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　 　 摘要：　 为了探讨 ＳＩＲＴ１ 基因在猪卵巢颗粒细胞生殖激素分泌中的作用，采用白藜芦醇和尼克酰胺处理猪卵

巢颗粒细胞，检测猪卵巢颗粒细胞中 ＳＩＲＴ１ 基因和生殖激素受体表达水平，分析 ＳＩＲＴ１ 基因与生殖激素受体表达量

的相关性。 结果表明，白藜芦醇和尼克酰胺可剂量依赖性地调节猪卵巢颗粒细胞中 ＳＩＲＴ１ 基因表达，ＳＩＲＴ１ 基因表

达量的升高可引起ＥＲ２、ＦＳＨＲ、ＬＨＲ 表达量上调，其相关系数分别为 ０．８２０ ６、０．５１９ ７和 ０．１４０ ７。 说明，ＳＩＲＴ１ 基因

参与猪卵巢颗粒细胞生殖激素受体表达调控，可影响猪卵巢颗粒细胞生殖激素分泌。
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及细胞衰老等调节过程［１⁃５］。 近年来研究发现，人、小
鼠和猪的 ＳＩＲＴ１ 基因与生殖激素分泌存在密切相关，
直接或间接参与生殖调控［６⁃８］。 在小鼠和人的卵巢组

织中可检测到 ＳＩＲＴ１ 蛋白，同时发现 ＳＩＲＴ１ 蛋白主要

定位于卵巢颗粒细胞中，且 ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ 表达量与黄

体化颗粒细胞分泌孕酮能力存在较强的相关［９］。 雌

性小鼠双侧卵巢切除模型研究发现，多种组织中

ＳＩＲＴ１ 蛋白表达量明显减少，在卵巢、心脏、主动脉和

骨骼肌中减少得尤为明显［１０⁃１１］。 ＳＩＲＴ１ 与生殖激素

分泌存在较大相关性，直接或间接参与生殖调控，但
具体机制尚不清楚。

卵巢颗粒细胞是目前广泛用于相关基因研究的

有效且成熟的细胞模型［１２⁃１３］，颗粒细胞中生殖激素

受体表达水平直接影响颗粒细胞分泌生殖激素的能

力。 因此，本研究通过白藜芦醇激活 ＳＩＲＴ１ 基因表

达和尼克酰胺抑制 ＳＩＲＴ１ 基因表达，分析 ＳＩＲＴ１ 基

因表达量对猪卵巢颗粒细胞中生殖激素受体表达水

平的影响。 该研究将有助于更好地探究 ＳＩＲＴ１ 基因

在猪卵巢颗粒细胞生殖激素分泌中的作用，为揭示

ＳＩＲＴ１ 基因影响猪生殖调控机制提供依据。

１　 材料与方法

１．１　 材 料

试验猪由江苏省农业科学院六合猪场提供，采
集新鲜健康的猪卵巢，置于 ３７ ℃生理盐水（添加青

霉素和链霉素）中，２ ｈ 内带回实验室。
１．２　 试 剂

新生胎牛血清、ＤＭＥＭ⁃Ｆ１２ 液体培养基购自

ＧＩＢＣＯ 公司；尼克酰胺（ＮＡＭ）、二甲亚砜（ＤＭＳＯ）、白
藜芦醇（ＲＥＳ）购自 ＳＩＧＭＡ 公司；Ｔｒｉｚｏｌ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

公司； ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ ＴＭ 购自 ＴａＫａＲａ 公司；Ｍ⁃
ＭＬＶ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ 购自 ＦＥＲＭＥＮＴＡＳ 公司；
其他试剂自行配制。
１．３　 猪卵巢颗粒细胞培养

采集新鲜猪卵巢经生理盐水冲洗后，用一次性注

射器抽取健康卵泡的卵泡液，９５０ ｇ 离心 ４ ｍｉｎ，收集

细胞。 加入适量 ＰＢＳ 悬浮，并清洗细胞。 吸取适量

细胞培养基将细胞重悬浮，调整细胞密度至 １ ｍｌ １０６，
接种于 ２５ ｍｌ 培养瓶中，每个培养瓶加 ３ ｍｌ 细胞培养

基，做相应标记，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养，１２
ｈ 后观察细胞贴壁状况，２４ ｈ 后换液。 猪卵巢颗粒细

胞密度达到 ８０％时，分别以 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ、２５ μｍｏｌ ／ Ｌ、５０
μｍｏｌ ／ Ｌ、７５ μｍｏｌ ／ Ｌ、１００ μｍｏｌ ／ Ｌ的白藜芦醇和尼克酰

胺处理 ２４ ｈ，采用荧光定量 ＰＣＲ 技术检测猪卵巢颗

粒细胞中相关生殖激素受体基因 ｍＲＮＡ 表达量。 以

无白藜芦醇和尼克酰胺处理为空白对照。
１．４　 荧光定量 ＰＣＲ 检测

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中公布的猪 ＳＩＲＴ１、甘油醛⁃３⁃磷
酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）、雌激素受体（ＥＲ２）、促卵泡激

素受体（ＦＳＨＲ）、黄体素受体（ＣＨＲ）基因序列设计

引物（表 １），引物由上海生物工程技术公司合成。
Ｔｒｉｚｏｌ 法提取猪卵巢颗粒细胞总 ＲＮＡ，紫外分光光

度计检测 ＲＮＡ 质量和浓度，进行反转录、荧光定量

ＰＣＲ 扩增。 目的基因、管家基因荧光定量 ＰＣＲ 程序

为：反应总体积 ２５􀆰 ０ μｌ，包括 ＳＹＢＲ ｐｒｅｍｉｘｅｓ Ｔａｑ
ＴＭ １２􀆰 ５ μｌ，上下游正反引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 ０􀆰 ５
μｌ，ｃＤＮＡ 模板 １􀆰 ０ μｌ，去离子水 １０􀆰 ５ μｌ，设无模板

对照。 采用两步法，反应条件均为： ９４ ℃预变性 １０
ｓ；９４ ℃ １０ ｓ，５８ ℃ ２０ ｓ，７２ ℃ １５ ｓ，３５ 个循环。 每

个处理重复 ３ 次。

表 １　 荧光定量 ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ

基因 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 引物序列 ＰＣＲ 产物 （ｂｐ）

ＳＩＲＴ１ ＥＵ２００９８４．１ 正向： ＡＴＴＣＴＴＧＴＧＡＡＡＧＴＧＡＴＧＡＧＧＡＴ １３０
反向： ＡＴＴＧＴＴＣＧＡＧＧＡＴＣＴＧＴＧＣＣ

ＧＡＰＤＨ ＮＣ＿０１０４４７．３ 正向： ＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴ １４８
反向： ＴＧＧＧＴＧＧＡＡＴＣＡＴＡＣＴＧＧＡＡＣ

ＥＲ２ ＥＦ１９５７６８ 正向： ＣＧＡＴＡＧＡＧＡＡＧＡＡＣＣＧＧＣＧＴＡＡＡＡ ２０２
反向： ＡＧＣＡＧＣＴＣＣＴＴＣＡＣＴＣＧＧＧＴＴＧＴ

ＦＳＨＲ ＮＭ＿２１４３８６．３ 正向： ＧＡＴＴＴＧＧＧＧＡＣＣＴＧＧＡＧＡＡＡ ８６
反向： ＴＴＴＧＧＧＣＡＧＡＴＴＧＧＡＧＡＡＣＡ

ＬＨＲ ＮＭ＿２１４４４９．１ 正向：ＴＧＴＧＡＡＡＧＣＡＣＡＧＣＡＡＧＧＡＧ １１７
反向：ＴＴＧＧＡＧＴＧＴＣＴＴＧＧＧＴＧＡＧＣ
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１．５　 数据统计分析

采用 ＳＰＳＳ１３．０ 软件进行不同浓度白黎芦醇、尼
克酰胺处理组中 ＳＩＲＴ１、ＧＡＰＤＨ、ＥＲ２、ＦＳＨＲ、ＬＨＲ 表

达量的方差分析以及 ＳＩＲＴ１ 与 ＥＲ２、ＦＳＨＲ、ＬＨＲ 表

达量的相关分析。

２　 结果与分析

２．１　 不同浓度白黎芦醇、尼克酰胺对 ＳＩＲＴ１ 表达量

的影响

　 　 采用荧光定量 ＰＣＲ 方法，检测不同浓度白黎芦

醇、尼克酰胺对猪卵巢颗粒细胞中 ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ 表

达量的影响。 结果表明，随着白黎芦醇浓度的升高，
ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ 表达量逐渐增多。 培养液中白黎芦醇

浓度低于 ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ时，处理组猪卵巢颗粒细胞中

ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ 表达量与空白对照组无显著差异。 白

黎芦醇浓度达到 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ时，处理组猪卵巢颗粒

细胞中 ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ 表达量达最大，极显著高于空

白对照组（Ｐ＜０􀆰 ０１）（图 １）。 相反，随着尼克酰胺浓

度的升高，猪卵巢颗粒细胞中 ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ 表达量

逐渐减少。 培养液中尼克酰胺浓度达到 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ
时，处理组猪卵巢颗粒细胞中 ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ 表达量

极显著低于空白对照组（Ｐ＜０􀆰 ０１）（图 ２）。 因此，选
用浓度为 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ的白藜芦醇和尼克酰胺用于后

续试验。

∗和∗∗分别表示相应处理组与空白对照组差异达到 ０． ０５ 和

０􀆰 ０１ 显著水平。
图 １　 白藜芦醇处理的猪卵巢颗粒细胞中 ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ 表达量

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ ｉｎ ｐｏｒｃｉｎｅ ｏｖａｒｉａｎ
ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ

２．２ 　 白黎芦醇和尼克酰胺对猪卵巢颗粒细胞中

ＥＲ ２、ＦＳＨＲ、ＬＨＲ 表达量的影响

　 　 采用荧光定量 ＰＣＲ 方法， 分析浓度为 ５０
μｍｏｌ ／ Ｌ白黎芦醇和尼克酰胺处理组中 ＥＲ ２、ＦＳＨＲ、

∗∗表示相应处理组与空白对照组差异达到 ０．０１ 显著水平。
图 ２　 尼克酰胺处理的猪卵巢颗粒细胞中 ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ 表达量

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ ｉｎ ｐｏｒｃｉｎｅ ｏｖａｒｉａｎ
ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｎｉａｃｉｎａｍｉｄｅ

ＬＨＲ ｍＲＮＡ 表达量。 结果表明，白藜芦醇处理组中，
ＦＳＨＲ ｍＲＮＡ 表达量极显著高于空白对照组 （Ｐ＜
０􀆰 ０１），ＥＲ ２ｍＲＮＡ 表达量与空白对照组差异未达到

显著水平（Ｐ＞０􀆰 ０５），ＬＨＲ ｍＲＮＡ 表达量低于空白对

照组，但差异也未达到显著水平（Ｐ＞０􀆰 ０５） （图 ３）；
而尼克酰胺处理组中，ＥＲ ２、ＦＳＨＲ、ＬＨＲ ｍＲＮＡ 表达

量均极显著低于空白对照组（Ｐ＜０􀆰 ０１）（图 ４）。

∗∗表示相应处理组与空白对照组差异达到 ０．０１ 显著水平。
图 ３　 白黎芦醇处理的猪卵巢颗粒细胞中 ＥＲ ２、ＦＳＨＲ、ＬＨＲ 表

达量

Ｆｉｇ． ３ 　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＥＲ ２， ＦＳＨＲ， ＬＨＲ ｍＲＮＡ ｉｎ

ｐｏｒｃｉｎｅ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ

２．３　 猪卵巢颗粒细胞中 ＳＩＲＴ１ 基因与 ＥＲ ２、ＦＳＨＲ、
ＬＨＲ 基因表达量的相关性
　 　 为了探讨颗粒细胞中 ＳＩＲＴ１ 表达量对 ＥＲ ２、
ＦＳＨＲ、ＬＨＲ ｍＲＮＡ 表达量的影响，本研究分析了
ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ 表达量与 ＥＲ ２、ＦＳＨＲ、ＬＨＲ ｍＲＮＡ 表达

量的相关性。 结果表明， ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ 表达量与

ＦＳＨＲ 和 ＥＲ ２存在较强的正相关，相关系数分别为
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∗∗表示相应处理组与空白对照组差异达到 ０．０１ 显著水平。
图 ４　 尼克酰胺处理的猪卵巢颗粒细胞中 ＥＲ ２、ＦＳＨＲ、ＬＨＲ 表

达量

Ｆｉｇ．４ 　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＥＲ２， ＦＳＨＲ， ＬＨＲ ｍＲＮＡ ｉｎ

ｐｏｒｃｉｎｅ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｎｉａｃｉｎａｍｉｄｅ

０．８２０ ６和０．５１９ ７； ＳＩＲＴ１ 与 ＬＨＲ 也存在正相关，但
相关系数仅为０．１４０ ７。

表 ２　 ＳＩＲＴ１ 与 ＥＲ ２、ＦＳＨＲ、ＬＨＲ 表达量的相关系数

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＳＩＲＴ１ ａｎｄ ＥＲ ２， ＦＳＨＲ，

ＬＨＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ

基因 ＳＩＲＴ１ ＬＨＲ ＦＳＨＲ ＥＲ ２

ＳＩＲＴ１ １．０００ ０

ＬＨＲ ０．１４０ ７ １．０００ ０

ＦＳＨＲ ０．８２０ ６∗ －０．０５６ ７ １．０００ ０

ＥＲ ２ ０．５１９ ７∗ ０．６５３ ０∗ ０．５９２ ３∗ １．０００ ０
∗表示相关系数达到 ０．０５ 显著水平。

３　 讨 论

母猪生殖激素在体内受到下丘脑⁃垂体⁃卵巢轴

的调节，下丘脑释放 ＧｎＲＨ，刺激垂体前叶释放 ＦＳＨ
和 ＬＨ，ＦＳＨ 和 ＬＨ 与卵巢上特定受体结合，促进卵

巢内卵泡的生长发育、成熟、排卵［１４⁃１５］。 成熟的卵

泡分泌雌二醇，排卵后的卵泡形成黄体，黄体分泌的

孕酮维持妊娠过程［１６］。 因此，卵巢上生殖激素受体

表达水平，直接影响卵巢内卵泡的生长发育，从而影

响母猪产仔数量。
近年来研究发现，在哺乳动物黄体细胞、卵母细

胞、颗粒细胞中均存在 ＳＩＲＴ１ 基因表达。 人和小鼠

的 ＳＩＲＴ１ 基因与卵巢中孕酮、雌激素分泌存在密切

相关性［１７］。 体外研究结果已证实，ＳＩＲＴ１ 通过蛋白

去乙酰化，增加 ｐ５３、ＮＦ⁃ｋβ、ＦＯＸＯ３ａ、ＳＴＡＴ３ 等活

性，促进颗粒细胞凋亡。 ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ 表达量与雌

激素分泌水平存在较强的正相关性［１８］。 随后研究

发现，激活 ＳＩＲＴ１ 信号通路，可显著影响颗粒细胞分

泌 Ｐ４ 和 ＩＧＦ⁃１ 能力，但具体作用机制尚不明确［１９］。
因此，本研究分析 ＳＩＲＴ１ 基因表达量的变化对猪卵

巢颗粒细胞中生殖激素受体表达水平的影响，结果

表明，白黎芦醇可有效激活 ＳＩＲＴ１ 基因表达，而尼克

酰胺可显著地抑制 ＳＩＲＴ１ 基因表达，ＦＳＨＲ、ＥＲ ２表达

量随着 ＳＩＲＴ１ 基因表达量的变化呈现规律性的改

变，相互间存在较强的相关性，相关系数分别达到

０．８２０ ６和０．５１９ ７。 该结果表明，猪卵巢颗粒细胞中

ＳＩＲＴ１ 表达水平影响 ＦＳＨＲ、ＥＲ ２、ＬＨＲ 表达量，ＳＩＲＴ１
基因表达量的升高可显著增强 ＦＳＨＲ 表达水平；而
ＳＩＲＴ１ 基因表达量下降，可显著降低 ＦＳＨＲ、ＥＲ ２、
ＬＨＲ 表达量。 因此，ＳＩＲＴ１ 基因表达量的变化可改

变猪卵巢颗粒细胞中生殖激素 ＦＳＨ、Ｅ２、ＬＨ 的敏感

性，从而影响猪卵巢卵泡发育。
综上所述，白黎芦醇和尼克酰胺可有效激活或

抑制 ＳＩＲＴ１ 基因表达， ＳＩＲＴ１ 基因的表达可影响

ＦＳＨＲ、ＥＲ ２、ＬＨＲ 表达量，从而影响 ＦＳＨ、Ｅ２、ＬＨ 的

敏感性，但具体调控机制尚需进一步研究。
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