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小鼠孕早期 Cyclin—E表达规律及意义 

张 谭 I，周生健 ，魏莎莉 I，杨 戎 ，孟 君 ，马海兰 

(1．重庆医科大学公共卫生学院生殖生理研究室，重庆 400016；2．重庆市渝中区人口和计划生育生殖健康中心，重庆 400010) 

【摘 要】目的：探讨细胞周期素E(cyclin—E)在早孕小鼠子宫内膜的的表达及其对小鼠胚胎着床数的影响。方法：应用RT—PCR 

及免疫组织化学的方法检测早孕小鼠子宫内膜细胞 Cyclin—E基因和蛋白的表达规律；观察子宫角注射抗 Cyclin—E抗体后对小 

鼠胚胎着床数的影响。结果：妊娠第 1～7d小鼠子宫内膜组织均有 Cyclin—E表达，自妊娠2d起表达增强，5d表达量达高峰。小 

鼠妊娠期 Cyclin—E在子宫内膜腔上皮、腺上皮及内膜基质中均有表达。单侧子宫抗 Cyelin—E抗体注射后双侧胚胎着床数差值 

较对照组(注射等体积生理盐水)明显增大。结论：在小鼠胚胎着床过程中，Cyclin—E可能参与调节子宫内膜的增殖分化，在子 

宫内膜蜕膜化及胚胎着床过程发挥作用。 
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Expression and significance of cyclin-E in the mouse endometrium during 

the early pregnancy 

ZHANG Tan．et 

(Department of the Reproductive脚 siology，College of Public Health，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the expression rule of Cyclin—E in endometrium during the early pregnancy and its role in 

blastocyst implantation in mice．Methods：RT—PCR and immunohistochemistry techniques were applied to detect Cyclin—E gene 

and protein expression in endometrium from pregnant mice on days 1—7 In addition Anti—cyclinE antibody was injected into 

horns of uterus of day 3 pregnant mice to observe the numbers of implan ted blastocysts Results：Expression of Cyclin—E gene 

and protein in pregnant mice were steady increasing since day 2 and reaching maximal level on day 5 of pregnancy Injection 

of Anti—cyclinE antibody could decrease the numbers of implanted blastocyst compared with that of saline—injected group 

Conclusion：Cyclin-E were persistently expressed in mouse endometrium during the early pregnancy and might be concerned 

with proliferation differentiation of endomelrium and participates in the regulation process of mouse blastodyst implan tation． 
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胚胎植入是妊娠的关键，而胚胎的成功植入取 

决于处于接受状态的子宫内膜和具有侵入性的胚 

胎问的同步发育。细胞增殖是胚胎发育，子宫内膜 

增生处于接受态及蜕膜化，胎盘形成的必要条件。 

细胞周期素家族是调节细胞增殖的重要调控因子， 

在胚胎着床过程中的作用逐渐受到重视。Cyclin—E 

为 G．期细胞周期素，是一类核蛋白，由 395个氨基 

酸组成 ，分子量约 5×10ku，其表达升高始于G 中 

期，至 G。晚期的G。／S交界处达高峰，后随细胞进入 

S期并开始下降，到GJM 期降为零1n。韦毓等[21的研 
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究表明 Cyclin—E在正常子宫内膜中呈阴性表达。 

Reese J等131利用基因芯片技术发现 Cyclin—E在妊 

娠小鼠胚胎着床点呈高表达，提示 Cyclin—E可能是 

胚胎着床的调控因子。 

本文主要是采用 RT—PCR、免疫组化等方法检测 

在胚胎植入早期 Cyclin—E在子宫内膜的表达规律， 

同时运用子宫内注射抗 Cyclin—E抗体的方法观察 

其对胚胎着床的影响，探讨 Cyclin—E表达在胚泡植 

入早期可能的作用。 

1 材料与方法 

1．1 材料与试剂 
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1 ． 1 ． 1 标 本 的收 集 清 洁级 N I H 小 鼠 ， 6 — 8 周 龄 ， 体重 2 0 —

2 5 g ， 南 重 庆 医 科 大 学 实 验 动 物 中 心 提 供 『合 格 证 号 ：S C X K

( 渝 )2 0 0 5 0 0 0 2 ]。 选 择 性 成熟 的雌 鼠 ， 按 雌 雄 比例 2 ： l 与雄

鼠 自然 合笼 交 配 ． 次 Et 晨 发 现 阴 栓者 记 为妊 娠 1 d ， 依次计 算

妊娠 天 数 。

1 ． 1 ． 2 主要 试 剂 及 仪 器 R N A i s o R e a g e n t 购 自 T a K a R a ， d N T P

和 逆 转 录 酶 ( M M L _ v ) 购 自 P r o m e g a ． P C R 试 剂 购 自 T a K a R a ，

D E P C 购 自美 国 s ig m a 公 司 ， 抗 C y c l i n — E 单 克 隆 抗 体 购 自美

国 L a b V i s i o n — N e o M a r k e r s 公 司 ( 福 州 迈 新 代 理 ) ， 辣 根 过 氧

化 物 酶标 记 的羊 抗 兔 I g G — H R P 和 D A B 显 色试 剂 盒 均 购 自

北 京 晶美 生 物公 司 。

1 ． 2 实验 方 法

1 ． 2 ． 1 总 R N A 的提 取 7 0 只 小 鼠随机 数字 表法 将 其分为 7

组 ， 每组 l O 只 ， 分 别 在 妊 娠 1 ～ 7 d 上 午 9 点 左 右 断 颈 处 死 ，

无 菌条件 下取 出子 宫 ， 刮 取 双 侧子 宫 内膜 ( 有胚 泡 者剔 除 )后

置 匀浆器 中 ， 加 I m l R N A i s o 充 分匀浆 ， 后 用按 T a k a r a 说 明 书

用 三 步 法 提 取 R N A ；临 用 前 用 紫 外 分 光 光 度 法 检 测 O D ~ o
／

O D 。 的 比 值 在 1 ． 8 — 2 ． 0 ， 经 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 见 3 条 带 证 实

R N A 的完整性 。

1 ． 2 ． 2 引 物 序 列 根 据 序 列 N M
一

0 0 10 3 7 1 3 4 设 计 C y e l i n — E

引物 序 列 ， 选 择 管 家 基 因 p 一 肌 动 蛋 白 ( p — a e t i n ) 为 内参 对

照 ， 弓I物均 由上 海 英骏 生 物技 术有 限公 司合成 ( 表 1 ) 。

1 ． 2 ．3 R T — P C R 采用 两 步法 ， 包 括逆 转 录 和 P C R ， 将 提取 的

子 宫 内膜 组 织 总 R N A 先 逆 转 录 为 e D N A ， 后 取 2 “ l e D N A

产 物进 行 P C R 反 应 ， 反 应 条件 如 下 ：9 5 ℃ 预 变 性 4 ra i n ， 9 4 ℃

变 性 3 0 s ， 5 7 ． 5 ℃ 退 火 4 5 s ， 7 2 ℃ 延 伸 l m i n ， 进 行 3 5 个 循 环 。

内参照 B — a e t i n 基 因 与 目的基 因 反 应 条件 相 同 。 配 制 1 ． 5 ％

的琼 脂 糖 ， 取 C v c l i n — E 的 P C R 产 物 上 样 电泳 后 ， 用 凝 胶 成 像

系 统 成 像 ， 再 用 Qu a n t i t y o n e 4 ． 4 ． 0 软 件 分 析 各 条 带 密 度 值

／ra m
。

， 计 算各组 标 本 C y c l i n — E 与 B — a e t i n 的 密 度 比值 ， 即 为

C y c l i n — E 的相 对 表达 量 。

1 ． 2 ． 4 免 疫组 化 取 妊 娠 l 一 7 d 的小 鼠 ， 每组 4 只 ， 断颈 处

死 ， 剖 腹 取 子 宫 后 立 即 放 入 4 ％ 多 聚 甲醛 中 固 定 ， 石 蜡 包 埋 ，

制备组 织 切 片 。 二 甲苯脱 蜡 ， 乙 醇水 化 ， 抗 原 修复后 滴加 第 一

抗 体 ( 1 ： 10 0 ) ， 4 ℃ 过 夜 后 滴 加 辣 根 过 氧化 物 酶 标记 的 第 二

抗 体 ( 1 ： 2 0 ) ， D A B 显 色 ， 用 磷 酸 盐 缓 冲液 ( P B S )代 替 一 抗 做

阴性 对 照 ， 棕黄 色为 阳性 结果 。

1 ． 2 ． 5 功能分 析 妊 娠 小 鼠随 机 分 为 5 组 ， 每组 1 0 只 ， 至 妊

娠 4 d 经 腹 腔 麻 醉 后 ， 取 4 个 不 同稀 释倍数 ( 原 液 ；1 ： 5 0 ；l ：

10 0 ；1 ： 2 0 0 ) 的抗 C y c li n
— E 抗 体 和 生 理 盐 水 5 斗 1 分 别 从 两

侧 子 宫 角注 入 两 侧子 宫 ， 对 照 组 双 侧 注 射生 理 盐 水 ， 至 妊 娠

9 d 脱颈 处死 剖 腹检 查 胚 胎 着 床数 。 对 各组 内小 鼠双 侧子 宫

胚 胎着床数 比较 采用 配 对 r 检验 ， 对各组 小 鼠双 侧子 宫胚 胎

着床数差 值 的均 值 比较 ， 采用 S N K 法 方 差分析 。 所 有 统计处

理 由 S P S S l l ． 0 统计 软件 完成 ， 检 验水准取 Ol ： O． 0 5 。

2 结 果

2 ． 1 R T — P C R 产物 定 性 与 半 定 量 分 析

经 1 ． 5 ％ 的琼脂糖凝胶 电泳 分 析 ， C y c l i n
— E 在 妊

娠 1 ～ 7 d 小 鼠子 宫 内膜均 有 表 达 ， 且 同 B — a c t i n 的

R T — P C R 产 物 与 理 论 碱 基 数 相 一 致 ( 图 1 ) ， C y c l i n
—

E ／B —

a c t i n 的 密 度 比 值 即 为 C y c l i n
— E 的 相 对 表 达

量 。 实验 结 果 发 现 妊 娠 1 ～ 7 d 小 鼠子 宫 内膜 均 有

C y c l i n — E 表达 ， l d 表 达 量 较 低 ， 2 d 起 表 达 量 逐 渐 升

高至 5 d 达 高峰 ， 6 d 开 始下 降趋 于 平缓 ， 但仍维 持在
一 较 高水平 。 其 中妊 娠 5 d 表 达 量 最 高 ， 与 其余 6 d

比较差 异 显 著 (P < 0 ． 0 5 ) ( 图 2 ) 。

M 7 6 5 4 3 2

- a c t i n (39 8bp
r d in — E ( 3 l Obp

M a r k e r ( M ) ． D L 2 0 0 0 1 ～ 7 ． 孕 I 一 7 d 的小 鼠子 宫 内膜组 织

图 l R T — P C R 产 物 电泳 图

2 ． 2 免 疫 组 化 结 果

免 疫 组 化 结 果 显 示 ， C y c l i n — E 蛋 白在 妊 娠 l ～

7 d 的小 鼠子 宫 内膜 腺 上 皮 、 腔 上 皮 和 间质细胞 均有

表 达 ， 棕 黄 色 阳性 着 色 部 位 在 细 胞 核 ， 随着 子 宫 内

膜 组 织 增 生 、 问 质 细胞 分 裂 增 值程 度 的 改 变 表 达 发

表 1 引 物序 列 及 产 物 长 度
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图 2 R T — P C R 产 物 电泳 图谱 灰 度 扫 描 分 析

生 变化 ( 图 3 ) 。

C y c l i n — E 蛋 白在 早 孕 小 鼠子 宫 内膜 呈 一 定 的规

律 表 达 ：1 d 内膜 腺 上 皮 有 少 量 阳 性 表 达 ；2 d 则 主要

定 位 于 内膜腺 上 皮 和 腔 上 皮 ；3 ～ 5 d 内膜 腺 上 皮 、 腔

上 皮及 内膜 基 质 均有 表 达 ， 并 随妊 娠 天 数增 加 而 表

达 增 多 ；6 d 基 质 的 阳 性 表 达 开 始 减弱 ， 而 腺 上 皮 及

腔上 皮 阳性表达 仍较强 ；7 d 仅腔 上 皮少量表达 (表2 ) 。

2 ． 3 功 能 分 析

剖腹 检查 发 现 ， 子 宫 内注 射抗 C y c l i n — E 单 克 隆

抗 体 后 ， 对 妊 娠 小 鼠胚 泡 着 床 具 有 明 显 的 抑 制 作

用 ， 随着 注 射抗 体浓 度 的 降低 ， 其抑 制 作 用 逐 渐 减

弱 ；而 注 射 生 理 盐 水 对 小 鼠胚 泡 着床并 无 明 显 的 影

表 2 C y c l i n — E 蛋 白在 各 组 小 鼠 子 宫 内膜 中的表 达 情 况

注 ：+ + ：强 阳性 + ：阳性 ± ：弱 阳性 一

：阴性

L E ． 腔 上 皮 L u m i n a l e p i t h e l i u m

S C ． 基 质 细胞 S t r o m a l c e l l

G E ． 腺 上 皮 G l a n d e p i t h e l i u m

图 3 C y c l i n — E 蛋 白在 妊 娠 1 ～ 7 d 小 鼠子 宫的表达

辣根 过 氧化 物 酶标 记 。 D A B 显 色 ( S P x 4 0 0 )

�
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- 10 ． 下’< 0 ． 0 l ，

。

?f k O． 0 5

图 4 单侧 子 宫 内注 射 后 的早 孕 小 鼠子 宫

响 ( 图 4 ) 。

其 中 ， 单侧 注 射抗体原 液 和 1 ： 5 0 稀 释 液后 ， 与

对 照 ( 单侧 注 射 生 理 盐 水 ) 比较 ， 双 侧 子 宫 着 床数 差

值 差 异 非 常 显 著 ，P < O． 0 1 ；1 ： 1 0 0 抗 体 稀 释 液 组 与

对 照 比较 P < O． 0 5 ；1 ： 2 0 0 抗 体稀 释液组 与对 照 比较

P > 0 ． 0 5 ， 增 加 样 本量 差 异 可 能会有 显 著性 ( 表 3 ) 。

3 讨 论

胚 胎 植 入 的 成 功 取 决 于 胚 胎 侵 入 性 和 子 宫 内

膜 接受性 的 密 切 合作 。 在此 过 程 中会 发 生 一 系列 的

细胞 间 相互 作用 如细胞增 殖 、 侵 入 以 及 细 胞 凋 亡 等 ，

导致 着 床点 处 组 织 重 建 。 细胞 的增 殖 和 凋亡 是 胚 胎

发 育 ， 子 宫 内膜 增 生 处 于 接 受 态 及 蜕 膜 化 ， 胎 盘 形

成 的必 要 条件 。 大 量 研 究表 明 ， 着 床过 程 中 ， 胚 泡 及

子 宫 内膜 均 有 多种 细胞 周 期 调 控 蛋 白表 达 ， 影 响 胚

泡 着 床 。

C y e l i n — E 为 G ；期 细胞 周期素 ， 其表 达 升高始 于

G 。 中期 ， 至 G ． 晚期 的 G ．／S 交界 处 达 高峰 ， 后 随细胞

进 入 s 期 并 开 始下 降 ， 到 G J M 期降为零 ⋯
。 O h t s u b o

等发 现 G ， 期抗 C y c l i n
— E 抗 体 微 注射 抑 制 人 正 常 的

成纤 维 细 胞 进 入 S 期 14 】
， 因 此 C y c l i n

— E 在 细 胞 周 期

G 。／S 期 的转换 中是 主 要 的 限 速 因 子 之 一

， 主 要 作用

于 G 。 晚期 、 S 期开 始之 前 。 其作用 机 制 ：C y c l i n
— E 与

C D K 2 形 成 活 性 复 合 物 C y c I i n
— E ／C D K 2 参 与 G ， 期

和 s 期 的 p R b 磷酸化 作用 ， 能加速 s 期 ， 对 D N A 复

制 的启 动 十 分 重 要 。 近 年来 研 究 表 明 ， C y c l i n — E 在

多 种 恶 性 肿 瘤 中表 达 增 高 ， 与 肿 瘤 的 发 生 及 迁 移 、

侵袭过 程关 系密切 即 J
。 由于 胚 胎着床与肿瘤侵袭过

程 有 着高度 相 似性 ， 因此 有 必 要 对 C y c l i n — E 在胚 胎

着床过 程 中的作用 进行探讨 。

本 研 究 应 用 R T — P C R 技 术 及 免 疫 组 织 化 学 技

术分别 检测 妊 娠 1 ～ 7 d 小 鼠子 宫 内膜组 织 C y c l i n — E

的 表 达 ． R T ～ P C R 结 果 显 示 早 孕 小 鼠 子 宫 内膜 组 织

C y c l i n — E m R N A 表 达 自 2 d 起 随 妊 娠 天 数增 加 呈 逐

渐 升 高 的趋 势 ， 在 5 d 达 到 最 高值 ， 到 6 rI 开 始 略 有

下 降 ， 并 维持在 一 较 高水平 ( > l d ) 。 免疫 组 织 化 学 分

析 显 示 ， C y c l i n
— E 蛋 白在妊 娠 l ～ 7 d 的小 鼠子 宫 内

膜 腺 上 皮 、 腔 上 皮 和 间 质 细 胞 均 有 表 达 ， 并 随着 子

宫 内膜 组 织 增 生 、 问质 细 胞分 裂 增 值程 度 的改变 表

达 呈 一 定规 律变 化 。 3 d 起 内膜 腺 上 皮 、 腔 上 皮和 机

制细 胞 均 有 明 显 阳性 着 色 ， 略滞 后 于 m R N A 的 表 达

并 随 妊 娠 天 数 增 加 而 增 强 ， 至 5 d 达 峰 值 后 逐 渐表

达 下 降 。 小 鼠 子 宫 的蜕 膜 化 进 程 开 始 于 胚 胎 着 床

前 ， 胚 胎 粘 附时 ， 上 皮 深 面 的 基 质 细 胞 增 殖 分 化 为

蜕 膜 细胞 ， 并 向周 围扩 展 ， 最 终遍 及 子 宫 ㈣
。 本 实验

中 ， C y c l i n — E 自 2 d 起 表 达 量 增 多 并 随 妊 娠 天 数 增

加 ， 与 着 床 前 子 宫 内膜 蜕 膜 化 进 程 同 步 ， 表 明 C y
—

o l i n — E 对 着床窗 口 期 子 宫 内膜 的增 生 起 重 要 的 调节

作 用 ， C y c l i n — E 可 能 与 C D K 2 形 成 活 性 复合物 c y
—

c l i n — E ／C D K 2 ， 激活 C D K 2 的蛋 白激 酶活 性 ， 参 与 R b

蛋 白磷 酸 化 ， 导 致 受 R b 蛋 白调 控 的转 录 激 活 因 子

E 2 F 解 阻 遏 ， 促 使 一 些 与 D N A 复制有关 的酶蛋 白基

因得 以 表达 ， 从 而 启动细 胞 D N A 的复制 ， 加 速S 期 ，

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


～ 958～  重庆医科大学学报 2008年第33卷第 8期 (Journal of Chongqing Medical University 2008．Vo1．33 No．8) 

使内膜腺体增生，分泌旺盛，内膜血管增长，内膜问 

质分裂活跃，内膜增厚，利于小鼠子宫内膜在 4～5d 

的处于接受态，为胚胎着床做好准备。着床后(6d以 

后)问质的 Cyclin—E表达减弱，而腔上皮和腺上皮 

表达仍维持较高水平，腺体进一步增生，分泌更加 

旺盛，血液供应更为丰富，问质细胞肥大，胞质含有 

丰富的糖原颗粒，成为蜕膜细胞 ，利于胚胎和胎盘 

的发育。为进一步探讨 Cyclin—E在胚胎着床过程中 

的作用，我们应用子宫角注射抗 Cyclin—E抗体的方 

法进行功能分析。结果显示，注射生理盐水对小鼠 

胚泡着床过程无影响；而注射抗 Cyclin—E抗体后对 

妊娠小鼠胚泡着床具有明显的抑制作用，随着注射 

抗体浓度的降低 ，其抑制作用逐渐减弱，但不能完 

全抑制着床，表明Cyclin—E在胚胎着床过程中起着 

重要调控因子的作用，但并不是唯一的决定因素。 

Cyclin—E在着床过程中的作用机制尚未完全明 

了，需要对其更进一步的研究。但对于 Cyclin—E在 

胚泡着床中作用的研究在为原发或继发性不孕女 

性患者的诊断治疗、提高辅助生育的成功率以及开 

发新的生育调控手段都有着重要意义。 
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前景。虽然 HEP一2细胞对其不敏感，但其联合低浓 

度化疗药物能高效杀灭 HEP一2细胞，所以此方法既 

可克服肿瘤细胞耐药，还能有效地减轻因大剂量使 

用化疗药物而引起的全身毒副作用，可谓一举两 

得。本研究提出TRAIL与化疗药物的协同作用主要 

通过诱导细胞凋亡实现，目前工作的关键在于寻找 

到二者协同诱导肿瘤凋亡的机制，这对于化疗药物 

的正确选择将有一定的指导作用，也为临床用药提 

供一定的实验室依据。 
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