
现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.20 NO.7 APR.2020

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2020.07.010
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摘要 目的：探讨人脐带间充质干细胞条件培养基联合白藜芦醇对人绒毛膜外滋养层细胞凋亡的影响。方法：通过 CCK8细胞活

力检测试剂盒测定白藜芦醇及其与人脐带间充质干细胞条件培养基共同处理人绒毛膜外滋养层细胞 HTR8后对细胞增殖及活

性的影响；细胞迁移试验检测白藜芦醇和人脐带间充质干细胞条件培养基对细胞迁移能力的影响；显微镜观察细胞形态，并用流

式细胞仪检测细胞凋亡率的变化；Western blot检测白藜芦醇和人脐带间充质干细胞条件培养基对细胞凋亡相关蛋白 Bax、Bcl-2

以及迁移相关蛋白MMP-9表达的影响。结果：白藜芦醇能够抑制 HTR8细胞增殖，抑制细胞迁移及 MMP-9蛋白的表达，改变

Bax和 Bcl-2蛋白表达诱导细胞凋亡的作用。而人脐带间充质干细胞条件培养基能够逆转白藜芦醇对细胞的抑制作用。结论：人

脐带间充质干细胞条件培养基能够通过调控 Bax、Bcl-2、MMP-9的蛋白表达逆转白藜芦醇对人绒毛膜外滋养层细胞的抑制作用。

人脐带间充质干细胞条件培养基可作为潜在的治疗人绒毛膜外滋养层细胞功能障碍的临床手段，孕妇需要小心使用白藜芦醇。

关键词：白藜芦醇；人脐带间充质干细胞条件培养基；人绒毛膜外滋养层细胞；细胞迁移；细胞凋亡

中图分类号：R-33；R329.2；R331.2 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2020）07-1253-06

The Effects of Resveratrol and Human Umbilical Cord Mesenchymal Stem
Cells Conditional Medium on Human Chorionic Trophoblast Cells*

This study was aimed to assess the potential effects of resveratrol and human umbilical cord mesenchymal

stem cells conditional medium on human chorionic trophoblast cells. The in vitro cultured HTR8 cells were treated with resver-

atrol and human umbilical cord mesenchymal stem cells conditional medium. Cell viability was analyzed by CCK8 assay. The cell migra-

tion was detected by the cell scratch test. The cell morphology changes were observed by light microscop and the cell apoptosis was de-

tected by flow cytometer. The protein expressions of Bax, Bcl-2 and MMP-9 were measured by Western blot. We found that

resveratrol inhibited the cell viability and migration of HTR8 cells by decrease the expression of MMP-9. Meanwhile, resveratrol in-

creased the apoptosis of HTR8 cells by inducing the imbalance between Bax and Bcl-2. However, these effects of resveratrol can be re-

versed by human umbilical cord mesenchymal stem cells conditional medium. Human umbilical cord mesenchymal stem

cells conditional medium could relieve the inhibitory effect of resveratrol on human chorionic trophoblast cells by regulating the protein

expressions of Bax, Bcl-2 and MMP-9. Pregnant women need to be careful when taking resveratrol and human umbilical cord mesenchy-

mal stem cells conditional medium may be a potential therapeutic strategy for the dysfunction of chorionic trophoblast cells.
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前言

妊娠早期，来源于胎盘的绒毛膜外滋养层细胞侵入子宫蜕

膜螺旋小动脉并介导动脉的重塑过程，最终形成低压、高血流

量的子宫动脉向胎盘提供血液和营养，这一过程对于促进胎儿

的正常生长发育十分重要[1-3]。子宫螺旋动脉重塑的缺陷可导致

多种临床妊娠并发症，例如早产，先兆子痫和胎儿生长受限等，

严重影响母婴健康[4-6]。脐带作为与胎盘紧密相连的组织，其中含

有丰富的具有自我更新以及多向分化潜能的间充质干细胞[7-9]。

有研究表明，脐带间充质干细胞能够分泌多种因子，参与调控
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细胞的增殖、迁移及血管生成等多种生物学过程[10-12]。此外，脐

带间充质干细胞可能也参与调节人绒毛膜外滋养层细胞的功

能，但机制尚不明确[13]。

白藜芦醇（Resveratrol，Res）是芪类化合物，属于植物中天

然合成的非类黄酮多酚类化合物，目前已经在 185种植物中鉴

定到白藜芦醇的存在[14]。越来越多的研究表明，白藜芦醇具有

抗肿瘤、抗氧化、抗糖尿病以及神经保护等诸多作用[15-17]，在临

床上被广泛应用。但是，白藜芦醇是否适于孕产妇服用仍存在

争议，并且目前尚无白藜芦醇对人绒毛膜外滋养层细胞功能影

响的相关研究。因此，本研究拟联合人脐带间充质干细胞条件

培养基探讨白藜芦醇对人绒毛膜外滋养层细胞功能的影响。

1 材料方法

1.1 材料

人绒毛膜外滋养层细胞 HRT-8购自上海哲哉生物科技有

限公司。脐带标本由南医科大学附属逸夫医院提供，经产妇及

家属知情同意，并经医院伦理委员会批准，采集足月剖宫产健

康婴儿脐带组织。

1.2 主要试剂和仪器

白藜芦醇（MCE公司）；胎牛血清、琢-MEM（Gibco公司）；

DMEM高糖培养基（Gibco公司）；PBS（广州洁特生物）；胰酶

消化液、蛋白酶抑制剂（Gibco 公司）；蛋白 Marker（Bio-rad）；

RIPA蛋白裂解液（上海碧云天生物技术有限公司）；CCK8检

测试剂盒（南京翼飞雪生物科技有限公司）；凋亡检测试剂盒及

间充质相关蛋白标记物流式抗体（上海翊圣生物科技有限公

司）；抗人 MMP-9 抗体（Abcam 公司）；抗人 Bax 抗体、抗人

Bcl-2抗体、抗人 Actin抗体（Proteintech公司）；倒置显微镜

（Nikon公司）；Tanon-4500SF数码化学发光成像系统（上海天

能科技有限公司）；BioTek Synergy2酶标仪（BioTek公司）；Ep-

pendorf 5810R低温离心机（Eppendorf公司）；FACSVerse流式

细胞仪（BD公司）。

1.3 试验方法

1.3.1 人脐带间充质干细胞的分离、培养及鉴定 取新鲜脐带

组织，用含有 1 %双抗的 PBS反复冲洗，去除脐带动静脉及脐

带血迹后，将脐带剪成 1 mm× 1 mm大小的小块，置于培养皿

中，使用含体积分数为 10 %胎牛血清的 DMEM/F12完全培养

基，对组织块进行全贴壁培养，待细胞融合度达到 80 %以上进

行传代，倒置显微镜观察培养细胞的形态及贴壁能力。细胞传

至第 5代，采用流式细胞仪检测人脐带间充质干细胞的细胞阳

性标志物 CD44、CD90及阴性标志物 CD34、CD45。

1.3.2 人脐带间充质干细胞条件培养基的制备 取第 5代人

脐带间充质干细胞进行重悬并将细胞浓度调整为 5× 108 L-1，

取 3 mL细胞悬液接种于 60 mm培养皿内，待细胞完全贴壁后

更换培养基为无血清 DMEM/F12，37℃培养 24 h后收集培养基，

3000 r/min离心 20 min，0.22 滋m滤器过滤，-80℃冻存备用。
1.3.3 白藜芦醇抑制中浓度（IC50）的确定 将人绒毛膜外滋

养层细胞 HRT-8细胞按照 1000/孔的量接种于 96孔板，按白

藜芦醇的浓度随机分为 6组：（1）. Ctrl组（对照组）：加入不含

白藜芦醇的完全培养基培养；（2）. Res 2.5 滋M组：加入白藜芦
醇浓度为 2.5 滋M的完全培养基培养；（3）. Res 12.5 滋M组：加

入白藜芦醇浓度为 12.5 滋M的完全培养基培养；（4）. Res 25 滋M
组：加入白藜芦醇浓度为 25 滋M的完全培养基培养；（5）. Res
50 滋M组：加入白藜芦醇浓度为 50 滋M的完全培养基培养；
（6）. Res 100 滋M组：加入白藜芦醇浓度为 100 滋M的完全培养
基培养；按上述方法分为 6组，每孔加入 200 滋L相应培养基，
每组设置 6个复孔，培养 72 h后取出，每孔加 10 滋L CCK-8试

剂，放于 37℃培养箱孵育 2 h，使用酶标仪测定 450 nm波长处

吸光度值。

1.3.4 CCK-8 法检测细胞活力 将人绒毛膜外滋养层细胞

HRT-8细胞按照 1000/孔的量接种于 96孔板，按不同处理随

机分为 5组：（1）.对照组：加入完全培养基培养；（2）. Res 25滋M
组：加入白藜芦醇浓度为 25 滋M的完全培养基培养；(3). Res 25
滋M+MSC 40 %组：加入白藜芦醇浓度为 25 滋M且含 40 %人脐

带间充质干细胞条件培养基的完全培养基；(4). Res 25

滋M+MSC 60 %组：加入白藜芦醇浓度为 25 滋M且含 60 %人脐

带间充质干细胞条件培养基的完全培养基；（5）. Res 25

滋M+MSC 80 %组：加入白藜芦醇浓度为 25 滋M且含 80 %人脐

带间充质干细胞条件培养基的完全培养基。按上述方法分为 5

组，每孔加入 200 滋L相应培养基，每组设置 6个复孔，在 72 h

后取出，每孔加 10 滋L CCK-8试剂后于 37℃孵育 2 h，酶标仪

测定 450 nm波长处吸光度值。

1.3.5 流式检测细胞凋亡 将人绒毛膜外滋养层细胞 HRT-8

细胞接种于 6孔板中，培养 24 h后按上述方法随机分为 5组，

并更换为对应培养基培养，培养 48 h后，使用 0.25 %胰蛋白酶

消化，收集细胞，按试剂盒说明书操作，常规离心收集各组细

胞，每份细胞标本总数达到 3× 105以上。用预冷 PBS缓冲液洗

涤 2 次后加入 500 mL缓冲液重悬细胞和 5 滋L FITC标记的

Annexin V试剂混匀后，再加入 5 滋L PI，混匀后避光条件下室

温孵育 15 min。1 h内用流式细胞仪检测 5组细胞的凋亡率。

1.3.6 细胞迁移实验 取 HRT-8细胞接种于 6孔板内，待细

胞融合达 90%左右时，按上述方法随机分为 5组，用 200 滋L枪
头在每孔细胞中央划一横线，并更换为对应无血清培养基培

养，置于 37℃、5 % CO2培养箱中培养，24 h后于倒置相差显

微镜下观察细胞迁移情况并拍照。

1.3.7 Western blot 将 HRT-8细胞接种于 6孔板中，培养

24 h后。按上述方法随机分为 5组，并更换为对应培养基培养，

48 h后，提取总蛋后测定蛋白的浓度。SDS-PAGE分离蛋白并

转至 PVDF膜，脱脂奶粉封闭后，加入抗人的MMP9抗体、Bax

抗体、Bcl-2抗体（均为 1:1000稀释）以及 Actin抗体（1:2000稀

释），4℃反应过夜，漂洗再加二抗，发光显影。采用图像分析软

件对条带进行灰度分析，量化表达的蛋白。

1.4 数据分析

统计学方法采用 Graphpad Prism6统计软件进行分析。数

据以均数± 标准差（Mean± SD）表示，采用 t检验，显著性差异

采用单因素方差分析。*P<0.05 具有统计学意义上的差异；
**P<0.01具有显著性差异；***P<0.001具有极显著性差异。

2 结果

2.1 人脐带间充质干细胞鉴定

为了制备人脐带间充质干细胞的条件培养基，我们首先分
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离纯化人脐带间充质干细胞，并用流式细胞仪检测间充质干细

胞的阳性标志物 CD44、CD90及阴性标志物 CD34、CD45的表

达情况。结果显示，分离纯化获得的人脐带间充质干细胞高表

达细胞阳性标志 CD44、CD90，不表达阴性标志物 CD34、CD45

（见图 1）。

图 1 人脐带来源的间充质干细胞的流式鉴定

Fig.1 Flow cytometry identification of human umbilical cord-derived mesenchymal stem cells

2.2 人脐带间充质干细胞的条件培养基能够挽救白藜芦醇对

人绒毛膜外滋养层细胞活力的抑制作用

为了检测白藜芦醇对人绒毛膜外滋养层细胞的影响，我们

首先通过 CCK8细胞活力实验确定白藜芦醇的使用剂量。结果

显示，与空白对照组相比，白藜芦醇处理能够显著抑制人绒毛

膜外滋养层细胞的细胞活力，并且其抑制效应呈剂量依赖性，

随着白藜芦醇浓度的升高，抑制效果逐渐增强，25 滋M为白藜

芦醇的抑制中浓度（IC50）（见图 2）。接着，我们采用 CCK8细

胞活力实验探究联合使用人脐带间充质干细胞的条件培养基

和白藜芦醇对人绒毛膜外滋养层细胞活力的影响，结果显示，

随着人脐带间充质干细胞的条件培养基的浓度逐渐升高（40

%、60 %、80 %），白藜芦醇对于人绒毛膜外滋养层细胞活力的

抑制作用逐渐减弱（见图 3）。

图 2 白藜芦醇对人绒毛膜外滋养层细胞抑制中浓度的确定

Fig.2 Determination of semi-inhibitory concentration of resveratrol on

human chorionic trophoblast cells

Note: Detection of cell viability by CCK-8.***P<0.001.

图 3 人脐带间充质干细胞的条件培养基和白藜芦醇对人绒毛膜外滋

养层细胞活力的影响

Fig.3 Effect of conditioned medium of human umbilical cord

mesenchymal stem cells and resveratrol on viability of human chorionic

trophoblast cells

Note: Detection of cell viability by CCK-8. **P<0.01,***P<0.001.2.3 人脐带间充质干细胞的条件培养基能够挽救白藜芦醇对

人绒毛膜外滋养层细胞迁移的抑制作用

人绒毛膜外滋养层细胞的迁移能力对于其侵入子宫蜕膜

螺旋小动脉并介导动脉的重塑过程至关重要[18,19]，因此，我们研

究了白藜芦醇以及人脐带间充质干细胞条件性培养基对于人

绒毛膜外滋养层细胞迁移能力的影响。结果显示，相比于对照

组细胞，白藜芦醇处理组细胞的迁移能力明显受到抑制，当加

入不同浓度（40 %、60 %、80 %）的人脐带间充质干细胞条件性

培养基后，相比于白藜芦醇处理组细胞，随着人脐带间充质干

细胞条件性培养基浓度的升高，人绒毛膜外滋养层细胞的迁移

能力逐渐恢复（见图 4）。
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2.4 人脐带间充质干细胞的条件培养基降低白藜芦醇处理对

细胞形态产生的影响

与此同时，我们对上述处理后人绒毛膜外滋养层细胞进行

形态学观察，结果发现，相比于空白对照组，单独使用 25 滋M
Res处理后，呈现细胞凋亡的形态学特征，贴壁细胞量减少，细

胞皱缩、变圆、脱落。而联合使用人脐带间充质干细胞的条件培

养基和 Res后，随着加入的人脐带间充质干细胞的条件培养基

浓度的升高（40 %、60 %、80 %），细胞的形态逐渐恢复正常（见

图5）。

图 4 人脐带间充质干细胞的条件培养基和白藜芦醇对人绒毛膜外滋养层细胞迁移的影响

Fig.4 Effects of conditioned medium of human umbilical cord mesenchymal stem cells and resveratrol on migration of human chorionic trophoblast cells

图 5 人脐带间充质干细胞的条件培养基和白藜芦醇对人绒毛膜外滋养层细胞形态的影响

Fig.5 Effects of conditioned medium of human umbilical cord mesenchymal stem cells and resveratrol on the morphology of human chorionic trophoblast

cells

2.5 人脐带间充质干细胞的条件培养基降低白藜芦醇处理对

细胞凋亡的影响

为了进一步验证形态学的实验结果，我们使用 Annexin

V-FITC/PI凋亡检测试剂盒检测人脐带间充质干细胞的条件培

养基和白藜芦醇对人绒毛膜外滋养层细胞凋亡的影响。结果显

示，与空白对照组相比，单独使用 25 滋M Res处理后，细胞凋亡

比例显著升高，而联合使用人脐带间充质干细胞的条件培养基

和 Res后，随着加入的人脐带间充质干细胞的条件培养基浓

度的升高（40 %、60 %、80 %），细胞的凋亡比例逐渐下降（见图

6）。
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2.6 人脐带间充质干细胞的条件培养基能够逆转白藜芦醇处

理对细胞凋亡、迁移相关蛋白表达的影响

接着，我们采用Western blot试验进一步探究人脐带间充

质干细胞的条件培养基和白藜芦醇对人绒毛膜外滋养层细胞

功能影响的分子机制。结果显示，单独白藜芦醇处理组，促凋亡

蛋白 Bax的表达量显著升高，抑制凋亡蛋白 Bcl-2的表达量显

著降低，且与细胞迁移侵袭相关的MMP9蛋白的表达量也显

著降低。当联合使用人脐带间充质干细胞的条件培养基和白藜

芦醇后，随着人脐带间充质干细胞的条件培养基浓度的升高

（40 %、60 %、80 %），促凋亡蛋白 Bax的表达量逐渐降低，抑制

凋亡蛋白 Bcl-2的表达量以及与细胞迁移侵袭相关的 MMP9

蛋白的表达量逐渐升高（见图 7）。

3 讨论

白藜芦醇在妊娠孕产妇中的作用一直存在争议，Na-

garkatti等人研究发现，白藜芦醇能够保护孕妇和胎儿免于四

氯二苯并 -p-二恶英（TCDD）引起的免疫毒性的影响，白藜芦

醇在体内作为芳香烃受体拮抗剂，中和 TCDD引起的多脏器

细胞凋亡损伤[20]。Davidge等人研究发现，在缺氧大鼠模型中，

母鼠妊娠过程中给予白藜芦醇处理能够改善不良妊娠结局，白

藜芦醇处理后，死胎率由 45%降低至 5%，且白藜芦醇处理后并

不影响大鼠胎儿的器官发育[21]。Frias等人研究发现，妊娠期间

使用白藜芦醇补剂在给母体带来好处的同时可能对胎儿存在

潜在风险[22]，使用白藜芦醇补剂后，能够降低高脂饮食雌性日

本猕猴的孕前体重，提高猕猴对胰岛素的敏感性和降低胎盘炎

症，但是出现胎儿胰腺肿大且增殖迅速的现象。而目前关于白

藜芦醇对于胎盘发育的研究相对较少。我们的研究表明，白藜

芦醇能够显著抑制人绒毛膜外滋养层细胞的细胞活力，其半抑

制浓度为 25 滋M。并且，白藜芦醇能够抑制人绒毛膜外滋养层
细胞的细胞迁移，促进细胞凋亡。以上结果提示，在妊娠期服用

白藜芦醇可能存在一定的风险，可能影响螺旋动脉的重塑而影

响胎盘的植入。

联合使用人脐带间充质干细胞条件性培养基后，能够明显

改善由白藜芦醇诱导的人绒毛膜外滋养层细胞的细胞活力、细

胞迁移的抑制作用，并能够显著降低凋亡水平。这一结果一方

面揭示了白藜芦醇的体内研究并没有体现出对胎盘植入产生

明显影响的原因，另一方面也进一步证实了人脐带中富含的间

充质干细胞能够分泌一些因子，促进胎盘的发育过程，逆转外

界不良因素对胎盘的影响。研究表明，人脐带间充质干细胞的

功能主要包括：减少 IL-1茁 等促炎症因子的分泌，激活
AKT/mTOR信号通路抑制人上皮细胞细胞的凋亡[23]；分泌可溶

性因子改善辐射引起的鼻粘膜损伤[24]；人通过 TLR4/NF-κ B信

号通路减少炎症和减轻肾纤维化水平[25]；减弱单侧输尿管梗阻

大鼠模型中肾间质纤维化的程度并抑制肾小管上皮细胞的凋

亡促进其增殖[26]。以上的研究与本文的研究结果一致，有助于进

一步理解人脐带间充质干细胞条件培养基逆转白藜芦醇对人

绒毛膜外滋养层细胞抑制作用的可能分子机制，而人脐带间充

质干细胞条件培养基中的功能性的有益成分需要进一步探究。

综上所述，白藜芦醇能够抑制人绒毛膜外滋养层细胞的细

胞活力、细胞迁移并会诱导细胞凋亡，而人脐带间充质干细胞

图 6 人脐带间充质干细胞的条件培养基和白藜芦醇对人绒毛膜外滋

养层细胞凋亡的影响

Fig.6 Effect of conditioned medium of human umbilical cord

mesenchymal stem cells and resveratrol on apoptosis of human chorionic

trophoblast cells

Note: Detection of cell apoptosis by flow cytometry. ***P<0.001.

图 7 人脐带间充质干细胞的条件培养基和白藜芦醇对人绒毛膜外滋

养层细胞迁移、凋亡相关蛋白表达的影响

Fig.7 Effects of conditioned medium of human umbilical cord

mesenchymal stem cells and resveratrol on migration and expression of

apoptosis-related proteins in human chorionic trophoblast cells

Note: The protein levels of Bax, Bcl-2 and MMP-9 byWestern blot.

**P<0.01,***P<0.001.
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的条件培养基能够逆转白藜芦醇对人绒毛膜外滋养层细胞活

力和迁移的抑制作用，降低细胞的凋亡水平。本研究将为白藜

芦醇在孕产妇中的应用提供一定的指导意义，并为人脐带间充

质干细胞及其条件培养基用于临床相关疾病治疗奠定一定的

理论基础。
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