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摘要： 旨在探究光周期对扬州鹅睾丸发育的影响及机制。 试验对象为经产扬州鹅 （７３５ ｄ， 公母比例为 １ ∶ ５）， 饲养于全封闭人工控制光照和温

度的棚舍内 （１ ５００ 只 ／ 棚）， 饲养期间光照程序为短光照 （Ｌ ∶ Ｄ＝ ６􀆰 ５ ｈ ∶ １７􀆰 ５ ｈ） 饲养 ６０ ｄ， 随后延长光照 （Ｌ ∶ Ｄ＝ １１􀆰 ５ ｈ ∶ １２􀆰 ５ ｈ） 饲养， 分

别于短光照第 ３８ 天 （短光照组） 以及长光照第 ７３ 天 （长光照组） 采集血液， 分离血清并检测相关的生理生化指标和激素水平； 采集其左侧睾丸

组织进行转录组测序 （ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ＲＮＡ－ｓｅｑ） 分析， 筛选不同光周期的差异基因， 并对差异基因进行富集分析。 结果： 与短光照组相比，
长光照组睾丸体积增大、 曲细精管中有大量的成熟精子， 且曲细精管直径、 上皮高度、 管腔直径、 精子数量均有显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 长光照组

血液中睾酮 （Ｔ）、 促卵泡激素 （ＦＳＨ）、 黄体生成素 （ＬＨ） 浓度均显著高于短光照组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ＲＮＡ－ｓｅｑ 测序结果显示， 与短光照组相比， 长

光照组扬州鹅睾丸组织中表达上调的基因有 ４ ３８３ 个， 表达下调的基因有 ２ ９２８ 个； 其差异表达基因主要富集于细胞外基质 （ＥＣＭ） 与细胞表面

受体之间的相互作用、 磷脂酰肌醇 ３－激酶 （ＰＩ３Ｋ） ／ 蛋白激酶 Ｂ （ＡＫＴ） 信号通路、 核糖体等通路。 综上， 延长光照后 ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ 通路被激活，
从而促进扬州鹅睾丸发育， 为深入认识光照对动物繁殖的调控作用提供了参考资料。
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　 　 我国是世界上最大的鹅肉生产和消费国， 养殖

量、 出栏量、 鹅肉产品和鹅羽绒制品产销量均居世界

首位。 我国鹅产业发展迅速， 且前景美好， 但是我国

对养殖业的环保要求越来越高， 种鹅的养殖模式正逐

渐向全舍内饲养模式转变， 如何在全舍饲模式下充分

发挥种鹅繁殖能力成为产业重点关注的问题之一。 光

照是调节种鹅繁殖最重要的环境因素［１－２］， 目前全舍

饲模式下， 主要通过人工光照技术调节种鹅的繁殖活

动［３］， 但是光照调控种鹅繁殖的内在分子机制仍需

进一步阐明。
禽类是典型的季节性繁殖动物， 对光照反应敏

感， 且与哺乳动物不同， 光照能够直接穿透颅骨作用

于深脑光感受器 （ＤＢＰ）， 如黑视蛋白酶 （Ｏｐｎ４）、
神经蛋白酶 ／视蛋白酶 ５ （Ｏｐｎ５） 和脊椎动物古视蛋

白 （ＶＡＯ） 等［４－６］。 目前关于光照调控禽类繁殖的机

制研究主要集中于中枢神经系统， 经典的研究理论认

为光照穿透颅骨后， 在光感蛋白介导下， 通过促甲状

腺激素 ／ ２ 型脱碘酶 ／三碘甲腺原氨酸 （ ＴＳＨ ／ ＤＩＯ２ ／
Ｔ３） 通路调节促性腺激素释放激素 （Ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ －
ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ， ＧｎＲＨ） 合成与分泌［７－８］， 最终影

响动物繁殖行为。 研究表明光照会影响睾丸发育， 如

缩短光周期会促进日本鹌鹑睾丸细胞凋亡， 导致睾丸

停止发育或者退化［９］； Ｇｉｌｌ 等［１０］ 研究发现白光和红

光可以刺激火鸡的性成熟并促进睾丸和生精小管的发

育； Ｃｈａｎｇ 等［１１］ 发现， 白光组与蓝光组相比， 公鹅

繁殖性能提高， 如公鹅精子活力较强， 同时精子活率

也显著提高。 但是光照是如何调控睾丸发育， 其具体

分子机制尚不清晰。
本文以扬州鹅为试验模型， 在不同光周期采集样

品， 采用转录组测序 （ＲＮＡ－ｓｅｑ） 技术对其睾丸进

行分析， 在明确光照影响禽类繁殖的基础上探索其分

子机制， 旨在完善光照调控种公鹅繁殖行为的理论，
为家禽育种提供参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验动物与方法

试验地点为桂柳牧业有限公司， 本试验选用经产

扬州鹅为研究对象 （日龄 ７３５ ｄ， 性别配比为公母

１ ∶ ５）， 采用全封闭环境可控型棚舍进行集约化饲养

（饲养密度 １ ５００ 羽 ／棚）。 试验期间严格实施人工光

温调控程序： 初期进行为期 ６０ ｄ 的短光照处理 （Ｌ ∶

Ｄ＝ ６􀆰 ５ ｈ ∶ １７􀆰 ５ ｈ）， 随后进入光照刺激期， 将光照

时长延长至 １１􀆰 ５ ｈ （Ｌ ∶ Ｄ ＝ １１􀆰 ５ ｈ ∶ １２􀆰 ５ ｈ）。 饲喂

方案实施梯度营养管理： 在短光照处理启动前 ３５ ～
４０ ｄ， 采用后备种鹅专用饲料并实施限饲管理， 每天

７００ ｇ ／羽； 自短光照处理第 ３５～４０ 天起逐步建立自由

采食模式。 当进入长光照刺激阶段后， 调整饲粮为产

蛋前期专用配方， 待群体产蛋率达到 ２０％临界值时，
及时更换为产蛋高峰期专用高营养浓度饲料， 以满足

繁殖期营养需求。 分别于短光照第 ３８ 天 （短光照

组） 和长光照开产后第 ７３ 天 （长光照组） 选取 ５ 只

公鹅进行采样， 采集睾丸组织样品， 液氮短暂保存后

放入－８０ ℃冰箱保存； 采集血液于 ２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎ 后， 吸取上层血清， 保存在－８０ ℃冰箱。
１􀆰 ２　 血清指标测定

使用自动生化分析仪检测扬州鹅血清中肌酸激酶

（ＣＫ）、 乳酸脱氢酶 （ＬＤＨ）、 丙氨酸转氨酶 （ＡＬＴ）、
甘油三酯 （ＴＧ）、 天门冬氨酸转氨酶 （ＡＳＴ）、 总蛋

白 （ ＴＰ ）、 白蛋白 （ ＡＬＢ）、 总胆红 （ ＴＢＩＬ）、 磷

（Ｐ）、 胆固醇 （ＣＨＯＬ）、 球蛋白 （ＧＬＯＢ） 的含量，
试剂盒购自美康生物科技股份有限公司。

将血清从－８０ ℃取出， 室温下解冻， 用酶联免疫

试剂盒测定血清中睾酮 （Ｔ） ／促卵泡激素 （ＦＳＨ） ／
促黄体生成素 （ＬＨ） 的含量。 根据试剂盒说明书，
具体操作如下： 试验前将试剂盒室温平衡 １ ｈ， 按检

测样本量确定所需板条数； 提前配制洗涤液 （１ ∶ ２０
稀释）， 备用。 标准曲线制备取连续 ６ 孔， 每孔加入

５０ μＬ 梯度标准品 （双复孔设置）， 空白对照孔保持

空置。 样本孔加入 ５０ μＬ 待测血清； 除空白孔外， 各

孔加入 １００ μＬ ＨＲＰ 标记检测抗体； 封板膜覆盖后

３７ ℃孵育 １ ｈ。 弃去孔内液体， 吸水纸拍干后， 每孔

注入 ３５０ μＬ 稀释洗涤液， 静置 ２０ ｓ 弃液拍干， 重复

５ 次。 各孔加入现配底物 Ａ ／ Ｂ 混合液 １００ μＬ， ３７ ℃
避光孵育 １５ ｍｉｎ； 每孔加入 ５０ μＬ 终止液终止反应；
立即用酶标仪于 ４５０ ｎｍ 波长测定 ＯＤ 值。 采用

ＥＬＩＳＡ Ｃａｌｃ 软件进行四参数 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 曲线拟合， 计算

样本浓度。
１􀆰 ３　 基因表达测定

将睾丸组织经液氮研磨后， 取出一部分放入

２ ｍＬ 无酶离心管中。 加入 １ ｍＬ ＴＲＩｚｏｌ 后使用混匀器

混匀， 并在室温静置 ３０ ｓ。 随后， 吸取 ２００ μＬ 氯仿

加入样品管中， 用混匀器剧烈震荡 １５ ｓ， 然后在室温
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静置 ５ ｍｉｎ。 接下来进行 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ、 ４ ℃ 离心

１５ ｍｉｎ。 离心后， 吸取约 ５００ μＬ 上层水相， 移至

１􀆰 ５ ｍＬ 无酶 ＥＰ 管中， 并加入相等体积的预冷异丙

醇， 上下颠倒混匀数十次， 然后放入－２０ ℃静置 １ ｈ。
取出样品管， 进行 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ、 ４ ℃ 离心 １５ ｍｉｎ。
在此期间， 准备 ７５％乙醇。 离心完毕后倒去液体，
加入 １ ｍＬ ７５％乙醇， 轻弹管底使沉淀悬浮， 室温静

置 ３ ｍｉｎ， 再进行 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ、 ４ ℃离心 ５ ｍｉｎ 洗涤

２ 次。 最后， 使用迷你离心机快速离心后用移液枪将

乙醇吸干净， 打开管盖， 放置在超净台中干燥 ５ ｍｉｎ。
根据 ＲＮＡ 沉淀的量加入适量的 ＤＥＰＣ 水， 在 ５５ ℃水

浴锅中静置 ５ ｍｉｎ， 然后进行 ＲＮＡ 的离心、 混匀和再

次离心操作。 最终使用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００ 仪器测定样品

总 ＲＮＡ 的浓度。
依据 ＲＮＡ 浓度进行反转， 确保每个样品中 ＲＮＡ

的质量均为 １ ０００ ｎｇ， 浓度为 ５００ ｎｇ ／ μＬ。 吸取 ２ μＬ
统一浓度后的 ＲＮＡ 溶液至 ２００ μＬ 无酶 ＥＰ 管中， 加

入 ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ １０ μＬ 和 ４ × ｇＤＮＡ ｗｉｐｅｒ ｍｉｘ

４ μＬ， 彻底混匀后， 将混合物放置于 ＰＣＲ 扩增仪中

进行 ４２ ℃反应 ２ ｍｉｎ。 反应结束后， 加入 ５× Ｈｉｓｃｒｉｐｔ
Ⅲ ｑＲＴ ｓｕｐｅｒＭｉｘ ４ μＬ， 再次充分混匀后， 在 ＰＣＲ 扩

增仪中设置 ５０ ℃ １５ ｍｉｎ； ８５ ℃ ５ ｓ 的反转程序。 反

转好的 ｃＤＮＡ 取出 ５ μＬ 至新的 ２００ μＬ 无酶 ＥＰ 管中，
加入高压水 ９５ μＬ 使其稀释 ２０ 倍， 用作荧光定

量 ＰＣＲ。
提取扬州鹅睾丸组织总 ＲＮＡ， 实时荧光定量

ＰＣＲ （ ＲＴ － ｑＰＣＲ ） 检 测 减 数 分 裂 重 组 蛋 白 １
（ＤＭＣ１）、 细胞色素 Ｂ 族成员 ２６Ｂ１ （ＣＹＢ２６Ｂ１）、 细

胞色素 Ｐ４５０ 家族 １９ 亚家族 Ａ 成员 １ （ＣＹＰ１９Ａ１）、
细胞色素 Ｐ４５０ 家族 １１ 亚家族 Ａ 成员 １ （ＣＹＰ１１Ａ１）、
细胞色素 Ｐ４５０ 家族 １７ 亚家族 Ａ 成员 １ （ＣＹＰ１７Ａ１）
基因的表达量， 试剂购自南京诺唯赞生物科技有限公

司。 ＲＴ－ｑＰＣＲ 数据的分析方法采用 ２－ΔΔＣｔ法， 内参基

因为甘油醛－３－磷酸脱氢酶 （ＧＡＰＤＨ）。 使用 Ｐｒｉｍｅｒ
５􀆰 ０ 软件设计， 所有引物由擎科生物有限公司合成。
引物序列如下：

表 １　 ＰＣＲ 引物序列

基因 基因序列号 引物长度 ／ ｂｐ 　 　 　 　 引物序列 （５′→３′）

ＧＡＰＤＨ ＮＭ＿２０４３０５􀆰 １ １２０
Ｆ： ＧＣＣＡＴＣＡＣＡＧＣＣＡＣＡＣＡＧＡ
Ｒ： ＴＴＴＣＣＣＣＡＣＡＧＣＣＴＴＡＧＣＡ

ＤＭＣ１ ＸＭ＿０１３１８１１００􀆰 ２ １８３
Ｆ： ＴＧＧＣＴＧＴＧＴＴＴＧＴＧＡＣＣＡＡＴ
Ｒ： ＣＡＧＧＣＡＴＣＴＣＡＧＧＡＣＴＧＴＣＡ

ＣＹＢ２６Ｂ１ ＸＭ＿０４８０４５６５１􀆰 １ ９８
Ｆ： ＡＡＡＣＣＴＴＣＣＡＣＴＧＧＣＴＣＣＴＧ
Ｒ： ＧＧＡＡＧＧＴＧＡＧＣＴＴＣＴＧＧＧＴＣ

ＣＹＰ１９Ａ１ ＡＨ ００２４３３􀆰 ２ １５２
Ｆ： ＴＣＣＣＡＧＡＴＣＣＴＣＣＡＧＣＧＴＡＴ
Ｒ： ＴＧＡＴＡＧＡＧＴＧＧＣＧＣＡＧＴＧＴＧ

ＣＹＰ１１Ａ１ ＫＹ＿４６３３２１􀆰 １ ２４９
Ｆ： ＴＧＣＴＧＣＡＧＧＡＣＴＴＴＧＴＧＧ
Ｒ： ＴＧＧＡＧＡＧＧＡＴＧＣＣＣＡＴＧＴ

ＣＹＰ１７Ａ１ ＸＭ＿０４８０７４６０２􀆰 １ １４５
Ｆ： ＧＴＧＣＴＡＣＡＧＣＣＴＧＣＧＣＴＣ
Ｒ： ＴＴＣＡＧＣＧＴＣＴＴＧＴＣＧＡＴＧＣＴ

１􀆰 ４　 ＲＮＡ－ｓｅｑ 试验流程

采集扬州鹅左侧睾丸组织进行 ＲＮＡ－ｓｅｑ 分析。
提取睾丸 ＲＮＡ 后， 使用 Ｏｌｉｇｏ （ｄＴ） 磁珠富集带有

ｐｏｌｙＡ 尾巴的真核 ｍＲＮＡ， 并用超声波断裂 ｍＲＮＡ。
以片段化 ｍＲＮＡ 为模板， 使用随机寡核苷酸合成

ｃＤＮＡ 第一条链， 随后 ＲＮａｓｅＨ 降解 ＲＮＡ 链， 再使用

ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ Ｉ 合成 ｃＤＮＡ 第二条链。 纯化的双链

ｃＤＮＡ 进行末端修复、 加 Ａ 尾并连接测序接头， 用

ＡＭＰｕｒｅ ＸＰ ｂｅａｄｓ 筛选大约 ２００ ｂｐ 的 ｃＤＮＡ， 进行

ＰＣＲ 扩增， 再使用 ＡＭＰｕｒｅ ＸＰ ｂｅａｄｓ 纯化 ＰＣＲ 产物，
最终得到文库。 所得 ｃＤＮＡ 文库使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｎｏｖａｓｅｑ
６０００ 进行测序。 本试验测序委托广州基迪奥生物科

技有限公司完成。

１􀆰 ５　 数据统计与分析

数据以 “平均值 ±标准误” 表示， 采用 ＳＰＳＳ
２６􀆰 ０ 进行单因素方差分析 （Ｏｎｅ－ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）， 进

行组间比较， 以 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

２􀆰 １　 光周期对扬州鹅睾丸外观形态和组织结构的

影响

　 　 从图 １ 可知， 短光照组扬州鹅两侧睾丸较小， 随

着光照时间的延长， 睾丸体积逐渐增大 （图 １Ａ）；
两侧睾丸相对重均显著增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５） （图 １Ｂ）。 短

光照组曲细精管内没有成熟精子， 长光照组曲细精管
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中已有大量的成熟精子 （图 １Ｃ）， 曲细精管直径、 上

皮高度、 管腔直径、 精子数量均有显著升高 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５） （图 １Ｄ）。

Ａ􀆰 扬州鹅睾丸外观形态； Ｂ． 扬州鹅睾丸与体重的比值； Ｃ． 扬州鹅睾丸组织结构； Ｄ． 扬州鹅睾丸曲细精管直径、 管腔直径、 上皮高度以及精

子数量的变化。 不同小写字母表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 下同。

图 １　 光照对扬州鹅睾丸外观和组织结构的影响

２􀆰 ２　 光周期对扬州鹅血液生化指标的影响

从表 ２ 可见， 与短光照组相比， 长光照组扬州鹅

血液中 ＴＢＩＬ 含量显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 其他血液生

化指标无明显差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。

表 ２　 扬州鹅血清生化指标的测定

项目 短光照组 长光照组

ＡＬＴ ／ （Ｕ·Ｌ－１） １７􀆰 ３３±０􀆰 ３３ １７􀆰 ７５±０􀆰 ８５

ＡＳＴ ／ （Ｕ·Ｌ－１） １２１􀆰 ０±４２􀆰 ４２ ８９􀆰 ４±１９􀆰 ７４

ＴＰ ／ （ｇ·Ｌ－１） ６１􀆰 ２８± ３􀆰 ３４ ５７􀆰 ２８±５􀆰 ３６

ＡＬＢ ／ （ｇ·Ｌ－１） １３􀆰 ３２±０􀆰 ８２ １３􀆰 ２４±１􀆰 ０８

ＴＢＩＬ ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１） ６􀆰 ０７±２􀆰 １１ａ ０􀆰 ９０±０􀆰 ２８ｂ

Ｐ ／ （ｍｇ·ｄＬ－１） １􀆰 ６３±０􀆰 １６ １􀆰 ３８±０􀆰 １３

ＣＨＯｌ ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ４􀆰 ００±０􀆰 ２８ ３􀆰 ８９±０􀆰 ５８

ＴＧ ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１） １􀆰 ７３±０􀆰 ２０ １􀆰 ６９±０􀆰 ２５

ＣＫ ／ （Ｕ·Ｌ－１） ９８０􀆰 ４０±４５３􀆰 ４８ ４５５􀆰 ０±９５􀆰 １１

ＬＤＨ ／ （Ｕ·Ｌ－１） ６４２􀆰 ０±１６４􀆰 ７６ ４４５􀆰 ２５±８１􀆰 ９０

ＧＬＯＢ ／ （ｇ·Ｌ－１） ４７􀆰 ９６±２􀆰 ６２ ４４􀆰 ０４±４􀆰 ３０

　 　 注： 同行数据不同小写字母表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 下同。

２􀆰 ３　 激素检测

由图 ２ 可知， 长光照组扬州鹅血液中 Ｔ、 ＦＳＨ 和

ＬＨ 浓度均显著高于短光照组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
２􀆰 ４　 基因组比对

使用 ＨＩＳＡＴ２ 将各样品的 Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 与参考基因

组 （ＧＣＦ＿０００９７１０９５􀆰 １） 进行序列比对。 通常情况

下， 如果参考基因组选择合适， 而且相关试验不存在

污染， 试验所产生的测序序列的 ｍａｐｐｉｎｇ 率通常会高

于 ６５％。 本试验在保证参考基因组质量的前提下，
ＲＮＡ－ｓｅｑ 数据和参考基因组序列的比较， 比对到参

考基因组唯一位点的比例为 ８０％以上， 总比对率大

于 ８２％， 表明试验的理论值与测定值吻合良好， 结

果可用于后续分析 （表 ３）。
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图 ２　 光周期对扬州鹅血液中激素水平的影响

表 ３　 参考基因组对比

样品 Ｔｏｔａｌ Ｕｎｍａｐｐｅｄ ／ ％ Ｕｎｉｑｕｅ＿Ｍａｐｐｅｄ ／ ％ Ｍｕｌｔｉｐｌｅ＿Ｍａｐｐｅｄ ／ ％ Ｔｏｔａｌ＿Ｍａｐｐｅｄ ／ ％

短光照－１ ５６ ６９０ ８９０ １５􀆰 ７６ ８２􀆰 ３９ １􀆰 ８６ ８４􀆰 ２４

短光照－２ ３８ ０１４ ９６８ １７􀆰 ５１ ８０􀆰 ３８ ２􀆰 １０ ８２􀆰 ４９

短光照－３ ３７ ２６０ ９４０ １７􀆰 １５ ８１􀆰 ２６ １􀆰 ５９ ８２􀆰 ８５

长光照－１ ５６ ６７０ ３５８ １４􀆰 ３２ ８４􀆰 １４ １􀆰 ５５ ８５􀆰 ６８

长光照－２ ５８ ０３０ ５７８ １４􀆰 ５４ ８４􀆰 ０９ １􀆰 ３６ ８５􀆰 ４６

长光照－３ ６９ ３２８ １０４ １４􀆰 ３３ ８４􀆰 １９ １􀆰 ４８ ８５􀆰 ６７

　 　 注： Ｔｏｔａｌ 为过滤核糖体后 ｒｅａｄｓ 数量； Ｕｎｍａｐｐｅｄ 为未比对上参考基因组的 ｒｅａｄｓ 数及占有效 ｒｅａｄｓ 比例； Ｕｎｉｑｕｅ Ｍａｐｐｅｄ 为唯一比对上参考基

因组的 ｒｅａｄｓ 数及占有效 ｒｅａｄｓ 比例； Ｍｕｌｔｉｐｌｅ Ｍａｐｐｅｄ 为多处比对上参考基因组的 ｒｅａｄｓ 数及占有效 ｒｅａｄｓ 比例； Ｔｏｔａｌ Ｍａｐｐｅｄ 为全部的可以定位到

基因组上的 ｒｅａｄｓ 数量及占有效 ｒｅａｄｓ 比例， ｎ＝ ３。

２􀆰 ５　 ＲＮＡ－ｓｅｑ 数据分析

基于基因表达量信息， 进行主成分分析。 在分析

结果中， 样品越相似， 则 ＰＣＡ 图上样品的距离越近；
而来自不同有效处理的样品通常距离较远。 如图 ３Ａ
所示， 短光照组和长光照组的样品明显区分开来。 筛

选 ＦＤＲ＜０􀆰 ０５， 且 ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ ＞１ 的基因为显著差异基

因， 长光照组与短光照组相比， 表达上调的基因有

４ ３８３ 个， 表达下调的基因有 ２ ９２８ 个 （图 ３Ｂ）； 短

光照组有 １ ０７０ 个特有基因， 长光照组有 ２ ４２３ 个特

有基因 （图 ３Ｃ）。
基因本体论 （ＧＯ） 是基因本体论联合会建立的

数据库， 此数据库可以对选择的基因集中的基因进行

分类： 参与的生物学过程、 构成细胞的组分， 实现的

分子功能等。 如图 ３Ｄ 所示， 可以看到短光照组和长

光照组相比， 其差异基因主要集中在纤毛 （Ｃｉｌｉｕｍ）、
纤毛运动 （Ｃｉｌｉｕｍ ｍｏｖｅｍｅｎｔ）、 胞外区部分 （Ｅｘｔｒａ⁃
ｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｉｏｎ ｐａｒｔ）、 细胞外空间 （ Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅ⁃

ｇｉｏｎ）、 轴突 （Ａｘｏｎｅｍｅ）、 运动纤毛 （Ｍｏｔｉｌｅ ｃｉｌｉｕｍ）、
纤毛质 （Ｃｉｌｉａｒｙ ｐｌａｓｍ）、 细胞或亚细胞成分的运动

（Ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｃｅｌｌ ｏｒ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ） 等。
京都基因与基因组百科全书 （ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ

ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ， ＫＥＧＧ） 是系统分析基因功能、
联系基因组信息和功能信息的知识库。 利用 ＫＥＧＧ
数据库， 可将基因集中的基因按照参与的通路或行使

的功能进行分类。 对睾丸组织的差异基因进行 ＫＥＧＧ
注释分析发现， 短光照组与长光照组相比， 差异基因

功能主要富集于 Ｋｏ０４５１２ （细胞外基质与细胞表面受

体之间的相互作用）、 Ｋｏ０４１５１ （ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ 信号通

路）、 Ｋｏ０３０１０ （核糖体） 等 （图 ３Ｅ）。
为了验证 ＲＮＡ－ｓｅｑ 结果的准确性， 在睾丸组织

中选取了 ５ 个差异表达基因 （ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｇｅｎｅｓ， ＤＥＧｓ）， 采用 ＲＴ－ｑＰＣＲ 方法进行验证， 结果

表明， ＲＮＡ － ｓｅｑ 结果是高度可信和可重复的 （图

３Ｆ）。
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Ａ． 样本主成分分析图； Ｂ． 差异基因统计 （长光照 ｖｓ 短光照）； Ｃ． 各光照差异韦恩图； Ｄ． 各光照的差异基因的 ＧＯ 富集分析； Ｅ． 各光照的差

异基因的 ＫＥＧＧ 富集分析； Ｆ． 差异表达基因 ＲＴ－ｑＰＣＲ 验证 （ｎ＝ ３）。

图 ３　 ＲＮＡ－ｓｅｑ 数据分析及验证

３　 讨论

光照能够影响动物的季节性性行为。 在春夏季

节， 随着日照时间的增长和温度的升高， 长日照动物

会进行配种； 而在秋冬季节， 随着日照时间的减少和

温度的降低， 短日照动物则会进行配种。 禽类是典型

的季节性繁殖动物， 调整光照时间可以有效地调控其

繁殖行为。 例如， 在日本鹌鹑试验中， 当光照时间大

于 １１􀆰 ５ ｈ 可以促进睾丸的生长， 而少于 １１􀆰 ５ ｈ 的光

照时间则无法促进睾丸的生长［１２］。 本试验中， 光照

时间由 ６􀆰 ５ ｈ 延长至 １１􀆰 ５ ｈ 后， 发现扬州鹅的左右两

侧睾丸体重比均显著增加， 与以上研究一致。
睾丸的曲细精管在精子生成中扮演着重要角色。

在性成熟时， 曲细精细管产生精子， 随着性成熟的到

来， 左侧睾丸相对于右侧睾丸呈现出略微增长的趋

势， 在性活动频繁的时期， 两侧睾丸可能会经历一段

时间的轻微增大［１３］。 睾丸中的一部分生精干细胞会

不断自我复制， 而另一部分则会分化成精原细胞， 并

最终经历复杂的分裂过程， 形成成熟的精子。 睾酮是

包括鹅在内的雄性禽鸟体内重要的性激素， 睾酮不仅

可以刺激雄性动物生殖器官发育， 还可以维持其性功

能； 同时， 睾酮可以维持雄性的第二性征， 促进精子

的生成、 发育和成熟［１４］。 睾酮浓度在繁殖季节保持

较高水平， 这对于滋养生精小管中生殖细胞 （精原

细胞、 精母细胞和精子细胞） 的发育极其重要。 在

本试验中， 长光照组扬州鹅血液中 Ｔ 含量均显著高
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于短光照组， 同时， ＨＥ 染色观察到长光照组有大量

成熟的精子存在， 长光照组曲细精管直径、 上皮高

度、 管腔直径、 精子数量均显著增加。 有研究发现随

着光周期的延长， 生精小管面积和精子数显著增加，
这与延长光周期促进性腺发育的作用相一致［１５］。 本

试验表明， 适宜的光照条件可以促使扬州鹅进入繁殖

期， 公鹅表现为睾丸外观和内部结构的变化， 再次证

明光周期影响睾丸发育［１６－１７］。
ＲＮＡ－ｓｅｑ 技术能够使用少量的样品， 达到对送

检样品细胞或者组织内所有转录产物的检测［１８］。 通

过对两个或两个以上样本的 ＲＮＡ－Ｓｅｑ 分析， 能够获

得试验处理引起的差异基因集， 对差异基因进行功能

富集分析， 可以获得变化的信号通路， 通过一系列的

生物信息学分析， 能够更快、 更准确地定位到关键候

选基因、 候选信号通路， 为解析复杂生物学过程提供

重要参考。 本研究中， 长光照组与短光照组相比， 表

达上调的基因有 ４ ３８３ 个， 表达下调的基因有 ２ ９２８
个， 睾丸组织中差异基因主要富集于 ＥＣＭ 受体互作、
ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ 信号通路、 核糖体等。 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通

路是参与细胞增殖与凋亡调控的重要信号通路，
ＰＩ３Ｋ 不仅表现出丝氨酸和苏氨酸激酶的活性， 还表

现为磷脂酰肌醇激酶的活性。 ＡＫＴ 在细胞的生长和

发育过程中， 例如在细胞增殖分化、 凋亡、 转录等，
都扮演着不可或缺的角色， 为其提供了必要的支持和

保障［１９－２０］。 研究表明， ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路参与雄性

生殖功能的正常发挥和精子的发生过程， 包括精子获

能、 顶体反应等过程 ／活化的 ＰＩ３Ｋ 磷酸化蛋白可激

活 ＰＤＫ１， 导致 ＡＫＴ 激活， 进而诱导顶体反应的

发生［２１］。
研究表明， 下丘脑释放的促性腺激素释放激素作

用于垂体［２２］， 进而产生 ＦＳＨ 和 ＬＨ， 作用于促卵泡

激素受体 （ＦＳＨＲ） 和黄体生成素受体 （ＬＨＲ）， 从

而促进输精管上皮细胞的发育和精原细胞的扩散， 并

分泌 Ｔ， 并协同促进精子成熟。 其中， ＦＳＨ 作用于睾

丸支持细胞， 促进曲精细管的增长和分化， 刺激精原

细胞增殖。 有研究表明 ＦＳＨ 与其受体结合后， 体内

ｃＡＭＰ 水平升高导致 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 被激活［２３］， 从而激活

ｍＴＯＲ， 使 ４ＥＢＰ１ 和 Ｐ７０Ｓ６ 激酶 （Ｓ６Ｋ） 磷酸化， 产

生核蛋白体蛋白 Ｓ６， 诱导低氧诱导性分子 １ （ＨＩＦ１）
表达， 进 一 步 产 生 ＬＨＲ 和 血 管 内 皮 生 长 因 子

（ＶＥＧＦ） 等， 从而调控细胞的增殖分化［２４］。 在本试

验中， 延长光照后扬州鹅血液中 ＦＳＨ、 ＬＨ 含量均显

著上调； 同时， 短光照组与长光照组差异基因显著富

集于 ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ 信号通路， 在此通路中显著变化的

基因有 Ｇ 蛋白偶联受体 （ＧＰＣＲ）、 磷脂酰肌醇 ３－激
酶 （ＰＩ３Ｋ）、 蛋白激酶 Ｂ （ＡＫＴ）、 周期蛋白依赖性

激酶抑制剂 １Ａ （ｐ２１）、 周期蛋白依赖性激酶抑制剂

１Ｂ （ｐ２７）、 周期蛋白依赖性激酶 （ＣＤＫ）、 血清和糖

皮质激素调节激酶 （ ＳＧＫ）、 核糖体蛋白 Ｓ６ （ Ｓ６）、
环磷腺苷效应元件结合蛋白 （ＣＲＥＢ） 等， 与以上研

究一致。
综上， 延长光照后扬州鹅睾丸体积增大， 曲细精

管中有大量成熟精子， 曲细精管直径、 上皮高度、 管

腔直径、 精子数量均显著上调； 同时， 扬州鹅血液中

ＦＳＨ、 ＬＨ 和 Ｔ 含量显著上调； ＦＳＨ 与其受体结合使

睾丸组织中 ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ 信号转导途径磷酸化， 进而

刺激细胞增殖和分化， 从而促进睾丸细胞的生长和

发育。
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