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子宫内膜异位症患者与健康女性的经血源间充质干细胞自噬功能比较研究
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摘 要：目的  比较子宫内膜异位症（EMT）患者与健康女性的经血源间充质干细胞（MenSCs）的自噬功能。方法  分别

从EMT患者及健康女性的月经血中提取EMT MenSCs（E-MenSCs）和正常MenSCs（H-MenSCs），并借助成脂、成骨诱导

分化鉴定其干细胞属性。通过CCK-8法比较E-MenSCs和H-MenSCs在 12、24、48、72、96、120 h时刻于波长 450 nm的吸

光度（A）值，并绘制细胞增殖曲线，比较 2组细胞的细胞活力；运用透射电镜观察E-MenSCs与H-MenSCs的细胞形态，

检测比较其中自噬体和自噬溶酶体的数量；采用Western blotting法检测E-MenSCs和H-MenSCs中自噬标志物微管相关蛋白

轻链3-II（LC3-II）和Beclin1的蛋白表达。结果  E-MenSCs和H-MenSCs均为长梭形，呈辐射状扩散，且经成脂、成骨诱导

分化后均有脂滴、钙结节形成。与H-MenSCs比较，E-MenSCs在 72、96、120 h的细胞活力均显著升高（P＜0.01、0.001），

自噬体和自噬溶酶体数量显著减少（P＜0.05、0.01），且 LC3-Ⅱ、Beclin1 蛋白表达量也显著降低（P＜0.05）。结论  与

H-MenSCs比较，E-MenSCs的自噬功能减弱，这可能是EMT发病进展的潜在机制。
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Abstract: Objective To compare the autophagy of menstrual blood-derived mesenchymal stem cells (MenSCs) in patients with 

endometriosis (EMT) and healthy women. Methods EMT MenSCs (E-MenSCs) and healthy MenSCs (H-MenSCs) were isolated 

from the menstrual blood of patients with endometriosis and healthy volunteers, respectively. Then their stem cell properties were 

identified using adipogenic and osteogenic differentiation. The absorbance (A) value at 450 nm of E-MenSCs and H-MenSCs at 12, 

24, 48, 72, 96, and 120 h time points were obtained using CCK-8 assay, the cell proliferation curves were plotted, and the cell 

viability of E-MenSCs and H-MenSCs were compared. The cell morphology of E-MenSCs and H-MenSCs was observed by 

transmission electron microscope, and the number of autophagosome and autophagic lysosome was detected and compared. The 

expression of autophagy marker proteins (LC3-II and Beclin1) in E-MenSCs and H-MenSCs were detected by Western blotting. 

Results E-MenSCs and H-MenSCs, long spindle-shaped, diffused radially. After adipogenic and osteogenic differentiation, the lipid 

droplets and calcium nodules in E-MenSCs and H-MenSCs were observed. In contrast to H-MenSCs, E-MenSCs showed increased 

cell viability at 72, 96, and 120 h (P < 0.01 and 0.001), decreased expressions of autophagosomes and autolysosomes (P < 0.05 and 

0.01), and reduced LC3-II and Beclin1 proteins (P < 0.05). Conclusion E-MenSCs autophagy is weakened compared with H-
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MenSCs, which might be the underlying mechanism of EMT pathogenesis and progression.

Key words: endometriosis; menstrual blood-derived mesenchymal stem cells (MenSCs); autophagy; autophagosome; autolysosome; 

Beclin1; LC3-Ⅱ

子宫内膜异位症（EMT）是指具有生长功能的

子宫内膜组织在子宫腔被覆黏膜以外的其他部位

种植生长的一种常见妇科疾病，严重影响女性身心

健康，尤以疼痛、不孕为甚［1］。超 80% EMT患者伴

有各种疼痛（痛经、性交痛、慢性盆腔痛、排便痛

等）［2］，近 100% EMT患者自然妊娠率降低，伴明显

的反复性或早期流产倾向，且50% EMT患者合并不

孕［3］。然而，EMT的发病机制仍不清晰。自噬是新

近报道的影响 EMT 发病进展的可能机制［4-5］，异位

内膜细胞的低自噬水平增强其抗凋亡能力，使得其

能够在异地存活、增殖和血管生成，最终形成异位

病灶［6-7］。

随着研究的深入，越来越多的研究强调了在位

内膜的固有属性在 EMT 发病进展中的重要作

用［8-10］。郎景和院士［11］提出“在位内膜决定论”，即

在位内膜的生物学特性是EMT发病的决定性因素，

而其他的激素、免疫、微环境等仅仅是附加条件。

然而，鲜有研究从在位内膜自噬入手探讨EMT的发

病机制。经血源间充质干细胞（MenSCs）源自周期

性脱落的子宫内膜（月经血），能够在一定程度上反

映在位内膜的固有属性［12］。因而 ，本研究将

MenSCs作为体外模型，分别从健康女性志愿者与

EMT 患 者 的 月 经 血 中 提 取 正 常 MenSCs（H-

MenSCs）与EMT MenSCs（E-MenSCs），采用CCK-8

法、透射电镜、Western blotting 等技术，观察比较 2

组细胞的自噬功能，以期从在位内膜自噬的角度揭

示EMT发病进展的可能机制。

1　材料

1.1　细胞

2～4代H-MenSCs、E-MenSCs分别从健康女性

志愿者（n＝5）与 EMT患者（n＝5）的月经血中分离

提取。5名健康女性志愿者为暂无妊娠计划的育龄

期健康女性，5名患者均为 2020年 11月——2022年

6月就诊于北京中医药大学第三附属医院妇科且被

明确诊断为EMT的女性。纳入研究者均符合以下

标 准 ：年 龄 26～36 岁 ，身 体 质 量 指 数（BMI）

18～28 kg·m−2；月经周期规律；近 6个月内未使用激

素类药物治疗；近 1个月内未使用抗EMT的治疗药

物；在纳入研究前无EMT外科手术史；无恶性肿瘤

或自身免疫性疾病。纳入研究者均签署知情同意

书，该研究方案通过北京中医药大学第三附属医院

伦理委员会审查（BZYSY-2021KYKTPJ-12）。

1.2　主要试剂

淋 巴 细 胞 分 离 液 购 自 美 国 Thermo Fisher 

Scientific；磷酸盐缓冲液（PBS）、DMEM/F12 培养

基、胎牛血清（FBS）、青/链霉素和 CCK-8试剂盒均

购自北京翱擎生物科技有限公司；成脂诱导培养

基（iCell-MSCYD-004）和成骨诱导培养基（iCell-

MSCYD-002）均购自赛百慷（上海）生物技术股份有

限公司；茜素红和油红O染液均购自中国Beyotime 

Biotechnology公司；CELLSAVING无血清细胞冻存

液购自苏州新赛美生物科技有限公司；RIPA裂解液

和BCA蛋白定量试剂盒购自天德悦（北京）生物科

技有限责任公司。一级抗体：微管相关蛋白轻链

3II（LC3-II）一抗和 Beclin1一抗购自武汉三鹰生物

技术有限公司；GAPDH一抗购自美国 ImmunoWay 

Biotechnology 公司；二级抗体：山羊抗兔 IgG（H＋

L）HRP 和山羊抗小鼠 IgG（H＋L）HRP 购自天德

悦（北京）生物科技有限责任公司。

1.3　主要仪器

CKX53 倒置相差显微镜购自日本 Olympus 公

司；Fresco低温冷冻离心机和A5119500C酶标仪均

购自美国 Thermo Fisher Scientific公司；Mini P-4电

泳槽和湿转电泳槽均购自北京凯元信瑞仪器有限

公司；电泳仪购自美国 Bio-Rad 公司；FEI Tecnai 

Spirit透射电镜购自美国FEI公司。

2　方法

2.1　MenSCs的提取、传代、冻存与复苏

使用月经杯获取纳入研究者月经期第 2天的经

血（约 5 mL），在 2 h内运输至细胞间，细胞间与超净

台均提前用紫外消毒 1 h，在超净台中将经血转移至

50 mL无菌离心管中，以无菌PBS等体积稀释，重悬

后以 1∶1缓慢贴壁加入淋巴细胞分离液，400×g离

心10 min，吸取中间白膜层，再加入培养基反复漂洗

离心细胞 2次，最后加入DMEM/F12培养基（含 10%

胎牛血清、1%青/链霉素）制成细胞悬液，以1×105·mL−1

接种于培养瓶中，放入细胞培养箱（37 ℃、5% CO2）

中培养，72 h后换液，弃去未贴壁的细胞，之后每 3

天全量换液 1 次。待原代细胞汇合至 80%～90%

时，按合适比例进行传代，依次标记为第 2代、第 3
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代等。本实验选取 2～4代MenSCs。取生长状态良

好且汇合度＞80%的细胞，采用无血清细胞冻存液

冻存细胞，置于−80 ℃冰箱/液氮罐中保存。复苏时

取出冻存管后立即放入 37 ℃水浴锅中，轻轻摇动使

其在 1 min内融化，将细胞移入含大体积培养基的

离心管中混匀，以 400×g离心 3 min，弃上清，加入

适量培养基重悬细胞，移入培养瓶中培养。

2.2　成脂与成骨诱导分化［13］鉴定MenSCs

取第 2～4 代对数生长期细胞，将细胞以 3×

104·cm−2的密度铺于预先用 0.1%明胶铺被的 6孔板

中，E-MenSCs与 H-MenSCs均分为成脂诱导组、成

骨诱导组与未诱导组，每组 3个复孔。成脂诱导分

化结束后用油红O染色，成骨诱导于 2～3周钙结节

形成后，进行茜素红染色。采用倒置相差显微镜下

观察并采集照片，观察诱导后是否有红色脂滴与钙

结节形成，以鉴定MenSCs的间充质干细胞属性。

2.3　CCK-8 法比较 E-MenSCs 与 H-MenSCs 的细

胞活力

分别将重悬后的 E-MenSCs和 H-MenSCs细胞

悬液（3×104·cm−2）同时接种于 6块 96孔板中，每孔

100 μL，并设置 3个复孔。种板后在 37 ℃、4% CO2

条件下的细胞培养箱内培养，分别于 12、24、48、72、

96和 120 h，每孔加入 10 μL的 CCK-8溶液（避光条

件下），继续孵育2 h后放入酶标仪中，振荡1 min，并

测量其在波长 450 nm处的吸光度（A）值。计算平均

A值后，采用OriginPro 2021绘制细胞增殖曲线。

2.4　透射电镜观测 E-MenSCs 与 H-MenSCs 中自

噬体与自噬溶酶体的表达

将 E-MenSCs 组（n＝3）与 H-MenSCs 组（n＝3）

分别制备成1×106·mL−1的单细胞悬液。4 ℃、400×g

离心 5 min；洗涤，结束后再次离心；通过 2.5%戊二

醛固定、乙醇脱水、离心操作等一系列过程，最后充

分洗涤；1%四氧化锇固定 2 h；脱水操作，树脂包埋

处理，超薄切片机切片，并于透射电镜下观察各组

细胞自噬体的表达。

2.5　Western blotting法测定E-MenSCs与H-MenSCs

中自噬标志蛋白的表达量

按照试剂盒说明提取各组细胞的总蛋白，然后

加入抽提试剂去除非蛋白成分，离心、干燥，得到总

蛋白，BCA方法检测蛋白浓度。取等量蛋白样品进

行 SDS-PAGE 电泳，蛋白质转移到硝酸纤维膜，

30 mA恒流，4 ℃转移，过夜；膜在5% BSA溶液中室

温孵育 1 h，加入一级抗体 LC3- Ⅱ（1∶1 000）、

Beclin1（1∶2 000）、GAPDH（1∶10 000）室温孵育1.5 h；加

入HRP标记的二抗［山羊抗兔 IgG（H＋L）和山羊抗

小鼠 IgG（H＋L），1∶10 000］，室温孵育 1 h；最后用

ECL化学发光法检测，X胶片曝光显影。以GAPDH

作为内参蛋白。

2.6　统计分析

使用 IBM SPSS Statistics 21 进行统计分析，计

量资料以 x
—
±s表示，采用Student t检验。

3　结果

3.1　E-MenSCs、H-MenSCs鉴定

如图 1所示，E-MenSCs与H-MenSCs在诱导前

均呈长梭形，轮辐状扩散，符合间充质干细胞的形

态特征；未加诱导剂的 E-MenSCs 与 H-MenSCs 在

21 d后无明显变化，只是细胞形态更显细长；成脂诱

导分化后的 E-MenSCs和 H-MenSCs均有红色脂滴

形成；成骨诱导分化后的E-MenSCs和H-MenSCs均

可观测到钙结节。

图1　E-MenSCs与H-MenSCs成脂与成骨诱导分化染色

Fig. 1　Adipogenic and osteogenic differentiation of E-MenSCs and H-MenSCs
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3.2　H-MenSCs与E-MenSCs的细胞活力

如图 2 所示，随着时间的推移（12～120 h），

H-MenSCs与 E-MenSCs在 450 nm 下的 A值均有所

增加。H-MenSCs在12～24 h期间增速与E-MenSCs

基本一致，但在 24～48 h A值趋于固定，其后至 96 h

又有所升高，且增速渐减，后至 120 h 处于平台

期 ；E-MenSCs 在 24～48 h 增速略缓，自 48 h 后陡

增，并在 72 h 达到峰值，其后至 120 h 均处于平台

期。而且，在 72、96、120 h，E-MenSCs的细胞活力均

显著高于同时刻的H-MenSCs（P＜0.01、0.001）。

3.3　H-MenSCs 与 E-MenSCs 中自噬体和自噬溶

酶体的表达

如图 3 所示，与 H-MenSCs 比较，E-MenSCs 中

自噬体和自噬溶酶体的数量均显著减少（P＜

0.05、0.01）。

3.4　 H-MenSCs 与 E-MenSCs 中的自噬标志物

表达

如图 4 所示，与 H-MenSCs 比较，自噬标志分

子（LC3-Ⅱ和Beclin1）蛋白表达量在E-MenSCs中显

著降低（P＜0.05）。

4　讨论

本研 究 从 3 个 层 面 比 较 了 E-MenSCs 与

H-MenSCs 的自噬功能 ：（1）细胞活力层面 ：E-

MenSCs 迅速生长增殖，尤其是 24～72 h，并在

72、96、120 h时刻达到峰值，其细胞活力明显优于

H-MenSCs；（2）细胞中自噬体和自噬溶酶体的表达

情况：E-MenSCs 中自噬体和自噬溶酶体的数量均

明显低于H-MenSCs；（3）细胞中自噬标志蛋白的表

达量：E-MenSCs中 Beclin1 和 LC3-Ⅱ的表达量均明

显低于H-MenSCs。

自噬可以调控凋亡来影响细胞活力，EMT子宫

内膜异位细胞处于低自噬水平，增加了细胞的抗凋

亡能力，即提升其细胞活力，使得脱落的子宫内膜

细胞在宫腔外得以存活、种植并生长，导致异位病

灶的形成［14］。在 EMT异位囊肿中，mTOR被激活，

自噬与凋亡都被抑制［15］；使用 mTOR 抑制剂（雷帕

霉素）干预后，EMT细胞/异位病灶中的自噬与凋亡

分子都上调表达，CCK-8检测结果显示细胞活力下

降［16］；再加入自噬抑制剂（3-MA）后，EMT细胞的凋

亡状态被逆转，细胞活力趋升［15］。说明EMT细胞的

低自噬状态可以抑制凋亡来上调细胞活力，细胞活

力是表征EMT细胞自噬的重要指标之一［17］。本研

“N”-细胞核；红色单箭头-自噬体；红色双箭头-自噬溶酶体；比例尺

2 μm；与H-MenSCs组比较：*P＜0.05  **P＜0.01

"N"-nucleus; red single arrow-autophagosome; red double arrows-au‐

tophagy lysosome; Scale 2 μm;*P < 0.05  ***P < 0.01 vs H-MenSCs 

group

图3　H-MenSCs与E-MenSCs细胞中自噬体与自噬溶酶体

的表达情况（x
—

±s，n=3）

Fig. 3　Autophagosome and autolysosome expression in 

H-MenSCs and E-MenSCs (x
—

±s, n=3)

与H-MenSCs组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001
**P < 0.01  ***P < 0.001 vs H-MenSCs group

图2　H-MenSCs与E-MenSCs的增殖曲线（x
—

±s，n=3）

Fig. 2　Cell growth curve of H-MenSCs and E-MenSCs (x
—

±

s, n=3)
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究也通过CCK-8法比较发现：EMT患者的MenSCs

细胞活力显著高于正常MenSCs，这提示E-MenSCs

可能处于低自噬水平。E-MenSCs的自噬功能是否

真的受到了抑制？本研究采用透射电镜直观观测

细胞中自噬体和自噬溶酶体的表达情况。

自噬体和自噬溶酶体是细胞自噬过程的标志

产物，通过透射电镜可以直接观测到细胞中自噬体

和自噬溶酶体的表达［18］。细胞自噬研究［19-22］多会采

用该方法直观观察，并统计分析 1个视野中自噬体

与自噬溶酶体的数量，以此来评估细胞的自噬活

性。多项 EMT 研究［4，23-24］使用该方法探讨自噬在

EMT发病进展中的作用。EMT患者和EMT小鼠异

位病灶中的自噬体数量均明显减少［23］。本研究也

采用透射电镜直观观察了 E-MenSCs 与 H-MenSCs

中自噬体、自噬溶酶体的表达。研究发现，与

H-MenSCs 比较，E-MenSCs自噬体和自噬溶酶体表

达均明显受抑制。在分子层面 ，E-MenSCs 与

H-MenSCs中的自噬标志蛋白是否也会有差异？本

研究通过Western blotting进一步研究。

LC3-II是LC3的脂化形式，已被证明是细胞自

噬体形成的标志物，被广泛地应用于定量细胞的自

噬活性［25］。在EMT患者的血清和腹腔液中LC3和

Beclin1 的蛋白和 RNA 水平均明显低于非 EMT 患

者［26］，而且EMT异位内膜的LC3和Becilin1的蛋白

表达水平较在位内膜更低［27］，这也佐证了EMT异位

内膜细胞的低自噬水平，从而增加其抗凋亡能力，

使得其更易存活生长。本研究也发现了 LC3-II蛋

白表达在E-MenSCs中明显低于H-MenSCs。

Beclin1是介导自噬的关键调节因子之一，被视

为自噬标志分子［28-29］。有研究表明［30］：Beclin1 的

mRNA和蛋白水平在EMT患者在位子宫内膜和其

基质细胞中的表达均显著低于健康女性，而且

Beclin1的蛋白水平与EMT患者血清CA125及盆腔

疼痛呈负相关。也有研究将Beclin1作为EMT诊断

及其病程的新型标志物，其在EMT异位和在位内膜

组织中表达下调，其下调程度与血清CA125水平及

EMT病程负相关［31-32］。本研究也发现了E-MenSCs

中Beclin1的蛋白表达显著低于H-MenSCs。

本研究从细胞活力、自噬体与自噬溶酶体和自

噬标 志 蛋 白 3 个 层 面 比 较 了 E-MenSCs 与

H-MenSCs 的自噬功能，发现相较于 H-MenSCs ，

E-MenSCs的自噬功能被明显抑制，提示在 EMT中

在位内膜间充质干细胞处于低自噬水平，这可能是

EMT发病进展的机制之一。但本研究存在一定局

限性。如只从蛋白层面对 2个自噬分子进行了比较

观察，后续可以增加实时荧光定量 PCR、免疫荧光、

免疫组化等研究手段，丰富上下游的自噬分子，从

RNA、蛋白定量与定位、分子间相互作用等多角度

完善E-MenSCs低自噬水平的证据链条。本研究为

揭示EMT机制提供了一条新的思路与实验依据，也

为治疗EMT提供了新的研究方向与药物靶点，有待

进一步深入研究。
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