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也摘要页 目的 探究芹菜素对子痫前期渊preeclampsia, PE冤胎盘滋养细胞自噬的影响及可能的作用机制遥 方法 取人绒毛膜滋养

层HTR-8/Svneo细胞袁采用缺氧复氧 1 h渊hypoxic-reoxygenation 1 h, H1R1冤诱导建立 PE细胞模型袁并通过MTT法检测芹菜素对HTR-8/
Svneo细胞毒性的影响遥取对数生长期的HTR-8/Svneo 细胞袁分为对照组尧H1R1 组尧腺苷酸活化蛋白激酶渊adenosine monophosphate-
activated protein kinase, AMPK冤激活剂阿卡地新渊acadesine, AICAR冤组渊1 mmol/L冤尧芹菜素低剂量组渊10 滋mol/L冤尧芹菜素高剂量

组渊20 滋mol/L冤尧芹菜素+AICAR组渊芹菜素 20 滋mol/L+AICAR 1 mmol/L冤遥 采用 MTT法检测细胞活力曰透射电子显微镜观察细胞自

噬情况曰划痕实验和 Transwell 小室实验检测细胞迁移尧侵袭能力曰Western blot 法检测细胞 AMPK/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白渊mam鄄
malian target of rapamycin, mTOR冤通路和自噬尧侵袭相关蛋白的表达遥 结果 与对照组比较袁10尧20 滋mol/L芹菜素对 HTR-8/Svneo
细胞增殖有促进作用渊P约0.05冤遥 与对照组比较袁H1R1 组细胞在 24尧48尧72 h时细胞活力尧划痕愈合率和穿膜细胞数尧N-钙黏蛋白渊N-
cadherin冤表达尧p-mTOR/mTOR 比值显著降低渊P约0.05冤袁微管相关蛋白 1 轻链 3-域渊microtubule-associated protein 1 light chain 3-
域, LC3域冤/微管相关蛋白 1轻链 3-玉渊microtubule-associated protein 1 light chain 3-玉, LC3玉冤比值尧Beclin-1 和 E-钙黏蛋白渊E-
cadherin冤表达尧p-AMPK/AMPK比值显著升高渊P约0.05冤袁自噬小体数量增多渊P约0.05冤曰与 H1R1 组比较袁芹菜素低尧高剂量组细胞活力尧
划痕愈合率和穿膜细胞数尧N-cadherin 表达尧p-mTOR/mTOR 比值显著升高渊P约0.05冤袁LC3II/LC3I 比值尧Beclin-1 和 E-cadherin 表

达尧p-AMPK/AMPK 比值显著降低渊P约0.05冤袁自噬小体数量减少渊P约0.05冤曰与芹菜素高剂量组比较袁芹菜素+AICAR 组细胞在 24尧48尧
72 h时细胞活力尧划痕愈合率和穿膜细胞数尧N-cadherin表达尧p-mTOR/mTOR比值显著降低渊P约0.05冤袁LC3II/LC3I比值尧Beclin-1和 E-
cadherin 表达尧p-AMPK/AMPK 比值显著升高渊P约0.05冤袁自噬小体数量增多渊P约0.05冤遥结论 芹菜素能增强滋养细胞的侵袭能力袁改善

PE袁其作用机制可能与抑制 AMPK/mTOR 通路介导的胎盘滋养细胞过度自噬有关遥
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To explore the effects of apigenin on autophagy of placental trophoblast cells in preeclampsia (PE) and
its possible mechanism of action. Methods Human chorionic trophoblast HTR-8/Svneo cells were taken and hypoxia-reoxygenation 1 h
(H1R1) was used to induce the establishment of PE cell models. The effects of apigenin on HTR-8/Svneo cytotoxicity was tested by
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MTT method. In addition, HTR-8/Svneo cells in logarithmic growth phase were taken and divided into control group, H1R1 group,
adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK) activator acadesine (AICAR) group (1 mmol/L), low-dose apigenin group
(10 滋mol/L), high-dose apigenin group (20 滋mol/L), and apigenin+AICAR group (apigenin 20 滋mol/L+AICAR 1 mmol/L). Cell
viability was determined by MTT method; cell autophagy was observed by transmission electron microscope; cell migration and
invasion ability were tested by scratch assay and Transwell chamber assay. Western blot method was used to examine the related
protein expressions of cellular AMPK/mammalian target of rapamycin (mTOR) pathway, autophagy, and invasion. Results Compared
with the control group, 10 and 20 滋mol/L apigenin had a promoting effect on the proliferation of HTR-8/Svneo cells (P<0.05).
Compared with the control group, the cell viability at 24, 48, and 72 h, scratch healing rate, number of transmembrane cells, N-
cadherin expression, and p-mTOR/mTOR ratio of the H1R1 group were significantly lower (P<0.05), while the microtubule-associated
protein 1 light chain 3 域 (LC3域)/microtubule-associated protein 1 light chain 3玉 (LC3玉) ratio, Beclin-1 and E-cadherin expressions,
p-AMPK/AMPK ratio were significantly higher (P<0.05), and the number of autophagosomes increased (P<0.05); compared with the
H1R1 group, the cell viability at 24, 48, and 72 h, scratch healing rate, number of transmembrane cells, N-cadherin expression, and
p-mTOR/mTOR ratio in low- and high-dose apigenin groups were significantly elevated (P<0.05), while LC3II/LC3I ratio, Beclin-1 and
E-cadherin expressions, and p-AMPK/AMPK ratio were significantly reduced (P<0.05), and the number of autophagosomes became
lower (P<0.05); compared with high-dose apigenin group, the cell viability at 24, 48 and 72 h, scratch healing rate, number of
transmembrane cells, N-cadherin expression, and p-mTOR/mTOR ratio of apigenin+AICAR group were significantly lower (P<0.05),
while LC3II/LC3I ratio, Beclin-1 and E-cadherin expressions, and p-AMPK/AMPK ratio were significantly higher (P<0.05), and the
number of autophagosomes increased (P<0.05). Conclusion Apigenin can enhance the invasion ability of trophoblast cells and thus
improve PE, and its mechanism of action may be related to the inhibition of the excessive autophagy of placental trophoblast cells
mediated by AMPK/mTOR pathway.

也运藻赠憎燥则凿泽页 apigenin; preeclampsia; placental trophoblast cells; autophagy; migration; invasion; adenosine monophosphate-
activated protein kinase; mammalian target of rapamycin

子痫前期渊preeclampsia, PE冤是妊娠期女性常

见的一种母婴共患疾病袁胎盘是 PE 发病机制的核

心袁与异常滋养层细胞浸润有关 [1]遥 自噬在胚胎发

生尧植入和妊娠维持中起着重要作用袁过度自噬被认

为是 PE 发病过程中胎盘的一个重要特征[2]袁对滋养

细胞自噬的调节是治疗 PE 的重点遥 芹菜素是一种

黄酮类化合物袁具有抗氧化和抗炎作用袁亦可降低

胰岛素抵抗袁改善妊娠糖尿病袁而胰岛素抵抗为PE
的病因之一[3]遥 此外袁芹菜素还可抑制内质网应激袁
改善妊娠糖尿病大鼠胰腺组织损伤和胰岛细胞凋

亡[4]袁并可改善妊娠高血压[5]遥 芹菜素的作用可能与

其控制自噬的能力有关[6-7]遥 然而袁芹菜素是否能调

节 PE 中滋养细胞自噬尚未可知遥
哺乳动物雷帕霉素靶蛋白渊mammalian target of

rapamycin, mTOR冤是调节细胞自噬的关键蛋白袁已
有研究证实袁PE 期间 p -mTOR 胎盘表达降低 尧
mTOR 信号通路抑制袁通过降低滋养层细胞的侵袭

能力诱导 PE 的发生[8]曰激活 mTOR 信号通路可增强

PE 大鼠胎盘滋养细胞增殖分化[9]遥 而在 PE 期间袁与
mTOR 通路相关的基因 p-AMPK 胎盘表达增加袁并
且与正常孕妇相比袁严重 PE 患者腺苷酸活化蛋白激

酶渊adenosine monophosphate-activated protein kinase,

AMPK冤较高[10]遥 AMPK 是细胞能量代谢的关键调节

因子袁对于正常胎盘和胚胎发育至关重要遥AMPK 的

过度激活会损害 PE 中滋养细胞的侵袭性[11]遥 mTOR
是 AMPK 的下游靶标之一袁AMPK 和 mTOR 的活性

在自噬调节方面具有拮抗作用袁AMPK 激活负向调

节 mTOR 活性尧正向调节自噬活性[12]遥 据报道袁重度

PE 患者胎盘中 mTOR 活性下降袁滋养细胞自噬过度

激活袁侵袭能力降低曰抑制胎盘滋养细胞自噬袁可延

缓 PE 进展[13]遥这提示袁PE 患者胎盘中 AMPK 的激活

可下调 mTOR 活性袁诱导滋养细胞过度自噬袁可能

是 PE 发病的重要机制遥 基于以上研究袁本研究推测

芹菜素可能通过 AMPK/mTOR 通路调控 PE 胎盘滋

养细胞自噬袁并对此展开研究遥
1 材料

1.1 细胞

人绒毛膜滋养层 HTR-8/Svneo 细胞购自武汉

普诺赛生命科技有限公司袁批号院20210615曰HTR-8/
Svneo维持在 RPMI1640培养基渊含 10%胎牛血清尧1%
青-链霉素冤中袁于 37 益尧5% CO2 的环境中培养遥
1.2 药品与主要试剂

芹菜素渊纯度跃98%袁批号院201109袁成都瑞芬思
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生物科技有限公司冤曰阿卡地新渊acadesine, AICAR冤
渊AMPK 激活剂袁批号院20210724冤尧MTT 试剂盒 渊批

号院20210805冤尧RIPA 裂解液渊批号 院 20210622冤均
购自上海碧云天生物技术有限公司曰胎牛血清渊批
号院210316冤尧RPMI1640 培养基渊批号院210409冤尧胰
蛋白酶渊批号院210420冤均购自美国 Gibco 公司曰兔源

一抗微管相关蛋白 1 轻链 3渊microtubule-associated
protein 1 light chain 3, LC3冤域/玉渊批号院20210812冤尧
E-钙黏蛋白渊E-cadherin冤渊批号院20210524冤尧N-钙黏

蛋白渊N-cadherin冤渊批号院20210608冤尧AMPK渊批号院
20210519冤尧p-AMPK渊批号院20210420冤尧mTOR渊批号院
20210615冤尧p-mTOR渊批号院20210617冤尧Beclin-1渊批
号院20210506冤抗体均购自英国 Abcam 公司遥
1.3 主要仪器

超薄切片机渊型号院Leica EM UC7袁德国 Leica
公司冤曰多功能酶标仪渊型号院iMark680袁美国 Bio-Rad
公司冤曰倒置荧光显微镜渊型号院IX73袁日本 Olym鄄
pus 公司冤曰透射电子显微镜渊型号院JEM-1230袁日本

Jeol 公司冤遥
2 方法

2.1 PE 细胞模型建立及芹菜素的细胞毒性实验

采用缺氧复氧 1 h渊hypoxic-reoxygenation 1 h,
H1R1冤诱导建立 PE 细胞模型[14]遥 取 HTR-8/Svneo 细

胞渊1伊105 个/mL冤袁接种于 96 孔板渊200 滋L/孔冤袁培
养 24 h袁待细胞达到 70%~80%融合时袁换用含芹

菜素终浓度为 0尧5尧10尧20尧40尧80 滋mol/L 的培养基

处理 24 h遥 然后袁将细胞置于低氧环境渊1%O2尧5%
CO2尧94%N2冤中培养 1 h袁再进行常氧渊21%O2冤处理遥
H1R1后袁向每个孔中加入 40 滋L MTT溶液渊5 mg/mL冤袁
继续孵育 2 h遥使用酶标仪检测 570 nm 波长下各孔

吸光度渊A冤值袁与未经芹菜素处理的对照细胞相比袁
计算芹菜素处理组的细胞活力遥 细胞活力=渊芹菜素

处理组 A 值-空白孔 A 值冤/渊未经芹菜素处理组 A
值-空白孔 A 值冤伊100%遥
2.2 细胞分组与处理

取 HTR-8/Svneo 细胞袁分为对照组渊常氧 21%O2
培养袁不作处理冤尧H1R1 组渊1%O2/21%O2 培养冤尧AICAR
组渊给予 AMPK激活剂 AICAR 1 mmol/L 处理冤尧芹菜

素低剂量组渊10 滋mol/L冤尧芹菜素高剂量组渊20 滋mol/L冤尧
芹菜素+AICAR 组渊给予芹菜素 20 滋mol/L 和AICAR

1 mmol/L 处理冤遥 此外袁AICAR 组尧芹菜素各剂量组

和芹菜素+AICAR 组细胞分别给予相应剂量的药物

处理 24 h 后袁进行 H1R1 诱导建立 PE 细胞模型遥
2.3 MTT法检测细胞活力

HTR-8/Svneo 细胞以 2伊104 个/孔的密度接种于

96孔板中袁每孔 200 滋L渊细胞密度为 1伊105个/mL冤袁按
照野2.2冶项分组进行处理后袁在 24尧48尧72 h 分别向

每孔加入 40 滋L MTT 溶液渊5 mg/mL冤袁孵育 2 h遥 检

测各组细胞在 570 nm 处的 A 值渊A570 nm 值冤袁评估细

胞活力遥
2.4 透射电子显微镜观察细胞自噬

将各组细胞用 2.5%戊二醛-1%饿酸固定袁PBS
洗后袁梯度乙醇和丙酮进行脱水袁然后包埋在纯 812
包埋剂中袁在 60 益烘箱中聚合 48 h曰使用超薄切片

机将样品切成 60~80 nm 的超薄切片遥切片用 3%醋

酸铀-枸橼酸铅双染色袁在透射电子显微镜下观察

细胞自噬遥
2.5 划痕实验检测细胞迁移能力

取对数生长期的HTR-8/Svneo细胞袁以1伊105个/mL
的密度接种在 60 mm 培养皿中袁并使其生长 24 h遥
用无菌蓝色移液管的尖端刮擦划一道划痕遥随后袁按
照野2.2冶项进行分组与处理袁并将细胞再培养 24 h遥
在 0 h 和 24 h 时在同一位置用倒置显微镜拍照袁计
算划痕愈合率遥 划痕愈合率=渊1-24 h 划痕宽度/0 h
划痕宽度冤伊100%遥
2.6 Transwell 实验检测细胞侵袭能力

取 HTR-8/Svneo 细胞按照野2.2冶项进行分组和

处理后袁重悬在无血清培养液中渊2伊104 个/mL冤遥 取

200 滋L细胞悬液加入上室渊预先包被Matrigel冤袁600 滋L
培养基渊含 10%胎牛血清冤加入下室遥 培养 48 h 后袁
将穿膜细胞固定在 4%多聚甲醛中 30 min袁在结晶

紫染液中染色 20 min 后袁在倒置显微镜下对侵袭细

胞进行计数遥
2.7 Western blot 法检测细胞 AMPK/mTOR 通路和

自噬尧侵袭相关蛋白的表达

RIPA 裂解液提取经芹菜素和 H1R1 处理后的

HTR-8/Svneo 细胞总蛋白遥测量蛋白浓度后袁十二烷

基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离等量蛋白样品

渊30 滋g冤袁并转至聚偏二氟乙烯膜上遥 将膜封闭在

5%脱脂牛奶中 1 h袁将膜在 4 益下与在封闭溶液中

稀释的一抗渊AMPK尧p -AMPK尧mTOR尧p -mTOR尧
Beclin-1尧LC3域/玉尧E-cadherin尧N-cadherin尧茁-actin袁
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注院与对照组比较袁#P约0.05曰与 H1R1 组比较袁*P约0.05曰与 AICAR 组

比较袁银P约0.05曰与芹菜素高剂量组比较袁荭P约0.05遥

组别
细胞活力渊A570 nm 值冤

24 h 48 h 72 h
对照组

H1R1 组

AICAR 组

芹菜素低剂量组

芹菜素高剂量组

芹菜素+AICAR 组

0.427依0.039
0.316依0.028#

0.205依0.024*
0.384依0.041*
0.412依0.045*
0.320依0.036银荭

0.638依0.067
0.415依0.046#

0.299依0.035*
0.496依0.052*
0.524依0.061*
0.421依0.055银荭

0.981依0.075
0.524依0.063#

0.413依0.049*
0.615依0.074*
0.702依0.085*
0.548依0.062银荭

表 2 各组 HTR-8/Svneo细胞活力比较渊曾依s袁n=6冤

1颐1 000冤孵育过夜遥 将膜在室温下用二抗渊1颐4 000冤
孵育 1 h 后袁显影袁检测条带灰度值袁计算目的蛋白

表达量遥
2.8 统计学分析

采用 SPSS 22.0 软件进行统计分析袁计量资料

用野曾依s冶表示袁数据分布的正态性和方差齐性分别通

过 Kolmogorov-Smirnov 检验和 Levene 检验进行分

析袁多组间比较符合正态分布且方差齐时采用单因

素方差分析袁组间两两比较采用 LSD-t 检验曰方差不

齐时袁选择 Dunnett-t3 检验曰不服从正态分布者袁采
用秩和检验遥 P<0.05 表示差异有统计学意义遥
3 结果

3.1 不同浓度的芹菜素对 H1R1 诱导的 HTR-8/Sv鄄
neo细胞毒性的影响

与 0 滋mol/L 的芹菜素浓度比较袁5尧10尧20尧
40 滋mol/L 的芹菜素对 HTR-8/Svneo 细胞无明显毒

性作用遥 10 滋mol/L芹菜素对 HTR-8/Svneo 细胞增殖

有促进作用渊P>0.05冤袁20 滋mol/L 时促进作用更明显袁
差异有统计学意义渊P约0.05冤袁当剂量达到 80 滋mol/L
时有抑制HTR-8/Svneo细胞增殖的趋势渊P约0.05冤遥 详

见表 1遥故选择 10尧20 滋mol/L 芹菜素用于后续实验遥

3.2 芹菜素对 H1R1 诱导的 HTR-8/Svneo 细胞活力

的影响

与对照组比较袁H1R1 组细胞在 24尧48尧72 h 时

细胞活力显著降低渊P约0.05冤曰与 H1R1 组比较袁AICAR
组细胞活力显著降低渊P约0.05冤袁芹菜素低尧高剂量组

细胞活力显著升高渊P约0.05冤曰与 AICAR 组比较袁芹
菜素+AICAR 组细胞活力显著升高渊P约0.05冤曰与芹

菜素高剂量组比较袁芹菜素+AICAR 组细胞活力显

著降低渊P约0.05冤遥 详见表 2遥

3.3 芹菜素对 H1R1 诱导的HTR-8/Svneo 细胞自噬

的影响

与对照组比较袁H1R1 组细胞中自噬小体数量增

多渊P约0.05冤曰与 H1R1 组比较袁AICAR 组细胞中自噬

小体数量增多渊P约0.05冤袁芹菜素低尧高剂量组细胞中

自噬小体数量减少渊P约0.05冤曰与 AICAR 组比较袁芹菜

素+AICAR 组细胞中自噬小体数量减少渊P约0.05冤曰与
芹菜素高剂量组比较袁芹菜素+AICAR 组细胞中自

噬小体数量增多渊P约0.05冤遥 详见表 3尧图 1遥

注院与 0 滋mol/L的芹菜素浓度比较袁#P约0.05遥

芹菜素浓度/渊滋mol/L冤
0
5
10
20
40
80

细胞活力/%
100.00依0.00
103.12依14.58
110.39依17.06
129.05依15.42#

105.70依13.98
83.68依12.11#

表 1 芹菜素对 HTR-8/Svneo 细胞活力的影响渊曾依s袁n=6冤

图 1 各组 HTR-8/Svneo 细胞中自噬小体形成情况渊透射电子显微镜袁伊11 500冤
注院红色箭头表示自噬小体遥

对照组 H1R1 组 AICAR 组 芹菜素低剂量组 芹菜素高剂量组 芹菜素+AICAR 组

注院与对照组比较袁#P约0.05曰与 H1R1 组比较袁*P约0.05曰与 AICAR 组

比较袁银P约0.05曰与芹菜素高剂量组比较袁荭P约0.05遥

组别

对照组

H1R1 组

AICAR 组

芹菜素低剂量组

芹菜素高剂量组

芹菜素+AICAR 组

自噬小体/渊个/视野冤
2.85依0.39
5.22依0.56#

7.03依0.62*
4.19依0.50*
3.24依0.48*
5.10依0.62银荭

表 3 各组 HTR-8/Svneo 细胞中自噬小体数比较渊曾依s袁n=6冤
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3.4 芹菜素对 H1R1 诱导的 HTR-8/Svneo 细胞迁

移尧侵袭能力的影响

与对照组比较袁H1R1 组细胞划痕愈合率和穿膜

细胞数显著降低渊P约0.05冤曰与 H1R1 组比较袁AICAR
组细胞划痕愈合率和穿膜细胞数显著降低渊P约0.05冤袁
芹菜素低尧高剂量组细胞划痕愈合率和穿膜细胞数

显著升高渊P约0.05冤曰与 AICAR组比较袁芹菜素+AICAR
组细胞划痕愈合率和穿膜细胞数显著升高渊P约0.05冤曰
与芹菜素高剂量组比较袁芹菜素+AICAR 组细胞划

痕愈合率和穿膜细胞数显著降低渊P约0.05冤遥 详见表

4尧图 2遥

3.5 芹菜素对 H1R1 诱导的 HTR-8/Svneo 细胞中自

噬尧侵袭相关蛋白表达的影响

与对照组比较袁H1R1 组细胞中 LC3域/LC3玉比

值尧Beclin-1 和 E-cadherin 表达显著升高渊P约0.05冤袁

N-cadherin 表达显著降低渊P约0.05冤曰与 H1R1 组比较袁
AICAR 组细胞中 LC3域/LC3玉比值尧Beclin-1 和 E-
cadherin 表达显著升高渊P约0.05冤袁N-cadherin 表达

显著降低渊P约0.05冤袁芹菜素低尧高剂量组细胞中 LC3
域/LC3玉比值尧Beclin-1 和 E-cadherin 表达显著降

低渊P约0.05冤袁N-cadherin 表达显著升高渊P约0.05冤曰与
AICAR 组比较袁芹菜素+AICAR 组细胞中 LC3域/LC3
玉比值尧Beclin-1 和 E-cadherin 表达显著降低渊P约
0.05冤袁N-cadherin 表达显著升高渊P约0.05冤曰与芹菜素

高剂量组比较袁芹菜素+AICAR 组细胞中 LC3域/LC3
玉比值尧Beclin-1 和 E-cadherin 表达显著升高渊P约
0.05冤袁N-cadherin 表达显著降低渊P约0.05冤遥 详见图3尧
表 5遥
3.6 芹菜素对 H1R1 诱导的 HTR-8/Svneo 细胞中

AMPK/mTOR 通路的影响

与对照组比较袁H1R1 组细胞中 p-AMPK/AMPK
比值升高尧p-mTOR/mTOR 比值降低渊P约0.05冤曰与
H1R1 组比较袁AICAR 组细胞中 p-AMPK/AMPK 比值

升高尧p-mTOR/mTOR 比值降低渊P约0.05冤袁芹菜素低尧
高剂量组 p-AMPK/AMPK 比值降低尧p-mTOR/mTOR
比值升高渊P约0.05冤曰与 AICAR组比较袁芹菜素+AICAR
组 p-AMPK/AMPK 比值降低尧p-mTOR/mTOR 比值

升高渊P约0.05冤曰与芹菜素高剂量组比较袁芹菜素+
AICAR组细胞中 p-AMPK/AMPK比值升高尧p-mTOR/
mTOR 比值降低渊P约0.05冤遥 详见图 4尧表 6遥

注院与对照组比较袁#P约0.05曰与 H1R1 组比较袁*P约0.05曰与 AICAR 组

比较袁银P约0.05曰与芹菜素高剂量组比较袁荭P约0.05遥

组别

对照组

H1R1 组

AICAR 组

芹菜素低剂量组

芹菜素高剂量组

芹菜素+AICAR 组

划痕愈合率/%
63.85依7.64
38.34依5.81#

27.46依4.92*
49.22依6.54*
56.45依7.12*
45.33依5.54银荭

穿膜细胞数/渊个/视野冤
142.63依15.42
74.67依10.13#

53.05依7.72*
86.42依9.85*

109.71依8.67*
83.25依11.09银荭

表 4 各组 HTR-8/Svneo 细胞的划痕愈合率和穿膜

细胞数比较渊曾依s袁n=6冤

0 h

24 h

对照组 H1R1 组 AICAR 组 芹菜素低剂量组 芹菜素高剂量组 芹菜素+AICAR 组

图 2 各组 HTR-8/Svneo 细胞的迁移尧侵袭情况比较

注院A.细胞迁移情况图曰B.细胞侵袭情况图遥

对照组 H1R1 组 AICAR 组 芹菜素低剂量组 芹菜素高剂量组 芹菜素+AICAR 组

A

B
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4 讨论

在正常妊娠中袁胎盘的滋养细胞侵入子宫壁并

用低阻力的血管系统取代高阻力的子宫螺旋动脉和

小动脉袁而这种重塑在 PE 中是有缺陷的渊可能继发

于胎儿-母体间期免疫反应的改变冤袁可能导致胎盘缺

血[15]遥 PE 长期以来一直被认为是胎盘的缺血性疾病袁
缺氧可引起细胞侵袭力减弱袁并影响滋养细胞向侵

袭性表型分化[16]曰此外袁H1R1 可诱导滋养细胞 AMPK
激活袁可有效诱导 HTR8/SVneo 滋养细胞 PE 前期研

究模型[14]袁因此袁本研究通过 H1R1 诱导建立 PE 滋养

细胞模型遥 结果显示袁与常氧处理细胞相比袁H1R1 可

降低滋养细胞的迁移尧侵袭能力袁并上调 p-AMPK/
AMPK 比值袁激活 AMPK遥

芹菜素是在芹菜尧欧芹尧洋葱尧茶和葡萄柚等蔬

菜和水果中发现的天然黄酮类化合物之一遥 黄酮类

化合物可以作为抗氧化剂袁保护生物分子免受氧化

损伤遥据报道袁芹菜素可改善妊娠糖尿病和妊娠高血

压袁并降低胰岛素抵抗[3袁5]遥 而氧化应激会导致胎盘

功能异常袁糖尿病是 PE 的高危因素袁胰岛素抵抗为

其病因之一袁这提示芹菜素可能对 PE 具有保护作用遥
本研究首次探究了不同浓度的芹菜素对滋养细胞

HTR-8/Svneo 的影响袁结果显示袁5尧10尧20尧40 滋mol/L
的芹菜素对 HTR-8/Svneo 细胞无明显毒性作用袁并
且 10尧20 滋mol/L 芹菜素对 HTR-8/Svneo 细胞有促

增殖作用袁而当剂量达到 80 滋mol/L 时有抑制HTR-
8/Svneo 细胞增殖的趋势袁表明高浓度的芹菜素对

HTR-8/Svneo 细胞有明显毒性袁因此袁选择低浓度

芹菜素渊10尧20 滋mol/L冤进一步研究其对HTR-8/Sv鄄
neo 细胞迁移与侵袭的影响袁后续将在此试验剂量范

围内设置多个浓度来进一步评估剂量依赖性遥 在妊

娠期袁滋养细胞通过上皮-间充质转化获得迁移尧侵
袭能力袁进而侵入子宫内膜以重塑螺旋动脉袁胎盘

功能障碍与滋养细胞的迁移和侵袭不足密切相

关[17]遥本研究结果显示袁10尧20 滋mol/L 芹菜素可显著

增加经 H1R1 处理后的 HTR-8/Svneo 细胞的迁移与

侵袭能力曰Western blot 结果也证实袁芹菜素可降低

E-cadherin 表达袁升高 N-cadherin 表达遥 这表明芹菜

素可增强 H1R1 处理后的 HTR-8/Svneo 细胞的迁移

和侵袭能力袁在 PE 中具有重要作用袁然而袁其调控

注院与对照组比较袁#P约0.05曰与 H1R1 组比较袁*P约0.05曰与 AICAR 组

比较袁银P约0.05曰与芹菜素高剂量组比较袁荭P约0.05遥

组别

对照组

H1R1 组

AICAR 组

芹菜素低剂量组

芹菜素高剂量组

芹菜素+AICAR 组

LC3域/LC3玉
0.34依0.05
0.65依0.08#

0.78依0.09*
0.55依0.07*
0.46依0.06*
0.58依0.08银荭

Beclin-1
0.21依0.04
0.48依0.07#

0.59依0.08*
0.40依0.05*
0.34依0.04*
0.45依0.07银荭

E-cadherin
0.40依0.06
0.71依0.09#

0.82依0.10*
0.59依0.08*
0.48依0.07*
0.63依0.08银荭

N-cadherin
0.65依0.08
0.41依0.06#

0.30依0.05*
0.48依0.07*
0.56依0.08*
0.44依0.06银荭

表 5 各组 HTR-8/Svneo细胞中自噬尧侵袭相关蛋白

表达的比较渊曾依s袁n=6冤

图 4 各组 HTR-8/Svneo 细胞中 AMPK/mTOR通路相关

蛋白的表达

注院A.对照组曰B.H1R1 组曰C.AICAR 组曰D.芹菜素低剂量组曰E.芹菜

素高剂量组曰F.芹菜素+AICAR 组遥

注院与对照组比较袁#P约0.05曰与 H1R1 组比较袁*P约0.05曰与 AICAR
组比较袁银P约0.05曰与芹菜素高剂量组比较袁荭P约0.05遥

组别

对照组

H1R1 组

AICAR 组

芹菜素低剂量组

芹菜素高剂量组

芹菜素+AICAR 组

p-AMPK/AMPK
0.41依0.07
0.75依0.09#

0.96依0.11*
0.64依0.08*
0.55依0.07*
0.68依0.08银荭

p-mTOR/mTOR
0.68依0.08
0.34依0.05#

0.21依0.04*
0.45依0.06*
0.53依0.07*
0.40依0.05银荭

表 6 各组 HTR-8/Svneo细胞中 AMPK/mTOR通路相关

蛋白表达的比较渊曾依s袁n=6冤

图 3 各组 HTR-8/Svneo 细胞中自噬尧侵袭相关蛋白的表达

注院A.对照组曰B.H1R1 组曰C.AICAR 组曰D.芹菜素低剂量组曰E.芹菜素

高剂量组曰F.芹菜素+AICAR 组遥

玉
域

1399



湖南中医药大学学报 http://hnzyydxxb.hnucm.edu.cn 圆园23 年第 43 卷

HTR-8/Svneo 细胞迁移和侵袭的机制尚不明确遥
自噬在胚胎发生尧植入和妊娠维持中起着重要

作用袁NAKASHIMA 等[18-19]研究显示袁自噬机制在 PE
中受损袁自噬抑制与胎盘不良有关袁是 PE 胎盘的一

个重要特征遥 然而袁过度自噬也被认为是 PE 发病过

程中胎盘的一个重要特征[2,20]遥 当 mTOR 的磷酸化被

阻止时袁滋养细胞自噬过度激活袁妊娠早期滋养细胞

侵袭能力降低[21]曰通过 mTOR 途径调节自噬可进一

步影响滋养细胞的侵袭和黏附 [22]遥 以上研究表明袁
mTOR 介导的细胞自噬可影响滋养细胞的侵袭遥
AMPK 是 mTOR 的上游调控因子袁也是调节细胞自

噬的关键蛋白[12]遥 AMPK 协调细胞生长尧分化和营养

运输以维持细胞存活袁在多种缺血性疾病中发挥重

要作用[23]遥 AMPK 的适当调节对于正常胎盘和胚胎

发育至关重要袁其失调可能导致妊娠相关疾病袁如宫

内生长受限尧胎盘功能不全或 PE遥据报道袁胎盘滋养

层细胞中 AMPK 敲低会导致细胞形态和功能改变[24]袁
AMPK 激活可诱导滋养细胞分化袁改善受异常胎盘影

响的人胎盘中滋养细胞的功能[25]遥 但是袁AMPK 的过

度激活会降低 PE 中滋养细胞的侵袭性[11]遥 TSAI 等[8]

研究指出袁在 PE 期间袁胎盘中 p-mTOR 表达降低袁
p-AMPK 表达增加曰KOROGLU 等 [10]也发现袁严重

PE 患者的 AMPK 表达水平显著高于健康孕妇和无严

重特征的 PE 患者遥本研究结果显示袁H1R1 后 HTR-8/
Svneo 细胞中 p-AMPK/AMPK 比值升高袁p-mTOR/
mTOR 比值降低袁并且采用 AMPK 激活剂AICAR上

调 p-AMPK/AMPK后袁p-mTOR/mTOR 比值进一步降

低袁HTR-8/Svneo 细胞的自噬增加袁侵袭能力减弱袁
这与 TSAI 等 [8]的研究结果一致袁与NAKASHIMA
等[18-19]研究结果不一致袁推测其原因可能与自噬的

双重作用有关遥由此猜想院在 PE 患者胎盘中袁过度

激活的 AMPK 可能通过抑制mTOR活化袁诱导滋养

细胞过度自噬遥 而经芹菜素处理后袁HTR-8/Svneo 细

胞中 AMPK 的激活被抑制袁mTOR 活化增加袁细胞自

噬减少袁迁移与侵袭能力增强曰并且使用 AICAR 可

明显减弱芹菜素对 AMPK 激活和自噬的抑制作

用袁并削弱芹菜素对 HTR-8/Svneo 细胞迁移和侵袭

的促进作用遥 上述结果提示芹菜素可能通过抑制

AMPK 的激活袁促进 mTOR 活化袁进而抑制滋养细胞

过度自噬袁增强其侵袭能力遥 AICAR为 AMPK/mTOR

通路的激活剂袁可进一步增强自噬袁降低滋养细胞

的迁移尧侵袭能力袁芹菜素与 AICAR 联合使用后袁
AICAR 对 AMPK/mTOR 通路的激活作用减弱了芹

菜素对胎盘滋养细胞过度自噬的抑制作用袁表明芹

菜素可能通过抑制 AMPK/mTOR 通路发挥作用遥
芹菜素可增强滋养细胞的侵袭能力袁改善 PE袁

其作用机制可能与抑制 AMPK/mTOR 通路介导的

胎盘滋养细胞过度自噬有关遥 本研究结果尚需体内

动物模型进一步证实遥
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