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牦牛 ＩＮＳＬ３基因生物信息学及睾丸组织表达分析
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摘　 要:旨在探究牦牛 ＩＮＳＬ３基因的序列特征及组织表达模式ꎬ为解析其在雄性生殖中的功能机制提供理论依据.通过

ＲＴ￣ＰＣＲ技术扩增牦牛 ＩＮＳＬ３基因 ＣＤＳ区序列ꎬ并对其进行生物信息学分析.利用实时荧光定量 ＰＣＲ技术ꎬ检测 ＩＮＳＬ３
在牦牛心、肝、脾、肺、肾、小肠、肌肉和睾丸中的 ｍＲＮＡ表达水平.利用免疫组织化学技术分析 ＩＮＳＬ３蛋白的细胞定位和

表达情况.结果显示ꎬ牦牛 ＩＮＳＬ３基因 ＣＤＳ区全长 ３９９ ｂｐꎬ共编码 １３２个氨基酸ꎻ系统进化树分析结果表明牦牛与黄牛

的亲缘关系最近ꎬ与狒狒最远ꎻ生物信息学分析表明牦牛 ＩＮＳＬ３蛋白存在信号肽序列及跨膜结构域ꎬ属于亲水蛋白ꎬ主
要存在于细胞外ꎬ且该蛋白含有胰岛素样生长因子( ＩＬＧＦ)结构域ꎬ具有 ７个磷酸化位点ꎻ该蛋白预测二级结构主要由

α￣螺旋(３８􀆰 ８５％)和无规卷曲(５２􀆰 ２７％)组成ꎻＲＴ￣ｑＰＣＲ结果显示ꎬＩＮＳＬ３在牦牛睾丸中表达最高ꎬ极显著高于其他组织

(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ免疫组织化学染色显示ꎬＩＮＳＬ３ 蛋白主要在睾丸间质细胞表达ꎬ在精原细胞以及支持细胞有少量表达.综
上ꎬ研究成功扩增了牦牛 ＩＮＳＬ３基因ꎬ并获得其序列特征及组织表达模式ꎬ为进一步探究 ＩＮＳＬ３基因在雄性牦牛生殖功

能中的作用机制提供理论参考.
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　 　 牦牛(Ｂｏｓ ｇｒｕｎｎｉｅｎｓ)是青藏高原牛亚科的代表

种ꎬ是目前已知在高寒牧场及其周边地区繁衍生息的

牛亚科之一.牦牛能充分利用高寒草甸的牧草资源ꎬ
对当地生态条件和恶劣环境(低温、低氧、强紫外线)
有较强的适应性[１￣２] .作为在该地区可以生存和繁殖

的牲畜之一ꎬ牦牛已成为当地牧民的主要生活资料ꎬ
提供肉、奶和皮毛[３￣４] .由于牦牛种质退化以及恶劣的

生存环境和饲养管理水平低下ꎬ牦牛的繁殖力和生产

力显著低于平原牛ꎬ成为当地经济和畜牧业发展的主

要瓶颈之一[５] .牦牛作为高原畜牧业的重要经济动

物ꎬ具有独特的生理特性ꎬ其繁殖能力低下值得深入

探讨.
在雄性哺乳动物的生殖系统中ꎬ胰岛素样生长因

子 ３(Ｉｎｓｕｌｉｎ￣ｌｉｋｅ ３ꎬＩＮＳＬ３)被认为是调控睾丸发育及

功能的重要因子.ＩＮＳＬ３主要由睾丸间质细胞分泌ꎬ并
对间质细胞的功能维持和雄性激素的产生具有重要

影响.诸多研究推测 ＩＮＳＬ３ 与睾丸引带发育、睾丸下

降[６]、睾丸生殖细胞存活[７]、生育能力[８]以及骨代谢

调控密切相关[９] .胎儿期间质细胞分泌 ＩＮＳＬ３ 激活位

于生殖韧带上的松弛素家族肽受体 ２( ｒｅｌａｘｉｎ ｆａｍｉｌｙ
ｐｅｐｔｉｄｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２ꎬＲＸＦＰ２)ꎬ促使引带的松弛和延展ꎬ
推动睾丸从腹腔下降到阴囊[１０] . ＩＮＳＬ３ 也是雄性睾丸

间质细胞功能的循环生物标志物ꎬ血液中的 ＩＮＳＬ３ 浓

度可以被视为睾丸中间质细胞功能的准确度量ꎬ即间

质细胞的数量以及分化状态可以反映它们产生类固

醇的能力[１１] .前期研究报道 ＩＮＳＬ３有望作为功能性性

腺功能减退症的鉴别因子[１２]ꎬ且 ＩＮＳＬ３ 通过调节间

质细胞的功能ꎬ间接影响睾酮的合成和分泌ꎬ从而影

响雄性生殖器官的发育和维持ꎬ以及第二性征的表

现.近年研究表明 ＩＮＳＬ３ 可能在调节雄性生殖细胞的

凋亡和更新中发挥作用ꎬ尤其是当精子发生处于应激

条件时[１３] .尽管 ＩＮＳＬ３ 基因在猪、羊等家畜以及其他

物种中已有相关研究ꎬ但牦牛尚未见相关研究报道.
本研究以牦牛为对象ꎬ扩增了 ＩＮＳＬ３ 基因的编码

区序列ꎬ并对其进行生物信息学分析.同时ꎬ采用 ＲＴ￣
ｑＰＣＲ技术ꎬ分析 ＩＮＳＬ３ 基因在牦牛各组织中 ｍＲＮＡ
的表达模式ꎬ并通过免疫组化染色检测该基因编码蛋

白在睾丸组织中的定位.本研究为解析 ＩＮＳＬ３ 在雄性

牦牛中的生物学作用提供依据ꎬ为研究牦牛生殖生物

学奠定基础.

１　 材料和方法

１􀆰 １　 试验动物与样本采集

牦牛样本采自四川省阿坝州红原县.随机选取健

康的成年牦牛 ３ 头(样本 １、样本 ２、样本 ３)ꎬ宰杀后

立即用灭菌剪子采集心、肝、脾、肺、肾、小肠、肌肉和

睾丸ꎬ无菌生理盐水冲洗.使用无菌剪子将样本剪成

０􀆰 ４×０􀆰 ４×０􀆰 ４ ｃｍ 大小的组织块ꎬ将一部分组织迅速

装入无菌冻存管投入液氮ꎬ另一部分置于多聚甲醛中

固定备用.
１􀆰 ２　 总 ＲＮＡ提取与反转

参照 ＴＲＩｚｏｌ 试剂盒(南京 Ｖａｚｙｍｅ)的说明书ꎬ提
取牦牛心、肝、脾、肺、肾、小肠、肌肉和睾丸总 ＲＮＡ.采
用日本 Ｂｉｏｓｐｅｃ￣ｎａｎｏ 微量紫外分光光度计检测总

ＲＮＡ的浓度及纯度.经检测质量合格的 ＲＮＡ使用 Ｒｅ￣
ｖｅｒｔ Ａｉｄ Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 试剂盒(美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ)合成 ｃＤＮＡ.
１􀆰 ３　 引物合成与基因扩增

从 ＮＣＢＩ数据库中获取牦牛 ＩＮＳＬ３基因的预测序

列 (登录号: ＸＭ ＿ ００５８９７８９０)ꎬ采用 ＮＣＢＩ Ｐｒｉｍｅｒ￣
ＢＬＡＳＴ在线工具设计特异性引物(表 １)ꎬ引物由擎科

生物合成.
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以样本 １ 牦牛睾丸 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ采用 ＲＴ￣ＰＣＲ
扩增牦牛 ＩＮＳＬ３基因 ＣＤＳ区序列.采用 ２５ μＬ扩增体

系(上游引物 １ μＬꎬ下游引物 １ μＬꎬ２×Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ Ｍａｓ￣
ｔｅｒ Ｍｉｘ １２􀆰 ５ μＬꎬｃＤＮＡ ２ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ８􀆰 ５ μＬ).扩增程

序为:９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 １５ ｓꎬ６３ ℃ 退火

１５ ｓꎬ７２ ℃延伸 １３ ｓꎬ３３个循环ꎻ７２ ℃彻底延伸５ ｍｉｎꎬ
４ ℃保存.参照潘帮婷[１４]等的方法对 ＰＣＲ 产物进行

回收ꎬ并将 ＰＣＲ产物送至生工生物工程(上海)股份

有限公司进行双向测序.

表 １　 目的基因和内参基因引物信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔａｒｇｅｔ ａｎｄ ｈｏｕｓｅ￣ｋｅｅｐｉｎｇ ｇｅｎｅｓ

基因 引物序列(５′￣３′) 产物长度 退火温度 用途

ＩＮＳＬ３￣Ｃ
Ｆ:ＡＧＧＣＧＣＣＴＡＴＡＡＧＧＧＧＧＡＴ

Ｒ:ＡＡＣＴＧＧＡＣＴＣＣＴＧＴＣＧＧＴＣＴ
５０２ ｂｐ ６３ ℃ ＲＴ￣ＰＣＲ

ＩＮＳＬ３￣Ｑ
Ｆ:ＣＣＴＣＴＧＴＣＣＣＣＡＣＴＧＡＡＴＣＣ

Ｒ:ＧＴＴＴＣＡＴＧＧＴＧＣＴＧＴＧＴＧＧＣ
１０３ ｂｐ ６０ ℃ ＲＴ￣ｑＰＣＲ

β￣ａｃｔｉｎ
Ｆ:ＧＡＴＧＡＴＡＴＴＴＧＣＴＧＣＧＣＴＣＧＴＧ

Ｒ:ＣＴＴＧＣＴＣＴＧＡＧＣＣＴＣＡＴＣＣＣ
１７７ ｂｐ ６０ ℃ ＲＴ￣ｑＰＣＲ

１􀆰 ４　 ＩＮＳＬ３生物信息学分析

使用多种生物信息学工具对牦牛 ＩＮＳＬ３ 基因及

其编码的蛋白质进行全面系统分析.首先通过 ＮＣＢＩ
的 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 程序( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ /
ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ / )查找 ＩＮＳＬ３ 基因的开放阅读框(ＯＲＦ)ꎬ以
确定其编码区序列.通过 ＮＣＢＩ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.
ｎｉｈ.ｇｏｖ / )预测牦牛 ＩＮＳＬ３基因氨基酸序列ꎬ并对不同

物种 ＩＮＳＬ３氨基酸序列进行同源性比较.为了进一步

探讨其遗传进化ꎬ通过 ＭＥＧＡ１１ 分析生成进化树[１５] .
利用在线软件 Ｅｘｐａｓｙ Ｐｒｏｔｐａｒａｍ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ.
ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )对 ＩＮＳＬ３ 蛋 白 的 分 子 量、等 电 点

(ｐＩ)、氨基酸组成以及不稳定指数等相关参数进行详

细分析.信号肽的检测则通过在线软件 ＳｉｇｎａｌＰ ５. ０
(ｈｔｔｐｓ: / / ｓｅｒ￣ｖｉｃｅｓ. ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ￣
５.０ / )完成ꎬ预测该蛋白是否具有分泌信号.通过 Ｎｅｔ￣
Ｐｈｏｓ￣３.１ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｓｅｒｖｉｃｅｓ. ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ /
ＮｅｔＰｈｏ)预测分析蛋白质磷酸化位点.蛋白质结构域

将通过 ＮＣＢＩ 的 ｃｄｄ 数据库( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ.
ｎｉｈ.ｇｏｖ / ｃｄｄ / )进行分析ꎬ以确定其功能性结构域.为
了更全面地了解 ＩＮＳＬ３蛋白的结构特征ꎬ使用在线工

具 ＳＯＰＭＡ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ￣ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ) 和 ＳＷＩＳＳ￣
ＭＯＤＥＬ(ｈｔｔｐｓ: / / ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / )对 ＩＮＳＬ３ 蛋

白的二级结构和三级结构进行预测.
１􀆰 ５　 牦牛 ＩＮＳＬ３基因组织表达谱

以 β￣ａｃｔｉｎ 为内参基因ꎬ通过 ＣＦＸ９６ＴＭ(美国 Ｂｉｏ￣
Ｒａｄ)实时荧光定量系统检测 ＩＮＳＬ３ 在心、肝、脾、肺、
肾、小肠、肌肉和睾丸中的 ｍＲＮＡ表达模式.反应体系

１０ μＬ:５ μＬ ２×ＮｏｖｏＳｔａｒｔ􀅹 ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ Ｐｌｕｓ
(苏州 Ｎｏｖｏｐｒｏｔｅｉｎ)ꎬ１􀆰 ５ μＬ ｃＤＮＡꎬ正向和反向引物

各 ０􀆰 ５ μＬꎬ２􀆰 ５ μＬ无酶水.
１􀆰 ６　 免疫组织化学染色

免疫组化染色参照杨勤慧[１６]等的方案进行.简言

之ꎬ将固定的睾丸组织进行石蜡包埋后切片ꎬ置于二

甲苯脱蜡.酒精洗涤后ꎬ采用 ＥＤＴＡ 进行抗原修复.随
后用 ＰＢＳ进行洗涤ꎬ以阻断内源性过氧化物酶的活

性.封闭 ３０ ｍｉｎ后进行一抗(兔抗 ＩＮＳＬ３ꎬ１∶３００稀释ꎬ博
奥森)孵育时间为 １２ ｈ.二抗(山羊抗兔 ＩｇＧꎬ辣根过氧

化物酶标记)在室温条件下孵育 １ ｈ 后滴加 ＤＡＢ 显色

液进行显色反应.显色反应终止后对细胞核进行复染ꎬ
中性树胶封片.使用激光共聚焦显微镜采集图像.
１􀆰 ７　 统计分析

ＲＴ￣ｑＰＣＲ结果采用 ２－ΔΔＣｔ法进行分析ꎬ所有试验

数据以“平均值±标准误(Ｍｅａｎ±ＳＥＭ)”的形式表示ꎬ
每组试验至少重复 ３ 次.使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ１０ 软件

进行单因素方差分析ꎬＰ < ０􀆰 ０５ 表示差异显著ꎬＰ <
０􀆰 ０１表示差异极显著.

２　 结果

２􀆰 １　 牦牛 ＩＮＳＬ３基因的扩增

以牦牛睾丸 ｃＤＮＡ为模板ꎬ扩增 ＩＮＳＬ３编码序列.
以 ２％琼脂糖凝胶电泳检测显示目的条带清晰无明显

杂带ꎬ与预期结果一致(图 １Ａ).扩增产物经测序得到

５０２ ｂｐ核酸序列ꎬ其中 ＣＤＳ 区为 ３９９ ｂｐꎬ共编码 １３２
个氨基酸ꎬ如图 １Ｂ所示.
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Ａ:ＩＮＳＬ３基因 ＰＣＲ扩增电泳图ꎻＢ:氨基酸序列

图 １　 牦牛 ＩＮＳＬ３基因的 ＰＣＲ扩增结果

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｙａｋ ＩＮＳＬ３ ｇｅｎｅ
注:Ｍ􀆰 ＤＮＡ相对分子质量标准 ＤＬ ２０００ꎻ１􀆰 扩增产物

２􀆰 ２　 牦牛 ＩＮＳＬ３同源性比对与系统进化树

对不同物种 ＩＮＳＬ３ 基因编码蛋白氨基酸序列进

行同 源 性 比 对 发 现ꎬ 牦 牛 和 黄 牛 同 源 性 最 高

(９９􀆰 ８９％)ꎬ其次为山羊(９６􀆰 ９７％)、绵羊(９６􀆰 ９７％)、
猪(８６􀆰 ３６％)、蓝鲸(８５􀆰 ０７％)、黑狐蝠(７８􀆰 ７９％)、大

熊猫(８２􀆰 ７１％)、家猫(７８􀆰 ９５％)、鬣狗(７５％)ꎬ与狒狒

(７０􀆰 ４５％)同源性最低.利用 ＭＥＧＡ１１ 软件对上述 ９
个不同物种的 ＩＮＳＬ３ 蛋白氨基酸序列构建系统进化

树ꎬ结果见图 ２.牦牛与黄牛聚为一支ꎬ表明牦牛和黄

牛的亲缘关系最近.

图 ２　 ＩＮＳＬ３蛋白氨基酸序列系统进化树

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＩＮＳＬ３ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

２􀆰 ３　 生物信息学分析

２􀆰 ３􀆰 １　 牦牛 ＩＮＳＬ３蛋白理化性质

牦牛 ＩＮＳＬ３蛋白的分子量为 １４ ３５１􀆰 ６４ Ｄａꎬ等电

点为 ８􀆰 ６９ꎬ表明其在中性 ｐＨ条件下可能带正电荷.分
析其氨基酸组成后发现ꎬ带负电荷的残基总数(Ａｓｐ＋
Ｇｌｕ)为 １１ꎬ带正电荷的残基总数(Ａｒｇ＋ Ｌｙｓ)为 １４.氨
基酸组成成分中亮氨酸最高(１６􀆰 ７％)ꎬ酪氨酸最低

(０)ꎬ说明亮氨酸可能在该蛋白结构和功能中发挥重

要作用.脂肪系数(ＡＩ)为 ９６􀆰 ９７ꎬ表明该蛋白具有较高

的热稳定性.然而ꎬ该蛋白的不稳定指数为 ６４􀆰 ４１ꎬ意
味着该蛋白在体内可能处于不稳定状态ꎬ易降解.总
平均亲水指数为－０􀆰 １２０(图 ３)ꎬ表明该蛋白在整体上

属于亲水性蛋白.
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图 ３　 牦牛 ＩＮＳＬ３蛋白的亲疏水性预测

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ｏｆ ｙａｋ ＩＮＳＬ３ ｐｒｏｔｅｉｎ

２􀆰 ３􀆰 ２　 ＩＮＳＬ３信号肽和结构域以及磷酸化位点分析

信号肽预测结果见图 ４ꎬ有信号肽的概率为

９７􀆰 ７７％ꎬ切割位点在第 ２６~２７位氨基酸处ꎬ信号肽序

列为 ＭＤＲＲＰＬＴＷＡＬＶＬＬＧＰＡＬＡＩＡＬＧＰＡＡＡ.利用 Ｅｕｋ￣
ｍＰＬｏｃ ２􀆰 ０在线软件预测 ＩＮＳＬ３ 蛋白的亚细胞定位ꎬ
结果显示ꎬ该蛋白主要分布在细胞外.这些结果表明

该蛋白可能作为分泌性蛋白经过分泌途径导向细胞

外ꎬ且该蛋白在 ３１~ １３１ 位氨基酸处有胰岛素样生长

因子(ｉｎｓｕｌｉｎ￣ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＩＬＧＦ)结构域ꎬ提示 ＩＮ￣
ＳＬ３蛋白可能在调节生长和发育过程中发挥重要作

用.
利用 ＮｅｔＰｈｏｓ￣ ３􀆰 １ 在线软件对牦牛 ＩＮＳＬ３ 蛋白

进行磷酸化位点预测.结果显示(图 ５)ꎬＩＮＳＬ３ 蛋白有

７ 个潜在的磷酸化位点ꎬ其中丝氨酸磷酸化位点 ４
个ꎬ苏氨酸磷酸化位点 ３ 个.这些磷酸化位点的存在

暗示 ＩＮＳＬ３蛋白可能通过磷酸化调节其生物活性.

图 ４　 牦牛 ＩＮＳＬ３基因编码蛋白信号肽预测

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ｙａｋ ＩＮＳＬ３ ｇｅｎｅ

图 ５　 牦牛 ＩＮＳＬ３蛋白磷酸化位点分析

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｙａｋ ＩＮＳＬ３ ｐｒｏｔｅｉｎ
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２􀆰 ３􀆰 ３　 ＩＮＳＬ３蛋白高级结构分析

蛋白二级结构预测结果显示(图 ６)ꎬα￣螺旋和无

规卷曲是该蛋白的主要二级结构元件ꎬ分别占比

３４􀆰 ８５％(４６个氨基酸)和 ５２􀆰 ２７％(６９ 个氨基酸)ꎬ该

蛋白还含有 ６􀆰 ８２％(９ 个氨基酸)的 β￣转角和 ６􀆰 ０６％
(８个氨基酸)的延伸链.通过 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 在线软

件预测 ＩＮＳＬ３的三级结构如图 ７ꎬ二级结构与三级结

构预测结果吻合.

图 ６　 牦牛 ＩＮＳＬ３蛋白二级结构预测

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｙａｋ ＩＮＳＬ３ ｐｒｏｔｅｉｎ
注:Ｈ.最长线ꎻＨｅｌｉｘ.α￣螺旋ꎻｅ.中长线ꎻＳｈｅｅｔ.延伸链ꎻｔ.中短线ꎻＴｕｒｎ.β￣转角ꎻＣ.最短线ꎻＣｏｉｌ.无规则卷曲

图 ７　 牦牛 ＩＮＳＬ３蛋白三级结构预测模型

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＩＮＳＬ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｙａｋ

２􀆰 ４　 牦牛 ＩＮＳＬ３基因 ｍＲＮＡ组织表达谱分析

以 β￣ａｃｔｉｎ 为内参基因ꎬ采用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 技术检测

ＩＮＳＬ３基因 ｍＲＮＡ 在牦牛心、肝、脾、肺、肾、小肠、肌
肉和睾丸中的相对表达量.结果显示 ＩＮＳＬ３ 在 ８ 个组

织中都表达ꎬ表达水平由高到低依次为睾丸、心、肌
肉、肺、肾、肝、小肠和脾(图 ８)ꎬ其中ꎬ睾丸组织中的

表达量显著高于其他组织(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎬ表明 ＩＮＳＬ３ 在

雄性生殖系统中发挥重要作用.

０５２
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图 ８　 牦牛 ＩＮＳＬ３基因的组织表达

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｔｉｓｓｕｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＮＳＬ３ ｇｅｎｅ ｉｎ ｙａｋ
注:不同的字母表示差异极显著ꎬＰ<０􀆰 ０１

２􀆰 ５　 牦牛 ＩＮＳＬ３蛋白细胞定位

免疫组织化学技术检测 ＩＮＳＬ３ 在成年牦牛睾丸

组织中的定位和表达ꎬ结果如图 ９ꎬ阳性信号为棕色

或黄色ꎬ颜色越深表明表达越高.结果显示 ＩＮＳＬ３ 主

要在间质细胞中表达ꎬ推测其可能在睾丸的间质细胞

功能中发挥重要作用.在精原细胞、支持细胞以及初

级精母细胞也有少量阳性信号ꎬ提示 ＩＮＳＬ３ 参与了生

殖细胞的发生及相关生理过程.

Ａ.牦牛睾丸 ＩＮＳＬ３蛋白定位ꎻＢ􀆰 牦牛睾丸(阴性对照)
图 ９　 雄性牦牛睾丸 ＩＮＳＬ３蛋白定位

Ｆｉｇ􀆰 ９　 Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＮＳＬ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｙａｋ ｔｅｓｔｉｓ
注:ＳＰ.精原细胞ꎻＰＳ.初级精母细胞ꎻＳＳ.次级精母细胞ꎻＳＣ.支持细胞ꎻＬＣ.间质细胞ꎻＲＳ.圆形精子细胞ꎻＥＳ.长形精子细胞

３　 讨论

　 　 ＩＮＳＬ３基因编码的激素主要由间质细胞分泌ꎬ在
雄性生殖系统的发育和功能维护中扮演着至关重要

的角色ꎬ不仅参与了早期睾丸的正确定位ꎬ还在成年

后通过维持间质细胞的功能ꎬ维持正常的雄性激素水

平和生殖能力.研究表明ꎬＩＮＳＬ３ 的表达和功能异常可

能直接影响雄性生殖能力ꎬ包括睾丸正常发育和精子

生成过程.通过对 ＩＮＳＬ３基因的研究ꎬ不仅有助于理解

雄性生殖系统的正常发育和功能ꎬ还能够为改善牦牛

生育力、提高种群繁殖效率提供理论依据和实践指导.
本研究扩增了牦牛 ＩＮＳＬ３基因的 ＣＤＳ 区序列ꎬ测

序结果与 ＮＣＢＩ 中牦牛的预测序列一致.进一步生物

信息学分析结果显示ꎬ牦牛和黄牛的 ＩＮＳＬ３ 蛋白序列

具有高度同源性ꎬ这表明该基因在进化过程中具有较

高保守性. ＩＮＳＬ３ 蛋白中发现的胰岛素样生长因子

(ＩＬＧＦ)结构域也支持了这一结论[１７]ꎬ作为胰岛素样

生长因子家族中的重要成员ꎬ其在控制代谢、生长和

分化以及繁殖等过程中发挥着多种作用.该蛋白含有

多个潜在的磷酸化修饰位点ꎬ提示其可能受到磷酸化

的调控.信号肽会被识别并导入到内质网腔ꎬ通过信号

肽酶识别特定序列将信号肽切除ꎬ之后在内质网中进

行进一步折叠和修饰从而释放成熟蛋白.信号肽预测

结果显示 ＩＮＳＬ３蛋白含有明显的信号肽序列ꎬ这是蛋

白质被分泌到细胞外的典型特征.先前的研究表明

ＩＮＳＬ３是一种分泌性蛋白[１８]ꎬ亚细胞定位结果也显示

该蛋白主要分布于细胞外.组织表达谱结果显示ꎬＩＮ￣
ＳＬ３主要在睾丸表达ꎬ在其他组织表达微量ꎬ与现有研

究一致ꎬ已报道在绵羊心、肌肉、肾等器官中表达微

１５２
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量ꎬ在睾丸表达较高[１９] .这表明 ＩＮＳＬ３ 在雄性生殖系

统中具有特异性高表达ꎬ特别是在睾丸中可能发挥重

要作用.免疫组织化学染色结果显示ꎬ在牦牛睾丸间质

细胞中有强烈的阳性信号ꎬ暗示 ＩＮＳＬ３ 是由睾丸间质

细胞产生的ꎬ这与前期在其他哺乳动物上的研究结果

一致[２０] .值得注意的是在精原细胞、支持细胞以及初

级精母细胞也有少量表达ꎬ先前的研究发现初生滩羊

的生殖母细胞以及支持细胞也有少量 ＩＮＳＬ３ 阳性信

号[２１]ꎬ可能是因为精原细胞和支持细胞可能摄取了

间质细胞分泌的 ＩＮＳＬ３蛋白ꎬ或是精原细胞和支持细

胞表达 ＩＮＳＬ３的受体ꎬ从而间接导致 ＩＮＳＬ３的富集.
综上所述ꎬＩＮＳＬ３ 蛋白在牦牛睾丸间质细胞中高

度表达ꎬ可能参与调节睾丸的发育和功能.然而ꎬＩＮＳＬ３
与牦牛繁殖力低下之间的潜在联系仍需进一步研究.

４　 结论

　 　 本试验扩增了牦牛 ＩＮＳＬ３ 基因ꎬ通过生物信息学

分析探究该基因的序列特征ꎬ表明其在遗传进化中相

对保守.组织表达谱揭示 ＩＮＳＬ３ 在牦牛各组织中广泛

表达ꎬ其在睾丸中富集表达ꎬ提示其在雄性生殖系统

中的关键作用.免疫组织化学染色分析进一步证实ꎬ
ＩＮＳＬ３蛋白主要分布于睾丸间质细胞.推测 ＩＮＳＬ３ 基

因与雄性牦牛的繁殖密切相关ꎬ其具体作用机制有待

进一步研究.
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