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  摘 要:目的 探讨高迁移率族蛋白B1(HMGB1)对妊娠期糖尿病(GDM)中滋养层细胞损伤及大鼠妊娠

结局的影响及其机制。方法 以人绒毛膜滋养层细胞 HTR8/Svneo为研究对象,慢病毒LV-HMGB1转染构

建稳定敲低 HMGB1的 HTR8/Svneo细胞株,慢病毒LV-NC转染作为阴性对照。采用实时荧光定量PCR
(qPCR)和蛋白质印迹法(Western

 

blot)检测转染后HMGB1表达水平。将HTR8/Svneo细胞分为正常葡萄糖

(NG)组、高糖(HG)组、sh-NC组、sh-HMGB1组,NG组用5.5
 

mmol/L葡萄糖培养,其余3组用30
 

mmol/L
葡萄糖培养。采用CCK-8法、Annexin

 

V-FITC/PI双染法、Transwell小室法分别检测各组HTR8/Svneo细胞

的增殖活性、凋亡率、迁移数目及侵袭数目,酶联免疫吸附试验(ELISA)检测各组 HTR8/Svneo细胞培养上清

液中肿 瘤 坏 死 因 子-α(TNF-α)和 白 细 胞 介 素-6(IL-6)水 平,Western
 

blot检 测 各 组 HTR8/Svneo细 胞 中

HMGB1下游信号通路Toll
 

样受体4(TLR4)/核因子-κB(NF-κB)中相关蛋白表达水平。
 

以30只孕鼠为研究

对象,随机分为对照组、GDM组、HMGB1抑制剂甘草酸(GA)组,每组10只,GDM 组和GA组在妊娠第1天

腹腔注射50
 

mg/kg链脲佐菌素,GA组在妊娠第10天以10
 

mg/kg
 

GA灌胃,每日1次,连续9
 

d。妊娠第19
天,采用血糖仪和ELISA法测定各组孕鼠空腹血糖(FBG)、空腹胰岛素(FINS),并计算胰岛素抵抗指数(HO-
MA-IR)。妊娠第20天,观察妊娠结局、称量每窝胎鼠体重。结果 相较于未转染、转染慢病毒LV-NC的

HTR8/Svneo细胞,转染敲除HMGB1的慢病毒LV-HMGB1的HTR8/Svneo细胞中HMGB1
 

mRNA及蛋白

表达下调(P<0.05)。与NG组比较,HG组 HTR8/Svneo细胞增殖活性下降(P<0.05),凋亡率增加(P<
0.05),迁移数目与侵袭数目减少(P<0.05),上清液中TNF-α、IL-6水平升高(P<0.05),细胞中 HMGB1、
TLR4、NF-κB

 

p65、B淋巴细胞瘤-2(Bcl-2)相关X蛋白(Bax)、裂解的半胱天冬酶-3(cleaved
 

Caspase-3)蛋白表

达上调(P<0.05),Bcl-2蛋白表达下调(P<0.05)。与sh-NC组比较,sh-HMGB1组HTR8/Svneo细胞增殖活性

升高(P<0.05),凋亡率减少(P<0.05),迁移数目与侵袭数目增加(P<0.05),上清液中TNF-α、IL-6水平降低

(P<0.05),细胞中HMGB1、TLR4、NF-κB
 

p65、Bax及cleaved
 

Caspase-3蛋白表达下调(P<0.05),Bcl-2蛋白表达

上调(P<0.05)。与对照组比较,GDM组孕鼠FBG、FINS及
 

HOMA-IR升高(P<0.05),活胎率降低(P<0.05),
胎鼠体重增加(P<0.05),窝产仔数减少(P<0.05);与GDM组比较,GA组孕鼠FBG、FINS及

 

HOMA-IR降低

(P<0.05),活胎率升高(P<0.05),胎鼠体重减小(P<0.05),窝产仔数增加(P<0.05)。结论 敲低HMGB1可

改善高糖诱导的HTR8/Svneo细胞损伤,其抑制剂甘草酸能够缓解GDM孕鼠症状,改善妊娠结局。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

high
 

mobility
 

group
 

protein
 

B1
 

(HMGB1)
 

on
 

trophoblast
 

cell
 

injury
 

and
 

pregnancy
 

outcome
 

in
 

rats
 

with
 

gestational
 

diabetes
 

mellitus
 

(GDM).Methods Human
 

chorionic
 

trophoblast
 

cell
 

line
 

HTR8/Svneo
 

was
 

used
 

as
 

the
 

research
 

object.The
 

HTR8/Svneo
 

cell
 

line
 

stably
 

knocked
 

down
 

HMGB1
 

was
 

constructed
 

by
 

lentivirus
 

LV-HMGB1
 

transfection,
and

 

lentivirus
 

LV-NC
 

transfection
 

was
 

used
 

as
 

negative
 

control.The
 

expression
 

of
 

HMGB1
 

was
 

detected
 

by
 

quantitative
 

real-time
 

PCR
 

(qPCR)
 

and
 

Western
 

blot.HTR8/Svneo
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

normal
 

glucose
 

(NG)
 

group,high
 

glucose
 

(HG)
 

group,sh-NC
 

group
 

and
 

sh-HMGB1
 

group.NG
 

group
 

was
 

cultured
 

with
 

5.5
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mmol/L
 

glucose,and
 

the
 

other
 

three
 

groups
 

were
 

cultured
 

with
 

30
 

mmol/L
 

glucose.The
 

proliferation,apopto-
sis,migration

 

and
 

invasion
 

of
 

HTR8/Svneo
 

cells
 

were
 

detected
 

by
 

CCK-8
 

assay,Annexin
 

V-FITC/PI
 

double
 

staining
 

and
 

Transwell
 

chamber
 

assay,respectively.The
 

levels
 

of
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α)
 

and
 

inter-
leukin-6

 

(IL-6)
 

in
 

the
 

culture
 

supernatant
 

of
 

HTR8/Svneo
 

cells
 

were
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosor-
bent

 

assay
 

(ELISA).Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

Toll-like
 

receptor
 

4
 

(TLR4)/nuclear
 

factor-κB
 

(NF-κB)
 

in
 

HTR8/Svneo
 

cells.Thirty
 

pregnant
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

control
 

group,
GDM

 

group
 

and
 

HMGB1
 

inhibitor
 

glycyrrhizic
 

acid
 

(GA)
 

group,with
 

10
 

rats
 

in
 

each
 

group.In
 

the
 

GDM
 

and
 

GA
 

groups,streptozotocin
 

50
 

mg/kg
 

was
 

injected
 

intraperitoneally
 

on
 

the
 

first
 

day
 

of
 

pregnancy,and
 

in
 

the
 

GA
 

group,10
 

mg/kg
 

GA
 

was
 

given
 

by
 

gavage
 

on
 

the
 

10th
 

day
 

of
 

pregnancy,once
 

a
 

day
 

for
 

9
 

consecutive
 

days.
On

 

the
 

19th
 

day
 

of
 

pregnancy,fasting
 

blood
 

glucose
 

(FBG)
 

and
 

fasting
 

insulin
 

(FINS)
 

were
 

measured
 

by
 

glu-
cometer

 

and
 

ELISA.Homeostasis
 

model
 

assessment
 

of
 

insulin
 

resistance
 

(HOMA-IR)
 

was
 

calculated.On
 

the
 

20th
 

day
 

of
 

pregnancy,the
 

pregnancy
 

outcome
 

was
 

observed
 

and
 

the
 

body
 

weight
 

of
 

each
 

litter
 

was
 

weighed.
Results Compared

 

with
 

HTR8/Svneo
 

cells
 

without
 

transfection
 

and
 

HTR8/Svneo
 

cells
 

transfected
 

with
 

lentivirus
 

LV-NC,the
 

expression
 

of
 

HMGB1
 

mRNA
 

and
 

protein
 

were
 

significantly
 

down-regulated
 

in
 

HTR8/
Svneo

 

cells
 

transfected
 

with
 

lentivirus
 

LV-HMGB1
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

NG
 

group,the
 

proliferation
 

activity
 

of
 

HTR8/Svneo
 

cells
 

were
 

decreased
 

(P<0.05),the
 

apoptosis
 

rate
 

was
 

increased
 

(P<0.05),the
 

number
 

of
 

migration
 

and
 

invasion
 

was
 

decreased
 

(P<0.05),and
 

the
 

levels
 

of
 

TNF-α
 

and
 

IL-6
 

in
 

the
 

superna-
tant

 

were
 

increased
 

in
 

HG
 

group
 

(P<0.05),the
 

expression
 

of
 

HMGB1,TLR4,NF-κB
 

p65,B-cell
 

lymphoma-
2

 

(Bcl-2)
 

associated
 

X
 

protein
 

(Bax)
 

and
 

cleaved
 

Caspase-3
 

protein
 

were
 

up-regulated
 

(P<0.05),and
 

the
 

ex-
pression

 

of
 

Bcl-2
 

protein
 

was
 

down-regulated
 

in
 

the
 

cells
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

sh-NC
 

group,the
 

proliferation
 

activity
 

of
 

HTR8/Svneo
 

cells
 

in
 

the
 

sh-HMGB1
 

group
 

was
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05),the
 

apoptosis
 

rate
 

was
 

decreased
 

(P<0.05),the
 

number
 

of
 

migration
 

and
 

invasion
 

were
 

increased
 

(P<0.05),
and

 

the
 

levels
 

of
 

TNF-α
 

and
 

IL-6
 

in
 

the
 

supernatant
 

were
 

decreased
 

(P<0.05).The
 

expressions
 

of
 

HMGB1,
TLR4,NF-κB

 

p65,Bax
 

and
 

cleaved
 

Caspase-3
 

proteins
 

in
 

the
 

cells
 

were
 

down-regulated
 

(P<0.05),and
 

the
 

expression
 

of
 

Bcl-2
 

protein
 

was
 

up-regulated
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

levels
 

of
 

FBG,
FINS

 

and
 

HOMA-IR
 

in
 

the
 

GDM
 

group
 

were
 

increased
 

(P<0.05),the
 

live
 

birth
 

rate
 

was
 

decreased
 

(P<
0.05),the

 

fetal
 

weight
 

was
 

increased
 

(P<0.05),and
 

the
 

litter
 

size
 

was
 

decreased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

GDM
 

group,the
 

FBG,FINS
 

and
 

HOMA-IR
 

of
 

the
 

pregnant
 

rats
 

in
 

the
 

GA
 

group
 

were
 

decreased
 

(P<
0.05),the

 

live
 

birth
 

rate
 

was
 

increased
 

(P<0.05),the
 

fetal
 

weight
 

was
 

decreased
 

(P<0.05),and
 

the
 

litter
 

size
 

was
 

increased
 

(P<0.05).Conclusion Knockdown
 

of
 

HMGB1
 

can
 

improve
 

the
 

damage
 

of
 

HTR8/Svneo
 

cells
 

induced
 

by
 

high
 

glucose,and
 

its
 

inhibitor
 

glycyrrhizic
 

acid
 

can
 

alleviate
 

the
 

symptoms
 

of
 

GDM
 

pregnant
 

mice
 

and
 

improve
 

the
 

pregnancy
 

outcome.
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  妊娠期糖尿病(GDM)是一种常见的妊娠期慢性

疾病,指母体在妊娠期间首次出现糖耐量异常的现

象,影响着全球数百万女性的健康[1]。GDM 主要由

胰岛素抵抗增强和胰岛β细胞代偿不足引起,主要发

生因素包括妊娠前母体肥胖、高龄、遗传、吸烟和妊娠

期间使用全氟化学品等[2]。GDM 可能导致母体发生

流产、羊水过多及高血压发生风险增加,同时引起胎

儿高胰岛素血症、巨大儿、低血糖及先天性畸形等不

良结局,严重威胁母婴健康[3]。因此,探究GDM的发

病机制并寻找潜在的治疗策略具有重要意义。
滋养层细胞是位于胚胎外层的细胞,在胚胎着床

和胎盘发育中发挥着关键作用。滋养层细胞能通过

分泌激素支持早期胚胎发育和诱导母体胰岛素抵抗,
维持正常的妊娠过程[4]。研究表明,母体GDM 期间

高血糖环境会诱导滋养层细胞凋亡,导致激素分泌紊

乱,损害细胞功能[5]。此外,GDM 患者胎盘常出现绒

毛膜血管病变,导致滋养层细胞的侵袭能力下降,影
响胎盘正常发育[6]。高迁移率族蛋白B1(HMGB1)
是一种非组蛋白核蛋白,在哺乳动物细胞和组织中广

泛表达,参与调节炎症和免疫反应。在GDM 患者胎

盘组织中检测到 HMGB1表达增加,HMGB1促进炎

症因子释放,引起组织损伤及不良妊娠结局[7]。有研

究表明,高糖环境促进滋养层细胞中 HMGB1表达

后,引发滋养层细胞炎症反应,并抑制了细胞增殖[8]。
以上结果提示,阻断HMGB1可能是一种有潜力的治

疗GDM方法,但其具体作用机制尚不明确。因此,本
研究拟通过体外观察敲低 HMGB1对高糖诱导的

HTR8/Svneo细胞损伤的影响,探讨其干预机制,并
在动物体内进行初步验证,以期为GDM 的诊断与治

疗提供参考。
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1 材料与方法

1.1 实验动物 选用60只健康SD大鼠,包括40只

雌性和20只雄性,体重180~220
 

g,购自新疆医科大

学实验动物中心。所有大鼠置于温度22~25
 

℃、相
对湿度50%~60%、12

 

h光照/12
 

h黑暗的洁净动物

饲养房中,给予饲料和水,适应性饲养
 

1
 

周。本研究

实 验 经 伦 理 委 员 会 审 核 批 准 (批 号:
SYDW2023072012)。
1.2 仪器与试剂 人绒毛膜滋养层细胞 HTR8/Sv-
neo购自武汉诺安基因科技公司,敲除 HMGB1的慢

病毒LV-HMGB1及阴性对照慢病毒LV-NC由上海

汉恒生物科技公司构建与包装,RPMI
 

1640培养基购

自广东环凯生物科技公司,胎牛血清和青霉素-链霉素

双抗购自浙江天杭生物科技公司,嘌呤霉素购自上海

联迈生物工程公司,Trizol购自上海碧云天生物技术

公司,cDNA合成试剂盒和SYBR
 

Green
 

Ⅰ试剂盒均

购自无锡百泰克生物技术公司,RIPA购自上海邦景

实业有限公司,BCA法蛋白质定量试剂盒购自武汉亚

科因生物技术公司,抗体 GAPDH、HMGB1、Toll样

受体4(TLR4)、核因子-κB(NF-κB)
 

p65、B淋巴细胞

瘤-2相关X蛋白(Bax)、B淋巴细胞瘤-2(Bcl-2)、裂解

的半胱天冬酶-3(cleaved
 

Caspase-3)等购自英国Ab-
cam公司,ECL检测试剂盒、CCK-8试剂盒、Matrigel
胶均 购 自 江 西 江 蓝 纯 生 物 试 剂 公 司,Annexin

 

V-
FITC/PI双染试剂盒购自江苏凯基生物技术有限公

司,结晶紫购自江苏麦格生物科技公司,肿瘤坏死因

子-α(TNF-α)、白细胞介素(IL)-6的酶联免疫吸附试

验(ELISA)测定试剂盒购自深圳欣博盛生物科技公

司,HMGB1抑制剂甘草酸(GA,纯度≥98%)购自上

海沪震实业有限公司,空腹胰岛素(FINS)的ELISA
测定试剂盒购自上海江莱生物科技公司。
1.3 方法

1.3.1 细胞培养与转染 将HTR8/Svneo细胞培养

于RPMI
 

1640含有10%胎牛血清和1%青霉素-链霉

素双抗的培养基中,置于37
 

℃、5%CO2 恒温培养箱

中进行常规传代培养。取处于对数生长期的 HTR8/
Svneo细胞,调整细胞密度并按照每孔2×105 个接种

于6孔 板 上,按 照 厂 商 说 明 书 进 行 转 染,用 敲 除

HMGB1的慢病毒液LV-HMGB1及阴性对照慢病毒

液LV-NC分别转染细胞,恒温培养箱中培养24
 

h后

弃原培养基,更换为含10
 

μmol/L嘌呤霉素的培养基

继续培养,筛选稳定转染的细胞,并在荧光显微镜下

观察荧光表达,采用实时荧光定量PCR(qPCR)和蛋

白质 印 迹 法 (Western
 

blot)检 测 转 染 后 细 胞 中

HMGB1表达。
1.3.2 qPCR HTR8/Svneo细胞转染后进行RNA
提取,用Trizol试剂裂解细胞,经氯仿分层、异丙醇沉

淀等步骤获取 RNA。按反转录试剂盒说明书,在
PCR管中配制体系,反应得到cDNA。设计并合成

HMGB1和内参基因β-actin的引物,HMGB1上游引

物5'-GATCCCAATGCACCCAAGAG-3',下游引物

5'-GTGATGGGATTTCCATTGAT-3';β-actin上游

引物
 

5'-GGAGTCAACGGATTTGGT-3',下游引物

5'-GCCACCCGAGTGTAACCAT-3',按照说明书配

制含SYBR
 

GreenⅠ染料混合物、引物、cDNA
 

模板的

反应体系,放入荧光定量检测系统中按程序反应:95
 

℃预变性3
 

min,95
 

℃变性20
 

s、60
 

℃退火30
 

s、72
 

℃
延伸20

 

s,共35个循环。实验重复3次,根据循环阈

值(Ct
 

值),用2-ΔΔCt
 

法计算HMGB1基因相对表达水

平的变化。
1.3.3 Western

 

blot 提取转染后、不同分组处理后

的HTR8/Svneo细胞总蛋白,用含蛋白酶和磷酸酶抑

制剂的RIPA溶液处理细胞,获取蛋白并用BCA法

测定蛋白浓度。将蛋白与上样缓冲液混合变性后,进
行电泳分离、转膜,封闭液封闭膜。取膜分别与抗体

HMGB1、TLR4、NF-κB
 

p65、Bax、Bcl-2、cleaved
 

Caspase-3(均按1∶1
 

000)孵育,4
 

℃过夜,用辣根过

氧化物酶(HRP)标记的二抗孵育,室温处理2
 

h。
ECL显色并成像,分析各蛋白条带灰度值,以 GAP-
DH为内参测定目的蛋白相对表达水平。
1.3.4 细胞分组与处理 将HTR8/Svneo细胞分为

四组,分 别 为:(1)正 常 葡 萄 糖(NG)组,用 含5.5
 

mmol/L葡萄糖的RPMI
 

1640培养液培养的
 

HTR8/
Svneo细胞;(2)高糖(HG)组,用含30

 

mmol/L葡萄

糖的RPMI
 

1640培养液培养的
 

HTR8/Svneo细胞;
(3)sh-NC

 

组,用含30
 

mmol/L葡萄糖的RPMI
 

1640
培养 液 培 养 的 转 染 阴 性 对 照 LV-NC 慢 病 毒 的

HTR8/Svneo 细 胞;(4)sh-HMGB1 组:用 含 30
 

mmol/L葡萄糖的RPMI
 

1640培养液培养的转染敲

除HMGB1慢病毒的 HTR8/Svneo细胞。细胞培养

环境均为
 

37
 

℃、5%CO2 恒温培养箱。
1.3.5 CCK-8法 HTR8/Svneo细胞培养至贴壁

后,根据1.3.4实验设计进行分组处理,继续培养24、
48、72

 

h,在以上各时间点,每孔加入10
 

μL
 

CCK-8,混
匀,恒温培养箱中孵育1

 

h。孵育结束后,用酶标仪测

定各孔在450
 

nm波长处的吸光度值,以此评估各组

细胞的增殖活性。
1.3.6 Annexin

 

V-FITC/PI双染法 收集1.3.4分

组培养24
 

h后的 HTR8/Svneo细胞,用不含乙二胺

四乙酸(EDTA)的胰酶消化,1
 

000
 

r/min离心5
 

min,
预冷的PBS洗涤沉淀,将细胞重悬于100

 

μL
 

Binding
 

Buffer中,加入
 

5
 

μL
 

Annexin
 

V-FITC
 

和
 

5
 

μL
 

PI,混
匀,避光室温孵育

 

15
 

min,加入
 

400
 

μL
 

Binding
 

Buff-
er,立即用流式细胞仪检测,分析各组细胞凋亡率。
1.3.7 Transwell小室法 侵袭实验需将

 

Matrigel
胶用无血清培养基稀释后均匀铺于Transwell小室的

上室底部膜上,置于37
 

℃使胶凝固,迁移实验无需铺

胶。收集各组HTR8/Svneo细胞,用无血清培养基饥

饿培养后,调整细胞浓度,将100
 

μL细胞悬液加入上

室,下室加入600
 

μL含血清的培养基作为催化剂,在
37

 

℃、5%CO2 恒温培养箱培养24
 

h。取出小室,擦
去上室未迁移或侵袭细胞,用4%多聚甲醛固定下室
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膜上的细胞,结晶紫染色。通过光学显微镜观察并随

机选取6个视野,计数每个视野中细胞数,结果取

均值。
1.3.8 ELISA 收集各组HTR8/Svneo细胞培养上

清液,用包被缓冲液将特异性抗体稀释至适当浓度,
按试剂盒说明书进行包被、封闭,加入100

 

μL标本或

标准品,37
 

℃孵育2
 

h,再加入
 

100
 

μL
 

酶标检测抗

体,37
 

℃孵育1
 

h,洗涤后每孔加入显色液,室温避光

反应30
 

min,终止反应。用酶标仪测定各孔在450
 

nm波长处的吸光度值,代入标准曲线方程,计算各组

样本中
 

TNF-α和IL-6水平。
1.3.9 动物分组与处理 将40只雌鼠与20只雄鼠

合笼过夜,次日对雌鼠进行阴道涂片,观察到阴栓或

精子,证实为妊娠,并记为妊娠第0天。将30只孕鼠

随机分为对照组、GDM 组、GA组,每组10只,GDM
组和GA组在妊娠第1天均单次腹腔注射50

 

mg/kg
链脲佐菌素以诱导GDM 模型[9]。造模后,GA组于

妊娠第10天每日予以10
 

mg/kg
 

GA灌胃[10],对照组

和GDM组予以等体积0.9%氯化钠溶液灌胃,连续9
 

d进行干预。
1.3.10 孕鼠血糖水平测定 于妊娠第19天,各组

孕鼠禁食不禁水12
 

h,经尾静脉采血,血糖仪测定空

腹血糖(FBG)值,ELISA法测定FINS值,并计算胰

岛素 抵 抗 指 数(HOMA-IR),HOMA-IR=FBG×

FINS/22.5。
1.3.11 妊娠结局与胎鼠体重测定 于妊娠第20
天,对各组孕鼠行剖宫产,取出所有胎鼠计数,即为窝

产仔数。观察胎鼠的活动情况,判断其是否存活,存
活的胎鼠通常会有自主活动、呼吸等表现,记录活胎

数,计算活胎率,活胎率(%)=(活胎数/窝产仔数)×
100%。在电子天平上称量各组孕鼠每窝胎鼠体重,
结果取均值。
1.4 统计学处理 采用

 

SPSS23.0
 

软件对数据进行

处理和分析,GraphPad
 

Prism
 

8
 

软件完成图表绘制。
实验数据符合正态分布,均以x±s的形式呈现。对

于多组间均数的比较,采用单因素方差分析方法;组
间两两均数的比较,采用最小显著差异t 检验。以

P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 转染后 HTR8/Svneo细胞中 HMGB1表达比

较 HTR8/Svneo细 胞 转 染 LV-NC、LV-HMGB1
后,荧光显微镜下观察到大量绿色荧光,转染率均在

95%以 上,见 图 1A。与 对 照 组[(1.00±0.12)、
(0.94±0.10)]比 较,sh-NC

 

组 [(0.99±0.14)、
(0.92±0.11)]和sh-HMGB1

 

组 HTR8/Svneo细胞

中HMGB1
 

mRNA及蛋白相对表达水平均下调(P<
0.05),见图1B、1C。

  注:A为荧光显微镜观察绿色荧光蛋白(×40);B为
 

qPCR
 

检测 HMGB1
 

mRNA表达;C为
 

Western
 

blot
 

检测HMGB1
 

蛋白表达;与对照组比

较,aP<0.05;与sh-NC组比较,bP<0.05。

图1  转染后 HTR8/Svneo细胞中 HMGB1表达比较

2.2 各组HTR8/Svneo细胞增殖活性与凋亡水平比 较 与NG组比较,HG组 HTR8/Svneo细胞增殖活
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性降低(P<0.05);与sh-NC组比较,sh-HMGB1
 

组

HTR8/Svneo细胞增殖活性升高(P<0.05),见图2。
与NG组[(2.59±0.27)%]比较,HG组 HTR8/Sv-
neo细胞凋亡率[(42.60±4.57)%]升高(P<0.05);
与sh-NC组[(42.20±4.45)%]比较,sh-HMGB1

 

组

HTR8/Svneo细胞凋亡率[(22.71±2.43)%]降低

(P<0.05),见图3。
2.3 各 组 HTR8/Svneo细 胞 迁 移、侵 袭 能 力 比

较 与 NG 组 [(296.47±30.55)个、(168.86±
17.54)个]比较,HG组 HTR8/Svneo细胞迁移数目

[(84.59±8.51)个]与侵袭数目[(63.72±6.56)个]
减少(P<0.05);与sh-NC组[(64.85±6.72)个、

(51.08±5.29)个]比较,
 

sh-HMGB1组 HTR8/Sv-
neo细胞迁移数目[(160.76±17.11)个]与侵袭数目

[(105.78±11.34)个]增加(P<0.05)。见图4。

图2  各组 HTR8/Svneo细胞增殖活性比较

  注:A为细胞凋亡流式图;B为细胞凋亡柱状图;与对照组比较,aP<0.05;与sh-NC组比较,bP<0.05。

图3  各组 HTR8/Svneo细胞凋亡率比较

2.4 各组HTR8/Svneo细胞上清液TNF-α、IL-6水

平比较 与NG组[(95.39±9.72)pg/mL、(20.48±
2.13)pg/mL]比较,HG组 HTR8/Svneo细胞上清液

中TNF-α[(400.53±42.69)pg/mL]、IL-6[(60.46±
6.20)pg/mL]水平升高(P<0.05);与sh-NC 组

[(401.94±42.07)pg/mL、(60.72±6.18)pg/mL]比
较,sh-HMGB1

 

组 HTR8/Svneo 细 胞 上 清 液 中

TNF-α[(206.18±22.35)pg/mL]、IL-6[(30.88±
3.17)pg/mL]水平降低(P<0.05),见图5。
2.5 各组滋养层细胞 TLR4/NF-κB信号通路相关

蛋白表达比较 与NG组比较,HG组 HTR8/Svneo
细胞 中 HMGB1、TLR4、NF-κB

 

p65、Bax、cleaved
 

Caspase-3蛋白表达上调(P<0.05),Bcl-2蛋白表达

下调(P<0.05);与sh-NC组比较,sh-HMGB1
 

组

HTR8/Svneo细 胞 中 HMGB1、TLR4、NF-κB
 

p65、
Bax、cleaved

 

Caspase-3蛋白表达下调(P<0.05),
Bcl-2蛋白表达上调(P<0.05),见图6。

2.6 各组孕鼠血糖变化比较 与对照组[(5.34±
5.06)mmol/L、(25.83±2.61)mU/L、(6.13±
0.63)]比 较,GDM 组 孕 鼠 FBG[(14.64±1.50)
mmol/L]、FINS[(35.29±3.48)mU/L]及

 

HOMA-
IR(23.19±2.44)升高(P<0.05);与GDM 组比较,
GA组孕 鼠 FBG[(10.99±1.23)mmol/L]、FINS
[(30.71±3.14)mU/L]及

 

HOMA-IR(14.64±1.54)
降低(P<0.05),见图7。
2.7 各组孕鼠妊娠结局比较 与对照组[(99.40±
9.83)%、(3.85±3.92)g、(10.33±1.07)个]比较,
GDM组孕鼠活胎率[(72.20±7.58)%]降低(P<
0.05),胎鼠体重[(4.76±0.49)g]增加(P<0.05),窝
产仔数[(3.67±0.38)个]减少(P<0.05);与GDM
组比较,GA组孕鼠活胎率[(90.80±9.92)%]升高

(P<0.05),胎鼠体重[(4.33±0.46)g]减小(P<
0.05),且窝产仔数[(8.33±0.85)个]增加(P<
0.05),见图8。
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  注:A、B为各组 HTR8/Svneo细胞迁移、侵袭数目比较(×40);C、D分别为各组 HTR8/Svneo细胞迁移、侵袭数目柱状图;与对照组比较,
aP<0.05;与sh-NC组比较,bP<0.05。

图4  各组 HTR8/Svneo细胞迁移、侵袭能力比较

  注:A、B分别为各组 HTR8/Svneo细胞上清液中TNF-α、IL-6水平比较;与对照组比较,aP<0.05;与sh-NC组比较,bP<0.05。

图5  各组 HTR8/Svneo细胞上清液中TNF-α、IL-6水平比较

  注:A为各组 HTR8/Svneo细胞中TLR4/NF-κB信号通路相关蛋白 Western
 

blot图;B为各组 HTR8/Svneo细胞中TLR4/NF-κB信号通路

相关蛋白柱状图;与对照组比较,aP<0.05;与sh-NC组比较,bP<0.05。

图6  各组 HTR8/Svneo细胞中TLR4/NF-κB信号通路相关蛋白表达
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  注:A、B、C分别为各组孕鼠FBG、FINS及
 

HOMA-IR比较;与对照组比较,aP<0.05;与GDM组比较,bP<0.05。

图7  各组孕鼠FBG、FINS及 HOMA-IR比较

  注:A、B、C分别为各组孕鼠活胎率、胎鼠体重及窝产仔数比较;与对照组比较,aP<0.05;与GDM组比较,bP<0.05。

图8  各组孕鼠活胎率、胎鼠体质量及窝产仔数

3 讨  论

  近年来,我国GDM发病率不断上升,这一现象增

加了妊娠期多种并发症及胎儿不良结局的发生风险。
胎盘作为妊娠期间母胎之间营养交换、气体交换和血

液循环的关键器官,在维持胎儿正常生长发育中起着

不可或缺的作用。在正常妊娠进程中,胎盘组织、脂
肪组织等对胰岛素的敏感性下降,这限制了母体对葡

萄糖的摄取和利用,同时促进肝脏葡萄糖输出,从而

有助于将更多葡萄糖转运至胎儿,为胎儿的生长发育

提供充足的营养支持。然而,当GDM发生时,母体的

高血糖状态会影响胎盘结构并导致该器官功能改变,
影响胎儿的营养供应和生长环境,导致流产、胎儿畸

形等[11]。滋养层细胞是胎盘的主要功能细胞,其迁

移、侵袭能力的降低及生长受到抑制可能与胎盘发育

不良有关,而胎盘发育不良又是导致GDM 不良妊娠

结局的重要因素之一。胰岛素抵抗被视作GDM的一

项特异性病理特征。当胰腺β细胞的代偿性胰岛素

分泌不足以维持因胰岛素抵抗所引发的循环葡萄糖

浓度时,血糖水平就会超出正常范围,孕妇便会罹患

GDM[12]。因此,深入探究高糖引起的滋养细胞功能

障碍是研究GDM发病机制、预防和治疗的有效途径。
HMGB1在整个妊娠期间发挥重要作用。在妊

娠早期,HMGB1作为炎症调节因子,能够有效平衡

炎症反应,这对胚胎着床和早期发育至关重要。然

而,当胚胎成功着床后,抗炎环境是维持妊娠持续至

分娩启动的关键[13]。研究表明,妊娠期间 HMGB1

水平异常升高后,会通过与各种受体相互作用来触发

炎症反应,导致下游释放TNF-α、IL-6等促炎细胞因

子,这可能引发一系列妊娠疾病,如胎盘炎症、先兆子

痫、GDM和抗磷脂综合征等[14-15]。此外,母体循环及

妊娠组织中 HMGB1表达增加所引发的慢性炎症还

会增加流产、早产或婴儿死亡的风险[16]。HMGB1在

脂多糖诱导的 HTR8/Svneo细胞炎症损伤模型中表

达升高,敲低其表达可降低细胞自噬水平,促进细胞

增殖和迁移,改善细胞功能障碍[17]。子痫前期胎盘中

HMGB1水 平 高 于 正 常 妊 娠 胎 盘,体 外 实 验 发 现

HMGB1调节 HTR-8/Svneo细胞的增殖和侵袭[18]。
本研究结果显示,相较于高糖诱导的HTR8/Svneo细

胞,高糖诱导敲低 HMGB1表达的 HTR8/Svneo细

胞表现为增殖活性升高、迁移数目和侵袭数目增加,
细胞凋亡减少,以及TNF-α、IL-6水平降低。这提示

敲低HMGB1表达能够促进高糖诱导的 HTR8/Sv-
neo细胞的增殖、迁移及侵袭能力,抑制细胞凋亡及炎

症反应。
当细胞受到压力、损伤或感染时,HMGB1释放

到细胞外,可与多种细胞表面受体结合,诱导炎症反

应。TLR4是一种重要的模式识别受体,能够识别病

原体相关分子模式和损伤相关分子模式。HMGB1
能够与细胞膜上的TLR4结合,进而启动下游的NF-
κB信号通路,促使炎症因子的表达和释放,进而导致

慢性炎症和组织损伤[19]。因此,抑制由 HMGB1介

导的 TLR4/NF-κB 信 号 通 路 激 活 可 能 是 治 疗
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HMGB1相 关 疾 病 的 有 效 策 略。HMGB1 通 过

TLR2/TLR4-NF-κB通路激活细胞焦亡,引发无菌性

炎症,导致原因不明复发性流产的发生发展;HMGB1
抑制剂阿司匹林可以降低原因不明复发性流产患者

血清及蜕膜中 HMGB1的表达水平,阻断 NF-κB信

号通路激活,改善母胎界面的破坏[20]。此外,有研究

表明,通过抑制NF-κB通路可促进高糖诱导下滋养层

细胞的侵袭和迁移,改善细胞损伤及功能障碍[21-23]。
本研究结果显示,相较于高糖诱导的HTR8/Svneo细

胞,高糖诱导敲低 HMGB1表达的 HTR8/Svneo细

胞中HMGB1、TLR4、NF-κB
 

p65蛋白表达下调,促凋

亡蛋白Bax、cleaved
 

Caspase-3表达下调,抑凋亡蛋白

Bcl-2表达上调,表明敲低 HMGB1表达阻断了其与

TLR4结合,从而抑制了 NF-κB信号通路的激活,减
少了细胞凋亡。

在GDM中,胎盘会分泌多种激素,如胎盘生乳

素、雌激素、孕激素等,这些激素会拮抗胰岛素的作

用,干扰胰岛素正常发挥降血糖功效。此外,胰岛β
细胞功能出现障碍,无法分泌足量的胰岛素来代偿胰

岛素抵抗,从而使得FBG升高。为了维持血糖的稳

定,机体在胰岛素抵抗状态下会反馈性地刺激胰岛β
细胞分泌更多的胰岛素,因此,GDM 患者的FINS值

通常升高[24]。基于FBG 和FINS升高,HOMA-IR
也会随之升高。本研究结果显示,使用 HMGB1抑制

剂GA治疗后,GDM孕鼠FBG、FINS及 HOMA-IR降

低;于妊娠第20天进行剖宫产发现,相较于GDM 孕

鼠,经GA治疗的孕鼠活胎率升高、胎鼠体重减小且窝

产仔数增加。以上结果提示,阻断 HMGB1能够控制

GDM孕鼠的血糖水平,提高活胎率,改善妊娠结局。
综上所述,本研究表明敲低 HMGB1可有效改善

高糖诱导的HTR8/Svneo细胞损伤,其机制可能与调

控TLR4/NF-κB信号通路有关,同时,HMGB1抑制

剂GA能够缓解GDM 孕鼠的症状,改善血糖代谢及

妊娠结局,为开发针对GDM 的新型治疗策略提供了

理论依据。但本研究中动物实验仅观察了 GA 对

GDM
 

孕鼠的干预效果,未对 HMGB1潜在的调控机

制进行探索,后续研究将对此进行深入挖掘。
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·论  著·

急性髓系白血病患者血小板输注疗效的影响
因素分析及预测模型构建*

李 至1,段雨函2△

恩施土家族苗族自治州中心医院:1.输血科;2.检验科,湖北恩施
 

445000

  摘 要:目的 分析急性髓系白血病(AML)患者血小板输注疗效的影响因素并构建预测模型。方法 选

取2022年3月至2025年2月该院收治的120例AML患者为研究对象,根据血小板输注疗效分为输注无效组

(n=42)、输注有效组(n=78)。采用多因素Logistic回归分析探讨AML患者血小板输注疗效的影响因素;构

建列线图模型,并评估其对AML患者血小板输注疗效的预测价值。结果 输注无效组输注次数多于输注有效

组,合并感染、脾肿大、使用抗菌药物、输血前白细胞计数≥50×109、输血前血小板计数<50×109 占比均大于

输注有效组(P<0.05)。多因素 Logistic回归分析结果显示,输 注 次 数 多(OR=2.595,95%CI
 

1.700~
3.871)、合并感染(OR=2.282,95%CI

 

1.554~3.351)、脾肿大(OR=2.735,95%CI
 

1.784~4.192)、输血前

白细胞计数≥50×109(OR=2.479,95%CI
 

1.656~3.713)是 AML患者血小板输注无效的危险因素(P<
0.05)。列线图模型的一致性指数(C-index)为0.891(95%CI

 

0.839~0.943),内部验证分析显示,该列线图模

型具有良好的拟合效果和较高的预测准确性。列线图模型预测 AML患者血小板输注疗效的曲线下面积

(95%CI)为0.884(0.832~0.936),特异度为67.51%,灵敏度为92.03%。结论 AML患者血小板输注无效

的影响因素包括输注次数、合并感染、脾肿大、输血前白细胞计数,基于以上述因素建立的列线图模型具有良好

的预测效能。
关键词:急性髓系白血病; 血小板输注; 影响因素; 列线图
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Analysis
 

of
 

influencing
 

factors
 

and
 

construction
 

of
 

prediction
 

model
 

for
 

the
 

efficacy
 

of
 

platelet
 

transfusion
 

in
 

patients
 

with
 

acute
 

myeloid
 

leukemia*
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

influencing
 

factors
 

of
 

the
 

efficacy
 

of
 

platelet
 

transfusion
 

in
 

patients
 

with
 

acute
 

myeloid
 

leukemia
 

(AML)
 

and
 

construct
 

a
 

prediction
 

model.Methods A
 

total
 

of
 

120
 

AML
 

patients
 

admitted
 

to
 

this
 

hospital
 

from
 

March
 

2022
 

to
 

February
 

2025
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

research
 

objects.According
 

to
 

the
 

efficacy
 

of
 

platelet
 

transfusion,they
 

were
 

divided
 

into
 

transfusion
 

ineffective
 

group
 

(n=42)
 

and
 

trans-
fusion

 

effective
 

group
 

(n=78).Multivariate
 

Logistic
 

regression
 

analysis
 

was
 

used
 

to
 

explore
 

the
 

influencing
 

factors
 

of
 

platelet
 

transfusion
 

efficacy
 

in
 

AML
 

patients.A
 

nomogram
 

model
 

was
 

constructed
 

and
 

its
 

predictive
 

value
 

for
 

the
 

efficacy
 

of
 

platelet
 

transfusion
 

in
 

AML
 

patients
 

was
 

evaluated.Results The
 

number
 

of
 

transfu-
sions

 

in
 

the
 

ineffective
 

transfusion
 

group
 

was
 

more
 

than
 

that
 

in
 

the
 

effective
 

transfusion
 

group,and
 

the
 

pro-
portion

 

of
 

infection,splenomegaly,use
 

of
 

antibiotics,white
 

blood
 

cell
 

count≥50×109
 

before
 

blood
 

transfu-
sion,and

 

platelet
 

count
 

<50×109
 

before
 

blood
 

transfusion
 

in
 

the
 

ineffective
 

transfusion
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

effective
 

transfusion
 

group
 

(P<0.05).Multivariate
 

Logistic
 

regression
 

analysis
 

showed
 

that
 

multiple
 

transfusions(OR=2.595,95%CI
 

1.700-3.871),infection(OR=2.282,95%CI
 

1.554-3.351),
splenomegaly

 

(OR=2.735,95%CI
 

1.784-4.192)and
 

white
 

blood
 

cell
 

count
 

≥50×109
 

before
 

transfusion
 

(OR=2.479,95%CI
 

1.656-3.713)were
 

the
 

risk
 

factors
 

of
 

platelet
 

transfusion
 

refractlessness
 

in
 

AML
 

pa-
tients

 

(P<0.05).The
 

C-index
 

of
 

the
 

nomogram
 

model
 

was
 

0.891
 

(95%CI
 

0.839-0.943).Internal
 

valida-
tion

 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

nomogram
 

model
 

had
 

good
 

fitting
 

effect
 

and
 

high
 

prediction
 

accuracy.The
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

(95%CI)
 

of
 

the
 

nomogram
 

model
 

predicting
 

the
 

efficacy
 

of
 

platelet
 

transfusion
 

in
 

AML
 

pa-
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