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　 　 摘要：　 为了研究促红细胞生成素产生肝细胞受体 Ｂ６ （ＥｐｈＢ６） 在猪胚胎着床期子宫内膜上皮细胞和胚胎之

间的迁移和粘附活动中是否发挥了作用，本研究利用实时荧光定量 ＰＣＲ 方法和蛋白免疫印迹方法，分析了ＥｐｈＢ６
基因在太湖流域梅山猪胚胎着床前期 （妊娠第 １３ ｄ）、中期 （妊娠第 １８ ｄ）和后期 （妊娠第 ２４ ｄ）子宫内膜和卵巢组

织的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达。 结果表明， ＥｐｈＢ６ 在胚胎着床期猪子宫内膜着床点和着床点间的 ｍＲＮＡ 和蛋白均呈现

先升高后降低的表达趋势，即着床中期（妊娠第 １８ ｄ）的表达量极显著高于前期（妊娠第 １３ ｄ）和后期（妊娠第 ２４
ｄ） （Ｐ＜０􀆰 ０１）； ＥｐｈＢ６ 在胚胎中的 ｍＲＮＡ 表达也是妊娠第 １８ ｄ 极显著高于妊娠第 ２４ ｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 而ＥｐｈＢ６ 在卵

巢中的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达相反：ｍＲＮＡ 表达为先降低后升高，蛋白表达为先升高后降低。 说明，ＥｐｈＢ６ 基因很可能

在猪胚胎着床过程中发挥着重要的调控作用，可成为潜在的猪产仔数性状候选基因。
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ：　 Ｔｏ ｄｅｆｉｎｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ⁃ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ
ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｂ６ （ ＥｐｈＢ６） ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ａｔｔａｃｈｍｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｅｍｂｒｙｏ ａｎｄ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ ｄｕｒｉｎｇ ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｍ⁃
ｂｒｙｏ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＥｐｈＢ６
ｉｎ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ ａｎｄ ｏｖａｒｙ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ Ｍｅｉｓｈａｎ ｓｏｗｓ ｄｕｒｉｎｇ
ｐｒｅ⁃ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ （ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ １３ ｄ， １３ ｄ）， ｍｉｄ⁃ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ
（ １８ ｄ ） ａｎｄ ｐｏｓｔ⁃ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ （ ２４ ｄ ） ｕｓｉｎｇ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ
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ｔｅｉｎ ｉｎ ｅｎｄｏｍｔｒｉｕｍ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ， ａｎ ｉｎ⁃
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ｃｒｅａｓｅ ｆｒｏｍ ｐｒｅ⁃ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｔｏ ｍｉｄ⁃ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ａ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｆｒｏｍ ｍｉｄ⁃ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｔｏ ｐｏｓｔ⁃ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ． Ｉｎ ｅｍｂｒｙｏ，
ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｄａｙ １８ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｎ ｄａｙ ２４ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｉｎ ｏｖａｒｙ， ＥｐｈＢ６ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌ ｄｒｏｐｐｅｄ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｐｉｃｋｅｄ ｕｐ， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｑｕｉｔｅ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒａｒｙ ｆｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ． Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ， ＥｐｈＢ６ ｍａｙ
ｐｌａｙ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｓｗｉｎｅ ｅｍｂｒｙｏ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｉｓ ａ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅ ｆｏｒ ｌｉｔｔｅｒ ｓｉｚｅ ｉｎ ｓｗｉｎｅ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：　 ＥｐｈＢ６； ｅｍｂｒｙｏ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ； ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； Ｍｅｉｓｈａｎ ｓｗｉｎｅ

　 　 产仔数是猪育种工作中一个备受关注的性状，
要提高产仔数，猪的高排卵数是基础，而高胚胎成活

率是关键［１］。 影响胚胎成活率的重要时期有 ３ 个：
一是胚胎着床前期（妊娠第 ９～１３ ｄ），二是胚胎器官

形成期 （妊娠第 １８ ～ ２４ ｄ），三是胎儿迅速生长期

（妊娠第 ６０～７０ ｄ） ［２⁃４］。 而 ３ 个重要时期中有 ２ 个

发生于猪的胚胎着床期（妊娠 １３ ～ ２４ ｄ），所以胚胎

着床期成为影响猪产仔数的紧要时期，如何减少这

一时期的胚胎死亡便成了一个亟待解决的问题［５］。
ＥｐｈＢ６ 是一种受体酪氨酸激酶， 也是 Ｅｐｈ⁃

Ｅｐｈｒｉｎ 家族中的受体一员，此家族属于细胞表面因

子［６］，在人［７⁃８］、小鼠［９］ 和大白猪［１０⁃１１］ 的胚胎着床过

程中发挥着重要作用。 研究结果表明， ＥｐｈＢ６ 在多

种细胞的迁移和粘附活动中发挥调控作用： ＥｐｈＢ６
（受体）与 ＥｐｈｒｉｎＢ２（配体）相互协同能同时对人胚

胎肾细胞的迁移和粘附发挥正调控和负调控作

用［１２］。 ＥｐｈＢ６ 会显著改变人乳腺癌细胞的侵入能

力［１３］。 ＥｐｈＢ６ 在鸡黑色素瘤细胞穿过血管或淋巴

管的时期，会抵制此细胞的转移侵入［１４］。 ＥｐｈＢ６ 和

性激素协同作用，调控小鼠血管平滑肌收缩和调节

血压［１５］。
但除此之外，我们还不清楚 ＥｐｈＢ６ 在胚胎着床

期的子宫内膜上皮细胞和胚胎的迁移和粘附活动中

是否发挥作用，其在猪繁殖组织中的时空表达规律

是什么样的，其是否参与了猪胚胎着床的调控。 基

于这些疑问，本研究以高产仔数的梅山猪为研究对

象，采用实时荧光定量 ＰＣＲ 方法检测胚胎着床前

期、中期、后期 ＥｐｈＢ６ 基因在子宫内膜等组织中的

表达，并用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 进行相应的蛋白水平的

验证。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验动物

试验动物为来自江苏农林职业技术学院梅山猪

保种场，母猪在同一条件下饲喂，分别在妊娠第 １３
ｄ、１８ ｄ、２４ ｄ 屠宰，屠宰时遵循江苏省农业科学院实

验动物操作规定。 屠宰后采集其子宫内膜（着床点

和着床点间），卵巢和胚胎组织样，采集的样品立即

置于液氮中保存。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

主要试剂：ＡＭＶ Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ
（ＢＢＩ， Ｃｈｉｎａ ）， ＳｙｂｒＧｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （ ２Ｘ）
（ＡＢＩ，Ａｍｅｒｉｃａ）， ＴＲＩｚｏｌ （ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ， Ａｍｅｒｉｃａ）， 全

蛋白抽提试剂盒 （ＫｅｙＧＥＮ， Ｃｈｉｎａ）， Ｅｐｈｒｉｎ⁃Ｂ２ Ａｎ⁃
ｔｉｂｏｄｙ （ Ｈ⁃８３ ） （ Ｓａｎｔａ ｃｒｕｚ ）， 琼脂糖 （ Ｂｉｏｗｅｓｔ，
Ｓｐａｉｎ）。 乙醇、异戊醇、氯仿、７５％乙醇、电泳缓冲液

等试剂均为上海生工生物工程公司生产或自行

配制。
主要仪器： Ｓｔｅｐｏｎｅ ｐｌｕｓ 型荧光定量 ＰＣＲ 仪

（ＡＢＩ， Ａｍｅｒｉｃａ）， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 电泳仪 （Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ， Ａ⁃
ｍｅｒｉｃａ）， 超净工作台（苏州净化设备有限公司， 中

国）， 凝胶成像仪 （Ｔａｎｏｎ，中国）， 紫外光度仪（Ｓｈｉ⁃
ｍａｄｚｕ，Ｊａｐａｎ）， 微量加样器 （Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ， Ｇｅｒｍａｎｙ）。
１􀆰 ３　 引物设计

猪ＥｐｈＢ６ 基因（ＧｅｎＢａｎｋ： ＸＭ＿０１３９８５５７０， ｐｒｅ⁃
ｄｉｃｔｅｄ）ｃＤＮＡ 全长 ３ ８２０ ｂｐ，编码序列（ＣＤＳ）范围

为：１ ０７０～３ ８２０ ｂｐ。 采用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５． ０ 和 Ｏｌ⁃
ｉｇｏ ６ 软件设计 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑＰＣＲ 的引物，上游引物：
５′⁃ＧＧＧＴＧＧＧＡＴＧＡＡＧＴＧＡＧＴＧＴＴ⁃３′，下游引物：５′⁃
ＣＴＴＴＣＣＡＣＧＡＡＧＴＧＴＧＴＣＴＧＣ⁃３′，产物长度 １２８ ｂｐ，
退火温度 ５８ ℃。 引物由上海生工生物工程公司

合成。
１􀆰 ４　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑＰＣＲ

首先提取组织样中的总 ＲＮＡ，然后将其反转录

成 ｃＤＮＡ，再将 ｃＤＮＡ 样品稀释 ８ 倍作为模板上机检

测。 ２０ μｌ 反应体系如下： ＳｙｂｒＧｒｅｅｎｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ （２Ｘ） １０ μｌ， 上下游引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 １ μｌ，
ｄｄＨ２Ｏ ７ μｌ， 模板（ ｃＤＮＡ） １ μｌ。 ＰＣＲ 反应程序如

下：９５ ℃ ２ ｍｉｎ 热启动 Ｈｏｔ Ｓｔａｒ Ｔａｑ 酶活性；融解 ９５
℃ １０ ｓ，煺火 ／延伸 ６０ ℃ ４０ ｓ，共 ４０ 循环；４５ ～ ９５
℃，读板时 ０􀆰 １ ℃ ／ ｓ 进行溶解曲线分析。 持家基因

为 ＧＡＰＤＨ （ ＧｅｎＢａｎｋ： ＮＭ ＿ ００１２０６３５９）。 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ
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ｑＰＣＲ 的数据利用 ２－ΔΔＣｔ法分析。
１􀆰 ５　 蛋白提取和蛋白免疫印迹 （Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）

蛋白提取过程如下：（１） 切取 ０􀆰 １ ｇ 组织样本

剪碎，加入 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，１ ５００ ｇ，１０ ｍｉｎ，弃上清

液。 （２） 加入 ４００ μｌ 蛋白裂解液（０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃
ＨＣｌ， ＮａＣｌ ８􀆰 ７６ ｍｇ ／ ｍｌ， １％ ＴｒｉｔｏｎＸ⁃１００ 和 １００
μｇ ／ ｍｌ ＰＭＳＦ），置于匀浆器上 ３０ ｓ，放置冰上 １０～１５
ｍｉｎ。 （３） 取组织匀浆液转移到 １􀆰 ５ ｍｌ 预冷的离心

管，１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ ４ ℃离心 ５ ｍｉｎ。 （４）取上清液转

移至新的预冷的离心管中，即为全蛋白提取物。
（５） 提取出的总蛋白用 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒（ Ｉｎ⁃
ｖｉｔｒｏｇｅｎ， ＵＳＡ）检测。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 过程同文献［１０］
和［１６］，步骤包括 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳、转膜、封闭、一
抗孵育、二抗孵育、ＤＡＢ 显色和 ＥＣＬ 曝光。 本试验

所用的一抗为兔抗人多克隆抗体 （Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ， ｓｃ⁃
２５４６１），二抗为羊抗兔抗体⁃辣根过氧化物酶标记。

　 　 　 　 　 　 Ａ：子宫内膜着床点；Ｂ：子宫内膜着床点间；Ｃ：卵巢；Ｄ：胚胎；Ｅ：所有组织样。
实时荧光定量 ＰＣＲ 方法检测，ＧＡＰＤＨ 为内参基因。
图 ２　 ＥｐｈＢ６ 在梅山猪胚胎着床期不同组织中的 ｍＲＮＡ 表达变化

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＥｐｈＢ６ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｍｅｉｓｈａｎ ｓｏｗｓ ｄｕｒｉｎｇ ｅｍｂｒｙｏ ａｔｔａｃｈｍｅｎｔ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＲＮＡ 提取结果

利用琼脂糖凝胶电泳检测组织样中提取的总

ＲＮＡ，结果（图 １）表明，凝胶上显示出两条清晰的条

带，分别为 ２８Ｓ ｒＲＮＡ 和 １８Ｓ ｒＲＮＡ，表明总 ＲＮＡ 非

常完整，含量较高，无降解，保证了后续相关试验的

可靠性。
２􀆰 ２　 ＥｐｈＢ６ ｍＲＮＡ 表达

Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑＰＣＲ 结果（图 ２）表明， ＥｐｈＢ６ 在梅

山猪不同繁殖组织样中 ｍＲＮＡ 表达有显著差异。
ＥｐｈＢ６ 在这些繁殖组织（猪子宫内膜着床点、着床

点间、卵巢和胚胎）中均有表达，但 ｍＲＮＡ 表达量大

从左至右依次为：妊娠第 １３ ｄ、１８ ｄ、２４ ｄ 和空怀猪子宫内膜着

床点。
图 １　 梅山猪不同组织样提取的总 ＲＮＡ 琼脂糖凝胶电泳检测

结果

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ
ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｍｅｉｓｈａｎ ｓｏｗｓ

小会随着组织样的不同而有显著的变化。 按照在不

同组织中的 ｍＲＮＡ 表达量大小排序为：子宫内膜着

床点（图 ２Ａ）＞子宫内膜着床点间（图 ２Ｂ）＞胚胎（图
２Ｄ）和卵巢（图 ２Ｃ），其中子宫内膜着床点和卵巢间

的ＥｐｈＢ６ 表达量差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
胚胎着床不同时期 ＥｐｈＢ６ 也有着显著差异的

ｍＲＮＡ 表达。 ＥｐｈＢ６ 在胚胎着床前期 （妊娠第 １３
ｄ）、中期 （妊娠第 １８ ｄ）和后期 （妊娠第 ２４ ｄ） 均有

表达，但 ｍＲＮＡ 平均表达量在这 ３ 个时期有显著的

差异。 ＥｐｈＢ６ ｍＲＮＡ 在所有组织中的表达曲线呈先

升高后降低的趋势，即在胚胎着床早期至中期的过

程中表达量持续升高，在胚胎着床中期至晚期的过

程中表达量持续降低。 其中妊娠第 １８ ｄ 的表达量

最高，其次为妊娠第 ２４ ｄ 的表达量，表达量最低为

妊娠第 １３ ｄ，且 ３ 个妊娠日两两间的表达量差异均

极显著（Ｐ＜０􀆰 ０１）。
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对于单个组织样，胚胎着床不同时间的 ｍＲＮＡ
表达趋势多呈先升高后降低的超势。 在子宫内膜着

床点，妊娠第 １８ ｄ 的表达量极显著高于其他任何时

期的任何组织样（Ｐ＜０􀆰 ０１），妊娠第 ２４ ｄ 和 １３ ｄ 的

表达无显著差异，作为对照组的空怀猪表达量最低。
在子宫内膜着床点间，妊娠第 １８ ｄ 的表达量极显著

高于妊娠第 ２４ ｄ 和 １３ ｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１），妊娠第 ２４ ｄ 的

表达量极显著高于妊娠第 １３ ｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 卵巢组

织总体表达量较低，其中妊娠第 ２４ ｄ 的表达量最

高，极显著高于妊娠第 １３ ｄ、妊娠第 １８ ｄ 和空怀猪。

胚胎组织中，妊娠第 １８ ｄ 的表达量极显著高于妊娠

第 ２４ ｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
ＥｐｈＢ６ 的 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑＰＣＲ 扩增曲线（图 ３Ａ）中

可以看到明显的指数扩增期和平台期，整条曲线光

滑，表明目的基因特异性很强；熔解曲线（图 ３Ｂ）的
Ｔｍ 值为 ９０􀆰 ８３ ℃，峰值只有 １ 个，表明 ＰＣＲ 扩增引

物中没有二聚体，特异性强，且无特异性 ＰＣＲ 产物。
这两条曲线说明此 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑＰＣＲ 的试验结果

可信。

　 　 　 　 　 　 图 ３　 ＥｐｈＢ６ 基因的实时荧光定量 ＰＣＲ 的扩增曲线（Ａ）和熔解曲线（Ｂ）
Ｆｉｇ．３　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ （Ａ） ａｎｄ ｍｅｌｔｉｎｇ ｃｕｒｖｅｓ （Ｂ） ｏｆ ＥｐｈＢ６ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑＰＣＲ

　 　 综上所述，梅山猪胚胎着床中期（妊娠第 １８ ｄ）
是ＥｐｈＢ６ ｍＲＮＡ 的主要作用时期，子宫内膜着床点

是ＥｐｈＢ６ ｍＲＮＡ 的主要靶组织位点。
２􀆰 ３　 ＥｐｈＢ６ 蛋白表达

蛋白免疫印迹 （Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）结果表明，ＥｐｈＢ６
在梅山猪不同繁殖组织样中蛋白表达有显著差异。

ＥｐｈＢ６ 蛋白在这些繁殖组织［子宫内膜着床点（图
４Ａ）、着床点间（图 ４Ｂ）、卵巢中均有表达，但蛋白表

达量大小会随着组织样的不同而有显著的变化。 按

照在不同组织中的蛋白表达量高低，子宫内膜着床

点的 ＥｐｈＢ６ 蛋白表达量最高（图 ４Ａ），其次是子宫

内膜着床点间（图 ４Ｂ），最低的是卵巢（图 ４Ｃ）。

　 　 　 　 　 　 Ａ：子宫内膜着床点；Ｂ：子宫内膜着床点间；Ｃ：卵巢；Ｄ：所有组织样。 ＧＡＰＤＨ 为内参基因。
图 ４　 ＥｐｈＢ６ 在胚胎着床期梅山猪不同组织中的蛋白表达变化

Ｆｉｇ．４　 Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＥｐｈＢ６ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｍｅｉｓｈａｎ ｓｏｗｓ ｄｕｒｉｎｇ ｅｍｂｒｙｏ ａｔｔａｃｈｍｅｎｔ
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　 　 胚胎着床不同时期 ＥｐｈＢ６ 蛋白表达也有着显

著差异。 ＥｐｈＢ６ 蛋白在梅山猪胚胎着床前期（妊娠

第 １３ ｄ）、中期 （妊娠第 １８ ｄ）和晚期 （妊娠第 ２４ ｄ）
均有表达，但ＥｐｈＢ６ 蛋白在所有组织中的平均表达

量在这 ３ 个时间点有显著的差异，其中妊娠第 １８ ｄ
的表达量最高，其次为妊娠第 １３ ｄ 和妊娠第 ２４ ｄ。
即 ＥｐｈＢ６ 蛋白在子宫内膜中的蛋白表达曲线呈先

升高后降低的趋势。
对于单个组织样，胚胎着床不同时期的 ＥｐｈＢ６

蛋白表达趋势相同。 在子宫内膜着床点，妊娠第

１８ ｄ 的表达量极显著高于其他任何时期的任何组

织样（Ｐ＜０􀆰 ０１），妊娠第 １３ ｄ 和妊娠第 ２４ ｄ 间表

达量差异极显著（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 在子宫内膜着床点

间，妊娠第 １８ ｄ 的表达量极显著高于妊娠第 １３ ｄ
和妊娠第 ２４ ｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１），妊娠第 １３ ｄ 和妊娠第

２４ ｄ 间表达量无显著差异。 在卵巢，ＥｐｈＢ６ 蛋白

表达趋势同前两个组织样的表达趋势相同，均为

先升高后降低，但妊娠第 １３ ｄ、１８ ｄ 和 ２４ ｄ ３ 个时

间点的 ＥｐｈＢ６ 蛋白表达量无显著差异。
综上所述，梅山猪胚胎着床中期（妊娠第 １８ ｄ）

是 ＥｐｈＢ６ 蛋白的主要作用时期，子宫内膜着床点是

ＥｐｈＢ６ 蛋白的主要靶组织位点。

３　 讨 论

胚胎着床时期胚胎损失多少是影响猪产仔数高

低的重要因素之一［１７］，目前已报道了一些猪胚胎着

床相 关 因 子， 如 白 血 病 抑 制 因 子 （ Ｌｅｕｋｅｍｉａ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ） ［３］、黏液素 １（Ｍｕｃ１） ［１８⁃１９］、促红细

胞生成素产生肝细胞配体 Ｂ２ （ＥｐｈｒｉｎＢ２） ［２０］和瘦素

及其受体（Ｏｂｅｓｉｔｙ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｏｂｅｓｉｔｙ ｇｅｎｅ ｌｏｎｇ ｆｏｒｍ ｒｅ⁃
ｃｅｐｔｏｒ） ［２１］ 等。 本试验所研究的 ＥｐｈＢ６ 属于 Ｅｐｈ⁃
Ｅｐｈｒｉｎ 家族系统中的一员，与 ＥｐｈｒｉｎＢ２ 互为受体和

配体，二者相互协同在人胚胎肾细胞的迁移和粘附

活动中发挥正调控和负调控作用［１２］。
Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑＰＣＲ 结果表明， ＥｐｈＢ６ ｍＲＮＡ 在梅

山猪繁殖组织（猪子宫内膜着床点、着床点间、卵巢

和胚胎）中均有表达且差异显著，其中子宫内膜着

床点的表达最高；在胚胎着床期（妊娠第 １３ ｄ、１８ ｄ、
２４ ｄ） 亦均有表达且差异显著，其中子宫内膜着床

点、着床点间和胚胎均是妊娠第 １８ ｄ 的 ｍＲＮＡ 表达

量最高，即表达趋势为先升高后降低，但 ＥｐｈＢ６ 在

卵巢中的 ｍＲＮＡ 表达趋势与其相反，呈先降低后升

高的趋势。 这说明 ＥｐｈＢ６ 很可能参与了猪胚胎着

床过程中子宫内膜和胚胎之间的迁移和粘附活动，
这与其调控人胚胎肾细胞［１２］、人乳腺癌细胞［１３］ 和

鸡黑色素瘤细胞［１４］ 的迁移、粘附和侵入的作用类

似，金属蛋白酶 ３ （ＴＩＭＰ⁃３） ［５］在胚胎着床期猪子宫

内膜中也有类似的表达规律。 ＥｐｈＢ６ 的配体 Ｅｐｈ⁃
ｒｉｎＢ２ 在大白猪子宫内膜上的 ｍＲＮＡ 表达量显著高

于子宫体、卵巢、输卵管［２０］。 ＥｐｈＢ６ ｍＲＮＡ 在妊娠

猪子宫内膜着床点的表达量显著高于空怀猪，这与

Ｅｐｈ⁃Ｅｐｈｒｉｎ 家 族 其 他 成 员 ＥｐｈＢ２ 的 表 达 趋 势

一致［４］。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 的结果表明，ＥｐｈＢ６ 蛋白在子宫内

膜着床点和着床点间的表达趋势与 ｍＲＮＡ 基本一

致，即先升高后降低，表达高峰都在妊娠第 １８ ｄ，不
一致之处是 ｍＲＮＡ 表达妊娠第 ２４ ｄ 显著高于妊娠

第 １３ ｄ， 而蛋白表达是妊娠第 １３ ｄ 略高于妊娠第

２４ ｄ。 在卵巢中 ＥｐｈＢ６ 蛋白的表达趋势与 ｍＲＮＡ
相反。 大白猪胚胎着床期子宫内膜着床点先升高后

降低的蛋白表达趋势也发生在 ＥｐｈＡ１、ＥｐｈＡ２ 和 Ｅ⁃
ｐｈＡ４ 中［１０］。 同一蛋白表达与 ｍＲＮＡ 表达存在一定

相关性 （相关系数：０􀆰 ３１ ～ ０􀆰 ５１），但并不完全一

致［２２］，可能是 ｍＲＮＡ 翻译的速率、ｍＲＮＡ 的稳定性

和翻译后修饰等因素影响造成的。
综上所述， ＥｐｈＢ６ 基因在猪的胚胎着床中期

（妊娠第 １８ ｄ） ｍＲＮＡ 和蛋白表达量都最高，子宫内

膜着床点是ＥｐｈＢ６ ｍＲＮＡ 的主要靶组织位点，预示

着其在猪着床期的胚胎⁃子宫内膜对话中发挥着重

要作用，下一步将在细胞水平上对其进行功能验证。
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