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ＮＦκＢ信号通路在人羊膜间充质干细胞治疗宫腔粘连中的作用
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　　［摘要］　目的　探讨ＩκＢα／ＮＦκＢ信号通路在人羊膜间充质干细胞（ｈｕｍａｎａｍｎｉｏｔｉｃｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｈＡＭＳＣｓ）治疗宫腔粘连（ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅａｄｈｅｓｉｏｎ，ＩＵＡ）中的作用机制。方法　体内实验：１８只
ＳＤ大鼠分为Ｓｈａｍ组、ＩＵＡ模型组及ｈＡＭＳＣｓ组；采用ＨＥ及Ｍａｓｓｏｎ染色分别计数子宫内膜腺体个数及
纤维化面积百分比，免疫组化法检测子宫内膜组织中 ＩκＢα（ＮＦκＢ抑制蛋白）、核转录因子 Ｐ６５、Ｅ型
钙粘蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）、波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）表达水平。体外实验：分别用外源性生长因子［１０ｎｇ／ｍＬ
（ＴＧＦβ１＋ＥＧＦ＋ＰＤＧＦＢＢ），诱导组］及１０ｎｍｏｌ／ＬＢＡＹ１１７０８２联合生长因子［１０ｎｇ／ｍＬ（ＴＧＦβ１＋ＥＧＦ＋
ＰＤＧＦＢＢ），抑制剂组］诱导ｈＡＭＳＣｓ５ｄ，以不加生长因子诱导的 ｈＡＭＳＣｓ作为对照组；ＲＴＰＣＲ检测各
组中ＩκＢα、角蛋白（ＣＫ７、ＣＫ１９）的表达水平。结果　体内实验：ＩＵＡ模型组中 ＩκＢα、Ｐ６５、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ
较Ｓｈａｍ组表达增加，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达下降，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ｈＡＭＳＣｓ组中 ＩκＢα、Ｐ６５、
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ较ＩＵＡ模型组表达下降，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达增加，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。体外实验：诱
导组中ＩκＢα较对照组表达下降，ＣＫ７表达增加；抑制剂组中 ＣＫ７、ＣＫ１９较诱导组明显增加，差异均
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ｈＡＭＳＣｓ移植具有治疗宫腔粘连的作用，其作用机制可能是通过抑制
ＩκＢα／ＮＦκＢ通路激活从而促进ｈＡＭＳＣｓ向子宫内膜上皮细胞转化。
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ｃｅｌｌｓｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＩκＢα／ＮＦκＢｐａｔｈｗａｙａｃｔｉｖａｔｉｏｎ．
　　 ［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　 ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅａｄｈｅｓｉｏｎｓ；ｈｕｍａｎａｍｎｉｏｔｉｃｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ；ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ

ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ；ＮＦκＢ
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　　宫腔粘连（ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅａｄｈｅｓｉｏｎｓ，ＩＵＡ）又称 Ａｓｈ
ｅｒｍａｎ综合征，是由于子宫内膜基底层受损导致子宫
内膜修复功能障碍，从而引起宫腔形态发生改变的一

种疾病［１］，也是导致经量减少、甚至闭经及女性不孕

症的主要原因之一。目前国内外仍无统一有效治疗宫

腔粘连的方案，因此受到妇产科医师广泛关注。课题

组前期基础研究得出：人羊膜间充质干细胞（ｈｕｍａｎ
ａｍｎｉｏｔｉｃｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｈＡＭＳＣｓ）移植在治疗
ＳＤ大鼠宫腔粘连中发挥重要作用［２－３］，但是 ｈＡＭＳＣｓ
在治疗ＩＵＡ的过程中具体发挥何种作用，目前尚不清
楚。ｈＡＭＳＣｓ作为间充质来源干细胞，具有多系分化
潜能［４］。研究表明许多不同的信号通路在调控干细

胞自我更新及定向分化等方面发挥着重要作用，而核

因子κＢ是一种广泛存在于细胞中的多功能核转录因
子，具有广泛的生物活性，可被多种炎症因子触发，对

控制细胞生长、分化、细胞凋亡等通路的基因调节也发

挥着重要作用，在ＩＵＡ子宫内膜组织中存在ＮＦκＢ通
路的异常激活［５－６］。那么ＮＦκＢ信号通路在ＩＵＡ的治
疗过程中是否也发挥着重要的作用呢？因此，本研究

以ＮＦκＢ信号通路为切入点，探讨其在 ｈＡＭＳＣｓ移植
治疗宫腔粘连过程中所发挥的作用。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　羊膜来源　　羊膜标本取自于重庆医科大学
附属大学城医院及重庆医科大学附属第一医院产科，

无传染性疾病及其他基础疾病的正常孕产妇剖宫产分

娩的胎盘，已签署知情同意书，无菌条件下分离羊膜。

本研究获得重庆医科大学伦理委员会批准（２０１４１２３０）。
１．１．２　实验动物　　ＳＰＦ级健康雌性ＳＤ大鼠１８只，
购自重庆医科大学实验动物中心。体质量２２０～２５０ｇ，
每５只１笼，常规喂养。
１．１．３　实验试剂　　实验所用试剂有：胎牛血清
（ＰＡＮＥＳ）、ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液（Ｇｉｂｃｏ公司）、胰蛋白
酶（碧云天）、Ⅰ型胶原酶（Ｓｉｇｍａ公司）、ＨＥ及 Ｍａｓｓｏｎ

染色试剂盒（北京索莱宝科技有限公司）、免疫组化试

剂盒ＳＰ９００１（中杉金桥）、兔抗鼠 ＩκＢα抗体（Ａｂｃａｍ
公司）、兔抗鼠 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｐ６５、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ（ＣＳＴ公司）、
ＢＡＹ１１７０８２（碧云天）。逆转录试剂盒、ＴＢｇｒｅｅｎ来自
ＴａＫａＲａ公司。ＰＣＲ引物由上海生物工程有限公司合成。
１．２　方法
１．２．１　ｈＡＭＳＣｓ分离、提取　　课题组成员已成功从
人羊膜组织中提取出人羊膜间充质干细胞，鉴定结果

如下：ｈＡＭＳＣｓ表面表达 ＣＤ２９、ＣＤ９０，不表达 ＣＤ４５、
ＨＬＡＤＲ，间质标志物波形蛋白阳性表达，不表达上皮
标志物角蛋白［２－３］。分离提取步骤如下：无菌条件下

制备新鲜羊膜组织，ＰＢＳ反复冲洗除去残留血液及绒
毛膜并将其剪成组织碎块；用与组织等体积的０．０５％
胰蛋白酶于３７℃恒温震荡消化３０ｍｉｎ，反复２次，含
血清培养基终止消化，离心弃上清液；用约为组织体积

１．５倍的１ｍｇ／ｍＬⅠ型胶原酶３７℃震荡消化９０ｍｉｎ。
２００目细胞筛过滤，收集滤液，离心、取沉淀，用含１０％胎
牛血清的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基培养，每２～３ｄ换液１次，
细胞融合达 ８０％以上时传代；取第３代细胞备用［３］。

１．２．２　实验分组及建模　　将１８只健康雌性 ＳＤ大
鼠均分为３组，即：Ｓｈａｍ组、ＩＵＡ模型组和 ｈＡＭＳＣｓ组
（移植组）。Ｓｈａｍ组：不予以特殊处理；ＩＵＡ模型组及
ｈＡＭＳＣｓ组均参照韩华等方法进行建模：向大鼠腹腔
注射１０％水合氯醛（３ｍＬ／ｋｇ）麻醉，于下腹正中纵行
切开，找出“Ｖ”形子宫，无齿镊轻夹右侧子宫两端，并
沿子宫长轴方向，向宫腔缓慢注入９５％乙醇约０．５ｍＬ，
５ｍｉｎ后，见子宫呈苍白色，抽出乙醇，生理盐水反复
冲洗宫腔［７－８］，建立宫腔粘连（ＩＵＡ）模型；移植组：ＳＤ
大鼠建模完成 １周后，二次开腹，向建模侧（右）宫腔
注射２００μＬｈＡＭＳＣｓ（２×１０６个／ｍＬ）细胞悬液。
１．２．３　组织学染色、图像采集及分析　　ｈＡＭＳＣｓ移
植４周后处死所有大鼠。均取右侧子宫固定、包埋，作
子宫横断面切片，ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ染色及 ＩＨＣ均参考试剂
说明书进行操作。ＨＥ染色计算子宫内膜腺体个数，
Ｍａｓｓｏｎ染色计算纤维化面积百分比（子宫内膜间质纤
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维化总面积除以子宫内膜间质和腺体面积之和），镜

下观胶原纤维呈蓝色。免疫组化染色检测各组子宫内

膜组织中 ＩκＢα、Ｐ６５、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达量，阳
性表达为棕黄色。以 ＩｍａｇｅＪ软件对图片进行数据测
量，每组随机选择３个标本，每张切片随机选择３个高
倍视野进行拍照，并取其平均值进行后续比较。

１．２．４　ｈＡＭＳＣｓ诱导分化　　取第３代ｈＡＭＳＣｓ于６孔
板中常规培养，待细胞融合达３０％～４０％时，诱导组培
养基更换为含 ２％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２＋（１０ｎｇ／ｍＬ
ＴＧＦβ１＋１０ｎｇ／ｍＬＥＧＦ＋１０ｎｇ／ｍＬＰＤＧＦＢＢ），对照组
用２％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２单独培养 ｈＡＭＳＣｓ。隔天换
液，连续诱导培养 ５ｄ。为进一步确定 ＮＦκＢ信号通
路与ｈＡＭＳＣｓ诱导分化的关系，在 ｈＡＭＳＣｓ诱导分化
培养基中添加入１０ｎｍｏｌ／ＬＢＡＹ１１７０８２（抑制ｐＩκＢα
的降解，抑制剂组），从而非可逆性抑制ＮＦκＢ通路的
活化，以仅添加生长因子的诱导组作为对照。隔天换

液，连续培养５ｄ。
１．２．５　实时荧光定量 ＰＣＲ　　比较以上诱导分化实
验中各组 ｈＡＭＳＣｓ的 ＩκＢα、ＣＫ７、ＣＫ１９ｍＲＮＡ表达
水平。按照细胞 ＲＮＡ提取试剂说明书提取实验组和
对照组 ６孔板中总 ＲＮＡ，分别以 ＩκＢα、ＣＫ７、ＣＫ１９
为非特异性引物，按照逆转录试剂盒说明书进行逆转

录。ＩκＢα引物序列：上游 ５′ＣＴＡＣＴＧＧＡＣＧＡＣＣＧＣ
ＣＡＣＧＡＣＡＧＣ３′，下 游 ５′ＣＧＡＧＧＣＧＧＡＴＣＴＣＣＴＧＣＡＧ
ＣＴＣＣＴＴＧ３′；ＣＫ７引物序列：上游 ５′ＡＧＧＡＧＡＴＧＧＣ
ＣＡＡＡＴＧＣＡＧＣ３′，下游 ５′ＡＴＧＧＣＣＣＧＧＴＴＣＡＴＣＴＣＴ
ＧＡ３′；ＣＫ１９引物序列：上游５′ＣＡＧＧＴＣＡＧＴＧＴＧＧＡ
ＧＧＴＧＧＡ３′，下游 ５′ＣＴＴＣＡＧＴＣＣＧＧＣＴＧＧＴＧＡＡＣ３′；
ＧＡＰＤＨ引物序列：上游５′ＧＴＣＣＣＡＧＣＴＴＡＧＧＴＴＣＡＴ３′，

下游 ５′ＡＴＣＴＣＣＡＣＴＴＴＧＣＣＡＣＴＧ３′，ＰＣＲ反应体系：
每毛细管反应体系总量为２０μＬ。ＰＣＲ反应扩增条件
为９５℃预变性３０ｓ；９５℃变性５ｓ，６０℃退火３０ｓ，循
环４０次；６５℃终末延伸。以 ＧＡＤＰＨ为内参，根据 Ｃｔ
值计算目的基因：ＩκＢα、ＣＫ７、ＣＫ１９ｍＲＮＡ表达水
平，每个基因设置３个复孔。重复３次。计算各组基
因相对表达量２－△△Ｃｔ值。
１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２２．０统计软件处理。计量资料数据以
珋ｘ±ｓ表示。首先进行正态分析及方差齐性检验，两组
比较采用独立样本 ｔ检验，多组比较采用单因素方差
分析，运用 ＬＳＤ法进行各组间多重比较。检验水准
α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＩＵＡ模型的建立和ｈＡＭＳＣｓ治疗评价
　　Ｓｈａｍ组宫腔结构清晰、形态完整，子宫内膜腺体
散在分布于黏膜下层和基底层，上皮层连续（图１Ａ），
胶原纤维分布均匀（图 ２Ａ）；与 Ｓｈａｍ组比较，ＩＵＡ模
型组宫腔容积明显变窄或消失，上皮细胞层变薄或缺

失，间质层厚度变薄，腺体样结构消失（Ｐ＜０．０５，图１Ｂ、
表１），同时明显可见胶原纤维颜色加深，子宫内膜呈
明显纤维化改变（图２Ｂ、表１）；提示成功建立 ＩＵＡ模
型。与ＩＵＡ模型组比较，ｈＡＭＳＣｓ组宫腔形态基本恢
复，明显可见上皮层新生，腺体数目明显增加（Ｐ＜
０．００１，图１Ｃ、表 １），子宫内膜纤维化程度明显减轻
（图２Ｃ、表１）。提示宫腔内移植 ｈＡＭＳＣｓ能有效地促
进子宫内膜腺体样结构生长和减轻子宫内膜纤维化程

度，从而发挥治疗宫腔粘连的作用。
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图１　ＨＥ染色观察各组子宫内膜组织中腺体数量变化
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图２　Ｍａｓｓｏｎ染色检测各组子宫内膜纤维化面积

表１　各组大鼠子宫内膜腺体数目及纤维化百分比（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别 腺体数目／个 纤维化百分比（％）

Ｓｈａｍ组 ６．３３±０．３３ ０．４０±０．０７

ＩＵＡ模型组 ０．００±０．００ａ ０．７１±０．０７ａ

ｈＡＭＳＣｓ组 ５．１１±０．１９ａｂ ０．４１±０．０６ｂ

Ｆ值 ６８９．０９１ ７２．３６４

Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１

ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．００１，与ＩＵＡ模型组比较

２．２　ｈＡＭＣＳＣｓ移植抑制子宫内膜组织中ＩκＢα／ＮＦκＢ
通路激活，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达下调，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达上调

　　对各组子宫内膜组织行免疫组织化学染色，发现
ＩκＢα在 Ｓｈａｍ组及 ｈＡＭＳＣｓ组子宫内膜间质及上皮
细胞的胞质中均有表达，在粘连子宫内膜组织中以间

质表达为主；Ｐ６５在 ｈＡＭＳＣｓ组及正常的子宫内膜组
织中，主要在间质部的腺样结构及小血管周围的细胞

胞质中表达，而在ＩＵＡ模型组的子宫内膜组织中以间
质部弥漫表达为主，且在细胞核表达量明显增加；Ｅ
ｃａｄｈｅｒｉｎ主要在上皮细胞表达；Ｖｉｍｅｎｔｉｎ主要在子宫内
膜间质细胞表达（图 ３）。与 Ｓｈａｍ组（正常子宫内膜
组织）比较，ＩＵＡ模型组 ＩκＢα、Ｐ６５、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达均
明显增加（Ｐ＜０．０５，表２），而Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达明显减少
（Ｐ＜０．００１）；ＩＵＡ模型组中 Ｐ６５表达明显增加且向细
胞核易位，提示：ＮＦκＢ通路激活可能与宫腔粘连的形
成有关。与 ＩＵＡ模型组比较，ｈＡＭＳＣｓ组 ＩκＢα、Ｐ６５、
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ明显下降（Ｐ＜０．００１，表２），Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ显著增
加（Ｐ＜０．００１，表２）；ｈＡＭＳＣｓ组 ＩκＢα、Ｐ６５、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达与 Ｓｈａｍ组差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５，表２）。提示ｈＡＭＳＣｓ移植能抑制子宫内膜组织

中ＮＦκＢ信号通路的激活，并抑制间质过度增生、促
进子宫内膜上皮细胞的生长。

表２　ＩκＢα、Ｐ６５、Ｅｃａｄ、ＶＩＭ在各组大鼠子宫内膜中
表达情况（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别 ＩκＢα Ｐ６５ Ｅｃａｄ ＶＩＭ
Ｓｈａｍ组 ０．２４±０．０１ ０．３７±０．０１ ０．４７±０．０９ ０．２４±０．０３
ＩＵＡ模型组 ０．３５±０．０１ａ ０．４４±０．０１ａ ０．３０±０．０５ａ ０．４８±０．０４ａ

ｈＡＭＳＣｓ组 ０．２５±０．０１ｂ ０．３７±０．０１ｂ ０．４５±０．１０ｂ ０．２４±０．０３ｂ

Ｆ值 ２５９．８４７ １２５．１５９ １１．２７２ １６９．２８７
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．００１，与ＩＵＡ模型组比较

２．３　抑制ＮＦκＢ信号通路激活促进 ｈＡＭＳＣｓ向子宫
内膜上皮细胞分化

　　于诱导第５天倒置显微镜下观察，诱导组较对照
组细胞体积略增大，形态基本相似，均以长梭形为主，

分布均匀（图４Ａ、Ｂ）；ＲＴＰＣＲ结果显示：与对照组比
较，诱导组 ＩκＢαｍＲＮＡ表达明显减少（Ｐ＜０．００１），
ＣＫ７ｍＲＮＡ表达明显增加 （Ｐ＜０．０５）；ＣＫ１９ｍＲＮＡ
表达差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图４Ｃ）。ｈＡＭＳＣｓ本
身并不表达角蛋白，而诱导组 ｈＡＭＳＣｓ角蛋白 ｍＲＮＡ
水平明显增加，提示在基因表达水平上，ｈＡＭＳＣｓ具有
向子宫内膜上皮样细胞分化潜能，在此过程中 ＩκＢα
ｍＲＮＡ表达下降表明ｈＡＭＳＣｓ上皮化可能与ＮＦκＢ信
号通路有关。与诱导组比较，抑制剂组 ＣＫ７、ＣＫ１９
ｍＲＮＡ表达量明显增加（Ｐ＜０．０５，图 ４Ｄ），表明抑制
ＮＦκＢ信号通路能够促进ｈＡＭＳＣｓ表达上皮标志物角
蛋白，从而推测抑制 ＮＦκＢ信号通路可能能够促进
ｈＡＭＳＣｓ向子宫内膜上皮样细胞分化。
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图３　免疫组化检测各组子宫内膜组织中ＩκＢα、Ｐ６５、ＥＣＡＤ、ＶＩＭ的表达

３　讨论

　　宫腔粘连是由于创伤、感染等各种原因导致子宫
内膜损伤后致使宫腔或（和）宫颈被纤维粘连带完全

或部分性封闭，从而引起育龄期妇女月经异常、继发不

孕、反复流产等临床症状［１］。针对 ＩＵＡ的发病机制目
前尚不明确，有研究者认为，子宫内膜损伤后上皮间
质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｏｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）是
ＩＵＡ发病的可能机制之一，间质细胞标志物 ＶＩＭ会随
着纤维化程度增加而表达增加［９］。本研究结果显示：

模型组较对照组（正常子宫内膜组织中）中腺体数目

明显减少，宫腔形态部分或完全消失，间质组织结构紊

乱并形成广泛粘连、伴大量胶原纤维沉积，同时子宫内

膜组织中Ｅｃａｄ表达下降，ＶＩＭ表达增加，表明成功建
立了ＳＤ大鼠宫腔粘连模型。ｈＡＭＳＣｓ移植后，子宫内
膜腺体数目明显增加，子宫内膜纤维化面积百分比显

著下降，Ｅｃａｄ表达增加，ＶＩＭ表达下降，表明 ｈＡＭＳＣｓ
具有促进子宫内膜修复的作用。宫腔粘连主要由感

染、创伤等引起的子宫基底层受损，存在多种炎症因子

如：ＴＮＦα、ＴＧＦβ、ＩＬ１、ＩＬ６和 ＮＦκＢ表达上调［１０－１１］。

研究表明ＮＦκＢ信号通路可被多种炎症因子触发，并
介导炎症级联效应［１２］。表明ＩＵＡ的形成可能与ＮＦκＢ

５０１１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１１）
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Ａ：对照组间充质细胞形态（×１００）；Ｂ：诱导组间充质细胞形态（×１００）；Ｃ：ＲＴＰＣＲ检测ｈＡＭＳＣｓ诱导５ｄ后诱导

组和对照组ＩκＢα、ＣＫ７、ＣＫ１９ｍＲＮＡ表达水平　ａ：Ｐ＜０．００１，ｂ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；Ｄ：ＲＴＰＣＲ检测ｈＡＭＳＣ

经抑制剂处理５ｄ后，抑制剂组与诱导组（对照）ＣＫ７、ＣＫ１９ｍＲＮＡ相对表达水平　ａ：Ｐ＜０．０５，与诱导组比较

图４　诱导分化后人羊膜间充质干细胞形态学特征及上皮细胞标志物蛋白相对表达水平

通路激活密切相关。在本研究中模型组（ＩＵＡ模型
组）较对照组中Ｐ６５表达量明显增加，且可见部分Ｐ６５
易位到细胞核，表明模型组中 ＮＦκＢ通路被激活。这
与文献［５－６，１１］报道相符。ＮＦκＢ通路被激活一般
是由于细胞受到内外刺激，细胞表面受体被激活，导致

ＩＫＫ激酶活化，磷酸化ＩκＢα，释放ＮＦκＢ，活化的ＮＦκＢ
进入细胞核介导下游靶基因转录。因此，ＮＦκＢ通路
激活后 ＩκＢα应表达下调，而此研究中 ＩＵＡ模型中
ＩκＢα表达上调可能原因如下：①通路激活后由于
ＰＩκＢα不断降解、ＮＦκＢ表达上调，反馈性促进ＩκＢα
表达增加引起；②通路激活是由于外界刺激导致 ＩκＢα
总表达水平增加，当 ＩκＢα表达超过一定阈值后自发
发生磷酸化降解，激活ＮＦκＢ。
　　ＮＦκＢ与肿瘤源性 ＥＭＴ有关已被大量研究证
实［１３－１４］，抑制肿瘤细胞ＮＦκＢ通路激活则可减少肿瘤
细胞的入侵和转移，降低 ＥＭＴ的发生，并增加 ＥＣａｄ
ｈｅｒｉｎ表达［１５］。本研究中 ｈＡＭＳＣｓ移植后子宫内膜组
织中ＩκＢα、Ｐ６５表达均下降，且 Ｐ６５主要表达部位以
细胞质为主，说明 ｈＡＭＳＣｓ能够有效地抑制子宫内膜

组织中ＮＦκＢ信号通路的激活。可能是由于ｈＡＭＳＣｓ
移植后，子宫内膜组织中总ＩκＢα表达下调，降低ＩκＢα
磷酸化机率，抑制Ｐ６５活化，从而抑制通路激活，与此
同时，子宫内膜组织中ＥＣａｄｈｅｒｉｎ表达增加，ＶＩＭ表达
明显下降。可能是由于抑制 ＮＦκＢ信号通路后，促进
了人羊膜间充质干细胞ＭＥＴ的发生，从而引起子宫内
膜组织中ＥＣａｄｈｅｒｉｎ表达增加，ＶＩＭ表达下降。结合
在ｈＡＭＳＣｓ组子宫内膜组织中明显可见上皮细胞生
长，且ｈＡＭＳＣｓ具有多系分化潜能。因此，推测新生的
子宫内膜上皮细胞可能是由人羊膜间充质干细胞转化

而来。抑制ＮＦκＢ通路可能促进人羊膜间充质干细
胞向子宫内膜上皮转化。有研究表明生长因子ＴＧＦβ、
ＥＧＦ、ＰＤＧＦＢＢ等存在于不断更新的上皮组织中，可
促进子宫内膜上皮干细胞克隆性生长及促进小鼠骨髓

间充质干细胞向子宫内膜上皮细胞的分化［１６］。因此，

本研究将ＴＧＦβ、ＥＧＦ、ＰＤＧＦＢＢ作为外源性诱导因子
用于诱导ｈＡＭＳＣｓ向子宫内膜上皮细胞分化，同时监
测ｈＡＭＳＣｓ诱导分化过程中ＩκＢα表达变化。于诱导
分化第５天，人羊膜间充质干细胞形态学上虽未明显

６０１１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



向子宫内膜上皮细胞转变，但ＲＴＰＣＲ结果提示：诱导
组角蛋白ｍＲＮＡ水平明显增加。表明ｈＡＭＳＣｓ在基因
转录水平上具有向子宫内膜上皮细胞分化的可能，而

ｈＡＭＳＣｓ在形态学上并没有明显向上皮样细胞转化。
表型的改变通常是基因转录，ＲＮＡ加工、转运，蛋白质
翻译后修饰等一系列过程及环境因素共同作用的结

果，提示可能需进一步延长诱导时间、优化诱导方案来

引起细胞形态学上的改变。在此过程中ＩκＢα表达下
调，说明下调 ＩκＢα表达促进 ｈＡＭＳＣｓ向子宫内膜上
皮细胞转化。分析 ＩκＢα表达下调可能原因如下：
①通路激活，ＩκＢα不断发生磷酸化降解，使得总ＩκＢα
表达水平下降；②ｈＡＭＳＣｓ细胞内总 ＩκＢα表达水平
下调，降低ＩκＢα磷酸化概率，从而抑制通路激活；究
竟是激活通路还是抑制通路促进 ｈＡＭＳＣｓ上皮化呢？
ＢＡＹ１１７０８２与生长因子共培养 ｈＡＭＳＣｓ。ＲＴＰＣＲ检
测结果显示：ＮＦκＢ通路抑制后角蛋白 ｍＲＮＡ表达水
平明显增加，提示：抑制 ＮＦκＢ信号通路的激活能够
促进 ｈＡＭＳＣｓ表达上皮标志物角蛋白。推测抑制
ＮＦκＢ信号通路可能具有促进 ｈＡＭＳＣｓ向子宫内膜上
皮细胞分化潜能。综上，说明了人羊膜间充质干细胞

具有治疗宫腔粘连的作用，其作用机制可能是通过抑

制ＮＦκＢ信号通路的激活促进ｈＡＭＳＣｓ向子宫内膜上
皮样细胞分化实现的。

　　本实验结果表明在特定的诱导培养条件下，人羊
膜间充质干细胞在基因表达水平上符合上皮细胞的特

征，但是缺乏相关蛋白水平证据支持。拟在接下来的

研究中通过蛋白水平验证及进一步通过表达和基因敲

除探究ＮＦκＢ信号通路在人羊膜间充质干细胞向子
宫内膜上皮细胞分化过程中具体作用机制，并进一步

通过体内实验观察ｈＡＭＳＣｓ治疗宫腔粘连后大鼠的受
孕率及生育情况，观察ｈＡＭＳＣｓ治疗的远期效果，为宫
腔粘连患者的治愈带来希望。
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