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要!旨在研究
;?F

家族基因在产蛋高峰期和停产期鸭肠道中的表达'选择同日龄产蛋高峰期鸭
0&

只!随机

均分为两组!一组在限食
1"

停产后自由采食
%&"

!另一组自由采食
%1"

'采用
:6!89:

和
B

:6!89:

的方法!检

测
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(

;?F*

(

;?F)

(

;?F5

(

;?F1

(

;?F%5

和
;?F0%

基因在鸭十二指肠(空肠(回

肠和盲肠中的表达'结果显示!
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种禽类
;?F

家族基因均在鸭十二指肠(空肠(回肠和盲肠中表达&除
;?F%!0

(

;?F0!0

(

;?F)

和
;?F0%

基因外!其他
.

种
;?F

家族基因在不同肠道中差异表达"
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%

&2&5

#!其中!

;?F*

(

;?F5

和
;?F1

基因在十二指肠中高表达!

;?F%!%

(

;?F0!%

和
;?F%5

基因在盲肠中高表达&除
;?F)

和
;?F1

基因外!

其他
(

种
;?F

家族基因在产蛋高峰期鸭肠道中的表达水平高于停产期"

K

%

&2&5

#'结果表明!蛋鸭肠道存在

;?F

介导的固有免疫反应机制!且产蛋高峰期蛋鸭肠道病原相关分子模式的识别能力强于停产期蛋鸭'
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中国的蛋鸭养殖主要采用传统的水面养殖模

式)

%!0

*

'这种粗放的养殖模式容易使养殖水体中肠

道病原微生物及其释放的代谢物进入鸭消化道!诱

导肠道炎性反应!影响饲料消化吸收利用!进而影响

产蛋性能)

*

*

'研究表明!降低载禽水体微生物浓度

能降低肠道
;?F)

表达水平和炎性反应)

*

*

!提高

鸭)

*

*或鹅)

)

*的产蛋性能'此外!饲料中含有的病原

微生物及其代谢产物!如细菌内毒素(真菌毒素和霉

菌毒素)

5

*等!也诱导肠道炎性反应'因此!蛋鸭肠道

的病原分子识别能力对维持肠道功能稳态和产蛋性

能具有重要的作用'

6#>>

样受体"

;?F,

#是一类病原模式识别受体

基因!是非特异性免疫反应关键的组成部分)

.!1

*

'目

前!在鸡的研究中!共发现
%&

种
;?F0

家族基

因)

(!%&

*

!包括
;?F%!%

(

;?F%!0

(

;?F0!%

(

;?F0!0

(

;?F*

(

;?F)

(

;?F5

(

;?F1

(

;?F%5

和
;?F0%

'这

些
;?F

家族基因识别多种病原分子)

%%!%0

*

!启动胞

内信号级联效应!诱导非特异性免疫反应)

%*!%)

*

!抵御

病原微生物的侵害)

%5

*

!维持组织细胞功能稳态'禽

类抗病力与
;?F

家族基因表达密切相关)

%.!%(

*

!而

肠道是机体接触病原分子的重要器官之一'肠道存

在多样化微生物区系!维持肠道功能稳态!而
6O:,

参与调节这一过程)

%/

*

!并且肠道
6O:,

识别微生物

和饲料抗原!修复损伤的肠道上皮细胞和清除进入

肠黏膜的病原分子)

0&

*

'然而!目前国内外研究了性

成熟前鸭
6O:

家族部分基因!如$

;?F0!%

)
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*

(

;?F*

)

00!0*

*

(

;?F)

)

0)!01

*

(

;?F5

)

0(!0/

*和
;?F1

)

*&

*基因

的克隆和组织表达谱及其对病原分子的反应性!而

对其他
;?F

家族基因的研究较少!对
6O:

家族基

因在产蛋期鸭肠道不同功能部位的差异表达研究更

少'由于产蛋高峰期蛋鸭采食量增加(嬉水习性增

强!肠道接触病原微生物的机率增加!因而!产蛋高

峰期鸭肠道病原相关分子的识别能力对肠道免疫保

护(功能稳态(饲料消化吸收以及高产蛋性能维持至

关重要'

本试验研究
%&

种
;?F

家族基因在产蛋高峰期

和停产期鸭十二指肠(空肠(回肠和盲肠中的表达!

为蛋鸭肠道启动非特异性免疫反应(抵御病原微生

物侵染的分子调控机理研究奠定基础!对维持蛋鸭

肠道功能稳态和产蛋性能具有重要的意义'

#

!

材料与方法

#F#

!

试验动物

动物试验在南京市畜牧家禽科学研究所江宁基

地进行'试验蛋鸭为连城白鸭和樱桃谷鸭杂交
%̀

代鸭'在产蛋高峰期时"产蛋率
#

(&_

#!选择
0&

只

蛋鸭!随机分为两组!每组
%&

只!每组独立一栏'一

组高峰期蛋鸭自由采食&另一组高峰期蛋鸭当日自

由采食后!停止供料
1"

!使其停止产蛋!再自由采食

%&"

!恢复体况'采用+地面平养
n

水池,养殖模式!

每栏有独立运动场"长
*2(&<

!宽
%2*&<

#和水池

"长
%2%&<

!宽
%2*&<

!深
&2*0<

#'试验期间!鸭

自由饮水!自然光照'试验结束后!取脾(十二指肠(

空肠(回肠和盲肠等组织!液氮保存'

#F!

!

主要试剂

:H4

抽提试剂盒购自天根生化科技"北京#有

限公司&

6=

B

89:N=,FEXN$W

购自上海翊圣生物科

技有限公司&

5&[

T

N=XZEX

和
8X$<E3?X$

T

F

:6

N=,FEX

N$W

购自宝生物工程"大连#有限公司&

=̀,F3F=XF

P-$UEX,=>3Rc:IXEE-N=,FEX

购自罗氏诊断产品

"上海#有限公司&其他常规试剂购自南京寿德化玻

公司'

#F)

!

总
-Q7

提取和反转录

分别取蛋鸭脾(十二指肠(空肠(回肠和盲肠组

织!按天根试剂盒说明书提取总
:H4

'

:H4

质量

检测合格后!参照
6=b=:=

反转录试剂盒说明!合成

?\H4

第一链!

j0& k

保存备用'反应体系为
%&

(

O

$

0

(

O5l 8X$<E3?X$

T

FcCVVEX

!

(

(

O:H4

"
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5&&-

J

#'反转录程序$

*1k%5<$-

!

(5k5,

!

)

k

保存'

#F%

!

-*N2O-

反应和测序

根据
IE-c=-Z

登录号!利用
8X$<EX8XE<$EX

52&

软件设计兼并引物!引物信息见表
%

!由上海英

骏生物技术有限公司合成'由于目前禽类
%&

种

;?F

家族基因是否都在蛋鸭肠道不同功能部位表

达不清楚!因此!采用普通
89:

的方法对停产期蛋

鸭的脾(十二指肠(空肠(回肠和盲肠组织
%&

种禽类

;?F

家族基因进行扩增!其中以脾组织为阳性对

*%&0
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!以不加
?\H4

模板为阴性对照'

89:

反应体系为
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O

$

0l 6=

B
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!

""L
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M(

(

O

!上游和下游引物各
&25

(

O

!

:6

产物
%

(

O

'反应程序$

/5k

预变性
5<$-

&

/5k

变性
*&,

!

51

%

.&k

退火
*&,

!

10k

延伸
*&,

!

*5

个循环&

10k

延伸
1<$-

!

)k

保存'

89:

产物

用
025_

琼脂糖凝胶电泳初步鉴定!由上海生工生

物工程股份有限公司测序'

#F(

!

=

-*N2O-

分析

根据
:6!89:

的表达谱结果!对在不同肠道组

织中表达的
;?F

家族基因进行
:E=>!F$<E89:

'

:E=>!F$<E89:

反应体系为
0&

(

O

$

%

(

O:6

产物!

上游和下游引物各
&2.

(

O

!
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!
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预变性
%&<$-

&

89:

循

环$

/5k
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!
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.&k
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*&,

!

10k

延伸

*&,

!读板!共
*5

个循环'以管家基因
%

Q$"#()

为内

参!每个样品重复
*

次!取平均
9F

值进行计算!所得

试验数据按
0

j

&&

9F结果统计分析'

#F$

!

数据分析

采用
3833%*2&

软件进行统计分析!数据结果

以+平均值
a

标准误"

NE=-a3;

#,表示'对于每

个基因的表达数据!以不同产蛋期和肠道不同功能

部位为固定效应!采用两因子线性模型进行统计分

析!

c#-VEXX#-$

修正法多重比较&对于同一产蛋期!

肠道不同功能部位的基因表达数据!采用单因子方

差分析!

\C-?=-

法多重比较&对于肠道同一功能部

位!不同产蛋期的基因表达数据!采用
#

检验分析'
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;?F

家族基因在产蛋高峰期和停产期鸭肠道中的表达研究

!

!

结
!

果

!F#

!

肠道
1=@

家族基因的表达谱

分别对脾(十二指肠(空肠(回肠和盲肠组织进

行
:6!89:

扩增!

89:

产物电泳检测结果见图
%

!

所扩增的
;?F0

片段与预期的片段大小一致'通过

测序!并与
IE-c=-Z

已登录"表
%

#的序列比对!同

源性为
/1_

以上!表明
89:

扩增片段为目的基因

片段'并且!结果显示!已公开的
%&

种禽类
;?F

家

族基因均在鸭十二指肠(空肠(回肠和盲肠组织中表

达"图
%

#'

%

(

0

(

*

(

)

(

5

(

.

(

1

(

(

(

/

(

%&2

分别表示
;?F%!%

(

;?F%!0

(

;?F0!%

(

;?F0!0

(

;?F*

(

;?F)

(

;?F5

(

;?F1

(

;?F%5

(

;?F0%

基因扩增片段&(

3

(

b

(

L

(

H

(

8'

分别表示十二指肠(空肠(回肠(盲肠和脾组织的扩增片段&

c

和
N'

分别表示空白对

照和
\H4

相对分子质量标准

%

!

0

!

*

!

)

!

5

!

.

!

1

!

(

!

/

!

%&27-"$?=FEVX=

J

<E-F,=<

T

>$V$E"#V;?F%!%

!

;?F%!0

!

;?F0!%

!

;?F0!0

!

;?F*

!

;?F)

!

;?F5

!

;?F1

!

;?F%5=-";?F0%

J

E-E,

!

XE,

T

E?F$UE>

D

23

!

b

!

L

!

H

!

827-"$?=FEVX=

J

<E-F,=<

T

>$V$E"#V

%

Q$"#()

J

E-E$-"C#"E!

-C<

!

+

E

+

C-C<

!

$>EC<

!

?E?C<=-",

T

>EE-

!

XE,

T

E?F$UE>

D

2c

!

N27-"$?=FEFAE-E

J

=F$UE?#-FX#>=-"\H4<=XZEX

!

XE,

T

E?F$UE>

D

图
#

!

1=@

家族基因在肠道不同功能部位的
-*N2O-

电泳图

L:

4

F#

!

-*N2O-3<1=@.:56>1Y:5;,.;:5/9;0/1;.

!F!

!

肠道
1=@

家族基因的差异表达

不同肠段
;?F

家族基因表达的结果见表
0

和

图
0

'线性模型的统计结果显示!除
;?F%!0

(

;?F0!0

(

;?F)

和
;?F0%

基因!

;?F%!%

(

;?F0!%

(

;?F*

(

;?F5

(

;?F1

和
;?F%5

基因在十二指肠(

空肠(回肠和盲肠中的表达水平差异显著"

K

%

&2&5

!表
0

#!其中!盲肠
;?F%!%

(

;?F0!%

和
;?F%5

基因表达水平高于十二指肠(空肠和回肠!而十二指

肠
;?F*

(

;?F5

和
;?F1

基因表达水平高于空肠(

回肠和盲肠'在产蛋高峰期!

;?F%!%

(

;?F0!%

(

;?F0!0

(

;?F*

(

;?F5

(

;?F1

和
;?F%5

基因在肠

道不同功能组织中的表达水平差异显著"

K

%

&2&5

#!而在停产期!仅
;?F*

基因在肠道不同功能

组织中的表达水平差异显著"

K

%

&2&5

!图
0

#'

!F)

!

产蛋高峰期和停产期对肠道
1=@

家族基因表

达的影响

产蛋高峰期和停产期对肠道
;?F

家族基因表

达的影响见表
0

和图
0

'线性模型的统计结果显示!

除
;?F)

和
;?F1

基因外!其他
(

种
;?F

家族基因

在产蛋高峰期的表达水平显著高于停产期"

K

%

&2&5

&

表
0

#'高峰期蛋鸭十二指肠的
;?F%!%

(

;?F%!0

(

;?F0!%

(

;?F0!0

(

;?F*

(

;?F5

和
;?F%5

基因(空肠

的
;?F%!%

(

;?F%!0

(

;?F0!%

(

;?F0!0

和
;?F5

基因(

回肠的
;?F%!0

(

;?F0!%

(

;?F0!0

(

;?F*

(

;?F5

和

;?F0%

以 及 盲 肠 的
;?F%!%

(

;?F%!0

(

;?F0!%

(

;?F0!0

(

;?F*

(

;?F5

和
;?F0%

基因表达水平显著

高于停产期"

K

%

&2&5

#!而高峰期蛋鸭回肠的
;?F1

和
;?F%5

以及空肠的
;?F0%

基因表达水平显著低

于停产期"

K

%

&2&5

!图
0

#'

5%&0
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蛋鸭肠道
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家族基因的表达

*/B9,!

!

@-Q79,S,9.3<1=@

4

,5,.:56>1Y:5;,.;:5/9;0/1;.

基因

IE-E

肠道组织
7-FE,F$-=>F$,,CE
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;
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$-

J

,F=FE
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+
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D
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不同产蛋期鸭肠道
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家族基因差异表达
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家族基因在产蛋高峰期和停产期鸭肠道中的表达研究

)

!

讨
!

论

非特异性免疫反应是机体抵抗感染性疾病的第

一道屏障!而
;?F

家族基因是非特异性免疫反应

的关键调节基因)

.!1

*

!也是连接非特异性免疫和特异

性免疫的桥梁)

*%

*

'目前!在鸡的研究中!共发现
%&

种
;?F0

家族基因识别广泛的病原微生物及其代谢

产物'

;?F%

可识别肽聚糖(脂磷壁酸(阿拉伯糖甘

露糖脂及酵母和真菌的酵母多糖)

*0

*

&

;?F0

除具有

;?F%

识别功能外还可识别革兰氏阴性菌释放的

O83

)

*0

*

&

;?F*

识别双链
:H4

)

**

*

&

;?F)

识别革兰

氏阴性菌释放的
O83

)

*)!*.

*

&

;?F5

识别细菌鞭毛蛋

白)

*0

*

&

;?F1

识别单链
:H4

)

*0

*

&

;?F%5

识别革兰

氏阴性菌!而
;?F0%

识别细菌基因组产生的未甲

基化
9

T

I\H4

序列)

%0

*

'本试验中!

%&

种
;?F0

家

族基因均在蛋鸭肠道的十二指肠(空肠(回肠和盲肠

组织中表达!表明除免疫器官和免疫细胞外!蛋鸭肠

道组织本身也存在
6O:!

介导的非特异性免疫应答

机制!维持肠道功能稳态'

水禽肠道不同功能部位差异性表达
;?F,

基

因!对病原分子的识别能力具有差异性特点'雏鹅

空肠和回肠
;?F0!%

表达水平高于十二指肠和盲

肠)

*1

*

!而雏鸭空肠
;?F5

表达水平高于十二指肠(

回肠和盲肠)

0(

*

'

;?F*

在
1&

日龄的马岗鹅胰腺组

织中表达量最高!其次是脾(十二指肠和肺!而在肌

肉和皮肤中表达量最低)

**

*

'本试验中!性成熟期蛋

鸭十二指肠组织
;?F*

(

;?F5

和
;?F1

基因以及

盲肠组织
;?F%!%

(

;?F0!%

和
;?F%5

基因表达水

平高于其他肠段组织!说明蛋鸭十二指肠对单链

:H4

(双链
:H4

和细菌鞭毛蛋白的识别能力更强!

而盲肠对肽聚糖(脂磷壁酸(阿拉伯糖甘露糖脂(酵

母和真菌的酵母多糖(

O83

以及革兰氏阴性菌的识

别能力更强'

;?F

家族基因在十二指肠和盲肠中

高表达!可能由于伴有病原分子的食糜最先抵达十

二指肠!其作为诱发因子启动病原识别模式受体基

因表达!而盲肠本身富含微生物!其对病原的识别能

力有助于盲肠微生物区系稳态'

不同日龄家禽组织识别病原微生物的能力存在

差异'研究表明!不同日龄鸡阴道组织
;?F0!%

(

;?F0!0

和
;?F)

基 因)

*(

*

(睾 丸 组 织
;?F0!%

(

;?F0!0

(

;?F*

(

;?F)

(

;?F5

和
;?F%5

基因)

*/

*

(

卵巢组织
;?F0!%

(

*

(

)

(

5

(

1

(

%5

和
0%

基因)

)&

*表达

差异显著!而性成熟期鸭小肠
;?F1

基因表达高于

非性成熟期)

*&

*

'由于不能在同一日龄和同一养殖

水环境下选择产蛋高峰期和停产期鸭!本试验参照

蛋鸡)

)%

*限饲停产的研究方法!避免了不同日龄和养

殖环境对
;?F

家族基因表达的影响'试验发现!

产蛋高峰期鸭肠道
;?F%!%

(

;?F%!0

(

;?F0!%

(

;?F0!0

(

;?F*

(

;?F5

(

;?F%5

和
;?F0%

基因表达

水平高于停产期鸭!其中空肠和回肠分别有
5

和
.

种基因表达水平高于停产期!而十二指肠和盲肠有

1

种基因高于停产期!说明高峰期蛋鸭肠道识别病

原微生物的能力显著高于停产期蛋鸭!而且在高峰

期蛋鸭十二指肠和空肠的病原识别能力更强'产蛋

高峰期水禽增加的采食量和增多的水面嬉戏行为导

致肠道接触病原微生物机率增大!因而!可能诱导高

峰期蛋鸭肠道病原模式识别受体的表达'在蛋禽研

究中!限饲停产后自由采食的处理方式!保证了试验

动物年龄的一致性!且最大限度减少限饲应激对基

因表达的影响!但对于
;?F

家族基因!停产后的自

由采食能否恢复肠道
;?F

家族基因表达需要进一

步验证'

%

!

结
!

论

%F#

!

%&

种禽类
;?F

家族基因在蛋鸭肠道十二指

肠(空肠(回肠和盲肠中表达!肠道存在
6O:!

介导

的非特异性免疫应答机制!维持肠道功能稳态'

%F!

!

.

种
;?F

家族基因在蛋鸭肠道十二指肠(空

肠(回肠和盲肠中差异表达!其中十二指肠和盲肠各

有
*

种
;?F

基因高表达'

%F)

!

(

种
;?F

家族基因在产蛋高峰期鸭肠道中的

表达高于停产期!其中空肠和回肠分别有
5

和
.

种

;?F

基因表达高于停产期!而十二指肠和盲肠有
1

种
;?F

基因表达高于停产期'
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