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　 　 摘要:　 本研究旨在克隆绵羊基质 Ｇｌａ 蛋白(ＭＧＰ)基因的蛋白质编码序列(ＣＤＳ)ꎬ制备特异抗体ꎬ并检测该基

因在绵羊卵巢组织中的表达分布ꎮ 以卵泡总 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ扩增获得绵羊 ＭＧＰ 基因 ＣＤＳ 区全长序列ꎻ合成绵羊

ＭＧＰ 蛋白 Ｃ 末端 １５ 个氨基酸长度的多肽ꎬ免疫小鼠ꎬ制备抗血清ꎻ利用实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＰＣＲ)和免疫印迹技术

分析其在不同组织和不同大小的卵泡中的表达水平ꎻ通过免疫组织化学方法分析其在卵巢组织中的表达分布特

征ꎮ 结果表明ꎬ成功获得绵羊 ＭＧＰ 基因的 ＣＤＳ 区全长片段(４６７ ｂｐ)ꎬ编码 １０３ 个氨基酸ꎬ理论相对分子量为

１２ ２３０.９６ꎬ等电点为 ９􀆰 ２７ꎻＮ 末端 １９ 个氨基酸序列被预测为信号肽序列ꎬ成熟肽有 ８４ 个氨基酸ꎬ为外泌性蛋白质ꎬ
无胞内区ꎻ ＭＧＰ 总蛋白质氨基酸序列与山羊、牛的同源蛋白质相似性分别为 １００􀆰 ０％、９９􀆰 ０％ꎬ与人、小鼠的相似性

均为 ８５􀆰 ４％ꎮ ＭＧＰ ｍＲＮＡ 和蛋白质在绵羊心、肝、脾、肺、肾等组织中的相对表达量较低ꎬ在卵巢、输卵管、子宫等生

殖系统或组织中的相对表达量较高ꎬ在黄体中的相对表达量也较高ꎻＭＧＰ 在卵巢组织颗粒细胞、卵丘细胞中均有表

达ꎬ但在闭锁卵泡中不表达ꎮ 本研究结果可为进一步研究 ＭＧＰ 在卵巢组织中的生物学功能提供参考ꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｈｅ ａｉｍ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ｔｏ ｃｌｏｎｅ ｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ( ＣＤＳ ) ｏｆ ｓｈｅｅｐ ｍａｔｒｉｘ Ｇｌａ
ｐｒｏｔｅｉｎ (ＭＧＰ) ｇｅｎｅ ｔｏ ｐｒｅｐａｒｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｎｄ ｔｏ
ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｉｎ ｓｈｅｅｐ ｏ￣
ｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅｓ. Ｔｏｔａｌ ｓｈｅｅｐ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｃＤＮＡ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ
ｔｅｍｐｌａｔｅ ｔｏ ａｍｐｌｉｆｙ ａｎｄ ｏｂｔａｉｎ ｔｈｅ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ
ｔｈｅ ＣＤＳ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｓｈｅｅｐ ＭＧＰ ｇｅｎｅ. Ｐｅｐｔｉｄｅ ｗｉｔｈ ａ ｌｅｎｇｔｈ
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ｏｆ １５ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｃ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ ｓｈｅｅｐ ＭＧＰ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ａｎｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｍｍｕｎｉｚｅ ｍｏｕｓｅ ａｎｄ
ｐｅｒｐａｒｅ ａｎｔｉｓｅｒｕｍ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＭＧＰ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ｏｆ ｖａｒｙｉｎｇ ｓｉｚｅｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕ￣
ｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ (ｑＰＣＲ) ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｔｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ. Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＭＧＰ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｏｖｅｒａｌｌ ｆｒａｇｍｅｎｔ (４６７ ｂｐ)
ｏｆ ｓｈｅｅｐ ＭＧＰ ｇｅｎｅ ＣＤＳ ｒｅｇｉｏｎ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｅｎｃｏｄｅｄ １０３ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓꎬ ｗｉｔｈ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ
ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ １２ ２３０.９６ ａｎｄ ａｎ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ ｏｆ ９.２７. Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｏｍｐｏｓｅｄ ｏｆ １９ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｎ￣
ｔｅｒｍｉｎａｌ ｗａｓ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｍａｔｕｒｅ ｐｅｐｔｉｄｅ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ８４ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｅｘｔｒａ￣
ｍｅｍｂｒａｎｏｕｓ ｄｏｍａｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈｏｕｔ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｉｏｎ. Ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＭＧＰ ｓｈａｒｅｄ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ
ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｇｏａｔｓ ａｎｄ ｃｏｗｓ ｏｆ １００.０％ ａｎｄ ９９.０％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｗｉｔｈ ｈｕ￣
ｍａｎ ａｎｄ ｍｏｕｓｅ ｗａｓ ８５.４％. Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＭＧＰ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｅｒｅ ｌｏｗ ｉｎ ｓｈｅｅｐ ｔｉｓｓｕｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ
ｈｅａｒｔꎬ ｌｉｖｅｒꎬ ｓｐｌｅｅｎꎬ ｌｕｎｇ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙꎬ ｂｕｔ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈ ｉｎ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｓｙｓｔｅｍｓ ｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓꎬ ｓｕｃｈ ａｓ ｏｖａｒｙꎬ ｆａｌｌｏｐｉａｎ ｔｕｂｅ ａｎｄ
ｕｔｅｒｕｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ａｌｓｏ ｈｉｇｈ ｉｎ ｃｏｒｐｕｓ ｌｕｔｅｕｍ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＭＧＰ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ
ｃｕｍｕｌｕｓ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈꎬ ｗｈｅｒｅａｓ ｉｔ ｄｉｄｎ’ｔ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ａｔｒｅｓｉａ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ. Ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｒｅｓｕｌｔ ｃａｎ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｉｎ￣
ｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｏｌｅ ｏｆ ＭＧＰ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｍａｔｒｉｘ Ｇｌａ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ｓｈｅｅｐꎻ ｏｖａｒｙꎻ ｇｒａｎｕｌａｒ ｃｅｌｌꎻ ｃｏｒｐｕｓ ｌｕｔｅｕｍ

　 　 基质 Ｇｌａ 蛋白(Ｍａｔｒｉｘ Ｇｌａ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ＭＧＰ)是一

种由血管平滑肌和内皮细胞分泌的、非胶原细胞外

基质蛋白质ꎬ主要存在于骨、软骨、肾、肺、心脏和血

管平滑肌细胞等部位[１￣３]ꎮ ＭＧＰ 是人体内最有效的
天然钙化抑制剂[４￣５]ꎬ是维生素 Ｋ 依赖的血管钙化

抑制因子ꎬ通过影响细胞分化抑制组织钙化过

程[６￣７]ꎮ ＭＧＰ 还具有促进局部肿瘤细胞发生及血管
发生异常的作用[８￣１０]ꎬ在卵巢癌等不同类型癌症发
生过程中异常表达[１１￣１２]ꎬ其表达水平通常与肿瘤侵
袭性相关[１０ꎬ １３￣１５]ꎮ 除病理性之外ꎬＭＧＰ 基因在正常

发育的大鼠附睾分化期和成年大鼠附睾体部及尾部

细胞中均高表达[１６]ꎬ雌激素可提高去卵巢大鼠
ＭＧＰ 的表达水平[１７]ꎮ 补充生理剂量的雌激素有利
于摘除卵巢的小鼠骨折部位愈合[１８]ꎮ 这些结果暗

示了 ＭＧＰ 基因可能在哺乳动物中具有生殖功能ꎬ目
前仍不清楚其在哺乳动物生殖系统尤其是卵巢中的

表达特征ꎮ
本研究拟针对绵羊 ＭＧＰ 基因进行分子克隆ꎬ并

对 ＭＧＰ 蛋白氨基酸序列进行生物信息学分析ꎬ合成

ＭＧＰ 多肽以制备特异鼠抗血清ꎬ利用实时荧光定量

ＰＣＲ(Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑＰＣＲ)、蛋白质印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ)
及免疫组织化学技术分析 ＭＧＰ 在绵羊卵巢及卵泡

中的表达特征ꎬ为探索该基因在绵羊卵泡发育中的

功能提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 绵羊组织来源与处理

绵羊组织样品均来自乌鲁木齐华凌屠宰

场ꎬ取健康母羊的心、肝、脾、肺、肾、肌肉、子宫、
输卵管和卵巢等组织ꎬ将组织剪切成长、宽、高
均不大于 ０􀆰 ５ ｃｍ 的组织块ꎬ迅速将组织块完全

浸泡于５ ~ １０ 倍体积的 ＡｌｌＰｒｏｔｅｃｔＴＭ试剂(碧云天

生物技术股份有限公司产品 ) 中保存ꎬ卵巢在

１ ~ ２ ｈ 内运抵实验室ꎬ用眼科镊子手工剥离卵

泡(直径<３ ｍｍ 的为小卵泡ꎻ直径 ３ ~ ５ ｍｍ 的

为中卵泡ꎻ直径>５ ｍｍ 的为大卵泡)后置于 Ａｌｌ￣
ＰｒｏｔｅｃｔＴＭ试剂中保存ꎬ用于提取 ＲＮＡ 和蛋白质ꎮ
用于组织学分析的卵巢置于波恩 ( Ｂｏｕｉｎ) 固定

液中固定ꎬ用常规方法进行石蜡包埋和石蜡切

片ꎮ
１.２　 引物设计及合成

根据美国国家生物技术信息中心(ＮＣＢＩ)数据

库绵羊 ＭＧＰ 基因(ＧｅｎＢａｎｋ ＩＤ:ＸＭ＿００４００６８３３.４)
的蛋白质编码区域(ＣＤＳ)设计克隆引物和定量引物

(表 １)ꎬ引物由生工生物工程(上海)股份有限公司

合成ꎮ
１.３　 ＭＧＰ 基因 ＣＤＳ 区的克隆

用 ＲＮＡ 提取试剂 ＴＲＩｚｏｌ(白鲨生物科技有限公

司产品)提取卵泡总 ＲＮＡꎬ利用反转录试剂盒(成都

福际生物技术有限公司产品)合成 ｃＤＮＡꎮ 以卵泡

总 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ以 ＭＧＰ￣Ｆ / ＭＧＰ￣Ｒ 为引物 ＰＣＲ 扩

增 ＭＧＰ 的开放阅读框序列ꎮ ＰＣＲ 的程序:９５ ℃
５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ １０ ｓꎬ５８ ℃ １０ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓꎬ３５ 个循环ꎻ
７２ ℃ １ ｍｉｎꎮ 采用凝胶电泳分析ꎬ回收 ４６７ ｂｐ 预期

大小的目的条带ꎮ 回收 ＰＣＲ 片段与 ｐＭＤ１９ Ｔ 载体

７７２１张欣如等:绵羊基质 Ｇｌａ 蛋白基因克隆、表达谱及其在卵巢组织的定位



[宝日医生物技术(北京)有限公司产品]连接ꎬ转化

ＤＨ５αꎬ挑取单克隆ꎬ菌落通过 ＰＣＲ 扩增验证ꎬ选阳

性克隆测序ꎮ 将测序结果与 ＮＣＢＩ 数据库中绵羊

ＭＧＰ 序列进行对比分析ꎮ

表 １　 引物序列信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

引物名称 　 　 　 　 引物序列(５′→３′) 　 　 　 　

ＭＧＰ￣Ｆ ＡＧＡＣＧＧＴＧＣＡＡＧＴＧＡＣＣＣＡＧ

ＭＧＰ￣Ｒ ＣＡＧＣＣＡＧＡＣＡＡＧＡＡＣＡＴＴＴＡＡＧＧＡ

ＭＧＰ￣ｒｔＦ ＧＡＴＧＧＡＧＡＧＣＧＡＡＡＧＣＣＣＡＡ

ＭＧＰ￣ｒｔＲ ＧＴＣＡＴＣＡＣＡＡＧＣＴＴＣＣＣＧＧＴ

ＧＡＰＤＨ￣ｒｔＦ ＣＣＧＣＡＴＣＣＣＴＧＡＧＡＣＡＡＧＡＴ

ＧＡＰＤＨ￣ｒｔＲ ＡＣＧＡＴＧＴＣＣＡＣＴＴＴＧＣＣＡＧＴ

Ｂ２ＭｑＦ ＣＡＣＡＡＣＣＣＡＡＧＡＴＡＧＴＴＡＡＧＴＧＧＧ

Ｂ２ＭｑＲ ＧＧＧＣＣＣＡＡＧＧＴＡＧＡＡＴＴＡＴＡＡＡＧＡＡ

１.４　 绵羊 ＭＧＰ 蛋白的生物信息学分析

利用在线软件 ＳｉｇｎａｌＰ￣５. ０ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｓｅｒｖｉｃｅｓ.
ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ.ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅ. ｐｈｐ? ＳｉｇｎａｌＰ￣５. ０)预测分

析绵羊 ＭＧＰ 蛋白的信号肽序列ꎻ利用 ＴＭＨＭＭ
Ｓｅｒｖｅｒ ｖ. ２. ０ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ /
ＴＭＨＭＭ / )预测绵羊 ＭＧＰ 蛋白氨基酸序列跨膜结

构特征ꎮ 将绵羊 ＭＧＰ 与山羊(ＸＰ ＿０１７９０３９３０.１)、
牛 ( ＮＰ ＿ ７７７１３２. １ )、 人 ( ＡＡＨ０５２７２. １ ) 和 小 鼠

(ＡＡＨ７９４７８.１)的同源蛋白氨基酸序列进行比较ꎮ
使用 ＳＴＲＩＮＧ(ｈｔｔｐｓ: / / ｃｎ.ｓｔｒｉｎｇ￣ｄｂ.ｏｒｇ / )单基因蛋白

质互作网络进行预测分析ꎮ
１.５　 实时荧光定量 ＰＣＲ

提取各个组织和不同直径的卵泡的总 ＲＮＡ 并

反转录成 ｃＤＮＡꎮ 按照 ＲＴ￣ｑＰＣＲ ＥａｓｙＴＭ试剂盒(成
都福际生物技术有限公司产品)说明书进行实时荧

光定量 ＰＣＲ 反应ꎮ 反应程序:９５ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃ １０
ｓꎬ ５８ ℃ １０ ｓꎬ ７２ ℃ １０ ｓꎬ ４０ 个循环ꎮ 每个样品设

置 ３ 个生物学重复ꎮ 相对表达量的计算过程如下:
△Ｃｔ ＝ Ｃｔ目的基因 － Ｃｔ内参基因ꎻ △△Ｃｔ ＝ △Ｃｔ试验组样品 －
△Ｃｔ对照组样品ꎻ相对表达量＝ ２－△△Ｃｔꎮ 其中ꎬＣｔ 表示

循环阈值ꎮ
１.６　 ＭＧＰ 的原核表达

绵羊 ＭＧＰ 开放阅读框序列由南京金斯瑞生物

科技有限公司合成并亚克隆至 ｐＥＴ１５ｂ 多克隆酶切

位点(Ｎｄｅ Ｉ / Ｂａｍ Ｈ Ⅰ)ꎬ再转化至 ＢＬ２１(ＤＥ３)表达

菌株ꎬ经 ０􀆰 ３ ｍｍｏｌ / Ｌ 异丙基￣β￣Ｄ￣硫代半乳糖苷

(ＩＰＴＧ)诱导 ４ ｈ 重组蛋白质表达ꎮ 收集诱导前和

诱导后的菌体ꎬ分别制备诱导前总蛋白质、诱导后总

蛋白质、超声破碎诱导后上清液蛋白质、沉淀蛋白质

样品ꎬ经电泳和脱色ꎬ进行重组蛋白质的表达及可溶

性分析ꎮ
１.７　 ＭＧＰ 抗体的制备

因绵羊 ＭＧＰ 蛋白氨基酸序列与人及小鼠同源

蛋白氨基酸序列有差异ꎬ对应的抗体无法用于绵

羊 ＭＧＰ 蛋白的检测分析ꎮ 经 ＤＮＡｍａｎ 软件分析ꎬ
选择绵羊 ＭＧＰ 蛋白氨基酸序列 Ｃ 末端８９ ~ １０３ 位

包含的 １５ 个氨基酸的多肽 ( ＮＡＡＹＤＲＹＦＲＱＲＲ￣
ＧＡＫꎬ命名为 ＭＧＰ８９)进行化学合成ꎬ并偶联至血

蓝蛋白(ＫＬＨ)分子作为抗原免疫小鼠ꎬ制备小鼠

多克隆抗体ꎮ 抗体制备方法简述如下:用生理盐

水将偶联好的抗原稀释至 １ μｇ / μＬꎻ抗原和佐剂等

体积迅速混匀ꎬ现用现配ꎮ 取 ５ 只昆明白小鼠

(２０ ~ ２５ ｇ)ꎬ第 １ ｄ 每只小鼠后腿肌肉注射 １００ μＬ
抗原佐剂混合物ꎻ第 １４ ｄ 同样剂量重复注射 １ 次ꎬ
第 ２１ ｄ 摘小鼠眼球放血ꎬ分离血清ꎮ
１.８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

利用原核表达蛋白质或组织蛋白质样品进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析ꎮ 称取约 ０.１ ｇ 组织ꎬ加 ５００ μＬ
裂解液[含 １％ ＰＭＳＦ(苯甲磺酰氟)]ꎬ用匀浆器匀

浆以充分裂解组织ꎬ再加 ５００ μＬ 裂解液冰浴 ３０
ｍｉｎꎬ４ ℃ 离心 ５ ｍｉｎꎬ取上清液ꎬ用二喹啉甲酸

(ＢＣＡ)蛋白测定试剂盒(碧云天生物技术股份有

限公司产品)测定蛋白质浓度ꎮ
根据蛋白质浓度加入５×上样缓冲液ꎬ混匀后

在沸水中煮 １０ ｍｉｎꎬ使蛋白质变性ꎮ 将变性蛋白

质溶液保存于 －８０ ℃ 备用ꎮ 制备聚丙烯酰胺凝

胶ꎬ将蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ、蛋白质样品加入凝胶中ꎬ８０
Ｖ 电压 ２ ｈꎻ６０ Ｖ 电压 １ ｈ 将蛋白质转到 ＰＶＤＦ
(聚偏二氟乙烯膜) 上ꎻ在室温下用封闭液 [含

５％脱脂奶粉的 ＰＢＳ(磷酸缓冲盐溶液) ] 孵育 ２
ｈꎻ将膜浸泡于自制小鼠 ＭＧＰ 抗血清稀释液中ꎬ
室温孵育 １ ｈꎬ用 ＰＢＳＴ ( 含 ０. ０５％ Ｔｗｅｅｎ２０ 的

ＰＢＳ)洗膜ꎬ３ 次× ５ ｍｉｎꎻ再将膜室温孵育在辣根

过氧化物酶(ＨＲＰ)标记羊抗鼠(碧云天生物技术

股份有限公司产品)二抗稀释液中 １ ｈꎬ用 ＰＢＳＴ
洗膜ꎬ５ 次×５ ｍｉｎꎻ膜上点 ＥＣＬ(增强型化学发光
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试剂)化学发光底物工作液(白鲨生物科技有限

公司产品) ꎬ置于凝胶成像系统(Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｉｍａｇｅｒ
６００ꎬＧＥꎬ美国)中进行发光显影ꎮ 取出曝光后的

膜ꎬ用 ＰＢＳＴ 清洗２ 次×５ ｍｉｎꎬ用抗体洗脱液在室

温下孵育 １５ ｍｉｎꎬ再用 ＰＢＳＴ 清洗 ３ 次× ５ ｍｉｎꎮ
封闭后将膜置于 ＨＲＰ 标记的内参蛋白抗体 ( β￣
ａｃｔｉｎ)工 作 液 中ꎬ 室 温 孵 育 １ ｈꎬ 用 ＰＢＳＴ 洗 膜

４ 次×５ ｍｉｎꎮ 用 ＥＣＬ 发光液处理后使用凝胶成

像系统检测、拍照ꎮ 最后使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对蛋

白质条带进行灰度分析ꎬ并用 β￣ａｃｔｉｎ 进行均一化

处理ꎮ 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对蛋白质条带的化学发

光强度进行定量分析ꎮ
１.９　 免疫组织化学分析

将石蜡切片上的蜡脱尽ꎬ进行复水ꎬ用 ＰＢＳ
浸洗ꎻ进行抗原热修复ꎬ用 ＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎻ用 ３％
Ｈ２Ｏ２封闭ꎬ用 ＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎻ用 ５％ ＢＳＡ 室温封

闭 １ ｈꎻ加 ＭＧＰ 自制鼠抗ꎬ室温孵育 ６０ ｍｉｎꎬ用
ＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎻ加 ＨＲＰ 标记山羊抗兔 ＩｇＧ 二抗

(碧云天生物技术股份有限公司产品) ꎮ 室温孵

育 ４０ ｍｉｎꎬ用 ＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎻ加入二氨基联苯胺

(ＤＡＢ) (白鲨生物科技有限公司产品) 显色试

剂ꎬ用自来水冲洗ꎻ放入苏木素染剂进行复染ꎬ用
自来水清洗ꎻ用 ０.５％盐酸乙醇(１ ｍＬ ３６％浓盐酸

与 ７ ｍＬ ７５％乙醇混合) 进行分化ꎬ用自来水浸

洗ꎬ然后进行脱水和透明处理ꎻ用树胶进行封片ꎮ
用光学显微镜观察并拍照ꎮ
１.１０　 统计分析

本研究使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８.０ 软件进行统计

分析ꎬ采用独立样本 Ｔ 检验和 Ｏｎｅ￣ｗａｙ 方差分析

(ＡＮＯＶＡ)进行显著性分析ꎬ每个试验设 ３ 个独立的

样本ꎬ并重复 ３ 次ꎮ 数据结果用平均值±标准差表

示ꎬＰ>０􀆰 ０５ 为差异不显著ꎬＰ<０􀆰 ０５ 为差异显著ꎬＰ<
０􀆰 ０１ 为差异极显著ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＭＧＰ 基因序列分析

以卵泡 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ用引物 ＭＧＰ￣Ｆ 和 ＭＧＰ￣
Ｒ ＰＣＲ 扩增 ＭＧＰ 基因获得 ４６７ ｂｐ 单一条带产物

(图 １Ａ)ꎬ克隆测序结果表明该片段为绵羊 ＭＧＰ
基因ꎬ开放阅读框(ＯＲＦ)共编码 １０３ 个氨基酸(图
１Ｂ)ꎬ理 论 相 对 分 子 量 为 １２ ２３０.９６ꎬ 等 电 点 为

９􀆰 ２７ꎮ 预测信号肽为 Ｎ 末端 １９ 个氨基酸 (图

１Ｃ)ꎬ成熟肽有 ８４ 个氨基酸ꎬ为外泌性蛋白质ꎬ无
胞内区(图 １Ｄ)ꎮ 同其他物种 ＭＧＰ 氨基酸序列比

对结果显示ꎬＭＧＰ 蛋白氨基酸序列与山羊、牛的同

源蛋白质相似性分别为 １００􀆰 ０％、９９􀆰 ０％ꎬ与人、小
鼠的同源蛋白质相似性均为 ８５􀆰 ４％(８８ / １０３)ꎮ 蛋

白质相互作用功能预测结果表明ꎬＭＧＰ 蛋白与

ＢＭＰ２(骨形态发生蛋白 ２)、ＳＰＰ１(巨噬细胞源性

骨桥蛋白)、ＶＴＮ(玻连蛋白)、ＲＵＮＸ２(Ｒｕｎｔ 相关

转录因子 ２)、ＢＧＬＡＰ(骨 γ￣羧基谷氨酸蛋白)、ＦＮ１
(纤连蛋白)、 ＴＮＦＲＳＦ１１Ｂ (重组人骨保护素)、
ＧＧＣＸ(人源重组蛋白)、ＡＢＣＣ６(ＡＴＰ 结合盒转运

蛋白)和 ＡＨＳＧ(α２￣ＨＳ 糖蛋白)等 １０ 种蛋白质存

在相互作用(图 １Ｅ)ꎮ
２.２　 绵羊 ＭＧＰ 重组蛋白质表达及抗体制备

由于绵羊与人 ＭＧＰ 蛋白序列 １０３ 个氨基酸中

存在 １５ 个氨基酸的差异且差异序列不连续分布

(图 ２Ａ)ꎬ因此人源ＭＧＰ 抗体不适用于绵羊ＭＧＰ 的

免疫学检测ꎮ 为验证抗体特异性ꎬ合成绵羊 ＭＧＰ 编

码序列并亚克隆至 ｐＥＴ１５ｂ 原核细胞ꎬ经诱导表达

分析ꎬ在相对分子量１０ ０００附近有重组蛋白质表达

(图 ２Ｂ)ꎬ且以包涵体形式存在ꎮ 重组蛋白质可被合

成的用 ＭＧＰ８９ 多肽免疫小鼠制备的抗血清所特异

识别(图 ２Ｃ)ꎬ表明该抗体可用于绵羊 ＭＧＰ 蛋白的

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测分析ꎮ
２.３　 绵羊 ＭＧＰ 基因在不同组织及大小不同的卵泡

中的表达特征

　 　 利用 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析绵羊

心、肝、脾、肺、肾、子宫、卵巢、输卵管和睾丸等 ９ 个

器官或组织中 ＭＧＰ 基因及蛋白质的表达情况ꎮ
ＰＣＲ 定量分析结果(图 ３Ａ)显示ꎬＭＧＰ 在各组织中

均有表达ꎬｍＲＮＡ 相对表达量大小依次为卵巢、输卵

管、子宫、脾、肺、睾丸、肾、心、肝ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测

结果表明ꎬ各组织中蛋白质表达水平与基因表达趋

势基本一致ꎬ在生殖系统的子宫、输卵管、卵巢及睾

丸组织中均有高含量的 ＭＧＰ 蛋白ꎬ其他组织中

ＭＧＰ 的表达水平很低甚至检测不到(图 ３Ｂ)ꎮ
在绵羊卵巢、小卵泡、大卵泡及黄体中 ＭＧＰ 的

表达情况见图 ３ＣꎬＭＧＰ 基因在黄体中的相对表达

量最高(图 ３Ｃ)ꎬ极显著高于小卵泡(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ其次

是卵巢、大卵泡ꎬ在小卵泡中相对表达量最低ꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析结果与 ＰＣＲ 定量分析结果基本一

致(图 ３Ｄ)ꎮ
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Ａ:ＭＧＰ 基因克隆 ＰＣＲ 扩增产物ꎻＢ:绵羊 ＭＧＰ 的核苷酸序列及氨基酸序列ꎻＣ:ＭＧＰ 蛋白信号肽分析ꎻＤ:ＭＧＰ 蛋白跨膜区域分析ꎻＥ:ＭＧＰ
蛋白互作预测ꎮ 图 Ａ 中ꎬＭ:Ｍａｋｅｒꎻ１:Ｈ２Ｏꎻ２:ＭＧＰ 扩增产物ꎮ 图 Ｂ 中ꎬ矩形框表示起始密码子和终止密码子ꎻ划线部分为信号肽ꎮ 图 Ｅ 中ꎬ

ＢＭＰ２:骨形态发生蛋白 ２ꎻＳＰＰ１:巨噬细胞源性骨桥蛋白ꎻＶＴＮ:玻连蛋白ꎻＲＵＮＸ２:Ｒｕｎｔ 相关转录因子 ２ꎻＢＧＬＡＰ:骨 γ￣羧基谷氨酸蛋白ꎻ
ＦＮ１:纤连蛋白ꎻＴＮＦＲＳＦ１１Ｂ:重组人骨保护素ꎻＧＧＣＸ:人源重组蛋白ꎻＡＢＣＣ６:ＡＴＰ 结合盒转运蛋白ꎻＡＨＳＧ:α２￣ＨＳ 糖蛋白ꎻＭＧＰ:基质 Ｇｌａ 蛋

白ꎮ
图 １　 绵羊 ＭＧＰ 基因序列克隆及分析

Ｆｉｇ.１　 Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｈｅｅｐ ＭＧＰ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

２.４　 ＭＧＰ 在卵巢中的表达定位特征

利用免疫组化方法检测 ＭＧＰ 蛋白在卵巢中不

同时期卵泡中的表达情况ꎮ 结果表明ꎬＭＧＰ 蛋白在

发育的有腔卵泡的颗粒细胞、卵丘细胞中均有表达

(图 ４Ａ ~图 ４Ｅ)ꎬ在闭锁卵泡中不表达(图 ４Ｆ)ꎬ在
黄体细胞中有高表达(图 ４Ｇ)ꎮ
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Ａ:绵羊和人 ＭＧＰ 蛋白氨基酸序列比对ꎬ下划线部分为 ＭＧＰ 蛋白氨基酸序列中用于制备抗体的序列ꎻＢ:ＭＧＰ 原核诱导表达产物聚丙烯酰

胺凝胶电泳及考马斯亮蓝染色ꎻ Ｃ:ＭＧＰ 重组蛋白质 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证 ＭＧＰ 多肽小鼠抗血清的特异性ꎮ 图 Ａ 矩形框中为差异氨基酸ꎻ划线

部分为化学合成多肽序列ꎻ６０ 和 １０３ 为氨基酸数目ꎻ“∗”表示氨基酸相同ꎻ“:”表示差异氨基酸极性相同ꎮ 图 Ｂ 中ꎬＭ:蛋白质 Ｍａｒｋｅｒꎻ图 Ｃ
中ꎬＭ:蛋白质 Ｍａｒｋｅｒꎮ

图 ２　 绵羊 ＭＧＰ 抗体的制备

Ｆｉｇ.２　 Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＧＰ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｉｎ ｓｈｅｅｐ

Ａ:ＭＧＰ 在不同组织中表达水平的定量分析ꎻＢ:不同组织中 ＭＧＰ 蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析ꎻＣ:大卵泡、小卵泡、卵巢及黄体中 ＭＧＰ 表达水平

的定量分析ꎻＤ:大卵泡、小卵泡、卵巢和黄体的 ＭＧＰ 蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析ꎮ 小卵泡:直径<３ ｍｍꎻ大卵泡:直径>５ ｍｍꎻβ￣ａｃｔｉｎ:内参蛋白ꎻ
不同小写字母代表差异显著(Ｐ<０.０５)ꎻ不同大写字母代表差异极显著(Ｐ<０.０１)ꎮ

图 ３　 绵羊 ＭＧＰ 组织表达特征

Ｆｉｇ.３　 Ｔｉｓｓｕｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ＭＧＰ ｉｎ ｓｈｅｅｐ

３　 讨 论

ＭＧＰ 蛋白是最早在人体内发现的血管钙化抑

制剂ꎬ不仅影响细胞分化和钙磷离子复合物形成等

途径ꎬ还影响多种致瘤过程ꎮ 但关于该基因对哺乳

动物卵巢正常生理功能影响的研究还未见报道ꎬ本
研究首次利用绵羊卵巢组织克隆了 ＭＧＰ 基因编码

序列ꎬ并对其在卵巢中的表达特征进行了初步分析ꎮ
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Ａ:小卵泡(直径<３ ｍｍ)ꎻＢ:中卵泡(直径 ３~ ５ ｍｍ)ꎻＣ:大卵泡(直径>５ ｍｍ)ꎻＤ:卵丘卵母细胞复合体ꎻＥ:颗粒细胞ꎻＦ:闭锁卵泡ꎻＧ:黄体ꎻ
Ｈ:阴性对照ꎮ 图 Ａ、图 Ｂ、图 Ｃ、图 Ｅ 标尺为 ２００ μｍꎬ图 Ｆ、图 Ｇ、图 Ｈ 标尺为 １００ μｍꎬ图 Ｄ 标尺为 ５０ μｍꎮ

图 ４　 绵羊卵巢 ＭＧＰ 免疫组织化学分析

Ｆｉｇ.４　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ ＭＧＰ ｉｎ ｓｈｅｅｐ

哺乳动物 ＭＧＰ 蛋白长度通常为 １０３ 个氨基酸ꎬ
由 ４ 个外显子组成ꎬ在基因组中大多数是单拷贝形

式ꎮ 绵羊 ＭＧＰ 序列与山羊一致ꎬ与牛相差 １ 个氨基

酸ꎬ与人相比存在 １５ 个氨基酸的差异ꎬ与人同源蛋

白质的抗体通用性不高ꎮ 我们利用多肽合成制备了

小鼠抗绵羊 ＭＧＰ 抗血清ꎬ并经原核表达重组 ＭＧＰ
蛋白验证抗体ꎬ表明其特异性ꎬ然后进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ 和免疫组化分析 ＭＧＰ 蛋白的表达情况ꎮ 本研

究利用 ＳＴＲＩＮＧ 数据库ꎬ对蛋白质的相互作用情况

进行预测分析ꎬ结果显示ꎬ与 ＭＧＰ 相互作用的有 １０
种蛋白质ꎬ包括 ＢＭＰ２、ＳＰＰ１、ＶＴＮ、ＲＵＮＸ２、ＢＧＬＡＰ、
ＦＮ１、ＴＮＦＲＳＦ１１Ｂ、 ＧＧＣＸ、 ＡＢＣＣ６ 和 ＡＨＳＧꎮ 其中

ＢＭＰ２、ＳＰＰ１、ＡＨＳＧ、ＶＴＮ 等都与卵泡的发育及卵母

细胞的质量有关[１９￣２１]ꎮ
ＭＧＰ 与 ＢＭＰ２ 共定位在人小梁网细胞[２２]ꎬ前

者是后者的调节蛋白质[２３￣２４]ꎮ 卵泡液中 ＢＭＰ２ 的含

量与卵母细胞受精能力呈正相关[１９]ꎬ有研究结果表

明 ＭＧＰ 是 ＢＭＰ２ 的结合蛋白质[２５]ꎮ ＭＧＰ 是否通

过 ＢＭＰ２ 直接或间接影响卵泡的发育进程ꎬ还有待

进一步验证ꎮ 关于人卵泡转录组学的研究结果表

明ꎬ在排卵前卵泡颗粒细胞(ＧＣｓ)中表达的 ＶＴＮ 可

能是排卵前卵泡细胞和卵丘细胞扩展的关键调控因

子[２１]ꎮ ＳＰＰ１ 和 ＭＧＰ 是参与骨形成和钙化的蛋白

质ꎬＳＰＰ１ 同 ＭＧＰ 类似ꎬ也具有抑制钙化作用[２６]ꎮ
ＳＰＰ１ 可减少猪卵母细胞体外受精过程中的多精现

象[２７]ꎬ也可促进猪胚胎体外发育ꎬ 减少细胞凋

亡[２０]ꎮ ＭＧＰ 是否通过 ＳＰＰ１ 影响卵母细胞功能ꎬ目
前仍不清楚ꎮ

Ｌｉ 等[２８]报道ꎬＭＧＰ 定位于血管平滑肌细胞、软
骨、骨和心脏的细胞外基质中ꎮ 关于 ＭＧＰ 在卵巢中

表达的研究主要与卵巢癌相关[１２]ꎬ关于其在正常生

殖生理方面的生物学功能研究尚未见报道ꎮ 我们研

究发现ꎬＭＧＰ 基因的相对表达量在黄体中显著高于

小卵泡、大卵泡ꎬ在小卵泡中相对表达量最低ꎮ 免疫

组化检测结果表明ꎬＭＧＰ 在卵丘细胞、颗粒细胞中

均有表达ꎬ在黄体细胞中高表达ꎮ 上述结果表明ꎬ
ＭＧＰ 可能影响绵羊卵泡的发育及黄体的生成过程ꎮ

在卵巢发育过程中钙离子至关重要ꎬＬｉ 等[２８]认

为 ＭＧＰ 可以上调胞内游离钙离子浓度ꎬ并在调节下

游细胞信号通路的过程中发挥关键作用ꎮ Ｕｄａｇａｗａ
等[２９]研究发现ꎬ调控线粒体分裂的相关基因 Ｄｒｐ１
参与调控卵泡发育进而影响卵子质量ꎮ 缺乏 Ｄｒｐ１
的卵细胞线粒体、内质网和分泌泡等钙信号通路受

损ꎬ导致卵子成熟出现异常ꎮ 上述结果说明ꎬＤｒｐ１
通过调节钙离子浓度影响卵泡发育ꎮ 通常认为

ＭＧＰ 由血管平滑肌和内皮细胞分泌而来ꎬ而血管系

统在成人卵巢的卵泡群中分布并不均匀ꎬ原始卵泡

和生长缓慢的腔前卵泡本身并不存在血管ꎬ而是依

赖于周围间质中的血管[３０]ꎮ Ｊｉａｎｇ 等[３１]的研究结果

表明ꎬ在中间毛囊ꎬ新生血管出现在毛细血管层的顶

端ꎻ在优势毛囊ꎬ新生血管出现在毛细血管层的中部

或下部ꎮ 我们的研究发现ꎬ闭锁的卵泡中并无 ＭＧＰ
的显著表达ꎬ而在健康的卵泡及黄体细胞中 ＭＧＰ 则

高表达ꎬ这表明 ＭＧＰ 的存在可能对卵泡的正常发育

以及黄体的生成具有重要的作用ꎮ 我们推测ꎬ在卵

泡发育过程中 ＭＧＰ 可能从多方面影响着卵泡的发
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育与成熟ꎬ甚至是黄体的发育ꎬ但其具体作用机制以

及调控机制还需进一步的试验验证ꎮ

４　 结 论

本研究成功获得绵羊 ＭＧＰ 基因的 ＣＤＳ 区全长

片段(４６７ ｂｐ)ꎮ 对 ＭＧＰ 基因及其编码的蛋白质进

行了生物信息学分析ꎬ推测 ＭＧＰ 是一种外泌性蛋白

质ꎮ ＭＧＰ 基因在绵羊生殖系统组织中高表达ꎬ在卵

泡的卵丘细胞、颗粒细胞中均有表达ꎬ在黄体细胞中

高表达ꎬ但在闭锁卵泡中不表达ꎮ 本研究结果表明ꎬ
ＭＧＰ 在卵泡的发育、成熟及黄体的生成过程中可能

起着重要的作用ꎬ在生殖系统中的具体功能和分子

机制还有待于进一步研究和验证ꎮ
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[３１] ＪＩＡＮＧ Ｊ Ｙꎬ ＭＡＣＣＨＩＡＲＥＬＬＩ Ｇꎬ ＴＳＡＮＧ Ｂ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃａｐｉｌｌａｒｙ
ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｂｏｖｉｎｅ ｏｖａｒｉａｎ ａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ[Ｊ] .
Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎꎬ２００３ꎬ１２５(２):２１１￣２２３.
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