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摘　 要： 本试验旨在研究白术多糖（ＰＡＭＫ）对雏鸡脾脏淋巴细胞免疫功能的影响及可能的调

控机制。 体外分离培养 ２１ 日龄雏鸡脾脏淋巴细胞，以 ｓｉＲＮＡ 引物转染淋巴细胞干扰 Ｔｏｌｌ 样受

体 ４（ＴＬＲ４）基因的表达，在此基础上用浓度为 １２．５ ｍｇ ／ Ｌ 的 ＰＡＭＫ 处理转染和非转染细胞，
３６ ｈ后检测 ＴＬＲ４ 及其信号通路下游基因［髓样分化因子 ８８（ＭｙＤ８８）、核因子－κＢ（ＮＦ⁃κＢ）抑制

物的激酶（ ＩＫＫ）、ＮＦ⁃κＢ 抑制蛋白（ ＩκＢ）］和细胞因子［白细胞介素－２（ ＩＬ⁃２）、白细胞介素－４
（ ＩＬ⁃４）、γ－干扰素（ ＩＦＮ⁃γ）、脂多糖诱导的肿瘤坏死因子－α（ＬＩＴＡＦ）］的 ｍＲＮＡ 表达量，并以凝

胶迁移试验（ＥＭＳＡ）方法检测淋巴细胞核蛋白中 ＮＦ⁃κＢ 的含量。 结果显示：ＰＡＭＫ 可显著提高

淋巴细胞中 ＴＬＲ４ 及其信号通路下游基因 ＩＫＫ、ＩκＢ 与细胞因子 ＩＬ⁃２、ＬＩＴＡＦ 的 ｍＲＮＡ 表达量

（Ｐ＜０．０５），同时可显著提高转染淋巴细胞中 ＴＬＲ４ 的 ｍＲＮＡ 表达量（Ｐ＜０．０５）；此外，ＰＡＭＫ 还

可不同程度地促进转染淋巴细胞中 １ 型辅助性 Ｔ 细胞（Ｔｈ１）分泌的细胞因子［ ＩＬ⁃２（Ｐ＞０．０５）、
ＩＦＮ⁃γ（Ｐ＜０．０５）、ＬＩＴＡＦ（Ｐ＞０．０５）］的表达，对 ２ 型辅助性 Ｔ 细胞（Ｔｈ２）分泌的细胞因子（ ＩＬ⁃４）
的表达无显著促进作用（Ｐ＞０．０５）；ＥＭＳＡ 结果显示 ＰＡＭＫ 能促进转染和非转染淋巴细胞内

ＮＦ⁃κＢ入核，使核蛋白中 ＮＦ⁃κＢ 的含量显著升高（Ｐ＜０．０５）。 综上所述，ＰＡＭＫ 可活化 ＴＬＲ４ ／
ＮＦ⁃κＢ 信号通路，促进相关基因表达，最终使 ＮＦ⁃κＢ 进入细胞核调控细胞因子的转录水平，进而

调控雏鸡脾脏淋巴细胞免疫功能。
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　 　 白术多糖（ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｏｆ Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｍａｃ⁃
ｒｏｃｅｐｈａｌａ Ｋｏｉｄｚ，ＰＡＭＫ）作为白术发挥其生物活

性的主要成分，药理研究证实其具有促进动物生

长、增强免疫力、抗菌、抗氧化、抗肿瘤、抗应激等

作用［１－４］ 。 研究发现，ＰＡＭＫ 可显著提高鸡［５］ 及大

鼠［６］的胸腺、脾脏指数；可提高免疫抑制雏鹅的体

重、降低料重比，缓解免疫抑制雏鹅胸腺组织的损

伤，维持其体液免疫和细胞免疫功能的稳定［７］ ；增
强外周血（人、小鼠、鸡）和脾脏（小鼠、鸡）的淋巴

细胞增殖能力，促进 Ｔ 淋巴细胞进入 Ｓ 期和 Ｇ２ ／ Ｍ
期，并提高 ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞的百分比［８－９］ ；还

可促进小鼠脾脏淋巴细胞体外分泌更多的肿瘤坏

死因子－α（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α）和白细

胞介素－６（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６，ＩＬ⁃６），提高鸡血清中白细

胞介素－２（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃２，ＩＬ⁃２）、γ－干扰素（ ｉｎｔｅｒｆｅｒ⁃
ｏｎ⁃γ，ＩＦＮ⁃γ）和 ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 的表达［８－１０］ 。 上述研

究结果证实，ＰＡＭＫ 对动物的细胞免疫功能具有

显著的促进作用，对调控 Ｔ 细胞分泌细胞因子的

作用十分复杂，因此，进一步探索 ＰＡＭＫ 对细胞免

疫的调控机制，有助于全面了解 ＰＡＭＫ 对免疫功

能的影响。
　 　 许多植物多糖可作为 Ｔｏｌｌ 样受体 ４（Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ
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ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４，ＴＬＲ４）配体进而激活 ＴＬＲ４ ／核因子－κＢ
（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃ｋａｐｐａ Ｂ，ＮＦ⁃κＢ）信号通路，活化转

录因子 ＮＦ⁃κＢ，调控细胞因子的转录，提升机体的

免疫防御能力［１１－１５］ ，Ｔｏｌｌ 样受体（ Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐ⁃
ｔｏｒｓ，ＴＬＲｓ） 在 先 天 免 疫 应 答 中 起 着 重 要 的 作

用［１６］ ，主 要 通 过 识 别 配 体 脂 多 糖 （ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃ⁃
ｃｈｒｉｄｅ，ＬＰＳ），结合髓样分化因子 ８８（ｍｙｃｌｏｉｄ ｄｉｆ⁃
ｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ８８，ＭｙＤ８８），招募相关激酶并激

活 ＮＦ⁃κＢ 抑制物的激酶（ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ＮＦ⁃κＢ ｋｉｎａ⁃
ｓｅｓ，ＩＫＫ），使结合 ＮＦ⁃κＢ 的 ＮＦ⁃κＢ 抑制蛋白（ ｉｎ⁃
ｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ＮＦ⁃κＢ， ＩκＢ） 发生磷酸化并解离，活化

ＮＦ⁃κＢ 进入细胞核，启动或抑制靶基因的转录，进
而调控先天性免疫应答反应［１７－１９］ 。 有研究发现，
ＰＡＭＫ 可 通 过 ＴＬＲ４ 激 活 巨 噬 细 胞 转 录 因 子

ＮＦ⁃κＢ并诱导巨噬细胞合成细胞因子［２０－２１］ ，ＰＡＭＫ
是否也可通过 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路调控细胞免

疫功能还需要进一步的研究证实。
　 　 据此，本试验以 ＲＮＡ 干扰雏鸡脾脏淋巴细胞

中 ＴＬＲ４ 基因表达，同时添加 １２．５ ｍｇ ／ Ｌ ＰＡＭＫ 培

养转染和未转染淋巴细胞，通过检测 ＴＬＲ４ 及其信

号通路下游基因（ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＩＫＫ、ＩκＢ）及细胞

因子 ［ ＩＬ⁃２、白细胞介素 － ４ （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃４， ＩＬ⁃４）、
ＩＦＮ⁃γ、脂多糖诱导的肿瘤坏死因子 －α （ ｌｉｐｏｐｏ⁃
ｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，
ＬＩＴＡＦ）］的 ｍＲＮＡ 表达量，并以电泳迁移率试验

（ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｓｈｉｆｔ ａｓｓａｙ，ＥＭＳＡ）方法检

测细胞核蛋白中 ＮＦ⁃κＢ 的含量，从细胞免疫角度

探讨 ＰＡＭＫ 提高机体免疫功能的分子机制，为今

后开发绿色、无毒的免疫增强剂提供理论依据。

１　 材料与方法
１．１　 雏鸡脾脏淋巴细胞的分离培养

　 　 宰杀 ２１ 日龄雏鸡，取出脾脏置于 ２００ 目筛

网，用注射器内芯轻轻压碎脾脏，收集细胞并转移

至含有淋巴细胞分离液的离心管中，２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 ２０ ｍｉｎ，吸取中间白色云雾状淋巴细胞，磷酸

盐缓冲溶液（ＰＢＳ）清洗 ２ 次，台盼蓝染色计数，要
求细胞活率＞９５％。
１．２　 ＴＬＲ４ ｓｉＲＮＡ 引物设计及筛选

　 　 根据岭 南 黄 鸡 ＴＬＲ４ 基 因 序 列 （登 录 号：
ＫＦ４７６６０３．１），设计 ３ 对 ｓｉＲＮＡ 引物（ Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３）
以及 １ 对阴性对照引物（ＮＣ），见表 １。 引物由上

海生工生物工程有限公司合成。

表 １　 ｓｉＲＮＡ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 ｓｉＲＮＡ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅｓ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５′—３′）

Ｐ１ Ｆ：ＣＵＵＣＡＡＵＵＣＵＧＡＣＡＵＣＡＧＵＴＴ
Ｒ：ＡＣＵＧＡＵＧＵＣＡＧＡＡＵＵＧＡＡＧＴＴ

Ｐ２ Ｆ：ＣＣＵＵＵＧＡＧＡＡＣＡＡＵＡＣＡＵＵＴＴ
Ｒ：ＡＡＵＧＵＡＵＵＧＵＵＣＵＣＡＡＡＧＧＴＴ

Ｐ３ Ｆ：ＧＵＡＣＵＵＵＣＵＣＵＧＡＡＣＡＡＵＡＴＴ
Ｒ：ＵＡＵＵＧＵＵＣＡＧＡＧＡＡＡＧＵＡＣＴＴ

ＮＣ Ｆ：ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ
Ｒ：ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ

　 　 使用 Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 培养基，按 ５ ×１０４ 个 ／ ｍＬ 的

密度接种淋巴细胞至 ６ 孔板培养 ２４ ｈ 后，每孔添

加 ２ μＬ Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 转染试剂（购自 Ｔｈｅｒ⁃
ｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｉｎｃ，美国），分别添加 ４ 对引物

（ Ｐ１、 Ｐ２、 Ｐ３、 ＮＣ ） 使 终 浓 度 分 别 为 ４００、 ２００、
１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ，每个处理设 ３ 个重复。 孵育 ４ ｈ 后换

液为 ＲＰＭＩ １６４０ 完全培养基。 转染 ３６ ｈ 后，收集

细胞。 用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取细胞总 ＲＮＡ，检测 ＲＮＡ 的

纯度及完整性，反转录为 ｃＤＮＡ，以甘油醛－３－磷
酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）为内参基因，用实时荧光定量

ＰＣＲ 方法检测各样品中 ＴＬＲ４ 的 ｍＲＮＡ 表达量，
筛选出 ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 表达量最低的 １ 对 ｓｉＲＮＡ 引

物用于后续试验。
１．３ 　 ＰＡＭＫ 对雏鸡脾淋巴细胞 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ
信号通路的影响

１．３．１　 试验设计

　 　 试验共分为 ４ 组，分别为 ｃｅｌｌ（对照）、 ｃｅｌｌ ＋
（ＰＡＭＫ 处理）、ｓｉ（转染对照）、ｓｉ＋（转染与 ＰＡＭＫ
共处理），具体的试验设计见表 ２。 ＰＡＭＫ 购于西

安天园生物制剂厂，含量为 ７０％，剩余成分包括灰

分（约 ３％）、单宁、类黄酮、萜类化合物、糖苷、植物

蛋白等。 根据预试验结果，确定 ＰＡＭＫ 的作用浓

度为 １２．５ ｍｇ ／ Ｌ。 每个处理设 ３ 个重复。 使用 Ｏｐ⁃
ｔｉ⁃ＭＥＭ 培养基，按 ５×１０４ 个 ／ ｍＬ 的密度接种淋巴

细胞至 ６ 孔板中，预培养 ２４ ｈ 后按试验设计分组

处理。 转染时，每孔添加 ２ μＬ Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００
转染试剂，孵育 ４ ｈ 后换液为 ＲＰＭＩ １６４０ 完全培养

基。 转染 ３６ ｈ 后，收集细胞，提取细胞总 ＲＮＡ。
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表 ２　 试验设计

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｅｓｉｇｎ

组别

Ｇｒｏｕｐｓ
处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
组别

Ｇｒｏｕｐｓ
处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｃｅｌｌ 未转染淋巴细胞 ｓｉ 转染淋巴细胞

ｃｅｌｌ＋ 未转染淋巴细胞＋１２．５ ｍｇ ／ Ｌ ＰＡＭＫ ｓｉ＋ 转染淋巴细胞＋１２．５ ｍｇ ／ Ｌ ＰＡＭＫ

１．３．２　 目的基因 ｍＲＮＡ 表达量检测

　 　 按照反转录试剂盒（购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎ⁃
ｔｉｆｉｃ Ｉｎｃ，美国）操作程序进行反转录：合成 ｃＤＮＡ
不超 过 ５ μｇ， Ｒａｎｄｏｍ ｐｒｉｍｅｒ １ μＬ， ＲＮａｓｅ⁃ｆｒｅｅ
ｄｄＨ２Ｏ 补足至 １２ μＬ，６５ ℃反应 ５ ｍｉｎ。 每管加入

５×Ｒｅａｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ 及 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ、ｄＮＴＰ 等混合物

共 ８ μＬ，２５ ℃反应 ５ ｍｉｎ，４２ ℃反应 ６０ ｍｉｎ。
　 　 以反转录的 ｃＤＮＡ 为模板，以 ＧＡＰＤＨ 为内参

基因，对目的基因（ ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、 ＩＫＫ、 ＩκＢ、 ＩＬ⁃２、
ＩＬ⁃４、ＩＦＮ⁃γ、ＬＩＴＡＦ）的 ｍＲＮＡ 表达量进行检测分

析。 各基因的引物序列见表 ３，由上海生工生物工

程有限公司合成。 使用实时荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒

（ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国），反应体系为： ｃＤＮＡ （ １ ∶ ２０）
５ μＬ，上、下游引物 （ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 各 ０． ５ μＬ，２ ×
ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ １０ μＬ，补充 ｄｄＨ２Ｏ
至 ２０ μＬ。 ＡＢＩ ７５００ 系统进行实时荧光定量 ＰＣＲ
检测。 ＰＣＲ 扩增程序：５０ ℃ ２ ｍｉｎ，９５ ℃ ２ ｍｉｎ，
９５ ℃ １５ ｓ，６０ ℃ ３２ ｓ，４０ 个循环。 目的基因相对

定量的结果按照相对比较 Ｃｔ 法（２－△△Ｃｔ法）进行

计算：
△Ｃｔ＝目的基因 Ｃｔ 值－内参基因 Ｃｔ 值；
△△Ｃｔ＝试验组△Ｃｔ 值－对照组△Ｃｔ 值。

表 ３　 实时荧光定量 ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑＰＣＲ

基因
Ｇｅｎｅｓ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５′—３′）

产物长度
Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ／ ｂｐ

登录号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ

Ｔｏｌｌ 样受体 ４
ＴＬＲ４

Ｆ：ＣＣＧＡＴＡＴＣＴＧＡＧＧＡＧＧＡＣＡ
Ｒ：ＣＴＴＣＣＡＡＧＣＡＣＣＡＡＡＣＡＴＣＡ １２０ ＫＰ４１０２４９．１

髓样分化因子 ８８
ＭｙＤ８８

Ｆ：ＣＴＣＣＴＡＡＡＣＣＴＴＣＡＧＡＣＴＴＣＣＡ
Ｒ：ＣＴＴＧＴＡＧＧＡＡＧＧＣＡＣＴＡＡＴＧＧ １４０ ＮＭ＿００１０３０９６２．１

核因子－κＢ 抑制物的激酶
ＩＫＫ

Ｆ：ＣＣＴＧＣＣＣＡＡＡＣＡＡＴＣＴＡＡＡＣ
Ｒ：ＧＴＴＣＣＣＧＴＡＡＣＣＡＴＧＴＴＣＡＡ １８４ ＮＭ＿００１０３１３９７．１

核因子－κＢ 的抑制蛋白
ＩκＢ

Ｆ：ＣＡＣＡＡＡＣＧＴＣＣＣＡＴＣＴＧＣＴＴ
Ｒ：ＧＣＣＣＡＣＡＧＴＴＡＡＣＡＴＣＡＴＴＧＣ １６０ ＮＭ＿００１００１４７２．２

白细胞介素－２
ＩＬ⁃２

Ｆ：ＴＣＡＴＣＴＣＧＡＧＣＴＣＴＡＣＡＣＡＣＣＡＡ
Ｒ：ＴＧＣＡＴＴＣＡＣＴＴＣＣＧＧＴＧＴＧＡＴ ２００ ＮＭ＿２０４１５３．１

白细胞介素－４
ＩＬ⁃４

Ｆ：ＡＴＴＧＴＴＴＧＧＧＡＧＡＧＣＣＡＧＣＡＣＴＧ
Ｒ：ＴＣＡＧＧＡＧＣＴＧＡＣＧＣＡＴＧＴＴＧＡＧ ７０ ＮＭ＿００１００７０７９．１

γ－干扰素
ＩＦＮ⁃γ

Ｆ：ＧＣＴＣＣＣＧＡＴＧＡＡＣＧＡＣＴＴＧＡ
Ｒ：ＴＡＧＴＴＧＡＧＣＡＣＡＧＧＡＧＧＴＣＡＴＡＡＧＡＴ １６０ ＮＭ＿２０５１４９．１

脂多糖诱导的肿瘤坏死因子－α
ＬＩＴＡＦ

Ｆ：ＧＡＣＣＡＧＡＴＧＧＧＡＡＧＧＧＡＡＴＧＡ
Ｒ：ＡＣＧＧＧＴＴＧＣＴＧＣＡＣＡＴＡＣＡＣ １００ ＮＭ＿２０４２６７．１

甘油醛－３－磷酸脱氢酶
ＧＡＰＤＨ

Ｆ：ＴＧＡＡＡＧＴＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴ
Ｒ：ＡＣＧＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＡＧＴＧＡＴ ２３０ ＮＭ＿２０４３０５．１

１．３．３　 总核蛋白的提取及浓度检测

　 　 根据核蛋白提取试剂盒（购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｉｎｃ，美国）操作说明提取细胞核蛋白：向

细胞中加入适量的 ＣＥＲ Ⅱ Ｂｕｆｆｅｒ，涡旋振荡 ５ ｓ，
冰上孵育 １ ｍｉｎ；涡旋振荡 ５ ｓ， １６ ０００ × ｇ 离心

５ ｍｉｎ；加入 Ｂｕｆｆｅｒ Ｃ，涡旋振荡 １５ ｓ，冰上孵育
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４０ ｍｉｎ，１６ ０００×ｇ 离心 １０ ｍｉｎ 收集上清获得核蛋

白。 参考蛋白质浓度检测试剂盒 （购自 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｉｎｃ，美国）操作说明，使用双辛丁

酸 （ ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ ａｃｉｄ， ＢＣＡ ） 法 测 定 总 核 蛋 白

浓度。
１．３．４　 核蛋白中 ＮＦ⁃κＢ 含量的检测

　 　 生物素标记 ＮＦ⁃κＢ 探针（购自上海碧云天生

物技术研究所） 序列如下： ５′ － ＡＧＴ ＴＧＡ ＧＧＧ
ＧＡＣ ＴＴＴ ＣＣＣ ＡＧＧ Ｃ － ３′； ３′ － ＴＣＡ ＡＣＴ ＣＣＣ
ＣＴＧ ＡＡＡ ＧＧＧ ＴＣＣ Ｇ－５′。 配制 ６．５％聚丙烯酰

胺凝胶，低温 １００ Ｖ 预电泳 ６０ ｍｉｎ。 每个上样体

系包括：６ μＬ Ｍｉｘ，生物素标记 ＮＦ⁃κＢ 探针 １ μＬ，
２０ μｇ 核蛋白并添加 ｄｄＨ２Ｏ 使终体积为 ２０ μＬ，室
温孵育 １０ ｍｉｎ。 加入 ５ μＬ Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 上样，
１００ Ｖ 恒压电泳 ４５ ｍｉｎ，装配电转移槽，１００ Ｖ 恒

压转膜 ４５ ｍｉｎ。 将膜正面朝上放置在紫外灯下交

联 ２０ ｍｉｎ，使用辣根过氧化物酶（ ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒ⁃

ｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）化学发光法曝光。 各组 ＮＦ⁃κＢ 的含

量以结合探针条带的灰度值表示，设定 ｃｅｌｌ 组的灰

度值为 １，其余各组的灰度值为该组的相对值。
１．４　 数据处理及统计分析

　 　 应用 ＳＰＳＳ １３．０ 统计软件对试验数据进行分

析，选用单因素方差分析对试验数据进行处理，组
间多重比较采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 法进行，Ｐ＜０．０５ 为差

异显著。 试验数据均采用平均值±标准差（ｍｅａｎ±
ＳＤ）的方式表示。

２　 结果与分析
２．１　 ｓｉＲＮＡ 引物筛选结果

　 　 图 １ 显示，样品 Ｐ１⁃４００ 的 ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 表达

量最低，转染效率（发绿色荧光细胞的百分比）达

８６．１９％。 由此可知，使用浓度为 ４００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｐ１
ｓｉＲＮＡ 引物转染雏鸡脾脏淋巴细胞的效果最好，
该引物可用于后续试验。

　 　 样品编号：ｓｉＲＮＡ 引物名称－引物浓度（ｎｍｏｌ ／ Ｌ）。
　 　 Ｓａｍｐｌｅｓ ｎｕｍｂｅｒ： ｓｉＲＮＡ ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ⁃ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ （ｎｍｏｌ ／ Ｌ） ．

图 １　 不同 ｓｉＲＮＡ 引物对 ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 表达量的影响

Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｉＲＮＡ ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｎ ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

２． ２ 　 ＰＡＭＫ 对 ＴＬＲ４ 及其信号通 路 中 下 游

基因和细胞因子 ｍＲＮＡ 表达量的影响

　 　 如图 ２ 所示，添加 １２．５ ｍｇ ／ Ｌ ＰＡＭＫ 处理淋

巴细胞后，ｃｅｌｌ ＋组中除 ＩＬ⁃４ 的 ｍＲＮＡ 表达量较

ｃｅｌｌ 组显著下降（Ｐ＜０．０５）外，其余各基因的ｍＲＮＡ
表达量均有不同程度的升高，其中 ＴＬＲ４、 ＩκＢ、
ＩＬ⁃２、ＬＩＴＡＦ 的 ｍＲＮＡ 表 达 量 分 别 为 ｃｅｌｌ 组 的

１．４８、１．５７、１．２８、１．３９ 倍，均与 ｃｅｌｌ 组差异显著（Ｐ＜
０．０５）。 干扰 ＴＬＲ４ 基因的表达后，ｓｉ 组中 ＴＬＲ４ 的

ｍＲＮＡ 表达量为 ｃｅｌｌ 组的 ２３．９％，与 ｃｅｌｌ 组相比差

异显著（Ｐ＜０．０５）；ｓｉ 组中 ＭｙＤ８８、ＩＫＫ、ＩκＢ、ＩＬ⁃２、
ＩＦＮ⁃γ、ＬＩＴＡＦ 的 ｍＲＮＡ 表达量与 ｃｅｌｌ 组相比均显

著降低（Ｐ＜０．０５）；此外，ｓｉ 组中 ＩＬ⁃４ 的 ｍＲＮＡ 表

达量与 ｃｅｌｌ 组相比有所上升但差异不显著 （ Ｐ ＞
０．０５）。 干 扰 ＴＬＲ４ 基 因 表 达 并 同 时 添 加

１２．５ ｍｇ ／ Ｌ ＰＡＭＫ 处 理 淋 巴 细 胞 后， ｓｉ ＋ 组 中

ＴＬＲ４、ＩＫＫ、ＩＦＮ⁃γ 的 ｍＲＮＡ 表达量显著高于 ｓｉ 组
（Ｐ＜０．０５）；此外，ｓｉ＋组中 ＴＬＲ４、 ＩＫＫ、 ＩＬ⁃２ 及 ＩＬ⁃４
的 ｍＲＮＡ 表达量与 ｃｅｌｌ 组接近，组间差异不显著

（Ｐ＞０．０５）。 由上述结果可知，干扰 ＴＬＲ４ 基因表

达后， ＴＬＲ４ 信号通路下游基因 （ＭｙＤ８８、 ＩＫＫ、
ＩκＢ）及细胞因子（ ＩＬ⁃２、ＩＦＮ⁃γ、ＬＩＴＡＦ）的 ｍＲＮＡ 表

达量被显著抑制，说明本试验成功干扰了 ＴＬＲ４ ／
ＮＦ⁃κＢ 信号通路的表达；然而，在培养液中添加
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１２．５ ｍｇ ／ Ｌ ＰＡＭＫ 虽可显著促进 ＴＬＲ４ 基因的表

达，但对 ＴＬＲ４ 信号通路下游基因及细胞因子的作

用却呈现不同的作用效果。

　 　 数据柱标注不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。 下图同。
　 　 Ｄａｔａ ｃｏｌｕｍｎｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０５） ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ．

图 ２　 ＰＡＭＫ 对 ＴＬＲ４ 及其信号通路中下游基因和细胞因子 ｍＲＮＡ 表达量的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＡＭＫ ｏｎ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＬＲ４ ａｎｄ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ＴＬＲ４ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ

２．３　 ＰＡＭＫ 对核蛋白中 ＮＦ⁃κＢ 含量的影响

　 　 如图 ３ 所示，ｓｉ 组核蛋白中 ＮＦ⁃κＢ 的含量较

ｃｅｌｌ 组显著减少（Ｐ＜０．０５），可知干扰 ＴＬＲ４ 基因的

表达后细胞核内ＮＦ ⁃κＢ含量显著减少 ；然而 ，

ｃｅｌｌ＋、ｓｉ＋组核蛋白中 ＮＦ⁃κＢ 的含量分别显著高于

ｃｅｌｌ、ｓｉ 组（Ｐ＜０．０５），可知 ＰＡＭＫ 能显著促进细胞

质内游离 ＮＦ⁃κＢ 的表达及 ＮＦ⁃κＢ 入核。
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　 　 图 Ａ 从左往右 １～ ４ 号泳道分别为 ｓｉ、ｓｉ＋、ｃｅｌｌ、ｃｅｌｌ＋组样品。
　 　 Ｌａｎｅｓ １ ｔｏ ４ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ ｓｉ， ｓｉ＋， ｃｅｌｌ ａｎｄ ｃｅｌｌ＋ ｇｒｏｕｐｓ ｉｎ ｆｉｇｕｒｅ Ａ．

图 ３　 ＰＡＭＫ 对核蛋白中 ＮＦ⁃κＢ 含量的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＡＭＫ ｏｎ ＮＦ⁃κＢ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎ

３　 讨　 论
　 　 ＰＡＭＫ 经提纯可得到 ＰＡＭＫ⁃１ 和 ＰＡＭＫ⁃２ ２
种多糖，ＰＡＭＫ⁃１ 包括半乳糖、鼠李糖、阿拉伯糖、
甘露糖， ＰＡＭＫ⁃２ 由木糖、阿拉伯糖、半乳糖组

成［２２－２３］ ，具有显著的促生长、增强免疫功能等多种

作用［５，２１，２４－２５］ ，大量的研究证明了天然的植物多糖

主要是通过 ＴＬＲ４ 受体激活细胞通路，活化转录因

子，进而调控细胞因子的释放。 ＴＬＲ４ 是细胞上的

跨膜蛋白，广泛存在于 Ｔ 淋巴细胞和 Ｂ 淋巴细胞

表面，其参与的信号转导对免疫系统的调节发挥

着至关重要的作用［２６］ 。 ＴＬＲ４ 参与的信号转导通

路复 杂， 其 中 根 据 是 否 需 要 ＭｙＤ８８， 可 分 为

ＭｙＤ８８ 依赖途径和 ＭｙＤ８８ 非依赖途径 ２ 种作用

途径［２７］ 。 ＬＰＳ 是 ＴＬＲ４ 的激活剂，可结合膜上的

ＴＬＲ４ 并激活下游信号通路，调节炎症因子的转录

和表达［２８］ 。 Ｋａｒｎａｔｉ 等［２９］ 研究发现，用 ＬＰＳ 处理

鸡外周血淋巴细胞，可促进 ＴＬＲ４ 诱导 ＭｙＤ８８ 依

赖途径和 ＭｙＤ８８ 非依赖途径信号通路上调，且这

２ 种途径更有利于单核细胞介导先天性免疫。 在

本研究结果中，ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 表达量下降与 ＭｙＤ８８
ｍＲＮＡ 表达量的下调程度并不一致。
　 　 研究表明，黄芪多糖、五味子多糖、当归多糖、
大黄多糖等植物多糖同样可以作为 ＴＬＲ４ 的配体。
这些植物多糖作为配体结合 ＴＬＲ４ 并激活下游信

号通路，活化 ＮＦ⁃κＢ，调控细胞因子的表达，进而

发挥免疫调控作用［１３－１５，３０］ 。 桔梗根多糖等被证实

可通过 ＴＬＲ４ 作用激活巨噬细胞和 Ｂ 淋巴细胞，
进而增强机体免疫［５，２４－２５］ ；红花多糖则被证实可通

过 ＴＬＲ４ 等受体激活转录因子 ＮＦ⁃κＢ，从而诱导巨

噬细胞合成相关的细胞因子［３１］ ；Ｌｉｎ 等［３２］ 研究发

现，从灵芝中分离的多糖可以促进树突状细胞

（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ，ＤＣ）的成熟，增强 ＤＣ 活化 Ｔ 淋巴

细胞的能力，并且证实灵芝多糖的功能与 ＴＬＲ４ 介

导的 ＮＦ⁃κＢ 通路活化有密切关系。 研究报道指

出，ＰＡＭＫ 可通过 ＴＬＲ４ 激活转录因子 ＮＦ⁃κＢ，进
而激活巨噬细胞并诱导巨噬细胞合成细胞因

子［２０－２１］ 。 从本试验结果可知，ＰＡＭＫ 可以促进淋

巴细胞中 ＴＬＲ４ 基因的表达，同时可上调因 ＲＮＡ
干扰导致的 ＴＬＲ４ 基因表达下降，进一步证明

ＰＡＭＫ 可作为 ＴＬＲ４ 配体之一，参与机体的免疫

调控。
　 　 ＴＬＲ４ 通路活化后，可促进 ＮＦ⁃κＢ 进入细胞核

并与 ＤＮＡ 启动子上特定识别序列结合，介导细胞

因子白细胞介素－１（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１，ＩＬ⁃１）、ＩＬ⁃６、白细

胞介素－１２（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１２， ＩＬ⁃１２）等的表达，进而

发挥免疫调节功能［１９，３３］ 。 因此，在本试验中，由于

ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 表达量的降低导致细胞核内 ＮＦ⁃κＢ
含量的显著减少；而 ＰＡＭＫ 能显著促进正常状态

及 ＴＬＲ４ 表达被干扰状态下细胞质内游离 ＮＦ⁃κＢ
的表达及入核，参与细胞因子的调控。 辅助性 Ｔ
细胞（ｈｅｌｐｅｒ Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ，Ｔｈ）可分泌多种细胞因

子，调节免疫应答。 Ｔｈ 按产生的细胞因子不同分

为 Ｔｈ１ 和 Ｔｈ２ 两大功能亚群。 Ｔｈ１ 分泌 ＩＬ⁃２、
ＩＦＮ⁃γ、ＴＮＦ⁃α 等促炎症细胞因子。 ＩＬ⁃４ 是 Ｔｈ２ 的

标志性因子，其含量显著升高提示机体免疫处于

体液免疫主导，Ｔｈ１ 与 Ｔｈ２ 维持动态平衡有利于

保护机体的免疫功能［３４］ 。 本试验结果发现，ＴＬＲ４
的 ｍＲＮＡ 表达量下降后，细胞因子（ ＩＬ⁃２、 ＩＦＮ⁃γ）
的 ｍＲＮＡ 表达量也发生不同程度下降，这与 Ｔｒｅｎ⁃
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ｔｉｎ⁃Ｓｏｎｏｄａ 等［３５］ 的结论一致。 此外，Ｈｏｕ 等［３６］ 报

道，黄芪多糖可以有效维持 Ｔｈ１ 与 Ｔｈ２ 的动态平

衡，ＮＦ⁃κＢ 活化入核后，可刺激白细胞介素－１β
（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β，ＩＬ⁃１β）和 ＴＮＦ⁃α 等细胞因子的表

达，同时这些细胞因子又是 ＮＦ⁃κＢ 的刺激剂，可进

一步活化 ＮＦ⁃κＢ 造成持续的炎症反应。
　 　 本研究发现，ＰＡＭＫ 不仅可提高淋巴细胞中

ＴＬＲ４ 基因的表达，而且还可引起 ＴＬＲ４ 信号下游

基因表达量的变化，可活化 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通

路，使 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路表达增强，最终产生

游离的 ＮＦ⁃κＢ，ＮＦ⁃κＢ 进入细胞核能与多种基因

启动子或增强子序列的特定位点发生特异性结

合，进而促进细胞因子的转录和表达，这与上述研

究中多糖的作用通路几乎一致。 然而，Ｌｉｕ 等［３７］

研究发现沙棘多糖可通过抑制 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号

通 路 保 护 ＬＰＳ ／ Ｄ － 氨 基 半 乳 糖 胺 （ Ｄ⁃ｇａｌａｃ⁃
ｔｏｓａｍｉｎｅ，ｄ⁃ＧａｌＮ）诱导的肝损伤。 Ｈａｎ 等［３８］ 报道

刺五加多糖可引起 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８ 和 ＮＦ⁃κＢ 表达的

下调，从而保护肠道的完整性。 这是由于在 ＬＰＳ
刺激或免疫损伤情况下，导致 ＴＬＲ４ 发生不利于机

体的表达量上升，而沙棘多糖和刺五加多糖通过

抑制 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路的活化，从而发挥免

疫保护作用。 可见，不同植物多糖对 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ
信号通路的作用是不一致的，但都能对机体产生

不同的保护作用。 因此，不同植物多糖对 ＴＬＲ４ ／
ＮＦ⁃κＢ 信号通路的调控还有待更深入的研究。

４　 结　 论
　 　 ＰＡＭＫ 可促进雏鸡脾脏淋巴细胞中 ＴＬＲ４ 基

因的表达，并进一步活化 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路，
使 ＮＦ⁃κＢ 入核并调控细胞因子的表达，从而发挥

免疫调控作用。
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