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#摘要$
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目的
!

探讨子宫内膜异位症!

S,&

#患者在位内膜腺上皮细胞中骨桥蛋白!

>1U

#对核因子
)

?
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UQG
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M

EK

表达的影

响及其与细胞侵袭的关系$方法
!

原代分离培养
!I

例
S,&

患者在位内膜原代腺上皮细胞$采用
>1U67JU:

干扰细胞
I$2

后

收集"

[*6A*09L+-A

%

JOG1'J

方法分别检测干预前%后细胞中
>1U

%

UQG

)

?

M

EK

蛋白及其
4JU:

表达情况)

O0396N*++

试验检测干

预前%后细胞侵袭性的变化$采用相同剂量的无
JU:

酶水干预
S,&

患者在位内膜腺上皮细胞作为未干预组$结果
!

与干预前

比较"

>1U67JU:

干扰后细胞中
>1U

蛋白%

4JU:

的表达明显下降!
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a#C"I
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a"CH#
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%

BCBK

#)与未干预组比较差异无统计

学意义!

#

$

BCBK

#)

>1U67JU:

干扰后细胞中
UQG

)

?

M

EK

蛋白及
4JU:

的表达明显减弱!
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a%IC!D

"
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a%HCE!
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#

%

BCBK

#"与

未干预组比较差异无统计学意义!

#

$

BCBK

#$

>1U67JU:

干扰后原代腺上皮细胞的侵袭性明显降低!

>aICDH

"

#

%

BCBK

#"与未

干预组比较差异无统计学意义!

#

$

BCBK

#$
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UQG
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在
S,&

患者在位内膜腺上皮细胞中的表达呈明显的正相关!

!a

BCH#

#$结论
!

>1U67JU:

沉默
S,&

患者腺上皮细胞中的
>1U

后
>1U

%

UQG
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M

EK

的表达及细胞的侵袭性均明显降低"且二者

呈明显正相关"揭示二者极有可能在异位细胞的侵袭中发挥同步协调作用$
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子宫内膜异位症!

*9.-4*A07-676

#

S,&

"简称内异症#是指

具有活性的子宫内膜组织!腺体和间质"出现于子宫内膜以外

的部位#导致临床上常见的痛经或慢性盆腔痛%不孕等为主要

临床症状的疾病#目前病因及发生机制尚不十分明了#因而临

床缺乏有效的根治性治疗方法#是妇科医生亟待解决的难题之

一+

!GI

,

$基础和临床研究显示
S,&

是一种子宫内膜活性增高

所致的内膜异常性基因疾病#与内膜细胞的异地黏附和侵袭性

增强有关+

D

,

$

S,&

的黏附%侵袭%远处转移及术后易复发等特

性类似于恶性肿瘤$肿瘤学研究显示#骨桥蛋白!

-6A*-

M

-9A79

#

>1U

"通过与其受体结合后激活依赖
,:1R

)

1(DR

通路的核

因子
G

)

?

!

UQG

)

?

"通路#进而促进细胞中尿激酶型纤溶酶原激

活物!

/1:

"和基质金属蛋白酶
"

!

,,16

"的分泌#介导细胞侵

袭过程与细胞迁移#进而诱导肿瘤的发生与转移+

$

,

$因此国内

外很多学者将血管生长因子或黏附分子
>1U

%

,,1"

及
UQG

)

?

等与
S,&

的发生%发展联系起来#并揭示了这些因子可能

与内膜的异位黏附%侵袭性相关+

KGE

,

$但二者的相关性及其与

细胞侵袭性的确切机制不清$故本研究旨在通过
>1U67JU:

干扰原代腺上皮细胞探讨
>1U

%

UQG

)

?

M

EK

与
S,&

发病及细

胞侵袭性的关系$
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资料与方法

!C!

!

一般资料

!C!C!

!

标本获取
!

收集
IB!D

年
!I

月至
IB!$

年
!I

月于宁夏

医科大学总医院妇产科因
S,&

行子宫全切术患者
!I

例#用棉

拭子将宫腔内的黏液蘸掉#用手术刀的刀背刮取内膜#快速于

DE!!

重庆医学
IB!E

年
D

月第
$K

卷第
"

期

"

基金项目(国家自然科学基金资助项目!

H!!EBB#H

"$

!

作者简介(白治苗!

!""!%

"#硕士#住院医师#主要从事妇科肿瘤方面的研究$

!

#
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通讯作者#
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(

23;2/9=39

8'

!EDC;-4

$



低温下转移至细胞间#进行原代细胞分离培养$

!C!C#

!

纳入标准
!

所有研究对象的年龄
IB

"

$K

岁#平均

!

DIC$!dKC$D

"岁#患者手术前月经周期均正常!

IH

"

DK.

"#均

处于
$

期!按照
!"HK

年
:Q&

提出的修正
S,&

分期法"#近
D

个月均未接受过激素类药物的治疗#无生殖道炎症及其他妇科

疾病#无慢性肝炎%糖尿病%肿瘤等慢性疾病史$

!C#

!

方法

!C#C!

!

原代腺上皮细胞培养
!

选取
S,&

患者行子宫全切术

术后的子宫#术后用棉拭子蘸除黏液#手术刀刀背刮取内膜#置

于含
!B4T

培养液的灭菌小瓶中#内含
!c

胎牛血清%

5,S5

)

Q!I

!

1*97;7++79

及链霉素各
!BBf

)

4T

"#冰浴快速转运至实验

室细胞间#用磷酸盐缓冲液!

1?&

"冲洗掉新鲜的子宫内膜组织

中的血液成分#用眼科剪将内膜剪成约
!44

D 大小的组织块#

加入含有
BCIKc

胶原酶)
.76

M

36*

!终浓度为
!4

8

)

4T

"的培养

液中#于
D#h

用一次性吸管吹打消化
D

次#每次
!B479

#加入

含血清的培养液终止消化#

KBB0

)

DB6

离心#取上清液重复离

心
K

次#沉淀中加入培养液#制成细胞悬液$细胞计数后#均匀

将细胞接种于
EB44

培养皿中#置于
D#hKc'>

I

细胞培养

箱中培养$

!C#C#

!

>1U67JU:

干扰
!

待上述原代细胞融合度为
#Bc

"

"Bc

时#进行
67JU:

干扰$分别用
KBB

(

T>

M

A7G,S,

无血清

培养基稀释
!B

(

TO0396T7

M

7.WT

#

KBB

(

T>

M

A7G,S,

无血清

培养基稀释
!B

(

T>1U

特异性
67JU:

及干扰
67JU:

!稀释前

的
67JU:

浓度
IB

(

,

"#于室温静置
K479

后#将稀释好的

>1U

特异性
67JU:

!

>1U67JU:

干预组"及干扰
67JU:

!

67JG

U:

干预组"与
O0396T7

M

7.WT

轻柔混合后室温静置
IB479

后#将混合物分别加入含
K4T>

M

A7G,S,

无血清培养液的
EB

44

培养皿中#其中一组加入相同剂量无
JU:

酶水干预的培

养液作为空白对照组!未干预组"$放入培养箱中培养
$

"

E2

后更换培养液继续培养
I$2

$

!C#C$

!

JOG1'J

总
JU:

的提取
!

直接在
EB44

培养皿中加

入
EBB

(

T

裂解液
Ĵ

裂解细胞并反复抽打至溶液透明#将匀

浆样品室温放置
K479

#加入
!KB

(

T

氯仿#剧烈震荡
!K6

后室

温放置
D479

#

$h!IBBB0

)

479

离心
!B479

#将水相转移至新

的
S

M

中$加入
!KB

(

T

无水乙醇#混匀后将溶液转入吸附柱

'JD

中#再次离心#弃掉收集管中的废液#向吸附柱
'JD

中加

入
KBB

(

T

去蛋白液
J5

#离心#弃废液#将
'JD

放回收集管中#

再次向吸附柱
'JD

中加入
KBB

(

T

漂洗液
J[

#室温静置
I

479

#离心#弃废液#将吸附柱放入
I4T

收集管中#离心去掉残

余液体#最后将吸附柱
'JD

转入一个新的
!CK4T

离心管中#

加
DB

(

T

无酶的双蒸水#室温放置
I479

#

$h!IBBB0

)

479

离

心
I479

后于
?7-O*XSTYHBH

酶标仪上行
JU:

纯度及浓度的

测定$

!C#C%

!

[*6A*09L+-A

检测
!

按照凯基蛋白质说明书提取试剂

盒提取细胞总蛋白#并于酶标仪中进行蛋白定量$根据待测蛋

白分子的大小制备适宜浓度的
&5&

分离胶及浓缩胶#插入相

应大小的梳子#加入相应分组中蛋白样品及标准蛋白标志物#

电泳分离蛋白质后#转运蛋白于硝酸纤维素膜*载有蛋白的硝

酸纤维素膜经
Kc

脱脂牛奶封闭后#加入
UQG

)

?

M

EK

%

>1U

及

内参照
!

G3;A79

等一抗
$h

过夜#经
O?&O

换洗
!

次!

K479

"#

K

次后加相应二抗孵育
I2

#增强型
S'T

显影#于
?(>GJ:5

成像

仪中曝光成像并测定各蛋白条带光密度值#计算相应的光密度

比值$

!C#C&

!

穿膜实验!

A0396N*++

"

!

待预先培养于
EB44

培养皿

中的
S,&

原代腺上皮细胞以及
>1U67JU:

干扰
I$2

后的细

胞融合至
HBc

"

"Bc

时#用
BCIKc

的胰酶将其消化#采用无血

清培养液将其制成细胞悬液#用一次性吸管吸取
!

滴进行细胞

计数后#将悬液加入小室中!细胞数目大约为
!B

K

"#于小室的

下室中加入有血清的培养液后置于
D#h

#

Kc'>

I

的细胞培养

箱中培养
I$2

#洗掉培养液#用棉拭子将小室正面的细胞轻轻

擦掉后
1?&

冲洗
I

"

D

次#用无水乙醇固定
DB479

后
1?&

冲

洗
I

"

D

次#

BC$c

台盼蓝染色
!B479

后#将小室的膜固定于载

玻片上在显微镜下进行细胞计数$

!C#CI

!

结果判定标准
!

!

!

"

[*6A*09L+-A

结果分析(采用
?(>G

J:5

成像仪扫描滴加
5:?

显色剂后的蛋白条带#成像并保存

图片#采用软件
\/3+7A

@

>9*

进行灰度值扫描$!

I

"

JOG1'J

结

果分析(用
?(>GJ:5

凝胶扫描系统分析摄像#用
J-;2*GT7

8

2AG

;

@

;+*0"E

对产物进行半定量分析$!

D

"

O0396N*++

结果(

BC$c

台盼蓝染色
!B479

后#将小室膜刮下贴于载玻片上#滴加二甲

苯#盖上盖玻片封片#置于
T*7;35'DBBQ

正置显微镜下固定

选取
!E

个视野于
!B

倍镜下进行细胞计数$

!C$

!

主要试剂
!

>1U67JU:

%干扰
67JU:

!上海
(9<7A0-

8

*9

贸

易有限公司"*

O0396T7

M

7.WTO0396=*;A7-9J*3

8

*9A

!北京全式

金生物技术有限公司"*细胞全
JU:

提取试剂盒!上海田根有

限公司"*

JU:

反转录试剂盒!

O2*04-+

公司"*免疫荧光定量

试剂盒!

O2*04-+

公司"*兔抗人
UQG

)

?

M

EK

%

>1U

多克隆抗体

分别由北京中杉生物工程公司%美国
:L;34

生物公司生产!稀

释浓度分别为
!i!BB

%

!iHB

"$

!C%

!

统计学处理
!

采用
&1&&!#CB

医用统计学软件进行分析#

计量资料用
6dF

表示#采用单因素方差分析%配对
>

检验%

1*30G

6-9

相关系数等统计方法$以
#

%

BCBK

为差异有统计学意义$

#

!

结
!!

果

#C!

!

>1U67JU:

干扰前后
>1U

%

UQG

)

?

M

EK

蛋白表达比较
!

与
67JU:

干预组比较#

>1U67JU:

干扰
S,&

患者在位内膜

腺上皮细胞后
>1U

蛋白及
4JU:

明显下降!

>1U

蛋白

DC!BdBCIEEFKBC$BdBCB#

#

>

!

a#C"I

*

>1U 4JU:ICHBd

BCIKEFKBCDBdBCBH

#

>

I

a"CH#

#均
#

%

BCBK

"$

67JU:

干预组

与未干预组比较#差异无统计学意义!

#

$

BCBK

"#见图
!

"

D

%

表
!

$

!!

:

(未干预组*

?

(

67JU:

干预组*

'

(

>1U67JU:

干预组$

图
!

!!

>1U67JU:

干扰前后
>1U

'

UQG

)

?

M

EK

蛋白在腺上皮细胞中的表达

!!

3

(

#

%

BCBK

#与
>1U67JU:

干预组比较$

图
I

!!

>1U67JU:

干扰前后
>1U

蛋白'

4JU:

蛋白在腺上皮细胞中的表达

#C#

!

>1U67JU:

干扰前后
UQG

)

?

M

EK

蛋白%

4JU:

的表达比

较
!

与
67JU:

干预组比较#

>1U67JU:

干扰后细胞中
UQG

)

?

M

EK

蛋白及
4JU:

的表达明显减弱#且差异具有统计学意

义!

UQG

)

?

M

EK

蛋白
IC"BdBCIEEFK!CIBdBCB"

#

>

!

a%IC!D

#

4JU:DCKBdBCIHEFK!CDBdBC!B

#

>

I

a %HCE!

#均
#

%

$E!!

重庆医学
IB!E

年
D

月第
$K

卷第
"

期



BCBK

"$

67JU:

干预组与未干预组比较#差异无统计学意义

!

#

$

BCBK

"#见图
!

%

D

%

$

%表
!

$

图
D

!!

>1U67JU:

干扰前后
>1U

'

UQG

)

?

M

EK

4JU:

在腺上皮细胞中的表达

#C$

!

>1U67JU:

干扰前后细胞侵袭性比较
!

与
67JU:

干预

组比较#

>1U67JU:

干扰后原代腺上皮细胞的侵袭性明显降

低#差异有统计学意义!

EKCBdDC#HEFCI$CBd!CKE

#

>aICDH

#

#

%

BCBK

"#

67JU:

干预组与未干预组比较#差异无统计学意义

!

#

$

BCBK

"#见图
K

%

E

%表
!

$

!!

3

(

#

%

BCBK

#与
>1U67JU:

干预组比较$

图
$

!!

>1U67JU:

干扰前后
UQG

)

?

M

EK

蛋白'

4JU:

在腺上皮细胞中的表达

图
K

!!

D

组显微镜下图像

!!

3

(

#

%

BCBK

#与
>1U67JU:

干预组比较$

图
E

!!

>1U67JU:

干扰前后原代腺上皮细胞的

侵袭性比较

图
#

!!

>1U

'

UQG

)

?

M

EK

在腺上皮细胞中的表达关系

#C%

!

>1U

%

UQG

)

?

M

EK

在细胞中的表达关系
!

>1U

%

UQG

)

?

M

EK

在
S,&

患者在位内膜腺上皮细胞中的表达呈明显的正相关

!

!aBCH#

"#见图
#

$

表
!

!!

>1U67JU:

干扰前后
>1U

'

UQG

)

?

M

EK

蛋白'

!!!

4JU:

积极细胞侵袭性的变化%

6dF

&

项目 未干预组
67JU:

干预组
>1U67JU:

干预组

>1U

蛋白
DC!BdBCIE ICHBdBC!I BC$BdBCB#

>1U4JU: ICHBdBCIK IC!BdBC!E BCDBdBCI#

UQG

)

?

M

EK

蛋白
IC"BdBCIE IC#BdBCI$ !CIBdBCB"

UQG

)

?

M

EK4JU: DCKBdBCIH IC"BdBCIE !CDBdBC!B

细胞侵袭性
EKCBBdBC#H E!CBBdBC#$ I$CBBdBCKE

$

!

讨
!!

论

!!

>1U

是从骨组织中分离出来的一种磷酸化糖蛋白#组成

结构中富含精氨酸
G

谷氨酸
G

天冬氨酸序列$有研究表明#

>1U

与恶性肿瘤的发生%发展密切相关#它通过与其受体
3<

!

D

结合

后激活依赖
,:1R

)

1(DR

通路的
UQG

)

?

通路#进而促进细胞

中尿激酶型纤溶酶原激活物!

/1:

"和
,,16

的分泌#介导细

胞侵袭过程%

,,16

的降解和重塑%细胞迁移%宿主免疫细胞

的逃逸和新生血管的形成及发挥抑制细胞凋亡%促进肿瘤血管

的生成及肿瘤细胞的转移进而诱导肿瘤的发生+

#G"

,

$

UQG

)

?

是

&*9

与
?3+A74-0*

于
!"HE

年首次在成熟的淋巴细胞中发现的

一种真核细胞转录因子#它是
UQG

)

?

)

J*+

蛋白家族成员之一#

以最常见的
M

KB

)

M

EK

异源性二聚体形式存在于细胞核中参与

许多基因转录的起始调节#如众多的细胞因子%黏附分子%蛋白

酶类及炎症因子+

!B

,

$在人体的正常情况下#

UQG

)

?

存在于细

胞质并与其抑制蛋白!

(X?

"结合#当受到外界异常刺激时#使

(X?

磷酸化并被水解使
UQG

)

?

与抑制剂分离从细胞质进入细

KE!!

重庆医学
IB!E

年
D

月第
$K

卷第
"

期



胞核参与细胞的转录调控+

!!

,

$近几年#

UQG

)

?

在
S,&

中的研

究颇受关注$本课题组的前期试验已经在
S,&

患者及大鼠

S,&

模型的组织及细胞水平证实
>1U

%

UQG

)

?

M

EK

在
S,&

的

在位%异位内膜中高表达且呈正相关#且二者与细胞的侵袭性

明显相关#通过雌孕激素及其激活剂%抑制剂干预
S,&

患者

在位内膜腺上皮细胞后发现#

>1U

%

UQG

)

?

M

EK

的表达及细胞

的侵袭性也相应增加及减弱+

!I

,

$国内孙群燕+

!D

,建立小鼠

S,&

模型并给予基因
UQG

)

?

M

KB

敲除后发现与雌激素介导的

痛觉过敏和炎症性疼痛密切相关的
1R'*

M

67+-9

因子的表达明

显减弱#与激素类药物缓解
S,&

患者症状的机制相符#进一

步验证了
UQG

)

?

在
S,&

的发病过程中发挥重要作用#与本课

题组前期试验结果基本一致$

S,&

在病理上虽为良性疾病但其有着与恶性肿瘤相似的

特征#如异地黏附%侵袭%转移及复发等#

S,&

的治疗手段很有

限#主要以手术治疗为首选#但手术常难以清除所有药物治疗

病灶+

!$G!K

,

$国内有学者通过构建
>1UG67JU:

的慢病毒载体#

发现可以明显抑制结肠癌
&[$HB

细胞%胃癌细胞系
P'"H!!

的增殖#进而为恶性肿瘤的治疗奠定了基础+

!EG!#

,

$故本试验

通过探索导致
S,&

的关键因子进而通过阻断其表达来达到

S,&

的靶向治疗$本研究在前期试验结果
>1U

%

UQG

)

?

于

S,&

患者在位%异位内膜腺上皮细胞中高表达的基础上#通过

质粒构建
>1U

特异性
67JU:

干扰
S,&

患者在位内膜腺上皮

细胞后经
[*6A*9L+-A

%

JOG1'J

及穿膜实验等方法检测发现

>1U

%

UQG

)

?

M

EK

蛋白%

4JU:

的表达明显下降#且腺上皮细胞

的侵袭性也相应降低$因此#本研究结果提示#

>1U

可能是通

过
UQG

)

?

通路促进
/1:

%

,,16

的分泌#加速细胞外基质及基

底膜降解#促进异位内膜的黏附%种植和生长#进而诱导
S,&

的发生$但是确切的分子机制还需要进一步的实验证实$因

此#笔者认为
UQG

)

?

极有可能是
>1U

诱导
S,&

发生的关键

枢纽#也是
S,&

药物靶向治疗的关键点$
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