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摘　要：研究在鸡马立克氏病毒（ＭＤＶ）感染及引发肿瘤的发生、发展过程中肾组织的病变、热休克蛋白６０

（ＨＳＰ６０）ｍＲＮＡ转录、表达水平的动态变化及 ＨＳＰ６０组织细胞内定位，探讨其相关性。通过人工感染建立 ＭＤ肿

瘤模型，利用实时荧光定量 ＲＴＰＣＲ，结合病理组织学和免疫组织化学等方法，检测试验鸡肾脏的病理变化，

ＨＳＰ６０的组织细胞内定位、蛋白表达量及ｍＲＮＡ转录水平的变化。在注射 ＭＤＶ２１ｄ后肾组织出现明显病理变

化；ＨＳＰ６０在肿瘤病灶内的瘤细胞及附近间质巨噬细胞的胞质中呈强阳性表达，在瘤灶外肾小管上皮细胞的胞质

内有少量表达；ＨＳＰ６０的表达量，攻毒组始终高于对照组，２８～８６日龄间差异达极显著水平（犘＜０．０１），２８日龄时

攻毒组ＨＳＰ６０的表达量分别为空白对照组和疫苗对照组的８．６０８和１２．７５２倍；７～４２日龄间，攻毒组ＨＳＰ６０ｍＲ

ＮＡ转录水平随病程发展呈开口向下的抛物线样变化，前期（７～２１ｄ）转录水平处于上升阶段，后逐渐降低，２１ｄ时

达转录峰值，分别为空白组和疫苗组的１．２２２和１．１７９倍，整个周期内攻毒组 ＨＳＰ６０ｍＲＮＡ转录水平均高于空白

组，１４～２８日龄间差异极显著（犘＜０．０１）。ＭＤＶ引发肿瘤发生发展过程中肿瘤病灶及周围组织内 ＨＳＰ６０表达水

平升高，ＨＳＰ６０ｍＲＮＡ转录水平相应增加；ＨＳＰ６０表达量同其ｍＲＮＡ转录水平的变化趋势基本相符，但并非完全

一致的线性关系，两者与肿瘤的发生、发展密切相关，有望作为鸡 ＭＤ诊断及发病过程的重要判定指标。
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　　目前诸如口腔癌、食道癌等恶性肿瘤性疾病正

成为严重危害人类健康和生活水平的常见病和多发

病，Ｊ．Ｋａｕｒ等
［１］从热休克蛋白（Ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏ

ｔｅｉｎｓ，ＨＳＰｓ）的角度研究此类肿瘤疾病的发病特点

和机制，力图将其作为新的诊断指标判定肿瘤分化

程度，为治疗和预后提供理论依据。ＭＤ是家禽常

见肿瘤性疾病的典型代表，笔者试图把以上思路运

用于该病研究，通过检测 ＭＤ发生发展过程中主要

内脏器官———肾脏的肿瘤病变与ＨＳＰｓ在组织内的

定位、表达和ｍＲＮＡ转录水平的动态变化，分析两

者之间的相关性，探讨 ＨＳＰｓ在该病发生、发展过程

中的表现及其作用，为动物肿瘤病的诊断和新型治

疗药物的研发提供新思路。ＨＳＰｓ是组织细胞在应

激因素刺激下所产生的多组不同分子量大小的高度

保守性蛋白质的统称，常分为ｓｍａｌｌＨＳＰｓ、ＨＳＰ４０、

ＨＳＰ６０、ＨＳＰ７０、ＨＳＰ９０及 ＨＳＰ１１０六大家族
［２］。

正常条件下，ＨＳＰｓ于原核和真核生物内均有微量

表达，主要以分子伴侣的角色参与细胞正常生命活

动；当机体受到应激刺激时，引发机体非特异性抗损

伤反应，组织内的ＨＳＰｓ含量会发生急剧变化，以维

持细胞内环境的稳定，保护细胞抵御应激引起的损

伤［３］。目前，ＨＳＰｓ在肿瘤性疾病的表达及其作用

已成为研究热点［４］。Ｍ．Ａ．Ｌａｍｂｏｔ等
［５］的研究表

明，ＨＳＰｓ蛋白在大部分肿瘤组织中表达异常，可与

癌基因、抑癌基因产物结合，参与肿瘤细胞的周期调

控、增殖、凋亡、分化、耐药及肿瘤免疫过程，与肿瘤

的发生发展密切相关。作为家族重要代表成员之一

的 ＨＳＰ６０，对其在该方面的研究则相对较少
［６］，尤

其是在禽肿瘤性疾病中的研究国内未见报道。基于

以上背景，笔者选用 ＭＤ为肿瘤病模型，进行肾组

织病变与 ＨＳＰ６０在组织内定位、表达及其 ｍＲＮＡ

转录水平的动态观察与定量检测，探讨在动物肿瘤

疾病发生发展过程中 ＨＳＰ６０在核酸及蛋白水平上

的变化规律，为进一步研究其在抗肿瘤机制中的作

用奠定基础。本试验通过构建 ＭＤ动物肿瘤模型，

观察肾组织病变与 ＨＳＰ６０在肾组织内的分布、表

达；结合ＥＬＩＳＡ测定肾内ＨＳＰ６０含量的变化，利用

建立的ＦＱＲＴＰＣＲ 技术平台实时检测其 ｍＲＮＡ

的转录水平变化，分析两者的内在联系，探讨

ＨＳＰ６０在动物肿瘤发病学中的作用。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物　　１４０只ＳＰＦ鸡，由青岛易邦生

物制品有限公司提供，于中国动物卫生与流行病学

中心实验动物饲养中心，不同分组置于各自独立的

隔离器中，在完全净化的条件下饲养。

１．１．２　种毒　　病毒为 ＭＤＶＲＢ１Ｂ株，由山东农

业大学崔治中教授惠赠，液氮保存。

１．１．３　疫苗　　ＮＤＶ Ⅳ系弱毒疫苗购自济南齐

１１６
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鲁动物保健品厂；ＮＤＶ＋Ｈ９灭活苗购自洛阳普莱

柯生物工程公司；ＨＶＴ马立克氏病冷冻苗购自南

京乾元浩生物股份有限公司。

１．１．４　主要试剂和仪器　　ＨＳＰ６０单克隆抗体

（ＳＰＡ８０６，批号：１０５４２２）购自加拿大Ｓｔｒｅｓｓｇｅｎ生

物技术公司；ＤａｋｏＲＥＡＬＴＭＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ，Ｐｅｒ

ｏｘｉｄａｓｅ／ＡＥＣ，Ｒａｂｂｉｔ／Ｍｏｕｓｅ 试 剂 盒 （批 号：

Ｋ５００３）购自丹麦 Ｄａｋｏ公司；Ｃｈｉｃｋｅｎｈｅａｔｓｈｏｃｋ

ｐｒｏｔｅｉｎ６０（ＨＳＰ６０）（ＮＯ．ＣＢＳＥ０６８５５Ｃｈ）ＥＬＩＳＡ

ｋｉｔ购自河南ＣＵＳＡＢＩＯ生物制品公司；ＨｉｇｈＰｕｒｅ

ＶｉｒａｌＲＮＡＫｉｔ（ＮＯ．１１８５８８８２００１）购自 Ｒｏｃｈｅ公

司；Ｄｒｅａｍ犜犪狇
ＴＭ ＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ购自Ｆｅｒ

ｍｅｎｔａｓ公司；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＯｎｅＳｔｅｐＲＴＰＣＲＫｉｔ

Ｖｅｒ．２（ＤＲＲ０５５Ａ）、ＯｎｅＳｔｅｐＳＹＢＲＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ

ＲＴＰＣＲＫｉｔ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）ＩＩ（ＤＲＲ０８６Ａ）均

购自宝生物工程（大连）有限公司；ＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎ

Ｋｉｔ（ＮＯ．２８７０６）、ＱＩＡｐｒｅｐＳｐｉｎＭｉｎｉｐｒｅｐＫｉｔ（ＮＯ．

２７１０６）购自 ＱＩＡＧＥＮ公司；ｐＧＥＭＴ 载体系统试

剂盒（Ａ１３６０）、体外转录系统试剂盒（Ｐ１４４０）购自

Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ染料购自北京Ｓｏ

ｌａｒｂｉｏ科技有限公司。

１．２　试验设计

将１５０只１日龄ＳＰＦ雏鸡随机分成空白对照

组（４５只）、疫苗对照组（４５只）和攻毒组（６０只），攻

毒组试验鸡１日龄攻毒。将种毒用０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１

的灭菌ＰＢＳ稀释，每只鸡腹腔接种０．２ｍＬ，相当于

１０００ＰＦＵ·只－１。空白对照组注射０．２ｍＬ生理

盐水，疫苗对照组注射ＨＶＴ马立克氏病冷冻疫苗。

各组均于２日龄注射ＮＤＶ＋Ｈ９ＡＩＶ灭活苗，０．２５

ｍＬ·只－１，７日龄 ＮＤＶⅣ系弱毒苗饮水免疫。于

７、１４、２１、２８、３５、４２、８６日龄随机剖杀部分鸡，每次２

对照组各３只，攻毒组５只，取１份肾组织于１０％

中性福尔马林液固定，２份于液氮速冻后存于－８０

℃冰柜中。

１．３　试验方法

１．３．１　免疫组化检测　　取充分固定的各组肾组

织制作常规石蜡切片。常规方法利用 ＨＳＰ６０单克

隆抗体进行免疫组化染色［７］。用ＰＢＳ代替 ＨＳＰ６０

单克隆抗体作为阴性对照，每份标本同时做１张

ＨＥ染色切片，以便对比观察。结果判断：光镜下在

阴性对照为正确染色结果的条件下，组织内出现棕

红色颗粒或区域着色者为阳性信号。

１．３．２　竞争ＥＬＩＳＡ检测　　将１份冻存肾组织用

液氮研磨，按Ｃｈｉｃｋｅｎｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ６０（ＨＳＰ

６０）ＥＬＩＳＡ 试剂盒提供说明书方法进行标准曲线制

作和样品检测。

１．３．３　引物设计　　利用Ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５．０引

物设计软件，根据ＮＣＢＩ公布的鸡３磷酸甘油醛脱

氢酶 基 因 （Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏ

ｇｅｎａｓｅｇｅｎｅ，犌犃犘犇犎）
［８］和 犎犛犘６０（登录号：ＮＭ＿

００１０１２９１６．１）的全基因序列设计引物，通过 ＮＣＢＩ

中Ｂｌａｓｔ功能，初步检测其特异性。ＧＡＰＤＨ 上游

引物：５′ＴＧＡＡＡＧＴＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴ３′，下

游引物：５′ＡＣＧＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＡＧＴＧＡＴ３′；

ＨＳＰ６０上游引物：５′ＴＡＣＡＧＣＣＡＡＡＧＧＧＣＡＧＡＡＡ

ＴＧ３′，下游引物：５′ＡＣＡＧＣＡＡＣＡＡＣＣＴＧＡＡＧＡＣ

ＣＡＡＣ３′，设计产物长度分别为２３０和２１０ｂｐ。引

物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成，为

冻干品，使用浓度为２５μｍｏｌ·Ｌ
－１。

１．３．４　一步法实时荧光定量ＲＴＰＣＲ检测　　取

冻存肾组织用液氮研磨后，以ＲＮＡ提取试剂盒获

得样品中总ＲＮＡ，－８０℃保存备用。利用提取的

部分ＲＮＡ为模板，进行常规ＲＴＰＣＲ反转录扩增

目的基因序列［８］，提取并鉴定阳性质粒，经体外转录

获得标准品。每个标准品需至少做３个重复，通过

一步法实时荧光定量ＲＴＰＣＲ方法，得到标准曲线

和标准方程。

以各分组提取样品总ＲＮＡ为模板，按同上优

化的体系和条件进行荧光定量ＲＴＰＣＲ检测，反应

结束后确认扩增曲线和融解曲线，然后根据荧光曲

线犆狋值与标准曲线一起进行结果分析。每一样品

分别检测犎犛犘６０和犌犃犘犇犎 的ｍＲＮＡ转录水平，

样品做２个重复。

１．３．５　统计分析　　根据标准曲线计算样品组织

中蛋白含量和ｍＲＮＡ转录水平，并用ＳＰＳＳ１１．５软

件的ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ功能对数据进行狋检验分

析。

２　结　果

２．１　犕犇模型建立

ＭＤＶ攻毒组，ＳＰＦ鸡胚孵化成活率达１００％，１

～２１日龄间４只雏鸡死亡，２１日龄后陆续发病，零

星死亡，病鸡出现精神沉郁，冠苍白发育不良，采食

量减少，日渐消瘦；自２１日龄开始，剖杀的鸡肾脏不

同程度肿大，表面可见凸出的栗粒至蚕豆样大小不

等黄白色结节，切面亦见白色肿瘤病灶。两对照组

２１６
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在整个过程中未见异常临床表现，剖检未见肿瘤病

灶。这表明已成功构建了鸡内脏型 ＭＤ动物模型，

肾组织可以作为后期研究材料。

２．２　肾组织病变与犎犛犘６０在组织中的定位

２．２．１　肾组织的病理变化　　７次剖杀取样中两

对照组肾组织均未见明显的病理变化（图１Ａ、１Ｂ）。

攻毒组２１日龄时在肾组织内出现局灶性的淋巴样

瘤细胞浸润（图１Ｃ），灶内肾组织被瘤细胞取代；２８

日龄时肾小管间可见弥漫性多形态淋巴样瘤细胞浸

润（图１Ｄ），瘤细胞多见核分裂相；在之后的３５、４２、

８６日龄时攻毒组鸡肾组织肿瘤病变逐渐加重，局部

肾脏组织被肿瘤组织取代。

２．２．２　ＨＳＰ６０在肾组织内的定位　　两对照组只

见在局部肾小管的部分上皮细胞的胞质内有少量

ＨＳＰ６０的阳性表达（图２Ａ、２Ｂ）；攻毒组 ＨＳＰ６０主

要位于肿瘤灶内瘤细胞的胞质，在肿瘤灶外肾小管

间的巨噬细胞胞质内也有部分表达（图２Ｃ、２Ｄ）；在

肿瘤附近及距离肿瘤较远处的肾小管上皮细胞内仅

有少量表达，阴性染色切片中均未见阳性信号（图

２Ｅ、２Ｆ）。

Ａ．空白对照组；Ｂ．疫苗对照组；Ｃ．２１日龄攻毒组局灶性肿瘤；Ｄ．２８日龄攻毒组组织内弥漫性肿瘤

Ａ．Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ．Ｖａｃｃｉｎａｔｅｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｃ．Ｆｏｃａｌｔｕｍｏｒｆｏｃｕｓｔｈｒｏｕｇｈｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｏｆｉｎｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐ

ｗｈｅｎ２１ｄａｙｏｌｄ；Ｄ．Ｄｉｆｆｕｓｅｔｕｍｏｒｆｏｃｕｓｔｈｒｏｕｇｈｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｏｆｉｎｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐｗｈｅｎ２８ｄａｙｏｌｄ
图１　肾脏病理组织学病变 （犎犈，２０×）

犉犻犵．１　犎犻狊狋狅狆犪狋犺狅犾狅犵狔犪狊狊犪狔狅犳犽犻犱狀犲狔狋犻狊狊狌犲狊（犎犈，２０×）

Ａ．空白对照组（２０×）；Ｂ．疫苗对照组（２０×）；Ｃ．２１日龄攻毒组局灶性肿瘤（４０×）；Ｄ．２８日龄攻毒组组织内弥漫

性肿瘤（４０×）；Ｅ、Ｆ．阴性对照（４０×）

Ａ．Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（２０×）；Ｂ．Ｖａｃｃｉｎａｔｅｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（２０×）；Ｃ．Ｆｏｃａｌｔｕｍｏｒｆｏｃｕｓｔｈｒｏｕｇｈｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｏｆ

ｉｎｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐｗｈｅｎ２１ｄａｙｏｌｄ（４０×）；Ｄ．Ｄｉｆｆｕｓｅｔｕｍｏｒｆｏｃｕｓｔｈｒｏｕｇｈｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｏｆｉｎｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐｗｈｅｎ２８

ｄａｙｏｌｄ（４０×）；Ｅ，Ｆ．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（４０×）

图２　肾脏免疫组织化学检测（犐犎犆）

犉犻犵．２　犐犿犿狌狀狅犺犻狊狋狅犮犺犲犿犻狊狋狉狔犪狊狊犪狔狅犳犽犻犱狀犲狔狋犻狊狊狌犲狊（犐犎犆）

２．３　肾脏犎犛犘６０含量的动态变化

通过ＥＬＩＳＡ检测，获得 ＨＳＰ６０标准品的 ＯＤ

值，并以此为犢 轴，以标准品浓度为犡 轴作标准曲

线，以标准品浓度的对数值为犡 轴作趋势线，获得

方程为狔＝０．０５６３狓＋１．０１１０。据此计算样品组

织中蛋白含量，并进行狋检验，数据见表１，在７～８６

日龄的试验过程中，攻毒组肾组织的蛋白含量始终

高于两对照组，各检测日龄差异均显著（犘＜０．０５），

３１６
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除７和２１日龄外其他日龄时差异极显著（犘＜

０．０１），２８日龄时最明显，分别为两对照组的８．６０８

和１２．７５２倍，两对照组间差异不显著。

表１　各组动物肾组织犎犛犘６０表达量的动态变化

犜犪犫犾犲１　犇狔狀犪犿犻犮犮犺犪狀犵犲狊狅犳犎犛犘６０犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狇狌犪狀狋犻狋狔犻狀犽犻犱狀犲狔狋犻狊狊狌犲狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵狉狅狌狆

日龄

Ａｇｅ

空白对照组

ＢｌａｎｋＣｏｎｔｒｏｌＧｒｏｕｐ

疫苗对照组

ＶａｃｃｉｎａｔｅｄＣｏｎｔｒｏｌＧｒｏｕｐ

攻毒组

ＥｆｆｅｃｔｅｄＧｒｏｕｐ

７日龄７ｄａｙｏｌｄ ７．７１０±０．３３９Ａａｂ ６．８５６±５．２４５Ａａ ２６．４１６±１０．２９７Ｂｂ

１４日龄１４ｄａｙｏｌｄ ３．０８６±０．２９４Ａａ ３．６６３±０．３６９Ａａ ２４．１５５±４．７４８Ｂｂ

２１日龄２１ｄａｙｏｌｄ ６．３７９±０．５１３Ａａ ７．４６７±０．５７６Ａａｂ ３１．３８４±８．０３８Ｂｂ

２８日龄２８ｄａｙｏｌｄ ４．４２５±０．５０１Ａａ ２．９８７±０．７６３Ａａ ３８．０９０±１７．７６６Ｂｂ

３５日龄３５ｄａｙｏｌｄ ３．１４７±０．２０３Ａａ ２．０７４±０．４７８Ａａ ２７．５４２±４．３６３Ｂｂ

４２日龄４２ｄａｙｏｌｄ ３．４４０±０．３５７Ａａ ３．３１８±０．４４４Ａａ ２２．８３８±４．１５２Ｂｂ

８６日龄８６ｄａｙｏｌｄ ５．３９６±１．３８３Ａａ ７．５８９±０．３５２Ａａ ３３．８７７±１６．８１２Ｂｂ

同行中，小写字母不同表示差异极显著（犘＜０．０１），大写字母不同表示差异显著（犘＜０．０５），大小写字母相同表示差异不显

著，下表同

Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌａｎｄｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｓｔａｎｄｆｏｒｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅａｔ０．０５ａｎｄ０．０１ｌｅｖｅｌ，ａｎｄｔｈｅｓａｍｅｃａｐｉｔａｌａｎｄ

ｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｓｔａｎｄｆｏｒｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ

２．４　肾组织犎犛犘６０犿犚犖犃转录水平的动态变化

２．４．１　标准品的 ＲＴＰＣＲ 鉴定　　用设计的

犌犃犘犇犎、犎犛犘６０引物对样品中提取的ＲＮＡ进行

ＲＴＰＣＲ扩增，将产物进行纯化、转化感受态细胞、

连接ｐＧＥＭＴ载体，得到的阳性质粒经ＰＣＲ鉴定，

分别得到２３０、２１０ｂｐ的扩增条带（图３）。测序结果

也显示，其序列与 ＮＣＢＩ上公布序列的相似性为

１００％，体外转录得到的ＲＮＡ标准品片段，经凝胶

电泳检测其扩增条带与阳性质粒相符。

１～２．分别是ＧＡＰＤＨ（２３０ｂｐ）和 ＨＳＰ６０（２１０ｂｐ）阳性

质粒ＰＣＲ鉴定结果；３．ＤＬ２０００ＤＮＡ相对分子质量标准

１２．ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＧＡＰＤＨ（２３０ｂｐ）ａｎｄＨＳＰ６０（２１０

ｂｐ）ｐｏｓｉｔｉｖｅｐｌａｓｍｉｄｓｂｙＰＣＲ；３．ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ
图３　阳性质粒犘犆犚鉴定

犉犻犵．３　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲狆狅狊犻狋犻狏犲狆犾犪狊犿犻犱狊犫狔犘犆犚

２．４．２　荧光定量标准曲线　　犌犃犘犇犎 的标准曲

线：犢＝－３．３１５犡＋４７．８０９，一致系数为０．９９６；

犎犛犘６０的标准曲线：犢＝－３．３９４犡＋４９．４７９，一致

系数为０．９９７；其中犢 代表临界循环数（Ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ

ｃｙｃｌｅ，犆狋值），犡 代表模板量的对数值。

结果显示２条标准曲线的斜率都接近理想值－

３．３２２，一致系数也接近１．０００，同时从熔解曲线可

以看出，扩增产物特异性非常好，荧光曲线可实时反

映目的产物的扩增数（图４）。

２．４．３　 犎犛犘６０ｍＲＮＡ转录水平的变化　　不同

日龄肾组织犎犛犘６０ｍＲＮＡ相对于内参基因犌犃犘

犇犎 的转录水平见表２。表中数据显示，１４～２８日

龄间攻毒组鸡只 犎犛犘６０ｍＲＮＡ的转录水平均极

显著高于两对照组（犘＜０．０１），而两对照组间差异

不显著，其他日龄时３组间差异不显著。

两对照组基本保持稳定的变化趋势，攻毒组７

～４２日龄间 犎犛犘６０ｍＲＮＡ的转录水平呈开口向

下的抛物线式变化，２１日龄时达到最高水平，分别

为两对照组的１．２２２和１．１７９倍，７日龄时为最低

水平，与空白对照组相同，为疫苗对照组的１．０１３

倍。
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图４　犌犃犘犇犎（上）和犎犛犘６０（下）的标准曲线、熔解曲线和扩增曲线（由左向右）

犉犻犵．４　犛狋犪狀犱犪狉犱犮狌狉狏犲犵狉犪狆犺，犿犲犾狋犮狌狉狏犲犵狉犪狆犺犪狀犱犘犆犚犃犿狆／犆狔犮犾犲犵狉犪狆犺（犳狉狅犿犾犲犳狋狋狅狉犻犵犺狋）狅犳犌犃犘犇犎 （狆狉犲狏犻狅狌狊

犾犻狀犲）犪狀犱犎犛犘６０（狀犲狓狋犾犻狀犲）

表２　各组肿瘤应激受试鸡肾脏中犎犛犘６０犿犚犖犃转录水平的动态变化

犜犪犫犾犲２　犇狔狀犪犿犻犮犮犺犪狀犵犲狊狅犳犎犛犘６０犿犚犖犃狋狉犪狀狊犮狉犻狆狋犻狅狀犪犾犾犲狏犲犾犻狀犽犻犱狀犲狔狋狌犿狅狉狊狊狋犻犿狌犾犪狋犲犱犮犺犻犮犽犲狀狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵狉狅狌狆

日龄

Ａｇｅ

空白对照组

ＢｌａｎｋＣｏｎｔｒｏｌＧｒｏｕｐ

疫苗对照组

ＶａｃｃｉｎａｔｅｄＣｏｎｔｒｏｌＧｒｏｕｐ

攻毒组

ＥｆｆｅｃｔｅｄＧｒｏｕｐ

７日龄７ｄａｙｏｌｄ １．０００±０．００２Ａａ ０．９８７±０．０５７Ａａ １．０００±０．００７Ａａ

１４日龄１４ｄａｙｏｌｄ １．０２０±０．０１１Ａａ ０．９８１±０．０２２Ａａ １．１６７±０．０２９Ｂｂ

２１日龄２１ｄａｙｏｌｄ ０．９９７±０．０２２Ａａ １．０３３±０．００５Ａａ １．２１８±０．０３６Ｂｂ

２８日龄２８ｄａｙｏｌｄ １．００２±０．００７Ａａ ０．９８９±０．０１２Ａａ １．１５７±０．００１Ｂｂ

３５日龄３５ｄａｙｏｌｄ ０．９９４±０．０５１Ａａ １．０１２±０．０１６Ａａ １．０８１±０．０５６Ａａ

４２日龄４２ｄａｙｏｌｄ ０．９９５±０．０７１Ａａ ０．９８９±０．０４５Ａａ １．０５３±０．０３８Ａａ

８６日龄８６ｄａｙｏｌｄ １．０１３±０．０３７Ａａ １．０３２±０．０２１Ａａ １．０６５±０．０５８Ａａ

３　讨　论

３．１　本试验构建的一步法 ＲＴＰＣＲ实时荧光定量

检测 鸡 犎犛犘ｓ ｍＲＮＡ 转 录 水 平 的 方 法，相 比

Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ杂交的传统方法，避免了ＲＮＡ易降

解及敏感性低的缺点，不需构建ｃＤＮＡ文库，快速、

简捷［９］。选定较为稳定的持家基因犌犃犘犇犎 作为

内参，在试验中同时检测了每个样品中犌犃犘犇犎 的

相对含量，然后通过对同一样品的 犎犛犘６０测定结

果，用犌犃犘犇犎 进行目的基因的归一化处理，尽可

能减小组织差异（误差），使结果更贴近实际情况，更

具可信性。

３．２　本试验成功构建了内脏型 ＭＤ肿瘤模型，眼

观２１日龄后鸡肾组织可见表面凸起的灰白色肿瘤

结节，病理组织学检查组织内形成灶状或弥漫性生

长的淋巴样肿瘤组织；ＩＨＣ结果显示，ＨＳＰ６０在肿

瘤灶内的瘤细胞和间质巨噬细胞的胞质均有阳性表

达，瘤细胞过表达可能与机体抗瘤作用有关，或其固

有的生物学特性；间质内巨噬细胞均发现有 ＨＳＰ６０

阳性信号，在肿瘤灶附近肾小管上皮细胞仅有少量表

达，且表达量与病灶距离的远近关系不大，与对照组

差异不明显，说明肾组织对 ＨＳＰ６０的表达与瘤细胞

浸润及由此引起组织损伤的应激相关性较小，可初步

猜想肾脏中的ＨＳＰ６０不同于 ＨＳＰ２７、ＨＳＰ７０等家族

成员，在组织细胞自身保护方面只发挥有限的作用。

在该病发展过程中，体内持续存在的 ＭＤＶ感

染、瘤细胞累积增多及浸润性生长造成的组织损伤，

并伴发的机体抗肿瘤反应，多种持续强烈的应激反

应必然会诱导 ＨＳＰ６０的表达。以肾组织为材料进

行间接ＥＬＩＳＡ检测结果显示，在整个试验过程（７～

８６日龄）中，攻毒组肾组织内的 ＨＳＰ６０蛋白含量始

终高于两对照组，进一步证明了 ＭＤ发病过程中引

起肿瘤组织及肾组织对该蛋白过表达的现象。

ＦＱＲＴＰＣＲ检测结果显示，在整个试验过程

（７～８６日龄）中，攻毒组鸡只 犎犛犘６０ｍＲＮＡ的转

录水平持续性高于两对照组（犘＜０．０１），这与
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ＥＬＩＳＡ检测得到的结论相同，说明 ＭＤ发病过程中

促进了犎犛犘６０ｍＲＮＡ转录，使蛋白表达量增加。

自２１日龄后，攻毒组犎犛犘６０ｍＲＮＡ的转录水平不

再表现出继续升高，反而开始逐渐减小，该病理模型

７～４２日龄间转录水平形成开口向下的抛物线式的

动态变化趋势，与 ＨＳＰ６０的表达量并非完全一致，

推测可能与 ＭＤＶ早期全身性感染应激有关，或许

还与在疾病发展过程中 ＨＳＰｓ过表达消耗有关
［１０］。

不同于鲍恩东等［１１］检测的肉鸡高热应激及孙培明

等［８］检测的肉鸡热应激所得的结论，即 犎犛犘 ｍＲ

ＮＡ转录水平与运输或热应激时间之间简单的正或

负相关关系，该检测充分显示 犎犛犘６０转录水平的

动态变化和 ＭＤ肿瘤发生发展过程的相关性更为

复杂，但也不是无规律可循。

考虑到人工注射 ＭＤＶＲＢ１Ｂ超强毒株后７ｄ

即可在羽髓上皮细胞中检出 ＭＤＶ，２１ｄ后病毒载

量达到峰值［１２］。结合各项检测结果可猜测，自１日

龄人工接种 ＭＤＶ后，由于早期感染即对机体产生

较强的应激作用，使前期（７～１４日龄）攻毒组蛋白

表达水平开始表现出高于空白组的趋势，１４日龄时

已达极显著水平（犘＜０．０１），而随肿瘤的发生和浸

润性生长，使肾组织蛋白表达量增多，２１～２８日龄

间攻毒组与两对照组差异极显著（犘＜０．０１），此时

攻毒组肾组织出现可见病理变化，瘤细胞及间质巨

噬细胞ＨＳＰ６０蛋白阳性信号增强，而此阶段 ｍＲ

ＮＡ的转录也维持在最高水平；后来随着 ＭＤＶ病

毒血症的消失，抗病毒感染反应减弱，机体启动抗瘤

机制并持续性发挥作用，对ＨＳＰ６０的诱导调控作用

开始减小或开始发挥负反馈作用［１２］，组织内ＨＳＰ６０

转录表达趋于稳定，但仍表现高于对照组，表达量也

依旧较高，这也说明组织内 ＨＳＰ６０表达量及其

ｍＲＮＡ转录水平与组织肿瘤性病变进程密切相关，

可以作为肿瘤疾病发展过程的判定指标，而 ＨＳＰ６０

被诱导表达的机制、具体参与抗损伤、抗肿瘤的机制

及负反馈调节机制仍有待研究。

４　结　论

所建立的 ＦＱＰＣＲ 技术平台简便、准确，可用

于ｍＲＮＡ 转录水平的检测；鸡 ＭＤ发病过程导致

的肾组织肿瘤病变可引起 ＨＳＰ６０分布、表达量及

ｍＲＮＡ转录水平的变化，其中蛋白表达量与 ｍＲ

ＮＡ 转录水平的相关性并非线性关系；肾组织

ＨＳＰ６０表达及其 ｍＲＮＡ的转录水平可反映 ＭＤＶ

感染、肿瘤形成及发展过程，与肿瘤疾病的发病学密

切相关，有望成为鸡肿瘤性疾病的诊断及发病进程

的判定指标之一。
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