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只
#'%

日龄雪山草鸡中选取处于产蛋期&就巢期和恢复期的鸡各
#%

只!屠宰采集下丘脑&垂体&输

卵管和卵巢!用荧光实时定量
+,-

法检测其中催乳素基因
.-/0

的表达水平!并与繁殖性能进行相关分析!结果

表明$

./0

基因在
1

个组织中都有表达!但在垂体中的表达极显著高于其他组织 "

.

#

%2%"

#!而且在其他
(

个组织

之间
./0

的表达差异并不显著"

.

$

%2%'

#%就巢期鸡
./0

基因在垂体中的表达量显著高于产蛋期鸡和恢复期鸡

"

.

#

%2%'

#!而在下丘脑&输卵管和卵巢
(

个组织中
(

组个体
./0

基因的表达量差异不显著"

.

$

%2%'

#%

./0

在垂

体的表达与种鸡的繁殖性能呈负相关!相关系数为
3%2(#*

"

.

#
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#'
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我国具有丰富的家禽遗传资源!但大多数鸡和

鹅地方品种因为顽固的就巢性繁殖性能普遍较低'

这大大制约了我国地方家禽品种遗传资源的开发和

利用!因此减少和消除就巢性已成为目前重要的育

种目标之一(

"

)

'

!!

禽类就巢行为的发生和维持是受下丘脑
!

垂体
!

性腺轴所调控的(

#

)

!是多种神经内分泌因子共同调

控的结果(

(!1

)

'催乳素"

+WB:<CY=D

!

+-\

#是垂体前叶

嗜酸细胞分泌的多肽类激素!

+-\

除为产乳和繁殖

等功能所必需外(

'

)

!还具有调节体内渗透压平衡!生

长发育!内分泌与代谢%脑与行为%繁殖&免疫调节和

保护等功能(

)

)

'研究表明!禽类的就巢性与血浆

+-\

水平上升有关'高水平的
+-\

可以直接抑制

卵巢卵泡的发育和垂体促性腺激素的分泌!导致血

液
\M

水平下降(

6

)

%下丘脑促性腺激素释放激素

JD-M

"

"

及
#

型#的合成减少!使得卵巢萎缩!排卵

停止!最终产蛋停止(

*

)

'因为
+-\

对就巢的发生和

维持有重要的作用并可导致母禽产蛋停止!前人对

+-\

的激素水平和基因结构与繁殖性能的关系做

了大量的研究(

&!"%

)

'本研究以常州立华公司的雪山

草鸡为研究对象!利用荧光实时定量
+,-

技术检测

下丘脑
3

垂体
3

性腺轴各组织中
./0

基因表达的

发育性变化情况!以及其对繁殖性能的影响!为地方

鸡种的选育提供参考资料'

'

!

材料与方法

'J'

!

试验动物

!!

试验动物是由常州立华畜禽有限公司利用我国

优质地方良种藏鸡&茶花鸡为主要素材!经多种杂交

选育而成的草鸡新品种*雪山草鸡!该品种不但拥

有优良的肉质还保留了地方品种的强就巢性'取产

蛋期鸡&就巢期鸡和恢复期鸡各
#%

只!屠宰取下丘

脑&垂体&卵巢和输卵管!立即置于液氮中速冻!

36%

]

保存!用于
-8!+,-

'

'J!

!

繁殖性能测定

!!

对试验鸡群采用正常的营养和光照标准!单只

笼养!记录每天每只的产蛋量'每天下午观察就巢

表现!记录鸡的卧息情况'如果鸡在卧息!说明其有

就巢倾向!对于连续卧息!产蛋停止&卧息持续时间

长&有攻击行为&采食量下降&体质量下降&以及发出

特别的叫声的为典型就巢个体%就巢行为消失!但产

蛋还没完全恢复的为恢复期个体%无就巢行为!产蛋

正常的为生产型个体'

'J(

!

主要试剂和仪器

!!

^^\_

反转录酶购自美国
+WB.9

L

<

公司!

8$

E

S/0

聚合酶&

;78<

`

M4S/0

聚合酶和
Z

^S"*!

84=.

Z

:9_9CYBW

购自大连
8<U<-<

公司!

a

Z

Y=CBD

荧光实时定量
+,-

仪为美国
Ô

公司产品'

'J$

!

引物设计与合成

!!

以
!

F$"#()

为内参'从
J9Db<D?

检索鸡的

./0.-/0

序列!用
+W=.9W+W9.=9W'2%

软件设计

引物"表
"

#!由大连宝生物公司合成'

'JK

!

ALE

提取和反转录

! !

用硫氰酸胍
!

酚
!

氯仿
-/0

一步法提取总

-/0

!紫外分光光度计测定总
-/0

浓度和纯度

"

aS

#)%

+

aS

#*%

c"2*

$

#2%

#'

!!

用随机引物对总
-/0

进行反转录"

W9X9WV9

YW<DVCW=

Z

Y=BD

!

-8

#!反应体系为
#'

%

\

$

#

%

L

总

-/0

!

"

%

L

随机引物!

%21..B:

,

\

3"

E/8+

!

#%R

-D<V=D

!

#%%R ^ \̂_

反转录酶!

'

%

\'d-8bF>>9W

"含
#'%..B:

,

\

3"

8W=V!M,:

Z

M*2(

!

'%..B:

,

\

3"

^

L

,:

#

!

#'%..B:

,

\

3"

U,:

!

'%..B:

,

\

3"

S88

!

#2' ..B:

,

\

3"

4

Z

9W.=E=D9

#'反应程序$先加

-/0

模板!

E/8+

和随机引物!

6%]

变性
'.=D

后

立即放冰上冷却!再加其余试剂!混匀后
(6]

反应

)%.=D

!

&']

灭活
'.=D

'

-8

产物保存于
3#%]

备用'

'J%

!

C<A

反应

!!

反应体系为
"%

%

\

$

%2'

%

\-8

产物!

"R8$

E

S/0

聚 合 酶!

"

%

\ "% d +,- bF>>9W

!

%2#'

..B:

,

\

3"

E/8+

!

"2#' ..B:

,

\

3"

^

L

,:

#

!

%2'

%

.B:

,

\

3"上下游引物'反应程序$

&1]

预变性
(

.=D

%

&1](%V

!退火
(%V

!

6#](%V

!

1%

个循环%

6#]

延伸
'.=D

'

+,-

产物用
*e

聚丙烯酰胺凝胶

电泳分离!银染后用凝胶成像系统照相'

'J)

!

C<A

产物回收及克隆测序

!!

+,-

产物用
"e

琼脂糖凝胶电泳分离!紫外灯

下割取目的片段!用
_!

L

9D9S/0

凝胶回收试剂盒

纯化'回收的
S/0

片段与
Z

^S"*!84=.

Z

:9_9C!

YBW

载体连接!并转化
Ô "%&

菌株'挑取阳性克隆!

用
_!

L

9D9

质粒
S/0

提取试剂盒提取质粒!

+,-

鉴

定后!送上海英骏生物技术有限公司测序'

'J&

!

荧光实时定量
C<A

!!

每个样品做
#

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'反应体

系为
#%

%

\

$

"

%

\-8

产 物 !

"R;78<

`

M4S/0

1"*
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期 汪
!

峰等$雪山草鸡
./0

基因的表达差异及其对繁殖性能的影响

表
'

!

扩增
!"#

和
!

$%&'()

基因的引物参数

*;FM,'

!

C;0;D,@,083/3M.

N

3O1:2M,3@.>,

7

0.D,0

7

;.08:8,>/30;D

7

M./.2;@.313/@+,!"#;1>

!

$%&'()

目的基因

8<W

L

9Y

L

9D9

.-/0

参考序列

.-/0V9

`

F9DC9

引物序列"

'[!([

#

+W=.9WV9

`

F9DC9

预期产物大小

;H

Z

9CY9EV=f9B>

+,-

Z

WBEFCYV

+

T

Z

退火温度+
]

0DD9<:=D

L

Y9.

Z

9W<YFW9

./0 7)*(%*

K

$

8JJ80J0J,00J8,08,0,0,0J0

-

$

,,0J00J00,,J,,0J000,

*'

"

63&"

#

)%

!

F$"#() \%*")'

K

$

0,888JJ,08,J8JJ0JJ

-

$

J00J0J8J0J8J8,J,8J88J

((#

"

*)13""&'

#

')

聚合酶!

1

%

\'d+,- bF>>9W

!

%2( ..B:

,

\

3"

E/8+

!

(26'..B:

,

\

3"

^

L

,:

#

!

%2'

%

.B:

,

\

3"目

的基因上下游引物!

"

%

\#%d4Qb-

L

W99D

"

'反

应程序为$

&']

预变性
".=D

%

&']"%V

!退火
"%

V

!

6#]"'V

!读板"

+:<Y9-9<E

#!

1'

个循环%

6#]

延

伸
'.=D

%进行熔解曲线分析$

)'

$

&1]

!每隔
%2#

]

读板
"

次!温度恒定
"V

后读板%最后
6#]

延伸
'

.=D

'

'J#

!

数据分析

!!

试验结果表示为%

Gg-A

!用
4+44""2'KBW

I=DEBGV

软件进行数据分析'其中同一品种不同

生长时期
P̂ K

及基因表达量的差异用
aD9!G<

@

0/a_0

进行分析%基因的表达量与产蛋量的相关

用
b=X<W=<Y9,BWW9:<Y=BDV

进行分析'

!

!

结
!

果

!J'

!

(

组种鸡的产蛋量

!!

通过产蛋性能记录发现!

#'%

日龄正处在雪山

草鸡的产蛋高峰期!产蛋期鸡群保持着较高的产蛋

率!而就巢期鸡群则出现了停产现象%有些个体甚至

在产蛋期出现多次停产抱窝现象%而恢复期个体则

是出现停产抱窝现象一段时间后抱窝行为消失!行

为恢复正常!但基本没有恢复正常产蛋'而
(

组试

验对象的产蛋量之间差异也比较明显"表
"

#!其中

产蛋期鸡的产蛋量明显高于就巢期鸡和恢复期鸡!

差异极显著"

.

#

%2%"

#!而就巢期鸡和恢复期鸡之

间差异不显著"

.

$

%2%'

#'

表
!

!

(

组草鸡的前期产蛋量

*;FM,!

!

5;0M.,0

7

,0.3>

7

03>:2@.31.1@+0,,

N

03:

7

82+.2=,1

分组
JWBF

Z

产蛋期
\<

@

=D

LZ

9W=BE

就巢期
bWBBE=D9VV

Z

9W=BE

恢复期
/BDBXF:<YBW

@

产蛋量
+WBEFCY=BD

"%"$"'g"($&1

0

1&$(%g#"$16

b

'%$'(g")$"#

b

!J!

!

!"#

基因表达谱分析

!!

性腺轴的下丘脑&垂体&输卵管&卵巢
1

个组织

./0

基因表达谱分析结果见图
"

!可以看出$

./0

基因在下丘脑&垂体&卵巢&输卵管中均有表达!其中

在垂体中表达量最高'

!J(

!

!"#

基因在不同组织中的表达变化

!!

用荧光实时定量
+,-

法对
(

组草鸡性腺轴上

的下丘脑&垂体&输卵管&卵巢
1

个组织
./0

基因的

表达进行了定量'结果表明$

./0

在这
1

个组织中

都有表达!但在垂体的表达量极显著高于其他组

织"

.

#

%2%"

#!而且在其他
(

个组织之间
./0

2̂S/0.<W?9W

%

"2

垂体%

#2

下丘脑%

(2

阴

性对照%

12

输卵管%

'2

卵巢

2̂S/0.<W?9W

%

"2+=YF=Y<W

@

%

#2M

@Z

BYA<:<.FV

%

(2,BDYWB:

%

12aX=EFCY

%

'2aX<W

@

图
'

!

!"#

基因表达谱

P.

N

J'

!

56

7

0,88.313/!"#
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基因在垂体中的表达和繁殖性能的相关

分析

!!

利用荧光实时定量
+,-

对
(

组草鸡
./0

基因

在下丘脑&垂体&输卵管&卵巢
1

个组织中的表达进

行定量'结果表明就巢期鸡垂体
./0

的表达量显

著高于产蛋期鸡和恢复期鸡"

.

#

%2%'

#!而产蛋期

鸡和恢复期鸡之间无显著差异"

.

$

%2%'

#'在下丘

脑&输卵管和卵巢
(

个组织中
(

组个体之间的表达

量差异不显著"

.

$

%2%'

#"表
1

#'

!!

对雪山草鸡垂体
./0

基因的表达与繁殖性能

的相关分析表明$

./0

基因的表达量与产蛋量呈负

相关!相关系数为
3%2(#*

"图
#

#!说明表达量越高

产蛋量越低'
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家禽发生就巢会导致家禽卵巢和输卵管的退

化!使产蛋率下降'就巢结束后需要很长时间才能

恢复体质并重新恢复产蛋!有的母禽甚至丧失繁殖

能力!严重的影响了产蛋性能'通过本试验的前期

饲养观察发现有少数就巢母鸡在结束就巢行为后相

当长的时间内仍没有恢复产蛋!已丧失繁殖能力'

而从
(

组试验个体的产蛋情况来看!产蛋期的产蛋

量远大于出现就巢的就巢期和恢复期!差异极显著

"

.

#

%2%"

#'姜润深(

"

)研究发现母鸡就巢
"

次其年

产蛋量平均下降
"%e

左右'有的禽类在一个产蛋

期内多次就巢!对产蛋量的影响更大'

!!

禽类就巢行为的发生和维持是受下丘脑
!

垂体
!

性腺轴所调控的!施振旦等(

""

)认为禽类就巢发生控

制的神经内分泌和内分泌理论是$产蛋期卵泡分泌

大量雌激素"

;48-

#和孕酮"

+-aS

#!这些激素使下

丘脑
'!

羟色胺"

'!M8

#和多巴胺"

S0

#活性增强!促

进下丘脑合成并释放血管活性肠肽"

_P+

#!后者促

进垂体前叶分泌催乳素"

+-\

#'催乳素使母禽表现

出就巢行为同时抑制促性腺激素"

K4M

和
\M

#的分

泌和直接抑制卵巢活动!使就巢时卵巢萎缩产蛋停

止'通过本试验我们对性腺轴上
1

个器官
./0

表

达量的定量分析结果来看!垂体中
./0

的表达量

极显著的高于其它
(

个器官"

.

#

%2%"

#'这说明作

为
+-\

最主要的分泌器官的垂体其中
+-\

的表达

分泌对就巢的发生起主要的作用'而在下丘脑&卵

巢和输卵管上虽然都有
+-\

的表达!但其表达量极

显著低于垂体的表达量!而且在这
(

个组织中
(

组

个体之间的表达差异也并不显著"

.

$

%2%'

#!结合

它们在性腺轴上的作用来看!这
(

个器官
+-\

的表

达对就巢的发生不起主要作用'

)"*
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期 汪
!

峰等$雪山草鸡
./0

基因的表达差异及其对繁殖性能的影响

!!

IBD

L

和
U<W<Y<fV

等(

"#!"(

)研究发现火鸡在就巢

期间垂体中
./0.-/0

的表达量保持在一个较高

的水 平!一 直 到 就 巢 结 束%

8<:TBY

和
4A=.<E<

等(

"1!"'

)在矮脚鸡上的研究也得到了相同的结果'本

试验通过对我国地方品种雪山草鸡的研究发现就巢

期鸡垂体中
./0

基因的表达量显著高于产蛋期和

恢复期个体"

.

#

%2%'

#'而且通过垂体
./0

的表

达与繁殖性能的相关分析来看$

./0

基因的表达量

与产蛋量呈负相关!相关系数为
3%2(#*

!表明
./0

表达量越高产蛋量越低'姜润深(

"

)通过检测绿壳蛋

鸡就巢和生产个体间血浆中
+-\

的水平并将其与

繁殖性能作相关分析也得到了相似的结果'林福

忠(

")

)研究番鸭就巢及生殖激素变化规律发现$番鸭

就 巢 期 血 浆
+-\

的 浓 度 水 平 "

%2)* g

%2""D

L

,

.\

3"

#极显著高于恢复期浓度水平"

%2((

士
%2%1D

L
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%2%"

#!恢复期血浆
+-\

的浓度水平虽然在短时期内仍有一些轻微的波动!

但基本维持一个较低水平'本研究发现就巢期鸡在

恢复期以后虽然还没有恢复正常产蛋!但其垂体

./0.-/0

的表达量已经快速降低!和正常生产

个体间无显著差异"

.

$

%2%'

#!其变化趋势和林福

忠(

")

)的研究结果比较相似'

!!

就巢性的遗传机制长期以来一直困惑着研究

者!影响就巢性状的基因有多少!它们分别是什么基

因更是一直存在争议'催乳素是就巢关键因素的结

论来自对就巢禽
+-\

的变化规律以及外源
+-\

的

注射诱导就巢的研究'本试验从
.-/0

角度进一

步证实了催乳素对抱性的发生和维持有重要的作

用!而且
./0

基因可以作为影响抱性的重要候选

基因'
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