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摘要： 旨在探究 ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 在 Ｔ－２ 毒素诱导猪卵巢颗粒细胞损伤中的作用。 本试验分离培养了猪原代卵巢颗粒细胞， 通过荧光标记

的卵泡刺激素受体 （ ＦＳＨＲ） 抗体对细胞进行鉴定； 采用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术， 检测 Ｔ － ２ 毒素对卵巢颗粒细胞及其线粒体 ｌｎｃＲＮＡ
ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 转录水平的影响； 通过 ＲＮＡ 荧光原位杂交技术检测 Ｔ－２ 毒素对 ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 细胞定位的影响； 利用流式细胞术检测

Ｔ－２ 毒素对卵巢颗粒细胞活性氧 （ＲＯＳ）、 线粒体膜电位和细胞凋亡的影响； 通过透射电镜观察 Ｔ－２ 毒素对细胞超微结构的影响； 使用反义寡核

苷酸 （ＡＳＯ） 特异性敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 后观察相关指标的变化。 结果： Ｔ－２ 毒素显著上调 ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 在细胞和线粒体中的

表达水平 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 增加了 ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 在线粒体的聚集； 敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 后， 缓解了 Ｔ－２ 毒素诱导的线粒体结构损

伤， 显著降低了细胞中 ＲＯＳ 的产生 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 恢复线粒体膜电位 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） 并抑制细胞凋亡 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 本研究表明， ｌｎｃＲＮＡ
ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 在 Ｔ－２ 毒素诱导的卵巢颗粒细胞损伤中具有重要调控作用。

关键词： ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １； 猪卵巢颗粒细胞； 线粒体损伤； 氧化应激； 细胞凋亡

中图分类号： Ｓ８５７􀆰 ２　 　 　 文献标志码： Ａ　 　 　 文章编号： ０５２９－５１３０（２０２５）０６－００３１－０７

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ ｏｎ Ｔ－２ ｔｏｘｉｎ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｖａｒｉａｎ
ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｐｏｒｃｉｎｅ

ＦＡＮ Ｈｕｉ１，２＃， ＷＵ Ｙｏｕ１＃， ＸＩＡＯ Ｂｏ１， ＹＡＮＧ Ｃｈｅｎｇｌｉｎ１， ＬＩＵ Ｓｈｕｉｐｉｎｇ１∗， ＷＵ Ｊｉｎｇ１，３∗

（１． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｈｕｎａｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ／ Ｈｕｎａｎ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ
Ｌｉｖｅｓｔｏｃｋ ａｎｄ Ｐｏｕｌｔｒｙ Ｈｅａｌｔｈ Ｃａｒｅ， Ｃｈａｎｇｓｈａ ４１０１２８， Ｃｈｉｎａ；

２􀆰 Ｓｈａｏｙａｎｇ Ｐｏｌｙｔｅｃｈｎｉｃ， Ｓｈａｏｙａｎｇ ４２２００４， Ｃｈｉｎａ；
３􀆰 Ｙｕｎｎａｎ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｃｉｒｃｕｌａｒ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ， Ｐｕ􀆳ｅｒ ６６５０００， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ ｏｎ Ｔ－２ ｔｏｘｉｎ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｐｏｒ⁃
ｃｉｎｅ． Ｈｅｒｅ， ｐｒｉｍａｒｙ ｐｏｒｃｉｎｅ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅｄ， ａｎｄ ｗｅｒｅ ｔｈｅｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ－ｌａｂｅｌｅｄ ＦＳＨＲ ａｎｔｉ⁃
ｂｏｄｙ． Ｔｈｅ ＲＴ － ｑＰＣＲ ｗａｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ Ｔ － ２ ｔｏｘｉｎ ｏｎ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｌｎｃＲＮＡ
ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ． Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ， ｔｈｅ ＲＮＡ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎ ｓｉｔｕ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｗａｓ ｕｔｉｌｉｚｅｄ ｔｏ ｅｘａｍｉｎｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
Ｔ－２ ｔｏｘｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １􀆰 Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｔ－２ ｔｏｘｉｎ ｏｎ ｒｅａｃ⁃
ｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ （ＲＯＳ）， ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ， ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ． Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ， ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃ⁃
ｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ Ｔ－２ ｔｏｘｉｎ ｏｎ ｃｅｌｌ ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ． Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ （ＡＳＯ） ｗａｓ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｅｍ⁃
ｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ｓｉｌｅｎｃｅ ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １， ａｎｄ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｒｅｌｅｖａｎｔ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｗｅｒｅ ｍｏｎｉｔｏｒｅｄ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ Ｔ－２ ｔｏｘｉｎ
ｎｏｔａｂｌｙ ｂｏｏｓｔｅｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ ｉｎ ｂｏｔｈ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， ｌｅａｄｉｎｇ ｔｏ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ． Ｕｐｏｎ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １， ｔｈｅ Ｔ－２ ｔｏｘｉｎ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｄａｍａｇｅ ｔｏ
　 　 　 　

　
收稿日期： ２０２４－０６－０６； 修回日期： ２０２５－０４－２０
基金项目： 云南省重大科技专项计划项目 （２０２２０２ＡＥ０９００３２）
第一作者： 范慧， 女， 硕士； 吴悠， 女， 博士研究生。＃共同第一作者
∗通信作者： 邬静， 教授， 研究方向为动物非传染性群发病， Ｅ－ｍａｉｌ： ｗｕｊｉｎｇ＠ ｈｕｎａｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ； 刘水平， 博士， 研究方向为动物营养代谢病与

中毒病， Ｅ－ｍａｉｌ： ｌｉｕｓｈｕｉｐｉｎｇ＠ ｈｕｎａｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ。

·１３·畜牧与兽医　 ２０２５ 年　 第 ５７ 卷　 第 ６ 期



ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｗａｓ ｍｉｔｉｇａｔｅｄ， ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｉｎ ａ ｍａｒｋｅｄ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｃｅｌｌｕｌａｒ ＲＯＳ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｒｅｓｔｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍ⁃
ｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｕｌａｒ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ ｐｌａｙｅｄ ａｎ
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　 　 卵巢是雌性哺乳动物中卵泡发育和类固醇激素分

泌的重要生殖器官， 主要包含了不同发育期的卵泡和

黄体。 卵巢颗粒细胞 （ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ， ＧＣｓ） 是卵泡

中数量最多的功能细胞， 其增殖和凋亡对于性激素分

泌、 卵泡发育和闭锁具有决定作用。 卵巢颗粒细胞过

度凋亡， 能够直接影响雌性动物的排卵、 激素分泌和

生殖器官发育等［１］。 因此， 对卵巢颗粒细胞的研究，
一直是探讨雌性动物生殖健康所关注的重点。

霉菌是自然界中广泛存在的真菌， 能够产生大量

有毒代谢产物， 污染农作物、 粮食、 饲料和食品等，
对人和动物的健康造成极大危害。 Ｔ－２ 毒素是一种由

镰刀菌属产生、 毒性最强的 Ａ 型单端孢霉烯族化合

物， 已被证实具有神经、 消化、 免疫和生殖等多系统

毒性［２］。 研究表明， Ｔ－２ 毒素通过调控下丘脑中的

促性腺激素释放激素 （ＧｎＲＨ） 与垂体中 ＧｎＲＨ 受体

（ＧｎＲＨＲ） ｍＲＮＡ 的表达， 延迟雌性大鼠的发情周

期， 此外 Ｔ－２ 毒素导致血清中促黄体生成素、 促卵

泡激素和雌二醇水平的下降［３］。 Ｔ－２ 毒素能够引起

母猪繁殖性能下降， 降低产仔率［４］， 延长牛羊的卵

泡成熟和排卵时间， 增加不育的风险［５］。
长链非编码 ＲＮＡ （ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ， ｌｎｃＲＮＡ）

是长度超过 ２００ ｎｔ 但不编码蛋白质的一类 ＲＮＡ 分子

的统称。 一项对猪 ｌｎｃＲＮＡ 全基因组的鉴定结果显

示， 表达量最高的 ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 与人和小

鼠核基因组编码的长链非编码 ＲＮＡ 肺癌转移相关转

录本 １ （ｌｎｃＲＮＡ ＭＡＬＡＴ１） 同源， 且进化保守， 在多

种组织中广泛表达［６］。 保守序列通常具有重要的生

物学功能， 从不同物种间 ｌｎｃＲＮＡ 的保守性来推测其

功能是常用的研究思路之一［７］。 团队前期研究表明，
ｌｎｃＲＮＡ ＭＡＬＡＴ１－ ／ － Ｃ５７ 小鼠肝细胞的线粒体功能更

加活跃， 能够拮抗由高糖或炎症因子造成的氧化损

伤［８］， 推测与 ｌｎｃＲＮＡ ＭＡＬＡＴ１ 同源且进化保守的

ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 在猪体内可能具有重要的生

物学调控作用。
本研究以体外分离培养的猪卵巢颗粒细胞为模

型， 探究 ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 在细胞中的定位与

表 达 变 化 情 况， 通 过 特 异 性 敲 低 ｌｎｃＲＮＡ
ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １， 探讨其在 Ｔ－２ 毒素诱导猪卵巢颗粒

细 胞 损 伤 中 的 作 用， 为 进 一 步 研 究 ｌｎｃＲＮＡ
ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 在猪卵巢颗粒细胞发育中的作用机

制提供参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试验材料

从湖南省长沙市某畜牧定点屠宰场采集成年商品

母猪 （１８０ 日龄左右） 完整的新鲜卵巢， 用 ３７ ℃生

理盐水冲洗并暂时保存， 在 ２ ｈ 内运送至实验室进行

分离培养。
ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基购于 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ 公司，

胎牛血清购于浙江天杭生物科技有限公司， 青链霉素

混合液、 胰酶消化液购于 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司， 磷酸盐缓冲

液购于 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司， 卵泡刺激素受体 （ＦＳＨＲ） 抗

体、 异硫氰酸荧光素酯 （ ＦＩＴＣ） 标记的二抗购于

Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司， ＲＮＡｅｘ Ｐｒｏ ＲＮＡ 提取试剂、 Ｅｖｏ Ｍ－
ＭＬＶ 反转录试剂盒、 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｏ Ｔａｑ ＨＳ 预混型

ｑＰＣＲ 试剂盒购于 Ａｃｃｕｒａｔｅ Ｂｉｏｌｏｇｙ 公司， ４， ６－二脒

基－ ２ － 苯基吲哚 （ ＤＡＰＩ） 染色液、 Ｍｉｔｏ － Ｔｒａｃｋｅｒ
Ｇｒｅｅｎ、 活性氧 （ ＲＯＳ） 检测试剂盒、 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ －
ＦＩＴＣ 细胞凋亡检测试剂盒、 ＪＣ－１ 线粒体膜电位检测

试剂盒、 线粒体分离试剂盒均购于 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ 公司，
ＡＳＯ－ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １、 ｒｉｂｏＦＥＣＴＴＭ ＣＰ 转染试

剂购于 ＲｉｂｏＢｉｏ 公司。
１􀆰 ２　 细胞分离培养

用无菌生理盐水和 ７５％无水乙醇清洗新鲜卵巢

２～３ 次。 用 ５ ｍＬ 无菌注射器吸取卵巢表面卵泡 （直
径 ３～５ ｍｍ） 的卵泡液。 将细胞 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３～
５ ｍｉｎ 后， 弃去上清液。 经过无菌 ＰＢＳ 溶液清洗 １ ～ ２
次后， 再次离心并收集细胞， 加入 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养

基， 在 ３７ ℃， ５％ ＣＯ２的培养箱中培养， 为后续试验

做准备。
１􀆰 ３　 卵巢颗粒细胞鉴定

在 １２ 孔板中放置合适大小的细胞爬片， 接种细

胞后， 等待 ２４ ｈ。 将培养液移除， 加入 ４％的多聚甲

醛， 固定 ３０ ｍｉｎ 后用免疫染色通透液孵育 ５～１０ ｍｉｎ。
室温下， 使用 １０％正常山羊血清孵育 ２０ ｍｉｎ。 随后孵

育一抗， 并置于 ４ ℃冰箱过夜。 荧光二抗避光孵育

１ ｈ。 最后， 使用 ＤＡＰＩ 避光染色 ３～５ ｍｉｎ， 并滴加抗

荧光淬灭封片剂， 置于荧光显微镜下观察。 试验分为

阴性对照组和抗体免疫组， 以 ＰＢＳ 作为阴性对照替

代 ＦＳＨＲ 一抗。
１􀆰 ４　 引物设计与合成

用于荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 检测的 ｌｎｃＲＮＡ
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ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 引物序列参照参考文献 ［６］， 甘油

醛－３－磷酸脱氢酶 （ＧＡＰＤＨ） 基因序列从 ＧｅｎＢａｎｋ
数据库中获得， 通过 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ 软件设计引物

（表 １）， 并委托生工生物工程 （上海） 股份有限公

司合成。

表 １　 ＲＴ－ｑＰＣＲ 引物序列

基因 　 　 　 　 引物序列 （５′→３′） 产物长度 ／ ｂｐ

ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １
Ｆ： ＴＣＡＡＣＴＴＴＡＡＴＴＴＧＴＧＧＴＧＧＴＧＣ
Ｒ： ＣＴＣＧＣＴＣＴＴＧＡＡＴＴＴＡＴＣＧＴＣＣ

１２９

ＧＡＰＤＨ
Ｆ： ＡＧＧＧＣＡＴＣＣＴＧＧＧＣＴＡＣＡＣＴ
Ｒ： ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡ

１６６

１􀆰 ５　 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测细胞和线粒体中基因表达

　 　 分组为： ０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ Ｔ － ２ 毒素组 （培养基孵育

２４ ｈ）、 １ ｎｍｏｌ ／ Ｌ Ｔ－２ 毒素组 （含 １ ｎｍｏｌ ／ Ｌ Ｔ－２ 毒素

的培养基孵育 ２４ ｈ）、 １０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ Ｔ－２ 毒素组 （含 １０
ｎｍｏｌ ／ Ｌ Ｔ－２ 毒素的培养基孵育２４ ｈ）、 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ Ｔ－
２ 毒素组 （含 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ Ｔ － ２ 毒素的培养基孵育

２４ ｈ）。 ＲＮＡｅｘ Ｐｒｏ 试剂提取各组细胞总 ＲＮＡ， 并使

用线粒体分离试剂盒提取细胞线粒体， 再提取线粒体

ＲＮＡ。 将所提取 ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡ， 然后利用ＲＴ－
ｑＰＣＲ 技术检测 ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 的表达。 反

应体系： ２×ＳＹＢＲ® Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｏ Ｔａｑ ＨＳ Ｐｒｅｍｉｘ １０ μＬ，
ＤＮＡ 模板 （５０ ｎｇ ／ μＬ） ２ μＬ， Ｐｒｉｍｅｒ Ｆ （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）
０􀆰 ４ μＬ， Ｐｒｉｍｅｒ Ｒ （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ０􀆰 ４ μＬ， ＲＯＸ Ｒｅｆｅｒ⁃
ｅｎｃｅ Ｄｙｅ （２０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ０􀆰 ４ μＬ， ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ ｗａｔｅｒ 补

足至 ２０ μＬ。 反应程序为 ９５ ℃预变性 ３０ ｓ； ９５ ℃ 变

性 ５ ｓ， ６０ ℃ 退火 ３０ ｓ， ４０ 个循环。
１􀆰 ６　 反义寡核苷酸 （ＡＳＯ） －ｌｎｃＲＮＡ 转染

将生长状态良好的卵巢颗粒细胞接种于 １２ 孔板

中， 待细胞融合率达到 ３０％ ～ ５０％时进行转染。 按

ｒｉｂｏＦＥＣＴＴＭ ＣＰ 转染试剂说明书配制 ＡＳＯ－ｌｎｃ ＣＵＦＦ
转染复合物， 随后将配制好的转染复合物滴加到已含

有无双抗完全培养基的细胞中轻轻混匀， 确保复合物

均匀分布于培养基中， 培养 ２４ ｈ。 随后使用相应浓度

的 Ｔ－２ 毒素孵育卵巢颗粒细胞 ２４ ｈ， 再进行后续检

测。 不同处理组为： ｃｏｎｔｒｏｌ 组 （培养基孵育 ４８ ｈ），
Ｔ－２ 组 （培养基孵育 ２４ ｈ 后， 再用含 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ Ｔ－
２ 毒素的培养基孵育 ２４ ｈ） 组， Ｔ － ２ ＋ＡＳＯ －ＮＣ 组

（含 ＡＳＯ－ＮＣ 转染复合物的培养基孵育 ２４ ｈ 后， 再用

含 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ Ｔ－２ 毒素的培养基孵育 ２４ ｈ）， Ｔ－２＋
ＡＳＯ－ｌｎｃ ＣＵＦＦ 组 （含 ＡＳＯ－ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １
转染复合物的培养基孵育 ２４ ｈ 后， 再用含 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ
Ｔ－２ 毒素的培养基孵育 ２４ ｈ）。
１􀆰 ７　 荧光原位杂交 （ＲＮＡ －ＦＩＳＨ） 检测 ｌｎｃＲＮＡ
ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 定位

　 　 制作细胞爬片， 通过 Ｍｉｔｏ－Ｔｒａｃｋｅｒ Ｇｒｅｅｎ 试剂盒

对线粒体进行染色， 用 ４％多聚甲醛固定 １０ ｍｉｎ， 再

用免疫染色通透液孵育 ５ ～ １０ ｍｉｎ， 将爬片依次置于

８０％、 ９５％、 １００％的无水乙醇中脱水， 风干。 将制

备好的特异性核酸探针与细胞爬片孵育过夜。 在

４２ ℃、 ５０％甲酰胺 ／ ２ × ＳＳＣ 溶液中冲洗 ３ 次， 滴加

Ａｎｔｉ－ｄｉｇｏｘｉｇｅｎｉｎ－ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ 孵育 ４ ｈ， 进行 ＤＡＰＩ 复

染。 最后， 使用激光共聚焦荧光显微镜观察， 并采集

图像信息。 分组： ｃｏｎｔｒｏｌ 组 （培养基孵育 ２４ ｈ）、 Ｔ－
２ 组 （含 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ Ｔ－２ 毒素的培养基孵育 ２４ ｈ）。
１􀆰 ８　 细胞超微结构检测

取各组细胞， 经 ４％戊二醛、 １％锇酸固定后， 使

用乙醇进行梯度脱水， 并用丙酮和包埋液渗透， 随后

进行包埋、 切片 （６０ ～ ８０ ｎｍ）， 用 ２％醋酸铀和柠檬

酸铅染色， 使用透射电镜观察。
１􀆰 ９　 ＲＯＳ 检测

收集细胞， 并用 ２， ７ －二氯荧光素二乙酸酯

（ＤＣＦＨ－ＤＡ） 溶液 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 重悬， ３７ ℃ 孵育

３０ ｍｉｎ 后， 用无血清培养基洗涤残留的 ＤＣＦＨ－ＤＡ，
利用流式细胞仪进行检测。
１􀆰 １０　 线粒体膜电位检测

收集细胞， 并用 ５００ μＬ 培养基重悬， 随后加入

等体积 ＪＣ－１ 染色工作液孵育 ２０ ｍｉｎ， ２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ、
４ ℃离心 ３ ｍｉｎ 后， 弃去上清液。 用缓冲液洗涤细胞

２ 次， 去除剩余的染料， 加入缓冲液重悬细胞， 用流

式细胞仪检测。
１􀆰 １１　 细胞凋亡检测

收集细胞， 并用 ＰＢＳ 重悬后计数， 取 １×１０５个细

胞， ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 弃去上清液， 用 １９５ μＬ
Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ 溶液重悬细胞， 随后加入 ５ μＬ Ａｎ⁃
ｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ 混匀。 再加入 １０ μＬ 碘化丙啶 （ ＰＩ）
染液， 混匀， 室温避光孵育 １５ ｍｉｎ， 用流式细胞仪

检测。
１􀆰 １２　 数据统计与分析

利用 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件分析数据， 通过单因素方差

分析 （ＡＮＯＶＡ） 进行比较， 结果以 “平均值±标准
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差” 表示， Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异显著， Ｐ＜０􀆰 ０１ 表示差

异极显著。

２　 结果

２􀆰 １　 猪卵巢颗粒细胞的鉴定

对卵巢颗粒细胞膜表面的特异性受体 ＦＳＨＲ 进行

免疫荧光分析， 图 １ 所示， 抗体免疫组的细胞绿色荧

光强度明显增强， 并且主要分布在细胞质中， 表明分

离得到的细胞为卵巢颗粒细胞。

图 １　 猪卵巢颗粒细胞的鉴定

２􀆰 ２　 Ｔ－２ 毒素对卵巢颗粒细胞和线粒体中 ｌｎｃＲＮＡ
ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 表达量的影响

　 　 通过 ＲＴ－ｑＰＣＲ 方法对不同剂量 Ｔ－２ 毒素处理细

胞 ２４ ｈ 后， 细 胞 和 线 粒 体 中 ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＵＦ．

２５３９８８􀆰 １ 的表达情况进行分析， 图 ２ 所示， 与对照

组相比， Ｔ－２ 毒素呈剂量依赖性极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）
升高了细胞和线粒体中 ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 的表

达水平。

与 Ｔ－２ 毒素 （０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ） 组比较， ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 Ｔ－２ 毒素对卵巢颗粒细胞 （Ａ） 和线粒体 （Ｂ） 中 ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 表达的影响

２􀆰 ３ 　 Ｔ － ２ 毒 素 对 卵 巢 颗 粒 细 胞 中 ｌｎｃＲＮＡ
ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 定位的影响

　 　 采用 ＲＮＡ－ＦＩＳＨ 技术，检测 ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １
在猪卵巢颗粒细胞中的定位及分布情况。 图 ３ 显示，
与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组 相 比， Ｔ － ２ 毒 素 增 强 了 ｌｎｃＲＮＡ
ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 的红色荧光强度， 以及与线粒体

（Ｍｉｔｏ－ Ｔｒａｃｋｅｒ） 和细胞核 （ ＤＡＰＩ） 的重合， 提示

ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 在细胞核和线粒体中的表达

增强。
２􀆰 ４　 敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 对 Ｔ－２ 毒素诱导

卵巢颗粒细胞线粒体结构损伤的影响

　 　 靶向敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 后， 利用透射

电镜观察卵巢颗粒细胞中线粒体结构的变化。 图 ４ 显

示， 与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比， Ｔ－２ 组细胞线粒体出现明显

的肿胀、 嵴断裂等结构损伤， 而 Ｔ－２＋ＡＳＯ－ｌｎｃ ＣＵＦＦ
组， 线粒体肿胀和嵴断裂等结构损伤现象得到改善。
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图 ３　 Ｔ－２ 毒素对卵巢颗粒细胞中 ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 定位的影响

图 ４　 敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 对 Ｔ－２ 毒素诱导卵巢颗粒细胞线粒体结构损伤的影响

２􀆰 ５　 敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 对 Ｔ－２ 毒素诱导

卵巢颗粒细胞 ＲＯＳ 产生的影响

　 　 靶向敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 后， 检测细胞

中的 ＲＯＳ。 图 ５ 显示， 与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比， Ｔ－２ 组极

显著增加了 ＲＯＳ 阳性细胞百分比 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 Ｔ－
２ 组相比， Ｔ－２＋ＡＳＯ－ｌｎｃ ＣＵＦＦ 组 ＲＯＳ 阳性细胞百分

比极 显 著 降 低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）， 提 示 敲 低 ｌｎｃＲＮＡ
ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 能够抑制 Ｔ－２ 毒素作用下卵巢颗粒

细胞 ＲＯＳ 的产生。
２􀆰 ６　 ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 对 Ｔ－２ 毒素作用下卵

巢颗粒细胞线粒体膜电位的影响

　 　 靶向敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 后， 通过流式

细胞仪检测细胞中膜电位的变化情况。 图 ６ 显示， 与

ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比， Ｔ－２ 组极显著降低了卵巢颗粒细胞的

线粒体膜电位 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； 与 Ｔ－ ２ 组相比， Ｔ－ ２ ＋
ＡＳＯ－ｌｎｃ ＣＵＦＦ 组极显著升高了线粒体膜电位 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 表明敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 能够抑制

Ｔ－２ 毒素作用下卵巢颗粒细胞线粒体膜电位的降低。

∗∗表示与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； ＃＃表示与 Ｔ－２
组比较差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 下同。

图 ５　 敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 对 Ｔ－２ 毒素诱导

卵巢颗粒细胞 ＲＯＳ 产生的影响
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图 ６　 敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 对 Ｔ－２ 毒素诱导卵巢颗粒细胞线粒体膜电位变化的影响

２􀆰 ７　 敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 对 Ｔ－２ 毒素诱导

卵巢颗粒细胞凋亡的影响

　 　 靶向敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 后， 检测细胞

凋亡水平。 图 ７ 显示， 与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比， Ｔ－２ 组极

显著升高了卵巢颗粒细胞凋亡率 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 Ｔ－２

组相比， Ｔ－２＋ＡＳＯ－ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ 组极显著降低了细

胞 凋 亡 率 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）， 表 明 敲 低 ｌｎｃＲＮＡ
ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 能够抑制 Ｔ－２ 毒素诱导的卵巢颗粒

细胞凋亡。

图 ７　 敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 对 Ｔ－２ 毒素诱导卵巢颗粒细胞凋亡的变化

３　 讨论

Ｔ－２ 毒素在饲料中的污染十分普遍， 一项为期

１０ 年的调查统计显示， 有 １９％的样本被污染［９］； 而

在国内的一项调查中表现出更严重的结果， 有

７９􀆰 ５％的样本被污染， 含量高达 ７３５ ｎｇ ／ ｇ［１０］， 给我

国养殖业， 尤其是养猪业带来了巨大威胁。 Ｔ－２ 毒素

的生殖毒性十分显著， 通过破坏生殖细胞的结构及功

能， 从而降低动物繁殖性能。 在本研究中， Ｔ－２ 毒素

引起猪卵巢颗粒细胞线粒体损伤， 线粒体膜电位降

低， ＲＯＳ 产生增多和细胞凋亡率升高， 这些结果与

Ｔ－２ 毒素在大鼠卵巢颗粒细胞中的研究结果类似。 前

期研究表明， 在体外培养的大鼠卵巢颗粒细胞中，
Ｔ－２ 毒素显著降低细胞活力， 加重 ＲＯＳ 介导的线粒

体损伤， 降低线粒体膜电位， 调节线粒体凋亡途径相

关蛋白的表达， 最终加速细胞凋亡［１１］。
近年来研究揭示， ｌｎｃＲＮＡ 能够通过表观遗传、

转录调控等生物学进程， 参与调控细胞增殖、 细胞凋

亡等［１２］。 ｌｎｃＲＮＡ 在猪体内多个组织中广泛表达， 并

表现出重要的调节作用。 一项与猪生长相关的研究显

示， 敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＴＣＯＮＳ＿ ００７９１３８３ 能够降低猪骨骼

肌卫星细胞增殖和分化相关基因的表达［１３］； 敲低

ｌｎｃＲＮＡ ＰＡＡＮＣＲ 后， 能够上调猪体内多组织与脂质

生成相关基因的表达［１４］。 此外， 对猪繁殖性能的影

响是 ｌｎｃＲＮＡ 研究的重点之一， 通过 ＲＮＡ 测序已证

实了 ｌｎｃＲＮＡ 在猪卵巢中富集［１５］， 且在不同品种猪的

卵泡发育［１６］， 以及同品种不同发育阶段的卵泡中表

现差异［１７］， 这提示 ｌｎｃＲＮＡ 与猪卵泡发育和卵巢功能

之间可能具有潜在关联。 研究表明， ｌｎｃＲＮＡ ＮＯＲＦＡ
通过海绵化 ｍｉＲ－１２６ 基因， 阻止其与靶标 ＴＧＦＢＲ２
结合， 进而激活 ＴＧＦ－β 信号通路， 抑制卵巢颗粒细

胞凋亡和卵泡闭锁［１８］。 与之类似， 本研究发现通过

转染特异性 ＡＳＯ， 敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ２５３９８８􀆰 １， 能够

显著抑制 Ｔ－２ 毒素引起的猪卵巢颗粒细胞凋亡。
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线粒体是细胞内最重要的细胞器之一， 是细胞的

“能量工厂”， 通过呼吸链产生了细胞中超过 ９０％的

ＲＯＳ， 引起氧化应激。 在卵泡发育过程中， 线粒体提

供卵巢颗粒细胞增殖所必需的 ＡＴＰ， 但如果产生过量

的 ＲＯＳ 会对线粒体产生诸多负面影响， 如呼吸功能

受损、 ＡＴＰ 合成障碍、 膜电位改变等， 进而导致细

胞凋亡， 最终减少健康的排卵前后卵泡和卵母细胞数

量［１９］。 有研究表明， ｌｎｃＲＮＡ 能够通过影响线粒体来

调节细胞凋亡。 在肝癌细胞中， ｌｎｃＲＮＡ ＭＡＬＡＴ１ 通

过 ＲＮＡ 转运蛋白 ＨｕＲ 转至线粒体， 与线粒体 ＤＮＡ
（ｍｔＤＮＡ） 相互作用影响 ｍｔＤＮＡ 甲基化及转录， 敲

除 ＭＡＬＡＴ１ 会引起线粒体功能障碍， 以及促进线粒

体凋亡通路相关蛋白表达， 诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞凋

亡［２０］。 因 此， 本 研 究 重 点 关 注 了 ｌｎｃＲＮＡ
ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 对卵巢颗粒细胞凋亡的调控作用，
及其与线粒体之间的潜在关联。 结果显示， Ｔ－２ 毒素

分别提高了 ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 在卵巢颗粒细胞

和 线 粒 体 中 的 表 达 水 平， 促 进 了 ｌｎｃＲＮＡ
ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 在卵巢颗粒细胞线粒体的聚集。 在

Ｔ－２ 毒 素 作 用 下， 特 异 性 敲 低 ｌｎｃＲＮＡ
ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １， 能够显著减轻线粒体结构损伤， 抑

制 ＲＯＳ 的产生， 恢复线粒体膜电位， 以及抑制卵巢

颗粒细胞凋亡。 可见， ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 在 Ｔ－
２ 毒素诱导的卵巢颗粒细胞损伤中发挥重要的调控作

用。 同时也表明， 在不同的细胞中， ｌｎｃＲＮＡ、 线粒

体和细胞凋亡之间存在着复杂的相关性。
综上， 敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＣＵＦＦ􀆰 ２５３９８８􀆰 １ 能够缓解

Ｔ－２ 毒素诱导的猪卵巢颗粒细胞线粒体结构损伤和功

能障碍， 抑制细胞凋亡。 本研究为揭示 ｌｎｃＲＮＡ 在霉

菌毒素诱导的生殖障碍中的作用提供了重要依据。
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