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摘要　哺乳动物印记基因是指只表达亲本一方的遗传信息 ,而另一方处于关闭状态的一类基因。

约 80 %的印记基因呈串出现在染色体上 ;在哺乳动物品种之间 ,印记基因具有较高的保守性 ;印

记基因的复制通常表现为不同时性 ;一些印记基因具有印记遗传的时空性 ;少数印记基因只转录

为 mRNA而不翻译成蛋白质 ;印记基因的反意链通常表达 ,表达产生具有调节印记基因的作用。

哺乳动物印记基因的调控序列的 DNA甲基化、组蛋白乙酰酸化和组蛋白甲基化等引起其印记表

达 ,其中 DNA分子的甲基化是关键 ,它在生命周期中可被清除 ,也可被标记。印记基因之间的调

控表达通常是相互作用的。克隆动物作为印记基因研究的实验动物模型 ,已获得许多有意义的

研究结果。
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　　印记基因 (imprinted genes)是一类基因 ,尽管具

有父母双方来源的等位基因 ,但是后代只转录或表

达来自一方 (父方或母方)的遗传信息 (monoallelic

expression) ,而另一方处于关闭状态 (silence) 。只表

达父方 (paternal) 、母方关闭的基因称为母方印记基

因 ,如 IGF2 (insulin2like growth factor 2) [1 ]
;只表达母

方 (maternal) 、父方关闭的基因称为父方印记基因 ,

如 H19
[2 ]。印记基因已成为“表观遗传”(epigenetic)

理论的重要组成部分。

1　印记基因的发现

哺乳动物印记基因是在 20 世纪 80 年代对小

鼠进行细胞核移植时发现的。McGrath等 (1984)进

行细胞核移植实验 ,发现两原核分别来自父方和母

方是必需的 ;如果两原核同时来自父方 ,或者同时

来自母方 ,这种组合胚初始阶段可以发育 ,但是后

期死亡 ,不能获得一个正常个体[3 ]。这些早期胚胎

发育的现象可能是由于印记基因引起的[4 ]。1991

年三个实验室分别发现父方表达的印记基因

IGF2
[1 ]、母方表达的印记基因 IGF2R ( insulin2like

growth factor 2 receptor)
[5 ]和 H19

[2 ]。

印记基因的识别主要有几个方法 : (1)随机发

现。通常是由于基因敲除后 ,发现某一基因只表达

父母中的一方 ; (2)根据基因的位置。例如靠近某

个印记基因的基因或者在基因组某个区域表现为

印记表达的基因 ; (3)利用两种自动扫描方法。即

根据后代只表达来自父母一方基因、根据父母的基

因组某一区域甲基化程度不同[6 ]。哺乳动物印记

基因研究工作主要集中在人和小鼠的印记基因 ,到

目前为止 ,已有 51个小鼠印记基因被发现[7 ]
,超过

100个基因预测为印记基因。所有这些基因被证

明在人类也有类似的印记现象 (www. mgu. har. mrc.

ac. ukΠimprinting) 。印记基因主要存在于人类、真

兽类哺乳动物 ( eutherian mammals) 、有袋类动物

(marsupials)
[8 ]和种子植物[9 ] ; 鸟类的印记基因的

研究出现矛盾的现象 , Koski 等 (2000) 发现鸡的

IGF2在胚胎期表现印记 ,而 O’Neil 等 (2000)报道

IGF2在鸡的胚胎期应是双亲同时表达 ,鸡的 M6PΠ
IGF2R也没有出现印记现象[10 ]。一般认为鱼类、爬

行类和两栖类动物 (尽管某些鲨鱼也有胎盘)不存

在印记基因[11 ]。

2　印记基因特点

211　印记基因呈串出现于基因组 DNA

印记基因有 80 %是在基因组上呈串 (cluster)
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图 1　印记基因在人、小鼠基因组中的串状分布[ 7]

(红色)表示母方表达印记基因、(蓝色)表示父方表达印记基因、(黑色)表示父母双方表达的基因、

(绿色)表示尚未确定是否印记的基因 ; ? 表示人和小鼠的定向同源进化基因是否存在尚不清楚

存在于常染色体 (例如位于人的染色体 1、5、6、7、

11、12、13、14、15、18、19、20)和性染色体 (染色体 X)

上 (http :ΠΠwww. geneimprint . com) (见图 1) ,例如小鼠

的 7 号染色体、人的 11 号染色体上在 115mb 的

DNA区域有 6个印记基因被发现 ,位于一端的分别

是母方表达的 P57KIP2、KvLQT1 和 Mash2 ,中间是父

方表达的 Ins22、IGF2 , 另一端是母方表达的

H19
[12～14 ]

;另一个较集中的印记基因串位于人的 15

号染色体 ,这一区域至少有 3个父方表达的印记基

因 ,它们分别为 SNRPN、IPW和 ZNF127 ,由于该区

域与 Prader2Willi 综合征和 Angelman 综合征有关 ,

因此研究较多[15 ]
;最大的印记基因串是 X染色体

自身 ,真兽类哺乳动物雌性要求一条 X染色体失

活 ,尽管失活的这条 X染色体是随机来自父方或

母方 ,但如果失活是母方可能导致胚胎死亡 ,因此

X染色体的失活通常选择父方来源[16 ]。Xist 基因

位于性染色体 X上 ,其功能是控制其中的一条 X

染色体 (父方来源)失活 ,它与 H19类似 ,只转录为

mRNA而不翻译成蛋白质[17 ]。这种印记基因的呈

串出现反映出印记基因的协调控制 ,它们经常存在

印记中心 (imprinting centres ,ICs)或者印记控制单元

(imprinting control elements)
[7 ]。

212　印记基因 DNA复制的不同时性

复制的不同时性首先从失活的 X染色体被发

现 ,在细胞周期中失活的 X染色体复制慢于有活

性的 X染色体。Kitsberg等 (1993)在印记基因的复

制中也发现类似的现象。在研究 Prader2Willi 综合

征时发现父方染色体复制早于母方 [18 ]
,但是

LaSalle等 (1995)却发现与此不一致的结果。无论

是在 Prader2WilliΠAngelman 区域 ,或者是 IGF22H19

区域 ,父方来源的 DNA的减数分裂重组的比例显

著高于母方的 ,而其它区域的则两者相当[19 ]。实
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际上 ,某一等位基因的特异性失活主要与 DNA甲

基化有关 ,而与复制推迟无关 ;在某一组织内特异

性失活则与 DNA的甲基化和 DNA 的复制推迟有

关[20 ]。

213　印记基因遗传印记的时空性

印记基因具有遗传印记的组织特异性 ,即这些

基因可能在某些组织器官表现印记 ,而在另一些组

织器官表现为表达父母双方。例如 , IGF2 在多数

组织器官表现为只表达父方的印记基因 ,而在脉络

膜丛 (choroid plexus)和柔脑脊膜 ( leptomeninges)表

现为表达父母双方的基因[21 ]。人的 KvLQT1 基因

在多数组织表现为遗传印记 ,而心脏则不是[13 ]。

印记基因具有发育阶段性的遗传印记特异性 ,

即这些基因在某一动物的一定的发育阶段是表现

印记 ,而在另一个发育阶段则表现为表达父母双方

的基因。例如 , IGF2R、Mash2在胚胎阶段表现为表

达双亲的遗传信息 ,而之后则表现为母方表达的遗

传印记特性[12 ]。有些印记基因则在所有的阶段和

所有的器官表现为遗传印记。例如人类、小鼠的

H19和 SNRPN 即是 ,尽管有些器官可能有点“渗

漏”(leakage) [22 ]。

214　印记基因在真兽类哺乳动物的保守性

印记基因的研究工作主要集中在小鼠和人类 ,

表现为动物品种之间明显的保守性。已发现的多

数印记基因在人和小鼠两个品种之间是一致的 ,例

如 H19、IGF2、P57
KIP2和 SNRPN。而U2afbp2rs基因在

小鼠表现为遗传印记 ,但在人类却不是[23 ]。

215　印记基因少数不翻译成蛋白质

一些印记基因只稳定地转录为 RNA ,而不翻译

成蛋白质。H19 是最早被发现的这一类型的基

因[2 ]。控制父方来源的 X染色体的失活的 Xist 基

因 ,也是不翻译成蛋白质的印记基因[17 ,24 ]。这两个

基因有些共同点 ,如它们所编码的基因第一个和最

后一个外显子都很长 ,这两个外显子中间有多个很

短的外显子 ;两个基因在真兽哺乳动物具有很高的

种间保守性 ;转录的 RNA形成较复杂的 2级结构 ,

显示可能具有一定的生理功能[25 ]。第三个不翻译

成蛋白质的印记基因是 IPW ,该基因是父方表达的

印记基因 ,与 Prader2Willi 综合征有关[15 ]。Wevrick

等 (1997)发现 IPW与 H19、Xist基因不同 ,它在人和

小鼠之间的保守性很低。

216　印记基因反意链的转录

相当数量 (15 %)的印记基因反意链 (antisense)

可转录为 RNA ,这些反意链的转录通常也为遗传印

记 ,且为父方表达 ( Tsix 除外 ,它的反意链转录为

Xist)
[7 ,26 ]。多数反意链只转录为 RNA ,而不翻译成

蛋白质 ,它们可能具有调节功能[27 ]。母方表达的

印记基因 IGF2R的反意链转录产物是 Air ,Air基因

转录的起点在 IGF2R的内含子[28 ]。

图 2　印记基因的特点[ 7]

3　印记基因的生理功能

科学家试图解释印记基因为何存在。有两种

假说解释其存在的价值。一是认为印记基因的生

理功能主要是调节动物两性之间的矛盾冲突[29 ]。

父方表达的印记基因 ,如 IGF2、PEG1ΠMEST(paternal

expression gene 1Πmesoderm specific transcript)等 ,如果

缺失或基因敲除 (knock2out) ,将表现为胎儿在子宫

内生长受限 (intrauterine growth restriction) ; 母方表

达的印记基因 ,如 IGF2R、H19等 ,如果缺失或基因

敲除 ,表现为 IGF2 表达过量 ,导致胎儿生长过

大[30 ]。由此可见 ,两性冲突的遗传假说 ( genetic

conflict hypothesis)是 ,父方表达的印记基因 ,为了自

己的这个后代健康成长和具备较强的生存能力 ,促

进胎儿迅速生长、促进胎盘的发育并为胎儿提供更

多的营养 ,以期获得强壮的个体 ;而母方表达的印

记基因 ,为了自己的终生的繁殖能力 ,限制胎儿的

生长速度和体重 ,节省和平均分配各胎次的繁殖资

源[29 ]。另一种理论认为调节胚胎发育所必需。雌

核胚和孤雌胚发育后缺少胎盘组织 ,即胎盘的发育

需要父方表达的印记基因表达 ;而雄核胚可发育成

较好的滋养层细胞 ,但胚胎本身发育不良 ,即胎儿

的发育要求母方表达的印记基因表达[31 ]。在反刍

动物的胚胎移植后 ,容易出现大胎症 (large offspring
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syndrome ,LOS) ,这与印记基因有密切关系[32 ]。因

此 ,遗传印记是平衡胎儿和胎盘发育的重要调节因

素[33 ]。但是 , 并不是所有的印记基因都参与了胚

胎的发育。一些印记基因也与遗传疾病有关。如

人的第 15条染色体上一个区域有三个印记基因 ,

分别为 SNRPN、IPW、ZNF127 ,它们都是只表达父

方。这些基因与人类的 Prader2Willi、Beckwith2
Wiedemann和 Angelman综合征有密切关系[15 ,34 ]。

4　印记基因的印记机理

来自父母双方的基因组 DNA 若形成遗传印

记 ,至少需要 3个条件 : (1)在雌雄配子阶段来自父

母双方的基因组 DNA应开始不同的修饰 ,因为这

时来自父母双方的等位基因是分开的 ; (2) 在控制

基因是否表达的基因组 DNA的修饰应相对稳定 ,

即经过受精后 ,这种印记的标记应在各组织器官被

识别 ; (3) 在生命周期中 ,这种修饰应容易被清除

和再标记[35 ]。

411　印记基因的甲基化

印记基因的“印记”机理是呈印记一方的基因

调控序列 DNA (一般为启动子 ) 被甲基化

(methylation ) 、组 蛋 白 被 乙 酰 基 化 ( histone

acetylation)和组蛋白被甲基化 ,其中 DNA甲基化是

其关键。研究过的印记基因 ,来源于父母双方的等

位基因甲基化的程度不同 ,这一区域称为 DMRs

(differentially methylated regions) ,该区域出现大量的

CG重复序列 (大于 500bp) , 形成所谓的 Cp G岛

(Cp G islands) ,通常为基因的启动子。超过 70 %脊

椎动物的 Cp G岛甲基化 ,但是在体细胞和性细胞

之间甲基化程度不同是较为常见的。88 %小鼠印

记基因存在 Cp G岛 ,而普通基因只有 47 %
[7 ]。胞

嘧啶 ( cytosine ) 被甲基化成为 52甲基胞苷 ( 52
methylcytosine) 。该等位基因将被关闭 ,不再表达。

另一方等位基因的调控序列未被甲基化、其组蛋白

乙酰基化 ,在转录复合体的作用下可正常地进行

mRNA转录[7 ]
,见图 2。

在哺乳动物生命周期中 ,在性原细胞 (精原细

胞和卵原细胞)阶段 ,DNA 分子的甲基化被清除。

在配子 (精子和卵子)阶段 ,DNA甲基化重新开始

图 3　生殖细胞和胚胎的 DNA甲基化模型[ 35]

黑色曲线代表甲基化印记基因 ,灰色代表非甲基化印记基

因 ,蓝色代表父方来源的非印记基因 ,红色代表母方来源的

非印记基因 ;受精后 ,甲基化的印记基因和一些重复序列不

进行去甲基化 (黑色曲线) ,非甲基化的印记基因不进行甲基

　　　 化 (灰色曲线) ,E为胚胎天龄

图 4　印记基因表达的机理[ 7]

(1) Cp G岛或启动子区域甲基化 ,导致印记基因表达或关闭 ; (2)在 Cp G岛或启动子联接区域甲基化 ,

通过反意链的转录调控印记基因的表达 ; (3)通过在 Cp G岛内的边界元件不同的甲基化 ,调节邻近特

定等位基因的表达。某些因子如 CCCTC结合因子 (CTCF) (红色圆盘)结合到没有甲基化的等位基因

上 ,阻止进入上游的启动子途径 ,提高下游的增强子 (绿色) ,导致上游基因的转录抑制 ; (4)不同的甲

基化导致失活因子 (silencing factors) (红色 ,在这种情况为甲基化敏感)不同结合 ,从而抑制启动子
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图 6　IGF2和 H19表达的调控[ 37]

建立 ;对于非印记基因来说 ,随后出现去甲基化 ,在

受精后的几小时 ,双亲的染色体尚处于分离状态 ,

父方基因组 DNA 的去甲基化过程主要是主动

的[36 ]。而这个阶段的印记基因的甲基化却继续维

持[35 ]。由于染色体在复制过程中维持甲基化失

败 ,母方去甲基化过程主要是被动的。重新甲基化

是开始于囊胚的内细胞团 (inner cell mass ,ICM) [37 ]。

印记基因在受精时及之后 ,甲基化的等位基因将维

持甲基化状态 ,非甲基化的等位基因也将维持非甲

基化状态 ,遗传印记在囊胚期正式建立[7 ]。胚胎期

后遗传印记在身体的各组织器官充分表达 ,但是性

原细胞中印记标记再被清除。这种以基因组 DNA

分子甲基化为形式的遗传印记标记是在动物的整

个生命周期中可被清除 ( erasure ) 和再建立

(reestablishment) ,见图 3
[35 ]。

基因组DNA上的 CpG岛的甲基化主要由 2类

酶来完成的 ,它们分别为 Dnmt 1 (DNA methyltran2
sferase 1)和Dnmt 3a、Dnmt 3b。Dnmt 1功能是将复制

后半甲基化的双链完全甲基化 ;Dnmt 3a、Dnmt 3b则

是将双链都没有甲基化的 DNA 链重新甲基化。

Dnmt1基因的突变将导致基因组甲基化的紊乱 ,进而

引起胎儿发育的死亡。Dnmt1基因过度表达 ,将引起

基因组 DNA 超甲基化 ,印记丢失而导致胚胎死

亡[38]。以亚硫酸盐基因组测序的方法 ( bisulfite

genomic sequencing)可以测定基因组 DNA上被关闭

一方的控制区域某一部分 CpG岛被甲基化水平[39]。

412　印记基因的表达机理

印记基因的印记表达可分为 6 种类型 ,见

图 4[7 ]。

413　印记基因表达的互动调节

由于印记基因多数呈串出现 ,它们的调节通常

是相互的、表达是相互抑制的 ,典型的这类调控模式

印记基因有两对 ,即 Igf2rΠIgf2ras
[40]和 Igf2ΠH19

[41]
,见

图 5、图 6。

图 5　印记基因 Igf2rΠIgf2ras竞争表达的机理[40]

Igf2r外显子为实心的长方形 ,箭头表示转录的等位基因 ;Region 1、

2表示不同甲基化的区域 ,示以圆形阴影 (2CH3 ) ;当反意链

　　　　( Igf2ras)转录时 ,有意链( Igf2r)将关闭 ,反之亦然
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　　从图 6可知 ,对于母方来源的 DNA ,在 IGF2和

H19之间的 ICR内的 CTCF结合位点 (绝缘子)没有

被甲基化 ,CTCF结合至该位点 ,增强子转录产物结

合至 H19启动子 ,并激活之 ,引起 H19的表达 ,同时

阻止增强子结合至 IGF2启动子区域 ,导致 IGF2处

于关闭状态 (silence) ;对于父方来源的 DNA ,绝缘子

区域和 H19启动子区域皆被甲基化 ,CTCF不能结合

至该位点 ,H19转录关闭 ,增强子结合至 IGF2启动子

区域 ,导致 IGF2的表达[37]。当父母双方来源的DNA

分子 H19上游的 CTCF结合位点皆没有甲基化时 ,

IGF2和 H19 都会失去遗传印记 (loss of imprinting ,

LOI)的特性[42]。在 IGF2上游区域存在一个DMR ,作

为 IGF2表达的抑制因子 (repressor) ,协作调节 IGF2

的表达。但一些 IGF2的表达与增强子没有关系[43]。

5　印记基因在克隆动物中的表达

动物克隆是将高度分化的体细胞移入去核的卵

母细胞构成组合胚 ,并发育成为一个个体。该过程

中去分化和恢复全能性是关键 ,尽管多个动物品种

的多数组织细胞作为供体核可获得克隆动物 ,但它

们共同特点是成功的低效率、胚胎的高死亡率[44]。

克隆胚胎需完成供体核转录的失活、分化细胞记忆

的失去、重构 1细胞胚胎的激活和随后胚胎基因的

适当表达等过程 ,这里的每一步都包括复杂的表观

遗传 (epigenetic)的改变。供体细胞核重编码首先表

现在DNA的甲基化和组蛋白的修饰[6 ]。

体细胞克隆时供体核不适当的表观遗传重编

码 ,如DNA甲基化、染色质错误 (chromatin errors) ,可

能是导致体细胞克隆效率低的原因[35]。在发育不良

或死亡的 4～8细胞阶段的克隆胚胎中 ,DNA被动甲

基化的缺失和过早的不适当的 DNA重新甲基化的

现象发生[45]。在牛的 8～16细胞克隆胚胎中 ,细胞

核的甲基化类型具有较高的一致性 (homogeneous) ,

而普通对照却不一致 (heterogeneous) ,这可能与供体

核的DNA甲基化类型有关 ;普通囊胚内细胞团细胞

核DNA甲基化程度高、滋养层细胞核DNA甲基化程

度低 ,而克隆囊胚内细胞团和滋养层细胞核 DNA甲

基化程度均一 ,显示滋养层细胞核 DNA异常地超甲

基化 ,多数克隆胚胎存在表观遗传重编码异常。基

因正常表达受到干扰也是导致克隆胚胎发育失败的

原因[46 ,47]。

克隆小鼠的胎盘 IGF2和 H19 基因表达异常 ,多

数克隆小鼠的胎盘出现 H19不表达 ,而 IGF2表达过

量 ,显示这两印记基因的互作[48]。杨向中教授实验

室发现出生后死亡的克隆牛的 X染色体失活出现异

常[49]
;克隆牛的印记基因 IGF2R在胎盘表达异常 ,即

克隆牛胎盘的 IGF2R随机表达父母双方 ,而正常对

照只表达母方 (nature genetics ,in press) ,其原因在研

究之中。
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Talking about the Technology of Embryo In Vitro Production

Li Yong　Dou Zhongying　Yang Chunrong　Ma Xiaofei
(Shaanxi Center of Stem Cell Research & Technology Northwest Sci2Tech University of Agriculture and Forestry　Yangling　Shaanxi　712100)

Abstract　Technology of embryo in vitro production is the basis of the embryo technology ,which involved three

areas including the oocytes in vitro maturation ,the capacition and in vitro fertilization ,the embryo in vitro culture. This

article reviewed the influence factors of the oocytes in vitro maturation ,the methods of the separation and capacition ,the

developing”blocks”phenomenon and culture system of the early embryo in vitro culture ,and at the same time visioned

the development prospect of this technology.

Key words　In Vitro maturation　In Vitro fertilization　Embryo culture
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Progress on Imprinted Genes in Mammals

Zhang Shouquan
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Abstract 　Imprinted genes are only expressed from one parental allele in eutherian mammals ( monoallelic

expression) . The common features of imprinted genes are ,clustering of multiple imprinted genes in one chromosomal

region (around 80 %) ,conservation of imprinting among eutherian mammals ,asynchrony of DNA replication of imprinted

genes ,temporal and spatial regulation of expression of imprinted genes ,coding for untranslated RNAs as well as proteins ,

antisense transcripts may regulate expression of imprinted genes. Once established , the imprinting pattern is stably

transmitted through cell division but reset in germ cells of the fetal gonads. Therefore ,imprinting is not inherited across

generations (epigenetics) . DNA methylation and histone acetylation are important regulatory mechanisms of expression of

the imprinted genes in mammals. Both mechanisms can be erased and reestablished in the life cycle. There are expression

competitions in some imprinted genes. Somatic cloning by nuclear transfer bypasses the gonads and therefore is a good

model to study imprinting regulations.

Key words　Mammal　Imprinted gene　Mechanism of Imprinting
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