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雌激素调控子宫内膜异位症基质细胞侵袭和迁移的机制研究

廖 源,王开举,李浩僡,陈惠萍,李选逸　（海南医学院第二附属医院生殖医学科，海南 海口 570311）

［摘 要］　目的　探讨雌激素调节长链非编码RNA-339（lncRNA-339）对子宫内膜异位症（EMs）基质细胞侵袭和迁移的作用机

制。方法　观察EMs子宫内膜中 lncRNA-339的表达。用雌激素受体拮抗剂 ICI、白细胞介素-1β（IL-1β）抑制剂ACZ885分别处理

经雌二醇（E2）刺激的人子宫内膜基质细胞系 ThESCs。另外，E2处理条件下对 ThESCs 细胞进行过表达或沉默 lncRNA-339，并且

过表达 lncRNA-339后用ACZ885处理ThESCs细胞。用实时荧光定量PCR（qRT-PCR）法检测 lncRNA-339的水平。Western blot检测

ThESCs 中 IL-1β 的水平，Transwell 法检测 ThESCs 细胞的迁移率和侵袭率。结果　 lncRNA-339 在 EMs 子宫内膜中表达增加

（P<0. 05）。E2 或者过表达 lncRNA-339 都能促进 ThESCs 细胞中 lncRNA-339 和 IL-1β 的表达（P<0. 05），促进细胞的迁移和侵

袭（P<0. 05）。而当抑制 E2、沉默 lncRNA-339 及抑制 IL-1β 时，细胞迁移率和侵袭率降低（P<0. 05），IL-1β 的表达明显降低

（P<0. 05）。结论　E2刺激 lncRNA-339表达升高，并通过上调 IL-1β促进EMs基质细胞迁移与侵袭。
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Mechanism of estrogen regulating the invasion and migration of endometriosis stromal cells
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Abstract: Objective　To investigate the mechanism of estrogen regulating long non-coding RNA-339 （lncRNA-339） on the invasion 
and migration of stromal cells in endometriosis （EMs）. Methods　The expression of lncRNA-339 in endometrium of EMs was observed.  
Human endometrial stromal cell lines ThESCs stimulated by estradiol （E2） were treated with estrogen receptor antagonists ICI and interleu‐
kin-1β （IL-1β） inhibitor ACZ885， respectively.  In addition， ThESCs cells were overexpressed or silenced with lncRNA-339 under E2 treat‐
ment， and ThESCs cells were treated with ACZ885 after overexpression of lncRNA-339.  The level of lncRNA-339 was detected by quantita‐
tive real-time PCR （qRT-PCR）.  The level of IL-1β in ThESCs cells was detected by Western blot， and the migration rate and invasion rate 
of ThESCs cells were detected by Transwell method. Results　The expression of lncRNA-339 was increased in EMs endometrium （P<0. 05）.  
E2 or overexpression of lncRNA-339 both promoted the expression of lncRNA-339 and IL-1β in ThESCs cells （P<0. 05）， and promoted cell 
migration and invasion （P<0. 05）.  When E2 was inhibited， lncRNA-339 was silenced， and IL-1β was inhibited， the cell migration rate and 
invasion rate were decreased （P<0. 05）， and the expression of IL-1β was significantly decreased （P<0. 05）. Conclusion　E2 stimulates the 
expression of lncRNA-339 to increase， and promotes the migration and invasion of EMs stromal cells by up-regulating IL-1β.

Keywords: long non-coding RNA-339； interleukin-1β； endometriosis； endometrial stromal cells； invasion； migration

子宫内膜异位症（endometriosis, EMs）是一种雌激

素依赖性炎症疾病，与多种表型和症状表现密切相

关[1]。研究表明，EMs 主要发生于 10% 的育龄妇女、

40% 的不孕症妇女以及 90% 的骨盆疼痛妇女[2]。目

前，EMs的具体发病机制仍不清楚，导致EMs的诊断和

治疗效率较低[3]。因此，需要更多的基础研究来探明

EMs的发病机制，并确定新的诊断和治疗方案。有研

究表明，异常表达的长链非编码 RNA（long non-coding 
RNA, lncRNA）在疾病的发生发展中起着至关重要的

作用[4-5]，但 lncRNA 在 EMs 中发挥的病理作用机制目

前尚不清楚。 lncRNA-339 是一种新型癌症相关

lncRNA，在多种癌症中表达上调，并与细胞迁移和侵

袭相关[6-7]。已有研究表明，lncRNA-339在EMs中表达显

著上调，在子宫内膜基质细胞系中过表达 lncRNA-339
可显著影响免疫相关基因的表达[8]，表明 lncRNA-339
是一种潜在调控 EMs 发展的基因。然而，目前

lncRNA-339 对 EMs 中的炎症反应以及 EMs 基质细胞

迁移和侵袭的作用还不清楚。因此，本研究探讨

lncRNA-339在EMs和正常子宫内膜中的表达水平，以

及 lncRNA-339是否参与了EMs中雌二醇(estradiol, E2)
介导的白细胞介素-1β（interleukin-1β, IL-1β）表达和

EMs基质细胞的迁移和侵袭，为EMs的 lncRNA相关发

病机制提供新的见解。
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1　材料与方法

1. 1　材料与试剂

人子宫内膜基质细胞系 ThESCs（CRL-4003）购于

美国培养物保藏中心。胎牛血清和 DMEM/F-12 培养

基购于美国 Gibco 公司。E2（E-2758）、IL-1β 阻断剂

（ACZ885）购于美国 Sigma-Aldrich 公司。雌激素受体

的 拮 抗 剂 ICI 182780（cas129453-61-8）购 于 美 国

Cayman Chemicals公司。lncRNA-339的特异性小干扰

RNA（siRNA）的质粒（si-339）及其阴性对照、过表达

lncRNA-33 的 pcDNA3. 1 载体（pcDNA-339）及空质粒

载 体（pcDNA-null）均 购 于 上 海 GenePharma 公 司 。

Neofect 转 染 试 剂 购 于 北 京 Neofect Biotech 公 司 。

TRIzol 及 HiScript Ⅱ Q RT SuperMix 试剂购于南京

VazymeBiotech 公司。实时荧光定量 PCR（quantitative 
real-time PCR, qRT-PCR）系统 StepOnePlus购于美国应

用生物系统公司；BCA蛋白检测试剂盒（P0010S）购于

上海碧云天公司。兔多克隆抗 IL-1β 抗体购于美国

Proteintech 公司，GAPDH 抗体（ab181602）、抗兔二抗

购于美国 Abcam 公司。Transwell 小室（24 孔板，8 µm
孔插）购于美国康宁 Costar 公司，基质胶购于美国

Gibco公司。光学显微镜购于日本Olympus公司。

1. 2　组织收集

采集我院 30例EMs患者的子宫内膜样本（EMs子
宫内膜），患者年龄 21~37岁。另采集 30例 21~39岁无

EMs的输卵管性不孕症患者经刮除术获得的正常子宫

内膜。检测正常子宫内膜和EMs子宫内膜的 lncRNA-

339 表达水平。EMs 患者符合美国生殖医学协会标

准[9]；排除盆腔炎、子宫腺肌症和功能失调性子宫出血

患者。受试者在术前 6个月内未接受激素治疗。本研

究经我院医学伦理委员会审批通过（LW2021036），患

者对本研究均知情同意。为了避免孕激素的影响，本

研究在患者最后一次月经期结束后的正常月经周期

的增殖期获得所有样本。

1. 3　细胞培养

ThESCs 细胞培养于含 10% 胎牛血清的 DMEM/
F-12培养基中，并置于37 ℃、5%CO2的湿润培养箱中。

1. 4　E2处理ThESCs细胞

将 E2和雌激素受体拮抗剂 ICI 182780（ICI）分别

溶解在DMSO中，并加入含血清和溶解苯酚的DMEM/F-12
培养基中。用不同浓度（0、1×10-11、1×10-10、1×10-9、
1×10-8 、1×10-7 mol/L）的 E2 处理 ThESCs 细胞，并用

1×10-8  mol/L 的 E2 处理 ThESCs 细胞 0、12、24、48 h。
随后，将 ThESCs细胞分为对照组（不进行治疗）、E2组

（E2 浓度为 1×10-8 mol/L）、ICI 组（1×10-6 mol/L ICI 处
理）、ICI+E2 组（1×10-6 mol/L ICI 联合 1×10-8 mol/L E2
处理）。

1. 5　ThESCs细胞转染并联合E2处理

建 立 lncRNA-339 的 siRNA 的 质 粒（si-339）。

siRNA 的序列为：5'-TCCGAGGCTCCGCTTCTCTCCG 
CTCAAGGTCTGACAGTGGGCAGCCAATTTG-3’（正义）

和 5'-CATTCCAAAATTAGCCGGCCTTGTCCCACCTGA 
CCCTGTTGCAGCTCAGTGAGGGCATCGCC-3'（反义），

其阴性对照为（siNC）。使用能有效过表达 lncRNA-33
的 pcDNA3. 1 载体过表达 lncRNA-339（pcDNA-339），

并使用空质粒载体（pcDNA-null）作为对照。通过

qRT-PCR检测 lncRNA-339的过表达效率。将 ThESCs
细胞接种于 6 孔板中，培养至 60%~80% 融合度时，使

用 Neofect 转染 si-339、pcDNA-339 以及各自的阴性对

照质粒。转染48 h后收集细胞用于后续分析。

为观察细胞转染联合 E2处理对细胞侵袭和迁移

能力的影响，在转染 48 h后使用浓度为 1×10−8 mol/L的

E2 处 理 12 h，设 为 si-339+E2 组 。 为 观 察 E2 联 合

ACZ885 对细胞侵袭和迁移能力的影响，使用浓度为

1×10-8 mol/L的E2和2 µmol/L的ACZ885共处理 12 h，设
为 ACZ885+E2 组。为观察 pcDNA-339 细胞转染联合

ACZ885对细胞侵袭和迁移能力的影响，用 1 µmol/L的

pcDNA-339转染48 h后，再用2 µmol/L的ACZ885处理

12 h，设为pcDNA-339+ACZ885组。

1. 6　qRT-PCR
采用 TRIzol 试剂提取各组中总 RNA。采用 HiS‐

cript Ⅱ Q RT SuperMix 合成 cDNA，并用 StepOnePlus
进行 qRT-PCR，以 GAPDH 作为内参基因。引物序列

见表 1。将每个样品中约 5 µg RNA用作 cDNA合成的

模板。PCR 中使用等体积的 cRNA 产物。PCR 条件：

95 ℃ 30 s，95 ℃ 10 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃聚合 30 s，
40个循环。将PCR产物于实时定量PCR仪上反应，每

个基因的实时 PCR 实验重复 3 次。采用 2−ΔΔCt法计算

目的基因的相对表达量。

1. 7　Western blot
用 BCA蛋白检测试剂盒提取 ThESCs细胞中的总

蛋白。总蛋白于 95 ℃孵育 10 min 进行变性；然后用

表1　qRT-PCR的引物序列

基因

lncRNA-339

GAPDH

引物序列

正义

反义

正义

反义

5'-GGTTGACGAAGTCTGGAACG-3'
5'-GCCCATCATTTCATTGGGTA-3'

5'-GGTGAAGGTCGGAGTCAACG‐3'
5'-CCATGTAGTTGAGGTCAATGAAG-3'
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10% SDS-PAGE电泳分离蛋白，转移到PVDF膜上。将

PVDF 膜用封闭液进行封闭，以阻止一抗与非特异性

抗原的结合，随后将膜与兔多克隆抗 IL-1β（1∶1 000）
或兔单克隆抗GAPDH（1∶1 000）抗体进行孵育。洗涤

后，用抗兔二抗（1∶400）在室温下孵育 1 h。根据制造

商的建议采用增强化学发光法使条带显色并拍照。

以GAPDH作为内参蛋白。

1. 8　Transwell细胞侵袭和迁移实验

在细胞迁移实验中，首先准备 24 孔（孔径为

8 µm）Transwell小室，不涂抹基质胶，用以研究细胞迁

移能力。其次，将处理后的各组细胞重悬于 200 µL无

血清 DMEM/F-12 培养基中，置于上室，在下室中加入

500 µL 完全培养基。Transwell 小室在 37 ℃的 5%CO2
中孵育 24 h，然后清除附着在膜上表面的细胞。最后，

在 37 ℃ 下 用 0. 1% 结 晶 紫 对 膜 下 表 面 染 色

20 min。在 Olympus光学显微镜下记录穿膜细胞数和

总细胞数，并计算细胞的迁移率，细胞迁移率=穿膜细

胞数/总细胞数×100%。使用涂有 Matrigel的 Transwell
小室研究细胞侵袭能力，其余处理与细胞迁移实验

一致。

1. 9　统计分析

采用 GraphPad Prism 5. 01 软件和 SPSS 19. 0 统计

软件进行数据分析。数据以均数±标准差（x-±s）表示。

对于正态分布的变量，组间差异比较采用 t检验，使用

单向方差分析来比较三组或三组以上的变量。

P<0. 05为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　EMs子宫内膜中 lncRNA-339的表达

与正常子宫内膜相比，EMs 子宫内膜中 lncRNA-

339 的表达水平明显上调，差异有统计学意义（t=
19. 556，P=0. 001），见图1。。

2. 2　E2 通 过 雌 激 素 受 体 上 调 ThESCs 细 胞 中 的

lncRNA-339
1×10-8 mol/L E2处理的ThESCs细胞中 lncRNA-339

的表达显著高于 1×10-9 mol/L E2处理的 ThESCs 细胞，

差异有统计学意义（t=18. 528，P=0. 004），见图2a。E2处
理的ThESCs细胞中 lncRNA-339的表达在12 h、24 h、48 h
均升高，差异有统计学意义（F=259. 220、136. 804、
175. 438，P=0. 001、0. 012、0. 009），见图 2b。在ThESCs
细胞中，ICI可反转E2介导的 lncRNA-339表达的上调，差

异有统计学意义（F=299. 082，P=0. 001），见图2c。

2. 3　E2通过雌激素受体调控 ThESCs 细胞的侵袭、迁

移和 IL-1β的蛋白表达

与对照组相比，E2组细胞迁移率升高；与 E2组相

比，ICI+E2 组细胞迁移率下调，差异有统计学意义

（t=19. 521，P=0. 002），见图 3a、b。与对照组相比，E2
组细胞侵袭率上调（P<0. 05），ICI 组细胞侵袭率无显

著变化（t=0. 775，P=0. 482）；与E2组相比，ICI+E2组细胞

侵袭率下调，差异有统计学意义（t=19. 005，P=0. 020），

*:与正常子宫内膜比较，P<0.05
图1　EMs子宫内膜和正常子宫内膜中 lncRNA-339的表达

a、b：qRT-PCR检测不同浓度E2和不同E2给药时间处理后lncRNA-339的表达；c：qRT-PCR检测各组细胞中lncRNA-339的表达 *：与0 mol/L
比较，P<0.05；#：与1×10-9 mol/L比较，P<0.05；△：与0 h比较，P<0.05；▲：与对照组比较，P<0.05；□：与E2组比较，P<0.05

图2　lncRNA-339在ThESCs细胞中表达受E2调控
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见图 3a、c。Western blot 结果显示，与对照组相比，E2
组中 IL-1β 的表达上调（t=19. 155，P=0. 005），ICI 组
IL-1β的表达无显著变化（t=1. 088，P=0. 182）；与 E2组

相比，ICI+E2组中 IL-1β 的表达下调，差异有统计学意

义（t=25. 140，P=0. 003），见图3d。

2. 4　si-339 及 ACZ885 调控 E2 诱导的 ThESCs 细胞侵

袭和迁移以及 IL-1β的表达

与 E2组相比，si-339+E2组及 ACZ885+E2组的细胞

迁移率和侵袭率均下调，差异有统计学意义（P<0. 05），

见图4a~c。与E2组相比，si-339+E2组中 lncRNA-339的

表达下调，差异有统计学意义（P<0. 05），而ACZ885+E2
组中 lncRNA-339的表达无显著差异（P>0. 05），见图4d。
与E2组相比，si-339+E2组及ACZ885+E2组中 IL-1β的表

达均下调，差异有统计学意义（P<0. 05），见图4e。
2. 5　lncRNA-339 通过上调 IL-1β 促进 ThESCs 细胞的

侵袭和迁移

与pcDNA-null组相比，pcDNA-339组的细胞迁移率

和侵袭率均上调，差异有统计学意义（P<0. 05）；与

pcDNA-null组相比，pcDNA-339组中lncRNA-339和IL-1β
的表达均上调，差异有统计学意义（P<0. 05）。与 pcDNA-339
组相比，pcDNA-339+ACZ885 组的细胞迁移率和侵袭

率均下调，差异有统计学意义（P<0. 05）；与pcDNA-339
组相比，pcDNA-339+ACZ885 组中 lncRNA-339 的表达

无显著变化，IL-1β下调，差异有统计学意义（P<0. 05），

见图5。

3　讨论

本研究发现，在EMs患者体内 lncRNA-339的表达

显著增加，而且 E2处理 ThESCs 细胞 12 h 可以显著提

高 lncRNA-339 的表达量，表明 lncRNA-339 可受 E2
的刺激而上调。已知女性体内 E2 生理浓度约为

1×10-11 mol/L 至 1×10-9 mol/L，而 EMs 组织内 E2浓度约

为 1×10-8 mol/L，因此我们设置了 E2浓度梯度，结果显

示，1×10-8 mol/L 和 1×10−7 mol/L 的 E2 都明显促进了

ThESCs细胞中 lncRNA-339表达，然而 1×10-11 mol/L至

1×10-9 mol/L的E2对ThESCs细胞中 lncRNA-339表达无

显著影响。不仅如此，E2受体的拮抗剂 ICI 还能显著

逆转 E2对 lncRNA-339的上调作用。表明 lncRNA-339
很可能在EMs中扮演一定角色。因此，我们进一步探

讨了 lncRNA-339对ThESCs细胞迁移和侵袭功能的影

响和潜在机制。

越来越多的研究表明，lncRNA 对细胞的炎症反

应、迁移、侵袭等功能具有重要的调节作用[4，10-11]，这些

lncRNA 都是从 DNA 转录而来的功能性 RNA，但大多

数不翻译蛋白[12]。近年来，lncRNA在EMs中的作用被

广泛关注[12-13]。为了探讨 lncRNA-339在EMs中的潜在

a~c：Transwell法检测E2和 ICI对ThESCs细胞迁移和侵袭的影响（×200）;d: Western blot法检测 IL-1β的相对表达 ▲：与对照组比较，

P<0.05；□：与E2组比较，P<0.05
图3　E2通过雌激素受体调控ThESCs细胞的侵袭、迁移和 IL-1β的表达
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a~c：Transwell法检测 si-339或 ACZ885对 E2诱导的 ThESCs细胞迁移和侵袭的影响（×200）;d：qRT-PCR检测 lncRNA-339的相对表达；

e: Western blot法检测 IL-1β的相对表达 *：与E2组比较，P<0.05
图4　si-339及ACZ885调控E2诱导的ThESCs细胞侵袭、迁移以及 IL-1β的表达

a~c：Transwell 法检测 pcDNA-339 或 pcDNA-339 联合 ACZ885 对 ThESCs 细胞迁移和侵袭的影响（×200）;d：qRT-PCR 检测 lncRNA-339
的相对表达；e: Western blot法检测 IL-1β的相对表达 *：与pcDNA-null组比较，P<0.05；#：与pcDNA-339组比较，P<0.05

图5　lncRNA-339通过上调 IL-1β促进ThESCs细胞的侵袭和迁移
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功能，本研究在 E2 处理 ThESCs 的基础上沉默了

lncRNA-339。结果表明，沉默 lncRNA-339能够明显削

弱E2对 ThESCs细胞促炎症因子 IL-1β的表达及迁移、

侵袭功能的促进作用。本研究还发现，E2受体拮抗剂

ICI也能够明显削弱E2对ThESCs细胞促炎症因子表达

及迁移、侵袭功能的促进作用。因此我们推测E2可通

过激活雌激素受体并促进 lncRNA-339 的表达从而促

进 ThESCs 细 胞 的 炎 症 反 应 以 及 迁 移 和 侵 袭 。

Holdsworth-Carson等[8]的研究发现，lncRNA-339可在雌

激素的作用下促进并维持原代分离的子宫内膜基质

细胞的免疫炎症反应，本研究结果与之一致。另外，

多项研究证实，lncRNA-339可诱导肿瘤细胞的迁移和

侵袭[10-11]。如 lncRNA-339过表达后可以明显促进卵巢

癌、胶质瘤、肝癌细胞的迁移和侵袭能力，而敲低

lncRNA-339 则具有相反作用 [6,14-15]。而本研究利用

lncRNA-339 的 pcDNA3. 1 过表达重组质粒转染细胞

24 h后，lncRNA-339表达显著上调（超过 7倍），而且过

表达 lncRNA-339可以显著上调ThESCs细胞的迁移和

侵袭能力，并促进 IL-1β 的表达。这些结果都说明

lncRNA-339 受雌激素的刺激后表达上调，从而促进

ThESCs的炎症反应以及迁移和侵袭。

本研究还发现，过表达 lncRNA-339 可以促进

IL-1β 的表达，敲低 lncRNA-339 可以削弱因 E2刺激

导致的 IL-1β表达增加。尽管Holdsworth-Carson等[8]观
察到 lncRNA-339 可在雌激素作用下促进免疫炎症反

应。但 lncRNA-339是直接还是间接影响 IL-1β表达以

及免疫炎症反应目前尚不清楚。很多研究提出

lncRNA 可作为内源性 RNA（ceRNA），从而与微小

RNA（miRNA）进 行 竞 争（发 挥 miRNA 海 绵 的 作

用）[16-17]。大量研究也发现，lncRNA-339 具有 miRNA
的结合位点并调控下游靶基因介导的肿瘤细胞迁移

和侵袭，这些 miRNA 包括 miR-497-5p[7]、miR-152[15]、
miR-148a-3p[6]。因此，我们推测 lncRNA-339也可能通

过miRNA调控 IL-1β表达，但还需要进一步验证。

研究表明，在 EMs基质细胞中，IL-1β的释放增加

导致炎症性子宫微环境的发展[18]，且 IL-1β增加明显诱

导了 EMs基质细胞的侵袭和迁移[19]。为验证 lncRNA-

339 促进 IL-1β 表达后是否影响 EMs 基质细胞的侵袭

和迁移，本研究在 lncRNA-339 过表达的基础上，使用

IL-1β抑制剂ACZ885明显下调了细胞的侵袭和迁移。

有研究显示，诱导 IL-1β 表达和分泌可以促进多种细

胞的迁移和侵袭[20]。这表明 lncRNA-339促进 IL-1β表

达增加是 EMs 中基质细胞侵袭和迁移增加的关键调

控途径。

综上所述，E2 通过雌激素受体诱导 lncRNA-339
的表达，进而上调 IL-1β的表达，增强EMs基质细胞的

迁移和侵袭能力。本研究进一步阐述对 EMs 中 E2介
导细胞侵袭的分子机制的理解，为促进EMs的诊断和

治疗效率提供了初步的研究基础。
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