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摘要：采用半定量 *+,-.*、免疫组化等方法，对处于胚泡植入前后时期 /0 妊娠大鼠体内注射超生理剂

量的白细胞介素 %$（12,%$），检测处理前后妊娠子宫中基质金属蛋白酶 !（33-!）的表达变化，探讨 12,%$
对 33-! 表达的影响。统计分析结果，妊娠 0$ 及妊娠 04 处理组与对照组无明显差异，妊娠 0) 处理组

33-! 表达明显低于对照组（1 5 "6"%）；免疫组织化学检测结果，妊娠 0$，33-! 主要表达于子宫腔上皮，

基质及腺体表达较少；妊娠 0)，对照组 33-! 表达主要分布于子宫腔上皮，处理组在子宫腔上皮处

33-! 表达降低；妊娠 04，33-! 主要表达于子宫蜕膜层。结果表明，妊娠 0)，即胚泡植入时，12,%$可明

显抑制子宫腔上皮 33-! 的表达。
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胚泡植入是一个涉及多种细胞因子协同参

与的复杂生理过程，其中白细胞介素 !（"#$!）是

一种具有广泛生物学活性的多肽，不仅对多种

免疫活性细胞具有重要的调节作用，而且参与

炎症、发热、神经内分泌及抗肿瘤等多种生理过

程。在妊娠过程中，"#$!!与其相应受体结合上

调或下调生殖激素合成，进而影响排卵、黄体形

成及退化、胚胎植入、妊娠维持、胎儿发育和分

娩发动等一系列妊娠活动［!，%］。基质金属蛋白

酶（&&’(）是一类结构同源、依赖 )*++ 和 ,-++

并以细胞外基质成分作为水解底物的蛋白酶家

族［.，/］，其中 &&’% 是该家族中最主要的成员之

一，主要功能是消化细胞外基质，并穿透基膜，

在妊娠过程中促进胚泡植入子宫内膜［0，1］。目

前较多资料报道了在妊娠、肿瘤发生等生理过

程中 &&’( 表达的时空变化［2，3］，关于妊娠过程

中 "#$!!对 &&’% 作用的研究未见报道。本实

验以 45 大鼠为模型，研究了 "#$!!对胚泡植入

前后子宫中 &&’% 时空表达的影响。

! 材料与方法

!"! 材料与试剂

!"!"! 实验动物 将 45 雌鼠与 45 雄鼠合笼

交配，以验栓呈阳性为妊娠第 ! 6，根据胚胎发

育特点（一般 070 6 胚泡植入子宫内膜），将妊

娠早期分为植入前期（5! 8 5/）、植入期（50 8
51）和植入后期（52 8 59）。

!"!"# 材料 为检测 "#$!!对胚泡植入前后子

宫中 &&’% 表达的影响，分别将处于妊娠早期

各个阶段（植入前期 5/、植入期 51 和植入后期

59）的孕鼠随机分为 . 组，采取阴道口肌肉注

射的方法，每组于各个阶段取材前 /3 : 分别注

射生理盐水（对照组）、%0; *< "#$!!和 0;; *< "#$
!!，注射体积均为 !;;"=。/3 : 后肌肉注射氨基

甲酸乙酯（! <>?< 体重）麻醉后处死，剖腹取子

宫，剔净系膜组织，用灭菌 ’@4 冲洗 . 遍，冻存

于 A 3;B冰箱中备用。

!"!"$ 主要试剂 CD"$EF= GH-<H*I 购自 "*JKIGF<H*
公司，&$&#L 逆转录酶购自 ’GFMH<- 公司，!"#
5NO 聚 合 酶 购 自 天 为 时 代 公 司，&&’% 抗 体

（4-*I- ,GPE @KFIHQ:*F=F<R，"*Q）、辣根酶标记山羊抗

鼠 "<S 和 5O@ 显色试剂盒（)RMH6 #-TFG-IFGKH(）购

自北京中山生物公司。

!"# 方法

!"#"! 总 DNO 的提取 按照 CD"$EF= 试剂的说

明提取子宫组织总 DNO，纯化后溶于适量灭菌

5U’, 水中，紫外分光光度计定量，并取少量样

品电泳检测完整性。

!"#"# DC$’,D 以 DNO 反转录所得 ((Q5NO
为模板 ’,D 扩增 &&’% 和 SO’5V（引物序列见

表 !），产物进行凝胶电泳检测。扩增反应条

件：9/B ! MK*，00B ! MK*，2%B ! MK*，总共 .;
个循环。

表 ! 引物及序列

%&’() ! *+,-)+. &/0 .)12)/3)

SH*H ’GKMHG( (HWPH*QH

&&’% 0X ,O,,CO,O,,OOSOO,CC,, .X
0X OO,O,OS,,CC,C,,C,,CS .X

SO’5V 0X O,,O,OSC,,OCS,,OC,O, .X
0X C,,O,,O,,,CSCCS,CSCO .X

!"#"$ 子宫组织切片的制备 分别取各个阶

段处理组和对照组孕鼠，肌肉注射氨基甲酸乙

酯（! <>?< 体重）进行麻醉，开胸灌流，先快速灌

注生理盐水 %;; M= 左右，再缓慢灌注 /Y的多

聚甲醛（;7! MF=># ’@4，ZV 27/）%;; M=，大鼠出

现四肢抽搐，身体僵硬后剥腹取出子宫，剔除系

膜，移入 /Y 的 多 聚 甲 醛 中 固 定 1 :，再 放 入

%;Y的蔗糖中脱水至下沉。取子宫组织做连续

横切片（#HKQ- 冰冻切片机），片厚 !;"M，存放于

A 3;B冰箱中备用。

!"#"4 &&’% 的免疫组化染色 采用 5O@ 法

进行免疫检测，子宫切片常规固定，漂洗；;7.Y
的 V%[% 室温 .; MK*；% MF=># 盐酸 .2B /; MK*；

0Y奶粉室温封闭 /; MK*；!;Y 封闭用羊血清

.2B室温封闭 %; MK*；&&’% 抗体（! \ %;;）.2B
孵育 % :；辣根酶标记山羊抗鼠 "<S（! \ ! ;;;）

.2B孵育 ! :；5O@ 显色（O、@、, 三种液体各一

滴加入 ! M= ’@4 中）1 MK*；苏木精染核 /; (；以

上各步骤间均用 ;7;! MF=># ’@4 漂洗 . 次 ] 0
MK*。显色后常规脱水、透明、封片。光镜下观
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察，棕色着色处为阳性。阴性对照用未免疫的

羊血清代替一抗，其他步骤相同。

!"#"$ 半定量及统计分析 以 !"#$% 作内

参，重复进行 & 次 ’’#( 和 !"#$% 的 #)* 扩

增，凝胶电泳图目的基因条带经 +,-./0/1 2.3 软

件（4056*-7）扫描后，所得各组数据之间的差异

比较采用 8/,73./’9 !6检验，显著性差异以 " :
;<;= 和 " : ;<;> 为 标 准。以 上 数 据 均 采 用

8#88 软件进行统计分析。

# 结 果

#"! %%&# 的 表 达 以 !"#$% 作 为 内 参，

#)* 产物凝胶电泳结果表明：分别注射 (=; .?
和 =;; .? @A6>!的妊娠 $B 子宫 ’’#( 表达低于

对照组妊娠 $B 子宫；分别注射 (=; .?、=;; .?
@A6>!的妊娠 $C 子宫和分别注射 (=; .?、=;; .?
@A6>!的妊娠 $D 子宫与各自相应的对照组妊娠

$C 子宫及妊娠 $D 子宫相比，’’#( 的表达无

明显变化（图 >）。

所得数据经 8#88 软件作统计分析表明：分

别注射 (=; .? 和 =;; .? @A6>!的妊娠 $B 子宫

’’#(表达显著低于对照组妊娠$B子宫（ " :

;<;>）；妊娠 $C 及妊娠 $D 处理组与对照组间

’’#( 的表达无明显差异（图 (）。

图 ! 妊娠早期不同阶段 ’()!!对大鼠子宫中

%%&# 表达的影响

*+,-! .//012 3/ ’()!!34 250 0678099+34 3/ %%&# +4
8:2 ;208;9 :2 <+//08042 92:,09 3/ 780,4:41=

’：标准 $E"（$E" F-GH3G）；

>，C，I 分别代表妊娠 $C、$B、$D 正常大鼠子宫中 ’’#( 的

表达；(，=，J 分别代表妊娠 $C、$B、$D 经 (=; .? @A6>!处理

的大鼠子宫中 ’’#( 的表达；&，B，D 分别代表妊娠 $C、$B、

$D 经 =;; .? @A6>!处理的大鼠子宫中 ’’#( 的表达。
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-.7 D 0.70K-/3 /L3 3MNG39905. 5O ’’#( 0. /L3 ,/3G,9 5O G-/ /G3-/37
R1 =;; .? @A6>!5. $C，$B -.7 $D 5O NG3?.-.K1 G39N3K/0Q3P1S

图 # 妊娠不同阶段 ’()!!对大鼠子宫中 %%&# 表达的影响

*+,-# .//012 3/ ’()!!34 250 0678099+34 3/ %%&# +4 8:2 ;208;9 :2 <+//08042 92:,09 3/ 780,4:41=
妊娠 $C、$D 处理组分别与相应对照组子宫相比，’’#( 表达均无明显差异；妊娠 $B 处理组与对照组子宫相比，’’#( 的表达显

著降低；图中所有数据均经持家基因 !"#$% 进行标准化，!!" : ;<;>。
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床［!"］。

最近，#$% &’ ($ )*++’ 等［!,］以大鼠成纤维细

胞为材料，发现 -./0 使 ##"1 蛋白催化亚单位

的珞氨酸残基发生磷酸化进而降低 ##"1 活性

以及延长 2/345 的磷酸化状态，同时激活 3$6"
信号通路，最终可提高 77#!, 89:1 的表达；

;*<=>=>+* ?>&$ 等［!@］以人的齿龈成纤维细胞为

材料，发 现 -./!!可 通 过 激 活 71#?A1#/! 和

:B/"C 进而提高 77#! 89:1 的表达。这些资

料给我们一些启示，即体外实验已经证实白细

胞介素家族成员可通过一定的信号转导通路调

节基质金属蛋白酶的表达。本实验以超生理剂

量 -./!!分别处理妊娠 D@、D0 和 DE 大鼠子宫，

发现在妊娠 D0，即胚泡植入时，经 -./!!处理的

子宫在腔上皮处 77#" 表达显著下降，其机理

亦可能是 -./!!与子宫腔上皮细胞的 -./! 受体

相结合，进而激活某种信号转导通路，经过一系

列信号传递最终引起 77#" 表达下调。这一结

果暗示白细胞介素与基质金属蛋白酶间存在着

一定的联系，他们在胚泡植入时子宫发生的一

系列生理及形态变化过程中共同发挥作用，而

且只有当二者及其他有关的因子一同协作并达

到理想的平衡状态时，子宫才具有接受性，胚泡

才可正确植入，否则将引起妊娠的失败。综上

所述，本实验发现在胚泡植入时 -./!!可明显

抑制子宫腔上皮 77#" 的表达，其具体作用机

制有待进一步研究。
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