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筛选代表小鼠植入前胚胎

紧密化相关基因的!"#

李!汶!卢光琇
!中南大学生殖与干细胞工程研究所$长沙’#&&$%"

摘!要!分别收集#%#及!’#枚昆明白小鼠%细胞早期胚胎及%细胞紧密化胚胎$采用0OPDJ>QD方法直接合

成胚胎双链BH,P’进而运用抑制消减杂交技术!00R"对%细胞早期胚胎及%细胞紧密化胚胎的基因表达进行研

究$并将所获得的差异表达产物按片段大小分段分离纯化后克隆入2SQ@EJ载体中$经>QD鉴定后挑选阳性克隆

进行测序$筛选出!$个代表%细胞早期胚胎和紧密化%细胞胚胎差别表达基因的BH,P片段(经与/5;T9;=中收

录的序列进行同源性匹配分析$证实其中#$个BH,P片段为新的K0J$提交/5;T9;=后被接受并给予了新序列编

号’这#$个片段均可能为与紧密化密切相关的新基因的表达片段$为今后进一步克隆新的紧密化相关基因的全

长BH,P及后续新基因的结构和功能研究打下基础’通过采用不同长度大小片段分别克隆的方法$可获得较长片

段的K0J$避免差异表达大片段的丢失’
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I5<K0JF9C45375:;?B-;C:3@56787<9F453@94BG:;?:;/5;T9;=C-3G-@-<-?89;9<8F:F.P;64G58L53579;=56:;4-

/5;T9;=L:4G9BB5FF:-;;1@753F.P<<#$K0JF@:?G475C-3;-I5<?5;5F35<94564-B-@29B4:-;:;B-@29B4565@738E

-F.P;6<-;?53K0JF@9875-749:;5678B<-;:;?9BB-36:;?4-4G5F:[5.
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!!差别基因表达!6:CC535;4:9<?5;55N235FF:-;"是
哺乳动物胚胎发育过程中细胞分化的分子基础#在
哺乳动物精卵结合形成合子至植入前的发育阶段$
发生的形态变化事件有原核形成%%细胞期胚胎紧
密化和囊胚的形成#卵裂球的分化开始于紧密化的
发生#目前$对紧密化现象的分子基础还知之不多$
大多数研究都集中在翻译后水平的调控$而在基因
水平的研究较少&#’#
本研究旨在运用0OPDJ>QD方法分别从适

量的%细胞早期胚胎和紧密化%细胞胚胎合成并扩
增双链BH,P(运用抑制消减杂交技术!F12235FF:-;
F17439B4:I5G873:6:[94:-;$00R"分离%克隆和筛选
代表%细胞早期胚胎和紧密化%细胞胚胎差别表达
基因的K0J(并通过生物信息学方法对这些K0J
进行同源比较分析$阐明所获K0J的生物学功能#
为进一步克隆新的紧密化相关基因的全长BH,P
打下基础#

#!材料和方法

>?>!试剂

&9A酶%6,J>%琼脂糖等常用生化试剂购自

09;?-;(胚胎体外操作培养液)U1:;;*FP6I9;49?5
Q<59I9?5O56:1@ !0P/KT:->G93@9"(D,P<9453
D,P0497:<:[94:-;D59?5;4!UWP/K,"(裂解液)

&]%̂ W?529<!0:?@9$SZ"$#WS+#V-CD,9F5:;E
G:7:4-3!/:7B-TDV$SZ"$*@@-<+VHJJ!/:7B-
TDV$SZ"$配方参见参考文献&!’(0OPDJJO

>QDBH,P08;4G5F:FZ:4!QV_,JKQR"(P6I9;E
49?5" !>QD Z:4 !QV_,JKQR"(>QDE05<5B4JO

BH,P017439B4:-;Z:4!QV_,JKQR"#

>?@!采集小鼠胚胎
按本室常规方法&($’’$超排%收集!&&枚左右昆

明白小鼠%细胞早期胚胎及%细胞紧密化胚胎!图

#"$分别进行如下处理)
用#!!@V>T0溶液洗涤(次$去掉残余的颗

粒细胞(将胚胎移至HK>Q处理的!&&#V薄壁管$
去掉绝大部分>T0溶液$只留约##V>T0#加入

(!"#VD,P<9453处理(!*@:;$去掉绝大部分

D,P<9453(加入(!"#V酸性 J83-65液!2R!]&!
!]’"$在体视镜下观察消化透明带#透明带刚被消
化时$迅速去掉酸性J83-65液$用(!"#V>T0溶
液洗涤两次(去掉绝大部分>T0溶液$只留约##V

>T0$加入(!"#V 裂解液$#!&&&? 稍许离心$

)!&‘冻存备用#

图>!收集的用于研究的胚胎

P)%细胞胚胎(T)紧密化胚胎#

A)BC>!!3768-.+-11&+(&%*-6.(:%8
P)%EB5<<5@738-F(T)B-@29B4565@738-F!’&&a".

>?D!小鼠胚胎%.+EF;合成
从)!&‘取出标本$"*‘水浴*@:;裂解细胞$

释放D,P$#!&&&?稍许离心收集标本裂解液于管
底(取( !"#V 上清液移入新的 HK>Q 处理的

!&&#V薄壁管$据0OPDJ
JO>QDBH,P08;4G5F:F

Z:4操作说明稍作修改$合成BH,P 第一链和第二
链#

>?G!""H差异筛选
采用QV_,JKQR公司的>QDE05<5B4JOBH,P

017439B4:-;Z:4$原理详见文献&’’$操作参照说明
书及本室实验基础&*’进行$简述如下)
将%细胞紧密化胚胎的BH,P!J5F453"分为!

管$分别与试剂盒提供的特殊设计的寡核苷酸衔接
头#和衔接头!D$然后分别与过量的%细胞胚胎的

BH,P!H3:I53"杂交$合并两种杂交产物后再与过量
的%细胞胚胎的BH,P!H3:I53"进行第!轮杂交#
然后将杂交产物进行选择性>QD$使J5F453BH,P
中特异表达或高表达的片段得到扩增#

>?I!差异筛选片段的克隆和测序
为避免因不同长度片段的连接克隆效率不同而

丢失大片段$故采取不同长度大小片段分别克隆的
方法#将%细胞紧密化胚胎中特异表达或高表达的
片段扩增产物经>P/K电泳分离$将不同大小段的
产物回收纯化$分别进行连接反应连接至2SQ@EJ
载体中$转化bO#&*细菌$进行克隆化和阳性克隆
的筛选#提取重组质粒H,P$在>K公司的 O-65<
($$自动测序仪上进行测序$测序引物为 J$和

O#(D或 O#(M#

>?J!对测序片段进行生物信息学分析
测序结果通过互联网使用 ,QTW!,94:-;9<

%$# 遗!传 !"#"$%&’(!)*+,+-."!&&’!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



Q5;453C-3T:-45BG;-<-?8W;C-3@94:-;!提供的在线

TVP0J软件与/5;T9;=中收录的序列进行同源性
匹配分析"

!!结!果

@?>!小鼠胚胎%.+EF;合成
成功地分别直接从#%#枚昆明白小鼠%细胞早

期胚胎和!’#枚昆明白小鼠%细胞紧密化胚胎裂解
液中经0OPDJ>QD合成其6FBH,P#图!!"

图@!用"9;0#K520方法合成胚胎双链+EF;
#$V9@69H,P%KB-D$cR:;6% 核酸分子标记&

!$%细胞胚胎的双链BH,P&($紧密化双链BH,P&

’$2SQ@:N%核酸分子标记"

A)BC@!0&.:1(.-*%.+EF;.8’(L&.).-*&3768-.78"9;0#520
#$V9@69H,P%KB-D$cR:;6%@93=53&!$BH,P-C%EB5<<5@738-F&

($BH,P-CB-@29B4565@738-F&’$2SQ@:N@93=53.

@?@!""H的结果
如图(所示’经抑制消减杂交后第一轮>QD扩

增产物很少’且比抑制消减杂交前少&经巢式>QD进
行第!轮扩增后可见!&&!#&&&72之间的较明显的

>QD产物’而且带型与抑制消减杂交前明显不同"

@?D!克隆及序列分析
杂交后>QD产物经分片段大小分段纯化(克隆

后’随机挑选#&%个白色菌落经>QD鉴定#图’!’
挑选与分段纯化的片段大小相符(插入片段大小不
同的阳性克隆!$个’进行测序分析"经序列间的两
两比较和与/5;T9;=中收录的序列进行同源性匹
配分析’共获#$个不同的BH,P序列"将所获的

#$个序列以K0J形式提交/5;T9;=’已被接受并
给 予 新 序 列 编 号$TU$’&!’+’TU$’&!*&’

TU$’&!*#’TU$’&!*!’TU$’&!*(’TU$’&!*’’

TU$’&!**’TU$’&!*"’TU$’&!*$’TU$’&!*%’

TU$’&!*+’TU$’&!"&’TU$’&!"#’TU$’&!"!’

TU$’&!"(’TU$’&!"’’TU$’&!"*"

图D!消减杂交前后520产物的电泳结果

#$2SQ@:N%核酸分子标记&!$杂交后的初级>QD产物&

($杂交后的次级>QD产物&’$杂交前的初级>QD产物&

*$杂交前的次级>QD产物 "

A)BCD!!1&+(6-4L-6&.).-*52046-%:+(.7&*-6&

,’%,*(&6.:7(6,+()M&L876)%)N,()-’
#$2SQ@:N@93=53&!$23:@938>QD23-61B4F9C453G873:6:[94:-;&

($;5F456>QD23-61B4F9C453G873:6:[94:-;&

’$23:@938>QD23-61B4F75C-35G873:6:[94:-;&

*$;5F456>QD23-61B4F75C-35G873:6:[94:-;.

图G!部分白色菌落的520鉴定!94O23)PQ核酸分子标记

#’!’’’*’$’+!#’’#"’#%’#+’!#’!!’!*$部分阳性克隆的>QD产物&

(’"’%’#*’#$’!&’!(’!’.阴性克隆"

A)BCG!520)%&’()*)+,()-’-*4,6(),1=L)(&+1-’&.
O$2SQ@:N@93=53&#’!’’’*’$’+!#’’#"’#%’#+’!#’!!’!*$

>QD35F1<4F-C2934:9<2-F:4:I5B<-;5F&

(’"’%’#*’#$’!&’!(’!’$;5?94:I5B<-;5F.

(!讨!论

研究表明’在小鼠植入前胚胎的发育过程中’一
直到%细胞胚胎早期’每个卵裂球仍是全能性的

+$#!!期!!!!!!!!!!!!李!汶等$筛选代表小鼠植入前胚胎紧密化相关基因的K0J



!4-4:2-45;4"#具有分化形成各种类型的组织乃至发
育成正常个体的潜能$各个卵裂球仍是独立的#能在
体视镜下清晰分辨!图#P"%随着%细胞胚胎晚期
紧密化现象!B-@29B4:-;"的发生#细胞由圆变扁
!C<944:;?"#细胞间由点状接触变为紧密相嵌#难以
区分各个卵裂球的边界!图#T"$卵裂球间形成各种
连接#包括间隙连接&黏附连接&紧密连接#这些连接
的形成#使原来松散接触&对称分布&无细胞间通讯
的胚胎状态转化为互相通讯&高度极化的紧密联系
的整体’#(%在紧密化过程中胚胎细胞表面和细胞成
分的分布均发生高度极化!2-<93:[94:-;"#形成顶区
!92:B9<6-@9:;"和基侧区!79F-<94539<6-@9:;"’"#$(%
胚胎细胞分化正是基于细胞极化和紧密化过程中形

成的紧密连接%这些生命过程都离不开基因调控%
本研究采用00R 方法从%细胞紧密化胚胎中

克隆了#$个差异表达BH,P片段#这些片段即代
表了在%细胞期胚胎紧密化事件中差异表达的部分
基因%通过:;453;54用 ,QTW提供的在线TVP0J
软件与/5;T9;=中收录的序列进行同源性匹配分
析#证实#$个片段均可能为新基因的表达片段#为
进一步克隆新的紧密化相关基因的全长BH,P及
后续新基因的结构和功能研究打下基础%
本实验所获得的%细胞紧密化过程中差异表达

K0J通过:;453;54用,QTW提供的在线TVP0J软
件与/5;T9;=中收录的序列进行同源性匹配分析#
证实部分K0J与一些已知!型BPO>依赖的蛋白
激酶抑制因子&甲状腺素受体相关蛋白&!!型磷脂
酰肌醇!>W"’激酶&白细胞翻译启动因子!!亚基&
核糖体蛋白V’’及V’#&"&0核糖体蛋白V(’&微管
相关蛋白#轻链(&#!0及#"0核糖体D,P等已知
基因有较高的同源性#推测胚胎紧密化时上述基因
表达上调$也暗示胚胎紧密化过程其翻译水平和蛋
白质合成都有所增强%
运用:;453;54用 ,QTW提供的在线TVP0J软

件对所获K0J进行两两比较#发现一些K0J中含
有一个或多个!多至+个"!!核苷酸的短片段的串
联重复%对比分析证明该串联重复的核苷酸短片段
与消减杂交实验中所用的;5F4E>QD 引物均不相
似%出现这种情况的可能原因是)在经内切酶

#/9$酶切后的BH,P与接头连接时#一些小片段
发生自身连接$这些自身连接的小片段串联重复序
列也可与接头连接#进而被筛选&克隆出来%这可能

是消减杂交技术中无法避免的一种实验误差%
本实验中考虑了克隆时不同大小的BH,P片

段的连接效率不同#采用不同长度大小片段分别克
隆的方法#因此所得到的 K0J 中有较长的片段#

*&&72以上的K0J占’!̂ #而且$&&!%&&72以上
的K0J占#&̂ #有的就包含了一个BH,P 全长%
避免了差异表达大片段的丢失%
胚胎紧密化过程是哺乳动物发育过程中一个明

显的形态学事件#也是一个复杂的生物学过程#其调
控必定有众多的基因参与%本研究所获的K0J只
是代表了这些与紧密化密切相关的基因的部分%这
些基因与紧密化的关系还有待于进一步的研究%
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