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EMs异位及在位内膜问质细胞 Cx43的 

表达及 GJIC功能的体外研究 

刘志能，姚珍薇，唐良萏，赵纯全，张建华 

(重庆医科大学附属第一医院妇产科 ，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究子宫内膜异位症(EMs)的异位与在位内膜间质细胞中Cx43的表达及间隙连接细胞间通讯(GJIc)功能，探 

讨间质细胞 GJIc功能异常对 EMs发病的影响。方法：取 24例卵巢处子宫内膜异位灶、41例 EMs在位内膜以及 3O例正常子宫 

内膜，分离出间质细胞，加入雌、孕激素培养 ，建立体外间质细胞培养模型。利用激光共聚焦显微镜(LSCM)分别检测三组间质细 

胞的Cx43表达及 GJIC功能。结果：间质细胞成功培养率分别为：异位内膜组 45．8％(11／24)、EMs在位内膜组 92．7％(38／41)、对 

照组 93．3％(28／30)，异位内膜间质细胞纯度为95％，在位内膜间质细胞纯度达 98％。EMs异位内膜间质细胞中 Cx43表达水平 

及 GJIC功能明显比其他两组低，正常对照组的 Cx43表达水平及 GJIC功能最高，且差异均有显著性(P<0．01)。结论：(1)同时 

建立 EMs异位内膜、在位内膜及正常内膜间质细胞的体外模型，有助于研究 EMs的发病机制；(2)间质细胞中 Cx43蛋白表达下 

调及其 GJIC功能异常与 EMs发生有关，调节 Cx43表达或 GJIC功能可能是潜在的治疗策略。 
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Study on Cx43 exp ression and fu nction of GJ I C i n ectopic and 

eutopic endometrial stromal cells in vitro 

LIu Zhineng．et al 

(Department of Gynecology and Obstetrics，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate Cx43 expression and gap junctional intercellular communication(GJIC)in ectopic and 

eutopic endometrial stromal ceHs in endometriosis (EMs)，and to explore the influence of aberrant GJIC in stromal cells on 

pathogenesis of EMs．Methods：The stromal ceHs were isolated from samples including 24 ectopic endometriotic tissues l~ated 

in ovaries，41 eutopic endometria with endometriosis and 30 normal endometria．Th e endometrial stromal cells models were 

established in vitro by being cultured in manual conditions mimicked with estrogen and progesterone．Laser scan ning confocal 

microscopy (LSCM)was used to determine the expression of Cx43 protein and the function of GJIC in three groups stromal 

ceHs．Resu／ts：Th e success rate of isolation and culture of endometriotic stromal ceHs was 45．8％(11／24)；of eutopic endometrial 

stromal cells with EMs was 92．7 (38／41)；of normal endometrial stromal ceHs was 93．3％(28／30)．Th e purities of ectopic and 

eutopic endometrial stromal cells were 95％ and 98％ respectively．Th e level of Cx43 protein an d the function of GJIC in 

stromal ceHs from ectopic endometrial tissues were much lower than those from the other two groups，the highest level of Cx43 

protein and the function of GJIC were observed in norm al endometrial stromal ceHs group，and the differences am ong these 

groups were significant (P<0．01)． Conclusions：(1) It will be helpful to establish models of norm a1． ectopic and eutopic 

endometrial stromal cells ／n vitro simultaneously when investigating the pathgenesis of EMs
．  (2)Downregulation of Cx43 

expression and aberrant function of GJIC are related to pathogenesis of EMs．Regulation of Cx43 or GJIC in endometrial stromal 

ceHs is implied to be a potential strategy to treat EMs． 

【Key words】 Endometriosis (EMs)；Cell culture；Stromal cell；Connexin43 (Cx43)；Gap iunctional interee11ular communication 

(GJIC)；Fluorescence recovery after photobleaching(FRAP) 

子宫内膜异位症(Endometriosis，EMs)是指子宫 

作者介绍 ：刘志能(1975一 )，男，主治医师，博士生， 

主要研究方向：妇科肿瘤及子宫内膜异位症的治疗。 

内膜组织(包括腺体和间质 )出现在子宫体以外的 

部位并引起临床症状。它在育龄妇女中的发病率高 

达 10％～15％，常造成患者盆腔疼痛、性交不适甚至 
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不孕 ，严重危害着患病妇女的身心健康。目前 EMs 

的发病机制尚未完全阐明，现有的手术及药物治疗 

效果均不甚理想。EMs具有类似恶性肿瘤的侵袭、 

复发、种植及远处转移等生物学行为，提示二者之 

间可能具有某些相似的发病机制。近来大量研究表 

明间隙连接细胞间通讯(Gap iunctional intercel lu— 

laLr communication，GJIC)功能异常是细胞癌变、瘤 

灶转移、侵袭的重要机制之一【”，故推测 EMs的发病 

过程中可能也出现了 GJIC功能异常。由于子宫内 

膜间质细胞在 EMs发病中起着极为重要的作用，且 

决定着上皮细胞的 GJIC功能【2’3】。因此，我们运用间 

接免疫荧光法检测了正常内膜间质细胞和 EMs的 

异位、在位内膜间质细胞中与 GJIC相关的 Cx43蛋 

白的表达 ，并应用荧光漂 白后恢复技术(Fluores— 

cence recovery after photobleaching，FRAP)研究了 

不同间质细胞 GJIC功能，以探讨间质细胞 GJIC功 

能改变在EMs发病中的作用，为临床寻找新的治疗 

策略奠定理论基础。 

1 材料与方法 

1．1 研究对象 

实验组 ：选取重庆医科大学附属第一医院妇产科 2006 

年 2月 ～2007年 1月住院行手术治疗的内异症患者 4l例 ， 

患者年龄 24～48岁，平均(35．8±3．27)岁，4l例患者中合并 

24例单侧或双侧卵巢巧克力囊肿 ；取同期因子宫肌瘤行子 

宫全切术的患者 (排除患有 EMs)30例作为对照组 ，年龄 

23～5O岁，平均(36．3±4．06)岁。对照组与实验组患者年龄 

无差异显著性(P>0．05 o所有病例均在剖腹行子宫、附件全 

切术后，无菌条件下刮取靠近子宫底部的内膜组织或剥取卵 

巢巧克力囊肿的内壁 ，并立即放入含 50U／ml青霉素、链霉素 

的无菌 D—HBSS平衡盐溶液的小瓶中，于 20min内送奎实验 

室。所有病例均无其他内外科疾病，手术前6个月未接受激 

素治疗或化疗，均经开腹手术及术后病理确诊。采取标本均 

得到患者的同意，并签署了知情同意书。 

1．2 主要试剂及设备 

FD(Fl2，DMEM)培养基(不含酚红 )、胶原酶 一I、DNase 

I均购 自Gibco公司；胎牛血清购自杭州四季青生物制品有 

限公司；E2(17 13一Estradio1)、P(progesterone)为 Sigma公司产 

品；6-CFDA购自Fluka BioChemika公司(1~19586·)。使用前 

先用二甲基亚砜(DMSO)配成浓度为 lmg／ml的储存液 。分装 

后 置 一2O℃保 存 ；Cx43单克 隆抗 体 由 Zymed公 司提 供 

(№l3—8300#)；vimentin鼠抗人单克隆抗体系进口分装(即用 

型工作液)；二抗为 FITC标记的羊抗鼠单克隆抗体(进口分 

装 ，浓缩液 )；100目(孔径 150 m)、4OO目(孔径 35 m)的 

不锈钢丝细胞滤网购自重庆恒益仪器有限公司；倒置显微镜 

(带 viewcapture摄像系统)为日本 Nikon TE2000一U型；激光 

共聚焦显微镜为德国I~ica TCS—SP5型。 

1．3 方 法 

1．3．1 细胞的分离、培养 在位子宫内膜及异位内膜组织细 

胞的分离、培养参考文献 并加以改良：将内膜组织标本置 

入冰冷的 D—HBSS平衡盐溶液中反复冲洗 。尽量去除血凝 

块，再将组织剪成 0．5～1．0ram3大小的碎块，转入刻度离心管 

内。加适量的 0．2％胶原酶 一I。置 37℃、5％CO：细胞培养箱 

内消化 l～1．5h(其间每间隔 20rain用巴氏管吹打混匀 1次)； 

胶原酶 一I消化结束后加入 DNase I继续消化 30rain，然后 

加含有胎牛血清的培养液终止消化 ，以 1000rlmin离心 

5min，并用不含血清的培养液洗涤 2次，将洗涤后的细胞悬 

液过 100目的细胞滤网，以去除黏液和未消化的组织，所得 

滤液含单个间质细胞及腺上皮细胞团；再将滤液过 4OO目的 

细胞滤网。此时所得滤液主要为间质细胞(反向冲洗未滤过 

的腺细胞团 ，收集用作其他实验)。以 1 X 105／ml的密度接种 

于铺有盖玻片的6孔板内。放入37℃、5％CO：细胞培养箱内 

培养。30min后将未贴壁细胞轻轻吸出，加入含 10％胎牛血 

清无酚红 FD培养基继续培养。第 1次 24h后换液，以后每隔 

2天换液 1次。用于Cx43免疫荧光及 GJIc功能检测的细胞 

均加人生理剂量 E：、P进行培养 5天(E：终浓度为 170pg／ml、 

P终浓度为 200pg／m1)。 

1．3．2 细胞形态观察及纯度鉴定 

直接应用 Nikon倒置显微镜每 日对细胞进行形态学观 

察 ，并用 viewcapture系统摄像。采用免疫荧光技术鉴定细胞， 

并进行纯度分析：一抗 vimentin鼠抗人单克隆抗体为工作 

液 ，二抗 F1TC标记的羊抗鼠单克隆抗体工作浓度为 1：100， 

阴性对照用磷酸盐缓冲液(PBS)代替一抗 ，阳性对照利用子 

宫在位内膜组织或小鼠肝细胞。vimentin阳性染色视为间质 

细胞 。 

1．3．3 Cx43免疫 荧光测定 

将分离纯化后的基质细胞置于生理剂量的 E：、P中培养 

5天，达到性激素水平同步化。间质细胞免疫荧光按常规及 

试剂说明书操作：细胞经 4％多聚甲醛室温固定 20rain，加入 

的一抗 Cx43单克隆抗体按 1：4OO稀释，FITC标记的二抗工 

作浓度为 1：100，采用 l％碘化丙啶(PI)染核，最后以 50％缓 

冲甘油封片，置共聚焦显微镜下观察、摄像 ，图像采用 I~ica 

LAS AF软件quantify程序进行荧光强度测定。 

1．3．4 用 FRAP法检测间质细胞的GJIC功能1"71 

细胞在生理剂量的E2、P中生长 5天后，取出贴壁单层 

生长的细胞爬片，HBSS液清洗 3次，转入空的 6孔板中，加 

入 lO s／ml 6-CFDA lml(将储存液用含有 Ca2．、M 的 

HBSS缓冲液稀释而成)，置 37℃、5％CO：细胞培养箱中孵育 

10～15min。取出后用 HBSS液洗涤，再加入少量不含血清的 

培养液。上机检测。实验中选择3种细胞：①周围与其它细胞 

紧密连接，需用激光去淬灭的细胞，作为漂白细胞；②孤立于 

其它细胞，也需用激光去淬灭的细胞，作为单个细胞，用于对 
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Cx43蛋白的表达低于对照组(P<0．01)，表明 EMs 

在位内膜间质细胞与正常内膜对 Cx43蛋白表达的 

调控存在着差异。谯建等[101X,1-不同月经周期 EMs在 

位内膜石蜡标本进行 Cx43免疫组化分析也有类似 

的发现。本实验还发现 EMs异位 内膜间质细胞 

Cx43蛋白的表达较两组在位内膜显著减少，甚至不 

表达(未见荧光信号)，这与 Regidor等人的研究结 

果一致【l1】。这些发现表明 EMs发生与间质细胞 Cx43 

表达下调有关。EMs异位组和在位组 Cx43蛋白表 

达下调提示这两组间质细胞中间隙连接数减少，小 

分子物质或调节信号在相邻细胞间的传输效率可 

能下降。 

GJIC是近年来研究的热点，研究者们发现肿瘤 

和转化细胞普遍存在GJIc功能缺陷。随着激光扫 

描共聚焦显微镜 (Laser scanning confocal micro— 

sc0pe，LSCM)的问世 ，FRAP技术可用于对活细胞 

GJIC功能进行动态、定量的测定。本实验采用的荧 

光染料 6一CFDA对细胞无毒性，并有膜通透性，它 

本身不发光，进入细胞后水解成6一CF，6一CF则可被 

波长为 488nm的激光激发出黄绿色荧光且无膜通 

透性，因此荧光物质进入细胞后无法通过细胞膜出 

来，即只有通过细胞间隙连接通道才能相互交换。 

经激光漂白(荧光被淬灭)后，细胞内的荧光恢复速 

度与程度能较好地反映细胞的GJIC功能【7，12]。 

FRAP实验发现 ，EMs异位 内膜 间质细胞的 

GJIC功能显著低于 EMs在位内膜组，EMs在位内 

膜间质细胞 GJIC功能亦低于对照组。间质细胞 

GJIC功能状态与其 Cx43蛋白表达量是一致的，即 

Cx43表达量高 ，GJIC功能增强 ，Cx43蛋白表达量 

低，GJIc功能减弱。结果表明Cx43蛋白表达量决定 

了体外培养内膜间质细胞的 GJIC功能，提示上调 

Cx43表达将是改善间质细胞 GJIC功能的有效策 

略。 

在正常子宫内膜中，间质细胞对上皮细胞起着 

十分重要的支持和调节作用，间质细胞的生长及其 

产生的细胞因子、酶类和功能蛋 白等生物活性物 

质 ，可影响上皮细胞的生长和功能，并对子宫新生 

肿瘤的发生有重要意义；正常内膜间质细胞尚可直 

接调节上皮细胞的 GJIC功能131。因此笔者推测，在 

EMs的发病过程中，由于 Cx43表达下调，造成了间 

质细胞 GJIC功能异常，间质细胞 GJIC功能异常一 

方面使间质细胞本身失去周围正常细胞的调控而 

容易获得 自主性生长，另一方面导致了间质细胞对 

上皮细胞的支持和调控作用减弱，内膜细胞之间失 

去正常的调控信息，接触抑制和密度依赖性生长作 

用减弱 ，细胞相互间的粘附能力降低，导致部分细 

胞容易脱落，因而出现了类似与肿瘤细胞的异位种 

植和侵袭。但是 EMs间质细胞 GJIC功能异常的调 

节机制可能有别于肿瘤细胞，即EMs间质细胞只是 

在 Cx43的基因转录或蛋白翻译、加工水平出现了 

下调，没有发生原癌基因的激活，亦无 Cx43基因的 

突变，故 EMs间质细胞的生长是可控的。但目前有 

关异位内膜间质细胞中Cx43基因及蛋白合成、加 

工的调控环节或信号转导途径还不清楚，需待进一 

步研究。 

EMs异位内膜间质细胞与对应的EMs在位内 

膜间质细胞在 Cx43表达、GJIC功能上均有差异，异 

位内膜与在位内膜的这种差异的原因可能系两者 

间质细胞之间存在表型差异 ，或者是子宫内膜组织 

由各种具有不同反应性的异源性细胞亚群组成[13】。 

在逆流入腹腔、卵巢等处的月经期内膜中，那些 

GJIc功能异常的细胞亚群可能因细胞间信号分子 

传递障碍而失去调控，逃避了免疫清除，获得了较 

强的生存能力，最终与部分上皮细胞一起发展成异 

位灶。 

通过上调 EMs内膜间质细胞 Cx43的表达、恢 

复其 GJIc功能，使细胞自身信号包括许多离子和 

小分子物质在细胞间正常流动，调控细胞增殖、分 

化按正常的程序进行，这可能是治疗 EMs的潜在策 

略。 

参 考 文 献 

[1】 Trosko JE，Ruch RJ．Gap junctions as targets for cancer 

chemoprevention and chemotherapy[J]．Curt Drug Targets，2002；3 

(6)：465—482． 

【2】 赵 昀，张 宏，李亚里，等．子宫内膜细胞的培养和侵袭性研究 

叽．解放军医学杂志，2003；28(5)：425--427． 

【3】 Schlemmer SR，Kaufman，DG．Endometrial stromal cells regulate 

g~p-junction function in normal human endometrial epithelial cells 

but not in endometrial carcinoma cells叨．Mol Carcinog，2O0o；28(2)： 

70-75． 

[4】 Matthews cJ，Redfem CP，Hirst BH，et a1．Characterization of 

human purified epithelial and stromal cells from endometrium and 

endometriosis in tissue cuhure[J1．Fertil Stefil，1992；57(5)：990—997． 

【5】 谭先杰，刘东远，郎景和，等．子宫内膜腺上皮及基质细胞分离、 

培养作为子宫内膜异位症体外细胞模型的探索【J】．现代妇产科进 

(下转第 1077页) 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


重庆医科大学学报2007年第32卷第 10期 [Journal of Chongqing Medical University 2007．Vo1．32 No．10) 一 1 077 一  

通过抑制环氧化酶活性 ，进而抑制前列腺素合成 ， 

使 I"XA，生成减少，对血栓的形成有一定的抑制作 

用I5I。然而在本研究中，氯诺昔康复合曲马多组的 

PT、APT]'较 I组虽有延长，但均在正常范围内，无 

临床价值。 

恶心 、呕吐往往是患者在使用阿片类药物镇痛 

时难以接受的不 良反应。氯诺昔康在减轻镇痛同 

时，在恶 L,DI~吐反应上较沙菲组有明显的优势。氯 

诺昔康不引起肠胀气，术后排气时间较沙菲组明显 

提前。其镇静作用亦较沙菲组减轻 ，有利于患者起 

身活动，促进康复。在安全剂量下，氯诺昔康对肾功 

能无影响，两组患者移植肾均存活。 

综上所述，在肾移植术后中到重度疼痛的患者 

中，经静脉 PCA给药时，氯诺昔康复合曲马多和沙 

菲复合曲马多镇痛同样有效。相对于 I组引起的恶 

心、呕吐，排气延迟和深度镇静，氯诺昔康具有更好 
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的耐受性，适于临床推广使用。 
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