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【摘) 要】目的：研究小鼠着床前胚胎发育过程中 24TUV 表

达水平的变化，探讨 24TUV 对着床前胚胎发育过程的作用+
方法：建立小鼠超排、交配系统，收集着床前胚胎，提取 G23..
TUV；采用 24TUV 特异 T, 引物进行反转录，采用 WXYT IC--@
实时定量 ZRT 技术，研究 24T#!$03，24T#$&0 和 24T#!’!F 在小

鼠着床前胚胎发育过程中表达水平的变化+ 结果：着床前胚胎

发育的各阶段均表达 24T#!$03，24T#$&0 和 24T#!’!F；随着胚

胎发育进程，24T#$&0 的表达呈逐渐上升的趋势；24T#!$03 在卵

母细胞到 $ 细胞发育阶段呈下降趋势，以后随发育进程呈逐渐

上升趋势+ 结论：小鼠着床前胚胎中表达 24TUV，着床前胚胎

的发育和分化过程可能受到 24TUV 的调控+
【关键词】微 TUVG；小鼠；胚胎发育

【中图号】T($!) ) ) 【文献标识码】V

IJ 引言

微小 TUV（24TUVG）是一类由大约 $$ 个核苷酸

组成的单链非编码 TUV；在个体发育不同时期有不

同的表达模式［!］，24TUVG 的特定功能与其表达水平

高低及其对下游靶基因的调控作用有关，研究特定组

织和发育的特定阶段 24TUV 的时空表达模式，是理

解其作用的关键步骤，也是目前分子生物学研究的前

沿和热点问题+ 本研究采用 24TUV 特异的 T, 引物

进行反转录，WXYT IC--@ 实时定量 ZRT 技术，研究

24T#!$03，24T#$&0 和 24T#!’!F 在小鼠着床前胚胎

发育过程中表达水平的变化，探讨了 24TUV 在哺乳

动物着床前胚胎发育过程中的作用+

%J 材料和方法

%+ %J 材料J 昆白系健康小白鼠，雌雄兼用，购自中国

人民解放军第四军医大学实验动物中心，饲养于本院

妇产科动物房，光照、黑暗各 !$ 8；严格控制温、湿度，

自由摄食+ 昆白系 * =] 雌鼠（$$ ^ $0 A）购回后饲养

! =]，开始实验+ 昆白系 ’ ^ & 周龄成年雄鼠购回后

单笼单放饲养 ( ^ / < 后用于交配，每 $ 29 更换一

批+ 24C _3@3,M 24TUV ‘G9.3:49@ a4:，购自 #9:’-( 公

司+ 24T#!$03，24T#$&0 和 24T#!’!F 特异反转录引物

和 ZRT 引物以及内参照 0W CTUV 的引物均购自 #9,
:’-( 公 司 的 24C_3@3,M 6T,#ZRT ZC42-C W-:+ 定 量

ZRT 试剂盒（WXYT IC--@ 染料）及 b4A8: R5;.-C ( 定

量 ZRT 仪为 ;-<=4 公司产品+
%+ &J 方法

!+ $+ !) 小鼠着床前胚胎的收集) 挑选发情前期的雌

性小鼠于 !*：(" 腹腔注射 ZMWI（%+ 0 N \ 只），注射

ZMWI /’ 8 腹腔注射 KRI（%+ 0 N \ 只），当晚雌、雄鼠

!c! 合笼交配，次日清晨看阴栓+ 于交配后 "+ 0，!+ 0，

$+ 0，/+ 0 <，分别收集卵母细胞和各发育阶段着床前

胚胎［$］放入裂解液，d ’"e保存待用+
!+ $+ $ ) 低分子量 TUV 的提取 ) 采用 24C _3@3,M

24TUV ‘G9.3:49@ a4: 提取总 TUV，采用 Z1I *"""（ 购

自加拿大 >>2 公司）分离低分子量 TUV+ 实验步骤简

述如下：解冻 d’"e冰箱保存的胚胎裂解液，震荡混匀

合并同一发育时期的样品计算裂解液的体积；加入
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! " !#体积的 $%&%’()*+( *,,-+-.(，上下颠倒混匀，冰上

放置 !# &-)；加 入 与 裂 解 液 等 体 积 的 /0-,12$()%31
4$3%5%6%5&，剧烈震荡 7# 8 9# :，室温静置 ; 8 7 &-)，

!; ### !低温离心 !# &-)< 上清移入新的离心管中，

加入等体积异丙醇、#< = !> 糖原上下颠倒混匀，室温

静置 7# &-)，!; ### ! 离 心 !# &-)；弃 上 清 用 ?=#
&> " >乙醇清洗沉淀后室温干燥 ; 8 7 &-)，加入 @A24
处理过的去离子水 !# 8 != !>，9=B 恒温 = &-)< 取

; !>样品分光光度计定量，剩余样品补水至总体积

为=# !>后再加入等体积的 2AC 9### 分离低分子量

DE/［7］（ 含 &-DE/），取 ;# )’ 低分子量 DE/ 进行

实验<
!< ;< 7F 反转录体系及反应参数F 取 ;# )’ 低分子量

DE/，!##G H1H>I（ 购 自 "#$%&’(!)# 公 司 ），

! !&%3 " !> &-DE/ 特异反转录引物，总体系为 !# !>
反转录合成 0@E/< 先将模板、引物与 J;K 混匀后

9=B变性 = &-) 后置冰上，再加入酶、24D LM66(5 等试

剂，反转录参 数 为 !9B 7# &-)，7?B 7# &-)，?#B
!# &-)，NB保存<
!< ;< = F 荧光定量 24D 反应体系及反应参数 F 取

; !> DO 产 物 为 模 板 及 &-DE/ 特 异 性 24D 引 物

! !>，采用定量 24D 试剂盒（ PQLD C5(() 染料）及

>-’$+ 4R03(5 7 定量 24D 仪进行 24D 扩增，反应体系

为;# !>，严格按照试剂盒说明书操作< 24D 反应参

数：S=B !# &-)，! 个循环；S=B != :，9#B 7# : ，?NB
读板，共进行 N# 个循环<
!< ;< 9F 24D 产物的 !;# &’ " > 聚丙烯酰胺凝胶电泳

F 取 24D 产物 N !> 与 ; !> 上样缓冲液混匀点样，

电泳缓冲液用 ! T OLA；!;# I 电泳 ;# &-) 后 S#I 电

泳 !< = $；紫外透射仪下观察，&-DE/ 预期扩增产物

大小均为 S# UV<
统计学处理：D(*3 O-&( 24D 反应刚刚进入对数

期时，原始模板浓度及体系等差异尚未被放大，扩增

的目的片断的量可以近似地看作只与起始模板浓度

和扩增效率有关< 根据上述原理采用 H-05%:%6+ K66-0(
AW0(3 对实验数据进行处理，用内参照 =P 5DE/ 归一

化；最后以待检测的 &-DE/ 的 4+ 值与 =P 5DE/ 的 4+
值的比值表示［N X =］&-DE/ 表达的相对量<

!" 结果

!# $" 卵母细胞及着床前胚胎中低分子量 %&’ 提取

结果" 收集卵母细胞约 9### 个、; 细胞胚胎约 ?###
个，N 8 Y 细胞胚胎约 9### 个，囊胚约 7### 个< 提取

样品的总 DE/ 采用分光光度计定量，*;9# )& " *;Y# )&值

为 !< ? 8 ;< !，分别得到 ; 8 = !’ 总 DE/；继续分离后

分别得到约 ;## 8 9## )’ 的低分子量 DE/，取 ;# )’
低分子量 DE/ 进行实验<
!# !" (%)*+,% 结果 " &-DE/ 序列短小约 ;;)+，不

同的 &-DE/ 其 DO 引物及 24D 引物都是针对特定的

&-DE/ 序列设计的，反转录引物为类似于 &-DE/ 前

体的茎环结构< 由于进行反转录引物带有茎环结构

以及 24D 引物设计只能与 &-DE/ 特定序列互补，扩

增过程中可能会产生引物二聚体或非特异性扩增产

物（图 ! 中 = 和 9 泳道）影响定量结果< 因此，首先需

要对荧光定量 24D 产物进行电泳，&-DE/ 特异扩增

产物大小为 S# UV< 24D 产物经 !;# &’ " > 聚丙烯酰

胺凝胶电泳，=P，&-D1!;=* 和 &-D1;S= 均只在 S# UV
处有特异的扩增条带；&-D1!Y!U 除了在 S# UV 处有特

异的扩增条带，在卵母细胞和 N 8 Y 细胞胚胎样品中

可见 9# UV 处的非特异性扩增条带，结果见图 !@<

/：=P 5DE/；L：&-D1!;=*；4：&-D1;S=；@：&-D1!Y!U；H：;# UV @E/ >*,1

,(5；!：卵母细胞；;：; 细胞胚胎；7：N 8 Y 细胞胚胎；N：囊胚；=：无 DO 产

物（有低分子量 DE/）对照；9：无 DO 产物（无低分子量 DE/）对照<

图 !F 24D 产物 !;# &’ " > 聚丙烯酰胺凝胶电泳结果

F F 电泳结果表明着床前胚胎发育的各个阶段均表

达 &-D1!;=*，&-D1;S= 和 &-D1!Y!U，荧光定量 24D 结

果可以准确定量 &-D1!;=* 和 &-D1;S= 的表达水平<
用 =P 进行数据的归一化后，用 &-D1;S= 和 &-D1!;=*
的 4+ 值与 =P 的 4+ 值的比值进行相对定量，得到

&-D1;S= 和 &-D1!;=* 在四个发育阶段的表达水平的

变化（ 表 !）；&-D1;S= 的表达呈明显逐渐上升的趋

势，&-D1!;=* 在卵母细胞到 ; 细胞发育阶段呈下降

趋势，以后随发育进程呈逐渐上升趋势<

表 !F &-DE/ 在着床前胚胎中表达水平的比较

基因
卵母
细胞

; 细胞
胚胎

N 8 Y 细胞
胚胎

囊胚

&-D1;S= " =P #< ### #< ### #< ##= #< ##Y

&-D1!;=* " =P #< #YS #< #7= #< #=9 #< #?9
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!" 讨论

!"#$% 作为基因表达调控的一个重要分子是目

前研究热点& 大量的研究表明［’ ( )］，在小鼠着床后胚

胎、小鼠胚胎干细胞、中枢神经系统及内耳的发育等

过程均表达 !"#$%；在斑马鱼、果蝇和鸡的胚胎及人

类胚胎干细胞中 !"#$% 的表达模式不同& *+",-./0
12/ 等［34］的 研 究 还 证 明 哺 乳 动 物 脑 发 育 过 程 与

!"#$%表达的精确调控有关& 据此可以看出 !"#$%
在胚胎发育、胚层形成和器官分化上起重要作用，并

可以预见 !"#$% 在着床前胚胎发育过程中也一定有

表达并可能发挥重要的作用& #5067# 方法是研究

!"#$% 表达最灵敏、可靠的方法& 近年来，设计茎环

结构反 转 录 引 物 进 行 实 时 定 量 67#（ 简 称 899:.;
<#5067#）检测 !"#$% 表达的方法初步建立，文献报

道该方法最低检测范围可达到纳克级 #$% 样品［33］，

对于研究 !"#$% 在数量有限的细胞群体（ 例如原始

生殖细胞等）的作用有重要意义&
通过系统查阅文献，我们选择了 !"#03=>?，!"#0

=)> 和 !"#03@3A 三 个 基 因 进 行 研 究& !"#0=)> 是

=44B 年由 C9DA?/"E 等［3=］在小鼠的胚胎干细胞中克

隆到的一簇 !"#$%（!"#0=)4 F !"#0=)>）中一个，并

发现 !"#0=)4 F !"#0=)> 该簇基因仅在干细胞特异性

表达而在其他组织中不表达& 小鼠胚胎干细胞来源

于小鼠囊胚的内细胞团，据此推测该簇基因可能在小

鼠的着床前胚胎发育中起作用& !"#03=> 是 G?H910
ID"JK?J? 等［3B］在小鼠脑组织中克隆到的一个与线虫

!"#$% G"J0L 具有高度同源性的 !"#$%& 线虫 G"J0L
是第一个发现的 !"#$% 而且与发育关系密切；目前

!"#03=> 的靶基因在哺乳动物和果蝇中还未被确认，

但是 !"#03=> 在果蝇发育过程中的表达具有时序性，

仅在果蝇发育到蛹和成虫阶段表达而在胚胎和幼虫

发育阶段不表达& 关于 !"#03@3 的研究，目前文献报

道其主要参与造血细胞的分化过程，特别是与 M 淋

巴细胞的分化有关［3L］& 上述文献都支持 !"#03=>?，

!"#0=)> 和 !"#03@3A 在鼠类和人的细胞发育和分化

中起关键作用&
我们通过采用定量 67# 方法，发现在小鼠着床

前胚胎中均表达 !"#03=>?，!"#0=)> 和 !"#03@3A；其

中 !"#0=)> 在 @ 细胞以后发育阶段表达水平明显升

高；!"#03=>? 在卵母细胞到 = 细胞发育阶段呈下降

趋势，以后随发育进程呈逐渐上升趋势；!"#03@3A 可

能由于 表 达 丰 度 低 未 能 得 到 定 量 结 果，仅 在 终 点

67# 产物电泳结果证实其在各个发育阶段均表达&
哺乳动物着床前胚胎发育过程是与其细胞增殖、凋亡

和分化相互联系的；在卵母细胞阶段基因组主要来源

于母源型，到 = 细胞阶段是合子型基因组的激活，从

= 细胞到 @ 细胞发育阶段主要是卵裂的过程，而囊胚

阶段开始出现细胞的向各个胚层的分化& 通过我们

的研究，似乎 !"#$% 的表达水平的变化是引起着床

前胚胎基因组激活的一个重要方面，!"#$% 在着床

前胚胎中发挥了极为重要的促进发育和分化的作用，

并可能在胚胎发育过程中母型基因向合子型基因调

控过渡的关键事件中起作用& 经系统查阅国内外文

献目前尚无相关报道，本研究发现并提出在着床前胚

胎中 !"#$% 的表达及可能对着床前胚胎发育的作

用，为深入研究 !"#$% 在着床前胚胎发育中的功能

奠定了基础&
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