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　 　 【摘　 要】 　 目的　 探讨环磷腺苷效应元件结合蛋白（ＣＲＥＢ） ／含 Ｓｒｃ 同源 ２ 结构域蛋白酪氨酸磷酸酶（ＳＨＰ⁃２） ／
蛋白激酶 Ｂ（ＡＫＴ）信号通路在人骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）分化为骨骼肌细胞中的作用，以及该信号通路对产后盆

底康复的影响。 方法　 于 ２０２２ 年 １１ 月—２０２３ 年 ４ 月在石家庄市第三医院实验室进行实验。 利用人骨髓干细胞成骨

分化数据集上的各种分析技术，揭示不同的基因表达模式和调控关系。 使用人骨髓间充质干细胞系 ＣＰ⁃Ｈ１６６ 进行实

验，将细胞分为对照组（ＮＣ 组）、５⁃氮胞苷组、５⁃氮胞苷＋电刺激组、５⁃氮胞苷＋电刺激＋ＣＲＥＢ 抑制剂组和 ５⁃氮胞苷＋电
刺激＋ＣＲＥＢ 激动剂组。 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、Ｆｕｒａ⁃２ 钙离子荧光染色和免疫荧光染色等方法，检测各组细胞中相关蛋白

和钙离子浓度的表达和分布。 结果　 在成骨分化的 ３ 或 ４ ｄ 与 １ 或 ２ ｈ 的时间点比较中，火山图和平均差图分析显示

ＣＲＥＢ、ＳＨＰ２、ＭｙｏＤ、ＭｙｏＧ、ＭＹＨＣ 和 ＴＰＭ１ 等基因显著下调。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示，与对照组相比，５⁃氮胞苷和

电刺激处理提高了 ＣＲＥＢ、ＳＨＰ２、ＡＫＴ、ＭｙｏＤ、ＭｙｏＧ、ＴＰＭ１ 蛋白的表达水平（Ｐ＜０．０５）。 加入 ＣＲＥＢ 抑制剂后，ＳＨＰ２ 和

ＡＫＴ 的表达降低（Ｐ＜０．０５），进而减少 ＭｙｏＤ、ＭｙｏＧ 和 ＴＰＭ１ 的表达；而加入 ＣＲＥＢ 激动剂后，上述蛋白含量升高（Ｐ＜
０．０５）。Ｆｕｒａ⁃２ 钙离子荧光染色结果表明，５⁃氮胞苷和电刺激可提高钙离子浓度（Ｐ＜０．０５）。 免疫荧光染色结果显示，５⁃
氮胞苷和电刺激处理增加了 ｐ⁃ＣＲＥＢ 和 ＭｙｏＤ 的表达和分布（Ｐ＜０．０５），加入 ＣＲＥＢ 激动剂进一步增加了这些蛋白的

表达（Ｐ＜０．０５），而加入 ＣＲＥＢ 抑制剂则降低了其表达（Ｐ＜０．０５）。 结论　 ＣＲＥＢ ／ ＳＨＰ２ ／ ＡＫＴ 信号通路在 ＢＭＳＣｓ 分化为

骨骼肌细胞过程中具有重要作用。 调控该信号通路可以显著影响细胞的分化过程，促进产后盆底康复。
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 To explore the role of CREB/SHP2/AKT signaling pathway in the differentiation of human
bone marrow mesenchymal stem cells into skeletal muscle cells and the effect of this signaling pathway on postnatal pelvic
floor rehabilitation. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 The experiments were conducted from November 2022 to April 2023 in the Laboratory of the
Third Hospital of Shijiazhuang. Using various analytical techniques on the human bone marrow stem cell osteogenic differenti⁃
ation dataset, different gene expression patterns and regulatory relationships were revealed, shedding light on the underlying
mechanisms of the disease. Experiments were performed using the human bone marrow MSC cell line CP⁃H166, and the cells
were divided into a control group (NC group), a 5⁃azacytidine group, a 5⁃azacytidine+electrostimulation group, a 5⁃azacytidine
+electrostimulation+CREB inhibitor group, and a 5⁃azacytidine+electrostimulation+CREB agonist group. The expression and
distribution of relevant proteins and calcium ion concentration in cells of each group were detected by Western blot, Fura⁃2
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calcium ion fluorescence staining and immunofluorescence staining. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Western blot assay showed that 5⁃azacytidine
and electrical stimulation treatments increased the expression levels of CREB, SHP2, AKT, MyoD, MyoG, and TPM1 proteins
compared with the control group (P<0.05). The addition of CREB inhibitor decreased the expression of SHP2 and AKT (P<

� 0.05), which in turn decreased the expression of MyoD, MyoG, and TPM1; whereas the addition of CREB agonist increased
the level of the above⁃mentioned proteins (P<0.05). The results of calcium fluorescence staining of Fura⁃2 showed that 5⁃aza⁃

� cytidine and electrical stimulation increased the calcium ion concentration (P<0.05). Immunofluorescence staining showed that
� 5⁃azacytidine and electrical stimulation treatments increased the expression and distribution of p⁃CREB and MyoD (P<0.05),
� and the addition of CREB agonists further increased the expression of these proteins (P<0.05), whereas the addition of CREB
� inhibitors decreased their expression (P<0.05). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 The CREB/SHP2/AKT signaling pathway has an important role
� in the differentiation of BMSCs into skeletal muscle cells. Modulation of this signaling pathway can significantly affect the cell

differentiation process and promote postnatal pelvic floor rehabilitation.
【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Pelvic floor muscle function; Biomimetic electrical stimulation; Mesenchymal stem cells; Skeletal muscle

cells; SHP⁃2; CREB

　 　 产后盆底功能障碍是影响女性健康的一个常见问

题，主要表现为尿失禁、子宫脱垂和阴道松弛等症状。
这些问题不仅严重影响女性的生活质量，还可能导致

心理压力和社交障碍［１］。 传统的盆底康复方法包括

物理治疗、盆底肌肉锻炼和手术治疗，但这些方法往往

需要较长的治疗时间，且效果因人而异。 近年来，仿生

物电刺激作为一种新兴的治疗手段，逐渐受到关

注［２］。 仿生物电刺激通过模拟人体生物电信号，刺激

神经和肌肉，已被广泛应用于多种神经肌肉疾病的治

疗［３］。 然而，其在产后盆底康复中的作用机制尚不完

全明 确。 间 充 质 干 细 胞 （ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，
ＭＳＣｓ）因其自我更新和多向分化的潜能，成为组织修

复和再生研究中的热点［４］。 研究表明，ＭＳＣｓ 可以在

特定的条件下分化为骨骼肌细胞，有助于盆底肌损伤

组织的修复。 ５⁃氮胞苷为一种低甲基化的强效生长抑

制剂及细胞毒素剂，抑制 ＤＮＡ 甲基转移酶。 也是作

用于 Ｓ 期的细胞周期特异性药物，能迅速磷酸化并掺

入 ＲＮＡ，通过破坏核酸顺利翻译为蛋白质，而抑制蛋

白质的合成。 还可通过抑制乳清酸核苷酸脱羧酶而影

响嘧啶的合成，是一种基因表达、基因激活和沉默的重

要调节剂， 它能够诱导骨髓间充质干细胞 （ ｂｏｎｅ
ｍａｒｒｏｗ ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）分化为

骨骼肌细胞并表达其特异性标志物［５］。 骨骼肌细胞

的分化受多种信号通路的调控，其中环磷腺苷效应元

件结合蛋白 （ ｃＡＭＰ⁃ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ，
ＣＲＥＢ） ［６⁃７］、含 Ｓｒｃ 同源 ２ 结构域蛋白酪氨酸磷酸酶

（ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ⁃２，ＳＨＰ⁃２）和蛋白激酶 Ｂ
（ＡＫＴ）信号通路在肌细胞的分化和功能维持中起着

关键作用［８］。
　 　 本研究旨在探索仿生物电刺激对间充质干细胞内

ＣＲＥＢ ／ ＳＨＰ２ ／ ＡＫＴ 信号通路的影响及其在骨骼肌分化

过程中的作用，从而揭示其促进产后盆底康复的机制，
为产后盆底康复提供一种新颖且有效的治疗策略，同
时加深对仿生物电刺激和间充质干细胞在组织修复中

的作用机制的理解，报道如下。
１　 材料与方法

１．１　 实验材料　 ５⁃氮胞苷购自 Ｓｅｌｌｅｃｋ 公司；人骨髓间

充质干细胞系 ＣＰ⁃Ｈ１６６ 与人骨髓间充质干细胞，完全

培养基 ＣＭ⁃Ｈ１６６、ＤＭＥＭ 培养基和其他细胞培养试剂

均购自武汉普诺赛生命科技有限公司；胎牛血清

Ａ５８Ｇ００Ｊ 购 自 Ｇｅｍｉｎｉ 公 司； ＣＲＥＢ 抑 制 剂 （ ＨＹ⁃
１０１１２０）和 ＣＲＥＢ 激动剂 （ ＨＹ⁃１５１５２７） 均购自美国

ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ 公司；兔抗 ＣＲＥＢ 单克隆抗体、兔抗

ＳＨＰ２ 单克隆抗体、兔抗 ＡＫＴ 单克隆抗体、兔抗 ＭｙｏＤ
单克隆抗体、兔抗 ＭｙｏＧ 单克隆抗体、兔抗 ＴＰＭ１ 单克

隆抗体、ＧＡＰＤＨ 抗体均购自英国 Ａｂｃａｍ 公司；ＰＶＤＦ
膜 ＩＰＶＨ２０２００ 与 ＢＣＡ 蛋白定量测定试剂盒均购自美

国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司；Ｆｕｒａ⁃２ ＡＭ 钙离子荧光探针、结晶紫

和 ＲＩＰＡ 裂解液 Ｐ００１３Ｋ 均购自江苏碧云天生物科技

有限公司。
１．２　 实验方法　 于 ２０２２ 年 １１ 月—２０２３ 年 ４ 月在石

家庄市第三医院实验室进行实验。
１．２．１　 细胞培养：ＢＭＳＣｓ 细胞置于 ３７℃、５％ＣＯ２ 的培

养箱中，添加人骨髓间充质干细胞完全培养基进行培

养；人骨髓间充质干细胞完全培养基含 ＦＢＳ、生长添加

剂、Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ、Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ 等，当细胞处于对数生长期

时使用含有 ０．２５％ ＥＤＴＡ 的胰酶对其进行消化，以进

行传代实验。
１．２．２ 　 细胞处理与分组：取正在处于对数生长期的

ＢＭＳＣｓ 细胞经过胰酶消化后接种于 ６ 孔培养板中，等
到细胞培养密度达到 ８５％ ～ ９０％时，将 ＢＭＳＣｓ 细胞系

分为 ５ 组：对照组（ＮＣ 组）只加入完全培养基不额外
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对其进行处理；５⁃氮胞苷组（诱导 ＢＭＳＣｓ 细胞分化）在
培养基中加入 ５ ｍｌ 终浓度为 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ５⁃氮胞苷

诱导 ２４ ｈ；５⁃氮胞苷＋电刺激组在 ５⁃氮胞苷组的基础上

使用 ０．０５ Ｖ ／ ｃｍ 的电场强度对细胞系施加仿生物电刺

激；５⁃氮胞苷＋电刺激＋ＣＲＥＢ 抑制剂组在 ５⁃氮胞苷＋电
刺激组的基础上加入 ＣＲＥＢ 抑制剂（ＨＹ⁃１０１１２０）进行

处理；５⁃氮胞苷＋电刺激＋ＣＲＥＢ 激动剂组在 ５⁃氮胞苷＋
电刺激组的基础上加入 ＣＲＥＢ 激动剂（ＨＹ⁃１５１５２７）进
行处理。
１．２．３　 生物信息学分析：人骨髓干细胞成骨分化过程

中的 ｍＲＮＡ 表达谱被纳入数据集 ＧＳＥ８０６１４。 从 ＧＥＯ
数据库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ｇｅｏ ／ ）中获取数

据集，通过 ＧＥＯ２Ｒ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ）在
线分析工具，分析不同时间点（３ ｄ 和 ４ ｄ 与 １ ｈ 和

２ ｈ）差异表达的 ｍＲＮＡ。 设置阈值为 ｜ ｌｏｇＦＣ ｜ ＞１，Ｐ＜
０．０５。
１．２．４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测相关蛋白水平：使用 ＲＩＰＡ 裂

解缓冲液分别从对照组、５⁃氮胞苷组、５⁃氮胞苷＋电刺

激组、５⁃氮胞苷＋电刺激＋ＣＲＥＢ 抑制剂组、５⁃氮胞苷＋
电刺激＋ＣＲＥＢ 激动剂组 ＢＭＳＣｓ 细胞中提取总蛋白，
并使用 ＢＣＡ 蛋白检测试剂盒对蛋白浓度进行定量测

量。 随后，蛋白质通过 ８％～１２％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶进行

分离，并转移到 ＰＶＤＦ 膜上，在室温下用 ５％脱脂牛奶

在 ＴＢＳＴ 中孵育 １ ｈ，然后在 ４°Ｃ 下用一抗孵育过夜：
ＣＲＥＢ、ＳＨＰ２、ＡＫＴ、ＭｙｏＤ、ＭｙｏＧ。 随后，用二抗在室温

下孵育膜 ２ ｈ，并用增强化学发光法显现蛋白条带。 最

后，使用 ＩｍａｇｅＪ 软件分析蛋白条带强度，并以 ＧＡＰＤＨ
作为内参进行比较分析。
１．２．５ 　 Ｆｕｒａ⁃２ 钙离子荧光染色：将对照组、５⁃氮胞苷

组、５⁃氮胞苷＋电刺激组中活率＞９０％的人骨髓间充质

干细胞分别重悬于 ２％ＢＳＡ 缓冲 Ｈａｎｋｓ 液，并调整细

胞密度至 ３ × １０６ 个 ／ ｍｌ， 加入 ５⁃氮胞苷终浓度为

５ μｍｏｌ ／ Ｌ的 Ｆｕｒａ⁃２ ／ ＡＭ，３７℃，避光振荡孵育 ３０ ｍｉｎ。
将每组负载后的细胞悬液用 ０．２％ＢＡＳ 缓冲 Ｈａｎｋｓ 液

洗涤 ３ 次，２５℃放置 ２０ ｍｉｎ，保证 Ｆｕｒａ⁃２ ／ ＡＭ 完全去酯

化。 测定前用含 ０．２％ＢＳＡ 缓冲 Ｈａｎｋｓ 液调整每组细

胞密度为 １．５×１０６ 个 ／ ｍｌ，每次取 ２ ｍｌ 细胞悬液进行测

定。 使用荧光显微镜通过 ３４０ 和 ３８０ ｎｍ 附近的激发

波长激发 Ｆｕｒａ⁃２，然后测量 ５１０ ｎｍ 附近的荧光信号。
１．２．６　 ＢＭＳＣｓ 细胞免疫荧光染色：ＢＭＳＣｓ 细胞样品用

４％ＰＦＡ 固定 ２０ ｍｉｎ，随后用 ＰＢＳ 洗涤细胞 ３ 次，每次

５ ｍｉｎ，用 ０．１％Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 透化 ２ ｍｉｎ。 然后用 １０％山

羊血清阻断，并用兔抗 ＣＲＥＢ 和兔抗 ＭｙｏＤ 抗体检测

在 ４°Ｃ 孵育过夜。 洗涤切片后，在室温下用相应的

Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ 抗体标记。 在荧光显微镜上进行成像。
１．３　 统计学方法　 使用 ＳＰＳＳ ２１．０ 软件对数据进行处

理分析。 正态分布的计量数据以 �ｘ±ｓ 表示，组间比较

采用独立样本 ｔ 检验，多组之间比较采用单因素方差

分析。 Ｐ＜０．０５ 为差异有统计学意义。
２　 结　 果

２．１　 生物信息学分析结果　 通过对数据集 ＧＳＥ８０６１４
的分析，笔者观察到在 ＢＭＳＣｓ 的成骨分化过程中，不
同时间点的基因表达存在显著差异。 具体而言，在成

骨分化的 ３ 或 ４ ｄ 与 １ 或 ２ ｈ 的时间点比较中，火山图

和平均差图分析显示 ＣＲＥＢ、 ＳＨＰ２、 ＭｙｏＤ、 ＭｙｏＧ、
ＭＹＨＣ 和 ＴＰＭ１ 等基因显著下调，见图 １。

注： Ａ．差异基因火山图；Ｂ．差异基因平均差图。

图 １ 　 生物信息学分析 ＣＲＥＢ、ＳＨＰ２、ＭｙｏＤ、ＭｙｏＧ、ＭＹＨＣ 和

ＴＰＭ１ 等基因在成骨分化过程中的作用

Ｆｉｇ． １ 　 Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｏｌｅｓ ｏｆ ＣＲＥＢ， ＳＨＰ２，
ＭｙｏＤ， ＭｙｏＧ， ＭＹＨＣ， ａｎｄ ＴＰＭ１ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ

２．２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＢＭＳＣｓ 细胞 ｐ⁃ＣＲＥＢ、ｐ⁃ＳＨＰ２、
ｐ⁃ＡＫＴ、ＭｙｏＤ、ＭｙｏＧ、ＴＰＭ１ 蛋白水平　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检
测结果显示：与对照组相比， ５⁃氮胞苷组 ｐ⁃ＣＲＥＢ、
ｐ⁃ＳＨＰ２、ｐ⁃ＡＫＴ、ＭｙｏＤ、ＭｙｏＧ、ＴＰＭ１ 的相对蛋白表达

水平升高（Ｐ＜０．０５）；与 ５⁃氮胞苷组相比，５⁃氮胞苷＋电
刺激组 ｐ⁃ＣＲＥＢ、 ｐ⁃ＳＨＰ２、 ｐ⁃ＡＫＴ、ＭｙｏＤ、ＭｙｏＧ、ＴＰＭ１
的相对蛋白表达水平升高（Ｐ＜０．０５）；与 ５⁃氮胞苷＋电
刺激组相比， ５⁃氮胞苷 ＋ 电刺激 ＋ ＣＲＥＢ 激动剂组

ｐ⁃ＣＲＥＢ、ｐ⁃ＳＨＰ２、ｐ⁃ＡＫＴ、ＭｙｏＤ、ＭｙｏＧ、ＴＰＭ１ 的相对蛋

白表达水平升高（Ｐ＜０．０５），５⁃氮胞苷＋电刺激＋ＣＲＥＢ
抑制剂组 ｐ⁃ＣＲＥＢ、ｐ⁃ＳＨＰ２、ｐ⁃ＡＫＴ、ＭｙｏＤ、ＭｙｏＧ、ＴＰＭ１
的相对蛋白表达水平降低（Ｐ＜０．０５），见图 ２、３。 以上

结果表明 ５⁃氮胞苷可以为 ＢＭＳＣ 分化为骨骼肌细胞提

供环境进行诱导，适当的电刺激促进 Ｃａ２＋ 内流导致

ＢＭＳＣ 中 ＣＲＥＢ 表达提高，在加入 ＣＲＥＢ 抑制剂后

ｐ⁃ＳＨＰ２的表达量降低，进而减少 ＡＫＴ、ＭｙｏＤ 与 ＭｙｏＧ
的表达，最终减少了骨骼肌细胞标志物的 ＴＰＭ１ 表达；
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反之在使用 ＣＲＥＢ 激动剂后，以上蛋白水平明显高于

５⁃氮胞苷＋电刺激组，见图 ２、３。

　 　 注：Ａ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 蛋白检测；Ｂ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 蛋白检测结果统

计；ａＰ＜０．０５，ｂＰ＜０．０１。

图 ２　 ５ 组 ＢＭＳＣｓ 细胞中 ＣＲＥＢ ／ ＳＨＰ２ ／ ＡＫＴ 相关蛋白表达比较

Ｆｉｇ．２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＣＲＥＢ ／ ＳＨＰ２ ／ ＡＫＴ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｉｎ ５ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ＢＭＳＣｓ ｃｅｌｌｓ

２．３　 Ｆｕｒａ⁃２ 钙离子荧光染色检测 ＢＭＳＣｓ 细胞中钙离

子相对浓度　 Ｆｕｒａ⁃２ 钙离子荧光染色检测结果显示：
与对照组相比，５⁃氮胞苷组中的钙离子浓度升高（Ｐ＜
０．０５）；与 ５⁃氮胞苷组相比，５⁃氮胞苷＋电刺激组钙离子

浓度升高（Ｐ＜０．０５），见图 ４。
２．４　 细胞免疫荧光染色观察 ＢＭＳＣｓ 细胞中 Ｍｅｒｇｅ、ｐ⁃
ＣＲＥＢ、ＤＡＰ１、ＭｙｏＤ 表达和分布 　 免疫荧光染色结果

显示：５⁃氮胞苷组 Ｍｅｒｇｅ、ｐ⁃ＣＲＥＢ、ＤＡＰ１、ＭｙｏＤ 的分布

数量多于 ＮＣ 组（Ｐ＜０．０５）；５⁃氮胞苷＋电刺激组Ｍｅｒｇｅ、
ｐ⁃ＣＲＥＢ、ＤＡＰ１、ＭｙｏＤ 的分布数量多于 ５⁃氮胞苷组

（Ｐ＜０．０５）；５⁃氮胞苷＋电刺激＋ＣＲＥＢ 激动剂组 Ｍｅｒｇｅ、
ｐ⁃ＣＲＥＢ、ＤＡＰ１、ＭｙｏＤ 的分布数量多于 ５⁃氮胞苷＋电刺

　 　 注：Ａ．Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 蛋白检测；Ｂ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 蛋白检测结果统计；
ａＰ＜０．０１。

图 ３ 　 ５ 组 ＢＭＳＣｓ 细胞中骨骼肌细胞标志物 ＭｙｏＤ ／ ＭｙｏＧ ／
ＴＰＭ１ 蛋白表达比较

Ｆｉｇ．３ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＭｙｏＤ ／ ＭｙｏＧ ／ ＴＰＭ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌ ｍａｒｋｅｒｓ ａｍｏｎｇ ５ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ＢＭＳＣｓ

　 　 注：Ａ． ３ 组 ＢＭＳＣｓ 细胞中钙离子浓度检测（ Ｆｕｒａ⁃２，×４００）；Ｂ． ３ 组

ＢＭＳＣｓ 细胞中钙离子浓度比较；ａＰ＜０．０１。

图 ４　 ３ 组 ＢＭＳＣｓ 细胞中钙离子浓度比较

Ｆｉｇ．４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ ｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ
ＢＭＳＣｓ ｃｅｌｌｓ
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激组（Ｐ＜０．０５）；５⁃氮胞苷＋电刺激＋ＣＲＥＢ 抑制剂组

Ｍｅｒｇｅ、ｐ⁃ＣＲＥＢ、ＤＡＰ１、ＭｙｏＤ 的分布数量少于 ５⁃氮胞

苷＋电刺激组 （ Ｐ ＜ ０． ０５），见图 ５。 实验结果表明

ｐ⁃ＣＲＥＢ的高表达可以促进 ＭｙｏＤ 高表达，进而促进

ＢＭＳＣｓ分化为骨骼肌细胞。 从而促进产后盆底康复，
见图 ６。
３　 讨　 论

　 　 产后盆底功能障碍传统治疗方法效果有限。 研究

发现，仿生物电刺激作为新疗法，通过模拟生物电信号

刺激神经肌肉，但其在盆底康复中的作用机制尚不明

确。 ＭＳＣｓ 能分化为骨骼肌细胞，有助于修复盆底肌。
５⁃氮胞苷可诱导 ＭＳＣｓ 分化为骨骼肌细胞，而骨骼肌

细胞的分化受多种信号通路的调控，探索仿生物电刺

激通过信号通路的具体影响机制就显得尤为重要。 本

研究探讨了 ＣＲＥＢ ／ ＳＨＰ２ ／ ＡＫＴ 信号通路在 ＢＭＳＣｓ 分

化为骨骼肌细胞中的关键作用，并评估了电刺激与 ５⁃
氮胞苷联合使用对细胞分化和钙离子浓度的影响。 研

究结果表明，５⁃氮胞苷和电刺激均显著促进了 ＢＭＳＣｓ
的分化，且 ＣＲＥＢ ／ ＳＨＰ２ ／ ＡＫＴ 信号通路在这一过程中

发挥了重要作用。
　 　 ＣＲＥＢ 是细胞内重要的转录因子，参与多种细胞

生理活动，如生长、分化和存活［９］。 本实验结果显示，
５⁃氮胞苷处理提高了 ＣＲＥＢ 的表达水平，电刺激进一

步增强了这一效果。 ＣＲＥＢ 激动剂的加入进一步上调

了 ＣＲＥＢ 的表达，而 ＣＲＥＢ 抑制剂则降低了其表达。
这些结果表明，ＣＲＥＢ 在 ＢＭＳＣｓ 向骨骼肌细胞分化中

注：Ａ． Ｍｅｒｇｅ、ｐ⁃ＣＲＥＢ、ＤＡＰ１、ＭｙｏＤ 的荧光强度与分布检测；Ｂ． ｐ⁃ＣＲＥＢ、ＭｙｏＤ 蛋白相对荧光强度比较；ａＰ＜０．０５；ｂＰ＜０．０１。

图 ５　 ５ 组 ＢＭＳＣｓ 细胞中 ｐ⁃ＣＲＥＢ、ＭｙｏＤ 蛋白的表达及分布与相对荧光强度比较

Ｆｉｇ．５ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃ＣＲＥＢ ａｎｄ ＭｙｏＤ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｉｔｈ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｉｎ ５ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ
ＢＭＳＣｓ ｃｅｌｌｓ
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图 ６　 调控 ＣＲＥＢ ／ ＳＨＰ２ ／ ＡＫＴ 信号通路在 ＢＭＳＣｓ 分化为骨骼

肌细胞过程、促进产后盆底康复机制示意图

Ｆｉｇ．６　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＣＲＥＢ ／ ＳＨＰ２ ／ ＡＫＴ ｓｉｇ⁃
ｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＭＳＣｓ ｉｎｔｏ ｓｋｅｌｅｔａｌ
ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｐｏｓｔｐａｒｔｕｍ ｐｅｌｖｉｃ ｆｌｏｏｒ ｒｅｈａｂｉｌｉ⁃
ｔａｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ

起着促进作用。 这一发现与先前研究一致［１０］，后者表

明 ＣＲＥＢ 在肌细胞分化中起关键作用，通过调控下游

基因的表达促进肌细胞的形成。
　 　 ＳＨＰ２ 是信号转导中的重要调节因子，参与细胞

增殖和分化的调控［１１］。 ＡＫＴ 是细胞信号转导中的重

要成分，调控细胞生长、存活和代谢［１２］。 已有研究表

明，ＡＫＴ 可以通过 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路促进细胞存活

和分化［１３］。 本实验数据显示，电刺激和 ５⁃氮胞苷均显

著上调 ＳＨＰ２ 表达进而上调了 ＡＫＴ 的表达，ＣＲＥＢ 激

动剂进一步增强了这一效果，而 ＣＲＥＢ 抑制剂则显著

降低了 ＳＨＰ２ 表达进而降低了 ＡＫＴ 表达。 这些结果

表明，ＳＨＰ２ 在 ＣＲＥＢ 调控下促进 ＳＨＰ２ ／ ＡＫＴ 通路的

激活进而促进 ＢＭＳＣｓ 的分化，说明 ＳＨＰ２ 与 ＡＫＴ 信号

通路在骨骼肌细胞分化中的关键作用。
　 　 电刺激作为一种物理手段，已被广泛用于促进细

胞分化和组织再生［１４⁃１５］。 本实验结果显示，电刺激提

高 ＢＭＳＣｓ 分化效率，增加 ＣＲＥＢ、ＳＨＰ２、ＡＫＴ 等关键蛋

白的表达，并提高了钙离子浓度。 电刺激与 ５⁃氮胞苷

联合使用，进一步增强了这些效果，表明电刺激在促进

细胞分化中具有协同作用。 这一结果与之前的研究一

致［１６］，后者表明电刺激通过增加细胞内钙离子浓度，
激活下游信号通路，从而促进细胞分化。
　 　 钙离子作为第二信使，参与多种细胞生理过程，包

括细胞分化［１７］。 本实验结果显示，５⁃氮胞苷和电刺激

处理均提高细胞内钙离子浓度，电刺激的加入进一步

增强这一效果。 这表明在 ＢＭＳＣｓ 向骨骼肌细胞分化过

程中，钙离子浓度的增加是一个重要的调控因素。 已有

研究表明，钙离子通过激活钙依赖性信号通路，促进细

胞分化和组织再生［１８］，本实验结果支持这一观点，并进

一步说明钙离子在骨骼肌细胞分化中的关键作用。
　 　 本实验结果显示，ＣＲＥＢ、ＳＨＰ２ 和 ＡＫＴ 在 ＢＭＳＣｓ
分化过程中相互协同，构成一个复杂的信号网络。
ＣＲＥＢ 通过调控 ＳＨＰ２ 和 ＡＫＴ 的表达，促进细胞分化；
ＳＨＰ２ 通过激活 ＡＫＴ 表达，ＡＫＴ 通过与 ＭｙｏＤ 相互作

用，支持细胞存活和分化。 ＭｙｏＤ、ＭｙｏＧ 和 ＴＰＭ１ 作为

骨骼肌细胞分化的标志物，各自发挥着不同但互补的

重要功能［１９⁃２１］。 ＭｙｏＤ 主要在早期分化阶段，通过启

动基因表达来促使前体细胞向肌细胞分化；ＭｙｏＧ 则

在中晚期分化阶段起作用，促进肌细胞的进一步成熟

和融合；ＴＰＭ１ 作为结构蛋白，在成熟肌细胞中发挥关

键作用，支持肌纤维的功能性收缩。 这些标志物的表

达变化反映了骨骼肌细胞分化和成熟的不同阶段，是
研究肌生成机制的重要工具。 这些结果表明，ＣＲＥＢ ／
ＳＨＰ２ ／ ＡＫＴ 信号通路的激活可以提高 ＭｙｏＤ、ＭｙｏＧ 和

ＴＰＭ１ 的表达，进而表明此通路在 ＢＭＳＣｓ 向骨骼肌细

胞分化中具有关键作用，调控这一信号通路可以显著

影响细胞的分化效率。
　 　 尽管本研究在 ＢＭＳＣｓ 向骨骼肌细胞分化方面取

得了一些重要的发现，但仍存在一定的局限性。 本实

验仅使用了 ＢＭＳＣｓ 作为研究对象，未来需要在其他类

型的干细胞和原代细胞中验证这些结果，以确定其普

遍性和特异性；本研究主要在体外条件下进行，实验结

果可能无法完全反映体内环境中的真实情况，需要在

体内模型中进一步验证；实验集中于短期观察，长期效

应尚不清楚，未来的研究应关注长期处理的效果。 信

号通路的复杂性也是一个重要的局限性，本研究聚焦

于 ＣＲＥＢ ／ ＳＨＰ２ ／ ＡＫＴ 通路，但细胞分化涉及多条信号

通路的相互作用，未来应探讨其他信号通路（如 Ｗｎｔ ／
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、Ｎｏｔｃｈ、Ｈｅｄｇｅｈｏｇ 等）与其相互作用［２２⁃２３］。 电

刺激参数的选择和细胞响应的个体差异也需要进一步

优化和标准化。 然而，本研究在创新性方面也取得了

显著成果；首次探讨了电刺激与 ５⁃氮胞苷联合使用对

ＢＭＳＣｓ 分化的影响，发现二者具有显著的协同作用，
显著提高了细胞分化效率；此外，本研究详细揭示了

ＣＲＥＢ ／ ＳＨＰ２ ／ ＡＫＴ 信号通路在 ＢＭＳＣｓ 向骨骼肌细胞

分化中的关键作用，包括钙离子浓度的调控机制。 这

些发现为产后盆底康复提供了新的理论基础和实践方

·０７８· 疑难病杂志 ２０２５ 年 ７ 月第 ２４ 卷第 ７ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｄｉｆｆｉｃ ａｎｄ Ｃｏｍｐｌ Ｃａｓ，Ｊｕｌｙ ２０２５，Ｖｏｌ．２４，Ｎｏ．７



法，同时也为再生医学和组织工程的发展提供了重要

的技术支持。 通过优化电刺激和 ５⁃氮胞苷的使用，未
来有望开发更为高效的细胞分化和组织再生技术。
４　 结　 论

　 　 综上所述，ＣＲＥＢ ／ ＳＨＰ２ ／ ＡＫＴ 信号通路在 ＢＭＳＣｓ
向骨骼肌细胞分化过程中起着重要作用。 电刺激和

５⁃氮胞苷均能显著提高该信号通路中关键蛋白的表

达，促进细胞分化。 通过调控 ＣＲＥＢ ／ ＳＨＰ２ ／ ＡＫＴ 信号

通路，可以显著影响 ＢＭＳＣｓ 的分化过程，为产后盆底

康复提供新的思路和方法。 未来的研究可以进一步探

索这一信号通路的具体机制及其在其他细胞分化过程

中的作用，为再生医学和组织工程提供更为广泛的应

用前景。
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Ｂｉｏｌ， ２０１９， １４８： ４７⁃５３．ＤＯＩ：１０．１０１６ ／ ｊ．ｐｂｉｏｍｏｌｂｉｏ．２０１７．０９．０２３．

［１７］ 　 张广伟，梁卓文，杨治． Ｃａ２＋ 在电磁场调控成骨细胞增殖与分化

中的作用［Ｊ］ ． 中国医学物理学杂志，２０２４，４１（１）：９５⁃１００． ＤＯＩ：
１０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００５⁃２０２Ｘ．２０２４．０１．０１４．

［１８］ 　 Ｍａｊｉｄｉｎｉａ Ｍ， Ｓａｄｅｇｈｐｏｕｒ Ａ， Ｙｏｕｓｅｆｉ Ｂ．Ｔｈｅ ｒｏｌｅｓ ｏｆ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈ⁃
ｗａｙｓ ｉｎ ｂｏｎｅ ｒｅｐａｉｒ ａｎｄ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ， ２０１８， ２３３
（４）： ２９３７⁃２９４８．ＤＯＩ：１０．１００２ ／ ｊｃｐ．２６０４２．

［１９］ 　 Ｂｅｒｋｅｓ ＣＡ， Ｔａｐｓｃｏｔｔ ＳＪ． ＭｙｏＤ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ
ｍｙｏｇｅｎｅｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｓｅｍｉｎ Ｃｅｌｌ Ｄｅｖ Ｂｉｏｌ， ２００５， １６（４⁃５）： ５８５⁃５９５．
ＤＯＩ：１０．１０１６ ／ ｊ．ｓｅｍｃｄｂ．２００５．０７．００６．

［２０］ 　 Ｙｉｎ Ｙ， Ｃｈｅｎ Ｇ， Ｌｉｎ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｎａｔｕｒａｌ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｏｆ ＭＹＯＧ
ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｂｙ
ｓｈｉｅｌｄｉｎｇ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ ｏｆ ＭＹＯＧ ｍＲＮＡ ３＇ＵＴＲ
［Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０２３， ６６２： ９３⁃１０３．ＤＯＩ：１０．
１０１６ ／ ｊ．ｂｂｒｃ．２０２３．０４．０５０．

［２１］ 　 Ｌａｍｂｅｒｔ ＭＲ， Ｇｕｓｓｏｎｉ Ｅ． Ｔｒｏｐｏｍｙｏｓｉｎ ３ （ ＴＰＭ３ ） ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ
ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ａｎｄ ｉｎ ｍｙｏｐａｔｈｙ ［Ｊ］ ． Ｓｋｅｌｅｔ Ｍｕｓｃｌｅ， ２０２３， １３（１）：
１８．ＤＯＩ：１０．１１８６ ／ ｓ１３３９５⁃０２３⁃００３２７⁃ｘ．

［２２］ 　 靳涛，颜望碧，殷琦． 基于 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路探讨子宫内膜

来源间充质干细胞抑制子宫内膜纤维化的机制［ Ｊ］ ． 安徽医科

大学学报，２０２４，５９（４）：６４０⁃６４６． ＤＯＩ：１０．１９４０５ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． ｉｓｓｎ１０００⁃
１４９２．２０２４．０４．０１３．

［２３］ 　 刘晏东，邓强，李中锋，等． Ｈｅｄｇｅｈｏｇ 信号通路在肌少⁃骨质疏松

症中的肌骨共生作用［Ｊ］ ． 中国临床药理学杂志，２０２４，４０（１６）：
２４３３⁃２４３７． ＤＯＩ：１０．１３６９９ ／ ｊ．ｃｎｋｉ．１００１⁃６８２１．２０２４．１６．０２８．

（收稿日期：２０２４－１２－３０）
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