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前蛋白转换酶 Furin和 PC7在小鼠母胎界面的动
态表达及其在胚胎粘附和扩展中的作用

*

周  智1, 2  张保华2, 3  祝  诚2  薛立群1**  王红梅2**

1. 湖南农业大学动物科技学院, 长沙 410128

2. 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 100101

3. 中国科学院研究生院, 北京 100039

摘 要  通过免疫组化、免疫荧光和小鼠胚胎- 子宫内膜上皮细胞共培养体系, 研究了前蛋白转换酶 Proprotein

Convertases ( PCs) 家族中的 Furin 和 PC7 在小鼠妊娠早期子宫和胚胎中的表达及对胚胎植入的影响。结果显示:

Furin和 PC7 在妊娠 D1- D4 小鼠子宫的腺上皮和 D5- D7 小鼠子宫的蜕膜、腺上皮高表达; PC7 在植入前胚胎的

2-细胞和 4-细胞期表达很低, 8-细胞期表达开始增加, 囊胚期滋养外胚层有显著的高表达。Furin 的抑制剂 Dec-

RVKR-CMK 可显著抑制共培养体系中胚胎的粘附和扩展。以上结果表明, Furin 在植入期胚胎的粘附和扩展中发

挥重要作用。此外, Furin 和PC7可能参与子宫内膜蜕膜化和早期胚胎发育 [动物学报 54 ( 5) : 877- 884, 2008]。
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Abstract  The expression and function of Furin and PC7 during mouse embryo implantation was investigated using

immunohistochemistry, immunofluorescence and an in vitro embryo-endometrial epithelial cells co-culture system. Results showed

that Furin and PC7 were mainly localized in the glandular epithelial cells from D1 to D4 of pregnancy and in decidual cells and

glandular epithelium on days 5- 7 of pregnancy. Expression of PC7 was hardly detectable in embryos at the 2-cell and 4-cell

stages, but was significantly upregulated at 8-cell stage and the expression level of PC7 was the highest at the blastocyst stage,

with strong PC7 expression in trophectoderm. Dec-RVKR-CMK, a Furin inhibitor , significantly inhibited adhesion and outgrowth

of embryos in the co-culture system. These results suggest that Furin plays an important role in embryonic adhesion and outgrowth

on endometrial epithelial cells. Furthermore, Furin and PC7 may also be involved in decidualization of mouse uterine stromal cells

and early embryonic development [ Acta Zoologica Sinica 54 ( 5) : 877- 884, 2008] .
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  胚胎植入是哺乳动物成功妊娠的关键环节, 该

过程受到多种激素、生长因子和细胞因子的精细调

控。成功的胚胎植入需具备两个先决条件: 胚胎具

有侵润能力的同时, 子宫内膜恰好处于可接受状态

(Wang et al. , 2004)。胚胎植入过程中, 子宫在形

态和生理功能上发生了一系列变化, 如内膜基质细

胞的蜕膜化。小鼠子宫内膜蜕膜化始于胚胎植入早

期, 在胚胎粘附部位、靠近子宫腔的基质细胞发生

蜕膜化, 形成蜕膜区。

前蛋白转换酶 ( Proprotein convertases, PCs) 是

Ca
2+
依赖性的丝氨酸蛋白酶家族, 其主要功能是剪

切无生物活性的蛋白或肽链的前体, 使之变成有活

性的功能分子。哺乳动物细胞中已发现的 PCs家族

成员主要有七种, 分别为: Furin、PACE4、PC1P3、
PC2、PC4、PC5P6 和 PC7 ( Thomas, 2002)。其中

PC1P3、PC2在神经和内分泌组织中特异表达, PC4

特异表达于生殖器官和胎盘, Furin、PACE4、PC5P
6和 PC7在多种组织中表达。包括神经肽类物质、

多肽类激素、生长因子及其受体和基质金属蛋白酶

家族 (MMPs) 等在内的许多蛋白的活性都受 PCs

的调控 ( Thomas, 2002)。

PCs活性的正常发挥与胚胎植入及妊娠的成功

与否密切相关。PC5在妊娠第 5天 (植入期) 子宫

中表达显著升高, 向胚胎植入前的小鼠子宫角注射

PC5的反义寡核苷酸显著抑制胚胎植入 ( Nie et

al. , 2005)。人的子宫内膜中有 Furin、PACE4、

PC5P6和 PC7P8的表达, 但检测不到 PC1P3 和 PC2

(Freyer et al. , 2007)。PC4与胎儿宫内发育迟缓有

关, 抑制 PC4 的表达显著抑制人滋养层细胞系

HTR8PSVneo细胞的增殖, 其原因是胰岛素样生长

因子- Ò前体 ( pro-IGF- Ò) 不能被加工成熟 ( Qiu et

al. , 2005)。

弗林蛋白酶 ( Furin) 是最早发现也是最重要的

PCs家族成员, Furin基因敲除后, 小鼠胚胎发育停

滞, 胚胎发育至第 1015 天左右死亡 ( Scamuffa et

al. , 2006) , 说明 Furin在胚胎发育过程中发挥至关

重要的作用。很多胚胎发育相关的分子, 如 IGF 及

其受体、转化生长因子-B ( TGF-B) 家族成员等

( Brar et al. ) , 都是在 Furin 作用下加工成活性形式

的。参与胚胎植入过程中细胞外基质重建的 MMPs

家族的许多成员也是经 Furin加工成熟的。Furin 在

很多肿瘤组织中特异高表达, 它对增殖相关的生长

因子如 PDGF-B ( Siegfried et al. , 2005) 和血管内皮

生长因子-C (VEGF-C) ( Siegfried et al. , 2003) 有剪

切作用。特异抑制 PCs被视为抑制肿瘤的一个新途

径。Decanoylated CMK-pept ide 是一种人工合成的

PCs抑制剂, 能抑制 Furin表达 (Qiu et al. , 2005)。

胚胎植入过程中胚胎对子宫内膜的侵润与肿瘤细胞

对组织的侵润有很大程度的相似性, 提示我们

Furin在胚胎植入过程中滋养层细胞对子宫内膜的

侵润中可能有重要作用。

PC7也是一类广泛表达的前蛋白转换酶, 在细

胞内, PC7和 Furin 的功能有一定的协同作用, 主

要原因是 Furin 和 PC7在细胞内具有相似的定位、

转运和发挥作用的机制 ( Scamuffa et al. , 2006;

Seidah et al. , 2008)。

Furin和 PC7在小鼠胚胎植入过程中子宫和胚

胎中的表达定位和功能尚无报道。因此, 本研究拟

通过免疫组化和免疫荧光方法研究 Furin和 PC7在

早期妊娠小鼠子宫和胚胎中的表达, 并利用小鼠胚

胎- 子宫内膜上皮细胞共培养模型研究它们对小鼠

胚胎粘附及扩展的影响, 以探讨两种分子在胚胎植

入过程中的作用。

1  材料与方法

111  试剂

兔抗人Furin多克隆抗体购自英国Abcam公司;

小鼠抗人 PC7 单克隆抗体购自美国 USBiological公

司; Furin抑制剂购自德国 Calbiochem公司; Hamps-
F12培养基购自 Gibco 公司; 兔免疫组化检测试剂

盒 ( SP-9001) 购自北京中杉金桥公司; Histomount

封片剂购自 Invitrogen公司。

112  实验动物
性成熟昆明白小鼠购自北京维通利华实验动物

中心, 雄鼠 8周龄以上, 雌鼠 6- 8周龄, 饲养于

中国科学院动物研究所清洁级鼠房。实验动物饲养

和相关操作均按照中国科学院动物研究所伦理委员

会的规定执行。小鼠在下午按雌雄比 2B1合笼, 次

日清晨检查阴栓, 有阴栓者记为 D1 (妊娠第一

天)。分别收集妊娠 D1、D2、D3、D4、D5、D6和

D7的小鼠子宫 ( D1- D4每天样品为 3 个, D5样

品数为 5个, D6和D7样品数为 4个) , 用4%多聚

甲醛固定, 梯度酒精脱水, 再经二甲苯透明, 浸

蜡, 进行石蜡包埋。

113  免疫组化

免疫组化按 /兔 SP检测试剂盒0 说明书进行。

简言之, 石蜡切片 ( 5 Lm) 经二甲苯脱蜡 2 @ 10

min、酒精梯度复水, 微波 ( 91 e - 94 e ) 抗原修
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复15 min (抗原修复液: 118 mmolPL 柠檬酸, 812
mmolPL 柠檬酸钠) , 自然冷却。将切片用含 3%双

氧水的甲醇处理 20 min, 以灭活内源性的过氧化物

酶; 用正常山羊血清封闭 20 min, 加一抗 ( Furin,

1B300; PC7, 1B250) , 37 e 孵育 2 h, PBS 洗 3 @ 5

min, 加相应的二抗 37 e 孵育 20 min, PBS 洗 3 @ 5

min, 加三抗 37 e 孵育15 min, PBS洗 3 @ 5 min后,

DAB显色。用正常山羊血清代替一抗作为阴性对

照。切片经苏木精负染后, Histomount封片剂封片,

在显微镜下观察。

114  免疫荧光
8周龄性成熟小鼠于 18: 00注射 PMSG ( 8 IUP

只) , 48 h后注射 hCG ( 8 IUP只) 以诱导超数排卵,

然后按1B1与雄鼠合笼。次日验栓, 出现阴栓记为

D1 (妊娠第一天)。在妊娠第 2- 4天, 从输卵管或

子宫中冲出小鼠 2-细胞、4-细胞、8-细胞胚胎和桑

椹胚及囊胚。各期胚胎先经 4%多聚甲醛固定 30

min, PBS漂洗后, 在 012%Triton X-100PPBS中穿透
20 min, 再用PBS洗涤3次。胚胎于5% BSAPPBS中
室温封闭 45 min, 加入小鼠抗人 PC7 ( 1B200) 单克

隆抗体4 e 孵育过夜, PBS洗涤, 加入 FITC标记的

二抗, 37 e 孵育 1 h, 经 PI (碘化丙锭, 0101 mgP
ml) 染核 10min后在激光共聚焦显微镜下观察。用

5% BSAPPBS替代一抗作为阴性对照。
115  子宫内膜上皮细胞与胚胎共培养体系

经超排处理的小鼠于妊娠第 4天 ( D4) 早晨,

用Ham F-12培养液冲子宫收集囊胚, 培养于含有

014%BSA的Ham F-12培养液中, 培养 24 h至孵出

透明带; 同时, 将子宫纵切, 暴露内膜于含 016%
胰蛋白酶的 Hankps 液中 4 e 消化 2 h, 再室温消化

30 min, 收集上清, 过 100目细胞筛, 1000 rPmin离
心, 用 Ham F-12培养液重悬细胞沉淀, 反复 3次,

收集小鼠子宫内膜上皮细胞, 以 1 @ 10
6
细胞P孔接

种于 96孔板, 培养于Ham F-12培养液中, 培养 24

h 后, 更换培养基 (含不同浓度的 Furin 抑制剂

Dec-RVKR-CMK, 溶于甲醇) , 加入孵出透明带的囊

胚 (每孔约10枚) 继续培养 24 h和 48 h后, 观察

胚胎粘附 ( 24 h) 和扩展 ( 48 h) 情况并计算粘附

率和扩展率 ( Li et al. , 2005)。实验共分 5组, 对

照组Ñ为正常培养液, 对照组 Ò培养液中含 1%甲

醇, 实验组 Ñ、 Ò和 Ó培养液中分别含 1、50 或

100 LmolPL Dec-RVKR-CMK。每次实验设置 3个平

行孔; 实验重复 3次。

116  统计方法

实验数据以均值 ? 标准差表示。应用 SPSS1010
统计软件的One-sample K-S进行分布型检验, 并用

One-way ANOVA进行方差分析与显著性检验。所有

数据均符合正态分布。P< 0105为差异显著; P<

0101为差异极显著。

2  结  果

211  Furin 和 PC7 蛋白在小鼠妊娠子宫中的表达

定位

用免疫组化方法检测了 Furin和 PC7 在小鼠围

植入期子宫中的表达变化。结果表明, 妊娠 D1-

D4, Furin主要表达于子宫内膜的腺上皮, 而基质

中 Furin的表达水平很低 (图 1, D1- D4) ; 妊娠第

5天到第 7天, Furin在腺上皮、胚胎以及粘附胚胎

的蜕膜区均有高表达 (图 1, D5- D7)。妊娠第 6

天子宫作 为阴性对 照, 无 阳性信号 ( 图 1,

Control)。

PC7在小鼠围植入期子宫中的表达也呈动态变

化: 妊娠 D1- D4, PC7 主要表达于子宫的腺上皮

(图 2, D1- D4) ; 妊娠第 5天到第 7天, PC7在腺

上皮、胚胎以及蜕膜区均有高表达 (图 2, D5-

D7)。妊娠第 5天子宫作为阴性对照, 无阳性信号

(图 2, Control)。

212 PC7蛋白在小鼠植入前各期胚胎中的表达定

位

免疫荧光结果表明, 2-细胞和 4-细胞胚胎中

PC7表达水平很低, 随着胚胎发育至 8-细胞直至桑

椹胚, PC7的表达显著升高。囊胚期胚胎 PC7表达

最强, 内细胞团和滋养外胚层中均能检测到 PC7

的表达, 且滋养外胚层细胞中表达显著高于内细胞

团。PC7主要分布于胞浆 (图 3)。以桑椹胚为阴性

对照, 无阳性信号 (图 3, Control)。

213  用胚胎- 子宫内膜上皮细胞共培养模型研究

Furin抑制剂 Dec-RVKR-CMK对小鼠胚胎粘附和

扩展的影响

用 1、50和 100 LmolPL Dec-RVKR-CMK分别处

理孵出透明带的囊胚, 同时设置两个对照: 不加任

何处理因素的培养液对照 (对照组Ñ ) 和加入与实

验组相同浓度甲醇的对照 (对照组 Ò)。共培养 24

和 48 h, 对照组Ò和对照组 Ñ小鼠胚胎的粘附和扩

展率无显著差异, 说明 1%甲醇溶剂本身不影响小

鼠胚胎的粘附和扩展。1 LmolPL Dec-RVKR-CMK处

理胚胎对共培养体系中胚胎的粘附 (图 4B) 和扩

展 (图 5B) 无显著影响 (粘附 P= 01066, 扩展 P
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图 1 免疫组化显示 Furin在小鼠妊娠早期 (D1- D7) 子宫和胚胎中的表达

图示 3组独立实验中的代表性结果。D1- D7: 妊娠第 1到第 7天。 emb: 胚胎。gla: 腺体。dec: 蜕膜。妊娠第 6天的子宫用于对照

( Control) , 无阳性信号。每幅图左下角的插入图为图中方框部位的放大, 显示腺体、蜕膜和胚胎。Bar= 100Lm。

Fig11  Expression of Furin in mouse endometrium and embryos during early pregnancy by immunohistochemical analysis

Representative results of 3 separate experiments are shown. D1- D7: Days 1- 7 of pregnancy. emb: embryo. gla: gland. dec: decidual cells. Uterus at

Day 6 of pregnancy was used as cont rol which exhibits no posit ive staining. Magnifying insert s showing glands, decidual cells and embryo are on the bot tom left

quarter of each picture. Bar= 100 Lm.

= 01185; ANOVA) , 但 50 LmolPL 抑制剂显著抑制
小鼠胚胎的粘附 (图 4B) 和扩展 (图 5B) (粘附 P

= 01037, 扩展 P= 01023; ANOVA)。当抑制剂浓

度增至 100 LmolPL 时, 小鼠胚胎的粘附 (图 4 B)

和扩展 (图5 B) 被极显著抑制 ( (粘附 P< 01001,
扩展 P < 01001; ANOVA )。24 h 粘附: F4,40 =

941025; 48 h扩展: F 4, 40= 241260。

3  讨  论

生物体内很多重要蛋白质或肽类都以无活性的

前体形式合成, 通过翻译后加工, 而成为有生物活

性的成熟体。前蛋白转换酶 ( PCs) 家族的主要功

能就是剪切蛋白质的未成熟前体, 使之成为能发挥

生物功能的蛋白质。PCs参与多种重要的生物过

程, 如酶原激活、肽类激素的合成、病毒蛋白加工

和受体成熟等, 其主要剪切底物包括神经肽类物

质、多肽类激素、生长因子及其受体和 MMPs

(Thomas, 2002)。研究表明, PCs家族成员如 Furin、

PC7、PC5 和 PACE4 与肿瘤发生密切相关, 其中

Furin和 PC7在多种肿瘤中高表达。下调其表达后,

对于肿瘤细胞的侵润和转移有抑制作用 ( Lapierre

et al. , 2007; Page et al. , 2007)。胚胎植入过程中,

滋养层细胞对子宫内膜的侵润在一定程度上和肿瘤

的侵润具有相似性, 因此, 我们推测 Furin和 PC7

对胚胎植入过程可能也有一定影响。本研究以此为

出发点, 通过免疫组化、免疫荧光和小鼠胚胎- 子

宫内膜上皮细胞共培养体系, 研究了前蛋白转换酶

PCs家族中的 Furin和 PC7 在小鼠妊娠早期子宫和

胚胎中的表达及对胚胎植入的影响。

植入前胚胎发育和子宫内膜的蜕膜化是成功植

入的必要条件。我们的研究发现, PC7在植入前小

鼠胚胎中随着发育进程, 表达逐渐升高, 并在囊胚
期滋养外胚层中显著高表达, 提示 PC7 对早期胚

胎发育可能有重要影响。

880 动   物   学   报 54卷  
  



图 2 免疫组化显示 PC7在小鼠妊娠早期 (D1- D7) 子宫和胚胎中的表达

图示 3组独立实验中的代表性结果。D1- D7: 妊娠第 1到第 7天。 emb: 胚胎。gla: 腺体。dec: 蜕膜。妊娠第 5天的子宫用于对照

( Control) , 无阳性信号。每幅图右上角的插入图为图中方框部位的放大, 以显示腺体、蜕膜和胚胎。Bar= 100Lm。

Fig12 Expression of PC7 in mouse endometrium and embryos during early pregnancy ( D1 - D7) by immunohistochemical

analysis

Representative results of 3 separate experiments are shown. D1- D7, Days 1- 7 of pregnancy. emb: embryo. gla: gland. dec: decidual cells. Uterus at day

5 of pregnancy was used as controlwhich exhibits no positive staining. Magnifying inserts showing gland, decidual cells and embryo are on the top right quarter

of each picture. Bar= 100 Lm.

 

胚胎和子宫内膜之间信号分子的传递是保证成

功植入的另一关键因素 ( Wang and Dey, 2006)。胚

胎粘附到子宫内膜上皮后, 引起子宫内膜基质细胞

的广泛蜕膜化, 蜕膜化的重要意义在于确保子宫内

膜接受态的启闭和妊娠维持。已知卵巢分泌的孕酮

启动了子宫内膜的蜕膜化, 同时子宫中表达的各种

因子和激素激活了 cAMP 通路, 共同启动了蜕膜细

胞的增殖和分化 ( Gellersen and Brosens, 2003) , 参

与这个过程的因子包括VEGF、PDGF、IGF 和TGF-

B家族成员 ( Kusakabe et al. , 2008) 等, 它们都需

要经过 PCs 家族成员的剪切加工才能发挥功能。

PC5在小鼠子宫的蜕膜化过程中发挥重要作用, 在

胚胎植入的 D5可观察到蜕膜细胞中有 PC5的高表

达, 其影响植入的分子机制目前还不清楚 ( Nie et

al. , 2005) , 而 PCs 家族中的其他成员是否参与该

过程尚未见报道。我们的研究结果显示, Furin 和

PC7在小鼠妊娠早期的子宫中随胚胎植入过程呈动

态变化, 并在定位上具有特异性和相似性, 提示

Furin和 PC7可能协同参与了胚胎的粘附、扩展和

子宫内膜蜕膜化等植入的关键步骤。

胚胎对子宫内膜的粘附和扩展是滋养层细胞侵

润的先决条件。参与胚胎粘附和扩展过程的分子包

括整合素 ( Mayer et al. , 2003)、粘附分子和MMPs

( Guo et al. , 2005; Lapierre et al. , 2007; Wu et al. ,

2007) 等。以前体形式分泌的 MMP2、MMP9 等广

泛参与胚胎植入过程中细胞外基质的重建, 在滋养

层细胞的侵润过程中发挥重要作用 ( Zhang et al. ,

2004)。抑制 MMPs 的表达可抑制胚胎的植入

( Chen et al. , 2007)。Furin 和 PC7在 MMPs 的酶原

激活中起关键作用 ( Remacle et al. , 2006)。此外,
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图 3 免疫荧光显示 PC7在小鼠植入前各期胚胎中的定位

图示 3组独立实验的代表结果。A: 绿色为 FITC染色示 PC7阳性信号。B: 红色为 PI 染色示细胞核。C: A 与 B的叠加。桑椹胚用作对照

( Control) , 无阳性信号。

Fig13  Expression of PC7 in mouse embryos at different stages of development by immunofluorescence

Representative results of 3 separate experiments are shown. A: Green-FITC staining showing PC7 posit ive signals. B: Red-PI staining of the nuclei . C-

Merged image of A and B. Morula was used as control which exhibits no positive signals.

 

图 4 Furin的抑制剂 Dec-RVKR-CMK对共培养体系中小鼠胚胎粘附的影响

A. 胚胎粘附的代表性结果。bla: 囊胚; epi: 子宫内膜上皮细胞。B。Furin抑制剂处理 24 h 后共培养体系各组粘附率的统计结果。对照

组Ñ为正常培养液, 对照组Ò培养基中含 1%甲醇, 实验组Ñ、Ò和Ó培养液中分别含 1、50和 100 LmolPL Dec-RVKR-CMK。结果显示 1

LmolPL抑制剂对胚胎粘附无显著影响, 50和 100LmolPL抑制剂显著抑制胚胎粘附。* P < 0105; ** P < 0101 ( n= 3) , F4, 40 = 941025, One-

way ANOVA。

Fig14  Effect of Dec-RVKR- CMK, a Furin inhibitor, on embryo adhesion in an embryo-endometrial epithelial cells co-culture

system

A. Representative result s of embryo adhesion. bla: blastocyst. epi: epithelial cells of uterus. B. Statistical results of the percentages of adhesive embryos after

24 h of co-culture. Furin inhibitor at the concentrat ion of 1 LmoolPL had no significant effect on embryo adhesion, whereas 50 and 100 LmolPL of Furin

inhibitor markedly reduced embryo adhesion. * P < 0105; ** P < 0101 ( n= 3) , F4, 40= 941025, One-way ANOVA.
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图 5 Furin的抑制剂 DEC- RVKR-CMK对共培养体系中小鼠胚泡扩展的影响

A. 胚泡扩展的代表性结果。bla: 囊胚。epi: 子宫内膜上皮细胞。B. Furin抑制剂处理 48 h 后共培养体系各组扩展率的统计结果。对照

组Ñ为正常培养基, 对照组Ò培养基中含 1%甲醇, 实验组Ñ、Ò和Ó培养基中分别含 1、50和 100LmolPL Dec-RVKR-CMK。结果显示, 1

LmolPL抑制剂对胚泡扩展无显著影响, 50和 100LmolPL抑制剂显著抑制胚泡扩展。* P < 0105, ** P < 0101 ( n= 3) , F4, 40 = 241260, One-

way ANOVA。

Fig15  Effect of DEC-RVKR-CMK, a Furin inhibitor, on embryo outgrowth in an embryo-endometrial epithelial cells co-culture

system

A. Representat ive results of embryo outgrowth. bla: blastocyst, epi: epithelial cells of uterus. B. Stat istical result s of the percentages of embryo outgrowth

after 48 h of co-culture. Furin inhibitor at a concent rat ion of 1 LmolPL had no significant effect on embryo outgrowth, whereas 50 and 100 LmolPL of Furin

inhibitor significantly reduced the outgrowth. * P < 0105; ** P< 0101 ( n= 3) , F (4, 40) = 241260, One-way ANOVA.

 

整合素家族和很多粘附分子也被证明在胚胎粘附和

向子宫内膜的侵润中发挥重要作用 ( Minas et al. ,

2005) , 它们也以前体形式分泌, 经 PCs剪切而成

熟 ( Deryugina et al. , 2002)。我们用小鼠胚胎和子

宫内膜上皮细胞共培养体系研究 Furin对胚胎粘附

和扩展的影响。结果显示, 抑制 PCs的活性可以显

著抑制胚胎的粘附和扩展, 提示 PCs的活性对于正

常的胚胎粘附和扩展必不可少。

综上所述, 本研究首次证明了 Furin 和 PC7在

妊娠早期小鼠子宫和胚胎中呈时空特异表达。Furin

的活性对于小鼠胚胎的粘附和扩展具有重要作用。
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