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程序化冷冻前后小鼠孵化囊胚和休眠胚胎的
Ｈｂａ⁃α 蛋白分布和差异表达
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　 　 【摘要】 　 目的　 利用程序化冷冻的方法，探究冷冻前、后小鼠孵化囊胚和休眠胚胎中 Ｈｂａ⁃α 蛋白的分布和差

异表达的变化，为今后开发和利用新型哺乳动物源抗冻蛋白提供理论依据。 方法　 从妊娠 ｄ５ 小鼠体内获取孵化

囊胚；从小鼠延迟着床模型获取休眠胚胎，利用 Ｃｏｎｆｏｃａｌ 显微镜和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 技术对程序化冷冻前、后的各组胚

胎进行 Ｈｂａ⁃α 蛋白的分布和表达检测。 结果　 孵化囊胚和休眠胚胎在程序化冷冻前、后均有 Ｈｂａ⁃α 蛋白的表达；
孵化囊胚经程序化冷冻后 Ｈｂａ⁃α 蛋白的表达与冷冻前相比差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；冷冻前休眠胚胎与程序化冷

冻前后的孵化囊胚相比，Ｈｂａ⁃α 蛋白的表达量显著下调（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；冷冻后休眠胚胎 Ｈｂａ⁃α 蛋白的表达量显著低于

其他各组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 程序化冷冻处理对小鼠休眠胚胎 Ｈｂａ⁃α 蛋白的表达影响明显大于孵化囊胚；Ｈｂａ⁃α
基因具有作为新型哺乳动物源抗冻蛋白的潜力。
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　 　 随着低温冷冻保存技术研究的不断深入，哺乳

动物胚胎冷冻技术也在逐步优化和革新［１ － ３］。 为使

胚胎的冷冻保存技术更加稳定高效，学者们在努力

改进冷冻方法和程序的同时，也在不断发掘更好的

抗冻保护剂，其中包括抗冻蛋白。 抗冻蛋白（ＡＦＰ）
最早是在昆虫当中发现，１９６４ 年 Ｒａｍｓａｙ 在黄粉甲

幼虫中发现一种冰点低于熔点的物质，１９６８ 年

Ｇｒｉｍｓｔｏｎｅ 通过实验证明这种物质是蛋白质。 鱼类

抗冻蛋白是 １９６９ 年 Ｄｅｖｒｉｅｓ 在南极 Ｍｃｍｕｒｄｏ 海峡一

种叫做 Ｎｏｔｏｔｈｅｎｉｏｉｄ 的极地鱼体内发现的［４］，这类抗

冻蛋白也成为迄今为止研究最广泛的一类抗冻蛋

白［５］。 应用鱼类抗冻蛋白已成功实现牛、羊胚胎及

猪卵母细胞的玻璃化冷冻。 有报道表明，在常规冷

冻方法中使用鱼类抗冻蛋白对小鼠囊胚没有影响，
且在牛囊胚的玻璃化冷冻中使用植物抗冷冻蛋白，
并没有提高解冻后的胚胎成活率［６ － ９］。 费云标

等［１０］给猪的扩张、孵化囊胚添加植物抗冻蛋白，可
提高其冷冻⁃解冻后胚胎的体外存活率。 但是，迄今

为止，尚未发现有关哺乳动物源抗冻蛋白的报道。
一直以来，哺乳动物胚胎延迟植入的机理都是

生殖生物学领域的研究热点，胚胎的植入与其后续

正常的生长发育息息相关。 然而，虽然动物胚胎冷

冻保存技术有了日新月异的发展，但是，针对哺乳动

物休眠胚胎低温保存的研究却鲜有报道。 本实验室

早期研究发现：经程序化冷冻处理的小鼠休眠胚胎

存活率显著高于孵化囊胚，说明休眠胚胎具有更好

的抗冻性，且在后续基因芯片扫描结果中进一步发

现：Ｈｂａ⁃α（血红蛋白 α 链）基因在休眠胚胎冷冻前

后表达具有明显差异［１１］，且两者在亚细胞结构上也

存在一定差异［１２］。 血红蛋白由 ４ 条肽链构成，α 和

β 链各 ２ 条，小鼠的血红蛋白 α 亚基含 １４２ 个氨基

酸。 有研究证实，加入 Ｈｂ 的培养基可促进小鼠着

床前各阶段胚胎的发育［１３ － １４］，即在第 ２ 次卵裂前的

自身基因组激活，发育至 ８⁃细胞阶段，以及桑椹胚

到囊胚的转化过程中血红蛋白均发挥促进小鼠胚胎

发育的功能。 这些研究结果均提示：血红蛋白在胚

胎发育过程中具有重要作用。 据报道，生存在南极

零度以下极寒环境中的抗冻鱼（ｎｏｔｏｔｈｅｎｉｏｉｄ ｆｉｓｈ），
其血细胞数量显著减少，Ｈｂ 的含量也明显降低［１５］。
绝大多数南极抗冻鱼的 Ｈｂ 为单体形式，而不是脊

椎动物 Ｈｂ 通常的四聚体结构［１６］，这暗示了低浓度

的 Ｈｂａ⁃α 本身可能就具有一定的抗冻功能，而并不

需要组装成完整的 Ｈｂ 蛋白。
综上所述，本研究拟从 Ｈｂａ⁃α 具有的潜在抗冻

功能角度，利用程序化冷冻的方法，探究冷冻前后小

鼠孵化囊胚和休眠胚胎中 Ｈｂａ⁃α 蛋白的分布和差异

表达情况，旨在阐明休眠胚胎具有更强抗冻性的原

因，为今后开发和利用新型哺乳动物源抗冻蛋白提

供理论依据。 这或许将在一定程度上颠覆低温生物

学领域针对胚胎冷冻技术的传统革新方式 －添加外

源抗冻保护剂，而是从调控胚胎本身代谢水平和物

质合成的角度对冷冻过程中即将带来的刺激采取预

防和保护措施，尽可能降低外源人工合成物质对胚

胎造成的化学毒害作用，进而避免冷冻保存对胚胎

后续生长发育产生的不可预知的风险。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料

本实验选用 １０ ～ １２ 周龄性成熟，体重为 ２８ ｇ
左右的 ＩＣＲ 系雌性小鼠，购自北京维通利华实验动

物科技有限公司【ＳＣＸＫ（京）２０１２ － ０００１】，实验在

北京农学院屏障动物实验设施进行 【 ＳＹＸＫ（京）
２０１０ － ０００３ 】，并按实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予人

道关怀。
１􀆰 ２　 实验试剂

胚胎冷冻保护剂，购自 ＩＣＰ Ｂｉｏ Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，货
号：１０１１２９；兔抗鼠 Ｈｂａ⁃α 多克隆抗体，购自 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，货号：ｓｃ⁃２１００５；驴抗兔 ＦＩＴＣ 标

签 ＩｇＧ 抗体，购自 Ａｂｃａｍ，货号：ａｂ６７９８；ＨＲＰ 标签抗

兔 ＩｇＧ，购自 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，货号：７０７４；核
染料 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３４２，购自 Ｂｉｓｂｅｎｚｉｍｉｄｅ，货号：Ｂ２２６１；
哺乳动物蛋白抽提试剂盒，购自康为世纪，货号：
ＣＷ０８８９Ｓ；ＴＢＳＴ（ｐＨ８􀆰 ０， １０ × ），购自康为世纪，货
号：ＣＷ００４３Ｓ。
１􀆰 ３　 实验仪器

ＣＯ２ 培养箱：Ｔｈｅｒｍｏ ３７１；普通光学显微镜：Ｎｉ⁃
ｋｏｎ ＹＳ２⁃Ｈ；胚胎冷冻仪：Ｃｒｙｏｂａｔｈ；电子天平：北京赛

多利斯仪器系统有限公司，ＢＳ１２４Ｓ；台面式 ｐＨ ／ ＩＳＥ
测试仪：Ｔｈｅｒｍｏ ８６８；精密加热板：贝达仪器公司，
ＭＥＨ⁃２；掌心离心机：Ｂｒａｔｔ，美国；四孔水浴锅：北京

０８５
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长安科学仪器厂，ＨＨ． Ｓ１⁃Ｎｉ；体视显微镜：江南显微

镜厂，ＸＴＢ⁃１；超净工作台：上海智城分析仪器制造

有限公司；移液器：北京百晶移液器（１ ｍＬ、２００ μＬ、
１００ μＬ、１０ μＬ）；离心机：Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ，Ａｌｌｅｇｒａ
６４Ｒ Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ；脱色摇床：其林贝尔，ＴＳ１０００；计时

器、培养皿、ＥＰ 离心管、ＰＶＤＦ 膜等。
１􀆰 ４　 实验方法及分组

１􀆰 ４􀆰 １　 超排处理

选择阴门淡粉色的雌鼠，当日晚 ８ 点腹腔注射

ＰＭＳＧ １０ＩＵ ／只，４８ ｈ 后注射 ｈＣＧ １０ ＩＵ ／只，随后立

即与性成熟公鼠 １ ∶ １合笼过夜，次日早 ８ 点检查交

配情况，有阴栓雌鼠可用于后续实验。
１􀆰 ４􀆰 ２　 孵化囊胚的获取

于见栓 ｄ５ 上午 ８ 点脱颈法处死小鼠，取下小鼠

两侧子宫，用 ＰＢＳ 工作液冲洗回收子宫中的孵化囊

胚。 回收的胚胎用 ＰＢＳ 工作液洗涤 ３ 遍后进行程

序化冷冻及解冻处理（详见 １􀆰 ４􀆰 ４），随后移入高压

过的 ＥＰ 管中， － ８０℃冰箱储存。
１􀆰 ４􀆰 ３　 休眠胚胎的获取

于见栓 ｄ４ 上午 ８ ～９ 点摘除小鼠双侧卵巢（保留

输卵管），随后连续 ３ ｄ 在其颈部皮下注射 ０􀆰 ２ ｍｇ ／
ｍＬ 孕酮０􀆰 １ ｍＬ ／只，术后第４ 天早８ 点从双侧子宫角

回收休眠胚胎。 洗涤、处理及储存方法同 １􀆰 ４􀆰 ２。
１􀆰 ４􀆰 ４　 胚胎的程序化冷冻及冷冻后胚胎的收集

将获取的新鲜胚胎用 ＰＢＳ 工作液洗涤 ２ 遍，然
后三步法脱去 ＰＢＳ 再放到冷冻液中平衡 ５ ｍｉｎ，用
０􀆰 ２５ ｍＬ 塑料麦管装取胚胎。 装好的麦管置于冷冻

仪中，以 １℃ ／ ｍｉｎ 的速度降到 － ５℃，平衡 １０ ｍｉｎ，期
间用预冷的镊子夹住装有胚胎的麦管上端冷冻液处

３ ～ ５ ｓ 出现冰晶即植冰完成，随后再平衡 １０ ｍｉｎ，以
０􀆰 ３℃ ／ ｍｉｎ 的速度降至 － ３５℃。 解冻时把冷冻麦管

从液氮中取出，室温下轻轻晃动 ５ ～ １０ ｓ 后，投入

３５℃水中 １０ ～ １５ ｓ 取出。 剪掉麦管两端栓部，将细

管里的胚胎置于表面皿中，按三步法脱去冷冻液。
将收集的胚胎用 ＰＢＳ 工作液洗涤 ２ 次放入 ＣＯ２ 培

养箱中复苏培养 ２ ｈ 后用于后续实验。
１􀆰 ４􀆰 ５　 Ｃｏｎｆｏｃａｌ 检测 Ｈｂａ⁃α 蛋白在胚胎上的分布

①固定：将洗涤后的胚胎迅速置于 ３􀆰 ７％ 甲醛⁃
ＰＢＳ 溶液中室温固定 １５ ～ ３０ ｍｉｎ；②清洗：固定后的

胚胎用 ０􀆰 １％ ＢＳＡ⁃ＰＢＳ 室温下洗涤 ３ 次，每次 １０
ｍｉｎ；③通透：用 ２􀆰 ５％ Ｔｗｅｅｎ ２０⁃ＰＢＳ 室温通透 ５
ｍｉｎ；④清洗：用 ０􀆰 １％ ＢＳＡ⁃ＰＢＳ 充分洗涤 ５ ～ ６ 次，
每次 ５ ｍｉｎ；⑤一抗孵育：将胚胎置于稀释好的 Ｈｂａ⁃

α 一抗中 ４℃ 过夜；⑥清洗：用 ０􀆰 ２％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００，
０􀆰 １％ ＢＳＡ⁃ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ；⑦二抗孵

育：将胚胎置于稀释好的 ＦＩＴＣ 标签二抗中，３７℃孵

育 １ ｈ；⑧清洗：用 ０􀆰 ２％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００，０􀆰 １％ ＢＳＡ⁃
ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ；⑨染核：充分洗涤的胚

胎在染核液 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３４２ 中染色 ３ ～ ５ ｍｉｎ 后迅速移

入 ０􀆰 １％ ＢＳＡ⁃ＰＢＳ 中；⑩将胚胎及少量液体置于酒

精洗涤过的洁净载玻片中心区域，小心盖上盖玻片

注意不要将胚胎压扁；􀃊􀁉􀁓用透明指甲油小心将盖玻

片的四周封闭，以防止液体挥发，尽快置于共聚焦仪

器中成像。
１􀆰 ４􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测胚胎冷冻前后 Ｈｂａ⁃α 蛋白

的表达变化

①将收集到的胚胎从 － ８０℃冰箱取出，按 １００
枚胚胎 ／ １０ μＬ 裂解液的比例加入蛋白抽提夜；②冰

上孵育 ３０ ～ ４０ ｍｉｎ，使胚胎蛋白充分被抽提出来；③
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，４℃离心 ５ ｍｉｎ 后吸取上清，加入等体

积 ２ × Ｌａｅｍｍｌｉ ｓａｍｐｌｅ ｂｕｆｆｅｒ；④９８℃ 处理 ８ ～ １０
ｍｉｎ，待冷却至室温后上样；⑤１２％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分离

凝胶进行电泳分析，电泳结束后将蛋白转移至

ＰＶＤＦ 膜上；⑥膜在 ５％脱脂奶粉⁃ＴＢＳＴ 中室温封闭

２ ｈ；⑦将膜置于稀释好的兔抗小鼠 Ｈｂａ⁃α 一抗中

４℃过夜孵育；⑧在 １ × ＴＢＳＴ 中洗涤 ３ 次，每次

１５ ｍｉｎ；⑨将膜转移至带有 ＨＲＰ 标签的二抗中 ３７℃
孵育 １ ｈ；⑩重复 ８，常规 ＥＣＬ 化学显色后立即放入

凝胶成像仪。
１􀆰 ４􀆰 ７　 图像分析

用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行灰度值分析，对信号表达进

行比较。
１􀆰 ４􀆰 ８　 统计方法

用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 对数据进行单因素方差分析（结
果采用平均数 ±标准差表示），Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 代表数据间

差异显著。

２　 结果

２􀆰 １　 小鼠孵化囊胚和休眠胚胎

体内获取的小鼠妊娠 ｄ５ 孵化囊胚与休眠胚胎

（图 １），胚胎整体形态完好，内细胞团与滋养外胚层

轮廓结构清晰，可用于后续实验。
２􀆰 ２　 程序化冷冻前后 Ｈｂａ⁃α在胚胎中的分布情况

如图 ２ 所示，ｃｏｎｆｏｃａｌ 结果表明，在程序化冷冻

前后的小鼠孵化囊胚和休眠胚胎中均存在 Ｈｂａ⁃α 蛋

白的分布表达。

１８５
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注：Ａ． 孵化囊胚；Ｂ． 休眠胚胎。

图 １　 小鼠孵化囊胚和休眠胚胎

Ｎｏｔｅ． Ａ：Ｎｏｒｍａｌ ｈａｔｃｈｅｄ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ； Ｂ： Ｄｏｒｍａｎｔ ｅｍｂｒｙｏｓ．

Ｆｉｇ． １　 Ｎｏｒｍａｌ ｈａｔｃｈｅｄ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ ａｎｄ ｄｏｒｍａｎｔ ｅｍｂｒｙｏｓ ｏｆ ｍｉｃｅ

注：Ａ． 孵化囊胚冷冻前；Ｂ． 休眠胚胎冷冻前；Ｃ． 孵化囊胚冷冻

后；Ｄ． 休眠胚胎冷冻后。 绿色荧光代表 Ｈｂａ⁃α 蛋白分布区域；
蓝色荧光代表细胞核位置。

图 ２　 Ｈｂａ⁃α 蛋白在各组胚胎中的分布表达情况

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｎｏｒｍａｌ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ， ｂｅｆｏｒｅ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ； Ｂ． Ｄｏｒｍａｎｔ
ｅｍｂｒｙｏｓ， ｂｅｆｏｒｅ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ；Ｃ． Ｎｏｒｍａｌ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ， ａｆｔｅｒ ｃｒｙｏ⁃
ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ； Ｄ． Ｄｏｒｍａｎｔ ｅｍｂｒｙｏｓ， ａｆｔｅｒ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ． Ｇｒｅｅｎ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｓｉｇｎａｌ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ Ｈｂａ⁃α ｐｒｏｔｅｉｎ． Ｂｌｕｅ ｆｌｕｏ⁃
ｒｅｓｃｅｎｔ ｓｉｇｎａｌ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅｉ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｂａ⁃α ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ
ｅｍｂｒｙｏｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果

２􀆰 ３􀆰 １　 凝胶成像显影图

该实验重复 ３ 次，从凝胶成像结果可看出，看家

基因 Ｔｕｂｕｌｉｎ 表达稳定，表明提取的胚胎蛋白质量较

好。 见图 ３。
２􀆰 ３􀆰 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析结果

凝胶成像所得图片用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析得到灰

度值。 利用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件中的 ＡＮＯＶＡ 单因素方

差分析处理灰度值数据，结果如图 ４ 所示：程序化冷

冻前后的小鼠孵化囊胚和休眠胚胎均能检测到

Ｈｂａ⁃α 蛋白的表达；程序化冷冻前后孵化囊胚（组 Ａ
和组 Ｂ）Ｈｂａ⁃α 蛋白的表达变化差异无显著性（Ｐ ＞
０􀆰 ０５）；冷冻前休眠胚胎（组 Ｃ）与程序化冷冻前后

的孵化囊胚（组 Ａ 和组 Ｂ）相比 Ｈｂａ⁃α 蛋白表达量

显著下调（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；冷冻后休眠胚胎（组 Ｄ）的

Ｈｂａ⁃α 蛋白的表达量显著低于其他各组 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。

注： Ａ． 冷冻前孵化囊胚；Ｂ． 冷冻后孵化囊胚；Ｃ． 冷冻前休眠囊

胚；Ｄ． 冷冻后休眠囊胚。

图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｈｂａ⁃α 蛋白在

各组胚胎中的相对表达量

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｎｏｒｍａｌ ｈａｔｃｈｅｄ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ， ｂｅｆｏｒｅ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ； Ｂ．
Ｎｏｒｍａｌ ｈａｔｃｈｅｄｂ ｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ， ａｆｔｅｒ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ；Ｃ． Ｄｏｒｍａｎｔ ｂｌａｓ⁃
ｔｏｃｙｓｔｓ， ｂｅｆｏｒｅ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ； Ｄ． Ｄｏｒｍａｎｔ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ， ａｆｔｅｒ ｃｒｙｏｐｒ⁃
ｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
Ｈｂａ⁃α ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ

注： Ａ． 冷冻前孵化囊胚；Ｂ． 冷冻后孵化囊胚；Ｃ． 冷冻前休

眠囊胚；Ｄ． 冷冻后休眠囊胚。 上标相同字母表示差异无显

著性，Ｐ ＞ ０􀆰 ０５； 不同字母表示差异有显著性，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｈｂａ⁃α
蛋白相对表达量分析图

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｎｏｒｍａｌ ｈａｔｃｈｅｄ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ， ｂｅｆｏｒｅ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ；
Ｂ． Ｎｏｒｍａｌ ｈａｔｃｈｅｄ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ， ａｆｔｅｒ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ；Ｃ． Ｄｏｒ⁃
ｍａｎｔ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ， ｂｅｆｏｒｅ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ； Ｄ． Ｄｏｒｍａｎｔ ｂｌａｓｔｏ⁃
ｃｙｓｔｓ， ａｆｔｅｒ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｎｏｎ⁃ｓｉｇ⁃
ｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ ｔｈｅｍ （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５） ． Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔ⁃
ｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｔｈｅｍ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｈｂａ⁃α

３　 讨论

目前，有关抗冻蛋白发挥作用的机制主要存在

２８５
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以下几种假说：吸附抑制学说、“晶格匹配 ／占有”模
型、“偶极子⁃偶极子”假说、氢原子结合模型、刚体能

量学说和冰核抑制学说［１７］。 无论是哪种假说，围绕

的核心都是抗冻蛋白如何降低进而避免在冷冻及解

冻过程中冰晶形成对胚胎造成的物理损伤。 近些年

来，低温生物学先驱们将研究重点放在抗冻蛋白间、
抗冻蛋白与细胞膜间以及抗冻蛋白与冰晶复合体间

相互作用的具体机制上，旨在寻求新的低温生物保

存技术的突破口［１８ － ２０］。
过去一直认为，动物 Ｈｂ 的生物学功能仅限于

运输和储存氧气。 然而，近十几年的研究结果发现，
脊椎动物的 Ｈｂ 除运输和储存氧气外，还具有调节

ｐＨ 值、控制体内一氧化氮水平、参与免疫反应等多

种生物学功能［２１ － ２３］。 一些低等脊椎动物由于长期

处于极端的生存环境，其 Ｈｂ 的含量与结构在进化

中发生了显著的变化。 在 Ｈｂ 含量上，南极冰鱼

（Ｃｈａｎｎｉｃｈｔｈｙｉｄａｅ）是目前发现的惟一不含有 Ｈｂ 的

脊椎动物，与早期胚胎类似，其血液、鳃和内脏均是

无色的，血液的氧运载能力也只有一般鱼类的

１０％ ［２４］，这恰恰与我们实验结果中休眠胚胎在冷冻

前后 Ｈｂａ⁃α 蛋白表达均显著下调相一致。
程序化冷冻前后的小鼠正常孵化囊胚和休眠胚

胎均能检测到 Ｈｂａ⁃α 蛋白的表达，充分表明 Ｈｂａ⁃α
在早期胚胎发育过程中具有重要作用，同时验证了

本实验室前期研究中基因芯片的扫描筛选结果。
该实验结果显示，程序化冷冻前后孵化囊胚

（组 Ａ 和组 Ｂ）Ｈｂａ⁃α 蛋白的表达变化差异不显著

（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），说明对于正常孵化并即将进入着床窗

口期的小鼠胚胎，低温刺激对其 Ｈｂａ⁃α 蛋白的表达

调控并未产生实质性的影响。 这个时期的胚胎充分

调动自身机制与母体建立物质和信息上的联系，为
着床作好准备。 此时的寒冷刺激会扰乱胚胎的正常

着床程序，胚胎无法对突然产生的环境变化做出快

速调整反应，Ｈｂａ⁃α 蛋白的表达量也就无法在短时

间内被调节。 脊椎动物 Ｈｂ 中的一些基团能结合

Ｈ ＋ ，是一种 Ｈ ＋ 缓冲物质，因此在运输 ＣＯ２ 的过程

中 Ｈｂ 和 ＨＣＯ３
－ 对血液的酸碱平衡能起到重要的缓

冲作用［２５］。 无脊椎动物 Ｈｂ 作为体液的主要蛋白质

组分，可能也参与了体液酸碱平衡的调节［２６］。 鉴于

Ｈｂ 除运输氧外，还具有维持血液酸碱平衡即调节血

液 ｐＨ 值的功能，胚胎 Ｈｂａ⁃α 蛋白的表达变化或许

与低温造成的内环境改变有关。
冷冻前小鼠休眠胚胎（组 Ｃ）与程序化冷冻前

后的孵化囊胚（组 Ａ 和组 Ｂ）相比，其 Ｈｂａ⁃α 蛋白表

达量均显著下调（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），表明低水平 Ｈｂａ⁃α 蛋

白含量可能有利于休眠胚胎抵御冷冻打击。 早先关

于小鼠休眠胚胎的研究表明，处于延迟着床状态的

胚胎，与其对应时期处于正常发育过程中的胚胎相

比，存在相当数量的差异表达基因［２７］。 这些基因使

胚胎在母体还未调整至着床最佳状态前，维持稳定

的代谢状态，待条件适宜时重新恢复正常发育［２８］。
通常来说 Ｈｂａ⁃α 作为血红蛋白的组成元件短暂存在

于红细胞当中，承担着储存并运输氧气的任务，关于

Ｈｂａ⁃α 最早出现于哪个时期的小鼠胚胎并无明确的

文献记载，可以假设在胚胎时期这一功能已进入其

原始的物质准备阶段，在胚胎休眠的过程中，胚胎代

谢速率减慢，需氧量降低，Ｈｂａ⁃α 蛋白合成量也随之

下降，这可能就是休眠胚胎中 Ｈｂａ⁃α 蛋白表达低于

正常胚胎的原因。 Ｔｒｅｗｉｔｔ 等［２９］ 发现摇蚊（Ｃｈｉｒｏｎｏ⁃
ｍｕｓｔｈｕｍｍｉ）幼虫血淋巴中的 Ｈｂ 可能具有类卵黄蛋

白原的功能，该蛋白不仅能够运输和储存氧气，可能

还具有卵黄储存功能［３０ － ３１］。 假设小鼠早期胚胎中

Ｈｂａ⁃α 也具有一定的营养作用，低温刺激可能会调

动某种产能机制，将 Ｈｂａ⁃α 蛋白分解以产生热量抵

御寒冷。
冷冻后休眠胚胎（组 Ｄ）的 Ｈｂａ⁃α 蛋白表达量

显著低于其他各组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），表明处于休眠状态

的胚胎时刻关注自身所处环境的变化，即便是微小

的改变都会使其内部调节机制迅速做出相应的反

应，在程序化冷冻开始阶段，胚胎受到寒冷刺激（冷
冻打击），胚胎为了保护自身结构和功能的完整性，
降低代谢速率，停止不必要的蛋白合成和加工，这时

Ｈｂａ⁃α 蛋白由于其特殊的功能性，表达量急剧下降，
水平远远低于孵化囊胚和冷冻前的休眠胚胎。

由此可见，Ｈｂａ⁃α 基因对于胚胎在冷冻刺激下

发生的自身调控具有不可忽视的作用。 胚胎 Ｈｂａ⁃α
蛋白的下调可能在一定范围内增强胚胎的抗冻性，
这一作用的具体机制尚不清楚，需在下一步的探究

实验中通过添加或导入外源 Ｈｂａ⁃α 重组蛋白或相应

抑制剂加以分析和阐明。
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