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摘要　目的　探究ＲＮＡ的Ｎ６甲基腺苷（ｍ６Ａ）修饰及甲基转移酶样蛋白１４（ＭＥＴＴＬ１４）在早发型子痫前期（ｅＰＥ）发病机制中
的作用。方法　收集１５例早发型子痫前期孕妇和１５例正常孕妇的胎盘组织。利用比色法测定 ｍ６Ａ水平，利用 ＲＴｑＰＣＲ、
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验和免疫组化（ＩＨＣ）实验测定ＭＥＴＴＬ１４表达情况。通过转染 ｓｉＲＮＡ和质粒，敲低、过表达滋养细胞 ＭＥＴＴＬ１４
水平，开展体外细胞表型实验。通过ＣＣＫ８、划痕试验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验和侵袭实验探究ＭＥＴＴＬ１４对滋养细胞增殖、迁移及侵袭
的影响。结果　早发型子痫前期孕妇胎盘组织 ｍ６Ａ水平较正常孕妇胎盘组织降低，ＭＥＴＴＬ１４主要在滋养细胞细胞核中表
达，与正常妊娠相比，ＭＥＴＴＬ１４在早发型子痫前期胎盘组织中的表达降低，ＭＥＴＴＬ１４ｍＲＮＡ水平与胎盘组织ｍ６Ａ水平成正相
关。ＣＣＫ８实验结果显示，与对照组相比，敲低ＭＥＴＴＬ１４在滋养细胞中的表达，细胞增殖速度显著降低，过表达 ＭＥＴＴＬ１４滋
养细胞增殖能力增强。划痕试验结果显示，与对照组相比，ＭＥＴＴＬ１４敲低后划痕的相对愈合率明显减小，过表达ＭＥＴＴＬ１４后
划痕的相对愈合率增加。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验和侵袭实验结果显示，与对照组相比，ＭＥＴＴＬ１４敲低后，穿过小室的滋养细胞数目明
显减少，过表达ＭＥＴＴＬ１４滋养细胞穿过小室的数目增多。结论　早发型子痫前期胎盘组织总 ＲＮＡｍ６Ａ修饰水平低于正常
妊娠组，甲基转移酶ＭＥＴＴＬ１４的下调参与了总ＲＮＡｍ６Ａ修饰水平的调控，过表达ＭＥＴＴＬ１４能够增强滋养细胞的增殖、迁移
以及侵袭能力，为探究早发型子痫前期的发病机制提供了新视角。
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ｍａｉｌ：ａｈｙｉｎｇｊｊ＠１６３．ｃｏｍ

　　子痫前期（ｐｒｅｅｃｌｍｐｓｉａ，ＰＥ）是一种累及全身多
个系统的疾病，在妊娠过程发病率为２％ ～８％，是
导致孕产妇及围产儿发病和死亡的重要原因［１］。

在妊娠 ３４周前发病的 ＰＥ称为早发型子痫前期
（ｅａｒｌｙｏｎｓｅｔｐｒｅｅｃｌｍｐｓｉａ，ｅＰＥ），其被认为是一种胎
盘源性疾病，滋养细胞功能异常导致的胎盘功能障

碍是其主要的发病机制［２］。研究［３］表明 ＲＮＡ表观
遗传可调控胎盘发育过程并参与胎盘源性疾病的发

生发展，Ｎ６甲基腺苷（Ｎ６ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ，ｍ６Ａ）修
饰是真核生物ｍＲＮＡ中最丰富的转录后修饰，由甲
基转移酶（Ｗｒｉｔｅｒ）、去甲基化酶（Ｅｒａｓｅｒ）以及阅读蛋
白（Ｒｅａｄｅｒ）共同参与［４］，其中甲基转移酶样蛋白１４
（ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ１４，ＭＥＴＴＬ１４）与ＭＥＴ

ＴＬ１３、肾母细胞瘤１相关蛋白（ｗｉｌｍｓｔｕｍｏｒ１ａｓｓｏｃｉ
ａｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＷＴＡＰ）共同构成甲基转移酶复合物，
促进ｍ６Ａ的生成。去甲基化酶由脂肪和肥胖量相
关蛋 白 （ｆａｔｍａｓｓａｎｄｏｂｅｓｉｔｙａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，
ＦＴＯ）、Ａｌｋｂ同源物 ５（ａｌｋｂｈｏｍｏｌｏｇ５，ＡＬＫＢＨ５）共
同构成，两者都属于α酮戊二酸依赖性双加氧酶家
族，通过 Ｆｅ（Ⅱ）和 α酮戊二酸依赖的方式去除
ｍＲＮＡ中标记的 ｍ６Ａ修饰，与 ｍ６Ａ甲基转移酶共
同调控，使体内 ｍ６Ａ修饰水平保持动态平衡。
“Ｒｅａｄｅｒ”也称为 ｍ６Ａ甲基识别蛋白，由来自不同
蛋白家族的因子构成，包括核内不均一核糖核蛋白

（ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓｎｕｃｌｅａｒｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎｓ，ｈｎＲＮＰｓ）、
胰岛素样生长因子２ｍＲＮＡ结合蛋白１／２／３（ｉｎｓｕｌｉｎ
ｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ２ｍＲＮＡｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１／２／３，
ＩＧＦ２ＢＰ１／２／３）等，对 ｍ６Ａ修饰的 ＲＮＡ的下游的生
物学功能起决定作用。研究［５］表明 ｍ６Ａ的异常修
饰参与人类多种疾病的发生，包括肿瘤、免疫系统疾

病、生殖系统疾病等，但在 ｅＰＥ中的研究较少。本
研究首先测定了ｅＰＥ患者胎盘组织中的ｍ６Ａ水平，
然后筛选表达水平明显改变的 ｍ６Ａ甲基化调节蛋
白，探究该蛋白对滋养细胞生物学功能的影响，探索
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ｍ６Ａ在ＰＥ发病的机制中的作用。

１　材料与方法

１．１　病例资料　收集２０２３年１—７月在安徽医科
大学妇产科住院分娩的产妇胎盘３０例，其中ｅＰＥ组
１５例，正常妊娠对照组１５例，均采用剖宫产方式终
止妊娠。ＰＥ孕妇的纳入标准参照《妇产科学》第９
版教材对 ＰＥ的诊断：妊娠 ２０周后出现收缩压≥
１８６２ｋＰａ和（或）舒张压≥１１９７ｋＰａ，并伴有蛋白
尿≥０３ｇ／２４ｈ或随机蛋白尿（＋＋），或虽无蛋白
尿但合并以下任何一项者：① 血小板减少；② 肝功
能损害；③ 肾功能损害；④ 肺水肿；⑤ 新发头痛；⑥
新发生的中枢神经系统异常或视觉障碍。排除标

准：① 原发性高血压；② 糖尿病；③ 合并心、脑等严
重的器质性病变；④ 自身免疫性疾病；⑤ 严重感
染。研究对象均为单胎妊娠，无吸烟史及长期饮酒

史。本研究经安徽医科大学伦理委员会批准（批

号：Ｐ２０２１１２２２）。
１．２　标本保存和试剂　术中收集胎盘组织经 ＰＢＳ
漂洗后，一份于 －８０℃冰箱冻存，用于提取组织蛋
白，另取两份浸于 ４％多聚甲醛溶液和 ＲＮＡＬａｔｅｒ
中，用于免疫组化（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＩＨＣ）颜色
及ＲＮＡ的提取。人绒毛膜滋养细胞系ＨＴＲ８ＳＶＥ
ＮＯ和胎牛血清购自武汉普赛诺生命科技有限公
司；ＤＭＥＭ１６４０培养基、ＰＢＳ购自武汉赛维尔生物
科技有限公司；ｊｅｔＰＲＩＭＥ转染试剂购自法国
Ｐｏｌｙｐｌｕｓ公司；总 ＲＮＡ提取试剂盒购自北京天根生
化科技有限公司；ｑＰＣＲＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ试
剂购自上海翌圣生物科技有限公司；ＲＮＡｍ６Ａ甲基
化测定试剂盒购自美国 Ｅｐｉｇｅｎｔｅｋ公司；ＭＥＴＴＬ３、
ＦＴＯ抗体购自江苏亲科生物有限公司，ＭＥＴＴＬ１４抗
体购自武汉三鹰生物技术有限公司；ＷＴＡＰ、ＡＬＫ
ＢＨ５、ＩＧＦ２ＢＰ２、ＧＡＤＰＨ抗体购自美国 Ｉｍｍｕｎｏｗａｙ
生物科技公司；ＣＣＫ８试剂盒购自武汉亚科因生物
技术有限公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自天津本生健康科
技有限公司。

１．３　方法
１．３．１　ＲＮＡ的提取及实时荧光定量ＰＣＲ　将ＲＮＡ
Ｌａｔｅｒ保存的胎盘组织剪碎，按照总 ＲＮＡ提取试剂
盒步骤提取 ＲＮＡ，并测定浓度和纯度。将总 ＲＮＡ
逆转录为 ｃＤＮＡ后，使用 ｑＰＣＲＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ进行ｑＰＣＲ检测，每个样品设置３个副孔，计算
平均ＣＴ值，采用２

－ΔΔＣＴ方法计算目的基因的相对表

达量。引物序列见表１。

表１　基因引物序列
Ｔａｂ．１　Ｇｅｎｅｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′３′）
ＭＥＴＴＬ３ Ｆ：ＧＣＡＧＧＣＴＣＡＡＣＡＴＡＣＣＣＧＴＡＣＴ

Ｒ：ＧＡＴＧＣＧＴＴＧＣＡＧＴＴＧＡＴＴＴＧＴＣＴ
ＭＥＴＴＬ１４ Ｆ：ＴＧＡＧＡＴＴＧＣＡＧＣＡＣＣＴＣＧＡＴ

Ｒ：ＡＡＴＧＡＡＧＴＣＣＣＣＧＴＣＴＧＴＧＣ
ＷＴＡＰ Ｆ：ＣＴＧＡＣＡＡＡＣＧＧＡＣＣＡＡＧＴＡＡＴＧ

Ｒ：ＡＡＡＧＴＣＡＴＣＴＴＣＧＧＴＴＧＴＧＴＴＧ
ＡＬＫＢＨ５ Ｆ：ＣＡＣＡＴＣＣＴＧＧＡＡＧＧＣＡＧＣＡＡ

Ｒ：ＣＣＣＣＣＡＡＡＧＴＧＧＴＧＧＴＡＴＣＣ
ＦＴＯ Ｆ：ＣＣＡＧＡＡＣＣＴＧＡＧＧＡＧＡＧＡＡＴＧＧ

Ｒ：ＣＧＡＴＧＴＣＴＧＴＧＡＧＧＴＣＡＡＡＣＧＧ
ＩＧＦ２ＢＰ２ Ｆ：ＡＧＴＧＧＡＡＴＴＧＣＡＴＧＧＧＡＡＡＡＴＣＡ

Ｒ：ＣＡＡＣＧＧＣＧＧＴＴＴＣＴＧＴＧＴＣ
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＴＴＣＡＣＣＡＣＣＡＴＧＧＡＧＡＡＧＧＣ

Ｒ：ＧＧＣＡＴＧＧＡＣＴＧＴＧＧＴＣＡＴＧＡ

１．３．２　ｍ６Ａ水平测定　按照ｍ６Ａ甲基化定量试剂
盒说明书进行操作。在条形井中加入８０μＬ结合液
进行ＲＮＡ结合，以及２μＬ阳性对照和２μＬ阴性对
照，加入 ２００ｎｇＲＮＡ样本，混匀后 ３７℃孵育 ９０
ｍｉｎ；弃去结合液，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ溶液洗涤后依次加入
５０μＬ捕获抗体溶液、５０μＬ检测抗体溶液、５０μＬ
增强液溶液进行 ｍ６ＡＲＮＡ捕获，加入不同溶液前
用洗涤液清洗；加入１００μＬ显色溶液室温避光孵
育，当阳性对照孔颜色变为中蓝时加入１００μＬ终止
溶液终止反应，于酶标仪４５０ｎｍ处读取吸光度，计
算ｍ６Ａ的相对量比。
１．３．３　蛋白质的提取及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　从
－８０℃ 冰箱取出胎盘组织，称取２０ｍｇ加入含蛋白
酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的 ＲＩＰＡ裂解液４００μＬ，
加入研磨钢珠低温、间歇超声裂解后冰上静置 １０
ｍｉｎ，４℃ １４０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，收集上清液，加
入１／４体积５×蛋白上样缓冲液，１００℃ 金属浴１０
ｍｉｎ，用于Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验上样。蛋白电泳结束后，
采用“三明治”法转膜，５％牛血清白蛋白室温封闭２
ｈ，ＴＢＳＴ洗膜后４℃孵育一抗过夜。次日 ＴＢＳＴ洗
膜后室温孵育相应种属来源的二抗２ｈ，洗膜后显影
液显影，采用ＩｍａｇｅＪ软件对条带灰度值进行相对定
量分析。

１．３．４　ＩＨＣ染色　 组织切片后６５℃ 烤片９０ｍｉｎ，
二甲苯脱蜡梯度乙醇复水，ＥＤＴＡ抗原修复后０３％
曲拉通通透，内源性过氧化物酶灭活３０ｍｉｎ，ＰＢＳ清
洗后采用１０％山羊血清封闭３０ｍｉｎ，滴加稀释好的
一抗４℃ 过夜孵育，ＰＢＳ洗涤后滴加对应二抗孵育
３０ｍｉｎ，二氨基联苯胺（ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＤＡＢ）显
色，镜下观察目标蛋白出现清晰的棕色而非特异性
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蛋白未显色时终止反应，苏木精染核，终止显色后中

性树脂封片，显微镜拍照保存。

１．３．５　小干扰 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｄｉｓｔｕｒｂａｎｃｅＲＮＡ，ｓｉＲ
ＮＡ）和质粒的构建及细胞转染　ｓｉＭＥＴＴＬ１４由安
徽通用生物股份有限公司合成，过表达ＭＥＴＴＬ１４的
质粒由武汉灵淼生物科技有限公司合成。细胞用

０２５％的胰酶消化后铺于 ６孔板中，汇合度达到
５０％～６０％用 ｊｅｔＰＲＩＭＥ试剂转染并设置对照组，
４８ｈ后进行后续细胞实验，并提取细胞总 ＲＮＡ和
蛋白质，通过实时荧光定量 ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实
验验证转染效果，测定ｍ６Ａ水平。
１．３．６　细胞增殖实验　胰酶消化细胞后计数，梯度
稀释至２×１０４／ｍＬ，取１００μＬ（２０００个／孔）铺于９６
孔板，细胞贴壁后，将完全培养液和 ＣＣＫ８试剂以
９∶１的比例混合，每孔加入１００μＬ并设置对照组，
放入培养箱避光培养２ｈ，使用酶标仪读取４５０ｎｍ
处的吸光度ＯＤ值。
１．３．７　划痕试验　在６孔板底部用马克笔划３条
横线，待转染组及相应的对照组细胞长满后，用２００
μＬ吸头垂直于孔板和标记线划 ２条垂线，用 ＰＢＳ
润洗２～３次，加入含１％ＦＢＳ的培养液继续培养，
在０、２４ｈ显微镜下观察并拍照，使用 ＩｍａｇｅＪ软件
统计划痕的面积。

１．３．８　细胞侵袭及迁移实验　基质胶化冻后，用无
血清培养基以１∶８的比例稀释，每个 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小
室加入６０μＬ，放入培养箱孵育２～３ｈ，使基质胶聚
合成膜，去除多余液体。将干扰ＭＥＴＴＬ１４表达后的
细胞消化，用无血清培养基重悬并计数，将细胞密度

调整至２×１０５／ｍＬ，取１００μＬ加入上室，下室加入
含１０％ ＦＢＳ的完全培养基６００μＬ，温箱培养４８ｈ。
取出小室ＰＢＳ清洗，４％多聚甲醛固定１０ｍｉｎ，结晶
紫染色１０ｍｉｎ，流水冲洗去除多余染料，用棉签擦除
小室内未穿过的细胞，显微镜下观察并拍照。迁移

实验小室内不用铺基质胶，其余步骤同侵袭实验。

１．４　统计学处理　应用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９软件进
行统计学分析。计量资料使用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）
表示，正态分布且方差齐的两组间使用ｔ检验，多组
间不同时间点数据比较采用重复测量资料的方差分

析，两组间构成比采用卡方（χ２）检验，以 Ｐ＜００５
为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　研究对象的一般资料　对纳入研究的孕妇年
龄、体质量指数（ｂｏｄｙｍａｓｓｉｎｄｅｘ，ＢＭＩ）、孕周、血压、
随机蛋白尿、新生儿体质量、Ａｐａｇａｒ评分等临床信
息进行统计，发现除年龄外，差异均有统计学意义。

见表２。
２．２　两组胎盘组织中ｍ６Ａ水平及其相关蛋白的表
达情况　提取组织ＲＮＡ测定后显示，与正常妊娠组
相比，ｅＰＥ组胎盘总ＲＮＡｍ６Ａ水平降低（图１Ａ），差
异有统计学意义（ｔ＝５２２０，Ｐ＜０００１）。为探究引
起胎盘甲基化水平降低的主要原因，通过 ＲＴｑＰＣＲ
（图１Ｂ）和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验（图１Ｃ）测定甲基转移
酶 ＭＥＴＴＬ３、ＭＥＴＴＬ１４、ＷＴＡＰ、去甲基化酶 ＡＬＫ
ＢＨ５、ＦＴＯ以及阅读蛋白 ＩＧＦ２ＢＰ２的 ｍＲＮＡ和蛋白
水平。结果显示（图１Ｄ），ｅＰＥ胎盘甲基化酶 ＭＥＴ
ＴＬ３ｍＲＮＡ水平较正常妊娠降低（Ｐ＝００２０），但蛋
白水 平 无 明 显 差 异。ＷＴＡＰ、ＦＴＯ、ＡＬＫＢＨ５、
ＩＧＦ２ＢＰ２的表达也无明显差异。甲基化酶 ＭＥＴ
ＴＬ１４ｍＲＮＡ水平及蛋白较正常妊娠降低，差异有统
计学意义（ｔ＝４９２０，Ｐ＜００１）。
２．３　两组胎盘组织中ｍ６Ａ调节蛋白的组织表达情
况　为明确ｍ６Ａ调节蛋白在胎盘组织中的细胞定
位和表达情况，采用 ＩＨＣ法进行实验，ＩｍａｇｅＪ软件
进行平均吸光度分析（图２Ｍ）。结果显示，甲基转
移酶ＭＥＴＴＬ３、ＭＥＴＴＬ１４、ＷＴＡＰ主要在滋养细胞核

表２　两组孕妇临床参数比较（珋ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓｏｆｐｒｅｇｎａｎｔｗｏｍｅｎ（珋ｘ±ｓ）

Ｉｔｅｍ Ｅａｒｌｙｏｎｓｅｔｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ（ｎ＝１５）Ｎｏｒｍａｌｐｒｅｇｎａｎｃｙ（ｎ＝１５） ｔｖａｌｕｅ Ｐｖａｌｕｅ

Ａｇｅ（ｙｅａｒｓ） ３１．１３±２．２２ ３１．２０±２．２６ ０．０８ ０．９４０

ＢＭＩ（ｋｇ／ｍ２） ２５．０８±４．５４ ２１．４７±２．２０ ２．６８ ０．０１０

Ｓｙｓｔｏｌｉｃｂｌｏｏｄｐｒｅｓｓｕｒｅ（ｋＰａ） ２０．９５±２．０２ １５．３７±１．３０ ８．７０ ＜０００１

Ｄｉａｓｔｏｌｉｃｂｌｏｏｄｐｒｅｓｓｕｒｅ（ｋＰａ） １３．８４±１．９０ １０．３５±１．１１ ５．８４ ＜０００１

Ｒａｎｄｏｍｐｒｏｔｅｉｎｕｒｉａ（１＋－３＋） ２．４７±１．０２ ０ ９．０１ ＜０００１

Ｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌａｇｅｏｆｄｅｌｉｖｅｒｙ（ｗｅｅｋｓ） ３１．９７±２．４０ ３６．５０±３．２０ ４．２７ ＜０００１

Ｂｉｒｔｈｗｅｉｇｈｔ（ｇ） １６１２±５７２．０４ ２７９３±８２０．４７ ４．４２ ＜０００１

Ａｐｇａｒｓｃｏｒｅ（１ｍｉｎ） ７．５３±１．１３ １０．００ ７．０５ ＜０００１
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图１　胎盘组织ｍ６Ａ及其调节酶表达水平

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍ６Ａａｎｄｉｔｓｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｎｚｙｍｅｓｉｎｐｌａｃｅｎｔａｌｔｉｓｓｕｅ

　　Ａ：ＴｈｅｔｏｔａｌＲＮＡｍ６Ａｌｅｖｅｌｉｎｐｌａｃｅｎｔａｌｔｉｓｓｕｅ；Ｂ：ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆｍ６Ａｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎ；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍ６Ａｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎｓ；

Ｄ：ｂａｒｇｒａｐｈａｎａｌｙｓｉｓｏｆＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｒｅｓｕｌｔｓ；Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１ｖｓＮｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ．

中表达，ＭＥＴＴＬ３（图 ２Ａ、２Ｂ）和 ＷＴＡＰ（图 ２Ｅ、２Ｆ）
在 ｅＰＥ胎盘组织和正常妊娠胎盘组织中的表达差
异无统计学意义，ＭＥＴＴＬ１４（图２Ｃ、２Ｄ）在 ｅＰＥ胎盘
组织中的表达较正常妊娠组降低，且差异有统计学

意义（ｔ＝３３２６，Ｐ＝００２２）。去甲基化酶 ＦＴＯ（图
２Ｇ、２Ｈ）、ＡＬＫＢＨ５（图２Ｉ、２Ｊ）在细胞核和细胞质中
均有表达，细胞核更明显，在两组胎盘组织中的表达

差异无统计学意义。阅读蛋白ＩＧＦ２ＢＰ２（图２Ｋ、２Ｌ）
主要在胞质中表达，在 ｅＰＥ和正常妊娠胎盘组织中
的表达差异无统计学意义。

２．４　胎盘组织ｍ６Ａ水平与ＭＥＴＴＬ１４的相关性分
析　基于 ＲＴｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＩＨＣ实验，显示
ＭＥＴＴＬ１４的表达水平在ｅＰＥ期中变化最为显著，进
一步将胎盘组织 ＲＮＡｍ６Ａ甲基化修饰水平与
ＭＥＴＴＬ１４表达水平进行相关性分析，构建二者的表
达相关性曲线，显示 ＲＮＡｍ６Ａ修饰水平与 ＭＥＴ
ＴＬ１４表达水平呈正相关（图３），Ｙ＝０１６７Ｘ＋０２８７
（Ｙ：胎盘总ＲＮＡｍ６Ａ甲基化修饰水平，Ｘ：ＭＥＴＴＬ１４
ｍＲＮＡ水平，Ｐ＜０００１）。

２．５　敲低及过表达ＭＥＴＴＬ１４后滋养细胞ｍ６Ａ水
平　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验验证干扰 ＭＥＴＴＬ１４后滋养细
胞中的蛋白表达情况（图４Ａ）。提取细胞总ＲＮＡ测
定ｍ６Ａ甲基化水平，显示 ＭＥＴＴＬ１４ｓｉＲＮＡ瞬时转
染后细胞ｍ６Ａ甲基化降低（ｔ＝１５２３０，Ｐ＝０００３），
过表达ＭＥＴＴＬ１４细胞 ｍ６Ａ甲基化升高（ｔ＝４２２０，
Ｐ＝００１３５）（图４Ｂ）。
２．６　敲低ＭＥＴＴＬ１４对滋养细胞增殖、迁移和侵袭
能力的影响　ＣＣＫ８增殖实验中，下调ＭＥＴＴＬ１４的
表达后，滋养细胞增殖能力降低（图 ４Ｃ，Ｐ４８ｈ＜
００１，Ｐ７２ｈ＜００５）。细胞划痕试验结果（图 ５Ａ、
５Ｂ）显示，敲低 ＭＥＴＴＬ１４的表达，划痕愈合速度慢
于对照组（ｔ＝１７９００，Ｐ＜０００１）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实
验显示（图５Ｃ），ＭＥＴＴＬ１４表达降低后，与对照组相
比，相同时间内穿过小室的细胞数量明显降低（ｔ＝
１０５２０，Ｐ＜００００１）。侵袭实验中（图５Ｄ），与对照
组相比，ＭＥＴＴＬ１４表达降低，穿过基质胶的细胞减
少（ｔ＝５８５０，Ｐ＝００００８）。因此，下调 ＭＥＴＴＬ１４
可抑制滋养细胞的增殖、迁移和侵袭。
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图２　ｍ６Ａ调节酶在胎盘组织中的定位和表达 ×２００

Ｆｉｇ．２　Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍ６Ａｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｎｚｙｍｅｓｉｎｐｌａｃｅｎｔａｌｔｉｓｓｕｅ×２００

　　Ａ，Ｂ：ＭＥＴＴＬ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｐｌａｃｅｎｔａｌｔｉｓｓｕｅｓ；Ｃ，Ｄ：ＭＥＴＴＬ１４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｐｌａｃｅｎｔａｌｔｉｓｓｕｅｓ；Ｅ，Ｆ：ＷＴＡＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｐｌａｃｅｎｔａ；Ｇ，Ｈ：ＦＴＯ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｐｌａｃｅｎｔａｌｔｉｓｓｕｅｓ；Ｉ，Ｊ：ＡＬＫＢＨ５ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｐｌａｃｅｎｔａｌｔｉｓｓｕｅｓ；Ｋ，Ｌ：ＩＧＦ２ＢＰ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｐｌａｃｅｎｔａｌｔｉｓｓｕｅｓ；Ｍ：Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ＩＨＣａｖｅｒａｇｅｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ；Ｐ＜００５ｖｓＮｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ．
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图３　胎盘组织ｍ６Ａ甲基化修饰水平与

ＭＥＴＴＬ１４ｍＲＮＡ水平的线性相关分析

Ｆｉｇ．３　Ｌｉｎｅａｒｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｂｅｔｗｅｅｎｍ６Ａｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓａｎｄＭＥＴＴＬ１４ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｉｎｐｌａｃｅｎｔａｌｔｉｓｓｕｅｓ

２．７　过表达ＭＥＴＴＬ１４对滋养细胞增殖、迁移和侵
袭能力的影响　ＣＣＫ８增殖实验中，过表达 ＭＥＴ
ＴＬ１４后，滋养细胞增殖能力增强（图 ４Ｄ，Ｐ２４ｈ＜

００５，Ｐ４８ｈ＜００５，Ｐ７２ｈ＜００１）。细胞划痕试验（图
６Ａ）结果（图６Ｂ）显示，ＭＥＴＴＬ１４过表达后，划痕愈
合速度快于对照组（ｔ＝４８１０，Ｐ＝０００８６）。Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ迁移实验显示（图６Ｃ），ＭＥＴＴＬ１４表达升高后，
相同时间内穿过小室的细胞数量多于对照组（ｔ＝
７０１８，Ｐ＝００００２）。侵袭实验中（图６Ｄ），与对照
组相比，过表达ＭＥＴＴＬ１４后穿过基质胶的细胞增多
（ｔ＝２９６０，Ｐ＝００３６２）。因此，上调 ＭＥＴＴＬ１４可
显著促进滋养细胞的增殖、迁移和侵袭。

３　讨论

　　ＰＥ病情重，变化快，严重危害母子健康，目前除
适时终止妊娠外没有确切有效的预防和治疗手段。

与晚发型相比较，ｅＰＥ起病隐匿，病程进展迅速，更
容易造成严重的临床后果，进一步探索其发病机制

具有重要意义。正常妊娠依赖健康的子宫－胎盘循
环的建立，滋养细胞是这一关系建立的关键，妊娠期

间，由细胞滋养细胞分化而来的绒毛外滋养细胞侵

图４　敲低及过表达ＭＥＴＴＬ１４后滋养细胞ｍ６Ａ水平及增殖能力
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图５　敲低ＭＥＴＴＬ１４后滋养细胞的迁移及侵袭能力
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入子宫，在子宫螺旋动脉内形成细胞栓，通过凋亡机

制破坏血管内皮，将狭窄、肌性的螺旋动脉转化为扩

张、低阻力的子宫胎盘血管［６］。当滋养细胞侵袭不

足时，仅蜕膜血管而非子宫肌层血管被侵袭，造成

“胎盘浅着床”，胎盘灌注减少，继而引发一系列 ＰＥ
的症状。能引起滋养细胞侵袭不足的因素较多，包

括氧化应激、母胎界面自然杀伤细胞异常、表观遗传

和环境因素等［７］。

　　表观遗传修饰种类繁多，如 ＤＮＡ甲基化、组蛋
白修饰、染色质重塑、非编码 ＲＮＡ调控等，ｍ６Ａ甲
基化修饰是真核生物 ｍＲＮＡ最常见的转录后修饰，
能够参与 ｍＲＮＡ的翻译、核输出和衰变等过程，对
干细胞分化、细胞运动、细胞应激反应等生物学过程

具有重要的调控作用，与多个系统疾病的发生有

关［８］。本研究从 ｅＰＥ胎盘组织和正常胎盘组织总
ＲＮＡｍ６Ａ修饰水平入手，探究 ｍ６Ａ修饰与 ｅＰＥ发
病的相关性，为进一步认识 ＰＥ的发病基础提供了
新途径。

　　本研究提取胎盘组织总ＲＮＡ后，通过显色法检
测ｍ６Ａ甲基化水平，显示 ｅＰＥ胎盘组织 ｍ６Ａ水平
较正常妊娠组降低，有研究者［９

!

１１］对 ｍ６Ａ修饰与
ＰＥ相关性的研究也显示出一致的结果。Ｗａｎｇｅｔ
ａｌ［１２］的研究则指出 ＰＥ胎盘组织中 ｍ６Ａ水平升高，
经对照研究对象和实验方法推测：学者的研究结果

不一致可能与选取的 ＰＥ胎盘组织孕周较大（＞３７
周）有关。ＰＥ的发病机制还未完全阐明，ｅＰＥ主要
与滋养细胞侵袭不足导致的子宫螺旋动脉重塑不足

有关，晚发型子痫前期可能与胎盘绒毛过度拥挤、胎

盘早衰等引起的合体滋养细胞应激有关［１３］，不同的

研究结果也进一步证明了 ＰＥ的发病机制存在多样
性。ＲＮＡｍ６Ａ甲基化水平受到甲基转移酶（Ｗｒｉｔ
ｅｒ）、去甲基化酶（Ｅｒａｓｅｒ）和阅读蛋白（Ｒｅａｄｅｒ）的动
态调控，ｍ６Ａ水平降低或与“Ｗｒｉｔｅｒ”表达降低、“Ｅ
ｒａｓｅｒ”表达增多有关。为进一步探究引起胎盘组织
ｍ６Ａ水平变化的原因，本实验通过 ＲＴｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ实验和ＩＨＣ实验继续探究表明，ｅＰＥ胎盘组
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图６　过表达ＭＥＴＴＬ１４后滋养细胞的迁移及侵袭能力
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织中甲基转移酶 ＭＥＴＴＬ１４的表达水平较对照组降
低，且ＭＥＴＴＬ１４的表达水平和 ｍ６Ａ甲基化修饰水
平呈正相关。

　　ＭＥＴＴＬ１４在促进ｍ６Ａ生成中并不具备与 Ｓ腺
苷甲硫氨酸结合的结构域，而是通过与 ＭＥＴＴＬ３结
合形成二聚体，作为 ＭＥＴＴＬ３的变构激活剂发挥作
用。为进一步探究 ＭＥＴＴＬ１４在 ｅＰＥ发病机制中的
作用，根据ｅＰＥ的发病机制与滋养细胞的浸润不足
有关，本实验通过转染 ｓｉＲＮＡ和过表达质粒改变
ＭＥＴＴＬ１４在 ＨＴＲ８／Ｓｖｅｏｎ细胞系中的表达，利用
ＣＣＫ８增殖实验、划痕试验、迁移实验和侵袭实验来
观察ＭＥＴＴＬ１４对滋养细胞增殖、侵袭以及迁移能力
的影响。ＣＣＫ８增殖实验结果显示，过表达 ＭＥＴ
ＴＬ１４后，滋养细胞的增殖能力增强；在划痕试验中
观察到ＭＥＴＴＬ１４在滋养细胞中的表达增多后，细胞
划痕的相对愈合率升高；在迁移实验和基质胶侵袭

实验中，过表达 ＭＥＴＴＬ１４后，穿过小室膜的细胞数

量增多。此外，Ｑｉｎｅｔａｌ［１４］研究表明在自然流产的
绒毛组织中 ｍ６Ａ表达降低，ＭＥＴＴＬ１４的低表达参
与其改变，且与滋养细胞的侵袭能力降低有关，这有

助于将 ｍ６Ａ及其调节酶的改变与 ｅＰＥ的发病机制
联系到一起。

　　以上实验结果显示，ＭＥＴＴＬ１４以及 ｍ６Ａ的异
常修饰在ｅＰＥ的发病机制中发挥了重要的作用，同
时也提示了ＭＥＴＴＬ１４以及ｍ６Ａ的异常修饰或许能
为ｅＰＥ的早期诊断及治疗提供新思路。但本研究
还存在一些不足之处：一方面，实验组与对照组存在

孕周不匹配的情况，孕周对ｍ６Ａ甲基化水平的影响
仍需扩大样本量验证。另一方面，本研究没有系统

筛选受ｍ６Ａ修饰的，能够影响滋养细胞功能的下游
基因。研究［１５］表明，ｍ６Ａ甲基化修饰能够影响滋养
细胞中 ＨＬＡＧ、ＶＥＧＦＲ和 ＭＭＰ９的表达水平，或许
可以作为进一步研究的新靶点。此外，研究中没有

探究引起胎盘组织中 ＭＥＴＴＬ１４表达降低的上游基
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因，研究［１６］表明，ＫＤＭ５Ｃ能够抑制 ＭＥＴＴＬ１４的转
录，在ＰＥ发病中的作用需要深入探究。最后，研究
仅局限于细胞水平，未展开动物实验的探究，后续研

究将在动物模型中进一步研究。
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２０２２，３７（４）：９１０－２４．ｄｏｉ：１０．１００２／ｔｏｘ．２３４５４．

［１０］ＺｈａｎｇＴ，ＴａｎｇＸ，ＺｈｕＹ，ｅｔａｌ．ＩＧＦ２ＢＰ２ｅｎｈａｎｃｅｓＬｉｎ
ｃＲＮＡ０１１１６ｓｔａｂｉｌｉｔｙｖｉａｍ（６）Ａ：ａｐｏｔｅｎｔｉａｌｂｉｏｍａｒｋｅｒａｎｄｔｈｅｒ
ａｐｅｕｔｉｃｔａｒｇｅｔｆｏｒｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＢｉｏｃｈｅｍ，
２０２３，１２４（２）：２３９－５３．ｄｏｉ：１０．１００２／ｊｃｂ．３０３５８．

［１１］ＢｉａｎＹ，ＬｉＪ，ＳｈｅｎＨ，ｅｔａｌ．ＷＴＡＰｄｙｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｍｅｄｉａｔｅｄ
ＨＭＧＮ３ｍ６Ａｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｒｏｐｈｏｂｌａｓｔｉｎｖａｓｉｏｎｉｎｅａｒｌｙ
ｏｎｓｅｔｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ［Ｊ］．ＦＡＳＥＢＪ，２０２２，３６（１２）：ｅ２２６１７．ｄｏｉ：
１０．１０９６／ｆｊ．２０２２００７００ＲＲ．

［１２］ＷａｎｇＪ，ＧａｏＦ，ＺｈａｏＸ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔｏｍｅｗｉｄｅｍ６Ａｍｅｔｈｙｌｏｍｅｉｎｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａａｎｄｈｅａｌｔｈｙｃｏｎ
ｔｒｏｌｐｌａｃｅｎｔａｓ［Ｊ］．ＰｅｅｒＪ，２０２０，８：ｅ９８８０．ｄｏｉ：１０．７７１７／ｐｅｅｒｊ．
９８８０．

［１３］ＬｙａｌｌＦ，ＲｏｂｓｏｎＳＣ，ＢｕｌｍｅｒＪＮ．Ｓｐｉｒａｌａｒｔｅｒｙｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇａｎｄ
ｔｒｏｐｈｏｂｌａｓｔｉｎｖａｓｉｏｎｉｎｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａａｎｄｆｅｔａｌｇｒｏｗｔｈｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ：
ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｔｏｃｌｉｎｉｃａｌｏｕｔｃｏｍｅ［Ｊ］．Ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，２０１３，６２（６）：
１０４６－５４．ｄｏｉ：１０．１１６１／ＨＹＰＥＲＴＥＮＳＩＯＮＡＨＡ．１１３．０１８９２．
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ｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｍｉＲ２１５ｐｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｉｎａｎ
ｍ６Ａｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ［Ｊ］．ＩｎｔＩｍｍｕｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ，２０２４，１４２
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ａｔｅｓｔｈｅＭＭＰ９ｐｒｏｍｏｔｅｒ，ａｎｄｉｔｓｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｉｎｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ
ｉｍｐａｉｒｓｔｒｏｐｈｏｂｌａｓｔｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，
２０１８，２９３（２６）：１００５９－７０．ｄｏｉ：１０．１０７４／ｊｂｃ．ＲＡ１１７．
００１２６５．

［１６］ＣｈｅｎＸ，ＸｕＭ，ＸｕＸ，ｅｔａｌ．ＭＥＴＴＬ１４ｍｅｄｉａｔｅｄＮ６ｍｅｔｈｙｌａｄｅ
ｎｏｓｉｎｅｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＳＯＸ４ｍＲＮＡｉｎｈｉｂｉｔｓｔｕｍｏｒｍｅｔａｓｔａｓｉｓｉｎ
ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＭｏｌＣａｎｃｅｒ，２０２０，１９（１）：１０６．ｄｏｉ：１０．
１１８６／ｓ１２９４３－０２０－０１２２０－７．

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍ６ＡｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅＭＥＴＴＬ１４ｉｎｔｒｏｐｈｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｓ
ａｎｄｉｔｓｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｅａｒｌｙｏｎｓｅｔｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ

ＴａｎｇＸｉｏｎｇ，ＣｈｅｎＦａｎ，ＸｉｅＳｉｙｕ，ＧｕｏＹａｆｅｉ，ＨｅＹｅ，ＺｈａｎｇＹｉｎｇ
（ＤｅｐｔｏｆＯｂｓｔｅｔｒｉｃｓａｎｄＧｙｎｅｃｏｌｏｇｙ，ＴｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｈｅｆｅｉ　２３００２２）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｒｏｌｅｏｆＮ６ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ（ｍ６Ａ）ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＲＮＡａｎｄＭｅｔｈｙｌｔｒａｎｓ
ｆｅｒａｓｅｌｉｋｅＰｒｏｔｅｉｎ１４ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＭＥＴＴＬ１４）ｉｎｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆｅａｒｌｙｏｎｓｅｔｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ（ｅＰＥ）．Ｍｅｔｈ
ｏｄｓ　Ｐｌａｃｅｎｔａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆ１５ｐｒｅｇｎａｎｔｗｏｍｅｎｗｉｔｈｅａｒｌｙｏｎｓｅｔｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａａｎｄ１５ｎｏｒｍａｌｐｒｅｇｎａｎｔｗｏｍｅｎｗｅｒｅ
ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ．Ｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｍ６Ａｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｙ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＥＴＴＬ１４ｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙ
ＲＴｑＰＣＲ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎｄｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（ＩＨＣ）ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ．ＢｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｎｇｓｉＲＮＡａｎｄｐｌａｓｍｉｄ，
ＭＥＴＴＬ１４ｌｅｖｅｌｓｏｆｔｒｏｐｈｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｓｗｅｒｅｋｎｏｃｋｅｄｄｏｗｎａｎｄｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ，ａｎｄｃｅｌｌｐｈｅｎｏｔｙｐｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｗｅｒｅ
ｃａｒｒｉｅｄｏｕｔｉｎｖｉｔｒｏ．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＭＥＴＴＬ１４ｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｔｒｏｐｈｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｓｗｅｒｅ
ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄｂｙＣＣＫ８，ｓｃｒａｔｃｈａｓｓａｙ，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎａｓｓａｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｍ６Ａｉｎｐｌａｃｅｎｔａｌ
ｔｉｓｓｕｅｏｆｅＰＥｗａｓｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｎｏｒｍａｌｐｒｅｇｎａｎｃｙ．ＭＥＴＴＬ１４ｗａｓｍａｉｎｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｈｅｎｕｃｌｅｉｏｆｔｒｏｐｈｏｂｌａｓｔ
ｃｅｌｌｓ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｐｒｅｇｎａｎｃｙ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＥＴＴＬ１４ｉｎｐｌａｃｅｎｔａｌｔｉｓｓｕｅｏｆｅＰＥｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄｔｈｅ
　　　　　 （下转第１９０７页）
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ＳｅＶＧＭＴ，ＣＴＲＰ３Ｌｖ，ｏｒＵＣＨＬ１ｓｈａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｉｒｇｒｏｕｐｉｎｇ．Ｆｏｕｒｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｆｒａｃｔｉｏｎａｌｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ
（ＦＳ），ｅｊｅｃｔｉｏｎｆｒａｃｔｉｏｎ（ＥＦ），ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｅｎｄｄｉａｓｔｏｌｉｃｄｉａｍｅｔｅｒ（ＬＶＩＤｄ），ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｅｎｄｓｙｓｔｏｌｉｃｄｉａｍ
ｅｔｅｒ（ＬＶＩＤｓ），ｈｅａｒｔｒａｔｅ（ＨＲ），ｍｅａｎａｒｔｅｒｉａｌｐｒｅｓｓｕｒｅ（ＭＡＰ），ｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅｉｓｏｅｎｚｙｍｅＭＢ（ＣＫＭＢ），
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｔｒｏｐｏｎｉｎＩ（ｃＴｎＩ）ａｎｄｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ（ＬＤＨ）ｌｅｖｅｌｓ，ａｎｄｍｙｏｃａｒｄｉａｌｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα
（ＴＮＦα），ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β（ＩＬ１β）ａｎｄｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６（ＩＬ６）ｌｅｖｅｌｓｉｎｍｉｃｅｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ．Ｔｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎ
ｇｅｓｏｆｍｙｏｃａｒｄｉａｌｔｉｓｓｕｅｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ２，３，５ｔｒｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ（ＴＴＣ），ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ（ＨＥ），
ＭａｓｓｏｎｔｒｉｃｈｒｏｍｅａｎｄｔｅｒｍｉｎａｌｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｍｅｄｉａｔｅｄｄＵＴＰｎｉｃｋｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇ（ＴＵＮＥＬ）ｓｔａｉｎｉｎｇ．
ＴｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＣＴＲＰ３ａｎｄＵＣＨＬ１ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｑＲＴＰＣＲ．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＣＴＲＰ３，
ＵＣＨＬ１，ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ，ｃｏｌｌａｇｅｎⅢ，Ｂｃｌ２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸ（Ｂａｘ）ａｎｄＢｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ／ｌｅｕｋｅｍｉａ２（Ｂｃｌ２）ｉｎｍｙｏ
ｃａｒｄｉａｌｔｉｓｓｕｅｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｏｒｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＳｅＶＧＭＴ
ｇｒｏｕｐａｎｄＣＴＲＰ３Ｌｖｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＥＦ，ＦＳ，ＨＲａｎｄＭＡＰｉｎＳｅＶＧＭＴ＋ＣＴＲＰ３Ｌｖｇｒｏｕｐｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜
００５）．ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＬＶＩＤｄ，ＬＶＩＤｓ，ＣＫＭＢ，ｃＴｎＩ，ＬＤＨ，ＴＮＦα，ＩＬ１βａｎｄＩＬ６ｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５）．ＭＩ
ａｒｅａ，ｆｉｂｒｏｓｉｓａｒｅａａｎｄＴＵＮＥＬｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５），ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｃｏｌｌａｇｅｎⅠ，ｃｏｌｌａｇｅｎⅢ ａｎｄ
Ｂａｘｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５），ａｎｄＢｃｌ２ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５）．ＴｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓａｎｄｒｅｌ
ａｔｉｖｅｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＣＴＲＰ３ａｎｄＵＣＨＬ１ｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５）．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＳｅＶＧＭＴ＋ＣＴＲＰ３Ｌｖｇｒｏｕｐ，
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