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转录的分子机制
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要!作者旨在通过脯氨酸羟化酶抑制剂"

RYVE

#和过氧化氢"
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#刺激肉鸡缺氧肺动脉平滑肌细胞

"

J42YH,

#探讨维生素
H

"

eH

#对其氧化还原状态与缺氧诱导因子
!%

%

"

5TQ!%

%

#(血管内皮生长因子"

e6EQ

#及其受

体
0

"

e6EQZ0

%

Q9P!%

#

7ZD4

转录调控的分子机制'在前期
J42YH,

培养和缺氧模型的基础上设计
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个小试验!

eH

和
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eH

和
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eH

和
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V

0

aRYVE

!每个试验
1

个处理!每个处理
.

个重复'结果表明$与常氧和缺

氧空白组相比!试验
%
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显著增加
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YR4
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显著上调缺氧肉鸡
J42YH,ELG!%
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7ZD4

转录"
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#&试验
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显著上

调
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YR4
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和
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三者同时添加极显著增加
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#'以上结果提示!

eH

能提升细胞外基质的抗氧化水平!其对缺氧基因表达的调控与细胞内脯氨酸羟化酶活性和氧化还原状态相关'
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肉鸡腹水综合征"
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#又称

肉鸡肺动脉高压综合征"

L
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#!是快大型肉鸡三大主要营养代谢

性疾病之一'缺氧会引起肉鸡肺动脉平滑肌细胞
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>

8KB<K$89,7##B;7?,@9<@<99,

!

J42YH,

#异

常增生!导致肉鸡肺动脉血管重构(肺动脉压升高(

右心室肥大(自由基损伤等病理变化*

%

+

!引发肉鸡

42

'众多研究证实!缺氧诱导因子
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#基因表达与肉鸡
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的发生发展密切相关*

0!*
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5TQ!%
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的表达与活性受细胞内氧化还原状态

和脯氨酸羟化酶活性的影响*
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+

'常氧条件下!
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可通过失活脯氨酸羟化酶来稳定
5TQ!%

%

蛋白活

性*
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+

'在人前列腺癌细胞中胰岛素通过诱导
5

0

V

0

的产生上调
5TQ!%

%

和血管内皮生长因子"
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<-"#B;<9$89

=

K#AB;N8@B#K

!

e6EQ

#的表达*

.

+

'在人

血管内皮细胞线粒体
2VR

也可调节
5TQ!%

%

的活

性*

3

+

'脯氨酸羟化酶是
5TQ!%

%

蛋白通过泛素化途

径 降 解 的 关 键 酶'
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#!一种脯氨酸羟化酶的抑制剂!可上调
5TQ!

%

%

蛋白的表达*
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'维生素
H

"

eH

#作为一种强抗氧

化剂和脯氨酸羟化酶的辅助因子!对人或鼠类肿瘤

细胞
5TQ!%

%

基因表达及其蛋白活性有着较强的调

控作用'本实验室前期试验也表明!适宜浓度的

eH

"

1&&

或
%&&&

'

7#9

/

S

_%

#能有效下调缺氧肉鸡

J42YH,

中
5TQ!%

%

及其下游靶基因
e6EQ

及血

管内皮生长因子受体
0

"

O8,@?98K<-"#B;<9$89

=

K#AB;

N8@B#KK<@<

L

B#K0

!

e6EQZ0

%

Q9P!%

#

7ZD4

的 转

录*

/

+
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本试验旨在进一步研究
eH

(

RYVE

和
5

0

V

0

对缺氧肉鸡
J42YH,

氧化水平和缺氧基因
ELG!

%

%

%

%I?G

%

%I?G>07ZD4

转录的影响!揭示
eH

降低
ELG!%

%

%

%I?G

%

%I?G>0

基因转录的分子机

制!为
eH

在肉鸡健康养殖中的合理应用提供科学

依据'

#

!

材料与方法

#A#

!

材料

%'%'%

!

主要试验仪器与试剂
!!

仪器$生物安全柜

"

I;<K7#%*&&2<K$<,

#(倒置显微镜"

D$P#-I2%&&

#(

二氧化碳培养箱"

I;<K7#*%%%

#(照相系统"

D$P#-

R2!Z$%

#(多功能酶标仪"

2

L

<@BK8Y8] Y0

#(

4UT

3/&&

型荧光定量
JHZ

仪'试剂$

RY6Y!Q%0

培养

基"

5

>

H9#-<

#(南美洲胎牛血清"

2$

=

78

#(胰蛋白酶

"

5

>

H9#-<

#(青链霉素"

5

>

H9#-<

#(

R!;8-P,

液"武汉

博士德#(

H#H9

0

/

.5

0

V

"

2$

=

78

#'

%'%'0

!

肉鸡肺动脉平滑肌细胞培养及缺氧模型的

建立
!!

*&

只
0%

日龄健康
44

肉公鸡!在实验室

前期研究基础上培养肉鸡
J42YH,

!且
H#H9

0

01&

'

7#9

/

S

_%处理
)(;

时
J42YH,

细胞增殖明显!缺

氧基因
ELGC%

$

%

%I?G

%

%I?G>0

的相对转录量较

空白组也显著升高'故以
H#H9

0

01&

'

7#9

/

S

_%

!

)(

;

为条件建立细胞缺氧模型'

#A!

!

试验设计

本试验包括
*

个小试验'处理时间均为
)(;

'

试验
%

!

eH

和
5

0

V

0

对肉鸡缺氧
J42YH,

氧

化还原状态及缺氧基因转录的影响'采用
0l0a%

因子设计'缺氧条件下!

0

个
eH

添加水平"

&

和

1&&

'

7#9

/

S

_%

#!

0

个
5

0

V

0

添加水平"

&

或
1&

'

7#9

/

S

_%

#

*

%&

+和常氧空白对照处理!共
1

个处理!

每个处理
.

个重复'

试验
0

!

eH

和
RYVE

对肉鸡缺氧
J42YH,

氧

化还原状态及缺氧基因转录的影响'采用
0l0a%

因子设计'缺氧条件下!

0

个
eH

添加水平"

&

和

1&&

'

7#9

/

S

_%

#!

0

个
RYVE

添加水平"

&

或
%

77#9

/

S

_%

#

*

1

+和常氧空白对照处理!共
1

个处理!

每个处理
.

个重复'

试 验
*

!

eH

%

5

0

V

0

%

RYVE

对 肉 鸡 缺 氧

)*&%
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1

期 曹
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林等$维生素
H

调控肉鸡缺氧肺动脉血管平滑肌细胞缺氧诱导因子
!%

%

7ZD4

转录的分子机制

J42YH,

氧化还原状态及缺氧基因转录的影响'

采用
0l0a%

因子设计'缺氧条件下!

0

个
eH

添

加水平"

&

和
1&&

'

7#9

/

S

_%

#!

0

个
5

0

V

0

a RYVE

添加水平"

&

或
1&

'

7#9

/

S

_%

5

0

V

0

a%77#9

/

S
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RYVE

#和常氧空白对照处理!共
1

个处理!每个处

理
.

个重复'

#A)

!

样品收集与检测

%'*'%

!

样品收集
!!

按照
IK$:#9

试剂说明书提取

细胞总
ZD4

!

_(&k

保存!用于缺氧基因相对转录

量检测'收集细胞培养液和细胞裂解液!分别测定

eH

(

2VR

和丙二醛"

YR4

#的含量'

%'*'0

!

细胞培养液与裂解液氧化和抗氧化指标的

检测
!!

细胞培养液与裂解液中
eH

(

2VR

和
YR4

的检测按照试剂盒说明书进行'抗坏血酸"

eH

#试

剂盒"南京建成!货号$

4&&/1&I

%

)(

样#(

2VR

试剂

盒"南京建成!货号$

4&&%!%

羟胺法#(

YR4

试剂盒

"南京建成!货号$

4&&*!%IU4

法#'

%'*'*

!

ZI!JHZ

检测
!!

利用
2FUZJK<7$]6]

B$

W

IYTT

试剂盒和
4UTJK$,73/&&,<

d

?<-@<"<B<@!

B$#-,

>

,B<7

进行
ZI!JHZ

检测'反应采用
%&

'

S

体系!冰上操作!反应体系包括$

1

'

S2FUZJK<7$]

6]B$

W

IYTT

!

&')

'

SQ#KA8K"JK$7<K

!

&')

'

SZ<!

O<K,<JK$7<K

!

&'0

'

SZVfZ<N<K<-@<

!

*

'

S"5

0

V

和
%

'

S@RD4

'反应条件$

/1k

预变性
*&,

!

)&

个

循环"

/1k1,

!

.&k*),

#!熔解曲线检测"

/1k

%1,

!

.&k.&,

!

/1k%1,

#'引物序列见表
%

'

表
#

!

引物序列

C->H+#

!

C0+,+

Q

J+4/+5;

K

.:7+.,

基因

E<-<

基因序列号

E<-U8-PD#'

引物

JK$7<K

序列

2<

d

?<-@<

产物长度%
M

L

QK8

=

7<-B
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统计分析

缺氧基因的相对转录量采用
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氧化还原状

态及缺氧基因转录的影响
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和
5

0

V

0

对肉鸡缺氧
J42YH,

氧化还

原状态的影响
!!

从图
%

可看出!肉鸡
J42YH,

培

养液和裂解液中
eH

含量常氧空白组最低!且与缺

氧空白组相比差异达到显著水平"
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#'缺氧

条件下!
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中
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#!但显著高于其他处理组"
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中
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含量与缺氧空白组相比有升高趋势!但显著

高于其他处理组 "

3

$

&'&1

#'

肉鸡
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培养液和裂解液中
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活性常

氧空白组最高!且培养液中
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活性与
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比差异显著"
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肉鸡
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培养液中
YR4

含量常氧空白

组显著高于缺氧条件下的各处理"
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条件下!
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#!其他缺氧组间差异不显著'此外!肉鸡
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培养液中
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组
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的比值显著
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D1IT6,

培养液和裂解液氧化还原状态的影响
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和
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V

0

对肉鸡缺氧
J42YH,

缺氧基

因转录的影响
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从图
0

可看出!肉鸡
J42YH,

缺

氧基因
ELG!%

%

%

%I?G

%

%I?G>07ZD4

的相对转

录量在常氧空白组显著低于缺氧试验组"
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#'缺氧条件下!

ELG!%
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的

相对转录量呈现出一致的变化趋势&
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组缺氧

基因的相对转录量最大!显著高于其他处理组"
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组最大!显著高于
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组"
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对肉鸡缺氧
D1IT6,

氧化还原

状态及缺氧基因转录的影响
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eH

和
RYVE

对肉鸡缺氧
J42YH,

氧化还

原状态的影响
!!

从图
*

可看出!肉鸡
J42YH,

培

养液和裂解液中
eH

含量常氧空白组最低!且与缺氧

组相比达到显著水平"
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#'缺氧条件下!培养

液中
eH

含量!

RYVE

组显著低于其他试验组"
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组显著高于其他处理组"
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组显著高于缺氧空白组"
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培养液和裂解液中
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活性常

氧空白组最高!其培养液中
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活性与
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组相

比达到显著水平"
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对肉鸡缺氧
D1IT6,

培养液和裂解液氧化还原状态的影响
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肉鸡
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培养液中
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含量常氧空白组

和
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组无差异!但显著高于其他试验组"
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RYVE

组
YR4

含量最低!与

缺氧空白组相比达到显著水平"
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J42YH,

培养液中
2VR
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YR4

的比值
RYVE

组最
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组外的所有试验组"
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组
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的比值与常氧空白组和缺氧空白

组相比有升高趋势!与
RYVEaeH

组相比达到显著

水平"

3

$

&̀&1

#'

0̀0̀0

!

eH

和
RYVE

对肉鸡缺氧
J42YH,

基因转

录的影响
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从图
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因
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培养液和裂解液中
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含量常氧空白组

最低!除
eHa5
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组外!培养液中
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高于除
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组外的其他缺氧组"

3

$

&̀&1

#!裂解液

中
eH

含量最高!但仅与
eH

组相比达到显著水平
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eH

组培养液中
eH

含量最高!与其他

缺氧组相比达到显著水平"
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培养液和裂解液氧化还原状态的影响
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J42YH,

培养液和裂解液中
2VR

活性常

氧空白组都处于最高水平!培养液中
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活性与

eHa5

0

V
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aRYVE

组相比达到显著水平"
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#!裂解液中
2VR

活性与缺氧组相比均达到显

著水平"
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肉鸡
J42YH,

培养液中
YR4

含量常氧空白

组最高!显著高于除
5

0

V

0

aRYVE

组外的其他缺

氧组"
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eH

组
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%

YR4

的比值最大!显

著高于其他处理组"
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对肉鸡缺氧
J42YH,

缺氧基因转录的影响
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从图
.

可看出!肉鸡

J42YH,

缺氧基因
ELG!%

%

%

%I?G

%

%I?G>07Z!

D4

的相对转录量于
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0

V

0

aRYVE

组最大!

极显著高于其他处理组"
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D4

的相对转录量
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组显著高于常氧
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组"
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鸡
42

的发病率'

eH

是一种广谱抗氧化物!在细胞

内外液中都有重要的抗氧化活性!能有效清除
V

_

0

(

5

0

V

0

(

V5

_

(

SVV

_等!减轻氧化剂对
ZD4

转录(

RD4

(蛋白质或膜结构的损伤'但当有过渡金属

"如铁和铜#存在时
eH

也可能起还原剂作用*

%0

+

'

2VR

是清除体内自由基的重要抗氧化酶!而
YR4

是脂质过氧化反应链式终止阶段产生的小分子产

物!其含量可间接反映自由基的产生情况*

%*

+

'

2VR

%

YR4

比值能够反映自由基引起的脂质过氧

化和清除速率!便于深入了解自由基的代谢情况'

本试验在
H#H9

0

诱导肉鸡
J42YH,

建立细胞

缺氧模型的基础上进行'结果发现!常氧条件下缺

氧基因
ELG!%

%

%

%I?G

%

%I?G>0

的转录量都很

低!而缺氧能显著上调其转录!这与
R̀2;A<$P$

等

的研究结果*

%)

+一致'缺氧会引起机体自由基代谢

异常*

%1

+

!

5

0

V

0

的添加加剧细胞氧化与抗氧化失衡!

加强氧化应激!上调
5TQ!%

%

和
e6EQ7ZD4

的表

达*

%.!%3

+

'有研究证实
5

0

V

0

与
ELG!%

%

和
%I?G

7ZD4

的显著转录息息相关*

%(

+

'饲粮中添加
%&&&

7

=

/

P

=

_%

eH

能增强肉鸡血清抗氧化水平!显著下

调
42

肉鸡肺
ELG!%

%

%

%I?G

%

%I?G>07ZD4

的

转录*

0!*

+

'本试验同样发现
eH

能显著提升培养液

中
2VR

%

YR4

的比值!增强肉鸡
J42YH,

抗氧化

能力!显著下调
ELG!%

%

%

%I?G

%

%I?G>07ZD4

的转录'

脯氨酸羟化酶是
5TQ!%

%

通过泛素蛋白途径降

解的限速酶*

%/

+

'

RYVE

通过抑制脯氨酸羟化酶活

性来抑制
5TQ!%

%

羟化!减少
5TQ!%

%

蛋白降解!稳

定
5TQ!%

%

蛋白活性!上调
5TQ!%

信号通路'试验

发现
RYVE

的添加显著下调
ELG!%

%

7ZD4

的转

录!原因在于
RYVE

阻断了
5TQ!%

%

通过泛素化蛋

白途径的降解!使其在细胞内大量积累*

1

+

!反馈性地

下调
ELG!%

%

7ZD4

的转录'脯氨酸羟化酶的抑

制剂有两类$铁螯合剂!如去铁敏和环吡酮胺!或铁

竞争剂!如二氯化钴"

H#H9

0

#&酮戊二酸类似物!如

RYVE

*

0&!0%

+和
QE!))(3

等'本试验用于化学诱导

缺氧的
H#H9

0

已竞争性地抑制了脯氨酸羟化酶的活

性!再加入
RYVE

进一步抑制脯氨酸羟化酶对

5TQ!%

%

的羟化作用!使
5TQ!%

%

蛋白保持稳定!并

与
5TQ!%

$

结合形成
5TQ!%

*

00

+

'

RYVE

使
5TQ!%

%

蛋白在细胞内的大量积累!显著提升其靶基因

%I?G 7ZD4

的 相 对 转 录 量*

0*

+

!且
e6EQ

和

e6EQZ0

的表达受多种上游转录因子!如
5TQ!%

%

(

癌基因
Z8,

和细胞因子等的共同调控*

0)

+

'在
H#H9

0

诱导肉鸡
J42YH,

缺氧的基础上!

eHaRYVE

以

及
eHa5

0

V

0

aRYVE

作用时!

eH

不仅没有下调

缺氧基因的转录!反而促使其相对转录量显著升高!

甚至是常氧组的上万倍'可能由于
eH

在不同生理

状态下其作用效果存在差异'本试验条件下
eH

可

能增加了肉鸡缺氧
J42YH,

对
RYVE

和
5

0

V

0

a

RYVE

的敏感性!这与马爱国等研究发现
&̀1

77#9

/

S

_%

eH

可能增加细胞
RD4

对
5

0

V

0

及其

他有害物质损害的敏感性的结果*

01

+一致'

%

!

结
!

论

eH

可以有效地缓解肉鸡缺氧
J42YH,

因

5

0

V

0

氧化刺激引起的缺氧基因的转录!但还能增

强其对
RYVE

和
5

0

V

0

aRYVE

的敏感性!上调缺

氧基因的转录'
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