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摘　 要： 本试验旨在考察牛膝多糖（ＡＢＰＳ） 对脂多糖（ＬＰＳ） 免疫应激下仔猪空肠上皮细胞

（ ＩＰＥＣ⁃Ｊ２）促炎细胞因子分泌和表达的影响，并探讨 ＡＢＰＳ 调控 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 免疫应激可能的作用机

制。 选用 ４ ～ ５ 代的 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２，培养基中分别添加 ０（对照）、３００、６００、９００、１ ２００ μｇ ／ ｍＬ ＡＢＰＳ 和

１０ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ，每组 １２ 个 重 复，每 孔 为 １ 个 重 复。 培 养 ７２ ｈ 后，采 用 酶 联 免 疫 吸 附 测 定

（ＥＬＩＳＡ）方法检测 ＡＢＰＳ 对促炎细胞因子白细胞介素 １（ ＩＬ⁃１）、白细胞介素 ６（ ＩＬ⁃６）、白细胞介

素 ８（ ＩＬ⁃８）和肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦ⁃α）分泌量的影响，采用实时定量 ＰＣＲ 测定 Ｔｏｌｌ 样受体 ４
（ＴＬＲ４）、核转录因子 κＢ（ＮＦ⁃κＢ）的 ｍＲＮＡ 表达量，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法测定 ＴＬＲ４、ＮＦ⁃κＢ、磷

酸化核 转 录 因 子 κＢ （ ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ） 蛋 白 表 达 量。 结 果 显 示：与 对 照 组 相 比， ３００、 ６００、 ９００ 和

１ ２００ μｇ ／ ｍＬ ＡＢＰＳ 组能显著减少 ＩＬ⁃１、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃８ 和 ＴＮＦ⁃α 的分泌量（Ｐ＜０． ０５）；３００ μｇ ／ ｍＬ
ＡＢＰＳ 组能显著减少 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ 蛋白的表达量（Ｐ＜０．０５），９００ 和 １ ２００ μｇ ／ ｍＬ ＡＢＰＳ 组能显著减

少 ＴＬＲ４、ＮＦ⁃κＢ 的 ｍＲＮＡ 和 ＮＦ⁃κＢ 蛋白的表达量（Ｐ＜０． ０５）。 由此可见，ＡＢＰＳ 通过 ＴＬＲ４ ／
ＮＦ⁃κＢ信号转导途径来调控促炎细胞因子的分泌，从而缓解免疫应激，低浓度 ＡＢＰＳ 通过直接抑

制 ＮＦ⁃κＢ 磷酸化过程来降低免疫应激，高浓度 ＡＢＰＳ 则是通过抑制 ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ、ＮＦ⁃κＢ ｍＲＮＡ
和 ＮＦ⁃κＢ 蛋白的表达量来缓解免疫应激。
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　 　 肠道是机体消化和营养吸收的主要器官，也
是机体免疫系统的重要组成部分。 肠道的功能直

接影响到动物的健康［１］ 。 肠上皮细胞在肠腔内起

到重要的生理作用，其不仅负责吸收肠腔内的营

养元素，同时感知外源异物的刺激，参与肠道免疫

应答［２］ 。 研究显示，脂多糖（ＬＰＳ）这种革兰氏阴

性菌的代谢产物是导致猪肠道功能紊乱的主要因

素之一，其作用机制是通过激活肠上皮细胞中的

Ｔｏｌｌ 样受体 ４（ＴＬＲ４） ／核转录因子 κＢ（ＮＦ⁃κＢ）信
号，触发细胞内的炎性反应，促使促炎细胞因子的

大量释放［３－４］ 。 最近的研究表明，植物提取物是一

种潜在的营养性添加剂，能起到改善肠道功能的

作用。 牛膝多糖（Ａｃｈｙｒａｎｔｈｅｓ ｂｉｄｅｎｔａｔａ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａ⁃
ｒｉｄｅｓ，ＡＢＰＳ）是从苋科植物牛膝的根中提取、分离

和纯化的水溶性小分子中性多糖，具有增强动物

机体免疫、抵抗炎症等功能［５－６］ 。 动物试验的结果

表明，ＡＢＰＳ 的添加能够改善仔猪的肠道功能，减
少血液循环中促炎细胞因子的浓度［７－８］ 。 袁媛

等［９］试验表明，黄芪多糖能通过 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信

号转导途径抑制 ＮＦ⁃κＢ 活化，降低促炎细胞因子

的释放，保护肠道健康。 但是 ＡＢＰＳ 改善肠道功能

的分子机制还尚不明确。 ＡＢＰＳ 也属于多糖类，作



１１ 期 王　 雄等：牛膝多糖对仔猪肠上皮细胞免疫应激的调控及其作用机制

者提出假设，ＡＢＰＳ 通过 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号转导途

径来影响促炎细胞因子的释放，从而改善肠道

健康。
　 　 本试验将以仔猪空肠上皮细胞（ ＩＰＥＣ⁃Ｊ２）为

模型，探讨 ＡＢＰＳ 对 ＬＰＳ 应激的 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 的炎症细

胞因子的影响，探讨 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 是否通过 ＴＬＲ４ ／
ＮＦ⁃κＢ信号转导途径来缓解免疫应激，研究结果可

帮助人们了解 ＡＢＰＳ 保护肠道受损的分子机制，也
为 ＡＢＰＳ 在动物生产上的推广应用提供理论依据。

１　 材料与方法
１．１　 细胞株

　 　 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 由中国科学院亚热带农业生态研究

所惠赠。
１．２　 主要药品与试剂

　 　 ＡＢＰＳ 购自西安天瑞科技生物有限公司，纯度

９８％；ＬＰＳ 购 自 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公 司； ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２
培养基、０．２５％猪胰蛋白酶、双抗试剂购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ
公司；胎牛血清（ＦＢＳ）、细胞冻存液购自 Ｇｉｂｃｏ 公

司；中 性 磷 酸 盐 缓 冲 液 （ ＰＢＳ） 购 自 Ｂｉｏｔｏｐｐｅｄ
公司。
１．３　 细胞培养

　 　 选用 ４ ～ ５ 代的 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２，培养在含有 ＤＭＥＭ ／
Ｆ１２ 培养基（含 １０％ ＦＢＳ、１％双抗）的培养皿中，
置于二氧化碳培养箱（３７ ℃ 、５％ ＣＯ２、９５％湿度）
内培养。 取处在对数生长期的 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞，在
ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基中分别混入 ０ （对照）、 ３００、
６００、９００、１ ２００ μｇ ／ ｍＬ 的 ＡＢＰＳ 和 １０ μｇ ／ ｍＬ 的

ＬＰＳ，每组 １２ 个重复（１ 个 １２ 孔板），每孔为 １ 个

重复，每孔接种相同密度的细胞。 培养 ７２ ｈ 后，首
先采用预热至 ３７ ℃后的 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，然后采用

预热至 ３７ ℃后的 ０．２５％胰蛋白酶消化细胞 ３ ｍｉｎ，
加入 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基终止反应。
１．４　 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞因子分泌量的测定

　 　 采用酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）方法测定细

胞因子白细胞介素 １（ ＩＬ⁃１）、白细胞介素 ６（ ＩＬ⁃６）、
白细胞介素 ８（ ＩＬ⁃８）和肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦ⁃α）
的分泌量，按照试剂盒说明书的方法和步骤进行

测定。 裂解细胞后，将配制好的各种试剂移至１８ ～
２５ ℃室温平衡至少 ３０ ｍｉｎ，备用；将标准品、待测

样本加至包被的酶标板，３７ ℃温育 ２ ｈ；弃去液体，
甩干，加入生物素标记工作液，３７ ℃温育 １ ｈ；弃去

液体，ＰＢＳ 洗板 ３ 次，甩干，加入辣根过氧化物酶

（ＨＲＰ）标记亲和素，３７ ℃温育 １ ｈ；弃去液体，ＰＢＳ
洗板 ５ 次，甩干，加入底物溶液，３７ ℃ 避光显色

１５ ～ ３０ ｍｉｎ，加入终止液，终止反应；终止反应

５ ｍｉｎ，用 酶 标 仪 在 ４５０ ｎｍ 波 长 测 定 吸 光 度

（ＯＤ）值。
１．５　 实时定量 ＰＣＲ（ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）检测 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 中

ＴＬＲ４ 和 ＮＦ⁃κＢ 的 ｍＲＮＡ 表达量

　 　 细胞经胰酶消化后，离心，提取总 ＲＮＡ，总
ＲＮＡ 提取试剂 Ｔｒｉｚｏｌ 购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司，最
后得到的总 ＲＮＡ 溶解于超纯水中。 所提取的总

ＲＮＡ 用 １％琼脂糖凝胶电泳鉴定其完整性（图 １），
无 ＤＮＡ 污染条带。 总 ＲＮＡ 分别用分光光度计在

２６０ 与 ２８０ ｎｍ 下检测，ＯＤ２６０ ｎｍ ／ ＯＤ２８０ ｎｍ 在

１．８ ～ ２．０ 方可采用。

图 １　 总 ＲＮＡ 提取电泳图

Ｆｉｇ．１　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ

　 　 采用相同浓度的总 ＲＮＡ 样品按逆转录试剂

盒（北京康为世纪）说明书要求配制逆转录反应

液，总体系 ３０ μＬ。 用于实时定量 ＰＣＲ 的反转录

产物（ ｃＤＮＡ） 于 － ２０ ℃ 保存。 目的基因序列在

ＮＣＢＩ上搜索，基因引物设计采用 Ｐｒｉｍｅｒ ５ 软件，引
物序列参数见表 １。 采用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ法，反应在

荧光定量 ＲＣＰ 仪 ＰＩＫＯ ＲＥＡＬ ９６（Ｔｈｅｒｍｏ） 上进

行。 每个样本每个指标 ３ 个孔，每孔 １０ μＬ，共
３０ μＬ 体 系： 反 转 录 产 物 １ μＬ， 上、 下 游 引 物

（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 ０．５ μＬ，２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍａｓ⁃
ｔｅｒ Ｍｉｘ １５ μＬ，加灭菌去离子水至 ３０ μＬ。 扩增反

应条件为：５０ ℃ 、３ ｍｉｎ；９５ ℃ 、１０ ｍｉｎ，９５ ℃ 、５ ｓ，
６０ ℃ 、３０ ｓ，４０ 个循环。 扩增反应结束后自 ６０ ～
９５ ℃绘制熔解曲线。 测定结果用 ２－ΔΔＣｔ 法计算

ｍＲＮＡ 的 表 达 量， 用 内 参 基 因 β 肌 动 蛋 白

（β⁃ａｃｔｉｎ）对各基因表达水平进行均一化，计算公

式如下：
△Ｃｔ＝目的基因 Ｃｔ－内参基因 Ｃｔ；
－ΔΔＣｔ＝对照组 ΔＣｔ－试验组 ΔＣｔ；

ｍＲＮＡ 表达量 ＝ ２－ΔΔＣｔ。
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表 １　 实时定量 ＰＣＲ 引物参数

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ

基因
Ｇｅｎｅｓ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５′—３′）

扩增长度
Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｌｅｎｇｔｈ ／ ｂｐ

ＧｅｎＢａｎｋ 登录号
ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ．

β 肌动蛋白
β⁃ａｃｔｉｎ

上游：ＣＡＴＣＣＴＧＣＧＴＣＴＧＧＡＣＣＴＧＧ
下游：ＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣ １１６ ＮＭ＿００１１０１．３

Ｔｏｌｌ 样受体 ４
ＴＬＲ４

上游：ＣＣＡＣＣＴＧＴＣＡＧＡＴＡＡＧＣＧ
下游：ＣＣＴＣＡＣＣＣＡＧＴＣＴＴＣＧＴＣ １９４ ＮＭ＿００１１１３０３９．２

核转录因子 κＢ
ＮＦ⁃κＢ

上游：ＡＡＧＡＧＣＡＧＣＧＴＧＧＴＧＧＧＣＡＧＴＧ
下游：ＣＣＧＧＡＡＣＧＧＴＣＴＣＣＡＴＣＡＣＡＡＴＣ １６３ ＮＭ＿００１０４８２３２．１

１． ６ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法测定 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 中 ＴＬＲ４、
ＮＦ⁃κＢ和磷酸化核转录因子 κＢ（ ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ）蛋白

表达量

　 　 洗涤细胞后离心 ２ ｍｉｎ，弃去上清液。 加入裂

解 液， 混 匀； 冰 上 裂 解 蛋 白 ３０ ｍｉｎ； ４ ℃ ，
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎ，待测。 按照 ５０∶１ 配制二

辛可酸（ＢＣＡ）溶液，混匀。 溶解的蛋白质标准品

浓度为 ２ ｍｇ ／ ｍＬ；分别按 ０、１、２、３、４、５ 和 ６ μＬ 加

到 ９６ 孔板中，用蒸馏水补到 ２０ μＬ。 加待测样品

到 ９６ 孔板中，补到 ２０ μＬ；各孔分别加 ２００ μＬ
ＢＣＡ 溶液，３７ ℃静置 ３０ ｍｉｎ。 根据标准品的测定

结果绘制标准曲线，再根据标准曲线计算样品浓

度。 取 ５０ ～ １００ μｇ 蛋白与 ５×上样缓冲液混匀后，
沸水煮 ５ ｍｉｎ 变性，放入冰盒速冻。 已变性蛋白质

进行十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ） －变性梯度凝胶电泳

（ＰＡＧＥ）分离，分离胶 １２％，浓缩胶 ５％。 浓缩胶

电泳电压为 ８０ Ｖ，分离胶电泳电压为 １２０ Ｖ。 待

溴酚蓝电泳至胶底部时终止电泳。 半干法将蛋白

质转移至硝酸纤维素膜，封闭，洗膜。 用 １×ＴＢＳＴ
将一抗按照一定比例稀释，将膜与一抗一起孵育，
４ ℃ 过 夜。 孵 育 结 束， １ × ＴＢＳＴ 洗 ３ 次， 每 次

１５ ｍｉｎ。 用 １×ＴＢＳＴ 稀释 ＨＲＰ 标记的二抗（ Ｐｒｏ⁃

ｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司），稀释比例 １∶３ ０００，将稀释后的二抗

与膜共同孵育 ４５ ～ ６０ ｍｉｎ。 孵育结束，１×ＴＢＳＴ 洗

３ 次，每次 １５ ｍｉｎ。 使用 ＥＣＬ 化学发光液（Ｔｈｅｒｍｏ
公司）与膜孵育 ３ ｍｉｎ，用吸水纸吸尽液体，在暗盒

内于 Ｘ 胶片曝光数秒至数分钟；显影冲洗。
蛋白表达量 ＝目的蛋白灰度值 ／内参蛋白灰度值。
１．７　 数据分析

　 　 数据采用 ＳＰＳＳ １７．０ 统计软件进行统计分析，
平均值的多重比较用 Ｄｕｎｃａｎ 氏法进行，结果用平

均值±标准差表示。 Ｐ＜０．０５ 为差异显著。

２　 结　 果
２．１ 　 ＡＢＰＳ 对 ＬＰＳ 免疫应激下 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞

因子分泌量的影响

　 　 表 ２ 显示，与对照组相比，３００、６００、９００ 和

１ ２００ μｇ ／ ｍＬ ＡＢＰＳ组细胞因子 ＩＬ⁃１、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８ 和

ＴＮＦ⁃α 的分泌量显著降低 （Ｐ ＜ ０． ０５），３００、６００、
９００ 和 １ ２００ μｇ ／ ｍＬ ＡＢＰＳ 组间细胞因子分泌量

差异显著（Ｐ＜０．０５），且 ＩＬ⁃１、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃８ 和 ＴＮＦ⁃α
的分泌量与 ＡＢＰＳ 添加浓度呈一定的量效关系，随
着 ＡＢＰＳ 添加浓度的增加而减少。

表 ２　 ＡＢＰＳ 对 ＬＰＳ 免疫应激下 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞因子分泌量的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＡＢＰＳ ｏｎ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓ ｉｎ ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ ｕｎｄｅｒ ＬＰＳ ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｒｅｓｓ ｐｇ ／ ｍＬ

项目

Ｉｔｅｍｓ

ＡＢＰＳ 浓度 ＡＢＰＳ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ／ （μｇ ／ ｍＬ）

０ ３００ ６００ ９００ １ ２００

Ｐ 值

Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

白细胞介素 １ ＩＬ⁃１ ４８．２５±０．４６ａ ４５．０６±０．３２ｂ ４２．７３±０．４９ｃ ４０．９２±０．６２ｄ ３９．８９±０．４９ｅ ＜０．０００ １
白细胞介素 ６ ＩＬ⁃６ １５．４３±０．２１ａ １３．３０±０．１４ｂ ８．７６±０．１５ｃ ７．９６±０．２０ｄ ７．４４±０．１５ｅ ＜０．０００ １
白细胞介素 ８ ＩＬ⁃８ ７６４．９３±９．３５ａ ６７０．７９±６．１３ｂ ６０９．６７±９．０９ｃ ５３１．５９±１１．０４ｄ ４７８．４２±９．１３ｅ ＜０．０００ １
肿瘤坏死因子 α ＴＮＦ⁃α ８１８．４２±８．８１ａ ７４３．２２±５．９０ｂ ６３３．９９±１０．９１ｃ ６０３．０５±１０．７７ｄ ５２９．４５±９．６９ｅ ＜０．０００ １

　 　 同行数据肩标不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。
　 　 Ｖａｌｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｒｏｗ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｄｉｆｆｅｒ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ＜０．０５） ．
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２． ２ 　 ＡＢＰＳ 对 ＬＰＳ 免 疫 应 激 下 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 中

ＴＬＲ４ 和ＮＦ⁃κＢ 的 ｍＲＮＡ 表达量的影响

　 　 图 ２ 显示，与对照组相比，９００ 和 １ ２００ μｇ ／ ｍＬ
ＡＢＰＳ 组 ＴＬＲ４ 和 ＮＦ⁃κＢ 的 ｍＲＮＡ 表达量显著降

低（Ｐ＜０．０５），３００ μｇ ／ ｍＬ ＡＢＰＳ 组 ＴＬＲ４ 和 ＮＦ⁃κＢ

的 ｍＲＮＡ 表达量显著升高（Ｐ＜０．０５），６００ μｇ ／ ｍＬ
ＡＢＰＳ 组 ＴＬＲ４ 和 ＮＦ⁃κＢ 的 ｍＲＮＡ 表达量与对照

组差异不显著（Ｐ＞０．０５），但低于对照组。 ＴＬＲ４ 和

ＮＦ⁃κＢ 的 ｍＲＮＡ 表达量与 ＡＢＰＳ 添加浓度呈一定

的量效关系，随着 ＡＢＰＳ 添加浓度的增加而减少。

　 　 数据柱形标注不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。 下图同。
　 　 Ｄａｔａ ｃｏｌｕｍｎｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０５） ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ．

图 ２　 ＡＢＰＳ 对 ＬＰＳ 免疫应激下 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 中 ＴＬＲ４（ａ）和 ＮＦ⁃κＢ 的 ｍＲＮＡ 表达量（ｂ）的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＡＢＰＳ ｏｎ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＬＲ４ （ａ） ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ （ｂ） ｉｎ
ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ ｕｎｄｅｒ ＬＰＳ ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｒｅｓｓ

２． ３ 　 ＡＢＰＳ 对 ＬＰＳ 免 疫 应 激 下 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 中

ＴＬＲ４、ＮＦ⁃κＢ 和 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达量的影响

　 　 图 ３ 显示，与对照组相比，３００ μｇ ／ ｍＬ ＡＢＰＳ
组 ＴＬＲ４ 蛋白表达量显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），
６００、９００ 和 １ ２００ μｇ ／ ｍＬ ＡＢＰＳ 组 ＴＬＲ４ 蛋白表达

量与对照组差异不显著（Ｐ＞０．０５）；１ ２００ μｇ ／ ｍＬ
ＡＢＰＳ 组 ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达量显著低于对照组（Ｐ＜
０．０５），３００、６００ 和 ９００ μｇ ／ ｍＬ ＡＢＰＳ 组 ＮＦ⁃κＢ 蛋

白表达量显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）；３００ μｇ ／ ｍＬ
ＡＢＰＳ 组 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达量显著低于对照组

（Ｐ＜ ０． ０５ ）， ６００、 ９００ 和 １ ２００ μｇ ／ ｍＬ ＡＢＰＳ 组

ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ蛋白表达量与对照组差异不显著 （ Ｐ ＜
０．０５）。

３　 讨　 论
　 　 肠上皮细胞是抵御病原菌通过肠道进入机体

的第 １ 道防线。 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞来源于 １ 日龄小猪

的空肠组织，常作为肠道上皮细胞的模型来研究

微生物对肠道的感染［１０－１１］ 。 大量研究结果表明，
肠上皮细胞在病原微生物入侵肠道或受到 ＬＰＳ 刺

激时，能分泌促炎细胞因子 ＩＬ⁃１、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃８ 和

ＴＮＦ⁃α 等［１２－１４］ 。 本试验结果也证实了 ＬＰＳ 可以

导致 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞分泌促炎细胞因子。 促炎细胞

因子的大量释放可诱导肠上皮细胞凋亡，增强细

胞免疫和体液免疫介导的组织损伤过程，趋化中

性粒细胞等炎性细胞进入肠道病变部位，引起一

系列肠道炎症反应和组织破坏，进而导致仔猪腹

泻和水肿等症状的出现［４］ ，因此减少促炎细胞因

子的过量分泌有利于仔猪肠道健康。 ＡＢＰＳ 能通

过调控机体促炎细胞因子的释放来发挥其免疫调

节、抗炎作用。 陈清华等［１５］ 和 Ｃｈｅｎ 等［１６］ 研究表

明，ＡＢＰＳ 可提高仔猪血清中促炎细胞因子 ＴＮＦ⁃
α、白细胞介素 １β（ ＩＬ⁃１β）、 ＩＬ⁃６ 的分泌量；ＡＢＰＳ
也能提高仔猪肝脏、空肠黏膜和肠系膜淋巴结的

ＩＬ⁃１β 基因表达水平。 王红权等［１７］研究发现，在草

鱼饲粮中添加 ＡＢＰＳ 也能提高血清中 ＴＮＦ⁃α 的分

泌量。 但当机体接受 ＬＰＳ 免疫应激导致促炎细胞

因子大量释放时，ＡＢＰＳ 能抑制促炎细胞因子的分

泌。 朱惠玲等［１８］ 研究发现，ＡＢＰＳ 能够显著缓解

ＬＰＳ 所致的仔猪血浆中的 ＴＮＦ⁃α 升高。 张文俊［７］

研究结果也表明，ＡＢＰＳ 能抑制 ＬＰＳ 导致的仔猪血

浆中促炎细胞细胞因子分泌量的升高。 徐小娟［１９］

发现 ＡＢＰＳ 能降低 ＴＮＦ⁃α 的活性，从而降低小鼠

炎症反应。 诸多动物试验的结果表明，ＡＢＰＳ 的添
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加能够改善仔猪的肠道功能，然而 ＡＢＰＳ 是否能通

过调控肠上皮细胞促炎细胞因子的释放来发挥其

免疫调节、抗炎作用尚不明确。 本试验结果发现

适宜浓度的 ＡＢＰＳ 可抑制 ＬＰＳ 所致 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 分泌

ＩＬ⁃１、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８ 和 ＴＮＦ⁃α，这为 ＡＢＰＳ 能缓解肠道

免疫应激提供了理论依据，为进一步研究 ＡＢＰＳ 对

ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 的免疫调控机制奠定基础。

图 ３　 ＡＢＰＳ 对 ＬＰＳ 免疫应激下 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 中 ＴＬＲ４ （ａ）、ＮＦ⁃κＢ （ｂ）和 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ （ｃ）蛋白表达量的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＡＢＰＳ ｏｎ ＴＬＲ４（ａ）， ＮＦ⁃κＢ （ｂ） ａｎｄ ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ （ｃ） ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ ｕｎｄｅｒ ＬＰＳ ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｒｅｓｓ

　 　 ＴＬＲ４ 是天然免疫系统中的跨膜受体，也是

ＬＰＳ 的主要识别受体［２０］ 。 ＴＬＲ４ 接受 ＬＰＳ 刺激

后，将信号传到细胞内，通过髓样细胞分化基因 ８８
（ＭｙＤ８８） 依赖和非依 赖 的 信 号 通 路 激 活 ＮＦ⁃
κＢ［２１］ ，导致促炎因子的大量释放，启动机体炎症

反应。 ＮＦ⁃κＢ 是 ＴＬＲ４ 下游调控免疫反应的一组

多效性核转录因子，其主要发挥调控细胞增殖与

凋亡、免疫炎症反应的作用［２２］ 。 参与炎症反应的

重要促炎细胞因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１ 和 ＩＬ⁃６ 等均已证

实可受 ＮＦ⁃κＢ 调控［２３］ 。 研究发现，某些植物多糖

能通过抑制 ＮＦ⁃κＢ 活化而发挥其抗炎免疫作

用［２４－２６］ 。 本试验结果显示，高浓度 ＡＢＰＳ 能显著

降低 ＬＰＳ 免疫应激下 ＴＬＲ４、ＮＦ⁃κＢ 的 ｍＲＮＡ 和

ＮＦ⁃κＢ 蛋白的表达量，低浓度 ＡＢＰＳ 能显著降低

ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ 蛋 白 的 表 达 量。 这 表 明 ＡＢＰＳ 通 过

ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号转导途径来抑制 ＬＰＳ 免疫应激

下 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 促炎细胞因子的释放，从而缓解免疫应

激对肠道的损伤；但不同浓度的 ＡＢＰＳ 发挥作用的

进程有区别，低浓度 ＡＢＰＳ 通过直接抑制 ＮＦ⁃κＢ
磷酸化过程来降低免疫应激，高浓度 ＡＢＰＳ 则是通

过抑制 ＴＬＲ４ 的 ｍＲＮＡ、ＮＦ⁃κＢ 的 ｍＲＮＡ 和 ＮＦ⁃
κＢ 蛋白表达量来缓解免疫应激。

４　 结　 论
　 　 ＡＢＰＳ 通过 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号转导途径来调

控促炎细胞因子的分泌，从而缓解免疫应激，低浓
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度 ＡＢＰＳ 通过直接抑制 ＮＦ⁃κＢ 磷酸化过程来降低

免疫应激，高浓度 ＡＢＰＳ 则是通过抑制 ＴＬＲ４ 的

ｍＲＮＡ、ＮＦ⁃κＢ 的 ｍＲＮＡ 和 ＮＦ⁃κＢ 蛋白的表达量

来缓解免疫应激。
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０．０５）； ３００ μｇ ／ ｍＬ ＡＢＰＳ ｇｒｏｕｐ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ （Ｐ＜０．０５）； ９００ ａｎｄ
１ ２００ μｇ ／ ｍＬ ＡＢＰＳ ｇｒｏｕｐ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＮＦ⁃κＢ ａｎｄ ＴＬＲ４ ｍＲＮＡｓ， ａｎｄ ＮＦ⁃
κＢ ｐｒｏｔｅｉｎ （Ｐ＜０．０５） ． Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ， ＡＢＰＳ ｃｏｎｔｒｏｌ ｔｈｅ ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ａｎｄ ｒｅｌｉｅｖｅ ｉｍ⁃
ｍｕｎｅ ｓｔｒｅｓｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ， ｌｏｗ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＢＰＳ ｒｅｄｕｃｅ ｉｍｍｕｎｅ
ｓｔｒｅｓｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＮＦ⁃κＢ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ， ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＢＰＳ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｉｍｍｕｎｅ ｓｔｒｅｓｓ ｂｙ ｉｎ⁃
ｈｉｂｉｔｉｎｇ ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ， ＮＦ⁃κＢ ｍＲＮＡ ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ．［Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ，
２０１７， ２９（１１）：４１１６⁃４１２２］

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ａｃｈｙｒａｎｔｈｅｓ ｂｉｄｅｎｔａｔａ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ； ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ； ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ； Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４； ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ κＢ

２２１４


