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"摘要#

!

目的
!

探讨不同剂量维甲酸"

4J

$对正常子宫内膜基质细胞和异位内膜基质细胞"

X̀ 9

$

YD?E#,.$

的影响%方法
!

体外培养正常子宫内膜基质细胞和
X̀ 9

!分为空白对照组"正常子宫内膜基质细胞$!氯喹

"

9g

$组"

X̀ 9

$!

9gi4J

组"

X̀ 9

$%分别采用
4=.894

及
FD+GDB,5E"G

检测各组
[9'.

$

&

YD?E#,.$34@J

及

蛋白的表达量!

894

及
FD+GDB,5E"G

检测
4J

作用于
9g

或转染
+#4@JYD?E#,.$

处理的细胞中
YD?E#,.$

表达

的变化!

\==

法检测
4J

细胞毒性%结果
!

9g

组
[9'.

$

&

YD?E#,.$34@J

表达较空白对照组减少!

9gi4J

组较
9g

组增加!差异有统计学意义"

!

$

%&%2

$#

9gi4J

组与空白对照组
[9'.

$

34@J

表达比较差异无统计

学意义"

!

%

%&%2

$%随着
4J

浓度的增加!

X̀ 9YD?E#,.$

表达逐渐升高!差异有统计学意义"

!
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%&%2
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+#4@J

YD?E#,.$

在确定的转染条件下可有效沉默
X̀ 9

的
YD?E#,.$

基因表达!

4J

可解除
+#4@J

对
YD?E#,.$

的沉默作

用%不同浓度
4J

对细胞的存活率与对照组比较!差异无统计学差异"

!

%

%&%2

$%结论
!

4J

可以诱导
X̀ 9

中

自噬的发生!升高
X̀ 9YD?E#,.$

的表达!且与刺激浓度呈正相关%
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子宫内膜异位症$

X\+

&是育龄妇女常见病#其发

病机制至今不明#有研究发现自噬$

JPG"

L

M:

RQ

&

'

$

(可

能与
X\+

的发生*发展密切相关'

1

(

%而抑癌基因
YD?.

E#,.$

作为自噬过程重要的正向调控因子#参与自噬体

形成'

'.0

(

)维甲酸$

4J

&是天然维生素
J

的代谢产物#

有研究显示
4J

可能与子宫内膜细胞的激素调节有
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关#但
4J

对
X\+

的具体机制尚不清楚)本研究拟

通过检测不同剂量
4J

作用于正常子宫内膜基质细

胞和异位内膜基质细胞$

X̀ 9

&时
YD?E#,.$

表达的变

化#探讨
4J

治疗
X\+

的作用机制)

@

!

材料与方法

@&@

!

材料

@&@&@

!

标本
!

选取
1%

例
X\+

患者标本#年龄
10

!

02

岁#均已婚#月经规则#术前
'

个月未使用激素类药

物#均于
1%$)

年
$W$1

月在大理大学第一附属医院

行手术#术中剥离卵巢异位囊肿壁待用#病检证实为

X\+

)另选同期
1%

例因不孕症行诊刮术患者#年龄

1'

!

0-

岁#无激素治疗#术后取子宫内膜待用#病检证

实为正常子宫内膜)本研究的所有患者均知情并签

字同意#且由医院学术伦理委员会讨论批准)所有标

本在离体
'%3#,

内保存于液氮内#需要时分别取出

解冻后行正常子宫内膜基质细胞或
X̀ 9

培养#进行细

胞试验)

@&@&A

!

主要试剂
!

YD?E#,.$

多克隆抗体$美国
9DEE

#̀

R

,:E

公司&#微管结合蛋白轻链
'

$

3#?B"GP5PED.:++".

?#:GD!

L

B"GD#,E#

R

MG?M:#,'

#

[9'

&

.

$

多克隆抗体$美

国
9DEÈ #

R

,:E

公司&#氯喹$

9g

#美国
D̀EED?;?MD3

公

司&#兔抗人
YD?E#,.$

抗体$美国
:̀,G:9GPa

公司&#山

羊抗兔二抗$联科生物技术公司&#

JEDK:6EP"B0//

标

记山羊抗兔
^

R

7

$美国
V:?;+",

公司&#

SJ8̂

$美国

#̀

R

3:

公司&)

@&A

!

方法

@&A&@

!

细胞培养
!

正常子宫内膜基质细胞或
X̀ 9

均

培养于
'-c

*

2T9<

1

的细胞孵箱内#培养基为
48.

\̂.$)0%

$美国
b

Q

9E",D

公司&

i$%T

新生牛血清$兰

州民海公司&#分为空白对照组$正常子宫内膜基质细

胞&*

9g

组$

X̀ 9

&*

9gi4J

组$

X̀ 9

&#于对数生长期

进行实验)

@&A&A

!

免疫荧光检测
!

[9'

是自噬标志物#最初位

于细胞质#自噬形成时#胞质型
[9'

$

[9'.

$

&转变为

胞膜型
[9'

$

[9'.

$

&)

[9'.

$

在自噬体膜内外都有

结合#检测
[9'

荧光斑点是观察细胞自噬最直观的方

法)两种内膜基质细胞采用免疫荧光染色#观察细胞

内
[9'

荧光斑点)分别取正常子宫内膜基质细胞及

X̀ 9

#接种在
)

孔板中#每个细胞设置
'

复孔#待
0/M

细胞融合时开始实验)

8Ỳ

洗涤
'

次#每孔加入固定

液
1%%

#

[

固定
$23#,

)

8Ỳ

洗涤
'

次#每孔加入细

胞通透液
1%%

#

[

$含
%&$T =B#G",e.$%%

的
8Ỳ

&#室

温放置
$%3#,

)

8Ỳ

洗涤
'

次#每孔加入封闭液
1%%

#

[

#室温湿盒内放置
1M

)去除封闭液#每孔加入
2%

#

[

稀释的一抗$

J,G#.[9'.

$

抗体稀释度
$f1%%%

&)

0c

冰箱湿盒内放置过夜)去除一抗#

8Ỳ =

洗涤
'

次)每孔加入
2%

#

[

荧光标记的二抗#

JEDK:6EP"B

0//

标记山羊抗兔
^

R

7

稀释度
$f0%%

)

'-c

孵箱内

孵育
'%3#,

$避光操作&)去除二抗#

8Ỳ =

洗涤
'

次)

每孔加入
$%%

#

[SJ8̂

$

1

#

R

"

3[

&#室温放置
$%3#,

)

8Ỳ =

充分洗涤
'

次)每孔加入
1%%

#

[8Ỳ

)倒置

荧光显微镜观察$避光操作&)

@&A&B

!

4=.894

!

正常子宫内膜基质细胞和
X̀ 9

分

别接种于
)

孔板中#待生长至大于
/%T

时#空白对照

组不做任何处理#

9g

组加入
9g

#

9gi4J

组加入

9g

和
4J

#药物处理
)M

后#用
=Ba"E

法$美国
,̂.

O#GB"

R

D,

公司&进行总
4@J

提取$每
$%%

R

组织中&#

$

#

R

34@J

用
J\Z

反转录酶$美国
8B"3:

R

D

公司&

合成
?S@J

)反应条件为预变性
(2 c '%+

#变性

(0c02+

#退火
22c02+

#延伸
-1c$3#,

#

0%

个循

环)

7J8Sb

!上游引物
2H.77=9=99=9=7J9=.

=9JJ9J.'H

#下游引物
2H.J799JJJ==97==7=.

9J=J9.'H

%

[9'.

$

!上游引物
2H.7J9779==99=.

7=J9J=77===.'H

#下游引物
2H.=77J7=9==J.

9J9J799J==79.'H

%

YD?E#,.$

!上游引物
2H.79=9.

9J=79===7799JJ=JJ9.'H

#下游引物
2H.J=7.

7=9JJJ9==7==7=999J7.'H

)

@&A&C

!

FD+GDB,5E"G

!

正常子宫内膜基质细胞和

X̀ 9

分别用不同浓度
4J

$

2

*

$%

*

1%

*

0%

*

)%

*

/%

*

$%%

#

3"E

"

[

&和$或&

9g

处理)取
'%

R

细胞总蛋白经

$%T

凝胶进行电泳分离#转入
8ZS6

膜#

%&$T =CDD,

1%

$

=Ỳ =

%

2%33"E

"

[=B#+9E

#

L

b-&2

#

$2%33"E

"

[

@:9E

&和
'T Ỳ J

封闭
'M

#按稀释浓度
YD?E#,.$$f

2%%

加入一抗#

0c

孵育过夜#按稀释浓度
$f$%%%

加

入
b48

标记的二抗#室温孵育
$M

#

=Ỳ =

洗涤
'

次#

加入发光剂进行成像分析#观察各实验分组
YD?E#,.$

光密度差异)

@&A&D

!

转染
YD?E#,.$+#4@J

!

实验分为对照组*阴

性对照组*转染组及
4J

处理组#每组设
'

复孔)转

染在
10

孔板中进行#转染前
$!

接种细胞#使得转染

时细胞融合达
'%T

)转染前
$M

将孔中培养基更换

为无血清的
48\̂.$)0%

)

10

孔板转染分别用
2%

#

[

48\̂.$)0%

稀释
1%

L

3"E+#4@J

和
$

#

[[#

L

"1%%%

4D:

R

D,G

#将
$%%

#

[

复合物滴入细胞中#

0M

后换液#

待细胞生长约
/%T

融合时#荧光显微镜下观察荧光及

转染情况)

@&A&E

!

\==

!

()

孔板中分别培养
X̀ 9

#待细胞生长

为
-%T

!

(%T

时#加入
4J

$浓度分别为
$

*

1

*

0

*

)

*

/

#

3"E

"

[

&#同时设置调零孔$培养液*

\==

*

S\̀ <

&#

对照孔$培养液*

\==

*

S\̀ <

&#每个样品和对照均设

'

个平行样#孵育
10M

后#弃上清液#每孔加入
(%

#

[

含
$T

胎牛血清的
48\̂.$)0%

和
$%

#

[

的
23

R

"

3[

\==

溶液#培养
0M

弃上清液#每孔再加入
$$%

#

[

的

S\̀ <

#置于
'-c$%3#,

至紫色结晶完全溶解后#利

用酶标仪在
0(%,3

测其吸光度值$

/

值&#计算出细

胞存活率)

@&B

!

统计学处理
!

采用
8̀̀ `1$&%

统计软件进行分

析)计量资料以
Gh=

表示#各组间比较采用单因素
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方差分析#组间两两比较采用
8

检验#以
!

$

%&%2

为

差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

正常子宫内膜基质细胞及
X̀ 9

中
[9'.

$

的表

达
!

正常子宫内膜基质细胞内仅个别细胞有少量的

[9'

荧光斑点#细胞维持低水平自噬)

X̀ 9

中出现了

明显的
[9'

荧光斑点$自噬囊泡&#见图
$

)

!

J

!正常子宫内膜基质细胞%

Y

!

X̀ 9

图
$

!!

正常子宫内膜基质细胞及
X̀ 9

中
[9'.

$

的表达

A&A

!

4J

对
[9'.

$

*

YD?E#,.$34@J

表达的影响
!

9g

组
[9'.

$

*

YD?E#,.$34@J

表达较空白对照组减

少#而
9gi4J

组较
9g

组增加#差异有统计学意义

$

!

$

%&%2

&)

9gi4J

组与空白对照组比较#

YD?E#,.$

34@J

表达差异有统计学意义$

!

$

%&%2

&#

[9'.

$

34@J

表达差异无统计学意义$

!

%

%&%2

&#见图
1

)

图
1

!!

4J

对
X̀ 9

中
[9'.

$

&

YD?E#,.$34@J

表达的影响

A&B

!

不同浓度
4J

对
X̀ 9YD?E#,.$

蛋白表达的影响

!

随着
4J

浓度的增加#

X̀ 9YD?E#,.$

蛋白表达逐渐

升高#差异有统计学意义$

!

$

%&%2

&#见图
'

)

图
'

!!

不同浓度
4J

作用下
X̀ 9YD?E#,.$

蛋白表达变化

!!

J

!

894

%

Y

!

FD+GDB,5E"G

图
0

!!

4J

对
+#4@JYD?E#,.$

的影响

A&C

!

4J

对
+#4@JYD?E#,.$

的影响
!

+#4@JYD?E#,.

$

在确定的转染条件下可有效沉默
X̀ 9

中
YD?E#,.$

基因的表达#而
4J

可解除
+#4@J

对
YD?E#,.$

的沉默

作用#见图
0

)

A&D

!

4J

细胞毒性
!

通过
9g

或
+#4@JYD?E#,.$

抑

制自噬#不同浓度
4J

对细胞的存活率与对照组比

较#差异无统计学意义$

!

%

%&%2

&#见图
2

)

!!

J

!

9g

抑制%

Y

!

+#4@J

抑制

图
2

!!

4J

的细胞毒性

B

!

讨
!!

论

!!

自噬是细胞的胞质降解并循环利用产生能量的

过程)作为细胞,自我消化-的过程广泛贯穿于真核

细胞的诸多生命活动#并在多种疾病的病理过程中扮

演重要的角色#尤其在肿瘤的发生*发展过程中起到

了极为重要的作用)已有研究发现#与自噬相关的核

心调控通路
8̂'A

"

J;G

"

3=<4

在包括乳腺癌*子宫

内膜癌等多种恶性肿瘤的研究中备受关注'

2

(

)

8̂'A

"

J;G

通路激活
3=<4

表达调节细胞增殖#通过调节

缺氧诱导因子
$.

%

$

b̂6.$

&表达诱导
ZX76

及胚胎干

细胞产生#诱发血管形成和血管通透性增加'

).-

(

)新

陈代谢*炎性反应*神经退行性病变等都会对细胞形

成应激刺激#

3=<4

通路被抑制#使自噬能顺利被诱

导)自噬信号的激活可抑制肿瘤血管生成'

)

(

)但自

噬在
X\+

中的作用机制尚不十分清楚)

YD?E#,.$

作

为一种单倍体不足的肿瘤抑制基因#

YD?E#,.$

"

8̂'A.

&

复合物参与了自噬体的形成及自噬的启动'

/

(

#

YD?.

E#,.$

的表达亦被用于检测自噬的活性)

YD?E#,.$

下调

或缺失可促使肿瘤细胞的恶性生物学效应#而上调其

表达将成为某些特定肿瘤的有效治疗手段'

(

(

)

YD?.

E#,.$

在卵巢癌中的过表达可有效抑制
À<Z'

"

SS8

细胞的体外增殖能力及侵袭转移能力'

$%

(

)不同临床

分期的
X\+

中
YD?E#,.$

表达不同#分期越高其表达越

低'

$$.$1

(

)

4X@

等'

$'

(报道
YD?E#,.$

在异位内膜中的表

达远低于在位内膜%

bJ\J9bX4.Y4JS_
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发现
X\+

患者
YD?E#,.$34@J

及蛋白表达低于健康

女性)笔者在实验中亦发现
X\+

患者
YD?E#,.$34.

@J

表达较健康人群减少#与文献报道一致)

4J

有着广泛的生物学作用#如参与调节炎症细

胞*免疫细胞的激活#促进发育组织上皮细胞的增殖*

分化等'

$2

(

)

4J

在人体细胞内的转化受到严格的代

谢通路调控#应用于治疗某些细胞增殖性疾病$如白

血病&和高
ZX76

表达的恶性肿瘤疾病)

=XX

等'

$)

(

发现
4J

对
ZX76

含量丰富的人早幼粒细胞$

b[.

)%

&内膜细胞效果明显#主要通过
=#D1

信号途径抑制

血管内皮细胞及血管平滑肌细胞的生长)廖伟超

等'

$-

(报道依维莫司联合
4J

能诱导
@Y0.4$

细胞分

化#且能阻滞细胞周期而不致细胞凋亡#其机制可能

与依维莫司联合
4J

抑制
3=<4

信号通路激活自噬

作用有关)宋兆侠等'

$/

(发现
4J

可降低异位内膜组

织中
ZX7634@J

和蛋白表达从而减少病灶内血管

分布#减小内异症病灶体积)本研究发现#

4J

与
X̀ 9

一起孵育#可以刺激细胞中
YD?E#,.$

的表达#随着
4J

浓度增加#

YD?E#,.$

的表达亦相应升高)利用自噬抑

制剂
9g

或转染
+#4@JYD?E#,.$

抑制
X\+

细胞的自

噬后#发现
4J

可对抗自噬抑制剂
9g

或基因沉默对

YD?E#,.$

的抑制作用)这些结果说明
4J

可以诱导自

噬的发生#通过刺激
X̀ 9

中
YD?E#,.$

的表达#而达到

控制
X\+

病情进展的可能)

虽然近年国外已有研究表明
8̂'A

"

J;G

"

3=<4

通路与
X\+

关系密切#但自噬在
X\+

异位灶形成过

程中的作用是否与该通路有关#目前国内少见报道)

4J

可能通过激活自噬*抑制异位病灶中血管的生长

而达到治疗#其中机制有待进一步探索#有可能成为

X\+

的一种新的治疗手段)
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