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一 氨基丁酸通过其B受体影响小鼠植入前胚胎的发育 

田 娜，曹 科，杨根岭，陈文豪，王晓杰，张 倩，谭 毅，谭冬梅 

(重庆医科大学实验动物中心，重庆 400010) 

【摘 要】目的：探讨 一氨基丁酸( 一aminobutyric acid，GABA)对小鼠植入前胚胎发育的影响及其机制。方法：①收集不同发育 

阶段的小鼠植入前胚胎，通过激光共聚焦检测 GABA及其 B受体 B1亚基(B receptor B1 subunit，GB1)、A受体 pi亚基(A receptor 

Di subunit，GABRP)以及GABA合成酶(L—glutamate decarboxylase，GAD67)的表达。②不同发育阶段的胚胎分别培养在含 lO， 

20．30。40，50 ixg／IxL GABA和 40~mol／L B型受体抑制剂(3-Amino一2一(4一chloropheny1)一2一hydm ypmpanesulf0nic acid，2-hy— 

droxysaclofen)的培养液中．48～72 h时观察囊胚的形成并计算囊胚形成率。结果：@GABA与其受体 GB1蛋白在小鼠胚胎中的 

表达模式一致 ，在 2一细胞和 4一细胞阶段 ，主要表达在细胞膜上，而在 8一细胞至囊胚阶段，则转移到细胞核中表达 ；而另一受体 

GABRP在植入前胚胎的各个阶段均不表达。GAD67在胚胎发育的各个阶段均有表达。②各发育阶段胚胎的囊胚形成率均随着 

GABA浓度的增加而下降，且呈剂量依赖性；10 ixg／txLGABA可显著降低 2一细胞胚胎的囊胚形成率(92％vs．99％，X2=5．70，尸= 

0．035)。③40 Ixmol／L 2-hydroxysaclofen能够有效逆转30 ixg／ixL和40 txg／p~L GABA对囊胚形成的抑制作用(99％vs．45％， = 

72．32，P=-0．000；99％vs．4％， =180．66，／9=_0．000)。结论：GABA通过其 B受体抑制小鼠植入前胚胎的发育。 
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y—aminobutyric acid could affect the development of preimplantation embryos 

through its B-type receptor in mice 

肌 Na，C∞ Ke，y Genling，Chen Wenhao，WangXiaojie，Zhang Qian，Tan Yi，Tan Dongmei 

(Laboratory A nimal Center，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the effects and possible mechanisms of̂y—aminobutyric acid(GABA)on preimplantation embryo 

development in mice．Methods： The embryos at different development stages were collected and the localization of GABA ，B—type 

receptor protein(GB 1)，the 1T subunit of A-type receptor(GABRP)，and L—glutamic acid decarboxylase 67(GAD67)was detected by 

immunofluorescence staining． The embryos at different development stages were cultured in vitro in KSOM medium containing 10． 

20，30，40，or 50 p．g／p．L GABA and 40 Ixmol／L 2-hydroxysaclof n(GABA B—type receptor antagonist)for 48-72 h，respectively，and 

blastocyst formation rate was counted．Results：①GABA and GB 1 are mainly expressed in the membranes of 2-cell and 4-cell eln— 

bryos，while in the 8-cell to blastocyst stages，they are localized in the nucleus．However，GABRP was not detected in preimplantation 

emb~os at any stage．In addition，GAD67，a key GABA synthetase，was mainly localized in the cytoplasm in preimplantation embryos． 

②The blastocyst formation rate of each development stage was significantly declined in a dose—dependent manner． In addition．the 

blastocyst formation rate of 2-cell emb~os stage was remarkably inhibited by 10 p~g／IxL GABA(92％ vs．99％ =5．70，P=0．035)．⑧ 

40 txmol／L 2-hydroxysaclofen could effectively reverse the inhibitory effect of 30 p．g／p．L and 40~g／txL GABA on blastocyst formation 

(99％ vs．45％，X2=72．32，P=0．000；99％ vs．4％， =180．66，P=0．ooo)．Conclusion：GABA could affect the development of preim— 

plantation embryos through its B—type receptor in mice． 
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哺乳动物授精后，受精卵经历一系列分裂和形 

态发生形成囊胚，参与母体子宫内膜的信息交流以 

启动胚胎植人[1]，任何一个影响囊胚形成和发育的 

有害因素均可引起胚胎植入失败，最终导致不育[2-3]。 

因此，胚胎的良好发育在植人中扮演着关键作用。 

ŷ一氨基丁酸(̂，一aminobutyric acid，GABA)是脊 

椎动物中枢神经系统主要的抑制性神经递质．是由 

谷氨酸通过谷氨酸脱羧酶GAD的脱羧作用生成 。 

GAD有 GAD65和 GAD67两种亚型。研究显示 。成 

年鼠大脑中GABA是由GAD65和 GAD67均等合 

成 ，但在胎鼠和新生鼠大脑 中，GABA主要是 由 

GAD67合成【 。GABA受体按照不同的药理作用 

可分为 A、B和 c 3种类型，其中GABAA受体、 

GABAC受体属于离子通道型受体，而GABAB受体 

属于代谢型受体。功能性的A受体是由5个不同亚 

基构成的五聚体，迄今已发现至少有 21个不同的 

亚基 ：6种 0【亚基、4种 B亚基、4种 ŷ亚基、3种 6 

亚基、1种8亚基和订亚基等，不同亚基组成的受体 

产生不同的生理学效应[71。GABAB受体属于G蛋白 

偶联受体，是由GB1和GB2两种亚基组成的异二 

聚体，GB1比GB2更活跃嘲。GABAC受体主要表达 

在视网膜上[91。 

在中枢神经系统．GABA通常结合其相应的受 

体发挥生理作用[41，如降血压、改善睡眠、提高记忆 

力0o-12]~。除此以外，GABA还存在于多种外周组织， 

如小鼠子宫和胎盘【 。GABA信号通过下丘脑一垂 

体一性腺轴调节黄体生成素释放激素(1uteinizing 

hormone releasing hormone。LHRH)，黄体生成素 

(1uteinizing hormone，LH)、催乳素(prolactin，PRL)、 

雌二醇(estradiol，E2)以及孕酮(progesterone，P4)的 

分泌【 一161。本课题组前期研究证明GABA及其受体 

参与-rd,鼠子宫内膜的蜕膜化和胎盘形成 81。 

研究还发现 GABA在大鼠输卵管中的浓度高 

达4 438 nmol／g新鲜组织，约是大脑含量的2倍口 一， 

此外，GABA及其受体在小鼠妊娠 D。一D 子宫组织 

中呈动态表达[2o1，提示 GABA可能在小鼠早期胚胎 

发育中扮演着重要的作用。因此，本研究以小鼠植 

入前胚胎为实验对象，首先通过激光共聚焦检测 

GABA及其受体、GAD67在植入前胚胎中的表达； 

随后体外分别给予不同浓度 GABA和受体抑制剂 

进行干预．探究GABA对小鼠植入前胚胎发育的影 

响及其可能的作用机制。 

1 材料和方法 

1．1 动物和试 剂 

25-30 g SPF级性成熟雌性昆明小鼠(6—8周龄)由重庆 

医科大学实验动物中心提供『生产许可证号：SCXK(渝) 

2012—0001，使用许可证号：SYXK(渝)2012一oooi]。自由饮水 

与采食，昼夜照明为 12 h／12 h。实验所涉及的操作方案均通 

过重庆医科大学伦理委员会批准(伦理编号：2013039)。雌鼠 

于 17：o0—19：0O腹腔注射 10 IU PMSG．48 h后，腹腔注射 

hCG(10 IU／只)，与雄鼠按 2：1合笼，次日上午 8：00检查阴 

栓 ，有阴栓者记为妊娠 D1。 

1．2 方法 

1．2．1 免疫荧光检测 GABA、GABA受体以及 GAD67在植入 

前胚胎中的表达 分别于妊娠小 鼠 D：～D ，收集 2一细胞至 

囊胚阶段的胚胎，置于 4％多聚甲醛室温固定 30 min，PBS 

(含 0．05％BSA)洗胚胎 3次 ，每次 5 min；0．3％ Triton X一100 

在37℃下渗透40 min，山羊血清37℃封闭1 h；置于第一抗 

体GB1(Ls—c120665，1：100稀释)、GABRP(ab26055，1：100稀 

释)、GAD67(ab8O589，1：200稀释)4℃孵育过夜。次日取出胚 

胎 ，PBS洗 3次，37 下置于荧光二抗 DyLight549(A23320， 

1：200稀释)液滴中避光孵育 2 h；PBS洗 3次，20 DAPI 

避光染核 40 min；随后甘油封片；在激光共聚焦显微镜下观 

察并拍照。所有的图像拍摄采用相同的设置参数，各组实验 

至少重复3次。 

1．2．2 胚胎体外干预培养 通过冲小鼠输卵管和子宫，收集 

发育良好的不同发育阶段的胚胎于KSOM培养基中清洗 8～ 

10次，作如下处理：①GABA处理：KSOM培养基将 GABA 

(Sigma，A5835)配成浓度分别为 0、10、20、30、40、50 L 

的处理液，在培养皿中制成 3O 的培养液滴，再覆盖一层 

无菌液体石蜡油，置于37℃，5％CO：培养箱中平衡2~4 h(n= 

100．即每个发育阶段每个处理浓度的胚胎数为 100枚)。② 

40 I~mol／L 2-hydroxysaclofen+30／40 L GABA：40~mol／L 

2-hydroxysaclofen预处理 2一细胞胚胎 1～2 h，再加入 30或 

40 g， GABA培养 48～72 h(n=100枚／处理浓度)。采用微 

滴培养法进行胚胎体外培养，每个培养液滴放置8～15枚相同 

发育阶段的胚胎，置于 5％CO：、37℃孵箱中培养48~72 h， 

观察胚胎发育情况并计算囊胚形成率，囊胚形成率=(形成的 

囊胚数／总胚胎数)×100％。 

1．3 统计学分析 

实验数据采用 SPSS 17．0软件进行统计分析 ，卡方检验 

分析不同组间囊胚形成率的差异。当率的理论频数小于 5 

或总观测频数小于 40时 ，采用连续性校正。检验水准 = 

0．05 
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2 结 果 

2．1 (：、II、、( l3．、受体以及 GAI)67在植入前胚胎中的表达 

r{ 究 ( Al{1、 小鼠情入fi；f J]4Ulfi_『】的 情况，收集 

2一川胞5"-2 挺 阶段t'194, JlD~f：愉洲 {；ABA及』 受 以及 

t；AI)67的夫退 1A、l{所永 ：( ABA 其 B’ 受怵赁白 

( }jI 情rt，的 愤 一敛 ， !一细fJ包干̈4一细胞H 胎阶 

段， 嘤 达于_fitt Uf~Jig； 8-细胞至瞧J] 阶段，则转平j；剁细 

胞 丛 然Jn ．(；At／Ill’存 胎发f[(19任何阶段均小丧达 

(陔 木提 ) 

探 究 忻 t-( 1、tlA的来源 ，小f卅究榆洲 J 胎 巾 

( Al{A jJ llIif=f CA1)67的 达( l冬】l(：所，J )： 2- №争 

8-fill J]~I11'{JIifilII／l"段．( I)67 {]ifit川 矗和细胞仫ll1走达
．  

桑f H ： 赴“4i11@t-~，ij11 婴 『J包顷 达 罔 1 I)为 忡对 

照，Uli ·抗{夺被川种术源的lflLTi~jiJ7桥代 

2．2 【 AI{A抑制小鼠值入前胚胎的发育 

⋯发育阶段的 胎被分圳 fi-芥 0、10、20、 、40、 

Al{A 

)A 

、1)67 

5O I I Alĵ 芥基l『I，脱察 形成f／i；$t 研究发州： 

形成率随行 (；AI'IA浓度的 』JIl VI洚． I 利： 依赖一 ．1i． 

小¨发育阶段(~9ll#{J]fi埘 (；ABA的敏感性也小⋯．f』I】丧 l f̈1冬{ 

2 J口 ，J ： 2- I】胞 胎阶段． ×，J照组【_匕较 ，l0 LLg／ixi ( ̂l{f、 

【l J‘ 致 挺胍， 成 明 卜降( =5．700，，J_(J．035)， 1( Af{A 

浓度达剁 50 l 时， 胎发f 被 令抑制 4-fttt)l~／8一 

~1tl LI{7阶段， JJf『 ：20 I．zg／t-~1 (；A LIA浓度 J}： {̈ 抑制观 

象( !=9．950，P=O．002； =8．860．P=O．005， 埘照组比较)：r1 

桑f 阶段， JJf『!J!】j 30 t~g／t．cI GABA浓度 丌始⋯s r~d411 

圳(X2=7．254，，LO．()21 jx,J ,Hfi．flf』E较)．然 m̈ 0~g／txl 、}{l、 

jf 4-；影响这 3个阶段 胎的il('7'lS+发育 

：．3 GABA通过其 13型 受体影响小鼠值入前胚 胎的发育 

结果(【皋1 3) 明，( ABA及JL l{受{小助怠 达 j 小队{_lI【 

人 胚胎 } ．j̈ I (；Al：i／％能够明 抑制ff【人i]if Jl4U~发f 为 

r H月(jABA川‘能的作tlI~SL；[,-1，小研究Hj 40 ⋯t，l／l 2一 、 、一 

ysacl() Ⅲ允颅处 2一细胞H~i J]fi l～2 h，lit．g)-)JIj』JlI入 30 g／ 1 

干̈40 txg／txI ( AI／A处 ， 0 发现 ：抑制 }{受体 ，GA 

埘 胎发育的抑训效应均破淌除，2组的I 越 肜成 均丛 

2-细胞 4-?lil JJf~ 8-fill J]~ 黎睡 挺胚 2- J】也 4一身It胞 g-flil J~ 桑t州 Ⅲ 

)I( ：7；7t5)-f-7；b，川 j 观察；l'U]fi~{7 J钐态；红包荧光：IⅦ 蛋々【 I I)v【 ighi549 介后的f。’ ；蓝包荧比：I)A J I核染 

图 1 激光共聚焦检测GABA、GABA受体以及 GAD67在小鼠植入前胚胎中的表达(60O X) 

Fig．1 Expression of GABA and its receptor in mouse preimplantation embryos by laser confocal microscopy(600 X) 
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99％，较 30 f1】40~g／t+1 CABA单独处 组．篾异均有统计学 

意义(99％vs．45％，X =72．320， 』)00；99％ vs．畅 ， =18O．660， 

P=O 00()) 

表 1 GABA对不同发育阶段胚胎体外发育的影响(枚) 

0 }l 

Tab．1 Effects of GABA on preimplantation embryos at different 

deVeIopment stages in Vit o(，1) 72 h 

：2-细胞阶段：10 I GABA组 vs 0 I (,ABA组， =5 700， 

t-'4)．035；20 l_G．．X13 、彝f̈ ．0 函 J (；．-Xt1．4 i．， l=J6．80，P--O．O00； 

30 1 《 XB、 }i、 0 1 GABA纠【．X~=72 320，P=O、000；40 Ixg／ 

tx1 ( X1~；X lI、 0,u．g／I．zl (,ABA组 ， =l㈤．660，P=O．000；50 tzg／Ix1 

( l＼一．0 v-dv．1 (；AHA绁 ， =J96 04，P=0．∞O；4一细胞阶段：2O 

Ixg／tx[ (；All、21[vs 0 p．g／~1 (]ABA卦【， =9．950，P=0．002；30 g／ J 

(：、BA 【、 0 l (；ABA绀， !=37．7l0，， ()．000；40 g／ l CABA 

纠i V O l ( Af{A封f，X2=88 330，， OO00；50 I ( ABA }{vs．0 

1 ( ABA+il1．，X!=l 88．190，P=O．000；8-}f】=I胞阶段：20~g／l+1 GABA 

纠i vs 0 ／ J (；ABA组 ，X =8 860，P=0．005；30 txg／pA (；ABA vs． 

() J t ～f{-、21[，x =30．740，P=O．000：40 tag／Ixf．(,AI：IA基i、s．0 txg／ 

p．I 【 、n  ̂【， 82．1l，， =()．O(X)；50 1 C．XB：X堂l【、s．0 I GABA 

． 
= I 80．670，P=O．000；桑葚胚阶段：30 p．g／pA GABA ys 0 tzg／ 

p．I 【 A ． 7 254， )02I；40 I (；ABA组 vs．0 I．GABA 

组 ．X =17 390，P=O 000；50 Ixg／~L GABA l、 0 p~g／pA．(：ABA组 ． 

：=39．500，P=0 000 

1 

一  

簪 

2一细胞阶段 4一细胞阶段 8一细胞阶段 桑葚胚阶段 

j对照 比较，P<O．05；b： 』*Nl#,-fli比较 ．P<0．0l 

图2 GABA处理后小鼠囊胚形成率 

Fig．2 Bar chart illustrating the effect of GABA on blastocyst 

formation rate 
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0 

40 u1nol／l Bl{+ 

30 I ( AB～ 

A．30 Ixg／~l (；A LIA和 4O IJ．ii,01／1 2--hydroxysat lot~n 

处JW,q的日 i 微观察 

，J-()O0() ， 0．000 

f t 

≥ 
72 h ． 

囝 

C．40 I GAIIA和 40 pm~ol／L 2-hydroxysa(-hffe 

处理后ti"J~]4i胎显微观察 

P=O．000 P=O．000 

引 蚍 40 lJ+~lJ+1．【；ABA 40 trmol／l BR 

40 g， I— ABA 

D．40 I GAB ～秆J 40+mol／I 2-I yc mx~． s lotFn 

处 后挺目 肜成率条形 

图3 GABA和 B受体抑制剂2一hydro×ysac10fen 

对植入前胚胎发育的影响 

Fig．3 Effects of GABA and 2-hydrOxysacIOfen on 

preimplantation embryo development 
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3 讨 论 

妊娠失败是目前临床生殖领域所面临的一个 

严重问题，成功的妊娠始于良好发育的胚胎并成功 

植入。小鼠妊娠 D ～D。时，胚胎在输卵管中逐步发 

育 ．妊娠 D 转移到子宫，并发育为具有植入能力的 

囊胚，等待着床。因此，着床前的胚胎发育对胚胎的 

成功植入至关重要。 

尽管 GABA在小鼠输卵管液中的生理浓度 目 

前仍然是未知的，但其在输卵管组织中的含量远远 

高于大脑，提示其可能在早期胚胎发育过程中至关 

重要。在本研究中，为了阐明GABA在植入前胚胎 

发育中的可能作用 ，首先通过激光共聚焦探究 了 

GABA、GABA受体以及 GAD67在植入前胚胎中的 

表达。结果表明 GABRP在植人前胚胎发育的任何 

阶段均不表达：GABA和 GB1在植入前胚胎中的表 

达模式相同，在 2一细胞至 4一细胞阶段，主要表达在 

细胞膜，而 8一细胞至囊胚阶段则主要表达在细胞核 

中，但 GABA信号的核易位原因目前尚不明确。应 

用基因的微阵列技术发现，在小鼠植入前胚胎发育 

过程中，某些基因的表达根据胚胎发育阶段的不同 

呈现出规律的上调和下调_21 。Hamatani等[241研究显 

示，胚泡在经历母体一合子基因激活的过程中出现 2 

个主要的转录高峰期。第一个转录高峰期发生在 2一 

细胞期至4一细胞期，引导重要的基因程序重组，包 

括 Gdf3、Cbx8、Dppa2和 Mcll等；第二个高峰期被 

称为“植入前中期基因激活期”，发生于桑葚胚向囊 

胚转化之前，于 8一细胞期达到峰值。该期与分裂球 

极化和致密化过程中所涉及的细胞问粘附分子的 

表达有关。因此，推测 GABA的核易位可能参与基 

因表达的转录调控。此外，检测发现 GABA合成酶。 

GAD67表达于植入前胚胎发育的任何阶段，因此． 

推测植入前胚胎中的 GABA可能是由胚胎 自身所 

合成的。 

随后 ，本研究探讨了GABA在早期胚胎发育中 

的功能，发现一定浓度的 GABA能显著抑制胚胎体 

外发育，并且呈剂量依赖性。而且较低浓度的GABA 

(10 )能明显抑制 2一细胞胚胎的体外发育，但 

不影响其他阶段胚胎的正常发育，提示 2一细胞胚胎 

对 GABA的敏感程度高于其他阶段胚胎。“2一细胞 

阻滞”是胚胎在体外发育过程中的常见现象[251。在小 

鼠，授精启动卵母细胞内转录物的降解，并且到2一 

细胞期时已完成 90％的降解[261，此时来 自受精卵基 

因组的转录开始启动，即所谓的合子基因组激活 ， 

将承担起胚泡持续发育所需的基因表达，这可能是 

2一细胞胚胎对外界刺激更敏感的原因。 

在中枢神经系统，GABA通过结合到相应的受 

体发挥生理作用。本研究发现 GABA及其 B受体蛋 

白GB1动态表达于植入前胚胎，推测 GABA可能通 

过其 B受体发挥作用。随后，根据预实验筛选的最 

佳剂量，2一细胞胚胎用40~mol／L GABA B受体抑 

制剂 2-hydroxysaclofen预处理 1～2 h，然后再分别加 

入 30 L和 40 g／ L GABA培养 48~72 h，结 

果显示．40 txmol／L 2-hydroxysaclofen能够有效消除 

GABA对胚胎发育的抑制作用，证实 GABA通过其 

B受体发挥作用。 

综上所述 ，本研究首次发现了GABA及其受体 

在小鼠植入前胚胎中的表达模式，明确了GABA通 

过其 B受体抑制植入前胚胎发育，并且呈剂量依赖 

效应，这些发现有利于更好地理解 GABA在胚胎发 

育过程中的作用 ，为 GABA在生殖领域的应用研究 

提供了新的基础资料。 
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