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自噬抑制剂3-MA对围着床期小鼠

子宫胚胎着床的影响
陈梦月  高茹菲  李  娜  苏  燕  陆思宇  龙  菁  何俊琳  

陈雪梅  刘学庆  丁裕斌  王应雄*

(重庆医科大学公共卫生与管理学院生殖生物学研究室, 重庆医科大大学生殖与发育国际合作联合实验室, 重庆 400016)

摘要      该文探索了自噬抑制剂3-MA对围着床期小鼠子宫胚胎着床的影响。将成年昆明雌性

小鼠随机分为对照组、3-MA低剂量组(15 mmol/L)和3-MA高剂量组(30 mmol/L)。自小鼠孕D1起, 
腹腔注射自噬抑制剂3-MA, 直到处死, 以腹腔注射PBS作为对照。收集孕D4、D5、D6子宫内膜组织, 
Western blot检测自噬抑制剂3-MA注射后自噬相关因子Atg5和LC3蛋白表达, 形态学观察对照组和

3-MA自噬抑制剂组胚胎着床点数量。Real-time PCR检测CathepsinB、P62、孕激素受体(PR)和雌

激素受体α(ERα) mRNA在孕D5子宫内膜的表达。免疫组化检测PR在孕D5子宫内膜的表达。结果

显示, 在自噬抑制剂3-MA的作用下, 自噬相关因子Atg5、LC3蛋白在孕D4~D6小鼠子宫中的表达

量明显降低, CathepsinB、P62 mRNA在孕D5小鼠子宫中的表达显著降低。注射3-MA自噬抑制剂

后, 孕D6小鼠着床点(IS)数量比正常组明显减少。在孕D5小鼠子宫内膜着床旁(IIS)和着床点中, 自
噬抑制剂3-MA干预组PR的蛋白质表达量明显降低, PR和ERα mRNA表达量均显著降低, 随着3-MA
抑制剂剂量的升高, PR和ERα  mRNA表达降低得更显著。结果表明, 自噬抑制剂3-MA可能会对小

鼠胚胎着床时子宫内膜容受性产生影响, 其机制有待进一步研究。

关键词       胚胎着床; 自噬; 3-MA; PR; ERα

Effects of Autophagy Inhibitor 3-MA on Mouse Embryo 
Implantation during the Peri-Implantation Period

Chen Mengyue, Gao Rufei, Li Na, Su Yan, Lu Siyu, Long Jing, He Junlin, 
Chen Xuemei, Liu Xueqing, Ding Yubing, Wang Yingxiong*

(Laboratory of Reproductive Biology, School of Public Health and Management, Joint International Research Laboratory of 
Reproduction & Development, Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China)

Abstract       Adult female Kunming mice were randomly divided into control group, 3-MA low dose group 
(15 mmol/L) and 3-MA high dose group (30 mmol/L). Animals were injected with autophagy inhibitor 3-MA 
until intraperitoneal, PBS for control. The expressions of Atg5 and LC3 protein after autophagy inhibitor 3-MA 
injection in endometrium were detected by Western blot. Morphological observation of control group and 3-MA 
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injection group was performed on the endometrial tissue of D4, D5 and D6. The expressions of CathepsinB, P62, 
progesterone receptor (PR) and estrogen receptor α (ERα) mRNA in the endometrium of D5 were detected by Real-
time PCR. The expressions of Atg5, LC3 protein and CathepsinB, P62 mRNA of 3-MA injection group in the uterus 
of pregnant mice were significantly lower than that of the control group. After the injection of 3-MA autophagy 
inhibitor, the number of implantation sites (IS) in pregnant D6 was significantly lower than that in the control 
group. The expression of PR protein in 3-MA intervention group was significantly decreased and the expressions 
of PR and ERα mRNA were significantly decreased in the uterine endometrium inter-implantation sites (IIS) and 
implantation sites. With 3-MA inhibitor’s dose increased, PR and ER mRNA expression decreased much more. The 
results showed that autophagy inhibitor 3-MA might affect the endometrial receptivity of mouse during the peri-
implantation period, and its mechanism needs further study.

Keywords       embryo implantation; autophagy; 3-MA; PR; ERα

自噬是真核细胞中普遍存在的生命现象, 是将

细胞内变形、衰老或损伤的蛋白质和细胞器转运

到溶酶体腔中消化降解的一种代谢过程, 是不同于

细胞凋亡的另一种程序性细胞死亡, 在维持细胞存

活、更新、物质再利用和内环境稳定中起着重要

作用[1]。自噬受到一系列蛋白的调控, 细胞自噬紊

乱往往会引发多种疾病[2]。子宫内膜容受性的建立

严格依赖雌孕激素的调控[3]。有报道称, 在胚胎着

床延迟模型中, 雌孕激素注射可抑制自噬, 提示雌孕

激素可能对自噬产生了抑制作用[4-5]。已有报道证

实, P62蛋白参与自噬降解过程, 该蛋白表达水平和

细胞内自噬水平呈负相关。在自噬过程中, 还有很

多其他的蛋白参与, 如组织蛋白B(CathepsinB)[6-7]。3-
甲基腺嘌呤(3-methyladenine, 3-MA)是常见的一种

细胞自噬抑制剂, 它通过抑制三型磷脂酰肌醇激酶

3(class III phosphtidylinositol 3-kinase, class III PI3K)
来抑制自噬体的形成, 从而抑制自噬过程[8]。但自噬

抑制剂3-MA是否通过影响自噬对早孕小鼠胚胎着

床产生影响, 目前尚不明确。本研究利用3-MA自噬

抑制剂注射的小鼠模型[9], 探讨自噬抑制后对围着

床期小鼠胚胎着床的影响。

1   材料与方法
1.1    材料

1.1.1   实验动物      SPF级昆明雌雄小鼠(6~8周龄, 
25~30 g)由重庆医科大学动物中心提供, 动物许可证

号[SCXK(渝)20070001]。标准条件饲养, 自由饮水

进食。

1.1.2   试剂      鼠单克隆β-actin、兔多克隆Atg5、兔

多克隆P62抗体购于北京博奥森生物技术有限公司。

鼠单克隆LC3、鼠单克隆PR、兔多克隆ERα抗体购

于英国Abcam公司。RIPA裂解液、PMSF、BCA蛋

白质浓度测定试剂盒、SDS-PAGE凝胶配制试剂盒、

SDS-PAGE蛋白质上样缓冲液购于上海碧云天生物

技术研究所。无水乙醇、氯仿和异丙醇购于重庆锦

荣化工有限公司。Trizol、逆转录试剂盒和SYBR
定量PCR试剂盒购于TaKaRa公司。免疫组化试剂

盒、DAB显色液购于北京中杉生物技术有限公司。

3-MA自噬抑制剂和麻醉药购于Sigma公司。引物参

照GenBank中的序列, 由生工生物工程(上海)股份有

限公司合成。

1.2   方法

1.2.1   实验动物分组及处理      将成年昆明雌性小

鼠随机分为3组, 每组10只, 再将昆明小鼠按雌性与

雄性的比例为31׃1/4׃进行合笼, 以第2天早上查见阴

栓记为孕第1天, 即孕D1。实验分为对照组、3-MA
抑制剂低剂量组和3-MA抑制剂高剂量组, 对照组

(即在小鼠孕D1时, 每天腹腔注射PBS, 直至处死); 用
PBS溶液将3-MA抑制剂按不同浓度溶解, 即3-MA抑

制剂低剂量组(自小鼠孕D1起, 每天按照15 mmol/L
剂量对其进行腹腔注射, 直至处死); 3-MA抑制剂高

剂量组(自小鼠孕D1起, 每天按照30 mmol/L剂量对

其进行腹腔注射, 直至处死)。孕鼠分别于D4、D5、
D6早上8:00~10:00颈椎脱臼处死, 分离子宫, 记录小

鼠胚胎着床数量, 留取部分子宫用4%多聚甲醛固定, 
其余部分子宫分别分离着床点、着床旁子宫内膜, 
并保存于液氮。

1.2.2   Western blot免疫印迹法检测自噬相关分子蛋

白的表达      取小鼠子宫内膜组织30~40 mg放入匀

浆器中, 加入适量裂解液与PMSF混合液, 置于冰上
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充分研磨30 min后静置30 min, 放入4 °C低温离心机

内, 12 000 r/min离心20 min, BCA法测蛋白浓度。以

此作为1个独立蛋白样本, 共提取3个样本。根据蛋

白总量约50 μg上样, 以β-actin为内参蛋白, 配制10% 
SDS-PAGE分离胶进行电泳, 将蛋白质转移至0.45 μm
的PVDF膜上(Millipore公司), 经5% BSA、37 °C烤
箱中封闭60 min后, 孵育抗Atg5抗体及抗LC3抗体

C过夜, 次日将° 4 (000 1׃1)抗β-actin抗体、(500׃1)

膜取出。用PBST洗涤4次, 每次10 min, 经辣根过氧

化物酶标记的二抗(1000 1׃) 37 °C摇床孵育60 min
后, PBST洗涤4次, 每次10 min, 最终凝胶成像系统

(BioRad公司)成像, 采用Image-PRo Plus 6.0进行统

计分析。

1.2.3   实时荧光定量聚合酶链反应(Real-time PCR)
检测自噬相关分子mRNA的表达      取出小鼠子宫

内膜组织, 放入含有1 mL提前预冷的Trizol提取液中

充分研磨至无肉眼可见沉淀, 经过氯仿的提取、异

丙醇的沉淀、新鲜配置的75%乙醇的洗涤后, 测量

RNA的浓度(D260/D280在1.8~2.0之间), 批间和组内重

复均在3次以上。按照PRimeScript™ RT MastERα  
Mix试剂盒说明书, 将RNA逆转录成cDNA, 逆转录

反应条件: 37 °C, 15 min; 85 °C, 5 s; 5 °C保存。按

照SYBR® PRemix Ex TaqTM II试剂盒说明书, 在Bio-
Rad iQ5荧光实时定量PCR仪上进行PCR反应, 反应

总体系为15 μL: SYBR 7.5 μL、正反引物各0.6 μL、
DEPC处理水5.1 μL、cDNA 1.2 μL。反应条件为: 
95 °C预变性3 min, 95 °C变性5 s, 60 °C延伸30 s, 39个
循环, 以β-actin作为内参, 相对表达量用2–ΔΔCt方法分

析。相关引物均由上海生工生物工程股份有限公司

合成。各基因引物序列如下。ERα正义链: 5′-GCA 
CAA GCG TCA GAG AGA TG-3′, 反义链: 5′-AAG 
GAC AAG GCA GGG CTA TT-3′; P62正义链: 5′-CCT 
CTG AGT CTC GGG AAT TTC A-3′, 反义链: 5′-GAC 
TTA CTG CAC GTT TGG GC-3′; CathepsinB正义链: 
5′-TCC TTG ATC CTT CTT TCT TGC C-3′, 反义链: 
5′-ACA GTG CCA CAC AGC TTC TTC-3′; PR正义

链: 5′-GAG AGC TGT TTG ACC GTG TG-3′, 正义链: 
5′-TGT AGC CAG GGA AGA AGT GG-3′; β-actin正
义链: 5′-ATA TCG CTG CGC TGG TCG TC-3′, 反义

链: 5′-AGG ATG GCG TGA GGG AGA GC-3′。
1.2.4   免疫组织化学检测PR的蛋白表达      取得小

鼠子宫后, 包埋切片, 二甲苯脱蜡2 h, 梯度乙醇水化, 

自来水冲洗。EDTA抗原修复15 min,  自然冷却至

室温, PBS洗涤5 min, 3次, 加入去离子水孵育10 min, 
PBS洗涤5 min, 3次, 5%山羊血清封闭, 37 °C孵育

30 min, 弃血清后加入一抗4 °C湿盒孵育过夜。次日, 
取出玻片于室温复温1 h, PBS洗涤5 min, 3次, 加入

生物素标记的二抗37 °C孵育30 min, PBS洗涤5 min, 
3次, 滴加辣根过氧化物酶标记的抗体, 37 °C孵育

30 min, PBS洗涤5 min, 3次, 配置DAB显色剂显色, 
脱水, 封片, 结果用奥林巴斯BX40显微镜观并拍照。

1.3   统计分析

采用SPSS 20.0软件进行统计分析。两组之间

的数据差异采用t检验分析评估。数据以均数±标准

差表示, P<0.05为差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   自噬抑制剂3-MA干预后自噬相关标志分子

在早孕小鼠子宫内膜中的表达情况

为了研究自噬抑制剂3-MA对围着床期小鼠子

宫胚胎着床的影响, 我们建立了自噬抑制剂3-MA
干预模型, 腹腔注射3-MA自噬抑制剂后, 观察自

噬相关标志分子的表达是否异常。Real-time PCR
结果显示, 注射自噬抑制剂3-MA后, 自噬相关标

志分子CathepsinB  mRNA在孕D5小鼠子宫中着床

点和着床旁子宫内膜的表达较对照组均显著降低

(P<0.001)(图1A); P62 mRNA在孕D5小鼠子宫中, 着
床点和着床旁子宫内膜的表达较对照组均明显降低

(P<0.05)(图1B)。Western blot结果显示, 注射自噬抑

制剂3-MA后, 在孕D4、D5、D6小鼠子宫中, Atg5和
LC3的蛋白表达明显降低(图1C)。
2.2   自噬抑制剂3-MA对围着床期小鼠胚胎着床

点数量的影响

腹腔注射自噬抑制剂3-MA(15 mmol/L)抑制自

噬后, 观察孕D6小鼠子宫胚胎着床点数量的变化。

结果显示, 在自噬抑制剂3-MA的作用下, 孕D6小鼠

的胚胎着床点数量较对照组显著减少(P<0.001)(图
2A和图2B)。
2.3   自噬抑制剂3-MA干预后PR和ERα在孕D5小
鼠子宫内膜的表达

孕D5早期胚胎发育形成囊胚并获得着床能

力, 同时子宫协同进入接受状态, 即植入“窗口期”。
Real-time PCR检测结果显示, 注射自噬抑制剂3-MA
后, 容受性相关因子PR和ERα mRNA在小鼠孕D5着
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A: 肉眼观察自噬抑制剂3-MA处理后孕D6小鼠胚胎着床点数量; B: 图A的统计图。***P<0.001, 与对照组比较。

A: the number of  mouse embryo implantation sites after autophagy inhibitor 3-MA treatment on D6; B: quantified levels of implantation sites in image A. 
***P<0.001 vs control group.

图2    自噬抑制剂3-MA对围着床期小鼠胚胎着床点数量的影响

Fig.2    Effects of autophagy inhibitor 3-MA on the numbers of embryo implantation sites early pregnancy mice

A: 注射自噬抑制剂3-MA后, 自噬相关标志分子CathepsinB mRNA在早孕小鼠子宫内膜中的表达情况; B: 注射自噬抑制剂3-MA后, 自噬相关标

志分子P62 mRNA在早孕小鼠子宫内膜中的表达情况; C: 注射自噬抑制剂3-MA后, 自噬相关标志分子Atg5、LC3蛋白在孕D4~6小鼠子宫内膜

的表达。*P<0.05, ***P<0.001, 与对照组比较。IS: 着床点; IIS: 着床旁。

A: the expression of autophagy-associated marker molecule CathepsinB mRNA in the endometrium of early pregnancy mice after injection of 
autophagy inhibitor 3-MA; B: the expression of autophagy-associated marker molecule P62 mRNA in the endometrium of early pregnancy mice after 
injection of autophagy inhibitor 3-MA; C: the expression of autophagy-associated marker Atg5 and LC3 proteins in the endometrium of pregnant mice 
D4~6 days after injection of autophagy inhibitor 3-MA. *P<0.05, ***P<0.001 vs control group. IS: implantation site; IIS: inter-implantation site.

图1    自噬抑制剂3-MA干预后自噬相关标志分子在早孕小鼠子宫内膜中的表达情况

Fig.1    The expression of autophagy-related markers in the endometrium of early pregnancy mice after 3-MA intervention 
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床点的表达明显降低(P<0.05)(图3A)。 免疫组化检

测发现, 与对照组相比较, 3-MA抑制组(15 mmol/L)
PR的表达明显降低(图3B)。结果提示, 在自噬抑制

剂3-MA的作用下, 早孕小鼠子宫内膜容受性可能受

损。  

3   讨论
自噬是一种普遍存在的细胞再循环途径, 它向

溶酶体提供细胞质成分, 是与细胞存活密切相关的

分解代谢途径, 对正常细胞功能至关重要。同时, 子
宫内囊胚的长期存活与自噬密不可分。在某些情况

下, 如营养缺乏、氧化应激、缺氧、炎症和感染等, 
会导致自噬的上调或下降[10-11]。有研究表明, 自噬

失调可能会有助于代谢紊乱, 包括胰岛素抵抗、糖

尿病、肥胖、动脉粥样硬化和骨质疏松症。同时, 
自噬参与了子宫内膜周期的调节, 在分泌晚期能参

与细胞凋亡过程[12]。有报道证实, 在子宫内膜异位

症中自噬水平上调[13]。同时, 以高胰岛素血症为特

征的多囊卵巢综合征(polycystic ovarian syndrome, 
PCOS)妇女通常会经历卵巢功能障碍, 而自噬参与

了胰岛素导致的卵巢功能受损[14]。3-甲基腺嘌呤(3-

MA)是一种常用的细胞自噬抑制剂, 腹腔注射3-MA
后, 早孕小鼠子宫内膜自噬相关标志因子Atg5、
LC3的蛋白表达和CathepsinB、P62的mRNA表达均

减少, 同时, 孕D6小鼠胚胎着床位点数减少。这提示, 
自噬过程的改变可能会影响小鼠胚胎的着床。

子宫内膜容受性是指母体子宫内膜对胚泡的

接受能力, 子宫内膜容受性的变化受一系列相关

因子调控。有报道指出, 白血病抑制因子(leukemia 
inhibitory factor, LIF)的表达定位于胚泡植入的子

宫内膜附近, 是子宫内膜容受性理想的标志物[15]。

整合素β3在围植入期小鼠子宫内膜中的表达随

着怀孕天数的增加而逐渐增强, 其表达高峰在孕

D5, LIF可能通过上调整合素β3的表达促进胚胎的

黏附和植入[16-17]。另有报道称, 子宫内膜环氧合

酶-2(cyclooxygenase-2, COX-2)的表达降低或缺乏, 
可能导致子宫内膜容受性下降[18]。在着床延迟的基

因敲除小鼠中, 注射前列腺素能挽救着床, 这证明前

列腺素在胚胎着床过程中起重要作用。前列腺素能

通过cAMP/PKA和PI3K/AKT通路活化β-catenin, 而
β-catenin分子活化后能上调COX-2的表达, 从而提

高子宫内膜容受性[17]。以上结果均提示, 胚胎着床
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图3    自噬抑制剂3-MA干预后PR和ERα在孕D5小鼠子宫内膜的表达情况

Fig.3    The expression of PR and ERα in the endometrium after the intervention of the autophagy inhibitor 3-MA on D5
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和子宫内膜容受性的建立过程密不可分。

子宫内膜容受性的建立与雌、孕激素的分泌

密切相关, 雌、孕激素对子宫内膜的调节主要通

过雌激素受体(ERα)[19]、孕激素受体(PR)[20-23]来发

挥作用。于是, 我们检测了抑制自噬后的围着床期

子宫内膜中雌、孕激素受体的表达情况, 提示自噬

抑制后, 围着床期子宫内膜中的雌孕激素受体的表

达均降低, 且抑制剂剂量越高, 雌、孕激素受体表达

量降低越明显。雷帕霉素靶蛋白(mTOR)是自噬过

程的主要调节器, 其活性异常可能与子宫内膜细胞

自噬的改变有关。在mTOR上游, 存活的PI3K/Akt通
路调节mTOR活性[24-25], 而PI3K/AKT通路能通过上

调COX-2的表达, 从而提高子宫内膜容受性。以上

提示, 自噬对子宫内膜容受性的建立有着十分重要

的作用。本文利用自噬抑制剂3-MA干预模型发现, 
3-MA对围着床期小鼠胚胎着床产生影响。但不足

的是, 目前尚不能排除由于胚胎本身的影响, 导致注

射3-MA后, 自噬相关因子的表达降低, 此处仍有待

进一步验证。

综上所述, 本研究探讨了自噬抑制剂3-MA对围

着床期小鼠子宫胚胎着床的影响, 初步发现3-MA可

能会通过影响雌孕激素的表达从而影响胚胎着床和

子宫内膜容受性的建立, 其具体机制还需进一步探

讨。
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