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Nme2基因参与小鼠基质细胞蜕膜化过程 
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【摘 要】目的：检测Nme2(nucleoside diphosphate kinase 2)基因在小鼠早期妊娠和人工诱导蜕膜化的子宫内膜组织中的表达 

规律：探究Nme2基因与子宫基质细胞蜕膜化的相关性。方法：利用免疫组织化学、Western blot和实时荧光定量PCR(qRT— 

PCR)分别检测小鼠妊娠第5天着床点(DsIS)、着床旁(D IIS)，D6IS、DjIS、D IS、DslIS及人工诱导蜕膜化模型小鼠子宫内膜中 

Nine2的表达定位，mRNA和蛋白质水平的表达水平。结果：小鼠D 、D 、D。子宫内膜中着床点Nme2基因的mRNA和蛋白水平 

的表达明显高于着床旁；免疫组织化学结果显示Nme2表达定位表达于D 着床点的初级蜕膜 (primary deeidua region，PDZ)、 

I)6和D8着床点的次级蜕膜 (secondary decidua region，SDZ)；人工诱导蜕膜化模型中，Nme2基因的mRNA和蛋白质水平在诱 

导组的表达明显高于对照组。结论：Nine2基因的表达上调与小鼠基质细胞的蜕膜化过程相关。 
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Nme2 participates in deCjdualizatiOn jn mice stromal cells 
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【Abstract]Objective：To investigate the expression profile of Nme2 in the endometrium of early pregnant mouse and artificially in— 

duced pregnant mouse and to explore whether Nme2 is involved in the deeidualization of stromal cells．Methods：Immunohistochemistry， 

Western blot and real—time quantitative PCR(qRT-PCR)were used to detect the expression of Nme2 in mOus,t endometrium from im— 

plantation sites of pregnant day 5(DslS)，inter-implantation of pregnant day 5(DsIIS)，D6IS，DJIS，DsIS，DsI1S and artificially induced 

deciduaoma．Results：The expression of Nme2 mRNA and protein in the D5，D6 and D8 implantation sites was significantly higher than 

that of the inter—implantation sites．Immunohistochemieal results showed that Nme2 staining was localized in the primary or sec— 

ondary decidualization zone of D5，D6 and D8 implantation sites．Moreover，the expression of Nme2 mRNA and protein in artificially 

induced deciduaoma was als0 significantly higher than that in the contro1．Conclusion：Nme2 expression is associated with decidual— 

ization in mouse endometrium． 
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成功的妊娠依赖于拥有着床能力的囊胚和处 

于容受状态的母体子宫两者的协调Ⅲ。胚胎成功植人 

后。围绕胚胎周围的子宫内膜基质细胞受相关因子 

的诱导刺激，发生显著增殖，进而分化为蜕膜细胞， 
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它的形成对于妊娠的建立以及维持有十分重要的 

作用[1-3]。这个过程主要受卵巢分泌的甾体激素调控。 

同时，也会受一些重要的信号通路和因子调控 。 

但是，子宫内膜基质细胞的蜕膜化过程中的潜在分 

子机制目前还尚不完全明确。 

NME(nucleoside diphosphate kinase，NDPK)也 

称 nm23，最早发现于 1988年 ，具有肿瘤转移抑制 

作用闫。在这个家族成员中，抑制转移的功能主要由 

Nme1和Nme2所体现。Nme1和Nme2还参与细胞 
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增殖和分化过程的调控I63。NDPK活性是该家族的共 

同特征，Nme2编码 NDPK的 B亚基，因其具有核苷 

二磷酸激酶活性，可以催化形成三磷酸核苷_7J。Nme2 

基因位于染色体 17q21．3l8l。本课题组前期研究显 

示 Nme1通过 PI3K—Akt—mTOR信号通路参与基质 

细胞蜕膜化过程191。但是 Nine2在受孕小鼠子宫内膜 

的表达模式以及功能暂无相关研究。 

本研究应用免疫组织化学、Western blot以及实 

时荧光定量 PCR(real—time quantitative PCR，qRT— 

PCR)来定性、定量分析小鼠妊娠第 5天(D )、D 、D 

以及人工诱导蜕膜化子宫内膜 Nine2基因表达定位 

以及表达，初步探讨了 Nme2在小鼠基质细胞蜕膜 

化过程中的表达模式．为进一步探讨 Nme2基因调 

控蜕膜化过程的分子机制提供依据。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 动物 本实验选用的性成熟昆明系小鼠为 6-8周龄 

(25～30 g)，均购 自重庆医科大学实验动物中心(证书编号： 

SCXK[渝12o]2—0001)，置于重庆医科大学实验动物中心无特 

定病原微生物动物房饲养，给予自由饮食和饮水，提供严格 

控制温度 、湿度和光线(12 h光／12 h黑暗)。 

1．1．2 试剂 免疫组化试剂盒和 DAB显色液购自北京中杉 

生物技术有限公司：RIPA蛋白裂解液和 BCA蛋白浓度测定 

试剂盒购自碧云天生物技术研究所：Trizol裂解液、逆转录试 

剂盒和 SYBR定量 PCR试剂盒购自大连宝生物工程有限公 

司；玉米油(99％纯度)和麻醉用乙醚购 自美国Sigma公司；兔 

多克隆 Nme2抗体购 自Abcam；ACTB(B—aetin)及二抗购北 

京中杉生物技术有限公司 

1-2 方法 

1．2．1 动物模型建立与材料收集 小鼠正常妊娠模型：性成 

熟的雌性小鼠与雄性小鼠按 2：1合笼 ，次 日清晨见阴栓记为 

妊娠第 1天(D．)。胚胎着床点(implantation site，IS)和着床旁 

(inter—implantation site，IIs)的区分采用小鼠尾静脉注射台盼 

蓝法。脱颈法处死小鼠，分别收集D 、D 和D 的着床点和着 

床旁子宫组织。1／2的子宫组织冻存于液氮用于提取 RNA．1／ 

4的组织用多聚甲醛固定后用于免疫组织化学实验 ，剩余组 

织冻存于一80 ，用于提取蛋白质。正常孕龄雌性小鼠与结 

扎输精管后休息2周的雄鼠按2：1合笼，次日查见阴栓记为 

PD 。在PD 单侧子宫角注射 25 L玉米油作为诱导组，获得 

人工诱导蜕膜化小鼠子宫。对侧子宫不注射玉米油作为对照 

组，PD 上午取材。 

1．2．2 免疫组织化学 子宫组织由4％多聚甲醛中固定 24 h 

后 ，经 75％、80％、95％、100％乙醇梯度脱水 ，二 甲苯透明，浸 

软蜡 5 h，硬蜡包埋，制成石蜡组织包埋块。切片厚度 4 m。 

组织切片采用二甲苯脱蜡，梯度酒精水化 ：100％、90％、80％、 

70％各 5 rain，流水冲洗 10 min，蒸馏水浸泡 5 rain；柠檬酸盐 

缓冲液抗原热修复：微波炉高火煮沸后调至中低火，热修复 

16 min，取出室温冷却：去离子水室温孵育 10 rain后PBS浸 

洗 3次 ，每次 5 rain；滴加免疫组化试剂盒 A液(封闭液)， 

37℃水浴锅孵育 30 min：兔多克隆 Nine2抗体(1：100，Ab— 

cam)4 过夜。次日复温 10 min后 ，滴加免疫组化试剂盒 B 

液(生物素标记的兔二抗)，37℃孵育 30 rain后，PBS浸洗 3 

次，每次 5 min；加入免疫组化试剂盒 C液(辣根酶标记的三 

抗)，37℃孵育 30 rain后，PBS浸洗 3次，每次 5 min；DAB 

显色，棕色为阳性结果．自来水终止反应。苏木精复染 3 min， 

自来水冲洗干净 ，盐酸酒精分色 1 S左右 ，自来水冲洗 ，饱和 

碳酸锂 3 s，自来水冲洗干净 ；乙醇脱水 ：70％、80％、90％、 

100％各 5 rain：二甲苯透明 2次．每次 5／／／in，中性树胶封片。 

1．2．3 Western blot分析 取得小鼠子宫内膜组织后 ，进行组 

织研磨，加入蛋白裂解液提取组织总蛋白，用 BCA蛋白定量 

法测定总蛋白浓度 ，计算蛋 白的上样量。蛋白样品(每支约 

40 tzg)溶于 5×Buffer(比例 4：1)，沸水煮沸 10 min。配制分离 

胶和浓缩胶，60 v恒压预电泳 10 rain左右后进行蛋白上样 ， 

80 v恒压电泳 90 min；待充分分离后 ，截取所需蛋 白分子量 

部分 ，250 mA电转至 PVDF膜 ；5％脱脂奶粉封闭 PVDF膜 

80 min后 ，滴加 5％脱脂奶粉稀释的一抗 Nme2(1：1 000)；兔 

单克隆ACTB(1：1 000)，4℃冰箱过夜；次日PBST清洗3次， 

10 min／次：滴加 5％脱脂奶粉稀释的二抗 ，室温孵育 80 rain 

后，PBST清洗 3次，10 min／次；化学发光 ECL法显色。 

1．2．4 qRT—PCR分析 相应的 PCR引物见表 1。采用 Trizol 

抽提子宫内膜总 RNA，异丙醇沉淀浓缩 ．灭菌 DEPC水溶解 

总RNA，紫外分光光度计测总RNA的光密度值。逆转录为 

cDNA后，运用 qRT—PCR检测 Nme2的表达 ，相对表达量用 

2一DDCt法分析。 

表 1 qRT—PCR的引物 

Tab．1 Primers used for real—time quantitative RT-PCR 

1．3 统计学分析 

每个实验包括至少 3个独立样品。以两组 Nme2或 dtprp 

拷贝数与 ACTB拷贝数之比值作为 qRT—PCR结果进行统 

计。用 Quantity One软件对 Western blot结果进行灰度分析。 

使用 GraphPad Prism 5．0用于统计分析 ，两组间比较采用两 

独立样本 t检验。检验水准 a=0．01。 
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2 结 果 

2．1 早孕小鼠子宫内膜中Nine2的表达 

免疫组织化学方法检测 Nme2蛋白在早孕小鼠子宫 内 

膜的表达，结果显示 Nine2表达于 D Is的初级蜕膜区(pri— 

mary decidua region，PDZ)。随着妊娠进程的发展 ，Nine2逐渐 

表达于 D6lS和 D8IS的次级蜕膜区(secondary decidua region， 

SDZ) 另外．在 DdIS和DaIS子宫内膜的腔上皮以及腺上皮 

也可检测到 Nme2阳性表达信号(图 IA)。Western blot检测 

结果表明Nine2在D 、D 、 的着床点的蛋白表达量均高于 

对应孕天着床旁的表达量，且具有统计学意义(图 1B)。qRT- 

PCR检测 Nme2的 mRNA水平 示 ：Nine2基因 mRNA在着 

床点的表达均比对应着床天数的着床旁高，具有统计学意义 

(冈 lC) 、Nine2的 mRNA水平在着床点和着床旁的表达差异 

与蛋白水平表达差异相似。 

le：腔 I：皮； ：腺 I 皮；PI)Z：初级蜕膜区；SDZ：次级蜕膜区 

：胚胎；dt-：蜕膜细胞 

A．免疫组织化学榆测 Nma2的表达 
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图 1 Nme2在小鼠早期妊娠妊娠组子宫内膜表达 

Fig．1 Expression of Nme2 in early pregnant 

mouse endometrium 

2．2 Nme2在小鼠人工诱导蜕膜化的子宫内膜的表达 

利用假孕小鼠建立人T诱导蜕膜化模型。相对于对照侧 

子宫形态．成功诱导蜕膜化的一侧子宫呈明显肿胀状态(图 

2A)。对照侧子宫明显重于对照侧子宫(图 2B)。qRT—PCR检 

测小鼠基质细胞蜕膜化标志物 dtprp的mRNA的表达． 示 

蜕膜化诱导侧表达明 高于对照侧(图 2C) 
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A．小鼠子宫形态 

对照组 诱导组 

a：|了对照组相比，P=O．000 

B．诱导蜕膜化小鼠子宫 对照子宫的质量差异 

对照组 诱导组 

a：‘ 对照组相比．P=O．000 

( ．qRrr—PCR测定蜕膜化标忠物 ,Itprp 

图2 小鼠人工诱导蜕膜化模型的建立 

Fig．2 Artificially induced decidualization in mouse 

免疫组织化学结果显示 Nine2广泛表达于人1-诱导蜕 

膜化 的蜕膜 细胞 ，对照组则染色较弱或无染色(冈 3A)。 

Westem blot和 qRT—PCR结果显示 Nme2在诱导蜕膜化组的 

蛋白和 mRNA水平明显高于对照组(罔 3B、c)，提示 Nme2 

的表达上调与蜕膜化发生相关。 

■ 一 
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( ．qR．r—PCR检测 Nme2 mRNA水平 

图3 Nme2在小鼠人工诱导蜕膜化模型的表达 

Fig．3 Nme2 expression under artificially induced deciduoma in 

m 0USe 

3 讨 论 

Nme2作为nm23家族中的成员之一，编码 152 

个氨基酸组成的 17 kD蛋F1．具有抑制肿瘤细胞转 

移的作用I14-t81。此外，Nine2基因还具有其他生物学 

功能，如调节核苷酸磷酸化、参与发育调控 、可作为 

转录渊控因子以及参与信号转导过程I 】。 

Arnaud—Dabernat等 I和 Di等 I的研究表明，分 

别敲除 Ninel和 Nme2基因的小 鼠可受孕 ．但是 

Nmel／Nme2双基因敲除会导致且不胎同产期的死亡122I 

在休外胚胎干细胞研究中发现，Nme2基因可通过 

影响 c：一Myc的表达促进胚胎干细胞的分化 I。Nme2 

可能通过与调控因子 c—Myc的相互作用调控癌细 

胞中的增殖 。有研究显示，Nine2主要表达在细胞 

周期s期的细胞核，参与涮控细胞增殖 胚胎着床 

及基质细胞的蜕膜化过程，涉及一系列信号通路和 

重要因子的表达调控II,I(VIII 小鼠子宫内膜容受态的 

建立，需子宫腔上皮细胞的广泛增殖。在胚胎成功 

着床后，围绕着胚胎植入点的基质细胞迅速增殖、 

分化为蜕膜细胞，为胚胎的生长提供营养来源、免疫 

保护以及其他必要的支持13,10,12l。子宫基质细胞的蜕 

膜化过程对正常妊娠的建立以及维持具有十分重 

要的作用I l。本研究显示 Nme2基L大l的 mRNA和蛋 

白水平在着床点的表达都显著高于着床旁 提示 

Nme2可能参与小鼠基质细胞的蜕膜化过程的肇质 

细胞增殖和分化，对于维持小鼠的正常妊娠r叮能有 

着重要的作用。 

本课题组前期研究中发现 ．与 Nme2基因属于 

同一家族的成员 NmeI基因通过 PI3K—Akt—mTOR 

信号通路调控基质细胞的增殖和蜕膜化过程 

Nine2和Nine 1在结构和功能上具有相似的功能I砌 】。 

本研究显示，Nme2与在 D 、D 以及 D 的着床点和 

着床旁组织的表达模式与 Ninel相似 ，即Nme1和 

Nine2均主要表达于 D 的初级蜕膜 以及 D 、D 的 

次级蜕膜区：人T诱导蜕膜化模型显示Nnl(~,2在诱 

导蜕膜中的表达显著高于未发生蜕膜化的对照组 

织，这均提示 Nme2与 Nmel存在相似的功能．且在 

功能上可能具有一定的互补性。这也可能是 Nme1 

和 Nine2基因单独 敲除小 鼠可受孕 的原因 ．而 

Nme1／Nme2双基因敲除会导致胚胎闸产期的死 

亡I I。但是，Nmel／Nme2的双敲除小鼠在围产期的 

死亡原因是否因蜕膜化不足所致，还需要进一步研 

究 

此外，Nine1基『大1在人的蜕膜组织高表达，能够 

调控人源子宫基质细胞系(T—HESCs)的增殖和蜕膜 

化【ljI。那么，具有相似功能的 Nine2基 在人的不同 

生殖周期子宫内膜的表达是否与 Nme1类似，是否 

受到受卵巢雌 、孕激素的调节均还未钼1，均需要进 
一

步探索 
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