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角质细胞生长因子对无排卵型功血子宫内膜上皮细胞生长与分泌 !"#$% 的影响

程* 湘!，王* 欣!，成* 娅!，陈波洁!，刘* 萍!，王* 智!，林桂兰!，杨合荣&，王* 惠& * * （第三军医大学：!新桥医院妇
产科，重庆 %"""()，&西南医院妇产科，重庆 %"""(’）

* * 摘* 要：目的* 观察角质细胞生长因子（+,-./01234/, 5-26/7 8.3/2-，9:;）对离体培养的无排卵型功血子宫内膜上皮细
胞生长和分泌 <=!&$ 的影响。方法* 体外培养无排卵型功血子宫内膜上皮细胞，加入不同浓度的 9:;作用后，微量噻唑
蓝分析法检测细胞量，了解生长情况，磁酶免法测定 <=!&$ 分泌，分析两者之间的相关性，并与培养的正常子宫内膜上皮
细胞进行比较。结果* !无排卵型功血子宫内膜上皮细胞与正常子宫内膜上皮细胞的外观特征相似；<9!> 免疫组化染
色结果为无排卵型功血子宫内膜上皮细胞的细胞质被染成棕黄色。"不同浓度的 9:;作用体外培养的无排卵型功血子
宫内膜上皮细胞后，细胞增生明显，但增生程度不如正常子宫内膜上皮细胞（! ? "@ "$）。#不同浓度 9:;作用后两组子
宫内膜上皮细胞的 <=!&$ 浓度均升高，无排卵型功血子宫内膜上皮细胞的增高程度明显低于正常子宫内膜上皮细胞
（! ? "@ "$）。$正常和功血的子宫内膜上皮细胞中二者的吸光度值与细胞培养上清液中的 <=!&$ 浓度有显著的相关性，
两者的相关系数分别为 "@ A’! 和 "@ ’’$（! ? "@ "$）。结论* 9:;对体外培养的无排卵型功血子宫内膜上皮细胞有促进生
长和分泌 <=!&$ 的作用，但促进作用的程度不如正常子宫内膜上皮细胞，提示无排卵型功血子宫内膜上皮细胞存在与正
常子宫内膜上皮细胞不同的生长机制和功能，可能参与无排卵型功血的发病。
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* * "<6*-.)*：!"#$%&’($* [2 2VW,-], /7, ,88,3/ 28 +,-./01234/, 5-26/7 8.3/2-（9:;）21 5-26/7 .1X <=!&$
W,3-,/021 28 3PQ/P-,X ,1X2T,/-0.Q ,S0/7,Q0.Q 3,QQW（DD<W）8-2T /7, S./0,1/W 28 .12]PQ./2-4 X4W8P13/021.Q P/,-01,
VQ,,X015（=RMI）@ )$&*+,-* [7, DD<W 8-2T (" 3.W,W 28 =RMI .1X && 3.W,W 28 -,W,3/,X P/,-PW XP, /2 2/7,-
X0W,.W,W VP/ 60/7 12-T.Q T,1W/-P./021 6,-, W,S.-./,X .1X 3PQ/P-,X 60/7 9:; 28 X088,-,1/ 3213,1/-./021@ [7,0-
5-26/7 3P-],W 6,-, X-.61 V4 \[[ T,/72X@ ^P.1/0/4 28 <=!&$ 01 DD<W 6.W X,/,-T01,X@ .$-/0&-* DD<W 8-2T
=RMI S./0,1/W .SS,.-,X W0T0Q.- /2 12-T.Q DD<W .1X 6,-, <9!> S2W0/0],@ 9:; 013-,.W,X /7, S-2Q08,-./021 28
DD<W 8-2T =RMI S./0,1/W W0510803.1/Q4（! ? "@ "$），VP/ /7, S-2Q08,-./021 X,5-,, 6.W Q26,- /7.1 /7./ 28 12-T.Q
DD<W@ 9:; 013-,.W,X /7, <=!&$ W,3-,/021 V4 DD<W 8-2T =RMI S./0,1/W W0510803.1/Q4（! ? "@ "$），VP/ /7, X,#
5-,, 28 <=!&$ W,3-,/021 6.W Q26,- /7.1 /7./ 28 12-T.Q DD<W@ [7, S-2Q08,-./021 28 DD<W 6.W 32--,Q./,X W051080#
3.1/Q4 60/7 <=!&$ W,3-,/021（! ? "@ "$）@ 1+2%0/-’+2* 9:; ,17.13,W /7, 5-26/7 .1X <=!&$ W,3-,/021 28 3PQ#
/P-,X DD<W 8-2T =RMI S./0,1/W，VP/ /7, X,5-,, 01 DD<W 8-2T =RMI S./0,1/W 6.W Q26,- /7.1 /7./ 28 12-T.Q
DD<W@ [7,W, WP55,W/ /7./ DD<W 8-2T =RMI S./0,1/W 7.], X088,-,1/ 5-26/7 T,37.10WT 60/7 12-T.Q DD<W@
* * =(1 3+-56：X4W8P13/021.Q P/,-01, VQ,,X015；<=!&$；,1X2T,/-0.Q ,S0/7,Q0.Q 3,QQ；+,-./01234/, 5-26/7 8.3/2-

* * 功能失调性子宫出血（简称功血）是由于调节生
殖的神经内分泌机制失常引起的异常子宫出血。以往
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的研究对正常月经子宫内膜生长修复的形态学过程了

解得较为清楚，但分子机制不明。而对无排卵型功血

（.12]PQ./2-4 X4W8P13/021.Q P/,-01, VQ,,X015，=RMI）子宫
内膜生长修复的形态学及分子机制报道甚少，无排卵

型功血与正常月经的子宫内膜生长修复过程及机制是
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否相同亦不明了。在前期研究中，我们成功培养无排

卵型功血的子宫内膜上皮细胞（ !"#$%!&’()* !+(&,!*()*
-!**，../），观察到培养的原代细胞在体外的生物学特
性与体内类似，可以用做子宫内膜上皮细胞体外研究

的较好模型［0，1］。本研究采用此模型，观察角质细胞

生长因子（2!’)&("$-3&! 4’$5&, 6)-&$’，789）对子宫内膜
上皮细胞生长和分泌 /:01; 的影响，分析这两项指标
之间的相关性，初步探讨无排卵型功血发病的可能分

子机制。

!" 材料与方法

0< 0= 材料
0< 0< 0= 主要试剂来源= = >?.? @ 901 培养粉和胎牛血清购自
A3/*$"!公司；胶原酶!型购自 B(4%) 公司；鼠抗角蛋白C0D
（/7C0D）多抗工作液购自北京中山生物技术公司。
0< 0< 1 = 不同浓度的 789 配制 = = 用含 E< ;F 胎牛血清的
>?.? @ 901 培养液稀释 789，最终浓度为 0E、1E、;E、0EE、1EE、
;EE "4 @ %*。
0< 0< G= 0F!型胶原酶配制= = 0EE %4 胶原酶加入 HE %* 的
>?.? @ 901 培养液，磁力搅拌充分溶解，调 +A 至 I< G;，加
>?.? @ 901 培养液至 0EE %*，E< 11 "% 微孔滤器过滤分装，于
J 1E K保存。
0< 0< L= 组织与细胞来源= = 1EEL年 L J 01 月在本院及西南医
院妇产科就诊的 ;1 例患者，分别入选无排卵型功血组（简称功
血组）和正常对照组（简称正常组）。所有患者术前 G 个月无使
用激素类药物史，年龄在 1I M ;1 岁。所取的每例子宫内膜标
本分为 1 份，一份以 0EF甲醛固定后行 A. 染色，一份用于细
胞培养。#功血组：月经紊乱患者 GE 例，经全身及妇科检查未
发现器质性病变，N超提示子宫内膜厚度 O 0 -%。所有患者在
出血时进行诊断性刮宫，病理诊断符合无排卵型功血，其中增

生期样子宫内膜 0P 例，单纯性子宫内膜增生过长 0L 例。$正
常组：月经正常、因其他疾病行子宫切除手术的患者 11 例。两
组患者在年龄、孕次和产次方面无显著性差异（! O EQ E;），切除
子宫后立即取材。病理诊断正常子宫内膜，其中增殖期 D 例，
分泌期 0G 例。

0< 1= 方法
0< 1< 0= ../的分离和原代培养= = 参照?3*$")R等［G］的方法，
采用胶原酶消化和筛网分离结合法，并加以改良。原代培养的

../接种于玻片，细胞长满后取出，制备细胞爬片。BCS法进行
细胞爬片的 /70D 免疫组化染色，图像仪分析细胞片中 /70D
所测灰度值的百分比。

0< 1< 1= ?TT显色实验= = # 接种细胞：纯化后的 ../ 以 L U
0EL %* J0的细胞数接种于 DP 孔板中，培养 GP ,。$细胞同步
化：无血清 >?.? @ 901 培养液孵育 1L ,。%789 作用：不同
浓度 789（E、0E、1E、;E、0EE、1EE、;EE "4 @ %*）的低血清培养液，
培养 LH ,。&吸光度值检测：每个孔内加入 ; %4 @ %* 的 ?TT
1E "*，培养 L ,后，换 0;E "* >?BV，振荡 0E %("，在酶标仪上以
LDE "%波长测定每孔吸光度值［"（LDE）］，用只加培养液的空
白对照孔调零。

0< 1< G= 细胞培养上清液 /:01; 的检测= = 收集培养细胞的上
清液，J 1E K冻存。按试剂盒说明书进行操作。先绘制标准
曲线，复管测定。在 NWVXY?.C0 型测定仪上以各测定项目的
定量程序测定，自动绘制标准曲线，并将拟合后的数据存入相

应的定量程序，然后以同样方法测定标本。将各管用仪器测

定，通过内置曲线进行拟合，直接打印出测定值（浓度）。

0< G= 统计方法
= = 数据均以 !# Z $ 表示，应用 BSBB 01< E 统计软件，两组间比
较行 % 检验，多组间比较行单因素方差分析和 [B> 检验，相关
性采用线性回归分析及相关分析。

#" 结果

1< 0= ../的体外生长及形态学特点
= = 倒置显微镜下观察，无排卵型功血 ../ 与正常 ../ 的外
观特征相似。细胞接种后贴壁生长，到接种后 ; #，细胞呈多角
形或圆形，双核或多核，体积进一步增大。细胞团扩大并相互

融合成片，可铺满瓶壁的 IEF MDEF。间质细胞或成纤维细胞
的污染极少，为进行实验的最佳时间。见图 0。接种后 P M I #，
上皮细胞形态类似，大而不规则，少数细胞脱壁。正常的 ../
在接种第 ; 天后，无排卵型功血的 ../ 在接种第 P 天后，其细
胞数均开始减少。由于细胞同步化处理需要 1 M G #，而原代培
养细胞的生长时间是 ; M P #，因此我们选择 789作用 LH ,，观
察其对 ../增生的影响。
= = 免疫组化染色后在光镜下观察，无排卵型功血 ../ 的细
胞质被染成棕黄色，/70D 表达阳性。细胞片 /70D 染色半定
量分析：灰度值（10E< HI Z H< 11），/70D 阳性细胞数占细胞总
数的 D;F。阴性对照则仅见细胞核呈蓝色，细胞质未见着
色。见图 1。

!!!" !# !$
:：接种后 0 #（ U 1EE）；N：接种后 G #（ U 1EE）；/：接种后 ; #（ U LEE）；>：接种后 I #（ U 1EE）

图 !" 原代培养的无排卵型功血 $$%形态观察"（倒置显微镜）
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第 ! 期" 程" 湘，等#角质细胞生长因子对无排卵型功血子宫内膜上皮细胞生长与分泌 $%&’( 的影响"

图 !" 无排卵功血 ##$的 $%&’ 免疫组化染色结果"（)*+ , -..）

’# ’" 不同浓度 /01对 22$生长的影响
" " 在培养的 22$ 中，加入不同浓度的 /01，代表细胞量的
!（-3.）均明显增加。/01浓度为 (.、&.. 45 6 78 时，刺激 22$
增生的作用比较明显，其中 (. 45 6 78的作用最强（" 9.# .(），并
且功血组的 22$在 /01作用后 !（-3.）增加，幅度为（.# &.3 :
.# .&.），明显低于正常组的增加幅度（.# &(& : .# .&;）（" 9
.< .(）。/01低浓度（&.、’. 45 6 78）与高浓度（’..、(.. 45 6 78）
刺激 22$增生的作用相似，差异无显著性（" = .# .(）。因此我
们取 (. 45 6 78作为后续实验的 /01作用浓度，结果见表 &。

’# !" 不同浓度 /01对 22$分泌 $%&’( 的影响
" " 不同浓度 /01作用后两组 22$ 的 $%&’( 浓度均升高，浓
度为 (.、&.. 45 6 78 时，/01 刺激 22$ 分泌 $%&’( 的作用比较
明显，其中 (. 45 6 78时的作用最强 。功血组的 22$在 /01作
用下 $%&’( 浓度增高，幅度为（’&’# (. : -(# ’&）> 6 78，明显低
于正常组的增高幅度（’;.# ;& : ’(# ’-）> 6 78（" 9 .# .(）。浓度
为 (.. 45 6 78与 &. 45 6 78，/01对两组 22$刺激 $%&’( 分泌的
作用相似，差异无显著性（" = .# .(）。结果见表 ’。

’# -" 22$的 $%&’( 浓度与细胞生长的相关分析
" " 对 (. 45 6 78 /01作用后 22$ ?@@法所测 !（-3.）与培养
细胞上清 $%&’( 浓度的相互关系进行线性回归及直线相关分
析，结果显示：代表细胞生长的指标［?@@ 法所测 !（-3.）］与
反映细胞分泌功能的指标（培养细胞上清的 $%&’( 浓度）有显
著的相关性。正常组的回归方程：#$ A !(# -- B &’C# D.%，+EFGHI4
相关系数 & A .# CD&（" 9 .# .(）；功血组的回归方程：#$ AC.’ DC B

’!&’ 3(%，+EFGHI4相关系数 & A .# DD(（" 9 .# .&）；表明无排卵型
功血 22$和正常的 22$ 一样，其 $%&’( 的分泌与细胞的生长
呈正相关，提示在 /01 的作用下 22$ $%&’( 的分泌与细胞生
长有关。

(" 讨论

" " 近年的研究表明，无排卵型功血是神经内分泌机
制异常使子宫内膜在激素作用失常的影响下局部微环

境中多种分子发生改变的结果。子宫内膜局部微环境

中的多种分子包括生长因子及其受体、细胞因子及其

受体、血管活性物质、细胞外基质及相关酶等，它们共

同参与了子宫内膜的生长修复。目前认为，刺激 22$
生长的因子有角质细胞生长因子、表皮生长因子、胰岛

素样生长因子*!、内皮素及肝细胞生长因子等。抑制
上皮细胞生长的因子有转化生长因子*" 等。/01 是
由 JKLM4等［-］从人胚胎肺成纤维细胞的培养上清中分
离纯化出的一种相对分子质量约为 ’D , &.!的单链多

肽，由间质细胞分泌，介导间质与上皮之间的相互作

用，在机体多种组织中都有表达。/01 是上皮细胞特
异性的有丝分裂原，具有促进上皮细胞增生、分化和伤

口愈合等功能。在促进角膜上皮生长修复的实验中观

察到，/01能够加速伤口角膜的上皮化［(］。近期的研
究发现，/01的表达与情绪状态有密切的关系。给予
小鼠紧张刺激制备焦虑模型后，小鼠成纤维细胞表达

/01的 7JN%明显减少，表皮细胞带也变薄，提示焦
虑情绪通过减少 /01 表达，对伤口愈合有不良影
响［C］。我们在临床工作中观察到多种妇科疾病的患

者合并情绪障碍，其中包括功血。近期我们的研究表

明，焦虑状态下的大鼠其卵巢内分泌功能受到抑制，性

激素分泌减少，性周期延长，子宫内膜腺体减少，部分

上皮增生或脱落［;，D］。在无排卵型功血患者中，子宫

内膜局部微环境中 /01 作用改变是否也影响子宫内
膜的结构和功能，目前尚不明了。

" " 早在 &33! 年就有人用 J@*+$J 的方法观察了
/01在正常子宫的表达，结果显示在整个月经周期当

表 &" 不同浓度 %)*对 ##$生长的影响［!（+’,），"" - #］

组别 . 45 6 78 &. 45 6 78 ’. 45 6 78 (. 45 6 78 &.. 45 6 78 ’.. 45 6 78 (.. 45 6 78

正常组 .# &.D : .# ..3LO .# &C3 : .# .&;FLO .# ’.& : .# .D(FLO .# ’(3 : .# ..DFO .# ’(& : .# ..3FL .# &3’ : .# .&DFLO .# &!- : .# .&&FLO

功血组 .# .3& : .# .&-LO .# &’. : .# .&;FLO .# &-! : .# .&CFLO .# ’.. : .# ..CFO .# &DC : .# .&&FL .# &&; : .# .&.FLO .# .3C : .# .&’FLO

F：" 9 .# .(，与 /01 . 45 6 78比较；L：" 9 .# .(，与 /01 (. 45 6 78比较；O：" 9 .# .(，与 /01 &.. 45 6 78比较

表 !" 不同浓度 %)*对 ##$ $.&!/ 浓度的影响（0 1 23，"" - #）

组别 . 45 6 78 &. 45 6 78 ’. 45 6 78 (. 45 6 78 &.. 45 6 78 ’.. 45 6 78 (.. 45 6 78

正常组 D(# !& : &’# (!LO &D(# !& : ’&# .&FLO ’D-# ’C : ’3# ;.FLO !(C# .’ : !’# 3DFO !’C# 3! : &3# &’FL ’(!# (C : ’-# 33FLO ’’;# (D : &D# 3!FLO

功血组 &D(# (3 : !;# ’!LO ’C&# ’3 : ’C# .CFLO !&!# (& : !.# C;FLO !3D# .3 : ’.# -DFO !D’# 3’ : &3# ;CFL ’3;# CC : ’!# ;;FLO ’(&# -. : &-# D;FLO

F：" 9 .# .(，与 /01 . 45 6 78比较；L：" 9 .# .(，与 /01 (. 45 6 78比较；O：" 9 .# .(，与 /01 &.. 45 6 78比较
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中，人的子宫内膜均有 !"# 和 !"#$ %$&’ 表达，其
中上皮细胞富含 !"#$ %$&’，基质细胞和肌层富含
!"# %$&’，提示在正常月经周期的人子宫内膜中，
!"#通过旁分泌途径起作用［(］。另有报道，子宫内膜
中 !"# %$&’的表达在月经的各个分期中不同，在分
泌期是增生期的 )* 倍，分泌晚期表达水平最高，在持
续孕激素影响和持续雌激素作用的子宫内膜中 !"#
%$&’表达低。而 !"#$ %$&’ 在增生期表达水平
高，增生晚期表达水平最高，而在持续孕激素作用下的

子宫内膜中表达水平低。结果提示 !"# %$&’ 的表
达是孕激素依赖性的，而 !"#$ %$&’ 的表达是雌激
素依赖性的。+,-./0,-1 等［)*］研究发现增生过长的子
宫内膜中 !"# %$&’ 表达降低，提示 !"# 可能与无
排卵型功血子宫内膜上皮生长障碍有关。本实验结果

显示，原代培养的无排卵型功血 223经不同浓度 !"#
作用后，与对照组相比，各浓度 !"# 均能增加细胞数
量及 3’)45 的浓度。!"# 5* 6. 7 %8时作用最明显，而
!"#高浓度（5** 6. 7 %8）与低浓度（)* 6. 7 %8）对其生
长和分泌的影响作用相当；对正常 223 给予不同浓度
!"#后，得到类似结果，表明 !"#对 223 的刺激作用
呈剂量依赖性。

9 9 已往的研究表明，!"# 对多种上皮细胞均有促生
长作用。而本实验证实 !"# 在体外对 223 的生长增
殖及分泌均有促进作用，无排卵型功血 223 对 !"#
的刺激反应较正常 223低，可能与无排卵型功血 223
的结构、功能异常及生长环境改变有关。深入研究

!"#对无排卵型功血子宫内膜的促生长作用，有望在
将来应用 !"# 或增加 !"# 分泌的药物治疗功血，提
高功血的治疗水平。

9 9 新近的研究表明，给予外源性的 !"# :;&’后，创
伤大鼠表达 <"#=)、<"#=>?@A、#"#和胶原酶!增加，表
达 B"#="减少［))］，却不增加胶原酶#或$的表达，提
示 !"#基因转染加速伤口愈合的作用可能是多途径
的。对前列腺癌基质细胞的研究观察到，!"# 诱导细
胞周期蛋白 ;)、>:8=4、>:8=CD 和磷酸化 ’EF 表达，具
有抗凋亡的作用，!"#抗血清作用后 !"#则能够终止
细胞增生和抗凋亡蛋白的表达［)4］。!"# 促进细胞分
泌的机制尚不完全清楚。本实验结果显示，!"# 作用
后，3’)45 的浓度与 223 的数量呈显著正相关，提示
223分泌 3’)45 和细胞增生有关。!"#作用后，无排
卵型功血 223分泌 3’)45 的增长幅度低于正常 223，
其生长的增长幅度也低于正常 223，从另一方面说明
3’)45 的分泌与细胞的增生有关。已知 3’)45 的分

泌与酪氨酸磷酸化途径有关，2"# 可以促进这一磷酸
化过程［)A］。!"#受体与 2"#受体同为酪氨酸激酶型
受体，因此推测 !"#刺激 3’)45 分泌也可能与酪氨酸
磷酸化途径有关，其具体机制尚需进一步研究。
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