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孕酮和米非司酮对蒙古绵羊输卵管上皮
细胞β2防御素 mRNA表达的影响
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摘要 :β2防御素 (β2defensin)在雌性动物生殖道广泛存在 ,起免疫防御作用。为了研究孕酮与雌性生殖道

β2防御素 mRNA表达的关系 ,本实验建立绵羊 ( Ovis aries)输卵管上皮细胞培养体系 ,添加不同浓度孕酮

(10 - 6 ,10 - 7 ,10 - 8 ,10 - 9和 10 - 10 molΠL)和孕酮拮抗剂米非司酮后提取细胞总 RNA ,利用实时定量 PCR测

定β2防御素 mRNA的相对表达量。结果显示 ,一定浓度的孕酮 (10 - 6 ,10 - 7 ,10 - 8和 10 - 9 molΠL)对培养的

输卵管上皮细胞β2defensin mRNA的表达有促进作用 ,且不同浓度的孕酮对β2defensin mRNA的表达的影

响程度不同。米非司酮极显著抑制了孕酮诱导的β2defensin mRNA的表达。结果表明 ,孕酮通过与孕酮

受体结合促进β2defensin mRNA的表达 ,推断雌性生理周期下孕酮可能通过作用于β2defensin等影响自身

免疫。
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Abstract :β2defensin is widely detected in female reproductive tracts and is regarded to play an important role in the

immune defence. This study aimed to investigate the regulation ofβ2defensin mRNA expression by progesterone in

female reproductive tract. The epithelial cells of the Fallopian tube of Mongolian sheep was cultured in vitro. Cells

were treated with different concentrations of progesterone (10 - 6 , 10 - 7 , 10 - 8 , 10 - 9 and 10 - 10 molΠL) with or without

mifepristone (the antagonist of progesterone) ,total RNA was extracted from cells ,and the relative expression ofβ2
defensin mRNA was detected using real time RT2PCR. The results showed that different concentrations of progesterone

variously enhanced the expression ofβ2defensin mRNA in the epithelial cells of the Fallopian tube ,while mifepristone

significantly inhibited the expression ofβ2defensin mRNA induced by progesterone. These results illuminate that

progesterone promotes the expression ofβ2defensin and that progesterone may affect the autoimmunity of the female

animals viaβ2defensin pathway.
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　　抗微生物肽是生物体内先天性免疫的重要

组成[1 ,2 ]
,在动植物界广泛存在 ,具有广谱抗菌

活性[3 ]
,防御素是其中一大家族。β2防御素 (β2

defensin)主要存在于哺乳动物和鸟类的上皮组

织中[4 ]。据报道 ,鼠 ( Mus musculus)β2defensin存

在于雌性生殖道的上皮细胞内 ,并且起抗菌作

用[5 ]
; 人 ( Homo sapiens)子宫颈黏膜能分泌抗菌

多肽 ,β2defensin在子宫颈抗菌机理中发挥重要

作用[6 ]。由此提示 ,β2defensin是雌性生殖道天

然免疫的重要组成部分。Quayle 等[7 ]研究发现

雌性生殖道β2defensin 受雌、孕激素的影响 ,在

不同生理周期呈现不同的表达量。关于生殖道

防御素的研究主要涉及人类、小鼠[5 ,6 ]
,对于家

畜 ,尤其反刍动物的研究较少[5 ]。

卵巢分泌的雌激素和孕激素共同作用形成

雌性动物的生理周期。孕激素主要功能在于使

哺乳动物的副性器官做好妊娠准备 ,是胚胎着

床、维持妊娠必需的激素。它通过与靶器官上

的孕激素受体结合发挥作用。孕酮是作用最强

的孕激素。米非司酮 (mifepristone)是炔诺酮衍

生物 ,是目前应用最广泛的抗孕激素药物 ,具有

抗糖皮质激素和抗雄激素的作用 ,是孕酮受体

(progesterone receptor ,PR)的竞争性抑制剂。

本研究培养蒙古绵羊 ( Ovis aries)输卵管上

皮细胞 ,探讨绵羊β2defensin的表达与孕酮的相

关性 ,以及通过添加孕酮拮抗剂米非司酮 ,探讨

β2defensin与孕酮产生相关性的作用机制 ,旨在

为揭示雌性生殖道的先天防御机制奠定基础。

1　材　料

111　动物及其组织 　成年蒙古绵羊输卵管组

织 ,用 37℃灭菌生理盐水带回无菌间 ,培养输

卵管上皮细胞。

112　主要试剂 　DMEMΠF12 ( Invitrogen) ; 胎牛

血清 (天津灏洋生物制品责任有限公司) ; 孕

酮、米非司酮、丙酮酸钠、青霉素、链霉素等均购

自 Sigma公司 ; 微量 RNA提取试剂盒 (W6221)购

自上海华舜生物工程有限公司 ; 荧光定量 SYBR

Green I反转录 PCR试剂盒 (Cat1NO1 DRR053S)

购自宝生物工程 (大连)有限公司。

113　蒙古绵羊β2defensin 引物及内参基因β2
actin 引物的设计 　运用 DNAStar 软件根据

GenBank中绵羊的β2defensin基因序列 (U75250)

设计引物 P1 (5′2GCC AAC ATG AGG CTC CAT

CAC CTG CTC CT 23′)和 P2 ( 5′2AAC TTT GAA

CAA AAT TTA TTC TGG TTT AAA TT2 3′) ,产物

大小为 300 bp 左右。根据 GenBank 中绵羊的

β2actin基因序列 (AF035422) ,设计一对产物为

310 bp 左右的引物 P3 (5′2CCC AAG GCC AAC

CGT GAG AAG ATG A 23′) 和 P4 (5′2CGA AGT

CCA GGG CCA CGT AGC AGA G23′) 。引物均由

上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

2　方　法

211　输卵管上皮细胞的分离及培养 　输卵管

上皮组织由 0125 %胰蛋白酶消化 ,在含 20 %血

清的 DMEMΠF12 培养液中 ,37℃5 % CO2 原代

培养。1∶1 的 0125 %胰蛋白酶∶0102 % EDTA

37℃消化原代细胞 ,20 %血清 DMEMΠF12 培养

液中 ,37℃,5 % CO2 培养。传代细胞培养 4 d ,

80 %汇合后待用。

212　上皮细胞培养体系添加孕酮 　参考赵伟

等[8 ]文献中山羊 ( Capra hircus)的孕酮生理浓

度 ,本实验添加孕酮的浓度分为 5组 10
- 6

molΠ
L ,10

- 7
molΠL , 10

- 8
molΠL , 10

- 9
molΠL 和 10

- 10

molΠL ,同时设对照组 (不加孕酮) 。所有处理组

均提前无血清培养基饥饿 10 h ,然后添加相应

浓度的孕酮培养 48 h ,每组 5个重复 ,24 h更换

一次培养液。培养后分别提取细胞总 RNA ,进

行实时定量 PCR检测。

213　添加孕酮拮抗剂米非司酮 　根据 212 相

应结果 ,选取对β2defensin 表达影响最强组 ,即

10
- 8

molΠL 孕酮组。待第一代传代细胞培养 4 d

后 ,更换无血清培养液培养 10 h ,实验设 3组进

行 ,每组 5个重复 ,24 h更换一次培养液。具体

组别 : (1) 空白对照组 ,不添加任何激素 ,仅更

换无血清培养液同时处理 48 h。(2) 孕酮组 ,

仅添加 10
- 8

molΠL 孕酮培养 48 h。(3) 米非司

酮组 ,添加 10
- 6

molΠL 米非司酮培养 8 h后 ,再

添加 10 - 8 molΠL 孕酮培养 40 h。所有组培养结
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束后提取细胞总 RNA ,进行实时定量 PCR 检

测。

214　蒙古绵羊输卵管上皮细胞总 RNA提取　

按照上海华舜生物工程有限公司微量 RNA提

取试剂盒说明 ,提取细胞总 RNA ,备用。

215　组织中β2defensin mRNA相对含量的实时

定量 PCR检测　2 - △Ct方法是实时定量 PCR技

术中分析基因表达相对变化的一种简便计算方

法[9 ]。利用 2 - △Ct值可以表示组织中目的基因

表达水平相对量。

按实时定量 PCR试剂盒说明操作 ,优化条

件 ,采用四步法[10 ,11 ]运行程序 : 95℃预变性 1

min ; 95℃5 s ,55℃30 s ,72℃6 s ,读板 ,80℃1 s ,

读板 ,39个 PCR循环 ; 72℃6 s ,70℃到 95℃隔

015℃、1 s制作熔解曲线。记录各实验组 Ct值。

216　实验数据处理　实验数据利用 SPSS 1110

软件的单因子方差分析进行统计。

3　结　果

311　传代细胞培养结果　传代培养 7 d后 ,细

胞长成漩涡状排列的致密单层细胞集落 ,其细

胞呈多角形或蝌蚪形 ,边界清楚 ,排列紧密 ,胞

浆呈颗粒状 ,核圆而大 (图 1) 。

图 1　绵羊输卵管上皮细胞传代培养 7 d形态

Fig. 1　Epithelial cells of the Fallopian

tubes after 7 d passage (200×)

312　β2defensin 基因 PCR扩增曲线及熔解曲

线　β2defensin 和β2actin 的实时定量 PCR扩增

反应动力学曲线见图 2 ,熔解曲线见图 3。β2
defensin及β2actin 基因扩增产物分别在 8615℃

和 9010℃时出现单一峰 ,表明 PCR扩增片段为

单一特异性产物。

将β2defensin和β2actin的实时定量 PCR产

物 ,送上海生工生物工程技术服务有限公司测

序 ,经过 DNAStar软件比对 ,β2defensin和β2actin

的 cDNA序列与 GenBank公布的绵羊相应序列

一致。

图 2　β2defensin基因和β2actin基因的熔解曲线

Fig. 2　The real time PCR amplification curves of

β2defensin andβ2actin gene
　

图 3　β2defensin基因和β2actin基因的扩增曲线

Fig. 3　The real time PCR melting curves of

β2defensin andβ2actin gene
　

313 　孕酮对培养的输卵管上皮细胞内 β2
defensin基因相对表达量的影响 　提取各实验

组培养细胞总 RNA ,进行实时定量 PCR检测 ,

用 2 - △Ct值进行统计分析 ,β2defensin 的相对表

达量见图 4。不添加孕酮作为对照组。由图 4
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可知 ,对照组上皮细胞表达β2defensin ,添加不

同浓度孕酮后β2defensin的相对含量增多 ,与对

照组相比 ,除了添加 10
- 10

molΠL孕酮组以外 ,所

有实验组与对照组差异显著 ( P < 0105) 。添加

10 - 10 molΠL孕酮后β2defensin 相对表达量增多 ,

但是与对照组差异不显著 ; 添加 10
- 9

molΠL 孕
酮后 ,β2defensin 相对表达量继续增加 ; 当添加

10
- 8

molΠL孕酮后β2defensin相对表达量达 5个

实验组中最高 ; 而当孕酮浓度继续增高 ,达到

10 - 7和 10 - 6 molΠL 后 ,β2defensin 相对表达量又

开始降低 ,但仍高于 10
- 10

molΠL 孕酮组和对照
组。

图 4　不同浓度孕酮处理 48 h后

β2defensin相对表达量

Fig. 4　Expression ofβ2defensin after treatment

with different concentrations of progesterone for 48 h

图中所示不同字母表示有显著性差异 ,a > b > c , P < 0105。

Values in the figure with different letters indicating

significant difference ,a > b > c , P < 01051

　

314　孕酮拮抗剂米非司酮对培养的输卵管上

皮细胞β2defensin基因相对表达量的影响　处

理方法如 213所述 ,培养结束后提取细胞 RNA ,

进行实时定量 PCR检测 ,用 2
2△Ct值进行统计分

析。不同处理组输卵管上皮细胞内β2defensin

相对表达量见图 5。空白对照组β2defensin的相

对表达量较低 ,添加 10
- 8

molΠL 孕酮组的β2
defensin显著 (a > b)增高 ; 而添加米非司酮后显

著降低了孕酮诱导的β2defensin的相对表达量 ,

与空白对照组间未见显著性差异。

图 5　不同处理组β2defensin相对表达量

Fig. 5　Expression ofβ2defensin in different groups

图中所示不同字母表示有显著性差异 ,a > b , P < 0105。

Values in the figure with different letters indicating

significant difference ,a > b , P < 01051

　

4　讨　论

防御素在各种动物生殖道上皮组织内广泛

表达 ,具有广谱的抗菌活性 ,如人防御素25

(HD25)在输卵管组织表达 ,且受激素和炎症因

子的调节[12 ]
,人β2防御素21 ( HBD21)存在于女

性输卵管组织内 ,有助于该组织的宿主防

御[13 ]。本研究结果显示 ,雌性绵羊输卵管组织

表达β2defensin ,一定浓度的孕酮对于β2defensin

表达有促进作用 ,而且孕酮浓度不同 ,对 β2
defensin表达的影响程度也不同 ,其中添加 10

- 8

molΠL和 10
- 9

molΠL 孕酮对β2defensin表达影响

最大 ; 其次 10
- 6

molΠL 和 10
- 7

molΠL 组处于同
一水平 ,促进防御素表达的力度低于 10

- 8
molΠL

和 10
- 9

molΠL 孕酮组 ; 10
- 10

molΠL 孕酮对防御
素表达无影响。根据结果推断 ,孕酮促进β2
defensin的表达以影响感染和调节自身免疫 ,这

与 Srivastava等认为孕酮通过作用于抗菌肽等

影响感染和自身免疫一致[14 ]。

输卵管是孕激素的靶器官 ,其形态结构与

功能活动均受性激素的调节。孕激素通过与靶

器官上的相应受体结合后发挥作用 ,而相应受

体受孕激素浓度等影响因素调节[15 ]。米非司

酮是炔诺酮衍生物 ,是目前在体内应用最广泛
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的抗孕激素药物 ,与孕酮受体、糖皮质激素受体

有很强的亲合力 ,它能取代体内孕酮与孕酮受

体相结合 ,抑制孕酮的活性[16 ]。本实验添加米

非司酮后发现 ,米非司酮降低了由孕酮诱导升

高的β2defensin的相对表达量 ,说明米非司酮的

存在阻断了孕酮与孕酮受体的结合 ,进而阻断

了孕酮刺激诱导防御素生成的途径。结果表

明 ,孕酮通过与孕酮受体结合促进β2defensin

mRNA的表达。根据孕酮与受体结合发挥作用

的机理推断 ,适宜的孕酮浓度如 10 - 8和 10 - 9

molΠL可以启动一些相关基因的表达 ,增加孕酮

受体的量 ,进而增加β2defensin的表达量。10
- 10

molΠL孕酮虽然对β2defensin 表达有增加趋势 ,

但是并不产生差异显著性影响 ,推断此浓度较

低 ,不能启动β2defensin 的表达。因此推论 ,孕

酮是防御素表达的相关因素之一。

因此认为 ,生理状态下雌性动物生殖道孕

酮的分泌同时影响着防御素的分泌 ,为生殖道

这个特殊场所在不同生理周期以及妊娠期都提

供了很好的防御和免疫屏障。
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