
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０２１０２０２１

Ｎｏｔｃｈ信号通路在人羊膜间充质干细胞移植治疗宫腔粘连中的作用
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　　［摘要］　目的　探讨 Ｎｏｔｃｈ信号通路在人羊膜间充质干细胞（ｈｕｍａｎａｍｎｉｏｔｉｃｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ，ｈＡＭＳＣｓ）移植治疗宫腔粘连（ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅａｄｈｅｓｉｏｎｓ，ＩＵＡ）过程中的作用。方法　体外实验：将细
胞分为 ３组，即 ｈＡＭＳＣｓ空白对照组、ＡｄＲＦＰ腺病毒转染 ｈＡＭＳＣｓ组、ＡｄＲｄｎＮｏｔｃｈ１腺病毒转染
ｈＡＭＳＣｓ组；ＲＴＰＣＲ检测各组中Ｎｏｔｃｈ１ｍＲＮＡ水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＮＩＣＤ的蛋白表达改变。体内实
验：４０只ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）雌性大鼠分为 ４组，即假手术组、ＩＵＡ组、ｈＡＭＳＣｓ移植治疗组、腺病毒
（ＡｄＲｄｎＮｏｔｃｈ１）转染ｈＡＭＳＣｓ后移植治疗组；取各组子宫组织，ＨＥ染色检测子宫内膜腺体数目和子宫
内膜厚度变化，Ｍａｓｓｏｎ染色检测纤维化程度变化，免疫组化检测Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｎｏｔｃｈ１、ＮＩＣＤ、Ｈｅｓ１蛋白表达
变化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组子宫组织中 ＮＩＣＤ的蛋白表达量，ＲＴＰＣＲ检测各组中 Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ水平。
通过雌雄合笼评估各组 ＳＤ大鼠生育力的变化。结果　体外实验：Ｎｏｔｃｈ１显性负性突变腺病毒（ＡｄＲ
ｄｎＮｏｔｃｈ１）可成功抑制 Ｎｏｔｃｈ信号通路。体内实验：ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ染色结果显示，与 ＩＵＡ组比较，ｈＡＭＳＣｓ
移植组可使腺体数目增多，子宫内膜厚度变薄，纤维化面积比减少（Ｐ＜０．０５），而与 ＩＵＡ组比较，ＡｄＲ
ｄｎＮｏｔｃｈ１转染ｈＡＭＳＣｓ组变化不明显。免疫组化结果显示，与假手术组比较，ＩＵＡ组中Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达升
高，Ｎｏｔｃｈ１、ＮＩＣＤ、Ｈｅｓ１表达降低（Ｐ＜０．０５）。与 ＩＵＡ组比较，ｈＡＭＳＣｓ移植组中 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达下降，
Ｎｏｔｃｈ１、ＮＩＣＤ、Ｈｅｓ１表达增加（Ｐ＜０．０５），ＡｄＲｄｎＮｏｔｃｈ１腺病毒转染组 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｎｏｔｃｈ１、ＮＩＣＤ、Ｈｅｓ１蛋
白表达变化差异无统计学意义；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、ＲＴＰＣＲ结果显示，Ｎｏｔｃｈ信号通路在 ｈＡＭＳＣｓ移植治疗组
中处于激活状态；雌雄合笼结果显示，与 ＩＵＡ组比较，ｈＡＭＳＣｓ移植组胚胎数量明显增加（Ｐ＜０．０５），
而 ＡｄＲｄｎＮｏｔｃｈ１转染 ｈＡＭＳＣｓ移植组胚胎数量无明显增加。结论　Ｎｏｔｃｈ信号通路参与调控
ｈＡＭＳＣｓ生物学功能，抑制Ｎｏｔｃｈ信号通路后，ｈＡＭＳＣｓ移植治疗宫腔粘连的作用降低。
　　［关键词］　宫腔粘连；Ｎｏｔｃｈ信号通路；人羊膜间充质干细胞；生育力
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ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶｉｍｅｎｔｉｎ，Ｎｏｔｃｈ１，ＮＩＣＤ，ａｎｄＨｅｓ１ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈａｔｏｆＮＩＣＤｗａｓｆｕｒｔｈｅｒ
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　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅａｄｈｅｓｉｏｎｓ；Ｎｏｔｃｈｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ；ｈｕｍａｎａｍｎｉｏｔｉｃｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ

ｃｅｌｌｓ；ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＢａｓｉｃＲｅｓｅａｒｃｈａｎｄＦｒｏｎｔｉｅｒＥｘｐｌｏｒａｔｉｏｎＰｒｏｊｅｃｔｏｆＹｕｚｈｏｎｇＤｉｓｔｒｉｃｔ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ（２０１９０１２２）ａｎｄｔｈｅＰｏｓｔｇｒａｄｕａｔｅＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｓｅａｒｃｈａｎｄ

ＩｎｎｏｖａｔｉｏｎＰｒｏｊｅｃｔｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（ＣＹＳ１９１９５）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＷＡＮＧＪｉａ，Ｅｍａｉｌ：８０００２６＠ｈｏｓＰｉｔａｌ．ｃｑｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　宫腔粘连（ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅａｄｈｅｓｉｏｎｓ，ＩＵＡ）是由于宫
腔操作史如人工流产等手术后引起子宫内膜基底层受

损、子宫内膜功能层再生障碍，导致子宫肌壁间的相互

粘连所致。目前宫腔镜宫腔粘连分离术是主要的治疗方

法，但术后再粘连率高达６２．５％，妊娠成功率仅２２．５％～
３３．３％［１－６］。防止重度宫腔粘连治疗后复发是目前临
床研究的热点问题。动物研究发现，间充质干细胞可

促进受损子宫内膜再生［７－９］。间充质干细胞因其多向

分化潜能和免疫调节能力而成为一种有前途的组织再

生细胞类型。根据细胞来源的不同，间充质干细胞可

分为骨髓来源、脐带来源、脂肪来源和女性经血来源的

子宫内膜干细胞等。羊膜来源的间充质干细胞因其易

于收集、免疫原性低和高增殖潜能而被认为是基于细

胞治疗的有前途的来源［１０－１１］。本课题组研究发现人

羊膜间充质干细胞（ｈｕｍａｎａｍｎｉｏｔｉｃｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ，ｈＡＭＳＣｓ）移植可有效促进宫腔粘连的子宫内膜
再生修复，并发现 ｈＡＭＳＣｓ具有向子宫内膜细胞分化
的潜能，这可能是 ｈＡＭＳＣｓ发挥治疗宫腔粘连作用的
主要原因［１２－１３］。

　　间充质干细胞分化过程中起调控作用的信号途径
成为关注的焦点，Ｎｏｔｃｈ受体和配体在细胞分化、增殖
和凋亡中起着重要作用［１４］，有研究发现 Ｎｏｔｃｈ信号通
路影响骨髓间充质干细胞的成骨分化［１４］。还有研究

发现Ｎｏｔｃｈ信号通路中的关键蛋白在宫腔粘连子宫组
织中表达异常［１５］。因此，本研究主要探讨 Ｎｏｔｃｈ信号
通路是否调控 ｈＡＭＳＣｓ的生物学功能，进而影响其发
挥治疗宫腔粘连的作用。
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１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　羊膜来源　　羊膜取自重庆医科大学附属第
一医院和重庆医科大学附属大学城医院产科 ２５～
３０岁无合并症、传染病的正常足月剖宫产产妇的胎盘
组织，本研究获得重庆医科大学伦理委员会批准

（２０１４１２３０）以及产妇知情同意，所有操作均按照相关
规定执行。

１．１．２　实验动物　　ＳＰＦ级健康雌性 ＳＤ大鼠６０只
（由重庆医科大学实验动物中心提供），２００～２２０ｇ／只，
５只／笼，常规喂养。动物实验符合所在单位实验动物
伦理委员会制定的伦理学标准。

１．１．３　实验试剂　　一抗（兔抗）ＣＤ２９、ＣＤ７３、ＣＤ１９、
ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＮＩＣＤ和二抗（山羊抗兔 ＩｇＧ）均购自
Ａｂｃａｍ公司 （美国）；一抗 （兔抗）Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１、
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＧＡＰＤＨ均购自 ＣＳＴ公司（美国）；其他试剂
包括：ＤＡＰＩ（Ｓｉｇｍａ，美国），茜素红染色液、油红Ｏ染色
液（索莱宝，中国），ＨＥ染色、Ｍａｓｓｏｎ染色试剂盒（索
莱宝，中国）；胎牛血清（ＰＡＮＥＳ，中国），ＤＭＥＭ／Ｆ１２
培养液（Ｇｉｂｃｏ，美国），胰蛋白酶（碧云天，中国），Ⅰ型
胶原酶（Ｓｉｇｍａ，美国）；免疫组化试剂盒 ＳＰ９００１（中杉
金桥，中国），ＥＤＴＡ抗原修复液（ＢＯＳＴＥＲ，中国），
ＴｒｉｔｏｎＸ１００（Ｖ９００５０２，Ｓｉｇｍａ，美国），抗荧光淬灭剂
（美仑，中国）。反转录 ＰＣＲ试剂盒、ＴＢｇｒｅｅｎ均购自
ＴａＫａＲａ公司（中国）。ＰＣＲ引物由上海生物工程有限
公司合成。辣根过氧化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，
ＨＲＰ）标记的山羊抗兔 ＩｇＧ、二辛可宁酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ
ａｃｉｄ，ＢＣＡ）法蛋白定量试剂盒购自上海碧云天生物技
术有限公司。重组腺病毒 ＡｄＲｄｎＮｏｔｃｈ１、ＡｄＲＦＰ购
自ｄｅｎｏｖｏ公司（中国）。
１．２　方法
１．２．１　ｈＡＭＳＣｓ提取、培养　　ｈＡＭＳＣｓ提取、培养方
法沿用课题组前期 ｈＡＭＳＣｓ提取、培养方法［１２］，于含

１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基中培养，２４ｈ后半
换液，７２ｈ后全换液，待细胞融合达９０％时传代，取第
３代细胞备用。
１．２．２　ｈＡＭＳＣｓ免疫表型鉴定　　当第３代 ｈＡＭＳＣｓ
达到８０％～９０％的融合率后，收集细胞，用ＰＢＳ洗涤后
再用ＰＢＳ重悬，分装ｈＡＭＳＣｓ到５个流式管中，分别加
入适量的一抗（ＣＤ２９、ＣＤ７３、ＣＤ１９、ＣＤ３４、ＣＤ４５），孵育
３０ｍｉｎ（室温、避光），ＰＢＳ洗涤细胞并重悬于 ＰＢＳ中，
流式细胞仪检测细胞表面标记物表达，实验重复３次。
１．２．３　ｈＡＭＳＣｓ诱导成骨、成脂分化检测　　当第

３代ｈＡＭＳＣｓ达到５０％～６０％的融合率后，更换培养基
为成骨诱导培养基和成脂诱导培养基，每 ３天换液
１次，成脂诱导培养１５ｄ后，吸走培养基，ＰＢＳ洗２次
后进行油红Ｏ染色检测脂滴。成骨诱导培养２０ｄ后，
吸走培养基，ＰＢＳ洗２次后，进行茜素红染色检测钙结
节，实验重复３次。油红 Ｏ染色：加入多聚甲醛固定
液固定３０ｍｉｎ，加入配好的油红储存液，染色１０ｍｉｎ，
６０％异丙醇漂洗，ＰＢＳ浸洗３次，用１ｍＬＰＢＳ覆盖细
胞，显微镜下观察，诱导后的ｈＡＭＳＣｓ胞浆中可见橙红
色脂滴。茜素红染色：多聚甲醛固定 ３０ｍｉｎ，吸走甲
醛，ＰＢＳ洗２次，加入茜素红Ｓ染液染色３ｍｉｎ，吸去染
液，ＰＢＳ洗２次，显微镜下见细胞内钙沉积染色呈橘红
色，实验重复３次。
１．２．４　腺病毒转染 ｈＡＭＳＣｓ　　将细胞分为３组：空
白对照组、ＡｄＲＦＰ转染组、ＡｄＲｄｎＮｏｔｃｈ１转染组（ｎ＝３）。
空白对照组：取第３代ｈＡＭＳＣｓ于６孔板中常规培养；
ＡｄＲＦＰ转染组：待 ｈＡＭＳＣｓ贴壁后，向培养基中加入
ＡｄＲＦＰ腺病毒，同时加入Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ（４～８μｇ／ｍＬ）以提
高感染效率；ＡｄＲｄｎＮｏｔｃｈ１转染组：为了阻断Ｎｏｔｃｈ信
号传导，待 ｈＡＭＳＣｓ贴壁后，向培养基中加入 ＡｄＲ
ｄｎＮｏｔｃｈ１重组腺病毒，表达 Ｎｏｔｃｈ１的胞外结构域
（ｄｎＮｏｔｃｈ１），竞争性抑制 Ｎｏｔｃｈ１的表达，进一步抑制
Ｎｏｔｃｈ信号传导，同时加入Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ（４～８μｇ／ｍＬ）。
１．２．５　实时荧光定量 ＰＣＲ　　比较各组细胞 Ｎｏｔｃｈ１
ｍＲＮＡ和各组子宫组织中 Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ相对表达。按
照 ＲＮＡ提取试剂说明书提取各组细胞和组织总
ＲＮＡ，分别以Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１为非特异性引物，按照逆转
录试剂盒说明书进行逆转录。Ｎｏｔｃｈ１引物序列：上游
５′ＣＡＴＣＡＣＣＴＧＣＣＴＧＴＴＡＧＧＡＧ３′，下游 ５′ＡＣＡＣＡＴ
ＧＧＣＡＡＣＡＴＣＴＡＡＣＣＣ３′；Ｈｅｓ１引物序列：上游 ５′
ＴＧＡＴＴＴＧＧＡＴＧＣＴＣＴＧＡＡＧＡＡＡＧＡＴＡ３′，下游 ５′ＧＣ
ＴＧＣＡＧＧＴＣＣＧＧＡＧＧＴ３′；ＧＡＰＤＨ引物序列：上游 ５′
ＡＡＣＡＧＣＣＴＣＡＡＧＡＴＣＡＴＣＡＧＣ３′，下游 ５′ＡＴＧＡＧＴＣ
ＣＴＴＣＣＡＣＧＡＴＡＣＣＡＡ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 Ｎｏｔｃｈ１ｍＲＮＡ表达水平，每个基因设置３个
复孔。实验重复 ３次。计算各组基因相对表达量
２－△△Ｃｔ值。
１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞和子宫组织中 ＮＩＣＤ的
蛋白表达量　　分别收集各组细胞和组织，提取总蛋
白，使用ＢＣＡ法进行蛋白定量，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后，将
样平通过电转移至 ＰＶＤＦ膜上，脱脂奶粉封闭，加入
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ＮＩＣＤ抗体（１∶５００）４℃孵育过夜，洗膜３次，加入ＨＲＰ
标记的山羊抗兔二抗（１∶５００），３７℃孵育１ｈ；洗膜后
显影，实验重复３次。
１．２．７　宫腔粘连大鼠模型的构建和治疗　　将４０只
８～１０周龄雌性 ＳＤ大鼠分为 ４组：假手术组（Ｓｈａｍ
组）、模型组（ＩＵＡ组）、ｈＡＭＳＣｓ移植治疗组（ｈＡＭＳＣｓ
组）、Ｎｏｔｃｈ１显性负性突变腺病毒干预ｈＡＭＳＣｓ后移植
组（ＡｄＲｄｎＮｏｔｃｈ１组），每组 １０只。重度宫腔粘连模
型构建方法同课题组使用方法［１２］，即采用化学损伤法

（９５％酒精损伤法）损伤子宫内膜。Ｓｈａｍ组：与建模组
做同样的操作，只是宫腔内不注入酒精，改为注射与酒

精等量的生理盐水。ＩＵＡ组：建立重度宫腔粘连模型
后，不进行任何干预或治疗。ｈＡＭＳＣｓ组：重度宫腔粘
连模型构建后第２周末，于大鼠下腹部原切口处开腹，
取出右侧子宫，于子宫直径变小、质地变硬处用 １ｍＬ
无菌注射器向子宫内注入 ＡｄＲＦＰ感染的 ｈＡＭＳＣｓ
２００μＬ（２×１０７个），随着ｈＡＭＳＣｓ注入，可见子宫组织
肿胀，ｈＡＭＳＣｓ移植治疗后，关腹。ＡｄＲｄｎＮｏｔｃｈ１组：
处理方法同前 １组，此时的 ｈＡＭＳＣｓ是 ＡｄＲｄｎＮｏｔｃｈ１
腺病毒感染后ｈＡＭＳＣｓ，实验重复３次。
１．２．８　组织化学染色、图像分析　　收集各组子宫组
织，置于 ４％多聚甲醛固定、包埋、切片。ＨＥ染色、
Ｍａｓｓｏｎ染色均参考试剂说明书进行操作。ＨＥ染色计
算子宫内膜腺体数目并测量子宫内膜厚度，Ｍａｓｓｏｎ染
色计算纤维化面积百分比（子宫内膜间质纤维化总面

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。免疫组化三步法检测子宫内膜组织中

Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｎｏｔｃｈ１、ＮＩＣＤ、Ｈｅｓ１的表达，试剂使用免疫组
化试剂盒。主要步骤：脱蜡至水，ＥＤＴＡ抗原修复液进
行抗原修复，清除内源性过氧化物酶，山羊抗兔血清封

闭、一抗孵育，用一抗稀释液按最大比例稀释好的

Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｎｏｔｃｈ１、ＮＩＣＤ、Ｈｅｓ１一抗分别滴加在每张切
片组织上，４℃过夜，二抗（滴加生物素标记山羊抗兔
ＩｇＧ聚合物二抗），３７℃孵育 ６０ｍｉｎ，滴加辣根酶标记
链霉卵白素工作液１５ｍｉｎ，ＤＡＢ显色反应、镜下观察
阳性染色。超纯水冲洗，苏木精染液复染２０ｓ，清洗，
常规脱水、透明、封片，实验重复３次。阳性表达为棕
黄色，根据 ＩＯＤ值与面积的比值判定实验结果。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。

１．２．９　生育力研究　　为了研究各组雌性大鼠的生
育力，同样将另外 ２０只雌性大鼠分为 ４组：Ｓｈａｍ组、
ＩＵＡ组、ｈＡＭＳＣｓ组、ＡｄＲ－ｄｎＮｏｔｃｈ１组，每组 ５只。将

雌性大鼠与ＳＰＦ级健康雄性 ＳＤ大鼠（由重庆医科大
学实验动物中心提供，８～１０周，２００～２２０ｇ／只，常规喂
养）按照２只雌鼠 ∶１只雄鼠或者１只雌鼠 ∶１只雄鼠
的比例进行合笼，从看到阴栓那日中午１２：００计算为
怀孕的第１天。在妊娠第１４天，对雌性大鼠进行剖腹
手术，并记录大鼠右侧子宫能成功妊娠的大鼠只数，以

及每个妊娠大鼠的胚胎数量，实验重复３次。
１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２１．０统计软件进行分析。符合正态分
布的计量资料用 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较使用单因素方
差分析，两组间比较用 ｔ检验。使用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ
６．０绘制直方图，检验水准

!

＝０．０５。

２　结果

２．１　ｈＡＭＳＣｓ鉴定
２．１．１　表面标志物表达　　流式细胞仪检测ｈＡＭＳＣｓ
的表面标记物，其中 ＣＤ１９、ＣＤ３４及 ＣＤ４５低表达，
ＣＤ２９、ＣＤ７３呈高表达（图１Ａ）。
２．１．２　ｈＡＭＳＣｓ的诱导分化能力　　ｈＡＭＳＣｓ成骨诱
导分化２０ｄ（图１Ｂ～Ｄ），茜素红染色后可见细胞内钙化
结节呈橘红色，证实ｈＡＭＳＣｓ可成功诱导成骨方向分化
（图１Ｅ）。成脂诱导分化１５ｄ后，油红Ｏ染色可见细胞
内被染成橙色的脂滴，证实ｈＡＭＳＣｓ可成功诱导成脂方
向分化（图１Ｆ）。
２．２　腺病毒可抑制Ｎｏｔｃｈ信号传导
　　为了阻断 Ｎｏｔｃｈ信号传导，用腺病毒载体转染
ｈＡＭＳＣｓ，表 达 Ｎｏｔｃｈ１的 显 性 负 性 胞 外 结 构 域
（ｄｎＮｏｔｃｈ１），竞争性抑制 Ｎｏｔｃｈ受体与配体的结合。
用ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验验证腺病毒载体 ＡｄＲ
ｄｎＮｏｔｃｈ１转染细胞的有效性。ＲＴＰＣＲ结果显示：与
空白对照组比较，ＡｄＲＦＰ腺病毒转染组 Ｎｏｔｃｈ１ｍＲＮＡ
表达差异无统计学意义，ＡｄＲｄｎＮｏｔｃｈ１转染组 Ｎｏｔｃｈ１
ｍＲＮＡ表达明显增加（Ｐ＜０．０５，图２Ａ），提示在基因表
达水平上，ＡｄＲｄｎＮｏｔｃｈ１腺病毒可竞争性抑制 Ｎｏｔｃｈ
受体和配体的结合。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果显示：与空
白对照组比较，ＡｄＲＦＰ腺病毒转染组 ＮＩＣＤ蛋白表达
差异无统计学意义，ＡｄＲｄｎＮｏｔｃｈ１腺病毒转染组
ＮＩＣＤ蛋白表达明显降低（Ｐ＜０．０５，图 ２Ｂ、Ｃ），提示
ＡｄＲｄｎＮｏｔｃｈ１腺病毒可抑制 Ｎｏｔｃｈ受体活化形式
ＮＩＣＤ的释放，进而抑制Ｎｏｔｃｈ信号的传导。
２．３　组织化学染色评估ＩＵＡ模型的建立和治疗效果
　　组织切片通过 ＨＥ染色结果显示：模型组子宫宫
腔形态消失，子宫内膜变薄，子宫各壁粘连致密，宫腔

上皮细胞消失；经ＡｄＲＦＰ腺病毒转染的ｈＡＭＳＣｓ移植
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治疗后，子宫宫腔形态恢复，子宫内膜变厚，宫腔柱状

上皮细胞恢复；而经 ＡｄＲｄｎＮｏｔｃｈ１转染的 ｈＡＭＳＣｓ移
植治疗后，宫腔形态和宫腔上皮细胞未恢复（图３Ａ）。
与假手术组相比，模型组腺体数目明显减少，差异有统

计学意义（Ｐ＜０．０５）；与模型组相比，经ＡｄＲＦＰ腺病毒
转染的ｈＡＭＳＣｓ移植治疗组腺体数目明显增加，差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与模型组相比，经ＡｄＲｄｎＮｏｔｃｈ１

转染的ｈＡＭＳＣｓ移植治疗组腺体数目差异无统计学意
义（图３Ｂ）。与假手术组相比，模型组子宫内膜厚度明
显变薄，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与模型组相比，
ＡｄＲＦＰ腺病毒转染 ｈＡＭＳＣｓ移植治疗组子宫内膜厚
度明显增加，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与模型组
相比，经ＡｄＲｄｎＮｏｔｃｈ１转染的 ｈＡＭＳＣｓ移植治疗组子
宫内膜厚度差异无统计学意义（图３Ｃ）。
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Ａ：流式细胞仪检测ｈＡＭＳＣｓ表面免疫标志物表达；Ｂ、Ｃ：第３代ｈＡＭＳＣｓ，分别为４０倍和１００倍；Ｄ：培养２０ｄ的第３代ｈＡＭＳＣｓ
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图１　人羊膜间充质干细胞鉴定
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　　组织切片通过Ｍａｓｓｏｎ染色结果显示：与假手术组
相比，模型组纤维化程度增加，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）；与模型组相比，经 ＡｄＲＦＰ腺病毒转染的
ｈＡＭＳＣｓ移植治疗组纤维化程度减轻，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）；而与模型组相比，经 ＡｄＲｄｎＮｏｔｃｈ１转
染的ｈＡＭＳＣｓ移植治疗组纤维化程度差异无统计学意
义（图４）。免疫组化检测Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达，结果显示：与
假手术组相比，模型组 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达量升高，差异有

统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与模型组相比，ｈＡＭＳＣｓ移植
治疗组 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达量降低，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）；而与模型组相比，经 ＡｄＲｄｎＮｏｔｃｈ１感染的
ｈＡＭＳＣｓ移植治疗组Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达差异无统计学意义
（图５）。提示在重度宫腔粘连模型构建成功的基础
上，ｈＡＭＳＣｓ移植可有效促进子宫内膜再生修复，而抑
制Ｎｏｔｃｈ信号通路后，ｈＡＭＳＣｓ生物学功能发生变化，
不能促进宫腔粘连子宫内膜再生修复。
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图６　免疫组化检测各组大鼠子宫组织中Ｎｏｔｃｈ１、ＮＩＣＤ、Ｈｅｓ１的表达

２．４　Ｎｏｔｃｈ通路蛋白在子宫组织中的表达
　　为了验证Ｎｏｔｃｈ信号通路在 ｈＡＭＳＣｓ移植治疗宫
腔粘连的作用，通过免疫组化检测各组子宫组织中

Ｎｏｔｃｈ１、ＮＩＣＤ、Ｈｅｓ１的表达。Ｎｏｔｃｈ１表达于胞膜，
ＮＩＣＤ主要表达于胞浆，部分表达于胞核，Ｈｅｓ１表达于
包核。Ｎｏｔｃｈ１、ＮＩＣＤ、Ｈｅｓ１在假手术组子宫内膜组织
中的表达明显，在ＩＵＡ组中表达量较低，在 ＡｄＲＦＰ腺
病毒转染的 ｈＡＭＳＣｓ移植组中 Ｎｏｔｃｈ１、ＮＩＣＤ、Ｈｅｓ１表
达明显，而在ＡｄＲｄｎＮｏｔｃｈ１腺病毒转染 ｈＡＭＳＣｓ移植
组中三者表达量均很低。与假手术组相比，Ｎｏｔｃｈ１、
Ｈｅｓ１在ＩＵＡ组中表达明显降低（Ｐ＜０．０５）；与 ＩＵＡ组
比较，Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１在 ＡｄＲＦＰ腺病毒转染 ｈＡＭＳＣｓ移
植组中表达明显升高（Ｐ＜０．０５）；与 ＩＵＡ组比较，

Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１在ＡｄＲｄｎＮｏｔｃｈ１腺病毒转染 ｈＡＭＳＣｓ组
中表达差异无统计学意义（图 ６）。与 ＩＵＡ组比较，
ＮＩＣＤ在ＡｄＲＦＰ腺病毒转染ｈＡＭＳＣｓ移植组中核表达
量明显升高（Ｐ＜０．０５）；而ＮＩＣＤ在ＡｄＲｄｎＮｏｔｃｈ１腺病
毒转染ｈＡＭＳＣｓ移植组中核表达量较ＩＵＡ组差异无统
计学意义（图 ６）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组子宫组织中
ＮＩＣＤ的蛋白表达，结果显示：与假手术组相比，ＮＩＣＤ
在ＩＵＡ组中表达明显降低（Ｐ＜０．０５）；与 ＩＵＡ组比较，
ＮＩＣＤ在ＡｄＲＦＰ腺病毒转染ｈＡＭＳＣｓ移植组中表达明
显升高（Ｐ＜０．０５）；而在 ＡｄＲｄｎＮｏｔｃｈ１腺病毒转染
ｈＡＭＳＣｓ组中 ＮＩＣＤ表达量较 ＩＵＡ组差异无统计学意
义（图７）。ＲＴＰＣＲ检测各组中 Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ水平，结
果显示：与假手术组相比，Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ在 ＩＵＡ组中表
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达明显降低（Ｐ＜０．０５）；与 ＩＵＡ组比较，Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ
在ＡｄＲＦＰ腺病毒转染 ｈＡＭＳＣｓ移植组中表达明显升
高（Ｐ＜０．０５）；而在ＡｄＲｄｎＮｏｔｃｈ１腺病毒转染ｈＡＭＳＣｓ
组中Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ表达量较 ＩＵＡ组差异无统计学意义
（图 ８），ＲＴＰＣＲ结果与免疫组化结果一致。提示
Ｎｏｔｃｈ信号通路在ＡｄＲＦＰ腺病毒转染ｈＡＭＳＣｓ移植组
中被激活，Ｎｏｔｃｈ受体释放其活化形式ＮＩＣＤ并发生了
核转位，激活靶基因Ｈｅｓ１发挥其调控ｈＡＭＳＣｓ治疗宫
腔粘连的作用。而ＡｄＲｄｎＮｏｔｃｈ１腺病毒转染ｈＡＭＳＣｓ
后，ｈＡＭＳＣｓ生物学功能发生了变化，不能激活 Ｎｏｔｃｈ
信号通路发挥其调控作用。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组子宫组织中 ＮＩＣＤ的表达情况；
Ｂ：各组子宫组织中ＮＩＣＤ蛋白表达统计分析　１：Ｓｈａｍ组；
２：ＩＵＡ组；３：ｈＡＭＳＣｓ组；４：ＡｄＲｄｎＮｏｔｃｈ１组；ａ：Ｐ＜０．０５，与
Ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＩＵＡ组比较

图７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组大鼠子宫组织中ＮＩＣＤ的表达

２．５　各组ＳＤ雌性大鼠生育力评估
　　每组各５只ＳＤ雌性大鼠左侧子宫均未做处理且
均受孕成功，假手术组大鼠右侧子宫均能成功受孕，

ＩＵＡ组大鼠右侧子宫均不能受孕，ＡｄＲＦＰ腺病毒转染
ｈＡＭＳＣｓ移植治疗组右侧子宫生育力恢复，而ＡｄＲｄｎ
Ｎｏｔｃｈ１腺病毒转染ｈＡＭＳＣｓ组生育力恢复不明显。每
组每只大鼠右侧子宫平均妊娠囊数量为８、０、４、１。与
假手术组比较，ＩＵＡ组大鼠右侧子宫妊娠囊数量明显
降低（Ｐ＜０．０１）；与 ＩＵＡ组比较，ＡｄＲＦＰ腺病毒转染
ｈＡＭＳＣｓ移植组妊娠囊数目明显增加（Ｐ＜０．０１）。而
ＡｄＲｄｎＮｏｔｃｈ１腺病毒转染 ｈＡＭＳＣｓ组右侧子宫妊娠
囊数目较ＡｄＲＦＰ腺病毒转染 ｈＡＭＳＣｓ移植组明显降
低（Ｐ＜０．０１，图９）。结果表明，ｈＡＭＳＣｓ移植可以促进
受损的子宫内膜的功能恢复以助于受精卵的植入以及

胚胎的发育，但是抑制 Ｎｏｔｃｈ信号通路后，ｈＡＭＳＣｓ不
具有促进子宫内膜修复的作用，说明 Ｎｏｔｃｈ信号通路
调控ｈＡＭＳＣｓ生物学功能。
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图８　ＲＴＰＣＲ检测各组大鼠子宫组织中Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ表达
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Ａ：各组ＳＤ雌性大鼠妊娠情况；Ｂ：各组 ＳＤ雌性大鼠妊娠数量统计　１：Ｓｈａｍ组；２：ＩＵＡ组；３：ｈＡＭＳＣｓ组；４：ＡｄＲｄｎＮｏｔｃｈ１组；
ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＩＵＡ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与ｈＡＭＳＣｓ组比较

图９　各组大鼠生育力评估
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３　讨论

　　宫腔粘连发病率高，严重影响女性生殖生理健康，
宫腔镜下粘连松解术联合激素治疗是临床中主要的治

疗方法，但是重度宫腔粘连治疗后复发率高［１６］。临床

中宫腔粘连分级评分标准是根据粘连范围、粘连性质、

输卵管开口状态、子宫内膜厚度（增殖晚期）、月经状

态、既往妊娠史、既往刮宫史７个方面进行评估。在动
物实验中宫腔粘连程度主要根据子宫内膜厚度、腺体

数目、纤维化程度等方面进行评估。本团队前期在大

鼠宫腔粘连子宫中研究发现ｈＡＭＳＣｓ移植可促进子宫
内膜再生修复，其可能机制为 ｈＡＭＳＣｓ在子宫微环境
下具有内膜化潜能［１２，１７－１８］。ｈＡＭＳＣｓ与其他间充质干
细胞一样，适当诱导条件下可发生多向分化，在子宫微

环境下可能分化为子宫内膜细胞。间充质干细胞分化

受信号通路的调控，有研究表明 Ｎｏｔｃｈ信号通路调控
骨髓间充质干细胞分化，并且有研究发现 Ｎｏｔｃｈ蛋白
在宫腔粘连子宫组织中表达差异明显［１９］。由此猜测

Ｎｏｔｃｈ信号调控ｈＡＭＳＣｓ的生物学功能，所以，本研究
旨在探究抑制Ｎｏｔｃｈ信号通路后，ｈＡＭＳＣｓ是否具有治
疗宫腔粘连的作用。

　　目前已知脊椎动物有４种Ｎｏｔｃｈ受体（Ｎｏｔｃｈ１－４）
和５种Ｎｏｔｃｈ配体（Ｊａｇｇｅｄ１，２和 ＤＬＬ１，３，４），均包括
胞内、胞外和跨膜３个结构域，参与调控细胞增殖和分
化等一系列生理活动［２０－２２］。在相邻细胞的 Ｎｏｔｃｈ配
体和受体结合反应之后，金属蛋白酶 ＡＤＡＭ１７（亦称
ＴＡＣＥ）在Ｎｏｔｃｈ胞外近膜处酶切，紧接着关键酶 γ分
泌酶在胞内近膜处水解切割，Ｎｏｔｃｈ胞内段（ＮＩＣＤ）被
释放，进入细胞核与 ＤＮＡ结合蛋白 ＣＳＬ（ＲＢＰｊｋ／
ＣＢＦ１）及 ＭＡＭ蛋白结合，调控靶基因 Ｈｅｓ１，５和Ｈｅｙ１
等的表达［１４］。因此，本研究通过 ＡｄＲｄｎＮｏｔｃｈ１腺病
毒转染 ｈＡＭＳＣｓ，竞争性抑制 Ｎｏｔｃｈ受体与配体的结
合，减少胞内段ＮＩＣＤ的释放，达到抑制 Ｎｏｔｃｈ信号传
导的作用，再将受干扰的ｈＡＭＳＣｓ移植到宫腔，观察其
在治疗宫腔粘连中的作用。

　　在体外实验中，通过干性免疫标记物检测ｈＡＭＳＣｓ
的干性特点，再通过成骨分化和成脂分化染色评估其

分化潜能，结果证实其具有其他间充质干细胞的特性。

接着，用显性负性突变型Ｎｏｔｃｈ１腺病毒（ＡｄＲｄｎＮｏｔｃｈ１）
抑制Ｎｏｔｃｈ信号通路，由于添加了 Ｎｏｔｃｈ１的胞外结构
域，竞争性抑制了Ｎｏｔｃｈ受体、配体的结合，所以Ｎｏｔｃｈ１
的ＲＮＡ表达升高，而ＮＩＣＤ蛋白表达却降低，说明Ｎｏｔｃｈ
信号通路被成功抑制。将 Ｎｏｔｃｈ信号通路抑制后的

ｈＡＭＳＣｓ移植入宫腔，观察其是否仍具有治疗宫腔粘
连的作用。

　　在体内实验中，为建立具有可重复性且不受人为
操作熟练程度影响的重度宫腔粘连模型，本实验中选

择化学损伤法建立重度宫腔粘连模型，即９５％酒精损
伤子宫内膜组织［２３］。由于机械损伤法建立宫腔粘连

模型受人为操作熟练程度的影响，子宫内膜受损不均

匀，粘连程度不一致，ｈＡＭＳＣｓ移植治疗结果缺乏真实
性。而化学损伤法（９５％酒精损伤法），可通过对酒精
作用子宫内膜时间长短条件的摸索，以达到对子宫内

膜不同程度的损伤。本研究主要探究ｈＡＭＳＣｓ移植治
疗重度宫腔粘的效果，９５％酒精作用于子宫内膜３ｍｉｎ
即可建立重度宫腔粘连模型，在稳定的模型基础上，治

疗效果的评估更加有可比性。因此，本研究选择９５％
酒精损伤法，在有效的重度宫腔粘连模型的基础上，分

别移植 ｈＡＭＳＣｓ和 ＡｄＲｄｎＮｏｔｃｈ１转染的 ｈＡＭＳＣｓ，比
较其治疗效果，结果显示：在重度宫腔粘连模型基础

上，ｈＡＭＳＣｓ移植可促进子宫内膜再生修复（宫腔形态
恢复、子宫内膜腺体数目增加、内膜增厚、纤维化程度

降低，且间质标志物 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达降低，并恢复了其
生育力），而抑制Ｎｏｔｃｈ信号通路后，ｈＡＭＳＣｓ不具有治
疗宫腔粘连的作用（子宫宫腔形态未恢复，内膜腺体

数目未增加，内膜未增厚，纤维化程度无减轻，且间质

标志物 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达无降低，生育力未恢复），说明
Ｎｏｔｃｈ信号通路参与调控ｈＡＭＳＣｓ的生物学行为，抑制
Ｎｏｔｃｈ信号通路后，ｈＡＭＳＣｓ不能发挥治疗宫腔粘连的
作用。

　　本研究通过免疫组化检测各组子宫组织中
Ｎｏｔｃｈ１、ＮＩＣＤ、Ｈｅｓ１的表达情况，发现ＩＵＡ组子宫组织
中表达量少，这表明 Ｎｏｔｃｈ信号通路在宫腔粘连子宫
组织中处于抑制状态。而 ｈＡＭＳＣｓ移植入宫腔后，
Ｎｏｔｃｈ１表达增加，释放其活化形式ＮＩＣＤ，通过对ＮＩＣＤ
核表达量检测，发现其发生了核转位，并激活靶基因

Ｈｅｓ１，发挥其调控作用，说明Ｎｏｔｃｈ信号通路激活后调
控 ｈＡＭＳＣｓ的作用。而 ＡｄＲｄｎＮｏｔｃｈ１转染 ｈＡＭＳＣｓ
后，ｈＡＭＳＣｓ生物学功能发生了改变，可能失去了干细
胞的多向分化的特点，所以 Ｎｏｔｃｈ信号通路不参与调
控其分化作用，不能发挥治疗宫腔粘连的作用。

　　本研究主要通过抑制Ｎｏｔｃｈ信号通路观察ｈＡＭＳＣｓ
移植治疗宫腔粘连的作用，结果显示抑制 Ｎｏｔｃｈ信号
通路可削弱ｈＡＭＳＣｓ治疗宫腔粘连的效果，猜测其可
能原因是 Ｎｏｔｃｈ信号通路调控 ｈＡＭＳＣｓ的分化，进而
影响其治疗宫腔作用，但具体原因有待继续探究。
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