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　 　 摘要:　 热应激严重影响动物的繁殖性能ꎬ但热应激是如何通过调控绵羊卵巢颗粒细胞功能进而调控绵羊繁

殖的相关研究较少ꎮ 本研究以湖羊卵巢颗粒细胞为研究对象ꎬ利用 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ、流式细胞技术、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、
ＥＬＩＳＡ 等方法探讨热应激对湖羊卵巢颗粒细胞钙信号通路、细胞凋亡和雌激素合成的影响ꎮ 结果表明ꎬ热应激后ꎬ
湖羊卵巢颗粒细胞中钙离子浓度显著上升(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ钙离子信号通路中相关基因 ＣＡＣＮＡ１Ｂ、ＣＡＣＮＡ１Ｃ、ＲＹＲ１、
ＣＡＭＫ２ 表达量显著升高ꎬ线粒体分裂蛋白 ＦＩＳ１ 表达量显著上升ꎬ促凋亡蛋白家族代表基因 ＢＡＸ 和抗凋亡蛋白代表

基因 ＢＣＬ２ ｍＲＮＡ 表达量比值(ＢＡＸ / ＢＣＬ２)显著上升ꎬ细胞凋亡率增加ꎻ雌二醇合成关键酶 ＣＹＰ１９Ａ１ 表达量显著下

调ꎬ雌二醇含量显著下降(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 热应激卵巢颗粒细胞中加入钙离子螯合剂(ＢＡＰＴＡ￣ＡＭ)明显降低钙离子浓

度ꎬ同时减少细胞凋亡ꎬ缓解热应激造成的卵巢颗粒细胞雌二醇含量下调ꎮ 综上表明ꎬ热应激打开了湖羊卵巢颗粒

细胞膜电压门控钙离子通道和内质网膜上钙离子释放通道ꎬ导致细胞质中钙离子浓度上升ꎬ促进卵巢颗粒细胞凋

亡ꎬ引起雌二醇含量下调ꎮ
关键词:　 热应激ꎻＣａ２＋ꎻ 卵巢颗粒细胞ꎻ 细胞凋亡ꎻ 雌二醇

中图分类号:　 Ｓ８２６　 　 　 文献标识码:　 Ａ　 　 　 文章编号:　 １０００￣４４４０(２０２２)０５￣１２７８￣０８

Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｅｓｔｒｏｇｅｎ
ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ ｔｈｒｏｕｇｈ ｃａｌｃｉｕｍ ｓｉｇｎａｌ

ＬＩ Ｆａｎ１ꎬ２ꎬ３ꎬ　 ＬＩ Ｙｉｎ￣ｘｉａ１ꎬ２ꎬ３ꎬ　 ＳＨＵ Ｊｉａ￣ａｏ１ꎬ２ꎬ３ꎬ　 ＭＥＮＧ Ｃｈｕｎ￣ｈｕａ１ꎬ２ꎬ３ꎬ　 ＺＨＡＮＧ Ｊｕｎ１ꎬ２ꎬ３ꎬ　 ＱＩＡＮ Ｙｏｎｇ１ꎬ２ꎬ３ꎬ　
ＣＡＯ Ｓｈａｏ￣ｘｉａｎ１ꎬ２ꎬ３

(１.Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２.Ｊｉａｎｇｓｕ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｇｅｒｍｐｌａｓｍ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ
ａｎｄ Ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ Ｐｌａｔｆｏｒｍꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３.Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｌａｎｔｉｎｇ ａｎｄ Ｂｒｅｅｄｉｎｇꎬ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ Ｒｕｒａｌ Ａｆｆａｉｒｓꎬ
Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ ｓｅｒｉｏｕｓｌｙ ａｆｆｅｃｔｓ ｔｈｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ａｎｉｍａｌｓꎬ ｂｕｔ ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｆｅｗ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ ｔｈｅ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｓｈｅｅｐ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｈｅｅｐ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ. Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ Ｈｕ
ｓｈｅｅｐ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｂｊｅｃｔｓꎬ ａｎｄ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲꎬ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎬ ＥＬＩＳＡ

ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｍｅｔｈｏｄｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｃａｌｃｉｕｍ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙꎬ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ
ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ. Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ａｆｔｅｒ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｃａ２＋ ｉｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉ￣
ｃａｎｔｌｙ (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ ｓｉｇｎａ￣
ｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ＣＡＣＮＡ１Ｂꎬ ＣＡＣＮＡ１Ｃꎬ ＲＹＲ１

８７２１



ａｎｄ ＣＡＭＫ２ ａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｆｉｓｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ＦＩＳ１ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｐｒｏ￣ａｐｏｐｔｏｔｉｃ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｍｉｌｙ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｇｅｎｅ ＢＡＸ ａｎｄ ａｎｔｉ￣ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｍｉｌｙ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｇｅｎｅ ＢＣＬ２ (ＢＡＸ / ＢＣＬ２) ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＹＰ１９Ａ１ꎬ ｔｈｅ ｋｅｙ ｅｎｚｙｍｅ ｉｎ ｅｓｔｒａｄｉｏｌ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓꎬ ｗａｓ
ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｅｓｔｒａｄｉｏｌ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０.０５). Ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｈｅｌａｔｏｒ ＢＡＰ￣
ＴＡ￣ＡＭ ｔｏ ｈｅａｔ￣ｓｔｒｅｓｓｅｄ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ Ｃａ２＋ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎꎬ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬ ａｎｄ ａｌｌｅ￣
ｖｉａｔｅｄ ｔｈｅ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｓｔｒａｄｉｏｌ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ. Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎꎬ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ
ｏｐｅｎｓ ｔｈｅ ｖｏｌｔａｇｅ￣ｇａｔｅｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｉｏｎ ｃｈａｎｎｅｌ ｏｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｏｆ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｃａｌｃｉｕｍ ｉｏｎ
ｒｅｌｅａｓｅ ｃｈａｎｎｅｌ ｏｎ ｔｈｅ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｍｅｍｂｒａｎｅꎬ ｗｈｉｃｈ ｌｅａｄｓ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ ｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｙ￣
ｔｏｐｌａｓｍꎬ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｃａｕｓｅｓ ｔｈｅ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｓｔｒａｄｉｏｌ ｃｏｎｔｅｎｔ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓꎻ Ｃａ２＋ꎻ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓꎻ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎻ ｅｓｔｒａｄｉｏｌ

　 　 随着绵羊养殖集约化发展和全球变暖加剧ꎬ热
应激对绵羊生产性能的不利影响日益严重ꎮ 有研究

结果表明ꎬ热应激组公羔羊的生长速度和饲料利用

率均显著低于正常组的羔羊[１]ꎻ夏季公羔羊的生长

速度、饲料利用率和腰肉产量均显著低于冬季[２]ꎮ
在交配周期内ꎬ环境温度大于等于 ３２ ℃的条件下每

增加 １ ｄꎬ母羊的受精率和产羔率分别下降 ２􀆰 ７％和

３􀆰 ５％[３￣４]ꎬ说明交配期间的高温对受精、胚胎存活都

产生不利影响ꎮ 热应激影响绵羊卵母细胞后期的发

育ꎬ且延长发情周期ꎬ导致受精率和胚胎成活率明显

下降ꎮ
钙离子通过在细胞内外形成离子梯度ꎬ在细胞

内充当第二信使ꎮ 钙稳态是细胞信号转导的中心ꎬ
受到许多离子通道、泵和交换器的严格调控[５]ꎮ 在

非兴奋性细胞中ꎬ大多数细胞内钙离子的释放是通

过以下 ３ 种通道进行的:(１)内质网膜上的 １ꎬ４ꎬ５￣
三磷酸肌醇受体(ＩＰ３Ｒｓ)的钙离子通道ꎻ(２)内质网

中的 ＲＹＲ(Ｒｙａｎｏｄｉｎｅ)受体的钙释放通道ꎻ(３)溶酶

体样细胞器中的烟酸腺嘌呤二核苷酸(ＮＡＡＤＰ)钙
离子通道[６]ꎮ

控制钙离子释放或者积累的钙信号通路在调控

细胞周期、生长、发育和繁殖等方面发挥重要作用ꎮ
钙离子浓度在细胞分裂间期(ＤＮＡ 合成前期 / ＤＮＡ
复制期、ＤＮＡ 合成后期 /细胞分裂期)和细胞分裂中

期到后期的相变期间显著增加[７￣９]ꎮ 在斑马鱼和非

洲爪蟾胚胎发育过程中都有观察到细胞间的钙波存

在[１０￣１１]ꎬ在哺乳动物卵子激活和胚胎发育中也发现

了钙信号的重要作用[１２]ꎮ
本研究拟以湖羊卵巢颗粒细胞为对象ꎬ研究热

应激对细胞钙离子浓度、钙离子通路相关基因表达、
细胞凋亡和雌激素合成的影响ꎬ以期为解析热应激

影响绵羊繁殖性能的分子机制提供理论依据ꎬ为缓

解夏季绵羊热应激提供候选靶点ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

新鲜的湖羊卵巢从江苏省太仓市东林屠宰场采

集ꎬ放入装有 ３７ ℃生理盐水的保温杯中立即带回实

验室ꎮ 生理盐水冲洗 ３ 遍后用手术剪剪掉卵巢周围

组织ꎬ注射器抽取３~ ５ ｍｍ 卵泡的卵泡液后轻轻注

入 １５ ｍｌ 的离心管中ꎬ１ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ再用

磷酸盐缓冲生理盐水(ＰＢＳ)清洗 ２ 遍后弃去 ＰＢＳꎻ
用预热的 ＤＭＥＭ / Ｆ￣１２ 培养基重悬细胞并将细胞接

种于细胞培养 ６ 孔板中ꎬ置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２细胞培

养箱中ꎻ２４ ｈ 后观察细胞贴壁情况ꎬ用 ＰＢＳ 清洗细

胞ꎬ更换培养基ꎬ进行后续试验ꎮ
１.２　 试验处理

湖羊卵巢颗粒细胞培养 ２４ ｈꎬ贴壁后分为 ３ 组ꎬ
对照组(３７ ℃)、热应激组(４２ ℃)和热应激＋钙离子

螯合剂(ＢＡＰＴＡ￣ＡＭ)组(４２ ℃)ꎬ分别在 ５％ ＣＯ２细

胞培养箱中培养 ４ ｈ 后收集细胞ꎬ进行 ＲＮＡ 和蛋白

质提取ꎬ每项试验进行 ３ 个生物学重复ꎮ
１.３　 ＲＮＡ 提取和逆转录

用 ＲＮＡ 提取试剂盒(ＢｉｏＴｅｋｅ 公司产品)抽提

ＲＮＡꎬＮａｎｄｒｏｐ２０００ 分光光度计 [赛默飞世尔科技

(中国)有限公司产品]测定 ＲＮＡ 质量浓度ꎮ 采用

逆转录试剂盒(南京诺唯赞生物科技股份有限公司

产品)将 ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡꎻ２０ μｌ 反应体系为:
ＲＮＡ １ ０００ ｎｇꎬ４×ｇＤＮＡ ｗｉｐｅｒ Ｍｉｘ ４ μｌꎬＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ
ｄＨ２Ｏ １６ μｌꎬ混合均匀ꎬ４２ ℃ ２ ｍｉｎ 去除基因组

ＤＮＡꎬ然后加入 ５×ＨｉＳｃｒｉｐｔ ＩＩ ｑＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ＩＩ ４ μｌꎬ
吹打混匀ꎬ ５０ ℃ １５ ｍｉｎꎬ８５ ℃ ５ ｓꎮ 反转录后所得

的 ｃＤＮＡ 产物可于－２０ ℃或－８０ ℃保存备用ꎮ
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１.４　 引物合成和 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ
根据绵羊相关基因的 ＮＣＢＩ 序列ꎬ采用 Ｐｒｉｍｅｒ

５.０ 软件设计特异性引物ꎬ以 β￣ａｃｔｉｎ 为内参基因ꎬ进
行 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 试验(表 １)ꎮ ２０􀆰 ０ μｌ 反应体系:
２􀆰 ０ μｌ ｃＤＮＡꎬ１０􀆰 ０ μｌ ２×ＣｈａｍＱ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ (南京诺唯赞生物科技股份有限公司产品)ꎬ０􀆰 ４
μｌ 上游引物ꎬ０􀆰 ４ μｌ 下游引物ꎬ７􀆰 ２ μｌ ｄｄＨ２Ｏꎮ 反应

条件为:９５ ℃ ３０ ｓꎻ９５ ℃ １０ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ共 ４０ 个

循环ꎻ最后 ９５ ℃ １５ ｓꎬ６０ ℃ ６０ ｓꎬ９５ ℃ １５ ｓꎮ 每个

样本重复 ３ 次ꎮ

表 １　 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

引物名称　 　 引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 　 　

ＣＡＣＮＡ１Ｂ￣Ｆ ＡＡＣＧＴＣＡＣＴＣＧＣＡＴＧＧＧＴＡ

ＣＡＣＮＡ１Ｂ￣Ｒ ＴＣＣＴＴＣＴＧＣＴＴＧＧＣＴＴＴＣＣ

ＦＩＳ１￣Ｆ ＣＡＧＣＧＧＧＡＴＴＡＴＧＴＣＴＴＣＴ

ＦＩＳ１￣Ｒ ＧＡＧＣＣＧＴＴＣＣＡＧＴＴＣＴＴＴ

ＣＡＣＮＡ１Ｃ￣Ｆ ＴＧＣＣＧＣＡＡＣＴＡＣＴＴＣＡＡＣＡ

ＣＡＣＮＡ１Ｃ￣Ｒ ＡＧＧＡＣＴＣＧＣＡＧＧＡＴＣＴＴＣＡ

ＢＣＬ２￣Ｆ ＣＧＣＡＴＣＧＴＧＧＣＣＴＴＣＴＴＴ

ＢＣＬ２￣Ｒ ＣＧＧＴＴＣＡＧＧＴＡＣＴＣＧＧＴＣＡＴＣ

ＲＹＲ１￣Ｆ ＣＡＡＧＧＣＡＡＣＡＴＣＣＡＣＡＧＣ

ＲＹＲ１￣Ｒ ＡＡＧＣＡＧＣＣＡＡＴＧＡＣＡＡＧＧＴ

ＢＡＸ￣Ｆ ＣＧＡＧＴＧＧＣＧＧＣＴＧＡＡＡＴ

ＢＡＸ￣Ｒ ＧＧＴＣＴＧＣＣＡＴＧＴＧＧＧＴＧＴＣ

ＣＡＭＫ２Ａ￣Ｆ ＧＴＣＣＡＧＴＴＣＣＡＧＣＧＴＴＣＡ

ＣＡＭＫ２Ａ￣Ｒ ＴＣＣＧＣＡＣＴＴＴＧＧＴＧＴＣＴＴ
ＣＹＰ１９Ａ１￣Ｆ ＡＧＧＴＣＡＴＣＣＴＧＧＴＣＡＣＣＣＴＴＣＴＧ

ＣＹＰ１９Ａ１￣Ｒ ＣＧＧＴＣＧＣＴＧＧＴＣＴＣＧＴＣＴＧＧ

ＭＦＮ２￣Ｆ ＴＧＧＴＣＣＴＣＡＡＧＧＴＴＴＡＣＡＡＧＡ

ＭＦＮ２￣Ｒ ＴＣＣＡＴＴＴＧＡＣＴＣＣＧＣＡＣＡ

β￣ａｃｔｉｎ￣Ｆ ＡＧＣＣＴＴＣＣＴＴＣＣＴＧＧＧＣＡＴＧＧＡ

β￣ａｃｔｉｎ￣Ｒ ＧＧＡＣＡＧＣＡＣＣＧＴＧＴＴＧＧＣＧＴＡＧＡ

１.５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

将卵巢颗粒细胞接种于 ６ 孔板中ꎬ待细胞密度

达到 ８０％时ꎬ将培养板分别置于 ３７ ℃、４２ ℃和 ４２
℃＋ＢＡＰＴＡ￣ＡＭ 条件下培养 ４ ｈꎬ收集细胞蛋白质样

品ꎬＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒检测蛋白质质量浓

度ꎬ１００ ℃ １０ ｍｉｎ 变性ꎮ 处理好的蛋白质样品进行

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶电泳ꎬ上样量为 ３０ μｇꎬ６０ Ｖ 电泳

３􀆰 ０ ｈꎬ然后进行转膜(１００ Ｖꎬ３０ ｍｉｎ)ꎬ将膜置于 ５％
脱脂牛奶中封闭 １􀆰 ５ ｈꎬ用 ＧＡＰＤＨ 蛋白(Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ
公司产品ꎬ货号 ６０００４￣１￣ｌｇꎬ稀释倍数１ ∶ ３ ０００)、
ＢＡＸ 蛋白(Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司产品ꎬ货号 ５０５９９￣２￣ｌｇꎬ
稀释倍数１ ∶ ２ ０００)、ＢＣＬ２ 蛋白(Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司产

品ꎬ货号 ６６７９９￣１￣ｌｇꎬ稀释倍数１ ∶ ２ ０００)、ＭＦＮ２ 蛋

白(ＡＦＦＩＮＩＴＹ 公司产品ꎬ货号 ＤＦ８１０６ꎬ稀释倍数

１ ∶ ２ ０００)、 ＦＩＳ１ 蛋白 ( ＡＦＦＩＮＩＴＹ 公司产品ꎬ货号

ＤＦ１２００５ꎬ稀释倍数１ ∶ １ ０００)、ＣＹＰ１９Ａ１ 蛋白(ＡＦ￣
ＦＩＮＩＴＹ 公 司 产 品ꎬ 货 号 ＤＦ６８８４ꎬ 稀 释 倍 数 １ ∶
１ ０００)抗体 ４ ℃ 敷育过夜ꎬ含吐温 ２０ 的 Ｔｒｉｓ 盐酸

(ＴＢＳＴ)缓冲液洗膜(１ 次 １０ ｍｉｎꎬ３ 次)ꎬ二抗室温敷

育 ２ ｈꎬ洗膜ꎬ显影ꎬｉｍａｇｅ Ｊ 灰度值分析ꎮ
１.６　 钙离子浓度测定方法

去除颗粒细胞的培养液ꎬ用 Ｈａｎｋ’ ｓ 平衡盐溶

液(ＨＢＳＳ)缓冲液清洗 ３ 遍ꎬ每孔加入 ２００ μｌ Ｆｌｕｏ￣４
ＡＭ(Ｆｌｕｏ￣４ 是钙离子荧光探针ꎬＡＭ 是一种乙酰甲

酯衍生物)工作液(终浓度为 １ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ３７ ℃孵育

３０ ｍｉｎꎬ随后用 ＨＢＳＳ 洗涤 ３ 次ꎬ洗涤后再孵育 ３０
ｍｉｎ 以确保 Ｆｌｕｏ￣４ ＡＭ 在细胞内完全转变成 Ｆｌｕｏ￣４ꎮ
荧光显微镜检测荧光并拍照分析ꎬ以确定细胞内钙

离子浓度的变化ꎮ
１.７　 流式细胞术检测卵巢颗粒细胞的细胞凋亡率

　 　 湖羊卵巢颗粒细胞在各处理下培养 ４８ ｈ 后ꎬ胰
酶[不含乙二胺四乙酸(ＥＤＴＡ)]消化 ５ ｍｉｎꎬ冷 ＰＢＳ
缓冲液清洗 ２ 次ꎬ １００ μｌ １×ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 重悬ꎬ加
入 ５ μｌ ＦＩＴＣ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 和 ５ μｌ ＰＩ 染色液混匀ꎬ避光

孵 １５ ｍｉｎꎬ加 ４００ μｌ １×ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 混匀ꎬ 染色后

的样品于 １ ｈ 内在流式细胞仪中进行细胞凋亡水平

的检测ꎬ结果用 ＦｌｏｗＪｏ Ｖ７.６ 软件进行分析ꎮ
１.８　 数据分析

采用 ＳＰＳＳ１６.０ 软件中 ｔ 检验以及单因素方差

分析进行数据分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 热应激对湖羊卵巢颗粒细胞钙离子浓度的影响

　 　 利用 Ｆｌｕｏ￣４ 钙离子荧光探针检测热应激前后

湖羊卵巢颗粒细胞中钙离子浓度的变化ꎮ 结果(图
１)显示ꎬ与对照组相比ꎬ热应激组湖羊卵巢颗粒细

胞的钙离子荧光强度明显增强ꎬ说明热应激诱导卵

巢颗粒细胞钙离子浓度升高ꎮ 加入 ＢＡＰＴＡ￣ＡＭ 后ꎬ
热应激组的钙离子浓度明显下调ꎮ
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２.２　 热应激对湖羊卵巢颗粒细胞中钙离子信号通

路相关基因表达的影响

　 　 钙离子是细胞的第二信使ꎬ热应激导致卵巢颗粒

细胞钙离子浓度上升ꎬ可引起细胞膜的去极化ꎮ 以钙

离子信号通路中细胞膜去极化通路中 ＣＡＣＮＡ１Ｃ、
ＣＡＣＮＡ１Ｂ、ＲＹＲ１ 和 ＣＡＭＫ２ 共 ４ 个基因为对象ꎬｒｅａｌ￣

ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测热应激对这 ４ 个基因 ｍＲＮＡ 表达的影

响ꎮ 结果(图 ２)表明ꎬ热应激组湖羊卵巢颗粒细胞中

钙离 子 信 号 通 路 中 ＣＡＣＮＡ１Ｂ、 ＣＡＣＮＡ１Ｃ、 ＲＹＲ１、
ＣＡＭＫ２ 基因表达均显著或极显著上调ꎬ但是热应激＋
钙离子螯合剂组ꎬＣＡＭＫ２ 基因表达显著下调(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ

图 １　 热应激对湖羊卵巢颗粒细胞钙离子浓度的影响

Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ

∗表示差异达 ０.０５ 显著水平ꎻ∗∗表示差异达 ０.０１ 显著水平ꎮ
图 ２　 热应激对绵羊卵巢颗粒细胞中钙离子信号通路中相关基因 ｍＲＮＡ 表达的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｃａｌｃｉｕｍ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｏｖｉｎｅ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ

２.３　 热应激通过钙信号调控湖羊卵巢颗粒细胞线

粒体结构相关蛋白质表达

　 　 以线粒体融合蛋白 ２ ( ＭＦＮ２) 和分裂蛋白

(ＦＩＳ１)为对象ꎬ检测热应激后其在卵巢颗粒细胞

中表达水平的变化ꎮ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ(图 ３)和 Ｗｅｓｔ￣
ｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果(图 ４)显示ꎬ与对照组相比ꎬ热应激组

线粒体融合蛋白基因 ＭＦＮ２ 无论是 ｍＲＮＡ 表达水

平还是蛋白质表达水平均无显著变化ꎬ但是热应

激组线粒体分裂蛋白基因 ＦＩＳ１ 的 ｍＲＮＡ、蛋白质

表达水平均显著提高ꎮ 热应激＋钙离子螯合剂组ꎬ
ＦＩＳ１ 基因的 ｍＲＮＡ、蛋白质表达水平均较热应激

组显著下调ꎮ

２.４　 热应激通过钙信号调控湖羊卵巢颗粒细胞凋亡

　 　 流式细胞仪检测结果(图 ５)显示ꎬ与对照组相

比ꎬ热应激组细胞凋亡率显著增加(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ热应

激＋钙离子螯合剂组细胞凋亡率下降ꎮ 与对照组相

比ꎬ热应激组促凋亡蛋白家族代表基因 ＢＡＸ 和抗凋

亡蛋白家族代表基因 ＢＣＬ２ 在卵巢颗粒细胞中 ｍＲ￣
ＮＡ 表达量的比值(ＢＡＸ / ＢＣＬ２)显著上升ꎬ但是加入

钙离子螯合剂后比值下降ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表明ꎬ
热应激组 ＢＡＸ 蛋白表达量上升ꎬＢＣＬ２ 蛋白表达量

下降ꎬ加入钙离子螯合剂后结果相反ꎮ 说明热应激

通过钙离子信号调控 ＢＡＸ 基因表达上调和 ＢＣＬ２ 基

因表达下调ꎬ调控湖羊卵巢颗粒细胞的凋亡ꎮ
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∗表示差异达 ０.０５ 显著水平ꎻ∗∗表示差异达 ０.０１ 显著水平ꎮ
图 ３　 热应激通过钙离子信号对湖羊卵巢颗粒细胞线粒体结构相关蛋白基因 ｍＲＮＡ 表达的调控

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ
ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｃａｌｃｉｕｍ ｓｉｇｎａｌ

∗表示差异达 ０.０５ 显著水平ꎻ∗∗表示差异达 ０.０１ 显著水平ꎮ
图 ４　 热应激通过钙离子信号对湖羊卵巢颗粒细胞线粒体结构相关蛋白表达的调控

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｃａｌｃｉｕｍ ｓｉｇｎａｌ

２.５　 热应激通过钙信号调控湖羊卵巢颗粒细胞功

能

　 　 为了研究热应激对湖羊卵巢颗粒细胞功能的影

响ꎬ本研究用 ＥＬＩＳＡ 方法检测热应激后卵巢颗粒细

胞雌二醇的水平ꎮ 图 ６ 显示ꎬ与对照组相比ꎬ热应激

组雌二醇含量显著下降(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ热应激＋钙离子

螯合剂组与热应激组相比ꎬ雌二醇含量显著上升

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 与对照组相比ꎬ雌激素合成关键基因

ＣＹＰ１９Ａ１ 的 ｍＲＮＡ 表达水平和蛋白质表达水平在

热应激组卵巢颗粒细胞中均显著下降(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ但
是热应激＋钙离子螯合剂组与热应激组相比显著上

升(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 说明热应激通过钙离子浓度调控湖

羊卵巢颗粒细胞雌二醇合成能力ꎬ影响卵巢颗粒细

胞的功能ꎮ

３　 讨 论

热应激对动物健康有重要影响ꎬ可显著降低生

产力和繁殖性能[１３￣１４]ꎮ 大量研究结果表明ꎬ很多基

因和信号通路参与了热应激调控动物生产性能的过

程ꎬ钙信号通路就是其中之一[１５￣１７]ꎮ 有研究发现ꎬ
Ｃａ２＋ ￣ＣａＭＫ２￣ＨＳＦ１ 信号通路调控斑马鱼的热应

激[１７]ꎮ 本研究以湖羊卵巢颗粒细胞为对象ꎬ发现热

应激处理后ꎬ卵巢颗粒细胞中钙离子浓度显著上升ꎬ
说明热应激导致卵巢颗粒细胞钙离子浓度发生变
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Ａ~Ｃ:流式细胞仪检测对照组(３７ ℃)、热应激组(４２ ℃)、热应激＋钙离子螯合剂组湖羊卵巢颗粒细胞凋亡情况ꎻＤ:流式细胞仪检测不同处

理卵巢颗粒细胞凋亡率ꎻＥ~Ｆ:热应激对颗粒细胞 ＢＣＬ２、ＢＡＸ 蛋白表达水平的影响ꎻＧ:热应激对颗粒细胞促凋亡蛋白家族代表基因 ＢＡＸ 和

抗凋亡蛋白代表基因 ＢＣＬ２ ｍＲＮＡ 表达量比值(ＢＡＸ / ＢＣＬ２)的影响ꎮ ∗表示差异达 ０.０５ 显著水平ꎮ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ:钙离子依赖性磷脂结合蛋

白ꎮ
图 ５　 热应激对湖羊卵巢颗粒细胞凋亡的影响

Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ

化ꎬ破坏细胞内的钙平衡ꎮ
　 　 热应激是如何调控卵巢颗粒细胞钙离子浓度变

化的呢? 钙离子通过其进入通道和释放通道进出细

胞膜和细胞器ꎬ以满足机体各项生理功能的需

要[５]ꎮ 电压门控钙离子通道是一种钙进入通道ꎬ镶
嵌于细胞膜上ꎬ其中央是高度选择性的亲水通道ꎬ允
许适当电荷和适当大小的钙离子通过[１８]ꎮ 本研究

发现热应激后电压门控钙离子通道基因 ＣＡＣＮＡ１Ｃ、
ＣＡＣＮＡ１Ｂ 的 ｍＲＮＡ 表达水平显著上升ꎬ说明热应激

打开了细胞膜上的钙进入通道ꎮ ＲＹＲ１ 是内质网钙

离子释放通道的一个关键受体[１９]ꎬ是内质网钙池的

钙离子进入细胞浆的重要通道之一ꎮ 热应激后湖羊

卵巢颗粒细胞中 ＲＹＲ１ 表达量显著上升ꎬ说明热应

激引起卵巢颗粒细胞中内质网应激ꎬ内质网中的钙

离子通过 ＲＹＲ１ 受体进入细胞质ꎮ 总之ꎬ热应激打

开卵巢颗粒细胞钙离子进入通道和释放通道ꎬ导致

细胞外钙离子进入细胞质ꎬ内质网中的钙离子释放

到细胞质ꎬ导致细胞质内钙离子浓度上调ꎮ
释放到细胞质中的 Ｃａ２＋很快与 Ｃａ２＋结合蛋白相

结合ꎬ成为信号转导途径的激活成分ꎬ钙调素就是其

中之一ꎮ 钙调蛋白是一种依赖于钙离子活性的蛋白

质ꎬ与钙离子结合形成 Ｃａ２＋ / ＣａＭ 复合物ꎬ从而启动
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Ａ~Ｂ:热应激对卵巢颗粒细胞 ＣＹＰ１９Ａ１ ｍＲＮＡ、蛋白质表达水平的影响ꎻＣ:热应激对卵巢颗粒细胞雌二醇水平的影响ꎻ∗表示差异达 ０.０５
显著水平ꎮ

图 ６　 热应激通过钙离子信号调控卵巢颗粒细胞雌二醇合成

Ｆｉｇ.６　 Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｅｓｔｒａｄｉｏｌ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｃａｌｃｉｕｍ ｓｉｇｎａｌ

下游多种信号通路[２０]ꎮ 热应激导致卵巢颗粒细胞

钙 /钙调素依赖性蛋白激酶(ＣＡＭＫ２)表达量显著升

高ꎬ但是在热应激卵巢颗粒细胞中加入钙离子螯合

剂后ꎬＣＡＭＫ２ 基因表达量显著下调ꎬ说明热应激导

致卵巢颗粒细胞钙离子浓度上升ꎬ诱导 ＣＡＭＫ２ 表达

上调ꎬ进而启动下游其他信号通路ꎬ参与调控细胞的

功能ꎮ
线粒体为细胞正常生长代谢提供必需的能量ꎬ

线粒体稳态对维持机体的生物学功能具有非常重要

的作用[２１￣２３]ꎮ 融合和分裂伴随着线粒体的一生ꎬ维
持着线粒体的稳态[２４]ꎮ 有研究发现ꎬ氧化应激会损

伤线粒体ꎬ破坏线粒体稳态[２５]ꎮ 本研究选择调控线

粒体融合和分裂的 ２ 种蛋白质 ＭＦＮ２、ＦＩＳ１ꎬ探讨热

应激导致钙离子浓度变化后对 ＭＦＮ２、ＦＩＳ１ 表达的

影响ꎮ 结果发现在湖羊卵巢颗粒细胞中ꎬ热应激导

致线粒体分裂基因 ＦＩＳ１ 表达量显著升高ꎬ降低细胞

内钙离子浓度后 ＦＩＳ１ 基因表达水平恢复正常ꎬ说明

热应激可能通过调控钙离子浓度来调控线粒体分裂

基因 ＦＩＳ１ 的变化ꎬ进而诱导线粒体损伤ꎮ
ＢＡＸ 作为促凋亡蛋白参与细胞凋亡ꎬ而 ＢＣＬ２

蛋白可拮抗 ＢＡＸ 的促凋亡效应ꎬＢＡＸ / ＢＣＬ２ 失衡导

致半胱天冬酶释放并引发半胱天冬酶级联发生ꎬ最
终激活半胱天冬酶 ３ 导致细胞凋亡[２６￣２７]ꎮ 本研究

发现ꎬ热应激后绵羊卵巢颗粒细胞的细胞凋亡率显

著上升ꎬ促凋亡蛋白基因 ＢＡＸ 和抗凋亡蛋白基因

ＢＣＬ２ 的表达量比值显著上升ꎻ加入钙离子螯合剂

后ꎬＢＡＸ / ＢＣＬ２ 表达量比值显著下降ꎬ细胞凋亡率下

降ꎬ表明热应激通过调控钙离子浓度的变化ꎬ引起

ＢＡＸ / ＢＣＬ２ 表达量比值变化ꎬ进而诱导卵巢颗粒细

胞凋亡ꎮ
卵巢颗粒细胞是雌性动物卵巢卵泡的重要组成

部分ꎬ颗粒细胞分泌雌二醇ꎬ促进卵泡的生长发育和

卵母细胞的成熟ꎬ进而调控雌雄动物的生殖[２８]ꎮ 本

研究发现ꎬ热应激后调控雌激素合成关键基因

ＣＹＰ１９Ａ１ 的 ｍＲＮＡ、蛋白质表达水平均显著下降ꎬ但
是加入钙离子螯合剂后 ＣＹＰ１９Ａ１ 的 ｍＲＮＡ、蛋白质

表达水平显著上升ꎻ相应的ꎬ热应激后湖羊卵泡颗粒

细胞分泌雌二醇的能力显著下降ꎬ钙离子螯合剂加

入后能恢复由于热应激导致的雌二醇下降ꎮ 说明热

应激通过钙离子信号调控卵巢颗粒细胞凋亡ꎬ从而

影响其细胞功能ꎬ进而影响动物的繁殖ꎮ

４　 结 论

热应激导致卵巢颗粒细胞细胞膜上的钙离子进

入通道(电压门控钙离子通道)和钙离子释放通道

(ＲＹＲ１ 受体)打开ꎬ钙离子浓度上升ꎬ导致 ＣＡＭＫ２
蛋白表达上调ꎬ激活下游信号通路ꎬ诱导细胞凋亡ꎬ
进而影响卵巢颗粒细胞的功能ꎬ调控绵羊的繁殖性

能ꎮ
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