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"对牛卵泡颗粒细胞增殖及细

胞周期的影响*,方法-选取牛卵巢上直径
$

"

FMM

的卵泡)用注射器抽取卵泡中的颗粒细胞)进行体外培养*根据

牛
!"#$&

基因的核苷酸序列)构建了
!

条干扰载体!

52Q06E>IQR&E&N'"

.

52Q06E>IQR&E&!"&

.

52Q06E>IQR&E&&DF

.

52Q06E>IQR&E&#%F

"及
&

条阴性对照载体!

52Q06E0S

")利用脂质体将质粒转入牛卵泡颗粒细胞)通过实时荧光定量

TSQ

法筛选出干扰效果最佳的干扰载体用于后续试验*以转染
52Q06E>IQR&E&!"&

的颗粒细胞为干扰组)转染
52E

Q06E0S

的颗粒细胞为阴性对照组)不做处理的颗粒细胞为空白对照组)采用
SSUED

法检测转染后
$!

)

#F

)

!D

和
F%2

各组颗粒细胞增殖情况)用流式细胞术检测转染后
$!

)

#F

和
!D2

各组颗粒细胞的细胞周期变化情况*,结果-转染

后
!D252Q06E>IQR&E&!"&

干扰的颗粒细胞
!"#$&

表达量显著低于其他处理组!

%
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%=%N

")故选用
52Q06E>IQR&E

&!"&

作为最佳干扰载体*转染后
$!

)

#F

)

!D

和
F%2

)干扰组颗粒细胞增殖效果显著高于空白对照组和阴性对照组

!

%

"

%=%N

"+转染后
$!

"

!D2

干扰组与空白对照组和阴性对照组相比
V&

期细胞比例显著降低)

>

期细胞比例显著升

高)从而使更多细胞进入
C

期进行正常的有丝分裂)促进细胞增殖*,结论-

!"#$&

能抑制牛卵泡颗粒细胞的增殖)

并阻滞细胞周期的进程*
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颗粒细胞的增殖分化对原始卵泡启动和发育起

重要调控作用*由于颗粒细胞的生长发育先于卵母

细胞)因此颗粒细胞变化可作为原始卵泡启动的信

号+生长期卵泡的发育及卵泡闭锁也是通过颗粒细

胞受体介导途径调控的)表明颗粒细胞的增殖分化

与卵泡发育密切相关*颗粒细胞和卵母细胞之间通

过间隙连接相互作用)颗粒细胞分泌的
>S8

与卵母

细胞上的
?EK:1

受体结合)能够促进卵母细胞生长)

并促进原始卵泡启动)还能在卵泡破裂排卵后维持

黄体分泌孕酮*

沉默信息调节因子
$

!

>:.4,1:,/)+M-1:),+4

P

*E

.-1)+$

)

>:+$

"首先从酵母中分离出来)是一种依赖于

06G

b的脱乙酰酶%

&E$

&

*

>:+$

参与基因沉默.基因组

稳定性.细胞周期以及代谢调控等生物学过程%

$E!

&

*

在哺乳动物中存在
>:+$

同源基因)即
>:+1*:,5

家族)

该家族包括
"

个成员#

>IQR&

"

>IQR"

)其中
>IQR&

与酵母
>:+$

同源性最高)因此受到广泛关注%

NEF

&

*

!"#$&

基因是哺乳动物的长寿基因)在调控新陈代

谢.细胞存活和机体寿命等方面发挥着重要作用%

"

&

*

研究表明)转
!"#$&

基因小鼠卵巢上有各级卵泡发

育)但不能正常排卵)卵巢体积变小)且性成熟较正

常小鼠延迟%

D

&

*

!"#$&

基因缺失的雄鼠精子数量

减少)精细管发育异常%

'

&

*有研究报道)

!"#$&

基

因缺失小鼠无论雌雄都丧失生殖能力)下调
!"#$&

基因表达)可抑制小鼠颗粒细胞凋亡)但其具体分子

机制迄今尚未阐明%

&%E&&

&

*以上研究表明
!"#$&

在

调控动物生殖功能方面具有重要作用)其机制可能

通过调节卵泡颗粒细胞的增殖进而影响卵泡发育或

闭锁*

目前关于
!"#$&

基因对牛卵泡颗粒细胞增殖

及细胞周期影响的研究尚未见报道)因此本研究构

建了牛
52Q06E>IQR&

干扰载体)并转染体外培养

的牛卵泡颗粒细胞)探讨
!"#$&

对卵泡颗粒细胞增

殖及细胞周期的影响)旨在为揭示
!"#$&

基因在牛

卵泡发育过程中的作用提供参考*
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!

材料与方法

&=&

!

材
!

料

&=&=&

!

牛卵巢
!

从屠宰场采集牛卵巢)将其于
#"

c

保温带回实验室)剪掉卵巢周边多余的结缔组织)

用含双抗!青霉素含量为
&%%%%9

$

M\

)链霉素质量

浓度为
&%M

P

$

M\

)下文同"的生理盐水清洗
#

遍)

备用*

&=&=$

!

试
!

剂
!

G06

内切酶.

G06

连接酶.

G06

C-+K4+

)

CdI84+M4,1-5

生产+

G06

凝胶回收试剂

盒)天根生化科技有限公司生产+酵母提取物.胰蛋

白胨)

HZHIG

生产+

GC@C

$

8&$

.

$=N

P

$

\

胰蛋白

酶)

VIdSH

生产+胎牛血清)

dI

生产+

>YdQT+4M:̀

@̀ $0

?

)

R-U-Q-

生产+

SSUED

试剂盒)日本同仁生

产+细胞周期检测周期试剂盒)碧云天生产+无水乙

醇.异丙醇.丙三醇等)北京国药集团化学试剂有限

公司生产*
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干扰载体的构建

根据
V4,d-,K

数据库中
!"#$&

基因的核苷酸

序列!

V4,d-,K

登录号#

0C

/

%%&&'$'D%=$

")按照

52Q06

设计原则)运用
H.:

P

)G45:

P

,4+#=%

软件)设

计
!

对干扰序列#

>IQR&E&N'"

正义链
NeEVVSRE

S66VRRS6SS6V666V6E#e

)反义链
NeERSRRE

RSRVVRV66SRRV6VSSE#e

+

>IQR&E&!"&

正 义

链
NeEVVRV66R6RVSS666SRRRVSE#e

)反 义

链
NeEVS666VRRRVVS6R6RRS6SSE#e

+

>IQR&E

&&DF

正义链
NeEVSRV6RV66SSVSRRVSR6RSE

.
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)反义链
NeEV6R6VS66VSVVRRS6RS6VSE

#e

+

>IQR&E&#%F

正义链
NeEVV6RSRRSSSRV66E

6VR66V6E#e

)反义链
NeERSRR6SRRRS6VVVE

66V6RSSE#e

*另外设计并合成与
!"#$&

基因序

列无关的阴性对照!

04

P

-1:;4?),1+).0S

"序列#正

义链
NeEVRRSRSSV66SVRVRS6SVRSE#e

)反义

链
NeEV6SVRV6S6SVRRSVV6V66SE#e

*

干扰载体
52Q06E>IQR&E&N'"

.

52Q06E>IQR&E

&!"&

.

52Q06E>IQR&E&&DF

.

52Q06E>IQR&E&#%F

及

阴性对照载体
52Q06E0S

的连接.转化及重组质粒

鉴定)均由苏州吉玛制药技术有限公司完成*
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!

牛卵泡颗粒细胞的培养及转染

用
&%M\

无菌注射器抽吸牛卵巢上直径
$

"

F

MM

卵泡的卵泡液)用孔径
%=%"!MM

!

$%%

目"的筛

过滤)除去卵母细胞)收集滤液于
&NM\

离心管中)

!%%+

$

M:,

离心
NM:,

)收集牛卵泡颗粒细胞沉淀)

用培养液重悬)接种于培养皿中)添加含体积分数

&%f

胎牛血清的
GC@C

$

8&$

培养液)置于
#"c

.

体积分数
Nf SH

$

.饱和湿度的培养箱中培养)每隔

$

"

#A

换液
&

次)待
D%f

左右的颗粒细胞汇合时)用

$=N

P

$

\

胰蛋白酶消化)以体积比
&g$

传代培养*

将牛卵泡颗粒细胞密度调整为
Nh&%

!

M\

O&

)

接种于
F

孔板中)用无双抗培养液培养
$!2

)选取细

胞铺板均匀且融合度在
"%f

"

D%f

的孔进行转染*

将待转染细胞用无血清.双抗的
GC@C

$

8&$

轻轻

漂洗
$

次)加入
&=NM\

无血清.双抗培养液备用)

按照
\:

L

)/4?1-M:,4$%%%

说明书的步骤)将干扰载

体
52Q06E>IQR&E&N'"

.

52Q06E>IQR&E&!"&

.

52E

Q06E>IQR&E&&DF

.

52Q06E>IQR&E&#%F

及阴性对

照载体
52Q06E0S

转染牛卵泡颗粒细胞)试验同时

设未转染的牛卵泡颗粒细胞作为空白对照组*转染

!D2

后)在荧光显微镜下观察各组细胞形态及绿色

荧光蛋白的表达情况*

&=!

!

干扰后牛卵泡颗粒细胞
!"#$&

基因表达量的

检测

以
!

@018.-

为内参基因)采用实时荧光定量
TSQ

法检测干扰后牛卵泡颗粒细胞
!"#$&

基因的表达

量*

牛卵泡颗粒细胞转染干扰载体
!D2

后)用
1+E

:i).

法提取各孔细胞总
Q06

)用反转录试剂盒反转

录为
?G06

)

OD%c

冰箱保存备用*

根据
V4,d-,K

提供的牛
!"#$&

基因序列)利

用
L

+:M4+N=%

软件设计
!"#$&

基因实时荧光定量

TSQ

引 物 序 列)上 游 引 物 序 列 为
NeESVRVSE

S6V6VRSS66VRRR6VE#e

)下游引物序列为
NeE

VSRRS666R6S6VRRSSRSS6VE#e

)内参基因

!

@018.-

上游引物序列为
NeES6VS66VS6VV6VE

R6SV6RVE#e

)下游引物序列为
NeE6VSS6RVSE

S66RSRS6RSRSE#e

*引物由上海生工合成*将

反转录合成的
?G06

.目的基因及内参基因的引物)

利用
>YdQT+4M:̀ @̀ $0

?

试剂盒进行实时荧光定

量
TSQ

反应)结果采用
$

O

##

&

$法对基因表达水平进

行定量)选择干扰效果最佳的一组进行后续试验*

&=N

!

干扰
!"#$&

基因对牛卵泡颗粒细胞增殖的

影响

采用
SSUED

法检测干扰
!"#$&

基因对牛卵泡

颗粒细胞增殖的影响*

收集牛卵泡颗粒细胞)将细胞以
Nh&%

# 孔O&的

量接种
'F

孔板)每孔加
&%%

$

\

不含双抗的培养液)

置于
#"c

.体积分数
Nf SH

$

培养箱中贴壁培养)

$!2

后转染
52Q06E>IQR&E&!"&

)试验同时设转染

52Q06E0S

质粒的牛卵泡颗粒细胞作为阴性对照

组和未转染的牛卵泡颗粒细胞作空白对照组)每组

#

个重复*继续培养
$!

)

#F

)

!D

和
F%2

)结束培养前

$2

加入
&%

$

\

的
SSUED

溶液)用酶标仪测定
!N%

,M

波长的吸光度值!

A

!N%,M

"*

&=F

!

干扰
!"#$&

基因对牛卵泡颗粒细胞周期的

影响

采用流式细胞术检测干扰
!"#$&

基因对牛卵

泡颗粒细胞周期的影响*分别于
52Q06E>IQR&E

&!"&

转染后的
$!

)

#F

和
!D2

收集细胞至离心管中)

用预冷的
Td>

洗涤
#

次)加入
&M\

预冷的体积分

数
"%f

乙醇)轻轻吹打均匀)

!c

固定
&$2

)预冷的

Td>

洗涤
#

次)加入
TI

染液)

&2

内上机检测*试验

设
#

次重复*

&="

!

数据统计与分析

结果用'平均值
j

标准差(表示*采用
>T>>

$%=%

统计分析软件进行单因素方差分析*

$

!

结果与分析

$=&

!

牛卵泡颗粒细胞转染效果的检测

转染干扰载体后牛卵泡颗粒细胞绿色荧光蛋白

的表达情况如图
&

所示*转染后
!D2

)干扰组!图
&E

6

.

d

.

S

.

G

"和阴性对照组!图
&E@

"的牛卵泡颗粒细

胞在荧光显微镜下均可见绿色荧光)未转染的牛卵

泡颗粒细胞无绿色荧光!图
&E8

"*结果表明)转染

成功*

/

第
#

期 陈
!

洋)等#
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6=

转染
52Q06E>IQR&E&N'"

的颗粒细胞+

d=

转染
52Q06E>IQR&E&!"&

的颗粒细胞+

S=

转染
52Q06E>IQR&E&&DF

的颗粒细胞+

G=

转染
52Q06E>IQR&E&#%F

的颗粒细胞
@=

转染
52Q06E0S

的颗粒细胞+

8=

未转染的颗粒细胞

6=R+-,5/4?1:),)/52Q06E>IQR&E&N'"

P

+-,*.)5-?4..5

+

d=R+-,5/4?1:),)/52Q06E>IQR&E&!"&

P

+-,*.)5-?4..5

+

S=R+-,5/4?1:),)/52Q06E>IQR&E&&DF

P

+-,*.)5-?4..5

+

G=R+-,5/4?1:),)/52Q06E>IQR&E&#%F

P

+-,*.)5-?4..5

+

@=R+-,5/4?1:),)/52Q06E0S

P

+-,*.)5-?4..5

+

8=0),E1+-,5/4?14A

P

+-,*.)5-?4..5

图
&

!

转染干扰载体后牛卵泡颗粒细胞绿色荧光蛋白的表达情况!

!%h

"

8:

P

=&

!

@̀

L

+455:),)/

P

+44,/.*)+45?4,1

L

+)14:,:,_);:,4/)..:?*.-+

P

+-,*.)5-?4..5-/14+:,14+/4+:,

P

3:12;4?1)+

!

!%h

"

$=$

!

干扰后牛卵泡颗粒细胞
!"#$&

基因的实时荧

光定量
TSQ

检测

!

条干扰载体干扰后牛卵泡颗粒细胞
!"#$&

基

因表达量的实时荧光定量
TSQ

结果如图
$

所示*

&=

阴性对照组+

$

"

N=

分别为干扰载体
52Q06E>IQR&E&N'"

.

52Q06E>IQR&E&!"&

.

52Q06E>IQR&E&&DF

.

52Q06E>IQR&E&#%F

的干扰结果*图柱上标不同小写字母表示组间差异显著!

%

"

%=%N

"

&=04

P

-1:;4?),1+).

+

$ON=R24:,14+/4+4,?4+45*.15)/52Q06E

>IQR&E&N'"

)

52Q06E>IQR&E&!"&

)

52Q06E>IQR&E&&DF

)

-,A

52Q06E>IQR&E&#%F

)

+45

L

4?1:;4.

<

=G://4+4,1.)34+?-54.4114+5:,A:?-14

5:

P

,:/:?-,1A://4+4,?4_41344,

P

+)*

L

5

!

%

"

%=%N

"

图
$

!

!

条干扰载体干扰后牛卵泡颗粒细胞
!"#$&

基因

表达量的实时荧光定量
TSQ

检测结果

8:

P

=$

!

Q4-.E1:M4/.*)+45?4,1

a

*-,1:1-1:;4TSQ+45*.15)/

!"#$&

P

4,44̀

L

+455:),:,_);:,4/)..:?*.-+

P

+-,*.)5-

?4..55:.4,?4A_

<

/)*+:,14+/4+:,

P

;4?1)+5

!!

由图
$

可知)与阴性对照组相比)干扰组

!"#$&

基因的表达量均显著降低!

%

"

%=%N

"+

!

个

干扰处理相比)

52Q06E>IQR&E&!"&

处理
!"$$&

基

因表达量显著降低!

%

"

%=%N

")表明其干扰效果最

好*

$=#

!

干扰
!"#$&

基因对牛卵泡颗粒细胞体外增殖

的影响

通过
SSUED

法检测干扰
!"#$&

基因表达后

$!

)

#F

)

!D

和
F%2

牛卵泡颗粒细胞的增殖情况)结果

如图
#

所示*从图
#

可以看出)当干扰时间为
$!

"

!D2

时)随着干扰时间的延长)空白对照组和阴性

对照组以及干扰组
A

!N%,M

值总体呈升高趋势+当干

扰时间为
!D

"

F%2

时)以上
#

组
A

!N%,M

值无明显变

化*不同干扰时间下空白对照组和阴性对照组

A

!N%,M

值差异均不显著)干扰组
A

!N%,M

值显著高于空

白对照组和阴性对照组!

%

"

%=%N

")表明
!"#$&

基

因抑制了牛卵泡颗粒细胞的增殖*

$=!

!

干扰
!"#$&

基因对牛卵泡颗粒细胞周期的

影响

干扰质粒载体转染后)下调了细胞
!"#$&

表

达)显著促进了颗粒细胞增殖*为探讨细胞增殖活

性的改变是否与细胞周期相关)收集细胞并利用流

式细胞仪进行细胞周期检测)结果!图
!

"显示)与空

白对照组和阴性对照组相比较)干扰组的
V&

期细

0
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胞比例显著降低!

%

"

%=%N

")

>

期细胞比例显著升高

!

%

"

%=%N

")提示
!"#$&

基因低表达可促进细胞进

入
>

期)从而使细胞能够进入
C

期进行正常有丝分

裂)促进细胞增殖*

图柱上标不同小写字母表示同一干扰后时间下不同组间差异显著!

%

"

%=%N

"*下图同

G://4+4,1.)34+?-54.4114+5:,A:?-145:

P

,:/:?-,1A://4+4,?4

!

%

"

%=%N

"

-M),

P

1+4-1M4,1

P

+)*

L

5-15-M41:M4-/14+:,14+/4+:,

P

=R245-M4_4.)3

图
#

!

干扰
!"#$&

基因对牛卵泡颗粒细胞体外增殖的影响

8:

P

=#

!

@//4?1)/!"#$&

P

4,4:,14+/4+:,

P

),

L

+).:/4+-1:),)/_);:,4

P

+-,*.)54?4..5

图
!

!

干扰
!"#$&

基因后不同时间下牛卵泡颗粒细胞的细胞周期变化

8:

P

=!

!

S4..?

<

?.4?2-,

P

45)/

P

+-,*.)5-?4..5-1A://4+4,11:M45-/14+!"#$&

P

4,4:,14+/4+:,

P

#

!

讨
!

论

卵泡是决定雌性动物繁殖性能的关键因素)而

颗粒细胞对原始卵泡的启动)生长期卵泡的发育.成

熟以及黄体功能的维持起着至关重要的作用%

&$E&#

&

*

>IQR&

是一种去乙酰化酶)能与多种底物相互作

用)使底物去乙酰化*

>IQR&

在细胞增殖.分化.衰

老.凋亡.自噬.

G06

损伤修复等过程中发挥着重要

的调控作用%

&!E&'

&

*近年来的研究表明)

>IQR&

在生

殖调控过程中也发挥着重要作用)上调
>IQR&

表达

可抑制原始卵泡激活.卵泡成熟以及卵泡闭锁)进而

增加卵巢卵泡储备量延长卵巢寿命%

$%

&

*卵泡颗粒

细胞形态.功能改变直接影响卵泡的发育及闭锁)因

此颗粒细胞可作为相关基因研究的成熟模型%

$&E$$

&

*

本研究利用
Q06

干扰技术干扰牛卵泡颗粒细

胞
!"#$&

基因的表达)探讨
!"#$&

基因对牛卵泡

颗粒细胞增殖.细胞周期的影响及其作用机制)结

果发现)

!"#$&

基因干扰组颗粒细胞增殖的效果明

显优于空白对照组和阴性对照组)

!"#$&

基因低表

达有利于颗粒细胞增殖的一种机制可能是通过调控

与细胞生长相关的靶基因叉头转录因子
H

!

8)+KE

24-A1+-,5?+:

L

1:),/-?1)+5_)̀ ?.-55H

)

8HZH

"和

MRHQ

来 实 现*

>IQR&

可 通 过 去 乙 酰 化 激 活

8HZH

的转录调节活性)进而上调多种细胞周期抑

制因子)如
SGUI

.

L

$&̂ 68&

$

SIT&

和
L

$"U:

L

&

等)

诱导细胞周期阻滞或细胞凋亡%

$#E$N

&

*

8HZH

还可通

过上调
I0U!

家族蛋白!

T&N

.

T&F

.

T&D

.

T&'

"调控细

胞周期)抑制细胞增殖%

$F

&

*

!"#$&

基因低表达使卵

1

第
#

期 陈
!

洋)等#

!"#$&
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泡颗粒细胞增殖的另一种机制可能是通过下调

MRHQ

信号实现%

$"

&

*

MRHQ

主要通过调节核糖体

蛋白
>F

激酶
&

!

>FU&

"和蛋白质翻译起始因子

4I8!@

结合蛋白
&

!

!@dT&

"对蛋白质的翻译进行调

控)加速细胞
V&

$

>

期的转换)促进细胞生长和增

殖)抑制细胞凋亡%

$DE$'

&

*

为了进一步探讨干扰
!"#$&

基因后颗粒细胞

增殖活性的改变是否与细胞周期相关)本研究利用

流式细胞术检测不同处理组颗粒细胞周期变化)结

果表明)干扰
!"#$&

基因后
V&

期细胞比例较阴性

对照组和空白对照组显著降低)

>

期细胞比例则显

著升高)说明细胞能进入
C

期进行正常有丝分裂进

而促进细胞增殖)这与细胞增殖试验的结果一致*

其原因可能是干扰
!"#$&

基因后)

8HZH

转录活性

降低及
MRHQ

信号下调)进而对细胞
V&

期的阻滞

作用减弱)使细胞由
V&

期进入
>

期)从而促进了细

胞增殖*
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