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摘　要　本试验旨在探讨饲粮中添加硒和碘 , 对蛋鸡淋巴细胞内的抗氧化酶活性和细胞 DNA损伤的影响 ,以及

是否影响淋巴细胞的抗氧化能力。288只 33周龄的新罗曼蛋鸡 ,饲喂添加不同剂量硒 (0、012 mg/ kg)和碘 (0、012

mg/ kg)的日粮 24周 ,测定淋巴细胞中几种酶的情况。结果表明 ,日粮中碘添加量为 0时 ,淋巴细胞谷胱甘肽过氧

化物酶 ( GPx)活性比对照组低 41 % ( P < 0101) ;日粮中硒添加量为 0时 ,淋巴细胞内的 GPx比对照组低 28 %、超氧

化物歧化酶 (SOD)活性比对照组低 31 % ( P < 0101)、CA T活性比对照组高 30 % ( P < 0105) ;硒碘互作对淋巴细胞

SOD ( P < 0101)和 CA T( P < 0105)活性影响显著。日粮中碘添加量为 0时 ,淋巴细胞拖尾率最高且拖尾尾长最长 ,

分别达到 69 %和 96107μm ,表明碘不添加引起的 DNA损伤比硒添加量为 0和硒碘共同添加量为 0组严重。
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Effect of dietary selenium and iodine on the DNA damage of blood

lymphocyte s’in laying hens
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Abstract　The effects of dietary s elenium and iodine on the anti2oxidative enzymes activity were ass ess ed in the blood

lymphocytes of laying hens . 332week2old laying hens received diets s upplemented with 0 , 012 mg/ kg s elenium and 0 ,

012 mg/ kg iodine for 24 weeks . The res ults showed that the activity of the GPx in the blood lymphocytes ( P < 0101) in

the iodine deficiency treatment . In the s elenium deficiency treatment , the activity of GPx and SOD decreas ed ( P <

0101) and the activity of the CAT increas ed ( P < 0105) . The interaction of s elenium and iodine could affect the activity

of SOD ( P < 0101) and CAT ( P < 0105) in the blood lymphocytes . The deficiency of both s elenium and iodine in the di2
etary res ulted in DNA damage of blood lymphocytes ( P < 0105) , with more damage obs erved with iodine ( P < 0105)

than with s elenium or the combined deficiencies . The tail p ercent reached 69 % and the tail length meas ured 96107μm

when no iodine was s upplemented in the dietary.
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　　硒是动物体内非常重要的营养素 ,正常的细胞

代谢过程中 ,至少有 3个途径不可缺硒[1 ]。据估计 ,

在哺乳动物体内约有 100多种含硒蛋白[2 ]。作为脱

碘酶的组成成分 ,硒对甲状腺激素代谢起着重要作

用 ,进而会影响到肝脏中一些酶的基因表达和嗜中

性粒细胞的功能[3 ]。谷胱甘肽过氧化物酶不仅能

够有效清除体内的过氧化氢 ,还能清除在类二十烷

酸合成过程中由脂加氧酶和三加氧酶途径产生的脂

质或者磷脂质过氧化物。日粮中硒含量过高将引起

机体的细胞 DNA 发生损伤 ,而日粮中硒含量水平

较低时 ,细胞 DNA是否会发生氧化应激性损伤 ,尚

未见研究证实。

碘不仅作为甲状腺激素的组成成分 ,参与机体

的生长、发育和代谢调节 ,碘离子本身也具有抗氧化

作用[4 ]。由于含硒脱碘酶的存在 ,碘作为甲状腺激

素组成的代谢途径与机体硒营养状态有关[5 ] ,而机
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体碘营养状态对体内硒代谢影响的认识并不一

致[6 ] ,最近有研究表明 ,碘离子本身在体内也能起

到抗氧化剂的作用[7 ]。

淋巴细胞 DNA损伤是反映机体氧化损伤的敏

感指标[8 ] ,有研究发现[7 ] ,缺碘造成的甲状腺肿大

病人 ,体内 DNA发生损伤 ,并且伴随血清硒含量的

降低。然而有关硒碘营养互作对机体 DNA损伤的

研究 ,国内外尚未见报道。本试验测定了不同硒碘

添加水平日粮下蛋鸡血液淋巴细胞的 DNA损伤情

况 ,目的在于以蛋鸡为模型 ,探讨日粮中硒碘添加水

平不同时 ,机体的氧化还原状态是否会有所不同以

及硒碘在影响机体抗氧化能力方面是否存在互作。

1　材料与方法

111　试验动物的准备

采用随机区组设计 ,2×2因子排列 (表 1) 。

表 1　饲料添加水平试验设计

Table 1　Experiment design

处理号
添加 Se/

(mg·kg - 1)

添加 I/

(mg·kg - 1)

1 0 0

2 012 0

3 0 012

　　4对照 012 012

　　288只体重差异不显著 (1192 ±0105) kg ,预先

饲喂 3周亚缺乏剂量的硒 (0105 mg/ kg)和碘 (01098

mg/ kg)的新罗曼产蛋鸡 (33周龄) ,至第 22天时 ,进

行试验。随机分为 4 组 :每组 12 只鸡 ,每组 6 个重

复 ;3个组为处理 ,饲料中不添加硒碘或者只添加硒

或碘 ,第 4组为对照。试验于中国农业大学动物科

技学院试验鸡场进行 ,采用双层镀锌鸡笼饲养 ,每天

光照 16 h ,自由采食饮水。水中硒含量为 01004

mg/ kg、水中碘含量为 01007 mg/ kg (国家营养与疾

病预防控制中心测定) 。

112　试验日粮

参照 NRC[9 ]海兰褐商品蛋鸡饲养标准配制鸡

基础日粮。基础日粮含硒 01012 mg/ kg (测定值) ,

含碘 01098 mg/ kg (测定值) ,以饲料级亚硒酸纳为硒

源 ,饲料级碘酸钙为碘源 ,配制表 1中硒和碘各种添

加剂量的日粮 ,其他微量元素原料均为饲料级 (表 2)。

表 2　基础日粮配方及营养水平

Table 2　Ingredients and nutrient level of control diets

原料 配比/ % 营养指标/ % 营养水平

玉米 63180 代谢能/ (MJ·kg - 1) 11108

豆粕 25130 粗蛋白 16150

石粉 9100 钙 3140

磷酸氢钙 1120 有效磷 0132

食盐 0137 赖氨酸 0181

蛋氨酸 0111 蛋氨酸 0135

蛋鸡微量1 0110 钠 0116

氯化胆碱 0110 氯 0126

蛋鸡多维2 0102 亚油酸 1150

合计 100100

　　注 :每 kg饲料含 VA 10 800 IU、VD 2160 IU、VE 615 mg、V K

110 mg、VB1 014 mg、VB2 5 mg、VB12 6 mg、叶酸 011 mg、烟酸 7 mg、酸
5 mg ;Cu 6 mg、Fe 60 mg、Mn 60 mg、Zn 50 mg。

The dietary was formulated according to NRC 1994.

113　测定指标

于 57 周龄 4 个组各随机取 6 只鸡 ,翅静脉采

血 ,分离淋巴细胞。测定淋巴细胞抗氧化酶 ( SOD、

GPx、CA T)活性 (南京建成生物技术有限责任公司

试剂盒) 。

用单细胞凝胶电泳法测定淋巴细胞 DNA 氧化

损伤[10 ]。取 100μL 017 % (质量分数 ,下同。)正常

熔点的琼脂糖凝胶铺在磨砂载玻片上 ,加盖玻片 ,室

温下待琼脂糖凝固 ,去掉盖玻片 ,此胶作为低层胶 ;

取 10μL 1 ×106 个/ mL 的淋巴细胞悬液与 70μL

017 %低熔点琼脂糖凝胶在 37 ℃下混匀后铺在低层

胶上 ,迅速盖上盖玻片 ,4 ℃冰箱中凝固 10 min ;移

去盖玻片 ,取 85μL 017 %低熔点琼脂糖凝胶铺第 3

层胶 ,4 ℃冰箱中凝固 10 min。将制好的载玻片放

在 4 ℃新鲜制备的细胞裂解液 (215 mol/ L NaCI、

100 mmol/ L Na2 ED TA、10 mmol/ Tris - HCI ,p H =

10 , 1 % (体积分数)肌氨酸钠 ,用前加入 1 % (体积分

数) Triton - X和 10 % (体积分数) DMSO)中裂解 1

h ,将载玻片转移到 4 ℃电泳液中 ( 1 mmol/ L

Na2ED TA、300 mmol/ L NaOH) 解旋 20 min ,使

DNA充分展开 ,然后在 25 V电压下 ,通过控制电泳

液面的高度调节电流为 300 mA ,电泳 30 min。电泳

结束后 ,取出载玻片 ,用蒸馏水将电泳液冲洗掉 ,将

水控干后用 50μL SYBR GreenⅠ-溶液染色 ,盖上盖

玻片 ,放在潮湿盒中 ,4 ℃避光保存 ,24 h 内进行测

定。以上所有步骤均在 4 ℃避光条件下进行 , 以避
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免产生额外的 DNA 损伤 ,在 Olympus落射式荧光

显微镜下观察 DNA 电泳结果 ,并用自动成像系统

拍照 ( ×400) 。每张玻片观察 100 个细胞 ( ×400

倍) ,计算其中拖尾细胞的百分率 ,作为 DNA 受损

细胞所占的百分率 ;测量 30 个拖尾细胞的尾长 (即

DNA的迁移距离 MDD) ,取平均值作为该样品细胞

DNA尾长。

在正式试验期间 ,试验鸡每 3 d 捡 1 次蛋 ,计

数 ,称重 ,每周统计 1次饲料消耗。因统计结果表明

各处理组的生产性能差异不显著 ,所以本文侧重于

报道饲料中不添加硒碘对蛋鸡细胞和分子水平抗氧

化能力的影响。

114　单细胞凝胶电泳主要仪器和试剂

D Y- A电泳仪 (上海生化所西巴斯生物技术有

限公司) ;双波长飞点凝胶扫描系统 (岛津 Shimadzu

公司) ;低温冷冻离心机 (上海安亭科学仪器厂) ;低

温高速离心机 (Sigma公司) 。

裂解液 ( lysis solution) 为裂解溶液 20 mL 加

DMSO 2 mL。

裂解溶液中含 NaCl 215 mol/ L、ED TA 100

mmol/ L (p H 10) 、Tris碱 10 mmol/ L (p H 10) 、十二

烷基肌氨酸纳 1 % (质量分数) 、Triton X- 100 1 %

(体积分数) 。

低熔点琼脂糖 ( comet LMAgarose) (含有 1 %

(质量分数)的低熔点琼脂糖融解在 PBS中) :沸水

浴中熔解 5 min ,全部溶解后 ,置于 37 ℃水浴中冷却

至少 20 min ,分装到 12个 37 ℃预热的 115 mL 离心

管中 ,每管 300μL ,37 ℃水浴备用。

碱性溶液 (使用前冷却到室温) ,p H > 13 ,每 50

mL 中含有 : NaOH 颗粒 016 g、200 mmol/ L ED2
TA250μL、去离子水 49175 mL。

电泳液配制 (现用现配) ,每升含有 :NaOH颗粒

12 g、500 mmol/ L ED TA、p H 8 ,0 2 mL ;去离子水定

容至 1 L。

染液配制 (4 ℃避光保存) : SYBR Green Ⅰ 1

μL ; TE缓冲液 ,p H715 ,10 mL ( TE : 10 mmol/ L Tris

- Cl , p H715 ,1 mmol/ L ED TA) 。

115　数据处理

利用 SPSS1010中的多因变量多因素方差分析

过程 ( GLM Multivariate)进行 2×2析因试验方差分

析。各处理组之间进行 One2Way ANOVA 分析 ,

Ducan法多重比较。

2　试验结果

211　血液淋巴细胞抗氧化酶活性

硒添加量为 0 时 ,淋巴细胞 GPx、SOD 活性均

显著下降 ( P < 0101) ,淋巴细胞 CA T活性则显著上

升 ( P < 0105) ;碘添加量为 0时 ,淋巴细胞 GPx活性

显著下降 ( P < 0101) ,碘对淋巴细胞 SOD 和 CA T

活性没有显著影响 ;硒碘的营养交互作用显著影响

淋巴细胞 SOD和 CA T活性 ,硒添加量为 012 mg/ kg

时 ,碘添加量为 0 时淋巴细胞 SOD 活性显著上升、

CA T活性显著下降 ( P < 0105) ,硒添加量为 0时 ,淋

巴细胞 SOD 活性显著下降、CA T活性则显著上升

( P < 0105) (表 3) 。

表 3　血液淋巴细胞抗氧化酶活性

Table 3　Antioxidant enzyme activity in blood lymphocytes

碘添加量

(mg/ kg)

硒添加量

(mg/ kg)
T - SOD值 CA T值 GPx 值

0 0 31198 d 351294 a 11129 c

012 101835 a 171625 b 11544 bc

012 0 81706 b 231986 b 11896 b

012 61316 c 231928 b 21619 a

SEM 01466 31274 01138

P值 01000 01020 01287

硒 0 51952 291640 11512

012 81575 201777 21082

P值 01000 01019 01001

碘 0 71016 261459 11337

012 71511 231957 21257

P值 01310 01460 01000

　　注 : 同列中不同字母表示差异显著 ( P < 0105)。n = 6

The results showed the selenium and iodine can affect the antioxi2
dant enzyme activities in the blood lymphocytes.

212　单细胞凝胶电泳

1)拖尾细胞尾长。在荧光显微镜下 ,硒碘添加

剂量均为 012 mg/ kg组的淋巴细胞呈现比较明亮的

圆形点 ,出现拖尾现象的比较少 ,说明在正常添加剂

量情况下 ,淋巴细胞受损较轻。不添加硒碘 ,细胞

DNA出现不同程度的拖尾 ,其中第 3 组拖尾粗短 ,

集中在细胞附近 ,说明细胞 DNA 发生了一定的损

伤 ;第 1、2组拖尾细长 ,说明 DNA发生的损伤情况

加剧 (图 1) 。统计分析表明 ,硒碘共同或者单独添

加量为 0 组 ,细胞 DNA 拖尾尾长显著大于硒碘添

加剂量为 012 mg/ kg组 ,而添加量为 0组之间 ,碘单
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独添加量为 0时拖尾尾长显著大于其他 2个添加量 为 0组 (图 2) ( P < 0105) 。

图 1　日粮不同硒碘添加剂处理的 DNA脱尾损伤 SCGE电泳图
Fig. 1　Electrophoresis of blood lymphocytes’SCGE

The results showed that when no iodine was supplemented in the dietary , the blood lymphocytes underwent more severe damage than no selenium
was added into the dietary.

图 2　硒碘处理淋巴细胞拖尾尾长

Fig. 2　Comet tail length of blood lymphocytes

图 3　硒碘处理淋巴细胞拖尾率

Fig. 3　Comet tail percent of blood lymphocytes

　　2)拖尾细胞百分率。统计结果表明 (图 3) ,硒

碘添加量为 012 mg/ kg组淋巴细胞仅有不到 5 %的

细胞出现拖尾 ,表明在这种情况下 ,淋巴细胞 DNA

也会出现损伤 ,但是损伤很少 ;硒碘单独或联合添加

量为 0时 ,淋巴细胞拖尾率显著多于硒碘添加量为

012 mg/ kg组 ( P < 0105) ,碘单独添加量为 0 时 ,淋

巴细胞拖尾率最高 ,达到 69 % ,与硒单独添加量为 0

和硒碘联合添加量为 0时差异显著 ( P < 0105) 。

3　讨　论

DNA的氧化损伤 ,主要是由于 ROS中羟自由

基与 DNA直接作用的结果 ,超氧阴离子和过氧化

氢一般情况下并不与 DNA发生反应。然而在有亚

铁离子或者亚铜离子存在时 ,超氧阴离子和过氧化

氢都能够转变成活性很强的羟自由基 ( Fenton Reac2
tion) 。羟自由基可对 DNA产生各种各样的氧化损

伤 ,包括 DNA 碱基丢失、链断裂 ,以及各种各样的

糖化修饰 ,此外 ,羟自由基还可使 DNA 损伤形成

AP位点 (DNA 碱基丢失位点) 。机体自身存在着

DNA损伤修复体系 ,当 DNA损伤时 ,在一定条件下

该修复系统能使之恢复正常或将缺陷加以弥补 ,以

保证正常生命活动及种族繁衍的稳定性[11 ]。

单细胞凝胶电泳 ,又称为彗星试验 ,是一种分析

DNA损伤的简单、敏感和快速的方法 ,该方法能够

检测单个细胞水平的 DNA 损伤包括链的断裂、AP

位点、铰链和易变位点。碱性条件下凝胶电泳 ,

DNA从细胞核中释放 ,形成彗星“头”和“尾”,荧光

染色后 ,染色亮度与 DNA浓度有关 ,可用肉眼或者

计算机分析软件识别损伤程度。动物日粮中必需的

微量营养成分大约有 40 多种 (维生素、微量元素和

其他维持正常代谢所需的微量成分) 。为维持代谢

平衡 ,动物体对每一种微量营养成分都有一个合适
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摄入量 ,营养素的缺乏会通过大量复杂的途径扰乱

机体代谢 ,其中一些途径会导致 DNA损伤[12 ]。

311　硒碘营养与蛋鸡生产性能

本研究未发现 24 周的硒碘添加量为 0 对蛋鸡

生产性能造成显著影响。这可能与试验动物的年龄

和试验用的饲料有关 ,本次试验选用的是 33周龄的

成年蛋鸡 ,饲料也并非是硒碘完全缺乏的纯合日粮 ,

这都有可能使得蛋鸡的生产性能不会发生显著

变化。

312　硒与 D NA氧化损伤

本研究日粮中硒添加量为 0 时 ,淋巴细胞中的

GPx 活性显著下降 ,这与以往的研究结果相一

致[5 ] ;当硒添加量为 0 时 ,淋巴细胞中 CA T活性显

著上升 ,SOD活性显著下降 ,这表明 ,当日粮中硒含

量较低时 ,蛋鸡淋巴细胞可能会经受氧化应激。

单细胞凝胶电泳结果表明 ,硒添加量为 0 引起

淋巴细胞 DNA 发生了损伤 ,这与以往的研究结果

相一致。Levander [12 ]认为 ,硒是抗氧化酶系统的重

要组分 , 硒 缺 乏 将 导 致 DNA 的 氧 化 损 伤。

Huang[13 ]研究表明 ,硒缺乏时 ,培养细胞对 2种诱变

剂的敏感性增强 ,细胞 DNA 更容易发生链的断裂

损伤。缺硒导致的细胞 DNA损伤主要与硒的抗氧

化作用有关 ,因为含硒 GPx、硒蛋白 P、硒蛋白 W和

其他 11种含硒蛋白 ,都参与体内氧化还原状态的维

持。由于 DNA 损伤的形式比较多 ,包括甲基修饰

缺乏 ,8- OH d G增加等 ,因此 ,缺硒导致的 DNA 损

伤具体类型 ,尚需其他检测 DNA 损伤的试验手段

进一步研究。

313　碘与 D NA氧化损伤

日粮中碘添加量为 0 引起淋巴细胞 GPx 活性

下降。抗氧化酶的活性变化 ,仅仅用碘通过甲状腺

激素途径参与机体代谢并不能完全解释 ,极有可能

是碘本身直接或者通过与其他营养素的互作间接调

控了抗氧化酶的活性变化。有关碘缺乏对组织氧化

损伤的影响还仅仅限于对甲状腺的影响 ,碘缺乏将

导致甲状腺和乳腺组织的氧化损伤[4 ] ,但是这种直

接影响尚未在除甲状腺和乳腺以外的非蓄碘组织上

得到有效证明。本试验的单细胞凝胶电泳结果证

明 ,日粮中碘含量较低时 ,蛋鸡的淋巴细胞会发生明

显的 DNA损伤。

日粮中碘添加量为 0引起了细胞的抗氧化酶活

性变化 ,可能是碘和硒互作的结果。有关微量元素

与碘的互作研究 ,大多认为微量元素对甲状腺激素

代谢会产生影响 ,进而影响碘的营养。如硒通过含

硒脱碘酶的作用 ,可以调控甲状腺激素的代谢 ,进而

影响碘的营养[1 ] ;铁缺乏 ,亚铁血红素依赖性的甲

状腺过氧化物酶活性下降 ,甲状腺激素合成受阻 ,因

此缺铁性贫血降低补碘的有效性而补铁则会提高补

碘的有效性[14 ] ;人甲状腺功能低下时 ,红细胞锌与

血清 T3/ T4 比率、TSH浓度具有相关性[15 ] ,小鼠锌

缺乏时 ,血浆 T3 浓度下降 ,甲状腺细胞出现凋

亡[16 ] ;癌性甲状腺细胞中的硒和硒含量低于正常的

甲状腺细胞[17 ] ,碘的缺乏将伴随微量元素铁、锰、

铜、锌在组织中的分布发生变化[8 ]。因为 GPx的活

性中心含有硒 ,因此 ,本研究中碘营养不同对 GPx

活性的调节作用表明 ,碘的营养也可能会影响机体

微量元素硒的营养作用发挥。

314　硒碘互作与 D NA氧化损伤

本研究发现 ,硒碘的互作能够显著影响淋巴细

胞的 SOD和 CA T活性。这表明 ,硒碘的营养互作

能够影响淋巴细胞的氧化还原状态。

有关硒碘营养的互作对机体抗氧化能力影响的

研究结果并不十分一致。在硒营养缺乏时 ,碘营养

缺乏导致组织硒含量、肝脏和肾脏中谷胱甘肽过氧

化物酶和 5′2脱碘酶活力显著下降 ,但在适宜的硒营

养状态下 ,三者的下降并不显著[5 ]。长期缺碘情况

下 ,大鼠甲状腺组织中的 GPx 和 CA T 活性上升 ,

SOD活性下降 ,L PO 含量增加 ,而补硒仅能提高甲

状腺中 GPx 的活性 ,对其他抗氧化酶和 L PO 含量

则没有影响[6 ]。在低硒时 ,碘缺乏使红细胞和肝脏

的硒含量和 GPx 活力降低 ,硒营养水平正常 ,低碘

反而使肝脏硒含量及红细胞、肝脏和肾脏中的 GPx

活力增加。虽然这些研究结果不很一致 ,但提示硒

碘营养在组织抗氧化作用中是相互依赖和制约的。

单细胞凝胶电泳结果表明 ,淋巴细胞在碘单独

添加量为 0时 ,DNA损伤程度显著高于硒单独添加

量为 0和硒碘联合添加量为 0组。出现这种结果有

多种可能 ,一是本次试验使用的是 57周龄的老龄蛋

鸡 ,机体衰老导致 DNA 损伤的存在可能使硒单独

添加量为 0组与硒碘联合添加量为 0组之间的差异

被削弱了 ,因为虽然机体老化与机体内 DNA 损伤

蓄积关系的因果尚不明晰 ,但是衰老总是同体内

DNA损伤的增加相伴随的[18 ] ;二是可能碘添加量

为 0引起的淋巴细胞 DNA损伤比硒单独添加量为

0和硒碘联合添加量为 0更加严重 ,已有研究证明 ,

碘的缺乏与甲状腺细胞和乳腺组织细胞的 DNA损
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伤有关[8 ] ,在本研究碘添加量为 0 组 ,淋巴细胞中

SOD活性在 4个日粮处理中最高 ,而 CA T活性在 4

个日粮处理中活性最低、GPx活性也处于比较低的

水平 ,我们知道 , SOD 能够催化超氧阴离子转变成

过氧化氢 ,而 CA T和 GPx 则负责催化过氧化氢形

成水 ,SOD活性上升而 CA T和 GPx活性下降 ,则有

可能造成体内过氧化氢蓄积 ,进而形成羟自由基 ,羟

自由基则可直接对 DNA造成氧化损伤 ,因此 ,本研

究中的抗氧化酶活性变化可部分解释淋巴细胞缺碘

DNA氧化损伤最严重的现象 ;第 3种可能就是硒碘

共同添加量为 0可能会对硒碘单独添加量为 0引起

的 DNA损伤具有缓解作用 ,因为淋巴细胞在硒碘

联合添加量为 0组的细胞 DNA损伤程度显著低于

碘单独添加量为 0 组 ,也有低于硒单独添加量为 0

组的趋势。

4　结　论

微量元素硒和碘都会影响机体的氧化还原状

态 ,日粮中两者含量较低都会引起细胞 DNA损伤 ;

日粮中碘添加量为 0导致的淋巴细胞 DNA损伤比

硒添加量为 0和硒碘联合添加量为 0组严重。日粮

中硒碘添加量为 0引起的 DNA损伤具体类型是什

么 ,尚需要更多的试验进行深入研究探讨。
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