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子宫腺肌病EMI微环境变化与TGFβ1的相关性研究*
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  [摘要] 目的 从子宫腺肌病(AM)内膜肌层界面(EMI)微环境变化与转化生长因子β1(TGFβ1)的相关

性探索其发生上皮细胞间质转化的可能机制。方法 选择2017年3月至2018年3月在三峡大学人民医院行

子宫切除的AM患者52例为AM组,收集增生期子宫肌层交界处内膜组织;另选取48例子宫肌瘤患者的增生

期非瘤区内膜作为对照组。Western
 

blot检测雌激素核受体(GPER1)、雌激素膜受体(ERα)及炎症微环境因子

肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、白细胞介素-1β(IL-1β)及TGF-β1表达水平,并分析各因子间的相关性。结果 AM
组TGF-β1、IL-1β表达水平显著高于对照组(P=0.045、0.032),TNF-α表达水平AM 组与对照组间差异无统

计学意义(P=0.227)。AM组GPER1表达水平高于对照组,但差异无统计学意义(P=0.510);AM 组ERα
表达水平显著低于对照组(P=0.006);AM 组GPER1/ERα显著高于对照组(P=0.004)。IL-1β、TNF-α与

TGF-β1表达水平显著相关(P=0.015、0.004);TNF-α与IL-1β表达水平显著相关(P<0.01)。GPER1与

TGF-β1表达水平显著相关(P=0.015)。ERα与TGF-β1表达水平无明显相关性(P=0.195)。结论 AM在

EMI存在的促炎因子和内分泌紊乱,各信号通路的交互作用共同形成了上皮细胞间质转化的微环境。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

possible
 

mechanism
 

of
 

epithelial
 

mesenchymal
 

transformation
 

of
 

adenomyosis
 

from
 

the
 

correlation
 

between
 

endometrial-myometrial
 

interface
 

(EMI)
 

microenvironment
 

chan-
ges

 

of
 

adenomyosis
 

and
 

transforming
 

growth
 

factor
 

β1
 

(TGF-β1)
 

expression.Methods 52
 

cases
 

of
 

adenomyo-
sis

 

patients
 

undergoing
 

hysterectomy
 

in
 

the
 

People's
 

Hospital
 

of
 

Three
 

Gorges
 

University
 

from
 

March
 

2017
 

to
 

March
 

2018
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

AM
 

group
 

to
 

collect
 

endometrial
 

tissue
 

and
 

abnormal
 

endometrial
 

tissue
 

at
 

the
 

junction
 

of
 

myometrium
 

in
 

the
 

proliferative
 

stage.In
 

addition,48
 

cases
 

of
 

uterine
 

fibroids
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.Western
 

blot
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

Gprotein-coupled
 

estrogen
 

receptor-1
 

(GPER1),estrogen
 

receptor
 

(ERα),and
 

inflammatory
 

microenvironmental
 

factors
  

TNF-α,IL-1β,
and

 

TGF-β1,in
 

order
 

to
 

analyze
 

the
 

correlation
 

among
 

the
 

factors.Results The
 

expression
 

levels
 

of
 

TGF-β1
 

and
 

IL-1β
 

in
 

the
 

AM
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P=0.045,0.032),and
 

TNF-α
 

was
 

not
 

significantly
 

different
 

from
 

the
 

control
 

group
 

(P=0.227).The
 

expression
 

of
 

GPER1
 

in
 

the
 

AM
 

group
 

was
 

slightly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group,but
 

there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

(P=
0.510).The

 

expression
 

of
 

ER-α
 

in
 

the
 

AM
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P=
0.006).GPER1/ER

 

was
 

significantly
 

higher
 

in
 

the
 

AM
 

group
 

than
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P=0.004).The
 

ex-
pression

 

of
 

IL-1β
 

was
 

significantly
 

correlated
 

with
 

TGF-β1
  

(P=0.015).TNF-α
 

was
 

significantly
 

correlated
 

with
 

TGF-β1
 

expression
 

(P=0.004).TNF-α
 

was
 

significantly
 

correlated
 

with
 

IL-1β
 

expression
 

(P<0.01).GPER1
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was
 

significantly
 

correlated
 

with
 

TGF-β1
 

(P=0.015).ERα
 

expression
 

was
 

not
 

significantly
 

correlated
 

with
 

TGF-β1
 

(P=0.195).Conclusion The
 

pro-inflammatory
 

factors
 

and
 

endocrine
 

disorders
 

existed
 

at
 

the
 

myo-
metrium

 

interface
 

of
 

AM,and
 

the
 

interaction
 

of
 

various
 

signaling
 

pathways
 

together
 

formed
 

the
 

microenviron-
ment

 

of
 

epithelial
 

mesenchymal
 

transformation.
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transition;proinflammatory
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  在年龄大于40岁的女性中,子宫腺肌病(adeno-
myosis,AM)的患病率高达24.4%,AM 患者常常伴

随有 月 经 过 多 (50%)、痛 经 (30%)和 子 宫 出 血

(20%)[1],严重影响女性生活质量。尽管AM 是一种

良性疾病,但它具有与肿瘤相似的侵袭和转移能力。
上皮细胞间质转化(epithelial-mesenchymal

 

transi-
tion,EMT)已经被证实通过促进侵袭和纤维发生参

与了子宫内膜异位的发展[2]。作为一种雌激素依赖

性的慢性炎性疾病,AM 为非单一致病因素作用的结

果,子宫内膜肌层界面(endometrial-myometrial
 

in-
terface,EMI)处于极其复杂的微环境中,内分泌紊乱、
促炎因子异常表达及其相互作用共同促成了EMT的

发生、发展。目前的单一靶点治疗[如芳香化酶抑制

剂、促性腺激素释放激素对抗剂、抗肿瘤坏死因子-α
(TNF-α)、选择性雌激素受体调节剂、选择性黄体酮

受体调制器等]在耐受性和安全性上尚存在一定的问

题[3]。本课题以 EMI处雌激素受体、促炎因子及

EMT标志物转化生长因子-β1(TGF-β1)的表达变化

为靶点,探讨AM 局部微环境的相互影响机制,以期

为AM的临床治疗提供新的思路。
1 资料与方法

1.1 一般资料

  选择2017年3月至2018年3月在三峡大学人民

医院行子宫切除的增生期 AM 患者52例。纳入标

准:术前彩超检查,术后经病理科确诊 AM。排除标

准:恶性肿瘤及其他子宫疾病患者;3个月内接受激素

类药物治疗者。收集患者的子宫EMI处内膜组织。
并选取同期48例子宫肌瘤患者的非瘤区EMI处内

膜作为对照。AM
 

患者和对照组的年龄为40~49
岁,差异无统计学意义(P>0.05),具有可比性。该实

验符合人体试验伦理学标准,并得到三峡大学人民医

院伦理委员会的批准。
1.2 方法

1.2.1 Western
 

blot检测

  Western
 

blot检测雌激素膜受体(ERα)、雌激素

核受体(GPER1)、TGF-β1、炎症相关因子[白细胞介

素(IL)-1β、TNF-α]表达水平。TGF-β1试剂购于英国

Abcam公司,批号ab92486;IL-1β试剂购于中国武汉

Abclonal公司,批号A11369;TNF-α试剂购于中国武

汉Abclonal公司,批号A0277;GPER1试剂购于英国

Abcam公司,批号ab39742;ERα试剂购于中国武汉

Servicebio公司,批号GB11205。

1.2.2 组织总蛋白提取

  组织块用冷磷酸盐缓冲液(PBS)洗涤2~3次,加
入试剂冰上匀浆。将匀浆液转移至1.5

 

mL离心管

中,振荡。冰浴30
 

min,同时用移液器反复吹打,确保

细胞完全裂解。12
 

000
 

g离心10
 

min,收集上清液。
蛋白浓度测定:二辛可宁酸(BCA)法测蛋白浓度。

1.2.3 十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-
PAGE电泳)

  清洗玻璃板,配制分离胶,加入四甲基乙二胺

(TEMED)后立即摇匀,灌胶。将样品加入电泳液,电
泳。浓缩胶电压75

 

V,分离胶用120
 

V。(1)转膜:

300
 

mA恒流转膜0.5
 

h,将转好的膜于室温下脱色摇

床上用5%的脱脂牛奶(0.5%
 

TBST配),封闭1
 

h。
稀释一抗(TBST溶解的5%脱脂牛奶,磷酸化蛋白使

用TBST溶解的5%牛血清清蛋白),4
 

℃孵育过夜。
用TBST在室温下脱色摇床上洗3次,每次5

 

min。
将二抗用 TBST稀释3

 

000倍,室温下孵育30
 

min
后,用 TBST 在 室 温 下 脱 色 摇 床 上 洗 3 次,每 次

5
 

min。(2)将 PVDF膜的蛋白面朝上与 ECLA 和

ECLB混合液充分接触1~2
 

min后,曝光,显影、定
影。(3)将胶片进行扫描存档,PhotoShop整理去色,

Alpha软件处理系统分析目标带的吸光度(A)值。
1.3 统计学处理

  采用SPSS20.0统计软件进行数据分析,计量数

据用x±s表示,定量指标用单因素方差分析,组间比

较用LSD、S-N-K分析和 Tamhane's
 

T2检验,因子

间相关性采用Person相关系数方法进行了分析。

2 结  果

2.1 Western
 

blot
 

检测各组TGF-β1及TNF-α、IL-
1β表达水平变化

  AM组TGF-β1、IL-1β表达水平显著高于对照组

(P=0.045、0.032);AM 组与对照组TNF-α表达水

平差异无统计学意义(P=0.227),见表1、图1。

2.2 Western
 

blot
 

检 测 GPER1及 ERα表 达 水 平

变化

  AM 组GPER1表达水平略高于对照组,但差异

无统计学意义(P=0.510);
 

AM 组ERα表达水平显

著低于对照组(P=0.006);
 

AM 组GPER1/ERα显

著高于对照组(P=0.004)。见表2、图2。
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  A:Western
 

blot蛋白条带;B:两组TNF-α、IL-1β灰度值与β-actin

灰度值的比值柱状图;a:P<0.05,与对照组比较。

图1  两组TGF-β1及TNF-α、IL-1β表达水平比较

表1  不同组别TGF-β1、IL-1β、TNF-α表达

   变化比较(x±s)

组别 TGF-β1 TNF-α IL-1β

对照组 0.10±0.04 0.24±0.10 0.05±0.02

AM组 0.20±0.06a 0.39±0.17 0.43±0.28a

  a:P<0.05,与对照组比较。

2.3 各因子间的相关性分析

  IL-1β与TGF-β1表达水平呈显著正相关,Person
相关系数为0.773(P=0.015);TNF-α与TGF-β1表达

水平呈显著正相关,Person相关系数为0.841(P=
0.004);TNF-α与IL-1β表达水平呈显著正相关,Per-
son相关系数0.956(P<0.01)。ERα与TGF-β1表

达水平无明显相关性,相关系数为-0.447(P=
0.195);GPER1与TGF-β1表达水平呈正相关,相关

系数为0.732(P=0.015)。相关性散点图见图3、4。

  A:Western
 

blot蛋白条带;B:两组GPER1及ERa灰度值与β-actin灰度值的比值柱状图;C:两组GPER1/ERα的比值柱状图;a:P<0.01,与
对照组比较。

图2  两组TGF-β1及TNF-α、IL-1β表达水平比较

图3  促炎因子与TGF-β1相关性点状图

图4  GPER1与TGF-β1相关性点状图

表2  不同组别GPER1及ERa表达比较(x±s)

组别 GPER1 ERα GPER1/ERα

对照组 0.24±0.21 0.22±0.12 1.21±0.74

AM组 0.40±0.32 0.02±0.01a
 

17.04±7.17a

  a:P<0.01,与对照组比较。

3 讨  论

3.1 EMI的EMT是子宫腺肌病发生发展的先决

条件

  AM 是一种良性的妇科疾病,其特点是恶性的侵

袭和转移。尽管已有研究者提出了各种致病理论,但
子宫内膜异位的起源仍不清楚。EMT是上皮细胞失

去细胞骨架和细胞间接触的极化组织,获得间叶细胞

的高能动性。EMT在肿瘤中赋予细胞迁移、浸润的

能力。而AM的内膜细胞的侵入过程与这一过程非

常相似。因此,EMT变化被认为是最初建立子宫内

膜病变的先决条件。在 AM 病变中发现了EMT标

记的典型异常表达[4]。不同的途径可激活子宫内膜

异位的不同类型EMT过程。这些途径包括许多细胞

因子,如 TGF-β1等,最终导致细胞增殖和迁移[5]。
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TGFβ/smad信号通路激活被认为是EMT发展的重

要驱动力,通过纤维化最终导致AM 的发生[6]。本试

验结果表明,AM 组子宫肌层交界处的TGF-β1的表

达水平较对照组显著增高,证实AM 的EMI确实存

在激活EMT发生的必要的分子机制。
3.2 局部微环境对EMT的影响

3.2.1 内分泌微环境对EMT的影响

  雌激素信号通路通过雌激素受体产生效应。雌

激素受体包括两大类:(1)经典的核受体,包括ERα和

ERβ,它们位于细胞核内,介导雌激素的基因型效应,
即通过调节特异性靶基因的转录而发挥“基因型”调
节效应;(2)膜性受体,包括经典核受体的膜性成分及

属于G蛋白偶联受体家族的GPER1(GPR30)、Gaq-
ER和ER-X,它们介导快速的非基因型效应,通过第

二信使系统发挥间接的转录调控功能。AM 的 AMI
存在特殊的内分泌微环境。有研究认为 AM 患者基

底层子宫内膜中ER和PR表达水平明显较低[7];还
有研究证实AM 的EMI处GPER1表达水平无论在

增生期或分泌期均显著高于对照组[8]。本研究发现,
AM标本中EMI

 

ERα的表达水平显著低于对照组,
AM组GPER1/ERα显著高于对照组,与现有研究结

果一致。
雌激素效应与EMT之间存在交互作用。TGF-β

处理可以通过雌激素受体途径触发骨原性肉瘤细胞

的EMT[9];雌激素受体通过抑制miR-206促进TGF-
β1的转录和自分泌,导致乳腺癌细胞的EMT[10]。雌

激素信号被认为在子宫内膜相关肿瘤EMT的发生和

发展中尤为重要。有研究证实,雌激素相关受体可以

直接与TGF-β1的启动子绑定,增加它的转录,同时还

参与了TGF-β1的积极自我反馈回路,从而触发子宫

内膜癌细胞的迁移和入侵[11]。对子宫平滑肌瘤细胞

研究发现,雌激素信号通路与TGF-β信号通路存在交

叉对话[12]。本试验结果表明,与子宫肌瘤不同的是,
在AM中,TGF-β1表达水平与ERα无明显相关性,
而与GPER1表达水平呈显著正相关。可推测,AM
的EMT过程与传统雌激素核受体无关,雌激素膜受

体的异常表达可能与EMT存在交互对话。
3.2.2 炎症微环境对TGF-β1的影响

  AM 是有类似于肿瘤的恶性的侵袭和转移,而炎

症微环境对肿瘤的高转移性尤为关键。肿瘤细胞联

合巨噬细胞释放大量促炎因子(如TNF-α、IL-1β、IL-
6),在慢性炎症的刺激下激活核因子κB(NF-κB)和
STAT3信号通路,增强其黏附、运动能力。M1巨噬

细胞分泌的IL-1β经研究证实可促进肿瘤的转移[13];
在鼠基因敲除IL-1β后消除了黑色素瘤、乳腺肿瘤及

前列腺肿瘤的转移。对AM的研究认为,其存在局部

的炎症微环境[14]。本试验证实,在AM的EMI中IL-
1β表达水平显著增高,这与现有的研究结论一致[15]。
TNF-α是一种主要的促炎细胞因子,有助于肿瘤微环

境中的恶性肿瘤恶化。本试验中TNF-α表达水平在

AM组中有增高,但与对照组比较差异无统计学意

义。考虑该结果的产生可能与将子宫肌瘤患者设为

对照有一定的关系。
大量对肿瘤细胞的研究均证实,炎症与EMT之

间存在交互对话。TNF-α可以在结肠直肠癌[16]、食
道腺癌[17]、肾细胞癌[18]、乳 腺 癌[19]等 肿 瘤 中 促 发

EMT。使用TNF-α阻断抗体的研究表明,TNF-α是

支持诱导EMT来推动癌细胞迁移和入侵的必要条

件[20]。TNF-α通过触发 NF-κB的核转位和IκBα的

磷酸化,导致EMT的发生[21]。间质干细胞与TNF-α
的共同刺激可激发TGF-β1

[22]。有研究显示,由人类

子宫内膜基质细胞-单核细胞联合培养产生的IL-1β
和TNF-α与TGF-β1可通过P38/ERK1/2信号通路

产生协同作用[23]。本研究结果表明,在AM 中,炎症

因子TNF-α、IL-1β与TGF-β1表达呈显著正相关,因
此,促炎微环境与EMT的发生、发展密切相关。

综上所述,AM在子宫内膜肌层界面存在的促炎

因子和内分泌紊乱,共同促成了EMT的微环境,各信

号通路的交互作用,导致了AM高侵蚀能力的发生。
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