig. 2 The statistical analysis of expression of miR-18b-5p by Realtime

RT-PCR after transfection

Note: Compared with the control group, *P＜0.05.

因此，子痫前期目前依然是产科研究的的最大热点，近年

来越来越多的学者着力于基因水平研究其发病机制。2007年

由 Pineles等人[9]首次发现子痫前期胎盘组织中存在差异性表

达的 microRNA，这一研究的发现引起更多学者的关注；2009

年我课题组[8]采用高通量的 miRNA表达谱芯片筛选出子痫前

期胎盘组织中 miRNA-18b是低表达的，推测 miRNA18b参与

了子痫前期的发生；2012年我课题组杨烨等人 [10] 做了关于

miRNA18b对滋养细胞 HTR8凋亡率影响的的研究，发现降调

节 miRNA18b后细胞的凋亡率增加，并进一步做了凋亡相关

基因，Bcl-2 和 P53分别在基因和蛋白水平的改变，推测 mi-

RAN18b可能通过调节 Bcl-2和 P53的表达，促进了 HTR-8细

胞的凋亡，这一实验表明子痫前期中低表达的 miR18b通过增
加 HTR8细胞的凋亡率，影响滋养细胞的功能从而参与了子痫

前期的发生。

子痫前期的病因和病理机制复杂，子痫前期的发生也是多

因素作用的结果，但是滋养细胞功能的改变是子痫前期发生的

主要原因。本研究中，我们采用瞬时转染技术在 HTR-8细胞中
抑制了 miR-18b-5p的表达，发现其明显降低了 HTR-8细胞的

迁移能力，进一步揭示了 miR-18b-5p对滋养细胞 HTR-8功能

的影响，从而更好的完善了 miR-18b-5p对滋养细胞功能改变

的研究，更深入的为子痫前期发病机制研究提供理论依据。

子痫前期的发生与子宫螺旋动脉重塑障碍有关，血管重塑

是由绒毛外细胞滋养细胞（EVT）完成的，具有类似肿瘤细胞生

物学行为。在妊娠早期细胞滋养细胞突破滋养层从固体绒毛顶

图 3 转染后 Transwell实验的细胞穿膜数结果（× 200倍）

Fig. 3 Results of Transwell experiment after transfection(× 200)

图 4 转染后 Transwell实验结果统计分析图

Fig. 4 The statistical analysis of Transwell experiment results

after transfection

Note: Compared with the control group, *P＜0.05.
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端迁出，覆盖于合体滋养细胞从而形成具有增殖能力的细胞

簇，称为滋养细胞柱。来源于滋养细胞柱的 EVT对于建立完善
的子宫一胎盘血液循环至关重要[11]，如果在妊娠早期细胞滋养

细胞从固体绒毛顶端迁出的能力降低，那么具有增殖能力的滋

养细胞柱将会减少，这必然使得来源于滋养细胞柱的 EVT也

会随之减少，最终导致胎盘的血液循环障碍，进而引起胎盘相

关性疾病的发生。血管生成素 -2（Ang-2）是血管生成素家族成

员之一，位于 8号染色体短臂上，其是胎盘发育过程中所必须

的因子，Ang-2可以调节血管退化与新生之间的精细平衡，促

进内皮细胞增生和迁移，最终刺激新生血管出芽，参与了生理

和病理性血管生成 [5], 这一研究表明子痫前期的发生与 Ang-2

在胎盘组织中的表达失衡密切相关，子痫前期胎盘组织中差异

表达的 Ang-2可能使血管内皮细胞迁移和增生能力降低，从而

促使血管的重塑障碍，导致子痫前期的发生。Cobellis等人[13]通

过免疫组化的方法研究了 Notch蛋白家族在子痫前期胎盘组

织中的表达，并进一步研究了表达下调的血管内皮生长因子

（VEGF） 在 Notch 信号通路中参与血管形成。 2011 年
Hunkapiller等人 [14]进一步发现 Notch配体 Jagged1在子痫前

期胎盘组织中表达是下调的。这些研究充分说明 Notch家族蛋
白在子痫前期胎盘中表达异常影响着滋养细胞的迁移和浸润

能力，使母胎之间的血管床的形成受阻，最终参与了子痫前期

的发生。Lala等人[18]的研究证明滋养细胞迁移能力的降低参与

了子痫前期的发生。Li X等人[12]对 miR-155在子痫前期发生中

的致病机理研究表明，miR-155通过 eNOS负调控 HTR-8细胞

的迁移，参与了重度子痫前期的发生。Zho Y等人[19]对于长非编

码 RNA SPRY4-IT1在子痫前期中作用机制研究发现，高表达
SPRY4-IT1会促使 HTR-8细胞的迁移率降低和滋养细胞的凋

亡率增加，推测其参与了子痫前期的病理过程。

2007年 Karamjit等人[15]对高原牦牛的 HIF-1琢 的基因水
平研究中提到人类的 miRNA-18b 的靶基因作用位点为于
HIF-1琢的 3’-UTR区。同年有研究发现在子痫前期的滋养细胞

系中 HIF-1琢是过表达的[16]。Reshelf等人[17]研究发现在缺氧的

状态下，氧依赖的脯氨酰基羟化酶和门冬酰基羟化酶的活性显

著下降，逐渐增加的 HIF-1琢与 HIF-1茁联接形成具有活性的异
质二聚体，促使活化的 HIF-1 与 TGF-茁3 相结合后起动
TGF-茁3的转录，在子痫前期胎盘组织中增加 TGF-茁3的表达，

高表达的 TGF-茁3可以导致滋养细胞迁移能力的降低，滋养细

胞浸润过浅，这样更进一步加剧胎盘的缺血缺氧，从而促使了

子痫前期的发生。MicrRNA是一组短的非编码 RNAs，通过与

其靶基因结合抑制 mRNA的转录或者蛋白的翻译抑制，调节

滋养细胞的增值、凋亡、侵润 /迁移和血管重塑，参与了胎盘相

关性疾病的发生，胎盘组织中差异性表达的 microRNA与妊娠
并发症，如子痫前期密切相关，众多研究表明，子痫前期胎盘组

织中差异性表达的 MicroRNA通过影响滋养细胞的迁移能力

参与了子痫前期的病理生理过程[20]。

子痫前期发生的病因学说众多，有血管内皮受损学说、免

疫机制学说和滋养层浅表植入学说。Alasztics B等人[21]在子痫

前期发生的病理机制研究中认为子痫前期的发生是细胞体液

免疫因素和内皮受损共同作用的结果。但最新研究显示，滋养

层浅表植入学说占主要地位，该学说认为滋养细胞的功能障

碍，导致胎盘的浅着床，进而导致子痫前期的发生。2014年 zou

Y 等人[22]研究发现 MiR-101 与其靶基因 ER 作用影响 HTR-8

细胞的凋亡功能参与了子痫前期的发生。Li X等人 [23] 发现

miR-155在 HTR-8细胞中调节 eNOS，使滋养细胞的迁移能力
降低，从而导致重度子痫前期的发生。Li Q 等人[24]研究发现

miR-125b-1-3p通过与其靶基因 S1PR1作用降低滋养细胞的侵

袭能力参与了子痫前期发生的病理过程。

综上所述，可见滋养细胞迁移能力的降低参与了子痫前期

的发病过程，本实验证明在 HTR-8细胞中降调节 miR-18b-5p

后，与对照组相比，细胞的迁移能力明显降低，差异具有统计学

意义。推测 miR-18b-5p参与了子痫前期的病理生理过程。子痫

前期的发生往往是滋养细胞的迁移能力和侵袭能力的降低，细

胞凋亡率的增加等滋养细胞功能的异常综合作用的结果。
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