
江苏农业学报(Ｊｉａｎｇｓｕ Ｊ.ｏｆ Ａｇｒ.Ｓｃｉ.)ꎬ２０１７ꎬ３３(３):６３０~６３７
ｈ ｔｔｐ: / / ｗ ｗｗ.ｊｓｎ ｙ ｘ ｂ .ｃ ｏ ｍ

吴阳升ꎬ林嘉鹏ꎬ蒋香菊ꎬ等. 绵羊 ＦＳＨＲ 基因可变剪接体的克隆、鉴定及表达分析[Ｊ].江苏农业学报ꎬ２０１７ꎬ３３(３):６３０￣６３７.
ｄｏｉ:１０.３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１０００￣４４４０.２０１７.０３.０２１

绵羊 ＦＳＨＲ 基因可变剪接体的克隆、鉴定及表达分析

吴阳升ꎬ　 林嘉鹏ꎬ　 蒋香菊ꎬ　 汪立芹ꎬ　 韩　 冰ꎬ　 黄俊成
(新疆畜牧科学院生物技术研究所ꎬ新疆 乌鲁木齐 ８３００００)

收稿日期:２０１６￣１２￣１２
基金项目:新疆维吾尔自治区自然科学基金项目(２０１４２１１Ａ０６８)
作者简介:吴阳升(１９７７￣)ꎬ男ꎬ河南睢县人ꎬ博士ꎬ助理研究员ꎬ主要

从事家畜生殖生物学研究ꎮ ( Ｔｅｌ) ０９９１￣３０７５２９７ꎻ ( Ｅ￣
ｍａｉｌ) ｖｉｃｔｏｒｗｙｓ＠ ｈｏｔｍａｉｌ.ｃｏｍ

通讯作者:黄俊成ꎬ(Ｅ￣ｍａｉｌ)ｈ＿ｊｃ＠ ｓｉｎａ.ｃｏｍ

　 　 摘要:　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中绵羊促卵泡激素受体基因(ＦＳＨＲ)的 ｍＲＮＡ 序列(登录号:ＮＭ＿００１００９２８９.１)设计引

物ꎬ反转录 ＰＣＲ(ＲＴ￣ＰＣＲ) 扩增蛋白编码区(ＣＤｓ)区ꎬ以获取绵羊 ＦＳＨＲ 基因可变剪接体ꎬ并通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证

其在组织中的表达ꎬ通过免疫组织化学方法检测其在卵泡中的表达位置ꎮ 结果表明ꎬ在绵羊卵巢中除了全长的、编
码 ６９５ 个氨基酸的 ＦＳＨＲ 表达产物外ꎬ还鉴定到分别编码 ６９４ 个、６３３ 个、５９５ 个、５８２ 个和 ５３３ 个氨基酸的 ＦＳＨＲ 可

变剪接形式的转录产物ꎮ 在卵泡中主要以 ６９５(６９４)、６３３ 和 ５９５ ３ 种转录本形式存在ꎮ 但在颗粒细胞中绵羊促卵

泡激素受体主要以经典分子即 ６９５ 个氨基酸的形式存在ꎮ 在卵泡发育过程中ꎬＦＳＨＲ 蛋白质含量发生变化:在初级

卵泡中ꎬＦＳＨＲ 主要在卵母细胞中表达ꎬ而不是在单层的颗粒细胞中表达ꎬ在次级卵泡中ꎬＦＳＨＲ 在颗粒细胞和卵母

细胞中均不表达ꎬ到三级卵泡(有腔卵泡)时ꎬＦＳＨＲ 蛋白质在颗粒细胞中表达丰富ꎮ 可见ꎬ绵羊 ＦＳＨＲ 基因虽然存

在可变剪接体的结构ꎬ但其功能主要取决于经典型的 ６９５ 个氨基酸蛋白质分子ꎬ并且对初级卵泡的发育具有一定

的作用ꎮ
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　 　 绵羊促卵泡激素(Ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅꎬ
ＦＳＨ)属于糖基化蛋白质激素ꎬ由垂体合成分泌并通

过外周血液循环作用于其卵巢中的受体(ＦＳＨＲ)而
调控个体繁殖过程ꎮ ＦＳＨＲ 主要表达于卵巢颗粒细

胞中ꎬ其表达水平与颗粒细胞的分化、卵泡闭锁及成

熟密切相关[１]ꎮ ＦＳＨ 及其受体因基因突变而引起

的氨基酸组成变化ꎬ会导致卵泡发育不正常ꎮ 例如ꎬ
人 ＦＳＨｂ 亚基基因的突变可导致原发性闭经[２]、发
育延迟及生殖器官发育不良[３]ꎬＦＳＨＲ 的突变导致

卵巢发育失败[４￣７]ꎮ
ＲＮＡ 的可变剪接(Ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｓｐｌｉｃｉｎｇꎬ ＡＳ)是指

从一个 ｍＲＮＡ 前体中通过不同的剪接方式(选择不

同的剪接位点组合)产生不同的 ｍＲＮＡ 剪接异构体

的过程ꎬ是调节基因表达和产生蛋白质组多样性的

重要机制[８]ꎮ 在哺乳动物中ꎬＦＳＨＲ 基因由 １０ 个外

显子组成ꎬ前 ９ 个外显子编码胞外域ꎬ而第 １０ 外显

子编码部分胞外域、七次跨膜结构域及胞内域ꎮ 经

典的 ＦＳＨＲ 编码 ６９５ 个氨基酸的 Ｇ 蛋白偶联受体ꎮ
迄今为止ꎬ先后在绵羊、小鼠、人和牛等哺乳动物中

发现了 ＦＳＨＲ 基因的可变剪接体ꎮ 在绵羊卵巢中鉴

定到的类似生长因子 Ｉ 型受体的 ＦＳＨＲ 可变剪接

体ꎬ具有单次跨膜结构ꎬ并存在于卵巢上皮组织生殖

干细胞及发育各阶段卵泡中ꎬ可能参与卵泡的发育

过程[９￣１２]ꎮ 在女性卵泡中ꎬ存在多种具有七次跨膜

结构的 ＦＳＨＲ 可变剪接形式ꎬ并发现在对外源激素

反应性差异很大的卵巢颗粒细胞中存在不同的

ＦＳＨＲ 可变剪接体[１３￣１４]ꎮ 推测 ＦＳＨＲ 可变剪接体可

能影响女性的卵泡发育过程ꎮ 而在小鼠卵泡中鉴定

到的多种外显子缺失 ＦＳＨＲ 可变剪接体ꎬ但其表达

均与卵泡的发育过程似乎无关ꎮ 牛黄体发育过程中

ＦＳＨＲ 可变剪接体的变化表明其可能参与黄体化作

用[１５]ꎮ 目前尚不清楚绵羊卵泡内 Ｇ 蛋白偶联受体

型 ＦＳＨＲ 可变剪接体的组成及其与卵泡发育之间的

关系ꎮ
本研究以绵羊卵泡颗粒细胞为材料ꎬ通过聚合

酶链式反应克隆 ＦＳＨＲ 基因的 ｃＤＮＡ 片段ꎬ并测序

分析该基因可变剪接体的种类及序列特征ꎬ鉴定不

同直径卵泡中 ＦＳＨＲ 可变剪接体的种类及比例ꎬ在
蛋白质水平鉴定 ＦＳＨＲ 可变剪接体的种类及其在卵

泡发育过程中的变化特征ꎬ以了解 ＦＳＨＲ 基因的可

变剪接体表达规律ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

绵羊卵巢采自乌鲁木齐市华凌畜牧牛羊屠宰市

场ꎮ 采集 ５０~６０ 只屠宰绵羊(哈萨克羊)卵巢置于

生理盐水中ꎬ１ ｈ 内运至实验室ꎮ
颗粒细胞收集:用 １０ ｍｌ 注射器抽取直径 ２~ ５

ｍｍ 卵泡内容物ꎬ １ ０００ ｇ 离心 ２ ｍｉｎꎬ 弃上清ꎮ ＰＢＳ
洗沉淀 １ 次ꎬ 离心ꎬ弃上清ꎮ 颗粒细胞沉淀置于－８０
℃保存ꎬ用于 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 合成ꎬ或用于 Ｗｅｓｔ￣
ｅｒｎ ｂｌｏｔ 蛋白质分析ꎮ

不同直径窦状卵泡收集:用尖头镊子手工分离

绵羊卵巢上外形饱满、卵泡液清澈的窦状卵泡ꎮ 根

据直径分成 ４ 组:１.０~ ２􀆰 ０ ｍｍꎬ２.１~ ３􀆰 ０ ｍｍꎬ３.１~
４􀆰 ９ ｍｍꎬ≥５􀆰 ０ ｍｍꎮ 分别置于约 １０ 倍体积的样品

保护剂( Ｓａｍｐｌｅ ｐｒｏｔｅｃｔｏｒ ｆｏｒ ＲＮＡ / ＤＮＡꎬＴａＫａＲａ 公

司产品)中ꎬ－２０ ℃保存ꎬ用于提取总 ＲＮＡꎮ
１.２　 总 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 合成

取收集的颗粒细胞或去除样品保护剂的卵泡ꎬ
加入 １ ｍｌ Ｔｒｉｚｏｌ(Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司产品)ꎬ用 １ ｍｌ 注射

器(１２ 号针头)多次抽吸细胞组织ꎬ充分裂解细胞ꎬ
冰浴 ５~１０ ｍｉｎꎬ１２ ０００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎬ将上清移到新

的离心管中ꎬ加 ０􀆰 ２ ｍｌ 氯仿ꎬ震荡 １５ ｓꎬ室温静置

３~５ ｍｉｎꎬ１２ ０００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎꎬ取上层水相至新离

心管ꎬ在水相液中加入 ０􀆰 ５ ｍｌ 异丙醇ꎬ轻轻混匀ꎬ室
温静置 １０ ｍｉｎꎬ１２ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ沉淀

加 １ ｍｌ ７５％乙醇洗涤 １ 次ꎬ ７ ５００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎬ吸
弃上清ꎬＲＮＡ 沉淀在室温干燥 ３~５ ｍｉｎꎬ加入 Ｒｎａｓｅ￣
ｆｒｅｅ ｗａｔｅｒ 溶解 ＲＮＡꎮ 以上离心温度均为 ２~ ８ ℃ꎮ
然后对提取的总 ＲＮＡ 进行浓度测定ꎮ

利用 ｃＤＮＡ 合成试剂盒(ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ Ｆｉｒｓｔ￣Ｓｔｒａｎｄ
ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ＳｕｐｅｒＭｉｘꎬ 北 京 ＴＲＡＮＳＧＥＮ ＢＩＯ￣
ＴＥＣＨ 公司产品)ꎬ以 １ μｇ 总 ＲＮＡ 为模板ꎬＯｌｉｇｏ
(ｄＴ)１８ 为引物ꎬ根据试剂盒说明书反转录成 ｃＤ￣
ＮＡꎮ
１.３　 ＰＣＲ 扩增及克隆测序

根据 ＮＣＢＩ 上绵羊 ＦＳＨＲ 序列 ( ＧｅｎＢａｎｋ ＩＤ:
ＮＭ＿００１００９２８９.１)设计全长 ｃＤＮＡ 扩增引物 ｏＦｓｈｒＦ１
( ５′￣ＣＡＡＡＡＧＧＧＣＴＣＡＧＴＧＴＧＧＡＧ￣３′) 和 ｏＦｓｈｒＲ１
(５′￣ＣＴＴＡＴＧＧＡＴＧＴＧＣＣＡＧＧＧＡＧ￣３′)ꎬ菌液验证引

物 ｏＦｓｈｒＦ２ ( ５′￣ＣＧＴＣＴＧＣＡＧＡＡＧＣＡＧＡＡＧＣＡ￣３′) 和

ｏＦｓｈｒＲ２ ( ５′￣ＡＧＴＧＣＴＣＴＧＴＣＡＧＣＴＣＴＴＧＣ￣３′)ꎬ 半定

１３６吴阳升等:绵羊 ＦＳＨＲ 基因可变剪接体的克隆、鉴定及表达分析



量扩增引物 ｏＦｓｈｒ￣ＨＦ ( ５′￣ＣＴＧＣＣＡＧＧＡＣＡＧＣＡＡＧ￣
ＧＴ￣３′) 和 ｏＦｓｈｒ￣ＨＲ (５′￣ＧＣＴＧＧＧＣＴＣＡＴＣＡＴＣＴＴＣＴ￣
３′)ꎮ

全长编码区的扩增:以绵羊颗粒细胞总 ｃＤＮＡ
为模板ꎬ以 ｏＦｓｈｒＦ１ / ｏＦｓｈｒＲ１ 为引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ
反应体系 ２０ μｌ:１×ＢｕｆｆｅｒꎬｏＦｓｈｒＦ１ ０􀆰 ２ μｍｏｌ / ＬꎬｏＦ￣
ｓｈｒＲ１ ０􀆰 ２ μｍｏｌ / ＬꎬｄＮＴＰｓ ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ ｃＤＮＡ １ μｌꎬ
ＨｉＦｉ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ( ＴｒａｎｓＴａｑ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
Ｈｉｇｈ Ｆｉｄｅｌｉｔｙꎬ北京全式金生物公司产品)２ Ｕꎮ 扩增

反应条件为:９５ ℃ ４ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ３０ ｓꎬ５６ ℃ ３０ ｓꎬ７２
℃ ２ ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎻ ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物经

１􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳验证ꎬ回收大小约 ２ ｋｂ 的目

的片段ꎬ连接 Ｔ 载体ꎬ转化大肠杆菌ꎮ 随机挑取单

克隆ꎬ用内部引物 ｏＦｓｈｒＦ２ / ｏＦｓｈｒＲ２ 验证ꎬ扩增条件

同上ꎮ 随机挑取 ３０ 个单克隆测序分析ꎮ
以绵羊不同直径卵泡 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ以引物 ｏＦ￣

ｓｈｒ￣ＨＦ / ｏＦｓｈｒ￣ＨＲ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ扩增体系同上ꎮ
程序为:９５ ℃ ４ ｍｉｎꎻ９４℃ ３０ ｓꎬ５６ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ １
ｍｉｎꎬ３２ 个循环ꎻ ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物经 １􀆰 ５％琼

脂糖凝胶电泳验证ꎮ
１.４　 序列分析

根据测序结果ꎬ分析各种 ＦＳＨＲ 可变剪接体的

开放阅读框ꎬ翻译蛋白质氨基酸序列ꎬ利用在线软件

ＳｉｇｎａｌＰ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ / )
分析信号肽序列ꎬ利用在线软件 ＴＭＨＭＭ(ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ.ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ / ) 进行跨膜区分

析ꎬ利用在线软件进行分子量预测(ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂ. ｅｘ￣
ｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｃｏｍｐｕｔｅ＿ｐｉ / )ꎬ利用 ＮＣＢＩ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃ￣
ｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / ｐｕｂｍｅｄ / )在线分析外显子序列组成ꎬ
利用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 软件对各种剪接体的氨基酸序列进

行分析ꎮ
１.５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

在 ４０ μｌ 颗粒细胞沉淀中加入 ５００ μｌ 细胞裂解

ＲＩＰＡ(ＰｉｅｒｃｅꎬＴｈｅｒｍｏ ＦｉｓｈｅｒＴＭ)ꎬ用 １ ｍｌ 注射器反复

抽吸颗粒细胞ꎬ充分裂解细胞ꎮ 取绵羊其他组织

(心、肝、脾、肺、肾、肌肉、淋巴等)新鲜样品加入 ＲＩ￣
ＰＡ 裂解液进行匀浆ꎬ用 ＢＣＡ 蛋白质浓度测定试剂

盒(ＰｉｅｒｃｅꎬＴｈｅｒｍｏ ＦｉｓｈｅｒＴＭ)测定蛋白质浓度ꎮ 在样

品裂解中加入上样缓冲液 [ ２５０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ
(ｐＨ６􀆰 ８)、１０％ ＳＤＳ、０􀆰 ５％ ＢＰＢ、５０％甘油、５％β￣巯
基乙醇]ꎬ样品裂解液和上样缓冲液体积比 ５ ∶ １ꎮ
每孔上样 ３５ μｇ 蛋白质裂解液样品ꎬ进行 ＳＤＳ￣

ＰＡＧＥꎬ之后将蛋白质转移到 ＰＶＤＦ 印迹膜(Ｍｉｌｌｉ￣
ｐｏｒｅ ０􀆰 ２２ μｍ)上ꎮ ＰＶＤＦ 膜在封闭液(５％脱脂奶

粉ꎬＰＢＳ) 中封闭过夜ꎬ在鼠抗 ＦＳＨＲ 单克隆抗体

(１ ∶ １ ０００ꎬ抗原序列 ＥＤＤＥＰＳＹＡＫＧＦＤＭＭ)中室温

孵育 １ ｈꎬＰＢＳ 漂洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎮ 将膜在二抗抗

体[Ｏｄｙｓｓｅｙꎬ Ａｎｔｉ￣ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ (Ｈ ＋ Ｌ) ( ＤｙＬｉｇｈｔ 􀅹
６８０ Ｃｏｎｊｕｇａｔｅ)]中室温孵育 １ ｈꎬＰＢＳ 漂洗 ４ 次ꎬ每
次 ５ ｍｉｎꎮ 将 ＰＶＤＦ 膜在 Ｏｄｙｓｓｅｙ(美国 ＬＩ￣ＣＯＲ 公司

产品)仪器上进行图像扫描、保存及分析ꎮ 按照同

样的上样量和上样顺序ꎬ利用鼠抗肌动蛋白( ｂｅｔａ￣
ａｃｔｉｎ)抗体作为一抗ꎬ进行免疫印迹反应ꎬ其他操作

过程同上ꎮ
１.６　 免疫组织化学检测

自屠宰场采集的绵羊卵巢用波恩固定液固定

２４ ｈꎬ换 ７５％酒精保存ꎮ 进行常规石蜡包埋、石蜡切

片、贴片和脱蜡ꎮ 切片在 ＦＳＨＲ 抗体(１ ∶ ２００ꎬ 抗体

稀释液为含 ５％ＢＳＡ 的 ＰＢＳ)中在室温孵育 ４５ ｍｉｎꎬ
ＰＢＳ 洗片 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎮ 切片再经二抗 ＨＲＰ￣山
羊抗鼠(１ ∶ ５００ꎬＪａｃｋｓｏｎ ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ Ｌａｂｏｒａｔｏ￣
ｒｉｅｓ Ｉｎｃ.)处理ꎬ ＰＢＳ 洗片 ５ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎮ ＤＡＢ 显

色液(福建迈新生物技术公司产品)显色 ３~１０ ｍｉｎꎬ
显微镜观察显色效果ꎬ封片ꎬ拍照分析ꎮ

２　 结 果

２.１　 绵羊 ＦＳＨＲ 基因全长编码区的扩增

以绵羊颗粒细胞总 ＲＮＡ 反转录的 ｃＤＮＡ 为模

板ꎬ进行 ＦＳＨＲ 基因开放阅读框全长序列的 ＰＣＲ 扩

增ꎬ获得约 ２ ｋｂ 大小的产物条带(图 １)ꎮ 在卵巢上

剥离出不同直径的卵泡(图 ２)ꎬ以不同直径卵泡

ｃＤＮＡ 为模板进行全长型 ＦＳＨＲ 基因的 ＰＣＲ 扩增ꎬ
结果(图 ３)显示各种卵泡均扩增出约 ２ ｋｂ 的阳性

条带ꎬ其中在 ２~３ ｍｍ 卵泡中表达量最高ꎮ 以半定

量引物对不同直径卵泡 ｃＤＮＡ 模板进行扩增ꎬ获得

分子量介于 ８００~ １ ０００ ｂｐ 的 ３ 条不同大小的条带

(图 ４)ꎬ其中在直径 ２.１~ ３􀆰 ０ ｍｍ 卵泡中表达量最

高ꎮ 说明在绵羊卵泡中存在以 ３ 种长度类型为主的

ＦＳＨＲ 可变剪接体ꎮ
２.２　 绵羊 ＦＳＨＲ 可变剪接体形式

与人类的同源基因类似ꎬ绵羊的 ＦＳＨＲ 基因也

是由 １０ 个外显子和 ９ 个内含子组成ꎬ共编码 ６９５ 个

氨基酸(ａａ)ꎬ其中第 １ ~ ９ 外显子编码胞外域(１~
２８５ ａａ)ꎬ而第 １０ 外显子编码 Ｃ 端部分胞外域
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Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ１:模板为绵羊颗粒细胞 ｃＤＮＡꎬ引物为 ｏＦｓｈｒＦ１ 和 ｏＦ￣
ｓｈｒＲ１ꎻ２:模板为绵羊颗粒细胞 ｃＤＮＡꎬ引物为 ｏＦｓｈｒＦ１ꎻ３:模板为

绵羊颗粒细胞 ｃＤＮＡꎬ引物为 ｏＦｓｈｒＲ１ꎻ４:模板为 Ｈ２Ｏꎬ引物为 ｏＦ￣

ｓｈｒＦ１ 和 ｏＦｓｈｒＲ１ꎮ
图 １　 绵羊颗粒细胞 ＦＳＨＲ 基因的 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ.１　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｈｅｅｐ ＦＳＨＲ ｇｅｎｅ ｉｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌ

图 ２　 剥离的绵羊不同直径卵泡

Ｆｉｇ.２　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｉａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｓｈｅｅｐ ｏｖａｒｙ

(２８６~３６６ ａａ)、跨膜域 (３６７~ ６３０ ａａ) 及胞内域

(６３１~６９５ ａａ)ꎮ 氨基末端首先是 １７ 个 ａａ 的信号肽

序列ꎮ 经过克隆测序分析ꎬ除了经典的编码 ６９５ 个

氨基酸( ａａ)的 ＦＳＨＲ６９５ 外ꎬ还鉴定到 ６ 种编码 ６９４
个、６７０ 个、６３３ 个、５９５ 个、５８２ 个和 ５３３ 个 ａａ 新的

可 变 剪 接 体ꎬ 即 ＦＳＨＲ６９４、 ＦＳＨＲ６７０、 ＦＳＨＲ６３３、
ＦＳＨＲ５９５、ＦＳＨＲ５８２ 和 ＦＳＨＲ５３３ꎮ 其中 ＦＳＨＲ６９４ 缺失第

１０１ 位精氨酸(ＡｒｇꎬＲ)ꎬＦＳＨＲ６７０缺失 ｅｘｏｎ３ꎬＦＳＨＲ６３３

缺失 ｅｘｏｎ９ꎬＦＳＨＲ５９５缺失 ｅｘｏｎ３、ｅｘｏｎ４、ｅｘｏｎ５ 和 ｅｘ￣
ｏｎ６ꎬＦＳＨＲ５８２ 缺失第 １０１ 位 Ａｒｇ 和 ｅｘｏｎ５、 ｅｘｏｎ６ 和

ｅｘｏｎ９ꎬＦＳＨＲ５３３缺失 ｅｘｏｎ３、ｅｘｏｎ４、ｅｘｏｎ５、ｅｘｏｎ６ 和 ｅｘ￣
ｏｎ９ꎮ 这些剪接形式中ꎬ ｅｘｏｎ１、 ｅｘｏｎ２、 ｅｘｏｎ７ 和 ｅｘ￣
ｏｎ１０ 外显子最为保守ꎬ在各种剪接形式中均存在

(图 ５)ꎮ

１、２、３、４ 泳道模板分别是直径 １.０ ~ ２.０ ｍｍ、２.１ ~ ３.０ ｍｍ、３.１ ~
４􀆰 ９ ｍｍ 和≥５.０ ｍｍ 卵泡的 ｃＤＮＡꎻ５ 泳道模板为 Ｈ２Ｏꎮ 引物均

为 ｏＦｓｈｒＦ１ 和 ｏＦｓｈｒＲ１ꎮ
图 ３　 不同直径卵泡 ｃＤＮＡ 的全长 ＦＳＨＲ ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ.３　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＦＳＨＲ ｉｎ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｉ￣
ａｍｅｔｅｒｓ

Ｍ:分子量标准ꎻ１、２、３、４ 泳道模板分别是直径 １. ０ ~ ２. ０ ｍｍ、
２.１~３.０ ｍｍ、３.１~４.９ ｍｍ 和≥５.０ ｍｍ 卵泡的 ｃＤＮＡꎻ５ 泳道模板

为 Ｈ２Ｏꎮ 引物均为 ｏＦｓｈｒ￣ＨＦ 和 ｏＦｓｈｒ￣ＨＲꎮ

图 ４　 绵羊不同直径卵泡 ＦＳＨＲ 基因的半定量 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ.４　 Ｓｅｍｉ￣ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｏｆ ＦＳＨＲ ｇｅｎｅ ｉｎ ｏｖｉｎｅ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ
ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｉａｍｅｔｅｒｓ

对半定量引物扩增不同直径卵泡 ＦＳＨＲ 基因获

得的 ３ 种扩增条带进行测序分析ꎬ结果表明 ３ 种条

带所对应的可变剪接体分别是 ＦＳＨＲ６９５ ( 包括

ＦＳＨＲ６９４)、ＦＳＨＲ６７０、ＦＳＨＲ６３３ꎮ 它们在每种卵泡中的

表达比例约为 １ ∶ １ ∶ １ꎬ在不同直径卵泡中的组成

无显著差异ꎮ
２.３　 绵羊 ＦＳＨＲ 基因在蛋白质水平的表达

经 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析ꎬＦＳＨＲ 基因仅在颗粒细胞

中检测到蛋白质形式的表达ꎬ而在心、肝、脾、肺、肾、
肌肉和淋巴等组织中均检测不到蛋白质水平的表

３３６吴阳升等:绵羊 ＦＳＨＲ 基因可变剪接体的克隆、鉴定及表达分析



图 ５　 绵羊不同剪接形式的 ＦＳＨＲ 氨基酸序列比对

Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｌｙ ｓｐｌｉｃｅｄ ｏｖｉｎｅ ＦＳＨＲ

达ꎮ 在颗粒细胞中ꎬ仅有一种大小的 ＦＳＨＲ 阳性条

带ꎬ其相对分子质量约 ７.７×１０４(图 ６)ꎬ与编码全长

６９５ 氨基酸序列预测的分子量(带信号肽分子量预

测为 ７.８２３× １０４ꎬ 不带信号肽的分子量预测为

７.６５３×１０４)最为接近ꎮ 对绵羊卵巢进行 ＦＳＨＲ 免疫

组化定位分析发现:在窦状卵泡中ꎬＦＳＨＲ 的阳性信

号集中在壁颗粒细胞中ꎻ在具有单层颗粒细胞的原

始卵泡中ꎬＦＳＨＲ 阳性信号则集中卵母细胞中而非
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颗粒细胞中ꎻ在具有多层颗粒细胞的次级卵泡中ꎬ颗
粒细胞和卵母细胞中均无显著的 ＦＳＨＲ 阳性信号

(图 ７)ꎮ

图 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析绵羊不同组织中 ＦＳＨＲ 蛋白质的表达

Ｆｉｇ.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｏｖｉｎｅ ＦＳＨＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｈｅｅｐ ｔｉｓｓｕｅｓ

Ｏｏ:卵母细胞ꎻＧＣ:颗粒细胞ꎻＴＣ:膜细胞ꎮ
图 ７　 绵羊卵巢中 ＦＳＨＲ 蛋白质的免疫组织化学表达(×２００)
Ｆｉｇ.７　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＦＳＨＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｓｈｅｅｐ

ｏｖａｒｙ(×２００)

３　 讨 论

本研究中ꎬ我们鉴定到绵羊卵泡中存在多种具

有 Ｇ 蛋白偶联受体形式的 ＦＳＨＲ ｍＲＮＡ 可变剪接形

式ꎬ而蛋白质形式的 ＦＳＨＲ 仅有全长形式的分子存

在ꎮ 在初级卵泡中 ＦＳＨＲ 基因仅在卵母细胞中高水

平表达ꎬ在三级卵泡中主要在颗粒细胞中表达ꎮ 本

研究所鉴定的可变剪接体均为胞外域部分的选择性

剪接形式ꎮ
ＦＳＨＲ 的可变剪接形式在多个哺乳动物物种中

被发现ꎬ但剪接形式随物种不同有所差异ꎮ 在小鼠

中发现有缺失 ｅｘｏｎ２、 ｅｘｏｎ５、ｅｘｏｎ６ 的多种 ＦＳＨＲ 可

变剪接形式[１６]ꎮ 在猫颗粒细胞中发现有缺失 ｅｘｏｎ３
的可变剪接形式[１７]ꎮ 在人卵巢中存在缺失 ｅｘｏｎ２、

ｅｘｏｎ６、ｅｘｏｎ９ 及 ｅｘｏｎ８ 的表达形式[１４ꎬ １８]ꎮ 在牛卵巢

中发现有 ｅｘｏｎ４、ｅｘｏｎ５、ｅｘｏｎ９ 缺失的表达形式[１５]ꎮ
我们发现ꎬ绵羊卵巢中存在缺失 ｅｘｏｎ３、ｅｘｏｎ４、ｅｘ￣
ｏｎ５、ｅｘｏｎ６、ｅｘｏｎ９ 等外显子的可变剪接形式的表达ꎮ
在可变剪接过程中ꎬ导致仅 ｅｘｏｎ３ 和 ｅｘｏｎ４ 交界处

的单个精氨酸(Ａｒｇ)缺失ꎬ比经典型的分子缺少 １
个氨基酸ꎮ 目前还不清楚这种剪接类型是否能翻译

成蛋白质ꎬ以及具有什么生物学功能ꎮ 另外ꎬ与人、
牛等单胎类型哺乳动物相似ꎬ绵羊中很早就发现存

在 ｅｘｏｎ９ 缺失类型[１９]ꎬ这种缺失所对应编码的氨基

酸序列恰好是受体信号特异性反应结构域位置[２０]ꎮ
但我们在卵泡颗粒细胞仅鉴定到一种大小的 ＦＳＨＲ
蛋白质分子ꎬ根据其分子量大小判断很可能是含

６９５ 个 ａａ 的全长形式ꎮ 因此缺失 ｅｘｏｎ９ 的可变剪接

体是否具有生物学功能ꎬ仍然有待于进一步研究ꎮ
在 １ ~ ３ 日龄的新生小鼠卵巢中仅有可变剪接

形式的 ＦＳＨＲ 表达ꎬ这些可变剪接形式似乎也不影

响完整分子 ＦＳＨＲ 的功能ꎬ而全长型 ＦＳＨＲ 直至第 ５
日龄才表达[１６]ꎮ 这些可变剪接体不能与 ＦＳＨ 结

合ꎬ也不能提高 ｃＡＭＰ 和孕酮含量[２１]ꎮ ＦＳＨＲ 胞外

域部分的可变剪接ꎬ可能通过降低同配体激素的亲

和活性而影响受体的功能[２２]ꎮ 在猫卵丘颗粒细胞

中存在缺失第 ３ 外显子的剪接形式(６７０ ａａ)ꎬ但在

繁殖季节和非繁殖季节中表达变化不大[１７]ꎮ 颗粒

细胞中存在缺失 ｅｘｏｎ６ 的 ＦＳＨＲ 形式的妇女ꎬ经外

源激素超排处理可获得 ３０ 枚左右的卵母细胞ꎬ而缺

失 ｅｘｏｎ２ 的仅可获得 ２ ~ ４ 枚卵母细胞ꎬ而且这些可

５３６吴阳升等:绵羊 ＦＳＨＲ 基因可变剪接体的克隆、鉴定及表达分析



变剪接体的 ｃＡＭＰ 活性均低于经典类型的 ＦＳＨＲꎬ
且对促黄体激素(ＬＨ)和促甲状腺激素(ＴＳＨ)均无

反应[１４]ꎮ 而在人单核细胞和破骨细胞中表达的

ＦＳＨＲ 是缺失 ｅｘｏｎ９ 的可变剪接形式[２３]ꎮ 这些人卵

泡中所存在的 ＦＳＨＲ 不同可变剪接形式ꎬ可能影响

其配体的反应性ꎬ从而影响其生物学功能ꎮ 有研究

结果表明ꎬ在牛卵巢黄体形成全过程中均有缺失 ｅｘ￣
ｏｎ４、ｅｘｏｎ５、ｅｘｏｎ９ 的 ＦＳＨＲ 可变剪接体表达ꎬ而经典

形式的 ＦＳＨＲ 仅存在于黄体早期[１５]ꎬ推测 ＦＳＨＲ 可

变剪接体与牛黄体形成过程有关ꎮ 我们在研究中发

现绵羊不同直径的有腔卵泡中存在多种可变剪接形

式 ＦＳＨＲ 的表达ꎬ主要有 ３ 种 ＦＳＨＲ 可变剪接体表

达ꎬ但在各阶段可变剪接体类型相似ꎬ在不同直径卵

泡之间表达差异并不显著ꎮ 虽然在 ＲＮＡ 水平有 ３
种长度的可变剪接体存在ꎬ但在蛋白质水平却仅有

１ 种形式的蛋白质存在ꎬ即经典的全长形式的 ＦＳＨＲ
蛋白质分子(或相差 １ 个 ａａ 可变剪接体)ꎮ 这表明ꎬ
尽管绵羊颗粒细胞中存在多种 ＦＳＨＲ 可变剪接体ꎬ
但主要还是以全长型 ＦＳＨＲ 在蛋白质水平发挥生物

学作用ꎮ
此外ꎬＢａｂｕ 等报道在绵羊卵巢中已鉴定到类生

长因子受体形式的非 Ｇ 蛋白偶联受体形式的可变

剪接体ꎬ编码 １~８ 外显子和一段特有的羧基末端氨

基酸序列[１０]ꎮ 由于我们所使用的抗体所识别的抗

原序列位于 ｅｘｏｎ１０ 区域内氨基酸多肽抗原位点ꎬ因
此我们在 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测中ꎬ并未检测到这些短型

单次跨膜的 ＦＳＨＲ 可变剪接体蛋白质分子ꎮ 我们在

进行全长 ｃＤＮＡ 扩增时ꎬ也获得了一些较短的扩增

产物ꎬ其中可能包括了这类单次跨膜结构的 ＦＳＨＲ
可变剪接体ꎮ 有研究结果表明类生长因子类的

ＦＳＨＲ 可变剪接体在绵羊卵巢上皮组织生殖干细胞

及发育各阶段卵泡中均存在[１１￣１２]ꎬ可能参与卵泡的

发育过程ꎮ
Ｔｉｓｄａｌｌ 等[１９] 在研究成年绵羊卵泡中 ＦＳＨＲ 的

表达时ꎬ 发现 ＦＳＨＲ 在初级卵泡的 １ 至 ２ 层颗粒细

胞中有 ｍＲＮＡ 的表达ꎬ并且一直持续到卵泡闭锁早

期ꎬ即从原始卵泡过渡到初级卵泡后 ＦＳＨＲ 一直表

达ꎮ 而我们在对成年绵羊卵巢进行 ＦＳＨＲ 蛋白质表

达分析时ꎬ发现 ＦＳＨＲ 蛋白质在三级卵泡(有腔 /窦
状)的颗粒细胞内含量丰富ꎬ而在具有多层颗粒细

胞的次级卵泡中ꎬ无论是颗粒细胞还是卵母细胞中

都检测不到 ＦＳＨＲ 蛋白质分子ꎮ 与前人在 ｍＲＮＡ 水

平检测结果不同的是:我们发现 ＦＳＨＲ 蛋白质分子

在初级卵泡卵母细胞中表达丰富ꎬ而不是在颗粒细

胞中ꎮ Ｍｅｄｕｒｉ 等[２４] 在人和猪初级卵泡到三级卵泡

的卵母细胞中均发现 ＦＳＨＲ 蛋白质分子的存在ꎬ甚
至在排卵前卵母细胞中的表达量高于颗粒细胞近

２０ 倍ꎬ并且无卵丘细胞的卵母细胞可以响应 ＦＳＨ 动

员 Ｃａ２＋信号效应ꎮ 前人所发现的从绵羊初级卵泡至

三级卵泡中颗粒细胞中存在的 ＦＳＨＲ ｍＲＮＡ 分子ꎬ
很可能包括各种剪接体形式ꎮ 而绵羊与人和猪卵母

细胞中发现的 ＦＳＨＲ 蛋白质分子表达不同的是:在
初级卵泡中 ＦＳＨＲ 在卵母细胞中表达ꎬ而在次级卵

泡中不表达ꎮ 我们的这一结果与绵羊次级卵泡对外

源激素不敏感而窦状卵泡对外源激素敏感的现象完

全吻合ꎮ 在绵羊初级卵泡发育过程中ꎬ很可能是以

全长形式的 ＦＳＨＲ 蛋白分子(或至少包括第 １０ 外显

子胞外域 ＥＤＤＥＰＳＹＡＫＧＦＤＭＭ 抗原多肽序列的蛋

白质分子)参与到初级卵泡的发育ꎮ 根据以上结

果ꎬ我们推测 ＦＳＨ 对绵羊卵泡发育的影响:在初级

卵泡阶段是卵母细胞上的受体发挥作用ꎬ而到次级

卵泡阶段因其受体蛋白分子表达显著降低而不敏

感ꎬ至三级卵泡时则主要通过颗粒细胞上受体恢复

其对发育的影响ꎮ
总之ꎬ我们在绵羊卵泡中鉴定到缺失 ｅｘｏｎ３、ｅｘ￣

ｏｎ４、ｅｘｏｎ５、ｅｘｏｎ６ 和 ｅｘｏｎ９ 等的 ＦＳＨＲ 基因多种可变

剪接体ꎬ但翻译成蛋白质分子的仅有全长形式的剪

接形式ꎮ ＦＳＨＲ 蛋白质分子在初级卵泡卵母细胞中

表达ꎬ而在次级卵泡的卵母细胞和颗粒细胞中均不

表达ꎬ在三级卵泡中主要在颗粒细胞中表达来调控

卵泡的发育进程ꎮ
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[９] 　 ＳＡＩＲＡＭ Ｍ Ｒꎬ ＪＩＡＮＧ Ｌ Ｇꎬ ＹＡＲＮＥＹ Ｔ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ
ｓｐｌｉｃｉｎｇ ｃｏｎｖｅｒｔｓ ｔｈｅ Ｇ￣ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｕｐｌｅｄ ｆｏｌｌｉｔｒｏｐｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｇｅｎｅ ｉｎ￣
ｔｏ ａ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｔｙｐｅ Ｉ ｒｅｃｅｐｔｏｒ: ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｐｌｅｉｏｔｒｏｐｉｃ ａｃ￣
ｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｈｏｒｍｏｎｅ [Ｊ] . Ｍｏｌ Ｒｅｐｒｏｄ Ｄｅｖꎬ １９９７ꎬ ４８(４): ４７１￣
４７９.

[１０] ＢＡＢＵ Ｐ Ｓꎬ ＪＩＡＮＧ Ｌꎬ ＳＡＩＲＡＭ Ａ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ
ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｎ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｌｙ ｓｐｌｉｃｅｄ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｔｙｐｅ Ｉ ｒｅ￣
ｃｅｐｔｏｒ ｆｏｒ ｆｏｌｌｉｔｒｏｐｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ ｏｖａｒｙ [ Ｊ] . Ｍｏｌ
Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ Ｒｅｓ Ｃｏｍｍｕｎꎬ １９９９ꎬ ２(１): ２１￣２７.

[１１] ＰＡＴＥＬ Ｈꎬ ＢＨＡＲＴＩＹＡ Ｄꎬ ＰＡＲＴＥ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ
ｈｏｒｍｏｎｅ ｍｏｄｕｌａｔｅｓ ｏｖａｒｉａｎ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ａｌｔｅｒｎａｔｅｌｙ ｓｐｌｉｃｅｄ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｖａｒｉａｎｔ ＦＳＨ￣Ｒ３ [Ｊ] . Ｊ Ｏｖａｒｉａｎ Ｒｅｓꎬ ２０１３ꎬ ６: ５２.

[１２] ＳＵＬＬＩＶＡＮ Ｒ Ｒꎬ ＦＡＲＩＳ Ｂ Ｒꎬ ＥＢＯＲＮ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｖａｒｉａｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｗｅ
[Ｊ] . Ｒｅｐｒｏｄ Ｂｉｏｌ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌꎬ ２０１３ꎬ １１: １１３.

[１３] ＫＡＲＡＫＡＹＡ Ｃꎬ ＧＵＺＥＬＯＧＬＵ￣ＫＡＹＩＳＬＩ Ｏꎬ ＨＯＢＢＳ Ｒ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｆｏｌｌｉｃｌｅ￣ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ (ＦＳＨＲ) ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｓｋｉｐｐｉｎｇ
ｏｆ ｅｘｏｎ ２ ｏｒ ３ ａｆｆｅｃｔｓ ｏｖａｒｉａｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ＦＳＨ [Ｊ] . Ｍｏｌ Ｈｕｍ Ｒｅ￣
ｐｒｏｄꎬ ２０１４ꎬ ２０(７): ６３０￣６４３.

[１４] ＧＥＲＡＳＩＭＯＶＡ Ｔꎬ ＴＨＡＮＡＳＯＵＬＡ Ｍ Ｎꎬ ＺＡＴＴＡＳ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｄｅｎ￣
ｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒ￣
ｍｏｎｅ ( ＦＳＨ) ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｖａｒｉａｎｔｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｂｎｏｒｍａｌ ｏｖａｒｉａｎ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ＦＳＨ[ Ｊ] . Ｊ Ｃｌｉｎ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ Ｍｅｔａｂꎬ ２０１０ꎬ ９５(２):
５２９￣５３６.

[１５] ＲＡＪＡＰＡＫＳＨＡ Ｗ Ｒꎬ ＲＯＢＥＲＴＳＯＮ Ｌꎬ Ｏ′ＳＨＡＵＧＨＮＥＳＳＹ Ｐ Ｊ.
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｆｏｌｌｉｃｌｅ￣ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ￣ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｍＲＮＡ ａｌｔｅｒｎａｔｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ ｉｎ ｂｏｖｉｎｅ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｄｕｒｉｎｇ ｌｕｔｅｉｎｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｖｉｖｏ ａｎｄ
ｉｎ ｖｉｔｒｏ [Ｊ] . Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌꎬ １９９６ꎬ １２０(１): ２５￣３０.

[１６] Ｏ′ＳＨＡＵＧＨＮＥＳＳＹ Ｐ Ｊꎬ ＭＡＲＳＨ Ｐꎬ ＤＵＤＬＥＹ Ｋ. Ｆｏｌｌｉｃｌｅ￣ｓｔｉｍｕ￣
ｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｍＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｏｖａｒｙ ｄｕｒｉｎｇ ｐｏｓｔ￣ｎａ￣
ｔａｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｍｏｕｓｅ ａｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ａｄｕｌｔ ｈｙｐｏｇｏｎａｄａｌ
(ｈｐｇ) ｍｏｕｓｅ: ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ａｌｔｅｒｎａｔｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ [Ｊ] . Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｅｎ￣
ｄｏｃｒｉｎｏｌꎬ １９９４ꎬ １０１(１ / ２): １９７￣２０１.

[１７] ＨＯＢＢＳ Ｒ Ｊꎬ ＨＯＷＡＲＤ Ｊꎬ ＷＩＬＤＴ Ｄ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｂｓｅｎｃｅ ｏｆ ｓｅａｓｏｎ￣
ａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＦＳＨＲ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃａｔ ｃｕｍｕｌｕｓ￣ｏｏｃｙｔｅ
ｃｏｍｐｌｅｘ ｉｎ ｖｉｖｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ [Ｊ] . Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎꎬ ２０１２ꎬ １４４(１):
１１１￣１２２.

[１８] ＧＲＯＭＯＬＬ Ｊꎬ ＧＵＤＥＲＭＡＮＮ Ｔꎬ ＮＩＥＳＣＨＬＡＧ Ｅ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｌｏ￣
ｎｉｎｇ ｏｆ ａ ｔｒｕｎｃａｔｅｄ ｉｓｏｆｏｒｍ ｏｆ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒ￣
ｍｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ [ Ｊ] . Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ Ｃｏｍｍｕｎꎬ １９９２ꎬ １８８
(３): １０７７￣１０８３.

[１９] ＴＩＳＤＡＬＬ Ｄ Ｊꎬ ＷＡＴＡＮＡＢＥ Ｋꎬ ＨＵＤＳＯＮ Ｎ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. ＦＳＨ ｒｅｃｅｐ￣
ｔｏｒ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｏｖａｒｉａｎ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ ｓｈｅｅｐ
[Ｊ] . Ｊ Ｍｏｌ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌꎬ １９９５ꎬ １５(３): ２７３￣２８１.

[２０] ＪＩＡＮＧ Ｘꎬ ＬＩＵ Ｈꎬ ＣＨＥＮ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｆｏｌｌｉｃｌｅ￣ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ
ｈｏｒｍｏｎｅ ｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｎｔｉｒｅ ｅｃｔｏｄｏｍａｉｎ ｏｆ ｉｔｓ ｒｅｃｅｐｔｏｒ [Ｊ] .
Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａꎬ ２０１２ꎬ １０９(３１): １２４９１￣１２４９６.

[２１] ＴＥＮＡ￣ＳＥＭＰＥＲＥ Ｍꎬ ＭＡＮＮＡ Ｐ Ｒꎬ ＨＵＨＴＡＮＩＥＭＩ Ｉ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｆｏｌｌｉｃｌｅ￣ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｃｏｍｐｌｅ￣
ｍｅｎｔａｒｙ ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ: ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｌｔｅｒｎａ￣
ｔｉｖｅｌｙ ｓｐｌｉｃｅｄ ｖａｒｉａｎｔｓ ａｎｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｂｙ ａ Ｃ５６６Ｔ ｔｒａｎｓｉ￣
ｔｉｏｎ ｉｎ ｅｘｏｎ ７ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ [Ｊ] . Ｂｉｏｌ Ｒｅｐｒｏｄꎬ １９９９ꎬ ６０
(６): １５１５￣１５２７.

[２２] ＹＡＲＯＮ Ｙꎬ ＥＶＡＮＳ Ｍ Ｉꎬ ＬＥＳＳＩＮＧ Ｊ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｌｙ
ｓｐｌｉｃｅｄ ｍＲＮＡ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ｔｈｅ
ＦＳＨ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｇｅｎｅ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｏｖａｒｙ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｏｖｕ￣
ｌａｔｏｒｙ ｃｙｃｌｅ [Ｊ] . Ｊ Ｒｅｐｒｏｄ Ｍｅｄꎬ １９９８ꎬ４３: ４３５￣４３８.

[２３] ＲＯＢＩＮＳＯＮ Ｌ Ｊꎬ ＴＯＵＲＫＯＶＡ Ｉꎬ ＷＡＮＧ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. ＦＳＨ￣ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｉｓｏｆｏｒｍｓ ａｎｄ ＦＳＨ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｇｅｎｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｍｏｎｏ￣
ｃｙｔｅｓ ａｎｄ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｓ [Ｊ] . Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ Ｃｏｍｍｕｎꎬ ２０１０ꎬ
３９４(１): １２￣１７.

[２４] ＭＥＤＵＲＩ Ｇꎬ ＣＨＡＲＮＡＵＸ Ｎꎬ ＤＲＩＡＮＣＯＵＲＴ Ｍ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｏｌｌｉ￣
ｃｌｅ￣ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｉｎ ｏｏｃｙｔｅｓ? [Ｊ] . Ｊ Ｃｌｉｎ Ｅｎｄｏｃｒｉ￣
ｎｏｌ Ｍｅｔａｂꎬ ２００２ꎬ ８７(５): ２２６６￣２２７６.

(责任编辑:张震林)

７３６吴阳升等:绵羊 ＦＳＨＲ 基因可变剪接体的克隆、鉴定及表达分析


