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要!从济宁青山羊子宫组织中提取总
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!用
),!-.)

方法扩增黄体生成素受体"
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#基因!获得一条
#'(

/

0

的片段!以
0

123!,245
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为载体!转染大肠杆菌
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!筛选阳性克隆并测序&采用优化的半定量

),!-.)

技术!以山羊
4!56/

为分子内参!比较研究了发情周期不同阶段的济宁青山羊子宫组织中
./0

基因的

表达差异&结果表明$得到的片段为山羊
./0

基因的部分序列!与
18@A4@B

中登录的山羊
./0

基因
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F"!D#(/

0

序列同源性高达
"&&G

&

./0H)*+

在整个发情周期的子宫中都有表达&其中!发情期的

表达水平最低"

&IF?FJ&I&(

#!且与其它时期比较均差异显著"

5

#

&I&?

#!随之在间情期升至最高值"

&I%&?J

&I&E

#!尔后在发情前期降至"

&I??DJ&I&%

#&这一研究结果为山羊的生殖内分泌调控机制研究提供了分子水平的

数据&
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基因在济宁青山羊发情周期不同阶段子宫中表达差异的研究
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黄体生成素受体"
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蛋白偶联受体"
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#超家族中的糖蛋白亚家族成员!其

氨基酸序列和结构有高度同源性!具有
%

个跨膜区'

F

个胞质区以及由
D

个环状区和
*

端组成的细胞外

区(

"

)

&黄体生成素"

WT:8N@N̂N@

Q

P;<H;@8

!

W>

#是由

垂体前叶的促性腺激素细胞分泌的一种糖蛋白类激

素!其作用的发挥必须依赖于和
W>)

的胞外功能

区结合!激活受体!进而激活
9+3-

系统!引起甾体

激素的合成与分泌!从而参与哺乳动物受精卵着床'

性腺发育等一系列生理活动的调节&

!!

近年的研究发现!

W>)

不仅存在于性腺组织!

如卵巢的颗粒细胞及睾丸的支持细胞!在牛(

#

)

'

猪(

D

)

'鼠(

F

)等雌性哺乳动物的子宫'输卵管等生殖道

中也有分布&同时!

./0

基因敲除鼠表现出明显的

子宫发育迟缓(

?

)

&某些恶性肿瘤性疾病!如子宫内

膜癌上也已经发现了
W>)

!并且推测其可能通过局

部作用来调节子宫内膜癌细胞的功能(

(

)

!这表明生

殖道内的
./0

在动物的生殖调控过程中也发挥了

重要作用&有关山羊生殖道内
./0

的研究尚未见

报道&

!!

济宁青山羊是我国特有的羔皮用山羊品种!繁

殖力高是其重要特征!初产母羊平均产羔率为

"(DI"G

!一年产两胎或两年产三胎!经产羊平均产

羔率达
#EDI%G

(

%

)

&因此!研究发情周期不同阶段

的
./0H)*+

在济宁青山羊子宫中的表达水平!

能够为探讨济宁青山羊高繁殖力的生殖内分泌调控

机理提供一些分子水平上的直接证据&
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材料和方法
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!

试验动物和主要试剂

!!

在莱芜黑山羊育种研究所基础母羊群中选取

"#

只同父异母健康空怀的济宁青山羊!年龄
#

#

D

岁!体质量为
#FB

Q

左右!统一进行圈养饲喂&通过

早晚
#

次公羊试情!结合母羊外阴变化!分别选取处

于发情期'发情后期'间情期和发情前期的母羊各
D

只!分为
D

个重复!逐一动脉放血!

?HN@

内从腹腔

中取出子宫!立即投于液氮中备用&

!!

,)*̂;O

购自北京天根生物技术有限公司!焦

磷酸二乙酯"
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#购自美

国
KN

Q

H4

公司!
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'
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'

),!-.)

试剂盒购自
,4̀ 4)4

公司!割胶回收试剂

盒"

La+

X

TN9B18O2[:<49:N;@ Ǹ:

#购自
1aA.Y

公

司!其它化学试剂均为国产分析纯&

HI!

!

总
456

的提取及
='56

第一条链的合成

!!

取
?&

#

"&&H

Q

冻存的子宫组织!经液氮速冻

研磨后!收集入
"I? HW

的
2

00

8@S;<\

管中!用

,)*b;O

法提取总
)*+

!

=*+458

$

除去总
)*+

中

的
=*+

&并用紫外分光光度计测定其纯度和浓度&

取
#

%

Q

总
)*+

提取液为模板!

YON

Q
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#
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为反转

录引物!在
3!3W_

反转录酶的作用下进行反转

录!反应体系为
#?

%

W

&

HI%

!

聚合酶链反应#

?;4

$

!!

根据已报道的羊的
./0

和
4!56/

基因序列

"

+CD%E"EE
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+]FD"#&%

#设计引物!由上海博尚生物

技术有限公司合成"表
"

#&

表
H

!

!"#

和
$%&'"

基因引物序列

J@D>*H

!

?+(3*+11*

K
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B
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基因

18@8

引物"
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#
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产物大小*
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C
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C

$
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)

$

,...,..+.1+,1..+++

#?E

!!

以反转录的
9=*+

为模板进行
-.)

扩增&

-.)

反应总体积为
#?

%

W

!其中模板
9=*+"

%

W

!
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聚合酶
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W

!
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W

!上下游引物各
"

%

W

混匀后!对
./0

和
4!56/

基因进行
3

Q

.O

#

浓

度分别为
&I?

'

"I&

'

"I?

'

#I&

'

#I?

'

DI&HH;O

+

W

d"的

-.)

扩增!从中筛选对扩增效率最佳的
3

Q

.O

#

浓

度&通过对引物核苷酸序列的分析及不同退火温度

下
-.)

产物的电泳结果分析!

./0

和
4!56/

基

因片段扩增的最佳退火温度分别为
F%

和
??f

&

!!

./0

的
-.)

扩增条件为$

E?f

预变性
?HN@

%

E?f

变性
"HN@

!

F% f

退火
"HN@

!

%# f

延伸
"

HN@

!分别进行
#(

'

#'

'

D&

'

D#

'

DF

'

D(

个循环%

%#f

延

伸
"&HN@

&

4!56/

的
-.)

扩增条件为$

E?f

变

性
E&5

%

E?f#?5

!

??fD&5

!

%#fD&5

!分别进行

#F

'

#(

'

#'

'

D&

'

D#

'

DF

'

D(

个循环%

%#f

延伸
?HN@

&

最佳循环数选定在
./0

和
4!56/

基因产物均在

指数增长期内&

HI$

!

?;4

扩增产物的回收%克隆及序列分析

!!

采用琼脂糖凝胶电泳分离
-.)

扩增的目的片

EDD
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!转化大肠杆菌
1I"+3(=>?4

感受

态细胞!铺板!过夜培养后挑取白色单菌落进行重

组质粒的快速鉴定!对初步鉴定为含有重组质粒

的菌落进行培养'提取质粒'用限制性内切酶
1"+0

a

和
-$3a

进行双酶切鉴定!选择阳性菌落!送北京

华大基因研究中心进行测序!序列用
=*+3+*

软件进行分析&

HIL

!

4JM?;4

法对发情周期中
!"#

基因表达差异

的检测

!!

以
4!56/

"循环数为
#(

#为内参基因!对处于

发情期'发情后期'间情期和发情前期的济宁青山羊

子宫中
./0

基因"循环数为
D&

#进行
3

Q

.O

#

浓度为

"I?HH;O

+

W

d"的
-.)

扩增&

HIN

!

半定量分析及数据处理!

!!

用
+O

0

P42458C.

软件对电泳结果进行半定量

分析&

./0H)*+

相对表达量为
./0H)*+

的

Y=

"

a@:8

Q

<4:8SY

0

:N94O=8@5N:

6

#值与
4!56/

的

Y=

值的比值&数据用
K-KK"DI&

进行统计分析!数

据结果均以均数
J

标准差表示&

!

!

结果与分析

!IH

!

总
456

及
?;4

产物的电泳结果

!!

采用
,)*̂;O

试剂进行总
)*+

的提取&经测

定!光密度比值
+

#(&

*

+

#'&

为
"I'

#

#I&

!总
)*+

经

"G

琼脂糖凝胶电泳!可见有
#'K

'

"'K

和
?KD

条明

显的条带"图
"

#!且
?K

带比
#'K

和
"'K

两条带弱!

表明提取的总
)*+

符合
),!-.)

的试验要求&

),!

-.)

产物经
"I?G

琼脂糖凝胶电泳!显示扩增得到大

约
#'(/

0

的片段!与理论产物大小相近"图
#

#&

图
H

!

子宫组织总
456

:(

B

IH

!

J2-@>4562)9-*+91

!I!

!

重组质粒的
?;4

检验结果

!!

将
),!-.)

扩增产物回收'纯化'克隆&挑取

重组子!进行菌体
-.)

扩增'酶切和凝胶电泳鉴定!

显示一条明亮的与理论片段长度"

#'(/

0

#相符的条

带"图
D

#!表明目的基因已成功转入大肠杆菌&

"$-.)

产物%

3$=*+H4<B8<

"$-.)

0

<;ST9:

%

3$=*+H4<B8<

图
!

!

!"#

基因的
?;4

扩增产物

:(

B

I!

!

J7*?;4M@3

0

>()(*G

0

+2G9=-2)!"#

B

*,*

3$=*+H4<B8<

%

"$

重组质粒
-.)

产物

3$=*+ H4<B8<

%

"$-.)

0

<;ST9:;\<89;H/N@4@:

0

O45HNS

图
%

!

!"#

基因的质粒
?;4

产物
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B
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!
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+2G9=-2)-7*!"#

B

*,*+*=23D(M

,@,-

0

>@13(G

!I%

!

测序结果

!!

阳性克隆子经过正'反向
#

个测序反应!得到
#'(

/

0

的核苷酸序列"图
F

#&经过序列同源性比对!其与

18@A4@B

中登录的羊
./0H)*+

基因"

+CD%E"EE

#

F"!D#(/

0

之间的核苷酸序列同源性达到了
"&&G

!这

表明所克隆的基因序列为
./0

基因&

!I$

!

济宁青山羊子宫组织
!"#

基因表达的半定

量检测结果

!!

分别以不同样品中的
4!56/

基因为内标!对

处于发情周期不同阶段的济宁青山羊子宫中的

./0

基因表达水平进行半定量
),!-.)

分析&用

+O

0

P42458C.

分析软件测出每组各条带的光密度

值"

Y=

#!对子宫中
./0

基因表达水平进行相对定

量分析&对
D

个重复的数据分析表明!济宁青山羊

子宫中
./0 H)*+

在发情周期的各个阶段表达

量不同"图
?

#&经分析!其中发情期的表达水平最

低"

&IF?FJ&I&(

#!且与其它时期比较均差异显著

"

5

#

&I&?

#!随之在间情期升至最高值"

&I%&?J

&I&E

#!而后在发情前期降至"

&I??DJ&I&%

#&

&FD
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D

期 申
!

颖等$

./0

基因在济宁青山羊发情周期不同阶段子宫中表达差异的研究

图
$

!

!"#

基因片段的测序结果

:(

B

I$

!

J7*1*

K

9*,=*G+*19>-2)-7*!"#

B

*,*)+@

B

3*,-

"$

发情前期%

#$

发情期%

D$

发情后期%

F$

间情期%

3$=*+

相对分子质量标准

"$-<;85:<T5

"

-2

#%

#$25:<T5

"
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#%

D$38:85:<T5

"

32

#%

F$=N85:<T5

"
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#%

3$=*+H4<B8<

图
L

!

发情周期不同阶段山羊子宫
!"#3456

表达规律

:(

B

IL

!

C*,**/

0

+*11(2,2)!"#3456(,-7*9-*+912)A(,(,

BB

+@

<B

2@-G9+(,

B

-7*G())*+*,-

*1-+291=

<

=>*

0

7@1*1

%

!

讨
!

论

%IH

!

关于
!"# 3456

在发情周期不同阶段的子

宫组织中表达的变化规律

!!

目前!关于山羊子宫组织中
./0 H)*+

的表

达量的研究还未见报道&本研究中!在发情周期的

不同阶段!

./0 H)*+

在济宁青山羊子宫组织均

有表达!其表达水平呈现不同的变化趋势&

)̂T9NSO;

等(

'

)在猪的研究中也发现!

./0

在发情周期的
(

#

%

和
""

#

"#S

表达量最高"以发情第
"

天记为
&

天#!即

在发情周期的黄体期表达量最高!而在发情周期的
"

#

#

和
"'

#

#&S

表达量较低!与本研究结果基本一

致&另外!

KP8H85P

等(

E!"&

)对牛以及
K4RN:̂B8

等(

""

)对

兔和鼠的研究结果也证实了相同的变化规律&

!!

大量研究表明!子宫中
./0 H)*+

表达量的

变化与
.Yg!#

和
-1C

产物的诱导作用之间存在一

定程度的相关性(

#

!

"#

)

!

./

能够使黄体期子宫内膜

./0

表达量达到最高值!这将促进子宫内膜中

.Yg!#

和
-1C

#

!

的分泌!伴随其分泌量的增多!将诱

导黄体溶解!继而降低卵泡期子宫内膜的
./

结合

位点数量!这一点也由体外注射
-1C

#

!

后黄体中

./

结合位点的数量降低所证实(

"D

)

&这种先于排

卵前
./

峰的
-1C

#

!

浓度的升高!将诱发排卵并起

始一个新的发情周期(

"#!"F

)

!这说明子宫中的
./0

在发情周期的调节过程中也发挥了重要作用&因此

)4P8

等推论!

./0

在子宫中数量的增加要比外周

血浆中
./

的浓度变化所发挥的作用更加重要(

"?

)

&

%I!

!

!"#

在介导子宫功能调节中的作用

!!

我们的研究发现!处于发情周期不同阶段的子

宫中
./0 H)*+

表达量的变化趋势!与血清中

./

浓度变化趋势不一致(

"(

)

!

K4RN:̂B8

等(

""

)对鼠的

研究也证实了这点&在排卵前
./

峰到来之前!

./0

在黄体期达到最高值!这或许能够表明
./

对性腺外组织的作用机制和其对排卵调控机制不一

致(

'

!

""

)

!也说明还有其他的影响反刍动物发情周期

的调节和植入过程的特异性细胞因子的存在&

!!

传统观点认为!子宫仅是胚胎发育和卵巢激素

的靶器官!然而近年来研究表明!子宫与下丘脑
!

垂

体
!

卵巢系统形成完整的内分泌轴!子宫内膜合成和

分泌的激素'酶类'肽类等物质对于维持子宫本身和

全身生殖生理及生殖内分泌功能都发挥重要的作

用&子宫上
./0

的发现!或许能够表明主要作用

"FD



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
F&

卷
!

于卵巢调控卵泡发育的
./

可能对子宫的生理活

性也有重要意义&尽管
./0

已经在包括人和多种

动物的生殖道内发现!但是它对反刍动物的作用或

许更加重要&因为反刍动物的黄体溶解主要由子宫

所调节!并且子宫内环境中的旁分泌
!

自分泌规律是

黄体溶解的一个重要部分(

"%

)

&

V88H5

(

"F

)等研究发

现
./

能够促进母羊子宫内膜前列腺素的合成!表

明
./

在母羊的黄体溶解过程中也发挥一定的作

用!并且也参与到发情周期的调节和植入过程中!因

此!在今后的生产实践中!可以通过外源性因素来调

节和影响山羊的周期发情及提高山羊的繁殖力等&

!!

本试验研究了发情周期的不同阶段济宁青山羊

子宫中
./0H)*+

的表达规律!为进一步揭示非性

腺组织中
./0

的功能提供了一定的理论依据!这为

提高山羊繁殖率的研究提供了基础研究数据!对于保

护地方品种等方面的研究也具有重要的意义&

!!

致谢!本试验是在莱芜市畜牧局和莱芜黑山羊育种研究所的

大力协助下完成的&在此!谨对在研究中提供帮助的魏述东研究员

以及莱芜黑山羊育种研究所的全体职工表示诚挚的感谢,
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