
临床与病理杂志
J  Cl in  Path ol  R e s 2018, 38(8)    http://lcbl.amegroups.com

1720

收稿日期 (Date of reception)：2018–05–25

通信作者 (Corresponding author)：刘彩霞，Email: Liucx1716@163.com

基金项目 (Foundation item)：国家自然科学基金 (81501260)。This work was supported by the National Natural Science Foundation of China (81501260).

doi: 10.3978/j.issn.2095-6959.2018.08.021
View this article at: http://dx.doi.org/10.3978/j.issn.2095-6959.2018.08.021

RhoGDI3 在重度子痫前期胎盘中的表达及意义

刘思诗，陈静，庄艳艳，刘彩霞

(中国医科大学附属盛京医院妇产科，沈阳 110004)

[摘　要]	 目的：探讨R hoGDI3 mR NA及蛋白在子痫前期胎盘中表达情况及意义。方法：采用qRT-PCR法

检测20例重度子痫前期及17例正常妊娠胎盘组织中RhoGDI3 mRNA的表达情况，采用Western印

迹法检测R hoGDI3蛋白的表达情况，采用免疫组织化学染色方法检测R hoGDI3在胎盘中的表达

情况。结果：正常孕妇组胎盘中R hoGDI3 mRNA水平明显高于重度子痫前期组，为重度子痫前

期胎盘的2倍(P<0.05)。R hoGDI3蛋白在正常妊娠胎盘和重度子痫前期胎盘中均有表达，且正常

妊娠胎盘中的表达量为重度子痫前期胎盘的2倍(P<0.05)。免疫组织化学检测发现：正常胎盘和

重度子痫前期胎盘中均有R hoGDI3的阳性表达，且主要表达在胎盘滋养细胞中。重度子痫前期

组孕妇胎盘组织中RhoGDI3蛋白的阳性表达率(35.3%，6/17)，明显低于对照组(80%，16/20)。 

结论：RhoGDI3无论在基因水平还是蛋白水平，在重度子痫前期胎盘中的表达均减少，提示可能

与重度子痫前期的发病有关。
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Abstract Objective: To investigate the expression of RhoGDI3 in placental tissue with preeclampsia and its relationship 

with the pathogenesis of preeclampsia. Methods: The expression of RhoGDI3 protein level was detected with 

Western bolt, RhoGDI3 mRNA was detected with real-time PCR, and the location of RhoGDI3 in the placenta 

was detected by immunohistochemistry, in specimens of 20 preeclampsia placentas, 17 normal human placentas. 

Results: We found that the expression of RhoGDI3 mRNA was stronger in normal placentas than in preeclampsia 

placentas, and it was twice that of the preeclampsia placentas (P<0.05). RhoGDI3 protein was expressed in 

the normal placentas and preeclampsia placentas, and the expression in the normal placentas was twice that 

of preeclampsia placentas (P<0.05). Immunohistochemistry test showed that both the normal placentas and 

the preeclampsia placentas had the positive RhoGDI3 expression, which was mainly expressed in the placental 
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妊娠期高血压疾病，尤其是重度子痫前期，

是妊娠期严重的并发症。很多重度子痫前期患者

围产期发病率增高，如心脏疾病，严重威胁母婴

的预后，因此，子痫前期的预测和预防显得非常

重要 [1-2]。研究 [3]发现子痫前期可能是由滋养细胞

侵袭能力减弱导致。滋养细胞侵袭能力不足，导

致胎盘浅着床及胎盘着床部位子宫螺旋动脉重铸

障碍，从而导致子痫前期发病。 R h o  GT Pa s e s 家

族在调节滋养细胞侵袭中起重要作用，R h o G D Is
可以控制 R h o  GT Pa s e s 在细胞内的分布并且可与

R h o  GT Pa s e s 相互作用，调节鸟苷酸交换因子和

GT Pa s e -活性蛋白。R h o G D I通过  R h o  GT Pa s e调

节多种细胞功能，包括细胞迁移、侵袭、黏附和

分化等 [ 4 ]。R h o G D I 3为R h o G D Is的成员之一，目

前未见R hoGDI3在胎盘中的相关研究，本研究主

要检测R hoGDI3在正常胎盘及重度子痫前期胎盘

中的表达情况，探讨R hoGDI3与重度子痫前期的 
关系。

1  对象与方法

1.1  对象

选择重度子痫前期患者2 0例为实验组，入选

标准参考谢幸等[5]主编的《妇产科学》第八版，同

时选取1 7例正常妊娠患者作为对照组。入选患者

均无其他内外科疾病，均为中国医科大学附属盛

京医院择期剖宫产的患者(标本为废弃组织，已免

除知情同意)。两组患者年龄、孕周差异无统计学

意义(P>0.05)。

1.2  方法

1.2.1  标本制备

剖宫产术中，胎盘娩出后立刻采集母体面正

中(避开钙化区及出血点)大小约1.0 cm × 1.0 cm × 
1.0 cm的数块组织。用生理盐水反复冲洗，装入冷

冻管后迅速放入液氮中保存，转运后置于−80 ℃冰

箱备用，用于PCR及Western印迹试验，另一部分

置于4%的多聚甲醛中固定过夜，用于免疫组织化

学实验。

1.2.2  Real-time PCR
应 用 大 连 宝 生 物 公 司 ( Ta K a R a ) 的 T R I z o l 提

取 试 剂 盒 提 取 胎 盘 组 织 的 总 R N A ， 用 紫 外 分 光

光 度 计 测 定 R N A 纯 度 。 先 行 去 除 D N A 基 因 组 反

应，体系为5 ×g DNA Eraser Buffer 2.0 μL，gDNA 
Eraser 1.0 μL，总RNA 1 μL，RNase Free dH2O up 
to  10  μL(步骤1反应液)，行反转录，反转录体系

为PrimeScript RT Enzyme Mix I 1.0 μL，RT Primer  
Mix*4 1.0 μL，PrimeScript Buffer 2 (for Real Time) 
4 . 0  μ L，R Na s e  Free  d H 2O  4 . 0  μ L，步骤1反应液 
10 μL，总体积20 μL。然后行实时定量PCR，引物

由上海生工生物有限公司设计，R hoGDI3上游引

物5'-TTCA AGGTCCACAGGGAGAT-3'，下游引物

5'-CATAGCTGCCCACCATGTAG-3'，GAPDH上游

引物：5'-GGTGAAGGTCGGAGTCAACG-3'，下游

引物：5'-CCATGTAGTTGAGGTCA ATGA AG -3'。
反 应 体 系 为 S Y B R  P r e m i x  E x  Ta q  I I ( 2 × ) ( T l i 
RNaseH Plus)，Bulk 10 μL，PCR For ward Primer 
( 1 0  μ m o l / L ) 0 . 8  μ L ， P C R  R e v e r s e  P r i m e r 
(10 μmol/L)0.8 μL，ROX Reference Dye(50×)0.08 μL，

DNA模板2 μL，灭菌水6.32 μL，总体积20 μL，反

应条件为95 ℃预变性30 s，95 ℃变5 s，60 ℃退火 
30 s，设置40个变性/退火循环。每个标本设置3个

复孔，通过2 −ΔΔCt方法计算RhoGDI3 mRNA的相对

表达量。

1.2.3  Western 印迹

用R I PA裂解液裂解蛋白，取上清并用BCA法

测定蛋白浓度，经浓度标准化后行Western印迹检

测。取总蛋白，经 1 2 % 聚丙烯酰胺凝胶电泳分离

后，将蛋白电转至P V D F膜上。以含5 %脱脂奶粉

的TBS-T室温下封闭非特异性抗原2 h；加入1:500
稀释的兔抗人RhoGDI3多克隆抗体、1:15 000稀释

鼠抗人G A PDH多克隆抗体，4 ℃过夜；用TBS -T
洗膜10 min ×3；加入辣根过氧化物酶标记的二抗 
(1:2 000稀释)，37 ℃摇床作用2 h；用TBS-T洗膜

10 min ×3；化学发光(ECL)显色反应与曝光：等

体积混合适量ECL A液和B液，根据膜的大小按每 
10 cm2膜加1 mL ECL工作液，室温放置1~2 min，发

光(时间按发光强度而定)，测蛋白条带的灰度值。

trophoblast. RhoGDI3 protein positive expression rate was significantly lower in preeclampsia placentas (35.3%, 

6/17) than the normal placentas (80%, 16/20). Conclusion: Regardless of the level of mRNA or protein, the 

expression level of RhoGDI3 was stronger in normal placentas than in preeclampsia placentas, which show that 

RhoGDI3 may be associated with the onset of preeclampsia.
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1.2.4  免疫组织化学

石 蜡 标 本 连 续 切 片 ， 免 疫 组 织 化 学 实 验 按

照 免 疫 组 织 化 学 试 剂 盒 ( 北 京 中 杉 金 桥 生 物 技 术

有限公司 ) 说明书进行。 R h o G D I 3 抗体购自英国

A b c a m 公 司 ( 抗 体 编 号 ： a b 2 2 3 0 5 8 ) ， 苏 木 精 复

染，中性树胶封片，显微镜下观察染色情况。随

机观察 5 个高倍镜 ( × 4 0 0 ) 视野，根据阳性细胞百

分率和染色强度进行半定量分析。染色强度：无

染色 0 分，轻度染色 1 分，中度染色 2 分，重度染

色 3 分；阳性细胞数 < 1 0 % 为 0 分，≥ 1 0 % 且 < 2 5 %
为1分，≥25%且<50%为2分，≥50为3分。2项指

标积分之和0 ~ 1分为阴性病例( − )，2 ~ 3 分为弱阳

性病例(+)，≥4分为强阳性病例(2 +)，后两者统

称为阳性。

1.3  统计学处理

采用S P S S  1 7 . 0统计软件，结果用均数±标准

差 ( x ± s ) 表示，两组间差异性比较采用独立样本 t

检验和卡方检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  两组 RhoGDI3 mRNA 表达量的比较

正 常 妊 娠 胎 盘 组 织 中 R h o G D I 3  m R N A 的 表

达量为重度子痫前期胎盘的 2 倍 ( P < 0 . 0 5 ；表 1 ，

图1 )。

2.2  两组 RhoGDI3 蛋白表达量的比较

W e s t e r n 印 迹 法 检 测 发 现 正 常 妊 娠 胎 盘 中

RhoGDI3蛋白的表达量为重度子痫前期胎盘的2倍

(P<0.05，图2)。

2.3  正常胎盘和重度子痫前期胎盘中 RhoGDI3 的

表达

两组R h o G D I 3主要在胎盘滋养细胞中表达。

重度子痫前期组孕妇胎盘组织中R hoGDI3蛋白的

阳性表达率(35.3%，6/17)明显低于对照组(80%，

16/20)，差异有统计学意义(χ 2=7.691，P<0.05； 
图3)。

表1 两组RhoGDI3 mRNA的表达量比较(2–△△Ct)

Table 1 Comparison of expression of RhoGDI3 mRNA 

(2–△△Ct) between the 2 groups

组别 n RhoGDI3 mRNA的△Ct值

实验组 20 6.29 (9.10~4.89)

对照组 17 4.96 (5.89~3.90)

P <0.001

图1 荧光实时定量RT-PCR技术检测RhoGDI3的mRNA在胎

盘中的表达情况

Figure 1 Expression of RhoGDI3 mRNA detected by real-time PCR

与对照组相比，*P<0.05。

Compared with the control group, *P<0.05.
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图2 RhoGDI3蛋白在胎盘中的表达情况

Figure 2 RhoGDI3 protein expression in the placenta
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3  讨论

子 痫 前 期 是 导 致 孕 产 妇 和 围 产 儿 死 亡 的 主

要妊娠期特发性疾病之一，具体的发病机制尚不

清楚，多数认为其可能与胎盘滋养细胞侵入过浅 
有关。

R h o G D I 家 族 在 细 胞 的 转 移 、 侵 袭 等 方 面

起重要作用。 R h o G D I 家族成员包括R h o G D I 1 ，

R h o G D I 2 和 R h o G D I 3 。 研 究 [ 6 ]发 现 R h o G D I 1 在

组 织 中 广 泛 表 达 且 可 以 与 多 个 G T P a s e s 相 互 作

用 。 R h o G D I 2 与 R h o G D I 1 有 7 0 . 7 % 的 同 源 性 ，

R h o G D I 2 在 淋 巴 及 骨 髓 组 织 中 表 达 ， 另 外 在 脑

组 织 、 前 列 腺 及 胰 腺 等 组 织 中 也 表 达 。 前 期 研

究 [ 7 ]也发现R h o G D I 2在滋养细胞、早孕绒毛及足

月 胎 盘 中 均 有 表 达 ， 并 且 影 响 滋 养 细 胞 的 侵 袭

能力。R hoGDI3是R hoGDI家族的第3个成员，与

R h o G D I 1具有6 2 . 1 %的同源性，与R h o G D I 2具有

7 0 . 7 % 的同源性。 R h o G D I 3 最初在鼠科的大脑组

织中被发现，之后发现在人类大脑和胰腺组织中

也 有 表 达 [ 8 - 9 ]。 目 前 尚 未 见 R h o G D I 3 在 胎 盘 及 滋

养细胞中表达情况的研究报道。本研究首次探讨

R hoGDI3在重度子痫前期和正常胎盘中的表达情

况，发现R hoGDI3在胎盘中有表达，且R hoGDI3
无论在基因水平还是蛋白水平，在子痫前期胎盘

中的表达均减少。

滋 养 细 胞 的 一 些 生 物 学 行 为 ， 包 括 侵 袭 、

转移等，和恶性肿瘤细胞的生物学行为类似，滋

养细胞的侵袭异常和母体螺旋动脉重塑障碍的病

理生理学改变可引起重度子痫前期一系列临床症

状。目前，有学者在肿瘤细胞中及神经细胞中研

究 R h o G D I 3 的表达情况。 Wa n g 等 [ 1 0 ]研究发现：

神经干细胞中表达R hoGDI3，并且R hoGDI3可以

通过抑制R ac1的表达，从而抑制神经干细胞的迁

移。de León-Bautista等[11]研究发现：RhoGDI3在晚

期胰腺癌中表达减少，且跟胰腺癌肿瘤的进展及

侵袭行为密切相关。另外Jiang等 [12]研究发现：在

正常的乳腺组织中，R hoGDI3有较高的免疫反应

性，但是在乳腺癌中没有，R hoGDI3 mRNA的表

达情况与此一致，R hoGDI3可能成为乳腺癌临床

分期的一个重要的预后指标。 
Zhang等[13]研究发现：RhoGDI1在兔的滋养层

干细胞(trophoblast  stem cel ls，TSCs)中存在，并

且影响其侵袭能力。R hoGDI1过表达促进了TSCs
的凋亡，敲除R hoGDI1促进TSCs的增殖和侵袭。

前期研究[7]发现：RhoGDI2在早孕及足月胎盘中均

有表达，且在R hoGDI2在孕足月胎盘中的表达水

平显著高于孕早期胎盘中的表达水平，R hoGDI2
通 过 R A C 1 的 活 性 影 响 滋 养 细 胞 的 迁 移 能 力 。

RhoGDI3作为RhoGDI家族的成员，目前在胎盘和

滋养细胞中未见研究报道，本研究发现R hoGDI3
在 胎 盘 中 表 达 ， 并 且 在 子 痫 前 期 胎 盘 中 表 达 减

少，说明R hoGDI3也许在滋养细胞的迁移侵袭中

可能起一定的作用，需要今后进一步研究，为子

痫前期发病机制提供新的思路。
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