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冷应激引起鸡下丘脑基因表达谱差异分析
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摘　要　为研究冷应激发生机制以及冷应激过程中下丘脑神经内分泌系统基因表达变化，选取２８日龄淮南麻黄

鸡为研究对象，采用全基因组表达谱芯片技术分析冷应激２４ｈ后下丘脑组织差异表达基因。通过比较淮南麻黄鸡

冷应激２４ｈ前后下丘脑组织基因表达谱，表达倍数＞３倍的基因共８７７个，其中下调基因３３４个，主要涉及

犎犃犃犗、犆犎犚犖犃９及犛犜犃犕２等信号转导接头分子基因的低表达；上调基因５４３个，主要为犆犆犓、犖犘犢及其受体

基因、犆犃犕犓２犃、犛犛犜及犜犚犎 等基因。对差异表达基因参与的生物学过程分析可见，在冷应激２４ｈ过程中，鸡下

丘脑首先启动神经受体配体相互作用，刺激鸡体产生采食欲望，随后启动脂质代谢途径以供应机体能量需求。在

此过程中，ＪａｋＳＴＡＴ、Ｃａ离子信号通路等一系列生物反应途径发生响应，以调节机体对寒冷应激的反应。差异表

达基因的生物学通路分析为阐明鸡冷应激机理提供重要信息，差异表达基因分析有助于抗冷应激分子育种候选基

因筛选。

关键词　淮南麻黄鸡；冷应激；下丘脑；基因表达谱

中图分类号　Ｓ８３１．１　　　文章编号　１００７４３３３（２０１３）０２０１４２０５　　　文献标志码　Ａ

收稿日期：２０１２０７１０

基金项目：国家自然科学基金青年基金资助项目（３１１０１７１０）

第一作者：陈兴勇，讲师，博士研究生，主要从事家禽遗传育种研究，Ｅｍａｉｌ：ｃｈｅｎｘｉｎｇｙｏｎｇ＠ａｈａｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

通讯作者：耿照玉，教授，主要从事家禽遗传育种与生产研究，Ｅｍａｉｌ：ｇｚｙ＠ａｈａｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓｉｎｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ

ｏｆｃｈｉｃｋｅｎｄｕｒｉｎｇｃｏｌｄｓｔｒｅｓｓ

ＣＨＥＮＸｉｎｇｙｏｎｇ，ＬＩＬｉ，ＪＩＡＮＧＲｕｎｓｈｅｎ，ＧＥＮＧＺｈａｏｙｕ


（犆狅犾犾犲犵犲狅犳犃狀犻犿犪犾犛犮犻犲狀犮犲犪狀犱犜犲犮犺狀狅犾狅犵狔，犃狀犺狌犻犃犵狉犻犮狌犾狋狌狉犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犎犲犳犲犻２３００３６，犆犺犻狀犪）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　犐狀狅狉犱犲狉狋狅犱犻狊犮狅狏犲狉狋犺犲犿犲犮犺犪狀犻狊犿狅犳犮狅犾犱狊狋狉犲狊狊犪狀犱犻犱犲狀狋犻犳狔犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪犾犾狔犲狓狆狉犲狊狊犲犱犵犲狀犲狊犻狀犺狔狆狅狋犺犪犾犪犿狌狊

犱狌狉犻狀犵犮狅犾犱狊狋狉犲狊狊，犎狌犪犻狀犪狀狆犪狉狋狉犻犱犵犲犮犺犻犮犽犲狀狊狑犻狋犺２８犱犪狔狊，狋犺犲犆犺犻狀犲狊犲犻狀犱犻犵犲狀狅狌狊犫狉犲犲犱，狑犲狉犲狊犲犾犲犮狋犲犱犳狅狉２４犺狅狌狉狊

犮狅犾犱狊狋狉犲狊狊犪狀犱狋犺犲狀犺狔狆狅狋犺犪犾犪犿狌狊狑犪狊犻狊狅犾犪狋犲犱犪狀犱犾犪犫犲犾犲犱犫狔狉犲狏犲狉狊犲狋狉犪狀狊犮狉犻狆狋犻狅狀狉犲犪犮狋犻狅狀犳狅狉犮犇犖犃．犜犺犲犾犪犫犲犾犲犱

犮犇犖犃狑犪狊犺狔犫狉犻犱犻狕犲犱狑犻狋犺犮犇犖犃犿犻犮狉狅犪狉狉犪狔犳狅狉狊犮犪狀狀犻狀犵犪狀犱犻犿犪犵犲狆狉狅犮犲狊狊犻狀犵．犜犺犲犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵犲狀犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狆狉狅犳犻犾犻狀犵

狅犳犺狔狆狅狋犺犪犾犪犿狌狊狑犪狊犻狀狏犲狊狋犻犵犪狋犲犱犳狉狅犿犎狌犪犻狀犪狀狆犪狉狋狉犻犱犵犲犮犺犻犮犽犲狀犻狀犮犾狌犱犻狀犵３３４犱狅狑狀狉犲犵狌犾犪狋犲犱犵犲狀犲狊犪狀犱５４３狌狆

狉犲犵狌犾犪狋犲犱犵犲狀犲狊．犃狊犳狅狉狋犺犲狊犲犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪犾犾狔狉犲犵狌犾犪狋犲犱犵犲狀犲狊，犎犃犃犗，犆犎犚犖犃９犪狀犱犛犜犃犕２，犲狋犮．，狑犺犻犮犺狑犲狉犲犻狀狏狅犾狏犲犱犻狀

犮犪狉犫狅犺狔犱狉犪狋犲犿犲狋犪犫狅犾犻狊犿犲狀狕狔犿犲狊犪狀犱狊犻犵狀犪犾狋狉犪狀狊犱狌犮狋犻狅狀犪犱犪狆狋犲狉，狑犲狉犲狊犻犵狀犻犳犻犮犪狀狋犾狔犱狅狑狀狉犲犵狌犾犪狋犲犱，狑犺犻犾犲犵犲狀犲狊犾犻犽犲

犆犆犓，犖犘犢犪狀犱犻狋狊狉犲犮犲狆狋狅狉，犆犃犕犓２犃，犛犛犜犪狀犱犜犚犎狑犲狉犲狊犻犵狀犻犳犻犮犪狀狋犾狔狌狆狉犲犵狌犾犪狋犲犱．犜犺狉狅狌犵犺狆犪狋犺狑犪狔犪狀犪犾狔狊犻狊狌狊犻狀犵

犌犲狀犲犗狀狋狅犾狅犵狔（犌犗），犪狀犱狋犺犲犓狔狅狋狅犈狀犮狔犮犾狅狆犲犱犻犪狅犳犌犲狀犲犪狀犱犌犲狀狅犿犻犮狊（犓犈犌犌），犱狌狉犻狀犵２４犺狅狌狉狊犮狅犾犱狊狋狉犲狊狊，狋犺犲

狀犲狌狉狅犪犮狋犻狏犲犾犻犵犪狀犱狉犲犮犲狆狋狅狉犻狀狋犲狉犪犮狋犻狅狀狑犪狊犳犻狉狊狋犾狔犻狀犻狋犻犪狋犲犱犻狀犮犺犻犮犽犲狀狊犳狅狉狊狋犻犿狌犾犪狋犻狅狀狅犳犮犲狀狋狉犪犾狀犲狉狏犲狊犳狅狉犳犲犲犱犻狀狋犪犽犲．

犃犱犻狆狅犮狔狋狅犽犻狀犲狊犻犵狀犪犾犻狀犵狆犪狋犺狑犪狔狑犪狊犪犾狊狅犻狀犺犻犵犺犪犮狋犻狏犪狋犻狅狀犳狅狉狊狌狆狆犾犲犿犲狀狋犪狋犻狅狀狅犳犫狅犱狔犲狀犲狉犵狔．犑犪犽犛犜犃犜，犆犪
２＋

狊犻犵狀犪犾犻狀犵狆犪狋犺狑犪狔犪狀犱狅狋犺犲狉犫犻狅犾狅犵犻犮犪犾狉犲犪犮狋犻狅狀狊狑犲狉犲犪犾狊狅犻狀犻狋犻犪狋犲犱犻狀狉犲狊狆狅狀狊犲狋狅犮狅犾犱狊狋狉犲狊狊．犜犺犲犫犻狅犾狅犵犻犮犪犾狆犪狋犺狑犪狔

犪狀犪犾狔狊犻狊犳狅狉犮狅犾犱狊狋狉犲狊狊狑狅狌犾犱狆狉狅狏犻犱犲犻犿狆狅狉狋犪狀狋犻狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀犳狅狉犮犾犪狉犻犳狔犻狀犵狋犺犲犿犲犮犺犪狀犻狊犿狅犳犮狅犾犱狊狋狉犲狊狊犪狀犱狋犺犲

犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪犾犾狔犲狓狆狉犲狊狊犲犱犵犲狀犲狊狑狅狌犾犱犵犻狏犲犿狌犮犺犺犲犾狆犳狅狉狊犮狉犲犲狀犻狀犵狅犳犮犪狀犱犻犱犪狋犲犵犲狀犲狊犻狀犫狉犲犲犱犻狀犵狅犳犮狅犾犱狊狋狉犲狊狊

狉犲狊犻狊狋犪狀狋狊狆犲犮犻犲狊．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　犎狌犪犻狀犪狀狆犪狉狋狉犻犱犵犲犮犺犻犮犽犲狀；犮狅犾犱狊狋狉犲狊狊；犺狔狆狅狋犺犪犾犪犿狌狊；犵犲狀犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀



　第２期 陈兴勇等：冷应激引起鸡下丘脑基因表达谱差异分析

　　研究冷应激发生机制，冷应激过程中神经内分

泌变化规律及其基因表达，对于确定家禽冷应激水

平指标具有指导意义。此外，冷应激过程中基因表

达变化规律的研究对于阐明冷应激的发生机制，发

现各品种间在冷应激时的基因表达变化差异，从而

研制出克服冷应激的方法等均具有重要意义。当环

境温度降至４℃及以下时，即引起家禽发生冷应激

反应，冷应激可导致家禽免疫功能［１３］及神经内分泌

活动［４６］改变。研究认为，冷应激促使交感神经和肾

上腺髓质活动加强，使血液中肾上腺素和去甲肾上

腺素水平升高，并引起下丘脑垂体肾上腺皮质系

统反应，进而引发一系列生理和病理反应［７］。冷应

激的不利影响是制约畜牧业发展的主要因素之一，

２００２年内蒙古东部大部分地区遭受雪灾，据不完全

统计，全区受灾牲畜２３２２１９万头，因灾死亡牲畜

３８１４万头，大量母畜因灾流产，造成许多死胎；

２００８年元月１０日起，持续的冰雪灾害使上海、浙

江、江苏和安徽等南方十多个省市家禽业受到很大

影响，据统计，家禽因灾死亡１９５５万只；倒塌禽舍

总面积７００万 ｍ２，畜牧业累计直接经济损失达

１６．８亿元，家禽所占的直接经济损失达１０亿；极低

的环境温度加上冰雪灾，给我国畜牧业造成了严重

的经济损失。因此，研究人员提出，为有效地降低冷

应激给家禽养殖带来的损失，培育耐寒品种或品系

显得尤为重要［８］。本研究利用鸡全基因表达谱芯片

技术，研究地方鸡种在冷应激前后差异表达基因，旨

在为进一步阐释家禽冷应激基因变化规律及家禽抗

低温品种或品系的选育提供候选基因。

１　材料与方法

１．１　试验鸡群

试验３００只２８日龄健康淮南麻黄鸡公鸡，设对

照组和试验组各１５０只，每组各３个重复，每个重复

５０只，分别饲养于６个小间内。对照组３个重复饲

养舍温度控制在２４～２６℃，自由采食和饮水；试验

组３个重复饲养舍温度控制在（２±２）℃（低温间），

自由采食和饮水。３个对照组鸡只一直饲养于２４～

２６℃的小间内；当试验组鸡在（２±２）℃试验舍饲

养达到２４ｈ时，分别于对照组和试验组的６个饲养

小间内各取１０只鸡，立即处死后取下丘脑，置于

ＲＮＡｌａｔｅｒ液中保存，用于ＲＮＡ提取。

１．２　芯片及主要试剂

鸡基 因 表 达 谱 芯 片 为 Ｃｈｉｃｋｅｎ（Ｖ１）Ｇｅｎｅ

ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＭｉｃｒｏａｒｒａｙ，４ｘ４４Ｋ，ＲＮＡ 提取试剂盒

购自Ａｇｉｌｅｎｔ公司（美国），ＯｎｅｓｔｅｐＲＮＡＰＣＲＫｉｔ、

ＮｅａｓｙＭｉｃｒｏＫｉｔ购自 Ｑｉａｇｅｎ公司（德国），ｏｎｅ

ｃｙｃｌｅｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ、Ｃｙ３ＮＨＳｅｓｔｅｒ购自ＧＥ

ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ（英国），ａａＵＴＰ 购自 Ａｍｂｉｏｎ（美国），

Ｌｏｗ ＲＮＡ ＩｎｐｕｔＬｉｎｅａｒ Ａｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ、Ｇｅｎｅ

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ Ｋｉｔ、Ｇｅｎｅ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ｗａｓｈ Ｂｕｆｆｅｒ Ｋｉｔ、Ｓｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｄｒｙｉｎｇ

Ｓｏｌｕｔｉｏｎ、Ｇａｓｋｅｔｓｌｉｄｅ和ＨｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎＣｈａｍｂｅｒ购

自Ａｇｉｌｅｎｔ（美国）。引物由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司（美国）

合成。

１．３　犚犖犃提取

保 存 的 组 织 样 经 液 氮 研 磨 后，经 ＴＲＩｚｏｌ

（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）法提取总 ＲＮＡ。ＴＲＩｚｏｌ混合研磨样

后离心并取上清，上清液进行２次氯仿抽提，ＲＮＡ

沉淀用７５％乙醇洗涤２次。提取的ＲＮＡ首先测定

ＯＤ２６０和ＯＤ２８０值以检测ＲＮＡ浓度及纯度，再进行

甲醛变性胶电泳检测完整性。

１．４　探针制备及杂交

随机抽取的１０只鸡取下丘脑后提取总ＲＮＡ，

定量后等量混合形成的３个重复样品再等量混合。

总 ＲＮＡ 经 第 一链和 第二链合 成得 到 ｃＲＮＡ，

ａａＵＴＰ标记ｃＲＮＡ链后，ＱｉａｇｅｎＲＮｅａｓｙＭｉｎｉｋｉｔ

纯化荧光标记的 ｃＲＮＡ，按照 ＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｋｉｔ杂交，首先将ｃＲＮＡ进行片段化，

作为探针与芯片进行杂交（３个重复进行３次生物

学重复），最后依次洗脱芯片并染色。

１．５　数据分析

芯片扫描采用 ＡｇｉｌｅｎｔＧ２５６５ＢＡ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ

ｓｃａｎｎｅｒ进行，分辨率为５μｍ，扫描仪自动以１００％

和１０％ＰＭＴ各扫描１次，以Ａｇｉｌｅｎｔ自动合并２次

结果作为最终结果。应用 ＳＢＣ ＡｎａｌｙｓｉｓＳｙｓｔｅｍ

（ＳＡＳ）软件进行数据分析。比较试验组和对照组芯

片结果前，先将芯片所有探针组的信号进行均一化

（Ｎｏｒｍａｌｉｚｅ）处理，处理后的数据用于计算ＳＬＲ值。

差异表达基因筛选严格按照如下标准：试验组与对

照组间上调基因比值大于３，下调基因对应比值小

于０．３３。差异表达的基因进行ＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙ注

释分析（犘阈值设为０．０５），寻找差异表达基因集中

的生物学信号通路。

１．６　狇犚犜犘犆犚验证芯片结果

根据芯片分析结果，选取差异表达基因并设计

引物。以对照组和试验组总 ＲＮＡ 为模板，按照

３４１
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ｏｎｅｓｔｅｐＲＮＡＰＣＲＫｉｔ方法对芯片筛选结果进行

ｑＲＴＰＣＲ验证。采用相对定量法中的２
－ΔΔＣｔ法计

算冷应激２４ｈ后与冷应激前比较，淮南麻黄鸡下丘

脑组织中各基因ｍＲＮＡ相对表达量。

２　结果与分析

２．１　犚犖犃电泳及纯度检测

提取的ＲＮＡ样品的２１００ＲＩＮ为９．４，２８Ｓ／１８Ｓ

值为１．１，纯度高。经甲醛变性胶电泳可见清晰的

２８Ｓ、１８Ｓ及５Ｓ条带（图１），完整性好，符合芯片检

测的质控要求。

Ｌ．标准分子量；１．冷应激０ｈ下丘脑ＲＮＡ；２．冷应激２４ｈ下丘脑

ＲＮＡ。

Ｌ．Ｍａｒｋｅｒｓｔａｎｄａｒｄｌａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ，１．ＨｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓＲＮＡａｆｔｅｒ０

ｈｏｕｒｃｏｌｄｓｔｒｅｓｓ，２．ＨｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓＲＮＡａｆｔｅｒ２４ｈｏｕｒｃｏｌｄｓｔｒｅｓｓ．

图１　下丘脑总犚犖犃样本电泳图

Ｆｉｇ．１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｔｏｔａｌＲＮＡｆｒｏｍ

ｃｈｉｃｋｅｎｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ

２．２　芯片分析

２．２．１　差异表达基因分析

冷应激２４ｈ与冷应激前比较，下丘脑差异表达

基因共有８７７个，其中表达上调的基因有５４３个，主

要有犆犆犓、犖犘犢 基因及其受体基因、犆犃犕犓２犃、

犛犛犜及犜犚犎 等基因；表达下调基因有３３４个，涉及

编码肌球蛋白轻链的 犕犢犔９和肌球蛋白重链的

犕犢犎１１基因，犎犃犃犗、犆犎犚犖犃９（烟碱型受体）及

犛犜犃犕２等信号转导接头分子基因（具体内容存于

本课题组）。

２．２．２　差异表达基因聚类ＧＯ分析（ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ

Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ，ＧＯ）

以犘＜０．０５为筛选依据，差异表达的基因主要

参与胞外区神经递质传递（ＧＯ为０００５５７６）、神经细

胞突触信号传递（ＧＯ为００４５２０２；ＧＯ为００４４４５６）、

多细胞间信号传导（ＧＯ 为００３２５０１）和生长发育

（ＧＯ为００４０００７）等生物学过程（图１）。

２．２．３　差异表达基因的生物学信号通路分析

根据犘值大小确定差异表达基因在信号通路

中的集中趋势，犘值越小表示集中趋势越强。在阈

值范围内差异表达基因最多的几条信号通路主要包

括神经配体受体互作通路、脂肪细胞因子信号通

路、细胞因子与受体作用通路、ＪａｋＳＴＡＴ信号通

路、丁酸代谢通路、Ｃａ离子信号通路、黑色素通路、

赖氨酸降解、色氨酸代谢、血管平滑肌收缩等信号通

路（表１）。（２±２）℃下冷应激２４ｈ与冷应激前比

较，鸡下丘脑差异表达基因 ＫＥＧＧ通路分析可见，

（２±２）℃的冷应激启动神经信号传导起主要作用。

（２±２）℃冷应激激发ＣＣＫ、ＮＰＹ、ＮＰＹ５Ｒ等基因

表达上调３．７～５．９倍。

表１　显著性差异表达基因犓犈犌犌通路分析结果

Ｔａｂｌｅ１　ＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙａｎａｌｙｓｉｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ

ＫＥＧＧ通路名称

ＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙｎａｍｅ

包含基因数量

Ｇｅｎｅｓ

犘

犘ｖａｌｕｅ

包含主要基因

Ｇｅｎｅｓｉｎｖｏｌｖｅｄ

神经配体受体互作通路

Ｎｅｕｒｏａｃｔｉｖｅｌｉｇａｎｄｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ

２８ ０．００００　　 犆犆犓，犖犘犢，犖犘犢５犚，犲狋犮

脂肪细胞因子信号转导通路

Ａｄｉｐｏｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ

３ ０．００８４ 犃犌犚犘，犖犘犢，犘犗犕犆

细胞因子与其受体互作通路

Ｃｙｔｏｋｉｎｅｃｙｔｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ

５ ０．００８５ 犌犎１，犐犔１０犚犃，犲狋犮

ＪａｋＳＴＡＴ信号通路ＪａｋＳＴＡＴｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ ４ ０．０１０８ 犈犘犗，犛犜犃犕２，犆狔狋狅犽犻狀犲犚

丁酸酯代谢通路Ｂｕｔａｎｏａｔｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ２ ０．０１７１ 犃犆犛犕５，犌犃犇１

４４１



　第２期 陈兴勇等：冷应激引起鸡下丘脑基因表达谱差异分析

续 表

ＫＥＧＧ通路名称

ＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙｎａｍｅ

包含基因数量

Ｇｅｎｅｓ

犘

犘ｖａｌｕｅ

包含主要基因

Ｇｅｎｅｓｉｎｖｏｌｖｅｄ

钙离子信号调节通路Ｃａｌｃｉｕｍｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ ４ ０．０２２２ 犚犗犆，犌犘犆犚，犆犃犕犓

黑素生成路径 Ｍｅｌａｎｏｇｅｎｅｓｉｓ ３ ０．０２６４ 犘犗犕犆，犜犢犚犘１，犆犃犕犓

赖氨酸降解路径Ｌｙｓｉｎｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ２ ０．０２７９ 犗犌犇犎犔，犛犈犜犇犅１

色氨酸代谢路径 Ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ２ ０．０２７９ 犎犃犃犗，犗犌犇犎犔

平滑肌血管收缩通路

Ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ

３ ０．０３５８ 犃犌犜，犕犢犔９，犖犘犘犆

紧密连接路径 Ｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎ ３ ０．０４９０ 犕狔狅狊犻狀，犚犪犫３犅

２．３　芯片结果的半定量狇犚犜犘犆犚验证

从ＧｅｎＢａｎｋ检索附表１中列出的８条基因序

列，设计引物进行半定量ｑＲＴＰＣＲ检测，发现待测

基因上调或下调趋势与芯片结果吻合（表２）。

表２　引物序列及各基因相对表达量

Ｔａｂｌｅ２　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｆｏｒｅａｃｈｇｅｎｅ

基因名称

Ｇｅｎｅｎａｍｅ

ＧｅｎＢａｎｋ号

ＧｅｎＢａｎｋＮｏ．

引物序列

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

冷应激时间／ｈ

Ｃｏｌｄｓｔｒｅｓｓｔｉｍｅ

０ ２４

犇犚犇３ ＸＭ＿００３６４０４５２．１ ｔｇｃａｇｇａｇｇｇｔｃｔｃｔｃｔｃａｔ ２．１４ ８．３５

ｔｃａｃｃａｔｇａａｇｇｇｇａｇｇｔａｇ

犌犎１ ＮＭ＿２０４３５９．１ ｇｇａｇｇａｃｃａｇａｇｇｔａｃａｃｃａ １．０５ ３．４０

ｔｃｃｃｔｔｃｔｔｃｃａｇｇｔｃｃｔｔｔ

犆犆犓 ＮＭ＿００１００１７４１ ａｇｇｔｔｃｃａｃｔｇｇｇａｇｇｔｔｃｔ ２．０１ １１．２３

ｃｇｃｃｔｇｃｔｇｔｔｃｔｔｔａｇｇａｇ

犘犗犕犆 ＮＭ＿００１０３１０９８．１ ａａｇｇｃｇａｇｇａｇｇａａａａｇａａｇ ４．５２ ２０．３０

ｃｃｔｔｃｔｔｇｔａｇｇｃｇｃｔｔｔｔｇ

犕犢犎１１ ＮＭ＿２０５２７４．１ ｇｃａｇｃｔｇａｃｃａａａｃｔｇａｔｇａ ７．２３ ２．０１

ｇａｃｇｇａａｔｔｃｃｔｇｇａａｇａｃａ

犆犎犚犖犃９ ＮＭ＿２０４７６０．１ ｔａｔｇｃｃｔｃｃｃｔｃｔｇａａａａｃｇ １．８９ ０．６４

ａｔｔａｃｃａｃｔｃｔｇｇｃｃｃａｃｔｇ

犖犘犢５犚 ＮＭ＿００１０３１１３０．１ ｔｇｇａｔｇｔｔｔｇｇｃａｃｔｇｔｃａｔ ２．５６ ６．０８

ｇｃｃａｔｇｔｔｔｔｇｃｃｇｔｔａａｇｔ

犜犛犎犅 ＡＦ０３３４９５．１ ｃｔｃｔｔｔｇｇｃｃｔｇａｃｔｔｔｔｇｇ １．３７ ５．６１

ｔｇｔｇｃａｃａｃｇｔｔｔｔｇａｇａｃａ

３　讨　论

本研究利用Ａｇｉｌｅｎｔ高密度全基因组表达谱芯

片分析了鸡在２４～２６℃温度下饲养和在（２±２）℃

冷应激条件下饲养２４ｈ后下丘脑组织中的差异表

达基因，并对基因功能和定位等信息进行了分析。

以差异倍数 ＞３、犘＜０．０５ 为筛选条件，鸡受

（２±２）℃条件下冷应激２４ｈ后下丘脑组织中明显

上调的基因共５４３个，下调基因３３４个。下调表达

基因中，ＭＹＬ９、ＭＹＨ１１及ＣＨＲＮＡ９（Ｎ 型）均显

著表达下调，且下调倍数达４倍以上。ＭＹＬ９和

ＭＹＨ１分别编码肌球蛋的轻链和重链，在肌肉运动

５４１
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中起重要作用，从而在理论上验证了鸡体受到冷刺

激后肌肉运动下降，在行为上表现为蜷缩不动。

研究认为，寒冷应激使鸡的基础代谢率升高，能

量代谢和采食量增加，但生产性能下降［１，９］。从本

试验芯片ＧＯ分析结果来看，冷应激引起鸡体内源

性应激反应，并启动多个细胞反应，通过一系列复杂

的生物反应过程，影响鸡的生长发育。

冷应激引起下丘脑垂体肾上腺皮质系统反

应，以神经递质为媒介的自主神经系统、以神经肽和

激素为媒介的神经内分泌系统二者共同参与应激反

应［１，４５］。本研究对芯片的生物学通路分析发现，（２

±２）℃ 下冷应激 ２４ｈ 后 Ｎｅｕｒｏａｃｔｉｖｅｌｉｇａｎｄ

ｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ通路极显著活化，可见冷应激

可显著引起鸡下丘脑的自主神经系统和神经内分泌

系统应激反应。进一步分析 Ｎｅｕｒｏａｃｔｉｖｅｌｉｇａｎｄ

ｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ通路基因表达变化发现，胆囊

收 缩 素 （Ｃｈｏｌｅｃｙｓｔｏｋｉｎｉｎ，ＣＣＫ）、神 经 肽 Ｙ

（Ｎｅｕｒｏｐｅｐｔｉｄｅ Ｙ，ＮＰＹ）及 神 经 肽 Ｙ 受 体 ５

（ＮｅｕｒｏｐｅｐｔｉｄｅＹｒｅｃｅｐｔｏｒ５，ＮＰＹ５Ｒ）等基因表达

量上调３倍以上。ＮＰＹ是较早发现的具有较强促

食欲功能的下丘脑神经肽之一，涉及采食的短期调

控和能量的长期调控，是下丘脑食欲调节网中最重

要的功能因子之一，其调控作用主要是通过与Ｙ２、

Ｙ２和Ｙ５受体结合而发挥
［１０］。ＣＣＫ则是食欲外周

调节系统中一种重要的脑肠肽，主要刺激胰酶分泌

与合成，增强胰碳酸氢盐分泌和胃排空，刺激胆囊收

缩与奥狄氏括约肌松弛，还可兴奋肝汁分泌，调节小

肠、结肠运动［１１１２］。由此可见，冷应激过程鸡下丘脑

犆犆犓、犖犘犢、犖犘犢５犚 等基因表达量上升与鸡的采

食行为密切相关。

Ａｄｉｐｏｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ路径的活化，

说明（２±２）℃下冷应激２４ｈ后启动脂肪代谢相关

基因的高表达，以加强机体的能量代谢。在寒冷刺

激下，外周血管平滑肌收缩以及心肌收缩，对于保证

重要脏器的供血及氧气及时输送至大脑细胞提供了

保障［１３］。

由以上分析可见，鸡在（２±２）℃温度下冷应激

２４ｈ后，首先启动神经受体配体相互作用，以刺激

中枢神经产生采食欲望，随后启动脂质代谢供应机

体能量需求，在此过程中，ＪａｋＳＴＡＴ、Ｃａ离子信号

通路等一系列生物反应发生响应，以调节机体对寒

冷应激反应。
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