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鸡与鹌鹑杂交种早期胚胎与性分化相关的

CE

等基因的表达
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要!本研究旨在对影响鸡与鹌鹑杂交早期胚胎发育及性分化
)

个基因的表达进行检测!初步判定其对杂交种

胚胎性别分化和早期死亡可能起到的作用'研究选取杂交早期胚胎发育不同时间点"
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#活胚全胚!在鉴定杂交种早期胚胎性别的基础上!采用
dD<=!R$;Db4d

方法检测雌雄杂

交早期胚胎发育过程中不同时间点性分化相关基因的表达'结果表明!鸡与鹌鹑杂交胚胎中
*

!

CM-Q

和
@L

基因

雌性的表达量总体显著高于雄性'
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!

CM-Q

表达量雄性胚胎在
80N

最低!雌性和雄性杂交胚胎
/.N

表达量最高'

在
/&N

内雌(雄性杂交胚胎
NC)1&"%8

基因表达水平较高!在
8(N

达到最高峰!在
/&N

内的各个时间点雌性与雄性

比较差异极显著"

N

#

&'&%

#'杂交胚胎
NC)1&$'+3

基因在雌性可以检测到表达!但是雄性不能检测到表达'在杂

交胚胎发育早期
@L

的表达有
0

个时间点是高峰!分别在
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和
%&(N
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鸡与鹌鹑的杂交是禽类中典型的远缘杂交!杂

交存在着不亲和现象!在出壳前雌性全部死亡!杂交

后代在早期死亡率很高并且处于性分化前后阶段!

因此鸡与鹌鹑的杂交其孵化率很低!尚不能在生产

中应用'禽类胚胎的性分化在早期受到性激素的影

响!而雌激素在禽类性分化中起十分关键的作用)
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!

鸡与鹌鹑属间杂交胚胎的早期胚胎死亡!可能是由

于性分化中性激素表达异常造成!从雄激素转变成

雌激素的途径中各个反应步骤的酶基因表达异常!

可能是杂交胚胎死亡的主要原因!在雄激素转变成

雌激素途径中!只要有其中一个或多个基因表达异

常!就会导致此途径出现问题!而雌激素最终发挥生

理功能需要与受体结合才能起作用'

@L

在调控家

鸡胚胎性分化中起着重要作用!但是否也在导致杂

交种胚胎早期死亡中起了关键作用!其调控机制如

何!目前仍然不清楚'因此!研究不同性别鸡与鹌鹑

杂交早期胚胎性激素转化路径上相关调控酶基因的

表达!可以为其提供一定依据'从现有研究成果来

看!鸟类性别决定既受到相关性别决定基因的控制!

又和激素调控紧密关联'曹体婷)

0

*对鸡与鹌鹑杂交

种胚胎在性别早期分化过程中的部分基因表达进行

了分析!但未对其进行性别鉴定'廖和荣等)

*

*和李

岩等)

)

*在对杂交种胚胎性别鉴定的基础上研究了

@L;dc2

的表达'家禽体内雌激素一般由性腺类

固醇转化产生!此转化过程需要多种酶来参与完成!

除芳香化酶"
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本研究以鸡"

,

#与鹌鹑"

-

#杂交胚胎为研究对

象!在性别鉴定的基础上!采用实时荧光定量
b4d

技术!对
:d

及雄激素转化成雌激素路径上的相关

酶基因的表达规律进行研究分析!以便通过鸡与鹌

鹑杂交种早期胚胎与性分化相关的
@L

等基因的表

达变化规律和趋势的了解!为解释杂交种早期胚胎

死亡的可能原因奠定基础'
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材料与方法
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试验材料

石河子大学试验站成年种公鸡采集精液后!对

0&&
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活胚全胚"每个时
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枚#!置于液氮冷冻!后转入
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用
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!方法参考文献)
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*'提取
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琼脂糖凝胶电泳分离!
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染色后用凝

胶成像观察
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条带完整性或用核酸蛋白仪检测
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纯度在
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'采用反转录体系及试剂盒

说明书进行操作!反转录后
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标本放入
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性别鉴定方法参照文

献)
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*!由上海生工合成!引物见表
%

'然后对各基

因片段的反应条件进行优化!结果见表
%

'
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!

实时荧光定量
b4d

%'0'*'%

!

标准曲线绘制$阳性标准品按文献)

(

*的

方法计算重组质粒的拷贝数!然后
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倍梯度稀释!

制作标准曲线'
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!
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!
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f*&,

'每个样本重复
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次'
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!

数据处理与分析
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根据双标准曲线法计

算目的基因相对表达量!定量结果用
9b99%%'&

进

行方差分析!

5A-?<-

法进行平均值多重比较'

!

!

结
!

果
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!

多重
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鉴定早期胚胎性别

图
%

所示是用
K

?
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和内标
!

C$"#()

双基因对

鸡与鹌鹑杂交胚胎
?5c2

进行扩增!
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左侧

样本为雌性!扩增得到了
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"

!
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和
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条特异条带!而右边样本为雄性!扩增只得
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%
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不能被检测到'
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相对分子质量标准
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鸡与鹌鹑杂交胚胎
F

(
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和
!
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基因进行多重
/M(

鉴定性别电泳图

F6

1

E#
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CE

相关基因表达分析

0'0'%

!

不同性别杂交胚胎
*

!

CM-Q

基因的表达分

析
!!

*

!

CM-Q

基因不同时间点的表达分析见表
0

!

总体上雌性杂交种胚胎
*

!

CM-Q

基因表达量在同一

时间点极显著高于雄性胚胎"

N

#

&'&%

#'雄性杂交

种胚
*

!

CM-Q

基因表达整体水平极低!雄性胚胎在

80N

最低!雌性和雄性杂交胚胎
/.N

表达量最高!

在
80

"

%))N

有所波动!雄性胚胎
%.(

和
%/0N

不能

检测到表达'雌性杂交胚胎在早期发育
80

"

%/0N

表达具有一定的波动性'

0'0'0

!

不同性别杂交胚胎
NC)1&"%8

基因的表达分

析
!!

NC)1&"%8

基因不同时间点的表达见表
0

!在

/&N

内雌(雄性杂交胚胎
NC)1&"%8

基因表达水平

较高!此后下降到较低水平!在
8(N

达到最高峰!在

/&N

内雌性杂交胚胎表达水平波动较雄性大'雌

性杂交胚胎
NC)1&"%8

基因在
/&N

内的表达较雄性

明显高!在
/&N

内的时间点与雄性比较差异极显著

"

N

#

&'&%

#'

/.N

后雌性与雄性比较差异不显著!

表达都在很低水平'

0'0'*

!

不同性别杂交胚胎
NC)1&$'+3

基因的表达

分析
!!

NC)1&$'+3

基因不同时间点表达分析见表

*

!雄性杂交胚胎不能检测出其表达!仅雌性胚胎有

表达!且其表达呈现波动性!出现
*

次较高的峰值!

分别是在
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(

/.

和
%0&N

!但其表达量逐步下降'在
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和
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表达极低'

0'0')

!

不同性别杂交胚胎
@L

基因的表达分析
!

!

@L

基因在不同时间点的表达分析见表
*

!雄性与

雌性胚胎比较!在
80

"

%0&N

时间点表达雌性高于

雄性'在杂交胚胎发育的
80

和
8(N@L

基因表达

雄性与雌性胚胎之间差异显著"

N

#

&'&1

#!在
/.

(

%&0

(

%&(

(

%%)

和
%0&N@L

基因表达差异极其显著

"

N

#

&'&%

#!并且雌性表达水平远高于雄性'在杂

交胚胎发育的
%))

(

%.(

和
%/0N

不同性别杂交胚胎

@L

基因表达水平均很低'

00*



!

0

期 刘贤侠等$鸡与鹌鹑杂交种早期胚胎与性分化相关的
@L

等基因的表达

表
!

!

不同性别杂交胚胎
I

!

$H?I

和
&$$%"*#'

基因在不同时间点的表达

:+8<)!

!

:.),)<+36?))K

H

,)**605

Q

>+5363

;

02I

!

$H?I+5=&$$%"*#'

1

)5)02=622),)53

1

)5=),02.

;

8,6=)@8,

;

0*+3=622),)5336@)

H

0653*

早期胚胎发育时间%
N

:<T=

B

D;CT

B

#-$?

"DSD=#

U

;D-R,R<

L

D

*

!

CM-Q NC)1&"%8

雄性
M<=D

雌性
WD;<=D

雄性
M<=D

雌性
WD;<=D

80 &'&&%̀ &'&&&

2C

%('.8)̀ &'&&%

3<C

1'0)*̀ %'.)*

2<

.1'%0%̀ )'*1.

3?

8( &'&&0̀ &'&&&

2C

0%'*(*̀ 0'.)1

3<C

.'8(1̀ %'11)

2<

8%'%%8̀ 1'.0%

3"

()

&'&&1̀ &'&&%

2C

%&'*)1̀ *'..8

3<

0'**8̀ &'/&0

2<

01'**8̀ 0'/&0

3D

/& &'&%8̀ &'&&0

2?

('00%̀ %'&/*

3<

)'%1%̀ &'00*

2<

%&'1)/̀ )'1.*

43Q

/. &'*&.̀ &'&&%

3?

*0'**0̀ *'%%0

2"

0'1.0̀ &').%

23<

*'&0*̀ %'0*/

4"

%&0

&'&)(̀ &'&%*

4C

%/'&.*̀ .'/0(

3<C

&'%)1̀ &'&&*

23C

0'&1(̀ &'&%*

4"

%&( &'&10̀ &'&&8

4C

('&*/̀ )'/8)

3<

&'8()̀ &'&&1

23C

%'**8̀ &'1&0

4"

%%) &'&*8̀ &'&&*

4C

0'%%)̀ %'0*8

5C

%'.1)̀ &'&.1

23<

%'1)/̀ &'&&*

4"

%0&

&'&%%̀ &'&&0

2?

%*'%%)̀ )'%%.

3<

&'0*)̀ &'&&1

23C

%'&0*̀ &'*0%

4"

%)) &'&&1̀ &'&&%

2?

1'08*̀ 0'%&)

3C

&'%*.̀ &'&&(

23C

&')1.̀ &'&%%

24C

%.( Z

%'))0̀ &'.*0

5C

Z

&'(.8̀ &'&%0

24C

%/0 Z %'1..̀ &'8&%

5C

Z &'%0*̀ &'&&/

24C

经性别鉴定后实际每个时间点样品数不少于
%&

枚!不同大写字母表示差异极显著"

N

#

&'&%

#!不同小写字母表示差异显著

"

N

#

&'&1

#!

Z'

未能检测出'下同

PND<?RA<=,<;

U

=D,-A;CDT#QRNDD<?NR$;D

U

#$-R<QRDT,DV$"D-R$Q$?<R$#-<TD-#R=D,,RN<-%&

!

"$QQDTD-R?<

U

$R<==DRRDT,;D<-,,$

L

!

-$Q$?<-R"$QQDTD-?D

"

N

#

&'&%

#!

"$QQDTD-R=#@DT?<,D=DRRDT,$-"$?<RD,$

L

-$Q$?<-R"$QQDTD-?D

"

N

#

&'&1

#!

Z'W<$=$-

L

R#"DRD?R'PND

,<;D<,CD=#@

表
I

!

不同性别杂交胚胎
&$$%"+=1:

和
CE

基因在不同时间点的基因表达

:+8<)I

!

:.),)<+36?))K

H

,)**605

Q

>+5363

;

02&$$%"+=1:+5=CE

1

)5)02=622),)53

1

)5=),02.

;

8,6=)@8,

;

0*+3=622),)5336@)

H

0653*

早期胚胎发育时间%
N

:<T=

B

D;CT

B

#-$?

"DSD=#

U

;D-R,R<

L

D

NC)1&$'+3 @L

雄性
M<=D

雌性
WD;<=D

雄性
M<=D

雌性
WD;<=D

80 Z .&'.80̀ %'&)/

<2

%*'00)̀ &'.8(

<3

%1'%1*̀ %'11)

C3

8( Z 0*'1.%̀ 0'**)

<3

%&'%%8̀ &'./*

<3

%*'%)(̀ %'110

C:

() Z

*8'081̀ 0'.81

C3

)'&/*̀ &'*)0

?"3

1'0*%̀ &'..1

?3

/& Z %('0*(̀ %'1.(

:

0'%*%̀ &'%08

?D3

0'&1(̀ &'00.

?3

/. Z

10'(%0̀ %'))0

<2

&'&%/̀ &'&&*

2

%'**0̀ &'&88

4"

%&0 Z %1'**0̀ 0'1..

:

*'11%̀ &')*)

24

%%'0()̀ %'81)

:C

%&( Z

%&'()0̀ %'&).

:

)'*0*̀ &'8(0

2

%1'%8%̀ %'//(

3C

%%) Z ('%%8̀ &'%)*

:

0'88.̀ &'0*0

24

('.).̀ %'&*/

3D

%0& Z )8'/*0̀ %'*(0

2<

&'&&(̀ &'&&0

45

%'%0.̀ &'&0.

34"

%)) Z

%8')8)̀ %')%0

:

&'&%8̀ &'&&*

?5

&'&%*̀ &'&&*

?5

%.( Z &'&0*̀ &'&&%

W

&'&00̀ &'&&1

?5

&'&%(̀ &'&&)

?5

%/0 Z

&'&(8̀ &'&&0

W

&'&%%̀ &'&&0

<5

&'&0*̀ &'&&8

?5

Z'

未能检测出

Z'W<$=$-

L

R#"DRD?R

*0*



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)1

卷
!

I

!

讨
!

论

IE#

!

I

!

$H?I

基因在不同性别杂交胚胎发育早期

的表达

类固醇脱氢酶是性激素合成过程中关键步骤的

催化酶!它催化性激素
4%8

位上的酮基和醇基之间

的还原和氧化反应!使低生物活性的雌酮(雄烯二酮

与高生物活性的雌二醇(睾酮之间相互转化'其中!

*

!

CM-Q

是类固醇脱氢酶类的一种主要酶!它的缺

少会导致皮质醇和醛固酮合成减少!同时睾酮和雌

激素的合成也会减少'

I'c<\<C<

B

<,N$

等)

/

*采用原

位杂交的方法检测鸡早期胚胎
*

!

CM-Q

的表达!发

现
*

!

CM-Q

在孵育
8"

的雌雄鸡胚左右性腺中都有

表达!且一直持续到第
%)

天'

I'c#;AT<

等)

%&

*采

用半定量的方法检测鸡雌雄胚胎发育过程中
0

"

/"

*

!

CM-Q

基因的表达!发现早在
0"

就可以在雌雄

胚胎中检测到
*

!

CM-Q

的表达!之后其表达量均呈

递增趋势'

0&&(

年
c'2,RD

等)

%%

*对孵化
8

"

%1

个

时期的鹌鹑胚胎进行了报道!发现
*

!

CM-Q

基因在

第
/

个孵化时期表达量较高'曹体婷)

0

*利用原位杂

交技术研究表明!

*

!

CM-Q

基因在雌性杂交种
/.

(

%&0

和
%&(N

的胚胎中表达!

*

!

CM-Q

在雌性胚胎中

表达信号较强!同时雄性胚胎在
..

"

%*0N

也有表

达'刘贤侠等)

%0

*研究表明!鹌鹑胚胎
*

!

CM-Q

基因

表达最早可在
80N

检测到!在胚胎发育
%0&N

表达

量最高!且雌性显著高于雄性!提示鹌鹑胚胎发育到

第
1

天时!

*

!

CM-Q

在其性别分化过程中起重要作

用'本研究表明!鸡与鹌鹑杂交胚胎中
*

!

CM-Q

基

因表达总体上雌性表达量极显著高于雄性!雄性杂

交种胚
*

!

CM-Q

基因表达整体水平极低!雄性胚胎

在
80N

最低!雌性和雄性杂交胚胎
/.N

表达量最

高!在
80

"

%))N

之间有所波动!

%.(

和
%/0N

不能

检测到表达'雄性杂交胚胎在早期发育
80

"

%/0N

表达具有一定的波动性'这与鸡大体一致!只是表

达水平不同'同现有的鸡与鹌鹑报道相比!

*

!

C

M-Q

在雌性胚胎中出现较亲本表达提前的现象!

这种现象同曹体婷)

0

*的报道类似'

IE!

!

&$$%"*#'

基因在不同性别杂交胚胎发育早期

的表达

b!)1&?%8!

羟化酶是雄激素合成的限速酶!催化

孕烯醇和孕酮分别转化为羟孕烯醇酮和羟孕酮!均

为睾酮合成的重要步骤'

]'c$,N$\$;$

等)

%*

*采用原

位杂交方法检测鸡早期胚胎
NC)1&"%8

基因的表达!

发现
NC)1&"%8;dc2

在雄性胚胎孵化
."

时迅速

增加!之后下降'与雄性胚胎的短暂性升高相比!雌

性胚胎
NC)1&"%8;dc2

的表达呈缓慢上升趋势'

I'c<\<C<

B

<,N$

等)

/

*采用原位杂交方法检测鸡胚胎

NC)1&"%8

基因的表达!发现其在雄性鸡胚性腺中表

达!而在雌性鸡胚中却检测不到'

I'c#;AT<

等)

%&

*

采用半定量方法检测鸡胚胎
0

"

/"NC)1&"%8

基因

的表达!发现在孵化
0

"

/"

时雌雄胚胎均有表达!

但表达量较少!在胚胎发育第
.

天!表达量有所增

加!之后下降'刘贤侠等)

%0

*研究表明!

NC)1&"%8

基

因在鹌鹑雌雄胚胎孵化
*

"

8"

均有表达!在胚胎发

育
)"

时表达量增加!之后出现波动趋势'

本研究表明!在杂交胚胎性别鉴定的基础上!发

现在
/&N

内雌(雄性杂交胚胎
NC)1&"%8

基因表达

水平较高!在
8(N

达到最高峰!在
/.N

内雌性杂交

胚胎表达水平波动较雄性大'雌性杂交胚胎
NC

)1&"%8

基因在
/&N

内的表达较雄性高!在
/&N

内

的时间点与雄性比较差异极显著"

N

#

&'&%

#'

/.N

后雌性与雄性比较差异不显著!表达都在很低水平'

这说明杂交胚胎的
NC)1&"%8

基因表达高峰也提前'

IEI

!

&$$%"+=1:

基因在不同性别杂交胚胎发育早

期的表达

在鸟类中!

NC)1&$'+3

是雌激素合成的关键酶!

如果该酶的活性被抑制!雌激素对性腺性别分化的

影响就会被阻断'鸡
NC)1&$'+3

表达开始于性分

化!此性分化在形态上能够被观察到)

/

!

%*!%)

*

!因此!

N)1&$'+3

在鸡和鸟类的性分化中起到了重要作

用'

I'c<\<C<

B

<,N$

等)

/

*和
4'2'9;$RN

等)

%1

*采用

原位杂交方法检测鸡胚性腺中
NC)1&$'+3

基因的

表达!结果表明其在雌性胚胎中表达!而雄性胚胎中

不表达'

I'c#;AT<

等)

%&

*采用半定量方法检测早

期鸡胚发育过程中"

0

"

/"

#

NC)1&$'+3

基因的表

达!结果发现!

NC)1&$'+3 ;dc2

在孵化
1

"

/"

的

雌性鸡胚中有表达!然而!在整个孵化期!雄性鸡胚

中都检测不到其表达'

NC)1&$'+3

基因表达的开始

时间在胚胎孵化第
1

天!这与性分化阶段一致'

4'

2'9;$RN

等)

%1

*研究表明!

NC)1&$'+3

基因在鸡早期

胚胎发育过程中
.'1"

在性腺中雌性可以检测到!

而雄性不能检测到'鹌鹑早期胚胎发育过程中!雌

性胚胎发育第
*

天就可检测到
NC)1&$'+3

基因的

表达!且在发育的第
)

天达到高峰!随后下降)

%0

*

'

本研究表明!杂交胚胎的
NC)1&$'+3

基因在雌

性可以检测到表达!但是雄性不能检测到!表明!

NC

)0*



!

0

期 刘贤侠等$鸡与鹌鹑杂交种早期胚胎与性分化相关的
@L

等基因的表达

)1&$'+3

基因为雌性杂交胚胎所特有'在杂交雌性

胚胎发育的
80

"

%))NNC)1&$'+3

基因也呈现波动

性的变化!但是雌性杂交胚胎在
%.(N

之后出现很

低的表达!实际解剖在此期的杂交胚胎发现大部分

为雄性'通过本试验也验证了杂交胚胎在性分化之

后!由于大部分是雄性!因此该基因的表达即使是雌

性在
8"

之后也出现了异常'

IE$

!

CE

基因在不同性别杂交胚胎发育早期的表

达

雌激素通过与其受体结合!作用于靶细胞而发

挥作用'

4'2'9;$RN

等)

%1

*通过
dP!b4d

发现!

@L

首先出现在孵化第
)'1

天的性腺中!在性腺开始分

化时"孵化
8'1"

#在左侧性腺比右侧性腺表达量更

多!并且一直持续到孵化第
%0'1

天'

'̂:'2-"TD@,

等)

%.

*应用原位杂交方法也得到相同的结果'免疫

组织化学研究表明!在孵化第
8'1

天的雌性鸡胚左

侧性腺的皮质中检测到大量的
:d

蛋白!在髓质中

仅检测到少量
:d

蛋白!而在雄性性腺中没有检测

到
:d

蛋白'乔爱君)

%8

*采用半定量研究表明!

@L

表达高峰期在
..

"

()N

!且性分化大致在该时期!

@L

基因的变化很可能是导致杂交早期胚胎大量死

亡的主要原因'

M'2--<

等)

%(

*采用实时定量对受

外源雌激素物质影响的鹌鹑早期胚胎
@L

基因的表

达进行研究!结果发现!

@L

)

在胚胎发育第
8

天在雌

雄胚胎中均有表达!雄性鹌鹑胚表达量明显高于雌

性鹌鹑胚'廖和荣等)

*

*采用
dP!b4d

对杂交种胚

胎
@L

表达的研究表明!在
..

"

()N

雌性的表达量

极显著高于雄性!由此推测杂交种的性分化时间大

致在胚胎发育的
..

"

()N

'李岩等)

)

*采用同样方法

研究雌(雄胚胎发现!

0'81

"

*'81"

二者呈现波动

性变化!不同日龄间比较!

0'81

"

*'1&"

雌性
@L

表

达极显著高于雄性!推测杂交胚胎性分化时间大致

在胚胎发育的
0'81

"

*'1&"

'本研究表明!雌性杂

交胚胎的
@L

在不同时间点的表达量总体比雄性

高!杂交胚胎
80

"

%/0N

雌性和雄性都有表达!在杂

交胚胎发育早期
@L

的表达有
0

个时间点是高峰!

分别在
80

和
%&(N

!在
%))N

后表达量非常低!推测

@L

基因表达异常可能对杂交胚胎的死亡有密切关

系'

$

!

结
!

论

总体上
*

!

CM-Q

和
NC)1&"%8

基因表达都有提

前表达趋势!而
NC)1&$'+3

基因为雌性杂交胚胎所

特有'雌性杂交胚胎的
@L

表达有高峰!分别在
80

和
%&(N

!在
%))N

后表达量非常低!和鸡与鹌鹑相

比!

@L

基因也出现表达提前的现象'杂交种作为

属间杂交的特殊物种!其染色体一半源于鸡!一半源

于鹌鹑!其
:d

及相关通路基因表达模式却较二者

均出现一定的提前趋势!出现这种现象的原因还需

要进一步探索!这种独特的基因表达模式是否在其

他细胞通路中也出现还需要试验证实!目前的结果

提示!这种不同于双亲的基因表达可能是造成杂交

种胚胎早期死亡的原因之一'
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