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牛体内囊胚经体外共培养诱导子宫内膜上皮细胞
整合素 αｖ，β３ 基因差异的表达
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　 　 【摘要】 　 目的　 利用牛体内胚胎与其子宫内膜上皮细胞体外共培养的方式，探究共培养前、后子宫内膜上

皮细胞中整合素 αｖ，β３ 基因差异表达的变化，为今后建立快捷有效的牛子宫容受态预判方法提供参考。 方法　 将

体内冲出的牛囊胚与原代培养并传代纯化至第 ５ 代的牛子宫内膜上皮细胞进行 ２４ ｈ 体外共培养，利用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 技

术对共培养前、后的子宫内膜上皮细胞进行 αｖ，β３ 基因的表达检测。 结果　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测结果显示，共培养前、后
均有整合素 αｖ，β３ 的表达；共培养 Ｉ 组（囊胚组），其共培养后诱导整合素 αｖ，β３ 基因的表达与未共培养对照组二

者之间差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；共培养 ＩＩ 组（孵化囊胚组），其共培养后整合素 αｖ，β３ 基因的表达显著高于对照

组和共培养 Ｉ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 牛体内孵化囊胚经体外共培养诱导牛子宫内膜上皮细胞表达整合素 αｖ，β３ 的

效果，明显优于早期囊胚；整合素 αｖ，β３ 基因具有作为牛子宫容受态体外检测标志的潜力。
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　 　 家畜胚胎移植技术可显著提高良种母畜的繁殖

效率，但移植后其胚胎着床率偏低的问题却一直影

响着该技术的实际应用、推广效果［１］。 在牛的妊娠

过程中，大约有一半的胚胎在第 ８ ～ １７ 天之间发生

着床失败，其原因普遍认为是由于孕体与子宫间交

流不足所致［２］。 有研究表明，胚胎的附植是通过母

体子宫与胚胎之间的双向沟通（ ｃｒｏｓｓ⁃ｔａｌｋｉｎｇ）而建

立起来的［３］。 因此，通过对动物胚胎早期着床机理

的研究，将有助于认识母体与胚胎间的相互作用机

理及相关的调节机制，并为日后人为调控母畜子宫

生理状态，以及进一步提高体外制备家畜胚胎的移

植妊娠率提供理论基础。
目前，公认的反刍动物胚胎源信号仅有 ＩＦＮ⁃τ

一种［４］，与此同时，与妊娠相关并在母畜子宫内膜

上皮细胞中表达的基因簇，也逐渐被人们发现并得

到关注，现已知的主要基因包括：整联蛋白、骨桥蛋

白、ＩＳＧ１５ 以及白细胞介素等［５，６］。 其中整合素主要

参与调控细胞间的粘附，迁移等过程［７］，是一种以

异二聚体形态存在的细胞表面糖蛋白，由两种非共

价连接的亚基 α 和 β 组成，被认为是动物细胞间最

重要的连接细胞外基质与细胞内骨架的受体［８］。
人们最早在人类子宫内膜上皮细胞中发现了整合

素，并有研究显示：整合素 αｖ，β３（由编码构成该整

合素蛋白的 ２ 个不同亚基的 ２ 个不同基因的表达产

物组成）的表达量在妊娠期会大幅上升，因此推测

其可能与胚胎着床有关。 目前，整合素 αｖ，β３ 已成

为判断人类子宫建立容受态的标志之一。 此外，国
外近年来有报道指出，在牛、羊等反刍动物的子宫内

膜上皮细胞中也检测到了整合素的表达，但是有关

利用反刍动物体内胚胎，进行其相应子宫内膜细胞

体外共培养，以及体外诱导相关子宫源基因差异变

化的研究，尚未见任何报道。 目前对于反刍动物子

宫内膜上皮细胞中整合素的表达规律及调控机理仍

不明确。
有鉴于此，本实验将体内冲胚获得的牛体内胚

胎，经与其子宫内膜上皮细胞体外共培养之后，利用

ＲＴ⁃ＰＣＲ 技术检测共培养前、后整合素 αｖ，β３ 在牛

子宫内膜上皮细胞中的差异表达情况，为今后有效

建立牛的子宫容受态体外（快速）检测体系提供一

些参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料

本实验选用生殖器官正常且未受孕的小牛子

宫，取自河北省大厂县屠宰场。 于屠宰场取下保存

于 ２５ ～ ３０℃且含有双抗（青霉素 １００ ＩＵ ／ ｍＬ 和链霉

素 １００ ＩＵ ／ ｍＬ）的钙镁水中，保证 ４ ｈ 内运回实验

室。 牛体内胚胎：购自北京奶牛中心（编号：０２１ －
１００１２）。
１􀆰 ２　 实验试剂

胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ）、ＤＭＥＭ、ＤＰＢＳ、ＮＥＡＡ、ＥＡＡ、
丙酮酸钠、胰蛋白酶（ＴＥ）、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、青
霉素（ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ）、链霉素等均购自 Ｓｉｇｍａ 公司；ＳＤＳ
（十二烷基硫酸钠）、ＥＤＴＡＮａ 购自北京奇华盛；Ｔｒ⁃
ｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｏｎ）；ＥＤＴＡＮａ２ （北京奇华盛）；５０∗ＴＡＥ
ｂｕｆｆｅｒ（博迈德生物）；异丙醇、无水乙醇、三氯甲烷均

购自北京化工厂；Ｍ⁃ＭＬＶ ＲＴ 试剂盒、ＧＶ⁃１、ＤＮＡ
ＭａｒｋｅｒＭｉｘ Ｅ、琼脂糖凝胶均购自北京赛百盛公司。
１􀆰 ３　 实验仪器

体视显微镜：江南 ＸＴＢ⁃１；倒置显微镜：江南；培
养箱：Ｔｈｅｒｍｏ ＣＯ２ 培养箱，３７１；电子天平：西德，Ｓａｒ⁃
ｔｏｒｉｕｓ ＢＳ１２４Ｓ；超净工作台：苏州市医用净化设备

厂；掌心离心机：北京医用离心机 ＬＤＺ４⁃０􀆰 ８。
１􀆰 ４　 实验方法及分组

１􀆰 ４􀆰 １　 牛子宫内膜组织的分离、原代培养

①将带回的子宫用预先加热到 ３７℃且含有双

抗的钙镁水清洗至无血无杂质；②根据实验需求，取
适量的子宫角，纵向剖开，用 ＰＢＳ 清洗 ２ ～ ３ 遍；③
用剪刀，镊子及刀片将外层脂肪等剥离，留下最内层

半透明状内膜上皮，ＰＢＳ 冲洗 ６ ～ ８ 遍至无细碎组织

掉落；④将其剪成 １ ｍｍ２ 的小块，ＤＰＢＳ 清洗数遍至

上清透亮；⑤取约 ２００ ｍＬ 的组织块悬液以小滴的形

式均匀接种于 ６ ｃｍ 培养皿中，植块间距约在 ０􀆰 ３
ｃｍ，然后补充 ＤＭＥＭ （２０％ ＦＢＳ）液 ５００ ｍＬ，轻摇培

养皿，使组织块均匀的平铺于培养皿上（液体很薄，
但一定要铺满全皿）；⑥培养于 ５％ ＣＯ２ ，３７℃的培

养箱中；⑦约 ５ ～ １０ ｄ 后，组织边缘有细胞长出。
１􀆰 ４􀆰 ２　 牛子宫内膜细胞传代培养

①自接种后每 ４８ ｈ 换一次液，待汇合度达到

９０％时，利用胰酶消化法进行传代；②吸去皿中的培

养液，挑除组织块；③加入 １ ｍＬ ０􀆰 ２５ ％ 胰酶，放入

４７２
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３７℃培养箱中消化 ８ ～ １２ ｍｉｎ，期间可拿出培养箱在

倒置显微镜下观察，若细胞大部分变圆，则应立即加

入 １ ｍＬ ＤＭＥＭ （１０％ ＦＢＳ）终止消化；④利用移液

枪轻轻吹打培养皿底部，使细胞漂浮，后吸取细胞悬

浊液于 １􀆰 ５ Ｌ 离心管中，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 ３ ｍｉｎ，弃
上清；⑤加入 １ ｍＬ ＤＭＥＭ 轻轻吹打混匀，接种到新

的培养皿中，置于培养箱中继续培养。
１􀆰 ４􀆰 ３　 牛子宫内膜细胞的冻存与复苏

①子宫内膜传至第 ３ 代，若暂不进行共培养实

验，则将其冻存。 ②吸出培养液，ＤＰＢＳ 缓冲液清洗

两遍，胰酶消化；③细胞变圆后，移入离心管，离心

３０００ ｒ ／ ｍｉｎ，３ ｍｉｎ，弃上清，加入 １ ｍＬ 预先配置好的

冻存液，混匀后转移至冻存管；④放入冻存盒中，
－ ８０℃冰箱 １８ ｈ，转入液氮，可长期保存。 当准备进

行共培养时，对第 ３ 代冻存的细胞进行复苏。
①将细胞从液氮中取出，迅速放入 ３７℃的温水

中进行解冻，边水浴加热边晃动，当内容物完全呈液

态时即可，总时间不超过 ２ ｍｉｎ；②酒精擦拭冻存管

外部，细胞液移入 １􀆰 ５ ｍＬ ＥＰ 管中，离心 ３０００ ｒ ／
ｍｉｎ，３ ｍｉｎ，弃上清；③加入 ＤＭＥＭ （１０％ ＦＢＳ）培养

液轻轻吹打混匀，接种于四孔板中，待汇合度达到

８５％以上即可使用。
１􀆰 ４􀆰 ４　 牛体内胚胎的解冻复苏

①预先准备好 ３７℃ 的温水，室温保持在 ２５ ～
２８℃，将液氮中保存的胚胎管取出，空气浴 ５ ｓ，３７℃
水浴 １０ ｓ，见管内乳白色变为透明色液体即可；②拨

出棉塞，将胚胎打入培养液中，观察形态是否完整；
③捡入 Ｈｅｐｅｓ 清洗 ２ ～ ３ 遍，ＣＲ２ 后期液润洗 ２ ～ ３
遍后，入滴培养；④观察 １２ ｈ，若胚胎有扩张，则可以

进行后续实验。
１􀆰 ４􀆰 ５　 牛体内胚胎与牛子宫上皮细胞共培养

①细胞传入四孔板培养至第 ５ 代，汇合度达到

８５％以上，可进行后续实验；②在共培养前 ２ ｈ，换上

含有 ２０％ ＦＢＳ 的 ＣＲ２ 后期培养液；③复苏五枚牛体

内囊胚，培养 １２ ｈ 后观察，选取形态良好的大腔囊

胚与牛子宫内膜上皮细胞共培养，一孔一囊胚，用
ＣＲ２ 后期培养液培养于 ３７℃，５％ ＣＯ２ 的环境中 ２４
ｈ；④实验重复五次，每次三枚胚胎分别与一孔上皮

细胞共培养；⑤设对照组为未共培养的牛子宫内膜

上皮细胞。
１􀆰 ４􀆰 ６　 共培养后子宫内膜细胞总 ＲＮＡ 提取及相关

基因的表达检测

①捡出囊胚，细胞用 ＤＰＢＳ 洗 ２ 遍，加入 ５００ μＬ
ＴＲＩｚｏｌ，若不能立即提取，放入 － ８０℃ 冰箱保存；②
提取时，常温融化，冰上静置 ５ ｍｉｎ，加入 ２００ μＬ 氯

仿，颠倒混匀 １０ 次，冰上静置 ５ ｍｉｎ，４℃高速离心，
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，１０ ｍｉｎ；③取上层液相移入新 ＥＰ 管

中，加入 ５００ μＬ 异丙醇，颠倒混匀 １０ 次，冰上静置

１０ ｍｉｎ，４℃高速离心，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，１０ ｍｉｎ；④离心

后，可见管底有极少量沉淀，弃上清，加入 １ ｍＬ ８５％
的冰乙醇，４℃高速离心，１０ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ，５ ｍｉｎ；⑥弃

上清，晾干 ５ ｍｉｎ，加入 ｄｄＨ２Ｏ 溶解 ＲＮＡ 样品，测定

总 ＲＮＡ 浓度及纯度；⑦合格样品进行 １０ 倍稀释作

为检测模板，反应体系及程序如下：９５℃ ５ ｍｉｎ；
９５℃ ４５ ｓ；５５℃ ４５ ｓ；７２℃ １ ｍｉｎ，共 ３０ 个循环后，进
行 ７２℃延伸 ５ ｍｉｎ；以 ß⁃ａｃｔｉｎ 作为内参；⑧扩增引物

由英俊生物公司合成。 αｖ 的上游引物 ５′⁃ｇａｇｃｔ⁃
ｇａｇａａａｃａａｃｇｇｔｃｃ⁃３′，下游引物 ５′⁃ａｔｃｃｃｇｃｔｔｃｇｔｇａｔｇａｇａｔ⁃
３′；β３ 的上游引物 ５′⁃ｃａｇａｇｇｇｔｇｇｔｔｔｔｇａｔｇｃｃ⁃３′，下游引

物 ５′⁃ｃａｔｃａｔｔｇｇｇｃｔｇｇａｃｇａｔｇ⁃３′，β⁃ａｃｔｉｎ 的上游引物 ５′⁃
ｃｃｔｇｃｇｇｃａｔｔｃａｃｇａａａｃｔａｃ⁃３′，下游引物 ５′⁃ａｃｔｃｃｔｇｃｔｔｇｃｔ⁃
ｇａｔｃｃａｃｔｃ⁃３′；⑨制备 ２ ％琼脂糖凝胶，每孔加入 ７ μＬ
的 ＰＣＲ 产物，在 １２０ Ｖ ／ ｃｍ 的恒定电压下电泳 ２０
ｍｉｎ，放入凝胶成像仪观察，拍照。
１􀆰 ４􀆰 ７　 图像分析

用 ＩｍａｇｅＪ 软件进行灰度值分析，对信号表达进

行比较。
１􀆰 ４􀆰 ８　 统计方法

用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０⁃ｆｏｒ Ｗｉｎｄｏｗｓ 进行数据单因素方差

分析（数据相关分析结果采用平均数 ± 标准差表

示）。 平行对比，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 牛子宫内膜上皮细胞

体外培养的牛子宫内膜上皮原代细胞（图 １）与
传代细胞（图 ２），长势良好，可进行后续实验。
２􀆰 ２　 解冻的体内胚胎

刚复苏时，内细胞团聚集在一起，无明显空腔；
待培养 １２ ｈ 后，囊胚恢复扩张状态，腔体清晰可见，
结构完整，说明情况良好，可用于后续实验（见图

３）。
２􀆰 ３　 共培养

如图 ４ 所示，共培养时间为 ２４ ｈ，胚胎稍有扩

张，囊胚腔变大，透明带变薄。

５７２
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注：Ａ． 箭头所指为子宫内膜组织块；Ｂ． 箭头所指为原代子宫内膜上皮细胞。

　 　 图 １　 组织块接种第 １０ 天的原代细胞（ｂａｒ ＝ ６０ μｍ， １０ × ２０）
Ｎｏｔｅ． Ａｒｒｏｗ Ａ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｂｏｖｉｎｅ ｕｔｅｒｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ｂｌｏｃ． Ａｒｒｏｗ Ｂ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ．

　 　 Ｆｉｇ． １　 Ｐｒｉｍａｒｙ ｂｏｖｉｎｅ ｕｔｅｒｉｎｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ
ｔｉｓｓｕｅ ｂｌｏｃｋ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ １０ ｄａｙｓ（ｂａｒ ＝ ６０ μｍ， １０ × ２０）

注：Ｃ． 箭头所指为 １ 代子宫内膜上皮细胞；Ｄ． 箭头所指为 ４ 代子宫内膜上皮细胞。

　 　 图 ２　 子宫内膜上皮传代细胞（ｂａｒ ＝ ６０ μｍ， １０ × ２０）
Ｎｏｔｅ． Ａｒｒｏｗ Ｃ ａｎｄ Ｄ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｂｏｖｉｎｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ．

　 　 Ｆｉｇ． ２　 Ｐａｓｓａｇｅｄ ｂｏｖｉｎｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ ｃｅｌｌｓ（ｂａｒ ＝ ６０ μｍ， １０ × ２０）

注：Ｅ． 为刚解冻的牛桑葚胚；Ｆ． 为体外培养 １２ ｈ 的牛早期囊胚。

　 　 图 ３　 解冻后的牛体内胚胎（ｂａｒ ＝ ８０ μｍ， １０ × ４０）
Ｎｏｔｅ． Ｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ａ ｂｏｖｉｎｅ ｍｏｒｕｌａ；Ｆ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ａｎ ｅａｒｌｙ
ｂｏｖｉｎｅ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔ ａｆｔｅｒ ｂｅｉｎｇ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ １２ ｈ．

　 　 Ｆｉｇ． ３　 Ｉｎ ｖｉｖｏ ｂｏｖｉｎｅ ｅｍｂｒｙｏｓ ａｆｔｅｒ ｆｒｅｅｚｉｎｇ⁃ｔｈａｗｉｎｇ
（ｂａｒ ＝ ８０ μｍ， １０ × ４０）

注：Ｇ． 刚进行共培养的牛囊胚；Ｈ． 共培养 ２４ ｈ 后的牛囊胚。

　 　 图 ４　 共培养前、后的牛体内胚胎（ｂａｒ ＝ ８０ μｍ， １０ × ４０）
Ｎｏｔｅ． Ｇ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ａ ｂｏｖｉｎｅ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ

ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｔｈｅ ｂｅｇｉｎｎｉｎｇ．
Ｈ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｂｏｖｉｎｅ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｆｏｒ ２４ ｈ．

　 　 Ｆｉｇ． ４　 Ｂｏｖｉｎｅ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ ｗｉｔｈ
ｅｎｄｏｍｅｒｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｆｏｒ ２４ ｈｏｕｒｓ（ｂａｒ ＝ ８０ μｍ， １０ × ４０）

６７２
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２􀆰 ４　 子宫内膜上皮细胞 αｖ，β３ 共培养前、后的 ＲＴ⁃
ＰＣＲ 检测结果

２􀆰 ４􀆰 １　 凝胶成像

每个 ＰＣＲ 实验各重复 ５ 次，从电泳结果看出，
看家基因 β⁃ａｃｔｉｎ 正常表达，表明提取的总 ＲＮＡ 经

反转后，可稳定用于后续实验。 见图 ５。

注：Ａ． 阳性对照； Ｂ． 对照组；
Ｃ． 共培养 Ｉ 组； Ｄ． 共培养 ＩＩ 组。

　 　 图 ５　 单枚牛体内胚胎与其子宫内膜上皮

细胞共培养 ２４ ｈ 前、后 αｖ，β３ 基因的差异表达情况

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓａｍｐｌｅ； Ｂ． Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；
Ｃ． Ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ ｇｒｏｕｐ Ｉ； Ｄ． Ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ ｇｒｏｕｐ ＩＩ

　 　 Ｆｉｇ． ５　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｇｒｉｎ αｖ，β３ ａｆｔｅｒ
ｉｎ ｖｉｖｏ ｂｏｖｉｎｅ ｂｌａｓｔｏｓｙｓｔｓ ｂｅｉｎｇ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅｄ

ｗｉｔｈ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ

２􀆰 ４􀆰 ２　 灰度值分析结果

每组实验平行重复 ５ 次，凝胶成像所得的图片

用 ＩｍａｇｅＪ 软件分析得到灰度值。 利用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软

件中的 ＡＮＯＶＡ 单因素方差分析处理灰度值数据，
结果如图 ６，图 ７ 所示：共培养前、后均有整合素 αｖ，
β３ 的表达；共培养 Ｉ 组（未孵化囊胚组），其共培养

后整合素 αｖ，β３ 的表达变化与未共培养对照组相

比，差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；共培养 ＩＩ 组为孵化囊

胚组，其共培养后整合素 αｖ，β３ 的表达显著高于未

共培养对照组和共培养 Ｉ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

３　 讨论

哺乳动物胚胎着床的过程是通过胚胎与母体子

宫间正常的信息交流实现的。 不仅需要良好质量的

胚胎，也需要母体子宫处于容受态，才能接受附植，
否则就会发生妊娠失败。 整合素属于粘附蛋白家族

因子，主要参与细胞间的粘附，迁移过程。 在反刍动

物的胚胎着床过程中，大量涉及细胞的粘附，增殖，
分化与迁移。 因此，我们猜想，整合素可能参与了反

刍动物的胚胎着床过程，本试验欲通过体外共培养

模型来探究其整合素在胚胎附植中的变化，并对未

来体外检测子宫容受态的工作提供实践基础。
２０ 世纪后期，Ｆｉｓｈｅｒ 及 Ｓｕｅｏｋａ［９，１０］ 两个团队首

先在人类的子宫内膜上皮细胞中发现了整合素的表

注： Ａ． 为共培养组；Ｂ． 共培养 Ｉ 组；Ｃ． 共培养 ＩＩ 组；
上标相同字母表示差异无显著性，Ｐ ＞ ０􀆰 ０５ 不同字母

表示差异有显著性，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５（下同）。

　 　 图 ６　 牛体内囊胚与子宫内膜共

培养 ２４ ｈ 前后 αｖ 相对灰度值比较

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｂ： Ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ ｇｒｏｕｐ Ｉ． Ｃ： Ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ ｇｒｏｕｐ ＩＩ．
Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｎｏｎ⁃ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５） ． Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ａ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ）．

　 　 Ｆｉｇ． ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｎｔｅｇｒｉｎ αｖ
ｍＲＮＡ ｉｎ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ

ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｏｖｉｎｅ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔ ｆｏｒ ２４ ｈ

　 　 图 ７　 牛体内囊胚与子宫内膜共

培养 ２４ ｈ 前后 β３ 相对灰度值比较

　 　 Ｆｉｇ． ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３
ｉｎ ｔｈｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ

ａｆｔｅｒ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ ｗｉｔｈ ｂｏｖｉｎｅ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔ ｆｏｒ ２４ ｈ．

达，并证实其参与了子宫容受态的建立，随后，Ｊｏｈｎ⁃
ｓｏｎ、Ｂｕｒｇｈａｒｄｔ 等［１１，１２］ 分别在绵羊和猪的子宫内膜

细胞中发现了整合素的表达。 １９９５ 年，ＭａｃＬａｒｅｎ 与

Ｗｉｌｄｅｍａｎ［１３⁃１５］最早在牛的胚胎上检测到了整合素

亚基 β１，然而其 α 配体尚不明确，并最终发现，整合

素表达于植入期牛子宫胚胎界面，以及整个妊娠中

期的胎盘细胞表面。 近几年，Ｚｅｉｌｅｒ［１６］，Ｎａｒｄｏ 等［１７］

在研究中发现，牛子宫内膜上皮细胞中有整合素

αｖ、β３ 的表达，子宫基质成纤维细胞中有 α６β１ 的

７７２
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表达，其中，整合素 αｖ，β３ 在胚泡着床的整个时期都

表达。 这与我们的试验结果相吻合。 有趣的是，我
们还发现，虽然前期报道指出整合素 αｖ，β３ 属于一

个结合体，但胚胎体外（共培养）诱导试验结果却显

示：αｖ，β３ 亚基并没有呈现出相同的变化规律，这可

能提示子宫内膜中起到附植关键作用的整合素受体

类型，不止 αｖ，β３ 一个，且在着床过程中，可能存在

部分变构的现象，即亚基与配体间的亲和力发生了

变化。 另一方面，我们的实验结果显示：经体外共培

养诱导处理后，牛孵化胚胎组整合素表达的增幅远

高于未孵化胚胎组。 这与 Ｒｏｂｅｒｔ 等［１８］ 的牛体内胚

胎相关实验结果存在一定差异，他们首先在牛的桑

葚胚及后期囊胚滋养层细胞中检测到 ＩＦＮ⁃τ，它于

妊娠的第 ６ 或 ７ 天，即囊胚腔出现扩张时开始表达，
此后，随着囊胚的孵化，ＩＦＮ⁃τ 分泌量急剧上升，并
于妊娠第 １４ ～ １６ 天达到高峰，并持续到第 １９ ～ ２１
天。 ２０１５ 年，Ｂａｏ［１９］ 团队发现 ＩＦＮ⁃τ 可上调钙粘蛋

白的表达，２０１６ 年 ２ 月，Ｋｅｅｌｅｙ［１６］ 团队再次证实钙

粘蛋白与整合素间有紧密的相互调节作用，而在本

实验中，我们发现：整合素明显上升的趋势是在孵化

囊胚组，与其滋养层细胞自身 ＩＦＮ⁃τ 大量分泌的时

间相吻合。 因此可以推测：整合素 αｖ，β３ 的上调是

由于 ＩＦＮ⁃τ 在囊胚孵化前后的差异分泌所造成的，
这也预示着 αｖ，β３ 具有作为牛子宫容受态体外检测

标志基因的潜力。
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ｃｏｌ Ｓｃａｎｄ， ２００２，８１（８）： ７５３ － ７５８．
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􀦋􀦋研究报告

玛咖提取物对小鼠毒性及免疫器官的影响
俞发荣，张诗爽，张振南∗，连秀珍，谢明仁，李登楼，杨博

（甘肃省证据科学技术研究与应用重点实验室，甘肃政法学院， 兰州　 ７３００７０

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨玛咖提取物对小鼠毒性及免疫器官的影响。 方法　 给予 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠玛咖提取物 １５
ｄ， 观察玛咖对小鼠的毒性作用， 称量胸腺和脾重量。 结果 　 ２４ ｈ 内小鼠口服累计剂量为 ３２０ ｇ ／ （ｋｇ∙ｂｗ），未见动

物出现任何毒性反应。 给予玛咖提取物 １６􀆰 ０、 ３２􀆰 ０、 ６４􀆰 ０ ｇ ／ （ ｋｇ·ｂｗ） １５ ｄ， 胸腺重量比对照组分别增加了

３６􀆰 ８４％ 、８９􀆰 ４７％ 、１０７􀆰 ８９％ ，脾脏重量分别增加了 ４４􀆰 ８３％ 、６２􀆰 ０１％ 、８９􀆰 ６６％ ， 小鼠碳粒廓清指数分别增加了

３０􀆰 ８５％ 、４２􀆰 ５５％ 、５４􀆰 ７９％ ，血清溶血素值分别增加了 １１􀆰 ６４％ 、 ２０􀆰 ０３％ 、 ３１􀆰 ５１％ ，与对照组相比，差异有显著性

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ～ ０􀆰 ０１）。 结论　 玛咖提取物具有增加免疫器官重量和提高免疫功能的作用， 且毒性较低。
【关键词】 　 玛咖提取物；免疫器官；毒性作用；小鼠
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　 　 玛咖 （Ｍａｃａ），十字花科（Ｂｒａｓｓｉｃａｃｅａｅ）独行菜

属（Ｌｅｐｉｄｉｕｍ）植物，原产于海拔 ３５００ ～ ４５００ ｍ 的南

美安第斯山区。 玛咖在南美的食用历史已经有

５８００ 多年，是一种纯天然食品，营养成份丰富，有




