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要!旨在分析
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和
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基因在小尾寒羊黄体期和卵泡期下丘脑
!

垂体
!

性腺轴各组织中的表

达差异!并探究这些基因与绵羊常年发情性状的关系'以常年发情小尾寒羊为研究对象!采用实时荧光定量
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#技术!对比分析了
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个基因在不同繁殖状态下"黄体期和卵泡期#小尾

寒羊下丘脑
!

垂体
!

性腺轴各组织中的表达特征!采用放射免疫法"
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#检测相应时期血清雌二醇和孕酮含量'结

果表明!
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个基因在下丘脑(垂体(卵巢均有表达!

C$4

和
C"0D0

在黄体期的垂体和卵巢

中的表达量均显著高于卵泡期"
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#!在下丘脑中
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个时期表达量都没有显著差异"
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在黄体期下丘脑(垂体和卵巢中的表达量与卵泡期均无显著差异"
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#'黄体期血清中孕酮含量显著高于卵

泡期"
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个时期血清中雌二醇含量没有显著差异"
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C$4

和
C"0D0

基因在小尾寒羊黄体期和

卵泡期的垂体和卵巢中差异表达!可能参与调控黄体期到卵泡期的发情状态转换!从而启动小尾寒羊发情'
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大多数绵羊为季节性发情动物!但季节性发情

的分子机制目前尚不明晰'近年研究发现细胞凋亡

与发情有密切关系'而细胞凋亡主要由
9̂E!0

家族

的凋亡相关基因"
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和
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#调控'

绵羊季节性发情的特点严重影响了其生产能力'其

发情调控受到多种因素的影响!而
C$4

基因"
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!与
9̂E!0

相关

的促凋亡基因#可能是影响发情启动的调节因素之

一'

D̂"

是第一个被发现的与卵泡闭锁相关的促凋

亡因子)

%

*

!属于
9̂E!0

家族'

9̂E!0

家族成员包括抑

制凋亡"促生存#的
9̂E!0
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凋亡调节因子
a
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!它

们对雌性和雄性生殖细胞的凋亡都起到重要作

用)

)
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C$4

基因与以上家族成员相互作用!调节黄

体的形成与退化!从而影响生殖激素分泌!参与发情

启动过程'

9̂E!0

家族蛋白介导的细胞凋亡对雌性

动物的卵泡闭锁起重要作用!而卵泡闭锁与颗粒细

胞凋亡有密切关系'目前!关于凋亡相关基因在绵

羊组织表达图谱的研究还不多!少量的研究主要集

中在外环境刺激后相关基因
478=

表达量变化)

A

*

'

关于小尾寒羊四季发情性状调控的分子机理!尤其

是生殖轴各组织表达规律的研究鲜有报道'本研究

选取常年发情的小尾寒羊为研究对象!分别采集黄

体期和卵泡期的下丘脑
!

垂体
!

卵巢这一生殖调控轴

上的
*

个组织以及血液!采用荧光定量
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方法检

测促凋亡基因
C$4
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和抑制凋亡基因
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在各组织中的表达特征&采用放射免疫方法

检测血清孕酮"
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N,3NT#-N

!
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#和雌二醇"

C,3TD!
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C
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#的含量!比较小尾寒羊不同繁殖状态下基

因表达和激素含量的差异!初步分析细胞凋亡调控

与发情状态的关系!为进一步揭示小尾寒羊常年发

情的分子机理奠定基础'
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材料与方法
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!

试验动物与样品采集

小尾寒羊饲养于天津市畜牧兽医研究所试验羊

场!正常饲喂!自由饮水'适应性饲养两周后进行试

验'选取身体健康(营养状况良好(体重一致的小尾

寒羊母羊
.

只!放置阴道孕酮栓"

BM]7

#!同时注射

A4Q

维生素
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以保护阴道内膜'

%0"

后撤栓!撤

栓当天记为
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!撤栓时刻记为
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'撤栓后使用腹

腔镜观察卵泡发育和排卵情况以确定卵泡期采样时

间&使用公羊试情以确定发情时间'连续进行两个

情期!确定在撤栓后
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"卵泡期#和
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"黄体期#

屠宰采样!每组各
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)v*

#'

屠宰前颈静脉采血!离心!血清存于
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备

用'屠宰后立即取下丘脑(垂体和卵巢
*

个组织!用

锡箔纸包好迅速投入液氮速冻!带回实验室后转入

p(&s

保存备用'
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'

8#@

'

8-/5!

'

8-/5@454;#&'

3

*4*9

基因

JN-N

引物序列"

Ar

&

*r

#

;T$4NT,N

F

PN-9N

产物大小%
U

X

;T#"P93,$_N

C$4 \

$

BJ==JJ=5J=JBJ=BJ=J

!

7

$

J=B5JJ=JJ==JBJBJ5B %%(

C$E \

$

BB5JJJ=5B55J===B5B5BB55

!

7

$

B5J=JBB=JJB5J===5B==== //

C"0D0 \

$

JBBJ=J5J=JB=JJ==J=B

!

7

$

J55=JBB=J5JB55JB5J=J= /.

C"0DE> \

$

B=JJBJ=5J=J555J==B5J

!

7

$

5BBBJJ==J=J55B=55B=B %0%

%(- \

$

BJJB5=BB=B=5BB==JJ==

!

7

$

JB5JJ==55=BBJBJJB5 %(1

!!

采用
7NDE!3$4N;B7

技术!以各组织
9]8=

为

模板!定量检测目的基因
C$4

(

C$E

(

C"0D0

(

C"0DE>

在卵泡期和黄体期小尾寒羊各组织中的相对表达

量!比较这些基因在不同发情状态下的表达差异'

反应体系$

9]8=

模板
0

-

Q

!

0q>=;=

染料
P̂VVNT

%&

-

Q

!上下游引物各
&')

-

Q

!

""I

0

6

补足
0&

-

Q

'

每孔
*

个重复'反应条件$

/As

预变性
%&4$-

&

/A

s%&,

!

.&s0&,

!

10s%&,

!

)&

个循环'扩增反

应结束后进行熔解曲线分析'

#E'

!

激素测定

将离心得到的血清送至北京北方生物技术研究

所!使用
7M=

放射免疫激素检测试剂盒检测血清
;

)

和
C

0

含量'

#EM

!

数据分析

采用
C[9NE

进行数据处理!利用
0

p

%%

B3法计算基

因相对表达量!使用
@;@@@3D3$,3$9,0)

软件
=86!

b=

分析比较基因表达量差异!

<

%

&'&A

表示差异

显著'

!

!

结
!

果

!E#

!

总
+HB

的质量检测和
+*5-P72F*6A+

熔解曲线

取
78=0

-

Q

点样!以
%Z

的琼脂糖凝胶电

泳检测
78=

的质量和浓度'检测结果如图
%

所

示!提取各组织的总
78=

质量良好!无降解!

0(@

和
%(@

条带清晰明亮!且
0(@

条带亮度大于
%(@

!

A@

处无特异条带'

6]

0.&-4

%

6]

0(&-4

为
%'(

"

0'&

!

78=

质量合格!符合后续进行
7NDE!3$4N;B7

的

要求'

!

本研究以
%(-

为内参基因!

C$4

(

C$E

(

C"0D0

(

C"0DE>

为目的基因!各阳性样品模板在反应后期可

得单峰(峰型锐利的熔解曲线!引物特异性良好!符

合荧光定量
;B7

数据分析的要求'

!E!

!

8#$

(

8#@

(

8-/5!

(

8-/5@4

基因在卵泡期和黄体

期小尾寒羊下丘脑
P

垂体
P

性腺轴组织中的表达

!!

通过
7NDE!3$4N;B7

检测凋亡相关基因
C$4

(

C$E

(

C"0D0

(

C"0DE>

在小尾寒羊卵泡期和黄体期下

*/&0



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)(

卷
!

图
#

!

J

个组织
+HB

电泳结果

D2

3

E#

!

+HB*-*@7:,

G

),:*7,

3

:5F,.7)*J7299?*9

丘脑(垂体和卵巢组织中的表达情况"图
0

#'结果

显示!这
)

个凋亡相关基因在下丘脑(垂体(卵巢组

织中均有表达!在不同的组织表达规律不同'

C$4

在黄体期的垂体和卵巢组织的表达量显著高于卵泡

期"

<

%

&'&A

#!在下丘脑组织中
0

个时期表达量没

有显著差异"

<

$

&'&A

#'

C$E

在黄体期下丘脑(垂

体和卵巢组织的表达量与卵泡期均无显著差异

"

<

$

&'&A

#&无论在黄体期还是卵泡期!

C$E

基因的

表达量均呈现卵巢
$

垂体
$

下丘脑的规律'基因

C"0D0

表现出与
C$4

基因同样的规律!即黄体期的

垂体和卵巢组织的表达量显著高于卵泡期"

<

%

&'&A

#!但在下丘脑组织中
0

个时期表达量没有显著

差异"

<

$

&'&A

#'

C"0DE>

基因在黄体期和卵泡期

各组织中的表达量均无显著差异"

<

$

&'&A

#&无论

在黄体期还是卵泡期!

C"0DE>

基因的表达规律与

C$E

相反!呈现下丘脑
$

垂体
$

卵巢的规律'可

见!在小尾寒羊不同繁殖状态下!这
)

个凋亡相关基

因表达量的主要差异存在于垂体和卵巢!在上游中

枢下丘脑组织无显著差异'

同一个组织不同时期比较!

"

'<

%

&'&A

B#4

X

DTN"Y$3:3:N,D4N#T

O

D-$_D3$#-D3"$VVNTN-3

X

NT$#",

!

"

'<

%

&'&A

图
!

!

8#$

(

8#@

(

8-/5!

(

8-/5@4

基因在小尾寒羊卵泡期和黄体期下丘脑(垂体(卵巢的表达情况

D2

3

E!

!

+*-572Q**T

G

:*992,4,.8#$

'

8#@

'

8-/5!54;8-/5@4

3

*4*924.,--2@?-5:54;-?7*5-

G

)59*924)

0G

,7)5-5F?9

'

G

27?275:

0

'

,Q5:

0

,.1F5--(52-]549)**

G

!EJ

!

卵泡期和黄体期小尾寒羊生殖相关激素变化

情况

!!

使用
7M=

方法检测血清中
;

)

和
C

0

含量!结果

如图
*

所示'

;

)

在黄体期和卵泡期的浓度分别为

"

&'%1*u&'&%1

#和"

&'&1&u&'&&A

#

-

O

0

4Q

p%

!

C

0

在黄体期和卵泡期的浓度分别为"

('&0Au0'/.A

#和

"

%*'011u*'/&&

#

XO

0

4Q

p%

!黄体期
;

)

含量显著高

于卵泡期"

<

%

&'&A

#!而
C

0

含量在
0

个时期没有显

著差异"

<

$

&'&A

#'

J

!

讨
!

论

发情是指雌性动物初情期后!受下丘脑
!

垂体
!

)/&0
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期 曹晓涵等$小尾寒羊黄体期和卵泡期生殖轴凋亡基因的表达研究及其与发情的关系

图
J

!

小尾寒羊卵泡期和黄体期的血清中孕酮和雌二醇

含量

D2

3

EJ

!

6:,

3

*97*:,4*54;*97:5;2,--*Q*-9247)*.,--2@?-5:

G

)59*

54;-?7*5-

G

)59*,.1F5--(52-]549)**

G

卵巢轴系调控的卵泡发育并分泌雌激素!雌激素进

而作用于大脑皮质使雌性动物在生理和行为上发生

变化的一种生理现象)

/!%&

*

'在动物的发情周期中!

整个机体特别是生殖器官会出现一系列的形态和机

能的变化'在小鼠)

%%

*

(猪)

%0

*和狗)

%*

*的研究表明!这

些变化与细胞凋亡密切相关'生殖细胞的凋亡是繁

殖过程中正常发育的一部分!生殖细胞在这些生物

体中的死亡是一个创造性而不是破坏性的过程'尤

其在卵子发生和排卵过程中细胞凋亡是重要环

节)

%)

*

!这一过程中许多不合格的生殖细胞被清除!

同时产生了发育良好的卵母细胞)

%A

*

'

细胞凋亡存在两种调控途径$死亡受体介导的

,外源性凋亡通路-和线粒体介导的,内源性凋亡通

路-'其中!线粒体内源凋亡通路发生在卵母细胞颗

粒细胞!在细胞凋亡过程中占主导地位)

%.

*

'这个过

程是由
9̂E!0

蛋白家族介导的'而卵泡闭锁与颗粒

细胞凋亡有密切关系'影响颗粒细胞凋亡的因素主

要有两大类$内在的促凋亡或抗凋亡因子的调控以

及外在的凋亡诱发因素"如激素刺激等#'

C"0D0

原癌基因是与细胞凋亡关系极为密切的

基因之一!它能阻断引起细胞凋亡的最后通路!起到

保护细胞的作用&

C"0D0

的表达还可以缓解由外伤

引起的神经细胞凋亡)

%1

*

!而
9̂E!0

家族的成员
C$E

则具有对抗
C"0D0

的作用!可促进细胞的凋亡)

%(

*

'

在本研究中!

C$E

和
C"0D0

在卵巢中的表达量刚好

呈现相反的特征!与这一研究成果相符!说明在发情

和不发情这
0

个不同生理状态下!细胞凋亡是重要

的参与者!可能参与了发情状态的转换过程'基因

敲除法研究证明!

C$E

能引起卵泡发生闭锁!若敲

除
C$E

!卵泡数量增加)

%/

*

!说明生殖细胞凋亡受到

抑制&另有研究表明!在敲除
C"0D0

的小鼠体内!初

级卵泡数量减少)

0&

*

!若
C"0D0

过度表达!可导致出生

后小鼠体内卵泡数目增加)

0%

*

!说明
C"0D0

有促进细

胞存活作用'本研究出现相类似的规律$

C$E

的表

达量在两个时期的卵巢中没有显著性差异!但可以

看出卵泡期有高于黄体期的趋势&

C"0D0

的表达量

在黄体期显著高于卵泡期"

<

%

&'&A

#'由于
C$4

的

促凋亡作用依赖于与
9̂E!0

或
9̂E![E

结合)

00

*

!其中

D̂[

和
9̂E!0

的比值是细胞的,凋亡开关-!二者的平

衡决定了卵泡发育或是闭锁)

0*

*

'黄体期
9̂E!0

%

D̂[

比值高于卵泡期!而
9̂E!0

%

D̂[

比值高时!形成
9̂E!

0

%

D̂[

异源二聚体!抑制凋亡&

9̂E!0

%

D̂[

比值低时!

或者当
9̂E!0

%

D̂[

之间的作用被破坏时!形成
D̂[

%

D̂[

同源二聚体!诱导凋亡)

0)

*

'而卵泡期正是卵泡

经历发育
!

募集
!

凋亡
!

优势卵泡成熟的时期!这一系

列生理活动伴随着颗粒细胞凋亡引起的非优势卵泡

闭锁'所以在卵泡期
C"0D0

%

C$E

比值是低于黄体

期的'而
b';TDWNN-B:DSTDWDT3:$

等)

.

*的研究发

现!体内生长和体外培养的卵巢颗粒细胞和卵母细

胞中!

C"0D0

%

C$E

比值差别很大!提示人们在进行体

外培养试验时需考虑环境因素对基因表达的影响'

而为了使细胞凋亡与发情的关系更加明晰!颗粒细胞

和黄体中相应蛋白的表达情况需要进一步深入研究'

雌性动物进入卵泡期后!

C

0

水平会出现波

峰)

0A

*进而引起排卵前
QI

峰&此时
;

)

的含量也会

增加!刺激卵泡壁中胶原纤维酶的活性以溶解卵泡

壁'而在黄体期!由于分泌
;

)

的黄体体积达到最

大!所以产生的孕酮也达到最大值)

0A

*

'本研究中!

卵泡期和黄体期
C

0

的含量没有显著性差异!原因可

能是采样时间并不是标准的
C

0

的峰值时间&黄体期

;

)

含量显著高于卵泡期!符合黄体期的生理特征'

颗粒细胞凋亡是导致卵泡闭锁的根本原因)

0.

*

'

C

0

可以抑制多种细胞的凋亡)

01!0(

*

!它能抑制
BD

0̀

和
<

O

0̀ 依赖性的核酸内切酶的活性!该酶一旦激

活!细胞的
]8=

核小体间发生不可逆的裂解'有

研究表明!正常组
C

0

水平显著高于凋亡组!

C

0

很可

能通过上述途径发挥它对颗粒细胞的保护作用)

0/

*

'

本研究中!血清中
C

0

含量在黄体期和卵泡期没有显

著性差异!但是黄体期血清
C

0

含量有高于卵泡期的

趋势!而促凋亡基因
C$E

和抑制凋亡基因
C"0D0

在

黄体期卵巢中的表达量都高显著于卵泡期"

<

%

A/&0
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#!所以本研究的结果也可以得到推论$在雌激

素含量相对较低的卵泡期!细胞凋亡增加!而这种看

似无用的细胞凋亡!促使了优势卵泡的发育!启动发

情'另一方面!孕激素可能通过作用于孕激素受体

对体外分离培养的颗粒细胞凋亡发挥抑制作用)

*&

*

'

本研究是体内试验!黄体期血清
;

)

含量显著高于卵

泡期"

<

%

&'&A

#!而黄体期是凋亡受到抑制的时期!

与以上研究结果一致'

随着优势卵泡的进一步发育!卵泡抑制素和雌

激素分泌增加!进而降低
\@I

的分泌水平!并且

优势卵泡还会分泌抑制素!以旁分泌方式作用于周

围卵泡!使得未被优势化的卵泡成熟发育受阻!以

此参与卵泡选择)

*%

*

'试验证明!雌激素在决定优

势卵泡的形成过程中起决定性作用!雌激素与
\@I

协同!一方面增加颗粒细胞中
QI

受体分化!同时它

又促进颗粒细胞芳香化酶的合成!后者进一步促进

颗粒细胞雌激素的合成!形成良性循环'故如果同

时启动的一组原始卵泡!其中有一个卵泡分泌比其

他卵泡较多的雌激素!这个卵泡将进入良性循环状

态!也只有这个卵泡的颗粒细胞能分泌出足够的

QI

受体!应答垂体
QI

分泌峰的作用而排卵&而与

其一同生长的其他卵泡由于分泌较少的雌激素!在

卵泡发育不同阶段走向闭锁!卵泡闭锁有两种类型$

一种起始于颗粒细胞一种起始于卵母细胞)

*0

*

!而起

源于颗粒细胞的卵泡闭锁中!

9̂E!0

家族成员的相互

作用而引起的颗粒细胞凋亡起到了很大作用!进而

促进了发情启动'

%

!

结
!

论

C$4

(

C$E

(

C"0D0

(

C"0DE>)

个凋亡相关基因在

不同组织(不同时期表达存在差异!

C$4

和
C"0D0

在

黄体期垂体和卵巢组织的表达量均显著高于卵泡

期!黄体期孕酮含量显著高于卵泡期!表明凋亡相关

基因在调控小尾寒羊常年发情性状中起到一定作

用!其中
C$4

和
C"0D0

基因可能调控黄体期到卵泡

期发情状态的转换!与小尾寒羊发情启动有关'
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