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Gas6在猪卵母细胞及早期胚胎中表达模式与

功能的初步研究
李志鹏  雷小灿  陆杏蓉  朱  鹏  崔奎青  石德顺*  刘庆友*

(广西大学亚热带农业生物资源保护利用国家重点实验室, 南宁 530004)

摘要      该研究通过免疫组化和QRT-PCR等方法系统分析了Gas6(growth arrest-special gene 6)
基因在猪卵泡发生及早期胚胎发育过程中的表达规律, 并提出了一种改良猪卵母细胞体外成熟系

统的方法。研究结果显示, Gas6基因表达于猪卵巢中的卵母细胞细胞核及其周围的卵丘细胞, 在卵

母细胞体外成熟及早期胚胎发育过程中始终有表达, 且在囊胚中表达最高。Gas6 mRNA在卵母细

胞成熟过程中始终存在, 但在孤雌激活后迅速消失, 直到发育到囊胚时再次出现。在猪卵母细胞体

外培养系统中添加不同浓度的Gas6重组蛋白培养卵母细胞, 发现添加Gas6重组蛋白对卵母细胞的

极体率无显著影响; 但是当添加浓度为100 ng/mL时, 培养的卵母细胞孤雌激活后分裂率、囊胚率

及囊胚细胞数都显著增高。Gas6可能是通过改善卵母细胞细胞质的成熟质量提高卵母细胞的发育

潜能, 从而获得了更多、更好的胚胎。

关键词      Gas6; 猪; 卵泡发生; 早期胚胎

Function and Expression Pattern Investigation of Gas6 on 
Porcine Oocytes and Early Embryos

Li Zhipeng, Lei Xiaocan, Lu Xingrong, Zhu Peng, Cui Kuiqing, Shi Deshun*, Liu Qingyou*
(State Key Laboratory of Conservation and Utilization of Subtropical Agro-bioresources, Guangxi University, Nanning 530004, China)

Abstract       The expression pattern of Gas6 gene in porcine oocytes and early embryo was analyzed sys-
tematically using immunohistochemistry and QRT-PCR, and a new method was proposed to improve the quality of 
in vitro matured pig oocytes. The results showed that Gas6 gene was localized in ovarian oocyte nucleus and the 
surrounding cumulus cells simultaneously. It expressed all through the in vitro maturation of oocytes, and reached 
the highest relative expression peak in the blastocyst stage. Gas6 mRNA existed in the process of in vitro matured 
oocytes continuously, but disappeared after parthenogenetic activation, reappeared until the blastocyst stage. By 
adding recombinant Gas6 protein into the in vitro matured media of pig oocytes, we found that there was no sig-
nificant change to the poly body discharge rate of the in vitro matured oocytes, but the cleavage rate, blastocyst rate 
and blastocyst cells number of oocytes after parthenogenetic activation was significantly increased when the adding 
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高质量的卵母细胞被广泛应用于生殖生物学

和转基因技术与克隆技术等生物技术的研究, 而卵

母细胞主要由体外培养而得[1-2]。但是, 卵巢中的卵

母细胞的发育是不同步的, 这导致所获得的卵母细

胞的发育能力大不相同, 因此卵巢中很大一部分卵

母细胞不能被充分地利用。近年来, 尽管人们在体

外培养卵母细胞的方法上获得了很大的突破, 但是

体外培养的低受精率、低分裂率、低囊胚率和囊胚

细胞数较少等缺点依然存在[3], 而这些缺点与卵细

胞成熟质量较差直接相关[4]。卵母细胞的生长和成

熟是一个漫长的过程, 也是其成功受精进而发育为

胚胎所必需的过程。卵母细胞的成熟包括细胞核成

熟和细胞质成熟, 两者紧密相连, 但却是两个复杂而

不同的过程[5-6]。在这个过程中, 卵母细胞合成、吸

收并储存mRNA、蛋白质等早期胚胎发育所需的调

控因子[7]。这个过程主要由RNA聚腺苷酸化、局限

化、不同种类的修饰和蛋白质磷酸化等转录后调节

方式控制[8]。因此, 对卵母细胞的一些基因功能的分

析将有助于研究卵母细胞细胞质及细胞核成熟、受

精和早期胚胎发育的分子调控机制。

Gas基因(growth arrest-special gene)首先发现于

经血清饥饿处理的细胞。Gas6基因(growth arrest-
special gene 6)由Nagata等[9]最先从无血清培养的

NIH3T3细胞中发现并克隆, 该基因编码的Gas6蛋白

是维生素K依赖蛋白, 包括Axl、Met及Rse等几个分

子在内的受体酪氨酸激酶家族的配体。Manfioletli
等[10]推测, 猪Gas6蛋白含有678个氨基酸, 与小鼠的

同源性为81%, 与人抗凝血蛋白S的同源性为44%。

Gas6系统具有广泛的生物学作用, 与细胞的黏附、

识别、存活、增殖和生长有关[11-13]。Gas6在雄性小

鼠生殖脊和原始生殖细胞表达并且有利于原始生殖

细胞的体外培养[14], 精子细胞的成熟和凋亡也需要

通过Gas6系统进行调控[15]。研究发现, Gas6在GV
期卵母细胞中表达量很高[16], Fleming等[17]报道Gas6
对8-细胞时期胚胎和囊胚发育也有影响。通过检测

Gas6及其受体在卵母细胞成熟和早期胚胎发育过程

中的表达发现, Gas6和Met在卵母细胞和卵泡细胞

中有表达, 而Rse和Axl只在卵泡细胞表达。Met在卵

母细胞成熟及早期胚胎形成过程中稳定表达, 但是, 
Rse和Axl并不在卵母细胞成熟和原核形成过程中表

达[18]。Gas6基因敲除可以导致小鼠胚胎红细胞前体

细胞形成障碍[19]。

最近的研究发现, Gas6基因表达的降低可以抑

制小鼠卵母细胞的胞质成熟和体外受精之后的原核

形成, 并且这种作用不依赖于MPF的活性[20]。Gas6
通过诱导细胞外信号调节激酶(ERK1/2)的磷酸化作

用调节斑马鱼胚胎血管内皮细胞的增殖、迁移和扩

散[21]。在斑马鱼胚胎神经发育的早期如果Gas6的表

达量不正常时会导致正常神经元因为吞噬作用的不

正常结合而死亡[22], 这意味着Gas6基因可能会对早

期胚胎的发育产生一定的影响。目前, 对Gas6基因的

研究主要集中在其对血栓形成和精子发生的影响[23], 
很少有关于其与早期胚胎发育相关的研究。因此, 
本研究的目的在于探索Gas6基因在猪卵泡发育及卵

母细胞成熟过程中和早期胚胎发育过程中的表达规

律及作用。

1   材料与方法
1.1   实验材料

实验用猪卵巢选自广西南宁市鲁班路屠宰场, 
从屠宰场取回的卵巢用酒精、生理盐水等消毒清洗

后用注射器抽取法采集卵母细胞, 挑选那些带有2层
以上卵丘细胞、胞质均匀的卵丘细胞–卵母细胞复

合体(cumulus-oocyte complexes, COCs), 随机分配于

各实验组中。

1.2   主要试剂

除特殊说明的之外, 试验所用药品均购自Sig-
ma Aldrich公司。试验所用Gas6一抗为购自Abcam
公司的Anti-GAS6抗体(ab136249), 该抗体为兔源

Gas6多克隆抗体, 免疫原为人Gas6部分肽段。猪和

人Gas6的氨基酸序列同源性为94%, 核苷酸序列同

源性为93%, 两者同源性较高, 故认为该抗体适合于

猪的检测。实验所用二抗均购自Proteintech公司, 所
用的Gas6重组蛋白购自R&D公司。

1.3   试验方法

1.3.1   免疫组织化学法      选取大小适宜的猪卵巢, 

concentration reached 100 ng/mL. We predicted that Gas6 increased the development potential of oocytes by im-
proving the quality of oocytes cytoplasm maturation, so as to obtain more and better embryos.

Key words        Gas6; porcine; folliculogenesis; preimplantation embryo
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将其周边修整干净后平均分为两半, 放入4%多聚甲

醛中固定24 h以上。固定后的卵巢组织放入自动脱

水机中进行脱水处理, 随后放入石蜡中包埋。将含

有组织的蜡块放入切片机中将其切成7 μm厚的薄片

以制成石蜡切片, 然后进行免疫组化染色, 最后脱水

烘干。用显微成像系统选取有代表性的原始卵泡、

初级卵泡、次级卵泡和成熟卵泡拍照观察。

1.3.2   免疫荧光      收集体外成熟时间为0(即刚从卵

泡中抽出来的GV期的猪卵母细胞), 12, 24 , 36, 42 h
的猪卵母细胞, 用PBS洗去培养液中的血清及蛋白

等成分, 然后放于4%多聚甲醛中固定1 h以上。然后

用免疫荧光法进行荧光标记, 用FITC标记的二抗标

记阳性信号, 用PI标记细胞核。压片后用激光共聚

焦拍照观察。

1.3.3   QRT-PCR      收集体外成熟时间为0, 12, 24, 
36, 42 h的猪卵母细胞和孤雌激活后的发育至2-细胞、

4-细胞、8-细胞和囊胚时期的早期胚胎各5个, 经PBS
洗去血清和蛋白等成分后放于细胞裂解液中, 用微量

反转录cDNA试剂盒(TaKaRa公司)进行反转录反应。

反转录体系为20 μL: 8 μL细胞裂解液, 1 μL DNase I, 
1.3 μL DNase I Buffer, 1 μL EDTA, l μL dNTP, 2 μL随
机引物, 4 μL 5×FS Buffer, 0.5 μL RNase Inhibitor, 2 μL 
DTT, 0.3 μL FS逆转录酶。反应条件为: 25 °C 5 min, 
42 °C 90 min, 95 °C 10 min, 4 °C终止。

根据GenBank上已知的猪Gas6基因序列, 利用

Oligo 6.0软件分别设计了1对Gas6定量引物及18S内
参引物(表1)。引物由上海生工生物公司合成。然后

以反转录产物为模板进行QRT-PCR反应。反应体系

为20 μL: 1 μL RT-PCR产物, 10 μL 2×Fast Start Uni-
versal SYBR Green Master(ROX), 0.6 μL Primer F/R 
(10 μmol/L), 8.4 μL RNase Free H2O。反应条件: 95 °C 
10 min; 95 °C 15 s, 60 °C 1 min, 40个循环。实验对每

个样品进行4次重复, 用18S作为内参, 运用2–ΔΔCt的方

法计算目的基因的相对表达量。

1.3.4   Gas6重组蛋白添加试验      所用猪卵母细胞

体外培养液基础液为M-199, 胚胎培养液为PZM-3。
在M-199中加入10%猪卵泡液, 0.6 mmol/L半胱氨酸, 
0.91 mmol/L丙酮酸, 10 ng/mL表皮生长因子, 适量的

青霉素、链霉素和1 mg/mL胰岛素作为卵母细胞体

外培养液(PM)。在PM中加入10 IU/mL的人绒毛膜促

性腺激素(hCG)和马绒毛膜促性腺激素(eCG)作为卵

母细胞前22 h的培养液(PMh)。将从R&D公司购买的

Gas6重组蛋白用ddH2O溶解, 用猪卵母细胞体外培养

液PM和PMh分别稀释为100 ng/mL、200 ng/mL, 用不

添加重组蛋白的培养液作为对照组(0 ng/mL)。
收集带有2层以上卵丘细胞、胞质均匀的卵丘

细胞–卵母细胞复合体(COCs), 随机分配于各实验组

中进行培养。第1 d用PMh培养液培养, 22 h后换为

PM培养液继续培养20 h。成熟后的卵母细胞用移

液枪打掉颗粒细胞, 连续统计7次培养的极体率。继

续培养7次卵母细胞, 并对成熟后的卵母细胞进行孤

雌激活, 然后放于Pzm-3培养液中连续培养7 d。在

孤雌激活26 h后统计各组分裂率, 于第7 d统计囊胚

率。挑取囊胚放于Hoechst33342染液中染色, 之后

压片用荧光显微镜拍照观察, 统计各组囊胚的细胞

数。所有数据均用SPSS 17.0软件进行分析。

2   结果
2.1   Gas6基因在猪不同卵泡发育阶段中的蛋白

表达检测 
免疫组化的结果显示, 在猪原始卵泡时期, 

Gas6只在卵母细胞观察到淡褐色免疫信号, 而在其

周围的卵丘细胞没有免疫信号(图1A)。随着卵泡发

育到初级卵泡时期, 可以观察到卵母细胞和其周围

的卵丘细胞都有黄褐色免疫信号, 表达量有所增加

(图1B)。从初级卵泡到次级卵泡再到成熟卵泡, 始
终可以在卵丘细胞和卵母细胞看到阳性信号, 并且

随着卵泡发育免疫信号明显增强, 由淡褐色变成深

褐色, Gas6表达量增加(图1C和图1D), 对照组没有观

察到阳性信号。免疫组化的结果表明, Gas6在猪次

级卵泡和成熟卵泡期表达较强, 预测其主要参与了

猪次级卵泡后的卵泡发育。

2.2   Gas6基因在猪卵母细胞体外成熟过程中的蛋

白表达检测

为了探索Gas6基因在猪卵母细胞体外成熟过

程中的表达情况, 对体外培养的猪卵母细胞分阶段

表1  引物序列

Table 1  Primer sequences
基因

Gene
序列(5′→3′)
Sequences (5′→3′)

产物长度

Production length

Gas6 F: CTA CTC CTG CCT GTG TGA CG 188 bp

R: GGA TGT CCT CAC AGG TGC TC

18S F: GAT GGG CGG CGG AAA ATT G 107 bp

R: TCC TCA ACA CCA CAT GAG CA
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A B

D E

C

A: 原始卵泡; B: 初级卵泡; C: 次级卵泡; D: 成熟卵泡; E: 阴性对照。标尺=100 μm。

A: primordial follicles; B: primary follicle; C: secondary follicle; D: mature follicle; E: negative control. Scale bars=100 μm.
图1  免疫组化观察Gas6在猪卵泡发育过程中的表达

Fig.1  The expression pattern analysis of Gas6 in pig follicular development by immunohistochemistry

A~T: 分别为体外培养0 h(A~D)、12 h(E~H)、24 h(I~L)、36 h(M~P)和42 h(Q~T)的猪卵母细胞裸卵(用透明质酸酶去除颗粒细胞后的卵母细胞)。
A、E、I、M、Q为常光照射下拍摄的图片, B、F、J、N、R为激光共聚焦在543 nm波长绿光拍摄的图片; C、G、K、O、S为激光共聚焦在

488 nm波长红光拍摄的图片; D、H、L、P、T为将红光与绿光合成后的图片。A1~T1为同时期带有颗粒细胞的卵母细胞。

A~T: denuded pig oocytes (denude the granulosa cells with hyaluronidase) in vitro cultured for 0 h (A~D), 12 h (E~H), 24 h (I~L), 36 h (M~P), 42 h (Q~T). 
A,E,I,M,Q indicated picture shoot by nature light; B,F,J,N,R indicated picture shoot by green light of 543 nm wavelength; C,G,K,O,S indicated picture 
shoot by red light of 488 nm wavelength; D,H,L,P,T indicated picture overlapped green with red. A1~T1: cumulus-oocyte complexes of pig obtained at 
the same time with A~T.

图2  免疫组化观察Gas6在猪卵母细胞体外成熟过程中的表达情况

Fig.2  Gas6 expression in the process of in vitro maturation of pig oocytes by immunohistochemical method

A B C D

E F G H

I J K L

M N O P

Q R S T

A1 B1 C1 D1

E1 F1 G1 H1

I1 J1 K1 L1

M1 N1 O1 P1

Q1 R1 S1 T1

进行了免疫组化实验, 包括体外成熟时间为0(即刚

从卵泡中抽出来的GV期的猪卵母细胞), 12, 24, 36, 
42 h的猪卵母细胞(图2)。如图2所示, 在猪卵母细

胞成熟过程中始终可以观察到绿色荧光信号, 在裸

卵中可以看到在被PI标记的细胞核上有绿色荧光信

号, 说明Gas6在卵母细胞核表达。在COCs中可以看

到颗粒细胞被免疫荧光信号标记, 且绿色免疫荧光

信号和红色标记的细胞核完全重合, 亦说明主要表
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达于颗粒细胞核。观察结果显示, 在0, 12, 24 h阶段, 
COC中Gas6表达差异不显著, 在体外培养36 h和42 h
时COC中Gas6表达显著增加。免疫荧光染色结果亦

显示Gas6在猪卵母细胞体外成熟后期表达加强, 与
免疫组化结果卵泡发育过程中的表达一致。

2.3   Gas6基因在猪卵子成熟及早期胚胎(PA)发育

过程中的QRT-PCR检测

以18S为内参基因, 应用QRT-PCR技术对猪

Gas6基因mRNA在卵母细胞体外成熟过程中及孤雌

胚胎发育过程中的表达情况进行了研究(图3)。结果

显示, 猪Gas6基因在卵子体外成熟中的卵丘–卵母细

胞复合体(COCs)中前12 h呈现下调, 然后呈现增加

后降低的表达模式, 这与免疫组化结果Gas6主要在

卵泡发育后期表达增强相类似。在孤雌胚胎中, 只
有囊胚期可以检测到Gas6 mRNA的表达, 而1-细胞、

2-细胞、4-细胞和8-细胞时期胚胎中均检测不到表

达。囊胚期中的Gas6的相对表达量显著高于卵泡

发育和早期胚胎发育的其他阶段, 甚至高于GV期卵

丘–卵母细胞复合体(COCs)中的表达。

2.4   添加Gas6重组蛋白对猪卵母细胞体外成熟

培养质量的影响

在猪卵母细胞成熟液中添加不同浓度的Gas6
重组蛋白进行培养(表2)。实验发现, 成熟液中添加

Gas6后卵母细胞极体率没有显著变化, 但是添加浓

度为100 ng/mL培养的卵母细胞孤雌激活后的分裂

率(图4)和囊胚率(图5)显著增高, 囊胚细胞数显著增

多(P<0.05)。实验表明, 猪卵母细胞体外培养系统中

Gas6蛋白的增多不能使卵母细胞极体率增加, 但是可

以提高孤雌激活胚胎的分裂率、囊胚率和囊胚质量。

3   讨论
Gas6是人类发现的一种新的生长因子, 具有

广泛的生物学作用。在生殖调控方面, 有研究报道, 
Gas6在雄性小鼠生殖脊和原始生殖细胞表达, 在雌

性生殖脊和原始生殖细胞检测不到表达, 但是在发

育中的卵巢中可以检测到表达[14]。本研究通过免疫

表2  添加Gas6蛋白对猪早期胚胎的影响

Table 2  Effect of Gas6 on early embryo development of pig
浓度(ng/mL)
Concentration (ng/mL)

总数

Total
极体率(%)
Polar body (%)

分裂率(%)
Cleavage (%)

囊胚率(%)
Blastocysts (%)

囊胚细胞数

Blastula cells

0 1507 826(54.79)a 552(66.84)a 213(37.33)a 45.984 6(±1.28)a

100 1379 832(60.31)a 626(75.24) b 301(48.05)b 54.630 8(±1.41) b

200 1441 789(54.72)a 557(70.59)ab 256(44.42)ab 49.200 0(±1.41)c

不同字母表示差异显著(P<0.05)。
Different letters indicated significant difference at P<0.05.

以18S内参研究Gas6基因在卵母细胞成熟和早起胚胎发育过程中的相对表达量。0, 12, 24, 36, 42 h表示在体外培养0, 12, 24, 36, 42 h的猪卵母

细胞, COCs表示卵丘–卵母细胞复合体, PA表示孤雌激活, 1C、2C、4C、8C和blastaea是孤雌激活后的1-细胞、2-细胞、4-细胞、8-细胞和囊胚。

The relative expression level of Gas6 gene in the process of oocytes in vitro maturation and early embryo development was studied by QRT-PCR with 
18S-rRNA as reference gene. 0, 12, 24, 36 and 42 h means oocytes in vitro cultured for 0, 12, 24, 36 and 42 h. COCs indicates cumulus-oocyte comple-
xes. PA means parthenogenetic activation. 1C, 2C, 4C, 8C and blastaea indicates 1-cell, 2-cell, 4-cell, 8-cell and blastaea after parthenogenetic activation.

图3  Gas6在猪卵子成熟及早期孤雌激活胚胎发育过程中的QRT-PCR检测

Fig.3  QRT-PCR of Gas6 in the process of oocytes maturation and early parthenogenetic activated embryo development 
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组化染色法首次获得了Gas6基因在猪卵泡发育过程

中的表达情况。结果表明, Gas6在原始卵泡的卵母

细胞和初级卵泡次级卵泡与成熟卵泡的卵母细胞及

其周围的卵丘细胞表达, 而卵巢组织细胞不表达, 进
一步确定了Gas6在猪卵巢组织中的表达方位和表达

模式。

多篇文献报道显示, Gas6基因参与调控早期胚

胎发育。Fleming等[17]报道, Gas家族多个基因在小

鼠早期胚胎表达, Gas6在8-细胞之前的胚胎表达很

少, 到囊胚时期表达增多。Kim等[20]报道, Gas6的表

达是小鼠卵母细胞成熟的重要因素。Gas6在GV和

MII期小鼠卵母细胞表达较多, 但在体外受精(IVF)
后胚胎中表达迅速消失, 直到8-细胞后又出现高表

达。本研究运用免疫荧光等方法探索Gas6在猪体外

培养胚胎的表达规律, 结果显示, 在卵子成熟及早期

胚胎发育过程中始终有Gas6蛋白的表达, 在COCs和
GCs的表达明显高于裸卵中的表达, 在8-细胞之前的

胚胎表达较低, 而囊胚期表达显著增高。QRT-PCR
显示, 在2-细胞、4-细胞、8-细胞时期的早期胚胎无

法检测到Gas6 mRNA, 但到了囊胚其mRNA表达水

平迅速增高, 甚至高于GV期。这种表达规律与文献

报道的Gas6在小鼠早期胚胎发育过程中的表达规律

一致, 说明Gas6对猪卵子成熟及早期胚胎发育的影

响与小鼠类似。

Jiang等[24]用原位杂交和RT-PCR等实验方法研

究Gas6在小鼠体内胚胎发育中的表达规律, 研究发

A: 在普通成熟液中培养42 h后的卵母细胞孤雌激活后的囊胚在显微镜下的照片; B: 在成熟液中添加100 ng/mL Gas6重组蛋白培养42 h后的卵

母细胞孤雌激活后的囊胚在显微镜下的照片; C: 在成熟液中添加200 ng/mL Gas6重组蛋白培养42 h后的卵母细胞孤雌激活后的囊胚在显微镜

下的照片。标尺=100 μm。

A: the picture of blastocyst after parthenogenetic activation of oocytes cultured 42 h in common in vitro media by microscope; B: the picture of blasto-
cyst after parthenogenetic activation of oocytes cultured 42 h in vitro media with 100 ng/mL Gas6 recombinant protein by microscope; C: the picture 
of blastocyst after parthenogenetic activation of oocytes cultured 42 h in vitro media with 200 ng/mL Gas6 recombinant protein by microscope. Scale 
bars=100 μm.

图5  Gas6对卵母细胞囊胚率的影响

Fig.5  Effect of Gas6 on blastocyst rate of oocyte

A B C

A: 在普通成熟液中培养42 h后的卵母细胞孤雌激活后26 h的胚胎在显微镜下的照片; B: 在成熟液中添加100 ng/mL Gas6重组蛋白培养42 h后的

卵母细胞孤雌激活后26 h的胚胎在显微镜下的照片; C: 在成熟液中添加200 ng/mL Gas6重组蛋白培养42 h后的卵母细胞孤雌激活后26 h的胚胎

在显微镜下的照片。标尺=100 μm。

A: the picture of embryos 26 h after parthenogenetic activation of oocytes cultured 42 h in common in vitro media by microscope. B: the picture of 
embryos 26 h after parthenogenetic activation of oocytes cultured 42 h in vitro media with 100 ng/mL Gas6 recombinant protein by microscope; C: the 
picture of embryos 26 h after parthenogenetic activation of oocytes cultured 42 h in vitro media with 200 ng/mL Gas6 recombinant protein by micro-
scope. Scale bars=100 μm.

图4  Gas6对卵母细胞分裂率的影响

Fig.4  Effect of Gas6 on cleavage rate of oocyte 

A B C
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现, Gas6 mRNA始终存在于早期胚胎之中, 但是只

有在早期胚胎的正常发育受到威胁和抑制时才有

Gas6蛋白表达。本研究显示, 在卵子成熟及早期胚

胎发育过程中都有Gas6蛋白的表达, 而在2-细胞、

4-细胞、8-细胞时期的早期胚胎无法检测到Gas6 
mRNA。这种差异很可能是研究所用的材料导致的, 
Jiang等[24]用的是小鼠自然交配产生的体内胚胎, 而本

研究用的是卵母细胞体外培养的孤雌激活胚胎。因

此, 可以推断卵母细胞的正常生长发育在体外培养过

程中依然受到了抑制, 其体外培养系统依然需要改

进, 而Gas6蛋白可能有利于卵母细胞的体外成熟。在

猪卵母细胞体外培养系统中添加Gas6重组蛋白试验

表明, 添加100 ng/mL Gas6重组蛋白培养的卵母细胞

孤雌激活后分裂率、囊胚率及囊胚细胞数都显著增

高, 虽然并没有增加极体率, 但是符合Kim等[20]关于

Gas6的表达不影响卵母细胞的细胞核成熟, 但是影

响细胞质成熟的报道。因此, 在猪卵母细胞成熟过

程中, Gas6蛋白的增多不影响细胞核的成熟, 但可

能通过促进卵母细胞细胞质的成熟进而提高了成

熟卵母细胞的质量, 进而提高了早期胚胎的发育潜

能。同时, 实验验也证明在猪卵母细胞体外培养系

统中添加Gas6重组蛋白确实有利于获得质量更好

的卵母细胞。Kim等[20]发现, 在斑马鱼胚胎显微注

射Gas6重组蛋白可以显著促进斑马鱼胚胎血管内

皮细胞的增殖, 且Gas6蛋白作用具有剂量依赖性。

Gas6基因通过诱导细胞外信号调节激酶(ERK1/2)的
磷酸化作用调节胚胎血管内皮细胞的增殖、迁移和

扩散, 而Gas6基因的沉默可以抑制斑马鱼胚胎血管内

皮细胞的增殖和细胞内微管结构的形成, 且这种作用

与添加ERK1/2抑制剂的影响相似[21]。鉴于Gas6基因

与抗凝血蛋白S的同源性为44%, Gas6基因敲除可以

导致小鼠胚胎红细胞前体细胞形成障碍[19], 推测Gas6
基因可能通过诱导细胞外信号调节激酶(ERK1/2)的
磷酸化作用调节早期胚胎血管内皮细胞生长因子等

方式影响早期胚胎细胞细胞骨架的形成, 从而影响

了细胞质的成熟质量。

本研究进一步确定了Gas6在猪卵巢组织中的

表达方位和表达模式, 分析了Gas6基因在猪卵母细

胞成熟过程中及早期胚胎发育过程中的表达规律, 
并提出了一种新的改良猪卵母细胞体外培养系统的

方法, 为进一步研究Gas6基因在卵子成熟及早期胚

胎发育过程中的调控机制提供了一定的依据。
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