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SOX4在复发性流产中的作用及其机制研究

黄品秀,文秋月,梁卓

(广西柳州市妇幼保健院,广西 柳州 545001)

摘 要:目的 研究SOX4在复发性流产患者蜕膜组织中的表达情况。方法 在正常妊娠蜕膜组织和复发性流产蜕膜

组织中使用Q-PCR、免疫印迹和免疫组化检测SOX4、PGR、IGFBP1、FOXO1的 mRNA和蛋白的表达。结果 在复发

性流产患者蜕膜组织中的SOX4与SOX4相关的调控分子PGR,FOXO1和IGFBP1均比正常人均下降(P<0.05)。结

论 SOX4在妊娠的维持过程中发挥重要的作用。
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TheroleandmechanismofSOX4inrecurrentabortion
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  Abstract: Objective TostudytheexpressionofSOX4indecidualtissuesofpatientswithrecurrentabor-
tion. Methods Q-PCR,WesternBlotandimmunohistochemistrytechniquewereadoptedtodetectthemR-
NAandproteinexpressionsofSOX4,PGR,IGFBP1andFOXO1indecidualtissuesofnormalpregnancyand
thoseofrecurrentabortion. Results Incomparisonwiththoseofnormalpeople,thedecidualissuesofpa-
tientswithrecurrentabortionhaddecreasedlevelsofSOX4andSOX4-relatedregulatorymoleculesPGR,

FOXO1andIGFBP1(P<0.05). Conclusion SOX4playsanimportantroleinthemaintenanceofpregnan-
cy.
  Keywords: decidualizationofendometrium;subclassofSOX4transcriptionfactor;abortion,recurrent

  妊娠的成功需要具有植入能力的胚胎和处于接受

态的子宫内膜之间的对话[1]。在升高的孕酮和细胞内

环磷酸腺苷(cAMP)的作用下子宫内膜基质细胞发生

重塑从而启动蜕膜化是子宫内膜处于接受态的先决调

节,在胚胎植入之后蜕膜化发生更加广泛的转化[2]。
蜕膜化反应在妊娠的建立及整个妊娠过程中发挥重要

的作用。蜕膜化不足与胚胎植入失败[3]、不明原因不

孕[4]、复发性自然流产[5]、宫内生长受限[6]、和子痫[7]

密切相关。然而人子宫内膜蜕膜化机制仍然不清。

对基质细胞蜕膜化起重要的多种转录因子已被成

功鉴定[2]。人叉头框蛋白O1(FOXO1)是FOXO转录

因子家族的成员,是在人子宫内膜基质细胞中最早发

现对孕酮和cAMP有响应的转录因子之一[8]。有足

够的证据表明FOXO1通过与其启动子的直接结合来

调节PRL和IGFBP1的转录[9]。孕酮受体(PGR)是
子宫内膜间质细胞蜕膜化的关键核心分子,通过与P4
配体结合及其核移位使子宫内膜处于接受态。在人类

和小 鼠 中,一 系 列 PGR 直 接 靶 向 基 因 已 经 被
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PGRChIP-Seq所揭开[10]。PGR的异常表达与不明原

因不孕和子宫内膜异位症(EMS)密切相关[11]。尽管

小鼠和人类蜕膜化过程中的许多转录因子和下游事件

已被阐明[12],但子宫内膜蜕膜化的转录调控网络的精

确机制仍未完全探索。

SOX4是一种高度保守的转录因子,属于SOX
(SRY盒)家族。研究表明[13],SOX4对多种生物过程

至关重要,包括胚胎发生、神经发育和分化。此外,有
研究发现SOX4敲除小鼠在妊娠第14天死于心脏畸

形,表明SOX4在胚胎发育中的关键作用[14]。此外,
越来越多的报道表明SOX4与肿瘤细胞增殖、转移和

上皮-间质细胞转化有关[15]。还有报道显示SOX4在

乳腺癌中孕酮的调节下高度表达[16]。此外,SOX家

族的另一个成员SOX17,在上皮细胞中SOX17被观

察到是PGR调节IHH表达的直接靶点[17]。
本研究前期通过ChIP-Seq和 RNA-Seq技术揭

示,SOX4在P4-PGR的调节下,通过调节FOXO1的

表达来促进人子宫内膜基质细胞(HESCs)的蜕膜化。
还发现了SOX4通过抑制泛素E3连接酶 HERC4在

维持PGR蛋白稳定性的机制。此外,前期也证实了

SOX4和PGR在植入失败的子宫内膜异位症患者的

子宫内膜中异常下调[18]。本研究继续研究SOX4在

复发性流产(recurrentabortion,RA)患者蜕膜组织中

的表达情况,使用 Q-PCR、免疫印迹和免疫组化探讨

SOX4在妊娠维持过程中的作用。

1 资料与方法

1.1 一般资料 于2020年1月至2021年12月在柳

州市妇幼保健院收集复发性流产患者蜕膜组织(孕6
~10周)作为病例组,因意外妊娠正常胚胎妇女的蜕

膜组织(孕6~8周)作为对照组。该研究得到了本院

伦理委员会的批准,所有参与者都签署了知情同意书。
所有女性的年龄在20~38岁,平均(32±5)岁,体重指

数(BMI)在18~23(21±2)。月经周期(28±7)d,卵

巢储备功能正常。入组标准:①自然妊娠流产次数≥2
次;②夫妻双方染色体正常。排除标准:女方免疫学检

查异常、血栓前状态、生殖道解剖异常、内分泌异常、男
性精液异常、生殖道感染、生活环境中存在导致流产高

危因素等。每一组筛选出12名符合标准的。收集2
份蜕膜组织样本,一个用甲醛固定送病理科,另一个储

存在-80℃提取蛋白和RNA。

1.2 方法

1.2.1 总RNA提取及逆转录 称取约100μg组织,
加入1mLTRIzol(北京莱博润科生物科技有限公司)
用匀浆仪进行匀浆处理。根据在培养皿的大小加入适

量的TRIzol(3.5cm的培养皿加0.5mL)裂解细胞,
用移液器吸打几次;室温放置5min,使核酸蛋白复合

物完全分离;加入0.2mL氯仿(济南启光科贸),上下

颠倒15s,室温放置10min;4℃10000g离心15
min。离心后的样品分为3层:底层为黄色有机相,上
层为无色水相和中间层。RNA主要分布在水相中,水
相体积约为所用TRIzol试剂的60%。把上层水相转

移到新管中,加入0.5mL的异丙醇,室温放置10
min;4℃10000g离心10min,离心后在管侧和管底

出现胶状沉淀,弃上清;用75%乙醇洗涤RNA沉淀,
每使用1mLTRIzol至少加1mL75%乙醇,4℃不超

过7500g离心5min,弃上清;室温放置干燥RNA沉

淀;加入10~20μL无RNase的水,55~60℃放置10
min使RNA溶解。RNA浓度测定后,用于RNA逆

转录实验,或者保存于-80℃冰箱,用于测序或者后

续反转录实验。根据逆转录试剂盒(takara)进行逆转

录保存于-80℃冰箱。

1.2.2 Q-PCR反应 PCR引物从 NCBIGenbank
中获取 mRNA,并使用 NCBI网站设计引物,序列引

物序列见表1。根据 Q-PCR试剂盒(takara)说明进

行。使用荧光定量 ABI7500PCR仪(美国 ABI公

司)。

表1 引物表

QPCRprimer Forwardprimer(5′-3′) Reverseprimer(5′-3′)

GAPDH ACGGATTTGGTCGTATTGGG CGCTCCTGGAAGATGGTGAT
IGFBP1 AGAGTCGTAGAGAGTTTAGC ACACTGTCTGCTGTGATAA
FOXO1 GGCAGCCAGGCATCTCAT TGGGTCAGGCGGTTCATAC
PGR TGTATTTGTGCGTGTGGGTG TACAGCCCATTCCCAGGAAG
SOX4 CCCAGCAAGAAGGCGAGTTA CATCGGCCAAATTCGTCACC

1.2.3 免疫印迹(WB) 将100mg子宫内膜组织加

入1mL包含蛋白酶抑制剂的RIPA裂解液,用匀浆器

进行裂解处理。裂解后的组织经过超声处理后,4℃
14000~20000g离心20min,收集上清。利用BCA

试剂盒(上海碧云天生物技术有限公司)测定蛋白浓

度,相关方法见说明书。加入含有巯基乙醇的蛋白

loadingbuffer,99℃煮蛋白10min,煮后的蛋白可保

存于-80 ℃或者-20 ℃冰 箱;按 说 明 配 制 SDS-

—85—

2023年             右江民族医学院学报              第1期



PAGE蛋白分离胶和浓缩胶,根据测得的蛋白浓度上

样。使用电泳条件:90V跑蛋白浓缩胶30min,120V
跑蛋白分离胶1h;转膜条件,300mA恒流转膜1.5
h。TBST洗膜3次,每次5min;5%牛奶封闭30~60
min;一抗SOX4抗体(abcam,ab80261),PGR(CST,

8757),FOXO1(abcam,ab39670),IGFBP1(abcam,

ab228741)4 ℃孵 育 过 夜;TBST 洗 膜3次,每 次5
min;二抗(欣博盛生物科技公司),室温孵育2h;

TBST洗膜3次,每次5min,曝光显色。

1.2.4 免疫组化 石蜡切片脱蜡至水:① 二甲苯Ⅰ、

Ⅱ,各10min,梯度酒精:100%,2min95%,2min
80%,2min70%;蒸馏水洗5min,2次(置于摇床)。
高压锅处理技术:枸橼酸钠缓冲液(10mM,pH6.0),
高压锅内煮沸,上汽5min后缓慢冷却;PBS:5min,2
次(置于摇床);过氧化氢封闭内源性过氧化物酶:3%
H2O2,室温10min(避光);蒸馏水洗5min,2次(置于

摇床);常血清封闭:5%BAS血清常温封闭1h。添加

一抗 SOX4 抗 体 (abcam,ab80261)、PGR(CST,

8757)、FOXO1(abcam,ab39670)、IGFBP1(abcam,

ab228741)4℃过夜;PBS:5min,2次;添加二抗,常
温,1h;PBS:5min,2次(置于摇床);DAB显色,镜下

观察,适时终止(自来水冲终止)。苏木素复染,室温,

30s,自来水冲洗返蓝,30min;梯度酒精脱水:80%,2
min95%,2min100%,2次,5min;二甲苯透明:Ⅰ、

Ⅱ (二甲苯)各5min;封片:加拿大树胶(或中性树胶)
封片。所有的免疫组化的片子使用相同浓度的抗体,
相同浓度的DAB显色液和显色时间,相同的苏木素染

色时间和复染时间。

1.3 统计学方法 采用SPSS13.0软件进行统计学

处理,计量资料用(췍x±s)表示,两组使用独立样本t检

验,三组以上进行方差分析,百分率比较用χ2检验,P
<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

Q-PCR中除了PGR外其余在复发性流产患者的

蜕膜组织中均显著下降,见图1。复发性流产患者蜕

膜组织中的SOX4与SOX4相关的调控分子,FOXO1
和IGFBP1的免疫印迹(见图2)和免疫组化(见图3)
结果均比正常人显著性下降。

注:使用Q-PCR检测两组患者组织中SOX4、FOXO1、PGR和IGFBP1的 mRNA表达量,*P<0.05。

图1 两组患者组织中SOX4、FOXO1、PGR和IGFBP1的 mRNA表达情况

注:免疫印迹检测SOX4、FOXO1、PGR和IGFBP1在对照组4例(Con1~
Con4)和复发性流产8例(RA1~RA8)的蜕膜组织中的蛋白表达

情况。4个分子在复发性流产患者的蜕膜组织中均表达下降。

图2 使用免疫印迹检测SOX4、FOXO1、PGR和IGFBP1
在对照组和复发性流产蜕膜组织中的蛋白表达情况
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注:SOX4、FOXO1、PGR和IGFBP1在复发性流产患者的蜕膜组织中均表达下降。

图3 使用免疫组化检测SOX4、FOXO1、PGR和IGFBP1在对照组和复发性流产蜕膜组织中的表达及定位情况

3 讨论

子宫内膜基质细胞的正常蜕膜分化对胚胎的植入

以及后期胚胎的正常发育、正常妊娠的维持具有重要

的临床意义。该过程出现异常会导致反复妊娠失败诸

如:反复植入失败、反复生化妊娠、复发性自然流产、胎
儿生长受限、胎盘植入等各种妊娠期相关疾病。所以

研究子宫内膜基质细胞蜕膜化机制具有深远的意义。
目前虽然越来越多的信号分子被发现参与蜕膜发育的

时空调节,但是到目前为止,胚胎与子宫内膜之间对

话、人类对蜕膜化的启动、维持潜在的分子调控机制仍

未完全阐明。

PGR是人子宫内膜发生蜕膜化的关键核心分子,
任何影响孕酮-孕酮受体信号通路势必影响妊娠的发

生,所以 PGR 在胚胎植入和妊娠的维持中必不可

少[19]。KELLERDW等[20]发现有些不孕患者行子宫

内膜活检提示内膜分化不良,但其卵泡期和黄体期血

清激素水平正常,提出这些子宫内膜中可能存在PGR
受体缺陷,经检查发现是由于组织中PGR受体含量降

低,导致子宫内膜对孕激素的反应性降低而出现分泌

不良,补充外源性孕激素也不能纠正子宫内膜分泌不

良状态,所以导致不孕。P-PGR信号上任何环节出现

异常均有可能影响胚胎着床和妊娠的维持。
本课题前期研究表明SOX4敲低后不影响PGR

的mRNA表达水平,但是影响PGR的蛋白表达水平,
接着通过蛋白稳定性实验、泛素化实验等证实SOX4
在维持PGR蛋白稳定性发挥重要的作用。SOX4和

PGR蛋白表达水平在反复种植失败患者的子宫内膜

种植窗期中比正常人的均显著性下降,说明SOX4通

过维持PGR蛋白稳定性在胚胎种植过程中发挥重要

的作用。大量的临床案例表明,导致复发性流产中最

主要的是孕酮的响应性而不是激素本身的含量,而孕

酮的响应性主要由 PGR的表达缺陷以及其功能所决

定[21-22]。但是复发性流产蜕膜组织中PGR表达缺陷

的具体机制不详。
本课题的前期研究提供的证据表明SOX4通过调

节蜕膜化相关的关键因子FOXO1和调节 PGR蛋白

稳定性在人子宫内膜基质细胞蜕膜化过程中起着关键

作用。子宫内膜异位症的反复种植失败妇女的种植窗

子宫内膜中异常SOX4表达与PGR和FOXO1降低

密切相关,这意味着SOX4与胚胎植入有高度临床相

关性。本课题继续研究SOX4在复发性流产患者蜕膜

组织中的表达情况,结果在复发性流产患者蜕膜组织

中的SOX4与SOX4相关的调控分子PGR、FOXO1
和IGFBP1均比正常人均显著性下降。说明SOX4在

妊娠的维持过程发挥重要的作用。
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