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摘　要　选用 200羽 14日龄健康 AA肉鸡 ,以电子自旋共振 ( ESR)捕集法和生物化学法对肉
仔鸡血液和组织器官的不同自由基进行直接或间接测定 ,探讨 VE和 Se对肉鸡不同自由基代
谢的作用及其动态变化.结果表明 :组织一氧化氮 (NO )自由基水平随日粮 VE含量升高而降
低 ,二者呈负相关关系 ,日粮高水平 Se有诱导产生 NO自由基的倾向 ;高 VE和 Se日粮显著提
高血清和肝脏中 SOD和 GSH2Px的活性 ,但随处理时间的延长 , 组织 SOD活性逐渐降低 ,而
GSH2Px活性逐渐升高 ,说明日粮 VE和 /或 Se不足均会诱导机体产生 O

-·
2 、H2 O2自由基 ,且

O
-·

2 自由基会持续大量产生 ,而 H2 O2自由基仅在缺乏初期大量产生 ,而后趋于缓和 ;低 VE和 /

或低 Se均显著提高组织 MDA含量 ,且低 Se比低 VE更为显著. VE和 Se对肉鸡 NO、O
-·

2 和
H2 O2自由基代谢的作用存在协同效应.
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Abstract: Taking 200 healthy broilers at 14 d of age as test materials, the free radicals in their
blood and tissueswere detected by electron sp in resonance ( ESR) and biochem icalmethods, aimed
to investigate the effects of vitam in E (VE ) and selenium ( Se) on the metabolism of different free
radicals and their dynam ic changes in the broilers. The results showed that the content of NO free
radicals in broilers tissues decreased with increasing supp lementing level of VE , while high supp le2
mentation of Se tended to induce the p roduction of NO free radicals. H igh supp lementation of VE

and Se in feeds imp roved the GSH2Px and SOD activities in broilers serum and liver significantly.
W ith the extension of experimental period, the SOD activity in tissues decreased, while GSH2PX
activity increased gradually, imp lying that the deficiency of VE and /or Se m ight induce the overp ro2
duction of O

-·
2 and H2 O2 free radicals. H2O2 free radicalsm ight be p roduced largely at early stage of

VE and Se deficiency and declined then, while the over2p roduction of O
-·

2 free radicals could main2
tain for a long time. The deficiency of VE and /or Se could imp rove the MDA content significantly,
and Se deficiency had higher effects than VE deficiency. There were synergic effects in the metabo2
lism of NO, O

-·
2 and H2 O2 free radicals.
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1　引　　言

自 Haman于 1982年提出疾病的自由基学说以

来 ,动物体内自由基的代谢与作用已成为生物学研

究中十分活跃的领域 [ 2, 6, 24 ]
.在机体的正常物质代谢

过程中 ,自由基的产生、利用和消除之间存在着动态

平衡 ,并且受多种因素的影响 ,如环境污染物种类及

浓度、食物或饲料、实验动物等 [ 8 ] . VE是生物体内重

要的抗氧化剂 , 它与 VC协同作用以阻断脂质过氧

化反应 [ 18, 29 ]
;硒是动物的必需营养元素、具有非常

敏感的生物功能 ,是其体内谷胱甘肽过氧化物酶的

重要组成部分 [ 3, 10, 14, 22, 26 ] ,它是清除自由基并对生物

机体发挥保护作用的基础 [ 11 ]
.本试验采用电子自旋

共振 ( ESR)捕集法和生物化学法对饲喂不同 VE和

Se水平日粮的肉仔鸡血液和组织器官中的不同自
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由基含量进行了直接或间接测定 ,探讨 VE和 Se对

不同种类自由基代谢的作用及其动态变化规律 ,旨

在阐明 VE和 Se清除自由基的机理.

2　材料与方法

211　试验设计

选用 200羽 14日龄健康 AA肉鸡 ,随机分成 4

组 ,每组设 5个重复 ,每重复 10羽 ,公、母鸡各半.采

用玉米豆粕基础日粮 ,以 VE粉和亚硒酸钠调节日

粮的 VE和 Se水平 ,使各组的 VE和 Se (mg·kg
- 1 )

水平分别为 12155和 01243 (VE
+

Se
+组 )、2155和

01243 (VE
-

Se
+组 )、12155和 01093 (VE

+
Se

-组 )以

及 2155和 01093 (VE
-

Se
-组 ).试验鸡饲养在双层

试验笼内 ,每笼 1重复 ,自由采食和饮水 ,饲养季节

为 7—8月份 ,环境温度 25 ℃～34 ℃, 试验期为 15

d.在试验第 5、10和 15天每重复取 1羽、每组共 5

羽断颈取全血 ,制备血清 ,置于 - 75 ℃保存待测 ;处

死取血后立即取肝脏、心脏待测.

212　测定方法

21211 ESR测定　取 015 g心脏及肝脏组织放入匀

浆玻璃管内 ,加入 019 m l浓度为 011 mol·L
- 1的

PBN (α2苯基 2N2叔丁基 2次甲基 2N2氧化物 )自旋捕捉

剂 (美国 A ldrich化学品公司生产 ) ,匀浆 2 m in,在

15 s内立即转入离心管内放入便携式液氮罐超低温

冷冻保存 ,在 115 h内以 B ruker2ER200D2SRC电子

顺磁共振仪 (德国 B ruker公司生产品 )测试 ,微波频

率 9174 GHz,微波功率 20 mW ,调制频率 100 KHz,

调制幅度 5 Gs,测试温度 297 K ( 24 ℃) ,中心磁场

3 470 Gs,扫场宽度 100 Gs,放大倍数 4 ×10
5
.

21212 SOD、GSH2Px活性和 MDA含量测定　取 1 g

左右肝组织 ,用 4 ℃、019%的生理盐水充分洗净组

织上的血迹之后 ,以此生理盐水为匀浆介质进行匀

浆 ,制备成 10%的肝组织匀浆液.在 4 ℃、3 000 r·

m in
- 1左右离心 10 m in,取上清液待测. SOD用黄嘌呤

氧化酶法测定 , MDA含量以硫代巴比妥酸比色法测

定 [ 19 ]
,试剂盒均由南京聚力生物研究所提供.

采用 SPSS 1210对数据进行统计分析 ,以 LSD

法进行组间多重比较.

3　结果与分析

311　肉鸡肝脏和心脏组织氮氧 (NO)自由基的变化

从图 1可以看出 ,试验第 15天所捕获的肉鸡肝

脏、心脏自由基的 ESR图谱具有典型的三重峰 ESR

波谱信号 ,计算其信号中心位置 (第 2峰 ) g因子为 g

= 210061,表明试验鸡在 g = 210061处有较强的自

由基信号. g值反应的是一种物质分子内部磁场特

征 ,是判定分子结构信息的重要参数 [ 9 ] .自由基分

子 g值在 210050～210073时 ,所对应的物质为氮氧

自由基 [ 7 ]
,据此确定所捕获的自由基为 NO自由基.

由于 ESR波谱中自由基浓度与波谱线宽的平

方和峰高的乘积成正比 ,因此在谱线宽不变的情况

下 ,可以用峰高来表示其自由基的相对含量 [ 21 ]
.为

了避免前后背景峰的干扰 ,本试验统一选用中心峰

(第 2峰 )的峰高作为定量标准.结果表明 ,试验第

15天 , VE
- Se+组肝脏中 NO自由基水平高于 VE

+

Se+组和 VE
- Se - 组 ( P < 0105 ) ,而各处理组心脏

NO自由基则无显著差异 ;且 VE
+ Se -组肝脏和心脏

的 NO自由基水平均显著低于其他各处理组 ( P <

0101) (表 1).

312　肉鸡血清和肝脏 SOD活性变化

由表 2可以看出 ,随处理时间的延长 , VE
+ Se+

组组织 SOD酶活性无明显变化 ( P > 0105) ,而其他

各组血清和肝脏 SOD酶活性均呈下降趋势 , VE
-

Se
+组第 10天和第 15天均低于 VE

+
Se

+组 ( P <

0105).在第 15天 , VE
-

Se
+组血清 SOD显著 ( P <

0101)低于 VE
+

Se
+组 ; VE

+
Se

- 组血清和肝脏中

SOD均低于 VE
+

Se
+组 ( P < 0105) ; VE

-
Se

-组血清

和肝脏中的 SOD均低于其它 3组 ,血清 SOD与 VE
+

Se
+、VE

-
Se

+、VE
+

Se
-组有显著差异 ( P < 0101).

313　肉鸡血清和肝脏 GSH2Px活性变化

由表 2可以看出 ,随处理时间的延长 ,各组血清

和肝脏 GSH2Px均有提高的趋势. VE
- Se+、VE

+ Se -

和 VE
- Se -组第 15天血清和肝脏 GSH2Px活性均低

于 VE
+ Se+组 ( P < 0101) , VE

- Se+、VE
+ Se -和 VE

-

Se -之间无显著差异 ,但 VE
- Se - 组血清和肝脏

GSH2Px活性有较其它组降低的趋势 ( P > 0105).

表 1　肉鸡肝脏和心脏 NO自由基水平
Tab. 1　NO rad ica ls con ten ts in liver and heart of bro iler ( m ean ±SE) ( mm )

组织 Tissues VE
+ Se + VE

- Se + VE
+ Se - VE

- Se -

肝脏 L iver 162133 ±10164Ab 180181 ±8184Aa 126191 ±4183Bc 167137 ±7152Ab

心脏 Heart 168104 ±7108Aa 172133 ±9120Aa 135118 ±5138B 176154 ±5195Aa

不同大小写字母表示处理间差异极显著 ( P < 0101)或显著 ( P < 0105) D ifferent cap ital or small letters meant significant difference at 0101 or 0105
levels, respectively. 下同 The same below.
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图 1　自旋捕捉剂 PBN捕捉肉鸡肝脏 ( a)和心脏 ( b)组织的 ESR谱线
F ig. 1　ESR spectra of sp in trapped by PBN from liver ( a) and heart ( b) tissues of broiler.
Ⅰ1 VE

+ Se + ; Ⅱ1 VE
- Se + ; Ⅲ1VE

+ Se - ; Ⅳ1VE
- Se - .

表 2　肉鸡血清和肝脏中 SOD和 GSH2Px酶活性
Tab. 2　SOD and GSH2Px activ ities in serum and liver tissues of bro iler ( m ean ±SE)

组 织
Tissues

处理时间
Treated time ( d)

VE
+ Se + VE

- Se + VE
+ Se - VE

- Se -

SOD 血清 Serum 5 180141 ±511B 182163 ±5181B 201142 ±613A 165131 ±6134C

(U·m l - 1 ) 10 182172 ±6108C 173197 ±8114D 201111 ±6169B 152101 ±7153A

15 202181 ±6196A 158163 ±9177C 177180 ±5184B 121134 ±4197D

肝脏 L iver 5 32149 ±4153b 32130 ±5157b 32117 ±4187b 40128 ±4128a

(U·mg - 1 ) 10 33166 ±0165Bb 28185 ±4197Bc 3518 ±1164ABb 39159 ±0176Aa

15 36141 ±0157a 28184 ±5101b 32155 ±1127b 28181 ±4105b

GSH2Px 血清 Serum 5 189189 ±9160a 170122 ±17195a 167199 ±14146a 156116 ±17160a

(U·m l - 1 ) 10 193165 ±4189Aa 170133 ±14132Ab 160137 ±21156B 176115 ±11173Aab

15 269173 ±4153A 241106 ±22147B 237188 ±10182B 223151 ±13165B

肝脏 L iver 5 8159 ±0196a 8134 ±0190a 8175 ±0192a 8119 ±1100a

(U·mg - 1 ) 10 8133 ±0129B 8163 ±0131Ab 9128 ±0119Aa 8173 ±0184Aa

15 11117 ±0144A 7187 ±0169BCb 8198 ±0158Ba 7148 ±0199C

314　肉鸡血清和肝脏 MDA含量的动态变化

由表 3可以看出 ,血清和肝脏中 MDA含量变化

规律与日粮中 VE和 Se水平有密切关系.随处理时

间的延长 ,除 VE
+

Se
+组外 ,各组血清和肝脏中 MDA

含量均呈提高的趋势.试验第 15天 , VE
-

Se
+、VE

+

Se -和 VE
- Se -组血清和肝脏中 MDA含量均高于

VE
+

Se
+组 ( P < 0101) ,日粮中含有高水平 VE时 ,血

清和肝脏中 MDA含量升高的速度较慢 ;而日粮 VE

和 Se水平同时处于较低水平时 ,血清和肝脏中

MDA含量的升高速度则较快.
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表 3　肉鸡血清和肝脏中 MDA含量
Tab. 3　MDA con ten ts in serum and liver of bro iler ( m ean ±SE)

组织
Tissues

处理时间
Treated time ( d)

VE
+ Se + VE

- Se + VE
+ Se - VE

- Se -

血清 Serum 5 3173 ±0128a 3159 ±0148a 3147 ±0161a 3188 ±0173a

( nmol·m l - 1 ) 10 3175 ±0148ab 4106 ±0150a 3136 ±0133b 4100 ±0132a

15 3153 ±0149B 4100 ±0156B 4120 ±0131Ab 4189 ±0151Aa

肝脏 L iver 5 1116 ±01065B 1101 ±01066C 1115 ±01065B 1129 ±01066A

( nmol·mg - 1 ) 10 1118 ±01063A 1117 ±01066A 1116 ±01083A 1122 ±01126A

15 1116 ±01053C 1146 ±01062Ab 1133 ±01090B 1157 ±01071Aa

4　讨　　论

411　日粮 VE、Se水平对 NO自由基代谢的影响

ESR检测结果表明 , 日粮中 VE的含量对机体

肝脏和心脏组织中 NO自由基水平有显著影响 ,机

体 NO自由基水平随着日粮 VE含量的升高而降低 ,

反之亦然.日粮 VE水平与机体 NO自由基水平呈负

相关关系.值得注意的是 ,当试验肉鸡饲喂低 Se日

粮时 ,机体 NO自由基水平没有显示出升高的现象 ,

反而低于高 Se日粮组. Kadiiska等 [ 12 ]通过 PBN捕

捉剂利用 ESR法检测了饲喂低 VE日粮、低 Se日粮

小鼠血液中的自由基含量 ,结果与本试验结果一致.

表明日粮高水平的 Se ( 01243 mg·kg
- 1 )有诱导产

生 NO自由基的倾向.也有研究报道 ,在日粮中添加

Se对动物体内的自由基有明显的清除作用 [ 27 - 28 ]
,

但这些报道中没有说明自由基的种类 ,因此这可能

由所研究的自由基种类不同所致.

412　日粮 VE、Se水平对 O
-·

2、H2O2自由基代谢的影响

在动物体内 , SOD酶的主要生理功能为清除

O
-·

2 自由基 , GSH2Px酶的主要功能为清除 H2 O2自

由基 ,MDA含量反映机体受 O
-·

2 、H2 O2自由基损伤

程度 [ 5, 17 ]
.组织 SOD、GSH2Px随日粮 VE和 Se不同

处理的动态变化说明 ,日粮 VE和 Se水平对维持组

织 SOD、GSH2Px活力有重要作用 ,低 VE和 /或低 Se

日粮均会使 SOD和 GSH2Px活性有渐进变化 ,但

SOD的活性随处理时间逐渐降低 ,而 GSH2Px的活

性随处理时间逐渐升高 ,说明日粮 VE和 /或 Se不足

会诱导机体产生 O
-·

2 、H2 O2自由基 ,且随缺乏的时间

延长 , O
-·

2 自由基会持续大量产生 ,而 H2O2自由基

似乎仅在缺乏的初期爆发产生 ,随后趋于平缓.组织

MDA含量是 O
-·

2 、H2O2自由基损害组织细胞的综合

表现 ,低 VE和 /或低 Se均会显著提高组织 MDA含

量 ,说明日粮低 Se比低 VE对机体受 O
-·

2 、H2 O2自由

基损伤程度更高. Avanzo等 [ 1 ]、Um it等 [ 25 ]在人及不

同的动物试验中也发现了类似的结果.

413　日粮 VE、Se水平与不同自由基代谢的关系

VE和 Se在机体自由基代谢过程中的内在联

系 ,一直是 VE、Se抗氧化研究中所关注的问题.在

生物体对细胞和亚细胞膜磷脂的氧化过程中 , VE是

第一道屏障 ,以 Se为主要组分的 GSH2Px则充当着

第二道屏障的角色 [ 16, 23 ]
.通过两道屏障使自由基在

损伤细胞或亚细胞膜之前就被清除 ,从而达到协同

保护各类细胞器 ,抵抗自由基损伤的作用 [ 13 ] ;在

VE、Se相互协同以阻截脂质过氧化损伤的过程中 ,

VE阻止 ROOH的形成 ,而 Se则通过提高相关过氧

化酶的活力来催化 ROOH的降解 ,二者在过氧化链

式反应的不同阶段起着相互协同的作用 [ 30 ] .刘松岩

等 [ 15 ]证实 ,对饲予克山病区日粮的大鼠单纯添加

硒、VE或两类兼用均可明显降低其肝脏脂质过氧化

物含量和自由基水平 ; Combs等 [ 4 ]认为 ,硒、VE均对

细胞膜、亚细胞的结构具有保护作用 ; O ski
[ 20 ]认为 ,

VE作为已知的生物抗氧化剂 , 其保护作用包括对

脂质过氧化的抑制作用、抗自由基损伤遗传性缺陷

的补偿 ,以及对自由基损伤所致膜结构、DNA破坏

的修复.本试验发现 ,日粮 VE、Se对机体 NO、O
-·

2 、

H2 O2自由基代谢的联合作用均大于 VE和 Se的单

独作用 ,机体 NO自由基水平随着日粮 VE含量升高

而降低 ,日粮 VE水平与机体 NO自由基水平呈负相

关 ,日粮高水平的 Se (01243 mg·kg
- 1 )有诱导产生

NO自由基的倾向 ;高 VE和 Se日粮显著提高血清

和肝脏 SOD和 GSH2Px的活性 ,但 SOD活性随处理

时间逐渐降低 ,而 GSH2Px活性则随处理时间逐渐

升高 ,说明日粮 VE和 /或 Se不足均会诱导机体产生

O
-·

2 、H2O2自由基 ;低 VE和 /或低 Se均可显著提高

组织 MDA含量 ,且低 Se比低 VE更为显著 ;日粮 VE

和 Se对 NO、O
-·

2 和 H2 O2自由基代谢的影响具有协

同效应.
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