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!!'摘要(!目的!探讨&'412(@6)""!!&'(@6"在子宫内膜异位症!0<N2&0.1'23'3#EK7"患者组织及细胞中的

表达及对EK7间质细胞增殖的影响)方法!收集非EK7患者在位内膜!正常子宫内膜"及EK7患者卵巢异位内

膜#分离培养及鉴定子宫内膜间质细胞#采用茎环法实时荧光定量GA(!U(F)GA("检测在位+异位内膜组织及间质

细胞中&'(@6)""!的表达&雌激素!!*#)E"#终浓度为!%;Y&25*9"刺激间质细胞XY/后检测 &'()""!)#,表达变

化&异位间质细胞转染&'()""!)#,'</'I'.21和'</'I'.21阴性对照!@A"后#观察其对&'()""!)#,+人第!%号染色体

缺失的磷酸酶及张力蛋白同源基因!*+$,"表达和增殖的影响)结果!&'()""!)#,在EK7组织中的表达为正常

子宫内膜组织的X$"倍!*?%L%#W"#在EK7间质细胞中的表达为正常子宫内膜间质细胞的"$CC倍!*?%L%"W")

与正常子宫内膜组织及间质细胞相比#&'()""!)+,在EK7组织及间质细胞中表达差异均无统计学意义!*)

%L%+")雌激素处理正常及异位间质细胞XY/后 &'()""!)#,表达差异无统计学意义)抑制 &'()""!)#,功能后#

异位间质细胞增殖抑制!*?%L%!Y"#*+$, 基因表达上调!*?%L%"!")结论!&'(@6)""!在EK7组织及间质

细胞中表达上调#抑制&'()""!)#,功能可促进*+$, 表达从而抑制EK7间质细胞增殖)

'关键词(!子宫内膜异位症! &'412(@6)""!! *+$,!细胞增殖

>%,.E:D,BB#A(A?7#$DA8WF9//1#(.(-A7,@D#AB#B'(-Z@BZ7:'$@A(.(-A7,@D#'C"@DA7'CJ,CCB!(16->#.9>%=
!#"#

D405>%=
!#"# #'U (#%=.9>#

!#"#J!,5 K7.9<!#"#;4$, N-<.A-%=
!#"#34$,5 T->%!#"#K0, 6->!#"?!?

(<">@A2<%A#B:MFA<A@-8F>%E5C%<8#/#=C#J<FA;9-%>D<8#%E1%-P<@F-AC4#F"-A>/#A/0<=NOC!%%X!#A/'<-&"?

O<C'>M#@>A#@C#BL-@A9(<B<8AF>%E)</>A<E(-F<>F<F#BJ#2<%>%E;9-/E@<% !D-897>%1%-P<@F-AC"#G-%-FA@C

#B$E78>A-#%#A/0<=NOC!%%X!#A/'<-

# A21103,2<N'<=-O./21#E)&-'5$=-<=)3/'"!C#$42&

'FGB@D'$@(!HGI,$@#*,! F2N0.01&'<0./00R,1033'2<2Q&'412(@6)""!!&'()""!"'<0<N2&0.1'-5.'33O03-<N

'.3'&,-4.2<./0,125'Q01-.'2<2Q04.2,'40<N2&0.1'-53.12&-540553$+,@%A-B! E<N2&0.1'-53.12&-540553S010

'325-.0N#4O5.O10N-<N'N0<.'Q'0NQ12&<21&-50<N2&0.1'-5.'33O03!.->0<Q12&,-.'0<.3S'./2O.0<N2&0.1'23'3"-<N

04.2,'40<N2&0.1'-5.'33O03!.->0<Q12&,-.'0<.3S'./2P-1'-<0<N2&0.1'23'3"$F/00R,1033'2<2Q&'412(@6)""!S-3

N0.04.0NIM3.0&)522,U(F)GA($A/-<=03'<./00R,1033'2<2Q&'()""!)#,'<0<N2&0.1'-53.12&-5405530R,230N.2

03.1-5N'25!!%;Y &25*9"Q21XY/S010N0.04.0N$F/00QQ04.32Q&'()""!)#,'</'I'.212<./00R,1033'2<32Q&'()""!)

#,#,/23,/-.-30-<N.0<3'</2&252=MN050.0N2<4/12&232&0.0<!*+$,"-<N4055,125'Q01-.'2<3S01042&,-10N

S'././2302Q./0<0=-.'P042<.125!@A#!%<&25*9"$8,B&C@B! F/00R,1033'2<2Q&'()""!)#,'<04.2,'40<N2&0.1'-5

.'33O03S-3X$".'&03/'=/01./-<./-.'<<21&-50<N2&0.1'-5.'33O03!*?%$%#W"$"$CC.'&03/'=/01'<04.2,'4

0<N2&0.1'-53.12&-54055342&,-10NS'./<21&-50<N2&0.1'-53.12&-540553!*?%$%"W"$BO.<2N'QQ010<403'<./0

0R,1033'2<2Q&'()""!)+,S010Q2O<N!*)%$%+"$@2N'QQ010<403'<./04/-<=02Q&'()""!)#,0R,1033'2<-Q.01

0R,23O10.203.12=0<Q21XY/S010Q2O<NI0.S00<<21&-5-<N04.2,'43.12&-540553$J</'I'.'2<2Q&'()""!)#,QO<4.'2<

S-3-3324'-.0NS'./N0410-30N4055,125'Q01-.'2<!*?%$%!Y"-<N'<410-30N0R,1033'2<2Q*+$,=0<0!*?%$%"!"$

JA($C&B#A(!F/00R,1033'2<2Q&'412(@6)""!'3O,10=O5-.0N'<04.2,'40<N2&0.1'-5.'33O03-<N04.2,'40<N2&0.1'-5

3.12&-40553$J</'I'.'<=./0QO<4.'2<2Q&'()""!)#,&-M103O5.'<'<410-30N*+$,0R,1033'2<-<NN0410-30N4055

,125'Q01-.'2<'<0<N2&0.1'-53.12&-540553$

'K,LMAD-B(!!E<N2&0.1'23'3!!&'412(@6)""!!!*+$,!!A055,125'Q01-.'2<

" 四川省科技厅支撑计划项目!@2$"%!X7h%%%!"资助

# 通信作者#E)&-'5$=-<=)3/'"!C#$42&

!!子宫内膜异位症!0<N2&0.1'23'3#EK7"是常见

于育龄期女性的一种激素依赖性的慢性炎症性疾

病#发病率为!%̂ 左右
,!-)由于子宫内膜的间质及
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腺体出现在宫腔以外的地方#EK7具有种植+侵蚀

及远处转移的能力#可以引起慢性盆腔痛+月经紊

乱+不孕等,"-)根据欧洲人类生殖与胚胎学协会

!E7D("指南#目前对于EK7的治疗主要有药物和

手术去除病灶组织#但两种治疗方式都存在局限

性
,#-)因此#通过研究EK7的发病机制探索长期

有效的治疗方式极为重要)

&'412(@6!&'(@6"是长度约为""核苷酸的

单链非编码(@6#通过靶向靶基因的#̀[F(抑制

或者降解靶基因的表达#从而达到调控基因表达的

目的
,X-#成为目前表观遗传学研究的热门)研究发

现#EK7中&'(@6存在异常表达#且&'(@6可能

参与了EK7的发生发展
,+-#其中 &'()""!!成簇分

布的 &'(@6"在多个基因筛查谱中存在异常表

达
,C-#但结果不尽相同#本研究对 &'()""!在EK7

中的表达及功能进行探讨)

1!材料与方法

1$1!材料

1$1$1!组织标本来源!收集"%!+年!!月至"%!C

年W月四川大学华西第二医院收治的首发卵巢型

EK7囊肿患者!*例及非EK7患者!正常子宫内

膜"#即在位内膜W例!其中C例为输卵管积水或堵塞

行宫腹腔镜检患者的正常内膜##例为子宫内膜息肉

患者的正常内膜组织"的组织标本)冰盒收集组织标

本#一部分用于细胞分离培养#一部分用(@6S-'.液

;"%_保存)所有组织均经病理学诊断证实&患者

年龄均小于#+岁#术前#月未曾使用激素类药物)

获取组织标本患者知情并签字同意#本研究获得四川

大学华西第二医院伦理委员会批准)

1$1$/!主要试剂!(@6S-'.组织保存液+F1']25!

6&I'2<#美国"#&'()""!)#,+&'()""!)+,茎环引

物+[C 茎 环 引 物 !产 品 批 号$33:Y%W"#%"+C+

33:%YW"C!*!!+33:%W%X%*!%%Y+33:%W%X%*!%%*+

33:%W%X%*!%%C"+&'()""!)#,'</'I'.21和'</'I'.21

阴性对照!@A"转染试剂盒!锐博生物有限公司#广

州"#逆转录试剂盒+荧光定量GA(试剂盒!宝生物

有限公司#中国大连"#:KEK*V!"!b!培养基

!DM452<0#美国"#胎牛血清!aJBAZ#美国"#葡聚糖

活性炭处理胎牛血清!VB7#四季青#浙江杭州"#胶

原酶-!J<P'.12=0#美国"#直径*%&&和X%&&尼

龙筛网!A21<'<=#美国"#青链霉素!DM452<0&美国"#

650R-)Q52O1XYY荧光标记的波形蛋白抗体!-<.')

P'&0<.'<650R-)Q52O1XYY"和650R-)Q52O1CX*荧光

标记的角蛋白抗体!-<.')/O&-<4M.2>01-.'<650R-)

Q52O1CX*"!B:#美国"#!*#)E"!7'=&-#美国"#AAd)Y

试剂盒!同仁#日本")

1$/!实验方法

1$/$1!内膜间质细胞的分离培养!将 :KEK*

V!"培养基收集的在位+异位内膜组织冰盒运送至

实验室#内膜组织用含#̂ 双抗的GB7缓冲液冲洗

至澄清#去掉血块及纤维膜#剪碎至糊状&加入+倍

体积的!&=*&9胶原酶-##*_振荡培养箱中消

化#%!X+ &'<#加入 " 倍体积含 !%̂ VB7 的

:KEK*V!"终止消化&经直径*%&&和X%&&的

尼龙筛网过滤#滤液主要为间质细胞#将滤液经

!%%%1*&'<离心+&'<&弃掉上清#含!+̂ VB7的

:KEK*V!"培养基重悬细胞#细胞接种至培养板#

#*_+体积分数+̂ AZ" 孵箱中培养&根据贴壁情

况C!!Y/内换液)待铺满至W%̂ 传代培养#传代

纯化第#代!G#代"进行细胞实验)本研究成功分

离培养在位子宫内膜!@E7A"间质细胞C例#异位

子宫内膜间质细胞!EE7A"!"例)

1$/$/!间质细胞鉴定!收集G#代细胞样本#含

#%̂ VB7的GB7缓冲液洗涤细胞"次##%%j=#离

心+&'<#固定及破膜#%&'<#洗涤细胞后分别加入

650R-)Q52O1XYY荧光标记的波形蛋白抗体和650R-)

Q52O1CX* 荧 光 标 记 的 角 蛋 白 抗 体#室 温 孵 化

#%&'<#洗涤细胞后#%%&9重悬细胞#流式机检测

波形蛋白和角蛋白的表达)

1$/$N!组织+细胞总(@6提取及茎环法实时荧光

定量GA(!U(F)GA("!采用F(J]25法提取组织+

细胞总(@6#总(@6经紫外分光光度计测定吸光

度!6"在!$Y!"$%之间)逆转录按照试剂盒说明

操作#得到4:@6#然后进行基因片段扩增)&'()

""!)#,及+,茎环内参 [C引物购于锐博生物有限

公司!产品批号如上述"&人第!%号染色体缺失的

磷酸酶及张力蛋白同源基因!*+$,"和5!(*4

引物序列通过查询@ABJ设计)*+$, 序列$V$+̀

FFFa66a6AA6F66AAA6AA6A)#̀& ($ +̀

AA6aF6a6aaA6aaa6Fa6F)#̀)5!(*4 引

物序列$V$+̀)FaaF6FAaFaa66aa6AFA6)#̀&

($+̀)AA6aF6a6aaA6aaa6Fa6F)#̀)引物由

成都擎科梓熙生物技术有限公司合成)配制"%&9

反应体系$7\B(,1'&01ERF-U.!F5'(@-30D

,5O3"!%L%&9&V21S-1N,1'&01%LY&9&(0P0130

,1'&01%LY&9&(Zf10Q010<40:M0.%LX&9&4:@6模

板"$%&9&NND"ZC$%&9)反应条件$预变性与变性

*X+
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条件各基因基本一样#预变性$W+ _ #%3#W+ _

X%3#C%_#X3#X%个循环)最后在W+_#%3#C%_

!&'<#W+_#%3#C%_!+3条件下熔解)采用";$$A.

法计算目的基因的相对表达量)

1$/$3!雌激素刺激对间质细胞&'()""!)#,表达的

影响!以!j!%+ &9;!
密度接种间质细胞至C孔

板#"X/后换液#以葡聚糖活性炭处理后的血清和

无酚红:KEK*V!"配制!%̂ 完全培养基#饥饿处

理"X/#加入!*#)E"!终浓度为!%;Y&25*9"#以不加

!*#)E" 为空白对照#培养XY/后提取细胞(@6#按

!$"$#茎环法U(F)GA(检测&'()""!)#,表达)

1$/$5!转染 &'()""!)#,'</'I'.21对EE7A增殖+

&'()""!)#,+*+$, 表达的影响!将培养的EE7A

分为"组#按说明书分别转染 &'()""!)#,'</'I'.21

!!%<&25*9"和'</'I'.21@A!!%<&25*9")EE7A

转染 后 &'()""!)#,+*+$, 表 达 检 测$以 #j

!%X &9;!
密度接种EE7A至!"孔板#"X/后换液#

同上分组转染细胞#培养"X/后收集细胞#提取

(@6#按!$"$!U(F)GA(检测&'()""!)#,+*+$,

表达#采用";$$A.
法计算基因的相对表达量)采用

AAd)Y试剂盒检测细胞增殖)以"j!%X &9;!
密度

接种EE7A至WC孔板#"X/后换液#每组接种+孔#

同上分组转染细胞#XY/后细胞换液#加入AAd)Y

后X/后酶标仪测定吸光度!6"值)以上试验设置

重复#次 #取平均值)

1$N!统计学方法

计量资料以%IcF表示)采用独立样本A检验#

*$%L%+为差异有统计学意义)

/!结果

/$1!间质细胞鉴定结果

分离培养的子宫内膜细胞波形蛋白表达阳性#

阳性率W%̂ 以上#而角蛋白表达阴性!仅+̂ !!%̂

表达阳性"#确定所分离的细胞为子宫内膜间质细

胞#且纯度满足细胞实验要求)

/R/!正常及异位宫内膜组织及间质细胞 7#89//1

的表达

见图!)&'()""!)#,在异位内膜组织的表达为
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图1!内膜组织!F+V"及间质细胞!J+="中7#89//1的表达

P#Q1!7#89//1,E:D,BB#A(#(,(-A7,@D#'C@#BB&,B!F#V"'(-$,CCB!J#="

@EF$@21&-50<N2&0.1'-5.'33O03&EEF$E4.2,'40<N2&0.1'-5.'33O03&EE7A$E4.2,'40<N2&0.1'-53.12&-540553&@E7A$@21&-5

0<N2&0.1'-53.12&-540553$6#A$&'()""!)#,&B#:$&'()""!)+,$"*$%L%+

正常宫内膜组织的X$"倍!*?%L%#W"#EE7A的

&'()""!为 @E7A的"$CC倍!*?%L%"W"#差异均

具有统计学意义)与正常内膜组织及@E7A相比#

异位组织!*?%L%Y"及 @E7A的 &'()""!)+,表达

差异无统计学意义!*?%L*")

/RN!雌激素刺激对子宫内膜间质细胞7#89//19N:

表达的影响

见图")!*#)E"!!%;Y &25*9"作用XY/后#与

空白对照组比较#无论是在 @E7A!*?%LXY"还是

在EE7A!*?%L"C"&'()""!)#,表达差异均无统计

学意义)

/R3!转染 7#89//19N:#(%#G#@AD对 .."J 增殖+

7#89//19N:+,.12 78WF表达的影响

10
1.5

10
1.0

10
0.5

10
0.0

Control 17 -E2β Control 17 -E2β

10
0.03

10
0.02

10
0.01

10
0.00

R
e
la

ti
v

e 
e
x

p
re

ss
io

n
o

f 
m

iR
-2

2
1

-3
p

R
e
la

ti
v

e 
e
x

p
re

ss
io

n
o

f 
m

iR
-2

2
1

-3
p

A B

图/!雌激素刺激后间质细胞7#89//19N:的表达

P#Q/!7#89//19N:,E:D,BB#A(#(,(-A7,@D#'C$,CCB'?@,D,E:AB&D,@A

16#9./

6$@E7A&B$EE7A

见图#)结果显示#与阴性对照组相比较#EE7A转

YX+
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染&'()""!)#,'</'I'.21"X/#&'()""!)#,表达差

异无统计学意义)而 *+$, &(@6 表达上调

!L"W倍#差异有统计学意义!*?%L%"!"&转染XY/

后#与阴性对照组相比较#EE7A增殖受到抑制#差
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图N!7#89//19N:#(%#G#@AD转染.."J后7#89//19N:!F"+,.12 78WF表达!V"和.."J增殖结果!J"

P#QN!>%,,E:D,BB#A(BA?7#89//19N:!F"#,.12 78WF!V"'(-$,CC:DAC#?,D'@#A(!J"#($,CCB@D'(B?,$@,-M#@%7#89//19N:#(%#G#@AD

"*$%L%+

异有统计学意义!*?%L%!Y")

N!讨论

EK7的种植+侵蚀及远处转移的生物学行为与

恶性肿瘤极其相似)而&'(@6在人类多种肿瘤中

不仅表达异常#且与肿瘤发生发展+侵袭转移关系密

切)&'()""!位于f染色体上f,!!$#)生理情况

下#&'()""!*"""参与血管生成+重塑等过程,* Y-#

而&'()""!*"""在多种疾病中表达增高#参与到疾

病的发生机制中#检测 &'()""!*"""的表达在疾病

的诊断+治疗及预后中具有一定的作用,!%-&BEa

等
,W-
将 K(f#X!&'()#X模拟物脂质体"应用于难治

性实体肿瘤中#对药物的安全性+药代学+临床活性

等进行了探索#使 &'(@6的研究进入了一个新的

阶段)如抑制&'()""!的功能后#成纤维滑膜样细

胞迁移侵袭能力减低
,!!-)

关于&'()""!在EK7的表达研究结果不尽一

致#有的结果 &'()""!表达上调#有的结果为表达

下调#可能与样本来源不同有关&本研究通过组织和

细胞验证#采用特异性更高的茎环法U(F)GA(检

测#发现卵巢型EK7患者中 &'()""!)#,表达不管

是在相应组织或细胞中均表达上调)

EK7具有雌激素依赖性#已经发现甲羟孕酮能

够下调子宫内膜间质细胞&'()""!*"""表达
,!"-&在

月经周期中#正常内膜及卵巢异位内膜组织中&'()

""!在增生期表达较分泌期增高
,!#-)本研究中采用

雌激素刺激子宫内膜间质细胞XY/后#发现正常及

异位子宫内膜间质细胞 &'()""!)#,表达与空白对

照组比较无差异#分析其原因可能是 &'()""!的表

达除与雌激素有关外#孕激素也参与了其表达的调

节)雌激素是EK7形成的必需因素#但可能不是

EK7发展中的唯一因素
,!X-)

目前关于&'()""!在EK7中的具体作用尚无

研究#本研究结果显示#与阴性对照比较#转染&'()

""!)#,'</'I'.21"X/#&'()""!)#,表达与阴性对照

比较#差异无统计学意义#其原因是 &'()""!)#,抑

制剂进入细胞胞质中#与胞质中的&'()""!)#,形成

杂合双链#从而达到抑制&'()""!)#,在细胞中的作

用#而在GA(预变性阶段杂合双链解开#使得&'()

""!)#,表达无差异&*+$, 基因是具有编码磷酸酶

活性的抑癌基因#在GJ#d*6>.*&FZ(信号通路中

能够将 GJG#去磷酸为 GJG"阻断细胞信号的传

递
,!X-&YX$X̂ EK7患者存在*+$, 杂合性丢失

!9ZD"#免疫组化发现子宫内膜异位组织中GFE@

蛋白表达减低
,!C-&过表达GFE@能够促进子宫内膜

间质细胞凋亡+抑制其细胞周期,!*-)本研究发现抑

制&'()""!功能后#子宫内膜间质细胞增殖受到抑

制#&'()""!可能通过调节促进*+$, 表达参与子

宫内膜间质细胞增殖)但实验中*+$, 表达上调

虽然差异存在统计学意义#但倍数变化不明显#分析

其原因可能是除*+$, 外#存在其他增殖基因参与

了间质细胞增殖的调节#因此#在后续对 &'()""!)

#,的进一步研究中#应检测其他由 &'()""!)#,调

节的参与细胞增殖或细胞周期相关的靶基因及蛋白

水平表达&此外#在动物EK7模型中进一步研究拮

抗&'()""!)#,能否改变病变大小及组织中增殖或

凋亡相关基因或蛋白表达差异)

综上所述#本研究结果显示$&'()""!)#,在子

宫内膜异位中存在高表达#单一的雌激素并不能改

变&'()""!)#,在子宫内膜间质细胞中的表达#而抑

制子宫内膜间质细胞中 &'()""!)#,功能后可以抑

制子宫内膜间质细胞增殖)

WX+
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