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摘　要　目的　将通过已有的小鼠体外胚胎着床模型对 ａｎｎｅｘｉｎＡ２在胚胎着床中的功能进行相应的研究。方法　将孕第４

天 ＩＣＲ小鼠囊胚与 ＩＣＲ小鼠的内膜组织进行体外共培养。比较子宫内膜经 ａｎｎｅｘｉｎＡ２抗体预处理以及未经处理之间，各组胚胎

黏着率的差异，并在共培养后进行组织学研究。结果　小鼠子宫内膜经浓度为 １．０μｇ／ｍｌ及 ０．１μｇ／ｍｌ的 ａｎｎｅｘｉｎＡ２抗体预处

理后小鼠囊胚在其上的黏着率分别为 ４５．６％及 ５３．６％；而抗体浓度为 １．０μｇ／ｍｌ的正常 ＩｇＧ对照及未经抗体处理的空白对照

组的黏着率分别为 ５５．４％及 ５９．０％。经过 １．０μｇ／ｍｌ的 ａｎｎｅｘｉｎＡ２抗体预处理组与两组对照组之间的黏着率比较，差异无统

计学意义。免疫组化实验发现，经过 ａｎｎｅｘｉｎＡ２抗体预处理后，未见到 ａｎｎｅｘｉｎＡ２表达明显降低。结论　ａｎｎｅｘｉｎＡ２在第４天

的子宫内膜组织表达明显高于第 １天的子宫内膜组织。运用抗体进行阻滞实验时并不能显著降低体外胚胎在子宫内膜组织

的黏着率。
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　　随着现代社会的进步，不孕症是整个社会面临的
一个问题。１９７８年英国诞生了首例试管婴儿，标志
着人类拥有了辅助生育技术以及后续不断完善的各

种相关技术，在很大程度上帮助了不少不孕症患者，

但医学工作者也发现，移植的优质胚胎移植入母体子

宫后仍然没有得到成功妊娠。其中的主要问题还是

在于胚胎着床尚无法在掌控之中。所以目前辅助生

育技术的治疗成功率仍然徘徊在 ３０％左右［１］
。胚胎

着床是发生在母体内非常重要的生理过程，在哺乳动

物的不同物种中，基本的过程及步骤都很相似。大体

分为 ３步，即定位、黏着和侵入。定位是指胚胎在子
宫内膜表面不稳定的黏着。此后，黏着步骤是指囊胚

滋养细胞开始具有黏着能力并黏于子宫内膜表面。

随后，滋养细胞穿破子宫内膜的腔上皮细胞层，进入

内膜的间质，即侵入过程
［２］
。这个过程需要胚胎和

子宫之间非常精密而和谐的对话才能完成
［３］
。胚胎

着床由诸多分子及其所在通路介导，其中包括了性激

素、生长因子、细胞因子、黏着分子和脂质等
［４］
。但

其中具体的机制如何，仍是一个不解之谜。

ａｎｎｅｘｉｎＡ２是 ａｎｎｅｘｉｎ成员之一。ａｎｎｅｘｉｎ是一组
通过钙离子依赖方式连接于磷脂阴离子上的蛋白质。

目前在高等脊椎动物中发现至少有１２种［５］
。膜结合

ａｎｎｅｘｉｎＡ２是一个四聚体结构，包括两个 ａｎｎｅｘｉｎＡ２
分子和两个 Ｐ１１（Ｓ１００钙结合蛋白 Ａ１０）分子。ａｎ

·９６·

　　医学研究杂志　２０２０年 ２月　第 ４９卷　第 ２期 ·论　　著·　



ｎｅｘｉｎＡ２是 Ｓｒｃ（Ｒｏｕｓ肉瘤基因）激酶的底物，功能
涉及细胞转化、分化、分泌功能调节、泌乳素释放和前

列腺素形成
［５～７］

。研究发现，在人类子宫内膜中，ａｎ
ｎｅｘｉｎＡ２在内膜接受胚胎着床期高表达而在接受胚
胎着床的前期为低表达

［８～１０］
；这些结果说明了 ａｎ

ｎｅｘｉｎＡ２在胚胎着床中有相关的功能作用。研究发
现，钙离子在胚胎着床中起着非常重要的作用。因为

在孕第４天小鼠的宫腔内注入钙通道阻滞剂会导致
胚胎着床的失败

［１１，１２］
。另外，钙离子调节蛋白可以

调节细胞内钙的平衡，并且它在内膜接受胚胎着床期

为高表达，而在接受胚胎着床的前期为低表达
［１３］
。

因为 ａｎｎｅｘｉｎＡ２就是钙通道依赖而发生功能的，说明
它和胚胎着床的关系和机制是这样产生的。近年来，

ａｎｎｅｘｉｎＡ２在生殖领域的研究不断深入。目前发现，
ａｎｎｅｘｉｎＡ２在胚胎着床中的作用是通过 ＲｈｏＡ的激活
和蛋白的调节而产生的

［１４］
。一些体外实验发现，在

灵长类子宫内膜上皮细胞及 Ｉｓｈｉｋａｗａ细胞系中，白介
素１１可以上调 ａｎｎｅｘｉｎＡ２的表达［１５］

。白介素 １１也
是胚胎着床过程中非常重要的一个因子。

笔者之前的一些小鼠子宫内膜表面蛋白的蛋白

质组学研究也发现了 ａｎｎｅｘｉｎＡ２在内膜接受胚胎着
床期和接受胚胎着床的前期的表达有明显差异

［１６］
。

本研究通过笔者已有的小鼠体外胚胎着床模型对 ａｎ
ｎｅｘｉｎＡ２在胚胎着床中的重要功能进行研究［１７］

。

材料与方法

１．动物模型：小鼠三维体外胚胎着床模型运用
ＩＣＲ小鼠囊胚与子宫内膜组织进行研究：本研究所有
健康雌性及雄性 ＩＣＲ小鼠由香港大学实验动物中心
提供。所有实验均得到香港大学实验动物伦理学委

员会批准。按照笔者已经建立的小鼠体外着床模型

进行实验研究，将孕第４天 ＩＣＲ小鼠囊胚与子宫内膜
组织进行体外共培养。观察各组胚胎黏着率的差

异
［１７］
。本实验共设 ４组：第 １组将 ＩＣＲ小鼠的内膜

组织用 １．０μｇ／ｍｌ的 ａｎｎｅｘｉｎＡ２抗体进行预培养 １ｈ
（预处理）；第２组将 ＩＣＲ小鼠的内膜组织用０．１μｇ／ｍｌ
的 ａｎｎｅｘｉｎＡ２抗体进行预培养 １ｈ；第 ３组将 ＩＣＲ小
鼠的内膜组织用１．０μｇ／ｍｌ的对照 ＩｇＧ抗体进行预培
养１ｈ；第 ４组的小鼠子宫内膜组织未经任何抗体预
处理。

２．免疫组化：小鼠子宫内膜组织经过固定、石蜡
包埋之后，常规石蜡切片制片。切片组织厚度为

５μｍ。切片经脱蜡后进行常规处理。组织切片用传统
免疫组 化的抗原修复、过氧 化 氢 处 理，加 一 抗

（１∶５００）、二抗（１∶８００）后用 ＡＢＣ＋ＤＡＢ法进行显
色。其中一抗为兔抗鼠 ａｎｎｅｘｉｎＡ２（购自英国 Ａｂｃａｍ
公司），二抗为羊抗兔 ＩｇＧ（购自美国 Ｄａｋｏ公司）。

３．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ２０．０统计学软件对数
据进行统计分析，两组之间胚胎黏着率的比较，用 χ２

检验进行比较，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
结　　果

１．通过三维体外胚胎着床模型来检测 ａｎｎｅｘｉｎ
Ａ２在胚胎着床中的作用：ＩＣＲ小鼠内膜组织用 ａｎ
ｎｅｘｉｎＡ２抗体及正常 ＩｇＧ抗体对照进行预培养，然后
运用体外 ３Ｄ着床模型进行黏着率检测。小鼠子宫
内膜经浓度为 １．０μｇ／ｍｌ及 ０．１μｇ／ｍｌ的 ａｎｎｅｘｉｎＡ２
抗体预处理后小鼠囊胚在其上的黏着率分别为

４５６％及 ５３．６％；而抗体浓度为 １．０μｇ／ｍｌ的正常
ＩｇＧ对照及未经抗体处理的空白对照组的黏着率分
别为５５．４％及 ５９．０％。经过 １．０％的 ａｎｎｅｘｉｎＡ２抗
体预处理组与两组对照组之间的黏着率比较差异无

统计学意义（Ｐ＝０．３０，Ｐ＝０．１５）。

表 １　经过与未经过 ＬＩＦ抗体抑制的内膜与胚胎在

体外共培养模型中的黏着率

组别
抗体浓度

（μｇ／ｍｌ）
胚胎总数

黏着的

胚胎数

黏着率

（％）

ａｎｎｅｘｉｎＡ２抗体组
１．０ ５７ ２６ ４５．６
０．１ ５６ ３０ ５３．６

ＩｇＧ抗体对照组 １．０ ５６ ３１ ５５．４
无抗体空白对照组 ０ ６１ ３６ ５９．０

　　２．小鼠子宫内膜组织 ａｎｎｅｘｉｎＡ２的免疫组化染
色：孕第１、４天 ＩＣＲ小鼠子宫内膜组织及孕４天小鼠
内膜组织在与小鼠囊胚共培养之前用 １．０μｇ／ｍｌ和
０．１μｇ／ｍｌａｎｎｅｘｉｎＡ２抗体预处理后行免疫组化染
色。孕第４天小鼠子宫内膜组织的 ａｎｎｅｘｉｎＡ２表达
明显高于孕第１天小鼠子宫内膜组织；但是，经过 ａｎ
ｎｅｘｉｎＡ２抗体预处理后，未见到 ａｎｎｅｘｉｎＡ２表达明显
降低（图１）。

讨　　论
胚胎着床过程非常精密，难以全面解开，直到目

前，已经有很多技术运用到了研究胚胎着床的研究

中。比如在母体方面，对活检内膜组织和宫腔冲洗液

的基因组以及蛋白组学的研究
［１８～２１］

。在胚胎方面，

研究着床前胚胎代谢产物时发现了一些可能与胚胎

高着床能力相关的分子。但是，这些研究的缺陷在

于，用一些静态的方法去观察一个动态的体内过程，
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图 １　ＧＦＰ小鼠与 ＩＣＲ小鼠子宫内膜组织共培养 ２８ｈ后组织学图像（免疫组化染色，×４００）
Ａ．孕第１天小鼠子宫内膜组织；Ｂ．孕第４天小鼠子宫内膜组织；Ｃ．经过０．１μｇ／ｍｌａｎｎｅｘｉｎＡ２抗体预处理后的孕第４天小鼠子宫内膜组织；

Ｄ．经过１．０μｇ／ｍｌａｎｎｅｘｉｎＡ２抗体预处理后的孕第４天小鼠子宫内膜组织；ＬＥ．腔上皮；ＧＥ．腺上皮；ＳＣ．间质细胞

　

或者说仅在某个单方面去探究母体子宫内膜或者胚

胎。然而，如果建立一个人体体内的着床模型比较困

难，首先存在技术和伦理学的问题。所以开发研究胚

胎着床的体外模型是一个非常适合的手段及平台。

目前，大体有３种三维体外着床模型建立并已在着床
研究中运用。这３类模型中，有一类模型是胚胎和子
宫内膜组织共培养的三维体外着床模型，报道相对比

较少，这一类模型的优势在于运用原代内膜组织的培

养，相比其他模型，它更加接近体内的环境和状况。

此类模型的首例报道是在 １９６１年，之后 １９７３～１９９３
年也有少数类似的模型相继报道，但总的来说，此类

模型报道很少。笔者于香港大学妇产科系建立了一

种新型的三维模型。笔者研究发现，在处理过的人类

羊膜上培养内膜组织可以维持正常形态的子宫内膜

达到７２ｈ。于是，笔者再将囊胚置于其上进行共培
养，这是之前其他模型均没有做到的。在此模型中，

小鼠囊胚体外的黏附率可以达到 ５０％以上；并且，笔
者观察到了在靠近胚胎黏附位置附近的子宫内膜组

织出现了蜕膜化的改变
［１７］
。之前同类模型尚无这样

的报道。

新型的着床模型建立以后，随后的相关功能性实

验也同时开展。很多与胚胎着床相关的分子均用本

模型得到了功能上的证实，如白血病抑制因子

（ＬＩＦ）［１７，２２］。在笔者实验室另一项研究中，将小鼠孕
第１天和第４天的子宫内膜表面蛋白质进行标记并
纯化，进行对比蛋白质组学的研究，在一系列差异表

达蛋白质中，笔者发现 ａｎｎｅｘｉｎＡ２在孕第４天的表达
和孕第 １天明显不同，差异在 ２倍以上［１６］

。这提示

ａｎｎｅｘｉｎＡ２可能和胚胎着床有着密切的关系。之前
也有研究者发现在人类子宫内膜中，ａｎｎｅｘｉｎＡ２在内
膜接受胚胎着床期高表达而在接受胚胎着床的前期

为低表达
［８～１０］

。这些结果说明了 ａｎｎｅｘｉｎＡ２在胚胎
着床中有相关的功能作用。所以笔者将小鼠孕第 １
天和第４天的子宫内膜组织进行免疫组化染色，发现

在第４天的表达明显高于第１天，这和之前的研究结
果是相符合的。为了进行功能性研究及证实，笔者将

子宫内膜组织用 ａｎｎｅｘｉｎＡ２抗体进行预处理，实验步
骤和笔者对 ＬＩＦ进行功能性研究是一样的［１７，２２］

。但

是，胚胎黏着率并没有因为 ａｎｎｅｘｉｎＡ２抗体预处理而
显著性降低。虽然从数值上看，运用 １．０μｇ／ｍｌａｎ
ｎｅｘｉｎＡ２抗体预处理组的黏着率低于 ２个对照组，但
差异均无统计学意义（表 １）。这有可能和样本数量
还不够大有关；随后，笔者又将 ａｎｎｅｘｉｎＡ２抗体预处
理过的小鼠子宫内膜组织进行免疫组化染色，结果发

现 ａｎｎｅｘｉｎＡ２的表达并没有明显减少（图 １）。从免
疫组化染色的图片中还可以发现，ａｎｎｅｘｉｎＡ２的表达
主要集中于细胞膜表面，并且在上皮及间质细胞均有

表达。ａｎｎｅｘｉｎＡ２又是一种钙离子通道依赖的蛋白
质

［５］
。所以研究发现它是一种分泌性蛋白质。所以

用抗体阻滞的方式未必能够抑制它的功能，原因有可

能是：①抗体的浓度及量还不够大；②内膜组织不断
分泌 ａｎｎｅｘｉｎＡ２来维持它的功能；③体外实验是敞开
式环境，无法使抗体的阻滞作用集中发挥。

综上所述，ａｎｎｅｘｉｎＡ２在第 ４天的子宫内膜组织
表达明显高于第１天的子宫内膜组织。运用抗体进行
阻滞实验时并不能显著降低体外胚胎在子宫内膜组织

的黏着率。随后进行相关小鼠体内研究或者将 ａｎｎｅｘ
ｉｎＡ２整体表达量进行降调可能会获得阳性的结果。
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腺苷脱氨酶在儿童 ＥＢ病毒相关
噬血细胞综合征中的意义

高　慧　张俊峰　刘娟娟　沈红强

摘　要　目的　探讨血清中腺苷脱氨酶（ＡＤＡ）水平在儿童 ＥＢ病毒感染相关噬血细胞综合征（ＥＢＶ－ＨＬＨ）中的诊断及预

后判断价值。方法　选取２０１５年１月 ～２０１７年１２月期间浙江大学医学院附属儿童医院收治的初诊 ＥＢＶ－ＨＬＨ患者７２例和慢

性活动性 ＥＢ病毒（ＣＡＥＢＶ）感染患儿 ８０例，ＨＬＨ患者均符合 ＨＬＨ－２００４诊断标准，同期 ５０例健康体检儿童作为健康对照组。

应用全自动生化分析仪测定各组患者血清 ＡＤＡ水平，采用受试者工作特征曲线（ＲＯＣ）分析 ＡＤＡ临床诊断价值，Ｙｏｕｄｅｎ指数法

确定最佳工作点。结果　ＥＢＶ－ＨＬＨ组、ＣＡＥＢＶ组及健康对照组儿童血清 ＡＤＡ水平分别为 １０２．４±６４．９Ｕ／Ｌ、４２．８±２２１Ｕ／Ｌ

和 １３．３±３．２Ｕ／Ｌ。ＥＢＶ－ＨＬＨ组 ＡＤＡ水平明显高于 ＣＡＥＢＶ组，差异有统计学意义（Ｚ＝４．７０９，Ｐ＝０．０００）；ＣＡＥＢＶ组高于健康
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