
抑制分化因子（inhibitor of differentiation，Id）家

族，包含 Id1、Id2、Id3和 Id4，是体内细胞发育过程中

的关键转录调控蛋白［1］。Id蛋白具有独特的螺旋⁃
环⁃螺旋（HLH）结构，这种特有的结构可以通过与同

样具有HLH结构的转录调节因子家族相关成员相

互结合形成异二聚体来阻止其与DNA相互结合，从

而在细胞分化方向起显性负调节因子的作用。除

了在细胞分化方向起负调节因子的作用外，Id蛋白

也在细胞周期的调节中起着非常重要的作用，相关

研究显示 Id蛋白可以通过与有丝分裂进程中几种

关键蛋白相互作用，从而介导细胞周期进程［2-4］。综

上所述，Id蛋白在细胞分化和细胞周期中起着特有

的调节作用。因此，猜想是否 Id蛋白可通过调控细

胞分化及细胞周期进程来调节卵巢中卵泡的发育，

从而影响雌性小鼠的生育能力。

分化抑制因子 Id3对雌性小鼠生育能力的影响

文习东，张 弛，何元林，李 晶*

南京医科大学生殖医学国家重点实验室，江苏 南京 211166

［摘 要］ 目的：通过构建 Id3⁃Gdf9条件性敲除（CKO）小鼠并研究雌性小鼠的表型，从而确定分化抑制因子3（inhibitor of dif⁃
ferentiotion 3，Id3）对雌性小鼠生育能力的影响。方法：通过交配繁殖获得 Id3⁃Gdf9 CKO小鼠，以HE染色、卵泡计数对CKO小

鼠卵巢中的卵泡发育情况进行检测，以卵母细胞体外成熟实验和体外超排实验对卵母细胞的体外成熟进行检测，通过交配实

验对生育力进行检测。结果：qPCR、Western blot结果显示卵母细胞中 Id3被成功敲除；对3、8周小鼠卵巢进行HE染色并对各

级卵泡进行计数，结果表明CKO小鼠中各级卵泡发育正常；卵母细胞体外成熟以及体外超排实验显示CKO小鼠中卵母细胞体

外成熟正常；交配实验表明CKO小鼠生育能力正常。结论：在正常饲养条件下，条件性敲除 Id3不影响正常卵泡的发育以及雌

性小鼠的生育能力。
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［Abstract］ Objective：The phenotype of female mice was studied by constructing Id3⁃Gdf9⁃Cre+ conditional knockout（CKO）mice to
further determine the effect of differentiation inhibitor Id3 on female mice fertility. Methods：The development of follicles was detected
in the ovaries of the conditional knockout mice with Id3⁃Gdf9⁃Cre+ by HE staining and follicle counting. The oocyte maturation was
detected by maturation experiments in vitro and superovulation experiments in vitro. And mice fertility was detected by mating
experiment. Results：The results of qPCR and Western blot showed that we had successfully knocked out Id3 in oocytes. HE staining
was performed on 3 weeks and 8 weeks mice ovaries and the follicles were counted at various levels，and the follicles developed at all
levels were normal. Oocyte maturation experiments and superovulation experiments showed that oocyte maturation was normal in vitro.
Mating experiment showed that CKO mice have normal fertility. Conclusion：Under normal feeding conditions，conditional knockout of
Id3 does not affect normal follicles development or fertility of female mice.
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卵母细胞的发育对于雌性生殖力的影响至关

重要，卵母细胞发育异常也是导致卵巢早衰的重要

原因之一。随着基因敲除技术的不断进步，有研究

者通过cas9技术全身性敲除 Id1、Id2、Id3、Id4基因进

行不同方面的研究［5］。近年来，人们发现 Id蛋白的缺

失会导致雷特综合征、动脉血管疾病等的发生［6-7］，同

时对 Id蛋白的研究也为癌症治疗提供了一些新的

机会［8］。但目前尚未有文献报道 Id3对雌性小鼠的

生育力是否存在影响。

本实验室前期通过构建全身性敲除 Id2的小鼠

模型，发现 Id2-/-小鼠乳腺发育缺陷而造成雌性小鼠

丧失哺乳能力以及新生胎儿发育缺陷［9-10］，同时雌

性小鼠生育能力低下，造成生育力低下的具体原因

还在进一步研究当中。Id3敲除是否也会对雌性小

鼠生育能力造成影响？本研究通过构建 Id3⁃Gdf9卵
母细胞特异性敲除小鼠，对其表型进行分析，进一

步研究 Id3在卵母细胞发育过程中所起的作用，从

而确定 Id3对雌性生育能力的影响。

1 材料和方法

1.1 材料

所有实验小鼠均选取C57BL/6J背景（SPF级），

饲养于南京医科大学实验动物中心，所有动物实验

经南京医科大学动物保护和使用委员会批准。磷

酸盐缓冲液（PBS，Gibco公司，美国），RIPA裂解液

（Thermo公司，美国），蛋白酶抑制剂（Amresco公司，

美国），山羊抗小鼠二抗、山羊抗兔二抗（Thermo公
司，美国），ECL发光液（杭州弗德生物公司），M2、
M16培养基（Sigma公司，德国），PCR引物、RT⁃PCR
引物由南京擎科生物技术有限公司合成；PCRmix、
逆转录酶（南京诺维赞公司），Tublin抗体（南京翼飞

雪公司），Id3抗体（Proteintech公司，美国），妊娠母

马血清促性腺激素（PMSG）、人绒毛膜促性腺激素

（HCG）、透明质酸酶（Sigma公司，美国），数码化学

发光成像仪（上海Tanon公司），点扫描激光共聚焦

显微镜（Zeiss公司，德国），PCR仪（Thermo公司，美

国）。

1.2 方法

1.2.1 构建条件性敲除（conditional knockout，CKO）
小鼠模型

通过 Id3fl/fl雌鼠与Gdf9⁃cre+雄鼠交配 2代，获取

用于实验的雌性 Id3⁃Gdf9 CKO小鼠，并以 Id3fl/fl雌鼠

作为对照组进行表型研究。Gdf9在原始卵胞的卵

母细胞中特异性表达，因此CKO小鼠表现为原始卵

胞的卵母细胞中特异性敲除 Id3。
1.2.2 实时荧光定量PCR（qPCR）检测Id3表达

收取 21 d小鼠 5~10颗生发泡（GV）期卵母细

胞，利用单细胞转录体系反转成 cDNA，取 1 μL
cDNA进行 qPCR扩增。相关引物序列如下，Id3上

游引物：5′⁃CTGTCGGAACGTAGCCTGG⁃3′，下游引

物：5′⁃GTGGTTCATGTCGTCCAAGAG⁃3′；β⁃actin上

游引物：5′⁃CCGTAAAGACCTCTATGCC⁃3′，下游引

物：5′⁃CTCAGTAACAGTCCGCCTA⁃3′；结果以 2-ΔΔCT

表示，实验重复3次。

1.2.3 Western blot检测 Id3敲除效率

收取 Id3fl/fl、Id3⁃Gdf9小鼠各100颗卵母细胞，在

RIPA裂解液和PI蛋白酶抑制剂的混合溶液中裂解

提取蛋白，SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白。将

分离的蛋白转移到 PVDF膜上，用 5%的脱脂奶粉⁃
TBST封闭 1 h，一抗 4 ℃过夜。次日，二抗孵育 1 h
后，TBST洗膜 2次再用TBS洗 1次。使用ECL显色

液显色，利用数码化学发光成像仪器曝光检测蛋白

的表达。

1.2.4 HE染色

100%二甲苯脱蜡 2 次，过 100%、90%、80%、

70%梯度乙醇，苏木素 5 min，自来水冲洗 10 min，
0.1%HCl漂洗，伊红20 s，70%、90%乙醇漂洗，100%乙

醇1 min 2次，100%二甲苯5 min 2次，中性树脂封片。

1.2.5 卵母细胞体外培养和体外超排实验

卵母细胞体外培养：从未经HCG处理的出生后

21~28 d小鼠卵巢中收集 GV期卵母细胞，转移至

M16培养基置于37 ℃、5％CO2培养箱中培养。培养

4 h到生发泡破裂（GVBD）、12 h到第 2次减数分裂

中期（MⅡ）。根据 GVBD/GV 和第一极体排出

（PBE）/GV比率计算卵母细胞成熟比率。体外超排

实验：向小鼠注射5 U PMSG，培养44 h，然后注射5 U
HCG。16 h后，将卵⁃卵母细胞复合物从输卵管壶腹

部取出，并用透明质酸酶消化，统计MⅡ卵母细胞的

数目。

1.2.6 卵泡计数

收集3、8周大小的卵巢并在10％福尔马林缓冲

液中固定12 h，在体视镜拍摄卵巢形态大小，将卵巢

包埋在石蜡中，以 5 μm的厚度连续切片，通过HE
染色对卵母细胞进行数目统计。各级卵母细胞的

分类如下：原始卵泡（单个卵母细胞被数个扁平化的

前体颗粒细胞围绕）、初级卵泡（单个卵母细胞被单层

立体状的颗粒细胞包围）、次级卵泡（单个卵母细胞被

2层以上立体状的颗粒细胞包围）、有腔卵泡（卵母细
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A：小鼠基因型的鉴定，敲除小鼠中存在1条非特异性条带；B：qPCR检测 Id3 mRNA在GV期卵母细胞中的表达情况；C：Western blot检测

Id3蛋白在GV卵母细胞中表达情况；与对照组比较，*P < 0.001，n=3。
图1 Id3⁃Gdf9小鼠的配繁以及敲除效率的检测

Figure 1 The mating and breeding of Id3⁃Gdf9 and the detection of knockout efficiency

胞与颗粒细胞之间出现空腔）。

1.3 统计学方法

使用SPSS20.0进行统计分析，所有实验结果均

以均数±标准差（x ± s）表示，两组间比较采用 t检

验。P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 Id3⁃Gdf9 CKO小鼠构建以及敲除效率的验证

首先通过 Id3fl/fl与Gdf9⁃cre+工具鼠杂交 2代，得

到 Id3⁃Gdf9（Gdf9在原始卵泡阶段特异性表达）CKO
小鼠并通过 PCR扩增琼脂糖凝胶电泳进行基因型

验证（图 1A）。取 21~28 d CKO小鼠的卵母细胞进

行 qPCR以及Western blot验证敲除效率，发现在 21
d的卵母细胞中 Id3被特异性敲除（图1B、C）。以上

结果说明得到的 Id3⁃Gdf9 CKO小鼠的卵母细胞中

Id3被特异性敲除，可以进行表型研究。

2.2 CKO小鼠中各级卵泡发育情况分析

为了观察CKO小鼠中各级卵泡发育的情况，分

别取3、8周的雌性小鼠的卵巢对其卵巢大小以及各

级卵泡的数目进行统计。结果发现在3周左右CKO
小鼠的卵巢略小于对照组，但到达 8周卵巢大小没

有明显的差异（图 2A）。卵泡计数的结果显示CKO
小鼠中各级卵泡发育以及总卵泡数目正常（图 2B、
C、D）。以上结果说明在正常生长条件下，在卵母细

胞中特异性敲除 Id3不影响卵泡的发育。

2.3 CKO小鼠卵母细胞体外成熟及体外超排情况

为了进一步研究卵母细胞发育至排卵阶段即

卵母细胞成熟过程，取21 d的 Id3fl/fl和 Id3⁃Gdf9 CKO
小鼠，注射 5 U PMSG 48 h后取GV期卵母细胞，测

量细胞直径，结果发现两组卵母细胞直径的差异无

统计学意义（图3A、B）；对GV期卵母细胞进行体外

进行培养，分别计算GVBD/GV、PBE/GV，统计结果

显示两组差异无统计学意义（图 3C）。对超排后的

排卵数目进行统计，结果发现CKO小鼠中排卵数目

略有下降（P < 0.05，图3D）。
2.4 CKO小鼠生育能力

选取 2月龄的 Id3fl/fl和 Id3⁃Gdf9 CKO雌性小鼠

各 4只进行为期 6个月的交配实验，结果发现两组

的总体生育能力正常，不管是产仔周期、每窝产仔

数目和总产仔数目的差异均无统计学意义，表明

CKO小鼠的生育状况良好，即卵母细胞特异性敲除

Id3并不影响雌性小鼠的生育能力（图4）。
3 讨 论

近年来，女性不孕的发病率逐年增加。卵巢作

为女性生殖器官，是卵泡发育的场所。卵泡发育是

否正常直接影响排卵的数量和质量，进而影响女性

的生育能力。因此，许多研究者致力于女性生殖健

康的研究，近几年基因编辑技术的不断革新，也给

这项研究带来了新的方向。

Id家族对于细胞的生长发育非常重要。近年

来，研究者发现 Id蛋白参与细胞的发育、骨骼肌的

分化、平滑肌的增殖、胚胎的神经系统形成、骨发生

和免疫系统的形成等多种生物学过程［11-16］，但在雌

性生殖领域却从未有过相关文献的报道。本课题

组前期研究发现，Id2敲除后小鼠会出现生殖力下

降的表型。为进一步探究 Id家族其他成员对雌性

小鼠生育能力的影响，本研究构建了卵母细胞特异

性敲除 Id3的小鼠模型来进行相关研究。

首先通过 Id3fl/fl与Gdf9的工具鼠交配 2代得到

所需要的 Id3⁃Gdf9雌性CKO小鼠，通过对卵巢中卵

母细胞进行qPCR、Western blot检测，结果显示得到

的 CKO小鼠中，Id3在卵母细胞中被特异性敲除。

卵泡的正常发育是卵巢发挥正常功能的基础，所以
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图3 卵母细胞特异性敲除 Id3不影响卵母细胞的体外成熟

Figure 3 Oocyte⁃specific knockout Id3 does not affect oocyte maturation in vitro
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A：卵巢大小比较；B：卵巢HE染色；C：3周小鼠HE染色后卵泡计数结果；D：8周小鼠HE染色后卵泡计数结果（n=3）。
图2 卵母细胞特异性敲除 Id3不影响卵泡的正常发育

Figure 2 Oocyte⁃specific knockout Id3 does not affect the normal development of follicles
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取3、8周两个时间点来对卵巢中卵泡的发育进行检

测，通过卵巢切片的HE染色来对各级卵泡的数目

进行统计，结果并没有发现各级卵母细胞差异性变

化，尽管在3周时有发现卵巢大小有略微变小，但是

在 8周时卵巢的大小并没有发现明显的变化，说明

卵巢中卵泡发育正常。同时通过对GV期卵母细胞

的大小来对卵母细胞进行评估，结果发现GV期卵

母细胞的大小没有明显变化，小鼠超排实验显示，

尽管排卵的数目有所减少，但并没有发现产仔数目

的减少，因此其排卵数目的轻微减少不影响其生育

能力。先前有文章报道 Id1-/-/Id3-/-共同敲除会导致

胚胎致死率的升高［17］，因此猜想 Id家族中的 4个蛋

白是否会通过彼此之间的协同作用来影响卵母细

胞的发育，从而来影响雌性的生育能力。
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图4 卵母细胞特异性敲除 Id3不影响雌性小鼠生育能力

Figure 4 Oocyte⁃specific knockout Id3 does not affect fer⁃
tility in female mice
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