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摘　要：本试验分别用５０、１００、２００和４００ｎｇ／ｍＬ浓度的孕酮处理体外培养的牛子宫内膜细胞１、３、６、１２、２４ｈ，然

后收集细胞通过半定量ＲＴＰＣＲ分析孕酮对子宫内膜细胞孕酮受体（ＰＲ）表达的影响。结果表明：在细胞层次水

平上，孕酮能够抑制子宫内膜体外培养细胞上孕酮受体的表达。
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　　孕酮主要是由卵巢妊娠黄体分泌的类固醇激

素［１］，主要作用于子宫内膜、子宫肌层和乳腺组织。

孕酮是妊娠建立和维持的重要激素［２］。孕酮通过孕

酮受体（Ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＲ）的介导发挥生

理作用。ＰＲ属于类固醇核受体超家族的成员，是

核受体家族中的重要转录因子，ＰＲ分为Ａ、Ｂ亚型，

它们由１个基因通过２个不同的起始密码子转录而

成［３］。在牛发情周期和妊娠过程中的不同阶段，ＰＲ

在子宫内膜上的表达存在差异。在发情周期中：从

发情前期到发情期，子宫内膜基质细胞上ＰＲ的表

达水平缓慢增加，发情后期增加迅速，间情期表达量

降低；在妊娠时：在子宫子叶基质上ＰＲ表达水平低

于子叶间基质细胞［４］。在妊娠和非妊娠牛子宫子叶

基质和腺上皮上，ＰＲ的表达水平较低，且不存在差

异；妊娠个体子叶间基质上表达较高［５］。研究表明，

ＰＲ主要在牛子宫内膜基质细胞中表达，不同生理

状况下，表达水平的差异主要是子叶基质区和非子

叶基质区的差异。在个体水平上，孕酮分泌的增加，

导致雌激素受体（ＥＲ）表达的减少，从而进一步导致

ＥＲ介导的ＰＲ表达的降低
［６］。在妊娠识别后的妊
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娠建立过程中，孕酮的分泌持续增加，为了维持孕酮

对妊娠过程的生理作用，ＰＲ的表达水平从理论上

应该保持不变甚至增加，在妊娠建立的过程中，什么

机制来阻止ＰＲ表达的下调？在细胞水平上，孕酮

对ＰＲ的表达过程是否存在细胞内调控机制？解决

这些问题，对于认识牛妊娠建立过程以及胚胎植入

过程非常重要，从而为提高胚胎移植的妊娠率奠定

基础。

１　材料和方法

１１　试验材料

　　黄体期（间情期）黄牛的子宫内膜。在屠宰场收

集８头黄牛子宫，置于３７℃生理盐水中３０ｍｉｎ内带

回实验室。用含５００ＩＵ／ｍＬ青霉素和５００μｇ／ｍＬ

链霉素的生理盐水溶液清洗５次后在超净工作台

上，用眼科剪分离子宫内膜层。

１２　子宫内膜细胞培养

　　将子宫内膜组织块剪至１ｍｍ
３ 大小，用含１０％

ＦＢＳ（ＨｙＣｌｏｎｅ）的ＤＭＥＭ：Ｈａｍ’ｓＦ１２（Ｓｉｇｍａ）培养

液浸润，再将组织块均匀地置于预先用培养液浸润

过的培养瓶底部，放入３７℃，５％ＣＯ２ 环境的培养

箱，６ｈ后向培养瓶加入１ｍＬ培养液（１０％ＦＢＳ＋

１００ＩＵ／ｍＬ青霉素＋１００μｇ／ｍＬ链霉素＋ＤＭＥＭ

∶Ｈａｍ’ｓＦ１２）；４８ｈ后再加入３ｍＬ培养液。加液

时不要让组织块漂浮。原代细胞从组织块周围长

出，细胞长满培养瓶底的９０％时，进行传代。

　　 传代时吸出培养液，用 ＰＢＳ 淌洗后，加入

０．２５％Ｔｒｙｐｓｉｎ０．０２％ＥＤＴＡ（Ｖｅｒｓｏｎ液）消化液３

ｍＬ浸润细胞，细胞刚变圆时加入含血清的培养液３

ｍＬ终止消化，于漩涡振荡仪上振荡１５ｓ，离心收集

细胞后，用培养液重悬后，按２×１０５／ｍＬ密度接种

细胞进行培养。

１３　孕酮处理

　　取生长良好的３～８代牛子宫内膜细胞（ｂＥＣ）

混合（图１），用无血清的ＤＭＥＭ：Ｈａｍ’ｓＦ１２培养２４

ｈ。再用含不同浓度孕酮的无血清培养液培养不同

时间后收集细胞。组成的不同试验组见表１。

Ｅ．上皮细胞；Ｆ．成纤维样细胞

Ｅ．Ｅｐｉｔｈｅｒｉｕｍ；Ｆ．Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｌｉｋｅｃｅｌｌｓ

图１　混合生长的子宫内膜细胞（×４００）
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表１　孕酮处理后细胞组编号

犜犪犫犾犲１　犜犺犲犵狉狅狌狆狊狀狌犿犫犲狉犪犳狋犲狉犲狀犱狅犿犲狋狉犻狌犿犮犲犾犾狊犫犲犻狀犵狋狉犲犪狋犲犱狑犻狋犺狆狉狅犵犲狊狋犲狉狅狀犲

处理时间／ｈ

Ｔｒｅａｔｅｄｔｉｍｅ

孕酮浓度　Ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／（ｎｇ／ｍＬ）

０（对照组）

０（Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ）
５０ １００ ２００ ４００

１ Ａ１ Ｂ１ Ｃ１ Ｄ１ Ｅ１

３ Ａ２ Ｂ２ Ｃ２ Ｄ２ Ｅ２

６ Ａ３ Ｂ３ Ｃ３ Ｄ３ Ｅ３

１２ Ａ４ Ｂ４ Ｃ４ Ｄ４ Ｅ４

２４ Ａ５ Ｂ５ Ｃ５ Ｄ５ Ｅ５

表中字母数字标号表示孕酮处理后细胞的试验组编号

Ｔｈｅｌｅｔｔｅｒｓａｎｄｎｕｍｂｅｒｓｌａｂｅｌｅｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｓａｆｔｅｒｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍｃｅｌｌｓｂｅｉｎｇｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ

１４　细胞总犚犖犃的提取

　　酶解后离心收集不同试验组细胞作 ＲＮＡ 抽

提。抽提过程参照ＴＩＡＮＧＥＮ公司的ＴＲｉｚｏｌ试剂

盒进行。并通过电泳和测定２６０、２８０ｎｍ下的 ＯＤ

值，进行总ＲＮＡ浓度和纯度检查。

１５　犚犜犘犆犚反应

　　采用半定量 ＰＣＲ检测不同试验组中ＰＲ的表

达水平。内参基因为β犪犮狋犻狀。引物用Ｐｒｉｍｅｒ５．０

设计，ＳＢＳ公司合成。ＰＲ上游引物５′ＧＧＴＧＧＧ

ＴＡＴＴＣＣＡＡＡＣＧＡ３′，下游引物５′ＴＡＴＴＡ

１９１１
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ＧＡＴＣＡＧＧＣＧＣＡＡＡ３′，ＰＣＲ产物３７３ｂｐ；β犪犮狋犻狀

上游引物５′ＴＡＣＡＡＴＧＡＧＣＴＧＣＧＴＧＴＧＧ３′，下

游 引 物 ５′ＴＡＧＣＴＣＴＴＣＴＣＣＡＧＧＧＡＧＧＡ３′，

ＰＣＲ产物４５０ｂｐ。

１．５．１　ＲＴ反应　反转录过程按照ＴａＫａＲａＲＮＡ

ＰＣＲＫｉｔＶｅｒ．３．０试剂盒说明书进行。反应体系

为：２μＬ（０．０５μｍｏｌ）ＭｇＣｌ２，１０×ＲＴＢｕｆｆｅｒ１μＬ，

ＲＮａｓｅＦｒｅｅＨ２Ｏ３．７５μＬ，ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ１μＬ（各

０．０１μｍｏｌ），ＲＮａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ０．２５μＬ（１０ＩＵ），

ＡＭＶＲｅｒｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ０．５μＬ（２．５ＩＵ），Ｏｌ

ｉｇｏｄＴＡｄａｐｔｏｒＰｒｉｍｅｒ０．５μＬ（１．２５ｐｍｏｌ），ＲＮＡ

样品１μＬ（０．８μｇ）。反转录反应条件：４２ ℃ １５

ｍｉｎ，９９℃５ｍｉｎ，５℃５ｍｉｎ。

１．５．２　ＰＣＲ反应条件优化　ＰＣＲ反应体系：５×

ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ１０μＬ，灭菌蒸馏水２８．７５μＬ，ＴａＫａＲａ

Ｅｘ犜犪狇ＴＭＨＳ０．２５μＬ（１．２５ＩＵ），上游引物：０．５

μＬ（５０ｐｍｏｌ），下游引物：０．５μＬ（５０ｐｍｏｌ），ＲＴ产

物１０μＬ。ＰＲ和βａｃｔｉｎ分管扩增。

　　ＰＣＲ反应条件优化：进行半定量分析，必须对

ＰＣＲ反应条件进行优化，使循环次数位于ＰＣＲ产

物指数增长阶段的末期，并与初始ＲＴ模板量呈递

增关系时。首先调节 ＲＴ 中ｃＤＮＡ 浓度分别为

０．５、０．６、０．７、０．８、０．９、１．０μｇ／μＬ进行模板量优

化；然后按照９４℃２ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，分别用

５２℃，５４℃，５６℃，５８℃，６０℃，６２℃退火３０ｓ，３５

个循环，７２℃延伸１ｍｉｎ，优化退火温度。最后分别

采用：２８、３０、３２、３４、３５、３６、３７变性退火循环次数，

优化循环数。

１６　半定量分析

　　取５μＬＰＣＲ产物经１．５％琼脂糖电泳后，置

ＢｉｏＲａｄＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ凝胶成像系统获取图像。

利用Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ４．５软件对ＰＲ与βａｃｔｉｎＰＣＲ

电泳条件进行定量分析，ＰＲ与βａｃｔｉｎ比值反映ＰＲ

基因在等量细胞中的表达水平。结果采用犉检验。

２　结　果

２１　组织块培养

　　在组织块贴壁后第５天发现有少量上皮细胞和

成纤维样细胞出现在组织周围，到第１０～１４天细胞

可以基本长满培养瓶底（图２）。添加孕酮对光学显

微镜下的细胞形态没有影响（图３、４）。

２２　犚犖犃提取

　　琼脂糖电泳结果见图５，３条带清晰可见，２８Ｓ

Ｔ．牛子宫内膜组织块

Ｔ．Ｔｉｓｓｕｅｐｉｅｃｅｓｆｒｏｍｂｏｖｉｎｅｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ

图２　组织块周围长出的子宫内膜细胞（×１００）

犉犻犵．２　犌狉狅狑犻狀犵犲狀犱狅犿犲狋狉犻狌犿犮犲犾犾狊犪犫狅狌狋狋犻狊狊狌犲（×

１００）

图３　孕酮处理前细胞（×１００）

犉犻犵．３　犜犺犲犲狀犱狅犿犲狋狉犻狌犿犮犲犾犾狊狑犻狋犺狅狌狋狆狉狅犵犲狊狋犲狉

狅狀犲狋狉犲犪狋犿犲狀狋（×１００）

图４　孕酮处理后的子宫内膜细胞（×１００）

犉犻犵．４　犜犺犲犫狅狏犻狀犲犲狀犱狅犿犲狋狉犻狌犿犮犲犾犾狊犪犳狋犲狉犫犲犻狀犵

狋狉犲犪狋犲犱狑犻狋犺狆狉狅犵犲狊狋犲狉狅狀犲（×１００）

比１８Ｓ亮度比约为２∶１，且无ＤＮＡ条带。Ａ２６０／Ａ２８０

的ＯＤ比值见表２，所有比值均在１．７０～２．１８之间。

１．Ｐ４００ｎｇ／ｍＬ；２．Ｐ２００ｎｇ／ｍＬ；３．Ｐ１００ｎｇ／ｍＬ；４．Ｐ５０ｎｇ／ｍＬ

图５　总犚犖犃电泳图谱

犉犻犵．５　犜犺犲犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狉犲狊狌犾狋狊狅犳狋狅狋犪犾犚犖犃犫狔犪犵犪

狉狅狊犲犵犲犾
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表２　不同试验组中细胞总犚犖犃　犃２６０／犃２８０值

犜犪犫犾犲２　犜犺犲狉犪狋犻狅狅犳犃２６０／犃２８０狅犳狋狅狋犪犾犚犖犃犳狉狅犿犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋狉犲犪狋犲犱犮犲犾犾狊犵狉狅狌狆狊

Ｔｈｅｇｒｏｕｐ

ｎｕｍｂｅｒ
Ａ２６０／Ａ２８０

Ｔｈｅｇｒｏｕｐ

ｎｕｍｂｅｒ
Ａ２６０／Ａ２８０

Ｔｈｅｇｒｏｕｐ

ｎｕｍｂｅｒ
Ａ２６０／Ａ２８０

Ｔｈｅｇｒｏｕｐ

ｎｕｍｂｅｒ
Ａ２６０／Ａ２８０

Ｔｈｅｇｒｏｕｐ

ｎｕｍｂｅｒ
Ａ２６０／Ａ２８０

Ａ１ １．８０ Ｂ１ １．７３ Ｃ１ １．９２ Ｄ１ ２．１８ Ｅ１ １．８９

Ａ２ １．７９ Ｂ２ １．８５ Ｃ２ １．７６ Ｄ２ １．９６ Ｅ２ １．８８

Ａ３ １．９２ Ｂ３ １．７６ Ｃ３ １．７０ Ｄ３ １．８７ Ｅ３ １．９０

Ａ４ １．９６ Ｂ４ １．９７ Ｃ４ １．９４ Ｄ４ １．９６ Ｅ４ １．８６

Ａ５ １．８６ Ｂ５ １．７９ Ｃ５ １．８７ Ｄ５ １．９６ Ｅ５ ２．１２

 Ａ２６０／Ａ２８０．２６０和２８０ｎｍ波长下的ＯＤ值的比率

Ｔｈｅｒａｔｉｏｏｆｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙｕｎｄｅｒ２６０ｎｍｗａｖｅｌｅｎｇｔｈａｎｄ２８０ｎｍｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ

２３　犘犆犚反应条件

　　图６表明，当 ＲＴ模板浓度为０．８μｇ／μＬ时，

ＰＲ、βａｃｔｉｎ的产物增长达到指数增长阶段的末期。

从图７可以看出，循环次数从２８增加到３７次，ＰＣＲ

的产物量也增加，ＰＲ和βａｃｔｉｎ扩增产物随循环次

数的增加基本一致，在循环数为３５次时，进入产物

增长平台期。对退火温度的研究同样表明，选择５６

℃为退火温度时，ＰＲ和βａｃｔｉｎ扩增的特异性最

图６　犚犜模板浓度与犘犆犚产物的关系

犉犻犵．６　犜犺犲狉犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆犫犲狋狑犲犲狀犚犜狋犲犿狆犾犪狋犲犱狅狊

犪犵犲犪狀犱犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋

图７　扩增循环次数与犘犆犚产物的关系

犉犻犵．７　犜犺犲狉犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆犫犲狋狑犲犲狀犪犿狆犾犻犪狋犻狅狀犮狔犮犾犲

狋犻犿犲狊犪狀犱犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋

好。优化的ＰＣＲ条件为：模板量０．８μｇ／μＬ，循环

次数３５次，退火温度５６℃。

２４　不同试验组细胞的犘犚犿犚犖犃表达检测

　　通过对不同试验组细胞的 ｍＲＮＡ的ＲＴＰＣＲ

产物进行电泳（图８）。电泳结果显示，在所有试验

组中，均出现了ＰＲ和βａｃｔｉｎ的特异性条带。表明

在体外培养的牛子宫内膜细胞中，有犘犚和β犪犮狋犻狀

基因的转录。

Ｍ．Ｍａｋｅｒ；Ｂ１～Ｅ５．对应细胞组号（表１）的ＰＲ条带；ＢＡ．对应细胞组号βａｃｔｉｎ条带；Ｐ０．控制组ＰＲ条带

Ｍ．Ｍａｋｅｒ；Ｂ１Ｅ５．ＰＲｂａｎｄｓｏｆｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｇｒｏｕｐｎｕｍｂｅｒ（Ｔａｂｌｅ１）；ＢＡ．βａｃｔｉｎｂａｎｄｓｏｆｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｇｒｏｕｐ；

Ｐ０．ＰＲｂａｎｄｓｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

图８　不同浓度孕酮处理不同时间后子宫内膜细胞犘犚和β犪犮狋犻狀犿犚犖犃的犚犜犘犆犚电泳图谱

犉犻犵８　犈犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊犫犪狀犱狊狅犳犚犜犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋犳狅狉犘犚犪狀犱β犪犮狋犻狀犿犚犖犃犳狅狉犿犲狀犱狅犿犲狋狉犻狌犿

犮犲犾犾狊犪犳狋犲狉犫犲犻狀犵狋狉犲犪狋犲犱狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋犱狅狊犪犵犲狅犳狆狉狅犵犲狊狋犲狉狅狀犲犳狅狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犻犿犲
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　　β犪犮狋犻狀基因在机体很多组织中的表达基本恒

定，以β犪犮狋犻狀为内参基因，由犘犚／β犪犮狋犻狀 进行犘犚

基因半定量分析见图９。

．表示与对照组相比差异显著（犘＜０．０５）；．表示与对照组相比差异极显著（犘＜０．０１）

．Ｓｈｏｗｅｄｓｔａｔｉｃａｌｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（犘＜０．０５）ｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；．Ｓｈｏｗｅｄｈｉｇｈｌｙｓｔａｔｉｃａｌｌｙｄｉｆ

ｆｅｒｅｎｔ（犘＜０．０１）ｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

图９　不同孕酮浓度下犘犚的表达水平（犪）和处理不同时间犘犚的表达水平（犫）

犉犻犵９　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狅犳犘犚犻狀犫犈犆犪犳狋犲狉犫犲犻狀犵狋狉犲犪狋犲犱狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋

狆狉狅犵犲狊狋犲狉狅狀犲犱狅狊犲（犪）犪狀犱犳狅狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犻犿犲（犫）

　　孕酮受体在对照组细胞中表达最高，其表达水

平显著高于５０、１００ｎｇ／ｍＬ组（犘＜０．０５），极显著高

于２００、４００ｎｇ／ｍＬ浓度孕酮处理组（犘＜０．０１）；从

作用时间看，随着孕酮作用时间的延长，孕酮受体的

表达水平降低：在低孕酮浓度处理组 （５０、１００

ｎｇ／ｍＬ）中，随处理延长孕酮受体表达水平有下降的

趋势，但不同处理组随时间的变化差异不显著（犘＞

０．０５）。

３　讨　论

　　牛子宫内膜细胞主要包含了基质细胞和上皮细

胞，研究证实孕酮受体主要在上皮细胞表达［７］。本

试验培养的子宫内膜组织块，培养的细胞中主要包

括子宫内膜上皮细胞和基质细胞。在培养过程中，

子宫内膜基质细胞逐渐成为成纤维细胞，成为优势

细胞。

　　半定量ＰＣＲ方法是指在同样的反应条件下，同

步扩增来自同一ＤＮＡ的一段靶序列和另一段内参

序列。只要测定靶序列与内参照物的扩增产量，对

其进行比较即可确定靶序列的量。半定量ＰＣＲ方

法只有在靶序列与内参照物序列有相似的扩增效率

时，这种定量方法才比较准确。扩增效率的差异常

发生在ＰＣＲ的终末期，所以在指数扩增期对产物进

行定量较好［８］。指数期内，模板扩增倍数与扩增效

率的对数呈线性关系，适合定量［９１０］。在本试验中，

犘犚和内参基因β犪犮狋犻狀的ＰＣＲ反应的温度和模板

量进行优化，并测试了循环数与ＰＣＲ产物之间的关

系，当循环数超过３７时，ＰＣＲ产物增长超过指数

期，因此选择循环数３５作为反应条件，保证扩增过

程在指数增长期。Ｐａｓｔｉｒｅ报道，半定量ＰＣＲ系统

可以检测出基因拷贝数１／３的差异
［１１］。

　　在体情况下，孕酮与雌激素的作用既相互拮抗

又相互协同，两者共同调节雌性生殖活动［１２］。高浓

度孕酮通过抑制ＥＲ的表达，从而降低雌激素的生

理作用。在体条件下，雌激素能够促进 ＰＲ 的表

达［６］。所以在非妊娠在体条件下，Ｐ分泌量的增加，

通过抑制ＥＲ的表达，进一步会抑制ＰＲ的表达
［１３］，

Ｒｏｂｉｎｓｏｎ
［５］，Ｋｉｍｍｉｎｓ

［４］在研究牛妊娠早期ＰＲ表

达时发现，Ｐ分泌量的增加并没有抑制子宫内膜上

ＰＲ的表达。此外，孕酮发挥其作用是通过孕酮受

体介导的，所以理论上孕酮受体的表达与孕酮呈负

相关。

　　本试验在体外条件下培养牛子宫内膜细胞，添

加不同浓度的孕酮处理细胞，然后通过ＲＴＰＣＲ反

应半定量分析孕酮受体基因表达的情况。结果显示

孕酮受体在未处理细胞中最高表达，随着孕酮浓度

（５０、１００、２００、４００ｎｇ／ｍＬ）的增加，ＰＲ表达水平下

降。１９９９年，Ｘｉａｏ等通过体外培养子宫内膜细胞研

究表明：在子宫内膜基质细胞上，雌激素能刺激

ＥＲ、ＰＲ表达增加；孕酮能抑制雌激素的作用，但对
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ＥＲ、ＰＲ的表达影响不显著，这与在体水平的激素作

用模式存在矛盾。在子宫的内膜上皮细胞上，高孕

酮、高雌激素和二者联合作用，以及低雌激素，对

ＥＲ、ＰＲ的表达影响不显著。同时，基质细胞上ＰＲ

的表达量远远高于上皮细胞中的表达量［１１］。在体

的研究容易受动物生理状况的影响，难以控制的因

素很多，Ｘｉａｏ等
［１１］把子宫内膜的细胞分别单独培养

研究。在本试验中，孕酮对联合培养基质细胞和上

皮细胞作用后，ＰＲ表达水平与Ｘｉａｏ等
［１１］结论存在

差异，但能更好的解释激素在体作用模式。在细胞

水平上，Ｐ抑制ＰＲ表达的分子机制，还有待进一步

深入研究。
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