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犅犮犾２基因犚犖犃干扰对体外培养的鹅卵泡颗粒细胞

凋亡、增殖和孕激素分泌的影响
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摘　要：根据已发表的犅犮犾２基因序列设计３对ｓｉＲＮＡ（ＳｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅＲＮＡ）序列，构建干扰表达载体，转染体

外培养的鹅卵泡颗粒细胞，４８ｈ后利用流式细胞术（Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ＦＣＭ）检测颗粒细胞Ｂｃｌ２蛋白表达量、凋亡和

增殖情况，收集细胞培养液用放射免疫分析法检测孕激素（Ｐ）的分泌水平；此外，还检测了Ｆ１～Ｆ４卵泡、最小的排

卵前卵泡（Ｔｈｅｓｍａｌｌｅｓｔｐｒｅｏｖｕｌａｔｏｒｙｆｏｌｌｉｃｌｅ，ＳＰＦ）、小黄卵泡（Ｓｍａｌｌｙｅｌｌｏｗｆｏｌｌｉｃｌｅ，ＳＹＦ）和闭锁卵泡（Ａｔｒｅｓｉｃｆｏｌｌｉ

ｃｌｅ）颗粒细胞Ｂｃｌ２蛋白表达和凋亡情况。结果表明：（１）各级卵泡颗粒细胞Ｂｃｌ２蛋白的表达存在着差异，正常卵

泡颗粒细胞Ｂｃｌ２蛋白表达量显著高于闭锁卵泡（犘 ＜０．０５），ＳＰＦ颗粒细胞Ｂｃｌ２蛋白表达水平显著高于ＳＹＦ（犘

＜０．０５）；（２）干扰组Ｂｃｌ２蛋白表达水平显著低于所有对照组（犘 ＜０．０５），而细胞凋亡指数（Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｅｘ，

ＡＩ）、增殖指数（Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，ＰＩ）和Ｐ分泌水平均高于对照组。
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　　禽类卵巢上大量的原始卵泡只有极少数能够发

育成熟并排卵，约９９％的卵泡发生闭锁（Ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ

ａｔｒｅｓｉａ）。禽类卵泡闭锁主要通过细胞凋亡（Ａｐｏｐ

ｔｏｓｉｓ）实现，在发育卵泡中如果１０％以上的颗粒细

胞发生凋亡，那么该卵泡注定发生闭锁［１２］。细胞凋

亡是细胞在基因严格控制下的自我消亡，涉及多个

基因顺序表达的调控网络。犅犮犾２基因是这个基因

网络中至关重要的一员。它是一个凋亡抑制基因，

可能通过抑制颗粒细胞凋亡而有利于卵泡发育。例

如，卵泡颗粒细胞特异性表达犅犮犾２基因的转基因

小鼠，排卵数和窝产仔数明显高于普通小鼠，而犅犮犾

２基因敲除小鼠卵泡数显著减少
［３］。

　　ＲＮＡ干扰是通过ｄｓＲＮＡ介导特异性地降解

相应序列的ｍＲＮＡ，从而阻断相应基因表达的转录

后水平。研究者使用不同的犅犮犾２基因干扰体系，

研究了该基因在肿瘤细胞的效应，表明该基因的下

调可以促进多种肿瘤细胞的凋亡［４６］。目前，犅犮犾２

基因对鹅卵泡颗粒细胞的作用还不清楚。为此，本

试验通过ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）的

方法使该基因发生转录后沉默，测定在该基因低表

达的情况下颗粒细胞凋亡、增殖和分泌激素的情况，

从而研究该基因在颗粒细胞中的功能。另外，鹅是

重要的草食家禽，但是其产蛋量低，繁殖成本高是影

响其规模化生产效益的瓶颈。本试验还将为利用转

基因技术或ＲＮＡ干扰技术提高禽类卵泡利用率的

可能性提供理论基础和试验依据。

１　材料与方法

１１　试验鹅和试剂

　　从扬州种鹅场选购年龄、体重一致、健康的、正

处于产蛋期的扬州鹅７只，圈养，自由采食和饮水，

并做产蛋时间的记录。限制性内切酶犅犪犿ＨＩ、

犈犮狅ＲＩ、犎犻狀ｄⅢ，质粒小量提取试剂盒、胶回收试剂

盒、ＤＮＡ连接试剂盒均购自大连宝生物；转染试剂

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；小鼠

抗人Ｂｃｌ２抗体、羊抗小鼠ＩｇＧＦＩＴＣ抗体购自武汉

博士德公司；孕酮放免检测试剂盒购自北京科美，ＰＩ

染液购自 Ｓｉｇｍａ公司，胶原酶Ⅱ 型、胰蛋白酶、

ＤＭＥＭ培养基是Ｇｉｂｃｏ公司的产品，胎牛血清购自

杭州四季青，其它为国产分析纯试剂。

１２　载体及菌种

　　ＲＮＡｉＲｅａｄｙｐＳＩＲＥＮＲｅｔｒｏＱＺｓＧｒｅｅｎ（７．３５

ｋｂ）载体由华中农业大学郑嵘博士提供，含有绿色

荧光蛋白和 Ｕ６启动子，为了便于酶切鉴定在

犅犪犿ＨＩ和犈犮狅ＲＩ酶切位点间插入一段７５０ｂｐ的

序列（将该质粒命名为ｐｓｉＲＮＡ７５０）；鸡ＪＬＶＢｃｌ２质

粒（作为阳性对照）由南京农业大学周冬蕊博士提

供，ＤＨ５α本室保存。

１３　干扰载体的构建

１．３．１　ｓｉＲＮＡ的设计　根据ＧｅｎＢａｎｋ中已发表的

序列（Ｄ１１３８１，Ｄ１１３８２），用 Ａｍｂｉｏｎ的设计软件并

按照设计原则［７］针对犅犮犾２基因设计３对特异性干

扰序列，另外根据载体的特性分别在序列前后添加

犅犪犿ＨＩ和犈犮狅ＲＩ酶切位点，而且如果连接后的载

体进行双酶切鉴定，将出现一条６．６ｋｂ和６６ｂｐ的

条带，６６ｂｐ的条带电泳很难看出，而且单双酶切也很

难区分。而在原载体上存在１个犎犻狀ｄⅢ酶切位点，

故在序列３′端引入１个犎犻狀ｄⅢ酶切位点，这样酶切

鉴定将出现４．１ｋｂ和２．５ｋｂ两条带，而ｐｓｉＲＮＡ７５０用

犎犻狀ｄⅢ酶切只出现一条７．３５ｋｂ的条带。此外设置

一个非特异性对照，分别命名为ｐｓｉＲＮＡｂ１、ｐｓｉＲＮ

Ａｂ２、ｐｓｉＲＮＡｂ３、阴性对照，各组序列如下：

１．３．２　干扰载体ｐｓｉＲＮＡＢｃｌ２的构建　将设计好

的４对序列送宝生物公司合成，合成产物加入灭菌

水使其终浓度为２０ｐｍｏｌ／μＬ。退火反应体系如下：

灭菌水４０μＬ，Ｏｌｉｇｏｓｅｎｓｅ和 Ｏｌｉｇｏａｎｔｉｓｅｎ各５

７９２
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μＬ，共５０μＬ，混匀，将各管置于９４℃水浴锅中５

ｍｉｎ，然后让其缓慢冷却至室温，冷却速度约０．５

℃／ｍｉｎ，使其退火结合形成 ｄｓＤＮＡ，将回收的

ＲＮＡｉＲｅａｄｙｐＳＩＲＥＮＲｅｔｒｏＱＺｓＧｒｅｅｎ载体与退火

产物按照１∶５摩尔比均匀混合，用ＤＮＡ连接酶连

接后转化大肠杆菌ＤＨ５α，挑取菌落，小提质粒，用

犎犻狀ｄⅢ酶切鉴定，将鉴定正确的质粒送宝生物测

序。对测序正确的质粒用超纯质粒中量提取试剂

盒（去内毒素）提取，并用分光光度计测定所提质

粒浓度。

１４　颗粒细胞的分离和培养

　　取连产３～４枚鹅蛋的扬州鹅，在其产蛋前约１

～３ｈ剖腹采集各级卵泡，然后立即置于预冷、加有

抗生素的生理盐水中。卵泡的闭锁按表型来区分，

正常的卵泡呈卵圆形、表面光滑、血管丰富，而闭锁

卵泡表面坍塌、形状不规则、表面有溢血现象。

　　分离颗粒细胞层，将剥离的颗粒细胞立即置于

无菌的Ｈａｎｋ’ｓ液中，漂洗２～３次，然后用剪刀剪

碎。用滴管将其吸至离心管中静置，吸掉上清，加入

１％胶原酶Ⅱ型（２ｍＬ胶原酶Ⅱ型／５００ｍｇ组织）

３７℃消化５～７ｍｉｎ，吹打数次，至组织块刚好消散，

用胎牛血清终止反应，２００目网筛过滤后收集颗粒

细胞，９００ｒ／ｍｉｎ离心８ｍｉｎ，弃上清，部分细胞用于

培养，部分细胞用终浓度为７０％乙醇固定，－２０℃

固定备用。用于培养的细胞，台盼兰染色镜检活细

胞数在９０％以上，用含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ，按

（２～５）×１０
５密度接种于６孔培养板，置于３８．５℃、

５％ＣＯ２培养箱内培养。

１５　转染

　　按照转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００说明书进

行，具体为：当细胞长至６０％～８０％汇合时开始转

染，每孔加入４μｇ质粒和１０μＬ转染试剂，转染４～

６ｈ后换掉培养基，用不含血清的ＤＭＥＭ（２ｍｍｏｌ／Ｌ

Ｌ谷氨酰胺，５．５×１０－５ｍｏｌ／Ｌβ巯基乙醇，４×１０
－６

ｍｏｌ／Ｌ非必须氨基酸，１ｍｍｏｌ／Ｌ丙酮酸钠）继续培

养，４８ｈ后在荧光显微镜下观察并拍照。

１６　干扰效果的鉴定

　　颗粒细胞转染４８ｈ后，胰酶消化，７０％乙醇固

定，用流式细胞术检测颗粒细胞Ｂｃｌ２蛋白质表达

水平、细胞凋亡和增殖情况。流式细胞仪为美国

ＢＤ公司产品，型号为ＦＡＣＳＡｒｉａ。

１．６．１　颗粒细胞Ｂｃｌ２蛋白表达的检测　固定后

的颗粒细胞（约５×１０５个），１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，

去除固定液，加入含０．２５％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００的０．１

ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ７．２～７．４）冰上通透５ｍｉｎ，离心去

上清，用０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗１遍，加封闭液（含１％

ＢＳＡ的０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ）封闭１ｈ，以封闭非特异性

结合蛋白。加入以封闭液稀释的小鼠抗人Ｂｃｌ２抗

体（１∶１５０稀释），３７℃孵育３０ｍｉｎ。离心去除上

清，加０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ以洗去未结合的抗体。加羊

抗小鼠ＩｇＧＦＩＴＣ（１∶６４稀释），３７℃避光孵育３０

ｍｉｎ，用０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗去多余的二抗。加０．５

ｍＬＰＢＳ，调节细胞密度上机检测，同时以用ＰＢＳ代

替一抗的细胞做阴性对照，用ＢＤＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件

分析Ｂｃｌ２蛋白相对表达水平，用下述计算公式表

示：Ｂｃｌ２蛋白水平＝ 试验组平均荧光强度阴性对

照荧光强度。

１．６．２颗粒细胞凋亡和增殖检测　取固定后的颗粒

细胞约（２～５）×１０
５个，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，去

除固定液，用ＰＢＳ（含０．２５％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００）洗２遍，

加１００μＬＲＮＡｓｅＡ（１００μｇ／ｍＬ）３７℃水浴３０ｍｉｎ，

再加入４００μＬＰＩ（２００μｇ／ｍＬ）染色液混匀，４℃避

光３０ｍｉｎ上机检测。凋亡指数（Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｅｘ，

ＡＩ）＝ＡＰ／ｔｏｔａｌ，增殖指数（Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，ＰＩ）

＝（Ｓ＋Ｇ２）／（Ｇ１＋Ｓ＋Ｇ２）×１００％。

１．６．３　孕激素的测定　收集培养液，－２０℃保存，

用放射免疫试剂盒检测培养液中Ｐ含量。

１７　数据分析

　　所有数据均用平均数±标准差（珚狓±狊）表示，用

ＳＡＳ统计软件处理，差异显著性用多重比较的方法

进行分析。

２　结果与分析

２１　干扰载体的酶切鉴定

　　干扰载体上面只有１个 犎犻狀ｄⅢ位点，故用

犎犻狀ｄⅢ酶切只出现１条７．３５ｋｂ的条带。而我们

设计的干扰序列里引入了 犎犻狀ｄⅢ位点，如果插入

序列与载体相连后再用犎犻狀ｄⅢ酶切将出现４．１和

２．５ｋｂ两条带。图１证实本研究插入片段与载体

相连，初步说明构建是成功的。宝生物公司的测序

结果证实插入序列即是目的片段。

２２　犅犮犾２基因犚犖犃干扰质粒的转染效率

　　采用带有绿色荧光标记的表达载体，可以通

过荧光标记很容易观察到载体的转染效率，同时

荧光蛋白的表达与ｓｈＲＮＡ的表达是独立的，因此

不 影响ｓｈＲＮＡ基因沉默 的 效 果 。本 试 验 显 示
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ｐｓｉＲＮＡ７５０

图１　干扰载体的酶切鉴定

犉犻犵１　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狏犲犮狋狅狉犫狔狉犲狊狋狉犻犮狋犻狅狀

犲狀犱狅狀狌犮犾犲犪狊犲狊犱犻犵犲狊狋犻狅狀

ＲＮＡ干扰组呈现出绿色荧光，而空白对照则不发

光，表明本研究构建的载体在颗粒细胞内成功表

达，而且从正常光和荧光下比较可以看出，转染效

率在８５％以上。

２３　各级卵泡颗粒细胞犅犮犾２蛋白表达及凋亡

　　卵泡颗粒细胞Ｂｃｌ２蛋白表达量和凋亡情况见

表１。最小的排卵前卵泡（ＳＰＦ）的Ｂｃｌ２表达显著高

于其它各类卵泡（犘＜０．０５），而闭锁卵泡的Ｂｃｌ２

表达是最少的，仅 相当 于 ＳＰＦ 卵泡 表达量的

５．６８％。在Ｆ１～Ｆ４和ＳＹＦ这５类卵泡中，随着鹅卵

泡增大，卵泡颗粒细胞Ｂｃｌ２蛋白的表达呈上升趋势，

与之对应的颗粒细胞的凋亡指数呈下降趋势。也就

是说，Ｂｃｌ２蛋白表达量增加，颗粒细胞的凋亡比例降

低。闭锁卵泡的颗粒细胞凋亡指数显著高于其他各

级卵泡，是ＳＹＦ的３．６倍，是Ｆ１～Ｆ４的６～２０倍。

表１　各级卵泡颗粒细胞犅犮犾２蛋白表达量和凋亡指数

犜犪犫犾犲１　犅犮犾２狆狉狅狋犲犻狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犪狀犱犪狆狅狆狋狅狊犻狊狅犳犳狅犾犾犻犮狌犾犪狉

犵狉犪狀狌犾狅狊犪犮犲犾犾狊狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋狉犪狀犽

卵泡级别

Ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒｒａｎｋ

Ｂｃｌ２表达水平

Ｂｃｌ２ｐｒｏｔｅｉｎ

ｌｅｖｅｌ，ＢＰ

凋亡指数

Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ｉｎｄｅｘ，ＡＩ

Ｆ１（ｎ＝７） ７２６．０６６±１３０．７９０ｂｃ １．０３０±１．１３８ｃ

Ｆ２（ｎ＝７） ８６２．１８０±１１４．３４４ｂ ０．９９３±１．０４４ｃ

Ｆ３（ｎ＝７） ６１４．９３６±１４０．４８４ｃ ２．６５４±１．７０１ｃ

Ｆ４（ｎ＝４） ２９１．８９２±１０３．１７７ｄ ３．３４６±１．０２９ｂｃ

ＳＰＦ（ｎ＝７） １０６２．８４０±１０４．１２９ａ ３．５７９±１．４８３ｂｃ

ＳＹＦ（ｎ＝４） ２４６．９７４±５８．６９４ｄ ５．６４１±２．００７ｂ

闭锁卵泡（ｎ＝４）

Ａｔｒｅｓｉｃｆｏｌｌｉｌｃｅ
６０．３９７±２０．８３６ｅ １９．３３３±４．８８５ａ

同一列中不同字母之间差异显著（犘 ＜０．０５），下表同

Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｉｎｔｈｅ

ｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｉｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（犘＜０．０５），ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ

表２　犅犮犾２基因犚犖犃干扰后颗粒细胞犅犮犾２蛋白表达、凋亡、增殖和孕激素分泌水平（狀＝４）

犜犪犫犾犲２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犅犮犾２犻狀狋犲狉犳犲狉犲狀犮犲狅狀狋犺犲犪狆狅狆狋狅狊犻狊，狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀犪狀犱犘狊犲犮狉犲狋犻狅狀狅犳犵狉犪狀狌犾狅狊犪犮犲犾犾狊

组别

Ｇｒｏｕｐ

Ｂｃｌ２蛋白表达水平

Ｂｃｌ２ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌ

凋亡指数／％

Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｅｘ，ＡＩ

增殖指数／％

Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，ＰＩ

Ｐ水平／（ｎｇ／ｍＬ

培养上清）Ｐｌｅｖｅｌ

阳性对照

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ
６５５．０６３±２８．９９１ａ ３．７３１±０．５０５ｄ ２．７１３±０．４６３ｃ ８．５４７±０．４２７ｃ

空白对照

Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ
５１６．２９５±２６．１８４ｂ ７．１３５±１．２６６ｃ ５．０６１±３．０１２ｂ ８．９０２±０．０１６ｃ

阴性对照

Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ
４８９．６８２±７３．５３９ｂｃ ８．３６２±１．１８８ｂｃ ５．４４５±０．６８６ｂ １１．４２０±４．６９９ｂ

ＰｌａｓｍｉｄｐｓｉＲＮＡｂ１ ２７３．４１６±２４．７４９ｄ １０．７５８±０．２２６ｂ ５．６６３±０．９６８ｂ １２．６５８±４．３７１ｂ

ＰｌａｓｍｉｄｐｓｉＲＮＡｂ２ ３１２．４６０±７．７７８ｄ ９．６２０±０．１４１ｂ ５．０５８±０．１２７ｂ １１．３４０±３．７３１ｂ

ＰｌａｓｍｉｄｐｓｉＲＮＡｂ３ １３８．４６７±９．８９９ｅ １７．０５４±６．６４０ａ ９．００２±１．００８ａ １６．１５２±８．９９３ａ

２４　犅犮犾２基因犚犖犃干扰对颗粒细胞凋亡、增殖和

激素分泌的影响

　　犅犮犾２基因干扰组的颗粒细胞Ｂｃｌ２蛋白表达

水平均显著低于阳性、空白和阴性对照组（犘 ＜

０．０５），下降了４０％～７０％。３个干扰序列的干扰效

率有显著差异，ｐｓｉＲＮＡｂ３＞ ｐｓｉＲＮＡｂ１＞ ｐｓｉＲＮ

Ａｂ２。

　　犅犮犾２基因干扰后，颗粒细胞凋亡指数增加，增

加的程度与 Ｂｃｌ２ 表达减少显著相关（ＲＢＰＡＩ＝

－０．９５１，犘 ＜０．０５），说明犅犮犾２基因显著影响颗

粒细胞的凋亡。

　　犅犮犾２基因干扰对颗粒细胞增殖指数也有显著

的影响。增殖指数随Ｂｃｌ２表达量增加而增加，增

加的程度与Ｂｃｌ２表达减少显著相关（ＲＢＰＰＩ＝ －

０．８７２，犘 ＜０．０５），提示犅犮犾２基因影响颗粒细胞

的增殖。

９９２
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　　犅犮犾２基因干扰后，细胞培养上清中的Ｐ分泌

水平高于对照组。其中也是ｐｓｉＲＮＡｂ３干扰组的效

果最显著（犘 ＜０．０５），与空白对照相比Ｐ的分泌水

平上升了８１．４％。

３　讨　论

３１　各级卵泡颗粒细胞犅犮犾２蛋白的表达

　　随着鹅卵泡的发育，卵泡颗粒细胞Ｂｃｌ２蛋白

的表达总体呈上升的趋势，但在ＳＰＦ有个大幅度升

高。此外，还发现从ＳＹＦ发育至ＳＰＦ过程中，Ｂｃｌ２

的表达量显著上升，提示Ｂｃｌ２可能在卵泡选择中

起作用。另外，健康卵泡Ｂｃｌ２蛋白表达水平均高

于闭锁卵泡，很可能是随着卵泡的闭锁颗粒细胞因

凋亡而清除，导致颗粒细胞数目减少［８］，因而Ｂｃｌ２

蛋白的表达水平显著降低，达检测不出的低水平。

Ｊｏｈｎｓｏｎ等
［９］曾分析了鸡Ｆ１～Ｆ３、９～１２ｍｍ、６～８

ｍｍ、３～５ｍｍ卵泡颗粒细胞犅犮犾２ｍＲＮＡ水平的

表达，发现Ｆ１～Ｆ３ 卵泡颗粒细胞Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ水平

显著高于９～１２ｍｍ、６～８ｍｍ、３～５ｍｍ等级序列

前卵泡（Ｐｒｅｈｉｅｒａｒｃｈａｌｆｏｌｌｉｃｌｅ），这与笔者检测到的

各级卵泡Ｂｃｌ２蛋白表达模式基本一致。

３２　犅犮犾２基因犚犖犃干扰降低内源犅犮犾２蛋白的表达

　　传统的ＲＮＡ干扰方法是用化学合成ｓｉＲＮＡ，

但化学合成的ｓｉＲＮＡ转染效率不高，而且在体内作

用时间短暂，随后出现了以ＲＮＡ聚合酶Ⅲ Ｕ６或

Ｈ１启动子构建ｄｓＲＮＡ的真核表达载体，通过在哺

乳动物细胞内表达产生ｓｉＲＮＡ的方式突破性的实

现了ＲＮＡｉ，而且产生的效果特别持久。重组质粒

表达ｓｉＲＮＡ的方式有两种：一是以双启动子分别表

达正义链和反义链，然后在细胞内结合形成ｓｉＲ

ＮＡ；二是以单启动子表达发夹状ｓｈＲＮＡ，其转录模

板是由连接环将靶序列的正义链和反义链连接而成

的。相比之下，后一种方法产生的 ＲＮＡｉ效应更

强［１０１１］。本研究采用的就是后一种方法，通过在颗

粒细胞内表达产生ｓｈＲＮＡ来实现ＲＮＡｉ。试验结

果显示，与空白对照组相比，不同位点的干扰表达载

体ｐｓｉＲＮＡｂ１、ｐｓｉＲＮＡｂ２、ｐｓｉＲＮＡｂ３对鹅卵泡颗粒

细胞 Ｂｃｌ２蛋白表达的抑制率分别为４７．０４３％、

３９．４８０％、７３．１８１％，而阴性对照Ｂｃｌ２蛋白表达水

平与空白对照十分接近，排除了质粒本身对基因的影

响，表明本研究的干扰载体（尤其ｐｓｉＲＮＡｂ３）在颗粒

细胞内成功表达并执行其特异性干扰作用，降低了颗

粒细胞Ｂｃｌ２蛋白的表达水平。此外，本试验结果显

示构建的３对干扰序列对Ｂｃｌ２的干扰效果不同，这

种差异很可能是靶位点选择上造成的，因为ＲＮＡ干

扰效果很大程度上取决于靶位点的位置选择。现有

人提出除位置外靶位点ｍＲＮＡ的二级结构
［１２］和Ｈ

键［１３］也至关重要的，因此在靶位点的选择上除遵守

以往的原则外，还要考虑其他因素（如靶位点ｍＲＮＡ

的二级结构和Ｈ键），以提高ＲＮＡｉ的效果。

３３　犅犮犾２基因犚犖犃干扰与颗粒细胞凋亡

　　犅犮犾２作为一种抗凋亡基因，它不仅可以抑制

细胞的凋亡，而且可以抑制由其他因素（如糖皮质激

素、Ｐ５３、ＴＮＦ相关的凋亡诱导配体、化疗等）诱导的

多种细胞的凋亡。目前已有许多针对犅犮犾２基因进

行ＲＮＡ干扰并且取得很好干扰效果的报道。本研

究显示，对照组颗粒细胞凋亡率只有３．７３１，显著低

于对照组和ＲＮＡ干扰组，表明外源Ｂｃｌ２蛋白的表

达可以减少颗粒细胞的凋亡。而干扰组颗粒细胞凋

亡率显著高于对照组，表明随着Ｂｃｌ２蛋白表达水平

的降低，颗粒细胞的凋亡增多。这一正一负的作用正

说明了犅犮犾２对鹅卵泡颗粒细胞的抗凋亡作用，表明

Ｂｃｌ２是一种进化过程中功能高度保守的蛋白。

３４　犅犮犾２基因犚犖犃干扰与颗粒细胞增殖

　　Ｖａｕｘ等首次发现Ｂｃｌ２过度表达的细胞虽然

可以幸免于生长因子缺乏所诱导的细胞凋亡，但这

些细胞一直处于静止期（Ｇ０期），从而第一次提出

Ｂｃｌ２与细胞周期间存在着某种关系
［１４］。随后在对

Ｂｃｌ２过度表达的细胞系和转基因动物的研究中也

发现它在细胞周期的Ｇ０、Ｇ１期水平上发挥抗增殖作

用，体现为延缓细胞从 Ｇ０期进入细胞周期的进

程［１５］。此外，Ｓｕｓａｎ等研究发现当颗粒细胞处于Ｇ０

或Ｇ１期时对凋亡有一定的抵抗力，当细胞从 Ｇ１期

向Ｓ期过渡时则易发生凋亡
［１６］，而且凋亡与增殖间

呈正相关［１７１８］。本研究显示，干扰组颗粒细胞的增

殖指数显著高于对照组，与上述报道基本一致，表明

犅犮犾２基因ＲＮＡ干扰诱导颗粒细胞凋亡是通过促

进颗粒细胞增殖实现的。

３５　犅犮犾２基因犚犖犃干扰与颗粒细胞犘分泌

　　Ｂｃｌ２干扰组Ｐ水平高于对照组，似乎很难理解，

因为Ｐ主要由颗粒细胞分泌，干扰后细胞凋亡增多，Ｐ

的合成应减少才对，对于这点似乎可以从以下２点来

解释：（１）早期的研究发现在诱导卵巢凋亡的过程中

伴随着血浆Ｐ水平的上升。Ａｍｓｔｅｒｄａｍ等也发现，诱

导原代培养的颗粒细胞和永生颗粒细胞凋亡的前几

个小时，因合成类固醇的细胞器的结构未破坏，Ｐ的

００３



　３期 陈秀萍等：犅犮犾２基因ＲＮＡ干扰对体外培养的鹅卵泡颗粒细胞凋亡、增殖和孕激素分泌的影响

合成没有降低反而升高［１９］；（２）Ｐ可以抑制颗粒细胞

的凋亡［２０］，这似乎是颗粒细胞自身的一种保护机制，

以避免更多的颗粒细胞发生凋亡。但是，犅犮犾２基因

是如何影响Ｐ水平的，还有待于进一步研究。
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