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方猪遗传资源大多数是在特定的生态条件下形成的，其产品

各具特色，并以其特有“风味”和地方“特色”日益被市场看

好。因此，地方猪遗传资源的合理开发利用，生产优质猪肉产

品，是实现畜牧业结构优化调整的重要举措，有利于进一步做

大畜牧业的特色优势。
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二花脸猪卵巢卵泡发育过程中可溶性鸟苷酸环化酶和

一氧化氮合酶活性变化及其定位
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　　摘要：为研究在胎猪卵巢发育过程中，ＮＯ／ｓＧＣ／ｃＧＭＰ信号通路对猪卵泡发育的影响，选取７０日龄、９０日龄胎猪
和１日龄仔猪以及 １２０日龄母猪为试验动物，取其卵巢，对其进行免疫组织化学分析，研究一氧化氮合酶［ｅＮＯＳ
（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ）、ｉＮＯＳ（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）、ｎＮＯＳ（ｎｅｕｒｏｎａｌｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ）］以及可溶
性鸟苷酸环化酶（ｓＧＣα１、ｓＧＣβ１）在卵巢中的表达，并使用化学比色法进行酶活性测定。结果表明，３种 ＮＯＳ在卵巢
不同细胞中均有表达，特别是随着卵泡的发育，在膜细胞和颗粒细胞中的表达逐渐增强。而 ｓＧＣα１和 ｓＧＣβ１除了在
卵巢的腔前卵泡的颗粒细胞中表达，也在黄体细胞和有腔卵泡膜细胞中有较高的表达量。研究发现，ｓＧＣα１和ｓＧＣβ１
在腔前卵泡的颗粒细胞中的表达量最高，且随着卵泡的不断发育，这２种蛋白的表达强度逐渐降低；总 ＮＯＳ、ｅＮＯＳ、
ｉＮＯＳ活性在出生前期显著高于出生后期（Ｐ＜０．０５），ｎＮＯＳ含量在出生前期和出生后期之间差异不显著（Ｐ＞０．０５）。
说明ＮＯ／ｓＧＣ／ｃＧＭＰ通路在卵泡的早期发育过程中发挥了重要的作用。
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作者简介：丁　威（１９７９—），男，黑龙江巴彦人，博士，副教授，主要从
事猪的卵巢卵泡发育调控机制研究。Ｔｅｌ：（０５１１）８７２７６８９６；
Ｅ－ｍａｉｌ：ｑｉｓｈｉ６５９８＠１２６．ｃｏｍ。

　　哺乳动物的卵巢是其生殖系统中的重要功能器官，主要
包含卵泡、黄体。随着卵泡的发育、闭锁，颗粒细胞合成雌激

素（Ｅ２）的功能发生明显改变，而排卵后形成的黄体及黄体退
化，进一步形成了孕酮的周期性变化，在这个过程中卵巢周期

性变化又受到下丘脑 －垂体 －性腺轴的精准调控。除此以
外，卵泡的形成和发育又受到胰岛素样生长因子（ＩＧＦ－１）、
锌指转录因子４（ＧＡＴＡ４）、叉头转录因子１（ｆｏｘｏ１）等多种因

子的影响。研究表明，明星分子一氧化氮（ＮＯ）作为细胞间
的信使，在卵泡发育及其生成类固醇激素等过程中发挥重要

的调节作用［１－３］。在动物体内，一氧化氮合酶（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ
ｓｙｎｔｈａｓｅ，简称ＮＯＳ）的主要功能是催化精氨酸分解生成 ＮＯ，
同时生成Ｌ－瓜氨酸。而 ＮＯＳ又是合成 ＮＯ的限速酶，在调
控ＮＯ合成过程中发挥关键作用。根据 ＮＯＳ对 Ｃａ２＋的依赖
性可将其分为 ２种类型：Ｃａ２＋依赖型［ｎＮＯＳ（ｎｅｕｒｏｎａｌｎｉｔｒｉｃ
ｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ）、ｅＮＯＳ（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ）］和非
Ｃａ２＋依赖型［ｉＮＯＳ（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）］，而从结
构和功能上可将其分为 ３种构型：神经型（ｎＮＯＳ）、诱导型
（ｉＮＯＳ）、内皮型（ｅＮＯＳ），其中ｉＮＯＳ主要在巨噬细胞、嗜中性
白细胞、内皮细胞及上皮细胞中表达［４－５］；ｎＮＯＳ主要在脑组
织中表达，它是第１个被纯化和克隆的同工酶［６－７］；ｅＮＯＳ基
因在各种属之间进化保守，且主要在血管内皮细胞中检测到

表达［８］。Ｓｔｕｅｈｒ等研究表明，多种细胞因子能够改变ｉＮＯＳ在
体内的生物学活性［９］。
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在小鼠、大鼠、猪等动物的生殖系统中，研究人员对 ＮＯＳ
进行了大量的研究［１０－１３］。Ｍｉｔｃｈｅｌｌ等在小鼠的卵母细胞、颗
粒细胞以及膜细胞中均检测到 ｉＮＯＳ、ｅＮＯＳ的表达［１４］。笔者

所在实验室前期研究结果表明，在卵母细胞中均检测到ＮＯＳ３
种亚型的表达，且随着卵泡的发育，ＮＯＳ的表达量逐渐增
加［１５］。此外，也有相关研究报道，在卵巢的各类细胞中检测

到ｅＮＯＳ表达［１６］。而仅在卵泡的颗粒细胞和黄体细胞中检

测到ｉＮＯＳ的表达［１，１７－１９］。ｎＮＯＳ在神经系统和非神经系统
等的细胞和组织中均有表达［２０－２２］。在猪卵巢上已有一些关

于ＮＯＳ的研究，但先前的研究结果并不一致［１１，１９，２３－２５］。目

前，关于ＮＯＳ在猪卵巢组织中的表达缺乏系统性的研究，而
在早期卵巢形成和发育过程中，特别是关于胎儿期和出生期

胎猪卵巢的ＮＯＳ研究至今鲜有开展。
在细胞质中可溶性的鸟苷酸环化酶能够催化鸟苷三磷酸

（ｇｕａｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，简 称 ＧＴＰ）转 变 为 环 鸟 苷 酸
（ｇｕａｎｏｓｉｎｅ３′，５′－ｃｙｃｌｉｃｐｈｏｓｐｈａｔｅ，简称 ｃＧＭＰ），而生成的
ｃＧＭＰ在卵巢生成类固醇激素、促性腺激素受体的表达、颗粒
细胞凋亡、卵泡排卵等方面具有非常重要的作用［２６－３０］。可溶

性的鸟苷酸环化酶（ｓＧＣ）含有α、β亚基，其中 α含有 α１、α２
异构结构，β含有 β１、β２异构结构［３１－３２］。前期研究结果表

明，ｓＧＣα、ｓＧＣβ在大鼠卵巢腔前卵泡中的表达较强，而在有
腔卵泡中的表达强度减弱［１５，３３］。由此可见，ｓＧＣ在卵巢卵泡
形成和早期发育过程中起到一定的作用。然而，关于 ｓＧＣ在
猪卵巢卵泡形成及发育过程中的研究鲜有报道。

１　材料与方法

１．１　试验动物
试验动物为性成熟、体质量接近的母猪，来自于南京农业

大学试验猪场。试验动物依据二花脸饲养标准进行普通饲

养，在其发情周期启始的２４ｈ后进行人工授精，间隔 １２～
２４ｈ复配１～２次，并将第１次配种日期记为怀孕０ｄ。选择
胎７０日龄（７０ｄｐｃ）、胎９０日龄（９０ｄｐｃ）、新生１日龄（１ｄｐｐ）
和生后１２０日龄（１２０ｄｐｐ）等４个日龄阶段的母猪各５头，其
中前３个日龄阶段属于出生前期，第４个日龄阶段属于出生
后期。采集一侧卵巢置于４％多聚甲醛（ｐａｒａｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ，简
称ＰＦＡ）中固定３６～４８ｈ，以备进行组织学分析；采集另一侧
卵巢置于液氮中保存，用于酶活性测定。

１．２　试剂
３，３－二 甲 基 联 苯 胺 （３，３′－ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ

ｅｔｒａｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，简称 ＤＡＢ）、３－氨基 －丙基三乙氧基硅烷
（３－ａｍｉｎｏｐｒｏｐｙｌｔｒｉｅｔｈｏｘｙｓｉｌａｎｅ，简称 ＡＰＥＳ）、兔抗 ｓＧＣα和兔
抗 ｓＧＣβ等来源 于 Ｓｉｇｍａ公 司；兔 多 克 隆 抗 体 ｎＮＯＳ
（ＢＡ０３６０）、ｉＮＯＳ（ＢＡ０３６２）、ｅＮＯＳ（ＢＡ０３６４）和羊抗兔 ＩｇＧ
（ＢＡ１０５４）、ＮＯＳ测定试剂盒、动物切片石蜡等均为国产试剂。
１．３　仪器

ＲＭ２２３５切片机（Ｌｅｉｃａ）、ＨＩ１２２０烘片机（Ｌｅｉｃａ）、ＹＳ１００
显微镜（Ｎｉｋｏｎ）、ｉＭａｒｋ酶标仪（ＢｉｏＲａｄ）、ＤＨＧ－９０７３ＢＳ－ＩＩＩ
电热恒温鼓风干燥箱（上海新苗医疗器械制造有限公司）、

２ＸＺ－２真空泵（郑州长城科工贸有限公司）、ＤＺＦ－６０２０真
空干燥箱（上海新苗医疗器械制造有限公司）、ＫＤ－Ｐ展片机
（浙江省金华市科迪仪器设备有限公司）、ＹＤ－６Ｄ包埋机

（浙江省金华市科迪仪器设备有限公司）、ＴＹ－８０Ｓ脱色摇床
（南京大学）。

１．４　方法
１．４．１　免疫组化染色

脱蜡止水：二甲苯Ⅰ７ｍｉｎ→二甲苯Ⅱ７ｍｉｎ→１００％乙醇
Ⅰ ５ｍｉｎ→１００％乙醇Ⅱ ５ｍｉｎ→９０％乙醇５ｍｉｎ→７０％乙醇
２ｍｉｎ→蒸馏水５ｍｉｎ；灭活内源酶：用３％甲醇 －Ｈ２Ｏ２处理
１５ｍｉｎ→蒸馏水 ５ｍｉｎ；抗原热修复：柠檬酸三钠（ｐＨ值 ＝
６０）１００℃１０ｍｉｎ→磷酸盐缓冲液（ｐｈａｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，
简称ＰＢＳ）洗涤３次，每次３ｍｉｎ；加一抗：１０％牛血清白蛋白
（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，简称ＢＳＡ）室温封闭３０ｍｉｎ→一抗加
入后，须要在室温条件下过夜，阴性对照可用１％ ＢＳＡ代替
（ｎＮＯＳ、ｉＮＯＳ、ｅＮＯＳ抗体稀释浓度为１∶１００，ｓＧＣα、ｓＧＣβ抗
体稀释浓度为１∶２０００）→ＰＢＳ洗涤３次，每次３ｍｉｎ；链霉素
亲和素 －生物素复合物（ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ－ｂｉｏｔｉｎｃｏｍｐｌｅｘ，简称
ＳＡＢＣ）反应：二抗加入后，须要在室温条件下３０ｍｉｎ→ＰＢＳ洗
涤３次，每次３ｍｉｎ→加ＳＡＢＣ，室温１５ｍｉｎ→ＰＢＳ洗涤３次，每
次３ｍｉｎ；显色：０．０５％ ＤＡＢ＋００１％ Ｈ２Ｏ２，显色２～１０ｍｉｎ→
流水冲洗５ｍｉｎ→苏木素复染→流水冲洗５ｍｉｎ；脱水透明：
５０％乙醇２ｍｉｎ→７０％乙醇２ｍｉｎ→９０％乙醇２ｍｉｎ→１００％乙
醇Ⅰ２ｍｉｎ→１００％乙醇Ⅱ２ｍｉｎ→二甲苯Ⅰ４ｍｉｎ→二甲苯Ⅱ
４ｍｉｎ；封片观察。
１．４．２　卵巢组织中的酶活性测定　ＮＯＳ等活性测定方法参
见笔者所在实验室前期研究方法［１５］，检测步骤参照操作说明。

１．５　数据统计
应用ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２００７对数据进行录入与处理，计算

平均数、标准差等特征值；采用ＳＰＳＳ１９．０进行单因素方差分
析，差异显著性检验采用Ｔｕｒｋｅｙ检验法进行多重比较。

２　结果与分析

２．１　ＮＯＳ在猪卵巢卵泡形成和发育过程中的表达
ｅＮＯＳ抗体免疫组化试验结果表明，ｅＮＯＳ在猪卵巢卵母

细胞巢（图 １－Ａ、图 １－Ｂ、图 １－Ｃ）、各级卵泡卵母细胞
（图１－Ｄ、图１－Ｅ）、卵巢表皮细胞（图１－Ｂ）和多层卵泡的
颗粒细胞层及膜细胞层（图１－Ｆ、图１－Ｇ、图１－Ｈ）中均有
表达，且在颗粒细胞、膜细胞中的表达随着卵泡的发育而增

强。此外，ｅＮＯＳ在黄体（图１－Ｉ）中也有表达，对照组无表达
（图１－Ｊ）。
　　ｉＮＯＳ抗体免疫组化试验结果表明，ｉＮＯＳ在卵巢表皮细
胞（图２－Ａ、图２－Ｇ）、各级卵泡的卵母细胞（图２－Ｂ、图２－
Ｃ、图２－Ｅ、图２－Ｇ）、卵母细胞透明带（图２－Ｃ、图２－Ｇ）、多
层卵泡的颗粒细胞（图２－Ｃ、图２－Ｅ、图２－Ｆ、图２－Ｇ）、膜细
胞（图２－Ｃ、图２－Ｅ、图２－Ｆ）、间质细胞（图２－Ｆ）、血管内皮
细胞（图２－Ｄ）和黄体细胞（图２－Ｇ）中均有表达，但在单层卵
泡的颗粒细胞层中未见表达，对照组无表达（图２－Ｈ）。
　　用抗ｎＮＯＳ抗体对猪卵巢组织进行免疫组织化学检测，结
果表明，ｎＮＯＳ和ｅＮＯＳ的表达定位基本一致，具体情况见图３。
２．２　ｓＧＣα１和 ｓＧＣβ１在猪卵泡形成和早期发育过程中的
表达

　　ｓＧＣα１抗体免疫组化试验结果表明，ｓＧＣα１在腔前卵泡
的颗粒细胞、卵巢组织血管内皮细胞、黄体细胞、卵母细胞巢
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中均有较强表达，在卵泡膜细胞中的表达较弱。ｓＧＣβ１的表
达位置和程度与ｓＧＣα１基本一致，具体情况见图４。
２．３　卵巢中ＮＯＳ活性测定

各日龄阶段猪卵巢中一氧化氮合酶活性的测定结果（图

５）表明，在出生前期，随着日龄增加，卵巢中总 ＮＯＳ活性升
高，胎７０日龄组总ＮＯＳ活性显著低于胎９０日龄和新生１日

龄组，新生１日龄组和胎 ９０日龄组之间差异不显著，生后
１２０日龄组显著低于出生前期各组；胎 ９０日龄组卵巢中的
ｅＮＯＳ活性显著高于其他组；新生１日龄组卵巢中的 ｉＮＯＳ活
性显著高于其他组；各组之间卵巢中的 ｎＮＯＳ活性差异不显
著，其中以胎７０日龄最高，生后１２０日龄最低。
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３　讨论

前期研究表明，ＮＯ、ＮＯＳ在调控哺乳动物卵泡发育和卵
巢功能过程中发挥重要的作用［１０，３４－３８］，本试验对胎猪和新生

仔猪卵巢中的 ＮＯＳ、ｓＧＣ表达与卵泡发育进行研究，结果表
明，ＮＯＳ和ｓＧＣ在卵泡发育过程中呈细胞特异性表达。

本试验中，ｅＮＯＳ主要在卵泡颗粒细胞、卵泡膜细胞、卵母
细胞中表达，同时还发现，在胎猪和新生仔猪的卵巢卵母细胞

中有ｅＮＯＳ表达。Ｊａｂｌｏｎｋａ－Ｓｈａｒｉｆｆ等研究发现，在敲除ｅＮＯＳ
基因的小鼠中，其卵巢有腔卵泡的数量和排卵率等指标下降

显著［３８］。综合上述结果表明，在猪早期卵巢卵泡的形成和发

育过程中，ｅＮＯＳ发挥了重要的作用。此外，本试验中 ｎＮＯＳ、
ｉＮＯＳ、ｅＮＯＳ的表达定位基本一致，这与Ｋｉｍ等的试验结果［１１］

基本一致。而 Ｍａｔｓｕｍｉ等研究表明，在大鼠卵巢中，只有
ｅＮＯＳ、ｉＮＯＳ表达，而未检测出ｎＮＯＳ［３９］，说明 ｎＮＯＳ的表达存
在种属差异性，但在猪卵巢中，ｎＮＯＳ和ｅＮＯＳ、ｉＮＯＳ都参与原
始卵泡的形成及发育过程。

本试验中ＮＯＳ活性测定结果表明，卵巢中总 ＮＯＳ活性，
出生前期显著高于出生后１２０日龄，且从胎７０日龄至新生１
日龄阶段，有逐渐上升的趋势，说明 ＮＯＳ在出生前期卵巢内
发挥更重要的调控作用；ｅＮＯＳ在胎猪９０日龄的卵巢中表达
量最高，结合此阶段为原始卵泡形成与发育的关键时期的特

点进行分析，说明 ｅＮＯＳ在参与响应卵巢原始卵泡的形成和
原始卵泡的激活过程中发挥了重要的作用，但仍须深入研究

其具体机制。检测结果发现，ｉＮＯＳ在新生１日龄的仔猪卵巢
中表达量最高。而在哺乳动物细胞中，ｉＮＯＳ极易受到细胞因
子等多种物质和外部环境的影响［９］。这可能是由于胎儿出

生后，外部环境急剧改变，仔猪应激反应引起卵巢中 ｉＮＯＳ表
达升高。笔者所在实验室前期研究结果表明，新生卵巢组织

中孕激素和雌激素的含量显著低于胎儿时期，ｉＮＯＳ的阶段特
异性变化是否与激素含量等因素有关，还有待进一步研究。

在本试验中ｎＮＯＳ的活性明显低于 ｉＮＯＳ、ｅＮＯＳ，结合笔者所
在实验室先前的研究结果，总 ＮＯＳ活性主要依赖于 ｅＮＯＳ、
ｉＮＯＳ等２种酶，而 ｎＮＯＳ对总 ＮＯＳ活性的贡献较少［１５］。由

此可以推断，在猪卵巢卵泡形成和发育过程中起主要作用的

ＮＯＳ是ｅＮＯＳ、ｉＮＯＳ等２种类型。
ＮＯ通过激活 ｓＧＣ来提高细胞内的 ｃＧＭＰ水平，以发挥

多种生理作用［４０］。细胞内的ＮＯ能够与ｓＧＣ的二聚体结合，
活化ｓＧＣ，从而提高ｃＧＭＰ的产量［４１］。本试验首次对ｓＧＣα１、
ｓＧＣβ１在猪卵巢组织中的表达进行定位，结果表明，ｓＧＣ在腔
前卵泡的颗粒细胞、卵巢组织血管内皮细胞、黄体细胞、卵母

细胞巢中均有较强表达，在卵泡膜细胞中的表达较弱，并随着

卵泡的不断发育增大，颗粒细胞中ｓＧＣα１、ｓＧＣβ１的表达量下
降，这一研究结果与笔者所在实验室前期在大鼠上获得的试

验数据［１５，３３］是一致的。随着卵泡的持续增大，ｓＧＣ表达量下
降，其细胞内合成的 ｃＧＭＰ量必定减少。这与前人关于 ＮＯ、
ｃＧＭＰ能够拮抗颗粒细胞成熟的研究结论［４２－４４］是相符的。

综上所述，ｓＧＣ能够调节早期卵泡的发育，且其表达水平与颗
粒细胞增殖呈负相关关系。研究发现，ＮＯＳ主要在早期卵泡
的卵母细胞中高表达，而ｓＧＣ主要在颗粒细胞中表达。由于
ＮＯ是气体分子，作为生物信使具有很强的扩散性，可以自由

通过临近细胞膜，从而发挥其调节作用，因此，虽然ＮＯＳ主要
在卵母细胞中表达，但其催化产生的 ＮＯ可以通过气体扩散
作用进入周围的颗粒细胞。
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