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摇 摇 摘要:摇 为探明生长素及其受体 GHSR鄄1a 在胚胎早期发育中的作用,以猪孤雌激活胚胎为研究对象,在
其体外发育过程中添加不同浓度生长素,观察胚胎发育速度和发育效率,并用荧光定量 PCR 检测猪孤雌激活

胚胎早期发育过程中生长素特异性受体基因 GHSR鄄1a 的表达。 结果显示,相对于对照组,添加 10郾 0 mg / L 生

长素可以显著提高 4鄄细胞胚胎、8鄄细胞胚胎、桑葚胚的发育率(P<0郾 05) ,并能加快 4鄄细胞胚胎、8鄄细胞胚胎、
桑葚胚的发育速度(P<0郾 05) 。 GHSR鄄1a mRNA 在 2鄄细胞期到桑葚胚期保持较高表达水平,囊胚期后显著下

降(P<0郾 05) ;免疫荧光染色表明 GHSR鄄1a 在猪孤雌激活胚胎各发育时期均有表达,4鄄细胞期、8鄄细胞期和桑

葚胚期的表达量显著高于囊胚期(P<0郾 05) 。 推测生长素通过提高 GHSR鄄1a 的表达来提高猪孤雌激活胚胎

的发育速度和效率。
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摇 摇 Abstract:摇 The present study was designed to investigate the roles of exogenous ghrelin and its receptor GHSR鄄1a
during early in vitro development of porcine parthenogenetic embryos. The developmental rates of 4鄄cell embryos, 8鄄
cell embryos, and morula of porcine parthenogenetic embryos cultured in PZM3 supplemented with 10郾 0 mg / L ghrelin

were significantly higher than control group ( ghrelin
free) ( P < 0郾 05 ) , and the development of 4鄄cell
embryos, 8鄄cell embryos, and morula were speeded up
as well. The mRNA expression of GHSR鄄1a was identi鄄
fied at each stage of porcine parthenogenetic embryos
(2鄄cell, 4鄄cell, 8鄄cell, morula and blastocyst) . Indi鄄
rect immuno鄄fluorescence revealed that the protein GH鄄
SR鄄1a levels were higher at 4鄄cell stage, 8鄄cell stage
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and morula stage. It was suggested ghrelin improved the developmental rate and speed by increasing the receptor gene
GHSR鄄1a expression.
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摇 摇 生长素(Ghrelin)是一种生长激素促分泌素受

体的天然配基,广泛表达于动物胃、消化道、肺、心
脏、乳腺等多个器官[1] ,调控食物摄取和促进生长

激素分泌[2] 。 生长素在生殖器官如子宫内膜、胎
盘、睾丸、卵巢和胚胎中均有表达[3鄄4] ,暗示其在生

殖轴中起调控作用[5] 。 胚胎发育是生殖发生的重

要过程,也是生殖研究的重点内容。 关于生长素

对哺乳动物附植前胚胎发育的作用研究较少,且
结果也不一致。 在小鼠[6鄄7] 和牛[8] 胚胎发育过程

中添加生长素可抑制囊胚的发育效率。 但在水

牛[9] 、绵羊[10]和猪[11] 上,却发现生长素可以促进

胚胎的体外发育能力。 鉴于生长素在不同物种间

的差异表现,有必要对其在胚胎发育过程中的作

用机制进行探讨。
生长素主要通过与其特异性受体 GHSR鄄1a 结

合发挥生物学效应。 Kawamura[5] 发现附植前胚胎

发育过程中生长素受体基因 GHSR鄄1a mRNA 仅在

小鼠致密化、囊胚及孵化胚阶段转录。 而 Du 等[12]

认为绵羊早期胚胎各发育时期均有 GHSR鄄1a 表达。
目前在猪的胚胎上,GHSR鄄1a 的存在情况及其表达

模式未有研究,生长素在物种间的差异作用是否与

其受体的表达模式相关亦未有报道。
本试验拟在猪孤雌胚培养基中添加不同浓度的

生长素,研究其在猪孤雌胚早期发育中的作用及对

发育速度的影响,并检测猪孤雌激活胚胎不同发育

时期 GHSR鄄1a 的转录及其表达水平,以期探明生长

素及其受体 GHSR鄄1a 对哺乳动物附植前胚胎发育

的影响及可能机制。

1摇 材料与方法

1. 1摇 试验材料

猪卵巢采自安徽合肥肥东福润屠宰场,置入

38 益含青霉素及链霉素的生理盐水保温瓶中保

存。
1. 2摇 猪卵母细胞的获得及体外成熟

参照 Li[13]的方法,生理盐水清洗卵巢后用 18
号针头抽取 2 ~ 6 mm 卵泡,体式显微镜下挑选卵丘

包裹完整,2 层以上颗粒细胞层的卵丘卵母细胞复

合体(Cumulus鄄oocyte complex, COCs),按照每 50 枚

左右一孔的密度将 COCs 移入放有 400 滋l 成熟培养

液的四孔板,38郾 5 益、5% CO2、100% 湿度的环境中

体外成熟 42 ~ 44 h。
1. 3摇 猪孤雌胚的获得

用 0 . 1% 透明质酸酶脱除卵丘细胞,显微镜

下选择透明带完整、卵周隙清晰、已排出第一极

体的卵母细胞,并在预热的 f2 中洗涤 3 遍 [13] 。
放入融合槽中用 1郾 56 kV / cm、80 滋s、1 次直流电

脉冲进行电激活。 移出后用胚胎培养液( Porcine
zogyte medium 3, PZM3 ) [14] 将 卵 母 细 胞 洗 涤 3
遍,转移到覆盖石蜡油的化学辅助激活液( PCC,
PZM3 + 10 滋g / ml 松胞素 B + 10 滋g / ml环已酰亚

胺)中作用 4 h,最后移入 PZM3 胚胎培养液中培

养。 培养条件为 38郾 5 益 、5% CO2、饱和湿度。
1. 4摇 间接免疫荧光染色

参考周娜汝[15] 的方法,一抗孵育时在DPBS+
1%BSA 中加入 GHSR鄄1a 抗体(ABcam 公司生产,
ab95250)(1 颐 200 稀释),对照组用 PBS 代替。 胚

胎转移到玻片中压片并封片,置于激光共聚焦显微

镜(Olympus,FV1000)下扫描拍摄。 每组采用相同

的曝光值采集图像并用 Image J 软件分析计算荧光

强度。
1. 5摇 胚胎细胞总 RNA 的提取及反转录

胚胎 RNA 提取选用 Qiagen 公司试剂盒 RNeasy
Micro Kit, No. 74004,总 RNA 反转录采用 Qiagen 公

司试剂盒 QuantiTect Reverse Transcription Kit, No.
205311。
1. 6摇 引物设计与合成及荧光定量 PCR

GenBank 中 查 找 GHSR 序 列 ( NM _032075.
3), 设 计 引 物 为 正 向: 5忆鄄AACGACTCGCTAGTG鄄
GAGGA鄄3忆, 反 向: 5忆鄄GAAGCGTGACACTACCAG鄄
CA鄄3忆。 引物均由生工生物工程有限公司合成。
以 GAPDH 为内参基因,用实时荧光定量 PCR 检测

GHSR鄄1a 的相对表达量。 采用2 -吟吟CT( Livak)
法分析 GHSR鄄1a 的表达水平。
1. 7摇 不同浓度生长素对猪孤雌胚早期发育的影响

摇 摇 在猪的孤雌激活体外培养液中添加不同浓度生
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长素[0 mg / L (对照)、0郾 1 mg / L、1郾 0 mg / L、10郾 0
mg / L、100郾 0 mg / L],分别于培养 30 ~ 32 h、44 ~ 48
h、80 ~ 82 h、104 ~ 108 h、146 ~ 148 h 时统计其 2鄄细
胞胚胎数、4鄄细胞胚胎数、8鄄细胞胚胎数、致密桑葚

胚数及囊胚发育数,计算其卵裂率、囊胚率、桑葚胚

率。 试验重复 5 次。 另外,在猪的孤雌激活体外培

养液中添加不同浓度生长素[0 mg / L(对照)、0郾 1
mg / L、1郾 0 mg / L、10郾 0 mg / L、100郾 0 mg / L],分别于

培养 24 h、40 h、72 h、102 h、132 h 时统计其 2鄄细胞

胚胎数、4鄄细胞胚胎数、8鄄细胞胚胎数、桑葚胚数及

囊胚发育数,计算其卵裂率、囊胚率,比较不同组间

发育速度。 试验重复 5 次。
1. 8摇 猪附植前胚胎中 GHSR鄄1a mRNA 和 GHSR鄄
1a 蛋白检测

摇 摇 分别在 2鄄细胞期、4鄄细胞期、8鄄细胞期、桑葚胚

期、囊胚期收集胚胎[15],采用荧光定量 PCR 技术检

测猪孤雌激活胚 GHSR鄄1a mRNA 在上述各阶段的

表达水平,试验重复 3 次。 收集 2鄄细胞期、4鄄细胞

期、8鄄细胞期、桑葚胚期与囊胚期的猪孤雌发育胚胎

(每组 20 枚),采用间接荧光免疫法检测不同发育

阶段胚胎中 GHSR鄄1a 蛋白水平。
1. 9摇 统计分析

应用 SPSS 11. 5 软件系统进行数据处理与统计

分析。

2摇 结果与分析

2. 1摇 生长素浓度对猪孤雌胚胎早期发育的影响

摇 摇 如表 1 所示,添加 10郾 0 mg / L 生长素组的猪孤

雌胚胎 4鄄细胞发育率、8鄄细胞发育率和桑葚胚率均

显著高于对照组和 0郾 1 mg / L组 (P< 0郾 05);添加

100郾 0 mg / L 生长素组的猪孤雌胚胎 4鄄细胞发育率、
8鄄细胞发育率均显著高于添加 0. 1 mg / L组 (P<
0郾 05)。 添加 0郾 1 mg / L 和 1郾 0 mg / L 生长素组在各

时期胚胎发育效率均与对照组无显著差异 (P>
0郾 05)。

如图 1 所示,胚胎发育 24 h 后,添加生长素的

试验组猪孤雌胚 2鄄细胞胚胎的发育速率与对照组

无显著差异(P>0郾 05);胚胎发育 40 h、72 h、102 h
时,添加 10郾 0 mg / L 生长素组猪孤雌胚的 4鄄细胞

胚胎、8鄄细胞胚胎及桑葚胚发育速率明显快于对照

组(P<0郾 05),其他组与对照组无显著差异 (P>
0郾 05);胚胎发育 132 h 后,添加生长素的试验组

猪孤雌胚囊胚的发育速率与对照组无显著差异

(P>0郾 05)。

表 1摇 不同浓度生长素对猪孤雌胚胎早期发育能力的影响

Table 1摇 Effects of different concentrations of ghrelin on the in vitro developmental competence of porcine parthenogenetic embryos

生长素浓度
( mg / L)

培养
胚胎数

卵裂数
(卵裂率)

4鄄细胞胚胎数
(卵裂率)

8鄄细胞胚胎数
(卵裂率)

致密桑葚胚数
(桑葚胚率)

囊胚数
(囊胚率)

0 108 93(86. 26% 依3. 14% a) 80(86. 13% 依4. 08% ad) 78(82. 65% 依3. 85% ad) 72(75. 45% 依5. 13% ab) 63(67. 04% 依3. 40%)

0. 1 108 95(88. 27% 依2. 34% a) 78(79. 81% 依5. 70% a) 74(77. 53% 依1. 48% a) 69(71. 99% 依4. 13% a) 63(66. 18% 依1. 86%)

1. 0 108 95(89. 97% 依2. 08% a) 80(81. 35% 依2. 91% ad) 78(80. 86% 依4. 44% a) 75(74. 49% 依7. 74% ab) 59(62. 13% 依3. 20%)

10. 0 108 97(89. 75% 依2. 37% a) 94(97. 64% 依3. 21% c) 94(96. 83% 依2. 88% c) 93(92. 92% 依9. 05%b) 72(75. 45% 依4. 32%)

100. 0 108 97(91. 28% 依2. 91% a) 90(91. 17% 依1. 10% cd) 91(91. 98% 依4. 70% cd) 81(80. 86% 依5. 65% ab) 66(69. 96% 依3. 74%)

淤 卵裂率=卵裂数 / 培养胚胎数;于 囊胚率=囊胚数 / 卵裂数。 同一竖栏内不同字母表示差异达显著水平(P<0. 05)。

2. 2摇 猪孤雌胚各发育时期 GHSR鄄1a 的表达

摇 摇 荧光定量 PCR 结果 (图 2 ) 显示, GHSR鄄1a
mRNA 在猪孤雌胚早期发育的各个阶段均有表

达,其中在 2鄄细胞期、4鄄细胞期、8鄄细胞期及桑葚胚

期表达量无显著差异,囊胚期表达量显著下降(P<
0郾 05)。

2. 3摇 在猪孤雌胚早期发育过程中 GHSR1a 蛋白的

表达量

摇 摇 从图 3 和图 4 可以看出,GHSR鄄1a 蛋白在猪孤

雌胚早期发育的各个时期均能检测到,囊胚期的

表达量显著低于 4鄄细胞期、8鄄细胞期和桑葚胚期

(P<0郾 05)。
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A:胚胎培养 24 h;B:胚胎培养 40 h;C:胚胎培养 72 h;D:胚胎培养 102 h;E:胚胎培养 132 h。 同一培养时间内立柱上方不同字母表示差异

达显著水平(P<0. 05)。
图 1摇 添加生长素后猪孤雌胚早期发育速率的变化

Fig. 1摇 The dose鄄dependent effects of ghrelin on the early development rate of porcine parthenogenetic embryos

图中不同小写字母表示差异达显著水平(P<0. 05)。
图 2摇 猪孤雌胚胎早期发育各时期 GHSR鄄1a mRNA 的相对表

达量

Fig. 2 摇 Relative mRNA expression of GHSR鄄1 a at various
developmental stages of porcine parthenogenetic
embryos

3摇 讨 论

近年来, 生长素对生殖器官的作用不断被证

实,但其在胚胎发育过程中的功能还存在争议。
2003 年,日本研究人员发现当向小鼠胚胎体外培养

液中添加 100 nm / L 生长素时可抑制小鼠胚胎发

育[5]。 习海涛[7] 发现在体外培养基中添加 0. 1
mg / L的生长素显著降低了小鼠自然受精胚和孤雌

胚的桑葚胚及囊胚发育率,但进一步提高生长素的

添加浓度后,桑葚胚率和囊胚率又有一定程度的回

升;而对于体外受精胚,添加 1郾 0 mg / L 生长素显著

降低了其囊胚发育率,提高生长素的浓度后,囊胚率

并没有明显的回升趋势。 另有研究报道在培养基中

添加 50郾 0 mg / L 的生长素显著提高了水牛孤雌胚的
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玉:无 GHSR1a 免疫组(对照组)绿色荧光通道;域:对照组红色荧光通道;芋:对照组明场;郁:GHSR1a 免疫荧光染色;吁:PI 核染;遇:试验

组明场。 A:2鄄细胞期;B:4鄄细胞期;C:8鄄细胞期;D:桑葚胚期;E:囊胚期。
图 3摇 GHSR1a 蛋白在猪孤雌胚早期发育中的表达

Fig. 3摇 GHSR1a expression at various developmental stages of porcine parthenogenetic embryos

图中不同小写字母表示差异达显著水平(P<0. 05)。
图 4摇 猪孤雌胚胎早期发育各时期 GHSR鄄1a 的表达量

Fig. 4摇 GHSR鄄1a levels at various developmental stages of por鄄
cine parthenogenetic embryos

囊胚发育率[9]。 本研究结果显示,胚胎培养过程中

添加 10郾 0 mg / L 生长素可以显著提高猪孤雌胚的 4鄄
细胞发育率、8鄄细胞发育率、桑葚胚率及囊胚发育率

(P<0郾 05),但 100郾 0 mg / L的添加浓度降低了猪孤

雌胚的囊胚发育率,这与 Zhang 等人[11] 研究结果一

致。 推测生长素对哺乳动物早期胚胎发育会产生一

定促进作用,但在不同物种和不同来源的胚胎及生

长素的添加浓度上表现不一。
向牛体外成熟的卵母细胞中添加 800 pg / ml的

生长素后发现,成熟 18 h 后 MII 期卵母细胞数显著

高于对照组,但成熟 24 h 时卵母细胞数与对照无显

著差异,成熟后体外受精时,成熟 18 h 的卵母细胞

形成的囊胚率显著高于成熟 24 h 组[8]。 提示我们

生长素可能在卵母细胞发育或胚胎发育过程中起作

用。 本研究结果表明,添加 10郾 0 mg / L 生长素组猪

孤雌胚胎 4鄄细胞胚胎、8鄄细胞胚胎及桑葚胚发育速

率明显快于对照组(P<0郾 05),但 2鄄细胞胚和囊胚在

发育速度上与对照组无显著差异(P>0郾 05)。 说明

生长素有可能会促进胚胎的早期发育速度。 从 4鄄
细胞期到桑葚胚期间其特异性受体 GHSR鄄1a 表现

出的 mRNA 高表达模式与胚胎发育速度相一致,推
测生长素通过 GHSR鄄1a 作用于胚胎发育。 但生长

素通过何种机制促进了胚胎发育的速度,还需要进
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一步研究。
2008 年,Du 等[12]检测了绵羊卵母细胞和不同

发育时期的胚胎生长素及其受体基因 GHSR鄄1a mR鄄
NA 转录水平,发现在附植前胚胎不同发育阶段均

有表达,其中 GHSR鄄1a mRNA 转录水平从 GV 期到

MII 期依次递减,在 2鄄细胞期升高,至囊胚期保持稳

定。 Kawamura 等[5]研究结果表明小鼠体外受精胚

自桑葚胚以后的附植前胚胎均检测到生长素及其受

体 GHSR鄄1a 的表达,表达从桑葚胚到囊胚呈增加趋

势,而此前各时期则没有生长素 及 GHSR鄄1a 的表

达。 在本研究中,GHSR鄄1a mRNA 在猪孤雌胚胎早

期发育的各个时期均可被检测到,在 2鄄细胞期转录

水平较高,在 4鄄细胞期降低,8鄄细胞期回升,至囊胚

期迅速下降。 这可能是由于在 2鄄细胞期之前,猪胚

内还存在大量母源 mRNA,而在 4 ~ 8鄄细胞期发生胚

胎基因组激活,原来的母源 mRNA 大部分降解,导
致 4鄄细胞期 GHSR鄄1a mRNA 降低,而 8鄄细胞期时,
胚胎基因组已激活转录,因此 GHSR鄄1a mRNA 回

升。 GHSR鄄1a 在这段时间的变化起何种作用,还需

要进一步研究。 在本研究中发现 GHSR鄄1a mRNA
与蛋白在不同发育时期相对丰度的变化趋势并不完

全一致,这可能是由于从 mRNA 到蛋白还受诸如

mRNA 稳定性、翻译效率、蛋白寿命等多种因素影响

所致。
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