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人羊膜间充质干细胞通过TGF-β1/Smad通路抑制EMT与纤维化修复子宫内膜损伤
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［摘要］ 目的 探究人羊膜间充质干细胞（human amniotic mesenchymal stem cells， hAMSCs）对子

宫内膜损伤的修复作用及机制。方法 两酶消化法分离 hAMSCs，取P3代细胞通过流式细胞术检测表

面分子并鉴定其三系分化能力。将 18只 8~9周龄体质量 250~280 g的未生育雌性 SD大鼠通过随机数

字表法分为 3组（n=6）：正常组（control组）、模型组（IUA组）、hAMSCs组。采用机械及脂多糖感染法建

立 SD 大鼠宫腔粘连（intrauterine adhesions， IUA）模型。造模 2 周后 hAMSCs 组双侧宫角移植 0. 2 mL 
hAMSCs（1. 0×106/μL），IUA组双侧宫角注射等量PBS。移植 2周后处死大鼠，采用HE染色观察子宫内

膜厚度和腺体数量；Masson染色观察子宫内膜纤维化面积；RT-qPCR方法检测子宫内膜组织中 TGF-β1、
Smad3、Smad7 以及上皮间质转化（epithelial-mesenchymal transition， EMT）标志性因子 E-cadherin、
Vimentin、纤维化因子 α-SMA、子宫内膜雌激素受体（estrogen receptor，ER）、孕激素受体（progesterone 
receptor，PR）等的 mRNA 表达水平；Western blot 方法检测子宫内膜组织中上述因子的蛋白表达水平。

结果 所获细胞经细胞表面分子及分化能力的鉴定符合 hAMSCs特征。与 control组相比，IUA组子宫

内膜厚度降低，腺体数量减少，纤维化面积增加；与 IUA组相比，hAMSCs组子宫内膜厚度及腺体数量增

加，纤维化面积减少。IUA组子宫内膜中纤维化相关因子TGF-β1、Smad3、Vimentin、α-SMA 的mRNA及

蛋白表达水平明显升高（P<0. 01）；纤维化抑制分子Smad7、EMT标志物E-cadherin以及子宫内膜ER、PR
的 mRNA 及蛋白表达水平明显下调（P<0. 01）。与 IUA 组相比，hAMSCs 组上述纤维化相关因子的

mRNA 表达明显下调（P<0. 01），Smad7、E-cadherin、ER及 PR的 mRNA 表达水平则显著上调（P<0. 01）； 
hAMSCs组TGF-β1、Smad3、α-SMA的蛋白表达水平明显下降（P<0. 05），Smad7、PR的蛋白表达水平明显

上升（P<0. 05）。结论 hAMSCs宫腔内移植可促进子宫内膜损伤修复，并可能通过TGF-β1/Smad7信号

通路抑制子宫内膜EMT和纤维化。
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hAMSCs repair endometrial injury through suppressing endometrial EMT and 
fibrosis via TGF-β1/Smad signaling pathway
XIE Ting1， HUANG Yanming2， NIU Jiaying3， LIU Rongxia4， LIANG Siyu1， ZHANG Yao1， ，CHEN Lu2， SHENG 
Binyue2　　1Department of Gynecology， Hubei Provincial Maternal and Child Health Hospital Graduate Joint Training 
Base， School of Medicine， Wuhan University of Science and Technology， Wuhan， Hubei； 2Department of 
Gynaecology， Hubei Provincial Maternal and Child Health Care Hospital， Huazhong University of Science and 
Technology， Wuhan， Hubei； 3Department of Obstetrics and Gynecology， Jiaozuo Maternal and Child Health Centre， 
Jiaozuo， Henan； 4Department of Obstetrics and Gynecology， Wuhan Puren Hospital， Wuhan， Hubei， China

［Abstract］ Objective　To explore the repair effect and mechanism of human amniotic mesenchymal 
stem cells (hAMSCs) on endometrial injury.  Methods　hAMSCs were isolated using a two-enzyme digestion 
and then cultured.  The third-passage (P3) cells were harvested to detect the surface markers by flow cytometry 
and to identify their trilineage differentiation potentials.  Eighteen nulliparous female SD rats (8~9 weeks old, 
weighing 250~280 g) were randomly divided into 3 groups (n=6): normal control group, model group, and 
hAMSCs group.  A rat model of intrauterine adhesions (IUA) was established in SD rats by using curettage 
combined with lipopolysaccharide (LPS) infection.  In 2 weeks after modeling, the hAMSCs group received a 
bilateral uterine horn transplantation of 0. 2 mL hAMSCs (1. 0×10⁶ cells/mL), while the model group received 
a same volume of PBS into both uterine horns.  All rats were sacrificed in 2 weeks after transplantation.  HE 
and Masson staining was used to observe endometrial thickness and gland number as well as endometrial 
fibrosis area.  RT-qPCR and Western blotting were performed to detect the mRNA and protein levels of TGF-β1, 
Smad3, Smad7, epithelial-mesenchymal transition (EMT) markers (E-cadherin, Vimentin), fibrosis factor α-SMA, 
and endometrial estrogen receptor (ER) and progesterone receptor (PR) in endometrial tissues.  Results　The 
obtained cells were identified as hAMSCs due to the characteristics of surface markers and differentiation 
potentials.  Compared with the normal control group, the model group showed decreased endometrial 
thickness, reduced gland number, increased fibrosis area, and enhanced mRNA and protein levels of fibrosis-

related factors TGF-β1, Smad3, Vimentin, and α-SMA (P<0. 01), while down-regulation of fibrosis-inhibiting 
molecule Smad7, the EMT marker E-cadherin, and endometrial receptors ER and PR at both mRNA and 
protein levels (P<0. 01).  hAMSCs transplantation increased endometrial thickness and gland number, 
decreased fibrosis area, and down-regulated mRNA expression of the aforementioned fibrosis-related factors 
(P<0. 01), and up-regulated the mRNA expression levels of Smad7, E-cadherin, ER, and PR (P<0. 01).  The 
hAMSCs group also exhibited obviously down-regulated protein levels of TGF- β1, Smad3, and α -SMA (P<
0. 05), while enhanced protein levels of Smad7 and PR (P<0. 05).  Conclusion　Intrauterine transplantation 
of hAMSCs can promote the repair of endometrial injury, and inhibits endometrial EMT and fibrosis through 
the TGF-β1/Smad7 signaling pathway.  

［Key words］ intrauterine adhesions； 　human amniotic mesenchymal stem cells； 　TGF-β1/Smad；  
endometrial fibrosis
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宫腔粘连是子宫内膜基底层受损后，功能层再生

修复障碍，组织纤维化导致宫腔部分或完全封闭［1］，
表现为月经量减少、闭经、不孕等，是妇科常见疾病［2］，
严重影响患者的生活质量及心理健康［3］。目前，宫腔镜

下宫腔粘连分离术（transcervical resection of adhesions，

TCRA）及术后人工周期及球囊等治疗是常用的治疗

方法，但是，术后复粘率高，尤其是中重度宫腔粘连，

术后复粘率甚至高达 66%，妊娠成功率低至 22. 5%［4］，
因此中重度宫腔粘连（intrauterine adhesions， IUA）的

治疗仍是临床棘手的问题，必须寻找新的治疗方案。
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随着再生医学的发展，干细胞治疗作为目前治疗组织

损伤和纤维化的有效的方法之一［5］，宋玉婷等［6］的研

究证实间充质干细胞能有效地改善宫腔粘连，为包括 
IUA在内的各种难治性疾病带来了新的希望，但是其

免疫原性和致瘤性的不容忽视。其中人羊膜间充质

干 细 胞（human amniotic mesenchymal stem cells， 
hAMSCs）具有低免疫原性、多能性、强旁分泌作用及

易获取的特点，对治疗子宫内膜损伤具有良好的应用

前景［7］，但其具体治疗机制尚不清楚。

宫腔粘连的主要组织学表现为成纤维细胞取代正

常的子宫内膜细胞，引起内膜的纤维化［8］。研究发现，

TGF-β1是内膜纤维化的关键因子［9］，而 hAMSCs具有

抗纤维化作用［10］。本研究通过建立大鼠 IUA模型，探

讨 hAMSCs通过 TGF-β1/Smad通路治疗 IUA的作用及

机制，为子宫内膜修复寻求新的有效治疗靶点。

1　材料与方法

1. 1　羊膜组织来源

羊膜标本来自 2023 年 6—12 月于湖北省妇幼保

健院产科足月分娩的，无传染性疾病及基础疾病的的

胎盘，获取患者知情同意后，无菌条件下分离羊膜并

提取干细胞。研究已经获湖北省妇幼保健院医学伦

理委员会批准｛［2021］IEC（XM068）号｝。

1. 2　实验动物

将购自武汉白仟度生物公司的 18 只 8~9 周龄体

质量 250~280 g的未生育雌性 SD大鼠，在 22 ℃的 SPF
环境中饲养，环境条件为 12 h 光照/12 h 黑暗周期，自

由摄食和饮水，适应性喂养1周。

1. 3　主要试剂和仪器

本研究采用的主要试剂和仪器有：DMEM/F12 培

养基、胰酶细胞消化液及胶原酶Ⅳ购自中国 Biosharp
公司，胎牛血清（fetal bovine serun，FBS）购自日本

HAKATA 公司，bFGF（美国 Thermo Fisher）、PBS（中国

吉诺生物）、一抗（兔抗）TGF-β1（中国武汉博士德）、一

抗（兔抗）SMAD3（中国 ABclonl）、一抗（鼠抗）SMAD7
（美国 Santa）、一抗（兔抗）E-cadherin（中国 Fine Test）、

一抗（兔抗）Vimentin（中国武汉谷歌生物）、一抗

（鼠抗）α -SMA（中国武汉博士德）、一抗（兔抗）雌激

素受体（estrogen receptor，ER；英国 Abcam）、一抗（兔

抗）孕激素受体（progesterone receptor，PR；中国武汉三

鹰），固定液、二抗、油红 O 染液及甘油明胶封片剂购

自中国武汉百仟度生物公司，PKH26购自中国懋康生

物公司。

1. 4　方法

1. 4. 1　hAMSCs 的分离培养及鉴定　　将羊膜从胎

盘分离，加入无血清的DMEM/F12培养基，用PBS冲洗

2 次后切块。在 37 ℃的水浴锅中加入 0. 05% 的胰酶

水浴 1 h同时进行摇动，每 10分钟摇动 30 s，消化完毕

后，将羊膜用 PBS 冲洗 2 次后酶解终止，将羊膜置

于 50 mL 离心管中，再用 1 g/L 的胶原蛋白酶于 37 ℃
进行水浴消化，70 μm 滤网过滤后，在 1 500 r/min 下

进行 5 min 的离心，离心后去上清液并依次与 PBS、
hAMSCs培养液同转速重新悬浮，置于 37 ℃ 5%CO2培
养箱中，每隔 48 小时换液 1 次，用倒置相差显微镜观

察其形态、生长和增殖情况。当细胞汇合度达到 80%
左右时进行传代，将 P3 代 hAMSCs 用胰酶消化，根据

流式抗体激发波长，调整细胞密度至 1. 0×106个/mL，
取细胞悬液 200 μL 按组合方案加入荧光标记单抗

CD90-FITC、CD105-PerCP-Cv5. 5 和 CD73-APC、CD44-

PE、 CD45-PE、 CD34-PE、 CD11b-PE、 CD19-PE、

HLADR-PE 各 5 μL，振荡混匀，室温避光孵育。加入

PBS 后离心弃上清，加入 400 μL PBS 重悬细胞，立即

用流式细胞仪检测，计算细胞表面抗原阳性率。按成

脂、成骨、成软骨试剂盒说明书，进行 hAMSCs 细胞成

脂诱导油红O染色。细胞成骨诱导茜素红染色、细胞

成软骨诱导阿利辛蓝染色的鉴定［11-12］。
1. 4. 2　宫腔粘连模型的构建及分组　　将 18 只 8~
9 周龄未生育雌性 SD 级大鼠按随机数字表法均分

为 3 组，大鼠腹腔注射 1%的戊巴比妥钠（50 mg/kg）进

行麻醉，待动物角膜反射及翻正反射消失后进行实验

操作。正常组（control组）：仅进行开腹暴露子宫后逐

层关腹；模型组（IUA 组）：参照刘芳等［13］的方法进行

造模，开腹后用于子宫中下 1/3处做 0. 5 cm纵切口，用

微型刮勺刮取中上段子宫内膜，当感觉子宫四壁粗糙

时，停止刮宫，留置浸泡24 h的10 mg/L 脂多糖的10号

手术丝线 0. 5 cm尾丝于腹部后关腹，2 d后撤出丝线，

造模 2 周后再次开腹，双侧宫角注射 PBS 0. 2 mL［14］；
hAMSCs组：制模 2周后，再次开腹后双侧宫腔内注射

hAMSCs 细胞悬液 0. 2 mL（1. 0×106/μL）。造模 2 周麻

醉后用 CO2窒息法处死各组 3 大鼠，剩下的大鼠在移

植2周后处死，收集双侧子宫标本进行后续研究。

1. 4. 3　组织学染色、图像采集及分析　　hAMSCs移
植 2 周后，麻醉后每组处死 3 只大鼠，分别取材，各组

右侧子宫组织分别置于 10%多聚甲醛固定 24 h，石蜡

包埋，4 μm 切片，按照 HE 和 Masson 染色试剂盒的操

作步骤进行染色，光学显微镜下观察组织病理学变
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化。HE染色每组取 3张切片，每张切片随机选 6个视

野 200 倍放大后对腺体进行计数。Masson 染色应用 
Image-Pro Plus 6. 0 软件选取相同的蓝色作为判断所

有照片胶原纤维的统一标准，通过分析每张照片胶原

纤维占整个组织面积的比率计算胶原纤维的面积百

分比。对切片拍照后进行计数，并取其平均值进行后

续比较。

1. 4. 4　Western blot检测子宫内膜组织中各检测因子

的蛋白表达水平　　Western blot 检测细胞和子宫组

织中 TGF- β1、Smad3、Smad7、E-cadherin、Vimentin、

α -SMA、ER、PR 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，将样品转移到 PVDF膜上进行转膜，封

闭液室温封闭 1 h，加入稀释好的一抗 4 ℃过夜，用

TBST 洗 3次，每次5 min，加入稀释好的二抗，室温孵育

30 min，用 TBST 在室温下摇床上洗 4 次，每次 5 min。
用 IPWIN60 软件处理系统进行灰度分析。将目标蛋

白灰度值与内参的灰度值相比得到蛋白的相对表达

量，每组实验至少重复3次。以β-actin为内参蛋白。

1. 4. 5　RT-qPCR检测子宫内膜组织中各检测因子的

mRNA 表达水平　　hAMSCs移植 2周后，采用 TRIzol
试剂及QuickDrop提取子宫内膜组织目的基因RNA并

检测 RNA 的浓度及纯度。根据反转录试剂盒合成

CDNA，再用 SYBR Gree qPCR 试剂盒检测 mRNA 的表

达量。引物序列见表 1。qPCR反应扩增条件：95 ℃预

变性 30 s；95 ℃变性 15 s；60 ℃退火 30 s，循环 40次；以

GAPDH为内参，根据 2－△△Ct法计算目的基因TGF-β1、
Smad3、Smad7、E-cadherin、Vimentin、α -SMA，ER、PR 
mRNA的相对表达水平。

1. 5　统计学分析

采用SPSS 18. 0统计软件进行统计学，分析TGF-β1、
Smad3、Vimentin、α -SMA、Smad7、E-cadherin、ER、PR
的表达定量，每组实验重复 3次，计量资料服从正态分

布，以 x̄±s 表示，多组间比较用单因素方差分析

（ANOVA）和事后检验（least significant difference，LSD），

P<0. 05 为组间差异具有统计学意义，用 GraphPad 
Prism 9. 5软件进行绘图。

2　结果

2. 1　流 式 细 胞 计 数 及 三 系 分 化 检 测 分 离 到 的

hAMSCs
培养 3代后，显微镜下观察细胞形态，见羊膜间充

质干细胞呈梭形，螺旋状排列，两端细中间粗，粘附生

长，呈螺旋状排列（图 1B）。流式细胞术检测结果显

示：CD90（89. 60%）、CD105（88. 90%）、CD44（94. 50%）、

CD73（87. 20%）呈 高 表 达 ，CD19（1. 10%）、CD45
（1. 82%）、CD11b（0. 05%）、CD34（0. 18%）呈低表达，

HLA-DR（0. 03％）表达呈阴性（图 1A）。成脂诱导油

红O染色成骨诱导茜素红染色、成软骨诱导阿利辛蓝

染色，符合间充质干细胞的基本特性（图 1C~E），提示

提取到的细胞是hAMSCs。
2. 2　hAMSCs促进子宫内膜腺体恢复

对各组大鼠子宫内膜组织进行 HE 染色分析，结

果显示：control组大鼠子宫内膜腺体结构清晰完整，数

目丰富，呈圆形或椭圆形结构，形态规则，腺体上皮呈

柱状或立方状；IUA组大鼠子宫内膜明显变薄、腺体数

目显著减少、腺腔变小，腺体开口几乎不可见，腺体上

皮为低柱状、扁平状，排列混乱，子宫内膜血管减少，

间质水肿，形态明显异常；经 hAMSCs 移植治疗后，内

膜腺体结构恢复，数目增多，形态较规则（图 2A）。

IUA组腺体数量明显小于 control组（P<0. 01），证明大

鼠 IUA 模型建模成功。hAMSCs 组腺体数量相对于

IUA组有升高趋势，但差异无统计学意义（图2B）。

2. 3　hAMSCs改善子宫内膜纤维化

经 Masson 染色后，胶原纤维呈现蓝色，肌纤维呈

表1　引物序列

Table 1　Primer sequences for RT-qPCR

Genes

M-GAPDH

M-TGF-β

M-Smad3

M-Smad7

M-α-SMA

M-ER

M-PR

M-E-cadherin

M-Vimentin

Sequences（5′→3′）
Upsteam：CCTCGTCCCGTAGACAAAATG
Downsteam：TGAGGTCAATGAAGGGGTCGT
Upsteam：ACCGCAACAACGCCATCTATGAG
Downsteam：GGCACTGCTTCCCGAATGTCTG
Upsteam：TCTCCCCGAATCCGATGTCC
Downsteam：GCTGGTTCAGCTCGTAGTAGG
Upsteam：TTTCTCAAACCAACTGCAGGC
Downsteam：CCAGGGGCCAGATAATTCGT
Upsteam：GGACGTACAACTGGTATTGTGC
Downsteam：TCGGCAGTAGTCACGAAGGA
Upsteam：CCTCCCGCCTTCTACAGGT
Downsteam：CACACGGCACAGTAGCGAG
Upsteam：CAATCATCCAGAGAGGGGCT
Downsteam：TAGATCAGAGGCTCCCTTCAG
Upsteam：TCGGAAGACTCCCGATTCAAA
Downsteam：CGGACGAGGAAACTGGTCTC
Upsteam：TTTGCTGACCTCTCTGAGGC
Downsteam：CTCCAGGGACTCGTTAGTGC
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A： Expression of surface markers on hAMSCs； B： Morphology of hAMSCs under an inverted phase contrast microscope； 
C： Adipogenic differentiation of hAMSCs stained with Oil Red O on day 12； D： Osteogenic differentiation of hAMSCs on day 
21； E： Chondrogenic differentiation of hAMSCs on day 21

图1　hAMSCs 鉴定结果
Figure 1　Identification of human amniotic mesenchymal stem cells （hAMSCs）
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A： Representative images of HE staining in rat endometrial tissues， and black arrows indicating endometrial glands； B： Quantitative 
analysis of endometrial gland number in each group.  a： P<0. 01， compared with the control

图2　HE染色观察各组大鼠子宫内膜组织腺体数目
Figure 2　Histological analysis of endometrial glands in rat uterine tissues by HE staining
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红色，细胞核蓝黑色。各组子宫内膜组织Masson染色

结果显示：control组大鼠子宫内膜组织间质分布均匀，

子宫肌层连续，内膜下血管清晰可见；IUA组可见大面

积蓝色纤维弥漫分布，胶原纤维排列紊乱，纤维化增

生明显，腺体数目减少；hAMSCs组镜下可见中量蓝染

纤维结缔组织，较 IUA 组面积明显缩小，腺体数目增

加，上皮完整性改善，新生毛细血管增多（图 3A）。对

各组大鼠子宫内膜纤维化面积统计，结果显示，IUA组

胶原纤维占比明显高于 control组（P<0. 01），证明 IUA
大鼠模型建模成功。hAMSCs组胶原纤维占比明显小

于 IUA组（P<0. 01，图3B）。

2. 4　hAMSCs促进纤维化相关蛋白表达量下降

IUA 组 与 control 组 的 数 据 进 行 分 析 ，IUA 组

Smad7、E-cadherin、ER、PR 的蛋白表达水平较 control
组降低（P<0. 01）；TGF-β1、Smad3、Vimentin、α-SMA的

蛋白表达水平均较 control 组升高（P<0. 01）。与 IUA
组相比，hAMSCs组 PR、Smad7的蛋白表达水平较 IUA
组升高（P<0. 05）； hAMSCs 组 TGF-β1、Smad3、α-SMA
的蛋白表达水平均较 IUA组下降（P<0. 05，图4）。

2. 5　hAMSCs移植纤维化基因表达下降

对各组大鼠子宫内膜组织中 TGF- β1、Smad3、
Smad7 mRNA 表 达 量 ，上 皮 间 质 转 化（epithelial-
mesenchymal transition， EMT）标志性因子E-cadherin、
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A： Representative images of Masson staining demonstrating the extent of endometrial fibrosis in each group； B： Quantitative analysis 
of the fibrotic area percentage in rat endometrial tissues.  a： P<0. 01， compared with the control； b： P<0. 01， compared with the IUA

图3　Masson染色观察各组大鼠子宫内膜组织纤维化占比

Figure 3　Evaluation of endometrial fibrosis in rat uterine tissues by Masson staining
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图4　内膜组织中E-cadherin、ER、PR、Smad3、α-SMA、TGF-β1、Vimentin和Smad7蛋白相对表达量

Figure 4　Relative protein expression levels of E-cadherin，ER，PR，Smad3，α-SMA，TGF-β1，Vimentin and Smad7
 in rat endometrial tissues
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Vimentin mRNA表达水平，纤维化因子α-SMA，子宫内

膜激素受体ER、PR mRNA表达量进行检测，计算各组

大鼠各检测因子 mRNA 扩增倍数的平均值。结果显

示，IUA 组 TGF-β1、Smad3、Vimentin、α-SMA mRNA 表

达水平远高于 control 组（P<0. 01）；IUA 组 Smad7、
E-cadherin、ER、PR mRNA表达量明显低于 IUA组（P<
0. 01，图5）。

对 hAMSCs 组和 IUA 组数据进行两组间 LSD 比

较，hAMSCs 组 TGF-β1、Smad3、Vimentin 及 α-SMA 的

mRNA 表 达 明 显 低 于 IUA 组（P<0. 01）；Smad7 、

E-cadherin、ER、PR的 mRNA含量明显高于 IUA组（P<
0. 01）。表明 hAMSCs 可能抑制纤维化相关基因的

表达。

3　讨论

IUA 常继发于宫腔手术及操作，90% 以上的 IUA
是由刮宫术损伤子宫内膜基底层引起。稽留流产、宫

内残留清宫、中晚孕引产术后清宫、多次宫腔操作等

是 IUA 的高危因素。IUA 尤其是中重度 IUA 预后欠

佳，严重影响患者生殖健康。TCRA 为治疗宫腔粘连

的标准手术方法，术后再粘连的预防措施有雌激素促

进子宫内膜修复、宫腔内构建物理或生物屏障等。然

而中重度 IUA 术后再粘连仍是治疗的难点。研究表

明，子宫内膜纤维化是 IUA的主要病理特征。当子宫

内膜损伤严重时，会加速内膜纤维化的进程［15］。TGF-

β1 是目前发现的最重要的致纤维化启动因子，在

肝［16］、肾［17］、肺［18］等多种器官纤维化的发生发展中起

到关键的调控作用，可激活其下游 Smads蛋白家族，调

控相关基因表达，诱导 EMT，使成纤维细胞分泌大量

胶原并减少对细胞外基质（extracellular matrix，ECM）

的降解，形成纤维化［19］。EMT是将固定的上皮细胞转

化为具有迁移性的间充质细胞的过程［20］，与炎症发

生、肿瘤浸润及组织器官纤维化均有密切联系。其发

生过程中，细胞的功能与特征发生了变化，如上皮标

记物E-cadherin表达下调和EMT标记物Vimentin表达

上调［21］，TGF-β1与受体结合后，激活 Smad2或 Smad3，
基质蛋白进行基因转录，促进ECM沉积，抑制ECM降

解，从而促使纤维化的形成和发展［22］。抑制性 Smad
结合蛋白如 Smad7，通过阻止 Smad2、Smad3的激活来

抑制TGF-β1信号传导，从而抑制TGF-β1诱导EMT的

发生［23］。在生理修复过程中，收缩性肌成纤维细胞是

瘢痕修复的主要参与者，肌成纤维细胞是α-SMA表达

阳性的成纤维细胞，作为纤维化标志性因子进行检

测，在细胞运动、结构及完整性中发挥重要作用［24］。
hAMSCs 属成体干细胞的一种，具有间充质干细胞强

大的再生能力、低免疫原性等特征，且相较于其他来

源的间充质干细胞具有无伦理道德问题、分离提取容

易、获取数量较多、获取过程无创等优势［25］，具有较好
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图5　各组大鼠子宫内膜组织中TGF-β1、Smad3、Smad7、E-cadherin、Vimentin、α-SMA、ER、PR分子的mRNA相对表达量

Figure 5　Relative mRNA expression levels of TGF-β1， Smad3， Smad7， E-cadherin， Vimentin， α-SMA， ER， and PR in rat 
endometrial tissues from each group
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临床应用前景，因此，在本研究中，我们选取 hAMSCs
分离培养，通过大鼠 IUA模型，探讨hAMSCs通过TGF-

β/Smad1 通路治疗 IUA 的作用及机制，希望为子宫内

膜修复寻求新的有效治疗靶点。

在本研究中，通过机械法+两酶消化法分离得到

hAMSCs，hAMSCs 成功到达大鼠子宫内膜组织，并在

局部发挥治疗作用。对各组子宫内膜组织进行

Masson 染色后统计比较纤维化面积，hAMSCs 组胶原

纤维占比明显小于 IUA 组（P<0. 01），印证 hAMSCs 对
纤维化内膜组织起到逆转作用。hAMSCs移植治疗后

大鼠子宫内膜腺体数量增加，未见显著性差异，考虑

hAMSCs转分化为子宫内膜细胞延迟于逆转纤维化通

路［26］。 本 研 究 发 现 ，control 组 TGF- β1、Smad3、
Vimentin、纤维化因子 α-SMA 蛋白及 mRNA 表达水平

远低于 IUA组，control组 Smad7、E-cadherin、ER、PR蛋

白及 mRNA表达量明显高于 IUA组，提示纤维化子宫

内膜组织中 TGF-β1/Smad 信号通路处于激活状态。

纤维化因子α-SMA升高，间质细胞标志物Vimentin增

加，且 Smad3与 Smad7为一对负性调节因子，共同调节

子宫内膜纤维化的发生。移植 hAMSCs 后，大鼠子宫

内膜组织内纤维化相关因子 TGF-β1、Smad3、α-SMA 
mRNA 表达及蛋白表达水平较 IUA 组明显降低，组织

纤维化程度明显降低，腺体形态得以恢复，表明

hAMSCs可能通过下调 TGF-β1/Smad信号通路来逆转

子宫内膜纤维化过程，改善子宫内膜功能。hAMSCs
组部分因子蛋白表达水平无统计学意义，可能由于蛋

白翻译后修饰，如 E-cadherin 的磷酸化导致其降解加

速［27］。在后续的 RT-qPCR 检测中，对 hAMSCs 组和

IUA 组数据进行分析整理后发现，在 hAMSCs 组中，

Vimentin mRNA 表达减少（P<0. 01），EMT标志性因子

E-cadherin mRNA 的表达增加（P<0. 01），即间质细胞

减少，上皮细胞增加。证明了EMT可能也参与内膜损

伤及修复过程。ER、PR 作为调节女性内分泌的重要

物质，与子宫内膜的修复密切相关，在子宫全层中均

有表达［28］，hAMSCs 组子宫内膜激素受体 ER、PR 
mRNA 的 表 达 量 较 IUA 组 升 高（P<0. 01），表 明

hAMSCs 可促进内膜修复。hAMSCs 治疗后，hAMSCs
组纤维化相关因子 TGF-β1、Smad3、α-SMA mRNA 表

达低于 IUA 组（P<0. 01）；hAMSCs 组 Smad7 mRNA 相

对含量明显高于 IUA 组（P<0. 01），进一步验证移植

hAMSCs 可能通过抑制 TGF-β1/Smad3/Smad7 信号通

路及调控EMT过程，抑制大鼠子宫内膜组织中纤维化

因子的基因表达，最终达到改善子宫内膜纤维化及子

宫内膜功能的效果。

综上所述，本研究表明 hAMSCs 宫腔内移植可促

进子宫内膜损伤修复，并可能通过 TGF-β1/Smad7 信

号通路抑制子宫内膜EMT和纤维化。但是，本研究也

存在一定局限性，虽观察到病理改善，但 hAMSCs治疗

对于大鼠模型的最终生育力恢复功能尚待进一步研

究证实，后续将进行分子机制的进一步研究，并将在

后续收集临床 IUA样本，验证本研究中发现的分子变

化，提升临床意义及转化价值。此外，本课题组希望

继续加大样本量，进一步深入研究 hAMSCs 及其外泌

体对子宫内膜修复的作用和分子机制，为解决临床

IUA治疗难题提供更多科学依据。
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