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小鼠孤雌胚、体外培养胚与体内胚 H3K9 乙酰化 
模式的比较 
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摘要: 孤雌胚胎的发育率比体内体外生成胚胎的发育率要慢，为研究小鼠孤雌胚、体外培养胚 H3K9 乙酰化

(H3K9ac)模式与体内自然胚之间的差异、曲古抑菌素 A(Trichostatin，TSA)对孤雌胚 H3K9 乙酰化模式的影响

及表观遗传模式对孤雌胚、体外培养胚发育的影响，文章采用间接免疫荧光法对小鼠植入前各时期孤雌胚、体

外培养胚及体内自然胚基因组组蛋白的 H3K9 乙酰化水平进行检测。结果显示，植入前各时期孤雌胚 H3K9 乙

酰化模式与体内组变化趋势基本一致，但平均荧光强度较体内组普遍偏高；经 TSA 处理后孤雌胚 H3K9 乙酰

化水平有所提高，原核期至 8-细胞期差异显著(P<0.05)。体外培养胚 H3K9 乙酰化荧光强度与体内组变化趋势

也基本一致，但平均荧光强度较体内组普遍偏低。以上结果表明，小鼠孤雌胚 H3K9 乙酰化水平高于体内胚，

使植入前胚胎发育过程中本应沉默的基因启动子发生超乙酰化，进而抑制胚胎发育，这可能是造成孤雌胚胎发

育能力较差的重要原因之一；TSA 处理可以部分弥补体外培养环境对胚胎发育带来的伤害，但 TSA 提高孤雌

胚的发育能力可能并不完全是通过改变 H3K9 乙酰化水平来实现的。 

关键词: 表观遗传修饰；孤雌胚胎；H3K9 乙酰化；曲古抑菌素 A；小鼠 

Comparative analysis of H3K9 acetylation level in parthenogenetic, 
and in vitro and in vivo developed mouse embryos 
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Abstract:  The developmental rate of parthenogenetic embryos is slower than that of embryos generated in vitro 

and in vivo. To detect the effects of epigenetic modification on embryo development, we compared the H3K9 acetyla-
tion level in these three types of embryos as well as parthenogenetic embryos treated with a histone deacetylase in-
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hibitor trichostatin (TSA) by indirect immunofluorescence. Our results showed that fluctuations in the level of acety-
lated H3K9 detected during embryo development are similar among different types of mouse embryos. However, the 
level of H3K9 acetylation in parthenogenetic embryos is significantly higher while the level in embryos generated in 
vitro is lower when compared with that in embryos derived from in vivo. Treatment of parthenogenetic embryos with 
TSA increases the developmental rate but further elevates the level of H3K9 acetylation, especially from pronuclear 
to 8-cell stages. These results suggest that the promoters of genes that should be silenced during pre-implantation 
embryo development may be hyperacetylated in parthenogenetic embryos which inhibit normal embryo development. 
However, the positive effect of TSA on embryo development is not through altering the H3K9 acetylation level. 

Keywords: epigenetic modification; parthenogenetic embryos; H3K9 acetylation; trichostatin A (TSA); mouse 

研究表明，受精后植入前胚胎的表观遗传修饰

在个体发育进程中扮演着重要角色 [1]。表观遗传修

饰主要包括全基因组 DNA甲基化、组蛋白修饰、染
色质重塑等，这种修饰的研究主要集中于通过改变

非基因序列进而影响调控基因表达水平变化的因素，

难点之一是组蛋白修饰。组蛋白乙酰化和去乙酰化

作为组蛋白修饰中的重要形式，可影响和改变染色

质的结构，而染色质的结构又与生命活动密切相关，

其在 DNA复制、基因转录及细胞周期调控等方面起
重要作用[2]。在基因转录水平上，组蛋白乙酰化(Ace-
tylation, ac)可促进基因转录，去乙酰化(Deacetyla-
tion, dac)则抑制基因转录[3]。组蛋白乙酰化和去乙酰

化 分 别 由 组 蛋 白 乙 酰 化 转 移 酶 (Histone 
acetyltransferase, HAT)和组蛋白去乙酰化酶(Histone 
deacetylase, HDAC)催化[4]，通过 HAT与 HDAC调控
它们的动态平衡以控制染色质的结构，进而影响基

因表达，若两种酶的功能发生紊乱或平衡失调将会

影响个体后期的正常发育 [5]，甚至可引发某些疾病

的发生[6]。组蛋白 H3赖氨酸残基上 K4、K9、K14、
K16、K23、K27和 K36等位点均可表现出乙酰化修
饰，而第 9 位点的乙酰化(H3K9ac)在激活转录基因
位点中起重要作用，该位点可以通过募集或者激活

相关染色体修饰的复合体而达到激发另一位点乙酰

化修饰的目的；其异常表达会使染色质结构发生改

变, 进一步影响基因转录调控[7]，同时 H3K9ac表达
异常与疾病发生也密切相关  [8]。研究表明，H3K9ac
大量存在于一些大的启动子附近[9]。 
孤雌激活胚不仅可以作为核移植供体细胞的一

种，也是胚胎干细胞中的一个重要来源[10]。孤雌胚

胎干细胞(Pharthenotic embryonic stem cell, pESC)与
正常胚胎干细胞一样，具有自我更新和多向分化的

潜能。与自然胚相比，孤雌激活胚组蛋白乙酰化修

饰出现异常。近年来，由于孤雌胚胎干细胞可以摆

脱人胚胎干细胞面临的各种伦理问题，正渐渐成为

研究热点[11]。而获得高质量的孤雌胚是成功分离、培

养孤雌胚胎干细胞的前提。研究表明，体外培养小

鼠原核胚会出现发育阻滞现象，以 2~4 细胞尤为显
著[12]。与体内自然胚相比，体外培养胚的染色质乙

酰化水平表现异常，胚胎发育率也较低，可能是其

培养体系不完善导致表观遗传修饰发生改变所致[13]。

通过在培养体系中添加组蛋白去乙酰化酶抑制剂曲

古抑菌素 A(TSA)可使发育能力有所改变，本课题组
在前期研究过程中也得到类似结果[14]。 
鉴于此，本研究分析了孤雌胚和体外培养胚

H3K9ac 水平，比较 TSA 处理前后该位点乙酰化水
平变化规律，探讨了人为改变培养环境能否修正表

观遗传修饰异常，本研究结果将为提高胚胎发育能

力提供重要的实验依据。 

1  材料和方法 

1.1  实验动物 

雌性昆明白小鼠(安徽医科大学实验动物中心)，
4~5周龄，饲养温度 24±1℃，湿度 50%~60%，光照
14 h/d(8:00~22:00)，自由采食，饮水。小鼠适应两周
后投入实验。实验分为 3 组：体内组、孤雌组和体
外培养组。体内组和体外培养组中每组共雌鼠 18 只，
重复 3次，每次 6只，每只小鼠平均可以取 30枚MⅡ

期卵母细胞，从原核期至囊胚期，每个时期 30枚左
右的胚胎。孤雌组中(分 3小组)共使用 54只雌鼠。 

1.2  方法 

1.2.1  体内组各时期胚胎的收集 

6~8 周龄雌鼠于当天 17:00 腹腔注射 PMSG(孕
马血清激素，宁波第二激素厂)10 IU，48 h 后注射
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HCG(人绒毛膜促性腺激素，宁波第二激素厂)10 IU
后，与健康雄鼠 1:1 合笼。次日早上检查见栓，若
见栓则假定该鼠受孕。于胚胎不同发育时期分别收

集受精卵至囊胚的各期胚胎。 

1.2.2  取体内原核胚胎的体外培养组 

从激素注射至取受精卵步骤与 1.2.1相同。将受
精卵置于无糖 CZB微滴中于培养箱中培养，胚胎发育
至 4-细胞移入含糖 CZB(即 CZBG)中，继续培养，于
胚胎不同发育时期分别收集受精卵至囊胚的各期胚胎。 

1.2. 3  孤雌激活组各时期胚胎的收集 

激素注射步骤与 1.2.1相同，不与雄鼠合笼。次
日早上，在超净台中进行激活微滴 (450 µL 无钙
CZB+0.25 µL (Cytochalasin B, CB)(Sigma公司)，培
养箱中平衡 20~30 min；再加入 50 µL的 SrCl2)，培
养箱中平衡 2 h。脱颈处死雌鼠，取卵母细胞移入培
养皿(Corning公司)中激活微滴中培养；6 h后观察激
活情况，记录原核率后，移入无糖 CZB培养基中继
续培养。1-细胞胚胎在激活后换液时收集，其他胚
胎则继续培养至各期胚胎再收集。 

1.2.4  TSA 处理孤雌激活胚胎和体外培养胚胎 

TSA 溶 于 二 甲 基 亚 砜 (Dimethyl sulfoxide, 
DMSO)，加入无糖 CZB，终浓度为 50 nmol/L，放置
4 h后使用；体内原核胚胎和激活后的原核胚移入含
有 TSA的无糖 CZB中培养 20 h后，再移入正常的
无糖 CZB 培养基中继续培养；DMSO 组则是将体外
培养胚和孤雌激活胚胎置于 0.05% DMSO的 CZB培
养基中培养 20 h后，再移入正常的无糖 CZB培养基
中继续培养。 

1.2.5  间接免疫荧光检测各期各类胚胎 H3K9 乙酰

化模式 

4%多聚甲醛固定各类胚胎，4℃过夜；0.1% PVA 

清洗胚胎，移至 0.2% 的 TritonX-100中，在培养箱
(3111,Thermo)中通透 1.5 h；1%BSA 清洗胚胎，移
至 1%BSA溶液中，培养箱封闭 1 h；接着将胚胎直
接转移至一抗 H3K9ac抗体(Epigentek Group Inc公
司)中(1%BSA 溶液 l:100 稀释的)，培养箱中孵育过
夜；次日早上用 0.1% Tween 20和 0.01% Triton X-100
清洗胚胎，用 FITC标记的二抗羊抗兔 IgG-FITC(北
京博奥森生物科技有限公司)(1:100)避光染色，培养
箱孵育 3 h；取出胚胎，0.1% PVA清洗，10 μg/mL
的 DAPI 染液染色，避光室温 10 min；最后用
0.1%PVA 洗涤，固定在载玻片上，激光共聚焦显微
镜(TCS-SP5, Leica)采集照片。 

1.3  统计分析 

采用 Leica LAS AF Lite软件对所得图片进行转

换，Image Pro-Plus 6.0软件对转换后的图片不同区
域的荧光强度进行分析及数值转换，GraphPad 
Prism 5软件对所得数据分别作出对比柱状图、折线

图及荧光图。用 SPSS Statistics软件 ANOVA进行单
因素方差分析， 当 P<0.05时认为具有显著性差异。 

2  结果与分析 

2.1  TSA 处理前后小鼠孤雌胚胎和体外培养胚胎
发育能力的比较 

孤雌组 TSA 处理前后相比，囊胚率有所提高
(72.23±1.236%与 57.31±0.5328%)；体外培养组 TSA
处理前后相比，囊胚率也有所提高 (89.70±0.529%
与 79.26±1.058%)，二者均表现出差异显著(P< 0.05)。
孤雌胚的激活率为：正常组为 85.02%，TSA 组为
83.17%，DMSO组为 89.01%。研究表明，该孤雌胚
激活率处于正常发育水平，因此实验结果是可信的[15] 

(表 1)。 

 
表 1  小鼠植入前孤雌胚胎和体外培养胚胎经 TSA 处理前后 2-、4-细胞和囊胚的发育率 

时期 
发育率(%) 

孤雌组 孤雌-DMSO组 孤雌-TSA组 体外培养组 体外培养-DMSO组 体外培养-TSA组 

2-细胞 85.66 (a) 89.44 (b) 83.42 (ac) 91.49(b) 92.67 (b) 98.77(d) 

4-细胞 85.41 (a) 73.49 (b) 77.53 (b) 89.19 (ad) 91.27 (ed) 98.45 (c) 

囊 胚 57.31 (a) 61.50 (a) 72.23 (b) 79.26 (d) 78.05 (d) 89.70(e) 

注：括号中含相同字母表示组间差异不显著(P>0.05)。 
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2.2  植入前各时期孤雌激活胚胎、体外培养胚胎和
体内胚胎 H3K9乙酰化模式 

孤雌组、体外培养组与体内组相比，孤雌组从

原核期到囊胚阶段荧光强度始终高于体内组，体外

培养组与体内组仅在原核期荧光强度值差异显著

(P<0.05)。在体内组(图 1A)中，荧光强度总体趋势
是先降低后升高，原核期荧光强度最大(0.12±0.018)；
仅在原核期与其它各期胚胎均表现出差异显著

(P<0.05)，而 2-细胞、4-细胞、8-细胞、桑椹胚及囊
胚各期之间差异均不显著。体外培养组(图 1B)荧光
强度总体趋势是先降低后升高，桑椹胚时期达到最

大荧光强度(0.06 ±0.004)，桑椹胚与原核期、2-细胞、
4-细胞、8-细胞差异显著(P<0.05)，囊胚期与原核期
及 4-细胞差异显著(P<0.05)。孤雌组(图 1C)中，原
核期到 8-细胞时期荧光强度逐渐降低，桑椹胚期升
高，这和体内胚总体趋势是一致的；原核期、2-细
胞、4-细胞、8-细胞及囊胚期差异显著(P<0.05)，而
4-细胞、8-细胞与桑椹胚差异显著(P<0.05)；结果表

明(图 1D)，孤雌组和体外培养组胚胎与体内组总体
趋势大致相同，但是植入前孤雌激活胚胎中 H3K9
乙酰化模式和体内正常胚在 2-细胞和桑椹胚期存在
着差异(P<0.05)，体外培养胚胎中 H3K9乙酰化模式
和体内正常胚在原核期存在着差异(P<0.05)(图 2，
绿色为组蛋白 H3K9 乙酰化特异性表达位点，蓝色
为 DAPI复染的细胞核位置)。 

2.3  植入前各时期孤雌激活胚胎 H3K9乙酰化模式 

孤雌 DMSO组与孤雌组相比，两组总体趋势一
致，从原核期至囊胚期阶段，两组乙酰化水平相当，

药物 DMSO对孤雌胚影响不大，因此 TSA处理孤雌
胚是有意义的。在孤雌组中，荧光强度大致呈先降

低后升高的趋势。结果表明，孤雌 DMSO组与孤雌
组总体趋势相同，植入前各时期孤雌激活胚胎中

H 3 K 9 乙酰化模式和孤雌组之间不存在着差异
(P>0.05)。孤雌 TSA 组与孤雌组相比，H3K9 乙酰
化程度总体趋势大致相同，但在原核期、4-细胞、
8-细胞阶段 TSA组H3K9乙酰化的程度高于孤雌组， 

 

 
 

图 1  小鼠植入前孤雌胚、体外培养胚和体内胚组内及组间 H3K9ac 水平的半定量分析 
A：体内组；B：体外培养组；C：孤雌组；D：3组间 H3K9ac水平的比较。折线图中含相同字母表示不同时期胚胎之间差异不显著。
*P<0.05 表示体内胚 H3K9ac 水平与孤雌胚或体外胚 H3K9ac 水平在同时期差异显著；□P<0.05 表示孤雌胚 H3K9ac 水平与体外胚
H3K9ac水平在同时期差异显著。 
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差异显著 (P>0.05)，尤其是原核期 (0.19±0.025 与
0.10±0.013)和 8-细胞(0.10±0.012与 0.06±0.005)阶段。
在孤雌 TSA组中，荧光强度总体趋势是先降低后升
高，原核期达到最大荧光强度 (0.19±0.025)。孤雌
TSA 组与孤雌 DMSO 组相比，在原核期、4-细胞、
8-细胞阶段 TSA组 H3K9乙酰化的程度高于 DMSO
组，差异显著(P>0.05)，2-细胞期低于 DMSO 组，

到桑椹胚、囊胚阶段 H3K9乙酰化的程度两组相当，
差异不显著(P<0.05)。在孤雌 DMSO 组中，由原核
期到 8-细胞时期荧光强度呈降低趋势，桑椹胚期升
高。结果表明，虽然孤雌 TSA组与孤雌 DMSO组总
体趋势大致相同，但是植入前原核期、2-细胞、4-
细胞、8-细胞时期 TSA 组的胚胎中 H3K9 乙酰化模
式和 DMSO组之间存在着差异(P<0.05)(图 3，图 4)。 

 

 
 

图 2  小鼠体内胚、体外培养胚和孤雌胚各时期 H3K9ac 模式 
图中 A、B、C、D、E、F分别代表原核期、2-细胞、4-细胞、8-细胞、桑椹胚和囊胚 6个时期。比例尺：20 μm。 
 

 
 

图 3  小鼠体内孤雌胚、DMSO 处理孤雌胚和 TSA 处理孤雌胚各时期 H3K9ac 模式 
图中 A、B、C、D、E、F分别代表原核期、2-细胞、4-细胞、8-细胞、桑椹胚和囊胚 6个时期。比例尺：20 μm。 
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图 4  TSA 处理后小鼠植入前各期孤雌胚胎 H3K9ac 水平相对荧光强度半定量分析 
*P<0.05表示孤雌正常组H3K9ac水平与孤雌 TSA组或孤雌DMSO组H3K9ac水平在同时期差异显著；□P<0.05表示孤雌 TSA组H3K9ac
水平与孤雌 DMSO组 H3K9ac水平在同时期差异显著。 
 

3  讨  论 

本文主要研究了小鼠孤雌胚、体外培养胚的

H3K9ac 模式与体内正常胚之间的差异，及 TSA 对
孤雌胚 H3K9ac 模式的影响。对上述胚胎及体内胚
的 H3K9ac 模式进行检测，结果发现，体内的荧光
强度总体趋势是先降低后升高，原核期荧光强度最

大(0.12±0.018)。这可能是由于母源基因在基因表达
中处于优势地位所致。研究表明[16,17]，HDAC 家族
中的 HDAC1 在正常胚胎的 2-细胞时期开始表达，
4-细胞时期表达也较活跃，因而组蛋白去乙酰化水
平开始渐升，而组蛋白去乙酰化又抑制基因转录，

可以推测正常胚在 2-细胞、4-细胞时期组蛋白乙酰
化程度可能处于较低水平。越来越多的研究表明[18]，

在正常胚胎 4-细胞、8-细胞时期的细胞核中，可以
检测到 HDAC1 的表达，表明小鼠在植入前各时期
体内胚的 H3K9ac 模式是先降低后升高，与本文的
研究结果一致。由于孤雌胚 H3K9ac 的趋势和体内
胚总体趋势基本一致，所以本文推测孤雌胚胎的

H3K9ac模式也可能遵循此趋势。本课题组前期研究
表明，孤雌胚的 H3K27ac模式亦是如此[19]。通过实

验发现，经 TSA处理的孤雌胚，其 H3K9乙酰化总
体水平有所升高，与孤雌正常胚相比，在原核期至

8-细胞阶段表现出差异显著(P<0.05)。由于孤雌胚

H3K9ac水平高于体内胚，使植入前胚胎发育过程中
应沉默的基因启动子发生超乙酰化，进而抑制胚胎

发育；而经 TSA处理的孤雌胚，其 H3K9乙酰化被
提高到一个更高的水平，理论上这不利于孤雌胚的

正常发育，然而实验结果表明其发育率有所提高，

表明 TSA提高孤雌胚的发育能力可能并不完全是通

过改变 H3K9 乙酰化水平来实现的(图 3，图 4)。体
外培养组的总体趋势和体内组一致，仅在原核期两

组之间差异显著(P<0.05)，造成此结果的原因可能是
由于体外组比体内组的原核胚在培养液中多放置

了 5 h 后才固定，这期间不可控的体外培养环境可
能对胚胎正常发育造成了一定的影响。 
本研究结果表明，植入前小鼠各时期体外培养

胚胎 H3K9ac 模式与体内胚差异不显著，但孤雌激
活胚 H3K9ac 模式与体内胚胎存在着差异，这可能
是造成孤雌胚发育能力较差的原因之一。TSA 处理
在一定程度上提高了胚胎发育率，但可能并不完全

是通过改变 H3K9 乙酰化水平来实现的，进一步地
深入开展相关研究将对纠正小鼠孤雌胚胎异常的乙

酰化模式以及提高孤雌胚发育能力具有重要的意义。 
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