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ALKBH5介导的m6A修饰在早孕小鼠子宫内膜蜕膜化中的
作用研究

贺思慧，李伟轲，高茹菲，陈雪梅，龙 菁，陈晨曦，代德贤，王应雄，李 娜

（重庆医科大学公共卫生学院生殖与发育教育部国际合作联合实验室，重庆 400016）

【摘 要】目的：探讨烷基化修复同源物 5（alkylation repair homolog 5，ALKBH5）介导的 N6-甲基腺苷（N6-methyladenosine，
m6A）修饰在子宫内膜蜕膜化过程中的作用。方法：构建妊娠小鼠模型和假孕小鼠模型，通过实时荧光定量PCR、蛋白质印迹

法检测ALKBH5在子宫内膜中的表达规律。构建人工诱导蜕膜化的小鼠模型及细胞模型，采用实时荧光定量PCR、蛋白质印

迹法、免疫组织化学法检测蜕膜化相关标志物表达。采用 EpiQuik m6A RNA 甲基化定量试剂盒检测 m6A 水平。构建干扰

ALKBH5表达的人工诱导蜕膜化小鼠模型及细胞模型，利用实时荧光定量PCR、蛋白质印迹法、免疫组织化学法检测蜕膜化相

关标志物、细胞增殖标志分子和凋亡分子的表达。采用流式细胞分析术检测细胞凋亡率。结果：在妊娠小鼠模型中，子宫胚胎

着床点ALKBH5的表达明显高于着床旁；在人工诱导蜕膜化的小鼠和细胞模型中，与对照组相比，诱导组ALKBH5的表达水平

明显升高，同时m6A水平明显降低。若干扰ALKBH5表达，则可导致m6A水平升高，进而抑制基质细胞增殖，诱导细胞凋亡，

最终损害子宫内膜蜕膜化的正常进程。结论：ALKBH5缺失可导致子宫内膜m6A水平升高，从而导致蜕膜化损伤，为m6A修

饰在蜕膜化的研究奠定了基础。
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Role of ALKBH5-mediated m6A modification in endometrial 
decidualization of mice in early pregnancy
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【Abstract】Objective：To investigate the role of alkylation repair homolog 5（ALKBH5）-mediated N6-methyladenosine （m6A） modifi⁃
cation in endometrial decidualization. Methods：The mouse models of pregnancy and pseudopregnancy were established，and quantita⁃
tive real-time PCR and Western blot were used to measure the expression pattern of ALKBH5 in the endometrium. The mouse and cell 
models of artificially induced decidualization were established，and quantitative real-time PCR，Western blot，and immunohistochemis⁃
try were used to measure the expression levels of decidualization-related markers. The EpiQuik m6A RNA methylation quantification 
kit was used to measure the level of m6A. The mouse and cell models of artificially induced decidualization with interference of 
ALKBH5 expression were established，and quantitative real-time PCR，Western blot，and immunohistochemistry were used to measure 
the expression levels of decidualization-related markers，cell proliferation marker molecules，and apoptosis molecules. Flow cytometry 
was used to measure cell apoptosis rate. Results：In the mouse model of pregnancy，the expression level of ALKBH5 at the uterine em⁃
bryo implantation site was significantly higher than that adjacent to the implantation site，and in the mouse and cell models of artifi⁃
cially induced decidualization，compared with the control group，the induction group had a significant increase in the expression level 
of ALKBH5 and a significant reduction in the level of m6A. Inhibiting the expression of ALKBH5 led to an increase in the level of 
m6A，which in turn inhibited the proliferation of stromal cells，induced cell apoptosis，and ultimately impaired the normal process of en⁃

dometrial decidualization. Conclusion：ALKBH5 deficiency leads to 
an increase in the level of m6A and decidualization injury in the en⁃
dometrium，which lays a foundation for the research on m6A modifi⁃
cation in decidualization.
【Key words】alkylation repair homolog 5；N6-methyladenosine；en⁃
dometrial decidualization；cell proliferation；cell apoptosis
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人口负增长已形成难以逆转的趋势，女性妊娠

成功率降低是人口下降的重要原因。妊娠是一个

复杂且不可逆的生理过程，涉及胚胎着床、子宫内

膜蜕膜化、胎盘形成和分娩等关键环节[1]。子宫内

膜蜕膜化是胚胎着床、胎盘形成及妊娠维持的必要

条件。在卵巢类固醇激素的调节下，基质细胞从成

纤维样细胞开始向上皮样细胞转变，发生一系列包

括基质细胞广泛增殖分化、体积增大，细胞核变大

变圆，核仁数目增加等变化。异常的蜕膜化可导致

多种不良妊娠结局和妊娠并发症，如胎盘发育缺陷、

宫内胎儿生长受限[2]，先兆子痫以及流产[3]等。因此，

明确子宫内膜蜕膜化损伤的分子机制对实现健康妊

娠、降低妊娠疾病发病率具有至关重要的作用。

研究显示，表观遗传修饰在子宫内膜蜕膜化过

程中起着重要作用，包括DNA甲基化[4]、RNA修饰[5]

等。其中，N6-甲基腺苷（m6A）作为一种重要的RNA
修饰，早在数十年前就被鉴定为一种关键的转录后

表观遗传修饰[6]。m6A是哺乳动物基因中最常见的

修饰类型之一，能够在转录后调控基因表达，进而

参与生理过程和疾病相关基因表达的调控[7-8]。值

得注意的是，近年来越来越多的证据表明，m6A 修

饰异常可能与生殖相关疾病存在密切关联。已有

研究报道m6A修饰参与精子发生、调控卵子成熟等

生物学过程，例如通过m6A识别蛋白 PRRC2A可调

控精子发生过程中减数分裂的正常进行[9]；通过

m6A 识别蛋白 YTHDF2 能够参与卵母细胞成熟和

早期合子发育[10]。异常的 m6A 修饰可导致女性生

殖肿瘤[11]、子痫[12]等女性生殖疾病。尽管如此，迄今

为止，关于m6A在子宫内膜蜕膜化过程中的研究报

道依然非常有限。因此，深入探讨m6A修饰在这一

复杂生物过程中的作用具有重要意义。

m6A 修饰主要是通过被称为“编写者”的甲基

转移酶、“擦除者”的去甲基化酶以及“读取者”的识

别蛋白来调节的[13]。具体而言，甲基转移酶主要催

化mRNA上的腺苷酸发生m6A修饰；去甲基化酶的

作用是对已经发生 m6A 修饰的碱基进行去甲基化

修饰；而识别蛋白主要识别发生 m6A 修饰的碱基,
从而激活下游的调控通路[14]。α-酮戊二酸依赖的

双加氧酶碱性 B 同源 5（α-ketoglutarate-dependent 
dioxygenase alkB homologue 5，ALKBH5）是一种m6A
去甲基化酶，是 ALKB 家族成员之一。ALKB 家族

是一种依赖亚铁和 2-氧代戊二酸的核酸加氧酶，能

够催化RNA中m6A的去甲基化反应[15]。研究表明，

ALKBH5 介导的 m6A 水平与多种生理和病理过程

密切相关[16-19]，如 ALKBH5 的过表达伴随的 m6A 低

水平会促进胶质母细胞瘤的上皮-间质转化[20]。此

外，ALKBH5介导的m6A参与包括增殖和凋亡在内

的生理过程，如 ALKBH5 调节 m6A 水平，再通过识

别蛋白 YTHDF1 调控心肌细胞增殖和心脏再生[21]；
ALKBH5促进非小细胞肺癌细胞增殖并减少细胞凋

亡，而干扰 ALKBH5 表达则可抑制肿瘤生长[22]。子

宫内膜蜕膜化过程伴随着细胞增殖和凋亡的动态

平衡[23]。在蜕膜化过程中，子宫内膜基质细胞广泛

增殖并分化为蜕膜细胞。在小鼠妊娠第 4天，胚胎

定位、黏附并侵袭子宫内膜腔上皮。随后，围绕胚

胎所在部位的基质细胞分化成蜕膜细胞，此时称为

初级蜕膜区（primary decidual zone，PDZ）[2]。随着

PDZ 逐渐凋亡消失，次级蜕膜（secondary decidual 
zone，SDZ）生成，并伴随着大量多倍体蜕膜细胞和

新生血管的形成。已有文献报道了在小鼠妊娠第

0、4、6、10和 15天的子宫内膜中，ALKBH5 mRNA和

m6A水平的差异表达情况，其结果表明m6A修饰及

包括 ALKBH5 在内的调节因子可能在妊娠过程中

发挥重要作用[24]。然而，ALKBH5 在子宫内膜蜕膜

化中的作用目前尚不清楚。

本研究通过构建妊娠小鼠模型以及人工诱导

蜕膜化的小鼠模型和细胞模型，探究ALKBH5 在子

宫内膜蜕膜化中的功能，从而了解ALKBH5调控的

m6A修饰在蜕膜化中的作用。

1　材料与方法

1.1　小鼠模型构建和样本收集

昆明小鼠（6~8 周龄）从重庆医科大学实验动物中心购

及饲养[许可证号：许可证号 SYXK（渝）2022-0016]。所有小

鼠实验方案均经过重庆医科大学伦理委员会批准（批准号：

IACUC-CQMU-2023-0080）。

1.1.1　妊娠小鼠模型　将雌性小鼠与性成熟的雄性小鼠以

2:1的比例合笼过夜，构建妊娠小鼠模型。次日 10点前检查

雌性小鼠阴道口是否有白色栓状物（即阴栓），有阴栓则作为

妊娠第 1天（day 1，D1）。分别于D1、D4、D5、D6和D7处死小

鼠，并收集子宫组织。

1.1.2　假孕小鼠模型　在麻醉状态下对雄性小鼠进行输精

管结扎手术。2周后，将雌性小鼠与输精管结扎后的雄性小

鼠以2∶1比例进行交配。次日10点前检查雌性小鼠阴栓，有

阴栓则作为假孕第 1 天（The first day of Pseudopregnancy，
PD1）。在PD1、PD4、PD5、PD6、PD7处死小鼠，收集子宫组织。

1.1.3　人工诱导蜕膜化小鼠模型　获得上述假孕小鼠后，于

PD4在麻醉状态下向雌性小鼠一侧子宫角注射玉米油以诱

导小鼠子宫内膜发生蜕膜化，玉米油诱导侧子宫作为诱导蜕

膜化组（induced decidualization group，ID），未诱导侧子宫作

为对照组（induced decidualization control group，IDC）。于

PD8处死小鼠，收集子宫组织。
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1.1.4　子宫角注射 siRNA　在PD2早晨，在麻醉状态下向雌

性小鼠一侧子宫角注射 ALKBH5 siRNA 或阴性对照 siRNA
（NC siRNA），另一侧不作处理；在 PD4 早晨，对小鼠进行麻

醉后，向注射 siRNA的同一侧子宫角注射玉米油，另一侧不

作处理。于PD8早晨处死小鼠，收集子宫组织。

1.2　HE染色

将新鲜子宫组织于梯度酒精、二甲苯中浸泡后，利用石

蜡进行包埋，并进行切片。将组织切片依次浸泡于二甲苯

2 h后浸泡于梯度酒精，即100%、95%、85%、75%乙醇溶液中

各 5 min。利用苏木精染液浸染 2 min，移至盐酸酒精中分化

2~3 s，最好移至饱和碳酸锂溶液中返蓝 10 s。利用伊红染液

浸染 1 min，流水缓慢冲洗多余红色染液，显微镜下观察以保

证组织结构清晰、染色程度适中。烘干玻片；浸泡于二甲苯

中透明 5 min。用中性树脂进行封片，利用显微镜观察组织

形态。

1.3　免疫组织化学法

切片、脱蜡、水化步骤与 HE 染色步骤一致。按说明书

进行抗原热修复，去除内源性过氧化氢酶。利用PBS溶解的

5% BSA 以适当比例（按照说明书要求）稀释以下抗体：

ALKBH5（货号 : NBP2-78817AF594，稀释比 1∶200，Novus 
Biologicals）、BMP2（货号：ab14933,稀释比 1∶20，Abcam）、

BAX（货号：50599-2-Ig，稀释比 1∶20，Proteintech）、BCL2（货

号：3498s，稀释比 1∶200，Cell Signaling Technology）以及

PCNA（货号：2586s，稀释比 1∶50，Cell Signaling Technology），

4 ℃冰箱过夜孵育 12 h以上。滴加反应增强液，37 ℃水浴锅

中孵育 20 min。滴加二抗，37 ℃水浴孵育 20 min。加入适量

新鲜配制的DAB显色液，室温孵育 1~2 min。苏木精复染与

HE 染色步骤中一致。将玻片依次浸泡于 75%、85%、95%、

100%酒精以及二甲苯中进行脱水和透明。用中性树脂进行

封片，利用显微镜观察蛋白表达定位情况。

1.4　RNA 提取以及实时荧光定量 PCR（real-time fluorescent 
quantitative PCR，qRT-PCR）

从 Trizol 中提取，RNA 混合液∶氯仿=5∶1；RNA 混合液∶

异丙醇=1∶1；75%乙醇溶液洗涤RNA，低温离心，弃上清，室

温晾干，检测 RNA 浓度。严格按照 RNA 逆转录试剂盒

（RR036A; TaKaRa）步骤，配制实时荧光定量PCR体系，以预

变性 95 ℃，3 min；65 ℃，15 s 退火；60 ℃，30 s 延伸；39 个循

环，65 ℃~95 ℃检测溶解曲线进行检测。以β-actin为内参，

采用 2-△△Ct法计算目的基因的表达量。引物由生工生物工

程（上海）股份有限公司合成，序列见表1。
1.5　蛋白质印迹（Western blot，WB）

按照 SDS-PAGE 凝胶配制试剂盒说明配制 SDS-PAGE
胶。按计算后相应体积上样，以电压 80 V 电泳，待 Loading 
buffer到达凝胶底部则结束电泳。将PVDF膜浸于甲醇溶液

激活，将蛋白凝胶、PVDF膜组合后置于电转三明治结构上。

电流 250 mA，根据目的蛋白分子量大小设置恰当的电转时

间。将PVDF膜浸泡在5% BSA中封闭。一抗孵育PVDF膜，

PBST 溶液洗膜，二抗孵育 PVDF膜，PBST溶液洗膜，按照说

明书要求配制 ECL 超敏化学发光液，滴加于 PVDF 膜上后，

曝光成像。抗体信息如表2所示。

1.6　流式细胞术

利用 0.25% 胰酶将培养于 6 孔板中的细胞消化成单个

细胞，加入PBS缓冲液，离心后弃上清，反复 2次。最终将约

1×106 个细胞重悬于 500 μL PBS（pH=7.2）缓冲液中。使用 
BD Biosciences 系统（San Jose，CA，USA）对细胞进行凋亡的

流式细胞术分析。细胞用 Annexin V-FITC 和碘化丙啶（碧

云天，上海）进行染色，使用 BD Biosciences 公司提供的流式

细胞术进行分析。

1.7　小鼠子宫内膜基质细胞分离、培养以及体外诱导蜕膜化

分离小鼠子宫组织并剪碎，酶Ⅰ（胰蛋白酶和中性蛋白

酶Ⅱ型）4 ℃冰箱消化 1 h，室温消化 1 h，37 ℃孵箱消化

30 min。再用酶Ⅱ（Ⅱ型胶原蛋白酶）37 ℃孵箱消化 30 min；
然后用 70 μm滤器过滤组织混合液，离心、去上清，HBSS 清
洗，收集子宫内膜基质细胞（mouse endometrial stromal cells，
mESCs）。在处理或转染前，将细胞培养在含 10% 碳吸附胎

牛血清（Gibco）的培养基中，置于 37 ℃，5%CO2条件下孵育。

将 10 nmol/L 的雌二醇（Sigma）和 1 nmol/L 的孕酮（Sigma）联

合添加到诱导培养液中，诱导 72 h。对照组培养液则不做

处理。

1.8　细胞转染

ALKBH5 siRNA 序列由广州 RIBOBIO 公司合成。用

ALKBH5 siRNA 混合物或阴性对照混合物转染细胞。以

6 孔板为例，10 μL NC-siRNA 或 AlKBH5-siRNA 和 10 μL 
Lipofetamine 2000（Invitgen，美国加利福尼亚州）分别在

表 1　qRT-PCR 引物序列

转录本

β-actin

Dtprp

Alkbh5

Hoxa10

Bax

Bcl2

Mki67

引物序列（5'→3'）
F：TCAGGAGGAGCAATGATCTTG
R：TCCTCCCTGGAGAAGAGCTA
F：AGCCAGAAATCACTGCCACT
R：TGATCCATGCACCCATAAAA
F：CGCGGTCATCAACGACTACC
R：ATGGGCTTGAACTGGAACTTG
F：CCTGCCGCGAACTCCTTTT
R：GGCGCTTCATTACGCTTGC
F：TGAAGACAGGGGCCTTTTTG
R：AATTCGCCGGAGACACTCG
F：ATGCCTTTGTGGAACTATATGGC
R：GGTATGCACCCAGAGTGATGC
F：AGCACAAAGAGACGGTCTAAGA
R：CTCTGCCTCGTGACTGTGTT

表 2　抗体信息表

抗体

ALKBH5
ALKBH5
HOXA10
BMP2
COX2
BAX
BCL-2

供应商

abcam
Novus Biologicals

SANTA
abcam
CST

Proteintech
CST

货号

Ab195377
NBP2-78817AF594

sc-271428
ab14933
12282T

50599-2-Ig
3498s

WB使用浓度

1∶1 000
1∶1 000
1∶500

1∶1 000
1∶1 000
1∶2 000
1∶1 000
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125 μL DMEM-F12中稀释 5~10 min，然后混合 15 min，得到

270 μL干扰混合物。将 270 μL干扰混合物加到 1 730 μL含

10% 胎牛血清的 DMEM-F12 培养液中，使总体积为 2 mL。
干扰处理 8 h 后在含 10 %血清的培养基中培养 72 h。于

37 ℃，5% CO2条件中进行细胞培养。相关干扰序列如表 3
所示。

1.9　m6A定量测定

根据制造商的说明，使用EpiQuik m6A RNA甲基化定量

试剂盒（比色法）（武汉艾美婕科技有限公司）测定m6A RNA
含量。在分析孔中加入结合液，将 200 ng 样品 RNA 包被在

分析孔上。加入检测抗体和诱捕抗体后，加入加强液孵化。

用分光光度计（Thermo Scientific，Waltham，MA，USA）测量每

个样品在 450 nm 处的吸光度然后使用微板阅读器（Thermo 
Fisher，美国）进行比色定量。计算m6A在RNA中的百分比，

并与相应的对照样本进行比较，以确定 m6A在总 RNA 中的

百分比。

1.10　统计学方法

采用 SPSS 26.0 软件进行统计学分析，采用 GraphPad 
Prism 8.0软件进行绘图。每个实验至少包含 3个独立样本。

正态分布的计量资料以均数±标准差（x±s）表示。比较采

用 t检验，检验水准α=0.05。

2　结 果

2.1　ALKBH5在小鼠子宫内膜中的表达规律

为了探究ALKBH5在子宫内膜中的表达情况，本课题组

构建了妊娠小鼠模型，并检测ALKBH5在D1至D7的子宫内

膜中的表达和定位。Western blot结果显示，D7子宫胚胎着

床点ALKBH5的表达明显高于着床旁（图1A）。从D5到D7，
ALKBH5主要表达定位于胚胎着床旁的腺上皮和腔上皮；而

在胚胎着床点，ALKBH5 主要表达在蜕膜区（图 1B）。该结

果提示，ALKBH5可能在小鼠子宫内膜蜕膜化过程中发挥作

用。为了排除胚胎因素的潜在影响，构建了假孕小鼠模型。

研究结果显示，从PD4到PD7，假孕小鼠子宫内膜中ALKBH5
的表达呈现逐渐上调的趋势（图 1C）。免疫组化结果显示，

ALKBH5主要定位于 PD1到 PD7的上皮细胞，与D1到D7天

的胚胎着床点旁的表达模式相似（图 1D）。这表明ALKBH5
的表达模式不依赖于胚胎的存在，提示ALKBH5可能参与子

宫内膜蜕膜化。

2.2　ALKBH5可能通过m6A依赖的方式参与蜕膜化的调控

为了进一步探究 ALKBH5在小鼠子宫内膜蜕膜化中的

作用，本课题组构建了人工诱导蜕膜化小鼠模型。与对照

侧子宫相比，诱导侧子宫体积明显增加（图 2A）。分别称量

对照侧和诱导侧子宫湿重，结果显示诱导侧子宫湿重约为

对照侧的 15 倍（图 2B）。此外，RT-qPCR 结果显示，蜕膜化

标志物蜕膜滋养层催乳素相关蛋白（decidual/trophoblast 
prolactin-related protein，Dtprp）的 mRNA 水平在诱导侧明显

表 3　干扰片段序列

名称

NC-siRNA

si-ALKBH5-1

si-ALKBH5-2

si-ALKBH5-3

靶序列

GGCUCUAGAAAAGCCUAUGCdTdT
CCTGGAAATGGACAAAGAA
GCCTCAGGACATTAAGGAA
CAGGATGAGTGCTCCAAGA

图 1　ALKBH5 在小鼠子宫内膜中的表达规律
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上调（图 2C）。以上结果表明，人工诱导蜕膜化小鼠模型构

建成功。随后，通过Western blot检测发现，ALKBH5的蛋白

水平在诱导侧的表达明显高于对照侧（图 2D）。免疫组化分

析显示，ALKBH5在诱导侧蜕膜细胞中显著表达，而在对照

侧主要表达于上皮细胞（图 2E）。这些结果进一步提示

ALKBH5可能与蜕膜化功能密切相关。

此外，本课题组构建了体外诱导蜕膜化细胞模型。观察

结果显示，对照组细胞呈梭形，细胞核较小；而诱导组细胞的

胞核明显增大且趋于圆形，核仁数目增加，呈现出典型的

蜕膜样变化特征（图 2F）。qRT-PCR 检测结果显示，诱导组

Dtprp表达相较于对照组明显上调（图2G）。蜕膜化相关因子

BMP2和HOXA10在诱导组的表达明显高于对照组（图 2H）。

以上实验结果表明，体外诱导蜕膜化细胞模型构建成功。

随后，本课题组对细胞中 ALKBH5的表达进行了检测。

Western blot 结果显示，在诱导组中 ALKBH5 蛋白表达明显

升高（图2I）。RT-qPCR结果表明，ALKBH5的mRNA水平在

诱导组显著高于对照组（图 2J）。该结果提示，ALKBH5在正

常蜕膜化过程中呈现表达上调的趋势。进一步检测了m6A
水平，以探讨ALKBH5是否通过m6A依赖的方式发挥作用。

结果显示，相较于对照组，诱导组 m6A 水平明显降低（图

2K）。这些结果提示，ALKBH5可能通过m6A依赖的方式发

挥作用，但其在蜕膜化中的作用还需进一步探索。

2.3　抑制ALKBH5的表达可阻碍蜕膜化

基于上述研究结果，本课题组发现ALKBH5在正常蜕膜

化过程的子宫内膜中明显高表达。为了明确 ALKBH5的表

达对蜕膜化的影响，本研究在人工诱导蜕膜化的小鼠及细胞

模型中干扰ALKBH5的表达。在PD8时，本课题组发现与假

孕小鼠对照侧子宫相比，注射了ALKBH5 siRNA的一侧子宫

（即ALKBH5干扰侧）在诱导蜕膜化后的体积明显减小，子宫

湿重也明显降低（图 3A、B）。HE染色结果显示，ALKBH5干

图 2　ALKBH5 可能通过 m6A 依赖的方式参与蜕膜化的调控
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扰侧的子宫内膜中多核细胞的数量显著减少（图 3C）。此

外，ALKBH5干扰侧子宫内膜中 ALKBH5和 BMP2蛋白阳性

表达较弱（图 3D、E）。上述结果表明，抑制 ALKBH5的表达

可能阻碍蜕膜化进程。

在人工诱导蜕膜化的细胞模型中，本课题组同样利用

siRNA 抑制 ALKBH5 的表达。结果显示，siALKBH5-3 片段

的干扰效率较高（图 3F）。因此选择 siALKBH5-3作为后续

实验所用的干扰片段。RT-RCR 和 Western blot 结果显示，

在干扰 ALKBH5 表达的人工诱导蜕膜化细胞模型中，

ALKBH5的mRNA水平和蛋白表达均显著降低，提示人工诱

导蜕膜化细胞模型的 ALKBH5表达被明显抑制（图 3G、H）。

抑制 ALKBH5表达后，蜕膜化标志分子 Dtprp和 HOXA10的

mRNA水平及蛋白表达显著低于对照组（图 3G、H）。以上结

果表明，抑制 ALKBH5的表达可损害蜕膜化。此外，还检测

了蜕膜化过程中ALKBH5表达抑制后的m6A水平。如图 3I
所示，干扰组 m6A 水平显著高于对照组。以上结果表明，

ALKBH5表达下调可能引起m6A水平升高，进而导致蜕膜化

缺陷。

2.4　抑制ALKBH5表达可抑制细胞增殖

子宫内膜蜕膜化过程伴随着子宫内膜基质细胞的广泛

增殖。为了探索 ALKBH5表达抑制对小鼠子宫内膜蜕膜化

的影响，本研究利用干扰ALKBH5的人工诱导蜕膜化小鼠模

型以及细胞模型，检测ALKBH5表达对蜕膜化过程中细胞增

殖的影响。免疫组化结果显示，与小鼠对照侧子宫相比，细

图 3　抑制 ALKBH5 表达可阻碍蜕膜化
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胞增殖标志物 PCNA 在干扰侧子宫内膜中的表达较弱（图

4A、B）。RT-qPCR结果显示，干扰组细胞增殖标志物Mki67
的 mRNA 表达水平明显低于对照组（图 4C）；Western blot 分
析显示，干扰组 PCNA 的表达显著低于对照组（图 4D）。

以上结果表明，抑制 ALKBH5 表达可抑制蜕膜细胞的增殖

能力。

2.5　抑制ALKBH5表达可促进细胞凋亡

子宫内膜蜕膜化过程不仅伴随着子宫内膜基质细胞的

增殖，还伴随着细胞凋亡现象的发生。因此，本课题组进一

步探讨了 ALKBH5表达抑制对子宫内膜蜕膜化过程中细胞

凋亡的影响。在干扰 ALKBH5的人工诱导蜕膜化小鼠模型

中，观察到与对照侧子宫相比，干扰侧子宫细胞核明显变小，

细胞形态异常；且干扰侧子宫内膜中抗凋亡蛋白BCL2的表

达明显低于对照组，而促凋亡蛋白 BAX 的表达无显著变化

（图 5A~B）。在干扰 ALKBH5 的人工诱导蜕膜化细胞模型

中，干扰组细胞的晚期凋亡率和总凋亡率均显著高于对照组

（图5C）。RT-qPCR结果显示，干扰组细胞中BCL2的表达水

平明显低于对照组，而BAX水平则显著高于对照组，干扰组

BCL2/BAX 比值较对照组明显降低（图 5D）。此外，Western 
blot分析结果与之相符，进一步验证了上述结论（图 5E）。以

上数据表明，抑制 ALKBH5的表达后，可显著促进蜕膜化过

程中的细胞凋亡水平。

3　讨 论

近年来的研究表明，表观遗传修饰，如 DNA 甲

基化和组蛋白修饰在蜕膜化中发挥重要作用，但对

m6A修饰在小鼠蜕膜化中的作用知之甚少。

m6A是一种表观遗传调控机制，是真核生物中

最丰富的 mRNA 修饰[6，25]。蜕膜化是胎盘形成和妊

娠维持的重要过程[12，26]。蜕膜化受损会导致不良妊

娠结局和多种妊娠并发症的风险增加[12]。ALKBH5
介导的m6A修饰在滋养层细胞中扮演重要角色，与

患者反复流产密切有关[27]。有研究对小鼠妊娠期子

宫内膜中 m6A 水平及其相关修饰酶的表达进行了

相关检测，结果表明m6A水平呈显著动态变化。此

外，该研究还从GEO数据库中获取了不孕症和复发

性流产女性子宫内膜组织的表达数据，分析发现

m6A调节因子的表达显著失调，包括但不限于m6A
去甲基化酶 ALKBH5、甲基转移酶 METTL16 和

图 4　抑制 ALKBH5 表达可抑制细胞增殖
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WTAP 以及识别蛋白 IGF2BP2。该研究结果表明，

m6A修饰可能在妊娠中起重要的调控作用[24]。在本

研究中，本课题组进一步发现m6A修饰在小鼠子宫

内膜蜕膜化过程中发挥了关键作用。本研究利用

人工诱导蜕膜化模型对子宫内膜 m6A 水平和 m6A
相关修饰酶进行检测，在正常妊娠和假孕小鼠模型

以及体内外人工诱导蜕膜化的小鼠模型中检测了

ALKBH5 的动态表达模式，证实了 ALKBH5 在小鼠

图 5　抑制 ALKBH5 表达的体内外诱导蜕膜化模型中细胞凋亡相关因子的表达
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子宫内膜蜕膜化的正常生理过程中表达显著上调。

进一步利用干扰 ALKBH5 表达的人工诱导蜕膜化

小鼠和细胞模型，发现ALKBH5在子宫内膜蜕膜化

过程中发挥重要作用。

ALKBH5 介导的 m6A 修饰在细胞增殖和凋亡

过程中具有重要作用。研究表明，ALKBH5可移除

m6A 修饰并通过识别蛋白 YTHDF2 调控细胞增殖

和凋亡[28]，以及通过识别蛋白 YTHDF1 调控心肌细

胞增殖[21]。此外，ALKBH5 也可通过 NF- κB 和

MAPK通路参与细胞增殖和凋亡的调控[29]。在本研

究中，本课题组发现抑制ALKBH5表达可抑制蜕膜

细胞的增殖能力，促进蜕膜化过程中的细胞凋亡水

平。然而，ALKBH5介导的m6A修饰通过何种机制

调控细胞增殖和凋亡并进一步影响子宫内膜蜕膜

化过程，还有待后续深入研究。
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