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生化技术研究有限公司提供!含量
MNY

#!将其加工

成
)

种颗粒饲料!装袋标记!贮存在通风干燥处'试

验羊单栏饲养!每天饲喂
%'%H

7

颗粒饲料!自由饮

水'预饲期
%&"

!正试期
(&"

'试验期结束后!手术

取睾丸&附睾头&附睾体和附睾尾等!一部分放入

UKA1

水处理过的
%'N=JKA

管迅速置于液氮中!

h(&n

冰箱保存'一部分切成
&'N;=i&'N;=i

&'0;=

的组织!

)'&Y

多聚甲醛固定!供免疫组化

使用'

#E!

!

主要试剂

>EI$,#

:

23,

试剂盒&

A6$=5@;6$

:

4

F[

>F>58!

7

5-4a$4

&

@̀ V>A65=$̂ K̂ F8

\

F[

试剂盒购自

F8a8>8

公司!哺乳动物组织总蛋白提取试剂&

>8Q!

Q$4I-4$!13!B-@cU

多克隆一抗&

T>A

标记的
X#84

I-4$!>8QQ$4

二抗&即用型
@IV1

免疫组化试剂盒&

E1

膜&脱脂奶粉&蓝色
UIV

染料&

X0N&

考马斯亮

蓝快染试剂盒&

%'&

和
%'N=#2

0

J

h%

F6$,

0

T12

购

自博士德公司!其他常用试剂为国产分析纯'

#E)

!

试验方法

%'*'%

!

总
>EI

提取
!!

按照
>EI$,#

:

23,

试剂

盒操作说明提取睾丸和附睾组织总
>EI

!

UKA1

处

理水溶解!核酸蛋白测定仪"北京
E8-#"6#

:

#测定总

>EI

浓度和纯度!调整浓度至
%

*

7

0

*

J

h%左右!

h(&n

保存'

%'*'0

!

引物设计与合成
!!

参考
X5-V8-H

已登录

的 绵 羊
40<*)-PQ

"

DWN).&MN

#和
%(@ 6>EI

"

UL000)N*

#的
=>EI

序列!利用
A6$=56A65=$56

N'&

软件设计合成两对特异性引物!由北京六合华

大基因科技股份有限公司!引物参数见表
0

'

表
!

!

8(9:,!;<

和
#(-3+L@

基因引物序列

H/AM2!

!

_M;

7

6J8K4M26<;:2

G

3;>230

G

/;30I63<52-_O/8:#(-3+L@

7

2820

基因

X5-5

登录号

I;;5,,$#-E#'

引物序列"

NZ!*Z

#

A6$=56,5

\

35-;5

上游
D#6P86"

:

6$=56

下游
>5G56,5

:

6$=56

产物%
Q

:

A6#"3;4

40<*)-PQ DWN).&MN XIX11FFF11111XIXF1IF XFF1I11FF1IXF1IX111F %N0

%(@ UL000)N* II11I11F1I1FIII1IXI1 FXIXXI11I11I1XXXII %N/

%'*'*

!

;UEI

合成
!!

按照
A6$=5@;6$

:

4

F[

>F

>58

7

5-4a$4

试剂盒操作说明!

V3CC560'&

*

J

&

c2$

7

#

"F&'N

*

J

&

>EI

模板
%'&

*

J

&

>FK-R

9

=5,[$̂

&bN

*

J

&

>E8,5D655""T

0

cN'N

*

J

和
>8-"#=.

=56,&'N

*

J

共
%&

*

J

!

*Mn%N=$-

!

(NnN,

进行

反转录!反转录产物
h0&n

保存'

%'*')

!

相对定量标准曲线的绘制
!!

反转录产物

;UEI

按照
0i

稀释!起始模板数分别是
0

.

&

0

N

&

0

)

&

0

*

&

0

0

&

0

!同时使用不添加模板的空白作阴性对照!

根据
@̀ V>A65=$̂ K̂ F8

\

F[

试剂盒说明构建反应

体系!

@̀ V>A65=$̂ K̂ F8

\

F[%&

*

J

&引物
%'0

*

J

&

>#̂ >5C565-;5U

9

5

"

&')

*

J

&

;UEI

模板
0'&

*

J

和

""T

0

c.')

*

J

总体积
0&

*

J

!

/Nn

变性
%&,

!

/NnN

,

!

.&n0N,

!共
)&

个循环!进行
>F!A1>

扩增!软件

自动得出扩增曲线&熔解曲线和循环阈值'

%'*'N

!

>F!A1>

!!

>F!A1>

反应体系和反应条

件与标准曲线制作相同!每个样本重复
*

次!根据标

准曲线以及荧光曲线
14

值采用
0

h

++

14计算定量结

果'

%'*'.

!

_5,456-Q2#4

分析
!!

根据哺乳动物组织

蛋白抽提剂说明提取睾丸和附睾蛋白'采用
)'&Y

的浓缩胶和
%NY

的分离胶!

%&&n

沸水变性!蛋白上

样量
%&&

*

7

!

@U@!AIXK

电泳时电压为浓缩胶
%&&

d*&=$-

!分离胶
%0&d%'N<

'使用半干转膜仪

"美国
V$#>8"

#对
E1

膜进行转膜!稳流
%&&=I*&

=$-

'

FV@F

稀释脱脂奶粉封闭
%<

!

%o0&&

稀释

>8QQ$4I-4$!13!B-@cU

多克隆一抗和
%o0&&

稀释

内参蛋白
.

!8;4$-

!

*Mn

孵育
0<

!

X#84I-4$!>8QQ$4

二抗常温孵育
%<

!凝胶成像仪器"美国
V$#>8"

#中

K1J

显色!拍照'

%'*'M

!

免疫组化分析
!!

石蜡包埋睾丸和附睾组

织!切片厚度
&'N

*

=

'二甲苯脱蜡!梯度乙醇脱水!

*'&Y T

0

c

0

室温封闭
%& =$-

!

AV@

洗
*

次各
N

=$-

(抗原修复!

AV@

冲洗
*

次(滴加胎牛血清封闭

液!室温
*&=$-

!甩去多余液体(滴加
%o0&&

稀释

的
>8QQ$4I-4$!13!B-@cU

一抗!湿盒内
)n

过夜后

AV@

冲洗
*

次(加
T>A

标记二抗
*M n *&=$-

!

AV@

冲洗
*

次(加
@IV1

复合物
*Mn*&=$-

(

AV@

冲洗
)

次(用蓝色或黄色
UIV

显色!蒸馏水冲洗
0

#

*

次终止显色(苏木精复染
%=$-

!盐酸酒精分化(蒸

)0.%
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%&

期 任有蛇等$日粮纳米锌水平对公羊睾丸和附睾
13!B-@cU

表达的影响

馏水冲洗
%&

#

%N=$-

(脱水&透明和封片待检'同

时用
AV@

代替一抗设置阴性对照'

c2

9

=

:

3,

生物

显微镜下观察!拍照'

#E$

!

数据处理与图像分析

性腺不同组织
=>EI

表达量计算时睾丸设为

%

'不同纳米锌水平同一组织
=>EI

表达量计算时

对照组设为
%

'

_5,456-Q2#4$-

7

图片的灰度值和免

疫组化图片的光密度值使用
?=8

7

5A6#A23,M'&

图

像分析软件分析'用
@I@('N

进行统计分析!差异

显著性"

@

$

&'&N

#'

!

!

结果与分析

!E#

!

绵羊性腺组织
*KĴ8-_O>+L@

表达特点

0'%'%

!

定量标准曲线的建立
!!

软件自动绘制的

标准曲线见图
%I

!相对浓度
0

.

&

0

N

&

0

)

&

0

*

&

0

0

&

0

% 的

40<*)-PQ

和
%(@6>EI

定量
A1>

的
14

值在
.

个

数量级梯度上呈良好的线性关系!且目的基因和内

参基因平行性较好!回归系数分别为
&'//(

和

&b///

!扩增效率
%&&Y

#

%%&Y

!说明用该引物进行

40<*)-PQ =>EI

定量检测有效'

0'%'0

!

绵羊性腺组织
40<*)-PQ =>EI

表达特

点
!!

睾丸和附睾组织
40<*)-PQ

和
%(@6>EI

的扩增动力学曲线和熔解曲线分别见图
%V

和图

%1

!图
%V

显示扩增拐点清楚!基线平稳(图
%1

熔解

曲线只有单一的峰!无非特异性产物和引物二聚体'

对照组绵羊性腺组织
40<*)-PQ =>EI

定量
A1>

结果见图
0

'从图
0

可知!

40<*)-PQ =>EI

表达

量顺序是附睾头
(

睾丸
#

附睾体
#

附睾尾'

I'

标准曲线(

V'

扩增曲线(

1'

熔解曲线

I'@48-"86";36G5,

(

V'A1>8=

:

2$C$;84$#-

:

2#4,

(

1'U$,,#;$84$#-;36G5,C#640<*)-PQ8-"%(@

7

5-5,

图
#

!

8(9:,!;<

与
#(-

基因标准曲线'扩增曲线及熔解曲线

F;

7

E#

!

-</8:/3:4K3N20

%

.*+/>

G

M;I;4/<;68

G

M6<0/8::;0064;/<;684K3N20I638(9:,!;</8:#(-

7

2820

图
!

!

绵羊性腺组织
8(9:,!;< >+L@

相对表达量

F;

7

E!

!

8(9:,!;< >+L@32M/<;N22P

G

3200;68M2N2M0;86N;82

32

G

36:K4<;68<;00K20

!E!

!

纳米锌水平对睾丸和附睾头'体'尾
8(9:,9

!;< >+L@

表达量的影响

不同纳米锌水平对绵羊睾丸和附睾头&体&尾

40<*)-PQ =>EI

表达量影响的结果分别见图
*I

#

U

'从图
*I

可以看出!

N&=

7

0

H

7

h%纳米锌组睾丸

40<*)-PQ =>EI

表达量显著高于对照组和
%N&

=

7

0

H

7

h%纳米锌组"

@

$

&'&N

#!

%&&=

7

0

H

7

h%

40<

*)-PQ =>EI

表达量显著高于对照组"

@

$

&b&N

#!

与
%N&=

7

0

H

7

h%纳米锌组差异不显著"

@

#

&'&N

#'

图
*V

显示!

N&=

7

0

H

7

h%和
%&&=

7

0

H

7

h%纳米锌添

加组显著高于对照组"

@

$

&'&N

#!

%N&=

7

0

H

7

h%纳米

锌组附睾头
40<*)-PQ =>EI

表达量显著高于
N&

=

7

0

H

7

h%纳米锌组"

@

$

&'&N

#!与
%&&=

7

0

H

7

h%纳米

锌组相比差异不显著"

@

#

&'&N

#'图
*1

显示!

N&

=

7

0

H

7

h%纳米锌组附睾体
40<*)-PQ =>EI

表达量

显著高于其他组"

@

$

&'&N

#!

%&&=

7

0

H

7

h%纳米锌组

40<*)-PQ =>EI

表达量显著高于对照组"

@

$

&b&N

#!与
%N&=

7

0

H

7

h%纳米锌组相比!差异不显著

"

@

#

&'&N

#'图
*U

显示
N&=

7

0

H

7

h%纳米锌组附睾尾

40<*)-PQ =>EI

表达量显著高于其他组"

@

$

&b&N

#!

%&&=

7

0

H

7

h%纳米锌组
40<*)-PQ =>EI

表达量显著

高于对照组和
%N&=

7

0

H

7

h%纳米锌组"

@

$

&'&N

#'

N0.%
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I'

睾丸(

V'

附睾头(

1'

附睾体(

U'

附睾尾

I'F5,4$,

(

V'18

:

345

:

$"$"

9

=$,

(

1'1#6

:

#685

:

$"$"

9

=$,

(

U'183"85

:

$"$"

9

=$,

图
)

!

不同纳米锌水平组睾丸'附睾头'体'尾
8(9:,!;< >+L@

表达量

F;

7

E)

!

8(9:,!;< >+L@32M/<;N22P

G

3200;68;86N;82<20<;0

%

2

G

;:;:

C

>;0I36>:;II2328<M2N2M06IL/86J\;840K

GG

M2>28</J

<;68

7

36K

G

0

!E)

!

纳米锌水平对睾丸和附睾头'体'尾
*KJ

8̂-_O

蛋白表达量的影响

不同锌水平组绵羊睾丸和附睾头&体&尾
13!

B-@cU

蛋白
_5,465-Q2#44$-

7

结果见图
)

'采用
.

!

8;4$-

作为内参蛋白!

13!B-@cU

蛋白大小为
%NH3

左右!

.

!8;4$-

蛋白大小为
)*H3

'图
)I

是
13!

B-@cU

蛋白
K1J

显色结果!图
)V

是
.

!8;4$-

蛋白

K1J

显色结果'相对灰度值分析结果见图
N

'从图

)

和
N

可知!在睾丸组织中不同纳米锌组
13!

B-@cU

蛋 白 表 达 量 为
N& =

7

0

H

7

h% 组
#

%&&

=

7

0

H

7

h%组
#

%N&=

7

0

H

7

h%组
#

对照组(在附睾头

中其
13!B-@cU

蛋白表达量为
%N&=

7

0

H

7

h%组
#

%&&=

7

0

H

7

h%组
#

N&=

7

0

H

7

h%组
#

对照组(在附

睾体中其
13!B-@cU

蛋白表达量均为
N&=

7

0

H

7

h%

组
#

%&&=

7

0

H

7

h%组
#

%N&=

7

0

H

7

h%组
#

对照组(

在附睾尾中不同纳米锌添加组的
13!B-@cU

蛋白

表达量差异不明显'

!E$

!

睾丸
*KĴ8-_O

表达定位及纳米锌水平对其

表达的影响

从图
.

看出!在睾丸组织管腔上皮细胞&精原细

胞中检测到强阳性产物!在间质细胞中有较弱的阳

性信号'图
M

显示睾丸
13!B-@cU

蛋白平均光密

度值
N& =

7

0

H

7

h%组
#

%&& =

7

0

H

7

h%组
#

%N&

=

7

0

H

7

h%组
#

对照组!

N& =

7

0

H

7

h% 组和
%&&

=

7

0

H

7

h% 纳 米 锌 组 显 著 高 于 对 照 组 和
%N&

=

7

0

H

7

h%纳米锌组"

@

$

&'&N

#'

)

!

讨
!

论

)E#

!

雄性主要性腺组织
8(9:,!;< >+L@

表达特

性

13!B-@cU

是一种重要含锌酶+

%

,

!是动物机体

抗氧化系统的主要成员!能有效清除超氧自由

基+

(!%&

,

'精浆中大量的
13!B-@cU

可保护精子免受

脂质过氧化物的损伤!维持精子形态和功能正

常+

%0!%)

,

'目前有关雄性主要性腺组织
40<*)-PQ

=>EI

表达特性研究还较少!

W'V83=Q56

等+

**

,研究

结果显示马睾丸和附睾中
13!B-@cU

活性差异不

显著'

['a#R$#6#P,H8X$23-

等+

*)

,研究表明欧洲

野驴附睾头和附睾尾中
13!B-@cU

活性显著高于

睾丸!但是主要性腺器官
40<*)-PQ =>EI

表达

水平差异不显著!这说明
40<*)-PQ =>EI

表达

与其活性之间不是呈正相关'

['@4#245-Q56

7

研究

.0.%
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%&

期 任有蛇等$日粮纳米锌水平对公羊睾丸和附睾
13!B-@cU

表达的影响

I

和
V

分别是
13!B-@cU

蛋白和
.

!8;4$-

内参蛋白
K1J

显色结果'

%

#

)'

睾丸组织(

N

#

('

附睾头组织(

/

#

%0'

附睾

体组织(

%*

#

%.'

附睾尾组织'顺序依次是对照组"

&=

7

0

H

7

h%

#&

N&

&

%&&

和
%N&=

7

0

H

7

h%纳米锌组

I8-"V'_5,456-Q2#44$-

7

65,324,#C13!B-@cU

:

6#45$-8-"

.

!8;4$-

:

6#45$-65,

:

5;4$G52

9

'%!)'>5,324,#C13!B-@cU

:

6#45$-5̂

:

65,,$#-#C45,4$,$-;#-46#2

7

6#3

:

"

&=

7

0

H

7

h%

#!

N&

!

%&&8-"%N&=

7

0

H

7

h%

E8-#!R$-;

7

6#3

:

,

!

65,

:

5;4$G5!

2

9

(

N!('F<84$-;83"85

:

$"$"

9

=$,4$,,35$-65,

:

5;4$G5

7

6#3

:

,

(

/!%0'F<84$-;#6

:

#685

:

$"$"

9

=$,4$,,35$-65,

:

5;4$G5

7

6#3

:

,

!

%*!%.'F<84$-;8

:

345

:

$"$"

9

=$,4$,,35$-65,

:

5;4$G5

7

6#3

:

,

图
$

!

不同锌水平组绵羊睾丸和附睾
Z20<238AM6<<;8

7

分析结果

F;

7

E$

!

+20KM<06IZ20<238AM6<<;8

7

6I*KĴ8-_O

G

36<2;8;86N;82<20<;0/8:2

G

;:;:

C

>;0I36>:;II2328<M2N2M06IL/86J\;84

0K

GG

M2>28</<;68

7

36K

G

0

图
%

!

不同纳米锌水平组睾丸'附睾头'体'尾
*KĴ8-_O

蛋白相对灰度值

F;

7

E%

!

+2M/<;N2A3;

7

5<8200N/MK206I*KĴ8-_O;80522

G

<20<;0

%

2

G

;:;:

C

>;0I36>:;II2328<M2N2M06IL/86J\;840K

GG

M2>28J

</<;68

7

36K

G

0

I

&

1

&

K

&

X

分别是对照组&

N&

&

%&&

和
%N&=

7

0

H

7

h%纳米锌组阳性!

V

&

U

&

D

和
T

分别为相应阴性对照'图
I

&

V

&

1

和

U

放大倍数为
)&&i

"蓝色
UIV

染色#(

K

&

D

&

X

和
T

放大倍数为
%&&i

"黄色
UIV

染色#'

)

'

强阳性产物(

*

'

无阳

性产物

I

!

1

!

K8-"XP565

:

#,$4$G55̂

:

65,,$#-#C13!B-@cU$-#G$-545,4$,C6#=;#-46#2

7

6#3

:

!

N&

!

%&&8-"%N&=

7

0

H

7

h%

E8-#!R$-;

7

6#3

:

65,

:

5;4$G52

9

(

V

!

U

!

D8-"TP5654<5-5

7

84$G5;#-46#265,

:

5;4$G52

9

'F<5=8

7

-$C$;84$#-4$=5,#CI

!

V

!

1

8-"UP565)&&i

"

V235UIV,48$-5"

#!

F<5=8

7

-$C$;84$#-4$=5,#CK

!

D

!

X8-"TP565i%&&

"

5̀22#PUIV,48$-5"

#

'

)

'@46#-

7:

#,$4$G5,$

7

-82,

(

*

'E#-5

:

#,$4$G5,$

7

-82,

图
&

!

不同纳米锌组睾丸免疫组化结果

F;

7

E&

!

,>>K865;0<6452>;0<3

C

6I*KĴ8-_O;8<20<;0I36>:;II2328<L/86J\;84

7

36K

G

M0.%
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图
'

!

不同纳米锌组睾丸
*KĴ8-_O

的平均光密度

F;

7

E'

!

92/86

G

<;4/M:280;<

C

6I*KĴ8-_O;8<20<;0I36>

:;II2328<L/86J\;84

7

36K

G

结果显示附睾头中锌离子分布最多!附睾体和尾中

分布的较少+

%/

,

'本研究结果显示对照组绵羊附睾

头和睾丸中
40<*)-PQ =>EI

表达量相近!高于

附睾体和附睾尾!与欧洲野驴附睾头中
13!B-@cU

活性显著高于睾丸组织!不同生殖器官的组织之间

40<*)-PQ =>EI

表达差异不显著的结果不一致!

欧洲野驴的这种表达不一致现象有可能是生殖器官

40<*)-PQ

转录后调控引起的+

*)

,

'关于雄性生殖

器官中
40<*)-PQ =>EI

表达特性还需在其他动

物上进一步验证'

)E!

!

微量元素锌水平对性腺组织
*KĴ8-_O

表达

的影响

目前关于日粮锌水平对精液品质影响以及精浆

13!B-@cU

活性与精液品质相关性的研究较多'研

究表明!日粮中添加锌可明显增加种公牛+

0&!0%

,和公

羊+

00

,精子的活力(也有报道称精浆中
13!B-@cU

活

性与精液中精子数量&精子活力呈正相关+

0*!0M

,

!且精

浆中添加
13!B-@cU

后!精子受精能力增强+

*%

,

!但

这些研究均未涉及日粮锌对性腺组织
13!B-@cU

表达的影响'

D'F'152$-#

等用日本鳝鱼研究睾丸

细胞体外共培养体系时发现!精子发生早期
13!

B-@cU

蛋白表达量较高!培养液中缺锌降低了
13!

B-@cU

蛋白的合成!用
>EI$

技术敲除其
40<*)<

-PQ

基因后!

13!B-@cU

蛋白表达显著降低+

*0

,

!表

明锌离子浓度对
13!B-@cU

蛋白表达有显著影响'

本研究结果显示!日粮添加
N&

或
%&&=

7

0

H

7

h%纳

米锌可使绵羊睾丸&附睾头&体和尾的
40<*)-PQ

=>EI

表达量显著增加'

_5,456-Q2#44$-

7

分析睾

丸和附睾
13!B-@cU

蛋白的结果与其
=>EI

定量

分析 结 果 一 致!说 明 绵 羊 日 粮 添 加
N&

#

%&&

=

7

0

H

7

h%纳米锌可增加其生殖器官
40<*)-PQ

=>EI

和蛋白表达量!过量添加反而会降低其
40<

*)-PQ =>EI

和蛋白的表达量'因此!还需进一

步研究其表达调控的机制'

)E)

!

睾丸
*KĴ8-_O

的表达定位

早期研究主要集中在雄性的繁殖器官的锌离子

分布上'超微结构观察结果显示!锌离子分布于睾

丸间质细胞的胞浆&精子滑面内质网膜上&顶体&中

段和尾部+

%N!%.

,

(而在附睾中!附睾头中锌离子分布最

多!附睾体和尾中分布的较少+

%/

,

'本试验免疫组化

研究结果表明!

13!B-@cU

在睾丸的生精细胞中有

强阳性信号!间质细胞也有阳性信号!这与
F'E#-!

#

7

8H$

等+

*N

,在人类男性生殖器官的研究结果一致!

其研究结果表明
13!B-@cU

主要在人睾丸的精原

细胞中表达!分化的精母细胞和支持细胞检测到弱

阳性'此外!有研究发现大鼠的
40<*)-PQ =>EI

主要表达在幼龄期的睾丸中+

*.

,

!这些结果表明
13!

B-@cU

对精子发生过程中的精原细胞有重要保护

作用'

$

!

结
!

论

绵羊公羊主要繁殖器官
40<*)-PQ =>EI

表

达量顺序是附睾头
(

睾丸
#

附睾体
#

附睾尾'公羊

日粮添加
N&

#

%&&=

7

0

H

7

h%纳米锌增加其附睾和

睾丸
40<*)-PQ =>EI

和蛋白表达量'免疫组化

结果显示
13!B-@cU

在睾丸的生精细胞中有强阳

性信号!间质细胞有弱阳性信号'其表达调控机制

仍需进一步研究'
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