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　 　 【摘要】 　 目的　 研究 Ｏｃｔ４ 和 Ｃｄｘ２ 敲低对牛 ＩＣＭ 和 ＴＥ 分化相关的基因表达的影响ꎬ解释 Ｏｃｔ４ 和 Ｃｄｘ２ 在牛

胚胎早期发育中的作用ꎮ 方法　 ＲＮＡ 干扰敲低牛胚胎 Ｏｃｔ４ 或 Ｃｄｘ２ 基因ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ 及免疫荧光染色检

测敲低 Ｏｃｔ４ 或 Ｃｄｘ２ 基因对牛胚胎早期发育及相关基因表达的影响ꎮ 结果 　 针对 Ｏｃｔ４ 或 Ｃｄｘ２ 基因的特异性

ｓｉＲＮＡ 能够抑制牛胚胎 Ｏｃｔ４ 或 Ｃｄｘ２ 表达ꎮ Ｏｃｔ４ 敲低对胚胎卵裂率和 ８－细胞率无影响ꎬ但胚胎囊胚率显著降低ꎬ
ｍＲＮＡ 水平显著下降(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ Ｃｄｘ２ 敲低抑制 Ｏｃｔ４ ｍＲＮＡ 表达(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 结论　 Ｏｃｔ４ 通过调节 Ｃｄｘ２、Ｓｏｘ２
及 Ｎａｎｏｇ 的表达控制牛胚胎的分化ꎮ

【关键词】 　 Ｏｃｔ４ꎻＣｄｘ２ꎻ牛ꎻ胚胎发育ꎻ细胞分化
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｏｃｔ４ ａｎｄ Ｃｄｘ２ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ
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ｉｎ ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｅｍｂｒｙｏｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｏｃｔ４ ａｎｄ Ｃｄｘ２ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｋｎｏｃｋｅｄ ｄｏｗｎ ｉｎ ｂｏｖｉｎｅ ｅｍｂｒｙｏｓ ｂｙ
ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ. Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
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Ｏｃｔ４ ａｎｄ Ｃｄｘ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ｉｎ ｂｏｖｉｎｅ ｅｍｂｒｙｏｓ. Ｏｃｔ４ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｈａｄ ｎｏ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｃｌｅａｖａｇｅ ａｎｄ
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０􀆰 ０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｏｃｔ４ ｃｏｎｔｒｏｌｓ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｅｍｂｒｙｏｓ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
Ｃｄｘ２ꎬ Ｓｏｘ２ꎬ ａｎｄ Ｎａｎｏｇ.
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　 　 哺乳动物胚胎发育过程中第一个可见的分化

事件是内细胞团( ｉｎｎｅｒ ｃｅｌｌ ｍａｓｓꎬＩＣＭ)和滋养外胚

层(ｔｒｏｐｈｏｅｃｔｏｄｅｒｍꎬＴＥ)的分离ꎮ ＩＣＭ 是一群多能细

胞ꎬ附着在 ＴＥ 的内部ꎬ形成胎儿和胚胎外组织ꎮ 相

反ꎬＴＥ 是围绕囊胚腔发育成胎盘的单层极化细

胞[１]ꎮ ＩＣＭ 和 ＴＥ 的分离由涉及多个基因相互作用

的单独的发育程序调节ꎮ
Ｏｃｔ４ 和 Ｃｄｘ２ 两种转录因子对 ＩＣＭ 和 ＴＥ 谱系

的分离和功能发挥是必需的ꎮ Ｏｃｔ４(Ｐｏｕ５ｆ１)是 ＰＯＵ
转录因子家族的一员ꎬ在囊胚腔形成后仅在 ＩＣＭ 中

表达ꎬ对维持细胞多能性和正常分化为表皮细胞的

过程不可或缺[２]ꎮ Ｃｄｘ２ 是正确的细胞命运决定和

ＴＥ 分化所需的 ＴＥ 特异性转录因子[３]ꎮ Ｃｄｘ２、Ｓｏｘ２
和 Ｎａｎｏｇ 是 Ｏｃｔ４ 的已知靶点ꎬ三者通常形成网络共

同调控其他靶点基因ꎮ Ｏｃｔ４ 基因与 Ｓｏｘ２、Ｎａｎｏｇ 共

同形成和维持胚胎干细胞的多能性和自我更新ꎮ
缺乏 Ｏｃｔ４ 或 Ｃｄｘ２ 表达的小鼠胚胎仍分别形成

ＩＣＭ 或 ＴＥ[３－５] ꎮ 这些结果表明ꎬＯｃｔ４ 和 Ｃｄｘ２ 在囊

胚形成后 ＩＣＭ 和 ＴＥ 的分化中都发挥了作用ꎮ 然

而ꎬ关于 Ｃｄｘ２ 调节 Ｏｃｔ４ 在牛胚胎中的作用ꎬ还未

有统一的说法ꎮ Ｓｃｈｉｆｆｍａｃｈｅｒ 等[６] 指出 Ｃｄｘ２ 在牛

胚胎中负调节 Ｏｃｔ４ꎮ 而其他研究表明ꎬ牛胚胎

Ｃｄｘ２ 的下调并不影响 Ｏｃｔ４ 的表达[７－８] ꎮ 目前对牛

ＩＣＭ 和 ＴＥ 分化的分子机制研究有限ꎮ 本研究希

望通过 Ｏｃｔ４ 和 Ｃｄｘ２ 敲低对牛 ＩＣＭ 和 ＴＥ 分化相

关基因表达的影响ꎬ解释 Ｏｃｔ４ 和 Ｃｄｘ２ 在牛胚胎早

期发育中的作用ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 细胞

牛卵母细胞由本院研究室采集并培养ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＱｕａｎｔｉＴｅｃｔ 反转录试剂盒购自 Ｑｉａｇｅｎ 公司ꎻ
ＶＥＣＴＡＳＨＩＥＬＤ ｗｉｔｈ ＤＡＰＩ 防荧光萃灭封片剂购自

Ｖｅｃｔｏｒ ＬａｂｓꎻＯｃｔ４、Ｃｄｘ２、β￣ａｃｔｉｎ 抗体购自 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎻ新生牛血清、ＲＮＡ 提取试剂盒购自生

工生物工程有限公司ꎮ
多管架自动平衡离心机 Ｌ５３０ꎻ电热恒温水槽

ＳＳＷ－４２０－２Ｓ 型ꎻ二氧化碳培养箱 ＭＣＯ－２０ＡＩＣ￣ＳＣꎻ
显微操作仪 Ｎｉｋｏｎ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｔｉꎻ荧光显微镜ꎻ博日

ｑＰＣＲ 仪ꎮ

１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 体外受精和胚胎培养

采集牛卵巢抽取卵母细胞ꎬ捡取卵丘－卵母细

胞复合体(ｃｕｍｕｌｕｓ￣ｏｏｃｙｔｅ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓꎬＣＯＣｓ)ꎮ ＣＯＣｓ
经洗卵液和成熟液分别洗涤 ３~５ 次ꎬ微滴成熟液培

养 ２２ ｈꎬ培养条件为 ３９℃、５％ ＣＯ２、饱和湿度ꎬ无菌

矿物油覆盖微滴ꎮ 成熟后转移至 ＩＶＦ￣１００ 培养液ꎮ
解冻的精液在 ＩＶＦ￣１００ 培养基中 ２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎꎬ共两次ꎮ 将精子加入 ＣＯＣｓꎬ终浓度为每毫升

５ × １０６ 个ꎬ在 ３９℃、５％ ＣＯ２ 的湿润环境中孵育６ ｈꎮ
受精后ꎬ去除卵丘细胞和多余的精子ꎮ 显微注射

ｓｉＲＮＡꎬ使 用 含 １％ ＢＳＡ 的 改 良 ＴＡＬＰ 培 养 基

(ｍＴＡＬＰ)ꎬ３９℃、５％ ＣＯ２、５％ Ｏ２ 和 ９０％ Ｎ２ 的湿润

环境下培养胚胎ꎮ 第 ２ 天转移至含 ３％新生牛血清

的 ｍＴＡＬＰ 培养基中ꎬ相同条件培养至第 ７ 天ꎮ 培养

期间统计胚胎发育情况ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ｓｉＲＮＡ 设计和显微注射

根据 Ｏｃｔ４ 和 Ｃｄｘ２ 的基因序列分析和设计原

则ꎬ确定 Ｏｃｔ４ ｓｉＲＮＡ 的 Ｓｅｎｓｅ Ｓｔｒａｎｄ 和 Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ
Ｓｔｒａｎｄ 分别为: ５’￣ＧＧＡＡＡＧＧＵＧＵＵＣＡＧＣＣＡＡＡＴＴ￣
３ ’ꎬ ５ ’￣ＵＵＵＧＧＣＵＧＡＡＣＡＣＣＵＵＵＣＣＴＴ￣３ ’ꎻ Ｃｄｘ２
ｓｉＲＮＡ 的 Ｓｅｎｓｅ Ｓｔｒａｎｄ 和 Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ Ｓｔｒａｎｄ 分别为:
５ ’￣ＡＣＧＵＧＡＧＣＡＵＧＵＡＵＣＣＣＡＧＴＴ￣３ ’ꎬ ５ ’￣
ＣＵＧＧＧＡＵＡＣＡＵＧＣＵＣＡＣＧＵＴＴ￣３’ꎮ ｓｉＲＮＡ 序列由

上海吉玛制药技术公司合成ꎮ 受精后ꎬ根据说明将

裸露的胚胎转移至含 １ ｍｇ / ｍＬ ＢＳＡ 的 ｍＴＡＬＰ 培养

基微滴液中进行显微注射ꎮ 洗涤胚胎并按上述条

件进行培养ꎮ
根据注射情况将实验对象分为: 空白对照

(Ｃｔｒｌ)组ꎻ阴性对照 ｓｉＲＮＡ(ｓｉＣｔｒｌ)组ꎻ注射 Ｏｃｔ４ 特

异性 ｓｉＲＮＡ ( ｓｉＯｃｔ４ ) 组 和 Ｃｄｘ２ 特 异 性 ｓｉＲＮＡ
(ｓｉＣｄｘ２)组ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 实时定量荧光 ＰＣＲ(ｑＰＣＲ)

收集桑椹胚和囊胚ꎬ蛋白酶去除囊胚透明带ꎮ
根据说明进行 ＲＮＡ 提取、反转录及实时荧光定量

ＰＣＲꎬ 所 用 引 物 为: Ｏｃｔ４ Ｆ: ５ ’￣ＧＧＴＴＣＴＣＴＴＴＧＧ
ＡＡＡＧＧＴＧＴＴＣ￣３’ꎬＲ:５’￣ＡＣＡＣＴＣＧＧＡＣＣＡＣＧＴＣＴＴ
ＴＣ￣３’ꎻＣｄｘ２ Ｆ:５’￣ＧＣＣＡＣＣＡＴＧＴＡＣＧＴＧＡＧＣＴＡＣＣ￣
３ ’ꎬ Ｒ: ５ ’￣ＡＣＡＴＧＧＴＡＴＣＣＧＣＣＧＴＡＧＴＣＣＧＧ￣３ ’ꎻ
Ｎａｎｏｇ Ｆ: ５ ’￣ＡＡＴＴＣＣＣＡＧＣＡＧＣＡＡＡＴＣＡＣ￣３ ’ꎬ Ｒ:
５’￣ＣＣＣＴＴＣＣＣＴＣＡＡＡＴＴＧＡＣＡＣ￣３’ꎮ β￣ａｃｔｉｎ 作为内

参ꎬＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 检测产物并计算相对表达量ꎮ
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１􀆰 ２􀆰 ４　 免疫荧光染色

４％多聚甲醛室温固定桑椹胚 ２０ ｍｉｎꎻ含 ０􀆰 １％
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００ 的 ＰＢＳ(ＴＸＰＢＳ)清洗２ 次ꎬ每次１０ ｍｉｎꎻ
清洗过的样品用含 ０􀆰 ２％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００ 的 ＰＢＳ 通透 ３０
ｍｉｎꎬ再清洗 ２ 次ꎻ７％山羊血清封闭 １􀆰 ５ ｈ 用于 Ｏｃｔ４ 染

色ꎬ０􀆰 ５％ ＢＳＡ ＋ １％ 脱脂奶粉封闭 １􀆰 ５ ｈ 用于 Ｃｄｘ２ 染

色ꎻＴＸＰＢＳ 清洗 ５ ｍｉｎꎬ一抗 ４℃孵育过夜ꎻＴＸＰＢＳ 清洗

一抗 ４ 次ꎬ每次 １５ ｍｉｎꎻ二抗室温孵育 １ ｈꎻＴＸＰＢＳ 清洗

４ 次ꎬ每次 ２０ ｍｉｎꎻＤＡＰＩ 染色ꎬＶＥＣＴＡＳＨＩＥＬＤ 封片ꎮ 倒

置荧光显微镜观察实验结果ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

使用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件对实验数据进行统计分

析ꎮ 所有数据均以平均值 ± 标准差( 􀭰ｘ ± ｓ)表示ꎬ多
组间比较采用单因素方差分析ꎬ两组间比较采用

ＬＳＤ 检验ꎮ Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ差异具有显著性ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 Ｏｃｔ４ ｓｉＲＮＡ 干扰对 Ｏｃｔ４ ｍＲＮＡ 和蛋白表达

的影响

ｑＰＣＲ 结果显示ꎬｓｉＯｃｔ４ 组胚胎 Ｏｃｔ４ ｍＲＮＡ 表

达水平显著低于 Ｃｔｒｌ 组和 ｓｉＣｔｒｌ 组(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ 免

疫荧光染色结果显示ꎬｓｉＯｃｔ４ 组胚胎 Ｏｃｔ４ 信号强度

显著低于 Ｃｔｒｌ 组和 ｓｉＣｔｒｌ 组ꎮ 说明 ＲＮＡ 干扰成功敲

低牛胚胎 Ｏｃｔ４ 基因(见图 １)ꎮ
２􀆰 ２　 Ｃｄｘ２ ｓｉＲＮＡ 干扰对 Ｃｄｘ２ ｍＲＮＡ 和蛋白表达

的影响

与 Ｃｔｒｌ 组和 ｓｉＣｔｒｌ 组比较ꎬ ｓｉＯｃｔ４ 组胚胎中

Ｃｄｘ２ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白质表达水平均显著降低

(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ 说明通过 ＲＮＡ 干扰成功对牛胚胎的

Ｃｄｘ２ 基因进行了敲低(见图 ２)ꎮ

注:Ａ:Ｏｃｔ４ ｍＲＮＡ 相对表达量ꎻＢ:Ｏｃｔ４ 免疫荧光结果ꎮ 与 Ｃｔｒｌ 组和 ｓｉＣｔｒｌ 组比较ꎬ∗Ｐ< ０􀆰 ０５ꎮ (下图 / 表同)

图 １　 Ｏｃｔ４ ｓｉＲＮＡ 干扰对 Ｏｃｔ４ ｍＲＮＡ 和蛋白表达的影响

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｏｃｔ４ ｍＲＮＡ. Ｂ. ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｏｃｔ４. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓｉＣｔｒｌ ｇｒｏｕｐꎬ
∗Ｐ< ０􀆰 ０５. (Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ)

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｏｃｔ４ ｓｉＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｏｃｔ４ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ

注:Ａ:Ｃｄｘ２ ｍＲＮＡ 相对表达量ꎻＢ:Ｃｄｘ２ 免疫荧光结果ꎮ

图 ２　 Ｃｄｘ２ ｓｉＲＮＡ 干扰对 Ｃｄｘ２ ｍＲＮＡ 和蛋白表达的影响

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｄｘ２ ｍＲＮＡ. Ｂ. ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｃｄｘ２.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｃｄｘ２ ｓｉＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｄｘ２ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
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２􀆰 ３　 ｓｉＲＮＡ 干扰对牛胚胎早期发育的影响

与 Ｃｔｒｌ 组和 ｓｉＣｔｒｌ 组比较ꎬＯｃｔ４ 敲低的胚胎卵

裂率及 ８－细胞期比例无差异(Ｐ> ０􀆰 ０５)ꎬ囊胚率显

著降低(Ｐ< ０􀆰 ０５) (表 １)ꎮ Ｃｄｘ２ 敲低的胚胎卵裂

率、８－细胞率及囊胚率与 Ｃｔｒｌ 组和 ｓｉＲＮＡ 组均无差

异(表 ２)ꎮ 说明 Ｏｃｔ４ 基因影响胚胎早期发育过程

中的囊胚形成ꎬ Ｃｄｘ２ 对胚胎发育到囊胚阶段无

影响ꎮ
２􀆰 ４ 　 Ｏｃｔ４ ｓｉＲＮＡ 干扰对 Ｃｄｘ２、 Ｓｏｘ２ 和 Ｎａｎｏｇ
ｍＲＮＡ 水平的影响

与 Ｃｔｒｌ 组和 ｓｉＣｔｒｌ 组相比ꎬｓｉＯｃｔ４ 组的胚胎 Ｃｄｘ２、

Ｓｏｘ２和 Ｎａｎｏｇ ｍＲＮＡ 在囊胚阶段表达水平均显著下降

(图 ３ꎬＰ< ０􀆰 ０５)ꎮ 说明在牛胚胎早期发育中ꎬＣｄｘ２、
Ｓｏｘ２ 和 Ｎａｎｏｇ ｍＲＮＡ 表达水平与 Ｏｃｔ４ 基因有关ꎮ
２􀆰 ５ 　 Ｃｄｘ２ ｓｉＲＮＡ 干扰对 Ｏｃｔ４、 Ｓｏｘ２ 和 Ｎａｎｏｇ
ｍＲＮＡ 水平的影响

与 Ｃｔｒｌ 组和 ｓｉＣｔｒｌ 组相比ꎬｓｉＣｄｘ２ 组胚胎在囊胚

阶段 Ｏｃｔ４ ｍＲＮＡ 表达水平显著降低 (图 ４ꎬ Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎬＳｏｘ２ ｍＲＮＡ 和 Ｎａｎｏｇ ｍＲＮＡ 无差异(图 ４Ｂ
和图 ４ＣꎬＰ > ０􀆰 ０５)ꎮ 说明在牛胚胎早期发育中ꎬ
Ｃｄｘ２ 基因主要影响 Ｏｃｔ４ 基因的表达ꎬ对 Ｓｏｘ２ 和

Ｎａｎｏｇ 基因则无影响ꎮ

表 １　 敲低 Ｏｃｔ４ 后牛胚胎早期的发育

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｍｂｒｙｏｓ ｅａｒｌｙ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｆｔｅｒ Ｏｃｔ４ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ
分组
Ｇｒｏｕｐｓ

胚胎总数
Ｅｍｂｒｙｏ ｎｕｍｂｅｒｓ

胚胎卵裂率(％)
Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｃｌｅａｖａｇｅ ｒａｔｅ (％)

８－细胞期比例(％)
８￣ｃｅｌｌ ｓｔａｇｅ ｒａｔｅ(％)

囊胚率(％)
Ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔ (％)

Ｃｔｒｌ ２３７ １６８ (７０􀆰 ８９ ± ２􀆰 ９５) １１４ (４８􀆰 １０ ± ３􀆰 ８０) ９３ (３９􀆰 ２４ ± ２􀆰 ５３)
ｓｉＣｔｒｌ ２３２ １６０ (６８􀆰 ９７ ± ３􀆰 ４５) １０７ (４６􀆰 １２ ± ５􀆰 １７) ８３ (３５􀆰 ７８ ± ４􀆰 ７４)
ＳｉＯｃｔ４ ２２８ １４６ (６４􀆰 ０４ ± ５􀆰 ７０) １１２ (４９􀆰 １２ ± ７􀆰 ０２) 　 ４９ (２１􀆰 ４９ ± ７􀆰 ８９)∗

表 ２　 敲低 Ｃｄｘ２ 后牛胚胎早期的发育

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｍｂｒｙｏｓ ｅａｒｌｙ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｆｔｅｒ Ｃｄｘ２ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ
分组
Ｇｒｏｕｐｓ

胚胎总数
Ｅｍｂｒｙｏ ｎｕｍｂｅｒｓ

胚胎卵裂率(％)
Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｃｌｅａｖａｇｅ ｒａｔｅ (％)

８－细胞期比例(％)
８￣ｃｅｌｌ ｓｔａｇｅ ｒａｔｅ(％)

囊胚率(％)
Ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔ (％)

Ｃｔｒｌ ２１０ １６４ (７８􀆰 １０ ± ９􀆰 ０５) １０９ (５１􀆰 ９０ ± １０􀆰 ９５) ６０ (２８􀆰 ５７ ± ８􀆰 ５７)
ｓｉＣｔｒｌ ２０５ １５７ (７６􀆰 ５９ ± ５􀆰 ８５) １０９ (５３􀆰 １７ ± ７􀆰 ３２) ５４ (２６􀆰 ３４ ± ６􀆰 ８３)
ＳｉＣｄｘ２ １９２ １４２ (７３􀆰 ９６ ± １１􀆰 ９８) ９３ (４８􀆰 ４４ ± ８􀆰 ３０) ４４ (２２􀆰 ９２ ± ７􀆰 ２９)

图 ３　 Ｏｃｔ４ ｓｉＲＮＡ 干扰对 Ｃｄｘ２、Ｓｏｘ２ 和 Ｎａｎｏｇ ｍＲＮＡ 水平的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｏｃｔ４ ｓｉＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｃｄｘ２ꎬ Ｓｏｘ２ ａｎｄ Ｎａｎｏｇ ｍＲＮＡ

图 ４　 Ｃｄｘ２ ｓｉＲＮＡ 干扰对 Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２ 和 Ｎａｎｏｇ ｍＲＮＡ 水平的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｃｄｘ２ ｓｉＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｃｄｘ２ꎬ Ｓｏｘ２ ａｎｄ Ｎａｎｏｇ ｍＲＮＡ
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３　 讨论

Ｏｃｔ４ 和 Ｃｄｘ２ 是小鼠胚胎中 ＩＣＭ 和 ＴＥ 分化的

中心调节因子[２－４]ꎮ Ｏｃｔ４ 仅在囊胚的滋养层中表

达ꎬＯｃｔ４ 主要高表达于内细胞团[４]ꎮ Ｏｃｔ４ 可调节

ＩＣＭ 的分化ꎬ指导胚胎干细胞的命运决定[２ꎬ９]ꎬ且对

于诱导分化细胞的多能性至关重要[１０]ꎮ Ｃｄｘ２ 能够

通过上调各种 ＴＥ 特异性基因和下调 Ｏｃｔ４ 与 Ｎａｎｏｇ
基因促进 ＴＥ 谱系的分化[３]ꎮ Ｃｄｘ２ 基因缺失的囊胚

不能维持囊胚腔ꎬ无法形成完整的上皮ꎬ且异常调

节 ＩＣＭ 特异性转录因子 Ｏｃｔ４ 及 Ｎａｎｏｇꎬ细胞死亡率

高ꎮ 但 Ｃｄｘ２ 基因缺失的囊胚能够形成 ＩＣＭꎬ且能在

体外培养得到胚胎干细胞[１１]ꎮ
本项研究中ꎬ我们利用 ＲＮＡ 干扰技术探究了

Ｏｃｔ４ 和 Ｃｄｘ２ 在牛胚胎早期发育中的作用ꎮ 结果表

明ꎬ二者对于牛 ＩＣＭ 和 ＴＥ 的正常分化和健全的囊

胚形成至关重要ꎮ 与小鼠胚胎相比ꎬＯｃｔ４ 下调对牛

胚胎发育的影响更为严重ꎮ 不同于小鼠胚胎ꎬＯｃｔ４
在牛 ＴＥ 中的表达不会消失ꎬ即使在完全扩张的囊

胚阶段也是如此[１２]ꎮ Ｏｃｔ４ 可能在牛胚胎的囊胚阶

段发挥不同的作用ꎬ如将增殖的 ＴＥ 细胞保持在分

化延迟状态[１３]ꎮ 然而ꎬＮｇａｎｖｏｎｇｐａｎｉｔ 等[１４] 表示注

射 Ｏｃｔ４ ｄｓＲＮＡ 与否对牛胚胎在囊胚阶段的发育率

没有显著影响ꎮ 在本研究中ꎬＯｃｔ４ 敲低对牛胚胎发

育到桑椹胚阶段无影响ꎬ但囊胚的形成显著低于对

照组的胚胎ꎮ 关于注射 Ｏｃｔ４ ｄｓＲＮＡ 与 ｓｉＲＮＡ 的胚

胎发育能力不同的原因尚未明确ꎬ注射 Ｏｃｔ４ ｄｓＲＮＡ
的胚胎需要相对更长的培养时间才能形成囊胚腔ꎬ
ＩＣＭ 细胞的数量也明显较低[１４]ꎮ 这表明在囊胚形

成过程中ꎬＯｃｔ４ 在不同物种间可能发挥了共同或独

特的作用ꎮ 与 Ｏｃｔ４ 不同的是ꎬ本研究发现 ｓｉＲＮＡ 敲

低 Ｃｄｘ２ 后的胚胎ꎬ卵裂率、８－细胞期比例及囊胚率

均与对照组胚胎无差别ꎮ 一方面ꎬＯｃｔ４ 基因可能影

响了胚胎早期发育过程中的囊胚形成ꎮ 另一方面ꎬ
也有可能由于 ｓｉＲＮＡ 敲低效果减弱或消失ꎬ从而导

致注射了特异性 ｓｉＲＮＡ 的胚胎形成囊胚ꎮ
虽然对胎盘早期发育无直接影响ꎬ敲低 Ｏｃｔ４ 或

Ｃｄｘ２ 基因对早期发育相关基因的影响却是显著的ꎮ
Ｏｃｔ４ 和 Ｃｄｘ２ 在小鼠胚胎干细胞中抑制彼此的表

达[４]ꎮ 敲低或敲除 Ｃｄｘ２ 导致 Ｏｃｔ４ 在小鼠胚胎中异

位表达和过度表达[３ꎬ５]ꎮ 但本研究发现ꎬ单独敲低

牛胚胎中的 Ｏｃｔ４ 或 Ｃｄｘ２ 基因ꎬ 另一种基因在

ｍＲＮＡ 水平上的表达受到抑制ꎮ 因此ꎬ在牛胚胎中

可能不存在 Ｃｄｘ２ 与 Ｏｃｔ４ 相互抑制的机制ꎮ Ｎａｎｏｇ
基因是 Ｏｃｔ４ 的另一个靶基因ꎬ编码一种同源异型蛋

白转录因子ꎬ对于维持 ＩＣＭ 和胚胎干细胞的多能性

必不可少ꎮ 与 Ｏｃｔ４ 不同ꎬＮａｎｏｇ 在形成外胚层和内

胚层中起决定性作用ꎮ 小鼠 Ｎａｎｏｇ ｍＲＮＡ 在致密桑

椹胚阶段才表达ꎬ在 ＩＣＭ 中维持ꎬ而在 ＴＥ 中迅速下

降ꎮ 发育中的胚胎多能性的维持还需要转录因子

Ｓｏｘ２ 的活性ꎬＳｏｘ２ 在调控不同细胞系中具有多种功

能ꎮ 小鼠 Ｓｏｘ２ 转录产物在桑椹胚阶段开始表达ꎬ在
ＩＣＭ 中维持ꎬ直至外胚层阶段ꎮ 多项研究证实了

Ｓｏｘ２ 在限定 ＩＣＭ 分化中的作用[１１]ꎮ 本研究发现ꎬ
Ｏｃｔ４ 敲低导致 Ｓｏｘ２ 和 Ｎａｎｏｇ ｍＲＮＡ 水平显著下降ꎬ
Ｃｄｘ２ 敲低对 Ｓｏｘ２ 和 Ｎａｎｏｇ ｍＲＮＡ 水平无影响ꎮ 这

说明 Ｏｃｔ４ 通过调节各种基因控制牛胚胎的分化ꎬ而
Ｃｄｘ２ 在牛胚胎的分化中可能是通过调控 Ｏｃｔ４ 或其

他基因发挥作用ꎮ
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