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要!本试验旨在研究日粮中添加不同水平壳聚糖对肉仔鸡血清花生四烯酸含量%磷脂酶
)

!

活性及小肠胞内

磷脂酶
)

!

*+,)

表达的影响&试验选择
$

日龄健康爱拔益加肉仔鸡
!%"

只"公母各占
$

'

!

#!随机分为
-

个处理!

每个处理
&

个重复!每个重复
'

只鸡&对照组饲喂基础日粮!其他
&

种试验日粮分别在基础日粮中添加
&"

%

!""

%

&""

%

$"""

和
!"""*

.

'

/

.

的壳聚糖配制而成&试验期
%!0

&结果表明!肉仔鸡血清花生四烯酸含量%磷脂酶
)

!

活性及十二指肠%空肠%回肠的胞内磷脂酶
)

!

*+,)

表达均随日粮壳聚糖添加量的增加呈显著二次曲线增加

"

2

#

"1"&

#(其中以
&""

和
$"""*

.

'

/

.

壳聚糖组较高!但当日粮壳聚糖添加量为
!"""*

.

'

/

.

时则有不同程度的

降低&由此可知!壳聚糖对肉仔鸡免疫功能的影响可能与磷脂酶
)

!

的活性及小肠胞内磷脂酶
)

!

*+,)

的表达发

生改变有关&

关键词!壳聚糖(肉仔鸡(花生四烯酸(磷脂酶
)

!

(胞内磷脂酶
)

!

*+,)
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!!

研究和开发天然%绿色的抗生素替代品!已成为

国内外研究的热点之一&壳聚糖即"

$

!

%

#

(!(

氨基
(!(

脱氧
(

!

(A

葡萄糖!是甲壳素脱乙酰基的产物!属于

天然来源的碱性多糖!主要来自海生动物!如虾%蟹

等的外壳&已有研究表明!壳聚糖不能为动物消化

吸收)

$

*

!但壳聚糖及其衍生物作为饲料添加剂能改

善动物生产性能!增强机体免疫能力!具有抗菌%抗

病毒作用!且安全无毒!对环境无公害!被认为是一

种新型的饲料添加剂)

!(3

*

&前期的试验研究发现!壳

聚糖可显著提高肉仔鸡的抗体滴度%吞噬指数和淋

巴细胞转化率)

%

*

(添加壳聚糖使肉仔鸡血液中辅助

性
B

细胞'细胞毒性
B

细胞"

CA

%D

'

CA

'D

#值有所

增加!并随添加剂量增加呈一次线性或二次曲线上

升趋势)

&

*

&磷脂酶
)

!

"

EF)

!

#因家族成员的多样

性%结构间的差异及基因表达上的特异性而具有多

种生物学作用&细胞膜磷脂在
EF)

!

催化作用下可

以释放花生四烯酸"

5G5>860?;6>5>60

!

))

#&

))

在

环氧化酶和脂氧化酶作用下产生前列腺素
4

!

"

EH4

!

#%白细胞三烯
I

%

"

FBI

%

#等一系列激素类

物质!这些物质在生物体内起着重要作用)

-

*

!其中

EH4

!

和
FBI

%

具有重要的免疫调节作用&胞内磷

脂酶
)

!

"

>EF)

!

#和其他
EF)

!

没有同源性!是唯一

一个已明确对
J;(!

位的
))

具有优先选择性的

EF)

!

&已有报道认为!壳聚糖可通过激活
>EF)

!

促进巨噬细胞
))

的释放)

K

*

&

L<5*6

等)

'

*研究发

现!壳聚糖能刺激犬多形核细胞合成
FBI

%

和

EH4

!

&由此推测!壳聚糖对动物免疫机能的促进

效果可能与
EF)

!

的活性增强有关!但目前关于壳

聚糖对动物机体免疫功能影响的机理研究尤其是

分子机制的试验研究鲜见报道&鉴此!本试验旨

在通过研究日粮添加不同水平的壳聚糖对肉仔鸡

血清
))

含量%

EF)

!

活性及小肠
>EF)

!

*+,)

表

达的影响!从
EF)

!

途径探讨壳聚糖对肉仔鸡免疫

功能的影响机制&

&

!

材料与方法

&=&

!

试验动物分组

试验选择
$

日龄健康爱拔益加肉仔鸡
!%"

只

"公母各占
$

'

!

#!随机分为
-

个处理!每个处理
&

个

重复!每个重复
'

只鸡&各组鸡初始体重经方差检

验!差异不显著"

2

$

"1"&

#&对照组饲喂基础日粮!

根据前人和前期的研究结果!其他
&

种试验日粮分



!

%

期 李慧英等$壳聚糖对肉仔鸡血清花生四烯酸含量%磷脂酶
)

!

活性及小肠胞内磷脂酶
)

!

*+,)

表达的影响

别在 基 础 日 粮 中 添 加
&"

%

!""

%

&""

%

$"""

和

!"""*

.

'

/

.

的壳聚糖配制而成&试验所用壳聚糖

购于山东济南海德贝海洋生物工程有限公司!脱乙

酰度为
#"1&!M

&基础日粮以玉米和豆粕为主要原

料!参照中国肉鸡饲养标准"

!""%

#!按照不同的生长

发育阶段配制!基础日粮组成及营养水平见表
$

&

表
&

!

基础日粮组成及营养水平$风干基础%

B5@7N$

!

C?*

O

?<6P6?;5;0;9PG6N;P7NQN7<?R@5<5706NP<

"

56G(0G

:

@5<6<

!

M

#

项目
SPN*<

日龄
)

.

N

"

0

#

$

"

!$ !!

"

%!

原料
S;

.

GN06N;P<

玉米
C?G; &!1-' &'1#K

豆粕
J?

:

@N5;*N57 %"1"" 331'"

豆油
J?

:

@N5;?67 31"" 31""

石粉
F6*N<P?;N $1$" $1'"

磷酸氢钙
C5TEU

%

$1#" $1!&

食盐
,5C7 "13K "13K

蛋氨酸
VNP "1$# "1"K

赖氨酸
F

:

< "1"& "1"3

胆碱
C8?76;N "1$$ "1$$

微量元素预混剂
V6;NG57

O

GN*6W "1&" "1&"

维生素预混剂
X6P5*6;

O

GN*6W "1$" "1$"

合计
B?P57 $""1"" $""1""

营养水平
,9PG6N;P7NQN7<

代谢能
V4

"

VY

'

/

.

#

$!1K$ $!1K'

粗蛋白质
CE !$13K $'1##

钙
C5 $1"' $1"3

有效磷
)E "1-! "1&&

赖氨酸
F

:

< $1!& $1$"

蛋氨酸
VNP "1&% "13#

!!

每千克基础日粮中含有
EG?Q60N0

O

NG/67?

.

G5*?R@5<57

06NP

$

ZN'"*

.

(

[;'"*

.

(

V;'"*

.

(

C9'*

.

(

S"13&*

.

(

JN"1$&*

.

(

X)3"""SL

(

XA$!&"SL

(

X4$&SL

(

X\

!1!*

.

(

XI

$

$1& *

.

(

XI

!

'1" *

.

(

XI

-

!1& *

.

(

XI

$!

"1"$$*

.

(烟酸
;65>6;%%*

.

(

34

泛酸
3(

O

5;P?P8N;6>5>60

$$*

.

(叶酸
R?76>5>60"1#*

.

(生物素
@6?P6;"1$$*

.

(胆

碱
>8?76;N&&"*

.

&

&="

!

饲养管理

肉鸡采用涂塑肉鸡笼饲养!试验期
%!0

&自动

控温!自由饮水&

&='

!

样品制备

分别于
$%

%

!'

和
%!

日龄
"'

$

""

于每重复中随

机抽取
$

只鸡!翅静脉采血
$"*F

于普通采血管

中!在
%]

下离心"

3"""G

'

*6;

#制备血清!

2!"]

冷冻保存备用&然后宰杀!于冰浴上迅速剪取十二

指肠%空肠和回肠组织!用生理盐水冲洗内容物!分

装于
$1&*F4

OO

N;0?GR

管中放入液氮中!快速冷

冻后转入
2K"]

低温冰箱冻存!用于
+,)

的提取&

EF)

!

活性采用放射免疫分析法测定"试剂盒购自

北京华英生物技术研究所#!

))

采用酶联免疫分析

法测定"试剂盒购自美国
+̂ A

公司#&

&()

!

组织总
$%!

提取及反转录$

$*

%

取肉鸡小肠组织!按总
+,)

提取试剂盒
+,)6<?

+N5

.

N;P

"

B5\5+5A3$!

!中国大连#说明进行总
+,)

提取&总
+,)

用无
+,)

酶水溶解!经
$M

琼脂糖凝

胶电泳分析检测总
+,)

完整情况!于
2K"]

保存备

用&因所获总
+,)

含量太低!紫外分光光度计不能

准确测量!反转录前直接将
-1&

#

F

的
+,)

加入到反

转录体系中合成
>A,)

&反应体系为
$"

#

F

!其中

&_EG6*NJ>G6

O

P

BV

I9RRNG!

#

F

%

EG6*NJ>G6

O

P

BV

+B4;(

`

:

*NV6W

$

"1&

#

F

"

B5\5+5 A++"3KJ

#%

U76

.

?0B

EG6*NG

"

&"

#

*?7

'

F

#

"1&

#

F

!

+5;0?* - *NG<

"

$""

#

*?7

'

F

#

"1&

#

F

&于
EC+

仪进行反转录!反应

条件为$

3K]$&*6;

!

'&]&<

&

&=+

!

实时荧光定量
EC+

根据跨内含子原则进行引物设计以避免基因组

污染干扰&引物由上海生工生物工程技术服务有限

公司合成&

>EF)

!

"

333@

O

!

HN;I5;/

登录号
,V

+

!"&%!3

#$

上 游
&a(CHHC)HC)HCHH))HH)B))B)(3a

(

下游
&a()HBH)HC)HC)H))HBHHHBBHBH)(3a

&

!

2

肌动蛋白"

!

(5>P6;

#"

$$'@

O

!

HN;I5;/

登录

号
,V

+

!"&&$'

#$

上游
&a(HCC))C)H)H)H))H)BH)C)C(3a

(

下游
&a(HB))C)CC)BC)CC)H)HBCC)(3a

&

采用
JbI+HGNN;S

荧光染料法进行实时定量

EC+

扩增的检测&

EC+

反应体系为
!"

#

F

!其中

!_JbI+

%

O

GN*6W 4

c

B5

d

BV

$"

#

F

"

B5\5+5

A++"%$)

#%

>A,)!

#

F

%上游引物"

$"

#

*?7

'

F

#

"1%

#

F

%下游引物"

$"

#

*?7

'

F

#

"1%

#

F

%

0T

!

UK1!

#

F

&

于实时定量
EC+

仪"美国
VYUEBSCU,(!

#分别进行

>EF)

!

和
!

(

肌动蛋白的
EC+

反应!扩增条件为$

#&]

预变性
$*6;

(

#&]

变性
&<

!

-!]

退火
3"<

!

K!]

延伸
-<

!

%&

个循环后!

K!]

延伸
K*6;

&

反应过程中以水替代
>A,)

为阴性对照&

>E(

F)

!

*+,)

相对表达量采用
!

2

&

CP进行计算)

#

*

!

&

CPeCP

"

>EF)

!

#

!

CP

"

!

2

肌动蛋白#&

EC+

产物

经单一熔解曲线峰进行确定!并取
&

#

FEC+

产物

经
!M

琼脂糖凝胶电泳"

$""X

!

$&*6;

#确定扩增产

物片段大小后!送交上海生工进行序列测定&

!"#
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!
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!

试验数据处理

试验数据采用
J)J

"

J)JS;<P6P9PN

!

$##'

#软件

回归分析程序进行统计!对不同壳聚糖梯度的日粮

处理效应进行一次线性和二次回归分析!以
2

#

"1"&

作为差异显著性标准&

"

!

结
!

果

",&

!

壳聚糖对肉仔鸡血清
!!

含量及
./!

"

活性

的影响

由表
!

的回归分析统计结果可知!在试验各期!

肉仔鸡血清中
))

含量随日粮中壳聚糖添加量的增

加呈现显著二次曲线增加"

2

#

"1"&

#(其中以
&""

和
$"""*

.

'

/

.

壳聚糖组较高!当日粮中壳聚糖添

加量提高到
!"""*

.

'

/

.

时!血清
))

含量都有不

同程度的降低&随日粮中壳聚糖添加量的增加!血

清
EF)

!

活性在试验第
$%

天呈现二次曲线增加趋

势"

2e"1"K%

#!在试验第
!'

天和第
%!

天呈现显著

二 次 曲 线 增 加 "

2

#

"1"&

#(其 中 以
&""

和

$"""*

.

'

/

.

壳聚糖组较高!当日粮中壳聚糖添加

量提高到
!"""*

.

'

/

.

时!血清
EF)

!

活性呈下降

趋势&

表
"

!

壳聚糖对肉仔鸡血清
))

含量及
EF)

"

活性的影响

B5@7N!

!

4RRN>P<?R06RRNGN;P7NQN7<?R>86P?<5;6;06NP?;))>?;PN;P5;0EF)

!

5>P6Q6P

:

6;<NG9*?R@G?67NG<

项目

SPN*<

日龄

)

.

N

"

0

#

壳聚糖水平
FNQN7<?R>86P?<5;

"

*

.

'

/

.

#

" &" !"" &"" $""" !"""

标准误

J4V

2

值
2(Q579N

线性
F6;N5G

二次
f950G5P6>

))

"

*

.

'

*F

#

$%

!

"=%##

!

"=&!%

!

"=&!#

!

"=&%&

!

"=&'-

!

"=&%- "="!K "=!33 "="!%

!'

!

"=3#!

!

"=3#K

!

"=%$$

!

"=&"-

!

"=&-K

!

"=%K" "="%- "=!-" "=""K

%!

!

"=&&$

!

"=&'#

!

"=-K'

!

"='%3

!

$="K#

!

"=-!% "="#! "=-%3 "=""&

EF)

!

"

*

.

'

F

#

$% $#K="3 !"&=#3 !"-=&3 !$-=33 !&'='# $'%=3K !$=$"" "=#$! "="K%

!' $K$=$" $K#=&& $''=!& !"K=&! !3!=&" $-%=KK $&="&$ "=#-3 "=""&

%! !!%=$% !!'=#- !3"=3$ !3'=K' !-"=%# $#$=&% $K="$% "=3K& "="!!

","

!

壳聚糖对肉仔鸡十二指肠#空肠#回肠
0./!

"

#$%!

表达的影响

由表
3

可知!在试验各期!随日粮中壳聚糖添加

量的增加!肉仔鸡十二指肠与空肠的
>EF)

!

*+,)

表达均呈显著二次曲线增加"

2

#

"1"&

#(其中以
&""

和
$"""*

.

'

/

.

壳聚糖组较高!当日粮中壳聚糖添

加量增加到
!"""*

.

'

/

.

时!十二指肠与空肠
>E(

F)

!

*+,)

表达均有不同程度的降低&随日粮中

壳聚糖添加量的增加!肉仔鸡回肠
>EF)

!

*+,)

表达在试验第
$%

天和第
!'

天呈现显著二次曲线增

加"

2

#

"1"&

#!在试验第
%!
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