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摘 要：目的 探索白血病抑制因子 (LIF)基冈在小鼠胚泡若床后有无表达。方法 采用RT-PCR技术对孕龄5d、7d、 

10d、12d、和15d的小鼠胚胎 (共5O个，每组 10个)LIF 禺表达进行榆测。结果 在孕龄5d的二个胚胎和孕龄 7d的一个胚 

胎 }t检测到LlF基因弱表达，而在孕龄lOd以卜的肝胎 扣均束发现有LIF璀禺袤达。结论 推测L1F苯冈的表达在小鼠胚胎组织 

中受到限制。 +、 
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Expression of leukemia inhibitory factor during mouse embryogenesis 
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Abstract： Objecdve Leukemia inhibitory factor(LIF)is a pleiotropic cytokine which expresses in the mouse 

endometrium and plays an important role in implan~tlon In the present study we examined whether LIF of mouse 

embryos would express or not afler implantation(5 th一．7 th一，10 th—t2 th-and 15 th—day post coitus)．Metllods 

LIF transcripts for 50 embryos were decteeted by reverse transcription·polymerase chain reaction(RT-PCR)． 

Results LIF weak expressions in only 3 embryos(2 for 5th—day and 1 for 7th-day post coitus)were observed，but 

LIF expressions in the othe~ from lOth·day to 15th—day post coitum were absent．Conclusion Our results 

suggested that LIF expression in the mouse embryo might be limited． 
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白血病抑制因子 (1eukemia inhibitory factor， 

LIF)是一种具有多种生物学括性的分泌性糖蛋白 

l988年，Williams和Smith等相继发现 LIF具有抑制 

胚胎干细胞的分化并保持其增殖能力的作用，从而 

使其在生殖生物学和生殖医学领域中的研究取得长 

足的进展 特别是 Bhatt等的研究表叫小鼠妊娠 

第4天 (即胚泡着床期)了窖内膜组织中存在高水 

平的LIF基因表达．提示子宫内膜LIF基因表达对胚 

泡着床有着重要的作用 。但对于胚泡着床后胚胎 

发育至胎 鼠这一时段胚胎本身有无LIF基因的表 

达，或表达水平如何?不同学者尚有争议。鉴于 

此 ，我们采用RT—PCR技术对胚泡着床后 同发育 

阶段的小鼠胚胎进行了LIFmRNA检测，目的在于探 

索LIF基因在小鼠胚胎中的表达时间及表达水平。 

I 材料和方法 

基童项 目{四川省计生委资助项目 (9644) 

忭者舟鲳，何俊琳 (1966． )，女，讲师，硕士 

1．1 实验动物厦分组 

选未育 6～ 8周龄的 NlH品系小鼠进行 3：1 (雌：雄 ) 

同笼变配，拨日 匕午查见阴栓的雌鼠为受孕第 1天。取孕龄 

第 5天、第 7灭、第 10天、第 12天和第 15天的胚胎共训 50 

个 (每 ‘孕龄组用 5只鼠，10个胚胎)。孕龄5d和7d的胚 

胎均存解剖镜下用平 口4q针头冲洗子宫腔获得，而孕龄 10 

天以 的鼠胚直接剖开子宫取得。同时，剽取5R受孕第4天 

的鼠子宫内膜作为对照 (此时是L1F基因的表达高峰)。 

1．2 总RNA提取 

将胚胎组织和子宫内膜组织分别置r碾群器fIj，加入 

Iml RNA提取液 (宝灵曼产品)充分碾细，取匀浆液于1．5ml 

离心管内，加入200 1氯忻与异戊醇混合物 (体秘比为24： 

I)抽提，冰浴静置15mtn，15000rpm离 IL,15rain，取 清液 

丁1．5ml离心管内，再／；n~．50o 1氯仿与异戊醇混台物抽提， 

15O0orpm离 IL,5min，取 卜浦液加等体积异丙醇混匀．4"C放 

置 Ih以 ．12000 rpm离心 15rain，弃 清液，加入500 l 

70％～75 己醇洗涤 1～2次．沉淀物 (即总RNA，经电泳测 

定无降解)用7O ～75％己醇溶液保存于-20℃冰箱巾备Hj。 

1．3 cDNA~成和 PCR扩增 

采用TitanTM 单管RT-PCR系统 (宝灵曼产品)在同 

反应管中进行eDNA合成和 PCR扩增。 
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主混合物 l：10raM浓度 的 dATP、dCTP、dG．rP和 

并l l，0．3ItM浓度的引物l和引物 2 、下游并0．5 】， 

(引物参,,~,,Nicholas等设计 ，引物】：5l-CCTCTTCCCA 

TCACCCCTGTA一3’，引物2：5’一AGAAG GcC T 

G GAccAccA CAC T．3’)2 】RNA溶解波 (怍模扳 

RNA，浓度约为2 I)，100ram浓度 溶液 2．5 u】，10 

位的Rnase抑制剂，加无菌晕蒸水至25 】。 

主混台物2： RT—PCR缓冲液，古 Mg- 10 I(终浓度 

为1．5raM)，5单位的Tita扎TM酶混台物 1 l，加无菌面蒸水 

25 ul 将主混台物 】和2加入同 。PCR反麻管I【】_混匀， 

放入PCR仪 42'C逆转录30~60 rain进~j：cDNA合成。再按下 

列条件作4O个循环的PCR扩增： 94'C变 l min、5512退火 

3O S、68℃延伸 3rain 

1．4 电泳 

取20 l PCR扩增产物件聚丙酰胺凝胶 l 泳(150V、 

22mA，50 rain)，EB染色，紫外观察，扩增的DNA片段为 

538bp。 

2 结 果 

研究结果表明 对照组的5个了宫内膜样奉均 

显示LIF基因强阳性表达；在孕龄 5d的 lO个胚胎中 

有两个胚胎表现为 LIF基因弱阳性表达 孕龄 7d的 

lO个胚胎中有一个胚胎检测到 LIF基冈弱表达，而 

在孕龄 10d以上的胚胎中均未检测~0LIF基冈表达 

(见图 1)。 

1 2 3 4 5 

图1 ，J、litLIF基因表达 (RT—PCR) 

1：胚胎L1F弱阡3性 (538bp) 

2：Marker(^DNA PBR322MSP1) 

3，5：脐胎LIF阴性 

4：子宫#j J~LIF强阳性 (对照) 

3 讨 论 

有研究证实，小鼠 LIF基因表达具有时问和部 

位的限制，如小鼠了宫内膜LIF基冈表达的高峰期 

是妊娠第 4天 (即胚泡着床期) 一 胚泡着床后 

母体了宫内膜 LIF基阏表达迅速终 『 ，这提示LIF 

基冈在这一时期突发性地强表达与胚泡着床有着密 

切的关系。我们的实验结果也证实了这一结论。对 

于胚胎发育阶段胚胎本身 (无论是着床期，还是着 

床后)LIF基冈是_古表达， 同学者观点 一，有 

人认为胚胎表层存在 LIF基因转录，但却没有检测 

．~LIF mRNA的Northern Blot杂交信 号。我们采用 

更为灵敏的RT--PCR技术对小鼠胚胎发育再阶段的 

胚胎组织进行了 LIF基冈表达的检测 结果在孕龄 

5d和 7d的少最胚胎中 (孕龄 5d的 2个胚胎，孕龄 

7d的 1个胚胎)检测到有 LIF基因表达，而大多数 

孕龄 5d和 7d的胚胎没有检测到 LIF基冈表达。在孕 

龄 10d和 10d以上 的所有胚胎 中也均未检测 到 

LIFmRNA的存在。这与Smith；~FlShen等的研究结果 

一 致 ，至于在少数孕龄 5d和 7d的胚胎中检测到 

有LIFmRNA存在 这更有可能是来源于母体污染 

而不是胚胎本身出现的 LIF基因表达，因为母体了 

宫内膜 LIF基网表达 的高峰虽然在妊娠第 4灭 (P,P 

胚泡着床期) 但如果胚泡着床时问推迟，LIF基 

冈表达的峰期也随之推迟，待艇泡着床后 LIF基 

冈才终止表达。因此，山于小鼠个体的差异可造成 

胚泡着床时问的差异。一 H 胚泡着床推迟2d左右， 

那么我们在孕龄5d或7d的胚胎中检测到的LIFmRNA 

就有可能来自母体了宫内膜组织。 

Murray等曾观察到体外培养的胚泡能分泌有活 

性的LIF ，其他一些研究也证实来源于胚胎的成纤 

维细胞在体外培养时也有 LIF基因表达，这与我们 

以及其他学者的体内实验研究结果相悖，这是沓是 

山于体外培养时，培养基中某些外源因子刺激了 

LIF基冈表达所造成的著异，有待进一步研究 ，弄 

清这一问题将有助于探索LIF基因表达的调控。 

最近Nichols等 报道培养的具有多向生长潜能 

的鼠胚内细胞群 (inner cell maSs)没有LIF基冈表 

达 ，却存在LlF一受体的表达，而胎盘等胚外组织 

也有不同程度的LIF表达 。冈此，我们推测小鼠胚 

胎着床后LIF基因暂停表达可能受母体调控，胚胎 

内细胞群产生的LIF一受体与胎盘产生的LIF发生作 

用，支持胚胎妊娠，从而促进早期胚腑发育。 

(下转第344页) 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


． 344． 重庆医科大学学报2000q~第25卷第4期 (Acta Universilalis S~entiae Medic~nae Chongqing) 

CD44还能介导淋巴细胞与毛细血管后微静脉 

内皮结合而促进其特异性归巢。癌细胞也借此归巢 

受体而促进其转移。而通过使用抗CD44V抗体，则 

能有效抑制肿瘤的转移 。Gap Ya．1un也证实胃肠 

癌患者尤其伴有癌转移者血中可溶性CD44的浓度 

刳显增高，于术切除肿瘤或化疗后，血中CD44浓 

度明显降低 。本实验发现原发灶CD44 和CD44S 

阳性表达者，其淋巴结转移率高达83．3％和80％， 

提示CD44V6和CD44S的表达与肿瘤的淋巴结转移密 

切相关。 

本实验结果提示CD44V6和CD44S在胃癌浸润和 

淋巴结转移中发挥了重要作用，可作为临床估汁胃 

癌预后的指标之一。 
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