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摘要: 克隆了浙东白鹅催乳素基因(Prolactin, PRL)的全序列, 并应用荧光定量 PCR 技术研究了浙东白鹅在产蛋

期、就巢期和恢复期时催乳素基因在下丘脑、垂体和卵巢中的表达特点。结果表明, 浙东白鹅催乳素基因在就

巢期、产蛋期和恢复期的表达量差异显著(P < 0.05), 在就巢期表达量最高, 产蛋期次之, 恢复期表达量最低。

对不同组织 PRL 的表达量分析, 发现在垂体与卵巢中的表达量、卵巢与下丘脑的表达量均有极显著的差异(P < 

0.01), 但在垂体与下丘脑中的表达量差异不显著(P > 0.05), 在垂体表达量最多, 其次是下丘脑, 卵巢中的表达

量最低。因此, 浙东白鹅 PRL 基因在不同繁殖时期体内表达差异较大。 
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Expression characteristics of prolactin gene in Eastern 
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Abstract: This study was conducted to clone the prolactin gene (PRL) in Eastern Zhejiang White Geese and to investigate the 
PRL gene expression characteristics during egg-laying, out-of-lay and incubating periods by real time PCR. Comparisons were 
made respectively of concentration of prolactin mRNA in the hypothalamus, pituitary gland and ovary of the adult female geese 
at different reproductive periods. The result indicated that there were significant differences (P < 0.05) in PRL mRNA expres-
sion between different reproductive periods of the geese. The lowest level of PRL expression was found in out-of-lay geese, 
higher in the egg-laying geese, and the highest in incubating geese. Furthermore, the analysis of PRL expression in different 
tissues indicated that the highest levels of PRL was expressed in the pituitary gland, followed in hypothalamus, and the least in 
ovary of the geese. There were significant difference (P < 0.01) expression of PRL between the pituitary gland/hypothalamus 
and ovary of the geese, whereas no any difference was observed between the pituitary gland and hypothalamus (P > 0.05). In 
summary, the PRL mRNA expression had varianced in different reproductive periods of the geese. 
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催乳素(Prolactin, PRL)影响动物的繁殖、生长发
育、新陈代谢、渗透调节、免疫以及行为等生理过

程[1]。研究表明, 血浆中催乳素诱导和维持家禽的就
巢习性 [2~6], 它通过下丘脑－垂体－性腺轴诱导就
巢的发生 [7]。本研究旨在应用荧光定量PCR技术
SYBR Green І, 研究浙东白鹅处于产蛋期、就巢期和
恢复期时PRL基因在下丘脑、垂体和卵巢中的表达
差异特点。 

1  材料和方法 

1.1  材料和主要试剂 

浙东白鹅母鹅 35只由浙江省宁波市象山农林局
种鹅场提供, 其中就巢鹅 12只, 产蛋鹅 12只, 恢复
期鹅 11 只, 采血后宰杀, 立即取出下丘脑、垂体和
卵巢(去除卵子)冻入液氮中带回实验室。 

Trizol 购自 Invitrogen 公司, cDNA 第一链合成 

试剂盒和荧光定量 iQ SYBR Green Supermix 购自
Bio-Rad公司。其他试剂均为国产分析纯。 

1.2  浙东白鹅基因组DNA和RNA的提取及反转录 

50 μL 抗凝血液用生理盐水洗二次后用文献[9]
方法提取基因组 DNA, 溶于 TE中备用。 
   浙东白鹅下丘脑、垂体和卵巢在液氮中快速研磨, 
取 50~100 mg, 加入 Trizol, 按照试剂盒说明书提取, 
最后用 DnaseⅠ处理去除残留的基因组 DNA后立即
进行反转录。 
   cDNA第一链合成按照试剂盒说明书进行, 反转
录产物用无 RNAse的水 2倍稀释备用。 

1.3  引物设计、PCR和荧光定量 PCR 

根据鸭的催乳素基因(PRL)序列(GenBank 序列
号: AB158611), 跨外显子, 产物两两重叠, 设计了 4
对引物 P1～P4, 序列见表 1。 

 
表 1  浙东白鹅 PRL 基因 PCR 引物序列 
Table 1  Sequences of PCR primers for prolactin gene in geese 

引物 
Primer 

位点 
Site 

片段大小 
Size(bp) 

正向序列 
Forward primer 

反向序列 
Reverse primer 

P1 223~1790   1 568 CATCCTACAGGGTCTCTACCATGAG GACCACCAGCAACAAACCTGTT 
P2 1765~2467 703 CCTGAACAGGTTTGTTGCTGG CATGGATCTGCTGAGCTTGCT 
P3 2351~3933 1 583 ATCTGCAGGATGAACGCTATGC CCCGCCCAACTATTTTCTCC 
P4 3842~6055 2 214 AGAAGCTCCAGACACCATCCTC GCGATGAAGCCCAGGAGTACT 
P5  180 CTCTCACACTACATCCACTTCCTC GGGACTATCACTGCCTGTGC 

 
根据所获得的 PRL基因序列在其外显子中设计

了一条扩增产物为 180 bp的用于荧光定量 PCR分析
的引物 P5, 序列见表 1。内参基因 3-磷酸甘油醛脱
氢酶 180 bp扩增片段参照文献[10]。引物均由上海
生工生物工程技术服务有限公司合成。 

PCR反应总体系为 50 μL, 其中 10×buffer 5.0 
μL, 25 mmol/L MgCl2 4.0 μL, 10 mmol/L dNTP 1.0 
μL, 上、下游引物(10 pmol/L)各 1.0 μL , 5 U/μL Taq 
DNA 聚合酶 0.50 μL, 模板DNA 0.6 μL (25 ng), 加
ddH2O 至 50.0 μL。PCR扩增程序: 94℃ 3 min,   94
℃ 30 s, 57℃ 30 s, 72℃ 1 min, 34个循环后再 72
℃延伸 10 min。 
   荧光定量 PCR在 Bio-Rad公司 ICycler IQ 荧光
定量 PCR 仪上进行, 反应体系为 SYBR Green Su-

permix 12.5 μL, 800 nmol/L引物, 1.0 μL cDNA模板, 
加水至 25 μL。反应程序: 95℃ 1 min, 94℃ 30 s,   
64℃ 20 s, 72℃ 30 s, 40个循环后进入融解曲线程
序 64 ~ 94℃升温速度 0.5℃/10 s。 

1.4  PCR产物的序列测定 

PCR产物用 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测, 切胶回
收后送上海生物工程公司测序。 

1.5  数据分析 

应用 SPSS13.0 软件对荧光定量 PCR 数据进行
分析, 采用线性模型 

Yij=μ+αi+βj+αI βj+eij, 
其中αi为生理时期效应(产蛋期、就巢期、恢复

期), βj为组织效应(下丘脑、垂体、卵巢), αI βj为二者
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的交互作用, eij为随机误差。 
目的基因相对表达量用−ΔΔCt方法[11]计算:  
PRL基因的相对表达量=2−ΔΔCt 

其中ΔΔCt =ΔCt样品−ΔCt对比样品, ΔCt=Ct目的基因−Ct内参基因

2  结果与分析 

2.1 PRL基因的 PCR扩增 

以浙东白鹅的基因组 DNA 为模板, 用所设计
的 4对引物进行 PCR扩增, 所得扩增产物用 1.2%琼
脂糖凝胶电泳检测 , 根据 100 bp marker(3 000,     
2 000, 1 500, 1 031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 
200, 100 bp)的标示, 扩增片段与目的片段大小一致
且特异性好(图 1), 可用于序列测定分析。 

 

 
 

图 1  浙东白鹅催乳素基因的 PCR 扩增结果 
1~4: 引物 P1～P4的扩增产物; M: 100 bp DNA ladder。 
Fig. 1  Amplification of the Eastern Zhejiang white geese 
prolactin gene 
1−4: PCR products of primer P1−P4; M: 100 bp DNA ladder. 
 

PCR 产物的两端直接测序, 将 4 段测序结果拼
接后得到浙东白鹅 PRL 基因的全序列为 5 917 bp, 
它含有 5个外显子, 分别为 27 bp、181 bp、107 bp、

179 bp、191 bp, 处于 21..48, 1557..1738, 2135..2242, 

3631..3810, 5706..5897。这 5 个外显子与鸭 PRL 基
因序列(AY547323)的同源性分别为 89%、98%、98%、
100%、98%。其 4段内含子与鸭 PRL的内含子序列
同源性分别为 88%、94%、80%、94%, 可以判定其
为目的基因序列。该序列已提交 GenBank, 序列号
为 DQ660983。 

2.2  浙东白鹅在不同生理时期的 PRL基因表达特点 

用恢复期浙东白鹅卵巢的PRL的ΔCT均值作为

相对定量的标准, 计算处于产蛋期、就巢期、恢复
期的每只鹅PRL基因在下丘脑、垂体和卵巢中的相
对表达量, 用SPSS13.0 软件, 以生理时期和组织器

官作为因素变量, 分析观测变量PRL基因表达量的
差异, 发现浙东白鹅PRL基因在就巢期、产蛋期、恢
复期的表达量差异显著(P < 0.05)。就巢期鹅的PRL
基因表达量最高 , 其次为产蛋期鹅 , 恢复期鹅的
PRL基因表达量最低(图 2)。 

对不同生理时期相同组织 PRL 的表达量分析, 
发现在下丘脑、垂体中就巢鹅 PRL表达量与恢复期
鹅相比, 差异极显著(P < 0.01); 但产蛋鹅 PRL在下
丘脑和垂体中的表达量与就巢期鹅或恢复期鹅相比

差异不显著(P > 0.05), 而在卵巢中的表达量与就巢
期鹅和恢复期鹅相比差异显著(P < 0.05)(图 2)。 

生理时期(产蛋期、就巢期和恢复期)和组织(下丘
脑、垂体和卵巢)的交互作用差异不显著(P < 0.05)。 

 

 
 
图 2  浙东白鹅不同生理时期的 PRL 相对表达量 
不同的小写字母表示差异显著(P < 0.05)。 
Fig. 2  Relative expression of the prolactin gene of Eastern 
Zhejiang White Geese at different physiological stages 
Significant difference (P < 0.05) was indicated by different small letters. 
 

2.3  浙东白鹅不同组织 PRL基因的表达特点 

同理, 对不同组织 PRL 的表达量分析, 发现其
在垂体中的表达量与下丘脑、卵巢中的表达量有极

显著的差异(P < 0.01), 卵巢与下丘脑的表达量差异
显著(P < 0.05)(图 3)。在垂体中 PRL基因表达量最
高, 其次为下丘脑, 卵巢中的表达量最低。 

 

 
 
图 3  浙东白鹅不同组织的 PRL 相对表达量 
大写和小写字母表示差异极显著 (P < 0.01)，不同的小写字母表示差

异显著 (P < 0.05)。 
Fig. 3  Relative expression of the prolactin gene of Eastern 
Zhejiang White Geese in different tissues 
Extremely significant difference was indicated by different capi-
tal/small letters,whereas significant difference (P < 0.05) was indicated by 
different small letters. 
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3  讨 论 

Kurima等 [12]、Ohkubo等 [13]、周敏 [14]、曹新    
等[15]和崔建勋等[16]分别克隆了火鸡、鸡和牛的PRL
基因以及老鼠的PRL受体基因[17, 18], 并对其表达的
调控进行了研究 [19,20], Kansakua等 [21]克隆了鸭的

PRL cDNA和DNA序列 , 比对分析发现PRL基因在
动物中具有高度的同源性。 

用荧光定量PCR技术, 在mRNA水平, 研究PRL
基因在浙东白鹅产蛋期、就巢期和恢复期的表达量, 
结果显示其变化较大, 这一结果与Buntin等对禽类
催乳素[22~25]和Chaiseha等对火鸡的催乳素调节因子
VIP[26~28]的研究结果一致, PRL的表达与浙东白鹅的
繁殖生理时期密切相关。浙东白鹅PRL基因在下丘
脑、垂体和卵巢中的表达量与在火鸡[7]、来航鸡、

矮脚鸡[29,30]的研究结果一致。垂体是催乳素的分泌

器官, PRL的表达量最高, 催乳素是通过抑制下丘脑
分泌促性腺激素释放激素而实现对繁殖的抑制作用

的, 下丘脑PRL表达的发现说明在脑中有一个微循
环反馈调节系统, 存在反馈调节催乳素的自分泌或
旁分泌机制, 催乳素在就巢期达到其分泌的最高值, 
亦说明在下丘脑-垂体-性腺轴催乳素和催乳素受体
相互作用抑制了促性腺激素的分泌而诱导家禽就巢

的发生, 就具体的作用机制而言仍需要更进一步从
转录调控和蛋白质水平进行研究。 
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