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摘要$ 为了考察小鼠"E)&G)&6),)&#孤雌激活胚胎Y+_"A 三甲基化模式与体内正常胚胎之间的差异!以及

曲古抑菌素 M"RWM#对孤雌胚 Y+_"A 三甲基化水平的影响!探究表观遗传修饰对孤雌胚胎发育的作用&

首先!用 Y+_"A0=+ 特异性抗体对 Q"期卵母细胞染色!利用激光共聚焦对其荧光强度进行检测!结果发现

该时期的甲基化荧光强度相对较低& 接着!采用同样的方法对小鼠孤雌胚胎和体内正常胚胎植入前各时

期的 Y+_"A0=+ 模式进行比较!结果显示!从 "/细胞到囊胚期孤雌组呈现逐渐升高的趋势!与体内组变化

趋势完全相反!且总体平均荧光强度较体内组普遍偏低& 孤雌胚胎经 RWM处理后!处理组和未处理组在

前三个时期虽然没有显著性差异"1c#H#-#!但是处理之后的 Y+_"A 三甲基化水平有所提高!囊胚期与未

处理组相比有显著性差异"1K#H#-#& 以上结果表明!小鼠孤雌胚胎的 Y+_"A 三甲基化模式与体内胚胎

之间存在着巨大的差异!这可能是造成孤雌胚胎发育能力差的重要原因之一& RWM处理对 Y+_"A0=+ 模

式造成了一定的影响!使体外培养环境有所改善!这可能对提高孤雌胚胎发育能力具有一定的意义&
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!!组蛋白氨基末端可以发生多种共价修饰!如
甲基化’乙酰化’磷酸化等& 作为表观遗传重要
的一种修饰!它改变了染色体的结构和功能!调
控着基因的转录表达和沉默& 组蛋白肽链氨基
末端的赖氨酸位点的共价修饰是核小体上一种
主要的修饰位点!其中以赖氨酸的甲基化尤为常
见& 自组蛋白赖氨酸的甲基化被报道之后
"Q<EE1@$&,%#!对赖氨酸甲基化修饰种类及功
能的研究不断深入& V1?;7=E等""##"#研究表
明!组蛋白赖氨酸位点的甲基化在真核生物基因
组的表观修饰中处于核心地位& 组蛋白核小体
Y+ 的 %’&’"A’+,’A& 位点的赖氨酸甲基化在哺
乳动物中比较常见!而且对不同物种的机体发育
都有着重要的作用"_)<U1E2>=:"##A#& 不同位
点的甲基化分别由不同的酶来催化!而且对基因
的调控作用也各不相同&

C1)等""##"#用染色质免疫沉淀实验证
明 Y+_"A 甲基化与基因的沉默相关& Y+_"A
三甲基化 "Y+_"A0=+#作为 Y+_"A 甲基化的
一种重要形式!与特定基因的转录抑制密切相
关& 成熟卵母细胞孤雌激活对体细胞核移植以
及胞质显微注射是一项基本技术!也是一个关
键的环节 "_2:;28102=613*"##A!刘京威等

"##&#& 由小鼠"E)&G)&6),#&#卵母细胞孤雌激
活得到孤雌激活胚后发育到囊胚期的内细胞团
细胞是胚胎干细胞的一个主要来源!也可以用
于核移植的供体细胞!但是孤雌激活胚胎发育
能力有限!很难发育至足月出生!最好的也只能
到 "- 体节期"W<E172=613*$&J+#& 外界环境的
变化可能是导致孤雌胚不能正常发育的一个重
要原因!作为组蛋白乙酰化酶抑制剂!曲古抑菌
素 M"6E2?;):61627! RWM#能够把组蛋白的乙酰化
水平提高到正常水平并且能明显提高核移植囊
胚 率 " N178=613* "##A! P10171]1=613*
"##&#!刘晓等 " "##J # 在培养基中添加 -#
70)3bVRWM处理 "% ; 后!结果发现 RWM对猪
"7)&?(G%&4#6)&#孤雌胚胎的发育能力有显著提
高& 组蛋白核小体的乙酰化能够促进基因的转
录"W6=E7=E=613*"####!它与转录激活相关的
Y+_%0=+ 能够协同调控使基因转录水平提高
"O<=76;=E=613*"##A#& 作为对基因转录有抑
制作用的 Y+_"A0=+ 与组蛋白赖氨酸的乙酰化
之间是否存在着一定的联系!RWM处理对孤雌
激活胚胎 Y+_"A 三甲基化水平是否有影响及
孤雌胚胎各时期 Y+_"A0=+ 模式与正常胚胎之
间有何差异!相关报道尚少& 本实验旨在以昆
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明小白鼠孤雌激活胚胎为研究对象!以植入前
体内各时期正常胚胎为对照!研究孤雌胚胎与
体内正常胚胎植入前各时期 Y+_"A0=+ 模式的
差异以及 RWM对孤雌胚胎 Y+_"A 三甲基化水
平的影响!改善孤雌胚体外发育条件&

>?材料与方法

>@>?实验材料!实验动物为昆明小白鼠!购自
安徽医科大学实验动物饲养中心!% ’, 周龄!
体重 +# 8左右& 购回后饲养温度和湿度分别
控制为""% I$# o!-#^ ’,#^%黑暗 """$##
时至次日 J$## 时#和光照"J$## ’""$## 时#相
互交替& 新购得的小鼠在新的控光条件下调节
" 周后投入使用&
>@A?主要试剂药品及耗材?孕马血清激素
"DE=8717601E=:=E<08)71>)6E)D27! ‘QWO#和人
绒 毛 膜 促 性 腺 激 素 " ;<017 ?;)E2)72?
8)71>)6E)D27! ;CO#购自宁波第二激素厂%Y+_"A
三甲基化抗体 "M/%#+&!.D28=76=] OE)<D g7?#%
O)16M762/\1FF26 g8ObagRC 二 抗 " 1F,A$A!
MF?10#%实验所用培养皿购于 C)E7278公司%曲
古抑菌素 M及胚胎培养试剂均购自 W2801公司&
>@B?主要实验仪器?激光扫描共聚焦显微镜
"RCW/W‘-! V=2?1! O=E017@#! 体 视 显 微 镜
"WQi$-##!(2])7!d1D17#!CZ" 培养箱 " +$"$!
R;=E0)! jWM#&
>@C?实验方法
>@C@>!雌鼠超排处理!挑选健康状态良好的
雌鼠于当天下午 $A$## ’$A$+# 时腹腔注射
‘QWO!%J ; 之后注射 ;CO&
>@C@A!Q"期卵母细胞的收集!雌鼠注射
;CO后 $A ; 左右脱颈处死!扎破壶腹部!透明
质酸酶处理之后获得 Q"期卵母细胞&
>@C@B!体内各时期胚胎的收集!注射 ;CO后
的雌鼠与成年的健壮雄鼠按照 $v$合笼"每笼
$ 雌$ 雄#!次日早检查阴道栓情况& 若见栓则
假定雌鼠怀孕!分别于胚胎发育的不同阶段在
输卵管和子宫的不同部位收集 "/细胞’%/细胞’
J ’$,/细胞和囊胚&
>@C@C!孤雌激活各期胚胎的收集!%-# )3无钙

CiG培 养 基 与 #H"- )3细 胞 松 弛 素 G
"?@6)?;131:27 G!CG#混合后置于 +Ao!饱和湿度
的 CZ" 培养箱中平衡 "# ’+# 027!加入 -# )3
$# 00)3bVWEC3"!吹打混匀后做滴!-# )3b滴!放
入培养箱中平衡 " ;& " ; 后脱颈处死注射 ;CO
且未与雄鼠合笼的雌鼠"此时注射 ;CO后 $A ;
左右#!剖开腹部取出卵巢和输卵管!扎破壶腹
部!透明质酸酶消化卵丘卵母细胞复合体后!将
获得的 Q"期卵母细胞移入上述激活滴中激活处
理 , ;!移入无糖 CiG中培养!发育至 %/细胞时
移入含糖CiG"CiGO#中培养& 分别在不同发育
时期收集 "/细胞’%/细胞’J ’$, 细胞和囊胚&
>@C@D!RWM处理孤雌激活胚胎!将 RWM溶解
在二甲基亚砜">20=6;@3:<3T)h2>=!XQWZ#中!加
入到无糖 CiG培养基中!终浓度为 -# 70)3bV!
放置 % ; 后使用& 将 WEC3" 激活处理 , ; 后的原
核胚移入含有 RWM的无糖 CiG中培养& "# ;
后移入正常的无糖 CiG培养基中继续培养&
为了控制条件!对照组的孤雌激活胚胎都在含
有 #H#-^XQWZ的 CiG培养基中培养& 各时
期胚胎的收集与孤雌激活胚胎收集方法相同&
>@C@P! 各期各类胚胎间接免疫荧光检测
Y+_"A 三甲基化模式!各期各类胚胎 %^多聚
甲醛固定 +# 027!用 #H$^ ‘[M的 ‘GW 充分清
洗后!在 #H"^ RE26)7B/$## 的 ‘GW 中 +Ao通透
$H- ;!$^GWM封闭 $ ; 后直接移入 $^GWM的
‘GW $v$## 稀释的 Y+_"A 三甲基化抗体 "M/
%#+&!.D28=76=] OE)<D g7?#中孵育过夜& 孵育
后的胚胎用含有 #H$^ R4==7 "# 和 #H#$^
RE26)7 B/$## 的 ‘GW 充分清洗后!移入二抗
"1F,A$A!MF?10#中避光染色 + ;& $# 08bV‘g
"碘化丙碇#复染后制片激光共聚焦检测&
>@D?统计分析!实验至少重复 + 次且每组胚
胎不少于 "# 枚& 所得到的图片用共聚焦自带
软件 VMW MaV26=转换后用 g018=‘E)/‘3<:软件
对不同区域的荧光强度进行分析并做数值转
换!具体的荧光强度数值采集方法参照以下
;66D$bbE:F*27T)*72;*8)Sb2kb"jWM#网站提供的
方法!相对荧光强度分析方法参照文献 "_20
=613*"##"#& W‘WW 单因素方差分析处理数据!
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1K#H#- 认为具有显著性差异&

A?结?果

A@>?小鼠 W"期卵母细胞的 VB<AE 三甲基
化水平?为了检测小鼠成熟 Q"期卵母细胞
Y+_"A 三甲基化荧光强度!用间接免疫荧光检
测法对 Q"期卵母细胞的 Y+_"A0=+ 模式进行
!!

了检测"图 $#&
A@A?孤雌激活胚胎与体内正常胚胎植入前各
时期 VB<AE&#B 模式!利用激光扫描共聚焦
显微镜检测植入前各时期 Y+_"A0=+ 模式的差
异!结果见图 " ’+& 绿色代表 Y+_"A0=+ 特异
性位点!红色为 ‘g复染的细胞核位置& 在体内
正常组中!从 "/细胞到囊胚期 Y+_"A0=+ 荧光
!!

图 >?小鼠 W"期卵母细胞组蛋白 VB<AE 三甲基化水平
F/:G>?\#I#9)*VB<AE&#B /0W" &)%1#))45,#

绿色代表 Y+_"A 三甲基化特异性位点!红色代表 ‘g复染的细胞核位置& 标尺 q"# )0&
OE==7 27>2?16=:6;=:6127278)TY+_"A0=+*\=> 27>2?16=:6;=7<?3=<::6127=> F@DE)D2>2<02)>2>=*G1Eq"# )0*
!

图 A?小鼠植入前各时期体内正常胚胎和孤雌激活胚胎组蛋白 VB<AE 三甲基化模式
F/:GA?J/**#(#0,3-,,#(01)*VB<AE&#B /0$%D$D* -063-(,"#0):#0#,/4&)%1#3(#/&39-0,-,/)0#&’(5)1

M’G’C’X分别代表 "/细胞’%/细胞’J ’$, 细胞和囊胚四个时期& 标尺 q"# )0&

R;=T)<E:618=:)T"/?=33!%/?=33!J/6)$,/?=3317> F31:6)?@:61E=E=:D=?62S=3@:;)47 F@M!G!C!17> X*G1Eq"# )0*
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图 B?小鼠植入前各时期体内正常胚胎和孤雌激活

胚胎组蛋白 VB<AE 三甲基化水平相对

荧光强度定量分析"平均值 I标准误#

F/:GB?a%-0,/,-,/I#-0-951/1)*VB<AE ,(/&#,"59-,/)0

9#I#91)**#(,/9/K-,/)0#&’(5)1-063-(,"#0):#0#,/4

#&’(5)1/0&)%1#"Q=17 IW.#
!代表同一时期体内组与孤雌激活组差异显著!1K#H#-&

! 27>2?16=: :6162:62?13 :2872T2?17?= F=64==7 #$ :#:( 17>

D1E6;=7)8=7=62?8E)<D ><E2786;=:10=D=E2)>!1K#H#-*
!

强度逐渐降低!囊胚期荧光强度降到最低
"#H#"$ I#H##%#%与体内组相比!孤雌组的荧
光强度变化趋势完全相反!从 "/细胞时期到囊
胚期荧光强度逐渐升高!在囊胚期有最强荧光
值"#H#$- I#H##"#& 孤雌组的 Y+_"A 三甲基
化水平与对照组相比普遍较低!且整体的平均
荧光值比对照组要低得多!除了囊胚期外其他
各时期均有显著性差异"1K#H#-#&
A@B?!2;处理组与未处理组孤雌激活胚胎
植入前各时期 VB<AE&#B 模式!为了研究组
蛋白乙酰化对 Y+_"A 三甲基化水平的影响!
我们用组蛋白乙酰化酶抑制剂 RWM处理孤雌
激活胚胎!结果如图 % ’- 所示& RWM处理组
的前三个时期 Y+_"A0=+ 表达水平比未处理
组都 要 高 一 些!但 没 有 显 著 性 差 异 "1c
#H#-# & 在囊胚期!未处理组比处理组高且具
有显著性差异 " #H#$- I#H##" # :&*#H##% I
#H### -# "1K#H#-# &

图 C?!2;对小鼠孤雌激活胚胎植入前各时期组蛋白 VB<AE 三甲基化模式的影响
F/:GC?8**#4,)*!2;)0,"#&)6/*/4-,/)01)*VB<AE&#B /0&)%1#3-(,"#0):#0#,/4#&’(5)1

M’G’C’X为 "/细胞’%/细胞’J ’$,/细胞和囊胚 % 个时期& 标尺 q"# )0&

R;=T)<E:618=:)T"/?=33!%/?=33!J/6)$,/?=3317> F31:6)?@:61E=E=:D=?62S=3@:;)47 F@M!G!C!17> X*G1Eq"# )0*
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图 D?!2;处理后小鼠孤雌激活胚胎植入前各时期组

蛋白 VB<AE 三甲基化水平相对荧光强度定量分析
"平均值 I标准误#

F/:GD?a%-0,/,-,/I#-0-951/1)*VB<AE ,(/&#,"59-,/)0

9#I#91)*&)%1#3-(,"#0):#0#,/4#&’(5)1,(#-,#6’5

!2;)(0),"Q=17 IW.#
! 代表同一时期孤雌激活组和 RWM处理组差异显著!

1K#H#-&

! 27>2?16=::6162:62?13:2872T2?17?=F=64==7 D1E6;=7)8=7=62?17>

RWM/6E=16=> 8E)<D:><E2786;=:10=D=E2)>!1K#H#-*

B?讨?论

本实验采用免疫荧光检测的方法对小鼠孤
雌激活胚胎和体内正常胚胎的 Y+_"A0=+ 模式
进行了比较!并对孤雌激活胚胎用 RWM处理后
检测其 Y+_"A0=+ 表达模式是否有变化& 除此
之外!对小鼠 Q"期卵母细胞的 Y+_"A0=+ 水
平也进行了检测&

在完全分化的体细胞中!Y+_"A0=+ 表达
很低或者很难被检测到"G1)=613*"##-#!即分
化程度越高 Y+_"A0=+ 程度越低& 有研究表明
"C17)S1:=613*"#$"#!与 Y+_"A0=+ 去甲基化
相 关 的 dQdX+ " d<0)7k2 >)0127/?)76127278
DE)6=27 +#在卵母细胞时期具有高转录水平!在
受精后 0\(M水平开始降低& 我们的实验结
果中小鼠 Q"期卵母细胞的 Y+_"A 三甲基化
水平较低!这一点与上述实验结果是一致的&

受精卵由分别来自母方的卵母细胞和来自
父方的精子结合而来!体内各时期的胚胎则是
由受精卵发育而来!在整个发育过程中表观修
饰不断发生着变化!合子的全能性最高!到囊胚

期逐渐分化为滋养层和内细胞团!分化程度增
高!因此该时期 Y+_"A0=+ 水平可能处于较低
状态& .iY" 是 ‘?O" D)3@?)0F 8E)<D 8=7=:#的
成分之一!与 Y+_"A0=+ 相关!在胚胎发育的早
期阶段表达水平相对较高!这在一定程度上说
明 Y+_"A0=+ 在胚胎发育的前期阶段转录水平
相对较高 "\)::=613*"##J #!这与 i;178等
""##&#得到的 Y+_"A0=+ 在体内植入前各时
期逐渐降低的研究结果是吻合的& 在其研究
中!以卵丘细胞为供体的核移植胚胎植入前各
时期的 Y+_"A0=+ 水平较体内正常组低!尤其
是囊 胚 期! 并 且 实 验 证 明 可 能 是 由 于 与
Y+_"A0=+ 酶相关的 ‘\C"" D)3@?)0F E=DE=::2S=
?)0D3=h"#组件的不正确表达!尤其是作为重
要成分之一的 .iY" 的低表达!从而导致了核
移植胚胎中 Y+_"A0=+ 修饰的异常& 在我们的
实验结果中!孤雌激活胚胎在 "/细胞和囊胚期
分别有最低和最高荧光强度值!与体内对照组
总体变化趋势截然相反!前三个时期具有极显
著差异!并且每个时期的荧光强度值比体内正
常组都要低!这可能是 Q"期卵母细胞在外界
激活条件下未能完全恢复全能性状态!.iY"
的不充分表达!使激活胚胎仍然保持着之前 Q
"期卵母细胞相对较低的三甲基化水平&
Y+_"A0=+ 是评价克隆胚胎发育能力的一个重
要表观遗传标志!也是导致核移植胚胎提前发
育和死亡的主要原因!孤雌胚胎和核移植胚胎
类似!都是由体细胞核发育而来!具有共同点!
由此推测 Y+_"A0=+ 表达模式的异常可能是导
致孤雌胚胎发育能力差的重要原因& 因此!改
变孤雌激活胚胎三甲基化表达模式可能对于提
高孤雌胚胎的发育能力具有重要作用&

与转录抑制相关的组蛋白赖氨酸甲基化位
点主要有三种$Y+_&’Y+_"A 和 Y%_"#!抑制
作用主要是通过招募相关甲基化酶和 Y‘$ 与
基因的启动子结合!从而使转录沉默& Y‘$ 蛋
白能与Y+_&0=结合并且与去乙酰化酶和甲基
化转移酶的活性紧密相关 "_)<U1E2>=:"##A#&
由此推测通过去乙酰化酶抑制剂的作用可能会
对组蛋白赖氨酸位点甲基化的抑制作用产生一
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定的影响& 本实验结果显示!在前三个时期!虽
然 RWM处理组的 Y+_"A0=+ 水平与未处理组
差异并不显著!但是荧光强度值要稍高一些%囊
胚期处理组比未处理组低很多!具有显著性差
异& 这在一定程度上说明 RWM抑制了组蛋白
去乙酰化酶的活性之后可能对 Y+_"A0=+ 的转
录抑制产生一定的影响!致使 Y+_"A 三甲基化
水平发生了改变!这与上述的推测是吻合的!而
且尚明保""#$"#研究 RWM对表观遗传影响的
结果也说明培养条件和环境的改变也可能是导
致组蛋白修饰改变的重要原之一!表明 RWM在
一定程度上对外界的培养条件有一定的改善!
但是 RWM影响甲基化表达的具体分子机制还
不太清楚"G<2=613*"#$##!还需要进一步深入
研究&

从实验结果我们可以看到孤雌激活胚胎在
植入前各时期中 Y+_"A0=+ 表达模式与体内正
常胚胎存在着较大的差异!这可能是导致孤雌
激活胚胎发育能力差的一个重要原因& 通过
RWM处理改变培养条件和环境后!Y+_"A0=+
表达模式得到了一定的纠正!这对提高孤雌胚
胎的发育能力具有一定的意义&
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