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杜洛克猪与梅山猪副性腺组织学比较及

精浆蛋白
4TZ3

表达分析
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要!旨在探讨杜洛克公猪和梅山公猪精囊腺和尿道球腺的组织学特征及精浆蛋白
?9H5

的表达!运用石蜡切

片并通过
G>

染色!分别在光学显微镜下对
32

日龄(

03&

日龄梅山公猪与
03&

日龄杜洛克公猪的精囊腺和尿道球

腺进行组织学观察&并用实时荧光定量
O89

对精浆蛋白
?9H5

的表达进行分析'

03&

日龄梅山公猪与
32

日龄梅

山公猪相比!精囊腺的腺小叶增多!小叶间结缔组织减少&

03&

日龄杜洛克公猪精囊腺较
03&

日龄梅山公猪有更多

的腺泡黏膜褶皱和小叶间结缔组织'梅山公猪和杜洛克公猪尿道球腺被结缔组织分隔成小叶!腺泡密集且腺腔

小&梅山猪在成年时尿道球腺腺小叶增大!小叶间结缔组织变少&

03&

日龄杜洛克公猪尿道球腺腺小叶比
03&

日龄

梅山公猪小!而腺泡较大!且结缔组织更多'精浆蛋白
>->!
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和
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,

在精囊腺中高表达!在成熟的杜洛克和梅

山公猪精囊腺中其
?9H5

表达水平相近"
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#'但随着日龄的增长!梅山公猪
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和
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表

达水平显著升高"

>

,

&1&2

#'杜洛克公猪更多的精囊腺黏膜褶皱和更大的尿道球腺腺泡!增加了上皮分泌面积!有

助于增加精浆体积!提高精子代谢率和存活率'另外!性成熟公猪中精浆蛋白
>->!
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和
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的高表达可能参

与维持精子的代谢和活力等生理过程'
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副性腺是雄性生殖系统的重要组成部分!主要

包括精囊腺(前列腺和尿道球腺等!其各自分泌的特

异性液体是精液的组成部分!对于精子的运送(保护

及存活都有一定意义*

%

+

'精囊腺为一对蟠曲的囊状

结构!与性功能的调控有关*

0

+

'精囊腺分泌物构成

精浆的大部分!为精子提供营养物质和能量!有助于

提高精子活力(刺激子宫蠕动(促进精子在雌性生殖

道内运动*

*!2

+

'如精囊腺上皮细胞分泌的
O4O!

+
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?$-@=
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#的含量约占精浆总蛋白的
2&[

!

在精液中主要以非共价异源二聚体形式存在!是精

子粘附家族的重要成员!参与体内多种生物学功能!

能够维持精子膜的完整性(精子能动性和精子线粒

体的活性等*

.!(

+

'尿道球腺是由具有分泌功能的腺

泡构成的!其主要功能是分泌尿道球腺液!而尿道球

腺液也是精液的组成成分之一!可保护精子免受阴

道不利环境的影响及防止精液倒流!公猪尿道球腺

液中的糖复合物可能参与精子代谢过程*
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'

梅山猪以性成熟早(繁殖性能高闻名于世!而杜

洛克猪在杂交育种中常作为终端父本'梅山公猪初

情期为
2.

"

()

日龄!而杜洛克(大白公猪等外来猪

种的初情期一般为
%0&

"

%(&

日龄!且梅山公猪精子

发生时间较早!但每次射精量(睾丸日产精量等一般

低于杜洛克公猪*

%%!%)

+

!这可能也与副性腺液的产量

和组成相关'因此!本研究对杜洛克和梅山公猪精

囊腺和尿道球腺进行石蜡切片制作及苏木精
!

伊红

染色法"

G@<?@R#D

U

=$-!<#,$-

!

G>

#染色观察!阐述

其结构特征和差异性!并对精囊腺中高表达的精浆

蛋白
>->!

+

和
>->!

,

进行实时荧光定量
O89

分

析!研究杜洛克和梅山公猪精囊腺和尿道球腺的组

织结构特征及精浆蛋白
?9H5

的表达!探索杜洛克

公猪和梅山公猪精子产量(精子活力等性状差异的

基础!为公猪繁殖性状的评价与改良奠定基础!为中

国地方猪种优异种质资源的进一步开发与利用提供

新思路'

#

!

材料与方法

#J#

!

试验动物

由于梅山公猪初情期仅为
2.

"

()

日龄!早于杜

洛克公猪"初情期为
%0&

"

%(&

日龄#!因此在华中农

业大学精品猪场分别选用健康的已达初情期的
32

日龄梅山公猪"体重分别为
%(

(

0%

(和
0*S

C

#(已性

成熟的
03&

日龄的梅山公猪"

%%2

(

%%/

和
%02S

C

#和

杜洛克公猪"体重分别为
%()

(

%/0

和
%/.S

C

#各
*

头

实施手术!采集精囊腺和尿道球腺组织后!生理盐水

漂洗(剔 除 结 缔 和 脂 肪 组 织!切 成
&12E? m

&12E?m&10E?

小块!一部分用于组织切片制作和

G>

染色观察!另一部分经液氮速冻置
](& l

保

存!用于
9H5

提取'

#J!

!

石蜡切片制作及
B̀

染色观察

用
&1&%?#=

1

a

]%

O64

"

Y

G31)

#洗涤多聚甲

醛缓冲液"

)1&[

#固定的组织块
*

次!然后用梯度酒

精脱水(二甲苯或水杨酸甲酯透明处理及
.&l

浸蜡

后进行包埋!采用莱卡切片机"

9\00*2

!

a<$E@

#切

片!制作
2

'

?

厚的石蜡切片'将已经切好的组织

放入
)&l

温水中展开!选择完整(无皱褶的组织黏

2%3%
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报
)3

卷
!

贴于干净的载玻片上!作好标记!然后置于漂烘仪

"

;>8!02&&

!常州#上
)&l

烘片
%B

左右!待水分烘

干后置于
.&l

烘箱过夜!次日用二甲苯脱蜡&再用

梯度酒精置换二甲苯&蒸馏水洗去酒精后用苏木素

染液染色
(?$-

&

%1&[

盐酸酒精分化
%?$-

!然后蒸

馏水洗
0,

&梯度酒精脱水各
0?$-

&伊红染液染色
0

?$-

&再用梯度酒精脱水各
0?$-

&二甲苯透明后滴

加适量中性树胶封片!用
b=

U

?

Y

P,!6J2%

显微镜观

察拍照*

%2!%.
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'
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实时荧光定量
LFT

采用
4N69IT<<-M

染料法!反应在
6$#!6$#9@"

8ZJ*()

;\

9<@=!;$?<O894

U

,R<?,

上进行'

O89

反

应条件$
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!

.&l%2,

!

)&

个循

环&

)l

保存'

F

9;!O89

的反应体系为
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!上下游引物"
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'
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1

a

]%

#各
&1%2

'

a

!

E7H5

模板为
&12

'

a

!加灭菌

去离子水至
%&

'

a

'基因引物设计采用
OT$?<T

Y

T<?$!

<T21&

!各引物序列见表
%

!退火温度为
.&l

'

表
#

!

实时荧光定量
LFT

引物

G,=58#
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L;/48;60E;;8,5O./48LFT

目的基因
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C
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引物序列"
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数据处理与分析

所有数据采用
>DE<=

进行整理!利用
#

检验进行

统计处理!

>

$

&1&2

表示差异不显著&

>

,

&1&2

表示

差异显著&

>

,

&1&%

表示差异极显著'

)_*

'结果用

,平均数
e

标准差-表示'运用作图软件
IT@

Y

BO@"

OT$,?

进行图的绘制'所有组织的
>->!

+

和
>->!

,

?9H5

表达量均是以
%

H$"#()

为内参基因'

!

!

结
!

果

!J#

!

杜洛克与梅山公猪精囊腺组织学形态观察

32

日龄(

03&

日龄梅山公猪以及
03&

日龄杜洛

克公猪的精囊腺组织结构结果见图
%

'结果显示杜

洛克和梅山公猪精囊腺为分叶腺!包含有多个大的

腺小叶!小叶间以疏松的结缔组织相连接!腺黏膜伸

出一系列皱褶!黏膜皱褶突入腔内!使黏膜呈蜂窝

状!黏膜泡内可见大量的精囊腺分泌物'品种内相

比!梅山公猪从
32

"

03&

日龄腺小叶增多!且更加密

集紧致!小叶间结缔组织减少'品种间相比!

03&

日

龄梅山公猪与杜洛克公猪腺小叶数目类似!但其腺

泡黏膜褶皱少于
03&

日龄杜洛克公猪!且其小叶间

结缔组织隔膜比
03&

日龄杜洛克公猪稀疏'

!J!

!

杜洛克与梅山公猪尿道球腺组织学形态观察

32

日龄(

03&

日龄梅山公猪以及
03&

日龄杜洛

克公猪的尿道球腺组织结构结果见图
0

!结果显示

梅山公猪和杜洛克公猪尿道球腺被纤维结缔组织分

隔成小叶'尿道球腺腺泡密集成小圆形!且腺腔小'

品种内相比!

03&

日龄梅山公猪比
32

日龄的腺泡更

加密集紧实!腺小叶更大!小叶间结缔组织稀少'而

品种间相比!

03&

日龄杜洛克公猪有更大的腺泡!且

小叶间结缔组织更多!但其腺小叶却小于
03&

日龄

梅山公猪'

!J)

!

猪
&$&O

'

和
&$&O

$

4TZ3

表达量的检测

由图
*

可以看出!

>->!

+

和
>->!

,

在
32

日龄

梅山公猪(

03&

日龄的杜洛克和
03&

日龄梅山公猪

精囊腺中表达量均极显著高于尿道球腺"

>

,

&1&%

#'品种内!

03&

日龄的梅山公猪精囊腺和尿道

球腺中
>->!

+

和
>->!

,

?9H5

表达量均显著高

于
32

日龄梅山公猪"

>

,

&1&2

#&品种间!

03&

日龄梅

山公猪和杜洛克公猪精囊腺和尿道球腺
>->!

+

和

>->!

,

?9H5

表达量均相近"

>

$

&'2

#!但其蛋白

水平是否存在差异需要进一步验证'

)

!

讨
!

论

副性腺分泌物是精浆的重要组成成分!其主要

功能是作为精子的运载介质!帮助精子运动!防止自

然交配时!精液倒流'猪精囊腺和尿道球腺都特别

发达!且精浆大部分成分来自精囊腺和尿道球腺!这

可能是公猪射精量远高于其他家畜的原因之

一*

%3!%(

+

'研究
32

(

03&

日龄梅山公猪和
03&

日龄杜

洛克公猪的精囊腺和尿道球腺为公猪生精能力的差

.%3%
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医
!

学
!

报
)3

卷
!

异奠定基础'公猪精囊腺是呈分叶状的腺体!位于

输精管壶腹外侧'图
%

显示
03&

日龄的梅山公猪精

囊腺比
32

日龄的梅山公猪有更加密集的腺小叶和

更深更多的黏膜褶皱'由于精囊腺分泌物中碳酸氢

盐能够增强精子活力*

%/

+

!性成熟梅山公猪较多的黏

膜褶皱能够分泌较多的精囊腺分泌物!因此这可能

也是性成熟的梅山公猪精子活力高于初情期的梅山

公猪的原因之一*

%%

+

'另外!

03&

日龄杜洛克公猪与

03&

日龄的梅山公猪相比!其精囊腺腺泡上皮的黏

膜褶皱更多!黏膜褶皱扩大了分泌面积并有利于分

泌物的贮存和腺体的扩张'因此性成熟的杜洛克公

猪可比梅山公猪分泌更多的精囊腺分泌物以及具有

更强的排出分泌物的能力'更多的精囊腺分泌物增

加精液中精浆的量以及对精子的营养和能源供给!

且精囊腺分泌物能够提高精子核染色质的稳定性和

抑制雌性生殖道对精子的免疫反应*

%/!0%

+

!这也可能

是两品种在日产精量(精子活力等繁殖性状方面存

在差异的原因之一'

公猪的尿道球腺为复合型管泡状腺体!周围被

致密的结缔组织包围!在上皮细胞中分布有大量的

分泌颗粒!分泌颗粒中含有大量的中性和羧酸化粘

多糖以及少量的硫酸化粘多糖!其分泌物在射精之

前释放!具有清除尿道和润滑阴道的作用!而糖复合

物在精子的代谢过程中发挥重要的作用*

%&

!

00!0*

+

'本

研究显示
03&

日龄杜洛克公猪的尿道球腺腺泡较同

日龄梅山公猪的大!而梅山公猪随着性成熟腺小叶

增大!腺泡明显增多!大而多的腺泡含有更多的上皮

细胞!故而有更多的分泌颗粒存在!有利于精子的代

谢和存活!这也为两品种在有关性状方面的差异提

供了基础'

公猪精浆中
(&[

"

/&[

的蛋白是由精囊腺上

皮细胞分泌的!而这些蛋白在雌性生殖管道中对精

子起保护作用*

%3

+

'而
>->!

+

和
>->!

,

蛋白占猪

精囊腺蛋白的
2&[

以上!主要是由精囊腺上皮分

泌!且能够提高成熟精子的生存力和能动性*

3

!

0)!02

+

'

本研究中
>->!

+

和
>->!

,

的
?9H5

在精囊腺中

的高表达更进一步支持了该异质体的主要来源'而

>->!

+

和
>->!

,

在
03&

日龄比
32

日龄表达量更

高!说明公猪性成熟阶段精囊腺上皮及尿道球腺分

泌
>->!

+

和
>->!

,

的能力显著增强!从而可能导

致性成熟梅山公猪精子存活率和能动性高于
32

日

龄的梅山公猪'

Z18<-RPT$#-

等*

0.

+研究也表明纯化

的
>->!

+

%

>->!

,

二聚体对高倍稀释的精子具有

保护作用!在体外生理温度下!该复合物能在
2B

内

维持精子的活力(运动能力和线粒体的活性'

综上表明!

03&

日龄杜洛克公猪精囊腺腺泡上

皮有更多的黏膜褶皱!扩大了分泌面积!使得黏膜泡

内分泌物增多!也增强了排出分泌物的能力'且杜

洛克公猪的尿道球腺腺泡上皮细胞可释放更多的分

泌物'较多的精囊腺和尿道球腺分泌物会增加精浆

量!提高精子代谢率和在雌性生殖道内的存活率'

而精浆蛋白
>->!

+

%

>->!

,

在性成熟的公猪精囊

腺上皮及尿道球腺中的高表达可能在精子的代谢和

活力维持等生理过程中发挥重要作用!全面了解

>->!

+

%

>->!

,

的功能!对于精液体外保存和提高

猪的受胎率与体外受精成功率具有重要意义'
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