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摘　 要： 本试验旨在研究肉鸡不同肠段中紧密连接蛋白基因表达的发育性变化。 选取 ６０ 只 １
日龄的罗斯 ３０８ 肉鸡进行饲养，分别于 １、３、７、１４ 和 ２８ 日龄采集 ６ 只肉鸡的十二指肠、空肠、回

肠、盲肠和结肠组织并用玻片刮取肠道黏膜，采用实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）技术测定各个

肠段中闭合蛋白（Ｃｌａｕｄｉｎ） ⁃１ 和 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２、闭锁蛋白（Ｏｃｃｌｕｄｉｎ）、闭合小环蛋白（ＺＯ） ⁃１ 和 ＺＯ⁃２
等紧密连接蛋白基因的相对表达量。 结果显示：１）１ 日龄时，Ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ 基因在十二指肠、空肠、
回肠和盲肠中的相对表达量均显著高于其他日龄（Ｐ＜０．０５），而 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 基因在各肠段中的相

对表达量与其他日龄相比均为最低；盲肠和结肠中 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 基因相对表达量均随日龄的增长

先升高后降低，７ 日龄时最高。 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 基因的相对表达量从十二指肠至结肠表现为逐渐降

低。 ２）１ 日龄时 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 基因在十二指肠、空肠、回肠和结肠中的相对表达量均显著低于其他

日龄（Ｐ＜０．０５），十二指肠、空肠和回肠中 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 基因的相对表达量随日龄的增长先升高后降

低，以 １４ 日龄时最高。 ３）１ 日龄时 ＺＯ⁃１ 基因在各个肠段中的相对表达量均显著低于其他日龄

（Ｐ＜０．０５）；而 ＺＯ⁃２ 基因在十二指肠和空肠中的相对表达量随日龄的增长无显著变化（Ｐ ＞
０．０５），在回肠中的相对表达量则随日龄的增长逐渐升高，１４ 日龄到达顶峰后下降。 ４）日龄、肠

段均对各紧密连接蛋白基因的相对表达量有极显著影响（Ｐ＜０．０１），且日龄和肠段对各紧密连接

蛋白基因相对表达量的影响具有极显著的交互作用（Ｐ＜０．０１）。 结果表明，Ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ 基因在各

肠段中的相对表达量在 １ 日龄时最高，Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 ＺＯ⁃１ 基因则相反，肉鸡肠道通透性

在 １ 日龄时最低，随后升高。 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 基因的相对表达量从十二指肠至结肠表现为逐渐降低，
肉鸡各日龄肠道前段（十二指肠、空肠和回肠）通透性高于肠道后段（盲肠和结肠）。 不同紧密

连接蛋白的发育性变化模式存在一定差异，且日龄和肠段对各紧密连接蛋白基因相对表达量的

影响具有极显著的交互作用。
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　 　 动物肠道既是消化和吸收营养物质的重要场

所，又是保持机体内环境稳定的先天性屏障。 家

禽肠道屏障包括机械屏障、化学屏障、微生物屏障

和免疫屏障，其完整性与肠道功能和机体健康密

切相关［１］ 。 其中，肠黏膜上皮细胞及其紧密连接

蛋白构成的机械屏障在肠道屏障中尤为重要［２］ 。

紧密连接蛋白具有多种功能，不仅能维持上皮屏

障功能，阻碍有毒大分子和微生物入侵，还能选择

性调节小分子物质和离子进入体内［３－４］ ；同时，紧
密连接蛋白还参与基因转录、细胞增殖和分化状

态的调节［５］ 。 有多种蛋白参与肠上皮细胞紧密连

接的形成，其中闭合蛋白 （ Ｃｌａｕｄｉｎ）、咬合蛋白
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（Ｏｃｃｌｕｄｉｎ）及闭合小环蛋白（ＺＯ）家族蛋白是最为

重要的紧密连接蛋白，也是典型的紧密连接蛋白

家族成员［６－７］ ，其对维护上皮细胞两侧物质的差异

和保持细胞极性起着重要的作用。 Ｃｌａｕｄｉｎ 作为细

胞间紧密连接的主要功能蛋白，能够保证紧密连

接的渗透性［１］ 。 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 的功能涉及细胞间黏附、
移动和通透性，一旦其发生变异、减少或缺失可引

起肠上皮细胞间隙通透性增加［８］ ；ＺＯ⁃１ 与维持和

调节肠道上皮栅栏与屏障功能有关，参与细胞物

质转运与维持上皮极性等重要过程［９］ 。 研究发现

家禽肠道的紧密连接蛋白表达受到营养素、益生

菌、微生物结构以及生长发育阶段的影响［１，１０－１２］ 。
尽管紧密连接蛋白对于肉鸡的生长发育异常重

要，但是对于 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃１、Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ⁃１
和 ＺＯ⁃２ 等紧密连接蛋白基因在肉鸡各肠段中表

达的发育性变化尚未见报道。 本试验旨在对肉鸡

不同肠段中紧密连接蛋白基因表达的发育性变化

进行研究，以阐明禽类肠道紧密连接蛋白发育表

达情况，为禽类肠道紧密连接蛋白表达的调控作

用研究提供参考。

１　 材料与方法
１．１　 试验动物

　 　 ６０ 只 １ 日龄的罗斯（Ｒｏｓｓ） ３０８ 肉鸡，购自江

苏镇江腾达孵化厂。
１．２　 试验设计与饲养管理

　 　 将 ６０ 只雏鸡随机分为 ６ 笼，每笼 １０ 只。 饲养

于浙江省农业科学院动物实验房中，试验期间自

由饮水和采食，未使用任何抗生素和商业疫苗。
在试验过程中，用白炽灯和空调控制实验房温度。
１．３　 样品采集

　 　 分别于 １、３、７、１４ 和 ２８ 日龄采集 ６ 只（每笼

１ 只）肉鸡的十二指肠、空肠、回肠、盲肠和结肠组

织，用玻片刮取肠道黏膜分装于冻存管中，液氮速

冻后于－８０ ℃保存。
１．４　 总 ＲＮＡ 提取和实时荧光定量（ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）
分析

１．４．１　 总 ＲＮＡ 提取和 ｃＤＮＡ 合成

　 　 按 ＴＲＩｚｏｌ Ｐｌｕｓ ＲＮＡ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ（ Ｉｎｖｉｔｒｏ⁃
ｇｅｎ 公司）说明书提取组织中总 ＲＮＡ，紫外分光光

度计和电泳测定其含量、纯度及质量，采用 Ｓｕｐｅｒ⁃
ＳｃｒｉｐｔＴＭⅢ Ｆｉｒｓｔ⁃Ｓｔｒａｎｄ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ（ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）将 ＲＮＡ 反转录合成 ｃＤＮＡ
第 １ 链。
１．４．２　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 分析

　 　 采用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ６．０ 和 Ｂｅａｃｏｎ ｄｅｓｉｇｎｅｒ ７．８
软件进行 ＰＣＲ 引物设计，引物均由生工生物工程

（上海）股份有限公司合成，引物序列见表 １。

表 １　 ＰＣＲ 引物序列与参数

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ＰＣＲ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅｓ

ＧｅｎＢａｎｋ 登录号
ＧｅｎＢａｎｋ

ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ．

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

（５′—３′）

扩增长度
Ｐｒｏｄｕｃｔ

ｌｅｎｇｔｈ ／ ｂｐ

退火温度
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／ ℃

咬合蛋白
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ＮＭ＿２０５１２８．１ Ｆ：ＣＧＣＡＧＡＴＧＴＣＣＡＧＣＧＧＴＴＡＣＴ

Ｒ：ＣＡＧＡＧＣＡＧＧＡＴＧＡＣＧＡＴＧＡＧＧＡＡ １６０ ６０

闭合小环蛋白－１
ＺＯ⁃１ ＸＭ＿０１５２７８９７５．１ Ｆ：ＣＣＡＣＴＧＣＣＴＡＣＡＣＣＡＣＣＡＴＣＴＣ

Ｒ：ＣＧＴＧＴＣＡＣＴＧＧＧＧＴＣＣＴＴＣＡＴ １３８ ６０

闭合小环蛋白－２
ＺＯ⁃２ ＸＭ＿０１５２８０２４２．１ Ｆ：ＣＣＣＡＧＴＧＧＴＴＴＣＣＣＡＴＴＧＴＡＧＴＣ

Ｒ：ＧＡＡＣＡＣＡＧＣＣＴＴＴＧＴＣＴＣＡＴＣＧＴ ７９ ６０

闭合蛋白－１
Ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ ＮＭ＿００１０１３６１１．２ Ｆ：ＧＣＡＴＧＧＡＧＧＡＴＧＡＣＣＡＧＧＴＧＡ

Ｒ：ＧＡＧＣＣＡＣＴＣＴＧＴＴＧＣＣＡＴＡＣＣＡＴ １１７ ６０

闭合蛋白－２
Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ ＮＭ＿００１２７７６２２．１ Ｆ：ＣＣＴＡＣＡＴＴＧＧＴＴＣＡＡＧＣＡＴＣＧＴＧＡ

Ｒ：ＧＡＴＧＴＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＧＴＴＧＡ １３１ ６０

甘油醛－３－磷酸脱氢酶
ＧＡＰＤＨ ＮＭ＿２０４３０５．１ Ｆ：ＣＡＧＡＡＣＡＴＣＡＴＣＣＣＡＧＣＧＴＣＣＡ

Ｒ：ＡＣＧＧＣＡＧＧＴＣＡＧＧＴＣＡＡＣＡＡ １３５ ６０

４６９４



１０ 期 温雪婷等：肉鸡肠道紧密连接蛋白基因表达的发育性变化

　 　 以甘油醛－３－磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）基因为内

参基因进行 ＰＣＲ 测定，采用 Ｐｏｗｅｒ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ
ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公 司 ） 和

ＣＦＸ３８４ 多重 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ） 进行

ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测，ＰＣＲ 反应体系具体组成如下：无菌

蒸馏水（ＳＤＷ）８．０ μＬ，Ｐｏｗｅｒ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ １０．０ μＬ，上游引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ０．５ μＬ，Ｒｅ⁃
ｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ０．５ μＬ，ｃＤＮＡ １．０ μＬ。
反应条件为 ９５ ℃预变性 １ ｍｉｎ；４０ 个循环（９５ ℃
变性 １５ ｓ，６０ ℃退火 ２５ ｓ，收集荧光）。 采用 ２－ΔΔＣｔ

法计算各个紧密连接蛋白基因的相对表达量。 每

个样品重复测定 ３ 次。
１．５　 数据统计分析

　 　 采用 ＳＰＳＳ １７．０ 统计软件进行单因素方差分

析和双因素方差分析，以 Ｐ＜０．０５ 为差异显著，Ｐ＜

０．０１ 为差异极显著。

２　 结果与分析
２．１　 不同肠段 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ 基因表达的发育性变化

　 　 将 １ 日龄十二指肠中 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ 基因的相对表

达量设定为 １ 作图 １。 由图 １ 可知，１ 日龄 Ｃｌａｕ⁃
ｄｉｎ⁃１ 基因在十二指肠、空肠、回肠和盲肠中的相对

表达量均显著高于其他日龄（Ｐ＜０． ０５）。 １ 日龄

后，十二指肠和结肠中 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ 基因的相对表达

量先升高后降低，在 ７ 日龄最高，显著高于 ３、１４、
２８ 日龄（Ｐ＜０．０５），随后趋于稳定。 １ 日龄后，空肠

中 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ 基因的相对表达量在 １４ 日龄时最低，
显著低于其他日龄（Ｐ＜０．０５），盲肠则相反。 回肠

中 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ 基因的相对表达量在除 １ 日龄外的各

个日龄均差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

　 　 Ｄ１：１ 日龄；Ｄ３：３ 日龄；Ｄ７：７ 日龄；Ｄ１４：１４ 日龄；Ｄ２８：２８ 日龄。 数据柱形标注不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。
下图同。
　 　 Ｄ１： １ ｄａｙ ｏｆ ａｇｅ； Ｄ３： ３ ｄａｙｓ ｏｆ ａｇｅ； Ｄ７： ７ ｄａｙｓ ｏｆ ａｇｅ； Ｄ１４： １４ ｄａｙｓ ｏｆ ａｇｅ； Ｄ２８： ２８ ｄａｙｓ ｏｆ ａｇｅ． Ｖａｌｕｅ ｃｏｌｕｍｎｓ ｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０５） ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ．

图 １　 不同肠段 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ 基因表达的发育性变化

Ｆｉｇ．１　 Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ Ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｓｅｇｍｅｎｔｓ

２．２　 不同肠段 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 基因表达的发育性变化

　 　 图 ２ 为不同日龄肉鸡各肠段中 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 基因

的相对表达量。 各肠段中 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 基因的相对表

达量均以 １ 日龄最低，其中十二指肠、空肠和回肠

中的相对表达量显著低于其他日龄（Ｐ＜０．０５）。 盲

肠和结肠中 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 基因的相对表达量均随日龄

的增长先升高后降低，以 ７ 日龄时最高，显著高于其

他日龄（１４ 日龄时盲肠除外）（Ｐ＜０．０５）。 各日龄肠道

前段（十二指肠和空肠）中 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 基因的相对表

达量均高于肠道后段（回肠、盲肠和结肠）。
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图 ２　 不同肠段 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 基因表达的发育性变化

Ｆｉｇ．２　 Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｓｅｇｍｅｎｔｓ

２．３　 不同肠段 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 基因表达的发育性变化

　 　 图 ４ 为不同日龄肉鸡各肠段 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 基因的

相对表达量。 １ 日龄时十二指肠、空肠、回肠和结

肠中 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 基因的相对表达量均显著低于其他

日龄（Ｐ＜０．０５）。 十二指肠、空肠和回肠中 Ｏｃｃｌｕ⁃
ｄｉｎ 基因的相对表达量在 １４ 日龄前均随日龄的增

长逐渐升高，空肠和回肠中在 １４ 日龄到达高峰，
２８ 日龄下降。 然而盲肠中 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 基因的相对表

达量在 １４ 日龄时最低。 结肠中 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 基因的

相对表达量随日龄的增长先升高后下降，７ 日龄显

著高于其他日龄（Ｐ＜０．０５）。

图 ３　 不同肠段 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 基因表达的发育性变化

Ｆｉｇ．３　 Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｓｅｇｍｅｎｔｓ
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２．４　 不同肠段 ＺＯ⁃１ 基因表达的发育性变化

　 　 图 ４ 为不同日龄肉鸡各肠段 ＺＯ⁃１ 基因的相

对表达量。 １ 日龄时各肠段中 ＺＯ⁃１ 基因的相对表

达量均显著低于其他日龄（Ｐ＜０．０５）。 十二指肠中

ＺＯ ⁃１基因的相对表达量随日龄的增长逐渐增加，

空肠和结肠中 ＺＯ⁃１ 基因的相对表达量除 １ 日龄

外的其余日龄间均差异不显著（Ｐ＞０．０５），空肠和

回肠中 ＺＯ⁃１ 基因的相对表达量随日龄的增长变

化趋势相似。

图 ４　 不同肠段 ＺＯ⁃１ 基因的发育性变化

Ｆｉｇ．４　 Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＺＯ⁃１ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｓｅｇｍｅｎｔｓ

２．５　 不同肠段 ＺＯ⁃２ 基因表达的发育性变化

　 　 图 ５ 为不同日龄肉鸡各肠段 ＺＯ⁃２ 基因的相

对表达量。 十二指肠和空肠中 ＺＯ⁃２ 基因的相对

表达量随日龄的增长无显著变化（Ｐ＞０．０５），回肠

中 ＺＯ⁃２ 基因的相对表达量随日龄的增长逐渐升

高，１４ 日龄到达顶峰，２８ 日龄下降。 盲肠中 ＺＯ⁃２
基因的相对表达量在 １４ 日龄时最低，显著低于 ３、
７、８ 日龄（Ｐ＜０．０５）。 结肠中 ＺＯ⁃２ 基因的相对表

达量以 ７ 日龄最高，显著高于 １、３、１４ 日龄 （ Ｐ ＜
０．０５）。
２．６　 双因素方差分析

　 　 将各紧密连接蛋白基因的相对表达量设为因

变量，将日龄与肠段设为固定因子，对日龄和肠段

分别进行主效应分析，且对日龄和肠段进行交互

作用分析，结果如表 ２ 所示。 通过双因子方差分

析可知日龄和肠段对各紧密连接蛋白基因的相对

表达量均有极显著影响（Ｐ＜０．０１），且日龄和肠段

对各紧密连接蛋白基因相对表达量的影响具有极

显著的交互作用（Ｐ＜０．０１）。

３　 讨　 论
　 　 肠道细胞间紧密连接是构成肠道屏障功能的

重要结构基础，在调节肠道通透性和维持上皮细

胞屏障中发挥着重要作用。 肉鸡养殖中许多疾病

的产生发展均与肠黏膜屏障功能有关［１］ 。 作为上

皮细胞间连接的一种主要形式，紧密连接是由一

系列跨膜蛋白和外周蛋白相互作用而形成的一个

复杂的蛋白质体系，由多个不同的膜相关蛋白组

成，包括 Ｃｌａｕｄｉｎ、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 ＺＯ 家族，目前认为起

主要作用的是前两者，尤以 Ｃｌａｕｄｉｎ 的功能最为重

要，它是构成紧密连接的主要骨架蛋白［１３－１４］ 。
Ｍｅｒｇａ 等［１５］研究发现紧密连接蛋白对维护上皮细

胞两侧物质的差异和保持细胞极性起着重要的作

用，并能被多种方式所调控。 Ｄｅ Ｍｅｄｉｎａ 等［１６］ 研

究发现紧密连接蛋白常被视作观察肠道紧密连接

屏障功能和通透性功能的指标。 Ｒｏｓｅｎｔｈａｌ 等［１７］

研究发现 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 在肠上皮细胞表面形成阳离子

选择通道和水通道，从而增加细胞旁通透性。

７６９４



　
动　 物　 营　 养　 学　 报 ３２ 卷

Ｃｈａｎｇ 等［１８］研究发现沙门氏菌感染使空肠中 Ｏｃ⁃
ｃｌｕｄｉｎ 和 ＺＯ⁃１ 基因表达下调，回肠中 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和

Ｃｌａｕｄｉｎ 基因表达下调。 本试验结果表明，Ｃｌａｕｄｉｎ⁃
２ 基因的相对表达量从十二指肠至结肠表现为逐

渐降低，且十二指肠和空肠显著高于回肠、盲肠和

结 肠，表明肉鸡肠道前段（十二指肠、空肠和回肠）

通透性高于肠道后段（盲肠和结肠），Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 基

因可能为不同肠段发育性变化的关键基因。 Ｏｃ⁃
ｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ⁃１ 和 ＺＯ⁃２ 基因在盲肠中的相对表达量

均最低，这可能与不同肠段的形态、生理功能和菌

群结构等不同相关。

图 ５　 不同肠段 ＺＯ⁃２ 基因表达的发育性变化

Ｆｉｇ．５　 Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＺＯ⁃２ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｓｅｇｍｅｎｔｓ

表 ２　 日龄与肠段对各紧密连接蛋白基因相对表达量影响的双因素分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｗｏ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ ｆｏｒ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｇｅ ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｓｅｇｍｅｎｔ ｏｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅｓ

项目
Ｉｔｅｍｓ

闭合蛋白－１
Ｃｌａｕｄｉｎ⁃１

Ｆ 值
Ｆ⁃ｖａｌｕｅ

Ｐ 值
Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

闭合蛋白－２
Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２

Ｆ 值
Ｆ⁃ｖａｌｕｅ

Ｐ 值
Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

闭锁蛋白
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ

Ｆ 值
Ｆ⁃ｖａｌｕｅ

Ｐ 值
Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

闭合小环蛋白－１
ＺＯ⁃１

Ｆ 值
Ｆ⁃ｖａｌｕｅ

Ｐ 值
Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

闭合小环蛋白－２
ＺＯ⁃２

Ｆ 值
Ｆ⁃ｖａｌｕｅ

Ｐ 值
Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

日龄 Ａｇｅ ２５．５４ ＜０．０１ ３６．５７ ＜０．０１ ５．６４ ＜０．０１ ４．８３ ＜０．０１ １．５７ ＜０．０１
肠段
Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｓｅｇｍｅｎｔ ２２２．１８ ＜０．０１ ２．８２ ＜０．０１ ５．４０ ＜０．０１ １８．９３ ＜０．０１ ０．５４ ＜０．０１

日龄×肠段
Ａｇｅ×ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
ｓｅｇｍｅｎｔ

９．５２ ＜０．０１ ０．７８ ＜０．０１ １．７９ ＜０．０１ １．５４ ＜０．０１ ０．４１ ＜０．０１

　 　 有证据表明 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ 的下调通过激活核转录

因子－κＢ（ＮＦ⁃κＢ）增加肠道通透性，并导致肠易激

综合征患者腹泻［１９］ 。 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 增加了细胞旁通

透性，在炎症性肠病（ ＩＢＤ）组和结肠炎相关性大肠

癌（ ＣＡＣ） 组 中 均 呈 整 体 上 调， 与 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ 相

反［２０］ 。 本研究发现，１ 日龄时 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ 基因在十

二指肠、空肠、回肠和盲肠中的相对表达量均显著

高于其他日龄；而 １ 日龄时 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 基因在各肠

段中的相对表达量均最低，随着日龄的增长而升

高，在 ７ 日龄时达到最高，Ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ 与 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２

８６９４



１０ 期 温雪婷等：肉鸡肠道紧密连接蛋白基因表达的发育性变化

基因表达情况相反，１ 日龄肉鸡各肠段肠道通透性

较其他日龄低，可能与肉鸡刚出壳，卵黄未吸收完

全，营养物质主要不是从肠道吸收，肠道菌群还未

竞争定植等有关。 Ｒｏｂｅｒｔｓ 等［２１］ 研究发现，肉鸡空

肠中 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 基因的表达量随着日龄的增长而线

性增加，直至出壳后 １４ ｄ。 本研究结果显示，１ 日

龄时十二指肠、空肠、回肠和结肠中 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 基因

的相对表达量均低于其他日龄。 小肠段（十二指

肠、空肠和回肠）Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 基因相对表达量随日龄

的增长逐渐升高，１４ 日龄时到达高峰。 结肠中

Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 基因的相对表达量先升高后下降，７ 日龄

极显著高于其他日龄。 与之前研究结果相符，且
进一步了阐明肉鸡各肠段 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 基因表达的发

育性变化。 Ｚｈａｏ 等［２２］ 研究发现酪酸梭菌能提高

肠和肠上皮细胞中 ＺＯ⁃１ 基因的表达，减轻细菌诱

导的肠损伤。 还有研究表明高脂饮食会导致紧密

连接蛋白 ＺＯ⁃１ 表达的下调而显著降低肠道通透

性［２３］ 。 本研究结果显示，各个肠段 １ 日龄时 ＺＯ⁃１
基因的相对表达量均显著低于其他日龄，且随着

日龄的增长呈升高趋势，也表明了肉鸡 １ 日龄时

肠道通透性最低；而 ＺＯ⁃２ 基因在十二指肠与空肠

中的相对表达量随日龄的增长变化不显著，可能

是因为 ＺＯ⁃２ 主要调控细胞增殖、细胞大小和凋

亡［５］ ，对肠道通透性调控作用有限，是生物进化的

结果。
　 　 由本研究结果可知，日龄和肠段对各紧密连

接蛋白基因的相对表达量均有极显著影响，且日

龄和肠段对各紧密连接蛋白基因相对表达量的影

响具有极显著的交互作用。 Ｇｏｎｇ 等［２４］ 研究发现

菌群的代谢产物短链脂肪酸含量也处于变化中，
短链脂肪酸含量对于紧密连接蛋白的表达具有调

控作用。 雏鸡肠道的紧密连接蛋白基因表达的变

化可能与肠道微生物的定植和代谢也存在一定的

关系。

４　 结　 论
　 　 ① Ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ 基因在各肠段中的相对表达量

在 １ 日龄时最高，Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 ＺＯ⁃１ 基因

则相反，肉鸡肠道通透性在 １ 日龄时最低，随后

升高。
　 　 ② Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 基因的相对表达量从十二指肠

至结肠表现为逐渐降低，肉鸡各日龄肠道前段（十
二指肠、空肠和回肠）通透性高于肠道后段（盲肠

和结肠）。
　 　 ③ 不同紧密连接蛋白的发育性变化模式存在

一定差异，日龄和肠段对各紧密连接蛋白基因相

对表达量的影响具有极显著的交互作用。
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ｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｓｅｇｍｅｎｔｓ ｏｆ ｂｒｏｉｌｅｒｓ． Ｔｈｅ ｄｕｏｄｅｎａｌ， ｊｅｊｕｎａｌ， ｉｌｅａｌ， ｃｅｃａｌ ａｎｄ ｃｏｌｏｎｉｃ
ｔｉｓｓｕｅ ｓｅｇｍｅｎｔｓ ａｎｄ ｍｕｃｏｕｓ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ６ ｏｕｔ ｏｆ ６０ ｆｒｅｓｈ⁃ｈａｔｃｈｅｄ Ｒｏｓｓ ３０８ ｂｒｏｉｌｅｒｓ ａｔ １， ３，
７， １４ ａｎｄ ２８ ｄａｙｓ ｏｆ ａｇｅ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ
Ｃｌａｕｄｉｎ⁃１， Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２， Ｏｃｃｌｕｄｉｎ， ｚｏｎｕｌａ ｏｃｃｌｕｄｅｎ （ＺＯ） ⁃１ ａｎｄ ＺＯ⁃２ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｓｅｇｍｅｎｔ ｗｅｒｅ ｄｅ⁃
ｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ （ＲＴ⁃ｑＰＣＲ） ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ： １） ａｔ １ ｄａｙ ｏｆ
ａｇｅ， ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｄｕｏｄｅｎｕｍ， ｊｅｊｕｎｕｍ， ｉｌｅｕｍ ａｎｄ ｃｅｃｕｍ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉ⁃
ｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ａｔ ｏｔｈｅｒ ｄａｙｓ ｏｆ ａｇｅ （Ｐ＜０．０５） ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ ｇｅｎｅ
ｉｎ ａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｓｅｇｍｅｎｔ ｗａｓ ｔｈｅ ｌｏｗｅｓｔ （Ｐ＜０．０５） ． Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｃｕｍ ａｎｄ
ｃｏｌｏｎ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈ ａｇｅ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ａｎｄ ｒｅａｃｈｅｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｌｅｖｅｌ ａｔ ７ ｄａｙｓ ｏｆ ａｇｅ． Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ ｇｅｎｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｆｒｏｍ ｄｕｏｄｅｎｕｍ ｔｏ ｃｏｌｏｎ． ２） Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｇｅｎｅ
ｉｎ ｔｈｅ ｄｕｏｄｅｎｕｍ， ｊｅｊｕｎｕｍ， ｉｌｅｕｍ ａｎｄ ｃｏｌｏｎ ａｔ １ ｄａｙ ｏｆ ａｇｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ａｔ ｏｔｈｅｒ ｄａｙｓ ｏｆ
ａｇｅ （Ｐ＜０．０５）， ｗｈｉｌｅ ｉｔ ｉｎ ｔｈｅ ｄｕｏｄｅｎｕｍ， ｊｅｊｕｎｕｍ ａｎｄ ｉｌｅｕｍ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈ ａｇｅ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ， ａｎｄ ｒｅａｃｈｅｄ
ａ ｐｅａｋ ａｔ １４ ｄａｙｓ ｏｆ ａｇｅ． ３） Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＺＯ⁃１ ｇｅｎｅ ｉｎ ａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｓｅｇｍｅｎｔｓ ａｔ １ ｄａｙ ｏｆ
ａｇｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ａｔ ｏｔｈｅｒ ｄａｙｓ ｏｆ ａｇｅ （Ｐ＜０．０５） ． Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＺＯ⁃２ ｇｅｎｅ
ｉｎ ｔｈｅ ｄｕｏｄｅｎｕｍ ａｎｄ ｊｅｊｕｎｕｍ ｗａｓ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗｉｔｈ ａｇｅ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ （Ｐ＞０．０５）， ｗｈｉｌｅ ｉｔ ｉｎ ｔｈｅ ｉｌｅ⁃
ｕｍ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈ ａｇｅ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ， ｒｅａｃｈｅｄ ａ ｐｅａｋ ａｔ １４ ｄａｙｓ ｏｆ ａｇｅ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ． ４） Ｂｏｔｈ ａｇｅ ａｎｄ
ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｓｅｇｍｅｎｔ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅｓ （Ｐ＜
０．０５）， ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｇｅ ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｓｅｇｍｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃ⁃
ｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ （Ｐ＜０．０１） ． Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ， ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｃｌａｕｄｉｎ⁃１
ｇｅｎｅ ｉｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ａｔ １ ｄａｙ ｏｆ ａｇｅ， ｗｈｅｒｅａｓ Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２， Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ａｎｄ ＺＯ⁃１ ｇｅｎｅｓ ａｒｅ ｔｈｅ ｏｐｐｏｓｉｔｅ． Ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉ⁃
ｎａｌ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｂｒｏｉｌｅｒｓ ｉｓ ｔｈｅ ｌｏｗｅｓｔ ａｔ １ ｄａｙ ｏｆ ａｇｅ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ． Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ ｇｅｎｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｓ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｆｒｏｍ ｄｕｏｄｅｎｕｍ ｔｏ ｃｏｌｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ａｎｔｅｒｉｏｒ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ （ｄｕｏｄｅ⁃
ｎｕｍ， ｊｅｊｕｎｕｍ ａｎｄ ｉｌｅｕｍ） ｉｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ （ｃｅｃｕｍ ａｎｄ ｃｏｌｏｎ） ． Ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｐａｔ⁃
ｔｅｒｎｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｍ ｅａｃｈ ｏｔｈｅｒ， ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｇｅ ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉ⁃
ｎａｌ ｓｅｇｍｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅｓ ａｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ．［Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ａｎｉｍａｌ Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ， ２０２０， ３２（１０）：４９６３⁃４９７１］
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