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TACE在着床窗口期小鼠子宫内膜上皮细胞中的表达及其抗 

体对胚泡粘附的影响 
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【摘 要】目的：通过检测肿瘤坏死因子 or_转换酶(Tumor necrosis factor converting enzyme，TACE)在小鼠子宫内膜上皮细胞中 

的表达及其在体外着床模型中对胚泡粘附的影响，初步探讨 TACE在小鼠生殖中的作用以及其与胚胎着床的关系。方法：体外 

培养孕 4 d(d4)小鼠子宫内膜上皮细胞和胚泡，构建胚泡体外着床模型；通过细胞免疫组化鉴定小鼠子宫内膜上皮细胞；运用 

RT—PCR和细胞免疫组化分别检测小鼠子宫内膜上皮细胞中 TACE mRNA和蛋白的表达 ；向体外着床模型中添加不同浓度的 

TACE抗体 ，观察对胚泡体外着床的影响，并用细胞免疫化学检测抗体干预后各培养体系中TACE蛋白质的表达情况。结果：原 

代培养小鼠子宫内膜上皮细胞生长旺盛，鉴定结果显示 ：上皮细胞对角蛋白抗体有棕黄色阳性表达，对波形蛋白抗体为阴性表 

达。PCR结果显示 TACE mRNA在共培养体系中有高表达，免疫组化结果与 RT—PCR结果相一致 ；小鼠胚泡体外共培养具有较 

高的粘附率，添加TACE抗体后胚泡帖附率均显著低于对照组帖附率(P<0 05)，且随着抗体浓度的降低胚泡粘附率随之升高， 

免疫化学检测结果也显示随着抗体浓度的降低 TACE的表达量随之升高。结论：TACE可能参与了胚泡着床过程，有利于小鼠 

胚胎粘附、扩展，为胚胎的着床做准备。 
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factor一．converting enzyme(TACE)on the mouse uterine epithelial 

cell and effect of implantation in vitro．To analyze its role in 

blastocyst implantation and to investigate the relation TACE with 
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implantation of inouse embryo．Methods：Co—culturing endometrial epithelial cells and blastocyst of the pregnant 4-day mouse to establish 

the implantation model in vitro．Epithelial cells was identified by lmmunocytochemistry．RT—PCR and Immunocylochemistry were used to 

detect the expression of TACE gene and protein in the endometrial epithelial cells．Different concentrations of TACE antibody were added 

to the implantation model to observe effect of TACE antibody on mouse blastocyst implantation in vitro．Expression of TACE protein was 

detected by Immunocytochemistry in each antibody interference system．Results：Endometrial epithelial cells growed vigorously in vitro
． 

Keratin antibody showed positive expression，meanwhile，Vimentin antibody showed negative expression in the endometrial epithelial 

cells．PCR showed that the expression of TACE gene was high and results of Immun0cyt0chemistry was consisted with PCR．The adhesion 

rate of mouse blastocyst was high in the co-culture system and decreased remarkably when TACE antibody was added (P<0．05)．The 

adhesion rate of mouse blastocyst appeared a increased trend as the concentration of TACE antibody lowed．Immunoeytochemistry also 

showed that expression of TACE protein rised as the concentration of TACE antibody lowed．Conclusion：We presumed that TACE 

participated in the process of mouse blastocyst implantation，which promoted adhesion and outgrowth of blastocyst to prepare for blastocyst 

implantation． 

【Key words】TACE；Mouse implantation in vitro；Endometrial epithelial cells；Primary culture 

胚泡着床是人类和哺乳动物生殖过程中的重要环节，也 

是决定妊娠成功与否的关键⋯。现在的研究已发现 ，胚泡的着 

床和肿瘤的迁移 、侵袭等方面非常相似。不少在肿瘤中起作 

用的基因、蛋 白均在胚胎发育、胚泡着床过程中起到重要作 

用。肿瘤坏死因子 一0l转化酶(Tumornecrosisfactor converting 

enzyme，TACE)因其能水解膜型肿瘤坏死因子(Tumor necro— 

sisfactor，TNF)而得名 。TACE属于膜结合糖蛋白家族，可水 

解多种细胞表面结合因子，参与细胞的增殖、生长及分化等 

一 系列过程。在肿瘤发生发展、免疫应答和缺血损伤等过程 

中发挥着重要的生物学作用。2003年 Amangha、Thathiah等 

研究发现TACE在着床“窗口期”有着较高表达[31。我们的前 

期研究结果也表明，TACE在小鼠动情周期和早孕期子宫内 

膜中均有规律性表达，主要表达在上皮细胞层，其中孕 4 d 

(d4)表达最强[41。基于此对小鼠d4子宫内膜上皮细胞进行分 

离 、培养 ，与胚泡进行体外共培养，建立一种体外着床模型 ， 

来研究共培养体中TACE的表达情况以及对胚泡体外粘附 

的影响，初步探讨 TACE对胚胎着床的影响，为进一步研究 

TACE在胚胎着床中的作用提供实验依据。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料和试剂 

1．1．1 实验动物 清洁级雌性 NIH小鼠，6～8周龄，体重 

25～30 g，由重庆医科大学实验动物中心提供。腹腔注射孕马 

血清促性腺激素(PMSG)8 IU，间隔 48 h后腹腔注射人绒毛 

膜促性腺激素(HCG)8 IU，当天晚上按雌：雄比例 2：1合笼交 

配。次晨观察到有阴栓者为妊娠第 1 d，在妊娠第 4 d(d4)上 

午 l0时颈椎脱臼处死 ，无菌条件下取胚泡及子宫内膜上 

皮细胞进行体外培养。 

1．1．2 主要试剂 DMEM／F12、D—HBSS(GIBCO)；胎牛血清( 

FBS，杭州四季青公司)；孕马血清促性腺激素(PMSG)、人绒 

毛膜促性腺激素(HCG)(宁波激素制品厂)；胰酶(Trypsin， 

Sigma)，免疫组化试剂盒(嘉美公司)；兔抗鼠TACE抗体(e— 

Bioscience)；角蛋白多克隆抗体和波形蛋白多克隆抗体(北京 

中杉生物)；BIORAD凝胶成像系统(Segrate)；分光光度仪(上 

海精密仪器厂)。 

1．2 小鼠子宫内膜上皮细胞原代培养和胚泡的收集 

1．2．1 细胞的提取培养 将 d4的雌鼠于当日上午处死后无 

菌取出子宫，剔除周围的结缔组织和脂肪。纵向剪开子宫，用 

D—Hank’s冲洗 3遍，放人 l5 ml离心管，加入 2ml0．5％Trypsin。 

放入 4 冰箱孵育 2 h，再置于 37％下消化 0．5 h，期间每隔 5 

min振荡 1次。加人 1 ml胎牛血清终止酶反应 ，并反复吹打 

组织，再加入 8 ml D—Hank’s，反复吹打，最后吸去组织。静止 

片刻，将上清转移到 1个新的离心管中，800 r／min，离心 10min， 

弃上清，重复离心清洗 3次。沉淀用适量 DMEM，F12+10％胎 

牛血清的培养液吹散 ，调整接密度为 1×10 个／ml接种到 

24孑L培养板中，孑L内预先放置小玻片。置 37％、95％湿度、5％ 

CO 培养箱中培养。24 h后换液以去除细胞碎片和未贴壁细 

胞 ，以后每隔 1 d更换 1次培养液。 

1．2．2 胚泡的收集 孕 d4雌鼠处死 ，于无菌条件下取出输 

卵管和子宫。用 D—Hank’S溶液从输卵管端冲向子宫腔，冲 

洗液收集 剖面皿中 ，在体式解剖镜下用 自制的毛细玻璃 吸 

管收集胚泡，将收集到的胚泡随机分配到各试验组的24孔 

培养板中，每孑L 15个进行相关的共培养实验。 

1．3 小鼠子 宫内膜上皮细胞 的鉴定 

将所提取的细胞种植!l-lll入盖玻片的 24孑L培养板中培 

养。待细胞形成单层后取出玻片，利用免疫细胞化学方法，分 

别应用上皮细胞特异的角蛋白抗体和基质细胞特异的波形 

蛋白抗体鉴定细胞，重复进行 10次细胞鉴定实验。按照试剂 

盒说明书严格操作 ：用 PBS漂洗玻片 3次，用 4％多聚甲醛 

固定，3％双氧水孵育 10 min以除去内源性过氧化物。之后滴 

加 10％山羊血清，37％孵育 20 min以封闭非特异性抗原。加 

一 抗(1：200)4cC冰箱中过夜。次日室温下复温 1 h，加羊抗兔 

二抗 37％1~-育 30 min。用 DAB显色 5 min，清水冲洗终止反 

应，苏木素复染细胞核，中性树胶封片。每组均用正常兔血清代 

替一抗作为阴性对照，其他步骤相同。光镜下观察、拍照并对阳 

性结果进行分析，以出现淡黄色或棕黄色颗粒为阳性信号。 
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1．4 RT—PCR检测子宫内膜上皮细胞中TACE mRNA的表达 

培养在 24孔培养板中的细胞爬满时，消化、离心收集细 

胞，按 Trizol试剂盒说明书提取细胞总 RNA。用 5 IXl RNA进 

行逆转录。反应体系为 20 I，其中Olig—dT l l，5×缓冲液 

4 l，200U／ lM—MLV 1 l，40U／ lRNAsin0．5Ixl，10mmol／L 

dNTPs l l，加 DEPC水至 20 1。逆转录反应条件为 37℃ 

90 min，42℃ 60 min，65℃5 min。PCR的反应体系为 2O l， 

其中 10×Bufie．r(Mg2 plus)3IXl，dNTPmixture l l，cDNA模 

版 2 l，目的基因上下游引物各 1 l，内参基因上下游引物 

各 1 IXl，TaKaRa rTaq酶 0．5 l最 后 加 无 RNAase水 至 

20 l PCR引物南上海英俊公司设计合成。TACE上游引 

物：5’一AAGGATGCTFGGGATGTG一3’，下游引物 ：5’一CCTC 

C rrGGTCCTCA ITIT一3’，产物长 368 bp。内参 8一actin上游引 

物 ：5’一CCTGAGGCTCI3"33"CCAGCC一3’，下游引物 ：5’一TAG 

AGGTcT丌AcGGATGTcAAcGT一3’，产物长 l l0})p。扩增条 

件：94℃预变性 3 min；94℃变性 30 s，56℃退火 30 S，72℃延 

伸40 s，进行 34个循环 ；72~C延伸 8 min。产物经 2％琼脂糖 

凝胶电泳，用凝胶成像分析系统对目的基因条带进行扫描成 

像分析，重复进行 l0次 RT—PCR检测。 

1．5 免疫化学法检测子宫内膜上皮细胞中TACE蛋白的表达 

将所提取的细胞种植到放人盖玻片的 24孑L培养板中培 

养。待细胞爬满 80％以上时，吸去细胞培养液，按照“1．3”中 

的细胞免疫化学方法 ，用 TACE抗体检测小鼠子宫内膜上皮 

细胞层中TACE蛋白的表达。 

1．6 TACE抗体干预胚泡与子宫内膜细胞共培养 

1．6．1 TACE抗体干预共培养 细胞爬满 80％以上时，吸去 

细胞培养液 ，分别用稀释浓度为 1：100、1：200、1：400 TACE 

抗体的共培养液培养，以正常兔血清代替抗体作为对照组 ， 

然后每一孔植入 15个胚泡，构建小鼠体外着床模型，进行 

TACE抗体干预共培养实验，每个干预组平行进行 l0个样本 

操作。72 h后观察胚泡是否粘附，将 24孑L培养板沿着直径约 

为 30 cm的圆周旋转 ，转速为每秒 1周转动 20 s左右。如果 

胚胎位置不变没有漂动则判定为粘附。已粘附的胚胎周围扩 

展出初生滋养层细胞则为扩展生长的胚胎15】。 

1．6．2 TACE蛋白在不同抗体干预组中的表达 用免疫化学 

细胞法鉴定每个抗体干预组中TACE蛋白质的表达。使用按 

照“1．3”中的细胞免疫化学方法进行。 

1．7 统计学处理 

每一实验组计量资料用均数 ±标准差(互±s)表示 ，应用 

A．角蛋向表达 

SPSS统计软件进行统计分析 ，组间比较采用单因素方差分 

析，检验水准 o【取 0．05，以 P≤0．05表示差异有统计学意义。 

2 结果 

2．1 小鼠子宫内膜上皮细胞培养及鉴定 

光镜观察发现，酶消化后获得的小鼠子宫内膜上皮细胞 

呈团块状或葡萄状。接种 24 h后细胞贴壁生长，呈多角形， 

成簇生长(图 1)。72 h后 ，生长汇合，基本铺满培养板底部 ， 

细胞排列紧密。 

图1 原代培养小鼠子宫上皮细胞(400 X) 

子宫内膜上皮细胞的胞浆高度表达细胞角蛋白，抗细胞 

角蛋白抗体与其可发生强阳性反应；而基质细胞表达波形蛋 

白，抗波形蛋白抗体与基质细胞可发生强fj口性表达 ，而与上 

皮细胞不发生反应。所以，为鉴定小鼠子宫内膜上皮细胞的 

纯度，用细胞角蛋白和波形蛋白细胞化学染色来进一步鉴定 

子宫内膜上皮细胞。染色结果表明：上皮细胞对角蛋白抗体 

表达阳性(冈 2 A)，染色为棕黄色，主要分布在胞质区域，细 

胞核复染后呈蓝色，对波形蛋白抗体表达阴性(图2 B)，对照 

组的细胞质区域没有阳性反应(图 2 C)。显微镜下随机选取5 

个不同的区域，计数不同区域内的细胞总数和免疫染色阳性 

细胞数，统计结果表明，提取的上皮细胞纯度为96．1％±0．5％。 

2．2 TACE在小鼠子宫内膜上皮细胞中的表达检测 

2．2．1 R~PCR检测 测定的 RNA OD~,o／0D 比值在 1．8～ 

2．0之间，说明 RNA纯度较高，完全可以满足 RT—PCR。l％琼 

脂糖凝胶电泳可见 28S、18S和 5S 3条带，说明所提 RNA有 

较好的完整性。RT—PCR结果显示 TACE基因在共培养体系 

中有表达(图 3)。这与杨洁玉的实验结果相符I41，说明TACE 

在孕d4小鼠子宫内膜中有表达。 

2．2．2 免疫细胞化学检测 免疫组化染色图片结果说 明， 

TACE蛋白在孕 d4小鼠子宫内膜上皮细胞中有表达 ．TACE 

棕黄色阳性产物主要表达于子宫内膜上皮细胞的细胞浆中， 

B．波形蛋白表达 c．阴性对照 

图2 小鼠子宫内膜上皮细胞鉴定(400 X) 
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为强阳性着色，阴性对照组的细胞无阳性反应(图4)。 

2．3 TACE对胚 泡植入的影响 

从孕 4 d小鼠子宫中收集到的胚泡大部分处于囊胚期 ，周 

用由透明带包绕，里面有明显的囊胚腔和内细胞团(图 5 A)。 

将胚泡植入倒事先培养好的原代小鼠子宫内膜上皮细胞层共 

培养 1 d后，胚胎就开始从透明带中孵m，随后粘附于上皮细 

胞层(图5 B)。继续培养至 3 d，滋养层细胞开始向外扩展 ，并 

随着培养时间的增加，滋养层细胞不断向外扩展(图5c)。 

共培养72 h后发现，小鼠胚泡具有较高的体外粘附率。 

加入 TACE抗体各组的胚泡帖附牢均显著低于对照组帖附 

率(P<0．05)，加入 TACE抗体各组之问的胚泡帖附率也均有 

显著性差异(P<0．05)，且随着抗体浓度的降低胚泡帖附率随 

之升高，抑制作用明显减弱。'FACE抗体浓度为 l：100、l：200 

和 1：400时 ，胚泡的平均粘附率分别为 8．75％、23．06％、 

61．54％，对照组胚泡粘附率为 92．39％(表 l、图 6)。 

2-4 TACE蛋白在不同抗体干预组上皮细胞中的表达 

免疫化学染色结果图片显示，对照组的上皮细胞明显为 

强阳性着色。阳性产物主要表达于子宫内膜上皮细胞的细胞 

浆中。加入 TACE抗体的各组比对照组的阳性表达均明显减 

弱(P<O．05)，并且随着抗体浓度的逐渐降低，阳性表达随之 

升高。各组之间的TACE的表达量均有显著性差异( 0．05) 

(图 7、8)。 

C． FACE抗体 1：400 D．正常兔血清 

图7 不同浓度 TACE抗体干预细胞免疫化学反应(400 X) 
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无抗体干预 l：400 1：200 1：100 

图8 不同浓度TACE抗体干预下TACE蛋白的表达量 

3 讨 论 

胚胎着床是胚泡与接受态子宫之间的一个精细复杂的 

过程16]，包括胚泡孵出，胚泡识别，进而定位、粘着于子宫内膜 

上皮细胞，随后穿透子宫内膜表面，侵入子宫基质内。早前 

人们通过体内研究进行观察着床过程，但体内实验不能直观 

的进行观察着床过程和结果 ，也不能排除其他因素对实验因 

素的影响。以后逐渐出现了不同类型的体外着床的模型，如 

用子宫 、子宫内膜上皮细胞【 等建立的体外着床模型。这些 

体外着床模型是研究哺乳动物胚泡着床机制的有利方法。我 

们前期研究表明，TACE在小鼠动情周期和早孕期子宫内膜 

中均有规律性表达 ，主要出现在上皮细胞层 ，其中孕 d4表达 

最强14]。基于此我们选择孕 d4小鼠子宫内膜上皮细胞与小鼠 

胚泡体外共培养 ，建立小鼠体外着床模型来模拟体内子宫环 

境，为接下来研究胚泡体外着床做准备。 

体外培养细胞容易受到污染 ，通常在培养液中加入一定 

比例的抗生素来避免污染，然而上皮细胞比较脆弱，抗生素 

会损伤上皮细胞，降低其活力。因此，我们尝试不加抗生素， 

严格按照无菌要求操作．降低污染率的同时也大大减少对细 

胞的损伤。胰蛋白酶有很强的消化活力，但其消化后分离获 

得的细胞活力明显降低，因此我们选择将酶和组织在 4℃下 

共孵育 2 h，此时酶的活力降到最低，使其充分渗透到组织内 

部，然后转到 37~C30 rain进行迅速立体消化，达到消化的最 

大效率，降低酶对细胞的损伤。实验结果显示小鼠子宫内膜 

上皮细胞体外培养 24 h后开始贴壁生长，继续培养至 72 h 

细胞基本铺满培养板底部，生长汇合成单层。小鼠胚泡与子 

宫内膜上皮细胞层共培养后 ，能很好地脱去透明带 ，并能与 

培养的细胞层发生粘附，继续培养发现胚泡发生扩展生长， 

与 Yi Tan等人的研究一致㈣。研究结果说明，我们已经成功建 

立了这种小鼠体外着床模型 ，可以模拟体内状态，有利于进 
一 步研究胚泡着床机制。 

已知子宫上皮顶端面被一层厚厚的多糖包被着，主要成 

分是黏蛋白，MUCl是粘蛋白的一种重要成分，形成了母子 

之间的机械屏障，因此 MUC1从子宫上皮细胞表面脱落可以 

清除胚泡植入通道上的屏障 ，成为胚胎植入的必要条件。 

TACE是一种重要的多结构域蛋白水解酶 ，高表达的 TACE 

可蛋白水解多种细胞表面结合因子的胞外区使其脱落。 

Thathiah等研究结果表明TACE和 MUC1均在子宫内膜上皮 

的容受期表达，并且TACE是MUC1的主要脱落酶。介导子 

宫内膜着床部位 MUC1的表达降低I ，最终使胚胎从局部突 

破 MUCl屏障成为可能。因此我们推断 TACE在子宫内膜中 

的表达与子宫内膜同步发育有密切的关系，对胚胎的植入过 

程具有重要意义。 

本研究采用 RT-PCR和免疫组化对对体外培养的孕 d4 

小鼠子宫内膜上皮细胞中TACE的表达进行了研究，实验结 

果均显示 TACE在 d4小鼠子宫内膜上皮细胞有高表达。抗 

体干预实验结果表明，随着抗体浓度的增加胚泡着床率随之 

显著降低( 0．05)，同时进行的免疫组化结果也显示，对照组 

的上皮细胞明显为强阳性着色，加入 TACE抗体的各组比对 

照组的阳性表达均明显减弱(P<O．05)，并且随着抗体浓度的 

逐渐降低 ，阳性表达随之升高。这说明胚泡的着床率随着 

TACE表达量的增加而逐渐升高。我们推测 TACE有叮能参 

与胚泡的着床过程，在胚泡粘附、植入过程中起重要作用，但 

其具体机制尚需进一步的研究。 
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