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  摘要:为阐明 BMPRIB 基因在牛的卵泡发育和分化中的作用及其分子机理,首先根据其他物种 BMPRIB 基因的保守序

列设计特异性引物,从蒙古牛卵巢中提取总 RNA,采用 RT-PCR技术扩增出蒙古牛 BMPRIB cDNA 序列;将此片段克隆到

pGM-T载体中,提取重组质粒,经 PCR鉴定和DNA 序列测定分析验证;符合 BMP家族基因结构特征, 然后根据此序列构建

cRNA探针,利用原位杂交技术检测牛卵巢 BMPRIB 基因 mRNA的表达情况。原位杂交结果显示, 牛 BMPRIB 基因,在初级

卵泡和次级卵泡早期表达,在颗粒细胞中表达,在次级卵泡晚期也有表达。
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Study on the Expression of BMPRIB mRNAMongolian Cattle Ovary
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Abstract:Specific primers was designed by conserver sequence of the other animals, total RNA was extracted fromovary of

cow and the cDNA encoding cow BMPRIB was amplified by the reverse transcription PCR(RT-PCR) , then the purified RT-

PCR product was cloned into PMD18-T vector. The results of PCR analysis of recombinant plasmid and DNA sequencing

demonstrated that the cow BMPRIB was belong to the family of bone morphogenetic protein, BMPRIB mRNA was specialized

expressed in cow fore primary and secondary follicle and follicle granulose cell, and expressed terminal secondary follicle by us-

ing situ hybridization.
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  哺乳动物卵泡的生长发育是一个由许多激素和各

种生长因子共同调节的复杂生理过程。尽管促性腺激

素( FSH和LH)在卵泡后期的生长发育过程中起着重要

作用[ 1- 3] ,然而许多研究表明卵泡发育的起始并不受

其直接调控。而卵泡内自身产生的生长因子可能在早

期卵泡发育的启动与维持过程中起重要作用[4]。

鉴于 BMPRIB 在卵泡发育过程中的重要调节作

用,本试验克隆了牛 BMPRIB 成熟肽编码区基因的

cDNA序列,并通过组织原位杂交检测其在卵巢内的表

达情况。为进一步阐明 BMPRIB 在哺乳动物生殖生理

过程中发挥作用的分子机制和生物学功能提供理论

依据。

1  材料和方法

111  试验动物及其组织

成年蒙古牛卵巢采自内蒙古黑城子示范牧场。牛

屠宰后立刻刮取卵巢组织, 一部分于液氮中冷冻供总

RNA提取用,另一部分投入4%多聚甲醛溶液固定后制

成石蜡包埋块备用。

112  试剂
RNA提取试剂 Trizol 购于 GIBCO公司;反转录试

剂盒、Taq DNA聚合酶、凝胶 DNA 回收试剂盒、DNA

Marker DL2000(分子量为 2 000, 1 000, 750, 500, 250, 100

bp) ,X-Gal和 IPTG均购自宝生物工程 (大连)公司;

pGM-T 连接试剂盒、T7引物和SP6引物购于TIANGENE
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公司;地高辛RNA标记试剂盒(T7/ SP6)和地高辛核酸

检测试剂盒购于Roche公司。

113 PCR引物的设计及合成
根据 GenBank中哺乳动物 ) 羊和小鼠的 BMPRIB

基因序列,利用计算机软件 DNAstar(Lasergene 5101)进
行基因序列的相似性比对得出这些序列的保守区,根

据该 cDNA保守区和引物设计原则设计一对PCR引

物,引物序列如下:

引物序列: P1: 5c-TCAGACGGTGTTGATGAGGCAT

GA-3c; P2: 5c-AAGCCCAGGTCAGCTATACAGCAA-3c。
预扩增片段约长400 bp。

114 总 RNA的提取

牛卵巢总RNA的提取主要参照文献[ 5]中Trizol

法进行。最后用无 RNase 去离子水溶解 RNA沉淀,

- 70e 保存备用。

115 RT-PCR反应
RT-PCR反应液的组成: 8LL 总RNA(约800 ng 总

RNA) , 10 LL 5 @反应缓冲液, 2 LL 25 mmol/ L MgCl2, 1

LL dNTP, 1 LL AMV 反转酶( 5 U/LL) , 1 LL Taq DNA

酶(5 U/LL) , 50 pmol上游引物, 50 pmol下游引物, 加

无RNase去离子水至 50 LL。另外设一个阴性对照,

即在RT-PCR 反应液中不加反转录酶 AMV, 以排除

RT-PCR产物是基因组DNA的扩增产物。

用引物P1、P2扩增目的基因cDNA序列。反应条

件如下: 45 e 保温 45 min, 使 RNA 逆转录为 cDNA;

94 e 预变性 2min, 94 e 预变性1min; 94 e 30 s, 4715 e

30 s, 72 e 2min, 35个循环; 72 e 延伸 5min。

116  目的基因的克隆与鉴定

按PCR产物纯化试剂盒先对 RT-PCR扩增产物

纯化, 然后用 T4 DNA 连接酶将纯化的 BMPRIB 基

因 cDNA片段与 pGM-T 载体(含 T7 和 SP6启动子)

连接, 产物转化宿主菌 DH5A感受态细胞,涂布含氨

苄青霉素、X-Gal和 IPTG的LB选择平板上。从转化

平板挑取白色菌落, 经培养后进行菌落 PCR鉴定。

将鉴定正确的阳性重组子送宝生物(大连)工程公司

进行序列测定。

117  探针模板的制备
用PCR产物作为探针标记的模板。以/ 1150中

P1、P2引物扩增产物( 400 bp)的重组质粒为模板,用

T7和 SP6引物再进行 PCR 扩增, 产生两端带有 T7

和SP6启动子的线性 DNA(约 600 bp) ,以此 DNA作

为探针合成的模板。PCR 反应体系及条件如下: 5

LL 10 @ Buffer(含 Mg2+ ) , 8 LL dNTP( 215 mmol/ L) , 2
LL T7引物( 10 Lmol/ L) , 2 LL SP6引物( 10 Lmol/L) ,

5 ng 质粒 DNA, 015 LL Taq DNA酶( 5 U/LL) , 加灭菌

水至 50 LL。94 e 预变性 2 min; 94 e 30 s, 4615 e

30 s, 72 e 2 min, 35个循环; 72 e 延伸 5min。扩增产
物经 112%琼脂糖凝胶电泳, 切下 600 bp处条带, 用
凝胶 DNA回收试剂盒回收纯化。

118  地高辛标记
按照地高辛 RNA 标记试剂盒说明进行。以胶

回收后的线性 DNA为模板, 用T7和 SP6 RNA 聚合

酶分别合成地高辛标记的反义和正义 BMPRIB cR-

NA探针。- 70 e 保存备用。
119  原位杂交

将包埋好的牛卵巢组织切成 9 Lm连续切片若

干张,在 DEPC水中展片,裱于粘附剂处理过的载玻

片上, 42 e 烤 4 h以上; 切片经二甲苯脱蜡, 梯度酒
精复水, 1 @ PBS冲洗后, 用 25 Lg/ mL 蛋白酶K 37 e

消化 30 min, 011 mol/ L 甘氨酸 10 min终止蛋白酶 K
的消化; 1 @ PBS 冲洗, 入 0125% 乙酰酐( 011 mol/ L
三乙酰醇胺配制)去电荷处理; 2 @ SSC 冲洗, 滴加

50%去离子甲酰胺于每张切片, 在加有2 @ SSC的湿

盒中 45 e 预杂交 30 min; 倾去预杂交液滴加 25 LL

杂交液( 50%去离子甲酰胺、10%葡聚糖硫酸酯、1 @
Denhardc s 溶液、10 mmol/ L Tris-HCl, pH810, 013
mol/ L NaCl, 1 mmol/L EDTA pH810, 10 mmol/L 变性
鲑精 DNA,约 500 ng/ mL 变性探针)于每张切片, 2 @
SSC湿盒中 45 e 杂交过夜; 37 e 下 SSC梯度系列洗

涤, 20 Lg/mL RnaseA 37 e 消化 30 min, 011 @ SSC

40 e 洗涤 2次; 洗涤液内停留片刻后滴加封闭液孵

育 30min,抗体液37 e 孵育 2 h;洗涤液冲洗,探测液
平衡,NBT/ BCIP显色液避光显色 14~ 16 h; TE缓冲

液终止显色反应, 梯度酒精脱水、伊红复染( 70%酒

精、80%酒精、90%酒精、1%伊红、95%酒精、100%酒

精Ñ、100%酒精Ò各 2 min) , 二甲苯透明, 中性树脂封

片,镜检。设两组阴性对照:杂交液中不加探针(空白

对照)和加正义探针,其余步骤均与试验组相同。

2  结果与分析

211  牛卵巢总 RNA的制备

采用Trizol法获得总RNA, 吸取 5LL 做 112%琼
脂糖凝胶电泳检测。结果显示, 28 s, 18 s 2条带清

晰明亮, 表明 RNA完整性好。

212  目的基因的扩增

通过 RT-PCR技术, 用引物 P1, P2扩增出目的

基因的 5c端序列为 400 bp(图 1) ,产物经 110%琼脂
糖凝胶电泳分析,设阴性对照即不加反转录酶 AMV

的无扩增产物,说明该扩增产物是以 mRNA为模板

扩增出来的。
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1, 3~ 5. RT-PCR产物; 2.未加反转录酶AMV的阴性对照。

M. DL2000 DNA Marker; 1, 3- 5. Product of RT-PCR;

2.Negative control w ithout AMV.

图 1 牛 BMPRIB RT-PCR 产物的琼脂糖凝胶电泳

Fig. 1 Electrophoresis analysis of cow BMPRIB

cDNA RT-PCR product

213  重组质粒的筛选和鉴定
阳性克隆筛选的方法和原理见文献 [ 5]。用

PCR扩增法鉴定重组子, 扩增产物经 110%琼脂糖
凝胶电泳分析, 结果见图 2,表明成功克隆到了 BM-

PRIB 基因。

214  牛 BMPRIB cRNA探针的合成及标记

用T7和 SP6 RNA 聚合酶分别合成地高辛标记

的反义和正义 BMPRIB cRNA 探针。用 DNase Ñ消
化以去除 DNA模板。取 2 LL 做 112% 琼脂糖凝胶
电泳检测。结果见图 3。

1, 2. PCR鉴定结果。

M.DL2000 DNA Marker; 1, 2. PCR analysis of sequence.

图 2  重组质粒 PMD18-T BMPRIB的菌落 PCR鉴定分析

Fig. 2 PCR electrophoresis analysis of recombinant
plasmid ( PMD18-T- Cow BMPRIB)

1.正义探针; 2. DNaseÑ 消化后的正义探针;
3.反义探针; 4. DNaseÑ 消化后的反义探针。

1. Sense probe; 2. Sense probe after digest ing with DNaseÑ ;
3. Ant isense probe; 4. Antisense probe after digesting with DNase Ñ .

图 3  探针电泳图
Fig. 3 Electrophoresis analysis of probe

A.初级和次级卵泡杂交结果; B.A 的空白对照; C. A的正义对照; D.接近成熟卵泡杂交结果; E.D 的空白对照; F. D的正义对照。

A. Result s of hybridizat ion in primary and secondary follicles; B. Blank control of A; C. Control of A with sense probe; D. Result s of hybridizat ion in late

secondary follicles; E. Blank control of D; F. Control of D with sense probe.

图 4 原位杂交结果

Fig. 4 In situ location of BMPRIB mRNA in bovine fillicles

215  原位杂交

用地高辛标记的牛 BMPRIB cRNA 探针检测

BMPRIB mRNA在卵巢内的表达部位及相对丰度。

结果显示, BMPRIB 从初级卵泡阶段开始表达, 在卵

母细胞内有强阳性信号,其他部位未见特异性信号。

在初级卵泡和次级卵泡早期, 信号在卵母细胞内呈

点状均匀分布(图 4-A) , 而在次级卵泡晚期接近成

熟时信号靠近卵母细胞膜周边(图 4-D)。同步进行
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的阴性对照(空白对照和正义探针对照)均无信号,

说明阳性信号是特异性杂交的结果。

3  讨论

不同的骨形态发生蛋白其表达方式和生理功能

不同。从已经克隆的人、羊、小鼠的 BMPRIB 基因的

DNA序列以及在卵母细胞中的表达可以推测, 该基

因可能涉及到卵母细胞的增殖、分化的调节, 该基因

的突变或失活可能影响动物的繁殖性状。因此,开

展对 BMPRIB 基因的研究将有助于人们从基因的角

度上阐明不育或多胎的形成和发展机制, 对医学和

畜牧业等领域将产生积极的影响。

我们根据已发表的人、小鼠和绵羊等 BMPRIB

基因的 cDNA序列,利用计算机软件进行同源性比

较,获得了这些 BMP 的保守序列, 根据这些保守序

列和引物设计原则设计并合成特异性引物, 以牛卵

巢为材料提取的总RNA作模板,采用RT-PCR法,成

功扩增出牛 BMPRIB 基因的部分 cDNA序列。

从 BMPRIB 在目前所研究的哺乳动物中的共同

表达倾向, 即在卵母细胞中的优先表达, 不难看出

BMPRIB 在卵泡的发育和卵母细胞的生长过程中发

挥着重要的调节作用[ 6]。Wilson等用原位杂交方法

发现 BMPRIB 特异在卵巢中的卵母细胞和颗粒细胞

上表达。BMPRIB mRNA 在所有卵泡的颗粒细胞中

的表达相似, 颗粒细胞可能是 BMPs表达的主要位

点。Yamada等在 1996发现在神经胶质瘤组织当中

BMPRIB 都有一定量的表达, 而且与早期星形细胞

瘤(Astrocytomas)组织相比, 在神经胶质瘤当中 BM-

PRIB 的数量明显较多。不仅如此 OP-1/ BMP7 在神

经胶质瘤当中也有大量的表达。Erickson G F 等发

现 BMPRIB mRNA 在子宫中也有表达。子宫内膜/

子宫的周期循环伴随着几种 BMPs 成员(包括配基、

受体和阻遏物)的表达。编码 BMP受体的 mRNA在

上皮细胞中 ( BMPR-IA,-IB 和- Ò )、periluminal 基质

( BMP-RIA和-R Ò )和平滑肌细胞( BMP-RIA和-R Ò )

中表达。所有这 3种受体的表达均表现出明显的周

期性[ 7, 8]。

总之, BMPRIB 在卵母细胞和颗粒细胞中的特

异性表达说明BMPRIB 是卵泡发育和卵母细胞生长

所必需的,并在排卵、受精等雌性生殖过程中许多阶

段发挥着重要作用, 但又存在种属差异。而 BM-

PRIB 在其他组织中的表达说明该基因可能还有其

他潜在的功能, 有待进一步研究。弄清 BMPRIB 在

不同物种中的生物学功能和作用机制有助于我们更

好地理解哺乳动物繁殖机理, 对医学和畜牧业等领

域将产生积极的影响。
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