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日粮不同ω23/ω26 PUFA对产蛋鸡脾脏组织
白介素 2水平及γ干扰素基因表达的影响

①

夏兆刚　呙于明
(中国农业大学 动物科技学院 ,北京 100094)

摘　要　选用 60只 40周龄的产蛋鸡研究在日粮中添加多不饱和脂肪酸 (PUFA)比例对产蛋鸡脾脏组织白细胞介

素 2 ( IL22)水平、单核细胞膜脂质脂肪酸组成以及γ2干扰素 ( IFN2γ)基因表达的影响。结果表明脾脏 IL22水平随着

日粮中 n23/ n26比值的下降显著增加 ( P < 0. 10)。脾脏单核细胞膜脂肪酸组成和比例能够反映日粮 PUFA的组成

和比例。脾脏组织 IFN2γ的 mRNA表达量受到日粮中 PUFA比例的影响 ,高比例 n23/ n26日粮能够降低 IFN2γ的

mRNA表达量。日粮不同 PUFA比例有可能通过改变细胞因子基因表达以及免疫细胞膜脂质脂肪酸组成对机体的

免疫功能产生影响。
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Effect of ω23/ω26 polyunsaturated fatty acid with

different ratio on interleukin22 level and IFN2γ
gene expre ssion in spleen of laying hens

Xia Zhaogang , Guo Yuming
(College of Animal Science and Technology , China Agricultural University , Beijing 100094 , China)

Abstract　Sixty 402week old laying hens were used to study the effect of dietary different ratio ofω23/ω26 polyunsatu2
rated fatty acid on Interleukin22 Level , splenocyte membrane fatty acid compo sition and IFN2γ gene expre ssion level in
spleen of layers. Re sult s showed that IL22 level in spleen of laying hens fed diet with high n 23/ n 26 PUFA ratio was
lower ( P < 0. 10) than in laying hens fed with low n 23/ n 26 PUFA ratio . Splenocyte membrane fatty acid compo sition
was affected by dietary PUFA compo sition. High n 23/ n 26 PUFA ratio decreased spleen IFN2γmRNA level. The se re2
sult s sugge st that different PUFA ratio modulate immune re sponse s via influencing cytokine mRNA level and splenocyte
membrane fatty acid compo sition.
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　　免疫系统担负着调节细胞间多种生理功能的任

务 ,发挥这些重要调节功能的蛋白质之一就是细胞

因子。当受到外界某种刺激时 ,T细胞、巨噬细胞和

白细胞就会合成细胞因子 ,然后对有此受体的细胞

起作用[1 ]。白细胞介素 2 ( IL22) 和γ干扰素 ( IFN2
γ)是动物体内免疫细胞所产生的 2 种重要的细胞

因子。许多研究表明多不饱和脂肪酸 ( PUFA)尤其

是 n - 3 PUFA能够调节小鼠细胞因子的产量[2～4 ]。

但关于 PUFA对家禽细胞因子生成及其调节机制方

面的研究则没有报道。脾脏是禽类主要的免疫器

官 ,有关其对免疫功能的调节一直为人们所关注。

本试验通过研究不同 PUFA比例对产蛋鸡脾脏组织

IL22水平、单核细胞膜磷脂脂肪酸组成和比例以及

IFN2γmRNA基因表达 ,从不同方面探讨不同 PUFA

比例影响家禽免疫功能的机理。

1　材料与方法

1. 1　试验动物

60只 40周龄海兰褐产蛋鸡随机分为 3个处理

组 ,每个处理组设 6个重复 ,每个重复 2只鸡 ,采用
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双层笼养 ,自由采食、饮水。试验期为 5周。

1. 2　试验日粮

本试验共使用 3种日粮 ,以玉米2豆粕为基础日
粮 ,对照组不添加脂肪 ,试验组日粮中添加的 PUFA

种类为鱼油和玉米油 ,二者总的添加量为 6 % , n23/

n26的比例分别为 1∶1和 1∶32。试验日粮中另补加

日粮配制参照 NRC(1994)家禽营养需要推荐营养水

平。日粮原料组成及营养水平见表 1 ,2种脂肪的脂

肪酸组成见表 2。

表 1　试验日粮组成及营养水平
Table 1　Composition and nutrient level of diets

原　料　　 对照 CK
VE 300 mg·kg - 1

1∶1 1∶32
原　料　　 对照 CK

VE 300 mg·kg - 1

1∶1 1∶32

玉米　　　　　　　 63. 29 43. 50 43. 50 抗氧化剂　　　　　 0. 02 0. 02 0. 02

麸皮 0　 　8. 00 　8. 00 微量元素预混物 0. 20 0. 20 0. 20

豆粕 25. 85 26. 80 26. 80 维生素预混物 0. 02 0. 02 0. 02

沸石粉 0 4. 70 4. 70 营养水平

鱼油 0 4. 38 0 代谢能 (MJ·kg - 1) 11. 48 11. 50 11. 48

玉米油 0 1. 62 6. 00 粗蛋白/ % 16. 51 16. 52 16. 51

石粉 8. 80 8. 76 8. 76 蛋氨酸/ % 0. 39 0. 39 0. 39

磷酸氢钙 1. 35 1. 40 1. 40 赖氨酸/ % 0. 81 0. 82 0. 82

食盐 0. 30 0. 35 0. 35 钙/ % 3. 50 3. 50 3. 50

蛋氨酸 0. 12 0. 14 0. 14 非植酸磷/ % 0. 34 0. 35 0. 35

氯化胆碱 0. 05 0. 10 0. 10

　　注 : 饲料添加 (mg·kg - 1) : Cu 6、Fe 60、Mn 60、Zn 50、Se 0. 15、I 0. 35。
每 kg加 VA 10 800 IU、VD3 2 160 IU ; (mg·kg - 1) VE 6. 5、VK3 1. 0、VB1 0. 4、VB2 5、VB12 6、叶酸 0. 1、烟酸 7、泛酸 5。

1. 3　采样及脾脏 IL22测定

试验结束时每个处理各取 4只鸡称重 ,屠宰取

样。

每 g组织加 1 mL磷酸缓冲液 (pH 7. 4) ,在冰水

中匀浆。IL22放免试剂盒由解放军总医院科技开发

中心放免研究所提供 ,按照其说明由中国农业科学

院原子能研究所测定[5 ]。

表 2　日粮中添加各种脂肪的脂肪酸组成
Table 2　Fatty acids composition of oils

added to laying hens diets %

脂肪酸
原　料

鱼油 玉米油

16∶0 20. 26 11. 62

16∶1 9. 43 0. 15

18∶0 4. 21 2. 05

18∶1 19. 69 31. 23

18∶2n26 1. 83 52. 06

18∶3n23 1. 69 1. 02

20∶1 6. 28 0. 27

20∶4n26 0. 10 0. 28

22∶5n23 17. 49 　　　　—

22∶6n23 18. 97 0. 31

　　对组织匀浆液用双缩脲法测定蛋白质浓度 ,试

剂盒由北京北化康泰临床化学试剂公司提供。以每

mg组织蛋白质中白介素 2 ( IL22)的 ng·mg - 1作为含

量单位。

1. 4　脾脏淋巴细胞膜脂肪酸组成和比例测定

试验鸡放血后立刻将脾脏取出 ,在无菌条件下

放入 4 ℃无钙镁 Hank’s溶液中 ,用灭菌不锈钢剪刀

去掉脾脏表面的脂肪和膜 ,再用冰浴的无钙镁

Hank’s溶液洗涤 2～3次。洗后用剪刀剪碎后加入

5 mL无钙镁 Hank’s溶液 ,用无菌注射器吸取后通

过 80目不锈钢网 ,将得到的溶液轻轻地叠加在淋巴

细胞分离液 (军事医学科学院生产 ,比重为 1. 077)

上分离脾脏单核细胞 ,具体操作步骤见[6 ]。

用氯仿2甲醇 (体积分数为 2∶1)混合溶剂提取脂

质 ,N2吹干后用薄层层析分离磷脂 ,再用一步法甲

酯化后进行测定。将磷脂加入正己烷 2. 5 mL、甲酯

化试剂 (甲醇与氯乙酰 ,体积分数为 10∶1) 2 mL、内

标 ( C19) 0. 5 mL , 80 ℃水浴 2 h ,冷却后加入 6 %

K2CO3溶液 2. 5 mL ,混匀后分为 2层 ,取上层正己烷

层用气相色谱进行测定。
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1. 5　鸡脾脏 IFN2γmRNA RT2PCR测定

1. 5. 1　组织中 RNA的提取　取 50～100 mg液氮保

存的脾脏组织于研钵中加入液氮迅速研磨 ,然后用

Trizol试剂 ( Gibco公司)按说明书提取总 RNA。

1. 5. 2 　反转录 ( RT)和 PCR引物设计 　从 EMBL/

DDBJ/ GenBank读取 CHIFN2γ的基因序列。采用5. 0

软件在该基因上、下游设计一引物 ,引物对内包括

CHIFN2γ基因全序列 (420 bp) :

上游引物 : 5′2AACTTGTTTGTTCTGTCCGT23′,

下游引物 : 5′2CACCAGCTTCTGTAAGATGC23′,

由赛百胜生物公司合成 ,用 TE Buffer配成 50 pmmol·

μL - 1。

取 2μg总 RNA和 20 mol d (T) 10引物 ,在 80 ℃

变性 5 min ,再加 10 U AMV及其 buffer ,加 dNTP 0. 5

mmol·L - 1 ,在 20μL 反应体系中 ,于 42 ℃反应

60 min , 95 ℃变性 5 min。取 2μL 反转录产物作

PCR扩增。

1. 5. 3　PCR条件的优化 　反转录过程 ,将 RNA液

置于 65 ℃10 min ,马上放于冰上 ,按如下反应进行

反转录 :模板 RNA 8μL (约 2μg) ,Bulk First Strand

cDNA Reaction Mi 5μL ,DTT 1μL , Pd (N) 6 1μL ,共

15μL ;

扩增 ,反应系为 :10×Buffer 5μL ,dNTP 4μL ,模

板 3μL ,DrP1 1μL ,Drp2 1μL ,DW2 35μL ,总体积

50μL。98 ℃预变性 5 min ,加入 1μL Ex Taq DNA聚

合酶 ,然后加入 50μL石蜡油 ,低速离心进入以下循

环 :94 ℃变性 1 min , 53 ℃退火 1 min , 72 ℃延伸

1 min ,32个循环 ,以 72 ℃延伸 10 min结束。

1. 5. 4　PCR产物的检测 　取 10μL PCR产物置于

2 %琼脂糖凝胶中 ,80和 40 mV电泳 40 min后 ,置于

紫外可见分析装置中对扩增产物的凝胶电泳用 Im2
age Master VDS图像分析软件进行灰度扫描和统计

分析。

1. 6　数据统计与分析

数据用 EXCEL进行处理后采用 SPSS 10. 0统计

软件中 ANOV 法进行方差分析 , DUNCAN 氏多重

比较。

2　结果与讨论

2. 1　脾脏匀浆液中 IL22的水平

IL22 作为研究较多的细胞因子之一 ,主要由 T

淋巴细胞中 Th1细胞产生 ,其能促进 T细胞、B细胞

和巨噬细胞的成长。IL22活性能够反映淋巴细胞特

别是 T细胞的功能 ,介导细胞免疫、迟发型变态反

应、炎症反应等 ,已用于免疫功能的研究[7 ]。脾脏组

织匀浆液 IL22 的浓度测定结果见表 3。由结果看

出 ,脾脏组织匀浆液 IL22浓度随着 n23/ n26 PUFA比

值下降而增加。与对照组相比较 ,添加 PUFA能够

显著增加脾脏 IL22 的分泌 ( P < 0. 05) ,但与低比例

n23/ n26 PUFA 添加组相比 ,高比例 n23/ n26 PUFA

添加组对脾脏 IL22分泌有抑制作用 ,这与 Friedman

等认为过高或过低 n23 PUFA能够抑制体内或体外

IL22分泌的结论相一致[8 ]。在正常情况下 ,机体的

免疫功能处于平稳状态 ,细胞因子的分泌受到一定

程度的抑制 ,这对机体是有利的。而当机体遭受外

界抗原或病毒刺激时 ,细胞因子可以迅速生成 ,提高

抗病力。

表 3　日粮中添加不同比例 PUFA对产蛋鸡脾脏
IL22浓度和 IFN2γmRNA水平的影响

Table 3　Effects of dietary PUFA ratios on IL22 concentration
and IFN2γmRNA level of spleen tissue

项目 IL22水平/ (ng·mg - 1 prot. ) IFN2γmRNA/ %

CK 1. 736±0. 296 a 20. 665±2. 438 a

1∶1 1. 992±0. 401 ab 24. 806±2. 000 b

1∶32 2. 682±0. 597 b 28. 164±2. 028 b

　　注 :同行平均数肩标无相同字母表示差异显著 ( P < 0. 05)。下
同。

2. 2　脾脏组织 IFN2γmRNA基因表达

干扰素是一类在同种细胞上具有广谱抗病毒活

性的蛋白质 ,其活性的发挥又受细胞基因组的调节

和控制 ,涉及 RNA和蛋白质的合成。干扰素具有较

广谱的抗病毒活性[9～11 ]。对添加不同比例 PUFA产

蛋鸡脾脏提取的 RNA进行 RT2PCR ,扩增产物的凝

胶电泳灰度比较结果见图 1。扫描经统计分析的结

果见表 1。

从试验结果可以发现 ,饲喂高 n23/ n26 PUFA日

粮产蛋鸡脾脏 IFN2γ的 mRNA表达量较低 n23/ n26

PUFA日粮的低但高于对照组 ,这与本试验中脾脏组

织 IL22水平的变化趋势相一致。IL22和 IFN2γ以及
TNF主要由 T细胞中的 Th1 细胞分泌 ,介导细胞免

疫、迟发型变态反应等。而 T细胞中的 Th2 细胞主

要分泌 IL24、IL25、IL26、IL210 ,介导体液免疫 ,辅助 B

细胞分化和产生抗体。这二类细胞和细胞因子平衡

与自身免疫疾病的发生密切相关。目前对自身免疫

疾病的研究主要集中在 Th1/ Th2细胞平衡上。王美

美等研究了天疱疮患者外周血单核细胞 IL210 和
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IFN2γmRNA的表达水平 ,结果发现 ,急性发病期IFN

2γmRNA表达水平显著高于正常人 , IL210 mRNA表

达量虽然低于正常人 ,但差异不显著[12 ]。

图 1　产蛋鸡添加不同比例 PUFA对脾脏 mRNA
RT2PCR扩增产物凝胶电泳灰度比较
Fig. 1　RT2PCR products from spleen

IFN2γmRNA of laying hens

1　为低 n23/ n26比值处理 ,　2　为对照 ,

3　为高 n23/ n26比值处理 ;　( n = 3)

PUFA能够通过改变细胞因子基因表达调节细

胞因子的分泌和产量。研究表明 ,在给感染李斯特

菌的小鼠饲喂富含 n23 PUFA日粮 ,脾脏组织 IFN2γ
mRNA显著下降[2～4 ]。董伟等研究发现 ,鱼油来源

的 PUFA能够改变枯否氏细胞的分泌功能 ,降低患

脓毒症大鼠细胞培养液中 TNF、IL21和 IL26的活性 ,

这可以减缓由于细胞因子过量产生造成的各种副作

用如发烧、肝细胞损伤等病理生理学反应[13 ]。

本试验 IFN2γmRNA表达量在不同处理间有一

定的变化趋势 ,但差异并不显著 ,说明在正常的生理

状况下 ,由于没有病毒或其他诱生剂的作用 ,各种细

胞因子表达的量较少造成的 ,但它们是免疫应答的

必然结果 ,对机体是有利 ,如果细胞因子过量产生也

会带来各种副作用。关于细胞因子的分泌和产量是

否仅为基因表达发生变化或是基因表达和蛋白质翻

译共同发生变化的结果还需要进一步的研究。

2. 3　脾脏单核细胞膜脂肪酸组成

从表 4 结果来看 ,与对照和添加低 n23/ n2
6PUFA处理相比 ,饲喂添加高 n23/ n26 比值日粮产

蛋鸡脾脏单核细胞膜磷脂中总 n23 PUFA的量急剧

增加 ,总 n26 PUFA 显著下降。脾脏单核细胞膜中

n23/ n26比值能够很好地反映日粮中 2种脂肪酸的

比例 ,这与 Meluzzi 等的结果[14 ]相一致。对于这种

现象的解释是由于δ26脱饱和酶为 n23 PUFA和 n26

PUFA代谢过程中共用酶 ,日粮中高 n23 PUFA会降

低 n26 PUFA代谢过程中酶的活性 ,导致亚油酸向花

生四烯酸转化效率降低。此外 ,在 n23 PUFA 中 ,

DHA所占的比例在不同处理中要比 EPA高出近一

倍 ,这说明 EPA和 DHA在产蛋鸡体内的转化效率

是不一致的 ,Cossignani等得出的结论认为产蛋鸡蛋

黄磷脂细胞膜中 DHA 含量要比 EPA 高[15 ]。由于

DHA相比 EPA来说对于各种疾病如心血管、抗肿瘤

的效果要优于 EPA ,因此 ,细胞膜脂类中脂肪酸的组

成和比例是与其功能相适应的。

表 4　日粮中添加不同比例 PUFA对产蛋鸡脾脏
单核细胞膜脂肪酸相对含量的影响

Table 4　Effects of dietary PUFA ratios on fatty acids
composition of splenocytes membrane

脂肪酸
产蛋鸡日粮

CK 1∶1 VE 300 1∶32 VE 300
SEM

C14∶0 0. 21 ab 0. 25 b 0. 18 a 0. 01

C16∶0 15. 59 c 8. 29 b 5. 05 a 1. 10

C17∶0 0. 12 a 0. 57 bc 0. 47 b 0. 01

C18∶0 7. 36 c 6. 20 b 3. 26 a 0. 45

C19∶0 38. 73 a 65. 59 b 80. 21 c 4. 31

C24∶0 0. 18 ab 0. 28 b 0. 11 a 0. 01

C14∶1 1. 19 a 0. 38 a 0. 25 a 0. 02

C16∶1 0. 28 a 1. 37 b 0. 75 ab 0. 10

C18∶1 22. 44 d 9. 49 b 5. 94 a 1. 73

C24∶1 1. 04 b 1. 37 b 0. 50 a 0. 14

C18∶2 11. 69 d 5. 35 bc 3. 72 ab 0. 88

C18∶3 0. 54 b 0. 09 a 0. 18 a 0. 06

C22∶5 0. 16 a 0. 32 b 0. 17 a 0. 03

C22∶6 0. 32 ab 0. 62 c 0. 28 ab 0. 04

ΣSFA 62. 24 a 81. 17 b 89. 28 c 2. 82

ΣMUFA 25. 06 c 12. 69 b 7. 48 a 1. 88

ΣPUFA( n26) 11. 69 d 5. 35 bc 3. 72 ab 0. 88

ΣPUFA( n23) 0. 10 c 1. 03 c 0. 57 b 0. 09

Σ( n26) /Σ( n23) 11. 38 a 5. 22 a 6. 47 ab 0. 85

脾脏作为家禽体内重要的免疫器官之一 ,具有

重要的作用 ,而单核细胞作为脾脏发挥免疫功能的

基本单元是由其结构决定的。单核细胞膜中脂质双

层膜结构是单核细胞发挥作用的结构基础。随着日

粮中 n23/ n26比值发生变化 ,单核细胞膜中脂肪酸

组成和比例发生变化 ,进而影响到免疫细胞的功能。

VE作为优良的抗氧化剂能够保证脾脏单核细胞膜

脂质双层免受自由基的攻击 ,维持细胞结构与功能

的完整性。有研究认为高水平 VE和 n23 PUFA 在

动物肠道内的吸收具有负互作[16 ] ,这也许是本试验

中时高 VE添加水平处理组脾脏单核细胞膜磷脂脂

肪酸 n23/ n26比值较低的原因。

3　结　论

高 n23/ n26 PUFA处理能够降低产蛋鸡脾脏组
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织 IL22水平 ;脾脏单核细胞膜脂肪酸组成和比例显

著受到日粮 PUFA组成的影响 ;脾脏组织 IFN2γ表
达量在饲喂不同 PUFA比例日粮产蛋鸡中也不同。

不同 PUFA可通过改变细胞因子基因表达和免疫细

胞膜 PUFA组成的改变影响机体的免疫功能。
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