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雌激素下调低氧诱导因子⁃1α促进子宫内膜异位症
侵袭和迁移的作用机制
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摘要  目的：探讨雌激素和低氧诱导因子 ⁃1α（HIF⁃1α）在子宫内膜异位病灶侵袭和迁移的作用和调控机制。

方法：将子宫内膜间质细胞（ESCs）分为 3 组，分别为 oe⁃vector 组（过表达 vector 质粒的 ESCs），oe⁃HIF⁃1α 组（转染

了过表达 HIF⁃1α 质粒的 ESCs），oe⁃HIF⁃1α+E2组 [成功转染 oe⁃HIF⁃1α 质粒的 ESCs 后再用 10-8 mol·L-1 17β⁃雌二

醇(E2)处理]，检测 ESCs 侵袭和迁移能力以及上皮细胞⁃间质转化（EMT）相关分子 E⁃Cadherin 和 Vimentin 的表达水

平。结果：oe⁃HIF⁃1α+E2组 ESCs 中 HIF⁃1α 表达水平均低于 oe⁃HIF⁃1α 组和 oe⁃vector 组，且 oe⁃HIF⁃1α 组 HIF⁃1α
表达高于 oe⁃vector 组（均 P<0. 05）；oe⁃HIF⁃1α+E2组 ESCs 侵袭迁移能力均高于 oe⁃HIF⁃1α 和 oe⁃vector 组，且 oe⁃
HIF⁃1α 组 ESCs 侵袭迁移能力在 3 组中最低（均 P<0. 05）；oe⁃HIF⁃1α+E2组 E⁃Cadherin 蛋白和 mRNA 水平均高于

oe⁃HIF⁃1α 和 oe⁃vector 组，且 oe⁃HIF⁃1α 组 E⁃Cadherin 蛋白和 mRNA 水平的表达在 3 组中最低（均 P<0. 05）。oe⁃
HIF ⁃1α+E2 组 Vimentin 蛋白和 mRNA 水平均低于 oe⁃HIF ⁃1α 和 oe⁃vector 组，且 oe⁃HIF ⁃1α 组 Vimentin 蛋白和

mRNA 水平的表达在 3 组中最高（均 P<0. 05）。结论：E2可能是通过抑制 HIF⁃1α 促进子宫内膜细胞 EMT 过程从

而促进异位的子宫内膜发生侵袭和转移，HIF⁃1α 有望成为子宫内膜异位症治疗的靶点之一。
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Abstract

Objective:: To explore the roles and regulatory mechanisms of estrogen and hypoxia ⁃ inducible 
factor⁃1α(HIF⁃1α) in the invasion and migration of endometriosis lesions.  Methods:: Endometrial stro⁃
mal cells (ESCs) were divided into three groups： oe ⁃ vector group (overexpressing vector plasmid in 
ESCs), oe⁃HIF⁃1 group (overexpressing vector plasmid in ESCs), and oe⁃HIF⁃1α+E2 group (overex⁃
pressing vector plasmid in ESCs and using 17β ⁃Estradiol, E2).  The invasion and migration ability of 
ESCs were evaluated, as well as the expression levels of epithelial ⁃ mesenchymal transition （EMT） 
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related molecules E ⁃Cadherin and Vimentin were determined.  Results:: The expression of HIF ⁃1α in 
the oe⁃HIF⁃1α+E2 group was lower than that in oe⁃HIF⁃1 group and oe⁃vector group, and the expres⁃
sion of HIF⁃1α in oe⁃HIF⁃1 group was the highest (all P<0. 05).  The invasion and migration ability of 
oe⁃HIF⁃1α+E2 group was higher than that of oe⁃HIF⁃1α and oe⁃vector group, but the ability of oe⁃
HIF⁃1α group was the lowest (P<0. 05).  The protein and mRNA levels of E⁃Cadherin in oe⁃HIF⁃1α
+E2 group were higher than those in oe ⁃HIF ⁃ 1α and oe ⁃vector group, but the levels in oe ⁃HIF ⁃ 1α 
group were lower than those in the oe⁃vector group (P<0. 05).  The protein and mRNA levels of Vi⁃
mentin in oe⁃HIF⁃1α+E2 group were lower than oe⁃HIF⁃1α and oe⁃vector group, but the levels inVi⁃
mentin in oe⁃HIF⁃1α group were higher than in oe⁃vector group (P<0. 05).  Conclusion:: E2 may be in⁃
hibited by HIF⁃1α to promote the EMT process in ESCs, thereby promoting the invasion and metasta⁃
sis of ectopic endometrium, HIF⁃1α is expected to become one of the targets for the treatment of endo⁃
metriosis.
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子宫内膜异位症是指子宫内膜组织（腺体和

间质）在子宫内膜以外的位置生长浸润，可侵及全

身各个器官，以卵巢、子宫直肠陷凹、宫骶韧带等

部位最常见［1］。其主要病理变化为异位内膜发生

周期性出血及其周围组织纤维化，形成异位结节，

痛经、慢性盆腔痛、月经异常和不孕是其主要症

状［2⁃3］。雌激素是导致子宫内膜生长的重要原因

之一，研究［4⁃5］发现，子宫内膜异位症患者体内雌

激素水平高于正常同龄女性，因此认为雌激素会

促使子宫内膜细胞生长和增殖，且雌激素水平升

高是子宫内膜异位症发病风险之一。低氧诱导因

子 ⁃1α（hypoxia inducible factor⁃1α，HIF⁃1α）信号级

联反应会受到缺氧状态的影响，在生理性缺氧如

干细胞微环境、胎盘发育、胚胎发育过程中组织细

胞分化，以及多种病理情况如肿瘤的发展、转移中

发挥着重要作用。但目前有关雌激素和 HIF⁃1α
在子宫内膜异位病灶进展中的机制尚不清楚，因

此，本次研究将探讨雌激素在子宫内膜异位病灶

形成的意义以及促进子宫内膜异位病灶生长和侵

袭的作用机制。

1 材料与方法

1. 1　细胞及主要试剂   子宫内膜间质细胞（endo⁃
metrial stromal cells，ESCs）购 自 Merck 公 司（美

国）。主要试剂包括：DMEM 培养基（Hyclone 公司，

美国），胎牛血清（PAN，德国），青 ⁃链霉素混合液和

胰蛋白酶消化液（北京索莱宝，中国），GAPDH、

HIF ⁃ 1α 及上皮细胞 ⁃间质转化（EMT）相关蛋白

E⁃Cadherin 和 Vimentin 抗体（Abcam，英国），TRIzol

（Invitrogen，美国），逆转录试剂盒、荧光定量 PCR
试剂盒（TaKaRa，日本），蛋白印迹膜再生液（Bio⁃
lab，中国），ECL 发光液（Pittsburgh，美国）。

1. 2　实验方法

1. 2. 1　细胞培养　ESCs 传代培养于含有青 ⁃链霉

素以及 10%FBS 的培养基中，当细胞融合至 90%
时，弃去旧培养基，PBS 洗涤细胞，弃去 PBS 后加入

2 mL 0. 25% 胰蛋白酶 ⁃0. 02%EDTA 混合消化液，

置显微镜下观察，当细胞变圆后迅速加入 2 mL 完

全培养基终止消化，轻轻吹打，收集细胞。离心后

弃去上清，用完全培养基重悬细胞，分瓶培养，隔天

换液。

1. 2. 2　过表达 HIF⁃1α　长效稳定过表达 HIF⁃1α
编码系列的 pCMV⁃HIF⁃1α⁃ESCs 真核表达载体已

由本实验组其他人员成功构建。

1. 2. 3　细胞分组　将细胞分为 3 组：oe ⁃vector 组
（即过表达 vector 质粒的 ESCs），oe⁃HIF⁃1α 组（即成

功转染了过表达 HIF⁃1α 质粒的 ESCs），oe⁃HIF⁃1α
+E2 组［即成功转染了过表达 HIF⁃1α 质粒的 ESCs
后使用含 10-8 mol·L-1 17β⁃雌二醇（E2）的培养基孵

育 24 h］。

1. 2. 4　细胞划痕实验　用记号笔在 6 孔板背后均

匀横线。按照每孔 5×105个细胞接种，使细胞铺满

整孔；第 2 天用 200 μL 规格的枪头比着直尺，垂直

于背后的横线划痕；用 PBS 洗涤细胞 3 次，去除划下

的细胞，加入含 2% 胎牛血清的细胞培养基 2 mL；

放入 37 ℃、5%CO2 培养箱进行培养。观察细胞侵

袭情况，并拍照。

1. 2. 5　细胞迁移实验　于小室的上室中加入稀释

好 的 Matrigel 胶 40 μL，37 ℃ 培 养 箱 静 置 4 h，待
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Matrigel 胶凝固后，将上室内未凝固的液体吸出，加

入 70 μL 培 养 基 ，将 其 置 于 37 ℃ 培 养 箱 中 孵 育

30 min。离心，无血清培养基重悬，计数，取出小室，

吸净上室液体，取 200 μL 单个细胞悬液沿壁加入上

室，每孔设置 3 个复孔，24 孔板下室中加入 600 μL
含 10%FBS 的培养基，置于 37 ℃培养箱中培养 48 h
后取出小室，PBS 清洗上室 3 次，下室浸泡于 PBS
中，每次 5 min。在新的 24 孔板下室中加入 700 μL
甲醇，置入小室固定 30 min。弃去甲醇，下室中加入

1% 结晶紫 700 μL，静置 30 min，清水冲洗上室，晾

干，显微镜下细胞计数。

1. 2. 6　Western Blot　将各组细胞悬液分别接种于

6 孔板中，每孔细胞数为 5×105，待细胞融合至 90%
时，收集细胞，离心，弃上清，PBS 洗涤，加入 RIPA
裂解，离心，吸取上清预冷。通过 BCA 法进行蛋白

定量，凝胶电泳及转膜，显影，使用 Image Pro Plus 
6. 0 软件分析光密度值，蛋白相对表达量计算为目

的蛋白灰度值/内参蛋白灰度值，实验重复 3 次。

1. 2. 7　qPCR　将各组细胞悬液用 DEPC 水 10 μL
溶解 RNA，吹打混匀，得到总 RNA 溶液使用 Nano⁃
drop 2000 测定 mRNA 浓度和纯度。在除酶的 200 
μL eppendorf 管中分别加入 RNA 2 μL、5×iScript 
reaction mix 4 μL、iScript reverse transcriptase 1 μL、

Nuclease⁃free water 13 μL。25 ℃反应 5 min，42 ℃反

应 30 min，85 ℃反应 5 min，获得 cDNA，-70 ℃保

存 。 在 除 酶 的 200 μL eppendorf 管 中 分 别 加 入

cDNA 1 μL、无核酸酶水 7. 4 μL、Sofast EvaGreen 
Supermix 10 μL、Forward primer 0. 8 μL、Reverse 
primer 0. 8 μL，将预混好的试剂加入 8 联管内，封

好，放入仪器内，设置反应参数，进行扩增，结果采

用 2-ΔΔCt进行计算，所用引物见表 1。

1. 3　数据分析   数据采用 Graphpad Prism 5（Ver⁃
sion 5. 01）进行分析与作图，本次研究中的计量资料

采用均数±标准差（
-
x±s）表示，多组间计量资料采

用 F 检验，以 P<0. 05 认为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1　 E2 对 ESCs 中 HIF ⁃ 1α 的 影 响   oe ⁃ HIF ⁃ 1α
+E2 组 ESCs 中 HIF⁃1α 蛋白和 mRNA 表达水平均

低于 oe⁃HIF⁃1α 组和 oe⁃vector组，oe⁃HIF⁃1α 组 HIF⁃
1α 蛋白和 mRNA 高于 oe⁃vector组，差异具有统计学

意义（P<0. 05），表明成功过表达 ESCs 中的 HIF⁃
1α，并且 E2能够抑制 ESCs 中 HIF⁃1α 表达水平。见

图 1。

2. 2　 E2 和 oe⁃HIF⁃1α 对 ESCs 侵袭的影响   比较

三组 ESCs 侵袭能力，oe⁃HIF⁃1α+E2 组 ESCs 侵袭

能力均高于 oe⁃HIF⁃1α 和 oe⁃vector 组，但 oe⁃HIF⁃1α
组 ESCs 侵袭能力低于 oe⁃vector 组，差异均具有统

计学意义（P<0. 05），表明上调 ESCs 中 HIF⁃1α 表

达后，ESCs 侵袭能力减弱，而 E2 会增强 ESCs 的侵

袭能力。见图 2。
2. 3　 E2 和 oe⁃HIF⁃1α 对 ESCs 迁移的影响   比较

三组 ESCs 侵袭能力，oe⁃HIF⁃1α+E2 组 ESCs 迁移

能力均高于 oe⁃HIF⁃1α 和 oe⁃vector 组，但 oe⁃HIF⁃1α
组 ESCs 迁移能力低于 oe⁃vector 组，差异均具有统

计学意义（P<0. 05），表明上调 ESCs 中 HIF⁃1α 表

达后，ESCs 迁移能力减弱，而 E2 会增强 ESCs 的迁

移能力。见图 3。
2. 4　 E2 和 HIF ⁃ 1α 对 EMT 相 关 蛋 白 表 达 的 影 响　

比较三组 ESCs EMT 相关蛋白表达水平，oe⁃HIF⁃
1α+E2 组 E⁃Cadherin 蛋白均高于 oe⁃HIF⁃1α 和 oe⁃
vector 组，但 oe⁃HIF⁃1α 组 E⁃Cadherin 蛋白低于 oe⁃

表 1　引物序列

引物名

HIF⁃1α

E⁃Cadherin

Vimentin

β⁃catenin

序列(5'—3')
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse

5'⁃TTGATAAGGTCCTGGCAACT⁃3'
5'⁃TCTCTGTCTCTCTCAAGTCA⁃3'
5'⁃CCAAATCAACCATAGGTCCA⁃3'
5'⁃GCATTATTTCTATGACGCGG⁃3'
5'⁃ATTTCAACGCCTCCAAAAAG⁃3'
5'⁃CCAAAGATGAGGAGTATCCG⁃3'
5'⁃GGTCTCCTCTGACTTCAACA⁃3'
5'⁃GTGAGGGTCTCTCTCTTCCT⁃3'

图1　各组ESCs中HIF⁃1α蛋白和mRNA相对表达水平比较

A. Western Blot照片；B. mRNA 相对表达水平的比较（与 oe⁃
vector比较，aP<0.05；与 oe⁃HIF⁃1α 组比较，bP<0.05）
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vector 组，差异均具有统计学意义（P<0. 05）；而 oe⁃
HIF ⁃1α+E2 组 Vimentin 蛋白均低于 oe⁃HIF ⁃1α 和

oe⁃vector 组，但 oe⁃HIF⁃1α 组 Vimentin 蛋白高于 oe⁃
vector 组，差异均具有统计学意义（P<0. 05），表明

上调 ESCs 中 HIF ⁃ 1α 表达后，会抑制 ESCs 发生

EMT，而 E2会促进 ESCs发生 EMT。见图 4。
2. 5　E2 对 ESCs 中 EMT 相关基因表达的影响   比
较三组 ESCs EMT 相关分子 mRNA 表达水平，oe⁃

HIF⁃1α+E2组 E⁃Cadherin mRNA 均高于 oe⁃HIF⁃1α
和 oe⁃vector 组，但 oe⁃HIF⁃1α 组 E⁃Cadherin mRNA
低 于 oe ⁃ vector 组 ，差 异 均 具 有 统 计 学 意 义

（P<0. 05）；而 oe ⁃ HIF ⁃ 1α +E2 组 Vimentin mRNA
均低于 oe⁃HIF⁃1α 和 oe⁃vector 组，但 oe⁃HIF⁃1α 组

Vimentin mRNA 高于 oe⁃vector 组，差异均具有统计

学意义（P<0. 05），表明上调 ESCs 中 HIF⁃1α 表达

后，会抑制 ESCs 发生 EMT，而 E2会促进 ESCs 发生

EMT。见图 5A 和图 5B。

3 讨论

子宫内膜异位症是育龄期妇女较为常见的一

种妇科相关疾病，临床上患者主要表现为继发性痛

经，进行性加重，严重甚至导致不孕，影响广大妇女

的身心健康［6⁃7］。目前有关其发病原因众说不一，但

被广大学者所认可的原因之一是经血逆流导致子

宫内膜种植在子宫以外的部位生长，并随着月经而

发生变化，进而引起患者出现不适症状［8⁃9］。异位的

子宫内膜在形态学上呈良性表现，但在临床行为学

上具有类似恶性肿瘤的特点，如种植、侵袭及远处

转移等［10］。但目前有关异位的子宫内膜发生侵袭

和转移的具体机制尚不十分清楚，研究［11⁃12］发现，

HIF⁃1α 是肿瘤细胞生长过程中重要的调控因子，其

图 2　各组 ESCs 侵袭能力比较  （结晶紫染色，×400）
A. 结晶紫染色照片；B. 侵袭能力的比较（与 oe⁃vector 比较，

aP<0.05；与 oe⁃HIF⁃1α 组比较，bP<0.05）

图 3　各组 ESCs 迁移能力比较

A. 光镜下照片；B. 迁移能力的比较（与 oe⁃vector 比较，aP<
0.05；与 oe⁃HIF⁃1α 组比较，bP<0.05）

图 4　各组 ESCs 蛋白表达水平

图 5　各组 ESCs EMT 相关分子 E⁃Cadherin 和 Vimentin 
mRNA 表达水平的比较

A. E⁃Cadherin mRNA 表达水平的比较；B. Vimentin mRNA
表达水平的比较（与 oe⁃vector 比较，aP<0.05；与 oe⁃HIF⁃1α 组比

较，bP<0.05）

1127



第  46 卷武汉大学学报（医学版）

过度表达对肿瘤细胞增殖起到抑制作用，HIF⁃1α 可

引起多种基因转录，使肿瘤细胞耐受低氧环境，进

而使恶性肿瘤患者在治疗过程中产生耐受反应，降

低治疗效果。本次研究结果显示，oe ⁃ HIF ⁃ 1α 组

HIF⁃1α 蛋白和 mRNA 高于 oe⁃vector 组（P<0. 05），

oe⁃HIF⁃1α 组 ESCs 侵袭迁移能力低于 oe⁃vector 组
（P<0. 05），表明本次研究成功过表达 ESCs 中的

HIF⁃1α 表达水平，会降低 ESCs 的侵袭和迁移能力，

HIF⁃1α 可能成为治疗子宫内膜异位症的靶点之一。

研究［13］表明，子宫内膜内异症是激素依赖性疾

病，雌激素是促进子宫内膜生长的重要激素之一，能

够刺激子宫内膜生长，子宫内膜是雌激素重要的靶

器官，对子宫内膜起调节作用，在绝经后，异位内膜

病灶可逐渐萎缩吸收；妊娠或使用性激素抑制卵巢

功能，可暂时阻止疾病发展。但若雌激素水平在体

内过高，就会使子宫内膜过度增生，加重异位的子宫

内膜生长［14⁃15］。尽管大量研究和临床实践已证明内

异症是雌激素相关性疾病，但是有关雌激素是如何

调节子宫内膜异位症生长和转移的机制尚不清

楚［16］。本次研究结果显示，oe ⁃ HIF ⁃ 1α +E2 组的

ESCs 中 HIF ⁃ 1α 蛋白和 mRNA 表达水平均低于

oe⁃HIF⁃1α 组和 oe⁃vector组（P<0. 05），表明 E2能够

抑制 ESCs 中 HIF ⁃ 1α 蛋白和 mRNA 表达水平，而

oe ⁃ HIF ⁃ 1α +E2 组 ESCs 侵袭迁移能力均高于 oe ⁃
HIF⁃1α 和 oe⁃vector组，进一步说明 E2有可能是通过

下调 HIF ⁃ 1α 表达来促进子宫内膜异位症侵袭和

迁移。

上皮细胞⁃间质转化（EMT）是指上皮细胞通过

特定程序转化为具有间质表型细胞的生物学过程，

在胚胎发育、慢性炎症、组织重建、癌症转移和多种

纤维化疾病中发挥了重要作用，其主要的特征有细

胞黏附分子（如 E⁃Cadherin）表达的减少、细胞角蛋

白细胞骨架转化为 Vimentin 为主的细胞骨架及形

态上具有间充质细胞的特征等［17］。通过 EMT，上

皮细胞失去了细胞极性，失去与基底膜的连接等上

皮表型，获得了较高的迁移与侵袭、抗凋亡和降解

细胞外基质的能力等间质表型，EMT 是细胞获得

迁移和侵袭能力的重要生物学过程之一［18］。近年

来，有关 EMT 的讨论主要集中在肿瘤领域，它与肿

瘤细胞的侵袭、迁移密切相关，其在子宫内膜异位

症中的讨论相对较少，但有研究指出缺血、缺氧会

导致正常内膜和异位内膜的子宫内膜细胞发生

EMT，导致病灶的异位生长以及与周围组织的粘

连，这是子宫内膜异位症发生侵袭和迁移的重要过

程。本次研究结果显示，oe⁃HIF⁃1α 组 E⁃Cadherin 
mRNA 低于 oe ⁃vector 组（P<0. 05），而 oe ⁃HIF ⁃1α
组 Vimentin mRNA 高于 oe⁃vector 组（P<0. 05），表

明过表达 ESCs 中的 HIF⁃1α 能够抑制子宫内膜细

胞发生 EMT 转化，抑制子宫内膜细胞侵袭和迁移

过程，HIF⁃1α 能够通过抑制 EMT 过程而抑制子宫

内膜异位病灶侵袭和迁移。同时，本次研究结果显

示，oe⁃HIF⁃1α+E2 组 E⁃Cadherin 蛋白和 mRNA 均

高 于 oe ⁃ HIF ⁃ 1α 和 oe ⁃ vector 组（P<0. 05），但

oe⁃HIF⁃1α 组 E⁃Cadherin 蛋白和 mRNA 低于 oe⁃vec⁃
tor 组（P<0. 05），而 oe⁃HIF ⁃1α+E2 组 Vimentin 蛋

白 和 mRNA 均 低 于 oe ⁃ HIF ⁃ 1α 和 oe ⁃ vector 组

（P<0. 05），但 oe ⁃ HIF ⁃ 1α 组 Vimentin 蛋 白 和

mRNA 高于 oe⁃vector 组（P>0. 05），表明 E2 可以抑

制子宫内膜间质细胞中的 HIF⁃1α 表达，从而促进子

宫内膜间质细胞发生 EMT 过程，促使异位的子宫

内膜病灶侵袭和迁移。

综上所述，雌激素促进子宫内膜异位病灶的发

生和进展，E2可能是通过抑制 HIF⁃1α 促进子宫内膜

细胞 EMT 过程从而促进异位的子宫内膜发生侵袭

和转移，因此，HIF⁃1α 有望成为子宫内膜异位症治

疗的靶点之一，也为子宫内膜的治疗提供新的思路

和理论依据。
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