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着床期小鼠子宫内膜 Trophinin基因表达研究 

施 琼 ，余秋波 ，王应雄 

(重庆医科大学生殖医学系遗传优生教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究细胞粘附分子Trophinin在着床期小鼠子宫内膜的表达。方法：收集孕 1～6天的小鼠子宫内膜，采用 RT 

— PCR技术测定Trophinin mRNA的表达水平。结果：未孕鼠及孕D1、D 未检测到其表达，孕 D3、【)4、D6大量表达，D6仅有 

少量表达或不表达。结论：Trophinin mRNA在小鼠子宫内膜的表达时间与胚泡着床时间一致，提示 Trophinin可能参与了胚 

泡对子宫内膜的粘附。 
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Expression of Trophinin gene in mouse endometrium 

SHI Qiong，et al 

(Department of Genetics，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the expression of Trophinin gene in the mouse endometrium during the period of blastocyst im— 

plantation．Methods：By reverse tran~ription polymerase chain reaction(RT—PCR)，Trophinin gene in the mouse endometrium of 1 

- 6 day normal pregnancy was detected．Results：The Trophinin mRNA WaS not detected in endometrium of nonpregnan t and 1～2 

day pregnant mouse．But in 3～5 day normal pregn ancy it was strongly expressed．The Trophinin gene was scarcely detected in the en— 

dometrium of the 6 day pregnancy．Conclusion：Expression time of Trophinin mRNA in mouse endometrium coincides with blastocyst 

implan tation．This suggests Trophinin participate in the adhesion of bl&stoc~t and endometrium． 
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Trophinin是一种内源性蛋白，因分离于胚胎滋 

养层细胞而得名，是近年来新发现的细胞粘附分子 

之一。国外学者 Fukuda[ ．2 J等研究发现 Trophinin 

在胚胎滋养层细胞及子宫内膜上皮细胞中均有表 

达，且 Trophinin蛋 白的表达时问与着床窗的开放 

时问一致，这提示 Tronhinin参与了胚泡着床的起 

始粘附，在胚泡着床中可能起重要作用。本研究通 

过 RT —PCR 技 术 对 孕 早 期 小 鼠子 宫 内 膜 

Trophinin基因表达进行研究，探讨 Trophinin基因 

在着床期小鼠子宫内膜的表达规律。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

1．1．1 动物 实验采用清洁级昆明种系成年小鼠，体重25 
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～ 30g，按雌、雄 1：1合笼，次 日早晨检查有阴栓者算为妊娠 

0．5天，记DO．5，并按此依次计算天数。孕鼠1～6天共分为 

6组(每天为一组)，每组 8只，选 8只未孕成年雌鼠作为对 

照组。 

1．1．2 主要试剂上海生工产品 TRIZOL Reagent和 M — 

MLV one—step RT PCR kit。 

1．2 方 法 

1．2．1 收集子宫内膜 小鼠到时间后脱颈处死，取出子宫， 

挤压出双侧子宫内膜，置于一70℃冰箱保存留作RT—PCR 

用 

1．2．2 总 RNA的提取 按 lOOmg组织 加 lml TRIZOL 

Reagent的比例充分匀浆组织，加0．2m14％异戊醇(异戊醇： 

氯仿=1：24)摇匀离心，取上清液加 0．5ml异戊醇沉淀 

RNA，75％的乙醇洗涤，加经DEPC水处理的去离子水溶解， 

并用紫外分光光度计测定 RNA的0D260／0D280值，判定 

RNA纯度及计算其浓度。取部分 RNA甲醛变性琼脂糖凝 

胶电泳，紫外灯下观察，以确定其完整性。 

1．2．3 引物设计 Trophmm引物参照文献l3 ，上游引物： 

5’ GACCGCCAAG ACCGGTACT一3’，下游 弓I物：5’一 

AG1、ArrG AG1vrAGCGrT一3’，扩增 片段长度 为 
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28Ih口。 

内对照 一aclin引物由 k海生T|殳卜卜台成 l一游引物： 

5’ A_r(；A( 1 G1(’TG ，( 3’，下簖 引物：5’ 

A1、 T( ：A1 T( 1 3’。扩增片段长度为 569bp 

I 2 4 R1一PCR采用单管法，用 M—M【_、，Ot／e steF-R丁 

一 PCR kil。模板 RNA先94 、变性 5rain．再进人eDNA台 

成：38℃25mtm 95t 5rain；l R先94 5mJn，然后扩增 30个 

循环，94℃40s，58℃40s，72lr40s．最后72t’再延伸5rain．． 

1 2．5 R产物电泳厦定量分析取 R产物4 加 叫 去 

离子水和6×载样缓冲液 I 1．2％的琼脂精凝胶电泳(120V． 

55mA．60rain) 凝胶图象分析系统成像及扫描各电泳带灰 

度值 

I rophinin 28Ibp 

．ac~in 569 bo 

固 l Tmphinin、0 aclin RT DCR产物电泳图 

【Mark ：PBR322)l未孕组 2 3 D2 4【)3 5 134 

6 Marker 7 I】5 8 n0 

1 2 6 结果分折 计算Trophimn与日 acdn版度比值皿 3 讨 论 

各组侠度比值的平均值．采用F捡验．． 

2 结 果 

2．I RNA样品鉴定 

1％甲醛变性琼脂糖凝胶电泳可见28S、18S和 

5s三条带，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 

紫外分光光度分析 OD260／OD280值在 I 8～2 0 

之问。说明有较高纯度(符合蛋白质污染限)，1』 

RNA量为 1．5～2．0 g 

2．2 RT PCR产物定性表达与定量分祈 

经2％琼脂糖凝胶电泳分析．Trophinin与0一 

actin基因的RT—PCR产物与理论长度一致．．目的 

基因 TrophininD3、134、D5开故，而内对照 8 actin 

基因均有强烈表达(如图1)。利用T“3phiodn与0 

aetin灰度比值作为子宫内膜 Frophinin mRNA相对 

表达水平 未孕组、D1、I砣 末检测到 Trophinin 

mRNA的表达；孕|B(1．10 0 17)、1)4(1 41=0．23) 

D5(1．24 4-0．18)与未孕组比较有极显著性差异f P 

<0．叭)。D6仅有少量表达或不表达，计算各组平 

均表达水平(如表 i)。 

表 1 各组 Tmphi e~in }actin平均值 

组 别 

未孕组 

[]l 

m  

n3 

1)4 

D6 

rmphinin／1~ actin平均值 

0 

t) 

II 

I I【】 Il【7 

I 4l±0 23 

I 24+[1】8 

[】_Il±0 04 

随着对胚泡着床的深入研究．越来越多的细胞 

牯附肝 被发现在胚泡的孵化．胚泡对子宫内膜的 

牯附、入侵中起重要作用 Fukuda等利用 RT— 

IK'R技 术研 究发 现 了二 种新 型 的蛋 白分子： 

Trophinin、bystin、tastin蛋白在滋养层畸胎瘤细胞 

系【HT H)和内膜腺癌细胞系(SNG M)中的表 

达：HT—H和 SNG—M分别代表了滋养层细胞和 

内膜细胞的特点，是这两种细胞的典型代表。在实 

验中发现 HT H和SNG—M细胞以各自的细胞表 

面相互粘着．在培养的内膜组织中加人HT—H和 

SNG M两种细胞，二者牯着到表达 Trophinin的 

内膜上皮细胞表面．用抗 Frophinin的抗体处理这 

种组织，牯着消失 这些研究表明Trophinin直接 

介导 HT—H细胞和SNG M细胞与培养的子宫内 

膜上皮细胞间的粘附。妊娠妇女中．Trophinin蛋白 

的表 达 时 间 与着 床 窗 的开 放 时 问 一 致i 一 

Trophinin表达在植人窗口期的滋养外胚层的顶端 

质膜及与之接触的子宫内膜上皮细胞．提示其在最 

初胚泡粘附、人浸子宫内膜中起作用 、 

本研究发现 Trophinin基因在 、鼠子宫内膜的 

表达峰出现在受孕后3～5天，受孕前没有检测到其 

表达，受孕后第 6天仅检测到少量表达，Trophinin 

基因的开敢时间与胚泡着床时间基本一致 这一表 

达规律提示Tmphinin可能在旺泡对子宫内膜的识 

别粘附硬子宫内膜容受陆的形成起重要作用 我们 

还同时观察到Trophinin基因在着睐点与着床旁的 

表达没有差异 ，Tmphinin基因的表达凋控机制还 

宵待进一步研究 Kimber 等研究发现 Trophinin 

和细胞质蛋白 lastin借助于另一种细胞质蛋白 

bvstin的桥梁作用，形成 Trophinin bystin tastin 
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粘附复合物，使胚泡滋养层与子宫内膜的粘附得到 

加固。当有细胞角蛋白8和 18存在时，三者之间的 

结合明显加强[ 。对 Trophinin等粘附分子进一步 

的功能研究将有助于揭示胚泡着床机理和探索不孕 

机制。 
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(上接第 579页)发挥高效 的生物学活性_l 。mtb 

8．4／h ILl2嵌合 DNA质粒的构建成功，为进一步 

研制mtb 8．4／h ILl2嵌合 DNA疫苗奠定了基础， 

该嵌合 DNA疫苗可望将宿主免疫反应 向更强的 

Thl型细胞反应转化，诱导强烈的特异性 CTL反 

应，以达到对结核病的良好预防作用lI2J。mtb 8．4／ 

hiLl2嵌合 DNA质粒在真核细胞的表达及对感染 

小鼠的免疫保护效果将另文发表。 
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