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摘要 利用荧光定量 PCR和Western blot检测证实，在异位的子宫内膜组织中 Dicer和 Drosha的表达低于在位子宫内膜组
织，随后体外培养在位子宫内膜组织，采用 siRNA干扰 Dicer和 Drosha，发现与干扰对照组相比，子宫内膜细胞的增殖加快
而凋亡减少；同时 ELISA检测显示转化生长因子 -茁1(transforming growth factor-beta 1, TGF-茁1)的表达上调；Western blot检
测显示凋亡抑制蛋白 Bcl2表达增加而促凋亡蛋白 Bax的表达减少．结果表明，miRNA的重要调节者 Dicer和 Drosha可以影
响 TGF-茁1及 Bcl2/Bax的表达进而影响细胞的增殖和凋亡，从而参与了子宫内膜异位症的形成．
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子宫内膜异位症(endometriosis，EMs)是妇科
最常见的良性疾病之一，发病率高达 10%～15%，
有逐年上升趋势．EMs主要引起不孕、痛经、慢
性盆腔痛等症状．EMs的病因尚不明确，目前存
在多种假说，如种植学说[1]、免疫学说[2-3]、疾病来

源的子宫内膜干细胞存在异位[4]等，仅用一种或几

种学说解释所有 EMs 的发生机制都有一定局限
性．因此，进一步探究 EMs的病因对于指导并寻
找新的诊疗方法，有着十分重要的意义．

MicroRNA(miRNA)是近几年在真核生物中发
现的一类内源性的具有调控功能的 RNA，其大小
长约 20～25个核苷酸，主要通过与靶 mRNA的互
补配对而在转录后水平上对基因的表达进行负调

控，导致 mRNA的降解或翻译抑制[5-7]．作为重要

的调节分子，miRNA参与生命过程中一系列的重
要进程，包括病毒防御、造血过程、器官形成、细

胞增殖和凋亡、脂肪代谢、肿瘤发生等．人类基因

组中确认的 miRNA已有上千个，约 30%的编码蛋
白基因受其调控[8]．miRNAs的产生涉及到两种关
键的酶类：首先是转录后长片段的 RNA 分子在
细胞核内被双链 RNA特异的核酸酶 Drosha 处理

成为 70～100 个核苷酸组成的发夹结构 RNA
(pre-miRNA) [9]．这一发夹结构 RNA 运输到细胞
质，再被另一个双链 RNA特异的核酸酶 Dicer剪
切[10]，最终就得到 19～23个核苷酸组成的成熟的
miRNA．鉴于 Dicer和 Drosha所起到的重要作用，
研究人员推测疾病中 miRNA表达谱的变化可能是
由于这两种重要的酶类发生变化引起的．最近的研

究也证实在乳腺癌[11]、卵巢癌[12]、肺癌[13]、神经母

细胞瘤[14]等多种疾病中均存在 Dicer和 Drosha的表
达降低. 那么在异位子宫内膜(ectopic endometrium，
EC)中是否存在 Dicer和 Drosha的变化？在位子宫
内膜细胞(eutopic endometrium，EU)中的 Dicer 和
Drosha发生变化后是否会影响细胞的增殖和凋亡？
且其影响细胞增殖凋亡的可能途径是什么？本研究

拟检测异位和在位子宫内膜中 Dicer 和 Drosha 的
变化情况，并原代培养在位子宫内膜细胞，检测在
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干扰 Dicer和 Drosha后细胞 TGF-茁1和凋亡相关基
因的表达，并观察细胞增殖和凋亡的变化情况，以

期阐明 Dicer和 Drosha在 EMs形成中的作用并为
临床治疗 EMs提供新的靶点．

1 材料与方法

1援1 仪器和试剂

TRIzol 和 Lipofectamine 2000 (lipo2000)购自
Invitrogen公司；逆转录试剂盒为 Promega公司产
品；TGF-茁1 ELISA 试剂盒为 Uscnlife 产品；兔
抗人 Dicer、 Drosha、 Bcl2 和 Bax 均购自 Cell
Signaling公司，Annexin V-FITC 细胞凋亡检测试
剂盒购自碧云天公司．

1援2 标本采集和处理

人体组织取样规程由中南大学湘雅医院伦理委

员会批准．所收集的组织样本来源于在中南大学湘

雅医院妇产科就诊的卵巢子宫内膜异位症患者，在

征得患者同意之后共收集了 6例样本，异位内膜取
自卵巢内膜异位囊肿，在位内膜为同一患者的在位

子宫内膜组织(表 1)．

取得上述患者的异位子宫内膜和在位子宫内膜

组织后，将组织冻存于液氮，随后用 TRIzol提取
细胞总 RNA．用三去污裂解液裂解细胞，于 4℃，
12 000 g离心 10 min去除沉淀，BCA法测定蛋白
质含量．

1援3 在位子宫内膜细胞原代培养

子宫内膜细胞的培养参照文献[15]报道的方
法，将术中取材的内膜组织用含双抗的生理盐水洗

涤 5次，加入 2～2.5倍 0.1%胶原酶消化液及等量
0.25%胰酶消化液，移至 25 ml玻璃培养瓶内，混
匀后于 37℃、5% CO2培养箱中放置 30～50 min不
等，每 5 min振荡一次．将消化的细胞悬液分别通
过孔径为 105 滋m、88 滋m、37 滋m的筛网，并重

复一次，收集过滤在筛网上的细胞，0.4%台盼蓝染
色，活细胞计数密度为 1伊105/ml种入 75 ml的培养
瓶中，加入含有 10%胎牛血清的 DMEM/ F-12培养
液 5～10 ml，置入 37℃、5% CO2培养箱中培养，

每 2～3天换液一次．
1援4 siRNA干扰 Dicer和 Drosha细胞的构建
针对 Dicer 和 Drosha 的特异性 shRNA 序列

(表 2)[16]，由上海吉玛公司合成并连接入含荧光素

酶报告基因的载体中．

待原代培养的细胞生长至对数生长期时，

将细胞按 2 伊 105 个接种于 6 孔板中，培养细胞
至生长密度为 70%～80%的融合，加入 15 滋l
Lipofectamine 2000于 100 滋l无血清培养基中混匀
静置 15 min，稀释 10 滋g DNA于 100 滋l无血清培
养基中，混合上述 Lipofectamine 2000 与 DNA 稀
释液，室温放置 30 min，分别用 Hank's液与无血
清培养基洗涤细胞，将上述混合物加入 6孔板中，
然后再加 800 滋l 无血清培养基，CO2 培养箱中，

37℃培养 5 h，弃上清，加入完全培养基继续培养
48 h，48 h后提取蛋白质检测干扰效果．
1援5 qRT鄄PCR 检测 Dicer 和 Drosha mRNA 表达
水平

收集样本后冻存于液氮，取出后把组织放入已

预冷的研钵中进行研磨，待组织样本成粉末状后，

加入 TRIzol，随后按 TRIzol试剂盒说明书提取细
胞总 RNA．采用琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度
法检测 RNA的纯度和浓度．荧光定量 PCR法扩增
各组织 Dicer和 Drosha的 mRNA．按定量 RT-PCR
试剂盒说明取 1 滋g总 RNA逆转录合成 cDNA，然
后以 SYBR Green玉作为荧光标记物，在 Light
Cycler荧光实时定量 PCR仪(购自德国 Roche公司)
上进行 PCR反应，引物序列见表 3．通过融解曲
线分析和电泳确定目的条带，驻驻CT 法进行相对
定量．

Table 1 Source of human eutopic and ectopic
endometrium in ovarian endometriosis

Patient Age/years Weight/kg

1 28 49

2 33 56

3 35 53

Table 2 Target sequences for shRNA
shRNA Target sequence

shluc TCCTAAGGTTAAGTCGCCCTCG

shDicer GCTGGCTGTAAAGTACGACTA

shDrosha GCCAGATGAGACTGAAGACAT
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Table 3 PCR primers for target gene

Target gene Sense Antisense

Dicer GTACGACTACCACAAGTACTTC ATAGTCACCTGCCAGACTGT

Drosha CATGTCACAGAATGTCGTTCCA GGGTGAAGCAGCCTCAGATTT

GAPDH ATCAAGATCATTGCTCCTCCTGAG CTGCTTGCTGATCCACATCTG

1援6 Western blot法测定 Dicer、Drosha、Bcl2和
Bax的表达
组织标本冻存于液氮，取出后把组织放入已预

冷的研钵中进行研磨，待组织样本成粉末状后，加

入 200 滋l预冷的细胞裂解液,置冰上 30 min，4℃、
12 000 g离心 10 min，取上清液进行蛋白质分光光
度仪定量(BCA 法)．各组 shRNA 细胞在转染后
48 h用 D-Hanks液洗 3次后加入预冷的细胞裂解
液，置冰上 30 min，4℃、12 000 g离心 10 min，取
上清液进行蛋白质分光光度仪定量(BCA法)．每组
取 30 滋g蛋白质加热变性后，7% SDS-PAGE分离
检测 Dicer 和 Drosha，12% SDS-PAGE 分离检测
Bcl2和 Bax，电转移至 PVDF膜上，含 5%脱脂奶
粉的 TBS 缓冲液封闭 1 h，分别加入 1∶1 000
稀释的兔抗人多克隆抗体，4℃孵育过夜．用含
Tween-20 的 TBS 缓冲液洗膜 3次，每次 10 min，
随后加入 1∶5 000稀释的辣根过氧化酶标记的羊
抗兔第二抗体，37℃孵育 1 h．TBST 洗膜 3 次，
每次 10 min，化学发光法(ECL)检测条带．茁-肌动
蛋白作为内参照．

1援7 ELISA法检测 TGF鄄茁1的表达
取对数生长期子宫内膜细胞，0.25%胰蛋白酶

消化，10%胎牛血清 DMEM培养液调整细胞浓度，
接种 104个 /ml 的细胞至 96孔细胞悬液，24 h后
使用 Lipofectamine 2000转染不同的 shRNA和阴性
对照质粒，转染 48 h后取各组上清 50 滋l 用于人
TGF-茁1的检测，操作步骤参照试剂说明书进行，
酶联免疫仪 450 nm处测吸光度值．
1援8 MTT法检测细胞增殖
接种 5伊103个 /ml 的细胞至 96 孔细胞悬液，

24 h后使用 Lipofectamine 2000转染不同的 shRNA
和阴性对照质粒，转染 48 h后开始分批检测细胞
增殖，每孔加入 20 滋l MTT(5 g/L)，继续培养 4 h
后去除培养基，加入 150 滋l DMSO室温震荡混匀

30 min, 使结晶物成分溶解，使用酶标仪在 490 nm
波长测定各孔的吸光度值并记录结果．每组细胞

设阴性对照 1孔，11个平行孔，并重复进行 3次
实验．

1援9 Annexin V鄄FITC标记流式检测细胞凋亡
待原代培养的细胞生长至对数生长期时，将细

胞按 2伊105个于 6孔板中，培养细胞至生长密度为
70%～80%的融合，使用 lipo2000 转染不同的
shRNA 和阴性对照质粒，转染 24 h 后采用无血
清饥饿法诱导细胞凋亡，无血清培养基培养细胞

48 h后把各组 shRNA细胞培养液吸出至一合适离
心管内，PBS洗涤贴壁细胞一次，胰酶消化细胞后
加入细胞培养液，转移到离心管内，1 000 g离心
5 min，收集细胞，PBS 重悬细胞并计数．取
5伊105～10伊105 重悬的细胞，1 000 g离心 5 min，
弃上清，加入 195 滋l Annexin V-FITC 结合液轻轻
重悬细胞．加入 5 滋l Annexin V-FITC混匀．室温
避光孵育 10 min．1000 g离心 5 min，弃上清，加
入 190 滋l Annexin V-FITC结合液轻轻重悬细胞．
加入 10 滋l碘化丙锭染色液混匀，冰浴避光放置．
随即进行流式细胞仪检测．

1援10 统计学分析

采用 SPSS11.5统计软件，实验数据均以 x 依 s
表示，数据显著性检验用方差分析，并进行组间比

较，P < 0.05为差异有统计学意义．

2 结 果

2援1 qRT鄄PCR 检测在位和异位子宫内膜组织中
Dicer和 Drosha的表达
收集组织样本并按 TRIzol试剂盒说明书提取

细胞总 RNA，qRT-PCR检测 EU和 EC中 Dicer及
Drosha的表达，结果显示在 EC中 Dicer和 Drosha
的表达低于 EU(图 1)．
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银

Fig. 3 Effect of shRNAs on Dicer and Drosha
protein expression in eutopic endometrium

Eutopic endometrium cells were transfected with shRNA against Dicer

and Drosha. Scrambled shRNA was used as control. The effect of

shRNAs on Dicer and Drosha protein expression was determined by

Western blot.

Fig. 2 The protein expression of Docer and Drosha
in eutopic and ectopic endometrium

in ovarian endometriosis
The protein was extracted from 3 paired of eutopic and ectopic

endometrium in ovarian endometriosis, and was used to assess the

expression of Dicer and Drosha by Western blot.

2援2 Western blot 检测在位和异位子宫内膜组织
中 Dicer和 Drosha的表达
收集组织样本并提取细胞总蛋白，Western blot

检测 EU和 EC中 Dicer及 Drosha蛋白的表达，结
果显示在 EC 中 Dicer 和 Drosha 蛋白的表达低于
EU(图 2)．

2援3 在位子宫内膜细胞采用 shRNA干扰 Dicer和
Drosha的效果检测
待原代培养的细胞生长至对数生长期时，将细

胞按 2伊105个于 6孔板中，培养细胞至生长密度为
70%～80%的融合，分别取 shLuc、 shDicer 和

shDrosha转染入细胞，48 h后提取蛋白质检测干扰
效果．Western blot结果显示干扰后 Dicer和 Drosha
的表达分别明显减少(图 3)．

2援4 MTT 检测干扰 Dicer 和 Drosha 对在位子宫
内膜细胞增殖的影响

接种 5伊103 个 /ml 的细胞至 96 孔细胞悬液，
24 h后使用 Lipofectamine 2000转染不同的 shRNA
和阴性对照质粒，转染 48 h 后采用 MTT 检测
shRNA 对 EU 增殖的影响，结果显示 shDicer 和
shDrosha均能促进体外培养的 EU细胞的增殖(图 4).

2援5 Annexin V鄄FITC 流式检测干扰 Dicer 和
Drosha 对在位子宫内膜细胞凋亡的影响
待原代培养的细胞生长至对数生长期时，将细

胞按 2伊105个接种于 6孔板中，培养细胞至生长密
度为 70%～80%的融合，使用 Lipofectamine 2000
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Fig. 1 The mRNA expression of Dicer and Drosha
in eutopic and ectopic endometrium

in ovarian endometriosis
Total RNA was extracted from 3 paired of eutopic and ectopic
endometrium in ovarian endometriosis, and was used to assess
the expression of Dicer and Drosha by quantitative real time
RT-PCR. Data is presented as x 依 s (n = 3, **P < 0.01). : EU;
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Fig. 4 Effect of Dicer or Drosha on the eutopic
endometrium cell proliferation

Eutopic endometrium cells were transfected with shRNA against Drosha

(shDrosha), Dicer (shDicer), or luciferase (shLuc). The cell proliferation

was measured by MTT. Data is presented as x 依 s (n = 3, **P < 0.01).
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Fig. 7 Effect of Dicer and Drosha shRNAs on
protein levels of Bcl2 and bax

EU were seeded, grown to 70% confluence and transfected with shRNA
after 48 h, the effect of Dicer and Drosha shRNAs on protein levels for
Bcl2 and Bax was assessed by Western blot.

Fig. 6 Effect of Dicer and Drosha shRNAs
on protein levels of TGF鄄茁1

EU were seeded, grown to 70% confluence and transfected with shRNA
after 48 h, the effect of Dicer and Drosha shRNAs on protein levels
for TGF-茁1 was assessed by ELISA. Data is presented as x 依 s (n = 3,
**P < 0.01).

2援6 干扰 Dicer 和 Drosha 对在位子宫内膜细胞分
泌 TGF鄄茁1表达的影响
取对数生长期子宫内膜细胞，接种 104/ml 至

96孔细胞悬液，24 h后使用 Lipofectamine 2000转
染不同的 shRNA和阴性对照质粒，转染 48 h后取
各组上清 50 滋l用于人 TGF-茁1 ELISA检测，结果
显示干扰 Dicer 和 Drosha 均能增加细胞上清
TGF-茁1的表达(图 6)．

2援7 干扰 Dicer 和 Drosha 对在位子宫内膜细胞
Bcl2和 Bax蛋白表达的影响
待原代培养的细胞生长至对数生长期时，将细

胞按 2伊105个接种于 6孔板中，培养细胞至生长密
度为 70%～80%的融合，分别取 shLuc、shDicer和
shDrosha转染入细胞, 48 h后提取蛋白质检测 Bcl2
和 Bax的表达．Western blot结果显示，干扰 Dicer
和 Drosha后凋亡抑制蛋白 Bcl2表达增加而促凋亡
蛋白 Bax的表达减少(图 7)．

Fig. 5 Effect of knockdown Dicer or Drosha on the eutopic endometrium cell apoptosis
Eutopic Endometrium cells were transfected with shRNA against Drosha (shDrosha), Dicer (shDicer), or luciferase (shLuc). The cell apoptosis was

measured by Annexin V-FITC.
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转染不同的 shRNA和阴性对照质粒，转染 24 h后
采用无血清饥饿法诱导细胞凋亡，无血清培养基培

养细胞 48 h后用 Annexin V-FITC标记流式细胞仪

检测细胞凋亡，结果显示 shDicer和 shDrosha均能
抑制体外培养的 EU细胞的凋亡(图 5)．
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3 讨 论

近年，随着大量子宫内膜异位症(endometriosis,
EMs)相关临床基础研究的开展，人们对此病的认
识不断深入，EMs的临床诊治也逐渐规范，但该
病的彻底治疗及预防复发依然是临床上的棘手问

题，且 EMs的发生发展过程仍是未解之谜．由于
它的某些生物学行为与恶性肿瘤类似，具有组织侵

袭、局部播散、远处转移和复发等恶性行为，而肿

瘤与 miRNA及其重要的调节酶 Dicer和 Drosha的
相关性已获得了大量研究的证实[17-20]，于是我们推

测子宫内膜异位症的形成与 miRNA及调节miRNA
产生的酶类也有着密切联系．

miRNA的表达谱会发生变化已经在多种疾病
包括异位子宫内膜中得到了证实 [21-22]． 最近

Nicoletta 等 [23]通过 qRT-PCR 在 13 位患者中明确
5 个 miRNA 在异位子宫内膜中发生了变化，分
别为 hsa-miR-200a、 hsa-miR-200b、 hsa-miR-200c、
hsa-miR-182和 hsa-miR-202．鉴于 miRNA 的产生
涉及到了细胞核内特异的核酸酶 Drosha和细胞浆
内特异的核酸酶 Dicer，近期人们又开展了对 Dicer
和 Drosha 的研究，通过大量组织样本检测发现，
Dicer 和 Drosha 在许多疾病中，如卵巢癌、乳腺
癌、肺癌等肿瘤，其表达水平降低且与临床进展相

关，并进一步证实 Dicer 和 Drosha 的表达降低与
患者的生存率也存在相关性[11-14]．因此我们研究了

Dicer和 Dosha在异位子宫内膜和在位子宫内膜中
的表达，发现在异位子宫内膜中 Dicer 和 Drosha
的表达低于在位子宫内膜，提示异位子宫内膜

miRNA的表达发生变化与其产生相关的两个核酸
酶有一定的联系．此外，功能方面的研究显示，敲

除 Dicer的小鼠胚胎干细胞分化紊乱在生长早期容
易死亡[24]．Dicer表达水平降低还能影响细胞的免
疫反应，干扰 Dicer 和 Drosha 的表达能促进细胞
转化并更具有致癌性[25]．我们的实验发现，在干扰

Dicer和 Drosha后细胞出现了增殖加速和凋亡减少
的现象，进一步说明 Dicer 和 Drosha 能影响子宫
内膜细胞的生长表型，使其更具恶性行为．

大量研究显示细胞凋亡异常是 EMs发生发展
的重要原因之一．细胞凋亡过程是受基因的精确调

控而实现的，根据相关基因的作用不同可分为两

类：一类是诱导细胞凋亡的基因，一类是抑制细胞

凋亡的基因．在子宫内膜细胞凋亡的研究中，报道

较多的是 Bcl2/Bax．Bcl2 为凋亡抑制基因， Bax

为促凋亡基因．Bcl2与 Bax的比例决定细胞对某
一凋亡刺激的敏感性[26]．当 Bcl2在细胞内过度表
达，Bcl2/Bax比例增高，凋亡被抑制，凋亡细胞减
少；当 Bax在细胞内过度表达，Bcl2/Bax比例降
低，则使细胞凋亡加剧[27]．当各种因素引起在位内

膜 Bcl2/Bax比例增高，则在位内膜细胞的凋亡减
少、异常增生，而异位内膜细胞 Bcl2/Bax比例增
高后则使异位内膜细胞存活期延长．在位和异位内

膜细胞对凋亡敏感性降低，易于逃避凋亡原的刺

激，使异位内膜细胞处于增生状态[28]．因此我们继

续探讨了干扰 Dicer 和 Drosha 对 Bcl2/Bax表达的
影响，结果发现，干扰 Dicer 和 Drosha 均能引起
Bcl2表达增加而 Bax表达减少，这也解释了我们
观察到干扰二者的表达后凋亡减少的现象，说明细

胞易于逃避凋亡原的刺激与 Bcl2/Bax 表达异常
是相关的．此外，我们还检测了生长因子 茁1
(transforming growth factor-茁, TGF-茁1)，TGF-茁1 为
异位内膜细胞的重要促增殖因子，已有研究表明

TGF-茁1 受到 miRNA 的调控．miR-21 和 miR-141
分别抑制 TGF-茁1 和 TGF-茁2 的转录 [29-30]，而在

EMs病灶中 miR-2l 和 miR-141 的表达水平降低，
这可能起到促进 TGF-茁 转录的作用．我们采用
shRNA特异性干扰 Dicer 和 Drosha 的表达后，观
察到 TGF-茁1表达明显增加，说明 Dicer和 Drosha
表达降低后影响了 miRNA表达谱的变化，从而使
得某些生长因子的表达也发生了变化，进而导致

子宫内膜细胞的异常增生，促进异位内膜细胞的

存活．

本研究证实 miRNA 的重要调节酶 Dicer 和
Drosha 在异位子宫内膜的表达低于在位子宫内
膜．于在位子宫内膜细胞中干扰 Dicer 和 Drosha
的表达可增加 TGF-茁1的表达，同时影响凋亡抑制
基因 Bcl2和促凋亡基因 Bax的表达，导致细胞增
殖加速，凋亡减少，使得在位子宫内膜出现异位子

宫内膜的增生特质．因此，恢复 miRNA的调节酶
Dicer和 Drosha的表达有可能成为防治子宫内膜异
位的新策略．
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The Main miRNA Regulators Drosha and Dicer Are Associated
With Ectopic Endometrium*
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Abstract Endometriosis is a common gynecological disease often resulting in chronic pelvic pain and infertility.
The pathogenesis of endometriosis is likely multifactorial and several hypotheses have been suggested to explain
the presence of ectopic endometrial tissue and stroma. There is a growing body of evidence indicating that miRNA
is involved in the etiology of endometriosis, so this study explored the possible roles of Dicer and Drosha in
endometriosis formation. Paired eutopic and ectopic endometrium in ovarian endometriosis was collected and
cultured. Quantitative RT-PCR and Western blot of pairs of eutopic and ectopic endometrium demonstrated
mRNA and protein levels for Dicer and Drosha in ectopic endometrium (EC) were decreased significantly
compared with eutopic endometrium (EU). When transfected with Dicer or Drosha small hairpin RNA (shRNA) in
EU, a significant increase in cell proliferation and decreased in cell apoptosis was detected. Furthermore, the Bcl2
was increased and Bax was deceased. In comparison, a scramble siRNA transfection did not affect protein levels
for these molecules. Results demonstrate the low expression of Dicer and Drosha significantly correlates with EC,
and shDicer or shDrosha can affect cell proliferation and apoptosis, manipulating Dicer and Drosha in EC may
result in novel treatment strategies for EMs.
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