
子宫腺肌病（AM）是具有活性的子宫内膜腺体和

间质异位到正常的子宫肌层，同时伴有周围子宫肌层细

胞的肥大、增生和纤维化的一种常见妇科疾病［1］，其典型

的临床表现为月经量多和进行性痛经，并对女性的生育

能力有负面影响。AM患病率逐年上升且呈年轻化趋

势［2, 3］。AM发病机制尚未明确，有学者认为AM为一种

雌激素（E2）依赖性疾病，伴随病灶局部E2表达明显升

高，局部增多的E2一方面通过E2受体（ER）-β使内膜增

殖和修复，另一方面能够通过ER-α使催乳素分泌增加,

导致子宫收缩过强, 长期慢性的异常子宫收缩和过强蠕

动可能会导致子宫内膜-肌层结合带的微损伤［4-6］；“在位

内膜决定论”认为在位内膜是子宫内膜异位症发病的决

定因素，由于在位内膜干细胞、免疫因素、分子基因等机

制异常引起内膜向肌层浸润而诱导疾病发生［7, 8］。亦有

研究发现，由于局部分子生物机制的影响，子宫平滑肌
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摘要：目的 探讨miR-21、雌激素（E2）及其受体（ER）在子宫腺肌病发病中的具体机制。方法 采用qRT-PCR检测miR-21在子宫

腺肌病组织中水平，以宫颈病变为对照组。体外原代培养子宫腺肌病细胞，qRT-PCR检测E2激活组、ICI82780（ER抑制剂）+E2

激活组、E2剥夺组、E2剥夺+ER抑制组及对照组各组miR-21水平。miR-21 mimic、miR-21 inhibitor转染子宫腺肌病细胞，分别

过表达和干扰miR-21，从正反两方面验证miR-21对子宫腺肌病细胞增殖、凋亡、迁移及细胞自噬等超微结构的影响。结果

miR-21在子宫腺肌病病灶组织中的表达水平明显高于正常子宫肌层中表达水平（P<0.05），与其余各组的差异无统计学意义

（P>0.05）；E2激活状态下，E2激活组miR-21表达水平较ER抑制+E2激活组及对照组升高（P<0.05）；E2剥夺状态下，E2剥夺+

ER抑制组miR-21表达水平较E2剥夺组及对照组降低（P<0.05）；干扰miR-21可以抑制子宫腺肌病细胞增殖和迁移，使线粒体

内质网不同程度扩张、溶酶体增多、自噬小体出现，促进细胞的凋亡；而过表达miR-21则发挥相反的作用。结论 MiR-21在子

宫腺肌病细胞中通过改变细胞超微结构而发挥促增殖、迁移及抗凋亡的作用，可能与疾病的早期形成有关；ER除与E2结合调

控miR-21外还可通过其他途径调控miR-21，这可能是子宫腺肌病的发病机制之一，其中ER对miR-21的调控作用大于E2。
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Abstract: Objective To explore the pathogenic roles of miR-21, estrogen (E2), and estrogen receptor (ER) in adenomyosis.
Methods We examined the expression levels of miR-21 in specimens of adenomyotic tissue and benign cervical lesions using
qRT-PCR. In primary cultures of cells isolated from the adenomyosis lesions, the effect of ICI82780 (an ER inhibitor) on miR-21
expression levels prior to E2 activation or after E2 deprivation were examined with qRT-PCR. We further assessed the effects of
a miR-21 mimic or an inhibitor on proliferation, apoptosis, migration and autophagy of the cells. Results The expression level
of miR-21 was significantly higher in adenomyosis tissues than in normal myometrium (P<0.05). In the cells isolated from
adenomyosis lesions, miR-21 expression level was significantly higher in E2 activation group than in ER inhibition + E2
activation group and the control group (P<0.05); miR-21 expression level was significantly lower in cells in E2 deprivation+ER
inhibition group than in E2 deprivation group and the control group (P<0.05). The adenomyosis cells transfected with miR-21
inhibitor showed inhibited proliferation and migration, expansion of mitochondrial endoplasmic reticulum, increased
lysosomes, presence of autophagosomes, and increased cell apoptosis, while transfection of the cells with the miR-21 mimic
produced the opposite effects. Conclusion MiR- 21 plays an important role in promoting proliferation, migration, and anti-
apoptosis in adenomyosis cells by altering the cell ultrastructure, which may contribute to early pathogenesis of the disease. In
addition to binding with E2, ER can also regulate miR-21 through other pathways to participate in the pathogenesis of
adenomyosis, thus having a stronger regulatory effect on miR-21 than E2.
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具有化生或由成纤维细胞向肌成纤维细胞转化的机能，

因此子宫肌层在AM的发病机制中也起重要作用［9, 10］。

近年来，miRNAs在疾病的发病机制方面取得了重

大研究进展，并拓宽了我们对其靶向治疗的了解，尤其

是在癌症方面［11, 12］。研究表明miR-21在肝癌、结直肠

癌、子宫肌瘤、子宫内膜异位症等多中疾病组织中异常

表达，通过调控多种信号通路，参与到细胞的增殖、迁移

和侵袭、细胞凋亡等生物学过程［13-16］。但miR-21在AM

在位内膜、异位病灶组织中的表达如何在国内外文献中

报道罕见，其与E2及ER在AM发病机制中的相关性亦

未明确。本研究旨在观察miR-21在人AM在位内膜、

异位病灶组织中的表达情况，通过体外原代培养AM病

灶细胞，检测E2激活及剥夺两种状态下miR-21的表达

水平，并通过过表达及干扰miR-21水平从正反方面验

证miR-21对AM细胞增殖、凋亡、迁移及超微结构的影

响，探讨E2、ER与miR-21在AM发病中的相关性。

1 资料和方法

1.1 组织样本的选择

1.1.1 一般资料 选取2020年1月~2022年7月于广东

省中医院住院行手术治疗、年龄20~50岁的AM患者子

宫在位内膜及病灶组织共12例作为实验组，选取同期

因宫颈CINIII等宫颈病变行全子宫切除患者正常子宫

在位内膜及肌层组织12例作为对照组。纳入标准：术

后均经病理确诊。排除标准：内膜病变；绝经和(或)年龄

≥50岁；术前3月激素类药物应用史或宫内节育器置入

史；合并严重内外科疾病及盆腔炎症性疾病；临床病历

资料不完整者。纳入患者均已知情同意，本研究获广东

省中医院伦理委员会批准（批号：BF2020-123-01）。

实验组年龄40~51（45±3.59）岁，孕次1~11次，产次

1~4次；对照组年龄 34~51（44.33±5.87）岁，孕次 2~10

次，产次1~7次。两组患者的年龄、孕产次等基本资料

的差异无统计学意义（P>0.05，表1）。

Index

Age (year, Mean±SD)

No. of pregnancies [M (P25, P75)]

No. of births [M (P25, P75)]

Adenomyosis group

45±3.59

3.5 (1.25, 4.75)

2 (1, 2.75)

Cervical lesions group

44.33±5.87

3 (2.25, 4)

2 (1, 2.75)

P

0.740

0.837

0.760

表1 两组一般资料
Tab.1 General data of the patients with adenomyosis and cervical lesions (n=12)

1.1.2 组织取材 手术室中离体子宫立即由专人无菌操

作“Y”形剖开，取子宫肌层组织约1 cm³及刮取宫腔内暴

露的子宫内膜组织于冻存管中-80℃冻存，用于后续总

RNA提取。体外细胞培养时取肌层约硬币大小的异位

病灶至无菌培养管（内容5 mL含有1%双抗的PBS溶

液）用作原代异位病灶细胞分离培养，另刮取宫腔内暴

露的子宫内膜组织于冻存管中-80℃冻存，用于后续总

RNA提取。

1.1.3 主要试剂及仪器 Trizol、Lipofectamine 2000

Reagent（invitrogen）；荧光定量 PCR 试剂、Oligod（T）

Primer、 Random Primer （TaKaRa） ； ICI182780

（Cayman）；MTT（MCE）；17β-雌 二 醇（Sigma）；

Penicillin-Streptomycin Solution（HyClone）；无酚红高

糖DMEM（吉诺生物）；胎牛血清、高糖DMEM（1×）、

0.25% Trypsin-EDTA（Gibco）；无 酚 红 胎 牛 血 清

（GEMINI）；I型胶原酶（Invitrogen）；广谱细胞角蛋白、

波形蛋白、DAB显色剂（中衫金桥），0.01 mol/L(pH 7.4)

PBS磷酸盐缓冲溶液、0.01 mol/L(pH 7.8)柠檬酸缓冲溶

液（蓝吉生物）；Mayer's苏木素染液[基因科技（上海）]；

中性树胶（MACKLIN）；30% H2O2、二甲苯、无水乙醇

（天津市大茂化学试剂厂）；PCR仪（BIO-RAD）；实时荧

光定量仪器（cycleer）（BIO-RAD）；台式高通量DNA合

成仪（ABI3900）；恒温CO2培养箱（Harris）；全自动显微

照相倒置式系统显微镜（OLYMPUS）。

1.1.4 主要试剂配制 E2：无水乙醇配制成浓度1 g/mL

储存液，-20℃避光保存。ICI182780（ER 抑制剂）：

DMSO配制成浓度1×10-3 mol/L储存液，-20℃避光保

存，DMSO最终浓度小于0.5%。

1.2 实验方法

1.2.1 qRT-PCR法检测AM患者子宫组织miR-21表达

引物探针合成：GenBank上查找目的基因mRNA序列，

采用Primer express 2.0软件设计特异性引物，引物探针

由 Invitrogen公司合成，引物序列如下：miR-21上游引

物：GCTGTGGTAGCTTATCAGACTG；下游引物：

GTGCAGGGTCCGAGGT；Gapdh 上游引物：GATTC

CACCCATGGCAAATT；下游引物：TCTCGCTCCTG

GAAGATGGT。

组织中miR-21表达水平检测：手术室无菌收集标

本，根据TaKaRa试剂盒说明书，用TRIzol法提取组织

中总RNA并检测RNA浓度、纯度及完整性，取1.857 μg

总RNA使用两步法逆转录合成cDNA，并对目标基因

进行实时荧光定量PCR检测，配置 20 μL反应体系，
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95 ℃预变性10 min。逆转录反应条件：37 ℃ 60 min，

95℃ 3 min；荧光定量反应条件：95℃ 3 min，93℃ 15 s，

55 ℃ 35 s，共循环 40 次。溶解曲线参数：60 ℃ 60 s,

95℃ 15 s。并设立阴性对照组，用公式2-ΔΔCt计算样本组

织中miR-21基因相对表达量。

1.2.2 AM病灶细胞培养、传代和鉴定 手术室无菌收集

AM患者病灶组织于预冷PBS中，0.5 h内送至实验室，

无菌PBS清洗组织2~3遍后，剪碎至肉末状，2~3倍体积

的0.1%I胶原酶消化4~6 h，终止消化后分别用100 μm

和400 μm滤网过滤并收集滤液，后离心（1000 r/min，

8 min）后弃去上清液，以含 10% FBS 和 1%双抗的

DMEM重悬后接种至25 cm2的细胞培养皿进行原代间

质细胞培养，5~10 d传代1次，根据前期实验结果［13］，取

第3~7代细胞用于研究。免疫细胞化学法对第1代细胞

进行鉴定。

1.2.3 qRT-PCR法检测E2激活及剥夺状态AM病灶细

胞miR-21的表达 E2激活状态：E2激活组：1×10-6mol/L

的E2处理AM病灶细胞72 h；E2激活组+ ER抑制：1×

10-6 mol/L ICI182780处理24 h后加入1×10-6 mol/L的

E2处理72 h；不含血清的高糖DMEM为对照组。E2剥

夺状态：E2剥夺组：含10% charcoal-treated胎牛血清、

无酚红的DMEM处理AM病灶细胞96 h；E2剥夺+ER

抑制组：剥夺E2后，加入1×10-6 mol/L的 ICI182780处

理24 h，以不含血清的高糖DMEM为对照组。

1.2.4 AM细胞转染及对细胞增殖、迁移、凋亡及超微结

构的影响 转染分组：miR-21 mimic是miR-21模拟物，

为化学合成的成熟miRNA双链，可使miR-21过量表

达。miR-21 inhibitor是miRNA抑制物，为化学修饰的

成熟miR-21互补单链，可抑制miR-21表达。按照1.2.2

方法培养原代AM细胞，取第3代处于对数生长期、生长

状态良好的AM原代间质细胞，以5×103/孔接种于细胞

培养96孔板，37℃、5%CO2培养箱中培养过夜。将细胞

分为 5组：AM cells组、AM cells+mimics NC组、AM

cells + miR- 21 mimics 组、AM cells + inhibitor NC 组、

AM cells+miR-21 inhibitor组（以下分别简称：AM cells

组、mimics NC组、miR-21 mimics组、inhibitor NC组、

miR-21 inhibitor组）

转染步骤：对于每个转染样品，均按下面的方法

准备：用 10 μL 无血清 opti-MEM 稀释 0.5 μL siRNA

（20 μmol/L），并用枪头轻轻混匀，室温下静置5 min，然

后取 0.25 μL的经摇匀的LipofectamineTM 2000稀释

在10 μL opti-MEM中，室温下静置5 min后，轻轻混匀

LipofectamineTM 2000和 siRNA的稀释液（总体积为

20 μL），室温下静置20 min；20 min后在每个培养孔分

别加混合液20 μL，摇匀后将细胞置于37℃，5%CO2培

养箱中培养，6 h后吸出混合液换入正常培养基，37℃、

5%CO2培养箱中培养48 h。

qRT-PCR法检测细胞miR-21表达水平：同上述合

成引物探针，将5组对数生长期细胞置于37℃、5% CO2

培养箱中同步培养，依照RNA提取试剂盒说明书提取

总RNA并储存于-80 ℃备用。余步骤与本文组织中

miR-21表达水平的检测步骤相同。操作完成后通过

PCR仪检测各组细胞中miR-21的表达量。

MTT检测细胞增殖率：细胞转染48 h后，每孔加入

10 μL MTT后，置于37℃、5%CO2培养箱中培养2 h，2 h

后吸出培养基，加入150 μL DMSO震荡10 min，最后

用酶标仪A570测定各孔吸光度。细胞生长增殖率（%）=

（A 实验组-A空白组）/（A对照组-A空白组）×100%。

划痕实验检测细胞迁移能力：细胞转染48 h后，胰

酶分别消化收集各组细胞，用马克笔在6孔板背后借助

直尺均匀地划横线，以1×106/孔将细胞接种于6孔细胞

培养板中，置于37℃、5%CO2的细胞培养箱中过夜。观

察细胞完全贴壁融合率达90%以上时，用枪头比着直

尺，尽量垂至于背后的横线做划痕。用PBS洗细胞3

次，去除划下的细胞，加入无血清培养基，每组细胞

在0、24 h选择3个视野40×镜下取样拍照。

流式细胞术检测细胞凋亡：细胞转染48 h后，用胰

酶消化收集各组细胞，用PBS将细胞清洗2次，1200 r/min

离心5 min。按照AnnexinV-APC/7-AAD细胞凋亡检

测试剂盒使用说明书进行操作：在细胞沉淀中加入

500 μL Binding Buffer，枪头轻轻吹打重悬细胞后每组

加入5 μL AnnexinV-APC和5 μL 7-AAD，轻柔涡旋混

匀后室温避光反应5 min，上机进行流式细胞检测并分

析各组细胞凋亡率。

透射电镜观察AM病灶细胞超微结构：细胞转染

48 h后，胰酶分别消化收集各组细胞，加入等体积的

2.5%戊二醛固定液制成细胞混悬液，2000 r/min离心

10 min，弃去上清液。加入10%体积分数含有胎牛血清

的 2.5%戊二醛固定液，用吸管轻柔吹散细胞后再次

2000 r/min离心 10 min，弃去上清液。缓慢加入含有

2.5% 戊二醛、2% 多聚甲醛和 0.1% 磷酸盐缓冲液的

混合液固定30 min后，PBS 冲洗 3 次，3 min/次。加1 g/L

四氧化锇再次固定30 min后弃固定液，PBS 冲洗 3 次，

3 min/次。经乙醇梯度脱水后后包埋，烤箱中聚合72 h

后修块切片，经醋酸铀和柠檬酸铅双重染色后，透射电

镜下观察并拍片。

1.3 统计学分析

采用SPSS29.0软件进行数据统计分析。首先采用

Levene方差齐性检验，若资料满足正态分布与方差齐

性，以均数±标准差表示，总体差异的比较行方差分析

法；当总体之间的差异有统计学意义时，采用LSD法进

行两两比较；若资料不满足方差齐性，以中位数及上下

四分位数表示，采用Wilcoxon评分后，再进行Kruskal-

Wallis检验。以P<0.05为差异有统计学意义。
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2 结果

2.1 VAS评分与病程的相关性

实验组 VAS 疼痛评分 5~9（7 ± 1.54）分，病程为

0.08~30（6.12±8.56）年，Pearson相关性分析提示随着病

程的延长，痛经程度逐渐加重（图1）。实验组9例为增

殖期内膜，3例为分泌期内膜；病理报告中，2例伴黄体

囊肿，1例伴单纯性卵巢囊肿，4例伴副中肾管囊肿。对

照组8例为增殖期内膜，4例为分泌期内膜。11例病理

报告为CIN，其中6例为宫颈CIN III级并累及腺体，4例

病例报告为宫颈锥切术后，未见CIN病变，1例为局灶

CIN I级；另1例为宫颈中分化腺癌，癌组织浸润宫颈壁

浅层，阴道切缘、双侧宫旁组织未见癌累及。

2.2 AM原代细胞培养的培养及鉴定

AM原代细胞培养（图2A）。本实验共成功培养4

例细胞（成功率100%），第1代细胞经免疫细胞化学鉴

定，细胞波形蛋白、角蛋白镜下阳性表达（图2B），所培

养细胞均为AM细胞。

2.3 miR-21在AM患者病灶组织中表达上调

AM异位病灶和在位内膜组织中miR-21的平均表

达水平分别为2.07±0.19和1.42±0.34，均高于相应的正

常子宫肌层（1.04±0.24）和内膜组织（1.36±0.22）。miR-

21在AM病灶中表达水平最高，且与正常子宫肌层组织

中表达水平的差异有统计学意义（P<0.05）；而AM在位

内膜与正常内膜相比、AM在位内膜与异位病灶相比、

正常子宫内膜与正常子宫肌层相比miR-21表达水平的

差异均无统计学意义（P>0.05），但在正常子宫组织中，

在位内膜中miR-21的表达水平高于肌层，而AM在位

内膜中miR-21的表达水平低于异位病灶（图3）。

图1 VAS评分与病程的相关性分析
Fig.1 Correlation analysis between VAS score and
disease duration in patients with adenomyosis.
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P=0.0468
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图2 AM原代细胞培养及鉴定
Fig.2 Primary culture and identification of adenomyosis cells. A: Primary adenomyosis cells (Inverted
microscope, original magnification: × 40). The adenomyosis cells became adherent after culture for 24 h,
proliferated rapidly at 3-5 d, reaching 80%-90% confluency and entering the plateau phase at 7 d. B:
Identification of adenomyosis cells by immunocytochemistry (×200).
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2.4 qRT-PCR 检测不同处理因素人 AM 病灶细胞

miR-21表达水平

2.4.1 E2激活状态下人AM病灶细胞中miR-21表达水

平上调 E2激活状态下，ER抑制+E2激活组、E2激活

组、对照组miR-21表达水平分别为5.05±0.95、13.81±

5.09、2.22±1.07。E2激活组AM病灶细胞miR-21表达水

平高于其余两组（P<0.01）；当阻断ER表达后，miR-21

表达水平下降，与对照组的差异无统计学意义（图4A）。

2.4.2 E2剥夺状态下人AM病灶细胞miR-21表达水平

下调 E2剥夺状态下，E2剥夺组、E2剥夺+ER抑制组、

对照组的 miR-21 表达水平分别为 279.45 ± 95.36、

65.89±22.31、338.82±48.55。E2剥夺+ER抑制组AM病

灶细胞miR-21表达水平明显低于其余两组（P<0.01），

E2 剥夺组 miR-21 表达水平与对照组差异无统计学

意义（P>0.05，图4B）。
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图3 AM异位病灶、内膜与正常子宫肌层及内膜
miR-21表达水平比较
Fig.3 MiR-21 expressions in adenomyosis lesions,
eutopic endometrium, normal uterine myometrium,
and endometrium detected by qRT-PCR. *P<0.05 vs
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图4 E2激活或剥夺状态下人AM细胞中miR-21表达
Fig.4 Effect of ER inhibiton on miR-21 expression in adenomyosis cells with E2 activation (A)
or deprivation (B). **P<0.01 vs control group; △△P<0.01 vs ER inhibition+E2 activation; ##P<0.01
vs E2 deprivation group.

A B

2.5 AM 细胞转染后 qRT-PCR 验证各组 miR-21 表达

变化

AM 细胞转染情况（图 5A、B）。与 AM 细胞组

miR-21表达水平相比，miR-21 mimics组miR-21表达

水平上升（1.00±0.00 vs 3.60±0.20，P<0.01）；而miR-21

inhibitor组miR-21表达水平（0.28±0.02）下降（P<0.01，

图5C）。

2.6 MiR-21促进AM病灶细胞增殖

MiR-21 mimics组细胞增殖率最高，与AM细胞组

及mimics NC组相比，细胞增值率的差异均有统计学意

义（P<0.01）。抑制miR-21表达后，与AM细胞组相比，

miR-21 inhibitor 组增殖率降低，差异有统计学意义

（P<0.01，图6）。

2.7 miR-21促进AM细胞的迁移

划痕实验结果显示。转染miR-21使其过表达后，

AM细胞的迁移能力增加；反之，抑制miR-21表达后，AM

细胞迁移能力下降（图7A）。和未经转染的AM细胞组

比较，miR-21 mimics组细胞的迁移距离增加（P<0.01），

miR- 21 inhibitor 组细胞的迁移距离减少（P<0.01，

图7B）。

2.8 miR-21抑制AM细胞凋亡

流式细胞术实验结果显示，与AM细胞组和阴性对

照组相比，经miR-21 inhibitor转染后的AM细胞凋亡

率上升（P<0.01，图8）。

2.9 各组AM细胞超微结构的改变

透射电镜观察结果显示，AM细胞组电镜下可见细

胞核形态较规则，核仁较大，胞浆中线粒体形态较规则，

未见明显肿胀，胞浆内溶酶体不多，内质网丰富且形态

正常；miR-21 mimics组细胞核形态不规则，核中细胞质

较多，胞浆中线粒体较多、结构正常，见极少数溶酶体，

内质网未见扩张；miR-21 inhibitor组细胞核形态缩小，

胞质肿胀，胞质中正常线粒体减少、形态不规则，发生肿

胀并出现空泡化改变，溶酶体增多，出现较多自噬溶酶

体，内质网扩张（图9）。
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3 讨论

AM对育龄期女性的健康有着较多的负面影响，包

括异常子宫出血、严重贫血，慢性盆腔痛及生育力下降

等［2, 3, 17］。由于缺乏诊断该疾病的精确标准，AM治疗起

来较为棘手，目前的治疗措施也有限［18］。近年来，科研

工作者对AM的关注越来越多，对其背后的病因病机也

在不断探索。体外及体内多项实验认为子宫内膜生物

微环境下特定的分子特征、表观遗传学差异以及E2诱

导的上皮间质转变等是AM的主要发病机制［7, 13, 19］。

MicroRNAs是由生物体基因组编码的一组含有

19~25个核苷酸的非编码的小RNAs，通过核苷酸互补

绑定信使 RNA 在转录后翻译水平调控基因表达。

miRNAs功能的异常可促进细胞增殖、抑制凋亡、增强

转移潜能等而导致肿瘤的发生发展，并在肿瘤诊断和预

后方面担任重要角色［20-23］。miR-21基因位于17号染色

体上，是目前肿瘤领域研究最为广泛的miRNAs之一，

其通过与靶基因相互作用，调控多种细胞的增殖、分化、

凋亡及代谢等生物学过程［24, 25］。一项对肝癌中miR-21

的研究表明，富含miR-21的外泌体可以显着促进肝癌

细胞的增殖，抑制其凋亡，促进细胞侵袭［25］。亦有研究

报道miR-21在子宫肌瘤、子宫内膜异位症病灶组织中

过高，通过影响细胞凋亡转移等过程参与疾病的发

生［25-27］。但有关miR-21在AM中发病机制的报道较少，

且颇有争议。如国外一项描述性研究使用4例AM患

者的在位子宫内膜类器官分化为分泌期和妊娠期，并通

过下一代测序分析每阶段类器官分泌的细胞外囊泡中

miRNA的表达，结果显示miRNA测序鉴定出分泌期细

胞外囊泡及妊娠期细胞外囊泡均含有miR-21表达，与

AM发病机制、着床失败、先兆子痫和流产等密切相关，

提示miR-21参与AM进展、胚胎着床受损和妊娠并发

症等过程［28］；但另有研究显示［29］，通过对比分析可生育

组及AM组子宫内膜miR-21表达水平，发现AM组中
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图5 AM细胞转染情况
Fig.5 Transfection of adenomyosis cells with miR-21 mimic or miR-21
inhibitor. A: miR-21 activation group. B: miR- 21 inhibition group. C:
Bar chart of miR-21 expressions. **P<0.01 vs AM cells.
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图6 AM细胞转染后MTT检测细胞增殖率
Fig.6 Proliferation of adenomyosis cells measured
by MTT assay after transfection. **P<0.01 vs AM
cells.
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miR-21被下调，并认为miR-21通过抑制KLF12促进子

宫内膜蜕膜化，而miR-21的过表达则可逆转体外AM

患者的内膜蜕膜不良反应，故认为miR-21在AM内膜

中表达降低，抑制子宫内膜蜕膜化，是AM患者不孕的

主要原因。

本研究在人AM在位内膜及异位病灶中均检测到

有miR-21表达，在异位病灶中的表达明显高于其他组，

但AM在位子宫内膜与正常子宫内膜相比miR-21表达

无明显差异，这与既往研究得出的AM内膜中miR-21

表达水平高于或低于正常子宫内膜miR-21表达水平的

结论有所不同。究其原因，有以下几点：第一，在本实验

中，对照组选择的是患有宫颈病变的子宫肌层和内膜。

研究表明，mir-21表达水平与宫颈病变诊断严重程度之

间存在显着相关性，miR-21在伴有人乳头瘤病毒感染

的宫颈上皮内病变组织中的表达高于正常宫颈组织，而

宫颈癌组织中miR-21的表达要明显高于宫颈上皮内病

变的表达［30, 31］。对于子宫上皮内病变的子宫内膜情况

的研究较少，其子宫内膜相关基因的表达是否会受到宫
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图7 细胞划痕实验结果
Fig.7 Scratch assay of the transfected cells (A) and quantitative
analysis of the results (B). **P<0.01 vs AM cells.
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图8 流式细胞检测结果
Fig.8 Flow cytometry of the transfected cells (A) and quantitative analysis of the apoptotic rate (B). **P<0.01 vs AM cells.
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颈病变的影响亦未可知，本实验中所取的正常内膜亦是

相对于AM患者而言。第二，我们推测miR-21可能主

要在AM病程初期表达异常而推动疾病的发展。在

AM病程初期，在位内膜miR-21受相关因子刺激后发

挥特定的一系列分子基因效应，导致在位内膜向肌层浸

润，而随着病情的进展，异位的内膜开始活跃，使得局部

病灶开始增殖，而在位内膜中miR-21表达水平反而下

降。本研究所取标本均为病程较久、病程严重需行手术

治疗的AM患者，故在AM病灶形成之后检测到在位内

膜miR-21表达水平与正常子宫内膜无明显差异，但异

位病灶表达水平明显升高。第三，miR-21可能受到AM

病情分级、病程、子宫内膜增殖及分泌状态的影响。此

外，组织样本量也是一个影响因素，后续可扩大样本量

作进一步研究。

为进一步探究miR-21对AM细胞的影响，本研究

用miR-21 mimic和miR-21 inhibitor转染AM细胞，利

用MTT检测、划痕实验、流式细胞检测和透射电镜对

AM细胞增殖、迁移及凋亡方面的作用进行研究。结果

显示miR-21在AM细胞中发挥促增殖、促迁移及抗凋

亡的作用。反之，降低miR-21 表达后AM细胞内出现

细胞核固缩，内质网扩张，细胞质溶酶体增多，出现自噬

溶酶体等细胞超微结构的改变，从而促进细胞的凋亡。

由此可见，miR-21在AM细胞中发挥促增殖及抗凋亡

的作用，有望成为AM的潜在治疗靶点。

AM被认为是一种E2依赖性疾病，E2通过与其受

体结合形成激素-受体复合物而发挥生物学效应，在AM

的发生、发展以及痛经的发生机制中起重要作用［32］。有

学者的研究结论证实了既往研究，其通过转录学分析，

对AM患者基因表达进行特征分析，发现E2受体相关

信号通路异常激活［33］。我们的前期实验研究证实AM

子宫组织E2表达水平明显高于正常子宫组织［34］。为研

究miR-21与E2及ER与关系，本研究通过建立E2激活

状态及剥夺状态、阻断 E2 受体后检测 AM 细胞中

miR-21表达的情况，结果显示在E2激活状态下，E2激

活组能明显上调AM细胞miR-21表达，这与既往研

究［35, 36］结果一致。但激活E2后阻断其受体，miR-21表

达水平明显下降，这提示E2需与ER结合才能发挥诱导

AM细胞中miR-21的表达。相反，当仅在E2剥夺状态

下，未阻断ER作用时，AM细胞miR-21表达水平明显

下降，当阻断ER时，miR-21的表达再次明显降低，这说

明ER除与E2结合发挥作用外，本身还可通过其他途径

影响AM细胞中miR-21表达从而诱导AM细胞增殖。

综上所述，miR-21可能在AM病变早期发挥关键

作用，可促进AM细胞的迁移和增殖，并通过改变病

灶细胞的超微结构抑制细胞凋亡，促进AM的进展。

miR-21有望成为AM治疗的靶点之一，课题组也将在后

续的研究中完善对疾病分期、病程及月经周期的管理，

行进一步的阐述。值得关注的是，本研究从E2激活及

剥夺状态正反两方面揭示了ER除与E2结合诱导AM病

灶细胞miR-21表达外，还可通过其他途径调控miR-21

表达，其中ER对miR-21的调控作用大于E2，这可能

是AM的发病机制之一，具体机制有待进一步探讨。

图9 各组AM细胞超微结构比较
Fig.9 Transmission electron microscopy for observing ultrastructures of adenomyosis cells in each group. Red
arrows indicate autolysosomes, green arrows indicate abnormal mitochondria, and yellow arrows indicate
normal mitochondria.
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