
书书书

畜牧兽医学报　２０１２，４３（１２）：１８７９１８８６

犃犮狋犪犞犲狋犲狉犻狀犪狉犻犪犲狋犣狅狅狋犲犮犺狀犻犮犪犛犻狀犻犮犪
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摘　要：旨在研究可卡因苯丙胺调控转录肽（Ｃｏｃａｉｎｅａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ，ＣＡＲＴ）对促卵泡素

（Ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，ＦＳＨ）诱导的猪卵巢卵泡颗粒细胞雌激素产生的影响。用Ｌｏｎｇｔｅｒｍ培养方法在

不同ＣＡＲＴ、ＦＳＨ浓度下对猪卵巢卵泡颗粒细胞培养７ｄ，在显微镜下观察各孔细胞生长情况并采集图像；采用双抗

体夹心ＡＢＣＥＬＩＳＡ法测定各孔雌激素浓度。细胞培养１６８ｈ后：（１）在培养液不添加ＣＡＲＴ时，添加ＦＳＨ孔中的雌

激素浓度与不添加孔相比，显著提高；浓度为２５ｎｇ·ｍＬ
－１时，雌激素浓度最高，为（１７２９５．５７±１８４．０３）ｐｇ·ｍＬ

－１；

（２）ＣＡＲＴ对体外培养的无ＦＳＨ和ＦＳＨ为５ｎｇ·ｍＬ
－１的猪卵巢卵泡颗粒细胞雌激素的产生没有影响；（３）当培养

体系ＦＳＨ浓度分别为２５和５０ｎｇ·ｍＬ
－１时，随着ＣＡＲＴ浓度的升高（０．０１、０．１、１μｍｏｌ·Ｌ

－１），培养液雌激素浓

度有下降的趋势，但各组间差异不显著（犘＞０．０５）。但是，当ＦＳＨ 为２５ｎｇ·ｍＬ
－１，ＣＡＲＴ为０．１和１μｍｏｌ·Ｌ

－１

时，与对照组相比，颗粒细胞雌激素的产生明显受到抑制（犘＜０．０５）。但是，统计分析ＦＳＨ和ＣＡＲＴ互作效应并

不显著（犘＞０．０５），这一点需进一步试验证明；（４）当培养液添加５０ｎｇ·ｍＬ
－１ＦＳＨ 时，随着ＣＡＲＴ浓度的升高

（０．０１、０．１、１μｍｏｌ·Ｌ
－１），与对照组相比，雌激素浓度各组差异不显著（犘＞０．０５）。猪卵巢卵泡颗粒细胞雌激素的

产生需在ＦＳＨ诱导下进行；当培养液ＦＳＨ为２５和５０ｎｇ·ｍＬ
－１时，ＣＡＲＴ对ＦＳＨ诱导的猪卵巢卵泡颗粒细胞雌

激素的产生有抑制作用，但抑制效果并不显著。由此推断，并不像单胎的牛、羊，ＣＡＲＴ在猪卵泡发育过程中，可能

并非是个主要的局部负调控因子。
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ＣＡＲＴａｎｄＦＳＨｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｂｙＬｏｎｇｔｅｒｍｃｕｌｔｕｒｅ．Ｔｈｅｇｒｏｗｔｈｓｉｔｕａｔｉｏｎｉｎｅａｃｈｗｅｌｌｗａｓ
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ＡＢＣＥＬＩＳＡ．Ａｆｔｅｒ１６８ｈｏｆｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ，（１）ＩｎＣＡＲＴｆｒｅｅｍｅｄｉｕｍ，ｔｈｅｅｓｔｒｏｄｉｏｌｌｅｖｅｌｓｉｎｗｅｌｌｓｓｕｐｐｌｅ

ｍｅｎｔｅｄｗｉｔｈＦＳＨｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈａｎｔｈａｔｏｆＦＳＨｆｒｅｅｗｅｌｌ．Ａｄｄｉｎｇｏｆ２５ｎｇ·ｍＬ
－１ｏｆＦＳＨ
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ｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔｅｓｔｒｏｄｉｏｌｌｅｖｅｌｏｆ（１７２９５．５７±１８４．０３）ｐｇ·ｍＬ
－１；（２）ＣＡＲＴｓｈｏｗｅｄｎｏ

ｅｆｆｅｃｔｏｎｅｓｔｒａｄｉｏｌｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｂｙｐｏｒｃｉｎｅｏｖａｒｉａｎｆｏｌｌｉｃｕｌａｒｇｒａｎｕｌｏｓｅｃｅｌｌｓｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎＦＳＨｆｒｅｅ

ａｎｄ５ｎｇ·ｍＬ
－１ＦＳＨｍｅｄｉｕｍ；（３）Ｉｎｔｈｅｍｅｄｉｕｍｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ５ｏｒ２５ｎｇ·ｍＬ

－１ＦＳＨ，ｗｉｔｈｔｈｅ

ｉｎｃｒｅａｓｅｏｆＣＡＲＴｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（０．０１，０．１，１μｍｏｌ·Ｌ
－１），ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｅｓｔｒａｄｉｏｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｓｈｏｗｅｄａｔｅｎｄｅｎｃｙｔｏｄｅｃｒｅａｓｅｂｕｔｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（犘＞

０．０５）．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｗｈｅｎＦＳＨａｔ２５ｎｇ·ｍＬ
－１，ＣＡＲＴａｔ０．１ｏｒ１μｍｏｌ·Ｌ

－１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ＦＳＨ２５ｎｇ·ｍＬ
－１，ＣＡＲＴ０μｍｏｌ·Ｌ

－１），ｅｓｔｒａｄｉｏｌｓｅｃｒｅｔｅｄｂｙｆｏｌｌｉｃｕｌａｒｇｒａｎｕ

ｌｏｓｅｃｅｌｌｓｗａｓｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄｍａｒｋｅｄｌｙ（犘＜０．０５）．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｎｏ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｂｅｔｗｅｅｎＦＳＨａｎｄＣＡＲＴ（犘＞０．０５），ｗｈｉｃｈｎｅｅｄｓｆｕｒｔｈｅｒｉｎｖｅｓｔｉｇａ

ｔｉｏｎ．（４）Ｗｈｅｎｔｈｅｍｅｄｉｕｍｃｏｎｔａｉｎｅｄ５０ｎｇ·ｍＬ
－１ｏｆＦＳＨ，ｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆＣＡＲＴｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｓｈｏｗｅｄｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｎｅｓｔｒａｄｉｏｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（犘＞０．０５）．Ｔｈｅ

ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｆｏｌｌｉｃｕｌａｒｅｓｔｒａｄｉｏｌｉｎｐｉｇｗａｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＦＳＨ ；ｗｈｅｎｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＦＳＨ

ｗｅｒｅ２５ａｎｄ５０ｎｇ·ｍＬ
－１，ＣＡＲＴｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｅｓｔｒａｄｉｏｌｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｂｙｐｏｒｃｉｎｅｆｏｌｌｉｃｕｌａｒｇｒａｎｕｌｏ

ｓａｃｅｌｌｓ，ｂｕｔｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓ．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｉｎｄｉｃａｔｅｔｈａｔＣＡＲＴｍａｙｂｅｎｏｔａｍａｉｎｌｏ

ｃａｌｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｉｎｐｉｇｆｏｌｌｉｃｕｌａｒｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｐｉｇ；ＣＡＲＴ；ＦＳＨ；ｅｓｔｒａｄｉｏｌ；ｇｒａｎｕｌｏｓａｃｅｌｌ；犻狀狏犻狋狉狅ｃｕｌｔｕｒｅ

　　Ｓｅｎ等研究证明，ＣＡＲＴ在牛卵泡颗粒细胞上

有表达，并通过研究证明ＣＡＲＴ在某一ＦＳＨ 浓度

下，对体外培养的卵泡颗粒细胞生长有着显著影

响［１］。本课题组通过前期研究已经证明，犆犃犚犜

ｍＲＮＡ同样在猪的卵泡颗粒细胞中有表达
［２］，但

ＣＡＲＴ对猪卵泡颗粒细胞的生长具体有什么样的

作用尚未知晓。

本试验正是以此为研究目的，利用Ｌｏｎｇｔｅｒｍ

细胞培养方法对猪卵巢卵泡颗粒细胞进行体外培养

后，采用双抗体夹心 ＡＢＣＥＬＩＳＡ法对培养液中雌

激素浓度的准确测定，是研究ＣＡＲＴ和ＦＳＨ 对猪

卵巢卵泡颗粒细胞雌激素分泌的交互作用和调控特

点的关键，为进一步研究ＣＡＲＴ对猪繁殖机能的影

响奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

选取太谷县屠宰场雌性大白猪作为研究对象，

动物宰杀后采集卵巢。

ＣＡＲＴ（购 于 Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｐｅｐｔｉｅｄ Ｃｏｍｐａｎｙ，

ＩＮＣ）、ＦＳＨ（购于 ＡｍｅｒｉｃａｎＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、ＭＥＭ 培

养液、两性霉素（Ｆｕｎｇｉｚｏｎｅ）、非必需氨基酸、转铁蛋

白、胰岛素、雄激素、ＩＧＦ、胰蛋白酶（Ｔｒｙｐｓｉｎ）、氨苄

青霉素、链霉素、台盼蓝、雌二醇放射免疫测定试剂

盒、ＥＤＴＡ等购自上海生物工程公司。Ｎａ２ＨＰＯ４、

ＫＨ２ＰＯ４、ＮａＣｌ、ＫＣｌ、ＮａＨＣＯ３、亚硒酸钠、三氯甲

烷、异丙醇、酵母提取物等购于天津化学试剂公司。

１．２　方法

１．２．１　颗粒细胞体外培养所用试验器具的处理　

　对于玻璃器皿、胶塞和塑料制品，必须经严格的酸

碱程序处理后，最后用自来水和双蒸水各冲洗３次，

烘干后待用。

１．２．２　颗粒细胞的收集　　将收集到的卵巢用眼

科剪将卵泡从中间剪开，再用刮刀轻轻刮取卵泡内

的颗粒细胞，使颗粒细胞流入培养皿的培养液中，然

后用胶头滴管吸至离心管中。收集到颗粒细胞后，

加入适量培养液使颗粒细胞悬浮，此悬浮细胞即为

试验用颗粒细胞。

１．２．３　颗粒细胞的体外培养　　采用Ｌｏｎｇｔｅｒｍ

培养方法［３４］，３７℃，５％ ＣＯ２，饱和湿度条件下，在

ＭＥＭα培养液里培养颗粒细胞７ｄ，每４８ｈ换液１

次，培养第７天用ＤＰＢＳ（ＤｕｌｂｅｃｃｏＰＢＳ）胰蛋白酶

消化［５］，并细胞计数。分别在培养４８、９６、１４４ｈ后，

在显微镜下观察各孔细胞生长情况并采集图像；培

养１６８ｈ后，在显微镜下观察各孔细胞生长情况并

采集图像，以相邻２孔为单位，每孔抽取１７０μＬ细

胞培养液放入离心管并迅速转入－２０℃冰箱中冻

存，待测激素。

１．２．４　雌激素测定　　采用双抗体夹心 ＡＢＣ

ＥＬＩＳＡ法，选用雌二醇放射免疫测定试剂盒进行

测定。

１．２．５　雌激素浓度计算　　以标准品８０００、

０８８１
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４０００、２０００、１０００、５００、２５０、１２５、０ｐｇ·ｍＬ
－１为横

坐标，ＯＤ值为纵坐标，在坐标纸上作图，画出标准

曲线；根据样品ＯＤ值在该曲线图上查出相应雌激

素含量，再乘以稀释倍数即得雌激素浓度。

１．２．６　数据处理与分析　　结果用３次重复试验

的“平均值±标准误”表示，采用Ｅｘｃｅｌ２００３作图，

用ＤＰＳ６．５（ＤａｔａＰｒｏｃｅｓｓｉｎｇＳｙｓｔｅｍ６．５）对各指标

进行线性相关分析。

２　结　果

２．１　猪卵巢卵泡颗粒细胞体外培养图像采集结果

猪卵巢卵泡颗粒细胞体外培养１６８ｈ后，对颗

粒细胞生长情况的图像采集显示，当ＦＳＨ浓度为０

ｎｇ·ｍＬ
－１时，随着ＣＡＲＴ浓度的逐渐增大，卵巢卵

泡颗粒细胞的密度变化不明显，同时难以形成成串的

细胞群。表明在不添加ＦＳＨ的情况下，ＣＡＲＴ对猪

卵巢卵泡颗粒细胞的增殖没有明显作用（图１）。

当ＣＡＲＴ的浓度为０μｍｏｌ·Ｌ
－１时，随着ＦＳＨ

浓度的逐渐加大，卵巢卵泡颗粒细胞的密度也逐渐

增大；当ＦＳＨ浓度为２５和５０ｎｇ·ｍＬ
－１时，颗粒细

胞大量聚集形成成串的细胞群。表明ＦＳＨ对猪卵

巢卵泡颗粒细胞的增殖有促进作用，但这２组的细

胞增殖情况相似（图２）。

图１　不同犆犃犚犜浓度下体外培养１６８犺猪卵泡颗粒细胞的生长情况（１００×）

犉犻犵．１　犜犺犲犵狉狅狑狋犺狅犳狆犻犵狅狏犪狉犻犪狀犵狉犪狀狌犾狅狊犪犮犲犾犾狊犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犆犃犚犜犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊犪犳狋犲狉１６８犺犻狀狏犻狋狉狅犮狌犾狋狌狉犲（１００×）

　　当ＦＳＨ为２５ｎｇ·ｍＬ
－１，ＣＡＲＴ１μｍｏｌ·Ｌ

－１，

卵巢卵泡颗粒细胞的增殖被抑制（图３），因此推断，

在该浓度条件下，ＣＡＲＴ对ＦＳＨ 诱导的猪卵巢卵

泡颗粒细胞雌激素的分泌有明显的抑制作用，但还

需激素测定分析后加以证实。

２．２　猪卵巢卵泡颗粒细胞体外培养１６８犺后雌激

素水平测定结果

经ＤＰＳ６．５单变量线性模型分析，ＦＳＨ主效应为极

显著（犘＜０．０１）、ＣＡＲＴ主效应显著（犘＜０．０５）、

ＦＳＨ和ＣＡＲＴ互作效应不显著（犘＞０．０５），说明

ＦＳＨ和ＣＡＲＴ之间没有交互作用（表１）。
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图２　不同犉犛犎浓度下体外培养１６８犺猪卵泡颗粒细胞的生长情况（１００×）

犉犻犵．２　犜犺犲犵狉狅狑狋犺狅犳狆犻犵狅狏犪狉犻犪狀犵狉犪狀狌犾狅狊犪犮犲犾犾狊犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犉犛犎犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊犪犳狋犲狉１６８犺犻狀狏犻狋狉狅犮狌犾狋狌狉犲（１００×）

图３　犉犛犎浓度为２５狀犵·犿犔
－１时不同犆犃犚犜浓度下体外培养１６８犺猪卵巢卵泡颗粒细胞的生长情况（１００×）

犉犻犵．３　犜犺犲犵狉狅狑狋犺狅犳狆犻犵狅狏犪狉犻犪狀犵狉犪狀狌犾狅狊犪犮犲犾犾狊犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犆犃犚犜犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狑犻狋犺犉犛犎２５狀犵·犿犔
－１犪犳狋犲狉１６８犺

犻狀狏犻狋狉狅犮狌犾狋狌狉犲（１００×）
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表１　犆犃犚犜、犉犛犎主体间效应的检验

犜犪犫犾犲１　犜犲狊狋狅犳犻狀狋犲狉狊狌犫犼犲犮狋犻狏犲犲犳犳犲犮狋

变异来源Ｓｏｕｒｃｅｏｆｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ 平方和Ｓｑｕａｒｅ 自由度ｄｆ 均方 Ｍｅａｎｓｑｕａｒｅ 犉 犘

ＦＳＨ ４６０３３０７６６．１９２２ ３ １５３４４３５８８．７３０７ １２．０６４０ ０．０００１

ＣＡＲＴ １１５９３２９７０．２７５７ ３ ３８６４４３２３．４２５２ ３．０３８０ ０．０４６９

ＦＳＨ ＣＡＲＴ ８６５１９９２９．４７０２ ９ ９６１３３２５．４９６７ ０．７５６０ ０．６５６４

误差 Ｅｒｒｏｒ ３３０７０８７１０．６５９０ ２６ １２７１９５６５．７９４６

总变异 Ｔｏｔａｌｖａｒｉａｔｉｏｎ ９９３４９２３７６．５９７１ ４１

　　显著性检验（图４）表明，与对照组（ＣＡＲＴ、

ＦＳＨ均为０）相比，培养液加入不同浓度ＦＳＨ（５、

２５、５０ｎｇ·ｍＬ
－１），雌激素浓度显著提高；当ＦＳＨ

浓度为２５ｎｇ·ｍＬ
－１时，培养液雌激素浓度最高

（１７２９５．５７±１８４．０３）ｐｇ·ｍＬ
－１，猪卵巢卵泡颗粒

细胞雌激素的产生需在ＦＳＨ诱导下进行；ＣＡＲＴ对

体外培养的基础（无ＦＳＨ）和ＦＳＨ为５ｎｇ·ｍＬ
－１的

猪卵巢卵泡颗粒细胞雌激素的产生没有影响；当培养

体系ＦＳＨ浓度分别为２５和５０ｎｇ·ｍＬ
－１时，随着

ＣＡＲＴ浓度的升高（０．０１、０．１、１μｍｏｌ·Ｌ
－１），培养

液雌激素浓度有下降的趋势，但各组间差异不显著

（犘＞０．０５）。但是，当ＦＳＨ２５ｎｇ·ｍＬ
－１，ＣＡＲＴ

０．１和１μｍｏｌ·Ｌ
－１时，与对照组相比，颗粒细胞雌

激素的产生明显受到抑制（犘＜０．０５）。但是，统计

分析ＦＳＨ和ＣＡＲＴ互作效应并不显著（犘＞０．０５）；

当培养体系添加ＦＳＨ５０ｎｇ·ｍＬ
－１时，随着ＣＡＲＴ

浓度的升高（０．０１、０．１、１μｍｏｌ·Ｌ
－１），与对照组相

比，各组雌激素浓度差异不显著（犘＞０．０５），这一点

还需进一步的试验证明。

上标的大写字母和小写字母分别表示在０．０１和０．０５显著水平上的比较结果，所标字母相异表示差异显著，所标字

母相同表示差异不显著

Ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍａｌｌａｎｄｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆ０．０５ａｎｄ０．０１，ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅ

ｌｅｔｔｅｒｉｓｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｎｄｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｔｔｈｅ０．０１ｏｒ

０．０５ｌｅｖｅｌ

图４　犆犃犚犜对犉犛犎诱导的猪卵巢卵泡颗粒细胞雌激素产生的影响

犉犻犵．４　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犆犃犚犜狅狀犉犛犎犻狀犱狌犮犲犱犲狊狋狉犪犱犻狅犾狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀狅犳狆犻犵犳狅犾犾犻犮狌犾犪狉犵狉犪狀狌犾狅狊犪犮犲犾犾狊犪犳狋犲狉１６８犺犻狀狏犻狋狉狅犮狌犾狋狌狉犲

　　总之，本研究表明，猪卵巢卵泡颗粒细胞雌激素

的产生是在ＦＳＨ诱导下进行。在本研究设计的培

养体系中，ＦＳＨ浓度为２５ｎｇ·ｍＬ
－１时，颗粒细胞

产生的雌激素浓度最大；本研究还表明，ＣＡＲＴ对

ＦＳＨ诱导的猪卵巢卵泡颗粒细胞雌激素的产生有

抑制作用，但抑制作用并不明显。
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３　讨　论

ＣＡＲＴ作为一种神经肽物质，其生理功能已经

在人类以及许多哺乳动物身上被广泛研究，美国密

歇根州立大学首次从繁殖机能方面对ＣＡＲＴ进行

研究，已经通过试验证明，ＣＡＲＴ在一定浓度范围

内能够抑制牛卵巢卵泡的正常发育，是导致牛卵巢

卵泡发育迟缓，甚至闭锁的一个重要因素［１，３４，６］。

在单胎哺乳动物牛上，已证实了犆犃犚犜 ｍＲＮＡ有

表达，并且对牛卵巢卵泡颗粒细胞雌激素的分泌有

影响。但在小型多胎哺乳动物鼠下丘脑有表达［７］，

而在其卵巢上不表达［８］。前期研究已经证明，

犆犃犚犜ｍＲＮＡ同样在猪的卵泡颗粒细胞中有表达，

且与野猪的同源序列相似度高达９９％，遗传距离也

最为接近［２］。本试验将猪作为研究对象，展开

ＣＡＲＴ在ＦＳＨ诱导下对猪卵巢卵泡颗粒细胞雌激

素分泌影响的相关研究。

ＦＳＨ是卵巢卵泡颗粒细胞生长增殖与分化的

决定因素，ＦＳＨ受体主要存在于猪的卵巢卵泡颗粒

细胞上，因此，ＦＳＨ对其自身受体既有上调作用，又

有下调作用［９］。ＦＳＨ 能够刺激体外培养的颗粒细

胞Ｐ４５０ａｒｏｍｍＲＮＡ的转录，进而促进颗粒细胞雌

激素合成能力的提高，而雌激素有较强的促有丝分

裂作用，导致颗粒细胞有一定程度的增生反应［１０］。

有研究证实，牛卵巢卵泡颗粒细胞的体外培养对

ＦＳＨ有剂量依赖性
［１１］。本研究对猪卵巢卵泡颗粒

细胞进行体外培养１６８ｈ后，对颗粒细胞生长情况

的图像采集显示，当ＣＡＲＴ的浓度为０μｍｏｌ·Ｌ
－１

时，随着ＦＳＨ浓度的逐渐加大，卵巢卵泡颗粒细胞

的密度逐渐增大。从对猪卵巢卵泡颗粒细胞培养

１６８ｈ后的激素测定水平中可以看到，当ＣＡＲＴ的

浓度为０μｍｏｌ·Ｌ
－１时，随着ＦＳＨ浓度的升高，培

养液颗粒细胞产生的雌激素的浓度明显增加，ＦＳＨ

浓度为２５ｎｇ·ｍＬ
－１时，颗粒细胞雌激素的水平最

高，为（１７２９５．５７±１８４．０３）ｐｇ·ｍＬ
－１。由此得

知，猪卵巢卵泡颗粒细胞雌激素的产生需在ＦＳＨ诱

导下进行，ＦＳＨ在一定浓度范围内对猪卵巢卵泡颗

粒细胞雌激素的分泌有促进作用。王妍等［１２］在

２００７年对小鼠卵巢卵泡颗粒细胞体外培养的结果

表明，添加５０ｎｇ·ｍＬ
－１的ＦＳＨ，在培养第４天时

对卵巢卵泡颗粒细胞表现出明显的促增殖作用。高

庆华等［１３］研究认为，在生理浓度范围内，ＦＳＨ 浓度

越高对颗粒细胞增生作用的刺激越强，随着颗粒细

胞的增多，雌激素的分泌量也随之增加。这些相关

研究结果也进一步证实了本试验得出的ＦＳＨ 对颗

粒细胞雌激素的分泌有促进作用的结论。

卵泡发育过程中颗粒细胞会通过产生抑制素和

活化素来调节卵泡发育，前者被认为是卵泡的生存

因子，而后者被认为是卵泡闭锁因子［１４］。卵泡闭锁

因子能抑制垂体细胞合成及分泌ＦＳＨ，从而导致其

它卵泡闭锁［１５］。卵泡生存因子是由颗粒细胞分泌，

能刺激垂体细胞合成及分泌ＦＳＨ，其产量决定卵泡

对ＦＳＨ的敏感性，以选择优势卵泡并抑制ＬＨ对卵

泡颗粒细胞的作用，防止卵泡过早黄素化［１６］。动物

试验证明，活化素可引起卵泡闭锁和颗粒细胞凋亡，

而抑制素则可明显地增加家畜性未成熟卵巢中中等

大小卵泡的数量［１７］。

在猪卵巢卵泡颗粒细胞体外培养１６８ｈ后，对

颗粒细胞生长情况的图像采集显示，当ＦＳＨ浓度为

５和２５ｎｇ·ｍＬ
－１时，随着ＣＡＲＴ浓度的逐渐加大，

卵巢卵泡颗粒细胞的密度逐渐减小。由此得知，

ＣＡＲＴ对猪卵巢卵泡颗粒细胞的增殖有抑制作用。

近年来，有研究结果证明［１８１９，５］，在一定的生理浓度

下，ＣＡＲＴ能够抑制体外培养牛卵泡颗粒细胞雌激

素的分泌，对卵泡的发育有负调控作用。在本研究

中，通过对颗粒细胞生长情况的图像研究后证实，

ＣＡＲＴ对猪卵巢卵泡颗粒细胞的增殖有抑制作用，

同时也表明，ＣＡＲＴ在导致卵巢卵泡颗粒细胞凋亡

的复杂调控过程中是一种促进信号［２０］，但本研究中

ＣＡＲＴ的抑制效果并不显著。

卵巢周期是繁殖过程的一系列中心事件，因为

只有成熟卵巢的卵泡才能释放卵子并受精。然而，

大于９９％的卵巢卵泡在其发生过程中死亡而不能

排卵［２１］。在牛和人类，卵巢中的卵泡以卵泡发育波

的形式出现，在牛上往往出现２～３个卵泡发育

波［２２］。ＦＳＨ启动原始卵泡发育后，又进一步促进

部分卵泡形成腔，进入有腔卵泡的生长期。在对牛

卵泡发育的研究表明，当原始卵泡发育到了３～４ｍｍ

有腔卵泡期，通常就会出现１次ＦＳＨ水平的瞬时提

高［２３］。有腔卵泡的继续生长依赖于ＦＳＨ 的支持，

ＦＳＨ刺激有腔卵泡的生长发育，同时又刺激颗粒细

胞产生ＦＳＨ 受体（ＦＳＨＲ），随着ＦＳＨＲ数量的增

加，卵泡颗粒细胞对ＦＳＨＲ反应也就越大，从而促

使颗粒细胞不断发育［２４］。ＦＳＨ 短暂的增加，并刺

激一群小的有腔卵泡开始发育，这是一个卵泡发育

波的开始，其中只有１个优势卵泡继续发育到排卵
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的大小，这时ＦＳＨ的浓度下降，并产生大量的雌激

素，而其余的从属卵泡失去了产生雌激素的能力，并

通过卵泡闭锁而死亡。近年来许多试验证明，在卵

泡发育过程中，雌激素起着关键作用。雌激素不仅

促使卵母细胞成熟［２５２６］，而且能提高卵泡对ＦＳＨ的

摄取，还可以通过提高ＦＳＨ 的浓度来刺激ｃＡＭＰ

的积累能力，从而进一步提高卵巢卵泡颗粒细胞对

ＦＳＨ 的反应性，还能增进 ＦＳＨ 刺激其受体作

用［２７］，能使颗粒细胞促黄体生成素受体的作用明显

增加，大大提高卵泡对２种促性腺激素的反应性，最

终促使卵泡发育成熟并排卵。卵巢内卵泡雌激素产

生能力的丧失导致卵泡闭锁［６］。综上所述，卵泡的

发育受动物机体内多种调控机制干预，其中在牛和

羊上，ＣＡＲＴ抑制ＦＳＨ 依赖的体外培养卵泡颗粒

细胞雌激素的分泌［１８，５，２８］，从而导致卵泡闭锁。但

是在猪上，ＣＡＲＴ对卵泡颗粒细胞雌激素的产生并

不起明显的抑制作用，这说明并不像单胎的牛、羊，

ＣＡＲＴ在猪卵泡发育过程中，可能并非是个主要的

局部负调控因子，这需要进一步的研究探讨。

４　结　论

猪卵巢卵泡颗粒细胞雌激素的产生需在ＦＳＨ

诱导下进行；ＣＡＲＴ对ＦＳＨ 诱导的猪卵巢卵泡颗

粒细胞雌激素的产生在ＦＳＨ为２５和５０ｎｇ·ｍＬ
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时有抑制作用，但抑制效果并不显著。由此推断，

ＣＡＲＴ在猪卵泡发育过程中，可能并非是个主要的

局部负调控因子。
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