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摘要：在母胎接触层上的滋养层细胞的迁移与侵袭对能否正常怀孕十分关键。尿激酶型纤维溶原激活物受体（uPAR）在肿瘤的转移及胚胎植入过程中均有参与。白血病抑制因子（LIF）对于成功怀孕是一种十分重要的调节因子。然而，uPAR在滋养层细胞的迁移和侵袭过程中的作用以及其和LIF的关系仍然不清楚。本研究发现，正常妊娠胎盘中uPAR的表达高于子痫前期胎盘，LIF促进滋养层细胞中uPAR的表达，LIF通过激活PI3K/Akt信号通路，上调uPAR的表达从而促进滋养层细胞的迁移和侵袭。我们的研究数据证实了uPAR在促进滋养层细胞迁移和侵袭过程中的作用，同时提示uPAR的异常表达可能与子痫前期发病机制有关。
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Leukemia inhibitory factor promote trophoblast invasion via Urokinase-type plasminogen activator receptor in preeclampsia
LIU Shuai, ZHENG Qin, CUI Xinyuan, DAI Kuixing, YANG Xuesong, YAN Qiu
(department of biochemistry and molecular biology,dalian)
Abstract: Preeclampsia is a pregnancy-related syndrome which could cause perinatal mortality and morbidity. Inadequate invasion by trophoblast cells may lead to poor perfusion of the placenta, even result in preeclampsia. Understanding the molecular mechanisms underlying placentation facilitates the better intervention of preeclampsia. Urokinase-type plasminogen activator receptor (uPAR) is involved in physiological and pathological processes. Leukemia inhibitory factor (LIF) is an important regulator in the establishment of pregnancy. However, the expression of uPAR in preeclamptic patients and its relationship with LIF remain unclear. In current study, we found that the level of uPAR is relatively lower in the placentas form preeclamptic patients as compared with normal pregnancies women. LIF promoted trophoblast cell outgrowth by upregulating uPAR in an explants culture, and LIF also enhanced trophoblast cell lines (JAR and JEG-3 cells) migration and invasion potential through uPAR, and with increased gelatinolytic activities of matrix metalloproteinase 9. The effect of LIF and uPAR on trophoblast migration and invasion was mediated by PI3K/AKT signaling pathway. Our data support a role of LIF in promoting trophoblast migration/invasion through uPAR and suggest that abnormal expression of uPAR might be associated with the etiology of preeclampsia.
Key words: LIF; uPAR; preeclampsia; trophoblast; invasion; PI3K/Akt
0 引言

成功的胚胎植入过程需要胚胎与处于接受态的子宫内膜之间良好的同步性[1]。在胚胎卵裂期，囊胚逐渐发育形成内细胞团和滋养层细胞。滋养层细胞是合体滋养细胞（STBs）和细胞滋养细胞（CTBs）的来源。滋养层细胞融合形成STBs，并介导母婴血液间的营养物质、氧气以及代谢废物的交换。CTBs不同于滋养层细胞，其具有高度的侵袭性。当滋养层细胞的迁移与侵袭能力受损时会导致母婴之间血液循环和营养物质交换的不足，从而引起妊娠相关的内分泌失调，严重者可导致流产[2-5]。因此，滋养层细胞的迁移与侵袭能力是胚胎成功植入过程中不可缺少的一部分。关于参与滋养层细胞迁移与侵袭的相关分子的研究越来越透彻，已经证实许多分子在此过程中起重要作用，如黏附因子（整合素等）、细胞外基质蛋白（纤连蛋白等）以及生长因子（EGF等）[6-8]。

    uPAR是一种高度糖基化的蛋白，通过糖基化磷脂酰肌醇锚定在细胞膜上[9]，其参与多种生理病理反应，如免疫应答、肿瘤转移及胚胎植入等[10-12]，并且在小鼠蜕膜组织的发育全过程中均有表达[13]。Naruse等人发现在孕早期的子宫自然杀伤细胞中有uPAR的表达并以此调节EVT的侵袭以及螺旋动脉的重建[14]。本研究发现滋养层细胞中表达的uPAR会影响滋养层细胞的分化和胎盘的发育（此结果未发表）。然而，调节uPAR表达的分子以及其相关的调节机制尚不清楚。

滋养层细胞的迁移与侵袭受多种分子的介导，如激素、生长因子和细胞因子等[15-16]。LIF属于白介素6（IL-6)家族，它可通过维持蜕膜、胎盘的分化以及胚胎发育从而在怀孕过程中起重要作用。LIF还可促进滋养层细胞的迁移、侵袭和分化[17-18]。LIF分泌不足的雌小鼠囊胚不能黏附到子宫[19]，而在胚胎植入失败的女性体内也观察到了LIF分泌量的减少[20]。然而，LIF是如何通过uPAR来调节滋养层细胞的迁移与侵袭的机制尚不清楚。

本研究中，我们分别检测了正常妊娠和子痫前期胎盘中uPAR的表达，并通过组织块培养及体外植入模型，研究了LIF和uPAR介导滋养层细胞的侵袭的机制及相关信号通路。

1 材料与方法
1.1 组织标本
本文中关于人体样本的实验严格按照大连医科大学伦理审查委员会的制度要求进行。样本收取于从2014年至2015年在大连医科大学附属第一医院就诊的患者。子痫前期组（n=10），正常妊娠组（10例）。

1.2  细胞培养
JAR，JEG-3细胞系购买自美国ATCC细胞库（Manassas，VA）。细胞用含10%FBS、100IU/ml青霉素、100mg/ml链霉素的DMEM/F12培养基（Invitrogen）于37°C，5%CO2的环境中培养。

1.3  免疫组化

组织切片经脱蜡及再水化，用0.3%过氧化氢封闭15分钟消除内源性过氧化物酶活性。10%山羊血清封闭后，用抗人的uPAR抗体（1：50，Cell Signaling Technology， Beverly，MA，USA）和抗人的keratin 7抗体（1：50，protein tech，USA）4°C孵育12小时。生物素化二抗37°C孵育15分钟，链霉菌抗生物素蛋白-过氧化物酶共轭物37°C反应15分钟，再用3, 3’-二氨基联苯胺作为色原体反应底物，苏木素复染。阴性对照组用PBS代替一抗孵育。Olympus荧光显微镜（Olympus，Japan）照相。

1.4  组织块培养

从孕早期的人体胎盘绒毛（7周）尖端取下小块组织（2-3mm），切细后移植到基质胶（Becton Dickinson，Bedford，MA，USA）预包裹的培养皿嵌入物（0.4um孔径，Millipore，Carrigtwohill，Co.，Cork， Ireland）。嵌入物置于24培养皿（Costar，Cambridge，MA，USA）。组织块用含有100IU/ml青霉素，100mg/ml链霉素的无血清培养基并置3%O2、5%CO2和92%N2的环境中培养。滋养层细胞开始向外生长并从绒毛末端开始迁移，连续记录48小时。转染uPAR siRNA，LIF等以检测uPAR对滋养层细胞迁移的作用。

1.5  转染uPAR siRNA

细胞用60mm培养皿培养，用lipofectamine 2000转染40nM的siRNA，48小时后收样分析。uPAR siRNA序列如下：uPAR siRNA （559）：sense 5’-GCCGUUACCUCGAAUGCA- UTT-3’，antisense 5’-AUGCAUUCGAGGUAACGGCTT-3’。

1.6  Western blot

PBS洗涤细胞，用RIPA裂解液提取蛋白。蛋白浓度采用考马斯亮蓝法定量。用12%的SDS-PAGE胶电泳，蛋白上样量为40ug，电泳完成后湿转法将蛋白转移到NC膜上，将膜置于含5%脱脂奶粉的TTBS封闭2小时，一抗孵育3小时，之后用HRP标记的二抗孵育，最后用ECL发光系统发光。至少做3次独立实验。

1.7  Matrigel细胞侵袭实验和transwell细胞迁移实验

在Matrigel细胞侵袭实验中，将8um孔径的聚碳酸酯滤器的transwell嵌入物（Costar，Cambridge，MA，USA）包被50ul 1 mg/ml 的基质胶 （Becton Dickinson，Bedford，MA，USA）。在细胞迁移实验中，嵌入物不包被基质胶。在上层小室中加入无血清培养基，铺1.0 x105 个细胞，下层小室中则加入含10%FBS的培养基。孵育24h后，用棉签移除在基质胶嵌入物中的细胞。嵌入物用甲醇固定，结晶紫染色。在光学显微镜 （Olympus IX51，Japan）下观察，100倍物镜下随机选取5个视野，记录迁移或侵袭至嵌入物另一侧的细胞数，做三次独立实验。不同处理组的细胞迁移或侵袭数以对照组为标准，显示细胞迁移或侵袭率（%）±S.D。

1.8  明胶酶谱实验

用明胶酶谱实验测定MMP-2的活性。等量的细胞培养基用上样缓冲液混合后，用含1%明胶的8%SDS-PAGE胶电泳，2.5%的Triton X-100清洗胶5次，每次20分钟。用不含Triton X-100的缓冲液清洗2次以除去Triton X-100。在50 mmol/l Tris-Cl， pH 7.6，和5 mmol/l CaCl2 溶液中于37°C孵育18小时。0.1%考马斯亮蓝R-250染色，10%异丙醇和10%乙酸的水溶液脱色。在考马斯亮蓝染过的胶上，MMP-2呈现明显的条带。

1.9  数据分析

    不同组的数据之间的比较根据Bonferroni post hoc test做one-way方差分析，P＜0.05时具有统计学意义。 *P<0.05; **P<0.01。
2 实验结果
2.1正常妊娠胎盘中uPAR表达高于子痫前期患者
采用免疫组织化学染色法检测正常妊娠及子痫前期患者胎盘中uPAR的表达（图1A）。CK7为滋养层细胞的标志物。结果显示：正常妊娠胎盘中uPAR的表达高于子痫前期患者。Real-time PCR和Western blot结果也显示：与正常妊娠相比较，子痫前期患者胎盘中uPAR的表达显著降低（图1 B,C）。
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Figure 1. 正常妊娠胎盘中uPAR表达高于子痫前期患者。
2.2 LIF上调滋养层细胞内uPAR的表达并促进滋养层细胞的生长和侵袭

    我们选取JAR和JEG-3细胞用LIF按不同浓度（0，10，50 ng/ml）和不同时间（24，48，72 h）处理，收集蛋白样品并用Western blot分析uPAR表达量。结果显示LIF能上调uPAR的表达并具有浓度依赖性（图2 A，B），但并没有时间依赖性（图2 C，D）。为了确认LIF对uPAR表达的影响，我们在uPAR沉默组中同时加入LIF。结果显示，在转染uPAR siRNA的细胞中加入LIF同时处理可回调uPAR的表达（图2 E，F）。

[image: image3.jpg]JAR cells

JEG-3 cells

A

LIF(ng/ml) 0 10 50

uPAR | Lot N —|

nvon [l b —

Time(h) 0 24 48 72

UPAR | s S - |

E

Scramble control + - -
uPAR-siRNA - + +

LIF - + +

- e
L1 1

uPAR

GAPDH

Scramble control +

uPAR/GAPDH

uPAR/GAPDH

B

LIF (ng/ml)

o

o

°

o

0 O
8 *%
6
.4
2
0.0
0 10 50

LIF(ng/ml)

alil

*%
**
48h  72h
*

D

Time (h)

F:

Scramble control
uPAR-siRNA
LIF

uPAR

GAPDH

*k
Oh  24h
0.8
0.6
0.4 **
0.2
0.0

uPAR-siRNA - + +

LIF - I

0 10 50

uPAR |—-—Q T ~|

VLI ——y———

uPAR/GAPDH

0 24 48 72

uPAR | =a D D SN

uPAR/GAPDH

+ - -
- + + -
[=]
- + + %
9o
-
-— —
2 0.2
L el R

Scramble control
uPAR-siRNA
LIF

+





   Figure 2. LIF上调JAR和JEG-3中uPAR的表达。（A, B）Western结果显示JAR和JEG-3中不同浓度的LIF（0, 10, 50 ng/ml）对uPAR的影响。（C, D）JAR和JEG-3中不同LIF处理时间（0, 24, 48h）下uPAR的表达。（E, F）LIF回调uPAR沉默的JAR和JEG-3中uPAR的表达。

    为了进一步确认LIF是否能通过介导uPAR的表达来促进细胞的迁移与侵袭，我们采用了体外组织块培养模型和细胞侵袭实验。在组织块模型中，培养48小时后，uPAR siRNA能抑制滋养层细胞的的生长，加入LIF后可回调其生长能力（图3 A）。

我们分别通过transwell实验和Matrigel实验测试uPAR和LIF对滋养层细胞的迁移能力和侵袭能力的影响。与对照组相比，uPAR siRNA可降低细胞的迁移与侵袭能力，而LIF能恢复其能力（图3 B，C，D，E）。明胶酶谱实验显示uPAR siRNA组MMP-2活性低于对照组，加入LIF后可回调MMP-2的活性。Western blot结果显示，uPAR siRNA组中TIMP-1、TIMP-2的表达明显高于对照组，LIF可下调TIMP-1、TIMP-2的表达（图3 F，G）。
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Figure 3. 组织块培养实验中，LIF可促进滋养层细胞的生长，并通过uPAR促进JAR和JEG-3的迁移与侵袭能力。（A）取妊娠7周的组织块培养于matrigel。移植块分别用scramble siRNA（a）和uPAR siRNA（b）孵育。（c）移植块用uPAR siRNA和LIF孵育。体外培养48小时后10倍物镜下拍照。（B, C）LIF对转染uPAR siRNA的JAR和JEG-3细胞迁移的影响。（D, E）LIF对转染uPAR siRNA的JAR和JEG-3细胞侵袭的影响。（F, G）明胶酶谱中LIF对MMP-2活性的影响以及western blot中LIF对TIMP-1、TIMP-2表达量的影响。

3.3 LIF通过PI3K/Akt信号通路上调uPAR的表达并促进细胞侵袭

为了进一步探讨LIF和uPAR影响滋养层细胞侵袭的分子机制，我们分析了PI3K/Akt信号通路。分别用uPAR siRNA、LIF和PI3K抑制剂（LY294002）处理细胞，用Western blot分析通路上的信号分子（p-PI3K，p-PDK，p-Akt(468)，p-Akt(308) 是否被激活。结果显示，沉默uPAR能抑制p-PDK，p-Akt (468) 和p-Akt (308) 的表达。而加入LIF后，p-PI3K， p-PDK，p-Akt (468) 和p-Akt (308) 被重新激活，同时，PI3K抑制剂能抑制PI3K/Akt信号通路中的相关分子的表达（图4）。


[image: image5]
Figure 4. LIF通过PI3K/Akt信号通路上调uPAR从而促进细胞的迁移与侵袭。（A, B）分别用uPAR siRNA, LIF和inhibitor of PI3K (LY294002)处理JAR和JEG-3，western blot检测PI3K/Akt信号通路上的信号分子（p-PI3K, p-PDK, p-Akt468, p-Akt308）是否被激活。（C, D）p-PI3K, p-PDK, p-Akt468, p-Akt308的相对密度分析。*P < 0.01; **P < 0.005。
3 讨论
成功的胚胎植入需要囊胚黏附于子宫内膜上皮并侵入基底建立起母婴之间的联系，在此过程中，滋养层细胞分泌多种分子来介导胚胎向子宫的迁移与侵袭。这些分子的分泌不足会引起滋养层细胞侵袭中断，并导致植入不充分，引起流产或妊辰相关并发症[21]，如滋养层细胞会分泌促性腺激素释放激素来促进滋养层细胞的侵袭[22]。CUL1促进滋养层细胞在母婴接触面上的侵袭，低表达CUL1可能与先兆子痫相关[5]。我们的实验结果表明子痫前期患者胎盘中uPAR的表达低于正常妊娠妇女（图1），子痫前期可能是由于着床期胎盘浅着床引起。因此，uPAR可能参与滋养层细胞的侵袭，并有可能成为胚胎发育状况的指标。

uPAR是一种GPI锚定的膜受体，它能结合并激活uPA，从而激活胞浆素，然后依次激活MMPs。MMPs能降解ECM组分，促进细胞侵袭。在胚胎植入过程中，胚胎分泌MMPs降解子宫内膜上皮细胞的ECM并侵入子宫基底，完成胚胎植入[23]。在体外组织块培养模型中，沉默uPAR能抑制滋养层细胞的生长；在transwell实验中，uPAR能抑制细胞的迁移与侵袭；在JAR和JEG-3细胞中，uPAR siRNA能下调MMP-2的表达，同时TIMP-1、TIMP-2的表达升高（图3）。因此，uPAR可通过调节MMPs的分泌促进滋养层细胞的侵袭。

    LIF是由滋养层细胞和子宫以自分泌或旁分泌方式分泌的一种多效性细胞因子，在胚胎发育和植入过程中发挥重要作用。LIF的表达在处于接受态的子宫内达到峰值，在植入前期的胚胎中也有表达[24-25]。LIF可增强孕早期滋养层细胞对子宫内膜上皮细胞的黏附作用[26]。Stewart等人证实在LIF功能丧失的女性体内，子宫可孕，但囊胚却不能植入和发育[27]。我们之前的研究也证实在流产患者的血清中，LIF的表达明显减少[28]。我们检测了LIF在滋养层细胞内的表达并发现在先兆流产患者体内，LIF的表达低于正常怀孕女性（图1）。LIF是与胚胎植入相关的特定分子，如LIF可通过上调整合素β3，ID1和ICAM1等黏附分子来增强滋养层细胞的侵袭功能[29]。本研究探讨了LIF对uPAR的表达的调节作用及LIF在uPAR介导的滋养层细胞迁移与侵袭中的应用前景。结果显示LIF可上调uPAR的表达并在uPAR沉默的滋养层细胞中部分回调uPAR表达（图2）。

    在体外组织块培养模型中，沉默uPAR可明显抑制滋养层细胞的生长，但LIF却能部分回调滋养层细胞的生长（图3）。在不同的滋养层细胞迁移与侵袭模型中可观察到相似的实验结果（图3）。这些结果表明LIF可调节uPAR的表达。

    做为上游调节因子，LIF可激活多种参与胚胎发育和植入的信号通路。LIF可激活JAK1/Stat3/SOCS3信号通路调节滋养层细胞的分化[30]，激活STAT3和ERK1/2信号级联反应诱导滋养层细胞增殖[31]。我们之前的研究表明，LIF可通过PI3K/Akt信号通路促进JAR细胞对子宫内膜细胞的黏附作用。此外，已有多种信号通路被报道是uPAR激活后的下游通路，如在乳腺癌和脑膜瘤中，uPAR可通过PI3K/Akt信号通路促进细胞增殖和转移[32-33]。因此我们猜测LIF和uPAR可能通过激活PI3K/Akt信号通路促进滋养层细胞的迁移与侵袭。结果表明，在JAR和JEG-3细胞中，uPAR沉默后嫩而能抑制PI3K/Akt信号通路中p-PI3K，p-PDK， p-Akt468，and p-Akt308的激活；在uPAR沉默后加入LIF处理，PI3K/Akt信号通路被重新激活（图4），并且部分回调了滋养层细胞的生长和侵袭能力（图3）。这些结果更加表明，LIF通过激活PI3K/Akt信号通路上调uPAR的表达，促进滋养层细胞的侵袭。

以上数据表明，uPAR可促进滋养层细胞在母胎接触面的迁移与侵袭，而LIF可通过上调uPAR来完成此功能。此外LIF通过激活PI3K/Akt信号通路上调uPAR的表达，促进细胞的迁移与侵袭。这些研究提供了子痫前期的可能病理机制之一。
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