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温和冷应激及复温对牦牛卵巢颗粒细胞的影响
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摘
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要!细胞冷应激反应是一个复杂的过程!它包括低温本身的应激阶段和复温后的应激阶段&本研究以牦牛卵

巢颗粒细胞为研究对象!利用实时荧光定量
2UJ

'

C@,N@M-P3#N

技术!分析温和冷处理
%

'

1"

及复温
%

'

0

'

)

'

(

及
0)

F

条件下!细胞内
.NB?;

'

K-;9&

及
;1*

变化规律&结果显示!细胞在
01n

培养
1"

!然后通过复温至
*9n

!会影

响细胞生理状态以及诱导细胞应激反应&

.NB?;

的表达量在
01n

温和冷处理第
%

天开始上升!并且在复温后
0)

F

左右恢复到正常水平&

K-;9&

的表达量在
*9 n

复温培养后逐步上升!复温
(F

出现峰值!随后下降&

;1*

=J67

表达水平在复温培养
)F

出现峰值!随后下降!并且其在
.NB?;

及
K-;9&=J67

高表达时!均有明显的下

降&结果表明!低温会诱导细胞
.NB?; =J67

和蛋白表达水平的上升(

K-;9&

能够被冷应激后的复温诱导(

.NB?;

和
K-;9&

都具有抗应激损害和细胞凋亡的作用&这些数据将为亚低温和复温在各种研究和治疗领域的应

用提供参考&
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琨等$温和冷应激及复温对牦牛卵巢颗粒细胞的影响
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!!

细胞应激反应普遍存在于生物界!热'冷'缺氧'

低渗等应激因素均可打破细胞代谢的相对平衡!并

引发细胞内一系列复杂的基因表达和生理适应性反

应过程&目前!人们已对热休克效应进行了深入研

究!而冷应激方面的研究资料相对较少&另外!正常

生理或意外情况下!恒温动物或培养条件下的细胞'

组织和器官都有可能受到各种温度冷应激及复温的

影响!例如心脏手术或脑损伤治疗过程中常需降低

体温!器官和细胞的保存运输通常也在低温下进行!

以及提升重组蛋白质产量也是通过降低温度得到实

现*

%!)

+

&冷应激后复温至正常温度!观察到的过高热

表型变化!表明细胞正在以某种方式使其自身适应

温和温度!并感应相对而不是绝对的低温*

1

+

&温和

冷应激"

01

"

*1n

#和热休克都是以某种方式诱导

相似的表型修饰!有研究报道!虽然一些对温度变化

较敏感的蛋白质表达量不变或增加!但其转录和翻

译速率会普遍下降*

.!9

+

&另外!冷应激还会影响

=J67

稳定性的调节'替代转录起始位点和影响最

终剪接*

(

+

&还有资料显示!温和冷应激也能够引起

代谢下降*

/!%&

+

'细胞周期停滞*

%%

+

'凋亡程序活化'细

胞骨架分解等*

)

!

%&!%0

+

&

在众多的冷休克蛋白"

U#3",F#A4

T

M#N@$-

!

U82

#中!冷诱导
J67

结合蛋白"

U#3"$-"?A$P3@

J67 P$-"$-

IT

M#N@$-

!

UKJ:2

#受 到 广 泛 关 注&

.NB?; =J67

表达是通过控制启动子的冷应激元

件进行转录*

)

+

&在亚低温其表达显著增加!这似乎

是适应冷应激的关键决定因素!并且能通过各种机

制诱导冷特异性因子转录'翻译*

9

!

%&

!

%*

+

!另外!研究

发现
.NB?;

基因具有抗应激损害和细胞凋亡的作

用&热应激蛋白"

Z@>N,NM@,,

T

M#N@$-,

!

Z82,

#是由

细胞核内高度保守的热应激基因编码的蛋白!普遍

存在于整个生物界!几乎所有的细胞均能合成

Z82,

&

Z82

充当蛋白质的分子伴侣!参与许多细

胞的正常生理过程!直接参与蛋白质从初生链合成

到多亚基复合体折叠'装配的整个生物合成!并参与

蛋白质向内质网的移位'参与分解错装的蛋白质等!

并与新生肽和多肽链中错配的部分结合!对调节细

胞内环境的稳定具有重要作用&另外!研究表明

Z82,

还可调节细胞的氧化还原状态*

%)

+

!并在一些

促凋亡效应发生时!能够防止细胞凋亡&另外!

Z82,

能够被热应激或冷应激后的复温诱导*

%1

+

&

Z829&

是一族最保守和最重要的热休克蛋白!其在

正常细胞内表达水平较低!而在应激状态下显著升

高!可作为应激反应和评价组织细胞处于危险状态

的分子生物标志!因此已成为
Z82,

中关注的焦点&

21*

肿瘤抑制蛋白是含有
21*

'

2.*

以及
29*

的
21*

蛋白超家族内一名成员&

21*

蛋白在细胞凋亡过程

中发挥至关重要的作用!能够将来自细胞应激反应

的各种信息!如
567

损伤'缺氧'核苷酸缺失等信

号传递给相关基因!诱导细胞周期停滞和细胞凋

亡*

%.!%9

+

&

牦牛常年生活在低温'低氧和高海拔的青藏高

原!其繁殖效率受到严重影响!本课题组主要从事牦

牛胚胎移植的研究&通常将器官'细胞从高原运输

到实验室有较长时间的延迟!在此期间!细胞通常保

持在
00

"

01n

!为其提供一个-睡眠模式.!避免在

运输过程中受到各种干扰*

%(

+

!其后!培养物转移到

*9n

培养箱中进行培养&在前期试验中!发现细胞

在
01n

处理
1"

!

*9n

复温后!形态发生变化&因

此!将进一步对
01n

细胞储存期间及
*9n

复温后!

.NB?;

'

K-;9&

以及
;1*=J67

及蛋白的表达变

化及相关性进行研究&这些数据带来的一些新的细

胞和分子机制!可能对组织和器官的低温储存提供

参考!并为研究生理低温'治疗低温或意外低温后复

温的适应性提供依据&

#

!

材料与方法

#D#

!

试验动物

青海省西宁市乐家湾屠宰场
*

岁左右的健康母

牦牛&

#D!

!

主要试剂

胎牛血清'

XM$O#3

购自美国
K-S$NM#

I

@-

公司&

反转录酶'

P$

W

酶'限制性内切酶'

T

[5%(!XS@A!

N#M

'荧光定量试剂盒均为大连宝生物公司产品&

5[<[

%

%̂0

培养基'胰蛋白酶'

5<2U

'

XM$,

碱'四

甲基联苯胺和
X<[<5

购自
8$

I

=>

公司&丙烯酰

胺和
6

!

6k!

亚甲双丙烯酰胺购自
7=M@,A#

公司&

蛋白分子质量标准
=>M4@M

和预染蛋白质
=>M4@M

购

自
@̂M=@-N>,

公司&

858

购于合肥博美生物科技有

限责任公司!滤纸购自美国伯乐公司&

2_5̂

膜购

/*9



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
).

卷
!

自
[$33$

T

#M

公司!蛋白裂解液购自
8#3>MP$#

公司!

<UY

曝光液购自碧云天公司&普通琼脂糖凝胶

567

回收试剂盒'质粒小提试剂盒'免疫组化
82

试剂盒'增强型
ZJ2!57:

底物显色试剂盒购自北

京天根有限公司&山羊源
.NB?;

多克隆抗体

"

>P%&.0*&

#及兔源
K-;9&

多克隆抗体"

>P9/(10

#

购自英国
7PA>=

!鼠源内参
!"#()

抗体"

K!%/

#购自

8>-N>UM?O

公司!兔源
R-KB

多克隆抗体 "

P,!

&(/1J

#'兔 抗 羊 "

P,!&0/1D!ZJ2

#'羊 抗 兔 "

P,!

&0/)J!ZJ2

#'羊抗鼠"

P,!&0/.D!ZJ2

#购自北京博

奥森公司&引物由
X>;>J>

公司合成!测序由华大

基因公司完成&

#DI

!

试验方法

%'*'%

!

卵巢颗粒细胞的培养
!!

按照
^'U>3#-$

等*

%/

+方法!并适当调整进行常规卵巢颗粒细胞培养

试验&待细胞汇合率达
/&i

以上传代!同时冷冻保

存&将传至
*

"

1

代的细胞用于试验"图
%7

#&

冷处理和复温试验中!细胞进行胰蛋白酶消化

并以
%&&&&

个/

A=

]0接种并在
*9n

下培养&在冻

存细胞前!收集部分细胞样品作为对照组"

&"

#!并

提取
J67

或蛋白质&对于温和低温试验!细胞在

相同培养基
01n

下处理
%

"

1"

!然后转至
*9n

下

进行
%

"

0)F

复温&

%'*'0

!

R-KB

免疫细胞化学染色
!!

采用免疫细

胞化学技术测定促卵泡刺激素受体"

R-KB

#在颗

粒细胞的特异性表达!具体步骤参照文献*

0&!0%

+&

%'*'*

!

引物设计与合成
!!

牦牛
;1*

基因测序引物

"

R

>4;1*!%

'

;1*!0

#根据
D@-:>-4

中家牛"

6[%9)0&%

#'

瘤牛"

H9))(.

#'绵羊"

6[&&%&&/)&*

#'野猪"

7̂%0)0/(

#

的
;1*

基 因 序 列 设 计 得 到(根 据 牦 牛
.NB?;

"

;̂.(0%)&

#'

K-;9&

"

;U9/&%&1

#'

$

C$"#()

"

5d(*(&)/

#及

提交的
;1*

"

;̂.(0%)%

#基因序列设计荧光定量引物!

由
X>;>J>

公司合成"表
%

#&序列分析使用
6U:K

在线

软件'

[<D71

和
567=>-

软件&

表
#

!

(3:

扩增引物和荧光定量
(3:

引物

P4=)8#

!

(3:

G

,0.8,2;28A06198:PH(3:46A,84)H10.8:PH(3:

引物名称

2M$=@M,->=@

引物序列"

1k!*k

#

2M$=@M,A#=

T

#,$N$#-

产物大小%
P

T

2UJ

T

M#"?AN,,$O@

%

P

T

>̀4;1*,@-,@

T

M$=@M!% UD7UUXUDD7DUDXDU7X %*/&

>̀4;1*>-N$,@-,@

T

M$=@M!% DUU7U7DDUXD7DU7D7XD7

>̀4;1*,@-,@

T

M$=@M!0 DDXDUXX7D7UUXUXDUXXDD 9&9

>̀4;1*>-N$,@-,@

T

M$=@M!0 DDXD7U7XDDXDXDUUXXDU

>̀4.NB?;M@>3!N$=@8 DX7XDUUDXXXXUXXXDDUXXU %0.

>̀4.NB?;M@>3!N$=@78 DUXUX7UXUXDUUXDUUXU77

>̀4K-;9&M@>3!N$=@8 7UUXXUD7UDXDXUU7XUUX %)1

>̀4K-;9&M@>3!N$=@78 UUXXUXXDXDUXXDUDXXXD

>̀4;1*M@>3!N$=@8 UUU7XUUXU7UU7XU7XU7U (&

>̀4;1*M@>3!N$=@78 DU7U777U7UDU7UUXU77

>̀4

$

C$"#()M@>3!N$=@8 7DDUXDXDUXDXUUUXDX7XD 0&9

>̀4

$

CJ$"#()M@>3!N$=@78 DUXUDDUXDXDDXDDX777

%'*')

!

=J67

的提取!反转录
A567

及
2UJ

扩增

!!

收集颗粒细胞!用
XJKO#3

提取总
J67

!反转录

成
A567

&

2JU

反应体系为
0&

'

Y

"模板
%

'

Y

!上'

下游引物各
&'1

'

Y

!

X>

B

2UJ [>,N@M[$W%&

'

Y

!

无菌去离子水
(

'

Y

#&取
%&

'

Y2UJ

产物!用
%i

琼脂糖凝胶电泳检测!

%1&_0&=$-

&紫外灯下观

察并用凝胶成像系统采集图像&胶回收试剂盒回收

2UJ

产物片段!华大基因公司测序&

%'*'1

!

荧光定量
2UJ

!!

使用罗氏
)(&

仪器进行

试验&反应体系$

%&

'

Y8̀ :J2M@=>WX>

I

'

&'1

'

Y

上'下游引物'

%

'

YA567

样品和
(

'

Y

灭菌超

纯水&反应程序$

/1n

预变性
1=$-

(

/1n

变性
%&

,

!

.0n

退火
%&,

!

90n

延伸
%1,

!共
)1

个循环&扩

增结束后进行熔解曲线分析&每管样品设
)

个重

&)9



!

1

期 杨
!

琨等$温和冷应激及复温对牦牛卵巢颗粒细胞的影响

复!每个试验重复
*

次&试验数据用
82880%'&

软

件进行方差分析!

5?-A>-

法进行均值的多重比较&

%'*'.

!

C@,N@M-P3#N

方法检测组织中蛋白水平的

表达
!!

收集细胞!裂解
*&=$-

!

)n%0&&

I

离心

1=$-

!收集上清!测定蛋白浓度&"

%

#加入上样缓冲

液!沸水煮
%&=$-

&"

0

#

858

聚丙烯酰胺凝胶电泳!

每孔上样
%&

'

Y

!蛋白至分离胶!电压由
(&_

切换

为
%&&_

直至电泳结束&"

*

#转膜用
*&&=7

的电

流!

)n

电泳
%

"

0F

&"

)

#牛奶封闭
0F

!一抗
)n

过

夜孵育'二抗
*9n

孵育
0F

&"

1

#加入曝光液显色

1

"

%&=$-

观察结果&取
*

次曝光结果!通过
K=!

>

I

@G

软件测定
C:

条带表达量!重复
*

次&

%'*'9

!

数据处理
!!

试验数据用
82880%'&

统计

分析软件
\-@!L>

R

76\_7

进行方差分析和显著

性检验!结果用-平均值
o

标准差"

G

]

o 8<

#.表示!

;

#

&'&1

为差异显著!

;

#

&'&%

为差异极显著!

;

$

&'&1

为差异不显著&

!

!

结
!

果

!D#

!

免疫组织化学染色鉴定颗粒细胞

R-KB

免疫细胞化学染色是卵巢颗粒细胞的

特异性染色&收集正常培养的卵巢颗粒细胞"图

%7

#(进行
R-KB

免疫染色!阳性定位于细胞胞浆!

呈棕褐色着染"图
%:

#(阴性对照组并未检测到阳性

表达"图
%U

#&

7'

牦牛卵巢颗粒细胞培养照片"倒置显微镜
%&&m

#(

:'

牦牛卵巢颗粒细胞
R-KB

免疫细胞化学染色!颗粒细胞呈

阳性"

)&&m

#(

U'

牦牛颗粒细胞
R-KB

免疫细胞染色的阴性对照"

)&&m

#

7'U?3N?M@"#S>M

RI

M>-?3#,>A@33,#Q

R

>4>QN@M)(F

"

%&&m

#(

:'K==?-#F$,N#AF@=$A>3,N>$-$-

I

#QR-KB$-A?3N?M@"

R

>4#S>M

RI

M>-?3#,>A@33,

!

>-"NF@-?A3@?,#Q

I

M>-?3#,>A@33,L>,

T

#,$N$S@Q#MNF@@W

T

M@,,$#-#QR-KB

"

)&&m

#(

U'XF@

-@

I

>N$S@A#-NM#3#Q 8̂ZJ$==?-#F$,N#AF@=$A>3,N>$-$-

I

$-

I

M>-?3#,>A@33,#Q

R

>4

"

)&&m

#

图
#

!

牦牛卵巢颗粒细胞形态及免疫组化

+0

7

D#

!

/-,

G

9-)-

7

054)594,4518,0210546A0..;6-9021-598.021,

?

-F

?

4*-M4,046

7

,46;)4,58))2

!D!

!

6(,78

的表达

0'0'%

!

.NB?; =J67

表达
!!

通过
JX!2UJ

检

测
.NB?;

荧光定量引物!发现条带单一!片段大小

符合试验设计"图
07

#&

B

JX!2UJ

检测
.NB?;

=J67

的表达水平!细胞在
01 n

处理第
%

天时!

.NB?;

表达水平开始升高为对照组的
%'1

倍!在

01n

培养第
1

天时!表达量为对照组的
)'.

倍&在

01n

低温处理
1"

后!进行复温培养!

.NB?;

表达

量迅速下降!

0)F

后接近对照组表达水平"图
0:

#&

0'0'0

!

UKJ:2

蛋白的表达
!!

通过
C@,N@M-P3#N

检测
UKJ:2

蛋白的表达情况!细胞在
01n

处理第

%

天时!

UKJ:2

表达水平开始升高为对照组的
%'.

倍!在
01 n

培养第
1

天时!表达量为对照组的
%(

倍&在
01n

低温处理
1"

后!进行复温培养!

.NBC

?;

表达量迅速下降!

0)F

后为对照组表达水平
*

倍左右"图
0U

和图
05

#&

!DI

!

-)8O"

的表达

0'*'%

!

K-;9&=J67

表达
!!

通过
JX!2UJ

检

测
K-;9&

荧光定量引物!发现条带单一!片段大小

符合 试验设 计 "图
*7

#&通 过
B

JX!2UJ

检 测

K-;9&=J67

的表达水平!细胞在
01 n

冷处理

1"

期间!

K-;9&=J67

表达量无显著变化!然而!

*9n

复温培养后!导致表达量逐步增加"

(F

时高达

对照组的
)'9

倍#!随后下降"图
*:

#&

0'*'0

!

Z829&

蛋白表达
!!

通过
C@,N@M-P3#N

检

测
Z829&

蛋白的表达情况!细胞在
01n

冷处理的

1"

期间!

Z829&

蛋白的表达量无明显变化!只在第

1

天有略微上升!为对照组的
%'0

倍&在
01n

低温

处理
1"

后进行复温培养!

Z829&

表达量逐渐上

升!

(F

后达到峰值!为对照组的
*'.

倍!随后表达

量下降!

0)F

后为对照组表达水平
0

倍左右"图
*U

和图
*5

#&

%)9
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!

表达量
s

平均值
o8<

!

)s*

!对照组
&"

值确定为
%

&

&"'

正常对照组!

%"

和
1"'01n

培养
%

和
1"

!

%

'

0

'

)

'

(

和
0)

F'01n

冷处理后!复温
*9n

培养
%

'

0

'

)

'

(

和
0)F

&标有>

!

P

!

A

!

"不同字母的组间差异极显著"

;

#

&'&%

#!标有相同字

母的组间无差异"

;

$

&'&1

#&下同&

7'.NB?;

荧光定量引物的
JX!2UJ

反应凝胶电泳图(

:'

荧光定量
2UJ

反应

结果(

U'.NB?;

"

%/4?

#及
#

!>AN$-

"

)*4?

#蛋白
C@,N@M-P3#N

结果(

5'K=>

I

@G

对
C@,N@M-P3#N

结果分析

XF@@W

T

M@,,$#->M@=@>-o8<

!

)s*'_>3?@,>N&"L@M@>MP$NM>M

R

N>4@->,%'&"'XF@A#-NM#3

I

M#?

T

(

%">-"1"'%#M1

">

R

,>N01n

(

%F

!

0F

!

)F

!

(F>-"0)F'1">

R

,>N01nQ#33#L@"P

R

%N#0)F>N*9n'5$QQ@M@-N3@NN@M,=@>-,$

I

-$Q$A>-N

"$QQ@M@-A@P@NL@@-NF@

I

M#?

T

,

"

;

#

&'&%

#!

,>=@3@NN@M,=@>--#"$QQ@M@-A@P@NL@@-

I

M#?

T

,

"

;

$

&'&1

#

'XF@,>=@>,P@3#L'

7'XF@

T

$AN?M@#QJX!2UJ>=

T

3$Q$A>N$#-

T

M#"?AN,L$NF>

I

>M#,@

I

@3@3@ANM#

T

F#M@,$,

(

:'XF@

B

JX!2UJM@,?3N#Q.NB?;=J!

673@S@3,

(

U'XF@

T

$AN?M@$,NF@C@,N@M-P3#N@W

T

M@,,$#-#Q.NB?;

"

%/4?

#

>-"

#

!>AN$-

"

)*4?

#

>-N$P#"

R

(

5'XF@M>N$##Q

.NB?;

T

M#N@$-@W

T

M@,,@"

B

?>-N$N

R

N#

#

!>AN$-

T

M#N@$-@W

T

M@,,@"

B

?>-N$N

R

A>3A?3>N@"P

R

NF@,#QNL>M@K=>

I

@G

图
!

!

冷应激及复温后
6(,78

表达变化

+0

7

D!

!

3-)AH29-5*46A,8@4,.06

7

4FF8516(,788R

G

,8220-6

7'K-;9&

荧光定量引物的
JX!2UJ

反应凝胶电泳图(

:'

荧光定量
2UJ

反应结果(

U'K-;9&

"

9&4?

#及
#

!>AN$-

"

)*

4?

#蛋白
C@,N@M-P3#N

结果(

5'K=>

I

@G

对
C@,N@M-P3#N

结果分析

7'XF@

T

$AN?M@#QJX!2UJ>=

T

3$Q$A>N$#-

T

M#"?AN,L$NF>

I

>M#,@

I

@3@3@ANM#

T

F#M@,$,

(

:'XF@

B

JX!2UJM@,?3N#QK-;9&

=J673@S@3,

(

U'XF@

T

$AN?M@$,NF@C@,N@M-P3#N@W

T

M@,,$#-#QK-;9&

"

%/4?

#

>-"

#

!>AN$-

"

)*4?

#

>-N$P#"

R

(

5'XF@

M>N$##QK-;9&

T

M#N@$-@W

T

M@,,@"

B

?>-N$N

R

N#

#

!>AN$-

T

M#N@$-@W

T

M@,,@"

B

?>-N$N

R

A>3A?3>N@"P

R

NF@,#QNL>M@K=>

I

@G

图
I

!

冷应激及复温后
-)8O"

表达变化

+0

7

DI

!

3-)AH29-5*46A,8@4,.06

7

4FF851-)8O"8R

G

,8220-6

0)9



!

1

期 杨
!

琨等$温和冷应激及复温对牦牛卵巢颗粒细胞的影响

!D%

!

8$I

基因克隆和表达

0')'%

!

;1*

基因克隆
!!

将
;1*!%

及
;1*!0

扩增

得到的
0

段基因序列进行拼接"

[<D71

软件#!得

到牦牛
;1*=J67

序列!全长
0&&0P

T

!并提交至

D@-:>-4

"

;̂ .(0%)%

#&使用
567=>-

软件分析可

知牦牛
;1*=J67

的编码区为
10

"

%0%&P

T

!全长

%%1/P

T

!预测编码蛋白大小约为
)*4?

&通过

6U:K

在线
:Y78X

软件分析发现牦牛
;1*=J67

与家牛'瘤牛的序列相似性较高!达到
//i

!与印度

水牛相似性为
/(i

!与绵羊和野猪的相似性为
/1i

"图
)7

#&

0')'0

!

;1*=J67

的表达
!!

通过
JX!2UJ

检测

K-;9&

荧光定量引物!发现条带单一!片段大小符

合试验设计"图
):

#!细胞在
01n

冷处理
1"

期间!

;1*=J67

表达水平在第
%

天显著上升约为对照

组
0

倍!第
1

天则明显下降!约为对照组表达量的一

半&

*9n

复温培养后!

;1*

表达量迅速上升!在复

温培养
)F

出现峰值!为对照组的
)

倍(

(F

时明显

下降!随后
0)F

又略微上升为对照组
0

倍"图
)U

#&

I

!

讨
!

论

笔者重点研究了在亚低温及返回正常生理温度

时期!细胞内
.NB?;

'

K-;9&

'

;1*=J67

和蛋白

的变化规律及相互联系!与其他学者研究结果相同!

认为低温能够诱导一些基因的表达'

J67

加工和细

胞内信号的重新编码!并影响细胞形态和生存&此

外!返回到生理温度"

*9n

#后!冷应激造成的影响

会持续或加剧*

%

!

*

!

%&

+

&在低温冷处理期!基因转录和

翻译速率降低!但有一些特定的基因仍然能够继续

以正常速率表达*

0

!

00

+

!低温也可以调节特定的转录

产物如
.NB?;

的表达水平与稳定性*

0*

+

&

:7Y:

%

*X*

小鼠成纤维细胞
.NB?;

在各种冷处理温度下

持续表达!培养温度从
*9n

降至
*0n

!

.F

后!能

够诱导
.NB?; =J67

和蛋白质的显著表达!在
*0

n

培养
0)F

后!诱导
.NB?; =J67

和蛋白的强烈

表达!而在
*/

或
)0 n

培养时!

.NB?;

的表达下

降*

0)

+

&同时!

Z'6$,F$

R

>=>

等还发现!对不同来源

细胞系如小鼠
X7[70.

支持细胞'

:[7%

骨髓基

质细胞和
Z@

T

D0

人类肝癌细胞!进行温和冷热处

理也会诱发上述类似的效应*

0)!01

+

&与上述报道一

致!本研究显示在
01n

培养时!颗粒细胞
.NB?;

的表达量上升!复温后!表达量返回到基础水平&这

表明低温会诱导细胞
.NB?;=J67

和蛋白表达水

7'

牦牛
;1*

基因进化树(

:';1*

荧光定量引物的
JX!

2UJ

反应凝胶电泳图(

U'

荧光定量
2UJ

反应结果

7'XF@

T

F

R

3#

I

@-@N$ANM@@#Q

R

>4;1*L$NF$N,A3#,@3

R

M@3>N!

@"A#?-N@M

T

>MN,P>,@"#-NF@;1*A567,@

B

?@-A@,

(

:'XF@

T

$AN?M@#QJX!2UJ>=

T

3$Q$A>N$#-

T

M#"?AN,L$NF>

I

>M#,@

I

@3@3@ANM#

T

F#M@,$,

(

U'XF@

B

JX!2UJ M@,?3N #Q ;1*

=J673@S@3,

图
%

!

冷应激及复温后
8$I.:J<

表达变化

+0

7

D%

!

3-)AH29-5*46A,8@4,.06

7

4FF8518$I.:J<8RH

G

,8220-6

平的上升!可能有保护细胞免受冷应激损伤的作用&

试验结果中出现蛋白表达高于基因的情况!如$

.NB?;

蛋白的表达在
01n

培养第
1

天时!基因的

表达量为对照组的
)'.

倍"

B

JX!2UJ

#!而蛋白的表

达量为对照组的
%(

倍&在排除试验误差的情况下!

B

JX!2UJ

约是
0

- 次方变化与
C@,N@M-P3#N

不同!

且两种方法的敏感性不一样!一个是拷贝数的差异!

一个是微克数的变化&如果一种增加!另一种降低!

这往往与
J67

或蛋白在细胞内的稳定性相关&如

J67

稳定性差!易降解!则出现
J67

表达降低!蛋

白表达相对增加!反之亦然&探究出现该结果的真

正原因及相关调节机制!需要进行后续深入的研究

*)9
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!

证实&

<'Y>$#,

等*

0.

+报道!大鼠心肌细胞在
)n

低温

冷处理
%F

!检测不到
K-;

!然而
*9n

复温
0F

后!

检测到
K-;9&

!复温
)

"

.F

!

K-;9&

表达水平最

高!在
.F

后开始下降!同时他们还发现!细胞在
)

'

%&

'

%1

'

0&

或
01n

冷处理后!

*9n

复温
)F

!都可以

检测到
K-;9&

&与其它过高热研究结果一致!冷应

激后返回到常温会诱导细胞热休克样反应!

K-;9&

表达水平在复温后的
(F

!表达量超过了常温时期

的正常水平*

1

!

%&

!

0.

+

&本研究显示!细胞
K-;9&

=J67

和蛋白表达水平在
01n

温和冷处理
1"

期

间!无显著变化!然而
*9n

复温导致其表达水平的

逐步上升!随后下降&这说明过高热应激时检测到

热休克的感应机制是相对的而不是绝对的!因为在

复温后的应激阶段!同样也会检测到热休克效应&

研究显示!人类恶性胶质瘤
7!%90

细胞在
)

'

%1

或
0&n

冷处理
%F

!随后
*9n

复温培养
%&F

!会诱

导
;1*

积累*

09

+

&此外!

U'5'DM@

I

#M

R

报道!体外培

养的
:?M4$NN

淋巴瘤衍生的细胞系保留了亲代细胞

的增殖和细胞凋亡能力!将其在
%n

冷处理
0&

"

*&

=$-

或
01n

处理
)F

!复温培养
%

"

0F

后!通过形

态学特征和
567

片段检测到细胞凋亡*

0(

+

&有关亚

低温对细胞凋亡的影响存在争议!一些研究表明冷

应激诱导细胞凋亡!而另一些研究认为它能够抵抗

随后热诱导的细胞凋亡!具有一定保护作用*

0(!0/

+

&

这些差异可能是由于所使用的细胞'温度变化后的

分析时间和分析方法不同所导致&在本研究的试验

模型中!温和低温处理期间!细胞凋亡因子
;1*

=J67

表达在第
%

天明显上升!而在第
1

天明显下

降并低于正常水平!随后复温期间其表达量急剧增

加!在
)F

达到峰值后!

(F

显著下降&综上可知!在

.NB?;

和
K-;9&=J67

表达量达到峰值时!

;1*

=J67

的表达也显著下降!有可能说明
.NB?;

和

K-;9&

可保护细胞免受应激诱导的凋亡!具体机制

需要进一步研究!以确定冷应激处理如何以及在多

大程度上阻止或诱导细胞凋亡&

%

!

结
!

论

本研究对低温本身的应激阶段和复温后的应激

阶段内牦牛卵巢颗粒细胞内
.NB?;

'

K-;9&

和

;1*=J67

及蛋白表达量进行了初探!研究结果对

组织和器官的低温储存提供参考!并为研究生理低

温'治疗低温或意外低温后复温的适应性提供依据&
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