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溶菌酶 １ 在小鼠超数排卵前后孵化及休眠囊胚中
差异表达的研究
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　 　 【摘要】 　 目的　 研究溶菌酶 １（ｌｙｓｏｚｙｍｅ １，ＬＹＺ１）基因在超数排卵前后小鼠孵化囊胚和休眠胚胎中的分布以

及表达，探究动物胚胎着床过程中新的调节机制。 方法　 从妊娠 ５ ｄ ＩＣＲ 小鼠体内获取的正常孵化囊胚和超排囊

胚，利用小鼠延迟着床模型于妊娠第 ８ 天获取休眠胚胎和超排休眠胚胎。 利用免疫荧光和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 方法检测

ＬＹＺ１ 蛋白在四组胚胎中的分布和差异表达变化。 结果　 ＬＹＺ１ 在超数排卵前、后小鼠孵化囊胚和休眠胚胎中均有

表达，且主要集中在内细胞团中，滋养层细胞和胞质中少见分布；与未进行超排的小鼠相比，ＬＹＺ１ 蛋白在超排后小

鼠胚胎中表达量显著上调，与未营造休眠模型的小鼠相比，ＬＹＺ１ 蛋白在休眠模型小鼠胚胎中的表达量显著上调。
结论　 ＬＹＺ１ 蛋白在囊胚内细胞团中表达，可能参与调节胚胎内细胞团的发育；ＬＹＺ１ 蛋白在超排⁃休眠胚胎中的高

表达，说明 ＬＹＺ１ 蛋白在休眠和超数排卵的双重影响下，会因为抵御不利环境而上调。
【关键词】 　 小鼠；溶菌酶 １；孵化囊胚；休眠胚胎；超数排卵

【中图分类号】 Ｑ９５ － ３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７（２０１８） ０５⁃０５８０⁃０７
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５ － ４８４７􀆰 ２０１８􀆰 ０５􀆰 ００７

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ＬＹＺ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｈａｔｃｈｅｄ ｍｕｒｉｎｅ
ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ ａｎｄ ｄｏｒｍａｎｔ ｅｍｂｒｙｏｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｓｕｐｅｒｏｖｕｌａｔｉｏｎ
ＬＵ Ｗｅｎｊｉｎ１， ＧＵＯ Ｙｏｎｇ１， ＨＵ Ｘｉｎｙｕ１， ＺＨＡＮＧ Ｙｉｎｐｉｎｇ４， ＨＵＡＮＧ Ｑｉｚｈｅｎ１， ＬＩＵ Ｄｉ２， ＷＡＮＧ Ｌｉｈｏｎｇ３，

ＴＩＡＮ Ｆｅｎｇ１， ＳＨＥＮＧ Ｘｉｈｕｉ１， ＱＩ Ｘｉａｏｌｏｎｇ１， ＸＩＮＧ Ｋａｉ１， ＮＩ Ｈｅｍｉｎ１， ＷＡＮＧ Ｘｉａｎｇｇｕｏ１∗

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＷＡＮＧ Ｘｉａｎｇｇｕｏ， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｘｉａｎｇｇｕｏ７３１＠ １６３． ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｍｍａｌｉａｎ ｅｍｂｒｙｏ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ， ｗｅ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｌｙｓｏｚｙｍｅ １ （ ＬＹＺ１ ） ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｈａｔｃｈｉｎｇ ｍｕｒｉｎｅ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ ａｎｄ ｄｏｒｍａｎｔ ｅｍｂｒｙｏｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ
ｓｕｐｅｒｏｖｕｌａｔｉｏｎ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｎｏｒｍａｌ ｈａｔｃｈｅｄ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｄａｙ ５ ｐｒｅｇｎａｎｔ ｍｉｃｅ， ｗｈｉｌｅ ｄｏｒｍａｎｔ ｅｍｂｒｙｏｓ
ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｄｅｌａｙｅｄ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌｓ ｏｎ ｄａｙ ８． ＬＹＺ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｅｍｂｒｙｏｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 ＬＹＺ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｂｏｔｈ ｈａｔｃｈｉｎｇ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ ａｎｄ ｄｏｒｍａｎｔ
ｅｍｂｒｙｏｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｓｕｐｅｒｏｖｕｌａｔｉｏｎ， ｗｈｅｒｅ ｉｔ ｗａｓ ｍａｉｎｌｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｎｅｒ ｃｅｌｌ ｍａｓｓ． ＬＹＺ１ ｗａｓ ｒａｒｅｌｙ
ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ｉｎ ｔｒｏｐｈｏｂｌａｓｔｓ ｏｒ ｉｎ ｔｈｅｉｒ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｕｎｔｒｅａｔｅｄ ｍｉｃｅ， ＬＹＺ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｓｕｐｅｒｏｖｕｌａｔｉｏｎ
ｅｍｂｒｙｏｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ； ｍｏｒｅｏｖｅｒ， ＬＹＺ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｄｏｒｍａｎｃｙ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＬＹＺ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｎｅｒ ｃｅｌｌ ｍａｓｓ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｓ， ｗｈｅｒｅ ｉｔ ｍａｙ ｂｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ



中国实验动物学报 ２０１８ 年 １０ 月第 ２６ 卷第 ５ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０１８，Ｖｏｌ． ２６ Ｎｏ． ５

ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｅａｒｌｙ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ． Ｔｈｅ ｈｉｇｈ ＬＹＺ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｏｒｍａｎｔ ｅｍｂｒｙｏｓ ａｆｔｅｒ ｓｕｐｅｒｏｖｕｌａｔｉｏｎ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ
ＬＹＺ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｅｍｂｒｙｏｓ ｅｘｐｅｒｉｅｎｃｉｎｇ ａｄｖｅｒｓｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ， ｓｕｃｈ ａｓ ｔｈｅ ｄｕａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
ｄｏｒｍａｎｃｙ ａｎｄ ｓｕｐｅｒｏｖｕｌａｔｉｏｎ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｍｏｕｓｅ； ＬＹＺ１； ｈａｔｃｈｅｄ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔ； ｄｏｒｍａｎｔ ｅｍｂｒｙｏ； ｓｕｐｅｒｏｖｕｌａｔｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ ｓｔａｔｅｍｅｎｔ： Ｗｅ ｄｅｃｌａｒｅ ｔｈａｔ ｗｅ ｈａｖｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ ｓｔａｔｅｍｅｎｔ．

　 　 哺乳动物胚胎的着床以及发育过程一直是生

殖领域研究的热点，胚胎在发育过程中受多种激

素、生长因子以及各种酶的影响。 早在 ２０ 世纪 ６０
年代，科学家就发现，哺乳动物胚胎发育到囊胚阶

段存在不立即着床的现象，这种现象使动物的交配

和妊娠的时间得以延长，从而最大限度地保证后代

在适宜的环境里出生并成长［１］。 胚胎发育到胚泡

阶段时暂时进入休眠状态而并不立即着床的现象

称为延迟着床，处于延迟着床状态的胚胎又称休眠

囊胚，此时胚胎在子宫中代谢速度变缓，停留时间

延长。 大鼠、小鼠、雪貂以及有袋动物均存在延迟

着床现象。 此外，无脊椎动物、植物、昆虫也存在延

迟着床现象［２］。 研究者在蝙蝠中发现，虽然群体中

母蝙蝠交配时间不尽相同，但群体中大部分雌性蝙

蝠能保证同时分娩，让幼崽在同一时间出生，这种

同步化现象能扩大幼崽种群，保证种群的存活率，
大大减少幼崽的死亡率，对于种群来说是进化优势

的体现［３］。
溶菌酶 １（ｌｙｓｏｚｙｍｅ １，ＬＹＺ１）是存在于哺乳动物

体液中的一种小分子碱性酶，广泛存在于哺乳动物

的血液以及肝中，眼泪、尿液、唾液和乳汁中也有分

布；在黏膜表面，其浓度可达到 １ ｍｇ ／ ｍＬ；在巨噬细

胞，嗜中性粒细胞和树突状细胞等专业吞噬细胞中

也有分布［４］。 溶菌酶家族中所有成员都具有水解

细菌细胞壁肽聚糖的能力，并且总体结构相似。
ＬＹＺ１ 是体液免疫中最为关键的第一道防御系统中

的重要组成成分，对革兰阳性菌以及部分革兰阴性

菌都有杀灭作用。 细菌细胞壁的主要成分肽聚糖，
是 Ｎ⁃乙酰葡萄糖胺和 Ｎ⁃乙酰胞壁酸交织形成的多

糖支架，他们之间依靠 β⁃１，４⁃糖苷键相互交联，Ｎ⁃乙
酰胞壁酸分子上接四肽侧链，肽链再相互连结，形
成的网状结构成为支撑细菌细胞的基础。 ＬＹＺ１ 专

一作用于多糖支架之间的 β⁃１，４⁃糖苷键，细菌细胞

壁将失去支撑作用，从而使细菌溶解，人及哺乳动

物不含细胞壁，故溶菌酶对人体无毒害作用［５］。 目

前溶菌酶已被运用于多种研究领域，在食品行业可

用做防腐剂，或去除酒中的沉淀［６］；在医疗行业常

与其他抗菌药物一起使用治疗细菌感染；由于溶菌

酶只对细胞壁有破坏作用，在生物工程行业上也常

用于原生质体的制备。 但在生殖方面的功能少见

报道，研究证实，处于延迟着床状态的囊胚不含有

透明带，比正常孵化囊胚具有更强的抗逆性。 本实

验室前期研究结果证明：经过程序化冷冻的小鼠休

眠囊胚解冻后存活率显著高于正常孵化囊胚，显示

经历冷冻过程的休眠囊胚具有更好的抗冻潜力，而
实验室前期基因表达谱［７］ 结果发现：程序化冷冻处

理前、后休眠胚胎中 Ａｐｏｌ８［８］基因在表达水平显著差

异，ＲｈｏＡ［９］、Ｈｂａ⁃α［１０］、Ｃ３［１１］等基因与正常孵化囊胚

相比也有差异。 与此类似，前人在冷冻、超排以及

休眠三个因素对小鼠胚胎差异表达基因进行分析，
发现 ＬＹＺ１ 基因在超排前后和休眠胚胎表达有明显

差异。
因此，研究 ＬＹＺ１ 及其家族在生殖领域的作用

潜力能进一步为阐明胚胎发育过程提供新的依据。
本试验通过研究超排和休眠因素对 ＬＹＺ１ 蛋白在小

鼠休眠囊胚与正常孵化囊胚中分布的影响，分析休

眠囊胚具有更强发育潜力的原因，挖掘 ＬＹＺ１ 基因

在小鼠囊胚阶段的潜在作用，探索哺乳动物胚胎着

床过程中新的调控机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级的性成熟 ＩＣＲ 品系雌性小鼠 ５０ 只，平均

体重 ２５ ～ ３０ ｇ，８ ～ １１ 周龄；ＳＰＦ 级的性成熟 ＩＣＲ 品

系雄性小鼠 ２５ 只，平均体重 ３５ ～ ４０ ｇ，９ ～ １２ 周龄，
均来源于北京维通利华动物科技有限公司【 ＳＣＸＫ
（京）２０１４ － ０００８】，试验操作在北京农学院屏障动

物实验室内进行【ＳＹＸＫ（京）２０１５ － ０００４】。
１􀆰 １􀆰 ２　 实验试剂

芝麻油、孕酮购自 Ｓｉｇｍａ，美国；兔抗 ＬＹＺ１ 单

克隆抗体，购自 Ａｂｃａｍ，货号：ａｂ１０８５０８；抗兔 ＬＹＺ１
抗体， 购 自 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ， 货 号： ７０７４Ｐ２； ＰＭＳＧ、
ｈＣＧ 购自宁波三生有限公司； ＴＢＳＴ （ ｐＨ８􀆰 ０，１０
× ），购自康为世纪，货号：ＣＷ００４３Ｓ；ＰＶＤＦ 膜，购
自索莱宝。
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１􀆰 １􀆰 ３　 实验仪器

光学显微镜，江南仪器厂；电子天平，Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ，
ＢＳ１２４Ｓ，美国；显微镜 ＢＸ５１，Ｏｌｙｍｐｕｓ，日本；盖玻

片、载玻片，江苏世泰实验器材有限公司；低温高速

离心机，Ｂｅｃｋｍａｎ Ａｌｌｅｇｒａ Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ６４Ｒ，美国；掌心

离心机，Ｂｒａｔｔ，美国；超净工作台，上海智城分析仪

器，ＺＨＪＨ⁃１１１２Ｂ；激光共聚焦显微镜，Ｏｌｙｍｐｕｓ，日
本；脱色摇床，Ｑｉｌｉｎｂｅｉｅｒ ＴＳ⁃１０００；凝胶成像仪，ＢＩＯ⁃
ＲＡＤ，美国。
１􀆰 ２　 实验方法

实验分为 ４ 组：Ａ 为不超排⁃孵化；Ｂ 为超排⁃孵
化；Ｃ 为不超排⁃休眠；Ｄ 为超排⁃休眠。
１􀆰 ２􀆰 １　 超排处理

选择阴门潮红、处于发情期的雌鼠，于晚间 １８：
００ 腹腔注射 ＰＭＳＧ ０􀆰 １ ｍＬ（１０ ＩＵ ／只），间隔 ４６ ～ ４８
ｈ 后，腹腔注射 ｈＣＧ ０􀆰 １ ｍＬ（１０ ＩＵ ／只），注射后立即

合笼（公母比为 １∶ １），次日上午 ０８：００ 点之前检查

阴道栓，检出阴道栓雌鼠用于获取超排孵化囊胚和

超排休眠胚胎，将此天记为胎龄第 １ 天（ｄａｙ １）。
１􀆰 ２􀆰 ２　 孵化囊胚的获取

于见栓第 ５ 天（ｄａｙ ５）上午 ０８：００ 颈椎脱臼法

处死见栓雌鼠，摘取母鼠双侧子宫，除去系膜，使用

ＰＢＳ 工作液多次冲洗双侧子宫角收集囊胚，经 ＰＢＳ
洗涤 ３ 次，储存在 － ８０℃ 保存备用。 见栓第 ４ 天

（ｄａｙ ４）上午 ０８：００ 麻醉见栓雌鼠，将雌鼠双侧卵巢

从背部摘除，保留输卵管并缝合，此后，每天早晨

０８：００ 于小鼠颈部皮下注射 ０􀆰 １ ｍＬ 孕酮（０􀆰 ２ ｍｇ ／
ｍＬ），连用 ３ ｄ，在次日上午（ｄａｙ ８）０８：００ 冲洗双侧

子宫收集休眠胚胎。 回收的胚胎经 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，
储存在 － ８０℃冰箱备用。
１􀆰 ２􀆰 ３　 休眠胚胎的获取

见栓第 ４ 天（ｄａｙ ４）上午 ０８：００ 麻醉见栓雌鼠，
摘除雌鼠双侧卵巢，小心操作以保留输卵管，随后连

续 ３ ｄ 早晨 ０８：００ 在小鼠颈部皮下浓度为 ０􀆰 １ ｍＬ 孕

酮（０􀆰 ２ ｍｇ ／ ｍＬ），次日上午（ｄａｙ ８）０８：００ 用 ＰＢＳ 工作

液冲洗双侧子宫收集休眠胚胎。 回收的胚胎经 ＰＢＳ
洗涤 ３ 次，储存在 －８０℃冰箱备用。
１􀆰 ２􀆰 ４　 共聚焦显微镜术检测 ＬＹＺ１ 蛋白在各组胚

胎上的分布

①固定：胚胎于 ＰＢＳ 中充分洗涤，此后，室温条

件下置于４％多聚甲醛中固定３０ ｍｉｎ；②清洗：固定后

的胚胎置于 ０􀆰 １％ ＢＳＡ⁃ＰＢＳ 液滴中室温清洗 ６ 次，每
次 ８ ｍｉｎ；③通透：清洗后的胚胎室温条件下置于

２􀆰 ５％ Ｔｗｅｅｎ ２０⁃ＰＢＳ 中通透 ５ ｍｉｎ；④清洗：用 ０􀆰 １％
ＢＳＡ⁃ＰＢＳ 洗涤 ６ 次，每次 ８ ｍｉｎ；⑤ＬＹＺ１ 抗体孵育：
４℃条件下，胚胎置于 ＬＹＺ１ 抗体（１∶ ２０００）中过夜孵

育；⑥清洗：先后采用 ０􀆰 ２％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００，０􀆰 １％ ＢＳＡ⁃
ＰＢＳ 各清洗 ６ 次，每次 ８ ｍｉｎ；⑦二抗孵育：３７℃条件

下，胚胎在置于稀释好的抗 ＬＹＺ１ 抗体荧光二抗（１∶
１５００）中避光孵育 １􀆰 ５ ｈ；⑧清洗：先后采用 ０􀆰 ２％
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００，０􀆰 １％ ＢＳＡ⁃ＰＢＳ 各清洗 ６ 次，每次 ８
ｍｉｎ；⑨染核：将胚胎置于 ＰＩ 染核液中染核 ５ ｍｉｎ，再
将胚胎置于 ０􀆰 １％ ＢＳＡ⁃ＰＢＳ 液滴中洗去染核液，重复

３ 次，每次 １０ ｍｉｎ；⑩压片：洗净后将胚胎置于在载玻

片中央，用少量凡士林支撑起盖玻片四角，在轻轻盖

上盖玻片，缓慢操作，以免将胚胎挤压变形；􀃊􀁉􀁓封片：
盖玻片四周用透明快干指甲油封住，在暗室条件下，
尽快放入 Ｃｏｎｆｏｃａｌ 显微镜中成像。
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＬＹＺ１ 蛋白在各组胚胎间差异表达变化

①从 － ８０℃ 冰箱中将冻存有胚胎的离心管取

出，置于冰上，每 １００ 枚胚胎中加入 １０ μＬ 裂解液，
短时涡旋震荡后，冰上孵育 ３０ ｍｉｎ，充分使其裂解；
②１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，４℃离心 ５ ｍｉｎ，获取上清液，等体积

加入 ２ × ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ；③沸水浴 ５ ｍｉｎ，待冷

却备用；④配制浓度为 １２％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分离胶，
１５％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 浓缩胶，室温静止，待凝胶凝聚后上

样，电泳 １􀆰 ５ ｈ，电泳结束后转移蛋白至 ＰＶＤＦ 膜上；
⑤室温条件下，将 ＰＶＤＦ 膜完全浸入封闭液中，摇床

封闭 ２ ｈ；⑥４ｏＣ 条件下，将 ＰＶＤＦ 膜置于 ＬＹＺ１ 抗体

（１∶ １５００）中过夜孵育；⑦用 １ × ＴＢＳＴ 洗涤未结合到

膜上的抗体，３ 次，１０ ｍｉｎ ／次；⑧３７ｏＣ 条件下，将
ＰＶＤＦ 膜转移至抗 ＬＹＺ１ 抗体的荧光二抗（１∶ １０００）
中摇床孵育 １􀆰 ５ ｈ；⑨孵育后用 １ × ＴＢＳＴ 洗去未结

合到 ＰＶＤＦ 膜上的荧光二抗；⑩ＥＣＬ 化学显色后，凝
胶成像仪成像。
１􀆰 ２􀆰 ６　 图像分析

用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对凝胶成像系统所得图片进行

灰度分析。
１􀆰 ３　 统计学方法

实验数据采用 ＳＰＳＳ ２０ 软件进行独立样本 Ｔ 检

验分析方法，以平均数 ±标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ ）表示，以 ａ ＝
０􀆰 ０５ 为检验水准，Ｐ ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 孵化囊胚和休眠囊胚形态结构观察

孵化囊胚与休眠囊胚均已完全孵化，无透明带

２８５
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（图 １ａ 和 １ｂ）。 从图 １ 中可以看出，两种胚胎内细

胞团和滋养外胚层细胞结构完整，边缘清晰，可用

于后续实验。

图 １　 小鼠休眠囊胚和孵化囊胚（ｂａｒ ＝ ８０ μｍ）
Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｄｏｒｍａｎｔ ａｎｄ ｈａｔｃｈｅｄ ｍｏｕｓｅ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ （ｓｃａｌｅ ｂａｒ： ８０ μｍ）

２􀆰 ２　 ＬＹＺ１ 蛋白在超数排卵前后孵化囊胚和休眠

胚胎中的分布情况

ＬＹＺ１ 蛋白在超排前后的小鼠孵化囊胚和休眠

胚胎中的滋养层细胞和内细胞团中均有分布，但进

行超数排卵过程后的休眠胚胎中的 ＬＹＺ１ 蛋白明显

集中于内细胞团中。 见图 ２。
２􀆰 ３　 ＬＹＺ１ 蛋白在超数排卵前后孵化囊胚和休眠

胚胎中的差异表达分析

各组胚胎蛋白中看家基因 β⁃ａｃｔｉｎ 表达稳定，可
用于后续实验。 用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对凝胶成像系统图

片进行灰度值分析（见图 ３ａ）。 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 对数据进

行单因素方差分析，结果如图 ３ｂ 所示：超数排卵前

后的小鼠正常孵化囊胚和休眠胚胎均能检测到

ＬＹＺ１ 蛋白的表达；且超排前后孵化囊胚（Ａ 组、Ｂ
组）中 ＬＹＺ１ 蛋白表达差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；而
超排⁃休眠囊胚（Ｄ 组）ＬＹＺ１ 蛋白表达差异极显著高

于超排⁃孵化组 （ Ｂ 组） 和不超排⁃休眠的囊胚 （ Ｃ
组）；同时休眠后的不超排囊胚（Ｃ 组）与休眠前不

超排孵化囊胚 （Ａ 组） 相比，差异无显著性 （Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。

３　 讨论

广泛分布于体液中的溶菌酶作为免疫反应中

的重要成员参与了体内多种免疫反应，其水解细菌

细胞壁的出色能力赋予了溶菌酶在非特异性免疫

中的重要地位。 它可改善和增强巨噬细胞吞噬消

化功能，识别细菌脂多糖，灭杀细菌，增强机体抵抗

力，由于水解作用的专一性，细菌很少对溶菌酶产

生抗性。 有报道显示，经放射线照射后的家兔血清

中溶菌酶含量呈现下降趋势［１２］，因此血清中溶菌酶

的含量或可作为衡量机体放射损伤的一项指标来

反映机体的损伤程度［１３］。
与正常孵化囊胚相比，休眠囊胚细胞的代谢率

低，与周围环境的能量交换过程较少。 滞育期间，
胚胎细胞将进入一种维持自身较低的能量及代谢

的状态。 正常孵化囊胚经历短暂“窗口期”就会着

床，与母体子宫建立紧密联系。 而胚胎滞育期间，
子宫不具有容受性，经过微量雌激素刺激，胚胎才

会开始着床，因此相比于能量代谢旺盛、与母体子

宫发生信息与物质联结的正常孵化囊胚相比，休眠

囊胚能更好的抵抗外界各种刺激。 这与本研究发

现的 ＬＹＺ１ 蛋白在超排后休眠囊胚中的表达显著高

于孵化囊胚基本一致。
蛋白表达定位结果显示，ＬＹＺ１ 蛋白在四组胚胎

的内细胞团中均有表达，而休眠囊胚中表达量明显

高于孵化囊胚，说明 ＬＹＺ１ 蛋白在早期胚胎发育过

程中具有重要作用，并且主要在内细胞团内发挥作

用以维持细胞的稳定状态。 蛋白相对表达水平结

果研究表明，超排后休眠囊胚中 ＬＹＺ１ 蛋白的表达

极显著上调，说明休眠囊胚与正常孵化囊胚在抵御

不利环境下的机制有很大不同。 ＬＹＺ１ 为保护胚胎

免受外界影响而在此时上调，高水平 ＬＹＺ１ 蛋白可
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注：Ａ． 不超排⁃孵化囊胚；Ｂ． 超排⁃孵化囊胚；Ｃ． 不超排⁃休眠囊胚；Ｄ． 超排⁃休眠囊胚。 绿色荧光表示 ＬＹＺ１ 蛋白分布区域；红色荧光表示

细胞核。

图 ２　 ＬＹＺ１ 蛋白在各组胚胎中分布情况

Ｎｏｔｅ： Ａ） Ｈａｔｃｈｅｄ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ， ｎｏ ｓｕｐｅｒｏｖｕｌａｔｉｏｎ； Ｂ） ｈａｔｃｈｅｄ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ， ｓｕｐｅｒｏｖｕｌａｔｉｏｎ； Ｃ） ｄｏｒｍａｎｔ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ， ｎｏ ｓｕｐｅｒｏｖｕｌａｔｉｏｎ； Ｄ）
ｄｏｒｍａｎｔ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ， ｓｕｐｅｒｏｖｕｌａｔｉｏｎ． Ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ＬＹＺ１ ｐｒｏｔｅｉｎ， ａｎｄ ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｎｕｃｌｅｉ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＬＹＺ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｅｍｂｒｙｏｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

能有利于胚胎在相对不利条件下存活，维持细胞内

稳态。 超排⁃孵化组的 ＬＹＺ１ 蛋白在滋养层细胞中

有分布，其余三组的 ＬＹＺ１ 蛋白主要集中在内细胞

团中表达。 而内细胞团比滋养层细胞具有更少的

线粒体，所以其能量代谢水平比滋养层细胞更低，
所以在内细胞团细胞中自噬活动较少，细胞能量代

谢处于静止状态［１４］。 Ｌｅｅ 等［１５］发现，小鼠滋养层细

胞中的自噬比内细胞团中的高。 ＬＹＺ１ 在胚胎内细

胞团和滋养层细胞中的广泛分布，是胚胎在面对不

利环境时提高存活能力的表现，这也是休眠囊胚抗

逆性强于正常孵化囊胚的另一种体现。
胚胎休眠期间，有许多基因和蛋白在休眠时期

有差异表达［１６］。 然而，尽管休眠小鼠囊胚中的

ＤＮＡ 合成和有丝分裂停止，代谢率下降，但仍满足

了胚胎存活的最低营养需要［１７］。 造成此差异的原

因是在滞育期间小鼠胚胎提供代谢需求的机制与

孵化囊胚有很大不同［１８］。 有证据表明，延长的休眠

周期与休眠胚胎的数量呈负相关［１４］，雌激素停药后

激活自噬，诱发延迟着床，而自噬在休眠囊胚延长

存活的过程中持续存在。 Ｗｅｉｔｌａｕｆ［１８］ 发现延迟着床

的胚胎再激活时，虽然细胞整体自噬总体水平并无

下降，但内细胞团中的自噬体数量有下降的趋势。
延迟着床期间，细胞能通过自噬作用溶解少量细

胞，被消化成碎片的细胞可以作为胚胎细胞中重要

的营养物质被溶酶体⁃高尔基体消化，重新循环合成

滞育期间需要的蛋白质。 溶菌酶也是一种溶酶体

酶，自噬发生时，自噬小泡与溶酶体将融合形成自

噬吞噬体，从而影响溶菌酶的分泌过程。 Ｓｔａｒｌｉｎｇ［１４］
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注：ａ． Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＬＹＺ１ 蛋白在各组胚胎间的相对表达

量。 ｂ． Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＬＹＺ１ 蛋白相对表达量分析图： Ａ． 不
超排⁃孵化囊胚；Ｂ． 超排⁃孵化囊胚；Ｃ． 不超排⁃休眠囊胚；Ｄ． 不
超排⁃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极显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。

图 ３　 ＬＹＺ１ 蛋白在各组胚胎中差异表达分析

Ｎｏｔｅ： ａ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ＬＹＺ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｉｎ ｔｈｅ ｅｍｂｒｙｏｓ； ｂ． ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ＬＹＺ１
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ： Ａ． ｈａｔｃｈｅｄ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ， ｎｏ ｓｕｐｅｒｏｖｕｌａｔｉｏｎ； Ｂ．
ｈａｔｃｈｅｄ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ， ｓｕｐｅｒｏｖｕｌａｔｉｏｎ； Ｃ． ｄｏｒｍａｎｔ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ， ｎｏ
ｓｕｐｅｒｏｖｕｌａｔｉｏｎ； ａｎｄ Ｄ． ｄｏｒｍａｎｔ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ， ｓｕｐｅｒｏｖｕｌａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ
ｓａｍｅ ｌｅｔｔｅｒｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）， ｗｈｉｌｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＬＹＺ１
ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｅｍｂｒｙｏｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

认为自噬途径分泌溶菌酶是由内质网应激引发的。
很可能当体内稳态受到干扰，蛋白质运输、分拣系

统出现压力或应激时，溶菌酶将进入自噬运转系

统，被双层囊泡结构包裹着运输至相应部位参与

调节。
Ｓａｅ⁃Ｋｗａｎｇ 等［１９］在对小鼠构建败血症模型后，

发现术后第 ５ 天，患败血症小鼠全部死亡，但对患病

鼠体内注射溶菌酶 ５ ｄ 后能将小鼠存活率提高到

２０％～３０％ 。 这是因为在机体发生炎症反应时，血
管内皮蛋白 Ｃ 受体（ＥＰＣＲ）会脱落成为可溶性的血

管内皮蛋白 Ｃ 受体（ｓ ＥＰＣＲ），而 ｓ ＥＰＣＲ 是血管受

损的标志之一，脱落的 ＥＰＣＲ 刺激体内免疫系统，引
起炎症反应，而血管上皮中的溶菌酶能抑制血管内

皮蛋白 Ｃ 受体的脱落，表明溶菌酶在炎症反应发生

时能维持血管完整性。 ２０１２ 年，Ｋａｉｚｕ 等［２０］ 用 ＲＮＡ

干扰技术造成溶菌酶在对虾体内缺失，以此分析溶

菌酶在对虾体内的功能。 结果显示，缺失溶菌酶的

对虾在 ５ ｄ 内全部死亡，死亡原因是对虾淋巴中的

血细胞数量大量减少和体内细菌数量显著增加。
Ｌａｐｃｈａｒｏｅｎ 对感染疟原虫的按蚊进行了溶菌酶基因

敲除实验［２１］，结果显示敲除该基因后，疟原虫卵囊

数量显著减少。 原因是当疟原虫入侵按蚊体内，激
活了按蚊的先天性免疫防御反应，按蚊肠上皮会分

泌出一些蛋白酶和表面蛋白，其中就含有溶菌酶，
这些蛋白经过一系列复杂的级联反应，最终生成黑

色素和毒性物质，此过程称为黑化包被反应，按蚊

通过此机制抵御和消灭入侵体内的疟原虫［２２］。 这

些都显示出溶菌酶在胚胎发育过程中是至关重要

的，缺失将会导致生物致死或对寄生虫卵囊发育产

生消极影响，在遭遇不利条件时又能上调使机体维

持稳态。
在小鼠孵化囊胚中，ＬＹＺ１ 蛋白少量分布在整个

透明带滋养层细胞中，在孵化和休眠囊胚中，ＬＹＺ１
集中分主要分布在胚胎细胞的内细胞团中。 发育

至囊胚阶段的胚胎，在经历短暂的“窗口期”后进行

胚胎着床，在母⁃胎进行营养与物质交换的胎盘中，
以及乳汁中均含有溶菌酶，预示从孵化囊胚时期开

始，ＬＹＺ１ 已在胚胎发育过程中发挥一定的作用。 囊

胚的休眠过程延长了囊胚在子宫隐窝中停留的时

间，子宫外环境和胚胎自身主动调节代谢速度变

缓，来保证胚胎存活，胚胎代谢减缓到能维持其生

存的最低水平，在这种情况下，母体子宫的免疫系

统调动一系列激素与酶参与休眠过程，以此保证胚

胎的正常代谢和存活。
目前 ＬＹＺ１ 的功能研究主要集中在免疫系统和

非特异性免疫中，本研究发现其在胚胎发育中同样

有着至关重要的作用。 由此可见，ＬＹＺ１ 基因对于囊

胚在超数排卵和休眠双重因素下有着不可忽视的

作用。 下一步研究将继续检测 ＬＹＺ１ 在小鼠不同妊

娠阶段的表达以及分布，将有助于进一步了解 ＬＹＺ１
在胚胎不同发育阶段的分布和功能，能更完整地诠

释该基因在生殖方面的功能。
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ｄｏｒｍａｎｔ ｅｍｂｒｙｏｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ［Ｊ］ ．
Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，２０１６，２４（６）：５７９ － ５８４．

［１２］ 　 赖炳森，孙树秦，叶平，等． 不同剂量 γ 线整体照射后家兔血

清溶菌酶含量的改变［Ｊ］ ． 军事医学，１９８４，（１）：３１ － ３６．
ＬＡＩ ＢＳ， ＳＵＮ ＳＱ， ＹＥ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｌｙｓｏｚｙｍｅ
ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｒａｂｂｉｔｓ ａｆｔｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ｇａｍｍａ ｒａｙ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ
［Ｊ］ ． Ｍｉｌｉｔ Ｍｅｄ Ｓｃｉ，１９８４，（１）：３１ － ３６．

［１３］ 　 Ｌｅｅｓｅ Ｈ Ｊ， Ｂａｕｍａｎｎ Ｃ Ｇ， Ｂｒｉｓｏｎ Ｄ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｔｈｅ
ｖｉａｂｌｅ ｍａｍｍａｌｉａｎ ｅｍｂｒｙｏ： ｑｕｉｅｔｎｅｓｓ ｒｅｖｉｓｉｔｅｄ［ Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｈｕｍａｎ
Ｒｅｐｒｏｄ，２００８，１４（１２）：６６７ － ６７２．

［１４］ 　 Ｌｅｅ Ｊ， Ｏｈ ＨＡ， Ｓｏｎｇ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ
ｓｕｒｖｉｖａｌ ｄｕｒｉｎｇ ｄｅｌａｙｅｄ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ［ Ｊ］ ． Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，２０１１，
１５２：２０６７ － ２０７５．

［１５］ 　 Ｆｕ Ｚ， Ｗａｎｇ Ｂ， Ｗａｎｇ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｔｅｇｒａｌ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ ｒｅｖｅａｌｓ ｋｅｙ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｃｈｉｎｅｒｙ ｇｏｖｅｒｎｉｎｇ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ
ｄｉａｐａｕｓｅ ａｎｄ ｒｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ ［ Ｊ ］ ． Ｂｉｏｌ
Ｒｅｐｒｏｄ，２０１４，９０（３）：５２．

［１６］ 　 Ｌｅｖｉｎｅ Ｂ， Ｋｌｉｏｎｓｋｙ ＤＪ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｂｙ ｓｅｌｆ⁃ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ：
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ａｎｄ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ［Ｊ］ ．
Ｄｅｖ Ｃｅｌｌ，２００４，６（４）：４６３．

［１７］ 　 Ｗｅｉｔｌａｕｆ ＨＭ， Ｇｒｅｅｎｗａｌｄ ＧＳ． Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｏｆ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｕｔｅｒｉ
ｏｆ ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ ｍｉｃｅ［Ｊ］ ． Ｊ Ｒｅｐｒｏｄ Ｆｅｒｔｉｌ，１９６８，１７（３）：５１５ －
５２０．

［１８］ 　 Ｓｔａｒｌｉｎｇ Ｓ． Ｉｎｎａｔｅ ｉｍｍｕｎｉｔｙ： Ａ ｎｅｗ ｗａｙ ｏｕｔ ｆｏｒ ｌｙｓｏｚｙｍｅ［ Ｊ］ ．
Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｉｍｍｕｎｏｌ，２０１７，１７（９）：５３２．

［１９］ 　 Ｋｕ ＳＫ， Ｙｏｏｎ ＥＫ， Ｌｅｅ ＨＧ，ｅｔ ａｌ． Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｙｓｏｚｙｍｅ
ｏｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｃ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｈｅｄｄｉｎｇ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏ
［Ｊ］ ． ＢＭＢ Ｒｅｐｏｒｔｓ，２０１５，４８（１１）：６２４ － ６２９．

［２０］ 　 Ｋａｉｚｕ Ａ， Ｆａｇｕｔａｏ ＦＦ， Ｋｏｎｄｏ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
Ｃｔｙｐｅｌｙｓｏｚｙｍｅ ｉｎ ｐｅｎａｅｉｄ ｓｈｒｉｍｐ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍ，２０１１，２８６
（５２）：４４３４４ － ４４３４９．

［２１］ 　 Ｌａｐｃｈａｒｏｅｎ Ｐ， Ｋｏｍａｌａｍｉｓｒａ Ｎ， Ｒｏｎｇｓｒｉｙａｍ Ｙ， ｅｔ ａｌ．
Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ａ ｌｙｓｏｚｙｍｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｍａｌａｒｉａ ｖｅｃｔｏｒ
Ａｎｏｐｈｅｌｅｓ ｄｉｒｕｓ ｄｕｒｉｎｇ ｍａｌａｒｉａ ｐａｒａｓｉｔｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ［ Ｊ］ ． Ｄｅｖ
Ｃｏｍｐ Ｉｍｍｕｎｏｌ，２０１２，３６（１）：１０４ － １１１．

［２２］ 　 黄复生，王兴相． 大劣按蚊血细胞对约氏疟原虫卵囊黑化作

用的观察［Ｊ］ ． 中国病原生物学杂志，１９９５，８（４）：２８４ － ２８５．
Ｈｕａｎｇ ＦＳ，Ｗａｎｇ ＸＸ． Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓ
ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｆｅｒｉｏｒ Ａｎｏｐｈｅｌｅｓ ａｌｂｏｐｉｃｔｕｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｇｇ⁃ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｂｌａｃｋｅｎｉｎｇ
ｏｆ ｔｈｅ Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ ａｌｂｉｃａｎｓ［Ｊ］ ． Ｊ Ｐａｔｈｏｌ Ｂｉｏｌ，１９９５，８（４）：２８４ －
２８５．

［收稿日期］ 　 ２０１８ － ０５ － １１

６８５


