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脂多糖刺激对断奶仔猪脾脏炎症
信号通路关键基因表达的影响
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摘　 要： 本试验旨在研究脂多糖（ＬＰＳ）刺激后不同时间断奶仔猪脾脏 Ｔｏｌｌ 样受体 ４（ＴＬＲ４）和

核苷酸结合寡聚域受体（ＮＯＤ）炎症信号通路关键基因表达的变化。 选择 ４２ 头体重为（７．１±
０．９） ｋｇ的杜×长×大断奶仔猪，按注射 ＬＰＳ 之前（０ ｈ）和注射 ＬＰＳ 后不同时间点（１、２、４、８、１２、
２４ ｈ）随机分为 ７ 个处理，每个处理 ６ 头猪。 预饲 １４ ｄ 后，腹腔注射 １００ μｇ ／ ｋｇ ＢＷ 的 ＬＰＳ，分别

于注射 ＬＰＳ 之前和注射 ＬＰＳ 后不同时间点，将仔猪麻醉屠宰，取血液和脾脏样品，测定血细胞分

类计数和脾脏炎症信号通路关键基因及炎症相关基因的 ｍＲＮＡ 表达量。 结果表明：ＬＰＳ 刺激导

致部分血细胞分类计数发生显著的变化（Ｐ＜０．０５）；使 ＴＬＲ４ 和 ＮＯＤ 炎症信号通路关键基因

ｍＲＮＡ 表达量显著上调（Ｐ＜０．０５），且在 ２ ～ ８ ｈ 达到峰值；也导致肿瘤坏死因子－α、白细胞介素－
１β、白细胞介素－６、环氧合酶 ２、热休克蛋白 ７０ ｍＲＮＡ 表达量显著升高（Ｐ＜０．０５），且在 １ ～ ４ ｈ
达到峰值。 ＬＰＳ 刺激 ８ ～ ２４ ｈ 后，这些炎症相关基因均逐渐恢复至正常水平或略低于正常水平。
总体来看，ＬＰＳ 刺激激活了炎症信号通路，促进炎性细胞因子的表达，并随着时间的延长，这些

基因呈现先上升、达到高峰后逐渐下降的变化。
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　 　 养猪生产中的各种不利因素常会引起猪只的

应激反应，尤其在仔猪早期断奶阶段，断奶、饲粮

转换、环境变化、病原性等因素会导致仔猪产生应

激［１］ ，出现如腹泻、采食量减少、生长迟缓等问题，
造成经济损失。 脂多糖（ＬＰＳ）是革兰氏阴性菌细

胞壁成分，作为典型的内毒素，可导致仔猪出现抽

搐、发烧、呕吐等症状，也可引起机体各组织的炎

症反应，常被用来建立急性免疫应激模型［２－３］ 。
Ｔｏｌｌ 样受体 （ ＴＬＲｓ） 和核苷酸结合寡聚域受体

（ＮＯＤｓ）是调节先天免疫反应的 ２ 个重要蛋白家

族，其中 Ｔｏｌｌ 样受体 ４（ＴＬＲ４）、核苷酸结合寡聚域

受体 １ （ ＮＯＤ１ ） 和 核 苷 酸 结 合 寡 聚 域 受 体 ２
（ＮＯＤ２）及其下游相关基因是炎症信号通路的重

要成员。 在我们前期以 ＬＰＳ 刺激构建的组织（如
肠道、肝脏）损伤模型的研究中，ＬＰＳ 刺激会导致

机体组织中 ＴＬＲ４ 和 ＮＯＤ 炎症信号通路关键基因

的表达在短时间内显著上调，引发炎症反应，造成

组织损伤［２－３］ 。 但是，这些研究仅集中于单个时间

点，并没有研究不同时间点的动态表达。 脾脏是

全身最大的周围淋巴器官，内含大量的免疫细胞，
如巨噬细胞和淋巴细胞，参与着机体的非特异性

免疫和特异性免疫［４］ 。 本试验旨在研究 ＬＰＳ 刺激

后不同时间断奶仔猪脾脏炎症信号通路关键基因

及炎症相关基因表达的变化，为缓解养猪生产中

的应激问题提供新的思路。
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１　 材料与方法
１．１　 试验设计

　 　 选择 ４２ 头、体重为（７．１±０．９） ｋｇ 的杜×长×大
断奶仔猪，按注射 ＬＰＳ 之前（０ ｈ）和注射 ＬＰＳ 后不

同时间点（１、２、４、８、１２、２４ ｈ）随机分为 ７ 个处理，
每个处理 ６ 头猪。 各处理仔猪预饲 １４ ｄ 后，腹腔

注射１００ μｇ ／ ｋｇ ＢＷ 的 ＬＰＳ，分别于注射 ＬＰＳ 之前

和注射 ＬＰＳ 后不同时间点取样品待测。
１．２　 样品采集

　 　 血液样品于颈静脉采集，保存于 ５ ｍＬ 乙二胺

四乙酸（ＥＤＴＡ）管中置于冰上待测。 采血后将仔

猪麻醉屠宰，取脾脏样品置于冰上，将脾脏样品用

冷的生理盐水冲洗后切成小块，立刻放置于液氮

中速冻，然后转到－８０ ℃冰箱保存待测。
１．３　 试验材料

　 　 ＬＰＳ 为大肠杆菌血清型 ０５５ ∶Ｂ５，Ｓｉｇｍａ 公司

提供；注射时将 ＬＰＳ 溶解于生理盐水溶液中，注射

液中 ＬＰＳ 含量为 ５００ μｇ ／ ｍＬ，按 ０． ２ ｍＬ ／ ｋｇ ＢＷ
注射，即 １００ μｇ ／ ｋｇ ＢＷ。

１．４　 饲养管理

　 　 试验在武汉轻工大学猪营养与代谢实验室进

行。 猪舍温度 ２５ ～ ２７ ℃ ，教槽料饲喂，自由采食和

饮水。
１．５　 测定指标与方法

１．５．１　 血细胞分类计数

　 　 血细胞分类计数采用 Ｓｉｅｍｅｎｓ ＡＤＶＩＡ ２１２０ｉ
全自动血液分析仪测定。
１．５．２　 ｍＲＮＡ 表达量测定

　 　 测定的指标包括 ＴＬＲ４ 和 ＮＯＤ 信号通路关键

基因和炎症相关基因。 引物序列参考 Ｚｈａｎｇ 等［２］

和 Ｗａｎｇ 等［５］（表 １）。 脾脏组织的 ＲＮＡ 提取使用

ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ（＃９１０８，ＴａＫａＲａ），提取完后用琼脂糖

凝胶电泳验证 ＲＮＡ 的完整性。 根据 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＲＴ Ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ （ ＃ ＲＲ０４７Ａ，
ＴａＫａＲａ）说明书的指导，进行基因组 ＤＮＡ 去除和

ｃＤＮＡ 合成。 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 采用 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ
Ｅｘ ＴａｑＴＭ（Ｔｌｉ ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ） ｑＰＣＲ Ｋｉｔ（ ＃ＲＲ４２０Ａ，
ＴａＫａＲａ）。 目的基因 ｍＲＮＡ 相对表达量的计算参

照 Ｌｉｖａｋ 等［６］的方法，内参基因为甘油醛－３－磷酸

脱氢酶（ＧＡＰＤＨ），并通过归一化法，以相对于注

射 ＬＰＳ 之前处理的表达量表示。

表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因
Ｇｅｎｅｓ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５′—３′）

产物长度
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ ／ ｂｐ

序列号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ

Ｔｏｌｌ 受体 ４
ＴＬＲ４

Ｆ：ＴＣＡＧＴＴＣＴＣＡＣＣＴＴＣＣＴＣＣＴＧ
Ｒ：ＧＴＴＣＡＴＴＣＣＴＣＡＣＣＣＡＧＴＣＴＴＣ １６６ ＧＱ５０３２４２．１

骨髓分化因子 ８８
ＭｙＤ８８

Ｆ：ＧＡＴＧＧＴＡＧＣＧＧＴＴＧＴＣＴＣＴＧＡＴ
Ｒ：ＧＡＴＧＣＴＧＧＧＧＡＡＣＴＣＴＴＴＣＴＴＣ １４８ ＡＢ２９２１７６．１

白介素受体相关激酶 １
ＩＲＡＫ１

Ｆ：ＣＡＡＧＧＣＡＧＧＴＣＡＧＧＴＴＴＣＧＴ
Ｒ：ＴＴＣＧＴＧＧＧＧＣＧＴＧＴＡＧＴＧＴ １１５ ＸＭ＿００３１３５４９０．１

肿瘤坏死因子受体相关因子 ６
ＴＲＡＦ６

Ｆ：ＣＡＡＧＡＧＡＡＴＡＣＣＣＡＧＴＣＧＣＡＣＡ
Ｒ：ＡＴＣＣＧＡＧＡＣＡＡＡＧＧＧＧＡＡＧＡＡ １２２ ＮＭ＿００１１０５２８６．１

核苷酸结合寡聚域受体 １
ＮＯＤ１

Ｆ：ＣＴＧＴＣＧＴＣＡＡＣＡＣＣＧＡＴＣＣＡ
Ｒ：ＣＣＡＧＴＴＧＧＴＧＡＣＧＣＡＧＣＴＴ ５７ ＡＢ１８７２１９．１

核苷酸结合寡聚域受体 ２
ＮＯＤ２

Ｆ：ＧＡＧＣＧＣＡＴＣＣＴＣＴＴＡＡＣＴＴＴＣＧ
Ｒ：ＡＣＧＣＴＣＧＴＧＡＴＣＣＧＴＧＡＡＣ ６６ ＡＢ１９５４６６

受体相互作用蛋白激酶 ２
ＲＩＰＫ２

Ｆ：ＣＡＧＴＧＴＣＣＡＧＴＡＡＡＴＣＧＣＡＧＴＴＧ
Ｒ：ＣＡＧＧＣＴＴＣＣＧＴＣＡＴＣＴＧＧＴＴ ２０６ ＸＭ＿００３３５５０２７．１

核因子－κＢ
ＮＦ⁃κＢ

Ｆ：ＡＧＴＡＣＣＣＴＧＡＧＧＣＴＡＴＡＡＣＴＣＧＣ
Ｒ：ＴＣＣＧＣＡＡＴＧＧＡＧＧＡＧＡＡＧＴＣ １３３ ＥＵ３９９８１７．１

肿瘤坏死因子－α
ＴＮＦ⁃α

Ｆ：ＴＣＣＡＡＴＧＧＣＡＧＡＧＴＧＧＧＴＡＴＧ
Ｒ：ＡＧＣＴＧＧＴＴＧＴＣＴＴＴＣＡＧＣＴＴＣＡＣ ６７ ＮＭ＿２１４０２２．１

３８８３
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续表 １

基因
Ｇｅｎｅｓ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５′—３′）

产物长度
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ ／ ｂｐ

序列号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ

白细胞介素－１β
ＩＬ⁃１β

Ｆ：ＧＣＴＡＡＣＴＡＣＧＧＴＧＡＣＡＡＣＡＡＴＡＡＴＧ
Ｒ：ＣＴＴＣＴＣＣＡＣＴＧＣＣＡＣＧＡＴＧＡ １８６ ＮＭ＿２１４０５５．１

白细胞介素－６
ＩＬ⁃６

Ｆ：ＡＡＧＧＴＧＡＴＧＣＣＡＣＣＴＣＡＧＡＣ
Ｒ：ＴＣＴＧＣＣＡＧＴＡＣＣＴＣＣＴＴＧＣＴ １５１ ＪＱ８３９２６３．１

环氧合酶 ２
ＣＯＸ２

Ｆ：ＡＴＧＡＴＣＴＡＣＣＣＧＣＣＴＣＡＣＡＣ
Ｒ：ＡＡＡＡＧＣＡＧＣＴＣＴＧＧＧＴＣＡＡＡ ２８４ ＡＹ０２８５８３

热休克蛋白 ７０
ＨＳＰ７０

Ｆ：ＧＣＣＣＴＧＡＡＴＣＣＧＣＡＧＡＡＴＡ
Ｒ：ＴＣＣＣＣＡＣＧＧＴＡＧＧＡＡＡＣＧ １５２ ＮＭ＿００１１２３１２７．１

甘油醛－３－磷酸脱氢酶
ＧＡＰＤＨ

Ｆ：ＣＧＴＣＣＣＴＧＡＧＡＣＡＣＧＡＴＧＧＴ
Ｒ：ＧＣＣＴＴＧＡＣＴＧＴＧＣＣＧＴＧＧＡＡＴ １９４ ＡＦ０１７０７９．１

１．６　 统计分析

　 　 数据分析采用 ＳＰＳＳ ２２．０ 软件进行独立样本 ｔ
检验，１、２、４、８、１２、２４ ｈ 分别与 ０ ｈ 比较，以 Ｐ ＜
０．０５表示差异显著。 结果以平均值 ±标准误来

表示。

２　 结　 果
２．１　 ＬＰＳ 刺激对断奶仔猪血细胞分类计数的影响

　 　 由表 ２ 可知，与注射 ＬＰＳ 之前（０ ｈ）相比，ＬＰＳ
刺激导致白细胞 （ １ ～ ４ ｈ）、嗜中性粒细胞 （ １ ～
４ ｈ）、淋巴细胞（２ ～ １２ ｈ）、单核细胞（２ ～ ２４ ｈ）、嗜
酸性粒细胞（２ ～ ４ ｈ）、嗜碱性粒细胞（４ ｈ）、嗜中性

粒细胞比例（２ ｈ）、单核细胞比例（１ ～ ２４ ｈ）、红细

胞分布宽度变异数（２４ ｈ）、血小板（１２ ｈ）、血小板

容积比（ １２ ｈ） 显著降低（ Ｐ ＜ ０． ０５）；其中白细胞

（１２ ～ ２４ ｈ）、嗜中性粒细胞（８ ～ ２４ ｈ）、嗜酸性粒细

胞（８ ～ ２４ ｈ）、嗜中性粒细胞比例（４ ～ ２４ ｈ）在后期

显著上升（Ｐ＜０．０５），且高于正常水平。 此外，ＬＰＳ
刺激会导致淋巴细胞比例（２ ｈ）、嗜碱性粒细胞比

例（２ ｈ）、红细胞（２ ｈ）、血红蛋白（２ ～ ４ ｈ）、血小板

平均体积（１２ ｈ）、血小板分布宽度（８ ～ ２４ ｈ）显著

升高（Ｐ＜０．０５）；其中淋巴细胞比例（８ ～ ２４ ｈ）、嗜
碱性粒细胞比例（８、２４ ｈ）显著降低（Ｐ＜０．０５），且
低于正常水平。
２．２ 　 ＬＰＳ 刺激对断奶仔猪脾脏 ＴＬＲ４ 和 ＮＯＤ
信号炎症通路关键基因及炎症相关基因 ｍＲＮＡ
表达量的影响

　 　 由表 ３ 可知，与注射 ＬＰＳ 之前（０ ｈ）相比，ＬＰＳ
刺激 导 致 ＴＬＲ４ （ ８ ～ １２ ｈ）、 骨 髓 分 化 因 子 ８８

（ＭｙＤ８８） （１ ～ １２ ｈ）、白介素受体相关激酶 １ （ Ｉ⁃
ＲＡＫ１） （４ ～ ８ ｈ）、肿瘤坏死因子受体相关因子 ６
（ＴＲＡＦ６）（１ ～ ４ ｈ）、ＮＯＤ１（ ２ ～ １２ ｈ）、ＮＯＤ２（ １ ～
８ ｈ）、受体互作蛋白激酶 ２（ＲＩＰＫ２） （１ ～ １２ ｈ）、核
因子－κＢ（ＮＦ⁃κＢ） （１ ～ ４ ｈ）ｍＲＮＡ 表达量显著上

调（Ｐ＜０．０５）。 这些基因的 ｍＲＮＡ 表达量在 ２ ～ ８ ｈ
达到峰值，８ ～ ２４ ｈ 逐渐恢复至正常水平或略低于

正常水平。
　 　 与注射 ＬＰＳ 之前（０ ｈ）相比，肿瘤坏死因子－α
（ＴＮＦ⁃α）（１ ～ ４ ｈ）、白细胞介素－１β（ ＩＬ⁃１β） （１ ～
１２ ｈ）、 ＩＬ⁃６ （ １ ～ ４ ｈ）、环氧合酶 ２ （ＣＯＸ２） （ １ ～
１２ ｈ）、热休克蛋白 ７０（ＨＳＰ７０） （２ ～ ４ ｈ）ｍＲＮＡ 表

达量在 ＬＰＳ 刺激后也显著升高（Ｐ＜０．０５）。 其中，
ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＣＯＸ２ ｍＲＮＡ 表达量在 １ ｈ 达到峰

值，ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 表达量在 ２ ｈ 达到峰值，ＨＳＰ７０
ｍＲＮＡ 表达量在 ４ ｈ 达到峰值，８ ～ ２４ ｈ 均逐渐恢

复至正常水平或略低于正常水平。

３　 讨　 论
　 　 脾脏在机体免疫－神经－内分泌网络中扮演着

重要的角色，并且在滤血、造血和储血方面发挥着

作用［４］ 。 脾脏与机体脏器的功能情况密切相关，
在一些疾病（如肝炎病毒感染、肿瘤以及炎症性疾

病等）的发生和发展过程中起到了重要作用［７］ 。
有研究表明，在抗感染过程中脾脏免疫细胞的活

化和炎症因子的释放可导致机体严重的损伤［４］ 。
因此，研究病理状况下脾脏炎症相关因子的变化

规律对于进一步了解脾脏在机体不同状态下功能

的变化具有重要意义。

４８８３



８ 期 汪　 洋等：脂多糖刺激对断奶仔猪脾脏炎症信号通路关键基因表达的影响
表

２　
ＬＰ

Ｓ
刺
激
对
断
奶
仔
猪
血
细
胞
分
类
计
数
的
影
响

Ｔａ
ｂｌ
ｅ
２　

Ｅｆ
ｆｅ
ｃｔ
ｓ
ｏｆ

ＬＰ
Ｓ

ｃｈ
ａｌ
ｌｅ
ｎｇ

ｅ
ｏｎ

ｂｌ
ｏｏ

ｄ
ｃｅ

ｌｌ
ｄｉ
ｆｆｅ

ｒｅ
ｎｔ
ｉａ
ｌｃ

ｏｕ
ｎｔ
ｓ
ｏｆ

ｗ
ｅａ

ｎｅ
ｄ
ｐｉ
ｇｌ
ｅｔ
ｓ

项
目

Ｉｔｅ
ｍ
ｓ

时
间

Ｔｉ
ｍ
ｅ／

ｈ

０
１

２
４

８
１２

２４

Ｐ
值

Ｐ⁃
ｖａ

ｌｕ
ｅ

０
ｈ
ｖｓ

１
ｈ

０
ｈ
ｖｓ

２
ｈ

０
ｈ
ｖｓ

４
ｈ

０
ｈ
ｖｓ

８
ｈ

０
ｈ
ｖｓ

１２
ｈ

０
ｈ
ｖｓ

２４
ｈ

白
细

胞
Ｗ

ｈｉ
ｔｅ

ｂｌ
ｏｏ

ｄ
ｃｅ

ｌｌ／
（×

１０
９
／Ｌ

）
１３

．０
９±

１．
０６

９．
２４

±１
．４
８

３．
３６

±０
．４
２

４．
３３

±０
．４
５

１４
．４
３±

１．
５３

１８
．５
２±

１．
９２

２１
．８
５±

０．
８０

０．
０４

９
＜０

．０
０１

＜０
．０
０１

０．
４６

９
０．
０１

９
＜０

．０
０１

嗜
中

性
粒

细
胞

Ｎ
ｅｕ

ｔｒｏ
ｐｈ

ｉｌ／
（×

１０
９
／Ｌ

）
４．
５７

±０
．７
１

２．
２８

±０
．５
３

０．
５７

±０
．０
９

１．
９０

±０
．２
３

１０
．５
６±

１．
２２

１４
．１
５±

１．
９６

１３
．６
４±

１．
０１

０．
０３

６
＜０

．０
０１

０．
００

５
０．
００

１
０．
００

３
＜０

．０
０１

淋
巴

细
胞

Ｌｙ
ｍ
ｐｈ

ｏｃ
ｙｔ
ｅ／

（×
１０

９
／Ｌ

）
７．
８３

±０
．６
３

６．
４８

±１
．０
０

２．
６５

±０
．４
５

２．
２６

±０
．２
２

３．
３９

±０
．４
７

３．
７１

±０
．１
７

７．
３６

±０
．２
７

０．
２４

９
＜０

．０
０１

＜０
．０
０１

＜０
．０
０１

＜０
．０
０１

０．
６４

２

单
核

细
胞

Ｍ
ｏｎ

ｏｃ
ｙｔ
ｅ／

（×
１０

９
／Ｌ

）
０．
３４

±０
．０
４

０．
２１

±０
．０
７

０．
０４

±０
．０
０

０．
０６

±０
．０
２

０．
０７

±０
．０
１

０．
０６

±０
．０
１

０．
１２

±０
．０
３

０．
０９

４
＜０

．０
０１

＜０
．０
０１

＜０
．０
０１

＜０
．０
０１

０．
００

６

嗜
酸

性
粒

细
胞

Ｅｏ
ｓｉｎ

ｏｐ
ｈｉ
ｌｉｃ

ｇｒ
ａｎ

ｕｌ
ｏｃ

ｙｔ
ｅ／

（×
１０

９
／Ｌ

）
０．
２２

±０
．０
３

０．
１６

±０
．０
４

０．
０６

±０
．０
１

０．
１１

±０
．０
３

０．
３３

±０
．０
１

０．
５１

±０
．０
５

０．
６２

±０
．０
７

０．
２９

２
０．
００

１
０．
０３

８
０．
０１

５
＜０

．０
０１

＜０
．０
０１

嗜
碱

性
粒

细
胞

Ｂａ
ｓｏ

ｐｈ
ｉｌ／

（×
１０

９
／Ｌ

）
０．
０４

±０
．０
１

０．
０４

±０
．０
１

０．
０３

±０
．０
１

０．
０２

±０
．０
１

０．
０３

±０
．０
１

０．
０５

±０
．０
１

０．
０３

±０
．０
０

０．
６５

８
０．
２８

２
０．
０１

３
０．
２１

３
０．
７８

２
０．
３０

０

嗜
中

性
粒

细
胞

比
例

Ｎ
ｅｕ

ｔｒｏ
ｐｈ

ｉｌ
ｐｅ

ｒｃ
ｅｎ

ｔａ
ｇｅ

／％
３３

．８
６±

４．
０５

２３
．６
０±

３．
３６

１８
．７
３±

３．
８４

４８
．５
２±

５．
４２

７２
．９
２±

１．
８３

７５
．０
２±

２．
８１

６２
．１
８±

２．
５４

０．
０９

５
０．
０２

３
０．
０４

６＜
０．
００

１
＜０

．０
０１

０．
００

１

淋
巴

细
胞

比
例

Ｌｙ
ｍ
ｐｈ

ｏｃ
ｙｔ
ｅ
ｐｅ

ｒｃ
ｅｎ

ｔａ
ｇｅ

／％
６０

．８
４±

３．
８４

７１
．３
５±

３．
９１

７７
．１
０±

３．
８７

４７
．７
８±

５．
５２

２３
．５
８±

１．
８４

２１
．２
７±

２．
５９

３３
．９
０±

２．
３０

０．
０８

８
０．
０１

３
０．
０６

６＜
０．
００

１
＜０

．０
０１

０．
００

１

单
核

细
胞

比
例

Ｍ
ｏｎ

ｏｃ
ｙｔ
ｅ
ｐｅ

ｒｃ
ｅｎ

ｔａ
ｇｅ

／％
２．
５９

±０
．２
７

２．
０８

±０
．５
０

１．
３８

±０
．２
１

１．
０７

±０
．１
３

０．
６６

±０
．１
３

０．
３５

±０
．０
７

０．
５５

±０
．１
３

０．
３４

７
０．
００

６
０．
００

１＜
０．
００

１
＜０

．０
０１

＜０
．０
０１

嗜
酸

性
粒

细
胞

比
例

Ｅｏ
ｓｉｎ

ｏｐ
ｈｉ
ｌｉｃ

ｇｒ
ａｎ

ｕｌ
ｏｃ

ｙｔ
ｅ

ｐｅ
ｒｃ
ｅｎ

ｔａ
ｇｅ

／％
１．
６８

±０
．２
４

１．
８０

±０
．３
４

１．
７３

±０
．１
９

１．
９３

±０
．２
１

２．
４０

±０
．２
７

２．
８３

±０
．２
８

２．
８５

±０
．４
３

０．
７６

８
０．
８７

２
０．
４７

４
０．
０７

４
０．
００

９
０．
０２

７

嗜
碱

性
粒

细
胞

比
例

Ｂａ
ｓｏ

ｐｈ
ｉｌ

ｐｅ
ｒｃ
ｅｎ

ｔａ
ｇｅ

／％
０．
３３

±０
．０
５

０．
５２

±０
．１
４

０．
８２

±０
．１
６

０．
３５

±０
．０
８

０．
１８

±０
．０
３

０．
２７

±０
．０
５

０．
１５

±０
．０
３

０．
１７

６
０．
００

５
０．
８６

２
０．
０４

７
０．
３９

９
０．
０４

９

红
细

胞
Ｒｅ

ｄ
ｂｌ
ｏｏ

ｄ
ｃｅ

ｌｌ／
（×

１０
１２
／Ｌ

）
５．
９８

±０
．１
４

６．
３４

±０
．１
９

６．
５０

±０
．１
５

６．
８７

±０
．３
８

５．
６８

±０
．１
７

５．
９１

±０
．２
９

５．
６３

±０
．１
１

０．
１４

７
０．
０３

０
０．
０６

９
０．
１９

５
０．
７９

８
０．
１４

２

血
红

蛋
白

Ｈ
ｅｍ

ｏｇ
ｌｏ
ｂｉ
ｎ／

（ｇ
／Ｌ

）
１１

６．
１１

±３
．１
９

１２
２．
００

±３
．４
４

１２
６．
３３

±１
．３
６

１３
３．
００

±５
．５
６

１０
９．
４０

±３
．０
９

１１
５．
３３

±４
．６
７

１１
０．
７５

±１
．３
１

０．
２４

４
０．
０２

７
０．
０１

４
０．
１７

４
０．
８８

９
０．
３０

４

５８８３
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续
表

２

项
目

Ｉｔｅ
ｍ
ｓ

时
间

Ｔｉ
ｍ
ｅ／

ｈ

０
１

２
４

８
１２

２４

Ｐ
值

Ｐ⁃
ｖａ

ｌｕ
ｅ

０
ｈ
ｖｓ

１
ｈ

０
ｈ
ｖｓ

２
ｈ

０
ｈ
ｖｓ

４
ｈ

０
ｈ
ｖｓ

８
ｈ

０
ｈ
ｖｓ

１２
ｈ

０
ｈ
ｖｓ

２４
ｈ

红
细

胞
压

积
Ｈ
ｅｍ

ａｔ
ｏｃ

ｒｉｔ
／％

３４
．７
３±

０．
８８

３７
．２
５±

１．
０４

３７
．９
８±

０．
５７

３９
．８
７±

１．
７７

３２
．７
４±

１．
０５

３４
．５
８±

１．
７３

３２
．５
３±

０．
４９

０．
０９

１
０．
０１

７
０．
０１

３
０．
１７

２
０．
９３

４
０．
１４

１

红
细

胞
平

均
体

积
Ｍ

ｅａ
ｎ
ｃｏ

ｒｐ
ｕｓ

ｃｕ
ｌａ
ｒ

ｖｏ
ｌｕ
ｍ

／ｆ
ｌ

５８
．１
１±

０．
９１

５８
．８
２±

１．
２５

５８
．５
７±

０．
８４

５８
．２
３±

１．
３８

５７
．７
２±

１．
０１

５８
．５
５±

０．
９２

５７
．８
５±

０．
８５

０．
６４

７
０．
７３

５
０．
９４

０
０．
７８

３
０．
７５

０
０．
８６

５

红
细

胞
平

均
血

红
蛋

白
Ｍ

ｅａ
ｎ
ｃｏ

ｒｐ
ｕｓ

ｃｕ
ｌａ
ｒ

ｈｅ
ｍ
ｏｇ

ｌｏ
ｂｉ
ｎ／

ｐｇ

１９
．３
９±

０．
２８

１９
．２
８±

０．
４３

１９
．５
０±

０．
３８

１９
．５
０±

０．
５８

１９
．３
０±

０．
３８

１９
．５
５±

０．
３０

１９
．７
０±

０．
３８

０．
８３

３
０．
８１

５
０．
８５

２
０．
８５

１
０．
７１

１
０．
５４

２

红
细

胞
平

均
血

红
蛋

白
浓

度
Ａ
ｖｅ

ｒａ
ｇｅ

ｈｅ
ｍ
ｏｇ

ｌｏ
ｂｉ
ｎ

ｃｏ
ｎｃ

ｅｎ
ｔｒａ

ｔｉｏ
ｎ
ｏｆ

ｅｒ
ｙｔ
ｈｒ
ｏｃ

ｙｔ
ｅ／

（ｇ
／Ｌ

）

３３
４．
１１

±１
．６
４

３２
７．
８３

±２
．０
４

３３
３．
００

±３
．４
２

３３
４．
１７

±３
．０
６

３３
４．
２０

±１
．６
８

３３
４．
１７

±３
．２
８

３４
０．
５０

±２
．１
０

０．
０３

２
０．
７４

９
０．
９８

６
０．
９７

１
０．
９８

７
０．
０４

６

红
细

胞
分

布
宽

度
变

异
数

Ｒｅ
ｄ

ｂｌ
ｏｏ

ｄ
ｃｅ

ｌｌ
ｄｉ
ｓｔｒ

ｉ⁃
ｂｕ

ｔｉｏ
ｎ

ｗ
ｉｄ
ｔｈ

ｖａ
ｒｉａ

ｔｉｏ
ｎ／

％

１７
．０
９±

０．
８２

１６
．８
８±

１．
７５

１５
．６
２±

０．
６５

１６
．１
８±

１．
２９

１５
．０
０±

０．
５３

１５
．７
７±

０．
４７

１４
．３
０±

０．
３０

０．
９０

７
０．
２１

８
０．
５４

２
０．
０７

９
０．
２４

３
０．
０５

０

血
小

板
Ｐｌ
ａｔ
ｅｌ
ｅｔ
／（

× １
０９

／Ｌ
）

３７
１．
７８

±６
４．
６６

４１
５．
５±

８２
．７
７

３０
９．
６７

±２
７．
６６

２７
０．
５０

±５
６．
０５

３０
３．
２０

±３
５．
７８

１４
７．
１７

±２
１．
６１

２０
２．
７５

±１
１．
９９

０．
６８

１
０．
４６

９
０．
２９

０
０．
４３

５
０．
０１

７
０．
１１

８

血
小

板
平

均
体

积
Ｍ

ｅａ
ｎ
ｐｌ
ａｔ
ｅｌ
ｅｔ

ｖｏ
ｌｕ
ｍ
ｅ／

ｆＬ
８．
０７

±０
．４
３

７．
４８

±０
．１
９

７．
３５

±０
．２
４

８．
４５

±０
．５
４

８．
４４

±０
．６
６

９．
９３

±０
．４
５

８．
８８

±０
．１
３

０．
３１

１
０．
２２

７
０．
５８

５
０．
６２

６
０．
０１

２
０．
２４

９

血
小

板
容

积
比

Ｐｌ
ａｔ
ｅｌ
ｅｔ

ｖｏ
ｌｕ
ｍ
ｅ

ｒａ
ｔｉｏ

／％
０．
２８

±０
．０
４

０．
３１

±０
．０
６

０．
２３

±０
．０
２

０．
２２

±０
．０
４

０．
２５

±０
．０
２

０．
１４

±０
．０
２

０．
１８

±０
．０
１

０．
７１

９
０．
２５

３
０．
２８

４
０．
４９

３
０．
０１

１
０．
１０

６

血
小

板
分

布
宽

度
Ｐｌ
ａｔ
ｅｌ
ｅｔ

ｄｉ
ｓｔｒ

ｉｂ
ｕｔ
ｉｏ
ｎ

ｗ
ｉｄ
ｔｈ

／％
６５

．７
０±

１．
７７

６３
．７
８±

２．
０５

６７
．７
８±

１．
８４

７０
．５
８±

１．
９６

７３
．５
８±

２．
０４

８２
．５
７±

３．
３５

７６
．２
８±

１．
７６

０．
４９

６
０．
４４

４
０．
０９

３
０．
０１

３
＜０

．０
０１

０．
００

４

６８８３



８ 期 汪　 洋等：脂多糖刺激对断奶仔猪脾脏炎症信号通路关键基因表达的影响
表

３　
ＬＰ

Ｓ
刺
激
对
断
奶
仔
猪
脾
脏
炎
症
信
号
通
路
关
键
基
因
及
炎
症
相
关
基
因
的

ｍ
Ｒ
Ｎ
Ａ
表
达
量
的
影
响

Ｔａ
ｂｌ
ｅ
３　

Ｅｆ
ｆｅ
ｃｔ
ｓ
ｏｆ

ＬＰ
Ｓ

ｃｈ
ａｌ
ｌｅ
ｎｇ

ｅ
ｏｎ

ｍ
ＲＮ

Ａ
ｅｘ

ｐｒ
ｅｓ
ｓｉｏ

ｎ
ｏｆ

ｋｅ
ｙ
ｇｅ

ｎｅ
ｓ
ｏｆ

ｉｎ
ｆｌａ

ｍ
ｍ
ａｔ
ｏｒ
ｙ
ｓｉｇ

ｎａ
ｌｉｎ

ｇ
ｐａ

ｔｈ
ｗ
ａｙ

ａｎ
ｄ
ｉｎ
ｆｌａ

ｍ
ｍ
ａｔ
ｏｒ
ｙ
ｒｅ
ｌａ
ｔｅ
ｄ
ｇｅ

ｎｅ
ｓ
ｉｎ

ｓｐ
ｌｅ
ｅｎ

ｏｆ
ｗ
ｅａ

ｎｅ
ｄ
ｐｉ
ｇｌ
ｅｔ
ｓ

项
目

Ｉｔｅ
ｍ
ｓ

时
间

Ｔｉ
ｍ
ｅ／

ｈ

０
１

２
４

８
１２

２４

Ｐ
值

Ｐ⁃
ｖａ

ｌｕ
ｅ

０
ｈ
ｖｓ

１
ｈ

０
ｈ
ｖｓ

２
ｈ

０
ｈ
ｖｓ

４
ｈ

０
ｈ
ｖｓ

８
ｈ

０
ｈ
ｖｓ

１２
ｈ

０
ｈ
ｖｓ

２４
ｈ

Ｔｏ
ｌｌ
受

体
４

ＴＬ
Ｒ４

１．
００

±０
．０
９

０．
６２

±０
．１
５

０．
５４

±０
．０
８

０．
６９

±０
．１
８

１．
５７

±０
．１
２

１．
４０

±０
．０
８

０．
８６

±０
．１
０

０．
０３

１
０．
００

３
０．
１０

６
０．
００

２
０．
００

７
０．
３５

４

骨
髓

分
化

因
子

８８
Ｍ
ｙＤ

８８
１．
００

±０
．０
５

１．
５４

±０
．１
６

３．
４６

±０
．１
２

２．
８２

±０
．２
１

１．
８３

±０
．１
７

１．
４７

±０
．１
７

０．
８２

±０
．１
１

０．
０２

０
＜０

．０
０１

＜０
．０
０１

＜０
．０
０１

０．
０３

８
０．
１１

７

白
介

素
受

体
相

关
激

酶
１

ＩＲ
ＡＫ

１
１．
００

±０
．０
５

０．
９１

±０
．１
２

１．
０３

±０
．０
７

１．
３４

±０
．１
３

１．
２９

±０
．１
２

０．
８１

±０
．０
９

０．
６６

±０
．０
７

０．
５２

６
０．
７２

０
０．
０１

６
０．
０２

８
０．
０６

６
０．
００

４

肿
瘤

坏
死

因
子

受
体

相
关

因
子

６
ＴＲ

ＡＦ
６

１．
００

±０
．０
６

１．
３７

±０
．１
４

１．
７７

±０
．１
４

１．
６０

±０
．２
４

０．
９３

±０
．０
４

０．
７４

±０
．０
８

０．
５６

±０
．０
７

０．
０１

８
＜０

．０
０１

０．
０１

３
０．
３７

５
０．
０１

９
０．
００

１

核
苷

酸
结

合
寡

聚
域

受
体

１
ＮＯ

Ｄ
１

１．
００

±０
．０
８

１．
０５

±０
．０
５

２．
０７

±０
．０
９

２．
１０

±０
．１
４

１．
５５

±０
．０
７

１．
４１

±０
．１
９

０．
７７

±０
．２
５

０．
６４

６
＜０

．０
０１

＜０
．０
０１

＜０
．０
０１

０．
０３

９
０．
２７

２

核
苷

酸
结

合
寡

聚
域

受
体

２
ＮＯ

Ｄ
２

１．
００

±０
．０
７

２．
３７

±０
．１
９

３．
３５

±０
．４
３

３．
１４

±０
．４
５

１．
７９

±０
．２
６

１．
４４

±０
．２
４

０．
７３

±０
．０
６

＜０
．０
０１

０．
００

３
０．
００

５
０．
００

４
０．
１２

５
０．
０４

０

受
体

相
互

作
用

蛋
白

激
酶

２
ＲＩ
ＰＫ

２
１．
００

±０
．０
５

１１
．８
２±

１．
４５

２８
．１
６±

２．
９４

９．
９５

±１
．５
７

３．
４６

±０
．２
５

２．
５６

±０
．５
３

０．
７０

±０
．０
６

０．
００

１
＜０

．０
０１

０．
００

２
＜０

．０
０１

０．
０３

２
０．
００

３

核
因

子
－ κ

Ｂ
ＮＦ

⁃κ
Ｂ

１．
００

±０
．０
５

１．
６１

±０
．１
８

２．
２１

±０
．１
１

１．
９０

±０
．１
８

１．
１４

±０
．０
６

０．
８７

±０
．０
８

０．
６７

±０
．０
５

０．
０１

９
＜０

．０
０１

０．
００

３
０．
０８

０
０．
１５

４
０．
００

１

肿
瘤

坏
死

因
子

－ α
ＴＮ

Ｆ⁃
α

１．
００

±０
．０
７

１２
．０
６±

３．
６３

３．
４５

±０
．３
１

２．
０２

±０
．２
６

１．
２５

±０
．１
３

１．
００

±０
．２
３

０．
５７

±０
．１
４

０．
０２

８
＜０

．０
０１

０．
０１

０
０．
１０

０
０．
９９

４
０．
０１

２

白
细

胞
介

素
－ １

β
ＩＬ

⁃１
β

１．
００

±０
．１
２

２４
０．
５９

±３
６．
６８

７９
．１
４±

１８
．６
６

１６
．０
１±

３．
７７

９．
９２

±２
．９
９

７．
３９

±２
．０
１

０．
６６

±０
．１
２

０．
００

１
０．
００

９
０．
０１

１
０．
０３

１
０．
０２

５
０．
１０

８

白
细

胞
介

素
－ ６

ＩＬ
⁃６

１．
００

±０
．１
１

４０
．８
４±

９．
７１

９４
．９
４±

１１
．５
１

５．
８０

±１
．４
２

１．
２７

±０
．１
７

１．
５３

±０
．４
６

１．
０６

±０
．１
４

０．
００

９
＜０

．０
０１

０．
０１

９
０．
１８

３
０．
３１

４
０．
７５

８

环
氧

合
酶

２
ＣＯ

Ｘ２
１．
００

±０
．１
７

５３
．１
７±

１２
．７
４

４３
．６
１±

８．
４６

９．
５２

±３
．０
９

６．
０３

±１
．５
４

４．
３３

±１
．１
０

０．
６２

±０
．１
２

０．
００

９
０．
００

４
０．
０４

０
０．
０２

２
０．
０３

０
０．
１８

３

热
休

克
蛋

白
７０

Ｈ
ＳＰ

７０
１．
００

±０
．０
７

１．
１１

±０
．３
２

６．
７８

±１
．８
２

８．
１８

±２
．２
７

１．
３２

±０
．１
８

０．
７８

±０
．１
０

０．
４２

±０
．０
５

０．
７５

９
０．
０２

５
０．
０２

５
０．
０８

０
０．
０７

８
＜０

．０
０１

７８８３
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　 　 血细胞分类计数主要包括白细胞、红细胞和

血小板这 ３ 类计数，该指标与机体的生理状况密

切相关，可作为疾病诊断和治疗的重要参考指

标［８］ 。 细菌性或病毒性感染都可引起血细胞分类

计数的变化［８］ 。 本试验中，ＬＰＳ 刺激导致部分血

细胞分类计数发生了显著的变化。 与本试验结果

一致，我们前期研究也发现 ＬＰＳ 刺激 ４、２４ ｈ 影响

了白细胞、红细胞和血小板计数，且部分指标（如

白细胞、嗜酸性粒细胞）在 ４、２４ ｈ 时变化的趋势不

一［９］ 。 研究发现，白细胞总数及其分类计数可以

指示机体的炎症状态［９］ 。 红细胞除了是运输氧的

主要媒介，也与天然免疫和一些特异性免疫相

关［１０］ 。 此外，血小板在炎症和免疫方面同样具有

重要的作用，血液中血小板的减少会增加机体受

感染的风险［１１］ 。 由于脾脏可清除血液中的异物和

衰老的血细胞，分泌激素（如白细胞生成素、红细

胞生成素、血小板生成素等）调节骨髓造血，还可

调节机体的细胞免疫、体液免疫以及细胞吞噬功

能［１２］ ，因此我们猜测 ＬＰＳ 可能造成机体的炎症反

应，影响组织（如脾脏）的正常功能。
　 　 ＴＬＲｓ 是一类跨膜的天然免疫受体，其中

ＴＬＲ４ 是与免疫和炎症密切相关的重要成员［３］ 。
ＴＬＲ４ 可以将信号从细胞外传递到细胞内，触发细

胞内 ＭｙＤ８８、 ＩＲＡＫ１、ＴＲＡＦ６ 等信号分子，导致

ＮＦ⁃κＢ 活化入核，促进炎性细胞因子的表达与释

放［３］ 。 与跨膜的 ＴＬＲｓ 不同，ＮＯＤｓ 存在于细胞

内，ＮＯＤｌ 和 ＮＯＤ２ 是该家族中最具有代表性的 ２
个成员，可识别细菌的肽聚糖成分［１３］ 。 ＮＯＤ１ 和

ＮＯＤ２ 可以通过自身寡聚化来招募和激活下游分

子 ＲＩＰＫ２，同样可以激活 ＮＦ⁃κＢ［１３］ 。 正常情况下，
ＴＬＲ４ 和 ＮＯＤ 信号通路的激活有利于提高机体的

免疫力，进而抵抗感染和杀灭病原体［１４］ 。 但是，其
过度激活会带来负面的影响，严重者会引起疾病

的产生如脓毒症、类风湿性关节炎、感染性休

克等［１４］ 。
　 　 本试验中，ＬＰＳ 刺激导致脾脏 ＴＬＲ４ 和 ＮＯＤ
炎症信号通路关键基因 ｍＲＮＡ 表达量上升，在后

期这些基因逐渐恢复至正常水平或略低于正常水

平。 这与我们前期关于单个时间点（４、２４ ｈ） ＬＰＳ
刺激对一些组织（如肌肉、肝脏、肠道等）的影响的

研究结果相吻合［３，１３，１５］ 。 ＴＬＲ４ 是介导 ＬＰＳ 应答

的主要受体［３］ 。 此外，虽然 ＮＯＤ１ 和 ＮＯＤ２ 是细

菌的肽聚糖成分的特异性识别受体，但是有研究

发现 ＬＰＳ 可以通过影响 ＴＬＲ４ 和 ＴＮＦ⁃α，进而激

活 ＮＯＤ 信号通路［１６］ 。 因此，ＬＰＳ 引起机体的炎症

反应可能与其介导炎症信号通路的激活密切

相关。
　 　 炎性细胞因子（如 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃６）是大

多数炎性病症中的重要介质，当它们过表达时，会
使机体处于炎症状态，而长期的炎症则会诱发炎

症性疾病［１７］ 。 ＣＯＸ２ 是催化花生四烯酸合成前列

腺素的关键酶，其过量表达亦与炎症密切相关［１８］ 。
ＨＳＰ７０ 表达量在正常细胞中较低，但是在应激状

态下显著升高［１３］ 。 本研究结果表明，ＬＰＳ 刺激会

提高这些炎症相关基因的 ｍＲＮＡ 表达量，并促使

其在短时间内达到峰值，随后逐渐下降恢复。 本

试验中炎性细胞因子的结果与大鼠模型上得出的

结果相似［１９］ 。 这些炎症相关基因的 ｍＲＮＡ 表达

量集中在 １ ～ ２ ｈ 达到峰值，而 ＴＬＲ４ 和 ＮＯＤ 信号

通路关键基因则多集中在 ２ ～ ４ ｈ 达到峰值。
Ｒｏｓｅｎｓｔｉｅｌ 等［２０］研究发现 ＴＮＦ⁃α 可以诱导肠上皮

细胞 ＮＯＤ２ ｍＲＮＡ 表达上调。 因此，我们猜测

ＬＰＳ 刺激后可能首先导致炎性细胞因子的大量合

成，随后促使 ＴＬＲ４ 和 ＮＯＤ 炎症信号通路关键基

因ｍＲＮＡ表达上调。
　 　 有趣的是，ＣＯＸ２ 虽然在各系统炎症中全程均

有表达，但是在炎症的不同阶段可产生不同的前

列腺素以发挥不同的作用［２１］ 。 研究发现，ＣＯＸ２
在炎症发生期通过合成前列腺素 Ｅ２（ ＰＧＥ２）发挥

促炎作用，而在炎症消退期以合成前列腺素 Ｄ２

（ＰＧＤ２）、１５－脱氧前列腺素 Ｊ２（ １５ΔＰＧＪ２）发挥抗

炎作 用［２１］ 。 除 此 之 外， 有 研 究 证 明 高 水 平 的

ＨＳＰ７０ 可降低炎症反应［１３］ 。 ＨＳＰ７０ 家族成员能降

低 ＬＰＳ 刺激所致的炎性细胞因子和炎性介质的合

成与释放［２２］ ，还可以阻碍 ＮＦ⁃κＢ 的激活［２３］ 。 综

上，本试验中，在前期，ＬＰＳ 刺激一方面促使炎性

介质表达上调造成机体的炎症反应，另一方面由

于机体的负反馈也诱导了抗炎介质（ＨＳＰ７０）的表

达。 在后期，可能由于机体自身调节（比如调节

ＣＯＸ２ 和 ＨＳＰ７０），ＬＰＳ 刺激的影响逐渐被消除。

４　 结　 论
　 　 ＬＰＳ 刺激可引起断奶仔猪的血细胞分类计数

发生变化，并且在短时间内提高脾脏 ＴＬＲ４ 和

ＮＯＤ 炎症信号通路关键基因和炎症相关基因的

ｍＲＮＡ 表达量。 这些基因在 ＬＰＳ 刺激前期处于较

８８８３
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高水平，而在后期逐渐回归到正常水平或略低于

正常水平。
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