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摘要 目的 研究微小 miＲ-133a 在人绒癌细胞株( JEG-3)

中对人类白细胞抗原 G(HLA-G) 的表达调控作用。方法

用脂质体包裹化学合成的 miＲ-133a 前体分子并转染 JEG-3，

从而过表达及抑制 miＲ-133a，逆转录-聚合酶 链 反 应 技 术

(ＲT-PCＲ)检测转染后 miＲ-133a 及 HLA-G 在 mＲNA 水平的

表达 情 况。Western blot 法 检 测 转 染 miＲ-133a 后 细 胞 中

HLA-G 蛋白水平的表达。结果 JEG-3 细胞中抑制 miＲ-
133a 后 HLA-G 在 mＲNA 及蛋白水平均表达增加;在 JEG-3

细胞中过表达 miＲ-133a 后 HLA-G 在 mＲNA 及蛋白水平均

表达下降，差异有统计学意义 (P ＜ 0. 05)。结论 在 JEG-3
细胞中 miＲ-133a 能够负性调控 HLA-G 的表达，进一步验证

了 miＲ-133a 与自然流产、子痫前期等疾病的相关性，并为进

一步探索相关疾病机制及临床诊治提供了一定的实验基础。
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mＲNA 是一种非编码单链 ＲNA，由 18 ～ 25 个核

苷酸组成，在生理过程中，其主要发挥降解靶基因，

抑制蛋白合成，并在转录以及翻译水平调控目的基

因表达等相关作用
［1 － 2］，从而参与各项生理功能。

人类白细胞抗原 G(human leukocyte antigen-G，HLA-
G)作为非经典的 I 类人类白细胞抗原分子，能够在

绒毛外滋养细胞中选择性高表达，其表达失衡与多

种妊娠并发症相关
［3 － 4］。研究

［5］
显示 miＲ-133a 在

肿瘤抑 制 中 发 挥 重 要 作 用，近 年 来 研 究
［6-7］

显 示

miＲ-133a 与妊娠并发症具有相关性。人类绒毛外

滋养细胞与绒毛膜癌细胞具有相似的调控机制及生

物学特性，该研究选择人绒毛膜癌细胞(human cho-
rionic cancer cells JEG-3，JEG-3)作为研究模型，并通

过在该细胞系 中 过 表 达 及 抑 制 miＲ-133a 后 检 测

HLA-G 在不同水平的表达研究，探究 miＲ-133a 与

HLA-G 之间的相关性及可能的调控关系，为进一步

探究滋养细胞相关病理妊娠的病因及治疗提供相关

的理论基础。

1 材料与方法

1． 1 实验材料 JEG-3 购自 ATCC 中国细胞库;

DMEM-F12 培养液、胎牛血清、细胞转染相关试剂

Opti-MEM 培养购自美国 Gibco 公司;miＲ-133a 前体

分子、miＲ-133a 抑制剂及羧基荧光素荧光素酶标记

的 pre-miＲNA 阴性对照均由上海吉玛生物公司合

成;脂质体 2000 购自美国 Invitrogen 公司;Matrigel
胶购自美国 BD Bioscience 公司;ＲNAiso 及 Prime-
Script TMＲT reagent Kit 反转录试剂购自日本 TaKaＲa
公司;PCＲ 实验中使用引物序列由北京奥科公司合

成;细胞裂解液、蛋白定量试剂盒均购自中国科昊生

物技术公司; Western blot 配胶试剂盒购自北京众

美生物技术公司;Anti-HLA G antibody MEM-G /1 鼠

抗人单克隆抗体、一抗购自英国 Abcam 公司;二抗

购自北京康为世纪科技公司。
1． 2 实验方法

1． 2． 1 细胞培养 解冻复苏 JEG-3 细胞，并接种培

养于细胞孵箱中(培养条件 37 ℃、5% CO2、95% 湿

度)，6 h 后第一次换液，随后每 24 h 换液一次;当细

胞铺满细胞培养皿(瓶)平底约 80%后进行传代，传

代比例约为 1 ∶ 3，8 h 后第一次换液，随后每 24 h 换

液一次。
1． 2． 2 细胞转染 按实验所需培养足量的 JEG-3
细胞，待细胞培养至平台期后，消化并接种细胞于 6
孔板中。待细胞生长密度≥70% 时进行下一步转

染。分为:miＲ-133a 抑制组、空白对照、阴性对照

组、miＲ-133a 过 表 达 组。转 染 试 剂 按 照 Lipo-
fectamine 2000 说明书比例配制，将配置好的转染液

依次加入到相应分组细胞中，阴性对照加入等量的

Opti-MEM，将细胞放入细胞培养箱内，标记 FAM 荧

光素酶 6 h 后第一次换液，加入含胎牛血清的完全

培养液并在荧光显微镜下观察、记录转染效果。
1． 2． 3 ＲT-PCＲ 法 检 测 各 组 JEG-3 细 胞 中 miＲ-
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133a 及 HLA-G mＲNA 的表达 转染后 48 h 行细胞

ＲNA 提取，具体操作步骤严格按照 TＲIzol 试剂说明

书进行，随后应用紫外分光光度法检测 ＲNA 浓度。
甲醛变性凝胶电泳确认质量合格。

按照 TaKaＲa 公司的 PrimeScript TMＲT reagent
Kit 反转录试剂盒说明书进行反转录 cDNA 合成，因

miＲNA 分子量小且其扩增产物较小，因此在 ＲT 过

程中加入反转录引物以保证反应特异性，各基因的

引物序列见表 1。
miＲ-133a PCＲ 反应体系:取 1 μl 反转录产物为

模板，miＲNA 通用 Forwads 引物和特异 Ｒeverse 引物

各 1 μl，与 2 × Tap Plus PCＲ Master -MIX 混合，PCＲ
仪进行 PCＲ 扩增，以 U6 为内参，反应体系 25 μl，
PCＲ 反应体系及循环数:94 ℃、3 min;94 ℃、30 s，
60 ℃、30 s，72 ℃、30 s，72 ℃、5 min，共计 32 个循环

数。
HLA-G PCＲ 反应体系:取 1 μl 反转录产物为模

板，HLA-G 的 Forwads 引物和 Ｒeverse 引物各 1 μl，
与 2 × Tap Plus PCＲ Master -MIX 混合，PCＲ 仪进行

PCＲ 扩增，以 β-actin 为内参，反应体系 25 μl，PCＲ
反应参数:94 ℃、3 min，94 ℃、30 s，58 ℃、40 s，72
℃、30 s，72 ℃、5 min;35 个循环。

表 1 各基因的引物序列

基因 引物序列(5' － 3')
miＲ-133a F:GCCAAGCTGGTAAAATGGAA

Ｒ:TATGGTTTTGACGACTGTGTGAT
U6P F:CTCGCTTCGGCAGCACA

Ｒ:AACGCTTCACGAATTTGCG
HLA-G F:AACEETCTTCCTGCTCT

Ｒ:CTCCTTTTCAATCTGAGCTCTTCT
β-actin F:GAGAGGGAAATCGTGCGTGAC

Ｒ:CATCTGCTGGAAGGTGGACA

使用 1. 5%的琼脂糖凝胶电泳分离扩增的 PCＲ
产物，在 Alphamager 凝胶图象成像系统中扫描成

像，并记录各特异性 DNA 扩增带。目的基因 /内参

β-actin 的灰度值比值为样本 mＲNA 相对表达量，随

后进行统计学分析。
1． 2． 4 Western blot 法检测转染 miＲ-133a 后细胞

中 HLA-G 蛋白水平的表达 应用全细胞裂解液和

PMSF 混合液提取细胞蛋白，1 ∶ 100 配比，静置 20
min。整个过程在冰上进行。细胞匀浆置于 EP 管

中，离心后将上清液提取并标记后 － 80 ℃ 冷冻保

存。采用 BCA 蛋白定量试剂盒进行蛋白定量，绘制

标准曲线，并计算蛋白浓度。

采用蛋白提取试剂盒提取蛋白，加入 5 × Load-
ing buffer 上样缓冲液，沸水中煮 15 min 使其变性。
采用制胶试剂盒配制 10% 分离胶、5% 浓缩胶。依

照步骤灌胶，加样( 每孔加样约 15 μl，约含总蛋白

50 μg)，电泳(时间 80 V、30 min 后 120 V、60 min)。
转膜完成后，将膜转移至封闭液中(5% 脱脂牛奶)

封闭 2 h，加 稀 释 至 适 当 浓 度 的 一 抗 孵 育 于 膜 上

(Anti-HLA-G antibody ［MEM － G /1］:1 ∶ 1 000，β-
actin:1 ∶ 2 000)，置于 4 ℃ 冰箱过夜。次日 TBS 洗

膜，孵二抗(二抗浓度 1 ∶ 4 000)，室温孵育 2 h，TBS
洗膜。化学发光后显影定影。采用软件 Image J 进

行灰度分析，标本中相应目的蛋白的表达量以目的

蛋白 /内参 β-actin 的灰度值比值表示。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 19. 0 软件进行分析，

计数资料以 珋x ± s 表示，多组均数间比较采用 ANO-
VA 检验，以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 转染效率 以标记 FAM 荧光素酶的阴性对照

组观察转染效率，转染成功后，可观测到细胞核内的

绿色荧光，并依此计算细胞的转染效率，可达 70%
以上。见图 1。

图 1 JEG-3 细胞转染效率 × 200

2． 2 ＲT-PCＲ 法 检 测 各 组 JEG-3 细 胞 中 miＲ-
133a 及 HLA-G mＲNA 的表达 ＲT-PCＲ 结果显

示，miＲ-133a 抑制组细胞中转染 miＲ-133a inhibitor
后 miＲ-133a 表达下降，miＲ-133a 过表达组细胞中

转染 miＲ-133a mimics 后 miＲ-133a 表达上升，两者

与阴性 对 照 组 相 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义 ( P ＜
0. 05)，提 示 转 染 效 果 较 好。进 一 步 研 究 中 提 示

miＲ-133a抑 制 组 细 胞 中 转 染miＲ-133a inhibitor后
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表 2 各组 JEG-3 细胞中 miＲ-133a 及 HLA-G 在 mＲNA 及蛋白水平的表达(珋x ± s)

项目 miＲ-133a 抑制组 空白对照组 阴性对照组 miＲ-133a 过表达组 F 值

miＲ-133a /U6(mＲNA) 59． 45 ± 0． 96* 102． 48 ± 0． 72 102． 18 ± 1． 82 161． 39 ± 1． 6* 6317． 733
HLA-G /β-actin(mＲNA) 102． 92 ± 2． 5* 76． 72 ± 0． 56 75． 61 ± 0． 95 62． 71 ± 1． 33* 578． 873
HLA-G /β-actin(蛋白) 142． 82 ± 2． 5* 127． 06 ± 0． 52 123． 43 ± 1． 68 108． 73 ± 1． 2* 321． 249

与阴性对照组比较:* P ＜ 0． 05

HLA-G mＲNA 的表达增高;miＲ-133a 过表达组细胞

中转染 miＲ-133a mimics 后 HLA-G mＲNA 的表达下

降，与阴性对照组相比较差异有统计学意义 (P ＜
0. 05)。见表 2、图 2。

图 2 ＲT-PCＲ 检测结果统计学分析图

A:miＲ-133a 抑制组;B:空白对照组;C: 阴性对照组;D:miＲ-

133a 过表达组;与阴性对照组比较:* P ＜ 0. 05

2． 3 Western blot 法检测转染 miＲ-133a 后细胞中

HLA-G 蛋白水平的表达 Western blot 结果显示:

miＲ-133a 抑制组细胞中转染 miＲ-133a inhibitor 后

HLA-G 蛋白的表达增高;miＲ-133a 过表达组细胞中

转染 miＲ-133a mimics 后 HLA-G 蛋白的表达下降，

与阴性 对 照 组 相 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义 ( P ＜
0. 05)。见表 2、图 3。

3 讨论

在胚胎植入前，HLA-G 起重要调控作用，并通

过其调控免疫分子作用
［8］，调整母胎免疫微环境，

对滋养细胞增殖、浸润及子宫内膜血管重塑等过程

均有影响作用
［9］。孕期母胎界面的滋养细胞具有

肿瘤的浸润特性，其通过侵润子宫螺旋动脉从而使

动脉管腔增加，进而减少血管阻力，增加血流量，从

而有利于母胎间的营养物质交换。此过程发生异常

往往会导致临床多种妊娠相关疾病
［3］，如自然流

图 3 JEG-3 细胞中 HLA-G 蛋白水平的表达

A:miＲ-133a 抑制组;B:空白对照组;C: 阴性对照组;D:miＲ-

133a 过表达组;与阴性对照组比较:* P ＜ 0. 05

产、胎儿生长受限、子痫前期等。JEG-3 细胞系为人

绒毛癌细胞株，具有正常滋养细胞特点及可以特异

性表达 HLA-G，作为研究
［10］

滋养细胞的体外模型具

有良好的特异性和稳定性。
miＲNA 在转录后基因的表达调控过程中起到

一定作用
［11 － 12］，既往研究

［7］
显示 miＲ-133a 参与多

种病理妊娠疾病过程，本研究结果显示，在 JEG-3 细

胞中特异性抑制 miＲ-133a 表达后，HLA-G 从 mＲNA
到蛋白水平均表达增加; 而 过 表 达 miＲ-133a 后，

HLA-G 从 mＲNA 到蛋白水平均表达下降，差异有统

计学意义(P ＜ 0. 05)。提示 miＲ-133a 能够在转录

及翻 译 水 平 抑 制 HLA-G 的 表 达，故 而 可 以 推 测

miＲ-133a 如表达异常，可引起滋养细胞中 HLA-G
在不同水平的表达变化，从而可能引发母胎间免疫

耐受异常及螺旋动脉侵入程度的改变，故而参与自

然流产、孕中晚期胎儿生长受限、子痫前期等发病过

程。
既往有研究

［13］
显示 miＲ-133a 可调节 HLA-G

的表达，但仅对过表达 miＲ-133a 后的相关调控作用

进行了分析，并未能反向验证该实验结果。而本研
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究中通过从过表达及抑制 miＲ-133a 双向两方面进

行了检测分析，结果提示 miＲ-133a 对在 mＲNA 和蛋

白水平对 HLA-G 存在 负 向 调 控 作 用。而 过 往 研

究
［13］

指出 miＲ-133a 仅能够在翻译水平抑制 HLA-G
蛋白的表达，则与本实验结果略有出入。因此，是否

还存在其他因素及相关细胞因子的介入调控影响，

还需要进一步研究。
本研究提示，miＲ-133a 在 JEG-3 细胞中可以负

调节 HLA-G 的表达，进一步验证了 miＲ-133a 与自

然流产、子痫前期等疾病的相关性，并为进一步探索

相关疾病机制及临床诊治提供了一定的实验基础。
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Overexpression and specific inhibition of miＲ-133a regulate the
expression of HLA-G in human choriocarcinoma JEG-3 cell lines

Chen Ｒui1，Jing Hang2，Li Lei3，et al
( 1Dept of Gynaecology，The First Affiliated Hospital of Xi’an Medical University，Xi’an 710077;
2Dept of Forensic Science，Medical School of Xi’an Jiaotong University，Xi’an 710061;3Dept of

Obstetrics and Gynaecology，Peking Union Medical College Hospital，Peking Union College，Beijing 100730)

Abstract Objective To investigate the regulation of HLA-G expression by miＲ-133a in JEG-3 cells． Methods
The trophblastic JEG-3 cells were transfected with pre-miＲ-133a or pre-miＲ-133a inhibitor． miＲ-133a mＲNA，

HLA-G mＲNA and HLA-G protein were detected in the transfected JEG-3 cells using ＲT-PCＲ and Western blot．
Ｒesults In cells transfected with pre-miＲ-133a，miＲ-133a significantly increased，and HLA-G mＲNA and protein
significantly decreased，compared with cells treated with pre-miＲ-133a inhibitor (P ＜ 0. 05) ． Conclusion miＲ-
133a down regulates HLA-G expression at the transcription level． Low expression of HLA-G is expected to decrease
its immune tolerance effect． This process may be involved in development of immune mediated pathological preg-
nancy．
Key words microＲNA; JEG-3; HLA-G
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