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　　摘要：为探明不同光照模式调控下优质肉鸡性成熟的分子调控机制，以期为提高优质肉鸡生产性能提供理论依
据。选用了０日龄Ｆ系母鸡，分别于３间密闭式鸡舍内设计不同类型的光照模式。１２周龄时每组各选取３羽采集下
丘脑，利用ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑＴｍ２０００进行高通量测序，通过生物信息学方法进行差异表达基因筛选及功能分析。结果表

明，９个样品均获得了５４×１０６条以上的ｒｅａｄｓ，总碱基数约６Ｇｂ，共发掘新基因６８４个；对照组与试验组 Ｔ２的基因差
异表达较显著，其中，有１１１个基因上调表达、７８个基因下调表达；对照组和试验组 Ｔ１、Ｔ２分别富集到３６、４５个显著
ＧＯ条目，共发现５条显著ＫＥＧＧ信号通路，其中，富集较多的是信号传导、新陈代谢和细胞过程，均与优质肉鸡生长和
性成熟发育相关。
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　　近年来，为分析密闭式鸡舍多环境因子对鸡生
产性能的影响，专家们纷纷提出了基于鸡舍环境因

子与生产性能相互影响的参数回归模型［１］，其中，

对于光照因素影响鸡性成熟的研究成为时下热点。

光周期的变化衍生不同的内在生物节律，两者同步

性对鸡性成熟产生影响［２－３］。有研究指出，随光照

模式的正向适度增加，鸡群生长和性器官发育均正

向上升［４］。潘栋研究表明，鸡体性成熟启动受光照

时间和强度影响的同时，还与其是否符合鸡某一特

定生长周期的昼夜生理节律相关［５］。优质肉鸡的

性成熟是一个体内多循环多通路协同合作的过程，

目前对于参与触发性成熟启动的物质和相关机制

仍处于不断完善之中，经验证可能有多种物质和信

号通路参与其中［６］。近年，随着鸡基因组测序的不

断深化及高通量测序、分析技术快速发展，ＲＮＡ－
ｓｅｑ分析优质肉鸡在不同光照模式下性成熟期差异

基因ｍＲＮＡ表达水平变化及其调控机制成为可能。
因此，本研究在前期研究基础上［７－８］，拟通过

ＲＮＡ－ｓｅｑ技术方法，揭示光照对优质肉鸡性成熟
的分子调控机理，从而改善优质肉鸡生产繁殖性

能，全面推动优质肉鸡产业优化升级。

１　材料与方法

１．１　试验材料及分组
２０１９年４月２日，挑选健康的来自江苏省家禽

科学研究所自主培育的品系 Ｆ系 ０日龄母鸡 ５４０
羽，该品系群体生长整齐度高、性能优良。按每组

１８０羽鸡随机分成３组（对照组 ＣＫ、试验组 Ｔ１和
Ｔ２），放于江苏省家禽科学研究所邵伯基地试验禽
场内的３间密闭式鸡舍地面平养。各组鸡均在同一
饲养条件统一执行优质肉鸡营养需求和一般免疫

程序，全期自由采食和饮水。

１．２　试验方法
３组鸡试验在０～８４日龄设计３种不同的光照

模式，光照方案详见表１。由表１可知，试验周期为
１２周。于１２周龄末时，每组采集３羽平均体质量
鸡下丘脑组织样本放入无酶冻存管，编号后迅速放

入液氮中保存，用于提取组织 ＲＮＡ进行 ＲＮＡ－Ｓｅｑ
分析。Ⅰ组样品编号为 ＣＫ－１、ＣＫ－２、ＣＫ－３，Ⅱ
组样品编号为 Ｔ１－１、Ｔ１－２、Ｔ１－３，Ⅲ组样品编号
为Ｔ２－１、Ｔ２－２、Ｔ２－３。
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表１　３组优质肉鸡光照方案

日龄

（ｄ）
光照方案［（光照度（ｌｘ）／光照时间（ｈ）］

ＣＫ Ｔ１ Ｔ２

０～３ ２０／２４ ２０／２４ ２０／２４

４～７ １０／２３ １０／２３ １０／２３

７～２１ １０／１６ １０／１６ １０／１６

２２～８４ １０／１６ １０／１５ １０／１４

１．３　转录组测序
１．３．１　ＲＮＡ样本制备　采用 Ｔｒｉｚｏｌ法分别提取９
个样品的下丘脑组织 ＲＮＡ，分别采用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ、
Ｑｕｂｉｔ２．０、Ａｇｌｉｅｎｔ２１００方法检测 ＲＮＡ样品的纯度、
浓度和完整性等，以保证使用合格的样品进行转录

组测序。通过常规试剂盒去除 ｒＲＮＡ，将 ｍＲＮＡ富
集。进一步将富集得到的 ｍＲＮＡ反转录形成双链
ｃＤＮＡ，修复 ｃＤＮＡ双末端后加上接头，ＰＣＲ扩增构
建上机文库。

１．３．２　文库制备　通过带有Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）的磁珠富集
具有 ｐｏｌｙＡ尾巴的真核 ｍＲＮＡ后，采用超声波把
ｍＲＮＡ打断，以片段化的 ｍＲＮＡ为模版，随机寡核
苷酸为引物，在 Ｍ－ＭｕＬＶ逆转录酶体系中合成
ｃＤＮＡ第一条链，随后用ＲＮａｓｅＨ降解ＲＮＡ链，并在
ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅⅠ体系下，以 ｄＮＴＰｓ为原料合成
ｃＤＮＡ第二条链。纯化后的双链 ｃＤＮＡ经过末端修
复，加Ａ尾并连接测序接头，采用 ＡＭＰｕｒｅＸＰｂｅａｄｓ
筛选２００ｂｐ左右的ｃＤＮＡ，进行ＰＣＲ扩增并再次使
用ＡＭＰｕｒｅＸＰｂｅａｄｓ纯化ＰＣＲ产物，最终获得文库。
１．３．３　文库质检和 Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序　为保证测序质
量利用琼脂糖凝胶电泳分析样品 ＲＮＡ完整性及是
否 存 在 ＤＮＡ 污 染；利 用 Ｎａｎｏ Ｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ
ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ检测 ＲＮＡ纯度；利用 Ｑｕｂｉｔ２．０
Ｆｌｕｏｒｏｍｅｔｅｒ进行 ＲＮＡ浓度精确定量利用 Ａｇｉｌｅｎｔ

２１００ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ精确检测 ＲＮＡ完整性。为保证数
据质量，要在信息分析前对原始数据进行数据过

滤，过滤低质量数据以减少无效数据所带来的分析

干扰［９］，得到ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ。文库质检合格后，交由基
迪奥生物公司使用 ＨｉＳｅｑＴＭ２０００测序仪（Ｉｌｌｕｍｉｎａ）
进行转录组测序。

１．４　数据处理和统计分析
利用ＤＥＳｅｑ２软件［１０］对基因表达水平进行分

析，得 到 ｒｅａｄｓｃｏｕｎｔ数 据，进 行 数 据 标 准 化
（ｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎ），根据模型进行假设检验概率
（ｐｖａｌｕｅ）计算，最后进行多重假设检验校正，得到
ＦＤＲ值（错误发现率），最终得到组间的差异分析结
果。使用 Ｒ语言中的 ｇｏｓｅｑ包（１２）将 ｍＲＮＡ差异
表达基因序列与 ＧＯ（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ）数据库进行比
对分析，获得ＧＯ功能注释；将ｍＲＮＡ差异表达基因
与ＫＥＧＧ（ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ）数
据库进行 ＢＬＡＳＴＸ比对获得 ｍＲＮＡ差异表达基因
相对应的Ｐａｔｈｗａｙ注释信息。

２　结果与分析

２．１　质控与数据总体分析
本研究对３组鸡下丘脑转录组测序，由表２可

知，测序数据统计与序列比对分析结果，９个样品均
获得了５４×１０６条 ｒｅａｄｓ以上，总碱基数５Ｇｂ左右，
Ｑ２０在９８％以上，Ｑ３０在９５％以上，说明 ＲＮＡ－ｓｅｑ
测序结果可靠，可用于后续分析。样品比对到参考

基因组上的ｒｅａｄｓ均达总ｒｅａｄｓ数约９０％，比对率均
较高。由表３可知，与所选鸡的参考基因组序列比
较，共发掘新基因６８４个，其中，１０个基因得到功能
注释。

表２　３组测序数据统计与序列比对分析

样品
总读段数

（×１０６）
总比对数

（％）
多次比对数

（％）
唯一比对数

（％）
总碱基数

（Ｇｂｐ）
Ｑ２０
（％）

Ｑ３０
（％）

ＣＫ－１ ７０．８２ ９１．４２ ２．０４ ８９．３８ ６．８１ ９８．３５ ９５．２８

ＣＫ－２ ７４．５８ ９２．５８ １．９９ ９０．５９ ７．２６ ９８．４５ ９５．４６

ＣＫ－３ ５６．８３ ９０．８３ ２．１６ ８８．６７ ５．５１ ９８．５２ ９５．６９

Ｔ１－１ ７７．１４ ９２．１４ ２．０６ ９０．０７ ７．５６ ９８．４５ ９５．５０

Ｔ１－２ ６１．８１ ９２．０３ １．９９ ９０．０４ ６．０３ ９８．４４ ９５．４６

Ｔ１－３ ５９．０３ ９２．１１ １．９７ ９０．１４ ５．７５ ９８．４４ ９５．４５

Ｔ２－１ ５４．１５ ９２．０３ １．８６ ９０．１７ ５．２５ ９８．４５ ９５．５０

Ｔ２－２ ８０．１３ ９１．８１ １．９９ ８９．８２ ７．７８ ９８．３６ ９５．２８

Ｔ２－３ ６６．８１ ９１．４５ １．９９ ８９．４６ ６．４５ ９８．３２ ９５．１５
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表３　３组基因检测情况

样品
参考基因数

（个）
测序数（个）和占比率（％） 项目新基因数

（个）
测序基因数（个）和占比率（％） 总基因数

（个）

ＣＫ－１ １７４６４ １５６９０（８９．８４） ６８４ ６３８（９３．２７） １８１４８

ＣＫ－２ １７４６４ １５７０６（８９．９３） ６８４ ６４２（９３．８６） １８１４８

ＣＫ－３ １７４６４ １５４２１（８８．３０） ６８４ ６２８（９１．８１） １８１４８

Ｔ１－１ １７４６４ １５６８２（８９．８０） ６８４ ６２５（９１．３７） １８１４８

Ｔ１－２ １７４６４ １５６２７（８９．４８） ６８４ ６１８（９０．３５） １８１４８

Ｔ１－３ １７４６４ １５６３０（８９．５０） ６８４ ６２４（９１．２３） １８１４８

Ｔ２－１ １７４６４ １５４３４（８８．３８） ６８４ ６３０（９２．１１） １８１４８

Ｔ２－２ １７４６４ １５７５６（９０．２２） ６８４ ６３９（９３．４２） １８１４８

Ｔ２－３ １７４６４ １５６０７（８９．３７） ６８４ ６２４（９１．２３） １８１４８

２．２　样本关系分析
使用皮尔逊相关系数对样品进行相关性分析，

由图１可知，试验组组间３个生物学重复的决定系
数（ｒ２）均大于０．９５，对照组组间的决定系数（ｒ２）均
在０．９１以上，表明样品组成相似性高，分析结果相
关性较强。

２．３　差异基因整体分析
基于差异分析结果，筛选 ＦＤＲ＜０．０５且

ｌｏｇ２｜ＦＣ｜＞１的基因为显著差异基因，由图２可知，
各比较组显著差异基因整体统计，对照组与试验组

Ｔ１、Ｔ２及试验组Ｔ１与Ｔ２间的ｍＲＮＡ显著差异表达
基因数量均不超过２１个，但对照组与试验组 Ｔ２的
ｍＲＮＡ显著差异表达基因数量超过１８９个，相比于
对照组，试验Ｔ２组有１１１个基因上调表达、７８个基
因下调表达。差异表达基因聚类分析结果见图３。
由图３可知，大多数基因聚集在同一大类上，提示这
些差异表达的基因具有特定的功能相关性。

—８１— 江苏农业科学　２０２２年第５０卷第３期



２．４　差异基因 ＧＯ功能富集分析和 ＫＥＧＧ信号通
路富集分析

分别对３组鸡组织的上调差异基因、下调差异
基因进行ＧＯ分析和 ＫＥＧＧ信号通路富集分析，对
照组和试验组Ｔ１、Ｔ２分别富集到３６个和４５个显著
ＧＯ条目。由图４可知，其中，富集较多的 ＧＯ功能
是正负调控的生物过程、信号传递、细胞分解过程、

新陈代谢过程、脂质代谢相关过程和免疫相关过

程。其中，信号传导、机体新陈代谢及细胞过程在

机体性成熟过程富集到了多个上调或下调基因，由

表４可知，其中表达最为显著的有抑制性神经递质
的褪黑素受体基因（ＭＥＬＲ）、兴奋性神经递质瘦素
受体基因（Ｌｅｐｒ）、影响中枢神经系统中最主要的神
经递质多巴胺受体基因（ＤＲＤ）等。

表４　优质肉鸡差异基因ＧＯ功能富集情况

ＧＯ功能 上调基因 下调基因 Ｐ值

信号传导 Ｌｅｐｒ、ＳＬＣ６Ａ１３、ＩＴＩＨ２、ＴＲＰＣ５、ＳＨＩＳＡ３等 ＭＥＬＲ、ＣＯＬ２Ａ１、ＳＰＰ１、ＮＰＹ、ＷＹＦ１等 ＜０．０１

新陈代谢 ＩＧＦＮ１、ＳＨＩＳＡ３、ＫＣＮＳ３、ＴＦＡＰ２Ｄ、ＦＺＤ１０等 ＤＲＤ、ＳＰ９、ＮＰＯ、Ｐ２ＲＹ２、ＭＰＯ等 ＜０．０１

细胞过程 ＦＢＬＮ１、ＰＲＤＭ６、ＣＡＭＫＫ１、ＥＶＸ２、ＫＣＮＫ２ ＢＥＳＴ２、ＤＬＸ５、ＰＡＸ６、ＲＰＲＭＬ、ＢＬＢ１等 ＜０．０１

　　由图５可知，ＫＥＧＧ信号通路富集分析发现有５
条显著富集的ＫＥＧＧ信号通路，分别为机体新陈代
谢、组织代谢、细胞分解过程、内环境信息表达、基

因表达过程通路。这些通路相互作用、相互影响，

共同参与了机体的生长发育、性成熟等生命周期

活动。

３　讨论

近年，转录组测序技术不断深化，家禽测序体

量和质量都有巨大提升［１１］。本研究测序获得的原

始序列均超过５４×１０６条，总碱基数６Ｇｂ左右，Ｑ２０
碱基在９８％以上，Ｑ３０碱基在９５％以上，测序数据
质量较高。与所选鸡的参考基因组序列进行对比，

共发掘新基因６８４个，其中，１０个基因得到功能注
释。试验组组别间的 ３个生物学重复的决定系数
（ｒ２）均大于０．９５，对照组组别间的决定系数（ｒ２）均
在０．９１以上，表明样品组成相似性高，后续分析结
果相关性较强。
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　　光照作为调节家禽行为活动中性成熟的一项
重要节律模式，其是通过视网膜双感受器共同感知

以达到对光周期的控制，促进机体形成特定的生物

节律，从而平稳有序地调控家禽性成熟活动［１２－１３］。

研究报道，家禽视网膜感受光照的刺激后，产生光

信号经“视网膜 －下丘脑神经束”传递至视交叉上
核转化为神经冲动，此过程通过来自性腺轴调控的

神经内分泌调节，引起家禽体内促黄体素（ＬＨ）和促
卵泡素（ＦＳＨ）等一批性腺激素产生变化，最后影响
家禽的性成熟等行为活动［１４］。家禽生产中，养殖者

重点关注光照变化致使优质肉鸡体质量和脂肪沉

积等是否合格，而易忽视其对性腺发育的影响，现

有研究已经表明，优质肉鸡不同生长阶段的生理特

点差异较大，对光照时间长短反应不同，须在不同

的生长阶段采用不同的光照节律，否则便会引起优

质肉鸡性早熟或开产延迟等情况。

本研究差异表达基因对比分析结果表明，对照

组与试验组Ｔ２的ｍＲＮＡ显著差异表达基因数量超
过１８９个，表明了对照组与试验组Ｔ２由于不同的光
照模式影响，导致了机体的生长发育在基因层面差

异较大。在表达差异最显著的基因中，与内外环境

的节律调动过程和体内信号转导有关的基因表达

最为活跃。近年来，有研究发现褪黑素在动物性成

熟、激素分泌等过程中发挥着重要作用［１５］。褪黑素
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作为一种内分泌胺类激素，其分泌受光照影响呈现

出昼低夜高的节律性，能够抑制性激素分泌，如可

以抑制ＨＰＧ轴的水平，通过抑制促性腺激素释放激
素（ＧｎＲＨ）的释放来调节机体的生殖功能，而下丘
脑是促性腺激素释放激素（ＧｎＲＨ）分泌的整合单
位，是促黄体生成素和促卵泡生成素适时释放的信

号［１６］。此外作为抗性腺作用的主要靶器官，在性成

熟过程中同样发挥着巨大作用［１７］。因此，在肉种鸡

生产中，可以考虑通过补充外源性褪黑素适宜地延

迟不同品种、不同育种目标肉种鸡性成熟时机，以

达到最大化生产目的。瘦素作为影响家禽生殖系

统的一个重要信号，待性器官发育到一定阶段后，

在体内释放随后进入血液的含量不断增加，促进了

促性腺激素的分泌，导致了性腺类固醇激素的持续

上升，进而影响开启性成熟的启动周期［１８］。多巴胺

通过兴奋多巴胺受体抑制垂体中血管活性肠肽

（ＶＩＰ）和催乳素（ＰＲＬ）等多种相关激素的分泌，具
有强烈抑制促性腺激素释放以及刺激促生长激素

分泌的作用，从而对鸡的性成熟启动起到积极的调

控作用［１９］。ＧＯ和ＫＥＧＧ功能测序分析结果表明，３
组鸡富集到了多条显著 ＧＯ条目，ＫＥＧＧ信号通路
富集分析提示，信号传递、新陈代谢和细胞过程等

在机体性成熟过程中发挥了重要作用。量多而繁

复的复杂通路多与机体生长发育、性成熟启动密切

相关，连接通路的这些上调或下调基因和多种性腺

激素相互协作、相互制约［２０］，所产生的多种生理、药

理反应可作用于鸡体内多个循环系统，其中，包括

内分泌系统、免疫系统和神经系统，进而也会影响

鸡的昼夜节律、性成熟启动以及生殖行为，呈现后

续的一系列机体应答反应。

４　结论

优质肉鸡不同生长阶段的光照模式对其性成

熟的影响较大，主要是通过上调或下调与信号传递

和机体新陈代谢等信号通路相关基因的表达，从而

影响优质肉鸡性成熟发育，最终实现生产性能的综

合调控。
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