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［摘要］　目的：探讨ＡＴＰ敏感性钾通道（ＫＡＴＰ）亚基在人类２种不同功能状态下（临产和未临产）子宫平滑肌中的表达情况。

方法：实验分为足月临产组（ＴＬ组）和足月未临产组（ＴＮＬ组），均１２例。采用ＲＴＰＣＲ和实时定量聚合酶链反应（ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲ）检测了人类２种妊娠状态下子宫平滑肌ＫＡＴＰ３种亚基ｍＲＮＡ的表达，并用免疫组织化学法检测ＫＡＴＰ３种亚基蛋白表达

情况。结果：Ｋｉｒ６．１、Ｋｉｒ６．２、ＳＵＲ２ＢｍＲＮＡ在临产和未临产子宫平滑肌上均有表达，ＴＮＬ组ＳＵＲ２ＢｍＲＮＡ的含量高于ＴＬ

组（Ｐ＜０．０５）；３种亚基的受体蛋白在人未临产和临产的子宫平滑肌细胞胞质中都有表达。结论：ＫＡＴＰ在子宫平滑肌上有表

达；在人类的妊娠子宫平滑肌上可能是通过ＳＵＲ２Ｂ水平的改变起到调节平滑肌收缩的作用。
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　　ＡＴＰ敏感性钾通道（ＡＴＰｓｅｎｓｉｔｉｖｅｐｏｔａｓｓｉｕｍｃｈａｎｎｅｌｓ，

ＫＡＴＰ）最早发现于心肌细胞，随后又陆续在平滑肌细胞、胰腺

Ｂ细胞等外周细胞发现了 ＫＡＴＰ的表达［１］。ＫＡＴＰ主要由２种

不同类型的亚基组成，即功能性亚基Ｋｉｒ６．１／Ｋｉｒ６．２和调节

性亚基ＳＵＲ１／ＳＵＲ２。已有报道［２４］证实，在心肌、胰腺表达

的ＫＡＴＰ亚基结构各不相同，并且功能也不尽相同。近年来，

在大鼠和人类的子宫平滑肌中也陆续发现了钾离子通道的

表达［５６］，离子通道在调节子宫平滑肌的收缩过程中起着非

常重要的作用［７］。目前，对 ＫＡＴＰ在人类子宫平滑肌分布表

达的系统研究在国内还少见报道。本研究旨在通过荧光实

时定量ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）和免疫组织化学方法检测ＫＡＴＰ
亚基Ｋｉｒ６．１、Ｋｉｒ６．２、ＳＵＲ２Ｂ的ｍＲＮＡ和相关受体蛋白在人

类妊娠不同状态的子宫平滑肌内的表达及可能存在的差异

性，为进一步研究其在人类妊娠、分娩过程中所发挥的功能

提供依据和基础。

１　材料和方法

１．１　标本的收集　所有标本均来自长海医院妇产科２００８

年４－１１月产科住院患者。选择足月（孕周≥３７周）单胎妊

娠、无妊娠合并症行子宫下段剖宫产的产妇，分为足月临产

组（ＴＬ）和足月未临产组（ＴＮＬ），每组各１２例。孕妇年龄、

孕产次及孕周等两组间差异无统计学意义。于剖宫产术中

新生儿及胎盘娩出后、宫体注射催产素之前剪取子宫下段切

口上缘平滑肌条，置入液氮，－８０℃保存。所得标本均经患

者知情同意。

１．２　ＲＴＰＣＲ反应　（１）子宫平滑肌组织总ＲＮＡ的提取按

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司ＴＲＩｚｏｌ试剂说明书操作。（２）取上述提取的

总ＲＮＡ为模板，按以下体系进行反转录，总体积为２５μｌ：

Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８１μｌ，总ＲＮＡ２μｌ，７０℃反应５ｍｉｎ，立即冰浴５

ｍｉｎ；然后加入５×扩增缓冲液５μｌ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ１．２５

μｌ，ＲＮＡ酶抑制剂０．６２５μｌ，ＭＭＬＶ１μｌ，ＤＥＰＣ水补足

２５μｌ。４２℃反应６０ｍｉｎ，７２℃反应１０ｍｉｎ，反转录产物置于

４℃保存。（３）引物设计及温度梯度ＰＣＲ，所用引物见表１。

取适量以上合成的ｃＤＮＡ为模板，按以下体系进行ＰＣＲ反

应，总体积２５μｌ：１０×扩增缓冲液２．５μｌ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２

１μｌ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ０．５μｌ，５μｍｏｌ／Ｌ引物（上下游混合）

１μｌ，ｃＤＮＡ产物１μｌ，Ｔａｑ酶０．２μｌ，去离子水（ｄｄＨ２Ｏ）补足

２５μｌ。９４℃５ｍｉｎ，９４℃１５ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，共３５个

循环，最后７２℃５ｍｉｎ。使用ｄｄＨ２Ｏ代替ｃＤＮＡ作为相应

的阴性对照。（４）取ＲＴＰＣＲ产物８μｌ，用１．２％琼脂糖凝胶

电泳分析ＰＣＲ产物。

１．３　荧光实时定量ＰＣＲ　从每个所测样本中取２μｌｃＤＮＡ

混合后，取５μｌ混合物按倍比梯度稀释，共４个梯度，做成５

管不同浓度梯度，作为相对已知浓度的ｃＤＮＡ，在实时定量

ＰＣＲ中分别作为ＧＡＰＤＨ和ＫＡＴＰ的标准品。

　　反应体系：２×ＴａｑＰＣＲｍａｓｔｅｒＭｉｘ１０μｌ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ
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ｄＮＴＰｓ１μｌ，ｃＤＮＡ１μｌ，５ｍｍｏｌ／Ｌ引物１μｌ，１０×ＳＹＢＲ

Ｇｒｅｅｎ０．２μｌ，ｄｄＨ２Ｏ补足至２５μｌ。９５℃热启动５ｍｉｎ，９５℃

１５ｓ，６０～６２℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，共４０个循环。

表１　ＲＴＰＣＲ引物序列

基因 引物序列（５′３′） 产物长度（ｂｐ） 退火温度θ／℃ ＧｅｎＢａｎｋＮｏ．

Ｋｉｒ６．１ ＴＴＣＣＡＣＴＧＡＡＧＴＧＧＣＣＡＡＧＧＧＣＣＣＴＴＧＧＣＣＡＣＴＴＣＡＧＴＧＧＡＡ ２１１ ６０ ＮＣ＿００００１２

Ｋｉｒ６．２ ＧＧＣＡＧＧＧＴＴＧＧＧＧＧＣＴＣＣＣＴＡＴＡＧＧＧＡＧＣＣＣＣＣＡＡＣＣＣＴＧＣＣ ２０７ ６２ ＮＣ＿００００１１

ＳＵＲ２Ｂ ＡＧＴＡＡＡＣＣＡＴＡＴＡＡＧＡＡＧＡＡＡＴＴＴＣＴＴＣＴＴＡＴＡＴＧＧＴＴＴＡＣＴ ２４１ ６０ ＮＣ＿００００１２

ＧＡＰＤＨ ＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴＡＴＴＧＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴ ２０８ ６０ ＮＧ＿００７０７３

　　应用Ｒｏｔｏｒｇｅｎｅ６软件进行相对定量分析，绘制标准曲

线，以该标准曲线相对定量样本ｃＤＮＡ 浓度，用 ＫＡＴＰ与

ＧＡＰＤＨ 的相对ｃＤＮＡ浓度比值反映不同处理因素下子宫

平滑肌细胞ＫＡＴＰ ｍＲＮＡ表达量。

１．４　免疫组织化学染色　取留存的子宫平滑肌标本约

１ｃｍ×１ｃｍ×１ｃｍ，１０％中性缓冲甲醛固定约２４ｈ；固定好

的组织经流水冲洗，常规脱水、透明、浸蜡、包埋；石蜡包埋切

片厚约５μｍ，经常规二甲苯脱蜡和乙醇置换后，蒸馏水洗５

ｍｉｎ，再ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次。将切片置于ｐＨ６．０的柠檬酸

缓冲液中，微波修复３ｍｉｎ。所用抗 Ｋｉｒ６．１、抗 Ｋｉｒ６．２和抗

ＳＵＲ２Ｂ一抗均购自ＤａＫｏ公司，浓度均为１∶５０，并用正常羊

血清抗体作为阴性对照。结果以胞质棕黄色颗粒状沉积为

阳性，背景无色，胞核苏木精衬染为紫蓝色。

１．５　统计学处理　用ＳＰＳＳ软件对所有测定值进行平均值、

标准差计算，组间比较采用ｔ检验，并对组内数据进行多重比

较分析，Ｐ＜０．０５认为差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＲＴＰＣＲ对子宫平滑肌 ＫＡＴＰ３种亚基的测定　结果显

示：ＫＡＴＰ通道的３种亚基（Ｋｉｒ６．１、Ｋｉｒ６．２及ＳＵＲ２Ｂ）ｍＲＮＡ在

ＴＮＬ组和ＴＬ组均有表达（图１）。

图１　ＫＡＴＰ３种亚基的ＲＴＰＣＲ
产物１．５％琼脂糖凝胶电泳

Ａ：足月未临产（ＴＮＬ）组；Ｂ：足月临产（ＴＬ）组．Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；１：

Ｋｉｒ６．１ＲＴＰＣＲ产物（２１１ｂｐ）；２：空白对照组；３：ＳＵＲ２ＢＲＴＰＣＲ产

物（２４１ｂｐ）；４：Ｋｉｒ６．２ＲＴＰＣＲ产物（２０７ｂｐ）

２．２　通过实时定量ＰＣＲ对子宫平滑肌ＫＡＴＰ亚基 ｍＲＮＡ含

量的测定　ＴＮＬ组与ＴＬ组相比，ＳＵＲ２ＢｍＲＮＡ的含量高

于ＴＬ组（Ｐ＜０．０５）；Ｋｉｒ６．２ｍＲＮＡ的含量也高于ＴＬ组，但

差异无统计学意义（Ｐ＝０．０６０）；而２组 Ｋｉｒ６．１差别无统计

学意义（Ｐ＝０．８７５，表２）。

２．３　免疫组织化学染色对子宫平滑肌ＫＡＴＰ亚基蛋白表达的

测定　免疫组织化学方法观察了３种亚基的受体蛋白在

ＴＮＬ组和ＴＬ组中的表达和分布情况，发现 Ｋｉｒ６．１、Ｋｉｒ６．２
和ＳＵＲ２Ｂ在两组的子宫平滑肌细胞胞质中都有表达，呈棕

黄色颗粒分布（图２）。

表２　ＫＡＴＰ通道３种亚基在ＴＮＬ组和ＴＬ组的表达
（ｎ＝１２，珚ｘ±ｓ）

亚基 ＴＮＬ组 ＴＬ组

ＳＵＲ２Ｂ／ＧＡＰＤＨ ２７．６４±５．１１ ４．６８±０．７５
Ｋｉｒ６．１／ＧＡＰＤＨ １．７３±０．６６ ２．１７±０．４２
Ｋｉｒ６．２／ＧＡＰＤＨ ８．７１±１．８１ １．２５±０．５１

　ＴＬ：足月临产；ＴＮＬ：足月未临产；Ｐ＜０．０５与ＴＬ组比较

３　讨　论

　　人类子宫平滑肌细胞膜上存在着一系列的收缩相关蛋

白，这些蛋白在孕期大部分时间使子宫保持松弛状态，分娩

发动后即触发强烈的宫缩将胎儿娩出［８］。这些收缩蛋白中

就包括钾离子通道蛋白。临产后，钾离子通道的分布和功能

的改变使细胞容易去极化，引起钙内流而导致收缩。而钾离

子通道的激活剂可以使钾通道开放，降低细胞兴奋性，推迟

分娩时间。ＫＡＴＰ就是其中的一种，它的开闭直接受到胞内

ＡＴＰ／ＡＤＰ的影响，被认为是一种与细胞代谢状态密切相关

的配体门控型离子通道。通过兴奋ＫＡＴＰ能显著增加ＫＡＴＰ的

电流，引起膜超极化，促使平滑肌细胞舒张。ＫＡＴＰ是由α和β
亚基按１∶１比例，以四聚体模式组成的八聚体复合物。α亚

基是内向整流钾通道（ｉｎｗａｒｄｒｅｃｔｉｆｉｅｒＫ＋ｃｈａｎｎｅｌ，Ｋｉｒ），β亚

基是磺酰脲类受体（ｓｕｌｆｏｎｙｌｕｒｅａｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＳＵＲ）。Ｋｉｒ包括

Ｋｉｒ６．１和Ｋｉｒ６．２，４个Ｋｉｒ构成孔道区域。ＳＵＲ决定ＫＡＴＰ的

功能和对代谢应激的敏感性。ＳＵＲ可以分为ＳＵＲ１、ＳＵＲ２
两种亚基，ＳＵＲ２又分为ＳＵＲ２Ａ、ＳＵＲ２Ｂ、ＳＵＲ２Ｃ３种亚基。

α和β亚基分别单独表达时不能形成功能性的离子通道，只

有同时表达，才能形成功能性通道。目前已发现至少３种组

织类型的ＫＡＴＰ亚基：Ｋｉｒ６．２／ＳＵＲ２Ａ主要分布在心肌和骨骼

肌，Ｋｉｒ６．２／ＳＵＲ１分布在胰腺，Ｋｉｒ６．１或 Ｋｉｒ６．２／ＳＵＲ２Ｂ主

要分布在平滑肌。不同组织的 ＫＡＴＰ的分布和功能均不相

同［９］。ＫＡＴＰ与细胞兴奋性和收缩的降低有密切关系，但是它

在人类子宫平滑肌中的具体生理作用还不是很清楚［１０］。本

研究显示，在人类临产和未临产子宫平滑肌中，Ｋｉｒ６．１、
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Ｋｉｒ６．２和ＳＵＲ２Ｂ３种亚基均有表达。ＴＬ组中ＳＵＲ２Ｂ含量

与ＴＮＬ组相比明显下降。免疫组织化学染色结果清楚地显

示了在人类临产和未临产子宫平滑肌中，Ｋｉｒ６．１、Ｋｉｒ６．２和

ＳＵＲ２Ｂ亚基蛋白均有表达，但是由于这些蛋白表达于细胞质

中，且呈弥散阳性，我们无法测定其临产和未临产状态下３种

亚型蛋白表达有无差异。

图２　Ｋｉｒ６．１、Ｋｉｒ６．２、ＳＵＲ２Ｂ蛋白在未临产和临产子宫平滑肌中的表达

Ａ，Ｃ，Ｅ：ＴＮＬ组中Ｋｉｒ６．１、Ｋｉｒ６．２和ＳＵＲ２Ｂ蛋白的表达；Ｂ，Ｄ，Ｆ：ＴＬ组中Ｋｉｒ６．１、Ｋｉｒ６．２和ＳＵＲ２Ｂ蛋白的表达；Ｇ，Ｈ：阴性对照；箭头指示

阳性表达．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

　　Ｓａｗａｄａ等［５］通过ＲＮＡ印迹在大鼠的离体子宫肌上观

察到：Ｋｉｒ６．１的ｍＲＮＡ表达水平在未孕时上升，在分娩前下

降，Ｋｉｒ６．１和ＳＵＲ２的含量在怀孕期间上调，在临产前下调，

表明ＫＡＴＰ的含量在孕晚期时是下降的。Ｃｕｒｌｅｙ等［６］报道在

人类未孕子宫平滑肌上，Ｋｉｒ６．１、ＳＵＲ２Ｂ、ＳＵＲ１的表达含量

明显高于妊娠子宫平滑肌；在孕晚期的时候，Ｋｉｒ６．１和

ＳＵＲ２Ｂ的表达水平降低，远远低于非孕时。本研究发现，ＴＬ
组中，ＳＵＲ２Ｂ和 Ｋｉｒ６．２表达含量明显下降，低于未临产时，

Ｋｉｒ６．１的变化则不明显。因此我们推测，在人类的妊娠子宫

平滑肌上，主要是通过ＳＵＲ２Ｂ和 Ｋｉｒ６．２水平的改变从而影

响ＫＡＴＰ通道的敏感性及功能，起到调节平滑肌收缩的作用。

Ｋｉｒ６．２和ＳＵＲ２Ｂ的表达水平在妊娠期间上调，起到抑制宫

缩、静息子宫的作用，当临产时其含量下降，对宫缩的抑制作

用减弱，从而启动分娩。

　　本实验结果提示，妊娠不同状态的子宫平滑肌中ＫＡＴＰ通

道的变化和平滑肌兴奋性改变之间有重要的联系。ＫＡＴＰ通

道的这种特点可能对于预防早产具有重要作用［１１］。有研究

发现，由ＡＴＰ敏感性钾通道开放剂吡那地尔所产生的宫缩

抑制作用在临产组要明显强于早产组，这提示了子宫肌层中

ＫＡＴＰ的上调产生的逐渐增强的抑制作用对于维持子宫静息

具有重要作用。ＫＡＴＰ对子宫肌收缩抑制作用的减弱可能是

分娩发动的一个必要因素［１２］。在我们的研究中显示，临产后

ＳＵＲ２Ｂ和Ｋｉｒ６．２的表达下调，ＳＵＲ２Ｂ和Ｋｉｒ６．２也许可以作

为深入研究宫缩抑制剂的一个靶点。
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