
饲粮添加VC 对腹水肉鸡缺氧诱导因子-1Α基因表达及机体氧化与
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摘要:通过饲粮添加115 m gökg三碘甲状原氨酸 (3, 3′, 52t riiodo thyron ine, T 3)诱导肉鸡产生腹水综合征 (A S) ,研究

了饲粮中添加不同剂量的V C 对肉鸡机体氧化与抗氧化能力、肺脏缺氧诱导因子21Α(H IF21Α)基因表达及A S发病率

的影响。结果表明:饲粮中添加不同剂量的V C 可不同程度降低肉鸡心脏指数和A S发病率, 1 000 m gökg V C 可显著

降低肉鸡心脏指数 (P < 0105) ; 饲粮V C 可增加A S肉鸡肝脏和血液的总抗氧化能力,降低M DA 的含量,饲粮添加

100、1 000和10 000 m gökg V C 可显著降低A S肉鸡肝脏和血液M DA 的浓度 (P < 0105) ,添加100、500和10 000 m gö

kg V C 可显著提高血液T 2AOC 活性 (P < 0105) ; V C 可以显著 (P < 0105)或极显著 (P < 0101)降低A S肉鸡肺脏H IF2
1ΑmRNA 和蛋白质表达水平,在1 000 m gökg时, H IF21Α蛋白的表达量达到极显著性差异 (P < 0101) ; 从血液生化

指标来看,V C 可降低A S肉鸡血液中乳酸的水平和乳酸脱氢酶 (LDH )的活力,在500、1 000 m gökg时达到显著性差

异 (P < 0105)。以上结果表明饲粮中添加1 000 m gökg V C 对肉鸡A S有较好的防治效果。
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Effects of d ietary v itam in C on ox idative and an ti-ox idative capac ity
and hypox ia- induc ible factor-1Α gene expression in asc it ic bro ilers
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　N u trition , S ichuan A g ricu ltu ra l U n iversity , Y a′an , S ichuan 625014, Ch ina)

　　Abstract: T he experim en t aim ed to set up an ascites syndrom e (A S) model w ith 3, 3′, 52t riiodo thyron ine (T 3,

115 m gökg) to invest igate the effects of dietary V C on ox idat ive and an ti2ox idat ive capacity and hypox ia2inducib le

facto r21Α(H IF21Α) gene exp ression. T he resu lts show ed that: D ietary V C cou ld decrease the heart indexes and inci2
dence of ascites of b ro ilers. T he do se of 1 000 m g V Cökg sign ifican tly decreased the heart indexes of A S bro ilers (P

< 0105) ; D ietary V C increased the to tal an t iox idat ive capacity (T 2AOC) and decreased m alondialdehyde (M DA ) con2
ten t in liver and b lood of A S bro ilers to differen t ex ten t. T he do se of 100, 1 000 and 10 000 m gökg V C sign ifican tly

decreased M DA con ten t in the hepatic and b lood (P < 0105) and 100, 500 and 10 000 m gökg V C sign ifican tly in2
creased T 2AOC activit ies in the b lood (P < 0105) ; D ietary V C decreased sign ifican tly H IF21ΑmRNA and p ro tein ex2
p ression level (P < 0105 and P < 0101) in b ro ilers of A S. T he supp lem en t of 500 and 1 000 m gökg V C in diets de2
creased sign ifican tly the con ten t of serum lactate and the act ivity of LDH. T he p resen t experim en t suggests that

supp lem en tat ion of V C at 900 m gökg in diet can alleviate the incidence of ascites of b ro ilers. Its po ssib le m echan ism

is believed to be related w ith the imp rovem en t of an ti2ox idat ive capacity and the decline of H IF21Αgene exp ression.
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　　H IF21Α基因是转录因子缺氧诱导因子21 (H IF2
1)的一个亚基, H IF21Α表达增加可激活并丰富细胞

中的H IF21[ 1 ] ,当细胞O 2 浓度下降时, H IF21Α表达
增加, 诱导其靶基因如V EGF、EPO、iNO S、糖酵解

酶、IGF21和 IGF22等基因的表达,从而产生一系列

的病理生理变化[ 2 ]。肉鸡腹水综合征 (A S)又称肉鸡

肺动脉高压综合征 (pu lm onary hyperten sion syn2
drom e, PH S) ,其最终引发因素是机体系统缺氧[ 3 ]。

在有氧细胞中H IF21Α在泛素蛋白酶系统介导
下迅速降解,缺氧时降解受到抑制, H IF21Α积聚,含
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量增高。有研究表明,在人类肿瘤细胞培养液中添加

V C 可以降低H IF21Α蛋白的积聚,增加H IF21Α的降
解, 因为V C 是降解H IF21Α的关键酶活性得以发挥
的必需营养成分[ 4 ]。但因禽类可自身合成V C ,所以

外源性V C 对最适条件下生长的健康鸡群而言并不

是一种基本的和必需的营养物质,但当恶劣环境、病

理状态和营养不平衡等因素妨碍到机体合成V C 时,

利用外源性V C 就可调节这些不利因素所致的鸡群

应激情况[ 3 ] ,如有试验表明,饲粮中添加 500 m gökg

V C 可显著降低肉鸡A S的发病率[ 5 ]。但在饲粮中添

加V C ,可被肠道分解为CO 2,过量的V C 会随尿液排

出体外, 仅仅只有一少部分外源V C 被平衡到体贮

中[ 6 ]。因此,本试验考察饲粮添加不同水平V C 对肉

鸡A S的影响,并进一步从血液生化指标,血液和组

织氧化和抗氧化功能、基因表达水平等方面来探讨

V C 预防肉鸡A S发生的可能机制。

1　材料与方法

111　试验设计与样品收集　1 日龄健康AA 肉鸡

180只,随机分为6个处理,每个处理3个重复,每个

重复10只。处理1: T 3 (0 m gökg) + V C (0 m gökg) ;处

理 2: T 3 (115 m gökg) + V C (0 m gökg ) ; 处理 3: T 3

( 115 m gökg) + V C (100 m gökg ) ; 处理 4: T 3 ( 115

m gökg) + V C (500 m gökg) ; 处理 5: T 3 (115 m gökg)

+ V C (1 000 m gökg) ; 处理 6: T 3 (115 m gökg) + V C

(10 000 m gökg)。所用V C 是含90% V C 的商品,饲

粮添加T 3 是为了诱导肉鸡发生A S。试鸡均自由采

食和饮水,试验期为21 d。21日龄时,每处理组随机

选 6 只鸡屠宰,心脏采血后,迅速剖开腹腔及胸腔,

取出肺脏,用D EPC 处理的、预冷的生理盐水洗涤,

液氮冷冻, - 70℃保存。再取肝脏和心脏, - 20℃保

存备测。

血样3 000 röm in 离心, 分离血清, 于- 20℃冰

柜中保存备测。

112　总RNA 抽提　取100 m g 冷冻的肺脏组织,用

一步法提取组织总RNA。

113　H IF-1Αm RNA RT-PCR　反转录 (R T ) ,利用

AM V 逆转录酶在20 ΛL 反应体系中于PCR 仪上进

行反应, 条件为 30℃, 3 m in; 42℃, 2 h; 70℃, 10

m in。根据 GenBank 鸡胚 H IF21Α cDNA 序列

(NM 204297)设计特异性引物,通过 cDNA 克隆,确

认为 A S 肉鸡 H IF21Α基因, 其序列登陆号为

DQ 166204, H IF21Α上游引物, 5′2CCT GGGTCGT T

CAA TCTA T G23′; 下游引物, 5′2TCT GT T GCCT T

GTA T GGGA G23′,扩增片段为1 576 bp。

　　根据鸡Β2act in cDNA 序列 (NM 205518)设计Β2
act in 引物: 上游引物, 5′2GGCCGT GA TCTCCT TC

T GC23′; 下游引物, 5′2CGGGA CCT GA CCGA CT 2
3′,扩增片段为426 bp。

以Β2act in 为内参,进行PCR 扩增。反应条件为

94℃预变性 5 m in; 94℃变性 45 s, 58℃退火 1 m in,

72℃延伸45 s,循环35次; 72℃再延伸10 m in。PCR

产物用112%琼脂糖凝胶电泳, EB 染色,凝胶成像。

114　免疫组化染色程序　按照即用型SABC 试剂

盒提供的石蜡切片免疫组化染色程序: 切片经常规

脱蜡至水, 3% H 2O 2 室温孵育 10 m in; 蒸馏水洗 2

m in×3 次,切片于 0101 m o löL 柠檬酸缓冲液中进
行抗原的热修复; PBS 洗 3 m in×3 次,正常兔血清

封闭液封闭 20 m in; 倾去血清,滴加H IF21Α一抗工
作液, 4℃过夜; PBS 洗 2 m in×3 次,滴加生物素化

二抗 IgG,室温孵育 30 m in; PBS洗 2 m in×3次,滴

加SABC 工作液,室温孵育30 m in; PBS洗5 m in×6

次, DAB 染色,水洗,苏木素轻度复染, 脱水, 封片,

显微镜观察 (计数)、照相。

115　血糖、乳酸和乳酸脱氢酶的测定　血糖采用

GOD 2PA P 法利用日立 7020 型自动生化分析仪测

定;乳酸和乳酸脱氢酶 (LDH )分别利用NBT 法和2,

42二硝基苯肼法,利用721分光光度计测定。

116　肝脏、肺脏、血液中总抗氧化能力、丙二醛、VC

的测定　总抗氧化能力 (T 2AOC)、丙二醛 (M DA )

和V C 分别采用络合物比色法、硫代巴比妥酸 (TBA )

法和啡罗啉比色法,利用721分光光度计测定。

117　心脏指数的测定　将心房、脂肪、血管及血凝

块去除后,从室中膈分离出右心室及左心室和膈,分

别称重后,按心脏指数= 右心室重ö(左心室重+ 膈

重)计算。从心脏指数可以间接推断肉鸡是否患有

A S [ 7 ]。

118　统计分析　结果用平均数±标准误 (x±sx )表

示,用SPSS 1100统计软件进行单因素方差分析,用

D uncan 法进行多重比较。

2　结果

211　饲粮添加VC 对肉鸡AS的预防效果　从表1来

看,在A S 肉鸡饲粮中添加 100、1 000 m gökg V C 可

以显著降低肉鸡心脏指数 (P < 0105)和A S 发病率,

其中以1 000 m gökg V C 处理组效果最好。A S肉鸡

心脏指数和发病率均显著或极显著高于正常对照组

肉鸡。
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表 1　饲粮添加V C 对肉鸡A S的预防效果

项　　目 处理1 处理2 处理3 处理4 处理5 处理6

心脏指数 0. 22±0. 06a 0. 31±0. 02c 0. 28±0. 03b 0. 30±0. 02c 0. 27±0. 01b 0. 29±0. 02bc

A S发病率ö% 10. 83±5. 83a 65. 56±8. 68b 62. 22±23. 20b 55. 00±16. 07b 46. 67±6. 67b 55. 67±2. 96b

　　注:同一行肩注相同字母表示差异不显著 (P > 0105) ,肩注相邻字母表示差异显著 (P < 0105) ,肩注相隔字母表示差异极显著 (P < 0101)。

下表同

212　VC 对AS肉鸡机体氧化和抗氧化能力的影响

　从表 2可看出, A S肉鸡肺脏V C 和M DA 含量、肝

脏和血液M DA 的水平 (P < 0105)均高于正常肉鸡,

而T 2AOC 低于正常肉鸡。表明在A S肉鸡饲粮中添

加V C ,具有提高组织血液T 2AOC 活性,降低M DA

水平的趋势, 饲粮添加 100、1 000和10 000 m gökg

V C 可显著降低A S肉鸡肝脏和血液M DA 的水平 (P

< 0105) ; 饲粮添加 100、500和10 000 m gökg V C 可

显著提高血液T 2AOC 活性 (P < 0105)。

表 2　V C 对A S肉鸡机体氧化和抗氧化能力的影响

项　　目 处理1 处理2 处理3 处理4 处理5 处理6

肺脏

　V Cö(m g·g- 1) 4. 25±0. 57a 5. 74±0. 63ac 6. 29±1. 33ac 7. 77±1. 23c 6. 36±0. 66ac 4. 62±0. 75ac

　T 2AOCö(U·m g- 1) 1. 25±0. 16 0. 80±0. 12 1. 10±0. 22 1. 10±0. 10 1. 16±0. 15 1. 01±0. 10

　M DA ö(mmo l·g- 1) 4. 66±0. 49 6. 00±0. 37 5. 01±0. 88 5. 96±0. 66 5. 50±0. 63 5. 02±0. 52

肝脏

　V Cö(m g·g- 1) 3. 56±0. 47 2. 78±0. 31 3. 55±0. 27 2. 94±0. 22 3. 07±0. 16 2. 93±0. 14

　T 2AOCö(U·m g- 1) 1. 40±0. 12 1. 11±0. 06 1. 40±0. 18 1. 22±0. 12 1. 26±0. 92 1. 25±0. 11

　M DA ö(mmo l·g- 1) 1. 97±0. 29a 3. 01±0. 31c 2. 20±0. 17a 2. 46±0. 19ac 2. 05±0. 24a 2. 00±0. 09a

血液

　T 2AOCö(U·mL - 1) 8. 02±0. 51abc 6. 99±0. 49a 8. 26±0. 61b 8. 61±0. 47b 7. 03±0. 34abc 8. 92±0. 33bc

　M DA ö(mmo l·L - 1) 4. 85±0. 31a 7. 27±0. 28c 5. 78±0. 34ab 5. 40±0. 31ab 5. 30±0. 43ab 5. 67±0. 45ab

213　VC 对AS肉鸡血糖、乳酸和LD H 的影响　从

表3可看出,正常肉鸡和T 3 诱导A S 肉鸡血液血糖

的浓度差异不显著,饲粮添加V C 对血液血糖浓度的

影响也不显著 (P > 0105)。T 3 诱导A S 肉鸡血液乳

酸浓度和LDH 活性极显著 (P < 0101)和显著 (P <

0105)高于正常肉鸡, A S肉鸡饲粮中添加V C 具有降

低血液乳酸浓度和LDH 活性的趋势, 其中对LDH

活性的影响达到显著 (P < 0105)或极显著 (P <

0101)的水平。

214　VC 对AS肉鸡肺脏H IF-1Αm RNA 和蛋白相对

表达量的影响　从表4和图1来看, T 3 诱导A S肉鸡

肺脏H IF21Αm RNA 相对表达量显著 (P < 0105)或

极显著 (P < 0101)高于正常肉鸡。在T 3 诱导条件下,

饲粮中添加V C 可显著 (P < 0105)或极显著 (P <

0101)降低A S 肉鸡H IF21Αm RNA 的相对表达量,

其中以1 000 m gökg V C 的效果最佳。从图2看H IF2
1Α蛋白的相对表达量也出现了类似的规律, 其中

1 000 m gökg V C 可极显著降低A S 肉鸡H IF21Α蛋
白的相对表达量 (P < 0101)。正常肉鸡肺脏几乎没

有H IF21Α蛋白表达的阳性细胞。

表 3　V C 对A S肉鸡血糖、乳酸和LDH 的影响

组别
血糖ö

(mmo l·L - 1)
乳酸ö

(mmo l·L - 1)
LDH ö

(U·L - 1)

处理1 11. 99±0. 31 5. 13±0. 38a 6 729. 22±122. 96a

处理2 12. 61±0. 38 6. 15±0. 26c 7 231. 34±93. 60b

处理3 12. 34±0. 34 5. 97±0. 17c 6 807. 99±125. 02a

处理4 12. 51±0. 41 5. 61±0. 15bc 6 706. 61±53. 33a

处理5 11. 77±0. 44 5. 83±0. 16c 6 358. 22±131. 93ac

处理6 12. 25±0. 31 5. 77±0. 26c 6 328. 73±201. 38ac

表 4　V C 对A S肉鸡肺脏H IF21ΑmRNA 和蛋白相对表达量的影响

项　　目 处理1 处理2 处理3 处理4 处理5 处理6

mRNA 0. 56±0. 05e 1. 58±0. 12a 1. 19±0. 10cb 1. 02±0. 13fcb 0. 78±0. 02ef 1. 27±0. 04b

蛋白ö% - 79. 37±6. 21a 74. 25±4. 89ab 62. 25±2. 82b 48. 88±5. 34c 56. 24±4. 61bc

　 　注: H IF21ΑmRNA 的相对表达量以H IF21Α光密度值öΒ2actin光密度值表示;蛋白的相对表达量以H IF21Α阳性细胞数占总细胞数的百分

比表示
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图 1　H IF21ΑmRNA 表达的凝胶电泳图

图 2　H IF21Α蛋白表达的免疫组化结果　1～ 61示处理1～ 6

3　讨论

　　本试验结果表明, T 3 诱导应激可增加肉鸡血

液、肝脏和肺脏M DA 的浓度及肺脏V C 的含量;降低

血液、肝脏和肺脏T 2AOC 的水平。有研究表明,在

A S 肉鸡体内有几个潜在的细胞位点可以产生这些

活性物质导致脂质过氧化增加和抗氧化能力丧失,

在A S肉鸡体内可观察到大量炎症反应发生[ 8 ]。而在

T 3 诱导的肉鸡饲粮中添加V C 后,肉鸡血液、肝脏和

肺脏中M DA 生成量下降,机体T 2AOC 和V C 水平上

升,说明肉鸡机体的抗氧化能力提高了。这是因为

V C 作为一种抗氧化剂,参与体内氧化还原反应,促

进了生物氧化过程。研究表明,V C 可以在V E 清除氧

自由基时将其还原而恢复V E。Chen 等[ 9 ]报道,在大

鼠体内V E 和V C 具有营养互作的作用,且饲粮V E 在

肝脏合成V C 时发挥一定的作用[ 10211 ]。

从本试验结果可以看出,肉鸡肺脏中V C 的含量

极显著高于肝脏以及T 3 诱导应激也显著提高肉鸡

肺脏V C 的含量,可能的原因是 T 3 诱导应激使肉鸡

机体炎症反应加剧,肺脏的病变发生在肝脏之前,且

比肝脏严重所导致。据报道,在新愈合的伤口附近,

V C 的含量也很高。此外,有试验表明,肺泡里层的细

胞外液中抗坏血酸的含量十分丰富。通过直接测定

大鼠肺泡液中总抗坏血酸的含量表明,肺泡液中抗

坏血酸的浓度 (613 mm o löL )显著高于正常大鼠血

清中的总抗坏血酸 (011 mm o löL ) [ 12 ]。

本试验观察到,添加不同剂量的V C 均可显著或

极显著降低肉鸡肺脏中H IF21Αm RNA 和蛋白的相

对表达量,但在检测鸡肺脏H IF21Α蛋白表达时由于
没有鸡自身的抗H IF21Α一抗,采用的是小鼠抗H IF2
1Α一抗,鸡与小鼠H IF21Α蛋白的同源性为 70% ,因

此有待于利用鸡自身的H IF21Α一抗进一步验证。V C

均可降低肉鸡H IF21Αm RNA 和蛋白的相对表达量

可能的原因: ①本试验结果表明, T 3 诱导条件下于

肉鸡饲粮中添加V C 有利于肉鸡对缺氧的适应。主要

表现在肉鸡血液LDH 活性和乳酸的水平降低,表明

机体有氧代谢与无氧代谢的比值高,机体缺氧的程

度相对较低,导致H IF21Αm RNA 和蛋白的表达量

也低。②从本试验结果可看出,肉鸡饲粮中添加V C

提高了机体抗氧化能力,即降低了肉鸡体内RO S 的

水平。程建[ 13 ]研究发现,在SMM C27721肝癌细胞培

养液中加入10 mm o l抗氧化剂NA C,可下调H IF21Α
m RNA 的表达,表明RO S 增加可提高H IF21Α表达
量。Goyal等[ 14 ]研究发现,在缺氧时NAD (P)H 氧化

酶1 (N ox1)m RNA 和蛋白水平增加,伴随RO S产量

提高,A 549细胞用含N ox1表达载体转染后RO S产
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量增加,并激活H IF21依赖性靶基因的表达。
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