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摘要：为筛选与ＤＤＫ综合症相关的基因，对其中４个表达量差异显著的基因（ＥＧＦ、Ｂｃｌ－２、Ｍｃｌ－１、

ＥＧＦ－Ｒ）进行荧光定量ＰＣＲ分析，以确定这些基因是否和ＤＤＫ综合症相关。选用８～１０周龄的
清洁级小鼠，雌雄比例１∶１方式合笼交配，以ＤＤＫ♀×ＢＡＬＢ／ｃ♂交配组合为试验组、ＢＡＬＢ／ｃ♀
×ＢＡＬＢ／ｃ♂交配组合为对照组，依据胚胎发育时间，对植入前期２细胞期、４细胞期、８细胞期的
胚胎进行观察和采集，提取总ＲＮＡ并进行反转录，应用荧光定量ＰＣＲ技术，比较所选的候选基因
在不同交配组合中各胚胎时期的表达差异。结果表明，与对照组相比，ＥＧＦ、Ｂｃｌ－２、Ｍｃｌ－１　３个基因
在３个时期表达差异都极显著；ＥＧＦ－Ｒ 基因在４细胞期、８细胞期２个时期表达差异极显著。表明

ＤＤＫ综合症和所选的４个候选基因的作用相关。

关键词：ＤＤＫ综合症；荧光定量ＰＣＲ；基因差异表达分析
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　　ＤＤＫ小 鼠 是 一 种 Ｍ．ｍ．ｄｏｍｅｓｔｉｃｕｓ亚 种 的 德

国 小 鼠，由 日 本 人 培 育 而 成。ＤＤＫ综 合 症 指 雄 性

ＤＤＫ小鼠和其他品系的近交系雌鼠交配，能使其正

常受孕，而ＤＤＫ雌 鼠 与 别 的 品 系 的 近 交 系 雄 性 小

鼠的子代胚胎在 妊 娠３～５ｄ后 死 亡，几 乎 不 孕［１］。
学者们通过胚胎和生理学方面的研究，提出了“精卵
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不亲和假说”，即Ｏｍ基因（ＤＤＫ卵子基因）突变控

制产 生 的 卵 子 细 胞 质 因 子（ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ　ｆａｃｔｏｒ　ｏｆ
ｅｇｇｓ）与非ＤＤＫ品系同一位点控制产生的精子因子

（ｓｐｅｒｍ　ｆａｃｔｏｒ）之 间 的 不 亲 和，导 致 胚 胎 在 早 期 死

亡。Ｏｍ基因被定位于小鼠１１号染色体上的４７ｃＭ
处［２－３］，其介导产生的卵子细胞质因子被证明是一种

ＲＮＡ分子［４］。
国内外学者大都是从繁殖学、胚胎学及遗传学

方面对ＤＤＫ小 鼠 极 性 不 育 现 象 展 开 研 究，关 于 胚

胎致死的分子机制和Ｏｍ基因的作用机制至今仍不

清楚。笔者所在的河南农业大学动物遗传工程实验

室在小鼠卵子突变基因与修饰基因的发现与定位、

ＤＤＫ小鼠与其他亚种小鼠间精 卵 亲 和 关 系 等 方 面

做了大量的研究工作，并针对Ｏｍ 基因的研究做出

了全面分析。鉴于Ｏｍ基因研究一直围绕ＱＴＬｓ定

位及其遗传特性方面，因此有必要开展对卵子突变

基因作用机制方面的研究。本实验室已经选取８个

功能基因（ＴＧＦ、Ｃ－ＭＹＣ、ＬＩＦ、Ｈ－ＲＡＳ、Ｍｃｌ－１、Ｂｃｌ－
２、ＥＧＦ、ＥＧＦ－Ｒ）作 为ＤＤＫ综 合 症 的 候 选 基 因，并

进行了初步探索，发现 在ＤＤＫ♀×ＢＡＬＢ／ｃ♂交 配

组合的各时期胚胎中Ｍｃｌ－１、Ｂｃｌ－２、ＥＧＦ、ＥＧＦ－Ｒ 表

达量均显著下调。所以，本 研 究 选 择 Ｍｃｌ－１、Ｂｃｌ－２、

ＥＧＦ、ＥＧＦ－Ｒ４个差异显著的基因进行更深入的研

究，通过对与胚胎发育相关的基因表达检测，有可能

为研究人类不孕症模式动物开发、试验体系建立提

供依据和借鉴。

１　材料和方法

１．１　试验材料

１．１．１　试验小鼠　ＤＤＫ小鼠 购 于 日 本 理 化 中 心，

ＢＡＬＢ／ｃ品系小鼠 购 于 河 南 省 实 验 动 物 中 心，在 实

验室繁殖扩群。雌鼠选用８～１０周龄、体质量２５ｇ
左右的未经产母鼠，雄鼠选用体质量３０ｇ左右的成

年公鼠。试 验 小 鼠 按 常 规 方 法 饲 养，光 照 时 间 为

７：００－１９：００，饲养温度控制在１８～２２℃，空气湿度

为６０％～８０％，自由采食、饮水。
正常 交 配，收 集 不 同 交 配 组 合 （ＤＤＫ♀ ×

ＢＡＬＢ／ｃ♂，ＢＡＬＢ／ｃ♀×ＢＡＬＢ／ｃ♂）小 鼠２细 胞

期、４细胞期及８细胞期植入前胚胎各９０～１１０枚。

１．１．２　 试验试 剂 　ＲＮＡ 提 取 及 纯 化 试 剂、

ＲＮＡｐｒｅｐ　Ｍｉｃｒｏ试剂盒、０．５×ＴＢＥ缓冲液（ｐＨ 值

８．５）、０．５μｇ／ｍＬ溴 化 乙 啶、胶 回 收 试 剂 盒 均 购 自

ＴＩＡＮＧＥＮ公司，ＤＮａｓｅⅠ 酶、ＲＴ－ＰＣＲ试剂、琼脂

糖凝 胶 电 泳 及 回 收 试 剂、ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ均

购自ＴａＫａＲａ公司。

１．１．３　试验器材　ＰＣＲ仪（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），恒温

水浴锅（江苏金坛中大仪器厂），紫外分光光度计（尤
尼柯仪器有限公司），电泳仪（北京六一仪器厂），电

泳槽（北京六一仪器厂），台式 高 速 冷 冻 离 心 机 （美

国基因 公 司），酸 度 计（上 海 宇 隆 仪 器 有 限 公 司），

ＵＶＰ凝胶成像系统（美国ＵＶＰ公司）。

１．２　方法

１．２．１　小鼠早期胚胎的采集和处理　把 试 验 组

（ＤＤＫ♀ ×ＢＡＬＢ／ｃ♂）与 对 照 组（ＢＡＬＢ／ｃ♀ ×
ＢＡＬＢ／ｃ♂）分别合笼交配后，依据表１的时间采集

胚胎。

表１　小鼠早期胚胎采集时间

项目
胚胎时期

２细胞 ４细胞 ８细胞

时间／ｈ　 ４４　 ５５　 ６５

　注：表中时间是合笼后时间。

　　依据表１中的时间，挑选处于不同孕期的小鼠

各８只，用颈椎脱臼法处死，打开腹腔分离输卵管，
在超净工作台上用ＰＢＳ缓冲液清洗３次，然后放入

ＰＢＳ缓冲液中，剔去脂肪组织，在体视显微镜下挑选

胚胎。把采集到的不同组合小鼠各细胞期受精卵（各

９０～１１０枚），加 入 酸 性 台 氏 液５００μＬ，颠 倒 摇 晃

１ｍｉｎ，离心（５　０００ｒ／ｍｉｎ，４℃）５ｍｉｎ，弃上清。

１．２．２　总ＲＮＡ的提取、纯化　将酸性台氏液处理

后的胚胎细胞，加入３５０μＬ裂解液ＴＲＫ涡旋振荡

１５ｓ，使裂解液匀质化，同时加入３μＬ　Ｌｉｎｅａｒ　Ａｃｒｙ－
ｌａｍｉｄｅ和１μＬ　Ｃａｒｒｉｅｒ　ＲＮＡ 到 混 合 物 中；加 入

２５０μＬ　７０％乙醇，用移液器混匀，并迅速移 至 吸 附

柱上（吸附柱置于２ｍＬ收 集 管 中）；１２　０００ｒ／ｍｉｎ，
常温离心３０ｓ，弃废液；加入４００μＬ缓冲液ＲＷＣ，
操作轻柔；１２　０００ｒ／ｍｉｎ，常温离心３０ｓ；加入５００μＬ
缓冲液ＲＷＢ常温 离 心３０ｓ，弃 废 液，重 复 此 步 骤；
把柱子重新加到一个收集管中，１５　０００ｒ／ｍｉｎ，常温

离心２ｍｉｎ；将吸附柱放入１．５ｍＬ的ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ离

心管中，在吸附柱的膜中央加入ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ　ｄｄＨ２Ｏ
１５μＬ，室温下孵育２ｍｉｎ，离心所得到的溶液即为

提取的总ＲＮＡ。

１．２．３　总 ＲＮＡ 质量检测　取 所 得 ＲＮＡ 溶 液

２μＬ，稀释２５倍。用紫外分光光度计检测提取的总

ＲＮＡ的浓度（ＯＤ２６０）和纯度（ＯＤ２６０／ＯＤ２８０）。

１．２．４　反转录　取０．２ｍＬ无ＲＮａｓｅ污染的离心

管，在 冰 上 操 作，方 法 如 下：加 入５×ｇＤＮＡ　Ｅｒａｓｅｒ
Ｂｕｆｆｅｒ　２．０μＬ、ｇＤＮＡ　Ｅｒａｓｅｒ　１．０μＬ、Ｔｏｔａｌ　ＲＮＡ
４．０μＬ，加ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ　ｄｄＨ２Ｏ补至１０．０μＬ，４２℃
孵育２ｍｉｎ，４℃保存。
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反转录反应的反应液在冰盒中进行配制。为了

保证反应液配制的准确性，进行各项反应时，应先按

照反应数＋１的 量 配 制 Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ，加 入５×Ｐｒｉ－
ｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ　Ｂｕｆｆｅｒ　２４．０μＬ、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ　ＲＴ
Ｅｎｚｙｍｅ　Ｍｉｘ　１．０μＬ、ＲＴ　Ｐｒｉｍｅｒ　Ｍｉｘ　１．０μＬ、基因

组 ＤＮＡ 除 去 反 应 液 １０．０μＬ，用 ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ
ｄｄＨ２Ｏ加到２０．０μＬ，分装到每个反应管中。３７℃
孵育２ｍｉｎ，８５℃ 灭活５ｓ，４℃下保存。

１．２．５　实时定量ＰＣＲ　以ＧｅｎＢａｎｋ中各候选基因

的ｃＤＮＡ序列为模板进行扩增，引物序列见表２。

表２　候选基因及引物

引物名称 引物序列 退火温度／℃ 产物长度／ｂｐ

ＥＧＦ　 ５′－ＣＣＴＣＡＴＡＴＧＡＴＧＧＡＴＡＣＴＧＣＣＴＣＡＡ－３′ ６４　 １９９

５′－ＡＣＣＡＧＴＧＣＣＡＣＣＡＴＧＣＡＧＡ－３′

Ｂｃｌ－２　 ５′－ＴＧＡＡＧＣＧＧＴＣＣＧＧＴＧＧＡＴＡ－３′ ６５　 １０４

５′－ＣＡＧＣＡＴＴＴＧＣＡＧＡＡＧＴＣＣＴＧＴＧＡ－３′

Ｍｃｌ－１　 ５′－ＧＧＧＡＣＴＧＧＣＴＴＧＴＣＡＡＡＣＡＡＡＧＡ－３′ ６５　 １９２

５′－ＡＧＴＴＴＧＧＴＧＧＣＴＧＧＡＧＣＴＴＴＡＡＧＡ－３′

ＥＧＦ－Ｒ　 ５′－ＴＴＧＧＧＴＡＴＣＣＣＧＡＡＧ－３′ ６５　 ２２５

５′－ＧＣＣＴＧＡＴＡＡＣＴＧＧＡＣＴＧＡ－３′

　　以小鼠β－ａｃｔｉｎ基因作为内参基因，采用相对定量

法进行分析。每个反应包括１０μＬ　２×Ｔｒａｎｓ　Ｓｔａｒｔ　ＴＭ
Ｇｒｅｅｎ　ｑＰＣＲ　ｓｕｐｅｒ　Ｍｉｘ、上 游 及 下 游 引 物 各２５０
ｎｍｏＬ／Ｌ、ｃＤＮＡ模板５０ｎｇ，加ｄｄＨ２Ｏ补充至２０μＬ。

ＰＣＲ反应 程 序：９５℃３０ｓ；９５℃５ｓ，６０℃
３０ｓ，共４０个循环；再 从６０℃升 到９５℃。用 相 对

定量法进行基因的表达差异分析，试验设计和数据

分析用２－△△Ｃｔ法，并用ＳＡＳ　８．０统计软件对各数据

进行单因素方差分析。

２　结果与分析

２．１　不同交配组合早期胚胎的形态学观察

观察获得的早期胚胎，并选择发育良好、形态正

常的胚胎。挑选的各时期早期胚胎见图１。采集到

的胚胎，形态正常、质地均匀、发育良好，可用于下一

步试验。

ａ．２细胞期胚胎；ｂ．４细胞期胚胎；ｃ．８细胞期胚胎

图１　不同时期小鼠早期胚胎

２．２　总ＲＮＡ提取结果

提取各个时期受精卵的总ＲＮＡ，用紫外分光光度

计检测其纯度，ＯＤ２６０／ＯＤ２８０比值均在１．７～２．０，ＲＮＡ
质量基本完好，未发生降解，可以用于后续试验。

２．３　实时定量ＰＣＲ分析结果

实时定量的每个基因设置３个平行，数据分析

为Ｃｔ值均值±标准差（表３），采用２－△△Ｃｔ法进行基

因的表达差异分析，结果见表４。

表３　小鼠胚胎候选基因及内参基因Ｃｔ值

胚胎时期 交配组合
候选基因

Ｂｃｌ－２ ＥＧＦ　 Ｍｃｌ－１ ＥＧＦ－Ｒ
内参基因β－ａｃｔｉｎ

２细胞 对照组 ２８．６０±０．６４　 ２８．２６±０．５７　 ３２．０１±０．８３　 ０　 ２８．７６±０．７５

试验组 ３０．１０±０．４２　 ２９．５８±０．５８　 ３３．２９±０．４７　 ０　 ２７．８０±０．５５

４细胞 对照组 ２８．０３±０．６７　 ２７．７５±０．７６　 ３０．０５±０．５４　 ２６．６５±０．４５　 ２５．１０±０．８７

试验组 ２９．７５±０．６３　 ３０．１８±０．６６　 ３１．２１±０．７４　 ２８．０５±０．４８　 ２５．９６±０．７２

８细胞 对照组 ２３．３６±０．４８　 ２４．６２±０．５９　 ２２．０７±０．６２　 ２２．４３±０．４２　 １５．４５±０．９１

试验组 ２６．９０±０．５１　 ２９．９５±０．４２　 ２３．９８±０．４７　 ２３．５６±０．５３　 １６．６８±０．６２
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表４　小鼠胚胎各时期候选基因的实时定量结果

胚胎时期 交配组合
候选基因

Ｂｃｌ－２ ＥＧＦ　 Ｍｃｌ－１ ＥＧＦ－Ｒ

２细胞 对照组 ０．１６±０．０５ａ ０．２９±０．０４ａ ０．３０±０．０２ａ ０

试验组 ０．２７±０．０４ｂ　 ０．３７±０．０４ｂ　 ０．３８±０．０３ｂ　 ０

４细胞 对照组 ０．４７±０．０３ａ ０．４１±０．０８ａ ０．４１±０．０７ａ ０．４２±０．０７ａ

试验组 ０．６８±０．０６ｂ　 ０．７１±０．０５ｂ　 ０．６７±０．０６ｂ　 ０．５８±０．０３ｂ

８细胞 对照组 ０．５３±０．０５ａ ０．６８±０．０４ａ ０．６４±０．０５ａ ０．６６±０．０６ａ

试验组 １．００±０．０２ｂ　 １．００±０．０３ｂ　 １．００±０．０２ｂ　 １．００±０．０４ｂ

　注：同时期胚胎中同列数据肩标字母不同表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）。

　　由表４可知，在２种交配组合中，２细胞期检测

到ＥＧＦ、Ｂｃｌ－２、Ｍｃｌ－１　３个 基 因 表 达；４细 胞 期 和８
细胞期检测到ＥＧＦ、ＥＧＦ－Ｒ、Ｂｃｌ－２、Ｍｃｌ－１　４个基因

的表达；且试验组中各细胞期基因表达下调差异均

极显著。

３　结论与讨论

ＤＤＫ小鼠胚胎致死的作用机制（ＲＮＡ与 蛋 白

质水平）尚不清楚。Ｒｅｎａｒｄ等［２］曾从ＤＤＫ卵 子 及

原核期受精卵中提取ＲＮＡ，利用显微注射技术将其

注射入ＢＡＬＢ／ｃ等品系小鼠的自交受精卵中，这些

胚胎均 出 现 了 与ＤＤＫ综 合 症 相 似 的 致 死 现 象，因

此确定该基因控制的卵子细胞质因子是一种ＲＮＡ
分子，并且 该 分 子 是 以 持 续 累 加 的 形 式 起 作 用 的。
其原因可能 为Ｏｍ 基 因 控 制 的 卵 子 细 胞 质 因 子 在

２细胞期精卵基因组融合时对合子基因组中特定位

点的修饰，导致其合子基因表达过程中阻碍胚泡形

成基因突变 的 发 生，进 而 造 成 小 鼠 胚 胎 致 死 现 象。
但是未能准确把握突变基因表达的时间及空间性。
基 于 此，柴 保 国［５］利 用 半 定 量 技 术，以 ＤＤＫ♀×
ＢＡＬＢ／ｃ♂交配组合为试验 组、ＤＤＫ♀×ＤＤＫ♂和

ＢＡＬＢ／ｃ♀×ＢＡＬＢ／ｃ♂为对照组，对小鼠早期胚胎

细胞中８个功能基因进行了表达差异检测，证实了

Ｏｍ基因控制的卵子细胞质因子以某种机制作用于

Ｍｃｌ－１、Ｂｃｌ－２、ＥＧＦ、ＥＧＦ－Ｒ，从而间接地引发早期胚

胎致死现象。此外，还发现ＤＤＫ♀×ＢＡＬＢ／ｃ♂交 配

组合产生的胚胎细胞在８细胞期后，出现大量凋亡

现象，无法进行下一步试验。
研究发现［６］，ＥＧＦ－Ｒ 基因的ｍＲＮＡ在小鼠的４

细胞期胚胎中就可以检测，ＥＧＦ通过自分泌或者旁

分泌途径作 用 于ＥＧＦ－Ｒ 基 因，调 节 胚 胎 的 生 长 发

育。上皮生长 因 子（ＥＧＦ）在４细 胞 期 之 前 促 进 卵

裂，桑葚 胚 期 后 起 调 节 分 化 的 作 用。研 究 表 明［７］，

０．０５ｎｇ／ｍＬ的ＥＧＦ可以减轻２细胞期阻滞、调节

桑葚期胚胎的分化。囊胚体外培养时，在培养基中

加入ＥＧＦ可以使其孵化率得到显著提高，且适当浓

度的ＥＧＦ可以调节早期胚胎的发育和着床。ＥＧＦ
在胚泡附植、早期胚胎发育以及胚胎的分化增生过

程中有着重要的调节作用。

Ｂｃｌ－２和Ｍｃｌ－１都是凋亡基因［８］，１９９９年Ｌｏｃｋ－
ｓｈｉｎ等［９］在正常 人 类 囊 胚 细 胞 中 检 测 到Ｂｃｌ－２基 因

高表达，但在同时期的碎裂胚胎中没有检测到其表

达。因此，人们 认 为Ｂｃｌ－２的 高 表 达 能 够 抑 制 细 胞

凋亡，其表达量升高可以有效降低胚胎细胞凋亡率。
随着胚胎 生 长 发 育 以 及 细 胞 数 量 不 断 增 加，Ｂｃｌ－２
表 达 量 也 不 断 增 加，这 有 利 于 胚 胎 的 生 长 发 育。

Ｍｃｌ－１基因表达量的增加出现在人类原始生殖细胞

始基卵泡（胚胎第１８～２０周）的形成过程中，且只在

卵细胞中表达。因此，推测Ｍｃｌ－１可能对 始 基 卵 泡

形成和生长起保护作用。Ｍｃｌ－１基因的缺失会导致

着床期胚胎的死亡以及孵化期前囊胚成熟的延迟，
囊胚细胞中Ｍｃｌ－１基因的无义突变可导致其无法植

入［１０］。
本试验在对２、４、８细胞期候选基因表达的研究

中发现，各 时 期 均 有ＥＧＦ、Ｂｃｌ－２、Ｍｃｌ－１ 基 因 表 达，

ＥＧＦ－Ｒ 基因在４、８细 胞 期 有 表 达。为 进 一 步 确 认

候选基 因 是 否 与ＤＤＫ小 鼠 胚 胎 致 死 相 关，本 试 验

以ＤＤＫ♀ ×ＢＡＬＢ／ｃ♂ 交 配 组 合 作 为 试 验 组、

ＢＡＬＢ／ｃ♀×ＢＡＬＢ／ｃ♂交配组合作为对照组，依据

小鼠胚胎发育的时间，分别采集和观察２组交配组

合中植入前期２、４、８细胞期的胚胎。并首次采用实

时定量ＰＣＲ技 术，比 较ＥＧＦ、Ｂｃｌ－２、Ｍｃｌ－１、ＥＧＦ－Ｒ
４个候选基因在不同交配组合中各胚胎时期的表达

差异，为进一步研究ＤＤＫ综合症的分子机制及Ｏｍ
基因的作用机制提供了更准确的依据。

本试验应用实时定量ＰＣＲ技术，检测了候选基

因在ＤＤＫ♀×ＢＡＬＢ／ｃ♂交配组合和ＢＡＬＢ／ｃ♀×
ＢＡＬＢ／ｃ♂交配组合小鼠的早期胚胎细胞中的表达

量差异，证实了Ｏｍ基因可能通过其控制的细胞质物

质作用于Ｍｃｌ－１、Ｂｃｌ－２、ＥＧＦ、ＥＧＦ－Ｒ 候选基因，并通

过降低其表达引发早期胚胎致死现象。Ｍｃｌ－１、Ｂｃｌ－
２、ＥＧＦ、ＥＧＦ－Ｒ４个候选 （下转第１４９页）
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添加保护剂来减少蛋白质的脱水损伤。聚乙二醇会

与蛋白质表面形成氢键，代替水的存在，使蛋白质在

缺水条件下仍能保持稳定的结构，从而减少酶活性

的损失，而且由于大分子结合修饰，使酶的空间结构

发生了某些细微的改变，对酶有一定的激活作用从

而提高酶活性［８］。

总之，草鱼内脏复合蛋白酶的最佳提 取、分 离、

干燥工艺为：按照固液比１∶４向草鱼内脏中加入工

业己烷进行脱脂，然后按照固液比１∶５向其中加入

ｐＨ值为８的 磷 酸 盐 缓 冲 液，在２０℃条 件 下 浸 提

８０ｍｉｎ，再用超声仪在频率１５ｋＨｚ、功率５０Ｗ 的条

件下处 理４ｍｉｎ进 行 辅 助 提 取，６　０００ｒ／ｍｉｎ离 心

１５ｍｉｎ；然后添加质量浓 度 为８ｇ／Ｌ的 茶 多 酚 进 行

初步分离纯化；最后添加聚乙二醇至其终质量浓度

为２０ｇ／Ｌ，按６ｍｍ装液厚度快速冷冻，干燥２４ｈ，

将复合蛋白酶液制成固态粉剂，此条件下酶比活为

４．３３Ｕ／ｍｇ。
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