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ＦＳＨ和 ＬＨ及其受体基因在梅山猪公猪 ＨＰＴ轴的表达
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　　摘要：为了研究卵泡刺激素（ＦＳＨ）和黄体生成素（ＬＨ）及其受体在梅山猪公猪各组织中的表达特征以及在下丘脑－
腺垂体－性腺轴（ＨＰＴ轴）中的表达规律，采用荧光定量ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）方法对６头１５０日龄梅山猪公猪的生殖组织、
脑组织及内脏组织中ＦＳＨβ、ＦＳＨＲ、ＬＨβ和ＬＨＲ基因的表达情况进行分析。结果显示，ＦＳＨβ基因在梅山猪公猪的下丘脑
和垂体中表达；ＦＳＨＲ基因在梅山猪公猪的睾丸、附体、附尾和尿道球腺中表达；ＬＨβ基因在梅山猪公猪的睾丸、附头、附
体、垂体、大脑、小脑和海马中表达；ＬＨＲ基因在梅山猪公猪的睾丸和下丘脑中表达。采用荧光定量方法对各日龄（２、
３０、６０、９０及１５０日龄）梅山猪公猪下丘脑、垂体和睾丸中 ＦＳＨ和 ＬＨ及其受体的表达进行研究。结果表明，ＦＳＨβ在
下丘脑和垂体中的表达量随日龄的增加而增加；ＦＳＨＲ在睾丸中的表达量在２、３０、６０日龄段中较稳定，９０日龄时表达
量开始降低，１５０日龄的表达量达到最低值；ＬＨβ在垂体中的表达、ＬＨＲ在下丘脑中的表达和ＬＨＲ在睾丸组织中的表
达趋势都呈现起伏状态，３０日龄时出现表达高峰，６０日龄时表达量降低，９０日龄时又达到表达高峰，以后降低；ＬＨβ
在睾丸中的表达量在２、３０、６０日龄段无显著差异（Ｐ＜０．０５），９０日龄时达到表达最高峰，１５０日龄时表达量有所降低。
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　　动物体内的促性腺激素包括垂体前叶分泌的卵泡刺激素
（ＦＳＨ）和黄体生成素（ＬＨ）、胎盘分泌的孕马血清促性腺激素
和绒毛膜促性腺激素以及垂体前叶和胎盘分泌的促乳素。其

中，ＦＳＨ、ＬＨ及其相关基因是动物生长发育过程中重要的生
理功能基因。在雄性动物中，ＦＳＨ促进睾丸足细胞合成和分
泌雄激素，刺激生精上皮的发育和精子发生（在次级精母细

胞及其以前的阶段，ＦＳＨ起重要作用，此后由睾酮起主要作
用）。ＬＨ刺激睾丸间质细胞合成和分泌睾酮，促进副性腺的
发育和精子最后成熟［１］。

ＦＳＨ是一种糖蛋白激素，分子是由非共价键结合的 α和
β２个亚单位组成的异质二聚体。在同一物种中，α亚基是一
致的，而β亚基是特异性的［２］。一般认为 α亚基负责信号的
转化作用，β亚基是功能亚基［３］，参与受体的结合。现在认

为，α、β亚基均参加受体的结合与信号的转导作用。ＬＨ也是
一种糖蛋白激素，它的分子结构与ＦＳＨ的分子结构相似，由α
和β２个亚单位组成，α亚基为促性腺激素所共有，β亚基具
有激素和种间特异性，是激素的特异性亚基单位，能与靶器官

受体结合。目前，对 ＦＳＨ－β亚基和 ＬＨ－β亚基的研究较
多，如赵要风等对猪ＦＳＨ－β亚基基因的研究表明，ＦＳＨβ基
因在几个猪品种之间存在多态性，而且是作为一种促进卵泡

发育和成熟的糖蛋白激素，高排卵数猪品种二花脸、梅山猪与

其他低排卵数品种表现出对应的差异［３］。对于ＦＳＨ和ＬＨ的
作用，传统观点认为ＦＳＨ、ＬＨ只对性腺有作用，但是近年来的
研究发现，在性腺外的组织上也存在这２种激素受体，王亚男
对京海黄鸡ＦＳＨβ和ＦＳＨＲ基因的表达规律的研究结果显示，
ＦＳＨＲ基因在脾脏中的表达量仅次于性腺［４］，说明 ＦＳＨ、ＬＨ
在性腺外组织中也可能起作用，李波等对母猪性腺外ＦＳＨ受
体和ＬＨ受体表达的研究也证明了这一点［５］。关于 ＦＳＨ和
ＬＨ在动物体中的发育性表达研究进展迅速，倪迎冬等研究了
出雏至性成熟绍鸭卵巢ＦＳＨＲ和ＬＨＲ表达的变化，结果显示
卵巢ＦＳＨＲｍＲＮＡ水平呈先升后降趋势，ＬＨＲｍＲＮＡ水平的
变化，总体呈逐渐升高趋势［６］。郝建明等论证了垂体前叶存

在着ＬＨ、ＦＳＨ、ＬＨ－ＦＳＨ等３种促性腺激素细胞，为进一步探
讨ＦＳＨ、ＬＨ分泌及基因表达与调控，揭示生殖生理规律提供
了新的资料和思路［７］。近年来，基因工程重组 ＦＳＨ和 ＬＨ的
研究逐步发展，使人们可根据一些特殊需求改造天然ＦＳＨ和
ＬＨ的结构和功能，使之具有更高的活性、更稳定的结构，以满
足畜牧生产和医学应用的需要。同时，也为其他糖蛋白激素

基因工程制剂的研制生产提供借鉴［８］。

本试验采用实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）方法和荧光
定量（ＰＣＲ）方法分析 ＦＳＨ和 ＬＨ在梅山猪公猪脑组织、生殖
组织和内脏组织中的表达特征及表达规律，确定 ＦＳＨ和 ＬＨ
在不同发育阶段中的表达量以及它们在细胞中的定位，这将

有助于更好地了解它们在精子发生过程中的作用和对睾丸功

能的调节。

１　材料与方法

１．１　样品采集
试验动物梅山猪由江苏省苏太猪育种中心提供。取６头

１５０日龄的梅山猪公猪睾丸、附睾头、附睾体、附睾尾、精囊
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腺、前列腺、尿道球腺、大脑、小脑、下丘脑、垂体、海马、心、肝、

脾、肺、胃及肌肉等组织用于表达谱分析。将 ２（ｎ＝６）、３０
（ｎ＝６）、６０（ｎ＝５）、９０（ｎ＝５）和１５０日龄（ｎ＝６）的梅山猪在屠
宰后取下丘脑、垂体、右侧睾丸用于基因的发育性表达研究。

１．２　试剂与仪器
试剂：液氮、ＴＲＩｚｏｌ［宝生物工程（大连）有限公司］、三氯

甲烷、异丙醇、７５％乙醇、ＤＥＰＣ水（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ）、超纯水、Ｏｌｉｇｏ
（ｄＴ）１８ （Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ）、５ ×反 应 缓 冲 液 （Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ）、
ＲｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ，２０Ｕ／μＬ）、ｄＮＴＰ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ
１０ｍｍｏｌ／Ｌ）、Ｍ －ＭｕＬＶ ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ，
２００Ｕ／μＬ）、１０×ｂｕｆｆｅｒ［宝生物工程（大连）有限公司］、４×
ｄＮＴＰ［宝生物工程（大连）有限公司，２．５ｍｍｏｌ／Ｌ］、Ｔａｑ酶［宝
生物工程（大连）有限公司，５Ｕ／μＬ］、引物（上海英维捷基生
物工程有限公司）、琼脂糖（ＭＢＩＦｅｒｍｅｎｔａｓ）、５×ＴＡＥ水、
Ｍａｒｋｅｒ（ＴａＫａＲａ公司）、荧光定量试剂盒。

试验器材：研钵、研磨棒、匀浆器、４℃离心机、指形管、紫

外分光光度仪、ＰＣＲ管、水浴锅、普通离心机、超净工作台、
ＰＣＲ仪、烘箱、电泳仪和紫外成像仪、荧光定量ＰＣＲ仪。
１．３　组织样品ＲＮＡ的提取与反转录
１．３．１　样品ＲＮＡ的提取与浓度测定　采用酚－三氯甲烷－
异戊醇的方法提取组织 ＲＮＡ。提取的 ＲＮＡ用一定量的
ＤＮＡａｓｅ（ＲＮＡａｓｅｆｒｅｅ）消化，测 Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ，采用电泳法检测
ＲＮＡ纯度。严格定量后，取５μｇ组织总 ＲＮＡ利用反转录酶
进行反转录合成ｃＤＮＡ。
１．３．２　反转录与半定量检测目的基因的表达　取 ＲＮＡ样品
５μｇ，按照试剂盒的要求进行反转录，引物序列等信息见表
１。目标基因ＰＣＲ体系（２５μＬ）：超纯水１７．３μＬ；１０×ｂｕｆｆｅｒ
２．５μＬ；４×ｄＮＴＰｓ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ；ｒＴａｑ酶（５Ｕ／μＬ）
０．２μＬ；上游引物（Ｆ端）１μＬ；下游引物（Ｒ端）１μＬ；模板
ＤＮＡ１μＬ。目标基因ＰＣＲ程序：预变性９４℃ ４ｍｉｎ；真变性
９４℃ ３０ｓ，退火６０℃３０ｓ，延伸７２℃３０ｓ；７２℃１０ｍｉｎ，４℃
保存，循环数为３５次。琼脂糖电泳检测并拍照分析。

表１　检测目标基因表达情况所用引物序列等信息

基因 引物序列（５′→３′）
ＰＣＲ产物长度
（ｂｐ）

循环数

（个）

退火温度

（℃）
引物序列的

ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＦＳＨβ Ｆ：ＧＣＴＧＣＡＡＴＡＧＣＴＧＴＧＡＧＣＴＧ；Ｒ：ＡＧＴＣＴＧＣＡＴＧＧＴＧＡＧＣＡＣＡＧ ２１８ ３５ ６０ ＮＭ＿２１３８７５．１
ＦＳＨＲ Ｆ：ＡＴＧＴＣＣＴＴＧＣＴＣＣＴＧＧＴＧＴＣ；Ｒ：ＧＧＴＣＣＣＣＡＡＡＴＣＣＡＧＡＡＡＡＴ ２１３ ３５ ６０ ＮＭ＿２１４３８６．１
ＬＨＲ Ｆ：ＧＡＡＡＧＣＡＣＡＧＣＡＡＧＧＡＧＡＣＣ；Ｒ：ＡＣＡＴＧＡＧＧＡＡＡＣＧＡＧＧＣＡＣＴ ２８２ ３５ ６０ ＮＭ＿２１４４４９．１
ＬＨβ Ｆ：ＣＡＴＣＡＣＣＴＴＴＡＣＣＡＣＣＡＧＣＡ；Ｒ：ＡＡＧＡＧＧＡＧＧＣＣＴＧＧＧＡＧＴＡＧ ２８１ ３５ ６０ ＮＭ＿２１４０８０．１
β－ａｃｔｉｎ Ｆ：ＧＣＴＧＴＡＴＴＣＣＣＣＴＣＣＡＴＣＧＴ；Ｒ：ＡＣＧＧＴＴＧＧＣＣＴＴＡＧＧＧＴＴＣＡ ２４８ ３５ ５５ ＡＹ５５００６９

１．４　荧光定量
以２、３０、６０、９０及１５０日龄梅山猪下丘脑、垂体和睾丸为

模板研究 ＦＳＨ和 ＬＨ发育性表达变化。２０μＬ反应体系：
Ｍｉｘｔｕｒｅ１０μＬ，上、下游引物各０．４μＬ，ＤＮＡ样品 ５０ｎｇ，加水
至２０μＬ。样品在 ９６孔板混匀后放入 ＡＢＩ７５００荧光定量
ＰＣＲ仪上进行反应，每个样本设 ３个重复。反应程序参照
ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（ＴａＫａＲａ）说明书。

定量ＰＣＲ的数据采用２－ΔΔＣＴ分析。ＣＴ值由ＡＢＩ７５００的软
件自动分析。以β－ａｃｔｉｎ为内参，１５０日龄组作对照，ΔΔＣＴ＝
（ＣＴ目的基因 －ＣＴ管家基因）１、３０、６０、９０日龄组 －（ＣＴ目的基因 －ＣＴ管家基因）１５０日龄组。
２－ΔΔＣＴ表示２、３０、６０、９０日龄组目的基因的表达量相对于１５０
日龄的变化倍数。

１．５　数据统计
应用ＳＰＳＳ１３．０统计软件中的单因素方差分析对 ＦＳＨ、

ＬＨ及其受体在不同日龄的公猪ＨＰＴ轴相关组织中的表达进
行差异比较。

２　结果与分析

２．１　ＦＳＨ和ＬＨ及其受体在公猪脑组织、生殖组织和内脏组
织中的表达特征

２．１．１　ＦＳＨ及其受体在公猪脑组织、生殖组织和内脏组织中
的表达特征　由图１可见，ＦＳＨβ基因只在梅山猪公猪的下丘
脑和垂体中表达，在垂体中表达丰度较高，在下丘脑中较低；

ＦＳＨＲ基因在梅山猪公猪的睾丸、在附体、附尾和尿道球腺中
表达，在睾丸中表达丰度较低，在附体、附尾和尿道球腺中的

表达丰度基本一致。

２．１．２　ＬＨ及其受体在公猪脑组织、生殖组织和内脏组织中
的表达特征　ＬＨβ基因在梅山猪公猪的睾丸、附头、附体、垂
体、大脑、小脑和海马中表达，在小脑中的表达丰度较低；ＬＨＲ
基因在梅山猪公猪的睾丸和下丘脑中表达，表达丰度基本相

同（图２）。
２．２　ＦＳＨ和 ＬＨ及其受体在不同日龄的公猪 ＨＰＴ轴相关组
织中的表达

２．２．１　ＦＳＨ及其受体在下丘脑、垂体和睾丸中的相对表达量
　由表２可知，ＦＳＨβ在下丘脑和垂体中的相对表达量在一
定范围内随日龄的增加而增加，９０日龄表达量开始上升，１５０
日龄达到表达高峰，ＦＳＨβ在下丘脑中的表达量在前４个日
龄段中无显著差异，１５０日龄的表达量与前４个日龄段存在
显著差异（Ｐ＜０．０５），ＦＳＨβ在垂体中的表达量在９０日龄时
显著高于前３个日龄段，而１５０日龄的表达量与前４个日龄
段有显著差异（Ｐ＜０．０５）；ＦＳＨＲ在睾丸中的相对表达量在前
３个日龄段中较稳定，９０日龄时表达量开始降低，１５０日龄达
到最低值，９０日龄、１５０日龄与前３个日龄段相比存在显著差
异（Ｐ＜０．０５）。
２．２．２　ＬＨ及其受体在下丘脑、垂体和睾丸中的相对表达量
　由表３可知，ＬＨβ在垂体中的表达、ＬＨＲ在下丘脑中的表
达和ＬＨＲ在睾丸组织中的表达趋势相同，呈现波动起伏状
态，３０日龄出现表达高峰，６０日龄表达量降低，９０日龄时再
次达到表达高峰后又降低，并且３０、９０日龄的表达量与其余
３个日龄段的表达量多数呈现显著差异（Ｐ＜０．０５）；ＬＨβ在
睾丸中的表达量在前３个日龄段无显著差异（Ｐ＜０．０５），９０
日龄时达到表达量最高峰，其表达量与其他４个日龄段呈现
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表２　ＦＳＨβ及其受体在下丘脑、垂体和睾丸中的相对表达量

基因组织　　 ２日龄 ３０日龄 ６０日龄 ９０日龄 １５０日龄
ＦＳＨβ下丘脑 ０．０２±０．０１ａ ０．０７±０．０１ａ ０．０２±０．０１ａ ０．０４±０．０１ａ １．０１±０．２２ｂ
ＦＳＨβ垂体　 ０．１６±０．０２ａ ０．１１±０．０３ａ ０．１０±０．０１ａ ０．５８±０．１１ｂ １．０１±０．５２ｃ
ＦＳＨＲ睾丸　 １．５３±０．９９ａ １．７４±０．７２ａ １．８３±０．８８ａ １．１７±０．５８ｂ １．０３±０．２９ｂ

　　注：同一行含不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。下表同。

表３　ＬＨ及其受体在垂体、下丘脑和睾丸中的相对表达量

基因组织　　 ２日龄 ３０日龄 ６０日龄 ９０日龄 １５０日龄
ＬＨβ垂体　 ０．１６±０．０５ａ １．３０±０．２６ｂ ０．１１±０．０２ａ ２．５３±０．６１ｃ １．００±０．０９ｂ
ＬＨＲ下丘脑 ０．１８±０．１１ａ ０．９８±０．７３ｂ ０．０９±０．０６ａ １．１４±０．４５ｂ １．０６±０．３８ｂ
ＬＨβ睾丸　 ０．０４±０．０２ａ ０．２５±０．１１ａ ０．５１±０．１６ａ １．９６±０．８２ｃ １．１３±０．７１ｂ
ＬＨＲ睾丸　 ０．３６±０．２４ａ １１．００±０．９７ｃ １．７７±０．１６ａ ４．８３±０．３３ｂ １．００±０．０４ａ
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显著差异（Ｐ＜０．０５），１５０日龄时表达量有所降低。

３　讨论

３．１　ＦＳＨ和ＬＨ在公猪各个组织中的表达特征
一直以来，人们普遍认为ＦＳＨＲ、ＬＨＲ仅存在于特异的性

腺的靶器官和组织中，近年来研究发现，ＦＳＨＲ、ＬＨＲ可存在
于性腺外组织［９］。本试验结果显示，ＦＳＨβ、ＬＨβ和ＬＨＲ在脑
组织中有表达，说明ＦＳＨ和 ＬＨ及其受体并不是特异性地表
达在性腺组织中，根据本试验结果，笔者推测脑组织参与和调

控性激素的合成和代谢过程，ＦＳＨ、ＬＨ也可能对脑组织的某
些功能起调节作用。此外，ＦＳＨβ在下丘脑和垂体中均有表
达，但在垂体中的表达量高于下丘脑中的，可能因为ＦＳＨβ在
垂体中的调节作用大于在下丘脑中的调节作用。精子细胞是

在睾丸中生成，在附睾中发育成熟的［１０］。ＦＳＨＲ在睾丸和附
睾中均有表达，但在睾丸中的表达量比较低，说明 ＦＳＨ结合
ＦＳＨＲ可能在精子发生和成熟方面都有调控作用，但其对精
子发育具有主要调控作用；ＬＨβ在睾丸和附睾中的表达量基
本相同，则其可能在精子发生和发育过程中都发挥重要作用；

ＬＨＲ只在睾丸中表达，那么它可能对精子发生过程起重要的
调控作用。有研究表明，ＦＳＨ对雄性动物可刺激精子的发生，
它能刺激曲细精管上皮和次级精母细胞的发育，在 ＬＨ和雄
激素的协同下使精子发育成熟。但是如果只增加ＦＳＨ的量，
虽能使睾丸增大、曲细精管上皮细胞分裂活动增加、精子细胞

增多，但并无成熟精子形成［１１］。这一研究结果为本试验的推

测提供了重要依据。

３．２　ＦＳＨ和 ＬＨ在各日龄的下丘脑、垂体和睾丸中的表达
规律

陈雪雁等研究ＦＳＨ和ＬＨ在不同发育阶段（４、６、９周）大
鼠睾丸中的表达，结果显示在 ｍＲＮＡ水平，在不同发育阶段
中ＦＳＨ的表达无明显差别，而 ＬＨ只在６周和９周的大鼠中
有表达［１２］。位兰等研究黄体生成素在不同日龄（１、３０、９０日
龄）雏鸵鸟睾丸内的分布发现，１ｄ鸵鸟睾丸内有分布，但在
３０ｄ睾丸内未检测到；ＬＨ在９０ｄ鸵鸟睾丸内有分布，但其阳
性表达较弱［１３］。Ｇｒｚｅｇｏｒｚｅｗｓｋａ等在鸡胚发育的第１１天和第
１７天的ＦＳＨ和 ＬＨ表达研究中发现，在不同性别中 ＦＳＨ和
ＬＨ的表达具有明显差异［１４］。上述几项研究只选取了２个或
３个发育阶段，而本试验选取了梅山猪生长过程的５个日龄
段（２、３０、６０、９０、１５０日龄）。从试验结果来看，ＦＳＨβ在下丘
脑和垂体中的表达量总体呈现上升的趋势，９０日龄的表达量
迅速升高，１５０日龄最高；ＬＨβ在垂体中的表达、ＬＨＲ在下丘
脑中的表达和ＬＨＲ在睾丸组织中的表达趋势相同，呈现波动
起伏状态，３０日龄出现第１次表达高峰，９０日龄时又达到第
２次表达高峰，出现这种情况的原因可能与梅山猪公猪在３０
日龄开始精子发生过程和６０～９０日龄间到达初情期密切相
关；ＦＳＨＲ在睾丸中的表达量与 ＬＨβ在睾丸中的表达量都呈
现先升高后降低的趋势，不同的是在ＦＳＨＲ在３０日龄时表达
量最高，ＬＨβ在９０日龄时表达量最高，而３０日龄是精原干细
胞启动精子发生的时期，６０～９０日龄是公猪的初情期启动阶
段，这一试验结果证实公猪体内促性腺激素对精子发生和初

情期的启动具有调控作用。

４　结论

４．１　ＦＳＨ和ＬＨ在公猪各个组织中的表达特征
ＦＳＨβ基因在梅山猪公猪的下丘脑和垂体中表达，ＦＳＨＲ

基因在梅山猪公猪的睾丸、附体、附尾和尿道球腺中表达，

ＬＨβ基因在梅山猪公猪的睾丸、附头、附体、垂体、大脑、小脑
和海马中表达，ＬＨＲ基因在梅山猪公猪的睾丸和下丘脑中
表达。

４．２　ＦＳＨ和 ＬＨ在各日龄的下丘脑、垂体和睾丸中的表达
规律

ＦＳＨβ在下丘脑和垂体中的表达总体呈现上升的趋势，
ＬＨβ在垂体中的表达、ＬＨＲ在下丘脑中的表达和 ＬＨＲ在睾
丸组织中的表达趋势相同，呈现波动起伏状态，３０日龄出现
第１次表达高峰，９０日龄时又达到第２次表达高峰，ＦＳＨＲ在
睾丸中的表达与ＬＨβ在睾丸中的表达都呈现先升高后降低
的趋势。
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