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　 　 摘要:　 为了探讨孕酮通过环氧合酶￣２(ＣＯＸ￣２) / 前列腺素 ２α(ＰＧＦ２α)信号通路调节家畜黄体溶解的作用机

制ꎬ本研究采用孕酮受体的特异抑制剂 Ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ 处理体外培养的绵羊子宫内膜组织ꎬ检测分泌到培养液中的

ＰＧＦ２α 浓度以及子宫内膜中 ＰＧＦ２α 合成过程中关键酶基因 ＣＯＸ￣２ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白质表达水平ꎮ 结果显示ꎬＯｎａ￣
ｐｒｉｓｔｏｎｅ 添加到子宫内膜组织培养液中后ꎬ内膜组织合成分泌的 ＰＧＦ２α 浓度明显下降ꎬ且抑制了 ＣＯＸ￣２ ｍＲＮＡ 和蛋

白质表达水平ꎬ高剂量的 Ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ(２０􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ)处理 ７２ ｈ 后 ＣＯＸ￣２ 的蛋白表达水平仅为对照组的 ２３％ꎮ 表明ꎬ
孕酮通过其受体介导的 ＣＯＸ￣２ / ＰＧＦ２α 信号通路调节家畜的黄体溶解过程ꎬ且 ＣＯＸ￣２ 对于 ＰＧＦ２α 的合成起到重要

的作用ꎮ
关键词:　 孕酮受体抑制剂 Ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅꎻ 前列腺素 ２α(ＰＧＦ２α)ꎻ 环氧合酶￣２(ＣＯＸ￣２)ꎻ 孕酮ꎻ 绵羊

中图分类号:　 Ｓ８５８.２６　 　 　 文献标识码:　 Ａ　 　 　 文章编号:　 １０００￣４４４０(２０１７)０３￣０６２４￣０６

Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ｉｎ ＰＧＦ２α ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ａｎｄ ＣＯＸ￣２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ
ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ ｉｎ ｏｖｉｎｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｃｅｌｌｓ

ＹＡＮ Ｌｅ￣ｙａｎ１ꎬ　 ＧＥＯＲＧＥ Ｍａｎｎ２ꎬ　 ＳＨＩ Ｚｈｅｎ￣ｄａｎ１
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｒｏｌｅ ｏｆ ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ｉｎ ｌｕｔｅｏｌｙｓｉｓ ｖｉａ ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ￣２(ＣＯＸ￣２) / ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ
Ｆ２α (ＰＧＦ２α) ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｌｉｖｅｓｔｏｃｋꎬ ｔｈｅ ｏｖｉｎｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ ｅｘｐｌａｎｔｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｎｄ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ｏｆ ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ (ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ). Ｔｈｅ ＰＧＦ２α ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＰＧＦ２α ｓｙｎ￣
ｔｈｅｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｅｎｚｙｍｅ ＣＯＸ￣２ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ. Ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ (０􀆰 ２ μｍｏｌ / Ｌꎬ ２􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ ｏｒ ２０􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ)
ｉｎ ｏｖｉｎｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ＰＧＦ２α ｓｅｃｒｅｔｉｏｎꎬ ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｅｘｐｌａｎｔｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ７２ ｈ ｉｎ
ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ２０􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ (Ｐ<０􀆰 ０５). Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＯＸ￣２ ｗａｓ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｅｎｄｏ￣
ｍｅｔｒｉａｌ ｅｘｐｌａｎｔｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ ｆｏｒ ２４ ｈꎬ ４８ ｈ ａｎｄ ７２ ｈ (Ｐ<０􀆰 ０１). Ｔｈｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ＣＯＸ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｗａｓ ａｌｓｏ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｆｔｅｒ ２０􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ７２ ｈꎬ ｏｎｌｙ ａｂｏｕｔ ２３％ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ. Ｉｎ

ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎꎬ ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｌｕｔｅｏｌｙｓｉｓ ｖｉａ
ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ / ＣＯＸ￣２ / ＰＧＦ２α ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ
ｓｈｅｅｐꎬ ａｎｄ ＣＯＸ￣２ ｓｅｅｍｓ ｔｏ ｂｅ ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｅｎｚｙｍｅ ｒｅ￣
ｓｐｏｎｓｉｂｌｅ ｆｏｒ ＰＧＦ２α ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: 　 ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ( ｏｎａ￣
ｐｒｉｓｔｏｎｅ )ꎻ ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ ( ＰＧＦ２α )ꎻ ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ
(ＣＯＸ￣２)ꎻ ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅꎻ ｓｈｅｅｐ
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　 　 哺乳动物卵巢黄体是甾体激素的主要来源ꎬ在
调控动物繁殖机能方面具有至关重要的作用ꎮ 在动

物未妊娠的情况下ꎬ则黄体启动退化程序ꎬ继而进入

新一轮的发情周期ꎮ 而妊娠期间黄体退化却可导致

胚胎死亡或流产ꎮ
前列腺素 ２α (Ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ Ｆ２αꎬＰＧＦ２α)是哺

乳动物的主要溶黄体因子[１]ꎮ 在反刍动物体内ꎬ孕
酮(Ｐ ４)通过调节子宫中 ＰＧＦ２α 的分泌ꎬ从而调节

黄体溶解过程[２]ꎮ 长期以来研究者认为ꎬ黄体期早

期孕酮水平决定了随后的功能性黄体溶解时间[３]ꎮ
外源性孕酮处理将导致黄体提前溶解[４]ꎬ这一作用

可能是通过改变子宫上的受体(ＰＧＲ)的数量而实

现的[５]ꎬ而 ＰＧＲ 拮抗剂可以推迟黄体的溶解[６]ꎮ
奥那司酮(ＯｎａｐｒｉｓｔｏｎｅꎬＺＫ￣９８２９９)属于选择性

孕酮受体拮抗剂(ＳＰＲＭｓ)ꎬ它与最原始且广泛应用

的 ＰＧＲ 拮抗剂———米非司酮(ＭｉｆｅｐｒｉｓｔｏｎｅꎬＲＵ４８６)
结构类似[７]ꎬ但与孕酮受体的相对亲和力大于

ＲＵ４８６ꎮ 研究者发现ꎬＯｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ 可以抵消孕酮对

牛胚胎体外发育的抑制作用[８]ꎮ 在早期(５~７ ｄ)的
牛黄体细胞体外培养过程中添加 Ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ 对孕

酮和 ＰＧＦ２α 的分泌均有明显的抑制作用[９]ꎬ但是

Ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ 对中期(８~１２ ｄ)黄体细胞中 ＰＧＦ２α 的

分泌无明显作用[１０]ꎮ 我们前期在绵羊上的研究发

现ꎬ对黄体期早期(３~ ５ ｄ)的绵羊注射 Ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ
后ꎬ减少内源性 ＰＧＦ２α 释放ꎬ且推迟黄体溶解ꎬ但是

黄体晚期 (１２~ １４ ｄ) 的绵羊注射 Ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ 对

ＰＧＦ２α 的释放并没有显著影响ꎬ具体的作用机理还

不明确[１１]ꎮ
环氧合酶(ＣＯＸꎬ又称 ＰＧＨＳ)是合成各种前列

腺素的限速酶[１２]ꎮ 在发情期以及妊娠期绵羊、牛、
猪子宫内膜上均有 ＣＯＸ￣１ 和 ＣＯＸ￣２ 的表达[１３￣１７]ꎬ且
子宫内膜合成 ＰＧＦ 的能力主要是由 ＣＯＸ￣２ 介导的ꎬ
其对于黄体溶解期以及胚胎着床期的前列腺素生成

起着主要的调节作用ꎮ 对绵羊注射孕酮后ꎬ子宫颈

上 ＣＯＸ￣２ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白质表达水平都显著增

高[１８]ꎬ但该研究中对 ＰＧＦ２α 的水平并没有进行检

测ꎮ
从以往的研究结果可以看出ꎬＯｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ 对

ＰＧＦ２α 分泌的调节作用并不一致ꎬ其具体的作用机

制还需要更深入的研究ꎮ 此外孕酮是否通过 ＣＯＸ￣２
来调节 ＰＧＦ２α 分泌也还不明确ꎮ 因此ꎬ本试验拟利

用绵羊的子宫内膜组织块体外培养模型ꎬ对 Ｏｎａ￣

ｐｒｉｓｔｏｎｅ 处理后培养液中 ＰＧＦ２ａ 的浓度以及组织中

ＰＧＦ２α 合成关键酶 ＣＯＸ￣２ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白质表达

水平进行检测ꎬ进一步探讨孕酮调节黄体溶解的作

用机制ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料与主要试剂

绵羊子宫由当地(诺丁汉ꎬ英国)的绵羊屠宰场

提供ꎬ以无菌操作采集新鲜的黄体期绵羊子宫(共 ４
个)ꎬ置于 ３７ ℃ 生理盐水(添加青霉素和链霉素)
中ꎬ２ ｈ 内送到实验室ꎮ

ＤＭＥＭ / Ｆ１２、ＰＢＳ、Ｈｅｐｅｓ、青霉素 /链霉素、两性

霉素 Ｂ 等购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ(ＵＫ)ꎬＯｎａ￣
ｐｒｉｓｔｏｎｅ 购自 Ｓｃｈｅｒｉｎｇ ＡＧ(Ｇｅｒｍａｎｙ)ꎬＢＳＡ、胰蛋白

酶抑制剂、胶片购自 Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ(ＵＫ)ꎬＣＯＸ￣２ 抗

体、内参 Ｈｉｓｔｏｎｅ ３ 抗体以及对应的 ＨＲＰ 标记的第

二抗体均购自 Ａｂｃａｍ(ＵＫ)ꎬＴｒｉｚｏｌ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬ
ＰＧＦ２α 试剂盒、预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ、ＥＣＬ 检测系统均

购自 ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ(ＵＫ)ꎬＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＲＴ￣ＰＣＲ 试

剂盒(包括 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 以及 Ｔａｑ
Ｍａｎ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔｓ)购自 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉ￣
ｏｓｙｓｔｅｍｓꎬ其他试剂自己配制ꎮ
１.２　 组织样品采集及处理

在实验室内ꎬ将新鲜组织用 ＰＢＳ(含青霉素 /链
霉素ꎬ２􀆰 ５ ｇ / ｍｌ两性霉素 Ｂ)冲洗 ３ 遍ꎬ去除脂肪等

多余物质ꎬ然后在无菌条件下纵向剖开子宫角ꎬ用弯

剪刀和眼科镊将含有子宫内膜上皮细胞和间质细胞

的子宫内膜组织取下ꎬ用 Ｈｅｐｅｓ 清洗后ꎬ放在 Ｍｃｌｌ￣
ｗａｉｎ 组织剪切器上剪成<１ ｍｍ３小块ꎬ在 Ｈｅｐｅｓ 液中

清洗后离心ꎬ去除上清液ꎬ再次用 Ｈｅｐｅｓ 液清洗离

心ꎬ去除上清液ꎮ
在六孔板的孔中放入灭菌后的不锈钢小网格ꎬ

在网格上放入大小合适的擦镜纸ꎬ将得到的干净子

宫内膜组织块放在纸上培养ꎬ每孔放入的子宫内膜

组织质量约 ２００ ｍｇꎬ每孔培养液为 ５ ｍｌꎮ 对照组培

养液为 ＤＭＥＭ / Ｆ１２＋０􀆰 １％ ＢＳＡ ＋１％ 青霉素 /链霉

素ꎬ在绵羊子宫内膜组织块的培养液中分别添加

０􀆰 ２ μｍｏｌ / Ｌ、２􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ或 ２０􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ Ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ
(ＺＫ￣９８２９９)ꎮ 对照组和所有 Ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ 处理组均

各设 ９ 个重复培养孔(４×９)ꎮ 培养条件为 ３７􀆰 ０ ℃ꎬ
５％ ＣＯ２ꎬ共重复培养 ４ 次ꎮ 间隔 ２４ ｈ 更换 １ 次培养

液ꎮ 在培养 ２４ ｈ、４８ ｈ 和 ７２ ｈ 后收集上层的培养液
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(１ ｍｌ)ꎬ－２０ ℃保存用于 ＰＧＦ２α 浓度的测定ꎬ同时

收集子宫内膜组织并称质量(ｍｇ)ꎬ置于－８０ ℃保存

用于后续基因和蛋白质的检测ꎮ
１.３　 培养液中 ＰＧＦ２α浓度测定

培养液中的 ＰＧＦ２α 浓度参照 Ｃｈａｒｐｉｇｎｙ 等[１３]

的 ＲＩＡ(Ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ)法测定ꎬ操作方法严格按

照试剂盒说明书进行ꎮ 分析的灵敏度为 ５~ １０
ｐｇ / ｍｌꎬ且与其他前列腺素的交叉反应性小于 ０􀆰 １％ꎮ
检测结果根据培养的子宫内膜质量换算为每 １ ｍｇ
子宫内膜组织合成的 ＰＧＦ２α 量(ｎｇ / ｍｇ)ꎮ
１.４　 荧光定量 ＰＣＲ 检测

采用荧光定量 ＰＣＲ 技术检测绵羊子宫内膜组

织中 ＣＯＸ￣２ 基因表达量ꎮ 以无 Ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ 处理为

空白对照ꎮ 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 公布的绵羊 ＣＯＸ￣２ 基因

(Ｕ６８４８６.１)序列ꎬ设计引物(表 １)ꎬ绵羊 β￣ａｃｔｉｎ 基

因(Ｕ３９３５７)作为内参基因ꎮ Ｔｒｉｚｏｌ 法提取子宫内膜

组织总 ＲＮＡꎬ紫外分光光度计检测 ＲＮＡ 质量和浓

度ꎬ进行反转录、荧光定量 ＰＣＲ 扩增ꎮ 目的基因、管
家基因荧光定量 ＰＣＲ 程序为:反应总体积 ５０􀆰 ０ μｌꎬ
包括 ２×ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ２５􀆰 ０ μｌꎬ上下

游正反引物各 １􀆰 ０ μｌꎬｃＤＮＡ 模板 ２􀆰 ０ μｌꎬ去离子水

２１􀆰 ０ μｌꎬ同时设无模板对照(即模板用等量的去离

子水代替)ꎮ 反应条件为:９５ ℃ 预变性 １０ ｍｉｎꎻ９５
℃ １５ ｓꎬ６０ ℃ １ ｍｉｎꎬ４０ 个循环ꎮ 每个处理重复 ３
次ꎮ

表 １　 荧光定量 ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

基因
ＧｅｎＢａｎｋ
登录号 　 　 　 　 　 引物序列

产物长度
(ｂｐ)

ＣＯＸ￣２ Ｕ６８４８６.１ 正向:５′￣ＣＡＧＡＧＣＴＣＴＴＣＣＴＣＣＴＧＴＧＣ￣３′ １３８

反向:５′￣ＣＡＡＡＡＧＧＣＧＡＣＧＧＴＴＡＴＧＣ￣３′

β￣ａｃｔｉｎ Ｕ３９３５７ 正向:５′￣ＣＡＴＣＣＴＧＡＣＣＣＴＣＡＡＧＴＡＣＣＣ￣３′ １０５

反向:５′￣ＧＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＣＴＧＴＡＧＣＣ￣３′

１.５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 ＣＯＸ￣２的蛋白表达

将收集的子宫内膜组织样品经 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次ꎬ
离心(１ ５００ ｇꎬ １０ ｍｉｎ)ꎬ弃上清液后加入 １００ μｌ 含
胰蛋白酶抑制剂(Ｐ２７１４)的蛋白质抽提试剂ꎬ超声

波破碎 １０ ｓ 充分裂解细胞ꎬ１４ ０００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎮ 取

上清液转移至新的离心管中ꎬ煮沸(１００ ℃)３ ｍｉｎꎬ
然后置冰上预冷 ５ ｍｉｎꎬ－７０ ℃冻存备用ꎮ

利用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法测定样品中的蛋白质浓度后ꎬ

将等量的样品蛋白质在 ５％~ １２％ 的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 上

电泳分离ꎮ 然后利用微型电泳转移装置ꎬ将分离得

到的蛋白质在 ４ ℃条件下ꎬ以恒流 ２００ ｍＡ、２􀆰 ５ ｈ 转

移至 ０􀆰 ２ μｍ ＮＣ 膜上ꎮ 转移结束后ꎬ先用 ＴＢＳＴ(含
０􀆰 １％ Ｔｗｅｅｎ￣２０ 的 Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓冲液)洗涤膜 ３ 次ꎬ每
次 １０ ｍｉｎꎬ然后用含 ５％ 脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ 在室温下

封闭膜 １ ｈꎬ接着用含 ５％ ＢＳＡ 的 ＴＢＳＴ 稀释的 ＣＯＸ￣
２(２３６７２)抗体以及 Ｈｉｓｔｏｎｅ ３ 抗体(１ ∶ １ ０００)在 ４
℃条件下过夜孵育ꎬＴＢＳＴ 清洗 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎ
后ꎬ用含 １％ 脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ 稀释(１ ∶ ５ ０００)过

的 ＨＲＰ 标记二抗(ｓｃ￣２０２０)ꎬ３７ ℃孵育膜 １ ｈꎬ再次

用 ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎬ按照说明书ꎬ使用

ＥＣＬ 检测系统检测膜上蛋白ꎬ用 Ｘ 光胶片曝光ꎬ胶
片经显影、定影、漂洗、晾干后ꎬ用凝胶成像系统扫描

拍摄并用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析ꎮ
１.６　 数据统计分析

利用 ２－△△Ｃｔ法计算出 Ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ 处理不同时间

后 ＣＯＸ￣２ 基因在绵羊子宫内膜组织中的表达量相

对于对照组中表达量的差异倍数ꎮ 基因相对表达量

以及 ＰＧＦ２α 的浓度数据均利用 ＳＰＳＳ １７.０ 统计软件

进行单因素方差分析(ＡＮＯＶＡ)和 Ｔｕｋｅｙ’ ｓ 多重比

较ꎬ结果以平均数±标准误表示ꎬ以Ｐ<０􀆰 ０５ 表示差

异显著ꎬＰ<０􀆰 ０１ 表示差异极显著ꎮ

２　 结 果

２. １ 　 Ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ 对绵羊子宫内膜组织分泌

ＰＧＦ２α的影响

　 　 首先利用 ＲＩＡ 法测定了绵羊子宫内膜组织块

培养 ２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ 时培养液中 ＰＧＦ２α 的浓度ꎮ
结果(图 １)表明ꎬ在绵羊子宫内膜组织块的培养液

中分别添加 ０􀆰 ２ μｍｏｌ / Ｌ、２􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ、２０􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ
Ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ 后ꎬ培养 ２４ ｈ 以及 ４８ ｈꎬＯｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ 对

子宫内膜分泌的 ＰＧＦ２α 并没有显著的影响ꎮ 而在

添加 Ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ 培养 ７２ ｈ 后ꎬＰＧＦ２α 的分泌被明显

的抑制ꎬ尤其是添加高剂量(２０􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ)Ｏｎａｐｒｉｓ￣
ｔｏｎｅ 组ꎬ每 １ ｍｇ 内膜组织分泌的 ＰＧＦ２α 量显著低

于对照组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
２.２　 Ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ 对绵羊子宫内膜组织 ＣＯＸ￣２ ｍＲ￣
ＮＡ 表达的影响

　 　 利用荧光定量 ＰＣＲ 技术检测了对照组和 Ｏｎａ￣
ｐｒｉｓｔｏｎｅ 处理组子宫内膜组织中 ＣＯＸ￣２ 的 ｍＲＮＡ 相

对表达量ꎮ 从图 ２ 可以看出ꎬ绵羊子宫内膜组织体
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∗表示相应处理组与空白对照组差异达到显著水平(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 １　 Ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ 处理对绵羊子宫内膜合成 ＰＧＦ２α的影响

Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰＧＦ２α ｉｎ ｏ￣
ｖｉｎｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ ｅｘｐｌａｎｔｓ

外培养过程中添加孕酮受体抑制剂 Ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ 后ꎬ
与对照组中正常培养的子宫内膜组织相比ꎬ０􀆰 ２
μｍｏｌ / Ｌ、２􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ、２０􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ的 Ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ 处

理组中 ＣＯＸ￣２ 的 ｍＲＮＡ 表达量在培养 ２４ ｈ、４８ ｈ 以

及 ７２ ｈ 时均有着不同程度的下降ꎬ与对照组差异极

显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ

∗∗表示相应处理组与空白对照组差异达到极显著水平(Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎮ
图 ２　 Ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ 处理对绵羊子宫内膜 ＣＯＸ￣２ ｍＲＮＡ 表达的

影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＯＸ￣２
ｉｎ ｏｖｉｎｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ ｅｘｐｌａｎｔｓ

２.３　 Ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ 对绵羊子宫内膜组织中 ＣＯＸ￣２
的蛋白质表达水平的影响

　 　 利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测了添加 ０􀆰 ２ μｍｏｌ / Ｌ、２􀆰 ０
μｍｏｌ / Ｌ、２０􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ的 Ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ 到绵羊子宫内

膜组织块体外培养液中 ＰＧＦ２α 合成过程中关键酶

ＣＯＸ￣２ 的蛋白质表达水平(图 ３、图 ４)ꎮ ＣＯＸ￣２ 蛋白

表达量经内参蛋白 Ｈｉｓｔｏｎｅ ３ 表达量校正后的结果

显示ꎬ不同剂量的 Ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ 对 ＣＯＸ￣２ 在子宫内膜

中的蛋白质表达起到不同程度的抑制作用(图 ４)ꎮ
尤其是在添加 Ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ 的 ７２ ｈ 后ꎬ高剂量 Ｏｎａ￣
ｐｒｉｓｔｏｎｅ 组(２０􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ)子宫内膜组织中 ＣＯＸ￣２
的蛋白质表达量明显的低于对照组正常培养的子宫

内膜组织中 ＣＯＸ￣２ 的蛋白质表达水平ꎬ仅为对照组

蛋白水平的 ２３％ꎮ

２４ ｈ、 ４８ ｈ、 ７２ ｈ 为 Ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ 处理时间ꎻ ０. ２ μｍｏｌ / Ｌ、 ２. ０
μｍｏｌ / Ｌ、２０.０ μｍｏｌ / Ｌ为 Ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ 处理浓度ꎻＨｉｓｔｏｎｅ 为内参蛋

白ꎮ
图 ３　 不同浓度 Ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ 处理绵羊子宫内膜组织后 ＣＯＸ￣２

蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果

Ｆｉｇ.３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣＯＸ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｏｖｉｎｅ ｅｎｄｏｍｅ￣
ｔｒｉｕｍ ｅｘｐｌａｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

３　 讨 论

在家畜非妊娠时期ꎬ周期性的黄体形成和溶解

过程是哺乳动物新的发情周期的起始ꎬ是维持正常

生殖功能所必须的生殖调节过程ꎬ对于妊娠动物来

说ꎬ正常的黄体功能是维持妊娠所必需ꎮ 研究结果
已经证实ꎬ前列腺素 ２α 是启动黄体溶解的关键因

素ꎬ黄体退化开始于子宫脉冲式分泌 ＰＧＦ２α[１]ꎮ 而

孕酮通过其受体 ＰＧＲ 调节 ＰＧＦ２α 的分泌ꎬ决定黄

体退化过程的开始时间ꎮ Ｏｔｔｏｂｒｅ 等[４] 的研究结果

表明ꎬ外源性孕酮处理将导致黄体提前溶解ꎬ缩短黄

体期ꎮ 我们前期的研究发现ꎬ对黄体期早期(３ ~ ５
ｄ)的绵羊注射孕酮受体拮抗剂 Ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ 后ꎬ可以

减少 ＰＧＦ２α 的释放ꎬ从而推迟黄体溶解[１１]ꎮ 但孕
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∗表示相应处理组与空白对照组差异达到显著水平(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
∗∗表示相应处理组与空白对照组差异达到极显著水平(Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎮ
图 ４　 Ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ 处理对绵羊子宫内膜 ＣＯＸ￣２ 的蛋白表达的

影响

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＯＸ￣２
ｉｎ ｏｖｉｎｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ ｅｘｐｌａｎｔｓ

酮调节 ＰＧＦ２α 的分泌的具体信号通路还有待于明

确ꎮ
本研究发现ꎬ在处于黄体早期的绵羊子宫内膜

组织体外培养过程中添加孕酮受体拮抗剂 Ｏｎａｐｒｉｓ￣
ｔｏｎｅꎬ将抑制内膜组织合成分泌 ＰＧＦ２αꎬ特别是添加

２０􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ Ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ ７２ ｈ 后ꎬ子宫内膜组织分

泌的 ＰＧＦ２α 量显著的低于对照组ꎮ 这一研究结果

表明ꎬ在绵羊黄体期的早期阶段ꎬＯｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ 通过孕

酮受体抑制了 ＰＧＦ２α 的合成ꎮ 这与我们前期的研

究结果类似ꎬ即在黄体早期的绵羊体内注射 Ｏｎａ￣
ｐｒｉｓｔｏｎｅ 抑制 ＰＧＦ２α 的分泌ꎬ血液中 ＰＧＦＭ 的释放

明显减少[１１]ꎮ 对牛的研究也发现ꎬ在早期(５~ ７ ｄ)
的黄体细胞体外培养过程中添加 Ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ 对

ＰＧＦ２α 的分泌也有明显的抑制作用[９]ꎮ 由此可以

推测ꎬ孕酮对于黄体早期子宫内膜组织合成分泌

ＰＧＦ２α 是必须的ꎮ 但 Ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ 对培养的中期

(８~１２ ｄ) 黄体细胞 ＰＧＦ２α 的分泌并无明显影

响[１０]ꎬ黄体晚期阶段的绵羊注射 Ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ 对

ＰＧＦ２α 的释放也没有显著影响[１１]ꎬ这可能说明孕酮

通过不同的作用机制来调节不同阶段黄体中

ＰＧＦ２α 的合成和分泌ꎮ
Ｃｈａｒｐｉｇｎｙ 等[１３]对去势母羊注射孕酮极显著地

促进子宫内膜中 ＣＯＸ￣２ 的蛋白质表达ꎬ并认为子宫

内膜合成 ＰＧＦ 的能力主要是由 ＣＯＸ￣２ 介导的ꎮ 在

本研究中ꎬ孕酮受体拮抗剂 Ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ 对体外培养

的处于黄体早期的绵羊子宫内膜组织中 ＣＯＸ￣２ 的

ｍＲＮＡ 及蛋白质表达水平均起到了明显的抑制作

用ꎬ说明阻断孕酮与其受体结合后通过抑制 ＣＯＸ￣２
的表达进而抑制 ＰＧＦ２α 的合成分泌ꎮ 这一结果也

证明了孕酮调控黄体早期阶段子宫中 ＰＧＦ２α 分泌

时 ＣＯＸ￣２ 起着重要的作用ꎮ 但是在牛上的研究发

现ꎬ虽然孕酮可以促进 ＰＧＦ２α 的分泌ꎬ对 ＣＯＸ￣２ 的

ｍＲＮＡ 表达水平却没有影响[１４]ꎮ 牛和羊上的研究

结果不一致可能说明在不同动物上ꎬ孕酮对 ＣＯＸ￣２
的表达有着不同的调节机制ꎮ

综上所述ꎬ孕酮受体特异抑制剂 Ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎｅ 可

以有效抑制 ＰＧＦ２α 合成关键酶 ＣＯＸ￣２ 的基因和蛋

白质表达ꎬ从而抑制 ＰＧＦ２α 的合成分泌ꎬ研究结果

进一步完善了孕酮是通过 ＣＯＸ￣２ / ＰＧＦ２α 信号通路

调节家畜黄体溶解这一理论ꎮ
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ｍｅｓｔｉｃ Ａｎｉｍａｌｓꎬ ２００６ꎬ ４１(３): ２５１￣２５７.

[１８] ＺＨＡＮＧ Ｑꎬ ＣＯＬＬＩＮＳ Ｖꎬ ＣＨＡＫＲＡＢＡＲＴＹ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｓｙｓｔｅｍ ｂｙ ｅｓｔｒａｄｉｏｌ ａｎｄ ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ
ｉｎ ｎｏｎｐｒｅｇｎａｎｔ ｓｈｅｅｐ ｃｅｒｖｉｘ [ Ｊ ] . Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎꎬ ２００７ꎬ １３３:
１０２７￣１０３４.
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