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表达的影响及与凋亡的关联性分析
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要"旨在研究
;Gb

是否通过调控
:7b!%

"

抑制牦牛卵丘细胞凋亡'本研究在牦牛卵丘细胞体外培养时加入不

同浓度的
;Gb

!运用
O

\6!85\

和免疫荧光技术检测
:7b!%

"

&

LA>!0

和
L=V

的表达!用一步法
6EF;9

检测不同处

理组卵丘细胞的凋亡情况'结果表明$"

%

#牦牛卵丘细胞体外培养液中添加不同浓度的
;Gb

后!卵丘细胞
CBQF%

#

和
G$I <\F4

的相对表达量降低!

G"6F0<\F4

的相对表达量增加!且具有浓度依赖性(当
;Gb

浓度为
2&

-

?

.

<9

d%时!

CBQF%

#

和
G$I <\F4

的相对表达量最低!

G"6F0<\F4

的相对表达量最高'"

0

#向其体外培养液中

添加不同浓度的
;Gb

后!卵丘细胞
:7b!%

"

和
L=V

蛋白的相对表达量降低!

LA>!0

蛋白的相对表达量增加!且具有

浓度依赖性(当
;Gb

浓度为
2&-

?

.

<9

d%时!

:7b!%

"

和
L=V

蛋白的相对表达量最低!

LA>!0

蛋白的相对表达量最

高'"
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6EF;9

凋亡检测表明!对照组中卵丘细胞凋亡率最高!当
;Gb

浓度为
02-

?

.

<9

d%时!细胞凋亡率显著

降低"

:

$

&'&2

#(当
;Gb

浓度为
2&-

?

.

<9

d%时!细胞凋亡率最低"

:

$

&'&2

#!但随着
;Gb

浓度的增加!卵丘细胞

的凋亡率又升高'本研究结果表明!

;Gb

可通过调控
:7b!%

"

抑制卵丘细胞凋亡!其作用可能与线粒体介导的
L=V

和
LA>!0

凋亡途径相关'

关键词"表皮生长因子"
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#(低氧诱导因子
!%

"

"

:7b!%

"

#(凋亡(卵丘细胞(牦牛

中图分类号"

3(0*'(

f

2'0

!!!!

文献标志码"

4

!!!!

文章编号"

&*..!./.)

"

0&%.

#

&.!%%2)!&(

收稿日期"

0&%2!%0!&/

基金项目"国家自然科学基金"

*%010.%.

(

*%)100))

#

作者简介"张译夫"

%//%!

#!女!山西运城人!硕士!主要从事哺乳动物生殖内分泌相关研究!

;!<=$>

$

%0)&0%/.&/

!OO

'A#<

"

通信作者"余四九!教授!

;!<=$>

$

,

+U

@

!

%.*'A#<

G/*<==*.>4=<

H

;1*-8,9P-4A>/I,.>4-43>/*<U

H

-*++;434=R

DH

4U;,N316.;B9*I,.>4-Q#

$

;3J68696+J*99+4=Y,M

"

9,"

&

$(11.D1"

#

,31N>+J4--*9,>;4303,9

D

+;+A;>/0

H

4

H

>4+;+

g:4FGe$!N@

!

84Fe=-

?

!

U

=-

?

!

W;FgD!V$-

?

!

eE3$!

+

$@

"

"

P&",)+6+

9/

$)DN&=&$'",E&)#&'+

2

<$)=8:'+>()"&

2

+'K51'

/

+)("K)

9

()&&'()

9

+

2

G+>()&$)D

-,&&

?

R<+$#

!

E+66&

9

&+

2

%&#&'()$'

/

@&D("()&

!

<$)=8!

9

'("86#8'$6O)(>&'=(#

/

!

0$)A,+81*&&1&

!

E,()$

#

0B+>-,.>

$

6BD

J

SD,D-R,R@"

U

M=,A=SS$D"#@RR#TDS$N

U

MBDRBDS;Gb$-B$C$RD"RBD=

J

#

J

R#,$,#NA@!

<@>@,AD>>,#N

U

=QC

U

SD

?

@>=R$-

?

RBDDV

J

SD,,$#-#N:7b!%

"

'6BDA@<@>@,AD>>,#N

U

=QMDSDA@>R@SD"

()>(#'+M$RBRBD,@

JJ

>D<D-R#N"$NNDSD-RA#-AD-RS=R$#-#N;Gb'6BDDV

J

SD,,$#->DTD>,#N:7b!%

"

!

L=V=-"LA>!0$-"$NNDSD-R

?

S#@

J

,MDSD"DRDARD"C

UO

\6!85\=-"$<<@-#N>@#SD,AD-AD'6EF;9

M=,@,D"R#DT=>@=RD=

J

#

J

R#,$,S=RD'\D,@>R,,B#MD"RB=R

$"

%

#

4NRDSRBD=""$R$#-#N"$NNDSD-RA#-!

AD-RS=R$#-#N;GbR#RBDA@<@>@,AD>>,

!

RBDSDM#@>"CDN#@-"="DA>$-D"<\F4SD>=R$TDDV

J

SD,,$#-

#NCBQF%

#

=-"G$I=-"=-$-ASD=,D"<\F4SD>=R$TDDV

J

SD,,$#-#NG"6F0

!

M$RB=AB=S=ARDS$,R$A

<=--DS#NA#-AD-RS=R$#-!"D

J

D-"D-R'WBD-RBDA#-AD-RS=R$#-#N;GbM=,=,B$

?

B=,2&-

?

.

<9

d%

!

RBD<\F4SD>=R$TDDV

J

SD,,$#-,#NCBQF%

#

=-"G$IMDSDRBD>#MD,R

!

MB$>DRB=R#NG"6F0M=,RBD

B$

?

BD,R'

"

0

#

6BD

J

S#RD$-SD>=R$TDDV

J

SD,,$#-,#N:7b!%

"

=-"L=VMDSD"DASD=,D"=-"RB=R#NLA>!0

M=,$-ASD=,D"

!

M$RB=AB=S=ARDS$,R$A<=--DS#NA#-AD-RS=R$#-!"D

J

D-"D-R'WBD-RBDA#-AD-RS=R$#-#N



!

.

期 张译夫等$表皮生长因子对牦牛卵丘细胞低氧诱导因子
!%

"

表达的影响及与凋亡的关联性分析

;GbM=,=,B$

?

B=,2&-

?

.

<9

d%

!

RBD

J

S#RD$-SD>=R$TDDV

J

SD,,$#-,#N:7b!%

"

=-"L=VMDSDRBD

>#MD,R

!

MB$>DRB=R#NLA>!0M=,RBDB$

?

BD,R'

"

*

#

4

J

#

J

R#,$,"DRDAR$#-,B#M-RB=RRBD=

J

#

J

R#,$,S=RD

NS#<A#-RS#>

?

S#@

J

M=,RBDB$

?

BD,R'7RM=,DVRSD<D>

U

"DA>$-D"MBD-RBDA#-AD-RS=R$#-#N;GbM=,

02-

?

.

<9

d%

"

:

$

&'&2

#!

=-""#M-R#$R,>#MD,R>DTD>MBD-;GbM=,2&-

?

.

<9

d%

"

:

$

&'&2

#!

MB$>DS#,D=

?

=$-MBD-;GbM=,A#-R$-@D,R#$-ASD=,D'7R$,A#-A>@"D"NS#<RB$,,R@"

U

RB=R;Gb

A=-$-B$C$RRBD=

J

#

J

R#,$,#NA@<@>@,AD>>,C

U

SD

?

@>=R$-

?

:7b!%

"

=-"<=

U

CDSD>=RD"R#<$R#AB#-!

"S$=>L=V=-"LA>!0=

J

#

J

R#R$A

J

=RBM=

U

'

C*

D

A4-1+

$

D

J

$"DS<=>

?

S#MRBN=AR#S

"

;Gb

#(

B

UJ

#V$=$-"@A$C>DN=AR#S!%

"

"

:7b!%

"

#(

=

J

#

J

R#,$,

(

A@!

<@>@,AD>>,

(

U

=Q

!!

哺乳动物卵巢上存在数百万的各级卵泡!但在

卵泡生长过程中!除少量卵泡可以发育成熟排卵外!

其余大部分卵泡都将闭锁退化*

%!0

+

'多数动物胎儿

的原始卵泡&初级卵泡闭锁主要是由卵母细胞凋亡

引起!而成体卵泡闭锁主要是卵丘细胞凋亡诱导的

结果!卵丘细胞的凋亡程度与卵母细胞的成熟状态

和发育潜能呈正相关*

*!)

+

'成熟的卵母细胞是体外

受精&体细胞核移植胚胎生产的先决条件*

2!.

+

!而卵

丘细胞"

5@<@>@,AD>>,

!

55,

#在卵母细胞成熟过程

中发挥着重要的生物学作用*

1

+

'研究发现!

55,

可

通过与卵母细胞的缝隙连接!以旁分泌的方式将其

他蛋白或生物学分子传递于卵母细胞进而影响其发

育和成熟*

.

!

(

+

'

55,

的扩散程度&细胞数量&细胞质

量及形态均会影响到卵母细胞发育能力*

1

!

/

+

'卵母细

胞和卵丘细胞之间的关系是相互的!卵母细胞分泌的

一些重要的因子!通过旁分泌作用促进卵丘细胞增

生&分化及调节其功能!二者之间相互作用共同调节

卵泡的发育*

%&

+

'由于卵母细胞与卵丘细胞之间的密

切关系!有研究表明!卵丘细胞凋亡引起的卵泡闭锁

会影响到卵母细胞的后期发育潜能*
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+

!卵母细胞的

发育成熟情况影响后续胚胎的卵裂率及囊胚率*

%0

+
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表皮生长因子"

;
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$"DS<=>

?

S#MRBN=AR#S

!

;Gb

#

最早是从小鼠颌下腺中分离出来的一种多肽类物

质!在细胞增殖和分化中起重要作用'

;Gb

可通过

多种信号途径调节相关基因转录表达!抑制多种类

型细胞凋亡!促进细胞增殖和分化!从而发挥抑制凋

亡的生物学效应!细胞凋亡途径很多!如线粒体介导

的细胞凋亡途径中的
L!

细胞淋巴瘤%白血病
!0

原癌

基因"

L!AD>>>

U

<

J

B#<=

%

9D@QD<$=!0

!

G"6F0

#'

G"6F0

作为抗凋亡蛋白重要成员!在细胞中主要结合
L

细

胞淋巴瘤%白血病基因伴随
V

蛋白"

L!AD>>>

U

<

J

B#!

<=

%

9D@QD<$==,,#A$=RD"V

J

S#RD$-

!

G$I

#而抑制凋

亡发生*

%*

+

'目前发现低氧诱导因子
!%

"

"

:

UJ

#V$=

$-"@A$C>DN=AR#S!%

"

!

CBQF%

#

#的靶基因有
%&&

多个'

8'5=S<D>$DR

等*

%)

+研究发现!

CBQF%

#

与
G"6F0

&

?

2*

因子的表达存在密切关系!由于低氧应激可以导致

许多生物障碍!

:7b!%

"

在调控细胞生长和凋亡可能

具有普遍的病理生理学意义'

G'9'W=-

?

等*

%2

+研

究发现!

CBQF%

是通过抑制
G"6F0

表达的信号途径

来促进神经细胞凋亡的'

CBQF%

#

也可能在心肌

G"6F0

&

G$I

的表达调节中发挥作用!进而调节细胞

凋亡的发生*

%.

+

'

牦牛是生活在海拔最高处的哺乳动物!主要产

于中国青藏高原海拔
*&&&<

以上地区'牦牛生产

能力低下!繁殖活动具有明显的季节性!妊娠期为

02&

$

0.&"

!本具有一年产一胎的能力!但是由于生

存环境等相关因素的影响!牦牛的实际繁殖能力一

般仅为两年一胎或三年两胎*

%1

+

'因此!本研究以牦

牛卵丘细胞为研究对象!检测不同浓度
;Gb

对其凋

亡的影响!并分析了
;Gb

对
CBQF%

#

及凋亡相关基

因
G$I

&

G"6F0

表达的影响!以探讨
;Gb

抑制牦牛卵

丘细胞凋亡的相关分子机制!为进一步阐明
;Gb

在

卵母细胞成熟及早期胚胎发育机制中的作用提供理

论依据'

#

!

材料及方法

#E#

!

主要试剂

XY;Y

%

b%0

&胎牛血清"

bL3

#&

8L3

及双抗

"

83

#购自
G$CA#

公 司 "美 国#(表 皮 生 长 因 子

"

;Gb

#&胰蛋白酶购自
3$

?

<=

公司"美国#(

:7b!%

"

抗体"

C,!&1*1\

#&

L=V

抗体"

C,!&%01\

#&

LA>!0

抗体

"

C,!&&*0\

#及荧光二抗"

C,!&0/2G!b765

#购自博奥

森"北京#(微量
\F4

提取试剂盒&两步法反转录试

剂盒及
85\ Y$V

购自
8S#<D

?

=

"美国#(

3eL\

GSDD-

#

荧光定量
85\

试剂盒"

6=̀ =\=

!大连#(一

步法
6EF;9

细胞凋亡检测试剂盒"产品编号$

22%%
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#&免疫荧光检测所用试剂均购自南京碧云天

生物公司(其他试剂均为国产分析纯'

#E!

!

样品采集

牦牛卵巢样品采自青海省西宁市乐家湾屠宰

场!采样时间为
/

$

%%

月份!将采集的卵巢置于
*&

$

*2_

的含
83

的无菌生理盐水中!于
.B

内带回实

验室'

#EF

!

卵丘细胞的分离及培养

参照潘阳阳等*

%(

+的方法!并适当修改'将采集

回来的卵巢用预先
*1_

平衡
0B

的生理盐水清洗
*

次!用
%0

号针头抽取卵巢表面直径
0

$

%&<<

卵泡

中的卵泡液!体视显微镜下挑选出胞质均匀且含
*

层以上卵丘层的卵丘卵母细胞复合体"

5K5

#(震荡

器震荡
0 <$-

后!收集分散的卵丘细胞!

%&&&

S

.

<$-

d%离心
2<$-

!弃上清'然后用培养液"

/&Z

XY;Y

%

b%0f%Z 83f/Z bL3

#离心洗涤
0

次!

置
02<<

0 的培养瓶悬浮培养'

#E%

!

<PI

作用卵丘细胞

取第
0

代卵丘细胞!培养至指数生长期!用

&a&2Z

的胰蛋白酶消化!台盼蓝染色检测细胞存活

率达
(&Z

以上时!调整细胞密度为
)c%&

2 个!接种

到六孔板中于
2Z 5K

0

&

*1_

培养!待细胞生长稳

定后!撤除血清!加入
;Gb

'分别设阴性对照组"不

加
;Gb

!即
&-

?

.

<9

d%

#和
;Gb

处理组"

;Gb

终浓

度分别为
02

&

2&

&

%&&

和
0&&-

?

.

<9

d%

#!重复
2

次!

;Gb

处理时间根据预试验确定为
0)B

!分别收集处

理细胞用于后续试验'

#E'

!

总
)L0

提取%反转录及
7J)

扩增

每个处理组随机收集
)

孔!

8L3

清洗
*

次后!微

量
\F4

提取试剂盒提取总
\F4

!两步法反转录试

剂盒合成第一链
AXF4

'

85\

反应体系为
0&

.

9

$

%

.

9AXF4

"

0&&-

?

.

.

9

d%

#!上下游引物各
&'2

.

9

"

&'0

.

<#>

.

<9

d%

#!

85\Y$V%&

.

9

!

"":

0

K(

.

9

'

取
%&

.

985\

产物!用
%Z

琼脂糖凝胶电泳检测

"

%0&]

!

0&<$-

#!紫外灯下观察!并利用凝胶成像系

统采集图像!确定引物特异性'

#E$

!

S

)GQ7J)

检测
E35;#

!

!

9%*

和
9>';!8)L0

的表达

根据
GD-L=-Q

公布的牛
CBQF%

#

&

G$I

和
G"6F0

的
<\F4

序列设计引物!引物具体信息见表
%

!引

物序列由上海生工生物工程股份有限公司合成'反

应体系为
%

.

9AXF4

"

0&&-

?

.

.

9

d%

#!上下游引物

各
&')

.

9

"

&'0

.

<#>

.

<9

d%

#!

0c3eL\GSDD-77

85\<$V%&

.

9

!

8=,,$TD\DNDSD-ADX

U

D77&')

.

9

!

"":

0

K1'(

.

9

!总反应体系为
0&

.

9

'反应条件$

/2

_

预变性
%&,

(

/2_

变性
%&,

&退火
%&,

"退火温度

见表
%

#&

10_

延伸
%&,

!共
*)

个循环!每个样品重

复
2

次'根据熔解曲线判断反应的特异性!获得每

个样品的
56

值!采用
0

d

,,

56法计算目的基因的相

对表达量!试验重复
2

次'

表
#

!

引物信息

G,B9*#

!

G/*;3=4-8,>;434=

H

-;8*-+

基因

GD-D

F5L7

登录号

4AAD,,$#-F#'

引物序列"

2k!*k

#

8S$<DS,D

O

@D-AD

退火温度%
_

6<

产物大小%
C

J

bS=

?

<D-R,$PD

CBQF%

#

4L&%(*/(

b

$

6G44GG5454G46G4466G566

\

$

G66544456G4G6644655546G64666

2( %0/

G$I FY

1

%1*(/)'%

b

$

666G56654GGG6665465

\

$

54G56G5G4654655656

2( %1)

G"6F0 FY

1

&&%%..)(.'%

b

$

56G54556G45G55566545

\

$

G5G65554G55655G66G6

.0 0*.

-7C! FY

1

%1)%1('0

b

$

G54G44556G46G5666G6G

\

$

5G64GG4G4G5G6G6G566

2( %(2

CBQF%

#

&

G$I

和
G"6F0'

目的基因(

-7C!'

内参基因

CBQF%

#

!

G$I=-"G"6F0'6BD

J

@S

J

#,D

?

D-D,

(

-7C!'\DNDSD-AD

?

D-D

#E&

!

免疫细胞荧光染色检测
RNIQ#

$

!

T,U

及
T.9Q!

蛋白的分布

将细胞用
8L3

清洗
*

遍后!加入固定液室温固

定
*&<$-

!然后用免疫染色洗涤液洗
*

遍!用含

&a0Z 6S$R#-H!%&&

免疫染色封闭液封闭
%B

!加入

一抗!

)_

孵育过夜"对照组用
8L3

代替一抗#!洗
*

遍后!置于
b765

标记的二抗中!室温避光孵育
%B

!

清洗
*

遍后!

X487

染色
*

$

2<$-

'荧光显微镜观

.2%%
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"

表达的影响及与凋亡的关联性分析

察并拍照'使用
7<=

?

D

J

S#!8>@,.'&

对荧光照片进

行平均光密度"

YD=-"D-,$R

U

#分析!选择测量参数

7KX

和
=SD=

!读取
7KX3EY

及
=SD=3EY

数据!根

据
<D=-"D-,$R

U

o

"

7KX3EY

#%"

=SD=3EY

#!即为

图片中细胞的平均荧光强度值'

#E(

!

一步法
GVL<W

细胞凋亡检测

将贴壁的细胞用
8L3

洗涤
%

次!

)Z

多聚甲醛

固定
*&

$

.&<$-

后!

8L3

再洗涤
%

次!

&'%Z6S$!

R#-H!%&&

冰浴
0<$-

!

8L3

洗涤
0

次'每个样品加

入
2&

.

9

的
6EF;9

检测液!

*1 _

避光孵育
.&

<$-

!

8L3

洗涤
*

次后!置于荧光显微镜下拍照'

#EK

!

数据分析

采用
3833%/'&

统计软件对数据进行单因素方

差分析!每组至少重复
*

次'

:

$

&'&2

表示差异显

著'

!

!

结
!

果

!E#

!

引物特异性的确定

!!

对
85\

产物进行
%Z

琼脂糖凝胶电泳检测!

CBQF%

#

&

G$I

&

G"6F0

及内参基因
-7C!

均出现与目

的片段大小相同的片段"图
%

#'扩增效率曲线表明

扩增效果良好!经熔解曲线分析
CBQF%

#

&

G$I

&

G"6F0

及内参基因
-7C!

分别出现单一产物峰"图
0

#'

图
#

!

<PI

不同作用浓度组牦牛卵丘细胞
E35;#

!

!

9%*

!

9>';!

及
/7E!

的
7J)

电泳产物检测

I;

:

E#

!

G/*7J)

H

-416.>+4=E35;#

!

%

9%*

%

9>';!,31

/7E!;3

D

,M.68696+.*99+;31;==*-*3>

:

-46

H

+

图
!

!

E35;#

!

!

9%*

!

9>';!

及
/7E!

基因的熔解曲线

I;

:

E!

!

G/*8*9>;3

:

.6-2*+4=E35;#

!

%

9%*

%

9>';!,31/7E!

:

*3*+

!E!

!

<PI

对牦牛卵丘细胞
E35;#

!

!

9%*

和
9>';!

8)L0

表达的影响

如图
*

所示!加入不同浓度的
;Gb

后!

CBQF%

#

<\F4

的相对表达量发生显著变化'其中
2&

-

?

.

<9

d%

;Gb

处理组!

CBQF%

#

<\F4

相对表达

量最低!且与
02-

?

.

<9

d%

;Gb

组差异不显著(

%&&

-

?

.

<9

d%

;Gb

处理组与
&-

?

.

<9

d%

;Gb

处理组

的相对表达量差异不显著!

0&&-

?

.

<9

d%

;Gb

处

理组的相对表达量最高'不同
;Gb

浓度处理组

G$I

&

G"6F0<\F4

相对表达量检测显示"图
*

#!对

照组中!

G$I

的相对表达量最高!而
G"6F0

的相对表

达量最低(

;Gb

作用浓度为
02-

?

.

<9

d%时!

G$I

的相对表达量较低!而
G"6F0

的相对表达量较高(在

;Gb

作用浓度为
2&-

?

.

<9

d%时!

G$I

的相对表达

量最低!而
G"6F0

的相对表达量最高(

;Gb

作用浓度

为
%&&-

?

.

<9

d%时!

G$I

和
G"6F0

的相对表达量与

2&-

?

.

<9

d%浓度的相对表达量差异不显著(

0&&

-

?

.

<9

d%

;Gb

作用浓度组!

G$I

的相对表达量显

著高于
%&&-

?

.

<9

d%组"

:

$

&'&2

#!

G"6F0

的相对

表达量显著低于
%&&-

?

.

<9

d%组!都与对照组差异

不显著'

!EF

!

<PI

对牦牛卵丘细胞
RNIQ#

$

!

T,U

和
T.9Q!

蛋

白表达的影响

对加入不同浓度
;Gb

的牦牛卵丘细胞进行

12%%
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组间比较!不同上标表示差异显著"

:

$

&'&2

#

5#<

J

=S$,#-=<#-

??

S#@

J

,

!

"$NNDSD-R,@

J

DS,AS$

J

R, <D=-

,$

?

-$N$A=-R"$NNDSD-AD

"

:

$

&'&2

#

图
F

!

不同浓度
<PI

对牦牛卵丘细胞
E35Q#

!

!

9%*

和

9>';!

基因表达的影响

I;

:

EF

!

<==*.>4=1;==*-*3>.43.*3>-,>;434=<PI43E35;

#

!

%

9%*,319>';!8)L0*U

H

-*++;43

:7b!%

"

&

L=V

和
LA>!0

蛋白免疫荧光染色检测如图
)

所示$所有的牦牛卵丘细胞均表达
:7b!%

"

&

L=V

和

LA>!0

蛋白!且主要位于细胞核中!而细胞质中荧光

较弱'图
)

的量化分析结果如图
2

所示$

:7b!%

"

蛋

白在
2&-

?

.

<9

d%

;Gb

作用组相对表达量最低!且

与
%&& -

?

.

<9

d%

;Gb

组 差 异 不 显 著(

02

-

?

.

<9

d%

;Gb

处理组
:7b!%

"

蛋白的相对表达量

显著高于
2&-

?

.

<9

d%

;Gb

组"

:

$

&'&2

#(

0&&

-

?

.

<9

d%

;Gb

处理组
:7b!%

"

蛋白的相对表达量

显著高于其他组"

:

$

&'&2

#!但与对照组差异不显

著(对照组
L=V

蛋白相对表达量最高!

02-

?

.

<9

d%

;Gb

组
L=V

蛋白相对表达量降低"

:

$

&'&2

#!在

;Gb

为
2&-

?

.

<9

d%浓度表达量最低"

:

$

&'&2

#!

%&&-

?

.

<9

d%

;Gb

组
L=V

蛋白相对表达量与
2&

-

?

.

<9

d%

;Gb

组差异不显著!

0&&-

?

.

<9

d%

;Gb

组与对照组差异不显著(对照组
LA>!0

蛋白相对表

达量最低!

02-

?

.

<9

d%

;Gb

组
LA>!0

蛋白相对表

达量显著增加"

:

$

&'&2

#!

LA>!0

在
2&-

?

.

<9

d%

;Gb

作用组蛋白相对表达量最高"

:

$

&'&2

#!

%&&

-

?

.

<9

d%

;Gb

组
LA>!0

蛋白的相对表达量有所降

低!但与
2&-

?

.

<9

d%

;Gb

组差异不显著!

0&&

-

?

.

<9

d%

;Gb

处理组的相对表达量与对照组差

异不显著'

!E%

!

<PI

对牦牛卵丘细胞凋亡的抑制作用

对不同处理组细胞进行
6EF;9

凋亡检测!如

图
.

&表
0

所示!对照组中卵丘细胞凋亡率最高!为

"

1*'%)n)'10

#

Z

(

02-

?

.

<9

d%

;Gb

组细胞凋亡

率显著降低!为"

.0'(2n)'*(

#

Z

"

:

$

&'&2

#(

2&

-

?

.

<9

d%

;Gb

组!细胞凋亡率最低!为"

)('*0n

0a%.

#

Z

"

:

$

&'&2

#!与
%&&-

?

.

<9

d%

;Gb

组细胞

凋亡 率 "

2%'02n%'()

#

Z

差 异 不 显 著(

0&&

-

?

.

<9

d%

;Gb

组 细 胞 凋 亡 率 显 著 高 于
%&&

-

?

.

<9

d%

;Gb

组 细 胞 凋 亡 率!为 "

1%'&.n

*a.*

#

Z

!与对照组凋亡率差异不显著'

表
!

!

<PI

对牦牛卵丘细胞凋亡的抑制作用

G,B9*!

!

<==*.>+4=<PI43,

H

4

H

>4+;+4=

D

,M.68696+.*99+

;Gb

浓度%"

-

?

.

<9

d%

#

5#-AD-RS=R$#-#N;Gb

细胞凋亡率%
Z

4

J

#

J

R#,$,S=RD

&

1*'%)n)'10

=

02

.0'(2n)'*(

C

2&

)('*0n0'%.

A

%&&

2%'02n%'()

A

0&&

1%'&.n*'.*

=

同一列中不同字母表示差异显著"

:

$

&'&2

#

6BD"$NNDSD-R>DRRDS,$-RBD,=<DA#>@<- <D=-,$

?

-$N$A=-R

"$NNDSD-AD

"

:

$

&'&2

#

F

!

讨
!

论

卵母细胞成熟过程中!包围其周围的卵丘细胞

可通过分泌一系列蛋白调控卵母细胞质量!甚至影

响后期胚胎的发育*

%/

+

'同时卵丘细胞在胚胎体外

培养过程中!常作为共培养体系细胞!质量完好的卵

丘细胞可提高胚胎的发育能力*

0&

+

'综上表明!卵丘

细胞的质量对卵母细胞的成熟和早期胚胎发育具有

至关重要的作用'

;Gb

作为重要的细胞因子可促进细胞的分化

和增殖*

0%

+

'研究发现!

;Gb

对多数哺乳动物的卵母

细胞成熟具有促进作用*

00

+

!包括牛*

0*

+

&水牛*

0)

+和绵

羊*

02

+

'由于对卵母细胞进行裸卵培养时!添加
;Gb

并未促进卵母细胞成熟!表明这种作用通过卵丘层

细胞介导完成*

0%

+

'

牦牛长期生活在低氧的环境!其细胞体外培养

必然对氧刺激更加敏感'

:7b

是缺氧应答中起核

心作用的转录应答因子!目前发现!

CBQF%

"

的靶基

因有
%&&

多个'

;Gb

可以抑制低氧导致的人胚胎

滋养层细胞凋亡!且主要的调控基因为
G$I

和

:2*

*

0*

!

0.

+

'而
G$I

为
G"6F0

家族促凋亡成员!其作

用可导致细胞线粒体外膜造成损伤!并释放

凋 亡蛋白进一步促进内质网释放
5=

0f

*

01

+

'

L=V

蛋

(2%%
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!%

"

表达的影响及与凋亡的关联性分析

4

$

;'&

&

02

&

2&

&

%&&

和
0&&-

?

.

<9

d%

(绿色荧光分别为
:7b!%

"

&

L=V

和
LA>!0

蛋白标记!

X487

为细胞核标记

4!;'&

!

02

!

2&

!

%&&=-"0&&-

?

.

<9

d%

(

6BD:7b!%

"

!

L=V=-"LA>!0

J

S#RD$-MDSD,R=$-D"M$RB

?

SDD-N>@#SD,AD-AD

!

-@!

A>D$MDSD,R=$-D"M$RBX487

图
%

!

牦牛卵丘细胞
RNIQ#

$

!

T,U

和
T.9Q!

蛋白的免疫荧光染色结果&

T,-_!""

%

8

'

I;

:

E%

!

G/*1*>*.>;434=RNIQ#

$

%

T,U,31T.9Q!

H

-4>*;343

D

,M.68696+.*99+B

D

8*>/414=;88634=964-*+.*3.*

&

T,-_

!""

%

8

'

组间比较!不同上标表示差异显著"

:

$

&'&2

#

5#<

J

=S$,#-=<#-

??

S#@

J

,

!

"$NNDSD-R,@

J

DS,AS$

J

R, <D=-

,$

?

-$N$A=-R"$NNDSD-AD

"

:

$

&'&2

#

图
'

!

不同浓度
<PI

对牦牛卵丘细胞
RNIQ#

$

!

T,U

及
T.9Q!

蛋白表达的影响

I;

:

E'

!

<==*.>4=1;==*-*3>.43.*3>-,>;434=<PI43RNIQ

#

$

%

T,U,31T.9Q!

H

-4>*;3*U

H

-*++;43

白过表达加速细胞凋亡进程!

G"6F0

作为凋亡抑制

基因!

LA>!0

蛋白表达能够阻止多种刺激因素引起的

细胞凋亡*

0(

+

'

本研究首次分析
;Gb

对牦牛卵丘细胞的凋亡

调控及机制!在牦牛卵丘细胞培养液中加入不同浓

度的
;Gb

后!

CBQ!%

"

&

G$I

和
G"6!0<\F4

和蛋白

的相对表达均发生了改变!且与细胞凋亡程度密切

相关!而
:7b!%

"

&

L=V

和
LA>!0

蛋白主要分布于卵丘

细胞的胞核中'随着
;Gb

浓度的增加!

CBQ!%

"

和

G$I<\F4

及蛋白的相对表达量随之降低!

G"6!0

<\F4

和蛋白的相对表达量随之升高!细胞的凋亡

率也随之降低(当
;Gb

浓度为
2&-

?

.

<9

d%时!

CBQ!%

"

和
G$I<\F4

及蛋白的相对表达量最低!

而
G"6!0<\F4

和蛋白的相对表达量最高!细胞的

凋亡率也最低(当
;Gb

浓度增大后!其作用效果反

而有所减弱'一步法
6EF;9

细胞凋亡检测结果

显示!

;Gb

可明显降低细胞的凋亡率!且具有剂量

依赖性!在
2&-

?

.

<9

d%

;Gb

组凋亡率最低!

;Gb

浓度继续增大后!凋亡率高于
2&-

?

.

<9

d%

;Gb

组!低于对照组的凋亡率'可见
;Gb

可降低牦牛卵

丘细胞
:7b!%

"

的表达!降低
L=V

的表达!提高
LA>!0

的表达!降低细胞凋亡率!最佳作用浓度为
2&

/2%%



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)1

卷
!

4

$

;'&

&

02

&

2&

&

%&&

和
0&&-

?

.

<9

d%

(

b'

空白对照'绿色荧光为凋亡标记

4!;'&

!

02

!

2&

!

%&&=-"0&&-

?

.

<9

d%

(

b'L>=-QA#-RS#>'4

J

#

J

R#R$A<=SQDSM=,,R=$-D"M$RB

?

SDD-N>@#SD,AD-AD

图
$

!

不同处理组牦牛卵丘细胞凋亡检测 &

T,-_#""

%

8

'

I;

:

E$

!

?*>*.>;43>/*,

H

4

H

>4+;+4=

D

,M.68696+.*99+;31;==*-*3>

:

-46

H

+

&

T,-_#""

%

8

'

-

?

.

<9

d%

!其结果将为阐明
;Gb

对卵母细胞成熟

及早期胚胎的发育机制提供理论依据'

%

!

结
!

论

牦牛卵丘细胞体外培养中添加
;Gb

可降低

:7b!%

"

及
L=V

的表达!提高
LA>!0

的表达!降低细

胞凋亡率!且其作用浓度具有剂量依赖性!最佳浓度

为
2&-

?

.

<9

d%

'证明
;Gb

可通过调控
:7b!%

"

抑制卵丘细胞凋亡!其作用可能是通过影响线粒体

介导的
L=V

和
LA>!0

凋亡途径实现的'本研究为阐

明
;Gb

抑制卵丘细胞凋亡的分子机制提供了新的

依据!为进一步揭示
;Gb

在卵母细胞成熟及早期胚

胎发育过程中的作用机制提供理论基础'

参考文献&

)*=*-*3.*+

'"

*

%

+

!

L4̀ ;\6G'4

O

@=-R$R=R$TD=-"A

U

R#>#

?

$A=>,R@"

U

#N

?

DS<AD>>,$-RBDB@<=-#T=$D,

*

I

+

':'+"N-+"0+)D

GG(+6-"(

!

%/.*

!

%2(

$

)%1!)**'

*

0

+

!

Le3̀ K]4G'b#>>$A@>=S=RSD,$='7-

$

I#-D,\;

!

D"'

6BDTDSRDCS=RD#T=S

U

*

Y

+

'FDMe#SQ

$

8>D-@<8SD,,

!

%/1(

$

2**!2.0'

*

*

+

!

李海军!靳木子!张睿彪!等
'

卵丘细胞凋亡与增殖对

牛卵母细胞体外发育的影响*

I

+

'

中国农业科学!

0&%%

!

))

"

(

#$

%1&0!%1&/'

97:I

!

I7F Yg

!

g:4FG\L

!

DR=>';NNDAR#NA@<@!

>@,AD>>,=

J

#

J

R#,$,=-"

J

S#>$NDS=R$#-#-RBDC#T$-D##!

A

U

RD"DTD>#

J

<D-R()>(#'+

*

I

+

'-"(&)#($!

9

'("86#8'$

-()("$

!

0&%%

!

))

"

(

#$

%1&0!%1&/'

"

$-5B$-D,D

#

*

)

+

!

:EG:;3b Y I\

!

GK\K38; W 5'L$#ABD<$A=>

$"D-R$N$A=R$#-#N=

J

#

J

R#,$,

"

J

S#

?

S=<<D"AD>>"D=RB

#

$-

?

S=-@>#,=AD>>,

$

DT$"D-ADN#S=

J

#RD-R$=><DAB=-$,<

@-"DS>

U

$-

?

N#>>$A@>=S =RSD,$=

*

I

+

'K)D+"'()+6+

9/

!

%//%

!

%0/

"

2

#$

0)%2!0)00'

*

2

+

!

G795:\736\L

!

94F; Y

!

6:KY83KFIG'K#!

A

U

RD!,DASDRD"N=AR#S,

$

SD

?

@>=R#S,#NA@<@>@,AD>>N@-A!

R$#-=-"##A

U

RD

O

@=>$R

U

*

I

+

'C85 N&

?

'+D O

?

D$#&

!

0&&(

!

%)

"

0

#$

%2/!%11'

*

.

+

!

9KE\;F

v

KL

!

3KE34 48

!

49Y;7X4!34F6K3

6

!

DR=>'\D>=R$#-#NA@<@>@,AD>>,R=R@,M$RB,$-

?

>D

##A

U

RD<=R@S$R

U

!

NDSR$>$P=R$#-A=

J

=C$>$R

U

=-"

J

=R$D-R=

?

D

*

I

+

'MN&

?

'+DB)

2

&'#(6

!

0&%)

!

%2

"

%

#$

%2!0%'

*

1

+

!

Ee4\4

!

6K\\;49X4e3

!

3;97;'5@<@>@,=-"

?

S=-@>#,=AD>><=SQDS,#N##A

U

RD=-"D<CS

U

#

O

@=>$R

U

*

I

+

'Q&'#(6-#&'(6

!

0&%*

!

//

"

)

#$

/1/!//1'

*

(

+

!

9739;\3

!

4F6:KFe`

!

\4FX499 Y 4

!

DR=>'

K#A

U

RD!A@<@>@,AD>>$-RDS=AR$#-,SD

?

@>=RDNSDD$-RS=!

AD>>@>=SP$-A$- <#@,D##A

U

RD,

*

I

+

'N&

?

'+D8"#(+)

!

0&%*

!

%)2

"

)

#$

*(%!*/&'

*

/

+

!

e;\E3:49Y7G Y

!

349YKF!X7]KF Y

!

eEFG

e

!

DR=>'5B=S=ARDS$P=R$#-#NRBDB@<=-A@<@>@,AD>>

RS=-,AS$

J

R#<D"@S$-

?

N$-=>N#>>$A@>=S<=R@S=R$#-=-"

#T@>=R$#-

*

I

+

'@+6C85 N&

?

'+D

!

0&%)

!

0&

"

(

#$

1%/!

1*2'

*

%&

+

!

;887GII'GS#MRB=-""DTD>#

J

<D-R#NRBD<=<<=>$=-

&.%%



!

.

期 张译夫等$表皮生长因子对牦牛卵丘细胞低氧诱导因子
!%

"

表达的影响及与凋亡的关联性分析

##A

U

RD

?

S=-@>#,=AD>>A#<

J

>DV$-A@>R@SD'7-

$

6S#@-,#-4

KpG#,"D-\G

"

D",

#

'L$#>#

?U

=-"

J

=RB#>#

?U

#N##A

U

RD

*

Y

+

'5=<CS$"

?

D

$

5E8

!

0&&*

$

01*!0(0'

*

%%

+

!

:w36;

!

G4L\7;93;F4

!

97FX;FL;\G3

!

DR=>'

4

J

#

J

R#,$,$-B@<=-A@<@>@,AD>>,$-SD>=R$#-R#P#-=

J

D>>@A$"=RB$AQ-D,,T=S$=R$#-

!

<=R@S=R$#-,R=

?

D

!

=-"

A>D=T=

?

D#NRBDA#SSD,

J

#-"$-

?

##A

U

RD=NRDS$-RS=A

U

R#!

J

>=,<$A,

J

DS<$-

+

DAR$#-

*

I

+

'Q&'#(6-#&'(6

!

0&&0

!

11

"

*

#$

2%%!2%2'

*

%0

+

!

Y4̀ 4\;]75: 4 ]

!

Y4\̀ È94 Y'4
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