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#摘要$

!

目的
!

探讨高浓度氧对腺肌症细胞生长及细胞内缺氧诱导因子
!

#

"

E@A&!

#

%表达的影响&方法
!

将标本分为高氧

组和对照组!原代培养腺肌症细胞!绘制生长曲线!检测细胞中超氧化物歧化酶"

Ĵ V

%活力及培养液中丙二醛"

=VM

%的水平&细

胞免疫组织化学检测腺肌症细胞内
E@A&!

#

的表达&结果
!

高浓度氧使腺肌症细胞生长速度减慢!

:,

后呈抑制状态&在相同培

养时间内!高氧组腺肌症细胞
Ĵ V

活力低于对照组!

=VM

水平高于对照组"

!

$

505#

%&随着高浓度氧持续时间的延长!

E@A&!

#

在腺肌症细胞中表达呈下降趋势&结论
!

高浓度氧可能对子宫腺肌症中新生血管的生成产生抑制&

#关键词$

!

缺氧诱导因子
!

#超氧化物歧化酶#丙二醛#子宫腺肌症
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子宫腺肌症是指子宫内膜向子宫肌壁侵入生长的病理过

程#多发于
;5

岁以上经产妇#该病发病机制不明#主要临床表

现为继发性痛经+经期延长+月经量过多等)

!

*

$该病近年来发

病率有上升趋势#且逐渐趋于年轻化)

<

*

$药物及保守手术治疗

效果不理想#有效治疗仍以子宫全切为主#这对渴望生育的妇

女临床治疗非常棘手#因此探讨子宫腺肌症分子水平的治疗成

为子宫腺肌症研究的热点课题$异位病灶在子宫肌层生长必

须有新生血管供血$因此#血管形成在腺肌症发病中具有重要

作用)

6

*

$血管生成不仅受低氧环境的影响#还与促血管生成因

子有密切的关系#而血管生成因子的表达受许多外部因子调

控#其中缺氧诱导因子
!

#

!

,

3N

.L)()-4F1)T*2P(1/.O&!

#

#

E@A&!

#

"

对其调控最为显著)

;

*

$研究表明#低氧环境下
E@A&!

#

能诱导

微血管生成#增加组织无氧代谢#从而增强内膜细胞的侵袭能

力)

#

*

$本研究采用原代细胞培养及免疫组织化学的方法#通过

检测氧化指标丙二醛!

'(*.-4)(*42,

3

42

#

=VM

"及超氧化物歧

化酶!

+F

N

2O.L)424)+'F/(+2

#

Ĵ V

"#探讨高浓度氧!

"#X^

<

g

#X Ĥ

<

"对腺肌症病灶中异位内膜细胞活性及细胞内
E@A&!

#

表达的影响$

=

!

资料与方法

=0=

!

一般资料
!

选取
<5!;

年
:

月 至
<5!#

年
6

月在成都市妇

女儿童中心医院妇产科因子宫腺肌症行子宫全切术的患者
65

例#平均年龄!

;<0;i60;

"岁$所选病例术前
6

个月未接受激

素治疗$收集的标本分为两部分#一部分送病检#由有经验的

病理科医师阅片#明确病理诊断#并排除恶性病变$一部分放

入
V=%=

培养基中#置冰上#立即转运到实验室#进行细胞消

化#原代培养$

=0>

!

方法

=0>0=

!

主要试剂
!

V=%=

培养基#胎牛血清!

AWJ

"为美国

K)T1.

公司产品#胶原酶
(

#四甲基偶氮唑盐!

=>>

"为美国

J)

C

'(

公司产品#兔抗人
E@A&!

#

单克隆抗体为美国
MT1('

公

司产品#

Ĵ V

及
=VM

测试盒均为南京建成生物公司产品$

=0>0>

!

腺肌症细胞的原代培养
!

在超净工作台内#将腺肌症

组织剪成
!''

6 小块#

V&E(-Y+

液反复冲洗后加入
(

型胶原

酶#

V=%=

培养基#使消化酶最终浓度为
<'

C

'

'D

(

69a

恒温

水浴箱振荡消化
9,

$加入等体积
!5XAWJ

终止消化$将腺

肌症细胞悬液以
<̀ !5

7

'

'D

密度种植于
7

孔板$

=0>0?

!

分组
!

将原代培养的腺肌症细胞分为两组#培养于不

同的气体环境中$高氧组#

"#X

氧气
g#X

的
Ĥ

<

(对照组#

"#X

空气
g#X

的
Ĥ

<

$

=>>

法分别检测两组细胞活力#并绘

制生长曲线$

=0>0@

!

细胞爬片及
E@A&!

#

的检测
!

将腺肌症细胞悬液以
!̀

!5

7

'

'D

密度种植于细胞专用爬片#高浓度氧培养后#参考试

剂盒步骤
JG

法检测细胞内干预前及干预后
;

+

:,E@A&!

#

蛋

白的表达变化$免疫组织化学阳性判断标准%

E@A&!

#

阳性信

号为腺肌症细胞胞质中出现棕黄色颗粒#通过
@'(

C

2

N

O.

N

*F+

图像分析软件高倍视下选择
!5

个视野测定每张切片中阳性细
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胞的平均光密度!

C94

"代表蛋白表达量$

=0>0A

!

Ĵ V

活力+

=VM

水平检测
!

腺肌症细胞经高浓度氧

环境培养#干预前及干预后
;

+

:,

细胞内
Ĵ V

及
=VM

的检测

均参照试剂盒步骤$

=0?

!

统计学处理
!

采用
JGJJ!605

软件进行统计分析$计量

资料经软件
j&j

图检验呈正态分布以
Li=

表示#均数比较采

用方差分析或
7

检验$以
!

$

505#

为差异有统计学意义$

>

!

结
!!

果

>0=

!

两组腺肌症细胞生长曲线比较
!

腺肌症细胞在高浓度氧

状态下缓慢增殖#随时间的增加#差距逐渐增大#生长速度明显

小于对照组!

!

$

505#

"$

:,

后#高氧组细胞呈明显生长抑制

状态#见图
!

$

图
!

!!

两组腺肌症细胞生长曲线

>0>

!

两组腺肌症细胞中
Ĵ V

活力比较
!

对照组腺肌症细胞

在各时间点
Ĵ V

活力差异无统计学意义!

!

%

505#

"$在相同

培养时间内#高氧组腺肌症细胞
Ĵ V

活力明显低于对照组

!

!

$

505#

"$在高浓度氧环境下#随着时间的延长#腺肌症细

胞内
Ĵ V

活力呈下降趋势#见表
!

$

>0?

!

两组腺肌症细胞培养液中
=VM

水平比较
!

对照组内在

各时间点腺肌症细胞培养液中
=VM

水平比较差异无统计学

意义!

!

%

505#

"$在相同培养时间内#高氧组细胞培养液中

=VM

水平明显高于对照组!

!

$

505#

"$在高浓度氧环境下#

随着时间的延长#细胞培养液内
=VM

水平呈上升趋势#见

表
<

$

表
!

!!

两组腺肌症细胞中
Ĵ V

活力对比(

Li=

*

d

+

'D

)

干预时间 高氧组 对照组

5, !9"066:i<069! !9:0"6:i<069!

;, !9!0656i!0"7"

(

!9:069;i!0:7<

:, !##0<66i!0"6#

(

!:!0<77i!09;#

!!

(

%

!

$

505#

#与对照组比较$

表
<

!!

两组细胞培养液中
=VM

水平

!!!!

比较(

Li=

*

-'.*

+

'D

)

干预时间 高氧组 对照组

5, "05;:i507": "05;#i507":

;, 90!;6i507!;

(

"0#<6i50"!#

:, !907!"i50:;6

(

:0#9!i!05!6

!!

(

%

!
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#与对照组比较$

>0@

!

高浓度氧对腺肌症细胞内
E@A&!

#

蛋白表达的影响
!

E@A&!

#

在腺肌症细胞爬片中阳性染色主要定位于细胞核#呈

现棕黄色颗粒$随着高浓度氧持续时间的延长#

E@A&!

#

在腺

肌症细胞中表达总体上呈下降趋势!图
<

"$

5

+

;

+

:,E@A&!

#

蛋白分别为
50!:"i505<#

+

50!;<i505!6

+

5059"i505!<

#

:,

明显低于
;,

#差异有统计学意义!

!

$

505#

"$

图
<

!!

E@A&!

#

在腺肌症细胞中的表达(

;̀55

)

?

!

讨
!!

论

!!

高浓度氧产生大量自由基攻击生物膜中的多个不饱和脂

肪酸#引发脂质过氧化作用#形成脂质过氧化物#包括
=VM

+

脂自由基
D

,+烷自由基
I

, 等$这些产物性质稳定且寿命

长#可蔓延而发生连锁反应#造成更严重的损伤)

7

*

$生命的进

化使细胞发展了有效的抗氧化防御机制$以
Ĵ V

为代表的抗

氧化酶是一个最重要的防御体系#以自由基为底物催化歧化反

应#清除体内氧自由基及
=VM

等产物#保护细胞)

9

*

$

=VM

生

成能刺激抗氧化防御机制增高活性以对抗其伤害#但是
=VM

一旦生成过量细胞还是会受到损伤#过度损伤的细胞将通过凋

亡机制被清除)

:

*

$本研究中#腺肌症细胞在高浓度氧环境中的

生长活力相对于对照组受到明显的抑制#随着高浓度氧培养时

间的延长#细胞发生凋亡#活力明显下降#与上述理论相符$本

研究的后续实验探索了这一现象的原因#结果发现#腺肌症细

胞在高浓度氧环境中生长#培养液中的脂质过氧化产物
=VM

水平明显高于对照组#呈时间
&

剂量累积效应$相反#长时间的

高浓度氧培养#破坏了腺肌症细胞的抗氧化防御机制#使得抗

氧化酶
Ĵ V

活力逐渐降低#最终失去对细胞的保护#致其生长

受到抑制#甚至死亡$根据本研究结果#高浓度氧可抑制腺肌

症细胞的生长#为临床医疗中#可否对子宫腺肌症病灶进行局

部高浓度氧治疗的探索提供新的方向有待深入研究$

研究发现缺氧环境能够调节子宫内膜血管内皮生长因子

大量分泌#促进大量新生血管的形成可能是腺肌症的发病机制

之一)

"

*

$血管生成是子宫内膜异位症发生+发展的基础#血管

生成有赖于血管生长因子的调控)

!5

*

$

E@A&!

#

是在缺氧条件

下存在于哺乳动物及人体内的一种转录因子#它是低氧应答的

全局性调控因子#可在上游基因水平调控血管内皮生长因子等

多种血管生成相关因子的表达直接参与血管生成的调控$其

功能不仅使血管内皮生长因子的
'IBM

稳定性增加#而且能

增加血管内皮生长因子的转录活性)

!!

*

$因此#将下调
E@A&!

#
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的活性#减少其在腺肌症中的表达#进而减少新生血管#减少其

转移和侵袭作为治疗的切入点#已经成为目前探索腺肌症分子

治疗的热点$

f,.-

C

等)

!<

*报道强氧化剂不利于
E@A&!

#

在低

氧细胞的表达及其
VBM

结合活性$本研究中发现#通过高浓

度氧改变腺肌症细胞的乏氧状态#细胞中
E@A&!

#

蛋白的表达

明显下降#且随着时间的延长#

E@A&!

#

持续下降趋势#与前述

研究结果相符$

E@A&!

#

是氧感受家族中的管家转录因子#在

常氧下极不稳定#可经泛素蛋白酶解通路迅速被降解#而缺氧

则抑制其降解#使
E@A&!

#

表达增强#并通过激活一系列靶基

因的转录#使细胞获得对组织低氧和营养物质供应减少的适应

能力#维持细胞的生存与增殖)

!6

*

$本研究将腺肌症细胞持续

高浓度氧刺激#一方面利用氧自由基对细胞本身的损害减少

E@A&!

#

的表达#另一方面使持续高浓度氧状态降低
E@A&!

#

的

稳定性#使其降解$而高浓度氧降低
E@A&!

#

表达最主要的机

制#是利用持续高浓度氧提高腺肌症细胞生长环境的氧分压#

使乏氧细胞转变为富氧细胞#减少低浓度氧环境对细胞的刺

激#降低
E@A&!

#

的表达#相应降低
E@A&!

#

转录的一系列因

子#减少腺肌症细胞的生长)

!;

*

$

综上所述#高浓度氧可损伤腺肌症细胞#并抑制其生长#通

过减少细胞中
E@A&!

#

的表达#可能对病灶中新生血管的生成

产生抑制$通过高浓度氧来抑制腺肌症病灶的生长和侵袭#在

国内外的研究中尚处于新兴阶段#但已经有一些基础实验证明

了这条途径的可能性$本研究从细胞水平进一步证明了高浓

度氧对腺肌症病灶的抑制#为临床研究中#探索腺肌症非手术

治疗提供新的思路$尤其针对育龄期腺肌症患者保留生育力

的治疗研究提供了理论基础$
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