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摘　要：本研究旨在探讨ＰＧＩ２类似物ｉｌｏｐｒｏｓｔ对猪胚胎体外发育的影响。试验以ＩＶＦ胚胎为研究对象，分别在不

同时期（０、２４、４８、７２ｈ）将不同浓度（０、０．２、０．５、１．０、２．０、５．０、１０．０μｍｏｌ·Ｌ
－１）ｉｌｏｐｒｏｓｔ加入到猪胚胎培养液中，于

１５６ｈ时记录囊胚发育率和囊胚细胞数，筛 选 获 得 最 佳 添 加 方 案，检 测 胚 胎 脂 肪 代 谢 速 度 和 代 谢 相 关 基 因（ｃｏｘ２、

ｃｒｅｂ、ｐｐａｒδ、ｐｄｋ、ｃｐｔ２）的表达水平，分析ｉｌｏｐｒｏｓｔ影 响 胚 胎 发 育 的 机 制。结 果 显 示，最 佳 的 添 加 方 案 为，在 受 精 后

４８ｈ加入２．０μｍｏｌ·Ｌ
－１　ｉｌｏｐｒｏｓｔ，胚胎囊胚发育率（２８％）和囊胚细胞数（４９．４２）显著高于（Ｐ＜０．０５）对照组的囊胚

发育率（１６％）和囊胚细胞数（２８．２２）；添加ｉｌｏｐｒｏｓｔ后，胚胎脂肪酸降解速度也显著加快（Ｐ＜０．０５），脂肪 酸 代 谢 相

关基因ｃｏｘ２、ｃｒｅｂ、ｐｐａｒδ、ｃｐｔ２的表达量上升，糖 代 谢 相 关 基 因ｐｄｋ表 达 量 无 显 著 变 化。结 果 表 明，ＰＧＩ２类 似 物

ｉｌｏｐｒｏｓｔ可以促进胚胎降解脂肪酸，为胚胎发育提供能量，提高了胚胎体外发育能力。
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－１）ｗａｓ　ａｄｄｅｄ　ｉｎｔｏ　ｔｈｅ　ｐｏｒ－
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　　随着各物种克隆，转基因动物相继出生，目前克

隆与转基因育种方法的应用逐渐被大家重视。猪是

农业生产中重要的家畜，并且可以作为人器官移植

的供体来源，因此，猪的转基因改良应用逐渐获得重

视。但是目前克隆猪的成功率低，猪体外胚胎发育

质量差是制约转基因猪生产效率的因素之一。着床

前胚胎游离在输卵管和子宫内，不与母体直接接触，
便于进行体外操作，是生产转基因动物的重要材料。
但是由于目前体外胚胎还无法具备与体内输卵管子

宫环境类似的培养体系，主要是缺乏输卵管子宫所

分泌的调控因子，所以目前体外胚胎的发育能力还

远不及体内胚胎［１］。对比体内胚胎生长环 境，寻 找

一种更加接近母体条件的体外胚胎培养体系是提高

体外胚胎发育质量的有效方法，为相关研究领域提

供高质量体外胚胎材料。
前列环素（Ｐｒｏｓｔａｃｙｃｌｉｎ）是 花 生 四 烯 酸 的 衍 生

物，激素类生长因子，属于前列腺素（Ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ）
家族的一员，按照前列腺素家族的命名方式命名为

ＰＧＩ２。ＰＧＩ２首次 发 现 于 血 管 平 滑 肌［２］，可 以 抑 制

血小板凝集和血管平滑肌收缩，起到防止血栓形成

和降 低 血 压 的 作 用，用 于 治 疗 心 脑 血 管 疾 病［３］。

ＰＧＩ２存在于输卵管液和子宫液中，由输卵管和子宫

绒毛上皮细胞分泌［４］，对着床前胚胎发育、子宫内环

境和子宫内膜与胚胎间的相互作用等方面起到调控

作用。在 小 鼠 体 内，输 卵 管 上 皮 细 胞ＰＧＩ２的 表 达

峰处于每个生殖周期中８细胞－桑椹胚阶段，这说明

ＰＧＩ２很可能从８细胞－桑椹胚胚胎阶段开始调控胚

胎 发 育。环 氧 化 酶 也 叫 前 列 腺 素 Ｈ 合 成 酶

（ＰＧＨＳ），存在２种异构酶ＣＯＸ１和ＣＯＸ２。ＣＯＸ１
普遍认为是细胞中的常规因子，主要执行一些保守

蛋白的修饰、一些小分子的加工以及维持细胞内的

稳定环 境。ＣＯＸ２可 以 修 饰 细 胞 中 的 特 定 细 胞 因

子，而且对细胞各种功能的调节具有组织特异性，其
活性被外界环境精准调控［５－６］。有关 小 鼠 的 研 究 发

现ＣＯＸ１在整 个 早 期 胚 胎 发 育 中 都 有 表 达，ＣＯＸ２
只在８细胞胚胎阶段以后的输卵管上皮表达［７］。在

小鼠着床期 间ＣＯＸ２的 表 达 上 调，促 进 了ＰＧＩ２的

合成，而ＣＯＸ１的 表 达 没 有 显 著 变 化［８］。ＣＯＸ２在

体内受到细胞因子［９］、分裂和肿瘤促进因子［１０］等的

调控，影 响 炎 症 反 应、细 胞 分 化 和 血 管 发 生 等 过

程［１１］。ＣＯＸ２作为前列腺素合成过程的限速酶，是

前列腺素家族合成的重要调控因子，能准确控制前

列腺素家族合成。ＰＧＩ２可以与细胞膜表面的Ｇ蛋

白 偶 联 ＰＧＩ２受 体 结 合，再 通 过 蛋 白 激 酶 Ａ 使

ｃＡＭＰ磷 酸 化［１２］。由 于ＰＧＩ２是 一 种 脂 溶 性 小 分

子，可以直接穿透细胞膜，与核受体ＰＰＡＲ结合，调

控基因表达［１３］。Ｔａｄａｓｈｉ等人在对小鼠心肌细胞代

谢方式的研究中发现，在小鼠心肌 细 胞 中，ＰＧＩ２可

以通过 直 接 结 合ＰＰＡＲδ来 调 节 脂 酰 肉 碱 转 移 酶

（ＣＰＴ）的 活 性，而 不 依 赖 于 细 胞 表 面 的 ＰＧＩ２受

体［１４］。已有研究证明，在小鼠和牛的体外胚胎培养

液中加入ＰＧＩ２类似物ｉｌｏｐｒｏｓｔ对 胚 胎 发 育 有 促 进

作用。最 近 有 研 究 显 示，在 猪 成 熟 培 养 液 中 加 入

ｉｌｏｐｒｏｓｔ后，提 高 了 猪 卵 母 细 胞 的 成 熟 质 量［１５］。但

是，目前还没 有ＰＧＩ２与 猪 体 外 胚 胎 发 育 相 关 的 报

道。
本试验采用猪的体外受精胚胎作为研究对象，

应用ＰＧＩ２类 似 物ｉｌｏｐｒｏｓｔ探 讨ＰＧＩ２对 于 着 床 前

胚胎的发育调控机理，寻找高效的胚胎体外培养条

件，证明了ＰＧＩ２可以调控植入前胚胎脂代谢途径，
促进着床前胚胎发育。

１　材料与方法

１．１　卵母细胞成熟培养

在哈尔滨市周边屠宰场取得的卵巢储存于３５～
３８℃并在加有双抗（青霉素－链霉素）的生理盐水中运

回实验室，再用３７℃加有双抗的生理盐水清洗。用

带有１８号针头的１０ｍＬ注射器抽出３～８ｍｍ卵泡

中的卵泡 液（包 含 ＣＯＣｓ、颗 粒 细 胞、卵 泡 液）装 于

５０ｍＬ的离心管中。３９℃充分沉淀后，弃掉上层液

体，再加 入ＰＶＡ－ＴＬ－ＨＥＰＥＳ。重 复２遍 后 将 沉 淀

转移至平皿中，在实体镜下用吸管选取包裹３层以

上卵丘细胞的卵丘卵母细胞复合体（ＣＯＣｓ）。将 选

出的 ＣＯＣｓ经 过 成 熟 培 养 液 洗 滴 洗 涤 后，按 照

５０个·５００ｍＬ－１加入至１个培养孔中培养。

１．２　成熟卵母细胞的挑选

成熟 培 养４２～４６ｈ后，将 成 熟 ＣＯＣｓ转 移 至

０．５％透明质酸酶中震荡３ｍｉｎ，选取排出第一极体的

成熟 ＭⅡ期卵母细胞，按照２５个·５０μＬ
－１　ｍＴＢＭ

加入到事先准备好的受精滴中。

１．３　精子的采集和精液的保存

精液取自美系大白种公猪，将人工采集的精液

１５
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储存于３９℃的恒温器皿中运输回实验室，用ａｎｄｒｏ－
ｈｅｐ（ｍｉｎｉｔｕｂｅ，Ｇｅｒｍａｎｙ）精 液 稀 释 液 按 照１∶２稀

释精液。稀释后的精液储存于１７℃，每隔１２ｈ混

匀１次。

１．４　卵母细胞体外受精（ＩＶＦ）
取出１７℃保存精液１ｍＬ，３９℃孵育２０ｍｉｎ，

再用３９℃加有０．１％ＢＳＡ的ＤＰＢＳ洗２遍后，检测

精子密度。取出适量精子加入到受精液中，直到精

子密度 为２５０个·μＬ
－１，再 取 出５０μＬ加 入 受 精

滴，确保受精密度为１∶５００。

１．５　试验分组方法

首先 根 据Ｓｏｎｇ等 在 牛 上 研 究 所 得 的 最 佳 浓

度［１６］，分别在培养０、２４、４８、７２ｈ时加入１μｍｏｌ·Ｌ
－１

ｉｌｏｐｒｏｓｔ，以添加等量ＤＭＳＯ为对照组，检测最佳ｉｌｏ－
ｐｒｏｓｔ添加 时 间。在 最 佳 添 加 时 间 条 件 下，分 别 以

０、０．２、０．５、１．０、２．０、５．０、１０．０μｍｏｌ·Ｌ
－１浓 度 添

加ｉｌｏｐｒｏｓｔ，检测最适添加浓度。在最适添加条件下

（最佳添加 时 间 和 浓 度），分 别 观 察ｉｌｏｐｒｏｓｔ对 体 外

受精，核移植，孤雌激活胚胎的影响效果，观察添加

ｉｌｏｐｒｏｓｔ对胚胎 脂 滴 含 量 的 影 响，以 及 能 量 代 谢 相

关基因表达量的变化。

１．６　ｉｌｏｐｒｏｓｔ稀释分装冻存

准备密封的氮气浴，将瓶装的ｉｌｏｐｒｏｓｔ（Ｃａｙｍａｎ
Ｌ１８２１５，Ｇｅｒｍａｎｙ）５００μｇ在氮气浴环境下开封，并

静置直到溶 解ｉｌｏｐｒｏｓｔ的 甲 酸 乙 酯 完 全 挥 发，加 入

１３８．７μＬ　ＤＭＳＯ溶 解，分 装５μＬ·管－１，冻 存 于

－２０℃。

１．７　受精胚胎体外培养

受精５～６ｈ后，经猪合子培养液３（ＰＺＭ－３）洗涤

后，转入ＰＺＭ－３培养滴中培养，每３０～４０枚胚胎放

入５００μＬ培养液中。培养过程中，按照１∶１０　０００倍

稀释ｉｌｏｐｒｏｓｔ冻存液，加入胚胎培养液内。对照组加

入等浓度ＤＭＳＯ。

１．８　油红Ｏ染色测定脂肪酸含量

５ｇ油红Ｏ溶解于５０ｍＬ异丙醇中过滤，配制

成油红Ｏ饱和液。取油红Ｏ饱和液１０倍稀释后留

做工作 液，将 胚 胎 放 入 工 作 液 中１５ｍｉｎ后，经 过

７０％酒精反复清洗至胚胎脂滴周隙清晰为止，压片

在可见光下观察（图１）。图片采用ＮＩＨ　ｉｍａｇｅ　Ｊ软

件分析特定ＲＧＢ值像素点数。

图１　油红Ｏ染色照片（２００×）
Ｆｉｇ．１　Ｏｉｌ　ｒｅｄ　Ｏ　ｓｔａｉｎｉｎｇ　ｐｉｃｔｕｒｅ（２００×）

１．９　实时定量 ＲＴ－ＰＣＲ检测基因表达量

应 用 Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＵＳＡ）提 取 总 ＲＮＡ
后，进行 反 转 录（ＴａＫａＲａ　０３７Ａ，Ｊａｐａｎ），加 入ｒｅａｌ－
ｔｉｍｅ检 测 试 剂 盒（ＴａＫａＲａ　０４１Ａ，Ｊａｐａｎ），引 物 由

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公 司 合 成，引 物 基 本 信 息 见 表１，混 和

２５μＬ体系，经Ｂｉｏ－Ｒａｄ　ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ仪检测后，数据

通过ｏｐｔｉｃｏｎ　ｍｏｎｉｔｏｒ３进行处理。

１．１０　数据处理

所有数据均以“平均值±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）”
表示，所有胚胎发育数据经ＳＰＳＳ　１３．０软件ｘ２ 检验

（Ｃｈｉ－ｓｑｕａｒｅ　ｔｅｓｔ），油 红 Ｏ染 色 与 基 因 表 达 试 验 数

据 经 ｏｎｅ　ｗａｙ　ＡＮＯＶＡ 模 块 进 行 显 著 性 分 析

（Ｐ＜０．０５，存在显著差异）。

２　结　果

２．１　不 同 时 间 加 入ｉｌｏｐｒｏｓｔ对 体 外 胚 胎 发 育 的 影

响

　　首先探讨ｉｌｏｐｒｏｓｔ在胚胎发育过程中作用的起始

时间，设计不同时间梯度进行处理，观察ｉｌｏｐｒｏｓｔ对猪

着床前胚胎发育的影响。采用小鼠和牛已有研究结

果的最适浓度１．０μｍｏｌ·Ｌ
－１［１５－１８］。结果显示在受精

４８ｈ加入ｉｌｏｐｒｏｓｔ对着床前胚胎的促进作用最明显

（表２）。
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表１　Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＲＴ－ＰＣＲ引物和退火温度

Ｔａｂｌｅ　１　Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＲＴ－ＰＣＲ　ｐｒｉｍｅｒｓ　ａｎｄ　ａｎｎｅａｌｉｎｇ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ｍＲＮＡ
引物序列（５′－３′）

Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ

产物长度／ｂｐ
Ｌｅｎｇｔｈ

退火温度／℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

基因编号

Ｇｅｎｅ　ＩＤ

１８ＳｒＲＮＡ
ＡＡＴＣＴＣＧＧＧＴＧＧＣＴＧＡＡＣＧＣ

ＣＣＧＴＴＣＴＴＡＧＴＴＧＧＴＧＧＡＧＣＧＡＴ
１４３　 ６５ ＮＲ００２１７０

ｃｏｘ２
ＡＡＧＣＧＡＧＧＡＣＣＡＧＣＴＴＴＣＡＣＣＡ

ＣＣＡＣＧＧＣＡＡＡＧＣＧＧＡＧＧＴＧＴＴ
２２０　 ６５ ＡＦ２０７８２４

ｐｐａｒδ
ＣＧＣＡＴＧＡＡＧＣＴＧＧＡＧＴＡＣＧＡ

ＴＧＧＣＡＣＴＴＧＴＴＧＣＧＧＴＴＣＴ
７１　 ６４ ＤＱ４３７８８６

ｃｒｅｂ
ＧＴＧＣＣＡＡＧＧＡＴＴＧＡＡＧＡ

ＴＡＧＴＡＣＣＣＧＧＣＴＧＡＧＴＧ
２１３　 ５７ ＡＹ８６２３８７

ｃｐｔ２
ＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＡＴＧＧＴ

ＣＧＣＴＧＧＧＣＴＧＧＡＣＡＡＴ
２０９　 ５７．６ ＡＫ３５０２３４

ｐｄｋ
ＣＴＴＴＧＧＣＴＧＧＴＴＴＴＧＧＴＴＡＣＧＧＣＴＴ

ＡＧＴＴＣＴＴＴＧＧＴＴＣＴＴＴＧＣＴＴＧＧ
２３７　 ５７ ＥＵ５８３３８２

表２　不同时间加入ｉｌｏｐｒｏｓｔ对ＩＶＦ胚胎发育的影响

Ｔａｂｌｅ　２　Ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｉｌｏｐｒｏｓｔ　ａｄｄｅｄ　ａｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｉｍｅｓ　ｏｎ　ｅｍｂｒｙｏ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

时间／ｈ　Ｔｉｍｅ 重复次数 Ｒｅｐｅａｔ 总数 Ｅｍｂｒｙｏ 囊胚率／％Ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔ　ｒａｔｅ
囊胚细胞数

Ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔ　ｃｅｌｌｓ　ｎｕｍｂｅｒ

对照 ３　 １４５　 １２．３±１．４ａ ３３．０８±１．９４ａ

０　 ３　 １４５　 １１．５±２．７ａ ３６．２２±３．４９ａ

２４　 ３　 １４５　 １０．７±５．７ａ ３６．５５±７．３４ａ

４８　 ３　 １４５　 １９．５±６．２ｂ　 ４９．１１±５．１１ｂ

７２　 ３　 １４５　 １１．９±６．２ａ ３６．７０±９．１７ａ

不同字母表示存在显著差异（Ｐ＜０．０５）。下同

Ｔｈｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ　ｍｅａｎ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ａｓ　ｂｅｌｏｗ

２．２　不 同 浓 度ｉｌｏｐｒｏｓｔ处 理 对 于 体 外 胚 胎 发 育 的

影响

　　采用试验１最佳加入ｉｌｏｐｒｏｓｔ的时期４８ｈ加入

不同浓度的ｉｌｏｐｒｏｓｔ（０、０．２、０．５、１．０、２．０、５．０、１０．０

μｍｏｌ·Ｌ
－１），探讨体外胚胎培养所 需 要ＰＧＩ２的 最

适浓度。试验结果显示１．０和２．０μｍｏｌ·Ｌ
－１组的

效果最好，且 二 者 间 没 有 显 著 差 异（表３）。后续试

验均采用受精后４８ｈ２．０μｍｏｌ·Ｌ
－１浓度条件进行。

２．３　ｉｌｏｐｒｏｓｔ处理前后脂肪酸含量变化

本试验采用油红Ｏ（苏丹红５Ｂ）染色法（图１）测
定脂肪酸含量，将ＰＧＩ２处理 组 和 对 照 组ＩＶＦ胚 胎

分别进行油红Ｏ染色，将获得图片经ｉｍａｇｅ　Ｊ处理

后，获得油红Ｏ染 色 的 像 素 值，比 较 不 同 组 别 胚 胎

剩余的脂滴 含 量。结 果 显 示，ｉｌｏｐｒｏｓｔ处 理 组 胚 胎

的脂滴含量明显少于对照组（图２）。试验结果说明

ｉｌｏｐｒｏｓｔ促进了脂肪酸降解，增加了脂肪代谢速度。

２．４　ｉｌｏｐｒｏｓｔ对相关基因表达的影响

本试 验 选 取 前 列 腺 素 家 族 合 成 关 键 基 因ｃｏｘ２
作为前列 腺 素 家 族 合 成 标 志 基 因，选 取ｐｐａｒδ和

ｃｒｅｂ作为ＰＧＩ２信 号 途 径 激 活 标 志 基 因，选 取ｐｄｋ
和ｃｐｔ２作为能量代谢关键基因，检测这些基因的表

达量，结果显示加入ｉｌｏｐｒｏｓｔ后，胚胎ｃｏｘ２、ｐｐａｒδ、

ｃｒｅｂ、ｃｐｔ２基因的表达量增加，ｐｄｋ基因的表达量与

对照组无显著差异（图３）。
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表３　不同ｉｌｏｐｒｏｓｔ处理浓度对于ＩＶＦ胚胎发育的影响

Ｔａｂｌｅ　３　Ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｉｌｏｐｒｏｓｔ　ａｄｄｅｄ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｏｎ　ｅｍｂｒｙｏ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

浓度／μｍｏｌ·Ｌ
－１

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

重复次数

Ｒｅｐｅａｔ

总数

Ｅｍｂｒｙｏ

囊胚率／％

Ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔ　ｒａｔｅ

囊胚细胞数

Ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔ　ｃｅｌｌｓ　ｎｕｍｂｅｒ

０　 ３　 ８５　 １６±３．８ａ ２８．２２±５．３９ａ

０．２　 ３　 ８５　 ２３±３．８ａｂ　 ３８．３３±１５．９４ａ

０．５　 ３　 ８５　 １６±５．８ａ ３６．６６±６．５ａ

１．０　 ３　 ８５　 ２４±４．８ａｂ　 ４９．１６±８．７５ｂ

２．０　 ３　 ８５　 ２８±１２．１ｂ　 ４９．４２±１２．５６ｂ

５．０　 ３　 ８５　 １６±５．３ａ ３３．２６±７ａ

１０．０　 ３　 ８５　 １６±３．６ａ ３８．６７±７．２３ａ

＊．代表显著差异（Ｐ＜０．０５）。下同

＊．Ｍｅａｎｓ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅ　ｓａｍｅ
ａｓ　ｂｅｌｏｗ
图２　加入ｉｌｏｐｒｏｓｔ后胚胎内脂滴含量变化

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｄｅｎｓｉｔｙ　ｏｆ　ｌｉｐｉｄ　ｄｒｏｐｌｅｔｓ　ｉｎ　ｅｍ－
ｂｒｙｏｓ　ａｆｔｅｒ　ａｄｄｉｎｇ　ｉｌｏｐｒｏｓｔ

图３　ｉｌｏｐｒｏｓｔ对相关基因表达的影响

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｉｌｏｐｒｏｓｔ　ｏｎ　ｒｅｌａｔｅｄ　ｇｅｎｅｓ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

３　讨　论

本试验在于探讨ＰＧＩ２类似物ｉｌｏｐｒｏｓｔ对猪体

外着床前胚胎发育的影响，为建立高效体外胚胎培

养体系奠定基础。试验结果表明，在猪体外胚胎培

养液中加入ＰＧＩ２类似物ｉｌｏｐｒｏｓｔ后，胚胎体外发育

囊胚率显著上升，囊胚细胞数增多。前人研究成果

和本试验发育数据充分表明了ＰＧＩ２是调控着床前

胚胎发育的重要旁分泌因子，在早期胚胎发育中起

到调控胚胎脂肪酸代谢的作用。

有研究显示，在牛体外胚胎培养液内加入ＰＧＩ２
后，体外受 精 胚 胎 和 核 移 植 孵 化 率 明 显 增 加。Ｉｌｏ－
ｐｒｏｓｔ的半衰期是２４ｈ，ｉｌｏｐｒｏｓｔ加入培养液后在短

期内就会降解。但试验结果表明，其降解后，胚胎依

赖ＰＧＩ２的 信 号 途 径 直 到 囊 胚 期 依 然 处 于 激 活 状

态，这说明外 源 的ｉｌｏｐｒｏｓｔ促 进 了 内 源 前 列 腺 素 合

成。试验结果显示，ＣＯＸ２的表达量增加，证明加入

ＰＧＩ２后，促进了ＰＧＨ２合成，增加了胚胎合成前列

腺素的量。推测外源ＰＧＩ２促进内源前列腺素表达

的机制是ＰＧＩ２可 以 与ＰＰＡＲδ结 合，使ＰＰＡＲδ活

化，与视黄醇Ｘ受 体（ＲＸＲ）结 合 形 成 二 聚 体，这 种

二聚体可以 直 接 与 基 因 表 达 调 控 序 列 的ＰＰＡＲ结

合区 域（ＰＰＲＥ）结 合，进 而 调 控 相 关 基 因 表 达。

ＰＰＲＥ存 在 于 多 种 代 谢 相 关 酶 的 调 控 序 列，ＣＯＸ２
的调控序列中就包含有ＰＰＲＥ元件，可以与ＰＰＡＲ
结合增 加 ＣＯＸ２的 表 达 量。外 源 的ＰＧＩ２和 内 源

ＰＰＡＲδ相互作用，促进ＰＰＡＲδ表达量上 升。而 上

升的 ＰＰＡＲδ又 促 进 ＣＯＸ２ 的 表 达。ＰＰＡＲδ和

ＣＲＥＢ是目前已知ＰＧＩ２调控表达的２种细胞信号

蛋白。ＰＰＡＲ可 以 直 接 和 基 因 组 中 特 定 结 合 区 域

（ＰＰＲＥ）结 合，调 控 下 游 基 因 表 达。ｃＡＭＰ应 答 蛋

白（ＣＲＥＢ）参与ｃＡＭＰ－ＰＫＣ途径，调控胚胎内多种

生长分化 相 关 途 径。本 试 验 结 果 显 示，加 入ＰＧＩ２
后，ＰＰＡＲδ和ＣＲＥＢ的表达量上升，ＰＧＩ２可以激活

４５



　１期 王　峰等：Ｉｌｏｐｒｏｓｔ对猪早期胚胎体外发育的影响

ｃＡＭＰ应答通路。在小鼠体内最先发现的ＰＧＩ２应

答通路是通过ＰＧＩ２表面受体（ＩＰ）刺激细胞应答的

效应［１９］。这种应答 主 要 是 通 过 Ｇ蛋 白 偶 联 的Ｉ　Ｐ
和ＰＧＩ２结合后促使Ｇ蛋白活化，活化的Ｇ蛋白使

ＰＫＣ磷酸化，促进 ＡＴＰ环化为ｃＡＭＰ引起细胞内

一系列反应［２０］。但是在猪、牛等大型家畜体内还没

有找到ＰＧＩ２相关的表面受体。猪体内是否存在着

ＰＧＩ２依赖的细胞膜表面受体还不能确定，但是对于

小 鼠 体 内 Ｇ 蛋 白 所 引 起 的 ＡＴＰ 磷 酸 化 形 成

ｃＡＭＰ，使ｃＡＭＰ量增加的现象，在先前研究的牛体

内［１６］以及本试验均显示相似的结果，加入ＰＧＩ２后，

ｃＡＭＰ应答蛋白（ＣＲＥＢ）的表达量上升。
着床前胚胎培养液中加入了葡萄糖，而胚胎中

含有大量脂肪酸。一般情况下，葡萄糖和脂肪酸代

谢是细胞供能 的２种 主 要 方 式。Ｈｉｇａ等 在 针 对 糖

尿病大鼠模型研究中发现，在体外培养的大鼠胚胎

中加入ＰＧＩ２类似物后各种膜脂类的合成量都发生

了显著变化，胚 胎 移 入 体 内 后，胚 胎 着 床 率 明 显 增

加［２１］，这说明ＰＧＩ２处理能调控能量代谢，提高糖尿

病模型大鼠的胚胎发育质量。ＰＧＩ２增加了ＰＰＡＲδ
的表达水平，ＰＰＡＲδ可 以 调 控 细 胞 代 谢，这 种 调 控

可能会涉及到２种代谢重要酶的表达量。本研究中

选取糖代 谢 的 关 键 酶 丙 酮 酸 激 酶（ＰＤＫ）和 脂 代 谢

的关键酶肉碱脂酰转移酶２（ＣＰＴ２），它们是２种代

谢途径的限 速 酶。ＰＤＫ是 一 种 催 化 丙 酮 酸 磷 酸 化

为磷酸烯醇式丙酮酸的酶，是体内糖代谢的标志酶，
调控糖代谢的水平。ＣＰＴ２与乙酰辅酶Ａ共同作用

将乙酰基转运至线粒体，是体内组织利用长链脂肪

酸分解供能所必需的酶类。试验结果显示ＰＤＫ的

表达量与对照组相比差异不显著。而试验组ＣＰＴ２
的表达量显著高于对照组。结果表明在猪体外胚胎

培养液中加入ＰＧＩ２激活了ＰＰＡＲδ信号通路，进而

促进了胚胎脂代谢水平，为胚胎发育提供了所需的

能量，促进了囊胚发育比率，提高了胚胎发育质量。
经过对胚胎体外培养体系多年的研究，体外胚

胎的发育率与发育质量都得到了明显的提升。但是

相比体内胚 胎，体 外 培 养 胚 胎 的 质 量 还 有 待 提 高。
对比体内胚胎生长环境，改善体外胚胎培养体系，使
胚胎的体外发育质量提高，为胚胎工程研究提供理

想材料。输卵管内存在多种胚胎发育相关的调控因

子，筛选出更多胚胎发育相关的因子应用于体外胚

胎培养体系，将会促进体外胚胎发育能力，使体外胚

胎的生理水平更接近体内胚胎。本试验将前列腺素

类似物ｉｌｏｐｒｏｓｔ添 加 到 猪 体 外 胚 胎 培 养 体 系，提 高

了猪体外胚胎的发育质量，改善大家畜体外胚胎培

养体系，希望可以促进胚胎工程相关领域发展。

４　结　论

目前克隆猪成功效率低下，猪体外胚胎发育质

量低，制 约 了 体 外 胚 胎 研 究 领 域 发 展。本 研 究 将

ＰＧＩ２类似物ｉｌｏｐｒｏｓｔ添加到猪胚胎培养液中，发现

体外受精胚 胎 发 育 囊 胚 率 提 高、囊 胚 细 胞 数 增 多。

ｉｌｏｐｒｏｓｔ处理组体外受精囊胚脂肪酸含量显著低于

对照组。检测ｉｌｒｏｐｒｏｓｔ加 入 后 体 外 受 精 囊 胚 相 关

基因表达量的变化，发现脂代谢相关基因表达量较

对照组上升。综上所述，ｉｌｏｐｒｏｓｔ可以促进胚胎降解

脂肪酸，提高胚胎体外发育能力，改善猪胚胎体外培

养体系。
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