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［摘 要］ 目的：探讨抑制巨噬细胞产生促炎性细胞因子对子宫内膜异位症孕酮拮抗的影响。方法：原代培养15例异位子宫

内膜基质细胞（endometrial stromal cells，ESCs），趋化实验检测异位ESCs表达的趋化因子配体12（CXCL12）对巨噬细胞的趋化

能力。脂质体法介导核因子（nuclear factor，NF）⁃κB诱捕寡核苷酸（oligonucleotide，ODNs）转染巨噬细胞后再用100 ng/mL脂多

糖刺激培养巨噬细胞，电泳迁移率分析（electrophoretic mobility shift assay，EMSA）法检测脂多糖刺激条件下巨噬细胞中NF⁃κB
的活化水平，ELISA检测巨噬细胞白介素⁃1β（interleukin⁃1β，IL⁃1β）和肿瘤坏死因子⁃α（tumor necrosis factor α，TNF⁃α）表达水

平的变化。建立异位ESCs和巨噬细胞的共培养系统，检测通过NF⁃κB诱捕ODNs抑制巨噬细胞表达促炎性细胞因子对异位

ESCs蜕膜化的影响。结果：异位ESCs分泌的CXCL12对巨噬细胞具有趋化作用。NF⁃κB诱捕ODNs能显著抑制脂多糖诱导的

巨噬细胞表达促炎性细胞因子。在巨噬细胞和异位ESCs的共培养系统中，NF⁃κB诱捕ODNs能通过抑制巨噬细胞产生促炎性

因子提高异位ESCs对孕酮的反应。结论：通过NF⁃κB诱捕ODNs抑制巨噬细胞产生促炎性细胞因子有可能是减轻内异症炎症

反应和改善孕酮抵抗的一种方法。
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［Abstract］ Objective：To investigate the effect of inhibition of proinflammatory cytokines produced by macrophages on the
progesterone resistance in endometriosis. Methods：The primary ectopic endometrial stromal cells（ESCs）of 15 endometriosis women
were cultured. The chemotactic test was used to detect the role of CXCL12 expressed by ectopic ESCs in the recruitment of
macrophages. LPS（100 ng/mL）was used to stimulate macrophages to express pro ⁃ inflammatory cytokines after macrophages were
transfected with nuclear factor（NF）⁃κB decoy oligonucleotides（ODNs）. The electrophoretic mobility shift assay（EMSA）assay was
used to detect the activation of NF⁃κB in macrophages after LPS stimulation，and ELISA was used to detect the expression of interleukin
⁃1β（IL⁃1β）and tumor necrosis factor⁃α（TNF⁃α）in macrophages. In the co⁃culture system of ectopic ESCs and macrophages，the effect
of NF⁃κB decoy ODNs on the decidualization of ectopic ESCs was observed. Results：CXCL12 secreted by ectopic ESCs played a role
in the recruitment of macrophages in endometriosis. NF⁃ κB decoy ODNs significantly inhibited the expression of pro ⁃ inflammatory
cytokines in macrophages. In co⁃culture system of macrophages and ectopic ESCs，NF⁃κB decoy ODNs enhanced the progesterone⁃
induced decidualization of ectopic ESCs by inhibiting the production of pro⁃inflammatory cytokines from macrophages. Conclusion：
This study indicates that NF⁃κB targeting therapy of macrophages maybe an opportunity for mitigating the inflammatory response and
progesterone resistance in endometriosis.
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子宫内膜异位症（endometriosis，EMS）是一种雌

激素依赖性疾病［1］。孕酮能拮抗雌激素的活性，是

治疗EMS的经典药物。但是，EMS患者存在孕酮抵

抗现象，表现为EMS患者子宫内膜蜕膜化障碍、受

精卵种植缺陷和一部分患者对孕酮治疗无效［2］。

EMS也是一种慢性炎症性疾病，EMS的炎性环境和

孕酮抵抗密切相关［3-4］。巨噬细胞是EMS患者腹腔

液和内异症病灶中最丰富的免疫细胞，也是促炎性

细胞因子的主要产生细胞［5-6］。减少巨噬细胞中促

炎性细胞因子的产生有可能改善EMS的炎性环境

和孕酮抵抗现象。核因子⁃κB（nuclear factor，NF⁃
κB）活化是调控巨噬细胞产生促炎性细胞因子的关

键环节［7］，NF ⁃ κB 诱捕寡核苷酸（NF ⁃ κB decoy
ODNs）能竞争性地和靶基因的启动子区结合而拮抗

NF⁃κB的活性［8-9］。在 EMS中，是否能通过NF⁃κB
decoy ODNs抑制巨噬细胞产生促炎性细胞因子来

改善EMS的炎性环境和孕酮抵抗现象目前尚未见

报道。我们既往研究已证实，雌二醇（E2）诱导的异

位子宫内膜基质细胞（endometrial stromal cells，
ESCs）能比正常ESCs表达更多的基质细胞衍生因

子（SDF⁃1/CXCL12）［10-11］。巨噬细胞上有CXCL12的
受体CXCR4的表达，异位ESCs产生的CXCL12是否

能通过 CXCL12/CXCR4轴趋化巨噬细胞目前尚未

见报道。本研究原代培养异位ESCs，趋化实验检测

异位 ESCs 表达的 CXCL12 对巨噬细胞的趋化能

力。建立异位ESCs和巨噬细胞的共培养系统，检测

NF⁃κB诱捕ODNs拮抗巨噬细胞表达促炎性因子的

能力和对孕酮诱导的异位ESCs蜕膜化的影响。

1 材料和方法

1.1 材料

2016年 3月—2017年 3月，选择在南京医科大

学第一附属医院妇科因卵巢内异症囊肿接受手术

治疗，且术后标本病理证实为EMS的15例患者的异

位内膜，r⁃AFS分期为Ⅲ~Ⅳ期。所有患者术前 3个
月内均未使用过激素类药物治疗。正常子宫内膜

取自本院门诊要求放置宫内节育环的正常女性，在

放置节育环前轻轻刮取少许子宫内膜。所有组织

标本均经南京医科大学第一附属医院伦理委员会

同意和患者知情同意后获得。U937单核细胞购自

中科院上海细胞库。

胎牛血清（FBS）、DMEM/F12 培养基、RPMI ⁃
1640培养基（Gibco公司，美国）；17β⁃雌二醇（E2）、

孕酮（P）、佛波酯（PMA）、环磷酸腺苷（cAMP）、脂多

糖（LPS）（Sigma公司，美国）；CXCL12、白介素⁃1β（IL
⁃1β）、肿瘤坏死因子⁃α（TNF⁃α）、催乳素（PRL）ELI⁃
SA检测试剂盒（R&D公司，美国）；FITC标记的抗人

CD68抗体、PE标记的抗人 CXCR4抗体、APC标记

的抗人HLA⁃DR抗体及流式同型对照抗体（BioLeg⁃
end公司，美国）；小鼠抗人胰岛素样生长因子结合

蛋白⁃1（IGFBP⁃1）抗体（Abcam公司，美国）；Boyden
趋化小室（Costar公司，美国）；NF⁃κB decoy ODNs
（上海生工生物工程公司）；LipofectamineTM 2000 脂

质体转染试剂（Invitrogen公司，美国）；细胞核提取

试剂盒（Panomics公司，美国）；共培养系统（Corning
Costar公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 异位ESCs的分离、培养和雌激素刺激

异位和正常ESCs的分离、培养和鉴定方法参见

文献［11-12］。原代培养的ESCs 90%汇片时传代到6孔
板，6孔板中的细胞 80%汇片时用无血清培养基饥

饿培养过夜，12 h后换用含有 1×10-7 mol/L E2的无

血清培养基培养。分别于第 12、24、48 h收集上清

液，ELISA检测上清液中CXCL12水平。

1.2.2 巨噬细胞分化培养和鉴定

含10%FBS的RPMI⁃1640培养基中加入50 nmol/L
PMA诱导培养U937单核细胞，72 h后用流式细胞仪

（FACS）检测细胞表面CD68分子和CXCR4表达水

平。用 FACS分选出表达 CD68分子的巨噬细胞，

RPMI⁃1640培养 24 h后换用含有 100 ng/mL LPS的

培养液培养 24 h，FACS检测经典活化的巨噬细胞

（M1型巨噬细胞）表面HLA⁃DR表达水平。

1.2.3 巨噬细胞趋化实验

采用孔径为8 μm的Boyden趋化小室进行巨噬

细胞的趋化实验。在 Boyden 小室的下室中加入

600 μL E2诱导培养 48 h的异位ESCs上清液，对照

组下室中加入 600 μL无血清培养液。在Boyden系
统的上室中加入 200 μL含 5 × 104个细胞的巨噬细

胞悬液，部分巨噬细胞已预先用CXCR4的特异性拮

抗剂 AMD3100 孵育 30 min。将 Boyden 小室放在

37 ℃培养箱中孵育12 h，用棉签擦去膜上层的细胞，

膜下层的细胞用4%多聚甲醛固定后用0.1%甲苯胺

蓝染色计数。结果用趋化指数表示，即条件培养液趋

化的细胞数除以无血清培养液趋化的细胞数。

1.2.4 LPS对巨噬细胞分泌促炎性细胞因子的影响

在含 10% FBS 的 RPMI⁃1640 培养基中加入

100 ng/mL LPS刺激培养巨噬细胞，在LPS刺激的第

6、12、24 h收集上清液用ELISA检测 IL⁃1β和TNF⁃α
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表达水平。

1.2.5 NF⁃κB诱捕ODNs合成及巨噬细胞转染

NF⁃κB诱捕ODNs的合成序列如下：5′⁃CCTT⁃
GAAGGGATTTCCCTCC⁃3′和 3′⁃GGAACTTCCCTA⁃
AAGGGAGG⁃5′。对照的错义 decoy ODNs序列为：

5′⁃TTGCCGTACCTGACTTAGCC⁃3′和3′⁃AACGGCA⁃
TGGACTGAATCGG⁃5′。NF⁃κB decoy ODNs和错义

decoy ODNs的 5′端均带有异硫氰酸荧光素（FITC）
标记。当 6孔板中的细胞 90%汇片时，换用低血清

Opti⁃MEM培养 24 h。24 h后用脂质体介导NF⁃κB
诱捕ODNs或错义ODNs转染巨噬细胞，转染后 4 h
用DMEM/F12完全培养基培养。

1.2.6 电泳迁移率（EMSA）实验

巨噬细胞转染NF⁃κB诱捕ODNs后DMEM/F12
完全培养基培养 4 h，4 h后换用含有 100 ng/mL LPS
的DMEM/F12培养，12 h后提取巨噬细胞的胞核蛋

白。与NF⁃κB诱捕ODN一致的探针序列用［γ⁃32P］
三磷酸腺苷标记。100倍过量的未标记的 NF⁃κB
诱捕ODNs和巨噬细胞核提取物混合孵育 15 min，
15 min后把 32P标记的探针加入其中继续室温孵育

30 min，非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳后放射自显影

观察结果。

1.2.7 NF⁃κB诱捕ODNs对巨噬细胞分泌促炎性细

胞因子的影响

巨噬细胞转染NF⁃κB诱捕ODNs后，DMEM/F12
完全培养基培养 4 h，4 h后换用含有 100 ng/mL LPS
的DMEM/F12培养24 h。分别在LPS刺激后的第6、
12、24 h收集上清液用ELISA检测 IL⁃1β和TNF⁃α表
达水平。

1.2.8 异位 ESCs 和巨噬细胞共培养系统中异位

ESCs蜕膜化的诱导和检测

选用膜孔径为 0.4 μm的 Transwell小室建立异

位ESCs和巨噬细胞的共培养系统。巨噬细胞（1×
105个/孔）接种至6孔板中，在转染NF⁃κB诱捕ODNs
后 4 h换用 100 ng/mL LPS刺激 24 h。同时，在Tran⁃
swell上室接种异位ESCs，用完全培养基培养 24 h。
24 h后把有异位ESCs生长的上室移至有巨噬细胞的

6孔板中。继续培养24 h以后，换为含有0.5 mmol/L
8 ⁃溴 ⁃ cAMP 和 100 nmol/L P 的低血清（2% FBS）
DMEM/F12培养液，24、48、72、96 h后，ELISA检测

上清液中PRL水平，收集处理72、96 h的细胞蛋白，

Western blot检测异位ESCs中的 IGFBP⁃1表达水平。

1.3 统计学方法

所有数据使用 SPSS 18.0 统计软件进行分析。

所有计量数据均以均数±标准差（x ± s）表示，方差齐

性时多组均数比较采用单因素方差分析。P ≤ 0.05
为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 异位、正常ESCs和巨噬细胞的鉴定

抗波形蛋白及抗角蛋白抗体免疫细胞化学染

色鉴定异位和正常ESCs，结果显示，分离培养的原

代异位和正常ESCs纯度均大于95%，这和我们既往

的研究结果一致［10-11］。50 nmol/L PMA培养U937单
核细胞 72 h诱导巨噬细胞分化，FACS检测细胞表

面 CD68（巨噬细胞标志分子）和 CXCR4 表达水

平。结果如图 1A所示，PMA诱导 72 h后 78.1%的

单核细胞分化成了巨噬细胞，65.4%的巨噬细胞既

表达CD68分子也表达CXCR4分子。用抗CD68抗

体通过FACS分选出巨噬细胞，再用 100 ng/mL LPS
刺激培养这些分选出的巨噬细胞，24 h后用 FACS
检测巨噬细胞表面HLA⁃DR表达水平，HLA⁃DR是

经典活化的M1型巨噬细胞的表面标志之一。结

果显示，90.7%的巨噬细胞表达HLA⁃DR分子（图

1B），也就是 90.7%的巨噬细胞分化成了M1型巨噬

细胞。

PE
⁃CX

CR
4

FITC⁃CD68
100 101 102 103 104

12.7%

65.4%11.9%

10.0%

4 000

3 000

2 000

1 000

0

细
胞

数

APC⁃HLA⁃DR
100 101 102 103 104

90.7%

104

103

102

101

100

A

B
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图3 脂质体介导NF⁃κB诱捕ODNs（5’端有FITC标记）转

染巨噬细胞的转染效率（×400）
Figure 3 Lipofectamine ⁃mediated transfection efficiency

of NF ⁃ κB decoy ODNs（FITC was labeled on
the 5’⁃end）in macrophages（×400）
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图2 E2诱导异位和正常ESCs表达CXCL12水平

Figure 2 Effect of E2 on CXCL12 expression in normal
and ectopic ESCs

正常ESCs
异位ESCs

2.2 E2诱导的异位和正常ESCs表达CXCL12水平

E2（1×10-7 mol/L）诱导培养异位和正常ESCs，分
别在第 12、24、48 h用ELISA检测上清液中CXCL12
表达水平。结果如图 2所示，在 E2刺激培养后的

12、24 h，异位和正常 ESCs表达 CXCL12水平无显

著性差异（P > 0.05）；E2诱导培养 48 h，异位和正

常 ESCs 表 达 CXCL12 水 平 分 别 是（1 349.16 ±
275.76）pg/mL和（687.44 ± 128.66）pg/mL，异位ESCs
表达CXCL12水平显著高于正常ESCs（P < 0.05）。
2.3 E2诱导的异位ESCs上清液对巨噬细胞趋化能

力的影响

E2诱导培养异位ESCs 48 h的上清液600 μL加

入到Boyden趋化小室的下室中，上室加入200 μL巨

噬细胞悬液（5×104个），孵育12 h后染色计数穿过膜

的巨噬细胞数量。E2诱导的异位ESCs上清液对巨

噬细胞的趋化指数是 6.36 ± 1.83，趋化的巨噬细胞

数量是无血清培养液对照组的6倍。当巨噬细胞用

CXCR4的拮抗剂AMD3100预处理 30 min后，异位

ESCs上清液的趋化指数是 4.24 ± 1.62，对巨噬细胞

的趋化能力下降了 33.33%，和未用AMD3100处理

组相比差异有统计学意义（P < 0.05，n=3）。

2.4 NF⁃κB 诱捕 ODNs 对巨噬细胞表达 IL⁃1β和

TNF⁃α的影响

培养在 6孔板中的巨噬细胞先用脂质体转染

NF⁃κB诱捕ODNs或错义 decoy ODNs，转染效率大

于 95%（图 3）。4 h后用 LPS（100 ng/mL）刺激培养

24 h，ELISA检测第 6、12、24 h上清液中的 IL⁃1β和

TNF⁃α水平。结果如图4所示，在LPS刺激12 h后巨

噬细胞表达 IL⁃1β水平是（84.08 ± 15.31）pg/mL，较
未用 LPS处理的对照组相比显著上升（P <0.05）；

TNF⁃α在 LPS刺激后的 6 h表达就上升至（323.99 ±
97.21）pg/mL，与未用LPS刺激的对照组相比显著增

加（P < 0.05）。当巨噬细胞转染NF⁃κB诱捕ODNs
后再用LPS刺激，在第 12、24 h巨噬细胞 IL⁃1β的表

达量分别为（49.81 ± 10.14）pg/mL和（51.64 ± 10.03）
pg/mL，均显著低于单用LPS刺激组（P < 0.05），在第

6、12、24 h 巨噬细胞表达 TNF ⁃α的水平分别为

（155.73 ± 38.2）pg/mL、（241.09 ± 70.13）pg/mL 和

（245.47 ± 45.84）pg/mL，均明显低于单用LPS刺激组

（P < 0.05），转染错义decoy ODNs对LPS诱导的巨噬

细胞 IL⁃1β 和TNF⁃α的表达没有影响（P > 0.05）。
2.5 NF⁃κB诱捕ODNs对LPS诱导NF⁃κB活化的影响

巨噬细胞转染 NF⁃κB 诱捕 ODNs 后用 LPS 刺

激，12 h提取巨噬细胞核蛋白，EMSA检测活化的NF
⁃κB水平。结果如图 5所示，转染NF⁃κB诱捕ODNs
能显著抑制LPS诱导的巨噬细胞内NF⁃κB的活化水

平（P < 0.05，n=3）。
2.6 NF⁃κB诱捕ODNs对共培养系统中异位 ESCs
蜕膜化的影响

PRL和 IGFBP⁃1是子宫内膜蜕膜化指标。在巨

噬细胞和异位ESCs共培养系统中，以 cAMP和P诱

导异位ESCs蜕膜化。结果显示，异位ESCs细胞诱

导前以梭形为主（图6A），诱导后向椭圆形或多边形

转化（图6B）。PRL和 IGFBP⁃1的表达变化如图7、8
所示，当巨噬细胞预先转染NF⁃κB诱捕ODNs后，异

位ESCs表达PRL的水平在第 96 h较转染NF⁃κB错

义ODNs组增加了 1.86倍（P < 0.05），IGFBP⁃1蛋白

的表达水平在第 96 h也显著增加（P <0.05）。错义

decoy ODNs对PRL和 IGFBP⁃1的表达水平没有影响

（P > 0.05）。
3 讨 论

巨噬细胞是EMS患者腹腔液和EMS病灶中最

丰富的免疫细胞，在EMS发生和发展中起着关键作
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用［5-6］。一些趋化因子已被证实可以趋化巨噬细胞

到 EMS部位，如单核细胞趋化蛋白⁃1（MCP⁃1）和

RANTES等［13-14］。本研究结果显示，E2诱导的异位

ESCs比正常ESCs表达更多的CXCL12，这与我们既

往的研究结果一致［10-11］。趋化实验结果显示，E2诱
导的异位ESCs上清液能募集巨噬细胞，当巨噬细胞

用CXCR4拮抗剂AMD3100预处理之后，异位ESCs
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图4 NF⁃κB诱捕ODNs对LPS诱导的巨噬细胞表达 IL⁃1β和TNF⁃α的影响

Figure 4 Effect of NF⁃κB decoy ODNs on LPS⁃induced IL⁃1β，TNF⁃α expression in macrophages
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图5 NF⁃κB诱捕ODNs对LPS诱导的NF⁃κB活化的影响

Figure 5 Effect of NF⁃κB decoy ODNs on LPS⁃ induced
NF⁃κB activation in macrophages

BA
图6 异位ESCs蜕膜化诱导前（A）、后（B）的形态学变化（×

400）
Figure 6 Morphological changes before（A）and after（B）

the decidualization induced by cAMP plus P in
ectopic ESCs（×400）

与NF⁃κB错义ODNs组相比，*P < 0.05（n=3）。
图 7 NF⁃κB诱捕ODNs对共培养系统中异位ESCs表达

PRL的影响

Figure 7 Effect of NF⁃κB decoy ODNs on PRL expression
of ESCs in co⁃culture system
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图 8 NF⁃κB诱捕ODNs对共培养系统中异位ESCs表达

IGFBP⁃1的影响

Figure 8 Effect of NF⁃κB decoy ODNs on IGFBP⁃1 pro⁃
duction of ESCs in co⁃culture system
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上清液对巨噬细胞的趋化能力显著下降，说明CX⁃
CR4/CXCL12趋化轴在异位内膜募集巨噬细胞中起

着一定作用。EMS是一种雌激素依赖性疾病，局部

存在高雌激素现象，这种局部高雌激素环境可通过

CXCR4/CXCL12趋化轴促进巨噬细胞到异位内膜的

聚集。

EMS也是一种炎症依赖性疾病，显著升高的巨

噬细胞和促炎性因子是EMS的特征之一［15］。研究

已证实，EMS的慢性炎症环境是EMS患者出现孕酮

抵抗的原因之一［16］，孕酮抵抗表现为部分EMS患者

对孕激素治疗无反应或孕囊种植缺陷［17］。抑制

EMS的炎症状态有可能是减轻EMS孕酮抵抗的方

法之一。巨噬细胞分为经典活化的M1型巨噬细胞

和替代途径活化的M2型巨噬细胞［18］。M1型巨噬细

胞能产生大量的促炎性细胞因子，如 IL⁃1β和TNF⁃α
等。M2型巨噬细胞能产生抗炎性细胞因子，如 IL⁃10
和 IL⁃4等。研究发现，EMS患者的子宫内膜中巨噬

细胞倾向于M1型分化［19］。EMS中巨噬细胞的激活

依赖于NF⁃κB途径，抑制NF⁃κB活化能显著减少实

验性异位内膜病灶的生长［20-21］。由此，我们设想通

过拮抗巨噬细胞中NF⁃κB活化来减少巨噬细胞分

泌促炎性因子有可能是减轻EMS炎性状态的方法

之一，也有可能是改善EMS孕酮抵抗现象的方法之

一。人工合成的NF⁃κB诱捕ODNs已被证实能竞争

性抑制NF⁃κB的活化和靶基因的表达［22］。由于NF⁃
κB诱捕ODNs的高特异性和低不良反应，NF⁃κB诱

捕ODNs已被用于很多免疫介导的体内和体外疾病

动物模型［23-25］。但是，目前尚未见NF⁃κB诱捕ODNs
在EMS中抑制巨噬细胞分泌促炎性因子的报道。

本研究结果显示，人工合成的 NF ⁃κB 诱捕

ODNs能抑制LPS诱导的巨噬细胞分泌 IL⁃1β和TNF
⁃α。在巨噬细胞和异位ESCs的共培养系统中，当巨

噬细胞预先转染NF⁃κB诱捕ODNs时，孕酮能诱导

异位ESCs表达更多的 PRL和 IGFBP⁃1蛋白。说明

NF⁃κB诱捕ODNs能通过抑制巨噬细胞产生促炎性

因子提高异位ESCs对孕酮的反应。通过NF⁃κB诱

捕ODNs拮抗巨噬细胞促炎性细胞因子的产生有可

能是改善EMS孕酮抵抗的方法之一。
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