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目的
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探讨持续感染丙型肝炎病毒#
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$对体外培养人胎盘合体滋养层细胞分子生物学性状及其金

属蛋白酶#

66P

$

"!
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66P"#

合成及分泌的影响'方法
!

分别采用
6$;+%

*

(&

人工重建基底膜侵袭实验&

6<<

法细

胞黏附实验&细胞移动实验%研究
8>JE4F

阳性患者血清感染的体外培养人胎盘滋养层细胞#感染组$侵袭能力

以及侵袭相关的黏附&移动能力的改变,检测培养上清中人绒毛膜促性腺激素#

8>5

$浓度以评估感染对细胞激素

合成&分泌能力的影响'用酶联免疫吸附试验#

!LGCF

$检测细胞培养上清
66P"!

和
66P"#

水平%分析感染组和

对照组#健康体检者血清培养$数据间的差异%并用明胶酶谱进一步验证
!LGCF

结果'应用逆转录聚合酶链反应

#
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$法分析感染对细胞
:

+266P"!

和
:

+266P"##E4F

表达的影响'结果
!

感染组细胞侵袭&黏附&移动

以及激素合成&分泌能力较对照组细胞均显著下降#
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$'感染组细胞分泌
66P"!

和
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能力明显下降

#与对照组比较%
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结果显示感染组细胞
:
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和
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表达弱于对照组%但差异无显著性#
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持续
8>J

感染的体外培养人胎盘合体滋养层细胞
66P"!

和
66P"#

合成&分泌能力下

降'持续感染
8>J

可抑制体外培养人胎盘合体滋养层细胞包括侵袭能力和激素合成&分泌能力在内的多种生物

学功能'
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丙型肝炎病毒,胎盘,合体滋养层细胞,分子生物学,金属蛋白酶
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我们在前期研究工作中发现%人胎盘滋养层细

胞可以感染丙型肝炎病毒#

8>J

$%而且持久感染可

导致超微结构的明显改变'体外培养的人胎盘滋养

层细胞持续感染
8>J

后可出现多种类似黄病毒科

病毒感染后的超微结构改变%主要表现为溶酶体大

量增生%粗面内质网增生%脂滴减少%出现空泡状结

构等!

&$(

"

'一般而言%细胞超微结构的改变理论上

可以直接影响其细胞的生物性状'因此%我们采用

6$;+%

*

(&

人工重建基底膜侵袭实验来研究
8>J

感

染对体外培养人胎盘滋养层细胞侵袭能力的影响%

探讨
8>J

持续感染对体外培养人胎盘合体滋养层

细胞分子生物学性状的影响%并了解
8>J

感染抑

制合体滋养层细胞侵袭能力的具体分子机制'
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材料与方法

&0&

!

材料

&0&0&

!

8>J

阳性血清及正常人血清
!

实验用

8>J

感染阳性血清采集自本院传染病科丙型肝炎

住院患者%其血清抗
8>J

检测阳性%其他肝炎病毒

标志物#

8RJ"6

&抗
8FJ

&抗
8!J

&抗
>6J

&抗

!RJ

$均阴性%抗
8GJ

阴性%肝脏生化检验正常'扩

增敏感试验定量检测
8>JE4F%0!/&"

'

12

:

%(9

-

L

%基因分型
8>J"&O

亚型'正常人血清采集自门

诊健康体检人员%经检测%其乙型肝炎表面抗原

#

8R9F

*

$&抗
8>J

均阴性%肝脏生化检验正常'血

清为无菌采集%分装后
$!"K

冻存%用前经
%'K

%

)"

#%)

灭活补体%备用'

&0&0!

!

试剂
!

P(+12&&

细胞分离液为
P.$+#$1%$

公

司产品,免疫组化染色用
FR>

试剂盒购自华美生物

工程公司%所用细胞角蛋白及波形蛋白抗体购自宝

泰克生物工程公司,

SGF#

:

@%+$&E4F

提取试剂盒

为
S%$

*

()

公司产品,

8>JE4F

定性检测试剂盒购

自
F1(

*

()(

公司,

6$;+%

*

(&

人工重建基底膜材料购

自
R3

公司,

<+$)9-(&&

小室#

,

#

#

$为
6%&&%

:

2+(

公

司产品,金属蛋白酶#

66P

$

"!

#

FO!

$和
66P"#

#

FO&

$鼠抗人多抗为
L$OJ%9%2)

产品,

E4F

提取试

剂盒和
E4FP>E

试剂盒均为
P+2#(

*

$

公司产品'

&0!

!

方法

&0!0&

!

人胎盘滋养层细胞的分离$纯化$培养及鉴

定
!

应用我们改良的分离&纯化方法取得人胎盘滋

养层细胞!

%$'

"

%胎盘绒毛组织取自第
&"

周手术流产

胎儿'

&0!0!

!

8>J

体外感染实验
!

培养瓶中滋养层细

胞于
)+K

%

%H >M

!

孵箱内培养
!(.

后进行第
&

次

换液'其中感染组培养基为含
!"H

丙型肝炎患者

血清和
%H

胎牛血清的
36!6

培养液,正常对照组

培养基为含
!"H

正常人血清和
%H

胎牛血清的

36!6

培养液'此后每
!(.

换液一次%共
'

次'

&0!0)

!

体外侵袭实验及细胞移动实验
!

将
6$;+%"

*

(&

包被好的
<+$)9-(&&

小室放入
!(

孔培养板中%

小室外加入
(""

#

L

按
&0&

混合的条件培养液#无血

清培养
!(.

的
4G8)<)

细胞上清液$和完全培养液

#含
&"H

胎牛血清的
36!6

培养液$'用
"0!%H

的胰酶消化培养于培养瓶中的细胞%调整细胞浓度

为
&/&"

'

-

#L

%然后将细胞悬液加至
<+$)9-(&&

小

室中%每小室
&""

#

L

%含
&H

胎牛血清的
36!6

培

养液为培养基'感染组和对照组每组各
'

份样本'

第
'

次换液时%培养于培养瓶中的细胞更换同样培

养基%培养
!(.

后胰酶消化细胞,培养于
&!

孔培养

板中的细胞换无血清
36!6

培养液%培养
!(.

后

取上清为检测标本'

)+K%H >M

!

温箱孵育
!(.

后%取膜%甲醛固定%

8!

常规染色%用棉签将未穿过

膜的细胞擦掉%封片'每张滤膜于
&""

倍光镜下随

机挑取
,

个视野计数穿膜的细胞%取均值'细胞移

动实验*除
<+$)9-(&&

小室膜不铺
6$;+%

*

(&

外%其余

步骤同侵袭实验'

&0!0(

!

6<<

法细胞黏附实验
!

取
&/&"

'

-

#L

的

单细胞悬液
&""

#

L

分别接种于已包被
GJ

型胶原

的
!(

孔板内%于
)+K

保温
)"#%)

&

'"#%)

和
!.

后%轻轻弃去未粘着细胞%加
!""

#

L

-孔的
36!6

培养液及
!"

#

L

-孔
6<<

液%

)+K

孵育
(.

后吸除

各孔上清液%加
!""

#

L

-孔
36CM

%在自动酶标读数

仪上以
(#"

#

#

波长测定各孔
M3

值'感染组和对

/

++

/中国感染控制杂志
!"&"

年
)

月第
#

卷第
!

期
!

>.%)IG)B(1;>2);+2&J2&#42!6$+!"&"



照组各
'

份样本%每份样本设
)

个平行孔%取均值'

以
)"#%)

&

'"#%)

的
M3

值比
!.M3

值计算得出

各时间组的细胞黏附率%进行统计检验'

&0!0%

!

逆转录聚合酶链反应"

E<"P>E

#法检测培

养细胞
:

+266P"!

和
:

+266P"##E4F

的表达
!

用
P+2#(

*

$

公司的
<2;$&E4FG92&$;%2)C

A

9;(#

提

取培养于
&!

孔板内的细胞总
E4F

%操作按说明书

进行#引物序列见表
&

$'取
P>E

扩增产物
&"

#

L

加入
!H

琼脂糖凝胶孔中电泳%溴化乙锭显色后成

像定量分析%用
66P

-

$

"$1;%)

比值表示
66P

表达

水平'感染组和对照组均设
'

份平行标本'

表
&

!:

+266P"!

&

:

+266P"#

&

$

"$1;%)

引物序列

F&=2.3

!

P+%#(+9(

U

/()1(92B

:

+266P"!

%

:

+266P"#$)'

$

"

$1;%)

引物 核苷酸序列
产物大小

#

O

:

$

:

+266P"!

正义链
%W$F>><55F<5>>5<>5<55F>$)W

反义链
%W$<5<55>F5>F>>F555>F5>$)W

(%"

:

+266P"#

正义链
%W$5<5><555><5><5><<<5><$)W

反义链
%W$5<>5>>><>FFF55<<<55FF$)W

)%"

$

"$1;%)

正义链
%W$F>>>>>F><5FFFFF$)W

反义链
%W$F<><<>FFF>><>>F<5F<5$)W

&!"

&0!0'

!

培养上清
66P"!

和
66P"#

的酶联免疫吸

附试验"

!LGCF

#检测
!

留取
&!

孔板内最后一次培

养上清为检测样本'双夹心酶联
!LGCF

法测定

66P"!

和
66P"#

水平%包被浓度
!"

#

*

-

#L

'

!LGCF

读 数 仪 #

!LT,""

%

RGM"<!N G4C<E7"

6!4<C0G4>

%

7CF

$

(%")#

波长处测吸光度
F

值

#

M3

值$'

&0!0+

!

明胶酶谱分析%

+

&

!

将培养于培养瓶中的感

染组和对照组胰酶消化后细胞
&""

#

L

#细胞浓度为

&/&"

'

-

#L

$重新接种于
#'

孔培养板%完全
36!6

培养液培养
!(.

%弃去培养上清%用
PRC

清洗
!

次

后%换无血清
36!6

培养液培养
!(.

'收集无血

清培养上清%低速离心#

!""

*

$去除细胞碎片后进行

C3C"PF5!

电泳%结束后以凝胶洗脱液洗脱
&.

%接

着将凝胶置于孵育液
)+K

孵育过夜%考马斯亮蓝染

色
(.

%脱色至蓝色背景出现透亮带'光密度扫描

下摄片'

&0!0,

!

培养上清人绒毛膜促性腺激素"

8>5

#浓度

的检测
!

细胞培养
+'

后%以全自动化学发光免疫

分析系统#

R(1,#$)F>>!CC

$检测培养瓶上清液
$

"

8>5

浓度%单位
)

*

-

#L

'

&0)

!

统计学处理
!

数据以均数
1

标准差#

I1'

$表

示%采用两样本
"

检验#

;-2"9$#

:

&(;";(9;

$分析两组

间数据差异'上述检验均采用
CPCC&)0"

统计软件

处理'

6

!

结果

!0&

!

细胞的生物行为观察及鉴定
!

细胞染色结果

显示%分离纯化后培养的细胞中细胞角蛋白染色阳

性而波形蛋白染色阴性的细胞占绝大多数%少见波

形蛋白染色阳性的血管内皮细胞&成纤维细胞和巨

噬细胞'证实培养细胞为滋养层细胞'细胞培养

&!.

后%可见由滋养层细胞相互融合而成的合体滋

养层细胞%并随时间推移逐渐增多'细胞培养
+'

后%光镜下培养细胞多见形态不规则的细胞#合体滋

养层细胞$'感染组细胞与对照组细胞镜下观察相

比%体积多较小'滋养层细胞内
8>JE4F

定性检

测结果#图
&

$显示感染组细胞感染实验成功'

!"#$%%%%%%%&'()*(%%%%%%%%%%%%%%%%+%%%%%%%%%%%%%%%%%%,%%%%%%%%%%%%%%%%%%-

.%///

0%///

1%///

23/

3//

03/

1//

6$+,(+

*

3L!"""

,

F

*感染组,

R

*阳性血清对照,

>

*对照组

图
&

!

E<"P>E

检测滋养层细胞内
8>JE4F

结果

G"

0

1*.3

!

P<"P>E

:

+2'/1;92B8>J E4F%)9

A

)1

A

;%2;+2"

:

.2O&$9;

!0!

!

体外侵袭实验结果
!

6$;+%

*

(&

人工重建基底

膜侵袭实验显示%对照组和感染组均有细胞穿过铺

有
6$;+%

*

(&

胶的滤膜%穿膜细胞数分别为
'%0""1

(0#&

和
)(0,)1)0#)

%感染组显著低于对照组 #

2

#

"0"%

$'镜下可见形态不规则的合体滋养层细胞穿

膜后多呈梭形%也有部分细胞恢复不规则形态#图

!

$'对照组形态不规则%细胞核较大的细胞数相对

较多'

!0)

!

细胞黏附实验结果
!

6<<

法细胞黏附实验

测定结果显示#表
!

$%感染组
)"#%)

和
'"#%)

细胞

黏附率均低于对照组#

2

#

"0"%

$'

!0(

!

细胞移动实验结果
!

感染组细胞移动能力显

著低于对照组#

2

#

"0"%

$'穿微孔细胞数%感染组

为
(+0%"1(0!,

%显著低于对照组的
,,0%"1'0!&

'

!0%

!

66P"!

和
66P"#

的
E<"P>E

检测结果
!

感

/
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染组细胞
:

+266P"!

和
:

+266P"##E4F

表达水

平弱于对照组#图
)

$%但差异不明显%无统计学意义

#

:

+266P"!

*

"-&0&#'

%

2

"

"0"%

,

:

+266P"#

*

"-

&0(&+

%

2

"

"0"%

$'

!0'

!

66P"!

和
66P"#

水平的
!LGCF

检测结果

!

所选抗体均可识别培养上清中酶原形式以及特异

性蛋白酶水解后的
66P"!

和
66P"#

'

!LGCF

检

测结果显示#图
(

$%感染组细胞培养上清
66P"!

和

66P"#

水平均显著低于对照组 #

66P"!

*

"-

(0&,'

%

2

#

"0"%

,

66P"#

*

"-!0)!%

%

2

#

"0"%

$'

图
!

!

感染组体外侵袭实验结果

G"

0

1*.6

!

E(9/&;2B6$;+%

*

(&%)@$9%2)$99$

A

表
!

!

细胞黏附实验结果#

H

%

I1'

$

F&=2.6

!

E(9/&;2B1(&&$'.()9%2)(T

:

(+%#();

#

H

%

I1'

$

时间
细胞黏附率

感染组 对照组
2

)"#%) !!0'&1)0!( )!0('1!0#+

#

"0"%

'"#%) %!0')1(0+, +,0('1)0'#

#

"0"%

!"#$$%&'(((((((((((((!"#$$%)*

!"#

$%#

+,'

+,-

.,/

.,0

-,1

-,'

-

&
$
'
(
)
!
"
#
$
$
%
2
3
4
5
6
7
8
9
*

图
)

!

66P"!

和
66P"#

的
E<"P>E

检测结果

G"

0

1*.7

!

E<"P>E+(9/&;92B66P"!$)'66P"#

!0+

!

酶谱分析结果
!

细胞培养上清中
66P9

主要

以酶原形式存在%且感染组
#!,3

#

:

+266P"#

$和
+!

,3

#

:

+266P"!

$处条带均弱于对照组#图
%

$%表明感

染组细胞培养上清中
66P"#

和
66P"!

的酶活性均

低于对照组%进一步证实了
!LGCF

检测的结果'

!"#$$%&'(((((((((((((!"#$$%)*

!"#

$%#

+,,

-,

.,

/,

0,

,

&
'
(
)
*
1
2
3
4
5
+

图
(

!

66P"!

和
66P"#

水平的
!LGCF

检测结果

G"

0

1*.H

!

L(@(&92B66P"!$)'66P"#'(;(1;('O

A

!LGCF

!"# $%#

!"#&

$"#&

& %&'(()*!

& %&'(()*"

'+,(

图
%

!

明胶酶谱分析结果

G"

0

1*.I

!

E(9/&;2B

*

(&$;%)?

A

#2

*

+$

:

.

A

!0,

!

8>5

浓度测定结果
!

感染组细胞培养上清

8>5

浓度为#

&0%+1"0&(

$

)

*

-

#L

%低于对照组的

#

!0&"1"0&!

$

)

*

-

#L

%差异有显著性#

2

#

"0"%

$'

7

!

讨论

合体滋养层细胞类似于肿瘤细胞%具有一定的

侵袭能力%这种能力对受精卵着床以及胎盘的形成

有十分重要的意义%其可侵入母体子宫蜕膜%并浸润

子宫螺旋动脉%建立母体-胎儿的交互式循环%为胚

胎的发育提供营养!

,

"

'我们的研究结果表明%持续

的
8>J

感染可抑制合体滋养层细胞的侵袭能力%

侵袭能力的降低可导致合体滋养层细胞对子宫螺旋

动脉浸润不足%影响妊娠生理性胎盘床血管重铸%使

胎盘血流灌注不足%导致胎盘缺血缺氧%影响胎儿发

育%甚至导致自然流产!

#

"

'这一结果也与一项涉及

)(#&

名孕妇的流行病学调查结果相符!

&"

"

%该调查
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认为
8>J

感染孕妇自然流产率高于普通人群%且

在
8>J"&O

型感染孕妇中更为显著'

合成&分泌激素是合体滋养层细胞的另一项重

要生物学功能%其分泌的
8>5

&

8PL

&妊娠特异性

$

&

糖蛋白#

PC

$

&5

$&雌激素&缩宫素酶&耐热性碱性

磷酸酶等对胎盘的生成&妊娠的维持以及胎儿的发

育等有重要的意义!

#

"

'根据研究结果%我们认为持

续
8>J

感染抑制了合体滋养层细胞的激素合成能

力%推测这与内质网形态改变及脂滴减少等超微结

构改变有关'此外%

8>5

&雌激素等对滋养层细胞

的分化以及合体滋养层细胞的形成等也有十分重要

的意义%此类激素的分泌减少也可能是
8>J

感染

后合体滋养层细胞侵袭能力下降的部分原因'

联合细胞黏附以及移动实验结果%可以推论出

8>J

持续感染可抑制合体滋养层细胞的多种生物

学性状'我们在实验中观察到感染组合体滋养层细

胞的形成较对照组为慢%且体积较小%这是否是

8>J

持续感染抑制合体滋养层细胞的生物学性状

的上游原因%尚需进一步实验研究确定'

66P9

是一类能降解细胞外基质#

!>6

$的锌

离子依赖性内肽酶%到目前为止%已发现有
!#

个家

族成员!

&&

"

%其中
66P"!

#

:

+2"B2+#

%

+!,3

,

$1;%@(

B2+#

%

'',3

$和
66P"#

#

:

+2"B2+#

%

#!,3

,

$1;%@(

B2+#

%

,',3

$又称
GJ

型胶原酶或明胶酶#

*

(&$;%"

)$9(9

$%是参与合体滋养层细胞侵袭的关键酶!

&!

"

'

在囊胚植入内膜%胎盘尚未形成前#

+

"

&&

周$%人合

体滋养层细胞同时分泌酶原形式的
:

+266P"!

和

:

+266P"#

%随后其被特异性蛋白酶分解为
66P"!

和
66P"#

%参与胚胎的植入过程及胎盘#胎盘屏障$

的形成!

&)

"

'合体滋养层细胞的侵袭能力依赖于

66P"!

和
66P"#

的正常合成分泌'

我们以培养上清
8>5

为检测因子%评估感染

细胞激素合成能力的变化%发现
8>J

持续感染可

明显抑制细胞激素的合成能力'而合成能力下降所

致培养上清激素水平的降低可直接导致细胞分化成

熟障碍%加之前期研究发现
8>J

持续感染可致细

胞超微结构出现脂滴减少等变化!

&$(

"

'因此%提出

细胞激素合成&分泌能力下降所致细胞分化成熟障

碍是细胞侵袭能力以及侵袭相关的黏附&运动能力

下降的主要原因'

本研究发现%

8>J

可持续感染体外培养的人

胎盘滋养层细胞且可导致合体滋养层细胞侵袭能力

以及侵袭相关的黏附&运动能力的下降'本实验应

用
!LGCF

和明胶酶谱分析等方法研究
8>J

持续

感染对体外培养滋养层细胞
66P"!

和
66P"#

的

分泌影响%证实
8>J

感染能抑制细胞
66P"!

和

66P"#

的分泌'在实验中%发现感染组
:

+266P"!

和
:

+266P"##E4F

表达水平虽低于对照组%但差

异无显著性'根据这一结果%认为体外培养人胎盘

合体滋养层细胞侵袭能力下降是合体滋养层细胞分

化不成熟的结果%

E<"P>E

实验结果的差异可能为

感染组存在相对多数不具备合成分泌
66P"!

和

66P"#

能力的细胞滋养层细胞所致'

8>J

持续

感染并不能特异性抑制细胞
66P"!

和
66P"#

的

分泌能力'
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