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山羊有腔卵泡中 TGFΒ2基因表达
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　　[摘　要 ]　采用R T 2PCR 技术对关中奶山羊不同大小的有腔卵泡的卵泡膜细胞、颗粒细胞和卵丘卵母细胞复

合体中转化生长因子 Β2 (T GFΒ2)的基因表达进行了测定。结果表明,在有腔卵泡的各个时期都有 T GFΒ2基因表达;

在卵泡膜、颗粒细胞和卵丘卵母细胞复合体中也检测到了该生长因子的mRNA。推测 T GFΒ2对关中奶山羊卵泡发

育有一定的调节作用。
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　　哺乳动物卵泡发育过程除了受垂体促性腺激素

调节外,还受到生长因子和细胞因子的作用。这些因

子,特别是卵巢内存在的一些多肽生长因子,可通过

对垂体促性腺激素的调节或与卵巢内受体或靶细胞

作用,以自分泌或旁分泌方式参与卵母细胞的成熟

分裂、颗粒细胞的增殖与分化、卵泡的募集以及优势

卵泡的发育和排卵等过程。因此,研究卵巢内因子对

卵泡发育和卵母细胞成熟的调节作用,已成为生殖

生物学和发育生物学领域的研究热点。

转化生长因子2Β(T GFΒ)是一个多功能的生长

因子家族,它们参与调节哺乳动物的各种生理学活

动[1～ 4 ], T GFΒ2 是其中的一种。为了探讨 T GFΒ2 在

卵泡发生和发育过程中的作用,人们已经采用免疫

组织化学、原位杂交技术和聚合酶链式反应技术证

明在人类、小鼠和大鼠等一些哺乳动物的卵巢卵泡

中表达 T GFΒ2
[5～ 11 ] ,但尚未见到有关山羊卵巢卵泡

中T GFΒ2 基因表达的报道。本研究采用R T 2PCR 技

术, 对山羊卵巢卵泡 T GFΒ2 mRNA 基因表达进行

了测定,探讨山羊有腔卵泡发育过程中 T GFΒ2 在卵

泡中的表达规律,为今后进一步研究山羊的早期分

子发育调节机制奠定基础。

1　材料与方法
1. 1　材　料

　　卵巢采集　山羊卵巢采自西安市屠宰场,置于

22～ 28 ℃的生理盐水中, 4 h 内运回实验室。将卵巢

用生理盐水或 PBS冲洗干净,除去其表面结缔组织

和脂肪组织,生理盐水冲洗 2～ 3 遍后,置于无菌吸

水纸上吸去表面液体。分离卵泡时,先将卵巢纵向切

成两半,用眼科手术剪去除卵巢髓质部分。

卵泡剥离　将卵巢剪成小块, 移入 6～ 10 mm

的玻璃培养皿,于解剖镜下用眼科手术器械剥离不

同大小的有腔卵泡,保留完整的卵泡壁,按照卵泡的

直径分别采集小 (< 1 mm , 1～ 2 mm )、中 (2～ 4

mm , 4～ 5 mm )、大 (5～ 6 mm , > 6 mm )卵泡。将剥

离的卵泡按大小分组,液氮保存备用。

卵泡膜采集　将直径 3～ 4 mm 的卵泡,于体视

显微镜下,用眼科异物针撕裂卵泡,去除紧贴卵泡内

膜的颗粒细胞,保留卵泡膜。将卵泡膜用D EPC 处

理的水快速清洗 2次,离心去上清液,液氮保存。

颗粒细胞和卵丘卵母细胞复合体的采集　将直

径 3～ 4 mm 的卵泡于生理盐水中撕破,分别快速采

集颗粒细胞和卵丘卵母细胞复合体 (COC s) ,离心去

除上清液; 向收集的颗粒细胞或卵丘卵母细胞复合

体中直接加入 1. 0 mL T rizo l,提取RNA。

1. 2　方　法

总RNA 的提取　采用 T rizo l 法 (上海N SBC

和 Sangon)提取总RNA。

PCR 引物合成　PCR 引物由上海 Sangon 公司

合成。Β2A ctin 负链引物: 5′2T T G GCC T TA GGG

T TC A GG GGG G23′, 正链引物: 5′2CGT GGG

CCG CCC TA G GCA CCA 23′(扩增片段 243 bp )。

T GFΒ2 负链引物: 5′2T TC GA T CT T GGG CGT

A T T TCC AA T 23′;正链引物: 5′2A GA AA T GT G

CA G GA T AA T T GC T GC23′(扩增片段 273 bp )。

R T 2PCR　将RNA 模板 (含 5 Λg总RNA ) , 经

D EPC处理的水, O ligo (dT ) 15 (1 ΛL )混合液 16 ΛL ,

置于 70℃水浴中变性 10 m in 后, 立即放入冰浴中
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冷却 5 m in, 并在冰浴上加入 dN T P 混合液 2

ΛL , 5 × R T 缓 冲 液 5 ΛL , RN asin 1 ΛL ( 40

Λmo lö(ΛL·m in) ) 和 M 2M uLV 反 转 录 酶
(P rom ega) 1 ΛL (200 Λmo lö(ΛL·m in) ) ,总体积 25

ΛL。混匀后,于 37 ℃反应 1 h,立即置 70 ℃变性 15

m in, - 20 ℃放置,以备作 PCR 反应用。取 10×PCR

缓冲液 (含M g2+ ) 3 ΛL , dN T P 1 ΛL ,正负链引物各

1 ΛL ,反转录产物 1 ΛL , D EPC 处理水 22. 5 ΛL ,加

20 ΛL 矿物油覆盖在液面上,稍离心后,置于 95 ℃

变性 5 m in, 85 ℃下加入 T aq DNA 聚合酶 0. 5 ΛL。

扩增条件为: 94 ℃变性1 m in, 55 ℃退火 1 m in, 72

℃延伸2 m in,循环 30次; 72 ℃再延伸 10 m in。PCR

仪为 Gene AmpR PCR 2System 2400 (美国 PE 公

司)。

琼脂糖电泳　制备 20 göL 的琼脂糖凝胶,同时

加入 EB (20 ΛgömL )至 1 ΛgömL ; 取 PCR 扩增产物

10 ΛL 与 6×上样缓冲液, 混匀后, 点样, 电泳。在

GD S8000 凝胶成像分析系统 (英国UV P)中分析结

果,贮存电泳图谱。

2　结果与分析
2. 1　有腔卵泡中 Β2A ctin 和 T GFΒ2 的基因表达

　　山羊有腔卵泡中 Β2A ctin 的基因表达　用R T 2
PCR 技术检测了山羊不同发育时期的有腔卵泡中

Β2A ctin 的基因表达。反应产物经 20 göL 琼脂糖凝
胶电泳检查 (图 1)。不同发育大小的卵泡中都检测

到了 Β2A ctin 的基因表达; 而且得到的 PCR 产物条

带单一,没有发现有基因组的污染。

图 1　山羊不同大小有腔卵泡各发育时期的 Β2A ctin 扩增结果
1. < 1 mm; 2. 1～ 2 mm; 3. 2～ 4 mm; 4. 4～ 5 mm; 5. 5～ 6 mm; 6. > 6 mm;M. DNA 标样

F ig. 1　D etection of Β2A ctin transcrip ts in RNA from goat an tra l fo llicles by R T 2PCR
1. < 1 mm; 2. 1～ 2 mm; 3. 2～ 4 mm; 4. 4～ 5 mm; 5. 5～ 6 mm; 6. > 6 mm;M. DNA m arker

　　山羊有腔卵泡中 T GFΒ2 的基因表达　将不同

发育时期的山羊有腔卵泡中 T GFΒ2 R T 2PCR 产物

分别取 10 ΛL 用于琼脂糖电泳,结果如图 2所示。不

同发育时期的山羊卵泡都表达 T GFΒ2 基因。

图 2　山羊不同大小有腔卵泡各发育时期的 T GFΒ2 PCR 产物
1. < 1 mm; 2. 1～ 2 mm; 3. 2～ 4 mm; 4. 4～ 5 mm; 5. 5～ 6 mm; 6. > 6 mm;M. DNA 标样

F ig. 2　D etection of T GFΒ2 t ranscrip ts in RNA from goat an tra l fo llicles by R T 2PCR
1. < 1 mm; 2. 1～ 2 mm; 3. 2～ 4 mm; 4. 4～ 5 mm; 5. 5～ 6 mm; 6. > 6 mm;M. DNA m arker
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2. 2　卵泡膜、颗粒细胞和COC s中T GFΒ2的基因表达

从直径为 3～ 4 mm 的山羊有腔卵泡中分别采

集卵泡膜细胞、颗粒细胞和卵丘卵母细胞复合体,分

别提取总RNA 后,经R T 2PCR 和琼脂糖凝胶电泳

检测 Β2A ctin 和 T GFΒ2 表达情况。电泳结果分别见

图 3和图 4。由图 3,图 4可见,同一发育时期有腔卵

泡 (3～ 4 mm 直径)的卵泡膜、颗粒细胞和卵丘卵母

细胞复合体表达 T GFΒ2 基因。在不同的细胞类型中

都检测到了 Β2A ctin 目的片段,且在 300 bp 以上没

有非特异性条带,表明没有基因组DNA 的污染。

图 3　山羊有腔卵泡、卵泡膜、颗粒细胞和
卵丘卵母细胞复合体中 T GFΒ2 PCR 产物

1. 有腔卵泡; 2. 卵泡膜; 3. 颗粒细胞;
4. 卵丘卵母细胞;M. DNA 标样

F ig. 3　D etection of T GFΒ2 t ranscrip ts in
RNA from goat fo llicu lar cells, theca cells,

GC s and COC s by R T 2PCR
1. Goat fo llicu lar cell; 2. T heca cells;

3. GC s; 4. COC s;M. DNA m arker

图 4　山羊有腔卵泡、卵泡膜、颗粒细胞和
卵丘卵母细胞复合体中 Β2A ctin PCR 产物

1. 有腔卵泡; 2. 卵泡膜; 3. 颗粒细胞;
4. 卵丘卵母细胞;M. DNA 标样

F ig. 4　D etection of Β2A ctin transcrip ts in
RNA from goat fo llicu lar cells, theca cells,

GC s and COC s by R T 2PCR
1. Goat fo llicu lar cell; 2. T heca cells;

3. GC s; 4. COC s;M. DNA m arker

3　讨　论

反转录2聚合酶链反应是以mRNA 为模板, 以

特异引物为扩增目的基因 (cDNA )技术, 可用以检

测转录水平上的表达。如果试验过程中污染了基因

组DNA ,将影响结果的可靠性。本试验以 Β2肌动蛋
白 (Β2A ctin)作为内控样以检查和防止基因组DNA

的污染。在哺乳动物所有类型的细胞中都表达 Β2
A ctin。使用的 Β2A ctin 引物对可扩增的基因片段跨

越了啮齿类 Β2肌动蛋白第 1个内含子 (含 87碱基) ,

既可以检测 Β2肌动蛋白mRNA (cDNA )的表达 (为

243 bp 的片段) ,也可以检查是否有基因组DNA 的

污染。如果有污染,则会产生 330 bp 的片段[12 ]。从

本试验结果可以看出, PCR 产物中没有 300 bp 的

条带,表明所提取的总RNA 中没有DNA 的污染,

确保了试验结果的可靠性。

　　已经有文献[5, 9, 11 ]报道了哺乳动物卵泡中的

T GFΒ2的分布和表达。尽管采用的技术和方法不

同,但研究结果共同证实了 T GFΒ2 作为卵巢内因子

的存在。例如, Gh ig lieri等[5 ]指出,大鼠的卵泡膜ö间
质细胞和颗粒细胞中表达 T GFΒ2;M ay 等人[9 ]的研

究表明,猪有腔卵泡发育时,卵泡膜是 T GFΒ2 的主

要分泌源;M u lheron 等[11 ]指出,人颗粒细胞和卵丘

细胞表达 T GFΒ2 mRNA。

本试验采用R T 2PCR 技术,初次比较系统地研

究了山羊有腔卵泡中 T GFΒ2 在转录水平上的表达,

在不同发育大小的卵泡以及在中等大小的卵泡的

COC s,颗粒细胞和卵泡膜细胞中都表达 T GFΒ2 基

因。这些结果表明, T GFΒ2 可能作为卵巢内因子参

与山羊卵泡的发育和成熟的调节过程。但该生长因

子是通过怎样的方式调节山羊卵泡发育和成熟过程

的,还有待于进一步研究。
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T he gene exp ression of T GFΒ2 in goa t an t ra l fo llicles

W ANG Bao- l i, ZHANG Y ong
( Institu te of B io2eng ineering ,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he gene exp ression of t ran sfo rm ing grow th facto rΒ2 (T GFΒ2) in goat an tra l fo llicles w as

determ ined by u t ilizing reverse tran scrip tase2po lym erase chain react ion (R T 2PCR ). In differen t size of goat

ovarian fo llicles and in theca cells, granu lar cells ( GC s) and cum u lu s2oocyte comp lexes (COC s) , the
exp ression of mRNA of T GFΒ2 can all be m easu red. T hese resu lts ind ica te that T GFΒ2 m ay p lay an

impo rtan t ro le in goat ovarian fo llicle developm en t and oocyte m atu ra t ion.

Key words: goat; an tra l fo llicles; T GFΒ2; gene exp ression
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