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和蛋白在睾丸的表达

量随着犊牛日龄的增加而增加!且不同的日龄
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细胞周期是细胞生命活动的基本过程!细胞在

周期时相的变迁中进入增殖&分化&衰老和死亡等生

理状态'在这一过程中!每个事件都是有规律且精

确地发生!在时空上受到严格的调控*
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'真核细胞
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'近年来对细胞周期的研究取

得了许多突破性进展!明确了细胞促分裂因子
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"3"0组成的异质二聚体!
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蛋白的保护来抵抗生殖细胞的凋亡*
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干扰技术抑制
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表达!结果

造成
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期阻滞!细胞生长被抑制并凋亡'精子

发生与细胞周期失调密切相关*
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!同时细胞周期

调控因子也参与了体内多种细胞的分化*
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对细胞周期调控的研究具有重要的理论价值'
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水平和蛋白水平探讨
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"3"0的表

达规律!对探究牛睾丸精子发生及细胞凋亡等过程

具有重要意义'
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随机抽取
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试剂盒操作说明分别提取每组
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!并调整浓度至
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L

b%左右(反转录体

系为
0&

%

L

!具体严格按照反转录试剂盒操作(反应

条件$

9k%12$-

!
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(

b0&k

保存'

%'*'0
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引物设计与合成
!!

根据
6ZXK

上
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#$;';:
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.$/9&

#的相关基因序列!

:4$2>41'&

在线软
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#(由生工生物工程"上海#股份有

限公司合成引物序列'
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免疫组化
! !

免疫组化流程严格按照

G7XZ
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"3"0表达的差异
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荧光定量
6N/

所用引物

H4B;3#

!

6-+*3-2.I
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:48<+<4<+@36N/

基因类型

I>-#P

EQ

>

基因名称

I>->,

E

2[#?

产物%
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Q

:4#"F3P,$a>

登录号

733>,,$#-6#'
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#G%

!

数据处理与图像分析

各目的基因相对表达量采用
&&

Z=

法计算!

目的基因的相对表达水平
m0

b

&&

Z=

!其中各基因表

达量均应经内参基因
%(G

表达量的校正(每个个体

在显微镜下取不少于
1

个视野进行拍照!使用
K2!

A

C

>:4#:?F,.'&

图像分析软件进行分析!得出阳性

区域的平均光密度值'以上数据采用
G:GG

"

GPAP$,!

P$3:A3VA

C

>R#4G#3$A?G3$>-3>%/'&

#统计软件分析

检验!结果表示为-平均值
q

标准差.'
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结
!

果
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不同日龄犊牛睾丸中
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*/01

表达

不同日龄犊牛睾丸中
.
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相对表达量分析结果如图
%

所示!经过内参
%(G

分别对其表达量的校正!
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水平随着犊牛日龄的增加而升高!且二者
/&"

的表

达水平显著高于
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和
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不同日龄犊牛睾丸中
N

D

,;+8U#

和
A

J%

,F,!蛋白

表达与定位

由表
0

可知!

/&"

犊牛睾丸中
Z

E
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和

Q
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3"30蛋白表达量均较高!随着犊牛日龄的增加!两

种蛋白的表达量呈上升趋势'其中!
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3"30在不同
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免疫组化结果"图
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/&

与
.&"Z

E

3?$-X%

和

Q

*)

3"30蛋白表达较高!

*&"

表达量相对较少!与图片

分析软件得出的平均光密度值基本一致'同时!这

两种蛋白主要在靠近曲精细管的精原细胞上表达'

7'.

5

"/()6%2567

相对表达量(

X'

J

*)

"3"0

2567

相对表达量'不同的小写字母表示差异显著 "

<

%

&'&1

#

7'.

5

"/()6%25674>?AP$T>>D

Q

4>,,$#-

(

X'

J

*)

"3"0

25674>?AP$T>>D

Q

4>,,$#-'̂A?F>,S$PB"$RR>4>-P,2A???>PP>4,F

Q

>4!

,34$

Q

P,2>A-,$

C

-$R$3A-P"$RR>4>-3>

"

<

%

&'&1

#

图
#

!

不同日龄犊牛睾丸中
8

9

4:67.#

和
;

J%

4<4!

*/01

相对表达量

W+

7

G#

!

/34;<+*36N/484;

D

2+2.I8

9

4:67.#48F

;

J%

4<4!

*/01.8<53<32<32.I,4;@324

7

3F+8F+II3-38<F4

D

2

9)0
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表
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!

不同日龄犊牛睾丸组织中
N

D

,;+8U#

和
A

J%

,F,!的平均光密度

H4B;3!

!

H53*348.

A

<+,4;F382+<

D

@4;:3.IN

D

,;+8U#48F

A

J%

4<4!

.8<53<32<32.I,4;@324

7

3F+8F+II3-38<F4

D

2

项目
KP>2,

日龄%
"JA

E

,

*& .& /&

Z

E

3?$-X%

&'%./q&'&&**

[

&'00(q&'&(9&

A

&'0%)q&'&%90

A

Q

*)

3"30

&'&/&q&'&%)9

3

&'%00q&'&0*&

[

&'%))q&'&&9)

A

同一行数字肩注不同的小写字母表示差异显著"

<

%

&'&1

#

K-PB>,A2>4#S

!

TA?F>,S$PB"$RR>4>-P,2A???>PP>4,F

Q

>4,34$

Q

P,2>A-,$

C

-$R$3A-P"$RR>4>-3>

"

<

%

&'&1

#

7

$

Z'*&

&

.&

和
/&"Z

E

3?$-X%

检测到的阳性产物(

J

$

Y'*&

&

.&

和
/&"

Q

*)

3"30检测到的阳性产物(

(

'

精原细胞(

&

'

睾丸间质细胞

7!Z'=B>

Q

#,$P$T>>D

Q

4>,,$#-#RZ

E

3?$-X%$-"$RR>4>-P"A

E

,

"

7'*&"

(

X'.&"

(

Z'/&"

#(

J!Y'=B>

Q

#,$P$T>>D

Q

4>,,$#-#R

Q

*)

3"30

$-"$RR>4>-P"A

E

,

"

J'*&"

(

@'.&"

(

Y'/&"

#(

(

'G

Q

>42AP#

C

#-$F2

(

&

'L>

E

"$

C

3>??

图
!

!

不同日龄犊牛睾丸中
N

D

,;+8U#

和
A

J%

,F,!的蛋白表达
#""\

W+

7

G!

!

T**:8.5+2<.,53*+,4;.IN

D

,;+8U#48F

A

J%

,F,!

A

-.<3+8.8<53<32<32.I,4;@32+8F+II3-38<F4

D

2#""\

()0



!

0

期 姚晓磊等$不同日龄犊牛睾丸中细胞周期调控基因
.

5

"/()6%

和
J

*)

"3"0表达的差异

J

!

讨
!

论

细胞周期的顺利进行与完成依赖于细胞周期蛋

白&细胞周期依赖性激酶"

ZJ\,

!

3

E

3?$-!">

Q

>-">-P

V$-A,>

#和细胞周期蛋白依赖激酶抑制剂"

Z\K,

!

3

E

!

3?$-!">

Q

>-">-PV$-A,>$-B$[$P#4

#等一系列正负调节

因子的相互作用而实现*

%0

+

'细胞周期蛋白在细胞

周期运转过程中有序地出现于某些特定时相!在细

胞这一复杂的网络系统中发挥着中枢桥梁的作用!

并在细胞周期的转换中起着重要的作用!细胞周期

蛋白基因表达或者调控失常将导致细胞周期的进行

发生障碍!进而导致凋亡*

%*

+

'

.

5

"/()6%

与
J

*)

"3"0形

成的复合物
<:Y

或
<

期促进因子"

<

Q

BA,>!

Q

4#!

2#P$-

C

RA3P#4

#是启动有丝分裂的关键分子!活化后

可以使核内蛋白磷酸化!调节染色质浓缩&核膜破

裂!并形成纺锤体!从而可以使细胞从
I%

%

G

期进入

I0

%

<

期*

%

+

'

.

5

"/()6%

和
J

*)

"3"0

2567

及蛋白表

达量在整个生精过程的细胞周期中会呈现时间和空

间上的变化'本试验利用
U

5=!:Z5

研究睾丸中

.

5

"/()6%

和
J

*)

"3"0

2567

的表达情况!得出了
/&

"

的
.

5

"/()6%

和
J

*)

"3"0

2567

表达量显著高于
*&

和
.&"

!而
*&

和
.&"

之间却差异不显著!这说明随

着犊牛日龄的增加!睾丸中
.

5

"/()6%

和
J

*)

"3"0

25!

67

表达量也随着增加'通过免疫组化研究不同日

龄睾丸中细胞周期蛋白定位和表达的差异!也发现

Z

E

3?$-X%

和
Q

*)

3"30两种蛋白的表达量随着犊牛日龄

的增大而逐渐升高!且
/&"

两种蛋白表达量均显著

高于
*&"

'在某种程度上!

2567

和蛋白水平上得

出总的表达趋势基本一致!推测二者基因在睾丸细

胞的分化&增殖&精子发生过程中发挥了重要作用'

X'_'NF

等*

%)

+研究表明!

J

*)

"3"0

2567

在睾丸生殖

细胞中的表达随着小鼠日龄的增大而增加!且在
)&

"

表达量最高!这与本研究得出的表达趋势一致'

I'Y'8$F

等*

%1

+也得出!

.

5

"/()6%

和
J

*)

"3"0

2567

在虹鳟鱼性成熟的睾丸表达量较多!而在不同时期

的早期胚胎的
.

5

"/()6%

和
J

*)

"3"0

2567

表达量较

少且差异不显著'

睾丸内激素&自分泌和旁分泌因子交织形成十

分精巧的调控网络!其中下丘脑0垂体0性腺轴是

调节的核心*

%.

+

'免疫组化结果表明!随着犊牛日龄

的增加!精原细胞的数量逐渐增加!这可能与睾丸间

质细胞分泌雄性激素和睾酮水平等有关'分泌的雄

激素可以激活下丘脑
!

垂体
!

睾丸轴!对青春期前生

殖系统的生后发育起重要作用(分泌的睾酮是影响

精子发生和性功能的主要激素*

%9

+

'而睾丸间质细

胞是黄体生成素"

LH

#的重要靶细胞!间质细胞膜上

有
LH

阳性产物分布'位兰等*

%(

+通过在不同日龄

鸵鸟研究
LH

在睾丸上的表达情况!得出了在鸵鸟

刚出生前后!随着年龄的增加!

LH

主要在间质细胞

和精原细胞上表达!进一步说明
LH

对鸵鸟原始生

殖细胞分化为精原细胞的和间质细胞分化过程起着

一定的调节作用'刚出生前后!雄激素和孕酮的分

泌量基本呈上升趋势!对各级生精细胞的形成有一

定的促进作用!所以与本试验得出的结果相符合'

本研究结果表明!

Z

E

3?$-X%

和
Q

*)

3"30两种蛋白

主要在靠近曲精细管的精原细胞上表达'表达的

Z

E

3?$-X%

和
Q

*)

3"30可作为精原细胞的增殖分化能力

鉴定指标之一!也说明这两种基因在睾丸细胞分化&

增殖&精子发生等细胞周期中起着非常重要的作用'

N'5>-

等*

%/

+研究在山羊睾丸
Z

E

3?$-X%

和
Q

*)

3"30在

精原细胞上有较少表达'

\'HA-

等*

0&

+研究在拟穴

青蟹睾丸
Z

E

3?$-X%

和
Q

*)

3"30在精原细胞较少表达!

主要在精子细胞和次级精母细胞上表达!这与本试

验结果基本一致'但
N'5>-

等*

%/

+和
\'HA-

等*

0&

+

研究两种基因主要在精子细胞和次级精母细胞上表

达!本试验之所以没有得出此结论!因为
/&"

的犊

牛还没有开始形成各级生精细胞'要得出
.

5

E

"/()6%

和
J

*)

"3"0基因在哪种生精细胞过表达!还有

待于进一步的研究'免疫组化结果表明!随着犊牛

的年龄增大!其曲精细管的厚度增大'这与王锦荣

等*

0%

+通过观察荷斯坦奶牛不同阶段发育情况得出

的结论一致'不同日龄猪*

00

+睾丸发育情况的研究!

也得出了相应的结论'但要证实本研究推论的正确

性!仍需进一步研究证实'

%

!

结
!

论

犊牛生长到
/&"

时!

Z

E

3?$-X%

和
Q

*)

3"30不同时

期主要在睾丸的精原细胞上表达(随着犊牛日龄增

加!

.

5

"/()6%

和
J

*)

"3"0

2567

和蛋白的表达量也

增加!且不同的日龄
.

5

"/()6%

和
J

*)

"3"0

2567

和

蛋白表达量存在一定的差异(同时曲精细管的完整

度和厚度也随着日龄而增加'
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