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神经营养因子受体 Ｔｒｋｂ 对湖羊垂体细胞增殖
及促性腺激素分泌的影响
陈培勇ꎬ蔡玉ꎬ杨花ꎬ徐辉ꎬ王锋ꎬ张艳丽∗

(南京农业大学动物科技学院羊业科学研究所ꎬ江苏 南京 ２１００９５)

摘要:[目的]本研究旨在探究神经营养因子酪氨酸激酶 Ｂ 受体(Ｔｒｋｂ)基因对湖羊垂体促性腺激素分泌的影响ꎮ [方法]利
用 ｑＰＣＲ 方法对 Ｔｒｋｂ 进行组织表达谱分析ꎻ构建 Ｔｒｋｂ 过表达载体并转染至湖羊垂体细胞ꎬ利用 ｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、ＥｄＵ 以

及 ＥＬＩＳＡ 等技术检测过表达 Ｔｒｋｂ 对垂体细胞增殖及促性腺激素分泌的影响ꎮ [结果]Ｔｒｋｂ 在湖羊心、肝、脾、肺、肾以及下

丘脑和垂体等各个组织中均有表达ꎬ但在垂体中表达水平显著高于其他组织(Ｐ<０.０５)ꎮ Ｔｒｋｂ 在湖羊垂体组织不同发育阶

段差异表达ꎬ其中在 ６ 月龄垂体组织中高表达(Ｐ<０.０５)ꎬ在 ５ 日龄和 ３ 月龄表达水平较低ꎮ 与对照组相比ꎬ过表达 Ｔｒｋｂ 基

因显著促进了垂体细胞增殖率(Ｐ<０.０５)ꎬ增殖标记基因 Ｐｃｎａ 表达水平与 Ｂｃｌ２ / Ｂａｘ 比值均显著提高(Ｐ<０.０５)ꎮ 此外ꎬ过表

达 Ｔｒｋｂ 显著提高了促性腺激素相关基因 Ｆｓｈβ 和 Ｌｈβ 的表达水平ꎬ促进了垂体细胞促卵泡素(ＦＳＨ)分泌(Ｐ<０.０５)ꎮ [结论]
过表达 Ｔｒｋｂ 能够显著促进湖羊垂体细胞增殖ꎬ降低细胞凋亡水平从而显著提高促性腺激素的分泌水平ꎮ 本研究初步验证

Ｔｒｋｂ 基因在湖羊垂体细胞中功能ꎬ为深入研究 Ｔｒｋｂ 调控垂体功能的分子机制提供了试验依据ꎮ
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酪氨酸激酶 Ｂ 受体( ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ Ｂ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＴｒｋｂ)是神经营养因子家族的一种高亲和力受体ꎮ Ｔｒｋｂ
可以通过与其配体脑源性神经营养因子(ｂｒａｉｎ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒꎬＢＤＮＦ)结合ꎬ参与促进神经元的
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生长刺激、增殖和分化以及调节突触可塑性[１－３]ꎮ 研究表明ꎬＴｒｋｂ 及 Ｂｄｎｆ 除了在神经组织内表达外ꎬ在包

括生殖系统在内的各种非神经组织中也有广泛表达ꎬ并发挥生理调控作用[４－５]ꎮ 研究发现ꎬＴｒｋｂ 在新生大

鼠卵巢中原始卵泡中有表达ꎬ该结果提示 Ｔｒｋｂ 可能参与卵泡生长或调节卵泡组装[６]ꎮ Ｔｒｋｂ 敲除小鼠的颗

粒细胞增殖水平降低ꎬ卵泡组织明显丢失ꎬ并且伴随着大量的卵母细胞死亡[７]ꎮ 这些结果均表明 Ｔｒｋｂ 对

卵泡发生和排卵发生的重要性ꎮ 值得注意的是ꎬ在卵巢功能早衰小鼠模型中激活 ＴＲＫＢ 信号能够逆转卵

泡损失并恢复卵母细胞数量ꎬ提高卵巢功能早衰小鼠的生育能力[８]ꎮ 除此之外ꎬ激活 ＴＲＫＢ 信号能够使促

性腺激素分泌恢复正常[８]ꎮ 研究发现ꎬＢＤＮＦ / ＴＲＫＢ 信号系统通过磷脂酰肌醇 ３ 激酶 /蛋白激酶 Ｂ 通路

(ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３ ｋｉｎａｓｅ / ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ＢꎬＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ)调控牛颗粒细胞增殖和孕激素合成[９]ꎮ 此外ꎬ研
究发现 ＢＤＮＦ / ＴＲＫＢ 信号系统表达于胎盘内合胞体滋养层和滋养细胞中ꎬ并通过增加胎盘滋养层细胞生

长和存活促进胎盘发育ꎬ进而促进胎儿生长[１０－１１]ꎮ Ｔｒｋｂ 在雄性生殖中也发挥重要作用ꎬ前期有研究发现

Ｔｒｋｂ 参与调控牛精子线粒体活性和精子凋亡ꎬ进而影响其生存能力[１２]ꎮ 此外ꎬＴｒｋｂ 的基因多态性分析表

明ꎬ该基因与绵羊产羔数相关[１３]ꎮ 上述研究结果均表明ꎬＴｒｋｂ 在动物生殖调控中发挥重要作用ꎮ 目前ꎬ关
于 Ｔｒｋｂ 功能研究大部分集中于卵巢颗粒细胞发育ꎬ在垂体内的调控功能尚不清楚ꎮ

垂体是哺乳动物体内重要的内分泌器官ꎬ能够通过响应下丘脑调控各种激素分泌调控应激、生长以及

繁殖等各种生理功能ꎬ该器官在生殖轴调控中具有重要作用[１４－１５]ꎮ 垂体可以通过分泌促卵泡素( ｆｏｌｌｉｃｌｅ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅꎬＦＳＨ)和促黄体素( ｌｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅꎬＬＨ)２ 种关键促性腺激素直接调控靶性腺发育

和生殖活动[１６]ꎮ 在雄性中ꎬＦＳＨ 能够与睾丸支持细胞上相应受体结合从而影响精子发生ꎬ而 ＬＨ 通过刺

激睾丸间质细胞促进雄激素分泌[１７－１９]ꎮ 在雌性中ꎬＦＳＨ 通过刺激颗粒细胞促进卵子发生ꎬ而发情中期的

ＬＨ 峰可以触发排卵[２０－２１]ꎮ 最近研究表明ꎬＴｒｋｂ 参与调控绵羊外周血中促性腺激素浓度ꎬ推测 Ｔｒｋｂ 可能调

控绵羊垂体细胞状态从而影响促性腺激素分泌[２２]ꎬ但尚未开展进一步的研究ꎮ
湖羊以高繁殖力著称ꎬ是国家级绵羊资源保护品种ꎬ具有繁殖力高、四季发情、生长发育快等多种优

点[２３]ꎮ 探究其垂体机能与调控机制对提高湖羊繁殖力有重要参考意义ꎮ 据此ꎬ试验探究 Ｔｒｋｂ 组织表达

差异ꎬ以湖羊垂体细胞为研究对象ꎬ探究 Ｔｒｋｂ 对垂体细胞增殖及促性腺激素分泌的影响ꎬ旨在为研究 Ｔｒｋｂ
调控湖羊垂体分泌促性腺激素提供重要理论参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 湖羊不同部位组织采集以及垂体细胞分离

于江苏省启东市瑞鹏牧业有限公司选取不同生长阶段的母羊:出生(１Ｄ)、５ 日龄(５Ｄ)、３ 月龄(３Ｍ)、
６ 月龄(６Ｍ)和 ２ 岁龄(２Ｙ)湖羊ꎮ 分别选取不同生长阶段的湖羊 ３ 只ꎬ通过颈静脉放血方式处死后立即屠

宰ꎬ采集心、肝、脾、肺、肾、下丘脑、垂体等组织存放于 ２ ｍＬ 冻存管中ꎬ快速放入液氮中冻存ꎬ带回实验室ꎬ
放在－８０ ℃超低温冰箱中保存ꎮ 此外ꎬ采集 ６Ｍ 湖羊垂体并用预冷杜氏磷酸缓冲液(ＤＰＢＳ)冲洗 ３ 次后置

于 ＤＭＥＭ / Ｆ１２(Ｇｉｂｉｃｏ)培养液中用于垂体细胞分离ꎮ
采用 Ｚｈｅｎｇ 等[２４]的方法分离垂体细胞ꎮ 在超净台中用手术镊剥离垂体组织中薄膜和上皮组织ꎬ分别

使用 １ ｍｇ􀅰ｍＬ－１的Ⅳ型胶原酶和 ２.５ ｇ􀅰Ｌ－１胰酶(含 ＥＤＴＡ)在 ３７ ℃ 条件下依次消化 １５ ｍｉｎꎬ以去除成纤维

细胞并解离组织中垂体细胞ꎮ 分离出的垂体原代细胞接种于含有 １０％ 胎牛血清和 １％ 双抗(青、链霉素

１００ ＩＵ􀅰ｍＬ－１)的 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基中ꎬ置于 ３７ ℃、５％ 二氧化碳培养箱中培养ꎮ 后续使用腺垂体标记蛋

白(ＦＳＨ 和 ＬＨ)对分离的垂体细胞进行鉴定ꎮ
１.２　 构建过表达质粒

使用 Ｔｒｋｂ￣ＣＤＳ 引物(表 １)进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ琼脂糖凝胶电泳纯化回收目的产物ꎮ 使用 ＢａｍＨⅠ和 ＮｈｅⅠ
限制性核酸内切酶在 ３７ ℃ 条件下酶切 ３０ ｍｉｎꎬ切胶后纯化ꎮ 将纯化产物用 Ｔ４ＤＮＡ 连接酶连接至

ｐｃＤＮＡ３.１(＋)真核表达质粒ꎬ然后转入大肠杆菌 Ｔｒａｎｓ５α 感受态细胞ꎬ等待菌落长出ꎮ 利用载体通用引物

Ｔ７￣ｂｇｈ 对菌液进行 ＰＣＲ 扩增及测序ꎬ确保插入序列片段正确ꎬ然后进行质粒抽提并命名重组质粒为

ｐｃＤＮＡ￣Ｔｒｋｂꎮ
１.３　 总 ＲＮＡ 提取、反转录及 ｑＰＣＲ

采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ)提取湖羊各组织及垂体细胞的总 ＲＮＡꎬ按照反转录试剂盒(Ｖａｚｙｍｅ)说明书

操作合成 ｃＤＮＡꎮ 利用 ＮＣＢＩ 在线网站设计 Ｔｒｋｂ、卵泡刺激素 β 亚基( ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ ｓｕｂｕｎｉｔ
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ｂｅｔａꎬＦｓｈβ)、促黄体素 β 亚基( ｌｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ ｂｅｔａꎬＬｈβ)、增殖细胞核抗原( ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ
ａｎｔｉｇｅｎꎬＰｃｎａ)、Ｂ 细胞淋巴瘤 /白血病 ２(Ｂ￣ｃｅｌｌ ＣＬＬ / ｌｙｍｐｈｏｍａ ２ꎬＢｃｌ２)、ＢＣＬ２ 相关 Ｘ 蛋白(ＢＣＬ２ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ＸꎬＢａｘ)以及肌动蛋白(ａｃｔｉｎ ｂｅｔａꎬＡｃｔｂ)基因的引物(表 １)ꎬ由擎科生物合成引物ꎮ 以反转录的 ｃＤＮＡ 为模

板ꎬ进行荧光定量 ＰＣＲ 检测各目标基因相对表达量ꎮ 荧光定量检测体系为 ２０ μＬ:ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ
１０ μＬꎬ上、下游引物各 ０.６ μＬꎬｃＤＮＡ １ μＬꎬ补充 ｄｄＨ２Ｏ 至 ２０ μＬꎮ 根据荧光定量试剂盒说明书(全式金)
设置反应条件:９４ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ １０ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎻ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ 试验结果利用

２－ΔΔＣＴ方法计算各目的基因相对表达量ꎮ
表 １　 ｑＰＣＲ 相应目的基因的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 ｑＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ

基因 Ｇｅｎｅ 引物序列 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′→３′) 产物大小 / ｂｐ Ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ

Ｔｒｋｂ￣ＣＤＳ 　 　 ＡＴＧＴＣＧＴＣＣＴＧＧＡＣＣＡＧＧＴＧ / ＣＴＡＣＣＣＴＡＧＡＡＴＡＴＣＣＡＧＧＴＡＧＡＣＴＧＧＡ ２ ５１４
Ａｃｔｂ 　 　 ＣＧＣＡＡＧＴＡＣＴＣＣＧＴＧＴＧＧＡＴ / ＴＡＡＣＧＣＡＧＣＴＡＡＣＡＧＴＣＣＧＣ １４６
Ｔｒｋｂ 　 　 ＧＴＴＣＡＧＣＡＣＡＴＣＡＡＧＣＧＡＣＡＣＡＡＣ / ＧＧＣＡＴＣＣＴＴＣＡＧＣＧＴＣＴＴＣＡＣＡＧ １４４
Ｆｓｈβ 　 　 ＧＣＴＡＴＴＧＣＴＡＣＡＣＣＣＧＧＧＡＣ / ＡＧＴＧＧＣＴＡＣＴＧＧＧＴＡＣＧＴＧＴ １５２
Ｌｈβ 　 　 ＧＣＧＴＧＧＡＣＣＣＡＡＴＧＧＴＣＴＣＴＴＴＣ / ＡＣＡＧＧＣＣＡＡＧＧＧＴＴＧＧＧＴＴＣＴＧ １０７
Ｂａｘ 　 　 ＴＴＧＧＣＴＧＡＧＴＣＧＣＴＧＡＡＧＡＧＣ / ＡＡＣＴＣＣＣＡＴＧＧＣＣＣＣＣＡＡＡＴ ２２８
Ｂｃｌ２ 　 　 ＣＣＴＴＴＣＧＴＴＴＧＣＴＣＧＴＧＣＴＣ / ＡＣＣＴＣＣＴＣＣＧＴＧＡＴＧＴＧＧＴＡＴ ２７３
Ｐｃｎａ 　 　 ＣＣＴＴＧＧＴＧＣＡＧＣＴＡＡＣＣＣＴＴ / ＧＣＣＡＡＧＧＴＧＴＣＣＧＣＡＴＴＡＴＣ １６３

１.４　 垂体细胞转染试验

当 ６ 孔板中细胞密度处于 ５０％ ~７０％时ꎬ对照组转染空载质粒 ｐｃＤＮＡ￣３.１ꎬ试验组转染 Ｔｒｋｂ 质粒:取
２.５ μＬ 空载质粒 ｐｃＤＮＡ￣３.１ 和 ｐｃＤＮＡ￣Ｔｒｋｂ 质粒ꎬ分别与 ５ μＬ Ｐ３０００ 混合于 １２５ μＬ Ｏｐｔｉ￣ＭＥＭ 中构成组

分 １ꎻ另取 ６.５ μＬ Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 转染试剂混合于 １２５ μＬ Ｏｐｔｉ￣ＭＥＭ 中构成组分 ２ꎬ静置 ５ ｍｉｎ 后将

２ 组分混匀并静置 １０ ｍｉｎꎮ 弃去 ６ 孔板中原有培养液ꎬ用 ＤＰＢＳ 润洗 １ 次细胞后ꎬ添加上述混合液ꎬ最后用

含有 １０％ 胎牛血清的培养液补至 ２ ｍＬꎮ 处理 ４８ ｈ 后收集细胞总 ＲＮＡ、细胞蛋白及上清液分别用于后续

ｑＰＣＲ、蛋白免疫印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎬＷＢ)和酶联免疫吸附试验(ＥＬＩＳＡ)检测ꎮ
１.５　 ＥＬＩＳＡ 检测促性腺激素含量

根据绵羊 ＦＳＨ、ＬＨ 相应的 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒说明书(卡迈舒)检测转染 ４８ ｈ 后对照组和试验组细胞

上清液中 ＦＳＨ 和 ＬＨ 含量ꎮ
１.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

按照细胞蛋白说明书用 ＲＩＰＡ 蛋白裂解液提取垂体细胞蛋白ꎬ用 ＢＣＡ 蛋白浓度检测试剂盒(Ｂｅｙｏｔｉｍｅ)
测定蛋白浓度ꎮ 蛋白原液与蛋白变性试剂混合ꎬ在 ７０ ℃下煮沸 １０ ｍｉｎ 以变性ꎮ 变性后蛋白在 １６０ Ｖ 条

件下电泳 ４２ ｍｉｎꎬ在 １２０ Ｖ 条件下转膜 ５５ ｍｉｎꎬ用 ５０ ｇ􀅰Ｌ－１脱脂奶粉室温封闭 ２.５ ｈꎮ 在 ４ ℃条件下孵育一

抗过夜(ＴＲＫＢ 抗体购自 ＡＢｃｏｌｏｎａｌꎻＦＳＨ 抗体购自 ＡｂｃａｍꎬＬＨ 和 ＰＣＮＡ 抗体购自 ＡＦＦｉｎｉｔｙꎻＢＡＸ、ＢＣＬ２ 和

ＡＣＴＢ 抗体购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ)ꎮ 次日ꎬＴＢＳＴ 洗涤蛋白条带 ５ 次ꎬ每次 ７ ｍｉｎꎮ 使用 ＨＲＰ 标记山羊抗兔 ＩｇＧ
(Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ)室温孵育 ２ ｈꎮ 最后用 ＥＣＬ 显影液拍照ꎬ使用 ＩｍａｇｅＪ 软件分析条带灰度值ꎮ
１.７　 ＥｄＵ 检测转染后垂体细胞增殖

使用 ＥｄＵ 细胞增殖试剂盒(Ｂｅｙｏｔｉｍｅ)检测垂体细胞增殖率ꎮ 将垂体细胞接种于 ２４ 孔板中ꎬ待细胞密

度达到 ５０％~６０％进行转染ꎬ对照组加入空载体ꎬ试验组加入 Ｔｒｋｂ 过表达质粒ꎮ 在转染 ２４ ｈ 后用 ＥｄＵ 工

作液孵育 ２ ｈꎬ然后按照 ＥｄＵ 试剂盒说明书进行操作ꎬ最后在激光共聚焦显微镜下拍照ꎬ使用 ＩｍａｇｅＪ 软件

统计并分析细胞增殖情况ꎮ
１.８　 细胞免疫荧光(ＩＦ)检测

将垂体细胞平铺至 ２４ 孔培养板中ꎬ待细胞密度达到 ７０％~８０％ 时用 ４％多聚甲醛(ＰＦＡ)在室温条件

下固定 １０ ｍｉｎꎬ再用 ＤＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎻ用 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ 通透 １５ ｍｉｎꎬＤＰＢＳ 清洗 ３ 次后用 ３ ｇ􀅰Ｌ－１胎牛血清在

室温条件固定 ９０ ｍｉｎꎬ分别孵育 ＴＲＫＢ 和 ＦＳＨ 一抗过夜ꎻ次日用 ＤＰＢＳ 洗涤 ３ 次后在避光条件下孵育兔二

抗 １ ｈꎬ使用共聚焦显微镜拍照ꎮ
１.９　 数据处理与统计分析

采用 ＳＰＳＳ ２４.０ 统计软件进行独立样本 ｔ 测验和 Ｄｕｎｃａｎ’ｓ 多重检验ꎬ每个试验至少重复 ３ 次ꎮ 使用

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 绘图ꎮ 数据以平均值±标准误(􀭰ｘ±ＳＥ)表示ꎮ
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２　 结果与分析

２.１　 Ｔｒｋｂ 在湖羊组织中的差异表达分析

组织表达分析结果表明ꎬＴｒｋｂ ｍＲＮＡ 在湖羊心脏、肝、脾、肺、肾、下丘脑、垂体等组织中均有表达ꎬ在垂

体中具有较高的表达水平ꎬ且显著高于其他组织(Ｐ<０.０５ꎬ图 １－Ａ)ꎮ 此外ꎬＴｒｋｂ 基因在垂体组织不同发育

阶段差异表达ꎬ其中在 ６Ｍ 的垂体组织中高表达ꎬ在 ５Ｄ 和 ３Ｍ 的垂体组织中表达水平较低(Ｐ<０.０５ꎬ图 １－Ｂ)ꎮ

图 １　 Ｔｒｋｂ 在湖羊不同组织(Ａ)及不同发育阶段垂体(Ｂ)中的表达水平

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｔｒｋｂ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ(Ａ)ａｎｄ ｐｉｔｕｉｔａｒｙ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ(Ｂ)ｏｆ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ

１)１Ｄ:１ 日龄 １￣ｄａｙ￣ｏｌｄꎻ５Ｄ:５ 日龄 ５￣ｄａｙ￣ｏｌｄꎻ３Ｍ:３ 月龄 ３￣ｍｏｎｔｈ￣ｏｌｄꎻ６Ｍ:６ 月龄 ６￣ｍｏｎｔｈ￣ｏｌｄꎻ２Ｙ:２ 周岁 ２￣ｙｅａｒ￣ｏｌｄ.
２)不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ(Ｐ<０.０５) .

图 ２　 免疫荧光鉴定湖羊垂体细胞及 ＴＲＫＢ 表达定位

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｉｔｕｉｔａｒｙ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎ ａｎｄ ＴＲＫＢ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ
　 　 Ａ.显微镜下垂体细胞形态 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ ｐｉｔｕｉｔａｒｙ ｃｅｌｌｓ ｕｎｄｅｒ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅꎻＢ. ＦＳＨ 荧光染色 ＦＳＨ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇꎻ
Ｃ. ＴＲＫＢ 荧光染色 ＴＲＫＢ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ.

４×、１０×和 ２０×分别代表 ４ 倍、１０ 倍和 ２０ 倍物镜倍数ꎻＨｏｅｃｈｓｔ 表示细胞核染色(蓝色)ꎮ ４×ꎬ１０× ａｎｄ ２０× ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ４ꎬ１０ ａｎｄ ２０
ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅｓꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻＨｏｅｃｈｓｔ ｍｅａｎｓ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ ｗｉｔｈ ｂｌｕｅ.

２.２　 垂体细胞鉴定和 ＴＲＫＢ 表达

将分离得到的湖羊原代垂体细胞培养于培养皿中ꎬ在显微镜下观察发现细胞形态呈梭形(图 ２－Ａ)ꎮ
利用细胞免疫荧光技术对体外分离的湖羊原代垂体细胞进行鉴定ꎬ结果显示垂体标记蛋白 ＦＳＨ 在大多数
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细胞中均有表达(图 ２－Ｂ)ꎮ 目的蛋白 ＴＲＫＢ 在垂体细胞中也有表达ꎬ并主要表达在细胞质中(图 ２－Ｃ)ꎮ
２.３　 Ｔｒｋｂ 过表达载体构建及过表达效率验证

如图 ３ 所示:对湖羊 Ｔｒｋｂ 基因构建的过表达质粒(ｐｃＤＮＡ３.１￣Ｔｒｋｂ)进行鉴定ꎬ琼脂糖凝胶电泳结果表

明该质粒序列大小为 ２ ５２６ ｂｐ(图 ３－Ａ)ꎮ 对质粒进行测序ꎬ结果与 ＧｅｎＢａｎｋ 中绵羊 Ｔｒｋｂ 基因 ＣＤＳ 序列相

一致(图 ３－Ｂ)ꎮ 上述结果说明成功构建了湖羊 Ｔｒｋｂ 基因的过表达载体 ｐｃＤＮＡ￣Ｔｒｋｂꎮ
对湖羊垂体细胞进行 Ｔｒｋｂ 过表达质粒转染试验ꎬ在转染 ４８ ｈ 后检测 Ｔｒｋｂ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达情况ꎮ

图 ３－Ｃ、Ｄ 结果表明:与对照组相比ꎬ转染 Ｔｒｋｂ 过表达质粒后ꎬ垂体细胞中 Ｔｒｋｂ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白水平表达

量均显著提高(Ｐ<０.０５)ꎮ

图 ３　 ｐｃＤＮＡ￣Ｔｒｋｂ 载体构建与过表达效率验证

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｃＤＮＡ￣Ｔｒｋｂ ｖｅｃｔｏｒ ａｎｄ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ
　 　 Ａ. 限制性内切酶消化 ｐｃＤＮＡ￣Ｔｒｋｂ 后的电泳图谱 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ ｍａｐ ｏｆ ｐｃＤＮＡ￣Ｔｒｋｂ ａｆｔｅｒ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｂｙ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ
ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅꎻＢ. ＢａｍＨⅠ、ＮｈｅⅠ、Ｔｒｋｂ ＣＤＳ 启动子和终止子区域的序列 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｔ ＢａｍＨⅠꎬＮｈｅⅠꎬＴｒｋｂ ＣＤＳ ｓｔａｒｔ
ａｎｄ ｓｔｏｐ ｒｅｇｉｏｎꎻＣ、Ｄ. 转染 ｐｃＤＮＡ￣Ｔｒｋｂ 质粒后 Ｔｒｋｂ ｍＲＮＡ 和 ＴＲＫＢ 蛋白水平的表达 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｔｒｋｂ ｍＲＮＡ ａｎｄ

ＴＲＫＢ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｃＤＮＡ￣Ｔｒｋｂ ｐｌａｓｍｉｄ. ∗Ｐ<０.０５ꎬ ∗∗Ｐ<０.０１. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ.

２.４　 过表达 Ｔｒｋｂ 对湖羊垂体细胞增殖的影响

如图 ４ 所示:与对照组相比ꎬ过表达 Ｔｒｋｂ 极显著提高了垂体细胞中 Ｐｃｎａ ｍＲＮＡ 的表达水平(Ｐ<０.０１ꎬ
图 ４－Ａ)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果表明ꎬ过表达 Ｔｒｋｂ 极显著提高垂体细胞中 ＰＣＮＡ 蛋白表达量(Ｐ<０.０１ꎬ
图 ４－Ｂ、Ｃ)ꎮ ＥｄＵ 试验结果表明ꎬ过表达 Ｔｒｋｂ 基因极显著提高了垂体细胞 ＥｄＵ 阳性率(Ｐ<０.０１ꎬ图 ４－Ｄ、
Ｅ)ꎮ 上述结果表明ꎬ过表达 Ｔｒｋｂ 可促进垂体细胞增殖ꎮ
２.５　 过表达 Ｔｒｋｂ 对湖羊垂体细胞凋亡的影响

如图 ５ 所示:与对照相比ꎬ过表达 Ｔｒｋｂ 显著增加了 Ｂｃｌ２ 在转录水平的表达量(Ｐ<０.０１)ꎬ并且显著提

高了 Ｂｃｌ２ / Ｂａｘ 比值(Ｐ<０.０１ꎬ图 ５－Ａ)ꎮ 在蛋白水平上ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试验结果表明ꎬ过表达 Ｔｒｋｂ 极显著提

高了 ＢＣＬ２ 的蛋白相对表达含量(Ｐ<０.０１ꎬ图 ５－Ｂ)ꎮ 过表达 Ｔｒｋｂ 组细胞中 ＢＣＬ２ / ＢＡＸ 蛋白相对表达水平

的比值极显著高于对照组(Ｐ<０.０１)ꎮ 上述结果表明过表达 Ｔｒｋｂ 可抑制垂体细胞凋亡ꎮ
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图 ６　 过表达 Ｔｒｋｂ 对湖羊垂体细胞促性腺激素分泌的影响

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｔｒｋｂ ｏｎ ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ ｐｉｔｕｉｔａｒｙ ｃｅｌｌｓ
　 　 Ａ.促性腺激素相关基因 Ｆｓｈβ 和 Ｌｈβ 相对表达量 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ Ｆｓｈβ ａｎｄ Ｌｈβꎻ
Ｂ. ＥＬＩＳＡ 检测促性腺激素 ＦＳＨ 和 ＬＨ 分泌水平 Ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ ＦＳＨ ａｎｄ ＬＨ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ.

图 ４　 过表达 Ｔｒｋｂ 对湖羊垂体细胞增殖的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｔｒｋｂ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ ｐｉｔｕｉｔａｒｙ ｃｅｌｌ
　 　 Ａ. 增殖标记基因 Ｐｃｎａ ｍＲＮＡ 相对表达量 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｍａｒｋｅｒ ｇｅｎｅ ＰｃｎａꎻＢ、Ｃ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测增殖标记蛋白 ＰＣＮＡ 的表达量 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｍａｒｋｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ＰＣＮＡ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎻ
Ｄ、Ｅ. ＥｄＵ 检测垂体细胞增殖效率(蓝色是细胞核ꎬ红色是 ＥｄＵ 阳性细胞ꎬ标尺为 １００ μｍ) ＥｄＵ ｉｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｐｉｔｕｉｔａｒｙ ｃｅｌｌｓ(Ｔｈｅ ｂｌｕｅ ｉｓ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｄ ｉｓ ＥｄＵ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ. Ｔｈｅ ｓｃａｌｅ ｉｓ １００ μｍ.) .

图 ５　 过表达 Ｔｒｋｂ 对湖羊垂体细胞凋亡的影响

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｔｒｋｂ ｏｎ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ ｐｉｔｕｉｔａｒｙ ｃｅｌｌ
　 　 Ａ. 细胞凋亡相关基因 Ｂａｘ 与 Ｂｃｌ２ 相对表达水平 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ Ｂａｘ ａｎｄ Ｂｃｌ２ꎻＢ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检
测细胞凋亡相关蛋白 ＢＡＸ 与 ＢＣＬ２ 表达 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ＢＡＸ ａｎｄ ＢＣＬ２ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ.

２.６　 过表达 Ｔｒｋｂ 对湖羊垂体细胞促性腺激素分泌的影响

由图 ６－Ａ 可见:与对照组相比ꎬ转染 Ｔｒｋｂ 过表达质粒极显著提高了 Ｆｓｈβ 和 Ｌｈβ 的 ｍＲＮＡ 表达水平

(Ｐ<０.０１)ꎮ ＥＬＩＳＡ 检测结果表明ꎬ过表达 Ｔｒｋｂ 后培养液中 ＦＳＨ 含量极显著提高(Ｐ<０.０１)ꎬ促进垂体细胞
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分泌 ＦＳＨꎬ但是对垂体细胞分泌 ＬＨ 没有显著影响(图 ６－Ｂ)ꎮ 上述结果表明过表达 Ｔｒｋｂ 可刺激湖羊垂体

细胞促性腺激素 ＦＳＨ 的分泌ꎮ

３　 讨论

湖羊是我国著名的高繁殖率绵羊品种ꎬ是研究繁殖育种与肉羊多胎机制的理想对象ꎮ 垂体作为下丘

脑－垂体－性腺轴的中枢器官ꎬ能够感受下丘脑状态调控各种激素分泌并作用于下游靶腺ꎬ从而发挥调控

机体生长、繁殖以及新陈代谢等生理功能[１４]ꎮ 因此ꎬ发掘湖羊垂体功能调控基因ꎬ探索湖羊垂体功能调控

机制具有重要作用ꎮ 目前ꎬ湖羊垂体功能基因的相关研究多集中于 ＢＭＰ 家族及 ＴＧＦβ 信号通路ꎮ 本课题

组前期测序结果表明ꎬＴｒｋｂ 基因在高繁殖力湖羊垂体中高度表达ꎮ 本研究发现 Ｔｒｋｂ 基因在湖羊不同组织

中差异表达ꎬ在湖羊各组织中均有表达并且在垂体中高表达ꎮ 此外ꎬＴｒｋｂ 在不同日龄阶段的湖羊垂体中

差异表达ꎮ 这些结果提示ꎬＴｒｋｂ 基因在湖羊垂体功能调控中发挥重要作用ꎮ 因此ꎬ本试验以 Ｔｒｋｂ 基因为

研究对象ꎬ探究其潜在的调控功能ꎬ为探索湖羊垂体功能的调控机制提供理论支撑ꎮ
研究表明ꎬＴｒｋｂ 能够与上游特异性配体结合并磷酸化胞内酪氨酸残基ꎬ进而激活下游信号通路ꎬ改变

基因表达ꎬ最终影响细胞增殖、分化等生理功能[２５]ꎮ 前期在牛颗粒细胞中的研究表明ꎬＴｒｋｂ 能够介导

ＢＤＮＦ 激活下游 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路ꎬ促进牛颗粒细胞增殖和细胞活性[９]ꎮ 此外ꎬ有研究表明 Ｔｒｋｂ 能够与其高

亲和力配体 ＢＤＮＦ 结合激活 ＥＲＫ 通路促进子宫内膜 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞增殖[２６]ꎮ 另有研究报道ꎬＴｒｋｂ 抑制剂

Ｋ２５２ 能够阻断 ＢＤＮＦ 促进着床前胚胎由二细胞向囊胚阶段发育进程ꎬ降低细胞增殖ꎬ促进凋亡[２７]ꎮ 此

外ꎬ研究发现激活 ＢＤＮＦ / ＴＲＫＢ 信号系统能够引起 ＭＡＰＫ 和 ＰＩ３Ｋ 信号级联ꎬ抑制内质网应激ꎬ从而诱导

猪子宫内膜上皮细胞的增殖ꎬ抑制其凋亡[２８]ꎮ 上述研究结果均表明 Ｔｒｋｂ 能够作为细胞信号通路关键环

节调控生殖细胞增殖ꎮ 本试验中ꎬ在湖羊垂体细胞中过表达 Ｔｒｋｂ 基因后ꎬ湖羊垂体细胞增殖能力显著提

高ꎬ并且细胞增殖标记基因 Ｐｃｎａ 在转录和蛋白水平表达量上调ꎮ 此外ꎬ我们观察到过表达 Ｔｒｋｂ 在转录和

蛋白水平提高了 ＢＣＬ２ 蛋白表达水平以及 ＢＣＬ２ / ＢＡＸ 比值ꎬ表明 Ｔｒｋｂ 对湖羊垂体细胞具有抗凋亡的

作用ꎮ
过表达 Ｔｒｋｂ 对垂体细胞增殖的积极影响可能影响垂体细胞促性腺激素分泌水平ꎬ本研究进一步检测

了过表达 Ｔｒｋｂ 对促性腺激素分泌的影响ꎮ ＦＳＨ 和 ＬＨ 是由垂体前叶分泌的促性腺激素ꎬ能够直接作用于

下游靶腺来影响类固醇激素分泌ꎬ在哺乳动物的生殖发育中起着至关重要的作用ꎮ 对牛卵丘－卵母细胞

复合物的研究结果表明ꎬＦＳＨ 能够促进 ＣＯＣ 中合成孕激素和雌激素ꎮ ＦＳＨ 在促性腺激素中的浓度比例可

能会影响机体性器官发育[２９]ꎮ 此外ꎬ当 ＦＳＨ 含量比例高于 ＬＨ 时ꎬ会导致卵巢发育受限[３０]ꎮ 调节促性腺

激素分泌的网络机制是十分复杂的ꎮ 一方面ꎬ垂体接收下丘脑分泌的促性腺激素释放激素的刺激ꎬ调控

ＦＳＨ 和 ＬＨ 分泌并作用于下游靶腺ꎻ另一方面ꎬ性腺分泌的性激素又负反馈作用于垂体ꎬ进而影响 ＦＳＨ 和

ＬＨ 分泌ꎮ 此外ꎬ某些营养因子和非编码 ＲＮＡ 也能作用于垂体调控促性腺激素分泌ꎮ 在绵羊垂体的研究

表明ꎬ连续 ３ ｄ 脑室注射 ＢＤＮＦ 能够显著提高绵羊外周血中 ＦＳＨ 浓度ꎬ这表明 ＢＤＮＦ / ＴＲＫＢ 可能参与调控

绵羊垂体促性激素的合成与释放[２２]ꎮ 本试验中ꎬ体外过表达 Ｔｒｋｂ 提高了垂体细胞中促性腺激素相关基

因表达ꎬ这与上述研究结果相似ꎮ ＥＬＩＳＡ 结果显示过表达 Ｔｒｋｂ 显著提高 ＦＳＨ 分泌水平ꎬ这进一步证实

Ｔｒｋｂ 密切参与促性腺激素合成与分泌ꎮ
综上ꎬ本研究以湖羊垂体细胞为研究对象ꎬ通过体外过表达 Ｔｒｋｂꎬ初步验证 Ｔｒｋｂ 可通过影响细胞增殖

和凋亡来调节湖羊垂体细胞促性腺激素的分泌ꎬ这为深入探究 Ｔｒｋｂ 调控垂体功能的分子机制提供了理论
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