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　　［摘要］　目的　探讨孕酮通过ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ信号通路影响子宫平滑肌收缩的作用机制。方法　收
集临产与未临产人子宫平滑肌组织各５例，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫组化检测肌球蛋白轻链２０磷酸化
（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆｍｙｏｓｉｎｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ２０，ｐＭＬＣ２０）、ＲＯＣＫ１、ＲＯＣＫ２的表达；分离培养子宫平滑肌细胞
并经免疫荧光技术鉴定，激光共聚焦显微镜检测细胞内游离Ｃａ２＋浓度（［Ｃａ２＋］ｉ）；孕酮受体拮抗剂米非
司酮及孕酮（Ｐ４）干预子宫平滑肌细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞中ｐＭＬＣ２０及ＲＯＣＫ１、ＲＯＣＫ２的表达，以
及ＲＯＣＫ抑制剂Ｙ２７６３２与孕酮干预后子宫平滑肌细胞中 ｐＭＬＣ２０的表达。结果　与未临产组织相
比，临产子宫平滑肌组织中ｐＭＬＣ２０、ＲＯＣＫ１、ＲＯＣＫ２表达明显上升（Ｐ＜０．０５）；孕酮诱导子宫平滑肌细
胞后，细胞内ＲＯＣＫ１、ＲＯＣＫ２、ｐＭＬＣ２０水平增加（Ｐ＜０．０５）；Ｙ２７６３２与孕酮干预子宫平滑肌细胞后，细
胞内ｐＭＬＣ２０水平下降（Ｐ＜０．０５）。结论　孕酮通过 ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ信号通路调控 ｐＭＬＣ２０水平，促进
子宫平滑肌细胞收缩。
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ｃｑｌｉ９９＠１２６．ｃｏｍ

　　孕酮促进子宫肌层松弛，大多数哺乳动物临产时
血浆孕酮（Ｐ４）水平急剧下降；但人类血浆 Ｐ４水平随
妊娠进展增加，妊娠临产后，子宫平滑肌收缩，血浆Ｐ４
水平无下降，推测Ｐ４发生功能性撤退导致分娩启动，
为临产重要机制之一［１－２］。分娩启动的关键是子宫平

滑肌从松弛状态转变到强有力的收缩状态，平滑肌发

生收缩的细胞内机制包括钙依赖途径，在钙依赖途径

中平滑肌细胞内游离Ｃａ２＋浓度（［Ｃａ２＋］ｉ）是调控平滑
肌收缩的重要分子，平滑肌肌球蛋白轻链 ２０磷酸化
（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆｍｙｏｓｉｎｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ２０，ｐＭＬＣ２０）水
平上升，促进细胞内［Ｃａ２＋］ｉ增加，是平滑肌收缩的关
键步骤［３］。已有研究表明孕酮可以快速增加细胞内

［Ｃａ２＋］ｉ，促进子宫平滑肌细胞收缩［４－５］。

　　除细胞外Ｃａ２＋通过钙通道内流引起细胞内Ｃａ２＋的
浓度升高外，多种信号通路的激活引起细胞内肌浆网

Ｃａ２＋释放是子宫平滑肌收缩的关键，其中最受关注的
是与 Ｇ蛋白偶联受体激活相关的信号通路。
ＫＡＲＴＥＲＩＳ等［１］报道孕酮可以通过 ＭＡＰＫ／Ｐ３８信号
通路参与子宫平滑肌收缩，该过程不依赖于细胞核内

基因转录和蛋白翻译，称为孕酮的非基因组效应。多

项研究证实ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ信号通路在血管平滑肌收缩
中发挥重要作用［６－７］。国内有学者报道临产时子宫平

滑肌组织中 ＲＯＣＫ蛋白表达高于未临产组织［６］。目

前关于ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ信号通路参与子宫平滑肌细胞收
缩的分子机制尚未探明。本研究以子宫平滑肌细胞为

研究对象，探讨孕酮通过 ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ信号通路促进
子宫平滑肌细胞收缩的分子机制，为了解分娩启动机

制提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　组织取材　　选择２０２０年１０月至２０２１年４月
入住陆军军医大学第一附属医院妇产科的低危足月龄

临产孕妇（临产组，ｎ＝５）和足月龄未临产孕妇（未临

产组，ｎ＝５）。临产定义参照第９版《妇产科学》：有规
律且逐渐增强的子宫收缩，同时伴进行性宫颈管扩张

和胎先露部下降；妊娠足月的定义为：孕周≥３７周。
本研究已通过陆军军医大学第一附属医院伦理委员会

批准（ＫＹ２０１９８７），研究对象签署知情同意书。获取剖
宫产术中需修剪废弃的子宫切口平滑肌组织，分成

３份，大小约０．５ｃｍ×０．５ｃｍ×０．５ｃｍ，分别置入灭菌
预冷、含双倍青霉素链霉素溶液的ＰＢＳ中，取材后３ｈ
内，采用液氮速冻及甲醛固定制备组织切片，分离培养

子宫平滑肌细胞。

１．１．２　主要试剂　　胎牛血清（ＦＢＳ）、ＤＭＥＭ高糖培
养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；ＲＯＣＫ抑制剂（Ｙ２７６３２）、
孕酮（Ｐ４）、米非司酮（Ｍｉｆｅｐｒｉｓｔｏｎｅ，Ｍ）购自 Ｓｅｌｌｅｃｋ公
司；５×Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ、青霉素链霉素溶液（ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ
ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎｓｏｌｕｔｉｏｎ，１００×；ＰＳ）、Ｆｕｒａ２ＡＭ（２ｍｍｏｌ／Ｌ）
钙离子荧光探针购自碧云天生物技术有限公司；蛋白

电泳凝胶试剂盒购自深圳市达科为生物工程公司；α
肌动蛋白（αｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）抗体购自美
国 Ａｂｃａｍ公司；ｐＭＬＣ２０抗体购自美国 ＣＳＴ公司；
ＲＯＣＫ１、ＲＯＣＫ２、Ｔｕｂｕｌｉｎ购自武汉Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司；辣
根过氧化酶标记的抗兔、抗鼠二抗购自美国 Ｂｉｏｗｏｒｄ
公司。

１．２　方法
１．２．１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测子宫平滑肌组织 ｐＭＬＣ２０、
ＲＯＣＫ１、ＲＯＣＫ２表达　　根据样品量提前配制 ＲＩＰＡ
裂解液，加入蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂，冰上保存

备用；取０．２ｃｍ×０．２ｃｍ×０．１ｃｍ大小组织，液氮速冻，
放入研钵中碾碎后，转移至１．５ｍＬＥＰ管中，加２００μＬ
ＲＩＰＡ震荡混匀、超声波粉碎，冰上裂解３０ｍｉｎ；离心机
预冷，４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ；取上清，即为总
蛋白；通过ＢＣＡ法测定蛋白浓度，将所有样品调整至
相同浓度，以蛋白∶５×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ为４∶１的比例制样，
金属浴中１００℃煮１０ｍｉｎ，－８０℃保存备用。制备好
的蛋白样品总上样量２０μｇ，根据浓度计算上样体积。
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配制１０％分离胶，上样，８０Ｖ，３０ｍｉｎ，１３０Ｖ，４０ｍｉｎ电
泳分离总蛋白样品，２．０Ａ，２５Ｖ半干转将检测蛋白转
印至ＰＶＤＦ膜上，５％胎牛血清蛋白（５％ＢＳＡ）室温封
闭２ｈ，４℃孵育一抗过夜（ｐＭＬＣ２０、ＲＯＣＫ１、ＲＯＣＫ２
稀释比例均为１∶１０００）；ＴＢＳＴ洗膜３次，每次５ｍｉｎ，室
温孵育二抗（１∶５０００），ＴＢＳＴ洗膜 ３次，每次 ５ｍｉｎ，
ＥＣＬ显影液显影，使用ＩｍａｇｅＬａｂ分析条带灰度值。
１．２．２　免疫组化（ＩＨＣ）检测子宫平滑肌组织
ＲＯＣＫ１、ＲＯＣＫ２、ｐＭＬＣ２０表达　　取临产组及未临
组产各２例平滑肌组织，处理、切片由陆军军医大学第
一附属医院病理科完成。将组织切片进行脱蜡，柠檬

酸缓冲液抗原修复，山羊血清室温封闭 ２ｈ，一抗
ＲＯＣＫ１（１∶２００）、ＲＯＣＫ２（１∶２００）、ｐＭＬＣ２０（１∶５０）孵
育过夜，室温孵育二抗（生物素标记山羊抗兔）３０ｍｉｎ，
ＰＢＳ清洗３次，滴加辣根酶标记链霉卵白素，室温孵育
２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，进行ＤＡＢ显色，在显微镜下观察，
待组织切片开始显现浅棕色时洗去显色液，苏木精复

染，自来水冲洗１０ｍｉｎ，树胶封片、风干，显微镜采集图
片并进行定量分析。

１．２．３　子宫平滑肌细胞的分离培养　　用含 １％ＰＳ
的ＰＢＳ清洗干净新鲜子宫平滑肌组织血迹后，在培养
皿中用眼科剪将组织剪碎、加 ８ｍＬ基础培养基（含
１％ＰＳ），转移至１５ｍＬ离心管，加胶原酶Ⅱ（２ｍｇ／ｍＬ），
３７℃摇床摇晃消化 ３０ｍｉｎ后，第 １次用 ７０ｍｍ过滤
筛过滤，剩余组织加胶原酶Ⅱ（２ｍｇ／ｍＬ）继续消化，
３０ｍｉｎ后再次过滤。两次收集的滤液１０００ｒ／ｍｉｎ离
心５ｍｉｎ，沉淀即为细胞，加 ２ｍＬ完全培养基（含 １％
ＰＳ和２０％ＦＢＳ）重悬细胞沉淀，接种于 ６孔板中，在
３７℃、５％ＣＯ２条件下培养 ２４ｈ后，观察到有贴壁细
胞，于４８ｈ时细胞完全贴壁后换液，之后２～３ｄ更换
１次培养液。
１．２．４　免疫荧光鉴定子宫平滑肌细胞　　在２４孔板
中提前铺细胞爬片，平滑肌细胞生长至对数生长期后，

取２×１０５个细胞铺２４孔板，增殖至密度约５０％～６０％
时，取出２４孔板，预冷ＰＢＳ清洗２次，每孔加４％多聚
甲醛固定 ２０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ；０．５％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００室温通透２０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗３次，每次５ｍｉｎ；
５％ＢＳＡ室温封闭 ３０ｍｉｎ，去除封闭液，４℃孵育一抗
过夜（αＳＭＡ，根据说明书稀释）；取出２４孔板，ＰＢＳ清
洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ，室温孵育 ＦＩＴＣ标记荧光二抗
（１∶８００）２ｈ，避光操作，ＰＢＳ清洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ；
ＤＡＰＩ稀释１０００倍后，室温避光染核５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗清
３次，每次５ｍｉｎ；在载玻片上加抗荧光猝灭剂，从２４孔
板中取出细胞爬片，倒置于载玻片上，荧光显微镜拍照

采集图片。

１．２．５　细胞传代及分组　　子宫平滑肌细胞生长至
８０％～９０％密度后，弃去培养基，ＰＢＳ清洗细胞２次，加
０．２５％胰蛋白酶消化细胞，室温放２ｍｉｎ后，弃去胰蛋
白酶，加４ｍＬ完全培养基终止消化，将细胞吹打成单
细胞悬液并转移至１５ｍＬ离心管中，１０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，弃上清，加完全培养基重悬细胞沉淀，以１∶３比
例传代，在３７℃、５％ＣＯ２条件下培养。
　　文献［１］报道外源性孕酮（Ｐ４１００ｎｍｏｌ／Ｌ）诱导培
养的子宫平滑肌细胞收缩（１５ｍｉｎ后可检测到细胞内
ｐＭＬＣ２０水平明显升高），可模拟分娩时子宫平滑肌
收缩状态，因此将其作为本实验研究模型。将培养的

子宫平滑肌细胞分为 ３组：对照组、孕酮组（加孕酮
１００ｎｍｏｌ／Ｌ）、孕酮＋米非司酮组（米非司酮１００μｍｏｌ／Ｌ
干预４ｈ后加用孕酮 １００ｎｍｏｌ／Ｌ，米非司酮为孕酮核
受体拮抗剂），１５ｍｉｎ后收集各组细胞蛋白样品。
　　为研究孕酮通过ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ信号通路促进子宫
平滑肌收缩的机制，将培养的子宫平滑肌细胞分为

３组：对照组、孕酮组（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）、孕酮＋ＲＯＣＫ抑制
剂组（ＲＯＣＫ抑制剂 Ｙ２７６３２２００ｎｍｏｌ／Ｌ干预 ２４ｈ
后，加用孕酮１００ｎｍｏｌ／Ｌ），１５ｍｉｎ后收集各组细胞蛋
白样品。

１．２．６　细胞蛋白提取与Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　根据实
验需要处理子宫平滑肌细胞后，预冷 ＰＢＳ清洗 ２次，
根据细胞密度每孔加入１００～１５０μＬＲＩＰＡ，用细胞刮
收取细胞，转移至１．５ｍＬＥＰ管中，冰上裂解３０ｍｉｎ；
离心机预冷，４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ；取上清，
即为总蛋白；通过 ＢＣＡ法测定蛋白浓度，将所有样品
调整至相同浓度，以蛋白∶５×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ为４∶１的比
例制样，金属浴中１００℃煮１０ｍｉｎ，－８０℃保存备用。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＲＯＣＫ１（１∶１０００）、ＲＯＣＫ２（１∶１０００）、
ｐＭＬＣ２０（１∶１０００）蛋白表达（操作同１．２．１）。
１．２．７　子宫平滑肌细胞内Ｃａ２＋浓度检测　　 在２４孔
板中铺细胞贴壁后，根据实验需要处理分组，进行Ｃａ２＋

检测。取出 ２４孔板，ＰＢＳ清洗 １次，将 Ｆｕｒａ２ＡＭ∶
ＰＢＳ（含２％ＦＢＳ）以 １∶４００比例稀释，３７℃孵育 １ｈ，
ＰＢＳ清洗 １次，ＤＡＰＩ稀释 １０００倍后，室温避光染核
５ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗３次，在载玻片上加抗荧光猝灭剂，从
２４孔板中取出细胞爬片，倒置于载玻片上，立即进行
激光共聚焦显微镜拍照，采集图片，核定位（即 ＤＡＰＩ，
蓝色荧光）图片采集时间为 １５０ｍｓ，［Ｃａ２＋］ｉ（绿色荧
光）信号采集时间为３ｓ。
１．３　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄ５．０统计软件，数据以珋ｘ±ｓ表示，两
组间比较采用独立样本 ｔ检验。检验水准：α＝０．０５。
实验均进行３次独立重复。
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２　结果

２．１　临产子宫平滑肌组织中ｐＭＬＣ２０表达升高
　　临产子宫平滑肌组织中 ｐＭＬＣ２０表达显著高于
未临产组（Ｐ＜０．０５，图１）。
２．２　子宫平滑肌细胞的鉴定及两组子宫平滑肌细胞

内［Ｃａ２＋］ｉ的测定
　　分离所得的子宫平滑肌细胞呈圆形或椭圆形、透
亮，２４ｈ后有少量细胞贴壁，４８ｈ后细胞基本完全贴
壁，细胞呈长梭形，不规则排列，７２ｈ细胞开始增殖。
采用免疫荧光检测培养的子宫平滑肌细胞中平滑肌细

胞标志蛋白αＳＭＡ的表达。结果显示：在临产及未临
产组子宫平滑肌细胞中均可检测 αＳＭＡ蛋白（图 ２Ａ
绿色荧光），且在临产组细胞内观察到明显肌丝聚集

（图２Ａ箭头所示），证明分离的细胞为平滑肌细胞。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　ＮＩＬ１～ＮＩＬ５：未临产子宫平滑肌组
织样本；ＩＬ１～ＩＬ５：临产子宫平滑肌组织样本；Ｂ：半定量
分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与未临产组比较

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测子宫平滑肌组织中ｐＭＬＣ２０表达

　　［Ｃａ２＋］ｉ是调控平滑肌收缩的重要分子。分别检
测临产组与未临产组子宫平滑肌细胞中［Ｃａ２＋］ｉ。激
光共聚焦显微镜检测结果显示：临产组细胞中［Ｃａ２＋］ｉ
显著高于未临产组细胞（Ｐ＜０．０５，图２Ｂ、Ｃ），表明分离
培养的子宫平滑肌细胞具有子宫平滑肌收缩的特征。

２．３　孕酮诱导子宫平滑肌细胞收缩
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测对照组、孕酮组（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）、
孕酮＋米非司酮组（米非司酮 １００μｍｏｌ／Ｌ＋孕酮
１００ｎｍｏｌ／Ｌ）子宫平滑肌细胞内 ｐＭＬＣ２０的表达，结
果显示：孕酮组及孕酮＋米非司酮组细胞内 ｐＭＬＣ２０
表达明显高于对照组（Ｐ＜０．０５），孕酮组与孕酮＋米非
司酮组间比较差异无统计学意义（图３）。提示孕酮可
快速诱导子宫平滑肌细胞收缩。

２．４　孕酮可能通过 ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ信号通路诱导子宫
平滑肌细胞收缩

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及免疫组化检测 ＲＯＣＫ蛋白的两种
亚型 ＲＯＣＫ１、ＲＯＣＫ２及 ｐＭＬＣ２０在临产组和未临产
子宫平滑肌组织中的表达，结果显示：ＲＯＣＫ１、
ＲＯＣＫ２、ｐＭＬＣ２０在临产组中显著高表达（Ｐ＜０．０５，
图４Ａ～Ｅ）。
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Ａ：免疫荧光显微镜鉴定子宫平滑肌细胞　绿色荧光为
αＳＭＡ蛋白；↑：肌丝聚集收缩的方向；Ｂ：激光共聚焦显
微镜测定两组细胞内［Ｃａ２＋］ｉ　绿色荧光为胞浆内 Ｃａ２＋；
蓝色荧光为细胞核；Ｃ：Ｃａ２＋荧光强度半定量分析　ａ：Ｐ＜
０．０５，与未临产组比较

图２　子宫平滑肌细胞鉴定及两组子宫平滑肌细胞内
［Ｃａ２＋］ｉ比较
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图３　孕酮诱导子宫平滑肌细胞收缩
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ａ：Ｐ＜０．０５，与未临产组或对照组比较
Ａ：免疫组化检测子宫平滑肌组织中ＲＯＣＫ１、ＲＯＣＫ２、ｐＭＬＣ２０蛋白表达；Ｂ：子宫平滑肌组织中 ＲＯＣＫ１、ＲＯＣＫ２、ｐＭＬＣ２０蛋白
平均灰度值；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测子宫平滑肌组织中ＲＯＣＫ１、ＲＯＣＫ２蛋白表达；Ｄ、Ｅ：子宫平滑肌组织中ＲＯＣＫ１、ＲＯＣＫ２蛋白
表达半定量分析；Ｆ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组子宫平滑肌细胞中ＲＯＣＫ１、ＲＯＣＫ２蛋白表达；Ｇ：子宫平滑肌细胞中ＲＯＣＫ１、ＲＯＣＫ２
蛋白表达半定量分析

图４　ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ信号通路蛋白在子宫平滑肌组织及细胞中的表达

３０２１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１２）



　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测对照组、孕酮组、孕酮＋米非司酮
组子宫平滑肌细胞内 ＲＯＣＫ１、ＲＯＣＫ２的表达。结果
显示：孕酮组与孕酮＋米非司酮组 ＲＯＣＫ１、ＲＯＣＫ２表
达显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），孕酮组与孕酮＋米非司
酮组间比较差异无统计学意义（图４Ｆ、Ｇ）。表明ＲＯＣＫ
蛋白在子宫平滑肌收缩过程中起重要作用，孕酮可能

通过ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ信号通路诱导子宫平滑肌细胞收缩。
２．５　孕酮通过 ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ信号通路促进子宫平滑

肌收缩的机制

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测对照组、孕酮组（孕酮１００ｎｍｏｌ／Ｌ）、
孕酮＋ＲＯＣＫ抑制剂组（ＲＯＣＫ抑制剂Ｙ２７６３２２００ｎｍｏｌ／Ｌ
干预２４ｈ后加用孕酮１００ｎｍｏｌ／Ｌ）子宫平滑肌细胞中
ｐＭＬＣ２０的表达。结果显示：孕酮组 ｐＭＬＣ２０表达明
显高于对照组（Ｐ＜０．０５），孕酮＋ＲＯＣＫ抑制剂组
ｐＭＬＣ２０表达水平明显低于孕酮组（Ｐ＜０．０５，图 ５）。
表明孕酮诱导的子宫平滑肌收缩能被 ＲＯＣＫ抑制剂
Ｙ２７６３２抑制，孕酮可通过ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ信号通路促进
子宫平滑肌收缩。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组子宫平滑肌细胞中 ｐＭＬＣ２０表
达；Ｂ：半定量分析 　ａ：Ｐ＜０．０５，与其他２组比较

图５　孕酮通过ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ信号通路促进子宫平滑肌收缩

３　讨论

　　分娩启动原因复杂，机制不明。调控分娩启动的
分子机制包括炎症诱发机制、内分泌学说、钙敏感机制

等［８］。对分娩启动的临床、基础研究发现：足月临产

或早产分娩启动存在多因素多机制的复杂体系，但最
终均诱发子宫平滑肌收缩，胎儿娩出。早产是妊娠期

的常见并发症，全球早产发病率为６．２％～１１．９％，是
新生儿死亡、致残的主要原因［９－１０］。目前早产分娩启

动机制不明，尚无有效药物预防和治疗。研究子宫平

滑肌的收缩与舒张机制对防治早产具有重要意义。

　　Ｃａ２＋是细胞内普遍存在的二级信使，负责调控关
键过程，包括细胞增殖、神经信号传导和细胞收缩

等［１１－１２］。平滑肌细胞内［Ｃａ２＋］ｉ和肌球蛋白轻链磷酸
化水平的改变是导致各器官和组织平滑肌细胞收缩的

关键因素［１３－１４］。平滑肌细胞在激动剂刺激下，细胞内

［Ｃａ２＋］ｉ上升，与钙调蛋白结合，激活肌球蛋白轻链激
酶使ＭＬＣ２０磷酸化，平滑肌细胞收缩。平滑肌细胞收
缩的前提是细胞骨架发生变化，肌细胞中的细肌丝、粗

肌丝、中间丝等各自发挥其功能，相互作用，促进子宫

平滑肌收缩［１５－１６］。本研究在临产组子宫平滑肌组织

及培养的子宫平滑肌细胞检测出 ｐＭＬＣ２０表达升高，
［Ｃａ２＋］ｉ明显升高，并且在临产组子宫平滑肌细胞中观
察到明显肌丝聚集，说明ｐＭＬＣ２０水平上升和［Ｃａ２＋］ｉ
可以作为平滑肌细胞收缩的代表性指标。

　　研究表明孕酮所属的甾体类激素可在数秒内激活
某些跨膜信号传导通路，或者数分钟内激活环核苷酸

和／或蛋白激酶而产生快速生物学效应；孕酮快速增加
细胞内［Ｃａ２＋］ｉ，促进分娩启动后子宫平滑肌收缩且不
受转录抑制物抑制，该效应称为孕酮的非基因组效

应［１７］。研究报道体外培养的子宫平滑肌细胞加入与

牛血清蛋白偶联的孕酮（孕酮不能与核受体结合），

１５ｍｉｎ后在细胞内检测到ｐＭＬＣ２０水平明显升高，证
实孕酮在体外可快速诱导子宫平滑肌细胞收缩［１］。

本研究采用孕酮核受体抑制剂米非司酮干预培养的子

宫平滑肌细胞，再加用孕酮干预 １５ｍｉｎ后，在细胞内
检测到ｐＭＬＣ２０水平明显升高，证实孕酮在体外可诱
导子宫平滑肌细胞收缩（图３）。
　　ＭＬＣ２０的磷酸化水平除受肌球蛋白轻链激酶调
节外，还受Ｃａ２＋非依赖的肌球蛋白轻链磷酸酶（ｍｙｏｓｉｎ
ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＭＬＣＰ）调节，抑制 ＭＬＣＰ可以
进一步增强 ＭＬＣ磷酸化和平滑肌收缩，增加收缩对
Ｃａ２＋的敏感性，称为“钙敏化”［１８－１９］。ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ信
号传导通路是子宫平滑肌细胞钙敏化的主要调节因

素，ＲＯＣＫ有两种异构体：ＲＯＣＫ１和 ＲＯＣＫ２［２０］。本
研究结果显示：临产子宫平滑肌组织中 ＲＯＣＫ１、
ＲＯＣＫ２蛋白表达显著上升；孕酮干预培养的子宫平滑
肌细胞，可检测到 ｐＭＬＣ２０水平快速上升，同时
ＲＯＣＫ１、ＲＯＣＫ２蛋白表达增加（图 ４），表明分娩启动
时孕酮在通过ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ信号通路促进子宫平滑肌
收缩过程中同时发挥基因组和非基因组作用。

　　Ｙ２７６３２是合成的 ＲＯＣＫ特异性抑制剂，能够抑

４０２１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



制ＲＯＣＫ介导的多种生物效应，其中包括平滑肌收
缩。目前已经发现 ＲＯＣＫ在多种器官的平滑肌组织
收缩中起作用。研究表明 ＲＯＣＫ在气管平滑肌细胞
中磷酸化ＭＬＣＰ的ＭＹＰＴ１亚基，抑制其活性并维持平
滑肌收缩［１９］；ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ信号通路诱导 ＭＬＣ２０磷酸
化水平升高，导致血管平滑肌收缩［２０］；ＲＯＣＫ蛋白在
临产的子宫平滑肌组织中高表达［２１］，但相关信号通路

的细胞机制不明。本研究证实孕酮可激活 ＲｈｏＡ／
ＲＯＣＫ信号通路，促进子宫平滑肌细胞收缩，加入
ＲＯＣＫ抑制剂Ｙ２７６３２后，细胞内 ｐＭＬＣ２０水平明显
下降（图５），推测 Ｙ２７６３２可通过抑制 ＲＯＣＫ影响子
宫平滑肌收缩；提示 ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ信号通路与分娩启
动相关，可为精准诊治早产临产提供参考。

　　早产是产科医生面临的难题之一。妊娠子宫收缩
导致早产分娩的确切触发机制尚不明确。本研究通过

信号转导通路研究早产分娩启动的机制，验证了

ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ信号通路参与早产分娩启动的分子机
制，期望为今后能够精准防治早产提供理论依据。妊

娠临产、子宫平滑肌收缩存在孕激素非基因组和基因

组效应共同作用。本研究样本量有限，未进行大量组

织样本验证，细胞间可能存在个体差异，且尚未深入研

究该通路的上下游调节机制。此外，分娩启动时孕

酮是否还有其他作用途径及分子机制，在临床上是

否能通过阻断这些快速反应机制来防治早产有待进

一步研究。
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