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膜蛋白 CD81 增强滋养细胞的黏附能力及机制研究
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　 　 摘要:目的　 探讨 CD81 对滋养细胞黏附能力的影响及可能机制,以便阐明 CD81 参与子痫前期发病的具体

机制。 方法　 体外培养永生化的人孕早期绒毛外滋养细胞系 HTR-8 / SVneo 细胞,并感染高表达 CD81 的腺病毒

(Ad-CD81)或转染抑制内源性 CD81 的干扰 RNA( si-CD81)。 采用细胞黏附实验检测 HTR-8 / SVneo 细胞的黏

附能力,采用免疫印迹法检测 HTR-8 / SVneo 细胞中黏着斑激酶(FAK)的表达情况。 结果　 与感染 Ad-CTL 的细

胞相比,感染 Ad-CD81 的 HTR-8 / SVneo 细胞黏附能力增强,570
 

nm 处的光密度值显著增加,差异有统计学意义

(P<0. 05)。 与转染 si-CTL 的细胞相比,转染 si-CD81 的 HTR-8 / SVneo 细胞黏附能力减弱,570
 

nm 处的光密度

值显著下降,差异有统计学意义(P<0. 05)。 随着 Ad-CD81 浓度的增加,感染 Ad-CD81 的 HTR-8 / SVneo 细胞中

FAK 的蛋白表达较 Ad-CTL 感染细胞逐渐下降(P<0. 05 或 P<0. 01)。 随着 si-CD81 浓度的增加,转染 si-CD81
的 HTR-8 / SVneo 细胞中 FAK 的蛋白表达较 si-CTL 转染细胞逐渐增加(P< 0. 05 或 P< 0. 01)。 结论 　 膜蛋白

CD81 可增强滋养细胞的黏附能力,其分子机制可能与 CD81 抑制滋养细胞中 FAK 的蛋白表达有关。
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　 　 Abstract:
 

Objective　 To
 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

CD81
 

on
 

trophoblast
 

adhesion
 

and
 

related
 

mechanisms,
 

in
 

order
 

to
 

determine
 

the
 

role
 

of
 

CD81
 

in
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

preeclampsia. Methods　 A
 

human
 

first-trimester-derived
 

trophoblast
 

cell
 

line
 

(HTR-8 / SVneo
 

cells)
 

was
 

cultivated
 

in
 

vitro
 

before
 

transfection
 

with
 

adenovirus
 

Ad-CD81
 

which
 

highly
 

ex-
pressed

 

CD81
 

or
 

si-CD81
 

which
 

inhibited
 

endogenous
 

CD81
 

through
 

interference
 

RNA.
 

Then,
 

the
 

ability
 

of
 

cell
 

adhesion
 

was
 

detected
 

by
 

adhesion
 

assay.
 

The
 

expression
 

of
 

focal
 

adhesion
 

kinase
 

(FAK)
 

in
 

HTR-8 / SVneo
 

cells
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.
 

Results　 Compared
 

with
 

Ad-CTL-infected
 

cells,
 

Ad-CD81-
 

infected
 

HTR-8 / SVneo
 

cells
 

showed
 

en-
hanced

 

adhesion
 

ability
 

and
 

increased
 

optical
 

density
 

at
 

570
 

nm
 

(P<0. 05).
 

Compared
 

with
 

si-CTL-transfected
 

cells,
 

si
-CTL-transfected

 

HTR-8 / SVneo
 

cells
 

presented
 

weakened
 

adhesion
 

ability
 

and
 

decreased
 

optical
 

density
 

at
 

570
 

nm
 

(P
<0. 05).

 

Furthermore,
 

with
 

the
 

increase
 

of
 

concentration
 

gradients,
 

the
 

expression
 

of
 

FAK
 

was
 

down-regulated
 

in
 

the
 

Ad
-CD81-infected

 

HTR-8 / SVneo
 

cells,
 

but
 

up-regulated
 

in
 

the
 

si-CD81-transfected
 

cells(P<0. 05
 

or
 

P<0. 01). Con-
clusions　 CD81

 

can
 

enhance
 

the
 

adhesion
 

of
 

trophoblasts,
 

which
 

may
 

be
 

associated
 

with
 

its
 

inhibitory
 

effect
 

on
 

FAK
 

ex-
pression

 

in
 

trophoblasts.
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　 　 子痫前期是妊娠期常见的并发症,发病率达

8%左右,主要临床表现为妊娠 20 周以后发生高血

压和蛋白尿。 子痫前期对母体和胎儿均可造成不良

结局,母体可能发生多器官功能障碍,胎儿存在流

产、早产甚至胎死宫内的风险。 子痫前期的发病机

制目前尚未确定。 有学者认为子痫前期是胎盘疾
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病,绒毛外滋养细胞侵袭不足引起子宫螺旋动脉重

塑障碍,导致胎盘“浅着床”,不能形成胎盘低阻力

循环,引起胎盘缺血缺氧,导致子痫前期发病[1-2] 。
CD81 是 4 次跨膜蛋白家族 ( transmembrane

 

4
 

superfamily,
 

TM4SF)的成员之一,又名抗增生抗体

靶抗原- 1( target
 

of
 

an
 

antiproliferative
 

antibody - 1,
TAPA-1),在多种细胞中均有表达。 作为膜蛋白,
CD81 能够与 TM4SF 其他成员或细胞膜上的其他蛋

白相互作用,参与细胞膜内外信号通路的传导,参与

调节细胞的多种功能。 目前有关 CD81 的研究集中

于丙型肝炎病毒的感染过程和免疫细胞的功能调

节。 研究表明,CD81 与丙型肝炎病毒表面包膜蛋白

E2 结合后,激活下游的 ERK / MAPK 通路,从而有利

于丙型肝炎病毒的入侵[3] 。 Tejera 等[4] 发现,CD81
参与 Rac1 介导的信号通路,进而调节免疫细胞的迁

移功能。
我们在早期研究中首次发现 CD81 是参与子痫

前期发病的重要分子,其表达量在早发型子痫前期

患者的胎盘组织和滋养细胞中均有增加,同时 CD81
抑制滋养细胞的侵袭, 影响血管内皮细胞的功

能[5] 。 另外,我们还发现 CD81 影响滋养细胞的失

巢凋亡功能[6] ,同时与滋养细胞的合体化功能相

关[7] 。 绒毛外滋养细胞迁移运动至母体子宫螺旋

动脉,而子宫螺旋动脉重塑是胎盘发育的重要过程。
细胞的运动力调节涉及细胞黏附、迁移和侵袭,细胞

黏附能力增加后可形成较大的黏着斑,从而抑制细

胞的迁移和侵袭。 本研究拟采用体外实验探讨

CD81 对滋养细胞黏附能力的影响及可能的分子机

制。

1　 材料和方法

1. 1　 主要材料和试剂　 永生化的人妊娠早期绒毛

外滋养细胞株(HTR-8 / SVneo 细胞),由加拿大皇后

大学的 Charles
 

Graham 馈赠。 RPMI
 

1640 细胞培养

液、青 / 链霉素抗生素、0. 25%胰蛋白酶-EDTA 和灭

活胎牛血清 ( FBS) 购自 Hy - Clone 公司; 高表达

CD81 的腺病毒(Ad-Flag-CD81,带 Flag 标签)购自

吉凯基因公司;靶向人基因 CD81 核酸的 138 - 156
 

bp(5′-AUCUGGAGCUGGGAGACAA - 3′) 的双链小

干扰 RNA(si-CD81)由锐博生物公司合成;转染试

剂盒 Lipofectamine
 

2000 购自 Invitrogen 公司;Matri-
gel 胶购自 BD 公司;Bradford 法蛋白浓度检测试剂

盒购自 Invitrogen 公司;结晶紫购自上海生工;CD81
抗体购自 Santa

 

Cruz 公司,黏着斑激酶(FAK)抗体、

Flag 抗体、GAPDH 抗体均购自 Cell
 

Signal 公司。
1. 2　 细胞培养　 将 HTR-8 / SVneo 细胞接种于 100

 

mm 的细胞培养皿,用 RPMI
 

1640 培养液、含 10%
 

FBS 和 100
 

U / ml 青霉素及 100
 

μg / ml 链霉素,在 37
 

℃ 、5%CO2 培养箱中进行培养。 当细胞生长密度达

到 90%时进行细胞传代,使用 0. 25%胰蛋白酶-ED-
TA 进行消化。
1. 3　 细胞感染腺病毒、转染与分组　 取对数生长期

的细胞接种于 60
 

mm 的细胞培养皿,待细胞生长密

度达到 80%时加入 Ad-CD81 腺病毒,设置病毒感

染梯度 50、100、200
 

MOI,取同公司的 Ad-CTL 作为

对照。 同样取对数生长期的细胞接种于 60
 

mm 的

培养皿,采用 Lipofectamine
 

3000 转染试剂转染 si -
CD81(50

 

nmol / L),si-CTL 作为对照。 将转染细胞

置于基础培养基培养 6
 

h 后,更换含 10%
 

FBS 的

1640 培养基。 将感染腺病毒或转染 siRNA 的细胞

培养 24
 

h 后提取蛋白。
1. 4　 免疫印迹法　 取感染腺病毒或转染 siRNA 的

细胞,用预冷的 PBS 清洗 2 次除去坏死细胞,加 300
 

μl 的蛋白裂解缓冲液(50. 0
 

mmol / L
 

Tris
 

pH
 

7. 6、
150

 

mmol / L
 

NaCl、1. 0
 

mmol / L
 

EDTA、1. 0%
 

NP -40
和蛋白酶抑制剂),在冰上刮取后收集细胞。 4

 

℃冰

上旋转裂解 30
 

min 后离心 30
 

min,收集上清。 Brad-
ford 法测定蛋白质浓度后,进行 SDS-PAGE 凝胶电

泳,并将分离的蛋白转印至 PVDF 膜上。 5%脱脂牛

奶室温封闭 1
 

h, 加 CD81 ( 1 ∶ 500 )、 FAK ( 1 ∶
1

 

000)、Flag(1 ∶ 1
 

000)一抗 4
 

℃ 过夜,二抗室温避

光孵育 60
 

min,进行 ECL 显影。 经 X
 

线胶片曝光成

像,自动电泳凝胶成像分析仪采集图像,用 Quantity
 

One 软件对图片进行灰度扫描,内参为 GAPDH。
1. 5　 细胞黏附实验 　 取感染腺病毒或转染 siRNA
的细胞培养 24

 

h 后,弃去原培养液,用 PBS 清洗 2
次后,用 0. 25%胰蛋白酶-EDTA 消化,用培养基终

止消化,吹打成细胞悬液,进行细胞计数。 以 5
 

000
个 / 孔的密度接种于预铺 Matrigel 胶(1 ∶ 2

 

000) 的

96 孔板上,孵育 6
 

h,设置 6 个复孔。 然后弃去原培

养液,PBS 清洗 2 次后,用结晶紫染色,染色后再次

用 PBS 清洗 2 次,显微镜下对黏附细胞进行计数。
用醋酸将已染色细胞进行脱色,检测 570

 

nm 处洗脱

液的光密度值。
1. 6　 统计学处理　 采用 SPSS

 

22. 0 软件进行统计

学分析。 正态分布的计数资料以 􀭰x±s
 

表示,组间比

较行
 

Student
 

t-test 检验。 P<0. 05
 

为差异有统计学

意义。
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2　 结　 果

2. 1　 膜蛋白 CD81 增加 HTR-8 / SVneo 细胞的黏附

能力　 绒毛外滋养细胞的黏附、迁移与侵袭对子宫

螺旋动脉重塑过程具有重要的作用。 我们在前期研

究中发现 CD81 抑制滋养细胞的侵袭。 为了进一步

探讨 CD81 在滋养细胞运动过程中的作用,我们检

测了 CD81 对 HTR-8 / SVneo 细胞黏附的影响。 结

果显示,感染 Ad - CD81 的 HTR - 8 / SVneo 细胞中

CD81 蛋白表达显著增高(图 1A、B);si-CD81 转染

的 HTR-8 / SVneo 细胞中 CD81 蛋白表达显著下降

(图 1C、D)。 细胞黏附实验结果如图 1E、F 所示,与
感染 Ad-CTL 的细胞相比,感染 Ad-CD81 的 HTR-
8 / SVneo 细胞接种于预铺 Matrigel 胶的 96 孔板后,
结晶紫染色的黏附细胞数目显著增加,570

 

nm 处的

光密度值显著增加,差异有统计学意义(P<0. 05)。
此外,转染 si-CD81 的 HTR-8 / SVneo 细胞中被结晶

紫染色的黏附细胞数显著低于转染 si-CTL 的细胞,
其 570

 

nm 处的光密度值与 si -CTL 组相比显著下

降,差异有统计学意义(P<0. 05),见图 1G、H。 上

述结果提示,CD81 促进滋养细胞的黏附。

　 　 A、B. 感染 Ad-CD81 后 HTR-8 / SVneo 细胞中 CD81 的蛋白印迹图(A)和扫描的灰度值统计

(B);C、D. 转染 si-CD81 后 HTR-8 / SVneo 细胞中 CD81 的蛋白印迹图(C)和扫描的灰度值统计

(D);E、F. Ad-CD81 感染对 HTR-8 / SVneo 细胞黏附的影响(E)和 570
 

nm 处洗脱液的光密度值

(F)(比例尺= 25
 

μm,∗P<0. 05);G、H. si-CD81 转染对 HTR-8 / SVneo 细胞黏附的影响( G)和

570
 

nm 处洗脱液的光密度值(H)(比例尺= 25
 

μm,∗P<0. 05)
图 1　 CD81 促进 HTR-8 / SVneo 细胞的黏附
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2. 2　 CD81 抑制 HTR-8 / SVneo 细胞中 FAK 的表达

　 FAK 缺失导致黏着斑转化降低,使稳定状态的黏

着斑数量增加,导致细胞的黏附能力增强。 本研究

中我们检测了 CD81 对 HTR-8 / SVneo 细胞中 FAK
表达的影响。 如图 2A、B 所示,与感染 Ad-CTL 的

细胞相比,随着 Ad-CD81 感染浓度的增加,感染 Ad
-CD81 的 HTR-8 / SVneo 细胞中 FAK 的蛋白表达逐

渐下降、差异有统计学意义(P<0. 05 或 P<0. 01)。
与转染 si-CTL 的细胞相比,随着 si-CD81 转染浓度

的增加,转染 si - CD81 的 HTR - 8 / SVneo 细胞中

FAK 的蛋白表达逐渐增加(图 2B,P< 0. 05 或 P<
0. 01)。 上述结果提示,CD81 抑制滋养细胞中 FAK
的蛋白表达。

　 　 A. 感染 Ad-CD81 对 HTR-8 / SVneo 细胞中 FAK 蛋白表达的影响,与感染 Ad-CTL 的细胞相

比,∗P<0. 05 或∗∗P<0. 01;B.
 

转染 si-CD81 对 HTR-8 / SVneo 细胞中 FAK 蛋白表达的影响,与转染

si-CTL 的细胞相比,∗P<0. 05 或∗∗P<0. 01
图 2　 CD81 抑制 HTR-8 / SVneo 细胞中 FAK 的蛋白表达

3　 讨　 论

我们在早期研究中首次发现膜蛋白 CD81 在早

发型子痫前期患者的胎盘组织和细胞滋养细胞中表

达量增加,此外 CD81 抑制滋养细胞的侵袭能力,影
响血管内皮细胞的功能[5] 。 细胞的运动力调节涉

及细胞的黏附、迁移和侵袭过程,细胞黏附能力增加

会引起细胞迁移和侵袭能力下降。 在本研究中,我
们发现 CD81 促进滋养细胞的黏附功能,其分子机

制可能与 CD81 抑制滋养细胞中 FAK 的蛋白表达

有关。
滋养细胞的运动能力异常、导致子宫螺旋动脉

重塑障碍是子痫前期发病的重要原因之一[2] 。 细

胞的黏附、迁移和侵袭能力相互影响,构成细胞运动

的整个过程:细胞黏附形成黏着斑,黏附能力增加使

细胞迁移减少,细胞透过细胞基质的能力也减弱,细
胞的侵袭能力同时下降。 我们在前期研究中已发现

CD81 抑制滋养细胞的侵袭。 有研究认为,CD81 参

与免疫系统细胞的黏附及信号传导过程[8] 。 Rohle-
na 等[9] 发现,血管内皮的 CD81 促进单核细胞的黏

附,是早期动脉粥样硬化的标记分子之一。 此外,膜
蛋白 CD81 和 CD82 均可增加人幼红细胞的黏附能

力[10] 。 本研究首次发现 CD81 促进滋养细胞的黏

附。 滋养细胞的黏附能力增加,使得细胞的迁移和

侵袭能力下降,导致子宫螺旋动脉重塑障碍。
我们进一步探究了 CD81 促进滋养细胞黏附功

能的可能分子机制。 TM4SF 家族蛋白和整合素家

族蛋白在细胞膜上相互结合,参与细胞功能的调
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节[10] 。 研究发现,CD81 激活免疫 B 细胞中整合素

α4β1 的表达,从而增强 B 细胞的黏附能力[8] 。 膜

蛋白(CD9 / CD81)与整合素 ανβ5 形成复合物,参与

肿瘤细胞运动能力的调节[11] 。 此外,整合素参与调

节 FAK 信号通路:整合素激活 FAK,与 Src 和细胞

上的其他蛋白形成复合物,从而激活细胞下游通

路[12] 。 整合素 / FAK / Src / ERK / β-catenin 信号通路

在口腔癌细胞中的作用已被证实[13] 。 FAK 是公认

的抑制细胞黏附的重要分子[14-15] ,细胞 FAK 表达增

加,细胞的黏着斑减小,细胞的黏附能力下降,从而

参与细胞运动力调节。 有研究表明,CD81 通过调节

FAK 信号通路参与脂肪祖细胞的增殖和能量平

衡[16] 。 本研究中我们发现 CD81 抑制滋养细胞中

FAK 的蛋白表达,且存在浓度依赖性。 另有研究表

明,CD81 促进单核细胞中 ICAM-1 和 VCAM-1 在

细胞膜上的定位表达,增加单核细胞的黏附能力;
CD81 通过促进内皮细胞 VCAM-1 参与细胞黏附功

能的调节[17] 。 因此,FAK 是 CD81 影响滋养细胞黏

附能力的重要因子,其具体的信号调节过程有待进

一步研究。
综上,膜蛋白 CD81 促进滋养细胞的黏附,从而

影响子宫动脉的重塑过程,导致胎盘发育异常,参与

子痫前期的发病,其中 CD81 促进滋养细胞中 FAK
的蛋白表达是可能的分子机制之一。 我们将在后续

研究中进一步探讨 CD81 参与子痫前期发病的机

制,为子痫前期的临床诊治提供新靶点和新思路。
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