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要!旨在研究革兰阴性菌感染对母兔下丘脑'卵巢和输卵管中
7D\)

以及其下游炎症细胞因子
ED!%

)

'

ED!.

表

达的影响(选取
*.

只健康新西兰白兔!

)

只兔不作处理作为
&C

组&

%.

只兔作为
DK1

组!按
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B

/

U

B

[%体重耳

缘静脉注射脂多糖"

DK1

#!对照组的
%.

只兔注射等量的生理盐水作为对照组!在注射后
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'

%'2

'

*'&

'

.'&

和
%0a&

C

"

)h)

#后收集下丘脑'卵巢和输卵管!采用实时荧光定量
KM\

分析其
7D\)

'

ED!%

)

和
ED!.

的
;\J4

表达水平!以

及采用
:DE14

测定
ED!%

)

和
ED!.

在组织中的浓度(结果显示$下丘脑'卵巢和输卵管中均有
7D\)

的表达!但
DK1

诱导后!

7D\)

转录水平仅在卵巢中显著增加"
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#
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和
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的转录水平在下丘脑'卵巢和输卵管中

均显著增加"
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#!但
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和
ED!.

对
DK1

免疫应激在不同器官存在差异$下丘脑对
DK1

引起的免疫应激反

应快!持续时间长&卵巢和输卵管的免疫应激反应慢!持续时间短(结果表明$
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免疫应激可以上调
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和
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在下丘脑中以及
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和
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在卵巢'输卵管中的表达量(
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及其相关细胞因子表达的影响
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在家兔饲养中!由于革兰阴性菌感染引起的繁

殖障碍!对兔产业发展带来了巨大的影响(脂多糖

"

DK1

#是革兰阴性菌细胞壁的主要组成成分!注射

DK1

可以引起动物机体与革兰阴性菌感染相似的

生理与病理过程,
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7D\)

属于
E

型跨膜受体!其

在先天性免疫和获得性免疫中具有重要作用,
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-

(

7D\)

是革兰阴性菌及其
DK1

识别的主要受体,
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-

!

它介导
DK1

免疫应激!促使肿瘤坏死因子
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"
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#'白介素
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)

"

ED!%

)
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ED!.

和
ED!(

等炎症因子的

产生,
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ED!%

)

能够促进
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'

7

细胞的活化'增殖和分

化!能够增强
J̀

细胞的杀伤活性!刺激单核细胞和

巨噬细胞产生
ED!.

和
7JP!

&

!同时
ED!.

也能负反

馈调节
ED!%

)

(

ED!.

与
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)

通过对细胞的生长和

分化的调节!影响
5

细胞'

7

细胞的细胞免疫功

能,

2!.

-

(生殖系统开口于体表!更易受到感染!一些

研究已证实革兰阴性菌感染导致母畜生殖障

碍,
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-在人类的卵巢'输卵管

以及子宫中检测到了
7D\%

#
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的表达!体外注射

DK1

能够诱导胚胎和子宫角中
ED!%

)

的过表达!从

而导致小鼠子宫的容受性改变致使着床失败,
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!静

脉注射
DK1

能够诱导母鸡输卵管中
7D\)

表达量显

著上调,

%*

-

!静脉注射
DK1

后!女性生殖道中
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表

达量上调,
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(但
DK1

对兔生殖器官及其下丘脑中
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和
ED!.

表达水平的影响尚未见报道(

本试验主要研究革兰阴性菌模式感染物
DK1

对家兔下丘脑'卵巢和输卵管中
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'

ED!%
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和

ED!.

的表达量是否有影响!为深入研究革兰阴性菌

感染引起的繁殖障碍奠定基础(
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材料和方法
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处
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和
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#用速眠新麻醉'放血!然后采集下丘

脑'卵巢和输卵管组织!立即用于
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抽提和总蛋

白提取(

#E!

!

总
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的提取与反转录

根据
\J4$,#K9=,

试剂盒"

7<̀ <\<

公司!大

连#说明书进行组织总
\J4

的提取(用
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琼脂糖

凝胶电泳检测总
\J4

完整性!用核酸%蛋白质浓度

测定仪"
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!

F14

#检测其浓度(

)

"

B

总
\J4

在
0&

"

D

反转录体系"

)

"

D2eKS$;81?S$

V

R

5=AA8S

!

0

"

D

B

6J4:S<,8S

和
%'.

"

B

\J4

!

%

"

D

KS$;81?S$

V

R\7:-b

W

;8H$>

!

%

"

DN9$

B

#"7

"

2&

"

;#9

/

D

[%

#!

)

"

D \<-"#; . ;8S,

"

%&&

"

;#9

/

D

[%

#!加
\J<,8!AS88L

0

N

到
0&

"

D

#中进行

?6J4
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基因序列!设计引物"表
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试程序(所有基因
\8<9!R$;8KM\

扩增效率均通过

标准曲线进行测试(
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和
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和
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度检测(每个标准品和样本测定
0

次(然后根据曲

线计算样本中
ED!%

)

和
ED!.

的浓度!并将所有样品

总蛋白浓度校正到
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结
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-$A$?<-R"$AA8S8-?8

"

A

#

&'&2

#&

L'L

WV

#!

RC<9<;=,

&

N'NX<S

W

&

NX'NX$"=?R'7C8,<;8<,Z89#T

图
!

!

处理后不同时间
-07$A*>)

在下丘脑"输卵管"

卵巢上的相对表达水平

S-

B

E!

!

*+751-,++U

M

4+99-/07+,+7/J-07$A*>)-02

;M

/R

12575AN9

#

/,54

;

506/,-6N=1516-JJ+4+011-A+5J1+4

957-0+/4X@HR-0

b

+=1-/0

0%/



!

.

期 何自标等$脂多糖对母兔下丘脑'卵巢'输卵管中
7D\)

及其相关细胞因子表达的影响

与
&'&C

相比!卵巢中
=BF)

的转录水平在
DK1

注

射后
%0'&C

显著升高"

A

#

&'&2

#!而且也显著高于

对应时间点上的对照组"

A

#

&'&2

#&在输卵管!与

&a&C

相比!

=BF)

的转录水平在
DK1

注射后
%'2C

和
*'&C

显著降低"

A

#

&'&2

#!

.'&C

后略上升!到

%0'&C

后再次显著降低"

A

#

&'&2

#!但
DK1

组和对

照组对应时间点上的
=BF)

转录水平差异不显著

"

A

%

&'&2

#(结果表明$注射生理盐水没有引起下

丘脑'卵巢和输卵管中
=BF)

转录水平的变化&

DK1

对下丘脑和输卵管中
=BF)

的转录没有影响!但能

促进
=BF)

在卵巢中的转录(

!EF

!

X@H

对输卵管"卵巢"下丘脑中
(0R#

!

表达水

平的影响

注射生理盐水或
DK1

不同时间后!下丘脑'卵

巢和输卵管中
>B!%

)

的转录水平见图
*

(在对照组

下丘脑'卵巢和输卵管中
>B!%

)

转录水平随时间无

显著变化"

A

%

&'&2

#(在
DK1

组下丘脑中
>B!%

)

转

录水平!与
&'&C

相比!在注射
DK1

后
%'2

和
*'&C

后分别显著增加了约
0/&

和
%02

倍"

A

#

&'&2

#!到

.'&C

下降!至
%0'&C

后再次显著增加"

A

#

&'&2

#&

在卵巢中!注射
DK1

后
%'2

'

*'&

'

.'&

和
%0'&C

!

>B!

%

)

转录水平显著高于
&'&C

"

A

#

&'&2

#!且增加的倍

数分别约为
0&

'

)(

'

*&

和
3&

!而且在注射后
*'&

'

.'&

和
%0'&C

后!

DK1

组中
>B!%

)

转录水平显著高于对

照组"

A

#

&'&2

#&在输卵管中!注射
DK1.C

后
>B!

%

)

转录水平显著增加!同时显著高于相应时间点的

对照组"

A

#

&'&2

#(结果表明!

DK1

引起了下丘脑'

卵巢和输卵管中
>B!%

)

转录水平的增加!但
*

个器

官对
DK1

免疫应激的反应不一样$下丘脑反应迅

速!卵巢次之!输卵管的免疫应激反应最慢(

注射生理盐水或
DK1

不同时间后!下丘脑'卵

巢和输卵管组织中
>B!%

)

的浓度见图
)

(在对照组

中!

*

个器官中
>B!%

)

浓度在注射前'后均没有显著

变化"

A

%

&'&2

#!在下丘脑'卵巢和输卵管中的浓

度$

2'03j&'.3

'

)'2)j&'3*

和
)'%/j&')2

-

B

/

;D

[%

(下丘脑在注射
DK1

后
%'2

'

*'&

'

.'&

和

%0'&C

!

>B!%

)

浓度显著增加!同时显著高于对应时

间的对照组"

A

#

&'&2

#!注射后
%'2

#

.'&C

缓慢上

升!

.'&

#

%0'&C

缓慢回降!但是注射后
%0'&C

与注

射前相比
>B!%

)

浓度显著增加&

DK1

组的卵巢中!

>B!%

)

浓度从
%'2

#

%0'&C

!经历了增加'降低到恢

复的过程!即在注射后
%'2

和
*'&C

!

>B!%

)

浓度持

续显著增加"

A

#

&'&2

#!然后到
.'&C

显著下降!但

图
F

!

处理后不同时间
(0R#

!

在下丘脑"卵巢"输卵管上

的相对表达水平

S-

B

EF

!

*+751-,++U

M

4+99-/07+,+7/J(0R#

!

-02

;M

/12575AN9

#

/,54

;

506/,-6N=1516-JJ+4+011-A+5J1+4957-0+/4

X@HR-0

b

+=1-/0

仍显著高于
&'&C

"

A

#

&'&2

#&在输卵管中!

DK1

注

射后
%'2

和
.'&C

!

>B!%

)

浓度显著的高于对照组

"

A

#

&'&2

#和注射前"

A

#

&'&2

#!同时注射后
%'2C

显著高于注射后
.'&C

"

A

#

&'&2

#(结果表明$

DK1

同样引起了
ED!%

)

蛋白在下丘脑'卵巢和输卵管中

的表达!而且不同器官中
>B!%

)

的表达或募集能力

存在差异(

!E$

!

X@H

对输卵管"卵巢"下丘脑中
(0R&

的表达水

平的影响

生理盐水或
DK1

注射不同时间后!下丘脑'卵

巢和输卵管中
>B!.

的表达水平见图
2

(对照组中!

下丘脑'卵巢和输卵管中
>B!.

转录水平随时间无显

著变化"

A

%

&'&2

#(输卵管'卵巢'下丘脑在注射

DK1

后
%'2

#

*'&C

!

>B!.

转录水平显著高于
&'&C

"

A

#

&'&2

#!但不同器官对
DK1

免疫应激的反应时

间和持续时间存在差异(在下丘脑中!

DK1

注射

%a2C

后
>B!.

转录水平显著增高并达到峰值"

A

#

&'&2

#!峰值时与
&'&C

相比大约增加了
*2&

倍!然

后显著降低并维持到注射后
%0'&C

!但在
DK1

注射

*%/
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图
$

!

LXR#

!

蛋白在下丘脑"卵巢"输卵管中的浓度

S-

B

E$

!

32+=/0=+01451-/0/JLXR#

!

-02

;M

/12575AN9

#

/,54

;

506/,-6N=1

后的
*'&

#

%0'&C

!

>B!.

的转录水平仍显著高于
&'&

C

和对应时间的对照组"

A

#

&'&2

#&在卵巢中!

DK1

注射后
%'2

#

*'&C

!

>B!.

转录水平持续的显著性升

高"

A

#

&'&2

#!并在
*C

达到峰值!峰值时与
&a&C

相比约增加了
*%2

倍!然后在
.'&

#

%0'&C

显著降

低"

A

#

&'&2

#并恢复到与对照组无显著差异的水平

"

A

%

&'&2

#&在输卵管中!

DK1

注射后
>B!.

的转录

变化趋势与卵巢一致!在注射后
%'2

#

*'&C

持续增

加并达到峰值"

A

#

&'&2

#!峰值时与
&'&C

相比增加

了约
)3&

倍!然后在
.'&

和
%0'&C

显著降低"

A

#

&a&2

#并恢复到与对照组无显著差异的水平"

A

%

&a&2

#(结果表明$

DK1

显著诱导了下丘脑'卵巢和

输卵管中
>B!.

的高表达!在下丘脑中!免疫应激诱导

的
>B!.

转录反应迅速!但增加幅度相对较小!持续时

间较久&而在卵巢和输卵管中!

DK1

免疫应激引起的

>B!.

转录反应缓慢!持续增高后很快降低(

生理盐水或
DK1

注射不同时间后!下丘脑'卵

巢和输卵管组织中
>B!.

的浓度见图
.

(对照组中!

下丘脑""

(2'3&j0%'3/

#

-

B

/

;D

[%

#'卵巢""

30'%*

j%.'2(

#

-

B

/

;D

[%

#和输卵管""

.(')/j%&'02

#

-

B

/

;D

[%

#组织!

>B!.

的浓度随时间无显著变化

"

A

%

&'&2

#(在下丘脑中!

DK1

注射
%0'&C

后!

图
%

!

处理后不同时间
(0R&A*>)

在下丘脑"卵巢"输卵

管上的相对表达水平

S-

B

E%

!

*+751-,++U

M

4+99-/07+,+7/J(0R&A*>)-02

;M

/R

12575AN9

#

/,54

;

506/,-6N=1516-JJ+4+011-A+95J1+4

957-0+/4X@HR-0

b

+=1-/0

>B!.

的浓度""

%2('&3j*2'.&

#

-

B

/

;D

[%

#显著增

加!高于
&'&C

""

%&%'.0j%2'/.

#

-

B

/

;D

[%

#和对

应时间点的对照组""

3)'20j.'&&

#

-

B

/

;D

[%

#&在

卵巢中!

DK1

注射
.'&C

后!

>B!.

的浓度""

%/2'/%

j0)'**

#

-

B

/

;D

[%

#显著增加!并高于
&'&C

""

/.'0%j0&'**

#

-

B

/

;D

[%和对应时间点的对照

组""

(%'(&j('3*

#

-

B

/

;D

[%

#!随后显著降低并恢

复到与对照组相比差异不显著&在输卵管中!

DK1

注射
.'&C

后!

>B!.

的浓度""

%*&'3*j0*'((

#

-

B

/

;D

[%

#显著高于
&'&C

""

3('.2j2'.0

#

-

B

/

;D

[%

#和对应时间点的对照组 ""

./'.%j

%&a&.

#

-

B

/

;D

[%

#!随后显著降低并恢复到与对照

组差异不显著(结果表明!

DK1

同样引起了
ED!.

蛋

白在
*

个器官中的表达或募集(

F

!

讨
!

论

DK1

是革兰阴性菌的细胞壁成分!机体在受到

)%/



!

.

期 何自标等$脂多糖对母兔下丘脑'卵巢'输卵管中
7D\)

及其相关细胞因子表达的影响

图
&

!

LXR&

蛋白在下丘脑"卵巢"输卵管中的浓度

S-

B

E&

!

32+=/0=+01451-/0/JLXR&-02

;M

/12575AN9

#

/,54

;

506/,-6N=1

DK1

刺激后!会产生炎症反应!引起下游炎症细胞

因子
ED!%

)

和趋化因子
ED!.

的产生!从而进一步激

发机体细胞免疫功能(通过神经
!

内分泌
!

免疫网

络!可能对控制动物繁殖机能的下丘脑
!

垂体
!

性腺

轴调节系统产生影响(

DK1

刺激后使机体产生免

疫应激!免疫应激导致动物生长抑制!饲料利用率降

低!同时也会影响雌性动物的妊娠!自然流产患者的

7JP!

&

'

ED!.

和
ED!(

等较正常妊娠者明显升高,

%.

-

(

I'H<

等,

%3

-研究结果表明!存在
7D\)

的胎盘细胞

可能在母胎接口调节先天免疫反应!下游炎症因子

又可以反馈调节
7D\)

的表达(

研究表明!

DK1

能够诱导
=BF0

'

=BF)

和
>B!

%

)

在鸡的输卵管各个部位表达上调,

%*

-

!

7'6<SX$998

等,

%(

-证明在输卵管生殖道感染中
7D\0

是必须的!

而非
7D\)

!敲除
7D\0

后输卵管中
=DP!

&

和
>B!.

的表达量与空白对照组相比分泌量明显下降!而敲

除
7D\)

后
=DP!

&

和
>B!.

的分泌量与空白组相比

明显上调!并且
7D\)

与
DK1

结合有可能被其他

7D\,

下调(本研究
7D\)

在输卵管中的表达与注

射前相比表达量略有降低!以此推断其他的
7D\,

对
7D\)

与
DK1

的结合可能有一定的抑制作用"图

0L

#(并且有研究证明人的输卵管具有很微妙的微

环境!具有自我保护机制,

%/

-

(可能是由于哺乳动物

输卵管微环境的因素!导致
DK1

刺激后
7D\)

的表

达量 基 本 维 系 不 变(

I'I#,C$;=S<

等,

0&

-证 明

7D\)

'

>B!%

)

在鸡的卵巢受到
DK1

刺激后表达量明

显升高&

P'68-

B

等,

0%

-发现!

DK1

刺激的人滋养细胞

中
7D\)

的表达高于正常!从而导致滋养细胞凋亡

并引发流产(研究证明!

DK1

能够诱导蛋鸡输卵

管'阴道,

%*

-和睾丸,

00

-中
7D\)

表达量的增加(本

研究
7D\)

在
DK1

刺激后近卵巢中表达量有所升

高!说明
DK1

能够诱导
7D\)

在卵巢中的表达上调(

在下丘脑中通过
7D\)

与
M6%)

也能够识别
DK1

!并

且通过
JP!

*

5

通路引起下游免疫细胞因子的表

达,

0*

-

(本研究也证明
7D\)

在下丘脑中有表达!但

注射
DK1

后下丘脑中
7D\)

的表达没有显著增加!但

下丘脑中
>B!%

)

和
>B!.

的表达显著增加!结果表明!

下丘脑中
7D\)

同样介导了
>B!%

)

和
>B!.

的表达(

越来越多的试验证明
>B!%

)

'

>B!.

在输卵管'卵

巢'下丘脑中都有表达(

>B!.

能够下调
ED!%

)

'

7JP!

&

的生成(

7'J$$

等,

0)

-研究发现给产蛋期或

换羽期的健康母鸡
DK1

诱导后的
*

及
.C

后引起阴

道内的
>B!%

)

表达的上调及子宫中
>B!%

)

'

>B!.

的

上调(输卵管与卵巢自身都有一种自我保护机制!

本研究同样证实
DK1

显著的促进了
>B!%

)

和
>B!.

在输卵管'卵巢中的转录水平和蛋白水平的表达!但

不同器官对
DK1

的免疫应激反应程度不同(在下

丘脑中
DK1

引起的
>B!%

)

'

>B!.

的转录与蛋白表达

响应快!持续时间长!可能因为下丘脑在正常生理状

况下!难以受到内毒素的免疫应激!因此对免疫应激

反应灵敏!从而使下丘脑中
>B!%

)

'

>B!.

的表达水平

具有一定的延时效应(研究证明!下丘脑灌入

DK1

!能够刺激小鼠下丘脑中
>B!%

)

'

>B!.

表达量升

高!下丘脑通过神经
!

内分泌免疫网络!导致机体发

热量增加,

02

-

(

Q'Q'̀9$S

等,

0.

-也证明
DK1

能刺激小

鼠下丘脑
>B!%

)

的表达!能正向调节
>B!.

的分泌(

在卵巢和输卵管中!

DK1

注射引起的卵巢
>B!%

)

转

录增加反应比输卵管迅速"

%'2C89.'&C

#!而且增

加的幅度"

3&

倍
89)'2

倍#与持续时间"

%0C89.

C

#也比输卵管长!可能因为卵巢的周期性变化以及

排卵等!使卵巢的免疫应激反应更加强烈!

H'4Z!

"89,<9<;

等,

03

-研究结果显示!母鸡在注射
DK1

后的

*

#

.C

!其卵巢的卵泡膜'颗粒细胞和间质细胞
>B!

%

)

'

>B!.;\J4

水平表达量均显著上升!而
>B!%

)

'

>B!.

的蛋白质水平在
DK1

诱导
%0C

后均显著增

加(结合本研究结果进一步论证了!卵巢有表达促

2%/
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炎细胞因子和趋化因子的能力!在
DK1

诱导下募集

上调(已有研究证明!卵巢在卵泡发育'排卵过程

中!卵巢
7D\)

表达会自动上调,
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