
雌尧孕激素对体外培养种植窗期子宫内膜腺上皮细胞降钙素表达的调节
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摘要院目的 探讨雌尧孕激素对体外培养人类子宫内膜腺上皮细胞降钙素渊Ct冤表达的影响及其意义遥方法 建立子宫内膜
腺上皮细胞体外培养体系袁分别用雌二醇渊E2冤尧孕酮渊P4冤刺激细胞 2 4 h尧4 8 h袁其浓度分别为 1伊10-7尧1伊10-8尧1伊10-9 mol/L

和 1伊10-6尧1伊10-7尧1伊10-8 mol/L袁利用流式细胞仪对 Ct表达阳性细胞进行检测遥结果性激素影响体外培养的人子宫内膜
上皮细胞 Ct 的表达袁P4促进 Ct表达, 并呈剂量依赖性袁1伊10-6 mol/L作用 2 4 h袁其促进效应最强曰而低剂量 E2对 Ct 表

达无明显影响袁高浓度E2则抑制其表达遥 结论 子宫内膜上皮细胞Ct的表达受性激素调节袁在人类胚胎着床过程中起
重要作用遥
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粤遭泽贼则葬糟贼押韵遭躁藻糟贼蚤增藻Toexploretheeffectofestradiolandprogesteroneontheexpressionofcalcitonininhuman endometrial
epithelialcells cultured 蚤灶增蚤贼则燥. 酝藻贼澡燥凿泽Humanendometrialepithelialcellswerecultured 蚤灶增蚤贼则燥inDMEM medium.

After the cells weretreatedrespectively withestradiol and progesteroneatdifferentconcentrations for 24 and 48 h, the
fluorescence densityofthecellswasmeasuredbyflowcytometer.砸藻泽怎造贼泽Progesteronetreatmentoftheepithelialcells for24

hproduced inadose-dependentmannersignificantlyhigherfluorescencelevelthanthatofthecontrol(孕<0.01).Small doseof
estradiol tooklittleeffectoncalcitoninexpression,buthigh-concentrationestradiolresultedinlowered fluorescence level than

thecontrol. 悦燥灶糟造怎泽蚤燥灶Progesteronepromotes calcitoninexpressioninculturedhuman endometrial epithelial cells i n a
dose-dependentmanner,whileestradioltendstoinhibititsexpression.
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正常子宫内膜仅在一个极短的时期内允许胚胎

着床袁这一时期子宫内膜容受性达到最高袁被称为野种
植窗冶渊implantationwindow冤遥虽然已知道野种植窗冶的
形成严密地受卵巢激素的控制袁但其分子机制还不清
楚袁推测为卵巢激素调节子宫内膜特定基因表达袁合成
新的蛋白质袁使子宫内膜能接受胚胎植入遥 Ding等咱1暂

用基因表达筛选技术 (gene expression screen tech-

nique)分离出野种植窗冶期子宫内膜特异性增强表达
的基因袁DNA测序发现其中之一为降钙素 (Ct)袁其表
达与野种植窗冶的开放相吻合并受母体因素调控遥阻断
其表达袁导致着床失败袁说明 Ct在子宫内膜野种植窗冶
的形成中起重要作用遥作者以前研究发现咱2暂Ct特异性

表达于人类种植窗期子宫内膜腺上皮细胞胞浆内袁并
与不孕密切相关遥 本文应用流式细胞议检测雌尧孕激
素对体外培养的子宫内膜上皮细胞 Ct表达的影响袁
以探讨雌尧孕激素参与着床的机制遥

1 材料与方法

1.1 材料来源及分组

1.1.1 标本来源 选取 8例正常育龄期妇女袁 年龄
25~35岁袁月经周期28~30 d袁术前 3月无激素服用史遥
于月经周期第 19~23天刮取少许子宫内膜袁立即投入
盛有 10mlD-Hanks 液的青霉素瓶内袁 放入冰壶内袁
30min内送入实验室进行培养遥 子宫内膜腺上皮细
胞分离和培养参考 Satyaswaroop等咱3暂的方法袁并加以
改进遥
1.1.2 试验分组 子宫内膜原代接种 5 ~ 7 d细胞贴壁

近满时传代袁 应用无血清培养基袁 生长 3 d后分为 5

组院每组包括 3瓶渊25cm冤细胞袁第 1组为对照组袁不
加任何调节因子曰第 2组为孕酮渊P4冤组曰浓度分别为
1伊10-6尧1伊10-7尧1伊10-8 mol/L曰第 3 组为 E2组袁浓度分
别为 1伊10-7 尧1伊10-8尧1伊10-9mol/L曰第 4组为孕激素受体

拮抗剂渊RU486冤组袁浓度为 1伊10-6 mol/L曰第 5 组为

RU486+P4组院RU486浓度为 1伊10-6 mol/L袁P4浓度为

1伊10-6 mol/L袁继续培养 2 4 h或 4 8 h袁上机检测遥
1.2 主要试剂及方法
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P4:Pragesterone;E2:Estradiol;*孕<0.05 增泽control group; #孕<0.05增泽(1伊10-6) groupofP4

表 1孕激素与雌激素对体外培养子宫内膜上皮细胞Ct 表达的影响 渊阳性细胞百分比袁 曾依泽冤
栽葬遭援员栽澡藻藻枣枣藻糟贼燥枣责则燥早藻泽贼藻则燥灶藻葬灶凿藻泽贼则葬凿蚤燥造燥灶糟葬造糟蚤贼燥灶蚤灶藻曾责则藻泽泽蚤燥灶蚤灶糟怎造贼怎则藻凿澡怎皂葬灶
藻灶凿燥皂藻贼则蚤葬造藻责蚤贼澡藻造蚤葬造糟藻造造泽蚤灶 增蚤贼则燥 (percentage of calcitonin-positivecells,酝藻葬皂依杂阅)

1伊10-8 1伊10-7 1伊10-6 1伊10-9 1伊10-8 1伊10-7

2 4 h 14.0依1.20 26.1依2.74*# 33.7依2.54*# 47.3依3.01* 23.3依1.78 8.2依0.89* 3.6依0.75* 5.4依0.77* 17.8依1.76

4 8 h 13.4依1.12 29.1依2.56*# 34.7依2.71*# 45.9依2.98* 20.8依1.36 7.9依0.94* 2.7依0.54* 6.1依0.57* 19.6依1.65

Time Control
P4 (mol/L) E2 (mol/L)

RU486 RU486+P4

1.2.1 试剂与仪器 兔抗人 Ct抗体(一抗)为 DAKO

公司产品袁 稀释浓度为 1:100袁FITC标记山羊抗兔

IgG(二抗)购自华美公司袁稀释浓度为 1:100袁 17茁-雌

二醇渊E2冤尧P4购自 Sigma 公司袁为美国Calchembio公

司产品遥 流式细胞仪为美国 Becton Dickinson公司生

产的 FACSTAR遥
1.2.2 流式细胞仪渊FCM冤检测 将用含有不同浓度
E2尧P4的培养液孵育 24尧48 h的子宫内膜上皮细胞

0.25%胰酶消化制成单细胞悬液袁 以冷磷酸缓冲液
渊PBS冤洗两次袁加入冷的终浓度为 70%乙醇袁置于 4益
过夜遥经乙醇固定的样品袁以 1000r/min离心 5 min袁

弃上清液曰加入 PBS 10ml 洗涤细胞袁以 1 000 r/min

离心 5min袁 弃上清液曰 沉淀加入 0.1%Tris-X100 150

滋l袁4 益尧2 h袁加入 PBS 10ml 洗涤细胞,以 1 000 r/min

离心 5min袁弃上清液曰沉淀加入一抗 150 滋l袁4益 过
夜曰洗涤细胞同上曰沉淀加入二抗 150 滋l 袁室温尧避光
染色 20min曰上机测定各 Ct阳性细胞的比例遥
1.2.3 统计学分析
所有资料应用 SPSS软件包进行方差分析遥

2 结果渊表 1冤
2.1 孕激素和 RU486对子宫内膜 Ct表达的影响

不同浓度 P4均可显著促进 Ct的表达(孕<0.05)袁
P4促进效应呈剂量依赖性遥 P4浓度为 1伊10-6 mol/L袁
作用 24 h时袁阳性细胞百分比最高袁与其他浓度组相比
差异具有显著性遥 增加刺激时间并不增强其表达遥

RU486明显抑制 Ct表达袁 两时间段比较无差
别袁但两时间段与对照组相比均具有显著性差别遥
2.2 雌激素对子宫内膜 Ct表达的影响

低浓度 E2对子宫内膜 Ct的表达有轻微的促进
效应袁但无显著性差别袁高浓度 E2显著抑制Ct的表

达袁与对照组比较具有显著性差异遥

3 讨论

在雌尧孕激素的作用下袁围着床期子宫内膜发生
形态学和生理学变化转为容受态遥雌激素促进子宫内
膜上皮增生尧肥大袁孕激素使内膜从增殖期转为分泌
期袁形成一个有利于胚胎粘附的宫内环境遥 我们以前
的研究发现遥 Ct特异性表达于人种植窗期子宫内膜

腺上皮细胞胞浆内袁 其表达降低与不孕密切相关咱2暂遥
Ding 咱1暂等也发现孕期小鼠子宫内膜 Ct的表达与种植

窗的开放吻合渊受精后第 2~6天冤袁在着床结束时袁子
宫内膜中不能检测出 Ct-mRNA遥 Zhu等 咱4暂在着床前
渊受精后第 2天冤 小鼠子宫内注射与 Ct-mRNA特异

性互补的反义寡脱氧核糖核酸渊ODNs冤袁阻断 Ct基因

的转录和翻译袁导致着床点数明显减少遥 这些结果均
提示 Ct在胚胎着床过程中起重要作用遥

Ct是含有 32个氨基酸残基的肽类激素袁主要由
甲状腺滤泡旁 C 细胞合成尧分泌遥 最近的研究表明袁

子宫也可合成 Ct咱5暂遥 但对 Ct在子宫中合成的精确部

位和功能还了解不多遥 Ct的主要生理功能是促进细

胞外 Ca2+转移袁增加细胞内游离 Ca2+浓度遥细胞膜上
存在对 Ct有高度亲和力的受体咱6暂遥 Ct与其受体结合

后袁促进 Ct受体与异三聚体 G蛋白的结合袁活化腺
苷酸环化酶和磷脂酶 C茁袁参与多种细胞功能如分化尧
增殖尧变形遥
本研究建立体外子宫内膜上皮细胞培养体系袁消

除体内各种复杂因素影响袁 发现 P4刺激子宫内膜上

皮细胞 Ct的表达袁并呈剂量依赖性遥 在 P4浓度为 1伊
10-6 mol/L作用 2 4 h袁Ct阳性细胞数最高,较基础值增

加 3倍袁 再增加 P4的浓度或延长作用时间均不能增

加效应遥而孕激素受体拮抗剂 RU486则抑制其表达袁
说明孕激素可能通过其核受体在转录水平调节 Ct合

成遥 为研究孕激素诱导 Ct表达的分子机制袁Zhu等咱7暂

在体外培养的人类内膜癌HEC-1B细胞中转染 Ct基

因 5'-端启动子 渊1.3kb冤遥 细胞内无内源性孕激素受
体袁无论有或无孕激素存在袁Ct启动子的活性均处于

低水平袁若 Ct启动子与孕激素受体并发转染细胞袁无
孕激素存在时袁Ct启动子活性不变袁但当孕激素浓度
为 100nmol/L时袁 其活性增加 6~8倍袁 若同时给于
RU486袁启动子活性仍保持不变遥 提示孕激素由其受
体介导袁 通过调节启动子活性在转录水平调节 Ct基

因表达遥
研究还发现袁E2在低浓度(1伊10-11 mol/L)时对 Ct

表达有轻微的促进作用(与基础值比无显著性差别)袁
高浓度 E2(1伊10-8 mol/L)抑制 Ct表达遥低剂量 E2可能
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经椎管尧胸腔内联合手术入路治疗哑铃型肿瘤 8例临床分析
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摘要院哑铃型生长的椎管内肿瘤由于解剖结构的特殊性袁手术切除有一定的难度遥 本文报告了8例与胸外科联合经椎

管和胸腔Ⅰ期切除 8例该类肿瘤遥 3例位于下颈段袁5例位于胸段袁8例MRI均示椎管外部分突入左侧胸腔遥 术后病理
报告神经鞘瘤 4例尧神经纤维瘤 3例尧神经内分泌癌 1例遥术后 10 d症状减轻袁1例神经内分泌癌辅助全身化疗半年袁随
访至今已 2年袁无复发遥 作者认为联合手术增加了Ⅰ期切除该类肿瘤的机会袁也有利于减少手术创伤和风险性遥
关键词院椎管内肿瘤 / 治疗曰手术入路曰肿瘤袁哑铃型
中图分类号院R681.5; R739.42 文献标识码院B 文章编号院1000-2588渊2001冤11

哑铃型肿瘤因其在影像学上袁尤其是在MRI上显示的特

殊形状而得名遥肿瘤经椎间孔在椎管内外生长袁由于内外形状
相似袁而被称为哑铃型渊dumbbell冤或沙漏型渊sand-glass冤肿瘤袁
可以原发于纵隔袁也可以原发于椎管遥由于解剖结构的特殊
性袁手术切除有一定难度遥我们经椎管尧胸腔内联合Ⅰ期切除 8

例该类椎管内肿瘤袁取得了较好的效果遥

1 临床资料

1.1 病例资料

男 5例袁女 3 例袁年龄 12~42岁渊平均 29.3岁冤遥病程 20

d~9个月渊平均 3.7个月冤遥病变位于下颈段 3例渊37.5%冤尧胸段
5例渊62.5%冤遥胸背痛 3例尧一侧肢体麻木无力 6例尧双侧肢体
麻木无力 2例尧胸腹部束带感 5例尧括约肌功能障碍 3例尧棘
突压痛 5例尧病变平面以下感觉障碍 8例尧腱反射活跃 6 例尧
病理征阳性 6例遥X线正位示右肺尖尧颈根部区软组织肿块影
6例袁斜位示椎间孔扩大 5例遥5例行 CT检查袁5例示左胸腔
肿块袁左锁骨下动脉尚未受侵曰4 例示椎间孔扩大袁椎管内高密
度阴影遥8例均行MRI矢冠轴位检查示病变部位髓外硬膜下

块状等 T1尧长 T2异常信号灶袁信号不均匀袁2例增强扫描肿块
呈不均匀强化袁脊髓受压向右侧移位袁肿瘤经椎间孔在椎管内
外生长形似哑铃状遥
1.2 手术方法
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作为孕激素受体合成的底物袁加强 P4促进 Ct表达的

效应袁而高浓度 E2拮抗 P4刺激 Ct合成的效应遥 这些
结果说明卵巢激素相互作用对子宫 Ct的表达起重要

调节作用遥 Ding等咱1暂研究发现小鼠孕 2 d时 Ct表达

最强袁与受精后 P4峰出现时间一致遥 有趣的是袁着床
后至分娩袁低水平雌激素尧高水平孕激素却不能诱导
Ct的表达遥 提示除了雌尧孕激素外袁还有其他阶段特
异性因子参与 Ct的表达调节遥

Ct作为一个阶段特异性表达因子袁 受卵巢激素
调控袁在着床中起重要作用遥 Ct的主要功能是调节靶

细胞的 Ca2+水平袁Wang等咱8暂研究发现移植前小鼠胚
胎表面存在 Ct的功能性受体袁Ct可以增加卵裂球内

游离 Ca2+浓度袁促进胚胎分化袁加速囊胚形成遥 我们
的研究也发现 Ct可以快速增加人类子宫内膜间质细

胞和 4~8细胞阶段胚胎细胞内 Ca2+水平 渊资料待发
表冤提示胚胎和子宫内膜表面存在 Ct功能性受体袁Ct

可能通过加速子宫内膜蜕膜化袁促进胚胎生长尧分化袁
在胚胎着床过程中起重要作用遥 子宫内膜上皮细胞
Ct的表达受性激素调节袁在人类胚胎着床中起重要作
用遥
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