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贵州黑山羊COL1A1基因真核表达载体构建及其
对颗粒细胞中胶原蛋白家族基因和

产羔基因的影响
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摘要：【目的】构建I型胶原蛋白α1链基因（COL1A1）过表达载体，并分析其对颗粒细胞中胶原蛋白家族基因和产

羔相关基因的影响，为后续深入研究COL1A1基因影响山羊产羔性状的分子机制打下基础。【方法】通过重叠延伸PCR

克隆COL1A1基因A和B片段，然后分别重组连接至pUC57和pcDNA3.1（+）线性化载体上，再通过酶切连接获得

COL1A1基因全长，构建pcDNA3.1（+）-COL1A1过表达载体；转染山羊卵巢颗粒细胞后，通过Western blotting检测

COL1A1蛋白表达效率，采用免疫荧光检测其在颗粒细胞中的定位情况，并以实时荧光定量PCR检测COL1A1基因过

表达对胶原蛋白家族基因COL1A1、COL2A1和COL3A1及产羔相关基因［骨形态发生蛋白15（BMP15）、骨形态发生蛋

白受体1B（BMPR1B）、生长分化因子9（GDF9）和促卵泡激素β亚基（FSHB）］表达的影响。【结果】COL1A1基因全长环

化质粒检测大小为1847 bp，连接至pcDNA3.1（+）线性化载体上成功构建获得COL1A1基因过表达载体。Western

blotting检测结果表明，pcDNA3.1（+）-COL1A1转染颗粒细胞48 h后，COL1A1蛋白表达量极显著高于pcDNA3.1（+）空

载体转染组（P<0.01，下同）；免疫荧光检测结果表明，COL1A1蛋白在颗粒细胞细胞核及细胞质中均有表达，但在细

胞核中的表达水平更高；实时荧光定量PCR检测结果表明，pcDNA3.1（+）-COL1A1转染组颗粒细胞中COL1A1、

COL2A1和COL3A1胶原蛋白家族基因及GDF9、FSHB和BMP15产羔相关基因的相对表达量极显著高于pcDNA3.1

（+）空载体转染组，但对BMPR1B基因的表达无显著影响（P>0.05）。【结论】COL1A1基因在卵巢颗粒细胞中广泛表达，

其过表达能极显著促进胶原蛋白家族基因COL2A1和COL3A1及产羔相关基因GDF9、FSHB和BMPR1B在颗粒细胞中

的表达，即COL1A1基因可协同胶原蛋白家族基因的表达促进ECM合成来影响卵巢组织结构、胚胎发育及促进性腺

激素表达，进而影响山羊产羔性状，可作为影响贵州黑山羊多羔候选基因进行深入研究。
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Construction of eukaryotic expression vector of COL1A1 gene in
Guizhou black goat and its effect on collagen family genes and

kidding genes in granulosa cells
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（College of Animal Science，Guizhou University/Key Laboratory of Plateau Mountain Animal Genetics，Breeding and

Reproduction，Ministry of Education，Guiyang，Guizhou 550025，China）

Abstract：【Objective】To construct the overexpression vector of type I collagen α1 chain gene（COL1A1）and ana-
lyze its effect on collagen family genes and lambing genes in granulosa cells，so as to lay a foundation for further study on
the molecular mechanism of COL1A1 gene affecting goat kidding traits.【Method】The A and B fragments of COL1A1 gene
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0 引言

【研究意义】贵州黑山羊是贵州省著名的地方

山羊品种，具有适应性好、抗病力强、耐粗饲及肉品

质优良等特点（陈滇黔等，2022），是人工选育和自然

选择的产物，但贵州黑山羊产羔数少、繁殖成本高，

严重制约着黑山羊产业的快速发展。山羊的产羔数

受多种因素影响，其中卵泡闭锁（Follicular atresia）

和排卵减少是导致繁殖性能下降的主要因素

（Bodin et al.，2007）。研究表明，产羔数与卵巢颗粒

细胞密不可分，在动物体内卵泡与卵母细胞的发育

成熟是影响哺乳动物繁殖效率的因素之一，而颗粒

细胞为卵母细胞提供发育生长所必须的细胞因子和激

素（张丽萌，2020）。在卵泡发育过程中，大部分卵泡会

停止发育，出现退化现象，称为卵泡闭锁（Matsuda et

al.，2012），而颗粒细胞凋亡是导致卵泡闭锁的直接

原因（Ma et al.，2013；Carou et al.，2015）。因此，研

究多羔遗传因子在卵巢颗粒细胞中的调控作用对提

高贵州黑山羊繁殖力具有重要意义。【前人研究进

展】细胞外基质（Extracellular matrix，ECM）是细胞

合成、分泌的生物大分子，主要由胶原蛋白、酶及糖

蛋白等大分子组成（Birch，2018），为细胞提供结构

支持，并进行信号传导，促进细胞内与细胞间的相互

作 用（Jayadev and Sherwood，2017；Zhou et al.，

2020），在卵泡发育和排卵过程中发挥潜在作用

（Rodgers et al.，2003）。胶原蛋白是形成ECM的重

要组成成分，分为I、II、III、IV等4种类型，其中I型胶

原蛋白的结构最典型，由COL1A1基因编码的α1链和

COL1A2基因编码的α2链组成（Prockop，1990），在人

类及动物体内广泛分布，且发挥重要功能作用。

COL1A1作为I型胶原蛋白的重要结构基因，在调节

机体细胞增殖、凋亡及维持卵巢正常功能等方面发

挥重要作用。已有研究表明，COL1A1基因可能与骨

质疏松（Grant et al.，1996；Mann et al.，2001）和慢性

肝损伤（Zhang et al.，2016）相关，且与多种癌细胞和

肿瘤的发生有关，抑制COL1A1基因表达能有效影响

喉癌Hep-2细胞的增殖、侵袭及迁移能力（Wang and

Yu，2018），以及降低SW480和SW620细胞的迁移能

力（Zhang et al.，2018）。此外，COL1A1基因对维持

卵巢正常功能起重要作用。研究发现，促卵泡激

素与更年期促性腺激素对COL1A1基因有一定的调

节作用，其差异表达在卵泡闭锁中发挥重要作用

（Chronowska，2014；Hatzirodos et al.，2014）；有关牛

卵丘细胞的研究发现，COL1A1基因对维持卵泡发

育及卵巢生长起重要作用（付旭煌，2020）。可见，

COL1A1基因与动物繁殖能力间存在密切联系。产

羔性状是山羊繁殖能力的重要体现，受多种基因调

were cloned by overlap extension PCR，and then recombined and ligated into pUC57 and pcDNA3.1（+）linearized vec-
tors respectively. The full length of COL1A1 gene was obtained by double enzyme digestion and ligation，and the pcD-
NA3.1（+）-COL1A1 overexpression vector was constructed. After transfection of goat ovarian granulosa cells，the expres-
sion efficiency of COL1A1 protein was detected by Western blotting，and its localization in granulosa cells was detected
by immunofluorescence. The effects of COL1A1 gene overexpression on the expression of collagen family genes COL1A1，
COL2A1 and COL3A1 and kidding related genes［bone morphogenetic protein 15（BMP15），bone morphogenetic protein
receptor 1B（BMPR1B），growth differentiation factor 9（GDF9）and follicle stimulating hormone β subunit（FSHB）］were
detected by real-time fluorescence quantitative PCR.【Result】The full-length circular plasmid of COL1A1 gene was 1847
bp，the overexpression vector of COL1A1 gene was successfully constructed after it was ligated into pcDNA3.1（+）linear-
ized vectors. Western blotting results showed that the expression of COL1A1 protein in pcDNA3.1（+）-COL1A1 transfec-
tion group after 48 h was extremely significantly higher than that in pcDNA3.1（+）empty vector transfection group（P<
0.01，the same below）. Immunofluorescence results showed that COL1A1 protein was expressed in the nucleus and cyto-
plasm of granulosa cells，but the expression level in nucleus was higher. The results of real-time fluorescence quantitative
PCR showed that the expression levels of COL1A1，COL2A1 and COL3A1 collagen family genes and GDF9，FSHB and
BMP15 kidding-related genes in granulosa cells of pcDNA3.1（+）-COL1A1 transfection group were extremely significantly
higher than those of pcDNA3.1（+）empty vector transfection group（P<0.01）. However，there was no significant effect
on the expression of BMPR1B gene（P>0.05）.【Conclusion】COL1A1 gene is widely expressed in ovarian granulosa cells，
and its overexpression can extremely significantly promote the expression of collagen family genes COL2A1 and COL3A1
and lambingrelated genes GDF9，FSHB and BMPR1B in granulosa cells. That is，COL1A1 gene can cooperate with the ex-
pression of collagen family genes to promote ECM synthesis to affect ovarian tissue structure，embryonic development
and promote gonadal hormone expression，thereby affecting the kidding traits of goats，which can be used as a candidate
gene affecting the prolificacy of Guizhou black goats.

Key words：Guizhou black goat；COL1A1 gene；extracellular matrix；ovarian granular cells；kidding trait
Foundation items：Guizhou Science and Technology Support Project（QKHZC〔2022〕Yiban089）；Joint Open Pro-

ject of Key Laboratory of Education of Guizhou Provincial Department of Education（Qianjiaohe KY〔2020〕244）；Talent
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ture（Qiannankehe〔2021〕27）
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控。其中，BMP15、BMPR1B、GDF9和FSHB基因对

促进卵泡发育成熟及维持卵巢正常功能等发挥积极

作用（Mulsant et al.，2001；Galloway et al.，2002；寸

静宇等，2019）；BMP15和GDF9基因还是决定排卵数

量的重要因素（王翔宇等，2020）；BMPR1B基因在多

羔陕北白绒山羊卵巢组织中的表达水平显著高于单

羔山羊（赵金，2021），且大卵泡内颗粒细胞的BM-

PR1B基因表达水平显著高于小卵泡（Lima et al.，

2012）；促卵泡素（FSH）对雌性动物抑制卵巢闭锁、

诱导芳香酶活性、刺激颗粒细胞增生及诱导LH和

PRL受体产生发挥重要作用，FSH中的β亚基决定着

激素的生物活性和免疫活性（王继卿等，2010），其多

态性与山羊产羔数相关（胡双阁等，2021），是影响山

羊繁殖力的重要标记基因。【本研究切入点】据NCBI

数据库显示，山羊COL1A1基因定位在19号染色体

上，编码区（CDS）全长4389 bp，编码1463个氨基酸

残基，其蛋白分子量约139 kD。由于山羊COL1A1基

因序列太长，至今鲜见COL1A1基因过表达载体构建

的相关报道，COL1A1基因是否通过调控产羔基因表

达来影响山羊繁殖性状及能否作为山羊多羔候选基

因也尚未明确。【拟解决的关键问题】以贵州黑山

羊卵巢颗粒细胞为研究对象，通过构建COL1A1基

因过表达载体并转染卵巢颗粒细胞，采用Western

blotting检测表达效率，间接免疫荧光检测COL1A1

蛋白在颗粒细胞中的定位，实时荧光定量PCR检测

COL1A1基因过表达对胶原蛋白结构基因COL2A1、

COL3A1及骨形态发生蛋白15（BMP15）、骨形态发生

蛋白受体1B（BMPR1B）、生长分化因子9（GDF9）、促

卵泡激素β亚基（FSHB）等产羔相关基因表达的影

响，为后续深入研究COL1A1基因影响山羊产羔性状

的分子机制打下基础。

1 材料与方法

1. 1 试验材料

1. 1. 1 试验动物及组织采集 贵州黑山羊由贵州

省农业科学院麦坪黑山羊养殖基地提供，选择体质

健康、无遗传缺陷、繁殖性能正常、繁殖记录完整清

晰、饲养条件一致、体重约30 kg的母羊，于发情第

1 d按照DB22/T 2740—2017《羊屠宰操作规程》及动

物伦理（EAE GZU-2021-T083）要求进行放血后屠

宰，采集卵巢组织，保存于含双抗的PBS离心管中，

冰盒保存，并于1 h内运回实验室，按照高可心（2018）

的方法进行黑山羊卵巢颗粒细胞分离培养及鉴定。

1. 1. 2 试验试剂及主要仪器设备 逆转录试剂

盒、液氮、氯仿、50×TAE（Acetate-EDTA Buffer，Tris

乙酸盐EDTA缓冲液）、无水乙醇、琼脂糖、氨苄青霉

素购自西宝生物科技有限公司；DL5000 DNA Marker、

DL10000 DNA Marker购自宝生物工程（大连）有限

公司；DMEM/F12（1∶1）培养基、胎牛血清、青链霉

素、PBS缓冲液购自美国Gibco公司；SBYR Green

qPCR Mix、GeneJETTMRNA纯化试剂盒、5×蛋白上样

缓冲液、细胞培养瓶、高纯度质粒小提试剂盒购自美

国赛默飞世尔科技有限公司；兔抗COL1A1多克隆

抗体（72026t）购自美国 CST 公司，兔抗 GAPDH

（abs132004）购自北京爱必信生物技术有限公司。

PCR扩增仪（C100 TouchTM）、实时荧光定量PCR仪

（CFX96 Real-Time System）、化学发光凝胶成像系

统（Universal Hood II）均购自美国 BIO-RAD公司。

1. 2 引物设计与合成

由于COL1A1基因序列较长，将COL1A1基因序

列分为A（3122 bp）、B（1401 bp）2个片段进行分段扩

增；同时设计不同引物序列，利用重叠延伸PCR分别

克隆出A和B片段，再将A片段重组连接至pUC57

（Hind III/BamH I）中，B片段重组连接至pcDNA3.1

（+）（BamH I/Not I）中，2个片段正确连接至载体后

采用Hind III/BamH I酶切A片段，BamH I/Not I酶切

B片段，再通过T4 DNA连接酶将A、B片段连接起来

即获得正确全长，构建pcDNA3.1（+）-COL1A1真核

表达载体。使用Premier 5.0设计A、B片段的重叠引

物，分别命名为COL1A1-A-1~COL1A1-A-54（表1）和

COL1A1-B-1~COL1A1-B-22（表2）。此外，根据NCBI

已公布的山羊COL1A1（XM_018064893.1）、COL2A1

（XM_018047868.1）和COL3A1（XM_005675869.3）基

因mRNA序列，以β-actin为内参基因，利用Premier

5.0设计实时荧光定量PCR扩增引物（表3）。所有引

物委托北京擎科生物科技有限公司合成。

1. 3 亚克隆载体 pUC57-COL1A1-A和 pcDNA3.1

（+）-COL1A1-B构建

通过重叠延伸PCR克隆COL1A1基因A和B片

段，反应体系50.0 mL：COL1A1-A-1~COL1A1-A-54

或COL1A1-B-1~COL1A1-B-22引物（0.5 pmol/mL）

各0.5 mL，聚合酶PV2 0.5 mL，5×PV2 Buffer 10.0 mL，

10 mmol/L dNTP 1.0 mL，ddH2O补足至50.0 mL。第

一轮PCR扩增程序：95 ℃预变性3 min；95 ℃ 25 s，

62 ℃ 60 s，72 ℃ 40 s，进行30个循环；72 ℃延伸1 min。

然后以第一轮扩增产物为模板，稀释至100 ng/mL，

分别以COL1A1-A-1和COL1A1-A-54、COL1A1-B-1

和COL1A1-B-22为引物，进行第二轮PCR扩增，反应体

系50.0 mL：第一轮PCR扩增产物0.3 mL，COL1A1-A-1

或COL1A1-B-1（50 pmol/mL）0.5 mL，COL1A1-A-54

周明帅等：贵州黑山羊COL1A1基因真核表达载体构建及其对颗粒细胞中胶原蛋白家族基因和产羔基因的影响
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引物名称
Primer
COL1A1-A-1

COL1A1-A-2
COL1A1-A-3

COL1A1-A-4

COL1A1-A-5
COL1A1-A-6
COL1A1-A-7
COL1A1-A-8
COL1A1-A-9

COL1A1-A-10
COL1A1-A-11
COL1A1-A-12
COL1A1-A-13
COL1A1-A-14

COL1A1-A-15

COL1A1-A-16
COL1A1-A-17
COL1A1-A-18
COL1A1-A-19
COL1A1-A-20
COL1A1-A-21

COL1A1-A-22
COL1A1-A-23
COL1A1-A-24
COL1A1-A-25
COL1A1-A-26
COL1A1-A-27
COL1A1-A-28
COL1A1-A-29
COL1A1-A-30
COL1A1-A-31

COL1A1-A-32
COL1A1-A-33
COL1A1-A-34
COL1A1-A-35
COL1A1-A-36
COL1A1-A-37
COL1A1-A-38
COL1A1-A-39

COL1A1-A-40
COL1A1-A-41
COL1A1-A-42
COL1A1-A-43
COL1A1-A-44
COL1A1-A-45
COL1A1-A-46
COL1A1-A-47
COL1A1-A-48
COL1A1-A-49
COL1A1-A-50
COL1A1-A-51
COL1A1-A-52
COL1A1-A-53
COL1A1-A-54

引物序列
Primer sequence

5'-ACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTAAGCTTATGTTCAGCTTTGTGGACCTCCGGCTCCTGCTCCTCTTAGCGGCC
ACCG-3'

5'-GATGTCTTCTTCTTGGCCTTCTTCCTGGCCCTCCTCTTGGCCGTGCGTCAGGAGGGCGGTGGCCGCTAAGA-3'
5'-CAAGAAGAAGACATCCCACCAGTCACCTGCGTACAGAACGGCCTCAGGTACCATGACCGAGACGTGTGGAAACCC

GTGCC-3'
5'-TAAGTTCGTCGCAGATCACGTCATCGCACAGCACGTTGCCGTTGTCGCAGACACAGATCTGGCAGGGCACGGGTTT

CCAC-3'
5'-TCTGCGACGAACTTAAGGACTGTCCTAACGCCAAAGTCCCCACGGACGAATGCTGCCCCGTCTGCCCCGAAGG-3'

5'-GCCAGTGTCTCCTTTGGGTCCCTCGACTCCAGTGGTTTCTTGGTCCGTGGTTGATTCCTGGCCTTCGGGGCAGACG-3'
5'-AAAGGAGACACTGGCCCCCGAGGCCCAAGGGGACCCGCCGGCCCCCCTGGCCGAGATGGCATCCCTGGACA-3'
5'-CGAGGCCAGGGGGTCCGGGAGGTCCGGGGGGTCCAGGGGGTCCGGGAAGTCCAGGTTGTCCAGGGATGCCA-3'
5'-GACCCCCTGGCCTCGGAGGAAACTTTGCTCCCCAGTTGTCTTACGGCTATGATGAGAAATCAACAGGAATTTCTG

TGCCT-3'
5'-CCAGGTGCGCCAGGGGGGCCAGGGAGACCACGAGGACCAGAAGGACCCATGGGACCAGGCACAGAAATTCC-3'
5'-CCCTGGCGCACCTGGTCCCCAAGGTTTCCAAGGCCCCCCTGGTGAGCCTGGCGAGCCCGGAGCCTCAGGTC-3'
5'-TTCACCATCATCTCCGTTCTTGCCAGGGGGGCCAGGGGGACCACGGGGACCCATGGGACCTGAGGCTCCGG-3'
5'-GGAGATGATGGTGAAGCTGGAAAGCCTGGTCGTCCTGGTGAGCGCGGGCCTCCCGGACCTCAGGGTGCTCG-3'
5'-CATCCAAACCACTGAAACCTCTGTGTCCCTTCATTCCAGGGAGGCCAGCTGTTCCAGGCAATCCCCGAGCACC

CTGAGGT-3'
5'-TCAGTGGTTTGGATGGTGCCAAGGGAGATGCTGGTCCTGCTGGCCCCAAGGGTGAGCCTGGTAGCCCTGGTGA

AAATGGA-3'
5'-GCTCCAGGGCGACCTCTCTCACCAGGCAGACCACGGGGGCCCATCTGACCAGGAGCTCCATTTTCACCAGG-3'
5'-AGGTCGCCCTGGAGCCCCTGGCCCTGCTGGTGCTAGAGGAAATGATGGTGCTACTGGTGCTGCTGGCCCCC-3'

5'-CTTAGCACCCACAGCACCAGGGAAACCAGGAGGACCAGCGGGGCCAGTGGGACCAGGGGGGCCAGCAGCAC-3'
5'-GCTGTGGGTGCTAAGGGTGAAGCTGGTCCCCAAGGACCCCGAGGTTCTGAAGGTCCCCAGGGTGTACGTGG-3'

5'-CACCAGGGTTGCCAGCAGGGCCAGCAGCACCAGCAGGGCCAGGGGGGCCAGGCTCACCACGTACACCCTGG-3'
5'-CTGGCAACCCTGGTGCTGATGGACAGCCTGGTGCTAAAGGTGCCAATGGCGCTCCTGGTATTGCTGGTGCTCCTG

GCTTC-3'
5'-TTGGGACCAGGGGGGCCACTGGGGCCCTGGGGTCCAGAGGGGCCTCGGGCACCAGGGAAGCCAGGAGCACC-3'
5'-CCCCCCTGGTCCCAAGGGTAACAGCGGTGAACCCGGCGCTCCTGGCAGCAAAGGAGACACTGGTGCCAAGG-3'

5'-TCCTTCTTCCCCAGCGGGGCCAGGGGGGCCTTGAATACCAGTGGGACCGGGTTCTCCCTTGGCACCAGTGT-3'
5'-GCTGGGGAAGAAGGAAAGCGAGGAGCCCGAGGTGAACCTGGACCTGCTGGCCTGCCTGGACCCCCTGGCGA-3'
5'-TGGGGCCAGCAACACCGTCAGAGCCAGGGAAGCCACGGCTTCCAGGTCCGCCACGCTCGCCAGGGGGTCCA-3'
5'-GTGTTGCTGGCCCCAAGGGTCCTGCTGGTGAGCGCGGTGCTCCTGGCCCTGCTGGCCCCAAGGGGTCTCCT-3'

5'-CCAGTCAGACCCTTGGCACCAGGCAGACCAGCTTCACCGGGGCGGCCAGCTTCACCAGGAGACCCCTTGGG-3'
5'-CAAGGGTCTGACTGGAAGCCCTGGCAGCCCGGGTCCTGATGGCAAAACTGGCCCCCCTGGTCCCGCTGGTC-3'

5'-CACGCCAGCCTGACCACGGGCACCGGGAGGGCCTGGGGGTCCAGGGCGGCCATCTTGACCAGCGGGACCAG-3'
5'-GGTCAGGCTGGCGTGATGGGTTTCCCTGGACCTAAAGGTGCTGCTGGAGAGCCTGGAAAAGCTGGAGAGCGA

GGTGTTCC-3'
5'-CCTGAGCTCCAGCTTCTCCGTCTTTGCCAGCAGGACCAACAGCGCCAGGGGGTCCAGGAACACCTCGCTCT-3'

5'-AAGCTGGAGCTCAGGGACCCCCAGGACCTGCTGGCCCCGCTGGTGAGAGAGGCGAACAAGGCCCTGCTGGC-3'
5'-TTGCCTGCTTCACCAGGAGGACCAGCAGGGCCGGGGAGACCCTGGAATCCAGGGGAGCCAGCAGGGCCTTG-3'
5'-TGGTGAAGCAGGCAAACCTGGTGAACAGGGTGTTCCTGGAGACCTTGGTGCCCCCGGCCCCTCTGGAGCAA-3'
5'-TGCAGGACCGGGCGGCCCTTGCACACCACGCTCGCCGGGGAAACCTCTCTCGCCTCTTGCTCCAGAGGGGC-3'
5'-CCGCCCGGTCCTGCAGGTCCCCGTGGGGCCAATGGTGCCCCTGGCAACGATGGCGCTAAGGGTGATGCTGG-3'
5'-CACCAGGCATTCCTTGAAGGCCAGGGGCACCCTGGCTACCGGGGGCTCCAGGGGCACCAGCATCACCCTTA-3'
5'-AAGGAATGCCTGGTGAACGAGGTGCAGCTGGCCTTCCAGGCCCTAAGGGTGACAGAGGGGATGCTGGTCCCA

AAGGTG-3'
5'-GACCGATGGGACCAGTCAGACCACGGACGCCATCTTTGCCAGGAGCACCATCAGCACCTTTGGGACCAGCA-3'
5'-CTGGTCCCATCGGTCCTCCTGGCCCCGCTGGTGCCCCTGGTGACAAGGGTGAAACTGGTCCTAGCGGCCCA-3'

5'-GGGGGACCAGGCTCACCACGGTCACCGGGGGCGCCACGAGCTCCAGTGGGACCGGCTGGGCCGCTAGGACC-3'
5'-TGAGCCTGGTCCCCCCGGCCCTGCTGGCTTCGCTGGCCCCCCTGGTGCTGATGGCCAACCTGGTGCTAAAG-3'
5'-TCCAGCAGGCCCAGGGGGGCCAGCGTCACCTTTAGCACCAGCATCACCAGGTTCGCCTTTAGCACCAGGTT-3'
5'-CCTGGGCCTGCTGGACCTGCTGGACCCCCTGGCCCCATTGGTAACGTTGGTGCTCCTGGACCCAAAGGTGC-3'

5'-CTCGGCCAGCAGCACCTGGGAAACCAGTAGCACCAGGGGGACCAGCGCTGCCGCGAGCACCTTTGGGTCCA-3'
5'-GTGCTGCTGGCCGAGTCGGTCCCCCTGGCCCCTCTGGAAATGCTGGACCCCCTGGCCCTCCTGGCCCTGCT-3'

5'-CCGGGACGCCCAGCGGGGCCAGTCTCACCACGGGGGCCTTTGCTGCCTTCTTTGCCAGCAGGGCCAGGAGG-3'
5'-CGCTGGGCGTCCCGGTGAAGTCGGTCCCCCTGGTCCCCCTGGCCCCGCTGGTGAGAAAGGAGCCCCTGGTG-3'
5'-CTGTCCAGCAATACCCTGAGGTCCAGGAGTGCCAGGAGCGCCAGCAGGTCCGTCAGCACCAGGGGCTCCTT-3'
5'-GGTATTGCTGGACAGCGTGGTGTGGTCGGCCTGCCCGGTCAGAGAGGAGAAAGAGGCTTCCCTGGTCTTCC-3'

5'-GCCACGTTCACCACTTGCTCCAGAAGGACCTTGTTTGCCGGGTTCACCAGAGGGGCCAGGAAGACCAGGGAAG-3'
5'-AGTGGTGAACGTGGCCCCCCTGGTCCCATGGGCCCCCCTGGATTGGCTGGACCCCCTGGCGAGTCTGGACG-3'
5'-AAACAGCTATGACCATGATTACGCCGGATCCTTCAGCACCAGGAGCTCCCTCACGTCCAGACTCGCCAGGG-3'

表 1 COL1A1基因A片段重叠延伸PCR扩增引物
Table 1 PCR amplification primers for overlap extension of COL1A1 gene A fragment



1期 ·265·

或COL1A1-B-22（50 pmol/mL）0.5 mL，聚合酶PV2

0.5 mL，5 × PV2 Buffer 10.0 mL，10 mmol / L dNTP

1.0 mL，ddH2O补足至50.0 mL。扩增程序同第一轮

PCR扩增程序。扩增产物经1%琼脂糖凝胶电泳检

测，胶回收COL1A1基因A和B片段。同时采用Hind

III/BamH I双酶切pUC57载体、BamH I/Not I双酶切

pcDNA3.1（+）载体，胶回收酶切产物后进行重组连

接反应。A片段：胶回收产物A 4.0 mL，pUC57线性

化载体（Hind III /BamH I）3.5 mL，T4 DNA连接酶

2.5 mL；B片段：胶回收产物B 4.0 mL，pcDNA3.1（+）

线性化载体（BamH I/Not I）3.5 mL，T4 DNA连接酶

2.5 mL。50 ℃水浴25 min，冰上放置2~3 min，取

连接产物A和B各20.0 mL，分别加入到100.0 mL感

受态细胞悬液中，轻轻混匀，冰浴30 min后42 ℃

水浴热激90 s，再迅速置于冰上冷却5 min，随后向

管中加入700.0 mL无抗生素的LB液体培养基，轻轻

混匀，置于37 ℃下180 r/min摇床培养1 h，随后适

当离心，弃500.0 mL上清液，将菌液混匀并均匀涂布

在LB培养基上，37 ℃培养过夜。菌落筛选及鉴定：

挑取过夜培养的单菌落，分别用COL1A1-A-1和

COL1A1-A-54、COL1A1-B-1和COL1A1-B-22对A、B

表 2 COL1A1基因B片段重叠延伸PCR扩增引物
Table 2 PCR amplification primers for overlap extension of COL1A1 gene B fragment

表 3 实时荧光定量PCR扩增引物序列信息
Table 3 Real-time fluorescence quantitative PCR amplifica-
tion primer sequence information

引物名称
Primer
COL1A1-B-1

COL1A1-B-2
COL1A1-B-3
COL1A1-B-4
COL1A1-B-5

COL1A1-B-6
COL1A1-B-7

COL1A1-B-8

COL1A1-B-9
COL1A1-B-10

COL1A1-B-11

COL1A1-B-12

COL1A1-B-13

COL1A1-B-14

COL1A1-B-15

COL1A1-B-16

COL1A1-B-17

COL1A1-B-18

COL1A1-B-19

COL1A1-B-20

COL1A1-B-21

COL1A1-B-22

引物序列
Primer sequence

5'-AGCTGGCTAGCGTTTAAACTTAAGCTTGAGAGGATCCCCTGGACGAGATGGTGCTCCTGGCGCCAAGGGTGACCGTG
GTG-3'

5'-AGGGCCAGGGGCACCGGGAGCACCAGGAGCACCAGGAGGTCCAGCAGGGCCAGTCTCACCACGGTCACCCT-3'
5'-GGTGCCCCTGGCCCTGTCGGGCCTGCTGGCAAGAGTGGTGATCGTGGTGAGACTGGTCCTGCTGGTCCTGCTGGTC-3'

5'-GTCACCACGGGGGCCTTGGGGTCCAGCGGGGCCACGGGCACCAACGGGGCCAATGGGACCAGCAGGACCAG-3'
5'-GGCCCCCGTGGTGACAAGGGTGAGACAGGCGAACAGGGCGACAGAGGCATCAAGGGTCACCGTGGCTTCTCCGGTC

TCCA-3'
5'-CAGAGGCTCCGGAAGGACCTTGCTCACCAGGAGAGCCGGGAGGGCCAGGGGGACCCTGGAGACCGGAGAAG-3'

5'-CTTCCGGAGCCTCTGGTCCTGCTGGTCCCCGCGGTCCCCCTGGCTCTGCTGGTACTCCTGGCAAAGATGGACTCAATG
GT-3'

5'-GGACCAGCAGGACCAGCATCACCAGTGCGACCTCGAGGCCCAGGGGGACCGATGGGGCCTGGGAGACCATTGAGTC
CATC-3'

5'-TGGTCCTGCTGGTCCTCCCGGCCCTCCTGGACCCCCTGGTCCCCCCGGTCCTCCCAGCGGCGGCTACGACT-3'
5'-ATCAGCCCGGTAGTAGCGGCCACCATCGTGAGCCTTCTCTTGAGGTGGCTGGGGCAGGAAGCTCAAGTCGTAGCCGC

CGC-3'
5'-TACTACCGGGCTGATGATGCCAACGTGGTCCGTGACCGTGACCTCGAGGTGGACACCACCCTCAAGAGCCTGAGCCA

GCA-3'
5'-GGTCACGGCAGGTGCGGGCGGGGTTCTTGCGGCTGCCCTCAGGGCTCCGGATGTTCTCGATCTGCTGGCTCAGGCTC

TT-3'
5'-GCACCTGCCGTGACCTCAAGATGTGCCACCCCGACTGGAAGAGCGGAGAATACTGGATTGACCCCAACCAAGGCTGC

AAC-3'
5'-GGCTGAGTGGGGTACACACAGGTCTCACCGGTCTCCATGTTGCAGAAGACCTTAATGGCATCCAGGTTGCAGCCTTG

GTT-3'
5'-GTACCCCACTCAGCCCAGCGTGGCCCAGAAGAACTGGTACATCAGCAAGAACCCCAAGGACAAGAGGCACGTCTGGT

ACG-3'
5'-CACATCGGCAGGATCGGAGCCCTGGCCGCCGTACTCAAACTGGAATCCGCCGGTCATGCTCTCGCCGTACCAGACG

TGCC-3'
5'-GATCCTGCCGATGTGGCCATCCAGCTGACTTTCCTGCGCCTGATGTCCACCGAGGCCTCCCAGAACATCACCTACCA

CTG-3'
5'-CCTGGAGGAGCAGGGCCTTCTTGAGGTTGCCGGTCTGCTGGTCCATGTAGGCCACGCTGTTCTTGCAGTGGTAGGT

GATG-3'
5'-CCCTGCTCCTCCAGGGCTCCAACGAGATCGAGATTCGGGCCGAGGGCAACAGCCGCTTCACCTACAGCGTCACCTA

CGAT-3'
5'-GAGGTCTTGGTGGTTTTGTATTCGATCACTGTCTTGCCCCAGGCTCCGGTGTGACTCGTGCAGCCATCGTAGGTGAC

GCT-3'
5'-AACCACCAAGACCTCCCGCTTGCCCATCATCGATGTGGCTCCCTTGGACGTTGGCGCCCCAGACCAGGAATTCGGC

TTCG-3'
5'-AGCGGGTTTAAACGGGCCCTCTAGACTCGAGCGGCCGCTTACAGGAAGCAGACAGAGCCGATGTCGAAGCCGAATT

CCTGGT-3'

基因名称
Gene

qCOL1A1

qCOL2A1

qCOL3A1

β-acting

引物序列
Primer sequence

F：5'-AAGAAGAAGACATCCCACCAG-3'
R：5'-CAGATCACGTCATCGCACA-3'

F：5'-CGCCACACTCAAGTCCCTCAAC-3'

R：5'-ATCCAGTAGTCTCCGCTCTTCCAC-3'

F：5'-CTGGCGTTCCTCCGACTT-3'

R：5'-CAATATCATAGGGTGCAATGTCT-3'

F：5'-GGTGCCCATCTACGAGG-3'

R：5'-CTTGATGTCACGGACGATT-3'

产物大小
（bp）

Product size

133

132

289

154

周明帅等：贵州黑山羊COL1A1基因真核表达载体构建及其对颗粒细胞中胶原蛋白家族基因和产羔基因的影响
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进行菌落PCR鉴定。随机挑选4个阳性克隆菌置于

LB液体培养基中，37 ℃下180 r/min摇床培养过夜

（12~16 h），提取质粒，送至北京擎科生物科技股份

有限公司测序。

1. 4 COL1A1基因全长构建及鉴定

对测序正确的亚克隆载体进行双酶切，质粒A

（质粒B）10.0 mL、Hind III/BamH I各2.0 mL（BamH

I/Not I各2.0 mL），Buffer 1.0 mL。胶回收酶切产物

进行连接，反应体系：胶回收产物A 4.0 mL，胶回收产

物B 4.0 mL，T4连接酶1.0 mL，T4连接酶Buffer 1.0 mL。

50 ℃水浴25 min，放置2~3 min使温度降低，再进行

转化及菌液涂布（步骤同1.3），37 ℃培养过夜，第2 d

挑取培养基上的单菌落进行PCR鉴定。全长环化质

粒使用COL1A1-A-39和COL1A1-B-12引物进行菌

落PCR扩增，经1%琼脂糖凝胶电泳检测后挑选4个

阳性菌置于LB液体培养基中，37 ℃下摇床（180 r/min）

培养过夜，第2 d提取质粒，并采用Hind III/Not I进行

双酶切鉴定，将PCR鉴定和双酶切鉴定正确的质粒

送至北京擎科生物科技股份有限公司进行测序

鉴定。

1. 5 COL1A1过表达载体转染卵巢颗粒细胞

将前期分离冻存的卵巢颗粒细胞从-80 ℃冰箱

中取出，1000 r/min离心5 min，弃上清液后加入适量

培养基，反复吹打混匀制成细胞悬液并计数，每孔

30万个细胞，均匀加入到6孔板中，再加入2 mL完全

培养基，十字交叉法混匀。待铺板12 h后，更换

含3%血清的无抗生素培养基；根据LipofectamineTM

2000 Reagent转染试剂盒使用说明，转染pcDNA3.1

（+）-COL1A1和pcDNA3.1（+）空载体。

1. 6 Western blotting检测COL1A1蛋白表达效率

待细胞转染48 h后，弃6孔板中的培养基，采用

预冷的PBS清洗2次，以移液枪尽可能吸去残留的

PBS，每孔加入150.0 μL RIPA裂解液（含10% PMSF），

置于4 ℃摇床充分裂解20 min，转移上清液至1.5 mL

离心管中，4 ℃下14000 r/min离心10 min，将上清液

转移至新的离心管中，-80 ℃保存备用。采用BCA

蛋白定量试剂盒进行蛋白浓度测定，将蛋白稀释成

相同浓度后加入蛋白上样缓冲液（蛋白∶蛋白上样

缓冲液=4∶1），混匀，100 ℃变性10 min，置于冰上冷

却10 min，备用。每孔加入20 μg蛋白和5.0 μL蛋白

彩虹Maker，80 V浓缩30 min，110 V分离1 h，随后

110 V转膜70 min、5%脱脂奶粉37 ℃封闭2 h，再将

PVDF膜放入TBST稀释的兔抗COL1A1（1∶1000）

和GAPDH（1:5000）一抗中，4 ℃孵育过夜。第2 d回

收一抗，TBST洗膜3次，每次10 min，再将PVDF膜放

入1∶5000稀释的HRP标记山羊抗兔二抗中，37 ℃孵

育1.5 h，TBST洗膜3次，每次10 min，最后加入ECL

超敏化学发光液进行显色，随后使用凝胶成像系统

进行成像分析。

1. 7 COL1A1蛋白在卵巢颗粒细胞亚细胞定位分析

通过间接免疫荧光检测COL1A1基因在卵巢

颗粒细胞中的定位情况，将颗粒细胞均匀接种于

35 mm2培养皿中，培养12 h后弃培养基，以预冷的

PBS清洗3次，加入4%多聚甲醛固定细胞20 min，

PBS清洗3次，加入PBS配制的0.25% Triton X-100室

温通透5 min，PBS清洗3次，加入PBS配制的10%胎

牛血清，37 ℃封闭1 h，弃封闭液，加入1∶250稀释的

兔抗COL1A1，4 ℃孵育过夜后PBS清洗3次，避光完

成以下步骤，加入1∶500稀释的Cy3标记山羊抗兔

荧光二抗孵育1 h，PBS清洗3次，加入DAPI染核10

min，PBS清洗3次，吸干多余液体，使用荧光显微镜

观察拍照，分析COL1A1蛋白在颗粒细胞中的定位

情况。

1. 8 pcDNA3.1（+）-COL1A1对胶原蛋白家族基因

及山羊产羔基因表达量的影响

以pcDNA3.1（+）-COL1A1和pcDNA3.1（+）空载

体再次转染颗粒细胞，转染48 h后采用GeneJETTM-

RNA纯化试剂盒提取细胞RNA，超微量紫外分光光

度计检测RNA质量，通过HiFi Saript逆转录试剂盒

反转录合成cDNA，将cDNA稀释至800 ng/mL后直接

进行实时荧光定量PCR检测。反应体系10.0 μL：

SBYR Green qPCR Mix 5.0 µL，cDNA模板1.0 µL，

10 μmol/L上、下游引物各0.5 µL，ddH2O 3.0 µL。扩

增程序：95 ℃预变性 2 min；95 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，

70 ℃ 30 s；添加实时荧光定量PCR自带的熔解曲

线，进行40个循环，以β-actin为内参基因，每组3个重

复。实时荧光定量PCR检测COL1A1、COL2A1和

COL3A1基因及GDF9、FSHB、BMP15和BMPR1B山

羊产羔相关基因的表达情况（洪磊等，2020），进一步

分析COL1A1基因与山羊产羔性状间的相关性。

1. 9 统计分析

使用2-ΔΔCt法换算目的基因相对表达量，通过T

检验分析基因表达差异性；采用SPSS 19.0进行单因

素方差分析（One-way ANOVA），以GraphPad Prism

8.0制图。试验结果至少由3次以上的重复所得。

2 结果与分析

2. 1 COL1A1基因A和B片段克隆结果

COL1A1基因A、B片段分别采用COL1A1-A-1~

COL1A1-A-54和COL1A1-B-1~COL1A1-B-22引物
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进行重叠延伸PCR扩增，克隆出的A、B片段则采用

COL1A1 - A - 1 和 COL1A1-A-54、COL1A1-B-1 和

COL1A1-B-22引物进行验证，其产物经1%琼脂糖凝

胶电泳检测获得与预期结果相符的片段（图1），表明

分段克隆COL1A1基因A和B片段成功，可进行下一

步研究。

2. 2 重组连接COL1A1基因A和B片段

将2.1中的胶回收产物A、B分别重组连接至

pUC57线性化载体（Hind III/BamH I）和pcDNA3.1

（+）线性化载体（BamH I/Not I）上，链接产物经转化

及抗性筛选后，挑选单菌落进行PCR鉴定，鉴定结果

（图2）与目的片段大小一致，将阳性克隆质粒送至北

京擎科生物科技股份有限公司测序，测序结果正确。

2. 3 COL1A1基因全长构建及鉴定结果

将上述构建成功的质粒A和质粒B分别使用

Hind III/BamH I或BamH I/Not I进行双酶切，A、B产

物经T4 DNA连接酶连接得到全长环化序列，将产物

进行转化及菌落PCR鉴定，结果表明，全长环化质粒

检测大小为1847 bp，在1000~2000 bp间出现明亮条带

（图3-A），且质粒测序结果正确，表明获得正确的全

长质粒。随后对测序正确的质粒使用Hind III/Not I进

行双酶切鉴定，结果在5000~6000 bp和4000~5000 bp

间出现明亮条带（图3-B），分别为pcDNA3.1（+）空载

体及COL1A1基因全长片段，即COL1A1基因过表达

载体构建成功。

2. 4 COL1A1基因表达效率检测结果

为检测COL1A1基因真核表达载体的表达效

率，以pcDNA3.1（+）-COL1A1和pcDNA3.1（+）空载

体转染颗粒细胞48 h后，通过Western blotting检测

COL1A1蛋白表达量，结果（图4）显示，pcDNA3.1（+）-

COL1A1转染组中的COL1A1蛋白相对表达量极显

著高于pcDNA3.1（+）空载体转染组（P<0.01，下同），

说明COL1A1基因过表达载体构建成功，可用于下一

步研究。

2. 5 COL1A1蛋白亚细胞定位结果

免疫荧光检测结果显示：与正常细胞相比，经

兔抗COL1A1（一抗）孵育的整个颗粒细胞被染成红

色，DAPI将细胞核染成蓝色，说明COL1A1蛋白在颗

粒细胞的细胞核及整个细胞质中均有表达，但细胞

核中的荧光强度强于细胞质（图5），表明COL1A1蛋

图 1 重叠延伸PCR克隆COL1A1基因A和B片段分段克隆鉴定结果
Fig.1 Identification of overlapping extended PCR clones of fragments A and B in COL1A1 gene

M：DL5000 DNA Marker；1~2：扩增产物 Amplified product

图 2 COL1A1基因A和B片段重组连接菌落PCR鉴定结果
Fig.2 PCR identification of recombinant ligated colonies of fragments A and B in COL1A1 gene

M：DL5000 DNA Marker；1~8：扩增产物 Amplified product
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白在细胞核中的表达水平更高。

2. 6 pcDNA3.1（+）-COL1A1对胶原蛋白家族基因

表达的影响

以pcDNA3.1（+）-COL1A1及pcDNA3.1（+）空载

体分别转染颗粒细胞后，实时荧光定量PCR检测结

果（图6）显示，pcDNA3.1（+）-COL1A1转染组颗粒细

胞中COL1A1、COL2A1和COL3A1基因的相对表达

量极显著高于pcDNA3.1（+）空载体转染组颗粒细

胞，说明过表达COL1A1基因后能促进I型、II型和III

型胶原蛋白的合成。

2. 7 pcDNA3.1（+）-COL1A1对产羔相关基因表达

的影响

通过实时荧光定量PCR检测过表达COL1A1

基因对山羊产羔相关基因GDF9、FSHB、BMP15和

BMPR1B表达水平的影响，结果（图7）显示，pcDNA3.1

（+）- COL1A1转染组颗粒细胞的GDF9、FSHB和

BMP15基因相对表达量极显著高于pcDNA3.1（+）空

载体转染组，但对BMPR1B基因的表达无显著影响

（P>0.05，下同）。可见，过表达COL1A1基因可促进

产羔性状相关基因表达，故推测COL1A1基因是通过

促进繁殖相关基因表达而影响贵州黑山羊的产羔

性状。

3 讨论

ECM具有维持卵巢组织结构及正常功能的双

重作用，胶原蛋白是其主要的结构蛋白。ECM中蛋

白聚糖、层黏连蛋白和整联蛋白的异常表达均会导

致细胞增殖能力减低，进而对组织的发育产生不利

影响（Long et al.，2018）。卵巢发育及卵泡生长也与

胶原蛋白的合成存在密切联系（付旭煌，2020）。本

研究的实时荧光定量PCR检测结果表明，过表达

COL1A1基因后COL2A1和COL3A1基因相对表达量

极显著升高，说明调控COL1A1基因在颗粒细胞中的

表达，对ECM的合成具有重要促进作用。COL1A1

图 3 COL1A1基因全长环化质粒的PCR鉴定及双酶切鉴定结果
Fig.3 PCR identification and double digestion of full-length cyclized plasmid COL1A1 gene

A：PCR鉴定结果（M：DL5000 DNA Marker；1~8：扩增产物）；B：双酶切鉴定结果（M：DL10000 DNA Marker；1：pcDNA3.1（+）
载体；2：COL1A1基因过表达载体）

A：PCR identification results（M：DL5000 DNA Marker；1~8：Amplified product）；B：Double digestion identification（M：DL10000
DNA Marker；1：pcDNA3.1（+）vector；2：COL1A1 gene overexpvession vector）
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图 4 COL1A1蛋白Western blotting检测结果
Fig.4 Expression of COL1A1 protein detected by Western blotting
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图 5 COL1A1蛋白在卵巢颗粒细胞中的荧光定位结果
Fig.5 Fluorescence localization of COL1A1 protein in granulosa cells

A.正常细胞 Normal cell B. DAPI染色 DAPI staining

C.COL1A1染色 COL1A1 staining D. Merge

100 μm 100 μm

100 μm 100 μm

作为I型胶原蛋白的重要组成成分，参与细胞增殖、

侵袭、转移和血管生成，且与多种癌细胞及肿瘤有关

（Ilhan-Mutlu et al.，2016；Wang and Yu，2018）。钱

若文轩等（2020）研究证实COL1A1基因敲除能抑制

卵巢癌细胞ES-2增殖；Li等（2020）研究发现T/GF-β1

信号诱导COL1A1基因表达失调与多囊卵巢综合征

（PCOS）等排卵障碍密切相关。此外，在家畜上的研

究发现COL1A1基因表达水平能反映牛胎儿卵巢结

构组织的形态学变化，同时调控牛胎儿卵巢发育及

胚间质重构（Franchi et al.，2020）。本研究的免疫荧

光染色发现，COL1A1基因在颗粒细胞的细胞核及整

个细胞质中广泛表达，与COL1A1基因的生物学功能

密切相关，影响着ECM与细胞、细胞与细胞间的相

互作用。

颗粒细胞是卵巢卵泡中重要的体细胞（魏全
伟，2013），颗粒细胞的增殖可促进卵泡发育成熟，其
凋亡则引发卵泡闭锁（He et al.，2016）。BMPR1B、
BMP15、GDF9和FSHB是影响卵泡发育和排卵数
的多胎基因（Mulsant et al.，2001；Galloway et al.，
2002；Bodin et al.，2007），因此，BMPR1B、BMP15、
GDF9和FSHB基因在卵巢颗粒细胞中的表达水平常

作为指标基因用于评估动物繁殖率。研究发现，

GDF9和BMP15基因属于TGF-β超家族，在哺乳动物

卵泡发育过程中同样具有重要的调节功能（刘霜等，

2016；覃玉凤等，2017），且GDF9基因缺陷会导致卵

巢在形成初级卵泡后处于停滞状态，进而导致母羊

不育（李佳蓉等，2020）；在金堂黑山羊、波尔山羊及

云岭黑山羊的繁殖力研究中也发现，GDF9和BMP15

基因均在高繁组的卵泡组织或卵巢组织中高表达

（Cui et al.，2009；刘霜等，2016；杨新月等，2018），且

BMP15基因突变在卵巢内通过促使颗粒细胞早熟及

卵泡体积变小而增加排卵数（Galloway et al.，2000）。

图 6 过表达COL1A1基因对胶原蛋白家族基因表达的影响
Fig.6 Effects of overexpression of COL1A1 on expression of

collagen structural gene
**表示差异极显著（P<0.01）。图7同
** represented extremely significant difference（P<0.01）. The same
was applied in Fig.7

图 7 过表达COL1A1基因对产羔相关基因表达的影响
Fig. 7 Effects of overexpression of COL1A1 gene on expres-

sion levels of related genes in lambing
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本研究结果显示，过表达COL1A1基因后，GDF9和

BMP15基因在卵巢颗粒细胞中的相对表达量极显著

高于pcDNA3.1（+）空载体转染组，故推测COL1A1基

因过表达能促进卵巢、胚胎发育及胚间质重构，进而

影响山羊的繁殖性能。颗粒细胞分泌的FSH、LH类

固醇等激素受体，为卵泡的生长创造了良好环境，精

确调控着卵泡的生长发育（Matsuda et al.，2012；

Baufeld and Vanselow，2013），且在促黄体素的协同

作用下促进卵泡成熟，诱发排卵（赵要风等，1996；陈

克飞等，2000；Arato et al.，2018），是山羊高繁殖性状

的主效基因（刘建斌等，2010）。本研究发现，过表达

COL1A1基因后能极显著提高FSHB基因表达，故推

测COL1A1基因主要通过影响相关性激素表达来影

响卵泡发育，进而影响山羊的产羔性能。

本研究结果表明，COL1A1基因在颗粒细胞中

广泛表达，且过表达COL1A1基因后能极显著提高

胶原蛋白结构基因COL2A1、COL3A1及产羔相关基因

BMP15、GDF9和FSHB的相对表达量。其中，COL1A1

基因是通过影响ECM在卵巢颗粒细胞中的合成、维

持卵巢组织结构及促进胚胎发育和性腺激素产生，

而提高山羊的产羔数，与卵巢发育及卵泡成熟密切

相关。在卵泡发育过程中，卵泡形态结构的变化主

要表现为颗粒细胞增殖、细胞层数增多及卵泡体积

增大等。卵巢颗粒细胞的过早凋亡除了导致卵泡闭

锁外，还会导致母体生育力下降、卵巢早衰、多囊卵巢

综合征等卵巢源性疾病发生（Tu et al.，2019）。已有

研究发现，BMPR1B基因在绵羊卵巢颗粒细胞中高

表达（郭慧慧等，2018），且随着卵泡的发育BMPR1B

基因表达水平逐渐升高（Li et al.，2021），若其表达

量降低则会导致卵泡颗粒细胞凋亡（Yao et al.，

2019）。在本研究中，过表达COL1A1基因对BMPR1B

基因的相对表达量无显著影响，但COL1A1基因能否

通过促进卵巢颗粒细胞增殖以促进卵泡发育还需进

一步探究。

4 结论

COL1A1基因在卵巢颗粒细胞中广泛表达，其

过表达能极显著促进胶原蛋白家族基因COL2A1和

COL3A1及产羔相关基因GDF9、FSHB和BMPR1B在

颗粒细胞中的表达，即COL1A1基因可协同胶原蛋白

家族基因的表达促进ECM合成来影响卵巢组织结

构、胚胎发育及促进性腺激素表达，进而影响山羊产

羔性状，可作为影响贵州黑山羊多羔候选基因进行

深入研究。

参考文献：

陈滇黔，韩勇，杨洋，张乃峰，袁超，王德凤，粟朝芝，申小云.
2022. 不同TMR对贵州黑山羊生长母羊育肥效果及血清
指标的影响［J］. 中国畜牧杂志，58（1）：198-202.［Chen
D Q，Han Y，Yang Y，Zhang N F，Yuan C，Wang D F，Su
C Z，Shen X Y. 2022. Effects of different TMR on fattening
effect and serum indexes of Guizhou black goat growing
ewes［J］. Chinese Journal of Animal Science，58（1）：198-
202.］doi：10.19556/j.0258-7033.20210105-01.

陈克飞，黄路生，李宁，张勤，张建生，孙士铨，罗明，吴常信.
2000. 猪FSHβ及ESR合并基因型对猪产仔数性状的影响
［J］. 科学通报，45（18）：1963-1966.［Chen K F，Huang L
S，Li N，Zhang Q，Zhang J S，Sun S Q，Luo M，Wu C X.
2000. Effects of FSHβ and ESR combined genotypes on
litter size traits in pigs［J］. Chinese Science Bulletin，45
（18）：1963-1966.］doi：10.3321/ j. issn:0023-074X.2000.
18.012.

寸静宇，刘秋月，王翔宇，狄冉，胡文萍，张效生，张金龙，赵永
聚，储明星. 2019. 小尾寒羊FSHβ和LHβ基因在生殖轴的
表达研究［J］. 中国畜牧杂志，55（1）：37-41.［Cun J Y，
Liu Q Y，Wang X Y，Di R，Hu W P，Zhang X S，Zhang J
L，Zhao Y J，Chu M X. 2019. Expression of FSHβ and
LHβ genes in reproductive axis of small-tailed Han sheep
［J］. Chinese Journal of Animal Science，55（1）：37-41.］
doi：10.19556/j.0258-7033.2019-01-037.

付旭煌. 2020. 维生素C通过COL1A1调控牛卵丘细胞增殖及
凋亡的研究［D］. 长春：吉林大学.［Fu X H. 2020. Vita-
min C regulates the proliferation and apoptosis of bovine
cumulus cells by COL1A1［D］. Changchun：Jilin Univer-
sity.］doi：10.27162/d.cnki.gjlin.2020.004203.

郭慧慧，李俊，罗惠娣，牛晋国. 2018. 杜寒绵羊多胎性能候选
基因BMPR-1B和BMP15的研究［J］. 中国畜牧兽医，45
（5）：1312 - 1318.［Guo H H，Li J，Luo H D，Niu J G.
2018. Study of BMPR-1B and BMP15 as candidate genes
for prolificacy of Duhan sheep［J］. Chinese Journal of
Animal Husbandry and Veterinary Medicine，45（5）：1312-
1318.］doi：10.16431/j.cnki.1671-7236.2018.05.024.

高可心. 2018. RUNX1和RUNX2在奶山羊卵巢颗粒细胞中
的表达调控机理及功能研究［D］. 杨凌：西北农林科技大
学.［Gao K X. 2018. Regulation and function of runt-re-
lated transcription factors（RUNX1 and RUNX2）in goat
granulosa cells［D］. Yangling：Northwest A&F University.］

洪磊，陈祥，唐文，周志楠，段志强，赵佳福. 2020. 黔北麻羊
SRD5A2基因干扰载体构建及其对产羔相关基因表达的
影响［J］. 畜牧兽医学报，51（12）：2980-2990.［Hong L，
Chen X，Tang W，Zhou Z N，Duan Z Q，Zhao J F. 2020.
Construction of SRD5A2 gene interference vector and its
effect on the expression of lambing related genes in Qian-
bei Ma goats［J］. Acta Veterinaria et Zootechnica Sinica，
51（12）：2980 - 2990.］ doi：10.11843 / j. issn. 0366 - 6964.
2020.12.008.

胡双阁，王琴，李恒，字向东. 2021. 牦牛FSHB基因的克隆及
生物信息学分析［J］. 中国草食动物科学，41（1）：1-7.
［Hu S G，Wang Q，Li H，Zi X D. 2021. Cloning and bio-
informatic analysis of yak FSHB gene［J］. China Herbi-
vore Science，41（1）：1-7.］doi：10.3969/j.issn.2095-3887.
2021.01.001.

李佳蓉，贾超，陈洋，姜怀志. 2020. 绵羊生殖器官GDF9基因



1期 ·271·

的表达研究［J］. 中国兽医科学，50（8）：1050-1057.［Li J
R，Jia C，Chen Y，Jiang H Z. 2020. Expression of GDF9
gene in sheep reproductive organs［J］. Chinese Veterinary
Science，50（8）：1050-1057.］doi：10.16656 / j. issn. 1673-
4696.2020.0137.

刘建斌，郎侠，杨博辉，郭健，孙晓萍，程胜利. 2010. BMPR-IB
基因和FSHβ基因多态性及其与小尾寒羊产羔数关联性
分析［J］. 中国畜牧杂志，46（19）：1-6.［Liu J B，Lang X，
Yang B H，Guo J，Sun X P，Cheng S L. 2010. Correla-
tion between BMPR - IB and FSHβ gene polymorphism
and litter size of small-tailed Hah sheep［J］. Chinese Jour-
nal of Animal Science，46（19）：1-6.］

刘霜，郑杰，卢建远，马力，夏威，胡亮，罗斌，任陶，任称罗尔
日，字向东. 2016. 山羊卵巢中BMP15、GDF9和BMPR1B
基因的表达量研究［J］. 畜牧与兽医，48（5）：66-70.［Liu
S，Zheng J，Lu J Y，Ma L，Xia W，Hu L，Luo B，Ren T，
Ren C L R R，Zhi X D. 2016. The mRNA expression levels
of BMP15，GDF9 and BMPR1B in goat ovaries［J］.Ani-
mal Husbandry & Veterinary Medicine，48（5）：66-70.］

钱若文轩，杨柳青，石子晴，陈子彦，胡汉寅，邹尚朴，朱恒延，
潘巍巍. 2020. COL1A1敲除抑制卵巢癌细胞ES-2增殖
［J］. 中国病理生理杂志，36（1）：59-66.［Qian R W X，
Yang L Q，Shi Z Q，Chen Z Y，Hu H Y，Zou S P，Zhu H
Y，Pan W W. 2020. Effect of COL1A1 deletion on proli-
feration of ovarian cancer ES-2 cells［J］. Chinese Journal
of Pathophysiology，36（1）：59-66.］doi：10.3969 / j. issn.
1000-4718.2020.01.009.

覃玉凤，李维，陈瑶生，何祖勇. 2017. BMP15基因研究进展
［J］. 农业生物技术学报，25（2）：324-334.［Qin Y F，Li
W，Chen Y S，He Z Y. 2017. Advances in BMP15 gene
research［J］. Journal of Agricultural Biotechnology，25
（2）：324-334.］doi：10.3969/j.issn.1674-7968.2017.02.018.

王继卿，胡江，罗玉柱. 2010. FSHβ基因CDS区遗传特征及其
与小尾寒羊产羔数关系的研究［J］. 中国畜牧杂志，46
（11）：5-9.［Wang J Q，Hu J，Luo Y Z. 2010. Relationship
between genetic characteristics of FSHβ gene at CDS re-
gions and litter size of small-tail Han sheep［J］. Chinese
Journal of Animal Science，46（11）：5-9.］

王翔宇，狄冉，刘秋月，胡文萍，马琳，储明星. 2020. 小鼠和绵
羊BMP15和GDF9突变在卵泡发育中作用及其对排卵数
的影响［J］. 农业生物技术学报，28（10）：1870 - 1880.
［Wang X Y，Di R，Liu Q Y，Hu W P，Ma L，Chu M X.
2020. The effect of BMP15 and GDF9 gene mutations
on follicular development and ovulation in mouse（Mus
musculus）and sheep（Ovis aries）［J］. Journal of Agricul-
tural Biotechnology，28（10）：1870-1880.］doi：10.3969/j.
issn.1674-7968.2020.10.015.

魏全伟. 2013. 多聚ADP-核糖聚合酶-1（PARP-1）及其相关信
号通路参与猪卵泡发育及闭锁的机制研究［D］. 南京：南
京农业大学.［Wei Q W. 2013. Roles of poly ADP-ribose
polymerase-1（PARP-1）and its associated signaling path-
ways in porcine follicular development and atresia［D］.
Nanjing：Nanjing Agricultural University.］doi：10.7666/d.
Y2528519.

杨新月，周多恩，李斌，李耀坤，刘德武，孙宝丽，柳广斌 .
2018. 湖羊和川中黑山羊GDF9、BMPR-IB、GnRHR基因
多态性及其与产羔数的关联分析［J］. 黑龙江畜牧兽医，
（15）：106-110.［Yang X Y，Zhou D E，Li B，Li Y K，Liu
D W，Sun B L，Liu G B. 2018. Polymorphism of GDF9，

BMPR - Ib and GnRHR genes and their association with
lamb number in Hu sheep and Sichuan Zhonghei goats
［J］. Heilongjiang Animal Science and Veterinary Medi-
cine，（15）：106-110.］doi：10.13881/j.cnki.hljxmsy.2017.08.
0375.

张丽萌. 2020. FHL2对绵羊卵巢颗粒细胞功能的影响及机制
研究［D］. 保定：河北农业大学.［Zhang L M. 2020. Effect
of mechanism of FHL2 on the function of ovary granu-
losa cells in sheep［D］. Baoding：Hebei Agricultural Uni-
versity.］doi：10.27109/d.cnki.ghbnu.2020.000104.

赵要风，李宁，陈永福，冯继东，吴常信. 1996. 猪FSHβ亚基基
因5'端调控区的PCR克隆测序及变异分析［J］. 自然科学
进展，6（3）：97-102.［Zhao Y F，Li N，Chen Y F，Feng J
D，Wu C X. 1996. PCR cloning，sequencing and mutation
analysis of the 5' regulatory region of porcine FSHβ sub-
unit gene［J］. Progress in Natural Science，6（3）：97-102.］

赵金. 2021. BMP15通过BMPR1B调控陕北白绒山羊卵泡颗
粒细胞功能的分子机制［D］. 杨凌：西北农林科技大学.
［Zhao J. 2021. The molecular mechanism of BMP15 regu-
lating the function of follicular granulosa cells through
BMPR1B in Shanbei white cashmere goat［D］. Yangling：
Northwest A&F University.］doi：10.27409/d.cnki.gxbnu.
2021.000165.

Arato I，Luca G，Mancuso F，Bellucci C，Lilli C，Calvitti M，
Hansen B C，Milardi D，Grande G，Calafiore R. 2018. An
in vitro prototype of a porcine biomimetic testis-like cell
culture system：A novel tool for the study of reassembled
Sertoli and Leydig cells［J］. Asian Journal of Andrology，
20（2）：160-165. doi：10.4103/aja.ja_47_17.

Baufeld A，Vanselow J. 2013. Increasing cell plating density
mimics an early post-LH stage in cultured bovinegranulo-
sa cells［J］. Cell and Tissue Research，354（3）：869-880.
doi：10.1007/s00441-013-1712-9.

Birch H L. 2018. Extracellular matrix and ageing［J］. Bio-
chemistry and Cell Biology of Ageing：Part I Biomedical
Science，90：169-190.doi：10.1007/978-981-13-2835-0_7.

Bodin L，Di Pasquale E，Fabre S，Bontoux M，Monget P，Per-
sani L，Mulsant P. 2007. A novel mutation in the bone
morphogenetic protein 15 gene causing defective protein
secretion is associated with both increased ovulation rate
and sterilityin Lacaune sheep［J］. Endocrinology，148（1）：
393-400. doi：10.1210/en.2006-0764.

Carou M C，Cruzans P R，Maruri A，Stockert J C，Lombardo
D M. 2015. Apoptosis in ovarian granulosa cells of cat-
tle：Morphological features and clearance by homologous
phagocytosis［J］. Acta Histochem，117（1）：92-103. doi：
10.1016/j.acthis.2014.11.006.

Chronowska E. 2014. High-throughput analysis of ovarian
granulosa cell transcriptome［J］. Biomed Research Inter-
national，2014：213570. doi：10.1155/2014/213570.

Cui H X，Zhao S M，Cheng M L，Guo L，Ye R Q，Liu W Q，
Gao S Z. 2009. Cloning and expression levels of genes
relating to the ovulation rate of the Yunling black goat［J］.
Biology of Reproduction，80（2）：219-226. doi：10.1095 /
biolreprod.108.069021.

Franchi F F，Hernandes M P，Ferreira F A C，de Lima V A V，
de Oliveira Mendes L，de Aquino A M，Scarano W R，de
Souza Castilho A C. 2020. Fractal analysis and histomo-
lecular phenotyping provides insights into extracellular

周明帅等：贵州黑山羊COL1A1基因真核表达载体构建及其对颗粒细胞中胶原蛋白家族基因和产羔基因的影响



54卷南 方 农 业 学 报·272·

matrix remodeling in the developing bovine fetal ovary
［J］. Biochemical and Biophysical Research Communica-
tions，523（4）：823-828. doi：10.1016/j.bbrc.2020.01.025.

Galloway S M，Gregan S M，Wilson T，McNatty K P，Juengel
J L，Ritvos O，Davis G H. 2002. Bmp15 mutations and
ovarian function［J］. Molecular and Cellular Endocrinolo-
gy，191（1）：15-18. doi：10.1016/s0303-7207（02）00047-3.

Galloway S M，McNatty K P，Cambridge L M，Laitinen M P，
Juengel J L，Jokiranta T S，McLaren R J，Luiro K，Dodds
K G，Montgomery G W，Beattie A E，Davis G H，Ritvos
O. 2000. Mutations in an oocyte-derived growth factor
gene（BMP15）cause increased ovulation rate and infer-
tility in a dosage-sensitive manner［J］. Nature Genetics，
25（3）：279-283. doi：10.1038/77033.

Grant S F A，Reid D M，Blake G，Herd R，Fogelman I，
Ralston S H. 1996. Reduced bone density and osteoporo-
sis associated with a polymorphic Sp1 binding site in the
collagen type I alpha 1 gene［J］. Nature Genetics，14（2）：
203-205.doi：10.1038/ng1096-203.

Hatzirodos N，Hummitzsch K，Irving-Rodgers H F，Harland
M L，Morris S E，Rodgers R J. 2014. Transcriptome pro-
filing of granulosa cells from bovine ovarian follicles
during atresia［J］. BMC Genomics，15：40. doi：10.1186 /
1471-2164-15-40.

He Y M，Deng H H，Jiang Z L，Li Q W，Shi M H，Chen H L，
Han Z S. 2016. Effects of melatonin on follicular atresia
and granulosa cell apoptosis in the porcine［J］. Molecular
Reproduction and Development，83（8）：692-700. doi：10.
1002/mrd.22676.

Ilhan-Mutlu A，Siehs C，Berghoff A S，Ricken G，Widhalm G，
Wagner L，Preusser M. 2016. Expression profiling of an-
giogenesis-related genes in brain metastases of lung can-
cer and melanoma［J］. Tumor Biology，37（1）：1173-1182.
doi：10.1007/s13277-015-3790-7.

Jayadev R，Sherwood D R. 2017. Basement membranes［J］.
Current Biology，27（6）：R207-R211. doi：10.1016 / j. cub.
2017.02.006.

Li H X，Xu H W，Akhatayeva Z，Liu H F，Lin C J，Han X F，
Lu X F，Lan X Y，Zhang Q F，Pan C Y. 2021. Novel in-
del variations of the sheep FecB gene and their effects
on litter size［J］. Gene，767：145176. doi：10.1016/j.gene.
2020.145176.

Li H，Chang H M，Shi Z D，Leung P C K. 2020. The p38 sig-
naling pathway mediates the TGF-beta1-induced increase
in type I collagen deposition in human granulosa cells
［J］. FASEB Journal，34（11）：15591-15604. doi：10.1096/
fj.202001377R.

Lima I M T，Brito I R，Rossetto R，Duarte A B G，Rodrigues
G Q，Saraiva M V A，Costa J J N，Donato M A M，Peixo-
to C A，Silva J R V，de Figueiredo J R，Rodrigues A P R.
2012. BMPRIB and BMPRII mRNA expression levels in
goat ovarian follicles and the in vitro effects of BMP-15
on preantral follicle development［J］. Cell and Tissue Re-
search，348（1）：225-238. doi：10.1007/s00441-012-1361-4.

Long K R，Newland B，Florio M，Kalebic N，Langen B，Kol-
terer A，Wimberger P，Huttner W B. 2018. Extracellular
matrix components HAPLN1，Lumican，and collagen I
cause hyaluronic acid-dependent folding of the develo-
ping human neocortex［J］. Neuron，99（4）：702-719. doi：
10.1016/j.neuron.2018.07.013.

Ma Y X，Guo Z，Sun T. 2013. CGRP inhibits norepinephrine
induced apoptosis with restoration of Bcl-2 / Bax in cul-
tured cardiomyocytes of rat［J］. Neuroscience Letters，549：
130-134. doi：10.1016/j.neulet.2013.05.028.

Mann V，Hobson E E，Li B H，Stewart T L，Grant S F A，Ro-
bins S P，Aspden R M，Ralston S H. 2001. A COL1A1
Sp1 binding site polymorphism predisposes to osteoporo-
tic fracture by affecting bone density and quality［J］. The-
Journal of Clinical Investigation，107（7）：899-907. doi：
10.1172/JCI10347.

Matsuda F，Inoue N，Manabe N，Ohkura S. 2012. Follicular
growth and atresia in mammalian ovaries：Regulation by
survival and death of granulosa cells［J］. Journal of Re-
production and Development，58（1）：44-50. doi：10.1262/
jrd.2011-012.

Mulsant P，Lecerf F，Fabre S，Schibler L，Monget P，Lanneluc
I，Pisselet C，Riquet J，Monniaux D，Callebaut I，Cribiu
E，Thimonier J，Teyssier J，Bodin L，Cognié Y，Chitour
N，Elsen J M. 2001. Mutation in bone morphogenetic
protein receptor-IB is associated with increased ovulation
rate in Booroola Merino ewes［J］. Proceedings of the Na-
tional Academy of Sciences of the United States of Ame-
rica，98（9）：5104-5109. doi：10.1073/pnas.091577598.

Prockop D J. 1990. Mutations that alter the primary structure
of type I collagen. The perils of a system for generating
large structures by the principle of nucleated growth［J］.
Journal of Biological Chemistry，265（26）：15349-15352.

Rodgers R J，Irving-Rodgers H F，Russell D L. 2003. Extra-
cellular matrix of the developing ovarian follicle［J］. Re-
production，126（4）：415-424. doi：10.1530/rep.0.1260415.

Tu J J，Cheung A H H，Chan C L K，Chan W Y. 2019. The
role of microRNAs in ovarian granulosa cells in health
and disease［J］. Frontiers in Endocrinology（Lausanne），
10：174. doi：10.3389/fendo.2019.00174.

Wang Q，Yu J H. 2018. MiR-129-5p suppresses gastric cancer
cell invasion and proliferation by inhibiting COL1A1［J］.
Biochemistry and Cell Biology，96（1）：19-25. doi：10.
1139/bcb-2016-0254.

Yao Y L，Reheman A，Xu Y F，Li Q F. 2019. miR-125b con-
tributes to ovarian granulosa cell apoptosis through targe-
ting BMPR1B，a major gene for sheep prolificacy［J］. Re-
productive Sciences，26（2）：295-305. doi：10.1177/1933719
118770544.

Zhang C Y，Yuan W G，He P，Lei J H，Wang C X，Zhang C
Y，Hei J H. 2016. Liver fibrosis and hepatic stellate
cells：Etiology，pathological hallmarks and therapeutic tar-
gets［J］. World Journal of Gastroenterology，22（48）：10512-
10522. doi：10.3748/wjg.v22.i48.10512.

Zhang Z Y，Wang Y X，Zhang J H，Zhong J T，Yang R. 2018.
COL1A1 promotes metastasis in colorectal cancer by re-
gulating the WNT/PCP pathway［J］. Molecular Medicine
Reports，17（4）：5037-5042. doi：10.3892/mmr.2018.8533.

Zhou A N，Qu J，Liu M，Tso P. 2020. The role of interstitial
matrix and the lymphatic system in gastrointestinal lipid
and lipoprotein metabolism［J］. Frontiers in Physiology，
11：4. doi：10.3389/fphys.2020.00004.

（责任编辑 兰宗宝）


