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　　摘要：ＩＧＦ１是重要的生长调控因子，在胚后生长发育过程中的主要来源为肝脏。以高邮鸭、金定鸭２个地方鸭品
种为研究对象，对胚胎期和出雏早期鸭肝脏ＩＧＦ１ｍＲＮＡ的表达规律进行了比较研究。采用荧光定量 ＰＣＲ和原位杂
交技术研究了鸭１３、１７、２１、２５、２７胚龄和出雏后７ｄ肝脏 ＩＧＦ１ｍＲＮＡ的表达情况。结果表明，２个品种鸭肝脏 ＩＧＦ１
ｍＲＮＡ在１３胚龄均已有少量表达，到出雏前鸭肝脏ＩＧＦ１表达量显著增高，７ｄ时，ＩＧＦ１ｍＲＮＡ在高邮鸭肝脏的表达量
显著高于金定鸭。原位杂交结果显示，肝脏循环系统中ＩＧＦ１ｍＲＮＡ的表达明显高于周边肝脏组织。肝脏ＩＧＦ１ｍＲＮＡ
的表达可能在鸭早期发育过程中发挥着重要作用。
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　　动物骨骼肌的发生、生长在胚胎期即受到严格的调控，生
长激素等可通过胰岛素样生长因子（ｉｎｓｕｌｉｎ－ｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒｓ，ＩＧＦｓ）发挥对动物生长的调控作用［１－３］。ＩＧＦ１可以通
过与靶器官上的ＩＧＦｓ受体（ｉｎｓｕｌｉｎ－ｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐ
ｔｏｒ，ＩＧＦＲ）结合，从而促进蛋白合成，影响肌肉干细胞增殖、成
肌细胞分化以及肌管融合等，起到促进动物骨骼肌生长发育

的作用［４］。研究表明，在肌肉中过表达 ＩＧＦ１基因，会引起肌
纤维肥大，蛋白合成增加，促进成肌细胞增殖。Ｍｉｔｃｈｅｌｌ等在
鸡胚发育的２４期通过逆转录病毒转入 ＩＧＦ１基因，使基因过
表达，结果发现鸡腿肌明显增大，肌纤维数增多［５］。Ｓｃａｎｅｓ等
研究发现，５１ｄ时快长型雏鸡血清中ＩＧＦ１水平显著高于慢长
型鸡［６］。除胚胎期外，肝脏是动物体内 ＩＧＦ１最主要的来
源［７］。目前，关于鸭胚胎期 ＩＧＦ１发育变化研究较少。葛盛
芳等研究发现，１２ｄ胚龄的高邮鸭鸭胚血清中可检测到
ＩＧＦ１，生长速度较快的高邮鸭血清中 ＩＧＦ１浓度高于生长速
度较慢的绍兴蛋鸭，但是鸭胚胎期及胚后发育早期肝脏中

ＩＧＦ１ｍＲＮＡ表达情况尚待研究［８］。高邮鸭、金定鸭是我国地

方鸭品种，这２个品种在生长速度上存在明显表型差异。本
研究以高邮鸭、金定鸭为研究对象，采用实时荧光定量分析技

术、原位杂交技术，对鸭胚胎期肝脏中 ＩＧＦ１ｍＲＮＡ表达进行
探讨，研究我国不同地方鸭品种ＩＧＦ１基因在生理水平上的差
异，旨在为我国地方鸭品种资源合理利用提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料

试验种蛋收集自相同日粮水平饲喂的同日龄高邮种鸭、

金定种鸭群。２个品种的种蛋在相同条件下（温度为３７．５～
３７．８℃，相对湿度为５０％～７０％）同时孵化，雏鸭出雏后饲喂
相同饲料至７ｄ。种蛋入孵后２４ｈ设定为 １胚龄。分别于
１３、１７、２１、２５、２７ｄ胚龄以及出雏后７ｄ等６个时间点采集肝
脏样品，迅速放于液氮中速冻，之后转入 －８０℃超低温冰箱
保存，每品种在每个采样时间点采集１６份样品。
１．２　主要试剂和仪器

原位杂交试剂盒购自湖北博士德公司，寡核苷酸探针序

列 为 ５′－ ＡＡＧＧＡＡＧＴＡＣＡＡＧＡＡＣＧＣＡＡＧＴＡＧＡ － ３′。
ＴＲＮｚｏｌ－Ａ＋总 ＲＮＡ提取试剂（ＤＰ４２１）、ＳｕｐｅｒＲｅａｌＰｒｅＭｉｘ
（ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ，ＦＰ２０４－０１）、ＱｕａｎｔｃＤＮＡ第一链合成试剂盒
（ＱｕａｎｔＳｃｒｉｐｔＲＴＫｉｔ，ＫＲ１０３－０４）、ｐＧＭ－Ｔ克隆试剂盒
（ＶＴ３０２－０２）、质粒小提试剂盒（ＴＩＡＮｐｒｅｐＭｉｎｉＰｌａｓｍｉｄＫｉｔ，
ＤＰ１０３－０２）、ＤＮＡ产物纯化回收试剂盒（ＴＩＡＮｑｕｉｃｋＭｉｄｉ
ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ，ＤＰ２０４－０２）等购自天根生化科技（北京）有限
公司；ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００购自 ＴａＫａＲａ公司；９７００ＰＣＲ仪、
Ｌｅｉｃａ冰冻切片机、Ｍｘ３０００ｐ荧光定量 ＰＣＲ仪购自安捷伦
公司。

１．３　总ＲＮＡ提取和ｃＤＮＡ合成
按ＴＲＮｚｏｌ－Ａ＋总ＲＮＡ提取试剂操作说明书提取肝脏总

ＲＮＡ。ＲＮＡ样品经１．４％琼脂糖凝胶电泳分析和紫外分光光
度计测定浓度，保证提取的 ＲＮＡ样品质量合格。取２μｇ总
ＲＮＡ，ｃＤＮＡ第一链的合成按照天根生化科技（北京）有限公
司的反转录试剂盒说明书进行操作，用内参基因 β－ａｃｔｉｎ检
测ｃＤＮＡ合成质量以及是否有基因组ＤＮＡ污染。ＲＴ产物于
－２０℃保存，用于ＰＣＲ检测。
１．４　引物设计、目的片段标准品的制备

据ＧｅｎＢａｎｋ中鸭 ＥＵ０３１０４４序列设计 ＩＧＦ１定量试验引
物，由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。引物序列

为：上游引物５′－ＣＴＧＧＴＴＧＡＴＧＣＴＣＴＴＣＡＧＴＴＣＧＴＡＴ－３′；下
游引物５′－ＧＣＡＧＡＣＴＴＡＧＧＴＧＧＣＴＴＴＡＴＴＧＧＡ－３′，扩增片段
为１８２ｂｐ。退火温度６０℃，ＰＣＲ产物经２％琼脂糖凝胶鉴定

—２４— 江苏农业科学　２０１５年第４３卷第８期



后回收目的片段，与ｐＧＭ－Ｔ载体连接，转化，挑选阳性克隆
过夜培养，测序。测序正确的克隆进行质粒提取，测定浓度后

作标准品备用。

１．５　荧光实时定量ＰＣＲ
荧光定量ＰＣＲ采用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ法，含 ＩＧＦ１基因的标

准质粒做１０ｎ（ｎ＝７～１３）梯度稀释。将梯度稀释的标准品和
待测样品同时进行定量ＰＣＲ，每次反应均设阴性对照，每个样
品设置３次重复。根据由标准质粒构建的标准曲线进行计
算，获得待测样品目的基因拷贝数。

１．６　原位杂交
肝脏组织样品的冰冻切片按照原位杂交试剂盒（博士德

公司）使用说明进行杂交试验操作，最后进行 ＤＡＢ显色液显
色并使用苏木精染液复染，封片，保存并拍照。

１．７　统计分析
运用ＳＰＳＳ软件分析基因在同一品种不同发育时期以及

不同品种同一发育时期表达差异，所有数据以平均值 ±标准
误表示，Ｐ＜０．０５表示差异显著；Ｐ＜０．０１表示差异极显著。

２　结果与分析

鸭早期发育过程中肝脏中 ＩＧＦ１ｍＲＮＡ的表达如图１所
示，ＩＧＦ１基因在肝脏组织不同发育时段均表达，呈持续上升
态势，并且在２个品种中的表达量变化趋势较为一致，在１３、
１７胚龄时１μｇ总ＲＮＡ中拷贝数为１０１数量级，在２１、２５胚
龄时拷贝数上升为１０２数量级，２７胚龄时拷贝数上升为１０３

数量级，出雏后表达量进一步上升。高邮鸭中，２７胚龄的表
达量极显著高于之前４个时间点，７ｄ的表达量极显著高于其
他５个时间点；金定鸭中，２７胚龄、７ｄ的表达量均极显著高
于之前４个时间点，与高邮鸭不同的是，金定鸭２７胚龄、７ｄ
的ＩＧＦ１ｍＲＮＡ表达量差异不显著。２个品种间７ｄ的表达量
差异极显著，７ｄ高邮鸭肝脏 ＩＧＦ－Ｉ的拷贝数近似于金定鸭
的２倍。

　　原位杂交结果显示，７ｄ与２７胚龄２个时间点，高邮鸭和
金定鸭原位杂交信号较强的部位均为血管组织，２５、２１胚龄２
个时间点的原位杂交则没有明显的阳性信号（图２）。

３　结论与讨论

本研究探讨高邮鸭、金定鸭２个不同品种鸭胚胎期和出
雏早期肝脏ＩＧＦ１ｍＲＮＡ的表达规律，发现该基因在１３胚龄
已有少量表达，这种低表达状态持续至２５胚龄，直到２７胚龄
时显著提高，并且出雏后ＩＧＦ１ｍＲＮＡ的表达进一步提高。所

检测的２个品种鸭肝脏组织中 ＩＧＦ１ｍＲＮＡ在不同发育时段
均表达，呈持续上升态势，说明不同品种鸭生命早期的肝脏组

织中ＩＧＦ１ｍＲＮＡ的表达发育模式基本一致。７ｄ高邮鸭肝脏
ＩＧＦ１的拷贝数极显著高于金定鸭，这可能是高邮鸭和金定鸭
体质量差异较大的原因之一［９］。Ｓｅｒｒａｎｏ等发现，在鸡中直到
１８胚龄时才可以检测到ＩＧＦ１ｍＲＮＡ的微量表达［１０］。本研究

荧光定量 ＰＣＲ检测结果显示，鸭胚肝脏中 ＩＧＦ１ｍＲＮＡ的表
达要早于鸡胚，１３胚龄时鸭胚肝脏已经有 ＩＧＦ１ｍＲＮＡ的微
量表达，胚胎发育末期，肝脏中 ＩＧＦ１ｍＲＮＡ的表达已经显著
提高，这一结果表明，禽类胚胎期肝脏 ＩＧＦ１ｍＲＮＡ的表达存
在一定的种间差异。鸡胚胎发育期间 ＩＧＦ１主要来源于肝外
组织，出雏后ＩＧＦ１主要来源于肝组织，在鸭肝脏中ＩＧＦ１在临
近出雏时开始大量表达，为出雏后成为ＩＧＦ１的主要来源打下
基础［１１］。ＩＧＦ１是动物体重要的生长调控因子，通过自分泌
及旁分泌方式发挥作用［１２］。因此，对 ＩＧＦ１在组织器官中的
局部表达部位和模式进行研究，有助于解释ＩＧＦ１在动物体生
长发育中的调控机制。Ｊｕｅｎｇｅｌ等在牛、大鼠的血管壁细胞中
检测到ＩＧＦ１基因表达产物［１３］。Ｐａｔｒｉｃｋ等在负鼠卵巢血管壁
细胞中发现 ＩＧＦ１表达［１４］。宋卫涛等在鸭胚胎腿肌中发现，

ＩＧＦ１基因ｍＲＮＡ在血管壁周围的表达水平高于血管周边组
织［１５］。这些杂交部位主要由纤维细胞或间充质细胞构成，广

泛分布并融入各个组织和器官中，是ＩＧＦ１通过旁分泌对周围
靶细胞发挥作用的理想表达部位［１６］。小鼠模型结果显示，敲

除肝脏ＩＧＦ１基因的小鼠血液中ＩＧＦ１浓度下降７５％，小鼠仍
能正常生长［１７］，循环系统等肝外组织产生的 ＩＧＦ１对小鼠生
长发育可能有重要影响。本研究所关注的发育时间点中，

ＩＧＦ１在肝脏循环系统中的表达量要高于周边的肝组织，这一
表达方式对鸭胚及出雏后生长发育的影响和具体的分子机制

还需要进一步研究。
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