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TACE在小鼠动情周期的表达规律 

杨洁玉 ，李 彤 2杨 戎 ，谢 怡 t，魏莎莉 ，郗 强 

(1．重庆医科大学公共卫生学院生殖生理教研gg；2．重庆市人口与计划生育委员会，重庆 400016) 

【摘 要】目的：初步探讨肿瘤坏死因子 转换酶 Tumor necrosis factor— converting enzyme，TACE)在小鼠动情周期中的表 

达规律。方法 ：用 RT—PCR及免疫组化方法分别检测动情周期各期小 鼠子宫内膜 TACEmRNA和蛋白的表达。结果 ： 

TACEmRNA在动情周期小鼠子宫内膜呈规律性表达，在动情期表达明显增强，与其它 3期相比有显著性差异(P<O．01)；其它 

3期间无显著性差异(P>O．05)。免疫组化分析显示 TACE在子宫内膜的表达规律与 RT—PCR一致。结 ：TACE通过裂解 EGFR 

家族多种配体释放其胞外区，从而激活EGFR信号途径，在子宫内膜的周期性变化中起着重要作用。 

【关键词】TACE；子宫内膜；动情周期；RT—PCR；免疫组化 
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Expression pattern of TACE in mouse endometrium during the estrus cycle 

YANG 一似 ，et ol 

(Department of Reproductive Physiology，College of Public Health，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To primarily investigate the expression pattern of tumor necrosis factor- converting enzyme(TACE)in 

mouse endometrium during the estrus cycle．Methods：Reverse transcription polymerase chain reaction(RT—PCR) and 

immunohistochemistry were used to detect the expression of TACE mRNA an d protein in mouse endometrium during each stage 

of the estrus cycle．Results：The expression of TACE mRNA in mouse endometrium during estrus cycle had regular pattern． 

The TACE mRNA／13一actin mRNA expression in estrus stage was higher than those of the other 3 groups，and there was 

significant difference between estrus stage and the other 3 groups(P<O．01)．Besides．there was no significant difference among 

the other 3 groups(P>0．05)．Immunohistochemical analysis showed the salne expression pattern of TACE in endometrium as 

RT—PCR．Conclusion：TACE may play a key role in cyclic changes of normal endometrium through proteolytic removal of the 

extracellular domain of multiple ligands of EGFR fam ily to release their extracellular domains which is capable of activating 

EGFR signal way． 

【Key words】TACE；Endometrium；Estrus cycle；RT—PcR；Immunohistochemistry 

TACE属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族。TACE是多结 

构域的 I型跨膜蛋白，开放阅读框编码 824个氨基 

酸。它具有 ADAM家族的共有序列：信号肽、前肽、 

金属蛋白酶区、解整合素区、富半胱氨酸区、跨膜区 

和胞浆区。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。最近研究表 

明，TACE在人子宫内膜上皮细胞株接受期有表达121。 
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但 TACE在性周期子宫内膜的表达规律尚无报道， 

我们的实验对未孕小鼠动情周期子宫内膜 TACE 

的表达进行研究，初步探讨 TACE在动情周期子宫 

内膜的表达规律及可能的作用。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 试验材料 清洁级 NIH成年未孕雌鼠，1O 12周龄， 

体重 25—30g，由重庆医科大学实验动物中心提供『合格证 

号：SCXK(渝)20050002]。室温 22％，光照周期为 14h光照(06 

：00～20：00)，10h黑暗，自由取食、饮水。采用阴道脱落细 

胞涂片依照动情周期分期标准[31将小鼠分为 4组 ，每组 1O 

只 ，分别于每 日上午 1O时颈椎脱臼处死 ，于 75％乙醇中浸 
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泡消毒后转移至超净工作台，剖腹分离出子宫，刮取子宫内 

膜备用。另取每组 10只，断颈处死，剖腹取子宫置于 4％多 

聚甲醛，石蜡包埋，切片备用。 

1．1．2 主要试剂及仪器 RNAiso Reagent、Taq耐热 DNA聚 

合酶购自TaKaRa宝生物公司，M—MLV逆转录酶、dNTP、 

RNAsin由 Promega公司提供 ，PCR引物均由英俊公司合成 ， 

兔抗鼠TACE抗体、羊抗兔免疫组化试剂盒(LHK612)购 自 

晶美公司。奥林巴斯 BX51显微镜购自日本 ，BIORAD凝胶成 

像系统由意大利 Segrate公司生产。 

1．2 方法 

1．2．1 总 RNA提取 按 100mg子宫内膜组织加 1mlRNAiso 

Reagent的比例充分匀浆组织，加 0．2ml氯仿摇匀离心，取上 

清液加 0．5ml异戊醇沉淀 RNA，75％乙醇洗涤 2次，加经 

DEPC水处理的去离子水溶解。用紫外分光光度计测定 RNA 

的OD D 比值在 1．8～2．0之间，浓度为 0．5～1．0 l。 

1％甲醛变性琼脂糖凝胶 电泳可见 28S、18S和 5S 3条带， 

28S条带的亮度大约为 18S条带的 2倍，说明所提 RNA基 

本没有降解，有较好的完整性。 

1_2．2 cDNA合成 20 l反应体系中总 RNA 5 l，500ng 

Olig—DT，5 x缓冲液 4 l，M—MLV(200U／ 1)1 l，RNAsin 

(40U／~,1)0．5 l，dNTPs(10mmol／1)1 l，加 DEPC水至 20 l。 

逆转录反应条件为 70％ 3min，42℃ 60min，70％ 15min。 

cDNA置 一20℃冰箱备用。 

1．23 引物设计 TACE(序列号 NM009615)上游引物 ：5’ 

一 AAGGATGC 兀IGGGA rGTG一3’，下葫 弓I物 ：5’一CCTCC 兀’GG 

TCCTCA3TF一3’，产物长 368bp。内参--actin上游引物：5’一C 

CTGAGGCTCT1TI'CCAGCC一3’，下游引物 ：5’一TAGAGGTCTF 

TACGGATGTCAACGT一3’，产物长 1 10bp。 

1．2．4 PCR 20 l反应体系：无 RNAase水 9．5 l，10xBuffer 

(Mg2+plus)3 l，dNTP mixture 1 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 l，TaKaRa 

rTaq酶 0．5 l。扩增条件：94％预变性 4min；94％变性 35s， 

56．5℃退火45s，72％延伸 60s，进行 34个循环；72℃x 10min； 

4℃保存。 

1．2．5 PCR产物电泳及分析 取 PCR产物 5 l加 6 x上 

样缓冲液 1 l，1．5％琼脂糖凝胶电泳(5V／cm，40min)，然后 

用凝胶成像系统成像，再用 Quantity One软件(Bio Rad)分 

析各条带灰度值，得 TACE／B—actin的灰度比值，即为TAcEm— 

RNA的相对表达值。 

1．2．6 TACE免疫组化染色 切片常规脱腊，二 甲苯 2次浸 

泡，梯度酒精浸泡；滴加 3％双氧水孵育 10min以灭活内源性 

过氧化物酶；微波修复抗原 10min。自然冷却后滴加 10％羊 

血清 37℃孵育 20min以封闭非特异性抗原；兔抗鼠 TACE一 

抗(1：150工作浓度)37℃孵育 2h；滴加羊抗兔生物素化二抗 

37℃孵育 30min；滴加 HRP标记链亲和素 37℃孵育 30min； 

DAB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PBS代替一抗作为阴性对 

照，其他步骤相同。 

1．3 统计学处理 

每一实验组 TACE基因 mRNA拷贝数与 B—actin基因 

mRNA 拷贝数之比值作为实验结果，以均数 ．4-标准差表示， 

用 SAS统计软件进行统计学处理，组问比较采用单因素方差 

分析，检验水准 0【取 0．05，以P<0．05为有显著性差异。 

2 结 果 

2．1 RT—PCR结果 

经 1．5％琼脂糖凝胶电泳分析，TACE与 B—actin 

基因的RT—PCR产物与理论长度一致。内参基因 

B—actin均有强烈表达，TACE基因在动情周期各期 

小鼠子宫内膜均有表达(图 1)。利用 TACE与 p—actin 

灰度比值作为子宫内膜 TACEmRNA相对表达水平 

(图2)。动情期与其它 3期相比表达明显增强(P< 

0．01)，其它 3组间无显著性差异(P>0．05 o 

2．2 免疫组化结果 

免疫组化结果分析，TACE在动情周期各期小 

鼠子宫内膜组织中都有表达。可见TACE染色棕黄 

TACE 368bp 

13一actin 110bp 

1 2 3 4 M 

1．动情前期；2．动情期；3．动情后期；4．动情问期 

图 1 动情周期各期 RT—PCR产物电泳凝胶成像图 

蕾一 
圈平均值mean 0．131 O．193 0．125 ：O．124 

1．动情前期；2．动情期；3．动情后期；4．动情间期 

图 2 动情周期各期TACEmRNA的相对表达 
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e ． 腔 上 皮 ； s ， 堆 质 绑 胞 ； g e ． 腺 上 皮 ； A ． 动情 前期 ； B ． 动 情 期 ； (：． 动 情 后 期 ； 13 ． 动情 Ii ,J 期

图 3
‘

F A C E 在 动 情 周 期 小 鼠子 宫 内膜 的 表 达 【S P x 4 0 0 )

色 阳 性 物 质 主 要 分 布 _J
：

内膜 腔 上皮 和 腺 上 皮 胞 浆 ，

尤 其 是 顶 端 面 。 动 情期 与其 它 3 期 相 比表 达 叫 显 增

强 ， 其它 3 组 均 较 弱 ， 之 间 尢 明 显 差 异 ( 罔 3 ) 。

3 讨 论

T A C E 因 其能 7 K解 细胞 膜 卜_的 膜 型 肿 瘤 坏 死 L大1

子 ( T N 卜 O f． ) 而得 名 。 ． T A C E 基 因 约 5 0 k b ， 包 括 1 9 个

外 渺 子 ， 定 佗 在 小 鼠 的第 】2 弓
。

染 色体 上 ， 人 的 笫 2

号 染 色 体 ( 2 p 2 5 ) j -̂⋯。 A D A M s 属 于 基 质 金 属 蚩 白酶

家族 ， 又 归 入 锌 离 子 结 合蛋 }
!

I 超 家族 。 rr A C E m R N A

在 大 多 数组 织 中表 达 ， 且 其 蛋 白主 要 是 组 成 型 的H I
。，

‘

I
'

A C E 可 水解 多种 细 胞 表 面 结 合 冈 了 ， 如 E G F R

家 族 各 种 配 体 ， 从 而 激 活 E G F R 信 弓
。

转 导 通 路 ， 通

过 有 丝 分 裂 原 活 化 蛋 向激 酶 ( M A P K ) 途 径 ， 激 活 核

内 激 活 蛋 白 1 ( A P 一 1 ) ；通 过 磷 脂 酰 肌 醇 一 3 一 激 酶

( P 13 K ) 途 径 将 核 凶 子 一

K B ( N F K B ) 移 位 至 核 内 。，

A P 一 1 、 N F K B 是 重 要 的 转 录 冈 了 ， 这 种 信 号 转 导 的

级 联 反 应 最 终 引起 核 内 D N A 合成 、 转 化 ， 影 响 细 胞

的增 殖 、 生 K 及 分 化 H
，． 从 而 住 正 常 生 K 发 育rrI发 挥

着 重 要 作用 ， 最 近 研 究 表 叫 ， T A C E 在 人 子 宫 内膜 l i

皮 细 胞 株 接 受期 有 表 达 12 I
。j 实验 显 示 T A C E 不 管 是

在 m R N A 水 平 还 足 在 蛋 白水 平 在小 鼠 动 情 周 期 各

期 子 宫 内膜 均 有 表 达 。 故推洲 T A C E 可 能 通 过 裂解

E ( ；F R 家族 多种 配 体释 放 其 胞 外 区 ， 从 m 激 活 E G F R

信 弓
‘

途 径 ， 存 子 宫 内膜 的 周 期 性 变 化 中起 着 再 嘤 作

用

啮 齿 类 动 物 子 宫 1人J膜 伴 随 卵巢 激 素 水 甲 的 改

变 而 发 生 周期性 的 变化 。 雌 性 成 年 小 鼠 的 动 情 周 期

一 般 为 4 ～ 5 ~t ， 可 分 为 动 情 丽期 、 动情 期 、 动情 后 朗 、

动 情 问 期 4 个 小 同 的 时 期 ， 子 宫 的结 构 及 功 能 住 这

4 个 阶 段 都 发 生 一 系 列 的 改 变 ， 对 小 鼠 而 言 雌 激 素

和 孕 酮 对 这 种 改 变 起 着 主 要 的 调 节 作 用 。 我 们 已 知

止 常小 鼠 叭 浆雌 激 素水平 存 动 情 的划 )T 始 L 升 ． 至

动 情 期 达 到 高峰 。 此 时 发 生 排 卯 行接 受 交 配 ， 随 斤

子
。

出 内 的 环 境 变 得 有 利 于 胚 胎 的 植 入 ㈣
；仵 小 鼠 动

情 后 期 ， 如 术受 精 形 成 的 黄体 不 产 q i 孕 激 素 J i：
、≯即

退 化 ， 子 宫 开 始缩 小 、 内膜 萎缩 1“

。 研 究 表 明 T A C E , I I ～

R N A 和 蛋 ¨仵 动 情 怙J 期 小 鼠 子 宫 内膜 巾 的 表 丛 望

规 律 性 变 化 ， 件 动 情 均l 表 达 n月娘 增 强 ， 与 其
。

E 3 趴

相 比 自
’

显 著性 差 异 ( ，， < 0 ． 0 1 ) ， 其 它 3 期 问 尢 5点挎性

筹 异 ． 、 T A C E 堡 自主 要 表达 件 内膜 腔 }j 皮 干̈ 腺 I ：哎

胞浆 。 动 情 期 子 官 内膜 上 皮 细 胞 进 一 步增 殖 、

，1： K 、

分 化 达 到 高 峰 ．． 而 此 期 T A C E 表 达 叫】显 增 强 ， 仃 _『

能 通 过 蛋 I
’

I 水解 E G F R 多 种 配 体 ， 激 活 E (W R f占
I

√
I

途 径 ， 增 强 子 宫 内膜 腔 卜皮 及 腺 L 皮 的 增 殖 、 ，l i l
／

≮ 、

分 化 ， 是 此 其}】子 出 内 膜 变 化 的 机 制 之 一

， 为 哪 丁受

精 胚 胎 植 入 做 女r 准 备 。 替 木受 精依 次 进 入 动 情 J一

期 、 问 期 ， 子 宫 开 始 缩 小 、 1人J膜 萎缩 ． T A C E 的 表 达 亦

迅 速 减 弱 。 T A C E 在 动 情 周期 的 表达 与雌 激 素 变 化

一 致 ， 推 测 其 表 达 u J
‘

能 受 到 卵 巢 类 『啊醇 激 素 的 州

控 。j

在 动 情 期 子 廿 的 ” 一 主 嘤 功 能 作 r 州 节 精 于

活 力并使 之 获能 、 抵 抗 交 配 引 入 的病 原 微 巾 物 感 染

等 ㈣ w
。、 我 们 推 测 动 情 期 具 自

‘

非 常 显 著 高 表 退 的

T A C E 荩 凶 可 能 前独 或 通 过 与其 他 蛋 r_1的 协 " rⅥ， 防

l 卜交 配 时 精 液 引 起 的 局 部酸 碱 度 变 化 对 子 宫 I～膜

细 胞 造 成 的 ／f i 良影 响 以 及 病 原 微 乍 物 x ,l
-

~Ht胞 的 侵

入 。

小 研 究 显 示 r T A C E 在 小 鼠 动 情 周 期 子
。

f
’

| 内

膜 的 表达 规 律 ． 揭 示 r 其 任 子 宫 【人J膜 周 期性 变 化 巾

的作用 ， 为 卵 子 受 精 H~- ／]fi 植 入 做好准 备 ， 晴 示 T A ( ：E

可 能 参 Lj ‘II-蟛l 妊 娠 胚 胎植 入 机 制 、 这 尚荫 进 一 步的

研 究 去 证 实 ；。
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本实验通过建立粪肠球菌感染的兔心内膜炎 

模型来评价 sprE基因在粪肠球菌致病中的毒力作 

用。实验结果显示在兔心内膜炎模型，所形成的赘 

生物无论从肉眼观，还是赘生物称重 ，菌落计数等 

方面 OG1RF组都比 sprE mutant组明显。由此可 

见，兔心内膜炎模型构建是成功的。可利用此模型 

对肠球菌的毒力进行研究和评价。 
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