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利用抑制消减杂交技术筛选

鹅就巢行为相关基因
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摘　要：旨在利用抑制消减杂交技术构建鹅就巢与产蛋ｃＤＮＡ基因文库，筛选就巢母鹅上调与下调表达的基因。

以就巢期和产蛋期鹅卵巢组织互为检测子和驱动子，进行正反双向消减杂交，获得鹅卵巢差异表达基因文库。从

双向文库随机挑选单菌落进行ＰＣＲ验证，结果表明文库质量良好。选取６５４个阳性克隆进行测序分析，获得６４１

条表达序列标签（ＥＳＴｓ）。对ＥＳＴｓ进行去除载体序列、质量检测、聚类及拼接，经ＢＬＡＳＴｎ比对，有１６６条ＥＳＴｓ

找到与之匹配的同源序列，其中９２个是功能基因。比较就巢与产蛋ＳＳＨ文库，发现就巢ＳＳＨ库中参与细胞凋亡、

信号转导及细胞结构的基因出现频率较高；产蛋特异性基因文库中参与物质能量代谢、细胞防御的基因较多；尚有

许多差异片段属于未知功能蛋白或理论推定蛋白。结果提示，催乳素受体、抗苗勒管激素以及雌激素受体基因在

就巢期上调表达可能与鹅就巢行为的启动与维持有关。该结果为进一步研究鹅就巢行为分子调控机制奠定基础。
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　　禽类就巢行为受内分泌系统调控，卵巢在其间

发挥重要作用。早在１９３５年Ｒｉｄｄｌｅ等
［１］曾做出总

结：（１）就巢行为仅出现在母禽开产之后；（２）母禽

只有在卵巢完全萎缩、卵泡停止发育之后，才能进入

完整持久的就巢状态。去除卵巢之后，雌性火鸡不

再就巢或恋巢，血液催乳素浓度也不再升高。Ｅｌ

Ｈａｌａｗａｎｉ等
［２］用雌二醇、孕酮处理切除卵巢的火

鸡，成功诱导出恋巢行为。然而，卵巢激素，包括雌

二醇、孕酮以及睾酮，在就巢前后并没有像催乳素一

样表现出急剧升高。因而，笔者认为可能存在非生

殖激素依赖途径启动禽类就巢行为，分析卵巢组织

差异表达谱可能为正确解析母鹅就巢行为调控机制

提供新的信息。

本研究以皖西白鹅卵巢组织作为试验材料，用

抑制性消减杂交技术构建了就巢期与产蛋期卵巢组

织差异表达基因的ｃＤＮＡ文库，为从分子水平研究

就巢行为发生机制提供线索。研究结果显示，雌激

素受体α、催乳素受体以及ＩＩ型抗苗勒管激素受体

在就巢期间高水平表达。

１　材料与方法

１．１　试验材料

皖西白鹅由苏州乡韵太湖鹅有限公司提供。所

有个体均同期出雏，采用常规饲养管理方式。产蛋

鹅的确定：连续观察１周，母鹅无恋巢、就巢行为，有

产蛋记录；指压母鹅阴道附近有蛋感；解剖后卵巢正

常发育，有排卵前卵泡。就巢鹅的确定：母鹅胸腹部

有孵育斑，母鹅进食减少，体质量减轻，长期驻留巢

内，解剖后卵巢萎缩。选取就巢期及产蛋期母鹅各

３只，屠宰后去除卵黄及卵泡液，ＤＥＰＣ处理水冲洗

后存储于百泰克ＲＮＡｆｉｘｅｒ溶液中，－７０℃保存。

１．２　犿犚犖犃的分离和提取

总ＲＮＡ的提取使用Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司Ｔｒｉｚｏｌ试

剂。取５０～１００ｍｇ组织，按照Ｔｒｉｚｏｌ说明书操作，

最后一步用５０μＬＴＥ 缓冲液溶解 ＲＮＡ；使用

ＴａＫａＲａ公司ＤＮａｓｅＩ进行ＤＮＡ消化，用１．５％的

琼脂糖凝胶电泳检测总ＲＮＡ质量，最后得到的总

ＲＮＡ保存于－７０℃备用。

１．３　犛犛犎犮犇犖犃文库的构建

依照 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ 公 司 的 ＰＣＲＳｅｌｅｃｔＴＭ ｃＤＮＡ

ＳｕｂｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ说明进行ＳＳＨ 建库操作。以就巢

鹅的卵巢组织为检测子（Ｔｅｓｔｅｒ）、产蛋鹅的卵巢组

织为驱动子（Ｄｒｉｖｅｒ）构建就巢期特异表达基因的

ｃＤＮＡ文库，以下称为正向库；以产蛋鹅的卵巢组织

为检测子、就巢鹅的卵巢组织为驱动子，构建产蛋期

特异表达基因的ｃＤＮＡ文库，以下称为反向库。将

分离、纯化后的 ｍＲＮＡ进行反转录，得到双链ｃＤ

ＮＡ，用犚狊犪Ⅰ对双链ｃＤＮＡ进行酶切，在Ｔｅｓｔｅｒ两

端加上接头１和接头２Ｒ，进行２次消减和２次ＰＣＲ

扩增，富集差异表达基因。ＳＳＨ 产物与ｐＭＤ１８Ｔ

载体连接，然后转化大肠杆菌感受态细胞ＤＨ５α，涂

于含有Ｘｇａｌ／ＩＰＴＧ的ＬＢ培养基上３７℃过夜培

养，随机挑取白色克隆，利用 Ｍ１３引物检测目的片

段的插入情况，构成相应的ＳＳＨ菌落文库。

１．４　差异表达基因的测序及序列分析

１．４．１　序列前处理和聚类拼接　　将测序后的数

据进行前处理。首先利用ＢｉｏＥｄｉｔ软件多重比对后

去除载体和巢式ＰＣＲ引物序列，再利用 ＲｅｐＢａｓｅ

（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｉｒｉｎｓｔ．ｏｒｇ）去除重复和低质量序

列。将前处理后的序列进行ＥＳＴＣｌｕｓｔｅｒ分析。

１．４．２　序列分析　　将所有序列在ＮＣＢＩ上进行

ＢＬＡＳＴｎ同源性比对，并且利用 ＫＥＧＧ 和ｕｎｉＰｒｏｔ

进行功能分类。经查询ＧｅｎＢａｎｋ，将差异表达基因

转换成人类基因标准名称或登录号，然后在 Ｇｅｎｅ

ＭＡＮＩＡ网站进行调控网络分析
［３］。

２　结　果

２．１　总犚犖犃的提取

经纯度、浓度检测，ＲＮＡ的质量符合试验标准。

就巢样品 ＲＮＡ 的 ＯＤ２６０／ＯＤ２８０为１．８８，产蛋样品

ＲＮＡ的ＯＤ２６０／ＯＤ２８０为１．８４，两者均在１．８～２．０

之间。１％琼脂糖凝胶电泳检测表明 ＲＮＡ完整性

较好，带形清晰，２８ＳｒＲＮＡ与１８ＳｒＲＮＡ的亮度比

值约为２∶１，表明所提ＲＮＡ基本没有被降解，符合

文库构建要求（图略）。

８７４１
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２．２　抑制性消减杂交结果分析

将抑制性消减杂交产物进行２次ＰＣＲ扩增。

第１次ＰＣＲ以Ｐｒｉｍｅｒ１为引物。第２次ＰＣＲ以

ＮｅｓｔＰＣＲＰｒｉｍｅｒ１和 ＮｅｓｔＰＣＲＰｒｉｍｅｒ２Ｒ为引

物。第２次扩增产物进行纯化回收和消减效果验

证。如图１所示，正向文库和反向文库的ｃＤＮＡ条

带弥散程度差距较大，证明消减的效果较好。

图１　消减后第２次扩增
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２．３　差异表达犮犇犖犃文库的犘犆犚检验

随机挑取阳性克隆进行ＰＣＲ检测。图２为正

向消减文库部分克隆ＰＣＲ产物电泳图，其扩增片段

为２００～８００ｂｐ，且多数在３００ｂｐ以上；图３为反向

消减文库部分克隆ＰＣＲ产物电泳图，其扩增片段为

１００～４００ｂｐ，且多数在２００ｂｐ左右。

２．４　犈犛犜狊序列分析

从正、反向文库各随机选择３５２和３０２个阳性

克隆，进行测序。去除长度小于１００ｂｐ的ＥＳＴｓ，再

去除低质量及重复序列后，利用 ＮＣＢＩ数据库进行

ＢＬＡＳＴｎ比对。当筛选到Ｅ值小于１Ｅ５的片段视

为功能已知基因。结果从正向文库获得６２条功能

基因片段，反向文库获得３０条（表１）。然后，进行

功能注释和聚类分析。从已定位ＥＳＴｓ数目看，正

向库上调表达的基因要多于反向库（图４）。依据注

释结果与相关研究，初步推断抗苗勒管激素受体２、

催乳素受体以及雌激素受体１与鹅就巢行为相关。

２．５　差异表达基因调控网络分析

应用全局网络距离方法，构建了就巢特异性差

异表达基因产物调控网络（图６）。据生物软件预

测，绝大多数差异表达基因存在物理相互作用。一

些基因（如白色圆圈显示）本应出现在网络中，但由

于系统误差或偶然误差，没有在检测结果显现，生物

图２　正向消减文库部分克隆的犘犆犚检测

犉犻犵．２　犘犆犚犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狆狅狊犻狋犻狏犲犮犾狅狀犲狊犳狉狅犿狋犺犲犳狅狉狑犪狉犱

犮犇犖犃犾犻犫狉犪狉狔

图３　反向消减文库部分克隆的犘犆犚检测

犉犻犵．３　犘犆犚犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狆狅狊犻狋犻狏犲犮犾狅狀犲狊犳狉狅犿狋犺犲狉犲狏犲狉狊犲

犮犇犖犃犾犻犫狉犪狉狔

软件依据数据库统计结果将这些基因产物补齐。位

于调控网络中心的是一些转录因子或者转录辅助因

子，如 ＭＥＤ家族、核受体家族，或许是因为这些蛋

白质参与多种生理调控。许多与细胞凋亡、骨架构

建有关的基因也出现网络中心，这与就巢母鹅卵巢

出现萎缩相符。

图４　抑制性消减杂交筛选的犈犛犜狊功能分类

犉犻犵．４　犉狌狀犮狋犻狅狀犪犾犮犾狌狊狋犲狉狊狅犳犈犛犜狊犳狉狅犿犮犇犖犃犾犻犫狉犪狉犻犲狊

９７４１
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表１　产蛋特异性文库中的犈犛犜与犌犲狀犅犪狀犽功能已知基因相似性比较

犜犪犫犾犲１　犛犻犿犻犾犪狉犻狋狔犪狀犪犾狔狊犻狊犫犲狋狑犲犲狀犛犛犎犈犛犜狊犻狀犾犪狔犻狀犵狆犺犪狊犲犪狀犱狋犺犲犳狌狀犮狋犻狅狀犻犱犲狀狋犻犳犻犲犱犵犲狀犲狊犻狀犌犲狀犅犪狀犽

功能

Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．

可能基因

Ｐｏｔｅｎｔｉａｌｇｅｎｅ

种属

Ｓｐｅｃｉｅｓ

Ｅ值

Ｅｖａｌｕｅ

细胞防御

ＤＱ８８８６４４．１ Ｔｏｌｌ样受体７（ＴＬＲ７） 犃狀犪狊狆犾犪狋狔狉犺狔狀犮犺狅狊 １Ｅ２２

ＡＭ９３１０３７．１ 白介素７（ＩＬ７） 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 ５Ｅ０６

ＡＢ０７８９２５．１ 白介素１受体（ＩＬ１ＲＬ１） 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 ３Ｅ１５

ＤＱ９１７５７４．１ 树枝状细胞免疫受体（ＤＣＩＲ） 犃狀犪狊狆犾犪狋狔狉犺狔狀犮犺狅狊 ２Ｅ４８

ＡＹ３３３２９９ ＰｅｍａｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ（ＣＴＳＳ） 犘犲狋狉狅犿狔狕狅狀犿犪狉犻狀狌狊 ４Ｅ０６

转运蛋白 Ｓ７３７３３ 乙酰辅酶Ａ结合蛋白（ＤＢＩ） 犃狀犪狊狆犾犪狋狔狉犺狔狀犮犺狅狊 ４Ｅ１９

细胞凋亡 ＮＧ＿０１１６９８．１
ＷＷｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ

（ＷＷＯＸ）
犎狅犿狅狊犪狆犻犲狀狊 ３Ｅ２１

物质代谢

ＡＦ４６９０４９．１ 半胱氨酸蛋白酶６（ＣＡＳＰ６） 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 １Ｅ３０

ＸＭ＿４１８９７３．２ ＮＡＤＨ脱氢酶（ＮＱＯ２） 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 ６Ｅ４０

ＮＭ＿００１０３９３０３．１
Ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅ

脱氢酶 （ＭＴＨＦＤ１）
犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 ２Ｅ５０

ＮＣ＿０１１１９６ 线粒体基因组（ｍｔＤＮＡ） 犃狀狊犲狉犪狀狊犲狉 ０Ｅ＋００

ＸＭ＿００２７２１８２５ 细胞色素酶Ｃ亚基Ｖｉｃ（ＣＯＸ６Ｃ） 犗狉狔犮狋狅犾犪犵狌狊犮狌狀犻犮狌犾狌狊 １Ｅ０５

ＡＹ２５５６９０．１ 芳乙酰胺Ｎ乙酰转移酶（ＡＡＮＡＴ） 犖狔犮狋犻犱狉狅犿狌狊犪犾犫犻犮狅犾犾犻狊 ２Ｅ０６

信号转导

ＸＭ＿００１２３４９３９．１ ＰｕｔａｔｉｖｅＬｉｓｔｅｒｉａｉｎｄｕｃｅｄｐｒｏｔｅｉｎ（ＴＮＩＰ３） 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 ３Ｅ３５

ＢＣ０１７３４０．２ 丝氨酸／苏氨酸激酶３５（ＳＴＫ３５） 犎狅犿狅狊犪狆犻犲狀狊 １Ｅ０５

ＸＭ＿４１４９０７．２ ＰＩ３激酶相关激酶类似物（Ｓｍｇ１） 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 ３Ｅ８１

ＮＭ＿２０５１３９．１ ＳＷＩ／ＳＮＦｒｅｌａｔｅｄ（ＳＭＡＲＣＡ２） 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 ３Ｅ８１

ＡＦ３５５７５２．１ 逆转录酶 （ｒｔ） 犆犺犲犾狅狀犻犪犿狔犱犪狊 ６Ｅ２９

ＮＭ＿００１１２８６２２．１ ＲＡＮ结合蛋白９（ＲＡＮＢＰ９） 犡犲狀狅狆狌狊犾犪犲狏犻狊 １Ｅ０５

ＮＭ＿０２１３６６．３ Ｋｒｕｅｐｐｅｌ类似因子１３（ＫＬＦ１３） 犕狌狊犿狌狊犮狌犾狌狊 １Ｅ０５

ＸＭ＿００１０８４６４０．２ Ｋｒｕｅｐｐｅｌ类似因子１２（ＫＬＦ１２） 犕犪犮犪犮犪犿狌犾犪狋狋犪 １Ｅ０６

ＥＵ７３９３６５．１ 纤维蛋白原ｂｅｔａ链（ＦＧＢ） 犃狀狊犲狉犲狉狔狋犺狉狅狆狌狊 ３Ｅ１０１

ＡＹ５１９５００．１ ＣＮＲ／Ｐｃｄｈａｌｐｈａｇｅｎｅｃｌｕｓｔｅｒ（ＣＮＲ） 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 ６Ｅ２３

ＡＹ０３５２２４．１ 心肌因子１（ＣＥＮＰＦ） 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 ６Ｅ１７

ＮＭ＿００１００４８５９．１ 钙离子结合蛋白Ｐ２２（ＣＨＰ） 犡犲狀狅狆狌狊狋狉狅狆犻犮犪犾犻狊 １Ｅ０５

细胞骨架

ＸＭ＿４１９７０８．２ 过氧化物生成因子３（ＰＥＸ３） 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 ３Ｅ３６

Ｌ２２１４８．１ Ｐｏｌ样蛋白（Ｎｙｎｒｉｎ） 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 １Ｅ１９

ＸＭ＿００２１９８１７２．１ Ｍｕｃｉｎ５Ｂ（ＭＵＣ５Ｂ） 犜犪犲狀犻狅狆狔犵犻犪犵狌狋狋犪狋犪 ５Ｅ１８

ＢＣ０５８３５５．１ ＭＡＰ／微管蛋白亲和调节激酶４（ＭＡＲＫ４） 犕狌狊犿狌狊犮狌犾狌狊 １Ｅ０５

ＸＭ＿４１８２８２ 中心体关联蛋白１类似物 （ＣＳＰＰ１） 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 ３Ｅ１７

０８４１
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表２　就巢特异性文库中的犈犛犜与犌犲狀犅犪狀犽功能已知基因相似性比较

犜犪犫犾犲２　犛犻犿犻犾犪狉犻狋狔犪狀犪犾狔狊犻狊犫犲狋狑犲犲狀犛犛犎犈犛犜狊犻狀犫狉狅狅犱狔狆犺犪狊犲犪狀犱狋犺犲犳狌狀犮狋犻狅狀犻犱犲狀狋犻犳犻犲犱犵犲狀犲狊犻狀犌犲狀犅犪狀犽

功能

Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．

可能基因

Ｐｏｔｅｎｔｉａｌｇｅｎｅ

种属

Ｓｐｅｃｉｅｓ

Ｅ值

Ｅｖａｌｕｅ

细胞防御

ＮＭ＿００１０１２９３８．１ 锌指ＣＣＣＨ型抗病毒蛋白１（ＺＣ３ＨＡＶ１） 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 １Ｅ１６

ＡＦ３７８７０２．１ Ｔ细胞受体ｇａｍｍａ（ＴＲＧ） 犃狀犪狊狆犾犪狋狔狉犺狔狀犮犺狅狊 １Ｅ１１

ＦＪ４７７８５９．１ Ｔｏｌｌ样受体１ｂｅｔａ型 （ＴＬＲ１） 犃狀犪狊狆犾犪狋狔狉犺狔狀犮犺狅狊 ４Ｅ７

ＡＦ４０５５４０．１ 溶菌酶 （ＬＹＺ） 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 ２Ｅ１７

ＮＭ＿００１０３９５９９．１ Ｃｏｌｌｅｃｔｉｎ家族成员１２（ＣＯＬＥＣ１２） 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 ３Ｅ９７

转运蛋白

ＡＬ０３３５２２．１ Ｖｐｓ２０ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ１ｈｏｍｏｌｏｇ（ＶＴＡ１） 犎狌犿犪狀 ３Ｅ１１１

ＮＧ＿００８４８９．１ 水溶载体家族２６（ＳＬＣ２６Ａ４） 犎狅犿狅狊犪狆犻犲狀狊 ３Ｅ２９

ＸＭ＿４１８９３７ 核孔蛋白１５３（ＮＵＰ１５３） 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 ９Ｅ８０

ＮＭ＿２０４９７０．１ ＩＧＦ２受体 （ＩＧＦ２Ｒ） 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 ４Ｅ４６

ＮＭ＿００１０３０６１５．１ 网格蛋白相关因子１（ＣＬＩＮＴ１） 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 ４Ｅ３９

ＸＭ＿４２２７５４．２ ＡＢＣ转运蛋白Ｃ５（ＡＢＣＣ５） 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 ４Ｅ１３４

ＡＹ２０７００８．１ ＡＢＣ转运蛋白Ｃ５（ＡＢＣＣ４） 犎狅犿狅狊犪狆犻犲狀狊 ３Ｅ１１８

细胞凋亡

ＮＭ＿００１１６２３７２．１ ｐ２１激活激酶１（ＰＡＫ１） 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 ３Ｅ１５

ＡＦ３２５３４０．１ Ｍａｃｒｏｐｈｉｎ１ｉｓｏｆｏｒｍｓ（ＭＡＣＦ１） 犎狅犿狅狊犪狆犻犲狀狊 １Ｅ３８

ＡＦ３１１２８９．１ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（ｃｈＡＰＩ１） 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 １Ｅ３２

ＨＭ０１５５９３．１ 碱性成纤维细胞生长因子 （ＦＧＦ２） 犎狅犿狅狊犪狆犻犲狀狊 ５Ｅ４２

ＮＧ＿００７４９７．１ 半胱氨酸蛋白酶８（ＣＡＳＰ８） 犎狅犿狅狊犪狆犻犲狀狊 ５Ｅ１２５

ＡＹ５８９０４０．１ Ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｔｙｐｅ１ｆａｃｔｏｒ（ＢＲＣＡ１） 犘狅狀犵狅狆狔犵犿犪犲狌狊 ２Ｅ４０

物质代谢

ＸＭ＿００２１９９６２０．１ ＲＮＡｂｉｎｄｉｎｇｍｏｔｉｆｐｒｏｔｅｉｎ２６（ＲＢＭ２６） 犜犪犲狀犻狅狆狔犵犻犪犵狌狋狋犪狋犪 １Ｅ１０３

ＤＱ８８８６４４．１ 磷酸核糖焦磷酸合酶２（ＰＲＰＳ２） 犃狀犪狊狆犾犪狋狔狉犺狔狀犮犺狅狊 ５Ｅ５８

Ｌ２１１７１．１ ＭａｌｏｎｙｌＣｏＡｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ（ＭＬＹＣＤ） 犃狀狊犲狉犪狀狊犲狉 ４Ｅ５１

ＮＭ＿００１００６５５６．１ ＧＭＰ合成酶（ＧＭＰＳ） 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 ６Ｅ５９

ＮＭ＿２０４３２２．１ 甘氨酸脱氢酶 （ＧＬＤＣ） 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 ７Ｅ５０

信号转导

ＢＣ０２８１３６．１ 锌指蛋白３４（ＺＮＦ３４） 犎狅犿狅狊犪狆犻犲狀狊 １Ｅ７

ＮＧ＿０１１８３５．１ 硫氧还蛋白还原酶２（ＴＸＮＲＤ２） 犎狅犿狅狊犪狆犻犲狀狊 ３Ｅ３９

ＸＭ＿４２２７６３．２ Ｓｅｎｔｒｉｎ特异性肽酶５（ＳＥＮＰ５） 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 １Ｅ１７２

ＸＭ＿４２２１６２．２ ＲＡＰ１ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｆａｃｔｏｒｈｏｍｏｌｏｇ（ＲＩＦ１） 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 ３Ｅ１５

ＡＹ５４７３２３．１ 催乳素受体 （ＰＲＬＲ） 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 ３Ｅ２０

ＸＭ＿４１６４６０．２ Ｓｉｍｉｌａｒｔｏｇａｍｍａｐａｒｖｉｎ（ＰＡＲＶＧ） 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 ９Ｅ２８

ＮＧ＿００８２８８．１ ｐ２１激活激酶３（ＰＡＫ３） 犎狅犿狅狊犪狆犻犲狀狊 ３Ｅ９

ＸＭ＿４２３８３９．２ Ｎｕｃｌｅｏｒｅｄｏｘｉｎ（ＮＸＮ） 犖犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 ２Ｅ９

（转下页　Ｃａｒｒｉｅｄｆｏｒｗａｒｄ）
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（续表２　Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ）

功能

Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．

可能基因

Ｐｏｔｅｎｔｉａｌｇｅｎｅ

种属

Ｓｐｅｃｉｅｓ

Ｅ值

Ｅｖａｌｕｅ

信号转导

ＮＧ＿０１１６３１．１ 小眼畸形相关转录因子 （ＭＩＴＦ） 犎狅犿狅狊犪狆犻犲狀狊 １Ｅ５４

ＮＧ＿０１６３２５．１ Ｍｅｄｉａｔｏｒｃｏｍｐｌｅｘｓｕｂｕｎｉｔ１４（ＭＥＤ１４） 犎狅犿狅狊犪狆犻犲狀狊 ４Ｅ７

ＮＧ＿０１２８０８．１ Ｍｅｄｉａｔｏｒｃｏｍｐｌｅｘｓｕｂｕｎｉｔ１２（ＭＥＤ１２） 犎狅犿狅狊犪狆犻犲狀狊 １Ｅ１１

ＮＧ＿０２３０５４．１ 丝裂原活化蛋白激酶１（ＭＡＰＫ１） 犎狅犿狅狊犪狆犻犲狀狊 ５Ｅ４２

ＮＭ＿００１００７９３７．１ Ｌｉｎ５２ｈｏｍｏｌｏｇ（ＬＩＮ５２） 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 ７Ｅ３９

ＮＭ＿００１２０４２１７ 激酶Ａ锚定蛋白２（ＡＫＡＰ２） 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 ３Ｅ８

ＡＹ３７１６９７．２ 整合素ａｌｐｈａ８（ＩＴＧＡ８） 犎狅犿狅狊犪狆犻犲狀狊 ９Ｅ１０

ＡＢ０００４７１．１ 整合素ａｌｐｈａ１（ＩＴＧＡ１） 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 ３Ｅ５４

ＡＦ２６６８４７．１ 雄激素调节蛋白２（ＨＮ１ｏｒＡＲＭ２） 犎狅犿狅狊犪狆犻犲狀狊 ４Ｅ４３

ＮＭ＿０３１０３７．２ Ｇ蛋白β（Ｇｎｂ２） 犚犪狋狋狌狊狀狅狉狏犲犵犻犮狌狊 １Ｅ５

ＢＣ００８０７２．２ ＧＲＢ１０ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇＧＹＦｐｒｏｔｅｉｎ２（ＧＩＧＹＦ２） 犎狅犿狅狊犪狆犻犲狀狊 １Ｅ６

ＸＭ＿４１９６２７．２ 纤维连接蛋白ＩＩＩ（ＦＮＤＣ１） 犃犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 １Ｅ６

ＡＢ３０７７１３．１ 雌激素受体１（ＥＳＲ１） 犎狅犿狅狊犪狆犻犲狀狊 ４Ｅ１１３

ＮＧ＿００８４３３．１ Ｄｉａｐｈａｎｏｕｓｈｏｍｏｌｏｇ２（ＤＩＡＰＨ２） 犎狅犿狅狊犪狆犻犲狀狊 ３Ｅ１３

ＮＭ＿００１１９３３３７．１ Ｃｏｎｔａｃｔｉｎ相关蛋白２（ＣＮＴＮＡＰ２） 犜犪犲狀犻狅狆狔犵犻犪犵狌狋狋犪狋犪 ５Ｅ５２

ＡＹ５９９０７４．１ Ｃｅｌｌｄｉｖｉｓｉｏｎｃｙｃｌｅ１６ｈｏｍｏｌｏｇ（ＣＤＣ１６） 犎狅犿狅狊犪狆犻犲狀狊 １Ｅ１０

ＮＧ＿０１５９８１．１ Ⅱ型抗苗勒管激素受体（ＡＭＨＲ２） 犎狅犿狅狊犪狆犻犲狀狊 ４Ｅ５７

细胞骨架

ＸＲ＿０２６９５９．１ 踝蛋白２（ＴＬＮ２） 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 ６Ｅ１３４

ＮＭ＿２０４３５５．１ Ｓｕｒｆｅｉｔ４（ＳＵＲＦ４） 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 １Ｅ１００

ＸＭ＿４２１８６５．２ 精子相关抗原１６（ＳＰＡＧ１６） 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 ２Ｅ２２

ＮＧ＿００９７９９．１ 脂蛋白相关磷脂Ａ１ｂ（ＰＡＦＡＨ１Ｂ１） 犎狅犿狅狊犪狆犻犲狀狊 １Ｅ３８

ＮＭ＿００２５７１．２ 孕激素相关子宫内膜蛋白 （ＰＡＥＰ） 犎狅犿狅狊犪狆犻犲狀狊 ５Ｅ１２５

ＸＭ＿００２１８９５１９．１ Ｍｙｅｌｉｎｐｒｏｔｅｉｎｚｅｒｏｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ２（ＭＰＺＬ２） 犜犪犲狀犻狅狆狔犵犻犪犵狌狋狋犪狋犪 ４Ｅ３１

ＮＭ＿２０４２４１．１ Ｉｎｔｅｒｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒｍａｔｒｉｘ（ＩＭＰＧ１） 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 ４Ｅ５４

ＮＭ＿００２０１４．３ ＦＫ５０６ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ４（ＦＫＢＰ４） 犎狅犿狅狊犪狆犻犲狀狊 ４Ｅ９９

ＡＦ１１２１５３．１ ＥＧＦ样蛋白 （ＦＢＬＮ５） 犚犪狋狋狌狊狀狅狉狏犲犵犻犮狌狊 ２Ｅ１０

ＸＭ＿００２１９６８３６．１ ＣｙｓｔｅｉｎｅｒｉｃｈＰＤＺｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ（ＣＲＩＰＴ） 犜犪犲狀犻狅狆狔犵犻犪犵狌狋狋犪狋犪 ４Ｅ１９

ＸＲ＿０２６９０９．１ Ａｃｔｉｎ结合蛋白２Ｂ（ＣＯＲＯ２Ｂ） 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 ３Ｅ１０

ＮＭ＿００１１００９１１．１ ９型胶原蛋白α１亚基 （ＣＯＬ９Ａ１） 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 ９Ｅ６

ＮＭ＿００１１７３６７１．１ 促性腺激素ｂｅｔａ２亚基（Ｇｔｈｂ２） 犛犪犾犿狅狊犪犾犪狉 ５Ｅ６

Ｘ６１１９２．１ 核酶Ａ（ＡＮＧ） 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 ３Ｅ１５
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３　讨　论

雌激素受体在就巢期间上调表达，推测雌激素

受体可能参与鹅就巢行为的调控过程。Ｂａｉｌｅｙ等发

现随着雌激素浓度升高孵育斑开始形成，而孵育斑

是禽类启动就巢的特征之一［３４］。Ｃｏｇｇｅｒ等发现火

鸡就巢期间孕激素及雌激素都逐渐升高［５］。雌激素

通过其受体发挥生物学功能，雌激素受体是调控催

乳素（Ｐｒｏｌａｃｔｉｎ，ＰＲＬ）分泌的重要因子，而催乳素是

影响家禽就巢行为的关键因素。雌激素可以刺激垂

体催乳素细胞（Ｌａｃｔｏｔｒｏｐｈ）增殖、生长
［６］。在雌性

动物上这种作用表现更显著，孕期及滤泡期雌性动

物分泌较多的雌激素，此时催乳素细胞瞬时增加［７］。

催乳素基因调控区只有１个ＥＲＥ，位于远端增强子

区域内，紧邻Ｐｉｔ１位点，在转录起始位点上游１．５

ｋｂ处。雌激素与Ｐｉｔ１协同作用，促使催乳素基因

瞬时高水平表达［８９］。雌激素可以部分抵消下丘脑

对催乳素的抑制作用。雌激素可以降低下丘脑垂

体门脉血中多巴胺的浓度，雌性动物排卵前门脉中

的多巴胺也减少，这２种情况下都会观察到催乳素

升高。

笔者在就巢母鹅卵巢发现催乳素受体特异性上

调表达，进一步证明催乳素是维持禽类就巢的关键

因素。研究发现，大多数禽类，如企鹅、信天翁、塘

鹅、天鹅、黑鸡闎、鹬、澳洲鹦鹉、金丝雀、八哥、麻雀、

松鸦等，在表现就巢行为时体内催乳素含量显著升

高［１０］。一些环境因素，如巢、卵以及同伴的刺激，诱

导母禽提高血液催乳素浓度。移除这些就巢刺激因

素，将导致就巢母禽血液催乳素降低，继而终止就

巢［１１１３］。Ｗｏｎｇ等人发现，就巢时的催乳素升高和

注射外源性的催乳素均可导致机体血液中黄体刺激

素（ＬＨ）、睾酮（Ｔ ）和雌二醇（Ｅ２）含量显著下降，

催乳素及其 ｍＲＮＡ 含量分别为正常时的５０和３

倍［１４］。催乳素可能在下丘脑和垂体多层环节调节

性腺功能，迄今为止，人们仍没有发现诱导就巢禽类

催乳素骤然上升的调控机制。

在就巢特异性表达基因文库中，发现抗苗勒管

激素（ＡＭＨ）受体ＩＩ在就巢期高水平表达，表明

ＡＭＨ可能参与鹅就巢行为调控。抗苗勒管激素是

ＴＧＦβ超家族成员之一，是一种只在性腺表达的水

溶性糖蛋白。主要参与性别分化、睾丸沉降、颗粒细

胞分化及卵泡募集的调控过程。研究表明，抗苗勒

管激素在卵巢的颗粒细胞表达，可以抑制卵泡募集

白色圆圈代表预测的可能参与调控网络的２０个基因，圆

圈大小与参与网络的可能性成正比。据软件预测，６２个

差异表达基因中，９５％存在物理互作关系，１．９％呈现共

表达关系，１．７％在同一信号通路，１．５％存在蛋白质直接

相互作用，０．２％存在遗传上的互作

Ｏｐｅｎｃｉｒｃｌｅｓｓｔａｎｄｓｆｏｒ２０ｃａｎｄｉｄａｔｅｇｅｎｅｓｐｒｅｄｉｃｔｅｄｂｙ

ｓｏｆｔｗａｒｅ．Ｔｈｅｓｉｚｅｏｆｔｈｅｓｅｃｉｒｃｌｅｓｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｔｏｔｈｅｉｒ

ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙｏｆｂｅｌｏｎｇｉｎｇｔｏｔｈｅｎｅｔｗｏｒｋｓａｓｓｉｇｎｅｄｂｙｔｈｅ

ｐｒｏｇｒａｍ．Ｏｆｔｈｅｓｅｇｅｎｅｓ，９５％ｏｆｔｈｅｉｒｐｒｏｄｕｃｔｓａｒｅｐｒｅ

ｄｉｃｔｅｄｔｏｈａｖｅｐｈｙｓｉｃａｌｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，１．９％ ａｒｅｃｏｅｘ

ｐｒｅｓｓｅｄ，１．７％ ｂｅｌｏｎｇｔｏｔｈｅｓａｍｅｐａｔｈｗａｙ，１．５％ａｒｅ

ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｔｏｈａｖｅｄｉｒｅｃｔｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｙｓｍａｌｌｓｃａｌｅｄａｔａ

ｓｅｔｓａｎｄ０．２％ａｒｅｐｒｅｄｉｃｔｅｄｔｏｈａｖｅｇｅｎｅｔｉｃｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ

图５　就巢特异性表达基因网络分析结果

犉犻犵．５　犖犲狋狑狅狉犽犪狀犪犾狔狊犻狊狅狀犫狉狅狅犱犻狀犲狊狊狉犲犾犪狋犲犱犵犲狀犲狊

活动，具有控制初级卵泡形成的功能［１５］。本研究在

就巢特异性文库中检测到抗苗勒管激素上调表达，

表明就巢启动之后原始卵泡受抗苗勒管激素抑制，

卵泡不再进入等级发育行列。雌性禽类孵化之后至

青春期之前不表达抗苗勒管激素，这一时段恰好与

就巢行为的窗口期重合。

综上所述，本研究推测雌激素受体、催乳素受体

以及抗苗勒管激素信号通路与家鹅的就巢行为调控

有关。试验中还扫描到一些ＥＳＴｓ，虽然定位到一

些物种的染色体上，但功能未知。这些差异表达的

ＥＳＴｓ在就巢发生、调控、终结过程中可能发挥着重要

作用，需要进一步排查、分析、验证。本研究初步发现
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了与鹅就巢行为调控过程的相关基因，为进一步在分

子方面研究鹅的就巢性提供了新的线索和切入点。

４　结　论

利用ＳＳＨ技术成功构建鹅就巢期和产蛋期特

异表达的消减ｃＤＮＡ文库。经序列测定和生物信

息学分析，有９２个 ＵｎｉＥＳＴｓ找到了与之匹配的同

源蛋白质。研究发现，一些就巢特异性表达基因参

与了细胞凋亡、细胞结构组建及甾醇激素代谢、信号

传导，其中ＰＲＬＲ、ＥＳＲ以及 ＡＭＨＲＩＩ可能参与了

鹅就巢行为的调控过程。
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