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牦牛（ｎ＝９）睾丸中Ｕｂｅ２ｎ、Ｔｒｉｍ３６基因的ｍＲＮＡ水平分别显著、极显著高于犏牛（ｎ＝７），其中Ｔｒｉｍ３６ｍＲＮＡ水平相差
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通信作者：郑玉才，博士，教授，主要从事泌乳生物化学、高原家畜生

化与分子遗传学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｙｕｃａｉｚｈｅｎｇ６５＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ。

　　牦牛（Ｂｏｓｇｒｕｎｎｉｅｎｓ）主要分布在中国，数量３０００万头以
上，是青藏高原特有的牛种和畜牧业主体。牦牛与普通牛（Ｂｏｓ
ｔａｕｒｕｓ）的杂交后代称为犏牛，具有明显的杂种优势，产乳和产
肉量显著提高，但表现为回交三代内雄性不育，无法产生正常

精子［１］，而雌性杂交后代生殖正常，其分子机制尚未明确。

已有研究表明，犏牛睾丸中很多生殖相关基因的 ｍＲＮＡ
或蛋白质水平均显著低于其亲本牦牛和黄牛，如 ＳＹＣＰ３、
Ｂｏｕｌｅ、Ｄａｚｌ、Ｄｍｒｔ７、Ｄｍｃ１等［２－５］。也存在少量蛋白质在犏牛

睾丸中上调的情况［６］。也有研究表明，犏牛睾丸中细胞凋亡

增加［７］。尽管目前犏牛雄性不育的分子机制尚不明确，但总

体认为，犏牛雄性不育的机制可能涉及精子发生过程中复杂

的基因调控网络，并与睾丸中多种特异或非特异蛋白质的异

常表达有关。然而，这些变化是否影响睾丸中蛋白质降解尚

不明确。鉴于蛋白质泛素化在蛋白质降解中的重要作用，本

研究比较牦牛与犏牛睾丸中与泛素化相关的泛素结合酶

（Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ－ｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅＥ２Ｎ，Ｕｂｅ２ｎ）、泛素连接酶
（Ｅ３ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ－ｐｒｏｔｅｉｎｌｉｇａｓｅＴＲＩＭ３６，Ｔｒｉｍ３６）基因的 ｍＲＮＡ
水平，以探讨泛素化与犏牛雄性不育是否具有相关性。

１　材料与方法

１．１　样品的采集
麦洼牦牛（Ｂｏｓｇｒｕｎｎｉｅｎｓ）和犏牛（公黄牛与母麦洼牦牛
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的杂交Ｆ１代）的睾丸组织于秋季采自四川省成都市近郊某屠
宰场。健康的成年公牦牛（ｎ＝９）和雄性不育公犏牛（ｎ＝７）
在屠宰后立刻取其睾丸，切成适当大小后，与干冰一同带回实

验室，于－８０℃下保存备用。本研究对牦牛和犏牛睾丸均进
行常规组织切片分析，证实犏牛睾丸中无精子。

１．２　主要试剂和仪器
ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ购自美国 Ｔｈｅｒ

ｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ购自美国 Ａｍｂｉｏｎ公司，
ＱｕａｎｔｉＦａｓｔＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＫｉｔ购自德国 ＱＩＡＧＥＮ公司，
ＳｕｐｅｒＴａｑＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ购自美国ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａ公司。

Ｃ１０００ＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒ型梯度 ＰＣＲ仪、Ｃ１０００Ｔｏｕｃｈ
ＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒ型荧光定量ＰＣＲ仪、ＶｅｒｓａＤｏｃ１０００型凝胶成
像系统均为美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司产品，ＣＲ２１Ｇ型高速冷冻离

心机为日本日立公司产品。

１．３　总ＲＮＡ的提取及反转录
采用Ｔｒｉｚｏｌ法并按照试剂盒说明书提取牦牛睾丸的总

ＲＮＡ，采用核酸蛋白检测仪测定核酸浓度。采用 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ
ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ以２μｇ总 ＲＮＡ为模板，利用
随机引物进行反转录获得ｃＤＮＡ。
１．４　睾丸组织Ｕｂｅ２ｎ和Ｔｒｉｍ３６基因的定量ＰＣＲ分析

参照普通牛的 Ｕｂｅ２ｎ（ＮＭ＿００１０７６２５８）、Ｔｒｉｍ３６（ＸＭ＿
００５８９０８５９）、内参基因 ＧＡＰＤＨ（ＮＭ＿００１０３４０３４）、１８ＳＲＮＡ
（ＮＲ＿０３６６４２）序列，采用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件分别设计定
量ＰＣＲ引物（表１）。分别对上述４个基因进行ＰＣＲ扩增，产
物纯化后经１０倍梯度稀释作为模板，进行荧光定量 ＰＣＲ扩
增。利用定量ＰＣＲ仪上的软件绘制标准曲线。

表１　引物序列

目的基因 引物（５′→３′） 产物长度（ｂｐ）
Ｕｂｅ２ｎ Ｆ：ＣＣＴＴＡＧＡＧＧＧＣＡＴＣＡＧＡＴＣＣＴＣＡＧ；Ｒ：ＡＡＧＧＴＴＣＣＡＡＣＣＣＡＣＡＧＧＴＴＡＡＣＡ ２４０
Ｔｒｉｍ３６ Ｆ：ＴＣＴＡＴＧＧＣＴＣＡＴＴＧＧＴＡＡＴＡＡＧＴＡＴ；Ｒ：ＡＡＡＣＣＡＣＣＣＡＡＧＡＡＡＧＡＧＴＡＴＣＴ １８５
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＣＧＡＣＴＴＣＡＡＣＡＧＣＧＡＣＡＣＴＣＡ；Ｒ：ＧＧＴＣＣＡＧＧＧＡＣＣＴＴＡＣＴＣＣＴＴ １６９
１８ＳＲＮＡ Ｆ：ＣＴＧＡＧＡＡＡＣＧＧＣＴＡＣＣＡＣＡＴＣ；Ｒ：ＣＡＧＡＣＴＴＧＣＣＣＴＣＣＡＡＴＧＧ １６８

　　以反转录的牦牛和犏牛睾丸组织 ｃＤＮＡ为模板，采用实
时荧光定量ＰＣＲ方法检测 Ｕｂｅ２ｎ、Ｔｒｉｍ３６基因在睾丸中的相
对表达量。２５μＬＰＣＲ体系为：２×ＱｕａｎｔｉＦａｓｔＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μＬ、上游及下游引物各１μＬ、模板ｃＤＮＡ
１μＬ、ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅｗａｔｅｒ９．５μＬ。ＰＣＲ程序为：９５℃预变性
５ｍｉｎ；９５℃变性１５ｓ，６４℃退火１５ｓ（Ｕｂｅ２ｎ）或５４℃退火
２０ｓ（Ｔｒｉｍ３６），７２℃延伸１５ｓ，共４０个循环。于６５～９５℃下
制作溶解曲线。

１．５　数据统计
采用２－ΔΔＣＴ法计算目的基因在睾丸中的ｍＲＮＡ水平。采

用双内参 ＧＡＰＤＨ和１８ＳＲＮＡ的几何平均数进行标准化，以
牦牛睾丸的表达量为对照。试验数据以“平均值 ±标准误”

表示，采用ＳＰＳＳ１８．０软件对荧光定量数据进行ｔ检验。

２　结果与分析

２．１　Ｕｂｅ２ｎ和Ｔｒｉｍ３６基因表达的荧光定量ＰＣＲ分析方法
本研究提取的睾丸 ＲＮＡ质量经核酸蛋白检测仪和琼脂

糖凝胶电泳系统的检测分析，浓度和质量均符合要求。本试

验建立了牦牛Ｕｂｅ２ｎ和Ｔｒｉｍ３６基因ｍＲＮＡ的定量 ＰＣＲ检测
方法，采用双内参基因进行标准化。目的基因和内参基因扩

增的特异性高（图１），扩增效率为９８．６％ ～１０３．８％，标准曲
线线性关系较好（Ｒ２约为０．９９），符合所用仪器的定量及相
应算法要求。
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２．２　牦牛和犏牛睾丸组织Ｕｂｅ２ｎ、Ｔｒｉｍ３６基因ｍＲＮＡ水平的
比较

对成年牦牛和雄性不育犏牛睾丸中 Ｕｂｅ２ｎ、Ｔｒｉｍ３６基因
ｍＲＮＡ水平的定量ＰＣＲ检测显示，犏牛睾丸中 Ｕｂｅ２ｎ、Ｔｒｉｍ３６

基因的ｍＲＮＡ水平分别显著、极显著低于牦牛，其中 Ｕｂｅ２ｎ
ｍＲＮＡ水平相差约２倍，而Ｔｒｉｍ３６ｍＲＮＡ水平相差１０倍以上
（图２）。

３　结论与讨论

蛋白质的泛素化是其在细胞中降解的关键，在调节各种

细胞生物学过程（细胞周期、ＤＮＡ损伤的修复、信号转导等）
中发挥重要作用，涉及３种酶的参与以及多种修饰模式［８－９］。

本研究在ｍＲＮＡ水平证实，２种参与泛素化的酶基因（Ｕｂｅ２ｎ、
Ｔｒｉｍ３６）在犏牛睾丸中的表达均显著下降，提示犏牛睾丸中蛋
白质的泛素化降解可能存在异常。牦牛和犏牛睾丸中

Ｕｂｅ２ｎ、Ｔｒｉｍ３６基因ｍＲＮＡ的变化趋势与其蛋白质水平的变
化趋势相同［６］（部分为待发表资料），进一步验证了参与泛素

化的２种酶在犏牛睾丸中表达异常。
犏牛的杂种优势具有重要的应用价值，但其雄性不育在

很大程度上制约了犏牛的高效利用。犏牛睾丸组织中无精

子［７］，精子发生受阻很可能与减数分裂异常有关。犏牛睾丸

中很多与生殖相关的基因表达下调［２－７］，但与其雄性不育的

因果关系尚未明确。犏牛睾丸组织泛素化水平降低与其精子

发生异常是否存在关联，需要进一步研究证实。笔者推测，由

于犏牛睾丸中多数蛋白质的表达水平可能下降［２－７］，其泛素

化水平的降低很可能是适应蛋白质水平改变的结果。Ｕｂｅ２ｎ
和Ｔｒｉｍ３６ｍＲＮＡ水平在犏牛睾丸中的显著下降或许不是犏
牛雄性不育的关键原因，但其机制可能涉及睾丸精子发生过

程中复杂的网络调控。精子发生过程中减数分裂异常的原因

很多，如生殖隔离中减数分裂前期ＤＮＡ双链断裂（ＤＳＢ）不能
修复、染色体联会或重组异常等［１０］。这种 ＤＮＡ的修复或许
直接导致蛋白质泛素化修饰相关酶的改变，已有研究表明，参

与ＤＮＡ双链断裂修复的蛋白质或ＤＮＡ损伤可通过一些机制
影响其他蛋白质的泛素化［１１－１２］。雄性不育犏牛睾丸组织

Ｕｂｅ２ｎ和Ｔｒｉｍ３６ｍＲＮＡ水平显著下降，是其精子发生异常所
涉及的基因网络调控的一部分。
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