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骨桥蛋白基因在黔北麻羊性腺轴中的表达及其对颗粒细胞中
繁殖相关基因的影响
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摘　 要　 本研究的目的是探究骨桥蛋白 （ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ， ＯＰＮ） 基因与黔北麻羊 （Ｃａｐｒａ ｈｉｒｃｕｓ） 繁殖性状间的关系。 本研究通

过 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 和 ＮｅｔＰｈｏｓ 等生物在线软件对黔北麻羊 ＯＰＮ 的理化性质和结构功能进行分析， 克隆 ＯＰＮ 基因， 构建 ＯＰＮ 基因

的真核表达载体。 运用实时定量 ＰＣＲ 法检测 ＯＰＮ 基因在单羔、 多羔黔北麻羊的垂体、 下丘脑、 子宫、 卵巢和输卵管中的表

达情况。 随后， 将 ＯＰＮ 基因的真核表达载体转染至卵巢颗粒细胞中， 检测过表达 ＯＰＮ 基因对繁殖相关基因骨形态发生蛋白

１５ （ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ １５， ＢＭＰ１５）、 骨形态发生蛋白受体 １Ｂ （ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ １Ｂ， ＢＭＰＲ⁃１Ｂ）和促

卵泡激素 β 亚基 （ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ β⁃ｓｕｂｕｎｉｔ， ＦＳＨβ） 表达量的影响。 生物信息学分析结果表明， ＯＰＮ 是一种具有

磷酸化位点的不稳定亲水性蛋白质， 其蛋白质分子的质量为 ３１ １１５. １１ Ｄａ， 理论等电点为 ４. ３９， 化学式为 Ｃ１３０９Ｈ２０４６Ｎ３６８Ｏ５０１

Ｓ５， 共编码 ２７９ 个氨基酸， 其中携带的正电荷残基总数 （Ａｒｇ＋Ｌｙｓ） 为 ２８ 个， 负电荷残基总数 （Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）为 ６６ 个。 与其他动

物相比， 黔北麻羊 ＯＰＮ 基因与反刍动物绵羊和牛的同源性较高， 遗传距离较近。 实时定量 ＰＣＲ 结果表明， ＯＰＮ 基因在多羔

组黔北麻羊的垂体、 下丘脑、 卵巢中的表达量极显著高于单羔组的（Ｐ＜０. ０１）， 且过表达 ＯＰＮ 基因后， 极显著上调了繁殖相

关基因 ＢＭＰ１５ 的表达 （Ｐ＜０. ０１）。 以上结果说明， ＯＰＮ 基因的表达量与黔北麻羊繁殖率呈正相关关系， 可作为影响黔北麻

羊繁殖力的多羔候选基因进行深入研究。
关键词　 黔北麻羊； 骨桥蛋白基因； 生物信息学分析； 卵巢颗粒细胞； 繁殖相关基因
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近年来， 随着社会经济的快速增长， 人们对肉

制品的多元化有了更高的要求， 吃出健康、 吃得放

心已成为大众消费的主导理念。 消费观念的转变使

得我国对羊肉的需求逐年扩大， 加之山羊 （Ｃａｐｒａ
ｈｉｒｃｕｓ）优良品种少、 繁殖率低等原因， 使得羊肉在

国内外市场供不应求。 山羊繁殖性能和成活率是高

效肉羊生产的基础， 研究山羊繁殖性状的分子机理，
开发繁殖新技术， 对最大限度地发挥肉羊繁殖潜力，
建立肉羊快速高效的良繁体系， 促进农户增收、 农

户经济效益的快速增长具有重要作用。 黔北麻羊

（Ｑｉａｎｂｅｉ Ｍａ ｇｏａｔ） 作为贵州地方三大山羊品种之

一， 具有抗病力强、 耐粗饲、 适应性广、 繁殖力高等

特点（敖叶 等， ２０２０）， 每胎平均产羔 ２ 只， 产羔率

达 １９６％ ， 是研究地方山羊繁殖性状的重要品种

资源。
骨桥蛋白 （ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ， ＯＰＮ） 也被称为分泌型

磷蛋白 １ （ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏｔｅｉｎ１， ＳＰＰ１）， 在 １９８５
年， 由 Ｆｒａｎｚéｎ 和 Ｈｅｉｎｅｇåｒｄ （１９８５） 从骨组织中分离

出并将其正式命名。 ＯＰＮ 由腺上皮细胞合成， 受孕

酮调节， 其编码蛋白是富含甘氨酸⁃天冬氨酸⁃精氨

酸序列的分泌型糖基化磷蛋白。 研究发现该蛋白广

泛存在于胎盘、 子宫和乳汁中等 （喇永富， ２０１６）。
ＯＰＮ 广泛参与了神经和血管发育， 免疫系统调节，
介导细胞聚集、 黏附和增殖等生理过程 （罗仍卓么

等， ２００８）， 并在睾丸、 胎盘、 骨组织和卵巢等中表

达， 广泛参与了动物受精、 胎盘形成 （ Ｋｉｍ ａｎｄ
Ｓｈｉｎ， ２００７； 毛建文， ２０１３）和胚胎着床 （杨启鑫，
２０２０）等生殖过程。 毛建文 （２０１３） 以大足黑山羊和

河西绒山羊为研究对象， 发现 ＯＰＮ 基因第 ７ 个外显

子的变异与山羊繁殖性能相关， 可作为山羊繁殖性

状选择的候选标记； 杨春艳等 （２０１６） 在对水牛的

研究中发现， ＯＰＮ 基因启动子上游 １ ２４０ ｂｐ 处， 可

能通过参与 ＯＰＮ 的转录和表达量的调节， 来影响水

牛的超数排卵效果。 以上结果说明 ＯＰＮ 基因在动

物繁殖调控方面发挥了重要作用。 研究表明， 繁殖

性状与卵巢颗粒细胞（ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ）密不可分。 在

动物体中， 卵泡与卵母细胞的发育成熟是影响哺乳

动物繁殖效率的因素之一， 颗粒细胞为卵母细胞提

供发育生长所必需的细胞因子和激素 （张丽萌，
２０２０）。 对山羊相关的研究发现， 骨形态发生蛋白

１５ （ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ １５， ＢＭＰ１５）、 骨形态

发生蛋白受体 １Ｂ （ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｃｅｐ⁃
ｔｏｒ １Ｂ， ＢＭＰＲ⁃１Ｂ） 和促卵泡激素 β 亚基 （ ｆｏｌｌｉｃｌｅ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ β⁃ｓｕｂｕｎｉｔ， ＦＳＨβ） 在维持卵巢正

常功能、 促进卵泡发育及成熟等方面发挥着重要作

用 （Ｍｕｌｓａｎｔ ｅｔ ａｌ．， ２００１； Ｇａｌｌｏｗａｙ ｅｔ ａｌ．， ２００２； 寸静

宇 等， ２０１９）； ＢＭＰ１５ 参与卵母细胞发育和排卵的

所有阶段 （Ｌｉｍａ ｅｔ ａｌ．， ２０１８）， 并且通过促进颗粒细

胞增殖促进卵泡细胞的发育； ＢＭＰＲ⁃１Ｂ 是绵羊高繁

殖力的主效基因， 控制排卵率和产仔数 （Ｙａｏ ｅｔ ａｌ．，
２０１９）； ＦＳＨβ 是卵巢发育和卵泡生长过程中的关键

调控因子 （Ｓｔａｍａｔｉａｄｅｓ ｅｔ ａｌ．， ２０１９）， 能决定促黄体

素 （ｌｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ， ＬＨ） 和促卵泡激素 （ｆｏｌｌｉｃｌｅ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ， ＦＳＨ）产生的速度， 从而调节卵

泡发育。 因此， ＢＭＰ１５、 ＢＭＰＲ⁃１Ｂ 和 ＦＳＨβ 常被作

为动物繁殖性状的指标基因。 ＯＰＮ、 ＢＭＰ１５、 ＢＭＰＲ⁃
１Ｂ 和 ＦＳＨβ 不同基因型对母猪产仔数均有显著影

响， 表现出不同基因在不同物种之间的优势基因型

不同 （范一萍 等， ２０１９； Ｐａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０１９； 贾梦雨

等， ２０２２）。 然而， 以上结论均是对 ＯＰＮ 基因突变

位点与动物繁殖性状间的关联性分析， 其表达量高

低能否通过影响繁殖相关基因 ＢＭＰ１５、 ＢＭＰＲ⁃１Ｂ 和

ＦＳＨβ 的表达影响山羊繁殖性能， 目前还不清楚。 因

此，本实验通过实时定量 ＰＣＲ 方法分析 ＯＰＮ 基因在

单羔、 多羔黔北麻羊垂体、 下丘脑、 子宫、 卵巢和输

卵管中的表达情况， 利用生物信息学方法分析 ＯＰＮ
理化性质及蛋白结构功能， 构建其过表达载体， 转

染至卵巢颗粒细胞中， 再通过实时定量 ＰＣＲ 方法检

测过表达 ＯＰＮ 基因后对繁殖相关基因 ＢＭＰ１５、 ＢＭ⁃
ＰＲ⁃１Ｂ 和 ＦＳＨβ 表达量的影响， 初步探究 ＯＰＮ 基因

与黔北麻羊繁殖性状间的关系。
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１　 结果

１. １　 黔北麻羊 ＯＰＮ 理化性质分析

　 　 利用在线工具 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 预测黔北麻羊 ＯＰＮ 的

理 化 性 质。 结 果 表 明， ＯＰＮ 分 子 的 质 量 为

３１ １１５. １１ Ｄａ， 理论等电点为 ４. ３９， 共编码 ２７９ 个

氨基酸， 其中氨基酸占比最多的是丝氨酸 （ Ｓｅｒ）
１５. ４％ 、 天冬氨酸 （ Ａｓｐ） １１. ８％ 、 谷氨酸 （ Ｇｌｕ）
１１. ８％ 、 赖氨酸 （Ｌｙｓ） ７. ５％和亮氨酸 （Ｌｅｕ） ６. ８％ ；
负电荷残基总数 （Ａｓｐ＋Ｇｌｕ） 为 ６６ 个， 正电荷残基总

数 （Ａｒｇ＋Ｌｙｓ） 为 ２８ 个， 负电荷残基总数大于正电荷

残基总数， 说明该基因氨基酸序列带负电荷； 化学

式为 Ｃ１３０９Ｈ２０４６Ｎ３６８Ｏ５０１Ｓ５； 在哺乳动物网织红细胞体

外、 酵母 （Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ） 体内和大肠杆菌 （Ｅｓｃｈｅ⁃
ｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ） 体内， 半衰期 Ｔ１ ／ ２分别为 ３０ ｈ、 ２０ ｈ 以上

和 １０ ｈ 以上， 脂肪指数为 ５３. １５， 在肉汁中总平均

含水率－１. ２１９， 不稳定指数为 ６４. ８６， ＯＰＮ 是不稳

定蛋白质 （不稳定指数＞４０）。

１. ２　 黔北麻羊 ＯＰＮ 磷酸化位点预测

　 　 在线软件 ＮｅｔＰｈｏｓ ３. １ 对黔北麻羊 ＯＰＮ 磷酸化位

点预测的结果显示 （图 １）， ＯＰＮ 氨基酸中具有 ６３ 个

潜在的磷酸化位点， 其中大于阈值的磷酸化位点有 ５４
个， 包括 ４２ 个丝氨酸和 １２ 个苏氨酸磷酸化位点。

图 １　 黔北麻羊 ＯＰＮ 磷酸化位点的预测

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＯＰＮ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｑｉａｎｂｅｉ Ｍａ ｇｏａｔ

１. ３　 不同物种 ＯＰＮ 氨基酸序列同源性分析及系统

发育进化树的构建

　 　 分别使用 Ｍｅｇｌｉｇｎ 和 ＭＥＧＡ７ 软件中的近邻相接

法（ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ， ＮＪ） 对不同物种的 ＯＰＮ
氨基酸序列进行同源性比对及系统发育进化树构建，
结果如图 ２ 所示。 由图 ２ 可知， 黔北麻羊 ＯＰＮ 基因

与绵羊 （Ｏｖｉｓ ａｒｉｅｓ） 及牛 （Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ） 的相似性最高，

分别为 ９８. ４％和 ９２. ２％， 而与狗 （Ｃａｎｉｓ ｌｕｐｕｓ ｆａｍｉｌｉａ⁃
ｒｉｓ）、 人 （Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ）、 兔 （Ｏｒｙｃｔｏｌａｇｕｓ ｃｕｎｉｃｕｌｕｓ）、
马 （Ｅｑｕｕｓ ｃａｂａｌｌｕｓ）、 鼠（Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ） 和猪 （ Ｓｕｓ
ｓｃｒｏｆａ） 的相似性都低于 ８０％， 说明在遗传进化过程

中， ＯＰＮ 基因序列保守性较低。 系统发育进化树结果

表明， ＯＰＮ 基因与反刍动物牛和绵羊的遗传距离最

近， 而与其他动物的遗传距离较远 （图 ３）。

图 ２　 不同物种 ＯＰＮ 蛋白氨基酸序列相似性比较

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｏｆ ＯＰＮ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ



２８８　　 　 基因组学与应用生物学

图 ３　 不同物种 ＯＰＮ 基因的系统发育进化树

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｔｒｅｅ ｏｆ ＯＰＮ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

１. ４　 ＯＰＮ 基因在单羔、 多羔黔北麻羊性腺轴中的

表达

　 　 实时定量 ＰＣＲ 结果显示， ＯＰＮ 基因在单羔组和

多羔组黔北麻羊垂体、 卵巢、 下丘脑中均有表达，
其相对表达量从高到低为下丘脑、 垂体、 卵巢， 且

它们之间差异极显著 （Ｐ＜０. ０１）， 在输卵管和子宫

内的表达量较低； 组间比较发现， ＯＰＮ 基因在多羔

组垂体、 卵巢、 下丘脑中的表达更高， 均极显著高

于单羔组的 （Ｐ＜０. ０１） （图 ４）。 卵巢中卵泡的发育

及成熟是影响山羊产羔数的重要因素， 因此推测

ＯＰＮ 基因在卵巢中可能发挥积极作用， 与山羊繁殖

性状呈正相关关系。

∗表示差异显著（Ｐ＜０. ０５）； ∗∗表示差异极显著（Ｐ＜０. ０１）； 不同小写字母表示

差异极显著（Ｐ＜０. ０１）， 相同小写字母表示差异不显著（Ｐ＞０. ０５）。
∗ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ ＜ ０. ０５）； ∗∗ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０. ０１）； Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｅｘｒｔｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅ⁃
ｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０. ０１）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
（Ｐ＞０. ０５）．

图 ４　 ＯＰＮ 基因在黔北麻羊单羔、 多羔性腺轴中的表达

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＯＰＮ ｇｅｎｅ ｉｎ ｍｏｎｏｔｏｃｏｕｓ ａｎｄ ｐｏｌｙｔｏｃｏｕｓ ｇｏｎａｄａｌ
ａｘｉｓ ｏｆ Ｑｉａｎｂｅｉ Ｍａ ｇｏａｔ
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１. ５　 黔北麻羊 ＯＰＮ 基因真核表达载体的构建

　 　 采用 ＸｈｏⅠ、 ＢａｍＨⅠ限制性内切酶对真核表达

载体 ｐＥＧＦＰ⁃Ｃ１⁃ＯＰＮ 进行双酶切， 产物经琼脂糖凝

胶电泳检测， 结果显示（图 ５）， 在泳道 １ 中 ５ ５００ ｂｐ
左右出现一条亮带， 为 ｐＥＧＦＰ⁃Ｃ１⁃ＯＰＮ 真核表达载

体的目的条带； 在泳道 ２ 中 ４ ７００ ｂｐ 和 １ ０００ ｂｐ 左

右分别出现一条亮带， ４ ７００ ｂｐ 左右条带代表 ｐＥＧ⁃
ＦＰ⁃Ｃ１ 空载体的目的条带， １ ０００ ｂｐ 左右条带代表

目的基因 ＯＰＮ 的条带。 以上结果说明 ＯＰＮ 基因已

成功载入 ｐＥＧＦＰ⁃Ｃ１ 表达载体， 表明 ｐＥＧＦＰ⁃Ｃ１⁃
ＯＰＮ 真核表达载体构建成功。

１. ６　 黔北麻羊 ＯＰＮ 基因过表达效率检测

　 　 将 ｐＥＧＦＰ⁃Ｃ１⁃ＯＰＮ 和 ｐＥＧＦＰ⁃Ｃ１ 空载体质粒转染

卵巢颗粒细胞 ２４ ｈ 后， 使用荧光蛋白法检测其转染效

率， 结果发现， 两组细胞中绿色荧光蛋白数量基本一致

（图 ６Ａ）。 在转染 ４８ ｈ 后， 使用实时定量 ＰＣＲ 检测两

组细胞中 ＯＰＮ 基因的表达量， 结果（图 ６Ｂ）表明， 与

ｐＥＧＦＰ⁃Ｃ１ 组相比， ｐＥＧＦＰ⁃Ｃ１⁃ＯＰＮ 组能极显著上调

ＯＰＮ 基因的表达 （Ｐ＜０. ０１）， 表明 ＯＰＮ 基因过表达载

体构建成功且正确表达， 可进行下一步实验。

Ｍ 表示 ＤＮＡ Ｍａｋｅｒ １５ ０００； １． ｐＥＧＦＰ⁃Ｃ１⁃ＯＰＮ 重组载体

鉴定结果； ２． ｐＥＧＦＰ⁃Ｃ１⁃ＯＰＮ 双酶切后的鉴定结果。
Ｍ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ＤＮＡ Ｍａｋｅｒ １５ ０００； １． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｏｆ ｐＥＧＦＰ⁃Ｃ１⁃ＯＰＮ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｅｃｔｏｒ； ２． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐＥＧＦＰ⁃Ｃ１⁃ＯＰＮ ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ．

图 ５　 ｐＥＧＦＰ⁃Ｃ１⁃ＯＰＮ 载体的双酶切结果

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ｐＥＧＦＰ⁃
Ｃ１⁃ＯＰＮ ｖｅｃｔｏｒ

∗∗表示差异极显著（Ｐ＜０. ０１）； ｎ＝ ３。
∗∗ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０. ０１）； ｎ＝ ３．

图 ６　 黔北麻羊 ＯＰＮ 基因转染效率和 ＯＰＮ 基因的相对表达量检测

（Ａ） 黔北麻羊 ＯＰＮ 基因转染效率检测； （Ｂ） ＯＰＮ 基因的相对表达量检测

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＯＰＮ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｑｉａｎｂｅｉ Ｍａ ｇｏａｔ
（Ａ） Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ＯＰＮ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｑｉａｎｂｅｉ Ｍａ ｇｏａｔ； （Ｂ） Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＯＰＮ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｑｉａｎｂｅｉ Ｍａ ｇｏａｔ

１. ７　 过表达 ＯＰＮ 基因对黔北麻羊繁殖相关基因的

影响

　 　 转染颗粒细胞 ４８ ｈ 后， 实时定量 ＰＣＲ 检测

ｐＥＧＦＰ⁃Ｃ１⁃ＯＰＮ 和 ｐＥＧＦＰ⁃Ｃ１ 组中繁殖相关基因

ＢＭＰＲ⁃１Ｂ、 ＢＭＰ１５ 和 ＦＳＨβ 的表达量， 结果表明， 过

表达 ＯＰＮ 基因后， 极显著上调 ＢＭＰ１５ 基因的表达

（Ｐ＜０. ０１）， 上调了 ＢＭＰＲ⁃１Ｂ 和 ＦＳＨβ 基因的表达，
但差异不显著（Ｐ＞０. ０５）（图 ７）。
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∗∗表示差异极显著（Ｐ＜０. ０１）； ｎ＝ ３。
∗∗ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０. ０１）； ｎ＝ ３．

图 ７　 过表达 ＯＰＮ 基因对繁殖相关基因表达量的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＯＰＮ ｇｅｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ

２　 讨论与结论

　 　 ＯＰＮ 是一种高度磷酸化的多功能分子， 在调节

免疫、 组织修复、 血管生成、 组织重建等生物学过

程中都扮演着重要角色， 近年来人们还发现它也参

与哺乳动物的繁殖调控。 研究发现， ＯＰＮ 可能参与

了精子的发生及成熟过程， 并与精子的活力和受精

能力密切相关 （刘倩 等， ２０１３）， 在猪精液中 ＯＰＮ
基因表达量与窝产活仔数呈正相关 （陈云 等，
２０２０）。 此外， ＯＰＮ 能够与整联蛋白结合以促进细

胞与细胞之间的附着和交流 （Ｇａｒｌｏｗ ｅｔ ａｌ．， ２００２），
这是由于 ＯＰＮ 基因存在介导细胞附着信号转导高

度保守的 ＲＧＤ 基序 （Ｓｏｄｅｋ ｅｔ ａｌ．， ２０００）， ＯＰＮ 这种

信息传递、 细胞黏附、 迁移、 增殖的作用对子宫⁃胚
胎组织营养的传导具有重要作用。

在羊上的研究发现， ＯＰＮ 能在绵羊子宫的特

定部位发挥独特作用， 通过对组织和血液等基质

植入营养来支持胎盘、 胎儿生长和发育 （Ｄｕｎｌａｐ ｅｔ
ａｌ．， ２００８）， 且其表达量的增加与妊娠子宫内血管

生成的增加有关。 ＯＰＮ 基因在绵羊胎盘中高度表

达， 是胚胎着床的重要介质， 而且在黄体期， ＯＰＮ
的表达水平是周期依赖性的， 其表达峰值在黄体

期 （Ｔｒｅｍａｉｎｅ ａｎｄ Ｆｏｕｌａｄｉ⁃Ｎａｓｈｔａ， ２０２１）。 此外， 对

胚胎着床过程的研究发现， ＯＰＮ、 β３ 整合素亚基

（ ＩＴＧＢ３）、 一氧化氮合酶 ３（ＮＯＳ３）共同参与了这

一调控过程。 Ｆｒａｎｋ 等 （ ２０２１） 研究发现， ＩＴＧＢ３
参与了包括绵羊在内的多个物种的黏附级联， 其

在绵羊胚胎中的丢失， 降低了 ＯＰＮ 和 ＮＯＳ３ 基因

的表达， 从而改变了子宫内膜中营养物质的运输

及胚胎生长所需的尿囊血管的发育； 在大足黑山

羊上的研究发现， ＯＰＮ 与 ＶＥＧＦ、 ＲＡＰＧＥＦ３ 等基因

共同参与了对滋养细胞增殖、 侵袭、 迁移和融合的

调节 （Ｌｕｏ ｅｔ ａｌ．， ２０２１）。 本研究通过分析 ＯＰＮ 在

不同繁殖率黔北麻羊卵巢、 输卵管、 子宫、 垂体、
下丘脑中的表达情况， 发现 ＯＰＮ 在多羔组黔北麻

羊垂体、 下丘脑和卵巢中的表达量显著高于单羔

组的（Ｐ＜０. ０１）， 表达量依次为下丘脑＞垂体＞卵

巢。 这一研究结果与 Ｄｕｎｌａｐ 等 （２００８） 在绵羊上

的研究具有一定差异， 分析原因可能是由于课题

组在子宫的采样部位和采样时羊只所处的发情周

期有关。
由于“下丘脑⁃垂体⁃性腺”轴精密调控着卵泡的

发育及闭锁退化， 而卵泡的发育程度直接影响了卵

巢中卵泡数量、 卵巢分泌功能和个体生殖能力 （郭
艺璇， ２０１８）。 在卵泡的发生与发育过程中， 卵巢颗

粒细胞扮演着重要角色， 其生理状态与卵巢功能直

接相关， 通过调节细胞增殖、 分化、 周期和凋亡来

控制卵泡生长、 发育和闭锁 （王健宏和周惠芳，
２０１３）。 研究发现 ＢＭＰ１５ 基因在哺乳动物卵泡发育

中发挥重要作用 （刘霜 等， ２０１６； 覃玉凤 等，
２０１７）， 且 ＢＭＰ１５ 突变与颗粒细胞早熟及卵泡体积

变化密切相关 （Ｇａｌｌｏｗａｙ ｅｔ ａｌ．， ２０００）； 此外， 由颗

粒细胞分泌的 ＦＳＨ、 ＬＨ 等激素为卵泡的生长发育创
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造了良好的环境， 精准地调控着卵泡的生长发育

（Ｍａｔｓｕｄａ ｅｔ ａｌ．， ２０１２； Ｂａｕｆｅｌｄ ａｎｄ Ｖａｎｓｅｌｏｗ， ２０１３），
随着卵泡的不断发育， ＢＭＰＲ⁃１Ｂ 表达水平逐渐升高

（Ｌｉ ｅｔ ａｌ．， ２０２１）， 而且研究还发现 ＢＭＰＲ⁃１Ｂ 表达水

平的降低会导致卵泡颗粒细胞的凋亡 （Ｙａｏ ｅｔ ａｌ．，
２０１９）。 因此， ＢＭＰ１５、 ＢＭＰＲ⁃１Ｂ 和 ＦＳＨβ 常被作为

产羔标志基因。 为验证 ＯＰＮ 基因与繁殖指标基因

间的关系， 本研究通过过表达 ＯＰＮ 基因， 观察上调

ＯＰＮ 基因后对颗粒细胞中繁殖相关基因表达的影

响， 进而判断 ＯＰＮ 基因不同表达水平与黔北麻羊繁

殖性状的关系。 结果发现， 过表达 ＯＰＮ 基因后， 上

调了繁殖相关基因 ＢＭＰ１５、 ＢＭＰＲ⁃１Ｂ 和 ＦＳＨβ 的表

达， 其中 ＢＭＰ１５ 达到极显著差异水平 （Ｐ ＜０. ０１），
这与刘霜等 （２０１６） 在金堂黑山羊、 藏山羊中的结

果一致， 推测 ＯＰＮ 基因可能是通过调控 ＢＭＰ１５、
ＢＭＰＲ⁃１Ｂ 和 ＦＳＨβ 等繁殖相关基因来调控山羊排卵

数， 从而影响山羊的产羔数。

３　 材料与方法

３. １　 实验动物

　 　 实验动物来自贵州省富兴畜牧业开发有限公司

黔北麻羊养殖场， 选择体质健康、 繁殖记录完整清

晰、 繁殖性能正常、 ３ 周岁且平均体重约为 ４５ ｋｇ 的

单羔和多羔黔北麻羊各 ３ 只 （连续 ２ 胎产双羔以上

为多羔组， 连续 ２ 胎产单羔为单羔组）， 根据《羊屠

宰操作规程》（ＤＢ２２ ／ Ｔ２７４０—２０１７） 在发情第 １ 天按

照动物伦理 （ＥＡＥ ＧＺＵ⁃２０２１⁃Ｔ０８３） 要求进行屠宰，
迅速采集下丘脑、 卵巢、 子宫、 输卵管和垂体组织，

使用锡箔纸包好置于液氮中， 带回实验室于－８０ ℃
冰箱保存备用， 用于提取组织 ＲＮＡ。 黔北麻羊卵巢

颗粒细胞由课题组前期参考高可心（２０１８）的方法，
分离鉴定后冻存。

３. ２　 主要试剂及仪器

　 　 Ｔｒｉｚｏｌ、 反转录试剂盒购自美国赛默飞世尔科技

有限公司； ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒、 ５０×ＴＡＥ （Ａｃｅ⁃
ｔａｔｅ⁃ＥＤＴＡ ｂｕｆｆｅｒ， Ｔｒｉｓ 乙酸盐 ＥＤＴＡ 缓冲液） 缓冲

液、 琼脂糖、 荧光定量 ＰＣＲ ｍｉｘ、 ＤＬ１５ ０００ ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ、 质粒提取试剂盒购自美国爱思进生物技术

有限公司； ｐＥＧＦＰ⁃Ｃ１ 空载体、 Ｘｈｏ Ⅰ、 ＢａｍＨ Ⅰ限

制性内切酶、 Ｔ４ ＤＮＡ ｌｉｇａｓｅ、 细胞培养瓶购自贵州

西宝生物有限公司； ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２（１ ∶ １）培养基、 胎

牛血清、 青链霉素、 ＰＢＳ 缓冲液均购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏ⁃
ｇｅｎ 生命技术有限公司； ＰＣＲ 扩增仪 （型号为

Ｃ１００）、 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪 （型号为 ＣＦＸ９６）、
化学发光凝胶成像系统购自美国伯乐生命医学产

品有限公司。

３. ３　 引物的设计及合成

　 　 根据 ＮＣＢＩ 基因库中 ＯＰＮ 基因 ｍＲＮＡ 序列

（ＸＭ＿０１３９６４５０４. ２） ＣＤＳ 区， 利用 Ｐｒｉｍｅｒ ５. ０ 引物

设计软件设计 ＯＰＮ 基因 ＣＤＳ 区克隆引物及实时定

量 ＰＣＲ 引物， 其中用于基因克隆的上、 下游引物分

别添加 ＸｈｏⅠ和 ＢａｍＨⅠ酶切位点， 实时定量 ＰＣＲ
实验以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参基因， 繁殖相关基因引物序列

参考文献 （洪磊 等， ２０２０）， 引物由北京擎科生物科

技有限公司合成， 引物信息见表 １。

表 １　 基因克隆及 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 引物信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

基因

Ｇｅｎｅ
引物序列 （５′⁃３′）

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′⁃３′）
片段大小 ／ ｂｐ

Ｆｒａｇｍｅｎｔ ｓｉｚｅ ／ ｂｐ
酶切位点

Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｃｕｔｔｉｎｇ ｓｉｔｅ

ＯＰＮ
Ｆ： ＣＣＣＴＣＧＡＧＡＴＧＡＣＣＡＴＧＡＧＡＡＴＴＧＣＡ
Ｒ： ＣＧＧＧＡＴＣＣＴＣＡＧＴＴＧＡＣＣＴＣＡＧＡＡＧＡ

８４０
ＸｈｏⅠ

ＢａｍＨⅠ

ＯＰＮ
ｑＦ： ＴＴＴＴＣＡＣＴＣＣＡＣＣＴＴＴＣＣＣＴＡ
ｑＲ： ＡＡＧＴＣＣＴＣＣＴＣＴＧＴＧＧＣＡＴＣ

１３３

β⁃ａｃｔｉｎ
ｑＦ： ＧＧＴＧＣＣＣＡＴＣＴＡＣＧＡＧＧ
ｑＲ： ＣＴＴＧＡＴＧＴＣＡＣＧＧＡＣＧＡＴＴ

１５４

３. ４　 生物信息学分析　

　 　 利 用 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔ⁃
ｐａｒａｍ ／ ）预测 ＯＰＮ 的理化性质。 利用 ＮｅｔＰｈｏｓ３. １
Ｓｅｒｖｅｒ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＮｅｔＰｈｏｓ ／ ） 数

据库分析 ＯＰＮ 磷酸化位点。 利用 ＮＣＢＩ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／

ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ） 数据库搜索其他物种 ＯＰＮ 氨

基酸 序 列 信 息， 通 过 ＤＮＡＳｔａｒ （ Ｖ７. １. ０ ） 中 的

Ｍｅｇａｌｉｇｎ 程序和 ＭＥＧＡ（Ｖ７. ０. ２６）软件分析不同

物种 ＯＰＮ 氨基酸序列同源性并构建系统发育进

化树。
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３. ５　 实时定量 ＰＣＲ 检测 ＯＰＮ 基因在黔北麻羊性

腺轴组织中的表达

　 　 采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取黔北麻羊不同性腺轴组织总

ＲＮＡ， 超微量分光光度计检测其浓度和纯度（ＯＤ２６０ ／
ＯＤ２８０为 １. ８～２. ０） 后， 按照反转录试剂盒说明书反

转录获得 ｃＤＮＡ。 将 ｃＤＮＡ 稀释至相同浓度作为模

板， 采用实时定量 ＰＣＲ 检测 ＯＰＮ 基因在单羔、 多羔

黔北麻羊下丘脑、 卵巢、 子宫、 输卵管和垂体组织

中的表达。 反应体系为 １０ μＬ： ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ｍｉｘ ５ μＬ、
ｃＤＮＡ １ μＬ、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 上下游引物各 ０. ５ μＬ、 ３ μＬ
ｄｄＨ２Ｏ； 反应条件： ９５ ℃预变性 ２ ｍｉｎ， ９５ ℃ 变性

１５ ｓ， ５４ ℃ 退火 ３０ ｓ， ７０ ℃ 延伸 ３０ ｓ， 添加 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 自带的熔解曲线， 反应 ３５ 个循环。 以 β⁃ａｃｔｉｎ
为内参基因， 每组 ３ 个重复。

３. ６　 ＯＰＮ 亚克隆载体及重组表达载体的构建

　 　 根据琼脂糖凝胶电泳结果， 按照目的基因条带

大小， 将含有目的基因的条带按照 Ａｘｙｇｅｎ 胶回收试

剂盒使用说明书进行回收。 将回收的 ＯＰＮ 片段在

Ｔ４ ＤＮＡ ｌｉｇａｓｅ 的作用下与 ｐＥＧＦＰ⁃Ｃ１ 载体连接， 并

转化 ＤＨ５α 感受态细胞， 筛选阳性菌落扩繁， 双酶

切和测序鉴定正确后保存备用。

３. ７　 ｐＥＧＦＰ⁃Ｃ１⁃ＯＰＮ 转染至卵巢颗粒细胞

　 　 将分离鉴定后的山羊卵巢颗粒细胞从液氮中

取出， 迅速于 ３７ ℃ 水浴中溶解， １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心５ ｍｉｎ， 弃掉上清， 加入适量培养基， 反复吹打

混匀， 按照每孔 ３０ 万个细胞的含量， 将细胞均匀

加入 ６ 孔板中， 随后再加入 ２ ｍＬ 完全培养基培

养过夜； 第２ ｄ， 更换 ３％ 血清的无抗生素培养基，
根据 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ Ｒｅａｇｅｎｔ 转染试剂盒使

用方法， 转染 ｐＥＧＦＰ⁃Ｃ１⁃ＯＰＮ 和 ｐＥＧＦＰ⁃Ｃ１ 空载

体质粒， 转染２４ ｈ后， 使用倒置显微镜观察细胞

转染效率。

３. ８　 检测 ＯＰＮ 过表达效率及其对繁殖基因的影响

　 　 转染 ｐＥＧＦＰ⁃Ｃ１⁃ＯＰＮ 和 ｐＥＧＦＰ⁃Ｃ１ 空载体质粒

４８ ｈ 后， 采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取细胞总 ＲＮＡ， 逆转录为

ｃＤＮＡ 后， 将 ｃＤＮＡ 稀释至相同浓度作为模板， 首先

使用 ｑＰＣＲ 检测 ＯＰＮ 基因在 ２ 组细胞中的表达量，
随后再次使用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测过表达 ＯＰＮ 基因后对

繁殖相关基因 ＢＭＰ１５、 ＢＭＰＲ⁃１Ｂ 和 ＦＳＨβ 的表达量

的影响， 进一步分析 ＯＰＮ 基因与黔北麻羊繁殖性状

的关系。

３. ９　 数据分析

　 　 实时定量 ＰＣＲ 数据结果使用 ２－ΔΔＣｔ法计算， 结

果由 ３ 次的重复实验所得， 以平均值±标准差表示。
在不同组织中， 采用多重比较的方法， 相同字母表

示差异不显著（Ｐ＞０. ０５）； 不同字母表示差异极显著

（Ｐ＜０. ０１）。 在相同组织中， 采用 ｔ 检验， “∗”表示

差异显著（Ｐ＜ ０. ０５）， “∗∗” 表示差异极显著 （Ｐ＜
０. ０１）。 所有结果使用 ＳＰＳＳ （ｖ １９. ０） 数据分析和

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ （ｖ ９. ０） 图形分析软件分别进行相

关数据的统计分析和图表处理。
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