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摘要 目的：MiRNAs对于胎盘的形成和正常妊娠的维持起着至关重要的作用，它在胎盘中的表达失衡的可能导致了妊娠相关疾

病的发生，我们前期研究发现 miR-30a-3p在子痫前期患者胎盘上特异性高表达，推测 miR-30a-3p可能参与了子痫前期的发生发

展过程，本课题通过观察 miR-30a-3p对人滋养肿瘤细胞系 JEG-3细胞侵袭能力的影响，深入探讨 miR-30a-3p在子痫前期发病过

程中的作用。方法：应用瞬时转染技术在人滋养肿瘤细胞系 JEG-3细胞中分别转染 miR-30a-3p mimics、mimics NC为 miR-30a-3p

过表达组和阴性对照组，空白转染组为空白对照组，利用荧光实时定量 PCR技术检测各组细胞中 miR-30a-3p的表达，Transwell

实验检测各组细胞侵袭能力的差别。结果：荧光实时定量 PCR结果显示 miR-30a-3p过表达组与阴性对照组、空白对照组相比

miR-30a-3p的表达量明显升高，差异具有统计学意义（P<0.05）；Transwell实验结果显示 miR-30a-3p过表达组细胞的侵袭能力与

阴性对照组、空白对照组相比均有降低，差异具有统计学意义(P<0.05)。阴性对照组与空白对照组的侵袭能力差异无统计学意义
(P>0.05)。结论：miR-30a-3p可以显著下调 JEG-3细胞的侵袭力, miR-30a-3p有可能通过降低滋养细胞的浸润能力，导致滋养细胞

对子宫肌层和螺旋动脉的浸润不足，造成“胎盘浅着床”，从而在子痫前期的发病过程中发挥了重要的作用，miR-30a-3p有望成为

诊治子痫前期疾病的靶点。
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Effect of MiR-30a-3p on Invasive Capacity of Choriocarcinoma
Cell Line JEG-3*

MiRNAs plays an important role in the formation of the placenta and the maintenance of normal

pregnancy, its imbalanced expression in placenta may lead to a pregnancy related to the occurrence of diseases, our previous study found

that miR-30a-3p specificity high expression in the placenta of patients with preeclampsia,speculated that miR-30a-3p may participate in

the development process of preeclampsia, our study observe the effect of miR-30a-3p on the invasive capactiy of choriocarcinoma cell

line JEG-3 to identify the function of miR-30a-3p in the process of pre-eclampsia. The technology of transient transfection was

used to transfect with miR-30a-3p mimics and mimics NC in JEG-3 cells as miR-30a-3p overexpression goup and the negative control

group, blank transfection group as the blank control group.The expression of miR-30a-3p was detected by Real time PCR. The invasive

capacity of JEG-3 were checked by transwell assay. Real time PCR results showed that the expression of miR-30a-3p displayed a

marked increase after transfected with miR-30a-3p mimcs in JEG-3 cell (P<0.05). miR-30a-3p promoted the invasive capacity of JEG-3

cells more obvious in study group than that in conrol groups (P<0.05). miR-30a-3p can significantly reduce the invasive

capacity of the JEG-3, miR-30a-3p may lead to nourish cells of myometrium and invasion of the spiral arteries by reducing the sertoli cell

infiltration ability, causing"shallow placenta implantation", so it could be the diagnosis and therapeutic target in the treatment of

preeclampsia.

MiR-30a-3p; JEG-3 cell; Invasion
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前言

微小 RNA（microRNA,miRNA）是一类长度在 18～ 25个核

苷酸的非编码单链小分子 RNA，广泛存在于线虫、植物、哺乳

动物等真核生物中，通过与靶 mRNA3' UTR区的完全或不完
全结合，使 mRNA降解或者抑制其翻译来调控靶基因的表达，

从而参与了个体生长发育、细胞分化、增殖、凋亡等诸多生物学

过程[1-3]。近年来 miRNAs在妊娠及妊娠相关疾病的作用引起了

广泛的关注[4-6]，有研究表明，位于 6q13染色体上的 miR-30a家

族，与细胞的分化、转移、侵袭显著相关[7-9]。多数学者认为胎盘

滋养细胞侵袭能力不足可以导致子痫前期、胎儿生长受限、不

明原因的早期自然流产等多种病理妊娠的发生[10-12]。我们在前

期研究中发现在子痫前期患者胎盘中 miR-30a-3p特异性高表

达，推测 miR-30a-3p表达失衡可能与子痫前期的发病相关。本

实验以人滋养肿瘤细胞系 JEG-3细胞为体外研究模型，应用瞬

时转染技术和 Transwell实验研究 miR-30a-3p 过表达水平对

体外滋养细胞侵袭能力的影响，为深入探讨 miR-30a-3p在子

痫前期发病机制中的作用奠定实验基础。

1 材料与方法

1.1 细胞与试剂
人滋养肿瘤细胞系 JEG-3细胞（保存于唐都医院妇产科实

验室）；DMEM/F12培养基、胎牛血清（Hyclon 公司，美国）；人

成熟型 miR-30a-3p和无关核酸序列（由上海吉玛生物公司设

计合成）；OPTI-MEM 培养液（GIBCO 公司，美国）；转染试剂
Lipo2000（Invitrogen公司，美国），RNAiso、荧光定量 SYBR誖
premix Ex TaqTM(Tli RNaseH plus)试剂盒（TaKaRa公司，日本）；
Matrigel胶（BD Bioscience公司美国），Transwell小室（Costar

公司美国）。

1.2 实验方法
1.2.1 细胞培养 JEG-3 细胞用含 15 %胎牛血清 (FBS)的
DMEM/F12（1:1）培养基、在 37 ℃、5 % CO2细胞培养箱(Ther-
mo公司，美国)内恒温恒湿培养，每 48 小时更换细胞培养液，

取状态良好，处于对数生长期的细胞，消化、离心、重悬并调整

细胞密度为 5× 105 /ml，接种于 6孔培养板，待 24小时后细胞
长满至 70 %左右时进行细胞转染。

1.2.2 细胞瞬时转染 按照 Lipofectamine 2000说明书操作。

设置 3个细胞组：miR-30a-3p过表达组（转染 miR-30a-3p mim-

ics）、阴性对照组（转染 miR-30a-3p NC）和空白对照组。转染液

体的配制：A 液：20 滋L 转染片段加入 OPTI-MEM 230 滋L；B

液：5 滋L Lipofectamine2000加入 OPTI-MEM 245 滋L。B液在室

温下静置 5 min后与 A液混匀，再于室温下静置 20 min，空白
对照组以 DEPC 水替代转染片段。每孔加入 OPTI-MEM 1.5
ml，细胞置于 37 ℃，5 %CO2细胞培养箱中培养 6小时后更换

为含 15 %FBS的 DMEM/F12（1:1）培养基，继续培养 48小时。
1.2.3 荧光实时定量 PCR检测各组细胞 miR-30a-3p的差异表

达 细胞总 RNA 的提取遵照 TaKaRa RNAiso 试剂盒说明书

操作，提取的 RNA样品使用分光光度计进行定量，2 %琼脂糖

凝胶电泳检测其质量。按照 TaKaRa公司的 SYBR誖 premix Ex

TaqTM(Tli RNaseH plus)试剂盒说明书，进行反转录（反应条件：

37℃ 60 min，85 ℃ 5 s），产物在 ABI 7500 PCR仪上进行 PCR

扩增，以 U6为内参，U6引物序列为 TaKaRa公司提供保密序
列，miR-30a-3p的上游引物序列：5'-ctttcagtcggagtttgcagc -3'，下

游引物为 TaKaRa公司提供的通用引物 Uni-miR qPCR引物，

反应体系 25 滋L，PCR 反应条件：95 ℃ 30 s；35 个 PCR 循环

（95℃ 5 s，57℃ 30s）。获得 CT值后，采用比较分析 CT值法进行

相对定量，miR-30a-3p的相对定量利用公式 2-△△Ct计算。
1.2.4 Transwell 实验检测各组 JEG-3 细胞的侵袭能力 50
mg/LMatrigel胶提前置于 4 ℃冰箱过夜，融化成液态，与 OP-

TI-MEM培养液按照 1:8比例稀释，冰上操作，混匀后迅速加入

预先放入 24孔板的 transwell小室中，每孔加入 50 滋L，室温风
干后水化基底膜（每孔加入 100 滋L OPTI-MEM培养液，37 ℃

孵育 30 min）。常规消化各转染组 JEG-3细胞，中止消化后离

心、弃上清，用 OPTI-MEM培养液重悬后细胞计数并调整密度

至 1× 105 /mL，取 200 滋L加入上室内，下室内加入 500 滋L含
20 % FBS 的 DMEM/F12（1:1）完全培养基，每组各设 3 个复
孔，37 ℃，5 % CO2培养箱中培养 24小时后取出小室，PBS淋

洗，棉签擦掉小室底部膜内表面未穿过膜的细胞，浸入 95 %乙

醇固定 5 min，4 g/L结晶紫染色 10 min。100倍显微镜下计数

迁移到微孔膜下层的细胞数，每个样本随机计数 10个不重复

视野，计算平均值。

1.3 统计学分析处理
数据采用 SPSS16.0软件分析，多组均数间的比较采用方

差分析 F检验，组间两两比较采用 q检验，P<0.05为差异具有

统计学意义。

2 结果

2.1 JEG-3细胞转染效率检测
转染 48小时后，荧光实时定量 PCR技术检测各组 JEG-3

细胞中 miR-30a-3p的表达量，结果显示与阴性对照组和空白

对照组相比，miR-30a-3p过表达组 JEG-3细胞转染 miR-30a-3p
mimic后 miR-30a-3p的表达量显著升高，差异具有统计学意义

（P＜ 0.05)，阴性对照组、空白对照组之间差异无统计学意义

（P＞ 0.05)，结果见图 1。
2.2 JEG-3细胞侵袭能力检测

图 1 转染后各组荧光实时定量 PCR miR-30a-3p扩增结果

Fig. 1 Expression of miR-30a-3p by real-time PCR after transfection
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转染 48h小时后，Tanswell实验检测各组 JEG-3细胞浸润

能力变化，每组样本各做 3个重复，100倍显微镜下随机选取
10个视野，计数微膜孔下层细胞数，随后做统计学分析，结果

（见图 2、图 3）显示：miR-30a-3p过表达组细胞穿膜数显著低于

阴性对照组和空白组，差异具有统计学意义（P＜ 0.05）。

3 讨论

子痫前期（pre-eclampaisa，PE）是全球范围内孕产妇及围产

儿病死率升高的主要原因，其病因和发病机制是产科领域中长

期研究的热点，该疾病的发生与滋养细胞侵袭功能障碍密切相

关。已有研究[13-16]证实 miRNAs在子痫前期胎盘中表达失衡，通

过调控相应靶基因的表达水平异常，造成滋养细胞异常分化、

增殖、凋亡和浸润障碍，从而导致了子痫前期发病。我们课题组
[17]前期利用基因芯片技术和荧光实时定量 RCR技术证实子痫

前期胎盘组织中 miR-30a-3p 呈特异性高表达，因此推测
miR-30a-3p高表达可能参与了子痫前期的病理生理过程。

本研究中，我们利用瞬时转染技术在 JEG-3细胞中过表达
miR-30a-3p，Transwell 实验检测过表达 miR-30a-3p 后 JEG-3

细胞侵袭能力的改变，旨在进一步探讨 miR-30a-3p对滋养细

胞侵袭功能的影响。JEG-3细胞系是国际上常用的人滋养层细

胞模型，有高度侵袭性，具有类似于合体滋养层细胞的多种生

物学特性，是研究滋养细胞功能的理想模型。实验结果显示：在

JEG-3细胞中转入 miR-30a-3p mimics后，JEG-3细胞中的表达

量与对照组相比明显升高，而 JEG-3细胞的侵袭能力与对照组

相比显著下降，结果表明 miR-30a-3p的高表达可以明显降低
JEG-3细胞的侵袭力。因此我们推测，miR-30a-3p可能通过降

低滋养细胞的侵袭功能参与了子痫前期的发病过程。

MiR-30a-3p是 miR-30a家族成员之一，定位于 6q13染色

体上，来源于 miR-30a 前体颈环的 3' 臂。研究发现 [18-20]

miR-30a-3p在皮肤癌、肝癌、乳腺癌等多种癌组织及其转移灶

中低表达，Wang [19] 在体外研究中发现在肝癌细胞中过表达

miR-30a-3p能够通过负向调控 MMP-3、E-钙粘连蛋白及波形

蛋白的表达抑制肝癌细胞的浸润和转移，以上均表明

miR-30a-3p与肿瘤细胞的侵袭能力密切相关，能够负向调节肿

瘤细胞浸润、转移。

孕早期滋养细胞浸润母体的生物学行为类似于肿瘤细胞

的侵袭转移过程，主要包括黏附、基底膜或细胞外基质的降解、

迁移三方面，而基底膜或细胞外基质的降解是其中的关键环

节，与肿瘤细胞不同的是，滋养细胞的侵袭过程受到精密的调

控，仅在孕早期具有侵袭能力，浸润部位只限于子宫肌层的上

1/3。在滋养细胞侵袭过程中，滋养细胞分泌的基质金属蛋白酶

（matrixmetalloproteinase，MMPs）和 MMPs组织特异性抑制物

（tissues specific of matrix metalloprotein-aces，TIMPs）相互作用，

保持动态平衡，使滋养细胞适度浸润，保证胎盘正常的形成和

良好的发育，从而维持妊娠顺利进行。研究表明[21, 22]在子痫前期

胎盘中 MMP-2、MMP-3、MMP-7以及 MMP-9表达水平均有下

降，并且其下降程度与病情严重程度呈正相关，乔宠等[23]发现

子痫前期胎盘中 MMPs抑制物 TIMP-1表达水平也与 PE病情

密切相关，王永红等[24]则发现在 PE胎盘中 TIMP-3的表达水平
升高，以上研究均表明 MMPs表达及活性的下降能够降低滋养

细胞侵袭能力，阻碍细胞外基质的降解，致使滋养细胞对子宫

肌层浸润过浅，子宫螺旋动脉重铸不足，从而导致了 PE的发

病。

综上，滋养细胞侵袭能力下降是子痫前期发病的重要原

因。我们的实验结果表明过表达 miR-30a-3p 能够显著降低
JEG-3 细胞的侵袭力，推测 miR-30a-3p 有可能通过调控
MMPs/TIMPs通路降低了滋养细胞的侵袭力，导致了“胎盘浅

着床”，从而参与了子痫前期的发生发展过程，但具体机制需要

图 2 转染后 transwell实验结果（× 100倍）

Fig. 2 Results of transwell experiment after transfection

图 3 转染后 Tanswell实验结果统计分析图

Fig. 3 The histogram of transwell experiment results after transfection
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进一步研究，深入研究子痫前期中 miR-30a-3p对滋养细胞侵

袭功能的调控机制，对明确子痫前期的发病机理具有重要意

义，miR-30a-3p有望成为子痫前期疾病诊断和治疗的靶点。
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