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　 　 摘要：　 本试验旨在研究已公开的 １０ 种鸟类 Ｔｏｌｌ 样受体（ＴＬＲｓ）家族基因在鹅输卵管不同功能部位的差异表

达。 分别采用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 和 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 技术检测输卵管基因表达谱和表达水平。 结果显示除 ＴＬＲ１⁃１ 和 ＴＬＲ５ 分别在

膨大部和子宫部组织无表达外，其他 ＴＬＲ 家族基因在输卵管不同部位均表达，其中 ４ 个基因在阴道部高表达，２ 个

基因分别在伞部和峡部高表达，１ 个基因分别在膨大部和子宫部高表达；ＴＬＲ２⁃２ 和 ＴＬＲ２１ 在输卵管不同功能部位

间表达差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）；阴道部 ＴＬＲ１⁃１ 表达显著高于伞部 （Ｐ＜０􀆰 ０５），ＴＬＲ３ 表达显著高于伞部、峡部和膨大

部 （Ｐ＜０􀆰 ０５），ＴＬＲ５ 表达显著高于伞部和膨大部 （Ｐ＜０􀆰 ０５），ＴＬＲ１５ 表达显著高于子宫部 （Ｐ＜０􀆰 ０５）；伞部 ＴＬＲ１⁃２
和 ＴＬＲ２⁃１ 表达显著高于峡部和阴道部 （Ｐ＜０􀆰 ０５）；峡部 ＴＬＲ４ 表达显著高于子宫部和阴道部 （Ｐ＜０􀆰 ０５），ＴＬＲ５ 显著

高于伞部和膨大部 （Ｐ＜０􀆰 ０５）；膨大部 ＴＬＲ２⁃１ 表达显著高于峡部和阴道部 （Ｐ＜０􀆰 ０５）；子宫部 ＴＬＲ７ 表达显著高于

伞部、峡部、膨大部和阴道部 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 表明鹅输卵管不同功能部位差异化表达 ＴＬＲ，存在抵御病原微生物侵染

的非特异性免疫反应机制。
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　 　 禽类输卵管的伞部、峡部、膨大部、子宫部和阴

道部在种蛋形成过程中具有重要的作用，其阴道部

和泄殖腔特有的生理结构极易导致粪便中的病原微

生物经阴道沿输卵管腔感染输卵管其他部位［１］。
此外，种鹅的赖水习性也极易引起养殖水体病原微

生物通过交配进入种鹅生殖道，诱发输卵管炎症反

应，影响种蛋受精率和孵化率［２⁃３］。 因此，种鹅输卵

管自身的非特异性免疫功能对抵御病原微生物侵害

至关重要。
Ｔｏｌｌ 样受体（ＴＬＲｓ）是一类病原识别模式受体，

识别病原微生物及其代谢产物，启动胞内信号级联

效应，诱导非特异性免疫反应，抵御病原微生物侵

染［４⁃５］。 已发现的禽类 ＴＬＲ 家族包括 ＴＬＲ１⁃１、ＴＬＲ１⁃
２、ＴＬＲ２⁃１、ＴＬＲ２⁃２、ＴＬＲ３、ＴＬＲ４、ＴＬＲ５、ＴＬＲ７、ＴＬＲ１５
和 ＴＬＲ２１ 共 １０ 个基因［６］。 这些 ＴＬＲｓ 的时空表达对

识别病原微生物，启动非特异性免疫反应，维持组织

器官功能具有重要的作用。 Ｏｚｏｅ 等对 ＴＬＲ１⁃１、
ＴＬＲ１⁃２、ＴＬＲ２、ＴＬＲ３、ＴＬＲ１４、ＴＬＲ５ 和 ＴＬＲ７ 的研究发

现 ＴＬＲ１⁃１ 在输卵管各部位均不表达，ＴＬＲ２、ＴＬＲ３ 和

ＴＬＲ１４ 在阴道、子宫和伞部组织表达显著高于膨大

部［７］。 华国洪和刘少丰等分别研究了鹅 ＴＬＲ２⁃１ 和

ＴＬＲ１５［８］、ＴＬＲ３ 和 ＴＬＲ５［９］基因在皮肤、脾脏和法氏

囊等 １１ 种组织器官中的差异表达。 然而，国内外对

鹅输卵管 ＴＬＲ 家族基因的研究尚无报道。
本试验拟系统地研究已发现的 １０ 种禽 ＴＬＲ 家

族基因在产蛋高峰期种鹅输卵管伞部、峡部、膨大

部、子宫部和阴道部的表达变化，为种鹅输卵管启动

非特异性免疫反应，抵御病原微生物侵染的分子调

控机理研究奠定基础。

１　 材料与方法

１．１　 试验动物

在扬州朝天歌农牧科技有限公司所属的瑞农农

业专业合作社随机选择 ５ 只产蛋高峰期扬州鹅，产
蛋后 ８ ｈ（新生蛋运行至子宫部［１０］ ）颈动脉放血屠

宰，取输卵管伞部、峡部、膨大部、子宫部和阴道部以

及脾脏组织样，液氮保存。
１．２　 主要试剂

１００ ｂｐ Ｍａｒｋｅｒ 和 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
购自宝生物工程（大连）有限公司，Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ 购自南京博尔迪生物科技有限公司，ａｓｔＳｔａｒｔ Ｕ⁃
ｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ 购自罗氏诊断产品（上
海）有限公司，含 Ｄａｓｅ Ｉ 的 ＲＮＡ 提取试剂盒购自天

根生化科技（北京）有限公司。
１．３　 总 ＲＮＡ 提取和反转录

取小块伞部、峡部、膨大部、子宫部、阴道部

和脾脏组织，按天根试剂盒说明书提取总 ＲＮＡ。
ＲＮＡ 质量检测合格后，参照 ＴａＫａＲａ 反转录试剂

盒说明书，合成 ｃＤＮＡ 第 １ 链，－２０ ℃ 保存备用。
反应体系为 １０􀆰 ００ μｌ（ ２􀆰 ００ μｌ ５× ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ 􀅺
Ｂｕｆｆｅｒ，８􀆰 ００ μｌ ＲＮＡ） 。 反 转 录 程 序： ３７ ℃ １５
ｍｉｎ，８５ ℃ ５ ｓ，４ ℃保存。
１．５　 ＰＣＲ 反应和测序

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号，利用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５．０
软件设计引物，其中 ＴＬＲ１⁃１、ＴＬＲ１⁃２ 和 ＴＬＲ２１ 的引

物根据鸭相应的序列信息设计，引物信息见表 １，由
上海英骏生物技术有限公司合成。

ＰＣＲ 反应体系为 １０􀆰 ００ μｌ：２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ ５􀆰 ００ μｌ，ｄｄＨ２ Ｏ ３􀆰 ５０ μｌ，上游和下游引物各

０􀆰 ２５ μｌ，ＲＴ 产物 １􀆰 ００ μｌ。
反应程序为：９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ；９５ ℃变性 ３０

ｓ，５０ ／ ５７ ／ ６０ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 ３０ ｓ，４０ 个循环；
７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎ，４ ℃保存。 ＰＣＲ 产物用 ３％琼脂糖

凝胶电泳初步鉴定，由上海英骏生物技术有限公司

测序。
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表 １　 定量 ＰＣＲ 引物信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ

目的基因 　 　 　 引物序列（５′→３′） 登录号
产物大小

（ｂｐ）
退火温度

（℃）

β⁃ａｃｔｉｎ ＴＧＡＣＧＣＡＧＡＴＣＡＴＧＴＴＴＧＡＧＡ Ｍ２６１１１ １５９ ６０

ＧＣＡＧＡＧＣＧＴＡＧＣＣＣＴＣＡＴＡＧ

ＴＬＲ１⁃１ ＣＴＡＡＣＴＧＡＴＧＴＴＣＣＡＡＡＡ ＪＮ５７２６８５ １５７ ５０

ＣＡＴＴＡＡＡＧＴＣＡＡＧＣＴＣＴＧ

ＴＬＲ１⁃２ ＣＡＣＧＣＣＴＴＣＡＴＴＴＣＣＴＡＣ ＪＮ５７２６８６ ２２０ ６０

ＡＴＴＧＡＣＡＣＣＡＣＴＣＧＣＴＣＴ

ＴＬＲ２⁃１ ＣＡＧＣＡＣＣＴＣＣＡＣＡＴＴＣＡＣＧ ＪＮ９８２４７４ １９９ ６０

ＣＴＴＣＣＧＧＧＣＴＣＡＴＡＣＡＧＡ

ＴＬＲ２⁃２ ＡＴＡＡＧＣＡＴＡＡＧＡＡＧＧＧＴＡＧＡ ＪＱ６８７４０４ １９６ ６０

ＣＡＡＴＣＣＣＡＧＧＣＡＣＡＧＴＡＧＣ

ＴＬＲ３ ＴＡＡＴＣＴＧＧＣＴＡＴＴＴＣＴＣＣＴ ＫＣ２９２２７０ １６０ ５７

ＣＣＡＡＡＧＴＣＧＴＧＣＴＡＡＡＴＴＡ

ＴＬＲ１４ ＧＧＴＧＣＣＡＣＡＴＣＣＡＴＡＣＡＡＴ ＨＱ４３６３７１ １７３ ６０

ＴＡＧＧＴＣＡＧＴＣＡＧＡＧＡＧＧＡＴＡ

ＴＬＲ５ ＧＧＧＧＡＡＧＡＡＣＡＴＡＴＣＡＡＣＡ ＫＣ８４５９４２ １３９ ６０

ＧＡＴＣＡＣＴＡＡＡＧＴＡＣＣＴＧＣＴ

ＴＬＲ７ ＣＡＡＣＣＴＴＴＣＣＣＡＧＡＧＣＡＴＴ ＪＱ９１０１６８ １９１ ６０

ＴＣＣＴＣＡＧＣＣＴＡＡＣＡＴＡＣＣＧ

ＴＬＲ１５ ＡＴＡＴＧＡＧＧＣＴＣＡＧＡＣＧＡＡＧ ＪＱ０１４６１９ １００ ６０

ＧＧＴＡＧＴＣＣＡＣＡＧＣＧＧＴＴＡＧ

ＴＬＲ２１ ＴＧＧＴＡＣＴＴＣＡＧＣＣＧＣＣＡＧＴ ＪＮ５７３２６９ １０６ ６０

ＴＧＴＧＣＴＴＣＴＡＣＣＴＣＴＴＣＡＣＣＧ

１．６　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 分析

以管家基因 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参，每个样品重复 ３
次，取平均 Ｃｔ 值进行计算，所得试验数据按 ２－△△Ｃｔ

结果统计分析。
　 　 定量 ＰＣＲ 反应体系为 ２０ μｌ：１􀆰 ００ μｌ ＲＴ 产物，
上游引物和下游引物各 ０􀆰 ６０ μｌ，７􀆰 ８０ μｌ ｄｄＨ２ Ｏ，
１０􀆰 ００ μｌ ＦａｓｔＳｔａｒｔ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ
（ＲＯＸ）。 反应程序为：５０ ℃ ２ ｍｉｎ，９５ ℃预变性 １０
ｍｉｎ；９５ ℃变性 １５ ｓ，５０ ／ ５７ ／ ６０ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃ ３０
ｓ，共 ４０ 个循环。
１．７　 统计分析

数据采用 ＳＰＳＳ １３．０ 软件统计分析，结果以“平
均值 ± 标准误”表示。 试验数据采用单因子方差分

析，Ｄｕｎｃａｎ 法多重比较。

２　 结果与分析

２．１　 鹅输卵管 ＴＬＲｓ 家族基因表达谱

分别采用设计的引物进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增，并以

脾脏的扩增产物为阳性对照，ＰＣＲ 产物电泳检测结

果与欲扩增目的片段大小一致（图 １）。 通过测序，
并与 ＧｅｎＢａｎｋ 已登录的序列（表 １）比对，相似性达

到 ９７％以上，表明 ＰＣＲ 扩增片段为鹅 ＴＬＲ 家族基因

片段。
基因表达试验结果（图 １）显示，目前已发现的

禽类 １０ 种 ＴＬＲ 家族基因均在鹅输卵管中表达，除
膨大部未发现 ＴＬＲ１⁃１ 表达和子宫部组织未发现
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ＴＬＲ５ 表达外，输卵管伞部、峡部、膨大部、子宫部和

阴道部均表达其他 ＴＬＲ 家族基因。

１、２、３、４、５、６ 和 ７ 分别表示伞部、峡部、膨大部、子宫部、阴道部、
脾脏和空白对照；Ｍ 表示 ＤＮＡ 分子量标记。
图 １　 鹅输卵管和脾脏 ＴＬＲ１⁃１家族基因表达谱

Ｆｉｇ．１　 Ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｏｆ Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｉｎ ｇｅｅｓｅ
ｏｖｉｄｕｃｔ ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ ｔｉｓｓｕｅｓ

２．２　 鹅 ＴＬＲ 家族基因在输卵管不同功能部位的差

异表达

　 　 鹅 ＴＬＲ 家族基因在输卵管不同功能部位的差

异表达见表 ２。 ＴＬＲ２⁃２ 和 ＴＬＲ２１ 在输卵管伞部、峡
部、膨大部、子宫部和阴道部表达差异不显著 （Ｐ＞
０􀆰 ０５）；ＴＬＲ１⁃１、ＴＬＲ３、ＴＬＲ５ 和 ＴＬＲ１５ ４ 个基因在阴

道部高表达；ＴＬＲ１４ 和 ＴＬＲ５ ２ 个基因在峡部高表

达；ＴＬＲ１⁃２ 和 ＴＬＲ２⁃１ ２ 个基因在伞部高表达；
ＴＬＲ２⁃１和 ＴＬＲ７ 分别在膨大部和子宫部中高表达。

阴道部 ＴＬＲ１⁃１ 表达显著高于伞部 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
ＴＬＲ３ 表达显著高于伞部、 峡部和 膨 大 部 （Ｐ＜
０􀆰 ０５），ＴＬＲ５ 表达显著高于伞部和膨大部 （Ｐ＜
０􀆰 ０５），ＴＬＲ１５ 表达显著高于子宫部 （Ｐ＜０􀆰 ０５）；伞
部 ＴＬＲ１⁃２ 和 ＴＬＲ２⁃１ 表达显著高于峡部和阴道部

（Ｐ＜０􀆰 ０５）；峡部 ＴＬＲ１４ 表达显著高于子宫部和阴

道部 （Ｐ＜０􀆰 ０５），ＴＬＲ５ 显著高于伞部和膨大部 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）；膨大部 ＴＬＲ２⁃１ 表达显著高于峡部和阴道部

（Ｐ＜０􀆰 ０５）；子宫部 ＴＬＲ７ 表达显著高于伞部、峡部、
膨大部和阴道部 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

表 ２　 鹅 ＴＬＲ 家族基因在输卵管不同功能部位的差异表达

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲｓ ｇｅｎｅ ｉｎ ａｌｌ ｓｅｇｍｅｎｔｓ ｏｆ ｇｅｅｓｅ ｏｖｉｄｕｃｔ

基因 伞部 峡部 膨大部 子宫部 阴道部

ＴＬＲ１⁃１ １１．１９±３．４８ｂ ６２．９５±３７．９０ａｂ － ３６．４６±１１．７６ａｂ １３７．４１±５９．６５ａ

ＴＬＲ１⁃２ １９．１８±１１．２１ａ １．５５±０．４１ｂ ２．８３±１．０３ａｂ ２．２０±０．４６ａｂ １．５１±０．３５ｂ

ＴＬＲ２⁃１ ０．８７±０．１８ａ ０．１５±０．０３ｃ １．２１±０．３２ａ ０．３２±０．０７ｂｃ ０．４１±０．０８ｂ

ＴＬＲ２⁃２ ０．１８±０．１１ ０．０６±０．０２ ０．３０±０．１８ ０．１５±０．１１ ０．２２±０．０４

ＴＬＲ３ ３．６８±１．８４ｂ ３．９０±１．７５ｂ ３．１８±１．２７ｂ ９．１７±３．１２ａｂ １３．４１±３．７３ａ

ＴＬＲ１４ ０．２９±０．０５ａｂ ０．６９±０．２３ａ ０．３０±０．１８ａｂ ０．２４±０．０９ｂ ０．１６±０．０３ｂ

ＴＬＲ５ １．０１±０．３３ｂ １０５．７５±２３．５９ａ ２．５３±０．５８ｂ － ２０９．８５±１８１．７３ａ

ＴＬＲ７ ３．３０±０．６４ｂ ２．８０±１．４０ｂ ２．４５±０．８１ｂ ２２．４７±１０．２１ａ ３．８９±０．９９ｂ

ＴＬＲ１５ ４．１２±０．８４ａｂ ４．３３±２．１７ａｂ ３．２２±０．８７ａｂ １．０９±０．０４ｂ ６．８１±１．８４ａ

ＴＬＲ２１ ０．７５±０．２９ １．３８±０．４５ １．２７±０．１６ ０．６４±０．２８ １．８２±０．４５
同一行不同小写字母表示鹅 ＴＬＲｓ 家族基因在输卵管不同功能部位的表达差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）；－表示未检测到基因表达。

３　 讨 论

非特异性免疫反应是机体抵抗感染性疾病的第

一道屏障，而 ＴＬＲ 家族基因是非特异性免疫反应的

关键调节基因［１１⁃１２］，也是连接非特异性免疫和特异

性免疫的桥梁［１３］。 目前已发现禽类 ＴＬＲ 家族包含

１０ 种基因，其中大多数基因在禽类卵巢［６］、输卵

管［７］和睾丸［１４］中表达，参与性腺免疫反应，维持性

腺功能稳态。 本试验系统研究了 １０ 种 ＴＬＲ 家族基

因在鹅输卵管不同功能部位的差异表达，结果显示

禽类 １０ 种 ＴＬＲ 家族基因均在鹅输卵管中表达，表
明鹅输卵管存在抵御病原微生物侵染的非特异性免

疫反应。 与鸡输卵管的研究结果类似［７］，ＴＬＲ１⁃１、
ＴＬＲ２、ＴＬＲ３、ＴＬＲ４ 和 ＴＬＲ７ 均在输卵管各个功能部

位表达，ＴＬＲ５ 在鹅输卵管的子宫部不表达。 ＴＬＲ５
具有识别细菌鞭毛蛋白的功能［１５］，因此，本试验的

结果也表明家禽和水禽输卵管非特异性免疫反应存

在种间差异，并且鹅输卵管子宫部识别细菌鞭毛蛋
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白的能力可能弱于鸡的子宫。
禽类的输卵管极易受多种病原微生物感染，如

沙门氏菌［１６⁃１７］、支气管炎病毒［１８］ 和禽流感病毒［１９］

等，而 ＴＬＲ 家族基因可识别广泛的病原微生物及其

代谢产物［２０］。 研究结果表明 ＴＬＲ１ 可识别肽聚糖、
脂磷壁酸、阿拉伯糖甘露糖脂及酵母和真菌的酵母

多糖［１５］；ＴＬＲ２ 除具有 ＴＬＲ１ 的识别功能外还可识别

革兰氏阴性菌释放的 ＬＰＳ［１５］；ＴＬＲ３ 识别双链 ＲＮＡ，
同时可以感受到 ｄｓＲＮＡ 病毒、ＳＳＲＮＡ 病毒和 ＤＮＡ
病毒的感染［１５，２１］；ＴＬＲ４ 识别革兰氏阴性菌释放的

ＬＰＳ［６，７，２２］；ＴＬＲ５ 识别细菌鞭毛蛋白［１５］；ＴＬＲ７ 识别

单链 ＲＮＡ［１５］；ＴＬＲ１５ 识别革兰氏阴性菌；ＴＬＲ２１ 识

别细菌基因组产生的未甲基化 ＣｐＧ ＤＮＡ 序列［２０］。
因此，鹅输卵管不同功能部位表达大多数 ＴＬＲ 家族

基因，可有效识别各类病原微生物及其代谢产物，启
动非特异性免疫反应。 本试验中，ＴＬＲ 家族的 ４ 个

基因在阴道部高表达，２ 个基因分别在峡部和伞部

高表达，仅 １ 个基因在膨大部和子宫部高表达，说明

鹅输卵管的两端部位识别病原微生物的能力最强。
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