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绵羊血管内皮生长因子基因狊犻犚犖犃载体在卵巢颗粒细胞中的表达
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摘　要　为构建绵羊血管内皮生长因子（犞犈犌犉）基因ｓｉＲＮＡ载体并对其在绵羊颗粒细胞中的表达，采用ＤＭＥＭ／

Ｆ１２培养液对绵羊卵巢颗粒细胞进行体外培养，采用脂质体转染法将干扰载体转染到颗粒细胞中，用ＥＬＩＳＡ试剂

盒测定转染后各组颗粒细胞中犞犈犌犉 的表达量。转染阳性对照载体ＰＧＣ的颗粒细胞组为对照组，转染ＰＧＣ１、

ＰＧＣ２和ＰＧＣ３的颗粒细胞组分别为试验组Ⅰ、试验组Ⅱ和试验组 Ⅲ。与对照组相比，各试验组中犞犈犌犉 的表达

量分别降低了５５．３７％、８１．４５％和７３．２９％，其中载体ＰＧＣ２所转染的细胞中犞犈犌犉 的表达量最少，说明在３个载

体中，ＰＧＣ２对犞犈犌犉 的基因沉默效果最好。
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　　血管内皮生长因子在某些疾病如癌症发生过程

中可以增加血管通透性和促进病理性血管生成。

ｓｉＲＮＡ是长度为２０～２３个核苷酸片段，可以干扰

特定基因的表达，与基因敲除和诱导变异相比，它具

有高效快速稳定等优点。目前对于血管内皮生长因

子（犞犈犌犉）基因的研究多集中于疾病学，尤其是肿

瘤方面。但是越来越多的科学家发现犞犈犌犉 在胚

胎血管发育，卵母细胞成熟和颗粒细胞毛细血管生

成方面都有不可忽视的作用。犞犈犌犉 在卵泡发育的

过程中发挥重要作用，有研究证明［１］，小鼠卵泡中表

达犞犈犌犉，从而诱导卵泡周围生成血管，促进颗粒细

胞生长并刺激颗粒细胞周围膜的生成。另有研究表

明［２］，在原始卵泡和初级卵泡的颗粒细胞中犞犈犌犉

的表达量很少，而在次级卵泡颗粒细胞中犞犈犌犉 的

表达明显增强。目前国内外对反刍动物犞犈犌犉 基

因ｓｉＲＮＡ的研究报道较少。

本试验根据 ＮＣＢＩ所公布的绵羊犞犈犌犉 基因

序列设计３个干扰片段，构建相应载体并将其转染

入卵巢颗粒细胞，旨在为探索犞犈犌犉 通过颗粒细胞

对卵母细胞和胚胎作用的机制奠定基础，同时也为
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探讨颗粒细胞的培养方法提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验试剂与材料

脂质体ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公

司），Ｇ４１８（ＧｅｎｅｔｉｏｎＳｕｌｐｈａｔｅ，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），绵

羊颗粒细胞，ＦＢＳ、ＤＭＥＭ／Ｆ１２、ＰＢＳ（美国ｈｙｃｌｏｎｅ

公司），ＥＬＩＳＡ 试 剂 盒 （Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｈｕｍａｎ

ＶＥＧＦＩｍｍｕｎｏａｓｓａｙ，美国），胰蛋白酶（Ａｍｒｅｓｃｏ，

美国），ＤＭＳＯ（ＷＡＫＯ，日本），其余试剂为国产分

析纯及６孔板、２４孔板、培养皿（１００ｍｍ、６０ｍｍ和

３５ｍｍ为Ｃｏｒｎｉｎｇ（美国）产品）、凹皿、口吸管、克隆

杯和凡士林。

试验用卵巢取自内蒙古呼和浩特市屠宰场屠宰

的母羊体内。

ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基：ＤＭＥＭ 粉末１０ｇ，溶于

９００ｍＬ二蒸水中，加入 ＮａＨＣＯ３３．５００ｇ，Ｈｅｐｅｓ

３．５７０ｇ，ｐｅｎ０．０７５ｇ，ｓｔｒ０．０５０ｇ，调节ｐＨ７．２～

７．４，用０．２２μｍ的一次性滤器过滤，分装，４℃保存

备用。取４５０ｍＬＤＭＥＭ 加入５０ｍＬＦＢＳ配制成

细胞培养液。

１．２　方法

１．２．１　绵羊颗粒细胞体外培养

试验用卵巢用生理盐水清洗３遍，用手术剪将

卵巢周围附带的脂肪和输卵管剪掉再用盐水冲洗卵

巢直至盐水不再污浊。

将准备好的卵巢采用剖切法采集卵母细胞。将

培养皿放置在显微镜下选取周围颗粒细胞丰富的卵

母细胞，用自制口吸管吸取，并将其在采卵液中洗涤

３～４次，放入盛有适量ＤＭＥＭ 培养液（含１０％（体

积分数）ＦＢＳ）的凹皿中，用移液枪吹打卵母细胞使

其周围颗粒细胞脱离。用口吸管将卵母细胞吸出，

剩余液体（含有颗粒细胞）１５００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ离心３

遍转移到培养皿中在３７℃、５％（体积分数，下同。）

ＣＯ２、饱和湿度的条件下培养，每２ｄ换液１次。

１．２．２　绵羊颗粒细胞生长曲线的绘制

将传至第１代和第５代的绵羊颗粒细胞分别消

化接种到２个２４孔板中，每孔接种１×１０４ 个／ｍＬ，

在３７℃、５％ ＣＯ２、饱和湿度的条件下培养，每２ｄ

换１次液。每天同一时间用０．２５ｍｇ／ｍＬ胰蛋白

酶ＥＤＴＡ消化收集３孔细胞，用血细胞计数板分别

对３个孔中的细胞计数，每孔计数３次，取平均值。

以接种时间为第１天，连续培养计数８ｄ，绘制绵羊

卵巢颗粒细胞生长曲线。

１．２．３　绵羊颗粒细胞对Ｇ４１８最佳质量浓度的筛选

将培养至第２代的颗粒细胞以１×１０６ 个／孔的

密度接种到六孔板中，培养１～２ｄ当细胞生长至

８０％汇合度时更换培养液，同时在六孔板中加入

Ｇ４１８，使６个孔中 Ｇ４１８的最终质量浓度分别为

２００、３００、５００、６００、８００和０μｇ／ｍＬ，隔天换１次培

养液，每天观察细胞生长状况，记录在不同Ｇ４１８质

量浓度下培养的细胞被完全杀死所需时间，以７～

１０ｄ内杀死全部细胞的最小Ｇ４１８质量浓度作为筛

选时的最佳浓度。

１．２．４　干扰载体的转染

干扰片段由上海吉凯基因有限公司设计合成，

分别命名为ｓｉ１、ｓｉ２和ｓｉ３（表１）。将干扰片段通

过酶切连接等操作连入质粒载体中合成干扰载体，

并分别命名为ＰＧＣ１、ＰＧＣ２和ＰＧＣ３，所转染的

细胞分别为试验组Ⅰ、试验组Ⅱ和试验组Ⅲ。对照

组载体为空载体，其干扰片段命名为ＰＧＣ。

表１　针对犞犈犌犉 基因不同区域的干扰片段

Ｔａｂｌｅ１　ｓｉＲＮＡｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｇｉｏｎｓｏｆ犞犈犌犉

干扰片段 正义链 Ｌｏｏｐ环 反义链

ｓｉ１ ＴＧＣＡＧＡＣＣＡＡＡＧＡＡＡＧＡＴＡ ＴＴＣＡＡＧＡＧＡ ＴＡＴＣＴＴＴＣＴＴＴＧＧＴＣＴＧＣＡ

ｓｉ２ ＧＡＴＡＡＡＧＣＡＡＧＧＣＡＡＧＡＡＡ ＴＴＣＡＡＧＡＧＡ ＴＴＴＣＴＴＧＣＣＴＴＧＣＴＴＴＡＴＣ

ｓｉ３ ＡＣＡＴＣＡＣＣＡＴＧＣＡＧＡＴＴＡＴ ＴＴＣＡＡＧＡＧＡ ＡＴＡＡＴＣＴＧＣＡＴＧＧＴＧＡＴＧＴ

　　转染前１ｄ用胰蛋白酶ＥＤＴＡ消化第２代绵

羊颗粒细胞并进行计数，离心弃掉上清液，以无抗

生素的ＤＭＥＭ（含１０％（体积分数）ＦＢＳ）悬浮细

胞，并以每孔１×１０５～２×１０
５ 个／ｍＬ的密度接种到

２４孔板中进行培养，培养１～２ｄ后待细胞汇合度达

到９０％以上进行转染。根据脂质体ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ

５０１
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２０００的说明书进行转染，所构建载体的质量浓度

和用量（表２）。

表２　载体质量浓度和用量

Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄｄｏｓａｇｅｏｆｅａｃｈｖｅｃｔｏｒ

指 标
载 体

ＰＧＣ ＰＧＣ１ ＰＧＣ２ ＰＧＣ３

质量浓度／（μｇ／μＬ） ４００ １６０ ３３３ ３５８

用量／μＬ ２．０ ５．０ ２．５ ２．３

１．２．５　单克隆的挑选

转染４８ｈ后，弃掉原有培养液，并用ＰＢＳ清洗

２遍，加入２００μＬ胰蛋白酶ＥＤＴＡ进行消化，３７℃

孵育２～３ｍｉｎ，加入等量ＤＭＥＭ 培养液（含１０％

（体积分数）ＦＢＳ）终止消化，用移液枪轻轻吹打使细

胞脱离培养品底部，转入１００ｍｍ培养皿继续培养，

加入Ｇ４１８使其最终质量浓度为５００μｇ／ｍＬ，每２ｄ

换液１次。在倒置荧光显微镜下观察发荧光的细胞

群，并在培养皿底部进行标记。待细胞汇合度达到

８０％，挑选单克隆进行培养，为下一步测定 ＶＥＧＦ

含量做准备。

１．２．６　绵羊颗粒细胞犞犈犌犉 基因的表达

试验前，取绵羊颗粒细胞保存在ＤＭＥＭ 中放

于－２０℃备用。用ＥＬＩＳＡ试剂盒测定转染后绵羊

颗粒细胞中犞犈犌犉 基因的表达量，根据试剂盒说明

书进行试验操作，用酶标仪在４５０ｎｍ的条件下，测

定标准品和样品的吸光度，从而绘制ＶＥＧＦ标准品

曲线，确定各个样品中ＶＥＧＦ的含量。

２　结果与分析

２．１　绵羊卵巢颗粒细胞生长曲线

绵羊卵巢颗粒细胞的生长趋势呈“Ｓ”形（图１）。

不同代次的细胞其生长趋势基本一致，第５代细胞

图１　绵羊卵巢颗粒细胞生长曲线

Ｆｉｇ．１　Ａｕｘｏｄｒｏｍｅｏｆｏｖｉｎｅｇｒａｎｕｌａｒｃｅｌｌ

可能由于代次增加细胞活力下降而导致生长缓慢。

第１～２天为细胞生长的恢复期，这个时期细胞基本

不生长，致使细胞密度增长缓慢，在颗粒细胞生长过

程中没有出现密度下降的情况。第２～５天为对数

生长期，而第７天后进入平台期，细胞数量增长缓慢

或是基本不生长。

２．２　颗粒细胞对犌４１８敏感度监测

从图２中可以看出，随着Ｇ４１８质量浓度的增

加，颗粒细胞死亡速度加快。在筛选过程中，Ｇ４１８

质量浓度为８００μｇ／ｍＬ的时候，第１天就有大量颗

粒细胞死亡，只有少数存活了６ｄ而到第７天的时

候则全部死亡。在第７～１０天之间，培养在 Ｇ４１８

为５００和６００μｇ／ｍＬ孔中细胞分别在第１０天和第

９天全部死亡，因此Ｇ４１８对于筛选具有抗性的绵羊

卵巢颗粒细胞的最佳浓度是５００μｇ／ｍＬ。

图２　绵羊卵巢颗粒细胞在犌４１８各质量浓度下

全部死亡时间

Ｆｉｇ．２　ＤｅａｄｔｉｍｅｏｆｏｖｉｎｅｇｒａｎｕｌａｒｃｅｌｌｗｉｔｈＧ４１８

２．３　绵羊卵巢颗粒细胞转染荧光图

颗粒细胞最初呈圆形或椭圆形，贴壁后的形态

则呈多角形或是梭形。由图３可以看出细胞贴壁生

长情况良好，在倒置荧光显微镜下可见发绿色荧光

的颗粒细胞（图３（ａ）～（ｄ）），图３（ａ’）～（ｄ’）是在普

通视野下对应的颗粒细胞。

２．４　绵羊卵巢颗粒细胞中犞犈犌犉含量的测定

用ＥＬＩＳＡ试剂盒测定转染后各组颗粒细胞中

犞犈犌犉 的表达情况，根据试剂盒所给定的标准

犞犈犌犉 质量浓度绘制标准曲线（图４），曲线基本呈

直线趋势，说明绘制准确。各组中犞犈犌犉 的表达量

如表３所示，犞犈犌犉 的表达量分别降低了５５．３７％、

８１．４５％和７３．２９％，其中载体ＰＧＣ２所转染的细胞

中犞犈犌犉 的表达量最少，说明在３个载体中，ＰＧＣ２

对犞犈犌犉 的基因沉默效果最好。
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　　（ａ）、（ａ’）；（ｂ）、（ｂ’）；（ｃ）、（ｃ’）以及（ｄ）、（ｄ’）分别为对照组、

试验组Ⅰ、试验组Ⅱ和试验组Ⅲ转染后的荧光图。

图３　干扰载体转染绵羊卵巢颗粒细胞结果（×２００）

Ｆｉｇ．３　ＲＮＡｉｖｅｃｔｏｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ

ｏｖｉｓｇｒａｎｕｌｅｃｅｌｌｓ（×２００）

图４　犈犔犐犛犃标准曲线

Ｆｉｇ．４　ＳｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆＥＬＩＳＡ

３　讨　论

１）卵巢颗粒细胞位于卵母细胞透明带外侧，是

雌性动物生殖系统中非常重要的一种细胞，颗粒细

胞的分泌和卵母细胞成熟受精等过程密切相关，又

影响卵泡的生长发育以及黄体生成。卵母细胞影响

颗粒细胞的功能和分化，而颗粒细胞反过来可以为

卵母细胞提供特异性因子、能量和物质［３］。有研究

报道［２］未成熟卵母细胞体外培养的成熟度不同，其

周围颗粒细胞的凋亡率也有所差别，成熟程度越好

的卵母细胞其颗粒细胞凋亡率越低。

Ｈｕｎｔｅｒ等
［４］研究发现卵泡液中存在犞犈犌犉 累

积现象，并通过颗粒细胞直接作用于卵母细胞。

Ｅｉｎｓｐａｎｉｅｒ等
［５６］发现犞犈犌犉 在牛的颗粒细胞中有

表达，并且在颗粒细胞表面检测到犞犈犌犉 受体。尽

管对犞犈犌犉 通过颗粒细胞对卵母细胞起作用的研

究已有初步了解，但是卵母细胞成熟是个极其复杂

的过程，还需要对其进行进一步研究。

本试验前期研究证明犞犈犌犉通过颗粒细胞促进

表３　试验各组对应载体表达量

Ｔａｂｌｅ３　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｅａｃｈｖｅｃｔｏｒ

指 标
试验组对应载体

对照组（ＰＧＣ） 试验组Ⅰ（ＰＧＣ１） 试验组Ⅱ（ＰＧＣ２） 试验组Ⅲ（ＰＧＣ３）

表达量／（ｐｇ／ｍＬ） ４９．３９ ２２．０４ ９．１６ １３．１９

牛卵母细胞成熟［７］和胚胎体外发育［８９］，以及羊卵母

细胞体外成熟［１０］和胚胎体外发育［１１］，但其信号转导

机制仍不清楚。曹忻等［１２］研究发现犞犈犌犉 通过促

进皮质颗粒的时空迁移和重新分配来促进卵母细胞

成熟过程中胞质的成熟；并且在绵羊卵母细胞和颗

粒细胞中都检测到犞犈犌犉 及其受体 ｍＲＮＡ 的表

达。因此需要分别抑制绵羊颗粒细胞、卵母细胞和

胚胎中犞犈犌犉 基因的表达，使犞犈犌犉 的作用通路受

到影响，从而对犞犈犌犉 的作用途径进行更深入的研

究。因为ＲＮＡ干扰技术具有高特异性、高稳定性、

高效性、精确性和可遗传性等优点，因此本试验选用

此种技术来抑制犞犈犌犉 的表达。卵母细胞体外成

７０１



中 国 农 业 大 学 学 报 ２０１１年 第１６卷　

熟和体外受精的过程中颗粒细胞是必不可少的，本

试验选用颗粒细胞来进行有效干涉载体的筛选。

２）对于哺乳动物卵巢颗粒细胞的体外培养条件

国内外都有不同报道［１３１５］。Ｂｒｏｕｓｓａｒｄ等
［１６］采用含

胰酶不含血清的 Ｍ１９９做培养液；Ｇｒｅｇｏｒａｓｚｃｃｚｕ

等［１７］采用含有血清的ＤＭＥＭ 培养液；而王琪等
［１８］

采用无血清加胰酶的１６４０培养液；刘英华等
［１９］比

较了ＤＭＥＭ、Ｆ１２和ＲＰＭ１６４０３种培养液（加０．１

ｍｇ／ｍＬ胰酶和１０％（体积分数）血清）体外培养颗

粒细胞的优劣，结果得出无胰酶条件下用 ＤＭＥＭ

培养液颗粒细胞成活率最高。本试验培养的颗粒细

胞采用含１０ｍｇ／ｍＬＦＢＳ的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液，

经观察细胞贴壁后形态呈多角形或梭形（图３）；细

胞成活率高，生长状况良好（图１），生长曲线呈

“Ｓ”形。

总之，哺乳动物卵巢卵泡的颗粒细胞和卵母细

胞的发育和成熟分裂，是紧密相关和相互依赖的，进

一步了解颗粒细胞分裂、分化过程及其影响因素，对

于研究卵泡生长发育机理与卵母细胞体外成熟具有

重要意义。

４　结　论

本研究成功构建绵羊犞犈犌犉 基因的干扰载体，

并将其转染到颗粒细胞中抑制其犞犈犌犉 的表达。

结果显示，载体ＰＧＣ２为３个载体中干扰效率最高

的载体。
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