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牦牛发情期卵巢比较转录组学研究
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要!旨在进一步了解牦牛发情期卵巢的分子机制!解析牦牛繁殖的特殊性'本研究应用
678!,5

]

技术对牦牛

和平原黄牛发情期卵巢进行转录组高通量测序及全基因组差异表达模式比对分析'通过比较分析牦牛和黄牛卵

巢转录组数据!共筛选出
%*&<

个差异表达基因!其中
..%

个基因表达量上调和
.).

个基因表达量下调'进一步功

能分析表明!这些差异基因涉及多种
Rc

分类及
2̂RR

通路'其中
Rc

分类注释显示!差异基因与细胞粘附&激素

调控等生物学过程存在密切关联!同时钙离子结合&阳离子跨膜转运等分子事件表现活跃'

2̂RR

通路分析显示!

补体和凝血级联通路的富集水平最高!其次为细胞色素
\)1&

相关通路'昼夜节律等一些新型通路!尽管与生殖功

能没有明显关联!但也表现出显著富集'本研究首次对比牦牛和黄牛发情期卵巢转录组数据!筛选并分析相关差

异基因'该研究结果为进一步阐述牦牛卵巢的基本分子机理提供基础!同时也为全面理解牦牛繁殖特异性提供新

的思路'
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牦牛"

6+3

1

':))(&)3

#素有 ,高原之舟-的美誉!

是主要分布在中国青藏高原及其毗邻高山或亚高山

地区的特有物种!也是当今世界上已知唯一一种能

够在高海拔地区"平均海拔高度
*&&&

米#生存的牛

属动物)

%!0

*

'牦牛能够很好地适应高山草原环境!并

在恶劣的高原环境条件下"如空气稀薄&低温和草料

短缺#自由生长和繁殖)

*

*

'同时牦牛可以为当地牧

民提供奶&肉&毛等丰富的生产和生活资料!是高原

地区不可或缺的重要畜种)

%

!

)!1

*

'与生活在平原地区

的普通牛类相比!牦牛的性成熟发育得更慢!其生殖

能力普遍更低)

.!<

*

'一头成年牦牛的平均繁殖率仅

为
)(B.%̀

!其中超过一半的牦牛为每两年生育一

胎或每三年生育两胎'此外!雌性牦牛发情率也很

低!超过
/&̀

产后雌性牦牛无法在同年的发情期发

情)

(!/

*

'

卵巢是雌性哺乳动物的重要生殖器官'它具有

众多功能!包括提供能受精的卵母细胞&分泌生殖激

素以及维持雌性动物发情周期'卵巢功能直接影响

着雌性动物的繁殖能力)

%&

*

'每个发情周期过程中!

卵巢都会经历增殖&侵袭&分化和细胞凋亡(这些正

常的生理变化直接影响和决定了雌性动物的排卵&

受精率和产仔数)

%%

*

'与其他普通牛类相比!牦牛的

卵巢较小!卵巢系膜更短!其位置也相对固定!但与

前者的整体结构是相似的)

%0

*

'迄今为止!针对牦牛

卵巢的研究多集中于其形状和解剖结构!而对牦牛

卵巢的分子基础及其分子机制仍然尚不明确'卵巢

功能的实现是一个复杂的过程!这个过程涉及大量

基因的转录调控'另外!基因表达的差异性是物种

进化的重要组成部分!也是产生生物多样的根本途

径)

%%

!

%*

*

'因此!为了解牦牛卵巢的分子机制和牦牛

繁殖的特殊性!需要对其转录组学进行研究'随着

高通量测序技术的发展!

678

高通量测序"

678

,5

]

G5-9$-

E

#为大范围的转录学研究提供强有力的

工具!与传统方法相比!其优势十分明显)

%%

*

'而且

随着牦牛基因组测序的完成也使进一步的转录组学

研究成为可能)

%

*

'本研究应用
678!,5

]

技术对牦

牛和平原黄牛发情期卵巢进行转录组学测序及比对

分析!深入了解牦牛卵巢在发情周期中的差异表达

基因及其调控通路!为进一步研究牦牛卵巢的分子

机制及全面了解牦牛繁殖的特异性提供基础'

#

!

材料与方法

#M#

!

样本采集

参照文献)

%)!%1

*的方法对牦牛的发情期进行

鉴定'从高原屠宰场"中国四川红原!纬度
*%u1%f

7

"

**u%/f7

!经度
%&%u1%f2

"

%&*u0*f2

(平均海拔

高度为
*.&&4

#随机选择
*

头处于自然发情周期且

体型相当的健康
)

岁雌性麦洼牦牛'同样从高原屠

宰场"中国四川成都!纬度
*&u&1f7

"

*%u0.f7

!经

度
%&0u1)f2

"

%&)u1*f2

(平均海拔高度为
<1&

米#

随机选择
*

头处于自然发情期的健康
)

岁雌性黄牛

"

6+3#$:':37+=&3#(":3

#'屠宰后立即采集牦牛和

黄牛的卵巢组织并进行观察确认后!将组织放液氮

中保存备用'

#M!

!

,-.

提取"

3J-.

文库构建和
Q;;F*+91

测序

应用
M6IC#A

试剂"

H$W5M59D-#A#

E

$5,

公司!美

国#提取牦牛和黄牛卵巢组织的总
678

'提取后的

各
678

样品均以无
67@,5

的
J7@,5I

"

M@̂ @6@

公

司!大连#进行处理!以消除可能存在基因组
J78

污染'然后分别等量混合
*

个牦牛和黄牛的
678

样品!组成两个
678

池"

678\##A

!各
*&

#

E

#'使

用
cA$

E

#T534678

小量提取试剂盒"

O$@

E

5-

公司!

德国#从
678

池中分离和纯化
4678

'整个流程

678

的质量和含量通过
8

E

$A5-T0%&&

生物分析仪

"

8

E

$A5-T

公司!美国#进行测定'使用
M:G;5

]

678

;@4

Z

A5\:5

Z

$̂T

试剂盒"

IAAG4$-@

公司!美国#!参

照其说明书标准流程构建随机片段测序文库'即用

中段试剂在恒温混匀仪中对纯化的
4678

进行片

段化"约
0&&X

Z

#!而后将其作为
9J78

第一链合成

的模板'随后使用
67@,5L

&

"7M\

及
J78

聚合

酶
I

合成第二链
9J78

'纯化和配对末端修复后!

将
9J78

片段连接到测序接头并通过聚合酶链反

应"

\K6

#对其进行扩增!以此获得最终的双末端

"

\@$:5"!5-"

!

\2

#测序文库'使用
8

E

$A5-T0%&&

生物

分析仪和
8?I;T5

Z

c-5\AG,

实时
\K6

系统执行质

控"

OK

#测试后!在
IAAG4$-@L$;5

]

01&&

平台上对

文库进行测序'

#M(

!

转录组数据分析

对
L$,5

]

01&&

测序产生的原始读数进行
OK

测试后!通过去除接头序列&空序列及低质量测序序

%*(%



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)<

卷
!

列"

'

O0&

质量值#!将原始读数过滤为净测序序列

"

KA5@-:5@",

#'使用
;c8\@A$

E

-5:

%

;c8\0

软件!

将过滤后序列与牦牛基因组"版本
%B&

#进行比

对)

%.

*

'然后利用比对数据计算这些测序序列在基

因组及基因上的分布!并统计覆盖率'根据
6\̂ N

法 "

65@",

Z

5:V$A#X@,5T:@-,9:$

Z

T#45

Z

5:4$AA$#-

4@

ZZ

5":5@",

#计算基因表达水平'采用 ,数字基

因表达谱显著性-算法"

MD5,$

E

-$W$9@-95#W"$

E

$T@A

E

5-553

Z

:5,,$#-

Z

:#W$A5,

#界定牦牛和普通牛类文库

之间的差异表达基因"

J$WW5:5-T$@A53

Z

:5,,5"

E

5-5,

!

J2R,

#

)

%<

*

!同时用
E

值检测对应达到统计学显著水

平的差异基因表达'伪发现率"

dJ6

#

'

&B&&%

和

A#

E

0

6@T$#

的绝对值
(

%

作为确定基因表达差异显著

性的阈值'通过
Rc

和
2̂RR

通路富集分析"

E

'

&B&1

#!对
J2R,

的功能进行注释'

#M%

!

,/1;I>+*/5R,

$

S

,DI5R,

%验证

从测序的差异表达基因中随机选择
%1

个基因

进行
]

6M!\K6

验证"基因&引物信息见附表
%

#'使

用
M6IC#A

试剂"

H$W5M59D-#A#

E

$5,

公司!美国#提取

同期取样的牦牛和黄牛卵巢组织总
678

'用无核

酸酶
""L

0

c

将各
678

样品的浓度调整至
%

#

E

/

#

H

b%

!并用
;G

Z

5:;9:$

Z

T

)

-

第一链合成系统

"

H$W5M59D-#A#

E

$5,

公司!美国#在
0&

#

H

的反应系

统中对
0

#

E

的总
678

进行反转录'然后使用

;S?6L\:54$323M@

]

MN

'

"

MA$67@,5L\AG,

#

试剂盒"

M@̂ @6@

公司!大连#和
?$#!6@"Kd>/.

M#G9D

MN实时
\K6

系统"

?$#!6@"

公司!美国#进行

]

6M!\K6

操作'反应条件$

/1n %4$-

!

/1 n %&

,

!

.&n)&,

!总共
)&

个循环'反应结束后进行最

终熔解度曲线分析'采用
!

I!"#()

作为内参基因!

根据
0

b

++

KT法计算各基因的相对表达量'

!

!

结
!

果

!M#

!

转录组测序数据分析

转录组测序数据已递交于
7K?

数据库"接受

号$

;6>**1)1*

&

;6>%*&01(&

#'去除低质量序列

"即仅包含接头&接头序列的读数和空读序列#后!在

牦牛转录测序文库中共获得
1*.1*&*0

条过滤测序

序列!包含
)(0(<<0((&

碱基"

X

Z

#'在黄牛转录测

序文库中共获得
1)(11*/.

条过滤测序序列!包含

)/*./(1.)&

碱基"

X

Z

#'碱基组成和质量分析结

果显示!原始测序数据表现出均衡的碱基组成!且牦

牛和普通黄牛文库的
O0&

"即碱基质量值
(

0&

#的比

率分别为
/)B<̀

和
/)B1̀

!这一结果表明!文库构

建成功且测序质量良好'本研究以牦牛基因组作为

参考 基 因 组'比 对 分 析 显 示!牦 牛 文 库 中 有

**%.(<1%

条"

.%B(0̀

#测序序列&普通黄牛文库中

有
*%<*&/<*

条测序序列"

1<B()̀

#可比对至牦牛

基因组'基因覆盖率统计表明!牦牛和普通黄牛发

情期卵巢文库中分别有
%.//0

条和
%./&)

条牦牛

基因得到映射'此外!笔者发现一定比例的&无法映

射至现有基因的测序序列"约
*&̀

#!但是这些测序

序列均位于基因组上!为进一步挖掘牦牛新转录子

或基因提供数据基础'

!M!

!

差异表达基因筛选

通过比较分析牦牛和黄牛发情期卵巢转录组数

据!共筛选出
%*&<

个差异表达基因!其中
..%

个基

因表达量上调和
.).

个基因表达量下调'为验证这

些基因表达数据!笔者随机选择
%1

个差异表达基

因!以同期取样的牦牛和黄牛卵巢组织为样本进行

]

6M!\K6

检测'结果显示!这些差异基因的基本表

达模式表现出与转录组数据相似的变化趋势"表

%

#!表明转录组测序结果可靠'

!M(

!

差异基因功能分析

为深入了解差异表达基因的生物学意义!笔者

对这些差异表达基因进行
Rc

和
2̂RR

富集分析'

Rc

富集分析表明!差异表达基因在分布于生物学

过程"

?$#A#

E

$9@A

Z

:#95,,5,

!

?\

#&细胞组分"

K5AAGA@:

9#4

Z

#-5-T,

!

KK

#及 分 子 功 能 "

N#A59GA@:WG-9!

T$#-,

!

Nd

#

*

大类中的
Rc

类别上均出现富集'按

生物过程分类!共有
*&.<

个
Rc

类别出现富集!富

集前
%&

的类别"

M#

Z

%&

#已列于表
%

中'在富集前

%&

的
Rc

类别中!,生物粘附-"

?$#A#

E

$9@A@"D5!

,$#-

#&,细胞粘附-"

K5AA@"D5,$#-

#和,细胞间粘附-

"

K5AA!95AA@"D5,$#-

#等
*

个粘附相关
Rc

类别的富

集水平最高'此外!与激素相关的两个
Rc

类别!即

,类固醇激素刺激响应-"

65,

Z

#-,5T#,T5:#$"D#:!

4#-5,T$4GAG,

#和,雌激素刺激响应-"

65,

Z

#-,5T#

5,T:#

E

5-,T$4GAG,

#!也富集于前
%&Rc

类别中'在

分子功能的分类下!共有
..<

个
Rc

类别出现富集!

位列前
%&

的显著富集
Rc

类别已列于表
0

中'在

位列前
%&

的
Rc

类别中!,钙离子结合-"

K@A9$G4

$#-X$-"$-

E

#的富集水平最高'在前
%&

富集
Rc

类

别中!阳离子跨膜转运相关"

K@T$#-T:@-,454X:@-5

T:@-,

Z

#:T!:5A@T5"

#

Rc

类别占据了绝大部分"

.

%

%&

#'

在细胞组分的分类下!共有
)0<

个
Rc

类别出现富

0*(%



!

/

期 兰道亮等$牦牛发情期卵巢比较转录组学研究

集'在位列前
%&

的富集
Rc

类别中"表
*

#!所有类

别均属于细胞外"

23T:@95AAGA@:

Z

@:T,

#或质膜部分

"

\A@,4@454X:@-5

Z

@:T,

#'

2̂RR

富集分析表明!

J2R,

中共有
0)*

个通路出现富集!在位列前
%&

的

通路中"表
)

#!,补体和凝血级联-"

K#4

Z

A545-T@-"

9#@

E

GA@T$#-9@,9@"5,

#通路的富集水平最高!其次

,细胞色素
\)1&

引起的外源性物质代谢-"

N5T@X#!

A$,4#W35-#X$#T$9,X

F

9

F

T#9D:#45\)1&

#和,药物代

谢
!

细胞色素
\)1&

-"

J:G

E

45T@X#A$,4!9

F

T#9D:#45

\)1&

#等与细胞色素
\)1&

相关通路也得到显著富

集'一些与卵巢生殖功能无显著关联的新型通路如

,昼夜节律-通路"

K$:9@"$@-:D

F

TD4

#也出现在富集

水平前
%&

的通路中'

表
#

!

生物学过程前
#"

富集
XY

分类

D1=;/#

!

D6

E

#"/92+34*/9>XY31>/

7

62+/0+9>4/=+6;6

7

+31;

E

263/00/068JXP0

Rc

分类

RcT5:4

集群频率@

%

`

KAG,T5:W:5

]

G5-9

F

基因组频率X

%

`

R5-#45W:5

]

G5-9

F

E

值
K#::59T5"

E!U@AG5

?$#A#

E

$9@A@"D5,$#- /B) )B. (B((5!&(

K5AA@"D5,$#- /B* )B. %B1)5!&<

K5AA!95AA@"D5,$#- )B. 0B& &B&&&<(

8-@T#4$9@A,T:G9TG:5"5U5A#

Z

45-T *0B* 01B1 &B&&%*/

8-@T#4$9@A,T:G9TG:54#:

Z

D#

E

5-5,$, %<B. %0B* &B&&%)0

J5U5A#

Z

45-T@A

Z

:#95,, *1B( 0(B< &B&&%(0

65,

Z

#-,5T#,T5:#$"D#:4#-5,T$4GAG, )B/ 0B* &B&&*11

65,

Z

#-,5T#5,T:#

E

5-,T$4GAG, 0B/ %B% &B&&1<<

65,

Z

#-,5T#35-#X$#T$9,T$4GAG, 0B* &B( &B&*1<0

RAGT@TD$#-545T@X#A$9

Z

:#95,, %B0 &B* &B&*/01

@B

不同
Rc

分类中的差异基因占所有
Rc

分类总差异基因"

/.1

#的比例(

XB

该
Rc

分类包含的基因占基因组所有基因

"

%11<*

#的比例

@BMD5

Z

:#

Z

#:T$#-#W"$WW5:5-T$@AA

F

53

Z

:5,,5"

E

5-5,Y$TDX$#A#

E

$9@A

Z

:#95,,5,Rc9@T5

E

#:$5,$-T#T@A"$WW5:5-T$@AA

F

53

Z

:5,,5"

E

5-5,

"

/.1

#

Y$TDRc@--#T@T$#-

(

XBMD5

Z

:#

Z

#:T$#-#W

E

5-5,Y$TDRc@--#T@T$#-$-TD55-T$:5

F

@V

E

5-#45

"

%11<*

#

表
!

!

分子功能过程前
#"

富集
XY

分类

D1=;/!

!

D6

E

#"/92+34*/9>XY31>/

7

62+/0+9>4/*6;/3F;128F93>+69068JXP0

Rc

分类

RcT5:4

集群频率@

%

`

KAG,T5:W:5

]

G5-9

F

基因组频率X

%

`

R5-#45W:5

]

G5-9

F

E

值
K#::59T5"

E!U@AG5

K@A9$G4$#-X$-"$-

E

/B) )B& &B&&0*0

N5T@A$#-T:@-,454X:@-5T:@-,

Z

#:T5:@9T$U$T

F

/B* 0B) &B&&0*<

K@T$#-9D@--5A@9T$U$T

F

)B. %B( &B&&.)<

M:@-,454X:@-5T:@-,

Z

#:T5:@9T$U$T

F

*0B* .B1 &B&%%&(

RA

F

9#,@4$-#

E

A

F

9@-X$-"$-

E

%<B. %B% &B&%%0)

N#-#U@A5-T$-#:

E

@-$99@T$#-T:@-,454X:@-5T:@-,

Z

#:T5:@9T$U$T

F

*1B( 0B0 &B&%%.(

K@T$#-T:@-,454X:@-5T:@-,

Z

#:T5:@9T$U$T

F

)B/ *B< &B&%*(.

R@T5"9D@--5A@9T$U$T

F

0B/ %B/ &B&%1(<

I-#:

E

@-$99@T$#-T:@-,454X:@-5T:@-,

Z

#:T5:@9T$U$T

F

0B* *B% &B&0&0)

K@:X#D

F

":@T5"5:$U@T$U5X$-"$-

E

%B0 %B0 &B&*0<&

@

B

不同
Rc

分类中的差异基因占所有
Rc

分类总差异基因"

/))

#的比例(

X

B

该
Rc

分类包含的基因占基因组所有基因

"

%1(%%

#的比例

@

BMD5

Z

:#

Z

#:T$#-#W"$WW5:5-T$@AA

F

53

Z

:5,,5"

E

5-5,Y$TD4#A59GA@:WG-9T$#-,Rc9@T5

E

#:$5,$-T#T@A"$WW5:5-T$@AA

F

53

Z

:5,,5"

E

5-5,

"

/))

#

Y$TDRc@--#T@T$#-

(

X

BMD5

Z

:#

Z

#:T$#-#W

E

5-5,Y$TDRc@--#T@T$#-$-TD55-T$:5

F

@V

E

5-#45

"

%1(%%

#

**(%



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)<

卷
!

表
(

!

细胞组分过程前
#"

富集
XY

分类

D1=;/(

!

D6

E

#"/92+34*/9>XY31>/

7

62+/0+9>4/3/;;F;1236*

E

69/9>068JXP0

Rc

分类

RcT5:4

集群频率@

%

`

KAG,T5:W:5

]

G5-9

F

基因组频率X

%

`

R5-#45W:5

]

G5-9

F

E

值
K#::59T5"

E!U@AG5

23T:@95AAGA@::5

E

$#- %/B( %%B< <B&(5!%*

23T:@95AAGA@::5

E

$#-

Z

@:T %0B& .B) %B*05!&/

\A@,4@454X:@-5

Z

@:T %<B* %%B0 *B<)5!&<

23T:@95AAGA@:,

Z

@95 /B& 1B& )B<<5!&.

K5AA

Z

5:$

Z

D5:

F

*%B1 0)B1 *B)05!&1

I-T:$-,$9T#

Z

A@,4@454X:@-5 %%B& <B& &B&&&0)

\A@,4@454X:@-5 *&B0 0*B/ &B&&&)1

K5AA,G:W@95 1B. 0B/ &B&&&.1

I-T5

E

:@AT#

Z

A@,4@454X:@-5 %&B1 .B( &B&&&<(

23T:@95AAGA@:4@T:$3 )B< 0B1 &B&&*.)

@

B

不同
Rc

分类中的差异基因占所有
Rc

分类总差异基因"

%&1)

#的比例(

X

B

该
Rc

分类包含的基因占基因组所有基因

"

%<%.%

#的比例

@

BMD5

Z

:#

Z

#:T$#-#W"$WW5:5-T$@AA

F

53

Z

:5,,5"

E

5-5,Y$TD95AAGA@:9#4

Z

#-5-T,Rc9@T5

E

#:$5,$-T#T@A"$WW5:5-T$@AA

F

53

Z

:5,,5"

E

5-5,

"

%&1)

#

Y$TDRc@--#T@T$#-

(

X

BMD5

Z

:#

Z

#:T$#-#W

E

5-5,Y$TDRc@--#T@T$#-$-TD55-T$:5

F

@V

E

5-#45

"

%<%.%

#

表
%

!

富集前
#"

$

D6

E

#"

%

?PXX

通路列表

D1=;/%

!

D6

E

#"/92+34*/9>?PXX

E

1>4A1

@

0+9>4/JXP0

信号通路

\@TDY@

F

基因数"通路频率%
`

#

@

R5-5-G4X5:

"

\@TDY@

F

W:5

]

G5-9

F

#

基因数"基因组频率%
`

#

X

R5-5-G4X5:

"

R5-#45W:5

]

G5-9

F

#

E

值
K#::59T5"

E!U@AG5

23T:@95AAGA@::5

E

$#- *%

"

0B.(

#

0&.

"

%B&/

#

0B/%&0%*5!&.

23T:@95AAGA@::5

E

$#-

Z

@:T (*

"

<B%<

#

/*(

"

)B/1

#

&B&&&*/0%)

\A@,4@454X:@-5

Z

@:T 0&

"

%B<*

#

%)1

"

&B<.

#

&B&&&1%/0<

23T:@95AAGA@:,

Z

@95 ..

"

1B<&

#

<0&

"

*B(&

#

&B&&&.&(11

K5AA

Z

5:$

Z

D5:

F

%)

"

%B0%

#

(/

"

&B)<

#

&B&&&/1&*<

I-T:$-,$9T#

Z

A@,4@454X:@-5 %1

"

%B*&

#

%%<

"

&B.0

#

&B&&1&%%&0

\A@,4@454X:@-5 *)

"

0B/)

#

*..

"

%B/*

#

&B&&/<1./*.

K5AA,G:W@95 .&

"

1B%/

#

<0/

"

*B()

#

&B&%%%011<

I-T5

E

:@AT#

Z

A@,4@454X:@-5 %0

"

%B&)

#

/)

"

&B1&

#

&B&%%<)%//

23T:@95AAGA@:4@T:$3 .

"

&B10

#

*.

"

&B%/

#

&B&0&110*)

@

B

不同通路中的差异基因占所有通路总差异基因"

%%1<

#的比例(

X

B

该通路包含的基因占基因组所有基因"

%(/.1

#的比例

@

BMD5

Z

:#

Z

#:T$#-#W"$WW5:5-T$@AA

F

53

Z

:5,,5"

E

5-5,Y$TD

Z

@TDY@

F

@--#T@T$#-$-T#T@A"$WW5:5-T$@AA

F

53

Z

:5,,5"

E

5-5,

"

%%1<

#

Y$TD

Z

@TDY@

F

@--#T@T$#-

(

X

BMD5

Z

:#

Z

#:T$#-#W

E

5-5,Y$TDRc@--#T@T$#-$-TD55-T$:5

F

@V

E

5-#45

"

%(/.1

#

(

!

讨
!

论

为了解牦牛卵巢的分子机制和牦牛繁殖的特殊

性!本研究应用
678!,5

]

技术对牦牛和平原黄牛发

情期卵巢进行转录组学测序及比对分析!共筛选获

得
%*&<

个差异表达基因!进一步功能分析这些差

)*(%



!

/

期 兰道亮等$牦牛发情期卵巢比较转录组学研究

异表达基因涉及多个
Rc

分类和
2̂RR

信号通路'

在生物过程
Rc

分类中!发现,生物粘附-"

?$#A#

E

$!

9@A@"D5,$#-

#&,细胞粘附-"

K5AA@"D5,$#-

#和,细胞

间粘附-"

K5AA!95AA@"D5,$#-

#等
*

个粘附相关
Rc

类

别的富集水平最高'以往的研究表明!卵巢中的卵

泡处于无血管的微环境中!卵母细胞&卵丘细胞和其

他卵泡细胞间存在广泛的间隙连接!从而形成一个

功能完备的联合体'卵母细胞主要通过细胞黏附和

连接与其周围细胞"卵泡颗粒及膜细胞#进行通

讯)

%(!%/

*

'本研究结果表明!处于发情周期中的牦牛

和黄牛卵巢间可能存在不同的细胞粘附方式'在分

子功能
Rc

分类中!在前
%&

富集的
Rc

类别中!,钙

离子结合-"

K@A9$G4$#-X$-"$-

E

#的富集水平最高'

作为第二细胞内信使!钙离子调节着细胞中许多重

要的生理和病理过程'除了调节哺乳动物卵母细胞

的增长和减数分裂&参与激素和生长因子分泌外!钙

离子也与卵母细胞的减数分裂成熟调节密切相

关)

0&!0%

*

',钙离子结合-类别在本研究中的富集水平

最高!这说明牦牛和黄牛卵巢间的卵母细胞减数分

裂成熟调节可能存在差异'在前
%&

富集
Rc

类别

中!阳离子跨膜转运相关"

K@T$#-T:@-,454X:@-5

T:@-,

Z

#:T!:5A@T5"

#

Rc

类别占据大部分"

.

%

%&

#'细

胞膜的离子活性与细胞内环境调节密切相关!如

Z

L

&渗透压&营养吸收和膜电位(它在神经递质分泌

和激素代谢调节中也起着重要的作用)

00

*

'另外!离

子跨膜转运建立的细胞膜浓度梯度为一系列细胞代

谢活动提供能量来源'在许多阳离子跨膜转运活动

中!钙和锌离子的转运在卵母细胞成熟调节中发挥

着重要作用)

0*!01

*

'本研究中!阳离子跨膜转运相关

Rc

类别的富集证实!与黄牛类卵巢相比!牦牛卵巢的

离子跨膜转运调节有所不同!但其确切功能仍有待进

一步研究'在细胞组分的分类下!位列前
%&

的富集

Rc

类别中!所有类别均属于细胞外或质膜部分'这

一结果与生物过程和分子功能分类一致'例如!粘

附&激素和阳离子跨膜转运相关类别均发生于细胞外

或质膜部分!进一步证实富集的准确性'

在
2̂RR

富集分析中!其中,补体和凝血级联-

"

K#4

Z

A545-T@-"9#@

E

GA@T$#-9@,9@"5,

#通路的富

集水平最高'补体是在具有酶活性组织液中发现的

一组不耐热性球蛋白!在先天性和获得性免疫反应

中发挥着重要作用)

0.

*

'补体通过经典&凝集素和旁

路这
*

种途径!可以激活一系列级联反应!进而触发

补体分子效应'激活后的补体可以调节吞噬细胞和

免疫细胞!并增强炎症反应(还可以通过溶解细胞壁

直接杀灭某些细菌或细胞)

0<

*

'血凝是指血浆中的

纤维蛋白通过外在和内在凝血级联通路转化为不溶

性纤维蛋白的过程)

0(

*

',补体和凝血级联-通路属

于一种内源性代谢级联'除了主体生理功能!该通

路也与许多其他生理和病理调节过程密切相关'例

如!补体系统在许多生物过程中都起着重要作用!其

中包括繁殖&发育&干细胞分化和组织再生)

0/!*&

*

'补

体系统的
?W

和
J8d

因子在卵细胞和配子的卵泡发

育和成熟中扮演重要角色)

*%

*

'如图
%

所示!

*

种级

联方式激活补体的关键基因的表达水平都出现升

高'这一结果说明!包括细胞裂解&肌肉收缩&趋化&

吞噬细胞复原和炎症在内的下游生理功能可能得到

增强'在凝血级联通路中发现!激活凝血的外在通

路中基因仅出现少量表达'表明!包括血管损伤&纤

维蛋白降解产物和一氧化氮生物合成在内的主要生

理功能可能出现下降'然而!内在通路中的基因也

出现大量表达!表明包括炎症和细胞粘附在内的相

关下游生理功能可能被加强'导致细胞粘附过程的

强化与
Rc

类别生物过程的富集结果是相一致的!

证明细胞粘附过程是牦牛和黄牛卵巢生理活动的重

要差异之一'该结果表明!,补体和凝血级联-通路

在牦牛卵巢的生理活动中具有重要作用!除能够调

节免疫力&炎症外还可能与繁殖和发育密切相关'

该通路可能与牦牛生活的特殊环境有关'为了抵御

恶劣的高原环境引起的卵巢损伤和功能障碍!牦牛

可能形成一种比黄牛更强的分子防御机制'

在位列前
%&

的
2̂RR

通路中!,细胞色素

\)1&

引起的外源性物质代谢-"

N5T@X#A$,4#W35!

-#X$#T$9,X

F

9

F

T#9D:#45\)1&

#和,药物代谢
!

细胞

色素
\)1&

-"

J:G

E

45T@X#A$,4!9

F

T#9D:#45\)1&

#等

与细胞色素
\)1&

相关通路也出现富集'细胞色素

\)1&

为一类亚铁血红素
!

硫醇盐蛋白的超家族!主

要包括
KS\%

&

KS\0

和
KS\*

亚家族'细胞色素

\)1&

是一种重要的代谢酶系统!可以催化体内多种

内源性和外源性化合物的氧化反应!更改化学物质

中的活性基团或有毒化合物!以及改变药物的疗效'

细胞色素
\)1&

参与外源物质的生物转化!并与内

源性物质的代谢存在关联!同时它也是机体代谢调

节中一种重要的化合物)

*0

*

'此外!细胞色素
\)1&

参与了固醇和类固醇激素的生物合成!尤其是性激

素的生物合成!在生殖激素调节中发挥着重要的作

用)

**!*)

*

'这一结果与生物过程中激素相关
Rc

类别

1*(%
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!

的富集相一致!证明牦牛和黄牛卵巢之间存在着激

素调节系统方面的差异'缺氧!包括高海拔缺氧!能

够显著改变各细胞色素
\)1&

亚家族中的基因表达

水平'缺氧诱导因子
%

"

M95!%

#!一种在低氧刺激

下调节耐缺氧基因的重要因子!尤其是在高海拔缺

氧调节扮演重要角色'研究表明作为细胞色素

\)1&

成员的
KS\*8.

启动子可以与
M95!%

基因的

特异性和转录激活相结合!从而诱导耐低氧基因的

表达)

*1

*

'细胞 色素
\)1&

的 成员
4QE%<!%

和

4QE00%

基因也与藏族人存在密切联系!能够帮助

他们适应高原的低氧环境)

*.

*

'牦牛长久以来一直

生活在青藏高原'鉴于本研究中有两个细胞色素

\)1&

通路出现显著富集!可能也与牦牛对高原低氧

环境的适应能力有关'

加粗黑框基因为差异表达基因'下同
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E
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图
#

!

补体和凝血级联通路
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期 兰道亮等$牦牛发情期卵巢比较转录组学研究

!!

一些与卵巢生殖功能无显著关联的通路也出现

在富集水平前
%&

的通路中!比如 ,昼夜节律-"

K$:!

9@"$@-:D

F

TD4

#通路'不同生物的生理和代谢活动

以及行为均遵循着某种昼夜节律!这种特殊的机制

称之为,生物钟-'该机制的分子基础有赖于相关生

物钟基因的协调表达(产生的生物钟蛋白会形成一

个负向转录
!

翻译反馈环路!这个环路维持着昼夜节

律并帮助哺乳动物适应环境的变化)

*<

*

'哺乳动物

中已确定的主要生物钟蛋白包括
KHcK̂

蛋白&

?N8HH

蛋白&

K6S

家族以及
\26

家族!其中

KHcK̂

和
?N8HH

蛋白在昼夜节律调节中处于核

心地位)

*(

*

'本研究中!,昼夜节律-通路出现富集!

且与黄牛数据相比!牦牛的
4FG4C

基因表达量下

调"图
0

#'笔者推测!这可能与牦牛生活的特殊环

境有关'由于青藏高原的高海拔&缺氧环境与强紫

外线!牦牛对环境条件如温度和光线的微弱波动感

受更加敏感'同时牦牛的繁育活动具有典型的季节

性特征!易受到季节性变化的影响!这可能也与该通

路具有相关联系'该通路在牦牛卵巢中的确切功

能!仍需进一步研究证实'

图
!

!

昼夜节律通路

L+

7

M!

!

J+88/2/9>+1;;

@

/C

E

2/00/B

7

/9/0+9>4/3+231B+1924

@

>4*

E

1>4A1

@

%

!

结
!

论

应用
678!;5

]

技术首次对牦牛和黄牛发情期

卵巢进行了转录组学比对分析!共筛选出
%*&<

个

显著差异表达基因!同时对这些差异表达基因进行

相关功能分析'本研究结果为进一步了解牦牛卵巢

的基本分子机制!以及牦牛繁殖的特殊性提供分子

基础'
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