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人类辅助生殖技术$

@8878>=JD=

'

D;JKC>7<=>=CA9;G;

?

7=8

#

,+(

%对于临床不孕不育的治疗无疑是
"%

世纪的一项伟大成

就'在辅助生殖技术中对配子和胚胎的非侵入性的评估是一

个焦点(

1

)

'选出最适合移植的胚胎是人工辅助生殖成功的重

要部分#通常筛选胚胎的方法是对胚胎进行系统的形态学评

估(

"/3

)

'尽管这种方法相对成熟#并且提高了怀孕率#但它自身

的缺陷仍然使超过
:%Y

的体外受精胚胎未能在母体内发育'

因此#人工辅助生殖技术将可能从众多的胚胎发育能力鉴定方

法中获益#从而进一步提高女性怀孕率并使日常的单胚胎移植

成为可能(

$

)

'

在组学$包括转录组学*基因组学*蛋白质组学和代谢组

学%技术的最新研究进展中#技术平台敏感性的提高使得运用

分子手段选择胚胎成为可能'人类特别关注对胚胎蛋白质组

的评估#它展现了胚胎的细胞功能和生理机能之间的联系'另

外#胚胎分泌蛋白质组学分析为胚胎评估提供了非侵入性的方

法(

1

)

'在本文中#综述讨论了蛋白质组学在人类胚胎分泌蛋白

组学鉴定中的角色及其在体外受精领域的潜在适用性和重要

性'鉴定和分析胚胎分泌蛋白组学也将拓展我们有关于早期

胚胎形成的知识#推动人类了解有关胚胎在植入过程中的

作用'

C

!

蛋白质组学和胚胎

人类蛋白质组由超过
1%%

万个蛋白质组成#其特征包括蛋

白质的表达水平#翻译后的修饰#蛋白与蛋白相互作用以及蛋

白质活性都会由于自身和外部条件刺激的影响而不断改变'

蛋白质组控制细胞功能并包含从每个细胞的特定基因表达产

物翻译得到的所有蛋白质(

#

)

'因此#关于蛋白质自身的研究对

于充分了解生物过程和细胞功能是至关重要的'

尽管最近蛋白质组学技术有所发展#但人类所掌握的胚胎

蛋白质组知识仍然非常有限'有限的模板*低浓度蛋白质*技

术平台敏感性不高*有限的蛋白质数据库信息等#仍是研究中

的主要障碍'分泌蛋白质组是指由细胞在特定时间产生和分

泌的蛋白质#它对于试图鉴别涉及特殊疾病状态的蛋白质的研

究人员来说有着特殊的意义(

5/:

)

'在人类辅助生殖技术中#分

泌蛋白质组包括由胚胎产生并分泌到周围培养基的蛋白质'

对这些胚胎分泌的蛋白质的蛋白质组评估可以促进非侵入性

的胚胎筛选方法的产生#从而提高人工辅助生殖的成功率(

0

)

'

目前来看#这项技术无疑是一项具有挑战性的工作#但随着蛋

白质组学技术的发展有望实现'

D

!

分泌蛋白质组和单蛋白质分析

在人类胚胎蛋白质组的初步研究中#主要进行的是对个别

+
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蛋白或分子的分析'瘦素是一种相对分子质量为
15%%%

的多

肽'它是在研究胚胎和子宫内膜上皮细胞之间的相互作用时#

在囊胚培养基中被发现的(

0

)

'在植入窗时期#瘦素被认为可以

启动并建立一种与母体内的瘦素受体的分子对话机制(

4

)

'在

试管中进行培养时#具有活性的胚胎所分泌的瘦素的浓度要高

于活性较差的胚胎所分泌瘦素的浓度'同源盒基因
/1%

是另

一种蛋白质#它在胚胎和子宫内膜相互作用时起到一定作用#

它可能会影响胚胎的发育和子宫内环境的改变'同源盒基因
/

1%

是由子宫内膜上皮产生的#同时又被人类囊胚所分泌的其

他未知可溶性分子所调节(

1%

)

'

首个被鉴定的可溶性因子是血小板活化因子'它是哺乳

动物的胚胎在胚胎植入前的发育过程中产生的#并在自分泌方

式中作为胚胎发育的早期营养"生存因素'血小板活化因子的

释放也会影响一系列母系生理机能改变#包括母体免疫功能的

改变和血小板的激活(

5

)

'

人类卵母细胞和胚胎在
M)Q,

和蛋白质水平上均能产生

人类白细胞抗原
*

的猜测已被证实(

1%/11

)

'人类胚胎和其他白

细胞抗原
*

的表达之间的关联因素也影响着人工辅助生殖的

妊娠结果(

1"

)

#一些期刊已经报道了在胚胎所利用的培养基中

出现可溶性白细胞抗原
*

与成功受孕之间的联系'可溶性白

细胞抗原
*

结合目前的形态学评估可能会为预测胚胎质量和

成功植入胚胎提供一个非侵入性的市场(

13

)

'然而#这些结果

还没得到肯定#一些反对该观点的学者的研究表明#利用在培

养基中未检测到可溶性白细胞抗原
*

并且临床可溶性白细胞

抗原
*

阴性的胚胎使母体成功受孕'因此#存在于胚胎培养

上清液中的可溶性白细胞抗原
*

#对于选择具有较高移植潜力

的胚胎是否存在价值还不可知(

1$

)

'

在胚胎利用培养基时#有很多因素能影响人类白细胞抗原

*

的出现#这些因素包括培养系统*培养基组成*单一性或群体

性组织胚胎培养*微滴的体积及培养基收集时间'目前多数用

于可溶性白细胞抗原
*

分析的酶联免疫吸附试验敏感性的缺

失#成为所观测到的复现性和联系缺乏的原因(

1#

)

'也许需要

一种更敏感$微微克级别%和可再生的定量方法#来分析并确定

人可溶性白细胞抗原
*

*胚胎发育及移植的结果三者之间的重

要联系'

E

!

胚胎分泌蛋白质组的蛋白质谱

综合人体内环境的复杂性#一个合理的假设便是!不可以

仅仅根据一个分子来预测胚胎的发育能力或者移植潜能'蛋

白质组学技术敏感性的增加及其最新进展#使人们可以更加深

入地了解人类胚胎分泌蛋白质组'

质谱分析技术已经迅速成为蛋白质组学领域的一项重要

技术'利用质谱分析技术研究不同样本间蛋白质表达的可靠

性及可重复性变化#已经揭示了与正常生理过程和疾病状态有

关的重要分子机制(

15

)

'质谱仪包括一个在气相中产生带电粒

子的离子源和可以利用荷质比将离子分离的检偏器'恰好与

质量分析器平行的离子被检出并放大#然后可以将数据结果利

用数据库进行处理并通过荷质比预测某些分子'目前已有的

离子化方法包括!电喷雾离子化和基质辅助激光解吸电离'

串联质谱仪可以进一步提供特殊离子的信息并且通常被

用于研究链状蛋白质'一般来说#生物样本成分复杂并且在被

分析物和蛋白质间显示出很大的动态浓度范围'因此#在进行

分析之前#通常先利用诸如液相或气相的分离方法来分离分子

或蛋白质'为了能够获得可靠的和可复现的蛋白质组学数据#

包括复制中的跑样#定期执行仪器内部和外部校准及在每次跑

样时的适当控制等严格的质量控制是最基本的要求(

1:

)

'

此外#由于人类蛋白质组天生的动态性和敏感性#在样品

的收集*保存和处理过程中也都必须严格遵守相关操作规范'

有一个
02#

道尔顿的蛋白质#由于其表达量的增加#从在

刚发育的囊胚蛋白质分泌蛋白质组中被发现#这很可能预示着

蛋白质和发育能力之间的联系'利用质谱分析和肽链测序鉴

定蛋白质的方法对其分析#结果均显示该
02#

道尔顿的蛋白极

可能属于泛素'泛素在大量生理过程中均有涉及#包括增殖*

凋亡和移植(

10

)

'最近有研究表明#在某些疾病状态体液中的

泛素分泌会增加#这为其与蛋白质周转的增加之间的联系提供

了证据(

14/"%

)

'

此外#

.@>H/U@BB=

等(

"1

)使用属于飞行时间分析器的一种表

面增强激光解吸"电离平台#首次成功地分析了个人胚胎的蛋

白质分泌蛋白质组的结构'在着床前$从受精到囊胚期%的发

育中#每
"$

小时可以观察到不同的蛋白质结构'在胚胎发育

的第一天内可以观察到特有的母体蛋白'在发育的第
3

天#随

着胚胎基因组的激活#特有的胚胎蛋白在人的胚胎蛋白组中被

检测到'蛋白质表达结构*发育阶段和胚胎形态三者间的联系

已经被观测到'退化中的胚胎的蛋白质分泌蛋白质组的结构

显示#一些急剧升高的生物指标与凋亡和生长抑制路径有关#

而这些生物指标可以通过分子重量及查阅数据库来预测(

"1

)

'

另外#在
W!

技术也有一些其他有前景的蛋白质组学平台#在

胚胎蛋白质分泌蛋白质组的描述中得到运用'

蛋白质微阵列为转录组研究提供补充信息#而且可以在蛋

白质鉴定之前便可进行研究'

"%%0

年
T;M79

?

K=H

等(

""

)利用

携带
1"%

个抗体目标的蛋白质微阵列来分析人类胚胎蛋白质

分泌蛋白质组'当与对照培养基对比时#囊胚培养基中的干细

胞因子
-a-[13

$

V

淋 巴 细 胞 化 学 引 诱 物%*诱 捕 受 体
1

$

(),\[)3

%*巨噬细胞炎症蛋白
1

#

$

W\+/1

#

%及巨噬细胞刺激

蛋白
"

$

W!+/

"

%含量出现明显下降'作者猜测之所以观察到的

人类囊胚培条件养基中蛋白质表达量减少#可能是由于这些蛋

白质被胚胎所消耗'相反#当培养基中含有囊胚时#培养基中

的可溶性肿瘤坏死因子受体
1

和白细胞介素
1%

$

\[/1%

%含量显

著增加'更深入的研究表明#当比较事先已植入胚胎和事先未

植入胚胎的混合培养基中均植入单胚胎后#

-a-[13

和粒细胞

巨噬细胞移植刺激因子在事先未植入胚胎的条件培养基中的

表达量显著下降'

事实上#当粒细胞巨噬细胞移植刺激因子加入到不论是人

或小鼠胚胎培养基中#都显示出它能够促进哺乳动物胚胎的发

育并提高移植潜能(

"3

)

'有趣的是#在植入囊胚的条件培养基

中未发现有蛋白质表达量的显著增加(

""

)

'

T;M79

?

K=H

等(

"$

)的后续研究比较子宫内膜上皮细胞共培

养体系和连续微量培养体系的蛋白质组框架'在子宫内膜上

皮细胞共培养体系内的一些蛋白质表达量发生改变包括
\[/5

*

+[*P

*

V-[

$

-a-[13

%表达量的增加和
P*P/$

*

\[/1"

'

$%

*

_N*P

和
K+,)

表达量的减少'白细胞介素
5

是在
NN-

共培

养体系中由子宫内膜上皮细胞自身分泌最多的蛋白质'对生

殖细胞微滴培养时所利用的培养基进行白细胞介素酶联免疫

吸附试验#与未能致孕的胚胎相比#致孕的胚胎对白细胞介素

5

的摄取量增加#显示了白细胞介素
/5

在胚胎发育和移植中的

潜在作用(

"#

)

'

双向凝胶电泳结合质谱分析技术也已被用于确定人类植

入前的胚胎在培养基中消耗的蛋白质'利用这一平台已经观

测到载脂蛋白
,1

$

,

'

;,1

%并利用酶联免疫吸附分析法证实'

,

'

;,1

水平的增加和囊胚高的形态学等级有关'然而#还未

观测到试管受精结果和胚胎分泌蛋白质组中
,

'

;,1

的水平间

+
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+
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的联系'

M7)Q,

是一类短的$长约
"%

(

"$

核苷酸%单链非编码

)Q,

分子#分别通过降解靶
M)Q,

或者阻遏靶
M)Q,

的翻

译来调节基因和蛋白质的表达'

M7)Q,

已被证实与许多生物

过程有关#包括发育(

"5

)

*细胞生长(

":

)

*变异(

"0

)

*和不孕(

"4

)

'在

小鼠胚胎发育时#

M7)Q,

是母性遗传的#伴随着受精卵过度的

单或双细胞阶段约
5%Y

的丢失'在小鼠胚胎植入前的发育

中#

M7)Q,

的降解与合成是同时存在的#随着发育进入囊胚期

M7)Q,

的含量总体上升(

"#

)

'此外#

.@>H/U@BB=

等(

3%

)进一步研

究了
M7)Q,

的分泌是否能协助蛋白质在胚胎与母体对话过

程中进行调控'对利用培养基的整倍体囊胚的
M7)Q,

分析

表明#当囊胚发育时这些微小
)Q,

是不分泌的'

非整倍染色体被认为是整个染色体的增加或缺失#导致大

量的自然受孕和辅助生殖受孕的失败'目前#为移植选择整倍

体胚胎$含正常的染色体数目%涉及到胚胎细胞测试#它是在一

种可以保证将来发育的侵入性胚胎活性检测后进行的'发明

一种包括检测发育能力和筛查非整倍体的非侵入性胚胎检验

方法#将是胚胎选择方法的一种重要补充'由于整倍体和非整

倍体囊胚间存在明显差异#所以最初的蛋白质分泌蛋白质研究

有望实现这一设想'

利用一种液相色谱
/

质谱技术平台#可以对与染色体非整

倍体有关的胚胎囊胚蛋白质分泌蛋白质组进行更加深入地研

究'来源于同生群的可转移质量的囊胚蛋白质分泌蛋白质组

中的
4

种新的候选生物标志物也被归为染色体非整倍体'脂

质运载蛋白
/1

$

[7

'

;C@G79/1

%是第一个被鉴定出的用于非整倍体

无创检测的潜生物标志物(

31

)

'

[7

'

;C@G79/1

拥有大量的多种配

体#在胁迫*炎症和感染条件下会过度产生'利用酶联免疫吸

附检验利用培养基的混合及个体胚胎#

[7

'

;C@G79/1

的表达量增

加得到确认(

31

)

'源于非整倍体囊胚的
G7

'

;C@G79/1

分泌量的增

加可能代表了胚胎自身整体抵抗力的缺乏'反应非整倍体状

况#该小组正在研究的焦点是不断检测不同的生物标志物#以

便可靠地辨别可存活的*不可存活的及非整倍体的囊胚'一旦

临床证实#对于临床体外受精实验室里的常规检测#利用免疫

检测技术的蛋白质组学分析可以具有高度敏感*高通量和低成

本等优点'

尽管在蛋白质组技术中已取得很多可喜的结果和进展#但

是有关早期胚胎的分泌蛋白质组的认知仍然很有限'综上所

述#有限的模板*蛋白质表达量低及目前蛋白质组学技术平台

敏感性的缺乏是主要的障碍'在寻找非侵入性活性生物标志

物时的其他障碍包括在培养基中出现极大量的清蛋白*免疫球

蛋白和其他血清蛋白#这使得鉴定低分泌量的胚胎蛋白变得十

分困难'色谱分析法去除这些大量蛋白质的方法已经存在#它

结合多维分离技术为检测胚胎所分泌的蛋白质提供可

能(

31/3"

)

'在一般情况下#在生物标志物的发现过程中的其他

难题包括可变因素#如实验设计和数据解释*研究方法的差异*

缺乏标准样品的收集及其保存(

33

)

'缺少对生物标记物确认的

后续研究的另一个限制因素主要是技术限制和样品收集'此

外#对用过的培养基进行蛋白质组学分析需要对胚胎进行单独

培养'有关单胚胎培养对发育能力的影响的争论由来已久'

然而近些年的研究表明#高的植入率和产活率与针对全面的染

色体筛查而进行的单个胚胎培养有关(

3$

)

'

F

!

结
!!

语

虽然有诸多限制#但是为了提高
,)(

成功率#胚胎发育

的蛋白质组学分析仍然被认为是一种很有前景的技术平台'

迄今为止包括非蛋白质组学在内还没有非侵入性平台#这已经

被证明是真正有临床预测价值的或在预测性随机控制试验中

被检测优于当前基于形态学的选择方法'也许不仅仅是在培

养基中的活性生物标志物#定量的非侵入性试验检测胚胎分泌

蛋白质组与形态学试验之间的结合#将最大程度地改善胚胎选

择技术*移植和分娩'
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宫颈癌是妇女常见的恶性肿瘤(

1/#

)

#现已成为仅次于乳腺癌

导致妇女死亡的肿瘤'全球范围内每年有超过
"%

万的女性死

于宫颈癌#而发展中国家占到了
:#Y

以上'宫颈癌的病因学研

究近些年得到各国研究人员的重视'流行病学调查发现早婚*

早育*多产及性生活紊乱的妇女有较高的患病率#城乡结合部患

病率较高'我国由于人口众多#卫生资源相对短缺#地区发展严

重不平衡#所以每年新发病例非常多#约占到全世界的
3%Y

#当

然随着近年医疗技术的不断发展#检出率也在逐年提高'现在

国内每年约有
"

万多名妇女因为宫颈癌而病亡#宫颈癌初期没

有任何症状#而后期发现时多已严重'目前以手术和放射治疗

为主要手段#但是临床发现晚期患者治愈率非常低'所以如何

能早期发现宫颈癌已成为摆在医务工作者面前的课题'

C

!

R+_

的分子结构及生物学特性

人乳头瘤病毒$

R+_

%是一类具有高度宿主特异性和亲和

力的病毒#该病毒无包膜#含小的双股环状
TQ,

#属乳头多瘤

空泡病毒科'其
TQ,

包括
3

个部分#分别是
N/

区$早期基因

区%*

[

区$晚期基因区%以及
[-)

区$长控制区%'

N/

区$早期

基因区%分
1

*

"

*

5

*

:

四个亚区#

5

*

:

区与病毒细胞转录*生长及

繁殖有很大关系#是主要的致癌基因'

"

亚区与
Q-)

共同参

与完成病毒基因的表达'目前已经分离出超过
1%%

种
R+_

基因型(

5

)

#根据病毒促进细胞癌变能力大小的不同分为两种!

高危型
R+_

$

R)/R+_

%和低危型
R+_

$

[)/R+_

%'

[)/

R+_

有包括
[)/R+_1

*

5

*

11

*

$"

*

$3

等在内的共
11

种亚型#

会引起如良性外生性疣等女性生殖器的良性病变'

R)/R+_

有
1$

种#包括
R)/R+_15

*

10

*

31

*

33

和
3#

等多种亚型#主要

与女性生殖器的恶性病变的发生*发展有关'而且文献报道

R+_

感染的亚型在不同地区的分布并不相同#其具有一定的

地域性差异'

D

!

高危型
R+_

感染与宫颈癌的关系

流行病学研究充分表明高危型
R+_

的感染与宫颈癌的

+

:54

+

国际检验医学杂志
"%1#

年
$

月第
35

卷第
:

期
!

\9>U[@IW=J

!

,

'

D7G"%1#

!

_;G235

!

Q;2:


