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研究项目介绍

	背景知识简介

（或训练内容）

	哺乳动物受精过程中染色体构象发生剧烈的变化，来自精子高度凝缩的染色质在卵母细胞胞质环境中解凝缩，与雌性染色质融合，发生基因组重编程共同构建合子基因组，并激活胚胎基因组转录，获得发育的全能性。近年来研究表明，表观遗传调节机制在这一过程中起重要作用，其中包括DNA甲基化和组蛋白修饰，这些修饰形式改变了染色体的空间构象以及与转录调节因子的结合模式，调控染色体的活性或抑制状态。

DNA甲基化是基因组主要的表观遗传修饰方式，在细胞中具有广泛的调节作用，其中包括DNA复制、外源基因失活、基因组印迹、组织特异性基因表达等。一般来说，DNA低甲基化形式与基因表达有关，去甲基化一般发生在基因转录之前。组蛋白是染色质的另一主要组成成分，组蛋白通过共价修饰如乙酰化、去乙酰化以及甲基化等来改变染色质的构象，在 DNA 复制、基因转录及细胞周期的调控等方面有重要作用。

哺乳类受精后早期胚胎发生基因组整体范围内DNA去甲基化，雄性染色体迅速主动去甲基化，雌性染色体则被动去甲基化，随后约在母型合子转变期重新甲基化，同样这种去甲基化过程也发生在体细胞核移植胚胎中，分化的体细胞具有比早期胚胎更高的DNA甲基化水平，在卵母细胞环境中经历的这种去甲基化过程是体细胞核获得发育全能性的的关键。胚胎早期发育中的这些变化过程提供了很好的研究表观遗传修饰对基因表达的影响，以及与早期胚胎发育全能性之间相互关系的时间窗口。但目前的研究更多的是通过免疫组化等方法在基因组整体范围内研究二者的相互作用，而在单基因位点水平研究发育相关基因的DNA甲基化和组蛋白修饰状态的变化，以及这种变化在早期胚胎发育、体细胞核移植重编程等整体过程中的动态调节规律，二者的相互作用关系及对胚胎基因组激活和胚胎细胞全能性的影响等还有待进一步阐明。

	现有研究基础


	1．已建立核移植显微操作系统；

2．已开展DNA甲基化和组蛋白修饰对H1foo表达的协同调控研究。

	研究摘要

	哺乳动物早期胚胎经历复杂的重编程，完成母型基因组向合子基因组的转变，获得发育全能性。卵母细胞来源物质在这一过程中起重要作用，卵母细胞特异性连接蛋白H1foo表达和作用于受精和早期胚胎发育，但有关H1foo的表达调控以及在早期胚胎发育中的动态调节机制还缺乏了解。本研究首先对卵母细胞成熟、体外受精和核移植早期胚胎发育过程中DNA甲基化和组蛋白修饰与H1foo基因表达的相关性进行研究；并利用RNAi干扰技术下调甲基化CpG结合蛋白家族成员MBD1的转录表达，检测MBD1干扰后对H1foo基因的表达和细胞定位，以及对H1foo基因调节区DNA甲基化和组蛋白修饰状态的影响，并对注射后卵母细胞成熟率、受精率和胚胎发育率以及对核移植重编程及随后发育率进行观察。从单基因位点研究表观遗传调节机制的协同作用对H1foo基因表达的调节，以及对早期胚胎发育以及胚胎细胞全能性的影响。

	进度计划

	计划用三年时间完成本项目的研究，具体安排如下：
2009年1月－2009年12月

DNA甲基化和组蛋白修饰对H1foo表达的协同调控，及在卵母细胞成熟、体外受精早期胚胎发育中的动态变化；
2010年1月－2010年12月

利用ChIP assay结合PCR技术，研究MBD1在H1foo基因序列上的结合位点。
2011年1月－2011年12月

MBD1干扰后对H1foo在卵母细胞成熟过程、体外受精和体细胞核移植胚胎胚胎不同发育时期的表达定位变化及对卵母细胞成熟及胚胎发育的影响。

	预期成果形式
	1．系统研究DNA甲基化和组蛋白修饰在不同发育阶段卵母细胞、体外受精胚胎及核移植胚胎中的动态变化，以及二者对于H1foo表达的协同作用关系；

2．MBD1 siRNA注射建立基因敲减模型，研究MBD家族蛋白成员对于H1foo基因表达的调控机制及其对早期胚胎发育全能性的作用。

3．建立发育相关基因的系统研究体系，为深入探讨早期胚胎发育关键因子的调节机制奠定基础。

	项目来源说明
	如说明已获资助或正在申请中的项目名称、时间和经费



注：本表供拟承担指南项目或开放项目的指导教师填写，并向学生公布。
