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犅犿狆８犪和犅犿狆８犫基因在体外培养小鼠卵巢颗粒细胞中的表达
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摘　要　为研究体外培养的小鼠卵巢颗粒细胞犅犿狆８犪和犅犿狆８犫基因的表达情况，用１０ＩＵＰＭＳＧ皮下注射２１～

２３日龄健康雌性ＩＣＲ小白鼠，４８ｈ后刺破卵泡获取颗粒细胞，置入１０％ ＦＢＳ的ＤＭＥＭ／Ｆ１２中体外培养５ｄ，用

Ｔｒｉｚｏｌ提取总ＲＮＡ，ＲＴＰＣＲ验证后切取目的ＤＮＡ片段进行测序。ＲＴＰＣＲ测序结果表明体外培养的小鼠卵巢

颗粒细胞可扩增ＢＭＰ８ａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ２和ＢＭＰ８ｂ的 ｍＲＮＡ序列，不扩增ＢＭＰ８ａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ１的

ｍＲＮＡ序列。结果显示体外培养的小鼠卵巢颗粒细胞可表达ＢＭＰ８ａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ２和犅犿狆８犫基因。
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　　ＢＭＰ８ａ（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ８ａ，骨形

态发生蛋白８ａ）又称ＯＰ２（ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｐｒｏｔｅｉｎ２，骨

形成蛋白２），ＢＭＰ８ｂ又称ＯＰ３，都类属于ＴＧＦβ
家族［１］。小鼠犅犿狆８犪和犅犿狆８犫基因位于第４条染

色体上，紧密连琐，并且有着相似的基因结构（内含

子／外显子的大小和边界）［１］。小鼠犅犿狆８犪基因有

２种转录变异体：ＢＭＰ８ａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ１
［２］和

ＢＭＰ８ａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ２
［１，３４］。目 前 已 报 道

犅犿狆８犪或犅犿狆８犫基因在小鼠早期胚胎
［４５］、胎盘及

子宫［１］、睾丸［１，３］、骨组织［６１０］、脂肪组织［１０］、下丘

脑［１０］、内耳［１１］及出生后不久的毛囊根鞘内部［１］等组

织中都有表达，欧洲分子生物学实验室欧洲生物信

息研究所 （ＥＭＢＬＥＢＩ）详 细记 载了 犅犿狆８犪 和

犅犿狆８犫基因在各组织和细胞的表达情况。Ｚｈａｏ等

用ＲＮＡ酶保护分析方法检测成年小鼠脑、骨骼肌、

心脏、肝脏、脾脏、肾脏、胸腺和卵巢等组织中均未有
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犅犿狆８犪和犅犿狆８犫基因表达
［１］；此外，还检测到交配

后７．５～１０．５ｄ的胚胎不表达犅犿狆８犪和犅犿狆８犫基

因，这与 Ｏｚｋａｙｎａｋ等和 Ｙｉｎｇ等的研究结果不

同［４５］。Ｏｚｋａｙｎａｋ等用 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交方法在８ｄ

的小鼠胚胎中发现了犅犿狆８犪基因
［４］；Ｙｉｎｇ等用原

位杂交的方法发现犅犿狆８犫基因在５．５～７．５ｄ的胚

胎中表达，并能促进原始生殖细胞的形成［５］；从以上

研究可以看出犅犿狆８犪 和犅犿狆８犫基因在小鼠早期

胚胎中确实能够表达［４５］，而Ｚｈａｏ等用 ＲＮＡ酶保

护分析方法未能得到此结果［１］。ＢＭＰ８ａ和ＢＭＰ

８ｂ对小鼠生殖系统的发育起着至关重要的作用，可

参与精子发生［１，３］、胎盘和子宫发育［１］等，ＢＭＰ８ｂ

还可参与小鼠原始生殖细胞的形成［５，１２］，因此

ＢＭＰ８ａ和ＢＭＰ８ｂ也可能在卵泡发育中发挥作

用。卵巢颗粒细胞位于卵泡内，卵母细胞和卵泡膜

细胞之间，可分泌多种与发情或性腺发育有关的激

素和生长因子，与卵母细胞和卵泡膜细胞协作调节

卵泡发育［１３］。本试验用 ＲＴＰＣＲ 测序方法研究

犅犿狆８犪和犅犿狆８犫基因在体外培养小鼠卵巢颗粒细

胞中的表达情况，旨在深入了解某卵泡的发育过程。

１　材料与方法

１．１　试验材料

ＩＣＲ小白鼠购自北京维通利华实验动物技术有

限公司。２１～２３日龄雌性小鼠由实验室自繁。孕

马血清促性腺激素（兽药字（２０１１）１１０２５４５６５）购自

宁波第二激素厂，胎牛血清（ＳＨ３０３７０．０３）购自

Ｈｙｃｌｏｎｅ公司（美国），ＤＭＥＭ／Ｆ１２（０８０１９）购自北

京钮因华信科技发展有限公司，链霉素（国药准字

Ｈ１３０２０６５０）和青霉素（国药准字 Ｈ１３０２０６５７）购自

华北制药集团责任有 限公司，逆转录 试 剂 盒

（Ａ３５００）购 自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公 司 （美 国），犜犪狇 酶

（ＤＲ００１Ａ）购自 ＴａＫａＲａ公司（日本）；５０ｂｐＤＮＡ

ｍａｒｋｅｒ（Ｃａｔ＃ＭＤ１０８），ｍａｒｋｅｒⅢ（Ｃａｔ＃ＭＤ１０３）

购自天根生化科技（北京）有限公司。

１．２　试验方法

１．２．１　引物的设计

小 鼠 ＦＳＨＲ （ｆｏｌｌｉｃｌｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ

ｒｅｃｅｐｔｏｒ，卵 泡 刺 激 素 受 体）、ＬＨＲ（ｌｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇ

ｈｏｒｍｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，黄 体 生 成 素 受 体）、ＢＭＰ８ａ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ１、ＢＭＰ８ａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ２和

ＢＭＰ８ｂ的ｍＲＮＡ序列均摘自美国国立生物技术

信息 中 心 （ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／，

ＮＣＢＩ）的 ＧｅｎＢａｎｋ。ＢＭＰ８ａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ２

在ＢＭＰ８ａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ１的编码区第１０５０

１０８８位少了３９个核苷酸 ＧＧＴＣＡＧＴＡＣＣＡＣＡＧ

ＴＡＧＣＣＴＧＣＴＧＣＧＡＣＡＧＧＴＧＧＡＧＣＧＧ，此变异

区域位于ＢＭＰ８ａ的成熟肽，编码区其余序列两者

相同。引物设计由ＮＣＢＩ的ＰｒｉｍｅｒＢＬＡＳＴ软件完

成。引物由上海英潍捷基生物技术有限公司合成

（表１）。每对引物均跨外显子。引物ａ２的扩增目

的产物包含了ＢＭＰ８ａ转录变异体的变异区域，ａ２

如果扩增ＢＭＰ８ａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ１，产物长度为

３５５ｂｐ；ａ２如果扩增ＢＭＰ８ａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ２，

产物长度为３１６ｂｐ。引物Ｖ１１和Ｖ１２为ＢＭＰ８ａ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ１的ｍＲＮＡ序列特异引物，引物

Ｖ２为ＢＭＰ８ａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ２的 ｍＲＮＡ序列

特异引物。

１．２．２　细胞培养

２１～２３日龄健康的雌性ＩＣＲ小白鼠皮下注射

１０ＩＵ的ＰＭＳＧ，４８ｈ后用不锈钢针头刺破卵泡获

得颗粒细胞。１２孔细胞培养板每孔孵育平均每只

卵巢获得的颗粒细胞的数量，置入含１０％ＦＢＳ的

ＤＭＥＭ／Ｆ１２中培养，青霉素和链霉素各为１００ＩＵ／

ｍＬ，培养环境为３７℃，５％ＣＯ２，９５％空气，１００％相

对湿度，小鼠卵巢颗粒细胞培养方法详见参考文

献［１４］。

１．２．３　ＲＴＰＣＲ测序

小鼠卵巢颗粒细胞培养５ｄ后用Ｔｒｉｚｏｌ提取总

ＲＮＡ，测ＲＮＡ浓度后立即进行反转录。反转录体

系为２０μＬ，ＲＮＡ模板含量为１．５μｇ，其余操作严

格按照Ｐｒｏｍｅｇａ说明书进行。ＰＣＲ反应体系为２０

μＬ，ｃＤＮＡ模板量为２μＬ，引物浓度为０．１ｎｍｏｌ／

μＬ，其余操作严格按照ＴａｋａＲａ说明书进行。反应

程序为９５℃变性３ｍｉｎ→９４℃变性３０ｓ→退火３０

ｓ→延伸３０ｓ→继续延伸１０ｍｉｎ，其中第２步至第４

步，ＦＳＨＲ和ＬＨＲ的 ｍＲＮＡ序列引物的ＰＣＲ设

２８个循环，ＢＭＰ８ａ和ＢＭＰ８ｂ的ｍＲＮＡ序列引物

的ＰＣＲ设３２个循环。ＰＣＲ完成后，６μＬ样品用琼

脂糖电泳检测，条件为１．５％琼脂糖凝胶，７０Ｖ电压

６０ｍｉｎ。切取目的ＤＮＡ片段，胶回收后由英潍捷

基公司测序。试验共重复３次，每次３个平行试验

和１个对照试验；阴性对照的ＰＣＲ用等量的水代替

了ｃＤＮＡ模板。
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表１　小鼠犿犚犖犃序列引物

Ｔａｂｌｅ１　ＰｒｉｍｅｒｓｏｆｍｏｕｓｅｍＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

目的ｍＲＮＡ

ｍＲＮＡ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ

引物序列

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

扩增片段长度／ｂｐ

Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ

ｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈ

退火温度／℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ＦＳＨＲ Ｆ Ｆｏｒｗｏａｒｄ５′ＡＣＴＧＴＧＣＡＴＴＣＡＡＣＧＧＡＡＣＣ３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ５′ＧＧＴＴＧＧＧＣＡＧＧＧＡＡＴＡＧＡＣＣ３′

１４７ ６２．０

ＬＨＲ Ｌ Ｆｏｒｗｏａｒｄ５′ＡＣＣＣＧＧＴＧＣＴＴＴＴＡＣＡＡＡＣＣＴ３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ５′ＣＧＡＧＡＴＴＡＧＣＧＴＣＧＴＣＣＣＡＴＴ３′

２５９ ６２．０

ＢＭＰ８ａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ

ｖａｒｉａｎｔ１

Ｖ１１ Ｆｏｒｗｏａｒｄ５′ＴＧＧＡＣＴＧＧＧＴＣＡＴＣＧＣＣＣＣＣ３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ５′ＴＴＣＡＴＣＡＧＧＴＧＣＡＣＣＣＣＧＣＴＣ３′

１６６ ６２．０

ＢＭＰ８ａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ

ｖａｒｉａｎｔ１

Ｖ１２ Ｆｏｒｗｏａｒｄ５′ＴＧＧＡＡＡＣＣＧＣＧＧＡＴＧＧＧＣＡＣ３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ５′ＴＣＣＡＣＣＴＧＴＣＧＣＡＧＣＡＧＧＣＴＡ３′

４３５ ６２．０

ＢＭＰ８ａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ

ｖａｒｉａｎｔ２

Ｖ２ Ｆｏｒｗｏａｒｄ５′ＴＧＣＣＡＴＣＴＴＧＣＡＧＴＣＴＣＴＧＧＴＧＣ３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ５′ＡＡＧＧＧＣＣＴＣＣＣＡＴＴＧＣＣＣＣＴ３′

２８２ ６２．０

ＢＭＰ８ａ ａ１ Ｆｏｒｗｏａｒｄ５′ＴＧＴＧＧＡＡＡＣＣＧＣＧＧＡＴＧＧＧＣ３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ５′ＴＣＡＧＴＧＧＴＣＴＣＧＣＴＧＣＣＣＧＡ３′

１４９ ６２．０

ＢＭＰ８ａ
ａ２ Ｆｏｒｗｏａｒｄ５′ＣＡＧＧＧＣＴＡＣＴＣＴＧＣＣＴＡＴＴＡ３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ５′ＧＡＡＧＧＧＴＴＴＣＣＴＧＣＣＴＣＴＧＧ３′

３１６或３５５ ６２．０

ＢＭＰ８ｂ
ｂ１ Ｆｏｒｗｏａｒｄ５′ＣＣＡＣＧＣＣＡＣＴＡＴＧＣＡＧＧＣＣＣ３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ５′ＧＧＣＴＡＣＴＧＡＧＧＴＣＡＣＣＡＧＧＧＴＴ３′

３６０ ６７．５

ＢＭＰ８ｂ ｂ２
Ｆｏｒｗｏａｒｄ５′ＣＡＡＣＣＡＣＧＣＣＡＣＴＡＴＧＣＡＧＧＣ３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ５′ＧＣＣＴＧＡＧＣＴＣＴＡＣＣＣＴＧＴＧＴＴＣＣ３′

５０８ ６７．５

２　试验结果

２．１　小鼠卵巢颗粒细胞体外培养的生长习性

体外培养的小鼠卵巢颗粒细胞，２ｈ后细胞开

始贴壁，呈梭形，三角形或不规则形，此外还混有卵

母细胞和其他杂细胞及一些组织碎片（图１（ａ））；细

胞培养２４ｈ，大部分细胞已充分伸展，少数细胞开

始聚集长或正在分裂（图１（ｂ）），换液后杂细胞或组

织基本可去除；细胞培养５ｄ后基本铺满整个１２孔

板，呈铺路状（图１（ｃ））。

Ａ．卵母细胞，Ｂ．颗粒细胞，Ｃ．杂细胞或组织碎片。Ａ．ｏｏｃｙｔｅ，Ｂ．ｇｒａｎｕｌｏｓａｃｅｌｌ，Ｃ．ｆｒａｇｍｅｎｔｏｆｔｉｓｓｕｅｏｒｈｙｂｒｉｄｃｅｌｌ．

图１　体外培养小鼠卵巢颗粒细胞的生长（×４００）

Ｆｉｇ．１　Ｇｒｏｗｔｈｏｆ犻狀狏犻狋狉狅ｃｕｌｔｕｒｅｄｍｏｕｓｅｇｒａｎｕｌｏｓａｃｅｌｌｓ（×４００）
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　第３期 王建起等：犅犿狆８犪和犅犿狆８犫基因在体外培养小鼠卵巢颗粒细胞中的表达

　　通过检测犉狊犺狉和犔犺狉基因的表达，确认此法

培养的小鼠卵巢颗粒细胞能够维持其主要的生理功

能。提取的总ＲＮＡ未见明显的ＲＮＡ降解，可用于

反转录（图２（ａ））。小鼠ＦＳＨＲ和ＬＨＲ的 ｍＲＮＡ

序列引物均扩增出了目的长度的产物，且没有杂带

（图２（ｂ）、（ｃ））。小鼠ＦＳＨＲ的ｍＲＮＡ序列引物的

ＰＣＲ产物经胶回收纯化测序，测序长度为１４７ｂｐ，

序列经ＮＣＢＩ的Ｂｌａｓｔ软件分析，与小鼠ＦＳＨＲ的

ｍＲＮＡ 序列有 １００％ 的一致性。小鼠 ＬＨＲ 的

ｍＲＮＡ序列引物的ＰＣＲ产物经胶回收纯化测序，

测序结果的片段长度为２５９ｂｐ，序列经 ＮＣＢＩ的

Ｂｌａｓｔ软件分析，与小鼠 ＬＨＲ 的 ｍＲＮＡ 序列有

１００％的一致性。此方法培养的小鼠颗粒细胞能够

表达颗粒细胞膜受体ＦＳＨＲ和ＬＨＲ，因此说明此

方法培养的小鼠颗粒细胞能够维持其主要的生理功

能，可用于后续试验。

Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｉ、Ｊ和Ｋ为样品；Ｄ、Ｈ和Ｌ为阴性对照。Ｍ１为５０ｂｐｍａｒｋｅｒ。

Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｅ，Ｆ，Ｇ，Ｉ，ＪａｎｄＫｓａｍｐｌｅｓ；Ｄ，ＨａｎｄＬｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｍ１５０ｂｐｍａｒｋｅｒ．

图２　犉狊犺狉和犔犺狉基因在体外培养小鼠卵巢颗粒细胞中的犚犜犘犆犚分析

Ｆｉｇ．２　ＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆ犉狊犺狉ａｎｄ犔犺狉ｇｅｎｅｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄｍｏｕｓｅｇｒａｎｕｌｏｓａｃｅｌｌｓ

２．２　犚犜犘犆犚测序表明体外培养的小鼠卵巢颗粒

细胞可表达犅犕犘８犪狋狉犪狀狊犮狉犻狆狋狏犪狉犻犪狀狋２

ＲＴＰＣＲ测序表明体外培养的小鼠卵巢颗粒细

胞可表达ＢＭＰ８ａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ２，并初步证

明不表达ＢＭＰ８ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ１。ＢＭＰ８ａ的

ｍＲＮＡ序列引物ａ１和ａ２的ＲＴＰＣＲ产物电泳图

分别 如 图 ３（ａ）、（ｂ）所 示。ＢＭＰ８ａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ

ｖａｒｉａｎｔ１的特异引物 Ｖ１１和ＢＭＰ８ａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ

Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｅ、Ｆ和Ｇ为样品产物；Ｉ、Ｊ和Ｋ为引物Ｖ１１产物；Ｍ、Ｎ和Ｏ为引物Ｖ２产物；Ｄ、Ｈ和Ｐ为阴性对照。Ｍ１为５０ｂｐ

ｍａｒｋｅｒ；Ｍ２为ｍａｒｋｅｒⅢ。Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｅ，ＦａｎｄＧｓａｍｐｌｅｐｒｏｄｕｃｔｓ；Ｉ，ＪａｎｄＫｓａｍｐｌｅｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｐｒｉｍｅｒＶ１１；Ｍ，ＮａｎｄＯ

ｓａｍｐｌｅｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｐｒｉｍｅｒＶ２；Ｄ，ＨａｎｄＰｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，Ｍ１５０ｂｐｍａｒｋｅｒ；Ｍ２ｍａｒｋｅｒⅢ．

图３　犅犿狆８犪基因在体外培养的小鼠卵巢颗粒细胞中的犚犜犘犆犚分析

Ｆｉｇ．３　ＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆ犅犿狆８犪ｇｅｎｅｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄｍｏｕｓｅｇｒａｎｕｌｏｓａｃｅｌｌｓ
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ｖａｒｉａｎｔ２的特异引物Ｖ２的ＲＴＰＣＲ产物电泳图见

图３（ｃ）。ＢＭＰ８ａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ１的特异引物

Ｖ１２也不能扩增目的产物，其产物的电泳图没有

列出。

ＢＭＰ８ａ的ｍＲＮＡ序列引物ａ１扩增了目的长

度的产物（图３（ａ）），且没有杂带，阴性对照未扩增，

其目的ＤＮＡ经胶回收纯化测序，测序长度为１４９

ｂｐ，序列经ＮＣＢＩ的Ｂｌａｓｔ软件分析，与ＢＭＰ８ａ的

ｍＲＮＡ序列的一致性为１００％。ＢＭＰ８ａ的ｍＲＮＡ

序列引物ａ２的目的产物包含了２个ＢＭＰ８ａ转录

变异体的变异区间，如果小鼠卵巢颗粒细胞同时表

达 ＢＭＰ８ａ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｖａｒｉａｎｔ １ 和 ＢＭＰ８ａ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ２，引物ａ２会扩增出２条带，１条

带长度为３５５ｂｐ，１条带长度为３１６ｂｐ。ＢＭＰ８ａ

的ｍＲＮＡ序列引物ａ２只扩增１条带（图３（ｂ）），阴

性对照未扩增，因此小鼠卵巢颗粒细胞有可能只表

达２种转录变异体中的１个，其目的ＤＮＡ经胶回

收纯化测序，测序长度为３１６ｂｐ，序列经 ＮＣＢＩ的

Ｂｌａｓｔ软件分析，与ＢＭＰ８ａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ２的

一致性为１００％。从图３（ａ）、（ｂ）可看出小鼠卵巢颗

粒细胞能够表达ＢＭＰ８ａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ２，但还

不能确定是否表达ＢＭＰ８ａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ１，因

此笔者又设计了ＢＭＰ８ａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ１的特

异引物Ｖ１１和 Ｖ１２及ＢＭＰ８ａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ

２的特异引物 Ｖ２。ＢＭＰ８ａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ１的

特异引物Ｖ１１和 Ｖ１２均不能扩增目的产物，引物

Ｖ１１的ＲＴＰＣＲ产物电泳图如图３（ｃ）所示；ＢＭＰ

８ａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ２的特异引物Ｖ２扩增了目的

长度的产物（图３（ｃ）），其目的ＤＮＡ经胶回收纯化

测序，测序长度为２８２ｂｐ，序列经ＮＣＢＩ的Ｂｌａｓｔ软

件分析，与ＢＭＰ８ａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ２的一致性为

１００％。从 图 ３（ｂ）、（ｃ）可 看 出：１）ＢＭＰ８ａ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ１的特异引物不能扩增目的产物，

２）ＢＭＰ８ａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ２的特异引物扩增了

目的产物，３）包含ＢＭＰ８ａ转录变异区域的引物只

扩增ＢＭＰ８ａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ２，以上３个结论说

明体外培养的小鼠卵巢颗粒细胞可表达ＢＭＰ８ａ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ２，并初步证明不表达 ＢＭＰ８ａ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ１。

２．３　犚犜犘犆犚测序表明体外培养的小鼠卵巢颗粒

细胞可表达犅犿狆８犫

ＲＴＰＣＲ测序表明体外培养的小鼠卵巢颗粒细

胞可表达犅犿狆８犫。ＢＭＰ８ｂ的ｍＲＮＡ序列引物ｂ１

和ｂ２的ＲＴＰＣＲ产物电泳图见图４。

Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｅ、Ｆ和Ｇ为样品产物，Ｄ和 Ｈ为阴性对照。Ｍ１为５０ｂｐｍａｒｋｅｒ；Ｍ２为ｍａｒｋｅｒⅢ。

Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｅ，ＦａｎｄＧｓａｍｐｌｅｐｒｏｄｕｃｔｓ；ＤａｎｄＨｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｍ１５０ｂｐｍａｒｋｅｒ；Ｍ２ｍａｒｋｅｒⅢ．

图４　犅犿狆８犫基因在体外培养的小鼠卵巢颗粒细胞中的犚犜犘犆犚分析

Ｆｉｇ．４　ＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆ犅犿狆８犫ｇｅｎｅｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄｍｏｕｓｅｇｒａｎｕｌｏｓａｃｅｌｌｓ

　　ＢＭＰ８ｂ的ｍＲＮＡ序列引物ｂ１和ｂ２均扩增

了目的长度的产物（图４），且没有杂带，空白对照未

扩增。引物ｂ１扩增的ＤＮＡ经胶回收纯化测序，测

序长度为３６０ｂｐ，序列经ＮＣＢＩ网站的Ｂｌａｓｔ软件分

析，与ＢＭＰ８ｂ的ｍＲＮＡ序列一致性为１００％。引

物ｂ２扩增的ＤＮＡ经胶回收纯化测序，测序长度为

５０８ｂｐ，序列经 ＮＣＢＩ网站的 Ｂｌａｓｔ软件分析，与

ＢＭＰ８ｂ的ｍＲＮＡ序列一致性为１００％。ＢＭＰ８ｂ
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的ｍＲＮＡ序列引物ｂ１和ｂ２均能扩增出目的产

物，说明体外培养的小鼠颗粒细胞能够表达犅犿狆８犫

基因。

３　讨　论

３．１　犅犿狆８犪和犅犿狆８犫基因在小鼠卵巢颗粒细胞

中的表达

犅犿狆８犪基因的２个转录变异体是由于可变剪

切造成的，转录变异位点位于第６外显子３′末端的

３９个核苷酸，与第７外显子直接相接。已知在小鼠

早期胚胎［４５］、雄性生殖细胞［１，３］、胎盘［１］、内耳［１１］及

出生后不久的毛囊根鞘内部［１］等均表达ＢＭＰ８ａ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ２，目前仅在小鼠胚胎听泡中发现

表达ＢＭＰ８ａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ１
［１２］。ＲＴＰＣＲ测

序 表 明 小 鼠 卵 巢 颗 粒 细 胞 只 表 达 ＢＭＰ８ａ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ２，不 表 达 ＢＭＰ８ａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ

ｖａｒｉａｎｔ１，这与目前ＢＭＰ８ａ在相关组织大多能够

表达 ＢＭＰ８ａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ２ 的情况相同。

ＢＭＰ８ａ的转录变异位异位点位于成熟肽区域，但

目前还没有足够的证据表明此变异区域是如何影响

ＢＭＰ８ａ的功能，已知犅犿狆８犪碱基的突变可使感染

肝炎的机率更大［１５１６］。小鼠犅犿狆８犪 和犅犿狆８犫基

因在染色体上紧密连琐［５］，其编码区序列的一致性

在ＴＧＦβ的超家族成员中最高，两者可协同发挥作

用［１］，本研究发现小鼠卵巢颗粒细胞也能够同时表

达犅犿狆８犪和犅犿狆８犫基因。Ｌａｔｔｉｎ等用微阵列分析

方法检测了小鼠９１个不同组织或细胞的基因表达

情况［１７］，发现犅犿狆８犪和犅犿狆８犫在小鼠卵巢中的信

号要低于该基因整体的平均水平，因此，犅犿狆８犪和

犅犿狆８犫 基因在小鼠卵巢内的表达量可能不高；

犅犿狆８犪或犅犿狆８犫基因在脑
［１１１２］、早期胚胎［４，１０］和

卵巢中表达，但Ｚｈａｏ等用ＲＮＡ酶保护分析方法未

检测出［１］，很可能与犅犿狆８犪或犅犿狆８犫在相关组织

中表达量低有关。

３．２　小鼠犅犕犘８犪和犅犕犘８犫的生理功能

ＢＭＰ８ａ或 ＢＭＰ８ｂ可促进小鼠生殖系统发

育［１４］、毛囊发育［１］和促进骨生长［７１１］等作用，表明

ＢＭＰ８ａ或ＢＭＰ８ｂ很可能主要对小鼠个体的生长

发育起着重要的作用。Ｙｉｎｇ等发现 ＢＭＰ４ 和

ＢＭＰ８ｂ的联合作用能够诱导小鼠原始生殖细胞的

形成［３］；Ｚｈａｏ等通过人工生产犅犿狆８犫基因突变的

小鼠来研究ＢＭＰ８ｂ对小鼠精子发生的影响
［２］，发

现纯合突变的小鼠有不同程度的精细胞缺陷，甚至

不育，２周大小鼠的精细胞增殖和分化都有明显的

缺陷，体外培养成年小鼠的精原细胞有更显著的死

亡导致精细胞耗尽而不育，这２个研究都表明

ＢＭＰ８ｂ对雄性小鼠生殖系统和生殖细胞的发育起

着至关重要的作用。犅犿狆８犪和犅犿狆８犫基因在发育

中的子宫和胎盘中表达，表明ＢＭＰ８ａ和ＢＭＰ８ｂ

对雌性动物的生殖系统的发育也发挥着作用。

ＢＭＰｓ家族中犅犿狆２、犅犿狆３、犅犿狆４、犅犿狆６、犅犿狆７

和犅犿狆１５等基因均在小鼠卵巢中表达
［１３］，并对卵

泡发育起着至重要的作用，本研究结果表明小鼠卵

巢颗粒细胞能够表达犅犿狆８犪 和犅犿狆８犫 基因，因

此，ＢＭＰ８ａ和ＢＭＰ８ｂ也很有可能对雌性小鼠的

性腺发育尤其是卵泡发育发挥着至关重要的作用。

ＢＭＰ８ａ和ＢＭＰ８ｂ均为分泌蛋白质，因此小鼠卵

泡可通过旁分泌的方式影响卵母细胞和卵泡膜细胞

的生理调控，或是通过自分泌的方式影响卵巢颗粒

细胞的增殖及激素分泌。小鼠ＢＭＰ８ａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ

ｖａｒｉａｎｔ２和ＢＭＰ８ｂ的前原蛋白基因序列的一致性

为９１％，成熟肽基因序列的一致性为８３％，２个基

因在染色体上紧密连琐，暗示犅犿狆８犪和犅犿狆８犫基

因来源于同一基因的复制，两者的基因表达方式相

似，又以精密的调节发挥着不同的作用［１］，因此可为

基因进化的研究提供素材。

目前对犅犿狆８犪 和犅犿狆８犫的基因表达和生理

功能的研究相对较少，本研究表明体外培养的小鼠

卵巢颗粒细胞能够表达ＢＭＰ８ａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ

２和犅犿狆８犫基因，而更深入地研究小鼠卵巢颗粒细

胞犅犿狆８犪 和犅犿狆８犫基因在各级卵泡中的表达调

控和其生理功能，将有助于更进一步地了解哺乳动

物卵泡发育的机理。
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