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为分析
'̀++Ĝ

和
F>F:G]

基因在小尾寒羊不同繁殖时期"黄体期和卵泡期#下丘脑$垂体$性腺轴各组织

中的表达差异!阐明这
!

个基因在绵羊发情转换中的表达模式!以常年发情的小尾寒羊为研究对象!采用实时荧光

定量
S/V

技术!对比分析了
'̀++Ĝ

和
F>F:GG

基因在黄体期和卵泡期的小尾寒羊下丘脑(垂体(性腺轴各组织

中的表达差异%结果表明&

#

#

'̀++Ĝ

和
F>F:G]

基因在下丘脑$垂体$卵巢等
#"

种组织中均有表达'

!

#黄体期和

卵泡期下丘脑中
'̀++Ĝ

基因表达量均显著高于其他组织"

:

,

"@"J

#!卵泡期下丘脑和松果体中
'̀++Ĝ

基因表达

量均显著高于黄体期"
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#黄体期和卵泡期下丘脑和卵巢中
F>F:G]

基因的表达量均显著高于其他组织
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#!且卵巢中
F>F:G]

基因在黄体期的表达量显著高于卵泡期"
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#%综上!研究发现
'̀++Ĝ

和

F>F:G]

基因在绵羊发情调控中均发挥重要作用!

'̀++Ĝ

促进发情而
F>F:G]

抑制发情%

关键词
!

小尾寒羊'繁殖时期'

'̀++Ĝ
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动物的季节性繁殖是由内分泌系统和中枢神经

系统调控的复杂生理过程!主要依靠下丘脑-垂

体-性腺轴"

TS̀

#的相互调节来实现'

#

(

)研究发

现编码
V[,P1=8

家族神经肽类的基因
'̀++Ĝ

与

F>F:G]

可能是动物季节性繁殖活动的重要调控因

子)

'̀++Ĝ

基因是
U88

等'

!

(从人黑色素瘤细胞中

分离得到!其翻译产物
h199

;

8

;

51+

是由
#%J

个氨基

酸组成的亲水性蛋白!具有分泌神经肽的特点'

G

(

&

h1KK&#

%

S̀VJ%

系统对哺乳动物的繁殖起中枢调控

作用!它通过调节下丘脑促性腺激素释放激素

"

+̀VT

#的释放!来影响促卵泡素"

[KT

#和促黄体

素"

UT

#的分泌'

%&J

(

)

h199

;

8

;

51+

通过下丘脑通路激

活
+̀VT

神经元来促进促性腺激素的分泌'

N

(

!也可

诱导体外培养的大鼠下丘脑中
+̀VT

的释放'

F

(

)

h199

;

8

;

51+

直接作用于下丘脑-垂体-性腺轴!能

促进
+̀VT

释放和
UT

含量上升!从而调控绵羊的

季节性繁殖'

E&$

(

)

V[VS

是在
!"""

年从鹌鹑大脑中

提取出来的可抑制垂体
+̀VT

分泌的十二肽!并命

名为促性腺激素抑制激素"

+̀DT

#

'

#"

(

)在哺乳动物

中
F>F:

基因由
!

条编码生物活性的短肽
V[

酰胺

相关肽
&#

"

V[VS&#

#和
V[

酰胺相关肽
&G

"

V[VS&

G

#!其中!

V[VS&G

对生殖系统的调控有抑制作

用'

##

(

)小鼠的
V[VS&G

细胞纤维体与大部分
+̀VT

细胞直接接触!对
+̀VT

神经元有直接的抑制作

用'

#!&#G

(

)在哺乳动物中!

V[VS&G

也能抑制
UT

的合

成与分泌)虽然
h1KK&#

和
V[VS&G

都是
V[,P1=8

家

族神经肽!但它们在动物季节性发情中的作用却相

反!并且相互协调共同控制动物的季节性繁殖活

动'

#%

(

)目前!对于不同繁殖状态下小尾寒羊下丘

脑-垂体-卵巢生殖轴上各组织表达规律的研究很

少)本研究以常年发情的小尾寒羊为研究对象!分别

采集其卵泡期和黄体期生殖轴上的
#"

种组织!用荧

光定量
S/V

方法检测
'̀++Ĝ

和
F>F:G]

在不同繁

殖状态下小尾寒羊不同组织中的表达差异!初步分析

这
!

个基因在小尾寒羊发情状态转换中的作用!有助

于进一步揭示绵羊季节性发情分子调控机制)

!

!

材料与方法

!"!

!

试验样品及主要试剂

随机选择来自山东郓城的身体健康*营养状况

良好*体重一致的
!

"

G

岁经产空怀小尾寒羊母羊

N

只!饲养于天津市畜牧兽医研究所试验羊场!保证

所有羊只的饲养管理方式*饲料配方和环境一致)

放置孕酮阴道栓"

/DBV

#并注射
J

"

NPU

维生素

2B

以保护阴道内膜)放栓
#!=

后撤栓!撤栓当天

记为
#=

!撤栓时刻记为
"0

)撤栓后用腹腔镜观察

卵泡发育和排卵情况来确定卵泡期采样时间!用公

羊试情确定母羊发情状态及时间)连续试验
!

个情

期后在撤栓后
%J0

"卵泡期#和
#"=

"黄体期#进行屠

宰!每个时期各
G

只!屠宰后迅速采集下丘脑*垂体*

松果体*大脑*小脑*卵巢*子宫*输卵管*肾脏*肾上腺

共
#"

种组织)分别装入
!PU

的
VW,98&[*88

冻存管

中!并立即放入液氮中!带回实验室转移到
dE"m

冰

箱保存备用)

动物组织总
VW2

提取试剂盒"天根生化有限

公司!北京#!反转录试剂盒 "

S*1P8K4*1

;

5

_H

V_

V8,

3

8+5h15

!

_,h,V,

公司!大连#!荧光定量染料

"

KfMV

A

S*8P1>O>%.

Z

_H

7

!

_,h,V,

公司!大连#!

OS

管*

$N

孔板*枪头等耗材均为
VW,98&[*88

产品)

!"#

!

总
3F;

提取

利用
_*1<(-

"

D+715*(

3

8+

!美国#和动物组织总

VW2

提取试剂盒"天根!北京#提取各组织总
VW2

)

用
W,+(B*(

;

!"""

检测所提取
VW2

的浓度和
CB

值"

2!N"

%

2!E"

为
#@E

"

!@#

#!用
#R

的琼脂糖凝胶

电泳检测
VW2

完整性!检测合格后暂存于
dE"m

冰箱)

!"'

!

定量引物设计

根据
8̀+M,+I

公布的绵羊
'̀++Ĝ

和
F>F:G]

GE
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基因
PVW2

序列"登录号分别为$

WH

7

""#G"N#"%@#

和
WH

7

""##!F!NE@#

#!利用
S*1P8*S*8P18*J@"

软件进行跨外显子引物设计!以
#

G.L9'$

"登录号$

WH

7

""#""$FE%

#为内参基因)引物由北京天一

辉远生物科技有限公司合成)引物具体信息见

表
#

)

表
!

!

荧光定量引物信息

_,?-8#

!

D+.(*P,51(+(.

;

*1P8*9.(*V8,-&51P8S/V

基因名称

8̀+8+,P8

引物序列"

JZ&GZ

#

S*1P8*98

Q

)8+48

"

JZ&GZ

#

退火温度%
m

2++8,-1+

3

58P

;

8*,5)*8

产物长度%
?

;

S*(=)45

-8+

3

50

F>F:G] [

$

/̀2̀ //2222̀ /2_/2//22

V

$

_̀ 2̀2_///2̀ _/_//__2̀ _̀

N" #%$

'̀++Ĝ [

$

_/2___̀ 2̀̀ 2////_/2̀ 2̀

V

$

2_//_̀ _̀̀ 2̀ 22̀ 2_̀ //̀

N" F"

#

G.L9'$ [

$

//22//̀ _̀ 2̀ 22̀ 2_̀ 2//

V

$

///2̀ `̀ /̀ _2/2̀ `̀ 2/2̀

N! $F

!"(

!

7:F;

合成

使用反转录试剂盒"

S*1P8K4*1

;

5

_H

V_V8,

3

8+5

h15

#反转录合成
4BW2

!反应总体积为
!"

9

U

)反应

条件为$

GFm#JP1+

!

EJmJ9

)全程在冰上操作)

反转录产物进行
J

倍稀释后!用内参基因
#

G.L9'$

进

行
S/V

检测!符合标准后
d!"m

保存)

!"/

!

实时荧光定量
<=3

!@/@!

!

标准曲线建立

取每个组织的
4BW2

样品
!

9

U

混匀!按
#e!

浓度梯度稀释!分别获得
E

个浓度梯度"

#

*

#

%

!

*

#

%

%

*

#

%

E

*

#

%

#N

*

#

%

G!

*

#

%

N%

*

#

%

#!E

#的
4BW2

样品)用这

些
4BW2

作为模板对目的基因和内参基因进行荧

光定量
S/V

!以浓度梯度的对数值"

#"

为底数#为横

坐标!以检测所得
/5

值为纵坐标!绘制目的基因和

内参基因标准曲线!确保引物扩增效率为
$JR

"

#"JR

)

!@/@#

!

实时荧光定量
S/V

体系和程序

利用罗氏
%E"

7

型荧光定量
S/V

仪检测不同

时期小 尾 寒 羊 在 繁 殖 相 关 组 织 中
'̀++Ĝ

和

F>F:G]

基因的表达!

#

G.L9'$

作为内参基因!每个

样品做
G

个重复)反应体系总体积为
!"@"

9

U

!其

中
KfMVS*8P1>O>%.

Z

7

!@"

9

U

!上下游引物各

"@E

9

U

!

4BW2!@"

9

U

!

VW,98&[*88==T

!

CN@%

9

U

)

Q

S/V

程序$

$Jm

预变性
J9

!

$Jm

变性
J9

!

N"m

G"9

!

%J

个循环)

!@/@'

!

数据统计

采用
!

d

::

/5法'

#J

!

#N

(计算目的基因的相对表达量!

用统计学软件
KSKK#$@"

进行单因素方差分析!最终

结果用平均值
q

标准误"

gqKOH

#来表示)

#

!

结果与分析

#"!

!

总
3F;

提取及
7:F;

合成

用
#R

琼脂糖凝胶电泳检测
VW2

完整性!发现

VW2

电泳条带明亮清晰*完整*无拖尾"图
#

#)用

W,+(=*(

;

!"""

检测各组织
VW2

的提取结果!发现

浓度均在
#""P

3

%

9

U

以上!

-

!N"

%

-

!E"

均为
#@E"

"

!@#"

)经反转录合成的
4BW2

通过
#

G.L9'$

内参基因

检测后发现!产物干净单一!表明
VW2

没有基因组

BW2

污染"图
!

#)说明提取的
VW2

和反转录后的

4BW2

可用于后续的荧光定量
S/V

反应)

#"#

!

89##06

和
:(:.0;

在不同时期小尾寒羊各组

织中的表达

使用荧光定量
S/V

技术对卵泡期和黄体期的

小尾寒羊
#"

种组织
'̀++Ĝ

和
F>F:G]

基因的表

达水平进行了研究!结果见图
G

和图
%

)

'̀++Ĝ

基因在
!

个时期小尾寒羊的
#"

种组

织均有一定表达!但在卵泡期子宫中的表达量很

低)黄体期和卵泡期下丘脑
'̀++Ĝ

基因表达量

显著高于其他组织"

:

,

"@"J

#&卵泡期下丘脑

和松果体
'̀++Ĝ

基因表达量显著高于黄体期

%E
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第
!

期 安雪姣等$黄体期和卵泡期小尾寒羊
'̀++Ĝ

与
F>F:G]

组织表达研究

"

:

,

"@"J

#)

F>F:G]

基因在
!

个时期小尾寒羊的
#"

种组

织中均有一定表达!但在黄体期子宫及卵泡期垂体

和松果体中表达量很低)黄体期和卵泡期下丘脑和

卵巢
F>F:G]

基因的表达量显著高于其他组织

"

:

,

"@"J

#&卵泡期
F>F:G]

基因在下丘脑和卵巢

之间表达差异显著"

:

,

"@"J

#&黄体期卵巢
F>F:G]

基因表达量显著高于卵泡期"

:

,

"@"J

#)

!!

#

"

E

$大脑*小脑*下丘脑*垂体*松果体*子宫*卵巢和输卵

管)

H

$

BU!"""BW2

分子标记)

#dE

!

?*,1+

!

48*8?8--)P

!

0

:;

(50,-,P)9

!

;

15)15,*

:

!

;

1+8,-

?(=

:

!

)58*)9

!

(7,*

:

,+=(71=)45@H

!

BU!"""BW2 H,*I8*@

图
!

!

小尾寒羊
3F;

电泳检测

[1

3

@#

!

O-845*(

;

0(*8919(.508VW21+KP,--_,1-T,+9088

;

!!

#

"

#"

$大脑*小脑*下丘脑*垂体*松果体*子宫*卵巢*输卵管*肾脏和肾上腺)

H

$

BU!"""BW2

分子标记)

#&#"

$

M*,1+

!

48*8?8--)P

!

0

:;

(50,-,P)9

!

;

15)15,*

:

!

;

1+8,-?(=

:

!

)58*)9

!

(7,*

:

!

(71=)45

!

I1=+8

:

,+=,=*8+,-

3

-,+=@H

$

BU!"""BW2 H,*I8*@

图
#

!

小尾寒羊
!.

种组织中
!

0<=$9>

持家基因
3?@<=3

扩增产物

[1

3

@!

!

V_&S/V,P

;

-1.14,51(+

;

*(=)459(.0()98I88

;

1+

33

8+8

#

G.L9'$1+KP,--_,1-T,+9088

;

#"=1..8*8+55199)89

JE
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!!#

表示差异显著"

:

,

"@"J

#!下同)

#

*8

;

*898+5991

3

+1.14,+5=1..8*8+48,5:

,

"@"J@_089,P8?8-(a@

图
'

!

89##06

基因在小尾寒羊不同时期各组织中的表达

[1

3

@G

!

O>

;

*8991(+(. '̀++Ĝ

3

8+81+KP,--_,1-T,+9088

;

,5=1..8*8+5

;

8*1(=9

图
(

!

:(:.0;

基因在小尾寒羊不同时期各组织中的表达

[1

3

@%

!

O>

;

*8991(+(.F>F:G]

3

8+81+KP,--_,1-T,+9088

;

,5=1..8*8+5

;

8*1(=9

'

!

讨
!

论

'"!

!

89##06

基因表达

'̀++Ĝ

基因在动物季节性发情调控中起着关

键的作用!在阿勒泰羊下丘脑*垂体*卵巢和甲状腺

等组织中均检测到了
'̀++Ĝ

基因的表达!其中下

丘脑的表达量最高'

#F

(

)在济宁青山羊和辽宁绒山

羊下丘脑*垂体*松果体*肾*卵巢*脂肪和甲状腺等

组织中均检测到了
'̀++Ĝ

基因的表达!下丘脑与

垂体的表达量显著高于卵巢"

:

,

"@"#

#

'

#E

(

)梅山

猪和长大二元母猪下丘脑
'̀++Ĝ

基因的表达量极

显著高于垂体和卵巢"

:

,

"@"#

#

'

#$

(

)在初情期母

猪下丘脑中成功克隆
'̀++Ĝ

基因并检测到该部位

有高水平表达'

!"

(

)本研究对
'̀++Ĝ

基因在小尾寒

NE
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!

期 安雪姣等$黄体期和卵泡期小尾寒羊
'̀++Ĝ

与
F>F:G]

组织表达研究

羊上的表达情况进行了研究!在下丘脑*垂体*卵巢*

松果体等组织中均检测到了
'̀++Ĝ

基因的表达!

下丘脑中的表达量显著高于其他组织"

:

,

"@"J

#!

这与已有研究结果一致)但是!本研究中小尾寒羊

垂体和卵巢中
'̀++Ĝ

基因的表达量很低!与黄冬

维等'

#E

(和朱碧泉等'

#$

(的研究结果不同!可能是由于

不同物种在垂体中的表达存在差异所致)

哺乳动物促性腺激素的释放完全依赖于

+̀VT

的分泌!在繁殖季节或者发情期绵羊下丘脑

的
+̀VT

神经元会急剧增加'

!#

(

!而
h199

;

8

;

51+

的

繁殖激活功能主要作用在
+̀VT

神经元上)动物

下丘脑弓状核以及视前区的
'̀++Ĝ

神经元轴突末

梢可直接投射到
+̀VT

神经元胞体上!建立突触连

接'

!!&!G

(

!并且其受体
S̀VJ%

在大多数
+̀VT

神经

元上表达'

!%

(

)因此!

h199

;

8

;

51+

被认为是
+̀VT

最

有力的激活者)研究发现小尾寒羊下丘脑
'̀++Ĝ

基因的表达量在不同的发情阶段存在显著差异!其

中发情盛期最高!极显著高于发情前期*后期和间情

期"

:

,

"3"#

#

'

!J

(

)发情启动后阿勒泰羊下丘脑中

'̀++Ĝ

基因的表达量逐渐下降!其中发情盛期高于

发情末期!都显著高于间情期"

:

,

"@"J

#!极显著高

于乏情期"

:

,

"@"#

#

'

#F

(

)季节性繁殖动物绵羊在

短日照时"发情#

'̀++Ĝ

基因
PVW2

表达量高于

长日照时"休情#!其
'̀++Ĝ

基因主要在情期表

达'

!N&!$

(

)

2?,=80

母山羊在繁殖季节卵泡期下丘脑

上的
h199

;

8

;

51+

神经元明显多于黄体期和休情季

节'

G"

(

)与本研究发现小尾寒羊下丘脑卵泡期表达

量显著高于黄体期的结果一致)

松果体是动物机体0生物钟1的调控中心!能将

昼夜明暗循环和季节性温度变化等周期信号转导成

激素信号!从而调整机体的生理机能'

G#

(

!其中褪黑

素是松果体中最重要的产物)褪黑素可能通过

h199

;

8

;

51+

和
V[

酰胺相关肽参与调控动物的季节

性繁殖'

G!

(

)在发情期前对母鹿埋植褪黑素!可使其

体内
[KT

的浓度提高!促进卵泡的发育&同时能显

著提高
UT

的浓度!进一步促进排卵!从而达到使母

鹿超排的效果'

GG

(

)本研究中卵泡期小尾寒羊松果

体
'̀++Ĝ

的表达量显著高于黄体期)上述结果表

明
h199

;

8

;

51+

在小尾寒羊卵泡期和黄体期中的差

异可能是由于褪黑素分泌模式的改变而引起的!并

且松果体分泌的褪黑素对短日照繁殖动物的生殖活

动起促进作用!通过
h199

;

8

;

51+

参与调控黄体期到

卵泡期的发情状态转换)

'"#

!

:(:.0;

基因表达

F>F:G]

基因在母猪子宫*卵巢及眼等组织中

度表达!在下丘脑高表达'

G%

(

)

F>F:G]

基因在母绵

羊下丘脑等中枢神经系统和卵巢等生殖系统的表达

量较高'

GJ

(

)在幼龄绵羊延髓*眼*卵巢*子宫*下丘

脑等组织中均检测到了
F>F:G]

基因的表达!其中

延髓表达量最高!眼*卵巢*脊髓*子宫和下丘脑等组

织次之!内脏组织最低'

GN

(

)天府肉鹅和新西兰白兔

+̀DT

前体基因主要表达于下丘脑'

GF&GE

(

)济宁青山

羊和辽宁绒山羊
F>F:

基因主要在下丘脑*大脑皮

层*小脑和卵巢中表达'

#E

(

)本研究用荧光定量
S/V

的方法检测到
F>F:G]

基因在小尾寒羊下丘脑*卵

巢*肾脏*大脑*小脑*肾上腺*输卵管中均表达!且在

下丘脑和卵巢中高表达)不同物种之间
F>F:G]

基因的表达存在一定的差异!这可能是由于物种的

特异性引起的)但是
F>F:G]

基因在小尾寒羊下

丘脑和卵巢中高表达说明该基因在绵羊发情和繁殖

中都发挥着重要作用)

不同动物
F>F:G]

基因在季节性繁殖中的作

用有所不同)注射
F>F:G]

可以抑制绵羊
+̀VT

神经元的活性'

G$

(

&在褪黑素的控制下
F>F:G]

可以

促进叙利亚仓鼠
+̀VT

的释放'

%"

(

)

F>F:G]

基因

在处于长光照"

#NUeEB

#绵羊下丘脑的表达要高于

短光照的绵羊'

%#

(

)繁殖期的绵羊
F>F:G]

基因在

ScW

和
BHT

中的表达量下降!与
+̀VT

神经元

接触的细胞数量也减少'

%!

(

&同时发现!长日照下的

季节性繁殖绵羊与短日照的个体相比其
F>F:

的

表达和投射增加'

%#

(

&

2?,=80

母山羊在繁殖季节卵

泡期下丘脑中的
F>F:

神经元明显低于黄体期和

休情季节'

G"

(

)这些研究结果支持了本试验中小尾

寒羊下丘脑
F>F:G]

基因表达量黄体期高于卵泡

期的研究结果!表明
F>F:G]

基因对绵羊的生殖活

动起抑制作用)

本研究还发现
F>F:G]

基因在小尾寒羊卵巢

中表达很高!黄体期显著高于卵泡期"

:

,

"@"J

#)

猪
F>F:G]

主要在发情前期和发情期的颗粒细胞

以及发情后期和间情期的黄体细胞中表达'

GJ

(

)研

究表明
F>F:G]

基因在卵巢水平发挥局部作用!因

为该基因在人的颗粒细胞中表达!同时能够减少促

性腺激素的释放和孕激素的合成'

%G&%%

(

)小鼠卵巢中

的
F>F:G]

与
+̀VT

的表达密切相关!

+̀VT&

F>F:G]

系统对整个排卵周期中的卵泡发育和闭锁

起着重要作用'

%J

(

&

F>F:G]

在一定程度上影响促卵

FE
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泡素的分泌与合成!参与调控卵泡的发育和闭

锁'

%N

(

)本研究中
F>F:G]

基因在黄体期显著高于

卵泡期!说明该基因在调控发情的时候主要在卵巢

中实现功能!可能直接作用于卵泡的发育和闭锁)

但其在卵巢中具体的功能和调节机制还需进一步

研究)

(

!

结
!

论

'̀++Ĝ

基因在小尾寒羊卵泡期下丘脑和松果

体的表达量均显著高于黄体期!提示其可能在小

尾寒羊黄体期到卵泡期发情状态转换中起促进作

用)

F>F:G]

基因在黄体期下丘脑表达量高于卵

泡期!说明其可能在小尾寒羊发情状态转换中起

抑制作用)

F>F:G]

基因在不同时期卵巢差异表

达的研究结果暗示!

F>F:G]

基因在调控发情的时

候主要在卵巢中实现功能!可能直接作用于卵泡

的发育和闭锁)本试验结果为深入研究
'̀++Ĝ

和
F>F:G]

基因在绵羊季节性发情方面的作用奠

定了基础)
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