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子宫蜕膜 白血病抑制因子基因表达研究 
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(重庆医科大学遗传优生教研室 重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨白血病抑制因子 (LIF)基因在人类妊娠早期蜕膜组织的表达情况。方法： 采用半定量逆转录聚合酶 

链反应 (RT-PCR)技术，对36例正常妊娠早期妇女子宫蜕膜LIFmRNA进行检测。结果：36例蜕膜组织均有较强LIFmRNA表 

达，平均表达水平为l-3 14+--0．457。结论： 人LIF基因表达可能同早期胚胎发育和妊娠维持有关。 
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【Abstract】Objective：To investigate the expression of leukemia inhibitory factor gene in human first trimester 

decidua．Methods：By reverse transcription—polymerase chain reacion(RT-PCR)，the expression of LIF gene of 36 

cases of decidua from human norm~ pregnancy was detected．Results：All of the decidua specimens had strong 

LIF gene expression．The level of LIF mRNA expression Was I．3 i 4±0．457．Conclusion：Our findings suggested 

that the expression of LIF gene might play an important role in the early phase of embryo development and also in 

the maintenance of pregnancy． 
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白血病抑制因子 (Leukemia inhibitory factor， 

LIF)是一种具有多种功能活性的糖蛋 白分子，如 

抑制胚胎干细胞分化，刺激肝细胞合成急性反应蛋 

白，促进骨吸收，参与神经系统功能等。因其能诱 

导髓样M1白血病细胞分化为正常细胞而得名 。90 

年代以来，研究证实，LIF基 因表达是小鼠胚泡成 

功着床的关键 Ⅲ，而且LIF很可能对人胚泡着床也是 

必须的。此外，新近的研究表明LIF基因表达对促 

进胚胎早期发育[2 和胚泡成功着床后胎盘的形成起 

着重要的作用口】。本研究通过RT-PCR技术对孕早期 

子宫蜕膜LIF基 因表达进行研究，拟探讨它在妊娠 

中可能的生物学效应。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

1．1．1 研究对象 系2000年 lO月~2001年3月到重庆医科大 

学临床学院妇产科门诊准备实施人工流产术的病例。年龄22 
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～ 30岁，取材时妊娠完全正常，停经40～84 d。夫妇双方染 

色体核型正常，抗精子抗体阴性，夫妇双方RH血型一致， 

子宫发育正常，无中重度子宫内膜异位，生殖激素水平正 

常，妊娠期无病毒感染及其它疾病史，无致畸环境接触史和 

近期服药史，无烟酒嗜好，家族无遗传病史． 

1．1．2 主要试剂 TRIZOL Reagent和M．MLV one．step RT． 

PCRkit均购自上海生工产品。 

1．2 方法 

l-2．1 标本收集 行人工流产后即刻取吸出物中的蜕膜组 

织，生理盐水洗净血液，置于．70~C保存。 

1．2．2 组织总RNA提取 用I mlTRIZOL Reagent将约 0．I g组 

织充分匀浆，加0．2ml 4％异戊醇 (异戊醇：氯仿一l：24)摇 

匀、离心，取上清液加O．5 mI异丙醇沉淀RNA，75％乙醇 

．20℃保存备用。用时弃去乙醇，加经DEPC处理的纯水溶 

解，并用紫外分光光度计测定RNA的OD260／OD280~，判定 

总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。 

1．2_3 引物设计 

LIF引 物 设 计 参 照 文 献 I， 上 游 引 物 ： 5’． 

CAGCATCACTGAATCACAGAGC．3’， 下 游 引 物 ： 5’． 

AGrATG CATCCCCACAGGG．3’， 拟 扩增 片段 长度 为 

527bp。 

内对照基因 D．actin~I物设计参照文献【5】，由于 D．actin 
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在各组织 中呈稳定表达，很少受其它 因素的影响，故选用它 

作为内对照。上游引物：5'-AcAccTTcTAcAATGAGcTG． 

3’，下游引物：5'-CTGC1_I、GCTGATCCACATCT．3’，拟扩增 

片段长度为828bp。 

1．2．4 RT-PCR采用单管法，用M．MLV one．step RT．PCR 

kit。模板RNA先单独70~C变性5min，而后进入cDNA合成： 

38℃25min；95℃5min；PCR扩增35个循环：94~C46s， 58℃ 

46s，72℃lmin。72℃再延~10min． 

1．2．5 PCR产物电泳及定量 分析 取PCR产物4 l，加2 l蒸 

馏水和6×载 样缓 冲液 1．5 l，2％琼脂糖 凝胶 电泳 (150V 

55mA 60min)。紫外灯下观察摄像。凝胶图象分析系统 

(CCD)扫描各电泳带灰度值，计算LIF与灰度值的比值， 

作为蜕膜LIFmRNA的表达水平。 

1．2．6 结果分析 计算LIFmRNA的平均表达水平。 

2 结 果 

2．1 RNA样品鉴定 

1％甲醛变性琼脂糖凝胶电泳可见28S、l8S和 

5S三条带，而且28s条带 的亮度大约为 l8s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1．8～2．0 

之间，说明有较高纯度 (符合蛋白质污染限)，l 

l RNA量为0．5～2．0 g。 

2．2 RT．PCR产物定性表达与定量分析 

经2％琼脂糖凝胶 电泳分析，LIF与 D-actin基因 

的RT-PCR产物与理论 长度相一致 。蜕膜 目的基因 

LIF与内对照基因 D-actin均有强烈表达 (见图1)。 

利 用LIF／B -actin灰 度 值 比值 作 为 子 宫 蜕 膜LIF 

mRNA相对表达水平，计算平均表达水平为1．3l4± 

0．457。 

3 讨 论 

随着对生殖机理的深入研究，细胞 因子在生殖 

中所起的作用 日益受到学者们的关注 。细胞因子是 

由多种细胞分泌 的具有调 节细胞功能的小分子 多 

肽，包括LIF、TNF-Ot、CSF-1、早孕因子EPF等。 

新近的一些研究证明LIF是参与胚泡着床最重要的 

细胞因子之一 。LIF基 因缺失的雌 鼠虽能正常排卵 

且受精卯能发育到胚泡阶段，但着床期胚泡游离于 

子宫而不能着床。但若将这种LIF基 因缺陷胚泡移 

植到野生型假孕小 鼠或在LIF基因缺失的雌鼠子宫 

内注射外源性LIF，则胚泡能着床并发育为成体⋯。 

Laird等 在临床中发现不明原 因不孕的妇女分泌期 

子宫内膜LIF表达强度较正常生育妇女低，这说明 

LIF基因表达在人类胚胎着床中可能也是必需 的。 

其后，随着R~LIF的深入研究发现，它对早期卵母 

细胞发育与定时排卵也起着重要作用。它可促进小 

鼠原始生殖细胞 (primordial germ cell，PGC)的生 

长 ，含有LIF的培养 液明显促进 PGC分 裂增殖 能 

力 】。此外。LIF对早期胚胎发育也起着重要作用。 

TaSi【2 报道LIF提高小鼠培养胚胎的卵裂数和卵泡形 

成率，明显促进着床前胚胎的生长与孵出，并能促 

进滋养层细胞增生。 

小鼠子宫 内膜妊娠第 4天，母羊子宫 内膜妊娠 

第 16~1]20天，人子宫内膜于分泌期的中晚期 (19～ 

25 d)，均出现LIF爆发表达高峰，LIF基因表达的 

高峰期与胚泡着床期保持高度一致性提示了LIF在 

胚泡着床中可能起着重要的作用。人胚泡着床后， 

子宫内膜蜕膜化形成蜕膜，妊娠的继续是否还需要 

LIF基因的表达?循着这一思路，我们对妊娠早期 

蜕膜组织LIF基 因表达进行了研究，结果表明LIF基 

因在蜕膜组织中仍存在较为强烈的表达，尽管表达 

水平可能不及着床期间的表达峰，但这仍提示维持 

早 期妊娠 可能仍然需要LIF的表达 。动物实验表 

明，小 鼠缺失一个功能性LIF受体基 因时，表现出 

图1 蜕膜LIF RT-PCR产物电泳图(M ：Marker PBR322) 

▲／  ‘acljn 828bp 

— 一 ￡-『F527bp 
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胎盘血管发育改变，致使胎盘发育不全，胎儿营养 

不良 。而纯合gpl30突变体小鼠胚胎在妊娠12．5天 

后逐渐死亡 。LIF行使功能正是通过与LIF受体及 

gpl30相作用的，这丛侧面说明LIF对妊娠维持具有 

重要意义 。本研究提示LIF是维持早期妊娠的重要 

细胞因子，子宫蜕膜LIF基因表达异常则可能导致 

妊娠异常，但子宫蜕膜LIF基 因表达可否作为临床 

原因不明习惯性流产 (或自然流产)病因诊断的检 

测指标之一，有待进一步研究。 
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