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长短日照下绍鸭性成熟时间，下丘脑 @A;BC!、
D$E-和 .DF G;.H表达的差异
倪迎冬，周玉传，王亚菊，卢立志，陈 杰，赵茹茜"

（南京农业大学 动物生理生化重点开放实验室，江苏 南京 !"##$%）

摘要：利用长日照和短日照环境调控绍鸭的性成熟时间，并采用反转录多聚酶链式反应（&’()*&）方法，
检测两种日照组（! + ,）鸭性成熟过程中下丘脑促性腺激素释放激素 -!（./&0(!）、阿片促黑激素皮质素
原（)12*）和神经肽 3（4)3）5&46表达的发育性变化及日龄间差异。结果表明，长日照组性成熟时间较短
日照组提前 7# 8。&’()*&结果显示，两组鸭下丘脑 ./&0(! 5&46的发育性表达模式相似，从出雏至性成熟
过程中，其表达水平呈逐渐增加趋势；长日照组下丘脑 ./&0(! 5&46表达丰度均高于同日龄短日照组，并于
"!#日龄时其差异达显著水平。两组 )12* 5&46的表达丰度呈现先增加后降低趋势，于性成熟前后显著下降；
日照长度对其基因表达具有显著影响。两组 4)3 5&46表达水平分别于 ,#和 $#日龄时显著升高，于性成熟时
显著下降，但光照对其基因表达无显著影响。下丘脑 ./&0(!基因表达的显著上调可能是禽类性成熟启动的关
键因素，也是长日照条件下绍鸭性早熟的主要原因；./&0(!表达的上调与下丘脑 )12*和 4)3 5&46表达变
化有关。
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禽类的性成熟主要受基因型、营养和环境因素

的影响，而在同样的基因型和营养条件下，光周期

是影响禽类性成熟的主要环境因素（D,E*. ,& $-，
FGGH）。鸡性成熟日龄与育成期光照长度呈负相关，
即性成熟日龄随光照长度的缩短而延长（D,E*. ,&
$-，FGGI）。近 JK年来的研究发现，下丘脑内的光
受体是将光能转变为神经冲动的生物转换器，这些

神经冲动进一步被内分泌系统逐级放大，并调节生

殖器官的发育和生殖功能的启动。

禽类的繁殖性能主要受下丘脑—垂体—性腺轴

（)A("&)$-$0<. (*&<*&$’A /"#$% $?*.，36!）激素的调
节。其中下丘脑促性腺激素释放激素 L !（/"+
#$%"&’"()*#+’,-,$.*#/ )"’0"#,+!，!#23+!）起关
键作用，是哺乳动物性成熟启动的限速因子（M’+
N$#.C* ,& $-，FGOG）。我们以往的研究显示，随绍鸭
性成熟发育，下丘脑 !#23+! 02;P 的表达丰度
逐渐增加（;* ,& $-，QKKQ）。有学者认为，光信号
传递到下丘脑分泌 !#23的神经元，调节垂体分泌
卵泡刺激素（R"--*7-,+.&*0<-$&*#/ )"’0"#,，S>3）和
黄体生成素（-<&,*#*T*#/ )"’0"#,，D3），从而影响
动物的生殖活动（U&7),. ,& $-，FGGH）。然而，迄今
有关光照影响动物性成熟，启动与下丘脑 !#23基
因表达的研究甚少。

下丘脑 !#23基因表达受多种内源性因素的影
响，其中下丘脑阿片促黑激素皮质素原（(’"+"(*+
"0,-$#"7"’&*#，689:）神经元通过合成和释放内源
性阿片肽（U86.）。如"L内啡肽（"+,#%"’()*#）调
节下丘脑 !#23的分泌，是抑制 !#23基因表达和
肽分泌的主要因子之一（=$#/ ,& $-，FGGO）。此外，
下丘脑神经元合成和分泌的神经肽类激素———神经

肽 =（#,<’"(,(&*%, =，;6=）是调节动物性成熟启
动的另一重要的内源性因子。由于 ;6= 也是调节
机体能量代谢的重要中枢信号肽，从而被认为是联

系生殖和能量代谢状态的桥梁式信号分子（6*,’’"T
,& $-，FGGJ）。对哺乳动物的研究表明，下丘脑
;6=对性成熟启动具有双向调节作用，其作用的发
挥依赖于动物体内性激素水平（!’<$T ,& $-，FGGV；
W$-’$ ,& $-，FGGJ）。然而，目前有关禽类下丘脑
689:和 ;6=在其生殖功能中的作用研究甚少，其

02;P在禽类性成熟启动过程中的表达变化，以及
与 !#23+! 02;P间的关系研究更未见报道。
为了进一步探索绍鸭（我国优良的地方种质资

源）性成熟启动的中枢机制，在相同基因型和营养

水平条件下，本研究利用自然环境日照长度的不

同，比较研究生殖轴中枢关键激素 !#23 L!基因
表达的变化及差异，并初步揭示其与中枢 689:和
;6= 02;P表达水平间的关系。

* 材料与方法

* +* 试验动物及试验设计
春季出雏的绍鸭饲养时间为 QKKF L KX L KQ 至

QKKF L KO L KJ，正处于日照长度逐渐延长期（以下
称长日照组）；夏季出雏组绍鸭饲养时间为自 QKKQ
L KI L KJ 至 QKKQ L FQ L KJ，正处于日照长度逐渐
缩短期（以下称短日照组）。两组鸭都在浙江省绍

兴市绍鸭原种厂，按同一饲养标准饲养，自由采

食、饮水，自然光照。两组鸭分别于出雏后 VK、
HK、GK、FQK和 FJK日龄时，取 FJ羽绍鸭称重后断
颈宰杀，迅速取下丘脑置液氮速冻， L IK Y冷冻
保存。

* +, 方法
F ZQ Z F 总 2;P提取及电泳 样品匀浆后采用硫氰
酸胍 L酚 L 氯仿一步法提取总 2;P，用紫外分光
光度仪测定总 2;P的浓度和纯度。
F ZQ Z Q 相对定量 2B+6:2（ .,0*+[<$#&*&$&*@, 2B+
6:2） 采用硫氰酸瓜 L酚 L氯仿一步抽提法提取
下丘脑组织样的总 2;P。用 8-*/"B（FK）或随即引物
反转录样品总 2;P，获得各样品 2;P 的 7\;P 产
物（2B (’"%<7&）。反转录酶 P9]（$@*$# 0A,-"N-$.+
&".*. @*’<. ’,@,’., &’$#.7’*(&$.,）及 !"# 酶为 6’"0,/$
产品，%;B6、"-*/"B（FK）和随机引物为上海生物工程
公司产品。由于 ;6= 与"+$7&*# 6:2产物长度相近，
电泳时条带难以分开，因此，用 FO$ ’2;P 作为内
参照基因，以校正实验过程中产生的误差。FO$
’2;P上、下游引物来自于试剂盒（^<$#&<02;PB9

FO$ _#&,’#$- >&$#%$’%.，P0N*"#，M>P）。鸡 !#23+
! 7\;P 序列引自 \<## ,& $-（FGGV），689:、
;6=和"+$7&*# 7\;P 序列来自 !,#‘$#C（序列号分
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别为 !"#$%&&&、’()*%&、+#($,&）。引物用 -./01.
& 2#软件自行设计，34567!上游引物：&8739::37
39:9!!9!9:33:9:7;8； 下 游 引 物： &879:37
39::9:99::93!:9!3 7;8，产物长度为 *#* <=。
->’9 上 游 引 物： &87333!!3939:997
:!9:99!:337;8；下游引物：&879:3!999::9::37
:!339397;8，产物长度为 ;,% <=。?-@ 上游引物：
&87:99933:::3!!3!999:7;8；下 游 引 物： &87
9!:93:::37::::99!:::!3:7;8，产物长度为 *A*
<=。"7BCD/4 上 游 引 物： &87!93:939!9:37
3!:::93!37;8；下 游 引 物： &87:3:9!39!!:7
399!333:!97;8，产物长度为 *(* <=。引物由大连

:BEB5B公司合成。
$ 2* 2 ; 5:7-95 5: 反应：*##+ 反应体积，取
# 2& 4F G#+ 总 5?! A#+，加入 $## 4F G#+ HI/FH:（$#）
或随机引物 *#+，$# 00HI G + J?:- $#+，加 JJ
6*>至 $##+，(# K预变性 & 0/4，再加入 $##+反
转录混合液（& L 5:7<MNN1. A#+，&# O G#+ 5?! 抑
制剂 # 2$#+，$# O G#+ !’P $#+，6*> A 2%#+），
A* K $ Q，%& K & 0/4 灭活反转录酶后置 A K 待
-95反应。

-95反应：对各目的基因和内标基因同管 -95
反应条件优化，包括最佳 ’F* R浓度和引物比例，
最佳退火温度与线性循环圈数，具体条件见表 $。

表 ! 目的基因 "#$反应的最佳条件
%&’ ( ! )*+,-&. /012,+,013 405 +&567+ 6717 "#$ 57&/+,01

目的基因
:B.F1D F141S

’F* R浓度
（00HI G +）

%& K变性
T14BDM.BD/H4（S）

&& K退火
!441BI/4F（S）

)* K延伸
UVD14S/H4（S）

循环数
9WCI1S

34567! G"7BCD/4 $ 2# ;# ;# ;# *(
->’9 G"7BCD/4 $ 2& ;# ;# A# ;*
?-@ G $(! .5?! $ 2& ;# A# ;# *(

$ 2 * 2 A -95产物质量鉴定 34567!与 ?-@ CT?!
-95扩增产物经纯化后进行序列测定（生物工程公
司，上海）。结果显示：绍鸭下丘脑 34567! CT?!
序列与 314<B4X上登录的鸡 34567! CT?!序列具
有 %(Y的同源性，而 ?-@ CT?!序列则与鸡相应序
列具有 %%Y的同源性。此外，用 51BI7D/01 -95 方
法检测绍鸭下丘脑 ?-@ -95 扩增反应产物组成，
结果显示，产物溶解曲线（01ID/4F CM.Z1）只有一
个峰值，说明无非特异性产物生成。

$ 2* 2 & 产物定量检测 取 $&#+ 34567!、->’9
和 ?-@ -95产物在 U" 染色的 * 2#Y琼脂糖凝胶电
泳。灰度分析在 EHJBX $T $*# [WSD10 上进行。根据
34567! G"7BCD/4 、->’9 G"7BCD/4和 ?-@ G $(! .5?!
的比值测定绍鸭下丘脑 34567!、->’9 和 ?-@
05?!相对表达量，并从反转录和 -95扩增水平各

做两次重复（图 $）。
$ 2* 2 , 数据统计与分析 数据以平均数 \ 标准误
（’1B4 \ !"）表示。采用 [-[[$# 统计软件中 >417
]BW !?>P!分析同组鸭不同日龄点之间的差异显
著性， #7D1SD分析两组之间同一日龄点的差异显著
性；采用同软件中 ’!?>P! 方差分析法分析光照
时间对基因表达影响的显著性。$ ^ # 2#&表示差异
显著，$ ^ # 2#$表示差异极显著。

8 结果与分析

8 9! 绍鸭两种日照组的性成熟日龄与体重
长日照组于 $*# 日龄时性成熟，$&# 日龄时达

产蛋高峰；短日照组于 $&#日龄时性成熟，较长日
照组延迟 ;# J。
由表*可知，;#—$*#日龄，两组体重均呈逐渐

表 8 绍鸭两种日照组的体重变化
%&’ ( 8 :02; <7,6=+ /=&1673 04 >=&0?,16 2@/A3 ,1 .016B2&; 05 3=05+B2&; *=0+0*75,02 （XF）

日龄（J）

T;# T,# T%# T$*# T$&#
长日照组 +H4F7JBW =QHDH=1./HJ # 2&&; \ # 2#$,B # 2%A$ \ # 2#*$< $ 2*(A \ # 2#&)C $ 2&;, \ # 2#A%J $ 2A,# \ # 2#;%J

短日照组 [QH.D7JBW =QHDH=1./HJ # 2AA& \ # 2#*A!! # 2)*; \ # 2#;&"! $ 2#&$ \ # 2#A;9! $ 2*,# \ # 2#A)T! $ 2A$( \ # 2#;&U

% _ $&，上标不同字母表示同一组内不同日龄点的差异显著，小写字母指长日照组，大写字母指短日照组（>417]BW !?>P!，
$ ^ # 2#&）。!$ ^ # 2#&，表示同一日龄点两组间差异显著（ #7D1SD）。
% _ $&，T/NN1.14D I1DD1.S B<HZ1 DQ1 <B. /4J/CBD1 S/F4/N/CB4D J/NN1.14C1 <1D]114 J/NN1.14D BF1 /4 DQ1 SB01 F.HM=（S0BII I1DD1.S NH. IH4F7JBW
=QHDH=1./HJ B4J CB=/DBI I1DD1.S NH. SQH.D7JBW =QHDH=1./HJ F.HM=S）（>417]BW !?>P!，$ ^ # 2#&）‘ ! $ ^ # 2#&，/4J/CBD/4F B S/F4/N/CB4D
J/NN1.14C1 <1D]114 D]H F.HM=S BD DQ1 SB01 BF1（ #7D1SD）‘

$A&&期 倪迎冬等：长短日照下绍鸭性成熟时间，下丘脑 34567!、->’9和 ?-@ 05?!表达的差异



增加趋势，日龄间和组间差异极显著（! ! " #"$，
%&’()*+ ,-%.,和 " (/’0/）；$1" 日龄时，长日照组
体重稍下降，而同日龄短日照组体重仍极显著增加

（! ! " #"$， "(/’0/）。
! "! 绍鸭两种日照组下丘脑 #$%&’!、()*+ 和

,(-的 .%,/发育性表达（图 !）
两组下丘脑 2&34(! 53-, 含量的发育性变

化模式相似，均随日龄呈逐渐增加趋势。光照和日

龄对下丘脑 2&34(! 53-,表达具显著影响（! !
" #"$，6,-%.,）。在 7"—$8" 日龄时，长日照组
下丘脑 2&34(! 53-, 基础表达水平均高于短日
照组，并在 $8" 日龄时达显著水平（! ! " #"1， " (
/’0/）。
两组下丘脑 9%6: 53-,含量的发育性变化模

式基本一致，且光照对下丘脑 9%6: 53-,表达具
显著影响（! ! " #"$，6,-%.,）。在 ;" 日龄时，
略有增加但无显著差异（! < " #"1，%&’()*+ ,-%(
.,），而在 $8" 日龄时显著下降（! ! " #"1，%&’(
)*+ ,-%.,）。
两组下丘脑 -9= 53-, 含量的发育性变化模

式基本相似。光照对其表达无显著影响（! < " #"1，
6,-%.,），而日龄对其具显著影响（! > " #"$$，

6,-%.,）。长日照组 ;"日龄时的下丘脑 -9= 53(
-, 含量显著高于 7" 日龄（ ! ! " #"1，%&’()*+
,-%.,），而 ?"日龄时显著降低（! ! " #"1，%&’(
)*+ ,-%.,），并维持在此低水平至性成熟；短日
照组下丘脑 -9= 53-, 含量于 ?" 日龄时达峰值，
$8"日龄时显著下降（ ! ! " #"1，%&’()*+ ,-%(
.,）。

0 讨 论

禽类性成熟启动与生殖性能的维持与光照制度

密切相关。冬季日长为 @ A 出雏的小母鸡，比夏季
日长为 $; A 时出雏的小母鸡开产日龄提前 B8 C
（6DEEF0 G HDI，$?;"）。由此提出了小母鸡开产日龄
依赖于培育期光周期变化的假说。本研究结果表

明，春季出雏鸭（长日照组）性成熟日龄较夏季出

雏鸭（短日照组）提前 7" C，且雏鸭生长速度较
快，但性成熟时的体重两者无显著差异。此结果与

“一旦达到关键体重，青春期即出现”的理论（HD0(
/’E ’/ *J，$???）相符。
一般认为，光照对禽类生殖性能的影响是通过

改变生殖轴的激素水平来实现的。禽类下丘脑存在

两种2&34：K2&34(!和K2&34("，其中KL434(!

图 $ 绍鸭两种日照组下丘脑 2&34(!、9%6:和 -9= 53-,的 KM-, 3N(9:3产物电泳图
HFO P $ 3’QE’0’&/*/FR’ *O*ED0’ O’J ’J’K/EDQAQE’0’0 QAD/D DS 3N(9:3 QEDCTK/0 SDE A+QD/A*J*5FK 2&34(!，

9%6: *&C -9= 53-, F& UA*DIF&O CTKV0 CTEF&O JD&O(C*+ *&C 0ADE/(C*+ QAD/DQ’EFDC
7"—$1"表示 7"—$1"日龄；:：3-,阳性对照；6：M-, 5*EV’E 9W:$?。
7" X $1" E’QE’0’&/ 7" X $1"(C*+(DJC；:：E’QE’0’&/ 3-,（&D 3N）KD&/EDJ；6：M-, 5*EV’E 9W:$? P
LM9：长日照组（LD&O(C*+ QAD/DQ’EFDC）；UM9：短日照组（UADE/(C*+ QAD/DQ’EFDC）。
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图 ! 绍鸭两种日照组下丘脑 "#$%&!、’()*和 +’,
-$+.的含量变化

/01 2 ! 3454678-4#9:6 ;<:#14= 0# <>879<:6:-0; "#$%&!，
’()* :#? +’, -$+. 4@8A4==07# 7B C<:7@0#1
?D;E= ?DA0#1 67#1&?:> 7A =<7A9&?:> 8<79784A07?

! F G，上标不同字母表示同一组内不同日龄点的差异显著，小
写字母指长日照组，大写字母指短日照组（7#4&H:> .+(I.，
" J K LKM）。
!" J K LKM，表示同一日龄点两组间差异显著（ #&94=9）。
! F G，30BB4A4#9 64994A= :N754 9<4 N:A 0#?0;:94 =01#0B0;:#9 ?0BB4A4#;4
N49H44# ?0BB4A4#9 :14 0# 9<4 =:-4 1A7D8（=-:66 64994A= B7A 67#1&?:>
8<79784A07? :#? ;:809:6 64994A= B7A =<7A9&?:> 8<79784A07? 1A7D8=）
（7#4&H:> .+(I.，" J K LKM）2
!" J K LKM，0#?0;:90#1 : =01#0B0;:#9 ?0BB4A4#;4 N49H44# 9H7 1A7D8= :9
9<4 =:-4 :14（ #&94=9）2

直接控制促性腺激素的释放（O9;<4= 49 :6，PQQG）。
研究表明，光照刺激青年公鸡血浆 R% 水平升高的
同时，下丘脑 "#$%&! -$+. 表达丰度也增加
（3D## S C<:A8，PQQQ）。然而，光照刺激日本鹌鹑
和八哥鸟垂体 R%分泌增加，但下丘脑 "#$%含量

无变化，说明 R% 分泌的增加并不是由下丘脑
"#$%&!基因转录增加引起的（)4??64 49 :6，
PQQT）。以上结果不一致可能是由模型动物和 U或实
验方法不同造成的。本研究结果表明，春季出雏鸭

下丘脑 "#$%&! -$+. 的表达量均高于同日龄夏
季出雏鸭，并于性成熟时其差异达显著水平。从而

提示：下丘脑 "#$%&! -$+.合成和 U或稳定性的
增加可能是光照刺激促性腺激素增加的早期步骤，

同时也是春季出雏鸭性成熟早的主要原因。

下丘脑 "#$% -$+.表达水平受体内多种因素
的影响，其中来源于 ’()*的"V内啡肽是主要的
抑制因子之一。有资料表明，醋酸酮诱导家兔排卵

前 R%峰出现时，下丘脑"V内啡肽释放减少及其

#V受体密度显著降低（,:#1 49 :6，PQQT）。因此，
有学者认为，中枢"V 内啡肽对 "#$% 合成和 U或
释放抑制作用的解除是 R% 水平增加的重要原因。
本研究结果也表明，在临近性成熟时，两组鸭下丘

脑 "#$%&! -$+. 表达水平显著上调的同时，
’()* -$+.表达量显著降低，与以上研究结果相
符。从而提示，’()*基因对禽类生殖功能也起主
要的抑制作用。此外，+’, 是调节生殖和保持能
量平衡的神经内分泌系统中一个不可缺少的桥梁式

的信息分子。对禽类胚胎学的研究发现，下丘脑

+’,肽与 "#$% 共表达并与 "#$% 神经元一起迁
移入脑，提示其对下丘脑 "#$%神经元活动有重要
影响（%06:6 49 :6，PQQG）。目前的观点认为，+’,
对哺乳动物生殖功能的调节作用具有性腺激素依赖

性，即正常或高性激素环境下，下丘脑 +’, 促进
"#$%分泌；低雌激素水平时，则抑制 "#$% 分泌
（"AD:W 49 :6，PQQX）。本研究结果显示，在绍鸭性
成熟启动前后，雌激素水平显著上升时，下丘脑

+’, -$+. 表达水平显著下降；但是，此时血清
+’,浓度却显著升高（+0 49 :6，!KKM），提示 +’,
肽翻译速度加快可能是造成 -$+. 水平降低的原
因。有关下丘脑 +’, 对禽类性成熟启动的调节以
及对中枢 "#$%&!基因表达的影响仍有待深入研
究。

禽类性成熟启动是一个非常复杂的生物学过

程，而环境因素的影响主要是通过改变神经内分泌

系统实现的。本实验结果提示，春季出雏绍鸭性早

熟主要是由下丘脑 "#$%&!基因表达的显著上调
引起的，同时与下丘脑 ’()*和 +’,合成和 U或分
泌水平的改变有关，但其确切机制仍有待深入研

XYMM期 倪迎冬等：长短日照下绍鸭性成熟时间，下丘脑 "#$%&!、’()*和 +’, -$+.表达的差异



究。
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