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摘要： 畜舍颗粒物可对畜禽和养殖场工人的呼吸系统造成损伤， 本研究旨在探究不同产蛋期蛋鸡舍内环境颗粒物对小鼠的致病损伤效应。 分别

采集产蛋前期 （１７～３０ 周）、 产蛋高峰期 （３１～５０ 周） 和产蛋末期 （大于 ５０ 周） 鸡舍内的环境颗粒物样品， 制成悬液通过滴鼻途径侵染 ＢＡＬＢ ／ ｃ
小鼠。 将 ４０ 只小鼠随机分为对照组、 产蛋前期组、 产蛋高峰期组和产蛋末期组， 通过分析小鼠吸入不同产蛋期鸡舍内环境颗粒物后体重、 肺指

数和肺组织病理变化以及对多种细胞因子表达水平的影响， 观察小鼠肺组织损伤情况。 结果： 随着产蛋周期的推移， 空气颗粒物对小鼠的致病损

伤效应逐渐增强， 产蛋末期组肺指数在试验处理后第 ７ 天显著增加 （Ｐ＜０􀆰 ００１）， 为对照组的 １􀆰 ７３ 倍； 肺部病理切片显示， 相较于对照组， 产蛋

高峰期组肺泡壁明显增厚， 产蛋末期组肺部病理愈发加重， 出现大量炎性细胞浸润； 与对照组相比较， 产蛋末期组肺泡灌洗液细胞因子白细胞介

素－６ （ＩＬ－６）、 白细胞介素－１０ （ＩＬ－１０）、 肿瘤坏死因子－α （ＴＮＦ－α）、 肿瘤坏死因子－β （ＴＮＦ－β） ｍＲＮＡ 相对表达水平均显著上调 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
血清中细胞因子表达水平与肺泡灌洗液中细胞因子 ｍＲＮＡ 表达水平趋势一致。 研究结果对了解蛋鸡舍内环境颗粒物对蛋鸡与养殖人员的健康影响

具有指导意义， 为制定防制措施提供科学依据。
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　 　 中国作为全球最大的家禽养殖国， 养殖模式向规

模化、 集约化转变［１］， 管理趋向系统化， 降低了成

本， 同时也提升了产品生产效率。 然而环境颗粒物污

染问题却愈发凸显［２］。 据报道， 畜禽舍环境颗粒物

可能对畜禽和人类造成严重的危害［３］， 尤其是对人

类呼吸系统的负面影响， 且颗粒物浓度越高的鸡舍暴

发呼吸道疾病几率就越大［４］。 有学者发现消化系统

中肠道微生物组多样性指数通常与环境颗粒物污染呈

负相关［５］。 因此， 探究不同浓度的环境颗粒物对家

禽及养殖人员的影响显得尤为重要。 目前， 关于蛋鸡

产蛋期颗粒物对畜禽和人的影响研究鲜有报道。 本试

验收集了产蛋前期、 产蛋高峰期和产蛋末期鸡舍内环

境颗粒物， 滴鼻侵染小鼠建立小鼠肺炎模型［６］， 探

究对其健康的影响。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 环境颗粒样本来源

环境颗粒样本来自于河北省 ３ 家隶属于同一家公

司、 具有代表性的蛋鸡场 （简称 Ａ、 Ｂ、 Ｃ 场）。 每

家养鸡场都包含产蛋前期 （１７ ～ ３０ 周龄） 鸡舍 ２ 栋，
产蛋高峰期 （３１～５０ 周龄） 鸡舍 ２ 栋和产蛋末期 （大
于 ５０ 周龄） 鸡舍 ２ 栋， 共 １８ 栋。 蛋鸡笼养， 每个鸡

舍有 ４５ ０００ 只鸡， 产蛋数量为 ５ 万～５􀆰 ５ 万枚。 每栋

鸡舍分别采集 ３ 个平行样本， 然后将这些重复样本合

并， 作为该鸡舍的代表样本。
１􀆰 ２　 环境颗粒物采集与洗脱

采用装有 １９􀆰 ８ ｃｍ × ２３􀆰 ８ ｃｍ 的石英纤维膜

（ＰＡＬＬ， ＮＹ， 美国） 的大容量空气采样器 （ＨＨ０２－
ＬＳ１２０， 北京华瑞核安科技有限公司） 进行鸡舍内环

境颗粒物的采集。 采样前， 采样器用 ７５％酒精消毒，
所有滤膜经马弗炉 ５００ ℃烘焙 ４８ ｈ。 采样点设置在每

个鸡舍走廊中间距离地面 １􀆰 ５ ｍ 的高度处， 采样流量

为 １ ０００ Ｌ ／ ｍｉｎ， 采样时间 １２ ｈ。 每家养鸡场采集 ６
个样品共 １８ 份样品。 每张滤膜用无菌手术剪平均剪

成 ８ 块， 采集样本后立即用冰盒转移至实验室－８０ ℃
冻存。 在洗脱前将滤膜拿出恢复至室温， 将 １ ／ ８ 滤膜

放入装有超纯水的 ５０ ｍＬ 离心管中， 置于冰上超声震

荡 ２０ ｍｉｎ， 使滤膜上颗粒物样品充分洗脱， 并将相同

产蛋期鸡舍颗粒物洗脱液进行混合， 用于滴鼻处理。
１􀆰 ３　 环境颗粒物对小鼠体重的影响

将 ４０ 只 ６ 周龄、 体重 １８ ～ ２０ ｇ 的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠

（购自北京维通利华实验动物技术有限公司） 随机分

成 ４ 个组， 即对照组 （ Ｃｏｎ ）、 产蛋前期颗粒组

（ＥＬ）、 产蛋高峰期颗粒组 （ＰＬ） 和产蛋末期颗粒组

（ＬＬ）， 每组 １０ 只。 用乙醚麻醉小鼠后， 使用移液枪

吸取 ５０ μＬ 生理盐水滴至对照组小鼠鼻腔， 吸取

５０ μＬ 来自 ３ 个不同产蛋期鸡舍环境颗粒物样品溶液

分别滴至 ＥＬ、 ＰＬ、 ＬＬ 组小鼠鼻腔， 使其在自主呼吸

状态下将样品溶液吸入肺中。 滴入小鼠体内颗粒物剂

量估算： 采样器采样流量 １ ０００ Ｌ ／ ｍｉｎ， 采样时间

１２ ｈ， 取 １ ／ ８ 膜在 ５０ ｍＬ 液体中进行洗脱相当于将

９０ ０００ Ｌ 空气中的颗粒物浓缩至 ５０ ｍＬ 液体中， 滴鼻

用量 ５０ μＬ ／只， 相当于将 ９０ Ｌ 空气中的颗粒物滴入

呼吸道， 小鼠呼吸量以 ６０ ｍＬ ／ ｍｉｎ 计算［７］， 吸入

９０ Ｌ 空气相当于小鼠在鸡舍空气环境中持续暴露

２５ ｈ。 因为洗脱效率无法达到 １００％， 因此该计算结

果存在一定误差。 在试验期间， 为 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠提供

正常水和食物， 每日用电子天平对小鼠称重， 观察 ４
组小鼠临床表现及 １４ ｄ 体重变化趋势。
１􀆰 ４　 环境颗粒物对小鼠肺指数的影响

分别于小鼠滴鼻后第 ３、 ５、 ７ 天从每组各取 ５
只， 采集并分离血清， 采集肺脏并称取重量， 并计算

肺指数 （肺脏重量 ／小鼠体重）。
１􀆰 ５　 小鼠肺部病理变化

取滴鼻后第 ５ 天小鼠肺脏， 用 ４％多聚甲醛溶液

固定， 经石蜡包埋、 切片、 脱蜡、 ＨＥ 染色组织样

品。 采用光学显微镜观察各组样品切片病理变化。 制

作病理切片， 观察组织病理学变化。
１􀆰 ６　 肺泡灌洗液中细胞因子相对表达水平测定

将小鼠颈部解剖， 暴露气管进行插管。 ０􀆰 ５ ｍＬ
ＰＢＳ 反复冲洗 ３ 遍。 使用使用 ＲＮｅａｓｙ Ｐｌｕｓ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ
Ｔｉｓｓｕｅ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ ５０ （Ｑｉａｇｅｎ， 德国） 提取滴鼻后第 ３、
５、 ７ 天小鼠肺泡灌洗液 ＲＮＡ。 采用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ
ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ （ＲＲ０３７Ａ， ＴａＫａＲａ， 大连， 中国） 对提

取的 ＲＮＡ 进行反转录， 得到 ｃＤＮＡ。 使用 Ｐｏｗｅｒ⁃
ＳＹＢＲＴＭ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 对获得的 ｃＤＮＡ 进行
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ＲＴ－ｑＰＣＲ。 ＲＴ－ｑＰＣＲ 在 ＡＢＩ７５００ 快速实时 ＰＣＲ 系统

（Ｔｈｅｒｍｏ ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＴＭ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ ７５００， 赛默飞

世尔科技公司， 美国） 上进行， 数据分析采用 ２－ΔΔＣｔ

法。 小鼠肺部细胞因子白细胞介素－６ （ＩＬ－６）、 白细

胞介素－１０ （ＩＬ－１０）、 肿瘤坏死因子－α （ＴＮＦ－α）、
肿瘤坏死因子－β （ＴＮＦ－β） 相对表达水平采用表 １
中的引物［８］进行检测。

表 １　 ＲＴ－ｑＰＣＲ 引物序列

目标基因 序列 （５′→３′）

ＴＮＦ－α Ｆ： ＣＣＣＴＣＡＣＡＣＴＣＡＧＡＴＣＡＴＣＴＴＣＴ

Ｒ： ＧＣＴＡＣＧＡＣＧＴＧＧＧＣＴＡＣＡＧ

ＴＮＦ－β Ｆ： ＣＣＡＣＣＴＣＴＴＧＡＧＧＧＴＧＣＴＴＧ

Ｒ： ＣＡＴＧＴＣＧＧＡＧＡＡＡＧＧＣＡＣＧＡＴ

ＩＬ－６ Ｆ： ＴＡＧＴＣＣＴＴＣＣＴＡＣＣＣＣＡＡＴＴＴＣＣ

Ｒ： ＴＴＧＧＴＣＣＴＴＡＧＣＣＡＣＴＣＣＴＴＣ

ＩＬ－１０ Ｆ： ＧＣＴＣＴＴＡＣＴＧＡＣＴＧＧＣＡＴＧＡＧ

Ｒ： ＣＧＣＡＧＣＴＣＴＡＧＧＡＧＣＡＴＧＴＧ

ＧＡＰＤＨ Ｆ： ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ

Ｒ： ＴＧＴＡＧＡＣＣＡＴＧＴＡＧＴＴＧＡＧＧＴＣＡ

１􀆰 ７　 小鼠血清中细胞因子相对表达水平测定

将 １􀆰 ４ 中分离的小鼠血清， 按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说

明书 （武汉博斯特生物科技有限公司） 检测细胞因

子 ＩＬ－６、 ＩＬ－１０、 ＴＮＦ－α 和 ＴＮＦ－β 表达水平。
１􀆰 ８　 数据统计和分析

试验所得数据使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ７􀆰 ０ 软件进行

分析统计。 试验组与对照组组间通过 ｔ 检验分析评估

统计学差异， Ｐ＜０􀆰 ０５ 时认为差异具有统计学意义。
数据表示为 “平均值±标准差”。

２　 结果

２􀆰 １　 小鼠体况、 体重及肺指数

由图 １ 可知， 滴鼻侵染小鼠后 ７ ｄ 内， 与对照组

相比， 滴鼻颗粒物的各组小鼠体重均下降， 自第 ７ ～
１４ 天体重开始回升。 由图 ２ 可知， 滴鼻第 ３ 天 ＬＬ 组

肺指数较对照组显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 第 ５ 天 ＰＬ 组

较对照组显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而 ＬＬ 组较对照组极

显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ００１）； 第 ７ 天 ３ 个处理组较对照组

均明显升高， 差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ００１）。
２􀆰 ２　 小鼠肺组织病理切片

滴鼻后第 ５ 天各组 ＨＥ 染色结果显示， 对照组小

鼠肺组织病理切片， 肺泡完整， 肺泡壁无明显增厚，
未见肺泡充血， 无炎症细胞浸润 （图 ３Ａ）； ＥＬ 组小

鼠肺部轻度异常， 肺泡壁等状况较轻， 粒细胞少量浸

润 （图 ３Ｂ）； ＰＬ 组小鼠肺部中度异常， 肺泡壁明显

增厚 （图 ３Ｃ）； ＬＬ 组小鼠肺部重度异常， 肺泡壁情

况加重， 炎性细胞浸润增多， 肺泡发生大量萎缩塌

陷， 同时可见大量炎症细胞浸润 （图 ３Ｄ）。
２􀆰 ３　 肺泡灌洗液中细胞因子相对表达水平

如图 ４ 显示， 随着饲养周期的推移， 肺泡灌洗液

中 ＩＬ－６、 ＩＬ－１０、 ＴＮＦ－α、 ＴＮＦ－β 表达水平呈现上升

趋势， 即 ＬＬ 组＞ＰＬ 组＞ＥＬ 组＞对照组。 与对照组相

比， ＩＬ－６ 在试验处理第 ３ 天时 ＬＬ 组表达水平极显著

提高 （Ｐ＜０􀆰 ００１）， 第 ５ 天时 ＰＬ 组和 ＬＬ 组表达水平

均显著提高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而在第 ７ 天时 ＥＬ
组、 ＰＬ 组与 ＬＬ 组均显著上调表达水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ００１）； ＩＬ－１０ 在试验处理第 ５ 天与第 ７ 天， ＰＬ
组与 ＬＬ 组均显著上调表达水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１，
Ｐ＜０􀆰 ００１）； ＴＮＦ－α 在试验处理第 ３ 天和第 ５ 天， 仅

ＬＬ 组显著上调表达水平 （Ｐ＜０􀆰 ００１）， 在试验处理第

７ 天， ３ 组均显著上调表达水平 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， Ｐ ＜
０􀆰 ００１）； ＴＮＦ－β 在试验处理第 ３、 ５、 ７ 天仅 ＬＬ 组显

著上调了表达水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５ 或 Ｐ＜０􀆰 ０１）。

图 １　 小鼠体重变化

注： 与对照组 （Ｃｏｎ） 比， ∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１，
∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ００１。 下同。

图 ２　 小鼠肺指数变化
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Ａ． 对照组小鼠肺组织； Ｂ． ＥＬ 组小鼠肺部轻度异常， 粒细胞少量浸润 （黄色箭头所示）； Ｃ． ＰＬ 组小鼠肺部中度异常， 肺泡壁明

显增厚 （红色箭头所示）； Ｄ． ＬＬ 组小鼠肺部重度异常， 炎性细胞浸润增多， 肺泡发生大量萎缩塌陷 （红色箭头所示）， 同时可见大量

炎症细胞浸润 （黄色箭头所示）。

图 ３　 小鼠肺组织病理切片 （比例尺＝１００ μｍ）

图 ４　 肺泡灌洗液中 ＩＬ－６ （Ａ）、 ＩＬ－１０ （Ｂ）、 ＴＮＦ－α （Ｃ） 和 ＴＮＦ－β （Ｄ） ｍＲＮＡ 相对表达水平

２􀆰 ４　 血清中细胞因子表达水平

小鼠血清中细胞因子含量的检测结果如图 ５ 所

示。 血清中细胞因子表达水平与肺泡灌洗液中细胞因

子 ｍＲＮＡ 表达水平趋势一致， 即 ＬＬ 组＞ＰＬ 组＞ＥＬ
组＞对照组。 与对照组相比， ＰＬ 组和 ＬＬ 组的 ＩＬ－６
和 ＩＬ－１０ 表达水平在试验第 ５ 天与第 ７ 天均显著提高

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１， Ｐ＜０􀆰 ００１）； ＴＮＦ－α 在试验处理

第 ３、 ５、 ７ 天， ＰＬ 组和 ＬＬ 组均不同程度显著上调表

达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１， Ｐ＜０􀆰 ００１）； ＴＮＦ－β 在试验

处理第 ５ 天时， ＰＬ 组和 ＬＬ 组均显著上调表达水平

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 第 ７ 天时， ３ 组均显著极显著

上调表达水平 （Ｐ＜０􀆰 ００１）。
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图 ５　 小鼠血清中 ＩＬ－６ （Ａ）、 ＩＬ－１０ （Ｂ）、 ＴＮＦ－α （Ｃ） 和 ＴＮＦ－β （Ｄ） 表达水平

３　 讨论

本研究结果表明， 小鼠在滴鼻颗粒物后体重下

降， 提示颗粒物可能对小鼠产生不利影响。 尤为值得

注意的是， 滴鼻小鼠的肺指数在试验的第 ３ 天 （产
蛋高峰期与产蛋末期） 相较于对照组显著升高， 表

明颗粒物对小鼠肺部产生了影响， 具体表现为肺泡壁

增厚及炎性细胞浸润。 至第 ５ 天， 各产蛋阶段 （前
期、 高峰期与末期） 的滴鼻小鼠肺指数均呈现上升

趋势， 进一步证实了颗粒物对肺部的负面影响， 此时

肺泡壁进一步增厚， 肺部炎症加剧。 至第 ７ 天， 滴鼻

小鼠的肺指数相较于对照组显著增高， 肺泡开始出现

坍塌， 炎症愈发严重， 这表明颗粒物对肺部的影响随

时间推移可能逐渐加重。 ＨＥ 染色结果亦支持这一观

点， 显示产蛋期颗粒物对小鼠肺部的损害随蛋鸡生长

周期的推移而逐渐加剧。
本研究还发现， 各试验组小鼠血清中 ＴＮＦ－α、

ＴＮＦ－β、 ＩＬ－６ 和 ＩＬ－１０ 等细胞因子表达水平均高于

对照组， 与 Ｊｅｏｎｇ 等［８］的研究结果一致。 推测畜舍环

境颗粒物也可能对人体呼吸道具有刺激作用， 诱发炎

症反应［９］。 此外， 畜舍中的非致病性微生物亦可通

过环境颗粒物使家畜机体负荷增加［１０］， 导致其免疫

力下降， 增加患病风险。 ＨＥ 染色结果进一步显示，
相较于对照组， ３ 个产蛋时期颗粒物对小鼠肺部均造

成了不同程度的病变， 且病变程度随时间推移逐渐

累积［１１］。
ＩＬ－６ 作为一种具有广泛作用的细胞因子， 其表

达水平的失调与增加与多种疾病的发病机制密切相

关， 包括慢性炎症性疾病、 自身免疫性疾病及肿瘤发

展等［１２－１４］。 本研究各组肺泡灌洗液中 ＩＬ－６ 表达水平

表明， 在滴鼻第 ５ 天与第 ７ 天产蛋末期颗粒物对小鼠

造成的危害可能略大于产蛋高峰期， 而产蛋前期颗粒

物组与对照组间无显著差异。 ＩＬ－１０ 则具有抑制促炎

反应、 限制炎症引起的不必要组织破坏的作用［１５］。
本研究结果显示， ＩＬ－１０ 表达水平在滴鼻第 ５ 天高表

达， 而相较于对照组在第 ７ 天其表达差异低于第 ５
天， 可能表明小鼠在第 ７ 天进入恢复期， 炎症相较于

第 ５ 天有所减少。 ＴＮＦ－α 在炎症过程的传播扩展中

扮演重要角色［１６］， 其表达上调可能引发呼吸道明显

炎症［１７］。 ＴＮＦ－β 由参与免疫的 Ｔ 淋巴细胞分泌， 其

表达水平的变化可显著反映机体免疫系统功能状

态［１８］， 结合本试验 ＴＮＦ－α、 ＴＮＦ－β 的表达变化分

析， 滴鼻产蛋末期颗粒物对肺部的伤害可能大于产蛋

高峰期与产蛋前期， 这可能与空气中潜在的病原体细

菌相对丰度随产蛋期时间推移而显著增加有关［１９］。
本研究结果不仅证实了颗粒物对小鼠呼吸系统和

肺部的负面影响， 还支持了先前关于颗粒物对肺部健

康潜在危害的研究结果。 此外， 研究还发现， 蛋鸡舍

不同产蛋期环境颗粒物对小鼠肺组织造成的病理损伤

和炎症反应程度存在差异， 具体表现为产蛋末期组＞
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产蛋高峰期组＞产蛋前期组。 因此， 未来需进一步研

究以确定不同产蛋期颗粒物对小鼠的具体影响及其潜

在机制。 本研究为改善蛋鸡舍内环境颗粒物提供了针

对性指导， 即在制定改善措施时， 应考虑不同产蛋期

的应对措施强度。 随着养殖周期的增加， 应加强鸡舍

内空气通风或净化［２０］。 具体措施包括增加通风机械

窗、 分散进风口、 定期清理鸡舍、 控制鸡舍内温度和

湿度等［２１－２２］， 这些措施可有效改善蛋鸡舍内的环境

质量。
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