
江苏农业学报(Ｊｉａｎｇｓｕ Ｊ.ｏｆ Ａｇｒ.Ｓｃｉ.)ꎬ２０１９ꎬ３５(１):１１４~１２１
ｈ ｔｔｐ: / / ｗ ｗｗ.ｊｓｎ ｙ ｘ ｂ .ｃ ｏ ｍ

李隐侠ꎬ张　 俊ꎬ钱　 勇ꎬ等. 湖羊 ＮＲ５Ａ１ 基因全序列克隆和表达特征分析[Ｊ].江苏农业学报ꎬ２０１９ꎬ３５(１):１１４￣１２１.
ｄｏｉ:１０.３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１０００￣４４４０.２０１９.０１.０１７

湖羊 ＮＲ５Ａ１ 基因全序列克隆和表达特征分析

李隐侠１ꎬ２ꎬ３ꎬ 　 张 　 俊１ꎬ２ꎬ３ꎬ 　 钱 　 勇１ꎬ２ꎬ３ꎬ 　 孟春花１ꎬ２ꎬ３ꎬ 　 王 慧 利１ꎬ２ꎬ３ꎬ 　 曹 少 先１ꎬ２ꎬ３ꎬ 　
仲跻峰１ꎬ２ꎬ３

(１.江苏省农业科学院畜牧研究所ꎬ江苏 南京 ２１００１４ꎻ ２.江苏省农业种质资源保护与利用平台ꎬ江苏 南京 ２１００１４ꎻ ３.农业

部种养结合重点实验室ꎬ江苏 南京 ２１００１４)

收稿日期:２０１８￣０４￣２７
基金项目:江苏省自然科学基金项目 ( ＢＫ２０１４０７５０)ꎻ国家自然

科学基金项目 ( ３１５０１９３４)ꎻ苏州市科技支撑计划项目

(ＳＮＧ２０１４１６)
作者简介:李隐侠(１９７９￣)ꎬ女ꎬ河南固始人ꎬ博士ꎬ副研究员ꎬ主要从

事动 物 遗 传 育 种 与 繁 殖 方 面 的 研 究ꎮ ( Ｔｅｌ ) ０２５￣
８４３９００９５ꎻ (Ｅｍａｉｌ) ｌｉｙｘｍｈ＠ １２６.ｃｏｍ

通讯作者:曹少先ꎬ (Ｅ￣ｍａｉｌ) ｃａｏｓｈａｏｘｉａｎ＠ １６３.ｃｏｍ
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ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎꎻ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 ＮＲ５Ａ１(Ｎｕｃｌｅａｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ５Ａ １) 是孤儿核受体

ＮＲ５Ａ 家族第一个被发现的成员ꎬ又名 ＳＦ￣１(Ｓｔｅｒｏｉ￣
ｄｏｇｅｎｉｃ ｆａｃｔｏｒ￣１)和 Ａｄ４ＢＰ(Ａｄ４￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ) [１]ꎬ
是调控类固醇生成和繁殖发育的关键因子ꎬ参与调

控性腺和肾上腺发育进而调控下丘脑￣垂体￣性腺轴

和下丘脑￣垂体￣肾上腺轴[２￣４]ꎮ 研究发现ꎬＮＲ５Ａ１ 参

与调控雌性生殖相关的关键基因表达ꎬ在卵巢组织

中 ＮＲ５Ａ１ 主 要 调 控 ＡＭＨ[５]、 ＩＮＨＡ[６]、 ＳＴＡＲ[７]、
ＣＹＰ１７[７]、ＦＤＸ１[８]、ＬＨＣＧＲ[９]、ｍｉＲ￣３８３ 及其宿主基

因 ＳＧＣＺ[１０]等卵泡发育相关基因的表达ꎮ 另外ꎬ在
下丘脑和垂体中 ＮＲ５Ａ１ 还可调控 ＬＨβ、ＦＳＨβ[１１]、
ＧｎＲＨＲ[１２]等卵泡发育关键基因的表达ꎮ

羊 ＮＲ５Ａ１ 基因的研究较少ꎬ仅本实验室前期在

湖羊上进行了 ＮＲ５Ａ１ 基因多态性的筛选和鉴定ꎬ结
果表明 ＮＲ５Ａ１ 内含子区多态性可以作为分子标记

筛选高繁殖力绵羊[１３]ꎬ但是对于湖羊 ＮＲ５Ａ１ 基因

序列特征、组织表达模式及其在卵泡中表达的研究

并未涉及ꎮ 本研究以湖羊为研究对象ꎬ通过 ＰＣＲ 扩

增和克隆测序方法克隆湖羊 ＮＲ５Ａ１ 基因全序列ꎬ分
析其序列特征ꎬ鉴别其组织表达模式及其在湖羊不

同级别卵泡中表达差异ꎬ以期更全面了解 ＮＲ５Ａ１ 基

因ꎬ为更详尽探索其参与调控湖羊繁殖性能的分子

机制提供一定的理论参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

从江苏省苏州市东山湖羊资源保种区挑选纯种

湖羊母羊ꎬ屠宰后取其心脏、肝脏、脾脏、肺脏、肾脏、
大肠、小肠、卵巢、子宫和肌肉组织于液氮中保存带

回实验室ꎬ于－７０ ℃冰箱保存ꎬ提取 ＤＮＡ、ＲＮＡ 和蛋

白质用于后续试验ꎮ 用手术剪分离卵巢中卵泡ꎬ得
到大卵泡(直径>５ ｍｍ)和小卵泡(直径<３ ｍｍ)ꎬ于
液氮中保存ꎬ提取 ＲＮＡ 和蛋白质用于后续试验ꎮ
１.２　 ＤＮＡ 和 ＲＮＡ 的提取

全基因组 ＤＮＡ 提取采用传统的苯酚￣氯仿方

法ꎬＲＮＡ 提取用 ＲＮＡ 提取试剂盒(Ｂｉｏｔｅｋｅꎬ北京)ꎮ
琼脂糖凝胶和 Ｎａｎｄｒｏｐ 方法测定 ＤＮＡ 和 ＲＮＡ 完整

性和浓度ꎮ
采用随机引物对总 ＲＮＡ 进行逆转录ꎬ反应体系

２５ μｌ:２ μｇ 总 ＲＮＡꎬ１ μｇ 随机引物ꎬ０􀆰 ４ ｍｍｏｌ / Ｌ

ｄＮＴＰꎬ２０ Ｕ ＲＮＡｓｅ 抑制剂ꎬ２００ Ｕ ＭＭＬＶ 反转录酶ꎬ
５ μｌ ５×ＲＴ Ｂｕｆｆｅｒ (２５０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ ｐＨ８􀆰 ３ꎬ５０
ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２ꎬ２５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＫＣｌꎬ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＤＴＴꎬ
２􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ亚精胺)ꎮ 先加 ＲＮＡ 模板、ｄＮＴＰ 和随

机引物ꎬ７０ ℃变性 ５ ｍｉｎ 后立即放在冰上冷却ꎬ再加

其余试剂ꎬ混匀后 ４１ ℃反应 ４０ ｍｉｎꎬＲＴ 产物保存于

－２０ ℃备用ꎮ
１.３　 引物合成、克隆和测序

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中绵羊 ＮＲ５Ａ１ 基因序列

(序列号:ＮＣ＿０１９４６０.２)ꎬ采用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 软

件设计引物Ｐ１~ Ｐ１９ꎮ 以湖羊 ＤＮＡ 为模板ꎬ扩增湖

羊全基因组序列ꎬ引物及退火温度和片段长度见表

１ꎮ
根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中预测的绵羊 ＮＲ５Ａ１ ｍＲＮＡ 序

列(序列号:ＸＭ＿００４００７１７８)ꎬ采用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ
５􀆰 ０ 软件设计 ２ 对特异性引物 Ｐ２０、Ｐ２１ꎬ用于扩增

湖羊卵巢组织 ＮＲ５Ａ１ 完整的编码区序列ꎮ Ｐ２２ 引

物用于 ＲＴ￣ＰＣＲ 和 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＮＲ５Ａ１ 基因表达ꎬ
Ｐ２３ 为内参引物ꎮ

ＰＣＲ 反应体系为 ２０ μｌꎬ包含 １􀆰 ０ μｌ ＤＮＡ 或者

ＲＴ 产物ꎬ１０􀆰 ０ μｌ ＰＣＲ 主要混合物(Ｍａｓｔｅｒｍｉｘ)和

０􀆰 ５ μｌ 上下游引物以及 ８􀆰 ０ μｌ Ｈ２Ｏꎮ ＰＣＲ 程序:９４
℃ ４ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ３０ ｓꎬ ５５ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓꎬ共 ３５ 个

循环ꎻ最后 ７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎꎮ 扩增产物用琼脂糖凝

胶电泳检测ꎬ切胶ꎬ用 ＤＮＡ 胶回收试剂盒(南京 Ｋａｒ￣
ｒｏｔｅｎ 公司)纯化后送至上海美吉生物公司测序ꎮ
１.４　 序列分析与系统发育树构建

用 ＤＮＡＭＡＮ ６.０ 和 ＤＮＡＳｔａｒ 软件进行序列比对

和拼接ꎬ氨基酸序列翻译和与其他物种的序列比对ꎮ
开放阅读框的预测在 ＮＣＢＩ 的 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ (ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / ｐｒｏｊｅｃｔｓ / ｇｏｒｆ)中进行ꎬ同源序列用

ＮＣＢＩＢＬＡＳＴ 进行搜索ꎮ 用 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 在线软件

(ｈｔｔｐ: / / ｓｗｉｓｓ ｍｏｄｅｌ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / / ＳＷＩＳＳ￣ ＭＯＤＥＬ.
ｈｔｍｌ)预测蛋白质的三级结构ꎮ

从 ＧｅｎＢａｎｋ 中挑选 １２ 个不同物种的 ＮＲ５Ａ１ 基

因编码的氨基酸序列(表 ２)ꎬ利用 ＤＮＡｓｔａｒ 软件进

行多序列比对分析和编辑校正ꎮ 采用 ＭＥＧＡ５.１ 软

件[１４]中邻接法(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎꎬ ＮＪ)构建系统发育

树ꎬ自举分析(Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｔｅｓｔ)采用１ ０００次重复抽样

检验获得置信度(Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅꎬ ＢＰ)ꎮ
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表 １　 本研究所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称　 　 　 　 引物序列 (５′→３′) 　 　 　 　 　 　 退火温度 (℃) 长度 (ｂｐ) 用途

ＮＲ５Ａ１￣Ｐ１ Ｆ: ＴＣＴＧＣＣＡＴＧＡＡＣＣＴＣＴＣＣＴＣ ５５ ４５６ 基因扩增

Ｒ: ＣＧＴＣＧＧＡＧＧＣＣＡＡＧＧＧＴＡ
ＮＲ５Ａ１￣Ｐ２ Ｆ: ＧＡＧＧＧＴＧＣＣＧＴＡＧＧＴＣＴＴ ５３ １ １９８

Ｒ: ＣＴＣＡＧＣＡＡＧＧＡＧＧＧＴＧＴＣ
ＮＲ５Ａ１￣Ｐ３ Ｆ: ＴＧＧＧＡＣＡＣＣＣＴＣＣＴＴＧＣＴ ５６ １ ２５２

Ｒ: ＧＣＴＣＴＧＧＧＴＡＧＣＣＡＴＡＧＧＧＴ
ＮＲ５Ａ１￣Ｐ４ Ｆ: ＴＣＡＡＧＧＡＧＣＴＧＧＡＧＧＴＧＡ ５４ １ ０７７

Ｒ: ＴＧＧＧＡＴＧＴＴＣＴＴＣＣＧＴＧＴ
ＮＲ５Ａ１￣Ｐ５ Ｆ: ＴＡＧＧＴＧＣＣＡＧＧＡＴＡＡＧＴＡＧＧ ５４ １ ２７９

Ｒ: ＧＣＴＣＡＧＡＧＧＴＧＡＧＡＡＡＴＧＡＡ
ＮＲ５Ａ１￣Ｐ６ Ｆ: ＧＧＧＡＣＡＧＴＧＡＡＡＴＧＧＡＴＧＡ ５２ １ １８０

Ｒ: ＴＣＡＡＧＡＴＧＧＧＴＣＡＴＴＡＧＧＣ
ＮＲ５Ａ１￣Ｐ７ Ｆ: ＡＧＡＡＣＧＣＣＴＡＡＴＧＡＣＣＣＡ ５４ １ １１５

Ｒ:ＣＴＣＴＧＴＡＣＣＣＡＧＡＣＣＴＣＧＡ
ＮＲ５Ａ１￣Ｐ８ Ｆ:ＴＡＡＧＡＡＡＴＣＡＧＧＧＣＣＴＡＧＴＧＴ ５４ １ １３７

Ｒ:ＣＧＡＣＧＧＣＡＧＧＡＴＴＧＧＴＡＴ
ＮＲ５Ａ１￣Ｐ９ Ｆ: ＧＡＧＡＴＧＡＧＣＴＧＧＡＴＡＣＣＡＡＴ ５５ １ １０４

Ｒ: ＡＴＣＴＴＧＴＧＣＧＧＡＡＣＣＴＴＴ
ＮＲ５Ａ１￣Ｐ１０ Ｆ: ＣＣＴＴＣＴＧＴＴＣＣＴＣＣＴＴＣＣＧ ５４ １ １３５

Ｒ: ＡＧＣＴＣＣＡＣＡＧＴＣＣＴＡＣＣＣＴ
ＮＲ５Ａ１￣Ｐ１１ Ｆ:ＣＡＣＴＧＡＧＴＡＧＴＧＡＧＧＧＡＧＴＧＡＡ ５３ １ ０４１

Ｒ: ＧＧＴＣＧＣＡＴＣＡＣＡＧＧＧＴＡＡ
ＮＲ５Ａ１￣Ｐ１２ Ｆ: ＧＡＧＡＣＣＴＧＣＣＣＧＴＣＡＣＣＡＴ ５４ １ １１９

Ｒ: ＴＴＧＴＣＴＣＧＧＣＴＴＣＣＣＴＴＧ
ＮＲ５Ａ１￣Ｐ１３ Ｆ: ＧＧＴＡＡＡＴＴＣＴＴＧＧＣＴＧＡＡＡＧ ５５ １ ２９５

Ｒ: Ｒ:ＴＣＡＧＴＣＡＧＣＡＧＣＣＴＣＴＧＴＡ
ＮＲ５Ａ１￣Ｐ１４ Ｆ: ＡＣＴＧＴＧＣＣＴＴＧＴＣＴＴＴＧＧＧ ５６ １ ０９１

Ｒ: ＴＴＣＡＴＡＡＡＣＡＣＣＧＴＧＡＴＴＧＣ
ＮＲ５Ａ１￣Ｐ１５ Ｆ: ＴＧＧＣＡＡＴＣＡＣＧＧＴＧＴＴＴＡＴ ５６ ９７８

Ｒ: ＧＴＴＧＡＴＡＣＣＡＧＡＧＣＣＡＧＧＡＣ
ＮＲ５Ａ１￣Ｐ１６ Ｆ: ＣＣＴＧＣＴＴＡＣＣＣＡＴＡＧＴＧＣＴＴ ５５ １ ０４３

Ｒ: ＣＣＡＡＡＧＴＣＧＧＡＴＴＴＡＧＧＧＡ
ＮＲ５Ａ１￣Ｐ１７ Ｆ: ＧＣＣＣＡＧＡＴＣＣＴＧＣＣＡＴＡＣ ５５ １ １３９

Ｒ: ＴＴＧＴＴＴＡＧＴＣＧＣＴＡＡＧＴＣＧＴＧ
ＮＲ５Ａ１￣Ｐ１８ Ｆ: ＣＡＧＡＧＧＡＧＣＣＴＧＧＣＧＧＡＡＴＡ ５４ ８８９

Ｒ: ＣＣＧＣＣＧＴＣＡＡＣＴＡＣＣＡＡＡ
ＮＲ５Ａ１￣Ｐ１９ Ｆ: ＧＣＴＡＴＴＧＴＴＧＣＴＣＣＧＣＴＴ ５６ ７６８

Ｒ: ＴＡＣＧＴＧＧＴＧＧＧＧＴＣＣＴＧＧ
ＮＲ５Ａ１￣Ｐ２０ Ｆ: ＣＴＡＴＴＣＧＴＡＣＧＡＣＧＡＧＧＡＣＣＴＧ ５９ １ １５８ ｃＤＮＡ 克隆

Ｒ: ＡＧＧＴＴＧＴＴＴＣＧＧＧＧＣＡＴＣＴＣ
ＮＲ５Ａ１￣Ｐ２１ Ｆ: ＡＣＣＡＣＡＡＡＣＡＣＣＴＧＧＧＣＡＡＣ ５６ ６６２ ｃＤＮＡ 克隆

Ｒ: ＴＧＧＧＧＣＡＧＡＧＧＧＴＴＴＡＧＧＧＡ
ＮＲ５Ａ１￣Ｐ２２ Ｆ: ＣＣＴＧＧＴＧＡＡＧＧＡＡＧＣＴＣＡＧＧ ６１ １７４ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

Ｒ: ＡＴＣＴＣＧＴＴＧＣＣＣＡＧＧＴＧＴＴＴ
ＧＡＰＤＨ￣Ｐ２３ Ｆ: ＦＡＣＴＴＴＧＧＣＡＴＣＧＴＧＧＡＧＧ ５８ ３７９ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

Ｒ: ＧＡＡＧＡＧＴＧＡＧＴＧＴＣＧＣＴＧＴＴＧ
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表 ２　 部分哺乳动物 ＮＲ５Ａ１ 氨基酸序列信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＲ５Ａ１ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒ￣

ｅｎｔ ｍａｍｍａｌｓ

物　 种　 　 　 　 　 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号
氨基酸长度

(ＡＡ)

人 Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ ＮＰ＿００４９５０.２ ４６１

牛 Ｂｏｓ Ｔａｕｒｕｓ ＮＰ＿７７６８２８.１ ４６１

猪 Ｓｕｓ ｓｃｒｏｆａ ＮＰ＿９９９３４４.１ ４６１

鸡 Ｇａｌｌｕｓ ｇａｌｌｕｓ ＮＰ＿９９０４０８.１ ４６６

大鼠 Ｒａｔｔｕｓ ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ ＮＰ＿００１１７８０２８.１ ４６２

家鼠 Ｍｕｓ ｍｕｓｃμＬｕｓ ＮＰ＿６２０６３９.１ ４６２

湖羊 Ｏｖｉｓ ａｒｉｅｓ ∗ ４６１

金丝猴 Ｒｈｉｎｏｐｉｔｈｅｃｕｓ ｒｏｘｅｌｌａｎａ ＸＰ＿０１０３６４１４５.１ ４６１

恒河猴 Ｍａｃａｃａ ｍμＬａｔｔａ ＸＰ＿００１０８２８８１.１ ４６１

∗代表根据本研究的 ＣＤＳ 序列翻译的 ＮＲ５Ａ１ 氨基酸序列ꎮ

１.５　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测

用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＮＲ５Ａ１ 基因在湖羊大卵泡和

小卵泡中的表达ꎮ 每 ２０􀆰 ０ μｌ 反应体系中加 １􀆰 ０ μｌ
ｃＤＮＡꎬ １０􀆰 ０ μｌ ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ ＴＭ 酶ꎬ０􀆰 ５ μｌ
上下游引物和 ８􀆰 ０ μｌ ｄｄＨ２Ｏꎮ ９５ ℃ ２ ｍｉｎꎻ ９５ ℃
１０ ｓꎬ ６０ ℃ ２０ ｓꎬ ７２ ℃ １０ ｓꎬ共 ４４ 个循环ꎻ 最后 ７２
℃延伸 ５ ｍｉｎꎬＧＡＤＰＨ 为内参ꎬ重复 ３ 次ꎮ
１.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

用蛋白质裂解液 [１×ＰＢＳ、１％乙基苯基聚乙

二醇(ＮＰ４０) 、０􀆰 ５％脱氧胆酸钠、１􀆰 ０％ ＳＤＳ 和蛋

白酶阻断剂]将湖羊大卵泡和小卵泡彻底裂解ꎬ
用 ＢＣＡ 方法测定蛋白质浓度ꎮ 参照 Ｙａｏ 等 [１５] 的

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法ꎮ ＮＲ５Ａ１ 抗体( ＃ＢＡ３８２３)购于

武汉博士德生物公司ꎮ 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行条

带密度分析ꎮ
１.７　 数据分析

所有试验结果用平均值 ±标准差表示ꎬ采用

ＳＰＳＳ１１.０ 软件中 Ｔ￣ｔｅｓｔ 方法进行数据分析ꎮ

２　 结 果

２.１　 ＮＲ５Ａ１ 基因全序列及序列特征

用 １９ 对引物(ＮＲ５Ａ１￣Ｐ１ ~ ＮＲ５Ａ１￣Ｐ１９)扩增

ＮＲ５Ａ１ 基因从翻译起始位点( ＡＴＧ)开始到翻译

终止位点( ＴＧＡ) 的全基因组序列ꎮ 经过序列拼

接得到 １９ ０１６ ｂｐ ＮＲ５Ａ１ 基因全序列ꎬ并提交

ＧｅｎＢａｎｋ (序列号:ＫＴ７７８７９７) ꎬ通过与其 ｃＤＮＡ

序列比对发现 ＮＲ５Ａ１ 基因包含 ６ 个外显子和 ５
个内含子ꎮ 外显子序列和外显子 /内含子边界序

列见图 １ꎮ 从图 １ 可以看出ꎬ从第 ２ 个外显子开

始外显子和内含子边界都是以 “ ＧＴ” 开始ꎬ以

“ＡＧ”结束ꎬ与人类 ＮＲ５Ａ１ 基因序列特征一致ꎬ
符合 ＧＴ￣ＡＧ 法则ꎮ
２.２　 ＮＲ５Ａ１ ｍＲＮＡ 序列分析

以湖羊卵巢组织 ｃＤＮＡ 为对象ꎬ用 ２ 对引物扩

增湖羊 ＮＲ５Ａ１ 基因编码区全序列ꎬ通过序列拼接ꎬ
得到湖羊 ＮＲ５Ａ１ 基因编码区全序列ꎮ 湖羊 ＮＲ５Ａ１
基因编码区全长１ ３８６ ｂｐꎬ其中 Ｔ、Ｃ、Ａ、Ｇ 含量分别

为 １６􀆰 ５％、３３􀆰 ０％、１９􀆰 ４％和 ３１􀆰 １％ꎮ 通过 ＤＮＡＭＡＮ
比对发现湖羊 ＮＲ５Ａ１ 的编码区序列与哺乳动物核

苷酸序列同源性较高ꎬ其中与牛的核苷酸同源性为

９７􀆰 ９２％ꎬ共有 ２９ 个碱基发生了突变ꎬ与人的同源性

为 ９２􀆰 ８３％ꎬ共有 ９９ 个碱基发生突变ꎬ二者的碱基变

异类型主要表现为转换和颠换ꎬ不存在碱基的插入

和缺失ꎮ 在 ６ 个哺乳动物中ꎬＮＲ５Ａ１ 基因编码区保

守位点百分率为 ８０％ꎬ变异位点百分率为 ２０％ꎬ其
中简约信息多态位点百分率为 ５４􀆰 ３％ꎬ单一多态位

点百分率为 ４５􀆰 ７％ꎮ
２.３　 湖羊 ＮＲ５Ａ１ 蛋白质分析

湖羊 ＮＲ５Ａ１ 基因编码 ４６１ 个氨基酸残基(图
２)ꎬ预测相对分子量为５１ ６４６ꎬ理论等电点为 ７􀆰 ８２ꎮ
ＢＬＡＳＴ 分析发现湖羊 ＮＲ５Ａ１ 蛋白质氨基酸序列与

牛的同源性为 ９８􀆰 ９４％ꎬ与人的同源性为 ９４􀆰 ０４％ꎮ
氨基酸序列中 Ｌｅｕ 的使用频率最高(１２􀆰 ８％)ꎬ不含

Ｐｙｌ 和 Ｓｅｃꎮ 进一步分析发现 ＮＲ５Ａ１ 蛋白质与其他

物种一样都含有保守的 ＤＢＤ 结构域 ( Ｃｙｓ１３￣Ｌｅｕ
１０５)和 ＬＢＤ 结构域(ｖａｌ２２３￣ｌｙｓ４５９)(图 ２)ꎮ 在线模

型预测 ＮＲ５Ａ１ 蛋白质的三维结构ꎬ发现 ＮＲ５Ａ１ 包

含 ８ 个 α￣螺旋、４ 个 β￣折叠和一些无规则卷曲(图
３)ꎮ
　 　 以家禽(鸡)为外类群ꎬ采用 ＭＥＧＡ ５.１ 软件

中的 ＮＪ 法构建哺乳动物 ＮＲ５Ａ１ 蛋白质的系统

发育树(图 ４) ꎬ发现聚类结果与经典分类学结果

基本一致ꎮ 湖羊与 ７ 个哺乳动物聚在一起ꎬ而外

类群家禽自成一类ꎻ在哺乳动物中ꎬ鼠科自成一

类(自举率 ＝ １００％)ꎬ３ 个家畜品种和灵长类物种

聚在一起ꎻ在家畜品种中ꎬ湖羊首先和牛聚为一

类(自举率 ＝ ９８％)ꎬ然后再与猪聚为一类(自举

率 ＝ ９５％)ꎮ

７１１李隐侠等:湖羊 ＮＲ５Ａ１ 基因全序列克隆和表达特征分析



图 １　 湖羊 ＮＲ５Ａ１ 基因全序列及其序列特征

Ｆｉｇ.１　 Ｆｕｌｌ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＲ５Ａ１ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ

２.４　 湖羊 ＮＲ５Ａ１ 基因组织表达模式 ｍＲＮＡ 水平

与湖羊繁殖性能的相关性

　 　 用 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法检测 ＮＲ５Ａ１ 基因在湖羊 １０ 个

组织中的表达模式ꎬ发现 ＮＲ５Ａ１ 基因在湖羊各个组

织中均有表达ꎬ但是在卵巢组织中表达量最高ꎬ肾脏

次之ꎬ其他组织中均低表达ꎬ肝脏组织中表达量最低

(图 ５)ꎮ
２.５　 ＮＲ５Ａ１ 基因对湖羊卵泡发育的调控

用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 方法检测 ＮＲ５Ａ１ 基因在湖羊大卵

泡和小卵泡中的表达差异ꎬ发现 ＮＲ５Ａ１ 基因在湖羊

大卵泡中的 ｍＲＮＡ 表达水平显著高于小卵泡(Ｐ<
０􀆰 ０１)(图 ６Ａ)ꎮ 同时 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果也显示在大

卵泡中 ＮＲ５Ａ１ 蛋白质的表达量显著高于小卵泡

(图 ６Ｂ)ꎮ 说明 ＮＲ５Ａ１ 基因参与调控湖羊卵泡的发

育ꎮ

３　 讨 论

本研究通过克隆测序拼接得到湖羊 ＮＲ５Ａ１ 基

因从翻译起始位点开始到翻译终止位点结束的全序

列和编码区全序列ꎮ 湖羊 ＮＲ５Ａ１ 基因全序列长度

约 １９ ｋｂꎬ包含 ６ 个外显子和 ５ 个内含子ꎮ 外显子 /
内含子边界符合剪接供体和受体的“ＧＴ￣ＡＧ”规则ꎬ
与其他哺乳动物一样[１６]ꎮ ＮＲ５Ａ１ 基因 ＣＤＳ 区长

１ ３８６ ｂｐꎬ编码 ４６１ 个氨基酸残基ꎮ 根据在氨基酸

２０６ 位谷氨酰胺残基的缺失与否ꎬ哺乳动物 ＮＲ５Ａ１
蛋白质有 ４６１ 个和 ４６２ 个氨基酸残基 ２ 种类型[１６]ꎮ

８１１ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０１９ 年 第 ３５ 卷 第 １ 期



图 ２　 哺乳动物 ＮＲ５Ａ１ 氨基酸序列的同源性比对及结构特征

Ｆｉｇ.２　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＲ５Ａ１ ｉｎ ｍａｍｍａｌｓ

图 ３　 湖羊 ＮＲ５Ａ１ 蛋白质三维结构

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＮＲ５Ａ１ ｉｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ

图 ４　 基于 ＮＲ５Ａ１ 氨基酸序列的哺乳动物系统进化发育树

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｍａｍｍａｌｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＮＲ５Ａ１ ａｍｉ￣
ｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

图 ５　 湖羊 ＮＲ５Ａ１ 基因在不同组织中的表达

Ｆｉｇ.５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＲ５Ａ１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ

而湖羊 ＮＲ５Ａ１ 蛋白质属于在 ２０６ 位没有谷氨酰胺

残基的类型ꎬ与人类和牛一样[１６]ꎮ 通过序列比对分

析发现湖羊 ＮＲ５Ａ１ 基因在哺乳动物中相对保守ꎬ其
编码的氨基酸与人类和牛的 ＮＲ５Ａ１ 基因编码的氨

基酸一致性分别为 ９４􀆰 ０４％和 ９８􀆰 ９４％ꎮ ＮＲ５Ａ１ 蛋

白质具有 ＮＲ５Ａ 家族保守的结构域[１７]:① ＤＮＡ 结

９１１李隐侠等:湖羊 ＮＲ５Ａ１ 基因全序列克隆和表达特征分析



ＬＦ:大卵泡ꎻＳＦ:小卵泡ꎮ ∗∗表示差异极显著ꎮ
图 ６　 ＮＲ５Ａ１ 基因(Ａ)和 ＮＲ５Ａ１ 蛋白质(Ｂ)在湖羊大、小卵泡

中的表达差异

Ｆｉｇ. ６ 　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ＮＲ５Ａ１ ｇｅｎｅ ( Ａ ) ａｎｄ
ＮＲ５Ａ１ ｐｒｏｔｅｉｎ(Ｂ) ｉｎ ｌａｒｇｅ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ａｎｄ ｓｍａｌｌ ｆｏｌｌｉｃ￣
ｕｌａｒ ｏｆ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ

合域(ＤＢＤ)ꎬ由经典的 ｃｙｓ２￣ｃｙｓ２ 锌指和 ＦＴＺ￣Ｆ１ 反

应元件组成ꎬ而 ＮＲ５Ａ 家族与 ＤＮＡ 结合的特异性就

是由 ＤＢＤ 结构域 Ｃ 末端 ２６ 个氨基酸残基组成的

Ｆｔｚ￣Ｆ１ 盒 ( Ｆｔｚ￣Ｆ１ ｂｏｘ) 所决定的ꎻ②配体结合域

(ＬＢＤ)ꎬ通过与配体结合反式激活 ＮＲ５Ａ 的靶基因ꎮ
根据 ＮＲ５Ａ１ 蛋白质氨基酸序列构建的系统发育树

聚类结果与经典分类学结果基本一致[１８]ꎮ 正如其

他哺乳动物一样ꎬ湖羊 ＮＲ５Ａ１ 蛋白质也包含典型的

ＤＮＡ 结合区域和配体结合区域ꎮ 因此ꎬ高度同源性

和保守基序使我们相信湖羊 ＮＲ５Ａ１ 基因像其他哺

乳动物一样具有相同的功能[１９]ꎮ
有报道指出 ＮＲ５Ａ１ 基因参与调控性腺和肾上

腺发育[２０￣２１]以及类固醇激素生成[１９ꎬ２２]ꎬ并且在维持

雌性动物卵巢功能和繁殖方面发挥重要的作用ꎮ 本

研究主要关注 ＮＲ５Ａ１ 表达及其是否通过参与调控

湖羊卵泡发育进而调控湖羊的繁殖性能ꎮ 通过 ＲＴ￣
ＰＣＲ 分析发现 ＮＲ５Ａ１ 基因在湖羊组织中广泛表达ꎬ
但是在卵巢组织中的表达量最高ꎬ这与 Ｆａｌｅｎｄｅｒ
等[２３]研究结果一致ꎮ Ｊｉｎ 等发现 ＮＲ５Ａ１ 主要在卵

泡发育各个阶段的颗粒细胞和卵母细胞中表达ꎬ调
控类固醇激素的产生进而调控卵泡发育[２４]ꎮ 同时

有研究结果显示 ＮＲ５Ａ１ 能与 ｍｉＲ３２０ 共同作用阻断

颗粒细胞增殖[２５]ꎮ ｍｉＲ￣７６４￣３ｐ 通过影响 ＮＲ５Ａ１
ｍＲＮＡ 稳定性阻断其表达进而抑制 Ｃｙｐ１９ａ１ 基因表

达ꎬ从而调控小鼠卵巢颗粒细胞发育[２６]ꎮ Ｐｅｌｕｓｉ
等[２７]研究发现 ＮＲ５Ａ１ 敲除小鼠卵巢发育不全ꎬ卵
泡数量减少ꎬ且缺乏黄体ꎬ颗粒细胞特异性敲除

ＮＲ５Ａ１ 基因显著影响了卵巢中 ＮＲ５Ａ１ 基因靶基因

的表达ꎮ 本研究发现 ＮＲ５Ａ１ 基因在湖羊大卵泡中

的表达量显著高于小卵泡ꎬ表明 ＮＲ５Ａ１ 基因参与调

控湖羊卵泡的发育ꎬ推测其通过调控湖羊颗粒细胞

功能参与调控湖羊的繁殖ꎮ
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ｌｅｃｕｌａｒ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｇｅｎｅｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｕｓｉｎｇ ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄꎬ
ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｄｉｓｔａｎｃｅꎬ ａｎｄ ｍａｘｉｍｕｍ ｐａｒｓｉｍｏｎｙ ｍｅｔｈｏｄｓ [Ｊ] . Ｍｏ￣
ｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ２０１１ꎬ ２８(１０):２７３１￣２７３９.

[１５] ＹＡＯ Ｙꎬ ＲＥＨＥＭＡＮ Ａꎬ ＸＵ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. ｍｉＲ￣１２５ｂ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ｏ￣
ｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＢＭＰＲ１Ｂꎬ ａ ｍａｊｏｒ
ｇｅｎｅ ｆｏｒ ｓｈｅｅｐ ｐｒｏｌｉｆｉｃａｃｙ [Ｊ] . Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１８. ｄｏｉ:
１０.１１７７ / １９３３７１９１１８７７０５４４ .

[１６] ＯＢＡ Ｋꎬ ＹＡＮＡＳＥ Ｔꎬ ＮＯＭＵＲＡ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ Ａｄ４ｂｐ (ＳＦ￣１) ｇｅｎｅ [ Ｊ] . Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａｌ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎꎬ １９９６ꎬ ２２６(１):２６１￣２６７.

[１７] ＹＵＭＯＴＯ Ｆꎬ ＮＧＵＹＥＮ Ｐꎬ ＳＡＢＬＩＮ Ｅ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｂａｓｉｓ ｏｆ
ｃｏａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｈｏｍｏｌｏｇ￣１ ｂｙ β￣ｃａｔｅｎｉｎ [Ｊ] . Ｐｒｏｃｅｅｄ￣
ｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ＵＳＡꎬ ２０１２ꎬ １０９(１):
１４３￣１４８.

[１８] ＬＩ Ｙ Ｘꎬ ＺＨＡＮＧ Ｊꎬ ＱＩＡＮ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎꎬ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｏｆ ＮＲ５Ａ２ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗｉｔｈ ｌｉｔｔｅｒ
ｓｉｚｅ ｉｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ [Ｊ] . Ｇｅｎｅｔｉｃｓ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２０１５ꎬ １４
(４):１２７６５￣１２７７５.

[１９] ＭＬＹＮＡＲＣＺＵＫ Ｊꎬ ＷＲＯＢＥＬ Ｍ Ｈꎬ ＺＩＯＬＫＯＷＳＫＡ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎ￣
ｖｏｌｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｏｒｐｈａｎ ｎｕｃｌｅａｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ＳＦ￣１ ｉｎ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ

ＰＣＢｓꎬ ＤＤＴ ａｎｄ ＤＤＥ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｅｒｏｉｄ ｈｏｒｍｏｎｅｓ ａｎｄ ｏｘ￣
ｙｔｏｃｉｎ ｆｒｏｍ ｂｏｖｉｎｅ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ [ Ｊ] . Ａｎｉｍａｌ Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ Ｓｃｉ￣
ｅｎｃｅꎬ ２０１３ꎬ １４３(１￣４): ３０￣３７.

[２０] ＢＵＡＡＳ Ｆ Ｗꎬ ＧＡＲＤＩＮＥＲ Ｊ Ｒꎬ ＣＬＡＹＴＯＮ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎ ｖｉｖｏ ｅｖｉ￣
ｄｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｒｕｃｉａｌ ｒｏｌｅ ｏｆ ＳＦ１ ｉｎ ｓｔｅｒｏｉｄ￣ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｔｅｓｔｉｓꎬ ｏｖａｒｙ ａｎｄ ａｄｒｅｎａｌ ｇｌａｎｄ [ Ｊ] . Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ２０１２ꎬ １３９
(２４): ４５６１￣４５７０.

[２１] ＥＬ￣ＫＨＡＩＲＩ Ｒꎬ ＭＡＲＴＩＮＥＺ￣ＡＧＵＡＹＯ Ａꎬ ＦＥＲＲＡＺ￣ＤＥ￣ＳＯＵＺＡ
Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｏｌｅ ｏｆ ＤＡＸ￣１ ( ＮＲ０Ｂ１) ａｎｄ ｓｔｅｒｏｉｄｏｇｅｎｉｃ ｆａｃｔｏｒ￣１
(ＮＲ５Ａ１) ｉｎ ｈｕｍａｎ ａｄｒｅｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ [ Ｊ] . Ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ Ｄｅｖｅｌｏｐ￣
ｍｅｎｔꎬ ２０１１ꎬ ２０:３８￣４６.

[２２] ＥＨＲＬＵＮＤ Ａꎬ ＪＯＮＳＳＯＮ Ｐꎬ ＶＥＤＩＮ Ｌ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ
ＳＦ￣１ ａｎｄ ＲＮＦ３１ ａｆｆｅｃｔｓ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ｓｔｅｒｏｉｄｏｇｅｎｅｓｉｓꎬ ＴＧＦβꎬ
ａｎｄ Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ａｄｒｅｎｏｃｏｒｔｉｃａｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ
[Ｊ] . ＰＬｏＳ ＯＮＥꎬ ２０１３ꎬ ７(３):ｅ３２０８０.

[２３] ＦＡＬＥＮＤＥＲ Ａ Ｅꎬ ＬＡＮＺ Ｒꎬ ＭＡＬＥＮＦＡＮＴ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｔｅｒｏｉｄｏｇｅｎｉｃ ｆａｃｔｏｒ￣１ ａｎｄ ＦＴＦ / ＬＲＨ￣１ ｉｎ ｔｈｅ ｒｏｄｅｎｔ
ｏｖａｒｙ [Ｊ] . Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙꎬ ２０１３ꎬ １４４(８):３５９８￣３６１０.

[２４] ＪＩＮ Ｘꎬ ＨＡＮ Ｃ Ｓꎬ ＺＨＡＮＧ Ｘ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｆａｃｔｏｒ ｍｏｄｕｌａｔｅｓ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｔｅｒｏｉｄｏｇｅｎｅｓｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ＦＳＨＲ ｄｕｒｉｎｇ
ｏｖａｒｉａｎ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ [Ｊ] . Ｆｒｏｎｔｅｒｓ ｉｎ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ: ａ Ｊｏｕｒ￣
ｎａｌ ａｎｄ Ｖｉｒｔｕａｌ Ｌｉｂｒａｒｙꎬ ２００５ꎬ １０:１５７３￣１５８０.

[２５] ＹＩＮ Ｍꎬ ＷＡＮＧ Ｘꎬ ＹＡＯ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｒｎＡ￣
３２０ ｂｙ ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣３８３ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｂｙ ｔａｒｇｅ￣
ｔｉｎｇ Ｅ２Ｆ１ ａｎｄ ＳＦ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ [Ｊ] . Ｔｈｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｈｅｍ￣
ｉｓｔｒｙꎬ ２０１４ꎬ ２８９(２６):１８２３９￣１８２５７.

[２６] ＷＡＮＧ Ｌꎬ ＬＩ Ｃꎬ ＬＩ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. ＭｉｃｒｏＲＮＡ￣７６４￣３ｐ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ １７β￣ｅｓ￣
ｔｒａｄｉｏｌ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｓｔｅ￣
ｒｏｉｄｏｇｅｎｉｃ ｆａｃｔｏｒ￣１ [Ｊ] . Ｉｎ Ｖｉｔｒｏ Ｃｅｌｌｕｌａｒ ＆ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ Ｂｉｏｌｏｇｙ
Ａｎｉｍａｌꎬ ２０１６ꎬ ５２(３):３６５￣３７３.

[２７] ＰＥＬＵＳＩ Ｃꎬ ＩＫＥＤＡ Ｙꎬ ＺＵＢＡＩＲ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｍｐａｉｒｅｄ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｄｅｖｅｌ￣
ｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｉｎｆｅｒｔｉｌｉｔｙ ｉｎ ｆｅｍａｌｅ ｍｉｃｅ ｌａｃｋｉｎｇ ｓｔｅｒｏｉｄｏｇｅｎｉｃ ｆａｃｔｏｒ １
ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ [Ｊ] . Ｂｉｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎꎬ ２００８ꎬ ７９
(６): １０７４ ￣１０８３.

(责任编辑:张震林)

１２１李隐侠等:湖羊 ＮＲ５Ａ１ 基因全序列克隆和表达特征分析


