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恒河猴植入位点差异基因筛选及蛋白

激酶 H ll 的克隆
`
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关 `

中国科学院动物研究所计划生育生殖生物学国家重点实验室
,

北京 1 0 0 0 80

摘要 采用 cap
一

f in de r 全长 c D N A 扩增技术和抑制消减杂交 ( s s H ) 相结合 的方法研究 了恒河 猴

胚胎植入初始时期子宫内膜植入位点与非植入位点的基因表达差 异情况
.

在准确获取 妊娠 9
.

5 d 恒

河猴植入位 点和非植入位 点子宫内膜后
,

用 S S H 建立 了植入位 点消减
c D N A 文库

,

从 中随机挑选

了 1 4 4 0 个克隆
,

通过 点杂交获得 了 1 7 9 个在植入位 点高表达 的克隆
,

经测 序和与基 因库 ( G en
-

B a n k / EM B L )比对分析
,

证实其 中 1 0 2 个克隆对应于人或恒河猴的 5 2 个同源基 因
,

7 5 个克隆对应

于人的 5 8 个 E S T
,

另外 2 个克隆没有找到对应 的同源基因
,

推测为新 的基 因
.

对其中最高频率 出

现 的差异表达基因
一

蛋 白激酶 H l l
,

通过 cD N A 末端快速扩增 ( R A C E ) 法克隆得到了它的全长
c D N A

序列
.

与人的蛋 白激酶 H n 相 比
, c D N A 序列 同源性达到 9 4 %

,

所编码 的蛋 白质序列 同源性为

8 3%
.

关键词 恒河猴 差异基因 贷H lH l 胚胎植人

胚胎植入是一个受到时间与空间严格调控的过

程
,

涉及母体子宫与胚胎细胞间的相互作用
,

细胞

的增殖与分化
、

子宫对胎儿的免疫反应等
.

从时间

上讲
,

胚胎植入起始 于特定的
“

植入窗 口 ”

期川
,

人类为受精后第 6一7 天
,

恒河猴为受精后第 9一10

夭 ; 而且
,

胚泡对子宫的粘附和植入发生在子宫内

膜的特定位点
,

被称为
“

植入位点
”

.

成功的胚胎植

入过程需要母体子宫内膜和胚泡的相互协调
,

受到

来自双方多种因子的精确调控
,

其中任何失误都将

导致妊娠相关疾病
,

如植入不完全造成流产或先兆

子痈
,

而过度 植入导致绒毛膜上皮 癌等
.

临床上
,

植入失败 也是 限制辅助生育成功 率的重要 因素之

胚胎植入分子机理的研究 已引起国际学术界的

广泛重视 2[, ” 」
,

尤其是基因表达高通量分析手段的

发展使 这一领域 的研究取得 了极大 的进 展 4j[
.

如

R ee
s e
等 s[] 用基 因芯 片研 究了 1 0 4 个基因在小 鼠子

宫植入点与非植入点的差异表达情况
,

筛选到一批

在调控小 鼠胚胎植人 中可能起关键作用的基因
.

但

人类与小鼠的胚胎植入模式及调控途径差异较大
,

而且获取 人类胚胎植 入初期子宫 的标本几 乎不可

能
,

故到目前为止
,

人类胚胎植入关键基因的研究

进展甚微
.

灵长类动物恒河猴 (腼 ca
c 。 n ; 。 z。 t t。 )从

进化上与人类非常接近
,

而且与人类有许多相似的

生理过程
,

如雌性恒河猴在繁殖季节 (每年 10 月至

第二年 3 月 ) 具 有类 似 于 人类 的月 经 周期 ( 25 一

3 5 d) ; 在 分 泌 中期 子 宫 内 膜 表 面 出现 胞 饮 突

( iP on oP de S )结构
,

是子宫 内膜具备接受胚胎能力的

标志
;
iQ

n
等 6[] 的研究也表明妊娠恒河猴母 胎界面

上多种相关分子的表达模式与人类相似
.

因此恒河

猴是研究人类胚胎植入机理的理想模型
.

在本研究中
,

我们以妊娠第 9
.

5 天恒河猴子宫
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内膜为材料
,

通过抑制削减杂交 ( S S H )方法研究了

恒河猴植入位点基因差异表达谱
,

并通过
c D N A 末

端快速扩增法 ( R A C E )克隆 了其中一个差 异表达基

因
一

蛋白激酶 H ll 的全长 c D N A
.

材料与方法

1
·

l 材料与试剂

恒河猴子宫内膜材料取 自福建省计划生育研究

所非人灵长类 实验动物中心
,

选取健康的雌性恒河

猴
,

连续观察其两个月经周期
,

选取 月经周期稳定

在 2 7一30 d 的雌猴 与雄猴 同笼
;
对观察到阴栓者

,

于排卵 日后第 9 天下午手术剖取子宫
,

快速取下植

入点子宫内膜材料 (直径约 0
.

s m m ) ; 非植入点材料

取 自植入点旁边的子宫 内膜部分
.

取材后迅速冻存

于液氮中备用
.

P e R
一

S e l e e t T M CD N A s u b t r a e t io n
试剂 盒 和 A d

-

v a n t a g e 2 P e R 试剂盒购 自 e l o n t e e h 公司 ; T a q D N A

聚合酶
,

D N as e l
,

p G E M
一

T E as y 载体及 JM 1 09 感

受态细菌为 P or m e g a 公司产 品 ; S u p e r s e r i p t 11反转

录酶和 T R I z o l R N A 提取试剂购 自 x n v i t r o g e n 公司 ;

Q IA qlt ic k P C R 纯化试剂盒购 自 Q IA G E N 公司
; 〔a -

32 P]
一

d c T P 为北京亚辉公司生产 ; P c R 引物由上海

申能 博彩 生 物公 司 合 成 ; H y bon d N + 尼龙 膜
、

N CI K 纯 化柱 和紫外 分光光 度计购 自 P ha m ac ia 公

司 ; P E 2 4 0 0 P C R 仪购 自 P E 公司
.

盒说明
,

以植入位点 ds cD N A 的酶切片段 为试验方

( et st er )
,

非植入 位点 ds c D N A 酶切 片段 为参 照方

( dr iv er )
,

进行 两 次 消减杂交 后
,

向产 物 中加 人

2 0 0 拌L 缓 冲 液 ( 2 0 m m o l / L H E p E S
一

H C I p H 8
.

3
,

5 0 nr m o l / L N a e l
,

0 2 nr m o l / I
、

E D T A )稀释
.

取 1 拜I
J

上述消减杂交产物
,

利用试剂盒提供的两对引物在

P E 24 00 上进行两轮 P C R 反应
,

第一轮 P C R 的条件

是
:

9 4 ℃ 预变性 2 5 5 ; 而后 9 4 ℃ 1 0 5 ,

6 6 ℃ 3 0 5 ,

7 2 ℃ 9 0 5 ,

共进行 27 个循环 ; 第二轮 P C R 的条件

是
:

9 4 ℃ 10 5 ,

6 8 ℃ 3 0 5 ,

7 2 ℃ 9 0 5 ,

共进行 1 0 个

循环
.

由此对消减杂交产物进行了选择性扩增富集
.

1
.

2
.

3 c n N A 消减文库的构建 用 Q I A q u i e k p C R

纯化柱 对上 述第 二轮 P c R 产物 纯 化后
,

取 2 沁
J

P cR 产物与 1 拌L p
GE M

一

T E as y 载体 4 ℃连接过夜
.

取 1 拼L 连接的质粒转化 JM I的 感受 态菌
,

另外以

同样方法用参照质粒转化感受态菌作为对照
.

以每

块培 养 板 1 00 川
一

菌 液 的 量接 种 在 37 ℃ 预 热 的

A m p +

/ X
一

ga l/ IP T G L B 培养板上
.

2 实验方法

1
.

2
.

1 总 R N A 的提取和纯化 根据 T R I z o l RN A

提取试剂的说明
,

提取植入点和非植入点子宫内膜

的总 R N A
.

随后用无 R N a s e
的 D N a s e l 于 3 7 ℃ 消化

15 m in
,

去除搀杂的基因组 D N A 片段
; 以酚 /氯仿 /

异丙醇 ( 25
:
24 :1 )抽提

,

酒精沉淀
,

溶于适量 D E P C

水
.

紫外分光光度计定量
,

并取少量电泳检测质量
,

余者冻存于
一

80 ℃ 备用
.

1
.

2
.

2 抑制性消减杂交 ( S s H ) 根据 SM A R T P C R

e D N A S y n t h e s is 试剂 盒 的说 明
,

利用 c a p
一

f in d e r
技

术合成植入位点和非植入位点全长双链
c D N A

,

经

过 Q IA
q u ick P c R 纯化柱纯化后

,

用 R as l 内切酶

37 ℃ 酶切 3 h
,

再一 次纯 化并用 4 m d / L 醋酸钱沉

淀 ; 随后根据 P C R
一

S e l e e t T M CD N A S u b t r a e t so n
试剂

1
.

2
.

4 差异基因筛选 从培养板上随机挑取 1 440

个白色克隆
,

接种至 % 孔板
,

每孔含 10 0砂
J

A m p 」

L B 培养液
,

37 ℃ 振荡 培养过 夜后
,

各取 1 胖L 在

2 0 拜L体系 ( 10 火 P e R 缓冲液 2 胖L
,

2 5 m m o l / L M g Z 十

1
.

6 拜L
,

10 拜m d / L dN T P 0
.

4 拜L
,

消减的第二 轮

P c R 引物 各 0
.

6 沁
J ,

aT q D N A 聚合酶 0
.

3 拼L,

iM i-ll Q 水 13
.

5 拌 L )进行 P c R 反应
,

反应条件为
:

9 5 ℃ 预变性 l m i n
,

随后于 9 4 ℃ 3 0 5 ,

6 8℃ 3 m in 循

环 23 次
,

68 ℃ 延伸 s m in
.

取 5 拜L P c R 产物进行

1
、

5 %琼脂糖凝胶 电泳检 测
,

随后 各取 5 拜L 上 述

P C R 产 物
,

加入等量 的 0
.

6 m o l / I
_ N a 0 H

,

混 匀

s m in
,

按 96 孔 板上克隆 的顺序分 别点样 (2 拼)L 至

H y bo dn N 十 尼龙膜
,

对 没有扩增 出插入 片段的克

隆
,

在尼龙膜上对 应的位置 点上阴性对照 (人翠丸

特异蛋 白
CD N A 和人 s e m e n

笔
e一sn z x cD N A )

.

每 9 6

个克隆重复制备两张膜
,

然后用「a 一

32 P 〕
一

dC I
,

P 分别

标记植入点和 非植入点
c D N A

,

并用 N CI K 纯化柱

( P h ar m ac ia )纯化后作 为探针
.

尼龙 膜于 5 m L 预杂

交液 (6 X Ss C
,

S X I灭幻 h
asrt

,

0
.

1% , 石 及 100 群乡 /m L

剪切的鲜精 DN A )中 72 ℃预杂交 Z h后
,

换新鲜的杂

交液 (含有标 记探针的预杂 交液 )
,

于 72 ℃ 杂交 过



1 f .鱿并手选瓜 第 : 5 卷 第 , 期 2 0 05 年 “ 月

夜
.

将杂交后的尼龙膜分别用 2 x S S C 0/
.

5% S D S 缓

冲液 6 8 ℃ 洗 4 次
,

每次 2 0 m i n ; 0
.

2 x s S C / 0
.

5 %

SD S 缓冲液 68 ℃ 洗两次
,

每次 2 0 m in
,

随后用 K 。 -

d a k B io M a x M S 胶片在 一 7 0 ℃曝光过夜
.

A G G A C A A A A T C C
一

3
’ .

做 t o u e h d o w n PC R
,

退火

温度先后为 72
,

7 0
,

6 8 ℃
,

P C R 产物测序鉴定
.

1
.

2
.

5 半定量 P C R 根据人蛋白激酶 H ll 基因的
cD N A 序列设计引物

,

5
`

引物序列为
:

5
’ 一

A G T 凡气A

A T G T T G G G G G G T G C
一

3
’ ,

3
’

引物序列 为
:

5
’ -

G G A A J ,1
、

G G G A G T C C A G A G I
、

A G G
一

3
` ,

P C R

产物为 30 4 b p
.

以恒河猴植入位点的 d cs D N A 为模板

进行 P C R 反应
,

所选取的 P C R 循环数要 处于扩增

反应的指数上升期
,

同时以相 同模板扩增的 3
一

磷酸

甘油醛脱氢酶 ( G A I〕D H )做为内参
.

1
.

2
.

6 恒河猴蛋 白激酶 H n 基因的
c D N A 全序列

克隆 用 s M A R T ( tm ) R A既 CD N A A O l p li f i e a t i o n

K it ( lC o n et c h 公司 )克隆 H n 基因全序列
.

以恒河猴

植入点的 ds c D N A 为模板
,

5
’

R A C E 引物序 列为
:

5
’ 一

T A T C C A G G G A A T C T G T G G T C A G T C C
一

3
` ,

3’ R A C E 引物序 列 为
:

5’
~

C T T G G I
,

T G C G
沪

r T

2 结果

2
.

1 恒河猴植入位点差异表达基因的筛选

从恒河猴 着床点消减文库中随机挑选 了 1440

个克隆
,

分别与植入点与非植入点的
c D N A 进行杂

交
,

图 1 显示的是点阵膜 1 的杂交结果
.

选取与植

入点 c D N A 有较 强阳性杂交信号而与非植入点
C D

-

N A 无阳性杂交信号的克隆
,

为植入点差异表达克

隆
,

共 17 9 个 ; 通过
C D N A 测序并与基 因库 ( eG

n -

B an k/ E M B )L 比对分析
,

证实其中 10 2 个克隆对应

于人或恒河猴的 52 个同源基 因
,

75 个克隆对应于

人的 5 8 个 E S T
,

另外 2 个克隆没有找到对应的同

源基因
,

推测为新的基因
.

上述差异表达克隆的出

现频率
、

对应基因等信息总结于表 1
.

在上述 179 个差异表达克隆中
,

有 14 个对应于

人蛋白激酶 H ll 基因
,

为出现频率最高的差异克隆
.

图 1 以植人点和非植人点的 d s

cD N A 为探针进行点杂交
,

阵列膜 1 的杂交结果

( a) 植人点 ds c D N A 为探针的杂交结果
; (切 非植入点 dcs D N A 为探针的杂交结果

;
箭头指示与

植人点
c D N A 呈强阳性杂交而与非植入点

。 D N A 无阳性杂交的克隆
.

其中 I H 为阴性对照杂交点

表 1 恒河猴植人位点差异表达
c D N A 片段对应的同源基因列表

差异克隆数 克隆号

1I A l l

同源基因名称 同源性 / % 同源基因序列号

N M

N M

_

0 14 3 6 5

_

0 2 4 8 3 59894999798979697

76ABISVDISó

I V G I

I l l A Z

I V G 4

I I E S

H o n 1O s a p i e n s p拍 t e i n k i n a s e
H l l (H l l )

H

onor
S a p i e n s C 3 H4C

一
t y p e z i n e f in g e r p or t e i n ( L Z K I )

M抑
e a

fu义 a t a C S I
,

B g en e 伯 r e y s t a t i n B

M ac 舰 a

mu lat t a
ml

t oc ho
n d

r云以 e y to e hm nle C o x id a s e s u b u n i t 11 g e n e

H o

咖
s a p i e n s t u m o r rej

e e t , o n a n t i g e n ( g p 9 6 ) 1 ( T R A I )

H o m o s a P i e n s s im i l a r t o 4 0 5
r ibo

s o m a l P or t e i n 52 5 ( L O 2C 8 5 6 2 5 )

H o m o s a p i e n s
SW A P

一

7 0 Por t e i n

H咖
0 sa p i e n s r ib o s

哪司 p拍 t e i n SS ( R P SS )

oH m o s a p i e n s r ib o
so m a l p or t e : n L S ( R p L S )

A B O83 4 17

M 7 4 0 0 5

N M
_

0 0 32 9 9

XM
_
20 9 6 8 4

X M
_

04 9 19 7

N M
_

0 0 1 0 1 2

N M
_
0 0 0 9 6 9
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续表

差异克隆数 同源基因名称 同源性 % 同源基因序列号

N M
_

0 0 1 5 5 3

X M
_

30 0 32 3

B l刀 0 7 16 5

N M
_

0 142 4 8

N M
_
0 14 6 1 1

N M
_
0 0 3 02 2

X R
_

0 0 0 13 9

A Y 2 9 38 5 5

U 3 8 2 7 2

N M
_
00 6 0 8 8

A F 4 2 4 9 50

B G〕0 1 76 0

79%8999卯79958%93979叭

克隆号

12 D6

1 5 G 8

1 I C l l

1I C I

IV E S

Il l F 3

14 E 9

1 I A I

7 H 7

9 C 9

ID g

I IH I

1IH 2

IV F Z

IG 3

I I C 6

IG 10

1 5 E 12

1 5 E 5

12 B 9

12 C I O

1 3B 2

1 3 C4

1 3D 2

10 D 6

10F 12

1 0F 5

1 1八2

7B 4

7 E 12

9 A 6

9B 9

9F I

5B 12

5C 12

HO om
s叩

,

en s i n s ul , li k
e g or w t h f a e t o r bi n d i n g por

t e i n 7 ( I G F B P 7 )

H o m o s

叩 i e n s s i m i l
a r r o 6 0 5

r i bo s o m
a
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表 2 人和恒河猴蛋白激酶 H n 的全长蛋白质序列比较

蛋白激酶 H ll

Ma a e亡 a
zn u坛 t ta

H o mo s a P i en s

M
a ea ea

mu la t ta

H o n to s a P in s e

M
a ea a en iu l

a t ta

日 。 mo s a P一 en s

M
a a eca mu la rta

H o n ro s a P l en s

M
a ea a ei rr

u
la 〔 ta

H o

o m
s a P i en s

蛋白序列

l一4 1

1一 42

42一8 1

4 3一8 2

8 2一 2 12

8 3一 12 3

12 3一 6 15

12 4一 16 6

16 6一 9 15

16 7一 9 6 1

MA D G Q MF PC H SY P SR LR R D P SG L L S S SR I L D D G FG MI) PF D P

MA I )G Q MPF C SH Y P SR IR R 】) PFR R D L S P S SL I
J

】) D G F G MD F P PD

D L T A SW D PWA P 1R L SA SW G PTR L SG MV PR G PT A TR A F G V P

D L T A SW」
〕】〕WA 」」

〕
R l另 A SW G T PR L SG MV」JR G I P

、

A T AR f G VI
〕

A l二GR T P P P下
,
P G E P W K V C V N V H S F K I〕 EE L M V K IK D G Y V E V S G

A E G R T P P P F PG E P WK V CV N V H S F K P E E L M V K T K D G Y V EV S G

K H EE K QQ E G G I V S K N F T K K IQL P A E V D P V T V F A S L S P E G L L I l

K H E E K QQ E G G I V S K N }
”
1

,

K K IQ L P A E V D P V T V FA S I S P E G L l l l

E A P Q 、
,

P P Y S I下G E S S F N N E L PQ I ) S Q E V I
,

C T

E
z
气PQ 、甲P Y S T F G E S S F N N E L PQ I〕S Q E V I

、

C T

根据差异表达克隆的测 序结果
,

设 计恒河猴 蛋 白

激酶 H ll 的 P C R 引物
,

用半定量 P C R 法检测该

基因在 恒河 猴 子宫 植 入 点与非 植 入点 的 表达情

况
,

证实其在 植入 点 的 表达 远 较 非 植 入 点处强

(图 2 )

图 3 RAC E 法克隆恒河猴蛋白激酶班 1基因的全长
c D NA 序列

M
,

10 0 b p 分子量标准
; 3

` ,

3
`

R A c E 产物
; 5

’ ,

5
’

R A c E 产物

图 2 半定量 P c R 法检测蛋白激酶 H n 基因在

恒河猴植人点《FI )与非植人点 (F N )处的表达情况

M 为 D N A 分子量标准

2
.

2 恒河猴蛋 白激酶 H ll c D N A 全序列的克隆

根据测序获得的恒河猴蛋白激酶 H l 1 c D N A 片

段的序列
,

设计基 因特异引物
,

用 lC o n t e hc 公司的

S M A R-T RA C E c D N A 扩 增 试 剂 盒 进 行 5气和 3
` -

R A cE 反应
,

分别得到 9 7 0 b p 和 6 7 Ob p 的扩增产物

(图 3 )
.

将两段序列加上差异表达克隆中的已有序列

拼接后得到恒河猴蛋白激酶 H n 的全长 Cl〕N A 序列

(图 4 )
,

共 z 6 7 0 b p (〔汾21I 3a n k 登录号
: A Y 4 57 0 4 6 )

.

此
c D N A 序列与人的相应序列同源性达到 94 %

.

推演

其编码的蛋 白质为 1 95 个氨基酸
,

与人的蛋白激酶

H l l 相比
,

少一个氨基酸
,

并且在 21 一24 位及 1 13

位氨基 酸有 所差 异 ; 蛋 白序列 同 源性 达 到 83 %

(图 5 )
.

3 讨论

抑制性消减杂交 ( S SH )方法具有假 阳性率低
,

敏感性高等特点
,

被广泛用于筛选差异表达基 因
.

但该方法至少需要 5 昭 m R N A
,

而我们实验所采用

的是恒河猴妊娠初始 (第 9
.

5 天 )时子宫的材料
,

这

时胚 胎 刚 刚与 子 宫 内膜私 附
,

植 入点仅 为 直径

0
.

s m m的充血点
,

标本非常少而珍贵
.

为了能对植

入点与非植入点子宫基因的差异表达进行分析
,

我

们采用 了根据
。 ap

一

f idn
e : 技术 v[] 创立 的全长 cD N A

扩增技术
,

从而用少量的材料也可 以进 行 S S H 分

析 [8
,

, 〕
.

我们用 S SH 方法建立 了植入点 消减
c D N A 文

库
,

从中随机筛选到一批恒河猴植入点差异表达的

基因
.

分析它们的同源基 因的功能
,

发现在植入过

程中多种功能不同的基因表达发生改变
,

其中与细

胞增殖和分化相关 的基因有
:

蛋 白激酶 H l l
,

cy s -

t a t i n B
, : i n g

一

b o x l (拙 x i )
,

磷 脂酞 肌 醇 3 激 酶

( P 3I K )
,

分泌型卷曲相关蛋 白 4 ( S F R 4P )等
,

表明

植 入过程中伴随着活跃的细胞增殖及凋亡行为 ;与
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C G
『

f C C C I
`

G G C A G
’

I
’

G G I r G G T T C T G C
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图 4 恒河猴蛋白激酶 H n 基因的全长
。 D N A 序列恒河猴蛋白激酶 H n 基因的全长

c D N A 序列

阴影部分为编码区
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免疫相关的分子有
:

1 型 g p6 9( TR AI)
,

胰岛素样

生长因子 2 受体 ( I G FZ R )
,

SW A P
一

70 等
,

它们可

能在母体与胚胎之 间形成的免疫耐受 中起重要的作

用 ; 还有一些核糖体蛋白
,

如 40 5 核糖体蛋白 5 25
,

核糖体蛋白 I万
,

60 5 核糖体蛋 白 I万 等
,

可能与植

入过程中细胞内大量的蛋 白质合成有关
.

在所筛选到的植入点差异表达基因中
,

蛋 白激

酶 H n 出现的频率最高
,

表明此基因在植入点上调

幅度 较 大或 表达 丰度较 高
.

人蛋 白激酶 H n 是

s m iht 等于近年发现的 [`” J
,

是一种丝 /苏氨酸蛋 白

质激酶
,

可能与细胞的增殖有关
.

研究发现蛋白激

酶 H n 在人黑色素瘤细 胞中过 度表达 ; 用 H n 基

因的反义寡核昔酸处理人黑色素瘤细胞
,

则大部分

细胞都停滞在 G l 期
,

推测此基 因可能参与了黑色

素细胞的转化
,

通过激活诸如 E Z F 等与增殖相关的

转录因子或细胞周期蛋白
c d k 4 等发挥作用

.

也有研

究证明蛋白激酶 H n 的过度表达可以引起心脏的肥

大
,

可以激 活与细 胞增 殖密切相关的 A kt 信号通

路
.

最近 oG be :
等 l[ ’ 了的研 究表明

,

H ll 的过量表达

引发人黑色素瘤细胞和人胚 肾细胞的凋亡
,

而且凋

亡过程是通过
c as aP s e 和 p 38 M AP K 途径介导的

.

胚胎植入伴随着细胞 的增殖和凋亡过 程
.

有关

哺乳动物生殖过程中细胞凋亡的研究大多集中在啮

齿类动物
,

对灵长类动物及 人的植入过程中细胞凋

亡的分子机理研究很少
.

在啮齿类 中
,

胚泡定位并

赫附到子宫内膜的上皮
,

随后进行浸润
,

由胚胎诱

导的局部受调控的子宫 内膜凋亡是浸润过程中的关

键步骤〔 “̀ 了
.

研究表明
,

啮齿类子宫进入植入窗 口期

时子宫内膜中细胞凋亡率即相应升高 ; 大 鼠胚胎在

向基质浸润的过程中
,

孕体周围的母体组织中存在

着持续的细胞凋亡 [ `3 ]
,

来自胚胎或胎盘的因子以及

母体的激素都可能是凋亡信号的调节 因子
,

如小 鼠

胚胎植入过程中
,

子宫内膜细胞的凋亡过程受自分

泌与旁分 泌因 素 的调 节 l4[ 〕
,

并且 转 化 生长 因子

( T G F )日可能在调节内膜与滋养层接触部位发生的

细胞凋亡中起着重要作用
.

关于灵长类的胚泡引发子宫内膜上皮细胞发生

凋亡以利于胚 胎穿过上皮屏障的证据还不是很多
,

有人用体外模型模拟人植入的胚泡定位和私附阶段

来研究单个胚泡对人子 宫内膜上皮细胞 ( h E E C )凋

亡的调控作用
,

发现 hE E C 的凋亡也受到胚胎的协

同调节
.

在胚泡定位 阶段
,

胚 泡的存在可以阻止子

宫内膜上皮细胞发 生凋亡 ; 但是
,

当胚泡豁附到子

宫内膜单层上皮细胞上后
,

便引起了旁分泌调节的

细胞凋亡反应 〔̀ 5 1
.

还有研究发现 F as
一

L 出现在人胚

胎的滋养层细胞 中
,

F a S 则在人子宫内膜上皮细胞

的外表面 ( a p i e a l c e lx S u r f a e e o f hE E e )表达
,

流式细

胞计数发现表达 F a s 的人子宫 内膜细胞达到 60 %
.

中和乳附试验发现 F as / F as
一

L 凋亡系统可能是胚泡

穿过上皮屏障的重要机制 f ` 2〕
.

目前我们仍无法确定

H n 在恒河猴植入点的显著高表达是否也意 味着它

参与了此时子宫内膜上皮细胞的凋亡调节
,

进一步

的基因定位及体外实验将有助于回答这些问题
,

而

我们所克隆到的恒河猴 H n 全长 cD N A 将成为获得

其特异抗体并进一步研究其功能的基础
.
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日本学术振兴会实施国际强强合作计划

为了迅速提升日本基础科学研究在国际上的地位
,

日本学术振兴会 ( JSP )S 自 2 0 04 财政年度开始实施一项

新的国际合作计划
,

旨在建立与加强 日本高水平的大学和研究机构与 15 个科学发达的西方国家在科学前沿领

域的国际合作
.

这 15 个发达国家是
:

美国
、

加拿大
、

奥地利
、

比利时
、

芬兰
、

法国
、

德国
、

意大利
、

荷兰
、

西班牙
、

瑞典
、

瑞士
、

英国
、

澳大利亚和新西兰
.

JS p S 将该计划称为强强合作计划 ( Q
〕 r e -

协 Q此 P gor ar m )
.

该 计划包括两部分
,

即
“

战略研究网络
”

与
“

整合行动动议
”

.

前者的目标在于建立并加强 日本与这些

国家的研究网络
,

在相对较长的时间内保持和提高 日本的大学与研究机构与其他科学先进国家的合作水平 ;

后者则在于支持国内外研究人员的短期合作
,

为建立 国内外合作研究网络奠定基础
.

对通过后者支持 的短

期合作的效果还将适时进行评估
,

评估结果满意的项 目将整合进
“

战略研究 网络
”

项目中
.

在该计划的具体实施过程 中
,

每个项 目将在选定的合作领域内分别从 日本与合作方各指定一个协调人
,

双方 (或多方 )的协调人可以超越其所属机构组织研 究队伍
,

综合利用合作研究活动
、

双边 (或多边 )学 术会

议和人员交流等方式
,

促进国际合作与交流
.

SJ P S 将支付 日方研究机构 的国际旅费
、

国内旅费
、

耗材费
、

会议费以及酬金等费用
.

该计划于 20 03 财年立项 2 004 年 2 月 1 日开始实施的项 目有
:

筑波大学与 比利时卢坟大学以及美国 rA
-

go nn
e 国家实验室合作的超导纳米科学与工程 ; 京都大学与美国 L a w r e n ce 工五ve

~
国家实验室

、

英国剑桥大

学
、

德国科学基金会分子放射生物学研究所
、

荷兰伊拉斯漠医学 中心
、

意大利 N iaz
。
耐

e l ’t” o r i 研究所以及澳

大利亚女王医学科学研究所合作的癌症患者放疗中细胞对电离辐射反应的分子分析 ; 京都大学与德国马普进化

人类学研究所以及美国哈佛大学合作的人类进化的灵长类起源研究 ; 日本高能加速器研究所与美国 凡 ve sr ide 加

州大学合作的高级介子与正电子束开发 ; 日本自然科学研究院与美国 Ivlr 理 加州大学
、

加拿大卡尔加理大学以

及英国威康信托基金和英国癌症研究所合作的对爪蟾 ( xe no p us al vie s/ t or iP icl s )进行功能基因组学研究
.

2 0 0 4 财年立项 2 0 0 4 年 4 月 1 日开始执行的项 目包括
:

筑波大学与美国费米 国家加速器实验室
、

英国爱

丁堡大学以及德国电子能量质子同步加速器合作的建立与加强计算粒子物理 国际研究网络 ; 东京大学与加

拿大 L va al 大学
、

法国原子能委员会
、

德国耶拿弗里德里希
一

席勒大学
、

意大利 P al er m 。
大学

、

英国 tS ar t h
-

cl y de 大学以及美国密西根大学合作的超快强激光科学研究 ; 东京医科齿科大学与美 国哈佛大学
、

加拿大多

伦多大学以及奥地利分子病理学研究所合作的骨骼与软骨病高级分子病理生理学研究 ; 名古屋大学与美国

威斯康星大学和康乃尔大学以及瑞典隆德大学合作的 21 世纪
“

发展援助与法律
”

研 究 ; 德岛大学与瑞士巴

塞尔大学
、

荷兰莱顿大学
、

澳大利亚蒙纳什大学以及美国迈阿密大学合作的胸腺器官形成的分子机理研究 ;

日本国家天文台与德国南欧天文台
、

英国剑桥大学以及美国空间电镜科学研究所合作的利用尖端信息技术

建立与国际虚拟观测站联网的 日本虚拟观测站 ; 日本物质
一

材料研究所与美 国华盛顿大学以及德国马普金属

研究所合作开展的将材料研究及其应用与信息学相结合的国际合作
.

龚 旭 编译


