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摘要：目的  探讨CaMKKβ/AMPK/HIF-1α信号通路是否通过调控线粒体自噬参与子宫内膜异位症（EMs）血管生成的分子机

制。方法  分别培养EMs患者的在位内膜间质细胞（hEM15A）与非EMs女性的正常内膜间质细胞（HESCs）。通过CCK-8法、

划痕实验及体外血管生成实验分别检测细胞的增殖、侵袭/迁移及成管能力。采用 Western blotting 和 qPCR 技术检测

CaMKKβ、AMPK、HIF-1α、BNIP3、LC3、VEGF及CD31的蛋白与mRNA表达水平。使用MitoTracker Green、MitoSOX Red荧

光探针及免疫荧光染色观察线粒体形态、mtROS水平及BNIP3/LC3共定位情况。通过使用CaMKKβ激动剂和抑制剂进行干

预，以验证该通路的功能。结果  与HESCs相比，hEM15A细胞表现出更强的增殖、侵袭、迁移及血管生成能力（P<0.01），且

CaMKKβ、AMPK、HIF-1α、BNIP3、LC3及VEGF、CD31表达上调（P<0.01）。线粒体形态观察显示EMs细胞线粒体数量增多、结

构完整，但BNIP3与LC3的定位信号增强，同时mtROS水平升高（P<0.01）。机制上，抑制CaMKKβ可降低AMPK、BNIP3、LC3、

HIF-1α、VEGF、CD31的表达（P<0.01）；反之，激动CaMKKβ则能逆转上述效应，促进线粒体自噬并诱导血管生成（P<0.01）。

结论  在EMs的发生过程中，CaMKKβ/AMPK的活化被异常激活，导致HIF-1α过度积累，进而升高其下游靶基因BNIP3的表

达，继而促进线粒体自噬的发生，从而诱导异常血管生成，抑制CaMKKβ的表达则可抑制EMs的疾病进程。
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Abstract: Objective  To investigate whether the CaMKKβ/AMPK/HIF-1α signaling pathway participates in angiogenesis in 
endometriosis by regulating mitophagy. Methods Human endometrial stromal cells (hEM15A) isolated from endometriosis 
patients and normal endometrial stromal cells (HESCs) from non-endometriosis women were tested for proliferation, invasion, 
migration and tube formation abilities using CCK-8 assay, scratch assay and in vitro angiogenesis test. The protein and mRNA 
expression levels of CaMKKβ, AMPK, HIF-1α, BNIP3, LC3, VEGF and CD31 in the cells were detected by Western blotting and 
qPCR. MitoTracker Green, MitoSOX Red fluorescent probes and immunofluorescence staining were used to observe 
mitochondrial morphology, mtROS level and BNIP3/LC3 co-localization. CaMKKβ agonists and inhibitors were used to verify 
the function of the CaMKKβ/AMPK/HIF-1α pathway. Results Compared with HESCs, hEM15A cells showed stronger 
proliferation, invasion, migration and angiogenesis abilities with significantly up-regulated expressions of CaMKKβ, AMPK, 
HIF-1α, BNIP3, LC3, VEGF and CD31. hEM15A cells showed increased number of mitochondria with intact structure, but the 
localization signals of BNIP3 and LC3 and mtROS level increased significantly. Mechanistically, inhibition of CaMKKβ 
significantly reduced expressions of AMPK, BNIP3, LC3, HIF-1α, VEGF and CD31, while activation of CaMKKβ increased 
expressions these proteins, down-regulated mitochondrial autophagy and inhibited angiogenesis. Conclusion CaMKKβ/
AMPK is abnormally activated in endometriosis to result in excessive accumulation of HIF-1α, which in turn increases the 
expression of its downstream target gene BNIP3, thus promoting mitophagy to trigger abnormal angiogenesis, which can be 
inhibited by inhibiting abnormal activation of CaMKKβ.
Keywords: endometriosis; angiogenesis; mitochondrial autophagy; CaMKKβ/AMPK/HIF-1α signaling pathway

子宫内膜异位症（EMs）是一类雌激素依赖的慢性

炎症性疾病，该病在育龄期女性中发病率为 6%~

10%［1， 2］，其中 20%~50%合并不孕，严重影响患者的生

理和心理健康及生活质量［3-5］。目前，EMs的确切病因与

发病机制尚未完全阐明，导致其临床诊断常明显滞后，

且缺乏根治性治疗手段。现有疗法主要包括药物干预

与手术切除，前者以激素抑制为主，虽可暂时缓解症状，

但易引起类绝经期不良反应且停药后复发率高；后者虽
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可清除可见病灶，但易导致组织粘连与卵巢功能损伤，

且术后复发率较高［6］。由于该病病因复杂、病因不明，导致

其诊断滞后且现有治疗策略难以从根本上阻断疾病进

展。因此，系统深入地探索EMs的发病机制，寻找可有效

抑制异位病灶形成与发展、改善临床症状的新型治疗靶

点，已成为当前基础与临床研究中亟待解决的关键问题。

近年来，随着对EMs发病机制的不断探索，研究重

点逐渐向细胞代谢、炎症微环境及细胞器功能调控等分

子层面展开。线粒体是调控细胞能量代谢与存亡的核

心细胞器，其功能异常与多种女性生殖系统疾病密切相

关［7］。研究表明，当线粒体自噬功能受损时，会间接导致

线粒体介导的细胞凋亡途径被抑制，这种凋亡机制的减

弱，将显著削弱机体对异位子宫内膜组织的清除能力，

从而促进其在子宫腔外的黏附与种植［8］。在EMs的发

生过程中存在线粒体自噬的表达异常［9］，但关于其上游

调控信号网络，尤其是在EMs微环境中的具体激活机

制，目前尚未系统阐明。值得注意的是，钙/钙调素依赖

性激酶β（CaMKKβ）是钙信号通路的关键上游激酶，可

通过激活AMP依赖的蛋白激酶（AMPK）应对细胞的能

量危机［10］；而在低氧等应激条件下，AMPK还可进一步

磷酸化低氧诱导因子-1α（HIF-1α），增强其转录活性，从

而通过调控线粒体自噬，保障细胞在应激环境中的生存

能力［11， 12］。然而，该信号轴在EMs的缺氧微环境中是否

被激活，以及它是否及如何通过调控线粒体自噬来影响

异位内膜细胞的存活、侵袭及血管生成，目前尚属未知。

因此，本研究以EMs患者与非EMs女性的在位内

膜间质细胞作为研究对象，旨在揭示EMs血管生成的

发生机制及CaMKKβ/AMPK/HIF-1α信号通路调控线

粒体自噬的分子机制，为EMs的发生机制与治疗靶点

研究提供新思路。

1  材料和方法

1.1  实验试剂与设备

人子宫内膜基质细胞（HESCs）、子宫内膜异位症内

膜间质细胞系（hEM15A）［青旗（上海）生物技术发展有

限公司］；HUVECs（STM-CL-5186，思泰默（上海）生物

科技有限公司），STO-609（CaMKKβ抑制剂）、MCB-22-

174（CaMKKβ 激 活 剂），CCK8（K101811133EF5E，

APEXBIO），鼠单抗 β-actin（zenbio），兔单抗 AMPK

（immunoway），兔多抗CaMKKβ、兔多抗HIF-1α（武汉

三鹰），兔单抗血管内皮生长因子（VEGF）、鼠单抗

CD31、兔单抗 Bcl-2/腺病毒 E1B 相互作用蛋白 3

（BNIP3）、兔单抗自噬受体与微管相关蛋白轻链 3B

（LC3B）（huabio），Goat Anti Mouse IgG（H+L）（HRP）

（Immunoway），HRP-conjugated Goat Anti-Rabbit IgG

（H+L）（Proteintech），Alexa Fluor 488（Servicebio），

RNA提取剂（思科捷生物），Mito Tracker Green绿色荧

光探针、Mito-Tracker Red CMXRos（碧云天），SP试剂

盒（2119B0708，迈新生物）。

酶标仪（Thermo），CO2培养箱（美国精麒），Western 

blotting 转 膜 仪 、Western blotting 电 泳 仪 、Western 

blotting电源（北京六一生物科技公司），化学发光成像

仪（北京赛智科技有限公司），超微量分光光度计（上海

嘉鹏科技有限公司），实时定量PCR仪（西安天隆）。

1.2  实验方法

1.2.1  细胞培养与分组   

1.2.1.1　细胞培养   细胞复苏后实验PBS清洗，胰酶消

化 1~3 min，镜下见细胞变圆脱落时，加完全培养基终

止，吹打制成单细胞悬液，离心弃上清，新鲜培养基重悬

后按1∶2比例分瓶，继续培养。

1.2.1.2　实验分组   使用人子宫内膜基质细胞HESCs及

人子宫异位子宫内膜间质细胞永生化细胞系hEM15A，

分为在位内膜间质细胞组（HESCs组）、EMs在位内膜

间质细胞组（hEM15A组）、EMs在位内膜间质细胞组

+CaMKKβ激动剂组（hEM15A+激动剂组）以及EMs在

位内膜间质细胞组+CaMKKβ抑制剂组（hEM15A+抑

制剂组）。

1.2.2  体外小管形成实验   收集各组细胞的上清液添加

到HUVECs中。将预冷的基质胶铺于24孔板，37 ℃孵

育 30~60 min 使其聚合凝固，随后，消化并重悬

HUVECs细胞，调整浓度至1.5×10⁵/mL。在凝固的基质

胶上轻柔加入500 μL/孔细胞悬液（约1×10⁵个细胞），轻

轻晃动使其均匀分布后，置于37 ℃培养箱培养。细胞

接种4 h后，于倒置显微镜下观察并拍照记录。

1.2.3  CCK-8法检测细胞增殖能力   收集对数期细胞并

调整浓度，按1000~10 000/孔密度接种于96孔板（边缘

孔用PBS填充）。37 ℃培养至细胞贴壁后，加入含特定

浓度药物的培养基，设6复孔，继续培养相应时间。加

入20 μL/孔 CCK-8溶液，孵育2 h后，用酶标仪检测各

孔吸光度A450 nm。

1.2.4  细胞划痕实验观察细胞迁移能力   于6孔板背面

画横线，接种细胞约5×105/孔，过夜培养至铺满。次日

用枪头垂直板背划线制造划痕，PBS清洗3次后更换为

含1%血清的培养基。置于37 ℃、5% CO2培养箱中培养，

分别于0、24 h取样拍照，使用Image J分析划痕宽度。

1.2.5  Mito Tracker Green染色观察线粒体形态   取处

于对数生长期、生长状态良好的细胞，使用PBS洗涤3

次后，向细胞加入1 mL/孔经37 ℃预热的Mito-Tracker 

Green染色工作液，将培养板置于37 ℃、5% CO2的细胞

培养箱中，进行避光孵育15~45 min，孵育结束后，小心

吸弃染色工作液，并加入37 ℃预温的新鲜完全培养基

进行换液，于荧光显微镜下进行观察并拍照。

1.2.6  使用特异性新型荧光探针MitoSOX Red检测细

胞线粒体活性氧（mtROS）水平   取生长良好的细胞，经
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预温PBS轻柔洗涤3次后，加入1 mL染色工作液，37 ℃
避光孵育10~60 min。孵育结束后，吸弃染液，再用PBS

洗涤2次以去除未结合染料。最后加入2 mL PBS覆盖

细胞，于荧光显微镜下观察并采集图像以检测细胞

mtROS表达水平。

1.2.7  Western blotting法检测信号通路及血管生成关键

蛋白的表达   收集细胞，预冷PBS清洗后加入RIPA裂

解液冰上裂解30 min。4 ℃ 12 000 r/min离心15 min取

上清，BCA法定量。蛋白样品与上样缓冲液混合，98 ℃
煮沸5 min变性。进行SDS-PAGE电泳，恒流0.2 A转膜

2 h。5%脱脂牛奶封闭1.5 h后，一抗β-actin（1∶10 000）、

AMPK（1∶2000）、CaMKKβ（1∶2000）、HIF-1α（1∶10 000）、

VEGF（1∶2000）、CD31（1∶5000）4 ℃孵育过夜，TBST洗

膜，二抗Goat Anti Mouse IgG（H+L）（HRP）（1∶20 000）、

HRP-conjugated Goat Anti-Rabbit IgG（H+L）（1∶10 000）

室温孵育1 h，ECL显影。

1.2.8  免疫荧光检测线粒体自噬相关蛋白BNIP3、LC3

定位情况   固定细胞经 PBS洗涤后，用 3% H₂O₂室温

处理 10 min 以灭活内源酶。PBS 清洗后，37 ℃山羊

血清封闭 35 min。滴加一抗 BNIP3（1∶50 000）、LC3

（1∶1000），4 ℃湿盒过夜。次日37 ℃复温，PBS清洗后

滴加二抗HRP-conjugated Goat Anti-Rabbit IgG（H+L）

（1∶10 000）37 ℃孵育1 h。DAPI染核10 min，PBS冲洗

后抗荧光淬灭剂封片，避光保存并于荧光显微镜下

观察。

1.2.9  qPCR 检测信号通路及线粒体自噬关键分子

mRNA表达   首先采用SparkZol试剂提取总RNA，经

氯仿-异丙醇纯化后，使用超微量分光光度计检测RNA

纯度（A260 nm/A280 nm比值需在 1.8~2.1）。随后使用 gDNA 

Erase去除基因组DNA，并以PrimeScript RT试剂盒进

行 cDNA 合成。实时荧光定量 PCR 反应体系包含

SYBR Premix Ex Taq II、特异性引物和 cDNA模板，在

实时荧光定量 PCR 仪上按以下程序运行：95 ℃预变

性 2 min；95 ℃ 30 s、60 ℃ 60 s，共40个循环。引物由上

海生工生物工程技术服务有限公司设计合成（表1）。实

验采用2-ΔΔCt法计算基因相对表达量，所有样本均设置3

个复孔，并以内参基因进行标准化。

1.3  统计学分析

采用统计软件SPSS 21.0进行数据统计分析，计量

资料以均数±标准差表示，组间两两比较采用单因素方

差分析，不同组别对比采用重复测量数据的方差分析，

以P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  各组细胞增殖、迁移能力比较

CCK-8法检测细胞增殖能力结果发现，EMs患者

的在位内膜间质细胞与HESCs细胞相比，细胞增殖及

侵袭、迁移能力增强；而 hEM15A 细胞分别予以

CaMKKβ 抑制剂组及其激动剂处理后发现，与

hEM15A组细胞相比，予以抑制剂干预的hEM15A细胞

增殖及侵袭、迁移能力呈下降趋势，反之，予以激动剂干

预的hEM15A细胞增殖及侵袭、迁移能力则呈升高趋势

（P<0.01，图1、2）。

表1　qPCR引物序列
Tab.1　　qPCR primer sequences

Gene name

β-actin

CaMKKβ

AMPK

HIF-1α

BNIP3

LC3B

Forward

TTTCCATTCATGCGGCCAAA

GTGGCTCCGCTGCCG

TCCTGGAGAAAGATGGCGAC

AGAGGTTGAGGGACGGAGAT

CATGAGGAACACGAGCGTCA

GCCGCCTTTTTGGGTAGAAG

Reverse

TTCGCACCACTTTCTTTCCG

CTCACAGGGCTTCTGGCTTT

CAGCGTGTCACCCAGAATGT

CTCCGACATTGGGAGCTCAT

GAGGTTGTCAGACGCCTTCC

GCGTTTGTGCCAACTGTGAT
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图1　各组细胞增殖能力表达情况
Fig. 1　Assessment of cell proliferation ability of normal 
endometrial stromal cells (HESCs) and human 
endometrial stromal cells (hEM15A) from endometriosis 
patients with different treatments (n=6). **P<0.01 vs 
HESCs group, ##P<0.01 vs hEM15A group.
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2.2  各组细胞血管生成能力表达

将HESCs细胞与hEM15A细胞分别经血管内皮细

胞诱导后，观察其血管形成能力，结果发现，EMs患者的

在位内膜间质细胞与HESCs细胞相比，血管形成能力

更强（P<0.01）。hEM15A细胞分别予以 CaMKKβ抑

制剂组及其激动剂处理后再经 HUVECs 诱导，结果

显示，与 hEM15A 细胞相比，加用抑制剂的 hEM15A

细胞血管生成能力降低（P<0.01），而予以激动剂干预的

hEM15A 细胞的血管生成能力则明显升高（P<0.05，

图3）。
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图2　各组细胞迁移能力表达情况
Fig. 2　Assessment of cell migration ability of 
HESCs and hEM15A cells with different 
treatments (Original magnification: ×40, Mean±
SD, n=3). **P<0.01 vs HESCs group, ##P<0.01 vs 
hEM15A group.
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图3　各组细胞血管生成能力表达情况
Fig. 3　Assessment of HESCs and hEM15A 
cells with different treatments (×100, Mean±
SD, n=3). **P<0.01 vs HESCs group; #P<0.05,
##P<0.01 vs hEM15A group.
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2.3  各组细胞线粒体自噬情况

Mito Tracker Green染色观察各组细胞线粒体形态

显示，HESCs 组线粒体荧光信号较弱且分布分散；

hEM15A组荧光强度显著增强、线粒体聚集程度升高；

hEM15A+抑制剂组荧光较hEM15A组减弱、聚集状态缓

解；hEM15A+激动剂组荧光最强、线粒体呈高度密集簇

状分布。定量分析显示，与HESCs组相比，hEM15A组细

胞相对线粒体数量呈高表达（P<0.01）；与hEM15A细胞

相比，予以激动剂干预的hEM15A细胞相对线粒体数量

进一步升高（P<0.01），反之，予以抑制剂干预的hEM15A

细胞相对线粒体数量则呈下降趋势（P<0.01，图4）。

新型荧光探针MitoSOX Red检测细胞中mtROS

水平显示，HESCs组细胞红色荧光信号较弱且分布分

散；hEM15A组细胞信号显著增强，颗粒密集且集中；

hEM15A+抑制剂组细胞信号较hEM15A组减弱，颗粒

密度降低；hEM15A+激动剂组细胞信号最强，颗粒最为

密集集中。与 HESCs 细胞相比，hEM15A 组细胞中

mtROS高表达（P<0.01），该效应可被CaMKKβ抑制剂

逆转、被CaMKKβ激动剂进一步增强，且差异具有统计

学意义（P<0.01，图5）。
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图4　各组细胞线粒体形态、质量表达情况
Fig.4　Mitochondrial morphology and quality of HESCs 
and hEM15A cells with different treatments (×200; Mean±
SD, n=3). **P<0.01 vs HESCs group, ##P<0.01 vs hEM15A 
group.
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图5　各组细胞mtROS表达情况
Fig. 5　Levels of mtROS in HESCs and hEM15A cells 
with different treatments (×200,Mean±SD, n=3). ##P<0.01 
vs HESCs group, **P<0.01 vs hEM15A group.
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2.4  各组细胞中线粒体自噬标志蛋白BNIP3、LC3定位

情况

免疫荧光试验显示，与HESCs细胞相比，hEM15A

组细胞中BNIP3和LC3的定位显著增加（P<0.01），在

EMs 的发生过程中线粒体自噬被异常激活。使用

CaMKKβ抑制剂干预后，hEM15A 细胞中 BNIP3 和

LC3的定位情况减少（P<0.01），使用CaMKKβ激动剂

后，hEM15A细胞中BNIP3和LC3的共定位情况增加

（P<0.01，图6）。

2.5  各组细胞相关信号通路及血管生成关键蛋白的表达

Western blotting 结果显示，与 HESCs 组相比，

hEM15A组细胞中CaMKKβ、AMPK与HIF-1α的蛋白

表达上升（P<0.01），分别使用CaMKKβ激动剂和抑制

剂干预 hEM15A 细胞后，与 hEM15A 组细胞相比，

CaMKKβ抑制剂降低了hEM15A中CaMKKβ、AMPK

与HIF-1α的蛋白表达，使用CaMKKβ激动剂则可升高

hEM15A 中 CaMKKβ、AMPK 与 HIF-1α的蛋白表达

（P<0.01）。与HESCs组相比，hEM15A组细胞中血管生

成相关蛋白VEGF、CD31的表达升高，而使用CaMKKβ
抑制剂后，VEGF、CD31的表达降低（P<0.01）；相反，使

用CaMKKβ激动剂后，VEGF、CD31的蛋白表达则呈

升高趋势（P<0.01，图7）。

2.6  各组细胞相关信号通路及线粒体自噬关键分子

mRNA表达

PCR结果显示，与HESCs组细胞相比，hEM15A组

细 胞 中 CaMKKβ、AMPK、HIF-1α、BNIP3、LC3 的

mRNA表达升高（P<0.01）。使用CaMKKβ抑制剂干预

HESCs                               hEM15A                   hEM15A+STO-609        hEM15A+MCB-22-174
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图6　各组细胞线粒体自噬标志蛋白BNIP3、LC3定位情况
Fig.6　Localization of mitophagy marker proteins BNIP3 (A) and LC3 (B) in HESCs and hEM15A cells with different treatments (×200, 
Mean±SD, n=3). **P<0.01 vs HESCs group, ##P<0.01 vs hEM15A group.
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后 ，hEM15A 组细胞中 CaMKKβ、AMPK、HIF-1α、
BNIP3、LC3的 mRNA表达降低（P<0.01）；相反，使用

CaMKKβ激动剂后，hEM15A细胞中CaMKKβ、AMPK、

HIF-1α、BNIP3、LC3的mRNA表达升高（P<0.01，图8）。

3  讨论

EMs虽是一类良性疾病，但具有类似恶性肿瘤种

植、侵袭、转移的特点，病势缠绵难愈，是现代妇科临床

中的常见病疑难病之一。新生血管形成是其重要的病

理过程，而异位病灶过度产生的新生血管则会进一步刺

激与功能层分离的基底层发生降解，继而诱导内皮细胞

分化，形成新的基底膜，引发异位灶的周期性病理变

化［13， 14］。近年来研究表明，在EMs的发生发展过程中，

新生血管的形成是逆流内膜得以在子宫腔外成功“种

植”、存活并扩大的关键，异位病灶的新生血管不仅为其

提供生长所需的氧气和营养，其伴随的神经纤维更是

EMs特征性疼痛的结构基础［15， 16］。因此，揭示EMs患者

在位内膜中促血管生成活性异常增强的内在因素，是深

入理解疾病本质和开发靶向治疗策略的关键。本研究

证实EMs患者的在位内膜间质细胞具备固有的促血管

生成能力，且与正常内膜间质细胞相比，hEM15A细胞

具有更强的增殖、侵袭能力，并能显著促进内皮细胞成

管，其分子基础显示为VEGF及其相关标志物CD31的

异常高表达，但是驱动其持续高表达及血管生成发生的

相关信号通路，仍需进一步探索。

近年来，随着对细胞器功能研究的深入，线粒体自

噬在疾病发生发展中的作用日益受到关注。线粒体自

噬是细胞选择性清除受损、衰老线粒体的重要质量控制

机制，通过维持线粒体群体的健康状态，确保细胞能量

代谢稳态和正常功能［17］。在EMs的发生发展过程中，逆

流至腹腔的内膜组织面临缺氧、营养缺乏及炎症因子攻

击等多重应激，这些因素均可导致线粒体功能受

损［18， 19］。有学者进一步研究发现，异位内膜组织逆流至

盆腔后会导致缺氧微环境的出现，此时缺氧相关信号通

路被异常激活，诱导保护性自噬的发生，同时，异位内膜

组织出现上皮间质转化，进一步促进异位内膜在机体的

黏附、侵袭［20］。即在正常情况下，细胞可通过启动线粒

体自噬程序及时清除这些受损的细胞器，维持细胞内环

境稳定；然而，当盆腔微环境改变导致线粒体自噬功能

发生紊乱时，功能失调的线粒体在细胞内滞留，影响细

胞在机体的正常生理功能，这些滞留的线粒体不仅产能

效率低下，还可能成为活性氧的持续来源，通过激活炎

症小体、促进促炎因子释放等方式，加剧局部炎症反应；

同时，受损线粒体积累导致的代谢重编程可能改变细胞
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图7　各组细胞相关信号通路及血管生成关键蛋白的表达情况
Fig. 7　Expression of cell-related signaling pathways and key proteins of angiogenesis in HESCs and hEM15A cells with 
different treatments (Mean±SD, n=3). **P<0.01 vs HESCs group; #P<0.05, ##P<0.01 vs hEM15A group.
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的增殖、侵袭和血管生成特性［21， 22］。本研究通过免疫荧

光技术观察到，在EMs患者的在位内膜细胞中，BNIP3

与LC3在线粒体上的定位信号显著增强，表明在EMs

的发生过程中线粒体自噬流被异常启动。然而，线粒体

自噬在EMs中的研究仍有不足，且现有研究发现自噬

在EMs中存在激活与抑制完全相反的双向调节情况［23， 24］，

那么，线粒体自噬在该疾病中是否也存在相同的作用效

果，然而其具体的启动机制如何，需进一步探讨。

CaMKKβ是钙信号的上游传感器，通过磷酸化激

活能量感受器AMPK，在经典的缺氧模型中，HIF-1α的
稳定性由氧浓度主导，但其转录活性则可被AMPK等

激酶通过磷酸化修饰而增强，继而对低氧应答的核心调

控因子 HIF-1α进行精密调控［25， 26］。因此，CaMKKβ/

AMPK/HIF-1α信号轴正是整合钙信号、能量应激与低

氧应答的核心网络。本研究证实，在EMs患者的在位

内膜间质细胞中，CaMKKβ与AMPK的活性被显著激

活，而HIF-1α的蛋白水平亦异常累积；同时，为了确立

CaMKKβ在此信号轴中的上游主导地位，本研究同步

展开了药理学增益与缺失功能实验，结果显示，激活

CaMKKβ不仅进一步增加了 AMPK 活性，还增强了

HIF-1α的累积；相反，使用CaMKKβ抑制剂则能有效逆

转所有这些异常，即抑制 AMPK 和 HIF-1α的表达。

BNIP3是非泛素化线粒体自噬过程中的关键蛋白，研究

表明，HIF-1α能够直接转录上调线粒体自噬关键受体

BNIP3，BNIP3通过其LC3相互作用区域，直接将待降

解的线粒体锚定于自噬体，启动一条关键的“非泛素依

赖性”线粒体自噬通路［27-29］。本研究证实，在HIF-1α异
常升高的情况下线粒体自噬被异常激活，即BNIP3在基

因和蛋白水平的表达均显著上升，自噬流的关键蛋白

LC3的转化也同步增多。同样，在激活CaMKKβ的情

况下则可进一步增强HIF-1α的蛋白累积，继而显著上

调BNIP3的表达水平，同时促进自噬标志蛋白LC3向

活性形式LC3-II的转化；反之，抑制CaMKKβ则会降低

HIF-1α的累积，从而减少BNIP3的表达并抑制LC3-II

的生成。细胞成管试验显示，抑制CaMKKβ的表达能

够进一步抑制 EMs 细胞的血管生成能力；而激活

CaMKKβ 的表达则能有效促进血管生成，表明

CaMKKβ参与的信号通路可通过介导线粒体自噬促进

EMs异位病灶的血管生成。

研究表明，在EMs中，线粒体自噬被抑制表达［30， 31］，

而本研究结果则与之前的研究相反。推测原因是在异

位灶的缺氧微环境下，导致在位内膜间质细胞中

CaMKKβ被异常激活，活化的CaMKKβ通过磷酸化激

活AMPK，并协同稳定或激活HIF-1α，HIF-1α的累积进

而转录上调线粒体自噬关键受体BNIP3，驱动了过度活

跃的线粒体自噬，这种异常激活的线粒体自噬可能导致
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图8　各组细胞相关信号通路及线粒体自噬关键分子mRNA表达
Fig. 8　Cell-related signaling pathways and mRNA expression of key molecules of mitophagy in HESCs and hEM15A cells 
with different treatments (Mean±SD, n=3). **P<0.01 vs HESCs group, ##P<0.01 vs hEM15A group.
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两方面后果：一方面，大量受损线粒体被非正常清除可

能破坏细胞代谢稳态，产生持续的mtROS并加剧炎症

信号，这些因素共同构成了一个促侵袭、促增殖的细胞

微环境；另一方面，HIF-1α本身的积累及其可能因线粒

体自噬紊乱而进一步放大的信号，直接强力驱动了

VEGF等血管生成因子的高表达。最终，这两条路径汇

合，显著增强了内膜细胞的侵袭存活能力及其促血管生

成潜能，共同推动了异位病灶的建立与发展。

尽管本研究观察到CaMKKβ抑制可下调线粒体自

噬并抑制血管生成，但线粒体自噬作为该信号轴的中间

环节，其驱动血管生成的具体下游效应机制，例如代谢

物变化、特定炎症因子分泌模式等，均有待进一步明确。

本课题组下一步将围绕代谢重编程、mtROS及促血管

生成炎症因子网络展开研究，以期阐明“CaMKKβ/

AMPK/HIF-1α信号通路—线粒体自噬—血管生成”中

缺失的中间环节。

综上，在EMs发病的起始阶段，随经血逆流至缺氧

腹腔微环境的在位内膜细胞，其CaMKKβ/AMPK信号

基础活性异常升高，进而驱动HIF-1α蛋白的异常累积；

HIF-1α通过转录上调BNIP3，诱导线粒体自噬过度激

活。这种失衡的线粒体质量控制机制非但未能有效维

持稳态，反而可能因清除过程异常或功能受损线粒体的

滞留，进一步加剧局部氧化应激与炎症反应，从而共同

推动异位内膜的存活、侵袭及血管生成，最终促进异位

病灶的建立与疾病进展。
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