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黄牛、牦牛和犏牛睾丸组织中 Cdc2、Cdc25A 基因
mRNA 表达水平 

董丽艳, 李齐发, 屈旭光, 李隐侠, 李新福, 徐洪涛, 谢庄 

南京农业大学动物科技学院动物生殖遗传与分子进化实验室, 南京 210095 

摘要: 黄牛和牦牛远缘杂交后代犏牛雄性不育是牦牛杂交改良中的一大难题。Cdc2 和 Cdc25A 是减数分裂的两

个关键基因, 其表达水平的下降将使精子发生不能正常进行, 导致雄性不育。为了探讨 Cdc2、Cdc25A 基因

mRNA 表达水平与犏牛雄性不育的关系, 文章采用荧光定量 PCR 技术对 Cdc2 和 Cdc25A 基因的组织表达特征

以及在黄牛、牦牛和犏牛睾丸组织中的表达水平进行了分析。结果表明: Cdc2 和 Cdc25A 基因在牦牛各种组织

中广泛表达, 说明 Cdc2 和 Cdc25A 基因在各种组织细胞分裂和细胞周期运行中均发挥作用; 黄牛和牦牛睾丸组

织中 Cdc2、Cdc25A 基因表达水平均显著高于犏牛(P<0.05), 说明睾丸组织中 Cdc2 和 Cdc25A 基因的低表达可

能与犏牛雄性不育相关。 
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Expression levels of Cdc2 and Cdc25A mRNA in cattle, yak, and 
cattle-yak testis 
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Abstract: The infertility of cattle-yak, which is the hybrid offspring of cattle and yak, is a difficult problem in cross-
breeding and improvement of yak. Cdc2 and Cdc25A are the key genes of meiosis. The decline of their expression levels 
will cause the spermatogenesis failure and lead to infertility. Therefore, this study was conducted to study the relationship 
between the infertility of cattle-yak and the expression levels of Cdc2/Cdc25A genes. The expression profiles were obtained 
by RT-PCR. Cdc2 and Cdc25A genes were widely expressed in many tissues, which confirmed their important role in cell 
division and the progression of cell cycle. Real-time quantitative PCR analysis indicated that the expression levels of Cdc2 
and Cdc25A in cattle and yak testis were higher than those in cattle-yak (P<0.05). Therefore, low expression levels of Cdc2 
and Cdc25A genes may have a relationship with the infertility of cattle-yak. 
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犏牛是牦牛和普通牛的一代杂种, 其生产性能 明显优于牦牛, 但由于种间杂种雄性不育, 使其在
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生产和育种中的应用均受到极大的限制[1]。国内外

学者对牦牛远缘杂交后代雄性不育机理从杂交组

合、组织形态、生殖内分泌、细胞遗传学以及蛋白

多态等多方面进行了大量研究, 但目前尚未得到能
证实的理论依据 [2], 因此探明犏牛雄性不育机制成
为近年来牦牛杂交改良和育种有待解决的难题。 

Boule基因是近年来新发现的控制精子发生过
程中减数分裂的主要调控基因, 是DAZ基因家族的
新成员, Boule的缺乏会引起减数分裂障碍、精子发
生失败, 导致雄性不育[3]。人类和果蝇的Boule基因
都是通过一个相同的信号途径来调控精母细胞减数

分裂过程, 即Boule基因第一次减数分裂的前期表达, 
促进Cdc25A (Cell division cycle 25A )基因mRNA的
翻译 , Cdc25A蛋白促使Cdc2 去磷酸化 , 从而激活
Cdc2/cyclinB复合物MPF(M-phase promoting factor), 
而活化的MPF启动减数分裂过程G2/M的转换, 完成
减数分裂过程[4~6]。作为Boule基因的下游信号分子, 
Cdc2 和Cdc25A在睾丸组织中的高表达对精子发生至
关重要, 在人和小鼠的睾丸中, Cdc2、Cdc25A基因表达
下降将引起生精障碍, 导致不育[3, 7]。 

张庆波[8]研究发现犏牛睾丸组织中Boule基因的
表达缺乏或显著下降, Boule是犏牛雄性不育的侯选基
因。为了研究Boule基因的作用机制和其下游信号分子
与犏牛雄性不育的关系, 本文采用荧光定量PCR技术
对Cdc2和Cdc25A基因的组织表达特征以及在黄牛、牦
牛和犏牛睾丸组织中的表达水平进行分析。 

1  材料和方法 

1.1  实验动物 

选取同一生态地区四川松潘、茂县自然放牧的

3 岁左右的健康的公黄牛、公牦牛和公犏牛各 8 头, 
共 24头, 屠宰后采取睾丸、附睾、副性腺、垂体、
下丘脑、心脏、肝脏、脾脏、肾脏、肺脏、胸肌等

组织样, 迅速置于液氮中保存。  

1.2  方法 

1.2.1  引物设计与合成 

以看家基因β -actin为内参, 从 GenBank检索牛
Cdc2(GenBank登录号: NC007329)、Cdc25A (GenBank
登录号: BC151493)和β-actin(GenBank登录号: NM173 
979) mRNA 序列, 综合考虑引物设计的各项原则, 在
Primer Premier 5.0软件中设计引物。引物序列分别为

Cdc2: F: 5′TC TATCCCTCCTGGTCAGTTC-3′, R: 5′- 
TGTCCACTGGAGTTGAGTAGC-3′(产物长度 : 283  
bp); Cdc25A: F: 5′-ACCTCTTTCATACCGTTGCTG 
G-3′, R: 5′-AACTC CTTGTATCCGCCCTTCA-3′ (产
物长度 : 385 bp); β-actin: F: 5′-TCCAGCCTTC 
CTTCCTGGGCAT-3′, R: 5′-GGACAGCACCGTGTT 
GGCGTAGA-3′(产物长度: 116 bp)。引物由宝生物工
程(大连)有限公司合成。 

1.2.2  RNA 提取与反转录 

采用 Trizol 法提取牛各种组织的总 RNA, 紫外
分光光度计测定总 RNA 浓度和纯度 (OD260/ 
OD280=1.8~2.0)。总 RNA反转录的反应体系为 25 μL: 
包括 2 μg 总 RNA, 200 U M-MLV 反转录酶

(Promega公司), 1 μg oligo(dT)18引物, 20 U Rnasin 
inhibitor, 0.4 mmol/L dNTP, 5 μL 5×RT Buffer。将
RNA模板、oligo(dT)18引物和 dNTP混合, 70℃变性
5 min, 迅速放冰上冷却, 加入其余试剂并混匀, 37
℃ 1 h, 95℃5 min。反转录产物于−20℃保存。 

1.2.3  PCR 扩增、克隆测序及 Real-time PCR 反应  

PCR扩增体系为 10 μL: 包括 1 μL PCR buffer, 
0.5 μL dNTPs, 0.5 μL MgCl2, 0.5 μL上游和下游引物, 
0.5 μL RT产物, 0.1 μL Taq DNA聚合酶(TaKaRa公
司)。扩增条件: 94℃ 3 min;  94℃ 30 s, 复性 30 
s(复性温度分别为 Cdc2 基因 56.8℃, Cdc25A 基因
60.8℃, β-actin基因 56.8℃), 72℃ 30 s, 35个循环, 
72℃ 5 min。PCR 产物经琼脂糖凝胶电泳分离, 用
V-gene DNA 凝胶回收试剂盒(V-gene公司)纯化(按说
明书操作)。回收的 DNA 片段与 pMD18-T Simple 
vector载体连接并转化 JM109菌株。挑取阳性克隆, 用
V-gene 质粒 DNA 提取试剂盒(V-gene 公司)提取质粒, 
PCR鉴定后送上海英骏生物技术有限公司测序。 

RT-PCR 方法检测 Cdc2 基因和 Cdc25A 基因在
牦牛各组织中的表达, PCR产物用 8%聚丙烯酰胺凝
胶电泳分离, 银染, 拍照。 

mRNA 表达水平利用实时荧光定量仪(美国 MJ
公司)来评估。反应体系为 20 μL: 包括 1 μL RT产
物, 10 μL SYBR Premix Ex TaqTM荧光定量酶, 0.5 
μmol/L目的基因上游和下游引物各 0.4 μL, 无菌双
蒸水 8.2 μL。反应条件: 95℃预变性 1 min; 95℃ 10 s, 
复性 10 s(复性温度分别为 Cdc2基因 56.8℃, Cdc25A
基因 60.8℃, β-actin基因 56.8℃), 72℃ 15 s, 45个循
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Cdc25A基因表达量进行分析, 结果显示(表 1和图 3), 
黄 牛 睾 丸 组 织 Cdc2 基 因 mRNA 表 达 量

(11.5260±2.17404)、牦牛睾丸组织 Cdc2基因 mRNA
表达量(12.0780±2.07090), 均显著高于犏牛睾丸组
织 Cdc2 基因 mRNA 表达量 (5.9198±0.89957) 
(P<0.05); 黄牛睾丸组织 Cdc25A基因 mRNA表达量
(1.8349±0.50976)、牦牛睾丸组织 Cdc25A基因 mRNA
表达量 (2.0718±0.31021)均显著高于犏牛睾丸组织
Cdc25A基因mRNA表达量(0.8213±0.08738) (P<0.05)。 

环, 72℃实时检测荧光信号;  65~94℃, 每隔 0.2℃
读板一次, 检测熔解曲线。以β -actin 为内参, 每个
样品 3 个重复, 用克隆有目的片段的质粒梯度稀释
后作为标准品, 制作标准曲线。 

1.2.4  数据分析 

定量结果用 SPSS13.0 软件进行统计分析, 采

用 One-Way ANOVA分析。 

构建数学模型: yij=μ+Bi+eij. 其中, yij为第 i个
牛种类第 j头牛的观测值; μ为总体效应值; Bi为第 i
个牛种类效应值(i=1, 2, 3, 分别表示黄牛、牦牛、犏
牛); eij为残差, eij~N(0, σ 2)。 

3  讨 论 

组织形态学观察发现犏牛生精小管上皮多由

1~2层精原细胞构成, 初级精母细胞很少, 无次级精
母细胞, 附睾内未观测到精子, 而黄牛、牦牛睾丸组
织中可见各级生精细胞, 附睾内可见发育良好的精
子[1, 2], 可见F1代犏牛雄性不育主要是由精子发生过

程中减数分裂障碍所引起的。哺乳动物精母细胞减

数分裂是精子发生过程中的关键步骤, 参与减数分
裂调控的基因发生缺失或突变容易引起无精子症和

男性不育 , 其中DAZ(Deleted in Azoospermia)家族
(DAZ family)就是其中非常重要的一类  [9~14], 而
Cdc25A是DAZ基因家族的下游底物[5], 在细胞周期
中, 它对M期的调控有重要作用 [15], Cdc25A表达量
减少将降低MPF的活性, 进一步抑制细胞进入细胞
周期, 导致细胞凋亡[16]。 

2  结果与分析 

2.1  黄牛、牦牛、犏牛 Cdc2基因、Cdc25A基因和
β-actin基因 RT-PCR扩增结果 

如图 1 所示, 在黄牛、牦牛、犏牛睾丸组织中, 
Cdc2、Cdc25A和β-actin基因引物的 RT-PCR扩增特
异性条带分别为 283 bp、385 bp和 116 bp, 与预期
结果一致。将 Cdc2、Cdc25A 和β-actin 基因的扩增
片段克隆于 pMD18-T Vector中, 用DNAstar对测序
结果与引物设计源序列进行同源性比较, 结果显示
各基因与引物设计源序列同源性达 100%, 表明 PCR
扩增片段为黄牛、牦牛和犏牛特异的 Cdc2、Cdc25A
和β-actin基因 cDNA片段。 

2.2  牦牛 Cdc2基因、Cdc25A基因的组织表达谱分析 
真核生物的减数分裂是由 MPF启动的, MPF是

由调节亚基 Cyclin B和催化亚基 Cdc2所组成, 它的
活化受 Cdc2的 15位酪氨酸和 14位苏氨酸的去磷酸
化所控制。Boule基因在第一次减数分裂的前期表达, 
当进入M期, Boule促进 Cdc25A磷酸酶基因 mRNA
的翻译, 然后 Cdc25A 蛋白促使 Cdc2 去磷酸化, 从
而激活 MPF 的活性, 即 Boule 通过调节 Cdc25A 来
调控 MPF。被激活的 MPF使细胞磷酸化, 引起核膜 

分别利用 Cdc2基因、Cdc25A基因引物对牦牛睾
丸、附睾、副性腺、下丘脑、垂体、心脏、肝脏、脾

脏、肾脏、肺脏、胸肌组织进行 RT-PCR扩增, 结果(图
2)表明: Cdc2和 Cdc25A基因在各种组织中都有表达。 

2.3  黄牛、牦牛和犏牛睾丸组织 Cdc2基因、Cdc25A
基因 mRNA荧光定量分析 

用 Real-time PCR法对 3种牛睾丸组织 Cdc2、 
 

 

 
 

图 1  黄牛、牦牛和犏牛 Cdc2 基因、Cdc25A 基因和β-actin 基因的 RT-PCR 电泳图 
M: DNA分子量标记(100 bp ladder); 1~3: 分别为黄牛、牦牛、犏牛 Cdc2基因扩增片段; 4~6: 分别为黄牛、牦牛、犏牛 Cdc25A基因
扩增片段; 7~9: 分别为黄牛、牦牛、犏牛β-actin扩增片段。 
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图 2  牦牛 Cdc2、Cdc25A 基因在各组织中的表达 
A: 为 Cdc2基因; B: 为 Cdc25A基因。M: DNA分子量标记(100 bp ladder); 1: 睾丸; 2: 附睾; 3: 副性腺; 4: 垂体; 5: 下丘脑; 6: 心脏; 7: 
肝脏; 8: 脾脏; 9: 肾脏; 10: 肺脏; 11: 胸肌。 
 

表 1  黄牛、牦牛和犏牛睾丸组织中 Cdc2、Cdc25A 基因 mRNA 的表达水平的方差分析 

Cdc2 Cdc25A 
变异来源 

平方和(SS) 自由度(df) 均方(MS) F值 平方和(SS) 自由度(df) 均方(MS) F值 
种类间 185.755 2 92.878 3.545* 7.060 2 3.530 3.639﹡ 
种类内(误差) 550.160 21 26.198  20.368 21 0.970  

总变异 735.915 23   27.428 23   

注: *表示差异显著。 
 

 

图 3  黄牛、牦牛和犏牛睾丸组织中 Cdc2、Cdc25A 基因 mRNA 的表达水平 
1: 黄牛 2: 牦牛; 3: 犏牛; 不同字母表示黄牛和犏牛, 牦牛和犏牛 Cdc2、Cdc25A表达量差异显著(P<0.05)。 
 

破裂 , 染色体浓缩 , 形成纺锤体 , 这样来控制减数
分裂。研究发现在精子发生异常患者中BOULE基因
表达缺乏或减少, 引起减数分裂阻滞和精子生成障
碍, 精子发生停留在初级精母细胞阶段 [ 17], 从而导
致无精子症或少精子症并产生不育[18]。在小鼠中的

精原细胞、初级、次级精母细胞中, Cdc25A高表达, 
说明Cdc25A在减数分裂中起着重要作用 [ 1 9 ,2 0 ]。

Cdc25A蛋白主要在精母细胞、精细胞以及精子中表
达。在精子发生失败患者中, 尤其是减数分裂受阻
和唯支持细胞综合征患者中, Cdc25A mRNA表达水
平显著降低 [ 16] , 因此推断精子发生失败与Cdc25A 

表达水平降低有关。Cdc2 作为MPF的组成部分, 在
精子发生过程中起着至关重要的作用[21], Cdc2被破
坏将导致减数分裂受阻, 从而不能形成正常的生殖
细胞 [22, 23]。Lin等 [3]利用实时定量PCR技术检测 37
个少精症患者睾丸Cdc2、Cdc25A表达水平。在精子
发生失败患者中, Cdc2、Cdc25A表达水平明显下降。
表 明 其 表 达 水 平 与 精 子 发 生 障 碍 相 关 。 

本文研究发现Cdc2 和Cdc25A基因在牦牛各种组
织中都有表达(图 2), 与其他物种的研究结果是一致
的[24], 这与其广泛的生理功能是相符的, 即Cdc2 和
Cdc25A是细胞周期进行与细胞增生的调控     者[15, 
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16, 19, 20, 22, 23]。本文通过荧光实时定量PCR在黄牛、牦
牛和犏牛睾丸组织中对Cdc2 和Cdc25A基因表达量进
行了分析(图 3 和表 1), 分析发现Cdc2, Cdc25A基因
在黄牛、牦牛睾丸组织中表达量高, 而在犏牛睾丸组
织中表达量很低, 这与Lin等[3]、Cheng等[16]在男性不

育患者中的研究结果一致, 说明Cdc2、Cdc25A基因的
表达量可能与犏牛雄性不育有关。 
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