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维生素 Ｄ３对丝毛乌鸡组织白细胞介素 ２和
白细胞介素 １８基因相对表达量的影响
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摘　要：本试验旨在研究维生素 Ｄ３对丝毛乌鸡组织白细胞介素 ２（ＩＬ２）和白细胞介素 １８
（ＩＬ１８）基因相对表达量的影响。试验选用１２０只丝毛乌鸡，随机分为５个处理，每个处理４个
重复，每个重复６只鸡。对照处理饲喂基础饲粮，各试验处理分别饲喂在基础饲粮中添加８００、
１６００、３２００和６４００ＩＵ／ｋｇ维生素 Ｄ３的试验饲粮。常规笼养６周。采集胸腺、十二指肠、空
肠、回肠、盲肠和法氏囊，检测 ＩＬ２和 ＩＬ１８基因相对表达量。结果表明：６４００ＩＵ／ｋｇ的维生素
Ｄ３上调了 ＩＬ２基因在十二指肠、法氏囊和盲肠组织中的相对表达量，而未见其在胸腺、空肠和
回肠组织中的相对表达量上调；６４００ＩＵ／ｋｇ的维生素 Ｄ３上调了 ＩＬ１８基因在丝毛乌鸡胸腺、回
肠、盲肠和法氏囊组织中的相对表达量。结果提示，饲粮维生素 Ｄ３添加水平与丝毛乌鸡体内
ＩＬ２和 ＩＬ１８基因相对表达量相关，但作用存在组织差异。
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　　维生素 Ｄ３经肝脏、肾脏代谢后的主要活性形
式为１，２５－二羟维生素Ｄ３［１，２５（ＯＨ）２Ｄ３］，有重

要生理活性［１］。研究表明，１，２５（ＯＨ）２Ｄ３不仅参
与钙、磷代谢和骨质钙化，还参与调节细胞的生长

分化等过程，对机体的非钙调效应十分广泛，如调

节免疫［２－４］。研究显示，抗原呈递细胞（ＡＰＣｓ）和
激活的淋巴细胞均能合成维生素 Ｄ受体（ｖｉｔａｍｉｎ
Ｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＶＤＲ），１，２５（ＯＨ）２Ｄ３通过 ＶＤＲ的介
导，作用于树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌ，ＤＣ）和 Ｔ细
胞，抑制致病性效应 Ｔ细胞，诱导调节性 Ｔ细胞和
细胞因子产生，从而调控机体的免疫反应［２，５］。近

年来，维生素 Ｄ３调控免疫功能的作用已成为国外
低分子药物研究的热点之一，但其研究多集中于

体外试验，且国内对维生素 Ｄ３的研究报道甚

少［４，６－７］。为此，本试验旨在考察维生素 Ｄ３对丝
毛乌鸡组织细胞因子白细胞介素２（ＩＬ２）和白细

胞介素１８（ＩＬ１８）基因相对表达量的影响，以期为
生产应用积累资料。

１　材料与方法
１．１　试验动物与试验设计［６］

　　试验选用 １２０只丝毛乌鸡，随机分为 ５个处
理，每个处理４个重复，每个重复６只鸡。对照处
理饲喂基础饲粮，各试验处理分别饲喂在基础饲

粮中添加０、８００、１６００、３２００和６４００ＩＵ／ｋｇ维生
素 Ｄ３的试验饲粮。常规笼养 ６周。每个处理选
择接近该处理平均体重、健康的乌鸡４只，脱臼致
死，剖腹，采集胸腺、十二指肠、空肠、回肠、盲肠和

法氏囊各１～２ｇ，用剪刀剪成５０～１００ｍｇ大小的
组织块，用焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）水配制成的生理
盐水洗去表面血液，放入２ｍＬ冻存管，标记，液氮
速冻，－７０℃冰箱保存。从杀鸡到组织样品投入
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液氮速冻，整个过程在２０ｍｉｎ内完成。
１．２　引物的设计与合成
　　根据 ＧｅｎＢａｎｋ中鸡的 β－肌动蛋白（内参基
因）、ＩＬ２和 ＩＬ１８基因序列，利用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ

５．０软件设计引物，引物序列及参数见表 １，通过
ＮＣＢＩ中 Ｂｌａｓｔ功能，初步检测引物的特异性。引
物由大连宝生物工程有限公司合成。

表１　引物序列及参数
Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

基因

Ｇｅｎｅｓ
序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′—３′）
ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．
产物大小

Ｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅ／ｂｐ

β－肌动蛋白
βａｃｔｉｎ

上游 Ｆｏｒｗａｒｄ：ＴＣＡＣＣＡＡＣＴＧＧＧＡＴＧＡＴＡＴＧＧＡ
下游 Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＴＴＧＧＣＴＴＴＧＧＧＧＴＴＣＡＧＧ

ＮＭ＿２０５５１８ １１８

白细胞介素２
ＩＬ２

上游 Ｆｏｒｗａｒｄ：ＡＣＡＣＣＧＧＡＡＧＴＧＡＡＴＧＣＡＡＧ
下游 Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＣＡＡＡＧＴＴＧＧＴＣＡＧＴＴＣＡＴＧＧＡＧＡ

ＮＭ＿２０４１５３ ８１

白细胞介素１８
ＩＬ１８

上游 Ｆｏｒｗａｒｄ：ＴＣＡＧＣＧＴＣＣＡＧＧＴＡＧＡＡＧＡＴＡＡＧＡ
下游 Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＣＡＣＣＡＧＧＡＡＴＧＴＣＴＴＴＧＧＧＡＡＣ

ＮＭ＿２０４６０８ １０８

１．３　ｃＤＮＡ的获得、荧光定量 ＰＣＲ
　　采集的组织样品 ｃＤＮＡ的获得、ＩＬ２和 ＩＬ１８
基因的荧光定量 ＰＣＲ均采用文献［６］的方法
进行。

１．４　数据处理
　　数据处理亦采用文献［６］的方法进行。基因
相对表达量用２－ΔΔＣｔ法表示。

２　结　果
２．１　胸腺组织 ＩＬ２和 ＩＬ１８基因相对表达量
　　由图１可见，随着饲粮维生素 Ｄ３添加水平的
提高，ＩＬ２基 因 的 相 对 表 达 量 先 升 高，在
１６００ＩＵ／ｋｇ时达峰值，随后有所下降，６４００ＩＵ／ｋｇ
再略有升高。随着饲粮维生素 Ｄ３添加水平的提
高，ＩＬ１８基因的相对表达量的变化幅度较大，在
６４００ＩＵ／ｋｇ时达峰值。

图１　维生素Ｄ３对丝毛乌鸡胸腺的组织ＩＬ２和
ＩＬ１８基因相对表达量的影响

Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｖｉｔａｍｉｎＤ３ｏｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ２ａｎｄＩＬ１８ｇｅｎｅｓｉｎｔｈｙｍｉｃ

ｔｉｓｓｕｅｏｆＳｉｌｋｙｆｏｗｌｓ

２．２　肠道组织中 ＩＬ２和 ＩＬ１８基因相对表达量
　　由图２可见，随着饲粮维生素 Ｄ３添加水平的
提高，ＩＬ２和 ＩＬ１８基因在丝毛乌鸡十二指肠组织
中的相对表达量均呈现在８００～３２００ＩＵ／ｋｇ时逐
渐下降，在６４００ＩＵ／ｋｇ再次升高，但是达峰值的
饲粮维生素 Ｄ３添加水平不同，ＩＬ２基因相对表达
量出现在６４００ＩＵ／ｋｇ，ＩＬ１８基因相对表达量出现
在３２００ＩＵ／ｋｇ。

图２　维生素Ｄ３对丝毛乌鸡十二指肠的组织ＩＬ２和
ＩＬ１８基因相对表达量的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｖｉｔａｍｉｎＤ３ｏｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ２ａｎｄＩＬ１８ｇｅｎｅｓｉｎｄｕｏｄｅｎａｌ

ｔｉｓｓｕｅｏｆＳｉｌｋｙｆｏｗｌｓ

　　由图３可见，随着饲粮维生素 Ｄ３添加水平的
提高，ＩＬ２基因在丝毛乌鸡空肠组织中的相对表
达量先升高后降低，ＩＬ１８基因在丝毛乌鸡空肠组
织中的相对表达量则呈现非添加量依赖性的波

动。ＩＬ２和 ＩＬ１８基因在空肠组织的相对表达量
较低，６４００ＩＵ／ｋｇ的维生素Ｄ３对ＩＬ２和ＩＬ１８基
因在空肠中的相对表达量均不存在上调作用。
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图３　维生素Ｄ３对丝毛乌鸡空肠的组织ＩＬ２和
ＩＬ１８基因相对表达量的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｖｉｔａｍｉｎＤ３ｏｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ２ａｎｄＩＬ１８ｇｅｎｅｓｉｎｊｅｊｕｎａｌ

ｔｉｓｓｕｅｏｆＳｉｌｋｙｆｏｗｌｓ

　　由图４可见，随着饲粮维生素 Ｄ３添加水平的
提高，ＩＬ２基因在丝毛乌鸡回肠组织中的相对表
达量逐渐降低，整体数值均较低。随着饲粮维生

素 Ｄ３添加水平的提高，ＩＬ１８基因相对表达量呈
快速下降趋势，但６４００ＩＵ／ｋｇ时呈高表达态势。

图４　维生素Ｄ３对丝毛乌鸡回肠的组织ＩＬ２和
ＩＬ１８基因相对表达量的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｖｉｔａｍｉｎＤ３ｏｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ２ａｎｄＩＬ１８ｇｅｎｅｓｉｎｉｌｉａｃ

ｔｉｓｓｕｅｏｆＳｉｌｋｙｆｏｗｌｓ

　　由图５可见，ＩＬ２和 ＩＬ１８基因在丝毛乌鸡盲
肠组织中的相对表达量随着饲粮维生素 Ｄ３添加
水平的提高呈逐渐上升态势。６４００ＩＵ／ｋｇ维生素
Ｄ３能够上调 ＩＬ２基因在盲肠组织中的相对表达
量；３２００和６４００ＩＵ／ｋｇ维生素 Ｄ３均能使 ＩＬ１８
基因在盲肠组织中的相对表达量大幅度上调。

２．３　法氏囊组织中 ＩＬ２和 ＩＬ１８基因相对
表达量

　　由图６可见，随着饲粮维生素 Ｄ３添加水平的
提高，ＩＬ２基因在丝毛乌鸡法氏囊组织中的相对
表达量在３２００ＩＵ／ｋｇ时大幅上调，在６４００ＩＵ／ｋｇ
时略有降低；ＩＬ１８基因的相对表达量呈逐渐升高
的趋势。３２００和６４００ＩＵ／ｋｇ维生素 Ｄ３能使 ＩＬ
２基因在法氏囊组织中的相对表达量大幅度上调；

６４００ＩＵ／ｋｇ维生素 Ｄ３能使 ＩＬ１８基因在法氏囊
组织中的相对表达量上调。

图５　维生素Ｄ３对丝毛乌鸡盲肠的组织ＩＬ２和
ＩＬ１８基因相对表达量的影响

Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｖｉｔａｍｉｎＤ３ｏｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ２ａｎｄＩＬ１８ｇｅｎｅｓｉｎｃｅｃａｌ

ｔｉｓｓｕｅｏｆＳｉｌｋｙｆｏｗｌｓ

图６　维生素Ｄ３对丝毛乌鸡法氏囊的组织ＩＬ２和
ＩＬ１８基因相对表达量的影响

Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｖｉｔａｍｉｎＤ３ｏｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ２ａｎｄＩＬ１８ｇｅｎｅｓｉｎｂｕｒｓａｏｆ

ＦａｂｒｉｃｉｕｓｔｉｓｓｕｅｏｆＳｉｌｋｙｆｏｗｌｓ

３　讨　论
　　ＩＬ１８主要由单核巨噬细胞系的细胞分泌，具
有多种生物学功能［８］，除能够诱导辅助性Ｔ细胞１
（Ｔｈ１）、自然杀伤细胞（ＮＫ）、自然杀伤 Ｔ细胞
（ＮＫＴ）产生干扰素 γ（ＩＦＮγ）外，还可诱导诸如
ＩＬ２、肿瘤坏死因子 ａ（ＴＮＦα）等其他多种细胞因
子的产生。另外，鸡 ＩＬ１８可增强 ＮＫ的活性，上
调细胞毒作用，促进 Ｔ细胞增殖，在诱导 Ｔｈ１的分
化成熟过程和 Ｔｈ１为主的细胞免疫反应中具有促
进和调节作用。本试验结果表明，维生素 Ｄ３对丝
毛乌鸡体内细胞因子 ＩＬ２和 ＩＬ１８基因具有调节
作用，但在不同组织中的作用不同；６４００ＩＵ／ｋｇ维
生素 Ｄ３有助于 ＩＬ１８基因在丝毛乌鸡胸腺、回肠、
盲肠和法氏囊组织中的相对表达量的上调。

　　据报道，１，２５（ＯＨ）２Ｄ３可抑制自身反应性 Ｔ
细胞的增殖和活化；减少 Ｔ细胞分泌 ＩＬ１８、ＩＦＮγ
等细胞因子；抑制巨噬细胞产生白细胞介素 １
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（ＩＬ１）、ＴＮＦα、ＩＦＮγ等［８－１０］。ＣＤ４＋ Ｔ细胞中
Ｔｈ１及其分泌的细胞因子 ＩＬ２、肿瘤坏死因子 β
（ＴＮＦβ）和 ＩＦＮγ参与细胞免疫为主的自身免疫
性疾病，Ｔ辅助细胞２（Ｔｈ２）和其分泌的细胞因子
白细胞介素４（ＩＬ４）、白细胞介素５（ＩＬ５）、白细胞
介素１０（ＩＬ１０）和白细胞介素１３（ＩＬ１３）在以抗体
形成 为 主 的 体 液 免 疫 中 起 重 要 作 用［１０］。

１，２５（ＯＨ）２Ｄ３在体内和体外对 Ｔｈ１和 Ｔｈ２的细胞
因子分泌的作用不同，能抑制单核细胞和 Ｂ细胞
分泌 ＩＬ１２，而 ＩＬ１２对 Ｔｈ１的活动和分化有重要
作用。１，２５（ＯＨ）２Ｄ３还能降低 ＩＬ２、ＩＬ１和 ＴＮＦ
α的分泌，并诱导产生 ＩＬ１０和 ＩＬ５。与影响其他
免疫细胞和免疫产物一样，１，２５（ＯＨ）２Ｄ３对细胞
因子的影响有剂量依赖性。１，２５（ＯＨ）２Ｄ３影响细
胞因子分泌的最佳浓度为 １０－７～１０－９ｍｏｌ／Ｌ［１１］。
维生素 Ｄ３能调节不同免疫细胞的细胞因子表达，
且对不同细胞因子的调控不尽一致。本试验结果

表明，维生素 Ｄ３对 ＩＬ２基因的调控与 ＩＬ１８基因
不同；高剂量维生素 Ｄ３有助于 ＩＬ２基因在十二指
肠、法氏囊和盲肠的相对表达量的上调，但对其在

胸腺、空肠和回肠中的表达无上调作用；维生素 Ｄ３
对 ＩＬ２和 ＩＬ１８基因的调控与其添加水平相关，且
对不同组织存在诱导差异。

　　研究证实，１，２５（ＯＨ）２Ｄ３通过细胞因子基因
下游的转录调控该细胞因子，活化 Ｔ细胞核因子
及核因子 κＢ在其中具有重要作用［１１］。ＩＬ２、白细
胞介素３（ＩＬ３）、ＩＬ４、ＴＮＦα和 ＩＦＮγ等细胞因子
基因下游的启动子都具有活化 Ｔ细胞核因子
（ＮＦＡＴ）元件，１，２５（ＯＨ）２Ｄ３与 ＶＤＲ结合，影响
启动子复合物的稳定性，从而抑制基因的转录［１２］。

本试验中维生素 Ｄ３对细胞因子的诱导，可能也通
过相似的调控途径，具体途径有待进一步验证。

　　据报道，１，２５（ＯＨ）２Ｄ３及其类似物能抑制
ＤＣ的成熟，使其处于未成熟状态，且对促使其成
熟的刺激反应钝化，因此不能激活初始 Ｔ细胞，使
免疫反应不能继续［１３］。在免疫应答和产生的免疫

效应中，ＤＣ的成熟起关键作用。研究证实，将低
浓度（１０－１２～１０－８ｍｏｌ／Ｌ）的 １，２５（ＯＨ）２Ｄ３和小
鼠骨髓共同孵育，显著抑制了 ＤＣ表达 ＣＤ４０等表
面标志因子基因，并减少白细胞介素分泌，但不影

响 ＤＣ数 量；较 高 浓 度 下，显 著 抑 制 ＤＣ产
生［１４－１５］。体内研究中，在 ＶＤＲ基因敲除的小鼠
中，可见小鼠的皮下淋巴结明显增生，结内成熟

ＤＣ显著增多，可以认为生理水平的１，２５（ＯＨ）２Ｄ３
抑制 ＤＣ成熟；阻断 １，２５（ＯＨ）２Ｄ３和 ＶＤＲ的结
合，可促进 ＤＣ成熟。本试验中维生素 Ｄ３对细胞
因子基因相对表达量的影响可能也与 ＤＣ细胞的
成熟度相关。

４　结　论
　　①６４００ＩＵ／ｋｇ的维生素Ｄ３上调了ＩＬ２基因
在十二指肠、法氏囊和盲肠组织中的相对表达量，

未见其在胸腺、空肠和回肠组织中的相对表达量

上调。

　　② ６４００ＩＵ／ｋｇ的维生素 Ｄ３上调了 ＩＬ１８基
因在丝毛乌鸡胸腺、回肠、盲肠和法氏囊组织中的

相对表达量。

　　③ 饲粮维生素 Ｄ３添加水平与丝毛乌鸡体内
ＩＬ２和 ＩＬ１８基因相对表达量相关，但作用存在组
织差异。
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