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摘  要：小鼠原始生殖细胞（PGCs）迁移、增殖、性别分化都受着基因组和 DNA表观遗传修饰的调控，H2A.Z

与转录激活有关，可能与表观遗传修饰存在联系，通过 PGCs单细胞及组织石蜡切片的免疫荧光方法进行研究。结
果表明，PGCs在迁移过程中，8.5 dpc时 PGCs中不存在 H2A.Z；迁移至生殖嵴时 H2A.Z主要集中于细胞核，11.5 
dpc整个 PGCs细胞核和细胞质都存在；13.5 dpc雌性的卵母细胞中 H2A.Z主要集中于细胞质，而精原细胞中 H2A.Z
偏向集中于细胞核。综合基因组和 DNA表观遗传修饰分析，H2A.Z的表达与其有密不可分的联系。 
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Abstract: Migration, proliferation and sex differentiation of mouse primordial germ cells (PGCs) is affected 

by the regulation of the genome and DNA epigenetic modification. H2A.Z is related to the transcription activation, 
whether there is a link with the epigenetic modification has not been involved. In this paper, PGCs single cell and 
tissue paraffin sections of immunofluorescence methods were used, and the results showed that during PGCs mi-
gration, H2A.Z did not exist in 8.5 dpc PGCs; with PGCs migration to the genital ridge, H2A.Z was mainly con-
centrated in the nucleus; H2A.Z was full of nucleus and cytoplasm in 11.5 dpc PGCs; H2A.Z was mainly in the 
cytoplasm in 13.5 dpc female oocytes, and H2A.Z tended to concentrate in the nucleus in spermatogonia. There-
fore, the expression of H2A.Z is relevant to genomics and DNA epigenetic modification. 
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小鼠原始生殖细胞（primordial germ cells，

PGCs）最早在 6.0 dpc（days post coitum 配后天数）
由胚胎外胚层细胞分化得来[1]。随后从原条的后端，

随着后肠的内卷被带入胚胎内部，到达后肠内胚层。

在约 10.5～12.5 dpc PGCs离开后肠内胚层，沿背肠
系膜迁移，最终进入生殖嵴。到 13.5 dpc 时 PGCs
可通过生殖嵴外观形态区分性别。H2A.Z是进化保
守的组蛋白变异体，参与转录调节、抗沉默、沉默

和基因组稳定性[2]。H2A 分布广泛，对基因表达调
控、基因组稳定和染色质重构起重要的作用[3]。目

前，仅从 DNA 印记及组蛋白表观遗传修饰的角度
还不能对小鼠PGCs在8.5～13.5 dpc胚胎中的迁移、
增殖、性别分化等行为进行很好的解释。本研究通

过石蜡切片免疫荧光和单细胞免疫荧光 2种方式，
对鼠胚发育过程中组蛋白H2A变体H2A.Z在 8.5～
13.5 dpc PGCs中的分布进行了研究，试图结合DNA
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印记及组蛋白的表观遗传修饰的研究结果，进一步

深入分析 H2A.Z 在 PGCs 在鼠胚发育过程中的作
用。 

1  材料与方法 

1.1  试验动物 
试验动物为 6～8 周龄昆明小鼠，体重 20～30 

g，购自南京青农山实验动物中心。 
1.2  主要仪器设备及试剂 

实体显微镜、低温冰箱、石蜡切片机、离心机

等。TritonX-100、EDTA-Na均购自 Sigma公司；孕
马血清促性腺激素（PMSG）、人绒毛膜促性腺激素
（hCG）、Tween-20、无水乙醇、二甲苯、构椽酸钠、
石蜡、多聚甲醛，均为国产。PGCs一抗，购自 Abcam
公司、PGCs二抗，购自 Sigma公司、H2A.Z一抗，
购自 Abcam 公司、H2A 变体二抗，购自 Sigma 公
司、DAPI，购自 Sigma公司。 
1.3  含 PGCs 组织样的获得 
将小鼠腹腔注射 PMSG、 hCG后，合笼。第 2

天上午 8：00前见栓母鼠选出分笼饲养，记为孕 0.5 
dpc。将培养 8.5 dpc、10.5 dpc、11.5 dpc和 13.5 dpc
的孕鼠用颈椎脱臼法致死，打开子宫并分离胚胎，

置于无 Ca2+、Mg2+ 的 PBS液培养皿中，在 PBS液
中采集胚胎组织样。8.5 dpc胚胎采集后 1/3部分；
10.5 dpc胚胎采集背肠系膜部；11.5 dpc胚胎采集中
肾和生殖嵴，13.5 dpc（♀）和 13.5 dpc（♂）胚胎
采集生殖嵴。 
1.4  单细胞的获得 

将 3～5个含有 PGCs的组织样放入 200 mL胰
酶溶液滴中，37℃消化 15 min，然后加入含 Ca2+、

Mg2+ 的 PBS终止消化，1 500 r·min-1离心 15 min，
用吸水纸吸去上清液。加入 3.7％多聚甲醛固定液固
定 30 min。 
1.5  石蜡切片的制作 

将采集含有 PGCs的鼠胚组织置于 3.7%多聚甲
醛固定液中固定。然后，将组织样放入酒精中洗涤

脱水，脱水完全后，进行透明处理，再将组织样包

埋，蜡块经修整后供作切片。切片贴片后于普通温

箱中放置过夜。然后取已干燥的切片脱蜡 2次，依
次放入 100%、90%、70%及 50%酒精和蒸馏水中冲
洗。将石蜡切片高火热修复，自然冷凉；流水冲洗；

放入 V 甲醇:VH2O2:VPBS = 9:1:90 溶液中浸泡，PBS清
洗 3次。 
1.6  单细胞切片和组织切片的免疫荧光染色 

将切片用含 0.1%BSA的 PBS溶液清洗 2次，

然后滴加 0.5%的TritonX-100处理 10 min，再用PBS
清洗 1次，用含 0.05% Tween-20的 PBS/BSA处理
30 min；加抗组蛋白 H2A.Z一抗孵育 1 h；PBS清
洗 2次后加二抗孵育 1 h；PBS清洗 2次后加 stella
抗体（PGCs抗体）孵育 1 h；PBS再清洗 2次后加
标记 stella二抗 FITC孵育 1 h；PBS清洗 2次后加
3 μg/mL的 DAPI 处理 20 min。最后将切片置于荧
光显微镜下观察、照相。 

2  结果与分析 

2.1  不同日龄鼠胚含有PGCs组织切片免疫荧光结果 
由图 1石蜡切片免疫荧光结果表明，8.5 dpc整

个 PGCs中不存在 H2A.Z；10.5 dpc主要集中于细
胞核，细胞质中也有弥散分布；11.5 dpc整个 PGCs
细胞核和细胞质都存在；13.5 dpc，雌性的卵母细胞
中 H2A.Z主要集中于细胞质，而精原细胞中 H2A.Z
偏向集中于细胞核。 

 
DAPI—DNA; stella—PGCs; H2AX stained by cy3-conjugated 
secondary antibody; the enlarge picture in left bottom is cor-
responding to the original image in which the arrow points; 
original map (× 400); enlarged scale (× 1 000) 
DAPI—DNA；stella—PGCs；cy3所连二抗的 H2A.Z；左下
角放大图为原图箭头所指；整图（×400）；放大图（×1 000） 
图 1  H2A.Z在含有 PGCs组织石蜡切片上的分布 

    Figure 1  Distribution of H2A.Z in a paraffin section 
             containing PGCs 

 
2.2  不同日龄鼠胚 PGCs 单细胞免疫荧光结果 

8.5 dpc整个 PGCs中不存在 H2A.Z；10.5 dpc
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主要集中于细胞核，细胞质呈弥散分布；11.5 dpc
整个 PGCs中都存在；13.5 dpc(♀)H2A.Z主要集中
于细胞质，精原细胞偏向集中于细胞核，如图 2所
示。 

 

 
 
DAPI—DNA；stella—PGCs；cy3所连二抗的 H2A.Z；

(×400)DAPI — DNA; stella — PGCs; H2AX stained by 
cy3-conjugated secondary antibody; (×400). 

图 2  H2A.Z在单细胞 PGCs中的分布 
Figure 2  Distribution of H2A.Z in PGCs 

 

3  讨论 

由 2组免疫荧光试验结果可以看出，8.5 dpc，
整个 PGCs中不存在 H2A.Z；10.5 dpc，主要集中于
细胞核，细胞质中也有弥散分布；11.5 dpc，整个
PGCs细胞核和细胞质都存在；13.5 dpc，发生性别
分化，发育为雌性的卵母细胞中 H2A.Z主要集中于
细胞质，而发育为雄性的精原细胞中 H2A.Z偏向集
中于细胞核。 

PGCs在 7.5 dpc～10.5 dpc从原条的后端，随着
后肠的内卷被带入胚胎内部，到达后肠内胚层，在

此过程中 PGCs大量繁殖。8.5 dpc时大部分 PGCs
位于尿囊蒂和原条尾端的卵黄囊脏层，即后肠开口

的边缘并与之结合处。从表观遗传学角度分析，8.5 
dpc左右，PGCs中广泛存在两种在常染色体区抑制
性质的表观修饰－DNA 胞嘧啶的甲基化和

H3K9me2，此时转录水平很低；有研究表明，H2A.Z
和 DNA甲基化之间存在特殊的关系[4-5]。DNA甲基

化抑制转录活性[6]，动植物 ATP依赖性染色质重构
复合物和组蛋白共价修饰都调节 DNA甲基化[6]，但

对组蛋白变异体调节 DNA 甲基化的作用机制的了
解不是很清楚。在 2012年 Valdés-Mora研究发现，
DNA 甲基化和基因组中的 H2A.Z 之间存在高度负
相关[7]，这也正好吻合在 8.5 dpc 研究发现 H2A.Z
在 PGCs中不表达的结果。在 8.5 dpc之后，PGCs
中DNA胞嘧啶的甲基化和H3K9me2在基因组上广
泛擦除，抑制作用降低。此时，H2A.Z在细胞质中
开始合成，很快合成的 H2A.Z转移至细胞核，发挥
其作用，同时细胞质中还在不断合成，正如我们观

察到的 10.5 dpc PGCs中细胞质和细胞核中都存在
H2A.Z。在细胞核中 H2A.Z首先定位于臂间异染色
质区域，而 H2A在臂间异染色质区域缺失，所以认
为，H2A.Z 是臂间异染色质的重要标志[8]。臂间异

染色质对染色体分离和胞质分裂起重要作用。首先，

臂间异染色质的紧密结构特征阻止染色体分离过程
[8]；其次，臂间异染色质作用于很多染色体结合蛋

白，包括染色体内聚力、染色体分离、胞质分裂相

关蛋白[9]和 INCENP[10]。因此，可以解释为在 8.5～
10.5 dpc PGCs中细胞大量繁殖可能有 H2A.Z的参
与。 
对 SWI/SNF家族成员 Swr1的研究发现，纯化

的 Swr1 中含有 H2A.Z[11-12]。由于 H2A.Z 和 Swr1
在染色体上共定位，当敲除 Swr1使 H2A.Z在染色
体中的分布显著减少[11]，所以 Swr1对 H2A.Z的沉
积起着重要的作用。Swr1 复合物可能使 H2A 改变
为 H2A.Z，维持染色质重构因子的活性来促进转录。
因此，在以后的研究中还可以通过测定在 PGCs 中
Swr1的表达更加准确的印证 H2A.Z的表达量。 
在性别分化上 H2A.Z 是否也起到一定作用

呢？以前研究已经证实MacroH2A在失活的X染色
体中富集，那么在同一个核小体中是否可以共存不

同类型的组蛋白 H2A 呢？ 研究表明，MacroH2A
和 H2A.Z不能共定位，这些组蛋白变异体不能够在
同一个核小体中装配，可能受到其他机制的调控，

比如特异性分子伴侣的伴随[13]。MacroH2A 在 13.5 
dpc 精原细胞和卵母细胞的分布状态情况也正好印
证了这一结论（待发表）。组蛋白变异体 H2A.Z 真
正的功能是什么？现在还不清楚，相信对组蛋白变

异体 H2A.Z 的研究最终一定能在细胞生物学领域
发挥巨大作用。 
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