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瘦素及其受体系统在小鼠胚泡着床过程中子宫内膜的表达 

骆明勇，杨 戎，王应雄，刘孝云 

(重庆医科大学生殖医学系，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨瘦素(1eptin)及其受体(Ob—Rb)在小鼠胚泡着床过程中子宫内膜的表达规律，以明确其在胚泡着床过程 

中的可能作用。方法：采用半定量逆转录聚合酶链反应(RT—PCR)，检测小鼠胚泡着床过程中子宫内膜 leptin及其受体(Ob 

— Rb)的表达。结果：leptin在胚泡着床过程中在小鼠子宫内膜也都有表达，各时期的表达水平差异不明显(P>0。05)；Ob— 

Rb在胚泡着床过程中在小鼠子宫内膜也都有表达，各时期的表达水平差异(P<0。01)，且在孕期第 4天表达水平最高，在 5 

到7天仍然维持在一定水平。结论：瘦素及其受体(Ob—Rb)可能在胚泡着床过程中发挥作用，同时也可能参与着床后胚胎的 

生长发育。 
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Expression of leptin and leptin receptor system in the endometrium of 

mouse in the implantation process 

LUO Mingyong，et al 

(Department ofReproductive Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To invstgate the expression of leptin and leptin receptor system in the endometrium of mouse in the implanta— 

tion process．Methods：By reverse transcription—polymerase chain reaction(RT—PCR)，the expressions of leptin and leptin receptor 

(Ob—Rb)gene in the endometrium of mouse in the different phases of the implantation process were detected。Results：Leptin was 

expressed in the endometrium of mouse throughout the implantation process。The expression showed no signficant differences in the 

different phases of the implantation process(P>0．05)．Ob—Rb吣 also expressed in the endometrium of mouse throughout the im— 

plantation process，but the expressions were significantly different in the different phases of the implantation process(P<O．O1)。And 

the expression at 4th day、Ⅳas the highest；from day 5 to day 7．its expression was on a higher 1eve1 compared with normal endometri— 

urn．Conclusion：Leptin and leptin receptor may be involved in the implantation and the development of embryo． 
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瘦素(1eptin)是肥胖基因(Ob)编码有肽类激 

素L1 J，主要由脂肪组织合成，但近来发现胃、乳腺、 

骨骼肌及胎盘等组织也合成瘦素。瘦素通过其受体 

发挥作用，leptin受体属于工类细胞因子受体家族， 

现在已发现了五种亚型(Ob—Ra，Ob—Rb，Ob—Rc， 

Ob—Rd和Ob—Re)，长型受体Ob—Rb具有一个长 

的细胞内区域，可以激活JAK／STAT信号转导通 

路。现已证明，瘦素受体在下丘脑、垂体、心、肝、肾、 

子宫及卵巢等部位均有表达。瘦素主要通过与其受 

体结合作用于中枢神经系统和外周组织，调节食物 

作者介绍：骆明勇(1975一 )，男，硕士， 

主要研究方向：胚泡着床的分子机制。 

的摄取、能量的平衡、脂肪储存等。近年来的研究表 

明，leptin在生长发育、青春期的调节及一些女性生 

殖健康相关的疾病中起重要作用。 

近来，leptin及其受体在生殖中的作用是生殖 

医学研究的热点。本实验采用 RT—PCR技术就小 

鼠胚泡着床过程中瘦素及．Ob—Rb在子宫内膜的表 

达进行研究，探讨其在着床中的作用。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

1．1．1 标本的收集 本实验采用成年昆明种小鼠，体重23 

-- 25g，取自重庆医科大学实验动物中心。雌鼠常规超排卵 
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处理后，与成年雄鼠1：1合笼交配过夜，次日晨检查雌鼠阴 

道有阴栓者确定为妊娠第 1天。将孕鼠随机分为7组，每组 

10只，分别在 1、2、3、4,5、6、7天上午 8点左右脱颈处死 ，取 

出子宫，孕期5～7天的小鼠在解剖显微镜下剔除胚泡着床 

点的胚胎组织，冲洗子宫，然后剥离子宫内膜，置于一80℃保 

存。 

1．1．2 主要试剂 小量组织／细胞总 RNA抽提试剂盒购至 

上海华舜，M—MLV逆转录酶购 自Promega，TaKaRa Ex 

Taq DNA聚合酶和DL2000DNA marker购自TaKaRa。 

1．2 方法 

1．2．1 总 RNA提取 

采用华舜小量组织／细胞总RNA抽提试剂盒，用 hnl裂 

解液将50rag的组织充分匀浆，加入氯仿0．2ml混匀，离心， 

吸取上清液加入 75％的乙醇，转移入 RNA吸附柱，然后依 

次加入去蛋白液、洗涤液，离心，加入纯水洗柱，用离心管收 

集得总RNA，一80℃保存备用。 

临用前用紫外分光光度计测定 RNA的OD260／OD280 

的比值，判定其纯度，并计算浓度。取部分RNA进行甲醛变 

性琼脂糖凝胶电泳，判定RNA的完整性。 

1．2．2 引物序列 

引物均由上海生工合成，序列如下： 

leptin[2 J：扩增片段长度为142bp 

—七游：5’一TGCTGCAGATAGCCAA1bAC一3’ 

下游：5’一AGTAGAGTGA~ CCAGGA一3’ 

Ob—Rb1 J：扩增片段长度为533bD 

上游：5’一G1 、GAGCA1℃TCT℃CTGGAG一3’ 

下游：5’一ACCACACCAGACCL~GAAAG一3’ 

—actin：扩增片段长度为329bp 

上游：5’一AGAT℃，rI()GCACCACACCT1℃TAC一3’ 

下游：5’一TCAGGAT℃TTCATGAGGTAGTCT一3’ 

1．2．3 RT—PCR采用两步法，包括逆转录和 PCR两步。 

逆转录 ：总 RNA．2pg70"C变性 5rain，再加入 5td5×RT 

缓冲液，2t~ll0nmlol／L dNTP，25U RNasin、0．5pg oig(dT)、 

200U M—MLV逆转录酶，加水至25／．1混匀，421260rain，最 

后 70℃lOmin，产物用于 PCR， 

PCR：取cDNA 3止 ，加入 10×PCR缓冲液、TaKaRa Ex 

Taq DNA聚合酶、MgC12、dNTP、引物，最后加入至总体积 

25 。Leptin的扩增条件为：94℃变性 50s，5412退火 50s， 

72℃延伸30s，进行35个循环；Ob—Rb和B—actin的矿增条 

件为【 J：9412变性 lmin，5512退火 lmin，72*(2延伸 lmin，进 

行 35个循环。 

1．2．4 电泳及结果分析 

取PCR产物 5 l加6×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 

Image—Pro Plus软件分析各条带灰度值，得 leptin／B—actin 

和Ob—Rb／~3一actin的灰度比值，即为leptin和Ob—Rb的相 

对表达值。 

1．2．5 统计处理 实验结果采用sPSS 10．0统计软件进行 

处理。多组间比较用方差分析 ，多重比较用 LSD—t检验。 

2 结 果 

2．1 RNA样品的鉴定 

用紫外分光光度计测得各标本的 OD260／ 

OD280值在 1．8～2．0之间，说明 RNA有较高纯 

度，浓度为 0．5～1．0 g l。1％甲醛变性琼脂糖凝 

胶电泳结果说明RNA基本没降解，较完整。 

2．2 PT—PCR产物定性及半定量分析 

经 1．5％琼脂糖凝胶电泳分析后，|eptinOb— 

Rb、与 J3一actin基因的 RT—PCR产物与理论长度 

相一致 (见图 1)，leptin／13一actin和 Ob～Rb／13一 

actin的灰度比值，即为 leptin和 Ob—Rb的相对表 

达值。 

D0 Dl D2 D3 D4 D5 D6 117 I 

图 1 RT—PCR电泳图 

A．Leptin B．Ob—Rb C．B—actin DO．未孕小鼠，D1--D7 

孕期 1—7天小鼠，M．DL2000 marker 

靛 

DO D2 D4 D6 

图2 leptin和Ob—Rb在小鼠胚泡着床过程中的表达 

130．未孕小鼠，D1～7，孕期1～7天小鼠 
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Leptin在未受孕小鼠的子宫内膜有表达 ，表达 

水平为0．53±0．04；同时在孕期 1～7天也有表达，表 

达水平第 1天为0．61±0．05，第 2天为 0．55±0．05， 

第 3天为 0．61±0．06，第 4天为 0．62±0．07，第 5 

天为0．54±0．04，第 6天为 0．59±0．05，第 7天为 

0．53±0．04。统计分析后，F=0．681，P>0．05， 

leptin在小鼠子宫内膜的表达在未受孕及各孕期的 

差别不显著(见图 2)。 

~ptin受体(Oh—Rb)在未受孕和各孕期小鼠 

都有表达(见图2)，统计分析，F=7．604，P<0．01， 

各组之间的差异显著。在未受孕小鼠子宫内膜的表 

达水平为0．47±0．04；受孕第 1天开始升高，表达 

水平为0．61±0．05，但与未受孕比较差别不显著(P 

>0．05)；第 2天表达水平为 0．73±0．06，与未受孕 

比较差别仍然不显著(P>0．05)；第 3天的表达水 

平为 1．0314±0．08，与未受孕比较差别开始具有显著 

性(P<0．05)；第 4天达到峰值，表达水平为 1．2332± 

0．07；第5天开始下降，表达水平为 1．0455±0．06，与 

未受孕比较差别仍然具有显著性(P<0．01)；第 6 

天和第7天的仍然维持在一个较高水平，表达水平 

为 0．9614±0．05和 0．7388±0．06，与未受孕小鼠 

比较差别仍有显著性，而与第 4天和第 5天的差别 

也有显著性(P<0．05)。 

3 讨 论 

最初，人们在研究肥胖症和进食过量中发现瘦 

素与肥胖症和食物摄取的调节密切相关。近年来的 

研究显示，瘦素参与哺乳动物许多的其它生理活动， 

包括血管生成、血细胞生成、炎症反应、青春期的启 

动及生殖等l4,5j。在人类生殖过程中，leptin可能与 

不孕、子宫内膜异位症及先兆子痫等有关。瘦素水 

平低下或缺失的 Ob／Ob小鼠不但肥胖 ，而且不孕， 

在给予外源性的leptin治疗后，其体重减轻，有恢复 

生殖功能 ，说明与生殖功能密切相关 6。 

胚泡着床是一个复杂的过程，近来的研究证实， 

有许多调控因子参与了此过程 ，包括细胞因子、细胞 

间粘附分子、糖复合物、激素、核转录因子及原癌基 

因等。近年对 leptin的研究发现，它也与胚泡植入 

过程相关。Gonzalez等l ]发现人分泌期的子宫内膜 

和体外培养的子宫内膜细胞有 leptin和leptin受体 

的表达，同时发现人胚泡调节 leptin的分泌，说明 

leptin系统可能与胚泡着床有关。 fer等L8j的研究 

发现，leptin受体蛋白在人子宫内膜表达，并呈周期 

性变化，在卵泡期和黄体中期表达。Kitaw~i等 j 

也证实人子宫内膜有 leptin受体 mRNA和蛋白表 

达，且表达也有规律，在分泌早期达峰值。这些研究 

证实了子宫内膜是 leptin的分泌器官，且表达 leptin 

的功能性受体，又是leptin作用的靶器官。同时lep— 

tin与其受体的相互作用影响子宫内膜一些与着床 

相关因子的表达。Fukuda等[加j在体外的研究显 

示 ，leptin可以调节子宫内膜 IL一6和趋化因子的 

表达。Castellucci[n]在研究显示 leptin可以刺激基 

质金属蛋白酶(MMPs)的分泌。Wu等l j还发现 

leptin可以提高子宫内膜基质细胞的增生。这些研 

究提示leptin通过自分泌或旁分泌的形式，与其受 

体相互作用，调节子宫内膜的生理功能，介导子宫的 

容受性状态，及胚胎和子宫内膜之间的沟通。 

本研究证实了leptin的功能性受体 Ob—Rb在 

胚泡着床过程中表达有一定规律性，其在孕期第 4 

天有一个峰值表达，这也提示其在胚泡植入过程中 

起一定作用。结合以前的研究，我们推测 leptin系 

统可能通过调节机体特别是子宫局部的能量代谢， 

为胚泡的植入做好能量上的准备。同时它还可以促 

进子宫内膜基质细胞的增生，调节机体激素的分泌 

以及胚泡着床调控网络中的一些调控因子的表达， 

可能参与胚泡在子宫内膜的定位、粘附和侵润等过 

程。同时本研究结果还显示 leptin及其功能受体 

Ob—Rb在胚泡植入后仍保持在一定水平，提示它 

们可能参与着床后胚胎的生长发育。 

~ptin及其受体在胚泡着床过程中发挥作用， 

但其具体作用机制尚不完全明了，还有待进一步研 

究 
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从而产生功能上的差异所致[8l。 

总之，Wnt信号传导通路在肿瘤的发生，发展 

过程中起着重要的作用。但其多种组分在不同肿瘤 

中的改变及具体作用机制尚待进一步探讨。 
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