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要!本研究采用实时荧光定量
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技术!从
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水平探讨了山羊卵丘卵母细胞复合体体外成熟"
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#过

程中"
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"2
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和
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基因的相对表达变化!分析其与卵丘细胞扩散之间的关系'结果表明!

./0'
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在山羊卵丘卵母细胞复合体体外成熟过程中均有表达!且在成熟培养初期表达量较低!其表达峰值出现在

./0"#5

!与卵丘细胞开始扩散的时间一致!之后又有所下降'由此推测!

./0'

基因在山羊卵丘扩散和卵母细胞

体外成熟过程中起着重要的作用'
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生长分化因子
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#是由卵母细胞分泌的一种生长因子!属于

PJZ!
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超家族中的一员!于
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年由
0=(5GQQ>B

等首次鉴定(
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!由于其在卵母细胞中专一性表达而

受到重视'利用原位杂交和免疫组化研究发现!

./0'+*,-

和蛋白在许多哺乳动物卵母细胞中

都有表达(

#!%

)

'但是!随后的研究表明
./0'

在卵

巢组织中的颗粒细胞(

1!2

)以及非卵巢组织!包括下丘

脑&垂体和睾丸中也有表达(

'!"&

)
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参与调节卵

泡发生和卵母细胞成熟!在卵泡发生的大部分阶段

都有表达(

""!"#
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!在受精后以及植入前胚胎中也有表

达(
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'研究表明!在卵母细胞缺失的条件下!

JNZ'

可以部分模拟卵母细胞的功能!包括调节颗粒细胞

黄体合成(
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)

!抑制
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受体表达(
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!促进颗粒细胞

生长(
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!以及调节卵丘扩散(
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在腔前卵泡发生时!随着卵母细胞的生长!
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水平急剧升高!然后在卵母细胞排卵前保持

在较高水平(
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'对小鼠窦前卵泡的研究表明!在体
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内发育过程中!

./0'

的表达水平逐渐升高!且在成

熟前的卵母细胞中最高%而在体外培养过程中!

./0'

的表达水平整体呈下降趋势!仅在成熟前有

所上升(
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'但是!在猪的卵母细胞体外培养过程

中!
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的表达水平始终呈下降趋势(
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研究表明!
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在山羊初级&次级&有腔卵泡

的颗粒细胞及卵母细胞中均有表达(
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!但是关于其

在体外培养的卵母细胞及颗粒细胞中表达变化的研

究尚未见报道'本试验以
.!D/B

为内参基因!采

用实时荧光定量
()*

技术!检测了山羊卵母细胞体

外培养过程中
./0'+*,-

的相对表达丰度!以探

讨
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对卵母细胞体外成熟和卵丘细胞扩散的影

响!为进一步研究山羊
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的生物学功能提供理

论依据'
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试验材料
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切割法获得

卵母细胞!选择胞质均匀!且含有
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层以上卵丘细胞

的卵丘卵母细胞复合体"
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卵丘扩散判定
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(Q>=59Eb9

等的方

法判定卵丘的扩散程度(
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!分别在培养的
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和
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进行检测'记分法如下$
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为没反应%
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为最小可见反应"如!卵丘细胞外层变圆!发亮#%
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为
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外层扩散%
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为除了放射冠外所有的
)X)

层均扩散%

3

为所有的
)X)

层均扩散'卵丘扩散程

度通过下列公式计算$"每个
)X)

得分的总和#+"

3

c)X)R

个数#
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'每个时间段进行评分的
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总
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的
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公司#处理!以去除
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污染!最后用
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的琼脂糖凝胶电泳和核酸蛋白分析仪进行检

测!以保证
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样品质量可靠'
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第一链的

合成按照
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引物设计
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分别参考
JGB\9Bb

报道的山

羊
./0'

"

-]12"73'

#序列和
.!D/B
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-O37"#&4
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序列!利用
(Q:+GQ%$&

各设计
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对引物'

./0'

的
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%d!))))-J--PJ--PJPJ-J)!7d
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下游序列为$

%d!J-J))-P-))J-PJP))--!7d
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的上游序列为$
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!下游序列为$

%d!-P--JP)))P)!

)-)J-PJ)!7d

'引物由上海捷瑞生物工程有限公

司合成'
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产物的克隆测序
!!

./0'

和
.!DE
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基因的
()*

扩增体系均采用
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$

M
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'根据
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)P法的要求!

./0'

和
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基因的扩增程

序应一致!为$

'3a7+:B

%

'3a7&R

!
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!

4#

a#&R

!
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个循环%

4#a"&+:B
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3a

保存'

()*

产物用
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琼脂糖凝胶电泳!

8\

染色后

在紫外灯下将目的条带切下!然后根据
JG;8V@Q9=!

@:>B[:@

说明书纯化回收目的产物'

回收后的
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产物片段与
S
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感受态细胞!
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培养板!
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培养
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!蓝白斑筛选阳性克隆!将白色阳性克隆于含

-+

S

的
M\

培养液中过夜培养!菌液
()*

鉴定后送

上海闪晶分子生物科技有限公司测序'

"$#$1

!

实时荧光定量
()*
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采用
6]\*JQGGB

&

荧光染料法进行
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!反应体系为
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中
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$
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!
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#
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M

'于美国

-\

公司
4%&&

实时定量
()*

仪上进行!重复
7

次'

根据
#

_

%%

)P法的要求!

./0'

和
.!D/B

基因的扩

增条件程序应一致!为$

'%a"&R

%

'%a%R

!

%%a

"%R

!

4#a#&R

!

3&

个循环'并在扩增完成后进行

熔解曲线分析!以确定
*P!()*

产物的专一性'最

后!以管家基因
.!D/B

为内参!根据
#

_

%%

)P法计

算
./0'+*,-

的相对表达量'

"$#$4

!

统计分析
!!

试验均重复
7

次!数据用

6(66""$%

软件中的
XBG!K9

D

-,X/-

进行统计

分析!并用
PFbG

D

法进行差异显著性测验!

D

#

&$&%

差异显著'

!

!

结
!

果

!D#

!

卵丘扩散得分

结果表明!山羊
)X)R

在体外培养的不同时期

出现了形态学上的变化"图
"

#!且在
./0"#5

时卵

丘细胞出现显著扩散!然后扩散程度不断增加直至

./0#45

"表
"
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表
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EF?

过程中卵丘细胞扩散情况
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EF?9=H4.J74./0 `

./0

时间+
5./0@:+G & 1 "# "2 #3 #4

卵丘扩散程度
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#

&
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T
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=
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A

f&$714&$17

A
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上标字母不同者为差异极显著"

D

#
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D
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体外成熟
&5

%

T$

体外成熟
15

%

=$

体外成熟
"#5

%

A$

体外成熟
"25

%

G$

体外成熟
#35

%

W$

体外成熟
#45
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图
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!

体外培养不同时期的卵丘卵母细胞复合体形态
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LM@

纯度的电泳检测

N,9RG

&

处理的总
*,-

经
"̀

琼脂糖凝胶电

泳!显示清晰的
#26

和
"26

条带"图
#

#!核酸蛋白分

析仪检测!

-#1&

+

-#2&

%

"$2

!提示
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完整性和
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图
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山羊卵丘卵母细胞复合体总
LM@

电泳图
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>
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/74:;:-

!DN

!
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和
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基因的
O:L

扩增和克隆测序

将提取的总
*,-

按照上述条件进行
*P!()*

扩增!经
"$#̀

琼脂糖凝胶电泳检测!

./0'

和

.!D/B

基因分别在
"37

和
"&&T

S

处有
"

条特异

性条带"图
7

#!与引物设计的预期扩增结果一致'

然后对
*P!()*

产物进行纯化&克隆&菌液
()*

鉴

定后"图
3

#!送上海闪晶分子生物科技有限公司测

序'把所测序列分别与
-O37"#&4

和
-]12"73'

进

行比对!同源性均为
"&&̀

'

0$NM#&&&09QbGQ

%

"$.!D/B

基因%

#$./0'

基因

0$NM#&&&09QbGQ

%

"$.!D/B

C

GBG

%

#$./0'

C

GBG

图
N

!

山羊
!"#'

和
!*+",

基因
O:L

扩增片段

8.

>

KN

!

O:L

*

+/<=94-/1!"#'70<!*+",

>

,0,-.0

>

/74

!D$

!

O:L

产物的特异性检测

实时荧光定量
()*

的扩增曲线表明效果良好!

经熔解曲线分析
./0'

和
.!D/B

分别在
2%

和

23$%a

出现单一产物峰"图
%

#!均与引物设计后预

期产物
P+

值相同'

!DP

!

!"#'

和
!*+",

基因扩增效率一致性的判定

以质粒为模板!调整
./0'

和
.!D/B

的质粒

浓度一致!然后分别进行
"&

倍梯度稀释!制作

0$NM#&&&09QbGQ

%

"

!

#$./0'

基因%

7

!

3$.!D/B

基因

0$NM#&&&09QbGQ

%

"

!

#$./0'

C

GBG

%

7

!

3$.!D/B

C

GBG

图
$

!

阳性克隆
O:L

扩增片段

8.

>

K$

!

L:L

*

+/<=94-/1

*

/-.4.J,9H/0,

./0'

和
.!D/B

的标准曲线"图
1

#!相关系数分

别为
&$''1

和
&$''"

!斜率分别为
_#$41&

和

_#$11#

'由此可知其斜率之差
#

&$"

!因此可以用

#

_

%%

)P法进行相对定量分析'

!D%

!

!"#'

在卵母细胞体外成熟过程中的相对表

达量变化

!!

试验结果表明!

./0'+*,-

在山羊卵丘卵母

细胞复合体体外培养的过程中均有表达!且呈现动

态变化'以
./0&5

为参照!表达量为
"

!

./01

&

#3

和
#45

时
./0'+*,-

的表达量分别为
&$'1

&

"$&2

与
"$37

!与
./0&5

之间差异不显著"

D

$

&$&%

#%而
./0"#

和
"25

时的相对表达量分别为

7$&'

与
#$#1

!与其它时间段相比较均呈现出极显著差

异"

D

#

&$&"

#!且
./0"#5

时
./0'+*,-

的表达

量显著高于
./0"25

"

D

#

&$&%

#!呈现峰值"图
4

#'

N

!

讨
!

论

在卵泡发生过程中
JNZ'

被认为是重要的卵母

细胞成熟因子(

"%

)

'既往的研究普遍认为
JNZ'

是

卵母细胞特异性表达的产物!但是随着研究的深入!

越来越多的证据表明!

JNZ'

在卵丘细胞和颗粒细

胞中也有表达'在人和灵长类!通过
KGR@GQBT;>@

&

免疫组化和
*P!()*

技术!

JNZ'

蛋白和
+*,-

被

定位 于 颗 粒 细 胞 和 卵 丘 细 胞(

1

!

#&!#"

)

'

H5F

和

(Q>=59Eb9

等分别在猪中证实
./0'+*,-

在卵母

细胞和颗粒细胞中均有表达(

4

!

##

)

'在山羊!

6:;Y9

等

在原始&初级&次级和有腔卵泡的卵母细胞和颗粒细

341
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-

&

\$./0'

基因%

)

&

N$.!D/B

基因

-

!

\$./0'

C

GBG

%

)

!

N$.!D/B

C

GBG

图
P

!

!"#'

和
!*+",

基因的扩增曲线和熔解曲线

8.

>

KP

!

G5,7I

*

H.1.974./070<<.--/9.74./09=+J,-/1!"#'70<!*+",

>

,0,-

图
%

!

!"#'

#

7

$与
!*+",

#

A

$基因的标准曲线

8.

>

K%

!

G5,-470<7+<9=+J,-/1!"#'

#

7

$

70<!*+",

#

A

$

>

,0,-

胞中也都鉴定到了
./0'+*,-

!并由此推测山羊

JNZ'

不仅作为卵母细胞旁分泌因子起作用!而且

还可能作为自分泌因子参与调节颗粒细胞的部分关

键生物功能(

"'

)

'因此!本试验以卵丘卵母细胞复合

体为研究对象!研究
./0'+*,-

相对表达丰度与

卵丘扩散之间的关系!并进一步探讨
JNZ'

对卵母

细胞体外成熟的影响'

结果表明!

./0'+*,-

在山羊卵母细胞体外

培养全过程均有表达!且在
./0"#5

时表达呈峰

值!与卵丘细胞开始扩散的时间一致!初步证实在山

羊卵母细胞体外培养过程中
JNZ'

可以诱导卵丘细

胞扩散'该结论与
(Q>=59Eb9

等(

4

)和
M:

等(

"2

)的研

究结果不一致'

H5F

等在
(Q>=59Eb9

的基础上进行

了更深入的研究!分别探讨了
./0

不同时间!

./0'+*,-

在卵母细胞和卵丘细胞中的相对表

达量!结果在卵母细胞中
./0'+*,-

的表达量呈

下降趋势!而在卵丘细胞中却存在着先升高后降低

的趋势(

##

)

!可惜的是
H5F

等没有进行卵丘扩散的评

分'进一步研究证实!在大鼠&奶牛和猪!卵丘扩散

可以在缺失卵母细胞的条件下直接由
Z6I

诱

导(

#7!#1

)

'也就是说上述物种的卵丘扩散中
JNZ'

并不是必需的'

在小鼠!

XXe

复合物"去除卵母细胞!仅保留卵

丘细胞和透明带的
)X)R

#中添加重组
JNZ'

可以

%41
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报
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!

标字母不同者为差异极显著"

D

#

&$&"

#!标字母相同者为差

异不显著"

D

$

&$&%

#

P5GA:WWGQGB@RF

S

GQR=Q:

S

@R+G9BGV@QG+G;

D

R:

C

B:W:=9B@A:WWGQ!

GB=G

"

D

#

&$&"

#!

@5GR9+GRF

S

GQR=Q:

S

@+G9BRB>R:

C

B:W:=9B@

A:WWGQGB=G

"

D

$

&$&%

#

图
&

!

!"#'

基因在山羊卵母细胞体外成熟过程中的相对表

达丰度

8.

>

K&

!

L,H74.J,7A=0<709,/1!"#'

>

,0,.0

>

/74//9

C

4,I7Q

4=+,<$%&$'()

诱导卵丘细胞的扩散(

"#

!

#4

)

%而从
./0'

基因缺失小

鼠中获得的卵母细胞不能诱导
XXe

复合物中卵丘

细胞的扩散(

#2

)

'另外!利用
*,-:

技术发现!向卵

母细胞中注射
./0'

双链
*,-

后!可以显著降低

卵丘扩散(

#'

)

!说明!

JNZ'

在卵丘扩散中起着至关

重要的作用!与本试验结论一致'而卵丘扩散是卵

母细胞体外成熟的标志性事件之一(

"1

)

!由此推测!

JNZ'

在山羊卵母细胞的体外成熟中起着重要作

用'

$

!

结
!

论

本研究利用实时荧光定量
()*

技术!探讨了

JNZ'

在山羊卵母细胞中的表达模式!初步证实在

山羊卵母细胞体外培养过程中
JNZ'

可以诱导卵丘

细胞扩散!并由此推测
JNZ'

在山羊卵母细胞体外

成熟中起着重要作用'但究竟
JNZ'

是通过何种途

径作用于卵母细胞的!还有待进一步研究'
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