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SLP一2调控人子宫内膜基质细胞细胞系T-HESC 

的增殖和分化 

冯 倩，刘学庆，张 雪，兰 曦，耿艳清，陈雪梅，高茹菲，何俊琳，王应雄，丁裕斌 

(重庆医科大学公共卫生与管理学院、生殖生物学实验室 ，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究stomatin样蛋白2(stomatin—like protein 2，SLP一2)对人子宫内膜基质细胞系T-HESC的增殖和分化的调控 

作用。方法：培养子宫内膜基质细胞系T—HESC，体外诱导蜕膜化，RT—qPCR、Western blot和免疫荧光方法检测 SLP-2在体外诱 

导蜕膜化模型中的表达变化以及蜕膜化标志分子催乳素(prolactin，PRL)、胰岛素样生长因子结合蛋白 1(insulin like growth fac— 

t0r binding protein 1，IGFBP1)和 Desmin的表达。转染特异性 SLP一2干扰小 RNA(siRNA)，敲低 SLP一2的表达，分析敲低 SLP一2 

表达对基质细胞增殖和分化(蜕膜化)的影响。结果：体外诱导蜕膜化条件下，诱导蜕膜化标志物 IGFBP1和 PRL的表达明显增 

加；Desmin显著表达于在体外诱导蜕膜化的细胞中；SLP一2表达明显升高。在蜕膜化细胞中转染 SLP一2 siRNA敲低 SLP一2表 

达，蜕膜化行为受到显著抑制；细胞增殖标志分子CCND3表达明显下降，细胞增殖降低。结论：SLP一2的表达可影响人子宫内膜 

基质细胞细胞系 T—HESC的增殖和分化。 
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Stomatin-like protein 2(SLP-2)regulates cell proliferation and differenation 

in endometrial stromal cellline T-HESC 

Feng Qian，Liu Xueqing，Zhang Xue，Lan Xi，GengYanqing，Chen Xuemei，Gao Rufei， 

He Junlin，Wang Yingxiong，Ding Yubin 

(Laboratory ofReproductive Biology，School ofPublic Health and Management，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To study the role of stomatin-like protein 2(SLP-2)in regulating proliferation and differentiation in humans 

endometrial stromal cell line T—HESC．Methods：The cultured human endometrial stromal cell line T—HESC was used an in vitro 

model to test the expression of SLP一2 and decidualization marker molecules insulin like growth factor binding protein 1(IGFBP1)， 

prolactin(PRL)and Desmin in induced decidualized T-HESC by RT-qPCR，Western blot and lmmunofluorescence．Small inte— 

fference RNA(siRNA)was used to knock down of SLP-2 and study the role of SLP-2 in T-HESC cell proliferation and differentiation 

under deeidualization induction．Results：The expression of decidualization marker IGFBP1．PRL and Desmin was significantly 

increased under induced decidualization in vitro．SLP一2 expression was stimulated in decidualized T—HESC．Knocking down SLP一2 

by siRNA in decidualized T-HESC critically decreased T—HESC cell proliferation and downregulated proliferation makers EdU and 

CCND3．The expression of IGFBP1 and PRL was also significantly reduced following SLP—．2 siRNA transfection in decidulized T—． 

HESC．Conclusion：SLP一2 is involved in regulating T—HESC cell proliferation and differentiation． 
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婴儿等人_丁助孕技术蓬勃发展，移植的高质量胚胎 

依然存在低植入率和妊娠高失败率等问题 其中的 
一 个重要因素是子宫内膜的生长发育障碍或与移 

植胚胎发育的不同步lll 

研究已知 ，胚胎植入的成功与否 ，一方面取决 

于早期胚胎发育形成具有着床能力的囊胚 ，另一方 

面则取决于子宫内膜协同性进入接受状态．即胚胎 
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植入的“窗口期”[2】。胚胎植入后，囊胚与子宫内膜上 

皮发生粘附反应，在甾体激素作用下 ，围绕囊胚的 

子宫基质细胞开始大量增殖和分化(即子宫内膜蜕 

膜化)。蜕膜化的作用目前被认为是为胚泡的发育 

提供营养。且对发育初期的胚胎起免疫性保护作 

用 。人类女性的蜕膜化发生于分泌晚期的子宫内 

膜，围绕螺旋动脉展开[3]。子宫内膜基质细胞的增殖 

和蜕膜化对正常妊娠的建立和维持起着至关重要 

的作用[5-6]，该过程被一系列起源于胚胎和母体的调 

节因素所控制p～。然而，子宫内膜蜕膜化的潜在分 

子机制 目前尚不完全明确。 

Stomatin样蛋白2(stomatin—like protein 2。SLP一 

2)是哺乳动物 Stomatin家族高度保守的成员，首次 

发现于成熟红细胞中[81，并相继在一些组织和细胞 

中发现大量 SLP一2蛋白存在[91。在细胞质，SLP一2可 

形成高阶低聚体并和外周膜骨架蛋白反应【 01。线粒 

体蛋白质组学研究发现SLP-2是线粒体蛋白，在诸 

多细胞中可调节线粒体生物学功能[1l～3Ji SLP一2在 

人体中发挥重要而广泛的生物学作用_l41。研究发现， 
一 些癌细胞中过表达 SLP一2会调节细胞生长、细胞 

粘附和肿瘤发展[T5-161。在人体内下调 SLP一2会抑制 

肿瘤细胞的迁移和增殖[14,16-17】。由此可知，SLP一2对 

癌症的发生起潜在的预报作用。亦有研究表明， 

SLP一2在子宫内膜腺癌中呈过表达趋势并且参与其 

中的细胞增殖和细胞粘附过程【堋。在子宫内膜异位 

症中。SLP～2亦扮演重要角色Il81。我们的前期表达谱 

研究数据显示SLP一2在小鼠蜕膜细胞中高表达，但 

是SLP一2对子宫内膜细胞的增殖和分化诱导作用 

目前不清楚。本研究拟初步分析SLP一2对人子宫内 

膜基质细胞系T—HESC的增殖和分化调控作用。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 子宫内膜基质细胞系 人子宫内膜基质细胞系 T— 

HESC购于 American Type Culture Collection(ATCC⑧CRL- 

4003TM)。 

1．1．2 实验试剂 Vimentin(#5741)、Cytokeratin7(#4465)和 

p肌动蛋白(#4970)抗体购于 Cell Signaling Technology公司； 

Desmin(16520—1一AP)和 SLP-2(10348—1一AP)抗体购于 Pro— 

teintech公司：胰岛素样生长因子结合蛋白 1(insulin like growth 

factor binding protein 1．IGFBP1；sc-6072)抗体购于Santa Cruze 

公司：山羊抗兔一HRP二抗购于武汉博士德。RNA逆转录试 

剂盒 PrimeScriptTM RT Master Mix和 RT-qPCR试剂盒 SYBR~ 

Premix Ex Taq Ⅱ购于大连 TaKaRa公司。EdU细胞增殖检 

测试剂盒购于广州锐博生物。碳吸附血清购于 Biolo—gical 

Industries。DMEM／F一12培养基购于 Sigma公司。青、链霉素 

购于碧云天。 

1．2 方法 

1．2．1细胞系培养 细胞在含有 10％碳吸附血清、100 IU／mL 

青霉素和 100 b~g／mL链霉素的DMEM／F一12培养基中培养， 

每2-3 d进行分瓶传代。 

1．2．2 RNA提取 弃培养基．加 1 mL RNAiso Plus于培养 

瓶中，冰上静置 5 min，反复吹打细胞贴壁面，将悬液转移至 

1．5 mL EP管中，4℃离心，12 000 g，5 min。收集上清转移到 

新的EP管中。加入200 tzL氯仿，震荡混匀，静置5 min，4 oC 

离心 ，12 000 g，15 min。吸取上清转移至新的EP管中，记录 

所吸取的上清容积，加入等量异丙醇，轻轻震荡混匀，4 oC 

离心 ，12 000 g，10 min。弃上清，加入用 DEPC水现配的75％ 

乙醇洗涤沉淀，7 500 g，5 min。弃上清，晾干沉淀，加入适量 

DEPC水溶解沉淀。超微量核酸蛋白测定仪测定总RNA浓度 

和纯度。 

1．2．3 qRT—PCR 参考 PrimeScriptTM RT Master Mix试剂盒 

将 RNA逆转录成 cDNA，按照SYBR~Premix Ex TaqTM II试 

剂盒说明书．在 BIO—RAD iQ5荧光实时定量PCR仪上进行 

PCR反应。反应体系如下：预变性(95 oC 3 min)；PCR反应(39 

个循环；95 oC 10 S；63 oC 30 S)；溶解 曲线[65～95 oC(0．5~C) 

5 s1。每组实验重复3次，ACTB作为内参，采用 2一△△0法计算 

基因的表达量。在公共引物数据库PrimerBank中查询所需引 

物序列，见表 1。 

表 1 引物序列 

Tab．1 Primers for qRT-PCR 

1．2．4 Western blot 用每孔200 l蛋白缓冲上样液收集 24 

孔板细胞后 100℃煮沸 10 min使蛋白变性，等体积的蛋白 

样品上样于 10％聚丙烯酰氨凝胶上进行电泳。蛋 白条带电转 

在聚乙二烯纤维素膜上。5％脱脂奶粉封闭1 h，孵一抗4 oC 

过夜。用 TBST洗膜 3次，孵二抗置于 37 oC 1 h，用 ECL试剂 

进行发光检测。Quantity One图像软件分析。 

1．2．5 细胞转染 人 SLP一2 siRNA由吉玛公司(表 2)设计 

合成。以Lipofectamine 2000(Invitrogen)为载体在子宫内膜基 

质细胞系 T—HESC中进行 SLP一2 siRNA(50 nmol／L)和对照 

siRNA(50 nmol／L)转染．48 h后收集细胞，可用于提取 RNA 

和蛋白质。 
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表 2 siRNA序列 

Tab．2 Small interference 0ligOnucleOtides 

I．2,6 怵外诱 蜕ⅡIl化 禽有 10％的碳吸附胎，卜『 占的 

I)MEMIl'、一l 2 乔JIL；-_f1 J Jl『入 】0 n rI1(1l／I．雌 醇(PsIrailil1l_1~2)， 

1#mnl／I (pl stet’one，P4)干̈ 0．5 nnnol／1 8-浈一环膦峻 

fl1=(8- —i·AMI，)诱 蜕膜化 l3 ti 

1．2．7 免疫伏 )匕 胞川 4％多 ⋯醛溶液【古】定 25 ll1．11． 

PI}S洗涤 3次．Jt J 1％的 BSA溶液封闭 1 tl，孵育一抗 4 ：过 

仪 2人I IIS洗涤 3次后 ．荧光二抗事温孵育 l ll'I)APl染 

10 mil1． 十木 斯 BX43 做成像系统 卜荧 ) 像 

I．!．8 钏胞埘吼伶洲 d【I试剂盒捡洲增吼的 r坩内腆璀 

r,2fill JIB 依照ij~+liJ J I；JJl1人 10 Ixnll ，1 5一乙炔 一2()一脱瓴 

孵仃fillfJ乜4 ll_然f 进f 闸定、渗透和 EdU染色 、川 5 mI 

Ihii+(·list 33342 10 Illill 最后成像 

1．3 统计分析 

他川 s I7．0统汁软件及 Graptipal'|5．0软件进行数 

j)'fJ7搜作 ，采川 ／伶验进行两两比较统 汁分 ：采川· 

索 ‘ 分析埘多川教 统计分忻，同时采川 I SI)一1进i ⋯J 

多 比较，定 f 教 以均数 4-标准 ( ± ) 愉验水准 ： 

0 0 

2 结 果 

2．1 子宫内膜基碾细胞系培养的形态学特点及鉴定 

T—III~SC ¨内 质细胞系 纤维样 长， 观⋯K 

梭形 多『『】彤 2和I·肜念，放射状排列(『冬1 1A) 波形 

Vilnl illill j『fj l I Cvtilkeratin7免疫荧光染 {】】J_爪．于 f、f1人j 

膜 质川胞 ‘f!=删 V_l11 rItiil染色J：̈性，(：、 h keratbl7染 l'J-： 

( ⋯) 投镜 卜随机选取 4个不同IK域，汁数『jJf．II％+Itl胞敬 

细JJ乜总数比 ， ， F宫内膜拭质细胞 系的纯度 7,j 

(96．63±2．10)％ 

2．2 体外诱导蜕膜化促进人子宫内膜基质细胞系SI P_2的 

表达增加 

J 探¨ I 1'-2 体外诱导蜕膜化的人 rH内膜 质 

Jj包系 t 的太 ． 川 j：宫 F2、P4和环瞵酸腺什((．AMP)驳 

处}q!flll胞糸 I 3 il f· ．分析琏质细胞发生蜕膜化改变足 

j SI P-2 达．rl‘『 十1f炎 Western blot和f(1R F-PCR分村 愉湖0 

l ，J：．9 i 0I!fLft',jf，ji 分 产能孑L索(1lrolaetin，PI／I )币【1 1(；FB1 1 

inl／N̂ 水 均iiJ J Jl1 增加倍数g)-+lJ为(223．700±5．696) 

俯(t=39．09()，，)_()．00())f『I(418．300 4-3．528)f (仁1 l 8．300，P= 

0．000)( 2) 疫荧比结果 爪 ．蜕膜化标志分 r I)esniin 

：怵外诱廿蜕睽化坝， p的荧光强度 著增Jju( 3) 以 f 

纳 f『J1．r”I～帧坫顷细胞系体外诱导蜕膜化成功 11、j‘， 

P 2 I I&达水、r相1 WiR A表达水甲 体外诱导蜕膜化幔 

型Ij】增加4．3倍， 仃统川‘ 后 ，illI'INA水平经统 汁分忻埘 

DN(2．541 4-0．107)俯(，=I9．560，P=O．000)(罔4) HI；l-hllJ‘ ， 

SI P一2可能参与 _r f’ 1人】膜 质钏IJ也蜕膜化过程 

A．人 r f内{J其J J砸绷【Jj也形态学隧I片 

l】、Pl "4elgl 

E2+I 4 A }1怵外诱 r iiI']SC 
圳 、B为l～参 ’州  ⋯ 比 ，圳 )fl(】 

( ．wP Pr11 hi<it榆洲 I)w ·shlrI1 l1 结 定：I}分折 

、I：lP1蛋f j水、 It BPI棚对友达 fJ} 

图 2 子宫内膜基质细胞体外诱导蜕膜化 

Fig 2 In vitro decidualization of human endometrial stromal ce 

line T—HESC 

l  j J l 黧 一 _ J 一 
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f)、 

绿包丧爪 lh smin_埂CON阳 r{ f 号，篮色去示 I)AP 
包 胞卡爱， j 50 r̈ 

图3 检测 Desmin的免疫荧光强度 

Fig 3 Detection of Desmin immunostaining under in vitro 

decidualization and control in the T—HESC cell line by 

immunofluorescence 

Ii’一] ——- 叫— 

、( _ -_—  — — _  kl 

l 5 

1．0 

()5 

0．0 

、．、、t-sl· ii hill1愉测 sl P一2 

外诱 蜕膜化幞} { 的 达 

a： j对 《组}H}七．P=0 000 

j．sl』1)-2{I-体外诱导蜕膜化 
模 f 表达水半定鼙分析 

图4 SLP～2在体外诱导蜕膜化模型中的表达 

Fig 4 SLP-2 protein expression in T—HESC under vitro 

decidualizatiOn 

2,3 SI I)-2在子宫基质细胞蜕膜化中的作用 

进 -步沦}j S1 卜2 h-子宵内膜基质细胞蜕脱化巾所 

世的fi Jl J，研究采JI J转染特异 sI p一2 sirNA 细胞，敲低 

Sl IL2  ̂I & WPslP r『1 I|lot 1 qRT—PCR结 捡 0 5 示 ． 

诱 蜕膜化条什 F．2111]]／2培养至第 】o灭时 ，加入 S1 P一2 

sil{NA，体外诱 培养 72 h 结 爪 埘照组相比，十扰 

f口 敲骶 }】_2， 太丛；r}降低约 3／4(t：23．640，P=0．000) 

( 5)。l 仃统汁 ’ ：丛 ⋯ S1 P一2 siRNA特芹性抑制 r 

I }'-2的 1 P-2下州 0㈨时．蜕膜化标忠分子IGI~"一 

BI'1 j I 的InRN、水、卜们 分圳 降低 2／3(F--1 646，．P= 

0．000)f1I 4／5(F--23．640．P=0．000)，如 6所示 研究揭示 

敲低 SI r_2丧丛 l『j‘以抑制 T—liESC细胞系蜕膜化反应的进 

f 

．̂(IR I’一I (：I{榆{删I(；FI{I’I转染 
sI 1'-2 siI{NA l i 外蜕腆化 

-  u-

200

__Ⅲl I1 0 l l ■■■_ ≥ 1 _ z ；■_ ()I】{ _-■ 兰L——⋯ 一 ． 
仪， Ii的瑟达 化模J f r的表达 

图6 敲除SLP一2对蜕膜化标志物表达的影响 

Fig．6 Effect of human SLP一2 knock—down on PRL 

2．4 sI|lL2参与调控子宫内膜基质细胞的增殖 

J抱增吼址卸I胞蜕膜化过 lIl的啊要特 之 一，敝小研 

究进一步枪测 J 诱导蜕愤化条件 卜sirNA敲低 P一2表达 

×'『 r—HESC }1{胞增 的i l1向 果̂ ，J 染々 sl_P一2 siRNA的 

胞，EdU fjf卜PI-细胞半下降 l／2(1=lo．050，P=O．O01)，iit 明细 

}】包增州能力fI』】 Vi／；~I( 7)，细胞增矾 忠 I,klf[~t胞 期货l，I 

I)3(CCN1)3)表达 lI』J!I 卜 州2／3(仁28．440．P=O．000)( 8) 

这些结 衷『J』】SI I)-2 n J‘能参 j州控 r_HESC蜕腴化过徉叶1子 

'q'lqII~ 质 胞的增 

I I，一2 sil{  ̂ 一 

E2+l 4+I-A~l I + 

Melge 

红也衷 ÷H) ·P'l!?lll胞，蓝色表达 HIlt hrst33342 
染包细胞俊， 尺丧， 50 m 
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B．定量计算A图 

Western blot结果 

图 8 敲除 SLP一2对体外诱导蜕膜化过程的T—HESC细胞周期蛋 

白 D3(CCND3)表达的影响 

Fig．8 Knock—down of SLP一2 inhibited cell proliferation marker 

Cyclin D8 expression under in vitro decidualization in T-HESC 

3 讨 论 

子宫内膜蜕膜化的发生对于成功妊娠的建立 

至关重要 I。在人类子宫中，蜕膜化过程自发形成， 

伴随着排卵的发生 ，子宫进入分泌期 ，在这个时期 

孕激素水平的增加诱导雌激素致敏。使基质细胞重 

塑且分化为蜕膜细胞，为胚胎植入做好铺垫。因此， 

子宫内膜蜕膜化这个过程是胚泡植人和维持妊娠 

的必要条件翻。目前，利用体外培养的人类子宫内膜 

基质细胞进行体外诱导蜕膜化是研究子宫内膜增 

殖和分化相关功能基因的重要手段之一。本研究采 

用 T—HESC细胞系作为体外诱导蜕膜化模型，其鉴 

定结果显示 ，Vimentin免疫荧光染色阳性率达99％． 

而 Cytokeratin7免疫荧光为阴性，显示该细胞的特 

基质细胞属性 。进而，在 E2、P4和 cAMP的联合作 

用下蜕膜化标志物IGFBP1和 PRL的表达均明显 

S~Dl：i，同时另外一种标志物Desmin的荧光强度亦明 

显增强，提示T—HESC可作为体外人工诱导蜕膜化 

的细胞模型。这也进一步证实了永生化细胞系虽经 

多代培养，依然具有正常子宫内膜基质细胞的体外 

蜕膜化反应特征 ，能可靠地用于子宫内膜基质细胞 

的蜕膜化调控研究[21-22] 

SLP一2是哺乳动物 Stomatin家族高度保守的成 

员，首次发现于成熟红细胞中 ，是一种外周膜蛋 

白。人类的 SLP一2染色体定位于9p13，由3个主要 

的结构域组成：N端 螺旋区、由仅螺旋和 B折叠 

交替组成的结构域和 C端结构域。除表达于红细胞 

外，心脏、脑 、肝脏和胰腺中均有表达，但其特性和 

功能未知[231。近年来，线粒体蛋白质组学研究发现 

SLP一2是线粒体蛋白，在众多细胞中可调节线粒体 

生物学功能⋯31。目前，关于 SLP一2基因的生物学功 

能研究依然偏少，在子宫内膜发育和着床中的研究 

暂无报道。有研究表明，SLP一2在子宫内膜腺癌中呈 

现过表达趋势并且参与其中的细胞增殖和细胞粘 

附过程_15】 在子宫内膜异位症中，SLP一2也扮演重要 

角色 ]。这提示SLP一2与子宫内膜的发育分化存在 
一 定的关系。本研究利用 E2、P4和 cAMP对人子宫 

内膜基质细胞永久细胞系进行体外诱导蜕膜化后 ， 

发现 SLP一2表达大幅上调，暗示 SLP一2参与调控该 

细胞的蜕膜化进程。 

现已知蜕膜化过程主要特征包括细胞的显著 

增殖和分化。利用 siRNA敲低 SLP一2的表达后发 

现，基质细胞增殖过程的标志蛋白CCND31241的表达 

显著下调．EdU染色阳性细胞显著减少，提示SLP一2与 

T—HESC细胞蜕膜化过程中的细胞增殖密切相关。 

Zhang等[ 63发现 SLP一2过表达可促进鳞状细胞癌的 

生长和粘附。此外，SLP一2的表达亦与小鼠的 T细 

胞增殖相关_l3J’下调 SLP一2表达则抑制细胞的增殖 

并改变细胞周期的进程l】7J。这些进一步印证了我们 

的发现，即SLP一2的表达与T—HESC细胞的增殖相 

关。 

进而本研究还发现 SLP一2敲低后，蜕膜化标志 

物 IGFBP1和 PRL表达明显下调，显示 SLP一2与T～ 

HESC细胞的分化相关。目前，关于 SLP一2与细胞分 

化相关性的研究仅在 T细胞的激活中有报道 ， 

SLP一2对其他细胞分化的影响有待进一步探索 此 

外，SLP一2是目前已发现的线粒体中的重要功能基 

因【131，该基因是否通过线粒体途径及相关信号通路 

而影响子宫内膜基质细胞的增殖和分化，都有待进 
一 步研究 
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