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小鼠子宫内膜胚泡着床点及旁组织白血病抑制因子基因表达研究 

杨 戎 ，骆明勇 ，王应雄 ，魏莎莉 ，刘孝云 

(重庆医科大学生殖医学系，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨白血病抑制因子(LIF)基因在小鼠胚泡着床窗口期了宫内膜表达的特定部位。方法：采用半定量逆转录 

聚合酶链反应(RT—PCR)，对 20只孕期第 4天的小鼠子宫内膜着床点和旁组织的 LIF mRNA进行检测。结果：20只孕期第 

4天的小鼠着床点 LIF mRNA表达平均水平为 0．5316，旁组织 LIF mRNA表达平均水平为 0．3711。统计处理 t检验差异具 

有显著性(P<0．05)。结论：在胚泡着床窗口期，小鼠子宫内膜胚泡着床点和旁组织 LIF基因表达存在差异。 

【关键词】白血病抑制因子；子宫内膜；着床；基因表达 

【中国图书分类法分类号】R394．33 【文献标识码】A 【收稿日期】2003—09—16 

Expression of leukemia inhibitory factor gene of implantation 

sites and paraimplantation sites frOm mouse endometrium 
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【Abstract】Objective：To investgate the definite spot of expression of leukemia inhibitory factor gene in mouse endometrium in the im． 

plantation window phase．Methods：By reverse transcription—polymerase chain reaction(RT—PCR)，the expression of LIF gene of 20 

cases of the implantation sites and the paraimplantation sites from the endometrium of the mice that were 4 days pregnant was detect— 

ee1．Results：The average level of LIF mRNA expression of the implantation sites was 0．5316．The average level of LIF mtLNA ex— 

pression of the paraimplantation sites Was 0．3711．By the statistic t—test，the difference Was significant(P<0．05)．Conclusion：In 

the implan tation window phase，the LIF gene expressions of the implantation sites and the paraimplantation sites from the mouse en— 

dometrium are different． 
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白血病 抑制 因子 (Leukemia inhibitory factor， 

LIF)是一种具有多功能的糖蛋白，因其能诱导小鼠 

M1型白血病细胞分化为巨噬细胞和抑制白血病细 

胞增殖而得名。近年的研究证实，LIF基因表达在 

小鼠胚泡着床过程中起重要作用⋯ ，且在小鼠胚泡 

着床窗口期(即妊娠第 4天)，子宫内膜 LIF基因表 

现出突发性 的强烈 表达[2，3l。本研 究采 用 RT— 

PCR技术对孕期第 4天的小鼠子宫内膜着床点和 

着床旁组织 LIF基因表达进行了研究。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

作者介绍 ：杨戎(1962一 )，女 ，副教授， 

主要研究方向：胚泡着床的分子机制。 

1．1．1 实验动物 本实验采用重庆医科大学实验动物中心 

的 NIH小鼠，受孕第 4天的小鼠20只。 

1．1．2 主要试剂 TRIZOL和 dNTP购 自上海生工，M— 

MLV逆 转 录酶 购 自 Promega，Taq DNA 聚 合 酶 购 自 

TaKaRa。 

1．2 方法 

1．2．1 标本收集 妊娠第4天的小鼠从尾静脉注射 0．5％ 

台盼蓝 0．3ml，10min后脱颈处死，取出子宫并将其在白色背 

景下自然平展，取着色点部位组织(即胚泡着床点)及其周围 

旁组织(未着色部位)，置于 一70℃保存。 

1．2．2 总 RNA提取 

用 1mlTRIZOL将 100mg的组织充分匀浆，加 0．2ml异 

戊醇(异戊醇：氯仿三 1：24)混匀，离心，取上清液再加入与 

上清液等量的异丙醇，离心，沉淀用 75％的乙醇洗涤两次， 

再用 75％乙醇放一20℃保存备用。 

临用时倒出乙醇，用 DEPC处理的纯水溶解，并用紫外 

分光光度计测定 RNA的 0D26o／OD2踟的比值，判定其纯度， 
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并计算其浓度。取部分 RNA进行甲醛变性琼脂糖凝胶电 

泳，判定 RNA的完整性。 

1．2．3 引物设计 

p actin和 LIF引物均由上海生工合成。序列见表 1 

1．2．4 cDNA的合成和PCR扩增 

cDNA第～链的合成：模板 RNA 7017变性 5min，再加入 

dNTP、随机引物等3717孵育 5min，加入 M—MLV逆转录酶 

42℃ 60min，最后 70℃ 10min。 

PCR扩增：本实验采用单管法。9417预变性 5min；94℃ 

变性 50s，50℃退火 50s，7217延伸 90s，进行32个循环；最后 

72℃再延伸 10rain。 

1．2．5 电泳及结果分析 取 PCR产物 5／,1加 6x上样缓冲 

液 1／zl，1．5％琼脂糖凝胶电泳(200V，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 LIF／~一actin的灰度比值，即为 LIF mRNA的相对 

表达值。 

1．3 统计处理 

实验结果采用 t检验处理。 

2 结 果 

2．1 RNA样品的鉴定 

用紫外分光光度计测 Oth60／OD280值在 1．8～ 

2．0之间，说明 RNA有较高纯度。1／~IRNA的量为 

0．5～1．5 g。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 RT—PCR产物定性及定量分析 

经 1．5％琼脂糖凝胶电泳后，LIF和B—actin基 

因的 RT—PCR产物与理论长度相一致(见图 l、图 

2)。用 LIF／13一actin灰度比值作为LIF基因的相对 

表达值。20只孕期第4天的小鼠着床点LIF m／LNA 

表达平均水平为 0．5316，旁组织 LIF n1R A表达平 

均水平为 0．3711。最后进行统计处理，f=2．9450。 

P<0．05，差异具有显著性。即在胚泡着床窗 口期 ， 

小鼠子宫内膜胚泡着床点与旁组织 LIF基因表达 

不同，着床点的 LIF基因表达明显高于旁组织的表 

达。 

I 2 3 4 5 6 r， M 

图 I I～7着床点 LIFRT—PCR产物电泳图 

(M pBR322AIul marker) 

1 2 3 4 5 6 7 M 

表 1 引物序列 

图2 1～7旁组织 LIFRT～PCR产物电泳图 

(M pBR322AIul marker) 

9bp 

1bp 

29bp 

71bp 

3 讨 论 

胚泡着床为妊娠建立的一个重要阶段，至今其 

机制尚不清楚。但近年来国内外学者研究 已证实， 

LIF在胚泡着床以及胚胎早期发育中起重要作用。 

SteWart[1]在对 LIF缺失的转基因小鼠研究 中发现， 

胚泡不能在 LIF基 因缺失的转基因小 鼠子宫 内着 

床 ，如果给这种转基 因小 鼠的子 宫内注入外源性 

LIF，或将胚泡移植到假孕的野生型小 鼠中，胚泡便 

可正常着床。Tsaif3J用 LIF提高了小鼠培养胚胎的 

卵裂数和胚泡形成率 ，并促进 了滋养层细胞增生。 

这些都证实了 LIF在胚泡植入过程中的重要作用。 

同时 LIF基因在小鼠子宫内膜表达具 (下转第350页) 
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(上接第333 7A)有很强 的时段性 。Bhatt~ J用 LIF基 

因探针印迹杂交在小鼠胚泡着床窗口期(受孕第 4 

天)检测到 LIF基因峰值表达。翁亚光_2_2等的研究 

表明，在胚泡着床窗口期 LIF基因在小鼠子宫内膜 

呈强阳性表达。 

LIF在胚泡着床中的重要作用已经得到证实， 

且 LIF基因在着床窗口期呈峰值表达。基于以上 

研究，循着这一思路，LIF基因在小鼠着床窗口期子 

宫内膜表达是否在特定部位 呢?本研究表明，LIF 

基因在胚泡着床窗口期小鼠子宫内膜的表达具有特 

定部位，着床点的表达值明显高于旁组织的表达值。 

我们认为 LIF在着床点的这种高水平表达有利于 

胚泡的成功植入 ，也为胚胎的形成创造了有利条件， 

并促进了胚胎的早期发育。这都印证了 LIF在胚 

泡着床以及胚胎早期发育中的重要作用。 

Kojima[5_用 Northern blot和 RT—PCR检测了 

人子宫内膜 LIF基 因的表达 ，证实 了其在月经周期 

和孕期中扮演了重要的角色。王应雄 6_、黎刚I7 J等 

也对人子宫内膜的LIF基因表达作了深入的研究， 

也同样发现 LIF在人胚泡植入以及早期孕娠中的 

重要作用。本研究证实了 LIF基因在子宫内膜表 

达的特定部位，人们能否利用这一重要信息而获取 

新的生殖调控手段还有待进一步研究。 
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