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摘要 :利用 BALB/ c 小鼠子宫内膜异位症 ( EMs)模型 ,采用实时荧光定量 PCR 技术和酶联免疫吸附试验 ,从 mRNA 水

平和蛋白水平上检测了 EMs BALB/ c 小鼠腹腔免疫细胞和腹腔液中的巨噬细胞移动抑制因子 ( MIF) 在造模后变化情

况. 结果显示 :造模后的 21 d 内 MIF 在基因水平和蛋白水平上都高于对照组 ,尤其在异位灶形成的早期阶段增加更为显

著.提示 MIF 与 EMs 的发生发展过程关系密切 ,可能参与早期的病理活动过程.
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　　子宫内膜异位症 ( EMs)是指子宫内膜出现于子宫

腔以外的区域 (主要在盆腔腹膜) 所引起的一种病变.

EMs 是最常见的妇科疾病之一 ,伴随着疼痛、不孕等

症状 ,在育龄妇女中 ,其发病率大约为 10 % ,且还有上

升的趋势[1 ] . EMs 的确切发病机制还不清楚 ,目前以

Samp son 的“经血逆流种植学说”为主导 ,并认为 :一

些有活性的子宫内膜组织碎片随经血逆流至腹腔 ,经

历粘附 - 侵袭 - 血管形成的过程 ,逐渐形成具有分泌

激素并对激素产生反应的活性病灶[2 ] . 巨噬细胞移动

抑制因子 ( MIF) 是一种重要的免疫和促血管生成因

子 ,文献报道 , EMs 患者腹腔液中 MIF 的水平显著高

于正常妇女 ,提示 MIF 在 EMs 发病过程中发挥了重

要作用[324 ] . 但是 ,在 EMs 发生发展过程中 MIF 发生

怎样的变化 ,目前未见报道. 本研究构建 EMs 小鼠模

型 ,分别运用实时荧光定量 PCR ( R T2PCR) 和酶联免

疫吸附试验 ( EL ISA)检测 EMs 小鼠中 MIF 基因和蛋

白水平 ,观察从子宫内膜到达盆腔至异位灶形成后的

一段时间内 (21 d) EMs 小鼠腹腔微环境中 MIF 的变

化情况 ,以期揭示 MIF 在 EMs 发病过程中可能存在

的作用.

1 　材料与方法

1. 1 　动物、仪器与试剂
SPF 级 BALB/ c 小鼠 175 只 ,雌性 ,8 周龄 ,体质

量 19～21 g ,性周期 4～5 d ,厦门大学生命科学院实验

动物中心提供. 在室温 21～23 ℃、湿度 60 %～75 %、

12 h 光照交替的条件下喂养.

仪器 : Roter2Gene3000 荧光定量 PCR 仪为澳大

利亚 Corbett Research 公司产品 ;BIO2RAD My Cyler

型普通 PCR 仪和 SIGMA 1214 离心机分别为美国

BIO2RAD 和 SIGMA 产品. 试剂 : RNAspin Mini Kit

购自瑞典 GE Healthcare 公司 ; R T2PCR 试剂盒购自

日本 Ta KaRa 公司 ; EL ISA 试剂盒购自美国 R &D

Systems 公司 ;其他试剂均为国产分析纯.

1. 2 　动物分组及 EM 小鼠模型的建立
挑选符合条件的 BALB/ c 小鼠 175 只 ,随机分成

接受鼠 110 只为研究组 ,捐赠鼠 55 只 ,未造模组 10 只

为对照组. 参照我们之前报道过的方法[ 5 ] 制作成 EMs

小鼠模型. 设立 11 个观察日 (即造模手术后的第 1 ,2 ,

3 ,4 ,5 ,6 ,9 ,12 ,15 ,18 和 21 天) ,每次观察 10 只.

1. 3 　样品收集
颈椎脱臼法处死小鼠 ,腹腔注射 3 mL 无菌 PBS ,

反复冲洗小鼠腹膜腔辅予轻揉腹部 20 次 ,尽可能吸尽

腹腔洗液置于 2 个 PE 管中 , 1 个管离心 10 000 r/

min ,1 min ,弃上清液 ,收集沉淀细胞 ,并迅速放入液氮

罐中 ,用于提取 RNA ; 另 1 管离心 2 000 r/ min , 5

min ,收集上清液 ,迅速放入液氮罐中 ,用于酶联免疫

吸附试验.

1. 4 　总 RNA 提取及 RT2PCR
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总 RNA 的提取 :采用 RNAspin Mini 试剂盒提

取 ,操作按照说明书进行. cDNA 合成 :按 R T2PCR 试

剂盒说明书配制 R T2PCR 反应体系 20μL ,含 4μL

PrimeScript Buffer ( 5 ×) , 1. 0 μL PrimeScrip t R T

Enzyme Mix Ⅰ,1. 0μL Oligo d T Primer (50μmol/

L ) ,1. 0μL Random 6 mers (100μmol/ L) ,10μL To2
tal RNA ,3μL dd H2 O. 反转录反应条件为 : 37 ℃ 15

min (反转录反应) ;85 ℃5 s (反转录酶的失活反应) .

R T2PCR :按 R T2PCR 试剂盒说明书进行. 引物序列由

宝生物工程大连有限公司合成 ,以β2actin 为内参.β2
actin 上游引物序列 : 5′2CA TCCGTAAA GACCTC2
TA T GCCAAC23′; 下游引物序列 : 5′2A T GGA GC2
CACCGA TCCACA23′. MIF 上游引物序列 : 5′CT G2
CACA GCA TCGGCAA GA23′;下游引物序列 : 5′2T T2
GGCA GCGT TCA T GTCGTAA23′. 20 μL 体系中含

10μL SYBR Premix EX Taq (2 ×) ,0. 4μL PCR For2
ward Primer (10μmol/ L) ,0. 4μL PCR Reverse Prim2
er (10μmol/ L) ,1. 6μL cDNA 和 7. 6μL dd H2 O. 反

应条件为 :95 ℃预变性 10 s ,1 个循环 ;95 ℃5 s ,60 ℃

20 s , 45 个循环. 反应在 Roter2Gene3000 荧光定量

PCR 仪上进行. R T2PCR 产物利用仪器上自带的 R G2
3000 系统软件分析 ,可观察扩增曲线和熔解曲线 ,并

对 cDNA 的含量进行定量分析 ,计算样本的 △△CT

值. 通过 2 - △△CT 方法[6 ] 分析 MIF 基因的相对表达情

况.

1. 5 　EL ISA
腹腔液 MIF 的蛋白定量用 EL ISA 测定 ,具体操

作按照试剂盒 (Mouse MIF EL ISA kit)说明进行.

1. 6 　统计分析
采用 SPSS 14. 0 软件进行统计分析 ,数据以 x ±s

表示 ,两组间比较采用两样本 t 检验 ,相关性分析采用

person 相关分析 ,以 p < 0. 05 为差异有统计学意义.

2 　实验结果

2. 1 　造模结果
造模后于第 l ,2 ,3 ,4 ,5 ,6 ,9 ,12 ,15 ,18 ,21 天观察

每次剖腹 10 只接受鼠 ,了解造模结果. 第 1 天见异位

灶生长 ,第 2 天开始出现鲜红色斑点或血泡 ,此后病灶

的颜色和大小也随着时间发生变化 ,逐渐变为白色或

透亮的囊肿或疤痕. 取下病损组织 ,用常规石蜡包埋、

H E 染色 ,根据 EMs 的病理学诊断标准 ,镜下可见子

宫内膜腺体或间质者可确诊为子宫内膜异位症. 图 1、

2 显示的分别是 EMs 小鼠模型和异位灶病理组织切

片图. 在 110 只接受鼠中 ,有 101 只造模成功 ,成功率

为 91. 82 % ,造模效果良好.

2. 2 　不同造模时间内 EMs 小鼠模型 MIF mR2
NA 的变化情况

用 R T2PCR 检测 120 只 BALB/ c 小鼠 (其中未造

模组 10 只为对照组) 腹膜腔中免疫细胞 MIF mRNA

的水平 ,观察在造模后不同观察日内 MIF mRNA 表

达的变化情况 (图 3) ,并将对照组规定为第 0 天. 结果

显示 ,造模后 MIF mRNA 的水平在 11 个观察日里均

显著高于未造模组且呈现出一定的变化规律. 第 1 天

开始上升 ,至第 2 天达到第 1 个峰值 ,而后至第 5 天回

落到一低值 ;在第 6 天和第 12 天分别又出现 2 个峰

值 ,在其他时间里则在一定水平上波动. 第 1 个峰值

(3. 64 ±0. 21)又明显比第 2 个峰值 (1. 88 ±0. 15)和第

3 个峰值 (1. 88 ±0. 11)要高 ( p < 0. 01) ;而第 2 个峰值

和第 3 个峰值之间无显著性差异 ( p > 0. 05) ;造模后

第 1～3 天的均值 (2. 70 ±0. 83) 显著高于第 4～21 天

的均值 (1. 54 ±0. 23) ( p < 0. 05) ;第 4～21 天的均值

亦显著高于对照组 (1. 00 ±0. 09) ( p < 0. 05) .
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　图 3 　MIF mRNA 水平随时间的变化情况

　Fig. 3 　Change in mRNA level of MIF over time

2. 3 　不同造模时间内 EMs 小鼠模型 MIF 浓

度的变化情况
从图 4 可以看出 ,造模后 MIF 的浓度在 11 个观察

日里均显著高于未造模组且呈现出一定的变化规律.

从造模第 1 天起小鼠腹腔液中 MIF 的浓度随即开始上

升 ,并于第 3 天达到最高峰 ,并于第 5 天回落至低值 ;第

12 天再次出现一个峰值 ,而后又下降并在一定水平内

波动. 第 1 个峰值 [ (1. 109 ±0. 061) ng/ mL ]又显著高

于第 2 个峰值[ (0. 774 ±0. 046) ng/ mL ] ( p < 0. 05) . 造

模后第 1～4 天的均值 [ (0. 983 ±0. 105) ng/ mL ]显著

高于第 5～21 天的均值[ (0. 629 ±0. 081) ng/ mL ] ( p <

0. 05) ;第 5～21天的均值显著高于对照组[ (0. 38 ±

0. 02) ng/ mL ] ( p < 0. 05) .

　图 4 　MIF 蛋白水平随时间的变化情况

　Fig. 4 　Change in the protein level of MIF over time

3 　讨　论

EMs 是一种受多种因素影响的疾病 ,其发病机制

还尚不清楚. 越来越多的证据表明炎症反应与 EMs 有

着密切的联系. 研究发现 ,与健康妇女相比 EMs 患者

腹腔内巨噬细胞的数目和活性增加 ,其分泌的一些炎

症相关因子如 IL21β, IL26 , IL28 , TN F2α, MCP21 ,

MMP29 等也有明显的上升[ 7 ] . 因此 ,另一炎症相关因

子 MIF 与 EMs 有着何种联系 ,值得我们研究. 尽管已

有报道 EMs 患者腹腔液 MIF 水平显著高于正常人 ,

但 MIF 的上升是发生在异位病灶形成之前还是形成

之后以及它的变化是否遵循着某种模式均尚不清楚.

MIF 于 1966 年首次被报道 ,是最早发现的细胞

因子之一[8 ] . 近年来 ,人们发现 MIF 是一种重要的多

功能细胞因子 ,参与了炎症反应、免疫应答、细胞增殖、

血管生成以及肿瘤形成等多种生理生化过程 ,与多种

炎症疾病和自身免疫疾病的发病有关[9210 ] . Yang 等[11 ]

研究发现 ,人的子宫内膜异位细胞能够分泌 MIF ,并

具有促进人内皮细胞有丝分裂作用 ,可能与 EMs 中新

生血管形成过程有关. Kat s 等[12 ] 采用 R T2PCR 和

Western Blot 技术 ,发现 EMs 患者的异位组织中 ,

MIF 在基因和蛋白水平上都高效表达 ,尤其是在有明

显血管形成和白细胞浸润的异位灶中 ,MIF 的高表达

更为明显 ;另外 MIF 在异位组织中的高效表达主要是

在间质中的内皮细胞、巨噬细胞和 T 淋巴细胞 ,暗示

MIF 与血管形成和炎症局部浸润有着紧密联系.

本研究发现 ,MIF 在造模后的 21 d 内在基因水平

和蛋白水平上都高于对照组 ,其中异位灶形成的早期

阶段 (第 1～3 天) ,MIF mRNA 的均值为 (2. 70 ±0. 83)

显著高于中晚期 (第 4～21 天) 的均值 (1. 54 ±0. 23) ,

后者又显著高于对照组 (1. 00 ±0. 09) ;异位灶形成的

早期阶段 (第 1～4 天) MIF 的蛋白浓度均值[ (0. 983 ±

0. 105) ng/ mL ]显著高于中晚期 (第 5～21 天) 的均值

[ (0. 629 ±0. 081) ng/ mL ] ,后者又显著高于对照组

[ (0. 38 ±0. 02) ng/ mL ] . 可见 ,不管是在基因水平还

是在蛋白水平上 ,MIF 在异位灶形成的早期阶段都出

现了高表达的情况. Kat s 等[ 12 ] 曾发现 MIF 在红色细

小的异位灶中的表达显著高于在典型的蓝黑色或者白

色异位灶中的表达 ,提示 MIF 主要在具有活性及早期

阶段的异位灶中表达 ,支持了我们的研究结果. 从

MIF 在异位灶形成早期的高表达及 MIF 参与促炎反

应及血管形成的生理效应上 ,有理由推测 MIF 在

EMs 早期病灶产生和新生血管形成中起着重要作用.

此外 ,我们的研究还发现 MIF 在造模后的第 1 天便显

著上升 ,而此时尚未有异位灶形成. 也就是说 MIF 在

异位灶形成之前就开始上升 ,这和我们之前研究的几

种细胞因子的变化规律是一致的[5 ] . 提示 MIF 的增加

很有可能是 EMs 形成的原因之一 ,而不是由 EMs 引

起的结果 ,这还需要进一步研究证实.
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在 11 个观察日里 ,MIF 的蛋白水平与 mRNA 水

平较为一致. 提示 EMs 小鼠模型中后期阶段 MIF 分

泌的减少 ,更有可能是由于 mRNA 合成减少或者

mRNA 的不稳定性而引起的 ,在翻译水平或者翻译后

的事件引起的可能性较小. 因此 ,在 EMs 中 MIF 在转

录水平上如何调节 ,有必要进一步深入研究.

综上所述 ,本研究显示在 EMs 小鼠造模后的一段

时间内 ,MIF 水平变化遵循着某种较为固定的模式 ,

其基因和蛋白水平在异位病灶形成前就显著上升 ,并

在早期阶段 (第 1～4 天)维持一高水平 ,中晚期 (第 5～

21 天) 明显下降 ,但仍显著高于正常小鼠. 提示 MIF

的增加更可能是 EMs 形成的原因而不只是 EMs 引起

的结果 ,它可能在异位内膜早期的血管形成过程中发

挥重要的作用 ,从而作为 EMs 病理生理过程中一种关

键的细胞调节因子 ,值得我们进行更深入的研究.
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Change of MIF after Induction of Endometriosis in a Mouse Model
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Abstract :By using the built BALB/ c mice endometriosis model ,the mRNA and protein levels of MIF in the peritoneal cavity immu2
nocytes and peritoneal fluid of model mice were detected through real2time quantitative RT2PCR and EL ISA ,respectively. The result s

showed that in the 21 days after induction the mRNA and protein levels of MIF in model mice were all significantly higher than con2
t rol group . MIF was markedly expressed in early2stage endometriotic lesions. It was revealed that MIF play a key role in the patho2
physiology of endometriosis ,and may involve in the early process of the pathology.
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