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　　摘要：采用福美双诱导建立肉鸡胫骨软骨发育不良（ｔｉｂｉａｌｄｙｓｃｈｏｎｄｒｏｐｌａｓｉａ，ＴＤ）模型，研究甲状旁腺素相关肽－印
第安刺猬蛋白（ＰＴＨｒＰ－Ｉｈｈ）信号轴在肉鸡发生胫骨软骨发育不良中的调控机制。１００羽１日龄健康 Ｒｏｓｓ３０８肉鸡经
１周预饲后，随机分为２组，对照组饲以基础日粮，试验组在饲喂８、９ｄ时饲以基础日粮并添加１００ｍｇ／ｋｇ福美双，之
后继续饲以基础日粮；于１５日龄时采集组织样本，进行检测。结果显示，与对照组比较，试验组体质量极显著降低，但
ＴＤ发生率极显著升高；胫骨与肱骨的骨长度、骨密度，胫骨与股骨的骨强度均显著或极显著降低，而肱骨的骨指数显
著增强；ＴＤ肉鸡胫骨生长板软骨组织 Ｉｈｈ、ＰＴＨｒＰ的 ｍＲＮＡ表达极显著下降，ＣｏｌⅩｍＲＮＡ表达极显著上升。试验表
明，ＰＴＨｒＰ－Ｉｈｈ信号轴调控紊乱，会影响生长板软骨细胞的分化和ＣｏｌＸ表达，导致肉鸡形成胫骨软骨发育不良。
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　　现代肉鸡品种的选育过程中，注重肉鸡快速增质量的选
育方式对肉鸡的生理机能产生了显著的影响，同时导致腿病，

尤其是胫骨软骨发育不良（ｔｉｂｉａｌｄｙｓｃｈｏｎｄｒｏｐｌａｓｉａ，ＴＤ）的发
病率显著增加，不仅影响动物福利，同时也带来了较大的经济

损失［１］。胫骨软骨发育不良是现代肉鸡养殖业最常见、危害

最严重的骨骼疾病之一，该病以在胫骨近端生长板下形成无

血管、未钙化、不透明的软骨栓为主要特征。ＴＤ的发病机理
十分复杂，近年来研究表明，软骨细胞的增殖、分化、凋亡失控

进而导致软骨内成骨异常可能是 ＴＤ发生的重要原因之一，
然而相关机理至今尚未清楚［２］。甲状旁腺素相关肽（ｐａｒａｔｈｙ
ｒｏｉｄｈｏｒｍｏｎｅ－ｒｅｌａｔｅｄｐｅｐｔｉｄｅ，ＰＴＨｒＰ）－印第安刺猬蛋白
（Ｉｎｄｉａｎｈｅｄｇｅｈｏｇ，Ｉｈｈ）信号轴是软骨内成骨过程中调节软骨
和成骨细胞增殖、分化、肥大、矿化的重要调控轴，其在肉鸡

ＴＤ发生中的作用尚未见报道。本试验通过饲料中添加福美
双的方法，诱导建立肉鸡 ＴＤ模型，研究肉鸡胫骨形生长板
ＰＴＨｒｐ－Ｉｈｈ信号轴和相关因子的变化及其相互作用关系，为
探明肉鸡ＴＤ发生的机理提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验仪器
Ｘ射线机（北京万东医疗装备股份有限公司）；ＢＳ－３００

生化分析仪（迈瑞公司）；ＬＲ１０ＫＰＬＵＳ骨强度测定仪（Ｌｌｏｙｄ

ＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓＬｔｄ．，英国）；ＲＭ２２３５软组织切片机（Ｌｅｉｃａ，德
国）；Ｈ５５０５光学显微镜（Ｎｉｋｏｎ，日本）；自动生化分析仪（Ｓｅ
ｌｅｃｔａｒＥ，荷兰）；ＭＩＣＲＯＴＥＫ５６００透射式扫描仪（上海中晶科
技有限公司）。

１．２　试验材料
福美双，购于南京寿德试验器材有限公司；血浆钙、磷、碱

性磷酸酶生化检测试剂盒，购于迈瑞公司；ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ
（Ｍ－ＭＬＶＶｅｒｓｉｏｎ）、ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ试剂盒、蛋白分子
量标准，购于宝生物工程（大连）有限公司。

１．３　试验动物
１００羽１日龄Ｒｏｓｅ３０８肉鸡购自南京长芦孵化场，随机分

为试验组、对照组，每组５个重复，每个重复１０羽鸡。严格控
制鸡舍的温湿度，最初２ｄ温度维持在３５℃，之后在１周内
逐渐降到２１℃，并一直维持该温度直到试验结束。空气湿度
维持在４５％左右。每天光照２３ｈ，暗处理１ｈ。饲喂滁州正
大生产的商品雏鸡料（代谢能１３．３９ＭＪ／ｋｇ，粗蛋白２３０％）。
试验期间自由采食和饮水，对照组饲喂基础日粮；试验组饲喂

基础日粮７ｄ后，饲喂基础日粮中添加 １００ｍｇ／ｋｇ福美双的
日粮，饲喂２ｄ后停止饲喂，继续饲以基础日粮直至试验结
束。试验为期１５ｄ。
１．４　试验方法
１．４．１　样品的采集　在１５日龄时，每组随机挑选３０羽鸡，
对每羽鸡进行编号、称质量、心脏采血后处死。血液于３７℃
静置３０ｍｉｎ，然后于２５００ｇ离心收集血清，检测血浆中钙、
磷、碱性磷酸酶的水平；将每羽鸡左侧的肱骨、股骨、胫骨取下

分别装入各自的自封袋中，－２０℃保存备用，用于骨长、骨指
数、骨密度、骨强度测定；每个处理随机选取５羽鸡，剥取右侧
胫骨，分离生长板，液氮速冻后，－２０℃保存备用。
１．４．２　肉鸡ＴＤ发病率的测定　取右胫骨，纵切，参照ＴＤ评
分标准［３］判定ＴＤ发病程度。以每组３个重复发病率的平均
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值为每组的发病率，并统计其差异。

１．４．３　骨生长发育指标的测定
１．４．３．１　骨指数和骨长度的检测　检测前，将每根骨头解冻
过夜，刮除骨头上所有的软组织。对每根骨头称质量并用游

标卡尺测其长度。骨指数的计算公式是：

骨指数＝骨质量（ｇ）／体质量（ｋｇ）［４］。
１．４．３．２　骨放射密度的检测　将肱骨、股骨、胫骨样本与１６
级铝阶（英国Ｒｏｓｌｉｎ研究所馈赠）置于同一暗盒上，拍片（富
士医用Ｘ线胶片，２５．４ｃｍ×３０．５ｃｍ）。肱骨、股骨、胫骨采用
前后位拍摄，摄片条件：焦点胶片距８０ｃｍ，球管电压与毫安
秒分别为 ４４ｋＶ、３．８８ｍＡｓ［５］。所摄 Ｘ线片扫描后，用 ＮＩＨ
ＩｍａｇｅＪ１．３２ｊ图像处理系统分析扫描图像。骨骼样本的放射
密度用毫米铝阶厚度（ｍｍＡｌ）表示。
１．４．３．３　骨强度的检测　用三点弯曲试验检测骨强度［６］。

在骨骼样本的中点处标记，用游标卡尺测量每根骨样本此处

的直径。根据骨骼样本长度确定跨距。用骨强度测定仪测定

骨骼强度。预载荷速度设为３ｍｍ／ｍｉｎ，骨骼断裂时停止。通
过ＮＥＸＹＧＥＮＰＬＵＳ软件分析曲线的最高点即为骨强度（单

位为Ｎ）。
１．４．４　实时定量荧光ＰＣＲ
１．４．４．１　总ＲＮＡ的提取与纯化　提取对照组健康肉鸡、试
验组ＴＤ肉鸡生长板１００ｍｇ，液氮研磨，加入１ｍＬＴＲＩｚｏｌ试
剂匀浆，室温静置５ｍｉｎ。总 ＲＮＡ的提取方法按 ＴＲＩｚｏｌ试剂
说明书操作。最后加入 １００μＬＤＥＰＣ处理水完全溶解总
ＲＮＡ。用核酸蛋白检测仪测定总 ＲＮＡ浓度、纯度，使
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ保持在１．８～２．０。
１．４．４．２　引物设计与合成　根据 ＧｅｎＢａｎｋ中鸡的 ＰＴＨｒＰ、
Ｉｈｈ、Ｒｕｎｘ２、Ⅱ型胶原（ＣｏｌⅡ）、Ⅹ型胶原（ＣｏｌⅩ）的核苷酸
序列，利用引物设计软件ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０自行设计引物或
参考相关文献。Ｇａｐｄｈ基因作为内参基因。引物由上海
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ生物技术有限公司合成，引物序列见表１。
１．４．４．３　样品ｃＤＮＡ的制备与 ＰＣＲ　采用１０μＬ反转录反
应体系，并按ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（Ｍ－ＭＬＶＶｅｒｓｉｏｎ）说明书操
作。然后采用 ２０μＬＰＣＲ反应体系，并按 ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ
ＴａｑＴＭ的说明书操作。以 ＧＡＰＤＨ为内参，测定 ＰＴＨｒＰ、Ｉｈｈ、
Ｒｕｎｘ２、ＣｏｌⅡ、ＣｏｌⅩ基因在组织中的相对表达量。

表１　目的基因ＲＴ－ＰＣＲ引物序列

目的基因 引物序列 产物长度（ｂｐ）
ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ（ＣｏｌⅡ） Ｆ：５′－ＧＡＴＧＣＣＡＣＣＣＴＣＡＡＡＴＣＣＣＴ－３′；Ｒ：５′－ＣＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＧＴＣＧＣＧＧＣ－３′ １０１
ＣｏｌｌａｇｅｎⅩ（ＣｏｌⅩ） Ｆ：５′－ＡＧＴＧＣＴＧＴＣＡＴＴＧＡＴＣＴＣＡＴＧＧＡ－３′；Ｒ：５′－ＴＣＡＧＡＧＧＡＡＴＡＧＡＧＡＧＡＣＣＡＴＴＧＧＡＴＴ－３′ １０１
Ｒｕｎｘ２ Ｆ：５′－ＴＡＡＡＧＧＴＧＡＣＧＧＴＧＧＡＴＧＧ－３′；Ｒ：５′－ＴＧＴＧＧＡＴＴＡＡＡＡＧＧＡＣＴＴＧＧＴＧ－３′ １９０
ＰＴＨｒＰ Ｆ：５′－ＣＧＧＡＧＧＡＴＡＴＧＡＴＧＴＴＣＡＣ－３′；Ｒ：５′－ＴＡＧＧＡＧＧＧＣＡＣＡＧＡＡＴＡＡＣ－３′ ７９
Ｉｈｈ Ｆ：５′－ＡＣＡＧＧＧＡＣＣＧＣＡＡＣＡＡＧＴ－３′；Ｒ：５′－ＣＡＧＣＣＧＡＧＴＧＣＴＣＴＧＡＣＴ－３′ １２２
ＧＡＰＤＨ Ｆ：５′－ＧＡＡＣＡＴＣＡＴＣＣＣＡＧＣＧＴＣＣＡ－３′；Ｒ：５′－ＣＧＧＣＡＧＧＴＣＡＧＧＴＣＡＡＣＡＡＣ－３′ １３２

１．５　统计分析
使用ＳＰＳＳ１７．０（ＳＰＳＳＩｎｃ．，Ｃｈｉｃａｇｏ，ＩＬ，美国）统计软件

进行数据分析。所有数据用“ｘ±ｓ”表示，采用单因素方差分
析（Ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ，Ｄｕｎｃａｎｓ）。

２　结果与分析

结果显示，与对照组相比，试验组肉鸡ＴＤ发病率极显著
升高（Ｐ＜０．０１），ＴＤ评分明显增大，体质量极显著降低（Ｐ＜
００１）（表２）。与对照组相比，试验组的血钙、血磷水平显著
下降，碱性磷酸酶活性无显著差异（表３）。与对照组相比，试
验组胫骨的骨密度差异极显著（Ｐ＜０．０１），骨强度、骨长的差
异显著（Ｐ＜０．０５），骨指数的差异不显著；试验组股骨的骨强
度差异极显著（Ｐ＜０．０１），骨指数、骨长、骨强度的差异不显
著；试验组肱骨的骨指数、骨长、骨密度差异显著（Ｐ＜０．０５）
或极显著（Ｐ＜０．０１），骨强度差异不显著（表４）。根据图１
可知，与对照组相比，试验组 Ｉｈｈ和 ＰＴＨｒｐ的 ｍＲＮＡ水平下
调，差异极显著（Ｐ＜０．０１）；ＣｏｌⅩｍＲＮＡ水平上调，差异极显
著（Ｐ＜０．０１）；Ｒｕｎｘ２、ＣｏｌⅡ表达变化不明显。

表２　ＴＤ评分、ＴＤ发生率、体质量的变化

组别 ＴＤ评分 ＴＤ发生率
（％）

体质量

（ｇ）

对照组 ０．１１±０．１６０ ８．３ ３６３．９±６５．５
试验组 １．５６±０．７０５ ８８．９ ３２５．６±６２．４

　　注 同列数据后标有“”“”分别表示差异极显著（Ｐ＜
００１）、显著（Ｐ＜０．０５）。表３、表４同。

表３　血液生化参数变化

组别
钙

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
碱性磷酸酶

（Ｕ／Ｌ）
磷

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

对照组 ２．６４±０．３９ ４５５３±１４５１ ２．１１±０．４１
试验组 １．９３±０．２０ ３９００±１２７０ １．６９±０．３５

３　结论与讨论

骨放射密度和断裂强度是评定骨质的重要指标，骨放射

密度与骨断裂强度之间存在正相关关系［５］。自然条件下肉

鸡ＴＤ发生率差异很大，为研究其发病机理，研究人员尝试多
种方法建立该病的动物模型，例如通过遗传选育，改变日粮的

钙磷比例或电解质平衡，在日粮中添加含硫氨基酸、霉菌毒

素、福美双等［７－１２］。上述方法中福美双诱导 ＴＤ模型的方法
在该病的研究中得到了广泛应用［１３］，本试验采用福美双诱导

建立肉鸡ＴＤ模型，结果显示，福美双诱导组肉鸡胫骨的骨长
度、骨密度、骨强度均显著或极显著降低，骨骼生长异常，骨质

脆弱，虽然试验组的胫骨、股骨、肱骨的骨指数有不同程度的

增加，但骨强度呈现不同程度的下降趋势，表明福美双对长骨

的软骨内成骨过程有抑制作用。本研究的结果表明，试验组

血清中碱性磷酸酶活性未见显著变化，这与 Ｒａｔｈ等结论相
异［１４］。本研究中血钙、血磷含量降低可能是由于福美双对于

肠道有破坏作用，影响了小肠对钙、磷的吸收进而造成的。

ＰＴＨｒＰ－Ｉｈｈ信号通路是软骨内成骨中的关键调节通
路［１５］。Ｉｈｈ被证实参与胚胎肢芽的形成过程，是软骨细胞发
育的促进因子［１６］。ＰＴＨｒＰ是软骨细胞分化过程中不可缺少
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表４　骨参数变化

骨类别 组别
骨指数

（ｇ／ｋｇ）
骨长

（ｃｍ）
骨密度

（ｍｍＡｌ）
骨强度

（Ｎ）

胫骨 对照组 ５．０４±０．６３ ５．２１±０．２４ ２．１２±０．１９ ６０±１３．１
试验组 ５．１７±０．４９ ４．７３±０．３１ １．５２±０．２２ ５１±１１．６

股骨 对照组 ３．６８±０．３１ ３．４９±０．１６ １．４４±０．２３ ８０±１１．８
试验组 ３．６９±０．２４ ３．３９±０．２０ １．３４±０．１６ ５９±１６．８

肱骨 对照组 ２．３９±０．２７ ３．７５±０．２４ １．９９±０．２５ ９３±１８．５
试验组 ２．７０±０．２４ ３．６０±０．２５ １．５６±０．２１ ９１±１１．５

的限制性调节因子，主要受分泌性蛋白Ｉｈｈ的调控，两者形成
的ＰＴＨｒＰ－Ｉｈｈ信号轴相互作用，维持软骨细胞增殖、分化、凋
亡过程的动态平衡［１７］。有研究证明，ＰＴＨｒｐ通过下调 Ｒｕｎｘ２
的表达，间接下调 Ｉｈｈ的表达，进而抑制软骨的分化，且
Ｒｕｎｘ２对Ｉｈｈ的表达有促进作用［１８］。本试验中 ＴＤ肉鸡胫骨
生长板ＰＴＨｒＰｍＲＮＡ表达显著下降时，Ｒｕｎｘ２的 ｍＲＮＡ表达
量未见明显变化，导致对 Ｉｈｈ的 ｍＲＮＡ上调失败。Ｉｈｈ的
ｍＲＮＡ表达量极显著下降，导致软骨细胞的增殖、软骨膜上成
骨细胞的分化受阻，导致肉鸡 ＴＤ的发生［１６］。Ⅱ型胶原主要
由肥大前软骨细胞分泌，Ⅹ型胶原由肥大软骨细胞分泌产
生［１９］。本试验中，肉鸡 ＴＤ发生时，胫骨生长板 ＣｏｌⅡ 的
ｍＲＮＡ无显著变化，而ＣｏｌⅩ的ｍＲＮＡ表达量显著升高，表明
胫骨生长板软骨细胞可正常增殖，但分化为肥大软骨细胞后，

不能进一步凋亡，被成骨细胞取代，完成软骨内成骨的过程，

肥大软骨细胞在生长板下聚集，形成软骨栓。
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