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饲料中添加猪源胆汁酸对肉鸡体内 ＬＰＳ 外排功能的影响
陈良１ꎬ３ꎬ赵敏蝶１ꎬ曹爱智２ꎬ王建民２ꎬ赵茹茜１ꎬ２∗

(１.南京农业大学动物医学院 /农业农村部动物生理生化重点实验室ꎬ江苏 南京 ２１００９５ꎻ２.南京农业大学－山东龙昌动物

保健品有限公司肝脏健康与稳态调控研究院ꎬ山东 德州 ２５３０００ꎻ３.怀化市农业科学研究院ꎬ湖南 怀化 ４１８０００)

摘要:[目的]本研究旨在探究胆汁酸是否能促进肉鸡体内脂多糖(ＬＰＳ)外排及其缓解 ＬＰＳ 诱导的炎症反应ꎮ [方法]选择

６０ 只 １ 日龄雄性 Ｒｏｓｓ ３０８ 肉鸡ꎬ分成 ４ 组ꎬ每组 １５ 只ꎬ空白组(ＣＯＮ)和模型组(ＬＰＳ 组)的鸡饲喂基础日粮ꎬ低剂量胆汁酸缓

解组(ＬＢＡ 组)的鸡饲喂含猪源胆汁酸(１６０ ｍｇ􀅰ｋｇ－１)的基础日粮ꎬ高剂量胆汁酸缓解组(ＨＢＡ 组)的鸡饲喂含猪源胆汁酸(２５０
ｍｇ􀅰ｋｇ－１)的基础日粮ꎮ 试验第 ２８ 天ꎬ鸡群禁食 ９ ｈ 后ꎬＣＯＮ 组腹腔注射等体积生理盐水ꎬＬＰＳ 组、ＬＢＡ 组和 ＨＢＡ 组腹腔注射

ＬＰＳ(１ ｍｇ􀅰ｋｇ－１ ＢＷ)ꎮ ＬＰＳ 注射后 ３ ｈ 翅静脉采血并全部屠宰取样ꎬ测定炎症相关指标、ＬＰＳ 水平及肝脏相关 ＬＰＳ 摄取和外排

基因表达量ꎮ [结果]ＣＯＮ 组肝脏未发现炎性细胞浸润ꎮ ＬＰＳ 组肝脏出现大量炎性细胞浸润且血清 ＩＬ￣１β 水平显著增加(Ｐ<
０.０５)ꎬ血清和肝脏 ＬＰＳ 水平及肝脏甘露糖受体 Ｃ１ 基因(ＭＲＣ１)、稳定素 １ / ２ 基因(ＳＴＡＢ １ / ２)表达量均显著增加(Ｐ<０.０５)ꎻ血
清、肝脏、胆汁和盲肠内容物的总胆汁酸(ＴＢＡ)浓度显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ并且肝脏胆盐输出泵(ＢＳＥＰ)、多药耐药蛋白 ２
(ＭＲＰ２)、多药耐药相关蛋白 １(ＭＤＲ１)、肝Ｘ 受体 α(ＬＸＲα)和法尼醇受体(ＦＸＲ)基因表达量均显著降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 与 ＬＰＳ 组

相比ꎬＬＢＡ 组肝脏炎性细胞浸润减少ꎬ血清 ＩＬ￣１β 浓度显著降低(Ｐ<０.０５)ꎻ血清和肝脏 ＬＰＳ 水平、肝脏 ＭＲＣ１、ＳＴＡＢ１ / ２基因表

达量均显著降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 与 ＬＰＳ 组相比ꎬＨＢＡ 组肝脏炎性细胞浸润消失ꎬ血清 ＩＬ￣１β 浓度、肝脏 ＭＲＣ１、ＳＴＡＢ１ / ２基因的表

达量显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ血清 ＬＰＳ 水平显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ而胆汁 ＬＰＳ 水平显著增加(Ｐ<０.０５)ꎬ血清、胆汁和盲肠内容物总

ＴＢＡ 水平和肝脏 ＭＤＲ１、ＡＴＰ 结合盒转运蛋白 Ｇ２(ＡＢＣＧ２)基因及 ＦＸＲ 蛋白表达量均显著增加(Ｐ<０.０５)ꎮ [结论]胆汁酸通过

增强肝脏的摄取、合成和外排功能ꎬ提高肉鸡体内 ＬＰＳ 外排效率ꎬ降低机体炎症反应ꎮ
关键词:胆汁酸ꎻ肉鸡ꎻ炎症反应ꎻ脂多糖ꎻ外排功能
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ｅｘｐｏｒｔ ｐｕｍｐ(ＢＳＥＰ)ꎬｍｕｌｔｉｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ２(ＭＲＰ２)ꎬｍｕｌｔｉｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １(ＭＤＲ１)ꎬｌｉｖｅｒ Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒ α
(ＬＸＲα)ꎬａｎｄ ｆａｒｎｅｓｏｉｄ Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒ(ＦＸＲ)ａｌｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ(Ｐ<０.０５) . Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐꎬｔｈｅ ＬＢＡ ｇｒｏｕｐ ｒｅｄｕｃｅｄ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ(Ｐ<０.０５)ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ＩＬ￣１β ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ(Ｐ<０.０５) . Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ
ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ＬＰＳ ｌｅｖｅｌｓꎬａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ＭＲＣ１ ａｎｄ ＳＴＡＢ１ / ２ꎬｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ(Ｐ<０.０５) . Ｉｎ ｔｈｅ
ＨＢＡ ｇｒｏｕｐꎬｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｄｉｓａｐｐｅａｒｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒꎬａｎｄ ｂｏｔｈ ｓｅｒｕｍ ＩＬ￣１β ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ｌｉｖｅｒ ＭＲＣ１ ａｎｄ ＳＴＡＢ１ / ２ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ(Ｐ<０.０５) . Ｓｅｒｕｍ ＬＰＳ ｌｅｖｅｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ(Ｐ<０.０５)ꎬｗｈｉｌｅ ｂｉｌｅ ＬＰＳ ｌｅｖｅｌｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ(Ｐ<０.０５) . Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙꎬｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＴＢＡ ｉｎ ｓｅｒｕｍꎬｂｉｌｅꎬａｎｄ ｃｅｃａｌ ｃｏｎｔｅｎｔｓꎬａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｔｈｅ ｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ＭＤＲ１ꎬＡＴＰ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ Ｇ２(ＡＢＣＧ２)ꎬａｎｄ ＦＸＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓꎬａｌｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ(Ｐ<０. ０５) . [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ] Ｉｎ ｓｕｍｍａｒｙꎬｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ ｅｎｈａｎｃｅ ｌｉｖｅｒ ｕｐｔａｋｅꎬｓｙｎｔｈｅｓｉｓꎬａｎｄ ｅｘｃｒｅｔｉｏｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓꎬ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｔｈｅ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ＬＰＳ ｅｘｃｒｅｔｉｏｎ ｉｎ ｂｒｏｉｌｅｒ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ａｎｄ ｃｏｎｓｅｑｕｅｎｔｌｙ ａｌｌｅｖｉａｔｉｎｇ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓꎻｂｒｏｉｌｅｒ ｃｈｉｃｋｅｎꎻｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅꎻｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅꎻｅｆｆｌｕｘ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

脂多糖( ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓꎬＬＰＳ)主要来源于革兰氏阴性菌ꎬ如大肠杆菌和沙门氏菌等ꎬ它们被认为是

畜禽养殖的主要致病菌[１－３]ꎮ 在大肠杆菌或沙门氏菌感染时ꎬ畜禽血液中 ＬＰＳ 水平显著增加ꎬ从而诱发毒

血症或败血症等ꎬ导致其生长抑制和肝胆功能障碍ꎬ甚至死亡[４－６]ꎮ 尽管抗生素在预防和治疗细菌性疾病

方面取得了显著成效ꎬ但随着抗生素耐药菌株不断出现ꎬ以及与之相关的食品安全问题不断增加ꎬ迫切

需要开发可行的替代方案ꎬ以确保动物的健康和生产性能最大化ꎮ
目前ꎬ除了抗生素ꎬ毒血症或败血症的治疗仍然缺乏有效手段ꎮ 在感染期间ꎬ为了防止大量 ＬＰＳ 在机

体内积聚并引发多器官损伤ꎬ迅速清除体内 ＬＰＳ 至关重要ꎮ 肝胆系统作为 ＬＰＳ 外排的重要途径[７－９]ꎬＬＰＳ
进入血液后以单体或聚合物形式随血流移动[８ꎬ１０－１１]ꎬ在肝窦被大量细胞膜受体识别并内吞ꎬ如稳定素 １ / ２
(ｓｔａｂｉｌｉｎ １ / ２ꎬＳＴＡＢ １ / ２) [１２]和甘露糖受体 Ｃ１(ｍａｎｎｏｓｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｃ１ꎬＭＲＣ１) [１３]等ꎬ继而细胞胞内 ＬＰＳ 在微

管蛋白[７]和跨膜转运蛋白[１４]的作用下进入胆小管ꎬ最终在胆汁流的作用下排入肠道或体外ꎮ
胆汁酸是肝细胞以胆固醇为底物在一系列酶的作用下合成并依赖相关转运蛋白分泌至胆小管ꎬ从而

诱发胆汁流[１５－１６]ꎮ 机体大量内 /外源性代谢产物依赖胆汁流排入肠腔ꎬ降低其毒副作用[１７－１８]ꎮ 前期研究

表明腹腔注射熊脱氧胆酸(ｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄꎬＵＤＣＡ)促进小鼠血液中 ＬＰＳ 排入胆囊[１９]ꎮ 同样ꎬ鹅脱氧

胆酸(ｃｈｅｎｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄꎬＣＤＣＡ)促进小鼠体内胆红素代谢和清除[１８]ꎮ 此外ꎬ胆汁酸通过激活 ＦＸＲ 等

核受体及其下游靶基因调控机体一系列代谢活动ꎬ如胆汁酸摄取、合成和分泌[２０－２１]ꎮ 日粮中添加胆酸

(ｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄꎬＣＡ)增加了肉鸡肝脏法尼醇 Ｘ 受体( ｆａｒｎｅｓｏｉｄ Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＦＸＲ)和胆盐输出泵(ｂｉｌｅ ｓａｌｔ ｅｘｐｏｒｔ
ｐｕｍｐꎬＢＳＥＰ)表达水平ꎬ从而介导 Ｔ￣２ 毒素代谢和排泄[２２]ꎮ 然而ꎬ胆汁酸能否促进肉鸡体内 ＬＰＳ 外排及其

机制目前并不清楚ꎮ
本试验选用 １ ｄ 肉鸡预饲含不同剂量胆汁酸的日粮ꎬ２８ ｄ 时腹腔一次性注射 ＬＰＳꎬ通过检测炎症指

标、总胆汁酸( ｔｏｔａｌ ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓꎬＴＢＡ)浓度、ＬＰＳ 活性及其肝脏外排转运蛋白表达水平ꎬ探究日粮添加胆汁对

肉鸡体内 ＬＰＳ 清除的功能ꎬ有望为肉鸡疾病防控提供新的营养干预策略ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验动物分组和试验设计

试验选择 ６０ 只 １ 日龄雄性 Ｒｏｓｓ ３０８ 肉鸡ꎬ饲养于南京农业大学标准家禽饲养实验室内ꎮ 鸡群适应 ４ ｄ
后ꎬ随机分成 ４ 组ꎬ每组 １５ 只ꎬ空白组(ＣＯＮ 组)和模型组(ＬＰＳ 组)鸡饲喂基础日粮(表 １)ꎬ低剂量胆汁酸

缓解组(ＬＢＡ 组)的鸡饲喂含低剂量猪源胆汁酸(１６０ ｍｇ􀅰ｋｇ－１)的基础日粮ꎬ高剂量胆汁酸缓解组(ＨＢＡ
组)的鸡饲喂含高剂量猪源胆汁酸(２５０ ｍｇ􀅰ｋｇ－１)的基础日粮[２３－２４]ꎮ ＬＰＳ 购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎮ 胆汁酸(总乳

能 ９６.９０％ꎬ其中猪脱氧胆酸 ７３.２％、鹅脱氧胆酸 １９.８％和猪胆酸 ３.９％)由山东龙昌动物保健品有限公司赠

送ꎮ 试验期间自由饮水和采食ꎮ 每天 １８ ｈ 光照和 ６ ｈ 黑暗ꎮ 第 １ 天室温为 ３５ ℃ꎬ每周降低 ３ ℃ꎬ直到 ２３ ℃ꎬ
相对湿度 ５０％ ~ ６０％ꎮ 试验第 ２８ 天ꎬ鸡群禁食 ９ ｈ 后ꎬＣＯＮ 组腹腔注射等体积生理盐水ꎬＬＰＳ 组、ＬＢＡ
组和 ＨＢＡ 组腹腔注射 ＬＰＳ(１ ｍｇ􀅰ｋｇ－１) [２５－２６]ꎮ ＬＰＳ 注射后 ３ ｈ 翅静脉取血并全部屠宰ꎬ采集血液、肝脏和

胆汁等样品进行后续处理ꎮ 取其中 １ 份血液、肝脏和胆汁样品置于无内毒素管中ꎬ用于 ＬＰＳ 活性检测ꎮ

１０７
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表 １　 肉鸡饲料和营养水平组成

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ ａｎｄ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｅｔｓ ｆｏｒ ｂｒｏｉｌｅｒ ｃｈｉｃｋｅｎｓ

项目 Ｉｔｅｍｓ ＣＯＮ ＬＰＳ ＬＢＡ ＨＢＡ

饲料组成 Ｆｅｅｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ
　 玉米 / ％ Ｍａｉｚｅ ５７.８０ ５７.８０ ５７.８０ ５７.８０
　 大豆粕 / ％ Ｓｏｙｂｅａｎ ｍｅａｌ ３４.６０ ３４.６０ ３４.６０ ３４.６０
　 大豆油 / ％ Ｓｏｙａ ｂｅａｎ Ｏｉｌ ３.００ ３.００ ３.００ ３.００
　 石灰石 / ％ Ｌｉｍｅｓｔｏｎｅ １.３０ １.３０ １.３０ １.３０
　 磷酸二钙 / ％ Ｄｉｃａｌｃｉｕｍ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ １.６０ １.６０ １.６０ １.６０
　 氯化钠 / ％ Ｓｏｄｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ ０.４０ ０.４０ ０.４０ ０.４０
　 ＤＬ－蛋氨酸 / ％ ＤＬ￣Ｍｅｔ ０.２０ ０.２０ ０.２０ ０.２０
　 Ｌ－赖氨酸 / ％ Ｌ￣Ｌｙｓ ０.１０ ０.１０ ０.１０ ０.１０
　 预混料 / ％ Ｐｒｅｍｉｘ２ １.０ １.０ １.０ １.０
　 胆汁酸 / (ｍｇ􀅰ｋｇ－１)Ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ ０ ０ １６０ ２５０
营养水平 Ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ
　 代谢能 / (ＭＪ􀅰ｋｇ－１)Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｅｎｅｒｇｙ １２.３３ １２.３３ １２.３３ １２.３３
　 粗蛋白 / ％ ＣＰ ２０.７０ ２０.７０ ２０.７０ ２０.７０
　 钙 / ％ Ｃａ １.００ １.００ １.００ １.００
　 有效磷 / ％Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｐ ０.４４ ０.４４ ０.４４ ０.４４
　 总赖氨酸 / ％Ｔｏｔａｌ Ｌｙｓ １.２０ １.２０ １.２０ １.２０
　 总蛋氨酸 / ％Ｔｏｔａｌ Ｍｅｔ ０.５０ ０.５０ ０.５０ ０.５０
　 总蛋氨酸＋半胱氨酸 / ％Ｔｏｔａｌ Ｍｅｔ＋Ｃｙｓ ０.８４ ０.８４ ０.８４ ０.８４

　 　 注:１)ＣＯＮ:对照组ꎻＬＰＳ:ＬＰＳ 模型组ꎻＬＢＡ:低水平胆汁酸(１６０ ｍｇ􀅰ｋｇ－１)缓解组ꎻＨＢＡ:高水平胆汁酸(２５０ ｍｇ􀅰ｋｇ－１)缓解组ꎻ下同ꎮ ２)每千
克饲料包含以下预混料成分:维生素 Ａ ８ ０００ ＩＵꎬ维生素 Ｄ３ ２ ５００ ＩＵꎬ维生素 Ｋ３ ２.６５ ｍｇꎬ维生素 Ｂ１ ２.００ ｍｇꎬ维生素 Ｂ２ ６.００ ｍｇꎬ维生素
Ｂ１２ ０.０２５ ｍｇꎬ维生素 Ｅ ３０ ＩＵꎬ生物素 ０.０３２ ５ ｍｇꎬ泛酸 １２ ｍｇꎬ烟酸 ５０.００ ｍｇꎬ铜 ８.００ ｍｇꎬ锌 ７５.００ ｍｇꎬ铁 ８０.００ ｍｇꎬ锰 １００.００ ｍｇꎬ硒 ０.１５
ｍｇꎬ碘 ０.３５ ｍｇꎮ

Ｎｏｔｅ:１)ＣＯＮ:Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻＬＰＳ:ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎻＬＢＡ:Ｔｈｅ ｌｏｗ￣ｄｏｓｅ ｂｉｌｅ ａｃｉｄ(１６０ ｍｇ􀅰ｋｇ－１) ａｌｌｅｖｉａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎻＨＢＡ ｇｒｏｕｐ:Ｔｈｅ ｈｉｇｈ￣ｄｏｓｅ
ｂｉｌｅ ａｃｉｄ(２５０ ｍｇ􀅰ｋｇ－１)ａｌｌｅｖｉａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎻＴｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ. ２)Ｅａｃｈ ｋｉｌｏｇｒａｍ ｏｆ ｆｅｅｄ ｃｏｎｔａｉｎｓ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｐｒｅｍｉｘ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ:ｖｉｔａｍｉｎ Ａ ８ ０００
ＩＵꎬｖｉｔａｍｉｎ Ｄ３ ２ ５００ ＩＵꎬｖｉｔａｍｉｎ Ｋ３ ２.６５ ｍｇꎬｖｉｔａｍｉｎ Ｂ１ ２.００ ｍｇꎬｖｉｔａｍｉｎ Ｂ２ ６.００ ｍｇꎬｖｉｔａｍｉｎ Ｂ１２ ０.０２５ ｍｇꎬｖｉｔａｍｉｎ Ｅ ３０ ＩＵꎬｂｉｏｔｉｎ ０.０３２ ５
ｍｇꎬｐａｎｔｏｔｈｅｎｉｃ ａｃｉｄ １２ ｍｇꎬｎｉａｃｉｎ ５０.００ ｍｇꎬｃｏｐｐｅｒ ８.００ ｍｇꎬｚｉｎｃ ７５.００ ｍｇꎬｉｒｏｎ ８０.００ ｍｇꎬｍａｎｇａｎｅｓｅ １００.００ ｍｇꎬｓｅｌｅｎｉｕｍ ０.１５ ｍｇꎬｉｏｄｉｎｅ
０.３５ ｍｇ.

１.２　 指标检测

１.２.１　 生化指标测定　 血液采集后室温静置 ３０ ｍｉｎꎬ３ ５００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １０ ｍｉｎꎬ收集血清ꎮ 参照文献[２７]
萃取肝脏和盲肠内容物 ＴＢＡ 和总胆固醇(ＣＨＯＬ)ꎮ 根据试剂盒说明书(宁波美康生物科技股份有限公

司)使用全自动生化分析仪(Ｈｉｔａｃｈｉꎬ日本)测定 ＴＢＡ 和 ＣＨＯＬ 浓度ꎮ
１.２.２　 ＬＰＳ 水平测定　 参照文献[２８]向装有肝脏样品的无内毒素管中加入提取液ꎬ经匀浆和离心等环节

最终获得上清液ꎮ 同时ꎬ参照文献[２９]进行胆汁加热预处理和确定稀释倍数ꎮ 使用内毒素检测鲎试剂盒

(厦门鲎试剂生物科技股份有限公司)定量检测肝脏上清液、胆汁预处理液和血清 ＬＰＳ 水平ꎮ
１.２.３　 ＩＬ￣１β水平测定　 取适量储存于－８０ ℃的肝脏样品加入提取液ꎬ经匀浆和离心等处理环节最终获

得上清液ꎬ使用鸡白细胞介素 １β( ＩＬ￣１β)酶联免疫分析试剂盒(江苏酶免实业有限公司)检测血清 ＩＬ￣１β
水平ꎮ
１.２.４　 肝脏组织形态学观察　 采集同一部位肝脏样品ꎬ每个处理组 ５ 份ꎬ４％多聚甲醛固定 ２４ ｈꎬ进行脱

水、石蜡包埋和制片等处理ꎬ切片厚度 ５ μｍꎮ 使用苏木精和伊红染色(Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ Ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ
ＨＥ)ꎬ置于光学显微镜(Ｏｌｙｍｐｕｓ－ＢＸ５３ꎬ日本)下观察ꎮ
１.２.５　 ＲＮＡ 提取和实时荧光定量分析(ＲＴ￣ｑＰＣＲ) 　 使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取肝脏总 ＲＮＡꎬ总 ＲＮＡ 反转录

为 ｃＤＮＡꎮ ｃＤＮＡ 稀释后使用 ＰｅｒｆｅｃｔＳｔａｒｔ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ 在 ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ ６ Ｆｌｅｘ 的 Ｒｅａｌ￣Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 系

统进行检测ꎮ 引物信息见表 ２ꎮ 上述试剂均购自擎科生物科技股份有限公司(南京)ꎮ ＰＰＩＡ作内参基因ꎮ
采用 ２－ΔΔＣｔ方法分析基因的相对表达水平ꎮ
１.２.６　 蛋白免疫印记分析(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ) 　 使用 ＲＩＰＡ 裂解液提取肝脏蛋白ꎬ使用购自擎科生物科技股份

有限公司的 Ｐｉｅｒｃｅ ＢＣＡ 试剂盒测定蛋白质浓度ꎮ 按照抗体说明书进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测ꎬ其中 β￣ａｃｔｉｎ 作

为内参ꎮ 所有一抗均购自武汉爱博泰克生物技术有限公司ꎮ 以南京兰杰柯科技有限公司购得的羊抗兔

ＩｇＧ￣ＨＲＰ(１ ∶１００ ０００ 稀释)作为二抗ꎮ 发光液购自北京拉比奇科技有限公司ꎮ 使用 ＶｅｒｓａＤｏｃ ４０００ＭＰ 系

统(Ｂｉｏ￣Ｒａｄ)自动显影ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 条带使用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 软件(Ｂｉｏ￣Ｒａｄ)进行分析ꎮ

２０７
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表 ２　 引物序列

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

目的基因
Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ

引物对序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′→３′)

ＧｅｎＢａｎｋ 登录号
ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ.

片段大小 / ｂｐ
ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ

　 ＴＮＦ￣α 　 ＣＴＧＡＧＧＣＡＴＴＴＧＧＡＡＧＣＡＧＣ / ＧＡＣＡＧＧＧＴＡＧＧＧＧＴＧＡＧＧＡＴ 　 ＮＭ＿２０４２６７.２ ２０８
　 ＨＯ￣１ 　 ＡＡＡＣＴＴＣＧＣＡＧＣＣＡＣＡＣＡＡＣ / ＧＡＣＣＡＧＣＴＴＧＡＡＣＴＣＧＴＧＧＡ 　 ＮＭ＿２０５３４４.２ １５５
　 Ｎｒｆ２ 　 ＧＣＧＣＡＧＴＡＡＡＧＡＡＧＧＡＡＧＡＧＣ / ＴＴＧＡＡＡＣＡＧＧＣＡＣＴＧＣＡＧＧＡ 　 ＮＭ＿００１３９６９０２.１ １６７
　 ＧＳＴ 　 ＡＧＧＡＡＡＣＣＡＣＧＣＣＴＡＧＡＧＧＡ / ＴＴＴＣＡＴＣＣＡＧＴＧＴＡＣＣＧＣＣＴ 　 ＮＭ＿００１００１７７７.２ ２１３
　 ＳＴＡＢ１ 　 ＡＣＧＣＡＴＧＴＣＴＧＴＧＴＧＴＴＴＧＣ / ＴＣＣＣＧＧＴＡＴＣＡＡＡＴＣＣＣＣＣＴ 　 ＸＭ＿０４６９００１９５.１ １６１
　 ＳＴＡＢ２ 　 ＡＧＧＧＧＣＣＣＡＣＣＣＴＴＧＴＡＴＴＡ / ＡＧＧＧＧＣＣＣＡＣＣＣＴＴＧＴＡＴＴＡ 　 ＸＭ＿０４０６５８２６０.１ １３４
　 ＭＲＣ１ 　 ＴＣＡＣＡＡＧＣＧＣＴＧＴＧＴＴＴＴＧＧ / ＴＧＣＡＴＴＣＣＣＡＴＣＧＣＴＧＡＡＧＴ 　 ＮＭ＿００１３１９００７.２ ２１５
　 ＣＹＰ７Ａ１ 　 ＣＣＧＴＧＣＡＧＧＡＣＴＧＧＧＴＡＴＴＴ / ＡＡＡＣＣＣＡＣＴＧＴＧＴＧＣＴＧＣＴＡ 　 ＮＭ＿００１００１７５３.２ ２６６
　 ＣＹＰ２７Ａ１ 　 ＴＣＡＧＧＡＣＴＴＴＣＧＴＣＴＧＧＣＴＣ / ＣＣＡＧＡＴＧＧＧＧＣＣＡＴＡＧＡＴＧＣ 　 ＸＭ＿４２２０５６.８ ９２
　 ＢＳＥＰ 　 ＴＧＧＡＡＴＡＧＡＧＣＧＴＧＧＣＴＴＴＴ / ＣＡＴＴＧＧＣＡＧＴＣＡＴＣＴＣＡＧＧＡ 　 ＸＭ＿０１５２８９６９９ １１３
　 ＭＲＰ２ 　 ＴＣＴＧＣＴＴＧＴＧＣＡＧＡＧＡＣＴＣＧ / ＴＡＣＡＴＣＣＡＣＧＡＴＧＧＧＧＴＣＣＴ 　 ＸＭ＿０１５２８８８２１ １８８
　 ＭＤＲ１ 　 ＴＧＴＡＣＣＡＡＴＣＡＴＴＧＣＡＧＴＧＧＣ / ＡＴＡＧＧＣＴＣＣＡＡＡＧＣＧＧＡＡＡＣＡ 　 ＮＭ＿２０４８９４.２ ２２５
　 ＡＢＣＧ２ 　 ＴＧＣＣＣＡＴＣＡＴＡＣＣＴＧＡＧＧＡＧＡ / ＴＴＣＣＡＡＡＣＣＣＴＧＣＣＡＣＴＣＡＧ 　 ＮＭ＿００１３２８４９０.２ ２９５
　 ＦＸＲ 　 ＡＡＡＡＧＣＣＴＡＧＡＣＴＧＧＧＣＣＡＣ / ＧＣＣＡＡＣＡＴＧＣＣＣＡＴＴＴＧＣＴＴ 　 ＮＭ＿００１３９６９１０.１ ２５３
　 ＬＸＲα 　 ＣＴＴＣＣＧＣＴＧＧＴＡＣＴＴＣＣＴＴＴＣ / ＣＡＧＧＡＧＧＣＣＴＴＣＴＴＣＡＡＧＧＴ 　 ＮＭ＿２０４５４２.３ ７０
　 ＲＸＲ 　 ＴＣＡＣＣＣＣＣＴＡＣＧＣＣＴＴＴＴＴＣ / ＡＧＧＡＴＴＴＧＴＣＣＴＧＧＣＡＧＡＣＧ 　 ＮＭ＿２０４５３６.１ ２５５
　 ＣＡＲ 　 ＡＡＣＴＴＧＣＡＧＡＡＣＣＣＴＧＣＣＴＴ / ＡＣＴＴＧＧＴＧＧＧＣＡＧＧＣＡＴＴＴＡ 　 ＮＭ＿２０４８２３.１ １６１
　 ＰＰＩＡ 　 ＧＴＧＡＣＴＴＴＡＣＧＣＧＣＣＡＣＡＡＣ / ＴＴＧＣＴＣＧＴＣＴＴＧＣＣＧＴＣＴＴＴ 　 ＮＭ＿００１１６６３２６.２ ２６８

　 　 注:ＴＮＦα:肿瘤坏死因子 α 基因 Ｔｕｍｏｒ Ｎｅｃｒｏｓｉｓ α ｇｅｎｅꎻＨＯ￣１:血红素氧合酶 １ 基因 Ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ￣１ ｇｅｎｅꎻＮｒｆ２:核因子 Ｅ２ 相关因子 ２
基因 Ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２￣ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２ ｇｅｎｅꎻＧＳＴ:谷胱甘肽 Ｓ－转移酶基因 Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ Ｓ￣ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｇｅｎｅꎻＳＴＡＢ１:稳定素 １ 基因
Ｓｔａｂｉｌｉｎ １ ｇｅｎｅꎻＳＴＡＢ２:稳定素 ２ 基因 Ｓｔａｂｉｌｉｎ ２ ｇｅｎｅꎻＭＲＣ１:甘露糖受体 Ｃ１ 基因 Ｍａｎｎｏｓｅ Ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｃ１ ｇｅｎｅꎻＣＹＰ７Ａ１:固醇 ７α－羟化酶
基因 Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ７α￣ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ ｇｅｎｅꎻＣＹＰ２７Ａ１:类固醇 ２７ 羟化酶基因 Ｓｔｅｒｏｌ ２７￣ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ ｇｅｎｅꎻＢＳＥＰ:胆盐外排泵基因 Ｂｉｌｅ ａｃｉｄ
ｅｘｐｏｒｔ ｐｕｍｐ ｇｅｎｅꎻＭＲＰ２:多药耐受相关蛋白 ２ 基因 Ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ２ ｇｅｎｅꎻＭＤＲ１:多药耐药蛋白 １ 基因
Ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ １ ｇｅｎｅꎻＡＢＣＧ２:ＡＴＰ 结合盒 Ｇ 成员 ２ 基因 ＡＴＰ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｓｕｂ￣ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒ ２ ｇｅｎｅꎻＦＸＲ:法尼醇 Ｘ 受体基因
Ｆａｒｎｅｓｏｉｄ Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｇｅｎｅꎻＬＸＲα:肝 Ｘ 受体基因 Ｌｉｖｅｒ Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｇｅｎｅꎻＲＸＲα:视黄酸 Ｘ 受体 α 基因 Ｒｅｔｉｎｏｉｄ Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒ α ｇｅｎｅꎻＣＡＲ:组
成型雄甾烷受体基因 Ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅ ａｎｄｒｏｓｔａｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｇｅｎｅꎻＰＰＩＡ:蛋白质酶体异构酶基因 Ａ Ｐｅｐｔｉｄｙｌｐｒｏｌｙｌ ｉｓｏｍｅｒａｓｅ Ａ ｇｅｎｅ.

１.３　 数据统计分析

所有数据以均值±标准误(􀭰ｘ±ＳＥ)表示ꎮ 使用 ＳＰＳＳ ２０.０ 软件中单因素方差分析法(ＡＮＯＶＡ)分析组间

差异的显著性ꎬ随后使用 Ｄｅｎｃｕｎ’ｓ 进行多重比较ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 饲料中添加胆汁酸对肝脏组织形态及炎症相关基因表达量的影响

如图 １ 所示:ＣＯＮ 组肝脏未见炎性细胞浸润ꎮ ＬＰＳ 组肝脏(图 １－Ａ)有大量炎性细胞浸润(箭头所

示)ꎬ血清 ＩＬ￣１β 水平(图 １－Ｂ)显著增加(Ｐ<０.０５)ꎬ肝脏 ＩＬ￣１β 基因表达量(图 １－Ｃ)、ｐ￣Ｐ６５ 蛋白表达量

(图 １－Ｄ)和 ＴＮＦ￣α基因表达量(图 １－Ｅ)显著增加(Ｐ<０.０５)ꎬ而肝脏 Ｎｒｆ２(图 １－Ｆ)和 ＧＳＴ(图 １－Ｇ)基因

的表达量显著下降(Ｐ<０.０５)ꎬ而 ＨＯ￣１基因的表达量(图 １－Ｈ)不受影响ꎻ与 ＬＰＳ 组相比ꎬＬＢＡ 组肝脏炎性

细胞浸润显著减少(如箭头所示)ꎬ血清 ＩＬ￣１β 含量显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ肝脏 ＩＬ￣１β 基因的表达量和 ｐ￣Ｐ６５
蛋白表达量均显著下调(Ｐ<０.０５)ꎬ而肝脏 ＴＮＦ￣α、Ｎｒｆ２、ＧＳＴ和 ＨＯ￣１基因的表达量均不受影响ꎻ与 ＬＰＳ 组

相比ꎬＨＢＡ 组肝脏炎性细胞浸润消失ꎬ血清 ＩＬ￣１β 水平显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ肝脏 ＩＬ￣１β 基因的表达量显著

下降(Ｐ<０.０５)ꎬ而肝脏 ｐ￣Ｐ６５ 蛋白表达量(１ ∶１ ０００ 稀释)呈下降趋势(Ｐ＝ ０.０８)ꎬ肝脏 ＴＮＦ￣α和 Ｎｒｆ２ 基因

的表达量不受影响ꎬ但肝脏 ＧＳＴ和 ＨＯ￣１基因的表达量显著增加(Ｐ<０.０５)ꎮ 综上所述ꎬ肉鸡日粮中添加胆

汁酸缓解了 ＬＰＳ 诱导的肉鸡炎症反应ꎮ
２.２　 饲料中添加胆汁酸对 ＬＰＳ 水平及其外排转运体表达量的影响

如图 ２ 所示:与 ＣＯＮ 组对比ꎬＬＰＳ 组血清(图 ２－Ａ)和肝脏(图 ２－Ｂ)的 ＬＰＳ 水平显著增加(Ｐ<０.０５)ꎬ
而胆汁 ＬＰＳ 水平(图 ２－Ｃ)不受影响ꎬＭＲＣ１(图 ２－Ｄ)和 ＳＴＡＢ１ / ２(图 ２－Ｅ、Ｆ)基因的表达量显著增加(Ｐ<
０.０５)ꎬ肝脏 ＬＢＰ基因的表达量(图 ２－Ｇ)和 Ｔｕｂｕｌｉｎ α 蛋白表达量(图 ２－Ｈ)不受影响ꎻ与 ＬＰＳ 组相比ꎬＬＢＡ
组血清和肝脏的 ＬＰＳ 水平显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ而胆汁 ＬＰＳ 水平不受影响ꎬ肝脏 ＭＲＣ１ 和 ＳＴＡＢ１ / ２ 基因的

表达量显著下降(Ｐ<０.０５)ꎬ而肝脏 ＬＢＰ基因的表达量和 Ｔｕｂｕｌｉｎ α 蛋白表达量(１ ∶１ ０００ 稀释)不受影响ꎻ
与 ＬＰＳ 组相比ꎬＨＢＡ 组血清的 ＬＰＳ 水平显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ肝脏 ＬＰＳ 水平呈下降趋势(Ｐ ＝ ０.０９)ꎬ而胆汁
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ＬＰＳ 水平显著增加(Ｐ<０.０５)ꎬ同时肝脏 ＭＲＣ１、ＳＴＡＢ１ / ２基因的表达量均显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ而肝脏 ＬＢＰ
基因的表达量和 Ｔｕｂｕｌｉｎ α 蛋白表达量不受影响ꎮ

图 １　 饲料中添加胆汁酸对肝脏组织形态及炎症相关基因和蛋白表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｆｅｅｄ ｏｎ ｌｉｖｅｒ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｏ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ

　 　 Ａ. 肝脏 ＨＥ 染色(红色三角形表示炎性细胞浸润)Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ(Ｒｅｄ ｔｒｉａｎｇｕｌａｒ ｓｈａｐｅｓ
ｉｎｄｉｃａｔｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ)ꎻＢ.血清 ＩＬ￣１β 水平 Ｓｅｒｕｍ ＩＬ￣１β ｌｅｖｅｌꎻＣ. ＩＬ￣１β基因表达量 ＩＬ￣１β ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌꎻ
Ｄ. ｐ￣Ｐ６５ 蛋白表达量 ｐ￣Ｐ６５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌꎻＥ－Ｈ. ＴＮＦ￣α、Ｎｒｆ２、ＧＳＴ 和 ＨＯ￣１基因表达量 ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ＴＮＦ￣αꎬＮｒｆ２ꎬＧＳＴ ａｎｄ ＨＯ￣１ ｇｅｎｅｓ.

∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗∗Ｐ<０. ００１. 下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ.

２.３　 饲料中添加胆汁酸对胆汁酸稳态的影响

如图 ３ 所示:与 ＣＯＮ 相比ꎬＬＰＳ 组血清(图 ３－Ａ)、肝脏(图 ３－Ｂ)、胆汁(图 ３－Ｃ)和盲肠内容物 ＴＢＡ 水

平(图 ３－Ｄ)均显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ肝脏 ＣＹＰ７Ａ１基因(图 ３－Ｅ)和蛋白(图 ３－Ｆ)表达量及 ＣＹＰ２７Ａ１(图 ３－
Ｇ)、ＮＴＣＰ(图 ３－Ｈ)基因的表达量显著下降(Ｐ<０.０５)ꎬ血清 ＣＨＯＬ 水平(图 ３－Ｉ)显著下降(Ｐ<０.０５)ꎬ而肝

脏(图 ３－Ｊ)和胆汁 ＣＨＯＬ 水平(图 ３－Ｋ)显著增加(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＬＰＳ 组相比ꎬＬＢＡ 组的血清 ＴＢＡ 水平显著

增加(Ｐ<０.０５)ꎬ而肝脏、胆汁和盲肠内容物 ＴＢＡ 水平不受影响ꎬＣＹＰ７Ａ１ 基因表达量也不受影响ꎬＣＹＰ７Ａ１
蛋白表达量显著增加(Ｐ<０.０５)ꎬ肝脏 ＣＹＰ２７Ａ１和 ＮＴＣＰ 基因表达量不受影响ꎬ血清 ＣＨＯＬ 水平显著增加

(Ｐ<０.０５)ꎬ肝脏和胆汁的 ＣＨＯＬ 水平却显著下降(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＬＰＳ 组相比ꎬＨＢＡ 组血清 ＴＢＡ 水平显著增

加(Ｐ<０.０５)ꎬ肝脏 ＴＢＡ 水平不受影响ꎬ胆汁和盲肠内容的 ＴＢＡ 水平显著增加(Ｐ<０.０５)ꎬ肝脏 ＣＹＰ７Ａ１ 基

因表达量不受影响ꎬ而肝脏 ＣＹＰ７Ａ１ 蛋白表达量(１ ∶１ ０００ 稀释)呈增加趋势(Ｐ ＝ ０.０８)ꎬ肝脏 ＣＹＰ２７Ａ１ 基

因表达量不受影响ꎬ肝脏 ＮＴＣＰ基因表达量显著增加(Ｐ<０.０５)ꎬ血清 ＣＨＯＬ 水平不受影响ꎬ肝脏和胆汁

ＣＨＯＬ 水平显著降低(Ｐ<０.０５)ꎮ
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图 ２　 饲料中添加胆汁酸对 ＬＰＳ 水平及其外排转运体表达量的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｆｅｅｄ ｏｎ ＬＰＳ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ｅｘｐｏｒｔ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ
　 　 Ａ－Ｃ. 血清、肝脏和胆汁 ＬＰＳ 水平 ＬＰＳ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍꎬｌｉｖｅｒ ａｎｄ ＢｉｌｅꎻＤ－Ｇ. ＭＲＣ１、ＳＴＡＢ１、ＳＴＡＢ２、ＬＢＰ基因表达量ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ

ｏｆ ＭＲＣ１ꎬＳＴＡＢ１ꎬＳＴＡＢ２ ａｎｄ ＬＢＰꎻＨ. Ｔｕｂｕｌｉｎ α 蛋白表达量 Ｔｕｂｕｌｉｎ α ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ. ∗∗ Ｐ<０.０１. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

２.４　 胆汁酸对肝脏外排转运体及其转录因子的影响

如图 ４ 所示:与 ＣＯＮ 相比ꎬＬＰＳ 组的肝脏 ＢＳＥＰ(图 ４－Ａ)、ＭＲＰ２(图 ４－Ｂ)和 ＭＤＲ１(图 ４－Ｃ)基因的表

达量显著下降(Ｐ<０.０５)ꎬＡＢＣＧ２基因的表达量(图 ４－Ｄ)不受影响ꎬ肝脏 ＦＸＲ(图 ４－Ｅ)和 ＬＸＲα(图 ４－Ｆ)
基因的表达量显著下降(Ｐ<０.０５)ꎬ视黄酸 Ｘ 受体( ｒｅｔｉｎｏｉｄ Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＲＸＲ)基因的表达量(图 ４－Ｇ)显著增

加(Ｐ<０.０５)ꎬ组成型雄烷受体( ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅ ａｎｄｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＣＡＲ)基因的表达量(图 ４－Ｈ)不受影响ꎬ
ＬＸＲα 蛋白表达量(图 ４－Ｉ)不受影响ꎬ肝脏 ＦＸＲ 蛋白表达量(图 ４－Ｊ)呈下降趋势(Ｐ ＝ ０.０６)ꎻ与 ＬＰＳ 组相

比ꎬＬＢＡ 组的肝脏 ＢＳＥＰ、ＭＲＰ２、ＭＤＲ１、ＡＢＣＧ２、ＦＸＲ 和 ＬＸＲα 基因的表达量不受影响ꎬＲＸＲ 基因的表达量

显著降低ꎬ肝脏 ＣＡＲ基因的表达量及 ＬＸＲα、ＦＸＲ 蛋白表达量(１ ∶１ ０００ 稀释)不受影响ꎻ与 ＬＰＳ 相比ꎬＨＢＡ
组的肝脏 ＢＳＥＰ和 ＭＲＰ２基因的表达量不受影响ꎬ肝脏 ＭＤＲ１、ＡＢＣＧ２、ＦＸＲ 和 ＬＸＲα基因的表达量均显著

增加(Ｐ<０.０５)ꎬＲＸＲ基因的表达量显著下降(Ｐ<０.０５)ꎬＣＡＲ基因的表达量不受影响ꎬＬＸＲα 蛋白表达量不

受影响ꎬ肝脏 ＦＸＲ 蛋白表达量显著增加(Ｐ<０.０５)ꎮ

３　 讨论

肝胆路径是清除体内 ＬＰＳ 的主要路径ꎬ胆汁酸是 ＬＰＳ 肝胆路径外排的重要驱动因子[８]ꎮ 本研究表

明ꎬ肉鸡日粮中添加胆汁酸增强肝胆系统的代谢功能ꎬ主要包括肝脏的摄取、合成和跨膜转运ꎬ从而降低肉

鸡机体内 ＬＰＳ 水平ꎬ发挥胆汁酸的排毒抗炎功能ꎮ
胆汁酸具有抗炎功能[２０]ꎬ如日粮中添加 ４００ ｍｇ􀅰ｋｇ－１猪源胆汁酸显著降低热应激诱导的鸡肝脏 ＩＬ￣１β

和 ＴＮＦ￣α 等炎性因子增加[３０]ꎮ 另外ꎬ鸡饲喂含 １％胆酸的日粮显著降低了 Ｔ￣２ 毒素诱导的肝脏炎性细胞

浸润[２２]ꎮ 同样ꎬ本研究发现肉鸡腹腔注射 ＬＰＳ 后肝脏出现大量炎性细胞浸润ꎬ同时血清 ＩＬ￣１β 水平、肝脏

ＴＮＦ￣α基因和 ｐ￣Ｐ６５ 蛋白表达量等炎性指标均显著上升ꎬ而日粮添加 １６０ 或 ２５０ ｍｇ􀅰ｋｇ－１胆汁酸显著降低

了上述炎性指标水平ꎮ 然而ꎬ目前胆汁酸抗炎机制并不完全清楚ꎮ
ＬＰＳ 作为机体炎症反应的诱导因子ꎬ体内 ＬＰＳ 与肝脏胆汁酸稳态密切相关[３１]ꎮ 前期研究表明腹腔注

射 ＬＰＳ 显著降低了小鼠肝脏 ＣＹＰ７Ａ１[３２]和 ＮＴＣＰ [３３] 的表达水平ꎮ 本研究也发现腹腔注射 ＬＰＳ 显著降低

了肝脏 ＣＹＰ７Ａ１ 蛋白和 ＮＴＣＰ基因表达量ꎮ 日粮添加 ２５０ ｍｇ􀅰ｋｇ－１胆汁酸显著增加了血液、胆汁和盲肠内
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　 　 Ａ－Ｄ. 血清、肝脏、胆汁和盲肠内容物 ＴＢＡ 水平 ＴＢＡ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍꎬｌｉｖｅｒꎬｂｉｌｅ ａｎｄ ｃｅｃｕｍ ｃｏｎｔｅｎｔꎻＥ. ＣＹＰ７Ａ１基因表达量 ＣＹＰ７Ａ１
ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌꎻＦ. ＣＹＰ７Ａ１ 蛋白表达量 ＣＹＰ７Ａ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌꎻＧ. ＣＹＰ２７Ａ１ 基因表达量 ＣＹＰ２７Ａ１ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌꎻＨ. ＮＴＣＰ基因表达量 ＮＴＣＰ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌꎻＩ－Ｋ. 血清、肝脏、胆汁 ＣＨＯＬ 水平 ＣＨＯＬ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍꎬｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｂｉｌｅ.

图 ３　 饲料中添加胆汁酸对胆汁酸稳态相关基因和蛋白表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｅｔａｒｙ ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｂｉｌｅ ａｃｉｄ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ

容物的 ＴＢＡ 水平ꎬ并且肝脏 ＮＴＣＰ基因和 ＣＹＰ７Ａ１ 蛋白的表达量增加ꎮ 因此ꎬ日粮中添加胆汁酸能缓解

ＬＰＳ 诱导的肝脏胆汁酸摄取和合成功能的下降ꎮ 前期研究表明日粮添加 ＣＡ 和 ＣＤＣＡ 上调小鼠肝脏

ＮＴＣＰ 的表达水平[３４]ꎬ同时牛磺－β－鼠胆酸通过活化 ＦＸＲ 上调小鼠肝脏 ＣＹＰ７Ａ１ 表达水平[３５]ꎮ 通过对血

液、肝脏和胆汁 ＬＰＳ 水平进行定量ꎬ发现日粮添加胆汁酸显著降低肉鸡血清和肝脏的 ＬＰＳ 水平ꎬ特别是

２５０ ｍｇ􀅰ｋｇ－１胆汁酸显著降低血液 ＬＰＳ 水平且增加胆汁 ＬＰＳ 水平ꎬ与前期研究结果一致[１９]ꎮ
体内 ＬＰＳ 代谢受肝胆系统的调控ꎬ主要包括:肝脏摄取功能ꎬ如 ＳＴＡＢ１ / ２[１２]和ＭＲＣ１[１３]等ꎻ胞内转运ꎬ

如 Ｔｕｂｕｌｉｎ α[７]ꎻ胆小管跨膜转运ꎬ如 ＢＳＥＰ、ＭＤＲ１[３６－３７]和ＭＲＰ２[３８]等ꎮ 前期研究表明 ＬＰＳ 或 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β
处理显著降低了 ＢＳＥＰ、ＭＤＲ１[３６]和 ＭＲＰ２[３９]的表达水平ꎮ 值得一提的是ꎬＬＰＳ 对 ＳＴＡＢ１ / ２ 和 ＭＲＣ１ 的影

响目前未见报道ꎬ在本研究中发现 ＬＰＳ 处理显著增加了肉鸡肝脏 ＳＴＡＢ１ / ２ 和 ＭＲＣ１ 基因的表达量ꎬ而胆

汁酸显著逆转了该变化ꎮ 相较于野生鼠ꎬ在高脂条件下ꎬＭＲＣ１ 敲除鼠[１３]和 ＳＴＡＢ１ 敲除鼠[１２]肝脏炎性细

胞浸润显著降低ꎬ并且 ＮＦ￣κＢ、ＴＮＦ￣α或 ＩＬ￣６炎性因子表达量也显著下降ꎬ表明 ＳＴＡＢ１ 和 ＭＲＣ１ 可能介导

机体炎症反应ꎮ 此外ꎬ微管蛋白是 ＬＰＳ 在胞内转运的重要载体[１０]ꎮ 在本研究中 ＬＰＳ 和胆汁酸处理均未

对 Ｔｕｂｕｌｉｎ α 表达量产生影响ꎮ 总之ꎬ胆汁酸可能参与抑制肝脏细胞膜受体的表达而降低 ＬＰＳ 的摄取ꎬ从
而降低机体炎症反应ꎬ具体机制有待进一步研究ꎮ

胆汁酸相关外排转运蛋白不仅促进胆汁酸外排ꎬ对 ＬＰＳ 外排也发挥重要作用[１４]ꎮ 在本试验中ꎬＬＰＳ
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图 ４　 胆汁酸对肝脏外排转运体及其转录因子的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ ｏｎ ｈｅｐａｔｉｃ ｅｘｐｏｒｔ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ
　 　 Ａ－Ｈ. ＢＳＥＰ、ＭＲＰ２、ＭＤＲ１、ＡＢＣＧ２、ＦＸＲ、ＬＸＲα、ＲＸＲ、ＣＡＲ基因表达量 ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＢＳＥＰ、ＭＲＰ２、ＭＤＲ１、ＡＢＣＧ２、ＦＸＲ、
ＬＸＲα、ＲＸＲ ａｎｄ ＣＡＲ ｇｅｎｅꎻＩ. ＬＸＲα 蛋白表达量 ＬＸＲα ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌꎻＪ. ＦＸＲ 蛋白表达量 ＦＸＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ.

显著降低肝脏 ＢＳＥＰ、ＭＲＰ２和 ＭＤＲ１基因的表达量ꎬ而日粮中添加 ２５０ ｍｇ.ｋｇ－１胆汁酸显著增加 ＭＤＲ１ 和

ＡＢＣＧ２基因的表达量ꎮ 前期研究表明添加胆汁酸显著上调 ＭＤＲ１[４０]和 ＡＢＣＧ２[４１]的表达ꎮ 同时ꎬ肝脏胆

汁酸合成和外排转运体受一系列转录因子调控[２０]ꎮ 本研究发现 ＬＰＳ 显著降低了肉鸡肝脏 ＦＸＲ 和 ＬＸＲα
表达量ꎬ而 ２５０ ｍｇ.ｋｇ－１胆汁酸显著降低了 ＦＸＲ 蛋白的表达量ꎮ 前期研究报道日粮中添加 １％胆酸显著增

加了肉鸡肝脏 ＦＸＲ基因的表达量[２２]ꎮ 值得注意的是ꎬ本研究日粮添加的胆汁酸中 ＣＤＣＡ 占 １９.６％ꎬ它是

ＦＸＲ 天然激动剂[４２]ꎮ 由此可见ꎬ胆汁酸可能通过调控肉鸡肝脏 ＦＸＲ 表达而介导胆汁酸的摄取、合成和外

排功能ꎬ提高机体 ＬＰＳ 外排效率和降低炎症反应ꎮ
综上ꎬ胆汁酸通过增强肉鸡肝脏的胆汁酸摄取、合成和外排功能ꎬ提高肝胆路径 ＬＰＳ 外排效率ꎬ从而

降低机体炎症反应ꎮ 这项研究为降低 ＬＰＳ 对肉鸡的毒副作用提供一种新的营养策略ꎬ同时也进一步拓展

了胆汁酸在肉禽养殖中的应用ꎮ
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