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摘　要　研究环境低温诱发肉鸡肺动脉高压综合征 ( PHS)过程中肺小动脉壁 c2jun mRNA的表达变化 ,从而确定

原癌基因 c2jun在环境低温诱发肉鸡 PHS过程中的参与作用 ,为肉鸡 PHS发生机制的研究提供基础。160只雄性

AA商品代肉鸡 15日龄随机分为对照组 (22±115) ℃和低温组 (11±2) ℃。15～50日龄 ,每周每组随机取 6只 ,做

肺组织石蜡切片 ,应用原位杂交染色法进行 c2jun mRNA杂交 ,并结合图像分析法 ,测定对照组与低温组肉鸡肺小

动脉壁原癌基因 c2jun mRNA的表达情况。1) 低温组肉鸡 PHS发生率 (18175 %)极显著高于对照组 (1125 %) ( P <

0101) ;2) 低温组肉鸡肺小动脉壁 c2jun mRNA的表达从 22日龄开始较对照组明显增加 ( P < 0105) ,从 29～50日

龄较对照组极显著升高 ( P < 0101)。说明环境低温明显诱发了肉鸡肺小动脉壁 c2jun mRNA的表达 ,且 c2jun mR2
NA的表达参与了环境低温诱发的肉鸡 PHS的发生。
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Effect of low ambient temperature on expre ssion of c2jun mRNA

oncogene in the wall of pulmonary arterie s in broilers

Wang Jianlin , Qiao J ian , Zhao Lihong , Wang Huiyu , Li Kai , Xu Tong ,Tian Yong
(College of Veterinary Medicine , China Agricultural University , Beijing 100094 , China)

Abstract　The study was conducted to ass ess the expression of c2jun mRNA oncogene in the wall of pulmonary arteries

in the development of pulmonary hyp ertension syndrome ( PHS) in broilers induced by a low ambient temp erature . Six

broilers in control group (22±115) ℃and low temp erature group (11±2) ℃were s ampled every week from 15 to 50

days of age and lungs were p araffin2embedded and s ectioned. The expression of c2jun mRNA oncogene in the wall of

pulmonary arteries was ass ess ed by in situ hybridization and image analysis . Finally , the incidence of PHS was calcu2
lated. The res ults showed that the incidence of PHS in low temp erature groups was significantly higher than that in the

control group and the expression of c2jun mRNA oncogene in the wall of pulmonary arteries in low temp erature group

was als o higher than that in the control group . Thes e demonstrated that the expression of c2jun mRNA oncogene in the

wall of pulmonary arteries in broilers was induced by low ambient temp erature , and facilitated the development of PHS

in broilers induced by low ambient temp erature .
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　　人类慢性缺氧性肺动脉高压形成过程中肺血管

发生明显重塑 , 这与肺动脉血管平滑肌细胞增殖及

某些原癌基因的激活和表达增强密切相关[1 ]。在

环境低温诱发肉鸡肺动脉高压综合征 (pulmonary

hypertension syndrome , PHS)发生发展过程中 ,也

明显出现了肺血管重塑 ,其机制并不完全清楚[2 ] ,

但研究发现环境低温诱发肉鸡 PHS发生过程中肺

小动脉血管平滑肌细胞增殖明显增加 ,是否原癌基

因在此过程中也被激活而表达明显增强 ,并未见研

究报道 ,故研究原癌基因在肉鸡肺小动脉壁表达的

变化将为肉鸡肺血管重塑机制的研究和肉鸡 PHS

机制的研究提供基础。
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在细胞生长调控研究中发现 , c2j un 是与细胞

增殖调控相关的主要原癌基因 ,其编码的核蛋白作

为主要的转录调控因子 ,通过结合在次级反应基因

5’侧翼区的某些序列上 ,促进其表达而参与细胞的

增殖调控[3 ]。研究发现血管平滑肌细胞 c2j un mR2
NA表达水平于激光损伤血管后迅速增加 ,并且其

高度表达出现在形态可见的血管平滑肌细胞增殖之

前[4 ] ,表明血管平滑肌细胞的增殖与 c2j un mRNA

的表达密切相关。有关肉鸡 PHS发病过程中肺动

脉壁原癌基因的表达 ,只检索到高盐诱发肉鸡 PHS

过程中肺小动脉壁 c2m yc mRNA的表达[5 ] ,而未见

环境低温对其他癌基因的影响。

本课题同期研究发现 ,环境低温诱发肉鸡 PHS

过程中肺动脉血管平滑肌细胞发生明显增殖 ,而肺小

动脉壁 c2jun mRNA是否发生明显表达 ,并不清楚。

本试验旨在研究环境低温诱发肉鸡 PHS过程

中肺小动脉壁原癌基因 c2j un mRNA表达的动态变

化 ,从而为环境低温诱发肉鸡 PHS过程中肺血管重

塑机制的研究提供基础 ,为肉鸡 PHS发生机制的研

究提供基础。

1　材料与方法

111　实验动物

160只 1日龄 AA 商品代肉仔鸡 (购于北京华

都肉鸡场)常规育雏和免疫 , 15 日龄时随机分为 2

组各 80 只 ,常温对照组 , (22 ±115) ℃环境饲养 ;低

温试验组 , (11 ±2) ℃环境饲养 ,自由采食和饮水。

每天观察并记录 PHS发生情况 ,最后统计 PHS发

生率以肉鸡腹腔积液 > 20 mL 为 PHS发生的判定

标准 ;肉鸡处死后按 J ulian[6 ]方法计算右心肥大指

数 ,即右心室占全心室的质量比 ( m ( RV ) ∶

m ( TV) ) ,以其 > 01250 作为 PHS发生的另一判定

标准。二者同时具备作为肉鸡 PHS发生的最后判

定标准。

112　肺小动脉壁原癌基因 c2j un mRNA的测定

从 15～50 日龄 ,每周每组随机选取 6 只 ,翅静

脉注射过量的戊巴比妥钠处死 ,打开胸腔 ,取右侧肺

叶下 1/ 3 ,立即固定于 4 % (体积分数)多聚甲醛/ 011

mol/ L PBS (p H710～716)中 ,内含有 1/ 1 000 (体积

分数 ,下同) DEPC ,酒精脱水 ,二甲苯透明后石蜡包

埋 ,切片。

11211　原位杂交操作程序　1)石蜡切片经常规脱

蜡至水。30 % (体积分数) H2O2 1 份 +蒸馏水 10 份

混合 ,室温孵育 10 min 以灭活内源性过氧化物酶 ;

蒸馏水洗 5 min , 3 次。2)暴露 mRNA 核酸片段。

在切片上滴加 0103 mg/ mL 柠檬酸新鲜稀释的胃蛋

白酶 (1 mL 0103 mg/ mL 柠檬酸滴加 2滴浓缩型胃

蛋白酶 ,混匀) ,室温消化 5 min。原位杂交用 PBS

洗 5 min ,3次 ;蒸馏水洗 5 min ,1次。3)后固定。室

温固定 10 min ;蒸馏水洗 5 min , 3 次。固定液为

0101 mg/ mL 多聚甲醛/ 011 mol/ L PBS (p H710～

716) ,含有 1/ 1 000 DEPC。4)预杂交。干的杂交盒

底部加 20 % (体积分数)甘油 20 mL 以保持湿度。

每张切片加 20μL 预杂交液 ,于恒温箱 42 ℃孵育 2

h ,吸取多余液体 ,不洗。5)杂交。每张切片加 20

μL 杂交液 ,将原位杂交专用盖玻片保护膜揭开 ,盖

在切片上 ,恒温箱 50 ℃杂交过夜。6)杂交后洗涤。

揭掉盖玻片 ,37 ℃左右水温的 2×SSC洗涤 5 min ,2

次 ;37 ℃015 ×SSC洗 15 min ,1 次 ;37 ℃012 ×SSC

洗涤 15 min ,2 次 。7)滴加封闭液。37 ℃孵育 30

min ,甩去多余液体 ,不洗。8)滴加生物素化鼠抗地

高辛。37 ℃育 60 min ,原位杂交用 PBS洗 5 min ,4

次。9)滴加 SABC :37 ℃孵育 20 min。原位杂交用

PBS洗 5 min ,3次。10)滴加生物素化过氧化物酶。

37 ℃孵育 20 min。原位杂交用 PBS洗 5 min ,4次。

11) DAB 显色剂显色 7～8 min ,自来水充分冲洗。

12)苏木素复染 ,充分冲洗 ,酒精脱水 ,二甲苯透明 ,

封片。空白对照采用 PBS替代杂交液。

c2j un mRNA序列为 :

① 5′———TA TGA 　 CGA TG 　 CCCTC 　

AACGC　CTCGT　TCCTC———3′

② 5′———CCGGT 　 CTACG 　 CAAAC 　

CTCA G　CAACT　TCAAC———3′

③ 5′———TTAAC 　A GTGG 　 GTGCC 　

AACTC　A TGCT　AACGC———3′

11212　分析方法　Olympus2BX51显微镜并结合图

像处理系统 ( Image2Pro plus 510)分别对每张切片进

行观察和分析 ,选择与副支气管伴行、较圆整的肺小

动脉 (直径小于 100μm) 。应用图像处理分析软件

测量所采集肺小动脉壁 c2j un mRNA阳性物质的平

均光密度 ,用来反映 c2j un mRNA的相对含量。

2　结　果

211　各组肉鸡肺动脉高压综合征发生率

整个试验饲养阶段 ,对照组肉鸡 PHS发生率为

1125 % ,低温组发生率为 18175 % ,差异极显著 ( P <
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0101) (表 1) 。低温处理后 ,肉鸡 PHS主要发生于

30～50日龄 ,其中 37～43日龄为高峰期 ,占整个饲

养过程中 PHS发生率的 6617 %。

212　各组肉鸡右心肥大指数的变化

低温组肉鸡右心肥大指数从 22日龄开始升高 ,

29～50日龄较对照组显著升高 ( P < 0101 或 P <

0105) (表 2) 。

213　各组肉鸡肺小动脉壁 c2j un mRNA的变化

低温组肉鸡肺小动脉壁 c2j un mRNA 从 22 日

龄开始较对照组升高 ( P < 0105) ,29～50 日龄较对

照组极显著升高 ( P < 0101) (表 3) 。

表 1　对照组和低温处理组肉鸡肺动脉

高压综合征发生率

Table 1　Incidence of PHS in different groups

组　别
日　龄/ d

15 22 29 36 43 50

PHS发

生总数

发病

率/ %

对照组 (CK) 0 0 0 0 0 1 1 1. 25

低温组 (L) 0 0 0 4 10 1 15 18. 7533

　　注 :33低温组与对照组相比差异极显著 ( P < 0101) , n = 80 ;

下表同。

表 2　各组肉鸡右心肥大指数的动态变化

Table 2　m (RV)∶m ( TV)of broilers in different groups

组　别
日　龄/ d

15 22 29 36 43 50

对照组 (CK) 0. 200±0. 02 0. 214±0. 031 0. 208±0. 013 0. 198±0. 013 0. 208±0. 019 0. 216±0. 018

低温组 (L) 0. 200±0. 01 0. 257±0. 016 0. 270±0. 03633 0. 289±0. 05533 0. 289±0. 04033 0. 275±0. 046 3

　　注 : 3低温组与对照组相比差异显著 ( P < 0105) , n = 6 ,下表同。

表 3　各组肉鸡肺小动脉壁 c2j un mRNA变化

Table 3　c2jun mRNA in pulmonary arteries of broilers in different groups

组　别
日　龄/ d

15 22 29 36 43 50

对照组 (CK) 0. 016±0. 000 44 0. 020±0. 000 85 0. 022±0. 001 45 0. 021±0. 002 18 0. 021±0. 020 9 0. 023±0. 002 22

低温组 (L) 0. 014±0. 002 93 0. 024±0. 000 31 3 0. 032 8±0. 000 5233 0. 082±0. 002 0233 0. 132±0. 025 5133 0. 112±0. 010 2433

3　讨　论

低温环境是诱发肉鸡 PHS的有效方法 ,本研究

通过环境低温诱发肉鸡 PHS ,其发生率高达

18175 % ,远高于对照 (1125 %) ,表明低温成功诱发

了 PHS。m (RV)∶m ( TV) ,作为右心肥大指数 ,是

PHS发生过程中的一个病理参数 ,可用来测定肉鸡

在损伤明显出现以前的 PHS发生进程状态[7 8 ]。本

试验低温组肉鸡 m ( RV) : m ( TV)在低温处理后期

(29～50日龄)明显高于对照组 ,表明低温处理肉鸡

处于 PHS发生过程中。

c2j un是核内癌基因 ,其表达产物为核内磷蛋

白。该蛋白实际上是转录活性因子 ,它可与某些基

因的顺式作用 DNA 区域特异结合 ,从而调节这些

基因的表达 ,来对细胞分裂增殖进行调控[9 ]。研究

表明 ,在外界因素刺激下 c2j un 表达明显增加。对

动脉损伤早期不同时间点动脉血管平滑肌细胞 c2

j un基因表达的研究表明 , c2j un mRNA 在损伤后

30 min 达到高峰 , 1～ 2 h 仍可检测到多量的表

达[10 ]。本试验研究中发现从低温处理后 1 周开始

到试验结束 ,低温组肉鸡肺小动脉壁 c2j un mRNA

表达明显高于对照组 ,表明环境低温明显诱发了肉

鸡肺小动脉壁 c2j un mRNA的表达。

在正常情况下 ,原癌基因不表达或只是有限表

达 ,当其受到各种理化因素或机械刺激时 ,被激活而

异常表达[9 ]。研究表明 ,哺乳动物 c2j un mRNA 的

异常表达与血管平滑肌细胞的过度增殖密切相关。

血管平滑肌细胞受到细胞增殖丝裂信号刺激后 ,原

癌基因 c2j un 表达活性明显升高[11 ]。应用反义技

术抑制 c2j un基因表达可有效抑制血管平滑肌细胞

增殖[12 ]。林全等[13 ]发现 c2jun蛋白及 c2j un mRNA

的相对含量与平滑肌细胞增殖程度呈正相关 ,说明

c2j un参与了低氧性肺动脉高压的肺血管重塑过

程。本研究发现 ,对照组肉鸡肺小动脉壁 c2j un
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mRNA 15日龄时表达较低 ,从 22日龄开始到 50日

龄表达相对恒定 ,保持在较小变动范围内 ,这提示

c2j un mRNA的正常表达可能参与了肺动脉血管的

某些正常的生理功能。低温处理组肉鸡肺小动脉壁

c2j un mRNA于低温处理后 1 周 (即 22 日龄)开始

增加 ,处理后 2 周 (29 日龄)开始显著增加 ,到处理

后 4周 (43日龄)为最高峰 ,达到同期对照组的 613

倍 ,处理后 5 周 (50 日龄)开始下降。在 c2j un mR2
NA表达明显增强的阶段 ,恰好是肉鸡 m ( RV) : m

( TV)明显升高和 PHS发生的时期 ,表明低温诱发

肉鸡肺小动脉壁 c2j un mRNA 的表达与肉鸡 PHS

的发生密切相关。本试验同期的研究表明 ,环境低

温明显诱发了肉鸡肺动脉血管平滑肌细胞的增殖和

肺血管重塑 ,这是否与 c2j un mRNA的表达相关 ,有

待于进一步研究。

本试验中环境低温明显诱发了肉鸡肺小动脉壁

c2j un mRNA 的表达 ,表明 c2j un mRNA 的表达参

与了环境低温诱发的肉鸡 PHS的发生发展 ,提示 c2
j un mRNA的表达可能与肺动脉血管平滑肌细胞

增殖和肺血管重塑有关。
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