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RAC3 基因对早期滋养层细胞增殖、迁移和侵袭的影响

盛　菲，纪逸萱，丁海遐，章　青，李　文*

海军军医大学（第二军医大学）长征医院生殖医学中心，上海 200003

[摘要] 目的 探讨 ras 相关 C3 肉毒杆菌毒素底物 3（RAC3）对早期滋养层细胞增殖、迁移和侵袭的影响。

方法 收集 2015 年 5 月至 2016 年 5 月在海军军医大学（第二军医大学）长征医院门诊或住院的不明原因自然

流产和人工流产妊娠妇女的绒毛组织各 20 例，应用 qPCR 法检测绒毛组织中 RAC3 mRNA 的表达。取 C57/B6 小鼠孕 
6.5、14.5 和 19.5 d 的胎盘组织进行 mRNA 芯片检测。在早期人滋养层细胞系 HTR-8/SVneo 中干扰和过表达 RAC3 

后，应用 CCK-8 法和 Transwell 实验检测 RAC3 对 HTR-8/SVneo 细胞增殖、迁移和侵袭的影响。结果 不明原因

自然流产绒毛组织中 RAC3 mRNA 的表达低于人工流产绒毛组织（P＜0.05）。小鼠孕 6.5、14.5 d 胎盘组织中 Rac3 
mRNA 的表达高于孕 19.5 d（P 均＜0.05）。与对照组相比，干扰 RAC3 表达后 HTR-8/SVneo 细胞的增殖、迁移和侵

袭能力均减弱（P 均＜0.05），过表达 RAC3 后 HTR-8/SVneo 细胞的增殖、迁移和侵袭能力增强（P 均＜0.01）。

结论 RAC3 对早期滋养层细胞的增殖、迁移和侵袭能力具有重要调控作用。
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Effect of RAC3 gene on proliferation, migration and invasion of early trophoblast cells
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[Abstract]　Objective　To explore the effect of ras-related C3 botulinum toxin substrate 3 (RAC3) on the proliferation, 
migration and invasion abilities of early trophoblast cells. Methods　Villius samples from 20 unexplained spontaneous 
abortion (SA) and 20 induced abortion (IA) patients were collected between May 2015 and May 2016 in Changzheng Hospital 
of Navy Medical University (Second Military Medical University). qPCR was used to detect the expression of RAC3 mRNA 
in the villus tissues. mRNA Chip detection was performed on the placental tissues of 6.5, 14.5 and 19.5 days in mice. After 
interfering or overexpressing RAC3 in early human trophoblast cell line HTR-8/SVneo, the proliferation, migration and 
invasion abilities were detected by CCK-8 and Transwell assay, respectively. Results　The expression of RAC3 mRNA  was 
significantly lower in the villus tissue of unexplained SA patients than that in the villus tissue of IA patients (P＜0.05). Rac3 
mRNA expressions were significantly higher in the placental tissues of 6.5 and 14.5 days in mice than that in the placental 
tissues of 19.5 days (both P＜0.05). Compared with the control group, the proliferation, migration and invasion abilities of the 
HTR-8/SVneo cells were significantly reduced by interfering RAC3 expression (all P＜0.05), and the proliferation, migration and 
invasion abilities were significantly enhanced by overexpressing RAC3 (all P＜0.01). Conclusion　RAC3 plays an important 
role in regulating of the proliferation, migration and invasion of early trophoblast cells.
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早期自然流产是妊娠常见不良结局之一，在

临床确诊的妊娠中自然流产的发生率约为 15%；造

成自然流产的病因有很多，包括胚胎染色异常、感

染、免疫缺陷等，而其中仍有 50% 以上是原因不明

的自然流产[1-2]。因此，阐明造成不明原因流产的因

素以及不明原因流产的发生机制十分必要。
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妊娠受一系列精密复杂的因素调控，其中胎

盘作为一个暂时性存在的胚外器官是连接母体和胎

儿的桥梁，胎盘的正常发育是胚胎存活和胎儿生长

的保障[3]。滋养层细胞作为胎盘的主要组成，在胎

盘发育过程中扮演着重要角色，其参与了胚胎着

床、启动胎盘形成，以及调控血管分化、内分泌和

免疫保护等过程。若滋养层细胞发育或功能异常，

则会导致早期妊娠失败或妊娠相关疾病发生[4-5]。

因此深入了解调控滋养层细胞分化和功能的相关调

节机制将为解释妊娠相关疾病的发生提供重要理论

支持。

Ras 相关 C3 肉毒杆菌毒素底物 3（ras-related 
C3 botulinum toxin substrate 3，RAC3）基因位于 17 
号染色体，是 Rho-GTPase 超家族成员之一，该家

族成员参与调控细胞生长、细胞骨架重组和蛋白激

酶激活等多个细胞事件，有关 Rho-GTPase 家族与

肿瘤发生和肿瘤细胞增殖、迁移及侵袭关系的研

究被广泛报道[6]。目前研究发现 RAC3 在多种组

织中高表达[7]，尤其是在肿瘤组织中，其参与调控肺

癌、乳腺癌、前列腺癌及卵巢癌等的发生、发展，调

控肿瘤细胞的增殖、凋亡和迁移、侵袭等[8-9]。滋养

层细胞的生物学特性与肿瘤细胞之间存在相似性，

具有高度的增殖、侵袭及迁移能力[10]，这些功能的

正常行使为胎盘形成和维持胎儿发育生长所必需，

因此本研究旨在明确 RAC3 在早期胎盘发育中是

否也起着重要的调控作用。本研究通过观察 RAC3 
在早期流产人绒毛组织中的表达及其对滋养层细胞

增殖、迁移及侵袭的作用，探讨 RAC3 对早期胎

盘发育中滋养层细胞功能的影响。

1　材料和方法

1.1　人绒毛组织样本采集与处理　自然流产组：

2015 年 5 月至 2016 年 5 月在海军军医大学（第

二军医大学）长征医院门诊或住院流产的患者 20 
例，妊娠 6～12 周，经 B 超检查确诊为胚胎宫内

死亡尚未自然排出且病因不明。人工流产组：同期

在医院门诊自愿要求行人工流产终止妊娠的健康

妇女 20 名，均无死胎、死产、自然流产史，本次

妊娠期间无先兆流产症状和体征，B 超检查显示胚

胎发育正常，无用药、感染以及放射线接触史。

两组年龄差异无统计学意义[（29.1±1.37）岁 vs 
（32.2±1.13）岁，P＞0.05]。采集两组的绒毛组

织，经生理盐水漂洗后，装入液氮罐保存。

1.2　小鼠胎盘组织芯片检测　实验动物选择 C57/B6 
小鼠，选取经阴道分泌物检测证实处于发情期的雌

性小鼠以 3∶1（雌∶雄）比例合笼，第 2 天早晨检

查小鼠阴道精栓，阴栓阳性的单独饲养，标记为孕 
0.5 d（E0.5 d）。于孕 6.5、14.5 和 19.5 d 获取小鼠

胎盘组织用于 mRNA 芯片检测，mRNA 芯片检测委

托上海康成生物工程有限公司完成，每个时间点重

复检测 3 只小鼠，取平均值。

1.3　细胞培养与转染　选用人早期绒毛外滋养

层细胞（extravillous trophoblast，EVT）HTR-8/
SVneo（复旦大学附属妇产科医院李大金教授惠

赠），培养体系为含 10% 胎牛血清（美国 Gibco 
公司）和 1‰ 青-链霉素（美国 Hyclone 公司）的 
DMEM/F-12 培养液（美国 Hyclone 公司），置

于 37 ℃、5% CO2 的恒温箱中培养。转染 RAC3 
小干扰 RNA（small interfering RNA，siRNA）和

过表达质粒前将细胞接种于 6 孔板培养备用，待

细胞贴壁生长至 70%～80% 融合后，按照转染试

剂说明书进行转染，用 Lipofectamine 3000（美国 
Invitrogen 公司）分别转染 siRNA 和过表达质粒进

入 HTR-8/SVneo 细胞，并设置对照组，培养 48 h 
后收取细胞，应用 qPCR 法检测干扰和过表达效

率。siRNA 及过表达质粒购于广州复能基因有限公

司，其中 siRNA-1 序列为 5′-AGA CUC CUU AGG 
ACC GCU UdTdT-3′，siRNA-2 序列为 5′-CUG 
ACG UCU UUC UGA UCU GdTdT-3′。
1.4　RNA 提取和 qPCR　应用 TRIzol 试剂盒（美

国 Invitrogen 公司）提取人绒毛组织中以及细胞中

的总 RNA，测定 RNA 浓度后用反转录试剂盒（日

本 TaKaRa 公司）将 RNA 反转录成 cDNA。选用 
SYBR Green PCR 试剂盒（日本 TaKaRa 公司）进

行 qPCR。引物序列如下：RAC3 上游 5′-CTC CAA 
AGT CAT CGT CCG GTT-3′，下游 5′-TGA GTT 
GCA CGT CAA ATC TGG-3′；内参基因 β-actin 上游 
5′-CAT CCG TAA AGA CCT CTA TGC CAA C-3′，
下游 5′-ATG GAG CCA CCG ATC CAC A-3′。PCR 
反应条件：95 ℃ 预变性 3 min； 95 ℃ 变性 15 s、
60 ℃ 退火15 s、72 ℃ 延伸 20 s，共 40 个循环。反

应结束后进行熔解曲线和扩增曲线分析。分析样本

的ΔΔCt 值及 RQ 值， 根据 RQ 值计算 RAC3 的表

达量。为减少实验中加样误差，实验中设置 3 个复
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孔，计算时取其平均值。

1.5　细胞增殖能力检测　应用 CCK-8 试剂（日本

同仁公司）检测 HTR-8/SVneo 细胞的增殖能力。将

转染 siRNA 或过表达质粒后的 HTR-8/SVneo 细胞

用胰酶消化并重悬，调整细胞密度为 5 000/mL 后接

种于 96 孔板，每孔加入细胞悬液 100 μL。每组设 5 
个复孔，分别于 12、24、36、48 和 72 h 时检测细胞

生长情况，检测前每孔加入 10 μL CCK-8 试剂，孵箱

中孵育 2 h 后用酶标仪检测 450 nm 波长处的光密度

（D）值。每组实验重复 3 次。

1.6　细胞迁移、侵袭能力检测　细胞迁移实验：

转染 siRNA 或过表达质粒后的 HTR-8/SVneo 细胞

培养 48 h，胰酶消化，用无血清培养液重悬，调

整细胞密度为 5×105/mL，于 Transwell 小室上层

（8 µm，美国 Corning 公司）加入 25 μL 细胞悬

液，将小室置于 24 孔板中，小室外加入 800 μL 含 
10% 胎牛血清的培养液，置于孵箱中培养 24 h 后，

用棉签擦去小室上层细胞，然后将小室放入 0.1% 
多聚甲醛溶液中固定，固定后用结晶紫染液染色。

于光学显微镜下观察迁移细胞个数，每组随机选

取 5 个视野，计算迁移细胞平均个数。细胞侵袭实

验：选取带基质胶的小室（8 µm，美国 Corning 
公司），实验方法同细胞迁移实验。每组实验重

复 3 次。

1.7　统计学处理　应用 GraphPad Prism 5.0 软件

进行数据分析并制图，呈正态分布的计量资料以 
x±s 表示，两组间比较采用 Student’s t 检验。检验

水准（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　自然流产、人工流产人绒毛组织中 RAC3 mRNA 
和 小鼠胎盘组织中 Rac3 mRNA 的表达　mRNA 芯
片分析结果显示，与人正常妊娠早期人工流产绒毛

组织相比，人妊娠早期不明原因自然流产绒毛组织

中 RAC3 mRNA 的表达下调（P＜0.05，图 1A）；

小鼠胎盘组织中 Rac3 mRNA 在胎盘发育孕 6.5、
14.5 d 的表达高于孕 19.5 d（P 均＜0.05，图 1B）。

2.2　下调 RAC3 表达抑制 HTR-8/SVneo 细胞的

增殖能力　经 siRNA-1 和 siRNA-2 干扰后 HTR-8/
SVneo 细胞中 RAC3 mRNA 表达减弱，与对照组相

比下降超过 50%（P＜0.05，图 2A）；转染过表达 
RAC3 质粒的细胞中RAC3 mRNA 表达升高，超过

对照组约 15 倍（P＜0.01，图 2B）。CCK-8 法检

测结果显示，干扰 RAC3（siRNA-2）表达 48 h 和 
72 h 后 HTR-8/SVneo 细胞的增殖能力较同时间点

对照组降低（P＜0.05，图 2C），而过表达 RAC3 
后 HTR-8/SVneo 细胞的增殖能力增加（P＜0.05，
图 2D）。结果表明 RAC3 与滋养层细胞 HTR-8/
SVneo 的增殖能力有关，下调其表达会减弱 HTR-
8/SVneo 细胞的增殖能力。

图 1　自然流产、人工流产人绒毛组织中 RAC3 mRNA 和

小鼠胎盘组织中 Rac3 mRNA 的表达

Fig 1  mRNA expressions of RAC3 in human villus tissues 

of SA and IA and Rac3 in mouse placental tissues
A: Expression of RAC3 mRNA in human villus tissues of SA 

and IA by qPCR (*P＜0.05 vs SA. n＝20, x±s); B: Expression 

of Rac3 mRNA in mouse placental tissues by qPCR (*P＜0.05 vs 

E19.5 d. n＝3, x±s).  SA: Spontaneous abortion; IA: Induced 

abortion; E6.5 d: Embryonic day 6.5; E14.5 d: Embryonic day 

14.5; E19.5 d: Embryonic day 19.5

2.3　下调 RAC3 表达抑制 HTR-8/SVneo 细胞的

迁移和侵袭能力　与对照组相比，干扰 RAC3 表
达后  HTR-8/SVneo 细胞的迁移和侵袭能力均

减弱（P＜0.05，图 3A），过表达 RAC3 后 HTR-
8/SVneo 细胞的迁移和侵袭能力增强（P＜0.05，
图 3B）。结果表明，RAC3 可能影响滋养层细胞 
HTR-8/SVneo 的迁移和侵袭能力，从而影响滋养

层细胞及胎盘的正常生长发育和功能。

3　讨　论

滋养层细胞是决定胎盘和胎儿正常生长发育

的关键因素，参与连接胚胎和母体之间的物质交

换以及胚胎着床和胎盘发育[11]，滋养层细胞的高

度增殖性和侵袭性是胚胎植入的关键，当滋养层

细胞出现增殖和侵袭功能缺陷时会影响胚胎着

床，引起妊娠相关疾病的发生，如胎儿宫内生长

受限、子痫和流产等[12-13]。近年来有关滋养层细

胞在妊娠过程中的重要作用受到关注。滋养层细

胞的增殖和侵袭能力是保证胎盘正常生长发育的重
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细胞进行研究，通过干扰和过表达 RAC3 表达，探

讨滋养层细胞的增殖、迁移和侵袭能力的改变。结

果发现 RAC3 在早期不明原因自然流产人绒毛组织

中表达下调，在滋养层细胞 HTR-8/SVneo 中干扰 
RAC3 表达后细胞增殖能力下降，侵袭和迁移能力

减弱；而在滋养层细胞中过表达 RAC3 后观察到相

反结果。这些结果提示 RAC3 参与调控滋养层细胞

的增殖和侵袭，表明滋养层细胞中 RAC3 表达下

调可能会造成滋养层细胞功能缺陷，参与早期不明

原因自然流产的发生。

总之，本研究发现 RAC3 在不明原因自然流

产人绒毛组织中表达下调，RAC3 表达下调后滋养

层细胞的增殖、侵袭和迁移能力减弱，而上调其表

达则相反。这些结果均提示 RAC3 在滋养层细胞的

生长发育和功能行使过程中发挥重要调控作用，而 

图 3　下调 (A) 或过表达 (B) RAC3 对 HTR8-/SVneo 细胞迁移和侵袭能力的影响

Fig 3　Effects of down-regulation (A) or up-regulation (B) of RAC3 on migration and invasion of HTR8-/SVneo cells
NC: Normal control; siRNA: Small interfering RNA. Original magnification: ×100. *P＜0.05 vs NC group. n＝3, x±s

RAC3 作为一种致癌基因，首次报道于乳腺癌

中且呈高表达[15]，后续相关研究证实其在许多恶性

肿瘤中高度表达，调控细胞周期进展和细胞增殖、

侵袭、迁移等相关基因的表达，抑制细胞凋亡、自

噬和衰老，参与肿瘤的发生、发展[16-18]。而在正常

组织中 RAC3 的表达和相关功能少有报道，有研

究称 RAC3 能够参与保持干细胞的多能性和自我

更新[19]。在正常组织或器官中，RAC3 的表达在成

熟或分化细胞以及衰老组织中下调[20]，这些结果表

明其表达水平的变化可能在发育中起关键作用。 
结合本研究小鼠胎盘组织 mRNA 芯片结果显示的 
Rac3 在小鼠胎盘发育过程中的动态表达，推测其在

胎盘发育或早期滋养层细胞中可能具有重要作用。

为了探讨 RAC3 在调控滋养层细胞功能中的

作用，本研究选用早期 EVT 来源的 HTR-8/SVneo 

图 2　HTR-8/SVneo 细胞中 RAC3 干扰效率和过表达结果及 RAC3 对 HTR-8/SVneo 细胞增殖能力的影响

Fig 2　Interference efficiency and overexpression of RAC3 in HTR-8/SVneo cells and 

effects of RAC3 on proliferation of HTR-8/SVneo cells
A, B: Expression of RAC3 mRNA in the HTR-8/SVneo cells transfected with siRNA (A) or overexpressed plasmid (B) by qPCR;  

C, D: Effects of down-regulated (C) and up-regulated (D) expressions of RAC3 on proliferation of HTR-8/SVneo cells by CCK-8 

assay. NC: Normal control; siRNA: Small interfering RNA. *P＜0.05, **P＜0.01 vs NC group. n＝3, x±s

要因素[14]。当滋养层细胞的增殖与凋亡之间的平衡

失调时，会造成滋养层细胞功能异常，而滋养层

细胞侵袭或迁移能力异常也会造成滋养层功能的缺

陷，从而引起妊娠相关疾病的发生。
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RAC3 表达下调可能导致滋养层细胞功能异常，这

可能是发生不明原因流产的原因之一。然而 RAC3 
参与调控滋养层细胞功能的具体机制仍需进一步

探索。
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