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小鼠囊胚不同孵化结局的基因表达分化模式研究∗
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摘 要：目前对哺乳动物受精卵到囊胚发育命运的研究较为清楚，但囊胚孵化到着床前的分化过程还不明确，囊胚有

两种孵化结局，即孵化和未孵化，故初步分析了囊胚两种孵化结局的发育差异．通过分析不同孵化结局囊胚的转录组，

发现囊胚由扩张到孵化过程中基因表达呈现特异的趋势，1 433个基因在孵化过程中表达上调，743个基因表达下调；如

果囊胚未能孵化，这部分上调基因的表达调控受到显著抑制．孵化与未孵化囊胚间的差异基因涉及免疫与炎症、细胞分

化、凋亡等生化过程，提示这些分子可能与着床过程的母胎识别相关．通过qPCR分析发现，孵化囊胚相较未孵化囊胚，

基因Podxl、Lama1、Ptk2b表达上调，Pramel17、Amigo2、Pramel31表达下调，数据与转录组分析结果一致．结果表

明：小鼠囊胚在孵化过程中基因表达呈现特定的分化，决定了孵化与否的命运结局，分化也与胚胎着床能力形成相关．
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Technology, Xinjiang University, Urumqi Xinjiang 830017, China)

Abstract： Current research has significantly enhanced our understanding of the developmental trajectory of

mammalian zygotes as they transition into blastocysts. However, the mechanisms governing the differentiation

of blastocysts during the hatching phase leading to pre-implantation remain poorly defined. At the blastocyst

stage, embryos can either successfully hatch or fail to do so. This study sought to explore the developmental

variations between these two hatching outcomes. Through transcriptome analysis, we uncovered distinct gene

expression patterns during the transition from expansion to hatching. Our results indicated that during the

hatching process, 1 433 genes were upregulated, while 743 genes experienced downregulation. Importantly, in

instances where blastocysts did not hatch, the regulation of the upregulated genes was significantly suppressed.

The differentially expressed genes between hatched and non-hatched blastocysts are involved in critical biochemical

pathways, including immune and inflammatory responses, cell differentiation, and apoptosis, et al., suggesting their

potential importance in maternal-fetal recognition and implantation. Furthermore, qPCR analysis corroborated

the transcriptome findings, revealing that in hatched blastocysts, genes Podxl, Lama1, and Ptk2b were upregulated,

whereas Pramel17, Amigo2, and Pramel31 were downregulated. These results imply that the specific patterns of

gene expression in mouse blastocysts during the hatching process are pivotal in determining their hatching fate,

and are closely associated with the development of embryonic implantation capability.
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0 引 言

胚胎着床是一个复杂而连续的动态发育过程．胚胎着床由激活的囊胚与其接受子宫之间的交互作用调控，

包括囊胚的附着、侵入和胎盘的形成[1−2]．此过程胚胎必须从透明带（ZP）孵化，并入侵管腔子宫内膜上皮．

孵化失败可由体外受精（IVF）培养条件或冷冻保存引起的ZP硬化所致，导致妊娠失败[3−4]．有研究报道，一

半的移植胚胎可检测到着床事件．然而，由于继续妊娠期间胎儿丢失，人类IVF期间每次移植的临床妊娠率

为30%∼35%[5]．人类体外受精过程中，每次移植都有临床妊娠．同样，小鼠接受健康胚胎时也经常观察到孵化

失败现象[6]．成功孵化可以确保高质量的胚胎发育[7−8]．小鼠的早期胚胎发育从精子和成熟卵母细胞结合形成

受精卵开始．随后经历一系列细胞增殖与分化，形成一个由外胚层（EPI）、滋养层（TE）和原始内胚层（PE）

三个谱系细胞组成的囊胚，TE围绕内细胞团（ICM）形成的空腔结构是囊胚腔．囊胚腔逐渐扩大导致胚胎细胞

从ZP孵化．TE分化成直接参与侵入子宫内膜的滋养细胞系，开始胚胎的植入和妊娠，从而在子宫中发育成完整

的个体[9−12]．囊胚孵化是胚胎植入前一种必要的早期发育事件，涉及胚泡扩张、压力增加、ZP变薄和破裂[13−15]，

是胚胎着床和后续生长发育的先决条件．囊胚孵化是一个被精确调控的生理现象[16]．期间细胞基因随之动态表

达，分化相关分子动态变化决定了囊胚的孵化命运，即孵化或孵化失败．前人主要关注囊胚着床时期以及后续

胚胎发育过程中的分子调控机制，然而，尚未揭示囊胚孵化过程的基因差异表达模式．本文以小鼠胚胎为研究

对象，将囊胚分为孵化前囊胚（E）、孵化囊胚（H）和到期孵化失败囊胚（N）三种孵化状态，使用转录组分析

各孵化状态基因表达的差异，进而得到孵化结局相关的分化分子模式，通过荧光定量PCR（qPCR）验证相关基

因的表达．通过基因表达分析初步探讨不同孵化结局的囊胚分化模式，为进一步研究小鼠囊胚孵化期发育机制

提供思路和数据基础．

1 材料和方法

1.1 研究材料

1.1.1 实验动物

使用5∼7周龄的雌鼠和8月龄的ICR雄鼠，小鼠来自新疆医科大学实验动物中心．小鼠饲养在规范的鼠房中

（温度为(23±2) ℃，湿度为(25±3)%，昼夜光照间隔为12 h）．动物实验遵照新疆大学动物实验与实验动物福利

相关规范实施（XJUAE-2022-07）．

1.1.2 实验仪器及材料

试剂：孕马血清促性腺激素（PMSG）、人绒毛膜促性腺激素（HCG）购自宁波激素二厂，胎牛血清（FBS）

购自HyClone公司，磷酸缓冲盐溶液（PBS）、KSOM胚胎培养液、多聚甲醛固定液（PFA）、聚乙烯醇（PVA）、石

蜡油购自Sigma公司，细胞核荧光染料（DAPI）、兔抗（Pramel17、Amigo2、Pramel31、Podxl、Lama1、Ptk2b）、

羊抗兔（AF488）购自Thermo Fisher公司，反转录试剂盒、qPCR试剂盒购自ABM公司．

仪器：电子天平（DENYER），CO2胚胎培养箱（Thermo Forma），超净台（AIRTECH），体视显微镜（Motic），

恒温台（BYA），实时荧光定量PCR仪（Applied Biosystems），激光扫描共聚焦显微镜（Nikon），35 mm培养皿

（BIOFIL），一次性注射针，玻璃毛细管（1.5 mm外径）．

1.2 研究方法

1.2.1 孵化囊胚的转录组分析

对18例小鼠胚胎RNA-Seq结果进行数据转化，得到孵化前（E）、成功孵化（H）、到期孵化失败（N）三种时

期囊胚的基因表达．将三组数据分别以E vs. N、E vs. H、H vs. N成对进行差异分析，获得差异表达基因集，并

对它们进行趋势分析，获得不同趋势下差异基因集．

1.2.2 富集基因集分析

筛选出的差异基因呈现表达上调和下调趋势，提示与相关生物学事件相关．将差异基因集与趋势基因集进

行GO数据库注释与富集分析和KEGG细胞信号通路分析，获得基因集涉及的关键生物学过程和功能．

1.2.3 基因表达qPCR验证

使用试剂盒合成cDNA，对不同孵化状态的囊胚分别进行裂解、反转录获得cDNA，合成产物-20 ℃储存，

供qPCR使用．通过转录组分析筛选出的6个关键基因（Pramel17、Amigo2、Pramel31、Podxl、Lama1、Ptk2b），
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设计qPCR扩增引物．使用看家基因Gapdh作为内参，以E、H、N囊胚的cDNA作为模板，利用对应的引物进

行PCR扩增．20μL总反应体系，含10μL Blasaq 2×qPCR Master Mix，上下游引物各0.5μL，2μL cDNA．扩

增反应条件为：95 ℃，1 min；1个循环．95 ℃，15 s；60 ℃，1 min；45个循环．扩增产物4 ℃保存．

扩增产物在含核酸染料2%琼脂糖凝胶、1×TAE缓冲液中电泳20 min，检测扩增条带．电泳完成后在凝胶成

像仪中进行成像．

1.2.4 小鼠的超数排卵

育龄雌鼠经腹腔注射7.5 U的PMSG，46∼48 h后腹腔注射7.5 U的HCG．随后与雄鼠合笼，次日清晨，检查

阴栓，若阳性，则标记妊娠0.5 dpc，待72 h后回收囊胚．

1.2.5 囊胚的获取

脱颈处死小鼠后，解剖孕鼠获取子宫，用M2培养液从子宫角冲洗子宫腔，从冲洗液中捡取囊胚，清洗完

毕，移入提前平衡好的KSOM培养液微滴中，置于37 ℃恒温培养箱中进行培养．培养用的KSOM培养微滴须在

培养前4∼6 h或提前一夜制作，覆盖石蜡油置于37 ℃恒温培养箱中平衡．小鼠胚胎在培养液中体外发育适宜的

胚胎/孵育液比例约是10个胚胎/20 μL培养液．细胞胚胎对pH及温度波动都非常敏感，因此要尽量缩短小鼠囊

胚在空气中的暴露时间．将所取囊胚放入培养箱中37 ℃、5% CO2、饱和湿度培养．

根据Gardner分级对3.5 dpc的囊胚进行分级后统计．Ⅰ级：早期囊胚，囊胚腔体积<囊胚总体积的一半；Ⅱ

级：囊胚腔体积>囊胚总体积的一半；Ⅲ级：完全扩张囊胚，囊胚腔占据整个囊胚；Ⅳ级：扩张后囊胚，囊胚腔

体积较早期囊胚明显扩大，ZP变薄；Ⅴ级：正在孵化的囊胚，囊胚正在从ZP破裂口孵出；Ⅵ级：孵化出的囊胚，

囊胚完全从ZP中脱出．本研究涉及的样本，E对应为Ⅱ级、Ⅲ级囊胚，H为Ⅵ级，N的外观评级为Ⅲ级或Ⅳ级．

1.2.6 实验设计与数据分析

小鼠囊胚在KSOM中孵育暂存，培养6∼12 h后可选出孵化前囊胚（Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ级囊胚）、孵化中囊胚

（Ⅴ级囊胚）、孵化完成囊胚（Ⅵ级囊胚）和到期未孵化的囊胚共四组．将四组不同时期的囊胚分别进行反转

录、qPCR实验，分析实验结果．

2 实验结果

2.1 小鼠囊胚孵化结局与基因表达差异相关

对18例小鼠胚胎RNA-Seq结果进行数据过滤，得到E、H、N三种囊胚的基因表达数据．将三组数据以E vs.

N、E vs. H、H vs. N分组进行差异基因比较，获得三种时期的基因表达差异（图1(a)），数据可见孵化前与孵

化后囊胚基因表达差异最大，表明孵化过程经历了显著的基因表达调控．筛选出N vs. H分组中表达存在差异

的基因，其中孵化囊胚相较于未孵化囊胚上调表达基因1 433个、下调表达基因743个．PCA分析显示这些基因

在H、N两种孵化结果的表达方式有较大差异（图1(b)）．

图 1 胚胎孵化过程中转录本样本关系

2.2 小鼠囊胚不同孵化结局呈现差异化基因表达模式

通过E vs. N、E vs. H、N vs. H差异基因韦恩图分析，发现其中1 147个基因表达与差异孵化进程相关

（图2(a)），这些基因决定了囊胚从扩张囊胚到孵化囊胚或孵化失败囊胚两种结局．对这一基因集进行趋势分

析，得到了2个显著的趋势图．数据显示，H结局相较N结局呈现更低下降趋势的基因187个，更高上调趋势的基

因106个（图2(b)）．结果表明，囊胚孵化过程中有一类基因表达量提高，另一类表达量下降，这两类基因表达

程度决定了囊胚的孵化结局与相关分子事件．
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图 2 差异基因表达趋势分析

2.3 小鼠囊胚孵化结局相关差异表达基因呈功能分化态势

参考GO数据库基因注释信息，对1 147个差异基因集进行GO数据库富集分析．经GO注释分类后发现，到

期孵化囊胚相较于未孵化囊胚上调表达基因富集的事件主要与细胞增殖、细胞凋亡的负调控有关（图3(a)），如

溶酶体的组装、各种生化反应相关酶的合成和信号传导等．而下调表达基因富集事件主要与细胞定位和细胞活

力相关（图3(b)），如胞外组织结构的合成、DNA模板合成、氧化还原酶的合成以及活性调控等．数据说明，从

孵化前囊胚向孵化囊胚及到期未孵化囊胚过程中，细胞增殖、凋亡、结构重塑等生物学进程决定了囊胚的孵化

命运结局．

图 3 胚胎孵化进程中差异基因GO富集分析

富集的上调趋势基因KEGG分析发现，其参与的细胞信号通路主要包括细胞代谢、激素合成等相关信号通

路（图4(a)），这些信号通路同发育及代谢有关．而呈现下降趋势的基因参与癌症、心肌病和蛋白质的消耗相关

信号通路（图4(b)）．数据显示，囊胚孵化过程中，代谢和细胞信号传导经历了特定的过程，决定了囊胚的最终

孵化与否．

图 4 胚胎孵化进程中差异基因KEGG分析

2.4 qPCR证实孵化进程中关键分子表达呈规律变化

从6只小鼠体内共取出囊胚150枚，将囊胚在KSOM培养液中培养，每个孵化状态（图5）5枚囊胚为一份检测

样本，重复4次，每组共计使用20枚胚胎．胚胎裂解后反转录得到cDNA．每5枚囊胚可反转录得到120μL cDNA，

分别检测6个基因的表达，每个qPCR实验设计3次生物学重复．
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图 5 不同孵化状态的小鼠囊胚明场图

通过qPCR扩增发现，小鼠囊胚孵化过程中，Lama1、Ptk2b在H中基因表达上调；Pramel17、Amigo2、

Pramel31、Podxl处于较低表达水平，表达变化趋势的改变不明显（图6(b)），qPCR检测的基因表达水平与转

录组分析呈现一致性，证实转录组测序分析数据呈现的基因表达水平可靠．

图 6 qPCR分析关键差异基因在胚胎孵化进程中的表达

3 讨 论

本文对小鼠囊胚孵化过程进行转录组分析，发现小鼠囊胚孵化过程中存在两种特定的基因表达模式，关键

的基因聚类信号通路，作为细胞命运的决定性因素，主要涉及细胞增殖和代谢等关键生物学事件．验证部分基

因发现，与细胞增殖和细胞凋亡相关的基因在囊胚孵化过程中呈现上调表达趋势，与细胞定位和细胞活力相关

的基因呈现下调表达趋势．通过不同孵化结局的囊胚细胞检测，并结合基因的功能及转录组数据，最终筛选出

同囊胚细胞定位有关的Podxl、诱导细胞进行分化的Lama1、影响卵母细胞受精的Ptk2b、调节卵巢癌细胞黏附

的Amigo2、决定细胞活力的Pramel17和Pramel31六个基因[17−21]．通过后续实验发现，相关基因呈现动态表达、

而非单调变化，其中Lama1和Ptk2b在孵化囊胚中基因表达上调，并且相较孵化失败囊胚，这两种基因表达水平

更高，说明基因的表达程度对囊胚孵化结局产生了影响．

以往研究表明，囊胚孵化是一个复杂的过程，涉及多种分子的调控，包括蛋白酶、第二信使、转录因子、激

素受体、生长因子和细胞因子等[22]．这些因子在囊胚孵化过程中扮演着重要角色，目前对早期发育胚胎的研究

才刚刚开始．如丝氨酸蛋白酶和半胱氨酸蛋白酶参与了ZP的溶解，丙酮酸对于受精卵合子基因组激活是必需

的，葡萄糖与脂代谢在八细胞后期的卵裂球致密化过程中协同作用促进TE形成，一些相关的代谢物能够通过

影响表观修饰调控胚胎发育[23−27]．本文发现Pramel17、Amigo2、Podxl三个基因都参与囊胚的命运决定，但发

育过程中的表达趋势却不相同，说明调节细胞增殖、细胞凋亡的相关因子能够促进囊胚孵化，其中具体的分子

机制还需进一步研究．

决定胚胎孵化命运相关分子之间的调控十分复杂，孵化过程中不同基因的表达介导特定的分子事件，涉及

多种基因，在多个分子水平上进行协调调控，目前的研究对于早期胚胎发育过程中相关的信号通路、转录调控

以及表观遗传学调控已经作出相对深入全面的解析[28]，但是代谢途径上对囊胚孵化的决定作用还不太清楚．不

同物种的研究结果对囊胚孵化行为的描述存在差异，甚至对同一物种的描述也有争议[29]．Sathananthan等[30]发

现人类囊胚通常在非胚胎极处孵化，而Miyata等[31]认为人类囊胚的自然孵化部位通常靠近ICM发育．有报道

称，小鼠胚胎是在非胚极孵化的[32]．然而，最近的研究发现，小鼠囊胚孵化部位不影响胎儿发育，但有规律地

分布[33]．这些矛盾的结果强调了孵化位点是否直接影响胚胎着床和随后发育的不确定性[34]．辅助孵化（AH）是

为促进胚胎孵化和着床而发展起来的．人类临床中，AH通常通过辅助生殖程序实施[35]，尤其可以提高老年妇

女和多囊卵巢综合征或反复植入失败患者的植入率和妊娠率[36−38]．然而，AH在改善整体妊娠结局中的作用仍

存争议[39]．一些研究认为，AH增加了临床妊娠率，但只有非显著性的结果，需要提高出生率和增加多胎妊娠
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的发生率[35−36,40]．这些发现意味着AH介导的孵化过程可能对妊娠结局产生影响[34]．本研究显示，孵化过程中

相关基因参与了细胞内多种生化代谢信号通路，这些信号通路在不同结局的囊胚细胞中激活程度不同，表明囊

胚发育过程中不同生化反应进行的程度不同，囊胚孵化的命运结局也不相同．以往的研究并未阐述关键分子的

分化机制和差异变化．我们可以通过这个思路进行辅助孵化技术的创新，即通过改变孵化环境中的各种理化因

素、辅助囊胚向正确的孵化方向发育．

本文分析发现囊胚孵化过程中基因表达呈现特定的分化模式．为进一步解析囊胚孵化过程发生的分子事件

提供了新的思路，并为深入研究囊胚孵化命运决策因子提供了数据基础．转录组分析中，选取了与生物代谢相

关的基因进行验证分析，其它未涉及检测的关键基因可能被忽略．下一步，我们仍将继续深入研究孵化过程相

关基因的重要作用．
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