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摘　要：本文采用ＲＴＰＣＲ和荧光定量ＰＣＲ对牦牛犛犢犆犘３基因的组织表达，以及犛犢犆犘３基因在牦牛和犏牛睾丸

组织中的表达水平进行分析。结果表明，犛犢犆犘３基因在牦牛睾丸组织中特异表达，牦牛与犏牛睾丸组织中犛犢犆犘３

基因的表达水平差异极显著（犘＜０．０１）。睾丸和附睾组织切片显示，牦牛睾丸组织中可见各级生精细胞，附睾内可

见发育良好的精子，而犏牛睾丸组织中无次级精母细胞和更高级生精细胞、附睾内未观测到精子，与人和小鼠犛犢

犆犘３基因缺失或表达水平降低出现的表型一致，可以认为犛犢犆犘３基因的表达水平可能与犏牛的雄性不育有一定

的关系。
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ＰＣＲ；ｔｉｓｓｕｅｓｅｃｔｉｏｎ

　　中国是世界上牦牛最多的国家，占世界总数的

９５％以上
［１２］。牦牛（Ｐｏｅｐｈａｇｕｓ犅狅狊犵狉狌狀狀犻犲狀狊）是

青藏高原高寒牧区人民赖以生存的生产资料和生活

资料，主要分布于青海、四川、西藏、甘肃、新疆、云南

等省区［３］，具有适应力强、肉质好、用途广泛等优点，

但是随着生产的发展牦牛也逐渐暴露出生长缓慢、

生产性能低等不足之处。为了提高牦牛的生产性

能，我国从２０世纪５０年代开始采用良种黄牛与牦
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牛进行杂交，杂种一代犏牛表现出很强的杂种优势：

生长发育快、早熟，适应范围扩大，世代间隔缩小，奶、

肉、役力等大幅度提高，深受牧区、半农半牧区和邻近

农区群众的欢迎，但Ｆ１代犏牛雄性是不育的
［４］。

　　黄牛、牦牛和犏牛的染色体数目相同，均为６０

（２ｎ＝６０），组型没有太大差异
［４５］，因此犏牛雄性不育

是有希望克服的。胡欧明等［６７］研究发现，犏牛精子

发生从初级精母细胞开始以后逐级受阻，犏牛精原细

胞在减数分裂过程中仅有少数精母细胞的常染色体

能形成联会复合体（Ｓｙｎａｐｔｏｎｅｍａｌｃｏｍｐｌｅｘ，ＳＣ）结构，

Ｘ、Ｙ染色体没有明显的联会现象；组织学观察发现

犏牛睾丸中的精母细胞数量很少，无精子细胞及精

子［８］，因此，联会复合体不能正常形成可能是导致

Ｆ１代犏牛雄性不育的原因。犛犢犆犘３（Ｓｙｎａｐｔｏｎｅｍａｌ

ｃｏｍｐｌｅｘｐｒｏｔｅｉｎ３）是联会复合体的重要组成部

分［９］，与精子发生过程中的减数分裂密切相关［１０１１］。

研究发现，犛犢犆犘３基因的表达水平与非阻塞性无精

子症人群精子发生失败的程度相关［１２］，而犛犢犆犘３基

因的缺失会使联会复合体无法形成，影响ＤＮＡ修复

和重组蛋白的核心功能，导致减数分裂不能正常进

行、精子发生失败，引起人［１３１４］、小鼠［１１］的不育。

　　本研究采用ＲＴＰＣＲ和荧光定量ＰＣＲ技术对

牦牛犛犢犆犘３基因的组织表达，以及犛犢犆犘３基因在

牦牛和犏牛睾丸组织中的表达水平进行分析，从分

子水平上探讨犛犢犆犘３基因 ｍＲＮＡ的表达水平与

犏牛雄性不育的关系。

１　材料和方法

１１　试验动物

　　选取四川松潘、茂县牦牛屠宰场成年健康的公

牦牛、公犏牛各６头，屠宰后采集下丘脑、垂体、睾

丸、附睾、副性腺、心脏、肝脏、脾脏、肾脏、肺脏、胸肌

等组织样，立即置于液氮中速冻，－７０℃保存，用于

提取组织总ＲＮＡ；在每个睾丸及附睾前、中、后段各

取一约２ｃｍ×２ｃｍ的组织块，用１０％中性甲醛现

场固定，用于制作石蜡切片。

１２　组织总犚犖犃提取和反转录

　　用异硫氰酸胍酚氯仿ＲＮＡ一步提取法提取

各组织总ＲＮＡ，紫外分光光度计测定总ＲＮＡ浓度

和纯度（ＯＤ２６０／ＯＤ２８０＝１．８～２．０）。用随机引物对

总ＲＮＡ进行反转录，反应体系为２５μＬ：２μｇ总

ＲＮＡ，１μｇ随机引物，０．４ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，２０Ｕ

ＲＮａｓｉｎ，２００ＵＭＭＬＶ反转录酶（Ｐｒｏｍｅｇａ公司），

５μＬ５×ＲＴＢｕｆｆｅｒ（含２５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌｐＨ

８．３，５０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＭｇＣｌ２，２５０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＫＣｌ，５０

ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ，２．５ｍｍｏｌ／ＬＳｐｅｒｍｉｄｉｎｅ）。反应程

序：先加ＲＮＡ原液，ｄＮＴＰ和随机引物，７０℃变性５

ｍｉｎ后立即放冰上冷却，再加其余试剂，混匀后３７℃

６０ｍｉｎ，９５℃５ｍｉｎ。ＲＴ产物－２０℃保存备用。

１３　犚犜犘犆犚反应与克隆测序

　　利用小鼠犛犢犆犘３基因 ｍＲＮＡ 全序列（Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ登录号为ＡＣ１２５４８６）在ＧｅｎＢａｎｋ数据库中进

行检索，得到１条与其同源性很高的黄牛的相关

ｍＲＮＡ序列（ＢＣ１０２４３３），利用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０

软件设计引物，上游引物为５′ＧＡＧＡＡＡＣＡＡＧＧ

ＧＡＡＧＡＡＡＡＧＧ３′，下 游 引 物 为 ５′ ＴＧＣＴＧ

ＧＡＡＣＡＡＡＧＴＣＡＧＡＡＡＣ３′，引物由大连宝生物

工程公司合成。反应体系为１０μＬ：０．５μＬＲＴ产

物，１Ｕ犜犪狇ＤＮＡ聚合酶（ＴａＫａＲａ公司），１μＬ１０

×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ，０．２５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，１．２５ｍｍｏｌ／Ｌ

ＭｇＣｌ２，０．５μｍｏｌ／Ｌ上游和下游引物。反应程序：

９４℃３ｍｉｎ；３５个循环（９４℃３０ｓ，５４℃３０ｓ，７２℃

３０ｓ）；７２℃５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用８％聚丙烯酰胺凝

胶电泳分离，银染后用凝胶成像系统拍照。

　　ＰＣＲ产物用１．２％琼脂糖凝胶电泳分离，紫外

灯下割取目的片段，用ＶｇｅｎｅＤＮＡ 凝胶回收试剂

盒（ＴＩＡＮＧＥＮ公司）回收纯化。纯化的ＰＣＲ产物

送上海英骏生物技术有限公司做克隆测序。

１４　荧光实时定量犘犆犚

　　以看家基因３磷酸甘油醛脱氢酶（Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅ

ｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅａｓｅ，犌犃犘犇犎）为内参，

根据ＧｅｎＢａｎｋ黄牛犌犃犘犇犎 基因序列（Ｕ８５０４２）用

ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计引物，上游引物为５′

ＣＡＣＣＣＴＣＡＡＧＡＴＴＧＴＣＡＧＣ３′，下游引物为５′

ＴＣＡＴＡＡＧＴＣＣＣＴＣＣＡＣＧＡＴ３′，引物由大连宝

生物工程公司合成。每个样品２个重复，用克隆有

目的片段的质粒梯度稀释后作为标准品，制作标准

曲线。反应体系为２０μＬ：１μＬＲＴ产物，１ＵＥＸ犜犪狇

ＨＳＤＮＡ聚合酶（ＴａＫａＲａ公司），４μＬ５×ＰＣＲＢｕｆｆ

ｅｒ，０．３ ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ，３．７５ ｍｍｏｌ／Ｌ ＭｇＣｌ２，０．５

μｍｏｌ／Ｌ目的基因上游和下游引物，１μＬ２０×ＳＹＢＲ

ｇｒｅｅｎⅠ。反应程序：９５℃１ｍｉｎ；９５℃１０ｓ，５４℃１０

ｓ，７２℃１５ｓ，读板（ＰｌａｔｅＲｅａｄ），４０个循环；７２℃５

ｍｉｎ；进行熔解曲线分析：６５～９４℃，每隔０．２℃读板

１次，温度恒定１ｓ后读板；７２℃５ｍｉｎ。定量结果用

ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计分析。

３３１１
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１５　组织切片的制备

　　把１０％中性甲醛固定的睾丸、附睾组织洗去固

定液，经７０％、８０％、９５％、１００％系列酒精脱水，二

甲苯透明、透蜡、石蜡包埋、切片（厚度为５μｍ）、托

片、烘干，再用 Ｈ．Ｅ染色并封片保存，拍照。

２　结果与讨论

２１　牦牛、犏牛犛犢犆犘３和犌犃犘犇犎 基因 犚犜犘犆犚

扩增结果

　　以牦牛、犏牛睾丸组织总ＲＮＡ为模板，用所设

计的犛犢犆犘３和犌犃犘犇犎 引物分别进行 ＲＴＰＣＲ

扩增，结果见图１。通过测序发现，犛犢犆犘３基因的

扩增产物为２５１ｂｐ，犌犃犘犇犎 基因的扩增产物为

１０１ｂｐ。用ＤＮＡＭＡＮ５．２．２对测序结果与引物设

计源序列进行同源性比较，结果发现：牦牛、犏牛

犛犢犆犘３扩增片段与引物设计源序列同源性为

１００％；犌犃犘犇犎 基因扩增片段的序列与引物设计

源序列也完全相同，表明ＰＣＲ扩增片段为牦牛、犏

牛特异的犛犢犆犘３和犌犃犘犇犎 基因ｃＤＮＡ片段。

Ｍ．ＤＮＡ分子量标记（１００ｂｐｌａｄｄｅｒ）；１．犏牛犛犢犆犘３基因扩增片段；４．犏牛犌犃犘犇犎 基因

扩增片段；２、３．牦牛犛犢犆犘３基因扩增片段；５、６．牦牛犌犃犘犇犎 基因扩增片段

Ｍ．ＤＮＡｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ（１００ｂｐｌａｄｄｅｒ）；１，４．Ｆｒａｇｍｅｎｔｓａｍｐｌｉｆｉｅｄｏｆ犛犢犆犘３ａｎｄ

犌犃犘犇犎ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎｃａｔｔｌｅｙａｋ；２，３ａｎｄ５，６．Ｆｒａｇｍｅｎｔｓａｍｐｌｉｆｉｅｄｏｆ犛犢犆犘３ａｎｄ犌犃犘

犇犎ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎｙａｋ

图１　牦牛、犏牛犛犢犆犘３和犌犃犘犇犎基因的犚犜犘犆犚电泳图

犉犻犵１　犚犜犘犆犚狅犳犛犢犆犘３犪狀犱犌犃犘犇犎犿犚犖犃狅犳狔犪犽犪狀犱犮犪狋狋犾犲狔犪犽狋犲狊狋犻狊

２２　牦牛犛犢犆犘３基因的组织表达谱分析

　　利用ＲＴＰＣＲ对成年牦牛下丘脑、垂体、睾丸、

附睾、副性腺、心脏、肝脏、脾脏、肾脏、肺脏、胸肌等

１１种组织中犛犢犆犘３基因的表达进行检测，结果见

图２。从图２可以看出，牦牛１１个组织中仅在睾丸

组织中检测到犛犢犆犘３基因的表达，说明牦牛犛犢

犆犘３基因是睾丸特异表达的基因。

　　ＳＹＣＰ３蛋白是１个ＤＮＡ结合蛋白，定位于联

会复合体的侧成分［９］，在睾丸中特别是在初级精母

细胞中表达［９，１１］，在同源染色体配对中发挥重要作

用，是精子发生过程中雄性减数分裂所必须的。

Ｍｉｙａｍｏｔｏ等
［１４］和Ｗａｎｇ等

［１２］研究发现犛犢犆犘３基

１．ＤＮＡ分子质量标准（１００ｂｐｌａｄｄｅｒ）；２．下丘脑；３．垂体；４．睾丸；５．附睾；６．副性腺；７．心脏；８．肝

脏；９．脾脏；１０． 肾脏；１１． 肺脏；１２． 胸肌

１１２．ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（１００ｂｐｌａｄｄｅｒ），ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ，ｈｙｐｏｐｈｙｓｉｓ，ｔｅｓｔｉｓ，ｅｐｉｄｉｄｙｍｉｓ，ａｃｃｅｓｓｏｒｙｇｅｎｉｔａｌ

ｇｌａｎｄｓ，ｈｅａｒｔ，ｌｉｖｅｒ，ｓｐｌｅｅｎ，ｋｉｄｎｅｙ，ｌｕｎｇ，ｃｈｅｓｔｍｕｓｃｌｅ

图２　牦牛犛犢犆犘３基因在各组织中的表达

犉犻犵２　犜犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狆狉狅犳犻犾犲狅犳犛犢犆犘３犻狀狔犪犽
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　８期 屈旭光等：牦牛、犏牛睾丸组织中犛犢犆犘３基因ｍＲＮＡ表达水平研究

因在哺乳动物如人、小鼠等睾丸组织特异表达，与本

研究结果一致，提示犛犢犆犘３基因可能与牦牛、犏牛

精子发生过程中的减数分裂有关，是影响牦牛精子

发生过程的１个重要候选基因。

２３　牦牛和犏牛睾丸组织犛犢犆犘３基因 犿犚犖犃表

达水平分析

　　对牦牛和犏牛睾丸组织犛犢犆犘３基因 ｍＲＮＡ

表达水平进行了荧光定量检测（图３），结果见图４，

从图４可以看出牦牛睾丸组织犛犢犆犘３基因ｍＲＮＡ

表达量（３８．８８±７．５６４）极显著高于犏牛（１１．４７０±

４．３０１）（犘＜０．０１）。

Ａ．犛犢犆犘３基因的扩增曲线；Ｂ．犛犢犆犘３基因的标准曲线；Ｃ．犛犢犆犘３基因的熔解曲线；Ｄ．犌犃犘犇犎 基因的扩增曲线；

Ｅ．犌犃犘犇犎基因的标准曲线；Ｆ．犌犃犘犇犎 基因的熔解曲线

ＡａｎｄＤ，ＢａｎｄＥ，ＣａｎｄＦｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｓｔａｎｄａｒｄａｎｄｍｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅｓｏｆｔｈｅ犛犢犆犘３，犌犃犘犇犎ｇｅｎｅｓ，

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图３　犛犢犆犘３及犌犃犘犇犎基因的扩增曲线、标准曲线和熔解曲线

犉犻犵３　犜犺犲犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀，狊狋犪狀犱犪狉犱犪狀犱犿犲犾狋犻狀犵犮狌狉狏犲狊狅犳犛犢犆犘３犪狀犱犌犃犘犇犎犵犲狀犲狊

１．牦牛；２．犏牛；．表示牦牛和犏牛犛犢犆犘３表

达量差异极显著（犘＜０．０１）

１．Ｙａｋ；２．Ｃａｔｔｌｅｙａｋ；．Ｄｅｎｏｔｅｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｂｅｔｗｅｅｎｙａｋａｎｄｃａｔｔｌｅｙａｋｉｓｅｘ

ｔｒｅｍｅｌｙｒｅｍａｒｋａｂｌｅ（犘＜０．０１）

图４　牦牛和犏牛睾丸组织中犛犢犆犘３基因 犿犚犖犃

的表达水平

犉犻犵４　犇犲狏犲犾狅狆犿犲狀狋犪犾犮犺犪狀犵犲狊狅犳犛犢犆犘３犿犚犖犃犲狓

狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀狔犪犽犪狀犱犮犪狋狋犾犲狔犪犽’狊狋犲狊狋犻狊

　　Ａａｒａｂｉ等
［１３］研究发现犛犢犆犘３在６０％的非阻

塞性无精子症患者睾丸组织中表达，且其表达水平

与精子发生障碍的程度相关，表达水平越低精子发

生水平越低，而犛犢犆犘３基因没有表达的患者则表

现为精子发生中止。本文研究发现犛犢犆犘３基因在

精子发生正常的牦牛睾丸组织中高表达，而在精子

发生障碍（无精子）的犏牛睾丸组织中表达水平很

低，与 Ａａｒａｂｉ等
［１３］的研究结果一致，说明犛犢犆犘３

基因的表达水平与犏牛雄性不育有一定的关系。

２４　牦牛和犏牛睾丸、附睾组织学观察

　　Ｌｉ等
［１１］对正常和犛犢犆犘３基因缺失小鼠进行

睾丸组织学观察发现，正常小鼠的睾丸组织中可见

逐级发生的精原细胞、初级精母细胞、次级精母细

胞、精细胞等，而在犛犢犆犘３缺失的小鼠睾丸组织

中，只看到薄薄的一层精原细胞。Ａａｒａｂｉ等
［１３］研究

发现犛犢犆犘３基因低表达的患者睾丸组织中也只有
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精原细胞和少量的精母细胞。

　　为了观察睾丸组织犛犢犆犘３基因 ｍＲＮＡ表达

水平呈极显著差异的牦牛、犏牛精子发生状况，本文

对牦牛和Ｆ１代犏牛的睾丸和附睾组织进行了组织

切片分析（图５），结果发现犏牛睾丸组织生精小管

管腔大小及形态不一致，管壁皱缩，生精小管上皮多

由１～２层精原细胞构成，有些精原细胞已经死亡，

初级精母细胞很少，无次级精母细胞（图５Ａ），附睾

内未观测到精子（图５Ｂ），而牦牛睾丸组织生精小管

发育正常，可见各级生精细胞（图５Ｃ），附睾内可见

发育良好的精子（图５Ｄ）。

　　犛犢犆犘３基因低表达的犏牛所表现出来的睾丸

组织表型与小鼠［１１］、人［１３］犛犢犆犘３基因缺失或低表

达的表型基本一致，进一步说明犛犢犆犘３基因可能

与犏牛的雄性不育有一定的关系。

Ａ为犏牛睾丸组织切片（ＨＥ×１３）．Ｂ为犏牛附睾组织

切片（ＨＥ×６．５）．Ｃ为牦牛睾丸组织切片（ＨＥ×６．５）．

Ｄ为牦牛附睾组织切片（ＨＥ×１３）

Ａ．Ｔｈｅｔｉｓｓｕｅｓｅｃｔｉｏｎｓｏｆｃａｔｔｌｅｙａｋｔｅｓｔｉｓ（ＨＥ×１３）．

Ｂ．Ｔｈｅｔｉｓｓｕｅｓｅｃｔｉｏｎｓｏｆｃａｔｔｌｅｙａｋｅｐｉｄｉｄｙｍｉｓ（ＨＥ×

６．５）．Ｃ．Ｔｈｅｔｉｓｓｕｅｓｅｃｔｉｏｎｓｏｆｙａｋｔｅｓｔｉｓ（ＨＥ×６．５）．

Ｄ．Ｔｈｅｔｉｓｓｕｅｓｅｃｔｉｏｎｓｏｆｙａｋｅｐｉｄｉｄｙｍｉｓ（ＨＥ×１３）

图５　牦牛和犏牛睾丸、附睾的组织切片

犉犻犵．５　犜犺犲狅犫狊犲狉狏犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲狋犲狊狋犻狊犪狀犱犲狆犻犱犻犱狔犿犻狊犻狀

狔犪犽犪狀犱犮犪狋狋犾犲狔犪犽犫狔犾犻犵犺狋犿犻犮狉狅狊犮狅狆犲
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