
王彩霞， 秦鑫鑫， 李文洁， 等． 猪卵巢颗粒细胞中 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 的鉴定及与细胞凋亡的相关性分析 ［Ｊ］ ． 畜牧与兽医， ２０２４， ５６ （１０）： １４－２０．
ＷＡＮＧ Ｃ Ｘ， ＱＩＮ Ｘ Ｘ， ＬＩ Ｗ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ ａｎｄ ｉｔｓ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｐｉｇｓ ［Ｊ］ ． Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉ⁃
ｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２４， ５６ （１０）： １４－２０．

猪卵巢颗粒细胞中 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 的鉴定及与
细胞凋亡的相关性分析

王彩霞， 秦鑫鑫， 李文洁， 程晓龙， 张瑀格， 张金璧， 潘增祥∗

（南京农业大学动物科技学院， 江苏 南京　 ２１００９５）

摘要： 实验室前期通过 ＲＮＡ 测序发现 １ 个新的环状 ＲＮＡ 分子 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ， 并确定其在猪健康和早期闭锁卵泡中呈现显著差异表达。 本研究旨在

鉴定并分析 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 的表达模式， 探索其在猪卵泡颗粒细胞 （ＧＣｓ） 凋亡中的作用， 为揭示调控猪卵泡闭锁的机制、 筛选调控猪卵泡闭锁和

ＧＣｓ 凋亡的靶标调节物提供依据。 根据 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ， 设计跨反向剪切位点的发散引物， 通过 ＰＣＲ、 琼脂糖凝胶电泳、 Ｓａｎｇｅｒ 测序鉴定 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 的

环状结构， 并通过使用或不使用 Ｒｎａｓｅ Ｒ 消化的实时荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 进行稳定性检验； 利用核质分离技术和荧光原位杂交技术

（ＦＩＳＨ） 分析猪卵泡 ＧＣｓ 中 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 的亚细胞定位； ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 在猪健康和早期闭锁卵泡中的表达情况， 通过 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 干扰试

验分析其对凋亡标志基因 ＢＣＬ２ 和 ＢＡＸ 表达的影响； 利用流式细胞术分析 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 对猪卵泡 ＧＣｓ 凋亡的影响。 结果： 成功验证 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 为一

种新的环状 ＲＮＡ 分子， 具有稳定的环状结构； 定量分析发现， ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 在健康卵泡中的表达量显著高于早期闭锁卵泡， 且亚细胞定位结果表明

其主要分布于细胞质； 特异性 ｓｉ－ＲＮＡ 干扰试验及凋亡标志基因检测发现 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 具有抑制猪卵泡 ＧＣｓ 凋亡的作用。 综上， 本研究证实了 １ 个

全新 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 分子对猪卵泡 ＧＣｓ 凋亡的影响， 揭示了其在猪卵泡闭锁过程中的潜在作用， 为进一步探究环状 ＲＮＡ 分子在猪卵泡闭锁过程中的

调控作用及分子机制奠定了基础。

关键词： 环状 ＲＮＡ； ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ； 猪； 卵泡闭锁； 颗粒细胞凋亡
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　 　 在卵泡发育的过程中， 颗粒细胞 （ＧＣｓ） 能够为

卵母细胞提供营养物质和生存的环境。 此外， ＧＣｓ 分

泌的多种因子， 包括生长因子［１］、 细胞因子［２］、 类

固醇激素［３］ 等在卵泡发育和闭锁过程中发挥着重要

作用， 因此挖掘和解析 ＧＣｓ 增殖和凋亡的转录后分

子调控机制对进一步认识和控制卵泡发育和成熟至关

重要。 随着测序技术和生物信息学的发展， 研究人员

发现非编码 ＲＮＡｓ （ｎｏｎ－ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ， ｎｃＲＮＡｓ） 是调

控卵泡发育中多种生物学过程的关键小分子调节物，
其中环状 ＲＮＡ （ｃｉｒｃＲＮＡ） 作为生物体中一类特殊的

内源性非编码 ＲＮＡ， 其在细胞功能的调节过程作用

逐渐显现。 ｃｉｒｃＲＮＡ 是由共价键相连形成的环状单链

ＲＮＡ， 对 ＲＮａｓｅ Ｒ 具有抗性， 因此与线性形式相比更

加稳定， 半衰期更长［４］， 具有作为特殊生理过程和

诊疗标志物和治疗靶点的潜力。 已知的 ｃｉｒｃＲＮＡ 功能

包括最为广泛认可的 ｍｉＲＮＡ 吸附功能［５］、 与 ＲＮＡ 结

合蛋白 （ＲＢＰ） 相互作用［６］ 以及编码多肽等［７］， 除

此之外， ｃｉｒｃＲＮＡ 还能够调控转录［８］、 与 ｍＲＮＡ 相互

作用影响其表达［９］、 通过与线性 ｍＲＮＡ 竞争性结合

相同的蛋白质从而导致 ｍＲＮＡ 翻译发生改变［１０］。
ｃｉｒｃＲＮＡ在雌性生殖系统中的调控机制复杂多样， 在

卵巢卵泡 ＧＣｓ 凋亡过程起着重要作用。 例如， 研究

人员预测分析了鸭卵泡中差异表达的 ｃｉｒｃＲＮＡ， 发现

ａｐｌａｃｉｒｃ＿０１３２６７ 促进了鸭 ＧＣｓ 的细胞凋亡； 进一步分

析发现， ａｐｌａｃｉｒｃ＿０１３２６７ 直接结合并抑制 ａｐｌａ－ｍｉｒ－
１３－０１３２６７， 增加血小板反应蛋白－１ （ＴＨＢＳ） 的表

达并上调 ＧＣｓ 凋亡［１１］。 ｃｉｒｃＬＲＲＣ８Ａ 在衰老 ＧＣｓ 中下

调， 并在间充质基质细胞衍生的外泌体 （ＭＳＣｓ －
Ｅｘｏｓ） 中作为 ＧＣｓ 在体外和体内氧化损伤保护和抗

衰老的关键因子； 机制研究表明， ｃｉｒｃＬＲＲＣ８Ａ 作为

内源性 ｍｉＲ－１２５ａ－３ｐ 的海绵下调 ＮＦＥ２Ｌ１ 的表达，
而 ＥＩＦ４Ａ３ 沉默降低了 ｃｉｒｃＬＲＲＣ８Ａ 的表达， 并减弱

了 ＭＳＣｓ－Ｅｘｏｓ 对氧化损伤 ＧＣｓ 的治疗作用［１２］。
实验室前期研究表明， 猪卵泡内存在丰富的

ｃｉｒｃＲＮＡ， 并且 ｃｉｒｃＲＮＡ 在健康卵泡 （ＨＦ） 与早期闭

锁卵 泡 （ ＡＦ ） 之 间 存 在 显 著 的 差 异［１３］， 提 示

ｃｉｒｃＲＮＡ 可能是在猪卵泡闭锁过程中潜在的调控靶

点。 在对猪健康、 闭锁有腔卵泡进行 ｃｉｒｃＲＮＡ 测序时

发现了 １ 个新的 ｃｉｒｃＲＮＡ， 并将其命名为 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ，
初步的生物信息学分析表明该 ｃｉｒｃＲＮＡ 由基因

ＩＮＨＢＡ ２ 号外显子反向剪接而成。 实验室对当前数据

库 （Ｓｕｓ ｓｃｒｏｆａ １１􀆰 １） 进行注释分析， 揭示了健康和

早期闭锁卵泡之间 ４５０ 个显著差异表达的基因， 并对

差异表达基因进行功能富集和通路分析， 结果表明，
ＩＮＨＢＡ 参与了猪卵泡闭锁关键通路中的ＴＧＦ－β 信号

通路［１４］。 ＩＮＨＢＡ 为抑制素 （ Ｉｎｈｉｂｉｎ， ＩＮＨ） 的亚基

编码基因， ＩＮＨ 是一种性腺分泌的糖蛋白二聚体， 在

雌性生殖系统中主要由卵巢卵泡的颗粒细胞产生。
ＩＮＨ 通过竞争性拮抗活化素受体， 影响活化素的活

性［１５］， 反馈调控垂体促卵泡激素 （ＦＳＨ） 和促黄体

素 （ＬＨ） 的分泌， 调节卵泡的生成［１６］。 本研究以猪

卵泡 ＧＣｓ 为研究对象， 验证猪卵泡 ＧＣｓ 中 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ
的环状结构和在 ＧＣｓ 中的分布， 探究其在猪卵泡 ＧＣｓ
凋亡和卵泡闭锁过程中的变化和调控作用， 为进一步

阐明猪卵泡 ＧＣｓ 凋亡的调控机理， 筛选调控 ＧＣｓ 凋

亡和卵泡闭锁的调节物提供依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试剂

ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基 （货号： Ｃ１１３３０５００ＢＴ）， 胎

牛血清 ＦＢＳ （货号： １０１００１４７Ｃ） 和 Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ （货
号： ３１９８５０７０） 均来自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司； ＴＲＩｚｏｌ 试剂

（货号： Ｒ４０１－０１）， ＨｉＳｃｒｉｐｔⅡＱ Ｓｅｌｅｃｔ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ
试剂盒 （货号： Ｒ３１２）， ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂

盒 （货号： Ｑ１１１） 和 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 双染凋亡

试剂盒 （货号： Ａ２１１－０１ ／ ０２） 均来自南京诺唯赞生

物科技有限公司； ＲＮａｓｅ Ｒ （货号： Ｒ０３００） 来自广

州吉赛生物科技股份有限公司； ＬｉｐｏｆｅｃｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００
（货号： １１６６８０１９） 来自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司； ＮＰ－４０
（货号： Ｎ８０３２） 来自北京索莱宝科技有限公司； ４％
多聚甲醛 （货号 Ｅ６７２００２） 和荧光原位杂交所需探针

均来自于武汉塞维尔生物科技有限公司

１􀆰 ２　 卵泡的收集与分类

从江苏淮安苏氏屠宰场获得 ２００ 日龄左右初情期

母猪， 采集猪卵巢后装于含 １％庆大霉素的 ３７ ℃温

热生理盐水的保温杯中， 尽快送到实验室。 将卵巢置

于含有 ＰＢＳ 的培养皿中， 使用已清洁消毒的眼科镊

和手术刀分离直径为 ３～５ ｍｍ 的有腔卵泡。 根据卵泡

的外观、 卵泡中颗粒细胞密度、 孕酮 （Ｐ４） ／雌二醇

（Ｅ２） 比值筛选出健康、 早期闭锁卵泡［１７］。
１􀆰 ３　 细胞培养与转染

猪卵巢用 ３７ ℃无菌生理盐水与 ７５％酒精反复清

洗 ３ 遍， 用 ２０ 号针头的 １０ ｍＬ 注射器抽取卵巢卵泡

中的卵泡液。 将 ＧＣｓ 培养于含有 １５％胎牛血清、 １％
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青霉素－链霉素 （青霉素、 链霉素各 １００ Ｕ ／ ｍＬ） 的

ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基中， 于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２培养箱中培

养。 经过 ３６ ｈ 左右， 当细胞达到 ５０％ ～ ８０％汇合度

时， 根据生产商的说明， 使用 ＬｉｐｏｆｅｃｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００
和 Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ 进行转染。 ｃｉｒｃＲＮＡ 的 ｓｉＲＮＡ 和阴性对

照 （ＮＣ） 寡核苷酸序列 （表 １） 由上海吉玛基因公

司合成。

表 １　 寡核苷酸序列

名称 序列 （５′→３′）

ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ－ｓｉＲＮＡ
正义链： ＣＣＡＧＡＧＣＡＧＡＵＧＵＵＧＡＣＣＵＴＴ
反义链： ＡＧＧＵＣＡＡＣＡＵＣＵＧＣＵＣＵＧＧＴＴ

ＮＣ
正义链： ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ
反义链： ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ

１􀆰 ４　 实时荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ）
收集转染后状态稳定的 ＧＣｓ， 使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂进

行总 ＲＮＡ 提取， 并通过 ＮａｎｏＤｒｏｐ 和琼脂糖电泳进行

ＲＮＡ 浓 度 和 完 整 性 鉴 定。 ＲＮＡ 样 品 随 后 用

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂盒合成 ｃＤＮＡ， －２０ ℃
保存供后续 ＲＴ －ｑＰＣＲ 用。 使用 ＡｃｅＱ ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ Ｋｉｔ 进行 ＲＴ－ｑＰＣＲ （ＡＢＩ ＳｔｅｐＯｎｅ 系

统， ＵＳＡ）。 基因 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ、 ＩＮＨＢＡ 以及内参基因

Ｕ６ 和 ＧＡＰＤＨ 引物设计见表 ２。

表 ２　 引物信息

基因 引物序列 （５′→３′） 　 　

ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ
Ｆ： ＴＣＣＧＡＡＡＴＣＡＧＣＡＣＴＴＣＧＣＴ
Ｒ： ＧＡＣＧＧＣＡＡＧＧＴＣＡＡＣＡＴＣＴＧ

ＩＮＨＢＡ
Ｆ： ＡＡＧＧＴＣＴＧＴＧＣＧＡＣＴＧＣＴＣＣ
Ｒ： ＧＡＡＧＧＴＧＧＴＧＧＡＴＧＣＣＣＧ

ＧＡＰＤＨ
Ｆ： ＧＧＡＣＴＣＡＴＧＡＣＣＡＣＧＧＴＣＣＡＴ
Ｒ： ＴＣＡＧＡＴＣＣＡＣＡＡＣＣＧＡＣＡＣＧＴ

Ｕ６
Ｆ： ＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣＴ
Ｒ： ＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＴＣＡＴ

１􀆰 ５　 ＲＮａｓｅ Ｒ 消化处理

将收集的颗粒细胞样品提取的 ＲＮＡ 平分为两等

份， １ 份直接进行反转录， 另 １ 份在反转录前用

ＲＮａｓｅ Ｒ 处理。 ２０ μＬ 消化系统， 包括： ５ μｇ ＲＮＡ，
２ μＬ １０×反应缓冲液， １５ Ｕ ＲＮａｓｅ Ｒ 和 ＲＮａｓｅ－Ｆｒｅｅ
水。 反应在 ３７ ℃下进行 １５ ｍｉｎ， 然后 ７０ ℃ 下进行

１０ ｍｉｎ。 然后分别用 ２×Ｖａｚｙｍｅ Ｌａｍｐ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂

盒 （Ｖａｚｙｍｅ， ＃Ｒ３１２） 进行 ＰＣＲ 反应， 并通过琼脂

糖凝胶电泳和 Ｓａｎｇｅｒ 测序 （上海生物工程有限公司）
对 ＰＣＲ 产物进行验证。

１􀆰 ６　 细胞凋亡检测

猪 ＧＣｓ 凋亡的检测采用 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 试剂

盒， 在对 ＧＣｓ 处理后继续培养 ２４ ｈ， 根据说明书步

骤， 对 ＧＣｓ 的凋亡进行检测。 凋亡细胞的百分比用

流 式 细 胞 仪 （ Ｂｅｃｔｏｎ Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ ＦＡＣＳ Ｃａｌｉｂｕｒ，
Ｆｒａｎｋｌｉｎ Ｌａｋｅｓ， ＮＪ， ＵＳＡ） 测定。 使用 ＦｌｏｗＪｏ ｖ７􀆰 ６
软件分析数据。
１􀆰 ７　 荧光原位杂交

将猪 ＧＣｓ 培养于 Ｔ２５ 瓶中， ４８ ｈ 后转移到盖玻

片上继续培养， 待细胞状态稳定后使用 ４％多聚甲醛

（含 ＤＥＰＣ） 对细胞进行 ２０ ｍｉｎ 固定处理， 然后用

ＰＢＳ （ｐＨ＝ ７􀆰 ４） 振荡洗涤 ３ 次， 最后加入蛋白酶 Ｋ
（２０ μｇ ／ ｍＬ） 消化 ５ ｍｉｎ。 合成针对 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 的特

异性探针 （Ｓｅｖｉｃｅｂｉｏ， 武汉） 并与上述固定的猪 ＧＣｓ
进行杂交， 同时使用 ４， ６ －二脒基 － ２ －苯基吲哚

（ＤＡＰＩ） 对细胞核进行染色， 所有试验操作严格按照

说明书进行。 最后使用尼康直立荧光显微镜 （Ｎｉｋｏｎ
ＤＳ－Ｕ３， Ｊａｐａｎ） 采集荧光图像。 探针序列为 ｃｉｒｃ －
ＩＮＨＢＡ： ５′－ＡＡＣＡＴＣＴＧＣＴＣＴＧＧＣＴＣＴＴＣＣＴＧＡＡＡ－３′。
１􀆰 ８　 细胞核质分离

采集猪卵泡 ＧＣｓ 培养至猪颗粒细胞状态稳定且

密度达到 ９０％时， 使用 ＰＢＳ 清洗细胞， 加入预热的

胰蛋白酶进行消化， 离心收集细胞后加入５００ μＬ 预

冷 ＰＢＳ， 置于冰上孵育 １０ ｍｉｎ， 随后加入５ μＬ 的

ＮＰ－４０ 置于 ４ ℃中充分混匀 ３ ～ ５ ｈ。 １２ ０００ ｇ 离心

５ ｍｉｎ， 分别收集上清液 （细胞质部分） 和沉淀物

（细胞核部分） 并提取 ＲＮＡ， 用于细胞核和细胞质

ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 的表达水平检测。
１􀆰 ９　 数据统计和分析

使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６ 进行统计分析。 采用双尾

ｔ 检验来评估 ２ 组之间的差异显著性。 所有数据均以

至少 ３ 次独立试验的 “平均值±标准误” 表示。

２　 结果

２􀆰 １　 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 的鉴别与验证

通过实验室前期的 ｃｉｒｃＲＮＡ 测序和生物信息学分

析， 筛选在健康卵泡和早期闭锁卵泡中差异表达的

ｃｉｒｃＲＮＡ， 选择差异倍数较大且在卵泡早期闭锁过程

中下调的 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 作为研究对象。 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 是由

抑制素亚基编码基因 ＩＮＨＢＡ 外显子 ２ 反向剪切所形

成的 ｃｉｒｃＲＮＡ。 为了阐明该 ｃｉｒｃＲＮＡ 的存在以及在猪

卵泡闭锁过程中的作用， 首先根据 ｃｉｒｃＲＮＡ 设计了跨

剪接位点的特异性的发散引物， 进行 ＰＣＲ 和琼脂糖

凝胶电泳， 结果显示 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 的 ＰＣＲ 产物的条带

单一 （图 １Ａ）。 随后对 ＰＣＲ 产物进一步测序， 结果

显示存在剪接位点 ＣＣＣＡＧＣ （图 １Ｂ）。 通过 ＲＮａｓｅ Ｒ
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消化来验证 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 的稳定性， 结果表明消化后线

性 ＩＮＨＢＡ 表达水平显著降低， 而 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 表达量

升高 （图 １Ｃ）， 证实了 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 对 ＲＮａｓｅ Ｒ 具有抗

性且结构稳定。 以上结果表明 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 以稳定的环

状结构存在。

Ａ． ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 的 ＰＣＲ 产物琼脂糖凝胶电泳； Ｂ． ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 结构示意， 它由 ＩＮＨＢＡ 基因第 ２ 外显子反向剪接生成； Ｃ． ＩＮＨＢＡ 和 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 在

ＲＮａｓｅ Ｒ 消化和未消化情况下 ｍＲＮＡ 相对表达量， ＧＡＰＤＨ 用作内参， ∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１， 下同。

图 １　 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 的鉴定与稳定性检测

２􀆰 ２　 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 在猪卵巢卵泡颗粒细胞中的定位与

表达

　 　 为了探究 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 在猪卵泡 ＧＣｓ 中的定位和表

达情况， 首先通过细胞核质分离试验发现 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ
大多 分 布 在 细 胞 质 中 （ 图 ２Ａ ）。 同 时， 根 据

ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 的剪接位点设计特异性探针进行荧光原位

杂交试验， 结果同样显示 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 大多定位于细胞

质中 （图 ２Ｂ）。 ＲＴ－ｑＰＣＲ 试验发现， ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 在

猪卵巢卵泡中均有表达， 并且 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 在健康卵泡

中的表达水平极显著高于早期闭锁卵泡 （Ｐ＜０􀆰 ０１，
图 ２Ｃ）。 以上结果表明 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 在猪卵巢卵泡 ＧＣｓ
中主要分布于细胞质， 同时在健康和早期闭锁卵泡中

的表达具有显著差异， 提示其可能在 ＧＣｓ 凋亡和猪

卵泡闭锁的过程中发挥一定的作用。

Ａ． 通过核质分离试验检测 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 的定位； Ｂ． 通过 ＦＩＳＨ 检测 ＧＣｓ 中 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 的定位情况 （ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 被红色荧光标记， 细胞核被 ＤＡＰＩ
蓝色染色）； Ｃ． 通过 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测健康卵泡和闭锁卵泡中 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 的差异表达水平。

图 ２　 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 在猪卵巢卵泡颗粒细胞中的定位与表达量
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２􀆰 ３　 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 抑制猪颗粒细胞凋亡

为了探究 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 在猪卵泡 ＧＣｓ 凋亡过程中的

作用， 根据 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 剪接位点设计特异性的小干扰

ＲＮＡ ｓｉ－ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ。 ｓｉ－ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 转染 ＧＣｓ ２４ ｈ 后，
定量结果显示 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 的水平显著敲低， 而线性

ＩＮＨＢＡ 的表达量不受影响 （图 ３Ａ）。 ｓｉ －ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ
转染 ＧＣｓ ７２ ｈ 后， 流式细胞术 （ＦＡＣＥ） 结果表明：

干扰 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 导致卵泡颗粒细胞的凋亡率显著升高

（图 ３Ｂ）， 提示 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 具有抑制 ＧＣｓ 凋亡的作用。
同时， 凋亡标志基因 ＢＣＬ２ ／ ＢＡＸ 定量比值下调结果

也表明 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 具有抑制猪卵泡 ＧＣｓ 凋亡的作用

（图 ３Ｃ～Ｅ）。 以上结果表明， ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 能够抑制猪

ＧＣｓ 的凋亡。

Ａ． ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测 ＧＣｓ 中转染 ｓｉ－ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 后 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 和线性 ＩＮＨＢＡ ｍＲＮＡ 的相对表达水平； Ｂ． 流式细胞术检测 ｓｉ－ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 转染后 ＧＣｓ
的凋亡率； Ｃ～Ｅ． ｓｉ－ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 转染 ＧＣｓ ２４ ｈ 后 ＢＡＸ、 ＢＣＬ－２ ｍＲＮＡ 相对表达水平和 ＢＣＬ－２ ／ ＢＡＸ 比值。

图 ３　 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 抑制猪卵泡颗粒细胞凋亡

３　 讨论

随着 ｃｉｒｃＲＮＡ 研究技术的快速增长， ｃｉｒｃＲＮＡ 在

生物过程中的作用日益被重视， 其中在生殖医学和畜

牧重要经济性状方面发挥着重要的作用。 多囊卵巢综

合征 （ＰＣＯＳ） 患者体内异常表达的 ｃｉｒｃＲＮＡ 为 ＰＣＯＳ
的未来治疗靶点提供了新的线索［１８］； ｃｉｒｃＲＮＡ 的发

现影响卵巢激素的合成与衰老过程［１９］； ｃｉｒｃＲＮＡ 在

卵母细胞的发育和胚胎发育过程中也发挥重要作

用［２０］。 此外， 最近的一些研究表明， ｃｉｒｃＲＮＡ 可以

用作畜牧生产中许多具有重要经济意义性状的生物标

志物， 例如产奶量［２１］、 肉质［２２］、 毛囊发育［２３］ 等。

猪卵泡 ＧＣｓ 凋亡是一个复杂的过程， 对卵泡的发育

和功能起着至关重要的作用。 近年来， 大量研究揭示

了非编码 ＲＮＡ 参与调控这些生理现象［２４］。 ｃｉｒｃＲＮＡ
在调控猪卵泡 ＧＣｓ 凋亡和猪卵泡闭锁等关键过程中

的潜在作用引起了人们极大兴趣。 该领域的研究为了

解这些生理现象背后复杂的分子机制提供了宝贵的见

解。 根据实验室前期的 ｃｉｒｃＲＮＡ 测序和生物信息学分

析， 本研究发现了一个新的 ｃｉｒｃＲＮＡ 分子 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ，
并成功验证其稳定的环状结构， 其在猪卵巢卵泡 ＧＣｓ
中表达， 在健康卵泡中的表达水平要显著高于早期闭

锁卵泡中的表达水平， 并且显著抑制猪卵巢 ＧＣｓ 的

凋亡。 这表明 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 可能在猪 ＧＣｓ 和卵泡闭锁过
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程中发挥调控作用。 越来越多的证据表明， ｃｉｒｃＲＮＡ
可能通过作为竞争性内源性 ＲＮＡ （ｃｅＲＮＡ）， 高效结

合 １ 个 ｍｉＲＮＡ［２５］ 或吸附多个ｍｉＲＮＡｓ［２６］。 ｍｉＲＮＡ 是

一类重要的内源性调控因子， 发挥 ＲＮＡｉ 功能的 ｍｉＲ⁃
ＮＡｓ 主要位于细胞质中， 通过靶向靶基因的 ３′
ＵＴＲ［２７］、 ５′ＵＴＲ［２８］或编码区 （ ＣＤＳ） ［２９］， 调节其稳

定性或翻译。 ｍｉＲＮＡ 被证明参与机体大多数基因表

达转录后的调控过程， 包括细胞增殖、 迁移、 分化和

凋亡［３０－３１］。 本研究发现 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 主要在猪卵巢卵

泡 ＧＣｓ 细胞质中表达， 表明 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 可能通过作为

ｍｉＲＮＡｓ 分子海绵发挥生物学功能。
此外， 关于 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 其他方面的影响也值得进

一步研究。 ｃｉｒｃＲＮＡ 由前体 ｍＲＮＡ 反向剪接， 从下游

的 ５′剪接位点连接到上游的 ３′剪接位点， 从而产生

环状 ＲＮＡ 分子。 ｃｉｒｃＲＮＡ 因其不具有 ５′端帽子和 ３′
端尾巴不易被核酸酶外切酶降解而比线性 ＲＮＡ 具有

更稳定的生物学功能［３２］。 研究表明， ｃｉｒｃＲＮＡ 的生

成与经典前体 ｍＲＮＡ 存在剪接竞争的关系。 研究中

发现的 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ， 是由抑制素亚基编码基因 ＩＮＨＢＡ
外显子 ２ 反向剪接所形成。 抑制素是转化生长因子 β
（ＴＧＦ－β） 家族的异源二聚体糖蛋白， 它是由 ２ 个亚

基 α 亚基 （２０ ｋＤａ） 和 β 亚基 （１３ ｋＤａ） 以二硫键

相连而成。 其中 β 亚基有 ２ 种主要的形式 βＡ 和 βＢ，
从而抑制素存在 ２ 种主要的形式， 抑制素 Ａ （αβＡ）
和抑制素 Ｂ （αβＢ） ［３３］。 抑制素的产生受下丘脑－垂
体－性腺轴调控， 可以与活化素、 卵泡抑素相互作

用， 通过影响下丘脑促性腺激素释放激素 （ＧｎＲＨ）
的分泌以及其受体的表达， 调控卵泡刺激素 （ＦＳＨ）
和促黄体素 （ＬＨ） 的分泌， 对卵泡的发育和成熟有

促进作用［３４］。 ＩＮＨ 在雌性生殖系统的发育中起着重

要作用， 包括卵泡发育［３５］、 排卵率［３６］、 类固醇激素

的合成［２２，３７］等多个方面， 进而影响动物的繁殖能力。
本研究发现， ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 抑制猪卵泡 ＧＣｓ 凋亡， 然而

在猪卵泡 ＧＣｓ 凋亡过程中， ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 的产生是否能

够影响 ＩＮＨＢＡ 的表达及其在卵泡发育和成熟过程中

的功能还需要进一步研究。

４　 结论

本研究结果表明， 新发现的 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 在猪健康

卵泡中表达量较高， 在猪卵泡闭锁过程中发生下调，
能够抑制猪 ＧＣｓ 的凋亡。 ｃｉｒｃＩＮＨＢＡ 作用的机制可能

是通过吸附 ｍｉＲＮＡ 参与调节猪卵泡 ＧＣｓ 的凋亡和卵

泡闭锁的过程。 通过对 ｃｉｒｃＲＮＡ 复杂功能的探索， 揭

示了它们参与调控猪 ＧＣｓ 凋亡和卵泡闭锁的过程，
这些发现拓宽了对影响家畜生殖健康和生育能力的分

子决定因素的认识。
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