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·临床研究·

HIF-1α、ET-1及 iNOS在子痫前期胎盘组织中的表达及意义

（1.内蒙古科技大学包头医学院第一附属医院 妇产科，内蒙古 包头 014010；

2.呼和浩特市第一医院 妇产科，内蒙古 呼和浩特 010030；

3.呼和浩特市第一医院 病理科，内蒙古 呼和浩特 010030）

【摘 要】目的 本研究通过对HIF-1α、ET-1与iNOS进行蛋白表达检测，分析HIF-1α、ET-1与iNOS三者在

子痫前期患者胎盘组织中的表达规律，对目前尚未完全明确的子痫前期发病机制进行完善和补充。方法 通过临

床收集正常妊娠产妇（对照组）、子痫前期及重度子痫前期患者胎盘组织各30例，采用 SP 免疫组化和Western-Blot-

ting检测各组胎盘组织中HIF-1α、ET-1及iNOS的蛋白表达部位及表达量。结果 1、免疫组化：HIF-1α及ET-1

在疾病较重的胎盘组织中阳性率及阳性表达强度更高，三组比较差异有统计学意义（P＜0.05）；iNOS在各组胎盘

组织中阳性率均较低，三组比较差异无统计学意义（P＞0.05）。2、Western-Blotting：（1）重度子痫前期组中HIF-1α
的表达水平明显高于正常妊娠组，差异具有统计学意义（P＜0.05）；且重度子痫前期组中HIF-1α的表达水平明显

高于子痫前期组，差异具有统计学意义（P＜0.05）。（2）与正常妊娠组相比较，ET-1的表达水平在患病组明显增强，

且重度子痫前期组ET-1 的表达水平明显高于子痫前期组，差异具有统计学意义（P＜0.05）。（3）iNOS在重度子痫

前期组中为高表达水平，与正常妊娠组相比较表达量有明显差异，差异具有统计学意义（P＜0.05），与子痫前期组

相比较表达量也有明显差异，差异具有统计学意义（P＜0.05）。结论 随着子痫前期严重程度的增加，HIF-1α、ET-

1及 iNOS的表达呈升高趋势，在重度子痫前期组中的表达明显高于正常妊娠组及子痫前期组，三者呈正相关关

系，共同参与了子痫前期的发病机制，且与该病严重程度密切相关。
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子痫前期（preeclampsia，PE）是一种妊娠期并发

症，严重威胁着孕产妇及围产儿的健康及生命安

全[1]。子痫前期发病机制大体可以分为两阶段，首

先为滋养细胞在缺氧环境下的侵袭过程出现功能

障碍，然后是新生血管的紊乱[2]。而与之相关的

HIF-1α、其下游的调控因子内皮素-1（endothelin-

1，ET-1）及诱导型一氧化氮合酶（inducible nitric

oxide synthase，iNOS）在子痫前期发病机制中的表达

规律一直未被明确阐明，对三者在子痫前期发病机

制中所发挥的作用及三者之间的相关性进行研究，

可为进一步完善子痫前期发病机制和为该病预防

及有效治疗提供新思路。

HIF-1α是细胞对低氧压力反应的主要调节因

子[3]。一些研究者[4]证实了HIF-1α在妊娠早期胎盘

的低氧环境中高表达，在妊娠9周左右，当胎盘氧气

水平升高时，HIF-1α水平下降，同时也证实了HIF-

1α在抑制胎盘滋养细胞侵袭能力及重塑螺旋小动

脉中发挥了作用，这与子痫前期的病理生理学有

关[5，6]。ET-1是我们迄今为止所知的最强内源性缩

血管肽类物质。相关研究表明HIF-1α是胎盘缺氧

和子痫前期下游介质之间的分子联系，其中ET-1

被认为是HIF-1α在缺氧反应中的一个众所周知的

转录靶点[7]。在对子痫前期胎盘组织的研究中，通

过对ET-1的表达检测，得出ET-1在子痫前期胎盘

组织中为高表达，在对 HELLP（hemolysis，elevate

liver enzymes and low platelets syndrome）综合征患者

的研究中比子痫前期患者表现出了更高的ET-1表

达水平，故推测ET-1的表达水平与高血压的严重

程度呈正相关[8~10]。在建立诱导内皮特异性ET-1过

表达的小鼠模型实验中[11]，ET-1的过表达可使小鼠
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血压明显升高，在使用ET-1受体拮抗剂后，血压可

明显下降，且蛋白尿可得以缓解。在对子痫前期患

者羊水和外周血液的研究中，ET-1同样为高表达水

平[8]。一氧化氮（nitric oxide，NO）作为ET-1的抑制

剂和生理拮抗剂，在子痫前期发病机制中的作用一

直被研究，其有强效的血管扩张效应。一氧化氮合

酶（nitric oxide synthase，NOS）是调节血管内皮松弛

因子NO生成的重要物质，在调节NO的表达和活性

方面起重要作用。目前已知NOS共包括诱导型一

氧化氮合酶（iNOS）、内皮型一氧化氮合酶（eNOS）及

神经元型一氧化氮合酶（nNOS）三种。而在研究

iNOS与子痫前期发病机制关系中，其中相悖的结果

较多[12]，同时对于HIF-1α、ET-1与iNOS三者在子痫

前期发病中是否有相关性也值得研究。

本实验旨在通过研究分析HIF-1α、ET-1及iN-

OS三者在正常妊娠产妇及子痫前期患者胎盘组织

中的表达规律及三者之间是否存在相关性，探讨三

者与子痫前期发病机制的关系，对目前尚未完全明

确子痫前期的发病机制进行完善和补充，同时为该

病在预防和治疗方面提供新思路。

1 材料与方法

1.1 一般资料及分组情况

收集2019年 1月至2020年 6月于呼和浩特市

第一医院产科就诊并住院分娩的产妇胎盘组织共

90例（娩出胎盘30 min之内），其中正常妊娠组（对

照组）共30例，子痫前期组及重度子痫前期组各30

例，各组年龄及孕周比较采用单因素方差分析，差异

无统计学意义，有可比性（P > 0.05）（见表1）。

纳入标准：诊断和分类符合人民卫生出版社第

九版《妇产科学》；各组病例均为单胎初产妇；分娩

方式均为剖宫产术结束妊娠。排除标准：原发性高

血压、肝肾疾病、免疫系统疾病、心脏病、糖尿病、急

性炎症等内科合并症，包括前置胎盘、胎盘早剥、胎

盘梗死、坏死及钙化等病理胎盘。取样方法：排除

其他影响因素的差异，于每例样本脐带附着处对应

的母体面剪取胎盘组织1 cm3数块，用无菌生理盐水

漂洗数次至水为清亮，浸泡在10%福尔马林溶液

48 ~72 h后用石蜡包埋，待用。同样剪取该病例一

块1 cm3胎盘组织漂洗净残余血后置于1.5 mL无菌

离心管内冻存于-80 ℃冰箱，待用。本研究经过医

院伦理委员会同意，所有研究对象均签署知情同意

书。

1.2 方法

1.2.1 实验试剂 实验中主要使用的试剂见表2。

1.2.2 免疫组化 制片、切片脱蜡及水化→灭活内

源性活性酶→抗原修复→封闭→滴加 I 抗（按照

HIF-1α浓度1∶100、ET-1浓度1∶200、iNOS浓度1∶100

每张切片滴加I抗50 μL，于4 ℃冰箱孵育过夜）→
滴加II抗→显色→复染→脱水及透明→封片→图

像采集及结果分析：OLYMPUS 4X图像采集装置对

各组切片随机选取5个10×40高倍视野计数细胞

总数及阳性细胞数，阳性表达水平以综合计分法进

行半定量分析，以胞浆出现明显的棕黄色或者棕褐

色颗粒或胞浆呈棕褐色为阳性，无着色或与背景颜

色一致为阴性，得出阳性细胞百分比并计分。根据

多数细胞的着色强度计算强度得分：细胞内无棕黄

色颗粒或呈均匀一致的淡黄色，与背景色一致为0

分；细胞浆内可见棕色颗粒明显强于背景色为1分；

细胞浆内可见较深棕色颗粒为2分；胞浆内可见大

量棕色颗粒为3分。两种计分方法相加，0～1分为

阴性（-），2 分为（+）、3～4 分为（++），5～6 分为

（+++），每组阳性率为“+”、“++”和“+++”之和比总

例数。请两位资深病理科专家进行阅片及应用Im-

age-J图像分析软件分析结果，同时测定每个视野的

阳性染色的累计光密度（IOD）值，反映蛋白的表达

强度。检测iNOS表达情况时，以肺鳞癌组织作为阳

性对照，磷酸盐缓冲液（PBS）代替一抗同程序处理

作阴性对照。

1.2.3 Western-Blotting 提取总蛋白及检测蛋白含

量→SDS-PAGE电泳→转膜→封闭→ECL显色（蛋

白显影条带拍照记录保存，Image-J软件进行图像

分析）→统计学处理：所有数据均采用SPSS 25.0统

计学软件进行分析处理，计数资料采用 χ2 检验；等

级资料多组间比较采用Kruskal-wallis H等级资料

组 别

①
②
③
F
P

例数

30

30

30

年龄（岁）

29.57±2.40

29.20±2.28

28.54±2.11

1.590

0.210

分娩孕周（周）

37.80±1.27

38.01±1.19

38.42±0.97

2.254

0.111

表1 各组一般临床资料比较（x±s）

注：①重度子痫前期组；②子痫前期组；③正常妊娠组

试剂名称

兔抗人HIF-1α单克隆抗体（Cat.# ab51608）

鼠抗人ET-1单克隆抗体（Cat.# ab2786）

兔抗人iNOS单克隆抗体（Cat.# ab115819）

生产厂家

Abcam

Abcam

Abcam

表2 主要实验试剂
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的非参数秩和检验；计量资料检测结果以（x±s）表

示，多组间差异性比较采用方差分析，组间两两比

较采用SNK-q检验。检验水准为α=0.05，以P＜0.05

说明组间差异有统计学意义。

2 结果

2.1 免疫组化

2.1.1 HIF-1α在各组胎盘组织中的表达情况及表

达部位 HIF-1α主要表达在胎盘合体滋养细胞的胞

浆及胞核中，在血管内皮细胞胞浆及绒毛间质中也

可见表达（见图1 B），图中呈棕黄色（见图1 A）或者

深棕色部位为阳性表达部位，且在疾病较重的胎盘

组织中阳性率及阳性表达强度更高（见图1）。

2.1.2 HIF-1α在各组胎盘组织中的阳性率 随着

疾病严重程度的增加，HIF-1α的阳性率逐渐增高，

在重度子痫前期组阳性率最高；将重度子痫前期

组、子痫前期组及正常妊娠组HIF-1α阳性率的表

达强度经Kruskal-wallis H等级资料的非参数秩和

检验，差异有统计学意义（P < 0.05）；HIF-1α的阳性

率经χ2 检验，差异有统计学意义（P < 0.05）（见表3）。

2.1.3 ET-1在各组胎盘组织中的表达情况及表达

部位 ET-1主要表达在血管内皮细胞胞浆及胞核

中，在胎盘绒毛间质及滋养细胞胞浆中也可见表达

（见图2B），图中呈棕黄色或者深棕色（见图2A）部

位为阳性表达部位，且在疾病较重的胎盘组织中阳

性率及阳性表达强度更高（见图2）。

2.1.4 ET-1在各组胎盘组织中的阳性率 随着疾

病严重程度的增加，ET-1的阳性率逐渐增高，在重

度子痫前期组阳性率最高；将重度子痫前期组、子

痫前期组及正常妊娠组ET-1的表达强度经Krus-

kal-wallis H等级资料的非参数秩和检验，差异有统

计学意义（P < 0.05）；ET-1的阳性率经卡χ2 检验，差

异有统计学意义（P < 0.05），具体结果见表4。

2.1.5 iNOS在各组胎盘组织中的表达情况及表达

部位 iNOS在胎盘绒毛间质、滋养细胞胞浆中及血

管内皮细胞中均可见表达，图中呈淡黄色（见图3

A）或者浅棕黄色（见图3B）部位为阳性表达部位

（见图3）。

2.1.6 iNOS在各组胎盘组织中的阳性率 iNOS在

各组胎盘组织中阳性率均较低，阳性较弱即蛋白表

达强度较低；将重度子痫前期组、子痫前期组及正常

妊娠组iNOS的表达强度经Kruskal-wallis H等级资

料的非参数秩和检验，差异无统计学意义（P >0.05）；

iNOS的阳性率经χ2检验，差异无统计学意义（P>0.05），

具体结果见表5。

图1 HIF-1α在各组胎盘组织中的表达部位及表达强度
（A：HIF-1α在重度组胎盘中表达（SP×400）；B：HIF-1α在

重度组滋养层细胞及血管内皮细胞中表达（SP×400））

组别

①
②
③
Z/χ2

P

例数

30

30

30

HIF-1α
阴性
（-）
0

11

24

Z=40.667

<0.001

弱阳性
（+）
7

1

3

阳性
（++）

6

10

3

强阳性
（+++）

17

8

0

阳性率
（%）
100.00

63.33

20.00

χ2=40.488

<0.001

表3 各组胎盘组织中HIF-1α的表达强度及阳性率

注：①重度子痫前期组；②子痫前期组；③正常妊娠组

图2 ET-1在各组胎盘组织中的表达部位及表达强度
（C：ET-1在重度组胎盘中表达（SP×400）；D：ET-1在重度组

滋养层细胞及血管内皮细胞中表达（SP×400））

组别

①
②
③
Z/χ2

P

例数

30

30

30

ET-1
阴性
（-）
0

10

25

Z=47.918

<0.001

弱阳性
（+）
1

5

4

阳性
（++）

13

5

1

强阳性
（+++）

16

10

0

阳性率
（%）
100.00

66.67

16.67

χ2=44.416

<0.001

表4 各组胎盘组织中ET-1的表达强度及阳性率

注：①重度子痫前期组 ②子痫前期组 ③正常妊娠组

图3 iNOS在各组胎盘组织中的表达部位及表达强度
（E：iNOS在重度组胎盘中表达（SP×400）；F：iNOS在重度组

滋养层细胞及血管内皮细胞中表达（SP×400））

A B

A B

A B
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2.1.7 分别测定HIF-1α、ET-1及iNOS三者所选每

个视野阳性染色的累计光密度（IOD）值，反映蛋白

的表达强度，然后将每组中三个因子的IOD值进行

差异性分析比较，HIF-1α和ET-1在重度子痫前期

组中表达强度较高，在各组胎盘组织中的表达强度

均有差异，三组间差异具有统计学意义（P＜0.05），且

经SNK-q法两两比较，重度子痫前期组显著高于子

痫前期和正常妊娠组，子痫前期组显著高于正常妊

娠组；iNOS在每组胎盘组织中表达量均较低，比较各

组表达强度差异无统计学意义（P＞0.05）（见表6）。

2.2 Western-Blotting结果

2.2.1 Western-Blotting 定量分析HIF-1α 90例胎

盘样本均在Marker100 kDa附近可以看到一条特异

性条带，正常组样本条带较窄且颜色较浅，重度子

痫前期组样本条带颜色变深、宽度变宽，而子痫前

期组条带颜色深浅及宽度介于正常组和重度子痫前

期组之间。这表明随着疾病严重程度增加，HIF-1α
的表达量逐渐增高。软件分析比较各组该蛋白灰

度值，HIF-1α在重度子痫前期组的表达量明显高于

正常妊娠组，差异具有统计学意义（P＜0.05），且明显

高于子痫前期组，差异具有统计学意义（P＜0.05）。如

图4所示（β-actin分子量40 kDa）。

2.2.2 Western-Blotting定量分析ET-1 90例胎盘

样本均在Marker24 kDa附近可以看到一条特异性条

带，正常组样本条带较窄且颜色较浅，重度子痫前

期组样本条带颜色变深、宽度变宽，而子痫前期组

条带颜色深浅及宽度介于正常组和重度子痫前期

组之间。这表明随着疾病严重程度增加，ET-1的表

达量也逐渐增高。软件分析比较各组该蛋白灰度

值，ET-1在重度子痫前期组的表达量明显高于正常

妊娠组，差异具有统计学意义（P＜0.05），且明显高

于子痫前期组，差异具有统计学意义（P＜0.05）。如

图5所示（β-actin分子量40 kDa）。

2.2.3 Western-Blotting定量分析iNOS 90例胎盘

样本均在Markerr135~100 kDa附近可以看到一条特

异性条带，正常组样本条带较窄且颜色极浅，重度

子痫前期组样本条带颜色变深、宽度变宽，而子痫

前期组条带颜色深浅及宽度介于正常组和重度子

痫前期组之间。这表明随着疾病严重程度增加，

iNOS的表达量也逐渐增高。软件分析比较各组该

蛋白灰度值，iNOS在重度子痫前期组的表达量明显

高于正常妊娠组，差异具有统计学意义（P＜0.05），

与子痫前期组相比，差异具有统计学意义（P＜0.05）。

如图6所示（β-actin分子量40 kDa）。

2.2.4 HIF-1α、ET-1及 iNOS在各组胎盘组织中蛋

白相对表达量可知随着疾病严重程度的增加，HIF-

1α、ET-1及iNOS三者的表达量都逐渐升高，分析重

度子痫前期胎盘组织中HIF-1α、ET-1及iNOS三者

组别

①
②
③
Z/χ2

P

例数

30

30

30

iNOS
阴性
（-）
25

26

27

Z=0.636

0.728

弱阳性
（+）
4

4

3

阳性
（++）

1

0

0

强阳性
（+++）

0

0

0

阳性率
（%）
16.67

13.33

10.00

χ2=0.577

0.749

表5 各组胎盘组织中iNOS的表达强度及阳性率

注：①重度子痫前期组 ②子痫前期组 ③正常妊娠组

组别

①
②
③

F

P

例数

30

30

30

HIF-1α
39.91±2.19

19.61±2.12a

6.92±1.07ab

2388.216

<0.001

ET-1

45.06±1.66

21.52±1.58a

7.99±0.39ab

5860.488

<0.001

iNOS

3.98±3.25

3.13±2.07

2.81±1.69

1.859

0.162

表6 HIF-1α、ET-1及iNOS三者在各组胎盘中的IOD值
（x±s）

注：①重度子痫前期组 ②子痫前期组 ③正常妊娠组
与组①相比，aP < 0.05；与组②相比，bP < 0.05。

图4 HIF-1α在各组胎盘组织中的表达情况
注：①②为正常妊娠组③④为子痫前期组

⑤⑥为重度子痫前期组。

图5 ET-1在各组胎盘组织中的表达情况
注：①②为正常妊娠组③④为子痫前期组

⑤⑥为重度子痫前期组。

图6 iNOS在各组胎盘组织中的表达情况
注：①②为正常妊娠组③④为子痫前期组

⑤⑥为重度子痫前期组。
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之间的相关性，在重度子痫前期组中HIF-1α与ET-1

表达呈正相关，相关系数γ=0.542，P < 0.05；HIF-1α
与iNOS表达呈正相关，相关系数γ=0.496，P < 0.05；

ET-1与 iNOS表达也呈正相关，相关系数 γ=0.444，
P < 0.05。因此在重度子痫前期患者胎盘组织中，

HIF-1α、ET-1及 iNOS三者呈正相关，共同参与了

子痫前期的发病机制。

3 讨论

ET-1作为HIF-1α的下游效应物，在子痫前期

发病中起着强有力的缩血管作用，被证明是HIF-1α
在缺氧反应中的一个众所周知的转录靶点。Alex-

ander等[13]在妊娠大鼠子宫胎盘缺血模型研究中得

出，在使用ET-1拮抗剂后，这些大鼠模型的高血压

明显降低。这表明ET-1在胎盘缺氧环境下HIF-1α
升高以后在下游继续参与子痫前期的发病，使用

ET-1拮抗剂后拮抗了ET-1的升压作用，使得大鼠

模型血压下降。结合本实验得出的结果，子痫前期

发病机制中因缺氧导致胎盘内HIF-1α表达增加，

从而引起下游ET-1高表达的结果，ET-1高表达引

起血管收缩血压升高，加重子痫前期的临床表现。

iNOS作为NO合成的主要调控物质，诱导机体产生

NO从而发挥扩张血管等作用。同时，iNOS也被认

为是HIF-1α下游的调控因子，其诱导产生的NO可

以提高 HIF-1α 的活性[14]，继而导致缺氧条件下

HIF-1α升高致iNOS上调产生更高水平NO来拮抗

ET-1的缩血管作用。由本实验结果可知，在子痫前

期患者胎盘组织中iNOS的上调另一原因可能是由

于机体自身代偿反应来产生更高的NO拮抗缩血管

作用，当扩血管作用不足以抵消缩血管作用时导致

出现子痫前期的临床症状。在新生大鼠肺动脉高

压疾病研究中[15]，证明iNOS作为内源性扩血管物质

NO合成的关键酶，可在低氧条件下HIF-1α上调后

高度表达，所以HIF-1α与iNOS之间可能通过缺氧

这个条件引起联系。

本实验研究通过SP免疫组化及Western-Blot-

ting检测正常妊娠产妇、子痫前期及重度子痫前期

患者胎盘组织中HIF-1α、ET-1及 iNOS的表达水

平，研究该病中三者之间的相关性，得出HIF-1α、
ET-1及iNOS在重度子痫前期组中的表达明显高于

正常妊娠组及子痫前期组，且随着疾病严重程度增

加，三者的表达呈升高趋势，分析三者呈正相关，共

同参与了子痫前期的发病机制，推测三者在子痫前

期发病机制中起协同作用，且与该病严重程度密切

相关。胎盘缺氧导致HIF-1α上调，而后调控其下

游因子ET-1及iNOS的表达。在疾病程度加重的情

况下，HIF-1α、ET-1与 iNOS表达量明显升高，三者

可能与该病的严重程度密切相关，故对该病的预防

及治疗以HIF-1α抑制剂和ET-1拮抗剂作为临床

药物研究可成为未来的新方向。
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