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Аннотация. В статье представлены результаты исследования действия эстро-
гена Е

2
 на экспрессию мРНК рецептора простагландина EP

4
 и влияние эстрогена Е

2
 на

экспрессию белка рецептора EP
4
 эпителиальных клеток яйцеводов коров. Исследова-

ния на экспрессию генов рецепторов EP
4
 в эпителиальных клетках яйцеводов коров про-

водились методом In-cell Western. ПЦР-метод в реальном времени применяли для изуче-
ния экспрессии белка рецептора EP

4
 при влиянии эстрогена Е

2
 на эпителиальные клет-

ки яйцеводов коров. Эксперимент проводился in vitro. Исследования по изучению воздей-
ствия эстрогена Е

2
 на экспрессию мРНК-рецептора простагландина EP

4
 были проведе-

ны как с индометацином, так и без него. При этом отмечалось следующее: при воздей-
ствии эстрогена на эпителиальные клетки яйцеводов коров в концентрации 10-10 моль/
л без добавления индометацина уровень экспрессии мРНК-рецептора EP

4
 в точке 4 часа

был достоверно ниже, чем в точке 0 часов; эксперимент с индометацином показал схо-
жие изменения. При исследовании воздействия эстрогена на экспрессию белка рецепто-
ра EP

4
 было выявлено, что при действии эстрогена в концентрации 10-10 моль/л, в точ-

ках 4,8,24,48 часов экспрессия белка рецептора EP
4
 была значительно ниже, чем в точке

0 часов. Результаты исследований показали, что при воздействии эстрогена Е
2
 на эпи-

телиальные клетки яйцеводов коров происходит изменение уровня экспрессии мРНК
рецептора EP

4
 в эпителиальных клетках. В течение 4 часов после начала эксперимен-

та уровень экспрессии мРНК рецептора EP
4
 достоверно снижается по сравнению с ис-

ходящим в точке 0 часов. Такие изменения были отмечены с добавлением индометацина
и без него. Вывод данных исследований заключается в следующем: эстроген Е

2
 ингиби-

рует уровень экспрессии EP
4
-рецептора простагландинов в эпителиальных клетках

яйцеводов коров.
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Abstract. This article presents the results of a study of the effect of E
2
 estrogen on the expression

of prostaglandin EP
4
 receptor mRNA and the effect of E

2
 estrogen on the expression of the EP

4

receptor protein in cow oviducts epithelial cells. Studies on the expression of EP
4 
receptor genes in

epithelial cells of the oviducts of cows were carried out using the In-cell Western method. The real-
time PCR method was used to study the expression of the EP

4
 receptor protein under the influence

of estrogen E
2
 on the epithelial cells of the oviducts of cows. The experiment was carried out in

vitro. Studies examining the effect of estrogen E
2
 on prostaglandin EP

4
 receptor mRNA expression

have been conducted both with and without indomethacin. The following was noted: when exposed
to estrogen on the epithelial cells of the oviducts of cows at a concentration of 10-10 mol/l without the
addition of indomethacin, the level of expression of mRNA of the EP

4
 receptor at the 4-hour point

was significantly lower than at the 0-hour point; an experiment with indomethacin showed similar
changes. In the study of the effect of estrogen on the expression of the EP

4 
receptor protein, it was

found that under the action of estrogen at a concentration of 10-10 mol/l, at the points of 4, 8, 24, 48
hours, the expression of the EP

4
 receptor protein was significantly lower than at the point of 0

hours. The results of the studies showed that when estrogen E
2
 is exposed to epithelial cells of the

oviducts of cows, the level of expression of EP
4
 receptor mRNA in epithelial cells changes; within

4 hours after the start of the experiment, the level of expression of EP
4
 receptor mRNA significantly

decreases compared to the outgoing at the point of 0 hours. Such changes were noted with and
without the addition of indomethacin. The conclusion of these studies is as follows: estrogen E

2

inhibits the level of expression of the EP
4 
prostaglandin receptor in the epithelial cells of the oviducts

of cows.
Keywords: prostaglandins, epithelial cells, oviducts, cows, estrogen, receptors.

Введение. Стабильный рост и разви-
тие агропромышленного комплекса стра-
ны является гарантом будущего экономи-
ки и продовольственной безопасности.

В условиях антироссийских санкций
правительство РФ выделяет большие
средства на развитие животноводства,
готовятся новые программы по поддер-
жке отечественного производителя. Обще-
известно, что скотоводство занимает зна-
чительное место в данной отрасли, целью
которого является получение мясной и
молочной продукции.

Большое значение для продоволь-
ственной безопасности страны и для
обеспечения социальной стабильности
имеет развитие молочного скотоводства.
Сегодня правительство активно поддер-
живает данное направление [1].

Обеспечение населения данной про-
дукцией напрямую зависит от продуктив-
ности коров. По данным Росстата, уро-
вень самообеспечения молоком в нашей
стране составляет 84% [1].

Интенсификация молочного скотовод-
ства и использование высопродуктивных
коров являются необходимыми условия-
ми для достижения поставленных целей
[2]. Однако, вместе с тем возникает риск
нарушения воспроизводительной функции
животного. Снижению продуктивности в
животноводстве способствует множество
факторов, такие как условия содержания,
кормления, акушерско-гинекологические
заболевания, болезни вымени и т. д. [3].

Лактационный возраст коров играет
главную роль в развитии молочного ско-
товодства. Снижение возраста лактаций
по стаду происходит из-за ранней выбра-
ковки молодых животных. Главной причи-
ной выбраковки коров из стада являют-
ся патологии репродуктивной системы,
болезни молочной железы и болезни ко-
нечностей [3, 4, 5].

Яйцевод, или маточная труба, явля-
ется одним из важных мест раннего эмб-
рионального развития у животных. Микро-
среда яйцевода создает необходимые
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условия для оплодотворения яйцеклетки
и формирования зиготы, а также играет
большую роль в развитии зародыша. Эпи-
телиальные клетки, секретирующие цито-
кины и другие компоненты, создают и эти
условия [6, 7, 8].

Являясь местными гормонами, про-
стагландины PGE

2
 в репродуктивной си-

стеме коров играют очень важную роль,
кроме этого, они являются медиаторами
воспалительного процесса. Свое биоло-
гическое действие они оказывают через
рецепторы на поверхности клеток-мише-
ней. Простагландины PGE

2
, действующие

через рецепторы PGE
2
 (E-простаноиды,

EP-группа), включают в себя EP
1
, EP

2
,

EP
3
 и EP

4
. В эпителиальных клетках яйце-

водов коров, главным образом, присут-
ствуют EP

2
- и EP

4
-рецепторы. Механизм

действия состоит в следующем: рецепто-
ры через G-белок активируют аденилат-
циклазу, катализирующую превращение
АТФ в цАМФ; цАМФ функционирует в ка-
честве вторичного посредника во внутри-
клеточных сигнальных каскадах и далее
взаимодействует с протеинкиназой А.
Последняя, проникая в ядро, регулирует
транскрипцию генов, что приводит к со-
ответствующим  биологическим эффек-
там [7, 9, 10, 11].

Известно, что эстроген как главный
половой гормон способен оказывать сти-
мулирующее действие на пролиферацию
эпителиальных клеток яйцеводов, а так-
же стимулировать их секреторную функ-
цию [12].

По данным исследований Yellon S.M.,
эстроген Е

2
 способен повышать экспрес-

сию гена ЦОГ-2 (COX-2) и экспрессию
рецепторов EP

2
 и EP

4
 в шейке матки овец

[13]. Кроме этого, эстроген Е
2
 и прогесте-

рон в процессе размножения животных
играют важную роль в регуляции уровня
простагландинов [14].

Цель наших исследований – изучение
влияния эстрогенов на эпителиальные
клетки яйцеводов коров, а именно на эк-
спрессию мРНК и белка рецептора про-
стагландинов EP

4
.

Объекты и методы исследований.
Маточные трубы (яйцеводы) взяты от

убойных коров на убойном пункте мясо-
перерабатывающего предприятия г. Хух-
Хото. Транспортировка проводилась в
емкости с физиологическим раствором в
боксе со льдом. Яйцеводы с брыжейкой,
ампулой и перешейком длиной около 1 см
помещали в раствор Кребса (Kreb’s).

В работе использовали: эстроген
β-эстрадиол (стандарт, партия № E2758),
приобретённый в фирме Sigma; поликло-
нальное антитело рецептора EP

2
 приоб-

ретено в компании Cayman, США (партия
№ 101750); моноклональное антитело
β-актина – в компании Proteintech, США
(партия №60008-2-Ig); ВСА-белок набор
для определения концентрации (партия
№P0012S) – в компании Ютьен; IgG-HRP
(партия № BSB-0295Ms), IgG-HRP
(партия № BSB-0296G) – в компании
Beijing Биосинтез; ECL-проявитель – в
компании Thermo Сompany, США (партия
№34079); нитроцеллюлозная мембрана
(нитроцеллюлозная фильтр-мембрана) –
в компании Amersham Corporation, США
(партия № RPN303C); DMEM / F12,
fetalbovineserum (FCS, фетальная сыво-
ротка крупного рогатого скота) – в ком-
пании TBD; индометацин – в компании
Cayman.

Исследования проводили на следую-
щих оборудованиях: многофункциональ-
ный ридер для микропланшетов (Synergy 4,
Био-Тек, США), электрофорез белка (164-
5070), система передачи белка (Bio-Rad,
США), ПЦР в реальном времени iQTM5
(Bio-Rad, США), иммуноферментный кон-
трольно-измерительный прибор (Bio-Tek
ELX800), прибор ПЦР в реальном време-
ни (Life ViiA7), ледогенератор (модель
XB70, Нинбо Грант), морозильная каме-
ра -80°С (Thermo); морозильная камера -
20°С (Мэйлин), аппарат для быстрого пе-
ремешивания (модель XK96-B), электрон-
ные аналитические весы, ванночки и др.

Раствор Кребса (Kreb’s) приготовлен
в соответствии с рекомендациями [15].

Для извлечения РНК использовали
зрелые выращенные клетки. Смывы про-
изводили физиологическим раствором в
объеме 1 мл. После извлечения РНК про-
водилось определение частоты на осно-
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ве соотношения OD260 /OD280.
Для обработки результатов ПЦР в

реальном времени использована форму-
ла для вычисления относительной эксп-
рессии гена-мишени по методу дельта-
дельта Ct.2-ΔCt (ΔCt=ген-мишень Ct–β-
actinCt); также применялось программное
обеспечение SAS 9.0.

Экспериментальная часть. В на-
стоящих исследованиях для изучения вли-
яния на экспрессию мРНК-рецепторов
EP4 эпителиальных клеток яйцеводов
коров использовали метод ПЦР в реаль-
ном времени, для изучения влияния эст-
рогена Е

2
 на экспрессию белка рецепто-

ров EP4 эпителиальных клеток яйцеводов
коров применяли метод In-cell Western
(один из методов вестерн-блоттинга).

В качестве контроля использовалась
хромосомная ДНК, окрашенная 100 мл
10% гексаметилпарарозанилин хлоридом
при комнатной температуре в течение 30
минут.

При использовании метода ПЦР в ре-
альном времени проведена амплифика-
ция и анализ кривой плавления генов EP

4
.

Полученные данные представлены на
рисунке 1, из которого видно, что кривая
амплификации рецептора EP

4
 показала

хороший эффект увеличения. Анализируя
кривую плавления рецептора EP

4
, можно

сказать, в ходе ПЦР в реальном време-
ни конечный продукт получился в един-
ственном виде, что указывает на специ-
фичность.

Рисунок 1. ПЦР- амплификация рецептора EP
4
 в эпителиальных клетках яйцеводов коров

в реальном времени (слева), кривая плавления (справа)

Метод ПЦР в реальном времени ис-
пользован для контроля влияния эстроге-
на Е

2
 на экспрессию гена рецептора EP

4
 в

эпителиальных клетках яйцеводов коров.
В рамках исследования влияния эст-

рогена Е
2 
на экспрессию гена рецептора

EP
4
 в эпителиальных клетках яйцеводов

коров проведено изучение влияния эст-
рогена на экспрессию мРНК и экспрессию
белка рецептора EP

4
.

При действии эстрогена на клетки в
концентрации 10-10 моль/л (без добавле-
ния индометацина) в течение 4 часов уро-
вень экспрессии мРНК рецептора EP

4
 в

этой точке был достоверно ниже, чем в
точке 0 часов (Р<0,05). При действии эс-
трогена в концентрации 10-10 моль/л в точ-
ке 4 часа в присутствии индометацина

уровень экспрессии мРНК рецептора EP
4

был значительно ниже, чем в точке 0 ча-
сов (P <0,01). При действии эстрогена на
клетки в концентрации 10-10 моль/л в те-
чение 4 часов как с индометацином, так и
без него, уровень экспрессии мРНК ре-
цептора EP

4
 был значительно ниже, чем

в точке 0 часов (P <0,01).
Исследование влияния эстрогена на

экспрессию белка рецептора EP
4
 показа-

ло, что при действии эстрогена концент-
рации 10-10 моль/л в точках 4, 8, 24, 48
часов экспрессия белка рецептора EP

4

была значительно ниже, чем в точке
0 часов (Р<0,01).

Таким образом, выявлено, что эстро-
ген ингибирует уровень экспрессии EP

4
-

рецептора.
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Результаты и их обсуждение. Ре-
зультаты ПЦР показали, что эстроген Е

2

начинает влиять на клетки после 2 часов
– возникало изменение уровня экспрес-
сии мРНК рецепторов EP

4 
эпителиальных

клеток яйцеводов коров, причем экспрес-
сия мРНК рецептора EP

4
 уменьшалась.

Индометацин (Indomethacin) для ЦОГ
(cyclooxygenase, COX) является ингибито-
ром, поэтому он способен ингибировать и
синтез простагландинов. Значительное уве-
личение экспрессии мРНК простагландино-
вых рецепторов EP

4 
наблюдалось при дей-

ствии на эпителиальные клетки яйцеводов
эстрогена с индометацином, что позволя-
ет предположить, что он действует на эндо-
генные простагландины, а эстроген Е

2
 спо-

собен оказывать эффект на экспрессию
мРНК EP

4 
эпителиальных клеток яйцеводов

коров, стимулируя высокий уровень эксп-
рессии мРНК рецепторов EP

4
.

Результаты исследования метода
Incell Western показали, что эстроген Е

2

действует ингибирующе на экспрессию
белка рецептора ЕР

4
, то есть влияет на

экспрессию генов мРНК рецепторов EP
4
,

однако влияние эстрогена Е
2
 на экспрес-

сию белка рецепторов EP
4 
в эпителиаль-

ных клетках яйцеводов коров во времен-
ных рамках имеет как стимулирующий, так
и тормозящий эффект. Это указывает на
то, что эстроген Е

2
 первым делом влияет

на экспрессию мРНК рецепторов EP
4
, а

уже в дальнейшем происходит процесс
транскрипции с последующим изменени-
ем уровня экспрессии белка и получени-
ем биологического эффекта в эпители-
альных клетках яйцеводов коров.

Ранее нами были проведены исследо-
вания по выявлению действия эстрогена
на экспрессию рецептора EP

2
. Результа-

ты показали, что эстроген начинал влиять
на клетки после 2 часов воздействия. Но
как с индометацином, так и без него от-
мечалось увеличение экспрессии мРНК
рецептора EP

2
, а результаты исследова-

ния с применением метода In-cell Western
показали, что эстроген явно стимулирует
экспрессию белка рецептора EP

2 
простаг-

ландина в эпителиальных клетках яйцево-
дов коров [16].

Сравнивая результаты обоих иссле-

дований нами было отмечено, что дей-
ствие эстрогена E

2 
на рецепторы EP

2
 и

EP
4
 неодинаково, эффект независим от

индометацина. Достоверно выявлено, что
экспрессия мРНК и белка рецептора EP

2

при действии эстрогена в разы выше, чем
рецептора EP

4
.

Выводы. 1. При действии эстрогена
Е

2
 происходит изменение уровня экспрес-

сии мРНК рецептора EP
4
 в эпителиальных

клетках яйцеводов коров в течение 4 ча-
сов как в присутствии индометацина, так
и без него; уровень экспрессии мРНК ре-
цептора EP

4
 достоверно снижается по

сравнению с начальным в точке 0 часов.
2. Эстроген Е

2
 ингибирует уровень эк-

спрессии EP
4
-рецептора в эпителиальных

клетках яйцеводов коров.
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