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中文摘要：

目前我們對於子宮蛻膜形成了

解非常有限，因此研究子宮蛻膜形成

的機制是一件有意義的工作。子宮蛻

膜形成過程中有兩種作用，即轉化作

用  (transformation) 和 增 殖 作 用

(proliferation)。轉化作用是子宮基質細

胞  (stromal cell) 經由荷爾蒙  (如

Estrogen 和 Progesterone) 刺激誘發轉

化形成蛻膜細胞 (deciclual cell) (2)，此

過程與 cAMP 有關 (3)。至於增殖作用

的報告則較少，最近我們研究結果顯

示增殖作用可能與蛋白激酵素 C 

(Protein Kinase C; PKC) 異構體表現

有關 (4, 5)。在假懷孕與真懷孕的蛻膜

組織形成過程中，PKCα 有降低調節

(down-regulation) 和活化  (activation) 

現象，而 PKCζ和 PKCδ表現增加。本

實驗我們發現基質金屬蛋白酵素

(matrix metalloproteinase-2; MMP-2) 

的表現與 PKC 的表現有所關聯，在假

懷孕第二天到第五天以及真懷孕第七

天到第九天 MMP-2 表現有顯著的增

加，若以 PKC 活化劑 (TPA) 處理離

体培養的蛻膜組織和蛻膜細胞，則

MMP-2 的表現會增加，而此增加的表

現可以被 PKC 抑制劑 (H7) 所抑制。

從這些發現讓我們了解在蛻膜形成過

程 中 PKC 可 能 涉 及 調 節 Matrix 

metalloproteases (MMPs) 的表現，也引

發一些連想，例如在子宮蛻膜形成中

何種因素導致 PKC 異構體表現、何種

PKC 異構體導致 MMPs 的表現和其機

制又如何等問題，值得我們繼續研究。

關鍵詞：蛋白激酵素 C、蛻膜形成、

基質金屬蛋白酵素

英文摘要：

  Since the comprehension of the 
decidualization is limited, it is an 
important work from now to 
investigating the mechanism of the 
decidualization. The decidualization is 
proceeded by two phases of conversion, 
transformation and proliferation. The 
process of the transformation is the 
uterine stromal cells transformed to the 
decidual cells by some adequate 
hormonal stimulation, such as estrogen 
and progesterone (2). In this process the 



production of cAMP is correlated with 
(3). Otherwise, the growth of the dcidual 
cells by some other factors is designed 
as proliferation. However, the 
mechanism is unclear. Recent results of 
our study had found that the activation 
of PKCα and overexpression of PKCζ
and PKCδ were present in decidual 
tissue during pseudopregnancy and 
pregnancy (4,5). In this study, the 
increased expressions of matrix 
metalloproteinase-2 (MMP-2) were also 
present in decidual tissue during 
pseudopregnancy and pregnancy. The 
expressions of MMP-2 were correlated 
with the expressions of PKC isoforms. 
In decidual organotypic culture and cell 
culture, the expressions of MMP-2 were 
enhanced by treatment with PKC 
activator (TPA), and the enhanced 
expressions were inhibited by PKC 
inhibitor (H7). Thus, these findings 
indicate that PKC may be involved in 
the regulation of the expression of 
MMP-2 during decidualization , and 
allow us to thinking some question, such 
as which factor the expression of PKC 
isoforms are stimulated by, which PKC 
isoforms the expression of MMPs are 
stimulated by and how the mechanism 
are. All are worth continuing 
investigation.

Keywords: Protein kinase C, 
Decidualization, Matr ix metalloproteinase

緣由與目的：

    胚胎著床對於懷孕與否是一項非

常重要的步驟，任何影響該步驟的因

素都可能造成懷孕失敗。在臨床實驗

報告顯示，人工受孕失敗的原因主要

是胚胎著床失敗(1)。而著床失敗一直

是人工受孕技術失敗的主因，因為儘

管取卵率、受精率和胚胎分裂率都可

突破 90%，但是著床成功的機會對每

個胚胎而言卻只有 15-20%。目前對於

這個問題，有些可以利用荷爾蒙或胚

胎助孵化術解決，有些在醫學上仍是

盲點。所以解決的方法可能需要從其

它方面著手，例如研究子宮蛻膜組織

形成之機制相關問題。子宮蛻膜組織

是子宮內膜的基底細胞經由荷爾蒙(如

estrogen 和 progesterone)刺激誘發轉

化形成(2)，它被認為在胚胎著床過程

中扮演非常重要的角色，如調控胚胎

侵入作用(6)、提供胚胎生長的溫床，

供應胚胎營養(7)、分泌內泌素(8)和保

護胚胎免於母体的免疫排斥作用 (9) 

等。因為子宮內膜的接受度與子宮蛻

膜組織形成好壞有關，故有良好的胚

胎和足夠的荷爾蒙，才有鍵全良好的

子宮蛻膜組織，胚胎才能順利著床發

育，因此探討子宮蛻膜組織形成的機

制有助於解決著床失敗的問題。

在我們的知識領域裡，子宮蛻膜

形成過程中有兩種作用，即轉化作用

(transformation) 和 增 殖 作 用

(proliferation)。轉化作用是子宮基質細

胞經由胚胎著床作用和外力刺激活化

使攝副腺素 (prostaglandin) 和組織氨

(histamine) 釋放，再經由血中助孕素

(progesterone; P) 和女性素 (estradiol; 

E)的催化，使基質細胞轉化形成蛻膜

細胞，即為轉化作用。轉化作用一般



認為與 cAMP 有關：如攝副腺素或組

織氨在E和P存在下會誘發產生cAMP

增加，然後蛻膜細胞轉化形成(3)；利

用 Foskolin 直接產生 cAMP 增加也會

誘發蛻膜細胞形成(10)，所以轉化作用

可能透過 cAMP 的路徑。至於增殖作

用的報告則較少，我們的初步研究發

現可能與 PKC 有關 (11, 12)。

PKC 是一種鈣離子和磷脂依賴

之蛋白激酵素，在細胞內扮演訊息傳

遞的角色。一種已知的細胞內傳遞訊

息物質 diacylglycerol (DAG) ，即是增

強鈣離子和磷脂活化 PKC (13-15)。當

細胞受到外在刺激 (external stimuli) 

時，諸如生長因子 (growth factor)、荷

爾蒙  (hormone) 和神經傳遞物質

(neurotransmitter) ， DAG 由

phosphatidylinositol 分解形成，PKC 即

被活化，並進行細胞內訊息傳遞的工

作 (16)。此外 PKC 亦能誘發許多細胞

反 應 ， 包 括 細 胞 增 殖  (cell 

proliferation)、分化 (differentiation)、

基因表現 (gene expression) 和腫瘤促

進形成作用 (tumor promotion) (17)。

目前所知 PKC12 種異構體(α、

β Ⅰ、 βⅡ、γ、δ、ε、 ζ、 η、

θ、λ、μ and ι ) (18-21)， 在功

能上和分佈上有其特殊性 (22-25)。如

近期的研究報告顯示某些 PKC 異構體

可能與組織再生 (tissue regeneration) 

有關：部份肝臟切除後肝細胞再生

時，細胞內 PKC 呈現重新分配的現

象，PKC 從細胞質的部份轉移到細胞

膜的部份(26,27)，細胞核內 PKCα含

量減少，而 PKCδ則增加 (28)；在

carbon tetrachloride 誘發肝臟再生時，

PKCα呈現增加 (29)；在 Folic Acid

誘發腎臟再生時，則 PKCα呈現減

少，但是 PKCδ和 PKCε不變 (30)。

另外尚有報告顯示初級反應基因

( primary response gene) 如  c-fos、

c-myc 、TIS1 、TIS8 和 TIS11 的活

化也與肝臟和腎臟兩者之再生有關

(31-34)。

最近我們的研究發現假懷孕與真懷孕

的蛻膜組織形成過程中 PKC 異構體表

現也有不同業，PKCα 有降低調節

(down-regulation) 和活化  (activation) 

現象，而 PKCζ 和 PKCδ 的表現都增

加，但是出現的時期不同，PKCζ 的

表現主要在蛻膜組織細胞增殖階段，

PKCδ 的表現主要在蛻膜組織細胞消

退階段 (4,5)，故結果顯示 PKC 異構體

表現可能與蛻膜組織形成和消退有

關。

MMPs 也被認為參與子宮蛻膜

之形成。當蛻膜細胞形成中，細胞與

細胞間的間質纖維需要重新改造，尤

其是子宮內層的 collagen，需要被

MMPs 分解重新組合，以利胚胎侵入

著床和基質細胞轉化生長成蛻膜細

胞。在胚胎著床時，胚胎細胞和其週

圍滋養層細胞會分泌出 MMP-9 (92 



kDa) (35, 36)，促進胚胎轉移和侵入，

而蛻膜細胞會分泌 tissue inhibitors of 

metalloproteases (TIMPs) 對抗 MMP-9

的作用 (37, 38)，以減少其它組織受

損。在基質細胞轉化生長成蛻膜細胞

時，該細胞不會分泌 MMP-9，但分泌

MMP-2 (72 kDa)，以分解細胞周圍的

膠質纖維 (collagen)，促使蛻膜組織形

成 (39, 40)。而且 Qin (41) 也發現子宮

蛻膜細胞分泌 MMPs 受到子宮蛻膜分

泌 的 賀 爾 蒙  (relaxin) 所 調 控 。

Spencer (42) 更發現在子宮蛻膜形成

過程中，MMPs 的表現與雌性素受器

的含量有關。而賀爾蒙與雌性素受器

的含量是主導子宮蛻膜形成重要的因

素，因此 MMPs 的表現應與子宮蛻膜

形成有關。然而這些賀爾蒙是否透過

PKC 路徑導致 MMPs 的表現，卻未有

報告指出。因此本實驗計畫想深入了

解 PKC 在子宮蛻膜形成中所扮演的角

色，故將利用組織塊狀培養方式和細

胞培養方式研究子宮蛻膜形成中可否

經由 PKC 路徑導致 MMPs 的表現。

材料與方法：

一．動物飼養與處理

(一) 動物飼養

    購 自 國 科 會 動 物 中 心 之

Sprague-Dawley  雌鼠置於人工照

明【晝夜輪迴 12 小時亮，12 小時

暗(亮的週期為 0500∼1700)】，溫控

22±2℃之環境中 採自由進食方式

至少二週以上。藉每日檢查其陰道

塗抹液可判斷出動物是否具規律的

動情週期。

(二)假孕誘導(子宮頸刺激法)

    挑選具二次以上規律之四日型

動情週期雌鼠，於動情期當天上午

以玻棒插入陰道內，在一分鐘內給

予  200 次刺激子宮頸  (Cervical 

Stimulation)，刺激當天為假懷孕期

第 0 天 。在假懷孕期 第 4 天，

利用乙醚麻醉雌鼠，剖開其腹腔並

將子宮拉出。以特製長針頭僅輕刮

其兩側子宮壁，然後縫合消毒。手

術完畢後，縫合並消毒再放回籠中

繼續飼養。於假懷孕第72小時，將

雌鼠斷頭犧牲並將其子宮取下，待

進一步實驗。

(三)懷孕誘導(交配法)

    挑選具二次以上規律之四日型動

情週期雌鼠，於動情前期當天下午

(17:00-18:00)置一性活潑雄鼠配對進

行交配，成功與否藉由雌鼠陰道口塗

抹液觀察精子之存在做為依據。

二‧組織塊狀培養  ( organotypic 

culture ): 所有操作在無菌操作檯內操

作

    將子宮蛻膜組織取下組織切成約

4x4 mm 大小的切塊，使用  culture 

well ( 12 well 或 24 well ) ，每個 well 

加入 2 ml 的 DMEM 培養液，再將

切好的組織切塊放入 well 中，每個

well 都放入三小塊組織，在 37°C, 5% 

CO2 的培養箱( incubator ) 反應1小時



( 培養液不含任何藥物 )後，將培養液

吸出丟棄，接著加入含有 TPA 或各種

PKC 抑制劑的 DMEM 培養液 1 ml，

一起反應 24 小時後，收集培養液並儲

存在 - 70°C 冰櫃 。然後組織稱重再

儲存於 - 70°C 冰櫃 。

三‧Gelatin 分解酵素電泳拓蹼分析

( gelatin-zymography protease assay )

取 10 µl 的培養液 (1ml/50mg

蛻 膜 塊 狀 組 織 ) 進 行

gelatin-zymography 分析。電泳是以

0.1% glatin-8% SDS-PAGE 進行，電壓

設定為 150 伏特共進行 2.5 小時，接

著將電泳板膠內酵素 renature ( 藉由

2.5% Triton X-100 溶液在室溫下震盪

洗滌 30 分鐘兩次 )。接著加入 200 

ml 反應緩衝液( reaction buffer： 40 

mM Tris-HCl pH 8.0，10 mM CaCl2，

0.01% NaN3 )在 37°C 培養箱中反應

16 個小時。反應完後，電泳板膠( gel )

以  0.25% Coomassie brilliant blue 

R-250 染色液染色 30 分鐘，最後用

退色液退色觀察。

四 ‧ Zymography 的 定 量 分 析

( quantitative analysis )

  利用 AlphaImager 2000 密度

分析儀定量分析 92 kd ( proMMP-9 )、

72 kd ( proMMP-2 ) 及 62 kd ( active 

MMP-2 ) 的表現差異 ( 直接分析電

泳膠片 )。

結果與討論：

   我 們 發 現 matrix 

metalloproteinase-2 (MMP-2) 的表現

有不同，在假懷孕第二天到第五天以

及真懷孕第七天到第九天有顯著的增

加，而這些結果正好都與 PKC 異構體

表現的時期相同 (4, 5)。因此我們連想

PKC 活化劑 (TPA)可能對於 MMP-2

表現的影響，結果 TPA 處理離体培養

的蛻膜組織，  MMP-2 和活化態的

MMP-2 的表現都增加，而此增加的表

現可以被 PKC 抑制劑 (H7) 所抑制。

從這些發現可以了解 PKC 可能涉及蛻

膜形成過程中 Matrix metalloproteases 

(MMPs) 表現的調節。

    當大鼠蛻膜細胞處理助孕素時可

以抑制金屬蛋白水解酵素-2 的表現，

但如果再加入 TPA 則金屬蛋白水解酵

素-2 會被誘發表現增加。相同的情況

也在人類子宮基質細胞培養得到，當

人類子宮基質細胞處理助孕素時可以

抑制金屬蛋白水解酵素-2 的表現，同

時不管是位於細胞質或細胞膜上的蛋

白激酵素 C α也都下降，甚至細胞質或

細胞膜上的金屬蛋白水解酵素-2 也會

因為助孕素的加入而下降，但如果再

加入 TPA 則剩餘的蛋白激酵素 C α會

因活化而完全消失。在女性月經週期

時會有許多荷爾蒙的表現，其中包括

助孕素，因此可能藉由助孕素的分泌

誘發子宮基質細胞轉化成蛻膜細胞，

並藉由減少蛋白激酵素 C α表現，來調

控蛻膜中的金屬蛋白水解酵素-2 分

泌，而這其中又可能涉及到抑制

memebrane type matrix 



metalloproteinase-1 （MT-MMP1）表

現有關，但機制尚未明瞭，需要再進

一步確認。我們認為在蛻膜細胞形成

的過程中，助孕素會將子宮基質細胞

轉化成蛻膜細胞，而此時的蛋白激酵

素 C 則因為可能會影響轉化而受到抑

制，一旦當蛻膜細胞形成之後，自己

本身會分泌荷爾蒙來誘發本身的蛋白

激酵素 C α活化，來促進金屬蛋白水解

酵素-2 表現，以增進蛻膜細胞本身增

殖，但此論點仍需要更進一步求證。

計劃成果自評：

   Matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) 
的表現有不同，在假懷孕第二天到第

五天以及真懷孕第七天到第九天有顯

著的增加，而這些結果正好都與 PKC

異構體表現的時期相同，且可能受到

PKCα的調控，此結果是我們首先發

現。將對子宮蛻膜形成的機制有不同

的了解，也對胚胎著床提供新的方向。
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