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角质细胞生长因子对无排卵功血子宫内膜上皮细胞 !"#$、%&和 !&表达的影响
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+ + 摘+ 要：目的+ 观察角质细胞生长因子（,-./0123450- 6.3708 9/403.，:;<）对离体培养的无排卵型功血子宫内膜上皮细
胞 ==>中增殖细胞核抗原 ?>@A、雌激素受体 =B和孕激素受体 ?B表达的影响。方法+ 体外培养无排卵型功血子宫内膜
上皮细胞，加入不同浓度的 :;< 作用后，免疫组化法检测 ?>@A、=B和 ?B的表达变化，BC#?>B检测 =B和 ?B DB@A 表
达的变化。结果+ 免疫组化染色结果，?>@A蛋白表达位于细胞核，=B和 ?B 蛋白表达主要位于细胞核内，少数可见细胞
质着色；$" 26 E DF :;<作用后，正常组和功血组 ?>@A表达分别较作用前的对照组显著增高，=B 和 ?B 表达分别较作用
前的对照组显著增高（! G "H "$）；?>@A和 =B表达的增加幅度在正常组和功血组之间无显著差异（! I "H "$）；而功血组
?B表达的增加幅度显著高于正常组（! G "H "$）；$" 26 E DF :;< 作用后，BC#?>B 方法检测正常组和功血组 =B 和 ?B 的
DB@A 表达，分别较作用前的对照组显著增高（! G "H "$）。结论+ :;<对体外培养的无排卵型功血和正常的子宫内膜上
皮细胞均有增加 ?>@A、=B和 ?B表达的作用，但增加程度有差异，提示两组的子宫内膜上皮细胞生长均受 :;< 的影响，
但无排卵功血可能存在与正常的子宫内膜上皮细胞不同的生长机制。
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+ + 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。最近

的研究表明功血是在激素调节下子宫局部微环境发生

改变的结果［!］，其表现之一为子宫内膜修复缺陷。角

质细胞生长因子（,-./0123450- 6.3708 9/403.，:;<）是特
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第 !" 期# 王# 欣，等$角质细胞生长因子对无排卵功血子宫内膜上皮细胞 %&’(、)*和 %*表达的影响#

异性促进上皮细胞生长分化的因子，在机体再上皮化

过程中起重要作用［+］。研究表明，在功血患者增生过

长的子宫内膜，,-. /*’( 表达降低［0］。我们以往的
研究结果显示，无排卵性功血子宫内膜腺上皮的 )*
和 %*的表达显著下降［1］。,-.对无排卵型功血子宫
内膜上皮细胞中 %&’(、)* 和 %* 表达有何影响目前
尚不清楚。

# # 本课题主要研究 ,-. 对体外培养的无排卵型功
血（2345672849: ;:<=63>8?4327 68@9?3@ A7@@;?3B，(CDE）子
宫内膜上皮细胞（ @3;4/@89?27 @F?8G@7?27 >@77，))&）的
影响。将 ,-. 加入到培养的 ))& 中作用后，应用微
量噻唑蓝分析（H?>94>67869@ I@892J47?6/ I@<8，HII）法
检测细胞的吸光度值、免疫细胞化学染色观察增殖细

胞核抗原（F947?=@928?5@ >@77 36>7@29 238?B@3，%&’(）及
雌激素受体（ @<894B@3 9@>@F849，)*）和孕激素受体
（F94B@<8@943@ 9@>@F849，%*）的蛋白表达，*IK%&* 技术
测定 )* 和 %* /*’( 的表达，以期了解 ,-. 对无排
卵型功血 ))& 中 %&’(、)* 和 %* 表达的影响，初步
探讨无排卵型功血子宫内膜生长修复缺陷的分子

机制。

!" 材料与方法

!$ !# 主要仪器和试剂
!$ !$ !# 主要试剂来源# # CH)H L .!+ 培养粉和胎牛血清，M:K
&743@公司；胶原酶!型，N?B/2公司；鼠抗角蛋白K!O（&,K!O）多
抗工作液，北京中山生物技术公司。

!$ !$ +# ,-.配制# # 用含 P$ QR胎牛血清的 CH)H L .!+ 培养
基 + /7稀释 !P "B ,-.（Q "B L /7），最终浓度为 !P、+P、QP、!PP、
+PP、QPP 3B L /7。
!$ !$ 0# !R!型胶原酶# # !PP /B 胶原酶加入 SP /7 CH)H L
.!+ 培养液，磁力搅拌充分溶解，调 FM至 "$ 0Q，定容至 !PP /7，
P$ ++ "/微孔滤器过滤分装，T +P U保存。

!$ +# 材料来源
# # +PP1 年 1 月至 +PP1 年 !+ 月在本院及西南医院就诊的部
分妇科患者，年龄 +" V Q+ 岁。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）。#功血组：月经紊乱患
者 0P 例，经全身及妇科检查未发现有器质性病变，E 超时期诊
刮，病理诊断增生期样子宫内膜 !W 例，单纯性子宫内膜增生过
长 !1 例，符合无排卵型功血子宫内膜。$正常组：月经正常，
因其他疾病行子宫切除手术的患者 ++ 例。经腹切除子宫后立
即刮取内膜。病理诊断增殖期子宫内膜 O 例，分泌期子宫内膜
!0例，符合正常子宫内膜。所有患者术前 0 个月无使用激素类
药物史。所取的每例子宫内膜标本分为 + 份，一份以 !PR甲醛
固定后行 M)染色，一份用于细胞培养。

!$ 0# HII显色实验
!$ 0$ !# 干预细胞# # # 接种细胞：纯化后的无排卵型功血或
正常 ))&以 1 X !P1 L /7的密度接种于 OW 孔板中，培养 0W G；$

细胞同步化：换无血清 CH)H L .!+ 培养液再孵育 +1 G，使细胞
生长同步进入休止期。% ,-. 干预：换含不同浓度 ,-.（P、
!P、+P、QP、!PP、+PP、QPP 3B L /7）的低血清培养液，作用 1S G后换
液测吸光度值。每组设 W 个复孔，每次实验重复 0 次。
!$ 0$ +# 吸光度值检测# # 每个孔内加入 Q /B L /7的 HII +P "7，
继续培养 1 G，吸弃培养液，加入 !QP "7 CHNY，振荡 !P /?3，在
酶标仪上以 1OP 3/波长测定每孔吸光度值［!（1OP）］，用只加
培养液的空白对照孔调零。

!$ 1# 免疫细胞化学染色
!$ 1$ !# 子宫内膜上皮细胞的分离培养# # 参见文献［Q］。
!$ 1$ +# 细胞爬片制备# # # 纯化后的 ))&接种于 +1 孔板中
培养 0W G。$ 细胞同步化：换无血清 CH)H L .!+ 培养液孵育
+1 G。% ,-.干预：换含 QP 3B L /7 ,-.的低血清培养液，作用
1S G。对照组不加 ,-.，换含 P$ QR胎牛血清的培养基继续培
养 1S G。
!$ 1$ 0# 免疫细胞化学染色# # 培养细胞 !PR甲醛固定，按照
试剂盒说明书操作。

!$ Q# *IK%&*
!$ Q$ !# 样本制备# # # 纯化后的 ))&以 Q X !PQ /7 T!的细胞
数接种于 QP /7培养瓶中培养 0W G。$ 细胞同步化：换无血清
CH)H L .!+ 培养液孵育 +1 G。% ,-. 干预：换含 QP 3B L /7
,-.的培养液，作用 1S G。对照组不加 ,-.，换含 P$ QR胎牛
血清的培养基培养 1S G。
!$ Q$ + # *IK%&* 反应 # # 按照试剂盒说明书操作。产物取 0
"7在 !$ +R琼脂糖凝胶上电泳，用凝胶成像仪进行分析，结果
以目的片段光密度值 L &K2>8?3光密度值表示。

!$ W# 统计学方法
# # 数据均以 !" Z # 表示，应用 N%NN !+$ P 统计软件进行统计分
析，两组间比较采用 $ 检验，多组间比较采用单因素方差分析
和 [NC检验。

#" 结果

+$ !# 免疫细胞化学结果
# # 免疫细胞化学染色结果，%&’(蛋白表达主要位于细胞核，
呈棕黄色至深棕色，细胞质未见染色。通过前期我们观察不同

浓度 ,-.对 ))&生长的影响，选择 QP 3B L /7 ,-.作为刺激浓
度［W］。QP 3B L /7 ,-. 作用后，正常 \ ,-. 组和功血 \ ,-. 组
))&的 %&’(表达分别较正常组和功血组增高，差异显著（% ]
P$ PQ）。正常 \ ,-.组 %&’(表达灰度值的增高幅度与正常组
比较相似，差异不显著（% ^ P$ PQ）。)*和 %* 蛋白表达阳性颗
粒主要位于细胞核内，少数可见细胞质着色，呈棕黄色至深棕

色，细胞质着色较细胞核着色稍浅；高倍镜下阳性染色呈颗粒

状。QP 3B L /7 ,-.作用后，正常 \ ,-.组和功血 \ ,-.组 ))&
的 )*和 %*表达分别较正常组和功血组增高，差异显著（% ]
P$ PQ）。功血 \ ,-.组 ))&的 )* 表达灰度值的增高幅度与正
常组比较相似，差异不显著（% ^ P$ PQ）。而功血 \ ,-. 组 ))&
的 %* 表达灰度值的增高幅度明显高于正常 \ ,-. 组，差异显
著（% ] P$ PQ）。见表 !，图 !、+。
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表 !" #$%作用前后子宫内膜上皮细胞 &’()、*+和 &+
的灰度值比较（!! ! "）

" " 组别 #$%& ’( #(

正常组 )*+, -+ ! )., /0 )*., 1+ ! 1, 0* )*1, +) ! )/, 1-

正常组 2 345 //*, *0 ! )0, *+6 //+, -7 ! )), 086 /)., )) ! 8, //6

功血组 )80, .8 ! -, +1 )+7, +. ! 8, )* )+1, 0) ! 8, )1

功血组 2 345 /)0, +) ! *, 0)9 /.0, /) ! )/, 879 /.8, .. ! -, *-9

!正常组 0/, /- ! )), 01 0+, .+ ! )., /0 )7, 7. ! +, 77

!功血组 0., -0 ! +, 17 /8, 1) ! )., 1/ 0/, -* ! 8, 01:

!正常组 ;（正常组 2 345）灰度值 <正常组灰度值；! 功血组 ;
（功血组 2 345）灰度值 <正常组灰度值；6：# = ., .1，与正常组比
较；9 ：# = ., .1，与功血组比较；:：# = ., .1，与"正常组比较

图 !" 功血 , #$%组体外培养 **’的 *+表达情况"（>?# @ 7..）

图 -" 正常 , #$%组体外培养 **’的 *+表达情况"（>?# @ 7..）

/, /" (A?#$(结果
" " 用 (A?#$(方法对 ’’$ 中 ’( 和 #( B(%& 进行检测，结
果显示 1. CD E BF 345 作用后，正常 2 345 组和功血 2 345 组
’’$的 ’(和 #( B(%& 表达分别较正常组和功血组增高，差
异显著（# = ., .1）。见表 /，图 0，7。

! " # $ % ! " # $

&’（#$( )*）!

"" +++ )*

"! +++ )*
",-+ )*
"-++ )*

"!++ )*
""#./012（"#$ )*）

)：正常组；/：功血组；0：正常 2 345组；7：功血 2 345组；G：H%&标准

图 ." #$%对子宫内膜上皮细胞 *+ /+()表达的影响

! " # $ %

# &&& ’(!

" &&& ’(!
)*& ’(!
*&& ’(!
#*& ’(!
"&& ’(!

"+,（%%- ’(）
""#./012（#$% ’(）

G：H%&标准 )：正常组；/：功血组；0：正常 2 345组；7：功血 2 345组
图 0" #$%对子宫内膜上皮细胞 &+ /+()表达的影响

表 -" #$%对子宫内膜上皮细胞 *+ /+()和 &+ /+()表达
的影响（!! ! "）

组别 ’( E "?6:IJC #( E "?6:IJC
正常组 ), .+8 ! ., .0* ), )-/ ! ., .7/
正常组 2 345 ), 1*- ! ., ).16 ), 70+ ! ., .-06

功血组 ., *-+ ! ., .-1 ), .80 ! ., .10
功血组 2 345 ), 7)8 ! ., ))-9 ), 0). ! ., .8-9

6：# = ., .1，与正常组比较；9：# = ., .1，与功血组比较

." 讨论

" " 无排卵型功血（ 6CKLMF6IKNO POQRMC:IJKC6F MISNJCS
9FSSPJCD，&HTU）是临床常见病，目前主要采用雌孕激
素、清宫术、子宫内膜切除和子宫切除等方法治疗［0］。

雌孕激素治疗仅部分患者有效，部分患者顾虑副作用

而拒绝该方法。子宫内膜切除和子宫切除为不可逆的

有创性治疗，年轻患者慎用。因此，针对功血发病机制

进行研究，寻找新的治疗途径非常必要。无排卵型功

血的发病与子宫内膜止血和修复机制缺陷有关，而子

宫内膜修复障碍起重要作用。子宫内膜生长修复包括

上皮再生与血管再生。目前尚无资料表明 &HTU 的
子宫内膜生长修复过程和机制是否与正常月经相同。

作为性器官，正常月经子宫内膜修复受到雌孕激素作

用的影响，而雌孕激素是通过其受体发挥作用的。文

献报道，无排卵型功血子宫内膜组织增生程度不一，其

’(和 #( 表达的情况，不同作者的研究结果差异较
大。有文献报道，增生过长子宫内膜 ’(和 #(的含量
依子宫内膜的增生程度增加而呈下降趋势，另有报道

发现二者无相关或呈相反的趋势，说明功血子宫内膜

的增生具有异质性，二者之间的关系非常复杂［+ < ).］。

我们以往的研究结果显示，从正常增生期、增生期样到

单纯性增生过长子宫内膜，腺上皮 ’(和 #(的表达依
次显著下降。体外培养的无排卵型功血 ’’$的 ’(和
#(表达也低于正常 ’’$ 的表达，与在体组织 ’(、#(
的表达相一致［0］。

" " 正常月经子宫内膜修复机制与伤口愈合机制相
似，在大量调节因子的作用下完成。近期研究表明，无

排卵型功血患者的激素生理功能和子宫内膜生长微环

境往往不正常。子宫内膜生长的微环境包括生长因子

及其受体、细胞因子及其受体、血管活性物质、细胞外
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基质、相关酶及雌、孕激素受体等，相互间形成复杂的

调控机制，共同调节着子宫内膜的正常生长和生理功

能。在众多的生长因子中，+,- 是非常重要的影响子
宫内膜生长的因子，特异性地促进子宫内膜上皮细胞

生长。研究表明，在功血患者增生过长的子宫内膜，

+,- .*’(表达降低［/］。我们以往的研究结果显示，
无排卵性功血子宫内膜腺上皮的 )* 和 %* 的表达显
著下降［0］。因此我们采用培养的 ))& 进行体外实验，
用免疫组化检测方法，观察 +,-对子宫内膜上皮细胞
%&’(、)*和 %* 表达的影响。结果表明，适当浓度的
+,-可上调无排卵型功血及正常子宫内膜上皮细胞
%&’(、)* 和 %* 蛋白的表达；*12%&* 结果也表明，
+,-可使 %&’(、)* 和 %* .*’( 的表达增加。说明
+,-与其他生长因子一样，对 )*和 %*的表达均有上
调作用。%&’(是增殖细胞核抗原，其表达增高提示
细胞生长能力增强，生长加速。我们前期的研究工作

还发现，原代培养的无排卵型功血子宫内膜上皮细胞

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 &(!34 的浓度。对正常 ))& 给
予不同浓度 +,-后，得到相同结果。并且 +,-45 67 8
.9时作用最明显，而 +,- 高浓度（455 67 8 .9）与低浓
度（!5 67 8 .9）对其生长、分泌的影响作用相当，表明
+,-对子宫内膜上皮细胞的刺激作用呈剂量依赖
性［:］。子宫内膜上皮细胞是雌激素和孕激素作用的

靶向细胞，+,-作用能够刺激细胞 %&’(、)*和 %*的
表达增加，结果可能使该细胞对雌激素和孕激素的作

用更加敏感，增生作用加强，子宫内膜修复过程加快，

因此将来临床有可能应用增加 +,- 作用的方法来治
疗无排卵型功血，提高治疗效果。

# # 过去认为雌激素是通过与核内受体结合形成复合
物而发挥作用的［!!］。随着 )*! 的发现，逐渐认识到
雌激素及其受体的信号转导非常复杂，主要有以下 0
条途径："依赖配体的经典途径；#不依赖配体的途
径；$不依赖 )*)的转录途径；%非转录途径。)*可
以在雌激素与生长因子的作用下发生磷酸化，但磷酸

化的程度和途径并不相同，雌激素是通过 &;<=>6 激酶
&系统使丝氨酸 ?=@950、?=@95:、?=@99A 和 ?=@9:" 这 0 个
位点发生磷酸化，而生长因子如 ),-、B,-、1,- 等是
通过激活 C(%+ 级联系统促使上述 0 个位点的磷酸
化。在雌激素应答的乳腺癌细胞系，生长因子和 )3
协同刺激细胞的增生，提示生长因子可以在雌激素的

信号途径中表现出协同作用［!3］。近年研究表明，无论

雌激素存在与否，生长因子受体信号传导都能够调节

)*的活性和 )* 的信号通路，进而调节其生物学作
用［!D］。+,-与其受体结合所激活的信号级联反应参
与调节雌激素与 )* 结合后引发的转录活动，提示在
+,-与雌激素之间可能存在一个正反馈系统，低水平

的雌激素可增强 +,-的表达，+,- 也可增强 )* 的敏
感性和表达，使其对低水平的雌激素产生有效的生物

反应。月经期子宫内膜的修复可能与这一正反馈系统

的正常作用有关。无排卵型功血患者的雌激素水平虽

然较正常无明显升高，甚至低于正常水平，但子宫内膜

激素受体表达减少，与这一正反馈系统作用失常有关。

本实验和我们以往的实验研究结果显示，+,- 可上调
)*和 %*的表达，同时还可促进子宫内膜上皮细胞生
长和分泌 &(!34 并上调其 %&’( 表达这一结果表明，
+,-可能在无排卵型功血子宫内膜生长修复中起重
要的促进作用，值得进一步研究。
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