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基于转录组测序分析日粮添加槲皮素对夏季湖羊睾丸
组织基因表达的影响
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摘要： 旨在探究夏季日粮添加槲皮素对湖羊睾丸组织基因表达的影响。 采集对照组 （基础日粮） 和槲皮素组 （每千克体重添加 １５０ ｍｇ 槲皮素的

基础日粮饲喂 ５ 周） 各 ３ 个湖羊睾丸组织样本， 提取总 ＲＮＡ 进行转录组测序 （ＲＮＡ－ｓｅｑ）， 并进行差异表达分析、 基因本体论 （ＧＯ） 和京都基

因与基因组百科全书 （ＫＥＧＧ） 富集分析， 实时荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 验证测序结果。 结果： 共获得 ３６􀆰 ５ Ｇｂ 的有效数据， 以 Ｐ≤０􀆰 ０５ 和

｜ ｌｏｇ２（ＦＣ） ｜≥１， 检测出 ２ ２６８ 个差异表达基因。 相比于对照组， 槲皮素组有 ９８０ 个基因表达显著上调， １ ２８８ 个基因表达显著下调， 涉及氧化应

激和类固醇激素合成相关基因。 ＧＯ 富集分析发现， 差异基因主要富集在胞质运输、 细胞质囊泡部分、 高尔基体相关囊泡和 ＧＴＰ 酶结合等 １９ 个条

目。 ＫＥＧＧ 富集分析发现， 差异基因主要富集在肌动蛋白细胞骨架调节、 细胞凋亡、 血管内皮生长因子 （ＶＥＧＦ） 和 ｐ３８ 丝裂原活化蛋白激酶 ／ 热
休克蛋白 Ｂ１ （ｐ３８ＭＡＰＫ ／ ＨＳＰＢ１） 等 ３７ 条显著通路， 其中 ２５ 条为极显著通路。 随机抽取的 ６ 个差异基因的 ＲＴ－ｑＰＣＲ 分析结果与测序结果一致。
结论： 筛选出夏季高温条件下日粮添加槲皮素影响湖羊睾丸组织氧化应激和类固醇激素合成相关基因及 ｐ３８ＭＡＰＫ ／ ＨＳＰＢ１ 等通路， 为进一步阐明

槲皮素缓解夏季高温影响湖羊繁殖性能的分子机制提供参考。
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　 　 湖羊为我国特有的地方品种， 具有肉质鲜美、 羔

皮轻柔、 繁殖力高等优点。 然而夏季高温高湿环境会

造成湖羊热应激， 引起机体内部激素水平紊乱， 导致

其抗氧化能力下降， 通常被认为是下丘脑－垂体－肾
上腺轴受到热应激影响的原因［１］， 破坏了机体内环

境稳态， 最终影响动物的生长机能与繁殖性能。 一般

来说哺乳动物睾丸的温度比核心体温低 ２ ～ ７ ℃， 同

时精子的发生也依赖低温环境， 高于阴囊正常温度会

降低精子活力， 增加精子畸形率， 还可能造成生殖细

胞的死亡， 甚至导致不育［２］。 因此， 降低夏季高温

对湖羊产生的不利影响成为湖羊生产中亟待解决的

问题。
槲皮素是一种源自植物的黄酮类化合物， 具备清

除自由基、 抗炎、 抗氧化以及调节免疫功能等多重作

用。 近年来， 向畜禽饲料中添加植物源性生物活性物

质， 如姜黄素、 槲皮素、 萝卜硫素等， 用以减少炎症

与应激反应逐渐成为一种趋势［３－４］。 研究表明， 精液

稀释液中添加二甲基乙酰胺和槲皮素， 可改善山羊精

子动力学， 抑制冷冻解冻时脂质过氧化， 提升精子

质量［５］。
近年来， 转录组测序 （ＲＮＡ－ｓｅｑ） 广泛应用于

动物体中各种机制的研究以及功能基因的筛选［６－７］。
马祺琦等［８］通过 ＲＮＡ－ｓｅｑ 发现抗凋亡蛋白 ＰＴＤ－ＦＮＫ
的机制可能涉及对猪睾丸支持细胞抗热应激的多个基

因以及磷脂酰肌醇 － ３ －羟基酶 －蛋白激酶 （ ＰＩ３Ｋ －
Ａｋｔ） 信号通路。 本课题组前期研究发现， 夏季日粮

按每千克体重添加 １５０ ｍｇ 槲皮素可降低湖羊料重比，
提高其免疫机能， 促进睾丸发育及脂质代谢［９］。 然

而， 目前关于槲皮素缓解夏季高温对湖羊睾丸损伤影

响的分子机制鲜见报道。 因此， 本研究通过 ＲＮＡ－
ｓｅｑ 探究日粮添加槲皮素对夏季湖羊睾丸组织基因表

达的影响， 为阐明槲皮素缓解夏季湖羊繁殖性能下降

的分子机制及其在湖羊生产中的应用提供科学依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验动物与主要材料

以健康且体重相近的 ４ 月龄雄性湖羊为研究对

象， 在江苏省南通市启东瑞鹏牧业有限公司进行试

验。 试验期间日均气温为 （３６±３）℃， 日均相对湿度

为 （７５±１０）％， 羊舍内日均气温为 （３４±２）℃， 日均

相对湿度为 （７５±１０）％。 槲皮素购于百斯特食品添加

剂有限公司， 纯度＞９８％。
１􀆰 ２　 试验设计

将 ９６ 只 ４ 月龄的湖羊分为对照组和槲皮素组，
每组 ３ 个重复， 每个重复 （圈） １６ 只羊。 对照组饲

喂基础日粮， 槲皮素组饲喂每千克体重含 １５０ ｍｇ 槲

皮素的基础日粮， 试验周期 ５ 周 （含 １ 周预试）。 结

束后从每个重复中随机挑选 １ 只羊采集睾丸， 保存于

－８０ ℃。

表 １　 基础日粮精料配方及营养成分 （以干物质为基础）

组分 占比 ／ ％ 营养成分 含量

玉米 ５１􀆰 ２２ 粗蛋白 ／ （ｇ·ｋｇ－１） １７１􀆰 ７３

豆粕 １７􀆰 ４１ 消化能 ／ （ＭＪ·ｋｇ－１） １２􀆰 ８１

大麦麸皮 １５􀆰 ９１ 钙 ／ ％ ０􀆰 ８５

芝麻粕 ４􀆰 ９８ 磷 ／ ％ ０􀆰 ６６

预混料１） ６􀆰 ４６

小苏打 ２􀆰 ４８

食盐 １􀆰 ４９

亚硒酸钠维 ０􀆰 ０５

　 　 注：１） 每千克的预混料中提供： 维生素 Ａ ８０ ｋＩＵ， 维生素 Ｄ３
２０ ｋＩＵ， 维生素 Ｅ ２００ ｍｇ， 烟酰胺 １２０ ｍｇ， 铜 １２０ ｍｇ， 铁 ６４０ ｍｇ， 钴

２􀆰 ５ ｍｇ， 锰 ６４０ ｍｇ， 硒 ２􀆰 ５ ｍｇ， 锌 ６４０ ｍｇ， 碘 １０􀆰 ５ ｍｇ， 磷 ２􀆰 ５％，
钙 ８％， 镁 ２％， 氯化钠 ５％。

表 ２　 基础日粮粗料配方及营养成分 （以干物质为基础）

组分 占比 ／ ％ 营养成分 含量

青贮 ５２􀆰 ２４ 粗蛋白 ／ （ｇ·ｋｇ－１） ４９􀆰 ００

干草 ２９􀆰 ８５ 消化能 ／ （ＭＪ·ｋｇ－１） ３􀆰 ７９

豆腐渣 １７􀆰 ９１ 钙 ／ ％ ０􀆰 ４０

磷 ／ ％ ０􀆰 ０７

１􀆰 ３　 试验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 总 ＲＮＡ 提取与检测

采用 ＴＲＩｚｏｌ 法从睾丸组织提取总 ＲＮＡ， 设置对

照组、 槲皮素组各 ３ 个样品， 构建文库后， 先用 Ｑｕ⁃
ｂｉｔ２􀆰 ０ Ｆｌｕｏｒｏｍｅｔｅｒ 初步定量， 稀释至 １􀆰 ５ ｎｇ ／ μＬ， 再

使用 Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ （ＲＮＡ Ｎａｎｏ ６０００ Ａｓｓａｙ
Ｋｉｔ ｏｆ ｔｈｅ Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ ２１００ Ｓｙｓｔｅｍ，Ａｇｉｌｅｎｔ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，
美国） 检测， 确认质量后精确测定文库有效浓度，
确保浓度高于 ２ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 以保障文库质量。
１􀆰 ３􀆰 ２　 上机测序与质控

不同文库采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＮｏｖａＳｅｑ ６０００ 平台 （ Ｉｌｌｕ⁃
ｍｉｎａ， 美国） 测序， 清洗原始数据以去除不良数据，
计算有效数据的 Ｑ２０、 Ｑ３０ 及 ＧＣ 含量。 后续分析均

基于有效数据进行。 从基因组网站下载绵羊参考基因

组（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｆｔｐ． ｅｎｓｅｍｂｌ． ｏｒｇ ／ ｐｕｂ ／ ｒｅｌｅａｓｅ － ９９ ／ ｆａｓｔａ ／ ｏｖｉｓ＿
ａｒｉｅｓ ／ ）及基因模型注释文件（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｆｔｐ． ｅｎｓｅｍｂｌ． ｏｒｇ ／
ｐｕｂ ／ ｒｅｌｅａｓｅ－９９ ／ ｇｔｆ ／ ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ ／ ）， 使用 ＨＩＳＡＴ２ ｖ２􀆰 ０􀆰 ５
构建索引， 并将有效数据与参照基因组进行比对。
１􀆰 ３􀆰 ３　 差异表达分析及富集分析

使用 ＤＥＳｅｑ２ （ １􀆰 ２０􀆰 ０） 进行差异表达分析，
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Ｂｅｎｊａｍｉｎｉ－Ｈｏｃｈｂｅｒｇ 法调整 Ｐ 值以控制错误发现率，
Ｐ≤ ０􀆰 ０５ 为 显 著 差 异 表 达 的 基 因。 另 用 ＥｄｇｅＲ
（３􀆰 ２２􀆰 ５） 重复分析， 并同样调整 Ｐ 值。 以校正后的

Ｐ 值和 ｜ ｌｏｇ２ （ ＦＣ） ｜ 为差异表达显著的阈值。 采用

ｃｌｕｓｔｅｒ Ｐｒｏｆｉｌｅｒ （３􀆰 ４􀆰 ４） 进行基因本体论 （ＧＯ） 富集

分析， 修正基因长度偏差。 同样利用 ｃｌｕｓｔｅｒ Ｐｒｏｆｉｌｅｒ
分析京都基因与基因组百科全书 （ＫＥＧＧ） 通路中差

异表达基因的富集情况。
１􀆰 ３􀆰 ４　 实时荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ）

参考文献 ［１０］， 基于 ＮＣＢＩ 数据库目标基因的

序列设计相应的引物 （表 ３）。 通过 ＰＣＲ 技术验证目

的条带的大小， 再进行后续试验。 对总 ＲＮＡ 反转录

后进行 ＲＴ － ｑＰＣＲ。 反应体系： ２ × ＣｈａｍＱ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ
ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μＬ， 引 物 各 ０􀆰 ４ μＬ，
ｃＤＮＡ ２ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ ７􀆰 ２ μＬ。 扩增程序： ９５ ℃ ３０ ｓ；
９５ ℃ １０ ｓ， ６０ ℃ ３０ ｓ， 共 ４０ 个循环； ９５ ℃ １５ ｓ，
６０ ℃ ６０ ｓ， ９５ ℃ １５ ｓ。 以 ＧＡＰＤＨ 为内参， ２－ΔΔＣｔ法

计算基因相对表达量。

表 ３　 荧光定量 ＰＣＲ 所用引物

基因 引物序列 （５′→３′） 引物大小 ／ ｂｐ ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

ＡＲＥＬ１
Ｆ： ＡＣＣＣＣＣＡＧＴＴＴＧＧＣＴＧＴＴＴＴＴ

Ｒ： ＣＧＡＧＧＧＧＡＧＣＡＣＧＴＣＴＡＴＴＣ
７７ ＸＭ＿０２７９７２０２３􀆰 ２

ＣＡ３
Ｆ： ＡＡＣＣＡＧＴＣＧＣＣＣＡＴＴＧＡＡＣＴ

Ｒ： ＧＧＡＣＣＡＣＣＴＣＴＣＡＧＣＡＴＴＧＡ
１７０ ＸＭ＿０１５０９７９４２􀆰 ３

ＨＳＰＢ１
Ｆ： ＣＡＣＴＣＧＣＡＡＡＴＡＣＡＣＧＣＴＧＣ

Ｒ： ＧＧＧＣＣＴＴＴＡＣＴＴＧＴＴＴＧＣＣＧ
２１１ ＸＭ＿０２７９６１４７２􀆰 ２

ＮＥＤＤ８
Ｆ： ＣＡＡＴＴＴＧＴＣＴＧＴＧＴＧＣＡＧＣＣＣ

Ｒ： ＴＣＣＴＴＴＣＣＧＧＴＣＡＧＣＧＴＣＴＴＣ
７１ ＸＭ＿００４０１０３０５􀆰 ４

ＭＡＰ３Ｋ１４
Ｆ： ＣＧＡＣＡＧＴＧＡＧＡＡＧＡＡＣＣＣＧＴ

Ｒ： ＴＧＡＴＧＣＣＴＧＴＴＧＣＧＡＴＧＴＣＴ
２５１ ＸＭ＿００４０１２９９７􀆰 ３

ＰＩ１６
Ｆ： ＣＡＧＴＣＣＴＣＣＴＴＧＣＣＡＧＡＴＧＴ

Ｒ： ＧＡＡＧＣＡＧＴＡＧＣＡＧＣＡＧＴＣＣＣ
１１２ ＸＭ＿０２７９５８９４５􀆰 ２

ＧＡＰＤＨ
Ｆ： ＧＴＣＡＡＧＧＣＡＧＡＧＡＡＣＧＧＧＡＡ

Ｒ： ＧＧＴＴＣＡＣＧＣＣＣＡＴＣＡＣＡＡＡＣ
２３２ ＮＭ＿００１１９０３９０􀆰 １

　 　 注： ＡＲＥＬ１， 抗凋亡 Ｅ３ 泛素蛋白连接酶 １； ＣＡ３， 碳酸酐酶Ⅲ； ＨＳＰＢ１， 热休克蛋白 Ｂ１； ＮＥＤＤ８， 神经前体细胞表

达的发育下调因子 ８； ＭＡＰ３Ｋ１４， 丝裂原活化蛋白激酶激酶 １４； ＰＩ１６， 肽酶抑制剂 １６； ＧＡＰＤＨ， 甘油醛－３－磷酸脱氢酶。

１􀆰 ４　 数据统计与分析

试 验 数 据 应 用 Ｅｘｃｅｌ ２０１９ 整 理 后， 使 用

ＧｒａｐｈＰａｄ ７􀆰 ０ 进行 ｔ 检验， 以 “平均值±标准误” 表

示。 Ｐ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异显著， ０􀆰 ０５≤Ｐ ＜ ０􀆰 １ 表示有

趋势。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＲＮＡ－ｓｅｑ 质量评估

试验中共 ６ 个睾丸样本， 去除低质量数据获得

３６􀆰 ５ Ｇｂ 有效数据， 碱基错误率均低于 ０􀆰 ０３％， Ｑ２０＞
９７􀆰 ８８％， Ｑ３０＞９４􀆰 １５％， ＧＣ 含量平均约为 ５０􀆰 ３３％。
６ 个睾丸样品均能获得高于 ５􀆰 ７５ Ｇｂ 的高质量数据。
本试验样品所得到的数据成功比对到基因组上数据的

比例处于 ８８􀆰 ６６％ ～ ９１􀆰 ９７％， 其中对照组平均达到

９１􀆰 ４１％， 槲皮素组平均达到 ８８􀆰 ８０％； 比对到参考基

因多个位置的数据比例处于 ４􀆰 ８１％ ～ ９􀆰 ４３％， 其中对

照组平均达到 ７􀆰 ３３％， 槲皮素组平均达到 ５􀆰 ８５％。
上述结果可知， 测序结果比对良好， 可进行进一步

分析。
２􀆰 ２　 差异基因的分布与聚类情况

计算出各个样本所有基因的表达值 （ ＦＰＫＭ）
（对测序深度和基因长度进行校正）， 盒形图直观地

呈现了两组中各个样本的基因表达分布情况 （图

１Ａ）。 将 Ｐ≤０􀆰 ０５ 且 ｜ ｌｏｇ２（ＦＣ） ｜≥１ 设定为本项目的

差异表达阈值。 测序结果共检测到 ３ ４８４ 个基因， 通

过筛选， 两组之间共检测出 ２ ２６８ 个差异显著的基

因， 与对照组相比， 槲皮素组中上调基因 ９８０ 个， 下

调基因 １ ２８８ 个 （图 １Ｂ）。 对所有差异基因的聚类分

析， 结果显示两组组间的差异性显著高于组内的差异

性 （图 １Ｃ）。 表 ４ 为筛选出的与氧化应激和类固醇合

成相关的差异表达基因。
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Ａ． 样本基因表达量盒形图； Ｂ． 差异基因火山图： 槲皮素组与对照组相比， 红点代表上调的基因， 绿点代表下调的基因， 蓝点表示无显著差

异的基因； Ｃ． 差异基因聚类热图。

图 １　 ＲＮＡ－ｓｅｑ 数据统计及差异基因分析

表 ４　 氧化应激及类固醇合成相关差异基因

基因名称 基因 ＩＤ ｌｏｇ２（ＦＣ） Ｐ 值 校正后的 Ｐ 值

ＡＰＰ ＥＮＳＯＡＲＧ００００００１５０５６ －１􀆰 ０９５ ０􀆰 ００５ ０􀆰 １３１

ＣＹＰ７Ｂ１ ＥＮＳＯＡＲＧ００００００１７０１１ １􀆰 ８６５ ０􀆰 ０１７ ０􀆰 ２１７

ＨＳＰＢ１ ＥＮＳＯＡＲＧ００００００１３７４８ －１􀆰 ４５５ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０１１

ＩＬ２２ ＥＮＳＯＡＲＧ０００００００１５９８ －４􀆰 ３９１ ０􀆰 ０１２ １

ＬＲＲＫ２ ＥＮＳＯＡＲＧ００００００１９９７０ －１􀆰 ２４０ ０􀆰 ０２８ ０􀆰 ２５６

ＭＡＰＫ１ ＥＮＳＯＡＲＧ００００００１５５２９ －１􀆰 ０７７ ０􀆰 ００３ ０􀆰 １０６

ＮＤＵＦＢ３ ＥＮＳＯＡＲＧ００００００１６８３１ １􀆰 １７３ ０􀆰 ００８ ０􀆰 １６４

ＮＯＸ１ ＥＮＳＯＡＲＧ０００００００１０７０ －１􀆰 ０１６ ０􀆰 ０３７ ０􀆰 ２８３

ＲＨＯＢ ＥＮＳＯＡＲＧ００００００１９４４１ －１􀆰 ８２１ ０􀆰 ００２ ０􀆰 ０９５

ＲＯＣＫ１ ＥＮＳＯＡＲＧ０００００００８８１９ －１􀆰 ２４２ ０􀆰 ００８ ０􀆰 １６５

ＳＩＲＴ６ ＥＮＳＯＡＲＧ００００００１０５９８ １􀆰 ２００ ０􀆰 ０２１ ０􀆰 ２２８

　 　 注： ＡＰＰ， 淀粉样 β 前体蛋白； ＣＹＰ７Ｂ１， 细胞色素 Ｐ４５０ 家族 ７ 亚家族 Ｂ 成员 １； ＩＬ２２， 白细胞介素 ２２； ＬＲＲＫ２， 亮氨酸丰富重复激

酶 ２； ＭＡＰＫ１， 丝裂原活化蛋白激酶 １； ＮＤＵＦＢ３， 泛醌氧化还原酶亚基 Ｂ３； ＮＯＸ１， 尼克酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化酶 １； ＲＨＯＢ， 同

系物家族成员 Ｂ； ＲＯＣＫ１， Ｒｈｏ 关联含卷曲螺旋结合蛋白激酶 １； ＳＩＲＴ６， 沉默信息调节因子 ２ 相关酶类 ６。
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２􀆰 ３　 差异表达基因 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析

ＧＯ 分析包括生物过程 （ＢＰ）、 细胞组成 （ＣＣ）
和分子功能 （ＭＦ） 三部分。 ＧＯ 功能富集以校正后

的 Ｐ≤０􀆰 ０５ 作为显著性富集的阈值， 结果如图 ２Ａ 所

示。 生物过程中共富集到 ６ 条差异显著的条目： 胞质

运输 （ ＧＯ： ００１６４８２）， 淀粉样前体蛋白代谢过程

（ＧＯ： ００４２９８２） 和分解代谢过程 （ＧＯ： ００４２９８７），
β 淀粉样蛋白的形成 （ＧＯ： ００３４２０５）， 细胞蛋白分

解代谢过程 （ＧＯ： ００４４２５７） 和电子传递链 （ＧＯ：
００２２９００）； 细胞组成中共富集到 ９ 条差异显著的条

目： 细胞质囊泡部分 （ＧＯ： ００４４４３３）， 高尔基体相

关囊泡 （ＧＯ： ０００５７９８）， 核内体 （ＧＯ： ０００５７６８），
高尔基体部分 （ ＧＯ： ００４４４３１）， 包被囊泡 （ ＧＯ：
００３０１３５）， 高尔基亚细胞室 （ＧＯ： ００９８７９１）， 细胞

质囊泡膜 （ＧＯ： ００３０６５９）， 囊泡膜 （ＧＯ： ００１２５０６）
和囊衣 （ＧＯ： ００３０１２０）； 分子功能中共富集到 ４ 条

差异显著的条目： ＧＴＰ 酶结合 （ＧＯ： ００５１０２０）， 小

ＧＴＰ 酶结合 （ ＧＯ： ００３１２６７ ）， Ｒａｓ － ＧＴＰ 酶 结 合

（ＧＯ： ００１７０１６） 和电子转移活性 （ＧＯ： ０００９０５５）。
ＫＥＧＧ 富集结果中选取前 ２５ 条最显著的通路如

图 ２Ｂ 所示， 以校正后的 Ｐ≤０􀆰 ０１ 作为极显著富集的

阈值， 共富集到包括阿尔茨海默病 （ ｏａｓ０５０１０）、 甲

状腺激素信号通路 （ ｏａｓ０４９１９）、 肌动蛋白细胞骨架

调节 （ｏａｓ０４８１０）、 铂类药物抗药性 （ｏａｓ０１５２４）、 肝

细胞癌 （ｏａｓ０５２２５）、 非酒精性脂肪肝 （ ｏａｓ０４９３２）、
细胞凋亡 （ｏａｓ０４２１０） 等 ２５ 条通路。 以校正后的Ｐ≤
０􀆰 ０５ 作为显著性富集的阈值， 共富集到包括哺乳动

物雷帕霉素靶蛋白 （ｍＴＯＲ） 信号通路、 血管内皮生

长因子 （ＶＥＧＦ） 信号通路和 ｐ３８ 丝裂原活化蛋白激

酶 （ｐ３８ＭＡＰＫ） ／ ＨＳＰＢ１ 信号通路在内的 ３７ 条显著

性通路。

Ａ． ＧＯ 富集分析柱状图； Ｂ． ＫＥＧＧ 富集气泡图， 基因比例为差异基因数与差异基因总数的比值。

图 ２　 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 基因功能富集图

２􀆰 ４　 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测

从 ２ ２６８ 个差异表达的基因中， 随机抽取 ６ 个差

异显著的基因， 其中上调基因为 ＮＥＤＤ８、 ＭＡＰ３Ｋ１４
和 ＰＩ１６， 下调基因为 ＡＲＥＬ１、 ＣＡ３ 和 ＨＳＰＢ１ （图

３Ａ）， ＲＴ－ｑＰＣＲ 结果如图 ３Ｂ 所示， 随机挑选的 ６ 个

基因表达水平变化趋势与测序结果相符， 验证了测序

结果的可信度。
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Ａ． ＲＮＡ－ｓｅｑ 基因差异倍数； Ｂ． ＲＴ－ｑＰＣＲ 测定基因的相对表达量。 ∗表示组间差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ∗∗表示组间差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

图 ３　 测序分析与定量验证

３　 讨论

本试验通过转录组分析， 筛选出对照组和槲皮素

组睾丸组织 ２ ２６８ 个表达显著差异的基因， 如与炎症

相关的 ＩＬ２２， 与类固醇合成相关的 ＣＹＰ７Ｂ１ 以及与氧

化应激相关的 ＳＩＲＴ６。 研究表明， ＩＬ２２ 基因的消融或

抗体阻断逆转了内质网应激反应并减轻了小鼠慢性结

肠炎［１１］。 本试验中日粮添加槲皮素后湖羊睾丸组织

中 ＩＬ２２ 基因表达显著下调， 说明槲皮素缓解了热应

激对湖羊睾丸引发的炎症反应。 ＣＹＰ７Ｂ１ 作为细胞色

素 Ｐ４５０ （ＣＹＰ） 家族中的一员， 在脑内类固醇激素

代谢、 肝脏胆盐合成、 免疫细胞抗体产生和前列腺雌

激素 受 体 配 体 代 谢 中 起 重 要 作 用。 研 究 表 明，
ＣＹＰ７Ｂ１ 的缺失会导致嗅觉系统中 ＡＲ 依赖性信号传

导的受损， 从而导致雄性生殖行为缺陷［１２］。 ＳＩＲＴ６
是一种应激反应蛋白脱乙酰酶， 在调节 ＤＮＡ 修复、
基因组稳定性、 氧化应激和炎症中起重要作用。
ＳＩＲＴ６ 通过下调氧化应激、 炎症、 应激活化蛋白激酶

（ＪＮＫ） 活化和半胱天冬酶活化来减弱对乙酰氨基酚

（ＡＰＡＰ） 诱导的肝细胞坏死和凋亡。 研究表明， 槲

皮素与 ＳＩＲＴ （尤其是 ＳＩＲＴ１ 和 ＳＩＲＴ６） 相互作用，
并调节多种信号通路， 在减少氧化应激、 炎症、 自噬

调节、 线粒体生物发生、 葡萄糖利用、 脂肪酸氧化和

基因组稳定性方面发挥作用［１３］。 本试验中 ＣＹＰ７Ｂ１
和 ＳＩＲＴ６ 基因表达显著上升， ＩＬ２２ 基因表达显著下

降， 说明日粮添加槲皮素可以缓解湖羊睾丸由热应激

引起的氧化应激和炎症反应， 从而降低热应激对湖羊

睾丸造成的损伤。
通过 ＧＯ 功能富集分析发现， 差异基因主要富集

在线粒体 （生物过程）、 高尔基体 （细胞组成） 和

ＧＴＰ 酶 （分子功能） 相关功能上。 热应激造成机体

出现氧化应激， 线粒体作为细胞中氧自由基产生的主

要场所， 普遍认为线粒体介导了氧化应激［１４］； 同时

也有研究表明当机体受到氧化应激时， 高尔基体也会

出现结构和功能上的变化， 发生高尔基体应激［１５］。
ＮＤＵＦＢ３ 是 ＧＯ 富集到的电子传递中的基因， 用多氯

联苯处理大鼠甲状腺细胞后， ＮＤＵＦＢ３ 的 ｍＲＮＡ 表达

下降， 活性氧 （ＲＯＳ） 产量增加， 细胞出现氧化应激

反应［１６］。 在 ＧＯ 富集结果中， ＧＴＰ 酶结合、 小 ＧＴＰ
酶结 合 和 Ｒａｓ － ＧＴＰ 酶 结 合 都 富 集 到 了 ＲＨＯＢ、
ＲＯＣＫ１、 ＮＯＸ１、 ＬＲＲＫ２ 基因。 ＲＨＯＢ 是 Ｒｈｏ 小 ＧＴＰ
酶家族的成员， 可调节细胞骨架动力学和囊泡运输。
细胞暴露于遗传毒性物质中而出现 ＤＮＡ 损伤时，
ＲＨＯＢ 的表达迅速增加［１７］， 而热应激会对细胞造成

ＤＮＡ 损伤。 ＲＯＣＫ１ 属于丝 ／苏氨酸激酶家族， 是小

ＧＴＰ 结合蛋白 Ｒｈｏ 的下游靶标， 调节炎症和氧化应

激反应， 其过表达促进雄性 ＷＫＹ 和 ＳＨＲ 大鼠 ＮＯＸ１
和尼克酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化酶 ２ （ＮＯＸ２）
表达， 增加超氧化物和 Ｈ２Ｏ２ 的生成［１８］。 有研究表

明， 在苯肼诱导的氧化应激模型中， ＲＯＣＫ１ 基因缺

陷小鼠活性氧水平降低， 存活率提高［１９］。 ＮＯＸ 家族

的还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸 （ＮＡＤＰＨ） 氧

化酶是 ＲＯＳ 的主要酶源和氧化还原信号调节因子。
ＮＯＸ 酶的主要功能是在大的跨膜 ＮＯＸ 蛋白上产生

ＲＯＳ， 它们催化从 ＮＡＤＰＨ 到分子氧的电子传递， 产

生超氧化物。 ＮＯＸ１ 位于质膜和小泡中， 产生超氧化

物。 有研究表明， ｓｉＲＮＡ 介导的 ＮＯＸ１ 或尼克酰胺腺

嘌呤二核苷酸磷酸氧化酶 ４ （ＮＯＸ４） 下调抑制了

ＮＯＤ１ 介导的 ＲＯＳ 产生， 并增加了抗氧化防御酶过氧

化氢酶和超氧化物歧化酶 （ＳＯＤ） 的表达［２０］。 本试

验中 ＲＨＯＢ、 ＲＯＣＫ１、 ＬＲＲＫ２ 和 ＮＯＸ１ 表达均显著

下调， 推测向热应激湖羊日粮中添加槲皮素可以通过

缓解线粒体和高尔基体的氧化应激以及影响细胞信号

传导缓解热应激对湖羊睾丸造成的 ＤＮＡ 损伤和由氧

·６· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２５　 Ｖｏｌ􀆰 ５７　 Ｎｏ􀆰 ２



化应激引起的炎症反应。
ＫＥＧＧ 通路富集分析中， 共筛选出 ３７ 条差异显

著通路， 其中极显著的通路有 ２５ 条， 主要集中于疾

病相关通路， 如阿尔茨海默病和帕金森病等， 这些疾

病相关通路都会通过氧化应激对机体造成损伤。 β－
淀粉样蛋白聚集成细胞外纤维沉积是阿尔茨海默病的

特征， 其来源于 ＡＰＰ 通过 β 分泌酶 （ＢＡＣＥ１） 和 γ－
分泌酶的顺序裂解。 有研究表明， 天然合成的槲皮

素－３－Ｏ－ｇｌｃ－１－３－ｒｈａｍ－１－６－葡萄糖苷可以通过降低

β 分泌酶活性来抑制 β－淀粉样蛋白的产生， 并且减

弱 β－淀粉样蛋白介导的神经元死亡、 ＲＯＳ 和 ＮＯ 的

产生以及促炎细胞因子的释放［２１］。 这正与本测序 ＧＯ
富集到的 β 淀粉样蛋白的形成结果一致。 有研究发

现， 槲皮素灌胃可通过调节氧化应激来缓解阿尔茨海

默病大鼠认知功能障碍， 抑制炎症反应， 降低凋亡

率， 保护大鼠神经［２２］。 ＬＲＲＫ２ 与帕金森病相关， 参

与调节线粒体功能， 具有激酶和 ＧＴＰ 酶活性。 研究

表明， 抑制 ＬＲＲＫ２ 可阻断毒物诱导的 ＲＯＳ 并促进体

外线粒体自噬， 防止大鼠黑质纹状体束中由三氯乙烯

引起的多巴胺能神经退行性变、 神经炎症和线粒体损

伤［２３］。 这与本测序 ＧＯ 富集到的 ＧＴＰ 酶相关结果一

致。 推测热应激造成的氧化应激激活了湖羊神经退行

性疾病相关通路， 间接对湖羊睾丸的功能造成影响，
而槲皮素被认为是治疗神经退行性疾病的最有效的天

然抗氧化剂之一， 从而缓解热应激对湖羊睾丸造成的

氧化应激损伤。
此外， ＫＥＧＧ 还富集到了差异显著的 ＶＥＧＦ 信号

通路。 研究表明， 热应激会导致心脏组织中热休克蛋

白 ７０ （ＨＳＰ７０） 和 ＶＥＧＦ 上调， 促进心脏局灶性内

皮增殖［２４］。 槲皮素对 ＶＥＧＦ 具有抑制作用， 可通过

抑制 ＨＳＰ７０ 和 ＶＥＧＦ 的表达缓解大鼠手术诱导的子

宫内膜异位症［２５］。 ＶＥＧＦ 通路富集到了包括 ＨＳＰＢ１
和 ＭＡＰＫ１ 在内的 １５ 个差异显著的基因。 ＭＡＰＫ１ 是

氧化应激相关的关键基因之一， 有研究表明 Ｎｉ 可以

通过激活间质细胞中的细胞外调节蛋白激酶 ＥＲＫ１ ／ ２
（ＭＡＰＫ１） 和 ｐ３８ＭＡＰＫ （ＭＡＰＫ１４） 信号通路来抑

制睾酮生成［２６］， 本测序结果中， ＭＡＰＫ１ 显著下调，
说明添加槲皮素可以缓解热应激造成的睾酮分泌下

降。 ＨＳＰＢ１ 是热休克蛋白家族的一员， 当细胞受到

热暴露刺激时， 通过热休克元件 （ＨＳＥ） 和热休克

因子 （ＨＳＦ） 的结合， 从而激活 ＨＳＰＢ１ 基因， 上调

其表达水平， 从而起到抗氧化应激与抗凋亡的作用。
有研究表明， 细胞受到热暴露刺激时， 通过 ＨＳＥ 和

ＨＳＦ 的结合， 从而激活 ＨＳＰＢ１ 基因， 上调其表达水

平［２７］。 极端热暴露促进了 ＨＳＰｓ 的积累， ＨＳＰＢ１ 通

过与生肌调节因子 （Ｍｙｆ５） 结合作为分子伴侣， 调

节卫星细胞受热暴露刺激而出现的分裂或分化现象。
ＶＥＧＦ 刺激了 ＭＡＰ 和 ｐ３８， 但不激活应激活化蛋白激

酶－１ ／ ｃ －Ｊｕｎ ＮＨ２ 末端激酶 （ ＳＡＰＫ１ ／ ＪＮＫ）。 ｐ３８ 的

激活导致 ＭＡＰＫ 活化蛋白激酶－２ ／ ３ 的激活和热休克

蛋白 ２７ （ＨＳＰ２７） 的磷酸化。 研究表明， 热应激会

促进软骨细胞凋亡， 主要是通过激活 ｐ３８ 的磷酸化反

应［２８］。 槲皮素被认为与 ｐ３８ＭＡＰＫ 抑制剂具有相似作

用， 可通过抑制 ｐ３８ＭＡＰＫ 磷酸化发挥作用。 研究表

明， 槲皮素处理受到热应激的 Ｈｅｌａ 细胞会导致 ＨＳＦ１
表达下降， 尤其是磷酸化水平下降， 抑制 ＨＳＦ 和

ＨＳＥ 的结合［２９］。 本试验结果显示， 槲皮素处理显著

下调 ＨＳＰＢ１， 推测是槲皮素下调了 ＨＳＦ 的表达， 从

而抑制 ＨＳＦ 与 ＨＳＥ 的结合， 最终降低了热应激对睾

丸发育的损伤。 结果提示， 槲皮素可通过 ｐ３８ＭＡＰＫ ／
ＨＳＰＢ１ 通路缓解热应激对机体的氧化损伤。

综上， ＲＮＡ－ｓｅｑ 分析筛选出了夏季高温条件下

添加槲皮素影响湖羊睾丸组织氧化应激和类固醇激素

合成相关基因与 ｐ３８ＭＡＰＫ ／ ＨＳＰＢ１ 等通路， 为进一

步阐明槲皮素缓解夏季高温影响湖羊繁殖性能的分子

机制奠定了理论基础。
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