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大麻素受体在子宫腺肌病在位内膜中的表达
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　 　 【摘要】 　 目的 　 研究大麻素受体 CB1 和 CB2 在子宫腺肌病患者在位内膜及非腺肌病患者子宫内膜组织中表达的差异。

方法 　 选择 2017 年 7 月 ~ 2018 年 12 月因弥漫型子宫腺肌病行全子宫切除术的 45 例为腺肌病组(增殖期 23 例,分泌期 22

例),同期因宫颈疾病切除子宫的 34 例非子宫腺肌病患者(宫颈上皮内瘤变Ⅲ级 16 例,宫颈癌ⅠA 期 18 例)作为对照组(增

殖期 22 例,分泌期 12 例),通过免疫组化二步法和实时荧光定量 PCR 技术检测 2 组子宫内膜 CB1、CB2 蛋白及 mRNA 的表达

水平。 　 结果 　 ①CB1 蛋白在腺肌病组增殖期、分泌期在位内膜中表达量均低于对照组(均 P = 0. 000)。 腺肌病组 CB1 蛋白

在增殖期与分泌期的表达差异无统计学意义(P = 0. 101),而对照组增殖期低于分泌期(P = 0. 009)。 ②CB2 蛋白在腺肌病组

增殖期、分泌期在位内膜中表达量均低于对照组(P = 0. 011、0. 000)。 2 组 CB2 蛋白的表达均在增殖期低于分泌期 (均P =

0. 000)。 ③CB1 mRNA 在腺肌病组增殖期、分泌期在位内膜中的表达量均低于对照组(均 P = 0. 000)。 腺肌病组 CB1 mRNA

在增殖期与分泌期的表达差异无统计学意义(P = 0. 238),而对照组增殖期低于分泌期(P = 0. 000)。 ④CB2 mRNA 在腺肌病

组增殖期、分泌期在位内膜中的表达量均低于对照组(均 P = 0. 000)。 2 组 CB2 mRNA 的表达均在增殖期低于分泌期(均 P =

0. 000)。 　 结论 　 腺肌病子宫在位内膜中大麻素受体 CB1 和 CB2 的表达均下调且 CB1 的表达失去周期性变化,提示大麻素

受体可能参与腺肌病的发生发展。
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【Abstract】 　 Objective　 To observe the differences of expression of cannabinoid receptors CB1 and CB2 in endometrial samples

derived from adenomyosis patients and non-adenomyosis patients. 　 Methods　 From July 2017 to December 2018, 45 cases of diffuse

adenomyosis undergoing hysterectomy were enrolled as the adenomyosis group (23 cases in the proliferative phase and 22 cases in the

secretory phase) . Another 34 cases of non-adenomyosis (16 cases of cervical intraepithelial neoplasia grade Ⅲ and 18 cases of cervical

carcinoma stage ⅠA) in the same period were enrolled as the control group (22 cases in the proliferative phase and 12 cases in the

secretory phase) . The expression levels of protein and mRNA of CB1 and CB2 in the endometrium of the two groups were detected by

immunohistochemistry and real-time PCR. 　 Results　 ①The expression levels of CB1 protein in the eutopic endometrium during the

proliferation and secretory phases of the adenomyosis group were lower than those of the control group ( both P = 0. 000 ) . The

expression of CB1 protein in the endometrium of the adenomyosis group was not significantly different between proliferation and

secretion phase (P = 0. 101) . In the control group, the expression of CB1 protein in the endometrium during the proliferation phase

was lower than during the secretion phase (P = 0. 009) . ②The expression levels of CB2 protein in the eutopic endometrium during the

proliferation and secretory phases of the adenomyosis group were lower than those of the control group (P = 0. 011 and 0. 000) . The
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expression levels of CB2 protein in both groups were significantly lower in the proliferation phase of endomtrium than in the secretory

phase ( both P = 0. 000) . ③The expression levels of CB1 mRNA in the eutopic endometrium during the proliferation and secretory

phases of the adenomyosis group were lower than those of the control group ( both P = 0. 000) . The expression of CB1 mRNA in the

adenomyosis group was not significantly different between the proliferation and secretory phases ( P = 0. 238), while in the control

group, that during the proliferation phase was lower than the secretory phase (P = 0. 000) . ④The expression levels of CB2 mRNA in

the proliferation and secretory phases endometrium of the adenomyosis group were lower than those of the control group (both P = 0. 000) .

The expression levels of CB2 mRNA in both groups were lower in the proliferative phase than in the secretory phase ( both P = 0. 000) .

Conclusion　 The expressions of CB1 and CB2 decrease in the eutopic endometrium and the CB1 loses its cyclic variation in the

eutopic endometrium in adenomyosispatients, suggesting that cannabinoid receptors may participate in the pathogenesis of adenomyosis.
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　 　 子宫腺肌病是指具有生物活性的子宫内膜腺体

和间质侵入子宫肌层所致的局灶性或弥漫性病

变 [1] ,是妇科常见的难治性疾病,主要表现为痛经、
月经异常和不孕。 子宫腺肌病的病因机制尚不明

确,虽然基底内膜腺体内陷学说指出子宫内膜基底

层可能因妊娠或外力机械等因素受损,为子宫内膜

进入肌层生长提供条件,但是在位内膜侵入肌层并

生长的方式目前还不甚清楚 [2] 。
内源 性 大 麻 素 系 统 ( endocannabinoid system,

ECS)由一系列内源性生物活性脂质(也称为内源性

大麻素)、特异性内源性大麻素受体和负责内源性

大麻素合成、转运和降解的酶组成 [3,4] 。 大麻素受

体是存在于细胞膜或细胞质内的可与内源性大麻素

结合促其在体内发挥生物学作用的一类特殊蛋白

质,现公认的主要包括 1 型大麻素受体( cannabinoid
receptor 1, CB1 ) 和 2 型 大 麻 素 受 体 ( cannabinoid
receptor 2,CB2)两种类型,均属于非特异性 G 蛋白

耦联受体家族 [4] 。
已有研究报道 ECS 参与子宫内膜异位症细胞

增殖凋亡的调节、细胞侵袭和迁移、免疫炎性状态、
病灶神经支配和疼痛的感知等 [5,6] 。 此外,还被证

实可影响多种肿瘤的血管生成过程和纤维化疾病的

纤维化进程 [7,8] 。 然而,关于 ECS 在子宫腺肌病发

生发展中的作用鲜有报道。 为此,本研究初步通过

检测 ECS 的主要成分 CB1 和 CB2 受体在子宫腺肌

病患者在位内膜中的表达情况,并与正常子宫内膜

组织中大麻素受体的表达水平进行对比,以探讨大

麻素受体对腺肌病发生的潜在作用。

1　 材料与方法

1. 1　 临床资料

本研究经我院医学伦理委员会批准 ( 2016 -
KY - 012 - 01 ) ,患者信息采集及标本收集均于

术前获得患者充分知情同意并签署知情同意书。
选择 2017 年 7 月 ~ 2018 年 12 月 45 例因弥

漫型子宫腺肌病于我院妇科微创中心行全子宫切

除术的子宫内膜标本为腺肌病组,组织病理诊断

弥漫型子宫腺肌病,无子宫内膜病变;同期 34 例

因宫颈疾病 (宫颈上皮内瘤变Ⅲ级 16 例,宫颈癌

ⅠA 期 18 例) 切除子宫的子宫内膜标本作为对

照,组织病理诊断宫颈疾病,无子宫腺肌病,无子

宫内膜病变。 2 组均排除盆腔炎、生殖系统发育异

常等疾病,排除合并内分泌、免疫代谢性疾病,排
除术前 3 个月内曾使用性激素类药物治疗或宫内

节育器。
子宫腺肌病组 45 例,对照组 34 例。 2 组年龄

分别为(46. 0 ± 3. 8)岁(37 ~ 53 岁)和(44. 2 ± 5. 0)
岁(32 ~ 53 岁)( t = 1. 820,P = 0. 078)。 子宫腺肌病

组中子宫内膜处于增殖期 23 例,分泌期 22 例,对照

组增殖期 22 例,分泌期 12 例 ( χ2 = 1. 460, P =
0. 227)。 2 组子宫体积分别为(255. 5 ± 205. 3) mm3

和(83. 9 ± 44. 2)mm3( t = 7. 922,P = 0. 000)。
1. 2　 方法

1. 2. 1 　 组织取材 　 2 组子宫切除后立即由专人进

行组织取材,于无菌条件下自子宫前壁“Y”形剖开,
两侧直达宫角,留取宫腔在位内膜 1. 0 cm × 1. 0 cm ×
0. 5 cm,用生理盐水冲洗去掉血液后分为两份,一份

置于 10% 中性福尔马林溶液中 24 小时用于制备石

蜡切片,另一份置入液氮中迅速转移至 - 80 ℃ 冰箱

保存用于提取 RNA。
1. 2. 2　 免疫组化二步法染色检测 CB1 和 CB2 蛋白

表达 　 组织标本常规固定脱水、石蜡包埋,连续

4 μm切片制片。 切片于 60 ℃烤片 2 h,二甲苯及梯

度乙醇常规脱蜡,乙二胺四乙酸 ( EDTA)高压修复

抗原,3% H2O2 去离子水阻断内源性过氧化物酶,
3% 山羊血清封闭,轻轻甩掉封闭液,在切片上滴加
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磷酸缓冲盐溶液 ( PBS) 按一定比例配好的一抗

(CB1 稀释比例 1 ∶ 300;CB2 稀释比例 1 ∶ 100),4 ℃
孵育过夜。 滴加即用型免疫组化试剂盒中的多聚酶

结合物和放大剂,室温孵育,二氨基联苯胺( DAB)
避光显色,镜下观察染色情况;苏木素复染,常规脱

水、透明、中性树胶封片。 阴性对照以磷酸盐缓冲液

代替一抗进行孵育。 由 2 位观察者对染色结果进行

盲式阅片,苏木素染细胞核为蓝色,DAB 显出的阳

性表达为棕黄色。 通过 Image pro plus 6. 0 图像分

析软件对免疫组化结果进行分析,在 400 倍视野下

检测内膜组织阳性染色部位的平均光密度值(mean
optical density,MOD)进行定量分析。
1. 2. 3　 实时荧光定量 PCR(qRT-PCR)检测 CB1 和

CB2 mRNA 表达 　 应用 RNA 提取试剂盒 (日本

Takara 公司)提取细胞总 RNA,以 10 μl 体系反转录

合成 cDNA,并进行 PCR 反应扩增。 CB1 和 CB2 及

内参照磷酸甘油醛脱氢酶( GAPDH)基因序列通过

Gene Bank 获得。 引物设计和合成由上海生工生物

科技有限公司完成,引物序列见表 1。 qRT-PCR 反

应采用 7500 Real Time PCR 仪(美国 ABI 公司),扩
增反应采用三复孔。 PCR 扩增参数:95 ℃ 、10 min,
1 个循环;94 ℃ 、30 s,55 ℃ 、60 s,72 ℃ 、30 s,共 40
个循环。 生成定量标准曲线图,计算机软件分析循

环阈值( Ct 值) ,通过 2 - ΔCt相对定量法 [9] ,计算目

的基因 mRNA 的 相 对 表 达 量, ΔCt = Ct ( 目 的 基

因) - Ct(内参基因) 。 每个样品重复 3 次,取 3 次

平均值。

表 1　 qRT-PCR 技术检测 CB1 和 CB2 的引物序列 　

基因 引物序列(5’ - 3’ )
CB1 上游引物 5’ - CCTAGATGGCCTTGCAGATACC - 3’

下游引物 5’ - GAATGTCATTTGAGCCCACGTA - 3’
CB2 上游引物 5’ - CAGGTCAAGAAGGCCTTTGC - 3’

下游引物 5’ - GCATAGATGACAGGGTTGACCAT - 3’
β-actin 上游引物 5’ - TGCCGACAGGATGCAGAAG - 3’

下游引物 5’ - CTCAGGAGGAGCAATGATCTTGA - 3’

1. 2. 4 　 统计学方法 　 采用 GraphPad Prism 8. 3. 0
软件进行统计分析。 计量资料采用 Shapiro-Wilk 检

验,均符合正态分布,用 x ± s 表示,2 组比较采用独

立样本 t 检验。 计数资料比较采用 χ2 检验。 P <
0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 子宫内膜中 CB1 和 CB2 蛋白的分布

不论是腺肌病组还是对照组,CB1 蛋白除了子

宫内膜腺上皮细胞外,还表达于间质细胞,但在子宫

内膜腺上皮的表达强于间质。 分布主要在细胞浆,
呈棕黄色颗粒(图 1)。 与 CB1 蛋白类似,CB2 蛋白

亦广泛表达于 2 组子宫内膜组织中,以子宫内膜腺

上皮的表达为最强,主要分布在细胞浆,呈棕黄色颗

粒(图 2)。

图 1　 CB1 蛋白的免疫组化染色:A、B 分别为增殖期和分泌期的腺肌病组在位内膜,C、D 分

别为增殖期和分泌期的对照组正常内膜,棕黄色颗粒为阳性染色( × 400,标尺 5 μm) 　 图 2

CB2蛋白的免疫组化染色:A、B 分别为增殖期和分泌期的腺肌病组在位内膜,C、D 分别为增

殖期和分泌期的对照组正常内膜,棕黄色颗粒为阳性染色( × 400,标尺 5 μm)

2. 2　 2 组 CB1 和 CB2 蛋白表达的比较

2 组 CB1、CB2 蛋白表达的比较见表 2。 CB1 蛋

白在腺肌病组增殖期、分泌期在位内膜中表达量

(MOD 值)均低于对照组;腺肌病组 CB1 蛋白在增
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殖期与分泌期的表达差异无统计学意义,而对照组

增殖期低于分泌期。 CB2 蛋白在腺肌病组增殖期、
分泌期在位内膜中表达量均低于对照组;2 组 CB2
蛋白的表达增殖期均低于分泌期。

表 2　 2 组 CB1 蛋白、CB2 蛋白表达量(MOD 值)的比较 　

组别
CB1 蛋白 MOD 值 CB2 蛋白 MOD 值

增殖期 分泌期 t 值 P 值 增殖期 分泌期 t 值 P 值

腺肌病组 0. 13 ± 0. 01( n = 23) 0. 14 ± 0. 02( n = 22) 1. 677 0. 101 0. 14 ± 0. 02( n = 23) 0. 18 ± 0. 02( n = 22) 6. 707 0. 000
对照组 0. 15 ± 0. 02( n = 22) 0. 17 ± 0. 02( n = 12) 2. 787 0. 009 0. 16 ± 0. 03( n = 22) 0. 25 ± 0. 04( n = 12) 7. 426 0. 000
t 值 4. 271 4. 180 2. 642 6. 843
P 值 0. 000 0. 000 0. 011 0. 000

2. 3　 2 组 CB1 和 CB2 mRNA 表达的比较

2 组 CB1、CB2 mRNA 相对表达水平的比较见

表 3。CB1 mRNA 在腺肌病组增殖期、分泌期在位内膜

中的表达量均低于对照组;腺肌病组 CB1 mRNA 在增

殖期与分泌期的表达差异无统计学意义,而在对照组

中增殖期低于分泌期。 CB2 mRNA 在腺肌病组增殖

期、分泌期在位内膜中的表达量均低于对照组;2 组

CB2 mRNA 的表达增殖期均低于分泌期。

表 3　 2 组 CB1、CB2 mRNA 相对表达水平的比较 　

组别
CB1 mRNA CB2 mRNA

增殖期 分泌期 t 值 P 值 增殖期 分泌期 t 值 P 值

腺肌病组 0. 07 ± 0. 02( n = 23) 0. 13 ± 0. 04( n = 22) 1. 196 0. 238 0. 04 ± 0. 01( n = 23) 0. 15 ± 0. 03( n = 22) 15. 760 0. 000
对照组 0. 15 ± 0. 03( n = 22) 0. 24 ± 0. 04( n = 12) 7. 975 0. 000 0. 18 ± 0. 03( n = 22) 0. 31 ± 0. 05( n = 12) 9. 650 0. 000
t 值 11. 740 8. 152 25. 500 11. 360
P 值 0. 000 0. 000 0. 000 0. 000

3　 讨论

3. 1　 CB1 和 CB2 与腺肌病发生发展的关系

目前有关 ECS 在子宫腺肌病中的研究有限。
本研究结果显示,与正常子宫内膜相比,不论是增殖

期还是分泌期,大麻素受体 CB1 和 CB2 在子宫腺肌

病患者的在位内膜中的表达均下降,提示 ECS 可能

参与腺肌病的发生发展。 Resuehr 等 [10] 的研究也显

示 CB1 的表达在对照组的分泌期最高,不论在增殖

期还是分泌期,CB1 的表达在子宫内膜异位症的内

膜组织中最低。
有关 ECS 在生殖领域中的研究表明,ECS 可能

受性激素的影响 [11,12] 。 Di Blasio 等 [13] 通过文献综

述了 影 响 大 麻 素 活 性 的 脂 肪 酸 酰 胺 水 解 酶

(FAAH)、N 酰基磷脂酰乙醇胺 - 磷脂酶 D(NAPE-
PLD)以及大麻素受体 CB1 和 CB2 在女性生殖系统

中的表达水平都随着性激素而变化。 这些报道与我

们观察到的正常内膜中 CB1 和 CB2 的表达呈月经

周期性差异一致。 ECS 的这种周期性改变对正常生

育功能的维持至关重要 [14] 。
3. 2　 CB1 和 CB2 参与腺肌病发生发展的过程和临

床意义

子宫腺肌病通常被认为是一种雌激素依赖性疾

病,主要病理特征为炎性、纤维化、神经血管生成和

子宫收缩异常 [15] 。 多项研究证实大麻素受体在炎

症调节中起着重要作用 [16,17] 。 Iuvone 等 [18] 的研究

显示,大麻素受体存在于炎性子宫内膜组织中,且
CB2 的选择性活化与子宫内膜炎症中的一氧化氮释

放过程有关。 ECS 和免疫系统之间的相互作用可能

会影响胚胎植入过程中有关生物进程的调节 [19,20] 。
ECS 可通过调节细胞因子、趋化功能和增殖能力参

与多种免疫细胞系的调节,而这些免疫细胞对于维

持正常的妊娠非常重要 [21] 。 基于上述证据和我们

观察到的结果,我们推测在子宫腺肌病的子宫内膜

组织中 CB1 和 CB2 的表达降低可能与免疫炎性状

态改变及腺肌病相关性不孕有关。
此外,动物研究已经证实 CB1 和 CB2 的上调可

以选择性地抑制子宫肌层的自发性收缩,如果在人

的子宫中存在类似的机制,那么子宫腺肌病患者中

存在的异常子宫收缩亦可以通过激活这 2 种受体来

缓解 [22] 。 至于前面提到的子宫腺肌病的其他病理

特征,亦有研究证实针对大麻素受体 CB1 或 CB2 的

靶向治疗,可以在多种纤维化疾病中发挥抗纤维化

的作用 [23] 。 大麻素受体也被证实参与肿瘤的血管

生成和侵袭进程 [7] 。 此外,有研究显示 CB1 受体在

子宫内膜异位症的动物模型中可以促进子宫内膜异
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位症神经支配和异位病灶的生长 [24] 。
本研究中我们还观察到大麻素受体 CB1 和

CB2 在子宫腺肌病的表达并不完全一致,CB2 在腺

肌病组和对照组都存在孕激素依赖性,表达量在分

泌期高于增殖期,而 CB1 的表达在子宫腺肌病的内

膜组织中失去月经周期性改变。 这一点与 Resuehr
等 [10] 的报道一致,他们认为内膜 CB1 的表达呈孕

激素依赖性,而在子宫内膜异位症病人中该月经周

期性差异被打断。 通过与 CB2 的对比,我们所观察

到的子宫腺肌病内膜中 CB1 丧失了月经周期性改

变可能表明它在腺肌病的发病机制中比 CB2 发挥

着更为重要的作用。 本研究为进一步明确子宫腺肌

病的病理机制提供理论依据,同时也为延缓子宫腺

肌病发生发展提供潜在治疗靶点。
本研究也存在一些局限性:首先,这只是一项初

步的观察性研究,尚需更多功能性研究来验证 CB1
在子宫腺肌病发病机制中的作用;其次,样本量的不

足可能会掩盖一些潜在的差异。 因此,更大样本量

的功能性研究有助于进一步阐明这一问题。
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