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兔胚胎时期特异性基因相关新片段的克隆
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摘要 :阶段特异性基因的表达是早期胚胎发育过程中的重要事件 ,对植入前胚胎基因表达模式的研究是

进一步研究植入前胚胎发育调控机制的前提。本实验利用 mRNA差异显示技术来研究兔 ( Oryctolagus

cuniculus domestica)植入前各期胚胎的基因表达差异。在获得的 42个阳性阶段特异性表达的基因中 ,有 5

个在 NCBI和 EMBL数据库中没有同源序列 ,登录 EMBL ,申请了登录号。这些新基因片段都是桑葚期特

异表达的基因 ,而且在以后的囊胚期也有表达。兔由母源型调控向合子型调控的过渡是在 8～16细胞

期开始的 ,在桑葚期开始表达的这些基因片段应该是兔胚胎时期特异性基因。这些基因的克隆将为进

一步研究兔的植入前胚胎发育模式奠定基础。
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Abstract: Proper expression of stage2specific genes is very important for early embryo development. The mRNA

differential display was used to study the stage2specific genes in rabbit preimplantation embryos. A total of 42 positive

differential fragments were obtained ,of which 5 fragments had no homolog in the NCBI and EMBL. These fragments

were submitted to the EMBL and accession numbers were given. All these 5 genes were specifically expressed in

morula stage. Maternal2to2zygotic transition of rabbit starts from 8 - 16 cell stage ,and therefore ,these genes should be

embryo2specific. This research would lay a foundation for further investigating the transcriptional modulation of rabbit

preimplantation embryo development.
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　　阶段特异性基因表达是早期胚胎发育过程

中的重要事件。有实验表明 ,转录要求复合体

(transcription2requiring complex , TRC) 的合成在

小鼠 ( Mus musculus domesticus) 22细胞胚胎阶段
大量增加 ,超过胚胎蛋白质合成量的 4 %。而



在卵母细胞、卵子和受精卵中却不表达 ,同时在

4 2细胞胚胎阶段停止表达 [1 ]。Rnf35 ( RING2
finger)在小鼠早期胚胎中表达 ,但是在囊胚前

期沉默[2 ]。通过对小鼠囊胚内细胞团和外细胞

团发育过程与基因表达模式的研究 ,认为差异

基因的表达控制了内、外细胞团的分化[3 ]。通

过抑制植入前胚胎阶段特异性基因的表达 ,能

够完全阻止胚胎的发育 ,说明在植入前胚胎的

特定阶段 ,特异基因的表达是胚胎发育过程中

的一种重要的调控机制[4 ]。

对有性生殖的动物而言 ,胚胎发育的第一

阶段基本上属于母源型调控 ,即由卵母细胞发

生期间合成的大量蛋白质和 mRNA调控。母型

mRNAs逐步消耗 ,需要合子型基因的适时表达

并完全取而代之 ,实现母型向合子型调控的过

渡。小鼠是在 22细胞期开始母源型调控向合子
型调控的过渡[5 ]

,而兔 ( Oryctolagus cuniculus

domestica)却是在 8～16细胞期开始的[6 ]。合子

基因组活化是胚胎发育的重要事件 ,为了弄清

兔的胚胎发育模式 ,我们利用 mRNA差异显示

方法 ,来研究兔植入前胚胎发育的过程。

1992年Liang等建立的 mRNA差异显示方

法 ,在生物医学等诸多领域得到了广泛的应用 ,

发现了许多新的差别表达基因[7 ]。1994 年首

先利用 DDRT2PCR对小鼠早期植入前胚胎的基

因表达进行了研究[8 ]
,之后相关的文献逐渐增

多 ,技术上也取得了一定的进展[9～15 ]。本实验

利用 mRNA差异显示技术来研究兔植入前胚胎

发育 ,以期获得阶段特异性表达的基因 ,为阐明

兔的早期胚胎发育模式打下基础。

1　材料与方法

111　材料 　6～8 月龄的雌性家兔 ,由泰山医

学院实验动物中心提供。DH5α菌 ,用于质粒的

扩增与转化。p GEM2T用于 PCR 产物的克隆 ,

购自 Promega 公司 ; Taq DNA 聚合酶购买自

Promega公司 ;Superscript Ⅱ为 GIBCO BRL 产品。

RNeasy Mini Kit for the Isolation of RNA 购自

Qigen 公 司 ; SuperScripTM First2Stand Synthesis

System for RT2PCR试剂盒购自 GIBCO公司。实

验中所用的其他试剂还包括 FSH (宁波激素制

品有限公司) ,hCG(上海第一生化药业公司) ;

透明质酸酶 ( Sigma 公司) , Glycogen ( Roche 公

司) ;Primer RNase 抑制剂 ( Eppendorf) ,DNase Ⅰ

GibcoΠBRL ) , RNA Guard ( Amersham Pharmacia

Biotech) ,Oligo (dT)218 (MBI Fermentas) 。[α232
P]

dATP (比活性3 000 CiΠmmol)购自北京亚辉公

司。其他试剂均为国产分析纯产品。3′引物

HT(15) G和 5′引物 HAP1 (5′2AAGCTTGATTG2
CC23′)由上海生工生物工程公司合成。

112　方法

11211　各期植入前胚胎的获得　选择健壮、性

成熟、处于发情间期的 6～8 月龄的雌性家兔 ,

分 6次肌肉注射 FSH (垂体促滤泡素) ,每次 5

IU ,间隔 12 h ,最后一次注射 FSH 12 h后 ,静脉

注射 100 IU的 hCG(人绒毛膜促性腺激素) 。注

射 hCG 13 h 后 ,经外科手术 ,用 PBS冲洗输卵

管 ,以收集处于MⅡ期的卵母细胞。加入透明

质酸酶 (300 IUΠml)并附以机械处理去除卵母细

胞周围的颗粒细胞 , PBS洗 3 次备用。将正常

的雄兔与注射 hCG的雌兔立即交配 ,使之受

孕。受孕 13 h后即可获得 12细胞期胚胎 (受精

卵) 。交配后 24 h取 22细胞期胚胎 ,交配后 40

h取 42细胞期胚胎 ,交配后 54 h取 8～16 细胞

期胚胎 ,交配后 82 h 取桑葚期胚胎 ,而在交配

后 94 h取囊胚期胚胎。

11212　mRNA差异显示 (DDRT2PCR)

1121211　总 RNA的提取 　将获得的不同时期

的植入前胚胎 (5枚)放入 PBS中 ,4℃12 000 rΠ
min离心 30 min ,将胚胎沉淀在管底 ,弃去上清 ;

加入 600μl RLT buffer ,涡旋振荡 2 min ,使胚胎

细胞离散。加入等体积的无水乙醇 ,吸打混匀

后上柱 ,离心后弃去流液 ;加入 600μl RW1 ,离

心后弃去流液 ;换一新的收集管 ,加入 500μl

RPE ,离心后弃去流液 ;重复上述步骤一次 ;加

入 30μl 无 DNase2RNase 的水 ,静置 5 min后离

心 ,重复一次。

1121212　总 RNA样品去除 DNA污染　向收集

的总 RNA中加入 DNaseⅠ后 ,37℃温浴 30 min ,

酚Π氯仿、氯仿分别抽提后加入 2倍体积的无水
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乙醇 ,3 molΠL 醋酸钠 - 20℃沉淀过夜 ,70 %乙

醇洗 2次 ,将沉淀重悬于 20μl 无 DNase2RNase

的水中。

1121213　反转录　在上述20μl RNA中 ,加入 2

μl 10 mmolΠL的 Oligo (dT)218 ,70℃变性 5 min ,

冰上 2 min。依次加入 5×first buffer 10μl , RNA

Guard 1μl ,Primer RNase 抑制剂 1μl ,011 molΠL
DTT 2μl ,10 mmolΠL dNTP 2μl , Superscript Ⅱ1

μl ,加水至终体积 50μl。混匀后 ,42℃逆转录

115 h。70℃5 min以灭活逆转录酶。

1121214　放射性同位素 PCR标记 　5μl 逆转

录产物用于 PCR ,反应体系为 20μl ,包括 10 ×

PCR缓冲液 2μl ,2μl 25 mmolΠL MgCl2 ,2μl 25

μmolΠL HT (15) G,2μl 25μmolΠL HAP1 ,015μl

[α232 P ] dATP ,1μl 1μmolΠL dNTPs , 015μl Taq

DNA聚合酶 ,加入无 RNase2DNase 水至 20μl。

进行 PCR 反应 : 94℃变性 10 min ,40℃退火 5

min ,72℃延伸 5 min ;94℃×30 s ,40℃×2 min ,

72℃×115 min ,共 39 个循环 ;最后一个循环 ,

72℃×5 min。设置 PCR空白对照。PCR产物

用含 8 molΠL尿素的 6 %聚丙烯酰胺凝胶 (尿素

3316 g ,40 %聚丙烯酰胺 8 ml ,10×TBE 8 ml ,加

水 32 ml溶解后 ,定容至 80 ml ,制胶前加入 350

μl 10 %的 APS和 35μl TEMED)电泳 4～5 h ,恒

功率 40 W。取胶 , - 20℃压 X光片 ,放射自显

影 2～3 d。

1121215　差别条带的回收及再扩增 　研究比

对 X光胶片 ,标出差异条带 ,根据所作标记从

胶上小心切下差别条带 ,转入 100μl 去离子水

中 ,于室温下放置 10 min ,100℃沸水煮 15 min ,

1 700 g 离心 2 min ,上清移到新的管中 ,加入 8

μl醋酸钠 (3 molΠL) 、300μl 无水乙醇与 215μl

糖原 (20 mgΠml) , - 20℃共沉淀过夜 ,离心、洗

涤、干燥 ,溶于 10μl DEPC处理水中备用。在

50μl反应体系中 (按 1121214反应体系的浓度 ,

但不加[α232
P] dATP ,不同差异条带的回收产物

扩增引物都用 HT(15) G和 HAP1) ,进行 PCR :

94℃10 min ;94℃1 min ,40℃90 s ,72℃90 s ,20

个循环 ,72℃10 min ;94℃10 min ;94℃1 min ,

42℃90 s ,72℃ 90 s ,20 个循环 ; 72℃ 10 min。

115 %的琼脂糖凝胶电泳鉴定 PCR产物。

1121216　亚克隆及序列分析 　按操作手册将

上述 PCR产物进行纯化 ,连接到 p GEM2T载体

上 ,反应体系 10μl (1 × T4 DNA 连接缓冲液 ,

p GEM2T 50 ng ,PCR产物 3μl ,T4 DNA连接酶 30

U) ,轻轻混均 ,4℃连接过夜。常规方法 (CaCl2

法)制备新鲜的感受态大肠杆菌 JM109 , 取 200

μl感受态 JM109于 115 ml EP管中 ,加入 3μl连

接产物 ,轻旋混均 ,冰浴 30 min ,42℃热激转化

90 s ,快速将离心管移到冰上 2 min ,加入 800μl

LB液体培养基 (不含氨苄青霉素) ,37℃震荡

培养 1 h ,使 JM109复苏并表达质粒编码的抗生

素标记。取 200μl 上述转化菌与 4μl 的 IPTG

(200 mgΠml) 、16μl 的 X2gal (50 mgΠml)混均 ,涂

布于含有氨苄青霉素 (100μgΠml)的LB平板上 ,

37℃培养过夜。重组质粒进行蓝、白斑筛选 ,随

机挑取一个白色单克隆接种到 3 ml 含氨苄青

霉素的 LB液体培养基中 ,37℃振荡培养过夜 ,

提取质粒并用与上述相同的引物和参数进行

PCR ,检测插入片段 ,将条带单一且大小与前面

相同的送去测序。

11213　序列比对及新片段的提交 　将克隆得

到的阳性片段进行 NCBI比对 ,将同源性很低

的新片段提交 EMBL。

2　结　果

211　植入前各期差异显示条带　利用一对锚

定引物对兔植入前各期胚胎进行 mRNA差异显

示分析 ,结果如图 1 所示。1 和 2 两个阴性对

照的泳道都没有条带 ,表明反应体系中的各种

试剂没有污染 ,没有基因组 DNA的污染。在各

期比较中发现 :各期均有特异性表达的条带 ,但

多数集中在 8～16细胞期及桑葚胚。

212　差异显示片段回收后测序　对胚胎各期

表达量有显著差异的片段以及胚胎各期特异性

表达的片段进行回收和再扩增 ,图 2所示为部

分再扩增片段的 112 %琼脂糖凝胶电泳结果 ,

条带较清晰。

213　差异表达片段 GenBank检索结果　对成

功亚克隆的 60个片段进行测序分析。挑选两
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图 1　兔植入前胚胎 mRNA差异显示结果

Fig. 1　mRNA differential display of rabbit

preimplantation embryos

11阴性对照 (转录模板为水) ; 21 阴性对照 (不加逆转录

酶) ; 31MⅡ卵母细胞 ; 41 12细胞期胚胎 ; 51 22细胞期胚胎 ;

61 42细胞期胚胎 ; 71 8～16细胞期胚胎 ; 81 桑葚期胚胎 ;

91囊胚期胚胎。

11 Negative control (transcription template is water) ; 21 Negative

control (without reverse transcriptase) ; 31 MⅡoocyte ; 41 12cell

embryo ; 51 22cell embryo ; 61 42cell embryo ; 71 8 - 16 cell

embryo ; 81 Morula ; 91 Blastocyst .
　

图 2　差异条带的琼脂糖凝胶电泳

Fig. 2　Agarose electrophoresis

of differential fragments

M. DL2000 DNA分子量标准 ;其余的为亚克隆的片段。

M. DL 2000 DNA marker ;Others are sub2cloned fragments.
　

端引物 HT(15) G和 HAP1都有且片段大小与琼

脂糖凝胶电泳检测的片段大小相符的 42 个阳

性片段进行 GenBank 数据库同源性检索 ,用

BLAST进行 nr 和 EST检索。其中有 5 个片段

在 nr和 EST数据库中都没有同源性的基因 ,将

其称之为新基因片段。将这些新片段提交

GenBank获得登录号 (表 1) 。这 5 个基因在桑

葚胚之前的时期没有表达 ,在桑葚胚开始表达 ,

并且在囊胚中也有表达。获得的 5个差异表达

新基因片段的 EST序列见图 3。

表 1　新基因片段及登录号

Table 1　Accession number of new fragments

克隆号

Clone number

片段大小 (bp)

Size of fragments

登录号

Accession number

S21 384 AJ616738

S22 384 AJ616739

S23 324 AJ616740

S24 312 AJ616856

S25 106 AJ616857

3　讨　论

哺乳动物胚胎发育开始于雌雄配子的融

合。受精卵也就是合子产生后的发育 ,包括以

下 3阶段 :第一阶段为细胞分裂 ,由单个受精卵

逐步发育分裂成多细胞 ;第二阶段为细胞运动、

三胚层形成 ;第三阶段为组织与器官的形成。

哺乳动物植入前的胚胎发育涉及到前两个阶

段。第一阶段主要由母源型基因调控 ,随着母

源型转录本的消耗 ,取而代之的是新转录本的

合成[16 ]。新转录本包括两类 mRNA ,一类等同

于母源型转录本的合子型 mRNA ,另一类为胚

胎基因组新表达而在卵母细胞中并不存在的

mRNA。

不同动物由母源型调控向合子型调控过渡

的时间不一样。模式动物小鼠是在 22细胞期 ,

而兔是在 82细胞期。归根结底 ,哺乳动物植入

前胚胎发育的模式就是基因在时间和空间上程

序化差异表达的过程。本研究在常规 mRNA差

异显示方法的基础上 ,进行了方法改良 ,成功获

得了 42 个胚胎时期特异性表达的阳性片段。

其中有 5个基因片段在 nr和 EMBL中同源性都

很低 ,因而进行了新基因片段的提交并获得了

登录号。这 5个新的基因片段 ,在桑葚胚以前

的各期没有表达 ,因而推测这些基因片段是合

子型基因 ,调控着兔植入前胚胎发育的进程。

由于 mRNA 差异显示技术所获得的片段比较

小 ,并且位于基因的 3′端 ,要想彻底弄清这些新

片段 ,必须要克隆得到这些片段的基因全长序
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图 3　新基因片段的 EST序列

Fig. 3　EST sequence of new fragments
　

列。因而下一步的工作将是克隆这些新片段的

全长 cDNA序列 ,以期进一步揭示兔植入前胚

胎发育的过程。
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