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绵羊 ＰＲＬＨ及其受体基因的克隆及
在下丘脑垂体性腺轴中差异表达的研究
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　　摘要：为了探讨 ＰＲＬＨ及其受体基因在绵羊性腺轴中的表达，以绵羊下丘脑垂体性腺轴系为研究对象，克隆了

ＰＲＬＨ及其受体基因 ＰＲＬＨＲ，构建了系统进化树，并利用 ｑＲＴＰＣＲ技术对 ＰＲＬＨ及其受体基因在绵羊性腺轴中不同组

织的表达差异做了研究。结果表明，绵羊 ＰＲＬＨ和 ＰＲＬＨＲｍＲＮＡ核苷酸序列分别为 １１３，２３７ｂｐ，ＰＲＬＨ基因核苷酸序

列与山羊、牛、人、小鼠的同源性分别为 ９６．８％，９３．３％，８０．３％，７４．６％，ＰＲＬＨＲ基因与藏羚羊、山羊、牛、人和小鼠的

同源性分别为 １００％，９９．３％，９７．３％，９０．４％，８４．４％；ＰＲＬＨ及其受体基因在绵羊的下丘脑、垂体、子宫和卵巢中均有

一定量的表达，且 ＰＲＬＨ基因在下丘脑、垂体和卵巢中的表达要显著低于子宫（Ｐ＜０．０５）；ＰＲＬＨＲ在子宫与垂体中的

表达差异显著（Ｐ＜０．０５），其他差异不明显。说明下丘脑、垂体、子宫和卵巢是 ＰＲＬＨ合成分泌和发挥作用的主要器官。
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　　１９９８年，日本学者 Ｈｉｎｕｍａ等［１］
从牛下丘脑提

取出一种新的 ＲＦ肽，发现此肽能有效地促进大鼠
垂体前叶细胞释放促乳素（Ｐｒｏｌａｃｔｉｎ，ＰＲＬ），而对其

他垂体激素释放则没有影响，于是被命名为催乳素

释放肽（Ｐｒｏｌａｃｔｉｎｒｅｌｅａｓｉｎｇｐｅｐｔｉｄｅ，ＰｒＲＰ）。ＰｒＲＰ受
体属 Ｇ蛋白偶联受体，在不同种属中命名不同，绵
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羊中又称 ＰＲＬＨＲ，因此 ＰｒＲＰ又称 ＰＲＬＨ。
许多研究都证明，在哺乳动物的垂体、下丘脑和

性腺等组织中均有 ＰＰＬＨ及其受体基因的广泛表
达。Ｆｕｊｉｉ等［２］

以小鼠和人为研究对象的研究表明，

ＰＲＬＨ及其受体在中枢系统、垂体和其他组织中广
泛存在。秦津等

［３］
研究表明，ＰＲＬＨ在青年摩杂一

代水牛下丘脑、垂体、性腺和其他组织中也广泛存

在。在绵羊上，对于 ＰＲＬＨ及其受体基因表达的研
究还相对不足，ＰＲＬＨ确切的生理功能还有待于进
一步的探讨和研究。

本研究以绵羊为研究对象，克隆分析 ＰＲＬＨ及
其受体基因，同时利用 ＲＴＰＣＲ技术研究 ＰＲＬＨ及
其受体基因在绵羊下丘脑、垂体、子宫和卵巢这４种
组织中的表达情况，从而为进一步探讨催乳素对繁

殖影响的作用途径及调控机理奠定基础。

１　材料和方法

１．１　试验动物
本研究所用的组织取自兰州市小西湖忠华屠宰

场。采集 ５只成年母羊的垂体、下丘脑、子宫、卵巢
４种组织迅速放到液氮中冷冻，然后于 －８０℃保
存，用于组织表达分析。

１．２　主要试剂
ＤＥＰＣ、ＩＰＴＧ、ｘｇａｌ、Ａｍｐ、ＴｒａｎｓＺｏｌＲＮＡ提取试

剂、一步法反转录 ｃＤＮＡ试剂盒、ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ Ｔｏｐ
ＧｒｅｅｎｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ、Ｔｒａｎｓ１０感受态细胞（购自北
京全式金生物）；胶回收试剂盒，质粒抽提试剂盒

（购自北京天根生化）；ＰＭＤ１８Ｔ载体（购自大连宝
生物）。

１．３　试验方法
１．３．１　绵羊组织 ｍＲＮＡ的提取　绵羊垂体、下丘
脑、子宫和卵巢组织总 ＲＮＡ提取及反转录均按照购
买的试剂盒步骤进行，最后分装并于 －２０℃保存。
１．３．２　总 ＲＮＡ浓度的测定　通过核酸蛋白微量测
定仪检测纯度、浓度及 Ａ２６０／２８０。
１．３．３　ｃＤＮＡ第一链的合成　反转录反应体系：模
板 ＲＮＡ２μＬ、ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１μＬ、２×ＲｅａｃｔｉｏｎＭｉｘ
１０μＬ、ＲＴ／ＲＩＥｎｚｙｍｅＭｉｘ１μＬ、ｇＤＮＡ Ｒｅｍｏｖｅｒ
１μＬ、ＲＮａｓｅｆｒｅｅＷａｔｅｒ６μＬ。反应程序：将 ＲＮＡ模
板、引物与 ＲＮａｓｅｆｒｅｅＷａｔｅｒ混匀，６５℃孵育 ５ｍｉｎ
后、冰浴２ｍｉｎ、然后再加入其他反应组分，之后在
４２℃孵育３０ｍｉｎ。
１．３．４　引物设计与合成　本研究所用引物是根据
ＮＣＢＩＧｅｎＢａｎｋ数据库中的 ＯｖｉｓａｒｅａｓＰＲＬＨ和 ＰＲＬ
ＨＲｍＲＮＡ序列，利用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计

引物，同时用 Ｏｌｉｇｏ６．０软件对引物进行评价。引物
序列信息如表１，由生工生物工程（上海）公司合成。

表 １　定量 ＰＣＲ引物序列及参数

Ｔａｂ．１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆ

ｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ

基因

Ｇｅｎｅ
引物序列（５′３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′３′）
产物长度／ｂｐ
Ｐｒｏｄｕｃｔｓｌｅｎｇｔｈ

ＰＲＬＨ Ｆ：ＡＴＣＣＣＴＣＣＴＣＣＴＣＣＡＣＡＡＧ １１３
Ｒ：ＧＧＴＣＣＴＴＣＣＡＧＧＣＴＡＡＣＧＴＣ

ＰＲＬＨＲ Ｆ：ＧＧＴＣＡＡＣＣＡＧＡＧＣＴＣＡＧＡＧＧ ２３８
Ｒ：ＣＡＧＧＧＣＴＡＧＧＴＴＡＣＣＧＡＴＧＡ

ＡＣＴＢ Ｆ：ＧＧＴＴＡＴＧＡＧＧＣＴＧＧＧＡＴＧＧ １３６
（βａｃｔｉｎ） Ｒ：ＡＴＧＧＴＴＧＣＴＡＡＧＧＧＣＡＧＧＡＴ

１．３．５　梯度 ＰＣＲ摸索适宜退火温度　反应体系
（２０μＬ）：模板 ｃＤＮＡ２μＬ、上下游引物各１μＬ、２×
Ｍｉｘ１０μＬ、ｄｄＨ２Ｏ６μＬ。梯度 ＰＣＲ反应程序：９５℃
预变性５ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ｓ，５５～６５℃退火 ３０ｓ，
７２℃延伸４０ｓ，３５个循环；７２℃延伸 １０ｍｉｎ。ＰＣＲ
扩增产物于１．２％琼脂糖凝胶电泳检测。
１．３．６　ｑＰＣＲ扩增目的基因　根据 ＴｒａｎｓＳｔａｒｔＴｏｐ
ＧｒｅｅｎｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ试剂盒（表 １）建议的反应体
系及优化确定的反应条件，进行内参基因和目的基

因的相对定量分析。不同组织重复试验 ４种组织，
每种组织另设技术重复 ４次，根据标准曲线以及熔
解曲线 Ｃ值计算定量结果。反应体系（１０μＬ）如
下：ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ（２×）１０μＬ、上下游引物
各０．４μＬ，ｃＤＮＡ溶液 １μＬ，ｄｄＨ２Ｏ８．２μＬ。扩增
条件为：９５℃ ３０ｓ；９５℃ ５ｓ，６１℃ ２０ｓ，７２℃ １５ｓ，
４５个循环；最后计算分析得到熔解曲线。
１．３．７　ＰＣＲ产物克隆测序　基因片段克隆使用天
根琼脂糖凝胶 ＤＮＡ回收试剂盒 ＰＣＲ产物进行回
收，ＰＣＲ产物与 ＰＭＤ１８Ｔ载体（ＴａＫａＲａ）的连接并
进行转化，培养１４ｈ后用灭菌牙签从培养基上挑取
一个蓝斑、数个白斑，分别在含 ＩＰＴＧ、ｘｇａｌ、Ａｍｐ的
２个培养基平板上划线培养，并做记号，３７℃培养
过夜。第２天，分别取几个饱满的白斑和一个蓝斑
单菌落，分别在含 Ａｍｐ的培养基中３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ
摇床过夜培养。将鉴定为阳性质粒对应的菌落，进

行摇菌培养，经 ＰＣＲ鉴定后，取１ｍＬ新鲜培养的菌
液送上海生工（生物）进行序列测定。

１．４　数据分析
采用相对定量解析方法，选用组织中稳定表达的

看家基因 βａｃｔｉｎ为内标基因进行标准化。所有数据
采用 ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计，文中数据均为“平均
数 ±标准误”，并采用单因素方差分析进行表达量差
异显著性检验以及用 ＬＳＤ方法进行多重比较。



２２　　　 华　北　农　学　报 ３０卷

２　结果与分析

２．１　ＲＮＡ提取检测
分别抽取３μＬ绵羊垂体、下丘脑、子宫和卵巢

组织提取的总 ＲＮＡ进行纯度和完整性的检测，用
１．２％琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ的质量，结果见图
１Ａ，可知２８ＳＲＮＡ和１８ＳＲＮＡ均为较明亮、无拖尾
的条带，说明样品总 ＲＮＡ是完整的，无降解，质量可
靠，符合生物学试验要求，可用于后续研究。

图 １　ＲＮＡ提取结果电泳检测（Ａ）

和 ＲＴＰＣＲ的扩增电泳检测结果（Ｂ）

Ｆｉｇ．１　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｔｏｔａｌＲＮＡａｎｄＲＴＰＣＲ

ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＰＲＬＨａｎｄＰＲＬＨＲ

２．２　ＲＴＰＣＲ的扩增
ＲＴＰＣＲ产物经 １．５％琼脂糖凝胶电泳，结果见

图１Ｂ，在绵羊垂体、下丘脑、子宫和卵巢组织中均
扩增出单一的特异条带，而且条带比较清晰明亮，与

预期目的片段大小相吻合。内参基因的扩增结果较

好，条带单一，亮度适中，说明 ＲＮＡ的提取以及 ＲＴ
ＰＣＲ过程均没有问题。
２．３　ｑＰＣＲ３荧光定量ＰＣＲ半定量结果（２－ΔΔＣｔ法）

试验组及对照组 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ荧光定量 ＰＣＲ
熔解曲线所得的 ＰＲＬＲ及内参基因（ＡＣＴＢ）扩增时
的峰值单一，说明没有引物二聚体和非特异性条带

形成。由扩增曲线可以看出扩增曲线间距非常均

一，平行性较好，说明目的基因与内参基因扩增效率

一致，符合以 ２－ΔΔＣｔ法进行相对定量的条件。通过
校正后的对照组和试验组各组织表达谱见图 ２。在
试验中，４个组织 ＰＲＬＲ的表达量均要小于内参基
因的表达，以 ２－ΔΔＣｔ最小的垂体为标准 １，得出数据
如表２。

表 ２　ＰＲＬＨ和 ＰＲＬＨＲ基因在下丘脑垂体性腺轴不同组织的表达量比较

Ｔａｂ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＰＲＬＨａｎｄＰＲＬＨＲｍＲＮＡｉｎｖａｒｉｏｕｓｔｉｓｓｕｅｓｏｆＨＰＧｓ

基因

Ｇｅｎｅ
垂体

Ｐｉｔｕｉｔａｒｙ
下丘脑

Ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ
子宫

Ｕｔｅｒｕｓ
卵巢

Ｏｖａｒｙ

ＰＲＬＨ ２．６６９３±０．２２０ａ １．００００±０．０ａ ６．１９１０±０．９３９ｂ ２．９４８３±１．０６０９ａ
ＰＲＬＨＲ １．８０１１±０．１８５ｂ １．３６０２±０．２９９ａｂ １．００２３±０．００２ａ １．６５１５±０．１２７ａｂ

　注：不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），相同小写字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５）。
　Ｎｏｔｅ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｒｏｍｅａｃｈｏｔｈｅｒ（Ｐ＜０．０５），ｔｈｅｓａｍｅｌｅｔｔｅｒｓａｒｅｎｏｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｒｏｍｅａｃｈｏｔｈｅｒ（Ｐ＞０．０５）．

图 ２　垂体、下丘脑、子宫和卵巢中 ＰＲＬＨ（Ａ）和 ＰＲＬＨＲ（Ｂ）ｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＲＬＨ（Ａ）ａｎｄＰＲＬＨＲ（Ｂ）ｍＲＮＡｉｎｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ，ｐｉｔｕｉｔａｒｙ，ｕｔｅｒｕｓａｎｄｏｖａｒｙ

图 ３　ＰＲＬＨ和 ＰＲＬＨＲ序列信息

Ｆｉｇ．３　ＳｅｑｕｅｎｃｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＰＲＬＨａｎｄＰＲＬＨＲ
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２．４　序列测定和分析
通过克隆和测序获得了绵羊 ＰＲＬＨ和 ＰＲＬＨＲ

ｍＲＮＡ１１３，２３７ｂｐ的核苷酸序列（图３），通过 ＤＮＡ
ＭＡＮ核苷酸同源性比对发现，绵羊 ＰＲＬＨ基因核苷

酸序列与山羊、牛、人、小鼠的同源性分别为 ９６．８％，
９３．３％，８０．３％，７４．６％。绵羊 ＰＲＬＨＲ基因核苷酸序
列与藏羚羊、山羊、牛、人和小鼠的同源性分别为

１００％，９９．３％，９７．３％，９０．４％，８４．４％（表３）。
表 ３　ＰＲＬＨ和 ＰＲＬＨＲ基因序列核苷酸同源性比对结果

Ｔａｂ．３　ＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅｈｏｍｏｌｏｇｙｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＰＲＬＨａｎｄＰＲＬＨＲ

ＰＲＬＨ　　　
同源性／％
Ｈｏｍｏｌｏｇｙ

ＰＲＬＨＲ　　　
同源性／％
Ｈｏｍｏｌｏｇｙ

人 Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ（ＮＭ０１４８９３） ８０．３ 人 Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ（ＮＭ００４２４８．２） ９０．４

牛 Ｂｏｓｔａｕｎｓ（ＮＭ１７４７９０．１） ９３．３ 牛 Ｂｏｓｔａｕｎｓ（ＮＭ００１０３０３００．１） ９７．３

小鼠 Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ（ＮＭ００１１０１６４７．１） ７４．６ 小鼠 Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ（ＮＭ２０１６１５．２） ８４．４

山羊 Ｃａｐｒａｈｉｃｕｓ（ＪＮ００５８７６．１） ９６．８ 山羊 Ｃａｐｒａｈｉｃｕｓ（ＸＭ００５６９８５３１．１） ９９．３

藏羚羊 Ｐａｎｔｈｏｌｏｐｓｈｏｄｇｓｏｎｉｉ（ＸＭ００５９５４０２１．１） １００．０

２．５　分子进化树分析
用 ＤＮＡＭＡＮ和 ＭＥＧＡ６．０构建分子进化树见

图４，对于 ＰＲＬＨ基因山羊与绵羊的亲缘关系最近，

而对于 ＰＲＬＨＲ基因绵羊与藏羚羊和山羊聚为一类，
这与哺乳动物的进化程度一致。

图 ４　ＰＲＬＨ（Ａ）和 ＰＲＬＨＲ（Ｂ）系统进化树

Ｆｉｇ．４　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｏｖｉｎｅＰＲＬＨａｎｄＰＲＬＨＲｇｅｎｅｓ

３　讨论

研究表明，ＰＲＬＨ在促进垂体分泌 ＰＲＬ过程中
起着非常重要的促进作用。许多学者都对其在小鼠

和牛上的表达规律进行研究。Ｋａｔａｏｋａ等［４］
应用原

位杂交技术对 ＰｒＲＰ在鼠脑中的表达进行了定量研
究，结果表明在延髓孤束核表达最多，占脑全部

ＰｒＲＰｍＲＮＡ的 ７５％，延髓的腹外侧网状核中度表
达，下丘脑的背内侧核和腹内侧核的表达量只占总

量的５％左右。Ｒｏｌａｎｄ等［５］
应用原位杂交技术发现

ＰｒＲＰ在鼠下丘脑的背内侧，脑干内孤束核的内侧部
分和腹外侧网状核中高表达。Ｃｕｒｌｅｗｉｓ等［６］

报道，

在绵羊的下丘脑边缘区域有强的 ＰｒＲＰｍＲＮＡ信号
表达，而 ＰｒＲＰｍＲＮＡ在延髓中的表达水平最高，下
丘脑的表达水平次之，在甲状腺、气管、肾上腺、睾

丸、子宫和卵巢等中广泛存在。本研究表明，ＰＲＬＨ
基因在绵羊的下丘脑、垂体、子宫和卵巢这４种组织
中均有表达，且有差异性表达。而子宫的表达量要

显著高于其他 ３种组织，说明子宫是绵羊 ＰＲＬＨ主
要的合成组织，其他 ３种组织也有一定的合成分泌
作用，这与之前的研究结果是有差异的，可能与采样

的部位、季节、保存方法等因素有很大的关系，其具

体的原因还有待近一步的探究。

Ｉｂａｔａ等［７］
研究表明，ＰｒＲＰＲｍＲＮＡ在小鼠上

表达丰度较高的部位是垂体，特别是垂体前叶表达

量最高，ＰｒＲＰＲｍＲＮＡ与 ＰｒＲＰｍＲＮＡ在组织中的
分布有显著差别。ＰｒＲＰＲｍＲＮＡ在外周组织中也
有一定表达，有研究表明，肾上腺、睾丸和附睾中不

同程度都有 ＰｒＲＰＲｍＲＮＡ的表达［８－９］
。Ｆｕｊｉｉ、Ｒｏ

ｌａｎｄ和 Ｉｂａｔａ［２，５，７］通过原位杂交和 ＲＴＰＣＲ技术研
究 ＰｒＲＰＲ即 ＧＰＲ１０的分布，结果表明，在垂体前
叶、丘脑网状部、室周核、孤束核、背内侧核都有大量

的表达，而其在下丘脑室旁核、视前区中部、下丘脑

腹外侧、胃和肾上腺中有少量的表达。本研究结果

显示，ＰＲＬＨＲ基因在绵羊的下丘脑、垂体、子宫和卵
巢这４种组织中均有表达，呈差异表达。卵巢的表
达量要显著高于子宫，而其他组织则没有差异，这与

先前的报道结果是一致的。同时 Ｋａｌｌｉｏｍｋｉ等［１０］

研究表明，ＰｒＲＰ受体 ｍＲＮＡ在垂体中表达水平最
高，在中枢神经系统、肾上腺和股骨中表达水平中

等，在卵巢、子宫、皮肤和肾脏等组织中表达水平

较低。

已有研究表明，ＰＲＬＨ及其受体基因在小鼠和
牛的不同组织均有一定的表达，但是这方面的研究

在绵羊上相对滞后。本研究成功克隆分析了 ＰＲＬＨ
及其受体基因，并通过 ｑＲＴＰＣＲ研究 ＰＲＬＨ及其受



２４　　　 华　北　农　学　报 ３０卷

体 ｍＲＮＡ在下丘脑垂体性腺轴上组织中的差异表
达，为其进一步的研究做好铺垫。
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