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要!本研究旨在利用高通量测序技术描绘牦牛卵巢
,\:<

图谱!为探析牦牛繁殖性能提供基础'以牦牛卵巢

组织作为研究对象!构建牦牛
,\:<

文库!进行高通量测序和生物信息学分析!最后利用
\T!

Z

;G\

技术验证
4$\!

:<

在牦牛卵巢组织中的表达'经测序后得到包含
%0%0.0&(

条
563?-S3?",

!其中特异序列为
0%0=1=

条&比对分

析显示!只有
=*(*1*.

"

.&'(/̂

#条总序列及
(&/(%

"

*('&.̂

#条特异序列能与牦牛基因组匹配'与黄牛相比!

牦牛
,\:<

中有
1.

个表达量上调!其中
4$\!%*1?

表达上调最显著&有
**

个表达下调!其中
4$\!0*%.

表达下调最

显著'

\T!

Z

;G\

验证
.

个
4$\:<

在牦牛卵巢组织中的表达情况!定量结果和测序结果基本一致'与牦牛
>8T

序

列信息比对后共预测出
1

个新
4$\:<

'本研究成功绘制牦牛卵巢
,\:<

图谱!同时证实
\:<!83

Z

高通量测序技

术在完善
,\:<

信息及挖掘新
4$\:<

方面的优势!对研究
,\:<

在牦牛遗传育种以及以牦牛为重要高原动物模

型来进行高原适应性和抗逆性等相关领域的研究具有重要意义'
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牦牛被称作高原之舟!主要分布在中国青藏高

原及其毗邻的高山(亚高山地区'在长期的自然选

择和人工选择的共同作用下!牦牛对高海拔(低温(

低氧牧区具有良好适应性!能充分利用高寒草场资

源'牦牛是当地牧民赖以生存和发展的生产(生活

资料!也是牧区经济的支柱产业和牧民经济收入的

主要来源)

%

*

'但与普通牛种相比!牦牛生长速度慢(

性成熟较晚!而且繁殖性能低!成为高原畜牧业发展

及生态保护的主要瓶颈之一'近期牦牛基因组的测

序工作基本完成)

0

*

!为下一步开展保护牦牛遗传资

源(提高牦牛生产性能(研究牦牛生长发育及探析繁

殖性能等诸多方面工作提供可靠的依据'

小分子
\:<

"

84?66\:<

!

,\:<

#是一类长

0&

"

*&

核苷酸"

:C563#7$"3

!

-7

#的非编码
\:<

分

子'

,\:<

最初在秀丽线虫中发现!且广泛存在于

真核生物中!是重要的转录后调控因子)

*!)

*

'大量研

究表明小
\:<

具有广泛的生物学功能!对个体发

育调控(细胞分化(胚胎发育等生物过程起重要作

用)

1!.

*

'

,\:<

主要是通过抑制靶基因翻译或者是

直接降解靶基因
4\:<

达到调控基因表达!由此可

知
,\:<

对大多数的靶基因都是起负调控作用'

鉴于
,\:<

的生物学重要性!准确鉴定其序列及表

达时空性是当务之急'然而
,\:<

序列短(同源性

高!因此利用传统的克隆法(基因芯片技术等检测

,\:<

非常困难'此外!

,\:<

的数量巨大!相应的

工作较复杂(费用高(效率低等&再次假阳性高(灵敏

度低(速度慢!难以发现低表达量和低拷贝的新

,\:<

'随着测序技术的快速发展!高通量测序技术

相继诞生并逐渐成熟'高通量测序技术不但能够克

服以上难题!而且在发现新的
,\:<

上具有显著优

势'目前高通量测序技术已经成功的应用于拟南

芥)

=

*

(水 稻)

(

*

(小 麦)

/

*

(黑 猩 猩)

%&

*

(人)

%%

*等 生 物

,\:<

的研究'

目前有关
,\:<

生物学作用的研究不断深入!

表明其在动植物生长发育(细胞死亡(细胞分化和应

答外界胁迫等方面具有重要功能)

1

!

%0!%)

*

!并在生物

合成和功能研究方面取得了一定的研究进展)

%1

*

!但

在高原动植物上的相关报道较少'因此!本研究利

用新二代的高通量测序技术!对牦牛卵巢
,\:<

文

库进行测序并做了相关的生物信息学分析!以期反

映高通量测序技术在加速高原动物
,\:<

的发现(

促进高原动物
,\:<

的功能研究以及提高人们对

动物
,\:<

进化的认识等优势'此外!为深入研究

,\:<

在参与调节卵泡生成及排卵过程中所起作用

提供基础性工作!对研究
,\:<

在牦牛遗传育种以

及以牦牛为重要高原动物模型来进行高原适应性和

抗逆性等相关领域的研究具有重要意义'

#

!

材料与方法

#?#

!

样品采集

从四川红原县屠宰场随机选取
1

头年龄(个体(

体质基本一致的成年"约
*

周岁#麦洼母牦牛!屠宰

后立即采集卵巢!用生理盐水冲洗干净!液氮速冻

后!存于
d(&r

备用!用于总
\:<

的提取'用同

样的方法!在成都青白江屠宰场选取
1

头健康的成

年黄牛"约
*

周岁#的卵巢!作为对照组'

#?!

!

总
D@(

提取

参照
I-W$7S#

B

3-

公司的
TS$X#6

法分别提取
1

头

牦牛卵巢组织的总
\:<

!为保证
\:<

的纯度!向

各
\:<

样本中加入适量的
O:?,3I

"

I-W$7S#

B

3-

!

L8<

#!

*=r

孵育
%&4$-

!然后各取
0

*

B

混合均匀

组成一个
\:<

样品池"

8?4

U

63

U

##6

#'通过
:?-#!

"S#

U

:O!%&&&

"

R?VT35@

!

L8<

#检测
\:<

的浓度

和质量'

#?B

!

小
D@(

文库的构建及
T**I4+0-R5/*3P-

高通量

测序

采用
<4V$#-

公司
8NR$O84?66\:<>D

U

S3,!

,$#-

试剂盒构建牦牛卵巢的
,\:<

文库'首先!

,\:<

在连接酶的作用下加
1q

和
*q

接头!然后将其

反转录成
5O:<

'向
5O:<

中加入适量的
\:?,3

用于消除未被转录的
\:<

'为了获得足够的高质

量
5O:<

!进行
;G\

扩增得到测序文库'构建好的

文库用
0%&&[$#?-?6

E

X3S

"

<

B

$63-7

#和
:?-#"S#

U

:O!%&&&

进行质量和浓度的检测!然后送深圳华大

基因公司测序'

#?%

!

小
D@(

测序数据处理与分析

测序所得的数据"

\?AS3?",

#经除去接头序列(

空读序列以及低质量序列"

;@S3"

Z

C?6$7

E#

1

#后得

.1
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期 熊显荣等$牦牛卵巢小
\:<

高通量测序及生物信息学分析

到纯净序列 "

G63?-S3?",

#'使用
8N<;?6$

B

-3S

%

8N<;0'&

软件将序列比对到牦牛基因组!统计

S3?",

在参考基因组及基因序列上的分布情况及覆

盖度!与牦牛基因组至少有
*

次匹配的
S3?",

作为

潜在的
,\:<

及进一步分析'

将
,\:<

序列与
23-[?-9

数据库及
8?-

B

3S

中

心的
\Y?4

数据库中的
-5\:<

"非编码
\:<

#分别

进行比对!识别
,\:<

序列中的
S\:<

(

7\:<

(

,-\:<

等
-5\:<

&与
4$\:<

数据库"

4$\[?,3

#中

的
4$\:<

进行比对!鉴定样品中的已知
4$\:<

&

通过片段互相比对!确定与重复序列相关的
,$\!

:<

&与外显子(内含子的比对鉴定
4\:<

降解片

段'按照优先级"

S\:<

等
%

已知
4$\:<

%

重复序

列
%

外显子
%

内含子#!应用
F>2N

程序对这些

,\:<

涉及的主要生物学功能进行
2N

分类注释'

将未获得注释的
,\:<

作为潜在的新
4$\:<

!利

用
M$S3?

U

和
4$\?-"?

对这些
,\:<

进行预测!预测

其二级结构(酶切位点以及靶基因等!具体分析流程

见图
%

'通过比对结果统计测序序列的分布情况及

频率!同时利用
\;JM

法计算
4$\:<

的表达量'

图
#

!

牦牛
<D@(

数据的分析流程

G+

:

?#

!

E-.--0-*

>

<+<

)

8/,3<</1

>

-V<D@(

#?C

!

小
D@(

表达的验证

采用
\T!

Z

;G\

法对高通量测序部分
,\:<

的

表达结果进行验证'利用
<4V$#-4$S]?-?

TM

J$7

试剂盒取提总
\:<

!

\:?,3!YS33O:?,3I

去除基因

组
O:<

!然后根据成熟
4$\:<

的序列设计引物!

以
%(8S\:<

为内参进行
\T!

Z

;G\

'采用
87S?7?!

B

3-3

公 司的
P$

B

@!8

U

35$Y$5$7

E

4$\:< \T!

Z

;G\

O37357$#-J$7

试剂盒及
GaK/.\3?6!T$43;G\O3!

7357$#-8

E

,734

"

[$#!\?"

!

L8<

#'所有定量
;G\

反

应均重复
*

次!

.1

"

/1r

每隔
&'1r

读板
%

次!绘

制熔解曲线'检测结果采用表达量差异
$$

G7

法

对目的
,\:<

表达水平进行相对定量分析'

#?$

!

4+D@(

靶位点的预测及其功能分类

通过
4$\:<

序列与牦牛已公布
>8T

的比对!

预测潜在的
4$\:<

靶位点!具体方法参照文献

)

%.!%=

*'预测遵循
4$\:<

与靶基因错配不超过
)

个碱基(相邻碱基不错配等原则'然后将预测的所

有靶基因进行
2N

注释分析!预测其可能参与的生

物学过程和功能!进行相应分类及统计'

#?&

!

统计与分析

所有组别的试验至少重复
*

次!

8;88%*'&

进行

N:>F<Q <:N]<

检验!用
88\

法进行多重比

较!

J

#

&'&1

为差异显著!

J

#

&'&%

为差异极显著'

!

!

结
!

果

!?#

!

牦牛小
D@(

为了获得牦牛小
\:<

!构建了牦牛卵巢
,\:<

=1
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文库!并用高通量测序技术进行测序'去除接头并

滤去低质量数据后!获得长度分布在
%.

"

*&-7

的

大量牦牛
,\:<

序列!其中以
00-7

的序列居多!是

由
O$53S

酶途径产生的
,\:<

的典型长度!具有一

定的保守性"图
0

#'去掉小于
%(-7

的序列后!最

图
!

!

牦牛小
D@(

长度分布

G+

:

?!

!

W30

:

.K9+<.8+;I.+/0</1I0+

M

I3<4-**D@(<+0

>

-V/F-8

>

终获得
%0%0.0&(

条纯净序列"表
%

#!其中特异序

列的数目为
0%0=1=

条'经
8N<;

软件将这些
,\!

:<

与牦牛(黄牛基因组比对后!其中只有
=*(*1*.

"

.&'(/̂

#的总序列及
(&/(%

"

*('&.̂

#的特异序

列能匹配牦牛基因组'将牦牛
,\:<

与
23-[?-9

(

\Y?4

(

4$\[?,3

进行多重比对!最后依次注释"图
*

!

表
0

#'由于牦牛全基因组序列的不够完全!约
./̂

的
,\:<

序列未能注释'所注释的
,\:<

中!

S\:<

最 多!占 总 数 的
%*')̂

!其 次 是 外 显 子 正 义

"

1_(̂

#(内含子正义"

*'0*̂

#(

7\:<

"

*_0=̂

#!其

余都只占很少一部分'

!?!

!

4+D@(

的分析

为了寻找牦牛卵巢中的已知
4$\:<

!将牦牛

,\:<

与
4$\[?,3

中的
4$\:<

进行比对发现!总

共有
/%.%&(%

条能匹配!其中
1&*1

条特异序列与

牦牛
4$\:<

有同源性"表
0

#'表达丰度差异分析

后发现!在牦牛
,\:<

中有
1.

个
4$\:<

表达量比

表
#

!

黄牛与牦牛小
D@(

测序数据处理及片段长度分布统计

J-;*3#

!

5I44-8

>

/19-.-,*3-0+0

:

-099+<.8+;I.+/0/1.-

:

<

)

8/9I,39;

>>

-V-09,-..*3<4-**D@(<3

M

I30,+0

:

片段类型
T

EU

3

黄牛 "%

^

#

G?7763

牦牛"%

^

#

Q?9

总片段数
T#7?6S3?", %&0.)=)0 %0%=(.&/

高质量片段数
P$

B

@

Z

C6$7

E

%&0))&0&

"

//'(&

#

%0%1%0&&

"

//'==

#

*q

接头
*q?"?

U

73S *&=)

"

&'&*

#

1%&&

"

&'&)

#

插入片段
I-,3S7 =*.

"

&'&%

#

.=(

"

&'&%

#

1q

接头
1q?"?

U

73S %.%*)

"

&'%.

#

%*%0=

"

&'%%

#

#

%(-7

的片段数
#

%(-7 0%%(%

"

&'0%

#

.&.*

"

&'&1

#

;#6

E

< 0&

"

&'&&

#

0)

"

&'&&

#

纯净序列数
G63?-S3?", %&0&0(=1

"

//')&

#

%0%0.0&(

"

//'1=

#

表
!

!

牦牛
<D@(

注释结果

J-;*3!

!

(00/.-.+/0/1

>

-V<4-**D@(<

分类

G?73

B

#S

E

特异
,\:<

数

L-$

Z

C3,\:<,

百分比%
^

;3S53-7

总
,\:<

数

T#7?6,\:<,

百分比%
^

;3S53-7

总数
T#7?6 0%0=1= %&&'&& %0%0.0&( %&&'&&

外显子"反义#

>D#-

"

?-7$,3-,3

#

0&& &'&/ 0.0 &'&&

外显子"正义#

>D#-

"

,3-,3

#

%0**/ 1'(& %0./= &'%&

内含子"反义#

I-7S#-

"

?-7$,3-,3

#

%1/. &'=1 0%*1 &'&0

内含子"正义#

I-7S#-

"

?-7$,3-,3

#

.(=/ *'0* (=%% &'&=

4$\:< 1&*1 0'*= /%.%&(% =1'11

S\:< 0(1&. %*')& 0(=((& 0'*=

重复序列
\3

U

3?7 .*/ &'*& %&0& &'&%

,5\:< 0/. &'%) %/((1 &'%.

,-\:< %.*% &'== )&%= &'&*

,-#\:< 0&)% &'/. /(&* &'&(

7\:< ./.0 *'0= 1=*(1 &')=

未注释的小
\:<L-?--,\:<, %)..** .('/0 01.%**0 0%'%0

(1
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<'G?73

B

#S$X?7$#-#YC-$

Z

C3,4?66\:<,$-

E

?9

&

['G?73

B

#S$X?7$#-#Y7#7?6,4?66\:<,$-

E

?9'

图
B

!

牦牛小
D@(

的分类

G+

:

?B

!

L-.3

:

/8+]-.+/0/1

>

-V<4-**D@(<

黄牛显著上调!有
**

个
4$\:<

表达显著下调"图

)

#'其中
4$\!%*1?

表达上调极显著"

J

#

&'&%

#!

4$\!0*%.

表达下调极显著"

J

#

&'&%

#'

图
%

!

牦牛与黄牛小
D@(

表达差异

G+

:

?%

!

JK39+113830.+-*3P

)

83<<+/0/1<D@(;3.6330

>

-V

-09,-..*3

!?B

!

新
4+D@(

的预测与分析

4$\:<

初始转录位点多位于基因间隔区(内

含子以及编码序列的反向重复序列上!其前体具有

标志性的发夹结构!成熟体的形成是由
O$53S

酶的

剪切实现的'利用这一显著特征通过
M$S3?

U

软件

来预测新的
4$\:<

'初步预测结果显示!共发现

0=

条候选
4$\:<

!并且这些候选
4$\:<

首位碱基

具有一定的偏向性"图
1

#'利用牦牛
>8T

序列信

息进行牦牛新
4$\:<

预测!共预测出
1

个
4$\:<

"依次命名为
-3A 4$\:<%

(

-3A 4$\:<0

(

-3A

4$\:<*

(

-3A4$\:<)

和
-3A 4$\:<1

#!但其表

达量都较低"表
*

#'

!?%

!

已知
4+D@(

的表达模式

为了进一步验证高通量测序所获得的结果!随

机选择
.

个表达量较高的
4$\:<

!利用
\T!

Z

;G\

检测其在牦牛卵巢中的表达情况'结果显示与高通

量测序结果基本吻合"图
.

#!由此表明本次高通量

测序结果准确性较高!可信度大'

图
C

!

候选
4+D@(

首位碱基偏向性

G+

:

?C

!

4+D@(1+8<.0I,*3/.+93;+-<

图
$

!

牦牛卵巢中部分已知
4+D@(

的
DJR

M

ALD

验证

G+

:

?$

!

H-*+9-.39</434+D@(<;

>

DJR

M

ALD

!?C

!

4+D@(

的潜在靶位点及功能分类

为了进一步深入研究
4$\:<

在牦牛卵巢中的

生物学功能!通过与已公布的牦牛
>8T

序列比对!

预测潜在的
4$\:<

靶位点'结果显示!已知的保

守
4$\:<

共预测出
%)&*

个潜在靶基因!

*1&%

个

/1
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靶位点'如图
=

所示!这些潜在靶基因涉及较广的

生物学过程及功能!涉及生物学过程"

[$#6#

B

$5?6

U

S#53,,3,

#(细胞组分"

G366C6?S5#4

U

#-3-7,

#及分子

功能"

M#635C6?SYC-57$#-,

#

*

大类共
)=

个小类'由

于牦牛
>8T

数据的有限!未能对预测出的
1

个新

4$\:<

进行潜在靶位点分析'

表
B

!

利用牦牛
Q5J

序列预测的新
4+D@(

J-;*3B

!

JK30/F3*4+D@(<

)

839+,.+/06+.K

>

-VQ5J<3

M

I30,3<

名称
:?43

成熟序列"

1q!*q

#

M?7CS3,3

Z

C3-53

前体序列
;S35CS,#S,3

Z

C3-53

表达量
>D

U

S3,,$#-

-3A4$\:<% TG<G22<2<22<2<<<GT2G2<

TG<G22<2<22<2<<<GT2G2<<<

TG<G22<2<22<2<<<GT2G2<

TG<G22<2<22<2<<<GT2G2

TG<G22<2<22<2<<<GT2G2<<

%/

-3A4$\:<0 T22<G<22GG<<2GG2GT2T2G<

T22<G<22GG<<2GG2GT2T2G

T22<G<22GG<<2GG2GT2T2G<

.

-3A4$\:<* T2222G<GT22<GT<G2T22TG

T2222G<GT22<GT<G2T22TG

T2222G<GT22<GT<G2T22TGT

1

-3A4$\:<) T2<2T2T2T2T2T2T2<2<<<

T2<2T2T2T2T2T2T2<2<<

T2<2T2T2T2T2T2T2<2<<<

.

-3A4$\:<1 T<222T22T<2<2<<2<G<2<

T<222T22T<2<2<<2<G<2<

T<222T22T<2<2<<2<G<2<2

T<222T22T<2<2<<2<G<2<22G2

1

图
&

!

4+D@(

潜在靶基因的生物学功能分类

G+

:

?&

!

7+/*/

:

+,-*1I0,.+/0-09

)

-.K6-

>

<308+,K396+.K

)

839+,.39-09<,8330394+D@(.-8

:

3.

:

303<

B

!

讨
!

论

B?#

!

牦牛卵巢
<D@(

轮廓及特点

牦牛是青藏高原地区及周边群众赖以生存的重

要生产生活资料之一'但其性成熟较晚!且普遍繁

殖性能低下!成为长期制约牦牛产业发展的重要问

题'

,\:<

介导的转录后基因调控是动植物的一种

新型基因调控机制!它在个体发育调控(细胞分化(

胚胎发育等生物过程中起着举足轻重的作用'本研

究将
1

头牦牛的卵巢样本
\:<

等量混匀!组成了

一个牦牛卵巢样本池!通过高通量测序技术后一共

获得
%0%0.0&(

条纯净序列!其中有
0%0=1=

条特

&.
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异序列!由此表明文库构建成功且测序质量良好'

这些
,\:<

长度主要集中在
0&

"

0*-7

!与
M'M'

P#,,?$-

等)

%(

*研究结果基本一致'与牦牛基因组比

对后发现共有
.&'(/̂

的总序列及
*('&.̂

的特异

序列能匹配'经功能注释后发现
4$\:<

"

=1'11̂

#

占总序列数的大部分!但却只占特异序列数的

0_*=̂

!由此表明
4$\:<

在牦牛卵巢组织中有较

复杂的调控机制'此外未注释的
,\:<

有
0%'%0̂

的总序列及
.('/0̂

的特异序列!可能是由于牦牛

基因组的不够完善'当然!随着牦牛基因组序列信

息的不断补充!可以进一步利用其基因组信息进行

牦牛
,\:<

的相关研究!这样获得的结果将会更加

丰富和完善'

B?!

!

<D@(

与卵巢的功能

卵巢的滤泡发生和早期胚胎发育需要大量基因

表达的协调和信息交流'这些基因的表达需要时空

上的精准性!任何的表达改变均会导致卵母细胞和

早期胚胎的发育异常'然而
,\:<

介导的调控通

路可能是卵巢基因表达精准性的保障'目前研究表

明!在哺乳动物卵巢组织中
,\:<

广泛存在'

8'\#

等)

%/

*在成熟的老鼠卵巢中鉴定出
%00

条成熟的

4$\:<

!认为这些
,\:<

在卵巢的发育以及卵母细

胞的成熟过程中起关键作用'此外!

T'M$,@$4?

等)

0&

*也在成年老鼠的卵巢中获得已知
4$\:<

!且

一条新的
4$\:<

!推测这些
,\:<

与小鼠的繁殖

机能存在密切联系'

M'M'P#,,?$-

等)

%(

*在牛的卵

巢中发现了
=)

条
4$\:<

!其中有
0)

条是新发现的

4$\:<

'

8'J'TS$

U

CS?-$

等)

0%

*在新生牛胎儿的卵

巢中发现
1(

条
4$\:<

!其中有
%.

条是首次发现'

随着测序技术以及计算机处理技术的快速发展!

,\:<

在生殖领域的的研究也做得更广泛更深入'

P'F'<@-

等)

00

*利用
I66C4$-?23-#43<-?6

E

X3S

在

老鼠新生胎儿的卵巢中对
4$\:<

进行研究!结果

发现
1%.

条
4$\:<

!其中有
%%(

条
4$\:<

是首次

发现的'此外!

G'̀'GS3$

B

@7#-

等)

0*

*利用
I66C4$-?

23-#43<-?6

E

X3S

深度测序技术!从正常和疾病女性

生殖器官得到的
%&*

个组织或者细胞系建立
,\:<

文库!发现了
)&)

个已知的
4$\:<

和
%*0

个新

4$\:<

'由此推测!

,\:<

在卵巢中有着及其重要

的作用'

卵泡的生长与排卵过程的顺利进行与
,\:<

存在密切的联系'

a'T?-

B

等)

0)

*研究表明!

4$\*&

(

4$\%.

(

637=

和
4$\6=/0

家簇在卵子发生和早期胚

胎发育过程中的表达模式是动态变化的'

637=

家

族的
4$\:<

在多种细胞活动包括细胞周期调控都

有重要功能!随着卵泡的生长其表达量逐渐增加'

张晓东等发现
637=

家族的多个成员在山羊卵巢中

均有较高表达)

01

*

'本研究中!

637=?

(

637=V

(

637=5

(

637=Y

(

637=

B

和
637=3

在牦牛卵巢中均有较高表达!

其中
637=?

表达量在所有
,\:<

中最高"

%(=...

#'

经靶基因预测和
J>22

通路分析表明!

637=

家族可

能与
F-7

(

T2a!

#

等信号通路有关!从而影响卵泡

发育(排卵和激素释放等生殖活动)

0.

*

'目前已经证

实
,\:<

与原始卵泡在卵巢内生长发育到成熟排

卵也存在一定的联系'

O'T3,Y?

E

3

等)

0=

*发现在牛

卵母细胞成熟过程中!有
*%

个
,\:<

表达下调!

0(

个表达上调&其中
4$\!%01

(

4$\!%0=

等的上调表达

对卵泡发育具有重要作用'近年来!研究报道

,\:<

与卵巢病变有关!且
4$\:<

已成为卵巢病理

诊断的重要手段'

M']'I#S$#

等)

0(

*通过比较分析

卵巢的肿瘤组织和正常组织发现!

4$\:<

在卵巢

上皮组织中表达差异显著!其中!卵巢癌组织中过表

达的
4$\:<

有
4$\!0&&?

(

4$\!%)%

(

4$\!0&&5

等!

而
4$\!%//

(

4$\!%)&

等明显下调'此外!在转录前

这些下调的
4$\:<

的基因组拷贝数明显低于正常

值'经预测发现!这些
4$\:<

家簇的靶基因主要

调节细胞周期和免疫反应'这就意味着这些

4$\:<

家簇的下调导致卵巢肿瘤的生长加速)

0/

*

'

卵巢上皮细胞的异常增殖可能是卵巢癌发病的早期

征兆'卵巢癌组织中
4$\:<!0%&

和
4$\:<!0%)

显著下调!可能引起
PIa

和
<97

信号通路的激活而

促进肿瘤的生长)

*&

*

'功能早衰的卵巢组织中!

4$\!0&0

(

4$\!%).?

(

4$\!%01V!0

(

4$\!%*/!*

U

(

4$\!.1)!1

U

等都过表达!而
637!=5

和
4$\!%))

表达

却低于正常组织)

0(

*

'本研究中!所采集的卵巢组织

均来自成年的空怀期健康牦牛!未发现卵巢异常'

然而有关
,\:<

在卵巢发育(卵泡生长(早期胚胎

发育及卵巢病变中的功能研究还十分有限!有待进

一步深入研究'

B?B

!

牦牛
<D@(

的验证及新
4+D@(

的发现

牦牛卵巢中的
,\:<

与牛(人等的已知
4$\!

:<

具有高度同源性!相似度在
/&̂

以上!表明牦牛

的
4$\:<

调控方式可能与其他动物有一定的相似

性'其中有些
4$\:<

家族表达量特别高!如
637!=

!

4$\%)&

!

4$\%//

及
4$\*0&

等!它们可能在牦牛卵

巢中起重要调控作用'为了进一步验证这些
4$\!

%.
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在牦牛卵巢中的表达!用
\T!

Z

;G\

的方法对测

序丰度较高的
.

个
4$\:<

进行验证!与测序结果

基本一致!说明这些
4$\:<

确实存在于牦牛卵巢

中且表达量较高'测序结果发现
4$\!%*1?

和
4$\!

0*%.

变化极显著'

P'F'<@-

等)

00

*报道
4$\!%*1?

在新生小鼠卵巢中也大量表达!推测其在性腺的分

化及发育过程中起重要作用'

M'M'P#,,?$-

等)

%(

*

也在成年牛的卵巢中获得
4$\!0*%.

!推测
4$\!

0*%.

与牛的繁殖机能存在密切联系!促使卵子细胞

的分裂(胚胎的发育以及调节相关基因的转录'

尽管牦牛基因组序列不够完善!本研究利用数

据库中的
>8T

信息预测出
1

个新
4$\:<

'当然这

1

个新预测的
4$\:<

有待进一步验证'大部分动

物的
4$\:<

靶位点分布在编码区的某个互补位

置!偶尔在
1q

端的非编码区)

*%

*

'本研究所预测的新

4$\:<

的注释功能是参与细胞代谢以及一些生理

加工过程!这一结果与之前的研究结果一致)

*0

*

!但

与植物方面相关报道存在较大差异)

**

*

'由于牦牛

的全基因组以及其
>8T

序列信息有限!确定新

4$\:<

的潜在靶位点以及其功能存在较大的困

难'

%

!

结
!

论

本研究应用高通量测序技术对牦牛卵巢进行了

,\:<

测序分析!研究其
,\:<

的表达谱'表达差

异分析发现!在牦牛
,\:<

中有
1.

个
4$\:<

表达

量比黄牛显著上调!有
**

个
4$\:<

表达显著下

调'与牦牛
>8T

序列信息共预测出
1

个新
4$\!

:<

'这些
4$\:<

在牦牛中到底起到何作用!是否

在决定牦牛高原适应性及繁殖性能中起调控作用!

还需要进一步的验证'
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