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摘　要　研究优质黄羽肉鸡热应激期间肝脏和下丘脑组织中热休克蛋白７０（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ７０，ＨＳＰ７０）基因

ｍＲＮＡ的动态表达规律，为揭示该类型优质鸡种热应激反应机理提供参考。６４日龄Ａｎａｋ４０（♂）×岭南黄（♀）杂

交后代母鸡置于（３８±１）℃恒温室内进行持续热应激处理，采取荧光定量ＰＣＲ方法分别测定热应激起始（０ｈ）、热

应激后１２、２４、３６、４８和６０ｈ肝脏和下丘脑组织中犎犛犘７０ｍＲＮＡ的表达水平。随着热应激时间的延长，肝脏和下

丘脑组织中犎犛犘７０ｍＲＮＡ表达水平均显著上升，至热应激３６ｈ时表达水平达高峰值，约为应激起始表达水平的

７倍，差异显著（犘＜０．０５）；热应激４８和６０ｈ，下丘脑犎犛犘７０ｍＲＮＡ表达量快速回落至热应激初期的水平，而肝脏

表达量极显著地骤降至低于热应激初期１０％的水平。在（３８±１）℃持续热应激期间，优质肉鸡肝脏和下丘脑

犎犛犘７０ｍＲＮＡ表达呈现基本同步的变化规律，即表达水平先上升后下降，热应激３６ｈ时表达水平达高峰值。
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　　含有中国地方鸡种血缘的优质肉鸡是我国肉鸡

品种的重要类型之一，其年出栏量约占国内肉鸡出

栏总量的一半。肉鸡生长阶段适宜的环境温度为

１７～２７℃，１８℃时肉鸡生长速度最快，２４℃时饲料

效率最高，超过２８℃即出现热应激，３８℃以上就出

现死亡，从而造成经济损失［１２］。因此，对热应激危

害的评估与预防，以及热应激反应机理的研究一直

是家禽抗逆性研究的重要领域之一。热休克蛋白
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（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＨＳＰｓ）是因环境温度升高而

诱导机体细胞合成的蛋白质组［３］，其中 ＨＳＰ７０家族

最为普遍和保守，在热应激状态下的细胞中合成最

为显著。作为分子伴侣，ＨＳＰ７０在热应激状态下机

体蛋白的合成、组装、折叠、转运和降解等方面具有

重要的作用［４５］。在急性热应激状态下，鸡胚的

犎犛犘７０ｍＲＮＡ水平迅速提高，而热应激消除后仍

需一段时间才能恢复正常表达水平［６］；Ｇｉｖｉｓｉｅｚ

等［７］、Ｍａａｋ等
［８］和孙培民等［９］报道肉仔鸡在热应

激条件下，犎犛犘７０ｍＲＮＡ在脑、肝、心脏等组织

中的表达量快速上升。这些研究表明，鸡可以通过

快速提高 犎犛犘７０ ｍＲＮＡ 水平诱导热应激反应。

然而当前的研究大多以高产蛋鸡或白羽肉仔鸡作为

研究对象，而对优质肉鸡热应激期间 犎犛犘７０

ｍＲＮＡ表达规律的研究甚少。本研究以具有我国

特色的优质黄羽肉仔鸡为对象，利用荧光定量

ＰＣＲ技术，测定优质肉鸡热应激期间不同时间点

肝脏和下丘脑组织中 犎犛犘７０ ｍＲＮＡ的表达水平，

揭示优质肉鸡在热应激下犎犛犘７０基因的动态表达

规律，旨在为研究该类型鸡种在热应激下的耐热机

理提供参考。

１　材料与方法

１．１　实验动物与样品采集

以１只Ａｎａｋ４０成年公鸡的精液，配种５０只岭

南黄父母代母鸡，收集种蛋，孵化，得Ｆ１ 代全同胞

半同胞混合家系母鸡约１５０只。从５６日龄的Ｆ１ 群

中选择体重接近、健康的母鸡６０只，置于育成舍育

成笼的同一层，每笼饲养５只，每只鸡占笼位面积约

６００ｃｍ２。育成舍温度为２５～２８℃，直到６３日龄。

６４日龄开始对试验鸡进行热应激处理，鸡舍快速

（３０ｍｉｎ以内）升温至（３８±１）℃，以达到此温度为

热应激起始点，在热应激起始（０ｈ）以及热应激后

１２、２４、３６、４８和６０ｈ分别随机宰杀６只母鸡，快速

采集每只鸡的肝脏和下丘脑组织，液氮速冻后保存

于－８０℃冰箱中，用作总ＲＮＡ的提取。整个试验

期试验鸡自由采食与饮水。

１．２　主要试剂

Ｔｒｉｚｏｌ购于美国Ｉｎｖｉｌｒｏｇｅｎ公司，逆转录试剂

盒购于北京全式金生物技术有限公司，荧光定量

ＰＣＲ试剂盒为大连宝生物技术有限公司 ＴａＫａＲａ

ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
ＴＭ（２×）试剂盒。

１．３　定量表达分析

１．３．１　ＲＮＡ提取与ｃＤＮＡ合成

利用Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒提取总ＲＮＡ后，立即利用

ＡＭＬＶ反转录酶试剂盒，将 ｍＲＮＡ合成ｃＤＮＡ第

１条链。逆转录反应体系为４０μＬ，包括总ＲＮＡ４

μＬ，ＯｌｉｇｏｄＴ（１８）３．２μＬ，ＲＮＡ酶抑制剂２μＬ，２５０

μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰＭｉｘ３．２μＬ，５×ＲＴＢｕｆｆｅｒ８μＬ，灭

菌ＤＥＰＣ水１７．６μＬ。反转录条件为：６５℃５ｍｉｎ，

快速冷却后立即加入反转录酶ＡＭＬＶ（２００Ｕ／μＬ）

２μＬ，３７℃ 温浴５０ｍｉｎ，７５℃５ｍｉｎ。

１．３．２　引物的设计与合成

根据ＧｅｎＢａｎｋ登陆的犎犛犘７０基因（ＧｅｎＢａｎｋ：

ＮＣ＿００６０９２）和 持 家 基 因 犌犃犘犇犎 （ＧｅｎＢａｎｋ：

ＮＭ２０４３０５）基因序列，应用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软

件分别设计引物（表１）。引物由上海生工生物有限

公司合成。

表１　目的基因和持家基因犘犆犚引物

Ｔａｂｌｅ１　ＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｔａｒｇｅｔａｎｄｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇｇｅｎｅ

　基 因 引物序列 退火温度／℃ 产物长度／ｂｐ

犎犛犘７０ Ｆ：５′ＧＴＡＧＡＡＧＡＧＴＴＣＡＡＧＣＧＴＡＡＧ３′ ５７ １６６

Ｒ：５′ＴＧＧＡＧＧＴＧＴＡＧＡＡＧＴＣＡＡＴＧ３′

犌犃犘犇犎 Ｆ：５′ＴＧＡＡＡＧＴＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴ３′ ５７ ２３０

Ｒ：５ＡＣＧＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＡＧＴＧＡＴ３′

１．３．３　荧光定量ＰＣＲ反应

荧光定量 ＰＣＲ 在 ＢｉｏＲａｄ公司 Ｒｏｔｏｒｇｅｎｅ

６０００荧光定量ＰＣＲ仪上进行。荧光定量ＰＣＲ反

应体系为２５μＬ，含模板ｃＤＮＡ（５０ｎｇ／μＬ）２．０μＬ，

ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
ＴＭ（２×）１２．５μＬ，正向引物Ｆ

（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ，反向引物Ｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．５

３１１
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μＬ，ｄｄＨ２Ｏ９．５μＬ。每个样品设置３个重复，设定

阴性对照。反应条件为：９５℃５ｍｉｎ；９５℃１５ｓ，

５８℃３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，４０个循环；７２℃延伸

５ｍｉｎ。为了分析ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ扩增特异性，在定量

扩增参数后增设溶解曲线程序：６４～９４℃，升温速

度０．５℃／１０ｓ。

１．４　统计分析

Ｒｏｔｏｒｇｅｎｅ６０００荧光定量ＰＣＲ仪自动分析荧

光信号并将其转换为犆狋值，根据标准曲线计算犆０

值，然后根据目的基因和内标持家基因犆０ 值的比值

计算目的基因的相对表达量。ｍＲＮＡ表达量以平

均数±标准误表示，各时间点间表达量比较采样单

因子方差分析法和Ｄｕｎｃａｎ氏多重比较，两组织间

表达量差异采取犜检验法。

２　结果与分析

２．１　总犚犖犃提取结果

从试验鸡肝脏和下丘脑中提取总ＲＮＡ，经１．５

ｍｇ／ｍＬ琼脂糖凝胶电泳，溴化乙锭（ＥＢ）染色后，均

显示清晰的３条带（图１），证明ＲＮＡ质量良好，没

有降解。紫外分光光度计测定，样品在２６０ｎｍ处

有最大吸收峰，ＯＤ２６０ｎｍ／ＯＤ２８０ｎｍ均在１．８～１．９之间，

说明提取的总ＲＮＡ纯度高，无杂蛋白和酚的污染。

２．２　反转录结果

用设计的犎犛犘７０和犌犃犘犇犎 引物分别对反转

录产物ｃＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，产物经１．５ｍｇ／ｍＬ琼

脂糖凝胶电泳检测结果见图２。犎犛犘７０和犌犃犘犇犎

扩增片段与预期片段大小一致且特异性好，说明引

１、２为随机选取的２个肝脏总ＲＮＡ；

３、４为随机选取的２个下丘脑总ＲＮＡ。

图１　总犚犖犃琼脂糖凝胶电泳图

Ｆｉｇ．１　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｆｏｒｔｏｔａｌＲＮＡ

Ｍ为ｍａｒｋｅｒ；１～４为随机选取的样品。

图２　犎犛犘７０和犌犃犘犇犎 基因犮犇犖犃的犘犆犚图谱

Ｆｉｇ．２　ＰＣＲｆｏｒｃＤＮＡｏｆ犎犛犘７０ａｎｄ犌犃犘犇犎ｇｅｎｅ

物和反转录的产物模板质量良好，可用于后续的定

量ＰＣＲ分析。

２．３　基因扩增曲线和融解曲线

犎犛犘７０和犌犃犘犇犎 基因扩增曲线走势正常，

呈Ｓ型曲线（图３），且２个基因的融解曲线均呈单

一尖峰（图４），表明设计的引物特异性好，无引物二

聚体和非特异性产物。

图３　犎犛犘７０及犌犃犘犇犎 基因的扩增曲线

Ｆｉｇ．３　ＰＣＲｃｕｒｖｅｓｆｏｒ犎犛犘７０ａｎｄ犌犃犘犇犎ｇｅｎｅ
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图４　犎犛犘７０及犌犃犘犇犎 基因的融解曲线

Ｆｉｇ．４　Ｍｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅｓｆｏｒ犎犛犘７０ａｎｄ犌犃犘犇犎ｇｅｎｅ

２．４　２种组织犎犛犘７０犿犚犖犃表达结果

由表２可以看出，在热应激起始（０ｈ）和热应激

后６０ｈ内，试验鸡肝脏犎犛犘７０ｍＲＮＡ表达量均显

著高于下丘脑（犘＜０．０１或犘＜０．０５）。随着热应激

时间的延长，肝脏和下丘脑组织中 犎犛犘７０ ｍＲＮＡ

表达量均表现出先上升后下降的趋势，热应激后

３６ｈ表达量达高峰值，均为应激起始表达水平的７

倍左右，差异显著（犘＜０．０５）。下丘脑中，热应激４８

ｈ后犎犛犘７０ｍＲＮＡ表达量快速回落至热应激初期

的水平，显著低于２４和３６ｈ的表达水平（犘＜

０．０５）；而肝脏中，热应激４８ｈ后犎犛犘７０ｍＲＮＡ表

达量骤降至热应激初期的１０％以内，极显著低于热

应激起始和３６ｈ内的表达水平（犘＜０．０１）。

表２　优质肉鸡热应激期间肝脏和下丘脑组织中犎犛犘７０犿犚犖犃表达量

Ｔａｂｌｅ２　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犎犛犘７０ｍＲＮＡｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒａｎｄｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓｉｎｑｕａｌｉｔｙｃｈｉｃｋｅｎｕｎｄｅｒｈｅａｔｓｔｒｅｓｓ

热应激时间／ｈ
组织表达量

肝 脏 下丘脑
组织间差异显著性

０ ２４２．８１±１３３．５０Ａａ ２．７４±１．３１ａ 犘＜０．０１

１２ ５１６．３０±２４８．３２Ａａｂ ９．２２±３．５４ａｂ 犘＜０．０１

２４ １２３１．８７±１４２．９３Ａｂ １５．４３±５．６７ｂ 犘＜０．０１

３６ １６１０．９２±６９５．５６Ａｂ １９．８７±４．５８ｂ 犘＜０．０１

４８ １９．６２±７．８３Ｂ ３．３５±１．８５ａ 犘＜０．０５

６０ １４．０１±６．５２Ｂ ４．０９±０．４７ａ 犘＜０．０５

　　注：同列数据标有不同大写字母表示差异极显著（犘＜０．０１）；同列数据标有不同小写字母表示差异显著（犘＜０．０５）。

３　讨　论

１）尽管本试验所选择的６０只母鸡是全同胞或

半同胞，且体重也比较接近，但是无论是肝脏还是下

丘脑组织，各采样时间点不同，个体间 犎犛犘７０

ｍＲＮＡ表达水平均存在较大的差异，进一步表明了

鸡热应激反应机理除了遗传背景的影响外，还有其

他复杂的因素。本试验采用混合家系开展热应激研

究，可在一定程度上降低遗传背景对试验的影响。

２）Ｌｅａｎｄｒｏ等
［６］用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同日龄

白羽肉鸡胚胎犎犛犘７０ ｍＲＮＡ的表达特性，发现脑

组织比肝脏等其他组织表达水平高２～５倍；Ｚｈｅｎ

等［５］研究显示，急性热应激时，肉鸡脑组织 犎犛犘７０

ｍＲＮＡ表达量显著高于肝脏。而本研究表明，在热

应激起始以及热应激期间，鸡肝脏 犎犛犘７０ ｍＲＮＡ

表达量均显著高于下丘脑。造成与前人研究结果不

一致的原因可能是试验鸡品种和日龄存在差异。

３）当机体受到热应激时，组织细胞 犎犛犘７０

ｍＲＮＡ的转录能力加强，从而增加细胞中 犎犛犘７０

的含量以保护细胞功能［１０］。本研究显示，热应激过
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程中，肝脏和下丘脑组织中 犎犛犘７０ ｍＲＮＡ表达水

平呈现较一致的动态变化规律，即在热应激早期（３６

ｈ内）呈快速上升趋势，表明热应激早期组织通过快

速提高犎犛犘７０含量的方式来应对热应激对细胞产

生的危害。Ｇａｂｒｉｅｌ等
［１１］研究发现，在急性热应激

下，白羽肉仔鸡肝脏组织细胞 犎犛犘７０ 含量和

犎犛犘７０ｍＲＮＡ迅速上升，且热应激后３ｈ即达表

达高峰；孙培明等［１２］报道显示，白羽肉仔鸡热应激

１８ｈ时肝脏和心脏 犎犛犘７０ ｍＲＮＡ水平达最高水

平。相比而言，本研究中２种组织 犎犛犘７０ ｍＲＮＡ

表达量达高峰的时间较迟（应激后３６ｈ）。这点可

以进一步证明，含有我国地方鸡种的优质肉鸡比白

羽肉鸡耐热性能更强。除了品种因素以外，其他如

试验鸡日龄大小、应激温度差异等因素，也可能是

犎犛犘７０ｍＲＮＡ表达高峰期迟来的原因。

４）过度热应激直接的后果是导致肝脏等重要器

官的细胞坏死［１３］，使细胞失去正常的生理功能；热

应激后肉鸡股动脉压最大变化速率特别是股动脉舒

张压最大变化速率的显著或极显著下降，其心血管

系统的功能受到严重影响，并导致死亡的结果［１４］。

本研究中，热应激４８ｈ以后肝脏和下丘脑 犎犛犘７０

ｍＲＮＡ表达水平呈现同步迅速下降的特性，其中下

丘脑 犎犛犘７０ ｍＲＮＡ表达量下降至与应激起始相

当的水平，而肝脏 犎犛犘７０ ｍＲＮＡ表达水平骤降至

不到应激起始表达水平的１０％。表达水平下降的

原因可能与组织细胞的坏死有关，且肝脏细胞的坏

死可能早于下丘脑细胞，或者肝脏细胞坏死程度比

下丘脑更为严重。

４　结　论

在（３８±１）℃持续热应激期间，优质黄羽肉鸡肝

脏组织 犎犛犘７０ ｍＲＮＡ表达水平均极显著或显著

高于同期的下丘脑组织。肝脏和下丘脑组织

犎犛犘７０ｍＲＮＡ表达水平均呈现先上升后下降的规

律，且２个组织表达水平变化基本同步。该研究结

果有助于揭示优质肉鸡热应激反应的机理，并为深

入研究该类型鸡的耐热性能提供参考。
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