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对断奶仔猪淋巴细胞转化和细胞内信号分子的影响

!!

深海鱼油富含
>4-

多不饱和脂肪酸!尤其是

'()

和
*+)

&许多动物疾病模型和人类临床试验

已证明鱼油具有重要的免疫调节作用和抗炎作

用)

!

"

3

*

&鱼油的免疫调节作用主要是通过
'()

和

*+)

实现的)

-

!

5

*

&目前!有关鱼油对免疫功能调节

作用的研究主要集中于实验动物和人上!而在畜禽

方面的研究鲜见报道!有关其免疫调节机理尤其是

对免疫细胞信号转导过程的影响也未见报道&本试

验运用体外淋巴细胞培养模型!研究
'()

或
*+)

对断奶仔猪淋巴细胞功能的影响!并从细胞信号转

导角度探讨其作用机制!为鱼油在畜牧生产中的应

用奠定基础&

&

!

材料与方法

&H&

!

主要试剂

!!

'()

'

*+)

'

+8

E

8S

'刀豆蛋白
)

"

.@>)

#'四甲

基偶氮唑盐 "

V77

#'

'L7)

'佛波醇酯"

(V)

#'牛

血清白蛋白'抽提缓冲液"含
"$::@9

(

H7B;S4+.9

'

$#, ::@9

(

H '*7)

'

$#, ::@9

(

H 'L7)

'

$#,

::@9

(

H 7B;G@> X4!$$

'

",

#

U

(

:H

抑肽 酶 和
",

#

U

(

:H

亮肽素#均为
1;

U

:/

产品%

Y(VI4!3&$

培养

基为
+

<

C9@>8

产品%钙离子荧光指示剂"

O=B/4"

(

)V

#为
6;@G;=:

公司产品%淋巴细胞分层液为中国

医学科学院天津血液研究所产品%小牛血清为联星

生物技术有限公司产品%台盼蓝'十二烷基硫酸钠

"

1*1

#'

LB8;SS

试剂"含
!Z

对氨基苯磺酸'

$#!Z N4

!4

萘乙二胺盐酸盐'

"#,Z

磷酸#'

7B;G@>X4!$$

均为

国产试剂&

!!

C)V(

'

CLV(

试剂盒为上海中医药大学同位

素研究室产品%蛋白激酶
.

"

([.

#'蛋白激酶
)

"

([)

#试剂盒为
'R/9

E

Q/6;@9@

U

;C/9S

!

I>C#J1)

产

品%荧光分光光度计为日本
+;

E

/CQ;

产品&

&H!

!

淋巴细胞分离

!!

淋巴细胞来源于
"2D

断奶仔猪!体重
5#,W

U

!

健康状况良好&从仔猪前腔静脉用肝素抗凝真空管

采血&取
!$:H

离心管加淋巴细胞分层液
&:H

!

然后沿管壁缓缓叠加
":H

血!

",$$B

(

:;>

离心
-$

:;>

!取中间白细胞部分!用
-

"

,

倍体积无
./

"0

'

V

U

"0

+/>W

+

S

液洗
-

次!每次
"$$$B

(

:;>

离心
!$

:;>

&然后将细胞悬浮于
Y(VI4!3&$

完全培养液!

用台盼蓝染色!计数活细胞数"

$

%,Z

#!调整细胞浓

度为
"\!$

3

(

:H

&

&H$

!

淋巴细胞转化率的测定

!!

将细胞悬液加入
%3

孔培养板中!加入不同浓度

的
'()

或
*+)

"

$

'

"$

'

&$

'

3$

'

2$

'

!$$

#

U

(

:H

!然后

用
Y(VI4!3&$

完全培养液将每孔调整到
"$$

#

H

&

置
,Z.M

"

!

-5]

培养箱中培养
"&Q

后!加入
.@>)

"终浓度为
!3

#

U

(

:H

#!继续培养
&2Q

&培养结束

前
3Q

!每孔加入
!$ :H V77

"初始浓度为
,

:

U

(

:H

#!继续培养&培养结束后!每孔加入
!$$

#

H

!$Z1*14$#$&:H

(

H+.9

溶液!继续培养
"Q

!使

紫色结晶完全溶解!用酶联免疫检测仪测定
M*

,5$

值&

&HI

!

一氧化氮的测定

!!

将细胞悬液加入
%3

孔培养板中!然后加入不同

浓度 的
'()

或
*+)

"

$

'

"$

'

&$

'

3$

'

2$

'

!$$

#

U

(

:H

#!培养体系体积为每孔
"$$

#

H

&培养
"&Q

后!加入
.@>)

"终浓度为
!3

#

U

(

:H

#!置
,Z .M

"

!

-5]

继续培养
"&Q

后测定上清液中
NM

含量&即

取
!$$

#

H

上清液加入等体积
LB8;SS

试剂!室温反

应
"$:;>

!在酶联免疫仪上测定
M*

,,$

值&同时制

作标准曲线&

&H(

!

环腺苷酸和环鸟苷酸的测定

!!

将细胞悬液加入到
&2

孔细胞培养板!然后加入

不同浓度的
'()

或
*+)

"

$

'

"$

'

&$

'

3$

'

2$

'

!$$

#

U

(

:H

#!培养体系体积为每孔
,$$

#

H

&培养
"&Q

后!加入
.@>)

"终浓度为
!3

#

U

(

:H

#!继续培养
"$

:;>

后!置冰浴中超声处理
"$:;>

!

-$$$B

(

:;>

离

心
!,:;>

!上清液在
5$

"

5,]

水浴蒸干!测定时干

渣溶于适量的醋酸缓冲液"

E

+&#,

#中&

C)V(

'

CLV(

用相应的试剂盒测定&

&H'

!

细胞钙的测定

!!

细胞钙测定采用钙离子荧光指示剂
O=B/4"

(

)V

法!用
O4&,$$

荧光分光光度计测定&

O=B/4"

(

)V

负载$用含
./

"0

'

V

U

"0

+/>WS

液悬浮细胞!细

胞悬液"

!\!$

3

(

:H

#于
-5]

预温
!$:;>

后!加入

O=B/4"

(

)V

"终浓度为
!

#

:@9

(

H

#!

-5]

恒温振荡

&,:;>

!用含
./

"0

'

V

U

"0

+/>WS

液
"$$$B

(

:;>

离

心
!$:;>

洗涤
-

次!再悬浮于等体积含
$#!Z

牛血

清白蛋白的含
./

"0

'

V

U

"0

+/>WS

液中&将
!:H

细

胞悬液置于石英杯中!石英杯底置一小的磁力搅拌

器!用
O4&,$$

荧光分光光度计扫描测定&测定条

件$狭缝宽度均为
!$>:

!激发波长为
-&$>:

和

-2$>:

!发射波长为
,!$>:

&测定时细胞悬液温度

保持在
-5]

!磁力搅拌器保持搅拌&依次测定静息

时'加入不同浓度
'()

或
*+)

"

$

'

"$

'

&$

'

2$

!3$!
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#后的荧光强度及最大"加入终浓度为
$#!Z

的
7B;G@>4X4!$$

时#和最小"加入终浓度为
,::@9

(

H

的
'L7)

时#的荧光强度&根据下列公式计算出细

胞游离
./

"0浓度$

!!

)

./

"0

*

;

^[

D

"

Y_Y

:;>

#("

Y

:/R

_Y

#

\

"

O

:;>

(

O

:/R

#

!!

式中!

[

D

^""&>:@9

(

H

%

Y

等于
-&$>:

的荧光

强度与
-2$>:

的荧光强度的比值!其中
Y

:/R

和
Y

:;>

为测得的最大和最小的荧光比值%

O

:/R

和
O

:;>

分别为

最大和最小荧光强度!即在细胞外液钙离子浓度大

于
! ::@9

(

H

情况下分别加入终浓度为
$#!Z

7B;G@>X4!$$

和
,::@9

(

H'L7)

"

E

+

$

2#,

#后所

测得的
-2$>:

的荧光强度&

&H#

!

*FJ

和
*F+

活性的测定

!!

将细胞悬液加入到
3

孔细胞培养板!然后加入

不同浓度的
'()

或
*+)

"

$

'

&$

'

2$

#

U

(

:H

#!培养

"&Q

后!加入
(V)

"终浓度为
"$$>:@9

(

H

#!继续培

养
-$:;>

&用
(61

"

E

+5#&

#洗细胞
"

次!完全倾去

洗液!然后用
,$$

#

H

的抽提缓冲液重悬细胞!冰浴

超声粉碎
,

次!每次
!$S

!间隔时间为
!$S

!冰浴
-$

:;>

!

"$$$B

(

:;>

离心
":;>

!收集上清液!用
([.

和
([)

试剂盒测定
([.

和
([)

的活性&

&H%

!

数据统计

!!

数据用
1(113#$

的
LHV

程序进行单因素方

差分析和邓肯氏多重比较&以
.

#

$#$,

为显著性

标准&

./

"0的动力学曲线采用
V;CB@C/9MB;

U

;>3#$

"

V;CB@C/9S@?GA/B8

!

I>C# M>8Y@=>DQ@=S8(9/̀/

!

N@BGQ/:

E

G@>

!

V)$!$3$J1)

#制作&

!

!

结果与分析

!H&

!

)*+

和
,-+

对淋巴细胞转化率的影响

!!

'()

和
*+)

对外周血淋巴细胞转化率的影

响见图
!

&

'()

和
*+)

剂量依赖性地抑制仔猪外

周血淋巴细胞转化率"

.

#

$#$,

#&当
'()

和

*+)

浓度达到
"$

#

U

(

:H

时对淋巴细胞转化的抑

制达到显著水平"

.

#

$#$,

#&

!H!

!

)*+

和
,-+

对细胞信号分子的影响

!!

'()

和
*+)

对外周血淋巴细胞
NM

'

C)V(

和
CLV(

产生以及
C)V(

(

CLV(

比例的影响见图

"

'

-

'

&

和
,

&

'()

和
*+)

剂量依赖性地刺激外周

血淋巴细胞
NM

'

C)V(

和
CLV(

的产生"

.

#

$#$$!

#&当
'()

和
*+)

的浓度分别达到
3$

和
2$

#

U

(

:H

时对
NM

和
C)V(

的刺激作用达到显著水

数据表示为平均数
a

标准差
b

/

"

8

b

同一线上数据点肩

标无相同字母表示差异显著"

.

#

$#$,

#%下图同
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E

B8SS8D/SC&$)D-EF

/

"

8

bc;GQ;>/9;>8

!

:8/>SGQ/GD@>@GQ/T8/C@::@>S=

E

8BSCB;

E

G@BS=F4

SCB;

E

GD;??8B

"

.

#

$#$,

#

b7Q8S/:8;>GQ8?@99@A;>

U

?;

U

=B8S

图
&

!

)*+

和
,-+

对仔猪外周血淋巴细胞转化率的

影响

K=

A

H&

!

)../01C2.)*+345,-+24

9

/;=

9

:/;3<E<225

<

7

8

9

:20

7

1/

9

;2<=./;31=24=4G/34<=4

A9

=

A

C

平"

.

#

$#$,

#&当
'()

和
*+)

的浓度达到
3$

#

U

(

:H

时对
CLV(

的刺激作用达到显著水平"

.

#

$#$,

#&当
'()

和
*+)

的浓度达到
2$

和
!$$

#

U

(

:H

时对
C)V(

(

CLV(

的比例的提高达到显著

水平"

.

#

$#$,

#&

图
!

!

)*+

和
,-+

对仔猪外周血淋巴细胞
LM

产生

的影响

K=

A

H!

!

)../01C2.)*+345,-+24LM

9

;25?01=242.

9

/;=

9

:/;3<E<225<

7

8

9

:20

7

1/C=4G/34<=4

A9

=

A

C

!!

'()

和
*+)

对仔猪外周血淋巴细胞
./

"0浓

度的动力学曲线的影响结果见图
3

&当淋巴细胞悬

"3$!
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'()

和
*+)

对断奶仔猪淋巴细胞转化和细胞内信号分子的影响

图
$

!

)*+

和
,-+

对仔猪外周血淋巴细胞
0+B*

产

生的影响

K=

A

H$

!

)../01C2.)*+345,-+240+B*

9

;25?01=24

2.

9

/;=

9

:/;3<E<225<

7

8

9

:20

7

1/C=4G/34<=4

A

9

=

A

C

图
I

!

)*+

和
,-+

对仔猪外周血淋巴细胞
0NB*

产

生的影响

K=

A

HI

!

)../01C2.)*+345,-+240NB*

9

;25?01=24

2.

9

/;=

9

:/;3<E<225<

7

8

9

:20

7

1/C=4G/34<=4

A

9

=

A

C

液中分别加入不同浓度的
'()

和
*+)

"

"$

'

&$

和

2$

#

U

(

:H

#时!细胞内)

./

"0

*

;

都出现瞬间上升!其

上升幅度有明显的剂量依赖关系!随后以相对低的

速度下降!最后回到基础水平&

!!

'()

和
*+)

对外周血淋巴细胞
([.

活性的

影响结果见表
!

和
"

&

'()

和
*+)

对
([.

活性

产生剂量依赖性的抑制作用"

.

#

$#$,

#&当
'()

和
*+)

浓度分别达到
&$

和
2$

#

U

(

:H

时!对
([.

的活性的抑制作用达到显著水平"

.

#

$#$,

#&

'()

和
*+)

对
([)

活性无影响"

.

$

$#$,

#&

图
(

!

)*+

和
,-+

对仔猪外周血淋巴细胞
0+B*

$

0NB*

比值的影响

K=

A

H(

!

)../01C2.)*+345,-+240+B*

$

0NB*;3O

1=22.

9

/;=

9

:/;3<E<225<

7

8

9

:20

7

1/C=4G/34<=4

A

9

=

A

C

'()

和
*+)

对细胞内)

./

"0

*

;

的影响呈现出非常相

似的动力学曲线!本试验只列出
'()

对)

./

"0

*

;

影响

的动力学曲线!作为两种脂肪酸的代表&

./

"0的动力

学曲线采用
V;CB@C/9MB;

U

;>3#$

"

V;CB@C/9S@?GA/B8

!

I>C# M>8 Y@=>DQ@=S8 (9/̀/

!

N@BGQ/:

E

G@>

!

V)

$!$3$J1)

#制作

'()/>D*+)SQ@A8D/T8B

<

S;:;9/B8??8CG

!

S@@>9

<

GQ88??8CG@?'()@>

)

./

"0

*

;

;S

E

B8S8>G8D/SB8

E

B84

S8>G/G;T8@?'()/>D*+)#7Q8C=BT8@?

)

./

"0

*

;

A/S

:/D8F

<

=S;>

U

V;CB@C/9MB;

U

;>3#$

"

V;CB@C/9S@?G4

A/B8

!

I>C# M>8 Y@=>DQ@=S8(9/̀/

!

N@BGQ/:

E

G@>

!

V)$!$3$J1)

#

图
'

!

)*+

和
,-+

对仔猪外周血淋巴细胞内%

J3

!P

&

=

的动力学曲线的影响

K=

A

H'

!

)../01C2.)*+345,-+241:/Q=4/1=0C2.=4O

1;30/<<?<3;

%

J3

!P

&

=

=4

9

/;=

9

:/;3<E<225<

7

8O

9

:20

7

1/C=4G/34<=4

A9

=

A

C

$

!

讨
!

论
$H&

!

)*+

和
,-+

对淋巴细胞转化率的影响

-3$!



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
-2

卷
!

表
&

!

)*+

和
,-+

对仔猪外周血淋巴细胞蛋白激酶
J

活性的影响

R3E</&

!

)../01C2.)*+345,-+24

9

;21/=4Q=43C/J301=S=1

7

2.

9

/;=

9

:/;3<E<225<

7

8

9

:20

7

1/C=4G/34<=4

A9

=

A

C

蛋白激酶
.

活性("

E

:@9

-"

(

(

!$

5 细胞#

([./CG;T;G

<

'()

和
*+)

浓度("

#

U

(

:H

#

'()/>D*+)C@>C8>GB/G;@>

$ &$ 2$

-3G

.

值

.T/9=8

'()

2b$5

/

,b22

F

&b!"

C

$b2" $b$$!

*+)

2b$5

/

3b$2

/F

,b!!

F

$b%, $b$"!

/

"

C

b

同一行数据肩标无相同字母表示差异显著"

.

#

$#$,

#%下表同

/_C

bc;GQ;>/9;>8

!

:8/>SGQ/GD@>@GQ/T8/C@::@>S=

E

8BSCB;

E

GD;??8B

"

.

#

$#$,

#%

7Q8S/:8;>GQ8?@99@A;>

U

G/F98

表
!

!

)*+

和
,-+

对仔猪外周血淋巴细胞蛋白激酶
+

活性的影响

R3E</!

!

)../01C2.)*+345,-+24

9

;21/=4Q=43C/+301=S=1

7

2.

9

/;=

9

:/;3<E<225<

7

8

9

:20

7

1/C=4G/34<=4

A9

=

A

C

蛋白激酶
)

活性("

E

:@9

-"

(

(

!$

5 细胞#

([)/CG;T;G

<

'()

和
*+)

浓度("

#

U

(

:H

#

'()/>D*+)C@>C8>GB/G;@>

$ &$ 2$

-3G

.

值

.T/9=8

'() 5b"3 3b!2 5b$$ !b!% $b,",

*+) 5b"3 3b-2 3b!& !b", $b,"&

!!

淋巴细胞转化率是评价细胞免疫功能的一个重

要指标!

'()

和
*+)

对淋巴细胞转化率的影响在

实验动物和人上已有许多报道&绝大多数研究表

明!

'()

和
*+)

在体内和体外均抑制淋巴细胞的

转化)

!

"

3

*

!这与本试验的结果一致&

$H!

!

)*+

和
,-+

对细胞内信号分子的影响

!!

NM

是具有广泛生物活性的信息分子!在免疫

调节中起重要作用$"

!

#

NM

是
V

$

的效应分子&

NM

由
V

$

产生!能杀灭微生物和肿瘤细胞!因此能

增强机体非特异性免疫功能!并且介导
V

$

的吞噬

作用%"

"

#

NM

抑制
74

淋巴细胞增殖)

2

*

%"

-

#

NM

抑制

细胞因子分泌)

%

*

&本试验中!

'()

和
*+)

抑制仔

猪外周血淋巴细胞转化!同时刺激
NM

的产生!因此

'()

和
*+)

可能是通过促进
NM

产生而抑制淋

巴细胞转化&

!!

C)V(

(

CLV(

是细胞内最早发现的第二信使

系统!对细胞功能具有重要调节作用&一般认为

C)V(

水平升高会抑制淋巴细胞的活化!而大多数

报道认为!

CLV(

引起的生物效应常与
C)V(

相

反!当
CLV(

含量增加时!促进细胞内核酸和组蛋

白的合成!提高细胞的增殖水平!促进细胞的分裂&

二者合适的比例对维持淋巴细胞功能具有重要作

用&本试验中!

'()

和
*+)

抑制仔猪外周血淋巴

细胞转化!同时促进
C)V(

和
CLV(

的产生!提高

C)V(

(

CLV(

的比例!故
'()

和
*+)

可能是通过

促进
C)V(

的产生或提高
C)V(

(

CLV(

的比例而

抑制淋巴细胞转化&

!!

NM

是鸟苷酸环化酶的强激活剂!

NM

不但可使

自身细胞内的
CLV(

浓度升高!而且使临近细胞内

CLV(

浓度升高!因此
NM

能通过
CLV(

信息系统

发挥免疫调节作用)

!$

*

&与此相似!在本试验中!

'()

和
*+)

同时刺激
NM

和
CLV(

的产生!因

此!

'()

和
*+)

可能是通过刺激
NM

的产生而促

进
CLV(

的生成&由于大多数报道认为
CLV(

能

促进淋巴细胞增殖!因此!我们很难从
CLV(

角度

解释
'()

和
*+)

抑制淋巴细胞增殖的原因&但

O;SCQ8B

等)

!!

*报道!将人
74

细胞与
NM

供体或

CLV(

类似物共同孵育!能激活
CLV(

依赖蛋白激

酶!抑制
IH4"

释放和细胞增殖!而对缺乏
CLV(

依

赖蛋白激酶的
7

细胞!即使高浓度的
CLV(

也没有

抑制作用!因此
NM4CLV(4CLV(

依赖蛋白激酶信

息传递途径对
7

细胞活化具有负调控作用&在本

试验中!

'()

和
*+)

可能是通过
NM4CLV(4

CLV(

依赖蛋白激酶信息传递途径抑制淋巴细胞增

殖&然而!由于我们没有测定
CLV(

依赖蛋白激酶

的活性!故该推测有待验证&

!!

细胞内游离钙离子是一种重要的第二信使!对

细胞免疫功能起重要的调节作用&本试验中!

'()

和
*+)

使)

./

"0

*

;

瞬时升高!由于)

./

"0

*

;

升高可促

进淋巴细胞活化!因此不能从细胞内游离
./

"0的角

度解释
'()

和
*+)

对淋巴细胞增殖产生的抑制

作用&但由于)

./

"0

*

;

升高是短暂的早期事件!在

&3$!
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'()

和
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对断奶仔猪淋巴细胞转化和细胞内信号分子的影响

!$

"

!,:;>

后即回到基础水平)

!"

*

!而
74

淋巴细胞

分化和增殖是晚期事件)

!-

*

&因此本试验中)

./

"0

*

;

瞬时上升可能并未导致淋巴细胞增殖&

!!

([.

是一种磷脂依赖性丝氨酸(苏氨酸蛋白激

酶&目前发现!

([.

家族至少有
!"

种同工型!同时

存在钙依赖性和非钙依赖性
([.

的传导途径)

!&

*

&

总的来说!

([.

是一种促有丝分裂信号&

./

"0依赖

性
([.

的激活依赖于
./

"0信号!细胞内
./

"0浓度

的上升可激活
([.

!而非
./

"0依赖性
([.

则不依

赖于
./

"0信号)

!&

*

&在本试验中!

'()

和
*+)

使

)

./

"0

*

;

瞬时升高!而使
([.

活性下降!可能是
([.

主要为非钙依赖性所致&

([.

激活既是淋巴细胞

激活的早期事件也是晚期事件)

!-

*

!可直接导致淋巴

细胞增殖)

!,

*

&

*8>

<

S

等发现
'()

和
*+)

显著降

低
d=BW/G74

细胞
(V)

诱导的
([.

的活性)

!3

*

&与

此相似!本试验中!

'()

和
*+)

抑制了
([.

的活

性!这可解释为
'()

和
*+)

对淋巴细胞增殖具有

抑制作用&

!!

与
([.

的作用相反!

([)

是一种抑制有丝分

裂的信号!

C)V(

可通过激活
([)

而抑制细胞增

殖&本试验中!

'()

和
*+)

促进
C)V(

的产生!

而对
([)

活性无影响!因此可能
C)V(

(

([)

系统

具有不同步性!对此还需进一步深入研究&

I

!

小
!

结

!!

'()

和
*+)

可能通过促进淋巴细胞
NM

'

C)V(

的产生!提高
C)V(

(

CLV(

比例和抑制

([.

的活性而抑制淋巴细胞转化&
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