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摘 　要 　采用 Western 印迹、免疫组织化学、免疫电镜和图像分析技术研究了妊娠早期小鼠子宫热休克蛋白 70

( Heat shock protein , HSP70) 的表达变化以及雌二醇对子宫 HSP70 表达的影响。结果表明 : (1) 与正常小鼠相

比 , 孕鼠 HSP70 含量显著增多 , 且随妊娠日龄的增加而增加 ( P < 0101) ; (2) 小剂量 (0128μg/ g 体重) 和大

剂量 (1110μg/ g 体重) 雌二醇均可诱导小鼠子宫 HSP70 免疫反应阳性细胞数显著增加 ( P < 0101) , 但不表现

剂量依赖关系 ; (3) Western 印迹显示雌二醇使子宫 HSP70 蛋白谱带发生改变 , 正常小鼠仅有 73 kD 1 条蛋白

带 , 小剂量组检出 68 kD、72 kD、73 kD 3 条蛋白带 , 大剂量组检出 72 kD、73 kD 2 条蛋白带 ; (4) 电镜下 ,

HSP70 免疫阳性反应定位于子宫内膜基质细胞胞浆与细胞核。这些结果提示 , HSP70 可能与蜕膜反应中基质细

胞增殖密切相关 , 雌二醇对子宫 HSP70 的表达具有明显的诱导作用 [动物学报 49 (3) : 345～352 , 2003 ]。
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Expression of HSP70 in early pregnant mouse uteri and effect of estrogen

on its synthesis

ZHAN G Shun2Li 　WEI Ji2Dong 　ZHAN G Wen2Xue 　XU Cun2Shuan
( College of L if e Sciences , Henan Normal U niversity , Henan Bioengi neeri ng Key L aboratory , Xi nxiang 　453002 , Henan , Chi na)

Abstract 　In order to investigate the expression , function and endocrine regulatory mechanism of heat shock protein 70

(HSP70) in early pregnant (D1 - D6) mouse uteri , changes in immunoreactive positive cell count , content and protein

bands of HSP70 and the ultrastructure localiztion of HSP70 in uteri stroma cells under different doses of dihydroxyestrin ,

were studied using immunohistochemistry , Western blotting , immuno2electron microscopy and image analysis techniques.

The results indicate that : (1) positive HSP70 immunoreaction was localized in mouse uterine stroma and decidual cells.

(2) HSP70 content increased markedly in pregnant mice and with the progress of gestation , increasing gradually from D1

to D5 , peaking at D5 then decreasing from D6 ; (3) both small (0128μg/ g weight) and large doses (1110μg/ g weight)

of dihydroxyestrin injected over three days can induce a marked increase in the HSP70 immunoreactionpositive stroma cell

count in mouse uteri ( P < 0101 , Control : 52186 ±6119/ eyeshot , 1110μg/ g weight : 161128 ±13195/ eyeshot) ; West2
ern blotting analysis showed that dihydroxyestrin also caused distinct changes in HSP70 protein bands ; there was just one

73 kD protein band in the control group , three protein bands (68 kD , 72 kD and 73 kD) in the small dose group , and

two protein bands (72 kD and 73 kD) in the large dose group ( P < 0101) ; (4) electron microscopy revealed that positive

HSP70 immunoreaction was localized in the cytoplasmic matrix and nucleolus of endometrial stroma cells ; aurosol granules

were localized outside and inside the karyotheca of the same stroma cells and accumulated in a certain region of nucleolus.

These results suggest that there is a significant relationship between HSP70 and the proliferation of uterine stroma cell

during decidualization , and that dihydroxyestrin has a significant effect on the expression of HSP70 in mouse uteri that is



not dosage2dependent . One possible mechanism for this effect is that dihydroxyestrin influences the proliferation of uterine

stroma cells by stimulating the synthesis of HSP70. There is possibly positive feedback between the regulation of dihy2
droxyestrin in the endometrium and the expression of HSP70 [ Acta Zoologica S inica 49 (3) : 346 - 352 , 2003 ] .
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　　热休克蛋白 ( Heat shock protein , HSP) 是一

类生物界普遍存在、结构保守、分布和作用广泛的

蛋白质 (Brown et al . , 1996 ; Piabowol et al . ,

1998 ; 徐 存 拴 等 , 1999 ; 张 顺 利 等 , 2000 ) 。

HSP70 是热休克蛋白家族中最受关注的成员 , 目

前 , 对其在热休克反应和组织损伤中的表达规律和

细胞保护功能已有了较深入的认识 , 而关于它在生

理条件下的合成特点和作用的了解尚有限 ( Pechan

et al . , 1991) 。哺乳动物胚胎着床的机制非常复

杂 , 其必要条件之一是子宫的蜕膜反应 , 这种反应

又依赖于雌激素和孕酮的协同作用。虽然 Smith et

al . ( 1993 ) 、Prapapanich et al . ( 1996 ) 指 出

HSP70 参与了类固醇激素受体复合物的装配和运

输 , 但迄今为止 , 还未见到有关妊娠早期子宫内膜

细胞表达 HSP70 的系统研究资料 , HSP70 表达与

性激素间的关系也无定论 ( Koshiyama et al . ,

1995 ; Wu et al . , 1996 ; 张顺利等 , 2002) 。因

此 , 本文研究了妊娠早期小鼠子宫中 HSP70 的表

达动态和超微结构定位 , 并对 HSP70 与其间子宫

内膜基质细胞增殖的相关性以及雌二醇对子宫中

HSP70 表达的诱导效应之间的关系进行了讨论 ,

以期为进一步阐明蜕膜反应的分子机制提供新的依

据。

1 　材料与方法

111 　实验动物

昆明系雌性小鼠 150 只 , 体重 22 ±210 g , 购

自河南省医学实验动物中心 , 水食自取。随机分为

正常对照组 (动情间期 , 20 只) 、妊娠组 (90 只)

和雌二醇处理组 (动情间期 , 40 只) 。妊娠组小鼠

按雌、雄 2∶1 合笼 , 次日晨见阴栓者为妊娠第 1 天

(D1) , 依此类推至D6 , 每日龄 15 只。雌二醇处理

组又分为小剂量 (0128μg/ g 体重) 注射组和大剂

量 ( 1110 μg/ g 体重 ) 注射组 , 各 20 只 , 每天

8 : 00～9 : 00 分别腹腔注射雌二醇 1 次 , 连续 3

天 , 第 4 天取材。

112 　主要试剂和化学药品

小鼠抗 HSP70 单抗 (一抗) 、碱性磷酸酶标记

的马抗小鼠 Ig G (二抗) 、胶体金 ( 15 nm 颗粒)

标记的羊抗小鼠 Ig G (二抗) 、雌二醇、丙烯酰胺、

甲叉双丙烯酰胺、SDS、四甲基乙二胺、Tween2
20、标准分子量蛋白等均为 Sigma 产品 , 生物素标

记的羊抗小鼠 Ig G (二抗) 和链霉亲合素 - 辣根过

氧化物酶复合物为 Zymed 产品 , Tris2base 为 BM

进口分装。

113 　电泳样品制备与 SDS2PAGE及 Western 印迹

取上述各组动物子宫以预冷生理盐水冰浴匀

浆 , 然后离心 (10 000 g , 上海安亭 TGL216 型高

速冷冻离心机) 10 min , 取上清液按 Neuhoff et

al . (1979) 方法测定蛋白质浓度 ; 依 Laemmli et

al . (1970) 方法进行 SDS2PA GE (110 V , 3 h ;

200 V , 4 h) ; 参照 Towbin et al . (1979) 方法进

行 Western 印迹 (200 mA , 转移 16 h) 。将载有蛋

白质的硝酸纤维素 ( NC) 膜以 PBS/ Tween20 洗

涤 , 2 %BSA 封闭非特异性着色 (37 ℃, 1 h) , 依

次以鼠抗 HSP70 抗体 (1∶1 000) 、碱性磷酸酶标

记的马抗小鼠 Ig G二抗 (1∶1 000) 于 37 ℃孵育 1

h , NB T2BCIP 显色。

114 　切片标本制备和免疫组织化学方法

取正常对照组和雌二醇处理组小鼠子宫 , 以

4 %多聚甲醛固定 20 h , 常规石蜡制片 , 6μm 连续

切片 , 间隔 30μm 取 1 片 , 每只动物取 6 片 , 按免

疫组化链霉亲合素 - 过氧化物酶 ( Streptavidin2
proxidase , SP) 法染色。013 % H2O2 甲醇液封闭

内源性过氧化物酶活性 , 加一抗前将切片置 0101

mol/ L 的枸橼酸盐缓冲液 (p H 610) 中 , 于微波炉

内做抗原修复 10 min。加一抗 (1∶600) , 4 ℃孵育

24 h , 加生物素标记的羊抗小鼠 Ig G和 SP 复合物 ,

均以 1∶200 稀释 , 37 ℃孵育 30 min , DAB 显色

(镜下控制时间) 。

115 　超薄切片制备和免疫电镜方法

与上述取材同时 , 轻轻剥离子宫内膜 , 以 2 %

多聚甲醛和 215 %戊二醛混和固定液于 4 ℃固定 1

h , 梯度酒精脱水 , Epon812 包埋 , 50 nm 切片 ,

镍网收集。分别以 1 % H2O2 蚀刻 10 min , 20 %正

常羊血清封闭 30 min。先后加一抗 (1∶500) 和胶

体金标记的羊抗小鼠 Ig G (1∶300) 分别于37 ℃孵

育 1 h , 5 %醋酸铀及 012 %柠檬酸铅 (p H 8119)
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各复染 5min , J EM2100SX电镜下观察结果。

Western 印迹、免疫组化、免疫电镜等方法特

异性对照均采用 PBS 代替第一抗体 , 其余步骤相

同。

116 　凝胶图像分析、细胞计数和统计学处理

用 GIS21000 凝胶图像分析系统 ( Tanon 公司)

分别测算 Western 印迹结果的 HSP70 免疫反应阳

性蛋白各条带的强度和面积 , 对免疫组化结果则计

数每个子宫横断面 HSP70 免疫反应阳性细胞数。

统计学方法采用方差分析。

图 2 　HSP70 在妊娠早期小鼠子宫中的表达
Fig. 2 　Expression of HSP70 in early pregnant

mouse uterus as revealed by image analysis
D : 天 (Day) 　3 3 P < 0101

2 　结　果

211 　小鼠妊娠早期子宫 HSP70 的表达定位和含量

变化

21111 　Western 印迹结果 (图 1 , 2) 显示 , 正常

未孕小鼠子宫的 HSP70 免疫反应呈弱阳性 , 随妊

娠日龄增加 , D1 至 D5 呈现出含量逐渐增加的趋

势 , 于 D5 达高峰 , D6 开始减少 ( P < 0101) 。

图 1 　HSP70 在妊娠早期小鼠子宫中
表达的 Western 印迹结果

Fig. 1 　Expression of HSP70 in early pregnant
mouse uterus as shown by the Western blot test

21112 　电镜下基质细胞呈多边形 , 表面有较多的

伪足样突起 , 内质网、线粒体较发达。HSP70 免

疫阳性反应为黑色颗粒 , 与胞浆分泌颗粒很易区

别。胶体金颗粒分布于蜕膜基质细胞胞浆、胞核

(图版 Ⅰ: 2 , 3) 及内质网 , 线粒体等其他细胞器

未见胶体金颗粒分布。

212 　雌二醇对小鼠子宫 HSP70 表达的影响

21211 　免疫电镜结果同妊娠组小鼠 (图版 Ⅰ: 4) 。

21212 　免疫组化 SP 法显示的免疫反应阳性部位

呈棕黄色 , 背景无色 , 对比清晰。雌二醇处理在使

子宫基质细胞增多及内膜增厚的同时 , 对子宫

HSP70 的表达也具有明显诱导作用 , 但不表现剂

量依赖关系。子宫 HSP70 免疫反应阳性细胞数

( �X ±S ) 在正常对照组、小剂量组、大剂量组分

别为 52186 ±6119、247134 ±17154、161128 ±

13195 (图版 Ⅰ: 5～8) , 后两组与正常对照组相比

均有显著差异 ( P < 0101) 。

21213 　Western 印迹发现在正常对照组仅有 73

kD1 条蛋白带 , 而小剂量组为 68 kD、72 kD 和 73

kD 3 条蛋白带 , 大剂量组则检出 72 KD、73 KD 2

条蛋白带。各组动物蛋白带强度面积和图像分析结

果分别如图 3、4、5 所示。

图 3 　雌二醇对小鼠子宫 HSP70 表达

影响的 Western 印迹结果

Fig. 3 　Effect of dihydroxyestrin on HSP70 expression

in the mouse uterus as revealed by the Western blot test

Western 印迹、免疫组化、免疫电镜方法特异

性对照实验均呈阴性。

3 　讨　论

以往对 HSP70 的研究主要集中在它所参与的

热休克反应 , 并揭示了其细胞保护作用 (Brown et

al . , 1996 ; Piabowol et al . , 1998 ; 张顺利等 ,

2000) 。由于发现 HSP70 参与细胞增殖 ( Pechan ,

1991) 、胚胎发育 ( Hcikkila , 1993) 、生物活性分

子如激酶、受体和转录因子的活性调节 ( Ruther2
ford et al . , 1994) 等 , 因此 , 生理条件下 HSP70
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图 4 　雌二醇对小鼠子宫 HSP70 表达影响的

Western 印迹结果强度分析

Fig. 4 　Western blot intensity analysis

of the effect of dihydroxyestrin on HSP70

expression in the mouse uterus

33 P < 0101 　与对照组相比 (Contrast with control)

图 5 　雌二醇对小鼠子宫 HSP70 表达影响的

Western 印迹结果面积分析

Fig. 5 　Western blot area analysis of effect

of dihydroxyestrin on HSP70 expression

in the mouse uterus

3 3 P < 0101 　与对照组相比 (Contrast with control)

的合成及其基因表达调控就逐渐成为许多学者新的

研究热点。蜕膜反应对于胚泡着床和早期胚胎发育

有重要意义 , 这种反应的主要特点是在雌、孕激素

的双重调节下子宫基质细胞、子宫腺和血管的大量

增生。然而各种类固醇激素生理效应的大小取决于

靶细胞中激素的浓度、相应受体的含量以及二者结

合能 力 的 强 弱。 Pechan ( 1991 ) 、Stoklosinski

(1992) 先后指出无论在正常组织中或是应激条件

下 , 热休克蛋白在细胞增殖中都起重要作用。随后

免疫共沉淀实验又证实从网状细胞内提取的类固醇

激素受体复合物中含有 HSP70 , 后者参与了受体

复合物前体与中间体的组成 ( Prapapanich et al . ,

1996 ; Chen et al . , 1996) 。依据这些事实 , 我们

推测 HSP70 可能参与了蜕膜反应中基质细胞的增

殖。基于这一推测 , 我们首先用免疫组织化学方法

分析了 HSP70 在小鼠蜕膜反应中的表达 , 发现

HSP70 免疫阳性反应主要定位于子宫内膜基质细

胞 , 且阳性细胞数随妊娠天数增加而增加 (张顺利

等 , 2002) 。在此基础上 , 本文 Western 印迹结果

进一步证实 , 与正常对照组小鼠相比 , 妊娠早期子

宫 HSP70 含量显著增加 , 且呈现随妊娠日龄增加

而增加的总体趋势 , 在 D5 达最高峰 , 而 D5 恰为

小鼠胚泡的着床日 , 并在着床后的 D6 仍维持在相

当高的水平 ( P < 0101) 。也有作者观察到人分泌

期子宫内膜中 HSP70 的表达强于增生期 ( Koshiya2
ma et al . , 1995) , 这与我们的结果相似。但人子

宫内膜中 HSP70 的含量在整个月经周期中却无变

化 ( Koshiyama et al . , 1995 ; Wataba et al . ,

2001) 。此外 , HSP70 参与细胞有丝分裂级联信号

蛋白特别是苏氨酸激酶、酪氨酸激酶等的活化过程

( Helmbrecht et al . , 2000 ) 。因此 , 我们推测

HSP70 与妊娠早期子宫内膜基质细胞的增殖密切

相关。由于 HSP70 首先在热休克反应中被发现 ,

因此普遍认为 HSP70 的主要功能为提高细胞对不

利环境的抵抗能力 , 并发现 HSP70 基因表达的同

时 , 细胞内大多数功能蛋白质的合成被抑制 , 细胞

周期进程出现延迟现象。然而与热休克反应不同的

是 , 蜕膜反应中存在大量基质细胞的增殖 , 所以生

理条件下细胞大量合成 HSP70 的同时 , 其他基因

的表达调控规律不同于应激情况。

关于 HSP70 在妊娠早期子宫内膜基质细胞的

超微结构定位问题迄今未见报道。本文免疫电镜结

果表明 , HSP70 免疫阳性反应存在于基质细胞胞

浆、内质网 , HSP70 在这些部位的表达显然有助

于其发挥分子伴侣作用 , 引导新生肽链的正确折

叠 ; 同时特别值得注意的是 , 我们观察到胶体金颗

粒分布于同一基质细胞核的核膜外侧、内侧直至于

核内某一部位的较多堆积。由于 HSP70 不参与成

熟类固醇激素受体复合物的组成 , 也不随激素 - 受

体复合物一同进入核内 ( Prapapanich et al . 1996) ;

而另有资料表明 , HSP70 与细胞周期控制系统中

Cdk4、pRb、p53 以及 p27 等关键调节分子的核内

定位密切相关 , 在细胞周期进程中发挥重要作用

(Helmbrecht et al . , 2000) 。因此 , HSP70 的这种

核内定位提示其在妊娠早期的基质细胞内通过介导

类固醇激素受体复合物的装配而发挥作用的同时 ,
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另有独立于这种作用之外的其他功能 , 但其确切机

理有待深入研究。在蜕膜反应中 , 一方面随着基质

细胞内 HSP70 含量的增加 , 有助于类固醇激素受

体复合物的装配和运输 , 从而扩大了激素的作用效

应 ; 另一方面随着雌激素作用效应的增强 , 促进

HSP70 mRNA 的合成 (Wu et al . , 1996) , 进而又

可促进基质细胞增殖时依赖于 HSP70 的大量新生

肽链的折叠、组装和转运 , 有利于细胞增殖。在激

素和 HSP70 之间构成一个相互促进的正反馈调节。

随着热休克蛋白家族的另一成员 HSP90 与受体复

合物的结合 , HSP70 与之解离 , 并可能因此改变

受体复合物的核酸亲合结构域的构象 , 受体复合物

进入细胞核与 DNA 结合 , 开启某些基因 , 进而促

进细胞的增殖 (Smith et al . , 1993) 。

雌激素和孕激素在蜕膜反应发生和维持中的作

用早已为人们所认识 , 但孕激素的绝大部分作用必

须在雌激素作用的基础上才能进行。雌激素可上调

子宫内孕激素受体蛋白的含量 , 孕酮能下调细胞内

孕激素受体蛋白的含量 , 抗孕激素药物治疗则能升

高子宫内孕激素受体蛋白的表达水平 ( Read et

al . , 1988) 。在非孕母羊的研究中发现 , 孕酮不能

影响子宫内膜中 HSP70 和 HSP90 mRNA 的含量 ,

但却抑制雌激素的刺激作用 ( Wu et al . , 1996) 。

我们通过研究外源性雌二醇对小鼠子宫内膜

HSP70 表达的诱导效应 , 以期为阐明蜕膜反应的

调控机制提供新的分子依据。免疫组化结果显示 ,

HSP70 免疫反应主要定位于子宫内膜基质细胞 ,

也发现 , 两种剂量的雌二醇在促进子宫内膜基质细

胞增殖、内膜增厚的同时 , 使小鼠子宫内膜中

HSP70 阳性基质细胞显著增多 , 但不表现剂量依

赖关系 , 大剂量注射雌二醇组反而较小剂量组少 ;

Western 印迹结果也表明 , 雌二醇处理可诱导小鼠

子宫 HSP70 含量增加。从而证实雌二醇可以调节

子宫内膜基质细胞 HSP70 的合成 , 也提示雌二醇

对基质细胞的影响存在一种新的机制 , 即雌二醇可

通过刺激 HSP70 的合成调节该细胞的增殖。而雌

二醇可能是通过增强热休克因子的活性 (我们已在

相关研究中观察到此现象) 以促进 HSP70 的表达

的。临床上可见假黄体功能不全患者 , 其血中孕激

素水平并不低 , 但子宫内膜中受体复合物含量减

少 , 造成子宫内膜对孕激素的反应能力降低 , 致使

子宫内膜分泌延迟而不育 (戴林等 , 2000) 。本文

结果表明适量补充雌激素能促进子宫内膜中

HSP70 的表达 , 具有实际意义。Western 印迹结果

还发现 , 大剂量注射组小鼠子宫除表达正常对照组

所具有的 73 kD 蛋白带之外 , 新出现了 1 条 72 kD

的蛋白带 , 而小剂量注射组则显示 73 kD、72 kD、

68 kD 3 条蛋白带。这可能是在不同剂量雌二醇作

用条件下 , 70 kD 的 HSP 的修饰和降解方式不同 ,

其生理意义和调节机制有待于进一步研究。
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图版说明　( Explanation of Plate)

图 　版 　Ⅰ ( Plate Ⅰ)

11 　示小鼠子宫内膜基质细胞免疫电镜阴性对照 [ Negeative control of stroma cells in mouse endometrium by immuno2electron microscope ]

×8 000

21 　示电镜下金颗粒 ( ↑) 分布于正常小鼠子宫内膜基质细胞 [ Collaurum granules ( ↑) distribute of stroma cells in normal mouse endometrium]

　×15 000

31 　D5 小鼠子宫内膜基质细胞内金颗粒 ( ↑) 分布于胞浆基质及核内特定区域 [ Collaurum granules ( ↑) distribute in cytoplasm matrix and

specific area of the nucleolus] 　×15 000

41 　小剂量雌二醇注射组小鼠子宫内膜基质细胞 (N) 内金颗粒 ( ↑) [ Collaurum granules ( ↑) in nucleolus (N) of the endometrial stroma cells

in small dose dihydroxyestrin injecting group mouse ] 　×15 000

51 　示正常小鼠子宫内膜 HSP70 阳性细胞 ( ↑) [ Showing HSP70 immunoreaction ( IR) positive cells ( ↑) in normal mouse endometrium]

×200

61 　大剂量雌二醇注射组小鼠子宫内膜 HSP70 阳性细胞 ( ↑) 增多 [ HSP70 IR positive cells ( ↑) increase in large dose dihydroxyestrin inject2

ing group mouse endometrium] 　×200

71 　小剂量雌二醇注射组小鼠子宫内膜 HSP70 免疫反应阳性细胞 ( ↑) 显著增多 [ HSP70 IR positive cells ( ↑) increased remarkably in small

dose dihydroxyestrin injecting group mouse endometrium] 　×200

81 　小剂量雌二醇注射组小鼠子宫内膜基质细胞呈 HSP70 免疫阳性反应 ( ↑) , 腺上皮为阴性 ( � ) [ Endometrium stroma cells appear HSP70

IR positive ( ↑) , glandular epithelium cells appears negative ( � ) in small dose dihydroxyestrin injecting group mouse ] 　×400
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