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ES小鼠和 ES细胞中 H19基因甲基化状态 
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河北农业大学动物科技学院, 河北省牛羊胚胎工程技术研究中心, 保定 071001 

摘要: 为探讨印迹基因 H19 的甲基化状态与 ES 小鼠胚胎发育之间的关系, 以遗传背景相同的正常成年对照小

鼠、22 只成年 ES 小鼠和 8 只新生死亡的 ES 小鼠以及不同传代次数的 ES 细胞为实验材料, 利用甲基化敏感性

限制性内切酶-PCR 技术分别检测了其印迹基因 H19 的 5′非翻译区两个位点的甲基化状态。结果表明, 发育至

成年的 ES 小鼠印迹基因 H19 所检测位点的甲基化状态与正常成年对照小鼠之间没有差异, 而新生死亡的 ES

小鼠印迹基因 H19 所检测位点的甲基化状态与成年 ES 小鼠以及正常成年对照小鼠相比则存在明显差异。推

测 ES 细胞中印迹基因 H19 所检测位点的甲基化状态与成年 ES 小鼠以及正常成年对照小鼠之间可能存在  

差异。 
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Methylation of H19 gene in ES mice and embryonic stem 
cells  
YANG Rong-Rong, ZHOU Rong-Yan, GAO Shu-Min, WEN Xiao-Hui, LI Xiang-Yun  
College of Animal Science and Technology, Agricultural University of Hebei, Cattle & Sheep Embryo Engineering Center of Hebei, Bao-  
ding 071001, China 

Abstract: To investigate the relationship between the methylation status of imprinted gene H19 and development of mice 

derived completely from Embryonic stem cells (ES) by tetraploid embryo complementation. The methylation status of two 

loci at 5′UTR region in imprinted gene H19 in normal adult control mice, 22 adult ES mice, 8 newborn dead ES mice and 

embryonic stem (ES) cells with different passage number were detected by the using of methylation-sensitive restriction 

endonuclease-PCR technique. The results indicated that the methylation status of imprinted gene H19 in adult ES mice were 

identical to that of normal adult control mice. However, some significant differences in the methylation status of imprinted 

gene H19 were found among newborn dead ES mice, adult ES mice and normal adult control mice. Furthermore, the me-

thylation status of imprinted gene H19 in ES cells were probably different from that of adult ES mice and normal adult con-

trol mice. 
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胚胎干细胞(Embryonic stem cells, ES)是一种高 度未分化的多能性细胞, 具有长期自我增殖、自我
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更新和多向分化的潜能, 已经成为现代生命科学领
域中最前沿、最热门的研究课题之一。通过小鼠ES
细胞与四倍体胚胎嵌合, 可以获得完全由ES细胞发
育而来的个体 , 即ES小鼠 , 该方法操作简便快捷 , 
为研究人类基因功能和构建疾病模型动物提供了一

条有效途径[1~3]。像其他克隆动物一样, ES小鼠也有
许多发育异常, 如呼吸衰竭、胎儿肥大、胎盘肥大
等 , 以致许多新生ES小鼠(~20％)并不能存活至成
年。研究表明: 这些发育异常与基因的异常表观遗
传状态密切相关。 

DNA甲基化是真核生物基因的一种重要的表观
遗传修饰方式, 是调节基因组功能的重要手段, 对
哺乳动物的正常发育有重要的调控作用, 并且这种
调控很大程度上是通过CpG的甲基化与去甲基化起
作用来实现的。H19 是目前研究较多的印迹基因之
一, 定位于小鼠 7 号染色体末端区域, 用RNA酶保
护分析方法发现其表达方式为父系印迹, 母系表达
[4]。研究表明, H19是一种生长调节基因, 在胚胎和
胎盘组织中高度表达 [5]。Angiolini等 [6,7]发现H19 
mRNA能使许多基因上调, 而这些基因又与细胞迁
移、血管形成和胎盘血流有关, 认为H19 在改变胎

﹑盘功能和胚胎生长 发育及个体行为发展方面起重

要作用。印迹基因的异常甲基化模式可能导致其表

达异常并由此引起基因组不能正常分裂, 最终将导
致植入后胚胎的异常发育[8]。 

鉴于印迹基因 H19与动物胚胎发育之间存在的
关系, 我们选择了H19基因 5′非翻译区的两个含有
CCGG 序列的甲基化位点作为研究对象, 分析遗传
背景相同的正常成年小鼠、成年 ES小鼠和新生死亡
的 ES小鼠以及不同传代次数的 ES细胞的甲基化状
态, 探讨印迹基因H19的甲基化状态与ES小鼠胚胎
发育之间的关系。 

1  材料和方法 

1.1  小鼠 ES细胞的分离和 ES小鼠的制备 

挑选处于发情期的C57BL/6J雌鼠与 129/sv公鼠
合笼。次日清晨检查阴道栓, 以出现阴道栓为受精
的第 1 天。在受精后第 4 天收集囊胚。移入预先接
种了新鲜饲养层细胞的四孔板中, 分离ES细胞。按
照我们以前报道的方法制备ES小鼠, 即挑选生长状
态良好的ES细胞集落, 消化并用微管吹打成 20 个
细胞左右的团块。然后在培养皿底部做 30 μL的微
滴, 并用缝衣针在每个微滴底部做 10 个凹陷, 石蜡

油覆盖, 将去掉透明带的四倍体胚胎用M2液洗涤 3
次后, 置 1~2枚于培养皿底部的凹陷内。之后, 再在
每个凹陷内放置一个ES细胞团块, 过夜培养至囊胚
阶段后移植假孕 2.5天的小鼠两侧子宫角, 17天后即
可分娩。对照组小鼠来自C57BL/6J×129/sv自然交配
分娩。 

1.2  基因组 DNA的提取       

1.2.1  组织 DNA 的提取 

剪取 1 cm左右的鼠尾于 1.5 mL的离心管中, 用
眼科剪子剪碎, 加入裂解液 600 μL, 蛋白酶K 20 μL
后, 于 55℃摇床消化过夜。次日上午取出消化好的
离心管 , 自然冷却至室温 , 加等体积 Tris 平衡酚
(pH>7.5), 颠倒混匀至两相充分混合。6 000~8 000 
r/min 4℃离心 10 min。小心取出离心管, 用大口径
Tip头小心吸出上层水相, 转移至另一离心管中, 再
同上用等体积酚∶氯仿∶异戊醇重复抽提两次。小

心转移上清至另一离心管中, 加等体积的异丙醇缓
慢颠倒摇动, 至沉淀出现并聚集成团, 6 000~8 000 
r/min 4℃离心 10 min。小心弃去上清, 用适量 70%
乙醇吹洗两次后 , 弃乙醇并于超净台上自然干燥
10~30 min。加入适量 TE至 DNA全部溶解, 4℃冰
箱保存。 

1.2.2  细胞 DNA 的提取 

    挑选生长状态良好的 ES 细胞集落, 纯化后用
冰预冷的 PBS洗两次, 4℃下 1 500 r/min离心 10 min, 
弃上清后用适量 TE重悬。吹吸混匀后加入 600 μL
裂解液和 20 μL蛋白酶 K, 于 55℃摇床消化过夜。
此后操作同组织 DNA的提取。 

1.3  DNA限制性内切酶酶切 

1 μg DNA 加 HpaⅡ 10 U(或 MspⅠ 10 U)和
10×buffer 2 μL 补水至 20 μL, 充分混匀置 37℃过
夜。次日取出酶切产物, 加入 50 μL 冰乙醇静置沉
淀 15 min, 1 200 r/min离心 5 min, 弃上清后加 5 μL
蒸馏水溶解酶切后的 DNA。 

1.4  PCR扩增及琼脂糖凝胶电泳检测 

我们所选择检测的两个甲基化位点分别是DNA
甲基化数据库中序列号为 3 949 的第 22 个碱基
(H19-1)和第 230个碱基(H19-5)。两个待测甲基化位
点的上下游引物序列分别为  5′-CATAGGTGAGA- 
ACCACTGCTGA-3′和 5′-GTGATAGAATGGGGAC- 
AGGA-3′; 5′-CCTGATTTGTGGATGCTGAC-3′和 5′- 
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CCTTTTCTGGGTGAGTCGT-3′。扩增片段长度分别
为 232 bp和 265 bp, 反应体系为 25 μL, 总体积包
含有酶切后 DNA 1 μg, 2.5 mmol/L dNTP, 10 
pmol/μL 上下游引物, 1 U Taq DNA多聚酶, 10×
PCR buffer(Mg2+)和ddH2O, 充分混匀后进行循环
扩增。循环参数分别为 95℃预变性 5 min, 94℃变
性 1 min, 52℃ 复性 1 min, 72℃延伸 30 s, 33次循
环, 72℃平衡 10 min, 4℃停止; 95℃预变性 5 min, 
94℃变性 1 min, 57℃复性 1 min, 72℃延伸 30 s, 33
次循环, 72℃平衡 10 min, 4℃停止。取 4 μL PCR产
物在 2 %琼脂糖凝胶中电泳, 紫外透射检测电泳带
并拍照。 

2  结果与分析 

甲基化敏感性限制性内切酶(Methylation- sensi-
tive restriction endonuclease, MS-RE)-PCR 技术常 
使用的限制性内切酶是 HpaⅡ -MspⅠ (识别序列
CCGG)。HpaⅡ是甲基化敏感限制性内切酶, 如果
DNA 中 CCGG 序列第二位胞嘧啶发生甲基化则  
不被识别 , MspⅠ是甲基化不敏感限制性内切酶 , 
DNA 中 CCGG 序列第二位胞嘧啶发生甲基化与否
均可被识别, 从而明确待测位点的甲基化状态。以
分别经甲基化敏感和非敏感的核酸内切酶酶切后的

基因组DNA为模板, 用待检甲基化位点外侧序列为
引物进行 PCR扩增。甲基化敏感的内切酶酶切后的
DNA若存在甲基化, 会扩增出包含有甲基化CpG位
点的片段; 若不存在则不会有任何片段扩增出来。
当用甲基化非敏感的内切酶酶切后的基因组 DNA
为模板时 , 不论该部位是否甲基化都不应有片段 
扩出。 

2.1  印迹基因 H19 待测甲基化位点 H19-1 的甲基
化状态 

利用设计的引物分别对未经过酶切和酶切处理

后的 DNA进行 PCR扩增, PCR产物经 2%琼脂糖凝
胶电泳分离检测。结果发现, 所检测的 22只成年 ES
小鼠印迹基因 H19待测位点 H19-1的甲基化状态与
正常成年对照组小鼠相比差异并不明显, 所有的实
验组待测甲基化位点 H19-1 经甲基化敏感的内切酶
酶切处理后进行 PCR 扩增, 结果均出现了大小为
232 bp 的目的条带, 而经甲基化非敏感的内切酶酶
切处理和 PCR 扩增后均没有扩增出目的条带(图 1, 
A−I)。从研究结果来看, 22只成年 ES小鼠印迹基因

H19 待测甲基化位点 H19-1 与正常成年对照组小鼠
的一样, 应该都是处于甲基化状态。 

对 8只新生死亡的 ES小鼠的研究结果显示, 仅
有 3 只实验小鼠印迹基因 H19 待测甲基化位点
H19-1经甲基化敏感的内切酶酶切处理和 PCR扩增
后出现了大小为 232 bp的目的条带, 而经甲基化非
敏感的内切酶酶切处理和 PCR扩增后均没有出现目
的条带(图 1, J−L)。由此看来, 大部分新生死亡的 ES
小鼠印迹基因 H19待测甲基化位点 H19-1的甲基化
状态是非甲基化的, 与正常成年对照小鼠和成年 ES
小鼠相比存在明显差异。 

检测了传代次数分别为 10 代、15 代、26 代和
33 代的 ES 细胞中印迹基因 H19 待测甲基化位点
H19-1 的甲基化状态, 发现印迹基因 H19 两个待测
甲基化位点 H19-1 在未经限制性内切酶酶切处理的
前提下, 所有的实验组均扩增出了相应的目的条带
(232 bp); 而经过限制性内切酶酶切处理之后, 虽仍
可以明显分辨出目的条带, 但 PCR扩增的特异性明
显下降, 出现了很多非目的条带(图 1, M−N)。 

2.2  印迹基因 H19 待测甲基化位点 H19-5 的甲基
化状态 

据上述相同的方法, 又检测了各组实验小鼠印
迹基因 H19待测甲基化位点 H19-5的甲基化状态。
结果发现, 22只成年 ES小鼠和 1只正常成年对照小
鼠印迹基因 H19待测甲基化位点 H19-5经甲基化敏
感的内切酶酶切处理后进行 PCR扩增, 结果也均出
现了大小为 265 bp的目的条带, 而经甲基化非敏感
的内切酶酶切处理和 PCR扩增后均没有扩增出目的
条带(图 2, A−I), 实验组和对照组相比差异并不明
显。因此可以推断, 22只成年 ES小鼠印迹基因 H19
待测甲基化位点 H19-5也都处于甲基化状态。 

对 8 只新生死亡 ES 小鼠印迹基因 H19 待测甲
基化位点 H19-5 的研究结果显示, 8 只新生死亡的
ES小鼠中也是仅有 3只实验小鼠印迹基因H19待测
甲基化位点 H19-5 经甲基化敏感的内切酶酶切处理
和 PCR扩增后出现了大小为 265 bp的目的条带, 而
经甲基化非敏感的内切酶酶切处理和 PCR扩增后均
没有出现目的条带(图 2, J−L)。因此推断, 大部分新
生死亡的 ES 小鼠印迹基因 H19 待测甲基化位点
H19-5 也是处于非甲基化状态的, 与正常成年对照
小鼠和成年 ES小鼠相比明显不同。 

从对 ES 细胞的研究结果来看, 待测甲基化位 
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点 H19-5 在未经限制性内切酶酶切处理的前提下, 
所有的实验组均扩增出了相应的目的条带(265 bp); 

 
 

图 1  印迹基因 H19 甲基化位点 H19-1 的甲基化状态 
A~C: 22只成年 ES小鼠和 1只正常成年对照小鼠印迹基因 H19甲基
化位点 H19-1未经过酶切处理的 PCR扩增结果; D~I: 22只成年 ES
小鼠和 1只正常成年对照小鼠印迹基因 H19甲基化位点 H19-1经过
限制性内切酶酶切处理后的 PCR 扩增结果 , 其中 marker 左边为 
HpaⅡ酶切结果, 右边为 MspⅠ酶切结果; J: 8只新生死亡的 ES小鼠
印迹基因 H19 甲基化位点 H19-1 未经过酶切处理的 PCR 扩增结果; 
K~L: 8只新生死亡的 ES小鼠印迹基因 H19甲基化位点 H19-1经过
限制性内切酶酶切处理后的 PCR 扩增结果 , 其中 marker 左边为 
HpaⅡ酶切结果, 右边为 MspⅠ酶切结果; M: 不同传代次数的 ES细
胞中印迹基因 H19甲基化位点 H19-1未经过酶切处理的 PCR扩增结
果。从左到右传代次数依次为 10代、15代、26代、33代; N: 不同
传代次数的 ES 细胞中印迹基因 H19 甲基化位点 H19-1 经过限制性
内切酶酶切处理后的 PCR扩增结果, 其中 marker左边为 HpaⅡ酶切
结果, 右边为 MspⅠ酶切结果。从左到右传代次数依次为 10 代、   
15代、26代、33代。M：DNA marker I MD101, 参照物片段分别为
100、200、300、400、500、600 bp。    
Fig. 1  Methylation status of methylated locus H19-1 of 
imprinted gene H19 
A−C: PCR results of methylated locus H19-1 of imprinted gene H19 in 
22 adult ES mouse and one normal adult control mice without restric-
tion endonuclease disposal; D−I: PCR results of methylated locus 
H19-1 of imprinted gene H19 in 22 adult ES mouse and one normal 
adult control mice with restriction endonuclease disposal, and on the 
left of marker the samples with HpaⅡdisposal, and the rest with Msp
Ⅰdisposal on the right of Marker; J: PCR results of methylated locus 
H19-1 of imprinted gene H19 in 8 newborn dead ES mouse without 
restriction endonuclease disposal; K−L: PCR results of methylated 
locus H19-1 of imprinted gene H19 in 8 newborn dead ES mouse with 
restriction endonuclease disposal, and on the left of marker with HpaⅡ
disposal, and the rest with MspⅠdisposal on the right of marker; M: 
PCR results of methylated locus H19-1 of imprinted gene H19 in em-
bryonic stem cells with different passage without restriction endonu-
clease disposal. The passages are 10,15,26,33 in turn from left to right; 
N: PCR results of methylated locus H19-1 of imprinted gene H19 in 
embryonic stem cells with different passage with restriction endonu-
clease disposal, and on the left of marker the samples with HpaⅡ 
disposal, and the rest with MspⅠdisposal on the right of Marker. The 
passages are 10, 15, 26, 33 in turns from left to right. Mk is DNA 
marker I MD101, and its control bands are 100, 200, 300, 400, 500, 600 
bp in turns. 

而经过限制性内切酶酶切处理之后再进行 PCR扩增, 
结果出现了与之前类似的情况, 目的条带清晰可辨
的同时仍存在一些非目的条带(图 2, M-N)。 
 

 

图 2  印迹基因 H19 甲基化位点 H19-5 的甲基化状态 
A~C: 22只成年 ES小鼠和 1只正常成年对照小鼠印迹基因 H19甲基化
位点 H19-5未经过酶切处理的 PCR扩增结果; D-I: 22只成年 ES小鼠和
1只正常成年对照小鼠印迹基因H19甲基化位点H19-5经过限制性内切
酶酶切处理后的PCR扩增结果, 其中marker左边为Hpa II酶切结果, 右
边为Msp I酶切结果; J: 8只新生死亡的 ES小鼠印迹基因 H19甲基化位
点 H19-5未经过酶切处理的 PCR扩增结果; K~L: 8只新生死亡的 ES小
鼠印迹基因 H19 甲基化位点 H19-5 经过限制性内切酶酶切处理后的
PCR扩增结果, 其中marker左边为HpaⅡ酶切结果, 右边为MspⅠ酶切
结果; M：不同传代次数的 ES 细胞中印迹基因 H19 甲基化位点 H19-5
未经过酶切处理的 PCR扩增结果。从左到右传代次数依次为 10代、15
代、26代、33代; N: 不同传代次数的 ES细胞中印迹基因 H19甲基化
位点 H19-5 经过限制性内切酶酶切处理的 PCR 扩增结果, 其中 marker
左边为 HpaⅡ酶切结果, 右边为 MspⅠ酶切结果。从左到右传代次数依
次为 10代、15代、26代、33代。M为 DNA marker I MD101, 参照物
片段分别为 100、200、300、400、500、600 bp。 
Fig. 2  Methylation status of methylated locus H19-5 of 
imprinted gene H19 
A−C: PCR results of methylated locus H19-5 of imprinted gene H19 in 
22 adult ES mouse and one normal adult control mice without restric-
tion endonuclease disposal; D−I: PCR results of methylated locus 
H19-5 of imprinted gene H19 in 22 adult ES mouse and one normal 
adult control mice with restriction endonuclease disposal, and on the 
left of Marker the samples with HpaⅡdisposal, and the rest with Msp
Ⅰdisposal on the right of marker; J: PCR results of methylated locus 
H19-5 of imprinted gene H19 in 8 newborn dead ES mouse without 
restriction endonuclease disposal; K−L: PCR results of methylated 
locus H19-5 of imprinted gene H19 in 8 newborn dead ES mouse with 
restriction endonuclease disposal, and on the left of Marker with HpaⅡ
disposal, and the rest with MspⅠdisposal on the right of marker; M: 
PCR results of methylated locus H19-5 of imprinted gene H19 in em-
bryonic stem cells with different passage without restriction endonu-
clease disposal. The passages are 10, 15, 26, 33 in turn from left to right; 
N: PCR results of methylated locus H19-5 of imprinted gene H19 in 
embryonic stem cells with different passage with restriction endonu-
clease disposal, and on the left of Marker the samples with HpaⅡ
disposal, and the rest with MspⅠdisposal on the right of marker. The 
passages are 10, 15, 26, 33 in turns from left to right. Mk is DNA 
marker I MD101, and its control bands are 100, 200, 300, 400, 500, 600 
bp in turns. 
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3  讨 论 

通过四倍体胚胎补偿技术将小鼠 ES 细胞与四
倍体胚胎嵌合而获得的完全由 ES 细胞发育而来的
个体, 即 ES小鼠, 是一种不同于一般核移植小鼠的
克隆小鼠, 它本身具备一般核移植小鼠所不具备的
优势。但它也属于克隆动物的一种, 因此我们推测
其也应该存在一般核移植克隆动物普遍存在的发育

异常相关问题。本研究采用甲基化敏感性限制性内

切酶-PCR技术, 利用甲基化敏感性限制性内切酶对
DNA 甲基化区的不切割的特性, 将 DNA 消化为大
小不同的片段后再进行分析。个体水平所获得的

DNA 样本均来自鼠尾组织, 所涉及的 ES 细胞来自
同一细胞系, 具有相对一致的遗传背景, 且事先经
过纯化处理。该甲基化检测方法相对简单, 所研究
的甲基化位点明确, 实验结果容易分析, 适合于研
究相对单一 DNA样本的单一位点的甲基化状态。我
们选择了遗传背景相同(C57BL/6J×129/sv)的正常
成年对照小鼠、22 只成年 ES 小鼠和 8 只新生死亡
的 ES小鼠以及不同传代次数的 ES细胞为实验材料, 
分别检测了其印迹基因 H19的 5′非翻译区两个 CpG
位点的甲基化状态, 探讨了印迹基因 H19 的甲基化
状态与 ES小鼠胚胎发育之间的关系。分析的结果表
明, 发育至成年的ES小鼠印迹基因H19所检测位点
的甲基化状态与正常成年对照小鼠之间没有差异 , 
而新生死亡的 ES 小鼠印迹基因 H19 所检测位点的
甲基化状态与成年 ES 小鼠以及正常成年对照小鼠
相比则存在明显差异。此外, 我们推测 ES细胞中印
迹基因 H19 所检测位点的甲基化状态与成年 ES 小
鼠以及正常成年对照小鼠之间可能存在差异。 

基因组印迹是依靠单亲传递某种遗传性状的遗

传规律。印迹基因是指源自双亲的两个等位基因中

一方不表达或者很少表达的基因。印迹发生在配子

形成过程中, 当印迹基因传递给异性后代时, 甲基
化方式可完全逆转。在某些病理情况下, 处于印迹
状态的基因也可重新表达, 引起一系列的病理生理
改变, 称为印迹丢失。由于印迹丢失与胚胎发育及
肿瘤的发生有关, 因此关于基因印迹的研究也日渐
活跃。在哺乳动物基因组中, 只有一小部分基因属
于印迹基因 , 印迹基因作为动物基因组的一部分 , 
适度表达对于胚胎正常生长、发育及其行为的发展

是必要的。印迹基因的异常甲基化模式可能导致其

表达异常并由此引起基因组不能正常分裂, 最终将
导致胚胎的植入后死亡。克隆动物存在大量的表型

异常及不同程度的发育缺陷 ,  主要表现为胎儿和
胎盘的过度增长, 发育至成年的几率很低, 而这恰
恰与许多印迹基因发生异常的甲基化而表达失调导

致的症状相似。因此, 我们就提出了一个问题: 克隆
胚胎中出现的某些异常表型是否由某些印迹基因的

异常表达造成。在ES小鼠胎儿中, H19的表达水平大
大降低, 这种双等位基因表达抑制与H19 上游区域
的双等位基因的甲基化是相关的[8,9]。对胚胎干细胞

核移植克隆小鼠的印迹基因的表达状况研究表明 : 
胚胎干细胞的基因组的表观遗传状态非常不稳定 , 
大多数克隆小鼠印迹基因的表达都出现了异常, 没
有一个克隆胚胎被检测的基因是全部正常表达   
的[10]。2003 年, Ogawa等[11]也发现了胚胎干细胞克

隆小鼠中 8 个印迹基因存在印迹中断的问题, 他们
指出H19和IGF2的异常表达以及H19和IGF2R基因的
异常甲基化状态, 尤其是在交配后 12.5天和 17.5天的
克隆小鼠胎儿以及交配后 17.5 天的克隆小鼠胎盘中
印迹基因H19 的表达量明显降低, 检测其差异甲基
化区发现其甲基化水平明显升高。在克隆羊中

H19-IGF2 和IGF2R基因时同样发现了IGF2R第 2 个
内含子的DMR区域和H19 上游含有多个CTCF结合
位点的DMR区域存在异常的甲基化状 态[12], Mann
等[13]也发现了H19 和IGF2 在克隆小鼠的胚胎和胎
盘中的异常表达以及H19 和Snprn基因的DMR区域
的异常甲基化状态。因此可以推断 , 重新编程的
DNA序列异常, 可以导致克隆胚胎的发育异常, 特
别是当重新甲基化与细胞核的重组和细胞分化相联

系的时候[14]。大多数克隆胚胎的发育终止于胚胎附

植前后的各个阶段, 即使发育至妊娠期末的胎儿也
经常会出现许多畸形。 

本文的研究结果显示出了印迹基因H19 两个待
测甲基化位点在正常成年小鼠、成年ES小鼠、新生
死亡ES小鼠以及ES细胞中的甲基化状态。就个体水
平而言, 导致正常成年小鼠和成年ES小鼠与新生死
亡ES小鼠之间印迹基因H19 甲基化状态存在差异的
原因有很多, ES细胞和小鼠附植前胚胎的体外培养
和操作, 体外培养时所使用操作液和培养基的成分
差异以及培养过程中所产生的有害物质的不断积累, 
这些都有可能造成基因组印迹出现异常和胚胎发育

异常, 甚至死亡[15~17]。从细胞水平来看, ES细胞基因
组在经过限制性内切酶处理后的PCR扩增产物中出
现了很多非目的条带并不能证明目标位点的甲基化

状态发生了变化。事实上 ,  早在 2 0 0 1 年研 
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究人员就发现ES细胞基因组极端不稳定的表观遗传
状态会导致ES小鼠中印迹基因表达出现异常, 最终
表现出个体的发育缺陷[18]。因此我们推断, 可能是
由于ES细胞本身存在的不稳定的表观遗传状态或者
是其异常的甲基化模式对PCR反应过程中的引物特
异性造成一定的影响 , 从而导致了这种结果的出
现。至于ES细胞印迹基因H19 所检测位点的甲基化
状态究竟变化与否还有待于我们进一步去研究探

讨。ES小鼠是完全由ES细胞发育而来的个体, 如果
ES细胞本身就存在印迹基因表达异常的问题, 那么
由其发育得到的个体就极有可能保留了这种异常 , 
那么个体最终表现出来的各种发育缺陷, 甚至死亡
的现象也就成为一种必然。由此看来, ES细胞基因
组的表观遗传状态对ES小鼠的胚胎发育是至关重要
的。ES细胞基因组本身极端不稳定的表观遗传状态
导致了ES小鼠印迹基因的异常表达和胚胎发育缺陷, 
这一结论恰好可以作为我们关于印迹基因H19 的甲
基化状态在大多数新生死亡ES小鼠(5/8)中存在异常
的研究结果的一种可能的解释。 
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