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%摘要&

!

目的
!

研究尿激酶型纤溶酶原激活物"

@>H

$在子宫内膜异位症"

ZC-

$组织中的表达及意义'方法
!

分别采用免疫

组织化学
I>

法及
JU0>GJ

法检测正常子宫内膜组织
+&

例!

ZC-

的在位内膜
+%

例!

ZC-

的异位内膜
+%

例!

@>H

蛋白及
OJSH

的表达'结果
!

@>H

蛋白主要定位于子宫内膜腺上皮细胞与间质细胞的细胞质中!极少数表达于血管内皮细胞中!在
ZC-

异位

内膜中的表达强于在位内膜-正常内膜!在
ZC-

在位内膜中的表达强于正常内膜"

H

&

&*&%

$'

@>H

蛋白在
+

组内膜的增生期与

分泌期中的表达差异无统计学意义"

H

%

&*&%

$'

@>HOJSH

在
ZC-

患者异位内膜中的相对表达量高于在位内膜和正常内膜!在

内异症在位内膜中的表达高于正常内膜"

H

&

&*&%

$'结论
!

@>H

可能在
ZC-

异位内膜的黏附-生长等方面起一定作用'

%关键词&
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子宫内膜异位症#尿纤溶酶原激活物#聚合酶链反应
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尿激酶型纤溶酶原激活物!

@:([).E-9

P

FE-O).(0

A

9.ED;)8E0

;(:

#

@>H

"是尿激酶型纤溶酶原激活系统!简称
@>H

系统"的

一个重要组成部分#主要在细胞外基质&基底膜等多种成分的

降解中发挥作用#是维持细胞外基质动态平衡的一种关键因

子+

!03

,

'在正常情况下#

@>H

存在于人或动物的血液&尿中#其

本质是一种丝氨酸蛋白酶#具有将无活性的纤溶酶原转化成有

活性的纤溶酶的作用#从而激活体内的纤溶系统#但纤溶酶原

激活物抑制物
0!

!

>HQ0!

"能特异性地抑制
@>H

的活性#从而保

证了机体细胞外基质的动态平衡'子宫内膜异位症!

9.'(O90

;:)(-)-

#

ZC-

"简称内异症#容易引起女性#尤其是育龄期妇女下

腹坠胀痛&月经失调&性交痛#以及不孕等症状的常见良性疾

病'但
ZC-

却有着类似恶性肿瘤的黏附&种植&侵袭及远处转

移等生物学行为'该病的病因与发病机制尚不明确#目前被普

遍接受的是
!"3!

年
IEO

P

-(.

提出的子宫内膜种植学说#于经

期时子宫内膜腺上皮细胞及间质细胞随经血逆流#经输卵管进

入盆腔并种植于卵巢和邻近的腹膜'这一学说在动物实验中

已被证实#但经血中的腺上皮&间质细胞是如何黏附并种植于

腹膜细胞外基质中的#目前尚不清楚'因此#推测原位内膜

@>H

的活性增强#

>HQ0!

的抑制作用不足#使经血中的内膜碎

片降解腹膜细胞外基质的能力增加#为子宫内膜的异位黏附&

种植创造了条件'本研究试图通过免疫组织化学和
JU0>GJ

检测
@>H

蛋白&

OJSH

在
ZC-

患者在位&异位及正常内膜组

中的表达#由此阐述
@>H

在
ZC-

发病机制中的可能作用'

!

!

资料与方法

!*!

!

一般资料
!

收集
3&!+

年
!

月至
3&!2

年
"

月于宁夏医科

大学总医院妇产科因
ZC-

行手术治疗并于术中或术后确诊的

病理存档石蜡标本及新鲜组织各
+%

例#纳入病例组'按照美

国生育协会!

HVI

"修正
ZC-

分期法!

!"1%

"#所有病例组患者

均处于
$

期'收集同年因子宫肌瘤经手术治疗并排除
ZC-

的

正常子宫内膜
+&

例作为对照组'纳入标准(所有病例组及对

照组患者于手术前月经周期均正常#病例组于术中或术后证实

为
ZC-

#两组近
+

个月均未接受过激素类药物的治疗#无不

孕&子宫内膜非典型性增生&宫颈上皮内瘤变&生殖道炎症等其

他妇科器质性疾病#患者年龄在
3%

&

2%

岁#平均!

+&*%&l

2*"1

"岁'

!*"

!

主要试剂
!

兔抗人
@>H

多克隆抗体由美国
E?DEO

生物

%3"+

重庆医学
3&!%

年
!&

月第
22

卷第
31

期

#

基金项目(国家自然科学基金资助项目!

1!!#&&/1

"'

!

作者简介!白治苗!

!""!$

"#在读硕士#主要从事妇科肿瘤&妇科内分泌方面临床

及基础研究'

!

'

!

通讯作者#
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公司生产!稀释浓度分别为
!k!&&

"#兔超敏二步法免疫组织

化学检测试剂
>K0#&&!

#

TĤ

显色试剂盒均由北京中杉生物

工程公司生产'

JU0>GJ

所需引物由上海生工生物工程技术

服务有限公司合成#

DTSH

反转录核#免疫荧光定量试剂盒均

购置于
UB9:O(

公司'

!*#

!

方法

!*#*!

!

免疫组织化学
!

所有标本均由病理科证实#由甲醛浸

泡过夜#

!&M

甲醛固定#程序脱水&石蜡包埋#

+

&

2

(

O

厚度连

续切片#

#%i

烤箱烤片过夜#脱蜡&水洗&抗原修复&一抗孵育

过夜&

>̂ I

冲洗&二抗孵育
3B

&显色&梯度乙醇脱水&二甲苯透

明及中性树胶封片#以
>̂ I

缓冲液代替一抗作为阴性对照'

!*#*"

!

JU0>GJ

步骤
!

引物根据引物设计原则#采用引物设

计软件
>:)O9:>:9O)9:%

设计#上游引物(

%f0WWWHWGHWH

WHGHGU HHGWHG0+f

#下游引物(

%f0GUU HGHGUG HGH

WGGGHGHGH0+f

#由上海生工生物工程技术服务有限公司

合成'

!*#*#

!

操作步骤
!

!

!

"内膜组织中总
JSH

提取(称取约
%&

O

A

在位或异位内膜组织置于含有液氮的匀浆器中#加入
!OR

预冷的
UJQd6R

充分匀浆后将裂解液移入
!*%ORZ>

管#

2

i

#

!3&&&:

)

O).

#离心
!&O).

#取上层裂解液加入
&*3OR

氯

仿#混匀#冰浴
%O).

#

2i

#

!3&&&:

)

O).

#离心
!&O).

#取上层

水相加
&*%OR

异丙醇#颠倒混匀后冰浴
!&O).

#

2i

#

!3&&&

:

)

O).

#离心
!&O).

#小心去除上清液#加入
!OR/%M

乙醇#

2

i

#

/%&&:

)

O).

离心
%O).

#弃去上清液#让沉淀
JSH

自然干

燥
%

&

!&O).*

!

3

"

JSH

定量(用无
JSH

酶的水溶解
JSH

沉

淀至
3&

(

R

#取
3

(

R

于
/%&

紫外分度计测量
JSH

纯度及浓

度#将终浓度稀释为
!

(

A

)

(

R

'!

+

"反应条件(

"2i

预变性
+

O).

#

!

个循环#

"2i

变性
+&-

#

%% i

退火
+&-

#

/3 i

延伸
!

O).

#各
+%

个循环#

/3i

终反应
%O).

'

!*$

!

结果判定标准
!

!

!

"采用
6RcC>7I*̂]%!

正置荧光显

微镜观察染色结果#

@>H

以细胞质或基底膜中出现黄色或棕

黄色颗粒为阳性表达'用
)OE

A

9

P

:(0

P

F@-#*&

专业图像分析软

件对
@>H

蛋白的表达情况进行半定量分析#计算出每张切片

的平均光密度值!

:O6

"'!

3

"

JU0>GJ

结果判定#用
Q̂60JHT

凝胶扫描系统分析摄像#用
J(DB90R)

A

B;D

<

DF9:"#

对产物半定

量分析#以正常内膜&内异症在位内膜和异位内膜中
@>H

)

WHT>5 OJSH

表示相对量结果'

!*%

!

统计学处理
!

采用
I>II!/*&

统计学软件进行分析#计

量资料用
Pl;

表示#采用单因素方差分析&两独立样本
5

检验

等统计方法#以
H

&

&*&%

为差异有统计学意义'

"

!

结
!!

果

"*!

!

@>H

蛋白在
+

组中表达的结果
!

@>H

蛋白主要表达于

子宫内膜腺上皮细胞&间质细胞的细胞质及基底膜中#极少数

表达于血管内皮细胞中#见图
!

'其中
@>H

蛋白在
ZC-

异位

内膜组中的表达明显高于
ZC-

在位内膜组&正常内膜组#

ZC-

在位内膜组中的表达高于正常内膜组#其差异均具有统计学意

义!

H

&

&*&%

"#见图
3

'

!!

H

(正常内膜*

^

(

ZC-

在位内膜*

G

(

ZC-

异位内膜'

图
!

!!

@>H

蛋白在
+

组内膜中的表达#

I>h2&&

$

图
3

!!

@>H

蛋白在
+

组内膜中的表达

图
+

!!

@>H

蛋白在
+

组内膜增生期(分泌期中的表达

"*"

!

@>H

蛋白在
+

组内膜中增生期与分泌期的表达
!

@>H

蛋白在
+

组内膜中的增生期与分泌期中的表达无明显差异

!

H

%

&*&%

"#见图
+

'

"*#

!

@>H OJSH

在
+

组内膜中的相对表达量
!

其中
@>H

OJSH

在
ZC-

异位内膜组中的表达明显高于
ZC-

在位内膜

组&正常内膜组#在
ZC-

在位内膜组中的表达高于正常内膜

组#其差异均有统计学意义!

H

&

&*&%

"#见图
2

'

图
2

!!

@>HOJSH

在
+

组内膜中的表达

#

!

讨
!!

论

ZC-

发生可能要经过
+

个阶段即异位内膜的黏附&侵袭

#3"+

重庆医学
3&!%

年
!&

月第
22

卷第
31

期



及血管形成#但异位内膜侵袭并破坏周围正常器官组织除了需

要辨别&黏附的能力#还需要酶类#如蛋白水解酶#来降解细胞

外基质&基底膜等细胞成分'在异位内膜的侵袭及转移过程

中#存活及生长需要大量的微血管形成以保证其营养供应#而

@>H

在此过程中起着至关重要的作用'

@>H

是一种丝氨酸蛋白水解酶#以无活性的单链!

-D0

@>H

"和有活性的双链!

;D0@>H

"两种形式存在'当细胞合成和

分泌的
-D0@>H

与其特异性受体
@>HJ

结合后#

-D>H

被酶解成

具有纤溶酶原激活剂活性的双链形式
;D0@>H

#而大量有活性

的
@>H

的聚集使纤溶酶原转变成纤溶酶#降解细胞外基质和

基底膜等多种成分#且可上调
@>HJ

的表达+

+

,

'此外#

@>H

与

@>HJ

结合可激活细胞内的信号传递途径#调节细胞增殖&远

处转移和浸润等生物学行为+

2

,

'国内有研究发现在癌变组织

器官中
@>H

)

@>HJ

高表达#也表明肿瘤细胞的侵袭&迁移与

@>H

)

@>HJ

降解细胞外成分和激活细胞信号密切相关+

%

,

'国

外学者也在细胞和动物恶性肿瘤模型水平通过小干扰
JSH

或相关拮抗剂下调
@>H

和
@>HJ

的表达#发现可以有效抑制

恶性肿瘤细胞的侵袭&迁移及增殖+

#0/

,

'

ZC-

在病理上虽是良

性疾病#但却有着类似于恶性肿瘤的种植&侵袭及远处转移的

生物学行为'本研究结果表明#

@>H

蛋白在
ZC-

患者异位内

膜腺上皮&间质细胞中的表达明显高于
ZC-

在位内膜及正常

子宫内膜#

@>HOJSH

在
ZC-

患者异位&在位内膜中的表达

也明显增强#且在整个月经周期中持续表达#无明显的波动性#

与陈露等+

1

,的研究结果
@>H

的高表达使其降解细胞周围基质

及基底膜的能力增强#为异位内膜的黏附&侵袭&转移及形成异

位病灶提供了必要条件的观点基本一致'国内学者的研究表

明#在很大程度上肿瘤细胞中
@>H

的表达水平与其降解细胞

外基质&基底膜等细胞组分及其侵袭转移能力密切相关+

"

,

'因

ZC-

的发病机制与恶性肿瘤相似#结合本研究的结果#发现该

观点与
ZC-

中
@>H

表达高低和异位内膜侵袭性关系的密切

程度相吻合'此外#本实验结果还表明
@>H

蛋白在
ZC-

患者

异位内膜及在位内膜的血管内皮细胞中亦有表达#因此猜测

@>H

蛋白可能在异位内膜的血管形成中发挥至关重要的作

用'

@>H

降解细胞外基质蛋白和基底膜#促使血管内皮细胞

在周围组织间移动&增殖&聚集#更容易形成血管腔#为异位的

内膜提供营养供应'国外学者的研究发现子宫内膜间质细胞

释放
@>H

)

>HQ0!

复合物#而该复合物可促使人血管内皮细胞

的迁移#进一步支持
@>H

在
ZC-

发病机制中的作用+

!&

,

'综上

所述#

@>H

与
ZC-

发病阶段中的异位内膜的黏附&侵袭及血

管生成密切相关'

总之#本研究结果显示
@>HOJSH

及蛋白在
ZC-

患者异

位内膜与在位内膜的腺上皮&间质细胞中呈高表达#一方面激

活纤溶酶降解细胞外基质及基底膜#使异位内膜细胞更易侵袭

及转移*另一方面
@>HOJSH

及蛋白在
ZC-

患者异位内膜与

在位内膜的血管内皮细胞细胞中表达#诱导微血管的形成为异

位内膜的黏附提供营养'二者共同促进
ZC-

的形成#为
ZC-

的发病机制拓展一条新的思路#更为寻找
ZC-

有效的药物治

疗靶点提供依据#但
@>H

在
ZC-

的发病机制中的具体作用仍

不清楚#本课题组下一步希望通过
@>H

的激活剂及抑制剂干

预
ZC-

患者在位内膜腺上皮细胞后采用
U:E.-X9FF

&

JU0>GJ

&

49-;9:.?F(;

等试验方法检测
@>H

蛋白&

OJSH

的表达及细

胞侵袭性的变化进一步验证
@>H

在
ZC-

发生&发展中的作

用'
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