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［摘要］　目的：观察松弛素样因子（ｒｅｌａｘｉｎｌｉｋｅｆａｃｔｏｒ，ＲＬＦ）ｍＲＮＡ在离体培养的大鼠卵巢颗粒细胞和黄体细胞中的表达，初

步探讨影响其表达调控的可能机制。方法：离体培养来自健康 Ｗｉｓｔａｒ大鼠卵巢的颗粒细胞和黄体细胞，分别加入血小板活化

因子（ＰＡＦ）、促性腺激素（ＦＳＨ或ｈＣＧ）、腺苷酸环化酶激动剂（Ｆｏｒｓｃｏｌｉｎ）、蛋白激酶Ｃ（ＰＫＣ）激动剂佛波酯（ＰＭＡ），以培养液

作为对照。采用ＲＴＰＣＲ方法观察各组ＲＬＦｍＲＮＡ的表达，每组设５个复孔。结果：离体培养的大鼠卵巢颗粒细胞和黄体

细胞均有ＲＬＦｍＲＮＡ的表达，颗粒细胞中加入ＰＡＦ、ＦＳＨ、Ｆｏｒｓｃｏｌｉｎ、ＰＭＡ组ＲＬＦｍＲＮＡ的表达均较对照组增强（Ｐ＜０．０５
或Ｐ＜０．０１）；黄体细胞中加入ＰＡＦ、Ｆｏｒｓｃｏｌｉｎ、ＰＭＡ组ＲＬＦｍＲＮＡ的表达均较对照组增强（Ｐ＜０．０５），但加入ｈＣＧ组无明显

变化。结论：大鼠卵巢颗粒细胞和黄体细胞ＲＬＦｍＲＮＡ的表达受ＰＡＦ的正性调节，蛋白激酶Ａ（ＰＫＡ）和ＰＫＣ信号通路的

激活可能促进ＲＬＦｍＲＮＡ的表达。
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　　松弛素样因子（ｒｅｌａｘｉｎｌｉｋｅｆａｃｔｏｒ，ＲＬＦ）是１９９３年在猪

的睾丸克隆工程中发现的［１］，是ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｆａｃｔｏｒ３（ＩＮＳＬ３）

基因的产物［２］，属于胰岛素胰岛素样生长因子松弛素（ｉｎ

ｓｕｌｉｎＩＧＦｒｅｌａｘｉｎ）家族。人类该基因定位在１９号染色体

ｐ１３．２１２。雄性哺乳动物 ＲＬＦ主要由睾丸 Ｌｅｙｄｉｇ细胞产

生，雌性主要由卵巢的卵泡膜细胞和黄体细胞产生。目前对

ＲＬＦ的研究主要集中在反刍动物，对啮齿动物研究较少，国

内还没有ＲＬＦ的实验性报道。本实验观察了 ＲＬＦｍＲＮＡ

在大鼠离体培养卵巢颗粒细胞和黄体细胞中的表达，探讨影

响其表达的可能机制。

１　材料和方法

１．１　实验动物　２５ｄ龄健康雌性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠（６０～７０ｇ），

由哈尔滨医科大学第二临床医学院实验动物中心提供，自然

光照，水食任取。

１．２　主要试剂　培养基干粉 ＤＭＥＭ／Ｆ１２、小牛血清均为

Ｈｙｃｌｏｎｅ公司产品，胶原酶Ⅱ、血小板活化因子（ｐｌａｔｅｌｅｔａｃｔｉ

ｖａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ，ＰＡＦ）、卵泡刺激素（ｆｏｌｌｉｃｌｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒ

ｍｏｎｅ，ＦＳＨ）、腺苷酸环化酶激动剂（Ｆｏｒｓｃｏｌｉｎ）、蛋白激酶Ｃ
激动剂佛波酯（ｐｈｏｒｂｏｌ１２ｍｙｒｉｓｔａｔｅ１３ａｃｅｔａｔｅ，ＰＭＡ）均为

Ｓｉｇｍａ公司产品，孕马血清（ＰＭＳＧ）为天津实验动物中心产

品，注射用人绒毛膜促性腺激素（ｈｕｍａｎｃｈｏｒｉｏｎｉｃｇｏｎａｄｏｔｒｏ

ｐｉｎ，ｈＣＧ）为宁波市激素制品厂产品，ＴＲＩｚｏｌＲＮＡ提取试剂

为ＧｉｂｃｏＢＲＬ产品，ＴａＫａＲａ逆转录试剂盒由大连宝生物工

程有限公司提供，引物由上海捷倍思公司提供。

１．３　颗粒细胞培养　大鼠颈部皮下注射ＰＭＳＧ５０ＩＵ／只，促

进卵泡发育，４８ｈ后断髓处死，取出卵巢，用小号针头刺破卵

泡，释放颗粒细胞，用ＰＢＳ冲洗，经滤网过滤，１１００ｒ／ｍｉｎ（ｒ＝

８．５ｃｍ）离心５ｍｉｎ，弃上清，向细胞沉淀中加入含１０％小牛血

清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液，充分混匀，即得颗粒细胞悬液，稀释

至５×１０５／ｍｌ，分装入６孔培养板。２４ｈ后加影响因素，对照

组加培养液，ＦＳＨ终浓度１μｇ／ｍｌ，ＰＡＦ的终浓度１μｇ／ｍｌ，

Ｆｏｒｓｃｏｌｉｎ的终浓度１００ｎｇ／ｍｌ，ＰＭＡ的终浓度１００ｎｇ／ｍｌ，继续

培养２４ｈ后，每孔加ＴＲＩｚｏｌＲＮＡ提取试剂１ｍｌ，反复吹打底

壁，收集细胞于－７０℃保存，用于总ＲＮＡ提取。

１．４　黄体细胞培养　大鼠颈部皮下注射ＰＭＳＧ５０ＩＵ／只，

促进卵泡发育，４８ｈ后颈部皮下注射ｈＣＧ２５ＩＵ／只，促进排

卵，６ｄ后断髓处死，取出卵巢，去尽包膜，用小剪刀剪成糊

状，加胶原酶Ⅱ消化３０～５０ｍｉｎ，加入 ＰＢＳ，经滤网过滤，

１１００ｒ／ｍｉｎ（ｒ＝８．５ｃｍ）离心５ｍｉｎ，弃上清，向细胞沉淀中

加入含１０％小牛血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液，充分混匀，即

得黄体细胞悬液，稀释至５×１０５／ｍｌ，分装入６孔培养板。２４

ｈ后加影响因素，将ＦＳＨ改为ｈＣＧ终浓度１Ｕ／ｍｌ，其余同

颗粒细胞。

１．５　ＲＴＰＣＲ

１．５．１　ＲＮＡ的提取　应用 ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司 ＴＲＩｚｏｌＲＮＡ
提取试剂，分别提取培养的颗粒细胞和黄体细胞的总ＲＮＡ。

通过紫外分光光度仪测定提取的ＲＮＡ样品在波长２６０ｎｍ
和２８０ｎｍ处的光密度（Ｄ），使二者的比值保持在１．８０～

１．９８５之间，符合蛋白污染容许容量（１．８～２．０），根据Ｄ２８０值

计算出总ＲＮＡ浓度。
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１．５．２　逆转录　用ＴａＫａＲａ的逆转录试剂盒将ＲＮＡ逆转

录为ｃＤＮＡ。反应体系：总反应体系为２０μｌ，其中含２×

ＲＣＲｂｕｆｆｅｒ１０μｌ；ｄＮＴＰｓ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）４μｌ；ＯｌｉｇｏｄＴｐｒｉｍｅｒ

１．０μｌ；ＢａｓｔＲｅｓｅｒｖｅＴｒａｎｓｃｉｐａｔｅ１．０μｌ；ＲｎａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ０．５

μｌ；ＲＮａｓｅＦｒｅｅＷａｔｅｒ０．５μｌ；样品ＲＮＡ２．０μｇ。反应条件：

６５℃１ｍｉｎ；３０℃５ｍｉｎ；经２５ｍｉｎ匀速升温至６５℃，１５ｍｉｎ；

９８℃５ｍｉｎ；５℃５ｍｉｎ。用ＧＡＰＤＨ做内参照。ＲＬＦ上游引

物为５′ＣＡＡＣＧＡＣＡＴＣＴＣＣＴＧＣＡＣ３′；下游引物为５′

ＴＴＧＡＣＡＣＡＣＡＣＣＡＣＣＴＧＡＧ３′，扩增片段为２３９ｂｐ。

ＧＡＰＤＨ 上游引物为５′ＴＣＣ ＡＣＣ ＡＣＣＣＴＧ ＴＴＧＣＴＧ

ＴＡ３′；下游引物为５′ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ

３′，扩增片段为４４３ｂｐ。引物均跨越内含子。

１．５．３　ＰＣＲ反应　总反应体系均为２０μｌ；其中含１０×ＰＣＲ

ｂｕｆｆｅｒ２．０μｌ；ｄＮＴＰ１．６μｌ；ｐｒｉｍｅｒ均为０．５μｌ；ＴａｑＤＮＡ聚

合酶０．２μｌ；逆转录所得的ｃＤＮＡ１．５μｌ；ＲＮａｓｅＦｒｅｅｗａｔｅｒ

１３．７μｌ。ＲＬＦ：９４℃４ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５９．５℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，

３８个循环；７２℃ ５ｍｉｎ。ＧＡＰＤＨ：９４℃４ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，

５９．５℃３０ｓ，７２℃３０ｓ；２６个循环。

１．５．４　结果分析　ＰＣＲ扩增用含溴化乙啶（ＥＢ）的１．５％琼

脂糖凝胶（１×ＴＡＥ）电泳检测。用凝胶自动分析成像系统观

察结果。利用ＢＩＯＲＡＤ凝胶分析系统分析ＲＴＰＣＲ凝胶电

泳图各条带的ＤＮＡ含量。紫外观测仪下摄影，凝胶图像分

析系统扫描各电泳带的灰度值，计算ＲＬＦ与 ＧＡＰＤＨ 灰度

值的比值，即为培养的颗粒细胞和黄体细胞的 ＲＬＦｍＲＮＡ
的表达水平。

１．６　统计学处理　实验重复３次，每组重复６个复孔。数

据以珚ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１０．０软件做单因素方差分析。

２　结　果

２．１　大鼠卵巢颗粒细胞中ＲＬＦｍＲＮＡ的表达　如图１所

示，离体培养的颗粒细胞有ＲＬＦｍＲＮＡ表达，ＲＬＦｍＲＮＡ
的表达强度在ＦＳＨ、ＰＡＦ、Ｆｏｒｓｃｏｌｉｎ、ＰＭＡ刺激下较对照组

增强，均有统计学意义（ＰＡＦ组和ＰＭＡ组Ｐ＜０．０５；ＦＳＨ组

和Ｆｏｒｓｃｏｌｉｎ组Ｐ＜０．０１）。

２．２　大鼠卵巢黄体细胞中ＲＬＦｍＲＮＡ的表达　如图２所

示，离体培养的黄体细胞有 ＲＬＦｍＲＮＡ表达，统计分析表

明，ＲＬＦｍＲＮＡ的表达强度在ＰＡＦ、Ｆｏｒｓｃｏｌｉｎ、ＰＭＡ刺激下

较对照组增强，均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ｈＣＧ组无明显

变化。

３　讨　论

　　卵巢是个复杂的内分泌器官，卵泡的发育、成熟、排卵，

黄体的形成、退化和雌孕激素的周期性分泌，不仅受下丘脑
垂体卵巢轴的调节，也和卵巢内一些局部调控因子的调节

有关。ＲＬＦ是新近发现的主要由性腺产生的调控因子，其在

哺乳动物生殖中的作用越来越受到关注。

图１　用ＲＴＰＣＲ方法检测ＲＬＦｍＲＮＡ在

大鼠离体培养卵巢颗粒细胞中的表达

Ａ：ＲＬＦ电泳图；Ｂ：ＧＡＰＤＨ电泳图；Ｃ：相对表达量．Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ

ＤＬ２０００；１：对照组；２：ＦＳＨ 组；３：ＰＡＦ组；４：Ｆｏｒｓｃｏｌｉｎ组；５：ＰＭＡ
组．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１与对照组比较；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

图２　用ＲＴＰＣＲ方法检测ＲＬＦｍＲＮＡ在

大鼠离体培养卵巢黄体细胞中的表达

Ａ：ＲＬＦ电泳图；Ｂ：ＧＡＰＤＨ电泳图；Ｃ：相对表达量．Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ

ＤＬ２０００；１：对照组；２：ｈＣＧ 组；３：ＰＡＦ组；４：Ｆｏｒｓｃｏｌｉｎ组；５：ＰＭＡ

组．Ｐ＜０．０５与对照组比较；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ
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　　在雄性，ＲＬＦ主要是由睾丸Ｌｅｙｄｉｇ细胞表达，通过 ＲＴ

ＰＣＲ技术可以观察到在其他组织也有转录，如前列腺［３］。在

雌性，ＲＬＦ显示更广泛的分布，卵巢是 ＲＬＦ的主要来源［４６］，

此外，在子宫基质和胎盘［６］、甲状腺［７］、乳腺［８］等部位也观察

到ＲＬＦ的表达。已有报道［９］，敲除ＲＬＦ基因将导致小鼠卵

泡闭锁及黄体退化加快，动情周期也从正常的６～７ｄ延长

为１４～２０ｄ，并且发现其卵泡及黄体凋亡率更高。另有文献

报道［１０］，敲除该基因的雌性小鼠不孕，主要原因是影响了卵

泡的发育和动情周期。有实验显示ＲＬＦ的表达与优势卵泡

的选择有关［１１］。上述研究均提示ＲＬＦ与雌性生殖有密切关

系。

　　本实验用 ＲＴＰＣＲ方法发现 ＲＬＦｍＲＮＡ不仅表达于

大鼠卵巢黄体细胞，也在卵泡颗粒细胞中表达。为进一步研

究影响ＲＬＦｍＲＮＡ在大鼠卵泡颗粒细胞和黄体细胞表达的

可能机制，我们选择了促性腺激素（ＦＳＨ和ｈＣＧ）、ＰＡＦ和两

条经典的细胞信号转导通路的激活剂，来观察这些因素对大

鼠卵泡颗粒细胞和黄体细胞ＲＬＦｍＲＮＡ表达的影响，探讨

其可能的机制。

　　ＦＳＨ是下丘脑分泌的促性腺激素，初级卵泡发育晚期，

颗粒细胞上出现ＦＳＨ受体，到次级卵泡期ＦＳＨ受体进一步

增加，颗粒细胞培养液中加入ＦＳＨ１μｇ／ｍｌ，结果显示ＦＳＨ
组ＲＬＦｍＲＮＡ的表达增强，提示ＦＳＨ促进卵泡发育可能部

分是由于ＦＳＨ促进了 ＲＬＦ增多的结果。向黄体细胞培养

液中加入ｈＣＧ１Ｕ／ｍｌ，结果显示ｈＣＧ组ＲＬＦｍＲＮＡ的表

达无明显变化，提示已分化成熟的黄体细胞ＲＬＦ的表达是

非促性腺激素依赖型的。ＰＡＦ与生殖关系密切，参与排卵、

受精、着床、胚胎发育、分娩等生殖过程。有实验［１２］显示

ＰＡＦ参与排卵和黄体形成，本实验结果证明ＰＡＦ组 ＲＬＦ

ｍＲＮＡ的表达较对照组增强，说明颗粒细胞和黄体细胞

ＲＬＦｍＲＮＡ的表达受该细胞因子的正性调节，ＰＡＦ参与排

卵和黄体形成可能与促进 ＲＬＦｍＲＮＡ的表达有关。Ｆｏｒ

ｓｃｏｌｉｎ是蛋白激酶Ａ（ＰＫＡ）的激动剂，ＰＭＡ是ＰＫＣ的激动

剂，本实验结果显示此两组ＲＬＦｍＲＮＡ的表达均比对照组

增强，说明ＰＫＡ和ＰＫＣ通路的激活可能促进 ＲＬＦｍＲＮＡ
的表达。
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