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%摘要&!目的'检测体外培养的子宫内膜异位症"21<@02(7;@/;/!J=/#患者在位和异位内膜间质细胞

分泌的血管内皮生长因子"F8/>:A8721<@('2A;8AB7@Q(' E8>(@7!PJOX#的浓度!并观察不同浓度的 HH型促性腺

激素释放激素"O1Ẁ I

+

#对在位和异位内膜间质细胞分泌 PJOX的影响$ 方法'分别给予原代培养的

J=/患者在位与异位子宫内膜间质细胞不同浓度 " 5 n5#

35#

e5 n5#

34

0@A*]#的 O1Ẁ I

+

处理!不加

O1Ẁ I

+

组作为对照!采用酶联免疫吸附法 "J]H6V#测定培养液中 PJOX浓度并进行比较$ 结果'体外

培养的 J=/患者异位子宫内膜间质细胞分泌 PJOX!培养 &\ ' 后分泌量与在位子宫内膜间质细胞比较

差异无统计学意义";

"

#.#Z # $ 5 n5#

35#

e5 n5#

34

0@A*]的 O1Ẁ I

+

可呈浓度依赖性地抑制体外培

养的在位和异位子宫内膜间质细胞分泌 PJOX";i#.#5 # !且对异位子宫内膜间质细胞的抑制作用强于

在位";i#.#5 # $ 结论'J=/患者的异位子宫内膜间质细胞分泌 PJOX的能力与在位子宫内膜的相近!

这对 J=/的形成和发展可能起重要作用$ O1Ẁ I

+

对 J=/患者体外培养的异位子宫内膜间质细胞

PJOX的分泌有明显的抑制作用!且作用明显强于对在位内膜间质细胞的$

%关键词&! 子宫内膜异位症%!

+

型促性腺激素释放激素"O1Ẁ I

+

# %!子宫内膜间质细胞%!血

管内皮生长因子
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对子宫内膜异位症患者离体培养的子宫内膜间质细胞分泌PJOX的影响!!刘秋红#等

08A>2AA/!;i#.#5 " #81< ('2;1';,;(;@1 (@2>(@);>21<@02(7;8A/(7@08A>2AA/Q8//(7@1B27('81 ('8((@

2:(@);>21<@02(7;8A/(7@08A>2AA/!;i#.#5 ".0%+(:31*%+!J>(@);>/(7@08A>2AA/>:A(:72< ;1 F;(7@

>81 /2>72(2PJOX#81< /@>81 2:(@);>/(7@08A>2AA/.R';/08-)A8-81 ;0)@7(81(7@A2;1 ('2E@708(;@1

81< <2F2A@)021(@E21<@02(7;@/;/.O1Ẁ I
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>81 72<:>2PJOX)7@(2;1 /2>72(2< ,-2>(@);>21<@02(7;I

8A/(7@08A>2AA/>:A(:72< ;1 F;(7@#81< ;(/;1';,;(;@1 ;//(7@1B27('81 ('8(@E2:(@);>21<@02(7;8A/(7@08A
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!!子宫内膜异位症 ! 21<@02(7;@/;/#J=/"是妇科

的常见病和多发病 - 促性腺激素释放激素 ! O1I

Ẁ I

*

"类似物 ! O1Ẁ I8" 与腹腔镜手术结合治

疗 J=/受到普遍重视%5&

- 最近研究发现
+

型促

性腺激素释放激素 ! O1Ẁ I

+

" 能抑制某些生殖

组织肿瘤细胞生长%"&

#而且对某些肿瘤细胞的抗

增殖作用比 O1Ẁ I

*

更强%%I&&

- 新生血管形成是

J=/发生发展过程中的重要环节%Z&

- 在众多的促

血管形成因子中#血管内皮生长因子 ! PJOX" 是

目前公认最关键的促血管形成因子%4&

- 本研究测

定体外培养的异位及在位子宫内膜间质细胞分

泌 PJOX的浓度#并在培养基中加入 O1Ẁ I

+

#观

察其对子宫内膜间质细胞分泌 PJOX的影响 #以

探讨 J=/新的治疗途径#为 J=/新药开发提供理

论依据 - 目前#关于这方面的研究#国外少见报

道 #国内尚未见报道 -

>?材料与方法

5.5!材料

5.5.5!子宫内膜来源

所有 J=/病例的诊断均经腹腔镜或开腹手术

证实#病理切片确诊 - 在位子宫内膜通过刮宫术

或 J=/患者切下的子宫标本取得%Y&

- 异位内膜

取自卵巢巧克力囊肿的囊壁新鲜组织 #并尽量多

取些组织 - J=/患者为年龄 "5 e&4 岁#月经周

期规则 ! "% e%Z < " - 无其他妇科疾患史及内分

泌 .免疫和代谢性疾病#术前 4 个月内未接受激

素治疗 - 共有 54 例卵巢子宫内膜异位症患者被

纳入 -

5.5."!主要试剂

O1Ẁ IHH为 瑞 士 G8>'20 公 司 产 品# D=J=*

X5" 培养基 .新生牛血清为美国 O;,>@公司产品#

HP型胶原酶 .孕酮为美国 6;B08公司产品#胰蛋白

酶为美国 V072/>@公司产品#波形蛋白单抗 .角蛋

白单抗和催乳素单抗及 6VGK免疫组织化学试剂

盒为武汉博士德公司产品 -

5."!方法

5.".5!细胞培养及鉴定

细胞培养参照文献%\I$&

- 获取组织经漂洗后

剪成 碎 块# 加 入 #.5f 的
-

型 胶 原 酶 溶 液 和

#."Zf的胰蛋白酶消化液 ! ) Ỳ.& " #%Y l恒温摇

床震 荡 消 化 " e% ' 至 组 织 基 本 消 失 - 再 用

5##

%

0和 %\

%

0细胞筛过滤分离细胞#滤液离心

! \## 7*0;1 "后去上清#加入 D=J=*X5" 培养基

!含新生牛血清 "#f " #进行细胞记数 #以 5 n

5#

&

*0]接种于 "Z >0

" 的塑料细胞培养瓶中#置

%Y l #Zf K_

"

培养箱内孵育 #以后 " e% < 半量

更换培养基至细胞融合 #完成细胞原代培养 - 采

用波形蛋白 .角蛋白和催乳素 ! CW]"鉴定培养的

细胞 #由于非孕子宫内膜 CW]仅由子宫内膜间质

细胞产生#腺体和成纤维细胞不产生 CW]

%5#&

#因

此笔者采用 CW]进行间质细胞鉴定 - 细胞鉴定

直接在 4 孔板内进行 $传代的细胞贴壁后#更换

培养基#加 5 n5#

3\

0@A*]孕酮刺激 4 < - 按试剂

盒说明书进行免疫细胞化学鉴定 -

5."."!子宫内膜间质细胞的干预分组

取生长状态良好的第 % 代在位及异位内膜间

质细胞培养至达 \#f融合时#加入含 #.#5fJDI

RV和 #.5f胰蛋白酶的消化液消化 #\## 7*0;1 "

离心 % 0;1#弃上清#加入含 "#f新生牛血清的

D=J=*X5" 培养基吹打成细胞悬液#计数#以每

孔 " n5#

& 个细胞的密度接种于 &\ 孔培养板 - 待

细胞接近融合时#每孔分别加入含 5 n5#

35#

e5 n

5#

34

0@A*]

%55&的 O1Ẁ I

+

的培养基 #.Z 0]#未加

药组只加含 ".Zf新生牛血清的 D=J=*X5" 培

Y"$
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养基 #.Z0]*孔#每个浓度组及未加药组各设 "

个复孔#培养 &\ '#吸尽培养液#于 3"#l下保

存#待测 PJOX的浓度 -

5.".%!PJOX的测定

采用酶联免疫吸附法 ! J]H6V"测定培养液中

PJOX的浓度#按试剂盒说明书操作 - ! 5 "从已平

衡至室温的密封袋中取出所需板条 #设 5 孔作为

R=G空白显色孔#5 孔只加样品稀释液作为零孔#

分别将标本或不同浓度标准品! 5##

%

]*孔"加入

相应孔中后#盖上酶标板# %Y l 反应 $# 0;1 -

! " "反应后甩去板内液体#再对着吸水纸拍几下#

不洗 - ! % "按每孔 #.5 0]依次加入准备好的生

物 素 化 抗 人 PJOX抗 体 工 作 液 - %Y l 反 应

4# 0;1 - ! & "用 #.#5 0@A*]的 CG6 洗涤 % 次 #每

次浸泡 5 0;1 左右 - ! Z "将准备好的 VGK工作液

按每孔#.5 0]依次加入 !R=G空白显色孔除外 " -

%Y l反应 %# 0;1 - ! 4 "用 #.#5 0@A*]的 CG6 洗

涤Z 次#每次浸泡 5 e" 0;1 左右 - ! Y "按每孔 $#

%

]依次加入已在 %Y l平衡 %# 0;1 的 R=G显色

液#%Y l避光反应 "# e"Z 0;1 - ! \ "按每孔 #.5

0]依次加入 R=G终止液 #顺序同加 R=G- ! $ "

用酶标仪在 &Z# 10波长处测定 _D值 -

5.%!统计学处理

计量资料均以均数 j标准差 !Tj9"表示#样

本数值先做正态性检验和方差齐性检验#不服从

正态分布或!和"不满足方差齐性的用 [;A>@+@1 [

秩和检验+服从正态分布#满足方差齐性的多样本

均数两两均数之间的比较用 6U9I]检验#两个独

立样本均数的比较采用独立样本 %检验- 采用

6C665#.# 统计软件包进行统计学分析#以
#

m#.#Z

为检验水准#;i#.#Z 为差异有统计学意义-

D?结?果

".5!培养细胞形态学观察及鉴定

本研究对 54 例异位内膜和在位内膜进行了

分离培养 #结果 $ 例异位内膜 .5# 例在位内膜培

养成功#余因细菌污染培养失败 - 在倒置显微镜

下观察 #培养的异位内膜间质细胞形态和在位的

内膜细胞相似#体积均较大#呈多角形或梭形排

列#胞浆薄而透明 - 平铺生长 #外观呈伸展 .挺直

状 #类似成纤维细胞#也有中间宽两头尖纺锤形

状的细胞#但此类细胞较在位内膜少见 !图 5 #

" " - 细胞铺满瓶底后用消化液传代#传代后细胞

多呈梭形#贴壁快#活性高#% eY < 铺满瓶底 - 培

养的细胞波形蛋白表达呈阳性 #胞浆充满棕色颗

粒 !图 % #& " #角蛋白表达阴性 !图 Z #4 " #经孕激

素作用后 CW]呈阳性反应#胞浆充满棕色颗粒证

明为子宫内膜间质细胞!图 Y #\ " -

"."!在位与异位子宫内膜间质细胞分泌 PJOX

比较

在位子宫内膜间质细胞在体外培养 &\ ' 后#

培 养 液 中 PJOX蛋 白 的 浓 度 为 ! Y"4.#Z j

544.%Z " )B*0]#取自卵巢内膜样囊肿囊壁的异位

子宫内膜间质细胞在相同条件下培养 &\ ' 后#培

养液中 PJOX蛋白浓度为 ! 4$Z.5" j"#%.YY "

)B*0]#较在位低 #但差异无统计学意义 ! ;

#

#.#Z " - 提示在位子宫内膜间质细胞与异位子宫

内膜间质细胞在体外培养情况下#分泌 PJOX的

能力无明显差异 -

图 >?培养 N 2的异位子宫内膜间质细胞# [>\\$)

H*-I>?5(#%)*($+2%J$#'*":1#'%J":($::1"&#$'(3:#3'$2&%'

N 2# [>\\$I

图 D?培养 ` 2的在位子宫内膜间质细胞# [>\\$)

H*-ID?53#%)*($+2%J$#'*":1#'%J":($::1"&#$'(3:#3'$2&%'

` 2# [>\\$I

\"$
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对子宫内膜异位症患者离体培养的子宫内膜间质细胞分泌PJOX的影响!!刘秋红#等

图 N?在位内膜间质细胞"波形蛋白阳性表达#G;,0法"

[D\\$)

H*-IN?G#'%J":($::1&'%J $3#%)*($+2%J$#'*":#*113$1=$'$

)%1*#*K$&%'K*J$+#*+#G;,0" [D\\$I

图 Q?异位内膜间质细胞"波形蛋白阳性表达#G;,0法"

[D\\$)

H*-IQ?G#'%J":($::1&'%J $(#%)*($+2%J$#'*":#*113$1=$'$

)%1*#*K$&%'K*J$+#*+#G;,0" [D\\$I

图 S ?在位内膜间质细胞"角蛋白阴性表达 #G;,0法"

[D\\$)

H*-IS?G#'%J":($::1&'%J $3#%)*($+2%J$#'*":#*113$1=$'$

+$-"#*K$&%'(/#%L$'"#*+1#G;,0" [D\\$I

图 U ?异位内膜间质细胞"角蛋白阴性表达 #G;,0法"

[D\\$)

H*-IU?G#'%J":($::1&'%J $(#%)*($+2%J$#'*":#*113$1=$'$

+$-"#*K$&%'(/#%L$'"#*+1#G;,0" [D\\$I

图 R ?在位内膜间质细胞"催乳素阳性表达 #G;,0法"

[D\\$)

H*-IR?G#'%J":($::1&'%J $3#%)*($+2%J$#'*":#*113$1=$'$

)%1*#*K$&%'E4V#G;,0" [D\\$I

图 c ?异位内膜间质细胞"催乳素阳性表达 #G;,0法"

[D\\$)

H*-Ic?G#'%J":($::1&'%J $(#%)*($+2%J$#'*":#*113$1=$'$

)%1*#*K$&%'E4V#G;,0" [D\\$I

".%!O1Ẁ I

+

对子宫内膜间质细胞分泌 PJOX的

影响

在位内膜间质细胞体外培养 &\ ' 后#培养液

中 PJOX蛋白浓度为 ! Y"4.#Z j544.%Z " )B*0]#

分别加入含 5 n5#

35#

#5 n5#

3\和 5 n5#

34

0@A*]

的 O1Ẁ I

+

培养液后培养 &\ '#培养液中 PJOX蛋

白浓度分别下降至!&Z4.#" j555."#" #!%#Y.\$ j

Y%.45"和!5Z\.%Y j4Z.$5" )B*0]- 与未加O1Ẁ I

+

$"$
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组相比 #差异有统计学意义 ! ;i#.#5 " - 提示

5 n5#

35#

e5 n5#

34

0@A*]的 O1Ẁ I

+

对体外培

养的在位子宫内膜间质细胞 PJOX的分泌有明显

的抑制作用 -

异位子宫内膜间质细胞在体外培养 &\ ' 后#

培 养 液 中 PJOX蛋 白 的 浓 度 为 ! 4$Z.5" j

"#%.YY " )B*0]#分别加入含 5 n5#

35#

#5 n5#

3\和

5 n5#

34

0@A*]的 O1Ẁ I

+

培养液后培养 &\ ' #培

养液中 PJOX蛋白的浓度分别下降至 ! %"".Z4 j

5&#.ZY " # ! 5\5.5# jY5.#4 " 和 ! ZZ.Z& j

"4.5Z " )B*0]- 与未加药组相比#差异有统计学

意义!;i#.#5 " #提示 5 n5#

35#

e5 n5#

34

0@A*]

的 O1Ẁ I

+

对体外培养的异位子宫内膜间质细

胞 PJOX的分泌有明显的抑制作用 -

".&!不同浓度的 O1Ẁ I

+

对在位和异位子宫内

膜间质细胞分泌 PJOX的抑制率

不同浓度的 O1Ẁ I

+

! 5 n5#

35#

# 5 n5#

3\ 和

5 n5#

34

0@A*]"对在位子宫内膜间质细胞分泌

PJOX的抑制率分别为! %\ j5% "f # ! ZY jY "f

和! Y& j5" "f - 两两相比 #差异有统计学意义

!;i#.#5 " - 即在 5 n5#

35#

e5 n5#

34

0@A*]浓

度范围内 #O1Ẁ I

+

对在位子宫内膜间质细胞分

泌 PJOX的抑制率呈剂量依赖性 -

同样 5 n5#

35#

#5 n5#

3\和 5 n5#

34

0@A*]的

O1Ẁ I

+

对异位子宫内膜间质细胞分泌 PJOX的

抑制率分别为! ZY j5& "f # ! Y4 jY "f和 ! $% j

% "f - 两 两 相 比# 差 异 有 统 计 学 意 义 ! ; i

#.#5 " - 即在 5 n5#

35#

e5 n5#

34

0@A*]浓度范围

内 #O1Ẁ I

+

对异位子宫内膜间质细胞分泌 PJOX

的抑制率呈剂量依赖性 -

O1Ẁ I

+

对异位和在位子宫内膜间质细胞分泌

PJOX的抑制率相比#对异位内膜间质细胞的抑制

作用明显强于在位内膜间质细胞!;i#.#5" -

N?讨??论

尽管 J=/的发病机制众说纷纭#但可以肯定

的是异位病灶在腹腔种植成功后#其进一步的发

展则必须要有新生血管提供血液#因此血管形成

在 J=/的发病中起着重要作用%5"&

- 研究发现 #

PJOX在血管发生和形成中起着中枢性的调节作

用 #是最关键的血管形成刺激因子%5%&

- 因此#

PJOX成为 J=/研究中的重要的观察指标 - 本研

究观察了 J=/患者在位和异位子宫内膜间质细

胞在体外分泌 PJOX的功能和 O1Ẁ I

+

对其分泌

的影响#为寻找 J=/新的治疗途径提供了理论

依据-

PJOX作为最重要的血管生成因子#与内皮

细胞上的受体高亲和力结合后可作为内皮细胞

特异性有丝分裂原#诱导内皮细胞增生#毛细血

管襻形成 +同时还可增加微血管通透性#促进了

包括纤维蛋白 !E;,7;1@B21 "在内的血浆蛋白渗出 #

形成高度血管化的间质#为异位生长的腺上皮细

胞提供赖以生存的物质基础#促进异位内膜增殖

和浸润入盆腔 .腹膜内组织#形成腹腔的异位病

灶 - 有文献报道#PJOX蛋白在子宫内膜腺上皮

细胞及子宫内膜间质细胞均有表达%5&I5Y&

#PJOX

蛋白在异位内膜组 .在位内膜组和正常内膜组表

达强度依次减弱 - 增生期 PJOX表达 #异位内膜

强于在位和正常内膜#异位和在位内膜组分泌期

PJOX表达强于增生期 PJOX#而正常内膜组增生

期和分泌期表达强度均较弱 - 研究发现#体外培

养在位子宫内膜的间质细胞有分泌 PJOX的功

能%5\&

- 本研究发现异位子宫内膜间质细胞也具

有分泌 PJOX的功能#而且其分泌 PJOX的能力

与在位子宫内膜的间质细胞分泌 PJOX的能力相

仿!;

#

#.#Z " #与 W:/18(;等%5\&的报道一致 -

继下丘脑促性腺激素释放激素 ! B@18<@(7@);1I

72A28/;1B'@70@12A#O1Ẁ I

*

# )OA:Ì;/IR7)I627IR-7I

OA-I]2:IV7BIC7@IOA-IÙ " "发现之后#人们又在脊

椎动物体内分离得到了 "" 种不同结构的 O1Ẁ -

根据这些天然 O1Ẁ 对受体的亲和力 #人们将它

们分为 % 类 $O1Ẁ I

*

.O1Ẁ I

+

和 O1Ẁ I

,

%5$&

-

+

型 O1Ẁ ! O1Ẁ I

+

# )OA:Ì;/IR7)I627IP+9IOA-I

V53IV:5IC7@IOA-IÙ " #斜体代表与 O1Ẁ I

*

相比

不同的氨基酸 " #又称鸡 O1Ẁ ! >';>N21 O1Ẁ #

>O1Ẁ " #是 5$\& 年自鸡脑中分离得到的#其结

构从硬骨鱼到人类完全保守%"#&

#在进化过程中保

持了 Z 亿年#可能是进化中最早形成的 O1Ẁ +

,

型 O1Ẁ ! O1Ẁ I

,

# )OA:Ì;/IR7)I627IR-7IOA-I

R7)I]2:IC7@IOA-IÙ " " #又称鲑 O1Ẁ ! /8A0@1 O1I

Ẁ #/O1Ẁ " #目前仅在硬骨鱼的前脑末端神经发

现存在#很可能是在硬骨鱼自脊椎动物分化出来

后进化形成的%5$&

- O1Ẁ I

+

在下丘脑外的脑区

广泛存在 - 同时#有研究发现在人类许多周围组

织也有 O1Ẁ I

+

的表达#如子宫肌层 .子宫内膜 .

卵巢上皮细胞%"5I"%& 以及肾 .骨髓 .前列腺%"&& 和乳

腺组织 +在某些肿瘤如卵巢癌和乳腺癌等也有表

#%$



!O1Ẁ I

+

对子宫内膜异位症患者离体培养的子宫内膜间质细胞分泌PJOX的影响!!刘秋红#等

达甚至过表达%"Z#%&

-

早在 "##5 年 K'2@1 等%"Z&就运用巢式 WRICKW

和免疫组织化学的方法检测 O1Ẁ I

+

在正常人

子宫内膜月经周期中的表达#他们发现在月经

期#O1Ẁ I

+

在子宫内膜的间质细胞和腺上皮细

胞中均有表达#尤以腺腔顶部表达为多#且在分

泌早期和中期的表达要强于增生期和分泌晚期#

这可能与人胚胎植入密切相关 - 基于此 #最近

=@7;0@(@等%55&运用实时 WRICKW发现患有 J=/的

妇女子宫内膜在增生期和分泌期 O1Ẁ I

+

0WUV

表达量都较正常子宫内膜低# O1Ẁ I

+

还可抑制

体外培养的异位子宫内膜间质细胞的增殖#且呈

剂量依赖性 #此外#他们还发现 O1Ẁ I

+

可降低

与 J=/发病有关的重要免疫反应因子白介素I\

!H]I\ "和环氧合酶I" !K_bI" "的分泌 - 揭示 O1I

Ẁ I

+

对子宫内膜间质细胞有抗增殖和抗炎症作

用#可能在 J=/的病理生理学中起一定的作用 -

本课题研究了 O1Ẁ I

+

对体外培养的子宫内

膜间质细胞的作用 - 以不同浓度的 O1Ẁ I

+

作

用于在位及异位子宫内膜间质细胞#结果发现对

离体培养的子宫内膜间质细胞#无论是异位还是

在位 #O1Ẁ I

+

对其 PJOX的分泌均有明显的抑

制作 用 ! ;i#.#5 " # 且 呈 剂 量 依 赖 性 ! ;i

#.#5 " #随培养液中 O1Ẁ I

+

浓度的不断升高#其

对子宫内膜间质细胞分泌 PJOX的抑制作用增

强 - 不同浓度的 O1Ẁ I

+

对异位内膜间质细胞

PJOX分 泌 的 抑 制 作 用 明 显 强 于 在 位 ! ; i

#.#5 " #这为 O1Ẁ I

+

治疗 J=/提供了理论依据 -

综上所述#J=/患者的异位子宫内膜间质细

胞具有分泌 PJOX的功能#分泌量与在位子宫内

膜相近 #这对 J=/的形成和发展可能起重要作

用 - O1Ẁ I

+

对 J=/患者的异位子宫内膜间质

细胞 PJOX分泌的抑制作用明显强于在位子宫内

膜间质细胞#能更有效抑制子宫内膜间质细胞

PJOX的分泌#从而抑制 J=/的发生发展#使 O1I

Ẁ I

+

有望成为治疗 J=/的一种有效的理想新

药 #并为之提供新的理论依据 -
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