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蜕膜组织NFＧκB介导趋化因子与细胞因子调控子宫NK功能
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(空军军医大学唐都医院妇产科生殖医学中心,陕西 西安７１００３８)

[摘　要]目的　探讨人子宫内膜基质细胞(hESC)蜕膜化过程中核因子κB(NFＧκB)介导调控趋化因子、细胞因子产生进而影

响子宫自然杀伤细胞(uNK)功能.方法　选取２０２２年１０月１日至２０２３年３月１日在空军军医大学唐都医院妇产科行人工流

产术终止妊娠的２０名健康孕妇,收集其蜕膜组织并分离纯化出人uNK.将hESC转染siRelA 以抑制 NFＧκB的活性,随后体外

诱导蜕膜化,采用实时荧光定量聚合酶链式反应(RTＧqPCR)检测相关趋化因子、细胞因子的 mRNA 水平.再转染siRelA 的

hESC诱导蜕膜化后与人原代uNK共培养,分别收获uNK和细胞上清液,采用流式细胞术检测uNK 细胞因子分泌水平,通过体

外成管实验、侵袭和划痕实验评估uNK上清体外促血管形成和促滋养层细胞侵袭迁移的能力.结果　转染siRelA 后诱导蜕膜

化产生的蜕膜基质细胞(DSC)内干扰素γ(IFNＧγ)、基质金属蛋白酶(MMP)９、趋化因子 CCL２的 mRNA 表达水平均显著降低

(t值分别为３．２９０、６．４１５、５．０９５,P＜０．０５).抑制 NFＧκB活性并诱导蜕膜化产生的 DSC与uNK共培养后,抑制了uNK 相关因子

血管内皮生长因子(VEGF)、胎盘生长因子(PLGF)和IFNＧγ的分泌(t值分别为６．６４１、７．７４３、８．８８６,P＜０．０５).此外,共培养后产

生的uNK上清体外促血管形成能力受损(t值分别为４．６２９、５．５２２,P＜０．０５),并且促滋养层细胞侵袭和迁移能力均显著下降(t值分

别为８．３２９、７．１９０,P＜０．０５).结论　NFＧκB调控蜕膜基质细胞趋化因子、细胞因子的表达,进而影响子宫自然杀伤细胞功能.
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NFＧκBmediatedchemokinesandcytokinesregulateofuterineNKcellfunctionindecidualtissue
YU Haikun,MAOJiaqin,CHENShuqiang,WANGXiaohong

(ReproductiveMedicineCenter,DepartmentofGynecologyandObstetrics,

TangduHospital,AirForceMedicalUniversity,ShannxiXi′an７１００３８,China)

[Abstract]ObjectiveToinvestigatetheroleofnuclearfactorκB (NFＧκB)inmediatingtheregulationofchemokineandcytokine

productionduringhumanendometrialstromalcell(hESC)decidualization,thusaffectingthefunctionofuterinenaturalkillercell
(uNK)．Methods２０ healthypregnant women who underwentartificialabortiontoterminatepregnancyat Departmentof
GynecologyandObstetrics,TangduHospital,AirForceMedicalUniversityfrom October１,２０２２toMarch１,２０２３wereselected．
Theirdecidualtissueswerecollected,andpurehumanuNKcellswereisolated．ThehESCweretransfectedwithsiRelAtoinhibit
NFＧκBactivity,followedbyinvitrodecidualizationinduction．RealＧtimefluorescencequantitativepolymerasechainreaction(RTＧ

qPCR)wasusedtodetectmRNAlevelsofrelevantchemokinesandcytokines．AfterinducingdecidualizationofsiRelAＧtransfected
hESC,theywerecoＧculturedwithprimaryhumanuNKcells,anduNKcellsandcellsupernatantswereharvestedseparately．Flow
cytometrywasusedtodetectthecytokinesecretionfunctionofuNK．ThesupernatantofuNK wasusedforvitrotubeformation
assay,invasionassayandscratchassaytoinvestigatethefunctionofadjustingangiogenesisandtrophoblastcellsinvasionand
migrationability．ResultsTransfectionwithsiRelAsignificantlydecreasedthemRNAexpressionlevelsofinterferonＧγ(IFNＧγ),

matrixmetalloproteinase(MMP)９,andchemokineCCL２indecidualstromalcells(DSC)inducedbydecidualization(t＝３．２９０,

６．４１５and５．０９５,respectively,P＜０．０５)．InhibitingNFＧκBactivityandinducingdecidualizationofDSCsuppressedthesecretionof
uNKＧrelatedfactorsvascularendothelialgrowthfactor(VEGF),placentailgrowthfactor(PLGF),andIFNＧγaftercoＧculturewith
uNKcells(t＝６．６４１,７．７４３and８．８８６,respectively,P＜０．０５)．TheabilityofuNKcellsupernatantstopromoteangiogenesiswas
impairedaftercoＧculture(t＝４．６２９and５．５２２,P＜０．０５),andtrophoblastinvasionandmigrationweresignificantlyreduced(t＝
８．３２９and７．１９０,P＜０．０５)．ConclusionNFＧκBregulatestheexpressionofchemokinesandcytokinesinDSC,thusinfluencingthe
functionofuNK．
[Keywords]NFＧκB;decidualstromalcell;cytokines;chemokines;naturalkillercell
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　　人体妊娠分为三个阶段,第一阶段即蜕膜化及

胚胎植入阶段,母体发生 Th１型炎症反应[１],蜕膜组

织核因子κB(nuclearfactorkappaＧB,NFＧκB)处于激

活状态[２],并 诱 导 产 生 大 量 促 炎 性 细 胞 因 子[３].

NFＧκB家族由 RelA(p６５),RelB,cＧRel,NFＧκB１
(p５０)和 NFＧκB２(p５２)５种亚基组成,其中 RelA 和

NFＧκB１形成经典 NFＧκB二聚体发挥作用[４].妊娠

早期,人 子 宫 内 膜 基 质 细 胞 (humanendometrial
stromalcell,hESC)在激素作用下发生蜕膜化,增殖

分化为蜕膜基质细胞(decidualstromalcell,DSC),
并伴随NFＧκB的活化[５].DSC为胚胎早期发育提供

营养支持和适宜微环境[６Ｇ８],还可分泌大量趋化因

子、细胞因子等调控免疫细胞的募集分化[９],参与维

持免疫稳态[１０].目前蜕膜基质细胞 NFＧκB激活的

作用及意义尚不明确,但根据 NFＧκB在趋化因子、细
胞因子合成中的调控作用,推测其可能参与调节

DSC的免疫调节作用.
妊娠早期蜕膜组织中含量最多的免疫细胞是子

宫自然杀伤细胞(uterinenaturalkillercell,uNK),
占到总免疫细胞的７０％[１１Ｇ１２].它可以分泌多种趋化

因子和血管生成因子,促进胎盘血管形成和子宫螺

旋动脉重塑[１３],促进滋养细胞侵袭[１４],调控胎盘的

发生和功能发育[１５].在蜕膜组织中,uNK 与 DSC
联系紧密,并且妊娠早期DSC与uNK之间的交叉对

话是 母 胎 免 疫 耐 受 的 前 提[１６].NFＧκB 是 否 参 与

DSC对uNK的调控过程? 本研究通过转染siRelA
以抑制基质细胞NFＧκB活性,探究其细胞因子分泌水

平,并通过共培养实验探究DSC对uNK功能的调控.

１材料与方法

１．１材料

１．１．１研究对象与材料

选取于２０２２年１０月１日至２０２３年３月１日来

空军军医大学唐都医院妇产科门诊行人工流产术的

患者,并留取人工流产患者蜕膜组织.纳入标准:

①年龄小于３５周岁;②处于６~８孕周.排除标准:

①夫妇中一方有家族遗传病史;②生殖道及子宫解

剖结构畸形;③生殖道感染;④患有结核、糖尿病和

甲状腺疾病等影响妊娠的基础疾病;⑤患有自身免

疫性疾病;⑥有既往血栓史.hESC系由厦门大学王

海滨教授团队惠赠,HTRＧ８/Svneo绒毛滋养细胞系

和人脐静脉血管内皮细胞 (humanumbilicalvein
endothelialcell,HUVEC)系由空军军医大学唐都医

院妇产科生殖医学中心常规保存.本实验方案经空

军军医大学唐都医院医学伦理委员会讨论批准,所
有临床样本的获取均通过患者及其家属的知情同意.

１．１．２主要试剂

DMEM/F１２培养基(不含酚红)、RPMI１６４０培

养基 均 购 自 博 士 德 公 司,碳 吸 附 血 清 (charcoal
strippedfoetalbovinserum,CSＧFBS)、生长因子减

量(growthfactorreduction,GFR)基 质 膜 基 质、

Transwell小室(直径０．４μμm 和８μm)购自 Corning
公司,Percoll淋巴细胞分选液、Ⅳ型胶原蛋白酶、

DNA酶Ⅰ购自Sigma公司,小干扰RNAsiRelA购

自 擎 科 生 物,Lipofectamine ２０００(lipo ２０００)、

MＧPERTM哺乳动物蛋白抽提试剂、RNA提取试剂盒

购 自 Thermo Fisher Scientific 公 司,８ＧbromoＧ
cAMP、甲羟孕酮(medroxyprogesterone,MPA)购自

MCE公司,４０g/L~２００g/L蛋白预制胶、快速转膜

试剂盒购购自 BioＧRad公司,ECL化学发光液购自

Millipore公司,兔抗人 RelA抗体、小鼠抗人βＧ肌动

蛋白(βＧactin)购自 CellSignalingTechnology公司,
逆转录试剂盒、实时定量 PCR试剂盒购自 TaKaRa
公司,人 NK细胞分选试剂盒、磁力分选架购 MilteＧ
nyi公司,小鼠抗人血管内皮生长因子(vascularenＧ
dothelialgrowthfactor,VEGF)抗体、兔抗人胎盘生

长因子(placentailgrowthfactor,PLGF)抗体购自

NOVUS公司,藻红蛋白(phycoerythrin,PE)抗人

CD５６抗体、别藻青蛋白(allophycocyanin,APC)抗人

CD１６抗体、APC/Cyanine７山羊抗小鼠IgG 抗体、

AlexaFluor６４７驴抗兔IgG抗体、APC抗人内干扰

素γ(interferonＧγ,IFNＧγ)抗体及其同型对照抗体、
人Fc受体阻断剂购自Biolegend公司.

１．１．３实验仪器

细胞培养箱购自热默尔公司,超速离心机购自

Eppendorf公司,电泳仪、半干式电转仪、实时荧光定

量PCR仪、化学发光仪购自BioＧRad公司,倒置显微

镜购自ZEISS公司,流式细胞仪购自BD公司.

１．２实验方法

１．２．１hESC系培养、小干扰 RNA 转染和体外诱

导蜕膜化

在含有１０％CSＧFBS、１％ITS、１mmol/L丙酮酸

钠、５００ng/mL嘌呤霉素、１％青、链霉素的 DMEM/

F１２(无酚红)培养基中培养 hESC 系,培养条件为

３７℃、５％ CO２.细胞密度达９０％时,０．２５％胰蛋白

酶消化 hESC,２min 后 血 清 终 止 消 化,８００r离 心
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５min,重悬细胞并计数.以６×１０５个细胞/孔加入六

孔板中,待细胞融合至７０％进行小干扰 RNA 转染.
将２．５μL的lipo２０００加入２个１２５μL的OptiＧMEM
培养基,２．５μL浓度为２０μM 的小干扰 RNAsiRelA
也加入２个１２５μL的 OptiＧMEM 培养基中,随后将

两者等体积混合,室温孵育２０min后每孔轻柔地加

入２５０μL上述混合转染液,６h后换液.随后使用含

有 ２％ CSＧFBS、０．５mM ８ＧbromoＧcAMP 和 １μM
MPA的DMEM/F１２(无酚红)培养基中培养７２h,以
体外诱导hESC蜕膜化.

１．２．２WesternBlot检测

使用 MＧPERTM 哺 乳 动 物 蛋 白 抽 提 试 剂 提 取

hESC蛋白,二喹啉甲酸(bicinchoninicacid,BCA)蛋
白定量试剂盒检测蛋白浓度.提取的蛋白悬液加入

上样缓冲液,９５℃加热１０min,制备蛋白样品.随后

根据BCA 定量结果上样,进行电泳以分离蛋白,使
用快速转膜试剂盒配合半干式电转仪将蛋白转移至

聚偏二氟 乙 烯 (polyvinylidenefluoride,PVDF)膜

上,５％脱脂奶粉封闭２h,加入兔抗人 RelA(P６５)抗
体(１∶１０００)４℃孵育过夜.次日TBST洗膜３次,并
加入二抗(１∶５０００),室温孵育４０min,吐温 Tris缓

冲盐溶液(trisＧbufferedsalineＧTween,TBST)洗 膜 ３
次,滴加增强化学发光试剂(enhancedchemiluminesＧ
cence,ECL)发光液并于BioＧRad发光系统中曝光.以

βＧactin作为内参,使用ImageJ软件分析条带灰度值.

１．２．３实时定量PCR
使用 RNA 提取试剂盒提取hESC的 RNA,用

NanoDrop２０００ 进 行 RNA 的 浓 度 定 量. 根 据

TaKaRa试剂盒说明进行反转录和实时定量 PCR.

GAPDH 作为内参,RNA相对表达量计算通过法.

１．２．４分离纯化uNK
临床收取人工流产患者的样本组织,泡于无菌

预冷PBS.于生物安全柜内用磷酸盐缓冲液(phosＧ
phatebuffersolution,PBS)冲洗去除血块,挑选出蜕

膜组织.将蜕膜剪至１mm×１mm×１mm 碎块,用
消 化 液 (RPMI１６４０ ＋ ０．１％ Ⅳ 型 胶 原 酶 ＋
０．０１％DAN酶Ⅰ)在３７℃摇床消化９０min.消化液

依次通过１００μm、７０μm、４０μm 滤网,随后将过滤后

的组织消化悬液收集至１５mL离心管中,通过离心

机３００g离心５min,PBS重悬,随后用Percoll分离蜕

膜免疫细胞.离心管依次加入６００mL/LPercoll,

４００mL/LPercoll,２００mL/LPercoll和细胞悬液,将
上述细胞ＧPercoll混合液通过离心机８００g于４℃下

离心２５min.液体分为３层,６００mL/L和４００mL/L
Percoll层间为蜕膜免疫细胞,吸取蜕膜免疫细胞层,
并重悬于含有１０％CSＧFBS、１％青霉素、１％链霉素

的RPMI１６４０培养基中,过夜去除贴壁细胞.次日

收集未贴壁细胞,利用磁珠分选法纯化uNK,具体方

法参照产品说明书进行.

１．２．５DSC与uNK共培养

将转染小干扰 RNA 并体外诱导蜕膜化的 DSC
以２×１０６ 个细胞/孔种于六孔板下室中,纯化后的

uNK以１×１０６ 个细胞/孔种于孔径为０．４μm 的trＧ
answell上室中,培养２４h.随后收集uNK,于不含

血清的RPMI１６４０培养基中单独培养２４h,分别收集

细胞上清和uNK进行后续实验.

１．２．６流式细胞术检测

１×１０６ 个uNK 细胞重悬于１００μL细胞染色缓

冲液并加入５μL人Fc受体阻断剂,室温孵育１０min.
加入５μLPEＧCD５６、APCＧCD１６及相应同型对照抗体,
冰上避光孵育２０min.检测 VEGF、PLGF时,先固定

和透化细胞,具体步骤参照说明书.透化后的细胞

悬液加入 １μL 鼠抗人 VEGF 抗体或 １μL 兔抗人

PLGF抗体,室温孵育１h,离心去除多余抗体,分别

加入５μL APC/Cyanine７ 山羊抗小鼠IgG 抗体或

AlexaFluor６４７驴抗兔IgG 抗体,室温避光孵育

２０min.细胞IFNＧγ染色时,固定透化后加入５μL
APCＧIFNＧγ抗体,室温避光孵育２０min,上述染色后

细胞用２mL细胞染色缓冲液洗涤２次,行流式分析.

１．２．７成管实验

生长因子减量基质胶４℃过夜解冻,次日于４８
孔板中每孔加１００μL,３７℃孵育１h.HUVEC细胞

按４×１０６ 个细胞/mL重悬于uNK 上清,每孔加入

１００μL,培养２~６h,倒置显微镜下观察成管情况并

拍照记录.采用ImageJ软件测定成管数及成管长

度,检测uNK上清促 HUVEC成管能力.

１．２．８侵袭实验

采用孔径为８μm 的 Transwell小室进行侵袭试

验.用RPMI１６４０按１∶８的比例稀释基质胶,上室

加入６０μL基质胶,３７℃孵育３h,下室加入含有１０％
FBS的uNK上清.HTRＧ８/Svneo细胞重悬于无血

清培养基中,以３×１０６ 个细胞/孔的密度接种于上

室.培 养 ３６h 后,取 出 小 室,４％ 多 聚 甲 醛 固 定

１５min,PBS 洗 涤,室 温 下 用 ０．１％ 结 晶 紫 染 色

１５min,PBS洗去浮色,然后用棉签仔细去除小室膜

上表面细胞,倒置显微镜下观察拍摄,用ImageJ软
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件计算 侵 袭 细 胞 的 数 量,探 究 uNK 上 清 体 外 促

HTRＧ８/Svneo细胞侵袭能力.

１．２．９划痕实验

HTRＧ８/Svneo细胞接种于６孔板,待细胞铺满

后,用２００μL的吸管尖在孔板中心划直线.然后用

PBS洗涤２次,用uNK 上清培养４８h.在倒置显微

镜下于０h和４８h拍摄,通过ImageJ软件计算迁移

面积百分比,探究 uNK 上清体外促 HTRＧ８/Svneo
细胞迁移能力.

１．３统计学分析

流式结果采用FlowJo_v１０．８．１进行分析,数据

的统计学分析使用Prism８．３．０进行.描述性分析使

用均值±标准差(x－±s)表示,两组间比较使用非配

对t检验,多组间比较使用单因素方差分析,以P＜
０．０５认为差异具有统计学意义.

２结果

２．１抑制 NFＧκB活性导致 DSC趋化因子、细胞

因子表达异常

通过实时定量PCR和 Westernblot法检测hESC
转染小干扰RNA 并诱导蜕膜化后 RelA 的沉默效

果.与转染无意义序列组相比,转染siRelA 后,可
显著降低 RelA 的 mRNA(t＝１０．４７０,P＜０．０５)和

蛋白表达水平(t＝７．３０１,P＜０．０５)(图１A、图１B、图

１C),表明转染成功,转染siRelA并诱导蜕膜化产生

的DSC中 NFＧκB活性受到抑制.与未转染且未诱

导组(hESC组)相比,DSC组、DSC＋siNC组、DSC＋
siRelA组的蜕膜化标志物泌乳素(prolactin,PRL)
和胰岛素样生长因子结合蛋白１(insulinＧlikegrowth
factorbindingprotein１,IGFBPＧ１)的mRNA表达水

平均显著升高,表明hESC蜕膜化诱导成功(PRL:

t值分别为７．９７１、７．７０９、５．４７８;IGFBP１:t值分别为

２３．９９、２１．６４、１２．０６,P＜０．０５).转染无意义序列的

DSC＋siNC组与未转染的 DSC组,两组蜕膜化标志

物水平相近.然而DSC＋siRelA组PRL和IGFBP１
的 mRNA表达水平显著低于DSC＋siNC组(t值分别

为５．４７８、１２．０６,P＜０．０５),表明转染操作本身不会影

响蜕膜化,而通过转染siRelA抑制 NFＧκB活性,进而

抑制基质细胞蜕膜化的程度(图１D).通过实时定量

PCR检测DSC趋化因子、细胞因子的 mRNA表达水

平,结果显示与对照组相比,多种因子的表达水平均下

降,其中IFNＧγ、基质金属蛋白酶(matrixmetalloproＧ
teinase,MMP)９、CCL２差异有统计学意义(t值分别

为３．２９０、６．４１５、５．０９５,P＜０．０５)(图１E).以上结果

表明沉默 RelA 抑制 DSC的 NFＧκB活性可导致蜕

膜化过程中相关细胞因子、趋化因子的表达减少.

注:A图为RTＧqPCR检验基质细胞RelA的沉默效果(n＝３);B图为 Westernblot验证基质细胞转染siRelA后 RelA的沉默效果;C图

为 Westernblot条带灰度值分析(n＝３);D图为 RTＧqPCR检测hESC诱导蜕膜化前后PRL,GFBP１的 mRNA表达水平(n＝３);E图为 RTＧ

qPCR检测基质细胞转染siNC或siRelA并诱导蜕膜化后相关细胞因子的 mRNA表达水平(n＝３).∗P＜０．０５,∗∗P＜０．０１,∗∗∗P＜０．００１.

图１　基质细胞RelA的沉默效果与趋化因子及细胞因子表达水平

Fig．１　SilencingeffectofRelAinstromalcellsandexpressionlevelsofchemokinesandcytokines
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　　２．２与抑制 NFＧκB活性的DSC共培养导致uNK
的 VEGF、PLGF、IFNＧγ合成分泌显著减少

构建DSCＧuNK 间接培养体系,收获uNK 和细

胞上清用于后续实验(图２A).通过流式细胞术鉴定

人原代uNK 及纯度,标记的细胞即为uNK,占提纯

后细 胞 的 ９１．１％,纯 度 较 高,可 用 于 后 续 实 验

(图２B).随后流式检测uNK因子分泌水平,结果表

明与转染siRelA 并诱导蜕膜化产生的 DSC共培养

后,uNK的 VEGF、PLGF、IFNＧγ的阳性比例显著降

低(t 值分别为 ６．６４１、７．７４３、８．８８６,P ＜０．０５)(图

２C),说明 NFＧκB活性受损的 DSC与uNK上述细胞

因子的表达分泌减少显著相关,提示uNK 分泌上述

细胞因子的功能受损.

注:A图为转染siNC或siRelA的 DSC与uNK共培养实验示意图;B图为流式细胞术鉴定提取人原代uNK的纯度;C图为流式细胞

术检测共培养后uNK分泌 VEGF,PLGF,IFNＧγ的水平(n＝３).∗∗P＜０．０１,∗∗∗P＜０．００１.

图２　与转染后DSC共培养uNK的 VEGF、PLGF、IFNＧγ表达水平

Fig．２　TheexpressionsofVEGF,PLGFandIFNＧγinuNKcoＧculturedwiththetransfectedDSC

　　２．３与抑制 NFＧκB 活性的 DSC 共培养导致

uNK促 HUVEC体外成管能力和 HTRＧ８/Svneo细

胞侵袭迁移能力减弱

DSCＧuNK共培养后,收取uNK 上清作为条件

培养基,体外培养 HUVEC和 HTRＧ８/Svneo细胞.

体外成管实验结果表明,与对照组相比,uNK 与转

染siRelA并诱导蜕膜化产生的 DSC共培养后,其

细胞上清促 HUVEC细胞体外总管腔长度和成管数
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显著减少(t 值分别为４．６２９、５．５２２,P＜０．０５)(图

３A),提示siRelAＧDSC抑制了uNK 体外促血管形

成能力.侵袭实验和划痕实验结果表明,相较于与

siNCＧDSC共培养组,与siRelAＧDSC 共培养后的

uNK上清促 HTRＧ８/Svneo细胞侵袭数量和迁移率

均显著下降(t＝８．３２９、７．１９０,P＜０．０５)(图３B、图

３C).以上结果表明,NFＧκB活性受损的 DSC可通

过细胞间沟通的方式减弱uNK 促血管形成和促滋

养层细胞侵袭迁移的能力.

注:A图为共培养后获取的uNK上清对 HUVEC体外成管长度和成管数目的作用(n＝３);B图为Transwell实验,检测共培养后uNK

上清对 HTRＧ８/Svne细胞侵袭能力的作用(n＝３);C图为划痕实验,检测共培养后 uNK 上清对 HTRＧ８/Svneo细胞迁移能力的影响

(n＝３).∗P＜０．０５,∗∗P＜０．０１.

图３　与转染后DSC共培养的uNK上清促 HUVEC体外成管和 HTRＧ８/Svneo细胞侵袭迁移的能力

Fig．３　TheabilityofuNKsupernatantcoＧculturedwiththetransfectedDSCtopromoteHUVEC

tubeformationinvitroandinvasionandmigrationofHTRＧ８/Svneocells

３讨论

３．１NFＧκB与细胞因子、趋化因子

研究发现在蜕膜化及胚胎植入阶段,基质细胞

会在孕酮和雌二醇作用下经历蜕膜化的过程,分泌

大量因子,如白细胞介素(interleukin,IL)Ｇ６、ILＧ８、

IFNＧγ、CCL２、MMP２、MMP９ 等,同 时 蜕 膜 组 织

NFＧκB处于激活状态[１７].已有研究表明,NFＧκB广

泛参与调控促炎因子的合成.在 UＧ９３７和 HeLa细

胞系中,NFＧκB是激活ILＧ６相关基因表达的重要介

质之一,NFＧκB还能调控ILＧ８相关基因表达[１８].此

外,NFＧκB二聚体还可直接结合在 MMP９启动子区

域－６００~－５９１的碱基序列,以调控 MMP９的转

录[１９].而有关蜕膜基质细胞中 NFＧκB作用的研究

较少,本实验通过将hESC转染siRelA随后体外诱

导蜕膜化,发现抑制基质细胞 NFＧκB活性后,多种

趋化因子、细胞因子的 mRNA 表达水平均下降,其

中IFNＧγ、CCL２、MMP９的差异有统计学意义.以

上结果表明,NFＧκB参与调控基质细胞的趋化因子、

细胞因子的合成.

３．２基质细胞对uNK功能的调控

基质细胞作为蜕膜组织中含量最高的细胞,在
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妊娠早期发挥着重要的免疫调节作用.uNK 不仅

是妊娠早期含量最多的免疫细胞亚群,还发挥重要

作用[２０].多项研究发现,蜕膜基质细胞可以通过旁

分泌多种细胞因子、趋化因子等对uNK进行一系列

精密调控,包括促进uNK募集分化,调节uNK细胞

毒性和细胞因子分泌功能.具体来说,DSC可以通

过分泌ILＧ１２、ILＧ１５等诱导子宫内膜中的造血前体

向功能型uNK分化[２１].其中,ILＧ１５的作用是支持

NK的发育,在促进 NK、T 细胞的增殖分化和功能

激活等具有重要作用[２２].此外,在分泌期和妊娠早

期,蜕膜微环境中雌、孕激素可诱导 DSC分泌多种

趋 化 因 子 如 CXCL１０/IPＧ１０、CXCL１２、CX３CL１、

CCL２等[２３Ｇ２５],这些趋化因子将外周 NK 招募到蜕

膜组织中[２６].DSC还可以分泌ILＧ３３,参与uNK功

能的调节,在妊娠维持中起重要作用[２７].本研究使

用８ＧbromoＧcAMP联合 MPA 体外诱导hESC蜕膜

化,并与uNK共培养.流式检测结果显示,与正常

DSC共培养组相比,与siRelA 转染 DSC共培养组

的uNK细胞 VEGF、PLGF、IFNＧγ三种因子的表达

均减少.此外uNK上清促 HUVEC体外成管能力

和促 HTRＧ８/Svneo细胞侵袭迁移能力均下降.以

上结果表明,蜕膜基质细胞参与调控uNK 的功能,

而 NFＧκB活性受到抑制的基质细胞调控作用则被减

弱.

综上所述,本研究利用体外诱导蜕膜化和共培

养模型,基质细胞通过转染siRelA 抑制 NFＧκB活

性,探讨了蜕膜化过程中,NFＧκB在基质细胞趋化因

子、细胞因子合成中的作用和 DSC对uNK 功能的

影响,证实了 NFＧκB通过调控蜕膜基质细胞趋化因

子、细胞因子的产生,进而间接影响uNK功能.
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