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皖西白鹅繁殖周期中垂体犉犛犎β犿犚犖犃的表达规律
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摘　要　为探索皖西白鹅繁殖周期中不同状态下垂体犉犛犎βｍＲＮＡ的表达特性，选取开产前期（２２０日龄）、产蛋

期、就巢起始期、就巢中后期和就巢后休产期的皖西白鹅母鹅各６只，采用荧光定量ＰＣＲ方法分别测定了各时期

垂体犉犛犎βｍＲＮＡ的表达水平。结果显示，产蛋期母鹅垂体犉犛犎βｍＲＮＡ表达水平为１８６２．９±３５０．５，极显著高

于其他时期（犘＜０．０１）。产蛋前、就巢起始、就巢中后期以及就巢后休产期母鹅垂体犉犛犎βｍＲＮＡ表达水平分别

为９５．５±３３．８、２４８．２±４０．０、１２２．３±４１．３和２１１．６±５６．８，但各时期间的表达水平差异不显著（犘＞０．０５）。由此

可见，皖西白鹅垂体犉犛犎βｍＲＮＡ表达水平与繁殖周期密切相关，且产蛋期该基因表达水平的大幅度下调与就巢

行为起始和维持有关。
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　　动物促卵泡激素（ｆｏｌｌｉｃｌｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，

ＦＳＨ）是由垂体前叶分泌的糖蛋白类促性腺激素，

由α和β亚基组成，其中β亚基决定其生物学功能。

犉犛犎β通过与卵巢上受体基因结合而对卵泡的生长

与成熟起着重要的作用［１］。ＦＳＨ 能够提高鸡胚卵

巢生殖细胞的增殖活性，显著增加生殖细胞数目，且

存在剂量效应关系，表明ＦＳＨ可促进禽类生殖细胞

的发育［２］。禽类产蛋期ＦＳＨ不断刺激卵泡的产生、

发育、直至形成成熟卵泡［３］。动物血浆ＦＳＨβ水平

与产蛋性能和繁殖周期密切相关［４７］，因此犉犛犎β
已被看作动物繁殖性状重要的候选基因。研究表

明，猪犉犛犎β多态性与母猪产仔性能显著相关
［８］；

山羊犉犛犎β外显子存在多个单核苷酸变异显著影

响产羔数［９１０］；鸡犉犛犎β调控区和编码区的变异与
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母鸡性成熟和早期产蛋密切相关［１１１２］；鹅犉犛犎β外

显子３存在１个单核苷酸多态位点，但尚未开展该

位点对繁殖性状的遗传效应［１３］。

皖西白鹅原产于安徽省西部地区，是我国优良

的羽、肉兼用型鹅种。该鹅种产蛋量低，年均产蛋不

到３０枚，母鹅强烈的就巢性是产蛋量低的重要因

素。本研究分析了皖西白鹅产蛋与就巢周期中不同

阶段垂体犉犛犎βｍＲＮＡ表达量水平和变化规律，旨

在为通过生殖调控提升产蛋性能或抑制就巢行为提

供参考。

１　材料与方法

１．１　试验动物

皖西白鹅高产蛋品系扩繁群由安徽省皖西白鹅

原种场提供并饲养。试验鹅母鹅２５５只、公鹅６８

只，共３２３只。２１０日龄时，将试验鹅随机分成１７

个小间饲养，每间１５只母鹅，４只公鹅，试验鹅编带

脚号。饲喂精料，适当补充青草等粗饲料，常规饲养

管理。

１．２　样品采集

皖西白鹅母鹅一个完整的生物学产蛋年中一般

就巢２～４次，本研究围绕母鹅第１个就巢周期设计

５个采样时间点，分别为开产前期（Ⅰ）、产蛋期

（Ⅱ）、就巢起始期（Ⅲ）、就巢中后期（Ⅳ）和就巢后休

产期（Ⅴ）。由于鹅群中不同个体开产和就巢日龄不

一致，因此各采样点的实际取样时间难以统一，但尽

量考虑同一个采样点的取样时间相近。实际采样点

母鹅的基本信息见表１。每个采样点母鹅屠宰后立

即取下整个垂体，液氮保存，用于犉犛犎β的基因表

达分析。

表１　试验样本的基本信息

Ｔａｂｌｅ１　Ｂａｓｉｃｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｆｏｒｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｎｉｍａｌｓ

取样时期　 样本量 平均日龄／ｄ 描 述

开产前期　　 ６ ２２０ 均为２２０日龄取样，取样１４ｄ后整个鹅群见蛋，３１ｄ后鹅群产蛋率达５％

产蛋期　　　 ６ ２７２．７±４．６ 每只母鹅产蛋３枚，平均为开产后（８．５±２．１）ｄ

就巢起始期　 ６ ２９３．３±５．４ 表现就巢行为时取样，平均为开产后（２９．３±４．３）ｄ，平均产蛋１１．６±２．７枚

就巢中后期　 ６ ３１１．０±６．６ 就巢行为起始后平均（１６．７±２．２）ｄ

就巢后体产期 ６ ３３６．２±１１．６ 均为就巢结束后７ｄ

１．３　犉犛犎β犿犚犖犃的表达分析

１．３．１　ＲＮＡ的提取与ｃＤＮＡ合成

对整个垂体利用Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒提取总ＲＮＡ，并

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ＲＮＡ４μＬ，ＯｌｉｇｏｄＴ（１８）３．２μＬ，ＲＮＡ 酶抑制

剂２μＬ，２５０μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰＭｉｘ３．２μＬ，５×ＲＴ

Ｂｕｆｆｅｒ８μＬ，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 犉犛犎β （ＧｅｎＢａｎｋ

ＥＵ２５２５３２）、持 家 基 因 犌犃犘犇犎 （ＧｅｎＢａｎｋ

ＮＭ２０４３０５）基因序列，应用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件分别设

计引物Ｐ１和Ｐ２，用以检测组织中犉犛犎β基因表达

量。引物信息见表２。引物使用前，用双蒸水稀释

到１０μｍｏｌ／Ｌ。

表２　鹅犉犛犎β和犌犃犘犇犎犘犆犚引物

Ｔａｂｌｅ２　ＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｇｏｏｓｅ犉犛犎βａｎｄＧＡＰＤＨ

引物名称 引物序列 退火温度／℃ 产物长度／ｂｐ

Ｐ１ Ｆ：５′ＧＴＧＧＴＧＣＴＣＡＧＧＡＴＡＣＴＧＣＴＴＣＡ３′ ５８ ２０９

Ｒ：５′ＧＴＧＣＡＧＴＴＣＡＧＴＧＣＴＡＴＣＡＧＴＧＴＣＡ３′

Ｐ２ Ｆ：５′ＧＣＣＡＴＣＡＣＡＧＣＣＡＣＡＣＡＧＡ３′ ５８ １８０

Ｒ：５′ＴＴＴＣＣＣＣＡＣＡＧＣＣＴＴＡＧＣＡ３′

５８
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１．３．３　荧光定量ＰＣＲ最佳反应条件

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１２．５μＬ，含模板ｃＤＮＡ（５０ｎｇ／μＬ）１．０

μＬ，ＳＹＢＲ６．２５μＬ，正向引物Ｆ（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．２５

μＬ，反向引物Ｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．２５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ４．７５

μＬ。反应条件为：９５℃５ｍｉｎ；９５℃１５ｓ，５８℃３０

ｓ，７２℃延伸３０ｓ，４０个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。

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狋值的比值

计算目的基因的相对表达量。各时间点 犉犛犎β

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。

２　结果与分析

２．１　总犚犖犃的提取和反转录结果

提取的总ＲＮＡ立即用１５ｍｇ／ｍＬ的琼脂糖凝

胶电泳检测。电泳图谱显示３条带，２８Ｓ和１８Ｓ条

带清晰（图１），表明总 ＲＮＡ 质量良好，可以用于

ＲＴＰＣＲ分析。

３条泳道为随机选取的样品

图１　总犚犖犃琼脂糖凝胶电泳图

Ｆｉｇ．１　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｆｏｒｔｏｔａｌＲＮＡ

用设计的引物 Ｐ１和 Ｐ２分别对反转录产物

ｃＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增反应，扩增产物经１５ｍｇ／ｍＬ

琼脂糖凝胶电泳检测结果见图２。犉犛犎β基因和

犌犃犘犇犎 基因扩增片段与预期片段大小一致且特

异性好，无非特异条带，说明引物和反转录的产物模

板质量良好，可用于后续的目的基因和看家基因定

量ＰＣＲ分析。

Ｍ为ｍａｒｋｅｒ；１～５为随机选取的样品。

图２　犉犛犎β和犌犃犘犇犎犮犇犖犃的犘犆犚图谱

Ｆｉｇ．２　ＰＣＲｆｏｒｃＤＮＡｏｆ犉犛犎βａｎｄ犌犃犘犇犎

２．２　基因扩增曲线和融解曲线

犉犛犎β及犌犃犘犇犎 基因扩增曲线走势正常，呈

典型的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

物二聚体和非特异产物。

２．３　各采样点犉犛犎β犿犚犖犃表达水平

图５显示了皖西白鹅母鹅开产前至第１个就巢

周期结束５个阶段的垂体犉犛犎βｍＲＮＡ表达水平

及其变化趋势。产蛋前期（２２０ｄ）母鹅垂体犉犛犎β

ｍＲＮＡ表达水平最低（９５．５±３３．８），产蛋期表达水

平（１８６２．９±３５０．５）显著（犘＜０．０１）高于产蛋前

期，且表达量快速增加约２０倍。就巢中后期，以及

就巢后休产期母鹅垂体犉犛犎βｍＲＮＡ表达水平分

别为（２４８．２±４０．０）、（１２２．３±４１．３）和（２１１．６±

５６．８）差异不显著（犘＞０．０５），但均显著低于产蛋期

（犘＜０．０１），表明就巢起始伴随垂体犉犛犎βｍＲＮＡ

表达量的快速回落。统计分析表明，该基因开产前

（２２０ｄ）与就巢期以及休产期的ｍＲＮＡ表达量差异

不显著（犘＞０．０５）。
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图３　犉犛犎β及犌犃犘犇犎 的扩增曲线

Ｆｉｇ．３　ＰＣＲｃｕｒｖｅｓｆｏｒ犉犛犎βａｎｄ犌犃犘犇犎

图４　犉犛犎β及犌犃犘犇犎 的融解曲线

Ｆｉｇ．４　Ｍｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅｓｆｏｒ犉犛犎βａｎｄ犌犃犘犇犎

Ⅰ为开产前期；Ⅱ为产蛋期；Ⅲ为就巢起始期；

Ⅳ为就巢中后期；Ⅴ为就巢后体产期。

图５　皖西白鹅繁殖周期中５个阶段垂体

犉犛犎β犿犚犖犃表达水平变化规律

Ｆｉｇ．５　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｐｉｔｕｉｔａｒｙ犉犛犎βｍＲＮＡ

ａｔ５ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｓｄｕｒｉｎｇｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｃｙｃｌｅ

ｉｎＷａｎｘｉｗｈｉｔｅｇｅｅｓｅ

３　讨　论

１）ＦＳＨ的主要生理作用是刺激卵巢生长，增加

卵巢重量，刺激卵泡生长、发育，并在ＬＨ的协同作

用下，促进卵泡最后成熟。皖西白鹅性成熟期约为

２４０ｄ，本研究中的试验鹅产蛋日龄为２３４ｄ、５％的

产蛋日龄为２５１ｄ，而产蛋前采样（Ⅰ）为２２０日龄，

处于卵泡尚未发育成熟的阶段，因此垂体犉犛犎β

ｍＲＮＡ表达水平较低。产蛋期犉犛犎βｍＲＮＡ表达

量大幅上调，高于开产前（２２０日龄）约２０倍，与禽

类血浆ＦＳＨ水平在开产期和产蛋高峰期维持较高

的水平［４］相吻合。对籽鹅促卵泡激素受体基因

（犉犛犎犚）表达规律研究发现，犉犛犎犚ｍＲＮＡ相对表

达量在开产前的５—８月龄上升幅度达５０％左右，

并在产蛋期维持较高的表达水平［１４］，表明了鹅

犉犛犎β与犉犛犎犚 在基因表达水平的变化上是同步

的，同时也表明ＦＳＨ在鹅卵泡生长和成熟过程中发

挥了重要的生理作用，与产蛋阶段密切相关。

２）相对产蛋期而言，皖西白鹅在就巢起始期、中

后期，以及就巢后的休产期垂体犉犛犎βｍＲＮＡ表达

水平大幅回落，表达量约为产蛋期的１０％，与此期

母鹅停产、卵泡发育受抑制而萎缩相一致。家禽就

巢期ＬＨ的分泌量显著减少，血浆中ＬＨ水平也明

显降低［１５１７］，而由于ＦＳＨ和ＬＨ的协同作用，皖西
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白鹅母鹅就巢期和休产期垂体犉犛犎βｍＲＮＡ低表

达符合生物学逻辑。可以推测，产蛋过程中母鹅垂

体犉犛犎βｍＲＮＡ水平快速大幅度下调是皖西白鹅

就巢行为起始和维持的特征之一。

３）本研究表明，皖西白鹅犉犛犎βｍＲＮＡ表达水

平的变化与繁殖周期密切相关，通过犉犛犎βｍＲＮＡ

表达的调控有望提升产蛋性能、抑制就巢行为的

发生。
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