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【摘要】  目的　 kisspeptin是一种肿瘤抑制因子，由 KISS1基因编码。Notch1/Akt/Foxo1是调节细胞增殖、分化的重要

信号通路。本研究探讨kisspeptin通过Notch1/Akt/Foxo1信号通路调控子宫内膜蜕膜化在复发性流产（RSA）中的作用机

制。 方法　 纳入2020年6月– 2020年12月苏州大学附属第二医院生殖中心门诊收治的RSA患者45例及同期计划生育门诊

择期人工流产女性50例，Western blot、RT-qPCR检测蜕膜组织中kisspeptin（及其基因KISS1）、蜕膜化标志物胰岛素样生长

因子结合蛋白1（insulin-like growth factor binding protein 1, IGFBP1）、Notch1、Akt、Foxo1表达水平。使用siRNA干扰

KISS1或添加kisspeptin10（kisspeptin的活性片段）处理永生化子宫内膜基质细胞（hESC）后，命名为siKP组或KP10组，并设

转染空白siRNA的hESC为对照组，CCK8检测增殖情况。对3组hESC进行体外诱导蜕膜化，免疫荧光检测siKP组和KP10组
细胞Notch1表达及蜕膜化形态差异，RT-qPCR和Western blot检测3组细胞IGFBP1、Notch1、Akt、Foxo1的表达。hESC添加

Notch1、Akt、Foxo1对应抑制剂后诱导蜕膜化（以仅诱导蜕膜化、未添加抑制剂的hESC为正常对照组），检测4组细胞上述

蛋白和基因的表达。建立正常妊娠（CBA/J×BALB/c）和复发性流产（CBA/J×DBA/2）小鼠模型，即NP模型和RSA模型，实

验组分别给予kisspeptin10和kisspeptin234（阻滞剂）隔日1次腹腔注射（RSA-KP10组和NP-KP234组），对照组给予生理盐水

隔日1次腹腔注射（RSA-NS组和NP-NS组），共4组，每组6只，取孕9.5 d的子宫组织，观察胚胎吸收的情况，检测上述蛋白和

基因的表达。结果　 与正常妊娠（NP）女性相比，RSA患者kisspeptin、IGFBP1、Notch1、Akt、Foxo1的蛋白及其基因表均

降低（P<0.01或P<0.05）。hESC添加 kisspeptin10 后蜕膜化能力增强，Notch1、Akt、Foxo1的蛋白及基因表达增加，干扰

KISS1后表达降低；免疫荧光见增殖状态的  hESC呈细长形，蜕膜化后细胞变圆、变大，Notch1 表达增加，添加

kisspeptin10后蜕膜化程度增高，干扰KISS1后减弱；分别用Notch1、Akt、Foxo1抑制剂处理hESC，发现三者按

Notch1/Akt/Foxo1的顺序依次调控（P<0.05）。与注射生理盐水组相比，正常妊娠小鼠注射 kisspeptin234后吸收胎增多

（P<0.001），IGFBP1、Notch1、Akt、Foxo1的蛋白及基因表达下降（P<0.05）；复发流产小鼠注射 kisspeptin10 后吸收胎减少

（P<0.001），上述蛋白及基因表达升高（P<0.05）。结论　kisspeptin可能通过Notch1/Akt/Foxo1信号通路调控子宫内膜蜕膜

化，其表达下调导致蜕膜化不良，可能是导致RSA发病的原因之一。
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【Abstract】   Objective　Kisspeptin,  a  protein  encoded  by  the KISS1 gene,  functions  as  an  essential  factor  in
suppressing  tumor  growth.  The  intricate  orchestration  of  cellular  processes  such  as  proliferation  and  differentiation  is
governed by the Notch1/Akt/Foxo1 signaling pathway, which assumes a central role in maintaining cellular homeostasis.
In the specific  context  of  this  investigation,  the focal  point  lies  in  a  meticulous exploration of  the intricate  mechanisms
underlying the regulatory effect of kisspeptin on the process of endometrial decidualization. This investigation delves into
the interplay between kisspeptin and the Notch1/Akt/Foxo1 signaling pathway, aiming to elucidate its significance in the
pathophysiology  of  recurrent  spontaneous  abortion  (RSA). Methods　We  enrolled  a  cohort  comprising  45  individuals
diagnosed  with  RSA,  who  were  admitted  to  the  outpatient  clinic  of  the  Reproductive  Center  at  the  Second  Affiliated
Hospital  of  Soochow University  between June 2020 and December 2020.  On the other  hand,  an additional  group of  50
women  undergoing  elective  abortion  at  the  outpatient  clinic  of  the  Family  Planning  Department  during  the  same
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timeframe  was  also  included.  To  comprehensively  assess  the  molecular  landscape,  Western  blot  and  RT-qPCR  were
performed  to  analyze  the  expression  levels  of  kisspeptin  (and  its  gene KISS1),  IGFBP1  (an  established  marker  of
decidualization),  Notch1,  Akt,  and  Foxo1  within  the  decidua.  Human  endometrial  stromal  cells  (hESC)  were  given
targeted  interventions,  including  treatment  with  siRNA  to  disrupt KISS1 or  exposure  to  kisspeptin10  (the  bioactive
fragment of kisspeptin), and were subsequently designated as the siKP group or the KP10 group, respectively. A control
group comprised hESC was transfected with blank siRNA, and cell  proliferation was meticulously evaluated with CCK8
assay.  Following in vitro induction for decidualization across  the three experimental  groups,  immunofluorescence assay
was  performed to  identify  differences  in  Notch1  expression  and  decidualization  morphology  between  the  siKP and  the
KP10  groups.  Furthermore,  RT-qPCR  and  Western  blot  were  performed  to  gauge  the  expression  levels  of  IGFBP1,
Notch1,  Akt,  and  Foxo1  across  the  three  cell  groups.  Subsequently,  decidualization  was  induced  in  hESC  by  adding
inhibitors targeting Notch1, Akt, and Foxo1. The expression profiles of the aforementioned proteins and genes in the four
groups  were  then  examined,  with  hESC  induced  for  decidualization  without  adding  inhibitors  serving  as  the  normal
control group. To establish murine models of normal pregnancy (NP) and RSA, CBA/J×BALB/c and CBA/J×DBA/2 mice
were  used.  The  mice  were  respectively  labeled  as  the  NP  model  and  RSA  model.  The  experimental  groups  received
intraperitoneal injections of kisspeptin10 and kisspeptin234 (acting as a blocker) and were designated as RSA-KP10 and
NP-KP234 groups.  On the other hand, the control  groups received intraperitoneal  injections of  normal saline (NS) and
were referred to as RSA-NS and NP-NS groups. Each group comprised 6 mice,  and uterine tissues from embryos at 9.5
days of gestation were meticulously collected for observation of embryo absorption and examination of the expression of
the aforementioned proteins and genes. Results　The analysis revealed that the expression levels of kisspeptin, IGFBP1,
Notch1, Akt, and Foxo1 were significantly lower in patients diagnosed with RSA compared to those in women with NP
(P<0.01 for kisspeptin and P<0.05 for IGFBP1, Notch1, Akt, and Foxo1). After the introduction of kisspeptin10 to hESC,
there was an observed enhancement in decidualization capability. Subsequently, the expression levels of Notch1, Akt, and
Foxo1 showed an increase, but they decreased after interference with KISS1. Through immunofluorescence analysis, it was
observed  that  proliferative  hESC  displayed  a  slender  morphology,  but  they  transitioned  to  a  rounder  and  larger
morphology post-decidualization. Concurrently, the expression of Notch1 increased, suggesting enhanced decidualization
upon  the  administration  of  kisspeptin10,  but  the  expression  decreased  after  interference  with KISS1.  Further
experimentation  involved  treating  hESC  with  inhibitors  specific  to  Notch1,  Akt,  and  Foxo1  separately,  revealing  a
regulatory  sequence  of  Notch1/Akt/Foxo1  (P<0.05).  In  comparison  to  the  NS  group,  NP  mice  administered  with
kisspeptin234 exhibited increased fetal absorption rates (P<0.001) and decreased expression of IGFBP1, Notch1, Akt, and
Foxo1  (P<0.05).  Conversely,  RSA  mice  administered  with  kisspeptin10  demonstrated  decreased  fetal  absorption  rates
(P<0.001)  and  increased  expression  levels  of  the  aforementioned  molecules  (P<0.05). Conclusion　It  is  suggested  that
kisspeptin  might  exert  its  regulatory  influence  on  the  process  of  decidualization  through  the  modulation  of  the
Notch1/Akt/Foxo1 signaling cascade. A down-regulation of the expression levels of kisspeptin could result in suboptimal
decidualization, which in turn might contribute to the development or progression of RSA.

【Key words】　　Kisspeptin　　Notch1　　Endometrial decidualization　　Recurrent spontaneous abortion 

复发性流产（recurrent spontaneous abortion, RSA）是

2次或2次以上的自发妊娠丢失[1]，严重威胁女性身心健康

和家庭和睦。RSA病因及发病机制复杂，包括解剖、遗

传、感染及免疫等[2]，但约半数仍机制不明，因此探索其

发病机制至关重要。kisspeptin是一种肿瘤抑制因子，由

KISS1基因编码，在下丘脑、垂体等器官表达，对卵泡发

育、胚胎植入及子宫内膜蜕膜化等生物过程具有调节作

用[3-5]。正常妊娠外周循环中kisspeptin水平迅速增加，其

异常表达与流产、早产、异位妊娠等不良妊娠结局相关[6]，

并可作为早期妊娠存活的血清标志物[7]。我们的前期研

究发现，kisspeptin在RSA蜕膜组织及血清中表达较正常

妊娠（normal pregnancy, NP）明显降低 [8 - 9 ]，且mRNA

array结果提示Notch1在RSA和NP蜕膜组织中表达差异最

显著，达5.69倍 [ 1 0 ]，SAJADIMAJD等 [ 1 1 ]提出  Notch1/

Akt/Foxo1是调节细胞增殖、分化的重要信号通路，因此

我们推测kisspeptin可能通过Notch1信号通路调控子宫内

膜蜕膜化从而参与RSA的发病。本研究比较了RSA和

NP蜕膜组织中kisspeptin、胰岛素样生长因子结合蛋白

1（insulin-like growth factor binding protein 1, IGFBP1）、

Notch1、Akt、Foxo1的表达，并通过体外细胞实验和小鼠

模型进行验证，对kisspeptin参与RSA发病的机制进行初

步探讨。 

1     资料与方法
 

1.1    对象资料和主要材料 

1.1.1    患者资料

纳入2020年6月–2020年12月至苏州大学附属第二医

院生殖中心门诊就诊的RSA患者45例及同期至苏州大学
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附属第二医院计划生育门诊要求择期人工流产的女性

50例，分别为RSA组和NP组。RSA入组标准为：①既往有

1次及以上自然流产史；②妊娠7～10周，超声提示胚胎停

止发育（未见胚芽、有胚芽无胎心搏动或见胎心搏动后消

失）；③自然妊娠，无甾体药物服用史及毒物接触史。排

除标准：①胚胎遗传学检测异常；②子宫畸形、子宫肿

瘤、子宫颈机能不全等解剖学异常；③自身免疫性疾病、

自身抗体阳性的免疫因素患者；④血液高凝状态、血栓前

状态、抗磷脂综合征等；⑤甲状腺功能异常、糖尿病等内

分泌异常患者；⑥感染TORCH、淋球菌、支原体、衣原

体；⑦夫妻双方中存在任何一方染色体异常者。NP入组

标准：①妊娠核实孕周7～10周自然妊娠；②超声检测提

示宫内正常妊娠，见胎心搏动，并且大小与孕周符合。排

除标准：①既往有不良妊娠史；②严重心、肺、肝、肾疾病

等。纳入者均知情同意，本研究通过苏州大学附属第二

医院伦理委员会审查和批准，批准号 J D - L K - 2 0 1 8 -

030-03。 

1.1.2    实验动物

雌性C B A / J小鼠（购于北京华阜康公司）及雄性

DBA/2及 BALB/c（购于维通利华公司）均为8～12 周，体

质量20～25 g。动物实验流程通过苏州大学伦理委员会

审查并同意，批准号SUDA20230913A01。 

1.1.3    细胞

永生化人子宫内膜基质细胞（human endometrial

stromal cells, hESC）为厦门大学医学与生命科学学院王海

滨教授馈赠。 

1.1.4    主要试剂

kisspeptin、IGFBP1、Notch1单抗购于Abcam公司，

GAPDH、Akt购于CST公司，Foxo1、鬼笔环肽购自

Proteintech公司，RNA快速提取试剂盒购自奕杉生物，逆

转录及q P C R试剂购于T a K a R a公司，k i s s p e p t i n 1 0

（k i s s p e p t i n的活性片段，K P 1 0）购自B i o r b y t公司，

kisspeptin234（kisspeptin阻滞剂，KP234）购自APExBIO公

司，DAPT、AZD5363购自上海碧云天生物技术公司，孕

酮、小干扰RNA及转染试剂购自Santa Cruz公司，无酚红

DMEM/F12购自Gibco，碳吸附胎牛血清购自BI公司，

ITS、丙酮酸钠、碳酸氢钠、N6,2′-O-二丁酰基腺苷3′,5′-环

磷酸购自Sigma公司，AS1842856、嘌呤霉素购自MCE公

司，CCK8购自Dojindo公司。 

1.1.5    主要设备

荧光实时定量 PCR 仪、凝胶成像系统购自美国 Bio-

Rad 公司，酶标仪购自美国 Thermo 公司，荧光显微镜购

自日本 Olympus 公司。 

1.2    实验方法 

1.2.1    临床标本收集和检测

收集RSA及NP蜕膜组织，无菌纱布拭去多余血迹，分

装置于−80 ℃。Western blot、RT-qPCR检测蜕膜组织中

kisspeptin (及其基因KISS1)、IGFBP1（蜕膜化标志物）、

Notch1、Akt、Foxo1表达水平。检测方法见1.2.4和1.2.5

小节。 

1.2.2    细胞实验

hESC分别用增殖培养基（无酚红DMEM/F12、体积

分数10%碳吸附血清、体积分数1%ITS、体积分数1%青

霉素-链霉素、丙酮酸钠1 mmol/L、碳酸氢钠1.5 g/L、嘌呤

霉素500 ng/mL）和蜕膜化培养基（无酚红DMEM/F12、体

积分数2%碳吸附血清、M P A  1  μ m o l / L、d b - c A M P

0.5 mmol/L）进行增殖和诱导蜕膜化培养。验证siRNA转

染效果后，对h E S C进行干预，分别添加1 0 − 7  m o l / L

KP10（KP10组）、转染靶向KISS1靶向siKP（siKP组）、转染

空白siRNA（对照组），增殖培养后，CCK8检测3组细胞

2 h和3 h的增殖能力。3组细胞诱导蜕膜化5 d后，免疫荧

光检测siKP组和KP10组细胞Notch1表达及蜕膜化形态差

异，RT-qPCR和Western b lot检测3组细胞 IGFBP1、

Notch1、Akt、Foxo1的表达。不加抑制剂的hESC（正常对

照组）诱导蜕膜化培养5 d，其余3组分别使用Notch1、

Akt、Foxo1抑制剂（分别为DAPT、AZD5363、AS1842856，

浓度分别为20 nmol/L、10 nmol/L、100 nmol/L）处理诱导

hESC蜕膜化5 d，RT-qPCR和Western blot检测4组细胞

I G F B P 1、N o t c h 1、A k t、 F o x o 1的表达。具体见

1.2.3～1.2.7。 

1.2.3    siRNA转染

根据制造商的说明，hESC细胞密度达60%时，使用

siRNA Transfection Reagent将空白siRNA（Control）或

siKP转染入hESC。48 h后，RT-qPCR及Western blot检测

2组细胞KISS1 mRNA和kisspeptin蛋白，验证转染效果。 

1.2.4    RT-qPCR

使用RNA快速抽提试剂盒提取总RNA，取1 μg的

RNA逆转录为cDNA，引物（表1）由Primer bank查询，并经

Primer Blast验证，上海生工合成，内参为GAPDH，采用

2− Δ C t计算每组、每个样本目的基因相对内参基因的表

达量。 

1.2.5    Western blot

组织和细胞加入SDS裂解液、PMSF后冰上裂解，

BCA法测定蛋白浓度，相等质量的蛋白（20 μg）经SDS-

P A G E凝胶分离并转移到P V D F膜上。经B S A封闭

2 h后，加入kisspeptin、IGFBP1、Notch1、Akt、Foxo1和内
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参GAPDH一抗（稀释比均为1∶1  000）4 ℃孵育过夜。

TBST洗涤后加入对应二抗（1∶5 000）室温孵育1 h。洗膜

后，进行ECL化学发光成像，使用Image J测量其灰度值，

以目的蛋白条带与内参蛋白条带灰度值的比值，为目的

蛋白的相对表达量。 

1.2.6    CCK8检测细胞增殖

使用CCK8试剂评估hESC转染siKP及添加KP10后的

增殖能力。将3组hESC细胞均匀种到96孔板中（每孔

104个细胞）。加入增殖培养基培养48 h后，加入CCK8试

剂，37 ℃孵育2或3 h。随后，使用紫外分光光度法在450 nm

处测定光密度。光密度值正比于细胞增殖能力。 

1.2.7    免疫荧光实验

hESC接种于六孔板，经过siKP转染及添加KP10

（10−7 mol/L）后，加入蜕膜化培养基诱导蜕膜化5 d。细胞

固定液固定细胞15 min，PBS 浸洗，TritonX-100通透

15 min，BSA封闭1 h，Notch1 4 ℃过夜，次日取出，PBS 浸

洗后二抗室温孵育1 h，鬼笔环肽（1∶30）20 min，最后滴

加 DAPI对细胞核进行染色，荧光显微镜观察。 

1.2.8    动物实验

动物实验流程见图1。雌性CBA/J小鼠与雄性BALB/c

小鼠交配建立正常妊娠小鼠模型（NP），雌性CBA/J小鼠

与雄性DBA/2小鼠交配建立复发流产小鼠模型（RSA）；其

中NP小鼠分为生理盐水组（NP-NS，n=6）和KP234组

（NP-KP234，n=6），而RSA小鼠分为NS组（RSA-NS，n=6）

和KP10组（RSA-KP10，n=6）。每日18：00按雌雄比例2∶1

合笼，晨08：00检查阴栓，发现阴栓日记为妊娠第0.5 d

（GD0.5），当天开始给药，NP-KP234组小鼠隔日1次腹腔

注射KP234（约2.6 μg/只，200 μL，100 nmol/kg），RSA-

K P 1 0组小鼠隔日1次腹腔注射K P 1 0（约2 . 6  μ g /只，

200 μL，100 nmol/kg），生理盐水组给予相同剂量的生理

盐水隔日1次腹腔注射。于GD9.5处死小鼠，计数存活胚

胎数及吸收胚胎数，计算胚胎吸收率；子宫组织−80 ℃保

存，RT-qPCR和Western blot检测子宫组织IGFBP1、

Notch1、Akt、Foxo1的表达。

胚胎吸收率 = (吸收胚胎数量/胚胎总数)×100% (1)
 

1.3    统计学方法

x̄± s

使用SPSS 18.0和GraphPad Prism5.0进行统计分析。

计量数据使用 表示，符合正态分布则使用成组设计

 

表 1    RT-qPCR引物序列

Table 1    The primer sequences used for RT-qPCR 

Gene Sequence (5'-3') Product length/bp

H-GAPDH F: TGTGGGCATCAATGGATTTGG 119

R: ACACCATGTATTCCGGGTCAAT

H-KISS1 F: AGCAGCTAGAATCCCTGGG 250

R: AGGCCGAAGGAGTTCCAGT

H-IGFBP1 F: TTGGGACGCCATCAGTACCTA 114

R: TTGGCTAAACTCTCTACGACTCT

H-Notch1 F: GAGGCGTGGCAGACTATGC 140

R: CTTGTACTCCGTCAGCGTGA

H-Akt F: CCTCCACGACATCGCACTG 209

R: TCACAAAGAGCCCTCCATTATCA

H-Foxo1 F: TCGTCATAATCTGTCCCTACACA 168

R: CGGCTTCGGCTCTTAGCAAA

M-GAPDH F: AATGGATTTGGACGCATTGGT 213

R: TTTGCACTGGTACGTGTTGAT

M-KISS1 F: CTCTGTGTCGCCACCTATGG 96

R: TTCCCAGGCATTAACGAGTTC

M-IGFBP1 F: CCATCCTGTGGAACGCCATC 180

R: TCTTGTTGCAGTTTGGCAGATA

M-Notch1 F: GATGGCCTCAATGGGTACAAG 74

R: TCGTTGTTGTTGATGTCACAGT

M-Akt F: CCCTGCTCCTAGTCCACCA 85

R: TGTCTCTGTTTCAGTGGGCTC

M-Foxo1 F: CCCAGGCCGGAGTTTAACC 132

R: GTTGCTCATAAAGTCGGTGCT

　H- and M- represent cells of human/hESC and mouse origin, respectively.
IGFBP1: insulin-like growth factor binding protein 1 gene; KISS1: kisspeptin
gene.
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CBA/J DBA/2 GD 0.5 GD 9.5
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RSA-KP10
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plug
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GD 0.5, 2.5,
4.5, 6.5, 8.5

RSA

Vaginal

 
图 1  动物实验流程

Fig 1  Schematic illustration of the animal experimental procedure

The first 0.5 day of pregnancy is recorded as GD 0.5 and the rest as such.
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资料的t检验或Dunnett-t检验，否则使用非参检验，计数

资料使用卡方检验。P<0.05为差异有统计学意义。 

2     结果
 

2.1    RSA组与NP组蜕膜组织中kisspeptin、IGFBP1、

Notch1、Akt、Foxo1表达比较

RSA组与NP组基本信息见表2，两组患者的年龄、孕

周和产次差异无统计学意义，RSA组流产次数（2.86±0.78）

高于NP组（1.57±1.42），差异有统计学意义(P<0.000 1)。

与NP组相比，RSA组蜕膜组织中KISS1 mRNA及其蛋白

kisspeptin表达降低，蜕膜化标志物IGFBP1的mRNA和蛋

白表达降低，Notch1、Akt、Foxo1的mRNA及蛋白表达均

降低，差异有统计学意义（P<0.05或P<0.01）。见图2。 

2.2      k isspeptin对hESC增殖和蜕膜化的影响及对

Notch1/Akt/Foxo1通路的调控

见图3。我们对hESC中KISS1进行靶向siRNA干扰

（siKP）并验证。无论是在2 h还是在3 h，转染siKP后，

hESC增殖能力无显著变化，添加KP10后亦无明显差别，说

明kisspeptin不影响hESC的增殖，但很可能通过调控其蜕

膜化发挥作用。通过免疫荧光观察kisspeptin对hESC蜕膜

化的影响，显示增殖状态的 hESC呈细长形，蜕膜化后细胞

变圆、变大，Notch1表达增加，添加 KP10后上述表现更为

显著，而干扰KISS1后细胞皱缩，Notch1 表达降低，因此可

以推断kisspeptin可以促进蜕膜化及Notch1的表达。

在分子层面，与对照组相比，hESC转染siKP并诱导蜕

膜化5 d后，IGFBP1、Notch1、Akt、Foxo1的mRNA和蛋白

表达均降低（P<0.05），而添加KP10后各分子的mRNA和

蛋白表达量升高(P<0.05，与对照组相比，Notch1除外)。

见图4A～图4D。使用Notch1/Akt/Foxo1通路各分子对应

抑制剂（DAPT/AZD5363/AS1842856）处理hESC后，

IGFBP1的mRNA和蛋白表达量明显下降，可见三者对

hESC蜕膜化均可产生影响。使用DAPT后Notch1、Akt、

Foxo1的mRNA及蛋白表达均降低，使用AZD5363后，

Akt、Foxo1表达量下降，而使用AS1842856后仅Foxo1表

达下降（图4E～图4H），由此我们可以推断Notch1、Akt、

Foxo1三者为上下游关系，且该信号通路是从Notch1向Akt，

Akt向Foxo1依次调控。结果表明，kisspeptin通过Notch1/

Akt/Foxo1信号通路，部分地介导了hESC的蜕膜化。 

2.3    kisspeptin对NP和RSA小鼠妊娠结局的影响

见图5、图6。为了观察阻断kisspeptin对NP小鼠妊娠
 

表 2    RSA组和NP组临床资料比较

Table 2    Comparison of clinical data between the RSA group and the NP group 

Group n Age/yr. Gestational age/week Gravidity (frequency) Abortions (frequency)

RSA 45 29.23±4.34 8.32±1.31 3.34±1.11 2.86±0.78

NP 50 29.67±5.58 7.98±1.56 2.88±1.55 1.57±1.42

P 0.660 8 0.240 8 0.091 1 <0.000 1
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图 2  RSA组和NP组人体蜕膜组织kisspeptin、IGFBP1、Notch1、Akt、Foxo1的基因和蛋白表达情况

Fig 2  The expression of kisspeptin, IGFBP1, Notch1, Akt, and Foxo1 in the decidual tissues of the RSA and the NP groups

n=10. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.
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图 3  hESC增殖及蜕膜化结果

Fig 3  Results of hESC proliferation and decidualization

A, The efficiency of KISS1-targeting siRNA transfection. B, Quantitative analysis of the results of CCK8 assay of hESC in various groups; the hESC treated with blank siRNA,

siKP, or kisspeptin10 were named control group, siKP group, and KP10 group, respectively. C, Immunofluorescence assay showing the expression of Notch1, F-actin,

DAPI, and merged results after 5 days of inducing decidualization in different treatment groups (original magnification×200). Red: Notch1; Green: F-actin (cellular

cytoskeleton); Blue: DAPI. hESC without decidualization: the hESC in the group were cultured without decidualization induction; hESC decidualization: a group inducing

decidualization for 5 days; hESC+KP10 decidualization: after KP10 was administered, the hESC in the group underwent decidualization induction for 5 days; hESC+siKP

decidualization: after siKP transfection, the hESC in the group underwent decidualization induction for 5 days. n=3. ** P<0.01, *** P<0.001.
 

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A

0

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A

ex
p

re
ss

io
n

0

R
el

at
iv

e 
p

ro
te

in

ex
p

re
ss

io
n

 o
f 

IG
F

B
P

1

0

0.5

1.0

1.5

R
el

at
iv

e 
p

ro
te

in

ex
p

re
ss

io
n

0

R
el

at
iv

e 
p

ro
te

in

ex
p

re
ss

io
n

 o
f 

IG
F

B
P

1

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

0.5

1.0

1.5

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A

ex
p

re
ss

io
n

0

0.5

1.0

1.5

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A

0

0.5

1.0

2.0

1.5

1

2

3

2

4

6

8
**

*

*

*

*

*

**

*

*

*

**

**

** **

*

* *

*

*

*

*

*

*

*

*

**

**

C
ontro

l

IGFBP1

GAPDH

30

37siK
P

KP10

C
ontro

l
siK

P
KP10

C
ontro

l

siK
P

KP10
C

ontro
l

siK
P

KP10

Control

siKP

Notch1 Akt Foxo1

Notch1

Akt

Foxo1

GAPDH

125

(Mr, ×103)

(Mr, ×103)

(Mr, ×103)
60

70

37

KP10
Control

siKP
KP10

NC

AZD5363
AS1842856

DAPT

GAPDH

IGFBP1

37

30

AZD5363

AS1842856

DAPT

−

−

−

−

−

+

+

−

−

−

+

−

N
C

A
ZD

53
63

A
S1

84
28

56

D
A

PT

N
C

A
ZD

53
63

A
S1

84
28

56

D
A

PT

A

C D

E

G

R
el

at
iv

e 
p

ro
te

in

ex
p

re
ss

io
n

0

1

2

3

*

*

*

*

*

Notch1 Akt Foxo1

(Mr, ×103)
Notch1 125

Akt 60

Foxo1 70

GAPDH 37

AZD5363

AS1842856

DAPT

−

−

−

−

−

+

+

−

−

−

+

−

NC

AZD5363
AS1842856

DAPT

HF

B

*

ex
p

re
ss

io
n

 o
f 
IG

F
B
P
1

Notch1 Akt Foxo1

ex
p

re
ss

io
n

 o
f 
IG

F
B
P
1

Notch1 Akt Foxo1

 
图 4  kisspeptin调控hESC蜕膜化后的Notch1/Akt/Foxo1通路

Fig 4  Regulation of the Notch1/Akt/Foxo1 pathway by kisspeptin

A-D: mRNA (A and B) and protein expressions (C and D) of IGFBP1, Notch1, Akt, and Foxo1 in the control, the KP10, and the siKP groups of hESC after five days

of inducing decidualization. hESC treated with blank siRNA, siKP, or kisspeptin10 were named the control group, the siKP group, and the KP10 group, accordingly. E-H:

mRNA (E and F) and protein expressions (G and H) of IGFBP1, Notch1, Akt, and Foxo1 in hESC after 5 days of decidualization by the administration of corresponding

inhibitors of Notch1, Akt, and Foxo1--DAPT, AZD5363, and AS1842856, respectively. NC: Decidualizated hESC without any inhibitors. n=3. *P<0.05, **P<0.01.
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图 5  小鼠妊娠第9.5 d胚胎情况（A）及胚胎吸收率（B）

Fig 5  The status of embryos (A) and embryo resorption rates (B) of NP and RSA mouse on GD 9.5

n=6. *** P<0.001.
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图 6  NP（CBA/J×BALB/c）和RSA小鼠（CBA/J×DBA/2）蜕膜组织中IGFBP1、Notch1、Akt、Foxo1的mRNA及蛋白表达情况

Fig 6  mRNA and protein expression of IGFBP1, Notch1, Akt, and Foxo1 in the decidual tissues of NP (CBA/J×BALB/c) and RSA (CBA/J×DBA/2) mice

A and B: mRNA expression of IGFBP1, Notch1, Akt, and Foxo1 in NP-NS and NP-KP234 group; C and D: the proteins levels of IGFBP1, Notch1, Akt, and Foxo1 in

NP-NS and NP-KP234 groups; E and F: mRNA expression of IGFBP1, Notch1, Akt, and Foxo1 in the RSA-NS and the RSA-KP10 groups; G and H: the protein level of

IGFBP1, Notch1, Akt, and Foxo1 in the RSA-NS and the RSA-KP10 groups. n=6. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.
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结局的影响，我们对NP小鼠腹腔注射KP234，发现其胚胎

色泽暗红，而NP-NS组胚胎鲜红，呈均匀串珠状，形态饱

满，NP-KP234组胚胎吸收率增加，提示阻断kisspeptin后

流产率增加（P<0.001）。结果显示，与NP-NS组相比，NP-

KP234组IGFBP1的mRNA及蛋白表达降低，子宫内膜蜕

膜化程度降低，Notch1、Akt、Foxo1的mRNA及蛋白表达

下调，差异有统计学意义（P<0.05，P<0.01或P<0.001）。

见图5、图6。在RSA小鼠中，我们给予了KP10处理，

以便观察KP10能否挽救流产结局。我们发现RSA-NS组

胚胎大多呈暗红色，肉眼可见小的吸收斑，而RSA-KP10

组胚胎部分转为色泽正常，吸收斑减少，两组之间胚胎吸

收率差异有统计学意义（P<0.001），提示kisspeptin可在一

定程度上挽救流产的发生。与RSA-NS组相比，RSA-KP10

组IGFBP1的mRNA和蛋白表达增高，蜕膜化状况得到改

善，Notch1、Akt、Foxo1的mRNA和蛋白表达均增加，差

异有统计学意义（P<0.01或P<0.05）。 

3     讨论

RSA病因复杂，包括解剖因素、遗传、感染及免疫因

素等[2]，但仍然约一半病因不明[12]。子宫内膜蜕膜化对胚

胎植入不可或缺，人体子宫内膜在雌孕激素的严格调控

下，由分裂增殖能力较强的内膜基质细胞（ESC）分化为具

有上皮样分泌功能的蜕膜基质细胞（DSC）的过程，即为

蜕膜化[13]，成熟的DSC表达IGFBP1，其可作为蜕膜化标志

物。以蜕膜化为RSA病因的研究逐渐增多[14-15]，蜕膜化不

良增加RSA的风险[16]，但其参与RSA发病的具体机制仍然

不明。

kisspeptin由145个氨基酸组成，不稳定，在体内易被

水解为KP54、KP14、KP13和KP10[17]。kisspeptin在正常未

孕妇女血清中表达水平很低，几乎测不出，但妊娠早期快

速升高达未孕水平的900倍，至妊娠晚期达未孕水平的

7 000倍，于分娩后第5天恢复正常水平[18]。外周循环中的

kisspeptin主要来源于胎盘，其抑制滋养细胞的侵袭，在妊

娠中发挥重要作用[19]。kisspeptin及其受体在月经周期的

分泌后期显著增加 ，此期 E S C 转化为 D S C [ 2 0 ] ，且

kisspeptin在小鼠蜕膜化及hESC体外诱导蜕膜化过程中

表达均逐渐增加[5]，因此kisspeptin在蜕膜化过程中起关键

作用，维持子宫内膜的动态平衡，很可能通过调控子宫内

膜蜕膜化，参与RSA的发病机制。本研究结果显示RSA患

者蜕膜化不良，且kisspeptin在RSA蜕膜组织中的表达明

显低于正常妊娠女性，动物实验中发现NP小鼠注射KP234

后，胚胎吸收率增加，蜕膜化不良，而RSA小鼠注射KP10

之后，胚胎吸收率降低，蜕膜化状况改善，因此kisspeptin

与蜕膜化密切相关，可在一定程度上改善妊娠结局。

灵长类动物子宫内膜中Notch1的水平在黄体期逐渐

增加，抑制Notch1可导致 IGFBP1水平显著下降 [ 2 1 ]。

Notch信号通路为启动蜕膜化所必需[22]，在蜕膜化调控中

发挥重要作用[23]。小鼠子宫选择性敲除Notch家族转录

因子RBPJκ导致蜕膜化受损[24]，抑制Notch1则hESC体外蜕

膜化受损[21]。kisspeptin可作用于Notch信号[25- 26]，蜕膜化

的特征在于F-actin和应力纤维的急剧增加[27]，本研究结果

显示，RSA患者蜕膜组织Notch1表达较NP女性降低；

hESC诱导蜕膜化后，F-actin和Notch1的表达增加，添加

KP10后进一步升高，细胞形态更加圆润；动物实验结果表

明NP小鼠注射KP234后Notch1表达降低，而RSA小鼠注

射KP10进行回复实验之后，Notch1表达增加，因此

kisspeptin能够在促进蜕膜化过程中发挥作用，并且这种

效应很可能与Notch1有关。

Notch1激活PI3K/Akt/mTOR通路在肿瘤研究中较为

常见[28-29]，Foxo1是Akt的经典下游通路分子，在体外培养

的子宫内膜基质细胞ESC转染Foxo1的siRNA 后，可以阻

止其表达蜕膜化标志物 dPRL[30]。综合以上原因，我们评

估了人类、hESC及小鼠中Notch1、Akt和Foxo1的水平，以

探讨kisspeptin是否通过影响Notch1/Akt/Foxo1通路进而

调控子宫内膜蜕膜化。我们观察到RSA患者和RSA小鼠

模型中Akt和Foxo1水平均降低，它们呈相似趋势，表明这

三个因素可能存在潜在的相互关系。我们在细胞实验中

分别应用了Notch1、Akt、Foxo1的抑制剂，结果显示三者

按照Notch1/Akt/Foxo1的顺序依次调控。因此，我们提出

kisspeptin可能通过Notch1/Akt/Foxo1信号通路影响蜕膜

化，并参与RSA的发病机制。

本研究引入了众多研究指标，必须承认存在多重假

设检验的问题，由于研究的性质，本研究结果仅能作为探

索性结论，而非验证性结论。此外，本研究采用的临床样

本收集时间为妊娠7～10周，对于更早期以及10周以后的

动态变化不能充分地验证，对于全面了解kisspeptin对于

蜕膜化调控仍有所欠缺。

* * *
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