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摘要 组蛋白修饰作为重要的表观遗传修饰，在调控胚胎基因表达、胚胎细胞的命运决定及

胚胎基因组的稳定性等方面均起了很重要的作用。微量测序技术的发展使从全基因组水平

上检测植入前胚胎的组蛋白修饰成为可能。综述了近年来利用该技术对小鼠早期胚胎发育

过程中的组蛋白甲基化修饰研究的最新进展，总结了在胚胎基因激活及第一次细胞分化过

程中组蛋白H3K4me3和H3K27me3修饰不同的建立和动态变化趋势，这些研究为探索胚胎

发育和细胞分化的表观调控机制奠定了基础。
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哺乳动物的发育始于两种高度特化的配子受精后

形成的受精卵。受精卵中携带了个体发育所需要的全

部遗传信息，这些遗传信息通过基因的表达调控胚胎

发育的过程。发育生物学研究的核心问题是深入了解

胚胎发育的机理和关键的控制因子，这也将为各种疾

病的治疗提供强大理论支持。

近年来，随着理论的发展和技术手段的进步，研究

人员对胚胎发育过程的了解越来越深入，但也更清晰

地认识到胚胎发育过程是一个极其精密而复杂的调控

过程，而这些调控在很大程度上依赖于细胞特异性的

表观遗传修饰。组蛋白的甲基化修饰作为一种重要的

表观遗传修饰在早期胚胎发育过程中起到非常关键的

作用。大量研究表明，重要的组蛋白修饰酶的表达异

常会导致胚胎发育的延迟甚至死亡[1-4]。因此，在早期

胚胎中，对组蛋白甲基化修饰的研究对研究胚胎发育

的机制至关重要。

1 植入前胚胎发育

有性生殖的生命体来源于精子和卵细胞结合形成

的受精卵，经过不断的增殖、分化、死亡、迁移和排列

等，形成一个复杂的生命体。以小鼠的胚胎发育为例，

受精卵形成后，胚胎发育过程被激活，胚胎进入连续分

裂的卵裂期，卵裂期的胚胎细胞周期很短，几乎没有间

期。经过多次卵裂的胚胎形成类似桑葚的实心细胞

团，称为桑椹胚，这个过程中整个胚胎的体积并不增

加。从桑椹胚之后，胚胎开始迁移到子宫内发育，在受

精后 3.5天左右，胚胎内部开始形成充满液体的腔，称

为囊胚腔，而胚胎也分化出滋养层细胞和内细胞团2个
细胞群体。滋养层细胞最终会发育为胎盘，而内细胞
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团则发育为整个胎儿。此过程中胚胎都是游离在输卵

管和子宫腔内的，这个发育的过程被称为植入前胚胎

发育（图1）。随着胚胎继续发育，胚胎从透明带中孵化

出来，并植入子宫内，开始植入后胚胎的发育过程。对

于小鼠来说，胚胎植入这一事件发生在受精后4.5天左

右，从此，胚胎开始依赖胎盘从母体中摄取营养维持进

一步的发育，最终分化形成各种器官和组织。

图1 小鼠植入前胚胎的发育过程示意

Fig. 1 Development of preimplantation embryos in mice

植入前胚胎经历了基因组的重编程、胚胎基因激

活、胚胎的致密化及第一次细胞分化等一系列复杂的

变化过程，这些过程需要十分精密的调控，但对这个过

程中一些重要的分子事件的了解不多。终末分化的生

殖细胞结合后如何重编程获得全能性，并分化发育成

不同的组织和器官是胚胎发育研究的重点。但是植入

前的胚胎细胞量很少又很难获取，使得这个过程的研

究更加困难。近年来，单细胞及微量细胞测序技术的

发展为研究这一过程提供了有力的工具，国内外多个

研究组分别在转录组水平、DNA甲基化水平、组蛋白修

饰水平及染色体高级结构等方面对这个过程的调控机

制进行了探索[5-13]，对植入前胚胎发育过程有了更深入

的了解。以下对近年来在早期胚胎组蛋白修饰水平上

的研究进展进行综述。

2 组蛋白修饰

小鼠的基因组大约有2.5 Gb，如此庞大的基因组在

细胞核中并不是随机分布的，而是被有序地缠绕在组

蛋白核心八聚体上，形成一个个的核小体颗粒。通常

情况下，核小体的存在会阻碍DNA的转录和复制 [14]。

但是组蛋白上携带多种修饰，这些修饰会通过多种方

式对染色体的松散程度和易接近性产生影响，从而影

响DNA的转录。在哺乳动物的基因组中，组蛋白的修

饰形式有很多种，包括乙酰化、甲基化、磷酸化及泛素

化等，随着研究的深入，越来越多的组蛋白修饰被发现

并被证实其功能[15]。

组蛋白修饰可以通过多种途径对基因组的状态和

基因表达水平产生影响。例如组蛋白H3上第122位赖

氨酸的乙酰化（H3K122ac）会促进核小体被移除，从而

增加转录复合体结合的机会，因而H3K122ac修饰通常

富集在核小体排布稀疏的转录起始位点附近[16]。而有

些组蛋白修饰并不直接对核小体的排布产生影响，而

是通过间接作用调节基因组的状态和转录水平。例

如 ，组 蛋 白 H2A 上 第 105 位 谷 氨 酰 胺 的 甲 基 化

（H2AQ105me）会阻止FACT复合体的结合，从而抑制核

小体的重新组装，以达到维持基因活跃表达的目的[17]。

除此之外，组蛋白修饰还可以通过影响转录因子的结

合，募集或去除染色质重塑复合体以及募集有功能的

信号分子等对细胞的生命活动发挥调控作用。

3 植入前胚胎的组蛋白修饰

从受精开始，精子进入卵母细胞中，精子的基因组

比较特殊，它的大部分DNA并不是缠绕在组蛋白八聚

体上，而是被鱼精蛋白取代而处于一个高度凝集的状

态。精子进入卵母细胞中，首先会将基因组上的鱼精

蛋白替换成卵母细胞中高度乙酰化的组蛋白，而母源

的基因组则维持原有的组蛋白修饰状态，所以在胚胎

发育早期，父源和母源基因组组蛋白修饰是存在很大

差异的。随着胚胎发育的进行，父源和母源基因组均

经历了大规模的重编程，获得全能性并开始胚胎发育
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的过程，在这个过程中组蛋白修饰的重编程十分关键。

3.1 微量ChIP-seq技术的发展

在早期研究中，主要是利用依赖于抗体的免疫荧

光染色的方法对这个过程中的组蛋白修饰变化进行分

析研究，这种方法无法对基因组上的修饰进行精确定

位。在全基因组水平上研究组蛋白修饰最直接的方法

就是基于高通量测序的染色体免疫共沉淀技术（ChIP-
seq）。但是传统的ChIP-seq技术通常需要百万级的细

胞才能完成一次全基因组水平的检测，这在胚胎发育

的过程中很难实现。近年来，微量测序技术不断发展，

2010年，Bernstein研究组首先开发了基于微量细胞的

ChIP-seq技术，并利用该技术对10000个造血祖细胞的

组蛋白H3K4me3、H3K27me3和H3K36me3修饰进行了

检测，获得了高质量的数据 [18]。2013年，在此基础上 3
个研究组分别独立地对小鼠原始生殖细胞（PGC）的组

蛋白修饰进行了检测，报道了小鼠PGC发育过程中组

蛋白修饰和二价基因的变化情况，为生殖细胞发育的

组蛋白修饰研究奠定了基础[19-21]。2015年，英国Kelsey
研究组结合流式分选技术，利用至少 5000个细胞对小

鼠卵母细胞的组蛋白修饰进行了检测，揭示了卵发育

过程中组蛋白修饰与DNA甲基化建立之间的关系 [22]。

但是，这些技术均需要对获得的DNA进行预扩增，这就

增加了测序的不准确性，另外，获得几千个细胞对于植

入前阶段的小鼠胚胎来说还是十分困难。2015年，北

京大学黄岩谊和汤富酬研究组结合微流控和微量

ChIP-seq技术，利用最少 1000个细胞对小鼠E6.5上胚

层（epilast）细胞的组蛋白H3K4me3修饰进行了检测，

证明了小鼠的上胚层细胞在组蛋白修饰上更类似于体

外培养的外胚层干细胞（epiblast stem cell）[23]，但是微流

控技术的使用也使得该技术很难被广泛采用。

2015年，加拿大的研究团队发表了适用于低起始

量细胞的 ULI-NChIP（ultra-low-input micrococcal nu⁃
clease-based native ChIP）技术[24]，该技术可以用约1000
个细胞做组蛋白修饰的检测。我们在此基础上做了进

一步优化，利用至少200个细胞可以得到与大量细胞检

测类似的结果，这项技术虽然还无法做到单细胞水平，

但是在植入前胚胎发育阶段，获取几百个细胞是可行

的，我们利用该技术检测了小鼠胚胎发育早期的

H3K4me3和H3K27me3修饰的变化情况。《Nature》同期

刊发了高绍荣及其他 2个研究组关于小鼠植入前胚胎

组蛋白修饰的研究，3 篇文章略有不同也相互验

证 [5,8,12]。这是目前已知的最早对小鼠植入前胚胎的组

蛋白修饰进行全基因组水平上的检测。

3.2 H3K4me3修饰

在哺乳动物中，H3K4me3修饰是基因活跃表达的

标志。H3K4位点的DNA甲基化主要是由 6种组蛋白

甲基转移酶催化的，包括 Set1A、Set1B、Mll1、Mll2、Mll3
和Mll4[25]。在胚胎发育中，维持H3K4正常的甲基化状

态十分重要，敲降H3K4me3的结合蛋白 Ing2会导致胚

胎发育停滞在桑椹胚时期[1]，而在猪的胚胎中敲降组蛋

白H3K4去甲基化酶Kdm5b会导致H3K4me3修饰的增

加及Tet蛋白表达异常[26]。

利用低起始量的 ChIP-seq方法对植入前胚胎的

H3K4me3修饰进行检测的结果显示，在卵细胞中，传统

的H3K4me3修饰的含量很少，在受精之后，该修饰在

2-细胞时期会大量增加并一直维持到囊胚时期，

H3K4me3修饰的总量从 2-细胞时期开始变化就很小

了，但这并不意味着这些H3K4me3修饰从2-细胞开始

就恒定不变，在每一个时期都能看到一些区域的

H3K4me3修饰被去除，还有一些新区域的H3K4me3修
饰被建立起来。通过分析这些有H3K4me3修饰变化的

区域，发现这些区域的H3K4me3修饰都比较弱，并且信

号覆盖的长度较短，这些位点一般距离转录起始位点

较远 [8]。这说明从 2-细胞时期开始，胚胎的H3K4me3
修饰的动态变化是比较弱的。

在卵细胞及早期 2-细胞中还发现一些非传统的

H3K4me3修饰，这些修饰信号较弱，但是分布很宽[8,12]，

不同于传统的分布于转录起始位点附近的较窄的

H3K4me3修饰。而这些非传统的H3K4me3修饰可能

与转录抑制有关，去除这些修饰会导致基因表达被激

活。正常胚胎发育过程中，这些非传统的H3K4me3在
2-细胞晚期会被迅速去除，而Kdm5b可能与这些修饰

的去除有关[12]。

研究发现，H3K4me3修饰从 2-细胞开始就被迅速

建立起来，随后便维持较高水平。这些修饰虽然总量

变化不大，但是在修饰的长度上却有着十分明显的变

化，随着发育的进行，H3K4me3修饰的长度会明显变

宽，并且在早期胚胎中，宽的H3K4me3修饰的含量要远

远高于胚胎干细胞及成熟的体细胞 [8]。而被宽的

H3K4me3修饰覆盖的基因表达水平明显较高，这证明

H3K4me3修饰的长度与基因的表达水平密切相关（图

2[8]），这种组蛋白修饰的调控模式在早期胚胎发育中独
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特存在，可能与早期胚胎生活的微环境以及细胞迅速

增值分化的需要有关。

大量结果表明，H3K4me3修饰有效的建立和去除

对维持胚胎正常的发育很重要。而且在小鼠植入前胚

胎中，组蛋白修饰对胚胎发育的调控模式可能与体细

胞及体外培养的细胞系有很大不同。其中H3K4me3的
长度变化对基因表达的调控十分关键。可能是由于胚

胎发育早期，组蛋白修饰建立不完全，H3K4me3作为最

早建立起来的组蛋白修饰，需要通过多种形式发挥调

控基因表达的作用。另外，早期胚胎是游离在输卵管

和子宫腔内的，微环境不稳定，宽的H3K4me3修饰的存

在有利于维持基因表达的稳定。也有研究表明，强的

组蛋白修饰可以维持基因表达的相对稳定，而没有修

饰的基因组区域更容易被迅速激活或抑制[27]。

图2 H3K4me3修饰的变化对植入前胚胎基因表达的调控

Fig. 2 Regulation of H3K4me3 modification on gene expression in preimplantation embryos

3.3 H3K27me3修饰

H3K27me3修饰是发育过程中不活跃基因的标志

性组蛋白修饰，位于基因启动子和转录起始位点附近

的H3K27me3修饰会明显抑制基因的表达，而这些基因

很多与胚胎的发育和细胞分化密切相关[28-29]。在哺乳

动物中，H3K27me3主要是由 PRC2复合体催化形成，

PRC2复合体主要包括其催化蛋白Ezh1/Ezh2及结合蛋

白 Eed和 Suz12[28]。在小鼠中，Ezh2、Eed和 Suz12的突

变都会导致胚胎死亡 [30]。H3K27me3修饰对囊胚期的

细胞分化也起了很重要的作用，染色结果表明

H3K27me3修饰在内细胞团（ICM）中含量较高 [31]，同时

在滋养层（TE）细胞中，去除TE特异表达的基因启动子

上的H3K27me3修饰对于TE的分化和胚胎的正常植入

也是必需的[32]。

受精后，父源和母源基因组上的组蛋白修饰差异

很大，早期的研究显示，H3K27me2和H3K27me3修饰

在雌原核中含量要远高于雄原核 [33]。利用微量的

ChIP-seq对早期胚胎H3K27me3修饰的检测结果也证

实，受精后精子原有的H3K27me3修饰会被大量去除，

而卵子的H3K27me3修饰会有部分被保留下来，而继承

下来的这一部分H3K27me3修饰主要存在于基因的远

端区域。而这些基因远端区域的H3K27me3修饰则被

证明是从卵子成熟的过程中建立的，并且与DNA的低

甲基化及转录抑制有关。随着胚胎发育的进行，胚胎

会逐渐重新在启动子区域建立起H3K27me3修饰，但是

这种父源和母源的H3K27me3修饰不平衡会一直持续

到囊胚时期[12]。值得注意的是，H3K27me3修饰在囊胚

期的内细胞团和滋养层细胞中分布有明显的不同，而

H3K4me3修饰的差异是在胚胎植入子宫后才出现的[8]，

这表明H3K27me3修饰可能在胚胎的第一次细胞分化

过程中起了关键的作用。

存在于基因远端区域的H3K27me3修饰在植入前

胚胎中的功能还不十分清楚，在早期对生殖干细胞的

研究中，有研究证实H3K27me3修饰可能与DNA去甲

基化之后基因组重复序列的抑制有关 [19,34]。而我们的

研究也表明，随着早期胚胎DNA大规模的去甲基化，

H3K27me3和H3K9me3修饰分别在不同的逆转座子区

域起到抑制表达的作用。2017年初，哈佛大学张毅研

究组报道了H3K27me3修饰与早期胚胎中印迹基因的

维持有关，证实母源特异性的H3K27me3修饰可以不依

赖于DNA甲基化修饰，独立调控父源特异的印迹基因

的表达[35]。

3.4 二价基因

当一个基因的启动子区域同时有激活性的

H3K4me3和抑制性的H3K27me3两种组蛋白修饰的时

候，称这个基因为二价基因，二价基因在胚胎干细胞中
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广泛存在，并且通常是一些组织特异性的基因，两种组

蛋白修饰的同时存在使得这些基因处于抑制表达的状

态，而细胞分化的过程中这些基因会被迅速激活。二

价基因被认为对于维持胚胎干细胞的多能性是必要

的[36-37]。

在斑马鱼的植入前胚胎及小鼠的外胚层干细胞中

都证明存在大量的二价修饰基因[38-39]。但是在对果蝇

和爪蟾植入前胚胎的研究中却没有发现明显的二价修

饰存在[40-42]。这可能是因为在果蝇和爪蟾中并不存在

二价修饰，也可能是因为检测的植入前胚胎时期还未

建立起二价修饰。

在对小鼠植入前胚胎的研究中，我们发现早期胚

胎中的二价基因含量明显少于体外培养的细胞系[8,12]，

且这些二价基因的存在很不稳定，大约1/2的二价基因

不能维持到下一个发育时期，而这些二价基因的动态

变化大部分是由 H3K27me3修饰的建立和去除引起

的 [8]。随着胚胎发育的进行，到了囊胚及植入后胚胎

中，二价基因才开始明显增加。这说明在小鼠的植入

前胚胎中，二价基因的作用并不明显，其建立主要发生

在胚胎发育稍晚时期（图3[8]）。

图3 小鼠植入前胚胎的组蛋白H3K4me3和H3K27me3修饰动态变化图谱

Fig. 3 Dynamic change Atlas of histone H3K4me3 and H3K27me3 modification of preimplantation embryos in mice

4 结论

组蛋白修饰在植入前胚胎中对胚胎基因激活及细

胞命运决定都起到了很重要的作用。我们在全基因组

水平上构建了小鼠植入前胚胎的组蛋白修饰图谱，发

现了在胚胎基因激活以及第一次细胞分化过程中组蛋

白H3K4me3和H3K27me3修饰不同的建立和动态变化

趋势。第一次发现宽的H3K4me3修饰在早期胚胎的基

因表达调控中起了很重要的作用，这些研究对了解胚

胎发育及分化的表观遗传机制有很大帮助。

研究中使用的基于少量细胞的ChIP－seq技术，可

以使用少至 200个细胞进行全基因组水平组蛋白修饰

的检测，极大地降低了这项技术使用的难度，减少了细

胞培养的工作，也使得对很多难以获得和培养的细胞

的检测成为可能。
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Histone modification dynamics during mouse pre-implantation development

AbstractAbstract Histone methylation, as an important epigenetic modification, plays a critical role in gene expression regulation as well as in the
first cell fate determination during pre-implantation development. Low input new-generation sequencing provides us a reliable method to
assess genome-wide histone modification reprogramming with high resolution using a very small number of cells. In this article we review
the current advances of histone modification dynamics during pre- implantation development obtained through low- input sequencing
technologies. Particularly, we highlight the establishment and dynamic of histone H3K4me3 and H3K27me3 modifications during zygotic
genome activation and the first lineage differentiation. These advances have shed light on the mechanisms of epigenetic regulation network
controlling early development and differentiation.
KeywordsKeywords pre-implantation embryos; histone modification; bivalent genes; low input sequencing ●
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