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　 　 摘要:　 湖羊是中国南方唯一的绵羊品种ꎬ耐湿热是其重要的特色性状之一ꎮ 但目前关于其耐湿热机制尚不

清楚ꎮ 本研究以湖羊为研究对象ꎬ通过转录组测序技术鉴定热应激前后下丘脑组织中的新基因及其差异表达ꎬ并
通过不同数据库比对和分析ꎬ进行新基因功能注释ꎮ 结果表明ꎬ热应激前后在湖羊下丘脑组织中共检测到１ ９９０个
新转录本ꎬ通过功能注释ꎬ发现 １ ３４４ 个新基因ꎮ 在热应激组和对照组湖羊中ꎬ差异表达新基因 １８６ 个ꎬ其中 １３０ 个

新基因表达上调ꎬ５６ 个新基因表达下调ꎬ通过比对发现这些基因分别与细胞免疫、繁殖、生长代谢及相关信号通路

相关ꎮ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 验证试验结果表明ꎬ１０ 个热应激前后表达差异基因中有 ９ 个与转录组测序结果一致ꎮ 这些

结果为绵羊基因组的进一步完善及基因功能的挖掘提供了一定的数据基础ꎬ为全面解析绵羊热应激的分子机制提

供更多的依据ꎮ
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　 　 热应激是指高温环境下ꎬ动物机体对热环境刺

激产生的非特异性生理反应的总称[１]ꎮ 研究结果

表明ꎬ影响家畜生产性能的主要环境因素有温度、湿
度、太阳辐射和风速[２]ꎬ在以高太阳辐射和高温著

称的热带地区ꎬ热应激是一个限制动物发育和生产

的主要因素[３]ꎮ 研究结果表明ꎬ急性热应激使鸡生

长性能下降ꎬ营养成分重分配ꎬ脂肪沉积增加[４￣５]ꎻ高
温环境破坏蛋鸡内分泌系统进而妨碍生殖活动[６]ꎻ
热应激影响绵羊的产奶量和繁殖性能[７￣８]ꎮ

热应激原因很简单ꎬ但其影响和调控机制到

目前为止尚不清楚ꎮ 通过垂体将神经系统和内分

泌系统连接起来的下丘脑组织是一个调节体温的

关键中枢[９] ꎮ 众所周知ꎬ下丘脑的前视区( ＰＯＡ)
和前下丘脑区(ＡＨ)是体温调节中心ꎬ下丘脑区域

如室旁下丘脑核(ＰＶＮ)、视神经核( ＳＯ)和外侧下

丘脑在热应激状态下被激活ꎮ 热应激状态下ꎬ下
丘脑通过下丘脑￣垂体￣肾上腺轴、交感神经系统和

其他神经内分泌途径保存或者消散热量ꎬ从而调

节动物体温[１０] ꎮ
湖羊是中国南方主要的绵羊品种ꎬ具有非常重

要的优良特性ꎬ在中国低繁殖力绵羊品种遗传改良

和新品系培育中做出了一定的贡献ꎬ其中耐湿热是

众多优良特性之一ꎮ 本研究以湖羊下丘脑组织为研

究对象ꎬ在热应激状态和非热应激状态下ꎬ通过转录

组测序技术、参考基因组比对技术挖掘湖羊新转录

本ꎬ解析调控湖羊热应激的差异表达新基因ꎬ并进行

功能注释ꎬ为进一步解析热应激调控的分子机制提

供一定的理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验动物与试验设计

一周岁健康、体质量[(３３.００±１􀆰 ５８) ｋｇ]相近的

湖羊母羊 ６ 只ꎬ急性热应激组和对照组各 ３ 只ꎬ自由

采食和饮水ꎮ 急性热应激组温度 ４２ ℃左右 ４ ｈꎬ热
应激模型和温度参照文献[１１]ꎻ对照组温度 ２２ ℃
左右ꎮ 基础饲料组成及营养水平见文献[１２]ꎮ

１.２　 样品采集及 ＲＮＡ 提取

热应激组和对照组湖羊处理后立即屠宰ꎬ取完

整的下丘脑组织置于液氮中贮存ꎮ 在液氮中将整个

下丘脑组织研磨完全ꎬ用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡꎬ并分

别采用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ、Ｑｕｂｉｔ ２.０ 和 Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ 方法检

测 ＲＮＡ 样品的纯度、浓度和完整度等ꎬ符合测序要

求的 ＲＮＡ 送往北京百迈客生物科技有限公司进行

转录组测序ꎮ
１.３　 ｃＤＮＡ 文库构建和测序

使用 ＮＥＢＮｅｘｔ ＵｌｔｒａＴＭ ＲＮＡ 文库试剂盒(ＮＥＢꎬ
美国)ꎬ按照其说明书进行文库构建ꎬ具体步骤参照

文献[１３]ꎮ 应用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ ２５００ 高通量测序平

台对构建的 ｃＤＮＡ 文库进行测序ꎬ测序读取长度为

１２５ ｂｐ (双末端测序)ꎮ
１.４　 ＲＮＡ￣ｓｅｑ 分析

将原始数据进行数据过滤获得高质量的 Ｃｌｅａｎ
ｄａｔａꎬ利用 ＴｏｐＨａｔ２ 将 Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 与参考基因组进

行序列比对ꎬ并统计比对效率ꎮ 使用 Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ 软件

对新转录本和新基因的表达水平进行定量ꎮ 同时对

差异表达基因(ＤＥＧ)进行统计ꎬ以差异倍数(ＦＣ)≥
２ 且错误发现率(ＦＤＲ)<０􀆰 ０１ 为标准ꎮ
１.５　 功能注释

使用 ＢＬＡＳＴ 软件将差异表达新基因与 Ｎｒ、
Ｓｗｉｓｓ￣Ｐｒｏｔ、ＧＯ、ＣＯＧ、ＫＯＧ、ＫＥＧＧ 数据库进行序列

比对ꎬ使用 ＫＯＢＡＳ２.０ 得到新基因的 ＫＥＧＧ ｏｒｔｈｏｌｏｇｙ
结果ꎬ预测完新基因编码的蛋白质氨基酸序列后使

用 ＨＭＭＥＲ 软件与 Ｐｆａｍ 数据库比对ꎬ获得新基因的

注释信息ꎮ
１.６　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

以转录组测序相对应的 ＲＮＡ 为模板ꎬ用逆转录

试剂盒(ＴａＫａＲａꎬ 大连)逆转录为 ｃＤＮＡꎮ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ
ＰＣＲ 反应体系为 ２􀆰 ０ μｌ ｃＤＮＡ 模板ꎬ１０ Ｕ 的上下游

引物各 ０􀆰 ４ μｌꎬ ２ ＣｈａｍＱ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
１０􀆰 ０ μｌꎮ 反应程序为 ９５ ℃ 预变性 ３０ ｓꎻ９５ ℃ １０ ｓꎬ
６０ ℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎻ９５ ℃ １５ ｓꎬ６０ ℃ ６０ ｓꎬ ９５ ℃
１５ ｓꎮ 每个样本重复 ３ 次ꎮ
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２　 结果与分析

２.１　 测序数据结果

完成 ６ 只湖羊下丘脑组织的转录组分析ꎬ共获

得 ４８􀆰 ６６ Ｇｂ Ｃｌｅａｎ ｄａｔａꎬＱ３０ 碱基百分比在 ８９􀆰 ７９％
以上ꎬ得到大量高质量原始数据ꎮ 分别将各样本的

Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 与绵羊参考基因组进行序列比对ꎬ比对

效率从 ６５􀆰 ０５％到 ７１􀆰 ２０％不等ꎮ
２.２　 新基因预测及数据库注释

通过与绵羊参考基因组(Ｏａｒ＿ｖ４.０)进行序列比

对ꎬ在 ２ 组湖羊下丘脑组织中共检测到１ ９９０个新基

因ꎬ其中绵羊以外数据库被注释的新基因为１ ３４４个ꎮ
新基因在不同数据库中进行注释ꎬ结果发现 Ｎｒ 数据

库新基因数量最多ꎬ达１ ３４２个ꎬ而 ＣＯＧ 数据库注释的

新基因数量最少ꎬ为 ７８ 个(表 １)ꎮ Ｎｒ 数据库中新基

因同源物种分布结果显示约 ９９􀆰 ９８％新转录本注释到

最 高 的 １０ 个 物 种 ( 图 １ )ꎬ 即 牛 ( Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ )
(３１􀆰 ２２％)、野牦牛(Ｂｏｓ ｍｕｔｕｓ) (２１􀆰 １６％)、绵羊(Ｏｖｉｓ
ａｒｉｅｓ) ( １３􀆰 ３４％)、 中 国 水 牛 ( Ｂｕｂａｌｕｓ ｂｕｂａｌｉｓ )
(５􀆰 ５１％)、山羊 (Ｃａｐｒａ ｈｉｒｃｕｓ) ( ５􀆰 ４４％)、藏 羚 羊

(Ｐａｎｔｈｏｌｏｐｓ ｈｏｄｇｓｏｎｉｉ) (４􀆰 ８４％)、野牛(Ｂｉｓｏｎ ｂｉｓｏｎ)
(３􀆰 ８７％)、黑狐(Ｐｔｅｒｏｐｕｓ ａｌｅｃｔｏ) (１􀆰 １２％)、海豚(Ｔｕｒ￣
ｓｉｏｐｓ ｔｒｕｎｃａｔｕｓ)(１􀆰 ０４％)和猪(Ｓｕｓ ｓｃｒｏｆａ)(０􀆰 ８９％)ꎮ
２.３　 新基因 ＧＯ 分类

ＧＯ 分类发现 ６９０ 个新基因分别分类到 ５０ 个基

因本体(ＧＯ)条目中ꎬ细胞组分 １９ 个、分子功能 １３
个和生物学过程 １８ 个(图 ２)ꎬ其中动物生长、繁殖、
免疫系统、代谢及信号通路等生物学过程新基因所

占比例最大ꎬ细胞组分次之ꎬ分子功能最少ꎮ

表 １　 不同数据库中新基因注释信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｗ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄａｔａｂａｓｅｓ

注释数据库　 　 　 　 　 新基因数目

ＣＯＧ ７８

ＧＯ ６８９

ＫＥＧＧ ５３７

Ｓｗｉｓｓ￣Ｐｒｏｔ ３４７

Ｎｒ １ ３４２

ａｌｌ １ ３４４

图 １　 湖羊热应激转录组测序 ＮＲ 数据库中新基因同源物种分布图

Ｆｉｇ.１　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｗ ｇｅｎｅ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｓｐｅｃｉｅｓ

２.４　 热应激前后差异表达新基因的筛选和注释

对热应激和对照组湖羊的下丘脑组织差异表达

新基因进行筛选ꎮ 结果表明ꎬ两组间共有 １８６ 个新

基因表达差异显著ꎬ其中上调基因 １３０ 个ꎬ下调基因

５６ 个ꎮ １８６ 个新基因只有 １４６ 个在不同数据库中被

注释ꎬ其中在 Ｎｒ 数据库中被注释的差异表达新基因

数目最多(１４６ 个)ꎬ在 ＣＯＧ 数据库中最少(６ 个)
(表 ２)ꎮ

５６３李隐侠等:热应激前后湖羊下丘脑差异表达新基因的筛选与注释



ａ１:细胞外区域ꎻ ｂ１:胶原蛋白微调ꎻｃ１:细胞ꎻｄ１:核蛋白ꎻｅ１:膜ꎻｆ１:病毒ꎻｇ１:细胞连接ꎻｈ１:细胞外基质ꎻｉ１:膜包围ꎻｊ１:大分子复合物ꎻｋ１:细

胞器ꎻｌ１:细胞外基质部分ꎻｍ１:细胞外区域部分ꎻｎ１:细胞器部分ꎻｏ１:病毒部分ꎻｐ１:膜部分ꎻｑ１:突触部分ꎻｒ１:细胞部分ꎻｓ１:突触ꎻ ａ２:蛋白结

合转录因子活性ꎻｂ２:核酸结合转录因子活性ꎻｃ２:催化活性ꎻｄ２:受体活性ꎻｅ２:尿蛋白￣核苷酸交换因子活性ꎻｆ２:结构分子活性ꎻｇ２:转运活性ꎻ

ｈ２:结合ꎻｉ２:电子载体活性ꎻｊ２:抗氧化活性ꎻｋ２:酶调控活性ꎻｌ２:受体活性ꎻｍ２:分子转导活性ꎻａ３:繁殖ꎻｂ３:免疫系统过程ꎻｃ３:代谢过程ꎻｄ３:

细胞过程ꎻｅ３:繁殖过程ꎻｆ３:生物粘附ꎻｇ３:信号ꎻｈ３:多细胞生物过程ꎻｉ３:发育过程ꎻｊ３:生长ꎻｋ３:运动ꎻｌ３:单器官过程ꎻｍ３:节律过程ꎻｎ３:应

激ꎻｏ３:定位ꎻｐ３:多器官过程ꎻｑ３:生物调控ꎻ ｒ３:细胞成分组织或生物发生ꎮ

图 ２　 湖羊热应激前后下丘脑组织新转录本 ＧＯ 注释结果

Ｆｉｇ.２　 ＧＯ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｏｖｅｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ ｏｆ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ

表 ２　 差异表达新基因的注释统计

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

数据库分类　 　 　 差异表达新基因数目 百分比(％)

ＣＯＧ ６ ４.１

Ｎｒ １４６ １００.０

ＳｗｉｓｓＰｏｒｔ ５２ ３５.６

ＫＥＧＧ ６９ ４７.２

ＧＯ ８８ ６０.３

ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ４５ ３０.８

　 　 ４５ 个差异表达新基因参与到 ６５ 个信号通

路ꎬ包含氧化磷酸化、ＭＡＰＫ 信号通路、钙信号

通路、代谢通路等ꎮ 根据 ＧＯ 分类注释信息发

现ꎬ其中参与湖羊生长调控的新基因有 ４ 个ꎬ参
与繁殖调控的新基因有 １ 个 ꎬ参与免疫调控的

新基因有 ２ 个 ꎬ参与代谢调控的新基因有 ９ 个ꎬ
参与氧化应激调控的新基因有 ２１ 个ꎬ对应新基

因编号及参与功能见表 ３ꎮ

表 ３　 热应激前后湖羊差异表达新基因参与调控的生物学功能列表

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｌｉｓｔ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｎｅｗ ｇｅｎｅｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ

参与生物
学功能

新基因编号

生长 Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿１００４４、Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿１６１７、Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿４０４４、Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿５５８３

繁殖 Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿６５３７

免疫 Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿１２８４９、Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿６５３７

代谢 Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿１２４０２、Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿１２６５、Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿１６４２、Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿１６７６、Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿４３３５、
Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿５１８２、Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿８５４６、Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿９６００、Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿９６３８

氧化应激 Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿１００８４、Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿１０６、Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿１０９２６、Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿１１７５５、Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿
１２９７１、Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿２１４６、Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿２６１４、 Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿３７０２、Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿４６２８、Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿
４６３９、Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿４６８５、Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿５１５５、Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿６５３７、Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿７３６８、Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿
７６６２、Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿８２４４、Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿８４５６、Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿８５４６、Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿８５８１、Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿
９５９７、Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿９６２４
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２.５　 热应激前后差异表达新基因的 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ
验证

　 　 为了进一步确认转录组测序得到的差异表达新

基因在热应激前后表达量差异ꎬ设计 １２ 对引物(表
４) ꎬ以热应激前后湖羊下丘脑组织 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ
Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 验证热应激前后基因表达差异ꎮ 结

果发现在 １０ 个表达有差异的新基因组中ꎬ９ 个基因

的验证结果都与转录组测序的结果一致ꎬＯｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿
ｎｅｗＧｅｎｅ＿１２９７１ 基因转录组测序结果显示热应激后

该基因表达量显著下降ꎬ而 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 结果显示

该基因热应激后表达量下降ꎬ但是未达到显著水平

(图 ３)ꎮ 转录组测序热应激前后基因表达差异与

Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 验证热应激前后基因表达差异比较

见表 ５ꎮ

表 ４　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 验证引物

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

基因　 　 　 　 　 引物(５′→３′) 　 　 基因　 　 　 　 　 引物(５′→３′) 　 　

Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿１００４４ Ｆ:ＧＡＴＧＧＧＡＧＧＣＴＧＧＡＴＡＧＴＣＴ Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿１０６ Ｆ:ＧＣＧＧＣＡＣＴＴＴＴＧＡＴＣＡＴＣＴＴ

Ｒ:ＧＧＧＧＡＧＧＴＴＴＣＣＣＴＡＡＴＧＴＴ Ｒ:ＧＴＣＡＡＴＧＧＧＡＴＴＴＴＣＣＡＧＧＣ

Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿４０４４ Ｆ:ＧＧＧＴＣＡＴＴＧＣＣＴＣＡＧＴＡＧＡＧ Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿１１７５５ Ｆ:ＴＣＣＡＴＡＣＴＧＴＡＡＡＣＴＧＧＧＧＣ

Ｒ:ＣＡＡＣＴＴＡＣＣＴＧＣＡＴＧＧＣＡＴＣ Ｒ:ＴＧＴＧＴＧＣＴＡＧＴＣＡＣＴＣＡＧＴＣ

Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿６５３７ Ｆ:ＣＴＧＣＡＴＴＧＧＡＧＡＧＣＡＧＡＴＴＣ Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿１２９７１ Ｆ:ＡＡＧＴＧＡＡＴＴＣＣＡＧＣＡＧＧＴＧＡ

Ｒ:ＣＣＡＧＣＧＴＣＡＣＡＧＴＡＡＧＡＴＧＡ Ｒ:ＴＣＡＣＡＴＧＴＡＧＧＧＴＡＧＣＡＣＡＣ

Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿１２８４９ Ｆ:ＣＧＣＡＧＡＴＴＴＣＡＧＡＣＧＴＣＡＴＣ Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿４６８５ Ｆ:ＴＡＣＡＡＧＣＡＡＴＧＧＡＴＣＣＴＣＣＣ

Ｒ:ＧＴＣＧＴＧＧＴＴＡＡＴＴＴＧＧＴＧＧＧ Ｒ:ＣＡＣＡＴＣＴＧＧＧＣＴＴＣＴＧＡＧＡＴ

Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿１６７６ Ｆ:ＧＡＧＣＴＣＣＴＴＴＧＡＣＣＴＡＣＣＧ Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿７３６８ Ｆ:ＴＣＡＣＧＣＴＴＴＣＴＣＡＧＡＴＡＣＣＣ

Ｒ:ＣＴＣＡＡＧＴＴＧＣＣＣＴＣＧＴＣＡ Ｒ:ＴＴＴＡＴＡＡＡＧＣＣＡＧＣＣＣＧＣＴＡ

Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿１００８４ Ｆ:ＡＧＴＴＧＴＣＴＧＡＧＧＡＧＡＧＧＡＧＴ Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿８４５６ Ｆ:ＴＣＣＣＴＣＡＧＡＧＧＡＡＧＧＴＡＡＣＡ

Ｒ:ＧＡＣＡＡＡＣＣＡＧＡＡＡＴＧＡＧＣＣＣ Ｒ:ＣＡＴＣＴＧＧＡＡＴＧＧＧＡＴＧＧＴＣＡ

ａ:Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿１００４４ꎻｂ:Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿４０４４ꎻｃ:Ｏｖｉｓ＿
ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿６５３７ꎻｄ:Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿１２８４９ꎻｅ:Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿
ｎｅｗＧｅｎｅ ＿ １６７６ꎻ ｆ: Ｏｖｉｓ ＿ ａｒｉｅｓ ＿ ｎｅｗＧｅｎｅ ＿ １００８４ꎻ ｇ: Ｏｖｉｓ ＿ ａｒｉｅｓ ＿
ｎｅｗＧｅｎｅ＿１０６ꎻｈ:Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿１１７５５ꎻｉ:Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿
１２９７１ꎻｊ:Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿４６８５ꎻｋ:Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿７３６８ꎻｌ:
Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿８４５６ꎮ
图 ３　 新基因在热应激前后湖羊下丘脑组织中 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

验证结果

Ｆｉｇ.３　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｎｅｗ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ ｂｅ￣
ｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ

表 ５　 热应激前后差异表达新基因 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 验证结果统计

Ｔａｂｌｅ ５ 　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｅｄ ｎｅｗ ｇｅｎｅｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ

基因　 　 转录组测序结果 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 结果

Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿１００４４ 上调 上调

Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿４０４４ 上调 上调

Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿６５３７ 下调 下调

Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿１２８４９ 下调 下调

Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿１６７６ 上调 上调

Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿１００８４ 上调 上调

Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿１０６ 下调 下调

Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿１１７５５ 下调 下调

Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿１２９７１ 下调 差异不显著

Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿４６８５ 上调 上调

Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿７３６８ 上调 上调

Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ＿ｎｅｗＧｅｎｅ＿８４５６ 上调 上调

７６３李隐侠等:热应激前后湖羊下丘脑差异表达新基因的筛选与注释



３　 讨 论

Ｍａｒａｉ 等[１３]根据温湿指数(ＴＨＩ )将热应激划分

为不同的等级:２２.２~ ２３􀆰 ３ 是普通热应激、２３􀆰 ４~
２５􀆰 ６ 为严重热应激、>２５􀆰 ６ 属于极严重热应激ꎮ 研

究结果表明不同动物诱发热应激的温度不同ꎬ对于

羊而言ꎬ通常认为羊的临界温度为２５~ ３０ ℃ꎬ当绵

羊暴露于超过 ３０ ℃时被认为发生热应激[１４]ꎮ Ｓｒｉ￣
ｋａｎｄａｋｕｍａｒ 等[１５] 在温度为３５􀆰 ５~ ４３􀆰 ９ ℃时发现白

毛澳大利亚美利奴产生热应激ꎬ呼吸频率上升到每

１ ｍｉｎ １２８ 次ꎮ Ｄａ Ｃｏｓｔａ 等在温度为２４~ ４５ ℃的气

候室中观察 ３２ 只 Ｐｏｌｗａｒｔｈ 母羊在不同级别热应激

条件下饮食、反刍情况[１１]ꎮ 本研究根据 Ｓｒｉｋａｎｄａｋｕ￣
ｍａｒ[１５]和 Ｄａ Ｃｏｓｔａ[１１]的研究模型选择热应激时间和

温度对湖羊进行热应激研究ꎮ 通过对对照组和热应

激组湖羊下丘脑组织进行转录组测序ꎬ与之前的绵

羊参考基因组序列相比ꎬ共检测到１ ９９０个新转录

本ꎬ其中有数据库注释的基因１ ３４４个ꎮ 这些新转录

本比对到 ＧＯ、Ｎｒ、Ｓｗｉｓｓ￣Ｐｒｏｔ、ＫＥＧＧ 数据库的数量分

别为 ６８９、１ ３４４、３４７ 和 ５３７ꎬ与这些数据库的成功比

对为进一步证实这些新基因的存在提供了理论依

据ꎮ 同源物种比对分析发现ꎬ与牛的相似基因最多

(３１􀆰 ２２％)ꎬ与绵羊的相似基因为 １３􀆰 ３４％ꎬ此结果

一方面表明同为反刍动物的牛和羊在基因组序列中

的高度保守性[１６￣１７]ꎬ同时也表明现有的绵羊参考基

因组的不完整性ꎬ本研究鉴定的绵羊新基因对进一

步完善绵羊参考基因组具有非常重要的意义ꎮ
研究结果表明ꎬ当动物经历热应激后ꎬ动物体温

上升ꎬ从而触发进化保守的能调控多个细胞活性的

热应激转录组反应调节基因ꎬ包括蛋白折叠、蛋白讲

解、转运、代谢、ＤＮＡ 修复和复制等变化[１８￣１９]ꎬ调控

相关基因通路的变化ꎬ进而调控机体的氧化应

激[２０]、生长[２１]、繁殖[２２]、代谢[２３]、免疫[２４] 等ꎮ 本研

究结果经过与 ＫＥＧＧ 数据库比对发现ꎬ在热应激前

后差异表达的新基因中有 ４５ 个新基因参与到 ６５ 个

信号通路ꎬ包含氧化磷酸化、ＭＡＰＫ 信号通路ꎬ钙信

号通路、代谢通路等ꎮ 研究发现热应激能激活

ＭＡＰＫ 信号通路ꎬ进而阻断细胞生长和引发凋

亡[２５]ꎬ同时发现其参与热应激诱导的精子损伤[２６]ꎬ
进而调控动物的繁殖ꎮ 根据 ＧＯ 分类注释信息ꎬ发
现参与湖羊生长调控的新基因有 ４ 个ꎬ参与繁殖调

控的新基因有 １ 个 ꎬ参与免疫调控的新基因有 ２

个ꎬ参与代谢调控的新基因有 ９ 个ꎬ参与氧化应激调

控的新基因有 ２１ 个ꎮ 该结果表明ꎬ存在潜在的新基

因ꎬ其在湖羊热应激后参与调控湖羊生长、繁殖、免
疫、代谢和氧化应激等功能ꎮ

本试验对湖羊热应激前后下丘脑组织差异表达

新基因进行 ＧＯ 功能分类和信号通路分析ꎬ有助于

进一步解析调控湖羊热应激的分子机制ꎬ为尽早挖

掘出完备的湖羊耐湿热特性的分子机理提供依据ꎮ
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