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高通量基因表达分析方法在胚胎着床

研究中的应用
苏仁伟 1 杨增明 1 ， 2*

(' 东北农业大学生命科学学院，哈尔滨 150030; 2 厦门大学生命科学学院，厦门 361005)

摘要 哺乳动物胚胎着床是一个复杂而严密的过程，涉及到众多相关基因的表达与调控。传

统的实验技术很难一次性对这些基因的表达状况做系统的分析。近年来，高通量基因表达分析方

法在哺乳动物胚胎着床过程研究中得到了广泛的应用，在mRNA水平、 microRNA水平和蛋白质水

平都有大量的着床相关的因子被筛选出来.本文旨在对应用高通量方法的研究加以总结概括，为

进一步研究哺乳动物胚胎着床的分子机理奠定基础。
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哺乳动物胚胎着床是一个严密而有序的过程，是

胚胎滋养层细胞与子宫内膜进行一系列细胞与分子

- 水平上的相互作用，进而相互识别、敬附，并最终

建立紧密联系的过程，是哺乳动物生殖过程中最关键

的步骤之一。 胚胎的成功着床需要三个必要的条件:

发育到囊胚期并从透明带中孵出，具有蒙古附能力的活

性胚胎;具有接受能力的子宫内膜;胚胎与子宫建立

成功的分子对话。

胚胎着床是一个极其复杂的生理过程，涉及到众

多基因的表达、调控及相互作用。以往的研究多限

于一个或几个基因，难以对与胚胎着床相关的基因进

行全面分析。 为了全面了解胚胎着床的基因表达谱

及胚胎着床相关基因间的网络调控机理，需要使用高

通量的基因表达分析技术以同时检测大量着床相关

基因的表达。 近年来，高通量方法得到了快速的发

展和广泛的应用 。 目前在RNA水平应用的高通量方

法主要包括:基因芯片(gene chip or microarray) 、

microRNA 芯片(microRNA microarray)、基因表达系

列分析(serial analysis of gene expression, SAGE)以及

深度测序技术(deep sequencing) 。 在蛋白质水平上使

用的高通量检测手段有荧光差异双向电泳(fluorescence

..-- 2-dimensional differential in-gel electrophoresis, DIGE) 

和液相色谱串联色谱技术(liquid chromatography-tan­

dem mass spectrometric, LC-MS/MS)等。

本文旨在对近年来应用高通量方法对啃齿类及

灵长类胚胎着床过程机理的研究进行归纳总结，从而

为胚胎着床相关的研究提供素材。

1 基因芯片技术在胚胎着床过程中的应用

基因芯片是将待检测组织与固定于片基上的高

密度探针阵列进行杂交的技术，可以在同一时间内对

大量基因的表达进行平行分析。基因芯片是目前应

用最为广泛， 手段最为成熟的高通量基因分析技术。

1. 1 基因芯片技术在着床前胚胎发育中的应用 .

成功的胚胎着床需要有着床能力的囊胚和处于

接受态的子宫的相互作用，对哺乳动物而言，从透明

带中孵出的具有活性的胚胎对着床是必需的。由于

胚胎的直径小于 100微米，而且每次排出的卵子只有

一个(如灵长类)或十几个(如晴齿类)，使得研究胚胎

的高通量方法所需要的材料极度缺乏，直到 RNA扩

增技术的出现才使得这一问题得到解决。近年来，

研究人员利用基因芯片技术对着床前胚胎的发育过

程以及致密化、胚泡的形成以及孵化等过程进行了

大量的研究，得到一大批和这些过程相关的基因。

目前已有多篇以着床前各个时期胚胎基因表达

谱为研究对象的报道，研究发现囊胚特异性表达的基

因主要与形态发生及各种新陈代谢途径有关[1，2]。比

较桑甚胚和囊胚的基因表达谱发现，数十个基因可能

与桑甚胚-囊胚转变有关， 同时发现能量代谢相关的

基因在桑甚胚-囊胚转化过程中也有极大的变化I坷。

而比较完整的人类囊胚和分离内细胞团(Inner Cell 

Mass, ICM)细胞、滋养层(Trophectoderm， TE)细胞，

收稿日期: 2010-03-02 接受日期: 2010-10-14 
*通讯作者. Tel: 0592-2186823, E-mail: zmyang@xmu.edu.cn 

 
 
中
国
细
胞
生
物
学
学
报
    
中
国
细
胞
生
物
学
学
报
   中
国
细
胞
生
物
学
学
报
 

 
 
    
    
   中
国
细
胞
生
物
学
学
报
    
中
国
细
胞
生
物
学
学
报
   中
国
细
胞
生
物
学
学
报
 

 
 
 
中
国
细
胞
生
物
学
学
报
    
中
国
细
胞
生
物
学
学
报
   中
国
细
胞
生
物
学
学
报
 

 
 
    
    
   中
国
细
胞
生
物
学
学
报
    
中
国
细
胞
生
物
学
学
报
   中
国
细
胞
生
物
学
学
报
 

 
 
 
中
国
细
胞
生
物
学
学
报
    
中
国
细
胞
生
物
学
学
报
   中
国
细
胞
生
物
学
学
报
 

 
 
    
    
   中
国
细
胞
生
物
学
学
报
    
中
国
细
胞
生
物
学
学
报
   中
国
细
胞
生
物
学
学
报
 

 
 
 
 



936 

同样发现桑甚胚分化为ICM和τE两个多能性细胞谱

系是受到新陈代谢相关基因的调控[4)。这些结果表

明，胚胎在囊胚期确实发生了剧烈的新陈代谢活动，

这可能为随后胚胎及时在子宫内膜腔上皮上着床打

下了基础。

孵化是胚胎着床前必须经历的一个过程，在囊胚

孵化前后差异表达的基因包括细胞薪附和迁移分

子、表观遗传调节基因、应激应答调节基因和免疫

应答调节基因[5)0 Wnt 信号通路在着床后胚胎体轴

形成过程中起重要作用，其众多成员在囊胚期都高表

达， ß-catenin 定位在 ICM 的细胞核中，提示 Wnt通

路的靶基因在 ICM 中处于转录激活状态[剑。桑甚胚

分化为ICM和TE同样是受到包括Wnt信号通路在内

的多个信号通路的调控[4)。但 Wnt 信号通路在着床

前胚胎特定细胞中的激活是如何影响着床后胚胎发

育仍不清楚。

延迟着床也称为胚胎滞育，是指囊胚期的胚胎处

于休眠状态。在小鼠娃振第 4 天早上切除双侧卵巢

能够诱发囊胚的休眠，即所谓的"休眠胚胎"，通过

持续的孕酣处理通常可以维持这一状态长达一到两

周。注射雌激素可以激活囊胚，启动其在孕酣维持

的子宫中着床，即"激活胚胎"。比较休眠胚胎和

激活胚胎的基因表达谱，得到229个差异表达的基因，

这些基因的功能主要集中在细胞周期、能量代谢通

路、钙离子信号通路和教附分子。这与前述的结果

较为一致，说明在能够着床的激活胚胎中上述过程

起重要的作用。其中肝素结合性表皮生长因子

(heparin-binding EGF-like growth factor, Hbegf)基因

在激活胚胎[7)或正常的囊胚期胚胎口，2)中显著上调，在

着床位点该基因在腔上皮高表达[8)。重组田-EGF蛋

白孵育过的小珠子能够像活性胚胎一样诱导局部子

宫内膜通透性增加，并伴随子宫基质中环氧合酶

(Cyclooxygenase, Cox-2)和骨形态发生蛋白仙onemor­

phogenetic protein, Bmp2)的表达[9)。这些结果显

示囊胚产生的 HB-EGF 能分泌到细胞外以旁分泌的

形式诱导子宫中着床相关因子的表达。因而， HB­

EGF 被认为是介导胚胎-子宫分子对话的重要的候

选分子。

1.2 基因芯片技术在哺乳动物子宫接受态研究中

的应用

成功的着床不仅需要有着床能力的囊胚，还需要

处于接受期的子宫。在卵巢雌激素和孕酣的调节下，

子宫环境发生一系列改变以适应胚胎的着床。在小

·综述.

鼠，娃振第 1-3 天子宫不能接受活性胚胎的着床，为

接受前期(prereceptive phase); 第 4 天进入接受期

(receptive phase)，接受胚胎着床的能力最强;到第 5 ~ 

天则完全不能接受胚胎着床，为非接受期(nonreceptive

phase)。在人类和其他灵长类， 一般认为子宫接受期

在月经周期的第 20 天到 24 天，或者是LH 峰后的第

6 天到第 10 天[10)。然而，子宫内膜如何转换为接受

态的分子机制尚不清楚。

在人类女性和其他雌性灵长类中，根据不同的生

理状态，可以将月经周期分为增殖前期、增殖中

期、增殖后期、分泌前期、分泌中期、分泌后期

和月经期。研究人员对这些时期的人子宫内膜进行

基因芯片分析，鉴定出了一些在不同黄体时期差异表

达的分子作为接受态的分子标志，这些分子有助于评

估正常的子宫内膜是否处于接受期[11 ， 12) 。

在对人子宫内膜接受态的研究中，有5个各自独

立的类似研究使用 Affymetrix 公司的 HG-95 型基因

芯片或改进型 HG-95v2研究了接受态子宫内膜的表

达谱[13-17)。另有一个研究使用 HGU133 芯片对该时 咽

期子宫内膜进行了分析[18)。虽然检测平台是基本一

致的，但结果却大相径庭。比较这 6 个研究所筛选

出差异基因的一致性时发现，在数百个基因中只有骨

桥蛋白(osteopontin)在 6个研究结果中都在分泌中期

高表达。该基因是一个结构基因，与细胞茹附功能

有关，在多种组织中都有表达，在子宫内膜主要在腺

上皮表达，提示在人子宫内膜中的功能可能与黠附无

关[19)。但在小鼠中，骨桥蛋白在着床期间受雌激素

的诱导而在子宫腔上皮表达[则。基因芯片结果的这 、

种不一致性可能由很多原因造成，其中子宫内膜材料

收集的时间及所处生理时期的不同是一个主要原

因。在上述的研究中，所收集子宫内膜的时期不尽

相同: Kao 和 Borthwick 的研究所收集的材料来自增

殖晚期和分泌中期，而其他几个研究则来自分泌早期

和分泌中期。不同的数据分析方法和标准也是产生

差异的主要原因之一，例如在所有 6 个研究中，有一

个是以 3 倍差异为标准[闭，而其他 5 个研究则以 2倍

差异为标准。另外，志愿者的遗传背景、样品的数

量以及是否进行了混合等也是影响结果的重要原因。 . ._,;' 

由于子宫内膜中包含多种细胞，对于那些在不同

细胞中表达差异较大的基因就很难准确地显示其变

化的状况。将处于增殖晚期和分泌中期女性的子宫

内膜的上皮细胞分离出来再进行分析阳，发现子宫内

膜腔上皮中在分泌中期上调的基因主要为细胞周期
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调节相关的基因。

在小鼠中，很多研究对比了接受前期或非接受期

， 和接受期的子宫内膜，以期能够筛选出一些能够代表

接受态子宫内膜特征的分子标志。在对饪娓第 5 天

着床点和非着床点的基因表达谱研究中得到 36个着

床点上调基因和 27 个下调基因， 比较延迟着床小鼠

和延迟着床激活小鼠，发现激活子宫中上调的 27 个

基因在着床点也有上调说明激活状态的子宫与正常

娃振的着床点是极其相似的[8)。子宫腔上皮作为胚

胎着床过程中最先与胚胎滋养层细胞发生接触的组

织，对子宫接受态的建立起到极其重要的作用。使

用激光显微切割技术(Laser Capture microdissection, 

LCM)[22)或酶消化的方法阳将小鼠正常娃振第 5 天的

着床点和非着床点子宫腔上皮分离出来再进行芯片

分析，鉴定出一批差异表达的基因。两个研究虽然

都以小鼠子宫腔上皮为研究对象， 但是由于分离上皮

的方法不同，所以在所筛选出的差异基因中一致性并

不高。

同 雌激素通过其核受体ERα和ERß在诸多生理过

程中起到重要的作用，特别是在胚胎着床过程中，因

卵巢切除而处于延迟状态的小鼠胚胎只有注射雌激

素之后才能被激活从而启动着床。卵巢切除的小鼠

使用雌激素处理后进行芯片分析，发现在 6 小时只有

0.9% 的基因受到雌激素的调控，而在 12 小时则有高

达 8.4%的基因受到雌激素的影响，说明雌激素对多

数基因的调控可能是通过间接作用实现的[24)。使用

ERα和 ERß 敲除鼠和基因芯片技术证明，雌激素主

要是通过 ERα 调节其靶基因的， ERß 所起的作用很

孕酣通过其受体 PR 对子宫的很多功能起到调

节作用，敲除 PR 的小鼠在排卵、子宫对着床前胚胎

的应答和维持胚胎发育、蜕膜化反应等诸多生殖过

程中存在缺陷。在人子宫内膜分泌期使用单一的孕

酣受体拮抗剂米非司酣仙但fepristone)，即 RU486处理

可以迅速导致子宫内膜转变为非接受态间。将分泌

中期组织分离后在体外培养 12 小时后，用基因芯片

检测子宫内膜的基因表达，在大约 1000 个基因中共

{ 有 12 个基因明显受到 RU486 的影响[2飞 处于分泌

中期(LH 峰后第 7 天)的妇女接受 RU486 注射后 6 小

时和 24 小时的活检组织与未注射组相比，有大量的

基因表达显著发生变化[28) 。

在小鼠，使用孕酣处理卵巢切除的野生型和孕酣

受体敲除(PRKO)小鼠，在第一次注射4小时或 40 小

937 

时后检测直接或非直接受到孕酣调节的基因表达的 .

变化。最终在 4 小时得到 1 39 个基因被孕酣及其受

体直接上调，而 96 个基因被直接下调，上调基因中包

括己证实与着床相关的 Ihh。而 40 小时后对孕酣处

理有间接应答的基因则主要表现为下调 [29)。比较正

常娃振 4天的小鼠子宫和使用 RU486 处理的小鼠子

宫的表达谱， 78个已知的基因下调超过两倍，而70个

基因在 RU486 处理后上调。上调基因中大部分为孕

酣的靶基因，其中一些为直接靶基因，其时空表达定

位与 PR 对应[扮]。

2 microRNA 芯片技术在胚胎着床过程中

的应用

microRNA(miRNA)是非编码 RNA(non-coding

RNA)的一种，可以通过对靶 mRNA 的转录后调节进

而影响很多的生理过程。由于 miRNA 的长度较短

(22 个碱基左右)，研究人员使用各种方法来提高探针

与miRNA之间的Tm值以使之更有效的杂交， 例如使

用锁定核昔酸(Locked Nucleic Acid, LNA)来提高 Tm

值。

miRNA 生物合成过程中一个重要的酶是 Dicer，

属于 III 型核酸内切酶。在雌性小鼠的生殖道和卵巢

中条件敲除 Dicer 将导致该小鼠不育[剖，32]，由此可见

miRNA 在生殖过程中的重要作用。在对各期胚胎

(MII 期卵母细胞、 2 细胞、 4 细胞、 8 细胞和囊胚)

miRNA 的表达谱分析中发现在囊胚期特异表达的

miRNA有 miR-290、 miR-291 、 miR-292 、 miR-293 、

miR-294 和 miR-295 这一簇。使用 T缸getsScan 预测

潜在的靶基因并对靶基因进行功能聚类分析发现，与

囊胚特异性的m阳A的靶基因功能主要集中在动作

电位的传递[划。使用 LNA修饰的 miRNA 芯片检测

第 5 天着床点和非着床点的 miRNA 表达谱，鉴定得

到 8 个上调 miRNA，其中 miR-21 可能通过其靶基因

Reck 调节基质金属蛋白酶 MMP-9，从而影响到胚胎

的侵入过程[叫。筛选第 1 天和第 4 天的小鼠子宫中

miRNA的表达，发现32个miRNA在接受期子宫显著

上调。其中 miR-I0la 和 miR-199a* 可以通过其靶基

因 Cox-2 参与调节着床过程[明。

将增殖晚期和分泌中期的人子宫内膜上皮细胞

分离，同时进行mRNA和 miRNA两个表达谱的芯片

分析， 发现 12 个 miRNA上调和 12 个 miRNA 下调。

将两个数据库通过miRNA与其靶基因进行交叉分析

发现细胞周期相关的基因在在分泌中期富集[21)
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3 基因表达系列分析(SAGE)技术在胚胎着

床过程中的应用

基因表达系列分析(serial analysis of gene 

expression, SAGE)是以测序为基础， 定性和定量分析

全基因组表达模式的技术。这一技术主要基于两个

原理: (1)从 mRNA 的特定位置产生的短寡核昔酸序

列标签(9-10 碱基)含有足够的信息用来特异地鉴定

一个转录本，利用这些标签能鉴定其对应基因及其在

mRNA 群体中的丰度。(2)短序列标签串联成单一克

隆，进行测序鉴定， 能极大地提高数据获取的效率。

通过测一个克隆，能够鉴定30-50个不同的mRNA，使

SAGE 能通过较少的测序研究低丰度 mRNA 的表

达。 SAGE 能在定性和定量两方面给出基因表达的

信息，具有高通量、高效性， 并且可能发现新的基

因。根据不同的酶切方法得到的标签长度不同，由

SAGE又衍生出 LongSAGE和 SuperSAGE 等方法。

我们首次应用基因表达系列分析(SAGE)技术，

分析了小鼠早期娃赈第 5 天非着床位点和着床位点

子宫的基因表达谱[叫。首先利用早期娃振小鼠第 5

天的子宫分别构建了非着床位点和着床位点两个

SAGE文库。 经过测序发现在 llbp 标签长度，共有

1039个标签在非着床位点特异性表达， 1 252个标签

在着床位点特异性表达。 1 95 个标签在非着床位点

显著上调，其中 100 个标签是单一匹配的; 261 个标

签在着床位点显著上调，其中 127 个是单一匹配的。

将标签对应的基因进行功能聚类分析显示与着床位

点相比，在非着床位点负责免疫反应的基因以及细胞

骨架组织、核糖体结构组分和结构分子活性的基因

显著上调。而与非着床位点相比， 着床位点中更多

表达与细胞凋亡相关的基因以及与细胞周期、信号

转导活性、细胞通讯、催化活性和转运子活性等相

关的基因，钙离子结合相关基因着床位点显著多于非

着床位点。

4 深度测序技术在胚胎着床过程中的应用
深度测序技术(deep sequencing)，又称下一代测

序技术(next generation sequencing)以区别于传统的

Sanger 法测序技术。 深度测序平台的代表是罗氏公

司(Roche)的 454 测序仪(Roch GS FLX Sequencer), 

lllumina公司的Solexa基因组分析仪(lllumina Genome 

Analyzer)和 ABI 的 SOLiD 测序仪(ABI SOLiD Seq­

uencer)。深度测序技术与以往的高通量方法相比具

有明显的优势:数字化的信号可以直接对测序对象进

·综述·

行定量;可重复性好;精确度及分辨率高，可以达到

单碱基分辨率;通量高，可以对基因组进行高覆盖率

测序且性价比高。例如一些低表达量的基因不能被 "

基因芯片检测到，但是深度测序技术可以解决这一问

题。因而，深度测序技术在基因组测序及多态性分

析、 DNA 甲基化、组蛋白修饰、转录组测序及定

量、 Small RNA 表达谱、发现新基因、可变剪切

鉴定、 DNA- 蛋白质相互作用等多个方面有广泛的

应用。

由于深度测序技术是近年来兴起的新型技术，目

前尚未见在哺乳动物着床研究中的应用。我们使用

Solexa测序平台对小鼠延迟和激活的子宫 miRNA表

达谱进行了测序分析，除了发现一些差异表达的

miRNA 以外，还由测序结果预测出 6 个新的小鼠

miRNA并进行了 Real-time PCR 验证。另外，我们

还发现在很多 miRNA的种子序列中心区域的碱基存

在大规模的编辑现象，并且编辑率在延迟样本中远高

于激活的样本(未发表结果)。

5 蛋白质高通量技术在胚胎着床过程中的

应用

到目前为止，虽然芯片技术和上述的几种高通量

技术已经得到广泛的应用，但是很多的细胞功能涉及

蛋白水平的变化，而这些蛋白的变化不一定能够直观

地反映在RNA水平上。高通量蛋白质组技术的发展

使得检测蛋白质组的转录后调节成为可能。

DIGE在哺乳动物着床过程中的使用已经比较广

泛。在人中，增殖中期(月经周期第 8-10 天)和分泌

中期(月经周期第 19-23 天)子宫内膜样品通过 2D 电

泳发现，在得到的 1017个点中有 196个差异表达，从

中鉴定出有 41 个基因编码的 76 个蛋白，多数属于

JNK和 EGF信号通路[3飞对比接受态(LH+7)和非接

受态(LH+2)人子宫内膜的蛋白质表达谱， 得到 32个

差异表达的蛋白， 但是在两次重复之间只有两个蛋白

是一致的[3810 在这些蛋白中，有一部分与相同生理

时期的mRNA表达谱(16)相对应， 但是还有一部分不能

对应的蛋白，这些蛋白可能是受到了转录后调节。

在小鼠利用DIGE分析假孕第4天野生型和Hoxa-l0 v 

敲除小鼠的子宫基质细胞，鉴定出 FKBP52 为受

Hoxa-l0调控的下游分子[39) 。

上述研究都是使用 2D 电泳为分离蛋白的手段，

液相色谱串联质谱法(liquid chromatography-tandem 

m部s spec往ome位ic， LC-MSIMS)的发展使得蛋白质组
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学的研究得以脱离凝胶电泳。将增殖期和分泌期的 达情况:基因芯片主要是针对 mRNA 进行分析;

人子宫内膜样本使用 ICAT标记后直接进行nanobroe SAGE 和深度测序技术则除了对mRNA分析以外还

- LC-MSIMS 分析鉴定得到 119 个蛋白，其中五分之一 可以对基因组进行分析，例如发现一些单点突变等;

在两个样本之间存在差异[40] 0 最近， LC-MS/MS 技 在翻译水平则有以 DIGE 和 LC-MSIMS 为代表的技

术得到长足的进展，可以分析复杂样本的蛋白质组。 术。另外转录后修饰例如泛素化和磷酸化同样在调

对猪体外受精胚胎的分析检测到 1625 个蛋白，而对 节蛋白功能例如酶的半衰期上起到重要的作用。这

家蚕胚胎蛋白质组进行分析，能够得到 2168 个可区 且方面的研究还需要相应的蛋白质水平的高通量方

分的蛋白质。这且数量的蛋白虽然只占基因总数的 法，现在可以使用一些特定的方法将发生这曲修饰的

十分之一不到，但相比传统的蛋白质检测方法已经可 蛋白分离出来再进行分析从而得到蛋白质组中的修

以为研究人员提供大量的可用数据了 。 饰情况。

从基因组到具体的生理功能需要经过多层次的

6 影晌高通量分析的因素及高通量技术的 复杂的调控过程，将这些不同层次水平的高通量方法

应用前景 结合起来才能有效地理解这些复杂的过程。可以预

高通量技术，尤其是基因芯片的结果和诠释受到 见，将来随着各种高通量方法的进步，随着新技术的

众多因素的影响，包括所使用的不同的分析平台、 不断涌现，以及对这些方法技术更合理有效的应用，人

不同的样品和探针的制备流程、不同的小鼠品系或 们对于哺乳动物着床过程的机理的研究必将更加深

人类样本来源以及不同的数据处理和分析。 入。

芯片技术在产生巨大信息量的同时，也需要更多
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Application of High-throughtput Gene Expression Analysis in the Study 

of Embryo Implantation 

Ren-Wei S时， Zeng-Ming Yang1•2* 
(l College of Life Science, Northeast Agricultural University, Harbin 15ω130， China; 

2College of Li.庐 Science， Xiamen Universi纱， Xiamen 361005, China) 

Abstr act Mammalian implantation is a complex and orderly process in which a large number of genes are 

involved. It is hard to analyze the expression of these genes in a single study by traditional methods. Recently, high­

由roughtput gene expression analysis has been widly used to study the mechanism of embryo implantation. Many of 

mRNAs , microRNAs and proteins have been identified as implantation-related factors. In order to further under­

stand the molecular mechanism of embryo implantation in mammals , high-throughtput methods wi1l be of impor­

tance for investigating mammalian implantation. 
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