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摘  要 

 

I 

摘  要 

 

氨气是集约化养殖厂有刺激性气味的污染气体之一，家禽较反刍动物有更高的敏感性，

氨气降低鸡的生产性能，甚至导致鸡的死亡，严重威胁家禽和养殖人员的健康。畜牧生产过

程产生的氨气也是大气污染物的重要来源，大气中氨气导致的环境和健康风险，已经成为环

境及健康风险评估的主要指标之一。因此迫切需要研究鸡氨气中毒的机理，加深对氨气暴露

生物学作用机理的认识，为鸡氨气中毒的防治提供理论依据。 

本研究通过体内胸腺组织和体外鸡胸腺淋巴细胞、脾脏淋巴细胞两部分来研究氨暴露对

鸡免疫器官细胞凋亡的影响。体内试验中，80 只 1 日龄肉鸡，随机分为两组，每组 40 只，

分别为对照组（NH3 浓度，0-6 周为 5 mg/m3）和氨气处理组（高 NH3 浓度，0-3 周为 20 mg/m3，

4-6 周为 45 mg/m3），氨气浓度的设定依据国家畜禽场环境质量标准（NY/T388-1999）而定，

处理组雏鸡氨气暴露浓度是国家畜禽场环境质量标准的 2 倍，成鸡氨气暴露浓度是国家畜禽

场环境质量标准的 3 倍。氨气暴露 42 d 后，分离出胸腺组织，用于显微结构和超微结构观察、

TUNEL 法检测细胞凋亡、全转录组学测序、蛋白质组学定量分析以及后续 mRNA 以及蛋白

分析检测；双荧光素酶报告基因检测系统验证 miR-6615-5p 与 SMAD7、lncGRN 与 miR-6615-

5p 的靶向结合；体外实验通过原代培养鸡胸腺淋巴细胞和脾脏淋巴细胞，以氯化铵为氨气的

替代物体外模拟氨气暴露的环境，通过 CCK-8 检测确定氯化铵染毒浓度，AO/EB 染色观察

细胞凋亡情况、流式细胞术分析淋巴细胞凋亡、荧光显微镜观察线粒体膜电位的变化、钙离

子荧光探针检测线粒体内钙离子变化、ROS 荧光探针检测细胞内活性氧的变化，结合实时荧

光定量 PCR 和免疫蛋白印记法验证氨暴露时抗氧化酶（GPx 和 GST4）、炎性细胞因子（HO-

1、NF-κβ、COX-2、iNOS、TNF-α、TGF-β、IL-1β、IL-2、IL-4、IL-6、IL-8、IL-10 和 IL-12）、

凋亡相关基因（BCL-2、BAX、BAK、Cytc、APAF1、Caspase-9 和 Caspase-3）等 mRNA 和

蛋白表达水平的变化，过表达和敲低转染检测 miR-6615-5p 对凋亡通路的影响。结果表明：  

（1）氨暴露导致胸腺组织形态学发生改变，胸腺组织发生炎性损伤、血管内皮细胞增生、

炎性细胞浸润，凋亡小体增多；细胞核固缩，染色质凝集，线粒体肿胀、空泡化，细胞凋亡。

体外培养胸腺淋巴细胞和脾脏淋巴细胞，氨暴露导致淋巴细胞细胞凋亡率升高，并随着浓度

的增加，凋亡水平上升。TUNEL 法检测凋亡率结果显示氨气处理组为 13.46%与对照组 3.20%

相比较差异显著（P<0.05）。 

（2）全转录组学分析结果显示 circRNA、lncRNA、miRNA 和 mRNA 参与了氨气暴露的

应激反应。通过生物信息学分析揭示了差异基因参与氧化应激、炎症和凋亡过程等过程。

ceRNA 联合分析存在 lncGRN-miR-6615-5p-SMAD7 调控网络，通过 qRT-PCR 和 Western blot

验证在体内胸腺组织和体外脾脏淋巴细胞该通路的存在。转录组学基因热图显示氨气暴露后

与氧化应激、细胞因子和细胞凋亡相关基因发生差异表达。蛋白组学结果分析显示差异蛋白

的功能与凋亡过程、氧化应激、炎症和免疫应答密切相关。差异蛋白 Q5F3P4、E1BXY6、E1C765

和 Q5ZMR6 的表达与凋亡相关基因 BCL-2、Caspase-9 和 Caspase-3 密切相关，差异蛋白的基

因在调控线粒体途径凋亡中起到重要的作用。 

（3）双荧光素酶报告基因检测证实 miR-6615-5p 与 SMAD7、lncGRN 与 miR-6615-5p 之
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间存在靶向结合关系。在原代培养的脾脏淋巴细胞内转染 miR-6615-5p 进行过表达和敲低，

结果显示过表达组淋巴细胞内 miR-6615-5p 表达显著升高，靶基因 SMAD7 mRNA 和蛋白表

达水平下降，敲低组淋巴细胞内靶基因 SMAD7 mRNA 和蛋白水平表达增加。 

（4）通过验证氨中毒模型鸡胸腺组织和淋巴细胞中抗氧化酶活性，结果显示氨暴露在体

内胸腺组织中抑制 GPx 和 GST 的 mRNA 表达，抑制 GPx 的蛋白表达；在体外淋巴细胞氨暴

露 ROS 产生增多，抑制 GPx 和 GST 的 mRNA 表达，抑制 GPx 的蛋白表达。 

（5）通过检测炎性细胞因子的变化，发现氨气暴露诱导了体内胸腺组织中炎性细胞因子

HO-1、NF-κB、COX-2 和 iNOS 的 mRNA 表达，抑制了 TGF-β 的 mRNA 表达；诱导了白介

素 IL-1β、IL-2、IL-6、IL-8 和 IL-12 的 mRNA 表达，抑制了 IL-10 的 mRNA 表达；诱导了

HO-1、NF-κB 和 iNOS 的蛋白表达。体外氨暴露诱导了脾脏淋巴细胞中细胞因子 HO-1、NF-

κB、COX-2 和 TGF-β 的 mRNA 表达，抑制了 iNOS 的 mRNA 表达；诱导了 HO-1 和 NF-κB

的蛋白表达，抑制 iNOS 的蛋白表达。 

（6）氨暴露后，胸腺淋巴细胞和脾脏淋巴细胞中线粒体膜电位下降和线粒体钙离子含量

升高，ROS 活力升高，随着浓度增加作用越明显。通过检测凋亡相关基因的变化，发现氨暴

露体内胸腺组织中抑制了 BCL-2 的 mRNA 和蛋白表达；诱导了 BAX、BAK、Cytc、APAF1、

Caspase-8、Caspase-9 和 Caspase-3 的 mRNA 表达；诱导了 BAX、Cytc、Caspase-8、Caspase-

9 和 Caspase-3 的蛋白表达。体外脾脏淋巴氨暴露时，抑制了 BCL-2 的 mRNA 和蛋白表达；

诱导了 BAX、BAK、Cytc、APAF1、Caspase-8、Caspase-9 和 Caspase-3 的 mRNA 表达；诱

导了 BAX、Cytc、Caspase-8、Caspase-9 和 Caspase-3 的蛋白表达。miR-6615-5p 过表达转染

时，靶基因 SMAD7 表达下降，线粒体途径的凋亡相关基因 BAX、BAK、Cytc、APAF1、

Caspase-9 和 Caspase-3 基因 mRNA 表达上升，BCL-2 mRNA 表达下降。miR-6615-5p 过表达

诱导淋巴细胞发生细胞凋亡。 

结论：本研究应用全转录组学和蛋白组学分析技术筛选、鉴定氨气暴露鸡胸腺组织差异

表达基因，通过生物信息学分析揭示了差异基因和蛋白参与氧化应激、炎症和凋亡过程等多

个生理和病理过程。荧光素酶实验证实 miR-6615-5p 与 SMAD7、lncGRN 与 miR-6615-5p 之

间存在靶向结合关系。lncGRN 作为 ceRNA 通过 miR-6615-5p 调节 SMAD7 的表达。氨气暴

露通过 lncGRN/miR-6615-5p 调控 SMAD7 诱导鸡胸腺细胞凋亡。体内和体外实验证实了氨暴

露诱导鸡胸腺组织和淋巴细胞发生氧化应激、炎症反应和细胞凋亡，氨暴露通过线粒体途径

诱发凋亡。丰富了氨气暴露生物学作用机理的认识，为鸡氨气中毒防治提供参考。 

 

关键词：氨气；鸡；转录组和蛋白组学；ceRNA；细胞凋亡
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Study on lncGRN/miR-6615-5p Regulating Thymocyte 

Apoptosis through SMAD7 in Chickens Exposured to 

Ammonia  

Abstract 

 

Ammonia is one of the polluted gases with irritating odor in intensive farms. Poultry is more 

sensitive than ruminants. Ammonia reduces the performance of chickens and even leads to the death 

of chickens, which seriously threatens the health of poultry and breeding personnel. Ammonia 

produced in livestock production process is also an important source of air pollutants. The 

environmental and health risks caused by ammonia in the atmosphere have become one of the main 

indicators of environmental and health risk assessment. Therefore, it is urgent to study the 

mechanism of ammonia poisoning in chickens, deepen the understanding of the biological 

mechanism of ammonia exposure, and provide theoretical basis for the prevention and treatment of 

ammonia poisoning in chickens. 

In this study, the effects of chicken exposure to ammonia on apoptosis of immune organs were 

studied on thymus tissue in vivo and thymus lymphocyte and spleen lymphocyte in vitro. In vivo, 

80 one-day-old broilers were randomly divided into two groups, 40 broilers in each group, the 

control group (low NH3 concentration, 5 mg/m3 for 0-6 weeks) and the ammonia treatment group 

(high NH3 concentration, 20 mg/m3 for 0-3 weeks, 45 mg/m3 for 4-6 weeks). The ammonia 

concentration was set according to the national environmental quality standard for livestock and 

poultry farms (NY/T388-1999). The ammonia exposure concentration of the treated group was the 

ring of livestock and poultry farms. The exposure concentration of ammonia in adult chickens was 

twice as high as that in domestic livestock and poultry farms. After 42 days of ammonia exposure, 

thymus tissues were isolated for microscopic and ultrastructural observation, TUNEL assay for cell 

apoptosis, total transcriptome sequencing, proteomic quantitative analysis, and subsequent RNA and 

protein analysis. Double luciferase reporter gene detection system validated the targeting binding 

of miR-6615-5p (microRNA-6615-5p) with SMAD7, lncGRN and miR-6615-5p; In vitro, chicken 

thymocytes and spleen lymphocytes were cultured in primary culture. Ammonium chloride was used 

as a substitute for ammonia to simulate the exposure environment. The concentration of ammonium 

chloride was determined by CCK-8 assay. Apoptosis was observed by AO/EB staining, lymphocyte 

apoptosis was analyzed by flow cytometry, mitochondrial membrane potential was observed by 

fluorescence microscopy, and calcium ion in mitochondria was detected by fluorescence probe. 

Changes of reactive oxygen species were detected by ROS fluorescence probe. Antioxidant enzymes 

(GPx and GST4), inflammatory cytokines (HO-1, NF-κB, COX-2, iNOS, TNF-α, TGF-β, IL-1β, IL-
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2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10 and IL-12, apoptosis-related genes (BCL-2, BAX, BAK, Cytc, APAF1, 

Caspase-9 and Caspase-3) were verified by real-time quantitative PCR and immunoblotting. 

Changes of expression levels, over-expression and knock-down transfection were used to detect the 

effect of miR-6615-5p on apoptotic pathway. The results show that: 

(1) Ammonia exposure leads to changes in thymus histomorphology, including inflammatory 

injury, proliferation of vascular endothelial cells, infiltration of inflammatory cells, increase of 

apoptotic bodies, nuclear condensation, chromatin condensation, swelling and vacuolation of 

mitochondria, and apoptosis. Thymic lymphocytes and splenic lymphocytes were cultured in vitro. 

The apoptotic rate of lymphocytes increased with the increase of ammonia exposure, and the 

apoptotic level increased with the increase of concentration. TUNEL assay showed that the apoptotic 

rate was 13.46% in ammonia treatment group compared with 3.20% in control group (P < 0.05). 

(2) Total transcriptome analysis showed that circRNA, lncRNA, microRNA and RNA were 

involved in the stress response to ammonia exposure. Bioinformatics analysis revealed that 

differentially expressed genes were involved in oxidative stress, inflammation, and apoptotic 

processes. The lncGRN-miR-6615-5p-SMAD7 regulatory network was identified by ceRNA 

analysis. The pathway was verified by qRT-PCR and Western blot in thymus tissues in vivo and 

spleen lymphocytes in vitro. Transcriptional genome thermogram showed differential expression of 

oxidative stress, cytokines and apoptotic genes after ammonia exposure. Proteomic analysis showed 

that the functions of differential proteins were closely related to oxidative stress, inflammation, 

immune response and apoptotic process. The expression of differentially expressed proteins Q5F3P4, 

E1BXY6, E1C765 and Q5ZMR6 is closely related to apoptosis-related genes BCL-2, Caspase-9 and 

Caspase-3. The differentially expressed proteins play an important role in regulating mitochondrial 

pathway apoptosis. 

(3) Detection of double luciferase reporter gene confirmed that there was a targeted binding 

relationship between miR-6615-5p and SMAD7, lncGRN and miR-6615-5p. In primary cultured 

splenic lymphocytes, the expression of miR-6615-5p was overexpressed and knocked down. The 

results showed that the expression of miR-6615-5p was significantly increased in overexpressed 

lymphocytes, the expression of target gene SMAD7 and protein was decreased, and the expression 

of target gene SMAD7 and protein in knocked-down lymphocytes was increased.  

(4) The results showed that ammonia exposure inhibited the expression of GPx and GST in 

thymus tissue and the expression of GPx protein, increased ROS production in lymphocyte exposed 

to ammonia in vitro, inhibited the expression of GPx and GST, and inhibited the expression of GPx 

protein. 

(5) By detecting the changes of inflammatory cytokines, it was found that ammonia exposure 

induced the expression of inflammatory cytokines HO-1, NF-κB, COX-2 and iNOS in thymus tissue, 

inhibited the expression of TGF-beta, induced the expression of IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8 and IL-12, 

inhibited the expression of IL-10, and induced the expression of HO-1, NF-κB and iNOS. Ammonia 

exposure in vitro induced the expression of cytokines HO-1, NF--κB, COX-2 and TGF-β in splenic 
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lymphocytes, inhibited the expression of iNOS, induced the expression of HO-1 and NF-κB, and 

inhibited the expression of iNOS. 

(6) After ammonia exposure, mitochondrial membrane potential of thymic lymphocytes and 

splenic lymphocytes decreased, mitochondrial calcium content increased, ROS activity increased, 

and the effect became more obvious with the increase of concentration. By detecting the changes of 

apoptosis-related genes, we found that the expression of BCL-2 was inhibited in thymus tissues 

exposed to ammonia, and the expression of BAX, BAK, Cytc, APAF1, Caspase-8, Caspase-9 and 

Caspase-3 was induced. The expression of BAX, Cytc, Caspase-8, Caspase-9 and Caspase-3 was 

also induced. The expression of BCL-2 was inhibited by splenic lymphatic ammonia exposure in 

vitro; BAX, BAK, Cytc, APAF1, Caspase-8, Caspase-9 and Caspase-3 were induced; the expression 

of BAX, Cytc, Caspase-8, Caspase-9 and Caspase-3 were induced. miR-6615-5p overexpression 

transfection induces lymphocyte apoptosis. 

CONCLUSION: The differential expression genes in thymus tissues of chickens exposed to 

ammonia were screened and identified by full transcription histology and proteomics analysis. 

Bioinformatics analysis revealed that the differential genes and proteins participated in many 

physiological and pathological processes, such as oxidative stress, inflammation, and apoptosis. 

Luciferase assay confirmed that there was a targeted binding relationship between miRNA-6615-5p 

and SMAD7, lncGRN and miR-6615-5p. As ceRNA, lncGRN regulates the expression of SMAD7 

through miR-6615-5p. Ammonia exposure induces apoptosis of chicken thymocytes by regulating 

SMAD7 through lncGRN/miR-6615-5p. In vivo and in vitro experiments confirmed that ammonia 

exposure induced oxidative stress, inflammatory reaction and cell apoptosis in chicken thymus and 

lymphocyte, and ammonia exposure induced apoptosis through mitochondrial pathway. It enriched 

the understanding of the biological mechanism of ammonia exposure and provided reference for the 

prevention and control of ammonia poisoning in chickens. 
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1 引言 

1.1 氨气（NH3）产生的来源与危害 

氨气为一种无色但有强刺激性气味的气体，能够被感觉的最低浓度为 5.3 mg/kg[1]。我国

禽类养殖业发展迅速，年肉鸡产量位于世界第二位。随着集约化养殖程度的提高，现代化大

型养殖场的出现，动物饲养密度不断地增加，饲养数量的增加，舍内微生物剧增与粪便、饲

料残渣和垫料混合作用，氨气的浓度不断地增高，严重影响动物和饲养人员的身体健康。鸡

比反刍动物和猪对氨气有更高的敏感性 [2]。长期的氨气暴露会导致鸡氨中毒，甚至造成死亡。 

1.1.1 氨气产生的来源 

禽舍内的氨气主要来自于圈舍内的微生物细菌分解动物排泄物、饲料以及畜禽的垫料等

富含氮元素的物质产生而来。由于禽类的特殊生理结构及排泄方式，氨气主要的来源方式之

一是畜舍内尿酸被微生物的降解发生化学反应而来。其次，饲料中的氨基酸富含大量氮元素，

在发酵时也会产生氨气，是另一个主要来源。鸡粪中未被机体消化完的饲料占百分之二十多，

其中的含氮成分在机体的代谢下会被分解为氨气挥发到空气中。Ritz 等[3]研究发现家禽能够

将日粮中约 33%左右的氮吸收利用，而其余的氮则排到体外。粪便中的氮元素最终转变成氨

气。饲养过程中产生的氨气也是大气污染气体来源之一。 

1.1.2 氨气的危害  

氨气被认为是鸡舍里最有害的气体之一，禽类对氨气特别敏感，中华人民共和国农业行

业标准畜禽场环境质量标准 NY/T388-1999：针对雏鸡圈舍内的氨气的含量应控制在 10 mg/m3

以内，成鸡舍内的含量应在 20 mg/m3 以内。氨气具有很高的水溶性，通过动物机体呼吸进入

到肺泡进而进入到血液当中影响血红素结构，降低了血红蛋白的携氧能力，造成机体抵抗力

下降。高浓度的氨气也会刺激呼吸道上皮组织，易引发各种炎症。增加了呼吸系统患病的几

率，对呼吸道黏膜的刺激，破坏了天然的保护屏障，减弱了动物机体对病毒、细菌的抵抗能

力。研究表明低浓度（5 mg/kg）的氨气也会引起结膜炎症和上呼吸道黏膜发生充血，水肿和

分泌物增多[4, 5]。 

舍内的氨气能对畜禽造成各种不良的影响。舍内高浓度的氨气能够诱发多种疾病症状，

如畜禽的胃肠炎、腹水症、呼吸道疾病都与之相关。氨气可以被呼吸道粘膜直接吸收，当氨

气吸附在粉尘上时就会随着微小颗粒被吸入呼吸道，进入肺部。当氨气浓度较高时，会引起

鸡的呼吸道粘膜出现炎症症状，如粘膜的出血、充血；气道肿胀；肺部发生淤血的现象[6]。

鸡舍氨气浓度达 20 mg/m3 时，鸡被病毒感染的几率也会增高，如鸡球虫病的发病率与低浓度

氨组相比较也提高了[7]。当氨气的浓度达到 50 mg/m3，鸡呼吸道感染的症状加剧，如支气管

炎，肺部出血等，鸡的呼吸次数也发生了改变，出现病死鸡[8]。高氨使肉鸡采食量降低，日

增重下降，呼吸频率减慢，死亡率和淘汰率上升 [9, 10]。因此，鸡经常处于氨气浓度过高的环
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境，势必对鸡的生长和健康造成影响。对于高氨在免疫器官的影响，现阶段国内外研究较少，

尤其是对胸腺组织更少。 

已有研究表明高氨会引发鸡的心脏和肝脏发生病理学改变。长时间高浓度的氨气刺激，

会造成动物机体发生中毒。高氨条件下，不仅呼吸道系统的结构发生改变，心脏，肾脏也会

发生病理变化如炎症反应，包括细胞坏死和炎性细胞浸润等[6]。肉鸡暴露在高氨环境下，鸡

的免疫功能也会被破坏，如体内的自由基产生增加，抗氧化酶的含量降低，造成氧化应激；

肝脏功能受损，饲料消耗增多，生长缓慢；鸡出现神经紊乱，行动迟缓，福利水平下降，影

响肉鸡的生长和健康[11]。舍内高氨状态的应激会增加鸡群患病的风险，氨气对呼吸道的刺激，

诱发机体发生呼吸障碍，肾脏代谢负担增多，产生腹水 [12]。高浓度氨气导致鸡采食量下降，

进而日增重量也降低，饲养周期增加；iTRAQ 蛋白定量分析中显示上调的蛋白的功能主要涉

及氧化应激、损伤标志物蛋白、以及氨基酸和脂类分解代谢合成等；下调蛋白功能主要涉及

能量代谢、免疫和炎症反应、解毒等过程。高氨条件不仅影响鸡生产性能，而且肝脏组织发

生氧化应激发生损伤，功能蛋白的表达发生改变[13]。 

氨气应激也会降低肉鸡屠宰率、胸肌率和腿肌率等。氨气应激使腿肌中饱和脂肪酸含量

升高，降低了不饱和脂肪酸含量以及多不饱和脂肪酸与饱和脂肪酸的比值[14]。鸡舍高浓度氨

气可降低肉鸡的抗氧化能力，进而对鸡肉的品质造成影响，且氨气的浓度越高，对动物的影

响越强，具有时间累加效应[15]。利用高通量 RNA 测序技术对暴露于高氨（25 ppm）水平下

的肉鸡胸肌中的差异表达基因进行鉴定，转录组分析表明，共有 163 个基因表达显著变化。

基因本体（GO）功能注释分析揭示了空气氨暴露对肉鸡胸肌生长发育抑制的潜在基因、过程

和途径[16]。长时间的慢性氨气刺激也会对鸡肉品质造成影响，氨气诱发机体发生氧化应激、

免疫应答，鸡的生理性能下降，对组织器官功能受损，生长性能下降 [17]。以上研究表明，氨

气刺激能够降低肉鸡的屠宰性能和肉品质。 

在禽生产中，控制氨气的浓度和接触氨气的时间是家禽福利的一项重要内容。长时间的

氨气刺激会使家禽遭受痛苦和应激。研究发现腹水的发生与氨气的浓度有一定的联系，呼吸

道疾病随着氨气浓度的升高而增加 [18]。有研究表明长时间低浓度的氨气刺激，随着时间的累

积，也会对鸡造成同高浓度氨气刺激类似的危害 [19]。长期氨气刺激影响鸡的福利。当鸡舍内

氨气浓度达到 25 mg/kg 时，鸡的气囊炎发病率增加，鸡的角膜炎和结膜炎发病率增加 [20]。高

氨浓度会显著降低肉鸡的趴卧持续时间，氨气刺激降低了动物福利，造成羽毛污损，脚部和

关节疾病多发，以及脚垫、关节及步态评分下降 [21, 22]，造成福利水平下降。 

1.2 免疫器官凋亡的研究进展 

1.2.1 鸡的免疫器官 

鸡的免疫器官根据结构和功能分为外周免疫器官（包括脾脏和盲肠扁桃体等）和中枢免

疫器官（包括胸腺和法氏囊）。中枢免疫器官是免疫细胞发育的场所。中枢免疫器官从胚胎期

开始发生，随年龄增长发育为功能完整的器官，其不需抗原刺激就能够培育出成熟的淋巴细

胞输出到外周免疫系统，参与免疫反应并影响外周免疫器官的发育 [23]。随着性成熟而逐渐退
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化消失。免疫器官的生长发育情况决定鸡的整体免疫机能状态，影响机体对环境中各种病原

感染和应激的抵抗力。鸡的胸腺共有 7 对，位于鸡颈部气管两侧皮下，呈扁平状，淡黄色，

为实质器官，胸腺表面附有一层结蹄组织深入到胸腺内部分为多个小叶，胸腺小叶又分为皮

质和髓质两部分。胸腺细胞主要是胸腺淋巴细胞。胸腺髓质相比皮质上皮细胞增多，淋巴细

胞大量减少，故着色浅。髓质中常可见胸腺小体。胸腺小体作为胸腺中独特的结构，参与 T

细胞发育过程，可以限制胸腺中免疫抗原的范围，溶解死亡细胞 [24]。 

鸡的脾脏位于腺胃右上方，呈棕红色，近于球形。脾脏是鸡体内最大的外周免疫器官，

脾脏淋巴细胞主要是 B 细胞和 T 细胞，是免疫应答的场所。 

1.2.2 细胞凋亡的形态学特征 

细胞凋亡又称为细胞程序性死亡，是各种生命过程的重要组成部分，存在正常的生理性

和病理性细胞凋亡两种情况。细胞凋亡在组织中可以维持细胞群稳态，也是疾病或有害物质

侵害细胞的过程中起到防御保护机制。 

光学显微镜和透射电子显微镜都可观察到细胞凋亡时细胞内发生的多种形态结构改变。

光学显微镜可观察到在早期凋亡时，细胞核发生固缩，体积减小，细胞核染色质凝集，细胞

器排列密集，细胞质聚集；透射电子显微镜能够观察到亚细胞结构上细胞的改变，凋亡早期

核固缩，线粒体膜通透性增加，线粒体肿胀，大量溶解。细胞核破裂，质膜包裹细胞碎片，

可见凋亡小体。细胞与周围的细胞脱离。随后凋亡小体被巨噬细胞等细胞吞噬，并在吞噬溶

酶体内降解。在整个凋亡过程中，因为没有细胞组分的释放和抗炎因子的产生，因此基本没

有涉及到炎症反应[25]。 

1.2.3 细胞凋亡的机制 

目前认为细胞凋亡途径主要包括三种途径，分别是内质网途径、外源性途径和内源性途

径。 

内质网途径主要与内质网的功能相关，在生理病理或者外界不良刺激作用下，细胞的正

常功能由于内质网损伤受到影响而发生凋亡。内质网应激如内质网胁迫、蛋白质错误折叠或

未折叠会导致细胞内钙离子稳态失衡或钙超载，能够引发 Caspase-12 的激活，而 Caspase-12

进一步激活 Caspase-9 最终导致凋亡的发生，同时激活 BCL-2 家族中促凋亡蛋白 BAX 和 BAK

来诱导凋亡[26]。 

外源性途径，是细胞凋亡的另一条通路是由死亡受体调控的。FADD 结合在死亡结构域

上后，激活 Caspase-8 和 Caspase-10，进一步激活下游的 Caspase-3，从而进入细胞凋亡的过

程[27]。 

内源性途径，也称为线粒体途径，通过激活 Caspase 通路引发凋亡，线粒体中的 Cytc（细

胞色素 C）在一系列凋亡诱导因素刺激下被释放至细胞质中，Cytc 与 APAF1 (Apoptosis 

protease activating factor 1，凋亡蛋白酶活化因子 1)结合后，又与 Caspase-9 结合，激活下游

的凋亡执行分子 Caspase-3，Caspase-6 和 Caspase-7 等诱导细胞凋亡[28]。 

细胞凋亡的调控是通过凋亡相关的信号传导系统实现的，其受一系列凋亡相关基因的调
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节。凋亡调控因子的研究较多集中在 APAF1、Caspase 家族、BCL-2 家族、c-myc、ATM、Parp

和 p53 蛋白等[29]。 

Caspase 为半胱氨酸天冬氨酸酶，也是一种存在于细胞质中的 IL-1β 转化蛋白酶，是一种

能够导致细胞凋亡的特异性蛋白酶家族，Caspase 在细胞死亡过程中作为主要执行者[30]。凋

亡信号激活 Caspase 基因后，细胞内的蛋白可迅速地被降解并且诱发凋亡。Caspase 家族成员

都富含半胱氨酸，目前发现已有 14 种成员，命名为 Caspase 1-14，他们都具有相同的分子结

构和特性。 

Caspase-3 是最为关键的细胞凋亡执行者，在细胞凋亡的过程中起着关键作用 [31]。

Caspase-3 可被 Caspase-8、Caspase-9、Caspase-10 等活化。Caspase-3 是上述３条凋亡通路的

共同效应分子，活化的 Caspase-3 可促使下游的凋亡相关蛋白活化，细胞骨架和管家基因的

功能在下游 Caspase 的作用下则进一步受到破坏，同时蛋白激酶、DNA 修复蛋白以及核酸内

切酶的亚基蛋白受到损伤。此外，正常细胞信号的传导、破坏骨架结构也会受到 Caspase 的

影响，也包括影响细胞周期的调节，最后细胞内会出现核裂解、凝结等凋亡形态学上的改变。

因此我们说 Caspase-3 不仅是凋亡信息的执行者，也是关键酶，更是 Caspase 介导的凋亡信息

传递的必经之路[32]。 

Caspase-9 是线粒体介导的内源凋亡途径中的起始者，在活化的 Caspase-8 酶催化下或其

它的一些凋亡因子作用下其转移到线粒体外膜上来调控线粒体外膜的通透性，释放 Cytc 到细

胞基质中，Cytc 在 ATP/dATP 作用下与凋亡因子 APAF1 结合，结合后 APAF1 招募 Caspase-9

酶原形成凋亡复合体，引起细胞凋亡 [33]。此外，也有研究表明在内质网介导的细胞凋亡途径

中 Caspase-9 也同样发挥着重要作用[34]。 

Cytc 是与细胞凋亡关系紧密的一种细胞色素氧化酶，其位于线粒体内侧外膜的外周蛋白。

在促凋亡作用时，线粒体将 Cytc 释放入胞质，Cytc 与 IP3 受体作用引起内质网钙释放，钙的

升高与 Cytc 的释放形成正反馈，这也就是内质网钙释放能够导致细胞毒性的原因。  

BCL-2 家族在线粒体介导的细胞内源凋亡途径的上游起调控作用，主要存在于线粒体外

膜、内质网和核膜中[35]。BCL-2 家族蛋白目前已发现的共有 20 多种，BCL-2 家族蛋白调控

细胞凋亡主要通过家族蛋白间的相互作用来调控线粒体外膜的通透性，释放 Cytc 等促凋亡分

子引发细胞凋亡。根据其在内源细性细胞凋亡通路中的功能不同分为两类：抗凋亡蛋白包括

BCL-2、BCL-XL 和 BCL-W 等十余种；促凋亡蛋白包括 BAX、BAK、BOK、BAD、BID 和

BIM 等十余种[36]。当细胞受到死亡信号刺激后，促凋亡蛋白在某些蛋白酶的作用下发生构象

变化，从胞液中易位到细胞器的膜结构上，尤其是线粒体外膜上，并与膜上和膜内的抗凋亡

蛋白发生相互作用，使抗凋亡蛋白丧失对细胞凋亡的抑制活性，引起细胞器功能丧失和各种

促凋亡因子的释放，最终导致细胞凋亡。 

1.2.4 免疫器官凋亡的研究 

免疫器官作为机体抵抗外界不良刺激反应的应答器官，在生理和病理过程中有重要的作

用。当环境温度增高，热应激会导致牛和鸡的免疫功能抑制，胸腺细胞内凋亡小体增多 [37]。

淋巴细胞发生凋亡数目增多，机体的免疫功能就会发生障碍 [38, 39]。禽流感病毒和鸭呼肠孤病

毒感染可致鸭胸腺和脾脏中淋巴细胞凋亡，机体免疫抑制 [40]。玉米赤霉烯酮可诱发脾脏淋巴
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细胞发生凋亡，降低机体免疫功能[41]。当小鼠被电离辐照损伤后，会诱发脾脏发生线粒体途

径的凋亡[42]。凋亡的发生是免疫器官抵抗外界环境不良刺激的一种保护机制。魏玮等[43]研究

发现氟降低胸腺及脾脏中淋巴细胞的增殖能力，诱导了淋巴细胞发生凋亡，损伤机体的免疫

功能。砷能够通过线粒体途径和死亡受体途径诱导鸡的免疫器官脾脏，胸腺和法氏囊发生凋

亡[44]。Zhu 等[45]研究发现黄曲霉毒素可导致鸡脾脏细胞发生死亡受体途径和内质网途径凋亡。

刘慈[46]研究发现缺硒诱导了鸡脾脏和胸腺发生氧化应激性细胞凋亡，免疫功能降低。徐喆[47]

研究发现镉诱导了鸡的脾脏发生细胞凋亡和免疫功能障碍。Lin 等[48]研究发现放养密度增加

会引起草鱼脾脏发生细胞凋亡，与 FasL 信号传导途径密切相关。溴氰菊酯能够诱导小鼠的胸

腺和脾脏发生细胞凋亡，但其机制仍不清楚[49]。Hu 等[50]研究发生硫化氢暴露造成鸡法氏囊

发生氧化应激和细胞凋亡，导致免疫损伤。免疫器官作为机体重要的免疫应答器官，细胞凋

亡的发生在保护机体抵抗外界不良刺激时发挥重要的作用。 

1.3 ceRNA 的研究概况 

竞争性内源 RNA（Competing endogenous RNA，ceRNA）是 2011 年提出的一种假说，认

为：一种 miRNA 可能调控多种不同的基因的表达，而每个基因可能同时受到多种 miRNA 的

调节。如果具有相同 miRNA 应答元件（miRNA response element，MRE）的 RNA 分子，包括

长链非编码 RNA（long-coding RNA，lncRNA）、环状 RNA（circular RNA，circRNA）、信使

mRNA 等与同一个 miRNA 相结合相互之间产生竞争，间接影响 miRNA 对靶基因的调控，从

而影响翻译编码蛋白，影响细胞的功能。这些具有相同应答元件的 RNA 被称为 ceRNA。 

基因组中仅有不到 2%的 mRNA 可以参与蛋白翻译转录，余下的 RNA 包括 miRNA、

ncRNA/lncRNA 以及 circRNA 等[51]。虽然非编码 RNA 不参与编码蛋白，但它们可以特异性

地与 mRNA 靶向结合，从而调控机体内蛋白的表达。ceRNA 是一种竞争机制假说，即

lncRNA/circRNA 和 miRNA 以“海绵吸附”的方式结合，调控下游靶基因 mRNA 的表达[52]，这

种 ceRNA 调控网络在多种疾病和肿瘤过程中均有报道。在人食管鳞状细胞癌中， lncRNA 

HOTAIR 通过竞争性结合 miR-125 和 miR-143，进而调节靶基因 HK2 的表达[53]。同样在其他

肿瘤疾病如肾癌、甲状腺癌、卵巢癌和胰腺癌等均有 ceRNA 的研究报道[54-57]。体内实验证实

lncRNA-H19 可参与调控肌细胞的分化，H19 通过海绵分子吸附 Let-7 进而影响靶基因的表

达，加速体内肌细胞的分化速度，导致肌营养不良症 [58]。也有一些研究报道 ceRNA 参与了人

类疾病如病毒性脑炎、科凯恩综合征和阿尔茨海默病等的发生与发展[59-61]。 

由于发现时间较晚，对于 lncRNA 的生理功能还不是很清楚，现阶段已有一些研究表明

lncRNA 通过 ceRNA 对细胞发育、凋亡和细胞周期调控中起到一定的作用。STARD13 3’UTR

通过 ceRNA 作用机制影响 Fas 的表达来促进肝癌细胞发生凋亡[62]。lnc00483 作为 ceRNA 通

过激活胃癌中的 MAPKs 进而调节细胞的增殖和凋亡[63]。lncRNA-ATB 可作为 ceRNA 与 miR-

200c 竞争性地调控靶分子 KRAS 的表达而促进淋巴瘤细胞的增殖和凋亡[64]。张恒东[65]研究

发现在成骨细胞铅暴露中存在 lncAFT4-KCNQ1OT1/miR-24-3p 调控 FASL 细胞凋亡信号。这

种 ceRNA 存在的竞争机制为研究机体凋亡提供了新的方向。 
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1.4 转录组学的发展概况 

转录组学（Transcriptomics）是指一门在整体水平上研究一些特定细胞、组织等中基因转

录的情况及转录调控规律的学科[66]。转录组学是从 RNA 水平研究基因表达的情况。它是在

这些细胞、组织等发展到特定的生长阶段下所有转录本的科学，这些转录本也被称作转录组，

其中不仅包含了编码蛋白质的 mRNA，同时也涵盖了非编码 RNA[67]。转录组即一个活细胞

所能转录出来的所有 RNA 的总和，是研究细胞表型和功能的一个重要手段。和其它比较稳

定的基因组不同的是，转录组是可以伴随着生产的发育阶段产生的改变而进行不断变化的 [68]。

转录组的定义中包含了时间和空间的限定。所以在对生物生长发育、应激生理等进行研究的

过程中，最有力的手段就是转录组分析。 

1.4.1 转录组学在动物毒理学中的运用 

近年来转录组学在动物毒理学中的应用越来越多。比如有研究应用转录组学测序方法解

析蓝藻毒素MC-LR暴露对白鲢肝毒性的分子机制研究，不但发现了包括Wnt、p53、磷脂酰肌

醇3、NF-κB等信号通路与其毒性作用机制相关，也发现了与其相关的新的信号通路 [69]。目前

已有学者应用转录组对氨态氮在动物体内毒性分子机制进行研究，曹滕飞等[70]利用转录组分

析了氨态氮对菲律宾蛤仔毒性研究，通过geNorm和Normfinder软件，以暴露30 d中不同时间

点的鳃组织cDNA为模板，发现在6个备选管家基因中，当选择EF1α作为内参基因时，unigene1

的qRT-PCR的表达趋势与其转录组表达倍数的变化趋势一致，以此确定对菲律宾蛤仔进行

NH3-N暴露时，EF1α是在鳃组织中表达最为稳定的内参基因。在镉拟环纹豹蛛的毒理机制研

究中发现[71]，镉对拟环纹豹蛛的代谢和消化过程有严重的影响，差异表达基因(DEG)功能富

集分析表明，抗氧化酶等基因、信号转导分子、热休克蛋白和跨膜转运蛋白在拟环纹豹蛛响

应镉胁迫中发挥了重要作用。王成花[72]应用基因本体(GO)显著性富集分析及京都基因与基因

组百科全书数据库(KEGG)富集分析，确定了在对刺激物的反应、应激反应及代谢过程方面小

菜蛾对氟苯虫酰胺产生抗性的分子机制。 

1.4.2 转录组学在家禽中的运用 

转录组学在家禽研究中起到了重要作用。高广琦[73]应用二代测序技术，测得了红腹锦鸡

全基因组序列和锦鸡羽毛毛囊组织转录组序列，并进行了组装，其中基因组大小为 1.029 Gb，

注释到 16088 个蛋白编码基因，10 个样本的转录组组装序列 57.66 Gb，注释得到 15118 个基

因。经过进一步表达分析及鉴定发现了一系列参与红腹锦鸡羽毛黑色素和类胡萝卜素调控的

因子，为开展色素相关基因的功能研究奠定了基础。赵玉辉[74]研究首次进行了 AIV 感染鸡脾

脏蛋白质组和转录组表达的分析，通过对比 AIV 感染组与对照组得到差异表达基因 2457 条，

其中上调基因 1284 个、下调基因 1173 个，结合 GO 分析和 KEGG 检索分析，整理出 24 个

类别和 137 个信号通路，这些研究丰富了人们对 AI 的致病机制和病毒与宿主间相互作用的

了解，也为进一步研究和筛选抗病毒药物宿主靶标奠定基础。韩昆鹏等 [75]利用转录组测序
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(RNA-Seq)技术对检测了京海黄鸡卵巢的转录组，对数据进行生物信息学分析后筛选出

1445264 个京海黄鸡品种内 SNP 位点，其中位于基因区的 SNP 位点 916108 个，位于基因间

区的 SNP 位点 552168 个，该研究了完善京海黄鸡的基因结构信息，同时也从分子水平发掘

了潜在的新基因。丛锋[76] 在 IBV 的致病机制和宿主的抗病毒机制的研究中应用 IBV 感染后

宿主，利用转录组学分析了宿主脾脏和肾脏全基因表达的差异情况，分析后表明 IBV 感染后

宿主后，脾脏参与了宿主对 IBV 的免疫反应，引发的免疫反应在感染早期高于感染晚期，而

引发的炎症反应在感染晚期要高于感染早期；采取 IBV 感染致死鸡的肾脏检测发现，差异表

达基因共有 1777 个，其中有 103 个与免疫和炎症相关的基因，这些包括干扰素诱导跨膜蛋白

1(IFITM1)在内的基因能够组成一个以 IL6，STAT1，MYD88，IRF1 和 NFKB2 为中心的相互

作用网络，提示在宿主抵抗 IBV 感染过程中可能是这些基因发挥了重要的作用。林雨鑫 [77]进

行了鸡球虫病的研究，采用 RNA-seq 技术分析了感染鸡盲肠组织的基因组表达水平，结果发

现感染与未感染的鸡盲肠组织有 5477 个基因表达差异显著，这里包括其中 2942 个上调基因

和 2535 个下调基因；通过 GO 和 KEGG 通路的富集分析发现这些存在差异的基因主要与血

管生成、炎症应答、细胞交流、脂类代谢、免疫/防御、信号转导等相关，在感染后鸡体内产

生了复杂的免疫应答，包括涉及过氧化物酶体增殖物激活受体、细胞因子-受体相互作用、过

氧化物酶体、黏着斑、细胞外基质-受体相互作用等信号通路。 

1.5 蛋白质组学研究概述 

澳大利亚学者 Wilkins 和 Willias 在 1994 年首次提出了蛋白质组学的概念。它是指从细

胞水平、组织水平、分子水平上对某一环境中所有的蛋白质进行检测，从而研究环境中蛋白

表达情况规律及分子相互作用关系的研究方法。其本质就是应用高通量检测某一特定环境或

时间中的所有蛋白质的特征[78]。蛋白质组学研究方法通过检测在不同环境、不同时间、不同

生理状态或处理方法条件下检测蛋白质表达情况，包括蛋白丰度情况，以此分析各种条件对

不同种类蛋白与各种刺激条件的关系及蛋白质之间的作用关系。 

现阶段常用的蛋白质组学研究方法包括有无标记质谱鉴定技术（Label free）、同位素标

记相对和绝对定量（iTRAQ）、双向电泳技术（2-DE）以及串联质谱标记（TMT）等。TMT

（Tandem Mass Tag）是多肽体外标记技术具有高效、适用范围广和高灵敏度的优势 [79]。这种

技术能够对 10 组不同样品同时进行检测，采用 10 种同位素的标签，标记多肽的氨基基团，

经过 LC-MS/MS 分析。现在 TMT 技术是实验室进行蛋白组学分析常用的差异蛋白质组学技

术，它在动物发育分化机理、药物作用靶点、抗胁迫机制、动物抗病、疾病标记物筛选等领

域都有广泛应用。 

1.5.1 蛋白组学在动物毒理学中的运用 

尽管近年来蛋白组学研究内容及技术发展较快，但在科研技术飞速发展的条件下，蛋白

组学研究仍存在研究手段落后的问题。其在动物毒理学研究中的应用也仍然不够深入，随着

技术发展和对动物毒理认识的加强，从蛋白水平研究分析毒物的具体作用机制与靶点都将是

重点研究方向，寻找监测的毒物作用的蛋白生物标志物和毒物中毒的药物治疗靶标都将是蛋
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白组学研究的优势和特点。 

在动物毒理的相关研究中，蛋白组学的应用成为了近年来深入研究与探讨的重要方法。

比如在镉和砷对紫贻贝的毒性效应机制的研究中，于德良 [80]将蛋白质组学技术与传统毒理学

方法相结合，结果发现镉的毒性干扰了稚贝的细胞骨架、免疫调节和信号转导等过程，而砷

暴露则是从能量代谢、细胞凋亡、基因表达和氧化应激反应等方面影响稚贝。程华民 [81]在粗

野鹿角珊瑚对苯并芘（BaP）胁迫响应实验中应用了蛋白组学的方法，从差异蛋白质的表达情

况具体研究并分析了珊瑚在应答 BaP 时的毒理作用及其机制，通过蛋白分析发现其中的差异

蛋白主要是参与了细胞代谢、有机物代谢、调控生物合成、自我调节、生物应答、细胞自噬、

毒性及解毒作用相关的，该研究为珊瑚礁生态系统的保护和修复提供重要依据。还有在污染

胁迫下蚯蚓的蛋白质组学研究中，李德金等 [82]选取了不同的污染物下蚯蚓作为研究对象，通

过蛋白组学检测及分析发现其中的差异蛋白主要涉及信号传导、糖酵解、能量代谢、分子伴

侣和转录调节等过程，提示了相关污染物可能的生态毒理学机制，有望成为潜在的生物标志

物，用于有毒污染物的监测。  

蛋白组学在有关氨的毒理学研究也越来越多，例如高娜 [83]的实验中将海水青鳉暴露于

0.6 mmol/L 氯化钠条件下，利用蛋白质组学的研究技术研究发现有 16 种蛋白的表达发生明

显的变化，这些蛋白主要参与氧化应激的产生，影响海水青鳉细胞结构组成、肌肉收缩、视

觉通路、代谢调节和免疫调节，引起神经毒性。通过利用蛋白质组学的研究方法研究了长期

氨氮暴露对海水青鳉的毒理效应，为利用蛋白质组学探讨环境污染物的毒性效应提供了更深

刻的认识。 

1.5.2 蛋白组学在家禽中的运用 

蛋白质组学技术的快速发展及应用对禽类在日常生产、营养状态、疾病诊断与防治中都

有着重要的意义和作用。蛋白组学在禽类生产和疾病防治方面都有广阔的应用前景。  

比如禽类蛋壳最外层的角质层有多种未被发现的蛋白成分，这些蛋白有着不同的生物学

功能。Megan 等人[84]通过蛋白组学方法研究发现这些蛋白成分具有一定的抗菌作用，可有效

防止外界微生物对蛋内环境的干扰。在对蛋壳的强度研究实验中，Sun 等[85]对高强度的蛋壳

和低强度的蛋壳进行了蛋白质组学研究分析，对其中的蛋白表达情况进行分析，包括蛋壳基

质特异性蛋白，钙结合和运输，蛋白质折叠和分选，发现骨发育或疾病以及甲状腺激素活性

相关的 15 种蛋白质被认为与蛋壳的形成强度密切相关。通过蛋白组学研究方法分析，Sophis

等[86]进行了孵化 12 d 后的受精蛋和非受精蛋的卵黄蛋白成分含量的变化研究，发现共有 69

种蛋白的含量显示差异表达，这些结果对今后蛋类在孵化期蛋白变化和蛋类储存中蛋白的变

化都有一定的借鉴作用。在对不同品种鸡蛋中的蛋白成分对比分析后，Wang 等[87]在不同蛋

品种中发现了 19 种高丰度的差异蛋白，这就表示真正区分不同鸡蛋品种的关键因素是蛋白

质的含量。 

在禽类病毒的相关研究中，我们能够通过对其进行蛋白组学分析，进一步阐明其致病机

理及其具体的生物学进程。比如 Zheng 等[88]进行禽传染性法氏囊病毒（IBDV）感染细胞的研

究，实验中通过蛋白质组学检测发现 51 种差异表达蛋白，在 IBDV 感染的细胞中发现细胞泛

素表达量显著增多，抑制了 RhoA 蛋白表达，并且细胞骨架微丝和中间丝蛋白的结构受到了
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破坏。蛋白组学研究方法在禽流感的相关研究也越来越多，Cheung 等[89]进行了 H5N1 AIV 感

染人巨噬细胞的实验研究，通过蛋白质组学方法发现 H5N1 AIV 感染 1 h 后，宿主细胞的蛋

白质组分就产生了显著的变化，这表明 H5N1 AIV 可能在感染早期的自身的复制是通过利用

宿主细胞蛋白的合成机制来完成的，这种实验结果可能为病毒的诊断、治疗及其感染研究提

供了新的思路。 

在病毒对禽类感染过程的研究中，学者们通过蛋白组学方法研究发现了许多差异表达蛋

白，这些蛋白有可能指示着多方面的生物学意义。吴双 [90]在新城疫病毒（NDV）感染的鸡胚

成纤维细胞的研究中应用蛋白组学，并在感染后成功鉴定出 36 种差异表达蛋白。王郁杨等[91]

进行了鹅 NDV 的感染研究，感染后通过蛋白质组学研究发现 Hert/33 感染组脾脏组织有 154

个差异蛋白，而 JS5/05 感染脾脏组织有 148 个差异蛋白，这其中有 86 个是两组中共有的蛋

白质。Lu 等[92]在进行马立克氏病病毒（MDV）强毒感染 SPF 鸡的研究中利用 2-DE 结合

MALDITOF-MS 的方法分析了不同阶段的法氏囊差异蛋白谱，通过蛋白质表达情况检测发现

26 种差异表达蛋白，这些蛋白的主要功能与细胞分化、免疫防御、肿瘤及细胞凋亡等密切相

关。进一步的研究阐明了这些蛋白在 MDV 中的作用，为今后的研究奠定了基础。胡顺磊 [93]

进行了网状内皮组织增生症病毒（REV）HLJ071 毒株感染 1 日龄的 SPF 鸡的实验研究对其

进行接种后 7、14、21 d 鸡脾脏蛋白质组学分析，该项研究一共成功鉴定出 60 个差异蛋白，

鉴定出的蛋白主要功能与细胞骨架、大分子代谢、应激反应、信号转导、细胞增殖及凋亡等

相关性较强，在这个实验中得到了比较完整的 REV 感染后脾脏差异蛋白质数据，同时分析了

鉴定蛋白的具体功能并探讨了 REV 和宿主的相互作用关系，为进一步分析 REV 引起免疫抑

制机制奠定了基础。 

总的看来，近年来蛋白组学研究的发展对家禽的多方面研究中起着至关重要的作用，为

我们开展禽类疾病的研究提供了更多的思路和研究方法；在长远发展角度来看，家禽蛋白质

组学的相关工作对推动我国家禽科研的发展有着重要的意义。 

1.6 研究目的与意义 

现阶段集约化养殖和现代化养殖水平不断提高，动物饲养密度增加，数量不断上升，活

动空间狭窄，舍内微生物剧增以及粪便、垫料和饲料残渣混合作用，不断地产生氨气，氨气

浓度的增加严重危害禽类和饲养人员的身体状况。养殖场饲养过程中产生的氨气也是大气污

染气体来源之一。针对氨气的生态风险评估与毒性机制研究已成为热点科学问题。目前，围

绕鸡氨气暴露的研究中，大多关注于呼吸道、肝脏的损伤及生产性能等方面，且多为细胞水

平和形态学变化。lncRNA 的功能对动物生理和病理过程有重要的意义，越来越多的研究发现

ceRNA 调控靶基因的转录与翻译。为探讨 lncGRN/miR-6615-5p 在鸡氨暴露胸腺淋巴凋亡中

的作用。本课题在建立氨中毒基础上，通过全转录组学、蛋白组学分析胸腺组织内 ceRNA 调

控网络表达的变化，并结合生物信息技术，筛选氨暴露特异性 lncGRN/miRNA、靶基因以及

凋亡发生中的信号转导通路。在此基础上，通过原代培养鸡脾脏淋巴细胞，双荧光素酶报告

基因实验验证 miR-6615-5p 与 SMAD7、lncGRN 与 miR-6615-5p 之间存在靶向结合关系，确

定 ceRNA 调控网络的存在。建立 miR-6615-5p 过表达/抑制模型，确定其调控靶基因 SMAD7

的表达。本研究揭示了一种由 lncGRN、miR-6615-5p 与 SMAD7 组成的 ceRNA 调控网络，为
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胸腺凋亡机制提供了新的见解。 

氨气对免疫器官及功能的影响对禽类机体的影响十分关键，但其对于胸腺的损伤情况尚

不清楚，并且暂未发现有关其全转录组学测序和蛋白组学的研究。整合转录组学和蛋白质组

学研究鸡氨气暴露对胸腺的影响，可以系统分析氨气暴露对鸡毒理效应及机体应答机制。本

研究通过转录组学和蛋白质组学技术研究方法，结合传统毒理学研究手段，旨在从整体水平

阐明氨气对鸡胸腺的致毒机理，探究鸡在不同浓度的氨气暴露条件下的毒理效应差异。本研

究为解析氨气对鸡胸腺的毒性效应机制提供了较为系统的研究基础，从而为氨气暴露后的分

子生物学进程提供了科学依据。 

本研究结合生产现状，设定对照组（处于低 NH3 浓度，0~6 周为 5 mg/m3）和氨气处理

组（NH3 浓度，0~3 周为 20 mg/m3，4~6 周为 45 mg/m3），分别暴露在不同浓度的氨气条件

下，以肉仔鸡为研究对象，观察鸡氨气暴露在后对胸腺的具体影响，研究目的主要包括以下

四个部分： 

（1）观察氨气暴露后胸腺组织形态学变化，研究组织病理学和组织超微结构变化，确定

氨气对胸腺造成损伤情况。 

（2）利用全转录组学和蛋白组学研究方法分析鸡胸腺在氨气暴露后 mRNA 和蛋白代谢

物的变化，筛选鸡氨气暴露后胸腺组织中的差异基因和蛋白，通过生物信息学分析基因和蛋

白功能和代谢通路等影响。 

（3）测定氨暴露后体内和体外 lncGRN-miR-6615-5p-SMAD7 表达的变化，确定 SMAD7

诱导了细胞凋亡发生。双荧光素酶报告验证 ceRNA 靶向结合；lncGRN 作为 ceRNA 通过 miR-

6615-5p 调节 SMAD7 的表达。 

（4）体内和体外试验研究氨暴露诱导鸡胸腺组织和淋巴细胞发生氧化应激、炎症反应和

细胞凋亡，氨暴露通过线粒体途径诱发凋亡。 
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1.7 技术路线 

 

 

  

氨气诱导的鸡胸腺细胞凋亡机理 

胸腺组
织蛋白
组学检
测与分
析 

氨气暴露通过 lncGRN/miR-6615-5p 调控 SMAD7 诱导鸡胸腺细胞凋亡的研究 

体    外     实     验 人工复制鸡氨气中毒模型 
 

胸腺组织
形态学观
察：光镜、
电 镜 和
TUNEL 

 

建立体外培养胸
腺淋巴细胞、脾
脏淋巴细胞技术 

建立体外胸腺淋巴
细胞和脾脏淋巴细
胞氯化铵中毒模型 

胸腺组
织全转
录组学
检测与
分析 

CCK-8 检 测
细胞活力 

凋 亡 情 况 检 测 : 

AOEB 染色、流式
细胞术 

荧光检测：线粒体
膜电位、线粒体钙
分布、ROS 

检测淋巴细胞
氧化应激水平、
炎症因子、凋亡
相关基因变化 

转录组学基因体外

表达水平验证 转录组学结果
验证：氧化应
激、炎症细胞
因子、凋亡相
关基因变化 

miR-6615-5p 过
表达和敲低 

检测差
异蛋白
变化 

lncGRN-miR-6615-5p-SMAD7 体内
和体外氨暴露变化； 

双荧光素酶验证 ceRNA 靶向结合 
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2 材料与方法 

2.1 主要仪器和试剂 

2.1.1 主要仪器 

高速低温离心机（Sigma 公司）； 

-80°C 冰箱（美国 Thermo 公司）； 

318MC 酶标仪（上海三科仪器有限公司）； 

DK-8D 型电热恒温水槽（上海一恒科技有限公司）； 

紫外分光光度计（Promega 公司）； 

超净工作台（苏州净化）； 

多功能酶标仪（Spectra Max iD3）； 

荧光显微镜（美国 Life Technologies）； 

Amersham Imager 600 凝胶成像系统（美国通用电气公司）； 

F90 二氧化碳培养箱（上海力康公司）； 

倒置相差显微镜（日本 Nikon 公司）； 

电热干燥培养箱（南京试验仪器厂）； 

罗氏 480 实时定量荧光 PCR 仪（罗氏公司）； 

FA1604N 型电子天平（上海精密科学仪器有限公司）； 

流式细胞仪（美国 BD 公司）； 

电泳仪（伯乐公司）； 

电热恒温培养箱（上海跃进医疗器械厂）； 

生物发光仪（美国 GE 公司）。 

 

2.1.2 主要试剂 

NaCl（国产分析纯）； 

Trizol（大连宝生物公司）； 

胎牛血清（BI 公司）； 

RIPI 细胞裂解液（碧云天）； 

反转录试剂盒（大连宝生物公司）； 

L-多聚赖氨酸（Sigma 公司）； 

BCA 蛋白浓度测定试剂（Solarbio 公司）； 

氯化铵（Sigma 公司）； 

E.coli DH5α 感受态细胞（北京天根公司）； 
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Opti 培养基（BI 公司）； 

脱脂乳（完达山公司）； 

DEPC 试剂（鼎国生物技术有限公司）； 

RMPI 1640（BI 公司）； 

青链霉素混合液（HyClone 新西兰）；  

CCK-8 增殖试剂盒（上海尚宝生物公司）； 

Real-Time PCR 试剂盒（大连宝生物公司）； 

Annexin-FITC/PI 凋亡检测试剂盒（南京凯基公司）； 

RFect 质粒 DNA 转染试剂盒（常州百代生物） 

RFect 悬浮细胞小核酸转染试剂（常州百代生物）； 

AO-EB 双染试剂（Solarbio 公司）； 

超敏 ECL 化学发光液（海基生物公司） ； 

MiRcute microRNA cDNA 第一链合成试剂盒（北京天根公司）； 

MiRcute microRNA 荧光定量检测试剂盒（北京天根公司）； 

SYBR Green Master（罗氏公司）； 

蛋白酶抑制剂 PMSF（碧云天）； 

RFectSP 悬浮细胞小核酸转染试剂（百代生物）； 

鸡脾脏淋巴细胞分离液（天津市灏洋生物公司）； 

AOEB 试剂（Solarbio 公司）； 

活性氧（ROS）测试盒（南京建成）； 

线粒体膜电位（碧云天）； 

细胞可渗透钙离子荧光探针（上海翊圣）； 

Dual-Luciferase® Reporter Assay System（Promega 公司）； 

胶回收试剂盒（Solarbio 公司）。 

2.2 实验设计 

2.2.1 动物分组与饲养 

本研究共使用 80 只肉鸡（1 日龄，中国哈尔滨威威有限公司），所有鸡自由采食和饮水，

并饲养在呼吸代谢舱（尺寸长×宽×高：4.5 m×3.0 m×2.5 m）。通过计算机自控程序全封闭管

理，根据雏鸡日龄调控相应的温度和湿度。温度设定第 1 周时为 33℃的育雏温度，第 2 周为

30℃，第 3 周为 27℃，第四周为 25℃，第 5~6 周温度保持在 21℃。湿度在 60%~70%，采用

灯泡照明，0~3 日龄，每天光照 23 h。3~42 日龄每天光照 16 h。进风口和出风口双向控制通

风量，使用液氨瓶 24 h 保持氨气浓度，实时监测氨气浓度。确保呼吸舱内环境条件的均匀一

致，参照王长平[94]的研究。饲养条件设置依据罗斯 308 商品代肉鸡管理手册而定。这些肉鸡

随机被分为两组，平均每组 40 只。具体分组及处理方法如下： 

对照组：低 NH3 浓度，0~6 周为 5 mg/m3； 
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氨气处理组：高 NH3 浓度，0~3 周为 20 mg/m3，4~6 周为 45 mg/m3。 

鸡舍内氨气浓度的设定依据中华人民共和国农业行业标准畜禽场环境质量标准

NY/T388-1999，雏鸡 10 mg/m3，成鸡 15 mg/m3，根据罗斯 308 商品代肉鸡管理手册，14 日

龄以下的肉鸡属于雏鸡。对照组氨气浓度设定是畜禽场环境质量标准的 0.5 倍；氨气处理组

氨气浓度设定在鸡 0~3 周日龄是畜禽场环境质量标准的 2 倍，4~6 周时是畜禽场环境质量标

准的 3 倍。 

42 d 时，对照组没有鸡死亡的情况，氨气处理组死亡 8 只鸡，可能是由于氨气刺激导致

机体免疫功能下降，抵抗力下降发生死亡。在 42 日龄时用戊巴比妥钠进行安乐死，分离出胸

腺，用冰的生理盐水清洗。一部分胸腺组织立即放入液氮中，放入-80°C 保存，用来检测抗氧

化酶（GPx 和 GST4），炎性细胞因子（IL-1β、IL-2、IL-4、IL-6、IL-8、IL-10、IL-12、HO-

1、NF-κB、COX-2、iNOS、TNF-α 和 TGF-β），凋亡相关基因（BCL-2、BAK、BAX、Cytc、

APAF1、Caspase-8、Caspase-9、Caspase-3 和 SMAD7），非编码 RNA（circRNA-ZNF644、

circRNA-RP11、circRNA-SMC6、circRNA-ARAP2、lncGRN、miR-6615-5p、miR-15a 和 miR-

187）的 mRNA 以及蛋白的表达；一部分胸腺组织甲醛浸泡，用于病理组织学形态观察；一

部分胸腺组织使用 2.5%戊二醛固定，用于超微结构形态学观察；一部分胸腺组织（每组三个

重复）进行全转录组学测序，干冰保存运输送往烈冰有限公司（NovelBio，上海）；一部分胸

腺组织（每组取六个样品）经干冰保存运输，委托中国农业科学院北京畜牧兽医研究所蛋白

质组学研究中心进行蛋白质组定量分析。 

2.2.2 病理组织学结构观察 

用 10%甲醛将切好的组织块过夜固定，自来水冲洗数小时，梯度酒精脱水除去组织块内

多余水分和丙酮透明处理、浸蜡和包埋组织。切片机连续切片，设定 5 um 的厚度，用镊子将

切片平铺水面上，展开切片并固定到载玻片；60℃烘箱烤 1 h 除去间隙中石蜡；使用苏木素

和伊红染色即 H.E 染色法，再经脱水、透明和树胶封片；切片干燥后，光学显微镜观察。 

2.2.3 超微结构学观察 

将分离的胸腺组织用预冷的生理盐水洗净，冰袋上切取 1 mm 左右大小的组织；用 2.5%

戊二醛溶液固定，锡纸包裹避光，放于 4℃冰箱保存；缓冲溶液洗涤 3 次；用 2%的 OsO 固

定 1.5 h；缓冲溶液洗涤 3 次；用乙醇梯度脱水；用等体积混合的乙醇和丙酮混合液置换一次；

包埋剂浸透过夜；聚合；切片，设定厚度 50 nm;染色；透射电子显微镜观察。 

2.2.4 TUNEL 染色细胞凋亡检测 

石蜡切片脱蜡后，H2O2 水避光孵育，蒸馏水漂洗，柠檬酸缓冲液高温处理。分别用蒸馏

水和 PBS 洗涤，TUNEL 反应混合液，避光作用 1 h。PBS 洗涤，转化-POD 溶液孵育。PBS

洗涤，DAB 避光孵育。使用苏木素复染。再经脱水、透明和树胶封片；切片干燥后，光学显

微镜观察。每张切片随机取 5 个视野，统计总细胞数和 TUNEL 阳性细胞数目，计算凋亡率。 
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2.2.5 高通量测序 

2.2.5.1 样品送检 

胸腺样品对照组和处理组各取三个生物学重复，分别命名为（对照组）C-XX1，C-XX2，

C-XX3，（处理组）N-XX1，N-XX2 和 N-XX3。样品经干冰保存运输。委托上海烈冰公司进

行测序。 

2.2.5.2 测序原始数据、GC 含量分布等测序数据过滤 

将高通量测序平台 Illumina Hi Seq TM2000 测序获得数据经碱基识别转化为原始测序序

列即 Raw Reads。Fa 文件为测序得到的序列。GC 含量的测定用于观测有无碱基分离，避免

由于建库造成的误差。理论上 GCAT 碱基在每次测序循环上数量应保持一致。为保证高质量

的 clean reads，应将低质量的 reads 和接头剔除和过滤掉。 

2.2.5.3 Reads 在基因组 mapping 以及在染色体上的密度分布 

鸡的基因组测序已经完成，本研究为真核有参转录组测序。Clean reads 和基因组进行序

列比对（mapping），然后统计总序列比对 reads 比对到基因组上在各个染色体的密度数量，记

录染色体长度和 reads 总数的关系。 

2.2.5.4 基因的差异表达筛选 

所有差异基因表达使用的是 RPKM（Reads Per Kilobase of exon model per Million mapped 

reads），即不考虑基因长度，计算的是每个基因的表达数，可以有效避免长序列碱基造成的统

计量偏高问题。每组设立三个生物学重复，对差异基因筛选的标准为 log2FC>0.585 或<-0.585

且 FDR<0.05。 

2.2.5.5 差异基因 GO 富集分析 

GO 富集分析（Gene Ontology，http://www.geneontology.org/）是对基因功能分类的一种

体系。主要富集三个方向，分别是生物过程（biological process）、细胞组分（cellular component）

和分子功能（molecular function），得到的差异基因进行基因功能上分类，采用 Fisher 计算显

著性水平既 p<0.05,多重假设检验的结果校正 FDR<0.05. 

2.2.5.6 ceRNA 联合分析 

由于在 mRNA 上存在多种 miRNA 的应答元件 MRE，而 miRNA 通过 MRE 与靶向 mRNA

结合，导致 mRNA 翻译被抑制或者被降解，影响蛋白的表达，因此 miRNA 主要以负调控的

方式来调节 mRNA 的表达水平。另一方面，ncRNA 也能吸附 miRNA，进而影响 miRNA 对

于 mRNA 的调控作用，这里的 ncRNA 和 circRNA 就可以作为 ceRNA。也就是说，满足这个

关系的差异 mRNA 和差异 lncRNA 的表达情况应为正相关，即上下调一致，也就是所谓的

ceRNA 作用。结合靶基因预测，保证在 lncRNA、miRNA 和 mRNA 三者联合分析的结果中

lncRNA 和 mRNA 二者的趋势相同。选取全部显著性差异 mRNA、lncRNA 和 miRNA 构建

ceRNA 联合分析。 
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靶基因的验证使用 miranda 算法和 RNAhybrid 算法相结合的方式。 

（1）用 miranda 算法（Score>=140，Score<-15）分别对各组显著差异 miRNA 和显著差异

lncRNA/mRNA 的靶向关系进行预测； 

（2）用 RNAhybrid 算法（Score<-20）分别对各组显著差异 miRNA 和显著差异 lncRNA/mRNA

的靶向关系进行预测； 

（3）取两种算法的交集作为靶基因预测的最终结果。结合靶基因预测，保证在 ncRNA、miRNA

和 mRNA 三者联合分析的结果中 ncRNA 和 mRNA 二者的趋势相同。 

2.2.6 ceRNA 调控网络的靶向关系验证 

2.2.6.1 ceRNA 调控网络的生物信息学方法预测 

采用 RNA22（https://cm.jefferson.edu/rna22/Interactive/）在线工具预测 miR-6615-5p（miR-

6615-5p）与 SMAD7、lncGRN 与 miR-6615-5p 存在的结合位点，具体见图 2-1 和图 2-2。 

 

  

图 2-1 miR-6615-5p 与 SMAD7 的结合位点 

Fig.2-1 binding sites of miR-6615-5p and 

SMAD7 

图 2-2 lncGRN 与 miR-6615-5p 的结合位点 

Fig.2-2 binding sites of lncGRN and miR-

6615-5p 

 

2.2.6.2 培养细胞的准备工作 

（1）器材的消毒灭菌：将清洗后的普通眼科有齿直镊、眼科剪、200 目不锈钢筛网等器械一

并包装后高压灭菌，烘箱内烘干后备用； 

（2）铺板：培养前 1 d，96 孔板中每孔加入 100 μL 浓度为 20 ug/mL 多聚赖氨酸，四周用封

口膜封闭，37°C 作用过夜，次日回收多聚赖氨酸，用 PBS 清洗 96 孔板 3 次，晾干备用。 

（3）超净台紫外照射 30 min。提前预热 PBS，细胞培养液。 

2.2.6.3 鸡淋巴细胞的原代培养 

（1）胸腺淋巴细胞的原代培养 

45~60 日龄蛋鸡心脏采血处死后，用 0.2 %新洁尔灭浸泡 10 min，消毒后转移到细胞间进

行后续操作。剖开颈部皮肤，取出胸腺放置到平皿中，剥离胸腺外膜，用眼科剪刀将胸腺剪

成小块。将组织块放在 70 μm 细胞筛网上，注射器胶塞轻轻挤压，反复研磨，边研磨边加入

匀浆冲洗液滤过筛网成细胞悬液。弃去筛网，离心组织滤过液 4000 r/min，20 min，弃掉上清

液，5 mL 样本稀释液重悬沉淀细胞。另取 15 mL 离心管，加入 5 mL 分离液。移液枪缓慢将

重悬的细胞液加到分离液上。离心 10 min，4000 r/min。借助分离液，由于红细胞和淋巴细胞

密度不一样，离心管内分为四层，移液枪小心吸取第二层淋巴细胞分离层到新的离心管。加

8 mL 洗涤液，重悬混匀细胞。离心 10 min，4000 r/min。弃掉上清。移液枪加 5 mL 清洗液重
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悬混匀细胞。离心 10 min，2000r/min，清洗液重复洗涤一次，弃掉上清后加入 10 mL 含 10%

胎牛血清含双抗（浓度 1%）的 RPMI1640 培养基重悬细胞。 

（2）脾脏淋巴细胞的原代培养： 

45~60 日龄蛋鸡心脏采血处死后，用 0.2 %新洁尔灭浸泡 10 min，消毒后转移到细胞间进

行后续操作。剖开胸腹腔，取出脾脏放置到平皿中，剥离脾脏外膜，用眼科剪刀将脾脏剪成

小块。将组织块放在 70m 细胞筛网上，注射器胶塞轻轻挤压，反复研磨，边研磨边加入匀浆

冲洗液滤过筛网成细胞悬液。弃去筛网，离心组织滤过液 4000r/min，20 min，弃掉上清液，

5 mL 样本稀释液重悬沉淀细胞。另取 15 mL 离心管，加入 5 mL 分离液。移液枪缓慢将重悬

的细胞液加到分离液上。离心 10 min，4000r/min。借助分离液，由于红细胞和淋巴细胞密度

不一样，离心管内分为四层，移液枪小心吸取第二层淋巴细胞分离层到新的离心管。加 8 mL

洗涤液，重悬混匀细胞。离心 10 min，4000r/min。弃掉上清。移液枪加 5 mL 清洗液重悬混

匀细胞。离心 10 min，2000r/min，清洗液重复洗涤一次，弃掉上清后加入 10 mL 含 10%胎牛

血清含双抗（浓度 1%）的 RPMI1640 培养基重悬细胞。 

2.2.6.4 台盼蓝染色检测细胞活力 

台盼蓝是一种细胞染料，可通过死亡细胞的细胞膜，其通透性增加，使细胞在显微镜下

呈现淡蓝色。而台盼蓝无法进入到活的细胞体内，活细胞不被染色。取上述细胞悬液稀释 20

倍后，取 90 uL 细胞稀释液置于 EP 管内，加入 10 uL 4%台盼蓝溶液混合，染色 3 min。吸取

10 μL 染色后的细胞悬液，加入到血细胞计数板中，镜下计数，查四个角的大方格和中间的 1

个方格内蓝色细胞数和细胞总数。染色后尽量在 10 min 内操作完，避免活细胞被染料聚集而

染上颜色，造成结果误差。用台盼蓝检测细胞活力大于 95%以上时继续后续实验。 

2.2.6.5 CCK-8 检测细胞活力 

CCK-8（Cell Counting Kit-8）在细胞培养基中可被细胞线粒体中的脱氧酶还原为具有水

溶性的黄色甲臜染料，活细胞数量越多产生的甲臜数量越多，二者成正比。 

用天平称取氯化铵约 0.214 g，溶于 2 mL 培养液中，过滤除菌，采用倍比稀释成最终使

用的浓度 0.1 mmol/L、0.5 mmol/L、1.0 mmol/L、5.0 mmol/L、25 mmol/L 和 125 mmol/L。 

96 孔板提前用多聚赖氨酸包被。取 0.25 mg 多聚赖氨酸加 125 mL PBS，配置成 0.2 mg/mL

的工作液，4°C 冰箱存储。使用时用 PBS 10 倍稀释，过滤除菌后使用。在 96 孔板四周填充

200 μL PBS，测量孔加入 100 μL 浓度为 20 ug/mL 的多聚赖氨酸，37°C 培养箱过夜。第二天

取出，回收多聚赖氨酸。用 PBS 清洗三次。放置培养箱烘干待用。 

（1）接种细胞悬液 

使用细胞计数板计算细胞的密度，不断调整至最终密度在 6×106 个/mL，然后将细胞悬液

按每孔 100 μL 加入提前用多聚赖氨酸包被好的 96 孔板中，96 孔板四周孔用 PBS 填充。将

96 孔板放入 37°C 的细胞培养箱中生长 3 h 至细胞稳定贴壁。 

（2）加氯化铵 

将不同浓度氯化铵培养液加入到 96 孔板中，每孔 100 μL 含不同比例稀释的氯化铵，使

氯化铵终浓度为 0.1 mmol/L、0.5 mmol/L、1.0 mmol/L、5.0 mmol/L、25 mmol/L 和 125 mmol/L。

每个浓度设置五个重复，并设空白孔（培养液和不含细胞）和对照孔。  
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（3）加 CCK-8 

96 孔板放到细胞培养箱，继续培养 48 h 后，用加样枪弃掉培养液。之后取出在避光条件

下每孔加 CCK-8 试剂 10 μL 和 100 μL 的培养基，注意不能产生气泡，再放回培养箱约 3 h

后，取出 96 孔板，避光的条件下放入到酶标仪，测定其在 450 nm 波长处的吸光值，并记录

结果。 

2.2.6.6 miR-6615-5p 和 SMAD7 靶向关系的双荧光素酶报告基因系统验证 

（1）SMAD7 野生型/突变型 3’UTR 的序列合成 

合成表 2-1 的 SMAD7 3’UTR 野生型/突变型序列单链寡核苷酸，进行退火，合成互补双

链 DNA 片段。其中的结合位点碱基，转换成对应的其他碱基。取两个单链寡核苷酸各 1 μL

（100 μM），将 48 μL 无菌水加入于 EP 管中沸水煮 5 min，退火后取出冷却至室温。 

 

表 2-1 SMAD7 3’UTR 野生型/突变型序列 

Table 2-1 SMAD7 3’UTR wild type/mutant type sequence 

3‘UTR 上游引物（5’-3’） 

SMAD73‘UTR 

野生型 

CTCAAAGCTCCTGCACTTAAGAGGCTCAGACAGGAGC 

TGGCTGAGACAGACTCCGGTCCTGATCTCCCTCCCCCC 

CTCCAGAAAAGGATTTATCTGGAAA 

SMAD73‘UTR 

突变型 

CTCAAAGCTCCTGCACTTAAGAGGCTCAGACAGGAGC 

ACCGACAGACACTCTCCGCAGGTGTTCTCCCTCCCCCC 

CTCCAGAAAAGGATTTATCTGGAAA 

 

（2）琼脂糖凝胶电泳及胶回收纯化 

电泳及胶回收纯化。配置琼脂糖凝胶，合成片段电泳，胶回收，DNA 产物纯化回收。参

考索莱宝 DNA 产物纯化试剂盒说明书。 

（3）表达载体的构建 

对表达载体 pMIR-RB-REPORTTM 用 XhoI 和 NotI 进行酶切、纯化，根据表 2-2 配置酶

切反应体系，总体积为 100 μL。将反应体系 37℃金属浴，反应 4 h，再次进行胶回收后-20℃

保存待用。 

 

表 2-2 酶切反应体系 

Table 2-2 Enzyme Digestion Reaction System 

组分 体积 

灭菌水 70 μL 

XhoI 5 μL 

NotI 5 μL 

Buffer 10 μL 

载体质粒 10 μL 
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载体图谱如图 2-3： 

 

图 2-3 pmiR-RB-REPORT 载体图谱 

Fig 2-3 The diagrammatic sketch of carrier pmiR-RB-REPORT 

 

（4）酶切表达载体与 SMAD7 3’UTR 片段连接 

1）按照表 2-3 的 10 μL 连接反应体系进行配制，后进行连接转化。 

2）将装有连接体系的 EP 管放置在金属浴中，16℃连接 30 min。 

3）取 E.coli DH5α 感受态细胞，在感受态细胞中加入上述 10 μL 体系，冰浴 30 min。 

4）将 3）中转化液 42℃水浴 90 s。迅速将其放置到冰盒中，作用 2 min。 

5）向 4）管中加入 900 μL 不加抗生素的 LB 液体培养液，封口膜将 EP 管口封闭，37℃

摇床培养 45 min，150 r/min。 

6）2500r/min 常温离心 5min，移液枪弃掉部分上清液，留 100 ul 混匀菌液，涂菌培养，

用氨苄抗性的 LB 固体培养基培养，37℃温箱培养过夜。  

7）分别挑取五个单个菌落于五支 LB 液体培养基（加氨苄抗生素）中扩增。 

8）提取质粒。 

9）将所得质粒送至广州锐博生物科技有限公司进行测序鉴定。 

 

表 2-3 连接反应体系 

Table 2-3 Ligation reaction system 

组分 体积 

T4 连接酶 1 μL 

Buffer 1 μL 

酶切载体 1 μL 

SMAD7 3‘UTR 野生型\突变型片段 2.5 μL 

灭菌水 4.5 μL 
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（5）重组质粒转染细胞 

1）在 6 孔板中培养淋巴细胞，每孔接种细胞数量保持一致，为 1×106 个/mL。 

2）培养 24 h 后，转染 miR-6615-5p mimic、mimic NC、重组质粒和海肾荧光素酶载体。

配制比例为 pMIR-REPOR：RFect=1 μg：2 μL。mimic 稀释至 50 nM。将转染试剂和 OPTI-

MEM 培养基混合，室温作用 5min。将重组载体和 miR-6615-5p mimic 于 OPTI-MEM 培

养基混合，室温作用 5 min。然后将转染液滴加到重组载体混合液中。室温放置 20 min。 

然后将配置好的 DNA 转染混合液加入到 6 孔板中。“8”字晃动培养板混匀。每个样品转

染 3 个重复孔。 

（6）双荧光素酶报告基因系统检测 

根据下列四个分组，进行双荧光素酶报告基因系统检测： 

1）mimic NC + pMIR-SMAD7-WT； 

2）miR-6615-5p mimic + pMIR-SMAD7-WT； 

3）mimic NC + pMIR-SMAD7-MT； 

4）miR-6615-5p mimic + pMIR-SMAD7-MT。  

37℃培养 48h 后，离心，弃去培养基，用 PBS 洗一次。配置 1×PLB 液体，用超纯水 4 倍

体积加一倍体积的 5×PLB，现配现用。每管加 500 μL 1×PLB。室温摇床摇动 20min，使细胞

裂解。取白色不透光的 96 孔酶标板中每孔加裂解好的上清液 40 μL，使用多功能酶标仪检测，

连接试剂 Luciferase Assay Reagent II 和 Stop&Glo Reagent，每孔进样 100 uL。Stop&Glo Reagent

现用现配，避光配置和保存，用 Stop&Glo Reagent buffer 稀释 50×Stop&Glo Reagent 到

1×Stop&Glo Reagent 而成。测数据，检测萤火虫和内参海肾荧光素酶反应强度。 

2.2.6.7 lncGRN 和 miR-6615-5p 靶向关系的双荧光素酶报告基因系统验证 

lncGRN 野生型/突变型序列（见表 2-4）合成单链寡核苷酸进行退火，合成互补双链 DNA

片段。构建重组质粒转染细胞，其它步骤及报告基因检测的过程同 2.2.6.6。 

试验分组为： 

（1）mimic NC + pMIR-lncGRN-WT； 

（2）miR-6615-5p mimic + pMIR-lncGRN-WT； 

（3）mimic NC + pMIR-lncGRN-MT； 

（4）miR-6615-5p mimic + pMIR-lncGRN-MT。后续操作程序同 2.2.6.6。 

表 2-4 lncGRN 野生型/突变型序列 

Table 2-4 lncGRN wild type/mutant type sequence 

3‘UTR 上游引物（5’-3’） 

lncGRN 

野生型 

TGCTGCGGCACAGCCCCGGCTCCGCGTCCCAGCAGTGG 

CGCTGCTCCGGGTGCAGTGTCCCGACAACAGCTCCGCG 

TGTCCCGACGGCGCCACGTGCTGC 

lncGRN 

突变型 

TGCTGCGGCACAGCCCCGGCTCCGCGTCCCAGCAGTGG 

CCGACCAGCGCCACCACACAGGGGTCAACAGCTCCGCG 

TGTCCCGACGGCGCCACGTGCTGC 
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2.2.7 miR-6615-5p 过表达/敲低模型的建立 

2.2.7.1 转染前准备 

分离脾脏淋巴细胞，6 孔板接种细胞，每孔的细胞数量保持一致，浓度为 2×106 个/mL，

每孔 2 mL。用完全培养基（无双抗）培养 12 h。 

miR-6615-5p 的转染效率的检测，设置 miR-6615-5p mimic 终浓度在 50 nM、75 nM 和 100 

nM 的转染表达量，通过荧光定量实时 PCR 检测淋巴细胞对照组和转染组 miR-6615-5p 的表

达量，确定满足了实验的 miR-6615-5p 的转染量后进行后续实验。 

2.2.7.2 过表达/敲低转染 

每个转染样品设置 3 个重复孔，对于每个转染样品，按以下步骤准备： 

（1）a 液（mimic 稀释液）：用 OPTI-MEM 培养基稀释 50 μL+5 μL（20 uM）minic，轻轻混

匀，室温孵育 5 min； 

（2）b 液（RFec 稀释液）：用 opti-MEM 无血清培养基稀释 50 μL+10 μL RFect。轻轻混匀，

室温孵育 5 min； 

（3）将 a 和 b 混匀为 c 混合液。室温孵育 20 min； 

（4）将 c 混合液加入到无双抗完全培养基中，轻轻晃动培养板 5 min 混匀； 

（5） 37°C 的 CO2 培养箱中培养 48 h。miR-6615-5pm、miR-6615-5pi 及其相应 Negative Control

序列见表 2-5。 

2.2.7.3 qRT-PCR 验证 

（1）样品搜集：取六孔板内 3 重复孔细胞培养液混合，离心 1500 转，3 min，去上清。预冷

的 PBS 1 mL 洗涤一次，去上清，加入 1 mL TRIZOL。用加样枪吹打几次。以上操作均在冰

盒上操作，然后将样品做好标号-80°C 冰箱保存； 

 

表 2-5 miR-6615-5p 模拟物和抑制物序列 

Table 2-5 mimic and inhibitor sequences of miR-6615-5p 

基因名 Primer Sequence（5’-3’） 

gga-miR-6615-5p 

miR-6615-5p mimic 

 

miR-6615-5p inhibitor 

miR-6615-5p mimic NC 

 

miR-6615-5p inhibitor NC 

UUGGGGACACCAUCAGAACAGCCA 

正义链：UUGGGGACACCAUCAGAACAGCCA 

反义链：AACCCCTGTGGTAGTCTTGTCGGT 

AACCCCTGTGGTAGTCTTGTCGGT 

正义链：UUUGUACUACACAAAAGUACUG 

反义链：AAACAUGAUGUGUUUUCAUGAC 

mCmAmGmUmAmCmUmUmUmUmGmUmAmGmUmAmCmAm

AmA 

注：m 代表 2’-Ome（甲基化修饰） 
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（2）RNA 提取 

常规 Trizol 法提取细胞内的 RNA，将冻存好的样品搜集液，室温缓冻，混匀后，低速离

心机 12000 g 离心 20 min（4°C）。移液器吸取 300 μL 的上清液转移到新的 EP 管后，加入等

体积的氯仿，EP 管颠倒数次混匀后室温静置 10 min，让试剂充分混匀。再次低温高速离心 15 

min，移液器吸取最上层清液到新的 EP 管，避免碰触到中间的蛋白质层。加入等体积的异丙

醇，EP 管颠倒数次混匀后冰盒中静置 15 min。低温高速离心 15 min，EP 管低肉眼可见白色

小点，移液枪吸掉上清液，加入 1 mL 70%的酒精溶液，移液枪吹打几次，洗涤有机溶剂。低

温高速离心 10 min，弃掉酒精溶液，室温放置 5 min,等待酒精蒸发。加入 20 uL DEPC 水，溶

解白点 RNA。紫外分光光度计测量 RNA 的浓度和丰度，RNA 样本纯度（A260/A280 在 1.8-

2.1 之间）。调整 RNA 的浓度统一不同样品间 RNA 的量。 

（3）反转录 

1）冰盒上按如下体系配置反转录 cDNA 反应混合液，反应体系为 20 μL。 

RNase Inhibitor                       0.5 μL 

10×RT Buffer                        2 μL 

Golden MLV Reverse Transcriptase        3 μL 

dNTP Mixture                         3 μL 

Total RNA Poly（A）RNA              2 μL 

20×Oligo dt（25）&RandomPrimer       1 μL 

RNase Free H2O                      12.5 μL 

2）在 PCR 仪上按以下条件进行反转录反应: 

30°C       15 min  

55°C     30~60 min 

85°C       10 min 

4°C 终止。-20°C 冰箱保存。 

（4）Real-Time PCR 反应 

1）生工合成好的引物，引物序列见表 2-6，开盖前离心防止扩散，慢慢打开管盖，加入

适量的灭菌水，配置成 10 μM。-20°C 冰箱保存，用于以下 qRT-PCR。 

 

表 2-6 引物序列 

Table 2-6 Primer sequence 

Gene Primer Sequence（5’-3’） Size（bp） 

circRNA-ZNF644 F: ACAGTCCATTGATGTATCAGCCAC 

R: TGTCCATGGCTCCTTGCAGT 

175 

circRNA-RP11 F: ATCCACTTCCACGTCCTCTCT 

R: TTTCGAAAAGCAACTGCATAGATGT 

152 

circRNA-SMC6 F: ACTGAAAAGCAAATCTGGCGCT 

R: CTGCCTTGGTTTTGCAGTGTT 

199 

 

  （转下页） 
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（接上页）   

Gene Primer Sequence（5’-3’） Size（bp） 

circRNA-ARAP2 F: CCAATGTGGCTGAACTGCTGG 

R: CCAAAGTGCACCATCTTTTGTTGC 

198 

GAPDH 

 

F: AGAACATCATCCCAGCGT 

R: AGCCTTCACTACCCTCTTG 

153 

 

GPx 

 

F: ACGGCGCATCTTCCAAAG 

R: TGTTCCCCCAACCATTTCTC 

132 

 

GST 

 

F: CATCCGATGGCTGCTGTCTGC 

R: TCTGCACTGCACCAACTTCATCC 

154 

 

PIK3CD F: GGTGTGGAAGCACGCTCAGTATG 

R: GCTCTTGCTGCTCTGCTGTCTG 

101 

GOLGA3 F: CGCAGCCATAAGGAACTGGAAGG 

R: TTGCCATGCTTCAGGTCCATCTTC 

197 

WHSC1 F: AGCAAGCAAGTGAAGCAGTAGGC 

R: AGCTCCACAGCAATGCCAACTTC 

127 

CTSS F: GGTGATGCTGCACAACCTGGAG 

R: GGCGGTACGTGGAGGTCTGG 

152 

BCL-2 F: ATCGTCGCCTTCTTCGAGTT 

R: CTGACTATCACCAAGAACCACC 

150 

BAK F: ACCCGGAGATCATGGAGA 

R: GATGCCTTGCTGGTAGACG 

106 

BAX F: TATGGGACACCAGGAGGGTA 

R: CGTAGACCTTGCGGATAAAGC 

90 

Cyt-c F: AGGCAAGCACAAGACTGGA 

R: CTGACTATCACCAAGAACCACC 

132 

P53 F: CCCATCCTCACCATCCTTACA 

R: CTCGATCTTGCGGTCCCTC 

145 

APAF1 F: AAGGGCATAAGGAAGCAATCAA 

R: CAGCACAAGAAAGAACAGCACC 

143 

Caspase-8 F: TGGGAAAGTGGACAAGAGCCT 

R: CCACAGATGATGCCAGCCAA 

134 

Caspase-9 F: CCGAAGGAGCAAGCACG 

R: AGGTTGGACTGGGATGGAC 

107 

Caspase-3 F: CTGAAGGCTCCTGGTTTA 

R: CTCGATCTTGCGGTCCCTC 

129 

  （转下页） 
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（接上页）   

Gene Primer Sequence（5’-3’） Size（bp） 

NF-κB F: TCAACGCAGGACCTAAAGACAT 

R: GCAGATAGCCAAGTTCAGGATG 

162 

COX-2 F: TGTCCTTTCACTGCTTTCCAT 

R: TTCCATTGCTGTGTTTGAGGT 

105 

TNF-α F: GCCCTTCCTGTAACCAGATG 

R: ACACGACAGCCAAGTCAACG 

98 

HO-1 F: ACTTCTATGGCAGCAACT 

R: AATAGCGGGTGTAGGC 

116 

iNOS F: CCTGGAGGTCCTGGAAGAGT 

R: CCTGGGTTTCAGAAGTGGC 

82 

TGF-β F: GCCGACACGCAGTACACCAAG 

R: GCAGGCACGGACCACCATATTG 

168 

IL-1β F: GGGACTTTGCTGACAGCGACCTG 

R: GTCGAAGGACTGTGAGCGGGTGT 

142 

IL-2 F: GAACCTCAAGAGTCTTACGGGTCTA 

R: ACAAAGTTGGTCAGTTCATGGAGA 

138 

IL-4 F: GTGCCCACGCTGTGCTTAC 

R: AGGAAACCTCTCCCTGGATGTC 

147 

IL-6 F: AAATCCCTCCTCGCCAATCT 

R: CCCTCACGGTCTTCTCCATAAA 

106 

IL-8 F: GAACTGGACAGGGAGAAATGAGA 

R: ACGCCATCAGGAAGGTTGTT 

132 

IL-10 F: CGCTGTCACCGCTTCTTCA 

R: TCCCGTTCTCATCCATCTTCTC 

94 

IL-12 F: TGTCTCACCTGCTATTTGCCTTAC 

R: CATACACATTCTCTCTAAGTTTCCACTGT 

87 

lncGRN F: TGCGACGACAGGACGAGCTG 

R: AGCAGTGCTGGTGGTCCTTACAG 

115 

SMAD7 F: CTGGTGCGTGGTGGCATACTG 

R: CTGGCTTCTGTTGTCCGAGTTGAG 

145 

gga-miR-6615-5p agTTGGGGACACCATCAGAACAGCCA  

gga-miR-15a cgcggcgTAGCAGCACATAATGGTTTGT  

gga-miR-187 acgGGCTACAACACAGGACATGGGA  

gga-U6 CACGCAAATTCGTGAAGCGTTCCA  
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2）冰盒上配制下列反应体系。 

SYBR Green I                   5.0 μL 

PCR Forward Primer （10 uM）    0.3 μL 

PCR Reverse Primer （10 uM）    0.3 μL 

RNase-Free dd H2O               3.4 μL 

模板                           1.0 μL 

3）扩增条件 

预变性 95°C、10 min，95°C、15 s，60°C、1 min，罗氏 480 实时定量荧光 PCR 仪进行检

测，共 40 个循环。熔解曲线确定扩增的特异性，以 GAPDH 作为内参对照，所有组做 3 个样

品重复，每个样品做 3 个平行重复。结果分析用 2-△△CT 的计算方法统计目的基因 RNA 的相

对表达量。 

（5）circRNA 和 miRNA 引物的设计 

测序结果预测获得 circRNA 的序列，先进行序列转换。将 3'端 100~200 bp 长度序列置于

5'端 100~200 bp 长度序列前，构成一个新的序列，将其输入到 Primer5 软件中按照常规设计

引物方法，设计好的上下游引物序列，输入到 NCBI 中 BLAST 比对确保引物特异性。 

miRNA 上游引物序列设计原则，将成熟的 miRNA 序列中的 U 替换成 T，可在 5'端添加

或去掉几个碱基确保设计上游引物的 Tm 值，天根 miRNA 荧光定量检测盒子提供 miRNA 的

下游引物，温度在 65°C 左右，并应避免引入二级结构。 

（6）鸡胸腺组织 microRNA 提取和 cDNA 合成  

miRNA cDNA 合成使用天根 miRcute miRNA cDNA 第一链合成试剂盒。miRNA3'端采用

加 Poly（A）法。 

（7）miRNA 操作步骤 

1）反转录体系的配制 

室温下缓冻 2×miRNA RT Reaction Buffer 混匀后使用，将 miRNA RT Enzyme Mix 置于冰

中备用，无 RNase 的 EP 管置于冰盒上预冷，加入共 20 μL 如下试剂（（最后加入 miRNA RT 

Enzyme Mix））： 

Total RNA      2 μL 

2×miRNA RT Reaction Buffer  10 µl 

miRNA RT Enzyme Mix   2 µl 

RNase-Free dd H2O    补至 20 µl。 

用移液器将反应液轻轻混匀后进行反转录，程序设计为：42°C 作用 60 min，95°C 作用 3 

min 和 4°C 终止。合成的 cDNA 反应液-20°C 冰箱保存；预实验测定 Ct 值在 15-30 之间后，

将 cDNA 模板稀释 10 倍后进行 qRT-PCR 反应。 

2）miRNA 荧光定量检测操作步骤 

①室温融化 2×miRcute Plus miRNA PreMix、50×ROX Reference Dye 和 Reverse Primer。 

②使用前将 2×miRcute Plus miRNA PreMix 上下颠倒均匀混合，试剂充分混匀离心后再

使用。 
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③将试剂置于冰盒上，按如下体系配制反应液： 

组成成分          10 µl 体系 

2×miRcute Plus miRNA PreMix（SYBR&ROX）  5 µl 

Forward Primer（自备）       0.3 µl 

Reverse Primer（10 µM）       0.3 µl 

miRNA 第一链 cDNA        1 µl 

ddH2O           3.4 µl 

罗氏 480 实时定量荧光 PCR 仪进行检测。PCR 反应程序设置：95°C 作用 15 min，起始

模板变性；设置 45 个循环，94°C 作用 20 s，PCR 循环中模板变性；60°C 作用 34 s，退火和

延伸。对照组和处理组各设定 3 个样品重复，所有样品做 3 个重复孔，鸡的 U6 作为内参，

qRT-PCR 法检测 miRNA 表达，相对定量分析的计算采用 2-∆∆Ct 算法。 

 

2.2.7.4 蛋白提取与 Western blot（WB） 

（1）蛋白样品提取：取六孔板内 3 重复孔细胞培养液混合，离心 1500 转，3 min，去上清。

预冷的 PBS 1mL 洗涤一次，去上清，加入 1 mL RIPI 蛋白裂解液和 10 μL PMSF（浓度为 100 

mM）。用加样枪吹打几次。以上操作均在冰盒上操作，然后将样品做好标号-80°C 冰箱保存。 

（2）蛋白裂解：冰箱内取出蛋白样品，室温缓冻后，放置到 4°C 冰箱 15 min，使组织充分裂

解。4°C 离心 25 min，12000 r/min。取上清，去掉底部沉淀。取 60 μL 进行 BCA 蛋白浓度测

定。新的 EP 管中加入四倍体积的上清液，加入一倍体积量的 5×SDS，封口膜封住 EP 管口，

煮沸加热 15 min，使蛋白彻底变性。冷却后，放于-20°C 冰箱保存。 

（3）BCA 蛋白浓度测定：配置 Cu 与 BCA 试剂按照 1:50 的比列充分混合为工作液。取试剂

盒中 10 μL BSA 标准品用 PBS 稀释至 100 μL，BSA 标准品终浓度为 0.5 mg/mL。依次取 0、

2、4、6、8、12、16 和 20 μL 的标准品加入到透明 96 孔板中，用 PBS 补充使每孔液体的体

积都是 20 μL。测定样品稀释 2 倍和 4 倍后再进行测定，分别取 20 μL 样品量加入到 96 孔板

中。标准品孔和样品孔均加入 200 μL BCA 工作液，96 孔板四周加入 200 μL PBS 防止液体蒸

发，盖上 96 孔板盖子，37°C 烘箱放置 20 min。使用微孔酶标仪法测定蛋白浓度，酶标仪测

定吸光度值为 A562 nm，根据标准曲线计算出蛋白浓度。 

（4）Western blot：提取的总蛋白进行 SDS-PAGE 电泳，加样量的多少根据测定蛋白浓度确

定。上层电泳胶浓度为 5%，下层电泳胶为 12%；电泳条件采用上层胶为 80 V，下层胶为 120 

V，全程 90 min；用含甲醇 20%体积的转膜液进行转膜，以电流 200 mA 稳流，转膜槽四周加

冰袋防止温度过热，根据分子量大小确定转膜时间在 1 h~1.5 h 之间；用 5%完达山脱脂奶粉

封闭 37°C 烘箱放置 2 h，使 NC 膜表面被蛋白占位，一抗按相应比例用脱脂乳稀释，放置到

4°C 冰箱孵育过夜。第二天，用 TBST 清洗三次，每次 15 min。二抗用脱脂乳稀释，37°C 烘

箱孵育 1 h。用 TBST 清洗三次，每次 15 min。清水清洗一次，加入显色液，现配现用，Amersham 

Imager 600 凝胶成像系统拍摄蛋白条带影像，用 Image J 软件计算蛋白条带光密度值（OD）。

以 GAPDH 作为内参蛋白，蛋白表达量以所测蛋白 OD 值/GAPDH OD 值的比值表示。所用抗

体稀释倍数和分子量信息见表 2-7。 
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表 2-7 抗体信息如下 

Table 2-7 Antibody information  

名称 稀释倍数 分子量（KD） 

SMAD7 1:500 51 

Cytc 

BCL-2 

BAX 

Caspase-8 

Caspase-9 

Caspase-3 

HO-1 

iNOS 

NF-κB 

GAPDH 

1:500 

1:500 

1:500 

1:500 

1:500 

1:500 

1:500 

1:500 

1:500 

1:1000 

15 

29 

21 

50 

19 

34 

33 

67 

50 

36 

 

2.2.7.5 miR-6615-5p 过表达/敲低对凋亡通路的影响 

原代培养的淋巴细胞 6 孔板培养，浓度为 1×106 个/mL，每孔 2 mL。mir-223 mimic 和

mir-223 inhibitor 转染 48 h。qRT-PCR 检测凋亡相关基因（BCL-2、BAX、BAK、Cytc、APAF1、

Caspase-9 和 Caspase-3）的 mRNA 表达水平。引物序列由生工合成，见表 2-6。 

2.2.8 蛋白组学测序 

2.2.8.1 样品送检 

对照组和处理组的胸腺组织各取六个生物学重复，样品经干冰保存运输，委托中国农业

科学院北京畜牧兽医研究所蛋白质组学研究中心进行蛋白质组定量分析。 

2.2.8.2 蛋白质提取和定量 

单独提取各个蛋白质，每个样品中加 0.5 mL 的蛋白质提取缓冲液（50 mM Tris-HCl，4% 

SDS-PAGE，100 mM NaCl，pH 8.0），使用组织匀浆机破碎，作用时间 2 min。然后低温离心，

20000g、15min 后收集上清。同组样品进行两两混合形成 6 个生物样本，分别命名为（对照

组）C-1，C-2，C-3，（氨气处理组）N-1，N-2 和 N-3。使用 BCA 法定量测定上清中的蛋白质

含量，并使用蛋白质提取缓冲液调整各个样品浓度，统一各个样品浓度。 

2.2.8.3 蛋白质酶切 

分别取 100 ug 蛋白进行胰蛋白酶酶切，每个样品中添加终浓度为 25 mM 的 DTT，37°C

水浴锅中放置 1 h；添加终浓度为 50 mM 的 IAA，室温避光作用 30 min 后；添加 5 倍体积的

丙酮后置于-20℃过夜。20000 g 4℃离心 15 min，并收集沉淀；沉淀使用 100 μL 的 50 mM 

TEAB 重悬蛋白沉淀，按照 1：50 的比例添加胰蛋白酶后，在 37°C 温度酶切 16 h；将不同的



东北农业大学农学博士学位论文 

 

28 

酶切多肽进行 TMT 标记。 

2.2.8.4 TMT 标记多肽 

TMT 同位素标记是定量分析被标记的多肽末端和侧链基团的标记技术。是蛋白组学常用

筛选技术。TMT 同位素标记试剂盒室温放置 30min，每个标记通道加入 30 μL 的乙腈并充分

混匀后，分别向每个标记通道加入等量的酶切多肽。在室温放置 1 h 后，加入终浓度为 1%的

甲酸终止反应，并按照相同比例将标记好的多肽样品混合后液相分级。 

2.2.8.5 高 pH 反相液相分级 

将上述混合多肽在 Agilent 1290 高压液相色谱仪色谱分离，流动相 A 使用甲酸铵+水，

流动相 B 使用甲酸铵+乙腈。分离色谱柱型号为 PAK C18 ES（5 μm，4.6×250 mm，120 Å），

收集 6-41 min 共 40 个馏分，每个馏分收集 1 min，流速为 1 mL/min，检测波长为 214 nm，

液相梯度见表 2-8。最终 36 个馏分合并成 9 个馏分，使用旋转蒸发仪流动相，待下一步的质

谱分析。 

表 2-8 高 pH 反相液相色谱分级流动相梯度表 

Table 2-8 Table of high pH reversed phase high performance liquid chromatography gradient  

时间（min） 流动相 A（%） 流动相 B（%） 

0 95 5 

3 95 5 

40 40 60 

48 20 80 

52 20 80 

53 95 5 

55 95 5 

2.2.8.6 数据采集 

使用 2%乙腈 + 0.1%的甲酸水充分溶解多肽样品，在 Easy-nLC 1000 system （Thermo 

Scientific + Orbitrap Fusion Tribrid MS 液质联用仪系统进行分析。分析时多肽富集柱型号为：

200μmⅹ1mm ChromXP C18-CL 3μm 100Å，分析柱型号为 75 μm ⅹ 25 cm Acclaim™ Pep 

Map™ 100 C18 LC Columns，流动相 A 为 95%水 + 5%乙腈 + 0.1%甲酸，流动相 B 为 95%乙

腈+ 5%水+ 0.1%甲酸，洗脱梯度见表 2-9。  

表 2-9 Nano LC 液相洗脱梯度 

Table 2-9 Nano LC liquid phase elution gradient 

时间（min） 流动相 A（%） 流动相 B（%） 

0 90 8 

2 11 89 

75 65 35 

82 5 95 

90 5 95 
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2.2.8.7 数据库分析 

质谱下机数据进行蛋白数据库搜索。本研究数据库检索使用 Maxquant（vision 1.6.4）检

索软件，检索蛋白质数据库 UniProt Proteomes UP000002494（Gallus gallus， 11 月 2018）。

数据库检索参数如表 2-10。 

 

表 2-10 数据库检索参数 

Table 2-10 Database of retrieval parameters 

参数名称 参数值 

酶 Trypsin 

固定修饰 Carbamidomethyl（C） 

可变修饰 Oxidation（M），Deamidated（NQ） 

MS 误差值 ± 10 ppm 

MS2 误差值 ± 0.01 Da 

反库检索 yes 

FDR ≤1% 

最大酶漏切个数 2 

分子量类型 Monoisotopic 

定量方法 TMT10plex Report ion MS2 

2.2.9 氨气暴露诱导胸腺组织细胞凋亡机理的研究 

2.2.9.1 胸腺组织基因的 qRT-PCR 检验 

（1）RNA 提取 

常规 Trizol 法提取组织中的 RNA，-80℃冰箱内取出冻存组织，置于冰袋上。分析天平称

取 0.1 mg 组织到提前用液氮预冷的研钵中，再次加入液氮，研磨，多次加入适量液氮，确保

组织一直冷冻避免降解，加入 1 mL Trizol，充分混匀，转移到 EP 管中，室温静置 10 min 使

组织充分裂解；后续操作同 2.2.7.3。 

（2）用 qRT-PCR 验证胸腺转录组学结果（circRNA-ZNF644、circRNA-RP11、circRNA-SMC6、

circRNA-ARAP2、miR-187-5p 和 miR-15a）的 mRNA 表达水平。引物序列由生工合成，见表

2-6。 

（3）用 qRT-PCR 检测 ceRNA（lncGRN-miR-6615-5p-SMAD7）的 mRNA 表达水平。引物序

列由生工合成，见表 2-6。 

（4）用 qRT-PCR 验证胸腺组织差异蛋白基因 PIK3CD、GOLGA3、NSD2 和 CTSS 的 mRNA

表达水平。引物序列由生工合成，见表 2-6。 

（5）用 qRT-PCR 检测抗氧化酶（GPx 和 GST）的 mRNA 表达水平。引物序列由生工合成，

见表 2-6。 

（6）用 qRT-PCR 检测炎性细胞因子（HO-1、NF-κβ、COX-2、iNOS、TNF-α、TGF-β、IL-1β、

IL-2、IL-4、IL-6、IL-8、IL-10 和 IL-12）的 mRNA 表达水平。引物序列由生工合成，见表 2-
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6。 

（7）用 qRT-PCR 检测凋亡相关基因（BCL-2、BAX、BAK、Cytc、APAF1、Caspase-8、Caspase-

9 和 Caspase-3）的 mRNA 表达水平。引物序列由生工合成，见表 2-6。 

2.2.9.2 胸腺组织蛋白提取与 Western blot 

（1）蛋白提取：冰盒上操作，取 0.1 g 组织加入 1 mL RIPI 蛋白裂解液和 10 μL PMSF（浓度

为 100 mM）。研磨器研磨，转移到 EP 管中，放置到 4°C 冰箱 15 min，使组织充分裂解。后

续裂解提取、BCA 蛋白浓度测定和 Western blot 操作同 2.2.7.4。所用抗体信息见表 2-7。 

（2）胸腺组织中的蛋白表达含量采用 WB 法检测。检测 ceRNA（lncGRN-miR-6615-5p-SMAD7）

中靶基因 SMAD7 的蛋白水平变化。 

（3）WB 法检测抗氧化酶（GPx）、炎性细胞因子（HO-1、NF-κβ 和 iNOS）的蛋白水平变化。 

2.2.10 氯化铵暴露诱导淋巴细胞凋亡机理的研究 

使用氯化铵作为氨气的替代物，体外淋巴细胞模拟氨暴露模型，NH3 进入体内转变为

NH4+，NH4Cl 在体内代谢转变为 NH4+，参考[95, 96]。 

2.2.10.1 氯化铵暴露对淋巴细胞 AOEB 染色影响的检测 

根据吖啶橙（AO）和溴化乙锭（EB）是否能透过完整细胞膜，使细胞核着色不同。可以

将细胞分为不同的颜色，荧光显微镜下观察到颜色的变化分为活细胞和凋亡的细胞。AO 将

细胞着色绿色；细胞发生早期凋亡时，细胞核固缩，体积发生改变，细胞发生晚期凋亡时，

EB 将细胞核着色橘红色。本产品 AO、EB 溶液浓度分别为 100 ug/mL，所含稳定剂不影响实

验效果。 

6 孔板加入 1 mL 新提取的淋巴细胞调整浓度为 2×106 个/mL，放入 37°C，含 5% CO2 的

细胞培养箱中生长 3 h。加入氯化铵培养液 1 mL，使氯化铵终浓度为 1.0 mmol/L 和 5.0 mmol/L。

不含氯化铵的对照组。每组设定 3 个重复孔。放入 37°C，含 5% CO2 的细胞培养箱中作用 48 

h。取浓度为 100 μg/mL 的 AO 和 EB 溶液按 1:1 混合成工作液，先用现配。细胞用 PBS 洗涤

一次，用 1 mL PBS 重悬。每孔加入 20 μL 工作液。室温放置 3 min 避光保存，用荧光显微镜

下观察。 

2.2.10.2 流式细胞术检测氯化铵暴露对淋巴细胞细胞凋亡影响的检测 

6 孔板加入 1 mL 新提取的淋巴细胞调整浓度为 1×106 个/mL，将六孔板放入温度 37°C，

CO2 浓度为 5%的细胞培养箱中生长 3 h。将不同浓度的氯化铵培养液 1 mL 加入六孔板中使

氯化铵终浓度为 1 mmol/L 和 5 mmol/L，并设置含相同细胞数目的对照（不含氯化铵），处理

后的六孔板放回细胞培养箱，培养 48 h 后，在低速离心机中 2500rpm 离心 5 min，弃去上清，

用新配制的 PBS 洗 2 遍，离心后去上清，加入 Binding Buffer 500 μL 重悬细胞，避光条件下

依次加入 5 μL AnnexinV-FITC 和 5 μL Propidium Iodide，混合均匀，避光室温反应 15 min。

流式细胞仪上级检测凋亡情况。 

使用多功能酶标仪（SpectraMax iD3）检测荧光强度，使用黑色不透明 96 孔板，每孔加
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样 100 μL，同一组样品设立三个平行孔。 

2.2.10.3 氯化铵暴露对淋巴细胞线粒体膜电位影响的检测 

线粒体膜电位检测试剂盒（JC-1）是以 JC-1 为荧光探针检测线粒体膜电位的探针。当线

粒体膜电位高时，JC-1 在线粒体基质聚合成聚合物呈红色荧光，当线粒体膜电位低时，JC-1

不能聚合呈绿色荧光。当细胞发生凋亡时，线粒体膜电位发生变化，膜电位下降，可以根据

红色和绿色荧光数量的比值，检测细胞早期凋亡的一种手段。 

（1）JC-1 染色工作液的配制： 

将 200×JC-1，用超纯水稀释 200 倍成 1×JC-1 配置 8 mL，涡旋震荡混匀。加入 2 mL 5×JC-

1 染色缓冲液，将其 5 倍稀释，混匀备用。 

（2）阳性对照的设置 

取 CCCP（10 mM）2 μL 加到细胞培养液中，混匀，作用 20 min 后，线粒体的膜电位会

完全丧失，JC-1 染色后观察应呈绿色荧光。 

操作步骤：6 孔板加入 1 mL 新提取的淋巴细胞调整浓度为 1×106 个/mL，将六孔板放入

温度 37°C，CO2 浓度为 5%的细胞培养箱中生长 3 h。将不同浓度的氯化铵培养液 1 mL 加入

六孔板中使氯化铵终浓度为 1 mmol/L 和 5 mmol/L，并设置含相同细胞数目的对照（不含氯

化铵），处理后的六孔板放回细胞培养箱，培养 48 h 后，在低速离心机中 2500rpm 离心 5 min，

弃去上清，用 PBS 洗 1 遍，离心后去上清。0.5 mL 细胞培养液重悬细胞。加入同体积的 JC-

1 染色工作液，混匀，培养箱内孵育 20 min。配置适量的 1×JC-1 染色缓冲液，冷藏保存。孵

育结束后，离心弃上清。用冷藏的 1×JC-1 染色缓冲液洗涤两次。用 500 μL 的 1×JC-1 染色缓

冲液重悬细胞，用荧光显微镜。 

多功能酶标仪检测时，检测 JC-1 单体时，把激发光设置为 490nm，发射光设置为 530 nm；

检测 JC-1 聚合物时，可以把激发光设置为 525 nm，发射光设置为 590 nm。 

2.2.10.4 氯化铵暴露对淋巴细胞线粒体钙影响的检测 

Rhod-2 是一种可见光激发的高亲和力 Ca2+指示剂，与其他可见光激发荧光探针如 Fluo-

3/4 相比，Rhod-2 具有长波长，更适用于检测具有较高自荧光现象的细胞和组织内钙离子水

平。 

（1）试剂准备： 

1）Rhod-2/AM 储存液的配制：利用高质量无水 DMSO 溶解 Rhod-2/AM 配制成 2~5 mM 

的储存液，该储存液可分装于-20°C 避光干燥密封保存。每次使用前需回温至室温。 

2）Rhod-2/AM 工作液的配制：利用合适缓冲液(如 Hanks & Hepes )将 Rhod-2/AM 稀释成

1-10 μM 的工作液，具体稀释方法如 1 mM 母液配制 1 mL 浓度为 4 μM 工作液，用 1 mL 缓

冲液稀释 4 μL 1 mM 母液即可，混匀。 

（2）操作步骤： 

1）取出氯化铵处理培养 48 h 的细胞，离心弃掉培养基，缓冲液洗涤细胞 3 次； 

2）每个样品加入 1 mL Rhod-2/AM 工作液，在 37°C 培养 20 min，离心除去 Rhod-2/AM

工作液； 

3）每次使用 1 mL 缓冲液洗涤细胞 3 次，然后加入 1 mL 缓冲液重悬细胞，37°C 培养 20 
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min； 

4）荧光显微镜检测。 

2.2.10.5 氯化铵暴露对淋巴细胞活性氧（ROS）影响的检测 

活性氧（Reactive oxygen species，ROS）的检测采用 DCFH-DA 活性氧检测探针。DCFH-

DA 本身没有荧光，可被细胞内的酶水解，无颜色变化。当细胞内有活性氧存在时，DCFH 被

氧化成有绿色荧光的物质。 

操作步骤： 

（1）取出氯化铵处理组和对照组，培养 48 h 的淋巴细胞，离心除去培养基，用 PBS 洗涤细

胞 1 次； 

（2）用 1 mL PBS 重悬细胞，加入 1 μL DCFH-DA；37℃孵育细胞 30 min； 

（3）孵育结束后，1000 g 离心 5 min，弃掉上清液，用 PBS 洗涤 1 次，离心收集细胞用 1 mL 

PBS 重悬细胞； 

（4）荧光检测。 

2.2.10.6 氯化铵暴露对淋巴细胞凋亡影响的检测 

6 孔板加入 1 mL 新提取的淋巴细胞调整浓度为 3×106 个/mL，将六孔板放入温度 37°C，

CO2 浓度为 5%的细胞培养箱中生长 3 h。将不同浓度的氯化铵培养液 1 mL 加入六孔板中使

氯化铵终浓度为 1 mmol/L 和 5 mmol/L，并设置含相同细胞数目的对照（不含氯化铵），处理

后的六孔板放回细胞培养箱，培养 48 h。 

（1）样品搜集：取六孔板内 3 重复孔细胞培养液混合，离心 1500 转，3 min，去上清。预冷

的 PBS 1 mL 洗涤一次，去上清，加入 1 mL TRIZOL。用加样枪吹打几次。以上操作均在冰

盒上操作，然后将样品做好标号-80°C 冰箱保存； 

（2）RNA 的提取、反转录和 RT-PCR，同 2.2.7.3； 

（3）蛋白样品提取：取六孔板内 3 重复孔细胞培养液混合，离心 3000rpm，5 min，去掉培养

基。用预冷的 PBS 1mL 洗涤一次，弃掉上清，加入 1 mL RIPI 蛋白裂解液和 10 μL PMSF（浓

度为 100 mM）。用加样枪吹打几次。以上操作均在冰盒上操作，然后将样品做好标号-80°C 冰

箱保存； 

（4）BCA 测定蛋白浓度和 WB 检测，同 2.2.7.4。 

 

2.2.11 数据统计与分析 

数据统计、分析以及绘图应用 SPSS 19.0 和 Graphpad prism 5。所有数值表示为“mean±SD”，

n=5。两组之间比较使用 T 检验，三组比较时使用 OneWayANOVA 单因素方差分析。实验结

果中标有*符号或不同字母的表示存在显著性差异 P<0.05，P>0.05 被认为差异不显著。 



结果与分析 

 

33 

3 结果与分析 

3.1 胸腺细胞形态学检测结果 

3.1.1 细胞凋亡的病理组织学观察结果 

使用 HE 染色检查胸腺的组织学变化（图 3.1-3.6）。如图 3.1、3.3 和 3.5 所示，对照组胸

腺皮质、髓质分界显著，髓质小体清晰可见。淋巴细胞完整，排列紧密。然而，在 42 d 时处

理组的鸡胸腺皮质髓质分界不显著，髓质小体增多，大量淋巴细胞出现坏死和淋巴细胞减少

（图 3.2、3.4 和 3.6），淋巴细胞排列松散。观察到血管内皮细胞增生，组织纤维化（黑色箭

头所示），炎性细胞浸润（绿色箭头所示），淋巴细胞核固缩和染色质凝集，可见凋亡小体（红

色箭头所示）。 

 

  

图 3-1 对照组 42 d 时胸腺 HE 切片×50 

Fig.3-1 HE section of thymus at 42 d in 

control group ×50 

图 3-2 处理组 42 d 时胸腺 HE 切片×50 

Fig.3-2 HE section of thymus at 42 d in 

treatment group 50 x 

  

图 3-3 对照组 42 d 时胸腺 HE 切片×200 

Fig.3-3 HE section of thymus at 42 d in 

control group ×200 

图 3-4 处理组 42 d 时胸腺 HE 切片×200 

Fig.3-4 HE section of thymus at 42 d in 

treatment group ×200 
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图 3-5 对照组 42 d 时胸腺 HE 切片×400 

Fig.3-5 HE section of thymus at 42 d in 

control group 400 x 

图 3-6 处理组 42 d 时胸腺 HE 切片×400 

Fig.3-6 HE section of thymus at 42 d in 

treatment group ×400 

 

3.1.2 细胞凋亡的超微结构形态学变化结果 

使用透射电镜检查胸腺的超微结构学变化（图 3.7-3.10）。如图 3.7 和 3.8 所示，对照组

胸腺淋巴细胞结构完整，细胞器完整，线粒体结构清晰。然而，在 42 d 时处理组的鸡胸腺细

胞细胞核固缩和变形，染色质凝集，线粒体肿胀、体积变大、空泡化，线粒体损伤严重（图

3.9-3.10），淋巴细胞发生凋亡的数量增多。 

 

  

图 3-7 对照组 42 d 时胸腺电镜观察 

Fig.3-7 Thymus electron microscopic 

observation at 42 d in the control group 

图 3-8 对照组 42 d 时胸腺电镜观察 

Fig.3-8 Thymus electron microscopic 

observation at 42 d in the control group 
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图 3-9 处理组 42 d 时胸腺电镜观察 

Fig.3-9 Thymus electron microscopic 

observation at 42 d in the treatment group 

图 3-10 处理组 42 d 时胸腺电镜观察 

Fig.3-10 Thymus electron microscopic 

observation at 42 d in the treatment group 

 

3.1.3 TUNEL 染色检测细胞凋亡结果 

光学显微镜观察 TUNUL 法检测细胞凋亡。对照组 42 d 时，细胞凋亡数量较少，细胞形

态正常，如图 3-11 和 3-12。氨气暴露 42 d 时，见图 3-13 和 3-14，阳性细胞呈黄褐色，细胞

体积变小，细胞核固缩或变形，凋亡数量上升。400 倍镜下进行凋亡率分析，结果见表 3-1，

其中对照组的凋亡率为 3.20%，处理组为 13.46%。处理组与对照组相比较差异显著（P<0.05）。 

 

  

图 3-11 对照组胸腺 TUNEL 染色观察×200 

Fig.3-11 TUNEL staining of thymus in control 

group×200 

图 3-12 对照组胸腺 TUNEL 染色观察×400 

Fig.3-12 TUNEL staining of thymus in 

control group×400 
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图 3-13 处理组胸腺 TUNEL 染色观察×200 

Fig.3-13 TUNEL staining of thymus in 

treatment group×200 

图 3-14 处理组胸腺 TUNEL 染色观察×400 

Fig.3-14 TUNEL staining of thymus in 

treatment group×400 

表 3-1 TNNEL 法检测氨气暴露后细胞凋亡率检测结果（mean±SD, n=5） 

Tab. 3-1 Detection of apoptotic rate after ammonia exposure by TNNEL（mean±SD, n=5） 

时间 对照组 氨气处理组 

42 d 3.20 ± 0.10* 13.46 ± 0.53* 

注：*表示与对照组相比凋亡率有显著差异（P < 0.05） 

3.2 全转录组学分析结果 

3.2.1 测序数据分析的结果 

3.2.1.1 转录组序列质控过滤前后统计结果 

为了了解鸡氨气暴露条件下，42 d 时鸡胸腺中基因变化的影响，本研究基于 Illumina Hiseq 

2000 分别对对照组和氨气处理组的胸腺样本进行全转录组测序。质控后，分别获得 73893434、

87763122 和 70689994 reads。质控后碱基的质量值分布在 0.935%~0.947%之间，GC 含量在

43.5%~44%，数据滤过率在 0.937%~0.947%，见表 3-2。 

表 3-2 样本的转录组序列质控结果 

Table 3-2 Results of transcriptome sequences quality control  

样品 
质控前数

据 

质控前碱

基 

质控后数

据 T 

质控后碱

基 

原始数据滤

过率 

碱基过

滤率 
GC 含量 

N-XX-1 78068504 
117039047

78 
73893434 

110647372

10 
0.94652043 

0.94538

8519 
43.5 

N-XX-2 92588588 
138807807

44 
87763122 

131417559

05 

0.94788271

3 

0.94675

913 
44 

N-XX-3 75430258 
113083764

72 
70689994 

105841369

50 

0.93715699

6 

0.93595

5482 
43.5 
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3.2.1.2 测序数据的 mapping 率 

对照组（C-XX）和处理组（N-XX），mapping 率分别为 0.906 和 0.908，均大于 90%，

符合数据分析要求，见表 3-3。 

 

表 3-3 数据的 mapping 率 

Table3-3 Mapping Rate of Data 

 

3.2.1.3 基因组结构分析 

将过滤后的 Clean Reads 进行 Mapping 分析。基因组结构分析显示，CDS 的 Read Number

值为 17093470。UTR 3’的 Read Number 值为 7625636。UTR5’的 Read Number 值为 696912，

见图 3-15。 

Statistics C-XX N-XX 

All 89210241 75992183 

UnMapped 8357569 6979200 

Mapped 80852672 69012983 

Mapped Rate 0.906 0.908 

Unique Mapped 73200246 62874825 

Unique Mapped Rate 0.821 0.827 

Repeat Mapped 7652426 6138158 

Junction All Mapped 15564264 12115081 

Junction Unique Mapped 13803887 10756877 

All Base 12471292972 10624135893 

UnMapped Base 1166537829 974309190 

Mapped Base 11304755143 9649826703 

Uniqu eMapped Base 10234944939 8791672980 

Repeat Mapped Base 1069810204 858153723 
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图 3-15 基因组结构分析 

Fig.3-15 Gene Structure 

 

3.2.1.4 在染色体上的分布统计 

统计 Reads 数在染色体上的分布，如图 3-16。Reads 在染色体上在 chr1、chr2、chr3、

chr4 以及 chrz 上分布较多。 

 

 

图 3-16 Reads 在染色体上的分布统计 

Fig.3-16 Reads Distribution On Chromosomes 
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3.2.2 差异 mRNA 的分析 

3.2.2.1 差异 mRNA 的筛选 

用 EB-Seq 算法对 counts 进行差异筛选的结果，从差异倍数和校正后的显著水平（log2 

FC>0.585 或<-0.585 且 FDR<0.05）两方面进行评估，对差异 mRNA 进行筛选。为全部的差异

mRNA。火山图显示差异 mRNA 的分布情况，共有 16490 个差异 mRNA。本实验采用 FDR

结合 fold change 筛选，发现在鸡氨气暴露 42 d 时，分别有 100 个差异显著的 mRNA（log2 

FC>0.585 或<-0.585 且 FDR<0.05），其中 56 个 mRNA 表达量上调，同时有 44 个 mRNA 表达

量下调（图 3-17）。 

 

 

 

图 3-17 鸡氨气暴露时胸腺组织中差异

mRNA 火山图 

Fig.3-17 Differential expression mRNA 

volcano map of thymus in chicken exposed 

to ammonia 

图 3-18 鸡氨气暴露时胸腺组织中差异

mRNA 聚类图 

Fig.3-18 Differential expression mRNA cluster 

analysis of thymus in chicken exposed to 

ammonia 

 

3.2.2.2 差异 mRNA 聚类分析差异 

mRNA 聚类分析是用于在对照组和处理组比较具有显著差异 mRNA（log2FC>0.585 或<-

0.585 且 FDR<0.05）表达量的聚类模式。在聚类分析图 3-18 中可见，表达量水平相近的基因

会聚集一类，每一个差异表达的 mRNA 在各组之间的差异分布及组别间的聚类。处理组显著
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差异的 mRNA 颜色的变化表示表达量的不同，区别于对照组的表达量。 

 

3.2.2.3 差异 mRNA GO 富集分析 

对全部显著差异 mRNA 基因进行 GO 分析，选取基因 term 富集较多的前 15 个功能区绘

制成 GO 富集分析图。从图 3-19 中可见，鸡氨气暴露 42 d 时，生物过程（biological process）

功能区主要富集在酰胺转运（amide transport）、内源性肽抗原经 MHC Ib 类经 ER 途径的抗

原加工和表达（antigen processing and presentation of endogenous peptide antigen via MHC class 

Ib via ER pathwa）、免疫应答（immune response）、tRNA 修饰（tRNA modification）、震惊

反应（startle response）T1 细胞的激活（T-helper 1 cell activation）等过程。分子功能（Molecular 

Function）的功能区主要富集在 TAP1 结合（TAP1 binding）、肽抗原转运 ATP 酶活性（Peptide 

antigen-transporting ATPase activity）、G-富链端粒 DNA 结合（G-rich strand telomeric DNA 

binding）、趋化因子激活（chemokine activity）、磷酸甘油酸变位酶活性（Phosphoglycerate 

mutase activity）及 tRNA 结合（tRNA binding）等分子功能。细胞组分（cellular component）

主要富集在 TAP 复合物（TAP complex）、横纤丝（transverse filament）、MHC I 类肽复

合物（MHC class I peptide loading complex）、核染色体及端粒区（nuclear chromosome， 

telomeric region）等组分中。说明鸡氨气暴露后调控免疫反应的基因发生差异表达，机体

积极参与免疫应答的过程。 

 

 

图 3-19 鸡氨气暴露时胸腺 mRNA GO Term 显著差异图 

Fig.3-19 GO Term of significant difference of thymus in chicken exposed to ammonia  

 

对显著差异mRNA基因进行GO富集分析（图 3-20）。其中，氨基酸转运（amide transport）、

内源性肽抗原经 MHC I 类抗原的制备与表达（antigen processing and presentation of endogenous 

peptide antigen via MHC class I）、肽转运（Peptidc transport）、免疫应答（immune response）

和 tRNA modification（tRNA 修复）等为富集量较高的项。 
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图 3-20 鸡氨气暴露时胸腺显著差异 mRNA GO 富集图 

Fig.3-20 GO enrichment map of significant difference of thymus in chicken exposed to 

ammonia 

 

3.2.2.4 氧化应激、细胞因子和凋亡相关基因的转录水平分析 

氨气暴露对氧化应激相关基因影响的热图，如图 3-21 所示。总共有 34 氧化应激相关基

因在氨气暴露胸腺转录组中存在。在 34 个基因中，共有 20 个基因上调和 14 个基因下调。 

氨气暴露对细胞因子影响的热图，如图 3-22 所示。总共有 123 个炎症和相关细胞因子在

氨气暴露胸腺转录组中存在。在 123 个基因中，共有 50 个基因上调和 73 个基因下调。 

氨气暴露对凋亡相关基因影响的热图，如图 3-23 所示。总共有 30 个凋亡相关基因在氨

气暴露胸腺转录组中存在。在 30 个基因中，共有 11 个基因上调和 19 个基因下调。进一步验

证氨气对胸腺的影响，后续 qRT-PCR 进行验证。 
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图3-21 氧化应激相关基因

转录水平的热图。 

Fig.3-21 Heat map showing 

the relative gene expression 

of oxidative stress at the 

transcriptional level. 

图3-22 细胞因子相关基因

转录水平的热图。 

Fig.3-22 Heat map showing 

the relative gene expression 

of cytokine at the 

transcriptional level. 

图3-23凋亡相关基因转录水

平的热图。 

Fig.3-23 Heat map showing 

the relative gene expression 

of apoptosis at the 

transcriptional level. 
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3.2.3 差异 miRNA 分析 

3.2.3.1 差异 miRNA 的筛选 

用 EB-Seq 算法对 counts 进行差异筛选的结果，从差异倍数和校正后的显著水平（log2 

FC>0.585 或<-0.585 且 FDR<0.05）两方面进行评估，对差异 miRNA 进行筛选，为全部的差

异 miRNA。用火山图显示差异 miRNA 的分布情况，本实验采用 FDR 结合 fold change 筛选，

发现在氨气暴露 42 d 时，分别有 3 个 miRNA 表达量上调，同时有 3 个 miRNA 表达量下调

（图 3-24）。 

 

  

图 3-24 鸡氨气暴露时胸腺组织中差异

miRNA 火山图 

Fig.3-24 Differential expression miRNA 

volcano map of thymus in chicken exposed to 

ammonia 

图 3-25 鸡氨气暴露时胸腺组织中差异

miRNA 聚类图 

Fig.3-25 Differential expression miRNA 

cluster analysis of thymus in chicken exposed 

to ammonia 

 

3.2.3.2 差异 miRNA 聚类分析差异 

miRNA 聚类分析是用于在对照组和处理组比较具有显著差异 miRNA（log2 FC>0.585 或

<-0.585 且 FDR<0.05）表达量的聚类模式。在聚类分析图 3-25 中可见，表达量水平相近的基

因会聚集一类，每一个差异表达的 miRNA 在各组之间的差异分布及组别间的聚类。处理组

显著差异的 miRNA 颜色的变化表示表达量的不同，区别于对照组的表达量。  

3.2.3.3 差异 miRNA 基因功能分析 

显著性差异 miRNA 的宿主基因进行 GO 注释。得到宿主基因的基因功能分析，图 3-

26 中可见，鸡氨气暴露 42 d 时，miRNA 的宿主基因的生物过程（biological process）功能区

主要富集在羧酸运输（carboxylic acid transport）、尿素跨膜转运（urea transmembrane transport）、

嘌呤核苷转运（Purine nucleobase transport）、含嘧啶的化合物跨膜转运（Pyrimidine-containing 

compound transmembrane transport）及嘧啶核苷转运（Pyrimidine nucleobase transport）等过
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程。分子功能（Molecular Function）的功能区主要富集在嘧啶核苷跨膜转运蛋白活性

（Pyrimidine nucleobase transmembrane transporter activity）、多元醇跨膜转运蛋白活性（Polyol 

transmembrane transporter activity ）、嘌呤核苷跨膜转运蛋白活性（ Purine nucleobase 

transmembrane transporter activity）、羧酸跨膜转运蛋白活性（carboxylic acid transmembrane 

transporter activity）、尿素跨膜转运蛋白活性（urea transmembrane transporter activity）、胺

跨膜转运蛋白活性（amine transmembrane transporter activity）和寡糖结合（glycerol channel 

activity）等功能上。细胞组分（cellular component）主要富集在胞外囊泡（exocytic vesicle）、

质膜外成分（ extrinsic component of plasma membrane）、中心粒（ centriole）、黑素体

（melanosome）、突触囊泡（synaptic vesicle）及内膜系统（endomembrane system）等成分。

说明鸡氨气暴露后 miRNA 广泛参与了机体应答的反应当中。 

 

注：横轴------功能显著性水平（P-Value）的-Log10 P 值； 

纵轴------Gene Ontology 数据库中对应 GO 的前 15 条名称； 

BP: Biological Process；CC: Cellular Component; MF：Molecular Function 

图 3-26 miRNA 宿主基因 GO 分析 

Fig.3-26 miRNA.GO-Analysis 

 

3.2.4 差异 circRNA 分析 

3.2.4.1 circRNA 块计数、染色体分布及正反义链统计 

circRNA 具有闭合环状结构的一种 RNA，在组织及不同发育阶段的表达具有特异性。运

用 circRNA在表达过程中特殊的剪接形式，对测序得到 reads进行预测，查找到这样一类 reads：

同时覆盖两个外显子且方向与线性 RNA 相反，即得到该测序样品中可能存在的 circRNA。 

如图 3-27，circRNA 覆盖的外显子数量是 1 个的共有 655 种 circRNA，为数量最多的覆

盖量。其次覆盖的外显子数量是 2 和 3 的分别有 416 和 414 种 circRNA。 
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注：横轴表示 circRNA 覆盖的外显子数量，纵轴表示 circRNA 数量。 

图 3-27 Block Counts 统计图 

Fig.3-27 Block Counts Statistics Plot 

 

如图 3-28，circRNA 在染色体 chr1、chr2、chr3 和 chrz 上的 circRNA 数量较多，分别为

501、404、335 和 203 个。 

 

 

注：横轴表示 circRNA 所在的染色体编号，纵轴表示 circRNA 数量 

图 3-28 circRNA 染色体分布图 

Fig.3-28 circRNA chr distribution plot 

 

circRNA 的正义链和反义链统计结果如图 3-29，正义链为 1482 个，反义链为 1523 个。 
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图 3-29 正义链反义链统计结果 

Fig.3-29 Strand statistics plot 

 

3.2.4.1 差异 circRNA 的筛选 

用 EB-Seq 算法对 counts 进行差异筛选的结果，为全部的差异 circRNA。用火山图显示

差异 circRNA 的整体分布情况，从差异倍数和校正后的显著水平（log2 FC>0.585 或<-0.585 且

FDR<0.05）两方面进行评估，对差异 circRNA 进行筛选。本实验采用 FDR 结合 fold change

筛选，发现在氨气暴露 42 d 时，有 5 个 circRNA 表达量上升（图 3-30）。 

 

  

图 3-30 鸡氨气暴露时胸腺组织中差异

circRNA 火山图 

Fig.3-30 Differential expression circRNA 

volcano map of thymus in chicken exposed to 

ammonia 

图 3-31 鸡氨气暴露时胸腺组织中差异

circRNA 聚类图 

Fig.3-31 Differential expression circRNA 

cluster analysis of thymus in chicken exposed 

to ammonia 
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3.2.4.2 差异 circRNA 聚类分析差异 

circRNA 聚类分析是用于在不同实验条件下判断显著差异 circRNA（log2 FC>0.585 或<-

0.585 且 FDR<0.05）表达量的聚类模式。在聚类分析图 3-31 中可见，表达量水平相近的基因

会聚集一类，每一个差异表达的 circRNA 在各组之间的差异分布及组别间的聚类。处理组显

著差异的 circRNA 颜色的变化表示表达量的不同，区别于对照组的表达量。 

3.2.4.3 差异 circRNA 基因功能分析 

显著性差异 circRNA 的宿主基因进行 GO 注释，图 3-32 中可见，鸡氨气暴露 42 d 时，

circRNA 的宿主基因的生物过程（biological process）功能区主要富集在 GTP 酶活性的阳性

调节（Positive regulation of GTPase activity）、蛋白质磷酸化（Protein phosphorylation）、T

细胞受体信号通路（T cell receptor signaling pathway）、细胞因子产生的调节（regulation of 

cytokine production）、组蛋白甲基化（histone methylation）及胚胎后发育（Post-embryonic 

development）等过程。分子功能（Molecular Function）的功能区主要富集在蛋白激酶 C 活性

（Protein kinase C activity）、蛋白丝氨酸/苏氨酸激酶活性（Protein serine/threonine kinase 

activity）、组蛋白赖氨酸 N-甲基转移酶活性（histone-lysine N-methyltransferase activity）、

蛋白激酶活性（GTPase activator activity）及转移酶活性（transferase activity）等功能上。细

胞组分（cellular component）主要富集在细胞核（nucleus）、细胞质（cytoplasm）、中心体

（centrosome）、皮质微管细胞骨架（cortical microtubule cytoskeleton）和高尔基体（Golgi 

apparatus）等成分。说明鸡氨气暴露后 circRNA 广泛参与了机体应答的反应当中。 

 

 

注：横轴------功能显著性水平（P-Value）的-Log10 P 值； 

纵轴------Gene Ontology 数据库中对应 GO 的前 15 条名称 

BP: Biological Process；CC: Cellular Component; MF：Molecular Function 

图 3-32 circRNA 宿主基因 GO 分析 

Fig.3-32 circRNA GO-Analysis 
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3.2.5 差异 lncRNA 分析 

3.2.5.1 差异 lncRNA 的筛选 

用 EB-Seq 算法对 counts 进行差异筛选的结果，从差异倍数和校正后的显著水平（log2 

FC>0.585 或<-0.585 且 FDR<0.05）两方面进行评估，对差异 lncRNA 进行筛选，为全部的差

异 lncRNA。用火山图显示差异 lncRNA 的分布情况，。本实验采用 FDR 结合 fold change 筛

选，发现在氨气暴露 42 d 时，分别有 10 个 lncRNA 表达量上调，同时有 8 个 lncRNA 表达量

下调（图 3-33）。 

 

  

图 3-33 鸡氨气暴露时胸腺组织中差异

lncRNA 火山图 

Fig.3-33 Differential expression lncRNA 

volcano map of thymus in chicken exposed to 

ammonia 

图 3-34 鸡氨气暴露时胸腺组织中差异

lncRNA 聚类图 

Fig.3-34 Differential expression lncRNA 

cluster analysis of thymus in chicken exposed 

to ammonia 

 

3.2.5.2 差异 lncRNA 聚类分析差异 

lncRNA 聚类分析是用于在不同实验条件下判断显著差异 lncRNA（log2 FC>0.585 或<-

0.585 且 FDR<0.05）表达量的聚类模式。在聚类分析图 3-34 中可见，表达量水平相近的基因

会聚集一类，每一个差异表达的 lncRNA 在各组之间的差异分布及组别间的聚类。处理组显

著差异的 lncRNA 颜色的变化表示表达量的不同，区别于对照组的表达量。 

 

3.2.6 lncRNA-miRNA-mRNA 联合分析 

lncRNA 作为竞争性内源 ceRNA ，如图 3-35 所示，在鸡氨气暴露后 lncGRN

（LOC101748909）和 SMAD7、CLSTN2 的表达量与对照组比较下降，而 miR-6615-5p 的表

达上升；lncRNA（LOC107053343、LOC101748002 和 LOC107051786）和 KLHL31 的表达水
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平升高，而 miR-7469-3p 表达水平下降；鸡氨气暴露 42 d 时，lncRNA（LOC107051941 和

LOC107053381）和 SLMO1 的表达水平上升，miR-1684b-3p 表达水平下降。在 lncRNA、miRNA

和 mRNA 三者联合分析的结果中 lncRNA 和 mRNA 二者的趋势相同。 

 

 

图 3-35 lncRNA-miRNA-mRNA ceRNA 联合分析的结果 

Fig.3-35 lncRNA-miRNA-mRNA ceRNA analysis 

 

3.2.7 转录组学数据验证 

为了验证转录组学的基因 mRNA 表达差异分析，我们选取了在 RNA-seq 表达差异中有

差异的基因进行 qRT-PCR 验证。这些基因 qPCR 引物见表 2-6，qRT-PCR 检测差异 circRNA

基因（circRNA-ZNF644、circRNA-RP11、circRNA-SMC6 和 circRNA-ARAP2），结果表明，

基因的 qRT-PCR 结果表达水平和 RNA 测序（RNA-seq）的结果一致（图 3-36），这证实了

RNA-seq 分析的真实性。qRT-PCR 检测差异 miRNA 基因（miR-187-5p、miR-15a 和 miR-6615-

5p），结果表明，qRT-PCR 数据的表达水平与 miRNA 测序（RNA-seq）的结果一致（图 3-

37）。qRT-PCR 检测差异 mRNA 基因（TGH1、CD244 和 SMAD7），结果表明，qRT-PCR

数据的表达水平与 mRNA 测序（RNA-seq）的结果一致（图 3-38），这些证实了 RNA-seq 分

析的真实性。 
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图 3-36 鸡氨气暴露时胸腺组织中差异

circRNA 转录水平和实时基因 mRNA 表达

水平 

Fig.3-36 Differential expression circRNA of 

thymus in chicken exposed to ammonia 

图 3-37 鸡氨气暴露时胸腺组织中

microRNA 转录水平和实时基因 mRNA 表

达水平 

Fig.3-37 Differential expression miRNA of 

thymus in chicken exposed to ammonia 
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图 3-38 鸡氨气暴露时胸腺组织中差异

mRNA 转录水平和实时基因 mRNA 表达水

平 

Fig.3-38 Differential expression mRNA of 

thymus in chicken exposed to ammonia 

 

 

3.3 双荧光素酶报告基因系统验证 lncGRN 与 miR-6615-5p、miR-

6615-5p 与 SMAD7 的靶向关系的结果 

在初步验证了体内和体外氨暴露时 lncGRN 与 miR-6615-5p 的靶向性后，通过双荧光素

酶报告基因系统在原代培养脾脏淋巴细胞中验证其靶向关系。构建野生型（wild type，WT）

pMIR-report-GRN 荧光素酶报告基因载体和突变型（mutant type，MUT）pMIR-report-GRN 荧
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光素酶报告基因载体后，将萤火虫荧光素酶和海肾荧光内参载体、miR-6615-5p mimic 和 mimic 

NC 分为四组在原代培养脾脏淋巴细胞中转染，多功能酶标仪检测荧光强度。在图 3-39 所示，

第二组的荧光强度与第一组相比较降低了约 21%，两组之间差异显著（P<0.05），第一组、第

三组和第四组之间荧光强度比值差异不显著（P>0.05）。miR-6615-5p 可以调控野生型 GRN 的

重组表达载体的表达，当结合位点人工突变后，miR-6615-5p 与 lncGRN 的靶向调控关系消

失，故 miR-6615-5p 是通过种子区非经典模式与 lncGRN 相结合的。 
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图 3-39 lncGRN 与 miR-6615-5p 荧光素酶报告基因系统检测结果 

Fig. 3-39 Luciferase reporter gene system test results of lncGRN 与 miR-6615-5p 

 

初步验证了体内和体外氨暴露时 miR-6615-5p 与 SMAD7 的靶向性后，通过双荧光素酶

报告基因系统在原代培养的脾脏淋巴细胞中体外验证其靶向关系。构建野生型（WT）pMIR-

report-SMAD7 3’UTR 荧光素酶报告基因载体和突变型（MUT）pMIR-report-SMAD7 3’UTR 

荧光素酶报告基因载体后，将萤火虫荧光素酶和海肾荧光内参载体、miR-6615-5p mimic 和

mimic NC 分为四组在原代培养脾脏淋巴细胞中转染，检测荧光强度。在图 3-40 所示，第二

组的荧光强度与第一组相比较降低了约 19%，两组之间差异显著（P<0.05），第一组、第三组

和第四组之间荧光强度比值差异不显著（P>0.05）。miR-6615-5p 可以调控野生型 SMAD7 的

重组表达载体的表达，当 3’UTR 结合位点人工突变后，miR-6615-5p 与 SMAD7 的靶向调控

关系消失，故 miR-6615-5p 是通过结合位点与 SMAD7 的 3’UTR 结合的。 
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图 3-40 miR-6615-5p 与 SMAD7 荧光素酶报告基因系统检测结果 

Fig. 3-40 Luciferase reporter gene system test results miR-6615-5p and SMAD7 
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3.4 miR-6615-5p 过表达和敲低的结果 

3.4.1 miR-6615-5p 转染效率的检测 

使用 mimic 后采用 qPCR 对 miRNA 过表达进行验证，但 inhibitor 是与 miRNA 发生结合

从而抑制了 miRNA 发挥作用，它并非改变了 miRNA 的生成，不适用 qPCR 检测。其效果检

测可通过检测靶基因的蛋白表达水平，或者通过萤光素酶报告系统。agomir 与 antagomir 由

于增加了化学修饰，可能会对 qRT-PCR 造成一定的影响，不能通过 qPCR 方法验证使用效果。

agomir 可以通过 Northern Blot 检测 miRNA 表达，antagomir 可以通过检测 miRNA 的靶基因

mRNA 表达来验证其使用效果。 

miR-6615-5p 的转染效率，结果如图 3-41 所示，通过荧光定量实时 PCR 检测淋巴细胞对

照组和转染组 miR-6615-5p 的表达量，结果显示 miR-6615-5p mimic 终浓度在 50 nM 时 mRNA

表达量就已经显著高于对照组（P<0.05），与转染终浓度在 75 nM 和 100 nM 的 miR-6615-5p

表达量相当，所以 mimic 终浓度用 50 nM 即可，满足了实验的需求。 
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图 3-41 miR-6615-5p 不同浓度条件下转染的表达量 

Figure 3-41 The expression of miR-6615-5p in different transfer condition 

 

3.4.2 miR-6615-5p 对靶基因 SMAD7 的 mRNA 和蛋白表达的影响 

图 3-42 是 miR-6615-5p 在脾脏淋巴细胞过表达和敲低时，SMAD7 mRNA 表达影响的结

果。与空白对照组相比，在 miminc 组（miR-6615-5p 过表达）SMAD7 基因 mRNA 表达水平

下降（P＜0.05）。与对照组比较，inhibit 组（miR-6615-5p 敲低）中 SMAD7 基因 mRNA 表达

水平增加（P＜0.05）。 

图 3-43 是 miR-6615-5p 在脾脏淋巴细胞过表达和敲低时，SMAD7 蛋白表达影响的结果。

与空白对照组相比，在 miminc 组（miR-6615-5p 过表达）SMAD7 基因蛋白表达水平下降（P

＜0.05）。与对照组比较，inhibit 组（miR-6615-5p 敲低）中 SMAD7 基因蛋白表达水平增加
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（P＜0.05）。这些数据表明 miR-6615-5p 能在 mRNA 及蛋白水平上分别调控 SMAD7 基因的

表达，进一步确定 SMAD7 为 miR-6615-5p 靶基因之一。 
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图 3-42 SMAD7 不同转染条件下的 mRNA 表达量 

Figure3-42 The expression of SMAD7 in different transfer condition 
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图 3-43 SMAD7 不同转染条件下的蛋白表达量 

Figure3-43 The expression of SMAD7 in different transfer condition 

 

3.4.3 miR-6615-5p 过表达/敲低对凋亡通路的影响 

转染 miR-6615-5p miminc 和 inhibit 48 h 后，检测凋亡相关基因 BCL-2、BAX、BAK、

Cytc、APAF1、Caspase-9 和 Caspase-3 的 mRNA 表达的水平如图 3-44 到 3-50 所示。结果表

明，与对照组（只含细胞和培养基）相比较，miR-6615-5p miminc 过表达后，BAX、BAK、

Cytc、APAF1、Caspase-9 和 Caspase-3 的 mRNA 表达水平和对照组相比显著上升（P<0.05）; 

BCL-2 基因 mRNA 表达水平和对照组相比显著下降（P<0.05）。与对照组（只含细胞和培养

基）相比较，miR-6615-5p 敲低后，BAX、BAK、Cytc、APAF1、Caspase-9 和 Caspase-3 的

mRNA 表达水平和对照组相比显著下降（P<0.05）; BCL-2 基因 mRNA 表达水平和对照组相

比显著上升（P<0.05）。 
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图 3-44 转染 miR-6615-5p mimic 和

inhibitor 后，BCL-2 的 mRNA 表达水平 

Figure3-44 BCL-2 mRNA expression 

transfected with microRNA-6615 mimic and 

inhibitor 

图 3-45 转染 miR-6615-5p mimic 和

inhibitor 后，BAX 的 mRNA 表达水平 

Figure3-45 BAX mRNA expression 

transfected with microRNA-6615 mimic and 

inhibitor 

 

  

图 3-46 转染 miR-6615-5p mimic 和

inhibitor 后，BAK 的 mRNA 表达水平 

Figure3-46 BAK mRNA expression 

transfected with microRNA-6615 mimic and 

inhibitor 

图 3-47 转染 miR-6615-5p mimic 和

inhibitor 后，Cytc 的 mRNA 表达水平 

Figure3-47 Cytc mRNA expression 

transfected with microRNA-6615 mimic and 

inhibitor 
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图 3-48 转染 miR-6615-5p mimic 和

inhibitor 后，APAF1 的 mRNA 表达水平 

Figure3-48 APAF1 mRNA expression 

transfected with microRNA-6615 mimic and 

inhibitor 

图 3-49 转染 miR-6615-5p mimic 和

inhibitor 后，Caspase-9 的 mRNA 表达水平 

Figure3-49 Caspase-9 mRNA expression 

transfected with microRNA-6615 mimic and 

inhibitor 

 

 

 

图 3-50 转染 miR-6615-5p mimic 和

inhibitor 后，Caspase-3 的 mRNA 表达水平 

Figure3-50 Caspase-3 mRNA expression 

transfected with microRNA-6615 mimic and 

inhibitor 
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3.5 蛋白组学分析结果 

3.5.1 质控分析 

3.5.1.1 蛋白质酶切效果评估 

胰蛋白酶可以水解蛋白质序列中的精氨酸和赖氨酸羧基端的肽键，理论上只产生以 R 或

K 为结尾的多肽，且多肽内部不再含有 K 和 R。在实际实验中，由于蛋白自身序列的特点、

胰蛋白酶质量以及缓冲液条件等因素影响酶切效果，产生漏切多肽（肽段内部含有 K 或 R）

和非 K 或 R 结尾的多肽（Semi-specific）。本实验产生理论酶切特异性可达 97.37%（图 3-

51），多肽酶切＞1 漏切数目控制在 1%以内（图 3-52），满足后续蛋白定量分析要求。 

 
图 3-51 酶切特异性评估 

Figure3-51 Assessment of Enzyme Digestion Specificity 

 

图 3-52 多肽酶切漏切比例评估 

Figure3-52 Assessment of Leakage Ratio of Peptide Enzyme Digestion 

 

质谱数据采集时，MS1 的扫描范围一般设置在 m/z350-1200 左右，带有 2+和 3+的多肽容

易产生高质量的 MS2 谱图，因此鉴定得分高的肽段质量在 700-3600 Da。本次分析肽段长度

集中在 6-20 个氨基酸（图 3-53）。 
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图 3-53 多肽长度分布示意图 

Figure3-53 Distribution of Peptide Length 

 

3.5.1.2 质谱精度和稳定性评估 

精确的质荷比（M/Z）是影响蛋白质鉴定准确性的重要因素。本项目分析时质谱的质量

精度控制在±10 ppm 以内，多数集中在±1ppm 以内，质谱条件满足后续分析要求（图 3-54）。 

 

 

图 3-54 MS1 质量偏差分布图 

Figure3-54 MS1 Mass Deviation Distribution 

 

3.5.2 蛋白质定量结果统计 

本次分析在 FDR<1%的条件下，共鉴定到 9681 个蛋白，蛋白鉴定和定量结果统计见表

3-4。由于鉴定的蛋白之间存在同源系列，即鉴定多肽的序列相同，在定量时将含有同源系列

的蛋白归成一个蛋白组（Protein group），本项目鉴定蛋白组的数目为 3449，其中能满足定

量条件的蛋白数量为 3221 个。 
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表 3-4 蛋白鉴定和定量结果统计 

Table 3-4 Results Statistics of Protein Identification and Quantitative 

名称 鉴定蛋白 

（Proteins） 

鉴定蛋白组 

（Protein groups） 

定量蛋白 

（Quantified proteins） 

数量 9681 3449 3221 

 

3.5.3 差异蛋白的筛选 

通过 t. test 和变化倍数两重选择条件进行差异蛋白筛选，阈值为 p＜0.05，变化倍数≥1.3，

氨气处理组与对照组相比较，存在 66 个差异蛋白，其中上调蛋白的数量为 28 个，下调蛋白

的数量为 38 个，见图 3-55。 

 

图 3-55 鸡氨气暴露时胸腺组织中差异蛋白火山图 

Fig.3-55 Differential expression protein volcano map of thymus in chicken exposed to 

ammonia 

 

3.5.4 差异蛋白聚类分析 

在聚类分析图 3-56 中可见，表达量水平相近的基因会聚集一类，每一个差异表达的蛋白

在各组之间的差异分布及组别间的聚类。 
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图 3-56 差异蛋白聚类分析图 

Fig.3-56 Cluster analysis map of differentially expressed proteins 

 

3.5.5 差异蛋白 GO 富集分析 

对差异显著的蛋白使用 WEB-based、Gene、SeT、AnaLysis、Toolkit（2019 最新版，

http://www.webgestalt.org/index.php）进行蛋白功能分析，基于目前已知的蛋白功能进行分类，

结果如图 3-57 所示。Go Term 涉及生物学过程主要包括代谢过程（metabotic process）、生物

调节（biological regulation）、对刺激的反应（Response to stimulus）、定位（Localization）等。

Go Term 涉及细胞组分主要包括细胞膜（membrane）、胞质（Cytosol）、细胞核（nucleus）和

细胞骨架（cytoskeleton）等。分子功能主要涉及 Go Term 包括离子结合（ion binding）、蛋白

质结合（Protein binding）、转移酶活性（transferase activity）、核苷酸结合（nucleotide binding）

等。 
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图 3-57 差异蛋白 GO Term 分析 

Fig.3-57 GO Term analysis of Differential protein 

 

差异蛋白的 GO 富集结果见图 3-58。离子结合（cation binding）、细胞过程的负调节

（negative regulation of cellular process）、金属离子结合（metal ion binding）和大分子代谢过

程的负调节（negative regulation of macromolecule metabolic process）是差异蛋白富集程度较

高的 term，表明氨暴露主要导致蛋白质、代谢和免疫功能的变化。 
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图 3-58 差异蛋白 GO 富集分析 

Fig.3-58 GO enrichment analysis of Differential protein 

 

3.5.6 差异蛋白 KEGG 分析 

Pathway 可以将差异蛋白参与的生化代谢途径和信号转导途径进行富集，结果见图 3-59。

氨气暴露 42 d 时，差异蛋白中参与的代谢途径和信号通路包括糖胺聚糖降解

（Glycosaminoglycan degradation）、氮代谢（Nitrogen metabolism）、赖氨酸降解（Lysine 

degradation）、半乳糖代谢（Galactose metabolism）、Toll 样受体信号转导通路（Toll-like receptor 

signaling pathway）、凋亡（Apoptosis）、PPAR 信号通路（PPAR signaling pathway）、磷脂酰肌

醇信号转导系统（Phosphatidylinositol signaling system）、Wnt 信号转导通路（Wnt signaling 

pathway）等。Q5F3P4 和 Q5ZMR6 为 KEGG 分析富集到凋亡通路的蛋白，影响 BCL-2 的表

达，进而参与到细胞凋亡的调控。其中 Q5F3P4 可通过 PI3K/Akt 途径影响 BCL-2/BAD 和

Caspase-9 的表达参与凋亡过程的调控。Q5ZMR6 能够影响 BCL-2 参与细胞凋亡的调控。

P08285、A0A1L1RUM8、A0A1D6UPR4、Q5ZJV3、F1P5D8 和 P08285 等蛋白的功能主要主

要是参与组织损伤、炎症和免疫应答的过程。 
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图 3-59 差异蛋白 KEGG 分析 

Fig.3-59 KEGG analysis of Differential protein 
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3.5.7 差异蛋白互作分析 

使用 Genemania（http://genemania.org/）进行蛋白互作分析结果如图 3-60，应用的生物信

息学方法包括物理互作、基因共表达、共定位以及网站预测等。结果显示 PIK3CD、NFATC2、

GOT1 和 APOA1 等节点相连接的边较多，在该网络中的重要性较强。PIK3CD 是 PI3K 的催

化亚单位之一，参与 PI3K/ATK 信号途径介导细胞增殖和凋亡的发生。BTK 是 B 细胞表面受

体细胞因子受体介导的信号转到过程中的核心因子。  

 

 

图 3-60 差异蛋白互作分析 

Fig.3-60 Analysis of differential protein interactions 

 

3.5.8 差异蛋白表达验证的结果 

氨气暴露后，鸡胸腺组织差异蛋白基因 PIK3CD、GOLGA3、NSD2 和 CTSS 的 mRNA 表

达水平如图 3-61 所示。结果表明，氨气暴露后处理组的 PIK3CD、NSD2 和 GOLGA3 基因

mRNA 表达水平和对照组相比显著上升（P<0.05）。CTSS mRNA 表达水平和对照组相比显

著下降（P<0.05）。 
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图 3-61 鸡氨气暴露后胸腺组织差异蛋白基因的 mRNA 表达水平 

Fig.3-61 mRNA expression of differential protein in thymuses of chickens exposed to ammonia  

3.6 氨气暴露诱导胸腺组织细胞凋亡机理研究的结果 

3.6.1 氨气暴露 lncGRN-miR-6615-5p-SMAD7 的 ceRNA 调控网络影响

的结果 

氨气暴露后，鸡胸腺组织中 lncGRN，miR-6615-5p 和 SMAD7 基因 mRNA 表达水平如图

3-62 所示。结果表明，氨气暴露后处理组的 lncGRN 和 SMAD7 基因 mRNA 表达水平和对照

组相比显著下降（P<0.05）。miR-6615-5p mRNA 表达水平和对照组相比显著上升（P<0.05）。

鸡氨气暴露 42 d 胸腺中 SMAD7 的蛋白表达如图 3-63。处理组的 SMAD7 蛋白表达水平和对

照组相比显著下降（P<0.05）。 
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图 3-62 鸡氨气暴露时胸腺组织中 ceRNA

调控网络 mRNA 表达水平 

Fig.3-62 mRNA expression of ceRNA 

regulatory network in thymus of chickens 

exposed to ammonia 

图 3-63 鸡氨气暴露后胸腺组织 SMAD7 蛋

白表达水平 

Fig.3-63 Protein expression of SMAD7 in 

thymuses of chickens exposed to ammonia 
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3.6.2 氨气暴露对胸腺组织氧化应激影响的检测结果 

氨气暴露后，鸡胸腺中抗氧化基因 GPx 和 GST4 的 mRNA 表达变化如图 3-64 所示。结

果表明，氨气暴露后处理组的抗氧化基因 GPx 和 GST4 的 mRNA 表达水平和对照组相比显

著下降（P<0.05）。鸡氨气暴露 42 d 胸腺中 GPx 的蛋白表达如图 3-65。处理组的 GPx 蛋白

表达水平和对照组相比显著下降（P<0.05）。 

 

  

图 3-64 鸡氨气暴露后胸腺组织 GPx 和

GST4 基因的 mRNA 表达水平 

Fig.3-64 mRNA expression of GPx and GST4 

in thymuses of chickens exposed to ammonia 

图 3-65 鸡氨气暴露后胸腺组织 GPx 蛋白表

达水平 

Fig.3-65 Protein expression of GPx in 

thymuses of chickens exposed to ammonia 

 

3.6.3 氨气暴露对胸腺组织炎性细胞因子影响的检测结果 

氨气暴露后，鸡胸腺组织炎性细胞因子 HO-1、NF-κβ、COX-2、iNOS、TNF-α 和 TGF-β

的 mRNA 表达水平如图 3-66 所示。结果表明，氨气暴露后处理组的 HO-1、NF-κβ、COX-2

及 iNOS 基因 mRNA 表达水平和对照组相比显著上升（P<0.05）。TNF-α mRNA 表达水平和

对照组相比无显著差异。TGF-β mRNA 表达水平和对照组相比显著下降（P<0.05）。鸡氨气

暴露 42 d 胸腺中 HO-1、NF-κβ 和 iNOS 的蛋白表达如图 3-67。处理组的 HO-1、NF-κβ 和

iNOS 蛋白表达水平和对照组相比显著上升（P<0.05）。 

氨气暴露后，鸡胸腺中 IL-1β、IL-2、IL-4、IL-6、IL-8、IL-10 和 IL-12 的 mRNA 表达的

水平如图 3-68 所示。结果表明，氨气暴露后处理组的 IL-1β、IL-2、IL-6、IL-8 和 IL-12 基因

mRNA 表达水平和对照组相比显著上升（P<0.05）。IL-4 mRNA 表达水平和对照组相比无显

著差异。IL-10 mRNA 表达水平和对照组相比显著下降（P<0.05）。 
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图 3-66 鸡氨气暴露后胸腺组织炎性细胞因

子基因的 mRNA 表达水平 

Fig.3-66 mRNA expression of inflammatory 

cytokines in thymuses of chickens exposed to 

ammonia 

图 3-67 鸡氨气暴露后胸腺组织炎性细胞因

子蛋白表达水平 

Fig.3-67 Protein expression of inflammatory 

cytokines in thymuses of chickens exposed to 

ammonia 
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图 3-68 鸡氨气暴露后胸腺组织中白介素的

mRNA 表达水平 

Fig.3-68 mRNA expression of interleukinin in 

thymuses of chickens exposed to ammonia 

 

 

3.6.4 氨气暴露对胸腺组织细胞凋亡影响的检测结果 

氨气暴露后，鸡胸腺中凋亡相关基因 BCL-2、Cytc、APAF1、Caspase-9 和 Caspase-3 的

mRNA 表达的水平如图 3-69 所示。结果表明，氨气暴露后处理组的 BCL-2 基因 mRNA 表达

水平和对照组相比显著下降（P<0.05）；而 Cytc、APAF1、Caspase-9 和 Caspase-3 mRNA 表

达水平和对照组相比显著上升（P<0.05）。 
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图 3-69 鸡氨气暴露后胸腺组织中凋亡相关的 mRNA 表达水平 

Fig.3-69 mRNA expression of apoptosis-related genes in thymuses of chickens exposed to 

ammonia 

 

3.7 氯化铵暴露诱导细胞凋亡机理研究的结果 

3.7.1 台盼蓝检测细胞活力的结果 

分别提取胸腺和脾脏淋巴细胞后，采用台盼蓝染色，胸腺淋巴细胞染色如图 3-70 和图

3-71，死细胞被台盼蓝染色呈现淡蓝色，活细胞不能被台盼蓝染色呈无色透明，活细胞率为

95%以上；脾脏淋巴细胞染色如图 3-72 和图 3-73，死细胞被台盼蓝染色呈现淡蓝色，活细

胞不能被台盼蓝染色呈无色透明，活细胞率为 95%以上。 

  

图 3-70 胸腺淋巴细胞台盼蓝染色×100 

Fig.3-70 Trypan blue staining of thymic 

lymphocyte ×100 

图 3-71 胸腺淋巴细胞台盼蓝染色×200 

Fig.3-71 Trypan blue staining of thymic 

lymphocyte ×200 
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图 3-72 脾脏淋巴细胞台盼蓝染色×100 

Fig.3-72 Trypan blue staining of splenic 

lymphocyte ×100 

图 3-73 脾脏淋巴细胞台盼蓝染色×200 

Fig.3-73 Trypan blue staining of splenic 

lymphocyte ×200 

 

3.7.2 CCK-8 法检测细胞活性的结果 

CCK-8 检测不同浓度氯化铵对细胞活性的影响，氯化铵作用胸腺淋巴细胞 48 h 结果如图

3-74，其中，作用 48 h 时，氯化铵浓度为 0.1 mmol/L 中，细胞活性显著降低（P<0.05）。在

其余各组中随着浓度的增加，细胞活性显著降低。氯化铵作用脾脏淋巴细胞 48 h 结果如图 3-

75。其中，作用 48 h 时，氯化铵浓度为 0.1 mmol/L 时，脾脏细胞活性无差异显著。氯化铵浓

度为 0.5 mmol/L 组中，细胞活性显著降低（P<0.05）。在其余各组中随着浓度的增加，细胞活

性显著降低，呈下降趋势。 

C
e

ll
 v

ia
b

il
it

y

C
o

n
tr

o
l

0
.1

0
.5 1 5

2
5

1
2
5

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

*

*

*
*

4 8  h

*
*

 

C
e

ll
 v

ia
b

il
it

y

C
o

n
tr

o
l

0
.1

0
.5 1 5

2
5

1
2
5

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

*

*

*

*

4 8  h

*

 

图 3-74 不同浓度的氯化铵作用胸腺淋巴细

胞 48 h 后，细胞活性的影响 

Fig.3-74 Effects of different concentrations of 

ammonium chloride on thymic lymphocyte 

activity for 48 h 

图 3-75 不同浓度的氯化铵作用脾脏淋巴细

胞 48 h 后，细胞活性的影响 

Fig.3-75 Effects of different concentrations of 

ammonium chloride on splenic lymphocyte 

activity for 48 h 
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3.7.3 氯化铵暴露对淋巴细胞 AO/EB 染色检测细胞凋亡的检测结果 

荧光显微镜观察氯化铵培养胸腺淋巴细胞 48 h 后 AO/EB 染色细胞凋亡情况，胸腺淋巴

细胞对照组（图 3-76）、1 mmol/L 氯化铵处理组（图 3-77）和 5 mmol/L 氯化铵处理组（图 3-

78）结果如下所示。活细胞，呈绿色；早期凋亡细胞，呈绿色但核染色固缩；晚期凋亡细胞，

核染色质为橘红色并呈固缩状；死亡细胞，呈红色。随着氯化铵浓度的增加，凋亡细胞数量

增多。随机选取 5 个视野进行细胞定量计数分析，定量分析结果如图（图 3-79）。对照组中细

胞凋亡率约为 17.84%。浓度为 1 mmol/L 氯化铵组凋亡率为 36.92%。浓度为 5 mmol/L 氯化

铵组凋亡率为 26.14%。 

荧光显微镜观察氯化铵培养脾脏淋巴细胞 48 h 后 AOEB 染色细胞凋亡情况，脾脏淋巴

细胞对照组（图 3-80）、1 mmol/L 氯化铵处理组（图 3-81）和 5 mmol/L 氯化铵处理组（图 3-

82）结果如下所示。活细胞，核染色质着绿色并呈正常结构；早期凋亡细胞，核染色质着绿

色呈固缩状或圆珠状；晚期凋亡细胞，核染色质为橘红色并呈固缩状或圆珠状；非凋亡的死

亡细胞，核染色质着橘红色并呈正常结构。随着氯化铵浓度的增加，凋亡细胞数量增多。随

机选取 5 个视野进行细胞定量计数分析，定量分析结果如图（图 3-83）。对照组中细胞凋亡率

约为 17.84%。浓度为 1 mmol/L 氯化铵组凋亡率为 36.92%。浓度为 5 mmol/L 氯化铵组凋亡

率为 26.14%。 

  

图 3-76 对照组胸腺淋巴细胞 AOEB 染色荧

光显微镜观察×200 

Fig.3-76 Observation of thymic lymphocyte in 

control group by AOEB staining fluorescence 

microscopy ×200 

图 3-77 1 mmol/L 氯化铵作用胸腺淋巴细

胞 AOEB 染色荧光显微镜观察×200 

Fig.3-77 Observation of thymic lymphocyte 

treated with 1 mmol/L ammonium chloride 

by AOEB staining and fluorescence 

microscopy×200 
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3-78 5 mmol/L 氯化铵作用胸腺淋巴细胞

AOEB 染色荧光显微镜观察×200 

Fig.3-78 Observation of thymic lymphocyte 

treated with 5 mmol/L ammonium chloride by 

AOEB staining and fluorescence 

microscopy×200 

图 3-79 胸腺淋巴细胞凋亡率定量分析 

Fig.3-79 Quantitative analysis of apoptotic 

rate in thymic lymphocyte 

 

  

图 3-80 对照组脾脏淋巴细胞 AOEB 染色荧光

显微镜观察×200 

Fig.3-80 Observation of splenic lymphocyte in 

control group by AOEB staining and 

fluorescence microscopy ×200 

图 3-81 1 mmol/L 氯化铵作用脾脏淋巴细胞

AOEB 染色荧光显微镜观察×200 

Fig.3-81 Observation of splenic lymphocyte 

treated with 1 mmol/L ammonium chloride by 

AOEB staining and fluorescence microscopy 

×200 
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图 3-82 5 mmol/L 氯化铵作用脾脏淋巴细胞

AOEB 染色荧光显微镜观察×400 

Fig.3-82 Observation of splenic lymphocyte 

treated with 5 mmol/L ammonium chloride by 

AOEB staining and fluorescence microscopy 

×200 

图 3-83 脾脏淋巴细胞凋亡率定量分析 

Fig.3-83 Quantitative analysis of apoptotic 

rate in splenic lymphocyte 

 

3.7.4 流式细胞术检测氯化铵暴露对淋巴细胞细胞凋亡影响的检测结

果 

多功能酶标仪检测胸腺淋巴细胞吸光度值，激发波长设置为 Ex = 488 nm；发射波长 Em 

= 530 nm，结果见表 3-5。其中，1 mmol/L 氯化铵处理组和 5 mmol/L 氯化铵处理组与对照组

相比较，荧光吸光度值对比值均下降，分别为 0.896 和 0.690，下降水平差异显著（P<0.05）。 

 

表 3-5 胸腺淋巴细胞吸光度值 

Table 3-5 Absorption value of thymic lymphocyte 

 空白组 对照组 氯化铵 1 mmol/L 组 氯化铵 5 mmol/L 组 

荧光值 11863.58 92898.15 83274.21 70112.42 

 10770.24 89347.32 87295.69 69854.68 

 11836.32 105710.84 91077.52 69570.83 

对比值   0.896 ± 0.078* 0.690± 0.654* 

注：*表示与对照组相比对比值有显著差异（P < 0.05） 

 

多功能酶标仪检测脾脏淋巴细胞吸光度值，激发波长设置为 Ex = 488 nm；发射波长 Em 

= 530 nm，结果见表 3-6。其中，1 mmol/L 氯化铵处理组和 5 mmol/L 氯化铵处理组与对照组

相比较，荧光吸光度值对比值均下降，分别为 0.951 和 0.612，下降水平差异显著（P<0.05）。 
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表 3-6 脾脏淋巴细胞吸光度值 

Table 3-6 Absorption value of splenic lymphocyte 

 空白组 对照组 氯化铵 1 mmol/L 组 氯化铵 5 mmol/L 组 

荧光值 2396 70560 64491 50215 

 3819 69494 65230 37253 

 3601 63363 64289 42225 

对比值   0.951 ± 0.092* 0.619 ± 0.612* 

注：*表示与对照组相比吸光值有显著差异 

 

使用 Annexin-FITC/PI 染色进行脾脏淋巴细胞流式凋亡细胞检测分析，对照组（图 3-

84）、氯化铵浓度为 1 mmol/L（图 3-85）和 5 mmol/L（图 3-86）结果如下所示。不同象限代

表不同状态的细胞，其中 Q1（坏死细胞），Q2（晚期凋亡细胞），Q3（正常细胞），Q4（早期

凋亡细胞）。培养 24 h 后，对照组的凋亡率为 8.64%，1 mmol/L 氯化铵组凋亡率为 17.23%，

5 mmol/L 氯化铵组凋亡率为 30.65%。三组定量分析柱状图（图 3-87），对照组、1 mmol/L 组

和 5 mmol/L 组，不同组之间差异显著（P<0.05）。字母不同表示组间差异显著。 

  

图 3-84 对照组淋巴细胞 Annexin-FITC/PI 染

色流式图 

Fig.3-84 Annexin-FITC/PI staining flow chart 

of lymphocyte in control group 

图 3-85 氯化铵浓度 1 mmol/L 淋巴细胞

Annexin-FITC/PI 染色流式图 

Fig.3-85 Annexin-FITC/PI staining flow 

chart of lymphocytes with ammonium 

chloride concentration of 1 mmol/L 
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图 3-86 氯化铵浓度 5 mmol/L 淋巴细胞

Annexin-FITC/PI 染色流式图 

Fig.3-86 Annexin-FITC/PI staining flow chart 

of lymphocytes with ammonium chloride 

concentration of 5 mmol/L 

图 3-87 脾脏淋巴细胞凋亡率分析 

Fig.3-87 Analysis of apoptotic rate in splenic 

lymphocyte 

 

3.7.5 氯化铵暴露对淋巴细胞线粒体膜电位影响的检测结果 

荧光显微镜观察胸腺淋巴细胞培养 48 h 后线粒体膜电位情况，对照组（图 3-88）、1 mmol/L

氯化铵处理组（图 3-89）和 5 mmol/L 氯化铵处理组（图 3-90）结果如下所示。随着氯化铵浓

度的增加，绿色的单体数量增多。红绿荧光数量的比值分析如图 3-91，对照组为 6.14，1 mmol/L

氯化铵处理组为 1.87，5 mmol/L 氯化铵处理组为 0.37，组与组间比较差异显著（P<0.05）。 

 

3.7.6 氯化铵暴露对淋巴细胞线粒体钙影响的检测结果 

荧光显微镜观察胸腺淋巴细胞培养 48 h 后线粒体钙分布情况，对照组（图 3-92）、1 mmol/L

氯化铵处理组（图 3-93）和 5 mmol/L 氯化铵处理组（图 3-94）的结果如下所示。Rhod-2 是

一种可见光激发的高亲和力 Ca2+指示剂，呈红色荧光。Mito Tracker 是线粒体绿色探针，呈绿

色荧光。用绿红荧光的相对比例来衡量线粒体钙的变化情况。随着氯化铵浓度的增加，红色

的单体数量增多，线粒体内钙聚集增多。随机选取 5 个视野进行绿红荧光值定量计数分析，

定量分析结果如图 3-95。对照组中细胞绿红荧光比值为 42.42，1 mmol/L 氯化铵处理组为 8.32，

5 mmol/L 氯化铵处理组为 4.26，组与组间比较差异显著（P<0.05）。 
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图 3-88 对照组胸腺淋巴细胞线粒体膜电位

荧光显微镜观察×200 

Fig.3-88 Observation of thymic lymphocyte 

mitochondrial membrane potential 

fluorescence microscopy in control group 

×200 

图 3-89 1 mmol/L 氯化铵作用胸腺淋巴细胞

线粒体膜电位荧光显微镜观察×200 

Fig.3-89 Mitochondrial membrane potential 

fluorescence microscopic observation of 

thymic lymphocyte treated with 1 mmol/L 

ammonium chloride×200 
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图 3-90 5 mmol/L 氯化铵作用胸腺淋巴细胞

线粒体膜电位荧光显微镜观察×200 

Fig.3-90 Mitochondrial membrane potential 

fluorescence microscopic observation of 

thymic lymphocyte treated with 5 mmol/L 

ammonium chloride×200 

图 3-91 红绿荧光数量值定量分析 

Fig.3-91 Quantitative analysis of value of red 

and green fluorescence 
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图 3-92 对照组胸腺淋巴细胞线粒体钙荧光显

微镜观察×200 

Fig.3-92 Observation of thymic lymphocyte 

mitochondrial membrane potential fluorescence 

microscopy in control group ×200 

图 3-93 1 mmol/L 氯化铵作用胸腺淋巴细

胞线粒体钙荧光显微镜观察×200 

Fig.3-93 Fluorescence microscopic 

observation of mitochondrial calcium in 

thymic lymphocytes treated with 1 mmol/L 

ammonium chloride×200 
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图 3-94 5 mmol/L 氯化铵作用胸腺淋巴细胞线

粒体钙荧光显微镜观察×200 

Fig.3-94 Fluorescence microscopic observation 

of mitochondrial calcium in thymic lymphocytes 

treated with 5 mmol/L ammonium chloride×200 

图 3-95 绿红荧光数量值定量分析 

Fig.3-95 Quantitative analysis of value of 

green and red fluorescence 

 

荧光显微镜观察脾脏淋巴细胞培养 48 h 后线粒体钙分布情况，对照组（图 3-96）、1 mmol/L

氯化铵处理组（图 3-97）和 5 mmol/L 氯化铵处理组（图 3-98）结果如下所示。随着氯化铵浓

度的增加，红色的单体数量增多，线粒体内钙聚集增多。随机选取 5 个视野进行绿红荧光值

定量计数分析，定量分析结果如图 3-99。对照组中细胞绿红荧光比值为 18.13，1 mmol/L 氯

化铵处理组为 6.16，5 mmol/L 氯化铵处理组为 4.59，组与组间比较差异显著（P<0.05）。 
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图 3-96 对照组脾脏淋巴细胞线粒体钙荧光

显微镜观察×200 

Fig.3-96 Observation of splenic lymphocyte 

mitochondrial membrane potential 

fluorescence microscopy in control group ×200 

图 3-97 1 mmol/L 氯化铵作用脾脏淋巴细

胞线粒体钙荧光显微镜观察×200 

Fig.3-97 Fluorescence microscopic 

observation of mitochondrial calcium in 

splenic lymphocytes treated with 1 mmol/L 

ammonium chloride×200 
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图 3-98 5 mmol/L 氯化铵作用胸腺淋巴细胞

线粒体钙荧光显微镜观察×200 

Fig.3-98 Fluorescence microscopic observation 

of mitochondrial calcium in splenic 

lymphocytes treated with 5 mmol/L ammonium 

chloride×200 

图 3-99 绿红荧光数量值定量分析 

Fig.3-99 Quantitative analysis of value of 

green and red fluorescence 

 

3.7.7 氯化铵暴露对淋巴细胞 ROS 影响的检测结果 

荧光显微镜观察胸腺淋巴细胞培养 48 h 后活性氧 ROS 情况，对照组（图 3-100）、1 mmol/L

氯化铵处理组（图 3-101）和 5 mmol/L 氯化铵处理组（图 3-102）结果如下所示。DCFH-DA

没有荧光，进入细胞后被酯酶水解为 DCFH。在活性氧存在时荧光激发呈现绿色。氯化铵浓

度为 1 mmol/L 时，细胞内产生 ROS 的数量显著上升，氯化铵浓度为 5 mmol/L 组中 ROS 数

量更多。随机选取 5 个视野统计 ROS 绿色荧光数值，定量分析结果如图 3-103。对照组中细



结果与分析 

 

77 

胞 ROS 数量相对值为 1，1 mmol/L 氯化铵处理组与对照组相比较对比值为 1.43，5 mmol/L

氯化铵处理组与对照组相比较对比值为 2.26，处理组与对照组比较差异显著（P<0.05）。 

 

  

图 3-100 对照组胸腺淋巴细胞 ROS 荧光显

微镜观察×200 

Fig.3-100 Observation of thymic lymphocyte 

ROS fluorescence microscopy in control 

group ×200 

图 3-101 1 mmol/L 氯化铵作用胸腺淋巴细

胞 ROS 荧光显微镜观察×200 

Fig.3-101 ROS fluorescence microscopic 

observation of thymic lymphocytes treated 

with 1 mmol/L ammonium chloride ×200 

 

 

图 3-102 5 mmol/L 氯化铵作用胸腺淋巴细

胞 ROS 荧光显微镜观察×200 

Fig.3-102 ROS fluorescence microscopic 

observation of thymic lymphocytes treated 

with 5 mmol/L ammonium chloride ×200 

图 3-103 ROS 荧光数值定量分析 

Fig.3-103 Quantitative analysis of ROS 

fluorescence 

 

荧光显微镜观察脾脏淋巴细胞培养 48 h 后活性氧 ROS 情况，对照组（图 3-104）、1 mmol/L

氯化铵处理组（图 3-105）和 5 mmol/L 氯化铵处理组（图 3-106）结果如下所示。氯化铵浓度

为 1 mmol/L 时，细胞内产生 ROS 的数量显著上升，并高于氯化铵浓度为 5 mmol/L 组。随机

选取 5 个视野统计 ROS 绿色荧光数值，定量分析结果如图 3-107。对照组中细胞 ROS 数量相

对值为 1，1 mmol/L 氯化铵处理组与对照组相比较对比值为 1.78，5 mmol/L 氯化铵处理组与

对照组相比较为 2.33，处理组与对照组比较差异显著（P<0.05）。 
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图 3-104 对照组脾脏淋巴细胞 ROS 荧光显

微镜观察×200 

Fig.3-104 Observation of splenic lymphocyte 

ROS fluorescence microscopy in control 

group ×200 

图 3-105 1 mmol/L 氯化铵作用脾脏淋巴细

胞 ROS 荧光显微镜观察×200 

Fig.3-105 ROS fluorescence microscopic 

observation of splenic lymphocytes treated 

with 1 mmol/L ammonium chloride ×200 

 

 

图 3-106 5 mmol/L 氯化铵作用脾脏淋巴细

胞 ROS 荧光显微镜观察×200 

Fig.3-106 ROS fluorescence microscopic 

observation of splenic lymphocytes treated 

with 5 mmol/L ammonium chloride ×200 

图 3-107 ROS 荧光数值定量分析 

Fig.3-107 Quantitative analysis of ROS 

fluorescence 

 

3.7.8 氯化铵暴露对淋巴细胞氧化应激影响的检测结果 

1 mmol/L 氯化铵处理组，抗氧化基因 GPx 和 GST4 的 mRNA 表达变化如图 3-108 所示。

结果表明，氯化铵处理组的抗氧化基因 GPx 的 mRNA 表达水平和对照组相比显著上升

（P<0.05）；氯化铵处理组的抗氧化基因 GST4 的 mRNA 表达水平和对照组相比显著下降

（P<0.05）。氯化铵处理组淋巴细胞中 GPx 的蛋白表达如图 3-109。处理组的 GPx 蛋白表达

水平和对照组相比显著下降（P<0.05）。 
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图 3-108 抗氧化基因 mRNA 表达水平 

Fig.3-108 mRNA expression level of 

antioxidant gene 

图 3-109 GPx 蛋白表达水平 

Fig.3-109 Protein expression level of GPx 

protein expression level 

 

3.7.9 氯化铵暴露对淋巴细胞炎性细胞因子影响的检测结果 

1 mmol/L 氯化铵处理组，检测炎性细胞因子 HO-1、NF-κB、COX-2、iNOS、TNF-α 和

TGF-β 的基因 mRNA 表达水平，结果如图 3-110 所示。其中，HO-1、NF-κB、COX-2、TNF-

-α 和 TGF-β 基因的 mRNA 表达水平显著上升与对照组相比较（P<0.05）；iNOS 基因的 mRNA

表达水平显著下降与对照组相比较（P<0.05）。 

1 mmol/L 氯化铵处理组，检测细胞炎性因子 HO-1、NF-κB 及 COX-2 的蛋白表达水平，

结果如图 3-111所示。其中，HO-1和 NF-κB的蛋白表达水平显著上升与对照组相比较（P<0.05），

iNOS 基因蛋白的表达水平显著下降与对照组相比较（P<0.05）。 
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图 3-110 炎性细胞因子 mRNA 表达水平 

Fig.3-110 mRNA expression level of 

inflammatory cytokines-related genes 

图 3-111 炎性细胞因子蛋白表达水平 

Fig.3-111 Protein expression level of 

inflammatory cytokines 
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3.7.10 氯化铵暴露对淋巴细胞凋亡影响的检测结果 

浓度为 1 mmol/L 氯化铵作用脾脏淋巴细胞 48 h 后，检测 miRNA-15a mRNA 表达水平

（图 3-112）；凋亡相关基因 BCL-2、BAX 及 BAK 基因 mRNA 表达水平，如图 3-112 所示。

浓度为 1 mmol/L 氯化铵作用脾脏淋巴细胞 48 h 后，Cytc、APAF1、Caspase-8、Caspase-9 和

Caspase-3 的基因 mRNA 表达水平，结果如图 3-113 所示。其中，BCL-2 基因的表达水平显著

下降与对照组相比较（P<0.05）；而凋亡相关基因 BAX、BAK、Cytc、APAF1、Caspase-8、

Caspase-9 和 Caspase-3 表达水平显著上升与对照组相比较（P<0.05）。 

浓度为 1 mmol/L 氯化铵作用淋巴细胞 48 h 后，检测凋亡相关基因 BCL-2、BAX、Cytc、

Caspase-8、Caspase-9 和 Caspase-3 的蛋白表达水平，结果如图 3-114 所示。其中，BCL-2 基

因蛋白的表达水平显著下降与对照组相比较（P<0.05）；BAX、Cytc、Caspase-8、Caspase-9 和

Caspase-3 基因的蛋白表达水平显著上升与对照组相比较（P<0.05）。 
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图 3-112 凋亡相关基因 mRNA 表达水平 

Fig.3-112 mRNA expression level of 

apoptosis-related gene 

图 3-113 凋亡相关基因 mRNA 表达水平 

Fig.3-113 mRNA expression level of 

apoptosis-related gene 
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图 3-114 凋亡相关蛋白表达水平 

Fig.3-114 Protein expression level of apoptosis-related proteins 
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3.7.11 氯化铵暴露 lncGRN-miR-6615-5p-SMAD7 ceRNA 调控网络的检

测结果 

浓度为 1 mmol/L 氯化铵作用淋巴细胞 48 h 后，lncGRN，miR-6615-5p 和 SMAD7 基因

mRNA 表达水平如图 3-115 所示。结果表明，氯化铵处理组的 lncGRN 和 SMAD7 基因 mRNA

表达水平和对照组相比显著下降（P<0.05）。miR-6615-5p mRNA 表达水平和对照组相比显

著上升（P<0.05）。1 mmol/L 氯化铵处理组中 SMAD7 的蛋白表达如图 3-116，SMAD7 蛋白

表达水平和对照组相比显著下降（P<0.05）。 
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图 3-115 氯化铵处理时 ceRNA 调控网络 

mRNA 表达水平 

Fig.3-115 mRNA expression of ceRNA 

regulatory network in ammonium chloride 

treatment group 

图 3-116 氯化铵处理时 SMAD7 蛋白表达

水平 

Fig.3-116 Protein expression of SMAD7 in 

ammonium chloride treatment group 
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4. 讨论 

氨气是集约化养殖环境中的最主要污染气体之一，严重影响家禽养殖业的发展，高浓度

的氨气给家禽养殖带来诸多危害。然而关于氨气对免疫器官的影响尤其是胸腺组织的研究报

道较少。为了阐明氨气暴露对鸡胸腺的影响，可能的调控机制和生物学特点，为氨气暴露提

供相关基础理论研究及免疫防治研究提供参考，本研究应用 Illumina Seq2000 测序技术对暴

露于不同氨气浓度下样本进行了全转录组学测序。TMT 标记蛋白质组学技术具有结果稳定、

可靠、能够对肽段进行标记等优势。蛋白质是生命活动的直接参与者，通过对蛋白质水平的

检测能够更加真实地反应生物体内发生的各种具体理化过程。双荧光素酶报告基因验证

lncGRN 与 miR-6615-5p、miR-6615-5p 与 SMAD7 靶向结合。结合组织形态学、生物信息学

分析和分子生物学等手段，在细胞和分子水平上分析氨气暴露后胸腺组织中炎性细胞因子

（HO-1、NF-κβ、COX-2、iNOS、TNF-α、TGF-β、IL-1β、IL-2、IL-4、IL-6、IL-8、IL-10 和

IL-12）的变化、氧化应激酶（GPx 和 GST）的变化、凋亡相关基因（BCL-2、Cytc、APAF1、

Caspase-9 和 Caspase-3）的变化及 lncGRN-miR-6615-5p-SMAD7 等 mRNA 和蛋白表达水平的

变化。体外原代培养胸腺淋巴细胞和脾脏淋巴细胞，以氯化铵为氨气的替代物，通过 CCK-8

检测确定氯化铵染毒浓度、应用流式细胞仪分析氨暴露后淋巴细胞凋亡情况、通过 AOEB 染

色观察细胞凋亡情况、利用钙离子荧光探针检测钙在线粒体内聚集情况、应用 ROS 荧光探针

观察细胞活性氧的变化、应用荧光显微镜观察线粒体膜电位的变化情况。阐明氨气暴露对鸡

胸腺的凋亡影响的分子机制，丰富了氨气暴露生物学作用机理的认识，为动物毒理学提供依

据，为鸡氨气中毒防治提供参考依据。 

4.1 胸腺组织全转录组学分析 

转录组学是发现化学风险评估生物标志物的一种新方法。转录组学分析可在动物对环境

压力反应提供相关的重要信息[97]。全转录组学分析结果显示 circRNA、lncRNA、miRNA 和

mRNA 参与了氨气暴露的应激反应。ceRNA 联合分析存在 lncGRN-miR-6615-5p-SMAD7 ce

竞争机制，通过 qRT-PCR 和 Western blot 验证在体内胸腺组织和体外脾脏淋巴细胞该通路的

存在。转录组学基因热图显示氨气暴露后氧化应激、细胞因子和凋亡基因的发生差异表达。

本研究用 EB-Seq 算法对 counts 进行差异筛选的结果，为全部的差异 mRNA。胸腺组织一共

鉴定出 16490 个差异表达基因。然后对全部的差异 mRNA 进行筛选，筛选标准为 log2FC>0.585

或<-0.585 且 FDR<0.05，符合表达量升高 1.5 倍或者下降 1.5 倍，且 FDR（false discovery rate），

错误发现率<0.05 的标准为全部显著性差异 mRNA。鸡氨气暴露 42 d 后，共有 100 个显著性

差异 mRNA，其中 56 个基因表达上调，44 个基因表达下调。mRNA GO Term 分析显示生物

学过程涉及内源性肽抗原经 MHC Ib 类经 ER 途径的抗原加工和表达、免疫应答、趋化因子

激活等。对显著差异 mRNA 基因进行 GO Term 富集分析，氨基酸转运、内源性肽抗原经 MHC 

I 类抗原的制备与表达、肽转运、免疫应答和 tRNA 修复等为富集量较高的项。鸡氨气暴露后

调控免疫反应的基因发生差异表达，机体积极参与免疫应答的过程。但同时我们也观察到，
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胸腺在高浓度的氨气刺激后血管内皮细胞增生，发生炎性浸润，细胞凋亡数量增多，氨气暴

露造成胸腺细胞的损伤。 

环状 RNA（circRNA）大量存在于真核转录组中，是一类具有闭合环状结构的、与传统

的线性 RNA 不同的一类新型 RNA。多数的环状 RNA 在不同的物种中具有一定的保守性，

大多数是由外显子序列构成，同时在组织及不同发育阶段中存在的表达特异性。迄今为止，

大多数 circRNA 的功能还没有被很好地认识。目前研究认为 circRNA 也是通过应答元件调控

编码基因参与机体生理和病理过程。Lai 等[98]研究发现在胃癌细胞增殖和侵袭过程中，circ-

0047905、circ-0138960 和 circ-7690-15 三者敲除时，宿主基因的功能也被抑制。Wang 等[99]研

究发现 circHRCR 通过海绵吸附作用 miR-223 调控 ACR 的表达，过表达 circHRCR 时，ACR

的表达增加，有效抑制心肌肥大。本研究在鸡氨气暴露 42 d 时，显著性差异 circRNA 的宿主

基因进行 GO 注释发现，circRNA 的宿主基因的生物过程功能区主要富集在 GTP 酶活性的阳

性调、蛋白质磷酸化、T 细胞受体信号通路、细胞因子产生的调节、组蛋白甲基化等过程。

分子功能的功能区主要富集在蛋白激酶 C 活性、蛋白丝氨酸/苏氨酸激酶活性、组蛋白赖氨酸

N-甲基转移酶活性、蛋白激酶活性及转移酶活性等功能上。细胞组分主要富集在细胞核、细

胞质、中心体、皮质微管细胞骨架和高尔基体等成分。说明鸡氨气暴露后 circRNA 广泛参与

了机体应答的反应当中。 

microRNA（miRNA）最早是由 Lee 等[100]在秀丽线虫中发现的一种生物体内源性的单链

非编码小 RNA，其长度约为 19～22 个核苷酸，在进化过程中高度保守，miRNA 参与了多种

生物学过程，它可通过翻译、转录和转录后水平来调控 mRNA。miRNA 在生物学进程中发挥

着至关重要作用，miRNA 以碱基互补配对的方式与靶基因 mRNA 的 3’端非编码区相结合，

从而抑制靶基因 mRNA 的翻译或引起靶基因的降解，以此从转录后水平对靶基因 mRNA 的

表达进行调控，miRNA 参与了包括细胞增殖、凋亡、分化及发育等绝大多数的生物学过程。

但是绝大部分 miRNA 的功能仍然是未知的。通过 EB-Seq 算法对 counts 进行差异筛选的结

果，是全部的差异 miRNA。胸腺组织一共鉴定出 941 个差异表达基因，然后对全部的差异

miRNA 进行筛选，筛选标准为 log2FC>0.585 或<-0.585 且 FDR<0.05，符合标准的为全部显著

性差异 miRNA。鸡氨气暴露 42 d 后，共有 6 个显著性差异 mRNA，其中 3 个基因表达上调，

3 个基因表达下调。鸡氨气暴露 42 d 时，miRNA 的宿主基因的生物过程功能区主要富集在羧

酸运输、尿素跨膜转运、嘌呤核苷转运、含嘧啶的化合物跨膜转运及嘧啶核苷转运等过程。

说明鸡氨气暴露后 miRNA 广泛参与了机体应答的反应当中。 

长链非编码 RNA（lncRNA，long non-coding RNA）是近年新发现的一类转录物质，其在

包括细胞核和细胞质中基因的剪切、转录、翻译、转运、表观遗传及细胞周期等过程中发挥

着重要的调节作用，lncRNA 被认为是在基因表达的转录和转录后调节具有重要作用的功能

性 RNA。但其具体调控机制尚未完全被了解[101]。竞争性内源 RNA（competing endogenous 

RNAs，ceRNA）假说揭示了一种 RNA 间相互作用的新机制。我们知道 mRNA 被 miRNA 结

合后能够导致基因沉默，但是 miRNA 也能够被 ceRNA 通过竞争性结合起到基因表达的调节

作用。通过 miRNA 应答元件（microRNA response elements，MREs）与 miRNA 结合，ceRNA

可以影响 miRNA 导致的基因沉默，这种调节方式也表明了 RNA-miRNA 调节通路的存在，

这些关于 RNA 调节的发现具有重大的生物意义。本研究结果中，生物信息学显示 lncRNA 就
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作为竞争性内源 ceRNA，在鸡氨气暴露后 lncGRN（LOC101748909）和 SMAD7、CLSTN2 的

表达量下降，miR-6615-5p 的表达上升。在 lncRNA、miRNA 和 mRNA 三者联合分析的结果

中 lncRNA 和 mRNA 二者的趋势相同。qRT-PCR 和 Western blot 结果显示靶基因 SMAD7 呈

下降趋势，lncGRN 表达也下降，而 miR-6615-5p 的 mRNA 表达水平显著上升。表明鸡体内

可能存在 lncGRN-miR-6615-5p-SMAD7 ceRNA 网络调控。 

在对转录组中氧化应激、细胞因子和凋亡相关基因进行表达量热图分析中，分别有 34、

123 和 30 个基因的表达发生改变，说明经氨气刺激后胸腺发生了严重的应激反应。转录组学

结果显示氨气暴露后有大量氧化应激、细胞因子和凋亡基因的发生差异表达，这也为后续的

研究提供了指导作用。 

4.2 胸腺组织蛋白组学学分析 

蛋白质组指的是基因组所表达的全部蛋白质，蛋白质组学是指通过蛋白质组研究细胞、

组织或生物体特定状态下蛋白质组成及表达变化规律的科学。通常蛋白质组学的研究内容包

括对蛋白质种类、蛋白质丰度及其功能的鉴定，转录组的 mRNA 分子翻译形成蛋白质，蛋白

质是生物体行使生物功能的最终执行者 [102]。近年来有关蛋白组学的研究内容越来越丰富，对

蛋白质组学的研究能够使我们更全面、准确地了解整个生物学过程，同时也为转录组学的研

究提供了补充和验证。在本研究中，我们利用 TMT 技术对不同氨气暴露条件下蛋白质进行

质谱检测，并使用蛋白质数据库 UniProt Proteomes UP000002494 （Gallus gallus，11 月 2018）

检索蛋白。满足定量条件的蛋白数量为 3167 个，在进行蛋白质的肽段长度分布以及肽段序列

覆盖程度分析后发现，检测的肽段长度主要集中在包含 7 到 13 个氨基酸之间。然后我们将

全部蛋白与 GO 和 KEGG 数据库进行比对，进而整体分析全部的蛋白质生物功能。GO 分类

研究中生物学过程主要涉代谢过程、生物调节、对刺激的反应、转移酶活性、核苷酸结合等；

在 KEGG pathway 研究中有部分蛋白质富集显著性富集能确定差异蛋白参与的最主要生化代

谢途径和信号转导途径，通路包括糖胺聚糖降解、氮代谢、赖氨酸降解、糖肽类生物合成-神

经节系列等。 

氨气暴露实验组与对照组比较发现共有 66 个差异蛋白，这其中包括 28 个上调蛋白和 38

个下调蛋白。这些差异蛋白功能主要涉及细胞发育能力，组织损伤修复、炎症反应，免疫应

答和凋亡等过程。其中，Q5F3P4、E1BXY6、E1C765、Q5ZMR6、A0A1D6UPR4、Q5ZJV3、

F1P5D8、P08285 的蛋白定量分析结果显示表达量上升；Q5ZMR6、A0A1L1RUM8 的的蛋白

定量分析结果显示表达量下降。通过 qRT-PCR 检测 Q5F3P4、E1BXY6 和 E1C765 蛋白的

mRNA 的表达水平发现处理组高于对照组，差异显著（P<0.05），Q5ZMR6 蛋白的 mRNA 表

达水平处理组低于对照组，差异显著（P<0.05）。 

Q5F3P4，磷脂酰肌醇 4，5-二磷酸 3-激酶催化亚单位（Phosphatidylinositol 4，5-bisphosphate 

3-kinase catalytic subunit），其基因名 RCJMB04_11a21（或 PIK3CD），为磷脂酰肌醇 3-激酶

（phosphoinositide 3-kinases，PI3Ks）蛋白家族的一个催化亚单位，参与细胞增殖、凋亡和葡

萄糖转运等多种细胞活动[103]。本研究中，氨气暴露后，Q5F3P4 蛋白表达显著上升。Fan 等

[104]研究发现二烯酮通过 PI3K/Akt 途径诱导肺癌细胞发生细胞凋亡。查璐琴等[105]研究发现二

甲双胍可通过抑制 PI3K/Akt 信号通路抑制胃癌干细胞增殖并诱导其凋亡。其参与磷脂酰肌醇
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3-激酶信号转导的生物过程。磷脂酰肌醇是细胞膜磷脂的主要成分之一，在多种细胞途径中

承担重要调节作用。通过酶类参与自身代谢，比如作为脂质第二信使的前体；磷脂酰肌醇-4，

5-二磷酸本身也作为信号分子，其直接招募或结合多种蛋白质和酶，参与各种信号转导并调

节细胞功能。参与磷脂酰肌醇 3 激酶信号转导生物过程。PI3K-Akt 信号通路能够作用 BCL-2

家族成员 BAD 的激酶，影响 BAD 在细胞凋亡过程中。通过调控下游基因 AKT 抑制 BIM 和

BCL-2，促进细胞凋亡的发生，或通过抑制 Caspase-9，在细胞生存中就有重要意义[106, 107]。 

E1BXY6，高尔基体 A3（Golgin A3），基因名 GOLGA3，参与的生物过程为精子发生

（spermatogenesis）。GOLGA3 是一种高尔基复合物相关蛋白，涉及蛋白质运输，细胞凋亡，

高尔基定位和精子发生[108]。在细胞培养时，与对照比较 GOLGA3 的缺失导致凋亡率上升，

表明 GOLGA3 通过 Caspase 的信号机制调控凋亡途径。在脑部，GOLGA3 可能参与泛素化依

赖蛋白质降解途径[109]，以及在缺血诱导的细胞凋亡中起保护作用 [110]。在细胞核中没有发现

全长的 GOLGA3，但在细胞碎片中发现了 GOLGA3 的聚集，提示 GOLGA3 在凋亡信号中起

作用[111]。 

E1C765，核受体结合集域蛋白 2，基因名为 NSD2（或 WHSC1），参与的生物过程包括

转录调控，DNA 模板化（regulation of transcription，DNA-templated）。目前对于 NSD2 的研

究多集中在肿瘤方面。研究发现 NSD2 与大多数肿瘤细胞的转移及其预后相关，它能够引起

细胞的转化，进而引起细胞癌变。表达增多的 NSD2 能够诱导细胞黏附、克隆生长和引发骨

髓瘤的产生[112]。同时还有研究发现 NSD2 作为激活剂能够直接与 NF-κB 作用并且激活包括

IL-6、IL-8、血管内皮生长因子 A（VEGFA）等在内的相关靶基因。NF-κB 可以激活肿瘤细

胞中大量与增殖相关基因的转录，这些基因包括如血管内皮生长因子（VEGFs）、抗凋亡基因

BCL-2 和 Birc5 蛋白、细胞周期蛋白 D1 和 c-Myc 以及促炎细胞因子（IL-6、IL8 和 TNF-α）

等[113]。 

Q5ZMR6，组织蛋白酶 S，其基因名为 RCJMB04_1f23，（或 CTSS）。CTSS 与细胞发育

能力、损伤和凋亡过程相关。有研究表明，在牛卵母细胞内，卵母细胞的发育能力与 CTSS 

mRNA 表达量呈负相关[114]。当 CTSS 的活性下降时，胰脏中的血管生成和细胞增殖水平降

低，并且胶原蛋白和血管生成素 γ2 前体的分泌量也会受到影响[115]。CTSS 抑制剂和 EGFR 酪

氨酸激酶抑制剂的结合可协同促进肿瘤细胞发生凋亡 [116]。刘梦鹤[117]的研究发现在绵羊卵母

细胞内卵母细胞的质量与 Caspase-3 和 CTSS 的活性、基因及蛋白表达量呈负相关。表明 CTSS

表达可能通过某种途径影响 Caspase-3 的表达。 

A0A1D6UPR4，为乙酰辅酶 A 合成酶（Acetoacetyl-CoA synthetase），基因名为 AACS，

参与的生物过程为脂质代谢过程（lipid metabolic process）。乙酰辅酶 A 合成酶在原核生物和

真核生物中均有存在，是他们代谢的核心酶，广泛发现于各类细胞器及组织中。乙酰辅酶 A

（acetyl-CoA）是生物细胞内的重要因子，它直接参与了诸如糖酵解途径、脂肪酸代谢、氨基

酸代谢和糖异生作用等重要代谢过程。在动物、酵母及脂质代谢中的各步反应，乙酰辅酶 A

合成酶也起到了使蛋白质发生酰基化反应的作用 [118]。乙酰辅酶 A 既是能源代谢的中间产物

也是某些物质合成的前体，在体内代谢循环的所有能源物质代谢中，乙酰辅酶 A 是枢纽性物

质之一[119]。 
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Q5F3W5，组蛋白赖氨酸 N-甲基转移酶，基因名为 SUV39H2，参与的生物过程包括细胞

周期源（cell cycle Source）、细胞分化源（cell differentiation Source）、细胞对缺氧源的反应

（cellular response to hypoxia Source）、染色质组装或拆卸源（chromatin assembly or disassembly 

Source）、染色质重塑源（chromatin remodeling Source）和 RNA 聚合酶Ⅱ对转录的负调控

（negative regulation of transcription by RNA polymerase II）。组蛋白赖氨酸 N-甲基转移酶既能

够通过单甲基化组蛋白 H4K20，也可以通过甲基化 Numb、p53 和 Wnt 等来调节 DNA 的复

制、染色质固缩和细胞周期等细胞活动，参与肿瘤的发生发展[120]。 

Q5ZJV3，DnaJ 热休克蛋白家族（hsp40）成员 A1（DnaJ heat shock protein family member 

A1），基因名为 DNAJA1，参与的生物过程包括雄激素受体信号通路（androgen receptor 

signaling pathway）、蛋白质折叠（protein folding）和对热的反应（response to heat）。DnaJ 的

生物学作用非常广泛，不仅在蛋白的体内运输、降解，蛋白质的折叠与组装过程中起着重要

作用，同时还参与了自身免疫反应，还可以根据其在机体内表达水平来促进或者抑制肿瘤的

生长等[121]。 

F1P5D8，Unc-13 同系物 D，基因名为 UNC13D，参与的生物过程包括病毒防御反应

（defense response to virus）、生发中心形成（germinal center formation）、肉芽肿形成（granuloma 

formation）、吞噬作用（phagocytosis）、自然杀伤细胞脱粒（natural killer cell degranulation）、

调节分泌途径的阳性调节（positive regulation of regulated secretory pathway）、基质粘附依赖

性细胞扩散的正调控（positive regulation of substrate adhesion-dependent cell spreading）和肥

大细胞脱粒的调控（regulation of mast cell degranulation）。UNC13D 基因与细胞死亡途径中的

蛋白及穿孔素颗粒酶的表达关系密切。自然杀伤细胞（NK 细胞）和细胞毒性 T 淋巴细胞能

够形成包含有穿孔素和颗粒酶的攻击性囊泡，其中穿孔素能够通过打穿靶细胞膜从而让颗粒

酶进入到靶细胞中，最终诱导一系列作用而使靶细胞死亡 [122]。其中 UNC13D 蛋白在囊泡的

形成、活化、极化、停靠及引发与细胞膜融合等过程中发挥着重要作用 [123]。 

P08285，组蛋白 H1.03（Histone H1.03），参与的生物过程包括染色体凝聚（chromosome 

condensation）、染色质沉默的负调节（negative regulation of chromatin silencing）、核小体组装

（nucleosome assembly）、DNA 重组的负调控（negative regulation of DNA recombination）、核

小体定位（nucleosome positioning）和转录调控，DNA 模板化（regulation of transcription， 

DNA-templated）。组蛋白是富含精氨酸和赖氨酸等碱性氨基酸的高度保守的碱性蛋白质，与

一定化学计量的 DNA 相结合能够组成核小体，这在真核生物中的基因组装配过程中形成的

紧密结构是必需的。组蛋白和小鼠的发育有关，影响核小体之间的间隔。组蛋白有助于维持

或确定特殊的甲基化模式，从而参与基因表达的表观遗传调节 [124]。组蛋白有抑制体外转录的

功能，能够促进异染色质的形成[125]。在脊椎动物中，组蛋白可以中和电荷作用，促进染色质

的凝集[126]。 

A0A1L1RUM8，组织蛋白酶 G，人类上称为糜蛋白酶，基因名为 CMA1（或 CTSG），参

与的分子功能为丝氨酸型内肽酶活性（serine-type endopeptidase activity）。糜蛋白酶能够调控

基质蛋白基因的表达、加速泡沫细胞的形成、促进血管内皮细胞的凋亡，其原因可能是通过

降解细胞外基质蛋白，最终导致生长因子、潜在细胞因子、化学趋化因子及前酶原的激活[127]。
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糜蛋白酶能够促进斑块内形成新生的血管，以及增加新生血管的渗透性，这些都使斑块内出

血的风险增加[128]。 

差异表达蛋白的生物信息学分析结果显示，多个生理及病理过程与这些差异表达蛋白有

关。蛋白组学结果分析显示差异蛋白的功能与炎症、免疫应答和凋亡过程密切相关。氨气暴

露后，鸡胸腺组织发生炎症损伤、凋亡过程和免疫应答，因此我们认为这些蛋白的改变与氨

气暴露的发生有直接的关系，但是其中具体的发生过程及其相应机制还有待进一步的研究验

证。在转录组和蛋白质组学及凋亡相关基因的鉴定中发现，蛋白质水平上参与的富集的蛋白

功能分类较为一致。差异蛋白 Q5F3P4、E1BXY6、E1C765、Q5ZMR6 的表达与凋亡相关基因

BCL-2、Caspase-9 和 Caspase-3 密切相关，差异蛋白的基因在调控线粒体途径凋亡中扮演重

要的角色。转录组数据和蛋白质数据的互补和整合，能够较全面地阐释鸡氨气暴露后胸腺中

基因表达及其调控机制。 

4.3 ceRNA 调控网络分析 

根据转录组学结果显示，mRNA、lncRNA 和 miRNA 之间存在 ceRNA 调控网络。在进一

步的双荧光素酶报告基因系统，证实 lncGRN 与 miR-6615-5p、miR-6615-5p 与 SMAD7 之间

存在靶向结合。其中 SMAD7 在胸腺细胞凋亡的作用是不可忽视的。这一结果也为 miRNA 控

制胸腺细胞进程的研究提供了新的线索。在 miR-6615-5p miminc 组中，SMAD7 mRNA 和蛋

白水平表达发生下降；同时，在 miR-6615-5p inhibit 组中，SMAD7 mRNA 和蛋白水平表达增

加。这进一步表明 miR-6615-5p 与 SMAD7 之间存在调控关系。 

在哺乳动物中，75%的基因组是可转录的，其中绝大多数的转录本是 ncRNA 非编码 RNA，

只有 2%的 RNA 参与编码蛋白质[129]。近年的研究结果发现，ncRNA 具有许多重要的生物学

功能，lncRNA 是特指其中长链的 ncRNA，尽管在基因表达过程中 lncRNA 不能够编码蛋白

质，但也作为调节因子起着关键的调节作用，它们在转录调控、表观调控以及转录后调控等

多个层面调控基因表达。许多研究表明 lncRNA 具有包括参与调节染色质的重塑、调控 mRNA

降解、X 染色体失活、参与细胞核亚结构的形成等多种重要功能 [130]。周瑞等 [131]研究发现

lncRNA 通过靶向关键因子参与调控骨骼肌发育，包括肌纤维肥大和纤维类型转换，成肌细胞

和骨骼肌干细胞增殖、分化等过程。淋巴细胞的发育和分化具有较高的特异性及阶段性。其

发育和分化过程中有着严密的调控网络，除了受细胞因子及关键转录因子的调控外，还受到

microRNA、lncRNA 等非编码 RNA 的调控。lncRNA FAS-AS1 能调控 B 细胞淋巴瘤 FAS 受

体的信号通路。当 FAS 受体与配体 FAS-L 结合后能介导细胞的凋亡，而可溶型受体 sFAS 和

FAS-L 结合后能抑制细胞的凋亡[132]。双荧光素酶报告基因系统结果显示，证实了 lncGRN 与

miR-6615-5p 之间的靶向关系，从而抑制 miR-6615-5p 对靶基因 SMAD7 的负调控作用。 
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4.4 氨气暴露诱导胸腺组织细胞凋亡机理的研究 

4.4.1 氨气暴露对胸腺细胞氧化应激影响的作用 

动物机体正常生理代谢是通过氧化系统和抗氧化系统的相互作用来维持的。在机体生理

代谢正常时，氧化系统和抗氧化系统是处于一种动态平衡的状态的，但如果是在发生病理状

况时或者受到外界刺激时，这两种系统的平衡就会被打破，从而就会引起机体的氧化应激[133]。

在动物的饲养管理过程中很多因素会引起动物机体的氧化应激，这包括有害气体、温度等环

境因素，还有微量元素的缺乏、饲料变质及饲料配比失衡等饲料质量因素等等原因[134]。体内

产生过多氧自由基与机体发生氧化应激关系密不可分。在动物受到各种应激因素刺激时，动

物机体内多种代谢过程都会发生变化甚至紊乱，这时氧自由基会经由机体内的各种代谢途径

产生，而导致氧自由基总量增加，但是机体内抗氧化系统清除自由基的清除能力有限，增加

的氧自由基超出机体的清除能力就导致过多的氧自由基积累在细胞内，这些氧自由基会对核

酸、脂肪、蛋白质等生物大分子以及膜细胞造成损伤，进而影响细胞的增殖和分化以及代谢

受阻，这一系列过程最终会引发动物机体的代谢紊乱、组织损伤受损以及导致疾病的发生。  

ROS 是一类氧代谢产物，包括过氧亚硝酸阴离子（ONOO
－
）、过氧化氢（H2O2）、超氧阴

离子自由基（O2·）̅和羟自由基（·OH）等[135]，其化学性质高度活泼，其在许多医学领域是重

要的一个研究靶点，并且发挥着关键作用，其中包括创伤愈合、辐射损伤及应激等。机体内

产生的 ROS 主要来自于细胞代谢，在细胞的能量代谢过程中线粒体是其主要场所，也是胞内

ROS 的主要来源。目前最常用、最灵敏的细胞内活性氧检测探针是全细胞探针 DCFH-DA。

比如 DCFH-DA 探针检测发现在人早孕细胞滋养细胞在缺氧时 ROS 水平升高，这就表示细胞

发生了氧化应激[136]。同样检测发现 ROS 的水平在高糖诱导的视网膜血管内皮细胞中升高，

使细胞发生了氧化应激 [137]。我们将氯化铵作用于原代培养的胸腺淋巴细胞和脾脏淋巴细胞

中，发现与对照组相比，浓度为 1 mmol/L 的氯化铵处理组中 ROS 荧光数量对比值显著升高

（P<0.05）；与对照组相比浓度为 5 mmol/L 的氯化铵处理组中 ROS 荧光数量对比值显著升高

（P<0.05）。这些表明消除过氧化物和活性氧是抗氧化防御系统防止氧化应激的途径。  

通常认为，在抗氧化损伤中细胞防御的一道防线就是抗氧化酶（比如 GPx 等），抗氧化

酶能够在氧化应激中保护细胞免受氧化应激损伤。机体细胞中含有多种氧化酶类（GPx、GST），

这些酶能够降低 ROS 的含量，共同组成了机体的抗氧化防御系统。Mona 等[138]研究发现罗非

鱼长期暴露于氨氮环境中，肝脏和肌肉抗氧化酶 GPx 和 GST 的活性显著升高，是机体抗氧

化系统抵御机体氧化应激的反应。抗环境刺激会引发机体氧化酶和抗氧化酶失衡，在一定条

件下，抗氧化酶不足以抵抗氧化酶的作用，机体发生氧化应激，抗氧化酶活性下降。比如在

高脂肪饮食诱发大鼠脑海马区发生的氧化应激研究中发现，GPx 酶的活性下降[139]。赭曲霉毒

素 A 会引发肉鸡发生氧化应激而导致 GPx 活性下降[140]。氟他胺染毒孕鼠对子代雌鼠子宫、

卵巢发育及氧化应激的影响研究发现 GPx 基因表达水平显著下降[141]。镉暴露可以诱发蚯蚓

体内氧化应激，能够检测到 GST 和 GPx 的活力表达降低，在长期的试验研究中发现，GPx 是

蚯蚓体内氧化应激的主要指标之一[142]。在动物机体中防御氧化损伤过程中 GPx 属于敏感的

分子指示剂，是其中的关键酶。GST 是一种超家族蛋白酶，具有抗氧化功能，广泛存在于各
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种生物体的各组织细胞内，GST 主要参与氧化应激、解毒等生物学进程。在本试验中，鸡氨

气暴露后胸腺组织中 GPx 的 mRNA 和蛋白水平表达降低，GST 基因的表达水平也显著降低

（P<0.05）；氯化铵作为氨气的体外实验替代物在原代培养脾脏淋巴细胞中，浓度为 1 mmol/L

氯化铵处理组，GPx 的 mRNA 和蛋白水平表达降低，GST 基因的表达水平也降低（P<0.05）。

在氨气暴露时，GPx 和 GST 可以作为评定氧化损伤的指标。反映出由于氨气暴露导致的抗氧

化能力的下降。在本研究中，NH3 引起的 GPx 和 GST 显著降低，表明 NH3 破坏了鸡的抗氧

化防御系统。 

4.4.2 氨气暴露对鸡胸腺细胞炎性细胞因子的影响 

氧化应激可以引发包括炎症反应[143]在内的各种不良反应。炎症是活体组织对外界因子

造成损伤所发生的防御反应，是机体自身免疫系统清除有害刺激，促进组织修复的一种复杂

的保护措施。白细胞介素是由多种细胞产生的一类细胞因子，并能够作用于多种细胞。在多

种生理过程中均发挥重要作用，其中包括免疫细胞的成熟、活化、增殖和免疫调节等，同时

在机体的多种生理及病理反应中白介素也参与其中。IL-1β 是一种原发的、生物学活性广泛的

细胞因子，也是炎症过程和免疫反应中的初级细胞因子之一，IL-1β 在炎症反应网络中占有重

要地位。在细胞凋亡时，IL-1β 被大量产生并释放。IL-2 主要来自于 CD8 + T 细胞和活化的

CD4 + T 细胞，属于细胞因子的一种，具有免疫调节的功能，对 IL-1β 受体的生成起到了促

进作用，能够激活多种免疫细胞。IL-4 的生物作用包括刺激 CD4+T 细胞分化成 II 型辅助 T

细胞以及刺激活化 B 细胞和 T 细胞的增殖。在适应性免疫和调节体液免疫中，IL-4 也起着关

键作用。炎症发生时通过释放促炎性细胞因子（包括 TNF-α、IL-1β 和 IL-6）来保护宿主免受

伤害，从而在宿主防御中起着至关重要的作用 [144]。H2S 可导致肉鸡空肠中的氧化应激和炎症

反应[145]。与上述研究一致，我们的研究表明，暴露于 NH3 环境中的鸡胸腺中炎症相关基因

（IL-1β、IL-6、IL-8 和 iNOS）的 mRNA 表达增加。这些数据表明，NH3 可以通过氧化应激

刺激稳态失衡从而诱导鸡胸腺的炎症反应。在鸡体内研究中，硒缺乏能通过上调 IL-1γ、IL-6

和 IL-7 的表达，导致氧化应激诱导的免疫功能障碍 [146]。镉暴露通过调节鲤鱼头肾中 IL-1β、

IL-6 和 IL-8 的表达导致氧化应激和免疫抑制[147]。氧化应激通过上调鱼类中 iNOS、IL-1β 和

IL-6 的 mRNA 表达在肝毒性中起着重要作用[148]。我们的研究结果表明，氧化/抗氧化失衡和

炎症导致了细胞损伤。 

白细胞介素与细胞凋亡之间存在关系。细胞的死亡方式会决定机体释放 IL-1 的种类。细

胞坏死以后会释放出 IL-1α，其中包括有加工或未加工的，但与此不同的是，释放出的 IL-1β

却只是未经加工的前体形式。相反，细胞凋亡时释放成熟的 IL-1β。IL-1β 可诱导大鼠骨关节

炎软骨细胞发生凋亡和免疫反应。也有研究报道，TNF-α 与 IL-2 在体外对涎腺多形性腺瘤细

胞凋亡具有诱导作用[149]。IL-6 可以通过减少有 4-羟基过氧化环磷酰胺诱导的 BCL-2 表达下

降，从而对 4-HC 的细胞凋亡诱导作用有一定的抑制作用。IL-6 可通过调节 BCL-2 表达而实

现其对地塞米松诱导的骨髓瘤细胞凋亡产生抑制作用 [150]。IL-10 能抑制 HepG2 细胞发生凋亡

而促进其生长增殖[151]。说明白介素与凋亡之间存在相关的调控机制。 

HO-1 具有发挥抗炎、抗氧化、减少线粒体损伤、调节钙离子内流、调控细胞凋亡等作用，

能够抵抗氧化应激损伤。Konrad 等[152]对比野生型及条件性 HO-1 敲除（flox/flox）小鼠肺炎
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模型后，发现 HO-1 活化能够减缓细胞骨架肌动蛋白重构，减缓趋化因子 CXCL1 相关的多形

核白细胞向肺泡隔的迁移，减轻微血管内皮通透，从而发挥抗炎效应。环氧合酶-2（COX-2）

是一种可参与细胞增殖、分化的诱导酶，会在炎症、组织损伤等情况下的表达增强。包括 TNF-

α、IL-1、IL-6、NF-κB 等在内的多种促炎性细胞因子或转录因子的可以调节 COX-2 的表达情

况[153]。Philip 等[154]发现高脂饮食喂养的小鼠能通过 COX-2 激活 Kras 基因，导致胰腺炎症和

纤维化。核转录因子-κB（NF-κB）是一种拥有启动和调控细胞增殖分化、免疫应答及机体炎

症反应功能免疫反应蛋白。其表达情况受细胞因子、自由基和 TLR 调节通路等活化，能刺激

心肌细胞和巨噬细胞分泌产生大量的 TNF-α，TNF-α 是 TLR4/NF-kB 信号通路激活过程中产

生的促炎性因子，在炎症反应中最先表达，在缺血和再灌注期间，TNF-α 可通过鞘氨醇依赖

机制诱导心肌细胞凋亡[155]。本研究结果显示，氨气暴露胸腺组织中 HO-1 和 NF-κB 的 mRNA

和蛋白表达水平均呈现上升趋势，COX-2 的基因表达上升，这些结果都指示了氨气暴露诱导

了胸腺组织内的炎性反应。 

NF-κB 的活化不仅上调了许多编码炎症的细胞因子、介质等促炎基因的表达，同时也可

以激活 iNOS 等相关酶类，使炎症反应级联放大，激活炎症介质趋化及相关炎症细胞 [156]。也

有研究表明，胞因子、细菌、TNF-α、IFN-γ、脂多糖均可诱导 iNOS 活化。研究表明，NF-κB

上调了 HO-1 的表达，NF-κB 通路可能与 HO-1/CO 体系联合调节 iNOS 的表达，以此产生抗

炎作用[157]。多个通路之间的相互作用共同调节 iNOS 的转录，每个组分本身有多个调控者或

效应者，共同构成了 iNOS 转录的复杂调控网络。而过量的 NO 也受动物机体自身的代偿保

护机制及平衡调节保护，如 HO-1/CO 通路、PI3K-Akt 通路等对 NO 信号通路的负反馈作用。

NO 对 iNOS 的负反馈是一条重要的调控通路。有研究发现，NO 自主调节 iNOS 表达的方式

是通过 NF-κB 通路实现的，当 NO 浓度低时，NF-кB 活化，iNOS 表达的水平被上调；而 NO

为高浓度时，就会抑制 NF-кB 和 DNA 结合活性，进而 iNOS 的转录水平就会降低[158]。本实

验的结果也显示，氨暴露胸腺组织中 iNOS 的 mRNA 和蛋白水平呈上升趋势。而在淋巴细胞

中，氨暴露后 iNOS 的 mRNA 和蛋白水平呈下降趋势。这说明氨气可诱导 HO-1、NF-κB、

COX-2 和 iNOS mRNA 和蛋白的表达量，引起鸡胸腺炎症的发生。 

4.4.3 氨气暴露对鸡胸腺细胞凋亡线粒体通路的影响 

钙离子（Ca2+）作为一种重要的信号分子，对很多器官和组织细胞内的生理活动具有关

键的调控作用。在受到外来刺激和内环境变化刺激时，细胞内钙离子浓度会发生波动，从而

引起细胞内生理活动状态的改变。内质网和线粒体是细胞内主要的钙离子库，线粒体通过摄

取从内质网释放到胞浆的钙离子而引起其活性的变化，这对于线粒体能量代谢、形态维持、

氧化状态的调节具有重要意义[159]。细胞内 Ca2+浓度过度增加可以通过多种途径产生氧化应

激而致机体功能障碍，如线粒体内 Ca2+超载、Ca2+依赖性降解酶活化、诱发细胞凋亡等。在

内源性细胞凋亡途径中，高浓度的 Ca2+发挥着重要的作用[160]。有研究发现甲基汞染毒大鼠脑

神经细胞内游离的 Ca2+水平显著升高，并且细胞凋亡率显著升高，提示细胞内 Ca2+超载可能

是诱导细胞凋亡的关键因素之一[161]。Wei 等[162]将激动素作用于小鼠海马神经元细胞后，发

现其能逆转谷氨酸诱导的神经氧化毒性作用，促进 HO-1 表达而挽救细胞死亡、减少 Ca2+内

流和 ROS 的累积。在本研究中，采用全细胞钙探针对线粒体内钙离子进行检测，发现淋巴细
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胞在氯化铵刺激时，线粒体内钙含量随着氯化铵浓度的增加而增加，与对照组相比较差异显

著。说明线粒体内钙离子的稳态对外界环境的刺激产生了反应。 

细胞的能量代谢中心是线粒体，ROS 的主要来源是线粒体呼吸链，细胞凋亡的早期的关

键因素之一就是线粒体膜电位的下降 [163]。随着线粒体损伤，线粒体产生 ROS 也增多。Wang

等[164]发现 H2O2 产生的 ROS 通过降低 SOD 等抗氧化物酶的活性，增加脂质过氧化作用而显

著增加线粒体内 Ca2+的产生和 Cytc 的释放，改变 BCL-2 蛋白水平并激活了 Caspase-9 和

Caspase-3，促进凋亡级联反应。线粒体膨胀引起的线粒体外膜破裂能够导致 Cytc 的释放。

Lee 等[165]在 2008 年就用电镜观察到这种由线粒体膨胀而导致的外膜破裂现象。Ca2+的信号

调节可能与线粒体的膨胀机制有关。内质网受到凋亡的因素刺激释放 Ca2+，从而引起线粒体

通透孔的形成和线粒体内 Ca2+超负荷，线粒体外膜由于线粒体发生膨胀而破裂，导致膜间隙

中的促凋亡蛋白流入细胞质中。赵松峰[166]研究发现氨诱导了肝细胞的凋亡，肝细胞的线粒体

发生氧化损伤和膜通道孔的开放，通过内源性的线粒体氧化损伤途径诱导了肝细胞的凋亡。

本研究也发现，在 1 mmol/L 氯化铵处理的淋巴细胞中，线粒体 Ca2+发生内流、线粒体膜电位

下降和 ROS 产生的增多，随着氯化铵浓度的增加，Ca2+内流、线粒体膜电位下降和 ROS 产

生的数量也增多。鸡高浓度氨气暴露后，在胸腺细胞的超微结构中我们观察到了大量线粒体

肿胀，破裂，线粒体嵴溶解消失。这表示线粒体结构被破坏，因为线粒体膜通透性改变，凋

亡相关蛋白释放到胞质中，介导细胞凋亡。 

BCL-2 家族成员在线粒体介导的细胞凋亡机制中具有重要的调控作用。线粒体受 BCL-2

家族蛋白的精确调控其线粒体通透性，形成的孔道可以使线粒体内容物流出，同时线粒体能

够在 BCL-2 的诱导下开放 MPTP 来促进凋亡相关蛋白释放。BCL-2 家族具有调控线粒体膜通

透性的功能，其中 BAX 和 BAK 蛋白能够在线粒体膜上形成通道促进 Cytc 的释放[167]。氨暴

露后，抗凋亡基因 BCL-2 的表达量下降，促凋亡的基因 BAK 和 BAX 表达上升。BCL-2 家族

是促进 Cytc 调控线粒体凋亡途径的核心因子。 

Caspase 家族基因表达产物是促进细胞凋亡的主要酶类，经过一系列酶激活级联反应导

致细胞凋亡[168]。在内源性凋亡途径中，Cytc 的释放是主要步骤，线粒体途径凋亡发生的关键

是线粒体释放 Cytc 和线粒体外膜通透性增加[169]。绝大多数线粒体膜通道转换孔在正常情况

下是处于关闭状态的，然而当线粒体钙超载、膜电位下降时，线粒体膜转换孔会大量开放，

然后导致线粒体膜电位下降，线粒体膜通透性增加，存在于线粒体内的 Cytc 可进入到胞质

中。凋亡蛋白酶激活因子能与释放到细胞质中的 Cytc 结合，形成 Cytc 凋亡蛋白酶激活因子

凋亡体，这种物质能够促进 Caspase-9 前体的自身活化[170]。Caspase-3 和 Caspase-9 在正常细

胞中以没有活性的酶原形式存在，Caspase-9 是 Caspase 凋亡反应的上游因子，Caspase-3 和

Caspase-9 是细胞凋亡发生的直接参与因子。活化的 Caspase-9 可以迅速激活 Caspase 级联反

应，最终激活位于凋亡反应下游的 Caspase-3，促进凋亡相关因子从线粒体内的释放，从而诱

导非 Caspase 依赖及 Caspase 依赖的细胞凋亡[171]。 

Cytc 从线粒体释放后，线粒体呼吸链、电子传递受阻，细胞能量供应减少，促进凋亡蛋

白酶激活因子 APAF1 构象变化并发生同源寡聚化。凋亡的内源通路会通过由电离辐射﹑化

疗药物和诱变剂导致的细胞内不可修复的基因组损伤而激活，即线粒体通路。本研究中，Cytc、

Caspase-9 和 Caspase-3 蛋白表达水平在氨暴露后均显著升高，表明氨通过诱导胸腺细胞线粒
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体钙超载，降低线粒体膜电位，开放线粒体膜通道转换孔，从而加速线粒体内凋亡因子的释

放，活化线粒体凋亡途径并最终引发细胞凋亡。 

 

 

 

图 4-1 线粒体凋亡通路机制图 

Fig. 4-1 Mechanisms of mitochondrial apoptotic pathway 

 

Caspase 级联反应对细胞凋亡的发生具有高度的调控作用，该级联反应的下游效应子是

Caspase-3，其可以降解细胞内的底物来诱导细胞凋亡的发生，现在的普遍认识是凋亡执行者

是 Caspase-3。当以酶原的形式合成 Caspase-3 以后，必须受到起始型 Caspase 成员激活才可

以发挥凋亡促进作用[172]。Caspase-9 和 Cytc 等形成的复合物是 Caspase-3 激活的诱导因素之

一，也是目前研究的与细胞凋亡有关的线粒体凋亡途径。本实验的结果也显示，氨暴露淋巴

细胞线粒体膜电位降低，Caspase-9、Caspase-3 和 Cytc 的 mRNA 和蛋白水平均升高，线粒体

中 Ca2+增多，线粒体膜电位降低，提示氨暴露可以通过线粒体途径诱导胸腺凋亡的发生，机

制通路见图 4-1。 

miRNA 是由单链 RNA 前体加工而来，靶基因的 mRNA 被降解或翻译受到抑制是通过

miRNA 与靶 mRNA 的 3’端非翻译区结合，进而负性调控下游靶基因的表达。黄玉民[173]研究
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表明 miR-15b 可能通过下调 BCL-2 的表达从而诱导 A549、DDP 细胞的凋亡。近年研究发现，

在人类白血病患者中，BCL-2 会由于血液 B 细胞中的 miR-15 簇表达缺失或下调而产生过表

达，同时 BCL-2 翻译也会由于 miR-15/16 而受到抑制，诱导白血病细胞的凋亡[174]。本研究

中转录组学结果显示 miR-15a 的表达量上升，同 qRT-PCR 的结果一致。在氨体内和体外暴露

时，处理组的 miR-15a 的 mRNA 表达升高，BCL-2 mRNA 表达下降与对照组比较差异显著。

使用 Targetscan（http://www.targetscan.org）预测 miR-15a 与 BCL-2 的结合位点，显示在 1889

到 1896 位点存在 8 个结合位点，为种子区经典结合模式，结合位点碱基高度保守，人、猩

猩、恒河猴、松鼠、小鼠、大鼠、兔、猪、牛、猫、狗、蝙蝠、大象、负鼠、金刚鹦鹉、蜥

蜴以及酵母高度一致，见图 4-2。miR-15a 与靶基因 BCL-2 的 3’端非翻译区结合，进而负性

调控 BCL-2 的表达，诱导细胞凋亡的发生。 

 

 

图 4-2 miR-15a 与 BCL-2 的预测结合位点 

Fig. 4-2 Predictive binding sites of microRNA-15a and BCL-2 

 

4.4.4 氨气暴露对胸腺细胞 SMAD7 诱导凋亡影响 

生物体及胚胎发育等多种细胞过程都有转化生长因子 β（Transforming growth factor beta，

TGF-β）信号通路的参与，TGF-β 参与了机体内包括细胞稳态、细胞生长、细胞凋亡、细胞分

化等生物学进程。TGF-β 家族主要包括三种功能相似的亚型（TGF-β1、β2 和 β3），通常情况

TGF-β 对来源于间充质的细胞具有刺激作用，但是能够抑制上皮或神经外胚层来源的细胞。

TGF-β 超家族的配体能够与一个 II 型受体相结合，然后募集并将一个 I 型受体磷酸化，该 I

型受体磷酸化受体调节 SMAD（receptor-regulated SMADs，R-SMADs），其结合为 coSMAD 

SMAD4。R-SMAD/coSMAD 复合物积聚在细胞核中，作为转录因子并参与靶基因表达的调

控。 
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SMAD7 是 TGF-β 受体抑制剂，能够抑制 TGF-β 受体的表达进而影响 TGF-β 通路。

SMAD7 能够通过与 TGF-βI 类受体牢固结合，阻止 SMAD2 和 SMAD3 发生磷酸化，进而终

止 TGF-β 的信号转导[175]。SMAD7 和 TGF-β 受体复合物结合后，在相关配体和酶的协同作

用下诱导其降解。徐国萍等[176]将 TGF-β 放入体外培养的大鼠肺泡Ⅱ型上皮细胞中后，结果

发现体外的肺泡Ⅱ型上皮细胞能够向间质细胞转变，并且证实 TGF-β 的这种诱导作用机制与

SMAD 信号转导途径相关。张庚等[177]发现在用大黄素处理博莱霉素导致的肺纤维化大鼠模

型中，TGF-β1 和 SMAD3 在中、低剂大黄素的大鼠中表达较少，而 SMAD7 表达明显增强，

表明中、低剂量的大黄素的组能减少肺纤维化程度，并且调控 TGF-β1 的 SMAD3/7 信号转导

蛋白表达与这种作用机制有关。 

TGF-β1 能够通过组织重建和凋亡维持细胞内部环境的稳定，TGF-β1 也是组织纤维化促

进因子。氨气暴露的组织形态学可观察到，处理组胸腺皮质和髓质分界不清，淋巴细胞减少、

排列疏松，髓质内大量血管内皮细胞增生、炎性细胞浸润，胸腺间质细胞发生纤维化。长时

间的氨气暴露导致了胸腺组织纤维化的发生。42 d 时检测发现处理组 TGF-β1 mRNA 的表达

与对照组相比呈降低趋势。鸡体内长期的高氨刺激，诱发胸腺组织发生炎症。而 SMAD7 的

mRNA 和蛋白表达水平呈现下降趋势，与对照组相比较差异显著。Higgins 等[178]认为在细胞

凋亡与组织纤维化的过程中存在着直接或间接的作用，细胞凋亡这种程序性死亡方式会直接

影响成纤维细胞，机体过度凋亡在肾管细胞造成间质纤维化。 

SMAD 蛋白表达能够通过 TGF-β 途径诱导系膜细胞凋亡 [179]。而最近的文章报道了

SMAD7 调控细胞凋亡，过表达的 SMAD7 蛋白对细胞凋亡的影响仍存在争议。SMAD7 可抑

制 TGF-β 诱导的 B 淋巴细胞、M1 细胞和 Hep3b 细胞的细胞凋亡[180, 181]。还发现 SMAD7 可

以促进人结肠癌细胞 FET 细胞增殖，通过阻碍 TGF 诱导的生长抑制来抑制凋亡[182]。Mazars

等[183]研究发现 SMAD7 通过抑制 NF-kB 或激活 JNK 信号通路而诱导正常细胞发生凋亡。还

有研究表明 TGF-β 和 SMAD7 通过激活在系膜细胞中的 Caspase-3 诱导凋亡。SMAD7 的过表

达可有效诱导凋亡，而 SMAD7 的抑制剂可减轻 TGF-β 诱导的凋亡[184]。SMAD7 对细胞凋亡

的影响也取决于细胞类型。本研究中，氨气暴露后转录组学、qRT-PCR 和免疫印迹试验均显

示 SMAD7 的表达水平呈现下降趋势，与对照组相比较差异显著，在胸腺细胞中鸡氨气暴露

后 SMAD7 具有抗凋亡的作用。在淋巴细胞中，miR-6615-5p 的过表达能诱导细胞凋亡的发

生。miR-6615-5p 过表达时，靶基因 SMAD7 表达下降，线粒体途径凋亡相关基因 BAX、BAK、

Cytc、APAF1、Caspase-9 和 Caspase-3 基因 mRNA 表达上升，BCL-2 mRNA 表达下降。在淋

巴细胞中，miR-6615-5p 敲低时，靶基因 SMAD7 表达上升，线粒体途径凋亡相关基因 BAX、

BAK、Cytc、APAF1、Caspase-9 和 Caspase-3 基因 mRNA 表达下降，BCL-2 mRNA 表达上

升。我们推测氨气暴露时 SMAD7 可能是通过 Caspase-3 参与线粒体凋亡通路，具体的机制有

待于进一步研究。
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5. 结论  

（1）通过建立体内氨暴露模型，结合组织病理形态学、细胞超微结构学和 TUNEL 检测

发现氨气导致胸腺组织损伤，线粒体空泡化、染色质凝集，凋亡小体增多，氨气暴露诱导胸

腺发生细胞凋亡。 

（2）全转录组学分析结果显示 circRNA、lncRNA、miRNA 和 mRNA 参与了氨气暴露的

应激反应,基因热图显示氨气暴露后氧化应激、细胞因子和凋亡基因的发生差异表达。蛋白组

学结果分析显示氨气暴露后差异蛋白的功能与炎症、免疫应答和细胞凋亡过程密切相关，差

异蛋白参与线粒体途径的细胞凋亡的调控。 

（3）双荧光素酶报告基因检测系统证实 miR-6615-5p 与 SMAD7、lncGRN 与 miR-6615-

5p 之间存在靶向结合关系；体内和体外氨暴露也证实 lncGRN-miR-6615-5p-SMAD7 ceRNA

调控网络存在。 

（4）通过检测抗氧化酶和炎性细胞因子表达水平，证实了氨暴露导致氧化应激和炎症的

发。 

（5）氨气暴露通过 lncGRN/miR-6615-5p 调控 SMAD7 诱导鸡胸腺细胞凋亡。miR-6615-

5p 过表达能诱导细胞发生凋亡。淋巴细胞中线粒体膜电位、线粒体钙离子、ROS 活力、变化

和凋亡相关基因的 mRNA 和蛋白的变化也证实氨暴露导致细胞凋亡是通过线粒体途径发生

的。 
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附  录 

缩略语中英文注释 

英文缩写 英文全称 中文全称 

ROS reactive oxygen species 活性氧 

GPx Glutathione peroxidase 谷胱甘肽过氧化物酶 

GST glutathione S-transferase 谷胱甘肽 S 移换酶 

HO-1 heme oxygenase 血红素加氧酶 

COX-2 Cyclooxygenase 环氧化酶 

iNOS Inducible nitric oxide synthase 诱导型一氧化氮合酶 

NK-κB nuclear factor kappa-B 核因子 κB 

IL-1β Interleukin-1β 白细胞介素-1β 

IL-2 Interleukin-2 白细胞介素-2 

IL-4 Interleukin-4 白细胞介素-4 

IL-6 Interleukin-6 白细胞介素-6 

IL-8 Interleukin-8 白细胞介素-8 

IL-10 Interleukin-10 白细胞介素-10 

IL-12 Interleukin-12 白细胞介素-12 

miRNA microRNA 微小 RNA 

circRNA Circular RNA 环状 RNA 

BCL-2 B-cell lymphoma-2 B 淋巴细胞瘤-2 

Cytc Cytochrome C 细胞色素 C 

APAF1 apoptotic protease activating factor-1 凋亡酶激活因子 

lncRNA Long non-coding RNA 长链非编码 RNA 

CTSS Cathepsin S 组织蛋白酶 S 

TNF-α Tumor necrosis factor α 肿瘤坏死因子-α 

NSD2 Nuclear receptor binding domain protein 2 核受体结合集域蛋白 2 

TGF-β1 Transforming growth factor β1 转化生长因子 β1 

CCK-8 Cell Counting Kit-8 细胞计数试剂盒 
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攻读博士学位期间发表的学术论文 

[1] Dechun Chen, Zhiying Miao, Muqiao Peng et al. The co-expression of circRNA and mRNA in 

the thymuses of chickens exposed to ammonia [J]. Ecotoxicology and Environmental Safety, 

2019,176: 146–152. 
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