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饲粮中添加苏氨酸和色氨酸对接种猪繁殖与

呼吸综合征弱毒苗生长猪免疫反应的影响

王　军　赵迎飞　方正锋　林　燕　车炼强　杨　敏　吴　德

（四川农业大学动物营养研究所，动物抗病营养教育部重点实验室，雅安 ６２５０１４）

摘　要：本试验旨在研究饲粮中添加苏氨酸和色氨酸对接种猪繁殖与呼吸综合征（ＰＲＲＳ）弱毒
苗生长猪免疫反应的影响。试验选取１６头平均体重为（２９．１１±４．４１）ｋｇ健康去势生长猪，按
体重相近原则随机分为４个处理，每个处理４个重复，每个重复１头猪。采用２×２两因子试验
设计，设２个苏氨酸和色氨酸添加水平，按比例分别为赖氨酸∶苏氨酸∶色氨酸 ＝１００∶６４∶１８（ＮＲＣ
对照水平）和赖氨酸∶苏氨酸∶色氨酸 ＝１００∶８０∶２６（试验水平）；２个氨基酸添加水平下按免疫处
理情况分为注射磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）和接种 ＰＲＲＳ弱毒苗（试验开始当天和第３５天肌肉注射
２ｍＬＰＢＳ或 ＰＲＲＳ弱毒苗）。试验第１４、２８、３５和４９天收集血样，检测血浆中干扰素 －γ（ＩＦＮ
γ）、白细胞介素 －１０（ＩＬ１０）、白细胞介素 －１β（ＩＬ１β）含量和血清中免疫球蛋白 Ｇ（ＩｇＧ）含量；
试验第４９天屠宰取样，利用实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）方法检测肺组织中 Ｔｏｌｌ样受体１～
１０（ＴＬＲ１～ＴＬＲ１０）ｍＲＮＡ相对表达量。结果表明：与饲粮添加 ＮＲＣ对照水平苏氨酸和色氨酸
相比，注射 ＰＢＳ条件下，饲粮添加试验水平苏氨酸和色氨酸显著提高了生长猪试验第１４和２８
天血清 ＩｇＧ含量（Ｐ＜０．０５）；接种 ＰＲＲＳ弱毒苗条件下，饲粮添加试验水平苏氨酸和色氨酸显著
提高了生长猪试验第３５天血清 ＩｇＧ含量（Ｐ＜０．０５）。试验第１４、２８和３５天，接种 ＰＲＲＳ弱毒
苗生长猪血浆 ＩＦＮγ、ＩＬ１０、ＩＬ１β含量均显著高于注射 ＰＢＳ生长猪（Ｐ＜０．０５）；试验第１４、２８、
３５和４９天，接种 ＰＲＲＳ弱毒苗条件下，与饲粮添加 ＮＲＣ对照水平苏氨酸和色氨酸相比，饲粮添
加试验水平苏氨酸和色氨酸提高了生长猪血浆 ＩＬ１β（试验第１４天除外）、ＩＦＮγ（试验第４９天
除外）含量，降低了血浆 ＩＬ１０含量，但差异均不显著（Ｐ＞０．０５）。接种 ＰＲＲＳ弱毒苗生长猪肺
组织中 ＴＬＲ１～ＴＬＲ７、ＴＬＲ９、ＴＬＲ１０ｍＲＮＡ相对表达量显著高于注射 ＰＢＳ生长猪（Ｐ＜０．０５）；接
种 ＰＲＲＳ弱毒苗条件下，与饲粮添加 ＮＲＣ对照水平苏氨酸和色氨酸相比，饲粮添加试验水平苏
氨酸和色氨酸显著提高了生长猪肺组织中 ＴＬＲ１～ＴＬＲ３、ＴＬＲ７、ＴＬＲ８、ＴＬＲ１０ｍＲＮＡ相对表达量
（Ｐ＜０．０５），显著降低了 ＴＬＲ４、ＴＬＲ６、ＴＬＲ９ｍＲＮＡ相对表达量（Ｐ＜０．０５）。由结果分析可知，
饲粮中添加苏氨酸和色氨酸可上调 ＴＬＲ３、ＴＬＲ７、ＴＬＲ８ｍＲＮＡ相对表达量，表明 ＰＲＲＳ弱毒苗可
能激活了 ＴＬＲ３、ＴＬＲ７、ＴＬＲ８信号通路，进而提高血清免疫球蛋白含量，促进炎症细胞因子产
生，最终强化获得性免疫。
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征（ＰＲＲＳ）是危害养猪业的严重传染病之一。大
规模接种 ＰＲＲＳ弱毒苗是控制 ＰＲＲＳ急性爆发的
有效办法［１］。营养是提高猪免疫力的物质基础，

通过营养手段增强猪的抗病力是提高猪群健康水

平的重要途径。研究发现，苏氨酸是免疫球蛋白

的主要组成成分［２］，生长猪对苏氨酸需要量较

高［３］，缺乏苏氨酸会抑制免疫球蛋白产生，进而影

响免疫功能，添加苏氨酸可增加动物免疫球蛋白

含量［４］；而色氨酸作为动物体内唯一与血清白蛋

白结合的氨基酸，在机体免疫过程中也显示出重

要作用。然而，苏氨酸、色氨酸能否在接种 ＰＲＲＳ
弱毒苗条件下影响机体免疫状况，有待深入研究。

因此，本试验考察在饲粮中添加不同水平苏氨酸、

色氨酸对接种 ＰＲＲＳ弱毒苗的生长猪体液免疫和
肺组织中免疫相关基因 Ｔｏｌｌ样受体 １～１０
（ＴＬＲ１～ＴＬＲ１０）ｍＲＮＡ相对表达量的影响，探讨
苏氨酸、色氨酸影响 ＰＲＲＳ疫苗阳性猪群免疫功能
的可能机制，为苏氨酸、色氨酸在 ＰＲＲＳ疫苗阳性
猪群中的合理利用提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　试验动物与设计
　　选择品种相同、日龄相近的１６头平均体重为
（２９．１１±４．４１）ｋｇ的健康去势生长猪［经 ＰＲＲＳ
病毒抗体酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）试剂盒检测
后血清均为阴性］，按体重相近原则随机分为４个
处理，每个处理４个重复，每个重复１头猪。采用
２×２两因子试验设计，设２个苏氨酸和色氨酸添
加水平，按比例分别为赖氨酸∶苏氨酸∶色氨酸 ＝
１００∶６４∶１８（ＮＲＣ对照水平）和赖氨酸∶苏氨酸∶色氨
酸 ＝１００∶８０∶２６（试验水平）；２个氨基酸添加水平
下按免疫处理情况分为注射磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）
和接种 ＰＲＲＳ弱毒苗。预试期 ３周。正试期处理
１和２饲喂赖氨酸∶苏氨酸∶色氨酸 ＝１００∶６４∶１８的
饲粮，处理 ３和 ４饲喂赖氨酸∶苏氨酸∶色氨酸 ＝
１００∶８０∶２６的饲粮，在正式试验开始当天（试验第０
天）处理１和３肌肉注射２ｍＬＰＢＳ，处理２和４肌
肉注射２ｍＬＰＲＲＳ弱毒苗（一免）。试验第３５天
各处理分别再次肌肉注射 ２ｍＬＰＢＳ或 ＰＲＲＳ弱
毒苗（二免）。试验期４９ｄ。
１．２　试验饲粮
　　试验采用玉米 －豆粕型饲粮，除苏氨酸、色氨
酸外，其他营养成分每天摄入量相同，参照 ＮＲＣ

（１９９８）生长猪营养需要推荐量配制。饲粮组成及
营养水平见表１。
１．３　样品采集与测定
１．３．１　血样采集与测定
　　采集试验第 １４、２８、３５、４９天的血液，一部分
收集于普通离心管中，４℃离心（３０００ｒ／ｍｉｎ，
１５ｍｉｎ），收集血清；一部分收集于含肝素钠的离
心管中，４℃离心（３０００ｒ／ｍｉｎ，１５ｍｉｎ），收集血
浆，－２０℃保存待测。血清中免疫球蛋白 Ｇ
（ＩｇＧ）含量采用免疫散射比浊法测定；血浆中白细
胞介素 －１β（ＩＬ１β）、白细胞介素 －１０（ＩＬ１０）、干
扰素 －γ（ＩＦＮγ）含量采用 ＥＬＩＳＡ测定。
１．３．２　肺组织样采集与测定
１．３．２．１　肺组织样采集
　　试验第４９天上午采血后，电击放血屠宰所有
生长猪，迅速打开腹腔，取出肺组织，称重并记录，

样品液氮速冻，－７０℃保存待测。
１．３．２．２　总 ＲＮＡ的提取和 ｃＤＮＡ的合成
　　肺组织总ＲＮＡ按Ｔｒｉｚｏｌ法提取。利用琼脂糖
凝胶电泳和核酸蛋白检测仪检测 ＲＮＡ的质量和
浓度。用无 ＲＮａｓｅ的 ＤＮａｓｅⅠ处理总 ＲＮＡ，以消
除总 ＲＮＡ中痕量 ＤＮＡ的污染。采用１０μＬ反转
录反应体系：总 ＲＮＡ，４μＬ；５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ

Ｂｕｆｆｅｒ，２μＬ；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴＥｎｚｙｍｅＭｉｘⅠ，
０．５μＬ；ＯｌｉｇｏｄＴＰｒｉｍｅｒ（５０μｍｏｌ／Ｌ），０．５μＬ；
Ｒａｎｄｏｍ６ｍｅｒｓ（１００μｍｏｌ／Ｌ），０．５μＬ；ＲＮａｓｅＦｒｅｅ
ｄＨ２Ｏ，２．５μＬ。反转录反应参数：３７℃，１５ｍｉｎ；
８５℃，５ｓ。反应结束后立即进行实时荧光定量
ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）反应或 －２０℃保存备用。
１．３．２．３　ＲＴｑＰＣＲ反应
　　采用 １２．５μＬ反应体系：ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ
ＴａｑＴＭ（２×），６．２５μＬ；上游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ），
０．２５μＬ；下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ），０．２５μＬ；第一
链 ｃＤＮＡ，１μＬ；ｄｄＨ２Ｏ，４．７５μＬ。利用 ＮＣＢＩ在
线资源、Ｐｒｉｍｅｒ５．０与 Ｏｌｉｇｏ６．０进行引物设计，由
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成，引物序列见表 ２。反应程序
如下：９５℃预变性１ｍｉｎ，９５℃变性５ｓ，６０℃退火
３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，４０个循环。以 β－肌动蛋白
（βａｃｔｉｎ）为内参基因，采用双标准曲线法测定目
的基因 ＴＬＲ１～ＴＬＲ１０ｍＲＮＡ相对表达量（Ｆ），按
如下公式计算：

Ｆ＝（待测样品目的基因浓度／待测样品
内参基因浓度）／（对照样品目的基因浓度／

对照样品内参基因浓度）。
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表１　饲粮组成及营养水平（风干基础）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄｎｕｔｒｉｅｎｔｌｅｖｅｌｓｏｆｄｉｅｔｓ（ａｉｒｄｒｙｂａｓｉｓ） ％

项目

Ｉｔｅｍｓ

苏氨酸和色氨酸添加水平（赖氨酸∶苏氨酸∶色氨酸）
ＴｈｒａｎｄＴｒｐｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｌｌｅｖｅｌｓ（Ｌｙｓ∶Ｔｈｒ∶Ｔｒｐ）

１００∶６４∶１８ １００∶８０∶２６

原料 Ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ
玉米 Ｃｏｒｎ ６９．８２５３ ６９．５７９９
豆粕 Ｓｏｙｂｅａｎｍｅａｌ ２３．４０００ ２３．４０００
鱼粉 Ｆｉｓｈｍｅａｌ ２．００００ ２．００００
豆油 Ｓｏｙｂｅａｎｏｉｌ ２．５０００ ２．５０００
胆碱 Ｃｈｏｌｉｎｅ ０．１０００ ０．１０００
维生素预混料 Ｖｉｔａｍｉｎｐｒｅｍｉｘ１） ０．０５００ ０．０５００
矿物质预混料 Ｍｉｎｅｒａｌｐｒｅｍｉｘ２） ０．３０００ ０．３０００
磷酸氢钙 ＣａＨＰＯ４ ０．５５００ ０．５５００
碳酸钙 ＣａＣＯ３ ０．７５００ ０．７５００
食盐 ＮａＣｌ ０．３５００ ０．３５００
赖氨酸 Ｌｙｓ ０．１７００ ０．１７００
苏氨酸 Ｔｈｒ ０．００４７ ０．１６８５
色氨酸 Ｔｒｐ ０．０８１６
合计 Ｔｏｔａｌ １００．００００ １００．００００
营养水平 Ｎｕｔｒｉｅｎｔｌｅｖｅｌｓ３）

消化能 ＤＥ／（ＭＪ／ｋｇ） １４．２３ １４．２３
粗蛋白质 ＣＰ １７．００ １７．００
赖氨酸 Ｌｙｓ １．００ １．００
苏氨酸 Ｔｈｒ ０．６４ ０．８０
色氨酸 Ｔｒｐ ０．１８ ０．２６
钙 Ｃａ ０．６０ ０．６０
磷 Ｐ ０．５０ ０．５０

　　１）维生素预混料为每千克饲粮提供 Ｔｈｅｖｉｔａｍｉｎｐｒｅｍｉｘｐｒｏｖｉｄｅｄｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｐｅｒｋｇｏｆｄｉｅｔｓ：ＶＡ１３５００ＩＵ，ＶＤ
３０００ＩＵ，ＶＥ３６ＩＵ，ＶＫ３３ｍｇ，ＶＢ１３ｍｇ，ＶＢ２７．５ｍｇ，ＶＢ６６ｍｇ，ＶＢ１２０．０３ｍｇ，生物素 ｂｉｏｔｉｎ０．１５ｍｇ，叶酸 ｆｏｌｉｃａｃｉｄ
１．５ｍｇ，烟酸 ｎｉｃｏｔｉｎｉｃａｃｉｄ３４．５ｍｇ，Ｄ－泛酸 Ｄｐａｎｔｏｔｈｅｎｉｃａｃｉｄ１５ｍｇ。
　　２）矿物质预混料为每千克饲粮提供 Ｔｈｅｍｉｎｅｒａｌｐｒｅｍｉｘｐｒｏｖｉｄｅｄｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｐｅｒｋｇｏｆｄｉｅｔｓ：Ｆｅ（ａｓｆｅｒｒｏｕｓｓｕｌｆａｔｅ）
１００ｍｇ，Ｃｕ（ａｓｃｏｐｐｅｒｓｕｌｆａｔｅ）１０ｍｇ，Ｚｎ（ａｓｚｉｎｃｓｕｌｆａｔｅ）１００ｍｇ，Ｍｎ（ａｓｍａｎｇａｎｅｓｅｓｕｌｆａｔｅ）２０ｍｇ，Ｉ（ａｓｐｏｔａｓｓｉｕｍｉｏｄｉｄｅ）
０．３ｍｇ，Ｓｅ（ａｓｓｏｄｉｕｍｓｅｌｅｎｉｔｅ）０．３ｍｇ。

　　３）营养水平均为计算值。Ｎｕｔｒｉｅｎｔｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅｃａｌｃｕｌａｔｅｄｖａｌｕｅｓ．

１．４　数据处理与分析
　　采用 Ｅｘｃｅｌ２００７进行数据处理，采用 ＳＰＳＳ
１３．０统计软件进行方差分析，并用 Ｄｕｎｃａｎ氏法进
行多重比较检验。结果用平均值 ±标准差表示，
Ｐ＜０．０５表示差异显著。

２　结果与分析
２．１　饲粮添加苏氨酸和色氨酸对生长猪血清 ＩｇＧ
含量的影响

　　由表 ３可知，注射 ＰＢＳ条件下，与饲粮添加
ＮＲＣ对照水平苏氨酸和色氨酸相比，在试验第
１４、２８天，饲粮添加试验水平苏氨酸和色氨酸显著
提高了生长猪血清 ＩｇＧ含量（Ｐ＜０．０５）；在试验第
３５、４９天，血清 ＩｇＧ含量有所提高，但差异不显著
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（Ｐ＞０．０５）。接种 ＰＲＲＳ弱毒苗条件下，与饲粮添
加 ＮＲＣ对照水平苏氨酸和色氨酸相比，在试验第
１４、２８、４９天，饲粮添加试验水平苏氨酸和色氨酸

有提高生长猪血清 ＩｇＧ含量的趋势，但差异不显
著（Ｐ＞０．０５）；在试验第３５天，血清 ＩｇＧ含量显著
提高（Ｐ＜０．０５）。

表２　ＲＴｑＰＣＲ引物序列
Ｔａｂｌｅ２　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｆｏｒＲＴｑＰＣＲ

基因

Ｇｅｎｅｓ
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′—３′）
扩增片断大小

Ｓｉｚｅｏｆａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔ／ｂｐ
登录号

ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．

Ｔｏｌｌ样受体１ＴＬＲ１
上游：ＣＡＡＧＡＧＴＴＴＧＧＣＡＧＴＡＴＧＴＴ
下游：ＣＣＣＧＴＡＡＧＡＧＴＣＴＣＣＴＡＡＧＡ

１３２ ＡＢ０８６３７６

Ｔｏｌｌ样受体２ＴＬＲ２
上游：ＡＣＴＴＣＴＣＣＣＡＴＴＴＣＣＧＴＣＴＣ
下游：ＧＣＣＡＣＴＣＣＡＧＧＴＡＧＧＴＣＴＴ

１４１ ＧＵ１３８０２８

Ｔｏｌｌ样受体３ＴＬＲ３
上游：ＴＣＣＡＡＣＴＡＡＣＡＡＡＣＣＡＧＧＣ
下游：ＡＣＡＴＣＣＴＴＣＣＡＣＣＡＴＣＴ

２３３ ＡＢ１１１９３９

Ｔｏｌｌ样受体４ＴＬＲ４
上游：ＡＡＧＧＴＴＡＴＴＧＴＣＧＴＧＧＴＧＴ
下游：ＣＴＧＣＴＧＡＧＡＡＧＧＣＧＡＴＡＣ

１７９ ＡＢ１８８３０１

Ｔｏｌｌ样受体５ＴＬＲ５
上游：ＧＣＣＡＡＣＴＴＣＡＴＣＣＡＣＴＴＡＴＣ
下游：ＣＧＴＧＣＣＴＣＴＧＧＴＴＡＣＡＡＴ

１３０ ＦＪ７５４２１７

Ｔｏｌｌ样受体６ＴＬＲ６
上游：ＡＴＧＧＣＡＣＡＧＣＧＡＡＣＴＴＡＴＴ
下游：ＡＴＣＡＴＣＣＴＣＴＴＣＡＧＣＧＡＣＴＡ

１１７ ＡＢ０８５７４６

Ｔｏｌｌ样受体７ＴＬＲ７
上游：ＴＧＣＴＴＴＣＣＡＧＴＴＧＣＧＡＣＡＴＣ
下游：ＣＡＧＡＣＡＡＧＣＣＡＣＡＣＡＧＣＧＴＣ

１５３ ＥＦ５８３９０１

Ｔｏｌｌ样受体８ＴＬＲ８
上游：ＣＧＣＴＡＣＣＴＧＡＣＣＧＣＡＣＴＴＣ
下游：ＣＡＧＡＧＧＣＧＡＴＴＴＣＧＴＣＣＡＴＣ

１３９ ＡＢ２５８４５２

Ｔｏｌｌ样受体９ＴＬＲ９
上游：ＣＣＴＧＧＣＣＡＡＧＣＡＧＴＴＡＧＡＡＧ
下游：ＡＧＧＡＡＧＣＣＣＡＣＧＡＡＧＧＴＣ

１５６ ＡＹ８５９７２８

Ｔｏｌｌ样受体１０ＴＬＲ１０
上游：ＴＧＣＣＡＣＴＡＴＧＡＡＣＴＣＴＡＣＴＴ
下游：ＣＡＡＣＡＴＴＴＡＣＧＣＣＴＡＴＣＣ

１０８ ＡＢ２１９５６５

β－肌动蛋白 βａｃｔｉｎ
上游：ＡＣＣＡＣＴＧＧＣＡＴＴＧＴＣＡ
下游：ＣＴＣＣＴＧＣＴＣＧＡＡＧＴＣＣ

２３７ Ｕ０７７８６

表３　饲粮添加苏氨酸和色氨酸对生长猪血清ＩｇＧ含量的影响
Ｔａｂｌｅ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｅｔａｒｙＴｈｒａｎｄＴｒｐｏｎｓｅｒｕｍＩｇＧｃｏｎｔｅｎｔｏｆｇｒｏｗｉｎｇｐｉｇｓ ｇ／Ｌ

时间

Ｔｉｍｅ

苏氨酸和色氨酸添加水平（赖氨酸∶苏氨酸∶色氨酸）
ＴｈｒａｎｄＴｒｐｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｌｌｅｖｅｌｓ（Ｌｙｓ∶Ｔｈｒ∶Ｔｒｐ）

１００∶６４∶１８

磷酸盐缓冲液

ＰＢＳ
ＰＲＲＳ弱毒苗

ＰＲＲＳｍｏｄｉｆｉｅｄｌｉｖｅｖｉｒｕｓｖａｃｃｉｎｅ

１００∶８０∶２６

磷酸盐缓冲液

ＰＢＳ
ＰＲＲＳ弱毒苗

ＰＲＲＳｍｏｄｉｆｉｅｄｌｉｖｅｖｉｒｕｓｖａｃｃｉｎｅ

第１４天 Ｄａｙ１４ ０．３７３±０．００５ｂ ０．３９２±０．００３ａ ０．３９８±０．００８ａ ０．４１３±０．０１４ａ

第２８天 Ｄａｙ２８ ０．３８１±０．０２４ｂ ０．４０４±０．００８ａｂ ０．４２１±０．００５ａ ０．４２７±０．００７ａ

第３５天 Ｄａｙ３５ ０．４０１±０．０１８ｂ ０．４１６±０．００６ｂ ０．４２３±０．０１２ａｂ ０．４５０±０．０３０ａ

第４９天 Ｄａｙ４９ ０．４２７±０．０１５ａ ０．４０６±０．００８ｂ ０．４３９±０．００９ａ ０．４１６±０．００２ｂ

　　同行数据肩标无字母或相同字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５），不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。下表同。
　　Ｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗ，ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｎｏｌｅｔｔｅｒｏｒｔｈｅｓａｍｅｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞０．０５），ｗｈｉｌｅｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ．
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２．２　饲粮添加苏氨酸和色氨酸对生长猪肺
组织中ＴＬＲ１～ＴＬＲ１０ｍＲＮＡ相对表达量的影响
　　由表４可知，饲粮添加 ＮＲＣ对照水平苏氨酸
和色氨酸条件下，接种 ＰＲＲＳ弱毒苗的生长猪肺组
织中 ＴＬＲ１～ＴＬＲ７、ＴＬＲ９、ＴＬＲ１０ｍＲＮＡ相对表达
量显著高于注射 ＰＢＳ的生长猪（Ｐ＜０．０５）；饲粮
添加试验水平苏氨酸和色氨酸条件下，接种 ＰＲＲＳ
弱毒苗的生长猪肺组织中 ＴＬＲ１～ＴＬＲ８、ＴＬＲ１０

ｍＲＮＡ相对表达量显著高于注射 ＰＢＳ的生长猪
（Ｐ＜０．０５）。接种 ＰＲＲＳ弱毒苗条件下，与饲粮添
加 ＮＲＣ对照水平苏氨酸和色氨酸相比，饲粮添加
试验水平苏氨酸和色氨酸显著提高了生长猪肺组

织中 ＴＬＲ１～ＴＬＲ３、ＴＬＲ７、ＴＬＲ８、ＴＬＲ１０ｍＲＮＡ相
对表达量（Ｐ＜０．０５），显著降低了 ＴＬＲ４、ＴＬＲ６、
ＴＬＲ９ｍＲＮＡ相对表达量（Ｐ＜０．０５）。

表４　饲粮添加苏氨酸和色氨酸对生长猪肺组织中ＴＬＲ１～ＴＬＲ１０ｍＲＮＡ相对表达量的影响
Ｔａｂｌｅ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｅｔａｒｙＴｈｒａｎｄＴｒｐｏｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＴＬＲ１ｔｏＴＬＲ１０ｉｎｌｕｎｇｓｏｆｇｒｏｗｉｎｇｐｉｇｓ

项目

Ｉｔｅｍｓ

苏氨酸和色氨酸添加水平（赖氨酸∶苏氨酸∶色氨酸）
ＴｈｒａｎｄＴｒｐｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｌｌｅｖｅｌｓ（Ｌｙｓ∶Ｔｈｒ∶Ｔｒｐ）

１００∶６４∶１８

磷酸盐缓冲液

ＰＢＳ

ＰＲＲＳ弱毒苗
ＰＲＲＳｍｏｄｉｆｉｅｄｌｉｖｅ
ｖｉｒｕｓｖａｃｃｉｎｅ

１００∶８０∶２６

磷酸盐缓冲液

ＰＢＳ

ＰＲＲＳ弱毒苗
ＰＲＲＳｍｏｄｉｆｉｅｄｌｉｖｅ
ｖｉｒｕｓｖａｃｃｉｎｅ

Ｔｏｌｌ样受体１ＴＬＲ１ １．００±０．１４ｃ ２．６７±０．９０ｂ １．２８±０．１２ｃ ４．５０±０．７７ａ

Ｔｏｌｌ样受体２ＴＬＲ２ １．００±０．７３ｃ ４．０７±０．３４ｂ ２．５５±０．８１ｂｃ ６．４５±１．２１ａ

Ｔｏｌｌ样受体３ＴＬＲ３ １．００±０．４６ｃ ２．５４±０．６２ｂ １．７１±０．０２ｃ ４．５３±０．４２ａ

Ｔｏｌｌ样受体４ＴＬＲ４ １．００±０．３７ｄ ６．１７±０．１２ａ ２．４９±０．３４ｃ ３．４３±０．７２ｂ

Ｔｏｌｌ样受体５ＴＬＲ５ １．００±０．２０ｃ １．５４±０．１４ａｂ １．２８±０．０４ｂ １．８０±０．１０ａ

Ｔｏｌｌ样受体６ＴＬＲ６ １．００±０．０９ｄ ２．６０±０．０４ａ １．２４±０．０８ｃ ２．４０±０．０４ｂ

Ｔｏｌｌ样受体７ＴＬＲ７ １．００±０．２４ｄ ２．０６±０．２８ｂ １．５８±０．１８ｃ ２．７２±０．２２ａ

Ｔｏｌｌ样受体８ＴＬＲ８ １．００±０．１９ｂ ２．６３±０．１１ｂ １．４８±０．２５ｂ ４．９２±１．８０ａ

Ｔｏｌｌ样受体９ＴＬＲ９ １．００±０．１２ｂ １．６６±０．４０ａ ０．３３±０．０６ｃ ０．６４±０．１４ｂｃ

Ｔｏｌｌ样受体１０ＴＬＲ１０ １．００±０．２２ｃ ５．０７±０．３８ｂ ３．９５±０．４４ｂ ６．５３±１．０９ａ

２．３　饲粮添加苏氨酸和色氨酸对生长猪血浆
免疫相关细胞因子含量的影响

　　由表５可知，饲粮添加 ＮＲＣ对照水平和试验
水平苏氨酸和色氨酸条件下，试验第１４、２８和３５
天，接种 ＰＲＲＳ弱毒苗的生长猪血浆 ＩＦＮγ、ＩＬ１０、
ＩＬ１β含量均显著高于注射 ＰＢＳ的生长猪（Ｐ＜
０．０５）；试验第４９天，接种 ＰＲＲＳ弱毒苗的生长猪
血浆 ＩＦＮ－γ、ＩＬ１０、ＩＬ１β含量均与注射 ＰＢＳ的
生长猪无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。接种 ＰＲＲＳ弱
毒苗条件下，与饲粮添加 ＮＲＣ对照水平苏氨酸和
色氨酸相比，在试验第１４、２８、３５和４９天，饲粮添
加试验水平苏氨酸和色氨酸提高了生长猪血浆

ＩＬ１β（试验第１４天除外）、ＩＦＮγ（试验第４９天除
外）的含量，降低了血浆 ＩＬ１０的含量，但差异均不
显著（Ｐ＞０．０５）。

３　讨　论
３．１　饲粮添加苏氨酸和色氨酸对生长猪血清 ＩｇＧ
含量的影响

　　本研究发现，与饲粮添加 ＮＲＣ对照水平苏氨
酸和色氨酸相比，饲粮添加试验水平苏氨酸和色

氨酸均可提高血清 ＩｇＧ含量，这与 Ｌｉ等［５］研究结

果一致。ＩｇＧ含量是反映动物特异性免疫功能的
主要指标，也是动物重要的体液免疫因子，故添加

苏氨酸和色氨酸可能会因提高体液免疫功能而增

强疫苗对机体免疫保护。研究显示，苏氨酸和色

氨酸在免疫过程中有着重要作用。Ｗａｎｇ等［４］报

道，提高饲粮中苏氨酸添加水平有助于迅速提高

生长猪 ＩｇＧ含量，且抗体水平随饲粮苏氨酸添加
水平升高而升高；进一步研究，色氨酸代谢对机体

的免疫功能也有重要影响［６］。苏氨酸和色氨酸能
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提高机体的 ＩｇＧ含量，其原因可能是苏氨酸作为
维持血清 ＩｇＧ含量的第一限性氨基酸［２］，在维持

需要的基础上添加一定量的苏氨酸能促进 ＩｇＧ的

合成；色氨酸分解代谢能影响 Ｔ细胞功能［７］，Ｔ细
胞的分化和代谢产物对于 Ｂ细胞的成熟有重要作
用，进而影响 Ｂ细胞分泌 ＩｇＧ的能力。

表５　饲粮添加苏氨酸和色氨酸对生长猪血浆免疫相关细胞因子含量的影响
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项目

Ｉｔｅｍｓ

苏氨酸和色氨酸添加水平（赖氨酸∶苏氨酸∶色氨酸）
ＴｈｒａｎｄＴｒｐｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｌｌｅｖｅｌｓ（Ｌｙｓ∶Ｔｈｒ∶Ｔｒｐ）

１００∶６４∶１８

磷酸盐缓冲液

ＰＢＳ

ＰＲＲＳ弱毒苗
ＰＲＲＳｍｏｄｉｆｉｅｄｌｉｖｅ
ｖｉｒｕｓｖａｃｃｉｎｅ

１００∶８０∶２６

磷酸盐缓冲液

ＰＢＳ

ＰＲＲＳ弱毒苗
ＰＲＲＳｍｏｄｉｆｉｅｄｌｉｖｅ
ｖｉｒｕｓｖａｃｃｉｎｅ

干扰素－γＩＦＮγ
第１４天 Ｄａｙ１４ ７７．０１±１１．６２ｂ １８２．７７±１０．８６ａ ７６．７１±１０．０６ｂ ２５６．９１±３１．３７ａ

第２８天 Ｄａｙ２８ ８３．８８±５．３２ｂ １６６．６１±３７．１２ａ ７３．６８±３．９０ｂ ２１０．４３±２９．１９ａ

第３５天 Ｄａｙ３５ ７２．７７±１．５１ｂ ３０７．７２±６４．６７ａ ７２．９７±５．７７ｂ ３２６．７１±６０．３６ａ

第４９天 Ｄａｙ４９ ７４．３８±４．６７ ７９．０３±１．７８ ８１．９６±７．４８ ７６．４０±２．２６
白细胞介素－１０ＩＬ１０
第１４天 Ｄａｙ１４ ６９．３４±１．５１ｂ ２１１．８７±５１．９３３ａ ６３．７９±５．３３ｂ １６１．４６±４．０７ａ

第２８天 Ｄａｙ２８ ６７．５３±２．５６ｂ ２０１．６７±３８．０７ａ ６７．０２±２．０３ｂ １８５．５０±２２．６３ａ

第３５天 Ｄａｙ３５ ６９．３４±０．９０ｂ ３８３．３８±７７．５２ａ ６９．４４±７．９４ｂ ２０７．０２±３７．６５ａ

第４９天 Ｄａｙ４９ ８３．４８±８．３２ ６８．８４±４．４７ ６５．８１±２．９８ ６３．０８±３．７５
白细胞介素－１βＩＬ１β
第１４天 Ｄａｙ１４ ８３．３１±４．９１ｂ １９４．９３±３０．５８ａ ７９．７９±４．１９ｂ １７１．５０±４．０９ａ

第２８天 Ｄａｙ２８ ９１．９８±８．４０ｂ ２１５．６０±４８．７１ａ １０６．９３±１４．７７ｂ ２２０．２７±４２．８９ａ

第３５天 Ｄａｙ３５ ８７．９８±４．２０ｂ ３００．１７±６１．７３ａ ８３．３１±５．２９ｂ ３３３．９８±７８．８５ａ

第４９天 Ｄａｙ４９ ８０．１７±４．７７ ８１．２２±５．８４ ９７．４１±４．３８ ８８．４６±１２．３０

３．２　饲粮添加苏氨酸和色氨酸对生长猪肺
组织中ＴＬＲ１～ＴＬＲ１０ｍＲＮＡ相对表达量的影响
　　本研究发现，与注射 ＰＢＳ相比，接种 ＰＲＲＳ弱
毒苗能上调生长猪肺组织中 ＴＬＲ１～ＴＬＲ１０ｍＲＮＡ
相对表达量。据报道，繁殖与呼吸综合征病毒

（ＰＲＲＳＶ）作为阳性单链 ＲＮＡ病毒，首先感染肺巨
噬细胞，进而造成机体的免疫力下降和病毒的持

续感染［８－９］。进一步研究发现，ＰＲＲＳＶ感染与
ＴＬＲｓ有关［１０］，ＰＲＲＳＶ能激活肺巨噬细胞 ＴＬＲｓ信
号途径［１１－１２］。Ｓａｎｇ等［１２］研究报道，ＰＲＲＳＶ感染
导致肺巨噬细胞的 ＴＬＲ３表达量上升；Ｌｉｕ等［１３］研

究显示，ＰＲＲＳＶ感染导致肺支气管淋巴结的
ＴＬＲ２～ＴＬＲ４、ＴＬＲ７、ＴＬＲ８表达量上升；Ｍｉｇｕｅｌ
等［１４］研究也表明，感染 ＰＲＲＳＶ的生长猪其脑组织
中 ＴＬＲ３、ＴＬＲ４、ＴＬＲ７表达量也显著升高。ＴＬＲｓ
是连接先天性免疫与适应性免疫的桥梁，不同的

ＴＬＲｓ可识别不同种类的病原体相关分子模式

（ＰＡＭＰｓ）［１５］。一般认为 ＴＬＲ３、ＴＬＲ７、ＴＬＲ８主要
特异地针对病毒成分［１６］。ＴＬＲ７、ＴＬＲ８参与单链
ＲＮＡ（ｓｓＲＮＡ）病毒的识别［１７］，ＰＲＲＳＶ作为一种有
囊膜的单股正链小 ＲＮＡ病毒，可直接激活 ＴＬＲ７、
ＴＬＲ８相关信号途径［１５］；ＴＬＲ３可特异性地识别双
链 ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）［１８］，接种 ＰＲＲＳ弱毒苗导致
ＴＬＲ３表达量显著升高，表明进入机体的 ＰＲＲＳＶ
可能启动了 ｄｓＲＮＡ的合成。而以识别细菌成分为
主的 ＴＬＲ１、ＴＬＲ２、ＴＬＲ４～ＴＬＲ６和 ＴＬＲ９［１６］，在接
种 ＰＲＲＳ弱毒苗后，其表达量均显著上调，表明接
种 ＰＲＲＳ弱毒苗可能增加了机体对细菌的易感性，
进而导致与识别细菌成分相关的 ＴＬＲｓ基因显著
表达。

　　本研究显示，与饲粮添加 ＮＲＣ对照水平苏氨
酸和色氨酸相比，饲粮添加试验水平苏氨酸和色

氨酸可显著提高接种 ＰＲＲＳ弱毒苗生长猪肺组织
中 ＴＬＲ３、ＴＬＲ７、ＴＬＲ８ｍＲＮＡ相对表达量，表明饲
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粮添加苏氨酸和色氨酸可进一步强化 ＰＲＲＳ弱毒
苗引起的获得性免疫。ＴＬＲ３、ＴＬＲ７、ＴＬＲ８可识别
ＰＲＲＳＶ，进而启动先天性免疫，诱导 Ｔ、Ｂ淋巴细胞
分化，最终强化获得性免疫［１９］。研究发现，ＴＬＲ２
能够识别多种细菌的脂肽［２０］，与 ＴＬＲ１、ＴＬＲ６以
异二聚体形式发挥作用；ＴＬＲ４是参与细菌脂多糖
信号转导的主要受体［２１］；ＴＬＲ９在识别细菌非甲
基化 ＤＮＡ的过程中起着关键作用［２２］。而接种

ＰＲＲＳ弱毒苗条件下，与饲粮中添加 ＮＲＣ对照水
平苏氨酸和色氨酸相比，饲粮添加试验水平的苏

氨酸和色氨酸显著降低了生长猪肺组织中 ＴＬＲ４、
ＴＬＲ６、ＴＬＲ９ｍＲＮＡ相对表达量，显著升高了
ＴＬＲ１、ＴＬＲ２ｍＲＮＡ相对表达量，表明饲粮添加苏
氨酸和色氨酸是否有利于降低机体对细菌的易感

性还不能确定，需要做进一步的研究。

３．３　饲粮添加苏氨酸和色氨酸对生长猪血浆
免疫相关细胞因子含量的影响

　　本研究结果表明，接种 ＰＲＲＳ弱毒苗有提高血
浆中 ＩＦＮγ、ＩＬ１０和 ＩＬ１β含量的趋势，这与 Ｄｉａｚ
等［２３］研究结果一致。ＩＦＮγ是抗病毒应答的关键
细胞因子，研究报道，ＰＲＲＳＶ感染的猪肺组织中
ＩＦＮγ的表达上升［２４］。ＩＬ１β是促进炎症反应的
重要因子，在获得性免疫应答中有重要作用。研

究发现，ＰＲＲＳＶ感染早期，支气管肺泡灌洗液中的
白细胞介素 －１（ＩＬ１）含量显著提高［２５］。ＩＬ１０被
认为是体内最重要的 Ｔｈ２型抗炎细胞因子，猪感
染 ＰＲＲＳＶ后，其外周血单核细胞和支气管肺泡灌
洗液中 ＩＬ１０ｍＲＮＡ相对表达量显著上升［２６－２７］。

Ｃｈａｕｎｇ等［２８］研究也表明，ＰＲＲＳＶ感染可显著增
强肺巨噬细胞 ＩＬ１０的释放。
　　本研究发现，与饲粮添加 ＮＲＣ对照水平苏氨
酸和色氨酸相比，饲粮添加试验水平苏氨酸和色

氨酸有提高接种 ＰＲＲＳ弱毒苗生长猪血浆 ＩＦＮγ、
ＩＬ１β含量，降低 ＩＬ１０含量的趋势。ＩＦＮγ通过
阻滞或干扰病毒复制以抵抗病毒感染，在 Ｔ、Ｂ淋
巴细胞的活化过程起重要作用，ＩＦＮγ表达上升利
于机体清除病毒［２４］；Ｍｅｉｅｒ等［２９］研究显示，ＩＦＮγ
可抑制病毒 ＲＮＡ的合成来阻止 ＰＲＲＳＶ的复制。
ＩＬ１β可激活核转录因子 －κＢ（ＮＦκＢ），促进多种
细胞因子、黏附分子及急性期蛋白的产生，进而影

响机体免疫功能。ＩＬ１０则与 ＩＦＮγ、ＩＬ１β有相反
的免疫效应，ＩＬ１０可下调主要组织相容性复合体
（ＭＨＣ）的表达，抑制 Ｔｈ１型细胞因子的分泌，削弱

机体抗病毒的细胞免疫功能，抑制抗原呈递和免

疫反应［３０］。由此可见，饲粮添加苏氨酸和色氨酸

可促进 ＰＲＲＳ弱毒苗引起的适应性免疫反应。
３．４　ＴＬＲｓ基因表达与免疫相关细胞因子的关系
　　细菌或病毒激活 ＴＬＲｓ信号通路进而释放相
关细胞因子，最终引起适应性免疫反应；而细胞因

子作为体内调节的关键性因子，在 ＴＬＲｓ基因表达
中起重要的调控作用。本研究中 ＴＬＲｓ基因表达
与 Ｔｈ１型细胞因子（ＩＦＮγ、ＩＬ１β）的规律一致，这
提示 ＴＬＲｓ基因表达与 Ｔｈ１型细胞因子的浓度可
能存在一定的关系。定量 ＰＣＲ测定显示，ＩＦＮγ、
ＩＬ１β可促进相关 ＴＬＲｓ基因表达［３１］；Ｎａｇａｓｅ
等［３２］发现 ＩＦＮγ可以显著上调嗜酸性粒细胞相关
ＴＬＲｓ基因表达。ＴＬＲｓ激活可导致自然杀伤
（ＮＫ）细胞快速释放高水平的 ＩＦＮγ等 Ｔｈ１型细
胞因子。相对地，本研究中 ＴＬＲｓ基因表达与 Ｔｈ２
型细胞因子（ＩＬ１０）则表现出相反的规律，这提示
在调控 Ｔｈ１／Ｔｈ２型细胞因子的过程中，接种 ＰＲＲＳ
弱毒苗后的 ＴＬＲｓ更倾向于激活 Ｔｈ１型细胞因子
的表达，抑制 Ｔｈ２型细胞因子的表达。Ｔｈ１型细胞
因子参与炎症反应的发生，Ｔｈ２型细胞因子能促进
ＩｇＧ的分泌，两者互相抑制；Ｓｃｈｎａｒｅ等［３３］研究发

现，ＴＬＲｓ介导的免疫反应更倾向于引起 Ｔｈ１型反
应，而不是 Ｔｈ２型。因此，饲粮添加苏氨酸和色氨
酸引起的血清 ＩｇＧ含量上升的机制需进一步
研究。

４　结　论
　　生长猪在接种 ＰＲＲＳ弱毒苗的条件下，饲粮中
添加苏氨酸和色氨酸可上调 ＴＬＲ３、ＴＬＲ７、ＴＬＲ８
ｍＲＮＡ相对表达量，表明接种 ＰＲＲＳ弱毒苗可能
激活了 ＴＬＲ３、ＴＬＲ７、ＴＬＲ８信号通路，进而提高血
清免疫球蛋白含量，促进炎症细胞因子产生，最终

强化获得性免疫。
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