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　 　 摘要：　 卵泡的选择和发育过程涉及到卵泡内多种基因表达的变化和调控。 绵羊卵泡的选择和发育过程与卵

泡直径变化密切相关。 以绵羊健康小卵泡（１～２ ｍｍ）和中卵泡（３～４ ｍｍ）为材料，进行 ＲＮＡ 测序，分析小卵泡发育

至中卵泡过程转录组水平变化特征。 在分子功能上显著变化的基因主要涉及酶活性的调节和离子结合；在细胞组

分上显著变化的基因主要涉及细胞外基质和质膜蛋白；在生物学过程上显著变化的基因主要涉及细胞增殖的正调

控、细胞通讯、免疫和刺激反应等过程。 ＫＥＧＧ 分析差异基因富集的通路主要是补体和凝血级联反应，吞噬小体，细
胞因子⁃细胞因子受体相互作用，ＴＧＦ⁃β 信号通路和轴突导向等。 从小卵泡到中卵泡表达上调的有脂代谢相关基因

（ＡＰＯＡ１、ＡＰＯＤ、ＡＰＯＥ），胰岛素样生长因子路径基因（ ＩＧＦＢＰ１、ＩＧＦＢＰ７），肿瘤生长因子 ｂｅｔａ 途径基因（ ＩＮＨＢＡ），核
心蛋白多糖基因（ＤＣＮ），血管发生基因（ＭＧＰ），跨膜 ４ 超家族成员 １ 基因（ＴＭ４ＳＦ１），胞外基质重建基因（ＭＭＰ１、
ＭＭＰ１３），五聚素 ３ 基因（ＰＴＸ３），金属蛋白酶组织抑制剂 １ 基因（ＴＩＭＰ１）。 从小卵泡到中卵泡表达下调的主要有

转录因子 Ｃ⁃ＦＯＳ、ＥＧＲ１、ＦＯＳＢ 和线粒体编码的脱氢酶家族基因 ＭＴ⁃ＮＤ１、ＭＴ⁃ＮＤ５、ＭＴ⁃ＮＤ６ 等。 这些基因的表达变

化表明绵羊卵泡的选择过程可能涉及到 ＩＧＦ 和 ＴＧＦｂ 通路的抑制，脂代谢、血管生成的增强以及细胞增殖能力下降

等生物过程。
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　 　 绵羊卵泡以卵泡波的形式发育。 一个卵泡波是

从一群小的卵泡（２～３ ｍｍ）中选择一至多个卵泡发

育至大卵泡（≥５ ｍｍ）的过程。 无论是发情期还是

乏情期，绵羊每４～５ ｄ 出现一个卵泡波，卵泡波的出

现与血清中促卵泡激素（ＦＳＨ）浓度的短时升高有

关［１⁃４］。 卵泡波实际上是在 ＦＳＨ 作用下卵泡选择及

优势化过程的体现。 被选择卵泡中雌激素（Ｅ２）和

抑制素的含量逐渐升高，并通过外周血循环反馈抑

制 ＦＳＨ 的分泌而抑制从属卵泡的发育。 绵羊一个

发情周期平均约 １７ ｄ，每个发情周期内通常有 ３～ ４
个卵泡波。 因此，绵羊每个情期的排卵数实际上是

由最后一个卵泡波中选择卵泡的数量所决定。 提高

ＦＳＨ 的浓度可以选择募集更多的卵泡发育，从而提

高排卵数。
卵泡的选择过程不仅受来自下丘脑⁃垂体⁃性

腺轴的内分泌激素调控，还受卵泡自身基因表达

的影响。 绵羊骨形态发生蛋白受体 ＩＢ 基因发生点

突变失活，可导致多个卵泡同时被选择发育至排

卵前卵泡，并完成多个卵泡排卵及受精过程，从而

表现出多胎表型，称该突变的基因为 ＦｅｃＢ 基

因［５⁃７］ 。 另 外， 卵 母 细 胞 特 异 表 达 的 ＧＤＦ９ 和

ＢＭＰ１５ 基因突变后杂合子表现出多胎性状，而纯

合子则不育［８⁃９］ ，表明绵羊卵泡内基因的表达变化

会影响卵泡的选择。 敲除 Ｉｇｆ１ 基因的小鼠， 卵泡

的发育停滞在腔前卵泡 ／有腔卵泡早期， 卵巢上既

没有成熟的格拉夫氏卵泡，也没有黄体化卵泡， 并

且卵泡内 Ｃｙｐ１９ａ１ ｍＲＮＡ 浓度远低于正常值［１０］ 。
体外培养的牛颗粒细胞中，胰岛素样生长因子

ＩＧＦ１ 也是 ＦＳＨ 诱导 Ｃｙｐ１９ａ１ ｍＲＮＡ 表达的必要条

件之一［１１］ 。 而且，卵泡内注射 ＩＧＦ１ 可促进从属卵

泡转变为优势卵泡［１２］ ，表明 ＩＧＦ 系统影响着哺乳

动物卵泡的选择过程。 牛的小卵泡（ ＜５ ｍｍ）到中

卵泡（５ ～ １０ ｍｍ）转录组结果表明，差异表达基因

均超过了 ２００ 个，比如骨桥蛋白（Ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ）和血

管生成素（Ａｎｇｉｏｇｅｎｉｎ）等的表达显著上调［１３］ 。 说

明在卵泡选择及优势化过程中，伴随着卵泡直径

的增大，卵泡内的表达谱亦动态变化，影响卵泡的

发育进程。 与牛所不同的是，绵羊的卵泡优势化

作用并不明显［１４⁃１５］ ，只要在血液中给以天然水平

剂量的 ＦＳＨ，就可以诱导新一轮的卵泡波发生［１６］ 。
因此，绵羊卵泡的选择机制与牛可能并不完全相

同。 目前绵羊卵泡选择过程中卵泡内涉及到转录

组的变化特征仍不清楚。
本试验利用绵羊健康小卵泡（１～ ２ ｍｍ）和中卵

泡（３～４ ｍｍ）进行转录组测序，分析卵泡选择后基

因表达变化特征，探索绵羊卵泡选择发育过程的分

子机制，为进一步提高绵羊卵泡的发育和挖掘潜在

的多胎新基因提供有价值的数据，从而为提高绵羊

的繁殖率奠定基础。

１　 材料与方法

１．１　 样品采集

从乌鲁木齐市华凌畜牧基地牛羊屠宰场采集哈

萨克羊卵巢，置于 ３７ ℃无菌生理盐水，ＰＢＳ 清洗后

肉眼观察卵巢表面的卵泡形态，选择表面呈膨胀的

圆形且透明度好的卵泡。 用锋利无菌刀片在卵泡旁

划开卵巢表皮韧性组织，用尖头镊子撕开表皮，然后

小心剥离卵泡。 在体视镜下挑选卵泡液清澈、卵丘

卵母细胞复合体清晰可见的健康卵泡用于总 ＲＮＡ
提取。 分别收集小卵泡（ ｏＳＦ，１ ～ ２ ｍｍ）和中卵泡

（ｏＭＦ，３～４ ｍｍ），并将其分别至于５～１０ 倍体积的样

品保护液（ＴａＫａＲａ，大连宝生物）中。 ４ ℃ 过夜，移
至－７０ ℃保存，待提取总 ＲＮＡ。
１．２　 ＲＮＡ 提取

用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ， 美国）根据说明书操

作步骤提取卵泡总 ＲＮＡ，总 ＲＮＡ 经 １􀆰 ５％凝胶电

泳，用 Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ 检测总 ＲＮＡ 的浓度。 选择质量

符合要求（ＲＩＮ＞７．０， ２８Ｓ ／ １８Ｓ＞１）的 ＲＮＡ 样品进行
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转录组测序。
１．３　 ｃＤＮＡ 测序文库的构建及高通量测序

提取总 ＲＮＡ 并使用 ＤＮａｓｅ Ｉ 消化 ＤＮＡ 后，用带

有 Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）的磁珠富集真核生物 ｍＲＮＡ，加入打断

试剂将 ｍＲＮＡ 打断成短片段。 以打断后的 ｍＲＮＡ
为模板合成一链 ｃＤＮＡ，然后配制二链合成反应体

系合成二链 ｃＤＮＡ，并使用试剂盒纯化回收，黏性末

端修复，将 ｃＤＮＡ 的 ３′末端加上碱基“Ａ”并连接接

头，然后进行片段大小选择，最后进行 ＰＣＲ 扩增。
构建好的文库经质检合格后，用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑＴＭ
２０００ 测序仪进行测序。
１．４　 转录组数据分析

对测序所得的原始读本进行质控：原始测序序

列经过滤去除接头序列、空读序列以及低质量序列

（Ｐｈｒｅｄｑｕａｌｉｔｙ＜５）后得到清洁读本（Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ），以
确定测序数据是否适用于后续分析。 质控合格后，
用 ＳＯＡＰａｌｉｇｎｅｒ ／ ＳＯＡＰ２ ［１７］将清洁读本比对到绵羊

基因组（ ｆｔｐ： ／ ／ ｆｔｐ． ｅｎｓｅｍｂｌ． ｏｒｇ ／ ｐｕｂ ／ ｒｅｌｅａｓｅ⁃７６ ／ ｆａｓｔａ ／
ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ ／ ）。 统计读本在参考序列上的分布情况及

覆盖度，判断比对结果是否通过第 ２ 次质控。 通过

２ 次质控的则进行基因表达等一系列后续分析，筛
选出样品间差异表达基因，进行基因本体（Ｇｅｎｅ ｏｎ⁃
ｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）功能显著性富集分析和 ＫＥＧＧ （Ｋｙｏｔｏ
ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ）通路等显著性富

集分析。
基因表达量的计算使用 ＲＰＫＭ 法（Ｒｅａｄｓ ｐｅｒ

ｋｉｌｏｂａｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｐｅｒ ｍｉｌｌｉｏｎ ｍａｐｐｅｄ ｒｅａｄｓ） ［１８］。
基因差异表达基因分析 （ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｇｅｎｅｓ，ＤＥＧｓ）：在得到差异检验的错误发现率（Ｆａｌｓｅ
ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ， ＦＤＲ） 同 时， 根 据 基 因 的 表 达 量

（ＲＰＫＭ 值）计算该基因在不同样本间的差异表达

倍数。 对差异检验的 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ 作多重假设检验校正，
通过控制 ＦＤＲ 来决定 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ 的域值。 ＦＤＲ 值越

小，差异倍数越大，差异越显著。 在我们的分析中，
差异表达基因定义为ＦＤＲ≤０􀆰 ００１ 且倍数差异在 ２
倍以上的基因。

ＧＯ 功能显著性富集分析首先把所有差异表达

基因向 Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ 数据库（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｅｏｎ⁃
ｔｏｌｏｇｙ．ｏｒｇ ／ ）的各个 ｔｅｒｍ 映射，计算每个 ｔｅｒｍ 的基因

数目，然后应用超几何检验，找出与整个基因组背景

相比在差异表达基因中显著富集的 ＧＯ 条目。 通过

ＧＯ 功能显著性富集分析能确定差异表达基因行使

的主要生物学功能。
在生物体内，不同基因相互协调行使其生物

学功能，基于通路的分析有助于更进一步了解基

因的生物学功能。 ＫＥＧＧ 是有关通路的主要公共

数据库（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｇｏ．ｇｅｎｏｍｉｃｓ．ｏｒｇ．ｃｎ），通路显著性

富集分析以 ＫＥＧＧ 通路为单位，应用超几何检验，
找出与整个基因组背景相比，在差异表达基因中

显著性富集的通路。 通过通路显著性富集能确定

差异表达基因参与的最主要生化代谢途径和信号

转导途径。

２　 结 果

２．１　 测序数据分析及注释

经 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑＴＭ２０００ 深度测序后， 小卵

泡及中卵泡分别得到４８ ６５４ ３５６和４８ ５４３ ２８４条
原始测序序列。 碱基组成和质量分析表明， 原始

测序数据中 Ａ 与 Ｔ 含量一致，Ｇ 与 Ｃ 的含量一

致，Ａ、Ｔ 曲线基本重合，Ｇ、Ｃ 曲线基本重合，表明

碱基组成情况良好（图 １ａ、１ｂ） ；低质量碱基测序

序列的比例很低 （图 １ｃ、１ｄ） ，说明测序质量良

好。 序列与绵羊基因组比对结果表明，在基因组

上匹 配 率 超 过 ８０􀆰 ００％ （ ｏＳＦ： ８０􀆰 ８４％， ｏＭＦ：
８０􀆰 ３９％），与参考基因比对，超过 ４５􀆰 ００％的序列

可匹配上 （ ｏＳＦ： ４５􀆰 ６２％， ｏＭＦ： ４７􀆰 ７７％），单一

匹配位点的匹配率超过 ４０􀆰 ００％（ ｏＳＦ： ４０􀆰 ８４％，
ｏＭＦ： ４１􀆰 ５８％）。
　 　 基因覆盖度指每个基因被读本覆盖的百分

比，其值等于基因中被唯一比对的读本覆盖的碱

基数与基因编码区所有碱基数的比值。 基因覆盖

度统计表明，基因覆盖率达 ９０％ ～ １００％的超过

５０％（ｏＳＦ，５２％；ｏＭＦ，５０％）；基因覆盖率达 ８０％ ～
９０％的超过 １１％ （ ｏＳＦ，１１％； ｏＭＦ，１２％） （图 ２）。
说明，测序质量良好，可用于进一步的差异表达基

因分析。
２．２　 差异表达基因分析

根据各个基因 ＲＰＫＭ 值进行分析，在 ｏＳＦ 和

ｏＭＦ 之间鉴定到１ ７０３个差异转录本（ＦＤＲ≤０􀆰 ００１
和 ｜ ｌｏｇｒａｔｉｏ

２ ｜ ≥ １）。 从 ｏＳＦ 到 ｏＭＦ 过程，表达上调的

差异转录本有 ７４４ 个，表达下调的差异转录本有

９５９ 个（图 ３）。
在上调表达的基因中，ＲＰＫＭ＞１００ 的有 ４７ 个基

因，根据变化倍数排在前 ５ 位的分别是基质金属蛋
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横坐标上，１～９０ ｂｐ 代表读本 １ 的碱基位置，９１～１８０ ｂｐ 代表读本 ２ 的碱基位置。
图 １　 绵羊小卵泡（ａ、ｃ）和中卵泡（ｂ、ｄ）原始读本的碱基组成及碱基质量

Ｆｉｇ．１　 Ｒａｗ ｒｅａｄｓ ｂａｓｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ ｏｖｉｎｅ ｓｍａｌｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ（ｏＳＦ） （ａ， ｃ） ａｎｄ ｏｖｉｎｅ ｍｉｄｄｅ ｆｏｌｌｉｃｌｅ（ｏＭＦ） （ｂ， ｄ）

白酶组织抑制因子 １ 基因（ＴＩＭＰ１）、抑制素 β⁃Ａ 基

因（ ＩＮＨＢＡ）、跨膜 ４Ｌ６ 家族成员 １ 基因（ＴＭ４ＳＦ１）、
载脂蛋白 Ｄ 基因 （ ＡＰＯＤ）、 基质 Ｇｌａ 蛋白基因

（ＭＧＰ）；根据表达量 ＲＰＫＭ 排在前 ５ 位的分别是类

胸腺素 β⁃４ 基因（ＴＭＳＢ４Ｘ）、载脂蛋白 Ａ１（ＡＰＯＡ１）
基因、ＭＧＰ 基因、核心蛋白聚糖基因（ＤＣＮ）和线粒

体编码 ＮＡＤＨ 脱氢酶 １ 基因（ＭＴ⁃ＮＤ１）（表 １）。 上

调基因中，差异大于 ４ 倍且满足 ＲＰＫＭ＞１０ 的基因

有 ２４ 个，排在前 １０ 位的分别是基质金属蛋白酶 １
基因（ＭＭＰ１）、金属蛋白酶 １３ 基因（ＭＭＰ１３）、胰岛

素样生长因子结合蛋白 １ 基因（ ＩＧＦＢＰ１）、ＴＩＭＰ１ 基

因、五聚素 ３ 基因 （ ＰＴＸ３）、 α⁃２ 巨球蛋白基因

（Ａ２Ｍ）、ＩＮＨＢＡ 基因、多肽 Ｎ⁃乙酰氨基半乳糖转移

酶 １５ 基因（ＧＡＬＮＴ１５）、丝氨酸蛋白酶抑制剂 Ａ１ 基

因（ ＳＥＲＰＩＮＡ１ ）、 成 骨 特 异 性 转 录 因 子 ２ 基 因

（ＲＵＮＸ２）（表 ２）。
　 　 在中卵泡中有 ２８ 个 ＲＰＫＭ ＞１００ 的基因表达

下调，根据变化倍数排在前 ５ 位的分别是 Ｃ⁃ＦＯＳ、
线粒体编码 ＮＡＤＨ 脱氢酶 ５ 基因（ＭＴ⁃ＮＤ５）、早期

生长反应因子基因（ＥＧＲ１）、７０ ０００热激蛋白⁃６ 基

因（ＨＳＰＡ６）、线粒体编码 ＮＡＤＨ 脱氢酶 ６ 基因

（ＭＴ⁃ＮＤ６）基因；根据表达量排在前 ５ 位的是：ＭＴ⁃
ＮＤ１、ＭＴ⁃ＮＤ５、ＭＴ⁃ＮＤ６、硫酸肝素 ６⁃Ｏ⁃磺基转移酶

２ 基因（ＨＳ６ＳＴ２）、Ｃ⁃ＦＯＳ 基因（表 １）。 下调基因

中，差异大于 ４ 倍且满足 ＲＰＫＭ 大于 １０ 的基因有

２１ 个，排在前 １０ 位的分别是激活蛋白 １ 基因

（ＦＯＳＢ）、单磷酸腺苷脱氨酶 ３ 基因（ＡＭＰＤ３）、前
列腺雄激素调控黏蛋白样蛋白 １ 基因（ＰＡＲＭ１）、
Ｃ⁃ＦＯＳ、耳锚蛋白基因（ＯＴＯＡ）、二酰甘油激酶 Ｈ
基因（ＤＧＫＨ）、溶质载体家族 ５Ａ３ 基因（ ＳＬＣ５Ａ３）、
类 ＥＧＦ 信号肽 ＣＵＢ 域 ３ 基因 （ ＳＣＵＢＥ３）、 ＭＴ⁃
ＮＤ５、ＥＧＲ１（表 ２）。
２．３　 差异基因的基因本体和信号通路

将差异基因在细胞组分（Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ）、
分子功能（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ）及生物学过程（ Ｂｉｏ⁃
ｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ）进行 ＧＯ 分析。 结果表明，在细胞

组分上显著变化的差异表达基因涉及胞外基质、
质膜、细胞外周、胞外域组分、胞外域及质膜部分；
在分子功能上显著变化的基因涉及到酶活性调

控、离子结合、阳离子结合及金属离子结合等功
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左图为小卵泡（ｏＳＦ），右图为中卵泡（ｏＭＦ）。 饼图中不同颜色代表基因覆盖度，括号中数字为相应覆盖度对应的基因数目。
图 ２　 基因覆盖度分布

Ｆｉｇ．２　 Ｐｉｅ ｃｈａｒｔ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｇｅｎｅ ｃｏｖｅｒａｇｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

横、纵坐标分别表示 ２ 个样品表达量的值，图中红点表示 ｏＭＦ 相

对于 ｏＳＦ 表达量上调，绿点表示 ｏＭＦ 相对于 ｏＳＦ 表达量下调，蓝
点为没有差异。
图 ３　 ｏＳＦ 和 ｏＭＦ 差异基因表达

Ｆｉｇ．３　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｏＳＦ ａｎｄ ｏＭＦ

能；在生物学过程显著变化的基因涉及到细胞增

殖正调控、生物学调控、细胞通讯、生物学进程调

控等过程（表 ３）。
　 　 ＫＥＧＧ 中的通路富集分析结果显示，这些差异

表达基因共涉及到 ２４０ 个通路， 显著性的通路有 ５
个（Ｐ＜０􀆰 ０１），分别是：补体和凝血级联反应 （Ｃｏｍ⁃
ｐｌｅｍｅｎｔ ａｎｄ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｃａｓｃａｄｅｓ）、吞噬小体 （Ｐｈａｇｏ⁃
ｓｏｍｅ）、细胞因子⁃细胞因子受体相互作用（Ｃｙｔｏｋｉｎｅ⁃
ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ）、ＴＧＦ⁃β 信号通路（ＴＧＦ⁃
ｂｅｔａ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ）、轴突导向（Ａｘｏｎ ｇｕｉｄａｎｃｅ）
（表 ４）。

３　 讨 论

卵泡选择受来自垂体的促性腺激素和卵泡内旁

分泌⁃自分泌基因的双重调控。 接收来自垂体的促

性腺激素信号并执行其生理功能的是卵泡内相应受

体（ＦＳＨＲ）。 ＦＳＨＲ 的突变会影响卵泡的选择能力，
导致不孕不育或者对 ＦＳＨ 超敏感［１９］。 当卵泡被选

择后，卵泡内合成抑制素（ＩＮＨ）和雌激素（Ｅ２）的能

力逐渐增强，并通过反馈抑制垂体的 ＦＳＨ 分泌，从
而抑制其他卵泡的生长。 雌激素的合成速率主要受

芳香化酶限制，卵泡中 Ｅ２ 浓度的增加与 ＣＹＰ１９Ａ１
成正相关［２０］。 在马和牛优势卵泡与从属卵泡发生

分离时，优势卵泡中雌激素含量持续升高，并转向对

ＬＨ 的依赖［２１］。 绵羊在卵泡选择时，并无 ＬＨ 显著

的升高，ＬＨ 仅对卵泡的最后成熟和排卵有关。 在

我们 的 结 果 中， 绵 羊 小 卵 泡 和 中 卵 泡 之 间 在

ＣＹＰ１９Ａ１、ＦＳＨＲ、ＬＨＲ 的表达上没有显著差异，表明

绵羊选择卵泡， 其对 ＦＳＨ 的敏感性并非是其受体的

表达量变化，可能与受体的活性调节有关，从而能够

在 ＦＳＨ 浓度降低后继续依赖其配体生长。 猫在繁

殖季节和非繁殖季节 ＦＳＨＲ 表达也没有变化［２２］。
在绵羊被选择的中等大小卵泡内，受 ＦＳＨ 影响的

ＣＹＰ１９Ａ１ 的表达也没有显著增加，这也可能是绵羊

不如牛的卵泡具有明显优势化效应的内在原因。
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表 １　 小卵泡和中卵泡差异表达超过 ２ 倍的基因

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ２ ｆｏｌｄｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｏＳＦ ａｎｄ ｏＭＦ

基因　 　 中卵泡 ＲＰＫＭ 小卵泡 ＲＰＫＭ ｌｏｇ２（ｏＭＦ ／ ｏＳＦ） 基因　 　 中卵泡 ＲＰＫＭ 小卵泡 ＲＰＫＭ ｌｏｇ２（ｏＭＦ ／ ｏＳＦ）

ＴＩＭＰ１ ９１０．９３ ６７．０９ ３．７６ ＧＳＮ １０９．８４ ５０．４４ １．１２

ＩＮＨＢＡ ４１７．２０ ４９．４５ ３．０８ ＣＬＥＣ３Ｂ １５６．９７ ７３．９５ １．０９

ＴＭ４ＳＦ１ ２００．９０ ４７．８５ ２．０７ ＡＣＴＢ ４０５．１１ １９４．６３ １．０６

ＡＰＯＤ １ ５５９．０２ ３８５．７１ ２．０２ ＳＥＰＰ１ ３０８．４３ １４８．３１ １．０６

ＭＧＰ ２ １０９．１０ ５３６．０３ １．９８ ＩＧＦＢＰ７ ８８９．８５ ４２８．５５ １．０５

ＣＴＧＦ ３２５．２０ ９２．５８ １．８１ ＡＬＤＨ１Ａ１ １８９．０７ ９１．１９ １．０５

ＳＡＴ１ ６０６．１４ １７５．９６ １．７８ ＣＹＰ１１Ａ１ １１３．９３ ５５．１５ １．０５

ＡＤＦＰ ４５５．８５ １４２．２８ １．６８ ＬＵＭ ６３３．３３ ３１１．０７ １．０３

ＣＥＢＰＤ １５１．３２ ４７．６０ １．６７ ＰＴＮ ６２２．１５ ３０９．４６ １．０１

ＩＦＩ２７ ２３７．７６ ７５．２３ １．６６ Ｃ⁃ＦＯＳ ５０６．８８ ６９．８６ －２．８６

ＡＤＭ ６０８．２７ ２０４．８６ １．５７ ＭＴ⁃ＮＤ５ １ ３８７．６５ ２６２．７４ －２．４０

ＣＩＴＥＤ２ １６５．９６ ５７．３８ １．５３ ＥＧＲ１ ３４７．３６ ６７．８１ －２．３６

ＡＮＸＡ３ １０３．８３ ３６．８９ １．４９ ＨＳＰＡ６ ２４１．０６ ５１．０５ －２．２４

ＧＡＤＤ４５Ａ ３６１．４３ １２９．２６ １．４８ ＭＴ⁃ＮＤ６ １ ０４６．９０ ２２８．４８ －２．２０

ＥＲＲＦＩ１ ２８０．７４ １０２．７３ １．４５ ＰＧＭ２ １０７．３９ ２７．１４ －１．９８

ＯＬＦＭＬ３ ２０７．４４ ７６．１８ １．４５ ＳＣＤ ２１９．６５ ５７．８４ －１．９３

Ｃ１０ｏｒｆ１０ １３５．３７ ５０．５７ １．４２ ＳＬＣ２６Ａ２ ２４０．７７ ６９．０６ －１．８０

ＡＳＩＰ １１４．１２ ４２．９４ １．４１ ＰＰＰ１Ｒ１５Ａ １３８．０３ ４４．１９ －１．６４

ＡＰＯＡ１ ２ ５１８．９２ ９４８．８３ １．４１ ＲＨＯＢ １０３．６４ ３３．８２ －１．６２

Ｓ１００Ａ１３ １８８．００ ７１．８５ １．３９ ＡＭＨ ３０３．４７ １０１．１０ －１．５９

ＰＲＯＭ１ １０３．６１ ３９．８６ １．３８ ＴＬＬ２ ２８３．７０ １０３．６４ －１．４５

ＣＤ９ １６２．５９ ６３．６０ １．３５ Ｃ⁃ＪＵＮ ２１４．７７ ７９．２５ －１．４４

ＥＲＰ２７ ４４１．２４ １７３．４２ １．３５ ＭＴ⁃ＮＤ１ ３ ４４１．０２ １ ３５２．２６ －１．３５

ＧＡＬ⁃１ １ ０１７．１８ ４０１．２３ １．３４ ＨＳ６ＳＴ２ ５３２．９３ ２０９．６３ －１．３５

ＴＨＹＭＢ４Ｘ ３ １３２．７５ １ ２３７．５６ １．３４ ＨＳＰＧ２ １０１．２６ ４０．６１ －１．３２

ＣＯＬ１Ａ１ ３３３．５８ １３２．１６ １．３４ ＨＩＦ１Ａ ３７１．８２ １５５．８７ －１．２５

ＧＮＧ１１ １６０．３０ ６４．４２ １．３２ ＩＳＹＮＡ１ ２０９．６１ ８９．５９ －１．２３

ＴＭＥＭ１７６Ｂ ２００．５２ ８０．８７ １．３１ ＩＴＧＡ６ １８５．７０ ７９．４８ －１．２２

ＴＩＭＰ２ ２７６．２０ １１１．５１ １．３１ ＧＲＥＢ１ １８４．７８ ８１．２７ －１．１９

ＡＮＸＡ１ １６５．２７ ６８．０７ １．２８ ＴＯＰ２Ａ １１２．３１ ４９．５６ －１．１８

ＤＣＮ １ ５６１．５８ ６５０．７５ １．２６ Ｃ１０ｏｒｆ５４ １４１．０９ ６２．８３ －１．１７

Ｃ１２ｏｒｆ５７ ２１２．７７ ８８．８２ １．２６ ＳＨ３Ｄ１９ １０１．７０ ４５．７８ －１．１５

ＡＣＴＢ １０７．６６ ４７．２７ １．１９ ＶＣＡＮ １１０．３９ ５０．０１ －１．１４

ＡＰＯＥ ５３０．４４ ２３６．９３ １．１６ ＣＫＡＰ５ １５６．９５ ７２．４５ －１．１２

Ｓ１００Ａ１１ １７７．９２ ７９．９２ １．１５ ＧＹＬＴＬ１Ｂ １２４．２７ ５９．２５ －１．０７

ＣＯＬ６Ａ１ ２３３．０２ １０５．５８ １．１４ ＤＡＧ１ ３２８．５６ １５７．２１ －１．０６

ＲＢＰ１ ４４２．０１ ２００．８２ １．１４ ＰＲＫＡＲ２Ｂ ３８８．３７ １８８．５６ －１．０４

ＴＡＧＬＮ １５４．８７ ７１．０６ １．１２

７３８吴阳升等：绵羊小卵泡与中卵泡转录组差异特征分析



表 ２　 小卵泡和中卵泡差异表达超过 ４ 倍的基因

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ４ ｆｏｌｄｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｏＳＦ ａｎｄ ｏＭＦ

基因　 　 中卵泡 ＲＰＫＭ 小卵泡 ＲＰＫＭ ｌｏｇ２（ｏＭＦ ／ ｏＳＦ） 基因　 　 中卵泡 ＲＰＫＭ 小卵泡 ＲＰＫＭ ｌｏｇ２（ｏＭＦ ／ ｏＳＦ）

ＭＭＰ１ ３９．１７ ０．６２ ５．９７ ＡＰＯＤ １ ５５９．０２ ３８５．７１ ２．０２

ＭＭＰ１３ ２５．１５ ０．７４ ５．０８ ＦＯＳＢ ７４．８８ １．１０ －６．０９

ＩＧＦＢＰ１ ２１．９８ １．１６ ４．２５ ＡＭＰＤ３ １０．６７ ０．６４ －４．０６

ＴＩＭＰ１ ９１０．９３ ６７．０９ ３．７６ ＰＡＲＭ１ ６５．６３ ７．８６ －３．０６

ＰＴＸ３ ３２．２９ ２．８６ ３．５０ Ｃ⁃ＦＯＳ ５０６．８８ ６９．８６ －２．８６

Ａ２Ｍ ２３．０７ ２．１０ ３．４６ ＯＴＯＡ ３４．６６ ５．３９ －２．６８

ＩＮＨＢＡ ４１７．２０ ４９．４５ ３．０８ ＤＧＫＨ １４．８９ ２．４３ －２．６１

ＧＡＬＮＴ１５ １６．０８ ２．０３ ２．９８ ＳＬＣ５Ａ３ １３．７７ ２．３４ －２．５５

ＳＥＲＰＩＮＡ１ ４０．７２ ５．４１ ２．９１ ＳＣＵＢＥ３ １０．１９ １．８２ －２．４８

ＲＵＮＸ２ ４７．７０ ７．７９ ２．６１ ＭＴ⁃ＮＤ５ １ ３８７．６５ ２６２．７４ －２．４０

ＣＣＬ２ １３．２４ ２．１７ ２．６１ ＫＩＡＡ０７５４ １４．５６ ２．８３ －２．３６

ＳＭＩＭ３ １６．５１ ２．８０ ２．５６ ＥＧＲ１ ３４７．３６ ６７．８１ －２．３６

Ｓ１００Ａ２ ３３．３６ ５．７６ ２．５３ ＣＳＲＮＰ３ １０．９４ ２．２２ －２．３０

ＫＲＴ８ １９．８４ ３．４５ ２．５２ ＩＨＨ ７０．９１ １４．６４ －２．２８

ＭＦＡＰ４ ２２．９９ ４．３２ ２．４１ ＨＳＰＡ６ ２４１．０６ ５１．０５ －２．２４

ＲＧＳ４ １６．７８ ３．４９ ２．２６ ＭＴ⁃ＮＤ６ １ ０４６．９０ ２２８．４８ －２．２０

ＨＴＲＡ３ ２７．６４ ５．７８ ２．２６ ＩＫＺＦ２ １１．４０ ２．７３ －２．０６

ＣＰＸＭ１ ８２．１０ １７．４８ ２．２３ ＰＰＴ⁃Ｂ １４．１１ ３．４１ －２．０５

Ｃ１ＱＣ ２２．７５ ４．８５ ２．２３ ＫＭＴ２Ａ １４．６８ ３．５６ －２．０４

ＳＥＲＰＩＮＡ１４ １６．２５ ３．７３ ２．１２ ＨＣＦＣ１ ２３．５１ ５．７８ －２．０３

ＣＨＩ３Ｌ１ １４．９０ ３．４７ ２．１０ ＲＮＦ１５７ １０．８８ ２．６９ －２．０２

ＢＣＡＳ４ １１．０９ ２．６３ ２．０８ ＲＡＰＨ１ １３．３ ３．３２ －２．００

ＴＭ４ＳＦ１ ２００．９０ ４７．８５ ２．０７

　 　 在本研究结果中，绵羊中等卵泡中与卵泡优势

化密 切 相 关 的 ＩＮＨＢＡ 的 表 达 量 却 显 著 升 高。
ＩＮＨＢＡ 亚基既是抑制素组成成分，也是激活素的组

成成分。 由于 ＩＮＨＢＡ 显著升高，而构成抑素素的

ＩＮＨＡ 亚基表达差异并不显著，因此 ＩＮＨＢＡ 的升高

可能提高激活素的浓度。 推测被选择卵泡（中卵

泡）可能激发了激活素含量的提高。 本研究结果中

一些受激活素影响的胶原蛋白基因 （ ＣＯＬ１Ａ１、
ＣＯＬ６Ａ１）表达量显著升高，同时防止胶原过度降解

的组织金属蛋白酶抑制剂（ＴＩＭＰ⁃１）表达也显著升

高。 因此，绵羊卵泡被选择后，可能导致卵泡内激活

素含量升高及胶原蛋白含量的升高，这为卵泡的进

一步发育奠定基础。
　 　 ＩＧＦ 系统也参与卵泡选择的过程。 ＩＧＦ 系统包

括 ＩＧＦ⁃１ 和 ＩＧＦ⁃２，ＩＧＦ 受体，ＩＧＦ 结合蛋白（ＩＧＦＢＰ）
和 ＩＧＦ 蛋白酶家族［２３］。 在牛和人颗粒细胞上，ＩＧＦ⁃
１ 和 ＩＧＦ⁃２ 通过旁分泌⁃自分泌活性，促进细胞生长，
增加 Ｅ２ 含量以及提高对 ＦＳＨ 的敏感性。 在牛的优

势卵泡液中，具有较高浓度的 ＩＧＦ⁃１［２１］。 颗粒细胞特

异表达基因 ＩＧＦＢＰ⁃２和膜细胞特异表达基因 ＩＧＦＢＰ⁃４
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表 ３　 绵羊小卵泡和中卵泡差异表达基因的 ＧＯ 分类富集分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ＧＯ ｔｅｒｍｓ ｉｎ ＤＥＧｓ ｏｆ ｏＳＦ ａｎｄ ｏＭＦ

　 项目 基因本位术语 使用频率 基因组使用频率 Ｐ 值

细胞组分 胞外基质 ５５（４．４％） ２５９ （１．８％） １．３０×１０－７

质膜 １２６（１０．１％） ８８３（６．３％） ６．４０×１０－６

细胞外周 １２６（１０．１％） ８９７ （６．４％） １．６０×１０－５

胞外区域部分 ９８（７．９％） ６８４（４．９％） １．９０×１０－４

胞外区域 １０４（８．４％） ７４０（５．３％） ２．２０×１０－４

质膜部分 １１１（８．９％） ８１８（５．８％） ５．４０×１０－４

分子功能 酶调控活性 １１２（９．４％） ８２０（６．０％） ３．３０×１０－４

离子结合 ３５４（２９．８％） ３ ２６６（２４．０％） ３．６０×１０－４

阳离子结合 ３４４（２９．０％） ３ １６１（２３．３％） ３．８０×１０－４

金属离子结合 ２７４（２３．１％） ２ ４６３（１８．１％） １．３６×１０－３

生物学过程 细胞增殖正调控 ３６（３．１％） １４９（１．１％） ３．６６×１０－５

生物学调控 ５９６（５１．３％） ５ ７１６（４３．８％） ７．０５×１０－５

细胞通讯 ３３５（２８．８％） ２ ９４３（２２．５％） １．６０×１０－４

生物学进程调控 ５４３（４６．７％） ５ １７３（３９．６％） ２．５０×１０－４

有机环状化合物反应 ５６（４．８％） ３１１（２．４％） ４．１０×１０－４

单组织信号转导 ３２１（２７．６％） ２ ８４５（２１．８％） ８．７０×１０－４

刺激反应 ４７３（４０．７％） ４ ４５６（３４．１％） ９．７０×１０－４

细胞增殖调控 ５０（４．３％） ２７２（２．１％） ９．７０×１０－４

免疫系统进程调控 ７６（６．５％） ４８５（３．７％） １．１７×１０－３

甾类激素刺激反应 ４２（３．６％） ２２１（１．７％） ３．２０×１０－３

刺激反应调控 １４６（１２．６％） １ １３８（８．７％） ３．９３×１０－３

多细胞组织进程调控 １１１（９．６％） ８１３（６．２％） ４．２９×１０－３

免疫反应 ３７（３．２％） １８７（１．４％） ４．９０×１０－３

免疫效应过程 ３４（２．９％） １６８（１．３％） ７．３２×１０－３

体液免疫应答 １５（１．３％） 　 ４５（０．３％） ７．６２×１０－３

表 ４　 差异表达基因经典通路的 ＫＥＧＧ 富集

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

序列 　 　 通　 路 　 　 　 　 　 　 上调基因 　 　 　 　 　 　 下调基因 Ｐ 值

１ 补体和凝血级联
反应

Ａ２Ｍ∗、 ＡＨＳＧ、 ＡＮＧＰＴＬ２、 Ｃ１ＱＡ、 Ｃ１ＱＢ、 Ｃ１ＱＣ∗、 Ｃ１Ｒ、
Ｃ１ＲＬ、Ｃ１Ｓ、Ｃ４、Ｃ４ＢＰＡ、ＣＦＢ、ＣＦＤ、ＰＡＩ⁃１、ＰＬＡＵＲ、ＳＥＲＰＩ⁃
ＮＡ１１、 ＳＥＲＰＩＮＡ１４∗、 ＳＥＲＰＩＮＣ１、 ＳＥＲＰＩＮＦ１、 ＳＶＥＰ１、
ＴＦＰＩ２、ＷＦＩＫＫＮ２

ＣＳＭＤ１、 Ｆ５、 ＰＲＯＳ１、
ＳＥＲＰＩＮＡ１∗、 ＳＥＲＰＩＮＡ５、 ＳＥＲＰ⁃
ＩＮＧ１

１．１０×１０－５

２ 吞噬小体 ＡＴＰ６ＡＰ１Ｌ、ＡＴＰ６Ｖ０Ａ４、Ｃ１Ｒ、Ｃ１ＲＬ、ＣＬＥＣ３Ｂ、ＣＬＥＣ９Ａ、
ＣＯＬＥＣ１１、 ＣＯＬＥＣ１２、 ＣＹＢＡ、 ＤＱＡ、 ＦＣＧＲ３Ａ、 ＨＥＢＰ２、
ＨＬＡ⁃ＤＭＡ、 ＨＬＡ⁃ＤＲＡ、 ＩＴＧＢ２、 ＫＩＡＡ１５９８、 ＭＲＣ１、 ＭＳＲ１、
ＮＣＦ４、ＴＨＢＳ４、ＴＬＲ２、ＴＵＢＡ８、ＴＵＢＢ６

ＣＯＲＯ２Ｂ、 ＥＥＡ１、 ＨＯＯＫ１、
ＰＩＫＦＹＶＥ、ＴＢＣ１Ｄ２Ｂ、ＴＦＲＣ、ＷＤ⁃
ＦＹ３、ＸＫ

３．０５×１０－３

３ 细胞因子⁃细胞
因子 受 体 相 互
作用

ＡＣＫＲ３、ＡＭＨＲ２、ＢＭＰ６、ＣＣＬ２∗、ＣＤ４０、ＣＸＣＬ９、ＣＸＣＲ４、
ＧＤＦ５、 ＩＬ１０ＲＡ、 ＩＬ１５ＲＡ、 ＩＬ１７ＲＡ、 ＩＬ１８、 ＩＬ２１Ｒ、 ＩＬ４Ｒ、
ＩＮＨＢＡ∗、ＯＳＭＲ、ＰＤＧＦＲＬ、ＴＧＦＢ１、ＴＧＦＢ３、ＴＮＦＲＳＦ１２Ａ、
ＴＮＦＲＳＦ１３Ｃ、ＴＮＦＳＦ１３

ＡＣＶＲ２Ｂ、 ＡＭＨ、 ＢＭＰＲ２、
ＢＭＰＲＩＡ、ＥＤＡ、ＥＧＦＲ、ＥＰＯ、 ＩＦＮ⁃
ＬＲ１、ＫＩＴＬＧ、ＭＦＡＰ３Ｌ、ＰＥＧ１０、ＴＧ⁃
ＦＢＲ１

７．２６×１０－３

４ ＴＧＦ⁃β 信号通路 ＢＭＰ６、ＤＣＮ、ＥＦＥＭＰ１、ＥＦＥＭＰ２、ＦＢＬＮ１、ＦＢＬＮ７、ＧＤＦ５、
ＩＮＨＢＡ∗、ＴＧＦＢ１、ＴＧＦＢ３、ＴＨＢＳ４

ＡＣＶＲ２Ｂ、ＡＭＨ、 ＡＭＨＲ２、 ＢＭＰＲ２、
ＢＭＰＲＩＡ、 ＣＨＲＤＬ１、 ＰＰＰ２Ｒ１Ｂ、
ＲＢＬ１、ＳＫＰ１、ＳＭＡＤ５、ＴＧＦＢＲ１

８．１６×１０－３

５ 轴突导向 ＣＸＣＲ４、 ＥＦＮＡ１、 ＦＥＳ、 ＩＳＬＲ、 ＬＲＲＣ４Ｃ、 ＬＲＲＮ３、 ＲＧＳ２、
ＲＧＳ４∗、ＳＥＭＡ３Ｂ、ＳＬＩＴ３

ＡＲＨＧＥＦ１２、 ＣＩＢ２、 ＦＡＭ１７８Ａ、
ＦＳＴＬ４、ＧＭＦＢ、 ＩＧＳＦ９Ｂ、 ＫＩＲＲＥＬ、
ＬＧＩ３、ＬＲＲＣ１９、ＬＲＲＣ３Ｂ、ＮＦＡＴ５、
ＰＡＫ３、 ＰＬＸＮＡ１、 ＰＲＴＧ、 ＲＧＳ１６、
ＲＧＳ１７、ＲＧＳ８、ＳＥＭＡ４Ｄ、ＳＥＭＡ４Ｇ、
ＳＥＭＡ６Ｄ、 ＳＬＩＴ１、 ＳＬＩＴＲＫ４、
ＳＲＧＡＰ２、ＵＮＣ５Ｄ

８．８３×１０－３

黑体字表示 ＲＰＫＭ＞３０，∗表示差异倍数大于 ４ 倍。
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在牛 从 属 卵 泡 中 的 表 达 量 都 高 于 优 势 卵 泡。
ＩＧＦＢＰ⁃４ 与 ＩＧＦ１ 结合后具有蛋白酶活性，降解 ＩＧ⁃
ＦＢＰ⁃４，释放 ＩＧＦ⁃Ｉ［２１］。 在我们的测序结果中鉴定到

２ 种 ＩＧＦＢＰ 显著变化，ＩＧＦＢＰ１ 在小卵泡中 ＲＰＫＭ 值

是 １􀆰 １６，而在中卵泡中的 ＲＰＫＭ 值是 ２１􀆰 ９８，表达量

提高了近 １９ 倍；而 ＩＧＦＢＰ７ 在中卵泡中高表达

（ＲＰＫＭ＝ ８８９􀆰 ８５），推测 ＩＧＦＢＰ１ 和 ＩＧＦＢＰ７ 参与了

绵羊卵泡的生长发育过程。
ＴＧＦ⁃ｂ 家族包括了 ＴＧＦ⁃ｂ、ＢＭＰ、ＧＤＦ 及激活素

等众多成员，在绵羊卵泡发育过程中起着重要的作

用。 我们的测序鉴定到的差异基因 ＫＥＧＧ 分析中，
差异基因在 ＴＧＦｂ 富集较为显著。 在该通路中，表
达较高的 （ＲＰＫＭ＞ ３０） 差异基因上调的有 ＤＣＮ，
ＥＦＥＭＰ２、ＦＢＬＮ１、ＩＮＨＢＡ，下调的有 ＡＭＨ、ＢＭＰＲＩＡ、
ＣＨＲＤＬ１、ＰＰＰ２Ｒ１Ｂ。 ＤＣＮ 是在膜细胞中表达的一

种胞外基质蛋白，在灵长类动物卵巢内能提高胞内

Ｃａ２＋浓度以及活性氧的含量，经由生长因子⁃生长因

子受体系统发挥旁分泌作用［２４］，在牛的小卵泡到大

卵泡阶段，ＤＣＮ 在膜细胞和颗粒细胞中的表达量也

显著升高［２５］。 ＡＭＨ 在卵泡中随着直径的增加其表

达是变化的，而在闭锁卵泡中不表达［２６］。 在人的

３～１３ ｍｍ 不同直径卵泡内在优势卵泡分离之前，
ＡＭＨ 基因随着卵泡直径的增加其表达逐步升高，而
随着卵泡的被选择和分离之后， ＡＭＨ 的表达下

降［２７］。 随着牛卵泡直径的增加，ＡＭＨ 在颗粒细胞

和膜细胞的表达量均下降［１３］。 在本研究中，ＡＭＨ
的表达也呈下降趋势，推测绵羊卵泡的选择过程与

ＡＭＨ 的表达下调有关。
载脂蛋白影响着卵泡的发育过程。 载脂蛋白

ＡＰＯ 有 ５ 种形式，Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ。 其中 ＡＰＯＥ 基因敲

除的小鼠可以导致肥胖，虽然不影响其繁殖效率，但
会提高卵泡数目和凋亡率［２８］。 牛从小卵泡到大卵

泡，其 ＡＰＯＤ 发生了显著上调［２５］。 血液内甾类激素

的含量可影响 ＡＰＯＡ１ 及促性腺激素的浓度［２９］。 在

卵母细胞体外成熟后的卵丘细胞中，ＡＰＯＡ１ 的含量

也显著提高［３０］。 本研究结果中，ＡＰＯＡ１、ＡＰＯＤ 和

ＡＰＯＥ 在中卵泡中的表达均超过 ２ 倍，推测载脂蛋

白可能也参与了卵泡的选择及发育过程。
ＴＭ４ＳＦ１ 基因是一个质膜小蛋白，调控细胞的

迁移与增殖，在肿瘤细胞和血管内皮细胞中高表

达［３１］，在优势卵泡膜细胞层上毛细血管细胞中表达

丰富［３２］。 胞外分泌的基质 Ｇｌａ 蛋白（Ｍａｔｒｉｘ ｇｌａ ｐｒｏ⁃

ｔｅｉｎ， ＭＧＰ）缺乏时可导致动脉钙化和周围肺动脉狭

窄等症状［３３］。 ＴＭ４ＳＦ１ 从牛的小卵泡到大卵泡，其
表达 显 著 升 高［２５］。 本 研 究 结 果 中， 中 卵 泡 内

ＴＭ４ＳＦ１ 和 ＭＧＰ 的表达均显著升高，推测这些基因

表达的上调可能影响优势卵泡血管的发生过程。
基质金属蛋白酶家族（ＭＭＰ）是一类依赖金属

锌离子的蛋白水解酶家族，能有效地降解细胞外基

质，在肿瘤的生长转移过程中起着重要作用。
ＭＭＰ１ 又称间质性胶原酶，属基质金属蛋白酶家族，
其主要作用底物为纤维性胶原，可降解细胞外基质

中的胶原纤维和明胶及改变细胞的微环境。 在正常

生理状态下， ＭＭＰ 与组织金属蛋白酶抑制剂

（ＴＩＭＰ）共同调控细胞外基质的降解、组织重建以及

细胞内多种可溶性因子，维持细胞的稳定性，在卵泡

膜细胞和颗粒细胞上均有表达［３４］。 在灵长类动物

中，ＭＭＰ１ 参与到排卵和黄体化过程［３５］，在卵泡的

排卵过程具有重要的作用。 ＰＴＸ３ 在卵泡的发育过

程中，随着卵泡直径的增加含量增加，推测其对卵泡

的发育具有重要的作用［３６］。 在我们的测序结果中，
ＭＭＰ１、ＭＭＰ１３、ＰＴＸ３ 在中卵泡表达均显著上调，超
过了 ８ 倍以上。 这些基因的表达可能与卵泡体积的

快速增大有关。
ＴＭＳＢ４Ｘ 属于一类高度保守的小蛋白，在免疫

组织中高丰度存在，参与了各种生物学活性，包括抗

炎症，伤口愈合，调亡和细胞存活。 在性腺中的研究

仅见于在大鼠的精巢附睾发育中有高表达，其表达

受睾酮的影响［３７］。 目前尚未见到关于 ＴＭＳＢ４Ｘ 在

卵泡发育过程中的作用。 本研究发现，在小卵泡到

中卵泡过程中，表达量最高的差异基因是 ＴＭＳＢ４Ｘ，
变化超过 ２ 倍，该分子可能对卵泡的选择和发育有

着重要的作用。
在中卵泡阶段，有些基因表达显著下调，最为显

著的是 ＮＡＤＨ 脱氢酶 ３ 种亚基 ＭＴ⁃ＮＤ１、ＭＴ⁃ＮＤ５、
ＭＴ⁃ＮＤ６。 ＮＡＤＨ 脱氢酶是一种位于线粒体内膜催

化电子从 ＮＡＤＨ 传递给辅酶 Ｑ 的酶，由多个亚基组

成，是由线粒体基因组编码的并为细胞代谢提供能

量的关键酶。 绵羊卵泡中颗粒细胞增殖速度最快的

阶段是腔前卵泡和小的有腔卵泡，而到中卵泡和大

卵泡阶段，颗粒细胞的增殖能力显著降低［３８］。 因此

推测，ＭＴ⁃ＮＤ 亚基的表达显著降低与细胞增殖所需

的 ＡＴＰ 能量减少有关。
另外，结果中还鉴定到 ＥＧＲ１ 和 ｃ⁃ＦＯＳ 表达也
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显著降低。 ＥＧＲ１ 和 ｃ⁃ＦＯＳ 均是重要的转录因子，
与很多基因的启动表达有关。 ｃ⁃ＦＯＳ 与细胞生长和

增殖有关［３０］。 ＥＧＲ１ 涉及到不同组织多种基因的反

式激活及功能调控。 在小卵泡中， ＦＳＨ 可诱导

ＥＧＲ１ 的表达［３８］。 在牛的排卵前卵泡中 ＥＧＲ１ 具有

促性腺激素依赖性的诱导表达［３９］。 在本研究结果

中，ＥＧＲ１ 在小卵泡中高表达，但在中卵泡中表达显

著下降，表明 ＥＧＲ１ 可能参与到卵泡早期发育功能。
其在卵泡选择过程中的生物学功能还有待于进一步

的验证。
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