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早产子宫平滑肌组织中前列腺素合成酶２表达的调控机制
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　　［摘要］　目的　初步研究早产子宫平滑肌组织中调控 ＰＧＨＳ２表达的分子机制。方法　采用胶原酶原代培养早产
子宫平滑肌细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测该细胞中调控ＰＧＨＳ２表达的信号分子ＮＦκＢｐ６５蛋白的表达和迁移情况；检测子宫平
滑肌组织中ＭＡＰＫ信号分子的表达情况。结果　 采用胶原酶消化法，成功培养原代子宫平滑肌细胞并免疫组化鉴定；与
对照组比较，ＰＧＥ２显著抑制子宫平滑肌细胞中ＮＦκＢｐ６５蛋白的表达（Ｐ＜０．０５），呈时间依赖性；ＬＰＳ和 ＩＬ１β刺激细胞
后，ＮＦκＢｐ６５蛋白由细胞质向细胞核迁移，参与ＰＧＨＳ２转录活化；加入ＰＧＥ２后，该迁移效应被显著抑制；在早产子宫平
滑肌组织中，ＭＡＰＫ信号分子ＪＮＫ１／２／３与ｐ３８激酶的磷酸化水平较足月产显著增加（Ｐ＜０．０５）。结论　 早产子宫平滑
肌组织中，ＰＧＥ２显著抑制ＮＦκＢＰ６５蛋白的表达和活化；ＰＧＨＳ２的表达调控可能与ＭＡＰＫ信号通路直接相关。
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　　前列腺素在分娩的发动和维持中发挥关键作用。
前列腺素合成酶２（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＨｓｙｎｔｈａｓｅｔｙｐｅ２，
ＰＧＨＳ２）作为调控前列腺素合成的关键酶，被认为与
分娩发动直接相关［１］；细胞内相关信号通路如核转录

因子（ｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）、丝裂原活
化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）
均参与其表达调控［２］。我们在前期研究中发现：未临

产时，早产子宫平滑肌组织中 ＰＧＨＳ２的表达显著高
于足月产；临产后，早产子宫平滑肌组织中 ＰＧＨＳ２的
表达却低于足月产［３］。该表达差异提示早产子宫平

滑肌组织中 ＰＧＨＳ２的调控可能与足月产不同，本实
验我们将初步探讨早产子宫平滑肌组织中调控ＰＧＨＳ２
表达的分子机制。

１　资料与方法

１．１　标本来源
　　选取本院妊娠３２～３６＋６周行剖宫产终止妊娠患者（手术指
征包括胎儿窘迫、先露异常、前置胎盘等），患者均早产临产，术

前充分知情同意。在行子宫下段剖宫产手术时，于胎儿取出后

从子宫切口切缘取１０ｍｍ×１０ｍｍ×５ｍｍ肌层组织，生理盐水
冲净血迹和羊水后，置于消毒瓶（内置培养液 ＋双抗），冰浴状
态下３０ｍｉｎ内移至实验室分离培养。同时选取妊娠３７周后行
剖宫产终止妊娠患者（已临产）子宫平滑肌组织对比研究。

１．２　试剂及配制
　　①培养液：胎牛血清 ＋ＤＭＥＭ培养基（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）＋
双抗、青霉素１００Ｕ／ｍｌ＋链霉素１００Ｕ／ｍｌ（华北制药，河北）；
②消化液：Ⅱ型胶原酶（Ａｍｅｒｓｃｏ公司）溶于培养基中，浓度为
０．２ｍｇ／ｍｌ；③抗体：小鼠抗人 αａｃｔｉｎ抗体和 Ｄｅｓｍｉｎ抗体购自

中杉金桥公司；兔抗人 ＰＧＨＳ２多克隆抗体、ｐ３８磷酸化抗体、
ＪＮＫ１／２／３磷酸化抗体、ＥＲＫ１／２磷酸化抗体购自 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；兔抗人ＮＦκＢｐ６５多克隆抗体及ＩκＢａ抗体购
自碧云天公司；④ Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ试剂：４％～１２％ ＢｉｓＴｒｉｓ预制胶
等购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；⑤前列腺素Ｅ２（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＥ２，ＰＧＥ２）
和ＤＡＰＩＲＩＰＡ试剂购自Ｓｉｇｍａ公司。

１．３　实验方法
１．３．１　子宫平滑肌细胞的分离培养及鉴定　　将子宫平滑肌
组织修剪为２ｍｍ×２ｍｍ×２ｍｍ大小，加入消化液消化约１２ｈ
后，离心，去上清液，加培养液吹打混匀后接种培养１～２ｄ，２ｄ
换液１次，倒置显微镜观察细胞生长情况。８～１０ｄ细胞贴壁
达９０％时，即可传代。胰酶消化传代后培养３ｄ，常规方法固
定，加入１∶１００稀释的小鼠抗人αａｃｔｉｎ抗体或Ｄｅｓｍｉｎ抗体；激
光共聚焦显微镜观察相应蛋白着色情况。

１．３．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＧＥ２对培养的子宫平滑肌细胞ＮＦκＢ
ｐ６５表达的影响　　将子宫平滑肌细胞分为 ２组，分别加入
１μｍｏｌ／ＬＰＧＥ２和相同体积的ＰＢＳ继续培养。于第８、１６、２４小
时用ＲＩＰＡ细胞裂解液法提取总蛋白，４％ ～１２％ ＢｉｓＴｒｉｓ预制
胶电泳，常规电转印过夜；加入１∶１０００稀释兔抗人ＮＦκＢｐ６５
的多克隆抗体及二抗，加入发光液，暗室胶片曝光显影、定影。

１．３．３　激光共聚焦观察ＰＧＥ２对炎症因子引起的ＮＦκＢｐ６５的
细胞核迁移效应　　子宫平滑肌细胞培养２４～４８ｈ后分３组：
１组不进行任何刺激作为正常对照，１组加入１μｍｏｌ／ＬＰＧＥ２，１
组加入等量的 ＰＢＳ；继续培养 ２４ｈ，后 ２组各自再分别用
１０ｍｇ／ｍｌ脂多糖（ＬＰＳ）及１０ｎｇ／ｍｌＩＬ１β刺激３ｈ。常规方法
固定，加入１∶１００稀释的兔抗人 ＮＦκＢｐ６５抗体；再加入 ＤＡＰＩ
染色液，激光共聚焦显微镜下观察ＮＦκＢｐ６５的表达及核迁移。
１．３．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测子宫平滑肌组织 ＰＧＨＳ２相关的信号
通路分子的表达　　取子宫平滑肌组织，用 ＲＩＰＡ细胞裂解液
法提取总蛋白。４％～１２％ ＢｉｓＴｒｉｓ预制胶电泳，常法电转印过
夜；分别加入兔抗人 ｐ３８磷酸化抗体（１∶１０００）、ＪＮＫ１／２／３磷
酸化抗体（１∶１０００）、ＥＲＫ１／２磷酸化抗体（１∶１０００）、ＮＦκＢ
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ｐ６５多克隆抗体（１∶１０００）、ＩκＢａ抗体（１∶５００）及 ＨＲＰ标记山
羊抗兔二抗（１∶１００００）室温孵育１ｈ后用０．１％ ＴＢＳＴ洗涤；加
入底物溶液，暗室胶片曝光显影、定影。

１．４　结果处理及统计学方法
　　原代培养的人子宫平滑肌细胞采用ＣｉｍｐｌｅＰＣＩ６．０图像分
析系统分析培养结果；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果采用定量分析：Ｑｕａｎｔｉｔｙ
Ｏｎｅ软件分析各组蛋白的积分光密度，目的条带积分光密度值
与对应的βａｃｔｉｎ的积分光密度比值作为目的蛋白的表达水
平。激光共聚焦显微镜观察细胞内蛋白分子的表达及位置变

化。采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件进行配对样本ｔ检验。

２　结果

２．１　子宫平滑肌细胞的分离培养及鉴定
　　体外培养的子宫平滑肌细胞呈长梭形伸展开（图１Ａ）。经
平滑肌特异性抗原 αａｃｔｉｎ和 Ｄｅｓｍｉｎ染色，细胞阳性表达（图
１Ｂ、Ｃ），证实培养成功。体外培养的子宫平滑肌细胞需８～１０ｄ
爬满瓶壁，经胰蛋白酶消化后，可稳定传代生长。

２．２　ＰＧＥ２对子宫平滑肌细胞 ＮＦκＢｐ６５蛋白表达的
影响

　　加入ＰＧＥ２８、１６、２４ｈ后ＮＦκＢｐ６５蛋白分别表达为（９７８．８±
８７．１）、（２２５７．０±１１８．８）和（１９１０．０±９６．９）；均显著高于相应

对照组（７９４．３±７６．５）、（２１０９．０±８９．４）、（１７０７．４±８７．８）
（Ｐ＜０．０５），该作用呈时间依赖性，在ＰＧＥ２作用１６ｈ后尤为显
著（图２）。
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１：加入ＰＢＳ培养；２：加入１μｍｏｌ／ＬＰＧＥ２培养
图２　ＰＧＥ２对培养的子宫平滑肌细胞中ＮＦκＢｐ６５表达的影响

２．３　ＰＧＥ２对炎症因子 ＬＰＳ和 ＩＬ１β引起的 ＮＦκＢ
ｐ６５蛋白细胞核迁移效应的影响

　　ＬＰＳ和ＩＬ１β刺激后显著引起ＮＦκＢｐ６５蛋白由细胞质向
细胞核迁移；加入ＰＧＥ２后，ＮＦκＢｐ６５核迁移程度显著低于不
加ＰＧＥ２组（图３）。

２．４　子宫平滑肌组织 ＰＧＨＳ２相关信号通路分子的
表达

　　在早产子宫平滑肌组织中，ＭＡＰＫ信号分子 ＪＮＫ１／２／３与
ｐ３８激酶的磷酸化水平显著高于足月产（Ｐ＜０．０５），ＥＲＫ１／２的
磷酸化水平无显著差别（Ｐ＞０．０５）；ＮＦκＢｐ６５以及 ＩκＢａ的表
达在早产与足月产之间未见显著差异（Ｐ＞０．０５，图４）。
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Ａ：倒置显微镜下子宫平滑肌细胞形态；Ｂ：激光共聚焦显微镜下αａｃｔｉｎ蛋白表达；Ｃ：激光共聚焦显微镜下Ｄｅｓｍｉｎ蛋白表达
图１　子宫平滑肌细胞的分离培养及鉴定
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Ａ：ＩＬ１β刺激未经ＰＧＥ２预处理的细胞；Ｂ：ＩＬ１β刺激经ＰＧＥ２预处理的细胞；Ｃ：ＬＰＳ刺激未经 ＰＧＥ２预处理的细胞；Ｄ：ＬＰＳ刺激经
ＰＧＥ２预处理的细胞　↑：ＮＦκＢｐ６５出现明显核转移的细胞

图３　ＰＧＥ２对炎症因子ＬＰＳ和ＩＬ１β引起的ＮＦκＢｐ６５蛋白细胞核迁移效应的影响
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１～３：３个随机抽取样本
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测早产与足月产子宫平滑肌组织ＰＧＨＳ２

相关信号通路分子的表达

３　讨论

　　离体培养的子宫平滑肌细胞仍然表达性激素、前
列腺素和催产素等受体［４］，表明分离和培养过程并未

改变细胞特异蛋白的表达。原代细胞培养的成功与否

和分离的细胞活力及接种密度相关。利用胶原酶消化

作用强，不影响细胞活力的优点消化组织，在保证细胞

接种密度达到 １０４／ｍｌ以上，可确保培养成功。经过
αａｃｔｉｎ或Ｄｅｓｍｉｎ免疫组化染色，证实本方法培养的
原代细胞为目的细胞且未改变原有细胞特征，可满足

后续实验需要。

　　ＮＦκＢ信号通路参与 ＰＧＨＳ２的表达调控［５］。足

月临产后，炎症因子ＩＬ１β等激活ＮＦκＢ信号通路，增
加ＰＨＧＳ２表达上调，前列腺素（ＰＧｓ）生成增加，参与
分娩发动［６］。前期研究中我们发现早产临产后ＰＧＨＳ２
的表达显著低于足月临产，与文献［７］报道一致。Ｐ６５
是ＮＦκＢ的激活亚单位［８］，而 ＰＧＨＳ２在妊娠及分娩
中的作用是通过 ＰＧｓ来发挥的［９］。本研究中，我们发

现ＰＧＥ２显著抑制 ＮＦκＢＰ６５蛋白的表达；同时 ＰＧＥ２
可抑制ＩＬ１β和ＬＰＳ引起的子宫平滑肌细胞中ＮＦκＢ
ｐ６５蛋白向胞核内迁移，而该迁移作用正是 ＮＦκＢ途
径激活的重要步骤［８］。由于早产临产后，ＰＧＥ２对ＮＦκＢ
Ｐ６５蛋白的表达和激活均存在抑制作用，从而抑制
ＮＦκＢ信号通路的激活，可以解释早产临产后ＰＧＨＳ２
表达显著降低的原因。

　　研究发现：细胞内相关信号通路如 ＮＦκＢ、ＭＡＰＫ
均参与ＰＧＨＳ２的表达调控［２］。ＭＡＰＫ家族（ＪＮＫ１／２／
３、ＥＲＫ、ｐ３８）分子磷酸化表明其被激活［１０］，ＭＡＰＫ信
号通路是否也参与早产临产时 ＰＧＨＳ２的表达调控？
本研究中，早产子宫平滑肌组织中 ＭＡＰＫＪＮＫ１／２／３
及ｐ３８激酶磷酸化水平显著高于足月产，尽管ＥＲＫ激
酶未见明显增高，但也说明早产时，ＭＡＰＫ途径已被相
关刺激因子激活，进而参与 ＰＧＨＳ２的表达调控及分
娩启动；但其具体途径尚需继续研究。

　　已有的研究表明［１１］：足月产子宫平滑肌组织中

ＰＧＨＳ２的表达上调与ＭＡＰＫ和ＮＦκＢ信号通路激活
相关。本研究表明：与足月产比较，早产子宫平滑肌组

织中ＭＡＰＫ信号分子ＪＮＫ１／２／３与 ｐ３８激酶的表达明
显增加；而ＰＧＥ２抑制体外平滑肌细胞中ＮＦκＢｐ６５的
表达和活化则提示：ＰＧＨＳ２的产物ＰＧｓ参与了ＮＦκＢ
信号通路对ＰＧＨＳ２的调控。本研究结果说明早产与
足月分娩发动机制不尽相同，ＰＧＨＳ２的表达可能与
ＭＡＰＫ途径直接相关，但其具体分子机制仍需深入
研究。
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