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基因表达谱分析牛早期胚胎发育过程的调控机理 

何侃, 赵洪波, 白春艳, 王起山, 潘玉春 

上海交通大学农业与生物学院, 上海 200240 

摘要: 早期胚胎的死亡会给畜牧业的发展带来巨大的经济损失, 特别是对于母牛生产来说更是如此, 因此研究

早期胚胎发育过程具有极为重要的价值。文章从公共数据库 GEO 中选取了关于牛早期胚胎发育过程的一套基

因表达谱数据, 通过显著性分析及聚类分析来研究牛早期胚胎发育过程中不同时期的基因组表达模式。结果表

明: 整个牛早期胚胎发育过程大致可划分为 3 组不同的基因组表达模式阶段; 同时, 差显基因在不同时期表达

量的波动情况表明 8-细胞期和 16-细胞期在牛的整个早期胚胎发育过程的重要性。另外, 通过进一步的功能注

释和通路分析表明在牛胚胎早期发育不同阶段时期存在着一些重要因子及相关通路。 
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Study on regulatory mechanism of bovine early embryos development 
based on the analysis of gene expression data 
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Abstract: The death of early embryo development will bring huge economic losses in animal husbandry, especially for 

dairy production of cattle. Thus, it has an extremely important value to study the process of early embryonic development. 

In our study, one dataset of gene expression was chosen from the public database of GEO, which was related to bovine 

preimplantation development. Significance and clustering analyses were used to study the genome expression patterns of 

each stage during bovine preimplantation development. The whole process was assigned to three main groups. The waves of 

significant gene expression in each stage indicated that both 8-cell and 16-cell stages played an important role during the 

process of bovine preimplantation development. Further functional analysis and pathway analysis revealed that some major 

factors and related pathways are required for distinctive developmental stages. 
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哺乳动物早期胚胎发育指的是从受精到着床这

一动态的过程, 是细胞生长、发育、分化最旺盛时

期, 大多数基因都处于活化状态, 因此它是发现和

分离有重要功能新基因的极好材料[1]。而在哺乳动

物疾病的研究中 , 早期胚胎死亡 (Early Embryonic 

Death, EED)作为一种常见现象已受到越来越多的关

注, 由于它能导致单胎动物的不孕和多胎动物的窝

产仔数降低, 从而给畜牧业的发展造成严重的经济

损失。EED 对于奶牛生产来说更为严重, 并且受到

遗传、营养、免疫和繁殖技术等方面因素的影响。
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在对牛的长期研究过程中发现, 从受精卵开始到出

生的任何时期均可发生胚胎死亡。正常情况下, 输

精后卵细胞的受精率为 90%～100%, 但实际上母牛

第一发情期的受胎率只有 65%~70% , 这表明约有

25%~35%的胚胎在配种后约 21 d内死亡[2]。造成早

期胚胎死亡的因素很多, 有源于胚胎本身的, 也有

来源于母体的, 这些因素从胚胎的生长、胚胎发出

的妊娠信号、母体对这些信号的反应即妊娠识别等

方面影响胚胎发育, 决定妊娠建立和胚胎的死亡(即

终止妊娠, 或重新使母牛进入下一次发情周期)。大

量研究表明, 哺乳动物植入前胚胎表达多种生长因

子及受体, 通过自分泌、旁分泌或内分泌对胚胎本

身的发育和着床进行调控 , 如集落刺激因子

CSF-1(Colony-stimulating factor 1)、转化生长因子

TGF-α(Transforming growth factor-)等能通过增加

囊胚的细胞数量或抑制细胞凋亡来促进胚胎发育[3, 4]。

而在胚胎发育的不同阶段, 各个因子和其受体之间

的相互协调作用使妊娠得以维持, 某种因子的缺失

或增加都会对胚胎的发育造成一定程度的影响。总

之, 牛早期胚胎的发育是各种生长因子和细胞因子

相互协调作用的结果, 然而目前各生长因子和细胞

因子的协调作用机制还不完全清楚。 

随着牛基因组测序工作的完成, 相应的针对于

牛基因组表达谱芯片平台相继建立起来, 这些都为

我们更好地研究牛的疾病抗性、肉奶产量、繁殖等

生产性能提供了有利的条件[5]。尤其近些年来, 基于

基因芯片技术关于牛早期胚胎发育的研究越来越多, 

而对应的芯片数据也相继在公共数据库中公布出

来。因此, 本文利用公共数据库中关于牛早期胚胎

发育过程的基因表达谱芯片数据, 研究这一动态生

理过程的分子调控机制, 可使我们从基因组层面上

更好的分析影响早期胚胎发育的作用因子及其调控

规律, 从而为揭示 EED 产生的机理提供更加有价值

的分子生物学信息。 

1  材料和方法 

1.1  材料的收集 

我们从 NCBI 中的 GEO(Gene Expression Om-

nibus)数据库搜索并获得与胚胎早期发育相关的基

因芯片数据, 系列号为 GSE18290, 从中选取关于牛

的早期胚胎发育的芯片样本数据 16 个(样本号为

GSM456627~GSM456642), 分别包含从卵母细胞期

(Oocyte)、受精卵期(1 cell stage)、2-细胞期(2 cell 

stage)、4-细胞期(4 cell stage)、8-细胞期(8 cell stage)、

16-细胞期(16 cell stage)、桑葚胚(Morula stage)、囊

胚期(Blastocyst)这 8 个细胞发育时期的样本, 重复

数都为 2, 其芯片平台为Affymetrix公司的牛全基因

组表达谱芯片 Bovine Genome Array(总共包含 24128

个探针, 以下为方便起见, 将探针作为基因)。 

1.2  方法 

首先, 运用 Robust Multichip Averaging (RMA)

算法结合软件包 Bioconductor ＆R 2.10.0 对所选取

的 16 个样本数据进行背景校正和标准化操作[6, 7]。

显著性差异表达基因分析采用单因素方差分析法结

合 FDR(False Discovery Rate)值及 Benjamini-Hochberg

多重检验法进行统计分析[8], 选取 FDR阈值为 0.05。

分别采用层级聚类法和 K 均值聚类法(K 值设定为

6)对样本和差异显著性基因进行聚类分析。利用

DAVID网络数据库工具及KEGG对早期胚胎发育各

个阶段所涉及的差异显著性基因进行功能注释和通

路分析[9, 10], 设定显著性水平 P阈值为 0.01。 

2  结果与分析 

2.1  显著性差异表达基因分析 

结果显示, 显著性差异表达基因总数为 5 594

个。为了进一步确定相邻两个发育阶段表达量改变

显著的基因个数 , 我们又设定了倍数改变值

FC(Fold change)阈值为 2, 得到在每个发育阶段显著

上调和下调的基因个数, 如表 1所示。 

2.2  聚类分析 

为了研究早期发育各个阶段的基因表达模式 , 

以上述显著性分析所得 5 594 个基因为基础, 运用

层级聚类法对样本进行聚类分析, 结果如图 1所示。 

牛的早期胚胎发育过程的 8 个时期大致分为 3

大类: 第一类包含卵母细胞期、受精卵期、2-细胞期、

4-细胞期、8-细胞期; 第二类仅有 16-细胞期; 第三

类包含桑葚胚期、囊胚。相同类别中的发育时期基

因表达模式相似, 而不同类别间的基因表达模式差

异较大。 
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表 1  每个发育阶段的显著性差异表达基因数 

发育阶段 

基因 卵母细胞 Vs 

 受精卵 

受精卵 Vs 2- 

细胞 

2-细胞 Vs 4-

细胞 

4-细胞 Vs 8-

细胞 

8-细胞 Vs 

16-细胞 

16-细胞 Vs 

 桑葚胚 

桑葚胚 Vs 

囊胚 

上调基因 575 901 358 664 1 236 998 383 

下调基因 675 393 543 652 1 525 1 538 697 

总数 1 250 1 294 901 1 316 2 761 2 536 1 080 

注: Vs表示“相对于”, 如“卵母细胞 Vs 受精卵”表示卵母细胞期相对于受精卵期的表达量发生显著性改变的基因, 包括上调基因和下调基因。 

 

 
 

图 1  早期胚胎发育各个阶段的聚类分析 
[oo]、[1]、[2]、[4]、[8]、[16]、[M]、[B]分别表示卵母细胞期、受精卵

期、2-细胞期、4-细胞期、8-细胞期、16-细胞期、桑葚胚期、囊胚。 

同时, 为了研究鉴别出的差异显著性基因在各个

时期的表达模式, 我们运用 K 均值聚类法对上述显著

性分析所得 5 594个基因进行聚类分析, 选取 K值为

6, 得到 6类基因聚类, 基因表达模式如图 2所示。 

其中, 第一聚类表示从卵母细胞期到 2-细胞期

基因表达量逐渐增加, 在 2-细胞期、4-细胞期和 8-

细胞期达到高峰, 随后逐渐降低, 该类别中所包含

的基因数为 1 765 个; 第二聚类则与第一聚类相反, 

从卵母细胞期到 2-细胞期基因表达量逐渐降低, 在

2-细胞期、4-细胞期和 8-细胞期达到低峰, 随后逐渐

增加, 该类别中所包含的基因数为 1 271个; 第三聚

类表示基因在 8-细胞期被激活, 而在 16-细胞期达到

高峰值, 随后逐渐降低, 该类别中所包含的基因数

为 765 个; 第四聚类表示基因表达量从 8-细胞期开

始降低, 在 16-细胞期达到低峰值, 随后保持低值不

变, 基因数为 615个; 第五聚类与第四类相反, 表示

基因表达量从 8-细胞期开始增加, 在 16-细胞期达到

高峰值, 随后保持峰值不变, 基因数为 603个; 第六

聚类表示基因表达量从受精卵期开始降低, 在 16-

细胞期达到低峰值, 随后保持低峰值不变, 基因数

为 575个。每个聚类所包含的基因信息(包含探针号

及其对应的基因名和全名)如附表 1所示。 

2.3  功能注释及通路分析 

通过通路分析鉴定出了每个阶段显著性参与的 

相关通路, 结果如表 2 所示。在牛早期胚胎发育过

程中一些重要的通路参与调节作用: 从卵母细胞期

到受精卵期以及从 2 细胞期到 4 细胞期阶段主要是

核糖体(Ribosome)通路; 从受精卵期到 2 细胞期阶

段除了核糖体通路 , 还有氧化磷酸化 (Oxidative 

phosphorylation)通路、蛋白酶体(Proteasome)通路以

及脂肪酸代谢(Fatty acid metabolism)通路; 从 4细胞

期到 16细胞期阶段还是核糖体通路、氧化磷酸化通

路以及蛋白酶体通路参与调节; 而从 16-细胞期到

桑葚胚期这个阶段则涉及到神经变性疾病

(Neurodegenerative Diseases)相关通路; 最后, 从桑

葚胚时期到囊胚阶段则无显著性参与的通路。通过

功能注释则发现在整个早期胚胎发育过程中参与的

生物学进程主要包括生物合成作用 (Biosynthetic 

process)、细胞代谢作用(Cellular metabolic process)、

细胞发育作用(Cellular developmental process)、翻译

(Translation)等 ; 而在发育后期则涉及到压力反应

(Response to stress)、生物学刺激反应(Response to 

biotic stimulus)和死亡(Death)等生物学进程。 

3  讨 论  

针对于整个胚胎早期发育过程的全基因组表达

模式的分析 ,  我们可以得到两个主要的转变阶段 , 

即从 8-细胞期到 16-细胞期以及从 16-细胞期到桑葚

胚期, 它们将牛早期胚胎发育过程划分为 3 个主要

的阶段: 卵母细胞期、受精卵期、2-细胞期、4-细胞

期、8-细胞期为第一阶段; 16-细胞期为第二阶段; 桑

葚胚期和囊胚为第三阶段。接下来通过两两时期的

比较, 同样可以发现 8-细胞期相对于 16-细胞期的表

达量发生显著性改变的基因数为 2761, 16-细胞期相

对于桑葚胚期的表达量发生显著性改变的基因数为

2 536, 显著性差异表达基因数的增多也从一定程度 
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图 2  差异显著性基因在各个时期表达模式的聚类分析 
不同颜色的表达量曲线分别表示 6种不同的聚类模式, 其中红色表示第 1聚类, 蓝色表示第 2聚类, 棕色表示第 3聚类, 灰色表示第 4聚类, 绿

色表示第 5聚类, 粉色表示第 6聚类。横坐标表示各个发育时期, [oo]、[1]、[2]、[4]、[8]、[16]、[M]、[B]分别表示卵母细胞期、受精卵期、

2-细胞期、4-细胞期、8-细胞期、16-细胞期、桑葚胚期、囊胚, 纵坐标表示基因表达量的 log值。 

 

上证明了这两个转变阶段的重要性。这一结果与 

Hamatani等[11]研究小鼠早起胚胎发育过程时发现的

3 个主要阶段具有一定的相似性, 但在具体的划分

阶段上却存着在差异, 其主要的转变阶段包括从受

精卵期到 2-细胞期和从 4-细胞期到 8-细胞期, 以及由

此得到的合子基因组激活 ZGA(Zygotic genome acti-

vation)和着床前基因组激活 MGA(Mid-preimplantation 

gene activation)。 

而通过功能注释和通路分析表明, 在整个早期

胚胎发育过程中, 一些主要的生物学进程包括生物

合成作用、细胞代谢作用、细胞发育作用、翻译以

及核糖体通路等都显著参与, 这些都已被证实是细

胞形成和分化以及组织形成所必须的, 也是胚胎的

形成和发育过程涉及到的重要的分子调控作用[12~14]。

特别要指出的是, 在发育后期(桑葚胚期和囊胚), 压

力反应、生物学刺激反应和死亡等生物学进程作用以

及神经变性疾病通路的参与, 表明这一阶段与早期胚

胎死亡存在着显著的相关 ; 而所涉及的基因

BAD(BCL2-associated agonist of cell death)、MAPT 

(Microtubule-associated protein tau)、PSEN1(Presenilin 

1)等可作为早期胚胎死亡药物治疗的靶基因。 

通过 K均值聚类法对 5 594个差显基因进行聚

类分析, 我们可以得到 6 种不同的单个基因时间序列

表达模式。概括起来, 大致可以分为一下三种模式: 



 

730 HEREDITAS (Beijing)  2010 第 32卷 

  

 

表 2  每个发育阶段的显著参与的通路 

发育阶段 通路名称 P值 

Oo Vs 1 bta03010:Ribosome 7.11E-06 

bta03010:Ribosome 6.03E-06

bta00190:Oxidative phosphorylation 1.74E-03

bta00071:Fatty acid metabolism 5.50E-03

1 Vs 2 

bta03050:Proteasome 6.96E-03

2 Vs 4 bta03010:Ribosome 8.81E-05

bta00190:Oxidative phosphorylation 1.53E-06

bta03050:Proteasome 8.29E-04

4 Vs 8 

bta03010:Ribosome 2.11E-03 

bta03010:Ribosome 2.10E-13

bta00190:Oxidative phosphorylation 1.87E-07

8 Vs 16 

bta03050:Proteasome 7.43E-04

bta00190:Oxidative phosphorylation 2.61E-0716 Vs M 

bta01510:Neurodegenerative Diseases 6.23E-04

M Vs B None None 

注: Oo Vs 1表示从卵母细胞期到受精卵期阶段, 1 Vs 2表示从受精卵

期到 2-细胞期阶段, 2 Vs 4 表示从 2-细胞期到 4-细胞期阶段, 4 Vs 8

表示从 4-细胞期到 8-细胞期阶段, 8 Vs 16表示从 8-细胞期到 16-细胞

期阶段, 16 Vs M表示从 16-细胞期到桑葚胚期阶段, M Vs B表示从

桑葚胚期到囊胚阶段。P值表示参与通路的显著性水平。 
 
其中第一和第四类别主要是由于母体效应(Maternal 

effect)的影响 , 基因从卵母细胞期到受精卵期表达

量显著增加, 而在 8-细胞期后表达量逐渐降低; 第

二, 第五和第六类别主要是由于MGA作用, 相关基

因在 8-细胞期或 16-细胞期被激活, 表达量逐渐上升; 

而第三类别仅仅在 8-细胞期被激活, 表达量在 16-

细胞期达到峰值后逐渐降低。后两种模式也在一定

程度上说明了 8-细胞期和 16-细胞期在牛的整个早

期胚胎发育过程的重要性。并且, 前两种模式在小鼠

和人的研究中都有相关的报道[11, 13], 而第三种模式则

是在牛早期胚胎发育过程的调节机制中所特有的。 

有研究表明, 小鼠正常早期胚胎在着床前有着

特殊的基因组甲基化变化模式 , 即在小鼠合子中 , 

父本基因组在受精不久就发生快速的主动去甲基化

过程, 而母本基因组则在随后的卵裂过程中经历逐

渐依赖于 DNA 复制的被动去甲基化 [15~17]。这种

DNA 去甲基化变化可能是造成早期胚胎发育过程

波动型基因组表达模式以至于导致早期胚胎不正常

发育的主要原因之一[18, 19]。同样, 针对上述分析所

得到的牛早期胚胎发育过程中 3 种不同的基因组表

达模式, 我们可以认为DNA甲基化等表观遗传修饰

在其中发挥着重要的作用, 当然这还需要得到进一步

的实验验证; 另外, 我们也可以从基因组DNA甲基化

模式角度来研究影响牛早期胚胎死亡的真正成因。 

附录:  

附表 1见文章电子版(www.chinagene.cn)。 
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