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TACE—TGF一(It相互作用参与胚泡着床的机制研究 

杨 环 1，朱兴春 2，杨 戎 1，张文文 1，刘 帅 

(1．重庆医科大学公共卫生学院生殖生理教研室 ，重庆 400016；2．川北医学院检验科，南充 637000) 

【摘 要】目的：探讨胚泡着床过程中转化生长因子 oI(Transforminggrowthfactor- ，TGE—Or．)对肿瘤坏死因子 一仅转化酶(Tumor 

necrosisfactor-converting enzyme，TACE／ADAM17)的反馈调控机制。方法：用逆转录聚合酶链反应(Reversetranscription polyme 

rase chain reaction，RT--PCR)和免疫组化的方法分别检测实验组(注射 TGF-一0【抗体)和对照组(注射小鼠血清)后子宫内膜 

TACE mRNA和蛋白的表达。结果：对照组 TACE mRNA和蛋白明显高于实验组。结论：在胚胎着床过程中，TGF—Ot能反馈调控 

TACE在子宫内膜的表达，TACE—TGF—d—EGFR途径可能是胚胎着床的调控机制之一。 

【关键词】胚胎着床；肿瘤坏死因子 一d转化酶；转化生长因子 ；子宫内膜；免疫组化；逆转录聚合酶链反应 

【中国图书分类法分类号】R394 【文献标识码】A 【收稿日期】2008—12-一-08 

The regulation investigation of the interaction between TACE and TGF一0c 

l，A，、，GHuan，et al 

(Department ofReproductive Biology，College ofPublic Health，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the feedback regulation of transforming growth factor 0l(TGF．一 )to tumor necrosis factor-一 

converting enzyme．Methods：Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)and immunochemistry were applied to detect 

TACE mRNA and protein in mice endometria of experiment group (TGF— antibody was injected)and control group (saline was 

injected)．Results：The expressions of TACE mRNA and protein in control group were higher than in experiment group．Conclusion： 

TGF-OL could feedback on TACE expression in mice endometria and TACE-TGF- -EGFR mi ght one of the regulations during 

blastocyst implantation． 

【Keywords】Blastocyst implantation；Tumor necrosis factor alpha converting enzyme(TACE)；Transforming growth factor- (TGF-一0【)； 

Endometria；Immunochemistry；RT-一PCR 

肿瘤 坏死 因子转换酶 (Tumor necrosis factor一仅 

converting enzyme，TACE／ADAMl7／CD156q)属 于膜 

于膜结合糖蛋白家族，即解整合素一金属蛋白酶(A 

disintegrin and metalloprotease。ADAM)家族 。又归人 

锌离子结合蛋 白超家【”。有研究发现 TACE在早孕 

子宫内膜的腔上皮和腺上皮上都有表达，于孕 4d 

达到高峰，子宫角注射 TACE抗体后植入胚胎数目 

明显减少 (文章待发)。转化生长因子一 (Trans． 

forming growth factor一仪，TGF一仅)是人类发现的第 1 

个多肽类的有丝分裂原一表皮生长因子(Epithelia 

growth factor。EGF)家族的重要成员 ，TGF一仅在围 

着床期子宫基质及上皮细胞均有表达，TGF一0【抗体 
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显著抑制雌激素倡导的子宫内膜增生过程，其可能 

参与了子宫内膜容受态的形成过程f31 41。有研究发 

现，在大部分肿瘤里，高表达的 TACE可蛋白水解 

EGF、AR、HB—EGF、TGF一仅、epiregulin等表 皮 生长 

因子受体(Epithelia growth factor receptor，EGFR)家 

族的配体胞外区，引起其大量释放，导致 EGFR的过 

度激活同。本研究运用 RT一-PCR、免疫组化首次分析 

在胚泡着床过程中TGF-一 对肿瘤坏死因子一 转化 

酶(TACE／ADAM17)的反馈调控机制 ，从而更深入 

地理解胚泡着床的分子调控机制。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 试验材料 清洁级 NIH小鼠，10—12周龄，体重25 

30 g，由重庆医科大学实验动物中心提供【合格证号 ：SCXK 
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C ， 光 照 周 期 为 14 h 光 照 (0 6 ：0 0 ～

2 0 ：0 0 ) ， 1 0 h 黑 暗 ， 自由取 食 、 饮水 。 按 雌 ：雄 比例 2 ：1 合 笼 交

配 ， 次 晨 发 现 有 阴 栓 者 为 妊 娠 第 1 d ( d 。) ， 依 次 计 算 妊 娠 天

数 ， 取 孕 2 d 孕 鼠随机 分成 2 组 ， 每组 1 0 只 。

1 ． 1 ． 2 主 要 试 剂 及 仪 器 R N A i s o R e a g e n t 、
T a q 耐 热 D N A 聚

合 酶 购 自 T a K a R a 宝 生 物 公 司 ， M — M L V 逆 转 录 酶 、 d N T P 、

R N A s i n 由 P r o m e g a 公 司提 供 ， P C R 引物 均 由英 俊公 司合 成 ，

奥林 巴 司显 微 镜 购 自 13 本 ， B I O R A D 凝 胶 成像 系统 由意 大 利

S e g r a t e 公 司 生 产 。

1 ． 2 方 法

1 ． 2 ． 1 动物 准备 实 验组 ： 取 1 0 只 孕 2 d 小 鼠 ， 速 眠 新 肌 肉

麻 醉 ， 于 腹 部切 1 个 l ‘m 切 1：3
， 向双 侧 宫 角 内注 射 5 Iz l T G F

抗 体 ， 缝 合切 口 。 饲 养 至 第 4 d 脱 臼 处 死 。 于 7 5 ％ 乙 醇 中浸

泡 消毒后 转移 至 超净工 作 台 ， 剖腹 分离 出 一 侧 子 宫 ， 刮取 子 宫

内膜 备用 。 取 另 一 侧子 宫 ， 置 于 4 ％ 多聚 甲醛 ， 石 蜡包 埋 ， 切 片

备用 。 对 照 组 ：取 1 0 只 已 经 处 理 好 的 的孕 4 d 小 鼠( 注射小 鼠

血 清 )同样 方法 处 理 。

1 ． 2 ． 2 提 取 总 R N A 按 照 T R I — z o l 试 剂 的说 明 书 提 取 小 鼠

子 宫 总 R N A 。 所 提 取 的 总 R N A 用 紫外 分 光 光 度 计 定 量 并 检

测 其纯 度 ， A ：。 ，A 。 ≥ 1 ． 8 为合格 ， 并 计 算 其 浓 度 。 所 提取 的总

R N A 完整性 经 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 鉴 定 。
一 8 0

。

c 保存备用 。

1 ． 2 -3 c D N A 合 成 2 0 ¨ l 反 应 体 系 中 总 R N A 5 Ix l ， 5 0 0 n g

O l i g
— D T ， 5 × 缓 冲液 4 斗l ， M — M L V ( 2 0 0 U ／tx l ) 1 斗l ， R N A s i n ( 4 0

U ／ix l )0 ． 5 “1 ， d N T P s ( 10 m m o l／L ) 1 斗l ， 加 D E P C 水 至 2 0 肛l 。 逆

转 录反 应 条件 为 7 0 ℃ 3 m i n ， 4 2 ℃ 6 0 m i n ， 7 0
~

C 1 5 m i n 。 c D N A

置 一 2 0 ℃ 冰箱备用 。

1 -2 ．4 P C R 2 0 I L l 反应体 系 ：无 R N A a s e 水 9 ． 5 ¨ l ， 1 0 × B u ff e r

( M g2+p l u s )3 Ix l ， d N T P m i x t u r e 1 IL l ， c D N A 模 版 2 “l ， 目的基 因

上 下 游 引 物各 1 LL l ， 内参 基 因 上 下 游 引 物 各 1 Ix l ， T a K a R a r -

T a q 酶 0 ． 5 I L l 。 T A C E 上 游 引 物 ：5
’

一 A A G G A T G C
’

I] r G G G A T _

G T G 一 3
’

， 下游 引物 ：5
’

一 C C T C C l ' 11G G T C C T C A 邢 一 3
’

， 产 物 长

3 6 8 b p 。 内 参 B — a c t i n 上 游 引 物 ：5
’

一 C c T G A G G c T c l TI rr

T C C A G C C 一 3
’

， 下 游 引 物 ：5
’

一 T A G A G G T C
'

Iq q
'

A C G G A T G T C A

A C G T 一 3
’

， 产 物 长 1 10 b p 。 扩增 条件 ：9 4 ℃ 预 变性 4 m i n ；9 4 ℃

变性 3 5 s
， 5 6 ． 5 ℃ 退 火 4 5 s ， 7 2

~

C 延 伸 6 0 s ， 进 行 3 4 个 循 环 ；

7 2 ℃ × 1 0 m i n ；4
~

C 保存 。

1 ． 2 ． 5 T A C E 免疫 组 化 染 色 切 片常规 脱 腊 ， 二 甲苯 二 次浸

泡 ， 梯度酒 精浸 泡 ；滴加 3 ％ 92 氧水 孵 育 10 m i n 以 灭 活 内源 性

过 氧化 物酶 ；微 波修 复抗 原 1 0 m i n 。 自然冷却后 滴 加 1 0 ％ 羊

血 清 3 7 ℃ 孵育 2 0 m i n 以 封 闭非 特异性 抗 原 ；兔抗 鼠 T A C E 一

抗 ( 1 ：1 5 0 工 作浓 度 )3 7
"

12 孵 育 2 h ；滴 加 羊 抗 兔 生 物 素化二 抗

3 7
~

C 孵 育 3 0 ra i n ；滴加 H R P 标记 链 亲 和 素 3 7 ℃ 孵 育 3 0 m i n ；

D A B 显 色镜下 控制反 应 时 间 ， 显 色后 脱水 ， 透 明 ， 封 片 。 光镜

下 观 察 ， 阳性 为棕黄色 。 每组 均用 P B S 代替 一 抗 作 为 阴性 对

照 ， 其他 步骤相 同。 阳性标 准 ：以 出现 棕 黄色颗 粒 为 阳性 。

1 ．3 统 计 学处 理

使用 S P A S S 1 2 ． 0 统 计学 软件进 行 分 析 ， 以 均数 ± 标 准

差 (互± s ) 表 示 ， 比较 采 用 配 对 t 检 验 分 析 ， 检 验 水 准 Ot 取

0 ． 0 5 。 以 P ≤ 0 ． 0 5 为差 异有 统计学 意义 。

2 结 果

2 ． 1 R T - P C R 结 果

经 1 ． 5 ％ 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 分 析 ， T A C E 与 p — a c t i n 基 因

的 R T — P C R 产 物 与理 论 长度 一 致 。 利用 T A C E 与 B — a e t i n 灰

度 比值 作 为 子 宫 内膜 T A C E m R N A 相 对 表 达 水 平 ， 对 试 验 组

( 0 ． 2 6 ± 0 ． 0 5 ) 与 对 照 组 ( 0 ． 7 5 ± 0 ． 0 7 ) 比 较 T A C E m R N A 表 达

显 著增 低 ( 尸<0 ． 0 5 ) 。

3 9 8 b p

1 1 0 b p

A B M

A ． 对 照 组 ；B ． 试 验 组 ；M ． m a r k e r

图 1 T A C E ／13 一 a c t i n R T — P C R 产 物 电泳 图

A B

A ． 对 照 组 ；B ． 试 验组

图 2 实 验 组 和 对 照 组 T A C E ／13 - a e t i n 平 均 值 图

2 ． 2 免 疫 组 化 结 果

由 图 3 可 见 T A C E 染 色棕 黄 色 阳 性 物 质 主 要 分 布 于 内

膜 腔 上 皮 和 腺 上 皮 胞 浆 ， 尤 其 是 顶 端 面 ；用 成 都 金 盘 电 子 科

大 G D 一 8 型 病 理 影 像 多媒 体 图 像 操 作 系 统 进 行 计算 机 图 像

分 析 ， 每组 取 1 0 张 切 片 ， 每 张 切 片 观 察 3 个 中倍 视 野 ( 10 X

2 0 ) ， 所 有 图像在 同一 条 件 下 扫描 和 存 储 ， 由计 算 机 自动计 算

出 阳 性 积 分 光 密 度 值 与有 效 面 积 ( ‘L m
：) ， 两 项 之 比 即 面 积 积

分光 密度值 ( A I O D )来 定量 分析 蛋 白表 达 情 况 。

结果 示 ：实验组 ( 0 ． 3 0 ± 0 ． 1 0 ) 比对 照 组 ( 0 ． 8 0 ± 0 1 2 )染色

显 著减 弱 ( P < O． 0 5 ) 。

3 讨 论

胚 胎 着 床 是 母 体 子 宫 内 膜 组 织 与 胚 胎 组 织 之

间 相 互 作 用 的 过 程 ， 涉 及 胚 泡 在 子 宫 内 膜 上 的 定

8 7 6 5 4 3 2
1

0 0 O O O 0 0 O O
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0 ． 9

0 ． 8

0 ． 7

0 ． 6

0 ． 5

O． 4

0 -3

O． 2

0 ． 1

l e 腔 上 皮 ； s 基 质 细 胞 ； g e 腺上 皮
A ． 对 照组 B ． 实验 组

图 3 T A C E 蛋 白在 实 验 组 和 对 照 组 子 宫 内膜 的表 达 ( S P x 4 0 0 )

馈 作 用 于 T A C E
， 使 其 表 达 下 降 。 已 经 有 研 究 表 明 ：

T G F — O t 前 体 在 孕 或 假 孕 小 鼠第 1 d 子 宫 腔 上 皮 及 腺

上 皮 细 胞 中 出 现 在 第 4 d 晚 上 ( 植 入 时 间 ) 达 到 高

峰 【8j
，

T G F — Ot 在 母 体 子 宫 的 这 种 表 达 提 示 ， T G F 一

0 【在

胚 胎 着 床 中 发 挥 作 用 ， 但 其 具 体 调 控 机 制 尚 不 清

楚 。 大 量 的 文 献 显 示 ：T G F 一 仪 能 够 通 过 E G F R 信 号

转 导 途 径 发 挥 生 理 学 作 用 ， 促 进 胚 泡 生 长 ， 调 节 子

宫 内 膜 脱 膜 化 ， 加 强 内膜 基 质 细 胞 生 存 能 力 ， 增 进

内膜 的 容 受 性 来 调 节 胚 胎 着 床 『9 1
。 T A C E — T G F 一 仪

一

E G F R 途 径 在 肿 瘤 中 的 作 用 已 经 得 到 证 实 ㈣
， 在 胚

胎 着 床 过 程 中 的 作 用 尚无 研 究 ， 而 肿 瘤 的 侵 袭 与 胚

胎 生 活 植 入 有 惊 人 的 相 似 之 处 。 E G F R — Ot
。B ， 整 合

素 一 基 质 金 属 蛋 白酶 途 径 在 胚 胎 着 床 过 程 中也 已 经

得 到 证 实 ， T A C E 与 基 属 金 属 蛋 白酶 ( M a t r i x m e t a l l o —

p r o t e i n a s e ， M M P s ) 有 众 多 的 相 似 之 处 【
“]

， 它 们 同属 于

m e t z i n c i n 超 家 族 ， 与 M M P s 的 一 亚 族 模 型 基 质 金 属

蛋 白酶 ( M T — M M P s ) 存 在 多 个 共 同或 相 似 的 结 构 域 ，

如 锌 离 子 信 赖 性 接 触 反 应 位 点 的共 同序 列 ． 金 属 蛋

白 酶 结 构 域 等 ， 众 所 周 知 ， M M P s 有 利 于 肿 瘤 的 发

生 ， 侵 袭 ， T A C E 正 是 通 过 自身 蛋 白水 解 酶 活 性 释 放

生 长 因 子 而 在 上 皮 源 性 肿 瘤 恶 化 进 级 中起 着 重 要

作 用 。 结 构 与 功 能 的 相 似 性 表 明 ，
T A C E 与 基 质 金

属 蛋 白 酶 可 能 具 有 相 似 调 控 机 制 ， 结 合 我 们 的 实 验

结 果 ， 我 们 推 测 ， T G F — O t 与 E G F R 结 合 可 能 促 进 其

下 游 的 Ot
。13 。 整 合 素 相 互 作 用 ， 进 一 步 激 活 d

，13 ， 整 合

素 下 游 信 号 转 导 通 路 ， 从 而 反 馈 调 控 T A C E 的 表

达 ， 诱 发 着 床 过 程 的 各 个 阶 段 ， 促 进 胚 胎 与 母 体 子

宫 之 间 的 同步 化 及 协 调 化 关 系 。

本 实 验 证 实 了 T A C E — T G F 一 仅 一 E G F R 途 径 在 胚

胎 着 床 中 的 作 用 。 并 分 析 了 可 能 的 其 下 游 的 分 子 调

控 机 制 ， 为 不 孕 症 患 者 的 诊 断 治 疗 以 及 提 高 辅 助 生

育 技 术 的 成 功 率 提 供 了 理 论 依 据 ， 但 与 影 响 胚 胎 着
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基于抗原表位分析的p一糖蛋白表达研究 

王祥卫，张远宁，周 锋，叶 钢 

(第三军医大学第二附属医院泌尿外科，重庆 400037) 

【摘 要】目的：对p-糖蛋白抗原表位进行分析和表达研究。方法：联合运用多种方法对P一糖蛋白的二级结构和表面特性进行 

分析，运用化学和酶法相结合的技术合成 P一糖蛋白基因，再克隆入表达载体 pGEX一2T进行表达 、鉴定及纯化。结果：位于 P一 

糖蛋白胞外段的抗原表位位点仅见于氨基酸残基 82aa～115aa(I)、741aa～760aa(1V)及 800aa~816aa(V o SDS—PAGE分析 ，表 

达出约29 kD大小的蛋白。结论：该基因片段的高效表达为进一步制备其抗体或筛选其特异性结合肽，进行靶向治疗等工作奠 

定了基础。 

【关键词】多药耐药；P一糖蛋白；抗原表位 
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Expression of P-glycoprotein based on antigenic epitopes analyses 

WANG Xiang-wei，et al 

(Department ofUrology，the SecondAffiliatedHospital，the ThirdMilitaryMedical University) 

【Abstract]Objective：To analyze antigenic epitopes and express P-glycoprotein．Methods：The target gene was synthesized hy the 

combined use of chemical synthesis and Klenow polymerase extension
．The synthesized gene was cloned into expression vector DGEX一2T 

and expressed，identified and purified it．Results：Antigenic epitopes in extracellular fragment of P—glycoprotein were identified to amino 

acid residues 82aa-1 15aa(I)、741aa~760aa(IV)，and 800aa～816aa(V)．SDS—PAGE analysis indicated that the expressed Drotein was 

about 29 kD．Conclusion：High level expression of the target gene fragment was established for preparation of its antibody and biospanning 

its specific peptide using random phage library，which establishes basis for the targeting treatment of MDR
． 

【Key words JMultidrug-resistance；P-g／yeoprotein；Antigenic epitopes 
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床的其它相关调节因子的相互作用尚不明了，需对 

其进行进一步的研究。 
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