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地诺孕素对异位子宫内膜间质细胞凋亡的影响及其机制研究
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　　摘　要：目的　探究地诺孕素对异位子宫内膜间质细胞的作用及其机制。方法　采用四甲基偶氮唑盐比色（ＭＴＴ）法检测地

诺孕素对异位子宫内膜间质细胞增殖的作用；采用流式细胞术检测地诺孕素诱导异位子宫内膜间质细胞凋亡情况；用蛋白免疫印

迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测地诺孕素作用后ＮＦκＢ、Ｂｃｌ２和ＢｃｌＸＬ蛋白的表达。结果　ＭＴＴ结果显示地诺孕素对ＥＣＳＣ细胞增殖

抑制作用强于ＮＳＣＳ细胞（犘＜０．０５）。流式细胞术显示地诺孕素诱导ＥＣＳＣ细胞凋亡作用强于ＮＳＣＳ细胞（犘＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ结果显示地诺孕素明显减少了ＥＣＳＣ细胞中 ＮＦκＢ、Ｂｃｌ２和ＢｃｌＸＬ蛋白水平。结论　地诺孕素通过降低 ＮＦκＢ、Ｂｃｌ２和

ＢｃｌＸＬ的水平而有抑制异位子宫内膜间质细胞增殖并诱导其凋亡的作用。
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　　子宫内膜异位症以子宫内膜组织的异位生长及相关的盆腔

疼痛、痛经、和不孕不育为特点［１］，在育龄妇女中有约１０％的发

病率，近年来发病率明显呈上升趋势［２］。虽然关于子宫内膜异

位症的基础研究和临床研究取得了一定进展，但仍不明确其诱

因和发病机制。现阶段临床治疗方法主要是药物或手术，由于

患者多为育龄女性，手术治疗有局限性；而药物治疗存在停药复

发［３］、干扰凝血和脂代谢等不良反应多的问题［４］。故而探究子

宫内膜异位症的发病机制并寻找到有效的治疗方案，会给患者

带来福音。地诺孕素是选择性黄体激素类药物，２０１０年它与雌

二醇复方作为避孕药在美国上市。有研究表明，地诺孕素具有

缓解子宫内膜异位症疼痛、稳定子宫内膜组织的作用［５８］。其作

用效果相当于醋酸亮丙瑞林，但地诺孕素具有更好的耐受性，且

不良反应率低。本实验设计体外培养异位子宫内膜间质细胞，

研究地诺孕素对子宫内膜异位症的治疗作用及其潜在机制。

１　材料与方法

１．１　材料　地诺孕素（Ｂａｙｅｒ公司），胎牛血清（ＦＢＳ，Ｇｉｂｃｏ公

司），ＤＭＥＭ（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），胶原酶（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），细胞

３６０目滤网（上海通善生物科技有限公司），鼠抗波形蛋白抗体

（武汉博士德公司），ＳＡＢＣ试剂盒（武汉博士德公司），噻唑蓝

（ＭＴＴ，Ｓｉｇｍａ公司），二甲亚砜（ＤＭＳＯ，Ｓｉｇｍａ公司），碘化丙

啶（ＰＩ，Ｓｉｇｍａ公司），抗体：βａｃｔｉｎ（Ｈｕｍａｎ，Ｏｒｉｇｅｎｅ公司）、ＮＦ

κＢ（Ｈｕｍａｎ，Ｏｒｉｇｅｎｅ公司）、Ｂｃｌ２（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）和ＢｃｌＸＬ

（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　原代细胞来源于２０１３年６～１２月，院中妇

产科收治的术前无激素类药物服用史的卵巢巧克力囊肿患者。

取患者异位子宫内膜和正常子宫内膜组织，进行离体培养。将

组织剪碎并用含有双抗的ＤＨａｎｋｓ液漂洗，加入４倍组织体

积的胶原酶３７℃消化１ｈ，悬浊液过３６０目细胞滤网。滤液

１０００ｒ／ｍ离心１０ｍｉｎ后，弃上清液用 ＤＭＥＭ 重悬，用含有

２０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ 培养基于３７ ℃、８０％相对湿度和５％

ＣＯ２ 培养箱中培养。

１．２．２　细胞鉴定　原代细胞胰酶消化后，加到含有盖玻片的

６孔板中，细胞贴壁长满后加入４％多聚甲醛固定。用鼠抗波

形蛋白抗体和ＳＡＢＣ试剂盒做细胞免疫荧光检测。

１．２．３　实验分组　ＮＳＣＳ组：正常子宫内膜组织的原代细胞；

ＮＳＣＳＤＮＧ组：用５０ｎｍｏｌ／Ｌ地诺孕素作用ＮＳＣＳ细胞；ＥＣＳＣ

组：异位子宫内膜组织的原代细胞；ＥＣＳＣＤＮＧ 组：用 ５０

ｎｍｏｌ／Ｌ地诺孕素作用ＥＣＳＣ细胞。

１．２．４　四甲基偶氮唑盐比色（ＭＴＴ）法测定地诺孕素对子宫
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内膜间质细胞的抑制作用　ＮＳＣＳ细胞和ＥＣＳＣ细胞消化后

以５×１０４ 个／孔接种于２４孔板中，培养过夜后正常地诺孕素

组和异位地诺孕素组给予５０ｎｍｏｌ／Ｌ地诺孕素干预。给药后

在２４、４８ｈ和７２ｈ用 ＭＴＴ法测细胞增殖。

１．２．５　流式细胞仪测定地诺孕素对子宫内膜间质细胞凋亡影

响　细胞传代于细胞培养瓶中，２４ｈ后正常地诺孕素组和异

位地诺孕素组给与５０ｎｍｏｌ／Ｌ地诺孕素干预。药物作用４８ｈ

后收集各组细胞，调整细胞密度至１×１０６ 个／ｍＬ，用ＰＩ染色

法测细胞凋亡率。

１．２．６　蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测地诺孕素对子宫

内膜间质细胞 ＮＦκＢ、Ｂｃｌ２和ＢｃｌＸＬ蛋白表达的影响　５０

ｎｍｏｌ／Ｌ地诺孕素作用４８ｈ后弃去培养基，ＰＢＳ洗细胞２次。

加入含有ＰＭＳＦ的细胞裂解液 ＲＩＰＡ，刮细胞，冰上裂解１０

ｍｉｎ。加入ＳＤＳ缓冲液，１００℃煮沸５ｍｉｎ后，冰上冷却５ｍｉｎ

后，４℃条件下１２０００ｒ／ｍ离心５ｍｉｎ，所得上清液用考马斯亮

蓝法测定蛋白含量。用十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳

（ＳＤＳＰＡＧＥ）分离，电转移到硝酸纤维素膜上。ＮＦκＢ、Ｂｃｌ２

和ＢｃｌＸＬ一抗工作液４ ℃孵育过夜后，用 ＮＦκＢ、Ｂｃｌ２和

ＢｃｌＸＬ二抗工作液３７℃孵育３０ｍｉｎ，化学发光显影。

１．３　统计学处理　实验数据应用ＳＰＳＳ１８．０软件进行统计分

析，计量资料以狓±狊表示。组间差异采用狋检验方法，多组差

异进行单因素方差（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）分析，以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　细胞鉴定　ＬＥＩＣＡ倒置荧光显微镜镜检，原代细胞培养

２４ｈ后即可贴壁，细胞体积较大且多呈梭形。对细胞进行免

疫荧光染色后，９５％以上细胞的细胞质有绿色荧光。

２．２　地诺孕素对子宫内膜间质细胞的抑制作用　用 ＭＴＴ法

检测地诺孕素对子宫内膜间质细胞增殖的作用，如图１所示。

ＮＳＣＳ细胞和ＥＣＳＣ细胞都表现出随时间的增殖趋势，但ＥＣ

ＳＣ细胞增殖率低于ＮＳＣＳ细胞。给予５０ｎｍｏｌ／Ｌ地诺孕素干

预后，ＮＳＣＳ细胞和ＥＣＳＣ细胞都表现出了增殖抑制趋势（犘＜

０．０５），但地诺孕素对ＥＣＳＣ细胞抑制作用更强（犘＜０．０５）。

　　：犘＜０．０５，与 ＮＳＣＳ组比较；＃：犘＜０．０５，与ＥＣＳＣ组比较；＆：

犘＜０．０５，与ＮＳＣＳＤＮＧ组比较。

图１　　地诺孕素对子宫内膜间质细胞增殖的影响

２．３　地诺孕素对子宫内膜间质细胞凋亡的影响　实验中采用

流式细胞术对５０ｎｍｏｌ／Ｌ地诺孕素干预４８ｈ各组细胞进行凋

亡检测，检测结果显示：无地诺孕素干预时，ＮＳＣＳ细胞和ＥＣ

ＳＣ细胞凋亡率低；当给予５０ｎｍｏｌ／Ｌ地诺孕素干预后，ＮＳＣＳ

细胞 凋 亡 率 （６．１６±０．５４）％，ＮＳＣＳＤＮＧ 细 胞 凋 亡 率

（４３．４１±３．７７）％，ＥＣＳＣ细胞凋亡率（５．９８±０．６６）％，ＥＣＳＣ

ＤＮＧ细胞凋亡率（６９．５７±５．７１）％。ＮＳＣＳ细胞和ＥＣＳＣ细胞

凋亡率显著升高（犘＜０．０５），而且 ＥＣＳＣ细胞凋亡率高于

ＮＳＣＳ细胞（犘＜０．０５）。

２．４　地诺孕素对子宫内膜间质细胞 ＮＦκＢ、Ｂｃｌ２和ＢｃｌＸＬ

蛋白表达的影响　通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法对 ＮＳＣＳ组、ＮＳＣＳ

ＤＮＧ组、ＥＣＳＣ组和 ＥＣＳＣＤＮＧ组进行 ＮＦκＢ、Ｂｃｌ２和Ｂｃｌ

ＸＬ蛋白检测，发现：各组均有 ＮＦκＢ、Ｂｃｌ２和ＢｃｌＸＬ蛋白条

带；与ＮＳＣＳ组比较，ＥＣＳＣ组 ＮＦκＢ、Ｂｃｌ２和ＢｃｌＸＬ蛋白表

达明显增多，而ＮＳＣＳＤＮＧ组中 ＮＦκＢ、Ｂｃｌ２和ＢｃｌＸＬ蛋白

表达减少；与ＥＣＳＣ组比较，ＥＣＳＣＤＮＧ组中 ＮＦκＢ、Ｂｃｌ２和

ＢｃｌＸＬ蛋白表达显著减少。

３　讨　　论

子宫内膜细胞的程序性凋亡对其保持正常结构和功能具

有重要意义，其周期性变化实际上就是靠月经周期的分泌晚期

及月经期的细胞凋亡来实现的。而子宫内膜异位症患者的内

膜细胞凋亡趋势减弱，凋亡失去周期性。研究发现子宫内膜异

位症患者内膜较正常内膜具有更高的增殖率，且对凋亡调控不

敏感［９］。Ｂｃｌ２等抗凋亡基因家族促进了子宫内膜异位症的发

生发展［１０］，Ｂｃｌ２等的大量表达可以降低子宫内膜异位症内膜

间质细胞对凋亡刺激的敏感性，使其免于被腹腔中的巨噬细胞

吞噬或者以其他方式降解［１１］。最终凋亡异常导致异位子宫内

膜细胞在腹腔中的存活能力增强，异位症发生、发展加剧。

ＮＦκＢ是介导多种细胞信号通路的关键因子之一，参与机体免

疫应答、参与炎性反应、应激反应等。王芳等［１２］研究发现，与

正常子宫内膜组织比较，ＮＦкＢ在子宫内膜异位症在位内膜表

达有增强趋势，而在异位内膜组织表达增强最显著（犘＜

０．０５）。对子宫内膜异位症研究发现，患者腹腔液中巨噬细胞

数量、炎症细胞因子ＴＮＦα、ＩＬ１和ＩＬ６等水平均明显高于正

常生化指标。ＮＦκＢ可通过调控炎症信号通路中酶的基因转

录诱导炎症细胞因子如ＴＮＦα、ＩＬ１等大量表达。另一方面，

ＮＦκＢ可以通过阻断线粒体释放细胞色素Ｃ而具有抑制细胞

凋亡的作用，研究发现Ｃａｓｐａｓｅ３与Ｂｃｌ２存在相互制约的关

系。因此，ＮＦκＢ对子宫内膜异位症的发生、发展具有很重要

的作用，极有可能成为潜在治疗内异症的靶点。

子宫内膜异位症在育龄妇女中有约１０％的发病率，严重

影响了患者的健康及生活。地诺孕素于２０１１年在加拿大上

市，用于治疗妇女子宫内膜异位相关疾病。临床研究发现，地

诺孕素可以有效减轻患者内异症引起的骨盆疼痛等症状，而且

其耐受性好、不良反应少。地诺孕素对机体电解质平衡、糖代

谢、肾上腺功能和甲状腺功能无明显影响，而且地诺孕素无肝

损伤作用，其对凝血机制和血脂代谢的影响不能成为诱发心血

管疾病的危险因素。头痛、不规则出血和乳房不适是地诺孕素

常见的不良反应，但是其会随着治疗而逐渐减轻。

总之，地诺孕素有明显诱导异位内膜间质细胞凋亡的作

用，它降低了异位内膜间质细胞对 ＮＦκＢ、Ｂｃｌ２和ＢｃｌＸＬ蛋

白的表达，这很可能是地诺孕素治疗子宫内膜异位症的潜在作

用靶点及作用机制。
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存在的问题进行更加深入地研究和评估。
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ｉｚｅｄ，ｄｏｕｂｌｅｂｌｉｎｄ，ｍｕｌｔｉｃｅｎｔｅｒ，ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｔｒｉａｌ［Ｊ］．Ｆｅｒｔｉｌ

Ｓｔｅｒｉｌ，２００９，９１（３）：６７５６８１．

［８］ ＭｏｍｏｅｄａＭ，ＴａｋｅｔａｎｉＹ．Ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄｄｏｕｂｌｅｂｌｉｎｄ，ｍｕｌ

ｔｉｃｅｎｔｒｅ，ｐａｒａｌｌｅｌｇｒｏｕｐｄｏｓｅｒｅｓｐｏｎｓｅｓｔｕｄｙｏｆｄｉｅｎｏｇｅｓｔ

ｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ［Ｊ］．ＪｐｎＰｈａｒｍａｃｏｌＴｈｅｒ，

２００７，３５（７）：７６９７８３．

［９］ＳｚｙｍａｎｏｗｓｋｉＫ．Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｐａｔｔｅｒｎｉｎｈｕｍａｎｅｎｄｏｍｅｔｒｉ

ｕｍｉｎｗｏｍｅｎｗｉｔｈｐｅｌｖｉｃｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ［Ｊ］．ＥｕｒＪＯｂｓｔｅｔ

ＧｙｎｅｃｏｌＲｅｐｒｏｄＢｉｏｌ，２００６，６８（２）：３４３３５０．

［１０］ＨａｒａｄａＴ，ＴａｎｉｇｕｃｈｉＦ，ＩｚａｗａＭ，ｅｔａｌ．Ａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｅｎ

ｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＢｉｏｓｃｉ，２００７，１２：３１４０３１５１．

［１１］ＢｒａｕｎＤＰ，ＤｉｎｇＪ，ＳｈａｈｅｅｎＦ，ｅｔａｌ．Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｇｅｎｅｓｉｎｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍｆｒｏｍ

ｗｏｍｅｎｗｉｔｈａｎｄｗｉｔｈｏｕｔｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ［Ｊ］．ＦｅｒｔｉｌＳｔｅｒｉｌ，

２００７，８７（２）：２６３２６８．

［１２］王芳，何援利，刘木彪．核转录因子κＢ在子宫内膜异位症

中的表达及其意义［Ｊ］．诊断病理学杂志，２００５，１２（２）：

１３７１３９．

（收稿日期：２０１４０３１１　修回日期：２０１４０７１９）

９３４４重庆医学２０１４年１１月第４３卷第３３期




