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目的
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#移植对假孕大鼠黄体促血管生长因子"
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#表达的影响!探讨骨髓
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促进

假孕大鼠黄体血管新生的作用机制$方法
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天应用
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#检测黄体
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蛋白表达%
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免疫组织化学法检测黄体微血管密度$
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及其蛋白表达水平升高!促进假孕大

鼠黄体血管新生$
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%是一类单个

核细胞群#主要定居于骨髓#作为内皮细胞的前体细胞#在一定

条件下#可以分化为成熟的内皮细胞#参与血管新生过程*卵

巢黄体具有重要的内分泌调节功能#其微血管呈现周期性增生

和闭锁及凋亡*在黄体期#其微血管呈现明显增生#由此带来

的丰富血供是维持黄体微环境稳定#执行功能的重要保障#黄

体功能不足或下降#往往与其血供减少有关*本课题组前期研

究结果表明#由于骨髓
345

在假孕大鼠黄体向血管内皮细胞

分化#促进了黄体血管新生#改善了黄体血供)本次实验主要目

的在于探讨
345

移植后对假孕大鼠黄体血管内皮细胞生长因

子$
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%表达的影

响#探讨其促进黄体血管新生的其他可能途径*
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材料与方法
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#备用)受体雌性大鼠采用$'-
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射线全身照射#照射前将大鼠卵巢部位用铅皮箍绑#照射剂量

为
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#剂量率为
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*照射
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天眼内眦血#动态观察外周
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假孕大鼠模型的制备(分组
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凝胶电泳后#将凝胶放入成像仪中#紫外光下自显影#扫描成

像*利用
Q>;
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计算条带灰度值*
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检测黄体组织中
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蛋白表达

!

取各组大鼠黄体组织样品#按照
ZB5

蛋白定量试剂盒说明

提取大鼠黄体标本蛋白#进行蛋白定量测定*上样量
/%

$

L

#

/b

十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

SDS.4B73

%分离#

电转移至聚偏氟乙烯$

46D8

%膜上)封闭
1G

后滴加一抗$一抗

稀释浓度
$d$%%

%#

0a

孵育过夜)

'

次洗膜后二抗室温孵育
'%

>#,

#

35̂

显影#洗片*以
#

.;I=#,
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$d1%%

稀释%作为内对照#胶

片经扫描仪扫描后获得图像#用
Z;,!<:;!:9

软件进行灰度分

析#计算目的蛋白条带与
#

.;I=#,

的灰度比值作为目的蛋白相

对表达量*
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免疫组织化学检测黄体组织中
5D'$

的表达
!

5D'$

染色按照免疫组织化学试剂盒说明书进行*

5D'$

兔抗鼠多克

隆抗体$

$d2%

稀释%*结果判断!

5D'$

免疫组织化学阳性产

物为棕黄色颗粒#主要表达于血管内皮细胞的细胞膜和细胞

质*通过
5D'$

标记黄体血管#检测黄体微血管密度$

V6D

%*

?&@&D

!

V6D

检测计算方法
!

低倍镜下$

]$%%

%扫查整个切

片#寻找
'

个血管高密度区#再在高倍镜下$

]0%%

%计数这
'

个

视野的被染成棕黄色的微血管数#对微血管的识别不需具备完

整的管腔和红细胞#具有棕黄色的内皮细胞或内皮细胞簇且与

邻近微血管和其他组织成分清楚分开#即为一个可计数的微血

管#取此
'

个视野微血管数的平均值作为
V6D

值*

?&A
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统计学处理
!

采用
S4SS$)&%

软件进行统计分析*计量

资料以
=e;

表示#多个样本均数间的比较采用单因素方差分

析#两两比较行
ŜD

检验*以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义*

@

!

结
!!

果
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各组大鼠移植后生存情况
!

移植假孕各组大鼠在骨髓移

植
-!

后一般状态开始下降#各组均有动物出现不同程度的毛

色杂乱#食欲减退#体质量下降等#

$0!

后一般状态好转#动物

存活率约
)2b

*
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各组大鼠黄体组织
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@878>?AB

表达结果
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假

孕对照组大鼠黄体
6378>?AB

表达在第
-

天达到最高#显

著高于
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假孕对照组水平$

!

$

%&%$

%#第
$$

天开始下降#表

达仍高于
'!

假孕对照组$

!

$

%&%2

%#第
$2

天接近
'!

假孕对

照组水平)

@878

表达也在第
-

天达到最高#高于
'!

假孕对照

组水平$

!

$

%&%2

%#之后开始下降#第
$2

天接近
'!

假孕对照

组水平#与
'!

假孕对照组比较差异无统计学意义$

!

%

%&%2

%*

移植假孕组
6378

表达在第
-

天达到最高#第
$$

天开始下降#

仍显著高于
'!

移植假孕组水平$

!

$

%&%$

%#第
$2

天接近
'!

移植假孕组水平#且在第
-

(

$$

(

$2

天表达均高于同期假孕对照

组$

!

$

%&%2

%)移植假孕组
@878

表达与
6378

呈现相似趋

势#表现为第
-

天最高#之后下降#且在第
-

(

$$

天表达高于同

期假孕对照组$

!
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各组大鼠黄体组织
6378
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@878

的蛋白表达&

=e;

'

时间
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分别为第
'

(
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天组*

图
$

!!

各组大鼠黄体组织
6378

%

@878

蛋白表达

@&A

!

各组大鼠黄体组织
6378

(

@878

蛋白的表达结果
!

假

孕对照组黄体
6378

蛋白表达在第
-

天达到高峰#与
'!

假孕

对照组比较有统计学差异$

!

$

%&%$

%#之后持续下降)移植假

孕组
6378

表达亦于第
-

天达到高峰#与
'!

假孕对照组比较

差异有统计学意义$

!

$

%&%$

%#第
$$

天下降#与
'!

移植假孕

组比较差异仍有统计学意义$

!

$

%&%2

%#到第
$2

天表达最低)

且在第
-

(

$$

天组
6378

表达高于同期假孕对照组$

!

$

%&%2

%*

@878

表达在假孕对照组及移植假孕组均在第
-

天最

高#与
'!

组比较有统计学差异$

!

$

%&%2

#

!

$

%&%$

%#之后持

续下降#到第
$2

天表达最低)在第
-

天#移植假孕组
@878

表

达较假孕对照组升高$

!

$
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%#见表
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#图
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各组大鼠黄体微血管
V6D

检测结果
!

假孕对照组黄体

微血管密度在第
-

天最高#随后下降#第
-

(

$$

天与第
'

天组比

较差异均有统计学意义$

!

$

%&%$

%#第
$2

天表达最低)移植假

孕组黄体微血管密度变化趋势与假孕对照组相似#且第
-

(

$$

天移植假孕组黄体微血管密度高于同期假孕对照组$

!

$

%&%2

%#见表
'

(图
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表
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免疫组织化学检测各组大鼠黄体组织微血管
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检测结果&
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!!

移植假孕组大鼠黄体组织微血管
5D'$

免疫组织化学染色 &
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讨
!!

论

血管新生是指在机体生长发育过程中或创伤修复(缺血(

缺氧和炎症等情况下#原有微血管内皮细胞经过出芽(迁移(增

殖与基质重塑等最终形成新毛细血管的过程*目前研究发现#

345

经动员归巢到目的器官是促进组织血管新生的有效途

径&

$

'

*黄体作为发生生理性血管新生的少数几个成年组织之

一#在黄体期#其微血管呈现明显增生#这个过程对于维持黄体

功能至关重要&

1

'

*作者之前的研究观察到#

345

归巢到黄体

后#可以通过分化为内皮细胞促进黄体血管新生)本次实验观

察到#在假孕对照组及移植假孕组大鼠黄体中#

6378

和
@8.

78

的表达在总体上呈现类似的先升后降的趋势)同时#移植假

孕组
6378

在
>?AB

及蛋白的表达上#在第
-

(

$$

天高于同期

假孕对照组$

!

$

%&%2

%)

@878

的表达在第
-

天高于同期假孕

对照组$

!

$

%&%2

%)黄体微血管密度在第
-

(

$$

天高于同期假

孕对照组$

!

$

%&%2

%*

!!

6378

是一种极强的血管增生促进剂#在绝大多数动物

$如小鼠和人类%的黄体化颗粒细胞中都可以检测到
6378

>?AB

&

'

'

#而且在颗粒细胞黄体化过程中#

6378

的表达量显

著增加&

0

'

*

@878

是一种作用广泛的细胞因子#主要分布于神

经组织(垂体(肾上腺(卵巢和胎盘#诱导新生血管形成&

2

'

*卵

巢中的
@878

主要来源于黄体颗粒细胞#卵泡膜细胞等#

@878

通过自分泌和旁分泌形式调节血管新生#且与
6378

关系密

切#在体外培养的内皮细胞中给予
@878

#可以发现
6378

的

表达增加#如果阻断了
6378

的表达#

@878

就不能诱导内皮

细胞形成血管&

)

'

*另有报道#体外培养的骨髓单个核细胞具有

分泌
6378

及
@878

(胰岛素样生长因子的能力&

-

'

)骨髓单个

核细胞能够释放
6378

和单核细胞趋化蛋白
.$

#并发现
345

在分化为血管内皮细胞的过程中能分泌
@878

&

/

'

*本实验在

建立大鼠假孕模型的基础上#进行同种异体
345

移植#通过观

察黄体
6378

(

@878>?AB

及蛋白的表达#观察黄体微血管

密度的变化#综合评价
345

移植对假孕大鼠黄体促血管生长

因子表达的影响#发现移植
345+

促进黄体血管新生#其机制

可能并不仅仅是本研究之前观察到的单纯自身分化作用#

345+

同时也以自分泌和旁分泌的形式影响着局部血管生成

因子的释放#促进了黄体
6378

及
@878

的表达#从而促进了

黄体血管的新生#进一步探讨了
345+

移植促进黄体血管新生

的可能机制#为
345+

移植缓解黄体血管新生不足导致的黄体

功能下降和不全提供理论和实验依据*
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血管因间质内压力上升而塌陷时#局部微环境处于缺氧状态*

肿瘤细胞在长期缺氧微环境刺激下#通过
W#H.$

%

表达增高调

控血管新生#促进细胞发生上皮间质转化等途径适应缺氧微环

境而促进肿瘤生长和转移&

$$

'

*

本实验通过体外实验研究发现#

DS

可以减少实验组裸鼠

腹腔内的胃癌结节数量并减小其体积#且可有效地降低
W#H.$

%

>?AB

及蛋白的表达#表明
DS

可以抑制胃癌细胞在腹腔内的

转移生长#其可能是
DS

通过抑制
W#H.$

%

的表达而发挥作用#

使肿瘤局部缺氧状态不能得到改善#从而抑制肿瘤的生长#最

终抑制胃癌细胞在腹腔的转移生长*

B9!

O

;,="

等&

$1

'用
5"5<

1

处理不同分化程度的人胃癌细胞株#结果显示
W#H.$

%

的表达

与胃癌细胞的增殖和凋亡相关*易楠等&

$'

'的研究发现
>#?.

$/

%

能作用于
W#H.$

%

的
$'̀_E?

#抑制其蛋白表达#从而最终

抑制胃癌细胞的增殖*

总之#本实验研究发现#

DS

可以减少实验组裸鼠腹腔内的

胃癌结节数量并减小体积#且可有效地降低
W#H.$

%

>?AB

及

蛋白的表达*

DS

抑制胃癌细胞腹腔种植转移的机制可能是其

通过下调
W#H.$

%

的表达而发挥作用#

W#H.$

%

在
DS

抑制胃癌腹

腔种植转移中发挥重要作用#降低
W#H.$

%

的表达对抑制胃癌

腹腔种植转移具有重大意义*本研究发现#

DS

可以抑制胃癌

的腹腔种植转移#可为胃癌腹腔种植转移临床治疗提供新的

药物*
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