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血管内皮生长因子失衡及补体沉积与先兆子痫的
相关性研究

于　 颖∗ꎬ路鸿艳

(淄博市妇幼保健院产科ꎬ山东 淄博　 ２５５０００)

　 　 【摘要】 　 目的　 探究血管内皮生长因子失衡和异常补体免疫激活在早期妊娠的蜕膜和胎盘形成以及先兆

子痫致病过程中的作用ꎬ阐明其与先兆子痫发病之间的关系ꎮ 方法　 选择近交系 ＢＰＨ￣５ 小鼠作为先兆子痫模型

动物ꎬＣ５７ 小鼠作为对照ꎮ 自由交配ꎬ母鼠怀孕当天定义为 Ｅ０􀆰 ５ ｄꎬ收集 Ｅ５􀆰 ５ ｄ 和 Ｅ７􀆰 ５ ｄ 孕鼠的子宫植入位置

的组织以及 Ｅ１０􀆰 ５ ｄ 的胎盘组织ꎬ进行实时定量 ＰＣＲ、免疫组化、免疫荧光及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测子宫和胎盘组织中

补体成分:Ｃ３、Ｃ９、Ｃ１ｑａ、ＣｆＢꎻ以及血管内皮生长因子家族 ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦＲ１、ＶＥＧＦＲ２、ｓＦｌｔ￣１ 的表达情况ꎮ 结果

ＢＰＨ￣５ 小鼠子宫在蜕膜化高峰期 Ｅ７􀆰 ５ ｄ 时出现特异性补体成分表达显著增高ꎬ妊娠中期 Ｅ１０􀆰 ５ ｄ 时在胎盘组织

的 ＴＧＣ 层检测到补体 Ｃ３ 和 Ｃ９ 沉积增加ꎻ在着床期 Ｅ５􀆰 ５ ｄ 时 ＢＰＨ￣５ 妊娠小鼠植入部位中 ＶＥＧＦａ ｍＲＮＡ 显著上

调ꎬＶＥＧＦＲ１ 和 ＶＥＧＦＲ２ 的 ｍＲＮＡ 下调ꎬ并且检测到 ＶＥＧＦ 蛋白的表达量明显增加ꎬ组织病理学检测发现在 Ｅ７􀆰 ５
ｄ 发现 ＢＰＨ￣５ 小鼠蜕膜比率明显降低ꎬ着床后的蜕膜血管生成受到明显抑制ꎮ 结论　 ＰＥ 的致病过程中ꎬ血管内

皮生长因子失衡先于母胎界面补体成分的增加ꎬ并且妊娠母体的变化先于胎盘发生ꎬ进而推动母体 ＰＥ 病情的

进展ꎮ
【关键词】 　 先兆子痫ꎬ血管内皮生长因子ꎬ补体ꎬ滋养细胞
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ｔｈｅ ｐｌａｃｅｎｔａꎬ ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍａｔｅｒｎａｌ ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａꎬ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔꎬ ｔｒｏｐｈｏｂｌａｓｔ

　 　 先兆子痫(ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａꎬ ＰＥ)是胎盘功能障碍

的常见表现ꎬ呈现为妊娠 ２０ 周后出现的高血压ꎬ并
伴有肾功能不全ꎬ肝功能异常ꎬ神经症状ꎬ血小板减

少其中一项或者多项症状[１]ꎮ 先兆子痫在妊娠妇

女中发病率高达 ８％ꎬ会导致胎儿的生长受限和早

产ꎬ以及孕产妇长期的高血压等心血管疾病ꎬ已经

成为导致全球孕产妇和新生儿死亡的主要原因

之一[２－３]ꎮ
补体系统是天然免疫反应的关键组成部分ꎬ

补体的过度激活会增加全身性炎症反应ꎬ发生类

似 ＰＥ 的母体症状 [４] ꎬ并且在 ＰＥ 患者的胎盘内

检测到补体系统的过度激活和异常表达的补体

蛋白 [５] ꎻ此外有研究发现妊娠 ２０ 周前血清补体

Ｂ、Ｃ３ａ 和 Ｃ５ａ 水平的异常升高与 ＰＥ 的发病具有

相关性 [６] ꎮ
妊娠期子宫和胎盘中新生血管的生长主要由

血管 内 皮 生 长 因 子 ( ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒꎬ ＶＥＧＦ) 和胎盘生长因子 ( ｐｌａｃｅｎｔａｌ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒꎬ ＰＩＧＦ)介导调控ꎬ可溶性抗血管生成因子受

体(ａｎｔｉａｎｇｉｏｇｅｎｉｃ ｓｏｌｕｂｌｅ ＶＥＧＦ ｒｅｃｅｐｔｏｒ １ꎬ ｓＦｌｔ￣１)
能够与 ＶＥＧＦ 和 ＰＩＧＦ 发生结合后拮抗其促进血

管生成的作用[７] ꎮ 在 ＰＥ 患者的循环血液中可以

观察到 ｓＦｌｔ￣１ 水平的升高及 ＶＥＧＦ 和 ＰｌＧＦ 的降

低ꎬ并且动物实验发现:在小鼠妊娠中期外源性给

予 ｓＦｌｔ￣１ 蛋白可以诱导 ＰＥ 的发生[８] ꎮ 表明 ＶＥＧＦ
家族的异常信号传导在胎盘疾病的发生发展中发

挥重要的调控作用[９] ꎮ 但是血管生成因子平衡的

紊乱和异常的补体信号活化在早期妊娠和 ＰＥ 的

致病过程中发挥怎样具体的分子调控机制一直缺

乏深入的研究ꎬ本项研究通过构建 ＰＥ 的小鼠模

型ꎬ探究血管内皮生长因子失衡和异常补体免疫

激活在早期妊娠的蜕膜和胎盘形成中的作用ꎬ阐

明其与先兆子痫发病之间的关系ꎮ 现将研究结果

报道如下ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

选择近交系 ６ ~ ８ 周龄 /雌性ꎬＳＰＦ 级 ＢＰＨ￣５ 小

鼠作为先兆子痫的模型动物[７]ꎬ共 ３０ 只ꎬ体重 １８ ~
２２ ｇꎬ购自成都达硕实验动物有限公司[ＳＣＸＫ (川)
２０１５－００３０]ꎬ选择 ６~８ 周龄 /雌性ꎬＳＰＦ 级 Ｃ５７ 小鼠

作为对照动物ꎬ共 ３０ 只ꎬ每只体重 １８~２２ ｇꎬ购自川

北医学院[ＳＣＸＫ (川) ２０１８－００３０]ꎮ 所有动物饲养

于本医院的实验动物中心[ＳＹＸＫ(鲁)２０１８－００２５]ꎬ
给与自由饮食和交配ꎮ 观察到母鼠怀孕的首天定

义为 Ｅ０􀆰 ５ ｄꎮ 收集 Ｅ５􀆰 ５ ｄ 和 Ｅ７􀆰 ５ ｄ 的怀孕母鼠的

子宫以及 Ｅ１０􀆰 ５ ｄ 的胎盘ꎬ储存在－８０℃冰箱用于后

续实验ꎮ 所有动物实验内容符合医院实验动物伦

理和保护指南ꎬ伦理审批号 ＩＡＣＵＣ:２０１８ＺＦ０１７Ｘꎬ全
部实验内容遵循 ３Ｒ 原则ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＤＮＡ 提取试剂盒 (货号 ∶ １４２５７９ꎬ购自德国

Ｑｉａｇｅｎ 公司)ꎻＴＲＩｚｏｌ (货号 ∶ １５５９６０１８ꎬ购自美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎻ４％甲醛固定液(货号 ∶ ＢＷＺ６７１６－
２０１６)和无水乙醇(货号 ∶ＹＡ１３２２３０００ＭＥ)(均购自

国药集团化学试剂有限公司)ꎻ３０％ Ｈ２Ｏ２ 溶液 (货
号 ∶ＺＬＩ￣９３１１ꎬ购自北京中杉金桥有限公司)ꎻ大鼠抗

小鼠 Ｃ３ 单克隆抗体 (货号 ∶ ｓｃ￣５８９２６ꎬ购自美国

Ｓａｎｔａ Ａｎａ 公司)ꎻ大鼠抗小鼠 ＣＤ３１ 单克隆抗体(货
号 ∶ｓｃ￣４６６９４ꎬ购自美国 Ｓａｎｔａ Ａｎａ 公司)ꎻ用于 ＩＦ 的

二级抗体是 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５９４(货号 ∶Ｃ１０６３９)和 Ａｌｅｘａ
Ｆｌｕｏｒ ４８８(货号 ∶ Ａ１０２６６) (购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
公司)ꎻ兔抗鼠 Ｃ９ 单克隆抗体(货号 ∶ＰＡＢ８２３Ｍｕ０１ꎬ
购自 Ｃｌｏｕｄ￣Ｃｌｏｎｅ 公司)ꎻ大鼠抗小鼠 ＣＤ３１ 单克隆
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抗体(货号 ∶５５０２７４ꎬ购自美国 ＢＤ 生物公司)和山羊

抗小鼠 ＶＥＧＦＲ２ 单克隆抗体(货号 ∶ＡＦ６４４ꎬ购自美

国 Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ 公司)ꎻ用于免疫组化检测的二级抗

体是生物素兔抗山羊 ＩｇＧ(货号 ∶ｓｃ￣３９１９)、生物素山

羊抗兔 ＩｇＧ(货号 ∶ｓｃ￣２００４)和生物素兔抗鼠 ＩｇＧ(货
号 ∶ｓｃ￣３５８９２６)(购自美国 Ｓａｎｔａ Ａｎａ 公司)ꎻＤＡＢ 显

色试剂盒(货号 ∶ ＺＬＩ￣９０１８ꎬ购自北京中杉金桥生物

技术有限公司)ꎻＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 酶(货号 ∶２０８０５４ꎬ购自

美国 Ｑｉａｇｅｎ 公司)ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 实时定量 ＰＣＲ 检测目的基因的表达水平

从胎盘植入部位的子宫和胎盘组织中提取总

ＲＮＡꎬ合成 ｃＤＮＡꎬ用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 酶进行定量 ＲＴ￣
ＰＣＲ 检测基因表达情况ꎮ 每个样本进行 ３ 次重复ꎬ
计算目标基因的相对表达水平ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 免疫荧光和免疫组化检测

选胎盘植入部位的子宫和胎盘组织用于组织

学染色ꎬ将标本在 ４℃的 ４％多聚甲醛中固定ꎬ３０％
蔗糖的 ＰＢＳ 溶液浸泡后ꎬ包埋于 ＯＣＴ 化合物中ꎬ
用冷冻切片机切成 ７ ｍｍ 薄片ꎮ 随机选择 ５ 只

ＢＰＨ￣５ 小鼠和 Ｃ５７ 对照小鼠子宫的胎盘植入部位

及胎盘组织进行免疫荧光和免疫组化染色ꎬ观察

组织内 Ｃ３ 补体、Ｃ９ 补体、ＶＥＧＦＲ２、ＣＤ３１ 的原位

表达情况ꎮ 具体步骤:脱蜡ꎬ１ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＥＤＴＡ 缓

冲液中微波加热行抗原修复ꎬ３％ Ｈ２Ｏ２ 室温孵育

１０ ｍｉｎꎬ５％ ＢＳＡ 封闭 ２０ ｍｉｎꎬ滴加一抗 ４℃孵育过

夜ꎬ加 ＨＲＰ 标记的二抗 ３７℃ 孵育 ６０ ｍｉｎꎬ以上各

步骤结束时均用 ＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ然后加

ＤＡＢ 溶液显色 １０ ｍｉｎꎬ最后苏木精或亚甲基绿复

染ꎬ梯度酒精脱水干燥ꎬ二甲苯透明ꎬ中性树胶封

片ꎮ 显微镜下读片ꎬ应用 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 图像

分析软件测量累积光密度值 ( ＩＯＤ)ꎬ对目的蛋白

的表达进行半定量分析ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 组织学分析

免疫荧光切片采用 Ｎｉｋｏｎ Ａ１ 扫描共聚焦显微

镜和 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行图像观察和分析ꎮ 免疫组化

切 片 采 用 Ｎｉｋｏｎ Ｍｉｃｒｏｐｈｏｔ￣ＦＸＡ 显 微 镜 和 ＮＩＳ￣
Ｅｌｅｍｅｎｔｓ Ｄ ３􀆰 １０ 软件进行图像观察和分析ꎮ 由三

位研究者独立测量阳性细胞的染色面积ꎬ计算其与

切片中滋养层巨细胞(ＴＧＣ)总面积的比值定义为

阳性率ꎬ并取 ３ 位观察者的平均值ꎮ

１􀆰 ３􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测目的蛋白表达水平

使用 ＲＩＰＡ 裂解缓冲液提取关节软骨细胞中的

总蛋白ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测目的蛋白表达量ꎮ 具体

步骤如下:以 ＢＣＡ 法测定总蛋白浓度ꎬ９５℃ 变性 ５
ｍｉｎ 后ꎬ以 １５％ ＳＤＳ￣凝胶进行电泳分离ꎬ随后将目

的蛋白以湿转法转移至 ＰＶＤＦ 膜上ꎻ５％ ＢＳＡ￣ＴＢＳＴ
溶液封闭 １ ｈꎻ５％ ＢＳＡ￣ＴＢＳＴ 稀释一抗ꎬ置于 ４℃水

平摇床孵育过夜ꎻ次日使用 ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ每次 １０
ｍｉｎꎻ５％ ＢＳＡ￣ＴＢＳＴ 稀释二抗ꎬ室温孵育 ４０ ｍｉｎꎻ
ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎻＥＣＬ 显色液曝光显影ꎮ
Ｉｍａｇｅ￣Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 软件扫描测定目的条带的灰

度值ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行数据处理和统计分

析ꎬ计量资料表述为以平均数±标准差( 􀭰ｘ ± ｓ )ꎬ两
组间比较采用 ｓｔｕｄｅｎｔ￣ｔ 检ꎬ以 Ｐ<０􀆰 ０５ 为差异有统

计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 蜕膜化高峰期在 ＢＰＨ￣５ 小鼠的蜕膜血管中出

现补体的表达增加

我们通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 和免疫染色检测了 ＢＰＨ￣５
小鼠在蜕膜化高峰期 Ｅ７􀆰 ５ ｄ 时特异性补体成分的

表达情况ꎮ 如图 １ 所示ꎬＥ７􀆰 ５ ｄ ＢＰＨ￣５ 小鼠和 Ｃ５７
小鼠的胎盘植入部位检测到补体 Ｃ１ｑａ 的 ｍＲＮＡ 表

达量相当ꎬ但补体 Ｃ３ 和 ＣｆＢ 的 ｍＲＮＡ 表达量在

ＢＰＨ￣５ 小鼠中显著增加ꎮ
进一步我们对 Ｅ７􀆰 ５ ｄ 子宫内胎盘植入部位的

组织进行了补体 Ｃ３ 和内皮细胞标记 ＣＤ３１ 的免疫

荧光染色ꎮ 观察到在 ＢＰＨ￣５ 小鼠的子宫植入部位

的组织中补体 Ｃ３ 表达显著增加ꎬ并且在外胎盘锥

中检测到补体 Ｃ３ 的沉积(图 ２ 中用虚线黄线突出

显示)ꎮ Ｃ３ 与 ＣＤ３１ 的荧光共定位图像显示 ＢＰＨ￣５
小鼠的补体 Ｃ３ 主要沉积在妊娠后的蜕膜血管周围

(图 ３)ꎬ根据 ＣＴＣＦ 测定值证实:ＰＥ 小鼠的胎盘植

入部位的血管周围会出现显著增加的补体 Ｃ３
沉积ꎮ
２􀆰 ２　 妊娠中期胎盘的 ＴＧＣ 层中补体的表达显著

增加

我们检测 Ｅ１０􀆰 ５ ｄ 即妊娠中期胎盘中补体的表

达情况ꎬ发现 ＢＰＨ￣５ 小鼠和 Ｃ５７ 小鼠的胎盘组织中
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注:∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１ꎮ

图 １　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析 Ｅ７􀆰 ５ ｄ Ｃ５７ 和 ＢＰＨ￣５ 孕鼠的植入

部位补体 Ｃ１ｑａ、Ｃ３ 和 ＣｆＢ ｍＲＮＡ 的表达

Ｎｏｔｅ. ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｓ Ｃ１ｑａꎬ Ｃ３ ａｎｄ ＣｆＢ
ｉｎ ｔｈｅ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｏｆ Ｃ５７ ａｎｄ ＢＰＨ￣５
ｐｒｅｇｎａｎｔ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

注:ｖ:血管ꎮ

图 ３　 对 Ｅ７􀆰 ５ ｄ 植入部位的组织进行补体 Ｃ３ 和

ＣＤ３１ 的免疫荧光双染

Ｎｏｔｅ. ｖꎬ ｂｌｏｏｄ ｖｅｓｓｅｌ.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃ３ ａｎｄ ＣＤ３１ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ
ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｍｐｌａｎｔｅｄ ｏｎ Ｅ７􀆰 ５ ｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｃｉｄｕａｌ ｂｌｏｏｄ

ｖｅｓｓｅｌｓ ｗｅｒｅ ｍａｒｋｅｄ ｗｉｔｈ ＣＤ３１

补体 Ｃ１ｑＡ 和 ＣｆＢ 的 ｍＲＮＡ 的表达量相当ꎬ但补体

Ｃ３ 在 ＢＰＨ￣５ 小鼠中的表达显著增加(图 ４)ꎮ 并且

免疫组化染色证实在 ＢＰＨ￣５ 小鼠的胎盘中 Ｃ３ 和

Ｃ９ 沉积增加ꎬ阳性染色定位于 ＴＧＣ 层(图 ５、６)ꎮ
２􀆰 ３　 ＢＰＨ￣５小鼠的植入部位在胎盘形成之前已经

存在血管内皮生长因子表达的失衡

如图 ７ 所示ꎬ在着床期和蜕膜化开始时期ꎬ
ＢＰＨ￣５ 小鼠和 Ｃ５７ 小鼠补体 Ｃ１ｑＡ、Ｃ３ 和 ＣｆＢ 的

注:细胞核用 ＤＡＰＩ 染色(蓝色)ꎬＣ３ 阳性染色为红色ꎮ 在

Ｃ５７ 和 ＢＰＨ￣５ 植入部位的外胎盘锥体(虚线和胚胎之间的

区域)和蜕膜血管系统(箭头)周围检测到补体 Ｃ３ 的沉积ꎮ

ｅ:胚胎ꎮ

图 ２　 选择 Ｅ７􀆰 ５ ｄ 植入部位的组织进行免疫荧光染色

Ｎｏｔｅ. Ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ ｗａｓ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＤＡＰＩ ( ｂｌｕｅ ) ａｎｄ Ｃ３

ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｒｅｄ. Ｔｈｅ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ Ｃ３ ｗａｓ

ｄｅｔｅｃｔｅｄ ａｒｏｕｎｄ ｔｈｅ ｅｘｔｅｒｎａｌ ｐｌａｃｅｎｔａｌ ｃｏｎｅ ( ｔｈｅ ａｒｅａ ｂｅｔｗｅｅｎ

ｔｈｅ ｄｏｔｔｅｄ ｌｉｎｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｍｂｒｙｏ ) ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｃｉｄｕａｌ ｖａｓｃｕｌａｒ

ｓｙｓｔｅｍ (ａｒｒｏｗｈｅａｄ) ｏｆ ｔｈｅ Ｃ５７ ａｎｄ ＢＰＨ￣５ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ.

ｅꎬ ｅｍｂｒｙｏ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｔｉｓｓｕｅｓ
ｉｍｐｌａｎｔｅｄ ｏｎ Ｅ７􀆰 ５ ｄ

注:∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１ꎮ

图 ４　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 Ｅ１０􀆰 ５ ｄ 时 Ｃ５７ 和 ＢＰＨ￣５ 胎盘

组织中补体成分 Ｃ１ｑａ、Ｃ３ 和 ＣｆＢ ｍＲＮＡ 的表达

Ｎｏｔｅ. ∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ Ｃ１ｑａꎬ
Ｃ３ ａｎｄ ＣｆＢ ｍＲＮＡ ｉｎ ｐｌａｃｅｎｔａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ Ｃ５７ ａｎｄ

ＢＰＨ￣５ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

ｍＲＮＡ 的表达量相当ꎮ 但 ＢＰＨ￣５ 小鼠中 ＶＥＧＦａ 的

ｍＲＮＡ 显著上调ꎬＶＥＧＦＲ１ 和 ＶＥＧＦＲ２ 的 ｍＲＮＡ 表

达下调ꎮ 蜕膜化高峰期ꎬ在 ＢＰＨ￣５ 小鼠的植入部位

ＶＥＧＦａ 的 ｍＲＮＡ 表达呈上升趋势ꎮ 免疫印迹检测

证实 ＢＰＨ￣５ 小鼠植入部位的 ＶＥＧＦ 蛋白表达量也

随之显著增加(图 ８)ꎮ 这些数据显示 ＢＰＨ￣５ 小鼠

在妊娠早期发生补体异常沉积之前就会出现 ＶＥＧＦ
基因家族的表达异常ꎮ

３７中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ４ 月第 ３０ 卷第 ４ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ａｐｒｉｌ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ４



２􀆰 ４　 ＢＰＨ￣５小鼠的植入部位呈现蜕膜血管的异常

因为在 Ｅ５􀆰 ５ 和 Ｅ７􀆰 ５ ｄ 的 ＢＰＨ￣５ 小鼠中观察

到 ＶＥＧＦ 家族成员的表达异常ꎬ我们进一步检测蜕

膜血管是否会随之发生改变ꎮ 评估 Ｅ７􀆰 ５ ｄ 在 ＢＰＨ￣
５ 小鼠和 Ｃ５７ 小鼠的植入部位蜕膜血管系统的发育

情况ꎬ测量蜕膜毛细血管管腔面积与蜕膜总面积比

值进行组间比较ꎮ 与 Ｃ５７ 对照小鼠相比ꎬＢＰＨ￣５ 小

鼠的蜕膜比率明显降低(图 ９)ꎬ提示在 ＢＰＨ￣５ 小鼠

的妊娠过程中ꎬ着床后的蜕膜血管生成受到明显

抑制ꎮ

注:红色星号 ∶胎盘 ＴＧＣ 层ꎻ黄色箭头:阳性染色ꎮ

图 ５　 免疫组化检测 Ｅ１０􀆰 ５ ｄ 时 Ｃ５７ 和 ＢＰＨ￣５ 胎盘

组织中补体 Ｃ３ 和 Ｃ９ 的组织沉积

Ｎｏｔｅ. Ｒｅｄ ａｓｔｅｒｉｓｋꎬ ｐｌａｃｅｎｔａｌ ＴＧＣ ｌａｙｅｒ. Ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗꎬ ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｓｔａｉｎｉｎｇ.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｔｈｅ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ Ｃ３ ａｎｄ Ｃ９ ｉｎ
ｐｌａｃｅｎｔａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ Ｃ５７ ａｎｄ ＢＰＨ￣５ ｗａｓ

ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ

注:∗∗Ｐ< ０􀆰 ００１ꎮ

图 ６　 定量评估 ＢＰＨ￣５ 和 Ｃ５７ 小鼠的胎盘

ＴＧＣ 层中 Ｃ３ 和 Ｃ９ 沉积量

Ｎｏｔｅ. ∗∗Ｐ< ０􀆰 ００１.

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｔｈｅ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｃ３ ａｎｄ Ｃ９ ｉｎ ｐｌａｃｅｎｔａｌ ＴＧＣ ｌａｙｅｒ ｏｆ
ＢＰＨ￣５ ａｎｄ Ｃ５７ ｍｉｃｅ ｗａｓ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｌｙ ｅｖａｌｕａｔｅｄ

注:∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬｎ＝ ５ꎮ

图 ７　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 Ｅ５􀆰 ５ ｄ 的 Ｃ５７ 小鼠和 ＢＰＨ￣５ 小鼠植入部位的补体和血管内皮生长因子基因的表达情况

Ｎｏｔｅ. ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ ｎ＝ ５.

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ａｎｄ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｉｍｐｌａｎｔｅｄ
ｓｉｔｅ ｏｆ Ｃ５７ ｍｉｃｅ ａｎｄ ＢＰＨ￣５ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

４７ 中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ４ 月第 ３０ 卷第 ４ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ａｐｒｉｌ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ４



２􀆰 ５　 妊娠中期 ＢＰＨ￣５胎盘中呈现血管生成因子的

表达失衡

分析 ＢＰＨ￣５ 小鼠小鼠的胎盘组织中血管生成

相关基因在 Ｅ１０􀆰 ５ ｄ 时的表达情况ꎮ 与 Ｃ５７ 对照组

相比ꎬＢＰＨ￣５ 小鼠的胎盘组织中促血管生成的

ＶＥＧＦａ、ＰｌＧＦ 和 ＲＧＣ３２ 基因的 ｍＲＮＡ 表达显著降

低ꎬ而抗血管生成因子 ｓＦｌｔ￣１ｍＲＮＡ 的 ｍＲＮＡ 表达

上调(图 １０)ꎮ

３　 讨论

我们的研究以 ＢＰＨ￣５ 小鼠为 ＰＥ 的模型动物ꎬ
首次发现在 ＰＥ 的致病过程中ꎬ血管内皮生长因子

的失衡先于母胎界面补体成分的增加而出现明显

变化ꎬ并且妊娠母体子宫内的分子变化先于胎盘发

生ꎬ最终推动母体 ＰＥ 病情的进展ꎮ
我们发现在 ＢＰＨ￣５ 小鼠的蜕膜化高峰期的胎

盘植入部位中补体 Ｃ３ 和 ＣｆＢ 水平均显著升高ꎮ 一

直以来的研究认为补体 Ｃ３ 和 ＣｆＢ 的异常激活与不

良妊娠结局具有相关性[１０]ꎬ这与我们的研究结果具

有一致性ꎮ 我们观察到的在 Ｅ７􀆰 ５ ｄ 的外胎盘锥中

出现过量的补体 Ｃ３ 沉积ꎬ在妊娠中期胎盘的 ＴＧＣ
层中补体 Ｃ９ 的水平显著增加ꎬ而 Ｃ９ 是所有补体途

径形成最终补体效应复合物的共同组成部分[１０]ꎮ
这些发现表明:ＢＰＨ￣５ 小鼠妊娠早期局部补体通路

的异常激活是启动 ＰＥ 发生发展的重要因素ꎮ
我们的研究进一步深入挖掘了 ＢＰＨ￣５ 小鼠妊娠

中补体过度沉积与 ＶＥＧＦ 家族基因表达异常之间的

关系ꎬ发现在 ＢＰＨ￣５ 小鼠的蜕膜化开始时期ꎬ补体系

统异常激活之前ꎬ ＶＥＧＦ 家族包括 ＶＥＧＦꎬ ＰｌＧＦꎬ
ＶＥＧＦＲ１ꎬＶＥＧＦＲ２ 和 ｓＦｌｔ￣１ 就已经出现了异常表

达[１１]ꎬ这些基因的表达与蜕膜血管生成ꎬ胎盘生长及

ＰＥ 的发病密切相关[１２]ꎮ 在小鼠中ꎬＶＥＧＦ 在子宫内

膜和种植后的蜕膜中表达较高ꎬ激活 ＶＥＧＦ 受体

ＶＥＧＦＲ１ 和 ＶＥＧＦＲ２ 可以促进蜕膜血管生成[１３－１４]ꎮ

图 ８　 免疫印迹检测 Ｃ５７ 小鼠和 ＢＰＨ￣５ 小鼠

植入部位的 ＶＥＧＦ 蛋白表达量

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ
ｉｍｐｌａｎｔｅｄ ｓｉｔｅ ｏｆ Ｃ５７ ｍｉｃｅ ａｎｄ ＢＰＨ￣５ ｍｉｃｅ ｗａｓ

ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｔｉｎｇ

注:以 ＶＥＧＦＲ２ 指示新生蜕膜毛细血管ꎬ红
色箭头指示毛细血管ꎻｅ:胚胎ꎮ

图 ９　 免疫组化检测 Ｅ７􀆰 ５ ｄ 时蜕膜血管中 ＶＥＧＦＲ２ 的表达

Ｎｏｔｅ. ＶＥＧＦＲ２ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｎｅｗ
ｄｅｃｉｄｕａｌ ｃａｐｉｌｌａｒｉｅｓ ａｎｄ ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ
ｉｎｄｉｃａｔｅ ｃａｐｉｌｌａｒｉｅｓ. ｅ: ｅｍｂｒｙｏ.

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦＲ２ ｉｎ ｄｅｃｉｄｕａｌ ｂｌｏｏｄ
ｖｅｓｓｅｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ

注:∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎬｎ＝ ５ꎮ

图 １０　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 监测妊娠中期 Ｅ１０􀆰 ５ ｄ 时胎盘中血管内皮生长因子相关基因的 ｍＲＮＡ 表达情况

Ｎｏｔｅ. ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１ꎬ ｎ＝ ５.

Ｆｉｇｕｒｅ １０　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｍｏｎｉｔｏｒ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣ｒｅｌａｔｅｄ
ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｐｌａｃｅｎｔａ ａｔ Ｅ１０􀆰 ５ ｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｔｒｉｍｅｓｔｅｒ ｏｆ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ

５７中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ４ 月第 ３０ 卷第 ４ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ａｐｒｉｌ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ４



　 　 我们的数据表明ꎬ在 Ｅ５􀆰 ５ ｄ 的 ＢＰＨ￣５ 妊娠小

鼠中 ＶＥＧＦＲ１ 和 ＶＥＧＦＲ２ 表达明显降低ꎬ这导致机

体内形成了抗血管生成环境ꎬ抑制蜕膜血管系统的

发育ꎮ 在 Ｅ７􀆰 ５ ｄꎬ血管间隙减少和促血管生成配体

ＶＥＧＦＡ 和 ＰｌＧＦ 的表达增加ꎬ后者可能与机体的反

馈调节机制有关ꎬ以响应和对抗机体的抗血管生成

状态[１５]ꎮ 在这个过程中ꎬ血管密度的降低导致机体

的局部缺氧环境ꎬ进而诱导 ＶＥＧＦＡ 的表达ꎮ 这种

蜕膜血管系统的异常发育和局部 ＶＥＧＦ 家族基因的

异常表达先于 ｓＦｌｔ￣１ 在 ＢＰＨ￣５ 小鼠胎盘中的表达增

高和补体的异常沉积ꎮ 此外ꎬ我们在 ＢＰＨ￣５ 妊娠小

鼠中成功捕捉到蜕膜血管系统的明显异常ꎬ血管周

围有过量的补体沉积ꎮ 基于以上发现ꎬ我们认为异

常的蜕膜血管生成是触发补体系统异常激活的早

期因素ꎬ进而触发机体发生一系列有害的连锁反

应ꎬ如滋养细胞侵入母体螺旋动脉ꎬ即发生 ＰＥ 第一

阶段的病理改变ꎮ 我们的后续研究着重探寻早期

血管内皮生长因子失衡在 ＢＰＨ￣５ 孕鼠胎盘植入过

程中发挥的具体作用机制和细胞学基础ꎬ以及如何

有效遏制母胎界面补体的过度激活ꎬ进而遏制 ＰＥ
病情的早期进展ꎮ

综上所述ꎬ我们的研究成功证实了蜕膜血管内

皮生长因子失衡先于补体系统的异常激活发生ꎬ而
补体系统的激活反过来又会导致异常滋养细胞侵

袭和胎盘的不良发育ꎬ这是导致 ＰＥ 发病的重要分

子基础ꎬ针对这一机制的研究证据有望为临床 ＰＥ
的治疗探索出早期干预靶点ꎮ
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