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摘要： 旨在鉴定并比较脂肪肝出血综合征 （ＦＬＨＳ） 蛋鸡肝脏及腹脂组织的转录组特征， 揭示 ＦＬＨＳ 发生发展中肝脏和腹脂调控的关键基因及潜

在分子机制， 为精确靶向肝脏及腹脂用药提供理论依据。 采用高能低蛋白日粮构建蛋鸡 ＦＬＨＳ 模型， 利用转录组测序 （ＲＮＡ－Ｓｅｑ） 比较患鸡与正

常组肝脏及腹脂基因表达图谱， 利用基因本体 （ＧＯ） 功能注释、 京都基因组百科全书 （ＫＥＧＧ） 通路富集和基因集富集分析 （ＧＳＥＡ） 阐明

ＦＬＨＳ 蛋鸡肝脏和腹脂差异基因的功能及作用通路； 通过反转录 ＰＣＲ （ＲＴ－ＰＣＲ） 和 ＲＮＡ－Ｓｅｑ 数据验证关键基因的差异表达。 结果显示： 高能低

蛋白日粮可成功诱发蛋鸡 ＦＬＨＳ， 肝脏和腹脂转录谱发生明显改变。 ＦＬＨＳ 患鸡肝脏和腹脂中分别有 ４４３ 个 （１５１ 上调表达， ２９２ 下调表达） 和 ５２６
个 （４０９ 上调表达， １１７ 下调表达） 显著差异表达基因 （ ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ ≥１， Ｐ＜０􀆰 ０５）。 富集分析提示， 包括磷酸烯醇丙酮酸羧激酶 （ＰＣＫ１）、 载脂

蛋白 ａ －１ （ＡＰＯＡ１） 在内的肝脏差异基因显著富集于代谢过程和 ＰＰＡＲ 信号通路而诱发肝脏脂质沉积； 白细胞介素 ６ （ ＩＬ－６）、 细胞因子信号通

路抑制因子 ３ （ＳＯＣＳ３） 等腹脂差异基因更倾向于参与调控免疫过程和 ＪＡＫ－ＳＴＡＴ 信号通路导致炎症发生。 提示： 肝脏和腹脂通过不同途径共同

参与蛋鸡 ＦＬＨＳ 发生发展， 特异性靶向干扰肝脏及腹脂间关键差异基因及信号通路， 对于优化 ＦＬＨＳ 的预防及治疗具有重要意义。
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　 　 脂肪肝出血综合征 （ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｓｙｎ⁃
ｄｒｏｍｅ， ＦＬＨＳ） 是由于蛋鸡肝脏脂肪代谢紊乱导致脂

质异常积累而引起的一种营养代谢性疾病， 以肝脏肿

大、 质地松脆易碎、 表面伴出血点或出血斑、 大量腹

脂沉积为主要临床特征［１］。 ＦＬＨＳ 是笼养蛋鸡死亡的

主要原因， 给蛋鸡养殖业造成巨大经济损失［２］， 然

而其发病机制尚不清晰。
肝脏是家禽脂代谢的主要场所， 几乎承担了

９０％～９５％的脂质合成压力［３－４］。 Ａｚｉｚａ 等［５］ 阐释脂肪

酸在肝脏内合成后与载脂蛋白结合， 运输至血液后经

脂蛋白脂肪酶水解为脂肪酸， 由腹脂组织摄取并储

存。 而腹脂沉积过多则会反向影响肝脏功能， 使得肝

脏受损［６－８］。 同时， 郭连营等［９］ 发现蛋鸡肝脏受损，
也会导致游离脂肪酸沉积于肝细胞中， 进一步诱发炎

症级联反应， 造成 ＦＬＨＳ。 Ｗａｎｇ 等［１０］ 表明腹脂组织

可通过分泌多种细胞因子如瘦素调控机体脂代谢的动

态平衡； Ｓｕｎ 等［１１］ 揭示腹脂组织大量分泌促炎因子

如白细胞介素 ６ （ＩＬ－６）、 肿瘤坏死因子 α （ＴＮＦ－α）
等可调节炎症反应， 促进肝脏代谢疾病的发生发展。
刘春凌等［１２］进一步表明降低 ＦＬＨＳ 患鸡血清中 ＩＬ－６、
ＴＮＦ－α 水平可减轻 ＦＬＨＳ 患病程度。 前人研究表明肝

脏和腹脂是反映脂质代谢过程的重要组织， 而针对

ＦＬＨＳ 机制的探索， 前期研究多关注肝脏或腹脂单个

组织， 组织间调控 ＦＬＨＳ 病程进展的互作性及差异性

仍有待阐明。 因此， 本研究基于转录组测序 （ＲＮＡ－
Ｓｅｑ） 靶向研究肝脏和腹脂， 进一步揭示高能低蛋白

日粮通过肝脏和腹脂诱发蛋鸡 ＦＬＨＳ 的分子机制， 为

预防和治疗 ＦＬＨＳ 提供理论基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验设计与材料

选取 ３０ 只 １５０ 日龄健康依萨褐蛋鸡 （江西农业

大学动物科学技术学院实验室种蛋孵化）， 平均体重

约 １􀆰 ５ ｋｇ， 随机分成对照组和试验组， 每组各 １５ 只。
对照组给予普通饲料， 试验组饲喂高能低蛋白日粮

（表 １）， 自由采食和饮水， 光照 １４ ～ １６ ｈ ／ ｄ。 ６０ ｄ
后， 采用苯巴比妥心脏麻醉， 颈动脉放血处死， 保存

血清测量甘油三酯 （ＴＧ）， 总胆固醇 （ＴＣ）； 分别取

２ 组蛋鸡同一部位新鲜肝脏称量肝湿重， 以肝湿重 ／
体重计算肝指数， 取腹部脂肪组织置－８０ ℃冰箱保存

备用。

表 １　 日粮成分及营养水平

项目 对照组 试验组

日粮组成 ／ ％ 玉米 ６４ ７０

麦麸 ２􀆰 ０ １􀆰 ２

豆粕 ２４􀆰 ００ １４􀆰 ５８

大豆油 ０ ４􀆰 ２２

石灰石 ８ ８

预混料１） ２ ２

营养水平 能量 ／ （ＭＪ·ｋｇ－１） １１􀆰 ２１ １２􀆰 ９７

粗蛋白 ／ ％ １５􀆰 ８６ １２􀆰 ００

磷 ／ ％ ０􀆰 ５１ ０􀆰 ４６

精氨酸 ／ ％ １􀆰 ０３ ０􀆰 ７４

蛋氨酸 ／ ％ ０􀆰 ３７ ０􀆰 ３２

缬氨酸 ／ ％ ０􀆰 ７７ ０􀆰 ５８

蛋氨酸＋胱氨酸 ／ ％ ０􀆰 ６７ ０􀆰 ５６

　 　 注：１） 每千克饲料预混料由以下成分组成： 铜 ２􀆰 ５０ ｍｇ； 铁

２０􀆰 ００ ｍｇ； 锌 １７􀆰 ５０ ｍｇ； 锰 １５􀆰 ００ ｍｇ； 碘化钾 ４􀆰 ００ ｍｇ； 硫酸钠

６􀆰 ００ ｍｇ； 可可碱 ２􀆰 ５０ ｍｇ； 蛋氨酸 ５０􀆰 ００ ｍｇ； 吡啶铬 ２􀆰 ００ ｍｇ； 维生

素 １５􀆰 ００ ｍｇ； 植酸酶 １０􀆰 ００ ｍｇ； 激肽酶 ７􀆰 ５０ ｍｇ； 抗氧化剂 ２􀆰 ００ ｍｇ；
甘氨酸 １５􀆰 ００ ｍｇ； 胆碱 ５０􀆰 ００ ｍｇ； 盐 ２００􀆰 ００ ｍｇ； Ｃａ３ ＰＯ４ ５００􀆰 ００ ｍｇ
和沸石 ７６􀆰 ００ ｍｇ。

１􀆰 ２　 组织病理学观察

每只蛋鸡分别取黄豆粒大小肝脏和腹脂组织固定

于 ４％甲醛溶液中 ２４ ｈ， 然后进行常规脱水包埋［１３］。
切片厚 ５ μｍ， 随后利用苏木精－伊红 （ＨＥ） 染色，
使用蔡司正置光学显微镜分别观察比较肝脏和腹脂组

织形态学变化并拍照。 切片制作及 ＨＥ 染色过程由武

汉塞维尔生物科技有限公司完成。 采用 Ｉｍａｇｅ －Ｐｒｏ
Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 分析软件测量并统计每组腹脂组织切片中

１００ 个脂滴直径。
１􀆰 ３　 ＲＮＡ 建库测序及数据处理

利用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂盒 （Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ， ＵＳＡ） 从肝脏和
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腹脂中分别提取 ＲＮＡ， 随后将成功提取的 ＲＮＡ 样本

送至诺禾致源公司进行建库， 并采用 ＨｉＳｅｑ ４０００ （Ｉｌ⁃
ｌｕｍｉｎａ） 平台测序。 获得原始数据后， 进行基本的数

据处理： 去除接头、 Ｎ 碱基比例超过 １０％及低质量测

序序列 （ｒｅａｄｓ） （Ｑｐｈｒｅｄ ≤ ２０ 的碱基数占整个 ｒｅａｄｓ
长度的 ５０％以上的序列）， 过滤后得到高质量测序序

列 （ ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ）。 其次使用 ＦａｓｔＱＣ 软件 （ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ．ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ． ｂａｂｒａｈａｍ．ａｃ． ｕｋ ／ ｐｒｏｊｅｃｔｓ ／ ｆａｓｔｑｃ ／ ）对

ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 进行质量检测。 然后使用 ＳＴＡＲ－２􀆰 ５􀆰 ３ａ
（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｇｉｔｈｕｂ． ｃｏｍ ／ ａｌｅｘｄｏｂｉｎ ／ ＳＴＡＲ ） 软 件 将 ｃｌｅａｎ
ｒｅａｄｓ 比对到鸡 Ｇａｌｌｕｓ＿ｇａｌｌｕｓ－５􀆰 ０ 版本 （Ｅｎｓｅｍｂｌ） 基

因 组 上［１４］。 使 用 ＳｔｒｉｎｇＴｉｅ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｃｃｂ． ｊｈｕ． ｅｄｕ ／
ｓｏｆｔｗａｒｅ ／ ｓｔｒｉｎｇｔｉｅ ／ ）软件分两步对转录本进行组装： 第

一步为序列初组装， 第二步为转录本合并组装。 最后

使用 ｆｅａｔｕｒｅＣｏｕｎｔｓ 软件 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｕｂｒｅａｄ． ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ．
ｎｅｔ ／ ）对转录本进行定量［１５］。
１􀆰 ４　 差异表达分析

利用 ＤＥＳｅｑ２ Ｒ 包软件（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｂｉｏｃｏｎｄｕｃｔｏｒ．
ｏｒｇ ／ ｐａｃｋａｇｅｓ ／ ｒｅｌｅａｓｅ ／ ｂｉｏｃ ／ ｈｔｍｌ ／ ＤＥＳｅｑ２􀆰 ｈｔｍｌ） 对定量

后的基因表达量进行标准化， 转化为每千个碱基的转

录每百万映射读取的片段 （ＦＰＫＭ）。 随后继续根据

基因表达量的差异倍数 （ ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ， ＦＣ） 利用

ＤＥＳｅｑ２ 进行差异分析［１６］， 设定筛选差异表达基因

（ＤＥＧｓ） 阈值为 ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ ≥ １， Ｐ＜０􀆰 ０５。
１􀆰 ５　 ＤＥＧｓ 注释和富集分析

利用 ＰＡＮＴＨＥＲ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｐａｎｔｈｅｒｄｂ． ｏｒｇ ／ ） 和

ＤＡＶＩＤ（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｄａｖｉｄ． ｎｃｉｆｃｒｆ． ｇｏｖ ／ ｓｕｍｍａｒｙ． ｊｓｐ ＃） 对

ＤＥＧｓ 进行基因本体 （ＧＯ） 功能注释、 京都基因组

百科全书 （ＫＥＧＧ） 通路富集分析， 利用基因集富集

分析 （ＧＳＥＡ） 软件对 ＤＥＧｓ 进行分析。
１􀆰 ６　 ＲＴ－ＰＣＲ 验证

利用 Ｍｏｌｏｎｙ 小鼠白血病病毒转录酶 （Ｐｒｏｍｅｇａ，
ＵＳＡ） 和 Ｏｌｉｇｏ （ｄＴ） （ＴａＫａＲａ， Ｊａｐａｎ） 将 ２ μｇ 总

ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡ 第一链， 使用 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０ 仪

器 和 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
（Ｒｏｃｈｅ， ＵＳＡ） 进行 ＲＴ－ＰＣＲ， 扩增条件： ９５ ℃预变

性 １０ ｍｉｎ； ９５ ℃ ３０ ｓ， ６０ ℃ １ ｍｉｎ， ４０ 个循环。 随后

根据 ２－ΔΔＣｔ算法计算靶基因相对管家基因 β－ａｃｔｉｎ 的相

对表达量。
１􀆰 ７　 数据统计与分析

使用 Ｓｔｕｄｅｎｔ􀆳ｓ ｔ 检验进行显著性分析。 结果以

“平均值±标准差” 表示。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 肝脏解剖学、 组织病理学和血清变化

利用正常和高能低蛋白日粮分别喂养对照组和试

验组蛋鸡。 结果显示， 对照组肝脏未见异常变化， 呈

正常棕红色， 表面光滑、 质地紧密、 大小正常， 肝脏

下有不明显脂肪垫 （图 １Ａ）； 而试验组肝脏呈土黄

色， 表面油润肿大， 边缘厚钝， 质地松脆易碎， 肝脏

下可见厚脂肪垫且肝脏表面有针尖状大小出血点

（图 １Ｂ）。 ＨＥ 染色显示， 与对照组相比， 试验组蛋

鸡肝脏组织有较多脂质空泡 （图 １Ｄ）， 腹脂细胞肿

胀明显 （图 １Ｆ） 且腹脂细胞脂滴直径明显高于对照

组 （图 １Ｇ）。 同时， 试验组肝指数、 血清 ＴＧ 和 ＴＣ
的浓度显著高于对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０１， 表 ２）。 该结果表

明高能低蛋白日粮可成功诱发蛋鸡 ＦＬＨＳ。

　 　 Ａ． 对照组肝脏大体观； Ｂ． 试验组肝脏大体观， 箭头指示出血点和肝下厚脂肪垫； Ｃ． 对照组肝脏组织 ＨＥ 染色； Ｄ． 试验组肝脏组织 ＨＥ 染色，
箭头指示脂质空泡； Ｅ． 对照组腹脂组织 ＨＥ 染色； Ｆ． 试验组腹脂组织 ＨＥ 染色； Ｇ． 对照组与试验组的腹脂细胞脂滴直径比较 （∗∗表示 Ｐ＜
０􀆰 ０１）。

图 １　 蛋鸡肝脏的组织形态及肝脏、 腹脂组织病理学观察
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表 ２　 ＦＬＨＳ 对蛋鸡肝指数、 血清 ＴＧ 和 ＴＣ 浓度的影响

指标 对照组 试验组

肝重 ／ ｇ ２１􀆰 ３２±０􀆰 ０６Ｂ ３２􀆰 ６０±０􀆰 １５Ａ

肝指数 ／ ‰ １４􀆰 １２±０􀆰 ７０Ｂ ２１􀆰 ８８±２􀆰 ０８Ａ

ＴＧ ／ （ｍｍｏｌ·ｇ－１） ０􀆰 ２２±０􀆰 ２９Ｂ ０􀆰 ３４±０􀆰 ０２Ａ

ＴＣ ／ （ｍｍｏｌ·ｇ－１） １􀆰 ６４±０􀆰 １５Ｂ ２􀆰 ９１±０􀆰 ３１Ａ

　 　 注： 同行数据肩标不同大写字母表示差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

２􀆰 ２　 蛋鸡肝脏和腹脂 ＲＮＡ－Ｓｅｑ 数据分析与质量

控制

　 　 ＲＮＡ－Ｓｅｑ 序列进行质控和过滤后， 从肝脏和腹

脂样本中分别平均得到 ４ ６２０ 万个和 ４ ０１０ 万个 ｃｌｅａｎ
ｒｅａｄｓ， 利用 ＳＴＡＲ － ２􀆰 ５􀆰 ３ａ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｇｉｔｈｕｂ． ｃｏｍ ／ ａｌｅｘ⁃
ｄｏｂｉｎ ／ ＳＴＡＲ） 软件将 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 比对到鸡 Ｇａｌｌｕｓ ＿

ｇａｌｌｕｓ－５􀆰 ０ 基因组， 分别鉴别到 ４ ２６０ 万个和 ３ ６２０
万个唯一匹配 ｒｅａｄｓ， 唯一匹配率高达 ９２􀆰 ４％ 和

９０􀆰 ２％， 表明该数据质量较好， 可用于进一步分析。
２􀆰 ３　 ＲＮＡ －Ｓｅｑ 挖掘 ＦＬＨＳ 蛋鸡肝脏和腹脂的关

键 ＤＥＧｓ
　 　 进一步利用 ＲＮＡ－Ｓｅｑ 分析在肝脏和腹脂中分别

鉴定出 ４４３ 个和 ５２６ 个 ＤＥＧｓ （ ｜ ｌｏｇ２ ＦＣ ｜ ≥１， Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 其中， 在试验组蛋鸡肝脏中， ＤＥＧｓ 有 １５１
个表达上调， ２９２ 个表达下调 （图 ２Ａ）； 而在腹脂

中， ＤＥＧｓ 有 ４０９ 个表达上调， １１７ 个表达下调 （图
２Ｂ）。 ＥＮＳＧＡＬＧ００００００４８８８２ 等为肝脏相关的差异显

著性前 ２０ 的 ＤＥＧｓ （图 ２Ｃ）， ＩＬ－６ 等为腹脂相关的

差异显著性前 ２０ 的 ＤＥＧｓ （图 ２Ｄ）。

Ａ􀆰 对照组 （ｎ＝ １５１） 和试验组 （ｎ＝ ２９２） 肝脏 ＤＥＧｓ 火山图； Ｂ． 对照组 （ｎ ＝ ２９５） 和试验组 （ｎ ＝ ２０３） 腹脂 ＤＥＧｓ 火山图 （ ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ ≥
１， Ｐ＜０􀆰 ０５）； Ｃ． 前 ２０ 个肝脏极显著 ＤＥＧｓ 热图； Ｄ． 前 ２０ 个腹脂极显著 ＤＥＧｓ 热图 （ ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ ≥ １， Ｐ＜０􀆰 ０５）。 黄色和绿色点分别表示上调基

因和下调基因。

图 ２　 蛋鸡肝脏和腹脂 ＤＥＧｓ 转录图谱比较
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　 　 肝脏前 １０ 个极显著上调基因 （表 ３） 与氨基酸

的代谢与转运、 胆固醇稳态和脂质代谢密切相关， 表

明高能低蛋白日粮可能通过影响肝脏中营养物质代谢

调节 ＦＬＨＳ 发生发展； 而腹脂前 １０ 个极显著上调基

因 （表 ４） 则与免疫调节、 炎症反应及 Ｂ 细胞的成熟

等过程密切相关， 揭示了患鸡腹脂组织可能通过调节

免疫、 炎症反应影响 ＦＬＨＳ 发生发展。

表 ３　 ＦＬＨＳ 蛋鸡肝脏组织 ＲＮＡ－Ｓｅｑ 中前 １０ 个极显著 ＤＥＧｓ

基因 阈值 （ ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ ） Ｐ 值 上调 ／ 下调 功能

蛋白酶卵磷脂酶 ２ （ＯＶＣＨ２） ２􀆰 ４２ ＜０􀆰 ００１ 上调 氨基酸的代谢与转运

锚定蛋白重复结构域 ２２ （ＡＮＫＲＤ２２） ３􀆰 ５６ ＜０􀆰 ００１ 上调 炎症反应和细胞凋亡

ＥＮＳＧＡＬＧ０００００００５０４３ ２􀆰 ３６ ＜０􀆰 ００１ 上调 胆固醇稳态和脂质代谢

溶质载体家族 ６ 成员 ９ （ＳＬＣ６Ａ９） ３􀆰 １７ ＜０􀆰 ００１ 上调 神经递质和氨基酸转运

ＥＮＳＧＡＬＧ００００００４８８８２ ２􀆰 ６１ ＜０􀆰 ００１ 上调 ／

ＮＭＲＡ 类氧化还原传感器 １ （ＮＭＲＡＬ１） ２􀆰 ９９ ＜０􀆰 ００１ 上调 免疫反应和细胞凋亡

干扰素 α 诱导蛋白 ２７ 样 １ （ＩＦＩ２７Ｌ１） １􀆰 ２３ ＜０􀆰 ００１ 上调 细胞凋亡过程

ＲＡＳ 鸟嘌呤释放蛋白 ３ （ＲＡＳＧＲＰ３） ２􀆰 ０８ ＜０􀆰 ００１ 上调 Ｒａｓ 信号转导与免疫应答

溶质载体家族 ３８ 成员 １ （ＳＬＣ３８Ａ１） １􀆰 ４３ ＜０􀆰 ００１ 上调 氨基酸转运体和能量代谢

血管生成素样蛋白 ４ （ＡＮＧＰＴＬ４） １􀆰 ２５ ＜０􀆰 ００１ 上调 葡萄糖和脂质代谢

含铜胺氧化酶 １ （ＡＯＣ１） －１􀆰 ９４ ＜０􀆰 ００１ 下调 脂质代谢

ＥＮＳＧＡＬＧ００００００４４６１８ －１􀆰 ７１ ＜０􀆰 ００１ 下调 ／

磷酸二酯酶 ４Ｄ （ＰＤＥ４Ｄ） －２􀆰 ０７ ＜０􀆰 ００１ 下调 磷酸二酯酶活性和炎症

分泌型去整合素金属蛋白酶 １７ （ＡＤＡＭＴＳ１７） －１􀆰 ９４ ＜０􀆰 ００１ 下调 体脂分布与金属肽酶活性

绒毛蛋白 １ （ＶＩＬ１） －１􀆰 ８３ ＜０􀆰 ００１ 下调 炎症反应

延胡索酰乙酰乙酸水解酶 （ＦＡＨ） －１􀆰 ４４ ＜０􀆰 ００１ 下调 免疫反应与Ⅱ型糖尿病

２０ 型蛋白酪氨酸磷酸酶非受体 （ＰＴＰＮ２０） －２􀆰 ４４ ＜０􀆰 ００１ 下调 增殖、 分化、 迁移和存活

与 ＣａｓＬ 相互作用分子 ２ （ＭＩＣＡＬ２） －１􀆰 ３８ ＜０􀆰 ００１ 下调 细胞分化、 迁移和血管生成

Ｎｅｂｕｌｅｔｔｅ 蛋白 （ＮＥＢＬ） －１􀆰 ２９ ＜０􀆰 ００１ 下调 细胞器组成和原肌凝蛋白结合

脊椎蛋白 ２ （ＳＰＯＮ２） －１􀆰 ９６ ＜０􀆰 ００１ 下调 免疫反应

　 　 注： ／ 表示未知。 下同。

２􀆰 ４　 ＦＬＨＳ 蛋鸡肝脏及腹脂 ＤＥＧｓ 的富集分析

为进一步探究肝脏及腹脂 ＤＥＧｓ 影响的生物学功

能， 对 ２ 个组织 ＤＥＧｓ 进行 ＧＯ 功能注释。 结果显示

肝脏 ＤＥＧｓ 显著富集于代谢过程 （ＧＯ： ０００８１５２），

腹脂 ＤＥＧｓ 显 著 富 集 于 免 疫 系 统 过 程 （ ＧＯ：
０００２３７６）。 该结果提示试验组蛋鸡肝脏 ＤＥＧｓ 可能通

过影响代谢过程， 腹脂组织 ＤＥＧｓ 可能通过影响免疫

系统过程， 共同参与蛋鸡 ＦＬＨＳ 的发生发展 （图 ３）。
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表 ４　 ＦＬＨＳ 蛋鸡腹脂组织 ＲＮＡ－Ｓｅｑ 中前 １０ 个极显著 ＤＥＧｓ

基因 阈值 （ ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ ） Ｐ 值 上调 ／ 下调 功能

ＭＳＴＲＧ􀆰 ３４３２ ３􀆰 ９２ ＜０􀆰 ００１ 上调 免疫调节和炎症过程

趋化因子样配体 ４ （ＧＧＣＬ１） ４􀆰 ５０ ＜０􀆰 ００１ 上调 炎症和 Ｂ 细胞的成熟

白细胞介素 ６ （ＩＬ－６） ４􀆰 ３６ ＜０􀆰 ００１ 上调 Ｗｎｔ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路的激活

Ｒ－脊椎蛋白 ４ （ＲＳＰＯ４） ５􀆰 １７ ＜０􀆰 ００１ 上调 ／

ＭＳＴＲＧ． １００７０ ５􀆰 １０ ＜０􀆰 ００１ 上调 脂质代谢过程

δ４－去饱和酶， 鞘脂 ２ （ＤＥＧＳ２） ５􀆰 ９１ ＜０􀆰 ００１ 上调 ／

ＭＳＴＲＧ． ７３０２ ４􀆰 ６３ ＜０􀆰 ００１ 上调 参与 ｐＨ 调节以清除酸

溶质载体家族 ９ 成员 ２ （ＳＬＣ９Ａ２） ３􀆰 ８７ ＜０􀆰 ００１ 上调 ／

ＭＳＴＲＧ． ６３５０ ３􀆰 ９７ ＜０􀆰 ００１ 上调 磷脂代谢过程

磷脂酶 Ａ２ 家族 ５ （ＰＬＡ２Ｇ５） ７􀆰 ０３ ＜０􀆰 ００１ 上调 莱伯氏先天性黑蒙症

ＲＤ３ 样 （ＲＤ３Ｌ） －１􀆰 ９１ ＜０􀆰 ００１ 下调 ／

ＭＳＴＲＧ． １１４２０ －２􀆰 ０１ ＜０􀆰 ００１ 下调 ／

ＭＳＴＲＧ． １４１９６ －５􀆰 ７６ ＜０􀆰 ００１ 下调 氧化还原酶活性和代谢过程

含 Ｒｉｅｓｋｅ Ｆｅ－Ｓ 结构域 （ＲＦＥＳＤ） －１􀆰 ４８ ＜０􀆰 ００１ 下调 水解从细胞外摄取脂质

磷脂磷酸酶 １ （ＰＬＰＰ１） －１􀆰 ４９ ＜０􀆰 ００１ 下调 免疫系统过程

生长分化因子相关血清蛋白 ２ （ＷＦＩＫＫＮ２） －２􀆰 ７３ ＜０􀆰 ００１ 下调 ／

ＭＳＴＲＧ． １４３２２ －２􀆰 ０８ ＜０􀆰 ００１ 下调 ／

ＭＳＴＲＧ． ７４０１ －１􀆰 ６９ ＜０􀆰 ００１ 下调 免疫调节

Ⅱ型成对免疫球蛋白样受体相关神经蛋白 （ＰＩＡＮＰ） －１􀆰 ５８ ＜０􀆰 ００１ 下调 脂质代谢过程

围脂滴蛋白 ３ （ＰＬＩＮ３） －１􀆰 ８７ ＜０􀆰 ００１ 下调 ／

图 ３　 肝脏 （Ａ） 和腹脂 （Ｂ） 中 ＤＥＧｓ 的 ＧＯ 功能注释结果

　 　 此外， ＤＥＧｓ 的 ＫＥＧＧ 通路富集分析结果显示，
肝脏中磷酸烯醇丙酮酸羧激酶 （ＰＣＫ１）、 载脂蛋白

ａ－１ （ＡＰＯＡ１） 等基因显著富集于 ＰＰＡＲ 信号通路

（图 ４Ａ、 ４Ｃ）； 而腹脂中 ＩＬ－６、 细胞因子信号通路抑

制因子 ３ （ＳＯＣＳ３） 等基因显著富集于 ＪＡＫ－ＳＴＡＴ 信

号通路 （图 ４Ｂ、 ４Ｄ）。 该结果提示， 肝脏 ＰＣＫ１、
ＡＰＯＡ１ 等 ＤＥＧｓ 与腹脂 ＩＬ－６、 ＳＯＣＳ３ 等 ＤＥＧｓ 可能

分别通过 ＰＰＡＲ 信号通路、 ＪＡＫ－ＳＴＡＴ 信号通路影响

蛋鸡 ＦＬＨＳ 的发生发展。 为进一步确定蛋鸡 ＦＬＨＳ 发

生发展的关键通路， 本研究对肝脏和腹脂组织 ＤＥＧｓ
进行了 ＧＳＥＡ 富集分析。 结果显示， 试验组蛋鸡肝脏

中 ＰＰＡＲ 信号通路活性和腹脂中 ＪＡＫ－ＳＴＡＴ 信号通路

活性均显著上调 （图 ５Ｅ、 ５Ｆ）。 该结果与 ＫＥＧＧ 富

集分析结果一致， 进一步提示试验组蛋鸡肝脏和腹脂

组织分别上调 ＰＰＡＲ 信号通路和 ＪＡＫ－ＳＴＡＴ 信号通路

活性共同参与 ＦＬＨＳ 的发生发展。
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Ａ． 肝脏 ＤＥＧｓ 显著富集的信号通路； Ｂ． 腹脂 ＤＥＧｓ 显著富集的信号通路； Ｃ． 肝脏 ＤＥＧｓ 极显著富集的信号通路及其相关基因； Ｄ． 腹脂 ＤＥＧｓ
极显著富集的信号通路及其相关基因； Ｅ． ＧＳＥＡ 富集分析提示试验组蛋鸡肝脏中 ＰＰＡＲ 信号通路的活性改变； Ｆ． ＧＳＥＡ 富集分析提示试验组蛋鸡

腹脂中 ＪＡＫ－ＳＴＡＴ 信号通路的活性改变。

图 ４　 肝脏和腹脂组织 ＤＥＧｓ 的功能富集分析

２􀆰 ５　 关键基因差异表达水平的验证

为验证 ＲＮＡ－Ｓｅｑ 数据分析的 ＤＥＧｓ 及富集分析

结果的准确性， 选取肝脏中脂质代谢关键 ＤＥＧｓ
（ ＰＣＫ１、 ＡＰＯＡ１） 和腹脂中炎症反应关键 ＤＥＧｓ
（ＩＬ－６、 ＳＯＣＳ３） 利用 ＲＮＡ－Ｓｅｑ 数据和 ＲＴ－ＰＣＲ 技

术进行验证。 患鸡肝脏 ＰＣＫ１、 ＡＰＯＡ１ 基因表达水平

和腹脂 ＩＬ－６、 ＳＯＣＳ３ 基因表达水平均显著高于对照

组 （图 ５Ａ、 ５Ｂ）； ＲＴ－ＰＣＲ 结果也与 ＲＮＡ－Ｓｅｑ 结果

保持高度一致 （图 ５Ｃ、 ５Ｄ、 ５Ｅ 和 ５Ｆ）。 上述数据进

一步证实前期结果的可靠性。

·３４·畜牧与兽医　 ２０２４ 年　 第 ５６ 卷　 第 ２ 期



Ａ􀆰 ＰＣＫ１、 ＡＰＯＡ１ 基因在肝脏样本 ＲＮＡ－Ｓｅｑ 数据中的基因表达

水平； Ｂ． ＩＬ－６、 ＳＯＣＳ３ 基因在腹脂样本 ＲＮＡ－Ｓｅｑ 数据中的基因表达

水平； Ｃ． 肝脏 ＰＣＫ１ ｍＲＮＡ 表达水平； Ｄ． 肝脏 ＡＰＯＡ１ ｍＲＮＡ 表达水

平； Ｅ． 腹脂 ＩＬ－６ ｍＲＮＡ 表达水平； Ｆ． 腹脂 ＳＯＣＳ３ ｍＲＮＡ 表达水平。

∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１， ｎ＝ ３。

图 ５　 肝脏和腹脂组织特异性差异基因表达水平的验证

３　 讨论

ＦＬＨＳ 是由多重因素相互作用导致的营养代谢性

疾病， 好发于产蛋高峰期的笼养蛋鸡， 严重损害了蛋

鸡的生产性能， 给养殖业造成了巨大的损失［２，１７］。
ＦＬＨＳ 主要表现为肝脏脂肪变性， 家禽体内 ９０％ ～
９５％的脂类来源于肝脏脂肪酸的从头合成［１８］， 在机

体中， 少量的腹脂能够保护肝脏， 但过多的腹脂堆积

则会反向影响肝脏功能［１９］， 从而诱发 ＦＬＨＳ。 因此，
肝脏和腹脂是反映脂质代谢的重要组织。 前期针对

ＦＬＨＳ 的研究忽略了肝脏和腹脂重要的相互作用， 往

往造成其应用及治疗效果不佳。 本研究针对肝脏和腹

脂组织， 在转录水平上系统性揭示了 ２ 种组织参与高

能低蛋白日粮所致蛋鸡 ＦＬＨＳ 发生发展的关键基因及

其潜在分子机制。
基于肝脏 ＲＮＡ－Ｓｅｑ 数据， 我们发现 ＦＬＨＳ 患病

蛋鸡肝脏中 ＰＣＫ１、 ＡＰＯＡ１ 等基因出现明显组织特异

性表达上调。 ＰＣＫ１ 基因所编码的磷酸烯醇丙酮酸羧

基激酶是糖异生的限速酶［２０］， 前人研究在高脂日粮

喂养的肥胖小鼠中， ＰＣＫ１ 水平显著提高， 与脂质合

成与代谢密切相关［２１］； ＡＰＯＡ１ 是高密度脂蛋白中主

要的载脂蛋白， 逆向胆固醇转运调节外周组织胆固醇

含量， 同时可以激活卵磷脂胆固醇酰基转移酶

（ＬＣＡＴ） 促进细胞内胆固醇的运出、 酯化和转移［２２］；
同时， 本研究发现， ＰＣＫ１、 ＡＰＯＡ１ 等基因明显富集

于 ＰＰＡＲ 信号通路， 该通路被广泛认为调控脂质代

谢， 通过干预脂肪酸稳态导致肝脏脂质代谢紊乱， 参

与脂肪性肝病的发生［２３］。 该结果提示高能低蛋白日

粮可能通过影响载脂蛋白合成、 糖异生等途径来影响

蛋鸡肝脏脂质转运代谢， 造成 ＴＧ 过度蓄积进而造成

肝脏脂肪变性； 因载脂蛋白合成被影响， 导致肝外游

离脂肪酸增多， 易被腹脂摄取造成腹脂沉积。 在腹脂

组织中， 本研究鉴定出关键组织特异性 ＤＥＧｓ， ＩＬ－
６、 ＳＯＣＳ３ 等。 ＩＬ－６， 由脂肪细胞分泌的重要炎性因

子， 其表达水平在一定程度上与脂肪组织炎症反应正

相关［２４］， 同时高表达的 ＩＬ－６ 可以协同 ＳＴＡＴ３ 促进肝

脏脂质合成［２５］； 而 ＳＯＣＳ３ 已被证明是 ＩＬ － ６ ／ ＪＡＫ ／
ＳＴＡＴ３ 信号转导的关键调节因子， 与炎症性疾病密切

相关［２６］； 同时， ＩＬ－６、 ＳＯＣＳ３ 高度富集的信号通路

ＪＡＫ－ＳＴＡＴ 信号通路已被广泛报道参与炎症反应、 脂

质代谢等生物学过程， 其活性失调可加重肝脏脂质代

谢紊乱［２７－２８］。 有意思的是， ＰＰＡＲ 与 ＪＡＫ－ＳＴＡＴ 信号

通路均可参与脂质代谢相关过程， 提示高能低蛋白日

粮同时作用肝脏及腹脂， 分别通过 ＰＰＡＲ 及 ＪＡＫ －
ＳＴＡＴ 信号通路导致肝脏及腹脂代谢紊乱， 加重脂质

蓄积造成肝细胞损伤。 此外， ＰＰＡＲ 与 ＪＡＫ－ＳＴＡＴ 信

号通路的失调不仅影响肝脏脂质代谢过程， 也可诱发

腹脂组织分泌炎性因子， 反向引起肝细胞氧化应激从

而对肝细胞造成更大损伤， 进一步表明脂质代谢及炎

症反应在 ＦＬＨＳ 病程中发挥重要作用。
综上， 上述结果揭示高能低蛋白日粮所致 ＦＬＨＳ

蛋鸡转录谱特征与正常蛋鸡间存在显著差异， 患鸡肝

脏可通过特异性高表达 ＡＰＯＡ１、 ＰＣＫ１ 等基因上调

ＰＰＡＲ 信号通路活性， 加重肝脏脂质沉积； 腹脂可通

过特异性高表达 ＩＬ－ ６、 ＳＯＣＳ３ 等基因， 上调 ＪＡＫ－
ＳＴＡＴ 信号通路， 诱发炎症反应。 肝脏和腹脂协同促

进高能低蛋白日粮所致蛋鸡 ＦＬＨＳ 的发生发展。 因

此， ＡＰＯＡ１、 ＰＣＫ１、 ＩＬ－６、 ＳＯＣＳ３ 等基因可能是蛋

鸡 ＦＬＨＳ 发生发展的关键靶基因， ＰＰＡＲ 及 ＪＡＫ －
ＳＴＡＴ 信号通路作为调节脂质代谢和炎症反应的关键

信号通路， 提供靶向肝脏和腹脂联合用药的新思路，
为优化 ＦＬＨＳ 的预防和治疗提供更为有效精准的新

·４４· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２４　 Ｖｏｌ􀆰 ５６　 Ｎｏ􀆰 ２



方法。
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ｔｈｅ ＩＬ－６ ／ ＪＡＫ－ＳＴＡＴ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ］ ． Ｌｉｐｉｄｓ Ｈｅａｌｔｈ Ｄｉｓ， ２０２２， ２１
（１）： ８２．

［２８］ ＺＨＵ Ｙ， ＭＡＯ Ｈ， ＰＥＮＧ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＪＡＫ－ＳＴＡＴ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ［ Ｊ ］ ．
Ａｎｉｍ Ｂｉｏｓｃｉ， ２０２１， ３４ （１）： １４３－１５３．
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