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Mmu-miR-24对小鼠着床期子宫内膜基质细胞 

和蜕膜细胞的调节作用 
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荣。，王应雄 1，刘学庆 

400016；2．重庆医科大学附属第一医院妇产科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨 mmu—miR一24在小鼠子宫内膜基质细胞和蜕膜细胞中的作用。方法：收集妊娠第 1、4．5、6天(D 、D 、D 、D ) 

的小鼠子宫；分离小鼠基质细胞，体外激素人工诱导蜕膜化。实时定量 PCR(real—time quantitative PCR,qRT—PCR)、原位杂交 

(in situ hybridization，ISH)以及蛋 白印迹(Western blot)检测 mmu—miR一24及相应因子的表达。采用脂质体 2000转染 mmu— 

miR一24模拟物(mimics)及抑制物(inhibitor)模型上调或下调mmu—miR一24表达后，检测细胞凋亡与细胞周期。结果：mmu— 

miR一24在Dt高表达，且表达量高于D ( 0．003)。mmu—miR：24在D 的腔上皮、腺上皮及少量基质细胞中表达，而在妊娠第5 

天着床点(D implantation site，D IS)及妊娠第6天着床点(DdS)的蜕膜区表达，且 D Is的表达量高于第 5天着床旁(D inter_ 

implantation site，D IIS)的表达量，但无统计差异(尸=O．094)。在基质细胞中，mimics干扰后，S期的细胞数降低(e=-0．000)，增殖因 

子 PCNA表达降低，总凋亡细胞数目增加(P=0．042)，凋亡因子 BAX表达增高；通过inhibitor干扰后，G1期细胞数降低(P= 

0．005)，S期与 G2期细胞数有所升高(P_0．075，P=0．054)，PCNA表达增多，晚期凋亡细胞数目减少(P=0．009)，BAX表达降低。 

在蜕膜细胞中，mimics干扰后，与对照组相比，G1期细胞数升高( 0．002)，S期细胞数降低( 0．000)，PCNA表达降低，晚期凋 

亡细胞数目增加(尸=0．025)，BAX表达增多；inhibitor干扰后，与对照组相比，s期细胞数升高(P=0．026)，PCNA表达增多；晚期 

凋亡细胞数目减少(尸=0．0O6)，BAX表达降低。结论：在胚胎植入前，mmu—miR一24的低表达可促进基质细胞的增殖：在胚胎植 

入期，mmu—miR一24的高表达可促进蜕膜细胞凋亡，有利于妊娠的维持。 

【关键词】mmu—miR一24；胚胎植入；蜕膜化；细胞凋亡；细胞增殖 
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Effect of MmU—miR-24 on endometriaI stromal and deciduaI cells 

during early pregnancy in mice 
Yan g ran~'

，
Wu Mengyun ，Li Rong2，Wang YingxiongI，Liu XueqingJ 

(1．Laboratory ofReproductive Biology，School ofPublic Health and Management； 

Chongqing Medical University；2．Department of Obstetrics and Gynecology， 

The First Affliated Hospital of Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To explore the effect of micmRNA一24(mmu—miR一24)in endometrial stromal cells during early pregnancy in 

mice．Methods：Uterus tissues were collected on pregnancy of day 1，4，5，6(Dl，D4，D5，D6)．The expressions of mmu—miR一24 and 

other factom were detected by real—time quantitative PCR(qRT—PCR)，in situ hybridization，and Western blot．The primary stromal 

cells were induced by estradiol(E2)and progesterone(P4)for decidulization．Flow cytometry was implemented to detect cell cycle 

and cell apoptosis．Results：The expression of mmu—miR一24 was detected in uterine luminal，glandular epithelium，and stromal cell on 

Day 4．The expression level of mmu—miR一24 on D5IS was higher than the level on D5IIS．On D5IS and DJS，mmu—miR-24 was located 

in decidual zone．When mmu—miR一24 mimics being incorporated into stromal cells，the number of stromal cells in the S phase was 

decreased，the expression of PCNA was decreased，the total apoptotic cell was increased，and the expression of BAX was increased．In 

contrast．when mmu—miR一24 inhibitor being incorporated into stromal cells，the number of stromal cells in G1 phase and S phase were 

decreased and increased respectively，and PCNA expression level was increased，the number of non-viable apoptotic cell was de— 

cr_eased．and BAX level was decrleased in stormal ce11s．On the other hand,when incorporating mmu—miR一24 mimics into the decid一 
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Hal cells．the number of decidual cells in the S phase was de— 

creased．and PCNA expression level was decreased，the number 

of non-viable apoptotic cell was increased．and BAX level was 

increased in decidual cells．Lastly，when treating decidual cells 

with mmu—miR一24 inhibitor．the number of decidual，cells in 

the S phase was increased．and PCNA expression level was in- 
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creased，the number of non—viable apoptotic cell was decreased，and BAX level was decreased in decidual cells．Conclusion：The 

low expression of mmu—miR一24 in stromal cells may promote the progress of cell proliferation． The high expression of mmu—nfiR一24 

in decidual cells may promote the progress of cell apoptosis during decidulization． 

【Key wordslmmu—miR一24；embryo imp1antati0n；decidulization；cell proliferation；cell apoptosis 

母一胎间相互交流是维持成功妊娠的基础 ，在 

胚胎着床前的第 4天(D )，子宫内膜基质细胞显著 

增殖为随后的胚胎着床提供条件 。随着胚胎的植 

入，子宫内膜基质细胞开始分化 ，形成具有特殊功 

能的蜕膜细胞 ，从而为胚胎提供营养以及对随后 

胎盘的形成具有重要意义同。子宫内膜细胞蜕膜化 

异常将导致胚胎植入失败、胚胎吸收，并导致妊娠 

失败嘲。已有研究表明，一些细胞因子在植入前的基 

质细胞中表达．参与调控基质细胞增殖与蜕膜化的 

进程 ，如 Hoxal0等『9_垌。近年来 ，一些研究也发现 

microRNA(miRNA)参与了胚胎着床的调控过程⋯21。 

miRNA是一类小分子 RNA，通过与靶 mRNA的 3’ 

端非翻译区(3’一UTR)完全或部分互补结合 ，引起 

靶 mRNA降解或转录后翻译抑制而调控靶基因的 

表达l131。目前已发现一些 miRNA在胚胎植入“窗口 

期”和子宫内膜蜕膜化过程中存在表达差异【l4J’如 

miR一98在大鼠子宫内膜机制细胞中低表达时，可 

促进细胞增殖，高表达时抑制细胞增殖 ，促进细胞 

凋亡1]31。在基质细胞中。miR一29a可能靶向促凋亡因 

子，从而抑制基质细胞的凋亡『151。miR一24主要通过 

调控细胞的增殖和凋亡，抑制肿瘤细胞生长 。有 

研究发现在反复流产的病人中，miR一24在蜕膜组 

织中低表达【l8】'故本研究推测其可能通过调控基质 

细胞或蜕膜细胞的增殖和凋亡。影响妊娠过程。 

1 方法与材料 

1．1 动物 与材料 

昆明小鼠(6～8周龄，25—30 g)饲养于重庆医科大学动物 

实验中心。人工条件下饲养，室温 22℃，可自由进食与饮水。 

雌鼠与雄鼠合笼 ，次 日见雌鼠阴道栓者为妊娠第 1天(D )。 

尾静脉注射 0．4％胎盘蓝，从而区分植入点与植入旁㈣。 

1．2 RNA的提取与 实时定量 

子宫组织或细胞中提取总 RNA．按 TRIzo1试剂盒说明 

书步骤进行；cDNA逆转录试剂盒进行逆转录。引物序列见表 

1。使用 ABI热循环仪 7500进行扩增。热循环条件为 95℃预 

变性 3O s，40个热循环(95℃，持续 5 s，6O ，30 s)；BIO公 

司的iQ5 RT—PCR软件分析数据 ，Graphpad 5．0软件作图。提 

取 3个独立样本 

1．3 原位杂交 

收集小鼠子宫，固定于4％多聚甲醛，梯度脱水，二甲苯 

透明，包埋，切片，二甲苯中脱蜡。为降低背景，乙酰化标本 

5 min．PBS清洗。1×蛋白酶 K 37 消化 8 min，PBA清洗。滴 

加100 预杂交液，52℃预杂交3 h，去多余液体。配制nlmu— 

miR-24／Scramble探针杂交工作液(探针浓度 40 p．mol／L)，85 oC 

变性探针杂交工作液 5 min，冰浴 1 min，滴加探针杂交工作 

液．加盖盖玻片，52℃杂交过夜。5 X SSC，2 X SSC，0．2 X SSC 

溶液清洗。37℃封闭30 min，甩去多余液体。兔抗地高辛一 

BSA(1：50稀释)，37℃孵育 60 min，PBS清洗。AP一羊抗兔IgG 

(1：50稀释)37 孵育 60 min．PBS清洗。滴加 NBT／BCIP显 

色液 15 min后，核固红复染 2 min，自来水冲洗。梯度乙醇脱 

水．二甲苯透明，封片。 

表 1 qRT—PCR引物序列 

Tab．1 Primers sequence for qRT—PCR 

基因或microRNA引物序列 (5—3) 

Mmu—miR一24 RT引物：GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTA IT 

CGCACTGGATACCTG ITCGTGCAGGGTCCGAGGT 

正义链 ：TGGCTCAGTTCAGCAGGAACAG 

反义链 ：GTGCAGGGTCCGAGGT 

U6 RT引物：CGCTI"CACGAA I GCGTGTCAT 

正义链 ：GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT 

反义链 ：CGC ITCACGAA I ITGCGTCTCAT 

Dtprp 正义链 ：AGCCAGAAATCACTGCCACT 

反义链：TGATCcAT( CACCCATAAAA 

B—actin 正义链：TCCTATGTGGGTGACGAGGC 

反义链：TACATGCCTGGGGTG13"GAAGTCT 

1．4 细胞免疫荧光染色 

细胞经冰甲醇溶液室温 固定 12 rain，PBS洗 3次 ，1％ 

Triton X一100孵育 10 min，PBS洗 3次，用 5％BSA溶液室温 

封闭 1 h。孵育抗 Vimentin抗体(1：200)，4℃孵育过夜。复温， 

PBS洗 3次。后加入 FITC标记的IgG二抗，室温孵育 1 h．PBS 

洗 3次。最后加入 DAPI(1：1 00o)溶液复染细胞核 10 rain， 

PBS洗2次，荧光显微镜下观察细胞荧光信号。 

1．5 细胞培养与转染及体~l-／,．x-诱导蜕膜化 

小鼠断头处死后取子宫，然后将子宫纵向剪开 ．剪为 2～ 

5 Hlm小块 ，在培养皿中加含 0．5％胰酶及 6 mg／mL中性蛋白 

酶 Ⅱ的混合液，4℃消化 2 h，37℃消化 30 min。然后吹打组 

织使之产生丝状后，离心 5 min，去上清，加入 0．5％胶原酶 Ⅱ 

溶液，37。c消化 30 min。消化后的细胞悬液依次经 70目的 

细胞筛、HBSS洗涤、离心后去上清液，接种。培养基含 10％的 

胎牛血清及 10 u，mL青霉素一链霉素溶液，培养 1 h后换液， 

在 37 和 5％CO 的条件下培养。Vimentin免疫荧光染色鉴 

定基质细胞纯度。 

细胞转染按试剂说明书步骤进行，子宫 内膜细胞通过 

miRNA一24mimics—lipo2000(32作浓度 50 nmol／L)及 inhibitor— 

lipo2000(5K作浓度 100 nmol／L)转染。取对数生长期细胞．无 
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1 l清培 养 清洗细胞 2次．加入预先配好的转染复合物，培 

养箱巾孵育 6 li后．更换培养 ，培养箱中继续培养，48 h后 

收获细胞 加入 10 nmol／1 雌二醇(Sigma—Ahh·k'h)及 1 bLmol／I 

孕酮(Sigma—Akh· I1)进行小鼠基质细胞蜕膜化诱导，48 l1后， 

按 j 述转染步骤继续做细胞实验 

1．6 流式细胞术检测细胞凋亡与细胞周期 

细胞经 PBS洗2遍，朋胰酶消化，j{：收集；加入 70％顾冷 

乙醇 ，4℃ 定过夜(12 tl以上)：玄乙醇，PBS洗涤 ：离心 ， 

1 000 r／min．5 min：0．5 mI PBS重悬细胞．加入 PI(碘化丙啶) 

和 RNas~ A至终浓度 50 m1 ；37 q(：水浴 30 rain；避光；BD 

流式细胞仪愉洲，行通过 PI通道检测细胞周期彳午时期比例 

变化 

细胞经 PBS洗 2遍．川胰酶消化，去胰酶溶液 ，PBS清 

洗 离心 ．上 【 清液 川 200 IL1 含 5 IX[ Annexin V—FITC的 

染料．混 ，4 ：孵育 30 IlliIt 加入 PI染料，孵育 10 rain，川f 

300日铜网过滤．1l 后流式细胞仪检测细胞捌亡 

1．7 蛋 白印迹 

『I通过裂解液和蛋 i酶抑制剂混合液共同提取 使用 

BC A试制盒测僻 门的浓度 以20 g／孑L的货白样品进行电 

泳，之 转千j；到 P、 DF膜 I：转膜 川脱脂牛奶封闭，加入一抗 

4 ：过仪 PCNA(1：500)BAX(1：500)．．PBST(PBS溶液r1I力口入 

吐温)洗 3次．孵二抗 1 h，PBST清洗 3次一条带进行化学发 

反应，BIO—RAI)凝胶成像仪拍照一 

1．8 统计分析 

使川 SPSS 1 7．0统汁软件及 ( aphpad 5．0软件进行数据 

分析及作 ，采．L}I t柃验进行曲组汁量资料比较；采用 

素方差分折对多组数据统it分析．同时采川 LSD—t进行组间 

多晕比较．定量数掂以均数 4-标准差(x±s)表示 检验水准 

=0 05 

2 结 果 

2．1 mll1I卜llliR一24在早孕阶段的表达 

j!!i过 qRT—PCR榆测 nllnU—miR一24 I)．、D 、D5着床点 

(impl￡mlalion site．IS)及 1) 着床旁(inter—implantation site，I1S) 

的表达．采川 素疔差分析，其结果具有差异(F=6．990，，L 

0．0l3)，日．m nu一-nil{一24 D 高表达，儿表达 高于D4，具 

l仃统汁学差异『(】．379±0．335)，(0．395±0．441)；P=0．003】； 

1]lll／u—miR一24 D IS的表达 高 j：D l(1．014±0．025)， 

(0．395±0．441)；P=0．0321；D51S的表达景高于D5IIs，f 无统 

汁学差 I(1．0I4±0．025)，(0．560±0．029)；P=O．0941( lA) 

味化杂交结粜 永 "̈̈ 一̈·niR一24 D 表达于腔 I 皮和腺上 

瞍以及少 0垦质细胞中、D lS的仞级蜕膜 以及 I)6IS的 

次级蜕 膜 (罔 1B)一 

2．2 Illl11I miR一24对基质细*lg6-~调控作用 

分离 I) 小 鼠子宫 内膜基质细胞，采_【_fj nllqtlU—miR一24 

Il1_l11 以歧 hit，ito，一体外吲控其表达 ，从 探究 i]llllU—miR一 

24对子宫内膜细胞的凋节 榆测 Vementin免疫荧)匕分析基 

质细胞纯度，结果5 永细胞纯度较高(冈 2A) Mimics(pre— 

nii1ll】_ll1iR一24组 )十扰 ．发现 llllnU—miR一24的表达 明 

I岛于对照组I(1．29±0．781)，(0．949±0．419)；t=3．852；P=O．01 81 

( 2B)，Inhibitor(anti—I1llI11．1一miR一24tit)十扰 ，nllllll—miR一 

24的表达量明显低于对照组『(5．287±0．836)，(1．859±0．497)； 

t=3．524：P=0．0241(冈 2c)．在 pre—llllnU—mill一24十扰组，流式 

细胞术榆测发现 G1期的细胞数明 高丁埘旦f{组(P=O．003)． 

S期的细胞数明 减少(P=O．000)(『皋I 2D)；细胞增 标志物 

PCNA明显降低(网 2tt) M时总捌 细胞数增加(P=0，042) 

( 2F)，捌亡困予 BAX表达升高(罔 2J)anti—III111|1一miR一24 

十扰组 G1期的细胞数明 低于对照组(P=O．005)，( 2期 j S 

期的细胞数明 增多(P=O，008；P=O。054)( 2E)，PCNA表达 

升高(罔 21)日‘晚期 与总捌亡细胞数降低(P=0。009；P=0．0l 1) 

( 2G)，BAX表达降低( 2K) 

0 

I)l D4 I J-IS I) II 

D， -j D 以及 1)4 j D51S相比．d：P<0．05；11：P<0 05 

A．R F—PCR榆测 nlnlll—miR一24的表达 

； ll_ D D5Is 
，

’ 

、  ’ LE 

一

．  

PDZ·  

，  

、 

、 

’ ’  

．  

‘  

E ， 、 ～一 

、  

—  
． 竺 ． 

DJS 

LE：腔 l 皮；PI)Z：初级蜕膜区；SDZ：次级蜕膜【耋：：E：U 儿台 

B ISH检测 mm 一̈-m，l{一24 Cel鼠 孕y-”内膜的表达 

图 1 miRNA一24在早孕小鼠子宫内膜中的表达 

Fig．1 Expression of mmu-miR-24 in the uteri during early 

pregnancy 

23 mmu—miR一24在蜕膜细胞 中的调控 作用 

qRT—PCR检测蜕膜化标志物 dlpq)I划 ，J==诱导蜕膜化模 

犁成功建立『(0．097±0．【)l9)．(21．240±0．173)；，=l21．2； 

P=O．ooo1( 3A) mmu—miR一24存诱导蜕膜化组【1月5 高 } 对 

照 组 I(1．001±0．087)，(0．659±0．721)；f=3．009；P=0．040】(I冬I 

3B) 通过 mmu—mill一24 nfimics与inhibitor来 I 州或敲降 

m113ii-nliR一24表达 ．发现其表达量 1 一|1111111一miR一24 

明 高 |j 对照组『(1．385±0．096)，(0．948±0．042)；t=4．167； 
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升高 ( I期的 胞数(P=O．002)， 的细胞数【lJ】 减少(P= 
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图3 mmu—miR-24在子宫内膜蜕膜细胞中的调节作用 

Fia．3 Regulatory role of miR一24 in deciduaI coI 

3 讨 论 

在小鼠早孕期D 由于E2刺激，D。的腔上皮增 

殖[21]。在D ，子宫内膜基质细胞开始大量增殖，腔上 

皮开始从增殖状态转变为分化状态[22-231，为“窗 口 

期”的形成和胚胎的粘附创造了条件。已有研究表 

明，Wnt5a可促进基质细胞增殖 ，当其表达下调时， 

基质细胞增殖降低[ ；在敲除 ar3的雌鼠中，发现 

在 D 和 D 时子宫基质细胞增殖降低，最终导致着 

床延迟[251；在反复植入失败的病人中。ER在基质细 

胞中的表达下降，使基质细胞的增殖能力降低．导致 

植入失败[261：而在 miRNAs对子宫内膜作用的研究 

中，也发现过表达 miR一143可抑制子宫内膜基质细 

胞的增殖[TO。这些都说明基质细胞增殖对于正常的 

胚胎着床具有重要意义而增殖异常往往会导致妊 

娠的失败。本研究发现，mmu—miR一24在 D 的表达 

明显低于 D 。通过建立基质细胞模型，且主要表达 

于腺上皮和腔上皮细胞。在体外实验中，抑制mmu— 

miR一24表达后，发现其促进细胞周期且抑制细胞凋 

亡：而过表达 mmu—miR一24结果则相反．说明mmu— 

miR一24在 D 的低表达有利于基质细胞的增殖过 

程，从而为基质细胞的蜕膜化作好准备；而腔上皮 

表达则可能与胚胎粘附时，子宫内膜着床点的腔上皮 

细胞为了利于胚胎植入，在短时间内发生凋亡有关。 

在胚胎着床时期 ，部分子宫内膜基质细胞开始 

蜕膜化．形成具有特殊功能的蜕膜细胞嘲，该蜕膜细 

胞能够促进胚胎植入，维持正常妊娠[281。已有研究表 

明蜕膜细胞凋亡增加 ，会导致 自发流产 ；凋亡相关 

因子 TRAIL在蜕膜细胞中表达上调，为胚胎的植入 

提供保护作用[划；AEA可促进蜕膜细胞凋亡，当其 

水平异常时可导致蜕膜组织的稳定性改变 ；这都 

说明蜕膜细胞的凋亡对胚胎着床具有重要作用。本 

研究发现。由于胚胎植入，mmu—miR一24在 D 主要 

表达于初级蜕膜化区，D 主要表达次级蜕膜化区 

中。此期基质细胞既有增殖又有分化形成蜕膜细胞[2]。 

已有文献表明，与细胞增殖相关的一些基因与mmu— 

miR一24表达模式极其相似，如 KRAS基因在 D 着 

床点表达于初级蜕膜化区，D 着床点表达于次级蜕 

膜化区。而且该基因的表达与基质细胞蜕膜化密切 

相关『321。这是否有些矛盾?事实上有研究发现，未分 

化的子宫内膜基质细胞对于凋亡是抵抗的，但它们 

的增殖是分化形成蜕膜细胞的基础；而分化形成的 

蜕膜细胞的有序凋亡有利于胚胎植入过程【33】。这说 

明在蜕膜化区中蜕膜细胞的凋亡 ，以及基质细胞通 

过增殖进行蜕膜化，均有利于蜕膜组织功能的实现。 

在人工诱导蜕膜化细胞模型中，通过上调 mmu—miR一 

24表达．发现其具有促进蜕膜细胞凋亡的作用，而 

mmu—miR一24在蜕膜化区的表达，表明其参与了蜕 

膜细胞的凋亡调控，有利于胚胎植入过程。 

综上所述 ．本研究初步明确 mmu—miR一24对早 
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期妊娠的调节作用，为研究 mlTIU—miR一24异常表达 

对胚胎植入的影响奠定基础，但是其具体调节机制 

有待进一步研究。 
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