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叶酸对初产母猪繁殖性能和宫内发育迟缓仔猪

肾脏功能基因表达的影响
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要!本试验旨在研究叶酸对初产母猪繁殖性能和宫内发育迟缓"
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#仔猪肾脏
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甲基转移酶
1#

"
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基因%
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和胰岛素样生长因子
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"

*,;&#

#基因表达的影响&选用
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头初产母猪!配种后将母

猪随机分为对照组"
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#=5>
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叶酸#和试验组"
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叶酸#!每组
#!

个重复!每个重复
#

头母猪!记录

母猪分娩
!'A

内的繁殖性能指标以及
!#

日龄断奶时的仔猪断奶重(采集母猪妊娠
("B

时血清!以及正常出生体

重"

/6C

#和
*+,-

新生仔猪血清和肾脏!用放射免疫分析法测定血清叶酸浓度(用荧光定量
D<-

"

-3&D<-

#方法

研究
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在肾脏中的表达差异&结果表明$母体添加
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叶酸极显著

提高初产母猪和新生仔猪血清叶酸含量"
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#!但对初产母猪繁殖性能无显著影响"
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组

./23&#

表达量显著低于
/6C

组"

2

#

"=")

#(

*+,-F<

组
4

)5

表达量极显著高于
/6C

组和
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组"
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表达量极显著低于
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表达量与
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组差异不显著"
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组
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表达量显著高于
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表达量显著低于
/6C

组"
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组和
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表达量组内差异都不显著"

2

$

"=")

#&以上结果揭示出$补充叶酸对初产母猪繁殖性能无显著影响!极显著提高初产母猪和新生仔猪血清叶酸含

量&通过母体补充叶酸可缓解
*+,-

对
./23&#

%

4
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和
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基因表达的影响&
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叶酸作为重要的
6

族维生素!可通过降低胚胎

死亡率来改善母猪繁殖性能)

#&!
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&宫内发育迟缓

"

*+,-

#是指哺乳动物胚胎或器官在妊娠期内的生

长发育受损!在猪上通常将初生重
#

#=#@

?

的个体

定义 为
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!而 正 常 个 体 体 重 "

/6C

#
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个体存活率%养分利用率%能量代

谢%胴体组成和长期健康均受显著影响)

5

*

&妊娠期

养分摄入对后天生产性能产生长期影响!说明基因

表达发生了相对稳定持久的改变)

'
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./0

甲基化

可通过对染色体的共价修饰改变基因表达!且哺乳

动物
./0

甲基化模式主要在子宫内形成)

)
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./0

甲基化酶
1#

"

./23&#

#对于维持正确的甲基化模

式和胚胎发育来说必不可少)

(

*

&前期研究结果表

明!

*+,-

显著影响肝脏%肾脏
./23&#

基因表达

量!且可通过改变
4

)5

基因启动子甲基化模式调控

其
>-/0

水平)

$

*

&抗凋亡蛋白
678&!

和促凋亡蛋

白
69:

在细胞凋亡过程中发挥着重要调节作用!其

>-/0

表达量在
*+,-

个体上发生显著改变)
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除此之外!

,ONP

等)
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*发现肾脏
678&!

基因表达量与

胰岛素样生长因子
1#

"
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#表达量显著相关&

叶酸通过调节一碳单位代谢可影响基因甲基化模式

和
>-/0

表达量)

#"

*

&表观遗传学研究显示$妊娠

期蛋白质摄入不足诱导的
*+,-

可显著改变后代

个体肝脏基因甲基化模式及
>-/0

水平(通过母

体补充叶酸可在一定程度上缓解上述效应!但具有

基因特异性)
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&以上研究结果表明$母体补充叶酸

可缓解胚胎妊娠期由于养分摄入不足对基因表达造

成的影响&因而本研究通过母体补充叶酸!考察其

对初产母猪繁殖性能和宫内发育迟缓仔猪肾脏基因

表达的影响!为通过营养途径缓解初产母猪妊娠期

营养不良对仔猪后天生长发育影响的基础研究提供

理论依据&
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期 刘静波等$叶酸对初产母猪繁殖性能和宫内发育迟缓仔猪肾脏功能基因表达的影响
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材料与方法
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试验动物及处理

试验选取体况基本一致的大约克初产母猪
!'

头&母猪第
5

个情期的+静立反射,开始后第
#!

小

时和第
!'

小时由同一操作熟练的技术人员实施人

工授精
!

次!精液来源一致&配种后母猪随机分到

!

组中!每组
#!

个重复!每个重复
#

头猪&试验从

母猪配种开始直到仔猪
!#

日龄断奶&

!"#

!

试验设计

试验采用单因子试验设计!将初产母猪分为
!

组!

妊娠期对照组饲喂基础饲粮"叶酸含量
#=5>

?

'

@

?

#!

试验 组 在 基 础 饲 粮 中 添 加 叶 酸 "叶 酸 含 量
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#!其中基础饲粮参照
/-<

"
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#母猪

营养需要配制!饲粮组成及营养水平见表
#

&进入

哺乳期母猪均采食同种饲粮&根据妊娠期母猪采食

日粮不同以及新生仔猪的体重差异!将仔猪分为

/KCF <

组%

/KC F ;

组%

*+,- F <

组 和

*+,-F;

组!所有新生仔猪均采食同种乳猪料&

表
!

!

饲粮组成及营养水平#风干基础$
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"

9LW&BW

Z
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项目
*VP>T

叶酸含量
;O8L797LB7OQVPQV

"
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#

#

#E5 5"E"

原料
*Q

?

WPBLPQVT

玉米
<OWQ $!E" $!E"

豆粕
GO

Z

NP9Q>P98

"

''[ <D

#

!!E" !!E"

鱼粉
;LTA>P98 !E" !E"

磷酸氢钙
<9\DJ

'

#E' #E'

石粉
]L>PTVOQP #E( #E(

食盐
/9<8 "E' "E'

氯化胆碱
<AO8LQP7A8OWLBP "E# "E#

维生素预混料
L̂V9>LQ

4

WP>L:

!

#

"E5 "E5

矿物质预混料
2LQPW98

4

WP>L:

5

#

"E! "E!

合计
3OV98 #""E" #""E"

营养水平
/UVWLPQV8PXP8T

消化能
.K

"

2_

'

@

?

#

#5E% #5E%

粗蛋白质
<D #$E! #$E!

赖氨酸
]

Z

T "EI "EI

磷
D "E$ "E$

钙
<9 #E! #E!

!!

#

#叶酸含量为计算值&

;O8L797LB7OQVPQVR9TPTVL>9VPBX98UPE

!

#维生素预混料为每千克饲粮提供
3APXLV9>LQ

4

WP>L:

4

WOXLBPTYO88ORLQ

?4

PW@

?

OYBLPV

$
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5
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(
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(
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5
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?

(硫胺素
VAL9>LQ!='>

?

(核黄素
WLNOY89XLQ%=%>

?

(
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(

5=!>

?

(

6̂

#!

"="!%>

?

(烟酸
QL&

97LQ5!>

?

(泛酸
4

9QVOVAPQL797LB!'>

?

(生物素
NLOVLQ"=)>

?

&

5

#每千克矿物质预混料中含有
DWOXLBPB

4

PW@

?

OY>LQPW98

4

WP>L:

$

;P

"

9TYPWWOUTTU8Y9VP

#

#(">

?

(

<U

"

9T7U

4

WL7TU8&

Y9VP

#

5">

?

(

aQ

"

9TSLQ7TU8Y9VP

#

#(">

?

(

2Q

"

9T>9Q

?

9QOUTTU8Y9VP

#

5">

?

(

GP

"

9TTOBLU>TP8PQLVP

#

"=)>

?

(

*

"

9T

4

OV9T&

TLU>LOBLBP

#
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?
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!

饲养管理

妊娠期母猪在限位栏内饲养!每日分别在
"%

$

""

和
#(

$

""

分
!

次饲喂!前期"配种
"

妊娠
%'B

#和后

期"妊娠
%)B

"

分娩#采食量分别为
!

和
5@

?

'

B

!全

期自由饮水&哺乳期母猪和新生仔猪自由采食&

!"%

!

测定指标及方法

#E'E#

!

母猪繁殖性能指标测定

分娩
!'A

内!分别记录各组母猪的窝产仔数%

窝产活仔数%死胎数并称量仔猪初生重(

!#

日龄断

奶时称量仔猪断奶重&

!"#
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样品收集及血清叶酸浓度测定

母猪妊娠
("B

时前腔静脉采血
#">]

!仔猪出

生后颈静脉采血
)>]

!取血清于
1!"b

保存待测!

血清叶酸含量采用放射免疫分析法"

W9BLOL>>UQO&

9TT9

Z

!

-*0

#测定!采用试剂盒"

2D6LO>PBL798T

!

,PW>9Q

Z

!

GL>U83-0<&G/6 ;O89VP -9BLO9TT9

Z

L̀V

#于
G/&(I)6

型智能放免
W

计量仪"上海核所日

环光电仪器有限公司#上进行&各组分别选取
%

头

/6C

"

#='

"

#=)@

?

#和
*+,-

"

"=%

"

"=I@

?

#仔猪!

麻醉后迅速取出肾脏于液氮中速冻并转移至

1%"b

保存待提取肾脏总
-/0

&

#E'E5

!

总
-/0

的提取和
7./0

的合成

按试剂盒"

3WLSO8-P9

?

PQV

!

*QXLVWO

?

PQ

#操作说

明提取
1%" b

保存的肾脏总
-/0

&用无
-/9TP

的
./9TP

酶处理!消除总
-/0

中痕量
./0

的污

染!用琼脂糖凝胶电泳检查
-/0

的完整性&用核

酸蛋白质检测仪"

6P7@>9Q.+&%""

!

<0

!

+G0

#于

约
!("Q>

波长处检测
-/0

的水平和纯度&采用

#"

#

]

反转录反应体系$

!

#

])cDWL>PG7WL

4

V

32

6UYYPW

!

"=)

#

]DWL>PG7WL

4

V

32

-3KQS

Z

>P2L:

!

"=)

#

] J8L

?

OB3 DWL>PW

"

)"

#

>O8

'

]

#!

"=)

#

]

-9QBO>AP:9>PW

4

WL>PWT

"

#""

#

>O8

'

]

#!

'

#

]

总

-/0

!

!=)

#

]-/9TP&YWPPBB\

!

J

&反转录反应参

数$

5$b

!

#)>LQ

(

%)b

!

)T

&反应结束后立即进行

D<-

反应或
1!"b

保存备用&

#='='

!

-P98VL>PD<-

反应

实时荧光定量
D<-

!

Gd6- ,WPPQD<- 2L:

"

39̀ 9-9

!

GAL

?

9

!

_9

4

9Q

#!采用
!)

#

]

的反应体系$

39̀ 9-9Gd6-DWP>L:K:39

e

32

"

!c

#!

#!=)

#

]

(上%

下游引物各"

#"

#

>O8

'

]

#

"=)

#

]

(

7./0

模板!

!

#

]

(

BB\

!

J

!

I=)

#

]

&用
Lf)32

荧光定量
D<-

仪"

6LO&-9B

!

<0

!

+G0

#分析扩增熔解情况&利用

/<6*

在线资源%

DWL>PW)

%

J8L

?

O(="

进行引物设计!

由
39̀ 9-9

公司合成!引物序列见表
!

&反应程序$

I)b

预变性
#>LQ

(

I)b

变性
)T

(

("b

退火
5"T

(

$!b

延伸!

5"T

(共
'"

个循环&熔解曲线用于确定

扩增产物的特异性!熔解曲线反应程序$

I)b

!

"T

(

)"b

!

5"T

(

I)b

!

"T

"温度变化速率为
"=)b

'

T

#&

用琼脂糖凝胶电泳检查产物大小(

./0

序列分析

测定产物同一性&每个样品重复
5

次&

\

!

0

为管

家基因!因
\

!

0

基因表达稳定!可用作内标对不同

样品相对转录水平进行定量分析&

表
#

!

各基因引物序列

39N8P!

!

DWL>PWTP

e

UPQ7PTUTPBYOWBLYYPWPQV

?

PQPT

目的基因

39W

?

PV

?

PQPT

引物序列

DWL>PWTP

e

UPQ7PT

"

)g&5g

#

产物大小

DWOBU7VTLSP

"

N

4

#

基因库编号

,PQ69Q@977PTTLOQQU>NPW

./0

甲基化酶
1#./23&#

;

$

0,,3,0,,0<03,<0,<333

-

$

00<33,33,3<<3<<,33,,

!#5 6;#I%%I)

4

)5

;

$

<0<3,,03,,<,0,30333<0<

-

$

<330,0<33<0,,3,,<3,,0

#)! 0;"I%"($

678&!

;

$

<3,,3,,33,0<333<3<3<<3

-

$

30,,,,333<<,<33<3,03

#!' /2!#'!%)

69:

;

$

,,3<,<,<3333<30<333,

-

$

<,03<3<,00,,00,3<<0,

### 0_("(5"#E#

胰岛素样生长因子
1#*,;&#

;

$

<3,0,,0,,<3,,0,03,30<3

-

$

<<3,00<3<<<3<30<33,3,33<

#5( .f#!##5!

\

!

0

;

$

3,,03,3<<33,,,<03,

-

$

0,03<<,,<,<30<<0,0

!!( 6D')I(55

!"&

!

数据处理与分析

目的基因
./23&#

%

4

)5

%

678&!

%

69:

%

*,;&#

相

对表达量用
!

1

%%

<V值方法计算)

#!

*

!血清叶酸浓度及

基因相对表达量用
GDGG#5E"

统计软件进行方差分

析和多重比较&结果以平均值
h

标准差表示&以

2

#

"=")

为显著标准!

2

#

"="#

为极显著标准&

#

!

结
!

果

#"!

!

补充叶酸对初产母猪繁殖性能的影响

由表
5

可知$添加
5"E">

?

'

@

?

叶酸使各组初产

母猪平均窝产仔数%平均窝产活仔数%仔猪平均出生

体重和
!#

日龄平均断奶体重分别增加
)E$#[

%

$=#'[

%

#='%[

和
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!但无显著影响"

2
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表
$

!

补充叶酸对初产母猪繁殖性能的影响
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平均出生体重
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同行数据肩注不同小写字母为差异显著"

2

#

"=")

#(不同大写字母为差异极显著"

2

#

"="#

#(含相同字母者或无字母表示

差异未达显著水平"

2

$
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#&下表同&

*QVAPT9>PWOR

!
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补充叶酸对初产母猪和新生仔猪血清叶酸

含量影响

由表
'

可知$添加
5"E">

?

'

@

?

叶酸使初产母

猪血清叶酸含量较对照组提高了
('=)%[

!差异达

到极显著水平"

2

#

"="#

#(添加
5"E">

?

'

@

?

叶酸使

新生仔猪的血清叶酸含量较对照组有极显著提高

"

2

#

"="#

#!组内
/6C

和
*+,-

仔猪血清叶酸含

量无显著差异"

2

$
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表
%
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叶酸补充对血清叶酸含量影响
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宫内发育迟缓
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同列数据中!正常个体体重和宫内发育迟缓仔猪之间未标有字母表示差异不显著"
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补充叶酸对新生仔猪相关基因表达的影响

由图
#

可知$

*+,-F<

组
./23&#

基因相对

表达量显著低于
/6CF<

组%

/6CF;

组"

2

#
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#!

*+,-F;
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/6CF;
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2

$
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#(
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组
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组

和
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组
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基因相对表达量极显著低于
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组和
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组
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基因相对表达量显著高于
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组
*,;&#

基因相对表达量显著低于
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图
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!
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补充叶酸对初产母猪繁殖性能和血清叶酸

含量的影响

本研究表明补充叶酸显著提高母体妊娠中期及

新生仔猪血清叶酸浓度!但对产仔数%产活仔数%仔

猪平均出生重及
!#

日龄平均断奶体重无显著影响&

妊娠期间母猪血清叶酸含量呈周期性变化!其中妊

娠
("B

时血清叶酸含量显著下降!而提高饲粮叶酸

水平可避免血清叶酸浓度在妊娠中期大幅下降)

#5

*

&

补充叶酸后仔猪血清叶酸含量显著增加!说明母体

叶酸可通过子宫胎盘有效转运至胚胎!以满足其生

长发育需要&研究表明妊娠母猪饲粮补充叶酸可提

高早期胚胎存活率)

!

*

&配种后补充叶酸直至母猪分

娩!可增加经产母猪产仔数!但该效应只在排卵率较

高"如孕马血清促性腺激素!

D2G,

处理#时差异显

著)

#

*

&以上结果说明!补充叶酸对排卵率较低的初

产母猪产仔数%产活仔数%仔猪平均出生重及
!#

日

龄平均断奶体重无显著影响&叶酸对母猪繁殖性能

的改善作用只在母猪排卵率较高时方有所体现&

$"#

!

叶酸补充对新生仔猪肾脏相关基因表达的

影响

基因组甲基化模式主要通过
./23&#

来建立

和维持)

#'

*

&

./23&#

在
./0

甲基化过程中发挥

着重要调节作用!敲除该基因会导致基因组甲基化

程度降低!致使印迹基因%单等位基因表达抑制!最

终导致胚胎死亡)

#)

*

&前期研究表明
*+,-

大鼠胚

胎和肾脏中
./23&#

基因表达量显著下调!且伴随

基因组甲基化模式降低并影响其他相关基因表达

量)

$

*

&叶酸作为一碳单位代谢的重要辅助因子!可

通过调控蛋氨酸循环影响基因组甲基化模式及

./23&#

基因
>-/0

水平)

#(

*

&除此之外!补充叶

酸可缓解母体蛋白质摄入不足诱导的
*+,-

后代

大鼠肝脏基因启动子甲基化模式和表达量的影

响)

##

*

&在本研究中!补充叶酸可有效避免
*+,-

仔

猪肾脏
./23&#

基因
>-/0

表达量的显著下调!

与上述研究结果一致&

4

)5

基因作为重要转录因子在细胞凋亡及肿瘤

形成方面的研究中备受关注)

#$

*

&前期研究表明!慢

性或急性应激均会上调肾脏
4

)5>-/0

表达量并

导致细胞凋亡)

#%

*

&大鼠上研究报道!

*+,-

导致肾

脏细胞凋亡增加!

4

)5

基因启动子甲基化程度降低

并上调其
>-/0

水平&本研究中!

*+,-

显著上

调
4

)5

基因在仔猪肾脏中的表达量)

$

*

&通过母体补

充叶酸可下调
*+,-

仔猪肾脏
4

)5>-/0

水平!

但对
/6C

仔猪无显著影响!说明叶酸对
4

)5

基因

的调节在应激条件下更加有效!当机体叶酸未处于

缺乏状态时!对
4

)5

基因的调节效应不显著&医学

上研究发现叶酸缺乏直接导致细胞中
4

)5

基因表达

量的上调并伴随肿瘤发生率增加&

678&!

和
69:

在细胞凋亡信号转导过程中发挥

重要作用!

69:

'

678&!

是决定细胞凋亡的关键因

素)

#I

*

&

678&!

作为抗凋亡蛋白!可减少线粒体释放

出的细胞色素
<

!缓解
69:

蛋白的促凋亡效应)

#I

*

&

678&!

和
69:

可通过激活
79T

4

9TP&5

"

79T

4

&5

#来影响

染色质凝聚和
./0

断裂!从而调控细胞凋亡)

!"

*

&

据前期研究报道!

*+,-

增加细胞凋亡的同时上调

69:

%下调
678&!

基因
>-/0

表达量!并增加
79T

4

&5

活性)

$

*

&也有报道显示转录因子
4

)5

可上调
69:

%

下调
678&!

基因表达量)

#%

*

&本研究发现
*+,-

上

调
69:

%下调
678&!

基因
>-/0

水平!与前期研究

结果一致&补充叶酸后可缓解
*+,-

对
678&!

基因

表达的负面调控!但对
69:

基因无显著影响&本研

究证实了
4

)5

对
678&!

基因表达的下调效应!但对

69:

基因表达的调控规律与前期报道存在一定差

异!可能是叶酸补充后对二者调控作用大小存在一

定差异造成的&

生长因子
*,;&#

的表达受多种影响!包括生长

阶段%疾病和营养等&禁食%限食和营养不良均会使

*,;&#

分泌量%基因表达量减少)

!#

*

&母猪上的研究

显示妊娠期能量摄入量与血清中
*,;&#

含量及组

织中
>-/0

水平呈显著正相关)

!!

*

&

*+,-

仔猪主

要是由妊娠期血液供给不充分所致)

5

*

!与正常体重

仔猪相比能量摄入显著减少&本研究发现
*+,-

显著下调仔猪肾脏
*,;&#

基因
>-/0

水平!补充

叶酸后无改善效应&不同动物模型上得到的相同结

果证实了
*,;&#

的表达很大程度上取决于能量摄

入量)

!5

*

&此外也有研究报道
678&!

基因表达与

*,;&#

表达显著相关)

I

*

!但该效应在本研究中并未

有所体现!说明
*,;&#

基因
>-/0

表达量主要受

能量水平和内分泌的影响&

%

!

结
!

论

$

补充叶酸对初产母猪产仔数%产活仔数%仔

猪出生重和
!#

日龄断奶重无显著影响&

%

*+,-

显著影响新生仔猪肾脏
./23&#

%

#%#
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4

)5

%

69:

%

678&!

和
*,;&#

基因
>-/0

相对表达量(

通过对母体补充叶酸可有效缓解
*+,-

对
./23&#

%

4

)5

和
678&!

基因
>-/0

水平的影响&
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