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摘   要：Uhrf1是一种有多结构域和功能的表观遗传因子，在 DNA甲基化、细胞代谢及细胞增殖

中发挥关键作用。为探究 Uhrf1 在母牦牛生殖生理过程中的作用，本研究采集 3 种繁殖期(卵泡

期、黄体期和妊娠期)健康牦牛的 3 种生殖器官(卵巢、输卵管和子宫)，共 9 组，采用实时荧光定

量 PCR (real-time fluorescence quantitative PCR, RT-qPCR)、蛋白免疫印迹技术(Western blotting)和
免疫组织化学(immunohistochemistry, IHC)法检测 Uhrf1 的表达和定位情况。RT-qPCR 和 Western 
blotting 结果显示，Uhrf1 在卵泡期输卵管中的表达量最高，妊娠期子宫次之，黄体期子宫最低

(P<0.05)。IHC 结果显示，Uhrf1 主要在卵巢生殖上皮、卵泡膜、卵泡颗粒层、黄体细胞、输卵管

黏膜上皮细胞、子宫腺(uterine glands, UG)中表达。本研究表明 Uhrf1 在不同繁殖期母牦牛主要生

殖器官中的表达存在差异，提示其在牦牛生殖生理过程中的调控作用具有重要意义。 
关键词：Uhrf1；牦牛；繁殖周期；卵巢；输卵管；子宫 

·生物技术与方法· 
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Abstract: Uhrf1 is a multi-domain and multifunctional epigenetic regulator playing key roles in 
DNA methylation, cell metabolism, and cell proliferation. To investigate the role of Uhrf1 in the 
reproductive physiology of female yaks, we collected three reproductive organs (ovaries, 
oviducts, and uteri) from healthy yaks during three reproductive phases (follicular, luteal, and 
gestational phases), with a total of nine groups. Real-time fluorescence quantitative PCR 
(RT-qPCR), Western blotting, and immunohistochemistry (IHC) were employed to determine 
the expression levels of Uhrf1 and the subcellular localization of this protein. RT-qPCR and 
Western blotting results showed that Uhrf1 was expressed highest in the oviduct during the 
follicular phase, moderate expression in the uterus during the gestational phase, and the lowest 
expression in the uterus during the luteal phase (P<0.05). IHC results showed that Uhrf1 was 
mainly expressed in the ovarian germinal epithelium, theca follicular, follicular granulosa, 
luteal cells, oviduct mucosal epithelial cells, and uterine glands (UG) of yaks. In conclusion, 
Uhrf1 was differentially expressed in the major reproductive organs during the reproductive 
cycle of female yaks, indicating its important regulatory role in the reproductive physiology of 
yaks. 
Keywords: Uhrf1; yak; reproductive cycle; ovary; oviduct; uterus 

 
牦牛是唯一生活在低氧高寒地区的大型反

刍动物[1-3]。由于对高寒低氧和营养缺乏等恶劣

环境具有极强的适应性[4]，牦牛一直是高原牧区

的宝贵资源，是牧民赖以生存的生产生活资料，

对高原地区的畜牧业发展和历史文化传承至关

重要。然而，在恶劣的自然环境下，牦牛性成熟

晚、繁殖率较低[5]，通常每两年产一胎或三年产

两胎[6-7]，并且超过 90%的母牦牛在分娩后的首

个发情季节无法正常发情[8]，这严重制约了牧区

的经济发展。因此，研究牦牛繁殖调控机制对于

提高其繁殖效率具有重要意义。 
泛素样植物同源结构域和环指结构域 1 

(ubiquitin-like with PHD and RING finger 
domains 1，Uhrf1)是一种表观遗传修饰蛋白，最

早发现于小鼠细胞核中，又被称为核蛋白

95(nuclear protein of 95 kDa，NP95)[9]，主要存在
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于细胞周期 S 期，可调控细胞增殖和肿瘤生长，

在结直肠癌、肾细胞癌和肝内胆管细胞癌等多种 

类型的肿瘤中高度表达[10-11]。Uhrf1 是一种 E3
泛素连接酶，参与 DNA 甲基化和组蛋白修饰，

可靶向组蛋白 H3 上的多个赖氨酸，使其被 DNA
甲基转移酶 1(DNA methyltransferase 1，Dnmt1)
的复制位点靶向序列(replication foci targeting 
sequence, RFTS)结构域进一步识别，从而促进

Dnmt1 的正确定位与激活，并稳定泛素标记酶

E2−E3复合物以促进Uhrf1发挥泛素化修饰作用[12]。 
Uhrf1 是具有多结构域和功能的表观遗传因

子[13-14]，参与多种生物学过程，在早期胚胎发育、

DNA 甲基化、细胞代谢、细胞增殖分化、细胞

周期调控以及维持基因组的稳定性中发挥着关

键作用[10,15-16]。有研究发现，哺乳动物出生后生

殖细胞中 Uhrf1 的条件性缺失可导致雄性完全

不育[17]。还有研究发现，母体 uhrf1 可决定小鼠

卵母细胞的质量，小鼠卵母细胞特异性敲除

uhrf1 基因，可导致雌性不育，uhrf1 基因敲除

(knockout, KO)的大部分胚胎在达到囊胚阶段之

前死亡[18]。小鼠睾丸支持细胞特异性 uhrf1 基因

敲除后表现为完全不育，并伴有睾丸支持细胞增

殖和分化异常、血睾屏障破坏和未成熟生殖细胞

脱落的情况[19]。 
综上所述，Uhrf1 在哺乳动物的繁殖过程中

发挥着关键作用。然而，尚未见 Uhrf1 在不同繁

殖期母牦牛主要生殖器官中表达的研究报道。因

此，本研究应用 RT-qPCR、Western blotting 及

IHC法检测 Uhrf1在不同繁殖期母牦牛主要生殖

器官中的表达及定位，为进一步探究 Uhrf1 在牦

牛繁育过程中发挥的功能及机制提供参考。 

1  材料与方法 
1.1  样品采集 

试验样品于 2023 年 9 月在四川省红原县某

牦牛屠宰场采集。从卵泡期(卵巢上有优势卵

泡)、黄体期(卵巢上有多个黄体)和妊娠期(妊娠

2 个月)的健康母牦牛中各选 3 头，在处死后立即

取其同侧的卵巢、输卵管和子宫组织样品[3,20-21]，

在−80 ℃冰箱中储存备用。本试验由西南民族大

学学术道德与伦理委员会审核批准(批准号：

SMU-202401108)。 

1.2  主要试剂及仪器设备 
试剂：RNA 提取试剂盒(ET111-01-V2，北

京全式金生物技术有限公司)；2 × ChamQ SYBR 
qPCR Master Mix(Q311-02，南京诺唯赞生物科

技股份有限公司)；蛋白裂解液(R0010，北京索

莱宝科技有限公司 )；兔多克隆抗体 β-actin 
(AF7018，江苏亲科生物研究中心有限公司)；牦

牛源兔多克隆抗体 Uhrf1 (本实验室制备并保

存)；HRP 标记山羊抗兔 IgG(SA00001-2，武  
汉三鹰生物技术有限公司)；免疫组化 SP 试剂

盒(KIT-9720，福州迈新生物技术开发有限公司

提供)。 
仪器：电泳仪、转膜仪、荧光定量 PCR 仪

(Bio-Rad 公司)；Win20-数字切片扫描仪(山东志

盈医学科技有限公司)。 

1.3  组织 mRNA 的提取与反转录及 PCR
扩增 

TransZol Up 法提取牦牛组织的总 RNA，按

反转录试剂盒说明书合成 cDNA，保存于−20 ℃

备用。根据 GenBank 数据库中牛 uhrf1 基因设计

特异性引物(表 1)，由生工生物工程(上海)有限

责任公司进行引物的最终合成。PCR 扩增 uhrf1

和 β-actin 基因，并用琼脂糖凝胶进行电泳检测。 

1.4  牦牛 uhrf1 基因的 RT-qPCR 检测 
将牦牛 3 种繁殖期、3 种生殖器官分为 9 组，

每组样本 3 个复孔，进行 uhrf1 基因的 RT-qPCR
检测，β-actin 为内参基因，进行 3 次重复实验。反

应体系(20 μL)：2×ChamQ SYBR qPCR Master Mix 
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表 1  本研究所用引物 
Table1  Primers used in this study 
Gene Primer sequence (5ʹ→3ʹ) Tm (℃) Product size (bp) GenBank Accession number 
uhrf1 F: TCCTGGCTGGAGGGTATG 

R: CCTTTGAGGTCGTTGATGG 
58 181 XM_010806982.3 

β-actin F: GCAATGAGCGGTTCC 
R: CCGTGTTGGCGTAGAG 

52 141 NM_173979.3 

 
10 μL、cDNA (10 μmol/L) 1 μL、上下游引物  
(10 μmol/L)各 0.5 μL、无菌去离子水 8 μL。反

应程序设定为：95 ℃预变性 30 s；95 ℃变性 10 s，
60 ℃退火延伸 30 s，进行 40 个循环；最后检测

熔解曲线。采用 2–ΔΔCt 法对 Ct 值进行相对定量

分析[22]。 
1.5  牦牛Uhrf1蛋白的Western blotting检测 

取 0.1 g 牦牛组织，研磨成粉后，加入 1 mL
裂解液(radio immunoprecipitation assay，RIPA)
及 10 µL 苯甲基磺酰氟(phenylmethanesulfonyl 
fluoride，PMSF)，在冰盒里裂解 30 min 后，离

心取上清液，加入 4×上样缓冲液(蛋白样品：上

样缓冲液=3:1)，混匀后，在 100 ℃条件下变性  
5 min。经 10%的分离胶电泳后，将分离的目的

蛋白湿转至聚偏二氟乙烯膜 (polyvinylidene 
difluoride，PVDF)上，用 5%脱脂牛奶对膜进行

2 h 的封闭处理，使用一抗 Uhrf1 (1:1 000)及
β-actin (1:10 000)在 4 ℃条件下孵育过夜。次日，

用三羟甲基氨基甲烷缓冲液(tris buffered saline 
with Tween-20, TBST)洗膜 3 次，每次 10 min，
然后室温环境下将膜与二抗(1:8 000)孵育 2 h，
再经 TBST 洗膜 3 次后，滴加增强型化学发光液

(enhanced chemiluminescence，ECL)检测蛋白条

带，并用 Image J 软件分析灰度值[23]。 
1.6  免疫组织化学法检测牦牛Uhrf1 蛋白定位 

将 4%多聚甲醛充分固定的牦牛组织修剪成

(1×1×1) cm3 大小，在自来水下冲洗 24 h 后，进

行脱水、浸蜡、包埋、切片(厚度为 4 µm)，切片

干燥后再 64 ℃烘烤 2 h，然后进行酒精脱蜡并水

化，再用柠檬酸盐修复液(0.1 mol/L)微波修复抗

原。采用免疫组化试剂盒染色，其中实验组滴加

一抗 Uhrf1(1:500)，阴性对照组采用磷酸缓冲盐溶

液(phosphate buffer saline，PBS)作为一抗的替代

物，4 ℃过夜孵育。次日，37 ℃恒温箱中孵育二

抗 15 min，再用二氨基联苯胺(diaminobenzidine，
DAB)显色，苏木精复染，脱水、透明、封片[24]。 
1.7  统计方法 

采用 GraphPad Prism 8.4.3 软件对实验数据

进行双因素方差分析，分析牦牛 3 种繁殖期、3 种

生殖器官中 uhrf1 基因和蛋白的表达差异，每组

实验至少重复 3 次。结果以“平均值±标准差

( x s± )”表示，P<0.05 时认为差异具有统计学意义。 

2  结果与分析 
2.1  牦牛 uhrf1 基因表达情况 

PCR 结果表明，目的基因 uhrf1 和内参基因

β-actin 分别在 181 bp 和 141 bp 处具有单一条带

(图 1)，符合预期大小，说明引物特异性良好，

反转录的 cDNA 模板可用于后续的 RT-qPCR 实

验。RT-qPCR 结果显示，uhrf1 基因在卵巢和输

卵管中卵泡期的表达量均显著高于其在黄体期

和妊娠期的表达量，而在子宫中则是妊娠期的

uhrf1 表达量最高(图 2)。 
2.2  牦牛 Uhrf1 蛋白表达 

Western blotting 结果显示，Uhrf1 在卵巢和

输卵管中卵泡期的表达量均显著高于其在黄体

期和妊娠期的表达量，而在子宫中则是妊娠期的

Uhrf1 表达量最高(图 3A、3B)。 
2.3  牦牛 Uhrf1 蛋白定位 

Uhrf1 蛋白阳性表达时在切片中显示为棕褐
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色(图 4)。IHC 结果显示，Uhrf1 在牦牛不同繁殖

期相同生殖器官中的定位差异不明显，主要分布

在卵巢的颗粒细胞、卵泡膜、卵巢生殖上皮细胞、

黄体细胞和输卵管的黏膜上皮细胞、分泌细胞以

及纤毛细胞和子宫腺中。 
 

 
 
图 1  β-actin和 uhrf1基因的 PCR扩增结果   M: 
2 000 bp ladder；1：卵泡期卵巢；2：黄体期卵巢；

3：妊娠期卵巢；4：卵泡期输卵管；5：黄体期输

卵管；6：妊娠期输卵管；7：卵泡期子宫；8：黄

体期子宫；9：妊娠期子宫 
Figure 1  PCR amplification results for β-actin and 
uhrf1 genes. M: 2 000 bp ladder; Lane 1: Ovary in 
follicular phase; Lane 2: Ovary in luteal phase; Lane 
3: Ovary in gestational phase; Lane 4: Oviduct in 
follicular phase; Lane 5: Oviduct in luteal phase; 
Lane 6: Oviduct in gestational phase; Lane 7: Uterus 
in follicular phase; Lane 8: Uterus in luteal phase; 
Lane 9: Uterus in gestational phase 
 

 
 
图 2  牦牛 uhrf1 mRNA 的相对表达量    
Figure 2  Relative expressions of uhrf1 mRNA in 
yak. Error lines in the figure refer to standard 
deviation. Statistical analysis using two-way 
ANOVA. ****: P<0.000 1; *: P<0.05; ns: Not significant.  

 
 

图 3  牦牛 Uhrf1 蛋白的相对表达量   1：卵泡期

卵巢；2：黄体期卵巢；3：妊娠期卵巢；4：卵泡

期输卵管；5：黄体期输卵管；6：妊娠期输卵管；

7：卵泡期子宫；8：黄体期子宫；9：妊娠期子宫 
Figure 3  Relative expression of Uhrf1 protein in 
yak. Lane 1: Ovary in follicular phase; Lane 2: 
Ovary in luteal phase; Lane 3: Ovary in gestational 
phase; Lane 4: Oviduct in follicular phase; Lane 5: 
Oviduct in luteal phase; Lane 6: Oviduct in 
gestational phase; Lane 7: Uterus in follicular phase; 
Lane 8: Uterus in luteal phase; Lane 9: Uterus in 
gestational phase. ****: P<0.000 1; *: P<0.05; ns: 
Not significant. 

3  讨论 
表观遗传修饰在妊娠期间动态变化，表观遗

传修饰因子 Uhrf1 缺失会显著降低小鼠卵母细胞

质量，引起早期胚胎停滞。uhrf1 基因的多态性也

与中国男性少精子症密切相关[25]。此外，Uhrf1
作为一种关键的表观遗传修饰剂，参与 DNA 甲

基化和异染色质形成，在众多生理和病理过程中

具有至关重要的作用[16,26]。由于 Uhrf1 大量存在

于卵母细胞中，并在整个附植前发育过程中持续

存在，Cao 等[18]通过构建卵母细胞特异性敲除小

鼠来研究 Uhrf1 的作用，当这些雌性与野生型雄 
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图 4  牦牛 Uhrf1 蛋白的分布   A：卵泡期卵巢. B：黄体期卵巢. C：妊娠期卵巢. D：卵巢阴性对照. E：

卵泡期输卵管. F：黄体期输卵管. G：妊娠期输卵管. H：输卵管阴性对照. I：卵泡期子宫. J：黄体期子宫. 
K：妊娠期子宫. L：子宫阴性对照. GC：颗粒细胞；TF：卵泡膜；GE：生殖上皮；CL：黄体细胞；EP：

黏膜上皮；UG：子宫腺；TM：肌层；LP：固有层； ：分泌细胞； ：纤毛细胞； ：基细胞. 
Figure 4  Distribution of Uhrf1 protein in yak. A: Ovary during follicular phase. B: Ovary in luteal phase. C: 
Ovary in gestational phase. D: Ovarian negative control. E: Oviduct in follicular phase. F: Oviduct in luteal 
phase. G: Oviduct in gestational phase. H: Oviduct negative control. I: Uterus in follicular phase. J: Uterus in 
luteal phase. K: Uterus in gestational phase. L: Uterine negative control. GC: Granulosa cells; TF: Theca 
follicular; GE: Germinal epithelium; CL: Luteal cells; EP: Epithelium mucosae; UG: Uterine glands; TM: 
Muscle layer; LP: Lamina propria; : Secretory cell; : Ciliated cell; : Basal cell. 
 
性杂交时，在衍生的囊胚基因组中，其甲基化水

平显著降低；这一结果表明母体 Uhrf1 在附植前

胚胎中维持甲基化是必要的 [27]，进一步证明

Uhrf1 在哺乳动物生殖过程中发挥着重要作用。 
卵泡期出现在发情周期的早期，其主要特征

是卵泡的发育和成熟。在卵泡期，卵巢中的卵泡

细胞代谢活动增强，卵泡数量明显增加，合成的

激素也随之增多[28]。卵巢分泌的雌激素和孕激

素等可调控子宫和输卵管的生长发育[29]。有研

究表明，Uhrf1 在成年哺乳动物及胎儿的胸腺、

胎儿的肝脏、睾丸以及骨髓等含有高比例增殖细

胞的组织中均高水平表达，而相比之下，大脑皮

层、小脑和脊髓等非增殖细胞组成的组织中则几

乎没有表达[30]。此外，Uhrf1 通过将 DNMT 招

募到半甲基化位点来维持细胞分裂后的 DNA 甲

基化状态，这表明 Uhrf1 可能参与细胞增殖[31-32]。

还有研究发现，成年小鼠腔上皮和腺上皮的增殖

受到雌激素的调节，雌激素与孕酮共同作用刺激

基质细胞的增殖[33]。金鑫等[34]给卵巢切除的小

鼠注射雌激素后，发现 uhrf1 基因和蛋白的表达

都有所上调，这表明 Uhrf1 表达的上调可能与雌

激素刺激下的上皮细胞增殖有关。本研究结果表

明，Uhrf1 主要定位于牦牛卵巢的颗粒细胞、生

殖上皮细胞、黄体细胞和输卵管的分泌细胞、黏

膜上皮细胞以及纤毛细胞等增殖细胞中。生殖上

皮是卵母细胞形成的关键因素之一，卵巢颗粒细

胞的增殖与卵泡发育紧密相关[35]，黄体细胞在妊

娠建立及黄体维持与发育中发挥重要作用[36]，这
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表明 Uhrf1 可能参与牦牛主要生殖器官中细胞

的增殖，推测 Uhrf1 在牦牛卵泡发育和成熟[37]

以及维持妊娠方面具有重要作用。 
输卵管是卵母细胞成熟、精子获能、受精和

胚胎运输发生的最佳微环境[38-39]。输卵管分泌的

细胞因子和趋化因子是子宫内膜细胞增殖和着

床的化学信使，有助于维持环境稳态[40]。此外，

输卵管微环境提供了稳定的温度、最佳的 pH 值

和动态的液体分泌物，对卵子捕获和运输以及早

期胚胎营养、发育和向子宫腔运输的过程至关重

要[41-42]。与卵巢和子宫类似，输卵管也会经历激

素调节的周期性形态变化，这些变化主要导致了

上皮细胞高度和纤毛搏动频率的变化。例如，上

皮细胞在月经期最短，随后在增殖期高度增加，

在排卵期达到最大高度。在排卵后的时期，分泌

细胞最活跃，纤毛搏动频率最高[43]。在本研究

中，uhrf1 基因和蛋白在牦牛卵泡期输卵管中以

较高水平表达，并且 Uhrf1 主要定位于输卵管黏

膜上皮、分泌细胞、纤毛细胞中，因此推测 uhrf1
基因和蛋白可能与黏膜上皮细胞的增殖及雌激

素的分泌相关[44]。 
子宫是孕育胎儿的地方，胚胎经输卵管进入

子宫后[45]，受到子宫内环境的影响，启动胚胎

基因，激发胚胎发育[46]。有研究发现，uhrf1 基

因敲除的滋养层细胞株的侵袭力和细胞存活率

显著降低[47]。本研究发现 uhrf1 基因和蛋白在牦

牛妊娠期子宫中高表达，这表明 uhrf1 基因和蛋

白可能在牦牛胚胎发育、调控细胞的生长与发育

中发挥着重要的作用。还有研究发现，Uhrf1 主

要定位于小鼠卵母细胞和附植前胚胎的细胞质

中[48]，只有小部分存在于细胞核中；而在小鼠

附植后胚胎(E11.5)中，Uhrf1 广泛存在于胎儿多

个组织器官中[49]。本研究中，Uhrf1 主要定位于

牦牛卵泡期、黄体期和妊娠期的卵巢、输卵管和

子宫组织细胞质中，这与前人的研究结果相一

致。CHU 等[50]通过在斑马鱼中注射吗啉以耗尽

胚胎中的 Uhrf1，最终导致原肠形成前停滞和早

期胚胎死亡；而这种表型可以被野生型的 Uhrf1
挽救，但不能被磷酸化受体突变的 Uhrf1 挽救，

这表明 Uhrf1 的磷酸化是胚胎发生所必需的；另

外研究还发现，Uhrf1 定位于胞核和胞浆，而非

磷酸化的 Uhrf1 不能定位于胞浆，提示这种磷酸

化可能会改变 Uhrf1 的定位，促使 Uhrf1 向细胞

核外运输。此外，外源 Uhrf1 在受精卵时期主要

位于细胞核内，在卵裂后胚胎中则均匀分布于细

胞核和细胞质中，使 Uhrf1 蛋白向胞质中的运输

增多，早期胚胎中内源 Uhrf1 蛋白的分布模式可

能也受到类似机制的调节，使 Uhrf1 蛋白主要定

位于胞质中，这表明早期胚胎中 Uhrf1 蛋白向胞

质内转运，避免细胞核内含量过高，以维持胚胎

发育的正常进行[49]。但 Uhrf1在牦牛 3种繁殖期、

3 种生殖器官中是否也受到相关机制的调节以

及其具体调节机制还需要进一步研究。 

4  结论 
本研究发现，Uhrf1 在牦牛卵巢、输卵管和

子宫中均有表达，且具有显著性差异，但在不同

繁殖期相同生殖器官中的定位差异不明显，主要

定位于卵巢的颗粒细胞、卵泡膜、生殖上皮、黄

体细胞和输卵管的黏膜上皮、分泌细胞、纤毛细

胞及子宫腺中。本研究表明 uhrf1 基因和蛋白可能

参与了牦牛卵母细胞的运输以及胚胎的生长发育

等过程，为进一步探究 uhrf1 基因和蛋白在牦牛生

殖过程中发挥的作用及其机制提供了参考。 
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