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"摘要#

!

目的
!

研究半胱亚磺酸脱羧酶"

9;\

#

@EXF

和蛋白在妊娠小鼠子宫和胚胎中的表达定位$

方法
!

构建
9;\

原位杂交探针!收集正常妊娠小鼠第
$

"

(

天子宫组织和第
$$

天胚胎!采用免疫组织化学染

色%原位杂交检测
9;\

的表达情况$结果
!

小鼠妊娠第
$

"

1

天
9;\

主要定位在子宫腔上皮细胞和腺上皮细

胞!基质细胞从第
'

天开始表达!第
)

天开始胚胎周围的子宫蜕膜细胞中检测不到
9;\

蛋白!第
/

天子宫
9;\

的表达明显减弱!第
(

天表达更弱$从囊胚到第
(

天时胚胎都有
9;\

表达$

9;\

在第
-

天定位于着床点子宫

和胚胎中!胚胎周围的子宫蜕膜细胞无表达!在第
$$

天定位于胚胎的脑%心脏%脊髓$结论
!

子宫和胚胎在小

鼠妊娠过程中可表达
9;\
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哺乳动物妊娠是一个非常复杂的过程%成功的妊

娠需要多种分子的协同作用%如类固醇激素*特定生

长因子*细胞因子*脂类介质*黏附分子和转录因子

等&

$

'

)近年来在胚胎自身和子宫内膜中发现的蛋白

质*小分子肽类和一些氨基酸在妊娠过程中起十分重

要的作用%其中牛磺酸发挥的作用逐渐引起人们的重

视&

1.'

'

)在哺乳动物生殖系统中牛磺酸是含量最丰富

的游离氨基酸之一%并且在卵母细胞和着床前的胚胎

中都有很高的含量&

0.>

'

)体外培养条件下牛磺酸可以

提高兔*小鼠和猪等动物胚胎的桑葚胚率和囊胚
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)如果在妊娠和哺乳过程中缺乏牛磺酸%后代

就会出现生长发育停滞*畸形发育*视网膜退化*心肌

损害和中枢神经系统的机能紊乱等现象&

(.$%

'

)这些研

究提示牛磺酸对于妊娠过程子宫生理作用的正常发

挥及胚胎的发育可能起到非常重要的作用)

牛磺酸的多种生物学效应的发挥依赖于它在细

胞内的浓度%细胞内牛磺酸来源主要有两种!一种可

以通过牛磺酸转运体#

G<IG

$从胞外转运%另一种可

以通过细胞内含有的半胱亚磺酸脱羧酶#

9;\

$自身

合成&

$$

'

)

9;\

是一种同源二聚体酶%属于
&

型脱羧

酶家族%其底物为半胱亚磺酸%产物为二氧化碳和亚

牛磺酸%现在一般认为
9;\

是哺乳动物生物合成牛

磺酸的主要限速酶&

$1

'

)本实验采用免疫组织化学和

原位杂交的方法%直观地研究
9;\

在妊娠早期小鼠

子宫和胚胎的表达及定位情况%为研究
9;\

和牛磺

酸在妊娠子宫发挥的生理功能及对胚胎发育的作用

等奠定基础%现报道如下)

>

!

材料与方法

>&>

!

动物与试剂
!

采用
/

周龄昆明小鼠%控制温度

为
1>`

%自然光周期条件下饲养)取发情期雌鼠与

雄鼠自然交配%采集妊娠第
$

"

(

天着床点与非着床

点的子宫组织%

0a

多聚甲醛固定%用于免疫组织化

学)第
-

天子宫着床点组织*第
$$

天胚胎在
$%

倍体

积的
0a

多聚甲醛中
0`

固定过夜%再放入
'%a

蔗糖

溶液中浸泡直至组织沉降%取第
-

天着床点组织用

G#++I7G75[9G

包埋用于原位杂交%第
$$

天小鼠胚

胎进行全胚原位杂交)

9;\

多抗由法国
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教授#

BX;VE: ]

0''

$赠送%碱性磷酸酶标记羊抗兔
B

M

L

#

LFE.FZ

$*碱

性磷酸酶标记的地高辛抗体#

<,3#.\BL.FZ

$购自北京

中杉金桥公司)

G?#T"=

*

:.:Ug

购自美国
Z?"@7

M

<

公司)

\XF

凝胶回收试剂盒*

Z9E

产物纯化试剂盒*

质粒小提和大提试剂盒购自天根生化科技#北京$有

限公司)地高辛标记试剂盒#

\BL[=#

M

",I6=7"3#!7'A.

V,!U<J7=#,

M

8#3

$购自瑞士
E"627

公司)

4

:\$/.G

\XF

质粒购自日本
G<8<E<

公司)乙酰化溶液!

$%

@U$@"=

"

UGVF

#

4

c/&%

$*

(%@U

焦碳酸二乙酯

#

\VZ9

$水*

1>%

%

U

醋酸酐混匀)

;"=I3#",K$

溶液!

$%%@U$@"=

"

U G?#+

4

c-&>

和
'% @U> @"=

"

U

X<9=

用蒸馏水定容至
$U

%灭菌室温保存)

XKG

"

K9BZ

显色液!

'&0

%

U$%%@

M

"

@UXKG

%

'&>

%

U>%

@

M

"

@UK9BZ

%

1&0

%

U10@

M

"

@U

左旋咪唑%

>&%

%

U

$%a GS77,.1%

%

(/)&%

%

UXKG

"

K9BZ

显色液)

>&?

!

方法

>&?&>

!

免疫组织化学染色
!

将石蜡包埋好的子宫组

织切成
>

%

@

厚连续切片%找到着床点及胚胎进行免

疫组织化学)脱蜡%过梯度乙醇水化%

%&%$@"=

"

U

柠

檬酸钠缓冲液抗原修复%放置至室温%羊血清封闭%按

$j$%%%

稀释
9;\

抗体#一抗$滴加在组织上%放入

湿盒
0`

冰箱过夜)第
1

天洗掉一抗%加入
LFE.FZ

#

$j1%%

$%孵育
12

%

XKG

"

K9BZ

显色液显色%封片%显

微镜照相)阴性对照用磷酸盐缓冲液#

ZK;

$代替一

抗%其他步骤完全相同)

>&?&?

!

原位杂交

>&?&?&>

!

探针制备
!

针对
9;\

基因#

L7,7K<,5

序

列号!

$00(01&0

$设计实时荧光定量
Z9E

#

EG.Z9E

$

引物%正向引物序列为!

>A.FL9F99G99G9GG99

FGLFL.'A

%反向引物序列为!

>A.LFG LL9 GLF

9G9FFFF99F9.'A

)

EG.Z9E

扩增目的基因%纯

化回收扩增产物%将产物连接到
4

:\$/.G\XF

质

粒%质粒转化步骤参考文献&

$'

'方法%重组质粒的酶

切及
Z9E

鉴定参考文献&

$0

'方法)酶切*鉴定纯化

的质粒
\XF

分别用限制性内切酶
K<@c

(

和
c#,!

*

线性化%琼脂糖凝胶电泳鉴定酶切片段)线性化后

的质粒用
\XF

凝胶回收试剂盒回收%用紫外分光光

度计测定线性化
\XF

浓度)纯化后的探针使用地高

辛标记试剂盒进行标记)

>&?&?&?

!

杂交方法
!

将包埋好的第
-

天子宫着床点

组织切成
$%

%

@

厚的冰冻切片%室温风干
'%@#,

%

0a

四氟乙烯
.

全氟烷氧基乙烯基醚共聚物#

ZYF

$固定
$%

@#,

%

ZK;

清洗
>@#,

%乙酰化溶液处理
$%@#,

%

\VZ9

水清洗
>@#,

%

>

%

M

"

@U

蛋白酶
8

溶液处理
>@#,

%

ZK;

清洗
>@#,

)预杂交液孵育
0

"

/2

%然后用
9;\

探针杂交液#

>

%

M

"

@U

$

>%`

孵育过夜)第
1

天清洗

杂交液%牛血清封闭
$2

%加
<,3#.\BL.FZ

#

$j$%%%

$

0

`

孵育过夜)次日取出切片用
;"=I3#",K$

室温清洗

$%@#,

%

XKG

"

K9BZ

显色液显色%显色结束终止反应%

-%a

甘油封片并照相)

第
$$

天胚胎从
0a

多聚甲醛固定%取出%依次通

过含
$%%a

*

(>a

*

->a

*

>%a

甲醇
ZK;

溶液%然后放

置于
ZK;

中%用
$%

%

M

"

@U

蛋白酶
8

消化处理
1%

@#,

%清洗后放入含有
%&$a

戊二醛的
0a

多聚甲醛溶

液再固定
1%@#,

%

ZK;

清洗后%放入
)>`

含有
$

%

M

"

@U

探针的杂交液中过夜)次日清洗杂交液%用
1%a

胎牛血清封闭
$2

%加
<,3#.\BL.FZ

#

$j$%%%

$

0`

孵

育过夜)次日取出放入含
$a

牛血清清蛋白#

K;F

$

的
ZK;.GS77,.1%

#

ZK;G

$中清洗%每
1

小时换液
$

次%

ZK;G

浸泡过夜)次日取出放入
ZK;G

中清洗
1

次%每次
'%@#,

%

K:

4

I?

4

=7

显色液显色%

GV

清洗终

止显色%解剖镜下照相)正义链探针为阴性对照%原

位杂交操作与反义链探针相同)

?

!

结
!!

果

?&>

!

免疫组织化学染色结果
!

免疫组织化学染色结

果见图
$

%蓝色为
9;\

阳性信号%分布在细胞质中)

在妊娠第
$

*

1

天子宫中
9;\

主要定位在子宫腔上皮

细胞和腺上皮细胞%而第
'

*

0

天大量子宫基质细胞也

表现出较强的
9;\

阳性)第
)

天开始胚胎周围的子

宫蜕膜细胞不表达
9;\

%但贴近子宫系膜缘和系膜对

%>'1

重庆医学
1%$(

年
-

月第
0/

卷第
$0

期



侧缘均高表达
9;\

)第
/

天开始子宫
9;\

的表达明

显减弱%第
(

天表达更弱%只有系膜对侧缘子宫
9;\

呈中等程度阳性反应)在第
(

天着床点间的子宫

9;\

主要定位在腔上皮和腺上皮细胞)第
0

天子宫

中的囊胚内细胞团和滋养层细胞都表达
9;\

%到第
(

天胚胎都有
9;\

阳性)阴性对照未检测到阳性信

号%见图
$

)
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!腔上皮(

M

7

!腺上皮(

;

!基质(

@

Q

"

!子宫肌层(

J=

!囊胚(

7@

!胚胎(

:

!系膜缘(

F@

!系膜对侧缘(

B;

!着床点(

B,37?.B;

!着床点之间的子宫

#标尺为
1%

%

@

$

图
$

!!

9;\

在妊娠小鼠子宫中的免疫组织化学分布

!!

7@

!胚胎(

:

!子宫系膜缘(

F@

!子宫系膜对侧缘(

B;

!着床点(

B,37?.

B;

!着床点间的子宫#标尺为
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%
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$

图
1

!!

原位杂交检测
9;\

的第
-

天胚胎和子宫定位

?&?

!

原位杂交结果
!

第
-

天胚胎和着床点子宫中都

能检测到
9;\ @EXF

阳性信号%子宫系膜对侧缘

9;\

阳性表达明显%胚胎周围的子宫蜕膜细胞未检测

到阳性信号)第
-

天
9;\

主要定位于腔上皮和腺上

皮细胞%阴性对照未检测到阳性信号)第
$$

天
9;\

定位于脑*心脏*脊髓%见图
1

*

'

)

!!

cJ

!后脑(

G

!端脑

图
'

!!

原位杂交检测
9;\

的第
$$

天胚胎定位

@

!

讨
!!

论

!!

雌激素#

V1

$和孕激素#

Z0

$是胚胎着床过程中最

重要的两种激素%

V1

主要刺激子宫腔上皮细胞和腺

上皮细胞增殖%

Z0

主要刺激子宫内膜基质细胞增殖%

并诱导基质细胞分化为蜕膜细胞&

$>

'

)本研究结果显

示
9;\

在第
$

"

(

天子宫的表达有一定的动态变化%

第
$

"

1

天主要定位在子宫腔上皮细胞和腺上皮细

胞%第
'

天开始子宫基质细胞也出现阳性表达)

U[.

K[

等&

$)

'用免疫组织化学检测到牛磺酸在发情后期*

间情期大鼠子宫的腔上皮细胞和腺上皮细胞表达)

子宫腔上皮细胞和腺上皮细胞具有分泌功能%其分泌

物是子宫液的主要来源%本实验结果说明子宫腔上皮

细胞和腺上皮细胞可以通过
9;\

途径自身合成牛磺

酸分泌到子宫液中发挥生理作用%并且可能与
V1

和

Z0

对子宫细胞的增殖调控有关)妊娠第
0

"

>

天被称

为小鼠胚胎着床窗口期是妊娠最重要的一个时期%此

时的胚胎要受到多种因子的复杂调控才能成功着

床&

$

'

)本实验的结果显示从第
'

天开始大量子宫基

质细胞开始表达
9;\

%

9;\

表达急剧增加说明可能在

着床窗口期子宫需要合成大量牛磺酸%也有可能牛磺

酸作为一种信号分子作用于子宫为接受胚胎做准备)

从第
)

天开始胚胎周围的子宫蜕膜细胞中检测不到

9;\

%第
/

天子宫
9;\

的反应明显减弱%第
(

天表达

更弱%只有子宫系膜对侧缘有微弱表达%胚胎从囊胚

到第
(

天胚胎都有
9;\

阳性)着床过程结束后子宫

9;\

表达开始下降%可能是由于牛磺酸需求量减少或

胚胎通过自身
9;\

合成的牛磺酸已经能满足发育的

需要)

9;\

的表达模式说明牛磺酸在着床建立以后%

可能对胚胎正常发育起一定作用)

原位杂交显示
9;\

第
-

天定位于着床点子宫和

胚胎中%胚胎周围的子宫蜕膜细胞无表达)第
$$

天

定位于胚胎脑*心脏*脊髓)

8B:

等&
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方法也检测到
9;\ @EXF

在
B9E

小鼠胚胎发育第

0

*

$%

*

$>

*

$/

天都有表达)

;G]E:FX

等&

$/

'发现缺

乏牛磺酸的雌猫生下的足月小猫明显比正常猫小%脑

质量明显降低%脑形态异常)补充牛磺酸可改善生长

受限的胎鼠神经干细胞的增殖&

$(

'

)基因敲除牛磺酸

转运蛋白引起的牛磺酸耗竭会导致心肌萎缩和心肌

病&

1%

'

)以上结果说明在胎儿的心血管系统*神经系统

等重要系统里是可以通过
9;\

途径合成牛磺酸%牛

磺酸对胚胎重要系统的生长发育发挥一定作用)

综上所述%

9;\

在妊娠小鼠子宫和胚胎中的表达

动态变化%牛磺酸可能在胚胎发育和着床*调节妊娠

子宫状态中发挥一定的作用)牛磺酸在胚胎发育过

程中的作用及机制仍需进一步研究)
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