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要!本研究旨在利用
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技术从转录组学角度探讨犏牛囊胚玻璃化冷冻的损伤机制'采用体外受精

"

B̀ Y

#技术生产犏牛胚胎"奶牛精子
a

牦牛卵子#!以新鲜犏牛囊胚和经玻璃化冷冻复苏后的冻融囊胚为研究对象!

提取总
345

!使用
;6GKQ!,P
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方法进行扩增并构建文库进行高通量测序'结果表明$新鲜囊胚和冻融囊胚样本经

深度测序后!分别得到
:%&//%%.

和
:)%/0*:(

条
@HPG-3PG",

!其中
(&b

以上
@HPG-3PG",

被比对上参考基因组'

冻融囊胚相对于新鲜囊胚共筛选出
%%%/.

个差异表达基因"

<FT,

#!其中上调表达基因有
1:1&

个!下调表达基因

有
*.0.

个'新鲜囊胚和冻融囊胚可变剪切数分别有
)/&%.

和
.)*:0

个&

;47

位点数量分别为
%%..(%

和
00)1:&

个'差异基因
TV

功能分析主要富集于生物过程(细胞组成和分子功能
*

大类&

cFTT

注释结果表明!冻融囊胚与

新鲜囊胚间共涉及
*%(

条通路!其中
%)

条通路显著富集'推测犏牛囊胚冷冻损伤机制可能是通过剪接体(泛素介

导蛋白水解和内质网蛋白加工等通路的相互协调以及
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等基因的差异表达

来发挥生物学作用'综上表明!本研究利用
345!,P
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技术首次从转录组学角度探讨了犏牛囊胚玻璃化冷冻的损

伤机制!为完善胚胎的玻璃化冷冻提供新思路!同时也为进一步完善犏牛基因结构信息和胚胎玻璃化冷冻相关的

新基因提供理论基础'
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牦牛是青藏高原等地区的特有畜种!是当地牧

民重要的生活(生产资料'但是!由于牦牛存在生长

速度慢(产奶量低(品种选育遗传进展慢等问题!致

使牦牛业的经济发展受到了严重阻碍)

%

*

'而牦牛与

普通牛的杂交后代"犏牛#!具有明显的杂交优势!生

长发育快(产奶量高!并且抗病能力强!深受当地牧

民的喜爱'但
Y

%

代犏牛雄性不育!因此!犏牛不能

通过横交方式繁殖后代!只能采用自然交配或人工

授精使母犏牛与公牦牛或普通牛回交来繁殖后代!

但回交繁殖的后代生产性能低下!并无经济效益'

随着体外受精和胚胎移植技术"

?)D(#'+DPKQ$H$EG!

Q$#-G-"P6[K

C

#QKG-,DPK

!

B̀ Y!FA

#的完善和发展!

采用牦牛卵母细胞与奶牛精子进行体外受精的方法

来获取犏牛胚胎!然后将犏牛胚胎移植入母犏牛子

宫中!从而实现母犏牛繁殖高经济价值的犏牛这一

目标!并将对牦牛杂交改良工作的可持续发展发挥

重要的推动作用'为避免时间和地域的限制!在进

行犏牛胚胎移植前!必须对犏牛胚胎进行冷冻保存'

玻璃化冷冻法"

$̀QK$D$JGQ$#-

#可避免冰晶的形成!操

作简单(冷冻效率高!在目前众多胚胎冷冻保存方法

中应用最为广泛)

0

*

'经过玻璃化冷冻后的冻融囊

胚!不可避免地还是会遭受一定程度的冷冻损伤!冻

融囊胚移植的妊娠率一般比鲜胚移植低
%&

个百分

点以上)

*!)

*

!而且胚胎冷冻保存的存活率本身也有待

提高'在牛胚胎玻璃化冷冻研究中发现!第
1

天扩

张囊胚冷冻存活率为
(&b

!而桑椹胚冷冻存活率仅

为
.0b

)

:

*

'目前!通常采用形态学方法对胚胎进行

质量评估!但形态学评估具有明显的局限性!不能有

效地阐述胚胎的冷冻损伤机制'近年来!随着转录

组测序"

345!,P
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#技术的发展!可以更便捷(准确地

从分子水平来探究冻融囊胚的损伤机制'转录组

"

AKG-,JK$

2

Q#6P

#是指在某一特定条件下细胞转录

的所有
345

!包括
6345

和非编码
345

)

.

*

'转录

组研究作为基因功能和结构研究的基础!可以有效

地发掘相关的功能基因!有助于全方位理解细胞基

因的表达)

1

*

'有关牦牛卵母细胞转录组)

(

*和牦牛胚

胎转录组)

/

*的研究也在陆续开展!但未见犏牛胚胎

玻璃化冷冻方面的报道'本研究以犏牛新鲜囊胚和

经玻璃化冷冻复苏后的冻融囊胚为研究对象!应用

345!,P

I

技术对其进行高通量测序!通过转录组数

据注释和生物信息学分析!比较玻璃化冷冻前后犏

牛囊胚差异表达基因!从转录组学角度探讨冻融囊

胚的冷冻损伤机制!为完善胚胎的玻璃化冷冻提供

新思路!同时为进一步完善犏牛基因结构信息和挖

掘与犏牛囊胚玻璃化冷冻相关的新基因提供理论

基础'

#

!

材料与方法

#B#

!

卵巢与冻精来源

牦牛卵巢采自四川省广汉市向阳屠宰场!娟姗

牛冻精购自四川省家畜改良站'

#B!

!

试剂与耗材

Y;S

"

Y#HHQK#

2

$-

,

!̀

#(

?S

"

?OQK#

2

$-

,

!̀

#购自

\BV4B@SF

公司&胎牛血清 "

Y@;

#和双抗 "

7P-

;QKP

2

#均为
T$[J#

产品&胚胎培养液
T!B̀ Y

AX

7HO,

!

T!%

AX

7HO,

(

T!0

AX

7HO,

(

;

2

PK63$-,P

AX和透明质酸

酶"

S_5;F!%&a

#购自
$̀QK#H$DP

公司&

XP"$O6%//

"

%&a

#(雌二醇"

%

!F,QKG"$#H

#和丙酮酸钠"

;#"$O6

2C

KOZGQP

#均为
;$

L

6G

产品'玻璃化冷冻试剂盒

"

À%&%

#(玻璃化解冻试剂盒"

À%&0

#均购自
c$QG!

EGQ#

公司&细胞裂解液和
34G,PB-N$[$Q#K

由安诺优

达基因科技"北京#有限公司提供&

34PG,

C

X$JK#

c$Q

购自
9$G

L

P-

公司&

;X53APK7@3J<45,

C

-!

QNP,$,c$Q

购自
AGcG3G

公司&

5

L

$HP-Q0%&& S$

L

N

;P-,$Q$Z$Q

C

<455,,G

C

c$Q

购自美国
5

L

$HP-QAPJN-#H!

#

L

$P,

公司&

TPHFMQKGJQ$#-c$Q

购自
@=\BV

公司'

01(%
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犏牛胚胎的体外生产

牦牛卵巢采于四川省广汉市向阳牛市屠宰场'

牦牛屠宰后!在
%:6$-

内迅速采摘牦牛卵巢于
*:

w

添加青霉素和链霉素"

%&&

&

L

1

6?

k%

#的无菌生

理盐水恒温保温壶中!

*N

运送回实验室'用
%&6?

一次性无菌注射器抽取直径
0

#

(66

卵泡中的卵

泡液!在体视显微镜下挑选胞质均匀且外周被
*

层

以上颗粒细胞包裹的
@V@,

'将挑选出的
@V@,

在

卵母细胞体外成熟"

?)D(#'+ 6GQOKGQ$#-

!

B̀ X

#清

洗盘中洗涤
0

#

*

遍!再以
:&

枚1孔k%的数量转入

B̀ X

四孔板中!然后置于
*(':w

(

:b @V

0

(饱和湿

度的
@V

0

培养箱中成熟培养
0)N

'

用吸卵针轻微吹打已成熟的卵母细胞!去除部

分颗粒细胞!保留
0

#

*

层颗粒细胞!再将卵母细胞

移入已平衡
(N

的体外受精"

?)D(#'+DPKQ$H$EGQ$#-

!

B̀ Y

#液中清洗
0

#

*

次!再以约
*&

枚1滴k%的卵母

细胞量转入另一
B̀ Y

微滴中!加入已解冻并获能的

精子"精子密度至少
0a%&

. 个1

6?

k%

#!置于
*(':

w

(

:b @V

0

(

/&b 4

0

(饱和湿度的培养箱中受精

0)N

'

用吸卵针将已受精的卵母细胞移至
T!%

微滴

中!清洗
0

#

*

次!再以
0&

枚1滴k%的量转入另一
T!%

微滴中!三气培养箱培养
10N

'随后!挑选已均匀分

裂的胚胎在
T!0

微滴中清洗
0

#

*

次!再以
%&

枚1滴k%

的量转入另一
T!0

微滴中!培养
)(N

'

#B%

!

犏牛囊胚玻璃化冷冻与解冻

采用
c$QGEGQ#

公 司 的 玻 璃 化 冷 冻 试 剂 盒

"

À%&%

#(玻璃化解冻试剂盒"

À%&0

#!按照使用说

明书上的步骤进行犏牛囊胚玻璃化冷冻与解冻'

#B'

!

冷冻前后囊胚的收集

在体外受精的第
.

天收集发育良好且未孵化的

*

枚新鲜囊胚混合!再选取经玻璃化冷冻保存!并解

冻复苏良好的
*

枚冻融囊胚混合'分别将新鲜组和

冻融组目标回收囊胚在等渗透压(无钙镁的
7\;

溶

液中清洗
0

#

*

遍!去除残留血清和培养液'洗涤

后!将尽可能携带少于
&':

&

?

液体体积的
0

组目标

囊胚分别移入含有细胞裂解液和
34G,PB-N$[$Q#K

的
0

个单细胞采集管中!

k(&w

超低温冰箱保存'

#BC

!

+,-

提取'文库的构建及测序

采用
34PG,

C

X$JK#c$Q

!按步骤提取单细胞采

集管中新鲜囊胚和冻融囊胚样本的总
345

'使用

;6GKQ!;P

I

0

方法)

%&

*进行扩增$加入反应
[ODDPK

(反

转录酶(含公共序列的
VH$

L

#!"A

引物和
A;V

引物!

反应得到一链扩增产物&不转管!直接加入含共同序

列的
B;7@3

引物和
7@3

扩增试剂!反应得到长度

约
%

#

0 [̂

的二链扩增产物
J<45

'对富集扩增的

J<45

采用
5

L

$HP-Q0%&& S$

L

N;P-,$Q$Z$Q

C

<45

5,,G

C

c$Q

检测扩增产物
J<45

样品片段分布情

况'根据检测结果!对扩增产物
J<45

质量进行判

定!进行后续文库构建'

两个样本各选取
0&-

L

扩增产物
J<45

作为起

始原料进行文库构建'使用
\$#KO

2

Q#K

,

;#-$JGQ$#-

;

C

,QP6

"

<$G

L

P-#"PB-J'

#进行样本
J<45

片段化!

使之断裂为
0&&[

2

左右的小片段'然后用
0b

琼脂

糖凝胶电泳检测片段化处理效果'经超声打断后!

进行样本
J<45

末端修复(加碱基
5

(测序接头拼

接等各步反应!每步反应后!使用
\PĴ6G-56

2

OKP

U7

磁珠进行纯化'取接头产物进行
7@3

扩增!样

本分别引入不同的
B-"PM

标签!便于上机测序时区

分'最后用
0b

琼脂糖凝胶电泳检测
7@3

扩增产

物后!切取
<45

片段的凝胶块!使用
@=\BVTPH

FMQKGJQ$#-c$Q

快速琼脂糖凝胶
<45

回收试剂盒

回收
<45

!再溶于
F\

缓冲液中!即为最终的文库'

最后使用
S$;P

I

0:&&

测序平台对构建好的两个文

库进行单细胞高通量测序'

#B$

!

数据分析

对原始数据进行过滤!去除低质量序列和测序

接头序列!得到
@HPG-3PG",

'采用
A#

2

SGQZ0'&'%0

软件将测序过滤后所得的
@HPG-3PG",

与参考基因

组进行比对分析'利用
37cX

法)

%%

*

"

3PG",7PK [̂

2

PKX$HH$#-KPG",

#计算基因表达量'对于设置生物

学重复的试验!采用
<F;P

I

0

进行基因差异表达分

析!而本研究无生物学重复!故采用
<FT,P

I

法)

%0

*

进行基因差异表达分析!比较处理组与参考组!并以

)

H#

L

0

KGQ$#

)'

%

和
Y

#

&'&:

作为基因差异表达的阈

值!得到差异表达基因"

<$DDPKP-Q$GHH

C

PM

2

KP,,P"

L

P-P,

!

<FT,

#的个数'将
<FT,

与参考基因比较!

得出
<FT,

显著富集的
TV

功能条目!并进一步挖

掘出与
<FT,

显著相关的生物学功能'然后将

<FT,

向
TP-PV-Q#H#

LC

数据库"

NQQ

2

$%%

888'

L

P!

-P#-Q#H#

LC

'#K

L

%#各个条目进行映射!计算其数目!

对
H

值进行校正后!以
H

#

&'&:

为阈值!满足条件

的
TV

条目即为在
<FT,

中显著富集的
TV

条目'

通过与
cFTT

"

c

C

#Q#P-J

C

JH#

2

P"$G#D

L

P-P,G-"

L

P-#6P,

#数据库进行比对!对基因涉及的信号通路

进行分析'应用
5;

2

K#D$HP

软件对可变剪切进行分

*1(%
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析'利用
;G6Q##H,!&'%'%/

)

%*

*进行单核苷酸多态性

"

;$-

L

HP-OJHP#Q$"P

2

#H

C

6#K

2

N

C

,6

!

;47

#分析'

#B&

!

差异表达基因的
+FE

Z

4M+

验证

为验证测序结果的准确性!根据测序结果随机

选取
)

个
<FT,

"

0

个上调
<FT,

!

0

个下调
<FT,

#!

并选取
E0!

作为内参基因!采用
3A!

I

7@3

方法验

证
<FT,

的表达情况'采用
7K$6PK7KP6$PK:

软件

进行基因定量引物设计!引物序列见表
%

'以合成

的犏牛新鲜囊胚和冻融囊胚
J<45

第一链为模板!

扩增
8!L

(

E-H%%&

等基因'

3A!

I

7@3

反应体系

为
%&

&

?

$上下游引物各
&'(

&

?

!

;,#5"ZG-JP"

AX

;_\3

,

TKPP-;O

2

PK6$M:

&

?

!

""S

0

V0'/

&

?

!

J<45

模板
&':

&

?

'

3A!

I

7@3

扩增程序$

/: w

预

变性
*6$-

&

/:w

变性
%&,

!

.&w

"根据实际引物退

火温度进行调整#退火
0&,

!

10w

延伸
.&,

!

*&

个循

环&最后
10w

延伸
:6$-

&

)w

保存'试验结果采用

7DGDDH

法)

%)

*分析
)

个
<FT,

在两样本中的相对表

达量'

表
#

!

实时荧光定量
4M+

引物信息

F0>=.#

!

41*9.1/I51

Z

<07:*:0:*Q.+FE4M+

基因
TP-P

引物序列 "

:]!*]

#

7K$6PK,P

I

OP-JP

产物长度%
[

2

;$EP

E0!

"内参#

Y

$

T@@TA5AA@5A@T5@5@@AT

!

3

$

AT@55TAT5@T5TTTTA55A %10

8!L Y

$

55T5T5@TT5TT5TT5TT5A

!

3

$

TAT555@A@TA@T@A@5A@@ %%/

E-H%%& Y

$

5T5555@@@5T5AT@@T5T5

!

3

$

A@@@A55@AT@@5T5@@55T 0:1

;OS% Y

$

A@5TT@@5T5@55@T5T5AA

!

3

$

@TTATA@AT5T@AT55@5AT %*0

;H1*% Y

$

TTT@5@A@555T555A@@TT

!

3

$

@5AA@@AT5A@@@AAATT@@ %&(

!

!

结
!

果

!B#

!

测序质量评估及基本数据分析

新鲜囊胚和冻融囊胚过滤后得到的高质量序列

占
3G8 3PG",

的比例"

@HPG-3PG",KGQP

#分别为

/1'&1b

和
/:'((b

!

9*&

百分比分别达到
/0'&0b

和
/%'/%b

"表
0

#!说明测序质量和文库构建质量较

高!测序数据准确可靠!可满足后续分析'从碱基含

量分布图"图
%

#可知!测序结果中两样本碱基
5!A

(

@!T

含量都基本对应重合!说明碱基组成稳定平衡!

测序质量高'从碱基质量分布图"图
0

#可知!两样

本碱基质量稳定在
*&b

#

)&b

!低质量碱基比例

小!说明测序质量较好'

表
!

!

测序产量统计

F0>=.!

!

K:0:*/:*2/5I/.

Z

<.72*7

6

5<:

)

<:

样品

;G6

2

HP,

原始读数

3G83PG",

过滤读数

@HPG-3PG",

过滤读数比例%
b

@HPG-3PG",KGQP

过滤碱基

@HPG-[G,P,

9*&

百分比%
b

9*&

2

PKJP-Q

犏牛新鲜囊胚
Y3\ :0.)%:0) :%&//%%. /1'&1 .*(1*(/:&& /0'&0

犏牛冻融囊胚
À\ :.:0%%&) :)%/0*:( /:'(( .11)&))1:& /%'/%

!B!

!

测序结果比对分析

采用
A#

2

SGQ

软件将犏牛新鲜囊胚和犏牛冻融

囊胚两样本过滤后的
@HPG-3PG",

与参考基因组进

行比对!比对统计结果如表
*

所示'由表
*

可知!新

鲜囊胚和冻融囊胚两样本的
@HPG-3PG",

与比对上

参考基因的
3PG",

的比例都大于
(&b

!说明样品无

外源物种污染'在基因表达水平的
3PG",

值的基础

上!采用
<FT,P

I

法)

%0

*对犏牛新鲜囊胚和犏牛冻融

囊胚进行基因差异表达分析!并选取
H#

L

0

KGQ$#

'

%

和
Y

#

&'&:

设为基因差异表达的阈值!得到上下调

基因个数'犏牛冻融囊胚经过玻璃化冷冻(解冻复

温后!相比与犏牛新鲜囊胚有
1:1&

个基因上调表

达!

*.0.

个基因下调表达!两样本总共有
%%%/.

个

<FT,

'根据上下调基因!绘制的差异表达基因火

山图"图
*

#更能直观反映
<FT,

的情况'可变剪接

分析表明!犏牛新鲜囊胚和冻融囊胚分别有
)/&%.

)1(%
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5'

犏牛新鲜囊胚&

\'

犏牛冻融囊胚'图
0

同

5'YKP,NJK#,,![KP"[HG,Q#J

C

,Q,#DQNP

C

Ĝ

&

\'̀ $QK$D$P"!QNG8P"JK#,,![KP"[HG,Q#J

C

,Q,#DQNP

C

Ĝ 'ANP,G6PG,D$

L

OKP0

图
#

!

碱基含量分布

8*

6

B#

!

F3.;*/:1*><:*575I>0/.257:.7:

图
!

!

碱基质量分布

8*

6

B!

!

F3.;*/:1*><:*575I:3.>0/.

Z

<0=*:

@

表
J

!

样本与参考基因比对统计结果

F0>=.J

!

K<9901

@

5I90

))

*7

6

1./<=:

"

90

))

*7

6

:51.I.1.72.

6

.7./

#

样品

;G6

2

HP,

读数总数

A#QGH3PG",

匹配总数

XG

22

P"3PG",

匹配总数比例%
b

XG

22

$-

L

KGQP

多次匹配数

XOHQ$6G

2

3PG",

多次匹配数比例%
b

XOHQ$6G

2

KGQP

犏牛新鲜囊胚
Y3\ )/0/..(0 */)*:.%: (&'&& 0:(*.0& :'0)

犏牛冻融囊胚
À\ )(%.01%. *(.0%(10 (&'%/ 01%)*(% :'.)

和
.)*:0

个可变剪切事件'

;47

分析显示!犏牛新

鲜囊胚和冻融囊胚两样本分别检测到
%%..(%

和

00)1:&

个
;47,

位点 '

!BJ

!

差异基因的
N̂

功能分析

测序得到的
O-$

L

P-P,

与
TV

数据库进行比对

后!参考
TV

数据库序列注释测序基因'经
TV

注释

分类后发现!犏牛新鲜囊胚和冻融囊胚共中有
%&:*0

个
O-$

L

P-P,

被分于
*

个主要
TV

分类条目中!其中包

括
0*

个生物过程"

\$#H#

L

$JGH

2

K#JP,,

!

\7

#(

00

个细胞

组成"

@PHHOHGKJ#6

2

#-P-Q

!

@@

#和
00

个分子功能

"

X#HPJOHGKDO-JQ$#-

!

XY

#的次级条目"图
)

#'在
\7

分类中!细胞过程"

@PHHOHGK

2

K#JP,,

!

@7

#类别最为显

著富集&在
@@

分类中!细胞组成"

@PHH

2

GKQ

!

@7

#类别

极显著富集&在
XY

分类中!整合"

\$-"$-

L

#类别极显

著富集'

:1(%
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图
J

!

差异表达基因火山图

8*

6

BJ

!

F3.Q5=2075

)

=5:5I;*II.1.7:*0==

@

.Y

)

1.//.;

6

.7./

!B%

!

差异基因
?XNN

通路分析

为了进一步了解获得的预测蛋白的生物学功能

及相互作用!将所有的预测蛋白与
cFTT

蛋白质数

据库进行了比对'在犏牛冻融囊胚与新鲜囊胚间差

异表达基因通路功能注释中!共有
%0*%:

个
O-$

L

P-P

注释到
*%(

条通路!其中有
%)

条显著富集"表
)

#'

其中!剪接体通路和泛素介导蛋白水解通路二者富

集程度最高!且犏牛冻融囊胚相比新鲜囊胚大部分

<FT,

上调表达'筛选出重要
7GQN8G

C

及所包含的

相关差异表达基因见表
:

'

!B'

!

差异表达基因的
+FE

Z

4M+

验证

为验证测序结果的准确性!根据测序结果随机

选取
)

个差异表达基因"

<FT,

#"

0

个上调
<FT,

!

0

个下调
<FT,

#!并选取
E0!

作为内参基因!采用

3A!

I

7@3

方法验证
<FT,

的表达情况'以新鲜囊

胚为基础!分别以单细胞
345!,P

I

和
3A!

I

7@3

两

种方法测得的
6345

表达量数据来分析基因表达

差异倍数)即
H#

L

0

"冻融囊胚表达量%新鲜囊胚表达

量#*'结果表明!单细胞
345!,P

I

和
3A!

I

7@3

两

种方法计算得到的差异倍数基本一致"图
:

#'验证

说明了高通量测序的准确性'

J

!

讨
!

论

本研究应用
;6GKQ!;P

I

0

方法对犏牛新鲜囊胚

和冻融囊胚进行富集扩增!充分保持原有
6345

种

类的复杂性!保证了扩增样本的测序数据具有和原

始未扩增富集样本的测序数据的一致性'使用

BHHO6$-GS$;P

I

0:&&

平台对犏牛新鲜囊胚和冻融囊

胚进行了高通量测序!经一系列数据处理分析得到

%%%/.

个
<FT,

'

图
%

!

差异表达基因的
N̂

功能分类

8*

6

B%

!

N5I<72:*570=2=0//*I*20:*57/5I;*II.1.7:*0==

@

.Y

)

1.//.;

6

.7./

.1(%
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表
%

!

差异表达基因通路显著性富集分析

F0>=.%

!

40:3A0

@

/*

6

7*I*207:.71*239.7:070=

@

/*/5I;*II.1.7:*0==

@

.Y

)

1.//.;

6

.7./

通路

7GQN8G

C

7GQN8G

C

B<

上调基因

R

2

!KP

L

OHGQP

L

P-P

下调基因

<#8-!KP

L

OHGQP

L

P-P

9ZGHOP

;

2

H$JP#,#6P XG

2

&*&)& :0 %) *':.F!&1

R[$

I

O$Q$-6P"$GQP"

2

K#QP#H

C

,$, 6G

2

&)%0& :% 0* :'1%F!&:

VHDGJQ#K

C

QKG-,"OJQ$#- 6G

2

&)1)& /1 %1 :'1%F!&:

7K#QP$-

2

K#JP,,$-

L

$-P-"#

2

HG,6$J 6G

2

&)%)% :/ *( &'&&&*0%

@PHHJ

C

JHP!

C

PG,Q 6G

2

&)%%% 0* %) &'&&&::1

4POK#GJQ$ZPH$

L

G-"!KPJP

2

Q#K$-QPKGJQ$#- 6G

2

&)&(& (* %: &'&&&::1

345QKG-,

2

#KQ 6G

2

&*&%* :. ** &'&&))0.

AKG-,JK$

2

Q$#-GH6$,KP

L

OHGQ$#-$-JG-JPK 6G

2

&:0&0 (& *% &'&&)1:%

3$[#,#6P[$#

L

P-P,$,$-PÔGK

C

#QP, 6G

2

&*&&( )& %% &'&%*..)

7K#QPG,#6P 6G

2

&*&:& ( %) &'&%*..)

X#K

2

N$-PG""$JQ$#- 6G

2

&:&*0 *) %1 &'&%:&:&

$̀KGH6

C

#JGK"$Q$, 6G

2

&:)%. 01 %) &'&%:&:&

@

C

Q#̂$-P!J

C

Q#̂$-PKPJP

2

Q#K$-QPKGJQ$#- 6G

2

&)&.& 1( 00 &'&%:&:&

7K#QP$-"$

L

P,Q$#-G-"G[,#K

2

Q$#- 6G

2

&)/1) *& %: &'&):%(%

表
'

!

重要通路和差异表达基因

F0>=.'

!

K*

6

7*I*207:

)

0:3A0

@

/07;;*II.1.7:*0==

@

.Y

)

1.//.;

6

.7./

通路
7GQN8G

C

差异表达基因
<FT,

;

2

H$JP#,#6P H'

<

%/

!

H'

<

)

R[$

I

O$Q$-6P"$GQP"

2

K#QP#H

C

,$, C8O%

!

C81O%!

!

C8O0!

!

C8O0J

VHDGJQ#K

C

QKG-,"OJQ$#- @$>

"

@!>/0

#!

H/!

7K#QP$-

2

K#JP,,$-

L

$-P-"#

2

HG,6$JKPQ$JOHO6 E7

<

1&

!

E7

<

)&

!

E7

<

/&

!

8$F

4POK#GJQ$ZPH$

L

G-"!KPJP

2

Q#K$-QPKGJQ$#- B-E

!

B-E;

!

J-E;

@

C

Q#̂$-P!J

C

Q#̂$-PKPJP

2

Q#K$-QPKGJQ$#- @@10

!

@@1*

!

@@;0

图
'

!

+FE

Z

4M+

与
+,-EK.

Z

两种方法的差异倍数比较

8*

6

B'

!

M59

)

01*/575I:3.I5=;2307

6

./>.:A..7+FE

Z

4M+07;

+,-E/.

Z

!!

对
<FT,

进行
TV

功能分析!共有
%&:*0

个

O-$

L

P-P,

得到了表达注释!涉及
0*

个
\7

(

00

个
@@

和
00

个
XY*

大类别'在
\7

分类中!

<FT,

主要

富集于刺激检测(单"多#细胞生物过程!另外也参与

了
T

蛋白偶联受体信号通路(细胞表面受体信号通

路在内的信号传导过程'结果表明!刺激反应(

T

蛋

白偶联受体信号通路在冻融囊胚中表现活跃!具有

重要作用'在
@@

分类中!

<FT,

主要富集于质膜(

质膜积分在内的细胞外围部分!说明犏牛新鲜囊胚

在经玻璃化冷冻(解冻复温为冻融囊胚过程后!玻璃

化冷冻对囊胚细胞膜的影响很大'细胞膜又称质

膜!是由蛋白质和脂质组成围绕在细胞最外层的生

11(%
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物膜!可分割细胞内外环境!对细胞与外围环境之间

进行物质和能量的交换起决定性作用'研究表明!

细胞膜对低温非常敏感!冷冻时冰晶的形成或解冻

时未加冷冻保护剂就直接将胚胎至于高渗解冻液中

致使胚胎过快吸水膨胀!这些都会对细胞膜造成严

重破坏)

%:

*

'在
XY

分类中!

<FT,

主要富集于受体

活性和信号转导活性方面!具体还涉及信号受体活

性(跨膜信号受体活性和
T

蛋白偶联受体活性'说

明冻融囊胚受体活性!特别是跨膜信号受体等活性

相比新鲜囊胚受到较大影响'

TV

分析提示!犏牛

新鲜囊胚经玻璃化冷冻(解冻复温后!因冷冻低温刺

激致使细胞膜受到了一定程度的冷冻损伤!细胞表

面的受体活性!特别是跨膜信号受体活性和
T

蛋白

偶联受体活性受到了较大影响'

在犏牛冻融囊胚与新鲜囊胚间差异表达基因

7GQN8G

C

功能注释中!共有
%0*%:

个
R-$

L

P-P

注释

到
*%(

条
7GQN8G

C

!其中有
%)

条显著富集'在
%)

条显著富集通路中!剪接体通路最为显著富集'

6345

前体通过不同的剪切形式可产生不同的

6345

剪切异构体!不同的
6345

剪切异构体又

可被翻译成不同的蛋白质!所以
6345

的可变剪切

极大地丰富了蛋白质的多样性'标准的剪接体由
:

个小核糖核蛋白"

C%

(

C0

(

C)

(

C:

(

C.

#和几个剪接

体相关蛋白组成'在剪接体富集通路中!

6345

前

体剪接因子
%/

"

7KP!6345

2

K#JP,,$-

L

DGJQ#K%/

!

H'

<

%/

#(

6345

前体剪接因子
)

"

7KP!6345

2

K#!

JP,,$-

L

DGJQ#K)

!

H'

<

)

#等大部分
6345

前体剪接

因子在犏牛冻融囊胚中都上调表达'研究发现!

H'

<

%/

的上调表达!可能会干涉导致
SP?G

等细胞

发生调亡)

%.

*

!激活前体
6345

剪接体并介导
<45

损伤响应)

%1

*

!另外
H'

<

%/

干涉影响了微管和着丝粒

之间的附着!导致细胞有丝分裂前中期染色体不能

正常排列到赤道板上'

H'

<

)

可影响一类特殊的基

因!使其内含子剪切效率降低!导致
<45

突变的发

生)

%(

*

'

345

内含子剪切效率降低!容易造成无义

介导的
6345

降解!从而降低了蛋白质的表达水

平!对蛋白质功能造成严重影响'所以!剪接体通路

的显著富集!大多数差异基因的上调表达!表明犏牛

新鲜囊胚经玻璃化冷冻后发生了大量的可变剪接!

而一些
6345

前体剪接因子的上调!则会对细胞

产生不利影响'

泛素介导蛋白水解通路可通过控制蛋白质在细

胞内的存活时间来调控多种生理活动!除了参与蛋

白质降解!在信号传导(

<45

修复(细胞凋亡和细胞

周期调控等生命活动中也发挥着重要作用)

%/

*

'泛

素需与泛素活化酶"

R[$

I

O$Q$-GJQ$ZGQ$-

L

P-E

C

6P

!

O%

#(泛素结合酶"

R[$

I

O$Q$-J#-

+

O

L

GQ$-

L

P-E

C

6P

!

O0

#(泛素连接酶"

R[$

I

O$Q$-H$

L

G,P

!

O*

#依次作用才

能和蛋白质成功连接'

c'3P

C

-GO"

等)

0&

*研究发现

卵母细胞的成熟需要泛素介导蛋白水解途径来激活

减数分裂的重启'本研究
R[$

I

O$Q$-

途径蛋白降解

调 节 细 胞 周 期 的
C8O%

(

C81O%!

(

C8O0!

(

C8O0J

等在犏牛冻融囊胚中都表达增强'推测泛

素在囊胚玻璃化冷冻这一过程中可能选择性地降解

了胚胎细胞的蛋白质!具体作用有待进一步研究'

钙调蛋白"

@GH6#"OH$-

!

@$>

!又称钙调素#!是

一种存在于真核细胞内最重要的钙受体蛋白!是钙

离子"

@G

0d

#信号传导系统中的重要组成部分'本

研究中!嗅觉传导通路显著富集!

@$>

"

@!>/0

#是

在犏牛冻融囊胚中唯一表达量下调的差异基因'

@$>

参与细胞增殖的调控!可促进细胞的增殖和分

裂!对细胞骨架(酶活性和细胞运动也有一定的调控

作用'当细胞受到外界刺激!使细胞质内
@G

0d浓度

增高时!就会加速
@$>

与
@G

0d结合的进程!并与靶

蛋白相互作用!使机体产生一系列生理反应)

0%

*

'研

究发现!烟草幼苗细胞)

00

*

(小鼠胚胎成纤维细

胞)

0*

*

(小鼠早期囊胚)

0)

*等动植物细胞在一定温度

范围内热应激后!

@G

0d浓度和
@$>

表达量都相应

升高'

S'A'?$O

等)

0:

*研究发现热应激可能会促进

细胞膜上钙离子通道的激活!从而致使细胞外
@G

0d

能够快速进入细胞内与
@$>

结合'本研究中!犏

牛新鲜囊胚经玻璃化冷冻后!嗅觉传导通路中的

@$>

表达量显著降低!推测冷应激可能会对细胞膜

造成了一定的影响!延缓了
@G

0d由胞外通过钙离子

通道进入胞内的进程!从而降低了
@$>

与
@G

0d的

结合!致使
@$>

的表达量显著降低'本研究嗅觉

传导通路中!蛋白激酶
5

"

7K#QP$-c$-G,P5

!

H/!

#

在犏牛冻融囊胚中表达量显著上调'

"!>H

%

H/!

信号转导途径是一条由
T

蛋白偶联受体介导的细

胞信号传导通路!激活后的
H/!

可通过使蛋白质

磷酸化而发挥重要的生物学作用!参与调节细胞增

殖分化(新陈代谢(基因转录等过程'

;#-$JSP"

L

P!

N#

L

"

;SS

#是经典的控制胚胎发育的信号传导通

路!研究发现!

H/!

会抑制
;SS

信号通路的活性!

并且
H/!

使蛋白质磷酸化会抑制
;SS

信号通路

中
65(

基因的表达!对
;SS

信号通路起负调控作

(1(%
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!

杰等$基于高通量测序的犏牛囊胚玻璃化冷冻损伤机制研究

用)

0.!01

*

'所以!推测犏牛新鲜囊胚经玻璃化冷冻

后!导致嗅觉传导通路中
H/!

表达量显著上调!会

对胚胎发育带来不利影响'

在
%)

条显著富集通路中!内质网蛋白加工是其

中一条显著富集的通路!内质网相关降解途径上的

热休克蛋白"

SPGQ,N#Ĵ

2

K#QP$-,

!

S,

2

,

#的表达量

具有显著差异!其中
E7

<

1&

在犏牛冻融囊胚中表达

量显著上调!而
E7

<

)&

(

E7

<

/&

表达量显著下调'

E7

<

7

除了因受到热刺激产生外!体外冷刺激(缺

氧(重金属(化学物质(有毒物质等因素也都可以诱

导
E7

<

7

的产生!所以热休克蛋白也被称为应激蛋

白"

;QKP,,

2

K#QP$-

#'

E7

<

1&

可参与细胞增殖!在细

胞有丝分裂过程中也起到一定的作用'研究发现!

当细胞因外界变化出现应激反应而处于相对不利的

环境中时!

E7

<

1&

的合成量会显著增加!

*&6$-

内

可增加到最高水平!诱导的
E7

<

1&

可以降低细胞(

组织和器官受外界有害环境的影响!具有一定的保

护机制)

0(

*

'许文兵)

0/

*在比较程序化冷冻法和玻璃

化冷冻法对转基因克隆牛囊胚冷冻效果试验中发

现!程序化冷冻处理组和玻璃化冷冻处理组中的

E7

<

1&

基因相对表达量都高于新鲜囊胚组!且程序

化冷冻处理组表达量最高!得出了玻璃化冷冻相对

优于程序化冷冻的结论'另外!研究发现哺乳动物

胚胎在应激条件下诱导合成大量的
E7

<

1&

的同时!

其它
E7

<

7

的合成却会受到一定程度的抑制甚至停

止)

*&

*

'玻璃化冷冻是一种剧烈的冷应激!本研究中

犏牛新鲜囊胚经玻璃化冷冻后!

E7

<

1&

表达量显著

上升!而
E7

<

)&

(

E7

<

/&

显著下降!这与上述论证吻

合!说明
E7

<

1&

合成量的增加是为了保护胚胎抵抗

冷应激'正常情况下的细胞凋亡有益于胚胎的发

育!可以清除衰老细胞和对机体不利的成分!增强胚

胎的新陈代谢!但细胞凋亡异常表达时!则会对胚胎

的正常发育产生严重影响'玻璃化冷冻可能会导致

细胞凋亡异常!但本研究中!内质网蛋白加工通路上

的细胞凋亡促进基因
8$F

在犏牛冻融囊胚中却是

下调表达!

\

淋巴细胞癌
!0

基因"

\!JPHHH

C

6

2

N#6G!

0

!

8"5G0

#的表达也未发生显著变化'

;'5'T#K"#-

等)

*%

*研究证实了这一现象!发现上调表达的
E7

<

1&

可抑制
H:*

及
H:*

介导的细胞凋亡!并抑制
8$F

基因的上调表达!但不会对
8"5G0

的表达产生影响'

说明
E7

<

1&

在胚胎发育过程中可通过抑制细胞异

常凋亡的方式来发挥生物学作用保护胚胎!避免胚

胎因受外界有害环境的影响而导致细胞凋亡异常的

发生'

神经活性配体受体相互作用信号通路是质膜上

所有与细胞内外信号通路相关的配体(受体的集

合)

*0

*

'本研究中!该通路得到了显著富集!其中促

甲状腺激素"

B-E

#(促甲状腺激素受体"

B-E;

#在

犏牛冻融囊胚中显著上调表达!而促卵泡素受体

"

J-E;

#下调表达'

B-E;

在细胞的信号传导中

发挥作用!

B-E;

只有跟
B-E

特异性结合时!二者

才能发挥其生物学功能'

J-E;

是
T!

蛋白偶联受

体家族中的一员!研究发现
J-E;

结构和功能的改

变可能与卵巢对促性腺激素的反应有关!并且

J-E;

的基因突变可使卵巢功能降低)

**

*

'犏牛囊

胚经玻璃化冷冻后!神经活性配体受体相互作用信

号通路富集!说明此通路对维持胚胎稳定具有重要

作用'

细胞因子受体相互作用通路可通过可溶性蛋白

或者糖蛋白接收来自细胞外的信号传导!调节细胞

的应激(分裂或宿主系统的炎症反应)

*)

*

'细胞因子

是指由多种细胞分泌(具有调节细胞生长分化并参

与炎症反应的多功能的小分子肽总称'细胞因子包

括细胞白介素(干扰素(趋化因子(肿瘤坏死因子和

集落刺激因子等'本研究细胞因子受体相互作用通

路中!趋化因子
@@?0

(

@@?*

(

@@30

等在犏牛冻融

囊胚中都显著上调表达'

@@?0

在控制血管平滑肌

细胞(排卵和妊娠上具有重要作用!而且
@@?0

还可

提高胚胎在恶劣环境中的适应性)

*:

*

'研究发现!在

细胞培养基中添加了重组的人
@@?0

后!细胞增殖

速度得到明显提高!并且还具有抗细胞凋亡的作

用)

*.

*

'猜测趋化因子
@@?0

等的上调表达!可能是

冷冻应激引起的!属于一种保护机制!可提高了胚胎

的适应性!防止细胞凋亡程序紊乱'

犏牛冻融囊胚相对于犏牛新鲜囊胚共筛选出

%%%/.

个差异表达基因!其中上调表达基因有
1:1&

个!下调表达基因有
*.0.

个'

cFTT

注释结果表

明!犏牛冻融囊胚与新鲜囊胚差异表达基因共涉及

*%(

条通路!其中有
%)

条显著富集'虽然玻璃化冷

冻胚胎解冻后复苏率较高!但玻璃化冷冻对胚胎转

录组有显著影响!推测犏牛囊胚冷冻损伤机制可能

是通过剪接体(泛素介导蛋白水解和内质网蛋白加

工等通路的相互协调以及
H'

<

%/

(

H'

<

)

(

@$>

(

H/!

(

E7

<

1&

(

@@10

等基因的差异表达来发挥生物

学作用'

/1(%
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本研究首次从分子水平初步阐释了冷冻胚胎移

植后的妊娠率低于鲜胚移植的生物学机制'为完善

胚胎的玻璃化冷冻提供新思路!同时为进一步完善

犏牛基因结构信息和挖掘与犏牛囊胚玻璃化冷冻相

关的新基因提供理论基础'
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