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HIF-1琢/VEGF在稽留流产患者绒毛组织中的表达及
其与微血管密度的关系 *
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摘要 目的：探讨缺氧诱导因子 1琢 (HIF-1琢)/血管内皮生长因子(VEGF)在稽留流产患者绒毛组织中的表达及其与微血管密度的

关系。方法：采用免疫组织化学方法分别检测了 30例人工流产和 30例稽留流产患者绒毛组织的微血管密度（MVD）、HIF-1琢和
VEGF的表达。分别在缺氧（1% O2、5% CO2和 94% N2）和常氧（20% O2、5% CO2和 75% N2）条件下培养 HTR8/SVneo细胞，并通过

转染 HIF-1琢 siRNA来敲低 HIF-1琢。通过 qRT-PCR和Western blot分析 HTR8/SVneo细胞中 HIF-1琢和 VEGF的 mRNA和蛋白

表达。此外，通过小管形成实验评价缺氧及转染 HIF-1琢 siRNA对 HTR8/SVneo细胞小管形成的影响。结果：稽留流产组织样本中

的MVD显著低于人工流产（7.22± 0.55 vs 14.65± 1.12, P<0.05）。HIF-1琢和 VEGF在稽留流产组织中的表达显著低于人工流产组

织（P<0.05）。HIF-1琢和 VEGF的表达均与MVD显著正相关。与常氧相比，缺氧可显著上调 HIF-1琢和 VEGF的 mRNA和蛋白水

平（P<0.05）。转染 HIF-1琢 siRNA显著下调 HIF-1琢和 VEGF的 mRNA和蛋白水平（P<0.05）。与常氧相比，缺氧可显著促进
HTR8/SVneo细胞的小管形成（P<0.05），而转染HIF-1琢 siRNA则可显著抑制显 HTR8/SVneo细胞的小管形成（P<0.05）。结论：胎盘
发育过程中的缺氧环境丢失及 HIF-1琢/VEGF的抑制可能是稽留流产发病的一项机制。
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Expression of HIF-1琢 / VEGF in Villus Tissues of Missed Abortion Patients

and Its Relationship with Microvessel Density*

To investigate the expression of HIF-1琢/VEGF in villus tissues of patients with missed abortion and its rela-
tionship with microvessel density. Immunohistochemical method was used to detect the microvessel density (MVD), expression

of HIF-1琢 and VEGF in villus tissue of 30 cases of induced abortion and 30 cases of missed abortion. HTR8/SVneo cells were cultured

under hypoxic (1% O2, 5% CO2, 94% N2) and normoxic (20% O2, 5% CO2, 75% N2) conditions, respectively, and HIF-1琢 expression was

knocked down by transfection of HIF-1琢 siRNA. The mRNA and protein expression of HIF-1 琢 and VEGF in HTR8/SVneo cells were

analyzed by qRT-PCR and Western blot. In addition, the effects of hypoxia and HIF-1 琢 siRNA on tubule formation of HTR8/SVneo

cells were evaluated by tubule formation experiments. The MVD in the missed abortion tissues was significantly lower than that

of induced abortion tissues (7.22± 0.55 vs 14.65± 1.12, P<0.05). The expression of HIF-1琢 and VEGF in missed abortion tissues was

significantly lower than that in induced abortion tissues (P<0.05). Both HIF-1琢 and VEGF expression were significantly positively corre-

lated with MVD. Hypoxia significantly up-regulated the mRNA and protein levels of HIF-1琢 and VEGF compared with normoxia (P<0.
05). Transfection of HIF-1琢 siRNA significantly down-regulated the mRNA and protein levels of HIF-1琢 and VEGF (P<0.05). Compared
with normoxia, hypoxia significantly promoted tubule formation in HTR8/SVneo cells (P<0.05), whereas transfection of HIF-1琢 siRNA

significantly inhibited tubule formation in HTR8/SVneo cells (P<0.05). Loss of hypoxic environment and inhibition of

HIF-1琢/VEGF during placental development may be a mechanism for the occurrence of missed abortion.
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前言

血管生成是胎儿和胎盘发育中最重要的因素，在妊娠的前

三个月，分化的胎盘滋养层细胞（称为绒毛外细胞滋养层细胞，

extravillous trophoblast，EVT）侵入母体血管，促进胎盘着床，并

重塑螺旋动脉，导致血液流向绒毛内[1-4]。血管内绒毛外细胞滋

养层细胞侵袭不足会使血管系统发生紊乱及血管新生受损，从

而导致胎盘功能不全等多种妊娠障碍[5]。

胎盘血管生成依赖于各种生长因子和许多信号通路，例如

血管内皮生长因子（vascular endothelial growth factor，VEGF）及

其受体[6,7]。低氧环境在妊娠早期胎盘中对于调节滋养层功能非

常重要，并且对于早期胎盘发育是至关重要的。因此，妊娠早期

的低氧环境可能对于绒毛外细胞滋养层细胞的生长扩张有重

要意义。已知缺氧诱导因子 1琢 (hypoxia inducible factor-1琢，
HIF-1琢)可调节细胞对低氧条件的适应性，稳定的 HIF-1琢易位
至细胞核并与几种靶基因（如 VEGF）的缺氧反应元件结合，从

而参与血管生成的调节。据报道，VEGF在低氧条件下也会被

上调[8]。

前人研究显示 HIF-1琢/ VEGF信号通路在血管生成和肿瘤
生长中起关键作用[9-11]。尽管 HIF-1琢/ VEGF在绒毛血管生成中
的作用尚不清楚，但考虑到滋养细胞和癌细胞之间的相似性，

本研究预测其在胎盘血管生成中的作用可能类似于其在癌症

中的作用。因此，本研究评估了 HIF-1琢/ VEGF的表达及人工流
产和稽留流产组织样本中微血管密度（microvessel density，

MVD），并考察了 HIF-1琢/ VEGF在 HTR8 / SVneo细胞系小管

形成中的作用。

1 材料与方法

1.1 人绒毛组织的收集

收集我院妊娠早期进行选择性人工流产（n=30）和稽留流

产（n=30）的孕妇绒毛组织。纳入标准：（1）妊娠 6-10周；（2）年

龄 20-40岁；（3）血常规检查各项指标正常；（4）妊娠期间均未

服用过保胎药物；（5）无心肝肾功能不全、恶性肿瘤、遗传性疾

病及其他严重疾病。排除标准：（1）妊娠时间小于 6周或大于

10周；（2）年龄小于 20岁或大于 40岁；（3）血常规指标异常、

伴有其他严重疾病、妊娠期间服用保胎药物；（4）未签订知情同

意的患者。人工流产患者的年龄为(25.21± 6.39)岁，平均孕周为

(6.56± 1.64)周；稽留流产患者的年龄为(26.52± 5.71)岁，平均

孕周为 (6.73± 1.55) 周。两组患者的年龄和孕周无显著差异

（P<0.05）。将绒毛组织样本固定在 10%中性福尔马林中用于进

一步的免疫组织化学研究。

1.2 实验方法

1.2.1 HTR8/SVneo细胞的培养 人胎盘绒毛膜滋养层细胞

系 HTR8/SVneo购自中国科学院上海细胞库。在常氧或低氧条

件下，将细胞培养在含有 5%胎牛血清的 RPMI 1640培养基

（美国 GIBCO公司）中。在含有 20% O2、5% CO2和 75% N2的

37℃环境中进行常氧培养 [12]。在 1% O2、5% CO2和 94% N2的

37℃环境中进行缺氧培养[13,14]。细胞达到约 80%融合后，分别将

细胞进行常氧和低氧培养 24 h。

1.2.2 免疫组化 采用链霉抗生物素蛋白 -过氧化物酶(SP)免

疫组化染色法检测绒毛组织样本中 HIF-1琢、VEGF和CD34的

表达。根据试剂盒说明书（英国 Abcam公司），使用兔抗人

HIF-1琢（1:1000稀释）、VEGF（1:1000稀释）和 CD34（1:2000稀

释）抗体作为一抗。用 PBS缓冲液代替一抗作为阴性对照。辣

根过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG 抗体（1:1000稀释, 英国

Abcam公司）作为二抗。根据制造商的说明使用 DAB底物试

剂盒（英国 Abcam公司）分析样品。通过光学显微镜随机选择 5

个视野（400×）拍摄切片。使用 Image-Pro plus 6.0软件分析图

像的平均光密度。根据 Foote等报道的方法，通过计数高倍镜

（400×）的 CD34染色血管来评估微血管密度（MVD）[15]。

1.2.3 qRT-PCR 通过 qRT-PCR检测 HTR8/SVneo 细胞中

HIF-1琢和 VEGF的 mRNA表达水平。用 TRIzol试剂（日本

Takara公司）从 HTR8 / SVneo细胞中提取总 RNA。通过 Nan-

oDrop 2000超微分光光度计评估 RNA的纯度和浓度。反应体

系为 20 滋L，逆转录条件为 37℃ 15 min，85℃ 5 min。然后将第

一链 cDNA用作 mRNA扩增的模板，使用 SYBR Green Master

Mix（南京诺唯赞生物科技有限公司）进行扩增。人甘油醛 -3-

磷酸脱氢酶（GAPDH）用作对照。使用 ABI StepOne系统（美国

Applied Bio-Systems公司）根据制造商的说明进行 qRT-PCR，

引 物 如 下 ：HIF-1 琢 （ 正 向 ：5'-TTGTCACGCT-

CATCTTCCAGTC-3'，反向：5'- ATTCATTTGTCTTCCT GT-

GCAGCAA-3'），VEGF-A （正向：5'-CGGCCAGGTGTGCCA-

GAGTGT-3'，反向 ：5'-CAGGTTGCAGATCTGCATATG-3'），

GADPH（正向：5'-GAACTCGAGAGTTCGGGTT T-3'，反向：5

"-GATTCCCGTCATCTCAGCAG-3'）。反应程序如下：95℃ 30 s，

95℃ 10 s和 60℃30 s，40个循环。用 2-△ △ Ct方法测定基因的相

对表达。

1.2.4 蛋白质印迹分析 用冰 PBS洗涤细胞 3次，并在加入

蛋白酶抑制剂混合物的冰裂解缓冲液中裂解（德国 Roche公

司）。然后用 BCA试剂盒（上海碧云天生物技术有限公司）测定

蛋白质浓度。在 SDS-PAGE上分离体积为 20 滋g的每种样品，
然后转移至 PVDF膜，并用 5%脱脂牛奶封闭 1 h。将膜在 4℃

下与一抗抗 HIF-1琢（1:1000 稀释）、VEGF（1:2000 稀释）和
GADPH（1:1000稀释）过夜孵育，抗体购自英国 Abcam公司。

然后将膜在 0.1%吐温磷酸盐缓冲盐溶液（PBST）中洗涤两次，

每次 10 min，然后将膜在室温下与山羊抗兔二抗孵育 60 min。

抗体均购自英国 Abcam公司。通过超敏 ECL化学发光试剂盒

（上海碧云天生物技术有限公司 _）进行显影。GAPDH作为内

部对照并计算相对表达量。

1.2.5 siRNA转染 使用 Lipofectamine RNAiMAX转染试剂

（德国 Roche公司）根据制造商的说明书进行 siRNA转染。转

染前一天，将 250 滋L不含抗生素的生长培养基加入 24孔板

中，然后接种 3.0× 104个细胞。转染时细胞密度达到 30%-50%

融合，用靶向 HIF-1琢的 siRNA（si-HIF-1琢）及阴性对照 siRNA

（si-NC）转染细胞。将细胞在低氧条件下于 37℃孵育 24 h。

1.2.6 小管形成测定 参考文献[16]方法进行小管形成实验。将

基质胶生长因子减少型（美国 BD Biosciences公司）用无血清

培养基以 1:2的比例稀释，并在冰上加入 24孔板中（每孔 150

mL）。在基质胶混合物固化后，将各组 HTR8/SVneo细胞缓慢

加入每个孔中（每孔 1.0× 105），然后进行常规或低氧培养 12 h。

使用倒置相差显微镜拍摄三个随机视野的显微照片，计数形成

小管的分支点数。

1.3 统计分析

使用 SPSS 18.0软件进行统计分析。所有数据均表示为平
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均值± 标准差。通过 Student's t检验或单因素方差分析（ANO-

VA）进行组间比较，使用 Tukey检验进行多重比较。使用

Pearson相关分析进行相关分析。P<0.05表示差异在统计学上
具有显著性。

2 结果

2.1 人工流产和稽留流产组织样本中的微血管密度（MVD）比较

本研究检测了人工流产和稽留流产组织样本中的微血管

密度（MVD），人工流产和稽留流产患者的年龄、孕龄等方面无

显著差异。结果显示，稽留流产组织样本中的MVD显著低于

人工流产（7.22± 0.55 vs 14.65± 1.12, P<0.05）。见图 1。

图 1 人工流产和稽留流产组织样本中的微血管密度（MVD）(× 400)

Fig.1 Microvessel density (MVD) in induced abortion and missed abortion tissue samples (× 400)

Note: Compared with the induced abortion group, *P<0.05.

2.2 人工流产和稽留流产组织样本中 HIF-1琢和 VEGF的表达

情况

结果显示，HIF-1琢在稽留流产组织中的表达显著低于人

工流产组织（0.33± 0.03 vs 0.54± 0.05, P<0.05）。此外，VEGF在
稽留流产组织中的表达显著低于人工流产组织（0.41± 0.03 vs

0.63± 0.06, P<0.05）。见图 2。

图 2 人工流产和稽留流产组织样本中 HIF-1琢和 VEGF的表达 (× 400)

Fig.2 Expression of HIF-1琢 and VEGF in induced abortion and missed abortion tissue samples (× 400)

Note: Compared with the induced abortion group, *P<0.05.

2.3 HIF-1琢/VEGF与微血管密度（MVD）的相关性

相关性分析结果显示，两组中 HIF-1琢和 VEGF的表达均

与MVD显著正相关。表明 HIF-1琢/ VEGF信号通路正向调节
滋养细胞中的血管生成。见表 1。

2.4 缺氧及转染 HIF-1琢 siRNA对 HTR8/SVneo细胞中 HIF-1琢
和 VEGF表达的影响

为了确定 HIF-1琢/ VEGF 在 HTR8/SVneo 细胞系中的表

达，本研究用 qRT-PCR 和 Western blot 检测了 HIF-1琢 和
VEGF的 mRNA和蛋白质表达。结果显示，与常氧相比，缺氧

可显著上调 HIF-1琢和 VEGF的 mRNA和蛋白水平（P<0.05）。
此外，转染 HIF-1琢 siRNA显著下调 HIF-1琢和 VEGF的 mRNA

和蛋白水平（P<0.05）。见图 3和图 4。

1232· ·



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

Note: * Indicates significant difference, P<0.05.

表 1 HIF-1琢/ VEGF与微血管密度（MVD）的相关性

Table 1 The correlation between HIF-1a/VEGF and microvessel density (MVD)

Correlation
Induced abortion Missed abortion

HIF-1琢 VEGF MVD HIF-1琢 VEGF MVD

Induced abortion

HIF-1琢 1

VEGF 0.757* 1

MVD 0.633* 0.598* 1

Missed abortion

HIF-1琢 0.679 * 0.446 * 0.348 * 1

VEGF 0.437 * 0.648 * 0.387 * 0.726 * 1

MVD 0.489 * 0.389 * 0.559 * 0.673 * 0.737 * 1

图 3 缺氧及转染 HIF-1琢 siRNA对 HTR8/SVneo细胞中 HIF-1琢和 VEGF mRNA表达的影响

Fig. 3 Effect of hypoxia and transfection of HIF-1琢 siRNA on HIF-1琢 and VEGF mRNA expression in HTR8/SVneo cells

Note: A: HIF-1琢; B: VEGF; Compared with normoxic group, *P<0.05; Compared with hypoxia+si-NC group, #P<0.05.

图 4 缺氧及转染 HIF-1琢 siRNA对 HTR8/SVneo细胞中 HIF-1琢和 VEGF蛋白表达的影响

Fig. 4 Effect of hypoxia and transfection of HIF-1琢 siRNA on HIF-1琢 and VEGF protein expression in HTR8/SVneo cells

Note: A: HIF-1琢; B: VEGF; C: typical band of Western blot; Compared with normoxic group, *P<0.05; Compared with hypoxia+si-NC group, #P<0.05.
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2.5 缺氧及转染 HIF-1琢 siRNA对 HTR8/SVneo细胞小管形成

的影响

结果显示，与常氧相比，缺氧可显著促进 HTR8/SVneo细

胞的小管形成（P<0.05），而转染 HIF-1琢 siRNA则可显著抑制

显 HTR8/SVneo细胞的小管形成（P<0.05）。见图 5。

图 5 缺氧及转染 HIF-1琢 siRNA对 HTR8/SVneo细胞小管形成的影响

Fig.5 Effect of hypoxia and transfection of HIF-1琢 siRNA on HTR8/SVneo cell tubule formation

Note: Compared with normoxic group, *P<0.05; Compared with hypoxia+si-NC group, #P<0.05.

3 讨论

遗传因素、内分泌因素和解剖因素等多种因素均可导致稽

留流产，然而，由于 50%的稽留流产病例的病理生理机制尚未

完全了解，最近有研究显示异常血管生成是导致稽留流产的重

要原因[17-19]。人胎盘发育与血管系统的形成密切相关，胎盘血管

网络的建立非常复杂，主要包括血管发生和血管生成两个要过

程，血管生成过程包括血管的出芽、内填和延长。前人研究报

道，氧分压、炎症因子、氧化应激、等均可影响胎盘血管形成，并

引起胎盘功能障碍[20-22]。据报道，胎盘血管系统紊乱与复发性自

然流产、先兆子痫、胎儿窘迫等不良妊娠密切相关。母体螺旋动

脉的重塑涉及滋养层侵袭和 EVT分化，其中 EVT形成子宫血

管的内层[1]。侵入血管内的滋养细胞限制了血流并阻断了螺旋

小动脉，从而维持了 1%-2%的低氧环境。在稽留流产等妊娠相

关疾病中胎盘血管化改变的病理机制尚未完全揭示，因此，确

定胎盘血管形成发生的机制对于稽留流产的生物标志物筛选

和靶向治疗非常。本研究检测了人工流产和稽留流产组织样本

中的微血管密度（MVD），发现稽留流产组织样本中的MVD显

著低于人工流产，提示稽留流产与异常胎盘血管形成有关。

据报道，缺氧是保持胎盘血管生成的重要因素，缺氧参与

调控毛细血管的形成和内皮细胞的迁移[23]。缺氧诱导因子 -1琢
(HIF-1琢)信号转换是胎儿发育所必需的。HIF-1琢是各种细胞对
低氧反应的主要调控因子，其在人体内广泛表达。前人研究显

示，缺氧可诱导 HIF-1琢高表达并激活其下游缺氧反应基因，从
而调节血管生成等一系列生理过程[24]。据报道，血管内皮生长

因子（VEGF）是 HIF-1琢信号传导途径的下游靶标，前人研究已
经证实 VEGF家族调节胎盘血管生成和母体螺旋动脉重塑。在

滋养层细胞内，HIF-1琢/ VEGF可能调节缺氧反应、血管生成等
多种功能[25,26]。本研究发现，HIF-1琢和 VEGF在稽留流产组织

中的表达显著低于人工流产组织，说明 HIF-1琢/ VEGF信号在
稽留流产组织中被抑制。此外，相关性分析显示，HIF-1琢和
VEGF的表达均与 MVD显著正相关。表明 HIF-1琢/ VEGF信
号通路正向调节滋养细胞中的血管生成。

其他研究者报道，在正常足月胎盘分离的原代人滋养细胞

中，缺氧可上调 HIF-1琢蛋白和 mRNA表达[27]。此外，在缺氧处

理的人滋养层细胞系 HTR8/SVneo中也取得了相同的结果[28]。

之前的报道显示，HTR-8/SVneo细胞在基质胶上生长时，在形

成管状结构网络的能力方面表现出内皮细胞样行为[29]。本研究

检测了 HTR8 / SVneo细胞系中 HIF-1琢和 VEGF的 mRNA和

蛋白质表达。发现与常氧相比，缺氧可显著上调 HIF-1琢 和
VEGF的 mRNA和蛋白水平（P<0.05）。与上述结果一致。然而，
另一项研究发现，在早期人类胎盘中，缺氧对这些转录因子的

调节发生在蛋白质水平而非 mRNA的水平 [30]。缺氧条件下

HIF-1琢 mRNA调控的这些明显矛盾的原因尚不清楚，可能与

各研究中的缺氧条件和细胞类型有关。此外，转染 HIF-1琢 siR-

NA显著下调 HIF-1琢 和 VEGF 的 mRNA 和蛋白水平（P<0.
05）。表明缺氧对 VEGF表达的调节作用是通过 HIF-1琢介导
的。现在已经确定 VEGF是影响血管生成的最有效因子，一些

研究表明 VEGF的低表达与早期妊娠障碍有关[31-35]。本研究表

明 HIF-1琢/ VEGF在稽留流产等胎盘功能不全相关的妊娠障碍
的发展中起重要作用。

此外，本研究发现，与常氧相比，缺氧可显著促进

HTR8/SVneo细胞的小管形成（P<0.05），而转染 HIF-1琢 siRNA

则可显著抑制显 HTR8/SVneo细胞的小管形成（P<0.05）。表明
在正常胎盘组织中，缺氧条件上调了人胎盘绒毛膜滋养层细胞

的 HIF-1琢表达，从而激活了其下游靶标 VEGF的表达，进而促

进胎盘绒毛血管生成。提示胎盘发育过程中的缺氧环境丢失及

HIF-1琢/ VEGF的抑制可能是稽留流产发病的一项机制。
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