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原癌基因 C-MET在自然流产蜕膜中的表达降低
陈雪梅黄金园 刘学庆 丁裕斌王应雄 何俊琳*

俨

(重庆医科大学公共卫生学院生殖生物学研究室， 重庆 40001 6)

摘要 为探讨原癌基因 C-MET在胚胎着床中的作用 ，本实验分别采用 实时荧光定量PCR，原

位杂交和免疫荧光化学方法检测 C-MET 的mR1叫A及其蛋白在正常任妹人工流产子宫蜕膜和 自 然流

产蜕膜中的表达情况; 进一步采用 围着床期小 鼠(d3)羊侧宫角 注射 C-MET 多克隆抗体，观察胚胎

着床变化。 结果显示 C-MET基因和蛋白在正常娃妹蜕膜组织中的表达量显著高于自 然流产蜕膜组

织 (P<O .OI) ， 且主要分布在蜕膜基质细胞胞浆和胞核中 。 围着床期小 鼠羊侧宫角 注射 C-MET 多克

隆抗体后，该侧多个胚胎发生流产 。 该结果提示原癌基因 C-MET可能在胚胎着床过程中发挥了重

要作用，其表达降低可能通过某些途径诱发 自 然流产 。

关键词 原癌基因 C-MET; 自然流产;胚胎着床; 蜕膜

胚胎着床是指胚胎进入子宫腔后，与子宫内膜贴

附并逐渐侵入子宫内膜的过程。 胚胎着床涉及细胞

间的识别黠附、 滋养层细胞在母体组织中的浸润和

迁移以及子宫内膜的容受性改变等一系列复杂的分

子事件。自 1829年法国生物学家Lobstein和 Recamier

提出肿瘤胚胎性起源概念以来，胚胎着床与肿瘤生物

学行为的相似性越来越受到重视， 但与肿瘤发生不同

的是胚胎着床受机体的严格调节，是一种有控性侵袭

行为。

原癌基因 C-MET属酷氨酸激酶生长因子家族成

员，启动子区域有许多可被相应调控因子如 HGF

(human gingival fibroblast , HGF)和 IL-6(interleukin-6 ，

IL-6)等作用的调控序列 。 被 HGF 激活后， C-MET 蛋

白发生构象改变， 激活胞内蛋白激酶结构域中的酷氨

酸蛋白激酶(PTK) ， 最终参与对多种细胞的增殖、 分

化、形态发生和浸润等过程的调节[1] 。 我们前期采

用基因芯片技术对正常娃振蜕膜和自然流产蜕膜的

基因表达谱进行分析， 结果发现 C-MET基因在自然

流产蜕膜中表达显著下调 。 目前未见有关 C-MET直

接参与胚胎着床的报道，为探讨该基因在正常的胚胎

着床及自然流产过程中可能的作用，本研究分别采用

实时荧光定量 PCR、 原位杂交和免疫荧光化学方法

首次从基因和蛋白水平对 C-MET在正常饪据和自然

流产蜕膜组织中的表达情况进行了分析 ; 通过对围

着床期小鼠单侧子宫角注射 C-MET 多克隆抗体，观

察胚胎着床变化，探讨原癌基因 ιMET在胚胎着床

和自然流产发生中的作用 ， 为临床自然流产的诊治和

预防提供实验依据 。

1 材料与方法

1.1 材料

自然流产组标本 30 例(娃振 6-10W)来自重庆医

科大学附属第一医院妇产科门诊，患者年龄20-35岁，

经妇科检查 、 B 超诊断确认为 自然流产胚胎停育

者。 正常饪娓组标本 30 例(娃撮 6-10W)来自重庆医

科大学附属第一医院人流室计划外娃撮人工流产标

本，为自愿终止虹报的健康妇女， 年龄 20-35 岁 ， 经

妇科检查 、 B 超证实为宫内娃撮且符合孕周。所有

研究对象均身体健康， 月经规律(月经周期为 28-30

天) ， 3 个月内未服用 面体类药物，未放置宫内节育

器 。 同时男方精液正常， 夫妇染色体核型正常 ， 无

遗传病史，无产道异常及免疫系统异常，既往无自然

流产和死胎死产史 。 标本收集均征得当事人知情同

意 。

实验动物采用清洁级昆明种系 NIH 小 鼠(雌 鼠

20 只 、 雄鼠 10 只) ， 8-10 周龄，体重 25-30 g，由重

庆医科大学实验动物中心提供 。 雌鼠与雄鼠 2 : 1 

比例合笼交配，次日晨检查雌鼠阴道有阴栓者定为娃

据第一天(dl) ， 并喂养至孕 3 天(d3)傍晚。

1.2 方法

1.2.1 实时荧光定量 PCR检测蜕膜组织 中 C-MET 的

表达 分别获取自然流产和正常娃振蜕膜组织， 均
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陈雪梅等: 原癌基因 C-MET在自然流产蜕膜中的表达降低

Trizol 试剂盒(上海生工)提取各组蜕膜组织总 RNA，

琼脂糖凝胶电泳确定其完整性，可见明显的 28S 和

" 两条带:紫外分光光度计定量并检测其纯度 ，

A260/A280 二三 1. 8 为合格 。

实时荧光定量 PCR 反应采用 SYBR ExScript™ 

RT-PCR Kit (大连 TaKaRa 工程有限公司)，所需引物

由上海 Invitrogen 公司设计合成。 所有操作均按试

剂盒要求进行 。

C-MET基因上游引物: 5'-TAG AAG AGC CCA 

GCC AGT GT-3' ; 

下游引物: 5'-CGA ATG CAA TGG ATG ATC TG-

1 扩增片段长度 143bp 。

ß-actin 基因(内对照):上游引物: 5'-CCT GAG 

GCT CTT TTC CAG CC-3'; 

下游引物 : 5'-TAG AGG TCT TTA CGG ATG 

TCA ACG T-3'，扩增片段长度 110 bp 。

PCR 扩增参数为: 94 .C预变性 3 min; 94 .C , 

15 S; 55 .C , 30 S, n .c , 20s , 40 个循环 。

将各样品的目的基因和管家基因分别进行Real­

timePCR 反应。 采用 2- 66 0 的计算方法计算相对表

达 量。

1.2.2 原住杂交检测 C-MET mRNA的表达与定位分

别将自然流产和正常饪振蜕膜组织用 DEPC 处理过

的生理盐水冲洗， 4% 多聚甲醒固定 1h，梯度酒精

(70% 、 8 0 % 、 90 %)脱水，石蜡包埋切片 。

C-MET 寡核昔酸探针 : 5'-TCA CTg CAT ATT 

CTC CCC ACA gAT AgA AgA gCC CAg CCA gTg TCC 

TgA CT-3' (5' 地高辛标记，北京鼎国生物公司)。原

位杂交过程严格按照试剂盒说明书操作(北京鼎国生

物公司) 。 以试剂盒自带的阳性探针作为阳性对照，

阴性对照为 C-MET 正义寡核昔酸探针。 阳性结果为

紫蓝色颗粒。 每组标本随机选取 5 张切片，每张切

片随机选取 5 个视野分析，利用北航 CM-2000B 生物

医学图像分析系统进行图像采集分析，测定 C-MET

mRNA 的相对表达量。

1 . 2 . 3 免疫荧光化学检测 C-MET蛋白的表达与定位

分别将自然流产和正常娃报蜕膜组织放入4%多聚甲

醒中固定，石蜡包埋， 组织切片 。 常规脱蜡水化，抗

，;.ft:修复至室温，山羊血清(北京中杉)37.C封闭 30rnin ，

一抗(武汉博士德公司， 1:50 PBS 稀释)4 .C过夜 。 以

PBS 代替一抗作为阴性对照。 FITC 标记的山羊抗兔

IgG(北京中杉) 37 .C避光孵育60 rnin， 甘油封片，激光

共聚焦镜观察。阳性结果为绿色荧光信号。结果用
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Leica Confocal 软件分析每组标本随机选取 2 张切

片，每张切片取 2 个视野， 每个视野选 10 个阳性表达

细胞，每组标本共 40个阳性结果计算平均荧光强度 。

1.2.4宫角注射 C-MET 多克隆抗体对胚胎着床的影

响选孕 3 天着床前期小鼠，晚 8 点注射 1 % 的水合

氯醒 lml，待小鼠肌张力消失将小鼠四肢展开仰面固

定， 75 %酒精湿润腹部毛发，用眼科剪从大腿根部向

腹中线方向剪开皮肤约 lcm，分别向解剖口左右探进

lcm 左右剪开腹膜，暴露子宫。 用微量进样器， 左

侧子宫角注射C-MET多克隆抗体 8μ1， 右侧子宫角注

射生理盐水 8μl 作为对照(n=10) ， 缝合粘膜、皮肤 。

同时选取孕 3天着床前期未做任何处理的小鼠(n=1 0)

作为阴性对照 。 喂养小 鼠至孕 8 天 ， 75 %酒精常规

湿润小鼠腹部，剪开小鼠皮肤、粘膜，取出小鼠子

宫观察双侧子宫胚泡着床变化 。

1.3 统计学处理

差异表达采用 t检验，以均数±标准差表示(社s) ，

用 SPSS 10 . 0 统计软件进行统计学处理，以 P<0.05

为有显著性差异 。

2 结果
2.1 C-MET mRNA 在各组蜕膜中的表达

Real-time PCR 结果显示，正常娃摄和自然流产

蜕膜组织均有 C-MET 表达但自然流产组 C-MET

mRNA的平均表达强度显著低于正常娃赈组(P<0.05 ，

图 1 ， 表 1) 。 原位杂交结果与 Real-time PCR 测得的

C-MET基因表达趋势一致(图 2 ， 表 1) 。
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Normal pregnancy Spontaneous abortion 

Fig.l The resuIt of Real-time PCR 
The expression values of C-MET mRNA in decidua of spontaneous 
abortion were expressed relative to normal pregnancy values and 
represent the average 土S .D . Levels of ß- ac tin were used as inner 
control. * P<0.05 
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2.2 免疫荧光化学检测 C-MET 蛋白在各组蜕膜

中的表达与定位

正常娃振组脱膜基质细胞胞浆和胞核均高表达

C-MET 蛋白，阳性结果为绿色荧光信号，而 自然流产

组C岛ffiT蛋白荧光信号在胞浆和胞核较弱，且平均荧

·研究论文 ·

光强度显著低于正常娃振蜕膜组(P<O.05 ， 图 3 ， 表 1) 。

2.3 宫角注射 C-MET 多克隆抗体结果

实验结果显示注射C-MET多克隆抗体的一侧子

宫胚泡着床数显著低于注射生理盐水侧(P<O.05 ， 图

的 。 与阴性对照组比较， 注射 C-MET 多克隆抗体的

Nomal pregnancy Spontaneous abortion Negati ve control 

F ig.2 T h e results of in situ h yb r idizat ion (400时

The location and express ion levels of C-MET mRNA in deciduas of normal pregnancy and spontaneous aborti on were examined by in situ 

hybridization using DIG-Iabeled oligonucleotide probe. Blue stain was determined as positive. 

Nomal pregnancy Spontaneous abort ion Negati ve ∞ntro l 

F ig.3 T h e r esult of im m unoflu or escen ce histoch em ist ry (400时

The locali zat ion and ex pression levels of C-MET protei n in decidua of normal pregnancy and spontaneous abortion were determined by 

immunofl uorescence histochemistry using anti -C-MET antibody. Green stain was determined as positive 

Table 1 Com阳rison of C-MET mRNA and protein level in 曲直dua

between norm al pregn an cy and spon taneous abortion (i却)

n Normal pregnancy Spontaneous 

abortion 

Real-time PCR 30 1. 0 土 0 . 3 1 0.35 :i:: 0.09* 

in suit hybridization 30 0 .46 :i:: 0 .10 0.20 :i:: 0.08* 

Immunofl uorescence 30 1 72 . 94 士 32 . 67 1 36. 11 士 18.36 *

*P<0. 05 . 

Table 2 C omp a r ison of implanta tion rate in mice receiving 

intrauterine anti-C-MET antibody or physiological saline (i却)

n Left side Right side 

(antibody) (physiological sa line) 

Number of 10 6. 3:t0 .93 1.7土 0 . 95 *

implantated embryo 

Implanta tion rate 10 0 . 87士0 . 1 3 0.21 :t0.05 * 

*P<0 .05. 

R L 

Fig.4 Effect of anti-C-MET antibod y on the number of 

impla nta ted embryo by intrauterine inject ion 

..... . 

L: the left side rece ivi ng anti-C-MET antibody; R: the right side 

receiv ing physiological saline 
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一侧子宫胚泡着床率明显降低，而注射生理盐水一侧

子宫胚泡着床率无明显改变(P<O . 05 ， 表 2) 。

3 讨论

胚胎着床是哺乳动物生殖过程中的重要环节，包

括了胚泡与母体子宫内膜之间一系列复杂的相互作

用 。 目前研究结果表明，成功的植入取决于胚胎侵

入性和子宫内膜接受性的密切合作[坷， 植入的成败与

众多细胞因子及其参与的信号通路密切相关。 C ­

MET 是肝细胞生长因子 HGF 的受体， 属酷氨酸激酶

生长因子家族成员， 在多种组织和细胞中表达， 与配

体HGF结合后发生构象改变，激活HGF/C-MET信号

转导通路，促使细胞分裂 、 增殖 、 侵袭等，在许多

恶性肿瘤的发生 、 发展、转移中起着重要作用 [ 3 ] 。

而胚胎着床涉及胚泡与子宫内膜相互定位、站附，

并逐渐侵入子宫内膜的过程， 其侵袭作用与肿瘤细胞

的侵袭在机制上具有相似性。 本研究结果显示， C­

b伍T在正常娃振蜕膜中高表达，而在自然流产蜕膜中

表达降低，提示 C-MET 在胚胎成功着床的过程中起

了重要作用，其表达降低可能是自然流产发生的一个

关键因素 。

在娃振早期， 滋养层细胞侵入子宫蜕膜是胎盘形

成的一个关键步骤，有研究表明，在这一时期，滋养

细胞是暴露在一个相对低氧的环境中 [4] 0 Masami 等[5]

证实低氧状态可以诱导 C-MET 的表达，从而剌激滋

养细胞的侵入以保证正常的胎盘形成。 本研究结果

显示，正常娃振 6-lOW 的脱膜组织中 C-MET高表达，

推测低氧状态是诱导其高表达的一个重要原因 。 关

于C-MET高表达通过何种途径调节滋养细胞的浸润，

目前研究较少，由于胚泡对子宫内膜的侵袭与肿瘤细

胞的侵袭机制有相似性，借鉴肿瘤方面的研究成果，我

们推测原癌基因 C-MET可能通过以下途径参与胚胎

成功植入 : (1 )C-MET 能诱导血管内皮生长因子及碱

性成纤维细胞生长因子的表达，促进血管生成[6]，为

胚泡提供营养，利于胚胎着床; (2)C-MET通过C-MET/

EGF通路，促进细胞增殖核抗原的表达，剌激滋养细

胞分裂，同时促进可诱导型 NO 合酶增加，使 NO 合

成增加，抑制滋养细胞凋亡[7]; (3)C-MET 促进细胞黠

4才因子的表达[剑，并剌激滋养细胞运动[町，增加滋养细

胞的浸润能力，同时，可通过调节细胞骨架蛋白重排

井诱导基质金属蛋白酶降解细胞外基质I9]，从而利于

滋养细胞浸润 。

C-MET的激活与调控主要是通过与HGF结合起
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作用的，被HGF激活的C-MET易发生自身磷酸化，其

酷氨酸激酶活性明显增强，导致多种底物蛋白如

Src 、 Shc 、 PI3 -K 、 Gabl 、 Gab2 ， SHP2 等酷氨

酸磷酸化。这些底物形成一个巨大的衔接蛋白网

络。通过MAPK依赖或非依赖途经将信号转入胞核，

促使与细胞分裂、增殖相关的基因活化，从而促进

细胞DNA 的合成。 原位杂交与免疫荧光化学结果显

示， C-MET mRNA 和蛋白在正常娃据 6-10W 蜕膜组

织中高表达，细胞核和细胞浆均广泛分布， 表明正常

娃振 6-10W 蜕膜中 C占ffiT 处于活化状态， 参与胚胎

着床 。

Real- time PCR、原位杂交、免疫荧光化学结

果均显示，自然流产蜕膜组织 C-MET 表达量较正常

饪振蜕膜显著降低(P<O.O日， 提示C-MET表达降低可

能诱发自然流产。 Haggar 等[10]在体外实验中证实抑

制JC-MET 的表达会降低滋养细胞对子宫内膜细胞的

黠附; Kauma 等[11]发现 HGF 的降低可以导致滋养细

胞的浸润不足而引起先兆子痛的发生 ; Uehara 等[ 1 2]

的研究也证实敲除 HGF基因的小鼠会出现胎盘发育

障碍从而导致胚胎死亡，如果在胚胎发育早期向该小鼠

的羊膜腔内注射 HGF 可以维持正常的胎盘发育[ 1 3 1 。

以上研究均证明HGF/C-MET通路在娃振的早期发挥

了至关重要的作用 。 已有研究显示， C-METIEGF 信

号通路具有强大的抗凋亡作用，能够抑制由 Fas 介导

的细胞凋亡[14] 0 HGF/C-MET 能够上调 Caspase-8 抑

制因子 FLIP 蛋白的表达，使 Caspase 系统不能激活，

阻断 Caspase-8，从级联反应的开端抑制凋亡发生

[15] 。 并且， HGF /C-MET 还能够激活 PI3K1AKT 途径

来诱导凋亡抑制因子 Bcl-2 家族 Mcl-l [叫和 Bcl-xU I 6]

的表达，从而抑制由 Fas 介导的细胞凋亡 。 自 然流

产患者蜕膜中 C-MET 表达降低，可能影响上述途径

使其抑制细胞凋亡作用减弱，导致滋养细胞凋亡增加，

从而引发自然流产 。 但 HGF/C-MET 通路在早孕阶

段通过怎样的机制影响滋养细胞的浸润尚需更进一

步的研究 。

为研究 C-MET 对胚泡植入的影响，我们参照

Illera[1 7]法，进行在体动物实验 。 单侧子宫角注射 C­

MET多克隆抗体后，胚胎着床数较注射生理盐水侧显

著减少，提示 C-MET 在胚胎着床中起关键性作用 。

本研究结果提示原癌基因 C-MET与胚胎着床过

程密切相关，其表达降低可能导致流产的发生， 但 C­

MET 参与胚胎着床的确切机制还有待更深入的探

讨 。 了解胚胎着床相关分子的作用机理，对于不孕
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不育症、习惯性流产的诊治以及胚胎着床特异性避

孕疫苗的研制具有十分重要的意义 。
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陈雪梅等原癌基因 C-MET在自然流产脱膜中的表达降低

Expression Decreasing of Protooncogene C-MET in Decidua of 

Spontaneous Abortion 

Xue-Mei Chen, Jin-Yuan Huang, Xue-Qing Liu, Yu-Bin Ding, Ying-Xiong Wang, Jun-Lin He* 

719 

(Laboratory of Reproductive Biology, College of Public Health, Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China) 

Abstract To investigate the role of proto-oncogene C-MET in decidua during embryo implantation and 

spontaneous abortion , we characterized the expression of C-MET mRNA and protein in decidua collected from 30 

cases of normal pregnancy and 30 cases of spontaneous abortion. Real-time PCR and in situ hybridization results 

showed that the levels of C-MET mRNA in decidua of normal pregnancy were significantly higher than those of 

spontaneous abortion. The C-MET protein detected by immunof1uorescence histochemistry showed the same ten­

dency with C-MET mRNA and the protein main]y located in nucleus and endochylema of stromal cell. Further more, 

polyclonal antibody of C-MET was i叮ected into the uterus horns of pregnant mice (d3) to investigate its effect on 

embryo implantation. The results showed that the number of implanted embryo markedly decreased in the side of 

uterus horns receiving polyclonal antibody of C-MET (P<0.05 ). These findings suggest that C-岛1ET may play an 

important role in embryo implantation and low expression of C-MET may induce spontaneous abortion. 

Key words proto-oncogene C-MET; spontaneous abortion; implantation; decidua 
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