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摘  要 

 

I 

摘  要 

 

硒（Selenium，Se）是人和动物所必需的微量元素，广泛参与到机体的众多生物学过程

中，发挥多种重要的生物学功能，研究表明缺硒可引起脑组织损伤。硒蛋白 S（SELS）作为

内质网定位硒蛋白之一，在保护脑损伤中发挥重要作用，高表达 SELS 可通过减轻内质网应

激和炎症损伤来减轻脑损伤，抑制 SELS 表达则会加重脑损伤。溶酶体作为细胞“消化中心”

在维持细胞内稳态发挥关键作用，许多退行性神经疾病都存在溶酶体功能紊乱。研究发现缺

硒可引起溶酶体稳定性和 SELS表达降低。然而溶酶体稳态失衡是否参与缺硒性脑损伤，SELS

是否调控溶酶体功能及稳态尚不清楚。基于此，提出缺硒通过降低 SELS 表达调控溶酶体稳

态失衡引起小脑细胞凋亡的科学假设。为阐明这一假设，本研究在建立鸡缺硒性小脑损伤模

型、缺硒鸡胚脑神经元模型、SELS 敲低鸡胚脑神经元模型及氧化应激抑制剂 N-乙酰-L-半胱

氨酸（NAC）、CTSB 抑制剂 E-64 及 CTSD 抑制剂 Pepstatin A 处理 SELS 敲低鸡胚脑神经元

模型基础上，应用 ICP-MS 法、病理组织学观察、免疫荧光、Tunel、转录组学、RT-PCR、

Western Blot 及流式细胞术等方法，对金属离子稳态、病理形态学、mRNA 转录组、抗氧化

水平（CAT、GSH-Px、SOD、T-AOC、ROS、H2O2、LPO 及 MDA）、内质网应激相关指标

（GRP78、IRE1、XBP1、PERK、ATF4 和 ATF6）、溶酶体相关指标（pH、ATP6V1A、ATP6V1B2、

ATP6V1D、CTSB、CTSD 及 MCOLN1）及自噬相关指标（LC3-2、P62）、凋亡、凋亡相关

指标（BCL2、BAX、CAS9 及 CAS3）等进行检测，结果表明： 

（1）病理组织学观察显示缺硒导致小脑颗粒层变薄，小脑白质增多，浦肯野细胞减少甚

至消失、嗜酸性浦肯野细胞增多，浦肯野细胞层中神经纤维堆积缠结，颗粒层神经纤维杂乱

稀少，尼氏体数量减少。免疫荧光及 Tunel 结果显示，缺硒导致小脑 α-syn 聚集及细胞凋亡。 

（2）金属离子检测结果显示，缺硒导致鸡小脑组织中 K、Fe、Zn、B、Ni、Hg 和 Sb 含

量降低，Ca、Cr、Mo、V 和 Cd 含量增加，揭示缺硒影响鸡小脑组织中金属离子稳态。 

（3）mRNA 转录组分析显示，缺硒导致小脑组织中 421 个基因差异表达，其中 171 个

表达上调，250 个表达下调，GO 及 KEGG 富集分析发现差异变化基因与神经功能、抗氧化、

金属离子、溶酶体及凋亡等密切相关。 

（4）缺硒引起小脑及脑神经元 SELS mRNA 和蛋白表达水平降低，内质网应激相关基因

GRP78、XBP1、ATF4 和 ATF6 mRNA 表达水平，GRP78、IRE1、XBP1、PERK、ATF4 和 ATF6

的蛋白表达水平升高，敲低 SELS 导致鸡胚脑神经元内质网硒蛋白 SELN 和 DIO2 的 mRNA

水平升高，SELT 和 SEP15 的 mRNA 水平降低，同时升高 GRP78、IRE1、XBP1、PERK、

ATF4 和 ATF6 的蛋白表达水平，表明 SELS 表达降低可引起脑神经元内质网应激。 

（5）缺硒导致小脑及脑神经元抗氧化酶 CAT、GSH-Px 和 T-AOC 活性减弱，ROS、H2O2、

LPO 及 MDA 含量增加，敲低 SELS 降低了脑神经元抗氧化酶活性，自由基及脂质过氧化产

物含量增加，表明 SELS 表达降低导致脑神经元氧化应激。 

（6）缺硒抑制小脑和脑神经元溶酶体 V-ATPase、CTSB 及 CTSD 蛋白表达，MCOLN1

和胞浆中 CTSB 及 CTSD 蛋白表达水平升高，SELS 敲低同样引起脑神经元上述指标发生相
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似变化，NAC 有效缓解 SELS 表达降低引起的溶酶体变化，表明 SELS 表达降低通过氧化应

激引起溶酶体酸化受阻、酶活性降低、钙离子释放及溶酶体膜通透化，导致溶酶体稳态失衡。  

（7）缺硒引起小脑和脑神经元自噬标记物 LC3-2 和 P62 蛋白表达水平升高，SELS 敲低

同样诱导 LC3-2 和 P62 蛋白表达水平升高，NAC 有效恢复溶酶体稳态的同时，缓解了 SELS

敲低引起的 LC3-2 和 P62 蛋白表达升高，表明 SELS 表达降低通过溶酶体功能障碍抑制自噬

底物降解，引起自噬小体蓄积，自噬流抑制。 

（8）缺硒抑制小脑和脑神经元 BCL2 mRNA 及蛋白表达水平，BAX、CAS9 及 CAS3 

mRNA 和蛋白表达增加，SELS 敲低同样引起上述指标相似变化，流式细胞术结果显示缺硒

及 SELS 敲低引起脑神经元凋亡细胞增多，ROS 抑制剂 NAC、CTSB 抑制剂 E-64 及 CTSD 抑

制剂 Pepstatin A 能缓解 SELS 敲低引起的细胞凋亡，表明 SELS 表达降低通过自噬流抑制、

CTSB 和 CTSD 泄露，引起细胞线粒体途径凋亡。 

综上所述，缺硒导致鸡小脑金属离子稳态失衡，细胞发生线粒体途径凋亡，诱导 171 个

mRNA 表达上调，250 个 mRNA 表达下调，并与神经功能、抗氧化、金属离子、溶酶体及凋

亡等相关。缺硒导致 SELS 表达水平降低，进一步研究表明，SELS 表达降低引起内质网应

激，促进 ROS 积累，导致氧化应激，引起溶酶体稳态失衡，引发自噬流抑制，最终导致细胞

凋亡。上述结果表明 SELS 调控溶酶体稳态诱导鸡缺硒性小脑神经元凋亡，这一结果丰富了

缺硒性小脑损伤的分子机制，为进一步研究提供参考。 

 

关键词：鸡小脑；硒蛋白 S；氧化应激；溶酶体；细胞凋亡 
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Role of Selenoprotein S Regulating Lysosomal 

Homeostasis in Selenium Deficient Cerebellar Neuronal 

Apoptosis in Chicken 

Abstract 

 

Selenium (Se) is an essential trace element for humans and animals. It is widely involved in 

many biological processes and plays a variety of important biological functions. Studies has shown 

that Se deficiency can cause brain damage. Selenoprotein S (SELS), as one endoplasmic reticulum 

localized selenoprotein, plays an important role in the protection of brain injury. Highly expressed  

SELS can relieve brain injury by alleviating endoplasmic reticulum stress and inf lammatory 

stimulus, however, inhibition of SELS expression may aggravate the brain injury.  Lysosomes, as 

the "digestive center" of cells, play a key role in maintaining intracellular homeostasis through 

degrading and removing intracellular harmful substances. It’s found that many degenerative 

neurological diseases are accompanied by lysosomal dysfunction. Se deficiency could decrease 

lysosomal stabilization and SELS expression. However, whether the imbalance of lysosomal 

homeostasis is involved in Se deficiency-caused cerebellar injury, and whether SELS regulates 

lysosomal function and homeostasis are still unclear. Based on it, we propose a scientific hypothesis 

that Se deficiency can mediate the lysosome imbalance and induce apoptosis through reducing SELS 

expression in cerebellar cells. To clarify this hypothesis, we established the Se deficient chicken 

cerebellar injury model, Se deficient chick embryo brain neuron model, SELS knockdown chick 

embryo brain neuron model and treated with the oxidative stress inhibitor N-acetyl-L-cysteine 

(NAC), the CTSB inhibitor E-64 and the CTSD inhibitor Pepstatin A respectively. And based on 

these models, ICP-MS, histopathological observation, immunofluorescence, TUNEL staining, 

transcriptome, RT-PCR, Western blot and flow cytometry were performed; metal ion homeostasis, 

pathomorphology, mRNA transcriptome, antioxidant levels (CAT, GSH-Px, SOD, T-AOC, ROS, 

H2O2, LPO and MDA), endoplasmic reticulum stress-related indexes (GRP78, IRE1, XBP1, PERK, 

ATF4 and ATF6), lysosomal-related indexes (pH, ATP6V1A, ATP6V1B2, ATP6V1D, CTSB and 

CTSD), autophagy-related indexes (LC3-2 and P62), and apoptosis-related indexes (BCL2, BAX, 

CAS9 and CAS3) were detected. The results showed that:  

(1) Histopathological observation showed that Se deficiency led to the thinning of cerebellum 

granular layer, increase of cerebellum white matter, decrease or disappearance of Purkinje cells, 

increase of eosinophilic Purkinje cells, the accumulation and tangle of nerve fibers in the Purkinje 

cell layer, the disorder of nerve fibers in the granular layer and the decrease of Nissl body. 
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Immunofluorescence and TUNEL results showed that Se deficiency led to cerebellum α-syn 

aggregation and apoptosis. 

(2) The detection results of metal ions showed that the contents of K, Fe, Zn, B, Ni, Hg and Sb 

decreased and the contents of Ca, Cr, Mo, V and Cd increased in the cerebellar tissue of chickens 

under Se deficiency, which indicated that Se deficiency affected the metal ion homeostasis in the 

cerebellar tissue of chickens. 

(3) mRNA transcriptome analysis showed that Se deficiency resulted in the differential 

expression of 421 genes in the cerebellum, of which 171 genes were upregulated and 250 genes 

were downregulated. Go and KEGG enrichment analysis showed that the differential genes were 

closely related to neural function, antioxidation, metal ions, lysosome and apoptosis.  

(4) Se deficiency resulted in the decreased expression of SELS at mRNA and protein in the 

chicken cerebellum and brain neurons, increased mRNA expressions of endoplasmic reticulum 

stress-related genes GRP78, XBP1, ATF4 and ATF6, and increased protein expressions of GRP78, 

IRE1, XBP1, PERK, ATF4 and ATF6. Besides, SELS Knockdown led to increased mRNA levels 

of SELN and DIO2, decreased mRNA levels of SELT and SEP15, and increased protein levels of 

GRP78, IRE1, XBP1, PERK, ATF4 and ATF6, indicating that the decreased expression of SELS 

could cause endoplasmic reticulum stress. 

(5) Se deficiency decreased the activities of CAT, GSH-PX and T-AOC, increased the contents 

of ROS, H2O2, LPO and MDA in the cerebellum and brain neurons. SELS Knockdown decreased 

the activities of antioxidant enzymes and increased the contents of free radicals and lipid 

peroxidation products in brain neurons, which indicated that the decreased expression of SELS led 

to oxidative stress in brain neurons. 

(6) Se deficiency inhibited the protein expressions of lysosomal V-ATPase, CTSB and CTSD, 

and increased the expressions of MCOLN1 and cytoplasm CTSB and CTSD in the cerebellum and 

brain neurons. SELS knockdown also caused similar changes in brain neurons. NAC treatment could 

effectively alleviate the lysosomal changes caused by decreased SELS expression. These results 

indicated that the decrease of SELS expression led to the disruption of lysosomal acidification, the 

decrease of enzyme activity, the release of calcium ion and the permeability of the lysosomal 

membrane, resulting in the imbalance of lysosomal homeostasis.  

(7) Se deficiency increased the expressions of autophagy markers LC3-2 and P62 in the 

cerebellum and brain neurons. SELS knockdown also increased the expression of LC3-2 and P62. 

NAC effectively restored lysosomal homeostasis and alleviated the increased expression of LC3-2 

and P62 caused by SELS knockdown, which indicated that the decreased expression of SELS 

inhibited autophagy substrate degradation through lysosomal dysfunction, leading to 

autophagosome accumulation and autophagic flux inhibition.  

(8) Se deficiency inhibited the expression of BCL2 in the cerebellum and brain neurons, and 

increased the mRNA and protein expressions of BAX, CAS9 and CAS3. SELS knockdown also 

caused similar changes in the above indexes. Flow cytometry showed that Se deficiency and SELS  
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knockdown caused the increase of apoptotic cells in brain neurons. Besides, NAC, CTSB inhibitor 

E-64 and CTSD inhibitor Pepstatin A could alleviate the apoptosis induced by SELS knockdown. 

These results indicated that the decrease of SELS expression could induce apoptosis via autophagic 

flux inhibition and leakage of CTSB and CTSD. 

In conclusion, Se deficiency led to the imbalance of metal ion homeostasis in the chicken 

cerebellum, resulted in mitochondrial pathway apoptosis, induced 171 mRNA expression 

upregulation and 250 mRNA expression downregulation, which were closely related to neural 

function, antioxidation, metal ions, lysosome and apoptosis. Se deficiency led to the decrease of 

SELS expression, and further investigations showed that the decrease of SELS expression caused 

endoplasmic reticulum stress, promoted ROS accumulation, led to oxidative stress, induced 

imbalance of lysosome homeostasis, inhibited autophagic flux, and finally led to apoptosis. These 

results indicated that SELS could regulate lysosomal homeostasis and induce apoptosis in Se 

deficient chicken cerebellar neurons. These results enrich the molecular mechanism of Se deficient 

cerebellar injury and provide references for further research. 

 

Key words: Chicken cerebellum; Selenoprotein S; Oxidative stress; Lysosome; Apoptosis  
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1 前言 

Berzelius 于 1817 年首次发现硒（Selenium，Se）。最初，人们一直认为硒是一种有毒元

素。直到 20 世纪 50 年代，大量的研究表明，硒是人和动物所必需的微量元素，广泛参与到

机体众多生物学过程中，发挥多种重要的生物学功能。人和动物主要通过食物来获取硒，因

而机体硒水平与食物中硒含量密切相关。缺硒会导致人克山病、大骨节病，畜禽白肌病，禽

类渗出性素质等疾病。此外，大量研究证实，多种疾病都与缺硒密切相关，如甲状腺疾病 [1]、

妊娠期糖尿病[2]、心血管疾病[3]、阿尔茨海默病（AD）及帕金森病（PD）等神经退行性疾病

[4-6]，这也充分证明硒对机体的重要性[7]。随着越来越多硒蛋白的发现，人们对于硒的生物学

功能及缺硒对机体的影响和作用机理的研究愈发关注。 

1.1 硒与神经系统的研究进展 

硒在机体内普遍分布，近期研究指出，硒在调节神经系统功能方面发挥着重要的作用，

硒可参与中枢神经系统的多种功能，如运动能力、协调性、记忆和认知，表明硒在脑信号传

导途径中发挥重要作用[8]。硒蛋白对维持正常脑功能非常重要，硒蛋白功能的降低会导致认

知功能出现障碍和神经系统紊乱，适当补充硒可缓解神经退行性疾病的临床症状[9]。硒也被

证实可以有效拮抗重金属和环境毒物对神经系统的损伤 [10, 11]。 

1.1.1 脑中硒分布 

研究发现，硒在脑中的分布是不均匀的，并表现出两个特点，一是脑区灰质中硒含量往

往较高，而白质中的硒含量则相对低得多；二是脑中腺体部位的硒含量高于其他区域[12, 13]。

Prohaska 等[14]通过将生理剂量 75SeO3
2-注射到缺硒大鼠中，发现硒在脑中的生物半衰期约为

45 d，同位素定位检测发现脑区中硒水平由高至低依次为小脑、皮质和延髓。Trapp 等[15]报道

小脑的硒水平高于大脑半球高于脊髓，表明灰质最多的中枢神经系统的硒含量也最高。在对

鸡和大鼠的研究中发现，脑中腺体器官松果体和垂体硒含量较高 [15, 16]。研究发现，人体内脑

中的硒浓度随年龄的变化而改变。例如，胎儿脑中硒浓度随胎龄的增长而降低，但出生后机

体脑中硒浓度随着年龄的增加而升高 [17]。近期的研究结果显示，病理情况下，脑中的硒含量

会发生改变。如阿尔茨海默病（AD）患者脑脊液和脑组织中硒水平硒含量降低，进一步分析

显示，AD 患者的颞叶、海马和皮质区域的硒水平降低，而杏仁核中观察到硒水平升高 [18]。 

1.1.2 硒及硒蛋白研究进展 

硒广泛存在于动物机体的各个组织和细胞中，主要以硒蛋白的形式来发挥其功能。硒在

机体内以硒代半胱氨酸（Sec）的形式参与到硒蛋白的合成。Sec 是由终止密码子 UGA 所编

码的第 21 种氨基酸，其翻译的过程中需要其下游存在调节硒蛋白合成的特殊元件硒代半胱

氨酸插入元件（SECIS）的存在。1973 年第一个硒蛋白谷胱甘肽过氧化物酶 1（GPX1）被鉴
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定出来，到目前为止，已有 45 种硒蛋白已从人和其他物种中鉴定出来，其中人体内含 25 种

硒蛋白[19]、猪 25 种硒蛋白[20]、小鼠和大鼠 24 种硒蛋白[21, 22]、鸡 25 种硒蛋白[23]、斑马鱼 38

种硒蛋白和青蛙 24 种[21]等。有 21 种硒蛋白在所有脊椎动物均存在，包括谷胱甘肽过氧化物

酶 1、2、3 和 4（GPX1-4）、硫氧还蛋白还原酶 1 和 3（TXNRD1 和 TXNRD3）、脱碘酶 1、

2 和 3（DIO1-3）、硒蛋白 H（SELH）、硒蛋白 I（SELI）、硒蛋白 K（SELK）、硒蛋白 M（SELM）、

硒蛋白 N（SELN）、硒蛋白 O（SELO）、硒蛋白 P（SELP）、蛋氨酸-R-亚砜还原酶 1（MSRB1

又名硒蛋白 R，即 SELR）、硒蛋白 S（SELS）、硒蛋白 T（SELT）、硒蛋白 W（SELW）及 15 

KDa 硒蛋白（SEP15）[21]。鸡 25 种硒蛋白及其亚细胞定位见表 1-1。 

除 SELP 外，多数硒蛋白的 mRNA 上都包含一个独立的 Sec 残基和一个特殊的硒代半胱

氨酸插入元件-SECIS。根据硒蛋白氨基酸序列中 Sec 的位置不同，将硒蛋白主要分为三类：

第一类是 Sec 残基位于 C 末端，包括哺乳动物体内的 SELK、SELS、SELO、SELI、SELR 和

TXNRDs 等；第二类是残基位于 N 末端，主要是含有-CxxU 或-CxxC 基序的硫氧还蛋白结构

域的硒蛋白，包括 SELH、SELM、SELT、SELV、SELW、SEP15、DIOs、GPXs 以及硒磷酸

合成酶 2（SPS2）等；第三类硒蛋白是除上述两类硒蛋白以外的硒蛋白，如 SELP 等[24]。 

2016 年，HUGO 基因命名委员会（HUGO Gene Nomenclature Committee，HGNC）通过

了“硒蛋白基因命名法”，为硒蛋白编码基因建立了一套合理且统一的命名体系，即除具有已

知功能的硒蛋白酶：硫氧还蛋白还原酶 TXNRD1、2 和 3，谷胱甘肽过氧化物酶 GPX1、2、

3、4 和 6，碘甲状腺原氨酸脱碘酶 DIO1、2 和 3，甲硫氨酸-R-亚砜还原酶 1 MSRB1 和硒酸

合成酶 2 SEPHS2 外其他传统上用 SEL 或 SEP 符号表示的硒蛋白均可用 SELENO 加字母的

方式来命名，如 SELS 可写为 SELENOS[25]。 

表 1-1 25 种硒蛋白亚细胞定位 

Table 1-1 The subcellular localization of 25 selenoproteins 

硒蛋白 缩写 别名 亚细胞定位 

谷胱甘肽过氧化物酶 1 GPX1 胞浆谷胱甘肽过氧化物酶，GSHPX1 细胞质 

谷胱甘肽过氧化物酶 2 GPX2 胃肠道谷胱甘肽过氧化物酶，GSHPX-GI 细胞质 

谷胱甘肽过氧化物酶 3 GPX3 血浆谷胱甘肽过氧化物酶 分泌 

谷胱甘肽过氧化物酶 4 GPX4 磷脂氢谷胱甘肽过氧化物酶，PHGPX 
细胞质、线粒

体、细胞核 

硫氧还蛋白还原酶 1 TXNRD1 TR1，TRXR1 
细胞质，细胞

核 

硫氧还蛋白还原酶 2 TXNRD2 TRXR2，TR3，线粒体硫氧还蛋白还原酶  线粒体 

硫氧还蛋白还原酶 3 TXNRD3 TGR，TRXR3，TR2  

碘甲状腺原氨酸脱碘酶 1 DIO1 D1 质膜 

碘甲状腺原氨酸脱碘酶 2 DIO2 D2 内质网 

碘甲状腺原氨酸脱碘酶 3 DIO3 D3 质膜 

硒代磷酸合成酶 2 SEPHS2 SPS2 细胞质 

蛋氨酸-R-亚砜还原酶 1 MSRB1 SELR，SELX，SEPX1 细胞质 

   （转下页） 
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（接上页）    

硒蛋白 缩写 别名 亚细胞定位 

硒蛋白 F SELENOF selenoprotein 15，SEP15 内质网 

硒蛋白 H SELENOH SELH，C11orf31 细胞核 

硒蛋白 I SELENOI SELI，EPT1 膜 

硒蛋白 K SELENOK SELK 内质网，质膜 

硒蛋白 M SELENOM SELM，SEPM 内质网 

硒蛋白 N SELENON SELN，SEPN1 内质网 

硒蛋白 O SELENOO SELO  

硒蛋白 P SELENOP SELP，SEPP1 分泌，细胞质 

硒蛋白 S SELENOS SELS，SEPS1，VIMP 内质网，质膜 

硒蛋白 T SELENOT SELT 内质网 

硒蛋白 U SELENOU SELU  

硒蛋白 W SELENOW SELW，SEPW1 细胞质 

硒蛋白 P2 SELENOP2 SEPP2，SELPb  

1.1.3 硒对神经系统的保护作用 

脑是一个具有大量代谢需求的器官，硒作为机体必需微量元素之一，对脑发育和新陈代

谢至关重要。越来越多的证据表明，硒以硒蛋白的形式在脑内主要通过参与氧化还原调节来

维持脑的最佳功能。GSH-Px 家族是硒蛋白的重要成员，具有强大的抗氧化作用，其中 GPX1

和 GPX4 是脑中主要的 GSH-Px 形式，可有效清除细胞代谢产生的活性氧（ROS），促进神经

元的生长与发育[9]。SELP 是一种含有多个硒代半胱氨酸残基 Sec 的细胞外蛋白，可结合血浆

中的大部分硒，被认为在硒的转运和传递中起着关键作用，已证实 SELP 可通过结合脂蛋白

受体 ApoER2 在脑内传递硒，对神经元存活和功能至关重要 [26]。基因敲除 SELP 或 ApoER2

可导致脑中硒水平降低，引发神经功能障碍 [27]。此外，哺乳动物发育和成熟过程中，脑中 SELW

处于是高表达水平，Raman 等[28]报道 SELW 广泛存在于小鼠脑内神经元和神经纤维中，其中

皮质和海马锥体神经元中 SELW 表达水平较高，另外在小脑的浦肯野神经元及其树突状也有

丰富的 SELW。有报道指出，膳食硒缺乏降低了脑中硒浓度和 GPX 活性但并没有降低脑中的

SELW 水平，表明 SELW 可能在维持神经正常功能发挥着重要作用 [29]。 

Ji 等[30]研究发现硫酸软骨素纳米硒（CS@Se）可以通过减轻氧化应激损伤，抑制 tau 蛋

白过度磷酸化，缓解炎症，减轻海马神经元突触损伤等方式，延缓小鼠 AD 的发展，改善空

间学习记忆障碍，提高 AD 小鼠的学习记忆能力。缺血再灌注损伤后腹腔注射亚硒酸钠

（Na2SeO3）可显著降低缺血再灌注（IR）诱导的大鼠前额叶皮层和海马组织中 TNF-α 和 IL-

1β 的水平，增加了神经生长因子（NGF）的水平，减轻前额叶皮层和海马 CA1 区神经元死

亡[31]。研究发现硒能有效缓解有毒物质对中枢神经系统的毒性。硒可缓解顺铂（Cisplatin，

一种具有神经毒性的抗癌药物）诱导的 Wistar 白化大鼠脑组织病理改变，减轻细胞凋亡 [32]。

朱轶豪[33]研究发现硒能有效缓解铅导致的鸡脑组织和鸡胚神经细胞氧化应激，免疫抑制和炎
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症反应，降低细胞凋亡，减轻脑损伤。郝盼 [34]证实硒可缓解由铬引起的鸡脑组织的氧化应激，

保护浦肯野细胞层，缓解铬引起的浦肯野细胞数量减少和空泡化。任妍 [35]通过建立人神经母

细胞瘤细胞系 SH-SY5Y 镉暴露模型，发现硒可上调硫氧还蛋白还原酶 TXNRD1 的水平，降

低镉引起的 ROS 水平，并抑制神经元凋亡，发挥神经保护作用。有报告指出 SELS 在反应性

星形胶质细胞中的表达被激活，可通过减少内质网压力和炎症，而在神经病变状态下维持星

形胶质细胞的完整性[36]。这些研究结果表明，硒对神经系统具有保护作用。 

1.1.4 缺硒对神经系统的影响 

研究表明，低硒情况下脑维持硒水平的能力远高于其他组织。在对缺硒动物模型的研究

中发现，脑显示了对保留硒的优先权。用缺硒饲料连续饲喂大鼠 13 周后，发现大鼠血硒含量

明显降低，然而脑硒含量基本保持不变。连续饲喂大鼠缺硒日粮至第 6 代时，发现肝、骨骼

肌和血液中的硒浓度不到正常水平的 1%，而脑硒含量依然能达到正常水平的 60%，证明脑

组织对硒的优先利用权[24]。 

研究发现硒缺乏会导致大鼠大脑皮层和海马中的硒含量降低，大脑皮层、海马和小脑中

GSH-Px 的活性下降，海马中脂质过氧化增加，同时造成认知功能缺陷 [37]。耿义群[38]利用低

硒日粮饲喂大鼠三代后，发现缺硒可导致发育期大鼠大脑皮层和海马的氧化代谢水平降低，

同时引起大脑皮层和海马神经元功能下降。此外，日粮硒缺乏可导致蛋鸡不同脑区抗氧化能

力降低，引起 H2O2、NO、MDA 等含量增加，同时导致炎性因子表达升高和凋亡的发生，深

入研究发现 SELW 可通过抑制炎性因子和凋亡基因的表达，保护神经元免受氧化应激导致的

炎性和凋亡损伤。低硒导致的鸡脑组织中 SELW 表达量降低而引起的抗氧化能力降低，这可

能是低硒致鸡脑组织损伤的作用机制之一 [24]。SELP 缺失会导致小鼠神经表型，包括运动协

调和认知缺陷，并增加癫痫发作的易感性 [39, 40]。 

1.2 硒蛋白 S（SELS）与神经系统损伤研究进展 

硒蛋白 S（Selenoprotein S，SELS）又名 SELENOS、SEPS1、VIMP 等[25]。2002 年 Walder

等[41]首次在大鼠Ⅱ型糖尿病模型中发现，大鼠在禁食 24 h 后肝脏中有一个基因的表达呈现

出显著性升高，证实为新基因并将之命名为 Tanis（希伯来语，意为“禁食”）。2003 年，Kryukov

等[42]在人类基因组中发现了一种新的硒蛋白 SELS。研究发现，人类 SELS 基因和大鼠 Tanis

基因是编码同一个蛋白质的同源物。SELS 具有硒蛋白基因所特有的特征，即在其 mRNA 开

放阅读框内含有编码 Sec 的 UGA 密码子，下游 3’非翻译区存在调节硒蛋白合成的硒代半胱

氨酸插入元件-SECIS。 

1.2.1 SELS 的结构和组织分布 

Walder 等[41]利用 Expasy 软件工具对 SELS 进行分析和预测了认为其含有 8 个可能的丝

氨酸磷酸化位点、1 个苏氨酸磷酸化位点、3 个可能的 O-糖基化位点和 4 个可能的蛋白激酶

C 磷酸化位点。预测其具有 44%的 α-螺旋，17%的延伸链和 39%的无规卷曲。 
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研究发现 SELS 广泛分布在大鼠多个组织，包括肌肉、肺、肝、小脑、大脑、脂肪、血

管、脾、胃、胸腺、胰腺和心脏。此外，在肾、睾丸和结肠组织中亦检测到 SELS 的表达[43]。

前期研究发现，SELS 广泛分布于鸡的各个组织中，如肝[44]、肾[45]、肌肉[46]、胰腺[47]、胸腺

[48]、肠道[49]、气管[50]、脑[51]等。SELS 是一种单向的跨膜蛋白，主要分布于细胞内质网上 [52]。

首先是一段较短的 N-端片段（1~25 位氨基酸残基）位于内质网腔内，接着是由 26-48 位氨基

酸残基组成的内质网跨膜区，后面的 49~189 位氨基酸残基则在细胞质区[53]。目前对 SELS 在

细胞质区的结构比较清楚，其中 52~122 位氨基酸残基形成了两段伸展的 α-螺旋 H1 和 H2，

被称为卷曲螺旋结构域，SELS 可能通过该区域与其他蛋白结合或形成二聚体。如图 1-1 所示

为目前所知的人 SELS 的拓扑结构。除此之外，Kryukov 等[22]和 Bubenik 等[54]研究证实 SELS

也定位于质膜和核周高尔基体内。 

 
图 1-1 SELS 拓扑结构示意图[43] 

Figure 1-1 The topological structure schematic representation of SELS 

1.2.2 SELS 的功能 

经过多年研究发现，SELS 具有调节内质网应激、氧化应激、炎症反应、葡萄糖代谢等功

能[55, 56]，并与一些疾病的发生发展密切相关，如心血管疾病 [57]、Ⅱ型糖尿病[41]、阿尔茨海默

病（AD）[58]、癌症[52, 59]等。 

1.2.2.1 SELS 调节内质网应激 

内质网（endoplasmic reticulum，ER）是细胞内极为重要的细胞器，是蛋白质合成后折叠、

修饰与装配的重要场所，也是细胞内 Ca 的贮存器，此外许多细胞功能都与内质网有关。当

内质网中出现未折叠或错误折叠蛋白在腔内聚集和/或 Ca 平衡紊乱时，会造成内质网功能紊

乱，称为内质网应激（ER stress）。细胞可通过启动内质网相关蛋白降解（ER-associated portien 

degradaiton，ERAD）途径识别内质网中未折叠或错误折叠蛋白以逆向转移的方式从内质网中

到细胞质中进行降解，以此减轻或消除内质网应激，进而恢复内质网稳态。而长时间的内质

网应激，会诱导 ROS 的生成[60]，并将激活内质网相关的凋亡信号途径诱导细胞凋亡。SELS

作为内质网驻留硒蛋白，已证实是 ERAD 重要组成，SELS 在内质网上与内质网蛋白 1（Derlin1）
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-泛素连接酶 E3-p97ATP 酶形成降解复合物，以降解 ER 中未折叠或错误折叠的蛋白质[61-65]。

Gao 等[66]发现 SELS 基因的启动子区域含有一个内质网应激响应元件（endoplasmic reticulum 

stress response element，ERSE）（GGATTTCTCCCCCGCCACG）。研究表明内质网应激诱导剂

衣霉素（TM）、毒胡萝卜素（TG）和 β-巯基乙醇可上调 RAW264.7 巨噬细胞、HepG2 肝癌细

胞、HEK293T 人胚肾细胞和小鼠星形胶质细胞中 SELS 的表达[67-70]，过表达 SELS 可缓解 TG

和 TM 诱导的 RAW264.7 巨噬细胞存活率下降和细胞凋亡增加，从而在内质网应激期间促进

细胞存活[67]，抑制 SELS 的表达会进一步降低 β-巯基乙醇处理的 HepG2 肝癌细胞的细胞活

力，加重细胞凋亡[69]。在人和小鼠星形胶质细胞中，用 ER 应激诱导剂 TM 和 TG 处理后，

SELS 表达水平均上调，过表达 SELS 可以降低 ER应激标记物 XBP1和促凋亡转录因子 C/EBP

同源蛋白（CHOP）的表达[71]，在小鼠星形胶质细胞中抑制 SELS 的表达进一步加剧了 TM 和

TG 诱导的细胞活力的降低[68]。此外，敲低 SELS 增强了 TM 诱导大鼠血管平滑肌细胞的内

质网应激，表现为内质网伴侣 78 kDa 葡萄糖调节蛋白（GRP78）、内质网应激传感器磷酸化

蛋白激酶 RNA 样内质网激酶（PERK）和 CHOP 的蛋白水平升高[72]。这些结果表明 SELS 在

保护细胞免受内质网应激介导的细胞死亡中发挥重要作用。 

1.2.2.2 SELS 调节氧化应激 

氧化应激（Oxidative stress，OS）是机体活性氧（ROS）生成增加和/或自身抗氧化防御

系统减弱而导致的不平衡状态。研究发现 SELS 具有抗氧化功能，属于硫氧还蛋白依赖性还

原酶，是一种典型的氧化还原酶，同时具有过氧化物酶活性，能将其底物 H2O2 分解成 H2O，

尽管 SELS 能够分解 H2O2，但不是一种有效的或广谱的过氧化物酶 [73]。大量的研究也已确认

SELS 能够减轻氧化应激所带来的细胞损伤。Zhao 等[74]研究发现过表达 SELS 可显著提高

H2O2 处理后人内皮细胞的细胞活力和超氧化物歧化酶（SOD）活性，降低丙二醛（MDA）生

成。而敲低 SELS 基因则显著降低了细胞活力和 SOD 活性，同时引起 MDA 生成增加，这一

研究表明 SELS 可保护人内皮细胞免受氧化应激。Ye 等[72]研究发现敲低 SELS 基因可使血管

平滑肌细胞对 H2O2 诱导的细胞损伤更为敏感，加重了 H2O2 诱导的血管平滑肌细胞氧化应激，

导致 ROS 和 MDA 水平进一步升高，GSH-Px 活性进一步降低。Gao 等[75]研究发现 SELS 过

表达可增强 Min6 胰岛 β 细胞对 H2O2 诱导的氧化应激的抵抗力，减轻 H2O2 诱导的细胞毒性，

增强细胞活力，减少细胞凋亡。Zhong 等[76]研究证实发现 SELS 参与抵抗氧化应激诱导的血

管内皮细胞损伤的防御。同时该研究发现多因素诱导的人主动脉内皮细胞（HAECs）氧化应

激均伴有 SELS 的上调表达。这些研究充分表明，SELS 具有保护细胞免受氧化应激损伤的作

用。 

1.2.2.3 SELS 调节炎症反应 

Walder 等[41]在首次发现 SELS 时就观察到 SELS 与急性炎症反应蛋白-血清淀粉样蛋白

（Serum amyloid A，SAA）有相互作用，并证实 SELS 可作为 SAA 的受体参与炎症过程。此

外，Karlsson 等[77]发现糖尿病患者接受胰岛素刺激后其骨骼肌和脂肪组织中 SELS 的 mRNA

表达与 SAA 呈正相关，表明 SELS 与炎症相关联。Gao 等[66]研究发现人类的 SELS 启动子区

域中含有 2 个可以与核转录因子 NF-κB 结合的位点，揭示 SELS 很可能是 NF-κB 的一个靶

基因，进一步研究发现促炎症细胞因子白细胞介素-1β（interleukin-1β，IL-1β）及肿瘤坏死因
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子 TNF-α 能显著激活 HepG2 细胞中 SELS 的启动子活性，增加其基因和蛋白质表达水平。

Fradejas 等[36]报道，诱导 C57BL/6 小鼠脑组织和人及小鼠星形胶质细胞炎性反应，会引起

SELS 表达显著增加，且 SELS 过表达可降低脂多糖 LPS 刺激的 IL-1β 和 IL-6 的表达，而

SELS 抑制则会进一步增加 LPS 刺激的 IL-1β 和 IL-6 的表达。Zeng 等[78]研究发现当小干扰

RNA（siRNA）抑制 SELS 后，会进一步加重 LPS 刺激诱导的 HepG2 细胞 GPX1 mRNA 表达

和活性降低，以及 ROS 水平、SAA 水平、一氧化氮（NO）水平、诱导型一氧化氮合酶（iNOS）

mRNA 表达水平和活性升高，表明 SELS 在影响炎症反应中起重要作用，这可能与 SELS 作

为内质网相关蛋白降解（ERAD）中逆向转运通道的中心成分及其抗氧化性有关。Cui 等[79]的

研究发现过表达 SELS 减低 TNF-α 诱导的人脐静脉内皮细胞（HUVECs）的炎症因子表达，

包括白细胞介素-1β（IL-1β）、IL-6、IL-8 和单核细胞趋化蛋白-1（MCP-1），相反，siRNA 敲

除 SELS 可增强 TNF-α 诱导的 HUVECs 损伤。这些研究结果说明了 SELS 与炎症密切相关，

SELS 会在炎症的发生下产生应答，并在炎症调节过程中起着重要的作用，SELS 的表达变化

会影响炎症反应的强度。 

1.2.2.4 SELS 调节葡萄糖代谢 

葡萄糖代谢包括合成、储存及分解三个方面，其过程受到众多因素的影响和调控，血糖

的动态平衡主要依赖于激素调控，如胰岛素、胰高血糖素和糖皮质激素等。研究证实，SELS

是一种跨膜的葡萄糖调节蛋白。Walder 等[41]在Ⅱ型糖尿病和代谢综合征模型的大鼠中发现，

肝组织中 SELS 的表达没有显著性差异，但在禁食 24h 后，糖尿病大鼠的肝中 SELS 基因表

达与正常大鼠相比显著增加，此外 SELS 基因表达水平与体内血糖浓度、胰岛素水平成反比，

与血浆甘油三酯浓度成正比。进一步研究发现葡萄糖抑制肝细胞以及其他几种细胞类型

SELS 基因的表达，提示 SELS 的表达受葡萄糖调节，揭示 SELS 在肝脏葡萄糖代谢中起一定

作用。Karlsson 等[77]也发现Ⅱ型糖尿病患者与健康人群在骨骼肌和脂肪组织中 SELS mRNA

表达水平基本相同；但当注射胰岛素后，Ⅱ型糖尿病患者脂肪组织中 SELS mRNA 表达有显

著性增强。Gao 等[80]发现人肝癌细胞 H4IIE 中过表达 SELS 会降低了葡萄糖摄取、基础状态

和胰岛素刺激下的糖原合成以及糖原含量，减弱了胰岛素对磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶

（PEPCK）基因表达的抑制，但不影响胰岛素刺激的胰岛素受体磷酸化或甘油三酯合成，表

明 SELS 可能参与了糖代谢的调节，SELS 表达增加可导致肝脏胰岛素抵抗。马帅 [81]使用饱

和脂肪酸软脂酸建立 Hep G2 细胞胰岛素抵抗模型，发现沉默 SELS 基因可抑制人肝癌细胞

（Hep-G2）糖异生水平，增强胰岛素敏感性，恢复胰岛素信号通路的转导，改善葡萄糖的代

谢。 

此外 Windmill 等[82]研究还发现 SELS 可能在精子发生中起作用。SELS mRNA 表达在青

春期前的动物睾丸中的表达较低，但在青春期和青春期后的动物睾丸中表达增加了 4 倍多，

SELS 在精子发生过程中特定的细胞类型中表达，表明 SELS 可能在睾丸氧化应激下发挥保

护作用或在精子发生中发挥特定作用。 
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1.2.3 SELS 在神经系统中的作用 

SELS 可在许多物种的脑组织中表达，如鼠 [83]、鸡[84]、猪[85]等，在海马、小脑和其他脑

组织中均可检测到 SELS 的表达[86]。有研究证实，SELS 在保护神经系统方面也发挥着重要

作用。Fradejas 等[36]报告 SELS 在反应性星形胶质细胞中的表达被激活，并且 SELS 可通过

减少内质网应激和炎症维持在神经病变状态下星形胶质细胞的完整性。Rueli 等[58]发现在 SH-

SY5Y 神经细胞系中，SELS 的表达水平随着内质网应激的增加而升高，而抑制 SELS 的表达

促进内质网应激诱导的细胞死亡。也有报道指出，SELS 在脑缺血保护中发挥关键作用，SELS

基因位点突变可导致人更易发生缺血性中风 [87]。Liu 等[88]发现在大鼠短暂局灶性脑缺血再灌

注后 3-7 d 缺血核心区 SELS 蛋白水平下降，而邻近缺血核心的缺血半暗带中 SELS 表达上

调，与反应性星形胶质细胞增生相一致，SELS 的上调代表了星形胶质细胞对炎症刺激的反

应。RNA 差异分析显示 SELS 在氧和葡萄糖剥夺（OGD）诱导星形胶质细胞缺血模型被诱导

表达，小干扰 RNA 抑制 SELS 加重了 OGD 引起的星形胶质细胞损伤，提示 SELS 保护星形

胶质细胞免受缺血损伤[89]。 

淀粉样蛋白 β（Aβ）积聚形成的斑块被认为是 AD 形成和发展的关键因素，C99 是淀粉

样蛋白 β 前体（APP）含 99 个氨基酸的 C 端片段，可在 γ-分泌酶的作用下产生 Aβ。Jang 等

[90]研究发现在 SELS 存在情况下，C99 可通过 ERAD 途径被清除，SELS 表达水平的增加可

降低 C99 的水平，从而抑制 Aβ 的产生。研究显示抑制 SELS 可增加内质网应激条件下微管

相关蛋白 Tau 的磷酸化，也促进了磷酸化 Tau 蛋白在神经突起和胞体中的聚集，Tau 蛋白的

过度磷酸化导致神经原纤维缠结的形成，而且在 AD 患者死后大脑中，SELS 的表达与神经

原纤维缠结相一致。此外，补充硒酸盐可增加 SELS 的表达并抑制 Tau 蛋白磷酸化，这一研

究表明硒酸盐可通过增加 AD 和其他神经退行性疾病中 SELS 的表达来改变 Tau 的磷酸化，

进而减轻神经损伤[58]。这些研究表明有效的 SELS 依赖性 ERAD 途径可减少 Aβ 聚集和 Tau

磷酸化，这对减轻 AD 病理学损伤非常重要。 

1.3 溶酶体与神经系统疾病关系的研究进展 

20 世纪 50 年代初期，研究人员在研究大鼠肝组织亚细胞组分时，发现有一种酸性磷酸

酶在冰箱放置一段时间后酶活性基本恢复，进一步研究发现这种酸性磷酸酶定位于膜包被的

细胞器，由于冻存而损伤膜结构，从而导致酶释放而增加酶活性。最初，由于酸性磷酸酶所

在的细胞器的重量大部分集中于线粒体和内质网中间，因此被命名为“中间微体”。除酸性磷

酸酶外，后来又陆续鉴定出 4 种“中间微体”标志酶，因为这些酶主要参与水解反应，故又将

这一新细胞器命名为溶酶体（lysosome）[91]。 

溶酶体是一种普遍存在的单膜细胞器，具有独特的强酸性内腔 pH 和高含量的酸性水解

酶，可通过内吞、吞噬或自噬接收底物和降解大分子。溶酶体内约含 60 多种不同的可溶性水

解酶直接参与降解代谢物，如酸性磷酸脂酶、组织蛋白酶、核糖核酸酶等，这些水解酶在内

质网（ER）中合成，并通过高尔基复合体运输到内溶酶体系统。溶酶体膜上含有约 25 种膜

蛋白溶酶体膜蛋白，主要包括转运蛋白、离子通道以及调节不同溶酶体功能方面的膜受体，
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如 MCOLN1 介导溶酶体 Ca 释放，V-ATPase 复合物介导溶酶体酸化，在维持溶酶体膜完整

性、管腔酸化、离子梯度和稳态、蛋白质易位和膜运输方面起着重要作用，这些酸性水解酶

和溶酶体膜蛋白在维持溶酶体功能及稳态发挥关键作用 [92]。作为内吞和自噬途径的末端降解

终点，溶酶体作为细胞的“循环中心”而在维持细胞内稳态的中发挥关键作用[92]。除典型的“消

化”作用外，溶酶体还与营养物质传感、免疫细胞信号、代谢和膜修复有关 [93]。 

1.3.1 溶酶体功能障碍与自噬流抑制 

自噬溶酶体降解途径（简称自噬）在细胞生理学中起着至关重要的作用，如适应代谢压

力，清除有害物质（包括蛋白质聚集体、受损的细胞器、细胞内病原体），分化和发育过程中

的更新以及防止基因组损伤等[94]。依据降解底物到达溶酶体的方式不同，一般将自噬分为三

种类型，巨自噬、微自噬及分子伴侣自噬，其中以巨自噬研究较为广泛和深入，通常提及的

自噬都指的是巨自噬。自噬过程可分为起始、延伸、闭合和降解，即首先形成双膜结合的自

噬小泡，随后细胞内的底物被封闭在双层膜结合的自噬体中，并与溶酶体融合形成自噬溶酶

体，并最终被溶酶体水解酶降解，产生的分解产物可用于生成新的细胞成分和满足细胞营养

需求的能量[95]。自噬广泛地参与机体生长、发育、衰老和分化，组织器官的代谢调控，凋亡

小体的清除等多种过程。正常情况下，细胞内自噬活性一般处于较低水平，受到外来刺激时，

自噬水平可显著上调。自噬可被广泛的细胞应激诱导条件激活，如饥饿、缺氧、能量耗竭、

内质网应激等生理应激，激素刺激，药物（如雷帕霉素）等均可诱导自噬激活 [96]。介导蛋白

质聚集体、氧化脂质、受损细胞器和细胞内病原体的降解。 

自噬流代表自噬的整个动态过程，包括自噬小体形成、转送至溶酶体以及溶酶体降解，

自噬流可以反应自噬的真实状态。研究发现，某些疾病如癌症、神经退行性疾病、心脏疾病

和糖尿病伴有自噬抑制[97]，机体衰老过程中也出现自噬功能的下降 [98, 99]。自噬底物在自噬体

与溶酶体融合后降解，研究证实自噬的降解和循环过程严格依赖于功能完善的溶酶体 [100]，因

而溶酶体受损也会干扰自噬，导致自噬流抑制。各种模型和遗传学方法的研究清楚地指出了

溶酶体在各种疾病中的意义[97]。研究证实早老素-1（PS1）缺失可破坏溶酶体酸化，损害自噬

底物的溶酶体降解并引起溶酶体 Ca 稳态异常，导致自噬缺陷[101]。巴非霉素 A1 可通过抑制

V-ATP 酶活性抑制溶酶体酸化，而引起溶酶体 pH 升高导致蛋白质降解受到抑制[102]，同时抑

制自噬溶酶体融合，导致自噬体蓄积而无法降解 [103]。重金属如铅[104]、镉[105]可引起溶酶体碱

化、酶活性降低造成溶酶体功能障碍而导致自噬流抑制。纳米二氧化硅可诱导细胞 ROS 的产

生，损伤溶酶体功能导致自噬流抑制 [106]。这些研究表明，溶酶体作为自噬过程的终端，其功

能障碍可导致自噬流抑制。 

1.3.2 溶酶体膜通透化与细胞凋亡 

随着研究的深入，溶酶体已证实在细胞死亡中发挥着重要作用。细胞死亡性质与所受刺

激性质、组织蛋白酶的释放、内源性组织蛋白酶抑制剂的水平以及溶酶体膜通透化（LMP）

程度有关。溶酶体的广泛崩解可导致坏死，而溶酶体适度通透性会导致细胞凋亡。研究发现

溶酶体在细胞凋亡过程中扮演着中心角色，溶酶体膜通透化（LMP）可发生在凋亡过程的早
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期，对细胞凋亡信号级联的激活至关重要，或参与细胞凋亡过程，有助于扩大死亡信号 [107]。

溶酶体稳态失衡被公认为是氧化应激致细胞损伤的特征之一，ROS 可导致溶酶体通透化，导

致溶酶体酶泄露，并作用于线粒体导致更多 ROS 的产生，形成反馈回路，进一步加重溶酶体

通透化，同时导致细胞凋亡[108]。豆蔻素 A 可导致溶酶体通透化，并引发人 A549 上皮细胞发

生凋亡[109]。组织蛋白酶是一种在生理条件下定位于溶酶体内的蛋白酶。作为对某些信号的反

应，它们可从溶酶体释放到细胞质中，通过各种途径触发凋亡细胞死亡，包括半胱天冬酶的

激活或线粒体促凋亡因子的释放[110]。纳米金棒（GNRs）可在溶酶体中累积，导致溶酶体通

透化及组织蛋白 D 泄露，诱发线粒体途径凋亡[111]。印楝素能引起溶酶体膜通透化和组织蛋

白酶 L 释放到胞浆中，诱导细胞凋亡。组织蛋白酶 L 抑制剂 Z-FF-FMK 能有效抑制印楝素诱

导的半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3（CAS3）活化和细胞凋亡，表明印楝素可以通过溶酶体途径

诱导细胞凋亡，组织蛋白酶 L 通过释放到胞浆和激活 CAS3 起到促凋亡的作用[112]。各种细

胞模型已证实溶酶体组织蛋白酶 B、L 和 D 参与细胞凋亡的调节[113]。研究证实，组织蛋白 D

可切割胞浆中 Bid 为 t-Bid，进而导致促凋亡基因 BAX 和 BAK 蛋白结构改变和寡聚化，最

终导致线粒体外膜孔形成，细胞色素 C 的释放，释放的细胞色素 C 与凋亡蛋白酶激活因子

Apaf-1 结合形成凋亡小体，激活 CASPASE 级联反应，最终导致细胞凋亡的发生 [114]。这些研

究表明，溶酶体稳态失衡在细胞凋亡中发挥重要作用。 

1.3.3 硒与溶酶体稳态研究进展 

氧化应激和自由基可损伤溶酶体造成溶酶体功能异常 [115, 116]，硒在维持溶酶体稳态方面

也发挥重要作用，这可能与其抗氧化作用密切相关。亚硒酸钠可减弱丙戊酸（VPA）导致大

鼠皮层神经元细胞活力下降，缓解氧化应激，降低脂质过氧化水平同时提高 GSH 含量，有效

缓解丙戊酸（VPA）处理导致的溶酶体膜渗漏，改善溶酶体功能 [117]。庆大霉素可导致大鼠肾

脏溶酶体膜肿胀，溶酶体悬浮液的光吸收率升高，溶酶体酸水解酶的释放，硒酸钾可有效降

低溶酶体悬浮液的光吸收率和溶酶体酸水解酶的释放，硒对庆大霉素诱导的溶酶体膜不稳定

有保护作用[118]。硒纳米粒（SeNPs）可诱导酸性溶酶体和自噬体的形成，增加人角质形成细

胞自噬[119]。Cao 等[119]研究指出亚硒酸钠可显著提高鹅 T 细胞主要溶酶体膜蛋白，如与溶酶

体稳定性和完整性相关溶酶体相关膜蛋白（LAMPs）、维持与囊泡的裂变/融合相关的溶酶体

整合膜蛋白（LIMPs）的 mRNA 水平，此外溶酶体酸性水解酶，包括蛋白酶、糖苷酶、硫酸

酯酶，脂肪酶、磷酸酶等 mRNA 水平也显著提高，表明硒可通过激活溶酶体途径相关基因来

促进鹅的免疫功能。这些研究证实，硒在维持溶酶体稳态方面发挥重要作用，而硒缺乏可导

致溶酶体稳定性降低。缺硒可导致大鼠心脏及肝脏脂质过氧化增强，溶酶体游离酶增多，表

明溶酶体膜受损，提示缺硒导致溶酶体膜稳定性变差 [120, 121]。这些研究表明，溶酶体功能的

紊乱及稳态破坏在缺硒性损伤的过程中具有一定的作用。 

1.3.4 溶酶体稳态与神经系统疾病 

溶酶体作为内吞和自噬途径的降解中枢可维持细胞内稳态，是维持神经元生存和功能所

必需的，可以保护神经元免受细胞代谢产物蓄积而导致的损伤。研究发现神经元中溶酶体的



前  言 

 

11 

分布具有两极化，其中神经元胞体中最为丰富，在树突中适度存在，在轴突中相对少见 [122]。

越来越多的研究表明，神经元的存活与溶酶体功能的有效性密切相关。在对常见和罕见的神

经退行性疾病中溶酶体生物合成和功能的研究中发现，自噬-溶酶体系统障碍是这些退行性疾

病的共同点，说明溶酶体在维持和保护神经元功能方面发挥重要作用 [123]。大量证据表明，任

何一种溶酶体酶缺乏都会导致其特定底物在溶酶体内积聚，此外任何一个酶转运步骤的缺陷

均可引起未降解底物蓄积进而导致溶酶体代谢障碍和细胞功能障碍，最终导致人类疾病，此

类疾病统称为溶酶体贮积症（LSD）[124]。溶酶体内未降解底物的蓄积可增加溶酶体膜的通透

性，从而可导致溶酶体酶缓慢释放到胞浆中，最终引发细胞凋亡 [125]。α-突触核蛋白（α-syn）

的积累和错误折叠是退行性疾病帕金森病（PD）的主要病理特征。α-syn 的过度表达和细胞

蛋白降解系统的失效在 α-syn 聚集中起主要作用，在 α-syn 聚集的同一脑区测量到溶酶体酶

活性降低，证实 α-syn 聚集和自噬溶酶体损伤之间关系密切，表明自噬溶酶体途径功能失调

在 PD 发生和进展中发挥重要作用[126]。 

1.4 研究目的与意义 

缺硒可导致 SELS 表达水平降低，SELS 作为一种定位于内质网中的小分子硒蛋白，在维

持内质网稳态方面发挥重要作用。研究表明，SELS 具有抗内质网应激以及潜在的抗氧化等

生物学功能。溶酶体作为细胞内重要细胞器，在维持脑神经细胞正常功能方面发挥重要作用，

易受到 ROS 的损害而引起功能紊乱，溶酶体稳态失衡会引发神经系统紊乱造成脑损伤。前期

研究表明缺硒可导致 SELS 表达降低和溶酶体稳态失衡，然而溶酶体稳态失衡是否参与缺硒

性脑损伤以及 SELS 是否调控溶酶体功能及稳态尚不清楚。 

本研究利用低硒日粮和低硒培养基复制了鸡小脑和鸡脑神经元缺硒模型，从病理组织学、

金属离子稳态、mRNA 转录组、SELS 表达、内质网应激、抗氧化水平、溶酶体稳态、自噬流

及凋亡方面探讨缺硒对鸡小脑组织及脑神经元损伤、SELS 水平及溶酶体稳态的影响，同时

利用 siRNA 干扰技术建立鸡胚脑神经元 SELS 敲低模型，探讨 SELS 调控溶酶体稳态的机制

及其在缺硒性小脑损伤中的作用机制。本研究旨在阐明缺硒性小脑损伤的潜在机制，揭示

SELS 在维持溶酶体稳态方面所发挥的作用及在缺硒性小脑损伤的作用机制，丰富 SELS 的

生物学功能，同时为缺硒相关的研究提供参考，为缺硒性小脑损伤特异靶点的筛选及其机制

的研究提供参考及理论依据。 
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2 材料与方法 

2.1 主要仪器与试剂 

2.1.1 主要仪器 

本试验中所使用的主要仪器见表 2-1。 

表 2-1 主要仪器 

Table 2-1 Main instruments 

仪器及型号 厂家 

低温高速离心机 Sorvall ST 8R 赛默飞世尔科技（中国）公司 

常温高速离心机 Pico17 赛默飞世尔科技（中国）公司 

常温水平离心机 TD25-WS 湖南湘仪实验室仪器开发有限公司 

超速离心机 LE-80K 美国 Beckman 公司 

板式离心机 BE6100 海门市其林贝尔仪器制造有限公司 

酶标仪 Infinite F50 瑞士 TECAN 公司 

超净工作台 SW-CJ-2FD 上海博迅实业有限公司 

水浴锅 HWS-12 上海一恒科学仪器有限公司 

实时荧光定量 PCR 仪 LineGene 9600 杭州博日科技股份有限公司 

化学发光成像系统 Azure 600 美国 Azure Biosystems 公司 

37℃二氧化氮培养箱 QP160 山东博科生物产业有限公司 

电热恒温培养箱 WP-25AB 天津泰斯特仪器有限公司 

电热鼓风干燥箱 GFL-230 天津市莱玻特瑞仪器设备有限公司 

干热消毒箱 GRX-05A 上海森信试验仪器有限公司 

微量测量仪 QuickDrop E113783 上海 Molecular Devices 公司 

电泳仪 PowerPac Basic 1645050 美国 BIO-RAD 公司 

小型垂直电泳槽 1658001 及转印槽 1903930 美国 BIO-RAD 公司 

小型摇床 SLK-O3000-S 美国赛洛捷克公司 

多功能摇床 ZQPL-200 天津市莱玻特瑞仪器设备有限公司 

电子天平 ME104、ME802E 梅特勒-托利多国际贸易(上海)有限公司 

孵化器 JLX-3 德州市德城区金菱孵化设备厂 

荧光显微镜 IX50 日本奥林巴斯株式会社  

数码倒置显微镜 CKX53 日本奥林巴斯株式会社  

常规冰箱 BCD-600WDEA 青岛海尔股份有限公司 

-80℃冰箱 DW-86L626 海尔生物医疗 

流式细胞仪 FZCSARIA 美国 BD 公司 
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2.1.2 主要试剂 

本试验中所使用的主要试剂见表 2-2。 

表 2-2 主要试剂 

Table 2-2 Main reagents 

试剂 厂家 

亚硒酸钠 德国默克集团旗下 Sigma 公司 

Trizol 宝生物工程(大连)有限公司 

反转录试剂盒 杭州博日科技股份有限公司 

荧光定量检测试剂盒 杭州博日科技股份有限公司 

超敏 ECL 化学发光液 北京兰杰柯科技有限公司 

RIPA 裂解液及 PMSF 上海碧云天生物技术有限公司 

多聚甲醛 科密欧化学试剂有限公司试剂 

考马斯亮蓝试剂盒 南京建成生物工程研究所有限公司 

一氧化氮合酶（NOS）分型测试盒 南京建成生物工程研究所有限公司 

一氧化氮（NO）测定试剂盒 南京建成生物工程研究所有限公司 

过氧化氢（H2O2）测定试剂盒 南京建成生物工程研究所有限公司 

过氧化氢酶（CAT）测定试剂盒 南京建成生物工程研究所有限公司 

丙二醛（MDA）测定试剂盒 南京建成生物工程研究所有限公司 

超氧化物歧化酶（SOD）测定试剂盒 南京建成生物工程研究所有限公司 

脂质过氧化物（LPO）测定试剂盒 南京建成生物工程研究所有限公司 

谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）测定试剂盒 南京建成生物工程研究所有限公司 

总抗氧化能力（T-AOC）测定试剂盒 南京建成生物工程研究所有限公司 

溶酶体提取试剂盒 德国默克集团旗下 Sigma 公司 

Neurobasal™培养基 赛默飞世尔科技（中国）公司 

Opti-MEM 培养基 赛默飞世尔科技（中国）公司 

DMEM-F12 培养基 赛默飞世尔科技（中国）公司 

B-27 赛默飞世尔科技（中国）公司 

GlutaMax 赛默飞世尔科技（中国）公司 

免疫荧光试剂盒 上海碧云天生物技术有限公司 

Lyso-Tracker-Red 上海碧云天生物技术有限公司 

D-多聚赖氨酸 德国默克集团旗下 Sigma 公司 

木瓜蛋白酶 德国默克集团旗下 Sigma 公司 

0.25%胰酶 上海碧云天生物技术有限公司 

转铁蛋白 北京兰杰柯科技有限公司 

胰岛素 北京兰杰柯科技有限公司 

Nycoprop 1.077 北京东方华辉生物医药科技有限公司 

 （转下页） 
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（接上页）  

试剂 厂家 

TUNEL 检测试剂盒 瑞士 Roche 公司 

Stealth siRNA 美国 Invitrogen 公司 

Lipofectamine RNAi MAX Reagent 美国 Invitrogen 公司 

N-乙酰半胱氨酸 北京博奥拓达科技有限公司 

E64、Pepstatin A 上海碧云天生物技术有限公司 

Annexin V-FITC/PI 细胞凋亡检测试剂盒 上海碧云天生物技术有限公司 

ROS 检测试剂盒 南京建成生物工程研究所有限公司 

2.2 试验方法 

2.2.1 动物模型的建立及样本采集 

1 日龄的 AA 肉鸡（180 只）随机分为两组，即对照组（Con Group）与缺硒组（-Se Group）。

缺硒组饲喂缺硒日粮（硒含量为 0.008 mg/kg）（其中玉米和豆粕均购于中国黑龙江省缺硒地

区龙江县），对照组饲喂硒含量为 0.2 mg/kg 的全价日粮（缺硒日粮基础上补充亚硒酸钠）。

所有鸡均常规饲养，自由采食和饮水。日粮组成见附录表 1。 

当鸡出现典型的缺硒症状-渗出性素质症时（一般为 20~30 日龄）将其处死，并立即采集

小脑组织，部分保存于-80 ℃备用，便于后续 mRNA 及蛋白提取，部分样品切成适宜大小后

放置于 4%多聚甲醛缓冲液中于 4 ℃备用，部分样品制备组织匀浆液（10%），进行抗氧化水

平的检测。 

2.2.2 鸡胚脑神经元的分离纯化及鉴定 

2.2.2.1 鸡胚脑神经元分离纯化及培养 

取 7 日龄鸡胚，用酒精棉球将其表面仔细擦拭干净，随后放入操作台蛋托上，小心去除

气室处蛋壳，用眼科镊夹出鸡胚放入盛有 10% FBS DMEM-F12 的 10 cm 的培养皿中（置于

冰袋上，除消化外全程冰上）。待所有鸡胚都取出后，将全脑剥离出来，并置于一个新的盛有

10% FBS DMEM-F12 的 100 mm 的培养皿中。小心去除脑膜及血管，将获得的脑组织移入一

个新的盛有 10% FBS DMEM-F12 的 60 mm 培养皿中，并将其剪成 1~2 mm3 的组织块，随后

轻柔清洗 2~3 遍后，加入 1.5~2 mL 木瓜蛋白酶-胰酶混合消化液，放入 37 ℃的培养箱中消化

20-30 min，并每间隔 5 min 稍微摇动一次。 

消化完成后，加入 2 mL 10% FBS-DMEM-F12 终止消化，静置待组织块沉降后小心去除

混合液，加入 1.5 mL 含适量 DNAse Ⅰ的 DMEM-F12，轻柔吹打 10 次，静置 2 min 后将上清

液移入新的 15 mL 离心管中，并在平皿中再加入 1.5 mL 含适量 DNAse Ⅰ的 DMEM-F12，轻

柔吹打 10 次，静置 2 min 后将上清液移入新的 15 mL 离心管中，3 次吹打后，弃掉平皿中未
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吹散的组织块。细胞悬液可采用 1000×rpm 离心 5 min 获取，也可采用 Nycoprop 1.077 低转

速密度梯度 1500×rpm 离心 5~8 min 方法进行神经元纯化。 

将获取的细胞用种植培养基 10% FBS DMEM-F12 种植到已经用 D-多聚赖氨酸包被好的

六孔板中，并置于 37℃，5% CO2 的培养箱中培养，6 h 后去除种植培养基，并用无血清 DMEM-

F12 清洗 1 遍去除未贴壁的杂细胞和细胞碎片，更换神经元专用饲养培养基 Neurobasal+2% 

B27+1% GlutaMax（前 3 天），3 天以后更换为不含 GlutaMax 的 Neurobasal+2% B27。 

2.2.2.2 鸡胚脑神经元的鉴定 

鸡胚脑神经元的鉴定采用 MAP2 的免疫荧光法。分离纯化的细胞在 24 孔板中培养至 3 d

时可使用免疫荧光染色试剂盒进行 MAP2（万类，1：100）免疫荧光鉴定。方法如下：首先

去除培养基并用 PBS 清洗 2 遍，然后加入 0.5 mL 4%多聚甲醛固定液固定 10 min 或更长时

间；去除固定液，用洗涤液（TBSTx，即 0.1% Triton X-100 的 TBS）洗涤 3 次，每次 3-5 min；

用含 5% BSA 的 TBSTx 作为封闭液封闭 60 min；去除封闭液，室温摇床孵育 MAP2 抗体 60 

min 或 4℃过夜；回收一抗，洗涤液洗涤 3 次，每次 3-5 min；加入稀释好的荧光标记的二抗

避光孵育 60 min；回收二抗，洗涤 3 次后滴加抗荧光猝灭封片液，随后在荧光显微镜下观察，

拍照并进行分析。 

2.2.3 鸡胚脑神经元缺硒模型的建立 

待细胞融合达 80%时（约 48 h）更换为缺硒培养基。饲养培养基中硒的来源为 B27 添加

剂，通过调控 B27 的添加量达到控制培养基中硒的含量，降低 B27 含量（由常规 2%降为

0.4%）的同时补充 10 μg/mL 转铁蛋白和 5 μg/mL 胰岛素以维持细胞营养，对照组通过补充

亚硒酸钠来维持正常硒水平。细胞缺硒培养 24 h 后，根据试验需要进行后续操作。对照组

（Con Group）及缺硒组（-Se Group）饲养培养基配制见表 2-3，亚硒酸钠每次现用现配。 

表 2-3 缺硒培养基的配制 

Table 2-3 The preparation of selenium deficient medium 

 Neurobasal B27（50×） 
转铁蛋白 

（10 mg/mL） 

胰岛素 

（2.5 mg/mL） 
亚硒酸钠 

Con Group 50 mL 200 μL 25 μL 100 μL 7 ng/mL 

-Se Group 50 mL 200 μL 25 μL 100 μL 0 ng/mL 

2.2.4 鸡胚脑神经元 SELS 敲低模型的建立及处理 

2.2.4.1 鸡胚脑神经元 SELS 敲低模型的建立 

待细胞融合达 80%后（约 48 h）进行转染，设置阴性对照组（si-NC Group）和 SELS 敲

低组（si-SELS Group）。小心去除培养基，PBS 轻柔清洗后更换为 800 μL 转染专用培养基

Opti-MEM，并加入预混好的 RNAiMAX 与 siRNA 复合物 200 μL，轻柔混匀后置于 37℃，5% 

CO2 的培养箱中继续培养。6 h 后去除转染培养基，更换为不含 GlutaMax 的 2% B27 Neurobasal

培养基继续培养至 24 h，根据试验需要进行后续操作。所用 siRNA 序列见表 2-4。 
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表 2-4 Stealth siRNA 序列 

Table 2-4 The sequences of Stealth siRNA 

siRNA（序列位点) 引物序列 

SELS_Stealth（480） 
正义链：5’-CAGCAGUCCCGAAAUCUAAACCAAA-3’ 

反义链：5’-UUUGGUUUAGAUUUCGGGACUGCUG-3’ 

NC_Stealth 
正义链：5’-ACCAGAUUAGCGUCUCUUUCGUCUC-3’ 

反义链：5’-GAGACGAAAGAGACGCUAAUCUGGU-3’ 

2.2.4.2 SELS 敲低鸡胚脑神经元 NAC 处理 

试验分为 4 组：si-NC、si-SELS、NAC 及 si-SELS+NAC 组。NAC 组和 si-SELS+NAC 组

在 si-SELS 转染 6 h 后更换为含 NAC（100 μM）不含 GlutaMax 的 2% B27 Neurobasal 培养基

继续培养至 24 h，根据试验需要进行后续操作。 

2.2.4.3 SELS 敲低鸡胚脑神经元 E-64 处理 

试验分组为：si-NC、si-SELS、E-64 及 si-SELS+E-64 组。E-64 和 si-SELS+E-64 组进行

si-SELS 转染前分别进行 E-64（10 μM）预处理 1 h，随后进行 si-SELS 转染。转染 6 h 后更

换为不含 GlutaMax 的 2% B27 Neurobasal 培养基继续培养至 24 h，根据试验需要进行后续操

作。 

2.2.4.4 SELS 敲低鸡胚脑神经元 Pepstatin A 处理 

试验分组为：si-NC、si-SELS、Pepstatin A 及 si-SELS+Pepstatin A 组。Pepstatin A 及 si-

SELS+Pepstatin A 组进行 si-SELS 转染前分别进行 Pepstatin A（20 μM）预处理 1 h，随后进

行 si-SELS 转染。转染 6 h 后更换为不含 GlutaMax 的 2% B27 Neurobasal 培养基继续培养至

24 h，根据试验需要进行后续操作。 

2.2.5 鸡小脑组织病理组织学观察 

将固定于福尔马林中的组织进行脱水透明、浸蜡包埋、修片贴片后进行脱蜡染色及脱水

封片，并在光学显微镜下观察拍照记录病理组织学变化。 

（1）HE 染色：石蜡切片依次经二甲苯-酒精-水进行脱蜡，随后进行苏木素-伊红染色，

蒸馏水洗净染料后并依次经酒精-二甲苯脱水，最后晾干后用中性树胶封片并在显微下观察，

采集图像进行分析 

（2）镀银染色（甘氨酸银浸镀神经染色）：石蜡切片依次经二甲苯-酒精-水进行脱蜡，并

通过甘氨酸银染液 C 染色，甘氨酸银染液 B 处理，最后进行甘氨酸银染液 A 染色，随后蒸

馏水洗净染料后依次经酒精-二甲苯脱水，最后晾干后用中性树胶封片并在显微下观察，采集

图像进行分析。 

（3）尼氏体染色（甲苯胺蓝染色）：蜡切片依次经二甲苯-酒精-水进行脱蜡，60 ℃温箱

用 1%甲苯胺蓝染色 40 min，随后蒸馏水洗净染料后依次经酒精-二甲苯脱水，最后晾干后用

中性树胶封片并在显微下观察，采集图像进行分析。  
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2.2.6 鸡小脑组织凋亡的 TUNEL 法检测 

采用 TUNEL 法检测检测鸡小脑组织中凋亡情况，方法如下： 

石蜡切片依次经二甲苯-酒精-水进行脱蜡，蛋白酶 K 修复后进行破膜，试剂 1（TdT）和

试剂 2（dUTP）按 1：9 混合后覆盖组织，切片平放于湿盒内，37 ℃恒温箱孵育 2 h，随后

DAPI 室温避光 10 min 复染细胞核，PBS 洗涤后晾干，用抗荧光淬灭封片剂封片，在荧光显

微镜下观察并采集图像进行分析。 

2.2.7 鸡胚脑神经元凋亡的流式细胞术检测 

使用 Annexin V-FITC/PI 凋亡检测试剂盒通过流式细胞术进行凋亡检测，具体操作步骤

按表如下：小心吸取细胞上清液于离心管中；细胞用 PBS 清洗两遍后，加入 500 μL 无 EDTA

胰酶消化 15 s 后加入 1 mL 10% FBS DMEM-F12 终止消化；轻柔地将细胞从培养板吹打下

来，收集细胞悬液于已有上清液的离心管中，1200×rpm 离心 5 min；PBS 洗涤细胞两次后加

入 500 μL binding buffer；加入 5μL Annexin V-FITC，轻轻混匀；加入 5μL propidium iodide

（PI），轻轻混匀；1 h 之内完成上机检测。 

2.2.8 鸡小脑组织中金属离子水平检测 

采用 ICP-MS 法检测鸡小脑组织的金属离子水平。称取小脑组织 1 g，加入 HNO3 和 H2O2

于微波消解罐中消解，用去离子水转移消解液于 50 mL 容量瓶中定容。同时作试剂空白，加

标回收及国家标准物质验证分析试验。对 ICP-SM 仪器进行工作条件进行优化后上机测定。 

2.2.9 鸡小脑组织 mRNA 转录组的检测 

流程如下：（1）总 RNA 提取质检：提取总 RNA，利用 Agilent2100/Labchip 进行检测，

检测 RNA 样本是否有降解及杂峰（RIN/RQS>7）。参考内容：RNA 样本的外观性状是否含有

异物；1%琼脂糖电泳检测样品是否有降解以及 RNA 片段的大小；Nanodrop 检测 RNA 纯度

（OD260/280 在 1.8~2.0 之间，OD260/230 在 2.0~2.2 之间）。选取质量最好的样品进行后续

实验。（2）构建 ployA 文库及质检：提取样品总 RNA 后，用带有 Oligo（dT）的磁珠富集真

核生物 mRNA，加入 fragmentation buffer 将 mRNA 打断成短片段，以 mRNA 为模板，用六

碱基随机引物（random hexamers）合成第一条 cDNA 链，然后加入缓冲液、dNTPs、RNaseH

和 DNA polymerase I 合成第二条 cDNA 链，在经过 PCR 纯化并加 EB 缓冲液洗脱之后做末端

修复、加 A 并连接测序接头，然后用琼脂糖凝胶电泳进行片段大小选择，最后进行 PCR 扩

增，建好的测序文库（200~300 bp）进行文库质检。（3）上机测序：质检合格的样品进行测

序。 

数据分析：将下机数据进行过滤得到 Clean reads，将 Clean reads 与参考基因组序列进行

比对，根据基因组的注释文件和 reads 比对到基因组的位置，统计每个基因包含的 reads 数即
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表达量，然后进行统计检验获得差异表达基因，最后对差异表达基因进行功能注释及 GO、

KEGG 富集检验，获得差异表达基因所富集的 GO、KEGG 集合。 

2.2.10 鸡胚脑神经元 ROS 水平的检测 

细胞处理结束后，去除培养基并用 PBS 洗涤 2 遍后，加入 1 mL 含 1 μL DCFH-DA 荧光

探针的无血清 DMEM-F12 培养基于 37℃继续培养 20~30 min 后，去除培养基并用 PBS 洗涤

3 遍以去除残留探针，最后加入 1 mL DMEM-F12 培养基在荧光显微镜下观察 ROS 荧光变化

并拍照分析。 

2.2.11 鸡胚小脑组织及脑神经元抗氧化水平的检测 

（1）根据试剂盒说明书，使用生理盐水制备适宜浓度的新鲜组织匀浆液（在 10%基础上

用生理盐水进行稀释）。（2）细胞处理结束后，PBS 洗涤 2 遍后，胰酶消化收集细胞并用生理

盐水洗涤 2 遍后使用细胞超声破碎仪破碎细胞后 3000×rpm 离心 10 min 取上清液。随后按照

各说明书步骤进行操作，最终检测前将混合液转移至 96 孔板（每孔加入 200 μL）中，并利

用酶标仪测量其 OD 值，最后根据说明书提供的计算方法计算结果。检测的指标有：考马斯

亮蓝蛋白浓度、超氧化物歧化酶（SOD）酶活力、过氧化氢酶（CAT）酶活力、谷胱甘肽过

氧化物酶（GSH-Px）酶活力、总抗氧化能力（T-AOC）、诱导性一氧化氮合酶（iNOS）酶活

力、一氧化氮（NO）含量、过氧化氢（H2O2）含量、脂质过氧化物（LPO）及丙二醛（MDA）

含量。 

2.2.12 鸡胚脑神经元溶酶体 pH 检测 

细胞处理结束后，去除培养基并用 PBS 洗涤 2 遍后，加入 1 mL 含 Lyso-Tracker-Red 荧

光探针的培养基于 37℃继续培养 30~60 min 后，去除培养基并用 PBS 洗涤 3 遍以去除残留

探针，最后加入 1 mL 培养基在荧光显微镜下观察荧光变化并拍照分析。 

2.2.13 鸡小脑组织及鸡胚脑神经元中溶酶体的提取 

使用 Sigma 溶酶体试剂盒提取新鲜组织和脑神经元中溶酶体。提取过程中获取的胞浆组

分和溶酶体组分可用于酶活性的检测及蛋白提取。 

2.2.13.1 鸡小脑组织中溶酶体的提取 

取样前动物禁食一晚，第二天处死获取新鲜小脑组织；用预冷的 PBS 仔细温柔清洗组织，

随后放到吸水纸上，仔细去除多余脂肪和血管膜，并剪成 1.5~2 cm 大小再次清洗；吸水纸吸

走多余水分并进行称重，并将组织剪成 0.3-0.5 大小，转移到玻璃匀浆器中；加入 4 倍体积的

1×Extraction Buffer（如 1 g 加 4 mL），并进行匀浆，大约 20~30 次左右；将液体转移到离心

管中，1000×g，4 ℃离心 10 min；取上清于新的离心管中，20000×g，4 ℃离心 20 min，沉淀

为粗提溶酶体组分，上清为胞浆组分。用适量 1×Extraction Buffer 重悬粗提溶酶体组分，进
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行密度梯度超速离心，150000×g，4 ℃离心 4 h，沉淀即为提纯的溶酶体组分。 

2.2.13.2 鸡胚脑神经元中溶酶体的提取 

细胞处理后，使用 EDTA 胰酶消化细胞，并 600×g，4℃离心 5 min 收集细胞，并用 PBS

清洗两次；加入适量 1×Extraction Buffer 重悬细胞；将细胞悬液转移到预冷的玻璃匀浆器中

进行匀浆，大约 20~30 次左右；将液体转移到离心管中，1000×g，4℃离心 10 min；取上清

于新的离心管中，20000×g，4℃离心 20 min，沉淀为粗提溶酶体组分，上清为胞浆组分。用

适量 1×Extraction Buffer 重悬粗提溶酶体组分，进行密度梯度超速离心，150000×g，4℃离心

4 h，沉淀即为提纯的溶酶体组分。 

2.2.14 鸡小脑组织中溶酶体标志酶活性的检测 

分别检测组织中和溶酶体中酸性磷酸酶（ACP）和 β-N-乙酰氨基葡萄糖苷酶（NAG）的

酶活力。制备 10%的新鲜组织匀浆液，同时提取组织中溶酶体。根据试剂盒说明书按步骤进

行操作，最终检测前将混合液转移至 96 孔板（每孔加入 200 μL）中，并利用酶标仪测量其

OD 值，最后根据说明书提供的计算方法计算结果。  

2.2.15 鸡小脑组织及脑神经元免疫荧光检测 

（1）组织免疫荧光检测：石蜡切片依次经二甲苯-酒精-水进行脱蜡，蛋白酶 K 修复后用

固定液固定 10 min 或更长时间（可 4℃过夜）；（2）细胞免疫荧光检测：细胞在 24 孔板中培

养处理后，首先去除培养基并用 PBS 清洗 2 遍，然后加入 0.5 mL 4%多聚甲醛固定液固定 10 

min 或更长时间，之后操作同 2.2.2.2。本试验用免疫荧光检测的抗体见表 2-5： 

表 2-5 用于免疫荧光检测的抗体 

Table 2-5 Antibodies for immunofluorescence detection 

抗体 厂家 稀释倍数 

α-syn Abclonal 1：100 

P62 Abclonal 1：100 

CTSB Abclonal 1：100 

CTSD Abclonal 1：100 

ATP6V1B2 Immunoway 1：100 

MCOLN1 博奥森 1：100 

山羊抗兔 IgG-Alexa Fluor 488 博奥龙 1：1000 

山羊抗兔 IgG-Dylight 594 博奥龙 1：1000 

2.2.16 鸡小脑组织及鸡胚脑神经元中 RNA 提取及 RT-PCR 检测 

采用经典 Trizol 法提取鸡小脑组织及鸡胚脑神经元中总 RNA。方法如下：（1）称取 60~100 

mg 小脑组织置于预冷的研钵中，加入液氮研磨至粉末状后加入 1 mL Trizol 充分混匀并转移
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至到 1.5 mL EP 管中静置 5~10 min；（2）细胞处理结束后，去掉培养基，PBS 轻柔洗涤两遍

后，加入 Trizol 并用细胞刮刀充分研磨后转移 1.5 mL EP 管中静置 5~10 min。然后，按照表

2-6步骤进行鸡小脑组织及鸡胚脑神经元中总 RNA 的提取并根据 Bio RT Master HiSensi cDNA 

First Strand Synthesis Kit 试剂盒配制反转录体系（10 μL）：5 μL Hybrid mix，0.5 μL Enzyme 

mix，1 pg~2 μg RNA，补充 Nuclease-free 水至 10 μL。随后反转录成 cDNA，过程如下：37 ℃

逆转录 20 min，95℃酶失活 5 min 后于-20 ℃保存（此过程中使用的吸头及 EP 管均经过 RNA

酶灭活无菌处理）。 

表 2-6 RNA 提取步骤 

Table 2-6 RNA extraction steps 

步骤 试剂 操作 

1 400 μL 氯仿 剧烈震荡 15 s，静置 5~10 min，4 ℃ 12000×g 离心 15 min，

取上清于新的 EP 管中 

2 等体积预冷的异丙醇 轻柔混匀，静置 5~10 min，4 ℃ 12000×g 离心 15 min，弃上

清，白色沉淀即为 RNA 

3 1 mL 75% DEPC 酒精 轻轻吹打，4 ℃ 7500×g 离心 5 min，弃上清，静置干燥  

4 20~40 μL DEPC 水 轻柔吹打溶解 RNA，并测定浓度及纯度  

RT-PCR 采用的是经典的 SYBR Green 荧光染料法。按照 BioEasy Master Mix 试剂盒使用

说明书进行，反应体系为 10 μL（3.4 μL PCR 等级水；5 μL 荧光染料；0.3 μL 上游引物；0.3 

μL 下游引物；1 μL cDNA）。本试验所用引物均由上海生工有限公司合成，引物序列见表 2-

7。利用 QuantGene 9600 System 进行检测，反应过程如下：95 ℃，1 min；95 ℃，15 s，60 ℃，

1 min，循环 40 次；最后进行融解反应（95 ℃，1 min；65 ℃，1 min；95 ℃，20 s，步进 0.5 ℃/s；

30 ℃，1 min）。每个样品平行做 3 个重复孔，以 β-actin 为内参，进行基因 mRNA 表达水平

相对定量分析，最后采用 2-∆∆Ct 法进行计算，其中： 

∆∆Ct=（Ct 目的基因−Ct 参照基因）处理组−（Ct 目的基因−Ct 参照基因）对照组 

表 2-7 所用引物 

Table 2-7 Primers used in this study 

基因 上游引物 下游引物 

β-actin CCGCTCTATGAAGGCTACGC CTCTCGGCTGTGGTGGTGAA 

SELS GCGTCGCCATCTATCTCATCGT TCTTCTGCCTTCGCTTCTGTTCTT 

GRP78 GATTGGACAAGAGAGAGGGTGA CCATAACACGCTGGTCAAAGTC 

XBP1 TTCGGCTTTCTGGACAGTCT GGAGGTCGGTATGGAATTTG 

ATF4 TCACCCAATGACAACCCG TCACCTTTGCTGACGCTACC 

ATF6 CGTCGTCTGAACCACTTACTGA CCTTCTTTCCTAACAGCCACAC 

CTSB CGGCAGAGGATTTGCTGT TAGAGACCCCCAGACACGAG 

CTSD CCAAGGAAGTGAAGGAGCTG GTGACAACAGGCAGAGACGA 

ATP6V1A CGGGACGACTGGCTGAAATGC AACAATCGTGACGCTGCCTTCC 

  （转下页） 
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（接上页）   

基因 上游引物 下游引物 

ATP6V1B2 ACTGCCCTCCTTGTCTCGACTG CTTCATGGCCTGCACGTCCTTC 

ATP6V1D GGCAAGGACCGCATCGAGATC AATCGGAGCGTCAAAGCGTCAG 

MCOLN1 GCTGACATCAAGGAGTGCAA GGCACAGAGGATGAAGGAGA 

BCL2 ATCGTCGCCTTCTTCGAGTT ATCCCATCCTCCGTTGTCCT 

BAX TCATGGGCTGGACATTGGAC GCGTCCCAAAGTAGGAGAGG 

CAS9 CCGAAGGAGCAAGCACG AGGTTGGACTGGGATGGAC 

CAS3 CATCTGCATCCGTGCCTGA CTCTCGGCTGTGGTGGTGAA 

GPX1 ACGGCGCATCTTCCAAAG TGTTCCCCCAACCATTTCTC 

GPX2 ACGGCACCAACGAGGAGAT TTCAGGTAGGCGAAGACGG 

GPX3 CCTGCAGTACCTCGAACTGA CTTCAGTGCAGGGAGGATCT 

GPX4 CTTCGTCTGCATCATCACCAA TCGACGAGCTGAGTGTAATTCAC 

DIO1 GCGCTATACCACAGGCAGTA GGTCTTGCAAATGTCACCAC 

DIO2 ATTTGCTGATCACGCTTCAG GCTCAGAAACAGCACCATGT 

DIO3 CTGTGCATTCGCAAGAAGAT GCCGACTTGAAGAAGTCCAG 

TXNRD1 TACGCCTCTGGGAAATTCGT CTTGCAAGGCTTGTCCCAGTA 

TXNRD2 GCTCTTAAAGATGCCCAGCACTAC GAACAGCTTGAGCCATCACAGA 

TXNRD3 CCTGGCAAAACGCTAGTTGTG CGCACCATTACTGTGACATCTAGAC 

SELN CAGGATCCATGCTGAGTTCCA GAGAGGACGATGTAACCCGTAAAC 

SELK GAAGAGGGCCTCCAGGAAAT CAGCCATTGGTGGTGGACTAG 

SELW TGGTGTGGGTCTGCTTTACG CCAAAGCTGGAAGGTGCAA 

SELT AGGAGTACATGCGGGTCATCA GACAGACAGGAAGGATGCTATGTG 

SELH CATCGAGCACTGCCGTAG GACACCTCGAAGCTGTTCCT 

SELM AAGAAGGACCACCCAGACCT GCTGTCCTGTCTCCCTC ATC 

SEP15 ACTTGGCTTCTCCAGTAACTTGCT GCCTACAGAATGGATCCAACTGA 

SELI TGCCAGCCTCTGAACTGGAT TGCAAACCCAGACATCACCAT 

SELU GATGCTTTCAGGCTTCTTCC CTGTCTTCCTGCTCCAATCA 

SELPb AGGCCAACAGTACCATGGAG GTGGTGAGGATGGAGATGGT 

SELP CCAAGTGGTCAGCATTCACATC ATGACGACCACCCTCACGAT 

SELO CCAGCGTTAACCGGAATGAT ATGCGCCTCCTGGATTTCT 

SEPX1 TGGCAAGTGTGGCAATGG GAATTTGAGCGAGCTGCTGAAT 

SPS2 CGTTGGGTATCGGAACTGAC CGTCCACCAGAGGGTAGAAA 

2.2.17 鸡小脑组织及鸡胚脑神经元总蛋白提取及 Western Blot 检测 

（1）称取 60~100 mg 小脑组织置于预冷的匀浆器中，加入 1 mL 含 10 mM PMSF 的裂解

液充分研磨裂解，将液体移入 1.5 mL EP 管中，置于冰上静置 10 min 以充分裂解，；（2）细
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胞处理结束后，胰酶消化收集细胞，PBS 轻柔洗涤两遍后，加入裂解液置于冰上并用细胞破

碎超声仪进行破碎。随后，4 ℃ 12000×g 离心 15 min，上清即为总蛋白，测定其浓度并调成

各样品浓度体积一致，随后加入 SDS 上样缓冲液于沸水浴中煮 10~15 min，分装后于-20℃保

存备用。提取的总蛋白可进行 Western Blot 检测，步骤见表 2-8。 

表 2-8 Western Blot 步骤 

Table 2-8 Western Blot steps 

步骤 过程 操作 

1 SDS-PAGE 凝胶电泳 80V 35 min，120V 1 h 

2 转膜 200 mA 1 h（具体时间根据目地蛋白大小进行调整） 

3 封闭 5% TBST-脱脂乳，37 ℃，2 h（或 5% TBST-BSA，37 ℃，1 h） 

4 一抗孵育 4 ℃过夜，TBST 清洗 3 遍，每遍 15 min 

5 二抗孵育 室温 90 min，TBST 清洗 3 遍，每遍 15 min，蒸馏水 1 遍 15 min 

6 化学发光 100~200 μL 发光液（A：B=1：1） 

利用化学发光系统进行曝光及拍照，并用 Image J 软件进行蛋白条带灰度计算。蛋白表

达水平用蛋白灰度值/ACTB 灰度值计算并以“Fold of Con”进行处理后制作柱状图。本试验所

用抗体见表 2-9。 

表 2-9 所用抗体 

Table 2-9 The antibodies used in thisstudy 

抗体 厂家 稀释倍数 大小 

ACTB (β-actin) Abclonal 1：100000 43 kDa 

SELS Sigma 1：1000 21 kDa 

GRP78 万类 1：500 78 kDa 

IRE1 万类 1：500 120 kDa 

XBP1 万类 1：500 29/40 kDa 

ATF4 万类 1：500 39 kDa 

ATF6 万类 1：500 75 kDa 

PERK 万类 1：500 125 kDa 

LAMP2 万类 1：500 120 kDa 

CTSB Abclonal 1：1000 38/44 kDa 

CTSD Abclonal 1：1000 28/44 kDa 

ATP6V1A Immunoway 1：1000 67 kDa 

ATP6V1B2 Immunoway 1：1000 57 kDa 

ATP6V1D Immunoway 1：1000 28/35 kDa 

MCOLN1 博奥森 1：1000 65 kDa 

LC3 Abclonal 1：1000 14/16 kDa 

P62 Abclonal 1：1000 62 kDa 

   （转下页） 
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（接上页）    

抗体 厂家 稀释倍数 大小 

BCL2 万类 1：500 26 kDa 

BAX 万类 1：500 21 kDa 

cle-CAS9 Abclonal 1：1000 17/35 kDa 

cle-CAS3 万类 1：500 17/35 kDa 

GPX1 万类 1：500 23 kDa 

山羊抗兔 IgG (H&L) Immunoway 1：10000 二抗 

2.2.18 鸡小脑组织及鸡胚脑神经元硒蛋白 S（SELS）及内质网应激的

检测 

采用 RT-PCR 及 Western Blot 技术检测鸡小脑组织中 SELS 及内质网应激相关基因 GRP78、

XBP1、ATF4 和 ATF6 mRNA 表达水平及 GRP78、IRE1、XBP1、ATF4、ATF6 和 PERK 蛋白

表达水平，所用方法同 2.2.16 及 2.2.17。 

2.2.19 鸡小脑组织及鸡胚脑神经元中溶酶体相关基因的检测 

采用RT-PCR技术检测小脑组织及脑神经元中溶酶体相关基因 CTSB、CTSD、ATP6V1A、

ATP6V1B2、ATP6V1D 及 MCOLN1 的 mRNA 表达水平，所用方法同 2.2.16。 

采用 Western Blot 技术检测小脑组织及脑神经元中总蛋白中 CTSB 和 CTSD 蛋白表达水

平，胞浆组分中 CTSB 和 CTSD 蛋白表达水平，以及溶酶体组分中 CTSB、CTSD、ATP6V1A、

ATP6V1B2、ATP6V1D 及 MCOLN1 的蛋白表达水平，所用方法同 2.2.17。 

2.2.20 鸡小脑组织及鸡胚脑神经元中自噬流基因检测 

采用 Western Blot 技术检测鸡小脑组织中自噬流相关基因 LC3-2 和 P62 的蛋白表达水

平，所用方法同 2.2.17。 

2.2.21 鸡小脑组织及鸡脑神经元中凋亡基因检测 

使用 RT-PCR 及 Western Blot 技术检测小脑组织及脑神经元凋亡相关基因 BCL2、BAX、

CAS9 和 CAS3 mRNA 表达水平及 BCL2、BAX、cle-CAS9 和 cle-CAS3 蛋白表达水平，所用

方法同 2.2.16 及 2.2.17。 
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2.3 试验数据的统计与分析 

所有的数据均用 Microsoft Office Excel 2019、SPSS 18.0 和 Graphpad prism 8 进行统计、

分析及作图。所有数值均表示为“mean±SD”的形式。p<0.05 被认为具有显著性差异，两组之

间差异性分析采用 t-test 法，多组之间采用 one-way ANOVE 法。试验结果中，标有*符号或

不同字母的表示存在显著性差异（p<0.05），标有“ns”或相同字母的表示差异不显著（p>0.05）。 
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3 结果与分析 

3.1 缺硒鸡小脑组织相关指标检测结果 

3.1.1 缺硒鸡小脑组织病理结构观察结果 

鸡在饲喂缺硒日粮 20~30 d 时，陆续出现硒缺乏典型症状-渗出性素质，以胸、腹部皮下

出现淡绿色胶冻样物质为主要特征，代表着鸡缺硒模型建立成功。如图 3-1 所示，HE 染色结

果显示，缺硒可导致鸡小脑颗粒层变薄，小脑白质增多（红框），浦肯野细胞减少甚至消失（黑

箭头），嗜酸性浦肯野细胞增多（蓝箭头），白质区少量神经元死亡（红箭头），但并未见明显

的炎性细胞浸润。镀银染色是神经元和神经纤维的主要染色法，如图 3-2 所示，镀银染色结

果显示，缺硒导致小脑浦肯野细胞减少，浦肯野细胞层中神经纤维堆积缠结（紫色箭头），此

外颗粒层神经纤维杂乱稀少（黑框）。尼氏体是神经元胞体或树突内大的嗜碱性团块和颗粒，

负责合成更新细胞器所需的结构蛋白、合成神经递质所需的酶类以及肽类的神经调质，当神

经元受到损伤或过度疲劳时，尼氏体可减少、解体甚至消失，故尼氏体可作为神经元功能状

态的标志。如图 3-3 所示，尼氏体染色结果显示，缺硒可导致小脑组织尼氏体数量减少。α-

syn 是脑内一种含量丰富的可溶性蛋白质，正常情况下以可溶的单体形式存在，当其聚集成

不溶性寡聚体时，可引起神经元细胞死亡。如图 3-4 所示，α-syn 免疫荧光染色结果显示，缺

硒可导致小脑组织中 α-syn 表达量增多，并出现大量聚集。以上结果表明，缺硒引起鸡小脑

组织损伤。 
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图 3-1 鸡小脑组织 HE 染色结果，A、C、E：对照组；B、D、F：缺硒组。 

Figure 3-1 HE staining of chicken cerebellum, A, C and E: Con Group; B, D and F: -Se 

Group. 

 

图 3-2 鸡小脑组织镀银染色结果，A 和 B：对照组；C 和 D：缺硒组 

Figure 3-2 Silver staining of chicken cerebellum, A and B: Con Group; C and D: -Se Group. 
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图 3-3 鸡小脑组织尼氏体染色结果 

Figure 3-3 Nissl body staining results of chicken cerebellum 

 

图 3-4 鸡小脑组织 α-syn 染色结果 

Figure 3-4 α-syn staining results of chicken cerebellum 

3.1.2 缺硒鸡小脑组织凋亡 TUNEL 法检测结果 

如图 3-5 所示，TUNEL 法检测结果显示，缺硒导致鸡小脑组织中细胞凋亡数量增加，表

明缺硒可诱导鸡小脑组织细胞凋亡的发生，从而诱发小脑损伤。 

 

图 3-5 鸡小脑组织 Tunel 染色结果 

Figure 3-5 TUNEL staining results of chicken cerebellum 
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3.1.3 缺硒鸡小脑组织金属离子水平检测结果 

对鸡血清及小脑组织中硒含量进行检测，如图 3-6 所示，正常情况下，小脑中硒水平与

血清中基本一致（血清 180.015 ± 0.689 μg/Kg，小脑 173.963 ± 10.842 μg/Kg），缺硒导致鸡血

清中硒含量降低 77%（缺硒组为 41.728 ± 2.952 μg/Kg）（p<0.05），小脑中硒含量降低 32%（缺

硒组为 117.840 ± 4.141 μg/Kg）（p<0.05），表明日粮硒缺乏引起小脑硒含量降低，且小脑中缺

硒程度远低于机体总体缺硒水平，表明在机体缺硒情况下小脑仍可以维持一定硒含量。  

 

图 3-6 缺硒对鸡血清及小脑中硒含量的影响 

Figure 3-6 The effect of Se-deficiency on Se concentration in chicken serum and cerebellum 

此外，对血清及小脑组织中其他 25 种离子水平进行检测，如附表 2、3 和图 3-7 所示，

缺硒可导致鸡小脑组织中常量元素 K 含量降低（p<0.05），Ca 含量增加（p <0.05），微量元素

Fe、Zn、B、Ni 含量降低（p <0.05），Cr、Mo、V 含量增加（p <0.05）。同时缺硒导致小脑组

织中毒性金属离子 Cd 含量升高（p <0.05），而 Hg 和 Sb 含量降低（p <0.05），其他元素不受

硒缺乏的影响（p>0.05）。结果表明，缺硒影响鸡小脑组织中金属离子稳态。  

 

图 3-7 缺硒对鸡小脑组织离子水平的影响 

Fig. 3-7 The effect of Se-deficiency on ionic level in chicken cerebellum 
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3.1.4 缺硒鸡小脑组织 mRNA 转录组检测结果 

3.1.4.1 缺硒鸡小脑组织差异 mRNA 筛选结果 

为揭示缺硒造成鸡小脑损伤的机制，对对照组和缺硒组小脑进行 mRNA 转录组测序。如

图 3-8 火山图所示，mRNA 转录组测序结果显示，缺硒可导致鸡小脑组织中 421 个基因差异

表达，其中有 171 个差异表达上调，250 个差异表达下调（|log2(Fold change)|>0.585 和 p-

value<0.05）。 

 

图 3-8 基因表达分析火山图，蓝色：下调基因，红色：上调基因，灰色：非差异基因  

Figure 3-8 Volcanic map for genes expression analysis, blue: down regulated genes, red: up 

regulated genes, gray: no different genes 

3.1.4.2 缺硒鸡小脑组织差异 mRNA 功能富集分析 

对差异 mRNA 进行 GO（Gene Ontology）富集分析，如图 3-9 所示，BP 域（biological 

process，生物过程）方面差异表达基因主要集中在补体激活、补体激活（经典途径）、免疫反

应、免疫球蛋白产生、细胞迁移的正调控、细胞表面受体信号、过氧化氢分解代谢过程、toll

样受体信号通路通、转化生长因子对产量的正调节及凋亡 DNA 断裂等。CC 域（cellular 

component，细胞组分）方面差异表达基因主要集中胞外区、细胞外间隙、质膜的组成成分、

免疫球蛋白复合物、质膜外侧、细胞表面、突触后密度、囊泡、双细胞紧密连接及钙通道复

合体等。MF 域（molecular function，分子功能）方面差异表达基因主要集中在金属离子结合、

钙离子结合、金属内肽酶活性、铁离子结合、毒素活性、肽酶激活剂活性、胶原结合、NAD(P)+

核苷酶活性、ATP 酶偶联膜内脂质转运蛋白活性及氧化还原酶活性等。 

对差异的 mRNA 进行 KEGG 富集分析，如图 3-10 所示，KEGG 富集结果显示差异 mRNA

主要参与到代谢途径、神经活性配体受体相互作用、吞噬体、MAPK 信号通路、细胞因子-细

胞因子受体相互作用、钙信号通路、内吞作用、细胞粘附分子、组氨酸代谢、精氨酸和脯氨
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酸代谢、Toll 样受体信号通路、NOD 样受体信号通路、花生四烯酸代谢、甘油磷脂代谢及溶

酶体等信号通路。 

 

图 3-9 鸡小脑中差异 mRNA 的 GO 富集图 

Figure 3-9 GO enrichment of differentially expressed mRNAs in chicken cerebellum 

 

图 3-10 鸡小脑中差异 mRNA 的 KEGG 富集图 

Figure 3-10 KEGG enrichment of differentially expressed mRNAs in chicken cerebellum 
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3.1.5 缺硒鸡小脑组织 SELS 表达及内质网应激指标检测结果 

如图 3-11 所示，缺硒引起鸡小脑组织中 SELS mRNA 和蛋白水平降低（p<0.05）。进一

步对内质网应激相关指标进行检测，如图 3-12 所示，缺硒导致鸡小脑组织中内质网应激相关

基因 GRP78、XBP1、ATF4 和 ATF6 mRNA 表达水平显著升高，同时 GRP78、IRE1、XBP1、

PERK、ATF4 和 ATF6 的蛋白表达水平升高（p<0.05），这一结果表明，缺硒导致鸡小脑 SELS

表达降低和内质网应激的发生。 

 
图 3-11 缺硒对鸡小脑组织中 SELS 表达的影响，A：mRNA 水平；B：蛋白水平 

Figure 3-11 The effect of Se-deficiency on SELS expression in chicken cerebellum, A: mRNA 

level; B: protein level 

 
图 3-12 缺硒对鸡小脑组织中内质网应激指标的影响，A：mRNA 水平；B：蛋白水平 

Figure 3-12 The effect of Se-deficiency on ER-stress related indexs in chicken cerebellum, A: 

mRNA level; B: protein level 

3.1.6 缺硒鸡小脑组织抗氧化水平检测结果 

如图 3-13 所示，缺硒引起小脑组织引起抗氧化酶 SOD、CAT、GSH-Px 活性及 T-AOC 的

降低（p<0.05），同时 iNOS、NO、H2O2、LPO 及 MDA 水平升高（p<0.05），结果表明缺硒降

低鸡小脑组织中抗氧化酶的活性，增加自由基含量，引起脂质过氧化，导致鸡小脑组织氧化

应激的发生。 
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图 3-13 缺硒对鸡小脑组织抗氧化能力的影响，A：CAT 活性；B：SOD 活性； 

C：GSH-Px 活性；D：T-AOC 活性；E：iNOS 活性；F：NO 含量；G：H2O2 含量； 

H：LPO 含量；I：MDA 含量 

Figure 3-13 The effect of Se-deficiency on antioxidative ability in chicken cerebellum, A: CAT 

activity; B: SOD activity; C: GSH-Px activity; D: T-AOC activity; E: iNOS activity; F: NO 

content; G: H2O2 content; H: LPO content; I: MDA content 

3.1.7 缺硒鸡小脑组织溶酶体稳态检测结果 

3.1.7.1 缺硒鸡小脑组织溶酶体 V-ATPase 检测结果 

如图 3-14 所示，缺硒导致鸡小脑组织中 ATP6V1A、ATP6V1B2 及 ATP6V1D mRNA 表

达水平降低（p<0.05），同时降低小脑组织中溶酶体中 ATP6V1A、ATP6V1B2 及 ATP6V1D 的

蛋白表达（p<0.05），这一结果表明，缺硒抑制溶酶体 V-ATPase 的活性，导致溶酶体酸化受

损。 
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图 3-14 缺硒对鸡小脑溶酶体 V-ATPase 的影响，A：mRNA 水平；B：蛋白水平 

Figure 3-14 The effect of Se-deficiency on lysosomal V-ATPase in chicken cerebellum, A: 

mRNA level; B: protein level 

3.1.7.2 缺硒鸡小脑组织溶酶体酶活力检测结果 

为探讨缺硒对鸡小脑溶酶体酶的影响，本研究分别检测组织匀浆液和溶酶体组分中溶酶

体特征酶-酸性磷酸酶（ACP）和 β-N-乙酰氨基葡萄糖苷酶（NAG）的酶活力，如图 3-15 所

示，缺硒导致小脑组织中 ACP 和 NAG 中酶活力减低（p<0.05），同时对溶酶体组分检测发现

缺硒导致溶酶体中 ACP 和 NAG 中酶活力降低（p<0.05）。本研究进一步检测了缺硒对小脑组

织中 CTSB 和 CTSD 的表达情况，如图 3-16 所示，缺硒降低小脑组织中 CTSB 和 CTSD mRNA

表达水平（p<0.05），同时成熟 CTSB 和 CTSD 蛋白水平亦显著降低（p<0.05），表明缺抑制

小脑中 CTSB 和 CTSD 的成熟，导致酶活性降低。 

 

图 3-15 缺硒对鸡小脑组织中 ACP 和 NAG 的影响，A：ACP 活性；B：NAG 活性 

Figure 3-15 The effect of Se-deficiency on ACP and NAG in chicken cerebellum, A: ACP 

activity; B: NAG activity 
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图 3-16 缺硒对鸡小脑中组织蛋白酶 CTSB 和 CTSD 的影响，A：mRNA 水平；B：蛋白

水平 

Figure 3-16 The effect of Se-deficiency on CTSB and CTSD in chicken cerebellum, A: mRNA 

level; B: protein level 

3.1.7.3 缺硒鸡小脑组织溶酶体钙离子通道检测结果 

如图 3-17 所示，缺硒导致溶酶体钙离子释放通道 MCOLN1 mRNA 和蛋白水平升高

（p<0.05），表明缺硒导致鸡小脑组织中溶酶体钙离子释放通道 MCOLN1 激活，从而促进钙

离子由溶酶体腔释放到胞浆中。 

 

图 3-17 缺硒对鸡小脑溶酶体 MCOLN1 的影响，A：mRNA 水平；B：蛋白水平 

Figure 3-17 The effect of Se-deficiency on lysosomal MCOLN1 in chicken cerebellum, A: 

mRNA level; B: protein level 

3.1.7.4 缺硒鸡小脑组织溶酶体膜通透性检测结果 

正常情况下，组织蛋白酶位于溶酶体中，因此在细胞中会呈点状分布，而溶酶体膜通透

化会导致溶酶体酶从溶酶体腔泄漏到胞浆中，会使组织蛋白酶呈弥散性分布，因此可根据组

织蛋白的分布及亚细胞定位观测溶酶体的通透性变化。如图 3-18 所示，CTSB 免疫荧光结果

显示，对照组鸡小脑浦肯野细胞中 CTSB 点状分布，缺硒导致 CTSB 呈弥散性分布（黄色箭

头），表明缺硒导致 CTSB 从溶酶体中释放到胞浆中，即缺硒可引起溶酶体通透化。此外本研

究采用试剂盒分离溶酶体并通过检测溶酶体及胞浆中的 CTSB 和 CTSD 的蛋白表达情况来观

察其亚细胞定位。如图 3-19 所示，缺硒可导致小脑中溶酶体成熟 CTSB 和 CTSD 的蛋白表达
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水平降低（p<0.05），而胞浆中 CTSB 和 CTSD 的蛋白表达水平升高（p<0.05），表明缺硒可

导致 CTSB 和 CTSD 由溶酶体腔泄漏到胞浆中，这也说明缺硒引起溶酶体通透化。 

 

图 3-18 缺硒对鸡小脑中 CTSB 免疫着色的影响 

Figure 3-18 The effect of Se-deficiency on CTSB immunostaining in chicken cerebellum 

 

图 3-19 缺硒对鸡小脑中 CTSB 和 CTSD 亚细胞定位的影响 

Figure 3-19 The effect of Se-deficiency on the subcellular localization of CTSB and CTSD 

in chicken cerebellum 

3.1.8 缺硒鸡小脑组织自噬流检测结果 

如图 3-20 和 3-21 所示，缺硒导致自噬小体标记物 LC3-2 和自噬底物标记蛋白 P62 的蛋

白水平显著升高（p<0.05），免疫荧光结果显示缺硒显著增强小脑组织中 P62 荧光强度（红色

箭头），表明缺硒可导致自噬底物降解受阻。这一结果表明缺硒可导致自噬降解能力降低而导

致自噬流抑制，这与缺硒导致溶酶体稳态失衡密切相关。 
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图 3-21 缺硒对鸡小脑中 P62 免疫着色的影响 

Figure 3-21 The effect of Se-deficiency on P62 immunostaining in chicken cerebellum 

3.1.9 缺硒鸡小脑组织凋亡检测结果 

如图 3-22 所示，缺硒导致抗凋亡基因 BCL2 mRNA 表达水平降低，促凋亡基因 BAX 及

含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 9 和 3（CAS9 和 CAS3） mRNA 表达水平升高（p<0.05）。

同时缺硒引起 BCL2 蛋白表达降低，BAX 和切割 CAS9（cle-CAS9）及 cle-CAS3 蛋白水平显

著升高（p<0.05）。这些结果表明，缺硒可诱导鸡小脑组织发生线粒体途径凋亡。  

 

图 3-22 缺硒对鸡小脑组织中凋亡的影响，A：mRNA 水平；B：蛋白水平 

Figure 3-22 The effect of Se-deficiency on apoptosis in chicken cerebellum, A: mRNA level; B: 

protein level 

 

图 3-20 缺硒对鸡小脑自噬流的影响 

Figure 3-20 The effect of Se-deficiency on autophagic flux in chicken cerebellum 
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3.2 缺硒鸡胚神经元相关指标检测结果 

3.2.1 鸡胚脑神经元形态学观察结果 

如图 3-23 所示，分离得到的鸡胚脑神经元刚接种于培养板中时，体积小，呈圆形，透亮，

单个均匀分布并悬浮于培养液中。6 h 后部分细胞已贴壁，贴壁的细胞呈圆形，胞体亮，部分

细胞有出芽趋势。18 h 后细胞呈椭圆形大部分细胞已出芽并伸出少量突起。24 h 后细胞出现

突起延长并形成细胞网络。36 h 后神经细胞以多个突起的细胞为主，细胞间联系增多。48 h

后细胞突起较长并连接形成密集的细胞网络。 

 

图 3-23 不同培养时间的鸡胚脑神经元形态 

Figure 3-23 The morphology of chick embryo brain neurons cells in different incubation time 

3.2.2 鸡胚脑神经元的鉴定 

MAP2 是成熟神经元特异性标志物，对提取的鸡胚神经元进行 MAP2 免疫荧光检测以鉴

定神经元纯度。如图 3-24 所示，MAP2 免疫荧光结果显示提取的细胞中含有大量 MAP2 阳性

细胞，表明本试验获取的细胞可作为鸡胚神经元进行后续实验。 
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图 3-24 鸡胚神经元细胞 MAP2 免疫荧光鉴定 

Figure 3-24 The immunofluorescence identification of MAP2 in chick embryo brain neurons 

3.2.3 缺硒鸡胚脑神经元细胞形态观察结果 

硒是神经元生长和发育所必需的。如图 3-25 所示，缺硒导致鸡胚脑神经元突起变少变

细，胞体细胞间的联系减弱，并导致鸡胚脑神经元出现死亡（明亮点）。  

 

图 3-25 缺硒对鸡胚脑神经元形态的影响 

Figure 3-25 The effect of Se-deficiency on the morphology of chick embryo brain neurons cells 

3.2.4 缺硒鸡胚脑神经元硒蛋白表达检测结果 

如图 3-26 所示，不同硒蛋白在鸡胚神经元细胞中的表达具有差异性，其中 SELU、SELK、

SEP15、SELW、SELS 及 SELT 表达水平较高。硒缺乏导致鸡胚脑神经元硒蛋白表达紊乱，

除 GPX3、TXNRD3、SELT 及 SEP15 外，其他硒蛋白均表现出不同程度降低（p<0.05）。如

图 3-27 和 3-28 所示，缺硒显著降低硒蛋白 GPX1 蛋白表达水平（p<0.05）和 GSH-Px 酶活性

（p<0.05），表明缺硒鸡胚脑神经元模型建立成功。 
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图 3-26 缺硒对鸡胚脑神经元硒蛋白的影响，A：鸡胚脑神经元中 25 种硒蛋白表达情况；

B：缺硒对 25 种硒蛋白的影响 

Figure 3-26 The effect of Se-deficiency on the selenoproteins in chick embryo brain neurons, A: 

the expression of 25 selenoproteins in chick embryo brain neurons; B: effects of selenium 

deficiency on 25 selenoproteins 

 
图 3-27 缺硒对鸡胚脑神经元 GPX1 蛋白表达的影响 

Figure 3-27 The effect of Se-deficiency on protein level of GPX1 in chick embryo brain 

neurons 
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图 3-28 缺硒对鸡胚神经元细胞 GSH-Px 酶活力的影响 

Figure 3-28 The effect of Se-deficiency on GSH-Px activity in chick embryo brain neurons 

3.2.5 缺硒鸡胚脑神经元 SELS 及内质网应激检测结果 

如图 3-29 所示，缺硒可导致鸡胚神经元细胞中 SELS 蛋白水平降低（p<0.05）。进一步对

内质网应激相关指标进行检测，如图 3-30 所示，缺硒导致鸡胚神经元细胞中内质网应激相关

基因 GRP78、XBP1、ATF4 和 ATF6 mRNA 表达水平及 GRP78、IRE1、XBP1、PERK、ATF4

和 ATF6 的蛋白表达水平升高（p<0.05），结果表明，缺硒导致鸡胚神经元细胞内质网应激。 

 
图 3-29 缺硒对鸡胚脑神经元 SELS 蛋白水平的影响 

Figure 3-29 The effect of Se-deficiency of SELS protein level in chick embryo brain neurons 
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图 3-30 缺硒对鸡胚脑神经元内质网应激的影响，A：mRNA 水平；B：蛋白水平 

Figure 3-30 The effect of Se-deficiency on ER-stress in chick embryo brain neurons, A: mRNA 

level; B: protein level 

3.2.6 缺硒鸡胚脑神经元 ROS 水平及抗氧化能力检测结果 

如图 3-31 和图 3-32 所示，缺硒导致鸡胚神经元细胞中 ROS 水平显著升高（p<0.05），同

SOD 活性升高，CAT 活性和 T-AOC 降低（p<0.05），iNOS 活性、NO、H2O2、LPO 及 MDA

含量增多（p<0.05），表明缺硒导致鸡胚脑神经元抗氧化能力减低，导致细胞内自由基增多，

引起脂质过氧化，诱发细胞氧化应激。 

 
图 3-31 缺硒对鸡胚脑神经元 ROS 水平的影响 

Figure 3-31 The effect of Se-deficiency on the ROS level in chick embryo brain neurons 
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图 3-32 缺硒对鸡胚脑神经元抗氧化能力的影响，A：CAT 活性；B：SOD 活性； 

C：T-AOC 活性；D：iNOS 活性；E：NO 含量；F：H2O2 含量；G：LPO 含量； 

H：MDA 含量 

Figure 3-32 The effect of Se-deficiency on antioxidative ability in chick embryo brain neurons, 

A: CAT activity; B: SOD activity; C: T-AOC activity; D: iNOS activity; E: NO content; F: H2O2 

content; G: LPO content; H: MDA content 

3.2.7 缺硒鸡胚脑神经元溶酶体稳态检测结果 

3.2.7.1 缺硒鸡胚脑神经元溶酶体 pH 及 V-ATPase 检测结果 

溶酶体荧光探针 Lyso-Tracker-Red 可敏感反映溶酶体 pH 变化，其荧光强度可随溶酶体

pH 升高而减弱。如图 3-33 所示，缺硒可导致 Lyso-Tracker-Red 荧光强度减弱（p<0.05），表

明缺硒可导致鸡胚脑神经元溶酶体 pH 升高。此外对溶酶体 V-ATPase 进行检测，如图 3-34 所

示，缺硒可导致鸡胚神经元中 V-ATPase 通道 ATP6V1A、ATP6V1B2 和 ATP6V1D mRNA 和

蛋白表达水平降低（p<0.05），表明缺硒可抑制溶酶体 V-ATPase 的活性，导致溶酶体酸化受

阻。 
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图 3-33 缺硒对鸡胚脑神经元溶酶体 pH 的影响 

Figure 3-33 The effect of Se-deficiency on lysosomal pH in chick embryo brain neurons 

 

图 3-34 缺硒对鸡胚脑神经元 V-ATPase 的影响，A：mRNA 水平；B：蛋白水平 

Figure 3-34 The effect of Se-deficiency on V-ATPase in chick embryo brain neurons, A: mRNA 

level; B: protein level 

3.2.7.2 缺硒鸡胚脑神经元溶酶体组织蛋白酶检测结果 

如图 3-35 所示，缺硒对鸡胚神经元细胞中组织蛋白酶 CTSB 和 CTSD mRNA 表达水平

无显著影响（p>0.05），但降低了鸡胚脑神经元中成熟 CTSB 和 CTSD 的蛋白表达水平（p<0.05），

这一结果表明缺硒抑制溶酶体酶的成熟，而对溶酶体的降解功能造成影响。  

 

图 3-35 缺硒对鸡胚脑神经元 CTSB 和 CTSD 的影响，A：mRNA 水平；B：蛋白水平 

Figure 3-35 The effect of Se-deficiency on CTSB and CTSD in chick embryo brain neurons, A: 

mRNA level; B: protein level 
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3.2.7.3 缺硒鸡胚脑神经元溶酶体钙离子通道检测结果 

如图 3-36 所示，缺硒导致鸡胚神经元细胞中 MCOLN1 mRNA 和蛋白表达水平升高

（p<0.05），表明缺硒可激活鸡胚神经元细胞溶酶体钙离子通道，引起溶酶体钙释放到胞浆中。 

 

图 3-36 缺硒对鸡胚脑神经元 MCOLN1 的影响，A：mRNA 水平；B：蛋白水平 

Figure 3-36 The effect of Se-deficiency on MCOLN1 in chick embryo brain neurons, A: mRNA 

level; B: protein level 

3.2.7.4 缺硒鸡胚脑神经元溶酶体膜通透化检测结果 

如图 3-37 所示，缺硒可导致溶酶体中成熟 CTSB 和 CTSD 蛋白水平降低（p<0.05），胞

浆中成熟 CTSB 和 CTSD 蛋白水平增加（p<0.05），表明缺硒可导致 CTSB 和 CTSD 由溶酶体

释放到胞浆中，这一结果表明缺硒导致鸡胚脑神经元溶酶体通透化。  

 

图 3-37 缺硒对鸡胚脑神经元组织蛋白酶 B 和 D 亚细胞的影响 

Figure 3-37 The effect of Se-deficiency on the subcellular localization of CTSB and CTSD in 

chick embryo brain neurons 
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3.2.8 缺硒鸡胚脑神经元自噬流检测结果 

如图 3-38 所示，缺硒导致鸡胚脑神经元 LC3-2 和 P62 蛋白表达显著增加（p<0.05），表

明缺硒影响自噬底物的降解导致自噬小体蓄积，自噬流抑制。 

 

图 3-38 缺硒对鸡胚神经元细胞自噬流的影响 

Figure 3-38 The effect of Se-deficiency on autophagic flux in chick embryo brain neurons 

3.2.9 缺硒鸡胚脑神经元凋亡检测结果 

采用流式细胞术检测缺硒对鸡胚脑神经元凋亡的影响，如图 3-39 所示，缺硒可导致鸡胚

脑神经元细胞凋亡显著增多（p<0.05），表明缺硒可引起鸡胚脑神经元细胞凋亡。此外，本研

究进一步检测凋亡相关指标，如图 3-40 所示，缺硒可导致鸡胚神经元细胞 BCL2 mRNA 表达

水平降低（p<0.05），BAX、CAS9、CAS3 mRNA 表达水平升高（p<0.05），同时缺硒可导致

鸡胚神经元细胞 BCL2 蛋白表达水平降低（p<0.05），BAX、cle-CAS9 及 cle-CAS3 蛋白表达

水平升高（p<0.05），结果表明，缺硒可导致鸡胚脑神经元发生线粒体凋亡。 
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图 3-39 缺硒鸡胚脑神经元凋亡的流式细胞术检测结果，A：流式细胞术检测结果；B：凋

亡细胞比例 

Figure 3-39 Detection of chick embryo brain neurons apoptosis by flow cytometry, A: the 

results of flow cytometry; B: percentage of apoptotic cells  

 

图 3-40 缺硒对鸡胚脑神经元凋亡的影响，A：mRNA 水平；B：蛋白水平 

Figure 3-40 The effect of Se-deficiency on apoptosis in chick embryo brain neurons, A: mRNA 

level; B: protein level 
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3.3 SELS 敲低鸡胚脑神经元相关指标检测结果 

3.3.1 鸡胚脑神经元 SELS 敲低模型的建立 

如图 3-41 所示，鸡胚脑神经细胞转染 SELS 的 Stealth RNAi™ siRNA 24 h 后与对照组相

比，SELS 的 mRNA 和蛋白水平的表达量显著下调（分别下调到 34.9%和 22.5%）（p<0.05），

结果表明鸡胚脑神经元 SELS 敲低模型建立成功。 

 
图 3-41 SELS 敲低对鸡胚脑神经元 SELS 的影响，A：mRNA 水平；B：蛋白水平 

Figure 3-41 The effect of SELS knock down on SELS in chick embryo brain neurons, A: mRNA 

level; B: protein level 

3.3.2 SELS 敲低鸡胚脑神经元细胞形态观察结果 

如图 3-42 所示，SELS 敲低导致鸡胚脑神经元数量减少，神经突起减少，细胞间联系减

弱，细胞代谢产物增加，并引起鸡胚脑神经元出现死亡（明亮点）。  

 
图 3-42 SELS 敲低对鸡胚脑神经元形态的影响 

Figure 3-42 The effect of SELS knock down on the morphology of chick embryo brain 

neurons 
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3.3.3 SELS 敲低鸡胚脑神经元内质网定位硒蛋白及内质网应激检测结

果 

如图 3-43 所示，SELS 敲低改变了内质网硒蛋白的表达，其中 SELN 和 DIO2 的 mRNA

表达水平升高（p<0.05），SELT 和 SEP15 的 mRNA 水平降低（p<0.05），但对 SELK 和 SELM

的 mRNA 表达无显著影响（p>0.05）。如图 3-44 所示，SELS 敲低导致鸡胚脑神经元 GRP78、

IRE、XBP1、PERK、ATF4 及 ATF6 的蛋白表达升高（p<0.05），表明 SELS 敲低导致鸡胚脑

神经元发生内质网应激。 

 

图 3-43 SELS 敲低对鸡胚脑神经元内质网定位硒蛋白的影响 

Figure 3-43 The effect of SELS knock down on ER-resident selenoproteins in chick embryo 

brain neurons 

 

图 3-44 SELS 敲低对鸡胚脑神经元内质网应激的影响 

Figure 3-44 The effect of SELS knock down on ER- stress in chick embryo brain neurons cells 

3.3.4 SELS 敲低鸡胚脑神经元 ROS 水平及抗氧化能力检测结果 

如图 3-45 和 3-46 所示，SELS 敲低引起鸡胚脑神经元内 ROS 含量显著增加（p<0.05），

同时 SELS 敲低可导致细胞内抗氧化酶 CAT、SOD 和 GSH-Px 活性和总抗氧化能力 T-AOC
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降低（p<0.05），H2O2、LPO 及 MDA 含量增加（p<0.05），表明 SELS 敲低导致鸡胚脑神经元

发生氧化应激。 

 

图 3-45 SELS 敲低对鸡胚脑神经元 ROS 的影响 

Figure 3-45 The effect of SELS knock down on the ROS in chick embryo brain neurons cells 

 

图 3-46 SELS 敲低对鸡胚脑神经元抗氧化能力的影响，A：CAT 活性；B：SOD 活性；

C：GSH-Px 活性；D：T-AOC 活性；E：H2O2 含量；F：LPO 含量；G：MDA 含量 

Figure 3-46 The effect of SELS knock down on antioxidative ability in in chick embryo brain 

neurons, A: CAT activity; B: SOD activity; C: GSH-Px activity; D: T-AOC activity; E: H2O2 

content; F: LPO content; G: MDA content 
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3.3.5 SELS 敲低鸡胚脑神经元溶酶体稳态检测结果 

3.3.5.1 SELS 敲低鸡胚脑神经元溶酶体 V-ATPase 检测结果 

如图 3-47 所示，SELS 敲低可导致 Lyso-Tracker-Red 荧光强度减弱（p<0.05），表明 SELS

敲低可导致鸡胚脑神经元溶酶体 pH 升高。对溶酶体 V-ATPase 通道进行检测，如图 3-48 所

示，SELS 敲低导致鸡胚神经元溶酶体 ATP6V1A、ATP6V1B2 和 ATP6V1D 蛋白表达水平降

低（p<0.05），表明缺硒可抑制溶酶体 V-ATPase 的活性。此外进行 ATP6V1B2 免疫荧光检测，

如图 3-49 所示，SELS 敲低引起 ATP6V1B2 荧光强度减弱（p<0.05）。以上结果表明，SELS

敲低抑制鸡胚神经元细胞 V-ATPase 的活性，导致溶酶体酸化受阻，进而干扰鸡胚脑神经元

溶酶体腔内 pH。 

 

图 3-47 SELS 敲低对鸡胚脑神经元溶酶体 pH 的影响 

Figure 3-47 The effect of SELS knock down on lysosomal pH in chick embryo brain neurons 

 

图 3-48 SELS 敲低对鸡胚脑神经元 V-ATPase 的影响 

Figure 3-48 The effect of SELS knock down on V-ATPase in chick embryo brain neurons 
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图 3-49 SELS 敲低对鸡胚神经元细胞 ATP6V1B2 免疫着色的影响 

Figure 3-49 The effect of SELS knock down on ATP6V1B2 immunostaining in chick embryo 

brain neurons 

3.3.5.2 SELS 敲低鸡胚脑神经元组织蛋白酶检测结果 

如图 3-50 所示，SELS 敲低显著降低了鸡胚脑神经元中成熟 CTSB 和 CTSD 的蛋白表达

（p<0.05），同时对细胞进行 CTSB 和 CTSD 免疫荧光染色，如前描述 CTSB 和 CTSD 定位于

溶酶体，因而在细胞内可呈点状分布，如图 3-51 所示，SELS 敲低可导致 CTSB 和 CTSD 点

状分布减少，表明 SELS 敲低降低了溶酶体 CTSB 和 CTSD 的含量并抑制其成熟，这将干扰

鸡胚神经元细胞溶酶体的降解功能。 

 

图 3-50 SELS 敲低对鸡胚神经元细胞 CTSB 和 CTSD 的影响 

Figure 3-50 The effect of SELS knock down on CTSB and CTSD in chick embryo brain 

neurons 
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图 3-51 SELS 敲低对鸡胚神经元细胞 CTSB 和 CTSD 免疫着色的影响 

Figure 3-51 The effect of SELS knock down on CTSB and CTSD immunostaining in chick 

embryo brain neurons 

3.3.5.3 SELS 敲低鸡胚脑神经元溶酶体钙离子通道 MCOLN1 检测结果 

如图 3-52 所示，SELS 敲低增强鸡胚神经元细胞中 MCOLN1 免疫荧光强度（p<0.05），

进一步对 MCOLN1 mRNA 和蛋白表达进行检测，如图 3-53 所示，SELS 敲低导致鸡胚神经

元细胞 MCOLN1 mRNA 和蛋白表达水平升高（p<0.05），表明 SELS 敲低导致鸡胚神经元细

胞溶酶体钙离子通道被激活，导致溶酶体钙释放到胞浆中。 

 

图 3-52 SELS 敲低对鸡胚神经元细胞 MCOLN1 免疫着色的影响 

Figure 3-52 The effect of SELS knock down on MCOLN1 immunostaining in chick embryo 

brain neurons 
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图 3-53 SELS 敲低对鸡胚脑神经元 MCOLN1 的影响，A：mRNA 水平；B：蛋白水平 

Figure 3-53 The effect of SELS knock down on MCOLN1 in chick embryo brain neurons, A: 

mRNA level; B: protein level 

3.3.5.4 SELS 敲低鸡胚脑神经元溶酶体通透性检测结果 

如图 3-54 所示，SELS 敲低导致溶酶体中 CTSB 和 CTSD 蛋白水平降低（p<0.05），同时

胞浆中 CTSB 和 CTSD 蛋白水平增加（p<0.05），表明 SELS 敲低可导致 CTSB 和 CTSD 由溶

酶体释放到胞浆中，这一结果表明 SELS 敲低导致鸡胚脑神经元溶酶体通透化。 

 

图 3-54 SELS 敲低对鸡胚脑神经元组织蛋白酶 B 和 D 亚细胞定位的影响 

Figure 3-54 The effect of Se-deficiency on the subcellular localization of CTSB and CTSD in 

chick embryo brain neurons 



东北农业大学农学博士学位论文 

 

54 

3.3.6 SELS 敲低鸡胚脑神经元自噬流检测结果 

如图 3-55 所示，SELS 敲低可导致鸡胚脑神经元 LC3-2 和 P62 蛋白表达增加（p<0.05），

表明 SELS 敲低可导致鸡胚神经元细胞自噬小体增多，影响自噬底物的降解而导致自噬流抑

制。 

 

图 3-55 SELS 敲低对鸡胚神经元细胞自噬流的影响 

Figure 3-55 The effect of SELS knock down on autophagic flux in chick embryo brain neurons 

3.3.7 SELS 敲低鸡胚脑神经元凋亡检测结果 

如图 3-56 所示，流式细胞术检测显示 SELS 敲低导致鸡胚脑神经元细胞凋亡显著增多

（p<0.05）对凋亡相关基因 BCL2、BAX、CAS9 及 CAS3 mRNA 和蛋白表达水平进行检测，

如图 3-57 所示，SELS 敲低可导致鸡胚神经元细胞 BCL2 mRNA 表达水平降低，BAX 及 CAS9、

CAS3 mRNA 表达水平升高（p<0.05），同时 BCL2 蛋白表达水平降低，BAX 及 cle-CAS9 及

cle-CAS3 蛋白表达水平升高（p<0.05），结果表明，SELS 敲低引起鸡胚脑神经元线粒体途径

凋亡。 
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图 3-56 SELS 敲低鸡胚脑神经元凋亡流式细胞术检测结果，A：流式细胞术检测结果；

B：凋亡细胞比例 

Figure 3-56 Detection of chick embryo brain neurons apoptosis by flow cytometry, A: the 

results of flow cytometry; B: percentage of apoptotic cells  

 

图 3-57 SELS 敲低对鸡胚脑神经元凋亡的影响，A：mRNA 水平；B：蛋白水平 

Figure 3-57 The effect of SELS knock down on apoptosis in chick embryo brain neurons, A: 

mRNA level; B: protein level 
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3.4 NAC 处理 SELS 敲低鸡胚脑神经元相关指标检测结果 

3.4.1 NAC 处理 SELS 敲低鸡胚脑神经元 ROS 检测结果 

如图 3-58 所示，NAC 可有效降低 ROS 荧光强度（p<0.05），表明 NAC 可以缓解 SELS

敲低引起的 ROS 的水平，缓解减轻 SELS 敲低引起的氧化应激损伤。 

 

图 3-58 NAC 对 SELS 敲低引起的 ROS 水平升高的影响 

Figure 3-58 The effect of NAC on the increase of ROS level induced by SELS knockdown 
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3.4.2 NAC 处理 SELS 敲低鸡胚脑神经元溶酶体稳检测结果 

3.4.2.1 NAC 处理 SELS 敲低鸡胚脑神经元溶酶体 V-ATPase 检测结果 

如图 3-59 所示，NAC 可以有效缓解 SELS 敲低所导致的 ATP6V1A、ATP6V1B2 及

ATP6V1D 的抑制（p<0.05），恢复其蛋白表达，表明缓解氧化应激可有效恢复 V-ATPase 活性，

缓解 SELS 敲低引起的溶酶体酸化受阻。 

 

图 3-59 NAC 对 SELS 敲低引起的 V-ATPase 抑制的影响，A：蛋白结果；B：ATP6V1A 蛋

白水平；C：ATP6V1B2 蛋白水平；D：ATP6V1D 蛋白水平 

Figure 3-59 The effect of NAC on the inhibition of V-ATPase induced by SELS knockdown, A: 

protein results; B: ATP6V1A protein level; C: ATP6V1B2 protein level; D: ATP6V1D protein 

level 

3.4.2.2 NAC 处理 SELS 敲低鸡胚脑神经元组织蛋白酶检测结果 

如图 3-60 所示，NAC 有效缓解 SELS 敲低所导致的成熟 CTSB 和 CTSD 的抑制（p<0.05），

恢复其蛋白表达，表明缓解氧化应激可以缓解 SELS 敲低引起的成熟 CTSB 和 CTSD 蛋白水

平降低，缓解溶酶体酶活性的降低。 
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图 3-60 NAC 对 SELS 敲低引起的 CTSB 和 CTSD 抑制的影响，A：蛋白结果；B：CTSB

蛋白水平；C：CTSD 蛋白水平 

Figure 3-60 The effect of NAC on the inhibition of CTSB and CTSD induced by SELS 

knockdown, A: protein results; B: CTSB protein level; C: CTSD protein level 

3.4.2.3 NAC 处理 SELS 敲低鸡胚脑神经元溶酶体 MCOLN1 检测结果 

如图 3-61 所示，NAC 降低 SELS 敲低导致的 MCOLN1 升高（p<0.05），表明抑制氧化应

激可缓解 SELS 敲低引起的溶酶体钙离子泄露，维持溶酶体钙稳态。 

 

图 3-61 NAC 对 SELS 敲低引起的 MCOLN1 升高的影响 

Figure 3-61 The effect of NAC on the increase of MCOLN1 induced by SELS knockdown 
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3.4.2.4 NAC 处理 SELS 敲低鸡胚脑神经元溶酶体膜通透性检测结果 

如图 3-62所示，NAC有效降低 SELS敲低导致的胞浆中成熟 CTSB 和 CTSD增加（p<0.05），

表明 NAC 可以缓解 SELS 敲低引起的溶酶体膜通透化，维持溶酶体膜稳态。 

 

图 3-62 NAC 对 SELS 敲低引起的胞浆 CTSB 和 CTSD 升高的影响，A：蛋白结果；B：

CTSB 蛋白水平；C：CTSD 蛋白水平 

Figure 3-62 The effect of NAC on the increase of CTSB and CTSD in cytoplasm induced by 

SELS knockdown, A: protein results; B: CTSB protein level; C: CTSD protein level  

3.4.3 NAC 处理 SELS 敲低鸡胚脑神经元自噬流检测结果 

如图 3-63 所示，NAC 有效降低 SELS 敲低导致的 LC3-2 及 P62 升高（p<0.05），表明

NAC 可以缓解 SELS 敲低引起的自噬流抑制，恢复自噬流，揭示溶酶体酶稳态失衡引起导致

自噬流抑制。 
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图 3-63 NAC 对 SELS 敲低引起的自噬流抑制的影响，A：蛋白结果；B：LC3-2 蛋白水

平；C：P62 蛋白水平 

Figure 3-63 The effect of NAC on the inhibition of autophagic flux in cytoplasm induced by 

SELS knockdown, A: protein results; B: LC3-2 protein level; C: P62 protein level 

3.4.4 NAC 处理 SELS 敲低鸡胚脑神经元凋亡检测结果 

如图 3-64 及 3-65 所示，NAC 有效降低 SELS 敲低引起的凋亡细胞的数量（p<0.05）及

cle-CAS3 蛋白表达水平（p<0.05），表明缓解氧化应激可缓解 SELS 敲低引起的细胞凋亡，且

这种改变可能与溶酶体功能稳态失衡恢复相关。 
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图 3-64 NAC 对 SELS 敲低引起鸡胚脑神经元细胞凋亡的影响，A：流式细胞术检测结

果；B：凋亡细胞比例 

Figure 3-64 Effect of NAC on apoptosis induced by SELS knockdown in chick embryonic brain 

neurons, A: the results of flow cytometry; B: percentage of apoptotic cells  

 

图 3-65 NAC 对 SELS 敲低引起的 cle-CAS3 升高的影响 

Figure 3-65 The effect of NAC on the increased cle-CAS3 induced by SELS knockdown 
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3.5 E-64 处理 SELS 敲低鸡胚脑神经元相关指标检测结果 

3.5.1 E-64 处理 SELS 敲低鸡胚脑神经元胞浆 CTSB 检测结果 

如图 3-66 所示，随着 CTSB 抑制剂 E-64 的加入，SELS 敲低引起的胞浆中 CTSB 蛋白水

平升高得到缓解（p<0.05），表明 E-64 有效抑制脑神经元中 CTSB 的表达。 

3.5.2 E-64 处理 SELS 敲低鸡胚脑神经元凋亡检测结果 

如图 3-67 和 3-68 所示，E-64 降低 SELS 敲低引起的凋亡细胞的数量（p<0.05）及 cle-

CAS3 蛋白表达水平（p<0.05），表明胞浆中 CTSB 参与启动细胞凋亡。 

 

图 3-66 E-64 对 SELS 敲低引起的胞浆 CTSB 升高的影响 

Figure 3-66 The effect of E-64 on the increased CTSB in cytoplasm induced by SELS 

knockdown 
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图 3-67 鸡胚脑神经元凋亡的流式细胞术检测，A：流式细胞术结果；B：凋亡细胞比例 

Figure 3-67 Detection of chick embryo brain neurons apoptosis by flow cytometry, A: the 

results of flow cytometry; B: percentage of apoptotic cells 

 

图 3-68 E-64 对 SELS 敲低引起的 cle-CAS3 升高的影响 

Figure 3-68 The effect of NAC on the increased cle-CAS3 induced by SELS knockdown 

3.6 Pepstatin A 处理 SELS 敲低鸡胚脑神经元相关指标检测结果 

3.6.1 Pepstatin A 处理 SELS 敲低鸡胚脑神经元胞浆 CTSD 检测结果 

如图 3-69 所示，随着 CTSD 抑制剂 Pepstatin A 的加入，SELS 敲低引起的胞浆中 CTSD

蛋白水平升高得到缓解（p<0.05），表明 Pepstatin A 可有效抑制脑神经元中 CTSD 的表达。 
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3.6.2 Pepstatin A 处理 SELS 敲低鸡胚脑神经元凋亡检测结果 

Pepstatin A 降低 SELS 敲低引起的凋亡细胞的数量（p<0.05）及 cle-CAS3 蛋白表达水平

（p<0.05），表明胞浆中 CTSD 参与细胞凋亡的启动。 

 

图 3-70 鸡胚脑神经元凋亡的流式细胞术检测结果，A：流式细胞术检测结果；B：凋亡细

胞比例 

Figure 3-70 Detection of chick embryo brain neurons apoptosis by flow cytometry, A: the 

results of flow cytometry; B: percentage of apoptotic cells  

 

图 3-69 Pepstatin A 对 SELS 敲低引起的胞浆 CTSD 升高的影响 

Figure 3-69 The effect of Pepstatin A on the increase of CTSD in cytoplasm induced by SELS 

knockdown 
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图 3-71 Pepstatin A 对 SELS 敲低引起的 cle-CAS3 升高的影响 

Figure 3-71 The effect of Pepstatin A on the increased cle-CAS3 induced by SELS knockdown 
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4 讨论 

鸡缺硒主要临床表现为腹部、翅膀下部及大腿伴有胶冻样淡绿色渗出物，又称为渗出性

素质症，病鸡常精神不佳，喜趴卧，部分病鸡站立时两腿叉开并表现出运动功能障碍，行走

困难，解剖后发现小脑出现软化。小脑是机体运动的重要调节中枢，可调节躯体平衡和随意

运动，小脑损伤可引起机体共济失调及平衡障碍。临床症状及剖检观察表明，硒缺乏可引起

鸡小脑损伤，揭示硒在维持小脑正常功能方面发挥重要作用。 

目前，尽管人们对硒生物学功能有了很深的认识，但硒在维持小脑及神经元正常功能的

机制仍缺乏了解。前期研究表明，日粮缺硒可引起雏鸡体内多组织及细胞内 SELS 表达降低

[47, 49, 127-130]，此外，SELS 在各种脑损伤中表达升高，并通过减轻内质网应激和炎症损伤来减

轻脑损伤[36, 58, 83]，提示 SELS 在保护脑损伤中发挥重要作用。溶酶体作为细胞“消化中心”在

维持细胞内稳态发挥关键作用，许多神经退行性神经疾病都存在溶酶体功能紊乱 [123]。早期研

究发现缺硒可引起溶酶体稳定性降低 [120, 121]。然而硒缺乏是否通过溶酶体功能障碍导致脑损

伤，SELS 是否参与溶酶体稳态调控及其在缺硒性脑损伤中的作用机制尚不清楚。本课题通

过配制缺硒日粮和缺硒培养基复制鸡小脑和鸡胚脑神经元缺硒模型，并通过检测内质网应激、

抗氧化水平、溶酶体稳态、自噬溶酶体降解途径及凋亡分析缺硒性小脑损伤的可能机制，同

时建立 SELS 敲低鸡胚脑神经元模型，探讨 SELS 维持溶酶体稳态的机制及 SELS 表达降低

对脑神经元的损伤，以揭示 SELS 维持溶酶体稳态的可能机制及其在缺硒性小脑损伤的作用

机制。 

4.1 鸡缺硒性小脑损伤、鸡胚脑神经元缺硒及 SELS 敲低模型的建

立 

4.1.1 鸡缺硒性小脑损伤模型的建立 

已证实，当硒摄入量不足时，机体会优先将硒供给中枢神经系统，脑中硒含量的维持时

间普遍长于其他器官，因此，脑是机体内最后受到缺硒影响的器官，长期缺硒会引起脑部损

伤及疾病的发生[131]。张健[132]研究发现硒缺乏可导致伊莎蛋鸡站立不稳，行走困难，两肢麻

痹、卧地不起，解剖发现小脑肿胀湿润，脑回和脑沟闭合，变得平展。进一步对大脑病理学

变化和超微结构进行观察发现，随着缺硒时间的延长，大脑髓质松散加剧，皮质更薄，颗粒

细胞几乎完全消失，而细胞核质比明显变小，细胞器、核糖体等减少，线粒体电子密度更大，

嵴结构消失。赵金欣[133]成功复制了 AA 肉鸡低硒模型，发现缺硒可导致鸡食欲减退，羽毛凌

乱无光泽，并站立不稳喜俯卧。缺硒可导致核膜皱缩、核浓缩、粗面内质网减少、肿胀，线

粒体出现空泡化。为进一步探讨缺硒性小脑损伤机制，本研究饲喂缺硒日粮建立缺硒鸡模型，

通过临床症状及剖检变化证实缺硒鸡模型建立成功。  
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本研究通过 HE 染色、镀银染色、尼氏体染色观察缺硒对鸡小脑造成的损伤，发现缺硒

可导致鸡小脑颗粒层变薄，小脑白质增多，浦肯野细胞减少甚至消失，嗜酸性浦肯野细胞增

多，浦肯野细胞层中神经纤维堆积缠结，颗粒层神经纤维杂乱稀少，尼氏体数量减少，白质

区少量神经元细胞死亡，但并未见明显的炎性细胞浸润。本研究还进行了 α-syn 免疫荧光染

色。α-syn 是脑内一种含量丰富的可溶性蛋白质，正常情况下以可溶的单体形式存在，当其聚

集成不溶性寡聚体时，可引起神经元细胞死亡。自噬溶酶体途径在 α-syn 降解中发挥重要作

用。本研究结果表明缺硒可导致小脑组织 α-syn 表达量增多，并出现大量聚集，这代表着自

噬溶酶体途径或溶酶体功能可能受损。此外，TUNEL 法检测结果表明缺硒可导致鸡小脑凋亡

的发生。这些结果表明，缺硒可导致鸡小脑损伤，细胞凋亡可能是其主要损伤机制，为深入

研究缺硒性小脑损伤指明方向，同时溶酶体这一重要细胞器也成为本研究的研究重点。 

4.1.2 鸡胚脑神经元培养条件优化及缺硒模型建立 

原代培养的神经元与体内的神经元非常相似，因此本研究分离和纯化鸡胚脑神经元用于

体外研究。鼠海马神经元的分离纯化手段已非常成熟，本研究借鉴和参照鼠海马神经元分离

纯化及培养方法对 7 日龄鸡胚全脑进行脑神经元的分离纯化和培养 [134, 135]。该方法获得的鸡

胚脑神经元大小均匀，生长状况良好，且在培养 18 h 已有一部分神经元突起明显，至 48 h 时

已基本形成纵横交错的神经网络。用 MAP2 免疫荧光染色法对神经元进行鉴定，可见视野中

细胞 MAP2 阳性数量较多，表明神经元纯度较高，可用于神经元体外研究。  

体外培养的细胞中硒主要来源于培养基。本研究对所用细胞培养基 Neurobasal 和 B-27

添加剂的组分（见附录表 4 和 5）分析发现，培养基 Neurobasal 不含硒，硒主要由 B-27 提

供。B-27 是神经元培养常用的一种添加剂，取代常规 10%血清，可促进神经元的生长而抑制

非神经元的生长和繁殖。B27 中还含有多种神经细胞生长的必需神经因子，如亚硒酸钠。因

而，本研究通过降低培养基中 B-27 的含量（从 2%将为 0.4%）来达到缺硒目的，并通过补充

胰岛素和转铁蛋白来维持细胞正常营养需求。正常培养基在此基础上补充终浓度为 7 ng/mL

的亚硒酸钠（以硒计）[136, 137]。随后本研究对硒蛋白的 mRNA 表达、GPX1 蛋白表达水平及

GSH-Px 酶活性进行检测，发现与补硒的培养基相比，未补硒的培养基可显著降低大部分硒

蛋白的 mRNA 表达水平、GPX1 蛋白水平及 GSH-Px 酶活性，标志着鸡胚脑神经元缺硒模型

建立成功，可进行后续试验。 

4.1.3 硒对 SELS 表达的影响及 SELS 敲低鸡胚脑神经元模型的建立 

SELS 作为硒蛋白的一员，其表达受到硒含量的影响。日粮缺硒可引起雏鸡体内各组织

及细胞内 SELS 表达降低，如胰腺[47]、脂肪[127]、肠道[49]、软骨[128]、中性粒细胞[129]、树突状

细胞[130]等，表明 SELS 参与缺硒性损伤。此外，研究发现 SELS 广泛表达于不同物种的脑组

织中，如猪[138]、鼠[83]、鸡[84]等，以及一些神经细胞，如人星形胶质细胞[36]、小鼠神经母细

胞瘤[90]。本研究发现，缺硒导致鸡小脑及鸡胚脑神经元 SELS 表达水平降低，氧化应激、内

质网应激、自噬流抑制及凋亡等，同时伴有溶酶体稳态失衡，包括溶酶体酸化受抑制、酶活
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性降低、钙泄露及膜通透性化，表明溶酶体稳态失衡参与缺硒性小脑损伤。然而，对于 SELS

是否参与溶酶体稳态调节及潜在机制尚未可知。 

为进一步探讨 SELS 在缺硒性脑损伤中的潜在作用及其调控溶酶体稳态机制，本研究建

立鸡胚脑神经元 SELS 敲低模型。神经元是终末分化细胞，进行转染的难度较高，因此选择

合适的转染方法进行试验至关重要，既要有较高的转染效率，又不能对神经元造成损伤。目

前，常见的转染方法主要有病毒转染、磷酸钙共沉淀法、电穿孔法和阳离子脂质体法。相较

于其他方法，阳离子脂质体法操作简单、安全可靠、转染效率相对较高 [139]。因此，本研究使

用 Lipofectamine RNAi MAX 进行转染，其对细胞损伤较小，转染 24 h 后收集细胞检测 SELS 

mRNA 及蛋白表达水平，发现该方法可显著抑制 SELS 表达，标志着 SELS 敲低鸡胚脑神经

元模型建立成功，可用于后续试验。 

4.2 缺硒对鸡小脑金属离子稳态的影响 

离子在各种生物中起着至关重要的作用，细胞内离子稳态对细胞维持正常功能是必不可

少的。金属离子是机体内近乎一半酶功能所必需的基本组成部分，几乎参与所有的基本生物

过程。金属离子在金属蛋白中有三个主要功能：提供结构支持、作为酶辅因子和介导电子传

递[140]。细胞内金属离子浓度的任何异常都可能导致重要代谢物质的缺乏，进而造成细胞死亡

和疾病发生[141]。脑需要突触间隙中高水平的游离金属离子作为突触传递的调节剂，因而金属

稳态失调，包括金属离子过量或不足，都可作为神经毒性的中介因子，导致神经元功能障碍

[142]及细胞死亡[143]。有证据表明，人体内必需的生物金属离子平衡破坏，以及暴露于环境中

的某些金属离子都可能导致 AD 病理学的改变[144]。因此了解缺硒性小脑损伤过程中离子水

平变化及硒与离子相互作用对于揭示缺硒性疾病大有裨益。 

已有研究表明日粮硒缺乏可影响动物机体内多种金属离子的水平和组织分布。有研究指

出，缺硒 12 周可导致 Wistar 大鼠肝脏中 Cu 升高而对 Fe、Zn 并无明显影响[145]。Giray 等[146]

检测缺硒雄性 Wistar 大鼠血浆、肝脏、脑、肾脏、心脏及睾丸中 Cu、Zn、Fe、Mn 等金属离

子变化，发现缺硒 5 周可导致脑中 Cu 升高而心脏和睾丸中 Cu 降低，肝脏和肾脏中 Fe 升高

而心脏中 Fe 降低，肾脏中 Zn 升高，血浆和肾脏中 Mn 升高而肝脏中 Mn 降低。Erkekoglu 等

[147]发现 Sprague-Dawley 大鼠缺硒 5 周可导致血浆中 Zn 及肾脏中 Cu 和 Mn 降低，肾脏中 Zn

及睾丸 Zn 和 Cu 升高。缺硒可导致鸡骨骼肌金属离子 Ca 降低，V，Cr，Mn，Cu，Cd 和 Hg

升高[23, 148]。本研究发现缺硒可导致鸡小脑组织中 K、Fe、Zn、B 及 Ni 含量降低，Ca、Cr、

Mo 及 V 含量增加，并导致小脑组织中毒性元素 Cd 含量升高。金属离子稳态对中枢神经系

统中许多生理功能如酶活性、线粒体功能、髓鞘形成、神经传递以及学习和记忆的发育和维

持都至关重要[149]。这些受影响的金属离子中 K 和 Ca 与细胞渗透平衡和信号传导（包括突触

通讯和兴奋性）有关，它们可通过低亲和力的结合位点与蛋白质形成复合物，并在细胞间快

速移动，其含量异常可导致神经元功能异常 [150, 151]。Fe 和 Zn 参与氧化还原信号传导，在调

节抗氧化方面发挥重要作用，同时可参与神经递质的合成、调节突触传递、脑发育以及免疫

功能等[144]。B、Ni、Cr、Mo 和 V 作为机体必需微量元素，缺乏和过量可导致某些神经化学

过程受损而引发疾病[152]。Cd 作为有毒重金属，具有严重神经毒性，可导致氧化还原稳态破
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坏及代谢功能紊乱[153]，同时研究表明 Cd 可通过抑制 α-分泌酶的活性导致 Aβ 斑块沉积增加

从而参与 AD 的发病机制[154]。本研究揭示硒缺乏可干扰鸡小脑中金属离子稳态，其中 K、

Fe、Zn、B 及 Ni 的流失，Ca、Cr、Mo、V 及 Cd 的蓄积参与缺硒性小脑损伤，可能导致小脑

抗氧化水平及神经元功能受损。 

4.3 缺硒对鸡小脑 mRNA 转录组学的影响 

转录组是指某一生理或病理状态下特定细胞、组织或器官所能转录出的所有 RNA 的总

和[155]，既包括 mRNA 和非编码 RNA，如 miRNA 和 LncRNA 等，狭义的转录组指 mRNA 转

录组。进行转录组学研究，可以深入分析和探究基因的结构与功能，在揭示基因表达与生物

表型的内在联系方面发挥重要作用 [156]。此外，可以根据基因转录的情况进行与疾病相关的基

因的筛选，从而揭示疾病发生过程中的分子机理 [157]。因此，转录组学是发现新的诊断或治疗

靶点的潜力工具。虽然才刚刚开始转化为临床实践，随着成本的降低和对这些技术的利用率

的提高，转绿组学的优势日益突出。鸡是最重要的经济物种之一，也是生物学和医学研究的

独特模式生物，是第一个进行基因组测序的非哺乳动物 [158]。转录组学也被广泛应用于鸡等禽

类疾病的发生与发展研究中。Boo 等[159]利用 mRNA 转录组学技术发现，传染性法氏囊病病

毒可导致鸡上皮内淋巴细胞自然杀伤（IEL-NK）细胞 1266 个基因差异表达。Xu 等[160]对雄

鸡 3 个胚胎阶段、2 个生长阶段和 3 个成体阶段的大脑进行 mRNA 和 lncRNA 组学分析，探

索了鸡脑发育和衰老过程中转录组的整体表达模式。Guo 等[161]探讨了苯巴比妥（PB）对鸡

胚肝脏转录组的影响，发现苯巴比妥对鸡胚肝脏转录组的影响具有性别差异，可引起雄性 52

个基因、雌性 516 个基因表达发生改变。 

许多研究也运用 mRNA 转录组学对缺硒性损伤分析，为探讨硒缺乏症机理提供依据。

Qazi 等[162]对小鼠衰老卵巢转录组学研究发现，饲喂缺硒和中高硒水平日粮之间相比，卵巢

中有 168 个基因表达存在差异，差异基因主要富集在 PI3K-Akt 信号途径、类固醇激素生物

合成，信号通路调节干细胞的多能性，河马信号通路、卵巢类固醇生成和 Wnt 信号通路等途

径。Feng 等[163]对大鼠心脏的转录组研究发现，缺硒可导致心脏 4931 个 mRNA 差异表达，

其中 2514 个表达上调，2417 个表达下调，涉及脂质代谢过程、心脏发育细胞粘附、血管发

育、细胞分化和信号转导等。缺硒可导致鸡肌肉组织 687 个 mRNA 表达差异，其中 285 上

调，402 下调，富集分析显示差异 mRNA 主要集中在吞噬体、心肌收缩、PPAR 信号传导途

径、细胞粘附分子、局灶粘附、谷胱甘肽代谢、细胞色素 P450 异源生物的代谢等途径[164]。

本研究发现缺硒可导致鸡小脑 mRNA 转录组中 421 个 mRNA 差异表达，其中有 171 个基因

表达上调，250 个基因表达下调，对这些差异表达基因进行 GO 富集分析发现，差异表达 mRNA

的功能与金属离子结合（金属离子结合、钙离子结合、金属内肽酶活性、铁离子结合、钙通

道复合体）、抗氧化（过氧化氢分解代谢过程、NAD(P)+核苷酶活性、氧化还原酶活性）及细

胞凋亡（Toll 样受体信号通路、凋亡 DNA 断裂）等相关，同时 KEGG 通路富集分析发现，

富集的信号通路与以下几方面密切相关，如神经功能（神经活性配体受体相互作用、细胞因

子-细胞因子受体相互作用、细胞粘附分子）、细胞凋亡（MAPK 信号通路、Toll 样受体信号

通路、钙信号通路）、溶酶体及其功能（代谢途径、内吞作用、组氨酸代谢、精氨酸和脯氨酸
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代谢、溶酶体、甘油磷脂代谢）等。本研究结果表明，缺硒可导致鸡小脑神经功能受损，而

抗氧化、金属离子结合、溶酶体及凋亡可能在缺硒性小脑损伤中发挥重要作用，这也是本研

究关注的重点。 

4.4 SELS 对脑神经元内质网应激的影响 

研究发现，硒可以通过抑制内质网应激信号通路对玉米赤霉烯酮诱导的小鼠肾脏损伤起

到保护作用[165]。纳米硒（Nano-Se）可减少氧化损伤和抑制内质网应激以拮抗硫酸镍所致的

大鼠睾丸损伤[166]。硒能够缓解铅中毒诱导的鸡睾丸内质网应激 [167]。缺硒可导致多组织内质

网应激发生。陈向阳等[168]研究发现低硒可以诱导大鼠心肌组织中内质网应激反应，并参与心

肌细胞的凋亡。潘升驰[169]研究表明低硒状态会加剧 T-2 毒素引起的鼠心肌细胞损伤,导致心

肌细胞发生更加严重的氧化应激和内质网应激。此外，氧化-内质网应激信号通路参与了缺硒

引起的鸡肝脏凋亡[170]。赵金欣[133]研究发现缺硒可导致鸡脑组织发生内质网应激。这些研究

都表明，硒在调节内质网应激方面发挥中重要作用。与赵金欣结果一致，本研究发现缺硒可

导致鸡小脑及鸡胚神经元内质网应激相关基因（GRP78、IRE-1、XBP1、PERK、ATF4 及 ATF6）

蛋白表达水平显著升高，表明缺硒可引起神经元内质网应激。 

目前已知的硒蛋白中，有 7 种硒蛋白确定定位于内质网，分别为 SEP15、DIO2、SELK、

SELT、SELM、SELN 和 SELS，这些硒蛋白在内质网蛋白质折叠的质量控制，错误折叠的蛋

白质从内质网到细胞质的逆转易位及内质网钙稳态的调节方面发挥着重要作用 [171]。SELS 和

SELK 是内质网相关蛋白降解（ER-associated portien degradaiton，ERAD）途径重要组成部分，

二者均可与细胞质含缬氨酸蛋白（p97（VCP））相结合参与内质网中未折叠蛋白的降解，维

持内质网稳态，减轻内质网应激，且研究证实 SELK 与 p97（VCP）的结合具有 SELS 依赖性

[172]。然而对于 SELS 敲低是否会引起内质网应激方面存在争议。Speckmann 等[173]抑制 LS174T、

HT29 和 Caco-2 结肠癌细胞系中 SELS 表达，发现不会引起或调节内质网应激。Li[174]研究发

现 SELS 敲低也不会引起 Hepa1-6 细胞内质网应激。而研究发现 SELS 表达降低，可导致细

胞对内质网应激诱导剂的敏感性，导致细胞内质网应激加重 [68, 72]，如 Du 等[175]发现 SELS 敲

低可导致 HepG2 细胞内质网应激标志物 GRP78 蛋白表达升高，并加重 β-mercaptoethanol（β-

ME）引起的内质网应激。本研究发现鸡胚脑神经元细胞 SELS 敲低可引起内质网应激相关指

标 GRP78、IRE-1、XBP1、PERK、ATF4 及 ATF6 蛋白表达升高，表明 SELS 敲低可导致脑

神经元细胞发生内质网应激。这两种结果的出现可能是因为细胞种类差异引起的。神经元新

陈代谢旺盛，易产生错误折叠蛋白，而导致内质网应激的发生 [176]，SELS 作为 ERAD 重要组

成在维持神经元内质网稳态尤为重要，其表达降低导致鸡胚脑神经元发生内质网应激。  

4.5 SELS 对脑神经元抗氧化能力的影响 

脑耗氧量高，脂质含量高，抗氧化能力弱，因此极易受到氧化应激的影响 [177]。在正常情

况下，有氧代谢过程中产生 ROS 的有害影响可被细胞内抗氧化剂中和，这种方式可以使脑有

效地调节其耗氧量和氧化还原生成能力。当 ROS 的产生量超过抗氧化反应系统的清除能力

时，就会发生广泛的蛋白质氧化和脂质过氧化，导致脑的生化完整性受到损伤，影响中枢神
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经系统的正常功能[178]。据报道，ROS 会引发多种分子级联反应，增加血脑屏障通透性和改

变脑形态，从而导致神经炎症和神经元死亡 [179]。目前已证实氧化应激与阿尔茨海默病、亨廷

顿病和帕金森病等神经退行性疾病有关 [180]。 

硒主要通过形成硒蛋白而发挥生物学作用。目前，功能已知的硒蛋白中大部分都是氧化

还原酶，具有抗氧化功能，如谷胱甘肽过氧化物酶 GSH-Px、硫氧还蛋白还原酶及 SELW 等，

可清除机体内的自由基，如 ROS，使其还原成无毒的水或醇。GSH-Px 是最早已知的具有抗

氧化功能的硒蛋白，GSH-Px 和 SOD、CAT 以及过氧化物酶都参与组织和细胞内 ROS 的分

解。硒可以减轻砷引起的 GSH 水平和 SOD、CAT、GST、GSH-Px 活性的降低以及 LPO、NO、

MPO 增加，减轻氧化应激，缓解砷诱导的大鼠行为异常 [181]。日粮中添加硒可显著降低鸡大

脑和小脑镉的积累，减轻镉暴露引起 NO、iNOS 及 MDA 的升高，及 SOD 和 GSH-Px 酶活性

抑制，缓解氧化应激和组织病理学损伤 [10]。缺硒可抑制动物脑中抗氧化酶活性，导致氧化应

激的发生而引起脑损伤。缺硒可导致小鼠大脑皮层、海马和小脑的 GSH-Px 活性下降[37]。硒

缺乏导致鸡大脑组织硒含量、GSH-Px 和 CAT 活性降低，丙二醛（MDA）含量升高，引发氧

化损伤[182, 183]。本研究发现硒缺乏可导致鸡小脑抗氧化酶 CAT、SOD、GSH-Px 活性及 T-AOC

降低，iNOS 及 NO、H2O2、LPO 及 MDA 升高，缺硒也可导致鸡胚脑神经元 SOD 升高，CAT、

GSH-Px 活性及 T-AOC 降低，iNOS 及 NO、H2O2、LPO 及 MDA 升高和 ROS 蓄积，结果表

明缺硒可导致小脑和鸡胚神经元发生氧化应激，引起氧化损伤。 

研究表明，SELS 也具有抗氧化作用，其表达升高可降低细胞内 ROS 水平减轻氧化应激

所带来的细胞损伤，而 SELS 表达降低可导致细胞对氧化应激诱导剂的敏感性增加 [74, 184]。敲

低 SELS 加剧血管平滑肌细胞对 H2O2 的敏感，导致 ROS 和 MDA 水平进一步升高，GSH-Px

活性进一步降低[72]。Gao 等[75]研究发现 SELS 过表达可增强 Min6 胰岛 β 细胞对 H2O2 诱导的

氧化应激的抵抗力，减轻 H2O2 诱导的细胞毒性，增强细胞活力，减少细胞凋亡。这些研究充

分表明，SELS 具有保护细胞免受氧化应激诱导损伤的作用。大量证据表明，内质网应激可导

致 ROS 的生成增加，引起氧化应激的发生，同样 ROS 的增加也会加剧内质网应激[185-188]。

缓解内质网应激可有效减少 ROS 生成，如内质网应激抑制剂 4-苯基丁酸（4-PBA）可缓解高

草酸尿引起的内质网应激并减轻 ROS 升高，缓解氧化应激[189]。本研究发现 SELS 敲低可导

致鸡胚脑神经元 ROS、MDA 及 H2O2 含量升高，CAT、SOD 及 T-AOC 降低，表明 SELS 敲

低可引起脑神经元发生氧化应激，揭示 SELS 在抗氧化方面发挥重要作用，而 SELS 的这种

抗氧化作用与其维持内质网稳态方面密切相关，SELS 表达降低通过引起脑神经元内质网应

激促进 ROS 生成，并导致氧化应激的发生。 

4.6 SELS 对脑神经元溶酶体稳态的影响 

大量研究发现，氧化应激是引起溶酶体功能障碍及稳定性降低的主要原因之一 [190, 191]。

氧化应激可通过增加受损大分子或细胞器的产生，引起直接的溶酶体内损伤或继发性溶酶体

损伤[115]。溶酶体作为真核细胞的分解代谢中心，可降解通过内吞作用内化的细胞外物质和通

过自噬隔离的细胞内成分，降解细胞代谢产物，在维持和控制细胞内环境稳定中起到中心作

用。溶酶体内酸性环境是维持腔内酶活性并促进其催化功能发挥的关键。V-ATPase 是一种保
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守的质子泵，在维持溶酶体 pH 方面发挥中重要作用，可通过水解 ATP 而将氢离子泵入溶酶

体腔内以维持酸性环境[192]。溶酶体碱化会导致溶酶体内酶活性减弱，从而影响溶酶体降解功

能。组织蛋白酶在溶酶体中含量较丰富，组织蛋白酶通过降解囊泡内容物直接参与溶酶体中

底物清除[193]，而其活化需要酸性环境，pH 升高会显著降低其活性[194]。溶酶体 pH 值升高可

诱导 TRPML1 编码的溶酶体钙离子释放通道 MCOLN1 介导的溶酶体 Ca 离子异常外流，导

致胞浆 Ca 离子升高[195]。MCOLN1 可调节溶酶体中的膜运输过程（分裂和融合）、信号转导

和离子稳态等[196]。TRPML1 的突变可导致细胞内溶酶体膜运输紊乱，引起溶酶体贮积病[197]。

同时，MCOLN 也是溶酶体上 ROS 感应器，外源性氧化剂或线粒体 ROS 水平增加直接特异

性激活溶酶体 MCOLN1 通道，诱导溶酶体钙释放，触发钙调神经磷酸酶依赖的转录因子 EB

（TFEB）核易位、自噬诱导和溶酶体生物发生，增强自噬以促进受损物质和过量 ROS 的清

除[198, 199]。溶酶体膜稳定性降低可导致溶酶体膜通透化，引起溶酶体内组分泄露至胞浆中 [200]。 

研究发现硒在维持溶酶体稳态方面发挥重要作用。硒可能通过提高缺血心肌 GSH-Px 活

性，阻止自由基介导的脂质过氧化，增加溶酶体膜的稳定性，降低游离酶活性及游离酶活性

/总酶活性比值，从而减轻大鼠心肌缺血性损伤 [201]。硒能稳定溶酶体膜，减轻氟引起 Wistar

大鼠肾近曲小管溶酶体的破坏，从而拮抗氟对肾脏的损害作用 [202]。硒可缓解黄绿青霉素致

ICR 小鼠心肌溶酶体膜稳定性下降和通透性增加 [203]。研究证实，硒缺乏可导致溶酶体稳定性

降低。缺硒可导致大鼠心、肝的 GSH-Px 活性减低，脂质过氧化增强，组织溶酶体游离酶/总

酶比值升高，溶酶体膜受损，这表明缺硒可导致抗氧化能力降低，引起脂质过氧化进而导致

溶酶体膜稳定性变差[120, 121]。这些研究表明，溶酶体稳态失衡在缺硒性损伤的过程中具有一

定的作用。脑是新陈代谢旺盛的器官，溶酶体在维持脑正常功能发挥不可替代的作用，可通

过自噬溶酶体途径保护神经元免受有害细胞废物积累的影响。溶酶体功能及稳态破坏可导致

脑损伤，研究表明，自噬溶酶体系统功能失调是常见和罕见的神经退行性疾病的共同点 [123]。

神经元对溶酶体功能异常敏感，氧化应激和自由基损伤对溶酶体功能异常的影响可能是神经

退行性疾病的病因之一[115]。本研究发现缺硒可引起鸡小脑及鸡胚神经元氧化应激的同时可

导致溶酶体 V-ATPase 活性减弱，溶酶体组织蛋白酶 CTSB 和 CTSD 活性减弱、MCOLN1 激

活、同时溶酶体膜通透性增强引起溶酶体酶 CTSB 和 CTSD 外泄，表明缺硒引起溶酶体酸化

受阻、酶活性减弱、钙泄露及膜通透化而破坏神经元溶酶体稳态。通过溶酶体特异性探针 Lyso-

Tracker-Red 检测溶酶体 pH 变化发现，SELS 敲低导致其荧光强度减弱，表明溶酶体 pH 升

高，此外 V-ATPase mRNA 及蛋白表达降低，亦证实溶酶体酸化受阻。同时，SELS 敲低降低

了溶酶体 CTSB 和 CTSD 蛋白水平，而溶酶体钙离子释放通道 MCOLN1、胞浆中 CTSB 和

CTSD 蛋白表达显著升高，表明 SELS 敲低导致溶酶体稳态失衡。 

NAC 是一种不需要主动转运的膜通透性的半胱氨酸前体，以独特的方式将半胱氨酸传递

到细胞中，游离 NAC 进入细胞后，会迅速水解释放半胱氨酸，半胱氨酸是 GSH 的限制性前

体。GSH 是细胞内的抗氧化物质，以非酶和酶的方式参与对 ROS 引起的氧化损伤的保护，

可催化 H2O2 及过氧化物的分解[204]。因此，NAC 是一种有效的抗氧化剂和自由基清除剂，通

过增加细胞内 GSH 保护细胞免受氧化应激[205]。因此，本研究通过添加 NAC 来清除 SELS 敲

低产生的 ROS 增多，观察添加 NAC 后是否可以缓解 SELS 敲低引起的溶酶体稳态失衡。研

究发现 NAC 的加入，有效降低因 SELS 敲低而引起的 ROS 升高，缓解 SELS 敲低对 V-ATPase
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的抑制，提高 V-ATPase 的蛋白表达，恢复其活性，同时 NAC 可有效缓解 SELS 敲低引起的

CTSB 和 CTSD 蛋白表达降低和 MCOLN1 激活，缓解 SELS 敲低引起的胞浆中 CTSB 和 CTSD

蛋白表达升高，表明 NAC 可以缓解 SELS 敲低引起的溶酶体酸化受阻、酶活性降低、Ca 离

子泄露及溶酶体膜通透化，恢复溶酶体稳态。本研究的结果表明 SELS 敲低通过氧化应激引

起溶酶体稳态失衡，缓解氧化应激可有效缓解 SELS 敲低引起的溶酶体稳态失衡。 

4.7 SELS 对脑神经元自噬流的影响 

自噬是真核生物中由溶酶体介导的生物学过程，在多重压力下维持细胞存活，恢复细胞

内稳态方面起着至关重要的作用。自噬可清除细胞受损或老化的长寿命蛋白质和细胞器（如

内质网、线粒体或核糖体），溶酶体降解这些物质后可以回收利用用于制造新的蛋白质和细胞

器[206, 207]。LC3 是监测自噬激活最常用的标记物，可与自噬体外膜紧密结合[208]，LC3-2 可以

与自噬体内膜结合，被到传递溶酶体中被降解，因此，LC3-2 成为衡量自噬体的标志物[209]。

此外泛素化结合蛋白 P62 常被用于自噬流的检测，P62 可以绑定 LC3，并和包裹的“货物”一

起被降解[210]。因此，P62 水平降低代表自噬流增强，P62 水平升高代表自噬流抑制[211]。自噬

参与细胞的生长、存活、发育和死亡，许多神经系统疾病都伴有自噬功能障碍 [212]。自噬溶酶

体途径在保护神经元免受有害细胞废物积累方面发挥重要作用，溶酶体功能及稳态破坏可导

致脑损伤[123]。在对 AD 或 PD 的研究中发现，自噬体成熟延迟、自噬囊泡结构受损、溶酶体

水解受损或自噬体转运受损等[213, 214]。研究发现溶酶体受损可引起自噬异常，这也被认为是

引起细胞损伤的主要原因之一[215]。破坏溶酶体酸化，会引起溶酶体 Ca 稳态异常，损害自噬

底物的溶酶体降解，导致自噬缺陷，同时自噬溶酶体融合障碍也会导致自噬小体蓄积而无法

降解[101-103]。Wang 等[105]研究发现溶酶体功能障碍导致的自噬流抑制与镉诱导的 rPT 细胞毒

性有关。Gu 等[104]发现铅通过抑制神经细胞溶酶体的形成和活性而破坏自噬流。以往的研究

也证实，恢复溶酶体功能有助于自噬失调的恢复。如槲皮素可缓解镉诱导的溶酶体碱化及溶

酶体降解能力下降，恢复自噬流，缓解镉的细胞毒性 [216]。海藻糖可显著恢复镉诱导的溶酶体

碱化和溶酶体降解能力的损伤，恢复溶酶体功能，恢复镉暴露导致的自噬流抑制，减少自噬

体积累[105]。 

研究发现硒可促进巨噬细胞的自噬，减轻金黄色葡萄球菌感染引起的自噬流抑制，抑制

巨噬细胞中金黄色葡萄球菌的增殖，从而减轻炎症反应 [217]。本研究发现缺硒可导致鸡小脑及

鸡胚脑神经元 LC3-2 及 P62 蛋白表达升高，表明缺硒可引起自噬小体蓄积及自噬流抑制，这

可能与溶酶体稳态失衡有关。目前尚未有研究表明 SELS 在调控自噬方面发挥作用，本研究

发现 SELS 敲低可引起鸡胚脑神经元自噬流抑制，提示 SELS 敲低在缺硒引起的在自噬流抑

制中发挥重要作用。本研究发现随着 NAC 的加入，SELS 敲低引起溶酶体稳态失衡得到缓解，

同时 LC3-2 及 P62 水平升高得到缓解，表明自噬流恢复，这可能与溶酶体酶酶活性恢复有关。

这一结果表明，SELS 敲低可通过氧化应激引起溶酶体稳态失衡而导致自噬流抑制。具体机

制需进一步研究。 
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4.8 SELS 对脑神经元细胞凋亡的影响 

研究指出硒可以有效缓解有毒物质引起的细胞凋亡，如镉 [35]、铅[167]、丙烯醛[218]、氟化

物[219]等。大量的研究证实，硒缺乏可导致机体细胞凋亡的发生。硒缺乏可通过线粒体介导的

途径诱导 Wistar 大鼠心肌细胞凋亡[220]。缺硒可通过氧化应激诱导的线粒体凋亡途径和炎症

信号诱导的死亡受体途径引起十二指肠绒毛细胞凋亡 [221]。本课题组前期研究发现，缺硒可导

致鸡心脏[222]、肝脏[170]、肌肉[223]、胰腺[224]、免疫器官（脾脏、法氏囊、胸腺）[225]、肾脏[226]

及静脉[227]等组织凋亡的发生。在本研究中，Tunel 染色结果和流式细胞术结果表明缺硒可引

起鸡小脑及鸡胚脑神经元凋亡的发生，凋亡相关基因 BCL2、BAX、CAS9 及 CAS3 的 mRNA

及蛋白水平的变化亦证实了凋亡的发生。研究发现，SELS 与细胞凋亡密切相关。Yu 等[228]发

现过表达 SELS 可减轻高糖（HG）诱导血管内皮细胞的细胞凋亡，而 SELS 敲低则加重 HG

诱导血管内皮细胞的细胞凋亡。Li[174]发现 Hepa1-6 细胞 SELS 敲低可导致其发生细胞凋亡。

SELS 敲低可引起 HepG2 细胞发生凋亡，同时加剧 β-ME 引起的细胞凋亡[175]。SELS 过表达

和敲低可通过调节氧化应激和 p38 磷酸化影响赭曲霉毒素 A（OTA）对猪 PK15 细胞的细胞

毒性和凋亡[229]。这些研究表明 SELS 在抗凋亡方面发挥重要作用。本研究发现鸡胚脑神经元

SELS 敲低会导致抗凋亡基因 BCL2 减低，促凋亡基因 BAX、CAS9、CAS3 表达升高，表明

SELS 敲低引起线粒体途径凋亡。 

研究表明自噬流抑制可促进细胞凋亡。黄曲霉毒素 B1（AFB1）引起 HepG2 细胞溶酶体

pH 升高，溶酶体膜通透化，组织蛋白酶泄露，同时 LC3-2 和 P62 蛋白表达升高，表明 AFB1

可通过溶酶体稳态失衡而导致自噬流抑制，并引起 BAX/BCL2、CAS9 和 CAS3 升高，导致

线粒体途径凋亡[230]。镉可通过抑制自噬流引起 PC12 细胞和小鼠原代神经元发生线粒体途径

细胞凋亡[231]。氧化石墨稀（GO）干扰溶酶体酸性 pH 值和膜通透性，导致溶酶体降解功能

下降，引起自噬流抑制，P62 蛋白异常积累而引起细胞凋亡[232]。由于溶酶体酸化受阻和溶酶

体组织蛋白酶活性降低所致的溶酶体稳态失衡破坏自噬-溶酶体的融合，引起自噬流抑制，诱

导细胞凋亡[233]。其他研究也证实，自噬流抑制可促进外来刺激诱导的细胞凋亡[234, 235]。本研

究发现，SELS 敲低可导致自噬流抑制和细胞凋亡，而 NAC 有效缓解自噬流抑制并减轻细胞

凋亡，表明 SELS 敲低通过抑制自噬流促进细胞凋亡，但具体机制仍需进一步研究。 

有研究表明，溶酶体通透化可引发线粒体途径凋亡。宋祥彬 [236]发现镉暴露可引起溶酶体

通透化而致 CTSB 和 CTSD 释放到胞浆中，引发细胞凋亡。金纳米棒（GNRs）可特异性在溶

酶体内累积导致溶酶体通透性升高，释放 CTSD 并引起线粒体膜电位降低，促进癌细胞凋亡

[111]。而溶酶体通透化是否参与 SELS 敲低引起的细胞凋亡尚不清楚。CTSB 和 CTSD 是几乎

所有细胞都含有的组织蛋白酶，正常情况下，它们高度集中于溶酶体中，然而一些生理刺激

或病理性功能障碍会导致溶酶体通透化而导致 CTSB 和 CTSD 逸出至胞浆中[237, 238]。而进入

胞浆中的 CTSB 和 CTSD 可诱发细胞凋亡通路的一系列反应，包括 Bid 剪切，凋亡酶的激活

以及后续的线粒体凋亡[110, 200, 239]。本研究发现，缺硒引起鸡小脑及鸡胚脑神经元线粒体途径

凋亡，这可能与溶酶体通透化引起组织蛋白酶外泄有关。为进一步探讨溶酶体通透化释放到

胞浆的 CTSB 和 CTSD 是否参与 SELS 敲低引起的细胞凋亡。本研究分别使用 CTSB 抑制剂

E-64 和 CTSD 抑制剂 Pepststin A 抑制胞浆中 CTSB 和 CTSD 水平，发现随着抑制剂的加入，
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胞浆中 CTSB 和 CTSD 显著降低，同时，缓解 SELS 敲低引起的 cle-CAS3 升高，部分缓解细

胞凋亡，表明 CTSB 和 CTSD 参与 SELS 敲低引起的细胞凋亡。这些结果表明 SELS 敲低引

起溶酶体膜通透化，导致 CTSB 和 CTSD 逸出到胞浆中，从而促进细胞凋亡。 

总而言之，本研究揭示 SELS 在维持和保护神经元正常功能方面发挥重要作用，其表达

水平降低可引起神经元发生内质网应激，并促进 ROS 的生成，引发氧化应激；氧化应激可引

起溶酶体酸化受阻、酶活性降低、钙泄露、膜通透性增加而导致溶酶体稳态失衡，导致神经

元自噬流抑制，并最终引起细胞凋亡（如图 4-1）。本研究揭示 SELS 在缺硒性小脑损伤中的

重要作用，丰富了 SELS 的生物学作用，同时为后续研究指明方向。 

 

图 4-1 缺硒通过影响 SELS 表达调控溶酶体稳态诱导鸡脑神经元凋亡的分子机制 

Figure 4-1 Molecular mechanism of selenium deficiency regulating lysosomal homeostasis and 

inducing apoptosis of chicken neurons by affecting SELS expression 
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5 结论 

（1）缺硒引起鸡小脑组织中金属离子稳态失衡，影响小脑的正常功能。  

（2）缺硒导致鸡小脑中 171 个 mRNA 表达上调，250 个 mRNA 表达下调，富集分析表

明神经功能、抗氧化、金属离子、溶酶体及凋亡等受到影响。 

（3）SELS 敲低通过内质网应激引起 ROS 蓄积，导致溶酶体稳态失衡，进而抑制自噬流

诱导神经元细胞凋亡。 
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附  录 

表 1 日粮组成 

Table 1 Diet composition 

主要成分 含量（%） 

玉米 64.73% 

大豆粕 28% 

大豆油 2.5% 

磷酸氢钙 2.3% 

石粉 1.3% 

赖氨酸（70%） 0.4% 

盐 0.27% 

蛋氨酸 0.19% 

胆碱 0.07% 

肉鸡多维 0.04% 

肉鸡复合矿物质 0.2% 

Fe SO4·7H2O 16% 

CuSO4·5H2O 1.5% 

ZnSO4·7H2O 15% 

MnSO4·5H2O 20% 

10%氯化钴 0.4% 

碘酸钙 0.9% 

石粉 46.2% 
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表 2 肉鸡血清中离子含量 

Table 2 The ions concentration in chicken serum 

 对照组 缺硒组 

常量元素   

Na（mg/Kg） 2779.102±144.603 2928.121±45.265 

K（mg/Kg） 199.826±15.864 174.464±17.639 

Ca（mg/Kg） 87.657±4.678 91.815±3.163 

Mg（mg/Kg） 26.621±1.530 25.502±1.096 

微量元素   

B（mg/Kg） 8.645±1.123 7.197±0.602 

Si（mg/Kg） 7.910±1.247 7.590±0.241 

Fe（mg/Kg） 4.845±0.357 7.148±0.727 

Zn（mg/Kg） 1.657±0.054 2.222±0.197 

Cu（mg/Kg） 0.256±0.017 0.281±0.004 

Se（μg/Kg） 180.015±0.689 41.728±2.952 

Cr（μg/Kg） 81.455±3.172 75.413±12.587 

Mo（μg/Kg） 58.373±5.620 126.423±5.927 

Mn（μg/Kg） 55.391±9.412 71.837±13.999 

V（μg/Kg） 31.361±1.104 29.977±3.707 

Ni（μg/Kg） 28.992±1.392 35.720±10.171 

Co（μg/Kg） 8.886±0.830 7.925±1.139 

Tl（μg/Kg） 1.357±0.141 0.993±0.065 

有毒元素   

Al（mg/Kg） 2.491±0.030 2.274±0.064 

Ba（μg/Kg） 547.493±98.229 536.717±68.815 

Sb（μg/Kg） 95.308±2.850 93.273±6.317 

Sn（μg/Kg） 88.074±10.771 101.827±1.530 

Pb（μg/Kg） 57.509±6.581 86.136±5.180 

Li（μg/Kg） 31.888±0.188 27.021±0.945 

As（μg/Kg） 24.300±3.763 27.061±0.378 

Cd（μg/Kg） 11.075±0.120 5.069±0.243 

Hg（μg/Kg） 0.554±0.0488 0.407±0.016 

注：表中离子按其性质分类，含量排序。 
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表 3 鸡小脑中离子含量 

Table 3 The ions concentration in chicken cerebellum 

 对照组 缺硒组 

常量元素   

K（mg/Kg） 2746.285±84.841 2573.299±44.569 

Na（mg/Kg） 1136.449±92.762 1115.765±45.762 

Ca（mg/Kg） 354.866±41.866 523.928±13.530 

Mg（mg/Kg） 193.356±9.185 191.402±6.175 

微量元素   

Fe（mg/Kg） 18.129±1.795 15.675±0.962 

Zn（mg/Kg） 12.266±0.189 11.356±0.478 

Si（mg/Kg） 8.378±0.700 8.450±1.391 

B（mg/Kg） 4.580±0.067 4.231±0.212 

Cu（mg/Kg） 3.318±0.244 3.402±0.233 

Mn（μg/Kg） 447.883±26.077 456.481 ±29.011 

Se（μg/Kg） 173.963±10.842 117.840±4.141 

Ni（μg/Kg） 146.394±2.631 86.366±18.634 

Cr（μg/Kg） 76.563±1.679 95.854±1.799 

Mo（μg/Kg） 63.803±1.939 81.250±7.895 

V（μg/Kg） 29.106±1.625 32.308±0.981 

Co（μg/Kg） 4.203±0.0980 4.431±0.721 

Tl（μg/Kg） 1.003±0.027 0.973±0.032 

有毒元素   

Al（mg/Kg） 2.611±0.160 2.617±0.057 

Ba（μg/Kg） 640.443±40.388 627.552±40.898 

Sb（μg/Kg） 107.637±0.0.687 95.931±5.488 

Sn（μg/Kg） 78.245±10.977 82.245±8.508 

Pb（μg/Kg） 74.543±6.058 72.450±2.775 

Li（μg/Kg） 25.203±0.626 24.766±0.690 

As（μg/Kg） 24.024±1.377 24.305±2.226 

Cd（μg/Kg） 1.835±0.848 3.224±1.552 

Hg（μg/Kg） 0.323±0.013 0.256±0.005 

注：表中离子按其性质分类，含量排序。 
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表 4 Neurobasal™培养基组分 

Table 4 The components of Neurobasal™ Media 

组分 分子量 
浓度

(mg/L) 
mM 

氨基酸 

Glycine（甘氨酸） 75.0 30.0 0.4 

L-Alanine（L-丙氨酸） 89.0 2.0 0.02247191 

L-Arginine hydrochloride（L-精氨酸盐酸盐） 211.0 84.0 0.39810428 

L-Asparagine-H2O（L-天冬酰胺-水合物） 150.0 0.83 0.0055333334 

L-Cysteine（L-半胱氨酸） 121.0 31.5 0.2603306 

L-Histidine hydrochloride-H2O（L-组氨酸盐酸盐-水合物） 210.0 42.0 0.2 

L-Isoleucine（L-异亮氨酸） 131.0 105.0 0.8015267 

L-Leucine（L-亮氨酸） 131.0 105.0 0.8015267 

L-Lysine hydrochloride（赖氨酸盐酸盐）  183.0 146.0 0.7978142 

L-Methionine（L-蛋氨酸） 149.0 30.0 0.20134228 

L-Phenylalanine（L-苯丙氨酸） 165.0 66.0 0.4 

L-Proline（L-脯氨酸） 115.0 7.76 0.06747826 

L-Serine（L-丝氨酸） 105.0 42.0 0.4 

L-Threonine（L-苏氨酸） 119.0 95.0 0.79831934 

L-Tryptophan（L-色氨酸） 204.0 16.0 0.078431375 

L-Tyrosine（L-酪氨酸） 181.0 72.0 0.39779004 

L-Valine（L-缬氨酸） 117.0 94.0 0.8034188 

维生素 

Choline chloride（氯化胆碱） 140.0 4.0 0.028571429 

D-Calcium pantothenate（泛酸钙） 477.0  4.0 0.008385744 

Folic Acid（叶酸） 441.0 4.0 0.009070295 

Niacinamide（烟酰胺） 122.0 4.0 0.032786883 

Pyridoxal hydrochloride（盐酸吡哆醛） 204.0 4.0 0.019607844 

Riboflavin（核黄素） 376.0 0.4 0.0010638298 

Thiamine hydrochloride（盐酸硫胺） 337.0 4.0 0.011869436 

Vitamin B12（维生素 B12） 1355.0 0.0068 5.0184503E-6 

i-Inositol（肌醇） 180.0 7.2 0.04 

无机盐 

Calcium Chloride (anhyd.)（无水 CaCl2） 111.0 200.0 1.8018018 

Magnesium Chloride (anhyd.)（无水 MgCl2） 95.0 77.3 0.8136842 

Potassium Chloride (KCl) 75.0 400.0 5.3333335 

Sodium Bicarbonate (NaHCO3) 84.0 2200.0 26.190475 

   （转下页） 
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（接上页）    

组分 分子量 
浓 度

(mg/L) 
mM 

Sodium Chloride (NaCl) 58.0 3000.0 51.724136 

Sodium Phosphate monobasic (NaH2PO4·H2O) 138.0 125.0 0.9057971 

Zinc sulfate (ZnSO4·7H2O) 288.0 0.194 6.736111E-4 

其他组分 

D-Glucose (Dextrose)（D-葡萄糖） 180.0 4500.0 25.0 

HEPES 238.0 2600.0 10.92437 

Phenol Red（酚红） 376.4 8.1 0.021519661 

Sodium Pyruvate（丙酮酸钠） 110.0 25.0 0.22727273 

注 ： 详 情 参 见 官 方 网 页 https://www.thermofisher.com/cn/zh/home/technical-resources/media-

formulation.251.html。 
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表 5 B-27 添加物组分 

Table 5 The components of B-27 supplement 

组分 浓度（mg/L） 

维生素 

Biotin（生物素） 机密 

DL Alpha Tocopherol Acetate（DL-α-生育酚醋酸酯）  机密 

DL Alpha-Tocopherol（DL-α-生育酚） 机密 

Vitamin A (acetate)（维生素 A（醋酸盐）） 机密 

蛋白质 

BSA, fatty acid free Fraction V（牛血清白蛋白，无脂肪酸组分 V） 机密 

Catalase（过氧化氢酶）  机密 

Human Recombinant Insulin（人重组胰岛素）  机密 

Human Transferrin（人转铁蛋白） 机密 

Superoxide Dismutase（超氧化物歧化酶）  机密 

其他组分 

Corticosterone（皮质酮） 机密 

D-Galactose（D-半乳糖） 机密 

Ethanolamine HCl（盐酸乙醇胺） 机密 

Glutathione (reduced)（谷胱甘肽（还原））  机密 

L-Carnitine HCl（盐酸左旋肉碱） 机密 

Linoleic Acid（亚油酸） 机密 

Linolenic Acid（亚麻酸） 机密 

Progesterone（孕酮） 机密 

Putrescine 2HCl（腐胺双盐酸盐） 机密 

Sodium Selenite（亚硒酸钠）  机密 

T3 (triodo-I-thyronine)（T3（三碘甲状腺素））  机密 

注 ： 因 涉 及 商 业 机 密 和 专 利 ， 商 家 不 提 供 B-27 各 成 分 具 体 浓 度 ， 详 情 参 见 官 方 网 页

https://www.thermofisher.com/cn/zh/home/technical-resources/media-formulation.250.html。 

 



东北农业大学农学博士学位论文 

 

100 

攻读博士学位期间发表的学术论文 

[1] ZHAO X，WANG S，LI X，et al. Cadmium exposure induces TNF-alpha-mediated necroptosis 

via FPR2/TGF-beta/NF-kappaB pathway in swine myocardium[J]. Toxicology，2021，453. 

[2] ZHAO X，LI X，WANG S，et al. Cadmium exposure induces mitochondrial pathway apoptosis 

in swine myocardium through xenobiotic receptors-mediated CYP450s activation[J]. Journal 

of inorganic biochemistry，2021，217. 

[3] LI X，ZHAO X，YAO Y，et al. New insights into crosstalk between apoptosis and necroptosis 

co-induced by chlorothalonil and imidacloprid in Ctenopharyngodon idellus kidney cells[J]. 

The Science of the total environment，2021，780. 

[4] GUAN Y，ZHAO X，SONG N，et al. Albicanol antagonizes Cd-induced apoptosis through 

a NO/iNOS-regulated mitochondrial pathway in chicken liver cells[J]. Food & function，

2021，12(4)：1757-1768.  

[5] YAO H，ZHAO X，FAN R，et al. Selenium deficiency-induced alterations in ion profiles 

in chicken muscle[J]. PloS one，2017，12(9). 

[6] SATTAR H，YANG J，ZHAO X， et al. Selenoprotein-U (SelU) knockdown triggers 

autophagy through PI3K-Akt-mTOR pathway inhibition in rooster Sertoli cells[J]. 

Metallomics，2018，10(7). 

[7] FAN R ， CAO C ， ZHAO X ， et al. Downregulated long noncoding RNA 

ALDBGALG0000005049 induces inflammation in chicken muscle suffered from selenium 

deficiency by regulating stearoyl-CoA desaturase[J]. Oncotarget，2017，8(32)：52761-52774. 

[8] JIN X，XU Z，ZHAO X，et al. The antagonistic effect of selenium on lead-induced apoptosis 

via mitochondrial dynamics pathway in the chicken kidney[J]. Chemosphere，2017，180：

259-266. 


