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妊娠母羊饲粮添加叶酸对不同出生类型新生羔羊
脐带血管生成相关基因表达的影响
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摘　 要： 试验旨在研究妊娠母羊饲粮添加叶酸对不同出生类型新生羔羊脐带血管生成相关基

因表达的影响。 选用体重相近、年龄一致的经产湖羊母羊 １２０ 只，人工授精后随机分为 ３ 组，分

别单栏饲喂补充 ０、１６ 和 ３２ ｍｇ ／ ｋｇ ＤＭ 叶酸的全混合日粮。 母羊分娩时，每组随机采集出生类

型为双羔和三羔的胎盘与脐带样品各 ３ 个，共 １８ 个样品用于测定胎盘相关指标，胎儿脐带样品

利用实时荧光定量 ＰＣＲ 法检测血管生成相关基因———血管内皮生长因子 Ａ（ＶＥＧＦＡ）、转换生

长因子－β３（ＴＧＦ⁃β３）、血管生成素－１（ＡＮＧＰＴ⁃１）、血管内皮生长因子受体－１（ＦＬＴ⁃１）和血管内

皮生长因子受体－２（ＫＤＲ）基因的相对表达水平。 结果表明：妊娠母羊饲粮添加叶酸对胎盘重、
子叶数、胎盘效率无显著影响（Ｐ＞０．０５），对新生羔羊脐带 ＴＧＦ⁃β３、ＡＮＧＰＴ⁃１、ＦＬＴ⁃１、ＫＤＲ 基因

的相对表达水平无显著影响（Ｐ＞０．０５），但能显著提高 ＶＥＧＦＡ 基因的相对表达水平（Ｐ＜０．０５）。
而出生类型对胎盘重、子叶数、胎盘效率和新生羔羊脐带 ＶＥＧＦＡ、ＴＧＦ⁃β３、ＦＬＴ⁃１、ＫＤＲ 基因的相

对表达水平无显著影响（Ｐ＞０．０５），但是三羔脐带 ＡＮＧＰＴ⁃１ 基因的相对表达水平显著高于双羔

（Ｐ＜０．０５）。 由此可见，妊娠母羊饲粮添加叶酸对胎盘发育没有显著影响，但是显著提高了新生

羔羊脐带 ＶＥＧＦＡ 基因的相对表达水平，有利于新生羔羊脐带血管生成。 同时，新生羔羊三羔脐

带 ＡＮＧＰＴ⁃１ 基因的相对表达水平显著高于双羔，有利于多羔脐带血管生成。
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　 　 胎儿生长发育的营养完全来自于母体，妊娠

期母体营养不足会严重影响胎儿生长，多胎品种

因胎儿数量的增加更易出现这一情况。 湖羊作为

我国特有的绵羊品种，具有早熟、多胎、早期生长

快等特点。 有研究表明，在湖羊妊娠后期持续供

应全价营养有利于胎儿的指数级生长［１］ ；绵羊在

妊娠后期限饲，营养水平越低，胎儿受限越严

重［２］ 。 因此，保证妊娠期母体营养充足可以减少

母体和胎儿出现不利情况，合理利用母畜生产优

质后代，提高生产效率。
　 　 叶酸参与核酸和蛋白质的合成，在细胞分裂

过程中起重要作用，也是胎盘发育、血管生成的必

需条件［３］ 。 叶酸可以通过减少胚胎死亡而提高动

物的繁殖能力，对猪和绵羊等多胎动物的胚胎存

活和胎儿发育至关重要［４－６］ ，不足时可能引发心血

管疾病［４，７］ 。 绵羊血清叶酸含量在妊娠期间呈先

下降后上升的趋势，并且这一现象在高产品种中

更为明显［６］ 。 随着饲养集约化程度的提高，饲粮

的变化会影响动物的生长，因此推测高产母羊在

妊娠期间对叶酸的需求量可能会增加，无法完全

通过饲粮和瘤胃微生物合成来满足。
　 　 胎盘作为妊娠期母体和胎儿之间运输营养物
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质、气体和代谢产物的器官，其血管发育与胎盘本

身的生长以及胎盘功能正常发挥都密切相关，这
对胎儿正常生长和初生重至关重要［３，８－１１］ 。 胎盘

血管功能不全是胎儿生长受限最常见的病因之

一［１２］ ，甚至引发胎儿或母体出现如宫内生长受限、
妊娠 高 血 压、 子 痫 前 期、 流 产、 早 产 或 死 胎 等

现象［８］ 。
　 　 本团队前期研究发现，妊娠母羊饲粮添加过

瘤胃叶酸可以显著增加新生羔羊的初生重，提高

促进肌肉发育相关基因的表达，降低抑制肌肉发

育相关基因的表达，并提高免疫力［１３－１４］ ；还能优化

新生羔羊小肠发育相关基因的表达，使新生羔羊

小肠发育获得先天优势［１５］ ，并且三羔较双羔对母

体叶酸添加更敏感。 因为胎儿获得的营养全部由

胎盘通过血管运输，推测叶酸可能通过影响胎盘

发育和脐带血管生成相关基因［血管内皮生长因

子 Ａ （ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ Ａ， ＶＥＧ⁃
ＦＡ） ［１２，１６－１７］ 、 转 换 生 长 因 子 － β３ （ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃ｂｅｔａ ３，ＴＧＦ⁃β３） ［１８－２２］ 、血管生成素－１
（ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ⁃１，ＡＮＧＰＴ⁃１） ［８，２３－２４］ ］ 以及脐带血管

内皮生长因子受体基因 ［血管内皮生长因子受

体－１（ ｆｍｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ⁃１，ＦＬＴ⁃１）、血管内

皮生长因子受体－２（ ｋｉｎａｓｅ⁃ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｔａｉ⁃
ｎｉｎｇ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＫＤＲ） ［２５－２７］ ］等参与调控血管生成的

关键基因的表达，从而导致营养物质的运输和供

给差异，最终影响不同出生类型新生羔羊的初生

重。 因此，本试验旨在研究妊娠母羊饲粮添加叶

酸对不同出生类型新生羔羊脐带血管生成相关基

因 ＶＥＧＦＡ、ＴＧＦ⁃β３、ＡＮＧＰＴ⁃１、ＦＬＴ⁃１ 和 ＫＤＲ 表达

的影响，为妊娠母羊饲粮添加叶酸影响不同出生

类型新生羔羊脐带血管生成提供理论依据。

１　 材料与方法
１．１　 试验设计及饲粮

　 　 试验于 ２０１７ 年 ５—１２ 月在江苏省乾宝牧业有

限公司进行，提前对羊舍消毒。 选用体重相近、年
龄一致的经产湖羊母羊 １２０ 只，人工授精后随机

分为 ３ 组， 分 别 饲 喂 添 加 ０ （ Ｃ）、 １６ （ Ｆ１６ ） 和

３２ ｍｇ ／ ｋｇ ＤＭ（Ｆ３２）叶酸的全混合日粮（ＴＭＲ）。
母羊分娩时记录窝产仔数，从试验中淘汰单胎和

四胎出生的羔羊，选择体重相近的新生羔羊根据

出生类型和妊娠母羊叶酸添加水平分为 ６ 个组。
试验设计见表 １。

表 １　 试验设计

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｅｓｉｇｎ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

出生类型
Ｌｉｔｔｅｒ ｓｉｚｅ

叶酸添加水平
Ｆｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｌ ｌｅｖｅｌ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ ＤＭ）

ＴＷ⁃Ｃ ０
ＴＷ⁃Ｆ１６ 双羔 Ｔｗｉｎ ｌａｍｂｓ １６
ＴＷ⁃Ｆ３２ ３２
ＴＲ⁃Ｃ ０
ＴＲ⁃Ｆ１６ 三羔 Ｔｒｉｐｌｅｔ ｌａｍｂｓ １６
ＴＲ⁃Ｆ３２ ３２

　 　 试验使用的叶酸为包被叶酸，经前期绵羊瘤

胃瘘管半体内试验测得瘤胃通过率约为 ９２．６０％，
小肠释放率约为 ８５．５９％。 试验羊单栏饲养，每天

０７：００ 和 １７：００ 饲喂饲粮，自由饮水。 试验饲粮参

照 ＮＲＣ（２００７）配制，母羊妊娠前期和后期的 ＴＭＲ
组成及营养水平如表 ２、表 ３ 所示。
１．２　 样品采集

　 　 母羊分娩后，收集胎盘，测量并记录胎盘重

量、子叶数；用生理盐水去除胎盘血渍，剥离胎盘

子叶，经生理盐水清洗后，保存胎盘样品于液氮

中，收集新生羔羊胎儿端脐带样品保存于液氮中，
从 ６ 个组中每组随机选取 ３ 个样品，共 １８ 个脐带

样品进行后续测定。
１．３　 试验方法

１．３．１　 总 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 合成

　 　 选 用 北 京 艾 德 莱 生 物 科 技 有 限 公 司 的

ＥＡＳＹｓｐｉｎ 纤 维 类 组 织 ＲＮＡ 快 速 提 取 试 剂 盒

（ＲＮ４４）提取脐带总 ＲＮＡ，使用微量核酸蛋白检测

仪 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００ 分光光度计 （ Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ，美
国）测定 ＲＮＡ 的浓度和纯度并用琼脂糖凝胶电泳

５４９
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检验其质量。 对提取的总 ＲＮＡ 选用诺唯赞生物

的 ＨｉＳｃｒｉｐｔ ＩＩＩ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ Ｃｄｎａ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 试剂盒

（Ｒ３１２⁃０１），建立 ２０ μＬ、５００ ｎｇ 体系反转录合成

第 １ 链 ｃＤＮＡ，于－２０ ℃保存。

表 ２　 母羊妊娠前期 ＴＭＲ 组成及营养水平（干物质基础）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ
ＴＭＲ ｏｆ ｅｗｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｅａｒｌｙ ｇｅｓｔａｔｉｏｎ （ＤＭ ｂａｓｉｓ） ％

项目 Ｉｔｅｍｓ 含量 Ｃｏｎｔｅｎｔ
原料 Ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ
花生秧 Ｐｅａｎｕｔ ｖｉｎｅｓ ５０．００
全株青贮玉米 Ｗｈｏｌｅ ｃｏｒｎ ｓｉｌａｇｅ ４５．００
精料 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ ５．００
合计 Ｔｏｔａｌ １００．００
精料组成 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ
玉米 Ｃｏｒｎ ５３．００
豆粕 Ｓｏｙｂｅａｎ ｍｅａｌ ９．７０
菜粕 Ｒａｐｅｓｅｅｄ ｍｅａｌ １２．００
麸皮 Ｗｈｅａｔ ｂｒａｎ １５．７０
石粉 Ｌｉｍｅｓｔｏｎｅ １．００
磷酸氢钙 ＣａＨＰＯ４ ０．６０
小苏打 ＮａＨＣＯ３ １．３０
食盐 ＮａＣｌ ０．８０
维生素 Ｅ Ｖｉｔａｍｉｎ Ｅ ０．４０
植物油 Ｓｏｙｂｅａｎ ｏｉｌ ０．３０
预混料 Ｐｒｅｍｉｘ１） ５．００
脱霉剂 Ｄｅ⁃ｍｏｌｄ ａｇｅｎｔ ０．２０
合计 Ｔｏｔａｌ １００．００
营养水平 Ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ２）

干物质 ＤＭ ９２．３５
粗蛋白质 ＣＰ ９．６０
粗脂肪 ＣＦ ３．５１
粗灰分 Ａｓｈ １１．１９
中性洗涤纤维 ＮＤＦ ４９．１９
酸性洗涤纤维 ＡＤＦ ２９．９８
代谢能 ＭＥ ／ （ＭＪ ／ ｋｇ） ８．０８
钙 Ｃａ ０．５４
磷 Ｐ ０．３７
叶酸 Ｆｏｌａｔｅ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ０．２６

　 　 １）预混料为每千克精料提供 Ｔｈｅ ｐｒｅｍｉｘ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｔｈｅ
ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｐｅｒ ｋｇ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ： ＶＡ ３０ ０００ ＩＵ， ＶＤ
１０ ０００ ＩＵ，ＶＥ １００ ｍｇ，Ｆｅ （ ａｓ ｆｅｒｒｏｕｓ ｓｕｌｆａｔｅ） ９０ ｍｇ，Ｃｕ
（ａｓ ｃｏｐｐｅｒ ｓｕｌｆａｔｅ） １２． ５ ｍｇ，Ｍｎ （ ａｓ ｍａｎｇａｎｅｓｅ ｓｕｌｆａｔｅ）
５０ ｍｇ，Ｚｎ （ａｓ ｚｉｎｃ ｓｕｌｆａｔｅ） ８０ ｍｇ，Ｓｅ （ ａｓ ｓｏｄｉｕｍ ｓｅｌｅｎｉｔｅ）
０．３ ｍｇ，Ｉ （ａｓ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ） ０．８ ｍｇ，Ｃｏ （ ａｓ ｃｏｂａｌｔ ｃｈｌｏ⁃
ｒｉｄｅ） ０．５ ｍｇ。 表 ２ 同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ Ｔａｂｌｅ ２。
　 　 ２）代谢能为计算值，其余为实测值。 表 ２ 同。 ＭＥ ｗａｓ
ａ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｖａｌｕｅ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒｓ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｖａｌｕｅｓ．
Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ Ｔａｂｌｅ ２．

表 ３　 母羊妊娠后期 ＴＭＲ 组成及营养水平（干物质基础）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ＴＭＲ ｏｆ

ｅｗｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｌａｔｅ ｇｅｓｔａｔｉｏｎ （ＤＭ ｂａｓｉｓ） ％

项目 Ｉｔｅｍｓ 含量 Ｃｏｎｔｅｎｔ
原料 Ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ
花生秧 Ｐｅａｎｕｔ ｖｉｎｅｓ ２７．００
全株青贮玉米 Ｗｈｏｌｅ ｃｏｒｎ ｓｉｌａｇｅ ２８．００
精料 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ ４５．００
合计 Ｔｏｔａｌ １００．００
精料组成 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ
玉米 Ｃｏｒｎ ５０．００
豆粕 Ｓｏｙｂｅａｎ ｍｅａｌ ２２．５０
菜粕 Ｒａｐｅｓｅｅｄ ｍｅａｌ ７．００
麸皮 Ｗｈｅａｔ ｂｒａｎ １１．５０
石粉 Ｌｉｍｅｓｔｏｎｅ １．００
磷酸氢钙 ＣａＨＰＯ４ ０．６０
小苏打 ＮａＨＣＯ３ １．３０
食盐 ＮａＣｌ ０．４０
维生素 Ｅ Ｖｉｔａｍｉｎ Ｅ ０．１０
植物油 Ｓｏｙｂｅａｎ ｏｉｌ ０．４０
预混料 Ｐｒｅｍｉｘ１） ５．００
脱霉剂 Ｄｅ⁃ｍｏｌｄ ａｇｅｎｔ ０．２０
合计 Ｔｏｔａｌ １００．００
营养水平 Ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ２）
干物质 ＤＭ ９０．９６
粗蛋白质 ＣＰ １０．００
粗脂肪 ＥＥ ４．５２
粗灰分 Ａｓｈ ８．８５
中性洗涤纤维 ＮＤＦ ３４．１５
酸性洗涤纤维 ＡＤＦ ２４．８６
代谢能 ＭＥ ／ （ＭＪ ／ ｋｇ） ９．００
钙 Ｃａ ０．５６
磷 Ｐ ０．２６
叶酸 Ｆｏｌａｔｅ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ０．２９

１．３．２　 血管生成相关基因的引物设计及实时荧光

定量 ＰＣＲ 检测

　 　 参考文献［１８，２８－２９］及 ＮＣＢＩ 设计目标基因

引物序列，以甘油醛－３－磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）为

内参，委托北京擎科生物科技有限公司进行引物

合成，目标基因引物序列信息如表 ４ 所示。
　 　 使用 ＬｉｎｅＧｅｎｅ ９６４ ＢＩＯＥＲ 荧光定量 ＰＣＲ 检

测系统（杭州博日科技有限公司）进行实时荧光定

量 ＰＣＲ，选用天根生化科技（北京）有限公司的 Ｓｕ⁃
ｐｅｒＲｅａｌ 荧光定量预混试剂（ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ，ＦＰ２０５），
建立 ２０ μＬ 反应体系，包括：１０ μＬ ２ ×ＳｕｐｅｒＲｅａｌ
ＰｒｅＭｉｘ Ｐｌｕｓ，正向、反向引物各 ０．６ μＬ，１ μＬ ｃＤＮＡ
模板，ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ 补齐至 ２０ μＬ。 采用两步

法进 行 扩 增， ＰＣＲ 反 应 程 序 为： ９５ ℃ 预 变 性

１５ ｍｉｎ；９５ ℃变性 １５ ｓ，６０ ℃退火 ３０ ｓ，共 ４０ 个循

环，收集荧光信号。
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２ 期 彭思嘉等：妊娠母羊饲粮添加叶酸对不同出生类型新生羔羊脐带血管生成相关基因表达的影响

表 ４　 引物序列信息

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因 Ｇｅｎｅｓ 引物序列 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５′—３′）

血管内皮生长因子 Ａ
ＶＥＧＦＡ

Ｆ： ＡＴＧＡＣＧＡＡＡＧＴＣＴＧＧＡＧＴＧＴＧＴＧ
Ｒ： ＴＣＴＣＴＣＣＴＡＴＧＴＧＣＴＧＧＣＴＴＴＧ

转换生长因子－β３
ＴＧＦ⁃β３

Ｆ： ＣＣＡＣＣＴＴＧＧＡＣＴＴＣＡＡＣＣ
Ｒ： ＣＧＧＧＴＧＣＴＧＴＴＧＴＡＡＡＧＡ

血管生成素－１
ＡＮＧＰＴ⁃１

Ｆ： ＡＧＧＡＧＧＣＴＧＧＴＧＣＣＴＡＴＣＴＣ
Ｒ： ＴＣＴＧＧＡＧＣＡＴＧＴＧＡＴＧＧＡＡＡ

血管内皮生长因子受体－１
ＦＬＴ⁃１

Ｆ： ＴＣＴＴＡＣＧＧＡＧＴＧＣＴＧＣＴＧＴＧ
Ｒ： ＧＧＣＧＴＴＧＡＧＣＧＧＡＡＴＧＴＡＧＴ

血管内皮生长因子受体－２
ＫＤＲ

Ｆ： ＣＧＴＧＴＧＧＴＣＴＴＴＴＧＧＴＧＴＣＣ
Ｒ： ＣＡＧＡＧＡＧＡＧＴＣＣＣＧＡＡＴＣＣＴ

甘油醛－３－磷酸脱氢酶
ＧＡＰＤＨ

Ｆ： ＧＧＣＧＴＧＡＡＣＣＡＣＧＡＧＡＡＧＴＡ
Ｒ： ＧＧＣＧＴＧＧＡＣＡＧＴＧＧＴＣＡＴＡＡ

　 　 试验中每个模板每个基因做 ３ 个技术重复，
结果取平均值，采用相对定量法分析数据，采用

２－△△Ｃｔ法［３０－３１］计算目的基因在样本中的相对表达

水平，其中：
△Ｃｔ＝Ｃｔ目的基因－Ｃｔ内参基因；

△△Ｃｔ＝ （Ｃｔ目的基因－Ｃｔ内参基因）－
（Ｃｔ目的基因平均值－Ｃｔ内参基因平均值）。

１．４　 统计分析

　 　 应用 Ｅｘｃｅｌ ２０１６ 整理相关数据，导入 ＳＰＳＳ
２１．０ 软件，用 ＧＬＭ 进行主效应（出生类型和叶酸

添加水平）分析，并用 Ｄｕｎｃａｎ 氏法进行多重比较

检验，结果以平均值表示。 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ
８．０．２软件作图。 Ｐ＜０．０５ 表示差异显著。

２　 结　 果
２．１　 妊娠母羊饲粮添加叶酸对不同出生类型新生

羔羊胎盘发育的影响

　 　 如表 ５ 所示，妊娠母羊饲粮添加叶酸对胎盘

重、子叶数、胎盘效率均无显著影响（Ｐ＞０．０５）。
２．２　 妊娠母羊饲粮添加叶酸对不同出生类型新生

羔羊脐带血管生成相关基因表达的影响

　 　 如表 ６ 所示，妊娠母羊饲粮添加叶酸对不同

出生类型新生羔羊脐带 ＶＥＧＦＡ 基因的相对表达

水平 有 显 著 影 响 （ Ｐ ＜ ０． ０５ ）， 但 对 ＴＧＦ⁃β３、
ＡＮＧＰＴ⁃１基因的相对表达水平无显著影响 （ Ｐ ＞
０．０５）。 ０ ｍｇ ／ ｋｇ ＤＭ 叶酸添加水平组的新生羔羊

脐带 ＶＥＧＦＡ 基因的相对表达水平显著低于 １６、
３２ ｍｇ ／ ｋｇ ＤＭ 叶酸添加水平组（Ｐ＜０． ０５）。 三羔

组的新生羔羊脐带 ＡＮＧＰＴ⁃１ 基因的相对表达水平

显著高于双羔组（Ｐ＜０．０５）。 各基因的相对表达水

平分析中，妊娠母羊饲粮叶酸添加水平和出生类

型交互作用不显著（Ｐ＞０．０５）。
２．３　 妊娠母羊饲粮添加叶酸对不同出生类型新生

羔羊脐带血管内皮生长因子受体基因表达的影响

　 　 如表 ７ 所示，妊娠母羊饲粮添加叶酸对不同

出生类型新生羔羊脐带 ＦＬＴ⁃１、ＫＤＲ 基因的相对

表达水平无显著影响（Ｐ＞０．０５）。 各基因的相对表

达水平分析中，妊娠母羊饲粮叶酸添加水平和出

生类型交互作用不显著（Ｐ＞０．０５）。

３　 讨　 论
３．１　 妊娠母羊饲粮添加叶酸对胎盘发育的影响

　 　 胎盘重指在分娩结束后排出的胎盘重量，子
叶数指胎盘上的子叶个数［３２］ ，胎盘效率这一概念

由 Ｗｉｌｓｏｎ 等［３３］首次在猪上提出，即初生窝重与胎

盘重的比值，被认为是子宫容量的指标。 对猪［３４］ 、
萨福克羊［３５］的相关研究发现，窝产仔数与胎盘效

率密切相关，且产仔数越多胎盘效率越高。 但也

有研究表明，随着产仔数的增加，绵羊的胎盘效率

显著降低［３６］ 。 前期研究发现，妊娠母羊饲粮添加

叶酸可以显著增加新生羔羊初生重［１３－１４］ ，但在本

试验中，妊娠母羊饲粮叶酸添加水平和出生类型

对胎盘重、子叶数、胎盘效率均无显著影响，这可

能是由于物种或品种差异造成的研究结果不统

一，还需要进一步研究。 虽然各组胎盘重均值不

同，但胎盘的发育程度是有限的，而湖羊相比萨福

克羊体型较小，体重较轻，胎盘的生长发育可能不

会随着胎儿数增多而持续增长。
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叶
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ｂｌ
ｅ
７　

Ｅｆ
ｆｅ
ｃｔ
ｓ
ｏｆ

ｄｉ
ｅｔ
ａｒ
ｙ
ｆｏ
ｌｉｃ

ａｃ
ｉｄ

ｓｕ
ｐｐ

ｌｅ
ｍ
ｅｎ

ｔａ
ｔｉｏ

ｎ
ｉｎ

ｐｒ
ｅｇ

ｎａ
ｎｔ

ｅｗ
ｅｓ

ｏｎ
ｅｘ

ｐｒ
ｅｓ
ｓｉｏ

ｎ
ｏｆ

ｖａ
ｓｃ
ｕｌ
ａｒ

ｅｎ
ｄｏ

ｔｈ
ｅｌ
ｉａ
ｌｇ

ｒｏ
ｗ
ｔｈ

ｆａ
ｃｔ
ｏｒ

ｒｅ
ｃｅ

ｐｔ
ｏｒ

ｇｅ
ｎｅ

ｏｆ
ｎｅ

ｗ
ｂｏ

ｒｎ
ｌａ
ｍ
ｂｓ

ｏｆ
ｄｉ
ｆｆｅ

ｒｅ
ｎｔ

ｌｉｔ
ｔｅ
ｒｓ

ｉｚ
ｅ

项
目

Ｉｔｅ
ｍ
ｓ

组
别

Ｇ
ｒｏ
ｕｐ

ｓ

ＴＷ
⁃Ｃ

ＴＷ
⁃

Ｆ１
６

ＴＷ
⁃

Ｆ３
２

ＴＲ
⁃Ｃ

ＴＲ
⁃

Ｆ１
６

ＴＲ
⁃

Ｆ３
２

ＳＥ
Ｍ

出
生

类
型

Ｌｉ
ｔｔｅ

ｒｓ
ｉｚ
ｅ

双
羔

Ｔｗ
ｉｎ

ｌａ
ｍ
ｂｓ

三
羔

Ｔｒ
ｉｐ
ｌｅ
ｔ

ｌａ
ｍ
ｂｓ

叶
酸

添
加

水
平

Ｆｏ
ｌｉｃ

ａｃ
ｉｄ

ｓｕ
ｐｐ

ｌｅ
ｍ
ｅｎ

ｔａ
ｌ

ｌｅ
ｖｅ

ｌ／
（ｍ

ｇ／
ｋｇ

Ｄ
Ｍ

）

０
１６

３２

Ｐ
值

Ｐ⁃
ｖａ

ｌｕ
ｅ

出
生

类
型

Ｌｉ
ｔｔｅ

ｒｓ
ｉｚ
ｅ叶

酸
添

加
水

平
Ｆｏ

ｌｉｃ
ａｃ

ｉｄ
ｓｕ

ｐｐ
ｌｅ
ｍ
ｅｎ

ｔａ
ｌ

ｌｅ
ｖｅ

ｌ

交
互

作
用

Ｉｎ
ｔｅ
ｒａ
ｃｔ
ｉｏ
ｎ

血
管

内
皮

生
长

因
子

受
体

－ １
ＦＬ

Ｔ⁃
１

０．
５６

０．
２７

０．
３５

２．
９２

０．
８３

０．
３８

０．
７１

０．
３９

１．
３８

１．
７４

０．
５５

０．
３７

０．
１１

６
０．
１５

５
０．
２６

７

血
管

内
皮

生
长

因
子

受
体

－ ２
ＫＤ

Ｒ
１．
１４

０．
６８

１．
０６

１．
３０

１．
９６

０．
５９

０．
４５

０．
９６

１．
２８

１．
２３

１．
３２

０．
８３

０．
３９

５
０．
５２

４
０．
１８

４

９４９



　
动　 物　 营　 养　 学　 报 ３３ 卷

３．２　 妊娠母羊饲粮添加叶酸对不同出生类型新生

羔羊脐带血管生成相关基因表达的影响

　 　 血管内皮生长因子促进血管内皮细胞的分裂

和迁移，主要调控血管生成，妊娠期间由胎盘组织

产生并参与血管生成［１６］ 。 其中 ＶＥＧＦＡ 作为血管

形成和功能的主要调节因子，在血管生成和内皮

细胞生长中起作用，能诱导血管通透性等，在胚胎

发育过程不可或缺［１２］ 。 比如在兔后肢缺血模型

中，添加 ＶＥＧＦＡ 能通过促进血管生成刺激血流灌

注［３７］ ；向糖尿病大鼠胚胎添加叶酸，检测到 ＶＥＧ⁃
ＦＡ 基因的相对表达水平增加，促进血管生成以及

血管形态正常化［１７］ ；而在宫内生长迟缓猪胎盘中，
ＶＥＧＦ 基因的相对表达水平显著降低［３８］ 。 这说明

组织中 ＶＥＧＦＡ 基因的相对表达水平增加可以促

进血管生成，发生在胎盘中时可能影响营养运输。
本试验中，妊娠母羊饲粮添加叶酸显著提高了

ＶＥＧＦＡ 基因的相对表达水平，说明妊娠母羊补充

叶酸可以可能促进了脐带血管生成，影响母体和

胎儿间的营养物质运输。
　 　 ＴＧＦ⁃β３ 同样具有调节血管系统的作用，可调

节细胞生长过程和血管生成，是重要的内源性微

血管生成调节因子［１９］ 。 在人和小鼠上的研究表

明，ＴＧＦ⁃β 缺失时可能因为血管缺陷而具有胚胎

致死性［２０］ 。 向体外培养牛和大鼠血管内皮细胞中

添加 ＴＧＦ⁃β３ 时，可以促进血管内皮细胞的增殖、
迁移和血管生成［２１］ ；在大鼠的脂肪干细胞和卵巢

的自体移植中，检测到 ＴＧＦ⁃β３ 基因的相对表达水

平上升，血管密度增加［１８，２２］ 。 但本试验中，妊娠母

羊饲粮添加叶酸和出生类型对 ＴＧＦ⁃β３ 基因的相

对表达水平均无显著影响，可能由于体内试验与

细胞试验的内环境存在较大差异造成的。
　 　 ＡＮＧＰＴ⁃１ 可以与血管内皮生长因子协同作用

并增强其作用，诱导系统发育健全和稳定进行血

管生成［２３］ 。 ＡＮＧＰＴ⁃１ 对脉管系统成熟和重塑非

常重要，缺乏时会引发功能不全［２４］ ，胚胎缺乏 ＡＮ⁃
ＧＰＴ⁃１ 表现出心血管缺陷并在妊娠中期死亡［８］ 。
ＡＮＧＰＴ⁃１ 和血管生成素 － ２ （ ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ⁃２，ＡＮ⁃
ＧＰＴ⁃２）都是在胎盘中表达的血管生成生长因子，
它们竞争相同受体———内膜内皮细胞特异性酪氨

酸激酶受体－２（Ｔｉｅ⁃２）；前者是 Ｔｉｅ⁃２ 受体的主要

激动剂，后者则有可能是 Ｔｉｅ⁃２ 的拮抗剂或部分激

动剂［２４］ 。 本试验中，妊娠母羊饲粮添加叶酸对

ＡＮＧＰＴ⁃１ 基因的相对表达水平无显著影响，推测

ＡＮＧＰＴ⁃１ 会与 ＡＮＧＰＴ⁃２ 竞争 Ｔｉｅ⁃２ 受体［２３］ ，引起

三者表达的变化，还需结合 ＡＮＧＰＴ⁃２ 和 Ｔｉｅ⁃２ 基因

的相对表达水平作进一步研究分析；但三羔组脐

带 ＡＮＧＰＴ⁃１ 基因的相对表达水平显著高于双羔

组，可能有利于多羔脐带血管生成，说明不同出生

类型可能影响胎盘脐带向胎儿运输更多营养

物质。
３．３　 妊娠母羊饲粮添加叶酸对不同出生类型新生

羔羊脐带血管内皮生长因子受体基因表达的影响

　 　 血管发育过程中，血管内皮生长因子主要通

过与 ＦＬＴ⁃１ 和 ＫＤＲ 结 合 发 挥 生 理 作 用［３７］ 。
ＦＬＴ⁃１主要在胚胎发育过程中作为 ＶＥＧＦＡ 功能的

负调控因子，降低 ＶＥＧＦＡ 对 ＫＤＲ 的可用性，防止

信号过度转导［１２］ ，可溶性 ＦＬＴ⁃１ 可以与血管内皮

生长因子结合并抑制其活性［９］ 。 而 ＫＤＲ 作为血

管内皮生长因子的主要受体，主要介导内皮细胞

增殖，从而提高血管通透性［２５－２６］ ，仅激活 ＫＤＲ 就

足以激活参与有丝分裂和细胞迁移的信号转导因

子，也可以通过封闭 ＫＤＲ 抑制血管内皮生长因子

活性，影响内皮细胞增殖［２７］ 。 本试验中，妊娠母羊

饲粮添加叶酸和出生类型对 ＦＬＴ⁃１、ＫＤＲ 基因的

相对表达水平均无显著影响，与前人关于小鼠病

理性血管模型中 ＦＬＴ⁃１、ＫＤＲ 基因的相对表达水

平上调的研究结果［２５］ 不一致，可能是因为叶酸添

加水平或者物种差异引起的。 但无论是双羔还是

三羔，１６、３２ ｍｇ ／ ｋｇ ＤＭ 叶酸添加水平组 ＦＬＴ⁃１ 基

因的相对表达水平与 ０ ｍｇ ／ ｋｇ ＤＭ 叶酸添加水平

组相比有下降的趋势，与 ＶＥＧＦＡ 基因表达的变化

趋势相反，因为 ＦＬＴ⁃１ 负调控血管内皮生长因子

功能，推测随着 ＦＬＴ⁃１ 基因的相对表达水平下降，
ＶＥＧＦＡ 能更大程度上发挥其促进血管生成的生

理功能。

４　 结　 论
　 　 妊娠母羊饲粮添加叶酸对胎盘发育没有显著

影响，但是显著提高了新生羔羊脐带 ＶＥＧＦＡ 基因

的相对表达水平，有利于新生羔羊脐带血管生成。
同时，新生羔羊三羔脐带 ＡＮＧＰＴ⁃１ 基因的相对表

达水平显著高于双羔，有利于多羔脐带血管生成。
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