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摘要:
 

为研究牛卵泡发育过程中促进卵泡生长成为优势卵泡的重要调控因子及其表达模式,采集

牛卵巢上的最大卵泡(8 ~ 10
 

mm)与第二大卵泡(5 ~ 8
 

mm),通过测定卵泡液中雌二醇(E2)与孕激

素(P)的水平,确定优势卵泡(DF)和从属卵泡(SF)。 刮取 DF 和 SF 中的颗粒细胞,提取其总 RNA
并建立文库,通过 Illumina 平台进行测序。 用 SOAP

 

V2. 0 软件将测序获得的序列与牛参考基因组

数据库进行比对,获得 mRNA 序列;用 DESeq
 

2 软件对获得的 mRNA 进行差异表达分析,并对其中

表达上调的基因进行 GO 分析及 KEGG 信号通路分析;最后通过实时荧光定量 PCR 对筛选出的具

有代表性的上调表达基因进行验证。 通过测序共获得 32
 

346 个基因,其中在 DF 颗粒细胞中表达

显著上调的基因有 194 个。 GO 分析结果显示,这些表达上调的基因共分为 3 大类 33 组,其中参与

生物学过程 ( Biological
 

process) 的 基 因 占 60. 6%;与 细 胞 组 分 ( Cellular
 

component) 相 关 基 因 占

21. 2%
 

,其中 31 个基因参与了细胞质功能;与分子功能(Molecular
 

fuction)相关的基因占 18. 2%,
其中 18 个基因参与金属离子结合。 KEGG 信号通路分析共发现 4 条通路,其中基因富集最为显著

的是轴突导向通路。 实时荧光定量 PCR 结果表明,细胞色素 P450
 

19A1 基因(CYP19A1)在 DF 颗

粒细胞中的相对表达量极显著高于 SF ( P < 0. 01),硫 氧 还 蛋 白 结 合 蛋 白 ( TXNIP)、脑 表 达 X2
(BEX2)和丝氨酸蛋白酶 35(PRSS35)基因在 DF 颗粒细胞中的相对表达量显著高于 SF(P<0. 05),
与 Illumina 测序表达趋势一致。 综上,PRSS35、CYP19A1、BEX2 和 TXNIP 在牛卵泡的发育过程中可

能会起促进作用,最终引起卵泡排卵。
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Abstract:
 

To
 

study
 

the
 

important
 

regulatory
 

factors
 

promoting
 

follicle
 

growth
 

into
 

dominant
 

follicle
 

and
 

their
 

expression
 

pattern
 

in
 

bovine
 

follicular
 

development,the
 

largest
 

follicle(8—10
 

mm)
 

and
 

the
 

second
 

largest
 

follicle
 

(5—8
 

mm)
 

were
 

acquired
 

and
 

the
 

estrogen( E2 )
 

and
 

progesterone( P )
 

concentrations
 

in
 

follicular
 

fluid
 

were
 

determined
 

to
 

define
 

the
 

dominant
 

follicles ( DF )
 

and
 

subordinate
 

follicles ( SF ) .
Granulosa

 

cells
 

in
 

DF
 

and
 

SF
 

were
 

scraped,total
 

RNA
 

was
 

extracted,and
 

then
 

libraries
 

were
 

constructed,
and

 

sequenced
 

by
 

Illumina
 

platform. mRNA
 

sequences
 

were
 

obtained
 

by
 

comparing
 

the
 

sequenced
 

se-
quences

 

with
 

the
 

bovine
 

reference
 

genome
 

database
 

using
 

SOAP
 

V2. 0
 

software. Differential
 

expression
 

of
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the
 

obtained
 

mRNA
 

was
 

analyzed
 

by
 

DESeq
 

2
 

software,and
 

the
 

up-regulated
 

genes
 

were
 

studied
 

by
 

GO
 

analysis
 

and
 

KEGG
 

pathway
 

analysis
 

and
 

finally
 

real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR
 

was
 

used
 

to
 

verify
 

the
 

selected
 

representative
 

up-regulated
 

genes. A
 

total
 

of
 

32
 

346
 

genes
 

were
 

obtained
 

through
 

sequencing,
and

 

194
 

genes
 

were
 

significantly
 

up-regulated
 

in
 

DF
 

granulosa
 

cells. GO
 

analysis
 

results
 

showed
 

that
 

all
 

the
 

up-regulated
 

genes
 

were
 

divided
 

into
 

33
 

groups
 

of
 

3
 

categories,and
 

60. 6%
 

of
 

the
 

genes
 

were
 

involved
 

in
 

biological
 

process. Genes
 

related
 

to
 

cellular
 

component
 

accounted
 

for
 

21. 2%,the
 

most
 

of
 

which( 31)
 

were
 

involved
 

in
 

cytoplasm. The
 

genes
 

related
 

to
 

molecular
 

function
 

accounted
 

for
 

18. 2%,and
 

18
 

genes
 

were
 

involved
 

in
 

metal
 

ion
 

binding. KEGG
 

pathway
 

analysis
 

revealed
 

a
 

total
 

of
 

4
 

pathways,among
 

which
 

the
 

most
 

significant
 

gene
 

enrichment
 

was
 

axon
 

guidance
 

pathway. Real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

relative
 

expression
 

of
 

cytochrome
 

P450
 

19A1
 

gene(CYP19A1)
 

in
 

DF
 

granulosa
 

cells
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

SF(P<0. 01) ,and
 

the
 

relative
 

expressions
 

of
 

thioredoxin
 

bind-
ing

 

protein
 

gene(TXNIP) ,brain
 

expression
 

linked
 

X2(BEX2)
 

and
 

serine
 

protease
 

35(PRSS35)
 

genes
 

in
 

DF
 

granulosa
 

cells
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

SF(P<0. 05) ,which
 

was
 

consistent
 

with
 

Illumi-
na

 

sequencing. In
 

summary,CYP19A1,TXNIP,BEX2, and
 

PRSS35
 

may
 

promote
 

follicular
 

development
 

and
 

cause
 

follicular
 

ovulation
 

in
 

cattle.
Key

 

words:
 

Cattle;
 

Follicular
 

development;
 

Granulosa
 

cell;
 

Illumina
 

sequencing;
 

Up-regulated
 

gene

　 　 哺乳动物的卵泡是生殖系统的重要组成部分,
它在控制发情周期、发情行为,确保卵母细胞发育能

力及后期胚胎存活率、排卵后黄体功能和孕酮合成

等方面起着重要作用 [ 1] 。 在牛的 1 个发情周期中,
卵泡生长特征呈现波的模式,常常会出现 2 ~ 3 个卵

泡波 [ 2] 。 直径 4 ~ 9
 

mm 的有腔卵泡生长依赖于卵泡

刺激素( FSH) ,且在卵泡发育波出现之前,FSH 浓度

会发生短暂升高 [ 3] 。 研究表明,牛卵泡内的多种生

长因子, 如激活素、 抑制素和胰岛素样生长因子

( IGF)及其结合蛋白等,在调控卵泡中细胞的存活、
增殖或凋亡过程中发挥了很重要的作用 [ 4] 。

  

牛卵泡含有卵母细胞( CC) 、颗粒细胞( GCs)和

膜细胞( TCs) 。 颗粒细胞和膜细胞合成的类固醇和

肽激素分泌到细胞外基质,发出一系列信号控制卵

母细胞的发育和成熟,从而创造了一个决定卵母细

胞质量和成熟的微环境 [ 5-6] 。 膜细胞通过细胞色素

P450
 

17A1 酶( CYP17A1) 合成雄激素 [ 7] ,而颗粒细

胞中的细胞色素 P450
 

19A1 酶( CYP19A1) 负责将

雄激素转化为雌激素( E) [ 8] 。 增强雌二醇( E2 ) 产

生的能力,对维持优势卵泡( DF)的生长和启动性行

为、促性腺激素浓度的升高、减数分裂的恢复和排卵

至关重要 [ 9] 。 牛卵泡发育过程中 E2 的产生受多种

激素和生长因子调控,包括 FSH [ 10] 、IGF[ 11] 、可卡因

安非他命调节转录肽( CART) [ 12] 以及骨形态发生蛋

白 2( BMP2) [ 13] ,但具体调控机制尚不清楚。
多种动物的转录调控机制已经通过 Illumina 测

序被发现, 如绵羊 [ 14] 、 奶牛 [ 15] 和猪 [ 16] 。 ROMER-
EIM 等 [ 17] 对牛卵泡中颗粒细胞、膜细胞、大黄体细

胞( LLCs)和小黄体细胞( SLCs) 进行转录组测序及

分析,筛选出促进黄体形成及参与卵泡发育的相关

基因。 鉴于此,通过 Illumina 平台对牛 DF 和从属卵

泡( SF)中的颗粒细胞进行测序,筛选出卵泡发育相

关的上调表达基因,对揭示牛特定的卵泡发育阶段

多种配体、受体和同源胞内信号分子的表达差异,分
析促进牛卵泡颗粒细胞增殖及调控 E2 分泌的关键

因子具有重要意义,为进一步阐明调控优势卵泡被

选择的潜在机制奠定基础。

1　 材料和方法

1. 1　 样品采集

以山西省太谷县普源泰奶牛养殖有限公司的黑

白花奶牛为研究对象,在相同的饲喂条件下,选取

6 头 2 岁龄健康母牛,同期发情并使用 B 超检测每

头牛卵泡发育情况,送往屠宰场屠宰,然后采集每头

牛卵巢上的最大卵泡(8 ~ 10
 

mm)与第二大卵泡(5 ~
8

 

mm),置于 4
 

℃ 杜氏磷酸缓冲液 ( DPBS) 中,带回

动物繁殖生理实验室。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 DF 和 SF 的筛选 　 将采集到的 6 头牛的最

大卵泡与第二大卵泡分别放到 6 个盛有生理盐水的

培养皿中,抽取卵泡液并使用 ELISA 试剂盒( 上海

蓝基生物科技有限公司) 测定 E2 和孕激素( P ) ,根
据最大卵泡和第二大卵泡卵泡液中 E2 和 P 的比值

筛选出 DF 和 SF,分别刮取其中的颗粒细胞。
1. 2. 2　 总 RNA 提取、文库构建及测序 　 用 RNA 微

量提取试剂盒( QIAGEN 公司,德国)提取 3 头牛 DF
和 SF 颗粒细胞中的总 RNA 并纯化,使用 Agilent

 

Bioanalyzer
 

2100 检测总 RNA 的完整性, Qubit
 

2. 0
 

441
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Flurometer 测量浓度后,由北京诺和致源生物信息科

技有限公司进行文库构建、Illumina 测序。
1. 2. 3　 测序数据组装及分析 　 将 Illumina 测序获

得的原始 reads 去除质量低的、含 N 的、接头等序列

后,获得干净 reads。 干净序列从头组装后得到 uni-
genes 序列,同时使用 SOAP

 

V2. 0 软件将其比对到

牛的参考基因组数据库中,此时获得 mRNA。 使用

DESeq
 

2 对获得的 mRNA 进行差异表达分析,同时

筛选出牛卵泡发育相关上调表达基因。 用 DAVID
软件对获得的上调表达基因进行 GO 分析及 KEGG
信号通路分析。
1. 2. 4　 反转录及引物合成 　 将 Illumina 测序剩余

的总 RNA 反转录成 cDNA,反应条件:42
 

℃
 

15
 

min,
85

 

℃
 

5
 

s
 

。 通过 GeneCards 数据库对获得的上调表

达基因进行功能分析后,筛选 6 个可能与牛卵泡发

育相关的基因,使用 NCBI 设计引物 ( 表 1) ,以 β -
actin 作为内参基因,引物由生工生物工程(上海)股

份有限公司合成。

表 1　 供试引物序列

Tab. 1　 Primer
 

sequences
 

for
 

test

基因名称
Gene

 

name
引物( 5′→3′)

Primer
 

sequences
大小 / bp

Size

CYP19A1
F:GCATGGTGTCCGAAGTTGTG
R:GCTGGGACCTGGTATTGAGG

110

EIF4EBP1
F:ACTCACCTGTGACCAAGACG
R:AACTGTGACTCTTCACCGCC

151
 

TXNIP
F:CCAATGGCCAAACCAAGGTG
R:TCCAACCGGTGATCTTCAGC

137

BEX2
F:GAGAGCCTTTGGCCCTCTCT
R:ACGGAACCGTCTGCGATTTC

108
 

PRSS35
F:AAGCCAAGCAGTACCTGTCC
R:CCCTCGGCCGTCTTTAAACT

156

CHST11
F:TATTTCCAAAGTATGTTGCACCCA

R:GCTCCAACTGGGTAGGGTTG
118

β-actin
F:TGACCCAGATCATGTTTGAGA
R:CAAGGTCCAGAC

 

GCAGGAT
186

1. 2. 5　 实时荧光定量 PCR 分析 　 采用实时荧光定

量 PCR 方法对牛 DF 与 SF 颗粒细胞中差异表达上

调基因 mRNA 的相对表达情况进行验证。 每个样

品设 5 个重复,根据 TransStart®
 

Tip
 

Green
 

qPCR
 

Su-
perMix(北京全式金生物技术有限公司)使用说明书

构建 20
 

μL
 

PCR 反应体系:模板 cDNA
 

4
 

μL,上下

游引物各 0. 5
 

μL,SYBR
 

Mix
 

10
 

μL,H2 O
 

5
 

μL。 反

应程序:94
 

℃ 预变性 1
 

min;94
 

℃
 

10
 

s,60
 

℃
 

30
 

s,
72

 

℃
 

10
 

s,45 个循环。 结果采用 2-△ △ CT 法计算,经
SPSS

 

17. 0 软件进行显著性分析。

2　 结果与分析

2. 1　 牛 DF 和 SF 筛选结果

参照文献[17]中筛选 DF 和 SF 的方法(最大卵泡

卵泡液中 E2 / P >1,第二大卵泡卵泡液 E2 / P <1),对每

头牛的最大卵泡和第二大卵泡卵泡液中 E2 和 P 进行

测定,筛选出 3 头牛的 DF 和 SF(表 2)。 后续试验采用

这 3 头牛的 DF 和 SF 颗粒细胞进行测序。

表 2　 牛 DF 和 SF 卵泡液中 E2 和 P 的测定结果

Tab. 2　 Results
 

of
 

E2
 and

 

P
 

in
 

DF
 

and
 

SF
 

follicular
 

fluid
 

in
 

cattle

样本名称
Sample

 

name
雌二醇

E2

孕激素
P

雌二醇 / 孕激素
E2 / P

DF1 19. 192 9. 760 1. 967
SF1 4. 510 10. 342 0. 436
DF2 12. 710 10. 821 1. 174
SF2 3. 142 10. 560 0. 298
DF3 14. 255 10. 794 1. 321
SF3 3. 340 8. 102 0. 412

2. 2　 牛卵泡颗粒细胞中差异表达基因筛选

将测序结果与牛的参考基因组数据库进行比

对,获得 32
 

346 个基因,分别将 DF 和 SF 颗粒细胞

中的 FPKM 进行标准化,其中 FPKM≥0. 5 的基因有

13
 

243 个。 使用 DESeq
 

2 软件对获得的 13
 

243 个

高表达基因进行差异表达分析,共得到 194 个上调

表达基因,表 3 列出了其中差异表达倍数最高的

20 个基因及其功能。

表 3　 牛 DF 和 SF 颗粒细胞中差异倍数最高的 20 个基因

Tab. 3　 Top
 

20
 

genes
 

of
 

fold
 

change
 

between
 

DF
 

and
 

SF
 

GCs
 

in
 

cattle

基因名称
Gene

 

name
FPKM

SF DF
差异倍数

Fold
 

change
P 值

P
 

value
基因功能

Gene
 

function
CYP19A1 656. 877 1

 

944. 887 2. 961 1. 1×10- 4 催化雌激素生物合成

EIF4EBP1 138. 115 294. 068 2. 129 1. 1×10- 4 介导激素调节蛋白翻译

TXNIP 98. 638 231. 470 2. 347 1. 4×10- 4 调节细胞代谢

BEX2 93. 970 345. 003 3. 671 1. 4×10- 4 调节细胞凋亡

PRSS35 58. 014 151. 788 2. 616 1. 5×10- 4 促进卵泡排卵

CHST11 57. 386 154. 718 2. 696 1. 6×10- 4 催化硫酸盐转移到软骨素

MT1E 54. 107 152. 156 2. 812 2. 5×10- 4 与多种重金属结合

MT2A 49. 374 130. 488 2. 643 6. 7×10- 4 影响凋亡和自噬

NPR3 47. 549 106. 352 2. 237 6. 7×10- 4 通过受体的内吞作用清除钠尿肽

541
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续表 3　 牛 DF 和 SF 颗粒细胞中差异倍数最高的 20 个基因
Tab. 3(Continued) 　 Top

 

20
 

genes
 

of
 

fold
 

change
 

between
 

DF
 

and
 

SF
 

GCs
 

in
 

cattle
基因名称
Gene

 

name
FPKM

SF DF
差异倍数

Fold
 

change
P 值

P
 

value
基因功能

Gene
 

function
GREB1 35. 172 78. 197 2. 223 1. 3×10- 3 调节雌激素受体通路

PPM1K 34. 747 108. 321 3. 117 2. 1×10- 3 调节线粒体通透性

MT1A 26. 505 150. 752 5. 687 2. 5×10- 3 抗氧化、抗羟基自由基

FADS1 23. 635 47. 851 2. 025 2. 7×10- 3 重金属的解毒作用

ETNK2 22. 353 61. 963 2. 772 3. 3×10- 3 催化磷脂酰乙醇胺的生物合成

LOC100295800 17. 313 45. 024 2. 601 3. 8×10- 3 未知

CITED2 16. 131 36. 172 2. 242 4. 4×10- 3 增强雌激素依赖性反活化

LOC100125916 14. 804 83. 881 5. 667 4. 4×10- 3 未知

BOLAN 14. 283 174. 880 12. 244 4. 5×10- 3 参与铁的成熟

LOC505676 14. 038 111. 185 7. 921 4. 9×10- 3 未知

PSMD8 12. 870 28. 966 2. 251 5. 0×10- 3 Ⅰ类 MHC 肽的加工

2. 3 　 牛卵泡颗粒细胞中表达上调基因 GO 及

KEGG 分析

通过对牛卵泡颗粒细胞中上调表达基因进行

GO 功能富集分析,从而对可能促进卵泡发育的基

因进行分类。 应用 DAVID 软件对获得的 194 个表

达上调基因进行 GO 分析,共分为 3 大类 33 组,其
中参与生物学过程 ( Biological

 

process) 的基因占

60. 6% ;与细胞组分( Cellular
 

component) 有关基因

占 21. 2% ,其中 31 个基因参与细胞质功能;与分

子功能 ( Molecular
 

funtion) 相关的基因占 18. 2% ,
其中 18 个基因参与金属离子结合(表 4) 。

为了进一步得到促进卵泡发育有关基因的信号

通路,使用 DAVID 软件对表达上调基因进行 KEGG
信号通路分析,共发现 4 条通路(表 5) ,其中基因富

集最为显著的是轴突导向通路。

表 4　 牛 DF 和 SF 颗粒细胞中上调表达基因 GO 分析

Tab. 4　 GO
 

analysis
 

of
 

up-regulated
 

genes
 

in
 

DF
 

and
 

SF
 

GCs
 

in
 

cattle

GO
 

的类别
Term

 

type
 

of
 

GO
GO

 

的描述
GO

 

description

基因数
Number

 

of
 

genes

P 值
P

 

value
基因名称
Gene

 

name

生物学过程
Biological

 

process
角化细胞分化 4 0. 04 TXNIP、NOTCH1、SAV1、EPHA2

心室中隔形态发生 3 0. 01 NOTCH1、SAV1、CITED2
神经管发育 3 0. 01 NOTCH1、DACT1、EPHA2

血管紧张素成熟 2 0. 03 ACE2、ENPEP
腺苷酸环化酶激活 G 蛋白偶联

受体信号通路
3 0. 04 PTHLH、NPR3、PTGFR

尿管形态发生 2 0. 04 EPHA4、EPHA7
心包形态发生 2 0. 04 NOTCH1、DLL4

成纤维细胞生长因子受体信号
通路的正调控

2 0. 04 PRKD2、FGFBP1

子宫胚胎发育 5 0. 05 NOTCH1、CUL4A、B9D1、ETNK2、SEC24D
细胞对锌离子的反应 2 0. 05 MT1A、MT2A

蛋白质的稳定 4 0. 05 USP19、SAV1、IFI30、GAPDH
骨骼系统开发 3 0. 02 PTHLH、NPR3、EPHA2

细胞迁移的负调控参与了
新生血管的生成

2 0. 01 NOTCH1、DLL4

微管成核 2 0. 02 AKAP9、TUBG1
生长负调节 2 0. 02 MT1A、MT2A

细胞对血管内皮生长因子
刺激的反应

2 0. 02 NOTCH1、DLL4

左 / 右轴规范 2 0. 02 NOTCH1、CITED2
正调控白细胞介素-2 的产生 2 0. 04 PRKD2、MALT1

精细胞的发展 3 0. 04 DHH、H3F3B、SIX5
内质网介导高尔基体囊泡转运 3 0. 04 TRAPPC4、SEC24D

细胞组分
Cellular

 

component
高尔基堆叠 3 0. 01 TRAPPC4、AKAP9TRAPP

复合体 2 0. 05 TRAPPC4
突触囊泡 3 0. 05 RAB3A、TRAPPC4
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续表 4　 牛 DF 和 SF 颗粒细胞中上调表达基因 GO 分析
Tab. 4(Continued) 　 GO

 

analysis
 

of
 

up-regulated
 

genes
 

in
 

DF
 

and
 

SF
 

GCs
 

in
 

cattle

GO
 

的类别
Term

 

type
 

of
 

GO
GO

 

的描述
GO

 

description

基因数
Number

 

of
 

genes

P 值
P

 

value
基因名称
Gene

 

name

细胞质 31 0. 05

CNN3、SAV1、BEX2、ENPEP、BANF1、ACP1、EIF4EBP1、
PACSIN1、MT1A、NDRG4、ANKRD37、TUBG1、GAPDH、
PPP1R14A、TXNIP、IBTK、RNF144B、FLRT2、ZMYM4、
CLMN、CDK6、PRKD2、EPHA4、BLMH、DACT1、SYDE1、

BNC2、MT2A、AOX1、ACE2、SERPINB2

细胞外囊泡 2 0. 05 SYTL4、SYT9
核内体 4 0. 05 RAB3A、PACSIN1、SYTL4、VPS26B

MHCⅠ类蛋白复合物 2 0. 05 LOC100125916、BOLA-N
分子功能
Molecular

 

function
氧化还原酶活性 5 0. 01 FADS1、ADH6、OSGIN2、FADS6

金属离子结合 18 0. 01
ZBTB7B、ME3、ZNF81、FADS1、ZNF580、KLF16、

ZKSCAN1、ZC3H6、ATP13A2、USP19、PRKD2、PPM1K、
BNC2、MT2A、MT1E、ACE2、NT5E

化学排斥物活性 3 0. 02 SEMA6A、FLRT2、EPHA7NAD
结合 3 0. 03 ME3、AOX1、GAPDH

GPI 连接的肝配蛋白受体活性 2 0. 04 EPHA4、EPHA7
肝配蛋白受体活动 2 0. 04 EPHA4、EPHA2

表 5　 上调表达基因 KEGG 信号通路分析

Tab. 5　 KEGG
 

pathway
 

analysis
 

of
 

up-regulated
 

genes

通路名称
Pathway

 

name
基因数

Number
 

of
 

genes
P 值

P
 

value
基因名称
Gene

 

name

轴突导向
Axon

 

guidance
5 0. 01 SEMA6A、EPHA4、EPHA7、ROBO2、EPHA2

烟酸和烟酰胺代谢
Nicotinic

 

acid
 

and
 

nicotinamide
 

metabolism
3 0. 02 NMNAT3、AOX1、NT5E

矿物质的吸收
Mineral

 

absorption
3 0. 02 MT1A、MT2A、MT1E

Notch 信号通路
Notch

 

signaling
 

pathway
3 0. 04 DVL2、NOTCH1、DLL4

2. 4　 实时荧光定量 PCR 分析

通过对筛选出来的 6 个具有代表性的上调表达

基因进行相对定量分析,结果(图 1)表明,CYP19A1

∗∗和∗分别表示在 P<0. 01 和 P<0. 05 水平上差异显著

∗∗
 

and
 

∗represent
 

significant
 

difference
 

at
 

P<0. 01
 

and
 

P<0. 05,respectively

图 1　 候选上调表达基因在牛 DF 和

SF 颗粒细胞中的相对表达量

Fig. 1　 Relative
 

expression
 

of
 

candidate
 

up-regulated
 

genes
 

between
 

DF
 

and
 

SF
 

GCs
 

in
 

cattle

在 DF 颗粒细胞中的相对表达量极显著高于 SF(P<
0. 01) ,TXNIP、BEX2 和 PRSS35 在 DF 颗粒细胞中

的相对表达量显著高于 SF(P<0. 05) ,与 Illumina 测

序表达趋势一致。 EIF4EBP1 和 CHST11 在 DF 和

SF 颗粒细胞中的表达趋势与 Illumina 测序结果相

反,但差异不显著(P>0. 05) 。

3　 结论与讨论
  

哺乳动物在发育过程中,卵巢上最大的卵泡,即
未来的优势卵泡持续生长、成熟并排出卵子 [ 18] 。 有

腔卵泡的生长,表现为通过在时间和空间上的有序

组织来促进对促性腺激素的响应,这首先导致卵泡

募集,并伴随着卵泡波的出现,然后促进优势卵泡生

长成为排卵卵泡 [ 19] 。 研究表明,FSH 和 IGF-1 等内

分泌因子是有腔卵泡发育的主要驱动因素 [ 20] 。 但

在每个卵泡波中,促进卵泡发育成为优势卵泡并排

卵的分子调控机制尚不清楚。 AUSTIN 等 [ 21] 的研究

结果表明,在牛发情周期的第 1 个卵泡波中,闭锁卵
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泡分泌 E2 的能力会减弱。 ASSEY 等 [ 22] 在研究优势

卵泡和从属卵泡的结构时发现,卵泡液中雌激素在

优势卵泡的生长发育过程中占主导作用;从属卵泡

最终会走向闭锁,卵泡液中主要是 P 占主导作用。
本研究分别测定最大卵泡与第二大卵泡中 E2 和 P
的浓度,采取最大卵泡卵泡液中 E2 / P > 1 和第二大

卵泡卵泡液中 E2 / P < 1 来确定优势卵泡和从属

卵泡。
  

LI 等 [ 23] 应用 Illumina 测序技术对水牛不同大

小的卵泡(直径小于 5
 

mm、5 ~ 8
 

mm、8 ~ 12
 

mm 及大

于 12
 

mm)颗粒细胞进行研究发现,卵泡的成熟和排

卵可能会受到免疫控制。 本研究通过对牛的优势卵

泡和从属卵泡颗粒细胞进行测序,获得 194 个上调

表达基因。 分别对上调表达基因进行 GO 功能富

集、KEGG 信号通路分析,从中筛选出 6 个基因,在
牛的卵泡发育过程中可能会起促进作用。 实时荧光

定量 PCR 验证分析结果显示,CYP19A1 在 DF 颗粒

细胞中的相对表达量极显著地高于 SF
 

(P< 0. 01) ,
PRSS35、BEX2 和 TXNIP 在优势卵泡颗粒细胞中的

相对表达量显著地高于从属卵泡
 

(P< 0. 05) ,与 Il-
lumina 测序所得到的结果基本一致。

  

CYP19A1 作为细胞色素
 

P450
 

超家族蛋白成员

之一,在雄激素合成雌激素过程中起到了重要的催

化作用。 FSH 促进颗粒细胞表达 CYP19A1,将膜细

胞分泌的雄激素转化为雌激素。 BAO 等 [ 24] 将小鼠

CYP19A1 基因敲除后发现,卵泡丧失了分泌雌激素

的功能,但仍然能够对外源雌激素产生应答。 敲除

掉 CYP19A1 基因的小鼠,卵泡发育止步于腔前卵

泡,从而导致小鼠不能排卵 [ 25] 。 WAHLBERG 等 [ 26]

通过基因芯片技术研究与小鼠排卵相关的蛋白酶时

发现,PRSS35 在排卵卵泡颗粒细胞中表达量极高,
对卵泡排卵以及黄体的形成和退化起了促进作用。
本研究中,PRSS35 在牛 DF 中的表达量显著高于

SF,PRSS35 作为上调基因促进卵泡生长,与 WAHL-
BERG 等 [ 26] 的研究结论相符。 BEX2 是 BEX 家族

中重要的成员之一。 ZHOU 等 [ 27] 研究发现,BEX2
可以促进 U251 细胞的增殖,敲除 BEX2 则会导致

U251 细胞凋亡。 MENG 等 [ 28] 研究发现,降低 BEX2
的表达会引起线粒体凋亡,从而使细胞周期阻滞于

G1 期,导致细胞凋亡。 本研究发现,TXNIP 在 DF
颗粒细胞中的表达量显著高于 SF,推测其可能会促

进卵泡的发育并导致排卵。
  

本研究在牛 DF 和 SF 颗粒细胞中共获得 194
个上调表达基因,结合功能分析,共筛选出 6 个卵泡

发育相关上调的基因,并进行实时荧光定量 PCR 验

证,CYP19A1、TXNIP、BEX2 和 PRSS35 在牛 DF 颗粒

细胞中表达水平均比 SF 高,这些基因可能会促进卵

泡的发育,最终引起卵泡排卵。
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