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妊娠奶牛 PAPPA 和 PAG mRNA 表达规律的研究

郭　宁 ,李　莲 ,周　璇 ,崔群维 ,王根林＊

(南京农业大学动物科技学院 ,江苏 南京 210095)

摘　要:[目的]分析 PAPPA(妊娠相关血浆蛋白 A)和 PAG(妊娠相关糖蛋白)mRNA 在不

同妊娠时期奶牛外周血的表达规律。[方法]提取奶牛空怀期和妊娠 30 d 、60 d 、90 d 、150 d

和 240 d血浆中游离 RNA ,RT-PCR扩增 PA PPA 和 PAG 的基因 ,分析其在妊娠期的相对

表达水平 ,并研究其表达规律。[ 结果] PAG 基因在空怀组和妊娠牛均有表达 , 在牛妊娠

240 d时相对表达水平达到高峰;PAPPA从妊娠 30 d时表达水平开始升高 ,并在妊娠 150 d

时达到最高水平。[结论]本研究为深入探讨奶牛 PAPPA 和 PAG 基因调控规律和早期妊

娠诊断提供了参考 。
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　　妊娠相关血浆蛋白 A(pregnancy-associated

plasma pro tein-A ,PAPPA)是 1974年 Lin[ 1] 等首次

从孕妇血清中分离出来的一种大分子糖蛋白质 ,它

在血清中的含量与妊娠周期密切相关 。有研究发

现 ,妊娠期 PAPPA 由胎盘滋养合体细胞和蜕膜细

胞分泌合成并进入血循环
[ 2]

,而 PAPPA 虽在其他

组织也有微量表达 ,但水平远低于胎盘 。目前 ,在人

医上 PAPPA已被作为孕妇血清学产前检查的一项

重要生化指标 ,主要用于妊娠早期诊断 。近年来大

量的研究发现 ,母体外周血中 PAPPA 异常低值与

胎儿染色体数目和结构异常相关 ,是目前妊娠早期

最常用 、最有希望的临床筛查指标之一。

妊娠相关糖蛋白(pregnancy-associated glyco-

protein ,PAG)是一种由胎盘分泌的妊娠特异性蛋

白 ,已经在牛 、绵羊 、猪等[ 3] 动物中发现。PAG 已经

被认为在妊娠过程中起着免疫保护作用 ,一些研究

还表明 PAG 在妊娠期浓度不断增加与牛的免疫抑

制有关[ 4] 。在妊娠奶牛中 , PAPPA 和 PAG 都可以

作为一种妊娠标记蛋白 ,且其在妊娠期均有着重要

的作用 。本试验通过分析 PAPPA 和 PAG 的 m R-

NA 在妊娠奶牛外周血中的相对表达量 ,研究其表

达规律 ,从而为奶牛早期妊娠诊断提供参考。

1　材料与方法

1.1　试验材料

1.1.1　试验动物　试验动物来自于扬州大学实验

农场无繁殖障碍的 48 头荷斯坦母牛 , 将其分为 6

组 ,分别为对照组(健康未经产青年奶牛和经产半年

内未配种的奶牛)8头 ,试验组妊娠 30 d 、60 d 、90 d 、

150 d和 240 d母牛各 8头。

1.1.2　主要试剂与仪器　柱式病毒 RNA out(北京

天恩泽基因科技有限公司)、反转录酶(TAKA RA)、

琼脂 、S YBR Green M aster(Roche)、7300 型荧光定

量 PCR仪(ABI)、紫外分光光度计。

1.2　试验方法

1.2.1　样品采集　10 m L 离心管在 0 .1%DEPC 水

中经过夜处理 、干燥 、高压等步骤彻底清除外源污染

的 RNA 。尾静脉采集奶牛血液 ,柠檬酸钠抗凝剂与

血液以 1∶6的比例进行抗凝处理。

1.2.2　引物合成　以看家基因 β -actin为内参 , 从

GenBank中检索牛 PA PPA 和 PAG 的 m RNA 序

列 , 使用 Prime r Premier 5.0软件设计引物 ,引物由

＊ 收稿日期:2010-12-29　修回日期:2011-01-19
基金项目:本研究由国家科技部奶业支撑计划(2006BAD04A12)和江苏省科技支撑计划(BE2008306-2)共同资助。
作者简介:郭宁(1985-),女 , 陕西渭南人 ,在读硕士 , 专业方向动物繁殖与遗传育种。
＊通讯作者:王根林(1957-),男 , 江苏靖江人 ,教授 , 博士生导师 ,主要从事动物生殖生理 、生殖调控和养牛学领域的教

学和研究工作。



上海英骏生物技术有限公司合成。引物序列见表 1。

表 1　目的基因的引物序列和片段大小

目的基因 引物序列 片段大小

PAPPA

(XM 002689953)

F :5'-atg tgacctt t gcctggaag-3'

R:5'-ctggact tacagggctgctc-3'
141 bp

PAG

(NM 174411.2)

F :5'-tgagcctgt t t t tgcct tct-3'

R:5'-tactctccattcgcctgct t-3'
136 bp

β-act in

(NM 173979.3)

F:5'-t ccagcct tcct tcctgggcat-3'

R :5'-ggacagcaccgtg ttggcg taga-3'
116 bp

1.2 .3　RNA 的提取及检测　所采集的血样于两小

时内以 1 600 g/min 离心 10 min ,将获得血浆转移

至 DEPC处理过的 1.5 m L 离心管中 。进行低温高

速(温度 4 ℃,离心力 24 , 000 g)离心 60 min ,取离

心后的血浆 0.2 m L 按柱式病毒 RNAout说明书提

取 RNA 。在紫外分光光度计中测定 RNA 的纯度

和浓度 ,并检测 RNA 的质量。将所提取的 RNA 置

于-80 ℃保存备用。

1.2.4 　cDN A 的制备　在每个所得的 RNA 样中

取 2 μL ,按 t ransverse ki t(TAKA RA)的说明进行

反转录 , 最终获得 20μL 体系的 cDNA 样。所得

cDNA于-20 ℃冰箱保存备用。

1.2.5　RT -PC R检测 PA PPA 的相对表达量　采

用 20 μL 的反应体系 ,避光操作 ,按 Roche 定量的试

剂盒依次加入试剂和模板 ,在实时荧光定量 PCR仪

进行反应。反应条件如下设置:94 ℃预变性 2 min ,

94 ℃变性 30 s ,60 ℃退火30 s ,72 ℃延伸 2 min ,共

40个循环。并纪录每个样本所得的 Ct值 。

1.3　数据分折

■Ct =样品 Ct 均值 -内参照 Ct 均值 ,

■■C t =■C t -(随机阴性对照样品 Ct 均值-该

样品内参照 Ct均值),以 2-■■Ct表示样品中目的基

因m RNA相对表达量。采用 SPSS16.0 对所得实验

数据进行单因素方差分析 ,实验数据均用 x ±s 表

示。P <0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　PAPPA 在外周血中的相对表达量

以血液中 β-actin 的表达量为参照 ,通过 RT-

PCR分析 PAPPA的 m RNA 在血液中的相对表达

量。试验所得数据见表 2。

表 2　PAPPA 的 Ct值

孕龄 PAPPA 的 Ct平均值(n=8) β-actin的 Ct平均值(n=8) ■Ct

空怀 31.97±0.55 19.95±1.26 12.02

30 d 30.86±0.91 21.27±0.52 9.61

60 d 28.98±0.71 20.41±1.14 9.56

90 d 29.98±0.70 20.65±0.67 9.00

150 d 29.78±0.72 20.84±0.33 8.93

240 d 29.48±0.98 20.42±0.54 9.05

表 3　PAG 的 Ct 值

孕龄 PAG 的 Ct平均值(n =8) β-actin的 Ct平值(n=8) ■Ct

空怀 38.97±0.81 19.95±1.26 19.02

30 d 37.28±1.91 21.27±0.52 16.02

60 d 35.47±1.48 20.41±1.14 15.06

90 d 37.22±1.60 20.65±0.67 16.57

150 d 37.19±1.28 20.84±0.33 16.35

240 d 34.17±1.40 20.42±0.54 13.76

　　以未妊娠奶牛作为阴性对照 ,计算 2-■■Ct ,分

析整个妊娠期 PAPPA 的 mRNA 在血浆的表达规

律 ,结果见图 1 。与空怀组相比 ,奶牛妊娠期血浆中

的 PAPPA的mRNA水平均有显著性提高(P <0.05)。

其特征为妊娠初期 m RNA表达开始增加 ,妊娠 30 d

和 60 d两组表达水平基本相同 ,妊娠 150 d 时达到

表达峰值 ,妊娠 150 d与空怀组比较差异极显著(P <

0.01)。妊娠 240 d时表达量有所下降。妊娠 5个不

同时期 PAPPA 的 m RNA 表达水平无显著差异。

2.2　PAG 在外周血中的相对表达量

RT-PC R检测 PAG 的 mRNA 表达 ,所得数据

见表 3。
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分析 PAG 在整个妊娠期的表达规律 ,结果见

图 2。虽然在空怀期可以检测到 PAG 的 mRNA 表

达 ,但其表达水平较低 。以空怀期的表达量为对照 ,

随着妊娠期的开始 PAG 的 m RNA 在血浆中的水

平开始增加 。与空怀期相比 ,在整个妊娠 PAG 的

mRNA 表达量增加 ,妊娠 30 d 、90 d 和 150 d 显著

高于空怀期(P <0.05),妊娠 60 d和 240 d时极显

著地高于空怀期(P <0.01)。但妊娠 90 d和 150 d

表达水平下降 ,妊娠 240 d则显著提高 。

　图 1　PAPPA mRNA 在空怀和妊娠牛血浆中的相对表达水平　　图 2　PAG mRNA 在空怀牛和妊娠牛的相对表达水平

注:“ ＊”表示与空怀组比较差异显著 ,“ ＊＊”表示差异极显著。

3　讨论

3.1　血浆中游离 RNA

结果表明 , PA PPA 和 PAG 的 m RNA 在血浆

中的表达水平低。这两种基因表达水平低的主要原

因是由于血浆中游离 RN A 的浓度较低 。目前 ,关

于母体血浆中游离的胎盘或胎儿源的核酸分子认为

有三种来源:①是来源于胎盘 ,可直接进入外周血循

环;②是源于母体外周血循环的胎儿有核细胞凋亡

所释放;③是胎儿核酸分子直接通过胎盘转移进入

母体外周血循环[ 5] 。2000年 Poon等证实孕妇血浆

中也存在着胎儿源的 Y 染色体锌指蛋白(ZFY)

m RNA ,且更易检测到
[ 6]

;N g 等随后在孕妇血浆中

成功检测到胎盘普遍表达的胎盘催乳素(hPL)和 β-

H CG的 m RNA ,并认为胎盘是孕妇血浆胎儿游离

核酸的主要组织来源[ 7] 。由于牛的胎盘结构不同于

人类 ,母体血液中胎盘源 RN A 的来源也可能不同。

母体外周血中游离 RNA 的存在形式比较特殊 ,其

结构类似于病毒 , RNA 包裹于蛋白外衣内 ,故本试

验中 RNA 的提取不同于普通血液中提取 RNA 的

常规方法 ,特以病毒 RNA 试剂盒提取外周血中游

离的 RNA 。由于个体差异及单个样本独立处理造

成提取出的浓度差异极大 ,但因本试验是测定基因

的相对表达量 ,故不影响最终结果。

3.2　PAPPA和 PAG 的 m RNA 在血浆中的表达

在妊娠期间 ,相对于其他组织 ,如肝脏和红细胞

系 ,胎盘表达更多的功能性基因 ,但只有部分的功能

是明确的 。对于某些功能未明确的基因 ,目前仍有

大量的试验在进行中 。现在可通过公布的 ES T(已

表达序列标志)序列 、微阵列分析 、构建的 cDNA 文

库和联合分析的方法 ,作为一种研究分析胎盘表达

的基因的资源[ 8 , 9] 。在妊娠早期 ,如果缺乏某些胚

胎自身表达的基因 ,将会导致妊娠的终止[ 10 , 11] 。本

研究主要通过检测 PAPPA 和 PAG 这两种基因的

mRNA 在妊娠奶牛外周血的表达水平 ,分析其在妊

娠期的表达规律 ,根据其不同时期的表达量结合其

功能更进一步地认识其在妊娠期发挥的作用 。

本研究结果表明 ,妊娠开始后 PAPPA 的表达

水平开始升高 ,到妊娠 150 d 时出现高峰 。人医方

面也有类似的研究成果[ 12] ,在妊娠早期单胎受精 32

d和双胎受精 21 d 后孕妇血清中可检测到 PAP-

PA ,其含量随孕周而变化 ,妊娠 7周后血清中 PAP-

PA水平比未孕时高出 5倍 ,妊娠终止后迅速消失 。

有大量研究表明 ,当妊娠期的 PAPPA 的表达明显

降低时 ,出现流产 、死胎 、早产及妊娠高血压等病症

的发病率往往较高[ 13-15] 。虽然 PAPPA 在其他组织

中也可以检测到 ,但是其在妊娠期血浆中的高水平

表达 ,已将其列为一种妊娠标记蛋白
[ 14]

。

PAG 是一种由胎盘在妊娠期特异产生的一种

酸性糖蛋白 ,可以进入母体的外周血循环 ,因而提供

了一种进行早期妊娠诊断的方法 。有多项研究表

明 ,在奶牛配种 28或 30 d后 ,用 PAG 的抗血清进
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行放射免疫测定可以进行妊娠诊断[ 16-19] 。本试验检

测 PAG 的 m RNA 在外周血中的表达 ,结果表明 ,

在空怀期和妊娠期均检测到了 PAG 的 m RNA 在

血液中的表达 ,但空怀期的表达极低 。空怀期牛血

液中 PAG 含 量 并不 为 零 , 而是 较 低 , 小 于

1 ng/m L[ 20-22] ,这一结果与前人所得的研究结果基

本一致 。本试验中在妊娠末期(240 d)时 , PAG 的

m RNA的表达量极显著地(P <0.01)高于空怀期 ,

与 Patel[ 23 , 24] 等检测妊娠牛血清中 PAG 蛋白的结

果相似 ,即血液中 PAG 蛋白含量高峰出现在分娩

前 。

PAG 属于天冬氨酸蛋白酶家族 , 但是部分

PAG 并不具备酶活性 ,其功能仍然不清楚[ 25 , 26] 。有

研究证明 PAG 在妊娠期间发挥免疫保护作用 ,在

着床和胎盘形成时有重要的作用[ 27] 。在妊娠第三

周 ,妊娠奶牛的外周血中可检测到 PAG[ 2 8] ,并且被

用于早期妊娠诊断中。有研究报道在妊娠晚期胚胎

死亡后 ,血清中 PAG 的浓度迅速开始下降
[ 29]

,这些

研究都表明在妊娠期 PAG 有着重要的作用 ,不同

时期可能发挥着不同的功能 。

本研究证明 ,PAPPA 和 PAG 可做为妊娠标记

蛋白 ,但 PAG的 m RNA 表达水平与 PAPPA 相比 ,

在妊娠早期就可达到高水平 ,这一结果更有助于早

期妊娠诊断的准确性。对于两种蛋白及其基因表达

在妊娠期的作用 ,有待进一步研究。
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Preliminary Study on PAPPA and PAG mRNA Expression in Cows

GUO Ning , LI Lian ,ZH OU Xuan , CUI Q un-w ei ,WANG Gen-lin
＊

(Col lege o f Animal S cience and Technolog y , Nan j in g Ag ricul tural Universi ty , Nanj ing , J iangsu 210095 , China)

Abstract:【Objective】The expression regulari ty w as analyzed of PAPPA (Pregnancy associated plasma

protein A)and PAG (Pregnancy associated g ly copro tein)mRNA in peripheral blood o f H olstein cow s.

【M ethod】Ex tract f ree RNA from the plasma of un-pregnant and pregnant cow s at the 30 d , 60 d ,90 d ,150

d and 240 d of pregnancy .PA PPA and PAG genes w ere am plified by RT-PCR.【Result】PAG w as detected

in both pregnant cow s and non-pregnant cow s.The relative expression level rose to the highest at the 150

d of pregnancy .PAPPA expression began to increase at 30 d and reached to the highest at 150 d.This re-

sult provided the reference fo r further exploring the regulation o f PA PPA and PAG and fo r early pregnancy

diagno sis in cow s .

Key words:cow ;PAPPA ;PAG;gene expre ssion
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