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增塑剂邻苯二甲酸二(2-乙基己基)酯(DEHP)对绒毛

外滋养层细胞侵袭和迁移的影响
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摘要      为了探讨邻苯二甲酸二(2-乙基己基)酯(DEHP)对人绒毛外滋养层细胞HTR-8/Svneo
侵袭和迁移的影响及机制, 分别采用MTT法和流式细胞术确定DEHP的作用浓度, Transwell小室检

测DEHP对细胞侵袭和迁移能力的影响, Real-time PCR和Western blot检测侵袭与迁移相关因子表

达的变化。研究结果显示: 100 μmol/L及以上浓度的DEHP可促进HTR-8/Svneo细胞侵袭、迁移及

MMP-2、MMP-9的表达, 并上调p38、JNK的磷酸化, 而DEHP的作用受p38与JNK的抑制剂拮抗。

由此证明DEHP可通过p38、JNK信号通路上调MMP-2、MMP-9的表达, 进而促进HTR-8/Svneo细
胞侵袭和迁移。
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邻苯二甲酸二(2-乙基己基)酯(DEHP)作为增塑

剂及化妆品添加剂, 在生活中被大量使用, 目前已经

成为全球最为严重的化学污染物之一。DEHP一旦

释放到环境中, 可随食品或空气经口吸入人体, 也可

通过皮肤吸入, 对人体产生危害。例如其雌激素样

活性, 可干扰机体内分泌[1-2]; 肝肾毒性主要通过激活

PPARγ信号通路, 增强肝脏细胞的侵袭和迁移性, 导
致癌症[3]; 雄性生殖毒性可造成睾丸受损, 通过激活

MMP-2使精子发生产生障碍[4-5]; 雌性生殖毒性可降

低妊娠率, 增加流产率[6]等。女性由于广泛使用化妆

品和洗涤用品, 因而比男性暴露于DEHP的几率更高, 

因此DEHP对雌性生殖系统的损害已成为当今环境

医学关注的热点。目前认为DEHP引起雌性妊娠失

败的原因可能是通过影响内分泌代谢, 导致卵巢受

损、排卵功能障碍[7]。对于排卵正常, 因胚胎植入失

败所致的异常妊娠, 其机理尚不清楚。胚胎的正常植

入是妊娠成功的关键因素, 该过程中胎盘绒毛外滋

养层细胞的适度侵袭发挥了极重要的作用。因此, 本
文以正常绒毛外滋养层细胞HTR-8/Svneo为模型, 探
讨DEHP对滋养层细胞侵袭和迁移能力的影响及分

子机制, 为寻找安全有效的防护措施提供实验依据。

1   材料与方法
1.1  主要试剂

RPMI 1640培养基(美国HyClone, SH30809), 胎牛

血清(杭州四季青生物工程有限公司, 090214), FITC-
Annexin V/PI双染试剂盒(南京凯基生物科技发展有

限公司, KGA106), 胰蛋白酶(美国Gibco), Transwell小
室(美国Costar, 3422), Trizol裂解液(宝生物工程(大连)
有限公司, D9108BL)和逆转试剂盒(宝生物工程(大连)
有限公司, DRR047A), DEHP (美国Sigma, D201154)、
DMSO (美国Sigma, D8418), p38抑制剂SB203580 (碧云

天生物技术研究所, S1863), ERK抑制剂PD98 (Invitrogen, 
PHZ1164), c-JNK抑制剂SP600125、兔抗人β-actin单
克隆抗体(美国Cell Signaling Technology, #4970), 兔
抗人MMP-2 (南京Bioworld, BS1236)和MMP-9单克

隆抗体(南京Bioworld, BS1241), 鼠抗人t-ERK单克隆

抗体(美国Santa Cruz), 兔抗人p-ERK (美国Millipore, 
#DAM1703493)、t-p38、p-p38单克隆抗体(美国Millipore), 
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鼠抗人p-JNK单克隆抗体(碧云天生物技术研究所, 
AJ516)。二抗均购自北京中杉金桥生物技术有限公

司。其余试剂为国产分析纯。

1.2  细胞培养和DEHP处理 
人绒毛外滋养层细胞HTR-8/Svneo (加拿大多

伦多大学Graham教授惠赠)以含10%灭活胎牛血清、

100 U/mL青霉素、100 mg/L链霉素的RPMI 1640培
养基, 在37 ºC、5% CO2条件下培养, 用0.125%的胰

酶消化, 2~3天传代一次, 取对数生长期细胞实验。

实验组给予不同浓度DEHP处理24 h, DEHP以低于

0.05%的DMSO为溶剂, 对照组给予0.05%的DMSO 
处理24 h。
1.3  MTT法检测细胞活力

取对数生长期细胞, 调整细胞为7.5×103/孔, 每孔

200 μL培养液接种于96孔培养板, 培养24 h后, 处理

组改用含不同浓度的DEHP (25, 50, 100, 500, 1 000 
μmol/L)培养基, 对照组分为空白培养基和含0.05% 
DMSO的培养基两组, 作用24 h。吸去培养液, 每孔

加100 μL含MTT (1 mg/mL)的培养基, 继续培养3 h。
吸弃上清液, 每孔加入150 μL DMSO, 振荡10 min, 
用酶标仪在492 nm波长下测定吸光值(D)。实验重

复3次。按公式计算细胞活力, 细胞存活率(%)=(实
验组平均D值/对照组平均D值)×100%。

1.4  流式细胞术检测细胞凋亡

用0.05% DMSO或不同浓度的DEHP (25, 100, 
400 μmol/L)处理HTR-8/Svneo细胞24 h, 收集细胞, 
加入5 μL标记有异硫氰酸荧光素(FITC)的膜联蛋白

V (annexin V)、2 μL PI, 37 ºC避光温育15 min, 加入

400 μL缓冲液, 用流式细胞仪(FACSVantage SE, 美
国BD公司)测定细胞凋亡情况。

1.5  Transwell小室检测细胞侵袭和迁移能力

侵袭实验小室上层预铺基质胶, 每孔接种细胞

1×105个, 迁移实验小室未铺基质胶, 每孔接种细胞

5×104个。小室直径65 mm, 孔径8 μm, 处理组每孔

下室加入600 μL含10% FBS及不同浓度的DEHP (25, 
100, 400 μmol/L)或相应抑制剂(SB203580, 10 μmol/L; 
PD980590, 25 μmol/L; SP600125, 20 μmol/L)的培养

基, 对照组下室加入含10% FBS及0.05% DMSO的培

养基。上室均加入100 μL无血清细胞悬液, 培养24 h。
取出小室, 用棉签擦去膜上层细胞, 将小室放入4% 
多聚甲醛中固定15 min, 用PBS洗涤3次, 置苏木精中

染色30 min, PBS洗净背景色。Nikon TE 2000-U显

微镜在100倍镜下, 每孔随机选取4个非重叠视野照

相, 并进行细胞计数, 统计结果。

1.6  Real-time PCR检测侵袭和迁移相关基因表达

细胞培养同前, 分组为对照组(0.05% DMSO)及
不同浓度DEHP (25, 100, 400 μmol/L)组, 处理24 h。
根据Trizol试剂盒说明书抽提细胞总RNA; TaKaRa
试剂盒逆转录合成cDNA, 反应条件为: 37 ºC 15 min, 
85 ºC 5 s; 荧光定量PCR扩增MMP-2、MMP-9基因产

物, 反应体系: SYBR green mix 5 μL, 上下游引物各

0.3 μL, cDNA 1 μL, RNase-free H2O 3.4 μL。反应条件: 
95 ºC 3 min; 95 ºC 10 s, 60 ºC 30 s, 循环40次, 65~95 ºC 
的条件下检测溶解曲线。引物: MMP-2, 上游: 5’-
CGA ATC CAT GAT GGA GAG GC-3’, 下游: 5’-TCC 
GTC CTT ACC GTC AAA GG-3’, 产物87 bp; MMP-9, 
上游: 5’-TCT TCC CCT TCA CTT TCC TG-3’, 下游

5’-CCC ACT TCT TGT CGC TGT C-3’, 产物114 bp; 
β-actin, 上游: 5’-CCG TCT TCC CCT CCA TCG-3’, 
下游: 5’-GTC CCA GTT GGT GAC GAT GC-3’, 产
物155 bp。
1.7  Western blot检测侵袭和迁移相关蛋白表达

 细胞培养、DEHP或抑制剂处理方法同前。收

集细胞, 加入160 μL裂解液(含10% Tyr抑制剂、10% 
Thr/Ser抑制剂、10% PMSF), 冰上裂解30 min, 12 000 g 
离心15 min, 收集上清。BCA方法测定蛋白浓度, 
调整蛋白浓度一致, 加5×蛋白上样缓冲液混匀, 沸
水变性10 min。采用8% (MMP-2与MMP-9)或12% 
(p38、ERK、JNK、β-actin)聚丙烯酰胺凝胶电泳分

离后, 转印到0.45 μm PVDF膜上, 5%脱脂奶粉室温

条件振荡封闭1 h, 磷酸化抗体采用5% BSA封闭1 h, 
孵育一抗4 ºC过夜。一抗稀释比例为MMP-2抗体: 
5%奶粉封闭液=1:800, MMP-9抗体: 5%奶粉封闭液

=1:800, p-ERK抗体: 5%BSA封闭液=1:100, p-p38抗
体: 5%NSA封闭液=1:100, t-p38抗体: 5%奶粉封闭液

=1:100, β-actin抗体: 5%奶粉封闭液=1:1 000, p-JNK
抗体: 5%BSA封闭液=1:750, t-ERK抗体: 5%奶粉封

闭液=1:5 000。PBS漂洗3次, 每次5 min, 于室温孵育

二抗(1:3 000) 1 h, PBS漂洗3次, 每次5 min。ECL发
光显影。

1.8  统计学分析

数据用平均数±标准差表示, 两组间比较采用 t 
检验分析, 以P<0.05为显著差异, P<0.01为极显著差

异, 每个实验至少重复3次。
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A: MTT检测DEHP处理HTR-8/Svneo后的细胞活力; B: 流式细胞术检测DEHP处理HTR-8/Svneo后细胞的凋亡(a: control; b: 0.05 % DMSO; c: 25 
μmol/L DEHP; d: 100 μmol/L DEHP; e: 400 μmol/L DEHP; f: quantity analysis of apoptosis ratio)。**P<0.01, 与control组比较。

A: effect of DEHP on HTR-8/Svneo cells growth; B: effect of DEHP on HTR-8/Svneo cells apoptosis (a: control; b: 0.05% DMSO; c: 25 μmol/L 
DEHP; d: 100 μmol/L DEHP; e: 400 μmol/L DEHP; f: quantity analysis of apoptosis ratio). **P<0.01, compared with control group.

图1　MTT检测DEHP对HTR-8/Svneo细胞生长活力和凋亡的影响

Fig.1　Effect of DEHP on HTR-8 /Svneo cells growth and apoptosis

2   结果
2.1  DEHP对HTR-8/Svneo细胞活力和凋亡的影响

为了选择合适的DEHP浓度及防止细胞坏死对

后续侵袭和迁移实验的影响, 采用MTT法和流式细

胞术检测DEHP对细胞活力和凋亡的影响。结果显

示: 与对照组相比, DEHP在500 μmol/L和1 000 μmol/L
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浓度时可显著抑制HTR-8/Svneo的细胞活力(图1A)。
在25~400 μmol/L浓度范围内, DEHP对HTR-8/Svneo
细胞凋亡未见明显的诱导作用(图1B)。因此, 我们

选择DEHP的三个浓度(25, 100, 400 μmol/L)进行后

续实验, 在此浓度范围内, 细胞数目无显著性改变, 
不影响后续侵袭和迁移实验。

2.2  DEHP对HTR-8/Svneo细胞侵袭和迁移能力

的影响

Transwell小室检测细胞侵袭和迁移能力。结果

表明: DEHP在100 μmol/L与400 μmol/L浓度时可显

著促进HTR-8/Svneo细胞的侵袭和迁移, 并呈浓度依

赖关系(图2)。提示DEHP改变了绒毛外滋养层细胞

HTR-8/Svneo的侵袭和迁移特性, 进而可能影响胚胎

着床, 干扰正常妊娠。

2.3  DEHP对HTR-8/Svneo细胞侵袭和迁移相关

因子表达的影响

通过Real time-PCR及Western blot方法, 分别从

mRNA和蛋白水平上检测DEHP是否影响侵袭和迁

移相关基因的表达。结果显示: 与对照组相比, 100 
μmol/L及400 μmol/L DEHP均可显著上调MMP-2、MMP-9
的表达, 而低浓度的DEHP (25 μmol/L)对MMP-2、MMP-9
表达无影响(图3)。
2.4  DEHP对HTR-8/Svneo细胞中MAPK信号通

路相关蛋白表达的影响

通过Western blot检测DEHP对MAPK信号通路

的影响, 发现100 μmol/L与400 μmol/L DEHP可促进

p38和JNK的磷酸化, 但对ERK的磷酸化无明显影响

(图4)。因此推测p38和JNK信号通路可能参与了侵

A: DEHP促进HTR-8/Svneo细胞侵袭(a: 0.05% DMSO; b: 25 μmol/L DEHP; c: 100 μmol/L DEHP; d: 400 μmol/L DEHP); B: DEHP促进HTR-8/
Svneo细胞侵袭的定量分析结果; C: DEHP促进HTR-8/Svneo细胞迁移(a: 0.05% DMSO; b: 25 μmol/L DEHP; c: 100 μmol/L DEHP; d: 400 μmol/L 
DEHP); D: DEHP促进HTR-8/Svneo细胞迁移的定量分析结果。**P<0.01, 与0.05% DMSO比较。

A: cell invasion assay (a: 0.05% DMSO; b: 25 μmol/L DEHP; c: 100 μmol/L DEHP; d: 400 μmol/L DEHP); B: quantity analysis of cell invasion after 
exposed to DEHP; C: cell migration assay (a: 0.05 % DMSO; b: 25 μmol/L DEHP; c: 100 μmol/L DEHP; d: 400 μmol/L DEHP); D: quantity analysis 
of cell migration after exposed to DEHP. **P<0.01, compared with 0.05% DMSO.

图2　DEHP对HTR-8/Svneo细胞侵袭和迁移的影响(100×)
Fig.2　Effect of DEHP on HTR-8/Svneo cells invasion and migration (100×)
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A: p38; B: ERK; C: JNK。*P<0.05, **P<0.01, 与0.05% DMSO比较。

A: p38; B: ERK; C: JNK. *P<0.05, **P<0.01, compared with 0.05% DMSO.

图4　DEHP对HTR-8/Svneo细胞MAPK信号通路相关蛋白磷酸化的影响

Fig.4　Effect of DEHP on the phosphorylation of p38, ERK and JNK

袭和迁移的信号传递。

2.5  MAPK相关抑制剂对HTR-8/Svneo细胞侵袭能

力的影响

为进一步验证DEHP对HTR-8/Svneo细胞侵袭

能力的影响是通过何种信号通路来调控的 , 采用

MAPK相关抑制剂处理细胞, 经Transwell小室检测

发现, p38、JNK抑制剂均可抑制DEHP对细胞侵袭

的影响, 而ERK抑制剂无明显作用(图5)。实验表明

DEHP可以通过作用于p38、JNK通路影响细胞的侵

袭能力。

A: DEHP上调MMP-2和MMP-9基因表达; B: DEHP上调MMP-2和MMP-9基因表达的定量分析结果; C: DEHP上调MMP-2和MMP-9蛋白的表达; 
D: DEHP上调MMP-2和MMP-9蛋白表达的定量分析结果。*P<0.05, **P<0.01, 与0.05% DMSO比较。

A: effect of DEHP on MMP-2 and MMP-9 mRNA expression; B: quantity analysis of MMP-2 and MMP-9 mRNA expression; C: ef-
fect of DEHP on MMP-2 and MMP-9 protein expression; D: quantity analysis of MMP-2 and MMP-9 protein expression. *P<0.05, 
**P<0.01, compared with 0.05% DMSO. 

图3　DEHP上调HTR-8/Svneo细胞侵袭与迁移相关基因和蛋白的表达

Fig.3　DEHP upregulates invasion and migration related genes and proteins
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A: 0.05% DMSO; B: 400 μmol/L DEHP; C: 400 μmol/L DEHP+SB203580; D: 400 μmol/L DEHP+PD98059; E: 400 μmol/L DEHP + SP600125; F: 定
量分析结果。*P<0.05, **P<0.01, 与0.05% DMSO比较。

A: 0.05% DMSO; B: 400 μmol/L DEHP; C: 400 μmol/L DEHP+SB203580; D: 400 μmol/L DEHP+PD98059; E: 400 μmol/L DEHP+SP600125; F: 
quantity analysis of cell invasion. *P<0.05, **P<0.01, compared with 0.05% DMSO.

图5　DEHP及MAPK相关分子抑制剂对HTR-8/Svneo细胞侵袭的影响(100×)
Fig.5　Effect of DEHP and MAPK inhibitors on HTR-8/Svneo cells invasion (100×)

A: MMP-2及MMP-9的蛋白表达; B: 定量分析结果。**P<0.01, 与 400 μmol/L DEHP比较。

A: effect of DEHP and MAPK inhibitors on MMP-2 and MMP-9 protein; B: quantity analysis of protein expression. **P<0.01, compared with 400 
μmol/L DEHP.

图6　DEHP及MAPK相关分子抑制剂对HTR-8/Svneo细胞MMP-2及MMP-9蛋白表达的影响

Fig.6　Effect of DEHP and MAPK inhibitors on MMP-2 and MMP-9 proteins expression of HTR-8/Svneo
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2.6  MAPK相关抑制剂对HTR-8/Svneo细胞侵袭

和迁移相关蛋白表达的影响

为进一步验证MAPK信号通路与MMP-2、MMP-9
表达的关系。用MAPK相关抑制剂处理细胞后经West-
ern blot检测发现p38、JNK抑制剂可显著抑制DEHP
对MMP-2和MMP-9蛋白表达的影响, 而ERK抑制剂作

用不明显(图6)。结果表明, DEHP可通过p38、JNK通

路影响MMP-2和MMP-9蛋白表达, 从而调控其生物学

功能。

3    讨论
DEHP作为环境激素干扰物, 对机体的危害毋

庸置疑, 目前已有很多报道。随着环境污染的日益

严重和人们生殖能力的日渐下降, DEHP的生殖毒

性, 特别是对雌性生殖的影响越来越受到人们的关

注。流行病学调查表明DEHP与青春期提前、子宫

内膜异位症、排卵下降、流产率增加有明显关系[6], 
但对于胚胎植入的影响研究未见报道。绒毛外滋养

细胞对子宫内膜的适度侵袭是胚泡成功植入的重要

环节, 这种侵袭具有精确的“时限性”, 异常的侵袭可

导致妊娠相关的滋养细胞疾病, 如侵袭不足可引发

胎儿宫内发育受限, 而滋养细胞的过度或失控侵袭

可造成侵蚀性葡萄胎或绒毛膜癌等不良妊娠结局的

发生。 因此, 本文选择妊娠过程中对胚胎植入有重

要意义的绒毛外滋养层细胞HTR-8/Svneo作为研究

对象, 探讨环境污染物DEHP对其侵袭和迁移能力的

影响及可能的作用机制。我们采用MTT法和流式细

胞术确定了DEHP浓度的作用范围, 并通过Transwell
小室侵袭和迁移实验发现DEHP可明显增强HTR-8/
Svneo细胞的侵袭和迁移能力。根据文献报道DEHP
可促进肿瘤细胞如人神经细胞瘤SK-N-SH[8]侵袭, 我
们由此推测DEHP可通过改变滋养层细胞的侵袭及

迁移能力进而影响胚泡的正常植入。

细胞侵袭和迁移的过程复杂多样, 有许多基因

参与调控, 其中基质金属蛋白酶(matrix metallopro-
teinases, MMPs)家族几乎能降解细胞外基质中的各

种蛋白成分, 破坏细胞侵袭的组织学屏障, 在肿瘤侵

袭转移和胚胎植入过程中起着关键性作用, 被认为

是这些过程中主要的蛋白水解酶。目前研究最多的

是MMP-2和MMP-9。有报道证明DEHP可降低雌二

醇(E2)的表达水平[9-10], 而E2表达降低可促进MMP-2
的表达[11]; DEHP可上调大鼠睾丸间质细胞总LIF的

表达[12], LIF可促进早孕滋养层细胞中MMP-9的表

达[13]; DEHP还可激活雄性小鼠支持细胞中MMP-2
的表达, 致睾丸受损, 精子发生障碍[5]。我们通过

Real-time PCR和蛋白免疫印迹证实了DEHP可增强

HTR-8/Svneo细胞中MMP-2和MMP-9基因及蛋白水

平的表达, 这与文献报道的结果具有一致性。MMP-2
和MMP-9表达的受多条信号通路的影响, 如STAT信
号通路[14]、MAPK信号通路[15]、Wnt信号通路[16]等。

本实验证实DEHP可通过激活MAPK信号通路中的

p38及JNK通路, 而非ERK通路, 促进MMPs表达, 从
而增强HTR-8/Svneo细胞的侵袭及迁移能力。当然, 
DEHP对HTR-8/Svneo细胞的作用机制也可能是多

条信号通路发生交互作用, 共同促进滋养层细胞的

侵袭, 这有待于我们进一步的研究。

综上, 本研究证实了100 μmol/L及以上浓度的

DEHP可通过MAPK信号通路上调MMP-2、MMP-9
的表达, 显著促进HTR-8/Svneo细胞的侵袭和迁移, 
导致绒毛外滋养层细胞过度侵入子宫内膜, 从而破

坏胚胎正常植入进程, 并可能引起更加严重的不良

妊娠结局发生如侵蚀性葡萄胎或绒毛膜癌等。这为

DEHP的雌性生殖毒性提供了又一实验证据, 也为更

好针对DEHP的作用机理进行防护提供了相应的理

论支持。
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The Effect of Plasticizer DEHP on Invasion and Migration of Human 
Extravillous Trophoblast Cells
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Abstract        This article aims to investigate the effect and mechanism of di-(2-ethylhcxyl) phthalate (DEHP) 
on invasion and migration of human extravillous trophoblast HTR-8/Svneo cells. We used MTT assay and flow 
cytometry to determine the optimum concentration of DEHP treating to HTR-8/Svneo cells. Cell invasion and mi-
gration were measured by Transwell chambers. The transcription level of mRNA and expression level of protein 
which related to cell invasion and migration were detected by Real-time PCR and Western blot. The results showed 
that DEHP enhanced HTR-8/Svneo cells invasion and migration as well as up-regulated expression level of MMP-2 
and MMP-9. We also determined that DEHP increased the phosphorylated of p38 and JNK protein. In addition, p38 
and JNK inhibitors treated with HTR-8/Svneo cells resulted in decreased cell invasion which can be increased by 
DEHP. In conclusion, our findings suggested that DEHP can enhance the invasion and migration of HTR-8/Svneo 
cells, which is, at least, partly regulated by phosphorylated p38 and JNK activation and relevant with MMP-2 and 
MMP-9 expression.
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