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摘要　目的　分别从组织和细胞水平探究脂多糖（ＬＰＳ）对
妊娠子宫平滑肌收缩调控的分子机制。方法　将孕１６ｄ的
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠随机分为对照组和 ＬＰＳ组，ＬＰＳ组小鼠腹腔
注射２０μｇ的ＬＰＳ溶液建立小鼠早产模型，对照组小鼠腹腔
注射等量生理盐水。采用离体子宫肌条检测组织的收缩功

能改变，以及收缩关键信号分子双孔钾离子通道（ＴＲＥＫ-１）
的表达及功能变化。采用原代培养的妊娠小鼠子宫平滑肌

细胞，检测 ＬＰＳ调控下细胞 ＴＲＥＫ-１的表达变化。结果　
ＬＰＳ作用下，小鼠子宫组织收缩力显著增强，收缩关键信号
ＴＲＥＫ-１蛋白表达显著降低，激活 ＴＲＥＫ-１可以使 ＬＰＳ组小
鼠子宫组织增强的收缩力出现显著下调。然而，ＬＰＳ作用于
妊娠小鼠原代子宫平滑肌细胞时，妊娠子宫平滑肌中高表达

的ＴＲＥＫ-１蛋白表达并没有出现显著差异。结论　妊娠小
鼠子宫组织在ＬＰＳ作用下通过抑制ＴＲＥＫ-１表达及功能，使
子宫收缩能力加强，这可能是 ＬＰＳ诱发早产的作用机制之
一。但ＬＰＳ对小鼠妊娠子宫平滑肌细胞上 ＴＲＥＫ-１的作用
可能通过细胞间信号的传递实现，并不是直接作用于子宫平

滑肌细胞。提示在炎症性早产的研究中不能完全以离体细

胞实验代替整体动物及组织学实验。
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　　早产是指妊娠２８周后、３７周之前发生的分娩，
早产发生危害巨大［１］。要实现早产的提前干预，需

要从源头明确早产的病因。以往的研究［２－３］表明，

炎症感染与早产发生密切相关。但感染如何触发孕

期子宫平滑肌细胞收缩增强引起早产的机制尚不明

确。子宫平滑肌细胞由舒张状态转变为收缩状态的

过程，是分娩发动的关键节点。子宫平滑肌细胞受

到特定信号的刺激，引起细胞膜去极化，产生动作电

位，导致细胞收缩。双孔钾离子通道（ＴＷＩＫ-ｒｅｌａｔｅｄ
Ｋ＋ｃｈａｎｎｅｌ１，ＴＲＥＫ-１）是一种双孔钾离子通道蛋
白，在哺乳动物妊娠子宫中高表达，受多种理化因素

调控，在开放钾离子外流及维持平滑肌细胞静息状

态中发挥重要作用［４］。然而ＴＲＥＫ-１在炎症性早产
中发挥的作用尚未可知。脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａ-
ｒｉｄｅ，ＬＰＳ）处理妊娠小鼠及细胞被广泛用于早产研
究［５］。该研究使用Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠和原代妊娠小鼠
子宫平滑肌细胞分别建立 ＬＰＳ炎症模型，检测 ＬＰＳ
处理组织的收缩变化，以及妊娠子宫平滑肌细胞上

高表达的ＴＲＥＫ-１蛋白的收缩调控作用，从组织和
细胞水平探讨 ＬＰＳ对妊娠子宫平滑肌收缩调控的
分子机制。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与仪器　ＬＰＳ（货号：０１１１：Ｂ４）、
ＴＲＥＫ-１抗体、花生四烯酸、Ⅱ型胶原酶、脱氧核糖
核酸酶Ｉ、牛血清白蛋白购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；ＧＡＰ-
ＤＨ购自北京中杉金桥公司；缩宫素购自美国 Ｍｅｄ-
ＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司；ＫＣｌ购自 Ｂｉｏｓｈａｒｐ生物技术有限
公司；ＲＩＰＡ裂解液购自上海碧云天生物技术有限公
司；ＤＡＰＩ染色液及防荧光淬灭封片液购自北京索莱
宝生物公司；多通道生理信号采集系统（型号：

ＲＭ６２４０Ｅ）购自中国成都仪器厂；超高分辨率激光
共聚焦显微镜（型号：ＬＳＭ８８０）购自德国蔡司公司。
１．２　实验动物　Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，ＳＰＦ级，８周龄，体
质量为２２～２５ｇ，购自合肥青源生物科技有限公司，
饲养于无特定病原体（ＳＰＦ）环境，１２ｈ的光／暗周期
（０７：００—１９：００），自由获取食物和水。适应性饲养
１周后，按雌雄２∶１进行合笼，次日清晨观察有无
阴道栓，若观察到阴栓记为妊娠第０天。受孕小鼠
随机分为对照组、ＬＰＳ组，ＬＰＳ组小鼠在妊娠第 １６
天时腹腔注射２０μｇ的ＬＰＳ。对照组小鼠腹腔注射
等量生理盐水。注射８ｈ后以二氧化碳窒息法处死
小鼠。所有动物实验均经过安徽医科大学机构动物

保护与使用委员会审查和批准 （伦理编号：

２０２１１０４４）。
１．３　原代细胞培养及处理　分离原代妊娠小鼠子
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宫平滑肌细胞。取孕晚期小鼠子宫，用无菌刀片将

子宫内膜和上皮轻轻刮离子宫肌层表面，然后用组

织剪刀将子宫肌层尽量剪碎，向剪碎的子宫组织加

入含Ⅱ型胶原酶、脱氧核糖核酸酶、牛血清白蛋白的
细胞消化液消化，然后置于摇床上３７℃孵育１ｈ。
消化后的溶液经１００μｍ过滤器过滤，去除组织碎
片后将滤液转移到无菌离心管中，以１０００ｒ／ｍｉｎ离
心５ｍｉｎ，丢弃上层。将细胞沉淀物重悬于１０％完
全培养基中，细胞悬液置于 ２５ｃｍ２的细胞培养瓶
中，置于含５％ＣＯ２、３７℃恒温培养箱中培养。培养
２４ｈ待细胞贴壁进行第１次换液，以后每２～３ｄ换
液１次，待细胞融合达８０％时用胰蛋白酶-ＥＤＴＡ混
合液消化传代。将小鼠子宫平滑肌细胞用不同浓度

的ＬＰＳ处理，其中ＬＰＳ（０μｇ／ｍｌ）组仅用完全培养基
培养２４ｈ，ＬＰＳ（１０μｇ／ｍｌ）组和ＬＰＳ（２０μｇ／ｍｌ）组分
别用含有１０μｇ／ｍｌ和２０μｇ／ｍｌＬＰＳ的完全培养基
处理２４ｈ。
１．４　等长收缩实验　取离体的小鼠子宫，显微镜下
清除结缔组织。立即将子宫浸泡在 Ｋｒｅｂｓ液（１２０
ＮａＣｌ，５.９ＫＣｌ，２５ＮａＨＣＯ３，１.２ＮａＨ２ＰＯ４，１１.５葡萄
糖，２.５ＣａＣｌ２，１.２ＭｇＣｌ２，单位：ｍｍｏｌ／Ｌ）中备用。
将子宫组织沿肌肉纵轴切成７ｍｍ×３ｍｍ大小的肌
条用于收缩实验，肌条垂直悬挂在含有５ｍｌＫｒｅｂｓ
溶液的３７℃恒温水浴槽中，含９５％ Ｏ２和５％ ＣＯ２
的混合气体持续泵入Ｋｒｅｂｓ溶液。每个子宫条的一
端固定在恒温水浴槽底部，另一端连接在张力传感

器上。课题组前期研究［６］证实，子宫肌条在２ｇ拉
伸时的收缩性能最优。记录等长收缩的变化，在产

生稳定和规则的收缩曲线后，用９６ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ和
不同浓度的缩宫素（１０－１１～１０－６ｍｏｌ／Ｌ）刺激对照
组和ＬＰＳ组小鼠的子宫肌条，并记录收缩反应。为
了确定ＴＲＥＫ-１是否参与 ＬＰＳ引起的子宫收缩变
化，在ＴＲＥＫ-１激活剂花生四烯酸（ａｒａｃｈｉｄｏｎｉｃａｃｉｄ，
ＡＡ）（１０－５ｍｏｌ／Ｌ）存在的情况下进行收缩实验，最
后对子宫肌条进行称重校准。采用多通道生理信号

采集系统（ＲＭ６２４０Ｅ，中国成都仪器厂）计算收缩曲
线的曲线下面积（ａｒｅａｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎｃｕｒｖｅ，
ＡＵＣ），然后将该值除以肌肉条的质量，得到 ＡＵＣ／
ｇ，定量分析子宫肌条的收缩力。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达水平　使用含有
磷酸酶抑制剂的ＲＩＰＡ裂解液分别提取各组妊娠小
鼠子宫平滑肌细胞与妊娠小鼠子宫平滑肌组织的总

蛋白，ＢＣＡ法检测并调整蛋白浓度，通过ＳＤＳ-ＰＡＧＥ
凝胶电泳分离总蛋白，然后将蛋白质从凝胶转移到

ＰＶＤＦ膜上。将膜在用ＴＢＳＴ缓冲液配置的５％脱脂
牛奶中封闭２ｈ，然后在ＴＲＥＫ-１（１∶２００）兔多克隆
抗体中４℃下孵育过夜，以ＧＡＰＤＨ（１∶２０００）作为
内参。ＴＢＳＴ缓冲液洗去一抗，室温孵育辣根过氧化
物酶标记的二抗 （１∶１００００）２ｈ；ＴＢＳＴ缓冲液洗
去二抗，加入 ＥＣＬ发光液，曝光显影，使用 ＩｍａｇｅＪ
软件分析显影条带的灰度值，并对蛋白表达定量。

１．６　免疫荧光
１．６．１　组织免疫荧光　取小鼠子宫，石蜡包埋组织
后切片，切片脱蜡水化后分别以０.５％ ＴｒｉｔｏｎＸ-１００
通透、改进型柠檬酸钠抗原修复，ＰＢＳ清洗后以
１０％驴血清封闭２ｈ，一抗（ＴＲＥＫ-１：１∶１００）４℃过
夜孵育。次日回收一抗，复温４０ｍｉｎ后 ＰＢＳ洗涤，
滴加荧光二抗室温避光孵育２ｈ后，ＰＢＳ洗涤。ＤＡ-
ＰＩ孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤后滴加防荧光淬灭剂，封
片，固定，激光共聚焦成像显微镜下观察、拍照。使

用ＩｍａｇｅＪ软件进行分析，并对荧光强度定量。
１．６．２　细胞免疫荧光　将细胞接种于６孔板内的
圆形盖玻片上，按照上述分组及处理后，各组去除培

养液，加入ＰＢＳ洗涤３次，然后加入适量４％多聚甲
醛固定３０ｍｉｎ后弃去，ＰＢＳ洗涤后加入０.５％ Ｔｒｉ-
ｔｏｎＸ-１００通透３０ｍｉｎ，加入５％ ＢＳＡ封闭１ｈ，随后
一抗（ＴＲＥＫ-１：１∶１００）４℃孵育过夜；次日，回收一
抗，ＰＢＳ洗涤后用荧光标记二抗避光孵育１ｈ，期间
注意避光操作。ＰＢＳ洗涤，ＤＡＰＩ孵育１０ｍｉｎ，再次
用 ＰＢＳ洗涤；取适量抗荧光淬灭剂滴加在载玻片
上，封片，固定，用激光共聚焦显微镜观察、拍照。使

用ＩｍａｇｅＪ软件进行分析，并对荧光强度定量。
１．７　统计学处理　使用软件 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８.０
分析实验数据，结果用均数 ±标准误（�ｘ±ＳＥＭ）表
示，“ｎ”值代表受试动物的数量。两组间比较采用 ｔ
检验，多组间比较采用方差分析。以 Ｐ＜０.０５表示
差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＬＰＳ组小鼠子宫收缩力增强　为了研究 ＬＰＳ
对子宫收缩的影响，用９６ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ和浓度递增
的缩宫素刺激子宫肌条。ＬＰＳ组小鼠子宫肌条对
ＫＣｌ刺激反应迅速，收缩力迅速达到峰值，此后一直
保持在较高水平。对照组小鼠的子宫肌条对ＫＣｌ反
应也迅速，但收缩力峰值低于 ＬＰＳ组水平。ＬＰＳ组
ＫＣｌ刺激子宫肌条５ｍｉｎ时产生的收缩力总和显著
高于对照组（Ｐ＜０.０００１），见图１Ａ。对照组和 ＬＰＳ
组子宫肌条收缩力对缩宫素的响应呈浓度依赖性，
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缩宫素诱导的子宫肌条收缩曲线呈周期性振荡，收

缩频率随缩宫素浓度的增加而增加，收缩力峰值随

缩宫素浓度的增加而增加。缩宫素处理下，ＬＰＳ组
诱导的子宫肌条收缩力较对照组强（Ｆ＝９.２４２，Ｐ＜
０.０５），各浓度亚组缩宫素诱导的收缩均显示 ＬＰＳ
组较对照组强（Ｐ＜０.０５），见图１Ｂ。
２．２　ＬＰＳ组小鼠子宫组织 ＴＲＥＫ-１蛋白表达降低

　对妊娠小鼠子宫组织中提取的总蛋白进行 Ｗｅｓｔ-
ｅｒｎｂｌｏｔ分析，在４７ｋｕ位置检测到 ＴＲＥＫ-１对应的
条带。ＬＰＳ组小鼠子宫平滑肌组织中 ＴＲＥＫ-１蛋白
水平明显低于对照组（Ｐ＜０.０００１），见图２Ａ。同时
采用免疫荧光法观察子宫平滑肌组织中的 ＴＲＥＫ-１
表达情况，结果表明 ＬＰＳ显著降低组织中 ＴＲＥＫ-１
的表达（Ｐ＜０.０００１），见图２Ｂ。

图１　妊娠小鼠子宫组织的收缩力（ｎ＝３）

Ａ：ＫＣｌ对对照组和ＬＰＳ组小鼠子宫肌条收缩的影响；Ｂ：浓度递增的缩宫素对对照组和 ＬＰＳ组小鼠子宫肌条收缩力的影响；与对照组比

较：****Ｐ＜０.０００１；与对照组比较：＃Ｐ＜０.０５

图２　ＴＲＥＫ-１在小鼠子宫组织中的表达 （ｎ＝３）
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测两组ＴＲＥＫ-１蛋白表达；Ｂ：免疫荧光检测 ＴＲＥＫ-１在小鼠子宫平滑肌组织中的表达和位置 ×２００；与对照组比

较：****Ｐ＜０.０００１
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２．３　激活ＴＲＥＫ-１可降低ＬＰＳ激发的小鼠子宫收
缩　为了确定子宫条之间的收缩差异是否与ＴＲＥＫ-
１有关，使用 ＴＲＥＫ-１激动剂 ＡＡ（１０－５ｍｏｌ／Ｌ）预处
理ＬＰＳ组小鼠子宫条１ｈ，与未经 ＡＡ预处理的 ＬＰＳ
组小鼠子宫肌条相比，发现 ＡＡ可显著降低 ＬＰＳ组
小鼠 ＫＣｌ（图 ３Ａ，Ｐ＜０.０１）和缩宫素（图 ３Ｂ，Ｆ＝
１８.４８，Ｐ＜０.０５）诱导的子宫收缩。各浓度亚组缩
宫素诱导的收缩均显示加ＡＡ处理后子宫组织收缩
减弱（Ｐ＜０.０５），见图３Ｂ。
２．４　ＬＰＳ对原代妊娠小鼠子宫平滑肌细胞的
ＴＲＥＫ-１蛋白表达没有影响　对提取的原代妊娠小
鼠子宫平滑肌细胞给予不同浓度的 ＬＰＳ刺激，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析结果显示在 ４７ｋｕ位置检测到
ＴＲＥＫ-１对应的条带，但是 ＬＰＳ刺激并不能降低小
鼠子宫平滑肌细胞 ＴＲＥＫ-１蛋白表达（Ｆ＝１.６７，Ｐ
＞０.０５）。采用细胞免疫荧光观察子宫平滑肌细胞
ＴＲＥＫ-１蛋白的表达和位置，结果显示 ＬＰＳ未对子
宫平滑肌细胞ＴＲＥＫ-１蛋白的表达及定位产生影响
（Ｆ＝２.４４３，Ｐ＞０.０５）。见图４。

３　讨论

　　ＴＲＥＫ-１是在子宫平滑肌组织中表达的双孔钾
离子通道蛋白，既往研究［６－７］表明，ＴＲＥＫ-１激活剂
ＡＡ可显著降低人子宫肌条的收缩力，而在使用

ＴＲＥＫ-１通道特异性抑制剂Ｌ-甲硫氨酸抑制通道功
能后，大鼠子宫组织的收缩力显著增强，证实了

ＴＲＥＫ-１在调节子宫收缩力中的重要性。ＴＲＥＫ-１
受温度、ｐＨ、拉伸、ＡＡ、Ｌ-甲硫氨酸、黄体酮等因素调
节，有研究［４］也证实 ＴＲＥＫ-１蛋白表达升高在妊娠
期糖尿病患者子宫收缩减弱中起重要作用，高糖通

过ＴＲＥＫ-１参与了妊娠期子宫平滑肌收缩的调节。
而本研究首次将 ＴＲＥＫ-１与炎症性早产关联，
ＴＲＥＫ-１可能是未来调节子宫收缩力和治疗炎症性
早产的潜在靶点。然而直接使用 ＬＰＳ刺激妊娠小
鼠子宫平滑肌细胞发现，ＴＲＥＫ-１蛋白并没有出现
与组织上相同的表现，这提示 ＬＰＳ通过 ＴＲＥＫ-１实
现的收缩调控可能需要细胞间信号的作用。

细胞间相互作用是指在生物体内不同细胞之间

通过信号传导、物质交换等方式进行的相互影响和

调控。细胞之间可以通过配体、受体、代谢物等信号

分子进行信号传递，并构成复杂的相互作用网络，从

而与细胞内调控网络一并实现对细胞形态与功能的

动态调控。细胞间相互作用在多细胞生物的发育和

功能中起着至关重要的作用［８－９］。Ｂｏｒｏｓ-Ｒａｕｓｃｈｅｔ
ａｌ［１０］在关于 ＬＰＳ诱导人子宫肌细胞炎症进而影响
收缩的研究中发现，广谱趋化因子抑制剂通过抑制

子宫肌细胞促炎细胞因子分泌、收缩相关蛋白表达

和破坏肌细胞与组织巨噬细胞的相互作用来阻止感

图３　ＴＲＥＫ-１参与的妊娠子宫收缩调控（ｎ＝３）

Ａ：ＫＣｌ对ＬＰＳ组和ＬＰＳ＋ＡＡ组小鼠子宫肌条收缩的影响；Ｂ：缩宫素对ＬＰＳ组和ＬＰＳ＋ＡＡ组小鼠子宫肌条收缩的影响；与ＬＰＳ组比较：＃Ｐ

＜０.０５，＃＃Ｐ＜０.０１
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图４　ＴＲＥＫ-１在小鼠子宫平滑肌细胞中的表达（ｎ＝３）

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＴＲＥＫ-１蛋白表达；Ｂ：免疫荧光显示ＴＲＥＫ-１在小鼠子宫平滑肌细胞中的表达和位置 ×２００

染诱导的子宫平滑肌细胞收缩。Ｚｈａｎｇｅｔａｌ［１１］的另
一项研究指出，在ＬＰＳ诱导的小鼠早产模型中，ＬＰＳ
不仅显著和特异性地诱导肌层中细胞因子 ＣＸＣＬ１２
的表达，还可增强免疫细胞的浸润，体外研究中 ＬＰＳ
处理的原代平滑肌细胞条件培养基有诱导巨噬细胞

迁移、Ｍ１极化和上调炎症相关细胞因子的作用。这
些研究结果提示，ＬＰＳ对子宫平滑肌收缩的影响是
通过多种细胞与细胞间相互作用实现的。大量证据

表明，早产发生时子宫内胎盘、羊膜、蜕膜和子宫肌

层均有炎症发生［１０，１２］。在 ＬＰＳ诱导的小鼠早产模
型中，可能存在子宫平滑肌与子宫内不同组织以及

其内的免疫细胞、细胞因子间相互作用。通过多种

细胞间相互作用，实现妊娠子宫平滑肌细胞收缩与

收缩关键信号 ＴＲＥＫ-１蛋白的调控变化，而非 ＬＰＳ
直接作用于子宫平滑肌细胞。这进一步提示，在炎

症性早产研究中不能完全以离体细胞实验代替整体

动物及组织学实验。离体细胞实验无法模拟复杂器

官中存在的所有分子和细胞与细胞间相互作用。

综上所述，ＬＰＳ通过降低妊娠小鼠子宫组织中
的ＴＲＥＫ-１表达及功能，使得子宫组织的收缩能力

增强，但在细胞层面上却没有发现相同的作用，这可

能与细胞间相互作用有关。然而本研究仅从组织和

细胞层面对ＬＰＳ以及相关的ＴＲＥＫ-１蛋白及功能方
面进行了初步的探讨，截止目前尚未发现 ＬＰＳ影响
平滑肌细胞膜上ＴＲＥＫ-１存在的具体细胞间信号传
递通路，需要进一步研究完善。目前已知炎症感染

会伴随内环境酸碱度的变化［１３］，而 ＴＲＥＫ-１的表达
受酸碱度调控［４］。因此酸碱度是否参与炎症感染

对ＴＲＥＫ-１的调控是未来的重要研究方向。
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