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·论著·

体外沉默 NLRP3 对 Ang Ⅱ诱导的子宫内膜 
间质细胞增殖以及分泌活性的影响

齐秀芳    栗志英    单铁英    李伟    单铁强    商小涓    宋亚娟    宋玉杰    刘晓霞

宋永红    何红梅

【摘要】 目的 研究体外沉默 Nod 样受体蛋白 3（NLRP3）对血管紧张素Ⅱ（Ang Ⅱ）诱导的子宫内膜间

质细胞（ESCs）增殖及分泌活性的影响。方法 观察 ESCs 在不同浓度的 Ang Ⅱ刺激下数量的改变，确定最佳

Ang Ⅱ浓度；细胞分为四组：正常组、Ang Ⅱ组、Ang Ⅱ + 空载病毒组（空载组）及 Ang Ⅱ +NLRP3-RNAi 组（沉

默组）。RT-PCR 和蛋白免疫印迹技术测量细胞中 NLRP3、Ⅰ型胶原及纤粘连蛋白的 mRNA 和蛋白的含量。结

果 Ang Ⅱ能刺激细胞数量增加，10-5 mol/L Ang Ⅱ最佳（均 P <0.05）。与正常组相比，Ang Ⅱ组 NLRP3、Ⅰ型胶

原及纤粘连蛋白的 mRNA 和蛋白的含量明显增加（均 P <0.05）；与空载组相比，沉默组上述指标明显降低（均

P <0.05）。结论 体外沉默 NLRP3 能够明显降低 Ang Ⅱ诱导的 ESCs 的增殖能力和分泌活性。
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【Abstract】 Objective To study the effect of silencing Nod like receptor 3 (NLRP3) on the proliferation and 
secretion activity of angiotensin Ⅱ (Ang Ⅱ ) induced endometrial stromal cells (ESCs). Methods The changes of 
cell number stimulated by different concentrations of Ang Ⅱ were observed, and the best concentration of Ang Ⅱ was 
determined; ESCs were arranged into 4 groups: normal group, Ang Ⅱ group, Ang Ⅱ +empty virus group (empty 
group) and Ang Ⅱ was determined +NLRP3-RNAi group (silence group). The mRNA and protein contents of NLRP3, 
Col Ⅰ and fibronectin in cells were measured by RT-PCR and Western blot respectively. Results Ang Ⅱ could stimulate 
cell number increased, and 10-5 mol/L Ang Ⅱ was the best (all P <0.05). Matched with normal group, the mRNA and 
protein contents of NLRP3, Col I and fibronectin in Ang Ⅱ group were significantly increased(all P <0.05); Matched with 
the empty group, the mRNA and protein contents of them in the silencing group were significantly lower (all P <0.05). 
Conclusion Silencing NLRP3 in vitro can significantly reduce the proliferation and secretory activity of ESCs induced 
by Ang Ⅱ .
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重度宫腔粘连已成为治疗不孕症的瓶颈。炎

症反应和纤维化病变为该病的两大特征 [1]。血

管 紧 张 素Ⅱ（Ang Ⅱ） 能 促 进 多 种 器 官 的 纤 维

化改变，其机制为多途径激活 Nod 样受体蛋白

3(NLRP3) 小体，促进间质细胞增殖和分泌 [2]。但

Ang Ⅱ对宫腔粘连的作用机制如何呢？我们进行

了体外孵育子宫内膜间质细胞（ESCs），探索体
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外沉默 NLRP3 对 Ang Ⅱ诱导的 ESCs 增殖及分泌

活性的影响，为开发新药提供启示。

材料与方法

一、材料

收集 2021 年 1 月 1 日至 6 月 1 日在河北省邯

郸市妇幼保健医院的妇科门诊因不孕就诊的育龄

期女性的内膜组织，年龄 (34±2.46) 岁，月经正

常，内膜为月经周期的 8~14 d，即为增殖期，内

膜投入冰浴的培养液里，快速送往实验室。药剂：

Ang Ⅱ源于南京博研生物公司；慢病毒 NLRP3 源

于 R&D Systems； 提 RNA、cDNA 逆 转 录、RT-
PCR 试剂盒源于济南千司生物公司；波形蛋白、

NLRP3、Ⅰ型胶原及纤粘连蛋白抗体购自 abcam。

二、方法

1. 内膜消化及 ESCs 分离：内膜剪碎，酶消化

后收集滤液，600 r/min 离心 12 min，沉淀用孵育

液悬浮细胞，少量细胞用于鉴定，其余常规培养。

2. 细胞增殖的检测：细胞孵育 3 d，移植 96
孔板孵育 24 h 后，分别加入 10-7、10-6、10-5 mol/L 
的 Ang Ⅱ，并设无 Ang Ⅱ的对照组。当孵育 12、

24、48 h 时，加噻唑蓝染液，作用 4 h 后加二甲基

亚砜，暗室中作用 20 min，检测各孔的 OD 值，选

取最佳 Ang Ⅱ的作用浓度和时间用于后续实验。

3. 最佳病毒感染复数的选择：用全培养液制备

细胞悬液，分为四组：对照组、全培养液组、全培

养液 + 感染增强液 HiTrans GA 组、全培养液 +

感染增强液 HiTrans GP 组。细胞移植 96 孔板里，

当细胞的融合度在 20%~30%。吸净悬液，滴加感

染复数为 25、50、75 的病毒，作用 12 h 后弃掉悬

液，滴入孵育液，感染 3 d，选择最佳的病毒感染

复数用于后续实验。

4. 体 外 沉 默 NLRP3 和 细 胞 分 组： 用 最 佳 病

毒感染复数算出病毒量，细胞分为空载病毒组和

NLRP3-RNAi 病 毒 感 染 组， 正 常 细 胞 为 对 照 组，

感 染 3 d 时， 收 集 三 组 细 胞 的 RNA 测 量 NLRP3
病 毒 效 价。 细 胞 分 成 四 组： 对 照 组、AngⅡ组、

AngⅡ + 空载病毒组（空载组）、AngⅡ +NLRP3-
RNAi 病毒组（沉默组）。用最佳病毒量感染 3 d 时，

让细胞饥饿 24 h，滴加 10-5 mol/L Ang Ⅱ作用 24 h。

5. 细 胞 内 mRNA 含 量 的 检 测： 分 离 细 胞

内 RNA 并 测 其 含 量。 遵 循 试 剂 盒 中 的 逆 转

录、 扩 增 的 操 作 步 骤， 逆 转 录 并 扩 增 RNA。 引

物 由 金 斯 瑞 生 物 公 司 合 成，NLRP3： 上 游 
5’-CTGAAGCATCTGCTCTGCAACC-3’、 下 游 5’- 
AACCAATGCGAGATCCTGACAAC-3’，Ⅰ型胶原：

上 游 5’-GACATGTTCAGCTTTGTGGACCTC-3’、 下

游 5’-GGGACCCTTAGGCCATTGTGTA-3’， 纤 粘 连

蛋白：上游 5’-TGGAGGAAGCCGAGGTTT-3’、下游

5’-CAGCGGTTTGCGATGGTA-3’，GAPDH： 上 游

5’-GGCACAGTCAAGGCTGAGAATG-3’、 下 游 5’-
ATGGTGGTGAAGACGCCAGTA-3’。

6. 细胞内蛋白含量的检测：裂解细胞分离蛋白

并测其含量，将少量蛋白和上样液混匀，热变性

后冷却，将其滴到凝胶孔中，进行电泳、转膜、洗

膜、封闭 1 h，加入第一、第二抗体。暗室中加发

光液显影、定影，分析各蛋白条带的灰度值。

三、统计学分析

数据采用 SPSS 19.0 统计软件处理，每组数据

表示为均数 ± 标准差（x±s）。两组间比较采用 
t 检 验， 多 组 之 间 的 均 数 比 较 采 用 方 差 分 析，

P <0.05 为差异有统计学意义。

结    果

一、ESCs 形态观察与鉴定

刚分离的细胞呈单个球状，2 d 后细胞体积增

大，贴壁且伸出不规则突起（图 1A）；H&E 染色

后，轮廓清晰，核蓝居中，胞浆粉红，突起长短不

一（图 1B）。波形蛋白免疫染色呈阳性（图 1C）。

二、Ang Ⅱ刺激 ESCs 的增殖

12 h 时四组相比差异无统计学意义 (P >0.05)，
24、48 h 时，Ang Ⅱ细胞量的增加与 Ang Ⅱ的浓度

和作用时间呈正向依赖性，且均比正常组明显增多

( 均 P <0.05)， 其 中 10-5 mol/L 的 Ang Ⅱ孵 育 48 h
时，效果最佳，后续实验采用此指标。

三、最佳病毒的感染复数

选择细胞最佳病毒感染复数（图 2），感染复数

为 75 的全培养液 + 感染增强液 HiTrans GP 组效果

最佳，后续实验将以此作为指标。

A. 活细胞形态观察 B. 染料染色 C. 波形蛋白免疫染色

图 1 ESCs 形态观察与类型鉴定（×400）

A B C
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四、体外沉默 NLRP3 后细胞内 NLRP3、Ⅰ型

胶原及纤粘连蛋白 mRNA 含量的比较

空 载 组 和 对 照 组 相 比 差 异 无 统 计 学 意 义

（P >0.05），NLRP3-RNAi 病毒感染组与空载组相

比 NLRP3 mRNA 的含量减少（P <0.05），说明沉默

NLRP3 已经成功。与对照组相比，Ang Ⅱ组细胞内

NLRP3、Ⅰ型胶原及纤粘连蛋白 mRNA 的含量增多

（均 P <0.05）；与 Ang Ⅱ组相比，沉默组三种蛋白

mRNA 的含量减少（均 P <0.05），见表 1。

表1 各组ESCs细胞内NLRP3、Ⅰ型胶原及纤粘连蛋白
mRNA含量的比较（x±s）

组别 例数
NLRP3
2－△△CT

Ⅰ型胶原

2－△△CT

纤粘连蛋白

2－△△CT

对照组 6 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00
AngⅡ组 6 1.57±0.20① 1.90±0.22① 1.86±0.21①

空载组 6 1.53±0.22 1.82±0.21 1.68±0.19
沉默组 6 0.83±0.11② 1.23±0.18② 1.13±0.14②

F值 5.563 6.151 7.144
P值 <0.05 <0.05 <0.05
注：AngⅡ—血管紧张素Ⅱ，NLRP3—Nod样受体蛋白3，
GAPDH—甘油醛-3-磷酸脱氢酶；① 与正常组相比，P <0.05；

② 与空载组相比，P <0.05

出 Ang Ⅱ的含量增多 [7]。我们用 Ang Ⅱ孵育 ESCs
时，细胞量和分泌Ⅰ型胶原及纤粘连蛋白均增多。

NLRP3 炎性小体是一种复合蛋白受体 [8]。文

献表明，它的激活促进了多个脏器的纤维化进程。

矽肺纤维化组织中 NLRP3 小体及 IL-1β 的含量均

升高，抑制 NLRP3 小体后上述指标降低 [9]。肝纤

维化病变中，Ang Ⅱ能够刺激肝细胞中 NLRP3 小

体活化 [10]。因此，NLRP3 小体的激活促进了矽肺、

肝脏的纤维化病变的进程。

我们的实验结果显示，ESCs 在 Ang Ⅱ诱导下，

细胞增殖能力增强，细胞内的 NLRP3、Ⅰ型胶原、

纤粘连蛋白的蛋白和基因水平升高；沉默 NLRP3 后

三种蛋白和基因水平降低。这揭示了 Ang Ⅱ能通过

激活 NLRP3 炎性小体通路来达到增进子宫内膜纤维

化病变的过程。至于其通过何种信号分子转导机制

来进行的，尚需后续实验在此基础上进一步探索。
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五、体外沉默 NLRP3 后细胞内 NLRP3、Ⅰ型

胶原及纤粘连蛋白含量的比较

与 对 照 组 相 比，Ang Ⅱ 组 细 胞 内 NLRP3、

Ⅰ 型 胶 原 及 纤 粘 连 蛋 白 的 相 对 含 量 增 多（均

P <0.05）；与空载组相比，沉默组三种相对含量减

少（均 P <0.05）。

讨    论

宫腔镜下，粘连的子宫内膜苍白且质硬无血

管和腺样结构，但基质成分异常增多 [3-4]。文献证

实，纤维化的因子和炎症因子均与纤维化密切相

关 [5]。Ang Ⅱ作为致纤维化因子，能刺激多种组织

的间质细胞增殖且分泌基质成分增多，促进纤维

化病变。在心肌中能激活肌成纤维细胞，造成心

肌纤维化 [6]。肝纤维化的大鼠血液、组织中均检测

A. 全培养液组 B. 全培养液 + 感
染增强液 HiTrans 

GA 组；

C. 全培养液 + 感
染增强液 HiTrans 

GP 组

图 2 ESCs 的最佳病毒感染复数（×40）

A B C
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