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干扰 ＯＰＮ 基因对贵州黑山羊卵巢颗粒细胞增殖、 凋亡及
繁殖相关基因的影响

马丝， 夏薇， 温晓艳， 潘智仁， 付业海， 刘彬， 陆情梅， 赵佳福∗

（贵州大学动物科学学院 ／ 高原山地动物遗传育种与繁殖教育部重点实验室 ／ 贵州省动物遗传育种与

繁殖重点实验室， 贵州 贵阳　 ５５００２５）

摘要： 旨在探究骨桥蛋白 （ＯＰＮ） 基因与贵州黑山羊卵巢颗粒细胞 （ＯＧＣｓ） 增殖和凋亡间的关系。 以贵州黑山羊为研究对象， 通过构建 ＯＰＮ
基因的 ４ 个干扰载体， 转染至 ＯＧＣｓ， 并采用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术检测不同干扰载体对 ＯＰＮ 基因的抑制效率， 筛选最佳干扰载体； 采用细胞计

数试剂盒－８ （ＣＣＫ８） 检测细胞增殖活力， 细胞划痕试验检测其迁移能力； 实时荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 检测与其相关的繁殖标记基因和凋亡

相关基因的表达情况。 结果： 成功构建了 ＯＰＮ 基因的 ４ 个干扰载体， 与 ｓｈＲＮＡ－ＮＣ 组相比， ｓｈＲＮＡ－ＯＰＮ－２２２、 ｓｈＲＮＡ－ＯＰＮ－３８５ 和 ｓｈＲＮＡ－

ＯＰＮ－７４１ 均极显著抑制了 ＯＰＮ 基因的表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且 ｓｈＲＮＡ－ＯＰＮ－２２２ 抑制效果最佳； ＣＣＫ８ 和细胞划痕试验结果表明， 与 ｓｈＲＮＡ－ＮＣ 组相

比， ｓｈＲＮＡ－ＯＰＮ－２２２ 极显著抑制了 ＯＧＣｓ 的增殖活力和迁移能力 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； ＲＴ－ｑＰＣＲ 结果发现沉默 ＯＰＮ 基因极显著抑制了核心蛋白聚糖 ２
（ＤＣＮ２）、 细胞色素 Ｐ４５０ 家族 １９ 亚家族 Ａ 肽 １ （ＣＹＰ１９Ａ１） 和雌激素受体 １ （ＥＳＲ１） 的基因表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 显著促进了 β－连环蛋白结合因子

２ （ＣＴＮＮＢ２）、 胱天蛋白酶 ３ （Ｃａｓｐａｓｅ－３） 和 Ｂｃｌ － ２ 关联 Ｘ 蛋白 （ Ｂａｘ） 的基因表达 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， 对铁蛋白重链 １ （ ＦＴＨ１）、 胱天蛋白酶 ９
（Ｃａｓｐａｓｅ－９） 的基因表达无显著影响。 结论： 干扰 ＯＰＮ 基因， 可以有效抑制 ＯＧＣｓ 的增殖和迁移， 降低繁殖相关基因的表达水平， 同时促进细胞

的凋亡进程， 这一研究为进一步阐明 ＯＰＮ 基因影响山羊繁殖率的分子机制奠定了基础。

关键词： ＯＰＮ 基因； 贵州黑山羊； 卵巢颗粒细胞； 细胞增殖； 繁殖相关基因
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ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｖｉｇｏｕｒ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＯＧＣｓ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈＲＮＡ－ＮＣ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ＲＴ－ｑＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｓｉ⁃
ｌｅｎｃｉｎｇ ｔｈｅ ＯＰＮ ｇｅｎｅ ｈｉｇｈｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＤＣＮ２， ＣＹＰ１９Ａ１ ａｎｄ ＥＳＲ１ （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｒｏｍｏ⁃
ｔｅｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＴＮＮＢ２， Ｃａｓｐａｓｅ－３ ａｎｄ Ｂａｘ （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｈａｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＦＴＨ１，
Ｃａｓｐａｓｅ－９􀆰 Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ， ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＯＰＮ ｇｅｎｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ＯＧＣｓ， ｌｏｗｅｒｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ－ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ， ａｎｄ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ． Ｔｈｅｓｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｌａｉｄ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｅｌｕｃｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｂｙ ｗｈｉｃｈ ｔｈｅ ＯＰＮ ｇｅｎｅ ａｆｆｅｃｔｓ ｔｈｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｇｏａｔｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ＯＰＮ ｇｅｎｅ； Ｇｕｉｚｈｏｕ ｂｌａｃｋ ｇｏａｔ； ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌ； ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ； ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ－ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ

　 　 贵州黑山羊具有肉质好、 食性广、 耐粗饲、 抗逆

性强， 适宜高寒山区放牧饲养等特点， 是云贵高原最

具代表性的本地山羊品种之一［１］。 相比于黔北麻羊

和贵州白山羊， 贵州黑山羊繁殖性能较低， 年平均产

羔率仅为 １５２％［２］， 严重制约了贵州黑山羊产业的发

展。 因此， 对贵州黑山羊现有群体进行提纯复壮， 选

育出贵州黑山羊高繁品系， 就显得尤为重要。 骨桥蛋

白 （ＯＰＮ） 是一种含精氨酸－甘氨酸－天冬氨酸的分

泌型糖基化磷蛋白， 具有多种生物学活性。 １９８５ 年，
Ｆｒａｎｎ 等［３］将其正式命名为 ＯＰＮ。 随后的研究发现，
ＯＰＮ 在动物睾丸、 胎盘、 骨组织和卵巢等组织中均

表达， 具有介导细胞聚集、 黏附和增殖等作用［４］，
参与动物受精、 胎盘形成［５－６］、 胚胎着床［７］ 等生殖过

程， 与动物繁殖性能密切相关。 在卵巢癌上， 易韬

等［８］和魏苏等［９］通过干扰卵巢癌细胞中 ＯＰＮ 基因表

达， 发现 ＯＰＮ 基因具有抑制卵巢癌细胞增殖和促进

细胞凋亡的作用。 在小鼠和绵羊上， Ｋｒａｍｅｒ 等［１０］ 证

实 ＯＰＮ 基因参与了小鼠的胚胎植入和胎盘形成， 在

发情周期和妊娠早期， ＯＰＮ 基因在小鼠输卵管中的

表达可能受到雌激素调节， 说明 ＯＰＮ 基因可能在卵

母细胞受精和胚胎植入发育中发挥重要作用［１１］； Ｓｅｏ
等［１２］发现 ＯＰＮ 与整联蛋白的相互作用， 与绵羊妊娠

期间的胚胎着床和胎盘形成相关。 在牛和湖羊上，
Ｍｏｎａｃｏ 等［１３］在雄性个体中发现 ＯＰＮ 能够提高牛体外

胚胎生产的效率及影响牛的精子获能过程； Ｚｈａｎｇ
等［１４］研究表明， ＯＰＮ 的表达与湖羊精子发生和精子

功能密切相关。 但目前针对 ＯＰＮ 基因对山羊卵泡发

育及卵母细胞成熟的影响还鲜有报道。
卵巢颗粒细胞 （ＯＧＣｓ） 作为卵巢组织的基本成

分， 在维持激素合成、 排卵等正常卵巢功能中发挥着

重要作用［１５］。 研究发现， ＯＧＣｓ 数量的多少与雌激素

和孕激素的分泌水平密切相关， 间接影响了卵泡的发

育， 而 ＯＧＣｓ 的过早凋亡不仅会导致卵泡的闭锁， 还

会导致母体生育力下降、 卵巢早衰、 多囊卵巢综合征

等卵巢源性疾病的发生［１６］。 雌激素受体 １ （ＥＳＲ１）、
铁蛋白重链 １ （ＦＴＨ１） ［１７］、 细胞色素 Ｐ４５０ 家族 １９ 亚

家族 Ａ 肽 １ （ ＣＹＰ１９Ａ１ ） ［１８］、 核 心 蛋 白 聚 糖 ２
（ＤＣＮ２） ［１９］、 β－连环蛋白结合因子 ２ （ＣＴＮＮＢ２） ［２０］

等基因在促进卵泡发育及成熟， 维持卵巢正常功能等

方面发挥了积极作用， 通常作为卵泡发育和衡量哺乳

动物繁殖性能高低的标志基因进行研究。 但是， 目前

关于 ＯＰＮ 基因调控 ＯＧＣｓ 细胞增殖、 凋亡对卵泡发

育及繁殖标记基因表达之间的关系还不清楚。
因此， 本研究以贵州黑山羊 ＯＧＣｓ 为研究对象，

通过构建 ＯＰＮ 基因的干扰载体， 用实时荧光定量

ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 技术筛选出最佳干扰组， 并检测

干扰 ＯＰＮ 后对山羊繁殖相关基因 ＥＳＲ１、 ＤＣＮ２、
ＣＹＰ１９Ａ１、 ＦＴＨ１、 ＣＴＮＮＢ２ 和细胞凋亡相关基因胱

天蛋白酶 ３ （ Ｃａｓｐａｓｅ － ３ ）、 Ｂｃｌ － ２ 关 联 Ｘ 蛋 白

（Ｂａｘ）、 胱天蛋白酶 ９ （Ｃａｓｐａｓｅ－９） 转录水平的影

响， 同时采用 ＣＣＫ８ 和细胞划痕技术检测干扰 ＯＰＮ
对 ＯＧＣｓ 增殖、 迁移的影响， 为进一步解析 ＯＰＮ 基

因影响贵州黑山羊卵泡发育的分子机制奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验动物

本试验所用的贵州黑山羊卵巢组织， 采集于贵阳

市花溪区麦坪黑山羊养殖基地， 年龄在 ２ 周岁左右。
屠宰后的母羊立即采集其处于卵泡期的卵巢组织， 使

用浓度为 ７５％的酒精和含有双抗的 ＰＢＳ 缓冲液分别

冲洗离体卵巢组织 ３ 次， 并迅速将组织保存至装有

ＰＢＳ 缓冲液的无菌离心管中， 置于冰上， １ ｈ 内带回

实验室。 随即在无菌环境下， 选取直径为 １～３ ｍｍ 的

卵泡分离培养 ＯＧＣｓ。 山羊屠宰试验经贵州大学实验

动物伦理委员会审核批准 （编号： ＥＡＥ－ＧＺＵ－２０２３－
Ｔ０７７）。
１􀆰 ２　 主要试剂

荧光定量 ＰＣＲ Ｍｉｘ （伯乐生命医学产品有限公

司， 美国）； ＴＡＥ 缓冲液， 限制性内切酶 Ｂｂｓ Ⅰ、
ＰｓｔⅠ、 ＢａｍＨ Ⅰ， ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ， 胎 牛 血 清， Ｏｐｔｉ －
ＭＥＭ 培养基， ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ （１ ∶ １） 培养基， ＴＲＩｚｏｌ
裂解液， 逆转录试剂盒， Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 转染试剂

盒 （赛默飞世尔科技公司， 美国）； 细胞计数试剂

盒－８ （ＣＣＫ８） 细胞增殖检测试剂盒 （优兰迪生物科

技有限公司， 中国）； 氯仿、 异丙醇、 ＤＥＰＣ 水、
ＰＢＳ 缓冲液等试剂耗材 （贵州西宝生物科技有限公

·２· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２５　 Ｖｏｌ􀆰 ５７　 Ｎｏ􀆰 ５
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司）。
１􀆰 ３　 引物设计与合成

根据 ＮＣＢＩ 上发表的相关基因的序列， 以 β－ａｃｔｉｎ

为内参基因， 使用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ 软件设计基因

引物。 合成引物来源于上海擎科生物科技有限公司，
引物序列见表 １。

表 １　 ＲＴ－ｑＰＣＲ 引物信息

基因 　 　 　 引物序列 （５′→３′） ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 片段大小 ／ ｂｐ 退火温度 ／ ℃

ＯＰＮ
Ｆ： ＡＧＡＴＧＣＣＡＣＡＧＡＧＧＡＧＧＡＣＴ
Ｒ： ＴＣＴＴＣＧＣＴＧＴＧＧＴＣＡＧＴＣＡＧ

ＮＭ＿００１２８５６６７􀆰 １ ９６ ５９

ＥＳＲ１
Ｆ： ＴＧＧＧＡＧＣＡＡＡＴＡＧＧＡＧＣ
Ｒ： ＣＴＧＧＧＣＡＡＡＧＡＧＧＧＴＧ

ＸＭ＿０１８０５３３６４􀆰 １ １４３ ５３

ＤＣＮ２
Ｆ： ＡＡＴＧＣＧＧＡＴＧＴＡＧＧＡＧ
Ｒ： ＡＡＡＧＴＧＣＧＡＡＡＧＴＣＴＧＴＧ

ＮＭ＿００１２８５５５５􀆰 １ １３２ ４９

ＣＹＰ１９Ａ１
Ｆ： ＡＡＧＴＧＣＴＧＡＡＣＣＣＡＡＧＧＣＡＴ
Ｒ： ＴＣＣＡＧＴＧＡＧＣＡＧＣＡＧＧＡＴＴＧ

ＮＭ＿００１２８５７４７􀆰 １ ８９ ６０

ＣＴＮＮＢ２
Ｆ： ＴＣＣＧＴＡＡＧＣＣＧＡＧＡＡＴＧ
Ｒ： ＣＡＧＣＡＧＴＴＡＴＣＣＧＴＧＴＴＴ

ＸＭ＿０５６４７９１７９􀆰 １ ２７１ ５２

ＦＴＨ１
Ｆ： ＧＣＡＴＴＣＡＧＣＣＣＧＴＴＣＴＣ
Ｒ： ＴＴＧＣＣＡＡＡＴＡＣＴＴＴＣＴＴＣＡＣ

ＮＭ＿００１２８５６０９􀆰 １ １４５ ５２

Ｂａｘ
Ｆ： ＣＡＴＣＧＧＡＧＡＴＧＡＡＴＴＧＧＡＣＡＣＴＡＡ
Ｒ： ＧＧＣＣＴＴＧＡＧＣＡＣＣＡＧＴＴＴＧＣ

ＸＭ＿０１８０６２７５０􀆰 １ １４７ ６２

Ｃａｓｐａｓｅ－３
Ｆ： ＣＣＴＧＧＡＣＴＧＴＣＧＴＡＴＴＧＡＧＡ
Ｒ： ＴＡＡＣＣＣＧＡＧＴＡＡＧＡＡＴＧＴＧＣ

ＮＭ＿００１２８４４０９􀆰 １ ２１８ ５８

Ｃａｓｐａｓｅ－９
Ｆ： ＴＧＡＡＧＡＣＣＡＧＣＡＧＡＣＡＡＧＣ
Ｒ： ＡＧＴＧＡＡＴＣＣＴＣＣＡＧＡＡＣＣＡＡ

ＸＭ＿０１１５２７２４２􀆰 ３ １６７ ５３

β－ａｃｔｉｎ
Ｆ： ＧＧＴＧＣＣＣＡＴＣＴＡＣＧＡＧＧ
Ｒ： ＣＴＴＧＡＴＧＴＣＡＣＧＧＡＣＧＡＴＴ

ＮＭ＿００１３１４３４２􀆰 １ １５４ ５４

１􀆰 ４　 ＯＧＣｓ 的培养及鉴定

将新鲜卵巢样品用 ７５％酒精与含有双抗的 ＰＢＳ
分别冲洗 ３ 次， 并将其转置于含有 １０％胎牛血清和

１％双抗的完全培养基 （含 １５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＨＥＰＥＳ 缓冲

液、 Ｌ－谷氨酰胺和酚红） 中， 并用 １０ ｍＬ 注射器将

卵巢上多个 １～３ ｍｍ 成熟卵泡刺破， 使颗粒细胞充分

释放。 其次， 将装有细胞悬液的培养基转移至规格为

１０ ｍＬ 的离心管中， 并以 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 的转速高速离

心 ５ ｍｉｎ。 弃上清液， 将沉淀重新悬浮于新的培养基

中， 再重复上一步操作。 最后将细胞以 １􀆰 ５ × １０６

个 ／ ｍＬ 的密度接种在 ７５Ｔ 细胞培养瓶中， 并置于

３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 的培养箱中进行培养， 培养期间需及

时换液并及时冻存， 以便于后续试验。 ＯＧＣｓ 采用间

接免疫荧光法进行鉴定， 具体步骤参考文献 ［２１］。
１􀆰 ５　 ｓｈＲＮＡ 引物设计与合成

根据 ＮＣＢＩ 上公布的山羊 ＯＰＮ 基因 ＣＤＳ 序列

（ＸＭ＿０１８０６４８９３􀆰 １）， 采用 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ 公司的 ｓｈＲＮＡ 设

计软件， 根据 ｓｈＲＮＡ 设计原则挑选出 ４ 条 ＯＰＮ 基因

效率最高的 ｓｈＲＮＡ 干扰靶序列， 并设计 １ 对阴性对

照序列。 将 ４ 对 ｓｈＲＮＡ 引物和 １ 对阴性对照引物分

别命名为 ｓｈＲＮＡ － ＯＰＮ － ２２２、 ｓｈＲＮＡ － ＯＰＮ － ３８５、
ｓｈＲＮＡ－ＯＰＮ－５３６、 ｓｈＲＮＡ－ＯＰＮ－７４１ 和 ｓｈＲＮＡ－ＮＣ，
序列由上海吉玛制药技术有限公司合成， 序列信息见

表 ２。
１􀆰 ６　 ＯＰＮ 基因干扰载体构建

取 ＯＰＮ 基因相应的正义链和反义链进行退火处

理， 随后将退火产物连接到线性化的 ｐＧＰＵ６ ／ ＧＦＰ ／
Ｎｅｏ 载体上。 将链接成功的载体 转 入 大 肠 杆 菌

（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ） ＤＨ５α 感受态细胞， 阳性质粒经测

序鉴定成功后， 保存于－８０ ℃冰箱备用。 构建的阳性

质粒分别命名为 ｓｈＲＮＡ－ＯＰＮ－ ２２２、 ｓｈＲＮＡ－ＯＰＮ－
３８５、 ｓｈＲＮＡ－ＯＰＮ－５３６、 ｓｈＲＮＡ－ＯＰＮ－７４１， 阴性质

粒为 ｓｈＲＮＡ－ＮＣ。 　
１􀆰 ７　 细胞转染

将颗粒细胞接种于 ６ 孔板中， 待细胞融合度达到

９０％时开始转染细胞。 细胞转染步骤严格按照 Ｌｉｐｏ⁃
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 说明书进行转染， 设置 ｓｈＲＮＡ－ＯＰＮ－
２２２、 ｓｈＲＮＡ－ＯＰＮ－３８５、 ｓｈＲＮＡ－ＯＰＮ－５３６、 ｓｈＲＮＡ－
ＯＰＮ－７４１ 和 ｓｈＲＮＡ－ＮＣ 共 ５ 个处理组， 并设置空白

对照组。 转染细胞 ２４ ｈ 后， 在倒置荧光显微镜下观
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察细胞转染情况。

表 ２　 ｓｈＲＮＡ 干扰序列信息

质粒名称 引物序列 （５′→３′） 　 　 　 　 　 　 　

ｓｈＲＮＡ－ＯＰＮ－７４１
Ｆ： ＣＡＣＣＧＣＡＡＧＣＴＡＧＡＣＣＴＡＧＡＴＣＡＴＡＡＴＴＣＡＡＧＡＧＡＴＴＡＴＧＡＴＣＴＡＧＧＴＣＴＡＧＣＴＴＧＴＴＴＴＴＴＧ
Ｒ： ＧＡＴＣＣＡＡＡＡＡＡＣＡＡＧＣＴＡＧＡＣＣＴＡＧＡＴＣＡＴＡＡＴＣＴＣＴＴＧＡＡＴＴＡＴＧＡＴＣＴＡＧＧＴＣＴＡＧＣＴＴＧＣ

ｓｈＲＮＡ－ＯＰＮ－２２２
Ｆ： ＣＡＣＣＧＣＣＣＧＡＧＴＡＡＧＴＣＣＡＡＴＧＡＡＡＧＴＴＣＡＡＧＡＧＡＣＴＴＴＣＡＴＴＧＧＡＣＴＴＡＣＴＣＧＧＧＴＴＴＴＴＴＧ
Ｒ： ＧＡＴＣＣＡＡＡＡＡＡＣＣＣＧＡＧＴＡＡＧＴＣＣＡＡＴＧＡＡＡＧＴＣＴＣＴＴＧＡＡＣＴＴＴＣＡＴＴＧＧＡＣＴＴＡＣＴＣＧＧＧＣ

ｓｈＲＮＡ－ＯＰＮ－３８５
Ｆ： ＣＡＣＣＧＣＣＣＡＣＴＧＡＣＡＴＴＣＣＡＡＣＡＡＴＣＴＴＣＡＡＧＡＧＡＧＡＴＴＧＴＴＧＧＡＡＴＧＴＣＡＧＴＧＧＧＴＴＴＴＴＴＧ
Ｒ： ＧＡＴＣＣＡＡＡＡＡＡＣＣＣＡＣＴＧＡＣＡＴＴＣＣＡＡＣＡＡＴＣＴＣＴＣＴＴＧＡＡＧＡＴＴＧＴＴＧＧＡＡＴＧＴＣＡＧＴＧＧＧＣ

ｓｈＲＮＡ－ＯＰＮ－５３６
Ｆ： ＣＡＣＣＧＡＧＧＡＣＴＴＣＡＣＡＴＣＡＣＡＣＡＴＡＧＴＴＣＡＡＧＡＧＡＣＴＡＴＧＴＧＴＧＡＴＧＴＧＡＡＧＴＣＣＴＴＴＴＴＴＴＧ
Ｒ： ＧＡＴＣＣＡＡＡＡＡＡＡＧＧＡＣＴＴＣＡＣＡＴＣＡＣＡＣＡＴＡＧＴＣＴＣＴＴＧＡＡＣＴＡＴＧＴＧＴＧＡＴＧＴＧＡＡＧＴＣＣＴＣ

ｓｈＲＮＡ－ＮＣ
Ｆ： ＣＡＣＣＧＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴＴＴＣＡＡＧＡＧＡＡＣＧＴＧＡＣＡＣＧＴＴＣＧＧＡＧＡＡＴＴＴＴＴＴＧ
Ｒ： ＧＡＴＣＣＡＡＡＡＡＡＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴＴＣＴＣＴＴＧＡＡＡＣＧＴＧＡＣＡＣＧＴＴＣＧＧＡＧＡＡＣ

１􀆰 ８　 ＣＣＫ８ 试验检测细胞增殖能力

待细胞密度达 ９０％左右， 对其进行计数， 并按

照 ５ ０００ 个 ／孔的细胞密度接种到 ９６ 孔板， 随后置于

３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中继续培养， 使细胞充分贴

壁。 待 细 胞 贴 壁 后， 转 染 ｓｈＲＮＡ － ＯＰＮ － ２２２ 与

ｓｈＲＮＡ－ＮＣ 干扰质粒， 每组设置重复孔 ５ 个， 转染方

法同 １􀆰 ７。 在转染后 ０、 ２４ 和 ４８ ｈ， 避光条件下分别

向每孔加入 １０ μＬ 的 ＣＣＫ８ 溶液， 在培养箱内孵育

２ ｈ， 随后用酶标仪测定其 ＯＤ４５０ ｎｍ值， 并绘制细胞增

殖曲线。
１􀆰 ９　 细胞划痕检测细胞迁移能力

使用马克笔在 ６ 孔板背面， 每隔 ０􀆰 ５ ～ １ ｃｍ 划一

条直线穿过孔， 每孔至少穿过 ３ 条线。 处理完的 ６ 孔

板中布板 ＯＧＣｓ， 并置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱， 待

细胞长满至 ９０％； 用 １０ μＬ 枪头参照直尺， 按照与标

记线垂直的方向在培养细胞上划一条直线， 且枪头垂

直于 ６ 孔板； 后用 ＰＢＳ 清洗细胞 ２ ～ ３ 次， 以去除划

痕处的细胞， 并加人无血清培养基， 将处理完的细

胞， 按照 １􀆰 ７ 的方法进行转染， 最后将 ６ 孔板放入

３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 的培养箱中培养， 取培养 ０、 ２４、
４８ ｈ 的 细 胞 于 显 微 镜 下 观 察、 拍 照， 最 后 通 过

ＩｍａｇｅＪ 软件计算划痕区域的面积， 比较 ｓｈＲＮＡ－ＮＣ
组和 ｓｈＲＮＡ－ＯＰＮ－２２２ 组转染 ２４ 和 ４８ ｈ 后细胞迁移

能力的大小。
１􀆰 １０　 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测基因的表达

转染细胞 ４８ ｈ 后， 采用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取细胞总

ＲＮＡ， 随后采用超微量紫外分光光度计检测 ＲＮＡ 浓

度和质量， 并用 ＤＥＰＣ 水将 ＲＮＡ 浓度调整至统一浓

度， 置于－ ８０ ℃ 冰箱保存备用。 将提取的 ＯＧＣｓ 总

ＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡ， 采用 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测干扰 ＯＰＮ
基因后， 对山羊繁殖相关基因 ＤＣＮ２、 ＣＹＰ１９Ａ１、

ＥＳＲ１、 ＦＴＨ１、 ＣＴＮＮＢ２ 和凋亡相关蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ－３、
Ｃａｓｐａｓｅ－９、 Ｂａｘ 基因表达的影响。 反应体系： ｃＤＮＡ
１ μＬ， ２ × ＲｅａｌＳｔａｒ ＦａｓｔＳＹＢＲ ＲＴ － ｑＰＣＲ Ｍｉｘ １０ μＬ，
Ｈｉｇｈ ／ Ｌｏｗ ＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ ０􀆰 ４ μＬ， 正向引物 （１０
μｍｏｌ ／ Ｌ） ０􀆰 ５ μＬ， 反向引物 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ０􀆰 ５ μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ 补足至 ２０ μＬ。 反应条件： ９５ ℃预变性 ２ ｍｉｎ；
９５ ℃变性 １５ ｓ， ６０ ℃退火 ３０ ｓ， 反应 ４０ 个循环。 在

ＲＴ－ｑＰＣＲ 试验中， β－ａｃｔｉｎ 为内参基因， 每组 ３ 个重

复， 采用 ２－ΔΔＣｔ法分析。
１􀆰 １１　 数据统计与分析

试验均进行了 ３ 次以上的生物学重复。 所有试验

数据采用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件进行单因素方差分析， 使用

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９ 软件处理图表。 结果以 “平均值±
标准差” 表示。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＯＰＮ 基因干扰载体转染效率

转染细胞 ２４ ｈ 后在倒置荧光显微镜下观察细胞

转染情况。 结果显示， 干扰组 （图 １Ａ ～ Ｄ） 及阴性

对照组 （图 １Ｅ） 在倒置荧光显微镜下均可见明显的

绿色荧光， 且转染效率基本一致， 而空白对照组

（图 １Ｆ） 则未见荧光， 说明每组干扰载体的转染效率

完全满足后续试验要求， 可进行下一步试验。
２􀆰 ２　 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测不同干扰载体的干扰效率

转染不同干扰载体后， 对 ＯＰＮ 基因的干扰效果

见图 ２。 与 ｓｈＲＮＡ－ＮＣ 组相比， ｓｈＲＮＡ－ＯＰＮ－ ２２２、
ｓｈＲＮＡ－ＯＰＮ－３８５ 和 ｓｈＲＮＡ－ＯＰＮ－７４１ 均极显著下调

了 ＯＰＮ 基因的表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而 ｓｈＲＮＡ－ＯＰＮ－５３６
极显著上调了 ＯＰＮ 基因的表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 由结果

可知， ｓｈＲＮＡ－ＯＰＮ －２２２ 是干扰 ＯＰＮ 基因表达的最

佳载体， 可作为后续功能验证的主要干扰载体。
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Ａ． ｓｈＲＮＡ－ＯＰＮ－２２２； Ｂ． ｓｈＲＮＡ－ＯＰＮ－３８５； Ｃ． ｓｈＲＮＡ－ＯＰＮ－５３６； Ｄ． ｓｈＲＮＡ－ＯＰＮ－７４１； Ｅ． ｓｈＲＮＡ－ＮＣ； Ｆ． 空白对照。

图 １　 荧光蛋白法检测 ＯＰＮ 基因不同干扰载体的转染效率

组间比较， ∗∗表示差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 下同。

图 ２　 不同干扰载体对 ＯＰＮ 基因的抑制效率

２􀆰 ３　 干扰 ＯＰＮ 基因对 ＯＧＣｓ 增殖能力的影响

通过 ＣＣＫ８ 试验检测干扰 ＯＰＮ 基因 ０、 ２４、 ４８ ｈ
后的 结 果 见 图 ３。 与 ｓｈＲＮＡ － ＮＣ 组 相 比， 转 染

ｓｈＲＮＡ－ＯＰＮ－２２２ （ ｓｈＲＮＡ－２２２） ４８ ｈ 后， ＯＧＣｓ 增

殖能力极显著减弱 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明干扰 ＯＰＮ 基因

后， 能够明显抑制 ＯＧＣｓ 的增殖。
２􀆰 ４　 干扰 ＯＰＮ 基因对 ＯＧＣｓ 迁移能力的影响

ｓｈＲＮＡ－２２２ 和 ｓｈＲＮＡ－ＮＣ 两组细胞经划痕处理

后， 在 ０、 ２４、 ４８ ｈ 细胞迁移情况如图 ４ 所示。 用

ＩｍａｇｅＪ 软件计算细胞迁移率， 结果发现， 干扰组

ＯＧＣｓ 在 ４８ ｈ 迁移距离极显著低于 ｓｈＲＮＡ －ＮＣ 组

（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 由该试验结果可知干扰 ＯＰＮ 的表达显著

抑制了 ＯＧＣｓ 的迁移能力。

图 ３　 ＣＣＫ８检测转染 ｓｈＲＮＡ－ＯＰＮ－２２２后 ＯＧＣｓ的增殖曲线

２􀆰 ５　 干扰 ＯＰＮ 基因对繁殖相关基因转录水平的

影响

　 　 干扰 ＯＰＮ 基因后， 对山羊繁殖相关基因 ＤＣＮ２、
ＥＳＲ１、 ＣＹＰ１９Ａ１、 ＦＴＨ１ 和 ＣＴＮＮＢ２ 转录水平的影响

见图 ５。 干扰 ＯＰＮ 基因后， 繁殖相关基因 ＥＳＲ１、
ＤＣＮ２、 ＣＹＰ１９Ａ１ 的 ｍＲＮＡ 表 达 量 极 显 著 低 于

ｓｈＲＮＡ－ＮＣ 组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； ＣＴＮＮＢ２ 基因的 ｍＲＮＡ 表

达量与对照组相比显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ＦＴＨ１ 基因

的 ｍＲＮＡ 表达量与对照组相比无显著差异。 以上结

果表明， 体外沉默 ＯＰＮ 基因可以抑制山羊繁殖相关

基因 ＤＣＮ２、 ＣＹＰ１９Ａ１ 和 ＥＳＲ１ 的表达。
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图 ４　 干扰 ＯＰＮ 后 ＯＧＣｓ ２４ 和 ４８ ｈ 的细胞迁移比较

∗表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

图 ５　 干扰 ＯＰＮ 基因对山羊繁殖相关基因的影响

２􀆰 ６　 干扰 ＯＰＮ 基因对凋亡相关基因转录水平的

影响

　 　 干扰 ＯＰＮ 基因对 Ｃａｓｐａｓｅ－３、 Ｃａｓｐａｓｅ－９ 和 Ｂａｘ
的转录水平影响如图 ６ 所示。 ｓｈＲＮＡ－２２２ 与 ｓｈＲＮＡ－
ＮＣ 组相比， 可以有效促进 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 和 Ｂａｘ 的转录，
且差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 进一步说明干扰 ＯＰＮ 可

以促进 ＯＧＣｓ 的凋亡； 但 Ｃａｓｐａｓｅ － ９ 基因表达与

ｓｈＲＮＡ－ＮＣ 组相比， 无显著性差异。

图 ６　 干扰 ＯＰＮ 对凋亡相关基因表达量的影响

３　 讨论

３􀆰 １　 ＯＰＮ 基因与 ＯＧＣｓ 增殖

ＯＧＣｓ 是卵巢中重要的体细胞之一， 通过表达、
分泌促卵泡激素受体 （ ＦＳＨＲ） 和促黄体激素受体

（ＬＨＲ） 等， 为卵母细胞提供营养， 参与调控卵泡发

育、 卵母细胞成熟及排卵整个过程［２２］。 研究发现，
ＯＧＣｓ 的增殖和卵泡液的分泌有助于原始卵泡发育为

有腔卵泡， 并促进格拉夫 （成熟） 卵泡的形成， 而

ＯＧＣｓ 凋亡、 肥大或退化会导致代谢功能障碍或增殖

异常， 进而诱导卵泡闭锁［２３－２５］。 ＯＰＮ 作为一种基质

细胞外糖磷酸蛋白， 在细胞增殖方面具有重要的生理

学意义。 在 Ｚｅｎｇ 等［２６］ 对 Ｔ ／ ｍｉＲ－１８１ａ－５ｐ ／ ＯＰＮ 轴的

研究发现， ｍｉＲ－１８１ａ－５ｐ 能直接靶向 ＯＰＮ 抑制 ＤＮＡ
合成， 降低软骨细胞活力， 同时促进软骨细胞凋亡。
Ｃｈｅｎ 等［２７］通过构建 ＯＰＮ 干扰和过表达模型， 研究不

同 ＯＰＮ 表达水平对细胞增殖和侵袭的影响， 结果表

明干扰 ＯＰＮ 后裸鼠的肿瘤体积和重量明显减小； 在

人体卵巢上的研究表明敲除 ＯＰＮ 基因后， 卵巢癌细

胞增殖率明显降低， 反之卵巢癌细胞的增殖活率升

高［２８］。 以上结果说明 ＯＰＮ 基因可促进细胞增殖。 本

研究发现， 干扰 ＯＰＮ 基因后， 能够明显抑制山羊

ＯＧＣｓ 的增殖和迁移能力， 进一步证明了 ＯＰＮ 基因可

促进细胞增殖。
３􀆰 ２　 ＯＰＮ 基因与山羊繁殖相关基因的关系

繁殖性状通常具有低至中等遗传力， 通过传统的

表型选择效果并不佳， 大多数绵羊、 山羊品种产羔数

和遗传力均较低［２９］。 目前， 科研人员已借助转录组、
全基 因 组、 蛋 白 组 等 测 序 技 术 挖 掘 出 ＢＭＰ１５、
ＧＤＦ９、 ＦＳＨＲ、 ＥＳＲ１、 ＤＣＮ２、 ＣＹＰ１９Ａ１、 ＦＴＨ１ 和

ＣＴＮＮＢ２ 等与绵羊、 山羊多胎性状密切相关的候选基

因， 对加快高繁绵羊、 山羊新品系的培育奠定了重要

基础［３０］。 研究发现， ＯＰＮ 基因与上述繁殖相关基因

相互作用， 在调节激素合成分泌、 卵泡生长发育、 卵
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子成熟等方面同样发挥了重要作用。 ＤＣＮ 基因主要

定位于卵巢的颗粒细胞、 垂体细胞或子宫内膜上皮细

胞等细胞中［３１］； 而 ＯＰＮ、 ＤＣＮ 与细胞外基质蛋白质

之间的相互作用， 对卵泡膜细胞内部环境具有潜在的

影响， 进而调控排卵过程［３２］。 ＤＣＮ２ 是生物机体中

独特的排卵基因， 在排卵前期及排卵过程中起重要的

作用， 可 为 某 些 类 型 的 不 育 症 提 供 治 疗［３３］。
ＣＹＰ１９Ａ１ 基因主要在卵巢、 下丘脑表达［３４］。 有研究

表明干扰 ＯＰＮ５ 基因的表达， 能够抑制 ＯＧＣｓ 的表

达， 同时能降低 ＣＹＰ１９Ａ１ 基因的表达水平［３５］。 本研

究发现， 干扰 ＯＰＮ 基因后， 同样能抑制 ＣＹＰ１９Ａ１ 基

因的表达， 这说明 ＯＰＮ 基因与 ＣＹＰ１９Ａ１ 基因间必定

存在内在联系。 杨安琪等［３６］ 在兔的 ＯＧＣｓ 中发现，
ＣＹＰ１９Ａ１ 可以促进 ＯＧＣｓ 的增殖并调控雌激素合成

相关基因的表达， 而在蔡明芳［３７］ 的研究中发现雌激

素可以促进 ＯＰＮ 基因的表达。 ＥＳＲ１ 是 ＥＲα 的编码

基因之一， ＥＳＲ１ 不仅参与子宫的发育、 对雌激素的

反应和蜕膜化， 还在卵巢功能中发挥作用［３８－３９］。
ＥＳＲ１ 缺失小鼠表现出无排卵和囊性卵巢表型， 表明

ＥＳＲ１ 在卵巢发育和功能中的重要性。 有研究表明

ＯＰＮ 基因的生物效应是相对独立的， 并未受 ＥＳＲ 限

制， 可同时选择 ＥＳＲ 和 ＯＰＮ 同时进行标记， 以提高

母猪的窝产仔数［４０］。 刘乙等［４１］ 通过分析 ＥＳＲ 和

ＯＰＮ 两者的基因多态性， 发现两者对产活仔数、 健

仔数、 窝重等繁殖性状均有影响。 在本研究中， 沉默

ＯＰＮ 基因后导致 ＥＳＲ１ 基因的表达量下调， 与前人

ＯＰＮ 基因和 ＥＳＲ１ 基因的生物效应是相对独立的研究

结果不符， 而 ＯＰＮ 基因是如何下调 ＥＳＲ１ 基因表达

的分子机制需要进一步研究。 在 Ａｒｏｒａ 等［４２］的研究中

发现， ＦＴＨ１ 和 ＯＰＮ 基因在泌乳早期、 中期和晚期几

乎等量表达， 这表明这两个基因可能在乳汁中起到类

似的作用， 也可能与动物繁殖性状有关。 本试验干扰

ＯＰＮ 基因后 ＦＴＨ１ 基因虽未达到显著性差异水平， 但

其总体表达趋势有所下降。 因此， 可以推测 ＦＴＨ１ 与

ＯＰＮ 基因在不同生理阶段的表达量具有的一定的

关联。
３􀆰 ３　 干扰 ＯＰＮ 与山羊 ＯＧＣｓ 凋亡的关系

研究表明 Ｂａｘ、 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ－９ 是判断细

胞凋亡的重要指标， 在参与细胞凋亡的级联反应中发

挥了重要作用。 Ｂａｘ 通过胞质转移至线粒体并与线粒

体膜相结合， 导致线粒体外膜通透化， 从而释放细胞

色素 Ｃ 等 促 凋 亡 物 质［４３］。 线 粒 体 途 径 关 键 酶

Ｃａｓｐａｓｅ－９ 通过与凋亡酶激活因子 １ （Ａｐａｆ－１） 结合，
最终形成多蛋白复合物， Ｃａｓｐａｓｅ－９ 的激活又激活了

Ｃａｓｐａｓｅ－３， 最终导致细胞的凋亡［４４］。 Ｌｕｏ 等［４５］ 通过

调节 ＮＲ４Ａ１ 基因介导的线粒体机制抑制大鼠卵巢膜

间质细胞的凋亡， 从而改善卵巢功能早衰大鼠的生殖

功能， 进而证实线粒体机制对卵巢发育具有重要作

用。 曾强等［４６］通过研究富含亮氨酸的 α 蛋白对 ＯＰＮ
基因的表达进行下调， 显著促进了 Ｂａｘ、 Ｃａｓｐａｓｅ－３
和 Ｃａｓｐａｓｅ － ９ 凋亡相关蛋白的表达。 另外， 徐伟

等［４７］研究发现， 干扰 ＯＰＮ 后， 卵巢癌细胞的侵袭和

迁移能力显著降低。 本研究结果表明， 在山羊 ＯＧＣｓ
中干扰 ＯＰＮ 基因的表达， 显著抑制了 ＯＧＣｓ 的增殖

和迁移， 并促进了相关凋亡基因表达量的升高， 这与

前人的研究结果相契合。 因此， 可推测干扰 ＯＰＮ 基

因能够引起 ＯＧＣｓ 的凋亡。
综上所述， 干扰 ＯＰＮ 基因抑制了 ＯＧＣｓ 的增殖、

迁移及繁殖相关基因的表达， 促进了细胞的凋亡， 相

关研究结果为 ＯＰＮ 作为贵州黑山羊多羔品系选育的

重要候选基因提供了参考。
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