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类固醇受体辅助活化因子 一3通过PI3K／Akt／mToR信号 

通路参与子痫前期发病机制中的作用研究 

袁 雨，单 楠，谭 彬，刘洋铭，何承晋，漆洪波 

(重庆医科大学附属第一医院妇产科、重庆医科大学“中国一加拿大一新西兰”联合母胎医学实验室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨类固醇受体辅助活化因子一3(steroid receptor coaetivator一3，SRC一3)参与人脐静脉内皮细胞株(HUVECs)受 

损的信号通路，及其在子痫前期发病机制中的作用。方法：收集2014年 10月至2015年 10月在重庆医科大学附属第一医院行 

选择性剖宫产手术的正常足月妊娠组(31例)以及子痫前期组(29例)的胎盘组织。使用Western blot检测2组胎盘组织SRC-3 

的表达。脐静脉内皮细胞株(HUVECs)分为4个处理组：正常常氧对照(N)培养组、缺氧／复氧(H／R)培养组、SRC一3 shRNA慢病 

毒敲降(shSRC一3)培养组以及 PI3K特异性抑制剂(LY294002)培养组。使用 Western blot检测内皮细胞 中 SRC一3、p-Akt 

(se?73)、Akt,p-mTOR(Se )、mTOR的表达。使用细胞管腔成型实验检测内皮细胞血管形成能力。结果：SRC一3在子痫前期胎 

盘组织蛋白水平低于正常足月胎盘( =3．50l，P=0．013)。细胞学实验中，与 N组相比，H／R组、shSRC一3组及 LY294002组 HU— 

VECs的 SRC一3(t=4．236，P=0．007；t=5．469，P=0．002；t=4．165，P=O．008)、p-Akt(Ser47 )／Akt(t=5．214，P=0．002；t=5．188，P=O．002； 

t=7．054，P=0．000)、p—roTOR(Ser24s L)／mTOR(t=4．832，P=-0．003；t=5．695，P=-0．001；t=5．699，P=0．001)表达降低。H／R组 、shSRC一3组、 

LY294002组 HUVECs血管形成能力低于 N组(t=5．268，P=0．002；t=4．648，P=0．004；t=4．087，P=0．009)。结论：SRC一3可能通过 

PI3 Ak mT0R通路参与子痫前期的发病机制。 
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Steroid receptor coactivator一3 js jnvolved jrl the pathogenesis of 

preeclampsia by regulating PI3K／Akt／mTOR pathway 
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(Department ofObstetrics and Gynecology，The First Affili~ed Hospital ofChongqing Medical University； 

China—Canada-New Zealand Joint Laboratory of Maternal and Fetal Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To explore the mechanism of steroid receptor coactivator-3(SRC一3)involved in in the pathogenesis of preecla- 

mpsia(PE)．Methods：Western blot was used to detect the expression of SRC一3 protein in placentas．Cell treatments of each group 

were as follows：normal culture group(N)，hypoxia／reoxygenation(H／R)culture group，lentivirus short hairpin RNA against SRC一3 

transfect group(shSRC-3)，PI3K inhibitor LY294002 culture group(LY294002)．Western blot was used to detect the expression of 

SRC-3，p-Akt(Ser473)，Akt，p-mTOR(Serz4s )，mTOR protein in HUVECs．The tube formation assay was used to detect tube formation 

capacity of HUVECs．Results：The protein levels of SRC一3 were decreased in PE placentas than in norm al placentas(t=3．501，P= 

0．013)．In four cell groups，the expression of SRC一3(t=4．236，P=O．007； =5．469，P=0．002；t=4．165，P=O．008)，p-Akt(Ser47 )／Akt( = 

5．214，P=0．002；t=5．188，P=0．002；t=7．054，P=0．000)，p-mTOR(Set24s’)／roTOR(t=4．832，P=0．003；t=5．695，P=0．001；t=5．699，P= 

0．001)proteins in H／R group，shSRC-3 group and LY294002 group were lower than that in normal group．Moreover，the tube fomla— 

tion ability of H／R group，shSRC一3 group and LY294002 group were reduced(t=5．268，P=0．002； =4．648，P=0．004；t=4．087，P=0．009)． 

Conclusion：These results suggest that SRC-3 may play a critical role in the pathogenesis of PE though PI3K／Akt／mTOR pathway． 
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子痫前期(preeclampsia，PE)是一类妊娠特有疾 

病，是我国孕产妇死亡的第二大原因，严重威胁母 

婴健康，其临床特征为妊娠20周后首次出现血压≥ 

140／90 mmHg及蛋白尿，可伴随发生头痛、视力障 

碍、肝肾功异常等。目前，PE的具体发病机制还有 

待阐明，但是多项研究表明，子痫前期的发生发展 

与胎盘缺血再灌注所导致的血管内皮损伤存在相 

关联系【”。有研究证实类固醇受体辅助活化因子一3 

(steroid receptor coactivator-3，SRC一3)作为雌激素受 

体转录共激活因子，在血管内皮细胞中高度表达，而 

且在雌激素介导的血管保护机制中具有重要作用圆。 

而SRC一3是否参与子痫前期的发病机制，国内外尚 

无相关研究。本实验以氧化应激致人脐静脉内皮细 

胞损伤为模型，探讨 SRC一3通过调控PI3K／Akt／ 

mTOR通路在子痫前期血管内皮细胞损伤机制中的 

作用。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 胎盘组织 收集 2014年 10月至2015年 10月在重 

庆医科大学附属第一医院行选择性剖宫产手术的正常足月 

妊娠孕妇组(31例)以及子痫前期组(29例)的胎盘组织。收 

取胎盘时，选取体积约 1 em x 1 cm x 1 cm大小胎盘，避免肉 

眼可见的钙化及坏死区。本研究经重庆医科大学伦理委员会 

审批，所有孕妇均签署知情同意书。研究对象均为单胎，子痫 

前期诊断标准参照《妇产科学》八版教材，排除标准为既往无 

慢性高血压、糖尿病、肝肾功能异常等合并症，无吸烟、酗酒 

及长期服用药物史。 

1．1．2 主要试剂 人脐静脉血管内皮细胞株(HUVECs)由重 

庆医科大学生命科学院提供；单克隆兔抗 SRC-3抗体(#5765； 

美 国 Cell Signaling Technology公 司)；多克 隆兔抗 p-Akt 

(Ser~m)(#9271；美国 Cell Signaling Technology 公司)，多克隆 

兔抗Akt(#9272；美国Cell Signaling Technology公司)，单克 

隆兔抗 p-mTOR(Ser~ )(ab137133；英国Abcam公司)，单克 

隆兔抗mTOR(#2983；美国Cell Signaling Technology公司)， 

单克隆鼠抗 B—actin(BM0627；中国博士德技术有限公司)，辣 

根酶标记山羊抗兔IgG(H+L)(ZB一2301；中国中杉金桥生物 

技术有限公司)，辣根酶标记 山羊抗小鼠 IgG(H+L)(ZB一 

2305；中国中杉金桥生物技术有限公司)；靶向人SRC一3基 

因的短发夹 RNA(short hairpin RNA，shRNA)慢病毒载体(中 

国吉玛 制药 有 限公 司 )：PI3K特 异性 抑 制剂 L~294002 

(S1105；美国Selleck公司)；基质胶(356234；美国BD公司)； 

细胞培养相关试剂(美国Thermo Fisher Scientific公司)； 

Western blot相关试剂(美国 Bio—Rad公司)。 

1．1．3 细胞分组 人脐静脉血管内皮细胞(HUVECs)共分为 

4个组：正常常氧对照培养(N)组、缺氧／复氧培养(nm)组、 

SRC一3 shRNA慢病毒敲降培养(shSRC一3)组以及 PI3K特异 

性抑制剂培养(LY294002)组。HUVECs处理前均使用含有 

10％胎牛血清的1640培养基，于37 oC、20％0：、5％CO 条件下 

培养；当细胞处于对数生长期时进行后续实验。H／R条件为 

37℃、2％02、5％CO2缺氧 2 h，37℃、20％02、5％C02复氧 6 。 

LV3一SRC-3慢病毒感染复数为 10 MOI，转染后于嘌呤霉素 

筛选处理，进一步使用流式细胞术检测转染效率，验证转染 

效率为99％以上后继续进行后续实验。LY294002处理浓度 

为 20 I~mol／L，处理时间为 24 h。 

1．2 实验方法 

1．2．1 Western blot检测蛋 白水平 应用蛋白印迹技术检测 

2组胎盘组织 SRC一3、13"actin水平以及内皮细胞 中SRC一3、 

p-Akt(Ser473)、Akt、P—mTOR(Se )、mTOR、8一actin的水平 。 

蛋白上样量为 40 g。一抗浓度分别为：SRC一3(1：1 000)、P— 

Akt(Ser473)(1：1 000)、Akt(1：1 000)、p-mTOR(Se )(1： 

1 000)、mTOR (1：1 ooo)、B—actin(1：1 000)。在 Bio-Rad 

ChemiDoc XRS+化学发光成像系统上检测蛋白质印记条带 

灰度，用 ImageJ图像分析软件进行灰度分析。 

1．2．2 管腔成型试验检测血管形成能力 将 50 L未稀释 

的基质胶(10 mCmL)放至96孔板中，避免气泡产生，待凝固 

后，加入 3×104个细胞。细胞处理参照 1．1．3。处理 8 h后，于 

显微镜下观察、拍照，使用Image pro plus软件计算管腔长度。 

小管形成指数表示为每平方毫米面积的管腔长度。以上实验 

均重复 3次。 

1．3 统计分析 

采用 GraphPad Prime 6．0软件进行统计学分析。所有数 

据以均数4-标准差(x4-s)表示，2组数据均数问比较采用两 

独立样本 t检验 ：方差不齐的 2组数据均数间比较采用 

Mann—Whitney双侧检验：多组数据均数间比较采用单因素 

方差分析．组间两两比较采用 Dunnett—t检验。检验水准 = 

0．05。 

2 结 果 

2．1 临床资料分析结果 

子痫前期组与正常足月妊娠组孕妇相比，年龄和孕次没 

有明显差异；孕周、产次、胎儿体质量、胎儿身长和胎盘重量 

明显低于正常足月妊娠组，差异均具有统计学意义；BMI、尿 

蛋白、收缩压、舒张压明显高于正常足月妊娠组，差异均具有 

统计学意义。见表 1。 

2．2 Western blot检测正常足月妊娠组与子痫前期组胎盘中 

SRC一3蛋 白水平 

本实验采用 31例正常胎盘组织及 26例子痫前期组织 

进行 Western blot分析(代表性Western blot结果如图 1所 

示)．结果证实与正常足月妊娠组胎盘组织相比，子痫前期组 
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玎ff蕊『}1 SRC一3篮 水平降低，筹异 仃统汁 意义(1．065± 

0．074、s．0．679±0．976：t=3．150：P=O．003) 、 

!．3 ~'este1．II bl()f检测 内皮细胞中 s1{C一3蛋 白水平 

流 细胞仪俭测 SRC一3 shRN,ki慢痫 裁体埘 HUVECs 

f194~~染效丰约为99．34％，呵供后续 验 使H】Weslelm l4ol验 

}II ．}t／1{ 、sl1SRC一3组 j I Y294002绀 SRC一3赁} {水平低 

r N ．篪 仃统汁学意义(罔 2．太 2) 

表 1 正常足月妊娠患者与子痫前期患者临床信息比较 

Tab 1 Clinical information of normal group and 

preeclampsia group 

㈡．t 1．录JI J M IIII1一wl⋯ v双删榆验 

常 』{妊娠组 f痫 f9J组 
#l #2 #j 舭  抖I #2 #j 群4 

I；-3 IIi●■■I舅謦I  ～ 瓣 

p_-．．tin一 ——■■—，■—■●— _一  

图 1 Western blot检测正常足月妊娠组和子痫前期组胎盘中 

SRC一3蛋白水平 

Fig．1 W estern blot for the protein level of SRC一3 in normal 

placentas and preeclampsia placentas 

Sl{(：-3 

rI)I{ 囊 I _— 

~,-acli． ■—■ ——- _ i  

图2 Western blot检测各培养组 HUVECs中SRC一3、P—Akt 

(Ser4 )及 p—mT0R(Ser ’)蛋白表达水平 

Fig 2 SRC一3。p-Akt(Ser4 )and p-mTOR(Ser24S )protein 

expressions in HUVECs of each group detected by Western blot 

表2 各培养组 HUVECs中SRC一3蛋白水平定量分析 

Tab．2 Quantitative analysis of SRC——3 protein in HUVECs of 

each group 

汴：a，H／R 7H~rl N组比较 ，， 4．236，P=0 007；I，：shSll(：一3-fi【和 N川 比 

较 f，F5．469，P=0．002；∽I Y I N 【比较 ．，，J=4．I65．P=O 008；一：尢 

此项 日 

2-4 Weste r『1 1)1I】t检测 内皮细胞中 t)13K／Aki／nl ⋯ I{通路指标 

进 ⋯步验汪 SRC一3 j l'13K／Akt／~11T()l{通路 卡̈Z-悱 ． 

Western blot结果 【】I冬1 2 J听，Jj， N组 十̈ 比，H／R f【、sh51／C一3 

组 与LY294002纠i II’P—Akt(Sel )／Akt、P—lll FOR(sPl。 )／ 

111T()R水平降低． j 仃统}l-'7：意义( 3， 4) 

表 3 各培养组 HUVECs中p-Akt(Sed )蛋白水平定量分析 

Tab 3 Quantitative analysis of p-Akt(Se )protein in HUVECs 

of each g roup 

注：a，H／R组和 N匀¨L较，， F5．2I4 

比较，t,rr=5 l 88，P=O。002 ：IA 耵1 

九此项 r1 

P=O002；h： h5t{(；-3封l和 N绀 

N 比较 ，，，F7．054 ，J=()_000；一： 

表 4 各培养组 HUVECs中 p—Mtor(Ser ’)蛋白水平定量分析 

Tab 4 Quantitative analysis of p-mTOR(Ser瑚 )protein 

in HUVECs of each group 

注：a，H／R组和 N纠【l-匕较 ．，，F4．832，， =()．(w)3；b：shSRC一3组和J N 

lE较 ，， 5．695， 0．O0I； I．、 f1l N 比较 ，tv=5．699，P=O O0l；一： 

无此项 目 

2．5 内皮细胞的血管形成能力检测 

组织和『人】皮flilIl~2I 均}iI!实 SRC一3 f-痫胁期I『il 下降 

趋势 ．所以本实验进⋯步埘内皮细胞I仉 功能进行 厂检洲 

I“ 3『可nJJ，与 N 卡II比，lull组 、shSl{C一3组 j 13'294002 

— 
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组HUVECs的血管形成能力降低 ，差异具有统计学意义 ． 

见表5。 

C．shSRC一3组 D．LY组 

罔中箭头所指为脐静脉内皮细胞形成小管结构 

图 3 管腔成型实验检测 HUVECs血管形成能力(200×) 

Fig．3 Tube formation ability of HUVECs detected by tube 

formation assay(200×) 

表 5 各培养组 HUVECs管腔成型的对比分析 

Tab．5 Comparative analysis of tube formation capacity of 

HUVECs with different treatments 

注 ：a．H／R组和 N组比较 ，to=5．268，P=0．002；b：shSRC一3组和 N组 

比较 ，f 4．648．P=0．004；P：LY组 和 N组 比较 ，tv=4．087，P=-0．009；一： 

尤此项I_I；小管形成指数表示每平方毫米面积的管道长度 

3 讨 论 

SRC一3是核激素受体转录共激活因子家族的 
一 员，基因定位于人 20q12染色体上 ，其编码的 

SRC一3蛋白含 1 420个氨基酸 ，全长约 160 kD。 

SRC一3有 2个转录激活区(ADI和 AD2)，其中ADI 

区域主要与 CBP和 P300相互作用，参与细胞凋亡、 

细胞周期调控和细胞分化等生理过程，且 p300／CBP 

具有乙酰转移酶活性 ．能通过乙酰化组蛋白和非组 

蛋白的方式参与基因的转录调控 ；AD2区域位于 

SRC一3蛋白的C端，主要负责调控与甲基化组蛋白、 

共激活因子等相关过程 。有研究发现，随着孕周的 

增加，SRC一3在人胎盘中的蛋白表达水平递增 ，在 

晚孕期达到峰值I51．且使用小鼠动物模型发现 SRC一 

3在胎盘形成以及胚胎存活方面具有重要作用 。另 

外，研究证实 SRC一3和雌激素受体在子宫内膜细胞 

和血管平滑肌细胞中存在共表达现象，推测 SRC一3 

可能参与了雌激素介导的血管保护机制12I．血管内 

皮细胞损伤可以导致血管收缩功能异常及凝血系 

统功能障碍。所以被视为子痫前期发病重要原因之 
一 I 

。因此，本研究旨在探讨 SRC一3是否通过调控内 

皮细胞受损机制参与子痫前期发病。 

首先，组织学的研究结果发现，与正常足月妊 

娠组胎盘组织相比，子痫前期胎盘中SRC一3蛋白水 

平降低，说明 SRC一3异常可能参与子痫前期的发病 

机制。 

随后，采用内皮细胞进一步验证 SRC一3在子痫 

前期发病机制中的潜在作用。研究证实缺氧复氧 

(H／R)可以导致胎盘的氧化应激，进而导致子痫前 

期的发生I ，本研究中细胞缺氧复氧模型为缺氧 2 

h、复氧 6 ht ，建立子痫前期细胞模型。结果发现，与 

正常足月妊娠组比较 ．H／R可明显抑制 SRC一3蛋向 

的表达，并明显抑制内皮细胞 m管形成能力，进一 

步证实 SRC一3蛋白的表达受损可能参与子痫前期 

的发病机制。 

磷脂酰肌醇 3一激酶／蛋白激酶 BI,~ L动物雷帕 

霉素靶蛋白(PI3K／Akt／mTOR)在细胞增殖、凋亡、m 

管生成等过程中发挥着重要的生物学功能。有研究 

证实，p-Akt／Akt[9I和 p-mTOR／mTORI’叫水平降低可以 

通过减弱滋养细胞的侵袭能力以及影响血管内皮 

功能，从而导致子痫前期的发生。本实验结果发现 ， 

与正 常 足月 妊娠 组 比较 ，H／R处理 后 ，P—Akt 

(Ser473)／Akt、p-mTOR(Ser2481)／mTOR水平明显降 

低，验证了子痫前期中PI3K／Akt／mTOR水平呈下降 

趋势。使用 PI3K特异性抑制剂 LY294002后发现， 

LY294002组 p-Akt(Ser473)／Akt、P—roTOR(Ser248 1) 

／roTOR水平较正常足月妊娠组明显降低，说明PI3K 

特异性抑制剂 LY294002抑制成功。进一步使用管 

腔成型实验证实 LY294002组的 HUVECs血管形成 

能力下降．说明PI3 Ak mT0R水平下降可以通过 

影响 HUVECs的血管形成能力，进而导致子痫前期 

的发生 
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另外．有研究证明SRC一3可以通过调控 PI3K／ 

Akt／mTOR通路影响细胞增殖等功能[n】．所以本研究 

进一步验证了SRC-3是否可以通过 PI3K／Akt／mTOR 

通路影响子痫前期的发生。本研究使用携带GFP报 

告基因的SRC一3 shRNA慢病毒载体敲降 HUVECs 

中SRC一3的表达，通过实验证明，shSRC一3组 SRC一 

3水平明显降低，说明敲降成功。随后，本研究发现， 

shSRC一3组中p-Akt(Ser473)／Akt、P—mTOR(Ser248 1) 

／roTOR水平较正常足月妊娠组明显降低，且血管形 

成能力呈下降趋势，说明 SRC一3可能作为 PI3K／ 

Akt／mTOR通路的上游分子 ，通过影响 HUVECs的 

血管形成能力而导致子痫前期的发生。值得注意的 

是 ．LY294002组 SRC一3的水平较正常足月妊娠组 

降低 ，考虑 SRC一3与 PI3K／Akt／mTOR通路存在反 

馈机制．有待进一步阐明。 

综上所述，本研究首次证实 SRC一3在子痫前期 

胎盘中呈低表达，且其通过下调 PI3K／Akt／mTOR通 

路，减弱 HUVECs的血管形成能力。进而参与子痫 

前期的发病机制。后续研究可通过动物模型，进一 

步验证 SRC一3在子痫前期中的作用，为药物治疗靶 

点提供新的理论依据。 
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