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禽网状内皮组织增生症病毒感染肉鸡中
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摘　要：建立并利用鸡白细胞介素１８（Ｃｈｉｃｋｅｎｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１８，ＣｈＩＬ１８）荧光定量ＲＴＰＣＲ方法，对禽网状内皮组

织增生症病毒（Ｒｅｔｉｃｕｌｏｅｎｄｏｔｈｅｌｉｏｓｉｓｖｉｒｕｓ，ＲＥＶ）感染肉鸡后主要免疫器官的ＩＬ１８ｍＲＮＡ转录水平进行了初步研

究。结果表明，与对照组相比，处理组脾脏、胸腺和法氏囊中ＩＬ１８的分泌水平在感染后７和１４ｄ均显著升高（犘＜

０．０５），在感染２１、２８、３５和４２ｄ表达差异均有显著变化（犘＜０．０５）。本研究为探讨ＲＥＶ感染的免疫抑制机理奠定

了一定基础。
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　　白细胞介素１８（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１８，ＩＬ１８），又称为

ＩＦＮγ诱生因子（Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｇａｍｍａｉｎｄｕｃｉｎｇｆａｃ

ｔｏｒ，ＩＧＩＦ），１９９５年由日本学者Ｏｋａｍｕｒａ等
［１］首先

报道，它是一种具有多向和多层次免疫调节功能的

细胞因子，主要由活化的单核巨噬细胞系统的细胞

产生［２３］。

当前，禽网状内皮组织增生症病毒（ＲＥＶ）造成

的免疫抑制给我国集约化养鸡业带来了很大危

害［４５］，了解其免疫抑制机理并制定提高鸡的免疫应

答策略正日益受到重视。国内外研究报道［６７］，

ＲＥＶ感染鸡的ＩＦＮγ表达水平会明显升高，而作为
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ＩＦＮγ的诱导因子———ＩＬ１８，在其体内的基因表达

水平是否也会升高，两者之间又存在何种联系？鉴

于此，作者进行了相关研究。

检测细胞因子较常用的方法是ＥＬＩＳＡ
［８］，但是

这种方法难以及时、准确地检测到感染机体内细胞

因子的表达［９１１］。实时荧光定量ＲＴＰＣＲ是近年来

新兴的一种分子生物学检测技术，具有及时、准确、

快速、高效、高灵敏度和特异等优点。本研究在建立

鸡ＩＬ１８实时荧光定量ＲＴＰＣＲ检测方法的基础上，

探讨了其ｍＲＮＡ表达水平与ＲＥＶ感染之间的关系。

１　材料与方法

１．１　实验动物、病毒与质粒

禽网状内皮组织增生症病毒（ＲＥＶ）由崔治中

教授惠赠；含鸡ＩＬ１８成熟蛋白基因重组质粒由笔

者所在实验室保存；１日龄普通商品肉鸡购于山东

泰安大宝有限公司。

１．２　试剂和仪器

ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒、ＤＮＡ

ＭａｒｋｅｒＤＬ５００等，购自大连宝生物工程有限公司；

荧光定量ＰＣＲ仪７５００型，购自美国 ＡＢＩ公司；八

联管，购自美国Ａｘｙｇｅｎ公司；ＴｒａｎｓＺｏｌＵｐ和反转

录试剂盒，购自北京全式金生物技术有限公司。

１．３　引物合成

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 上登录的鸡白细胞介素 １８

（ＣｈＩＬ１８）基因和内参核糖体蛋白亚基４（ＲＰＬ４）基

因序列，应用 ＤＮＡＳｔａｒ软件设计了２对特异性引

物，经ＢＬＡＳＴ分析后，送上海生工生物工程有限公

司进行合成。ＣｈＩＬ１８引物如下，Ｐ１（上游引物）：

５′ＴＴＴＣＧＡＡＡＣＧＴＣＡＡＴＡＧＣＣＡ３′，Ｐ２（下游引

物）：５′ＧＣＣＡＧＡＴＴＴＣＡＣＣＴＣＣＴＧＡＴ３′，预期扩

增片段为９３ｂｐ；ＲＰＬ４引物如下，Ｐ３（上游引物）：

５′ＴＣＴＧＣＡＴＴＴＧＧＡＣＴＧＡＡＡＧＣ３′，Ｐ４（下游引

物）：５′ＴＴＣＴＧＧＡＴＣＴＣＣＴＧＧＣＴＴＣＴ３′，预期扩

增片段为１５４ｂｐ。

１．４　犚犖犃的提取及犮犇犖犃的合成

鸡的３种免疫器官总ＲＮＡ提取按照ＴｒａｎｓＺｏｌ

Ｕｐ说明书进行，反转录按照ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄ

ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｕｐｅｒＭｉｘ说明书进行，ｃＤＮＡ合成反

应体系为２０μＬ：总ＲＮＡ１μｇ，０．５μｇ·μＬ
－１ Ｏｌｉｇｏ

（ｄＴ）１８１μＬ，１０μＬ２×ＴＳＲｅａｃｔｉｏｎＭｉｘ，１μＬＴｒａｎｓ

ＳｃｒｉｐｔＲＴ／ＲＩＥｎｚｙｍｅＭｉｘ，其余加ＲＮａｓｅｆｒｅｅＷａ

ｔｅｒ补足，混匀后于４２℃孵育３０ｍｉｎ，８５℃反应５

ｍｉｎ，ｃＤＮＡ于－２０℃保存备用。

１．５　犐犔１８和犚犘犔４基因片段的扩增与鉴定

采用２５μＬ体系进行ＰＣＲ扩增，取ｃＤＮＡ各５

μＬ，分别加入１０μｍｏｌ·Ｌ
－１Ｐ１、Ｐ２和Ｐ３、Ｐ４引物

２．５μＬ，２５ｍｍｏｌ·Ｌ
１ｄＮＴＰ２μＬ，２．５μＬ１０×

ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ，２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ Ｍｇ
２＋ ３μＬ和０．２μＬ

ｒ犜犪狇ＤＮＡ 聚合酶进行ＰＣＲ扩增。反应条件：９４

℃５ｍｉｎ；９４℃４５ｓ，５６℃４５ｓ（ＣｈＩＬ１８）／６０℃４５

ｓ（ＲＰＬ４），７２℃３０ｓ，３０个循环；最后７２℃延伸１０

ｍｉｎ。取４μＬ扩增产物于２％琼脂糖凝胶中电泳，

然后经胶回收、ｐＭＤ１８Ｔ载体连接、转化ＤＨ５α感

受态细胞，挑选单菌落后扩大培养提取质粒，经

ＰＣＲ初步鉴定正确后，将重组质粒送上海生工生物

工程有限公司测序，按文献方法［１２］计算重组质粒的

拷贝数，重组质粒即为本研究的阳性标准品。

１．６　犐犔１８犛犢犅犚犌狉犲犲狀Ⅰ实时荧光定量犘犆犚检测

方法的建立

　　反应总体积为２０μＬ，其中ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ

犜犪狇
ＴＭ（２００×）１０．０μＬ，ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅⅡ（５０

×）０．４μＬ，上、下游引物（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１）各０．４

μＬ，质粒模板２．０μＬ，灭菌蒸馏水６．８μＬ。反应程

序：９５℃预变性１５ｓ；９５℃变性５ｓ，６０℃退火３４

ｓ，扩增４０个循环。为了分析ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩＰＣＲ扩

增特异性，应对扩增产物制作熔解曲线，反应条件：９５

℃１５ｓ，６０℃１ｍｉｎ，９５℃１５ｓ，６０℃１５ｓ。反应设内

参犚犘犔４基因和空白对照（去离子水代替引物及模

板）。反应结束后，对获得的信号、数据进行处理，并

利用配机软件进行分析，建立标准曲线和熔解曲线。

１．７　动物试验

１３０只１日龄肉鸡随机分为２组：ＲＥＶ处理组

和正常对照组（处理组每只腹腔注射１０２ＴＣＩＤ５０

ＲＥＶ，对照组注射生理盐水），每组６５只，饲养方式

相同，每组分别于７、１４、２１、２８、３５、４２ｄ随机取８只

剖杀（每个时间点每组随机取８只鸡），立即取脾脏、

胸腺和法氏囊并置于－８０℃，备用。

１．８　实时荧光定量犘犆犚检测不同时期犐犔１８基因

犿犚犖犃的转录水平

　　以纯化的ｃＤＮＡ为模板，内参犚犘犔４为对照，

每一时期取６个样品，每个样品重复３次，用建立的

最优方法进行检测。

１．９　数据处理与分析

根据比较阈值法［１２］计算出目的基因的相对含

量，目的基因的相对含量＝２△△Ｃｔ。注释：△△Ｃｔ＝

４６９
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［ＣｔＴＣｔＨＫ］Ｘ［ＣｔＴＣｔＨＫ］０，Ｔ＝待测基因；ＨＫ＝内

参基因；Ｘ＝待测样本；０＝校正样本。数据采用

ＳＰＳＳ１７．０统计软件，２组试验结果采用狋检验法进

行分析。

２　结　果

２．１　犐犔１８和内参犚犘犔４基因片段的犘犆犚扩增

ＩＬ１８和犚犘犔４基因片段的ＰＣＲ产物４μＬ，于

４％琼脂糖凝胶上电泳，结果分别出现１条９３、１５４

ｂｐ左右的ＤＮＡ带（图１），与预期大小一致。

Ｍ．ＤＬ５００Ｍａｒｋｅｒ；１．ＩＬ１８基因ＰＣＲ扩增产物；２．犚犘犔４
基因ＰＣＲ扩增产物

Ｍ．ＤＬ５００ Ｍａｒｋｅｒ；１．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆＩＬ１８ｇｅｎｅ；２．

ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆ犚犘犔４ｇｅｎｅ
图１　犐犔１８和犚犘犔４基因的犘犆犚扩增产物电泳结果

犉犻犵．１　犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狅犳犐犔１８犪狀犱犚犘犔４犵犲狀犲

２．２　犐犔１８和犚犘犔４基因片段重组质粒的鉴定

对提取的重组质粒进行测序鉴定，结果２基因

片段都与ＧｅｎＢａｎｋ上已发表的序列完全一致。

２．３　犛犢犅犚犌狉犲犲狀Ⅰ实时荧光定量犘犆犚熔解曲线

的建立

　　熔解曲线（图２）分析表明，该方法扩增的目的

基因（ＩＬ１８）和内参基因（犚犘犔４）均具有特异性，只

出现各自的单一峰，无引物二聚体或其他非特异性

产物生成。

２．４　犛犢犅犚犌狉犲犲狀Ⅰ实时荧光定量犘犆犚标准曲线

的建立

　　该方法具有较高的灵敏度，ＩＬ１８的检测下限

为１００ｃｏｐｉｅｓ·μＬ
－１，建立的标准曲线斜率分别为

－３．１６（ＩＬ１８）和－３．１５（ＲＰＬ４），２基因的扩增效

率均在１０７％左右，其相关系数也均在０．９９以上，

符合比较阈值法相对定量分析的前提，检测所得Ｃｔ

值可按比较阈值法分析。

２．５　犐犔１８基因荧光定量的表达水平

本试验将对照组７ｄ时ＩＬ１８基因的表达量作

图２　犐犔１８和犚犘犔４实时荧光定量犘犆犚熔解曲线

犉犻犵．２　犚犲犪犾狋犻犿犲狇狌犪狀狋犻狋犪狋犻狏犲犘犆犚犿犲犾狋犻狀犵犮狌狉狏犲狅犳犐犔

１８犪狀犱犚犘犔４

为参照因子，处理组及其他时期ＩＬ１８基因的表达

量与其相比，得到相应基因表达量的倍数，采用内参

犚犘犔４对ＩＬ１８基因进行均一化处理，鸡免疫器官

ＩＬ１８基因的相对表达情况见图３。

图３　主要免疫器官犐犔１８基因在不同时间点的相对表

达量

犉犻犵．３　犚犲犾犪狋犻狏犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狅犳犐犔１８犻狀狋犺犲狆狉犻犿犪狉狔

犻犿犿狌狀犲狅狉犵犪狀狊犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犻犿犲狆狅犻狀狋狊

图３显示，处理组与对照组相比，在７ｄ和１４ｄ

时，３个免疫器官的ＩＬ１８基因表达量显著升高（犘＜

０．０５）；在２１ｄ和２８ｄ时，脾脏中ＩＬ１８基因表达显著

降低（犘＜０．０５），而胸腺和法氏囊中却显著升高（犘＜

０．０５）；在３５ｄ和４２ｄ时，脾脏中ＩＬ１８表达量水平显

著升高（犘＜０．０５），胸腺中又显著下降（犘＜０．０５），而

法氏囊中分别是显著性升高和下降（犘＜０．０５）。

３　讨　论

有研究表明［９１０，１３］，一些病原引起的免疫抑制与

细胞因子分泌水平和表达异常有关。ＲＥＶ转化细胞

系可分泌较高水平的ＩＦＮγ，在这些细胞系里存在一

种狏狉犲犾可上调基因的表达。然而，ＲＥＶＳＮＶ株缺乏

５６９
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狏狉犲犾基因，ＣＳ株也缺乏此基因。因此，一定还存在另

一种ＩＦＮγ的诱生机制。不仅如此，ＲＥＶ感染鸡的

ＩＦＮγｍＲＮＡ水平也会明显升高。ＭａｒｋｏｗｓｋｉＧｒｉｍ

ｓｒｕｄ和Ｓｃｈａｔ
［６］用ＲＴＰＣＲ方法对ＲＥＶ（ＲＥＶＣＳ株）

感染鸡的ＩＦＮγｍＲＮＡ水平进行了检测，发现９～１０

日龄或３０日龄鸡产生的ＩＦＮγｍＲＮＡ水平与对照鸡

的相比增长了１０倍。国内李广兴等
［１４］曾就ＲＥＶ感

染对ＩＬ２及ＩＦＮ的诱生活性做了检测。作为ＩＦＮγ

诱生因子的ＩＬ１８，很可能与 ＲＥＶ感染过程中对

ＩＦＮγ的强诱导有一定关系。

本研究利用所建立的实时荧光定量ＲＴＰＣＲ方

法初步检测了ＲＥＶ感染普通商品肉鸡３种主要免疫

器官在不同时期的ＩＬ１８基因转录水平。结果发现，

同一日龄处理组与正常对照组相比确实存在显著差

异，７ｄ和１４ｄ的ＲＥＶ感染鸡３种免疫器官ＩＬ１８

ｍＲＮＡ水平明显升高；２１日龄、２８日龄时则在脾脏中

显著下降，在胸腺和法氏囊中却显著升高；在３５和４２

日龄时，脾脏中ＩＬ１８表达量水平显著升高，胸腺中

又显著下降，而法氏囊中分别是显著性升高和下降。

初步分析，ＩＬ１８在７日龄和１４日龄时表达量升高可

能是由于接种的ＲＥＶ短时间内诱导３种免疫器官Ｔ

细胞被激活，引起细胞因子ＩＬ１８基因表达上调来加

强机体免疫功能；而在后期的４个时间点，３种免疫

器官ＩＬ１８表达量则呈现升高或下降。

据郑玉姝等［７］报道，用 ＲＥＶ接种５日龄ＳＰＦ

鸡，从感染后７～２８ｄ，脾淋巴细胞培养上清中ＩＦＮ

γ的表达水平明显升高，而在本研究中，ＲＥＶ感染７

日龄到２８日龄鸡胸腺和法氏囊的ＩＬ１８转录水平

也明显升高，７日龄和１４日龄时脾脏ＩＬ１８同样显

著性增加，尽管鸡２８日龄脾脏的结果不符合预期，

我们仍然有理由相信ＩＬ１８与ＩＦＮγ之间在ＲＥＶ

感染过程中确实存在一定的正相关性。

Ｋａｉｓｅｒ等
［１５］研究发现，ＩＦＮγｍＲＮＡ的表达是

和 ＭＤＶ增殖相一致的，同时ＩＬ６和ＩＬ１８均有很

高的转录水平。Ｑｕｅｒｅ等
［１６］的研究结论为干扰素

的产生与肿瘤的发生有密切关系。因此，可以推断

ＩＬ１８基因转录水平的升高与 ＲＥＶ感染致瘤造成

的免疫抑制同样有着紧密的联系。
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