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肉鸡肠道 CDX2 mRNA 表达的肠段差异性与发育性变化
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摘要:选用遗传背景相同的 1 日龄父母代雄性 Arbor Acre ( AA) 肉雏鸡 120 羽，随机分为 4 个重复，采用相对定量

RT-PCR 方法，以 AA 肉鸡 30 d 肠道样品为模板，研究肉鸡肠道尾形相关同源盒基因 (cadua-related type homeobox 

gene) 家族中 CDX2 mRNA 表达的组织特异性;以 AA 肉鸡十二指肠和空肠样品为模板，研究肉鸡肠道 CDX2 rnRNA 

表达的发育性变化.结果显示:AA 肉鸡十二指肠 CDX2 rnRNA 的表达丰度高于空肠(P = 0.09) 、回肠 (P =0. 06) 和

结直肠 ( P = O. 05 ) ; AA 肉鸡 CDX2 mRNA 在十二指肠及空肠中的表达具有相同的发育模式，2 - 30 d 下降，44 d 回

升，58 d 略微下降;在 2 和 44d 时的表达丰度显著高于 30 d (P < o. 05) .以上结果表明 :AA 肉鸡肠道近端 CDX2

mRNA 的表达丰度高于远端( P > O. 05 ) . AA 肉鸡十二指肠及空肠 CDX2 mRNA 的表达具有相同的发育模式，表明

CDX2 mRNA 表达受到发育阶段的调控，且在十二指肠和空肠间具有稳定性.
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Regional and Ontogenetic Expression of CDX2 mRNA in Intestine of Chicken 
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Abstract: One hundred and twenty l-day -old parental male Arbor Acre (AA) broiler chicks were ran­

domly divided into 4 replicates , respectively. Regional expression of CDX2 mRNA in different segments 

of intestinal tract of AA chicken on 30 d and ontogenetic expression of CDX2 mRNA in duodenum and je­

junum of AA broiler chickens were deteImined by relative quantitative RT-PCR. It was found that: 咀e

CDX2 mRNA expression in duodenum was higher than that in jejunum (P = o. 09) , ileum (P = O. 06 ) 

and colorectum (P = O. 05) , respectively. Ontogenetic patterns of CDX2 mRNA were consistent between 

duodenum and jejunum. The abundance of CDX2 mRNA decreased from day 2 to day 30 , increased from 

day 30 to day 44 and increased slightly on day 58. The abundance of CDX2 mRNA on day 2 and day 44 

were higher than on day 30 (P < O. 05) , respectively. These results indicate 出at: Regional expression of 

CDX2 mRNA in intestine of AA chickens was declined along the downward intestine from proximal intes­

tine to distal intestine (P > o. 05). Ontogeny of CDX2 mRNA in AA chickens had the same pattern in 

duodenum and jejunum , indicating that CDX2 mRNA expression could be regulated by developmental 

stage. 
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CDX2 是一种新发现的特异性核转录因子，属尾

形相关同源盒基因 (cadual-related homeobox gene) 家

族中的一员，在肠道中特异性表达，从早期的胚胎发

育开始至个体成熟阶段都有表达，在肠道上皮形态

的发生、维持以及分化方面起重要作用[1]. 近年来的

研究发现 ， CDX2 基因全长 22 -23 胁，由 3 个外显子

和 2 个内含子构成，与之对应的 CDX2 蛋白包含 311

个氨基酸[Z]. 研究表明 ， CDX2 参与调控肠道碳水化

合物消化酶[叫以及小肤转运载体[5] 基因表达.另

外 ， CDX2 还参与脂类代谢相关酶基因的调控[6]­

Honoi 等[7] 研究还发现 CDX2 通过直接调节 HEPH

( hephaestin) 的转录表达，影响肠上皮细胞内铁的代

谢. CDX2 对导致腹泻的大肠埃希氏杆菌 Escherichiα

coli 热稳定内毒素的受体基因表达也有一定调控作
用[S]. 目前有关 CDX2 mRNA 及其蛋白水平研究应

用主要集中在医学上川，因此，本研究选用遗传背景
相同的 1 d 父母代雄性 A如 Acre (AA) 肉鸡，进行

2 阶段饲养分别于2、 16 、30 、44 和 58 d 采集十二指

肠、空肠、回肠和结直肠样品，运用相对定量 RT-PCR

方法研究 AA 鸡肠道 CDX2 mRNA 表达的肠段差异

性以及十二指肠和空肠 CDX2 mRNA 表达的发育模

式，以揭示肉鸡 CDX2 mRNA 的表达规律，为 CDX2

在肉鸡肠道中生理功能的研究奠定基础.

1 材料与方法

1.1 试验动物与样晶采集

1. 1. 1 试验动物选用遗传背景和批次相同、发育

正常的父母代 1 日龄雄性Arbor Acre ( AA) 肉鸡(购

自广东穗屏科宝种鸡场)120 羽，按照平均体质量一

致的原则分为 4 个重复，平均体质量为 40.7 g，每个

重复 30 只鸡.

1. 1. 2 日粮组成及营养水平 参照 NRC[IO] 0 - 8 

周龄肉鸡营养需要设计饲料配方，日粮组成和营养

水平见表1.于 31 日龄开始采用逐步换料的方法，至

34 日龄全部更换为后期日粮.

1. 1. 3 饲养管理与免疫 试验在华南农业大学动

物科学学院种鸡场进行，粉料饲喂.红外取暖，自由

饮水和采食，人工持续光照，第 1 周育雏温度为 33 -

35 "c ，以后每周降低 2 "C直至室温，常规免疫.

1. 1. 4 组织采样分别于 2 ， 16 、30 、44 和 58 日龄，

每重写取接近平均体质量的 2 只鸡，共 40 只，断颈

宰杀，宰前不禁食.分离肠道，沿纵向剖开，用 4 "C预

冷的 PB5 缓冲液冲洗，吸水纸吸干.分别从十二指肠

U 状弯曲的起始处和结束处向下取 3 cm 肠段，作为

十二指肠和空肠样品;从回盲韧带起始处和回盲结

向下取 3 cm 肠段，分别作为回肠和结直肠样品.放

人1. 5 mL 离心管中，置液氮速冻， -70 "c冷冻保存-

1. 2 肠道 CDX2 mRNA 的相对定量 RT-PCR

1. 2.1 样品总 RNA 提取和 RNA 电泳采用 Trizol

(北京赛百盛基因技术有限公司)一步抽提法提取组

织样的总 RNA，紫外比色法测定总 RNA 的浓度和纯

度(Eppendorl BioPhotometer 260 nm). 用质量分数为

1. 4% 甲醒变性琼脂糖凝胶电泳，根据 285 rRNA 和

185 rRNA 的灰度比评价 RNA 的质量.

表 1 2 个生长阶段日粮组成和营养水平

Tab. 1 Diet compo唱ition and calculated nutrients level 

组分
比iJi!%

营养水平
0-30d 31 蝴 58 d 

。 -30d 31-58d 

玉米 65.∞ 的.65 代蹦旨(则·均 -1) 12.12 12. 75 

玉米蛋白骨 2.70 4.∞ "坦蛋白/% 20.∞ 18.∞ 

亘柏 26.20 22.归 111...'% 1.10 1.∞ 

豆泊 。 2.∞ W蛋氨酣月 0.52 0.45 

鱼粉 2.∞ W蛋+Il"% 0.85 O. 76 

石j盼 O. 创 0.87 1I1w'% 0.85 0.80 

磷酸氢钙 1.57 1. 62 "磷1% 。.67 0.61 

赖氨酸 Lys (78%) 0.16 0.27 W有妓院1% 0.45 0.40 

置氨酸 Met (98%) O. 18 。 15

食盐 0.29 0.34 

氯创E碱(75% ) 0.10 0.08 

预握料1) 1.∞ 1.∞ 

合计 1∞ 1∞ 

1)提供至每千元全价料:铜 5. ∞吨，铁69.00 吨，铮 84. ∞

吨，住98.60 mg，瑛1. 14 mg，踊 0.30 吨，维生素 A 15 ∞o IU , 
维生素 D3 3 0∞ IU，维生素 E 25. 5 mg，维生素 K3 2.1mg ，维
生素 BI 2.4mg，维生素 Bz 9 mg，维生素 B6 5.1 吨，维生素 B12
0.02 mg，泛酸钙 12 mg，烟酸 48 mg ，叶破1. 2 mg，生物素 0.06

mg，洛克沙肿 50 mg，盐霉素 90 mg 

1.2.2 反转录 分别准确量取 2μg 各样品的总

RNA 进行反转录.建立各样品 RNA 的 cDNA (RT 

product) .反转录反应体积为 20μL，其中含 Oligo dT 

(1 8)5 川oVL ， 1 mmoVL dNTP ,20 U RNA 酶抑制剂

(RNase inhibitor , TaKaRa ，大连) , 200 U 反转录酶

(MMLV RT , Promega) ， 4μL 5 x RT Buffer (含 250

moVL Tris-HCl pH8. 3 ,50 moVL MgC12 , 250 moVt 

KCl , 50 moVL Dπ ， 2. 5 moVL 5permidine) .样品总

RNA、 Oligo dT (1 8) 和 dNTP 在反转录前 70 "c变性

5 min，冰上放置 5 min，再加入其余试剂，提匀后于

42 "c反应 60 min , 95 "c变性 5 min. 反转录产物(RT

products) - 20 'c保存备用.

以 30 d 时 AA 肉鸡肠道各段样品为模板，研究
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肉鸡肠道 CDX2 mRNA 表达的肠段差异d性;以 AA 肉

鸡十二指肠和空肠样品为模板，研究肉鸡肠道 CDX2

mRNA 表达的发育性变化.

引物采用 Primer 软件设计，由北京赛百盛基因技术

有限公司合成，引物序列及参数见表 2. 以 β·町tin 管

家基因作为内标，对 CDX2 mRNA 进行相对定量分

1. 2. 3 目的基因引物设计和 PCR 反应条件 PCR 析.PCR 反应在 MJR PTC-200 PCR 仪上进行.

表 2 CDX2 目的基因和 β-ωin 内标基因引物参数

Tab. 2 Parameter百 of primer pairs for CDX2 and β-actin gene 

目的基因 引物序列 产物/bp

CDX2( NM_45383525 GenBank) 

β-actin ( L 08165 GenBank) 

引物位置

737 -756 

803 -821 

83 -101 

355 -373 

Sense 5' -CTCGGTAGCCAAGTCAAAAC-3' 

Antisense 5' -ACTCCTTCTCCAGCTCCAA-3' 

Sense 5' -TGCTGCGCTCGTTGTTGAC-3' 

Antisense 5' -GGGTGCTCCTCAGGGGCT A -3 ' 

85 

291 

内标基因 β-actin Primers (10μmoVL) 和 Com­

petimers ( 10μmoVL) 参照 Dieffenbach[口]的方法，将

β-actin Primers 的 3'端进行修饰(北京赛百盛基因技

术有限公司) ，使其在 PCR 过程中只能与模板结合

而不能延伸，得到卢-actin Competime且将卢·αctin

Primers 和 Competimers 均稀释至 10 fLmoVL 备用.

采用单管法进行 PCR 扩增，对混合样(待测样

品等比例混合)的 PCR 反应条件、循环圈数以及目

的基因 CDX2 和内标基因 β-Mtin 引物浓度进行优

化. CDX2 的 RT-PCR 条件:在 20μL 的反应体系中

含有 1μL 反转录产物，2μL 10 x PCR Buffer , 1. 5 

mmoVL MgC12 ,0. 2 mmoVL dNτP ，0.5μmoVL 目的基

因的上、下游引物，β-ωin Primers + Competimers 为

CDX2 mRNA 基因表达的相对丰度见图 2. AA 肉鸡

十二指肠 CDX2 mRNA 的表达丰度高于空肠、回肠和

结直肠，但差异不显著 (P 值分别为 0.09 ， 0.06 和

O. 05) . 

M D J 1 C Mix 
bp ，--^-飞r-^-、r--^-.. r--^-.. 

2 
1000_ 
500_ 
250_ 
100_ 

M: DNA Marker Dl20∞ ;MIX: 混合样;D: 十二指肠; J: 空肠;

I: 回肠 ;C: 结直肠 ; n =8 

图 1 不同肠段 CDX2 mRNA RT-PCR 产物代表性琼脂糖凝

脏电泳图

O. 15μL +0.85μL ， 0.5 U Tag DNA polymerase (Fer- Fig. 1 Representative agarose gel electrophoresis of CDX2 

mRNA RT-PCR in different intestinal segments mentas , Lietuva ). PCR 反应条件:94 ℃预变性 5 min; 

94 "c变性 30 s ,65 "c退火30 s ,72 "c延伸 40 s ，循环圈

数为 32;72 "c延伸 10 min. 

电泳及灰度分析:取 10μL PCR 产物在

0.02 g/mL EtBr 染色的琼脂糖凝胶上电泳.图像处

理及灰度分析用LabW orks Image Acquisition and 

Analysis Software 4. 0 (Ultra -Violet Products Ltd , 
Cambridge , UK)进行，根据目的基因和 β-αctin PCR 

产物的灰度比，确定样品中 CDX2 mRNA 表达的相对

含量，RT-PCR 过程至少重复 3 次.

1.3 数据分析

试验数据以平均数±标准误表示，用 SPSS14.0

统计软件进行单因子方差分析(one-way ANOV A) , 

以 LSD 方法进行多重比较.

2 结果

2.1 AA 肉鸡 30 d 肠道 CDX2 mRNA 表达的肠段

差异性

AA 肉鸡 30 d 时不同肠段 CDX2 mRNA RT-PCR 

产物代表性琼脂糖凝胶电泳见图 1 ，不同肠段组织中

3tg d 14 
1.2 ~ a 

a 
T a a 

0.8 1- 1 

0.6 
0.4 

t8y02 0 

D J C 
肠段

D: 十二指肠; J:空肠 ;I: 回肠-C:结直肠:图标上方具相同字母者示

不同肠段之间差异不显著( p > O. 05) ; n = 8 

图 2 不同炀段 CDX2 mRNA 表达的组织特异性

Fig.2 Regional expression of CDX2 mRNA in different intesti-

nal segments 

2.2 AA 肉鸡十二指肠 CDX2 mRNA 表达的发育

性变化

AA 肉鸡十二指肠 CDX2 mRNA RT-PCR 产物代

表性琼脂糖凝胶电泳见图 3 ，十二指肠 CDX2 mRNA 

表达的发育性变化见图 4. 由图 4 可见，AA 肉鸡十二
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3 讨论

CDX2 是一种肠道特异性核转录因子[剖，在肠道

上皮细胞增殖、分化以及表型的维持方面起到重要

作用[l ， 12] ，还参与了调控肠道中一些酶的基因表

达[H]. 对人消化道器官进行免疫组织化学染色研究

发现，在消化器官中 ， CDX2 的表达率和表达强度在

胃肠道各部位存在差别，在十二指肠，结肠和直肠粘

膜中 ， CDX2 表达率较高，呈高强度表达，在食管、胃

粘膜中表达率低且较弱，食管、胃与十二指肠、结肠

图标上方无相同字母者，示不同日龄之间差异显著(P < O. 05) ,n = 8 及直肠之间存在明显差别，而十二指肠、结肠及直肠
图 4 AA 肉鸡十二指肠 CDX'2 mRNA 表达的发育性变化 之间、胃及食管之间无明显差别[臼].对小鼠的研究表

指肠 CDX2 mRNA 的表达在 2 -30 d 时降低，44 d 时

回升，58 d 时略微下降;在 2 和 44d 时的表达丰度显

著高于 30 d (P < O. 05) . 

bp 

M 2d 16d 30d 44d 58d Mix 
，-"-.严.A...， ,-"-. ~、，-"-.

β-actin 

CDX2 

M: DNA M础er DUOOO; Mix: 混合样川、16 d,30 d 、44d、58d:分别

代表2、16 、30 、44 和 58 日龄肠道样品

图 3 AA 肉鸡十二指肠 CDX'2 mRNA RT-PCR 产物代表性琼

脂糖凝胶电泳图

Fig. 3 Representative a吕arose gel elec柱。phoresis of CDX'2 

mRNA RT-PCR in duodenum of AA broilers 

E 〈 12 「 a 

1.0 

。.6

0.4 

$U 02 O 

2 16 30 44 58 
日龄/d

Fig.4 Ontogenetic expression of CDX'2 mRNA in duodenum of 

AA broiler百

2.3 AA 肉鸡空肠 CDX2 mRNA 表达的发育性

变化

AA 肉鸡空肠 CDX2 mRNA RT-PCR 产物代表性

琼脂糖凝胶电泳见图 5 ，空肠 CDX2 mRNA 表达的发

育性变化见图6. 由图6可见， AA 肉鸡空肠 CDX2

mRNA 表达的发育模式与十二指肠相同，2 - 30 d 时

下降，44 d 时回升，58 d 时略微下降;在 2 和 44 d 时

的表达丰度显著高于 30 d( P < 0.05). 

岛1 2 d 16 d 30 d 44 d 58 d Mix 

2 

β-acttn 

CDX2 

bp 

川: DNA Marker DU∞0;Mix: 混合样才 d、 16 d 、30 d 、44d 和 58d:分

别代表2、 16 、30 、44 和 58 日龄肠道样品

图 5 AA 肉鸡空肠 CDX'2 mRNA RT-PCR 产物代表性琼脂糖

凝胶电泳图

Fig.5 Representative agarose gel electrophoresis of CDX'2 mR­

NA RT-PCR in jejunum of AA broilers 

42086420 
'
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U
 

〈
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-
吨
\
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U

a 
a ab ab 

b 

16 30 44 
日龄/d

58 2 

图标上方无相同字母者，示不同日龄之间差异显著(P <0. 05) ,n =8 

图 6 AA 肉鸡空肠 CDX'2 mRNA 表达的发育性变化

Fig. 6 Ontogenetic expression of CDX'2 mRNA in jejunum of AA 

broiler百

明 CDX2 mRNA 的表达丰度从小肠到结肠依次增

加[叫.本研究结果显示， AA 肉鸡 CDX2 mRNA 表达

丰度从十二指肠、空肠、回肠到结直肠依次降低，空

肠、回肠和结直肠之间表达丰度相近(P > 0.05). 肉

鸡 CDX2 mRNA 表达在肠道不同区间表现出的与哺

乳动物完全不同的模式，具体的原因有待于进一步

的研究.

动物发育过程影响 CDX2 mRNA 的表达，小鼠空

肠 CDX2 mRNA 表达丰度在出生后 13 日龄时达到最

大值，在 13 - 20 日龄阶段随着日龄的增加而降

低[叫.本研究的结果发现:AA 肉鸡空肠 CDX2 mR­

NA 表达的发育模式与十二指肠基本相同，2 - 30 d 

时下降，44 d 时回升，58 d 时略微下降;在 2 和 44d

时的表达丰度显著高于 30 d(P <0. 05). 这与小鼠肠

道 CDX2 mRNA 表达的模式有所不同.此外，也与我

们以前的研究中肉鸡生长发育过程中肠道前段主要

营养物质转运载体一一葡萄糖转运载体 SGLT1和

GLUη[凶]、碱性氨基酸转运载体 rBAT 和 y+ LAT-

2[口]和寡肤转运载体 PEPT1 [18) mRNA 的表达模式存

在反向关系，这是否提示可以通过调控肠道上皮特
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异性基因 CDX2 的表达，或者利用 CDX2 蛋白处理来

调控肠道营养物质转运载体基因表达?从而调控家

禽生产性能?对这一问题的回答有待于进一步的深

人研究.
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