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雌、孕激素对牛子宫内膜上皮细胞 αｖβ３ 体外
诱导差异表达的影响
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　 　 【摘要】 　 目的　 研究体外培养的牛子宫上皮细胞内整合素 αｖβ３ 基因诱导差异表达的变化，以期为探究牛子

宫容受态的标志蛋白提供参考。 方法　 运用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法分析不同浓度雌激素、孕激素以及雌、孕激素协同作用对

牛子宫内膜上皮细胞中整合素 αｖβ３ 的诱导表达变化情况。 结果　 单独添加孕激素 １０ － ７ｍｇ ／ ｍＬ 时，整合素 αｖβ３
表达量均最高，１０ － ７ｍｇ ／ ｍＬ 组内 αｖ 和 β３ 的表达量均显著高于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 单独添加雌激素 １０ － １０ｍｇ ／ ｍＬ
组，αｖ 的表达量最高，而 β３ 的表达量最低。 协同添加雌、孕激素组中，整合素 αｖβ３ 的表达量均高于对照组，其中

αｖ 的表达量显著高于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；β３ 的表达量与对照组相比差异不显著（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 结论　 单独添加孕激

素和协同使用雌、孕激素时，均可以促进牛子宫内膜上皮细胞中整合素 αｖβ３ 的 ｍＲＮＡ 表达量上升；单独添加雌激

素的作用则与之相反。 由此，整合素 αｖβ３ 在“种植窗”期的牛子宫内膜上皮中可作为一个潜在的子宫容受态参考

标志基因。
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　 　 已知哺乳动物胚胎着床失败，大约有 １ ／ ３ 是由

于胚胎质量低劣所造成，另有 ２ ／ ３ 则由于子宫内膜

容受性不足所引起［１］。 动物早期胚胎在植入前与

子宫之间会有一个识别的过程。 拥有着床能力、正
常发育的胚胎必须同处于接受胚胎到来状态的子宫

在时空上保持完全一致，着床才能顺利进行并起始

正常妊娠［２ － ３］。 子宫内膜容受态的建立过程涉及多

种基因的表达，如白血病抑制因子（ＬＩＦ）、表皮生长

因子（ＥＧＦ）、粘蛋白 １（ＭＵＣ⁃ｌ）、整合素（ ｉｎｔｅｇｒｉｎ）、
Ｈｏｘａ１０ 和 Ｈｏｘａ１１ 基因等，这些调控基因能与早期

胚胎在特定时、空上完成同步表达，使激活态的胚胎

与处于容受态的子宫进行“精确对话”。
整合素有调控着床和囊胚侵入的功能最早是在

人类的子宫内膜实验中发现的［４ － ６］，之后逐渐在绵

羊和猪的子宫内膜细胞中发现了整合素的表

达［７ － ８］。 人们发现整合素的部分亚型在人子宫内膜

细胞中均存在不同程度的表达，其中，整合素 αｖβ３
的表达量会随着子宫容受态的建立而显著上

升［９ － １１］。 ２００２ 年，ＭａｃＩｎｔｙｒｅ 等［１２］ 的研究表明整合

素表达于植入期牛子宫胚胎的界面及整个妊娠期的

胎盘。 Ｚｅｉｌｅｒ 等［１３］在研究中证实牛子宫内膜上皮细

胞可表达整合素 αｖβ３。 虽然在反刍动物子宫内膜

细胞中检测到了整合素，但对其表达规律和功能机

制尚不明确，因此，其是否是子宫容受态的标志还有

待进一步研究。
孕激素（Ｐ４）和雌激素（雌二醇，Ｅ２）在调控子宫

内膜容受态和胚胎发育同步化的过程中各自发挥作

用且彼此相互协调。 排卵前有足够的雌激素起到刺

激性作用以及排卵后孕激素调节容受性相关因子的

表达，是建立子宫内膜容受性的必要条件［１４ － １５］。 研

究证实，孕激素通过自分泌途径直接作用于子宫内膜

上皮细胞的孕激素受体 ＰＲ，从而促进整合素 αｖβ３ 的

表达；通过旁分泌途径间接地刺激下游基因转录，诱
导产生 ＥＧＦ 或 ＨＢ⁃ＥＧＦ；ＥＧＦ 或 ＨＢ⁃ＥＧＦ 再作用于子

宫内膜上皮中各自相应受体，产生整合素 αｖβ３ 及其

配体 ＯＰＮ［１６］。 已有研究表明，孕激素对子宫内膜表

达整合素有诱导性作用，而雌激素则相反［１７］。 此外，
孕激素在调控子宫内膜整合素 αｖβ３ 及 ＯＰＮ 的表达，
比雌激素对二者的调控更具有重要的作用［１８］。

整合素 αｖβ３ 基因在反刍动物子宫内膜容受性

调节中的研究较少，对其表达调控机理尚不明了。
因此本实验主要研究目的是在孕激素、雌激素单独

或相互协同下，分析子宫上皮中整合素 αｖβ３ 基因

体外诱导差异表达的变化及作用机制，探讨孕激素、
雌激素、整合素 αｖβ３ 在牛子宫容受态中的联系及

表达意义，为牛子宫容受态提供体外研究模型，也为

整合素 αｖβ３ 是否能作为牛子宫容受态标记基因提

供参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 子宫组织

本实验选取荷斯坦奶牛子宫组织，取自河北省

大厂县屠宰场。 子宫离体后清洗干净，于 ３７℃的生

理盐水中保存备用。
１􀆰 １􀆰 ２　 试剂与仪器

Ｇｉｂｃｏ 公司：基础培养液 ＤＭＥＭ⁃Ｆ１２、胎牛血清

（ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ， ＦＢＳ）、磷酸缓冲液 ＤＰＢＳ；Ｓｉｇｍａ
公司：胰蛋白酶（ＴＥ）、ＴｒｉｔｏｎＸ⁃１００、水溶性孕酮、雌
二醇；Ａｂｃａｍ 􀅹公司：角蛋白一抗、荧光二抗；北京百

泰克生物技术有限公司：２ × ｐｏｗｅｒ Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ⁃
Ｍｉｘ；北京化工厂：氯仿、异丙醇、无水乙醇。

二氧 化 碳 培 养 箱 （ Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｆｏｒｍａ
３７１）、４ 孔板；Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司：倒置显微镜；北京百晶

生物：电泳槽、电泳仪电源；Ｂｒａｔｔ：手掌离心机；西德：
电子天平。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 牛子宫内膜组织的分离、原代培养

实验动物屠宰后，采集子宫时要注意进行无菌

操作。 在操作间里，反复清洗牛子宫至无血水。 选

３７
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取一段子宫角，展开后用镊子等器械剥离出含有脂

肪的子宫内膜层，剔除脂肪并得到薄且透明的组织，
剪成糜状后反复清洗组织悬液数次。

取少量悬液将其均匀接种至 ６ ｃｍ 的培养皿中，
摇匀盘中的组织块，加入适量的 ＤＭＥＭ⁃Ｆ１２（２０ ％
ＦＢＳ）湿润组织块，最后在 ３７℃、浓度为 ５％ 的 ＣＯ２

培养箱中进行培养。 每天应细心察看器皿中有组织

块的区域，保证每 ４８ ｈ 等量换液。
１􀆰 ２􀆰 ２　 牛子宫内膜细胞传代培养与纯化

细胞长到 ９０％ 左右时，用胰酶进行消化传代。
先吸去培养液，用 ＤＰＢＳ 清洗，后加入 １ ｍＬ 胰酶，放
入培养箱中消化 １０ ～ １５ ｍｉｎ，当在显微镜下发现细

胞变圆时加入 ＤＭＥＭ⁃Ｆ１２（１０％ ＦＢＳ）培养液终止消

化。 随后移入 １􀆰 ５ ｍＬ ＥＰ 管中离心，离心后传到新

的培养皿中，放入培养箱，每 ４８ ｈ 换一次培养液。
采用差时消化的方法进行纯化。 先吸去培养

液，用 ＤＰＢＳ 清洗，加入胰酶，当细胞变圆、漂浮时，
加入 ＤＭＥＭ⁃Ｆ１２（１０％ ＦＢＳ）培养液终止消化。 弃去

液体，再加入新鲜培养液继续培养，每 ４８ ｈ 换一次

培养液。 可根据细胞的生长情况进行多次纯化，直
到子宫内膜上皮细胞纯度较高时即可。
１􀆰 ２􀆰 ３　 牛子宫内膜细胞的冻存与复苏

子宫内膜培养中可选择冻存备用。 冻存过程的

消化过程同上，离心后加入冻存液，并转入冻存管

中。 在 ４℃冰箱中放 １０ ｍｉｎ， － ２０℃中放 ２０ ｍｉｎ， －
８０℃过夜，第二天放入液氮罐中长期保存。

进行细胞复苏时应先将水温度调至 ３７℃，将细

胞从液氮罐中取出后在空中轻晃冻存管约 １０ ｓ，随
后放入水浴锅中。 待液体融化后移入 １􀆰 ５ ｍＬ ＥＰ 管

中离心，离心后加入新鲜的 ＤＭＥＭ⁃Ｆ１２ （１０％ ＦＢＳ）
培养液，混匀接种到四孔板中。 当子宫内膜细胞铺

满约 ８０％时即可进行后续实验。 若细胞培养过程

中成纤维细胞长得较多时，则要进行纯化处理。
１􀆰 ２􀆰 ４　 不同浓度孕酮、雌激素、以及孕酮与雌激素

协同作用下子宫内膜细胞的收集与保存

外源性添加孕酮浓度选取 １０ － ５、１０ － ６、１０ － ７、
１０ － ８、１０ － ９、１０ － １０ｍｇ ／ ｍＬ；外源性添加雌激素浓度选

取 １０ －８、１０ －９、１０ －１０、１０ －１１、１０ －１２ｍｇ ／ ｍＬ；外源性添加

雌、孕激素时选取 １０ －７ｍｇ ／ ｍＬ 孕激素和 １０ －１０ｍｇ ／ ｍＬ
雌激素。

在实验前，子宫内膜细胞需要无血清饥饿 ４８ ｈ，
再用不含血清且有不同浓度孕酮、不同浓度雌二醇、
以及含有 １０ － ７ｍｇ ／ ｍＬ 孕酮和 １０ － １０ｍｇ ／ ｍＬ 雌二醇的

ＤＭＥＭ⁃Ｆ１２ 培养 ２４ ｈ。 弃去废液，用 ＤＰＢＳ 清洗，细
胞消化后移入新的 ＥＰ 管中， － ８０℃保存待提 ＲＮＡ。

１􀆰 ２􀆰 ５　 子宫内膜细胞总 ＲＮＡ 的提取及相关基因表

达的检测

实验引物由英潍捷基公司合成，引物相关参数

见表 １。 子宫内膜细胞总 ＲＮＡ 的提取后以 ２０ μＬ
Ｍ⁃ＭＬＶ 逆转录酶的标准进行反转录反应体系，按照

总 ＲＮＡ １ μｇ 反转录体系添加所需物质合成 ｃＤＮＡ，
ＰＣＲ 扩增后电泳，在凝胶成像系统下观察，拍照。
１􀆰 ３　 数据分析和统计学分析

用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对胶图进行灰度值分析，并用

ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 对数据进行单因素方差分析，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 代

表数据间差异有显著性。
表 １　 引物相关参数

Ｔａｂ． １　 Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ
名称
Ｎａｍｅｓ

退火温度
（℃） Ｔａ

上游引物（５’ – ３’）
Ｆｏｒｗａｒｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

下游引物（５’ – ３’）
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

β⁃ａｃｔｉｎ ５９ ｃｃｔｇｃｇｇｃａｔｔｃａｃｇａａａｃｔａ ａｃｔｃｃｔｇｃｔｔｇｃｔｇａｔｃｃａｃｔｃ
αｖ ５９ ｃａｇｃｇａｇｇａｃｔｔｔｇｇｇａａｔｇ ｔｇｃｇｃｃｇａｔａａａｃａｃａｔａｔｇ
β３ ５９ ｇｇｃｔａｃｃｇｔｃｔｇｔｇａｔｇａｇａ ｔｃｔｃａｇｔｃａｔｃａｇｃｃｃｃａａｇ

２　 结果

２􀆰 １　 正常传代牛子宫内膜上皮细胞

应用组织块培养法对牛子宫内膜上皮细胞进行

原代培养（图 １Ａ）。 由于原代培养的子宫细胞中含

有成纤维细胞，所以需要对其进行纯化处理。 图 １Ｂ
中箭头所指为多次纯化后的牛子宫内膜上皮细胞，
如图可见，细胞形态较好，可肉眼看见大理石纹的上

皮细胞，而且数量在不断增多，可进行后续实验。
２􀆰 ２　 不同浓度孕酮诱导牛子宫内膜细胞中整合素

αｖβ３ 的差异表达

在有外源性孕激素添加时，整合素 αｖβ３ 的

ｍＲＮＡ 表达量均有不同程度的提高，且均在 １０ － ７

ｍｇ ／ ｍＬ 时达到最高（图 ２，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ３　 不同浓度雌激素诱导牛子宫内膜细胞中整合

素 αｖβ３ 的差异表达

随着外源性雌激素浓度的添加，αｖ 的 ｍＲＮＡ 表

达量不断增加，在 １０ － １０ｍｇ ／ ｍＬ 时表达量最高（图 ３
Ａ 和 Ｂ，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；β３ 的表达量逐渐降低，其中在

１０ － １０ｍｇ ／ ｍＬ 时表达量最低（图 ３ Ａ 和 Ｃ，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ４　 孕酮与雌激素共同诱导牛子宫内膜细胞中整

合素 αｖβ３ 的差异表达

在有外源性 １０ － ７ｍｇ ／ ｍＬ 孕激素和 １０ － １０ｍｇ ／ ｍＬ
雌激素添加时，整合素 αｖ 的 ｍＲＮＡ 表达量显著高

于对照组（图 ４ Ａ 和 Ｂ，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；整合素 β３ 的 ｍＲ⁃
ＮＡ 表达量亦高于对照组，但差异无显著性（图 ４ Ａ
和 Ｃ，Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。

４７
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注：Ａ：原代牛子宫内膜培养第 ５ 天；Ｂ：纯化后的传代牛子宫内膜细胞。

图 １　 组织块培养法获得的牛子宫内膜细胞（４ × １０）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ａ ｐｉｅｃｅ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｂｏｖｉｎｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ５ ｄａｙｓ． Ｂ． Ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｂｏｖｉｎｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｐａｓｓａｇｅ．

Ｆｉｇ． １　 Ｂｏｖｉｎｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｅｘｐｌａｎｔ ｃｕｌｔｕｒｅ （４ × １０）

注：Ａ： αｖ、β３ 和 β⁃ａｃｔｉｎ ＲＴ⁃ＰＣＲ 检验结果； Ｂ： αｖ 相对于 β⁃ａｃｔｉｎ 灰度分析； Ｃ： β３ 相对于 β⁃ａｃｔｉｎ 灰度分析。 不同字母表示差异有显著性

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

图 ２　 不同浓度孕激素诱导牛子宫内膜上皮细胞中 αｖ、β３、β⁃ａｃｔｉｎ 的 ｍＲＮＡ 差异表达

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ αｖ， β３ ａｎｄ β⁃ａｃｔｉｎ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ＰＣＲ． Ｂ． Ｇｒａｙ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ αｖ ｂａｎｄ ｖｅｒｓｕｓ ｔｈａｔ ｏｆ β⁃ａｃｔｉｎ ｂａｎｄ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ． Ｃ．
Ｇｒａｙ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ β３ ｂａｎｄ ｖｅｒｓｕｓ ｔｈａｔ ｏｆ β⁃ａｃｔｉｎ ｂａｎｄ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｇｒｉｎ αｖ， β３ ａｎｄ β⁃ａｃｔｉｎ ｉｎ ｂｏｖｉｎｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ

３　 讨论

哺乳动物的胚胎植入不仅需要早期胚胎获得着

床的能力，也需要子宫具有接受胚胎的能力，即胚胎

必须与处于“容受”状态的子宫在时空上完全同步

时，胚胎才能使着床顺利、正常妊娠以及分娩。 所以

子宫内膜容受态的建立是胚胎顺利着床的关键因素

之一。 迄今为止，国际上针对动物早期妊娠机理方

面的研究已有许多报道，发现不同动物中参与早期

妊娠精确调节的因素并不完全相同。 目前针对小

鼠、大鼠等典型实验动物模型研究较多［１９，２１］，并陆

续证明雌激素、孕激素、多种因子和酶类都参与各自

５７
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注：Ａ：αｖ、β３ 和 β⁃ａｃｔｉｎ ＲＴ⁃ＰＣＲ 检验结果；Ｂ：αｖ 相对于 β⁃ａｃｔｉｎ 灰度分析；Ｃ：β３ 相对于 β⁃ａｃｔｉｎ 灰度分析。 不同字母表示差异显著（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。

图 ３　 不同浓度雌激素诱导牛子宫内膜上皮细胞中 αｖ、β３、β⁃ａｃｔｉｎ 的 ｍＲＮＡ 差异表达

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ αｖ、β３ ａｎｄ β⁃ａｃｔｉｎ ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ＰＣＲ． Ｂ： Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ αｖ ｂａｎｄ ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ ｖｅｒｓｕｓ β⁃ａｃｔｉｎ ｂａｎｄ ｉｎｔｅｎｓｉ⁃
ｔｉｅｓ． Ｃ： Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ β３ ｂａｎｄ ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ ｖｅｒｓｕｓ β⁃ａｃｔｉｎ ｂａｎｄ ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｇｒｉｎ αｖ， β３ ａｎｄ β⁃ａｃｔｉｎ ｉｎ ｂｏｖｉｎｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｅｓｔｒｏｇｅｎ

注：Ａ：αｖ、β３ 和 β⁃ａｃｔｉｎ ＲＴ⁃ＰＣＲ 检验结果，从左至右的各组顺序为 ０、Ⅰ。 其中 Ⅰ是孕激素为 １０ － ７ｍｇ ／ ｍＬ 和雌激素为 １０ － １０ｍｇ ／ ｍＬ 实验

组。 Ｂ：αｖ 相对于 β⁃ａｃｔｉｎ 灰度分析；Ｃ：β３ 相对于 β⁃ａｃｔｉｎ 灰度分析。 不同字母表示差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

图 ４　 雌激素及孕激素协同作用诱导牛子宫内膜上皮细胞中 αｖ、β３、β⁃ａｃｔｉｎ 的 ｍＲＮＡ 的差异表达

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ αｖ、β３ ａｎｄ β⁃ａｃｔｉｎ ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ＰＣＲ． Ｔｈｅ ｏｒｄｅｒ ｆｒｏｍ ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ ｉｓ ０， Ｉ． Ｉ ｉｓ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｔ

ｉｓ ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ １０ － ７ｍｇ ／ ｍＬ ａｎｄ ｅｓｔｒｏｇｅｎ １０ － １０ ｍｇ ／ ｍＬ． Ｂ： Ｇｒａｙ ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ ｏｆ αｖ ｂａｎｄ ｖｅｒｓｕｓ β⁃ａｃｔｉｎ ｂａｎｄ ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ． Ｃ： Ｇｒａｙ ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ ｏｆ β３
ｂａｎｄ ｖｅｒｓｕｓ β⁃ａｃｔｉｎ ｂａｎｄ ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ αｖ， β３ ａｎｄ β⁃ａｃｔｉｎ ｉｎ ｂｏｖｉｎｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｐｌｕｓ ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ

体内早期胚胎的精确调节［３，２０ － ２２］。 但是，参与牛、
羊等反刍家畜体内胚胎精确调节的因素与这些实验

动物存在很大差别。 因此，为了更好的探究激素对

子宫内膜容受态的影响，建立可靠的“体外诱导模

型”显得尤为重要，以期从体外角度进一步提高反

刍动物体外胚胎的移植妊娠率。

子宫内膜上皮细胞的获取采用先组织块培养法

后再进行消化纯化的方案。 有研究学者认为用组织

块培养法获得的细胞中子宫内膜基质细胞的数量较

多，需要多次纯化才能得到纯度较高的子宫内膜上

皮细胞，这样一来流程就变得比较繁琐［２３］。 但也有

研究学者通过组织块培养法所获得的子宫内膜原代

６７
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细胞，质量好效率高，而且操作简单不易污染［２４］。
笔者将子宫内膜细胞经过纯化后传代得到形态良好

且纯度较高的子宫内膜上皮细胞，并用于后续实验。
整合素 αｖβ３ 因为参与上皮的蜕膜作用从而对

胚胎的黏附有利，促进着床的顺利进行，被认为是

“种植窗”开放的标志物［２５］。 “种植窗”期的子宫内

膜中，整合素 αｖβ３ 受甾体激素的调控。 程琰等［２６］

研究表明雌激素、孕激素能调节整合素 αｖβ３ 在人

子宫内膜中的表达。 对于反刍动物，特别是牛子宫

内膜上皮细胞中整合素 αｖβ３ 与甾体类激素研究的

相关报道很少。 在本实验中，外源性加入不同浓度

孕激素能使牛子宫内膜上皮细胞中整合素 αｖβ３ 的

表达量升高，而外源性加入不同浓度雌激素均会抑

制 β３ 的表达。 就目前研究而言，胚胎着床前孕激

素对子宫内膜中整合素 αｖβ３ 的表达有诱导促进作

用，而雌激素则有相反作用。 宋凤丽等［２７］ 用雌激素

单独作用人子宫内膜癌细胞时，整合素 β３ ｍＲＮＡ
及蛋白的表达显著下降；而孕激素单独应用对整合

素 β３ 表达无明显影响。 由此可见，整合素 αｖβ３ 的

分泌是受雌激素和孕激素影响的。
以往的研究证实了在“种植窗”期，孕激素能诱

导整合素在子宫内膜上的表达，雌激素则抑制其表

达，雌、孕激素同时能对整合素 αｖβ３ 产生周期性表

达。 杨海燕等［２８］ 研究表明随子宫内膜分泌期的推

进，整合素 αｖβ３ 及其配体 ＯＰＮ 的表达量也逐渐表

达完全。 在雌、孕激素协同组中，外源性加入 １０ － ７

ｍｇ ／ ｍＬ 孕激素以及 １０ － １０ｍｇ ／ ｍＬ 雌激素能促进整合

素 αｖβ３ 的表达量上调。 Ｒａｈｅｅｍ ＫＡ 等［２９］用 １０ ｎｇ ／
ｍＬ 孕酮和 １００ ｐｇ ／ ｍＬ 雌激素同时作用于绵羊子宫

内膜上皮，发现能使 ＭＵＣ⁃１ 表达含量上调，且差异

显著。 Ａｐｐａｒａｏ ＫＢ 等［３０］ 研究表明雌激素单独作用

可抑制整合素 αｖβ３ 的配体 ＯＰＮ 的表达，但孕、雌激

素联合使用却可增强其表达。 这些结果都为体外诱

导体系提高反刍动物体外胚胎的移植妊娠率提供了

新的参考依据。
总而言之，子宫容受性的建立非常繁琐复杂，建

立过程中涉及无数基因的表达与调控。 因此，只有

明确子宫内膜容受性的标志物及其表达规律，了解

其调控机制才能更好的解决体外胚胎移植妊娠率普

遍偏低的问题。 本实验主要集中于在胚胎着床前，
研究雌、孕激素对子宫内膜上皮细胞中整合素 αｖβ３
基因的表达差异及在子宫内膜容受态中的联系。 本

实验的研究结果为牛子宫容受态的研究提供了一定

的依据及体外研究模型，同时也证实整合素 αｖβ３
可以作为评判牛子宫容受态的一个标记基因。
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