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目的
!

研究诱导细胞凋亡相关基因
?(K

"

SM#"?(K

$在子宫腺肌病患者子宫内膜组织中的表达水平!并探讨其在疾病

发生发展中的分子机制%方法
!

取
RG

例子宫腺肌病患者异位和在位内膜组织!采用免疫组织化学和
V/83/<+7403

检测内膜组织

中
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&磷酸化信号转导及转录激活蛋白
R

"

;

$%'%R

$和内皮生长因子"

]&SZ

$的表达水平%采用
%eP&\

检测内膜组织凋

亡!

ELRJ

抗体直接检测内膜组织新生血管形成%构建
SM#"?(K89MP'

和重组质粒!转染
#829X*O*

细胞后检测下游信号分子

;

$%'%R

&信号转导和转录激活因子
R

"

$%'%R

$和
]&SZ

的变化%结果
!

与对照组相比!子宫腺肌病患者在位内膜和异位内膜组

织中
SM#"?(K

表达水平降低%在位内膜和异位内膜组织中细胞凋亡减少!微血管密度&

;

$%'%R

和
]&SZ

表达水平升高%转染

#829X*O*

细胞!下调
SM#"?(K

表达可显著激活
;

$%'%R

和
]&SZ

%结论
!

SM#"?(K

通过抑制细胞凋亡和增加新生血管形成!促

进子宫腺肌病的发生发展%
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子宫腺肌病是育龄女性常见的妇科疾病"由子宫内膜腺体

和间质侵袭至子宫肌层"并引起肌层显著增厚!目前子宫腺肌

病的病因及发病机制尚未完全明确!诱导细胞凋亡相关基因

&

SM#"8

'是一种近年来研究发现的由干扰素*维甲酸合并诱

导的细胞凋亡基因编码"通过反义
MP'

敲除技术筛选出的凋

亡蛋白$

(

%

!诱导细胞凋亡相关基因
?(K

&

SM#"?(K

'是
SM#"8

家族成员之一"在多种正常组织中表达"而在肿瘤如肾透明细

胞癌和前列腺癌中
SM#"?(K

表达明显降低$

F

%
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可

与信号转导和转录激活因子
R

&
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,

+*43<*+8=@B/<*+=*B39C*30<

0D3<*+8B<9

;

390+R

"

$%'%R

'结合并抑制其转录活性$

R

%

!持续活

化的
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可抑制细胞凋亡"并直接上调血管内皮生长因子

&

C*8B@4*</+=032/49*4

,

<0O32D*B30<

"

]&SZ

'表达"刺激新生血

管形成$

J

%

!研究
SM#"?(K

在子宫腺肌病患者内膜组织中的表

达水平"并探索其在疾病发生发展过程中的作用及机制"可能

为子宫腺肌病的治疗提高新的靶点!
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材料与方法
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标本收集
!

子宫内膜标本选取本院
FG(J

年
(

月至
FG(H

年
(F

月经腹或腹腔镜子宫切除术患者中经病理证实的
RG

例

子宫腺肌病患者&年龄
R(

"

J(

岁"体质量指数
(W5QQ

"

FK5J

X

,

*

A

F

"增殖期子宫内膜
(W

例"分泌期子宫内膜
(R

例'"

(G

例

非子宫腺肌病患者&年龄
RR

"

RK

岁"体质量指数
(I5I

"

FQ5I

X

,

*

A

F

"增殖期子宫内膜
Q

例"分泌期子宫内膜
J

例'!本研究

获得本院伦理委员会批准"纳入研究的患者均签署知情同意

书!排除标准(近
R

个月口服避孕药或其他激素药物+子宫内

膜癌+盆腔子宫内膜异位症+子宫肌瘤+卵巢囊瘤!收集的子宫

内膜标本分别保存于液氮和
J̀

甲醛固定!

@5A

!

%eP&\

法检测细胞凋亡
!

制备内膜组织石蜡包埋切

片"利用
%eP&\

细胞凋亡检测试剂盒&

M0B2/

'进行脱蜡#漂

洗#蛋白酶
)

处理#固定和封闭!设置阳性对照和阴性对照"

配置
L+*8/4

反应液"孵育并滴加
(GG

&

\%=%

酶反应液标记"

避光孵育
QGA9+

后滴加
L'!

显色液"漂洗后中性树胶封片!

在
JGG

倍光学显微镜下随机选择
H

个视野计数
%eP&\

染色

阳性细胞!

@5B

!

免疫组织化学
!

收集内膜组织甲醛溶液固定"石蜡包埋
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切片"脱蜡后加入定量
;

1Q5G

柠檬酸盐缓冲液和
R̀ 1

F

6

F

"用

血清封闭后滴加一抗"

SM#"?(K

单抗 &

'7B*A

"

(iHGG

'#

;

$%'%R

单抗&

'7B*A

"

(i(GG

'#

]&SZ

抗体&

'7B*A

"

(i

(HG
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ELRJ

单抗 &

T20+

,

82*+

"

(i(GG

'"

J d

孵育过夜!冲洗

后滴加二抗"孵育
RGA9+

后冲洗显色"复染后封片!采用
#A?

*

,
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;
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进行免疫组织化学吸光度测量!

@5C

!

蛋白提取及
V/83/<+7403

!

使用
%988@/N<03/9+&>3<*B?

390+M/*

,

/+3

&

EO790

'提取内膜组织蛋白"

!E'

法测定蛋白浓

度"

HG

&

,

*孔上样"十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳&

$L$?

N'S&

'转膜封闭"孵育抗体并显色!抗体稀释浓度如下(
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细胞培养及细胞转染
!

#829X*O*

细胞购自中国科学院上

海生物科学院细胞资源中心"采用
L"&"

培养基和
(G̀ Z!$

培养!

;

&SZN?P(

#

SM#"?(K

重组质粒&

;

&SZN?P(?SM#"?(K

'

和
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#

SM#"?(K?89MP'

&
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'均由上海吉凯基因合成及鉴定!采用
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'转染细胞"转染后
Q2

更换培

养基"荧光显微镜下检测转染效率!转染后
JI2

提取细胞蛋

白进行
V/83/<+7403

检测!
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!

统计学处理
!

用
$N$$FG5G

对数据进行统计分析"计量

资料用
3a6

表示!两组间比较采用
$3@=/+3#

检验"多组间比

较采用单因素方差分析&

'P6]'

'!以
"

%

G5GH

为差异有统

计学意义!

A

!

结
!!

果

A5@

!

子宫腺肌病患者内膜组织中
SM#"?(K

的表达
!

采用免

疫组织化学方法检测子宫腺肌病患者在位内膜和异位内膜组

织以及对照组子宫内膜中
SM#"?(K

表达水平!结果显示

SM#"?(K

染色主要位于子宫内膜腺上皮细胞"子宫腺肌病患

者内膜组织中
SM#"?(K

表达明显低于对照组&

"

%

G5GH

'"并

且子宫腺肌病患者异位内膜组织中
SM#"?(K

表达低于在位内

膜组织"差异具有统计学意义"见图
('

!

V/83/<+7403

检测发

现(子宫腺肌病患者在位内膜
SM#"?(K

蛋白表达较对照组明

显降低&

"

%

G5GH

'"见图
(!

!

A5A

!

子宫腺肌病患者内膜组织中细胞凋亡情况
!

采用

%eP&\

实验检测子宫腺肌病患者内膜组织细胞凋亡情况!与

对照组内膜组织相比"子宫腺肌病患者在位和异位内膜组织中

凋亡细胞数明显减少&

"

%

G5GH

'"其中异位病灶内膜组织中凋

亡细胞数少于在位内膜组织"见图
F

!不同内膜组织中凋亡细

胞数不随月经周期而改变"增殖期和分泌期子宫内膜凋亡细胞

数差异无统计学意义&

"

$

G5GH

'!

A5B

!

子宫腺肌病内膜组织
]&SZ

表达和新生血管形成
!

疾

病发生发展过程中"

]&SZ

通过刺激血管内皮细胞增生促进血

管新生!本实验中采用免疫组织化学法检测内膜组织中

]&SZ

的表达"通过检测新生血管内皮细胞标志物
ELRJ

表达

来确定内膜组织中微血管密度!结果显示"增殖期和分泌期子

宫内膜组织中染色的
]&SZ

主要位于腺上皮细胞内!与对照

组内膜组织相比"子宫腺肌病患者在位和异位内膜组织中

]&SZ

表达明显升高&

"

%

G5GH

'"其中异位病灶内膜组织中

]&SZ

表达量最高"见图
R'

!

R

组内膜组织中"增殖期与分泌

期子宫内膜
]&SZ

表达无明显统计学差异!

V/83/<+7403

检

测发现(子宫腺肌病患者在位内膜
]&SZ

蛋白表达较对照组

明显升高&

"

%

G5GH

'"见图
R!

!与对照组内膜相比"子宫腺肌

病患者异位内膜组织中微血管密度明显升高"见
RE

!

A5C

!

SM#"?(K

通过
$%'%R

调控
]&SZ

表达
!

采用免疫组织

化学法检测内膜组织中
;

$%'%R

表达!结果显示对照组内膜

!!

'

(子宫腺肌病患者在位#异位内膜组织和对照组正常内膜组织中
SM#"?(K

免疫组织化学染色
fJGG

光镜图及染色阳性细胞平均密度分数+

!

(子宫腺肌病患者在位内膜组织和对照组正常内膜组织中
SM#"?(K

蛋白表达及蛋白相对表达量柱状图!

"

(

"

%

G5GH

"

""

(

"

%

G5G(

图
(
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子宫腺肌病患者内膜组织中
SM#"?(K

的表达情况
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'

(子宫腺肌病患者内膜组织和对照组内膜组织
%eP&\

凋亡染色&

fJGG

'"黑色箭头所示为凋亡细胞
%eP&\

染色阳性!

!

(不同组织中

%eP&\

染色阳性细胞数!

"

(

"

%

G5GH

"

""

(

"

%

G5G(

图
F

!!

子宫腺肌病患者内膜组织细胞凋亡情况

!!

'

(子宫腺肌病患者内膜组织和对照组内膜组织
]&SZ

免疫组织化学染色&

fJGG

'和染色阳性细胞平均密度分数+

!

(子宫腺肌病患者在位内

膜组织和对照组正常内膜组织中
]&SZ

蛋白表达及蛋白相对表达量柱状图+

E

(子宫腺肌病患者内膜组织和对照组内膜组织
ELRJ

免疫组织化学

染色&

fFGG

'和微血管密度统计分析柱状图!

"

(

"

%

G5GH

"

""

(

"

%

G5G(

图
R

!!

子宫腺肌病患者内膜组织
]&SZ

表达和微血管密度分析

组织中
;

$%'%R

主要位于子宫内膜腺上皮细胞和间质细胞"

子宫腺肌病患者在位内膜和异位内膜组织中
;

$%'%R

主要位

于腺上皮细胞!在位内膜和异位内膜组织中
;

$%'%R

表达明

显高于对照组&

"

%

G5GH

'"见图
J'

!

V/83/<+7403

检测发现(子

宫腺肌病患者在位内膜
;

$%'%R

蛋白表达较对照组明显升高

&

"

%

G5GH

'"而两组总
$%'%R

蛋白差异无统计学意义"见图
J!
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!!

'

(子宫腺肌病患者在位#异位内膜组织和对照组正常内膜组织中
;

$%'%R

免疫组织化学染色&

fJGG

'及染色阳性细胞平均密度分数+

!

(子宫

腺肌病患者在位内膜组织和对照组正常内膜组织中
;

$%'%R

和总
$%'%R

蛋白表达及蛋白相对表达量柱状图!

"

(

"

%

G5GH

"

""

(

"

%

G5G(

图
J

!!

子宫腺肌病患者内膜组织中
;

$%'%R

的表达情况

!!

'

(

#829X*O*

细胞转染
SM#"?(K89MP'

和
E0+3<0489MP'JI2

后
SM#"?(K

#

;

$%'%R

#

$%'%R

和
]&SZ

蛋白表达及蛋白相对表达量柱状图+

!

(

#829X*O*

细胞转染
;

&SZN?SM#"?(K

和空载
;

&SZN

后
fJGG

荧光和普通镜光镜图+

E

(

#829X*O*

细胞转染
;

&SZN?SM#"?(K

和空载
;

&SZNJI2

后
SM#"?(K

#

;

$%'%R

#

$%'%R

和
]&SZ

蛋白表达及蛋白相对表达量柱状图!

"

(

"

%

G5GH

"

""

(

"

%

G5G(

图
H

!!

上调和下调
SM#"?(K

对
;

$%'%R

和
]&SZ

表达的影响

J(IR

重庆医学
FG(W

年
K

月第
JQ

卷第
FW

期



!!

小干扰
MP'

&

SM#"?(K89MP'

和
E0+3<0489MP'

'转染

#829X*O*

细胞!

V/83/<+7403

结果显示相较于空白对照组"转

染
SM#"(K89MP'

后
#829X*O*

细胞表达
SM#"?(K

明显减少

&

"

%

G5GH

'"而
;

$%'%R

及其下游
]&SZ

表达明显增加&

"

%

G5GH

'"见图
H'

!

#829X*O*

细胞转染
;

&SZN?SM#"?(K

上调

SM#"?(K

表达"荧光显微镜下评估转染效率"见图
H!

!与空载

质粒相比"转染
;

&SZN?SM#"?(K

后细胞表达
SM#"?(K

明显

增加&

"

%

G5GH

'"

;

$%'%R

和
]&SZ

表达减少&

"

%

G5GH

'+总

$%'%R

表达在两组细胞内差异无统计学意义&

"

$

G5GH

'"见

图
HE

!

B

!

讨
!!

论

!!

子宫腺肌病的发病机制较为复杂!解剖上子宫内膜基底

层缺乏黏膜下层"使得子宫内膜腺体和间质易于侵入子宫肌

层"并在肌层内形成异位病灶!然而"触发子宫内膜,侵袭-子

宫肌层的具体机制尚未完全明确!

E2/+

等$

H

%研究发现在异位

病灶组织内存在一系列形态功能改变"包括细胞增殖#细胞凋

亡和新生血管的形成等!这些功能改变增强了异位病灶内腺

上皮细胞和间质细胞的侵袭能力"使得异位的内膜组织更易在

子宫肌层内,扩散转移-!研究发现"

)9?QW

是一种细胞增殖常

用标记蛋白"在子宫腺肌病内膜间质细胞内呈高表达$

Q

%

!因

此"子宫内膜细胞异常的细胞增殖和细胞凋亡可能明显影响子

宫腺肌病的发展过程!同时"异位内膜病灶的建立需要新生血

管形成并供给血液$

W

%

!在本研究中"笔者检测了子宫腺肌病患

者内膜组织中
SM#"?(K

的表达以及细胞凋亡和新生血管形成

情况"发现
SM#"?(K

通过调控细胞凋亡和血管形成"在子宫腺

肌病的发病机制中起着重要作用!

本研究中"笔者发现子宫腺肌病患者在位内膜和异位内膜

组织中细胞凋亡数量显著减少"这与
%*

,

@B29

等$

I

%的研究结果

一致!这些结果提示抑制细胞凋亡可能是子宫腺肌病发生过

程中一个重要的步骤!有研究发现高表达
SM#"?(K

可增强

#ZP?

维甲酸介导的细胞凋亡过程!众多研究提示
SM#"?(K

对

细胞凋亡和细胞生长有重要影响!另外"

SM#"?(K

在抑制肿

瘤生长的过程中也起着关键作用"

SM#"?(K

等位基因的缺失

可增加活体细胞肿瘤易感性$

K

%

!

1*0

等$

(G

%研究发现低表达

SM#"?(K

可显著增强肝癌细胞黏附和侵袭能力"而
1@*+

,

等$

((

%的研究结果提示上调
SM#"?(K

表达可抑制胃癌细胞

$SE?WKG(

的黏附#迁移和侵袭过程!本研究中"子宫腺肌病患

者在位内膜和异位内膜组织中
SM#"?(K

表达显著减少!这些

结果提示"内膜腺上皮细胞低表达
SM#"?(K

可介导细胞凋亡

减少"从而诱导腺体和间质侵袭至内膜肌层交界区甚至子宫肌

层"导致子宫腺肌病的发生!

为了进一步探讨
SM#"?(K

介导细胞凋亡的分子机制"笔

者检测了
SM#"?(K

相关基因
$%'%R

的表达!

!@

等$

R

%发现

SM#"?(K

通过下调细胞增殖和凋亡相关基因表达"抑制

$%'%R

介导的细胞转化和有丝分裂等过程!本实验中"子宫

腺肌病患者在位内膜和异位内膜组织中存在
$%'%R

的异常

激活"且
SM#"?(K

呈相应的低表达!同本研究结果一致"

-@/

等$

(F

%发现在宫颈癌细胞中
SM#"?(K

低表达与
;

$%'%R

的过

度活化密切相关!

;

$%'%R

在肿瘤生长和转移过程中具有重

要作用!

$%'%R

的磷酸化过程主要受上游酪氨酸激酶调控"

包括细胞因子#生长因子#非受体酪氨酸激酶等!

SM#"?(K

通

过介导
C?$<B

可显著减少
;

$%'%R

及下游相关基因的表达"如

B?A

:

B

#

B

:

B49+!(

和
B

:

B49+L(

等$

(R

%

!这些结果提示"

SM#"?(K

可通过抑制
;

$%'%R

活化"从而减少子宫腺肌病内膜细胞凋

亡和生长!

]&SZ

作为新生血管形成过程中重要的因子"也是

$%'%R

下游靶基因蛋白!有研究发现在子宫腺肌病患者在位

内膜和异位内膜组织中
]&SZ

水平显著升高$

(J

%

"同本研究结

果一致!组织芯片研究发现"在胃癌细胞中
;

$%'%R

与

]&SZ

的表达存在相关性"高表达的
;

$%'%R

通过介导
]&SZ

启动子活性影响
]&SZ

的表达$

(H

%

!本实验中"下调
SM#"?(K

的表达可激活
;

$%'%R

"促进其下游
]&SZ

表达!

综上所述"低表达的
SM#"?(K

可能通过调节
SM#"?(K?

$%'%R?]&SZ

信号通路"抑制细胞凋亡"加快新生血管形成"

从而促进子宫腺肌病发生发展!

SM#"?(K

可能成为子宫腺肌

病的治疗新靶点!
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善吞咽功能是提高生活质量的工作重点!进食方式这一因素

的相关度高表明(虽然经口进食可能造成患者对误吸的恐惧

感"并在食物的选择和进食时间都受到很大地制约"但患者从

心理上会认为这样的方式更接近于正常状态"而且可以避免因

鼻饲管造成整体外在形象的负面影响和对患者味觉享受的

剥夺!

因此"对吞咽障碍患者的临床干预应该是多方面的"包括

功能评估#康复治疗#心理疏导#营养管理及护理干预等$

(J

%

"尤

其是患者的心理问题需要特别关注"患者往往会产生焦虑#悲

观#恐惧及依赖等心理问题"如果能及时加强与患者的沟通"强

化支持系统"对改善患者的生活质量有很大的帮助!而生活质

量属于个人对生活的满意程度"它与个体本身的人生观#价值

观#心态#看待事物的角度及处理问题的方法等主观因素也有

着密不可分的联系"这些主观因素是否受患者本人的成长环

境#教育背景及人生阅历这些客观因素的影响值得思考"主观

因素对生活质量的影响程度及主#客观因素之间的关系还有待

进一步研究!
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