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抗菌肽对肉鸡外周血 T淋巴细胞转化的影响3

王　静 ,李同树 3

(山东农业大学动物科技学院 ,山东 泰安　271018)

[摘　要 ] 　将 420 只 7 日龄 AA 肉雏鸡随机分为 7 组 ,在其日粮中分别添加 300mg/ kg、

600mg/ kg两个浓度的抗菌肽粗提品 ,分不同饲养阶段添加到肉鸡日粮中 ,同时设抗生素组和

空白对照组于 28日龄早晨空腹翅静脉采抗凝血 ,分离淋巴细胞 ,分别用 ConA、抗菌肽刺激 ,

M T T法检测 T淋巴细胞转化情况。结果表明 ,抗菌肽能够促进肉鸡外周血淋巴细胞增殖转

化 ,且因添加日龄不同效果有所差异。

[关键词 ] 　抗菌肽 ;肉鸡 ; T淋巴细胞 ;转化

[中图分类号 ]　S811. 5　 　　　　　[文献标识码 ]　A　　 [文章编号 ]　100425228 (2007) 0320045204

　　抗菌肽 ( anti microbi al pepti des )是生物进化

过程中为适应环境 ,求得生存而最早产生的免疫活

性分子 ,在生物体内广泛存在。近年来研究证实 ,抗

菌肽具有抵抗细菌、真菌、病毒及原虫的侵害、且对

真核细胞无毒害作用。据有关研究报道 ,在动植物

及人体基因组中有其基因编码 ,这类自体合成含多

氨基酸残基的短肽 ,除具有抗生素作用外 ,还作为刺

激自体免疫的重要成分 ,协助宿主提高天然免疫力。

目前已有的关于抗菌肽的研究多集中在离体诱导培

养 ,及新种类的不断发现。对抗菌肽对动物机体功

能影响的研究较少 ,应用性研究更少。本试验采用

在日粮中添加抗菌肽和在淋巴细胞悬液中加入抗菌

肽 ,应用 M T T法检测其对肉鸡外周血淋巴细胞转

化的影响 , 旨在探讨抗菌肽在免疫调节方面的作

用 ,为抗菌肽添加剂的推广应用提供依据。

1　材料与方法

1. 1　试验动物与试验设计

采用单因子试验设计 ,将 420 只初生 AA 肉雏

鸡 ,随机分为 J、K、KH、TS、TSH、TL、TL H 七个处

理组 ,每组设 3 个重复 ,每个重复 20 只。J 组试验

鸡作空白对照组 ,全程饲喂基础日粮 ,其余六个处理

的试验鸡饲养至 8 日龄转入试验期 , K、TS、TL 三

个处理的试验鸡 ,分别在基础日粮中添加 40mg/ kg

的金霉素、300mg/ kg 和 600mg/ kg 的抗菌肽粗提

品 ; KH、TSH、TL H三个处理的试验鸡 ,8～20日龄

喂基础日粮 , 21～28 日龄在基础日粮中分别添加

40mg/ kg 的金霉素、300mg/ kg 和 600mg/ kg 的抗

菌肽粗提品。

1. 2　抗菌肽制剂与基础日粮

抗菌肽制剂为α2螺旋抗菌肽粗提品 (含 10 %活

性成分) ,由博凯国际 (香港)集团有限公司生产 ;金

霉素由当地医药公司提供。基础日粮配方及营养水

平 (按 N RC(1994)肉鸡饲养标准) ,见表 1。

1. 3　试验鸡免疫程序

试验鸡采用网上平养 ,7日龄新城疫、传支二联

苗点眼 ,禽流感 H5 油苗皮下注射 ,14日龄法倍灵饮

水 ,18日龄禽流感 H9 油苗皮下注射 ,21 日龄新城

疫Ⅳ弱毒苗饮水。

1. 4　样品采集

试验鸡于 28日龄早晨饲喂前 ,每处理组随机取

6只 ,无菌翅静脉采血 2. 5mL ,加入 5 %的柠檬酸钠

0. 5mL 抗凝 ,作淋巴细胞转化测定样品。

1. 5　样品测定

1. 5. 1 　试剂配制 　20 %RPMI1640培养液 :将 RP2
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MI1640培养基 (sigma公司产品)用双蒸水配制 ,过滤

分装后 4℃保存 ,临用前加浓度为 20 %小牛血清 (杭

州四季青生物制品厂产品)和常量的双抗 ;ConA (伴

刀豆素球蛋白 ,为 Sigma 公司产品)配制 :用无血清

RPMI1640培养液配成 100μg/ mL ;MTT(四甲基偶氮

唑蓝 ,为 Sigma 公司产品)配制 :用 p H7. 4 的 RP2
MI1640培养液配成 5mg/ mL的溶液 ,0. 22μm的微孔

滤膜过滤 ,避光保存 ;裂解液 :用 50 %DMF与 20 %

SDS(N2N2二甲基甲酰胺与等体积双蒸水混匀 ,再加

20 %SDS于温箱中完全溶解)配制 ;淋巴细胞分离液

(上海恒信化学试剂公司产品) ;D2Hanks液由山东农

业大学动物科技学院微生物免疫实验室提供。

1. 5. 2 　测定仪器　酶联检测仪 (D G3022) ; CO2 培

养箱 ( Heraeus BB16/ BB5060) 。

1. 5. 3　淋巴细胞转化 　采用 M T T法。①淋巴细

胞分离将抗凝血缓慢加入到等体积淋巴细胞分离液

上层 ,2600rp m离心 10min。取中间絮状白细胞层

转入 1. 5mL 离心管中 ,加入少量 D2Hanks液洗涤 ,

2600rp m离心 10min ;重复洗涤一次 ,2600rp m离心

10min ,弃去上清液 ,加适量含 20 %小牛血清的 RP2
MI1640培养液 (含双抗)重悬 ,混匀。稀释计数 ,调

整细胞浓度 ,使细胞终浓度为 8×106 个/ mL ,②Co2
nA处理每孔加 ConA 至终浓度为 7. 5μg/ mL , RP2
MI1640 调零 ,细胞悬液不加 ConA 作对照。取

100μL 细胞稀释液至 96孔板 ,设 ConA 刺激孔和无

ConA刺激孔 ,每孔 4 个重复 ; ③抗菌肽处理 RP2
MI1640培养液溶解抗菌肽 ,最终浓度分别为 10μg/

mL。分别设抗菌肽刺激孔和无抗菌肽刺激孔 ,并设

ConA刺激对照孔 ,每孔 4个重复 ,轻轻混匀。④在

37. 2℃,5 %CO2 条件下培养 48h ,培养结束前 4h加

M T T ,每孔 10μL ,继续培养。⑤检测 OD值经以上

培养后 ,每孔加裂解液 100μL ,放置 0. 5h ,用酶标仪

570nm处检测各孔 OD570值 ,统计出平均 OD值 ,OD

值的大小评价反应体系中细胞增殖程度。

1. 6　数据统计分析

　　各处理组测定数据 ,用 SPSS 统计分析软件

One2Way ANOVA法进行统计分析 ,用邓肯氏法进

行差异显著性比较。

表 1　基础日粮及营养水平

Table 1　The composition and nutrient level of basal diet %

日粮成分 Diet Composition 1～4周 1～4 Weeks ( %) 营养水平 Nutrient Level 1～4周 1～4Weeks

玉米 Corn 50. 2 代谢能 ME(MJ/ kg) 13. 24

豆粕 Soybean meal 34. 9 粗蛋白 CP 22. 28

鱼粉 Finish meal 5. 00 蛋氨酸 Met 0. 56

豆油 soybean oil 6. 50 蛋氨酸 +胱氨酸 Met + Cys 0. 87

磷酸氢钙 Calcium phosphate 1. 0 赖氨酸 Lys 1. 22

石粉 Limestone 1. 0 色氨酸 Trp 0. 30

食盐 Salt 0. 25 钙 Ca 0. 92

蛋氨酸 DL - Met 0. 15 有效磷 AP 0. 55

赖氨酸 L2Lys HCL

预混料 Premix 1 00

表 2　ConA处理组测定平均 OD值

Table 2　Average optical density values of ConA treated group

组别 Group 平均 OD值 Average OD Value

J 0. 2384±0. 0243b

K 0. 3436±0. 0359ab

KH 0. 3423±0. 0344ab

TS 0. 2871±0. 0203ab

TSH 0. 3837±0. 0756a

TL 0. 2931±0. 0147ab

TL H 0. 4028±0. 0637a

　注 :同列样品间凡标不同小写字母者为差异达显著水平 ( P < 0 . 05 ) ;无字母标注者为差异不显著 ( P > 0 . 05 ) ,下表同。

　Note : Values with different small letters are significantly different ( P < 0. 05 ) in the same line ; No letters marked values

are quiet ( P > 0. 05 ) , The same below.
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表 3　抗菌肽处理组测定平均 OD值

Table 3　Average optical density values of antibacterial peptides t reated group

组别 Group 平均 OD值 Arerage OD value

J 0. 1867±0. 0146b

K 0. 2165±0. 0138ab

KH 0. 2323±0. 0204ab

TS 0. 2612±0. 0192a

TSH 0. 2524±0. 0332a

TL 0. 2522±0. 0126a

TL H 0. 2356±0. 0142ab

ConA (eontrol) 0. 2378±0. 0074ab

2　结果和分析

2. 1　ConA处理结果及分析

不同处理肉鸡外周血淋巴细胞转化中 ,经 Co2
nA处理后所测定的 OD值见表 2。

由表 2 ConA 处理的测定值分析 ,8 日龄添加

0. 03 %、0. 06 %两水平抗菌肽 TS、TL 组 ,肉鸡外周

血淋巴细胞转化的 OD 值分别比 J 组提高了

20. 43 %和 22. 94 % ,但差异均不显著 ( P > 0 . 05 ) ;

21日龄添加 0. 03 %、0. 06 %两水平抗菌肽 TSH、

TL H组 ,肉鸡外周血淋巴细胞转化的 OD值与 J 组

比较分别提高了 60. 95 %和 68. 96 % ,且均差异显著

( P < 0 . 05 ) 。

2. 2　抗菌肽处理结果及分析

不同处理肉鸡外周血淋巴细胞转化中 ,经抗菌

肽处理后所测定的 OD值见表 3。

由表 3 抗菌肽处理的测定值分析 , TS、TSH、

TL 组的 OD 值与 ConA 对照孔相比分别提高了

9. 84 %、6. 14 %和 6. 06 % ,差异均不显著 ( P > 0 . 05

) ;J、K、KH、TL H组 OD值与 ConA 对照孔相比分

别降低了 21. 49 %、8. 96 %、2. 31 %和 0. 93 % ,差异

均不显著 ( P > 0 . 05 ) 。表明抗菌肽对肉鸡外周血

淋巴细胞增殖反应具有直接作用。

3　讨　论

3. 1　动物机体的淋巴细胞增殖反应是衡量细胞免

疫能力的一项重要指标 ,也是研究鸡的免疫功能及

防御疫病机制一个重要方面。在机体免疫应答的发

生发展过程中 , T淋巴细胞参与细胞免疫应答 , T淋

巴细增殖量和功能直接决定机体细胞免疫效果。

ConA是 T淋巴细胞增殖的丝裂原。丝裂原能刺激

淋巴细胞进行有丝分裂和增殖 ,并伴随着 DNA 的

复制。M T T (四甲基偶氮蓝唑盐)作为活细胞线粒

体内脱氢酶氧还反应的底物参与其氧化还原反应 ,

生成蓝色甲月替结晶 ,经溶解后在 570nm波长具有

最高吸收值 ,依此反映细胞增殖情况。

本次试验结果表明 ,日粮中添加抗菌肽有使肉

鸡机体外周血淋巴细胞在 ConA 刺激下 ,产生外周

血 T淋巴细胞反应性升高的作用。据报道 ,在猪皮

肤伤口上应用特异性 progegrin 加工酶抑制剂 ,导

致伤口 protegrin 活性下降 ,对病菌抵抗力下降。

Scot t 等 (2000)报道 ,抗菌肽在宿主天然免疫反应的

不同阶段表现出多种作用 ,能促进辅助性 T细胞趋

化因子的产生及辅助性 T细胞的增殖。另据 Yang

D等 (1999)报道 ,人α2防御素在 10～10mmol/ L 的

浓度下对单核细胞、为分化的树突状细胞和 T细胞

有趋化性 ,而β2防御素则通过细胞因子受体对记忆
T细胞和未分化的树突状细胞有趋化性。Yang 等

报道有些防御素还具有促进未成熟树突状细胞以及

T细胞的趋化的功能。Lfcin 能与人多行核白细胞

作用 ,促进对中性粒细胞具激活作用的干扰素28 释

放 ,增强细胞免疫反应。人的 cat helicidin LL237 通

过 G2蛋白偶联受体对单核细胞和某些 T细胞有趋

化作用。这些研究从不同方面研究证实了抗菌肽在

宿主天然免疫中的重要作用。本试验不同添加时间

相比 , 21 日龄添加 300g/ kg 和 600g/ kg 抗菌肽粗

提品组检测结果明显高于对照组 ,而 8 日龄两添加

水平组效果不明显。可能原因是出孵后的雏鸡在母

源抗体的保护下 ,对早期添加外源药物或免疫调节

制剂等 ,很难产生效果或效果不明显。并且由于持

续添加 ,导致肉鸡机体对添加制剂的免疫调节效果

没有 21日龄添加的效果好。不同日龄抗生素添加

组与对照组比较均没有明显差异。

3. 2　有试验研究发现 ,BMA P227、BMA P228、CA (1

～8) M (1～18) 、Lactoferricin等具有在体外可激活

人淋巴细胞 ,可清除感染病毒和细菌的细胞以及癌
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细胞等功能 ( Risso 等 , 1998 ; Lillard 等 , 1999 ; GH

等 ,1999 ;Andrea 等 ,1998) ;另有研究报道 ,Nisin具

有诱导 CD4 和 CD8 细胞的产生 ,增强细胞免疫功

能和 T细胞的辅助功能。本试验对鸡外周血淋巴

细胞增殖反应研究表明 ,直接在鸡血淋巴细胞悬液

中加入抗菌肽刺激淋巴细胞 ,与 ConA 刺激对照孔

相比没有明显差异 ,说明对肉鸡外周血淋巴细胞增

殖反应也有一定作用。以上结果显示 ,在肉鸡日粮

中添加抗菌肽能使其机体的外周血淋巴细胞 T 淋

巴细胞转化升高 ,表明抗菌肽有促进肉鸡机体细胞

免疫功能 ,增强机体特异性免疫应答功能。采用抗

菌肽刺激也对淋巴细胞转化产生刺激作用 ,具体机

理仍需进一步深入研究证实。

3. 3　目前 ,淋巴细胞转化多用形态学、同位素掺入

法和 M T T法。形态学法具有主观性强 ,同位素掺

入法具有对环境污染重、成本高、一般实验室操作困

难等局限性 ,M T T 比色法方便、安全 ,采用半自动

化分析过程 ,客观性较好 ,能够批量检测样品 ,成为

最常用方法。同时 , M T T 法的原理在于活细胞的

琥珀酸脱氢酶能还原 M T T ,形成甲月替结晶 ,经裂

解液裂解后 ,在 570nm 波长处有最高吸收值 ,由于

结晶物的形成与细胞数量及代谢活性成比例 ,因此 ,

570nm处吸收值的大小可反应细胞的数量及活性。

比同位素掺入法反应细胞增殖时 DNA 合成情况 ,

更能直接反应细胞增殖能力。本试验选用此法更客

观、易操作。
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The Effects of Antibacterial Peptides on Peripheral Lymphocyte

Transformation in Broilers

WAN G Jing , L I Tong2shu 3

( Col lege of A nimal Science and Technology , S han dong A gricult ural Universi t y Tai’an　271018 , China)

Abstract : The experiment s were designed to investigate t he effect s of antibacterial peptides on Perip h2
eral L ymp hocyte Transformation in broilers. 420 chickens ( 7 day2old ) were randomly divided into 7

group s. And fed on diet s as follow : J , 0 mg/ kg antibacterial peptides (cont rol group) ; K ,40mg/ kg Chlo2
rotet racycline , TS ,300mg/ kg antibacterial peptides , TL ,600mg/ kg antibacterial peptides f rom 8 days old ;

KH , 40 mg/ kg Chlorotet racycline , TSH , 300 mg/ kg antibacterial peptides , TL H , 600mg/ kg antibacteri2
al peptides f rom 21 days old. At 28 days old , anticoagulated blood collected f rom venous blood f rom chick2
en’s wing. To determine t he perip heral T lymp hocyte t ransformation. The result s showed t hat , antibacte2
rial peptides could enhance t he cell multiplication and t ransformation of broilers’ perip heral T lymp hocyte ,

compared wit h cont rol group .

Key words : Antibacterial peptide ; broiler ; T L ymp hocyte ; t ransformation
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