
（ＮＤＶ） ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｃａｎｃｅｒ ＥＣＡ１０９ ｃｅｌｌｓ， ｗｈｅｔｈｅｒ ｉｔｓ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ Ｋ ＋ ｅｆｆｌｕｘ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ
ｏｆ ＡＴＰ ／ Ｐ２Ｘ７ ａｘｉｓ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＬＲＰ３ ａｎｄ ＩＬ⁃１β ｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＩＬ⁃１β ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ； ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＳＣ
ｓｐｏｔｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ； ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ Ｋ ＋ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｕｏ⁃
ｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｂｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ； Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ＡＴＰａｓｅ， ＡＴＰ ａｎｄ Ｐ２Ｘ７ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ
ｔｈｅｉｒ ｒｏｌｅ ｉｎ ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＬ⁃
ＲＰ３， ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＡＳＣ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｆｔｅｒ ＮＤＶ Ｆ３ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ； ｔｈｅ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｃｏｎｃｅｎ⁃
ｔｒａｔｉｏｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｏｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ Ｐ２Ｘ７ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｈｉｂｉ⁃
ｔｏｒ， ｔｈｅ ｅｆｆｌｕｘ ｏｆ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ Ｋ ＋ ｗａｓ ｂｌｏｃｋｅｄ． Ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｅｆｆｌｕｘ ｏｆ Ｋ ＋ ｗａｓ
ｍａｘｉｍａｌｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ａｔ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＡＴＰａｓｅ ａｎｄ ＡＴＰ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＡＴＰａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ Ｋ ＋ ｅｆｆｌｕｘ， ｗｈｉｌｅ ＡＴＰ ｐｒｏｍｏｔｅｄ Ｋ ＋ ｅｆｆｌｕｘ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ， Ｐ２Ｘ７ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｗａｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＮＬＲＰ３ ａｎｄ ＩＬ⁃１β ｗｅｒｅ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ； ａｆｔｅｒ ＡＴＰａｓｅ
ｉｎｔｅｒｖｅｎｅｄ ｃｅｌｌｓ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＮＬＲＰ３ ａｎｄ ＩＬ⁃１β ｄｅｃｒｅａｓｅｄ； Ａｆｔｅｒ ＡＴＰ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｉｎ ｃｅｌｌｓ， ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＮＬＲＰ３ ａｎｄ ＩＬ⁃１β ｗｅｒｅ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＮＤＶ Ｆ３ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＥＣＡ１０９ ｃｅｌｌｓ
ｃａｎ ａｃｔｉｖａｔｅ ｔｈｅ ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ，ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＡＴＰ ／ Ｐ２Ｘ７ ａｘｉｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｎｅｗｃａｓｔｌｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ； ＡＴＰ； Ｐ２Ｘ７； Ｋ ＋ ；ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ； ＥＣＡ１０９ ｃｅｌｌｓ

网络出版时间：２０２２ －１２ －２６ １７：０５：５８　 网络出版地址：ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｋｎｓ． ｃｎｋｉ． ｎｅｔ ／ ｋｃｍｓ ／ ｄｅｔａｉｌ ／ ／ ３４． １０６５． Ｒ． ２０２２１２２６． １５２２． ００９． ｈｔｍｌ

低氧下沉默 ＨＬＡ⁃Ｇ 对 ＪＥＧ⁃３ 细胞、ＥＰＡＳ１ 表达及其
生物学行为的影响
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摘要　 目的　 探讨在低氧条件下，沉默绒毛膜滋养细胞系

ＪＥＧ⁃３ 细胞的人类白细胞相关抗原⁃Ｇ（ＨＬＡ⁃Ｇ）表达对 ＪＥＧ⁃３
细胞生物学功能的影响和通过内皮 ＰＡＳ１ 区域蛋白 １
（ＥＰＡＳ１）低氧反应通路参与高原低氧条件下子痫前期发病

的分子机制。 方法 　 通过转染小干扰 ＲＮＡ（ ｓｉＲＮＡ） 抑制

ＪＥＧ⁃３ 细胞中 ＨＬＡ⁃Ｇ 的表达，将转染后的 ＪＥＧ⁃３ 细胞分为 ４
组：常氧对照组、低氧对照组、常氧抑制组、低氧抑制组。 采

用 ＣＣＫ⁃８ 实验及体外侵袭实验法检测 ４ 组细胞的增殖及侵

袭能力；用流式细胞术检测 ４ 组细胞凋亡和细胞周期的影

响；通过 ｑＰＣＲ 技术及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ４ 组细胞中 ＨＬＡ⁃
Ｇ 和 ＥＰＡＳ１ ｍＲＮＡ 及蛋白的表达水平。 结果　 ①与常氧对

照组相比，低氧对照组及常氧、低氧抑制组均可使 ＪＥＧ⁃３ 细

胞的增殖活性、侵袭能力降低，使得细胞凋亡率显著升高，低
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氧对照组与低氧抑制组产生了明显的坏死细胞群。 低氧条

件下，降低 ＨＬＡ⁃Ｇ 的表达会提高细胞坏死率。 无论在常氧

还是低氧下，抑制 ＨＬＡ⁃Ｇ 表达均使细胞被阻滞在 Ｇ１ 期。 ②
与常氧对照组相比，低氧对照组及常氧、低氧抑制组均降低

ＨＬＡ⁃Ｇ 蛋白表达，且低氧和抑制 ＨＬＡ⁃Ｇ 蛋白表达二者有协

同作用，均可增加缺氧诱导因子⁃２α（ＨＩＦ⁃２α）、血管内皮生

长因子（ＶＥＧＦ）及内皮素⁃１（ＥＴ⁃１）蛋白表达，抑制 ＨＬＡ⁃Ｇ 则

降低诱导型一氧化氮合成酶（ＮＯＳ２）的表达。 结论　 低氧环

境下，沉默 ＨＬＡ⁃Ｇ 可能通过 ＥＰＡＳ１ 低氧反应通路影响滋养

细胞生物学行为，参与了子痫前期的发生发展。
关键词　 子痫前期；低氧；人类白细胞抗原 Ｇ；内皮 ＰＡＳ１ 区

域蛋白 １；高海拔
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　 　 妊娠期高血压疾病是孕产妇和围产儿死亡的主

要原因之一，我国妊娠期高血压疾病的发病率约为

５％ ～１２％ ，而高原地区的发病率为 ２４. ６％ ［１］。 青

海地区地处青藏高原，有低氧、低压、低湿、寒冷等特
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点，其中低氧环境是导致高海拔地区妊娠期高血压

疾病发病率升高的原因［２］。 人类白细胞相关抗原⁃
Ｇ（ｈｕｍａｎ ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ ａｎｔｉｇｅｎ⁃Ｇ， ＨＬＡ⁃Ｇ）参与调节滋

养细胞浸润的功能从而与子痫前期的发生发展相关

联，课题组前期研究［３］显示低氧在影响 ＨＬＡ⁃Ｇ 表达

上可能起着举足轻重的作用，ＨＬＡ⁃Ｇ 基因低表达究

竟通过何种途径影响滋养细胞的增殖、侵袭能力尚

不明确。 而内皮 ＰＡＳ１ 区域蛋白 １（ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ Ｐａｓ１
ｒｅｇｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ １，ＥＰＡＳ１）参与长期慢性的低氧反应

通路，参与滋养细胞的增殖、侵袭及凋亡过程，其靶

基因涉及到血管的生长、收缩及通透性增加等方

面［４］。 该研究旨在通过低氧下沉默 ＪＥＧ⁃３ 细胞的

ＨＬＡ⁃Ｇ 表达，探讨 ＨＬＡ⁃Ｇ 通过 ＥＰＡＳ１ 低氧反应通

路参与高原低氧条件下子痫前期发病的分子机制，
为高原地区孕妇子痫前期的防治提供新的思路和理

论依据。

１　 材料与方法

１． １　 实验材料　 人绒毛膜细胞 ＪＥＧ⁃３（资源编号：
３１１１Ｃ０００１ＣＣＣ００００７１），来源于中国医学科学院基

础医学研究所细胞资源中心。
１． ２　 实验方法

１． ２． １　 细胞培养　 ＪＥＧ⁃３ 细胞培养采用含 １０％ 胎

牛血清（ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）（货号 １０１００１４７，美
国 Ｇｉｂｃｏ 公司）与 １％ 青霉素和链霉素的 ＤＭＥＭ 培

养基（货号 Ｃ１１９９５５００ＢＴ，美国 Ｇｉｂｃｏ 公司），３７ ℃、
５％ ＣＯ２、饱和湿度体外培养，１ ∶ ３ 传代接种。
１． ２． ２　 验证 ｓｉＲＮＡ 转染后 ＪＥＧ⁃３ 细胞中 ＨＬＡ⁃Ｇ 表

达的抑制　 取对数生长期的 ＪＥＧ⁃３ 细胞，调整细胞

密度至 １ × １０５ ／ ｍｌ，接种至 ６ 孔板，每孔 ２ × １０５ ／ ２
ｍｌ。 贴壁细胞用 ３ 个设计的 ＨＬＡ⁃Ｇ ｓｉＲＮＡｓ 转染：
ｓｉＲＮＡ⁃１ 上游引物 ５′⁃３′：ＣＣＧＣＧＧＧＵＡＵＧＡＡＣＡＧＵＡ
ＵＴＴ，下游引物 ５′⁃３′： ＡＵＡＣＵＧＵＵＣＡＵＡＣＣＣＧＣＧＧ
ＴＴ； ｓｉＲＮＡ⁃２ 上 游 引 物： ＣＣＡＣＣＣＵＧＵＣＵＵＵＧＡＣＵ
ＡＵＴＴ 下游引物 ５′⁃３′：ＡＵＡＧＵＣＡＡＡＧＡＣＡＧＧＧＵＧＧ
ＴＴ； ｓｉＲＮＡ⁃３ 上 游 引 物 ５′⁃３′： ＧＣＡＧＡＧＡＵＡＣＡ
ＣＧＵＧＣＣＡＵＴＴ， 下 游 引 物 ５′⁃３′： ＡＵＧＧＣＡＣＧＵＧ
ＵＡＵＣＵＣＵＧＣＴＴ（上海吉玛制药技术有限公司）。 按

照试剂盒说明书使用 ＥｘＦｅｃｔ２０００ Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａ⁃
ｇｅｎｔ（南京诺唯赞生物科技有限公司），同时设置空

载对照组（转染 ＮＣ 序列），培养 ６ ｈ 后弃原培养基，
加入新的完全培养基，继续培养至 ７２ ｈ，用 ｑＰＣＲ 检

测 ｓｉＲＮＡ（上海赛默飞世尔公司产品）转染后 ＨＬＡ⁃
Ｇ 表达水平，３ 种 ＨＬＡ⁃Ｇ 的表达均下降，其中 ｓｉＲ⁃

ＮＡ３ 对 ＪＥＧ⁃３ 细胞的 ＨＬＡ⁃Ｇ ｍＲＮＡ 表达的抑制效

果最好，见图 １Ａ。 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法验证了常氧

对照、 ｓｉＲＮＡ⁃１、 ｓｉＲＮＡ⁃２ 及 ｓｉＲＮＡ⁃３ 共 ４ 组，见图

１Ｂ。 结果显示 ｓｉＲＮＡ⁃３ 片段抑制 ＪＥＧ⁃３ 细胞 ＨＬＡ⁃
Ｇ 蛋白的表达效果最好，与 ｑＰＣＲ 技术的结果一致，
因此，后续实验使用 ｓｉＲＮＡ３ 进行转染。

图 １　 ３ 种 ｓｉＲＮＡ 沉默 ＪＥＧ⁃３ 滋养细胞中

ＨＬＡ⁃Ｇ 的 ｍＲＮＡ 与蛋白的表达

Ａ：采用实时定量 ＰＣＲ 法检测 ＪＥＧ⁃３ 中的 ＨＬＡ⁃Ｇ ｍＲＮＡ 水平；
Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法验证 ＪＥＧ⁃３ 滋养细胞中ＨＬＡ⁃Ｇ 蛋白的抑制效果；１：
常氧对照组；２：ｓｉＲＮＡ⁃１ 组；３：ｓｉＲＮＡ⁃２ 组；４：ｓｉＲＮＡ⁃３ 组；与常氧对照

组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

１． ２． ３　 分组　 通过转染小干扰 ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）抑制

ＪＥＧ⁃３ 细胞中 ＨＬＡ⁃Ｇ 的表达，将转染后的 ＪＥＧ⁃３ 细

胞分为 ４ 组：常氧对照组、低氧对照组、常氧抑制组、
低氧抑制组。
１． ２． ４　 ＣＣＫ⁃８ 检测 ４ 组细胞增殖活性　 使用 ＣＣＫ⁃
８ 试剂盒（杭州联科生物技术有限公司），检测 ＪＥＧ⁃
３ 细胞的增殖活性。 培养 ＪＥＧ⁃３ 细胞密度至 ５ × １０４

个 ／ ｍｌ，接种 ９６ 孔板，用 ｓｉＲＮＡｓ 转染到 ＨＬＡ⁃Ｇ，转染

６ ｈ 后，加入新的完全培养基，同时将低氧组的培养

板移入低氧培养箱中，氧气浓度已提前预设降至

１％ 。 每孔加入 １０ μｌ 的 ＣＣＫ⁃８ 工作液，３７ ℃ 避光

反应 １ ｈ，４５０ ｎｍ 处读取各孔吸光度（ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，
ＯＤ）值，计算细胞活力（ｎ ＝ ６）。
１． ２． ５ 　 流式细胞术检测 ４ 组细胞凋亡　 使用 Ａｎ⁃
ｎｅｘｉｎＶ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 细胞凋亡试剂盒（杭州联科生物技

术有限公司）测量细胞凋亡。 取对数生长期的 ＪＥＧ⁃
３ 细胞，调整细胞密度至 １ × １０５ ／ ｍｌ，接种 ６ 孔板，每
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孔 ２ × １０５ ／ ２ ｍｌ。 ｓｉＲＮＡｓ 转染及低氧处理同实验

１. ２. ２ 项和 １. ２. ４ 项。 胰蛋白酶（美国 Ｇｉｂｃｏ 公司）
消化收集各组细胞，重悬于 １００ μｌ 的 ｂｕｆｆｅｒ 中，加入

５ μｌ 的 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 和 １０ μｌ 的 ＰＩ 染液，避光孵

育 ５ ｍｉｎ，流式细胞仪（美国 ＢＤ 公司）检测细胞凋亡

（ｎ ＝ ３）。
１． ２． ６　 流式细胞术检测细胞周期　 使用细胞周期

试剂盒（杭州联科生物技术有限公司）测量细胞周

期。 取对数生长期的 ＪＥＧ⁃３ 细胞，调整细胞密度至

１ × １０５ ／ ｍｌ，接种 ６ 孔板，每孔 ２ × １０５ ／ ２ ｍｌ，ｓｉＲＮＡｓ
转染及低氧处理同实验 １. ２. ２ 项和 １. ２. ４ 项。 胰蛋

白酶消化收集各组细胞，用 ＰＢＳ 洗涤 １ 次，加入含

有 １０ μｌ 渗透性溶液的 １ ｍｌ ＤＮＡ 染色溶液中，涡旋

振荡 ５ ～ １０ ｓ 混匀。 室温避光孵育 ３０ ｍｉｎ。 流式细

胞仪（美国 ＢＤ 公司）检测细胞周期（ｎ ＝ ３）。
１． ２． ７ 　 体外侵袭实验法检测细胞侵袭 　 取 １０
ｍｇ ／ ｍｌ 的基质胶（美国 ＢＤ 公司）与等体积的无血清

培养基轻轻混匀，加入到穿膜小室的上室 （美国

Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司），将细胞密度调整为 ５ × １０４个 ／ ｍｌ，取
２００ μｌ 细胞悬液加入上室，下室加入含 １０％ ＦＢＳ 的

培养基。 ｓｉＲＮＡｓ 转染及低氧处理同实验 １. ２. ２ 项

和 １. ２. ４ 项。 然后在 ３７ ℃常氧和低氧分别培养至

２４ ｈ。 用 ４％多聚甲醛（上海国药化工试剂有限公

司）室温固定 １５ ｍｉｎ，ＰＢＳ 轻轻漂洗 ３ 次，用棉签擦

去上室细胞，加入 ０. １％ 的结晶紫（美国 Ｓｉｇｍａ 公

司）染色 １５ ｍｉｎ，用倒置光学显微镜（ ＩＸ７３，日本奥

林巴斯）获得图像（ × ２００），随机选取 ５ 个视野计

数，并量化了侵袭细胞的平均数量（ｎ ＝ ３）。
１． ２． ８　 ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨＬＡ⁃Ｇ、ＨＩＦ⁃２α、
ＶＥＧＦ、ＮＯＳ２ 及 ＥＴ⁃１ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达量 　 使

用高纯总 ＲＮＡ 快速提取试剂盒（上海捷瑞生物工

程有限公司）提取总 ＲＮＡ。 根据制造商协议，使用

ＨｉＳｃｒｉｐｔＩＩ Ｑ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ（南京诺唯赞生物科技有限

公司） 进行反向转录。 使用 ＣｈａｍＱ ＳＹＢＲ Ｃｏｌｏｒ
ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ（南京诺唯赞生物科技有限公司）
进行实时定量 ＰＣＲ，通过 ＣＦＸ 连接实时 ＰＣＲ 检测

系统（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ）进行荧光扩增。 ＰＣＲ 引物序列

见表 １。
　 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ４ 组细胞相关蛋白的表达：
收集细胞后用细胞裂解液（上海碧云天生物技术有

限公司）裂解细胞提取细胞总蛋白，绘制标准曲线

并确定上样量，经琼脂糖凝胶电泳，转膜后分别加入

一抗 ＨＬＡ⁃Ｇ 抗体（美国 Ａｂｃａｍ 公司产品）及二抗辣

根过氧化物酶标记山羊抗兔ＩｇＧ（杭州联科生物技

表 １　 ＨＩＦ⁃２α、ＶＥＧＦ、ＮＯＳ２、ＥＴ⁃１ 及 ＧＡＰＤＨ 引物序列

基因 ＩＤ 基因名称 引物序列

３１３５ ＨＬＡ⁃Ｇ Ｆ：ＧＡＧＧＡＧＡＣＡＣＧＧＡＡＣＡＣＣＡＡＧ
Ｒ：ＧＴＣＧＣＡＧＣＣＡＡＴＣＡＴＣＣＡＣＴ

２０３４ ＨＩＦ⁃２α Ｆ：ＣＡＴＧＣＧＣＴＡＧＡＣＴＣＣＧＡＧＡＡ
Ｒ：ＧＣＡＧＧＴＴＧＣＧＡＧＧＧＴＴＧＴ

７４２２ ＶＥＧＦ Ｆ：ＴＣＡＣＣＡＡＧＧＣＣＡＧＣＡＣＡＴ
Ｒ：ＡＣＧＣＴＣＣＡＧＧＡＣＴＴＡＴＡＣＣＧ

４８４３ ＮＯＳ２ Ｆ：ＧＧＡＣＴＣＡＣＡＧＣＣＴＴＴＧＧＡ
Ｒ：ＧＧＡＴＧＴＣＧＧＡＣＴＴＴＧＴＡＧＡＴＴ

１９０６ ＥＴ⁃１ Ｆ：ＣＡＴＣＡＴＴＴＧＧＧＴＣＡＡＣＡＣＴ
Ｒ：ＧＣＡＣＡＴＴＧＧＣＡＴＣＴＡＴＴＴＴ

２５９７ ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＴＣＡＡＧＡＴＣＡＴＣＡＧＣＡＡＴＧ
Ｒ：ＣＧＡＴＡＣＣＡＡＡＧＴＴＧＴＣＡＴ

术有限公司）孵育后进行化学发光检测。 以抗 ＧＡＰ⁃
ＤＨ 抗体（杭州联科生物技术有限公司）作为内部参

考。 使用 ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＸＲＳ 凝胶成像系统（美国 Ｂｉｏ⁃
ＲＡＤ）获得了特定蛋白质带的化学发光图像。
１． ３　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２２. ０ 软件对数据进

行统计学分析。 符合正态分布的计量资料用 �ｘ ± ｓ
表示，多组间比较采用单因素方差分析 （Ｏｎｅ⁃ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ）。 以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 低氧和（或）抑制 ＨＬＡ⁃Ｇ 对 ＪＥＧ⁃３ 细胞增殖

活性的影响 　 ＣＣＫ⁃８ 法检测增殖活性结果显示：４
组细胞的增殖活性比较，差异有统计学意义（Ｆ ＝
４８. ５４，Ｐ ＜ ０. ０５）。 常氧条件下，降低 ＨＬＡ⁃Ｇ 的表

达后， ＪＥＧ⁃３ 细胞的活力显著下降；缺氧条件下，
ＪＥＧ⁃３ 细胞的细胞活力低于常氧条件，差异有统计

学意义（Ｐ ＜ ０. ０５），见图 ２。

图 ２　 ＣＣＫ⁃８ 法检测 ４ 组细胞增殖活性

１：常氧对照组；２：常氧抑制组；３：低氧对照组；４：低氧抑制组；与

常氧对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与常氧抑制组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

２． ２　 低氧和（或）抑制 ＨＬＡ⁃Ｇ 对 ＪＥＧ⁃３ 细胞凋亡

和坏死的影响　 流式细胞术检测细胞凋亡和坏死结

果显示：４组细胞的凋亡细胞数比较，差异有统计学
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图 ３　 流式细胞术检测 ４ 组细胞凋亡率和坏死率

Ａ：４ 组细胞的细胞凋亡率；Ｂ：４ 组细胞的细胞坏死率；Ｃ：４ 组细胞凋亡率和坏死率的流式细胞术图；１：常氧对照组；２：常氧抑制组；３：低氧

对照组；４：低氧抑制组；与常氧对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与常氧抑制组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５；与低氧对照组比较：△Ｐ ＜ ０. ０５

意义（Ｆ ＝ １６５. ６５３，Ｐ ＜ ０. ００１）。 常氧抑制组 ＪＥＧ⁃３
细胞的凋亡细胞数与常氧对照组比较，凋亡数增加，
差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）；低氧抑制组 ＪＥＧ⁃３
细胞凋亡数与低氧对照组比较，凋亡数增加，差异有

统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５），见图 ３Ａ、Ｃ。
　 　 ４ 组细胞的细胞坏死率比较，差异有统计学意

义（Ｆ ＝ １９５. ６４２，Ｐ ＜ ０. ００１）。 低氧对照组 ＪＥＧ⁃３ 细

胞的细胞坏死率与常氧对照组比较，坏死率增加，差
异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）；低氧下，无论对照组还

是抑制组 ＪＥＧ⁃３ 细胞坏死率均增加，差异有统计学

意义（Ｐ ＜ ０. ０５），见图 ３Ｂ。
２． ３　 低氧和（或）抑制 ＨＬＡ⁃Ｇ 对 ＪＥＧ⁃３ 细胞周期

的影响 　 流失细胞术检测细胞周期结果显示：４ 组

细胞的 Ｇ１ 期细胞数比较，差异有统计学意义（Ｆ ＝
６９. ２９１，Ｐ ＜ ０. ００１）。 与常氧、低氧对照组相比，常
氧、低氧抑制组均增加了 Ｇ１ 相细胞的数量，差异有

统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 ４ 组细胞的 Ｓ 期细胞数比

较，差异有统计学意义（Ｆ ＝ ９. ０７０，Ｐ ＝ ０. ００６）。 与

常氧、低氧对照组相比，常氧、低氧抑制组减少了

ＪＥＧ⁃３ 滋养细胞的 Ｓ 相凋亡，差异有统计学意义（Ｐ
＜ ０. ０５）。 ４ 组细胞的 Ｇ２ 期细胞数比较，差异无统

计学意义（Ｆ ＝ １. １５４，Ｐ ＝ ０. ３８５）。 这些结果表明，
ＨＬＡ⁃Ｇ 的下调均阻断了细胞周期从 Ｇ１ 相到 Ｓ 相的

转变。 见图 ４。
２． ４　 低氧和（或）抑制 ＨＬＡ⁃Ｇ 对 ＪＥＧ⁃３ 细胞侵袭

能力的影响 　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测细胞侵袭能力结果

图 ４　 流式细胞仪检测四组细胞周期分布

　 　 １：常氧对照组；２：常氧抑制组；３：低氧对照组；４：低氧抑制组；与
常氧对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与常氧抑制组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５；与低氧

对照组比较：△Ｐ ＜ ０. ０５

·０５· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２３ Ｊａｎ；５８（１）



显示：４ 组细胞的穿模细胞数比较，差异有统计学意

义（Ｆ ＝ ２２. ９４７，Ｐ ＜ ０. ００１）。 常氧抑制组 ＪＥＧ⁃３ 细

胞的侵袭能力与常氧对照组比较，细胞侵袭能力减

弱，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）；低氧对照组和低

氧抑制组分别与常氧对照组和常氧抑制组比较，细
胞侵袭能力均减弱，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５），
见图 ５。

图 ５　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法检测 ４ 组细胞的细胞侵袭能力 × ２００
１：常氧对照组；２：常氧抑制组；３：低氧对照组；４：低氧抑制组；与

常氧对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与常氧抑制组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

２． ５ 　 ４ 组转染后 ＪＥＧ⁃３ 细胞 ＨＬＡ⁃Ｇ、ＨＩＦ⁃２α、
ＶＥＧＦ、ＮＯＳ２ 及 ＥＴ⁃１ 表达水平的比较 　 通过

ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨＬＡ⁃Ｇ、ＨＩＦ⁃２α 及其靶基

因 ＶＥＧＦ、ＮＯＳ２、ＥＴ⁃１ｍＲＮＡ 和蛋白表达，结果显示

低氧（１％ Ｏ２）和抑制 ＨＬＡ⁃Ｇ 均降低 ＨＬＡ⁃Ｇ ｍＲＮＡ
表达，且二者有协同作用（图 ６Ａ）。 低氧（１％ Ｏ２）和
抑制 ＨＬＡ⁃Ｇ 均可增加 ＨＩＦ⁃２α、ＶＥＧＦ、ＥＴ⁃１ｍＲＮＡ 表

达，不过对于 ＨＩＦ⁃２α 和 ＶＥＧＦ，仅低氧状态下其自

身 ｍＲＮＡ 表达高于低氧抑制 ＨＬＡ⁃Ｇ 状态下的蛋白

表达（图 ６Ａ）。 对于 ＮＯＳ２，无论在常氧或低氧状态

下，抑制 ＨＬＡ⁃Ｇ 表达同样抑制 ＮＯＳ２ ｍＲＮＡ 表达，

而在仅低氧状态下其自身表达升高，见图 ６Ａ。 通过

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证了各组蛋白表达，结果显示与各组

ｍＲＮＡ 表达水平趋势一致。 见图 ６Ｂ。

图 ６　 ４ 组转染后 ＪＥＧ⁃３ 细胞 ＨＬＡ⁃Ｇ、ＨＩＦ⁃２α、
ＶＥＧＦ、ＥＴ⁃１ 及 ＮＯＳ２ 表达情况

Ａ：ｑＰＣＲ 检测 ＨＬＡ⁃Ｇ、ＨＩＦ⁃２α、ＶＥＧＦ、ＥＴ⁃１ 及 ＮＯＳ２ 的 ｍＲＮＡ 相

对表达量；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨＬＡ⁃Ｇ、ＨＩＦ⁃２α、ＶＥＧＦ、ＥＴ⁃１ 及 ＮＯＳ２
的蛋白相对表达量；１：常氧对照组；２：常氧抑制组；３：低氧对照组；４：
低氧抑制组；ＨＬＡ⁃Ｇ ｍＲＮＡ 表达水平比较（Ｆ ＝ ２２. ９６９，Ｐ ＜ ０. ００１）；
ＨＩＦ⁃２α ｍＲＮＡ 表达水平比较（Ｆ ＝ ４１. ９２６，Ｐ ＜ ０. ００１）；ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ
表达水平比较（Ｆ ＝ ２１. ９１，Ｐ ＜ ０. ００１）；ＮＯＳ２ ｍＲＮＡ 表达比较（Ｆ ＝
４０. ５５６，Ｐ ＜ ０. ００１）；ＥＴ⁃１ ｍＲＮＡ 表达水平比较 （ Ｆ ＝ ５６. ５８８，Ｐ ＜

０. ００１）；与常氧对照组比较：∗ Ｐ ＜ ０. ０５；与常氧抑制组比较：＃ Ｐ ＜

０. ０５；与低氧对照组比较：△Ｐ ＜ ０. ０５

３　 讨论

　 　 子痫前期是一种以孕妇发生高血压和蛋白尿为

特征的严重危害母儿健康的疾病［５］。 子痫前期发

病机制尚不清楚，滋养细胞浸润障碍被认为是子痫

前期发生的重要原因［６］。 高原地区子痫前期发病

率高于平原地区，且子痫前期发病随海拔升高有明

显上升趋势［２］。 课题组前期研究［７］ 显示，低氧环境

下 ＨＬＡ⁃Ｇ 表达下降可能通过影响滋养细胞增殖活

性及侵袭能力参与子痫前期的发生。 而 ＨＬＡ⁃Ｇ 可
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能通过哪些可能的细胞信号通路参与调节滋养细胞

的生物学行为，导致高原地区子痫前期高发，此类研

究国内外尚未见报道。
ＨＬＡ⁃Ｇ 是一种可受应激诱导的蛋白质分子，其

表达形式和水平的变化与机体免疫功能，尤其是生

殖、移植免疫功能密切相关。 研究［８］ 显示随海拔高

度增加，子痫前期孕妇胎盘组织 ＨＬＡ⁃Ｇ 表达水平呈

下降趋势。 高原低氧环境下 ＨＬＡ⁃Ｇ 的表达及滋养

细胞生物学行为在子痫前期的发生中起着重要作

用，但具体机制仍不明确。 本研究模拟低氧条件，通
过 ｓｉＲＮＡ 技术抑制了 ＪＥＧ⁃３ 细胞中 ＨＬＡ⁃Ｇ 的表达，
建立了低表达 ＨＬＡ⁃Ｇ 的滋养细胞模型。 结果显示

低氧（１％Ｏ２）和抑制 ＨＬＡ⁃Ｇ 均降低 ＨＬＡ⁃Ｇ 表达，且
二者有协同作用。 抑制 ＨＬＡ⁃Ｇ 表达后导致 ＪＥＧ⁃３
细胞增殖活性下降，侵袭能力降低，细胞凋亡率显著

升高，并使细胞被阻滞在 Ｇ１ 期。 低氧环境亦可使

细胞增殖活性下降，侵袭能力降低，还产生明显的坏

死细胞群，但对于细胞周期没有明显改变。 故低氧

条件和滋养细胞 ＨＬＡ⁃Ｇ 表达下降，二者相辅相成，
互相影响改变了滋养细胞的生物学行为，共同作用

加重了滋养细胞浸润障碍。
低氧在影响 ＨＬＡ⁃Ｇ 表达上可能起着举足轻重

的作用，由于 ＥＰＡＳ１ 是转录因子家族成员之一，与
细胞侵袭行为及疾病的发生发展密切相关，推断

ＨＬＡ⁃Ｇ 可能通过 ＥＰＡＳ１ 低氧反应通路参与调节滋

养细胞的生物学行为，从而参与高原低氧环境下子

痫前期的发生［９］。 ＥＰＡＳ１ 又名缺氧诱导因子 ２
（ＨＩＦ⁃２），ＨＩＦ 被认为在人类胎盘正常发育中起着重

要的作用［１０］。 ＨＩＦ⁃２α 与缺氧诱导因子 １α 具有高

度同源性，可以激活目标基因以应对缺氧等应激因

素［１１］。 然而 ＨＩＦ⁃２α 在不同氧浓度下对滋养细胞生

物学行为的影响结果不尽一致。 在常氧情况下通过

下调 ＨＩＦ⁃２α 可增强细胞凋亡，限制滋养层的侵

袭［１２］。 但是在缺氧情况下，低氧可诱导滋养层细胞

高表达 ＨＩＦ⁃２α，抑制滋养细胞侵袭及血管形成能

力，提示 ＨＩＦ⁃２α 有可能涉及子痫前期的发生［１３］。
ＥＰＡＳ１ 靶基因主要有血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）、
诱导型一氧化氮合酶（ＮＯＳ２）、乳酸脱氢酶、３⁃磷酸

甘油醛脱氢酶、血清中内皮素 １（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ⁃１，ＥＴ⁃１）
、转铁蛋白、酪氨酸羟化酶等，作用涉及血管生长、血
管收缩、骨髓造血、能量代谢、儿茶酚胺合成和铁代

谢等。 ＶＥＧＦ 介导生理性及病理性血管增生，与许

多疾病包括肿瘤、类风湿性关节炎、视网膜血管病

变、心血管疾病有关。 ＮＯＳ２ 的表达增加，引起血管

上皮和内皮细胞损伤［１４］。 ＥＴ⁃１ 主要由血管内皮细

胞产生，缺氧缺血发生后，ＥＴ⁃１ 的水平升高，参与了

全身各器官灌注不足特别是对心脑缺血的损害［１５］。
本研究中，低氧（１％ Ｏ２ ）和抑制 ＨＬＡ⁃Ｇ 均可增加

ＨＩＦ⁃２α、ＶＥＧＦ 及 ＥＴ⁃１ 表达，对于 ＨＩＦ⁃２α 和 ＶＥＧＦ，
低氧更能影响其表达的升高；对于 ＮＯＳ２，则抑制

ＨＬＡ⁃Ｇ 表达同样抑制 ＮＯＳ２ 表达，而在低氧状态下

其表达升高。 推测 ＨＬＡ⁃Ｇ 可能通过 ＥＰＡＳ１ 低氧反

应通路增加 ＨＩＦ⁃２α、ＶＥＧＦ、ＥＴ⁃１ 表达从而影响滋养

细胞生物学行为，参与了子痫前期的发生。 而 ＮＯＳ２
在低氧下和抑制 ＨＬＡ⁃Ｇ 下不同表达，可能是由于对

ＮＯＳ２ 表达的调控相对复杂的缘故，其原由还待于

进一步研究。
综上所述，低氧条件下经 ｓｉＲＮＡ 转染后抑制

ＪＥＧ⁃３ 细胞中 ＨＬＡ⁃Ｇ 的表达，可能影响滋养细胞的

增殖、侵袭能力及细胞凋亡率，并使细胞被阻滞在

Ｇ１ 期，并且低氧和抑制 ＨＬＡ⁃Ｇ 均可增加 ＨＩＦ⁃２α、
ＶＥＧＦ 及 ＥＴ⁃１ 表达，推测 ＨＬＡ⁃Ｇ 可能通过 ＥＰＡＳ１
低氧反应通路影响滋养细胞生物学行为，从而参与

了子痫前期的发生。 本课题仅从细胞实验验证了低

氧、ＨＬＡ⁃Ｇ 对滋养细胞生物学行为的影响，和对 ＥＰ⁃
ＡＳ１ 及靶基因表达的影响，下一步希望能通过动物

实验验证 ＨＬＡ⁃Ｇ 通过 ＥＰＡＳ１ 低氧反应通路参与高

原低氧环境下子痫前期发病的分子机制，以及高原

地区子痫前期 ＥＰＡＳ１ 表达及转录活性改变。
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２Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｏｂｓｔｅｔｒｉｃｓ， Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｑｉｎｇｈａｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｘｉｎｉｎｇ　 ８１００００）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｈｕｍａｎ ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ａｎｔｉｇｅｎ⁃Ｇ （ＨＬＡ⁃Ｇ） ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｈｏｒｉｏｎｉｃ ｔｒｏｐｈｏｂｌａｓｔ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＪＥＧ⁃３ ｃｅｌｌｓ ｕｎｄｅｒ ｈｙｐｏｘｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ
ＪＥＧ⁃３ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｈｙｐｏｘｉａ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ＰＡＳ１ ｒｅｇｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ １ （ＥＰＡＳ１）ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ
ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ａｌｔｉｔｕｄｅ ｈｙｐｏｘｉａ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＬＡ⁃Ｇ ｉｎ ＪＥＧ⁃
３ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡ （ｓｉＲＮＡ）． Ｔｈｅ ＪＥＧ⁃３ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｄｉ⁃
ｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ： ｎｏｒｍｏｘｉｃ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｈｙｐｏｘｉｃ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｎｏｒｍｏｘｉｃ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ｈｙｐｏｘｉｃ ｉｎ⁃
ｈｉｂｉｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ． ＣＣＫ⁃８ ｔｅｓｔ ａｎｄ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｔｅｓｔ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ
ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ； Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ； ＨＬＡ⁃Ｇ ａｎｄ ＥＰ⁃
ＡＳ１ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ （ｑＰＣＲ） ａｎｄ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ① Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍｏｘｉｃ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｈｙｐｏｘｉｃ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｎｏｒｍｏｘｉｃ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ｈｙｐｏｘｉｃ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｃｏｕｌｄ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＪＥＧ⁃３ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ． Ｔｈｅ ｈｙｐｏｘｉｃ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｈｙｐｏｘｉｃ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ａｌｓｏ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ａｎ
ｏｂｖｉｏｕｓ ｎｅｃｒｏｔｉｃ ｃｅｌｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ； Ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｈｙｐｏｘｉａ， ａｆｔｅｒ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＬＡ⁃Ｇ， ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｗａｓ ｆｕｒｔｈｅｒ ａｇｇｒａｖａｔｅｄ； Ｗｈｅｔｈｅｒ ｕｎｄｅｒ ｎｏｒｍｏｘｉａ ｏｒ ｈｙｐｏｘｉａ， ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＨＬＡ⁃Ｇ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃａｕｓｅｄ
ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｂｅ ｂｌｏｃｋｅｄ ｉｎ ｔｈｅ Ｇ１ ｐｈａｓｅ． ② Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍｏｘｉｃ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｈｙｐｏｘｉａ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｎｏｒ⁃
ｍｏｘｉｃ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＬＡ⁃Ｇ ｐｒｏｔｅｉｎ， ａｎｄ ｈｙｐｏｘｉａ ａｎｄ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＨＬＡ⁃Ｇ ｈａｄ ａ ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ； Ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒｓ⁃２α（ＨＩＦ⁃２α），ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ（ＶＥＧＦ） ａｎｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ⁃１（ＥＴ⁃１） ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ａｄｄｅｄ， ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＨＬＡ⁃Ｇ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ（ＮＯＳ２）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｉｎ ｔｈｅ ｈｙｐｏｘｉｃ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ， ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＨＬＡ⁃Ｇ
ｍａｙ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｏｆ ｔｒｏｐｈｏｂｌａｓｔ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＥＰＡＳ１ ｈｙｐｏｘｉｃ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ； ｈｙｐｏｘｉａ； ｈｕｍａｎ ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ ａｎｔｉｇｅｎ⁃Ｇ； ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ＰＡＳ１ ｒｅｇｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ １； ｈｉｇｈ ａｌｔｉｔｕｄｅ
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