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摘要!目的 研究人正常早孕滋养层细胞与蜕膜细胞中基质金属蛋白酶!++,-"的表达特点#探讨子宫内膜蜕膜化进程

中 ++,- 的变化及对胚胎着床的影响$方法 收集正常妇女分泌期子宫内膜及人正常早孕绒毛和相应蜕膜标本各 ( 例#

分别进行离体培养#鉴定其纯度在 ./0以上后#收集培养上清液#利用 !"1$%2’!3"145$6$%78296-"测定培养上清液中

++,-!++,:)%++,:;%<<=:>%<<=:?%<<=:/%<<=:.%<<=:);%<<=:)>"蛋白 表 达 的 变 化#分 析 <<=- 在 不 同 培

养 条 件 下 的 表 达 差 异 及 表 达 之 间 的 相 关 性$ 结 果 @在 不 同 培 养 条 件 下 #<<=:)%<<=:;%<<=:>%<<=:?%<<=:/%
<<=:.均有表达#<<=:); 及 <<=:)> 分别在 ABC 及 DBC 中无表达#且 <<=:/%<<=:);%<<=:)> 表达均低$ E与子

宫内膜细胞相比#<<=:)%<<=:>%<<=:? 在 DBC#AFCG 中表达均降低# 降低有显著性差异 !!!*H*("# 而 <<=:;%
<<=:/%<<=:. 在 DIC#AFCJ 中 则 显 著 升 高 # 升 高 有 显 著 性 差 异 !!!*H*("$ 且 在 蜕 膜 细 胞 中 #<<=:)%<<=:>%
<<=:;%<<=:? 高表达尤为显著$ K与蜕膜细胞相比#<<=:)%<<=:>%<<=:? 在 AFCG 中表达显著降低 !!!*H*("$
<<=:;%<<=:.%<<=:)> 在 AFCG 中升高有显著性 !!!*H*("$ 且在滋养层细胞中#<<=:;%:. 高表达尤为显著$ L
<<=- 之间的相关性&<<=:; 与 <<=:. 相关关系显著!!!*H*("#且关系较密切M"N*HOOP(Q$ <<=:)R<<=:>R<<=:?7两
两间相关关系显著!!!*H*("#且关系密切M""*H?>P*Q$ 其他 <<= 之间相关关系不显著$ 结论 首次利用 3"1$%2’7’<4=
方法多通量的检测到子宫内膜间质细胞%早孕蜕膜细胞与滋养层细胞的多种 <<=- 的表达#它们均可分泌多种 <<=#
但是不同种类组织细胞的表达量不同’<<=- 可能通过调控子宫内膜蜕膜化及母胎界面间 <<=- 的变化而影响胚胎

着床R为成功妊娠创造条件$
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基 质 金 属 蛋 白 酶 !"#$%&’( ")$#**+,%+$)&-./)/0
112/3是蛋白水解酶的成员之一!是一类结构相关"
催化活性依赖于 4-56"7.56 的蛋白水解酶家族! 能降

解胶原" 弹性蛋白" 氨基葡聚糖等多钟细胞外基质

#)’$%.8)**9*.%:".$%&’;<71$及穿越 =>:型胶原%层粘连

蛋白"纤维连接蛋白"硫酸类肝素蛋白多糖等基底膜

&?./)")-$:")"?%.-)!@1$成分;是 <71 和 @1 降解

与重建的关键’A(!说明 112/ 在这一过程中起着重要

作用)研究发现人着床前早期胚胎和滋养层细胞分泌

多种 112’5(!它们组成复杂的自分泌和旁分泌局域

网!相互作用!相互影响;在胚胎着床及胎盘形成中起

着重要作用’B(* 本研究利用 C9"&-)’ 方法同时多通量

的检测子宫内膜间质细胞+早孕蜕膜细胞与滋养层细

胞的多种 112/ 的表达! 为探索正常早期妊娠的分

子机制提供理论依据,

A::材料与方法

ADA::标本来源

ADADA 早孕绒毛和蜕膜的入选标准 标本来源于南方

医院 5EEFGHI5EEFDAA 间自愿来妇产科门诊行早孕人

流术的绒毛和蜕膜组织, JA3年龄在 5EIBF 岁健康妇

女-K53 妊娠前 B 个月及妊娠后未使用过影响内分泌

的药物&甾体激素$-LB3妊娠 MIH 周!@ 超证实为宫内

妊娠!符合以上条件的标本共 F 例,&研究经本人及医

院伦理委员会同意$
ADAD5((着床窗期子宫内膜入选标准 南方医院生殖医

学中心 5EEF(年 AE 月 I5EEF(年 AA(月间所获得的生育

年龄妇女子宫内膜标本, 入选标准NOP因男性不孕或

单纯输卵管因素不孕就诊的年龄 5BIBF(岁的排卵正

常妇女-Q月经周期规则为 5RIB5(S-T获取标本前 B
个月未使用过影响内分泌的药物L甾体激素3(-U取内

膜时宫腔内无异常发现&连续阴道 @ 超检查$-V病

检结果为分泌期中期子宫内膜-W在无菌条件下以内

膜取样器取出子宫内膜组织,符合以上条件的周期第

5AI5B天分泌中期子宫内膜标准共 F 例&研究经本院

生殖伦理委员会讨论同意$,
AD5::主要试剂

X9".-:112/YZ&$:L包括 112YA%112Y5%112Y:
B%112Y[%112YR%112YH%112YA5%112YAB3!购自

\]^ 公司! 小鼠抗人细胞角蛋白 8_$+‘)%.$&-[ 购于

a+b+8./$%. 公司!波形蛋白抗体&>&")-$&-YC-$购于武

汉博士德公司,
AGBOO各细胞分离纯化与培养

AGBGA 子宫内膜细胞培养 参考文献’c(的方法并加以

改进, 细胞培养期间!每天在倒置显微镜下仔细观察

每瓶细胞生长情况至少 A 次!详细记录细胞变化, 当

细胞融合达 HEd后!换成 A("* 新鲜培养基培养 cR(e!
收集上清液准备测定,
ADBD5((蜕膜基质细胞的培养 参考文献’F(的方法并

加以改进, 5c(e 后首次换液f清除未贴壁的蜕膜细胞

及红细胞, 视细胞生长情况!5IB:S 换培养液 A 次, 当

细胞融合达 HEg后!换成 A("* 新鲜培养基培养 cR(e!
收集上清液准备测定,
ADBDB((绒毛外细胞滋养层细胞的分离纯化与培养 参

照文献 ’M( 的方法并稍加改进, 5c(e 后首次换液, 视

细胞生长情况;5IB(S 换培养液 A 次, 当细胞融合达

HEh后!换成 A("* 新鲜培养基培养 cR(e!收集上清液

准备测定,
ADc((C9"&-)’(/_/$)"!C9"ib&S&-(@).S/"检测

将 上 清 液 在 高 速 冷 冻 离 心 机 中 AB(EEEIAc(EEE(
%j"&- 离心 AF("&-!弃沉淀, 计算标准浓度!按照标准

双份和待测标本需依次垂直放置的工作表位置在 HM
孔超滤板上做好标记, 每孔加入 AEE(!* 缓冲液, 避光

密闭混匀后室温下 AEE(%j"&- 转速摇晃 AE("&-! 负压

真空吸引移除缓冲液,将球形基质 AFEE(%j"&- 震荡 F(
"&- 后!吸取 FE(!* 加入各个孔,对照标准孔内每孔加

入 FE(!* 标准蛋白! 而待测孔内每孔加入 FE(!* 上清

液,密闭避光后室温摇晃孵育 5(e,负压真空吸引移除

孔内液体! 每孔用 5EE(!* 洗涤液洗涤 B 次后负压真

空吸引移除洗涤液, 每孔加入 FE(!* 稀释的生物素抗

体混合液,密闭避光后室温摇晃孵育 A(e,负压真空移

液!洗涤 B 次, 将 FE(!* 稀释 k$%),$.b&S&-l2< 加入各

个孔, 密闭避光后室温摇晃孵育 BE("&-, 负压真空

移液!洗涤 B 次, 每孔加入 AEE(!* 缓冲液, 密闭避光

后室温摇晃孵育 5("&-, 运行 C9"&-)’ 进行检测,
ADF((统计学处理

所得计量资料以 !!" 表示! 用 kk2kAEDE 软件包

处理数据!用独立样本 # 检验及偏相关进行分析;显著
水平为 "!EDEF,

5((结果

5DA((112/ 在分泌中期子宫内膜间质细胞#早孕蜕膜

间质细胞及绒毛外滋养层细胞的表达特点!图 A"

<k7(((((((((((((((((((((((((^k7(((((((((((((((((((<>7m
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图 ! ""# 在 $%&!’%( 及 )*+, 中表达特点
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表 ! " 种 ##$%&##$,’!##$,(!##$,!!##$,)!
##$,*!##$,+,之间的偏相关性分析"#-..#"! 值# "控制变

量为 ##$,.(!##$,.!#
/012! $034506 7833960458: 0;8:< 4=9 ##$% >78:438665:< ?83

##$,’( 0:@ ##$,’!!

在分泌中期子宫内膜间质细胞"蜕膜间质细胞及

绒 毛 外 滋 养 层 细 胞 的 培 养 上 清 液 中 #**+,-"
**+,."**+,/"**+,2"**+,3"**+,4 均有表达#
但其表达水平不同;**+,-. 及 **+,-/ 分别在 <=>
及 ?=> 中 无 表 达 # 且 三 类 细 胞 培 养 中 **+,3"
**+,-."**+,-/ 表 达 均 低 于 **+,-"**+,."
**+,/"**+,2"**+,4 的表达水平$

图 - 显 示 # 子 宫 内 膜 间 质 细 胞 中 **+,-%
**+,2"**+,/"**+,."**+,4 的 表 达 依 次 降 低 #
在 蜕 膜 间 质 细 胞 中 **+,-"**+,/"**+,."
**+,2"**+,4 的表达依次降低#在绒毛外滋养层细

胞 中 **+,."**+,4"**+,2"**+,/"**+,- 的 表

达依次降低#但以 **+,."**+,4 高表达尤为显著&
.6.))分泌中期子宫内膜间质细胞和早孕蜕膜间质细

胞培养上清液中 **+ 的浓度比较

与 分 泌 中 期 子 宫 内 膜 间 质 细 胞 相 比 #**+,-%
**+,/%**+,2 在蜕膜间质细胞中浓度降低# 其中

**+,-%**+),2 有显著性差异’"!7679!#而 **+,.%
,3%,4 在蜕膜间质细胞中则升高# 其中 **+,.%,3 有

显著性差异’"!7679!#见表 -&

.6/))早孕期蜕膜基质细胞和绒毛外滋养层细胞培养

上清液中 **+ 的浓度比较

与蜕膜基 质 细 胞 相 比#**+,-%**+,/%**+,2
在 绒 毛 外 滋 养 层 细 胞 中 表 达 显 著 降 低 ’"!7679!&
**+,.%**+,4%**+,-/ 在绒毛外滋养层细胞中明

显 升 高’"!7679!#且 以 **+,.%**+,4 高 表 达 尤 为

显著’表 .!&
.68))分泌中期子宫内膜间质细胞!早孕蜕膜间质细胞

及绒毛外滋养层细胞培养上清液中 **+@ 表达间的

相关关系

选 **+,-.%,-/ 为控制变量#因其在细胞培养中

表达量低#且其间表达变化不显著;**+,. 与 **+,4
相关关系显著 ’"!7679!# 且关系较密切A!576::89B&
**+,-%**+,/%**+,2% **+,3)两两间相关关系

显著’"!7679!#且关系密切C!"762/87B& 其它 **+ 之

间相关关系不显著’表 /!&

/))讨论

本 实 验 结 果 显 示 ( 在 子 宫 内 膜 种 植 窗 期 #
**+,-%**+,2%**+,/ 的 表 达 量 高 于 **+,.%
**+,4 的表达#这与既往仅研究 **+,.%**+,4)在
子宫内膜的重塑及种植窗期高表达不同#提示在子宫

内 膜 种 植 窗 期 # 起 关 键 作 用 的 不 仅 仅 **+,.%
**+,4#**+,-%**+,/%**+,2 可能发挥着更重要

的 作 用 )2D4*& 结 果 同 时 表 明( 在 蜕 膜 间 质 细 胞 中#
**+,-"**+,/"**+,2 的 表 达 高 于 **+,."
**+,4 的表达# 但相对于分泌中期子宫内膜细胞而

言#**+,."**+,4 在蜕膜间质细胞及绒毛外滋养层

细胞中的表达明显升高;)而 **+,-"**+,/"**+,2
则相反#提示在胚胎植入过程中#内膜的 E>* 可能

发生了广泛的重塑#导致以分解明胶"F型胶原等为

主的明胶酶类蛋白酶 00+,."00+,4 在此过程中分

泌逐渐升高#分解 E>0;)启动滋养层黏附"迁移和分

>"G$H&’I)))))))))))EJ>C$59B )))))))))))))))))?J>C$59B !!!!!% &
001,- 293226-7!272.6.. 92/./6/7!./286/7 )))969:- )7677-
001,.))))-/48.6-/!./:96/3 .:987639!898768/ )))9697/ )7677-
001,/ 8.-/863:!974/62- /:/946/9!.224638 ))).6..:))))))))))76792
001,2 :/4.:624!/8246.3 ..:/86.-!/9/86/8 )-36:-2))))))))!7677-
001,3 ))))9486-/!89648 ))/2/.678!/73677 )..69/.))))))))!7677-
001,4 )3799697!8/276.4 --:/-692!-:-/673 ))-62-2 76-.8
001,-. ))))))7677!7677 ))))))))))))))).896:4!83624 )--6.:-))))))))!7677-
001,-/ ))87864-!.-62: )))))))))777!777 )8-6:72))))))))!7677-

表 ’ 子宫内膜间质细胞和蜕膜间质细胞培养上清液中

##$%的浓度比较

/012’ A8;B035%8: 8? ##$ 69C96% 194D99: 4=9
%EB93:040:4 8? 4=9 FGA% 0:@ HGA% C’()$!*+;)KLMNOB

>"G$H&’I ?=>C$59B P)))))))))))))))))EQ>RC$59B !!!!% "
001,-))))92/./6/7!./286/7 8932692!8/9642 8469:/ !7677-
001,.)))).:987639!898768/))))8:297644!/9:46/8 ):6443 !!!!!!!!!7677-
001,/))))/:/946/9!.224638 9:826/7!-94634 ..6..4 !7677-
001,2))))..:/86.-!/9/86/8 38396-.!//:683 )-.678 !!!!!!!!!7677-
001,3 ))/2/.678!/73677 9896/-:!/-684 ./672: !7677-
001,4)))--:/-692!-:-/673)))))/9-7:64-!.88/624 )464// !!!!!!!!!7677-
001,-. ).896:4!83624 )))))))))))).876:3!..6/3 )7697- ))))))))))))76:/7
001,-/ ))))7677!7677 ))))))))))))8/3693!/96:/ 44688- !7677-

表 ( 蜕膜间质细胞和绒毛外滋养层细胞培养上清液中

##$%的浓度比较

/01I( A8;B035%8: 8? ##$ 69C96% 5: 4=9 %EB93:040:4 8?
HGA 0:@ FJA/ C’(,$!*+;)KLMNOB

)))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))南方医科大学学报CS)=$TGU)0IV)W’&XB)))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))第 .: 卷--/3+ +



化!滋养层穿透基膜到达母体循环后!受雌"孕激素调

节!!!"#$"!!"%&"!!"%’ 的 表 达 受 到 了 抑 制!从

而影响到不同种类细胞表达 !!"( 量的变化# 这与

)*+,-.-/+012等 $3%实验结果相一致!提示它们在防 止

胚胎侵入过度而造成病理妊娠中起一定作用#研究也

表 明 ! 在 蜕 膜 间 质 细 胞 及 绒 毛 外 滋 养 层 细 胞 中

!!"%$&!!"%&&!!"%’ 的 表 达 量 与 !!"%4&
!!"%5 的表达量!存在着此消彼长的过程!可能提示

在胚胎植入与胎盘形成过程中!母 % 胎界面间分泌的

因 子 间 存 在 着 一 定 的 网 络 级 联 关 系! 共 同 调 节 着

!!" 的分泌!进而有效的调节着滋养层细胞的有节

制的侵入#
本 研 究 结 果 也 表 明 ! 在 妊 娠 早 期 !!!"%4&

!!"%5 的表达是逐渐增加的过程! 提示 !!"%4&%5
可能是影响滋养层细胞侵入的关键性因子!在母 % 胎

对 话 中 发 挥 了 最 关 键 因 素 # 但 !!"%4 表 达 高 于

!!"%5 这一结论与 "-670072等 $5%的发现不一致!说明

!!"%4 亦可能有其更重要的作用! 且可能是人滋养

细胞侵入子宫内膜的主要蛋白酶#而相关性分析表明

二者之间存在密切关系!进一步提示!可能是二者之

间存在相互协调&相互影响关系!或其它 !!"( 及内

在调节剂对二者表达影响的结果!这一点尚待扩大样

本量或改进实验方法!进一步研究证实# 相关性分析

同 时 表 明 了 !!"%$&!!"%&&!!"%’&!!"%32两 两

之间相关关系密切!相对 8)9 而言!!!"%4&!!"%5
在 :)9 与 8;9< 中同时升高! 而 !!"%$&!!"%&&
!!"%’&!!"%3 则相反!提示 !!"%4&%5 与 !!"%$&
!!"%&&!!"%’&!!"%3 可 能 分 别 在 不 同 的 组 织 细

胞中发挥着主要作用# 多种 !!" 之间也可能存在相

互调控和平衡的作用!对于重建基质和防止滋养层细

胞的异常侵入是很关键的# 研究结果也证实了!利用

=>,+.7?2同时检测种植窗期子宫内膜间质细胞&蜕膜

基 质 细 胞 与 绒 毛 外 滋 养 层 细 胞 培 养 上 清 液 中 多 种

!!" 的表达与既往研究单一细胞中少数几个 !!"(
分泌的表达量存在差异! 进一步提示母胎对话过程

中!调节滋养层细胞侵入的可能不仅仅是单个 !!"
起作用! 而是多个 !!" 之间可能存在着相互协调!
相互制约的作用!也可能是滋养层自分泌和子宫旁分

泌共同作用的结果#
在本实验的 !!"( 谱结果分析中发现@2!!"%3&

!!"%$4&!!"%$& 无论在子宫内膜细胞中还是在滋

养层细胞及蜕膜细胞中均为低表达或无表达!即使在

具有较强的侵蚀生物学特性的滋养细胞中!!!"%3&
%$4&%$& 的 表 达 也 明 显 弱 于 !!"%$&!!"%4&
!!"%&&!!"%’&!!"%5 的表达量!这可能提示虽然

!!"%3&%$4&%$& 自身可以降解细胞外基质! 但在子

宫内膜蜕膜化&滋养层细胞侵入过程中!其作用有限!
可能起着协调 !!"( 平衡表达的作用! 以维持妊娠

的顺利进行# 而 关 于 !!"%3&!!"%$4&!!"%$& 研

究!国内外少有文献报道!对其在女性生殖生理方面

的了解尚不清楚#
总之! 利用 =>,+.7?2同时检测着床窗期子宫内

膜细胞&早孕期滋养层细胞和蜕膜间质细胞培养上清

液中多种 !!" 的表达! 与既往研究少数几个 !!"
分泌的表达量存在差异#不同种类组织细胞均可分泌

多种 !!"!但所表达的量与种类有所不同!这为探

索正常早期妊娠的分子机制提供理论依据#在胚胎着

床和胎 盘 形 成 过 程 中!!!"A$&!!"%&&!!"%’ 及

!!"%4&!!"%5 分别在蜕膜及滋养层细胞中发挥主

要作用!而 !!"%3&!!"%$4&!!"%$& 则可能起着协

调 上 述 !!"( 分 泌 量 的 作 用# 但 本 研 究 仅 局 限 于

!!"( 自身研究!由于缺乏组织金属蛋白酶抑制剂试

剂B没有对其内源性抑制剂进行研究!与已有研究相

悖的地方尚待扩大样本量或改进实验方法!进一步研

究分析#
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