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钙网质蛋白在多囊卵巢综合征大鼠子宫内膜的表达及意义 *
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摘要 目的：研究钙网质蛋白（CRT）在 PCOS 大鼠子宫内膜中的表达及生物学意义。方法：60 只雌性 SD 大鼠随机分为 PCOS 组和

对照组 ,每组各 30 只。给模型组 24 日龄大鼠皮下埋植左旋甲基炔诺酮硅胶棒 3 mm / 只 , 3 d 后 BID 皮下注射人绒毛膜促性腺激

素 1.5 I U。给对照组皮下注射等体积生理盐水。注射 9 d 后观察大鼠卵巢形态学 (HE 染色) ,化学发光法测定性激素水平。结果：

模型组大鼠卵巢重量和体积均显著高于对照组(P<0.01)。模型组大鼠卵巢出现类多囊卵巢综合征的改变。模型组卵巢各级发育期

卵泡及黄体少见 ,卵泡多呈囊性扩张。模型组大鼠血清孕激素、睾酮、空腹胰岛素、空腹血糖水平均显著高于对照组 (P< 0.05); 卵

泡刺激素（FSH）水平显著低于对照组 (P<0.05)。LH / FSH 比值显著高于对照组 (P< 0.05)。采用免疫组织化学方法及灰度值测定 ,
定量分析 CRT 在 PCOS 组和对照组的子宫内膜中表达。CRT 在两组中的子宫内膜中均有表达。PCOS 组子宫内膜上皮 CRT 表

达显著低于对照组 (P< 0.01)。结论：避孕硅胶棒联合 hCG 诱导 SD 大鼠多囊卵巢综合征模型是较好的 PCOS 模型。CRT 与 PCOS
的发病密切相关。
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ABSTRACT Objective: To investigate the expression and biological significance of apoptosis regulatory CRT in the follicles and

endometrium of polycystic ovarian syndrome (PCOS) in rat model. Methods: Sixty rats were randomly divided into two groups: PCOS
group (n=30) and control group (n= 30). The rats in the experimental group were given subcutaneous implanting of levonorgestrel silica
gel staff and injected 115 I U hCG twice daily for 9 days from the 4th day. The rats in the control group were injected with normal saline
at the same time. Ovarian morphologic changes, sex hormone levels were detected. Results: The weight and volume of ovarian in the
model rats were higher than that in the control rats′(P<0.01). The rats in model group had similar pathological appearance to polycystic
ovary. The multiple follicular cysts, and the number of thecacells and interstitial cells increased in the ovaries of modeling group showed .
There was less developed follicles and corpus lutea. The progesterone, testosterone, luteinizing hormone, fasting insulin, glucose the LH
/FSH ratio were significantly higher in experimental group than those in control group, so as. There was the expression of apoptosis regu-
latory protein CRT. The CRT protein expressed in endometrium in PCOS group and control group. The expression of CRT of endometri-
al in PCOS rats were significantly lower (P < 0.01) than those in control group. Conclusion: The rat model induced by levonorgestrel with
hCG was proved to be an ideal PCOS animal model. CRT may be closely correlated with the pathogenesis of PCOS.
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前言

多囊卵巢综合征（PCOS）是育龄女性最常见的内分泌紊乱

性疾病,是引起不育的主要原因。PCOS 集合了一组多系统的慢

性内分泌紊乱，如月经不规律、多毛、肥胖、高脂血症、高雄激素

化的各种表现，囊状卵泡、胰岛素抵抗和不孕等[3]，由于长时期

的雌激素刺激，有可能发展为子宫内膜增生甚至导致子宫内膜

癌[4-6]。对于不孕不育的治疗，临床上促排卵药物及方法的运用

使得排卵率大大提高，然后妊娠率却不理想，其原因为患者子

宫内膜存在缺陷，子宫内膜容受性下降，而胚泡成功的植入取

决于胚泡的侵入能力和子宫内膜的容受性。Calreticulin（钙网

质蛋白 CRT）是一可溶性的分子伴侣，是内质网与肌浆网中主

要的钙结合蛋白, 能调节细胞多种生理功能 , 如作为凝集素样

分子伴侣 , 协助蛋白质正确折叠、维持细胞 Ca2+ 稳态、参与调

节细胞凋亡、黏附、类固醇敏感性基因表达和自身免疫反应等

[7-9]。本研究通过复制 Bogovich K [1]的避孕硅胶棒联合 hCG 诱
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导 SD 大鼠多囊卵巢综合征的模型，观察了 PCOS 动物模型卵

巢卵泡及子宫内膜的病理改变 , 同时应用免疫组化 SP 法检测

了 CRT 在子宫内膜的表达 ,探讨 PCOS 动物模型中 CRT 在子

宫内膜中的作用。

1 材料与方法

1.1 实验动物与分组

21 日龄雌性 SD 大鼠 (北京维通利华公司) , 60 只大鼠随

机分入模型组和对照组，每组 30 只。
1.2 试剂

左旋 18- 甲基炔诺酮硅胶棒 ,上海达华制药厂 ,上海市计

划生育科学研究所 ,每根含 75mg 左旋 18- 甲基炔诺酮;人绒毛

膜促性腺激素 (HCG) ,苏州新宝制药厂 ,鼠抗 Calreticulin 单克

隆抗体和 SP 试剂盒购自北京博奥森生物技术有限公司。血清

雌二醇 ( estrodiol, E2 )、睾酮 ( testosterone, T)、孕激素 (proges-
terone, P)、FSH, LH、胰岛素检测试剂盒 (天津九鼎医学生物有

限公司 )
1.3 造模

将两组大鼠于 21 日龄时断乳 ,每日光照 12 h。适应性喂养

3 d 至 24 日龄，模型组大鼠注射 0 . 24 mol /L 水合氯醛麻醉后

皮下埋植左旋 18 - 甲基炔诺酮硅胶棒(3mm), 27 日龄时开始每

日 2 次皮下注射 hCG 1.5 I U,共 9d 至 36 日龄;对照组大鼠每日

注射等量生理盐水。
1.4 标本采集

两组大鼠在给药的第 9 日于 20 时开始禁食。次晨称重后

腹腔注入 0.24 mol /L 水合氯醛 ( 400 mg/kg)麻醉后断头处死 ,
取腹主动脉血 ,取血后用 PBS 冲洗卵巢至渗液清亮 ,摘取双侧

卵巢 ,在解剖显微镜下去除卵巢表面的脂肪组织 ,观察卵巢大

体解剖情况并分别测量双侧卵巢的长、宽、高, 称双侧卵巢质

量 ,用 40g/L 多聚甲醛固定 ,常规石蜡包埋. 血液标本经 3000r
/min 离心 3 min 后 ,收集血清 , - 20℃保存 ,血清 E2 ,T, P, FSH,

LH 及空腹胰岛素的检测采用放射免疫法, 空腹血糖 ( fasting
blood glucose ,FBG)的检测采用己糖激酶法。
1.5 实验方法

取 SD 大鼠卵巢、子宫 ,用 10%的中性甲醛固定 ,常规石蜡

切片 ,厚度为 4 μm,其中一张切片作 HE 染色行组织病理学检

查 ,另一张切片作免疫组化 ,按 SP 法试剂盒操作说明进行。加

0 . 3%的过氧化氢阻断过氧化物酶后 , 经微波抗原修复。DAB
显色 ,苏木精复染 ,脱水、透明、封片 ,用 PBS 代替一抗作为阴

性对照。
1.6 形态学观察

卵巢组织石蜡切片常规脱蜡水合后苏木素复染 15 min; 10
mL /L 盐酸乙醇分化; 10 mL /L 伊红溶液染色 3 min; 脱水、透

明、中性树胶封片。光镜下观察卵巢形态学变化。各种类型卵

泡的镜下诊断参照 Stener- Victorin 等[2]的标准。
1.7 子宫内膜中 CRT 的表达

HE 染色切片光镜下观察病理形态改变。应用免疫组织化

学 SP 法进行组织染色 , 按照试剂盒说明书步骤进行，用 PBS
代替一抗作阴性对照。阳性表达为细胞胞质及细胞膜出现棕黄

色染色颗粒, 观察棕黄色颗粒分布与染色深浅程度 , 表明有

CRT 表达。每张切片随机取 5 个不同视野 ,经图像分析系统分

析标准灰度值。灰度值大蛋白表达少 ,反之则表达多。
1.8 统计学分析

计量资料数据用 x±s 表示 ,按两独立样本 t 检验分析。计

数资料按 x2 检验分析。

2 结果

2.1 大鼠一般情况

模型组和对照组大鼠均发育良好 ,体毛润泽 ,行为、体征变

化无明显差异 ,反应灵活。两组大鼠的体质量无显著差异，模型

组大鼠的卵巢重量和体积均显著大于对照组 (P<0.01) (表 1)。

● P < 0.01 compared with control

表 1 模型组和对照组一般情况的比较

Table 1 General condition differences between modeling and control group

Items Weight (g) Ovarian volume (mL) Ovarian weight (mg)

PCOS group 101.78±5.91 0.049±0.01● 48.77±12.82●

Control group 98.37±7.64 0.03±0.01 25.35±8.91

2.2 卵巢、子宫形态学观察

PCOS 组大鼠的卵巢体积(48.7647±12.81696)mm3,显著高

于对照组 [(25.3527±8.91358 cm3, P<0.01 ]. 模型组大鼠的卵

巢质量 (101.7833±5.91270)mg 亦显著高于对照组 [(98.3667
± 7.63605)mg, P<0.01]。PCOS 组大鼠卵巢表面略显苍白，肉眼

可见包膜下多个扩张的卵泡，而对照组卵巢表面呈粉红色。光

镜下对照组可见各级卵泡和黄体发育, 颗粒细胞形态完整 ,排
列整齐 ,多为 7～9 层，胞质丰富、染色质致密 ,间质细胞 1～2
层 ,呈梭形排列。PCOS 组卵泡呈囊性扩张 ,颗粒细胞层减少

（1～4 层）甚至消失 ,颗粒细胞排列疏松 ,间质细胞增生。子宫

内膜上皮多呈乳头状增生,内膜明显增厚 ,排列紊乱（图 1、2）。

2 3 血清性激素水平及胰岛素抵抗的评估

PCOS 组大鼠血清 P, T 水平显著高于对照组 (P<0.05) ;
FSH 水平显著低于对照组(P<0.01);两组大鼠血清 LH 水平无显

著性差异; PCOS 组 LH /FSH 比值显著高于对照组 (P< 0.01) ,
PCOS 组大鼠血清 FINS, FBG 值均显著高于对照组 (P<0.05, 表

2)。
2.3 CRT 在子宫内膜中的表达

CRT 蛋白在 PCOS 组与对照组的子宫内膜中均有表达 ,
CRT 蛋白棕黄色颗粒主要定位于腺上皮以及腔上皮的胞浆中，

间质中表达较弱。PCOS 组子宫内膜上皮 CRT 蛋白表达明显低

于对照组 ,两组间有显著性差异 (P<0.05) ,(见表 3)（图 3、图 4）。
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● P < 0.05 compared with control ●● P < 0.01 compared with control

Items
E2

(pmol/L)

P

(nmol/L)

T

(nmol/L)

FSH

(IU/L)

LH

(IU/L)
LH/FSH

FINS

(mIU/L)

FBG

(mmol /L)

PCOS group 113.91±28.59 19.85±18.32● 0.35±0.14● 1.09±0.57●● 1.57±0.62 1.46±0.73●● 16.92±2.79●● 4.42±0.24●●

Control group 102.10±34.25 9.62±3.82 0.29±0.039 2.01±0.37 1.32±0.43 0.96±0.69 12.13±3.13 3.96±0.19

3 讨论

PCOS 是一种以慢性无排卵或稀发排卵、肥胖、高雄血症、
高胰岛素血症为主的多系统内分泌异常性疾病[3]。由于缺乏孕

激素对抗的雌激素长期刺激以及多种因素共同作用，可导致患

者子宫内膜增生甚至癌变[4-6]。CRT 是普遍存在于哺乳动物细胞

内质网和肌浆网中的 Ca2+ 储存蛋白, 能调节细胞多种生理功能

,如维持细胞 Ca2+ 稳态、协助蛋白质正确折叠、调节细胞凋亡、
黏附、基因表达，应激、心血管炎症反应和自身免疫反应等 ,并
且与很多疾病的发生、发展和预后相关的多功能蛋白[7-9]。机体

图 1 模型组卵巢 HE 染色

Fig.1 Ovary HE staining of PCOS group
图 2 对照组卵巢 HE 染色

Fig.2 Ovary HE staining of control group

表 2 模型组和对照组血清性激素水平及胰岛素抵抗的比较

Table 2 Comparison of the levels of sex hormones and insulin resistance index between modeling and control group(x±s, n = 30)

●● P < 0.01 compared with control

表 3 PCOS 组与对照组的子宫内膜上皮 CRT 表达比较

Tab.3 The comparison of CRT expression in endometrial epithelium between PCOS group and control group (x±s)

Items n Gray value of CRT expression

PCOS group 30 58.36±2.69●●

Control group 30 52.32±1.81

图 3 CRT 在模型组子宫内膜上皮的表达

Fig 3 CRT expressed in endometrium in PCOS group
图 4 CRT 在对照组子宫内膜上皮的表达

Fig 4 CRT expressed in endometrium in control group
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对于凋亡细胞的发现和清除可能通过两种途径，一是通过专职

吞噬细胞清除，另一种途径则是凋亡细胞胞内因子移动至细胞

膜外聚集，启动机体免疫应答。Apetoh L 等研究发现, CRT 具

有可作为识别配体促进凋亡细胞被识别并清除, 增强 MHC2I
类分子的表达和稳定性; 参与肿瘤抗原提呈[10,11]；活化特异性细

胞免疫等功能。而细胞凋亡时 CRT 可从细胞内移向细胞膜外

并聚集成簇，形成 " 被吞噬 " 的信号，可能是细胞凋亡最早出

现的特征，该信号可被吞噬细胞识别，从而启动吞噬、清除凋

亡细胞的过程[12,13]。本实验采用免疫组化方法研究了 CRT 在多

囊卵巢综合症大鼠和对照组大鼠子宫内膜的表达情况，其主要

定位于腺上皮以及腔上皮的胞浆中，证实了 CRT 在 PCOS 组

的表达显著低于对照组。在 PCOS 的病理状态下，由于内分泌

紊乱雌激素长期刺激导致子宫内膜增生，而 CRT 表达的减少

又限制了细胞凋亡，进而加重了子宫内膜细胞的增生。分析其

机制，CRT 表达的减少限制了 PCOS 组子宫内膜细胞的凋亡，

提示 CRT 可调节细胞的凋亡，可能在 PCOS 动物模型组子宫

内膜增生的病理改变中起一定的作用。
PCOS 在育龄期女性中患病率为 5%-10%，无排卵性不孕

者中 75%与此相关，而且 PCOS 患者妊娠后的早期流产率高达

30%~50%，且妊娠失败率大于 50%[14]。胚泡的着床是一种极为

复杂的生理过程，其涉及到子宫内膜容受性、胚泡的发育分化

以及多种细胞因子、黏附分子的表达等[15]。Coppolino MG 等研

究发现 CRT 可与整合素 α2 亚单位结合 , 介导细胞信号转导、
细胞黏附、迁移扩散等功能[16]。整合素是一种激活因子，其表达

可使子宫内膜激活，由非黏附状态转变为黏附状态，是子宫内

膜容受性的标志之一[17]。CRT 的表达下调可以降低整合素的黏

附特性，影响胚胎的着床。董艳玲等研究发现 CRT mRNA 在妊

娠小鼠子宫内膜中的表达明显高于未孕小鼠, 且随着妊娠天数

的增加呈逐渐增强的趋势。并在妊娠第 4、5 天基质细胞的胞浆

中呈现高峰[17]。提示 CRT 在妊娠早期子宫内膜的持续表达, 可

能通过调节整合素介导的细胞信号通路而调节胚胎滋养层细

胞的黏附、侵袭, 参与胚胎着床。本研究提示 PCOS 组 CRT 的

低表达可能通过影响整合素的粘附特性而降低了细胞与细胞、
细胞基质间的粘附，从而导致胚泡着床的失败。

多囊卵巢综合征子宫内膜存在缺陷的研究众多，其可能与

多种因子的表达异常有关。本实验提供了 CRT 在 PCOS 大鼠

模型组及对照组的表达情况，并分析认为 CRT 可能通过与多

种基因及因子的相互作用, 共同发挥其生物学功能。探讨 CRT
参与 PCOS 子宫内膜病变与胚泡着床的意义及可能的机制, 为

进一步研究提供了依据。
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