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肺部菌群干预对 ＰＭ２.５ 诱导肉鸡肺部炎症损伤的影响

周子琳ꎬ李盛ꎬ沈丹ꎬ李春梅∗

(南京农业大学动物科技学院家畜环境控制与智慧生产研究中心ꎬ江苏 南京 ２１００９５)

摘要:[目的]本试验旨在研究肺部菌群对 ＰＭ２.５诱导肉鸡肺部炎症损伤的影响ꎬ并利用盲肠肠球菌处理肺泡上皮细胞ꎬ探究

肺部盲肠肠球菌在 ＰＭ２.５诱发肺部炎症损伤中的作用ꎮ [方法]选取 ４５ 只 １９ 日龄雄性 ＡＡ 肉鸡随机分为 ３ 组:对照组、
ＰＭ２.５组(ＰＭ)和肺部菌群干预组(ＡＢＸ￣ＰＭ)ꎮ 从 ２１ 日龄开始ꎬＡＢＸ￣ＰＭ 组肉鸡气管滴注抗生素消减肺部菌群ꎬ每天滴注 １
次ꎬ连续滴注 ３ ｄꎬ其他 ２ 组肉鸡气管滴注无菌生理盐水ꎮ 在 ２４ 和 ２６ 日龄时ꎬ分别向 ＰＭ 组和 ＡＢＸ￣ＰＭ 组肉鸡气管滴注

ＰＭ２.５悬浮液诱导肺部炎症损伤ꎬ对照组肉鸡气管滴注无菌生理盐水ꎮ 在最后一次气管滴注 ＰＭ２.５２４ ｈ 后对肉鸡进行称重ꎬ
并采集肺组织、支气管肺泡灌洗液(ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄꎬＢＡＬＦ)和血清样品ꎮ 检测 ＢＡＬＦ 和血清内炎症因子水平、肺
组织内紧密连接( ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓꎬＴＪ)蛋白基因表达水平以及肠球菌属和盲肠肠球菌相对含量ꎬ并进行盲肠肠球菌相对含量

与炎症因子水平的相关性分析ꎮ 另外ꎬ体外培养 Ａ５４９ 细胞并分为 ２ 组ꎬ对照组加入不含盲肠肠球菌的 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基ꎬ
处理组加入含有 １×１０４ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１盲肠肠球菌的 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基ꎮ 处理 ６ ｈ 后ꎬ检测 ２ 组细胞炎症因子、ＴＪ 及细胞凋亡相

关基因表达水平ꎮ [结果]与对照组相比ꎬＰＭ 组肉鸡 ＢＡＬＦ 和血清 ＩＬ￣８ 水平显著升高ꎬ而 ＡＢＸ￣ＰＭ 组差异不显著ꎻ与对照组

相比ꎬＰＭ 组肉鸡肺组织 ｏｃｃｌｕｄｉｎ 及 ｃｌａｕｄｉｎ￣１ ｍＲＮＡ 表达水平显著降低ꎬｃｌａｕｄｉｎ￣５ ｍＲＮＡ 表达水平显著升高ꎬ而 ＡＢＸ￣ＰＭ 组

差异不显著ꎻＰＭ 组肉鸡肺部肠球菌属和盲肠肠球菌的相对含量显著高于对照组和 ＡＢＸ￣ＰＭ 组ꎻ肺部盲肠肠球菌相对含量

与 ＢＡＬＦ 内 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６、ＩＬ￣８ 水平和血清内 ＩＬ￣１β 水平呈显著正相关关系ꎮ 体外细胞试验结果显示ꎬ与对照组相比ꎬ处理组

Ａ５４９ 细胞 ｔｎｆ￣α、ｉｌ￣１β、ｉｌ￣６ 及 ｉｌ￣８ ｍＲＮＡ 表达水平显著升高ꎬ ｉｌ￣１０ ｍＲＮＡ 表达水平显著降低ꎻ处理组 Ａ５４９ 细胞 ｚｏ￣１ 及

ｃｌａｕｄｉｎ￣１ ｍＲＮＡ 表达水平显著降低ꎻ处理组 Ａ５４９ 细胞 ｂａｘ / ｂｃｌ￣２ ｍＲＮＡ 表达水平的比值及 ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｍＲＮＡ 表达水平显著升

高ꎬｂｃｌ￣２ ｍＲＮＡ 表达水平显著降低ꎮ [结论]肺部菌群干预降低了 ＰＭ２.５诱导的盲肠肠球菌增殖ꎬ减轻了肉鸡肺部炎症损伤

程度ꎬ表明肺部菌群参与 ＰＭ２.５诱导肉鸡肺部炎症损伤的过程ꎻ另外ꎬ盲肠肠球菌能够诱导体外肺泡上皮细胞炎症反应ꎬ提
示肺部菌群失衡加剧肺部炎症损伤ꎮ
关键词:肺部菌群ꎻ肺部炎症ꎻ肉鸡ꎻ盲肠肠球菌ꎻ肺泡上皮细胞
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Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ]Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｏｎ ＰＭ２.５ ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｕｎｇ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｂｒｏｉｌｅｒｓ ａｎｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｃｅｃｏｒｕｍ ｏｎ ＰＭ２.５ ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｕｎｇ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｉｎｊｕｒｙ ｕｓｉｎｇ Ｅ􀆰 ｃｅｃｏｒｕｍ￣ｔｒｅａｔｅｄ
ａｌｖｅｏｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ]Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ｆｏｕｒｔｙ￣ｆｉｖｅ ｍａｌｅ ＡＡ ｂｒｏｉｌｅｒｓ(１９￣ｄａｙ￣ｏｌｄ)ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ:ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬｔｈｅ ＰＭ２.５ ｇｒｏｕｐ(ＰＭ)ꎬａｎｄ ｔｈｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ￣ｉｎｔｅｒｖｅｎｅｄ ｇｒｏｕｐ(ＡＢＸ￣ＰＭ) . Ｆｒｏｍ ２１ ｄａｙｓ ｏｆ ａｇｅꎬｂｒｏｉｌｅｒｓ ｉｎ
ｔｈｅ ＡＢＸ￣ＰＭ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌｌｙ ｉｎｓｔｉｌｌｅｄ ｗｉｔｈ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｏｎｃｅ ａ ｄａｙ ｆｏｒ ｔｈｒｅｅ ｄａｙｓ. Ｍｅａｎｗｈｉｌｅꎬｂｒｏｉｌｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｔｗｏ
ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｉｎｓｔｉｌｌｅｄ ｗｉｔｈ ｓｔｅｒｉｌｅ ｓａｌｉｎｅ. Ａｔ ２４ ａｎｄ ２６ ｄａｙｓ ｏｆ ａｇｅꎬｂｒｏｉｌｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ＰＭ ａｎｄ ＡＢＸ￣ＰＭ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ
ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌｌｙ ｉｎｓｔｉｌｌｅｄ ｗｉｔｈ ＰＭ２.５ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ｌｕｎｇ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｉｎｊｕｒｙꎬ ａｎｄ ｂｒｏｉｌｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ
ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｉｎｓｔｉｌｌｅｄ ｗｉｔｈ ｓｔｅｒｉｌｅ ｓａｌｉｎｅ. Ｔｗｅｎｔｙ￣ｆｏｕｒ ｈｏｕｒｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｌａｓｔ ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＭ２.５ꎬｗｅ ｗｅｉｇｈｅｄ ｔｈｅ ｂｒｏｉｌｅｒｓ
ａｎｄ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅꎬｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄ(ＢＡＬＦ)ꎬａｎｄ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ. Ｗｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ
ｉｎ ＢＡＬＦ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ. Ｂｅｓｉｄｅｓꎬ ｗｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓ ( ＴＪ) ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ
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Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐｐ. ａｎｄ Ｅ􀆰 ｃｅｃｏｒｕｍ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅꎬａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ Ｅ􀆰 ｃｅｃｏｒｕｍ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｆａｃｔｏｒ ｌｅｖｅｌｓ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬｔｙｐｅ Ⅱ ａｌｖｅｏｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ(Ａ５４９)ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｎｄ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ. Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ
ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＤＭＥＭ / Ｆ１２ ｍｅｄｉｕｍ ｗｉｔｈｏｕｔ Ｅ􀆰 ｃｅｃｏｒｕｍꎬｗｈｉｌｅ ｔｈｅ Ｅ􀆰 ｃｅｃｏｒｕｍ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＤＭＥＭ / Ｆ１２ ｍｅｄｉｕｍ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ １×１０４ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１ Ｅ􀆰 ｃｅｃｏｒｕｍ. Ｗｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓꎬＴＪꎬａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ａｆｔｅｒ ６ ｈ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ]Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ￣８ ｉｎ ＢＡＬＦ ａｎｄ ｓｅｒｕｍꎬａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ｏｃｃｌｕｄｉｎ ａｎｄ ｃｌａｕｄｉｎ￣１ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅꎬｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＰＭ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｃｌａｕｄｉｎ￣５ ｍＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＰＭ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬｂｕｔ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｗｅｒｅ ｎｏｔ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｉｎ ｔｈｅ ＡＢＸ￣ＰＭ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐｐ. ａｎｄ Ｅ􀆰 ｃｅｃｏｒｕｍ ｉｎ ｔｈｅ ＰＭ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ＡＢＸ￣ＰＭ ｇｒｏｕｐｓ. Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ Ｅ􀆰 ｃｅｃｏｒｕｍ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ
ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ￣１βꎬＩＬ￣６ꎬａｎｄ ＩＬ￣８ ｉｎ ＢＡＬＦ ａｎｄ ＩＬ￣１β ｉｎ ｓｅｒｕｍ. Ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔꎬｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｎｆ￣αꎬｉｌ￣１βꎬｉｌ￣６ꎬａｎｄ ｉｌ￣８ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒꎬｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｉｌ￣１０ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｔｈｅ
Ｅ􀆰 ｃｅｃｏｒｕｍ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｚｏ￣１ ａｎｄ ｃｌａｕｄｉｎ￣１ ｉｎ ｔｈｅ Ｅ􀆰 ｃｅｃｏｒｕｍ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｂａｘ / ｂｃｌ￣２ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ
ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒꎬｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｂｃｌ￣２ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｔｈｅ
Ｅ􀆰 ｃｅｃｏｒｕｍ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ] Ｔｈｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｒｅｄｕｃｅｄ ＰＭ２.５ ￣
ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｅ􀆰 ｃｅｃｏｒｕｍꎬａｎｄ ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｌｕｎｇ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｂｒｏｉｌｅｒｓꎬｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔ ｏｆ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ＰＭ２.５ ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｕｎｇ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｂｒｏｉｌｅｒｓ. ＭｏｒｅｏｖｅｒꎬＥ􀆰 ｃｅｃｏｒｕｍ ｃｏｕｌｄ ｉｎｄｕｃｅ ａｎ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ａｌｖｅｏｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬｗｈｉｃｈ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｉｍｂａｌａｎｃｅ ｏｆ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ａｇｇｒａｖａｔｅｄ ｌｕｎｇ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａꎻｌｕｎｇ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎꎻｂｒｏｉｌｅｒꎻＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｃｅｃｏｒｕｍꎻａｌｖｅｏｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ

封闭式集约化养殖模式导致舍内高浓度的直径小于或等于 ２. ５ μｍ 的细颗粒物( ｆｉｎｅ ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅ
ｍａｔｔｅｒꎬＰＭ２.５)严重威胁畜禽呼吸道健康ꎮ 由于粒径极小ꎬＰＭ２.５能够穿过呼吸道并沉积在支气管和肺泡处ꎮ
其表面吸附的大量有机化合物、重金属和微生物等物质ꎬ不仅危害肺部健康ꎬ甚至可以穿过气血屏障进入

血液循环ꎬ进一步影响机体免疫功能[１]ꎮ 饲养在高浓度 ＰＭ２.５环境下的肉鸡极易患肺炎和气管炎等呼吸道

疾病ꎬ导致死亡率升高[２]ꎮ 因此ꎬ阐明 ＰＭ２.５诱发肉鸡肺部炎症损伤的机制对于维持畜禽呼吸道健康以及防治

呼吸道疾病具有重要意义ꎮ
ＰＭ２.５进入呼吸道后可以刺激肺泡巨噬细胞、肺泡上皮细胞和内皮细胞分泌多种促炎症细胞因子和趋

化因子ꎬ进而引发炎症损伤[３]ꎮ 除这些途径外ꎬ肺部菌群的发现为揭示 ＰＭ２.５诱发肺部炎症损伤的机制提

供了新思路ꎮ 随着非培养法测序技术的发展ꎬ目前已证明健康的肺部也存在多样化的细菌群落ꎬ且肺部菌

群与宿主免疫系统之间维持动态平衡[４]ꎮ 肺部菌群失衡会破坏这种稳态ꎬ降低宿主免疫功能ꎮ 此外ꎬ肺
部炎症、哮喘、慢性阻塞性肺病和肺癌等呼吸道疾病发生时往往伴随着肺部菌群失衡[５]ꎮ 近期研究发现ꎬ
ＰＭ２.５在诱导肺部炎症损伤的同时ꎬ肺部菌群的组成和结构也发生了明显改变[６－７]ꎬ提示肺部菌群可能在

ＰＭ２.５引起肺部炎症损伤的过程中发挥重要作用ꎮ
本课题组前期研究结果发现ꎬ鸡舍来源的 ＰＭ２.５不仅诱导肉鸡发生肺部炎症损伤ꎬ肺部菌群的组成和

结构也出现明显紊乱[７]ꎮ 肉鸡肺部肠球菌属(Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐｐ.)相对丰度在暴露于 ＰＭ２.５后显著上升ꎬ其中

盲肠肠球菌(Ｅ􀆰 ｃｅｃｏｒｕｍ)相对丰度升高最为显著ꎬ由 ２.３２％升高至 １０.２５％(数据未发表)ꎮ 盲肠肠球菌最

初在鸡的肠道中被分离、鉴定ꎬ是雏鸡肠道菌群的主要组成部分ꎬ但其同时是一种致病力极强的条件致病

菌ꎬ能够引起肉鸡关节炎和脊柱炎等多种疾病[８]ꎮ 呼吸道感染盲肠肠球菌能够引起家禽的肺炎和气囊

炎ꎬ且该传染模式导致的发病率及死亡率要明显高于口服、静脉接种等其他传染模式[９]ꎬ这些提示肺部盲

肠肠球菌丰度的升高可能在 ＰＭ２.５诱导肉鸡肺部发生炎症损伤中发挥重要作用ꎬ值得进一步探索ꎮ
本研究采用气管滴注抗生素方法干预肉鸡肺部菌群ꎬ降低肉鸡肺部菌群整体丰度ꎬ通过对比正常肺部

菌群肉鸡与肺部菌群干预肉鸡在 ＰＭ２.５暴露后肺部炎症损伤的程度ꎬ明确肺部菌群对 ＰＭ２.５诱导肉鸡肺部

炎症损伤的影响ꎬ并进一步利用Ⅱ型肺泡上皮细胞ꎬ探究盲肠肠球菌对肺泡上皮细胞炎症反应的影响ꎮ 本

研究为防治肉鸡呼吸道疾病提供了科学依据ꎬ为畜禽产业安全高效生产奠定理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 主要试剂

硫酸链霉素(Ｓ８２９０)、恩诺沙星(Ｅ８７６１)、头孢噻呋钠(ＳＣ９９６０)、琼脂粉(Ａ８１９０)及三抗(青霉素、链

４２３
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霉素、庆大霉素ꎬＰ１４１０)购自索莱宝公司ꎻ炎症因子 ＩＬ￣１β(Ｈ００２－１－２)、ＩＬ￣６(Ｈ００７－１－１)、ＩＬ￣８(Ｈ００８)
ＥＬＩＳＡ 试剂盒及 ＭＴＴ 细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒(Ｇ０２０－１－１)购自南京建成公司ꎻ脑心浸液肉汤

(ｂｒｉａｎ ｈｅａｒｔ ｉｎｆｕｓｉｏｎꎬＢＨＩ)培养基(ＨＢ８２９７ － １)购自青岛海博公司ꎻＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基(１１３２００３３) 及

０.２５％ Ｔｒｙｐｓｉｎ￣ＥＤＴＡ(２５２０００７２)购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ胎牛血清(ＴＢＤ２１ＨＹ)购自天津灏洋公司ꎻ二甲基亚

砜(ＤＭＳＯꎬＢＳ０８７)购自 Ｂｉｏｓｈａｒｐ 公司ꎻＴｒｉｚｏｌ(Ｒ４０１－０１)购自南京诺唯赞公司ꎻＴＩＡＮａｍｐ 血液 /细胞 /组织基

因组 ＤＮＡ 提取试剂盒(ＤＰ３０４)购自北京天根公司ꎻＡＢＳｃｒｉｐｔ Ⅲ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｒｅｍｏｖｅ
(ＲＫ２０４２９)和 ＡＢＳｃｒｉｐｔ Ⅱ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＲＴ￣ｑＰＣＲ(ＲＫ２０４０４)试剂盒购自 ＡＢｃｌｏｎａｌ 公司ꎮ
１.２　 ＰＭ２.５的收集与制备

ＰＭ２.５收集自江苏省扬州市某平养肉鸡舍中ꎬ使用环境空气颗粒物采样器将鸡舍空气内的 ＰＭ２.５收集

于特氟隆纤维膜表面ꎬ在制备 ＰＭ２.５前将纤维膜于－２０ ℃条件下保存ꎮ 将纤维膜剪为小块后浸泡在装有超

纯水的烧杯中ꎬ将烧杯置于超声波振荡仪内ꎬ频率为 ８０ Ｈｚꎬ振荡 ３０ ｍｉｎꎮ 使用 ６ 层无菌纱布过滤振荡后的

液体ꎬ再于 ４ ℃、１２ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１条件下离心 ３０ ｍｉｎꎮ 收集沉淀并利用真空冷冻干燥器干燥过夜ꎬ称重干燥

后的 ＰＭ２.５ꎬ并将 ＰＭ２.５溶于无菌生理盐水中ꎬ配制成 ５ ｍｇ􀅰ｍＬ－１的 ＰＭ２.５悬浮液ꎬ保存于 ４ ℃备用ꎮ
１.３　 肺部菌群干预试验

采用 １ 日龄雄性 ＡＡ 肉鸡ꎬ试验期间根据肉鸡饲养标准手册调节温度、相对湿度及光照等环境条件ꎬ
所有肉鸡自由采食和饮水ꎬ饲喂的商品饲料符合 ＮＲＣ(２０１２)标准ꎮ 肉鸡饲养至 １９ 日龄时ꎬ选取 ４５ 只健

康状态良好、体重相近[(１.１９±０.０６)ｋｇ]的肉鸡随机均分为 ３ 组:对照组(Ｃｏｎ)、ＰＭ２.５组(ＰＭ)和肺部菌群

干预组(ＡＢＸ￣ＰＭ)ꎬ每只鸡佩戴脚环标记ꎮ 在 ２１ 日龄时ꎬ肺部菌群干预组肉鸡气管滴注抗生素(抗生素滴

注浓度为 ５.２５ ｍｇ􀅰ｋｇ－１恩诺沙星、１３.１３ ｍｇ􀅰ｋｇ－１硫酸链霉素和 ２.１０ ｍｇ􀅰ｋｇ－１头孢噻呋钠)ꎬ每天气管滴注 １
次ꎬ连续滴注 ３ ｄꎬ每次滴注间隔 ２４ ｈꎬ其他 ２ 组肉鸡同时气管滴注等体积的无菌生理盐水ꎮ 在 ２４ 和 ２６ 日

龄时ꎬＰＭ２.５组和肺部菌群干预组的肉鸡气管滴注 ２. １０ ｍｇ􀅰ｋｇ－１ ＰＭ２.５(即每只鸡每次气管滴注 ２. ５ ｍｇ
ＰＭ２.５)ꎬ对照组肉鸡同时气管滴注等体积的无菌生理盐水ꎮ ２ 次气管滴注间隔 ４８ ｈꎬ在最后一次气管滴注

ＰＭ２.５ ２４ ｈ 后采集样品ꎮ ＰＭ２.５的气管滴注剂量根据肉鸡潮气量(１３.７ ｍＬ)、呼吸频率(５４.４ 次􀅰ｍｉｎ－１) [１０]和

本课题组前期研究确定的全身暴露浓度(２ ｍｇ􀅰ｍ－３ꎬ共暴露 ２８ ｈ) [７]计算得到ꎬ２.５ ｍｇ ＰＭ２.５可诱导肉鸡肺

部炎症损伤ꎮ 因此ꎬ每次气管滴注 ５ ｍｇ􀅰ｍＬ－１的 ＰＭ２.５悬液 ０.５ ｍＬꎬ即每次气管滴注 ２.５ ｍｇ ＰＭ２.５ꎬ共滴注

２ 次ꎮ
１.４　 肉鸡样品采集

肺部菌群干预试验期间每天称量并记录料重ꎬ用于计算采食量ꎮ 在最后一次气管滴注 ＰＭ２.５ ２４ ｈ 后

对肉鸡称重及采样ꎮ 每组随机选取 ６ 只鸡采集翅下静脉内血液ꎬ室温静置后于 ４ ℃、３ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１条件下

离心 １０ ｍｉｎꎬ吸取血清并保存于－８０ ℃备用ꎮ 每组随机选取 ８ 只肉鸡麻醉后屠宰ꎬ采集肺组织ꎬ剪碎后放

入无菌冻存管内ꎬ保存于－８０ ℃ꎬ用于后续试验ꎮ 在每组剩余的未采集肺组织样品的肉鸡中随机选取 ６ 只

用于收集支气管肺泡灌洗液(ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄꎬＢＡＬＦ)ꎮ 在 ３０ ｍＬ 注射器的头部连接软管ꎬ制成

灌洗针ꎮ 麻醉肉鸡ꎬ去除其颈部皮肤和肌肉后在气管处剪开一个小口ꎬ将灌洗针插入小口内ꎬ向肺中缓慢

注入 ３０ ｍＬ 预冷的无菌生理盐水ꎮ 反复抽吸 ３ 次后将 ＢＡＬＦ 收集在无菌 ５０ ｍＬ 离心管中ꎬ保存于－８０ ℃
备用ꎮ
１.５　 ＢＡＬＦ 及血清中细胞因子水平的测定

使用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒测定 ＢＡＬＦ 中 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６、ＩＬ￣８ 水平及血清中 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣８ 水平ꎬ操作步骤参考说明

书进行ꎮ 在测定 ＢＡＬＦ 中炎症因子水平前ꎬ将 ＢＡＬＦ 于 ４ ℃、４ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１条件下离心 １５ ｍｉｎꎬ以去除

ＢＡＬＦ 内黏液和组织ꎮ
１.６　 肺组织细菌总 ＤＮＡ 提取及盲肠肠球菌相对含量测定

使用 ＤＮＡ 提取试剂盒提取肺部菌群总 ＤＮＡꎬ操作步骤参考说明书进行ꎮ 查找文献内肠球菌属

(Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐｐ.)和盲肠肠球菌(Ｅ􀆰 ｃｅｃｏｒｕｍ)引物序列ꎬ经过 ｐｒｉｍｅｒ￣ＢＬＡＳＴ 验证后由上海生工生物工程

有限公司合成引物ꎮ 采用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 试剂盒进行实时荧光定量 ＰＣＲ( ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲꎬＲＴ￣ｑＰＣＲ)反应ꎬ反应程序根据试剂盒说明书进行设置ꎮ 反应结束后ꎬ以 １６Ｓ ｒＤＮＡ 为对

照ꎬ用 ２－ΔΔＣＴ法计算不同处理组肉鸡肺部肠球菌属和盲肠肠球菌的相对含量ꎮ 具体基因引物序列如表 １ 所示ꎮ

５２３
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表 １　 细菌荧光实时定量 ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ＲＴ￣ｑＰＣＲ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ

基因 Ｇｅｎｅｓ 引物序列 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′→３′) 参考文献 Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

１６Ｓ 　 　 ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ / ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ [７]
Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ 　 　 ＧＧＡＣＧＮＡＡＧＴＣＴＧＡＣＣＧＡ / ＴＴＡＡＧＡＡＡＣＣＧＣＣＴＧＣＧＣ [１１]
Ｅ􀆰 ｃｅｃｏｒｕｍ 　 　 ＴＴＣＣＡＴＴＴＡＣＣＧＣＡＴＧＧＴＡＧＡＴＧＧＡＴ / ＡＴＧＧＡＧＧＡＡＣＡＣＣＡＧＴＧＧＣＧＡＡＧ [１２]

１.７　 盲肠肠球菌生长曲线测定

盲肠肠球菌(ＣＩＣＣ ２１６０７)购自中国工业微生物菌种保藏管理中心(ＣＩＣＣ)ꎮ 挑取盲肠肠球菌单菌落

接种于 １ ｍＬ ＢＨＩ 培养基中ꎬ于 ３７ ℃培养过夜ꎮ 将菌液 Ｄ６００值调节为 ０.５ 后按 １ ∶１００ 的比例将菌液接种在

新鲜的 １００ ｍＬ ＢＨＩ 培养基中ꎮ 分别在培养 ０、１.５、３、５、７、９、１１、１３、１５ 和 １７ ｈ 时取菌液ꎬ测定 Ｄ６００值并绘

制生长曲线ꎮ
１.８　 Ａ５４９ 细胞培养及 ＭＴＴ 试验

Ａ５４９ 细胞培养采用 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 完全培养基(含 １０％胎牛血清ꎬ另添加 １０ ｇ􀅰Ｌ－１三抗)ꎬ培养于 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２ 条件下ꎬ湿度设置为 ７０％~８０％ꎮ 根据培养基颜色变化程度进行细胞换液ꎬ当培养瓶内细胞融合

度达到 ９０％时ꎬ进行细胞传代ꎮ
进行 ＭＴＴ 试验时ꎬ按照每孔 １×１０５ 个细胞的密度将 Ａ５４９ 细胞接种于 ９６ 孔板ꎬ于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 条件

下培养 ２４ ｈꎮ 吸出孔内培养基ꎬ用 ３７ ℃预热的 ＰＢＳ 溶液轻轻冲洗孔内细胞 ２ 次后ꎬ加入含有不同浓度盲

肠肠球菌(０、１×１０４、１×１０６、１×１０７、１×１０８ 和 １×１０９ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１)的 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 完全培养基ꎬ分别处理 ４、６ 和

８ ｈ 后吸出孔内原有培养基ꎬ用 ３７ ℃预热的 ＰＢＳ 溶液轻轻冲洗孔内细胞 ３ 次ꎮ 冲洗后每孔加入 ＤＭＥＭ /
Ｆ１２ 完全培养基(添加 １０ ｇ􀅰Ｌ－１三抗)并加入 ５０ μＬ １ ｍｇ􀅰ｍＬ－１的 ＭＴＴꎬ于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 条件下孵育 ４ ｈꎮ
孵育完成后吸出孔内液体ꎬ加入 １５０ μＬ ＤＭＳＯꎬ于摇床上显色 １０ ｍｉｎ 后检测 Ｄ５７０值ꎮ
１.９　 盲肠肠球菌处理 Ａ５４９ 细胞试验

按照每孔 ３×１０５ 个细胞的密度将 Ａ５４９ 细胞接种于 ６ 孔板中ꎬ于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 条件下培养至细胞融

合度达到 ８０％以上ꎮ 吸出培养基ꎬ用 ３７ ℃预热的 ＰＢＳ 溶液轻轻冲洗孔内细胞 ２ 次后ꎬ处理组(ＥＣ)加入

含有 １× １０４ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１ 盲肠肠球菌的 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 完全培养基ꎬ对照组(Ｃｏｎ) 加入不含盲肠肠球菌的

ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 完全培养基ꎬ分别处理 ６ ｈꎮ 每组设置 ３ 个生物学重复ꎮ 完成处理后用 ４ ℃预冷的 ＰＢＳ 溶液

轻轻冲洗孔内细胞 ３ 次ꎬ收集细胞样品用于后续试验ꎮ
１.１０　 ＲＮＡ 的提取及基因表达水平测定

采用传统 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂法提取肉鸡肺组织及细胞样品总 ＲＮＡꎬ并按照反转录试剂盒说明书的标准操作

过程将 ＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡꎬ于－８０ ℃保存备用ꎮ 采用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 试剂盒检测肉鸡肺组织紧

密连接( ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓꎬＴＪ)相关基因及 Ａ５４９ 细胞炎症因子、ＴＪ 和细胞凋亡相关基因表达量ꎮ 查找 ＮＣＢＩ
内收录的目的基因引物序列ꎬ经过 ｐｒｉｍｅｒ￣ＢＬＡＳＴ 验证后由上海生工生物工程有限公司进行引物合成ꎮ
ＲＴ￣ｑＰＣＲ 反应程序根据试剂盒说明书进行设置ꎬ反应结束后ꎬ以 β￣ａｃｔｉｎ 为内参基因ꎬ用 ２－ΔΔＣＴ 法计算

ｍＲＮＡ 相对表达水平ꎮ 具体基因引物序列如表 ２ 所示ꎮ
表 ２　 肉鸡肺组织及 Ａ５４９ 细胞荧光实时定量 ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ＲＴ￣ｑＰＣＲ ｏｆ ｂｒｏｉｌｅｒ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ

物种 Ｓｐｅｃｉｅｓ 基因 Ｇｅｎｅｓ 引物序列 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′→３′) 基因序列号 Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ.

鸡 β￣ａｃｔｉｎ 　 ＴＧＣＴＧＴＧＴＴＣＣＣＡＴＣＴＡＴＣＧ / ＴＴＧＧＴＧＡＣＡＡＴＡＣＣＧＴＧＴＴＣＡ 　 ＮＭ＿２０５５１８.２
Ｇａｌｌｕｓ ｏｃｃｌｕｄｉｎ 　 ＴＣＧＣＣＴＣＣＡＴＣＧＴＣＴＡＣＡＴＣ / ＧＴＴＣＴＴＣＡＣＣＣＡＣＴＣＣＴＣＣＡ 　 ＸＭ＿０４６９０４５４０.１
ｇａｌｌｕｓ ｚｏ￣１ 　 ＣＧＴＡＧＴＴＣＴＧＧＣＡＴＴＡＴＴＣＧＴ / ＴＧＧＧＣＡＣＡＧＣＣＴＣＡＴＴＣＴ 　 ＸＭ＿０４６９２５２１４.１

ｃｌａｕｄｉｎ￣１ 　 ＣＡＴＡＣＴＣＣＴＧＧＧＴＣＴＧＧＴＴＧＧＴ / ＧＡＣＡＧＣＣＡＴＣＣＧＣＡＴＣＴＴＣＴ 　 ＮＭ＿００１０１３６１１.２
ｃｌａｕｄｉｎ￣４ 　 ＡＴＣＧＣＣＣＴＧＴＣＣＧＴＣＡＴＣ / ＡＣＣＡＣＧＣＡＧＴＴＣＡＴＣＣＡＣＡＧ 　 ＸＭ＿０４０６８７５９２.２
ｃｌａｕｄｉｎ￣５ 　 ＧＴＣＣＣＧＣＴＣＴＧＣＴＧＧＴＴＣ / ＣＣＣＴＡＴＣＴＣＣＣＧＣＴＴＣＴＧＧ 　 ＮＭ＿２０４２０１.２

人 β￣ａｃｔｉｎ 　 ＧＡＴＣＴＴＣＡＴＴＧＴＧＣＴＧＧＧＴＧ / ＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣＡＴＴ 　 ＮＭ＿００１１０１.５
Ｈｏｍｏ ｔｎｆ￣α 　 ＡＡＣＡＴＣＣＡＡＣＣＴＴＣＣＣＡＡＡＣＧ / ＧＡＣＣＣＴＡＡＧＣＣＣＣＣＡＡＴＴＣＴＣ 　 ＮＭ＿０００５９４.４
ｓａｐｉｅｎｓ ｉｌ￣１β 　 ＡＧＣＴＡＣＧＡＡＴＣＴＣＣＧＡＣＣＡＣ / ＣＧＴＴＡＴＣＣＣＡＴＧＴＧＴＣＧＡＡＧＡＡ 　 ＮＭ＿０００５７６.３

ｉｌ￣６ 　 ＧＧＣＴＡＴＴＣＡＧＡＣＡＧＣＡＧＧＧＡＧＴ / ＴＧＧＴＧＴＡＡＡＧＡＧＧＡＣＴＧＧＧＡＡＡ 　 ＸＭ＿００５２４９７４５.６
ｉｌ￣８ 　 ＴＴＧＧＣＡＧＣＣＴＴＣＣＴＧＡＴＴＴＣ / ＴＡＴＧＣＡＣＴＧＡＣＡＴＣＴＡＡＧＴＴＣＴＴＴＡＧＣＡ 　 ＮＭ＿００１３５４８４０.３

６２３
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续表 ２　 Ｔａｂｌｅ ２ ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ

物种 Ｓｐｅｃｉｅｓ 基因 Ｇｅｎｅｓ 引物序列 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′→３′) 基因序列号 Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ.

ｉｌ￣１０ 　 ＴＴＴＡＡＧＧＧＴＴＡＣＣＴＧＧＧＴＴＧＣ / ＴＴＧＡＴＧＴＣＴＧＧＧＴＣＴＴＧＧＴＴＣ 　 ＮＭ＿０００５７２.３
ｏｃｃｌｕｄｉｎ 　 ＴＴＴＧＴＧＧＧＡＣＡＡＧＧＡＡＣＡＣＡ / ＴＣＡＴＴＣＡＣＴＴＴＧＣＣＡＴＴＧＧＡ 　 ＸＭ＿０４７４１６５９４.１
ｚｏ￣１ 　 ＡＴＡＡＡＧＴＧＣＴＧＧＣＴＴＧＧＴＣＴＧＴＴＴＧ / ＧＣＡＣＴＧＣＣＣＡＣＣＣＡＴＣＴＧＴＡ 　 ＸＭ＿０４７４３２９９１.１

ｃｌａｕｄｉｎ￣１ 　 ＧＣＡＧＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＡＡＧＴＣＴ / ＣＡＴＡＣＡＣＴＴＴＣＡＴＧＣＣＡＡＣＧＧ 　 ＮＭ＿００１３１７１８５.２
ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 　 ＣＧＡＧＡＧＣＴＡＣＡＣＧＴＴＣＡＣＧＧ / ＧＧＧＴＧＴＣＧＡＧＧＧＡＡＡＡＡＴＡＧＧ 　 ＸＭ＿０４０６８７５９２.２

ｂｃｌ￣２ 　 ＡＴＧＴＧＴＧＴＧＧＡＧＡＧＣＧＴＣＡＡ / ＡＣＣＴＡＣＣＣＡＧＣＣＴＣＣＧＴＴＡＴ 　 ＮＭ＿０００６５７.３
ｂａｘ 　 ＡＧＣＧＡＣＴＧＡＴＧＴＣＣＣＴＧＴＣＴ / ＣＴＣＡＧＣＣＣＡＴＣＴＴＣＴＴＣＣＡＧ 　 ＸＭ＿０４７４３９１６８.１

ｃａｓｐａｓｅ￣３ 　 ＡＧＴＡＧＡＴＧＧＴＴＴＧＡＧＣＣＴＧＡＧＣ / ＧＴＡＴＧＧＡＧＡＡＡＴＧＧＧＣＴＧＴＡＧＧ 　 ＸＭ＿０４７４１６２３９.１
　 　 注:β￣ａｃｔｉｎ:β－肌动蛋白基因 β￣ａｃｔｉｎ ｇｅｎｅꎻｏｃｃｌｕｄｉｎ:闭合蛋白基因 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｇｅｎｅꎻｚｏ￣１:闭锁小带蛋白 １ 基因 Ｚｏｎｕｌａ ｏｃｃｌｕｄｅｎｓ １ ｇｅｎｅꎻ

ｃｌａｕｄｉｎ￣１:密封蛋白 １ 基因 Ｃｌａｕｄｉｎ￣１ ｇｅｎｅꎻｃｌａｕｄｉｎ￣４:密封蛋白 ４ 基因 Ｃｌａｕｄｉｎ￣４ ｇｅｎｅꎻｃｌａｕｄｉｎ￣５:密封蛋白 ５ 基因 Ｃｌａｕｄｉｎ￣５ ｇｅｎｅꎻｔｎｆ￣α:
肿瘤坏死因子 α 基因 Ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣α ｇｅｎｅꎻｉｌ￣１β:白介素 １β 基因 Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１β ｇｅｎｅꎻｉｌ￣６:白介素 ６ 基因 Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣６ ｇｅｎｅꎻ
ｉｌ￣８:白介素 ８ 基因 Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣８ ｇｅｎｅꎻｉｌ￣１０:白介素 １０ 基因 Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１０ ｇｅｎｅꎻｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ:钙黏附蛋白 Ｅ 基因 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ ｇｅｎｅꎻｂｃｌ￣２:
Ｂ 淋巴细胞瘤 ２ 基因 Ｂ￣ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ￣２ ｇｅｎｅꎻｂａｘ:Ｂｃｌ￣２ 关联 Ｘ 蛋白基因 Ｂｃｌ２￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ ｇｅｎｅꎻｃａｓｐａｓｅ￣３:半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 ３
基因 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｇｅｎｅ. 下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ.

１.１１　 数据统计与分析

试验数据使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８.０ 软件进行统计分析ꎬ２ 组数据间采用独立样本 ｔ 测验进行差异显著

性分析ꎬ２ 组以上数据采用单因素方差分析(ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)法和 Ｄｕｎｃａｎ’ｓ 多重比较法进行差异显著性

分析ꎮ 使用 ＳＰＳＳ ２３.０ 软件进行相关性分析ꎬ计算选用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 法ꎮ 试验结果以平均值±标准误(􀭰ｘ±ＳＥ)
的形式表示ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 肺部菌群干预对 ＰＭ２.５暴露肉鸡生长性能的影响

由表 ３ 结果可见:与对照组相比ꎬＰＭ２.５组肉鸡体重和平均日增重在气管滴注 ＰＭ２.５后显著降低(Ｐ<
０.０５)ꎻ肺部菌群干预组肉鸡与对照组差异不显著(Ｐ>０.０５)ꎬ但显著高于 ＰＭ２.５组(Ｐ<０.０５)ꎮ

表 ３　 肺部菌群干预对 ＰＭ２.５暴露肉鸡生长性能的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ＰＭ２.５ ｅｘｐｏｓｅｄ ｂｒｏｉｌｅｒｓ

项目 Ｉｔｅｍｓ Ｃｏｎ ＰＭ ＡＢＸ￣ＰＭ Ｐ 值 Ｐ￣ｖａｌｕｅ

体重 / ｋｇ Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ 　 １.５８±０.０２ａ 　 １.５１±０.２５ｂ 　 １.５９±０.１２ａ ０.０１８
平均日增重 / ｇ Ａｖｅｒａｇｅ ｄａｉｌｙ ｇａｉｎ ５６.３０±１.６５ａ ４５.９３±２.７５ｂ ５８.３１±２.５０ａ ０.００１
平均日采食量 / ｇ Ａｖｅｒａｇｅ ｄａｉｌｙ ｆｅｅｄ ｉｎｔａｋｅ １２０.８９±２.８４ １１７.５０±４.６３ １２１.１０±２.３９ ０.７１４
料重比 Ｆｅｅｄ / ｇａｉｎ ２.１５±０.１４ ２.５２±０.２０ ２.１２±０.１１ ０.２０８

　 　 注:１)Ｃｏｎ:对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻＰＭ:ＰＭ２.５组 ＰＭ２.５ ｇｒｏｕｐꎻＡＢＸ￣ＰＭ:肺部菌群干预组 Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｍｉｃｒｏｂｉｔａ￣ｉｎｔｅｒｖｅｎｅｄ ｇｒｏｕｐꎻ２)同行数据的
肩标字母不同表示处理组间差异显著 ( Ｐ < ０. ０５)ꎮ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｈｏｕｌｄｅｒ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ(Ｐ<０.０５) . 下同ꎮ Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

２.２　 肺部菌群干预对 ＰＭ２.５暴露肉鸡 ＢＡＬＦ 及血清炎症因子水平的影响

如图 １ 所示:与对照组相比ꎬＰＭ２.５组肉鸡 ＢＡＬＦ 内 ＩＬ￣８ 水平在气管滴注 ＰＭ２.５后显著升高(Ｐ ＝ ０.０２)ꎬ
ＩＬ￣６ 水平呈上升趋势(Ｐ ＝ ０.０８)ꎻ而肺部菌群干预组肉鸡 ＢＡＬＦ 中 ＩＬ￣８ 水平与对照组差异不显著(Ｐ>
０.０５)ꎬ而 ＰＭ２.５组呈下降趋势(Ｐ＝ ０.０７)ꎮ 检测肉鸡血清中炎症因子水平结果(图 １－Ｄ、Ｅ)显示ꎬＰＭ２.５组肉

鸡血清内 ＩＬ￣８ 水平在滴注 ＰＭ２.５后显著高于对照组(Ｐ ＝ ０.０４)ꎬＩＬ￣１β 水平呈上升趋势(Ｐ ＝ ０.０５)ꎬ而肺部

菌群干预组肉鸡血清中 ＩＬ￣８ 水平与对照组差异不显著(Ｐ>０.０５)ꎮ
２.３　 肺部菌群干预对 ＰＭ２.５暴露肉鸡肺组织紧密连接相关基因表达的影响

由图 ２ 可知ꎬ与对照组相比ꎬＰＭ２.５组肉鸡肺组织 ｏｃｃｌｕｄｉｎ(Ｐ ＝ ０.０４)及 ｃｌａｕｄｉｎ￣１(Ｐ ＝ ０.０１)ｍＲＮＡ 表达

水平在气管滴注 ＰＭ２.５后显著降低ꎬｃｌａｕｄｉｎ￣５ ｍＲＮＡ 表达水平显著升高(Ｐ＝ ０.０２)ꎬ而肺部菌群干预组与对

照组差异不显著(Ｐ>０.０５)ꎮ
２.４　 肺部菌群干预对 ＰＭ２.５暴露肉鸡肺部盲肠肠球菌含量的影响

由图 ３ 可知:气管滴注 ＰＭ２.５后ꎬＰＭ２.５组肉鸡肺组织内肠球菌属(Ｐ ＝ ０.０２)及盲肠肠球菌(Ｐ<０.０１)相
对含量显著高于对照组ꎮ 肺部菌群干预组肉鸡肺组织内肠球菌属和盲肠肠球菌相对含量与对照组无显著

差异(Ｐ>０.０５)ꎬ但极显著低于 ＰＭ２.５组(Ｐ<０.０１)ꎮ

７２３
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图 １　 肺部菌群干预对 ＰＭ２.５暴露肉鸡支气管肺泡灌洗液(ＢＡＬＦ)(Ａ—Ｃ)及血清(Ｄ、Ｅ)中炎症因子水平的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ
ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄ(ＢＡＬＦ)(Ａ－Ｃ)ａｎｄ ｓｅｒｕｍ(ＤꎬＥ)ｏｆ ＰＭ２.５ ｅｘｐｏｓｅｄ ｂｒｏｉｌｅｒｓ

图 ２　 肺部菌群干预对 ＰＭ２.５暴露肉鸡肺组织紧密连接相关基因表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ
ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ＰＭ２.５ ｅｘｐｏｓｅｄ ｂｒｏｉｌｅｒｓ

图 ３　 肺部菌群干预对 ＰＭ２.５暴露肉鸡肺部肠球菌属(Ａ)和盲肠肠球菌(Ｂ)相对含量的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐｐ. (Ａ)
ａｎｄ Ｅ􀆰 ｃｅｃｏｒｕｍ(Ｂ) ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ＰＭ２.５ ｅｘｐｏｓｅｄ ｂｒｏｉｌｅｒｓ

８２３



　 第 ２ 期 周子琳ꎬ等:肺部菌群干预对 ＰＭ２.５诱导肉鸡肺部炎症损伤的影响

２.５　 肉鸡肺部盲肠肠球菌相对含量与炎症因子水平的相关性分析

表 ４ 结果显示ꎬ肉鸡肺部盲肠肠球菌相对含量与 ＢＡＬＦ 内 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 和 ＩＬ￣８ 水平以及血清内 ＩＬ￣１β
水平呈显著正相关关系ꎮ 肺部菌群干预试验结果表明ꎬ气管滴注 ＰＭ２.５后ꎬＰＭ２.５组肉鸡出现肺部炎症且盲

肠肠球菌相对含量大幅上升ꎬ而肺部菌群干预组肉鸡未表现出明显的肺部炎症和盲肠肠球菌相对含量升

高的趋势ꎮ 此外ꎬ肉鸡肺部盲肠肠球菌相对含量与炎症因子水平之间具有显著正相关关系ꎬ提示肺部盲肠

肠球菌丰度的明显上升与 ＰＭ２.５诱导的肉鸡肺部炎症损伤密切相关ꎮ 因此ꎬ试验接下来研究了盲肠肠球菌

对肺泡上皮细胞炎症反应的影响ꎮ
表 ４　 肉鸡肺部盲肠肠球菌相对含量与 ＢＡＬＦ 和血清中炎症因子水平的相关性分析

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ Ｅ􀆰 ｃｅｃｏｒｕｍ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇｓ ｏｆ ｂｒｏｉｌｅｒｓ
ｗｉｔｈ ＢＡＬＦ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ｌｅｖｅｌｓ

指标 Ｉｎｄｅｘ
ＢＡＬＦ

ＩＬ￣１β ＩＬ￣６ ＩＬ￣８

血清 Ｓｅｒｕｍ

ＩＬ￣１β ＩＬ￣８

相关系数 ｒ ０.９３ ０.７３ ０.８５ ０.７１ ０.５７
Ｐ 值 Ｐ￣ｖａｌｕｅ <０.０１ ０.０３ <０.０１ ０.０１ ０.０５

图 ４　 盲肠肠球菌的生长曲线

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｅ􀆰 ｃｅｃｏｒｕｍ

２.６　 盲肠肠球菌生长曲线

为确保试验处理期间处于盲肠肠球菌的生长对数期ꎬ需
要测定盲肠肠球菌的生长曲线ꎮ 将盲肠肠球菌接种于 ＩＢＨ
培养基ꎬ在 ３７ ℃条件下培养ꎮ 以培养时间为横坐标ꎬ菌液

Ｄ６００值为纵坐标绘制生长曲线ꎮ 如图 ４ 所示ꎬ盲肠肠球菌于

接种后 ５ ｈ 进入生长对数期ꎬ于接种后 １１ ｈ 达到平台期ꎮ
２.７　 盲肠肠球菌对 Ａ５４９ 细胞活力的影响

图 ５ 结果表明ꎬ处理 ４ ｈ 时ꎬ１×１０８ 和 １×１０９ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１

的盲肠肠球菌均极显著降低了 Ａ５４９ 细胞活力(Ｐ<０.０１)ꎮ
处理 ６ ｈ 时ꎬ１×１０７、１×１０８ 和 １×１０９ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１的盲肠肠球菌

均极显著降低了 Ａ５４９ 细胞活力(Ｐ<０.０１)ꎮ 处理 ８ ｈ 时ꎬ
１×１０４ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１的盲肠肠球菌显著降低了 Ａ５４９ 细胞活力(Ｐ＝ ０.０３)ꎬ其他 ４ 个浓度的盲肠肠球菌均极显

著降低了 Ａ５４９ 细胞活力(Ｐ<０.０１)ꎮ 后续试验选择盲肠肠球菌的处理浓度为 １×１０４ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１ꎬ处理时间

为 ６ ｈꎮ

图 ５　 不同含量盲肠肠球菌对 Ａ５４９ 细胞活力的影响

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ Ｅ􀆰 ｃｅｃｏｒｕｍ ｏｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ
∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

２.８　 盲肠肠球菌对 Ａ５４９ 细胞炎症因子基因表达的影响

如图 ６ 所示ꎬ用 １×１０４ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１盲肠肠球菌处理 Ａ５４９ 细胞 ６ ｈ 后ꎬ细胞 ｔｎｆ￣α 和 ｉｌ￣１β ｍＲＮＡ 表达水

平极显著升高(Ｐ<０.０１)ꎬｉｌ￣６(Ｐ ＝ ０.０４)及 ｉｌ￣８(Ｐ ＝ ０.０２)ｍＲＮＡ 表达水平显著升高ꎬｉｌ￣１０ ｍＲＮＡ 表达水平

极显著降低(Ｐ<０.０１)ꎮ
２.９　 盲肠肠球菌对 Ａ５４９ 细胞紧密连接蛋白相关基因表达的影响

如图 ７ 所示ꎬ１×１０４ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１盲肠肠球菌处理 Ａ５４９ 细胞 ６ ｈ 后ꎬＡ５４９ 细胞 ｚｏ￣１(Ｐ＝ ０.０３)及 ｃｌａｕｄｉｎ￣１
(Ｐ＝ ０.０４)ｍＲＮＡ 表达水平显著降低ꎮ

９２３
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图 ７　 盲肠肠球菌(ＥＣ)对 Ａ５４９ 细胞紧密连接蛋白

相关基因表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｅ􀆰 ｃｅｃｏｒｕｍ(ＥＣ)ｏｎ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ

图 ６　 盲肠肠球菌(ＥＣ)对 Ａ５４９ 细胞炎症因子

基因表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｅ􀆰 ｃｅｃｏｒｕｍ(ＥＣ)ｏｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｆａｃｔｏｒ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ

图 ８　 盲肠肠球菌对 Ａ５４９ 细胞凋亡

相关基因表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｅ􀆰 ｃｅｃｏｒｕｍ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ

２.１０　 盲肠肠球菌对 Ａ５４９ 细胞凋亡相关基因表达的影响

　 　 如图 ８ 所示ꎬ１×１０４ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１盲肠肠球菌处理

Ａ５４９ 细胞 ６ ｈ 后ꎬＡ５４９ 细胞 ｂｃｌ￣２ ｍＲＮＡ 表达水平显

著降低(Ｐ ＝ ０.０２)ꎬｂａｘ / ｂｃｌ￣２ ｍＲＮＡ 表达水平比值及

ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｍＲＮＡ 表达水平极显著升高(Ｐ<０.０１)ꎬｂａｘ
ｍＲＮＡ 表达水平呈上升趋势(Ｐ＝ ０.０７)ꎮ

３　 讨论

随着集约化、规模化养殖模式的发展ꎬ畜禽舍空

气污染引起的呼吸道疾病成为掣肘畜牧业安全高效

生产的主要因素之一ꎮ ＰＭ２.５由于粒径小、来源广、成
分复杂ꎬ是畜禽动物呼吸道疾病的重要诱因ꎮ 近期研

究发现ꎬ肺部菌群能够通过宿主－菌群双向调节参与

肺部免疫稳态的成熟与维持ꎬ并在多种呼吸道疾病中发现肺部菌群紊乱的现象ꎬ说明肺部菌群在肺部疾病

的发生和发展过程中可能发挥重要作用[１３]ꎮ 本课题组前期研究发现ꎬＰＭ２.５暴露能够诱发肉鸡肺部炎症

损伤ꎬ并且伴随着肺部菌群组成和结构的紊乱ꎬ提示肺部菌群可能在 ＰＭ２.５诱导肉鸡肺部炎症损伤中具有

重要作用[７]ꎮ
在本研究中ꎬ我们首先进行了肺部菌群干预试验ꎬ利用气管滴注抗生素的方法ꎬ降低肉鸡肺部菌群整

体丰度ꎬ通过对比正常肺部菌群肉鸡与肺部菌群干预肉鸡在 ＰＭ２.５暴露后的肺部炎症损伤程度ꎬ探究肺部

菌群对 ＰＭ２.５诱导肉鸡肺部炎症损伤的影响ꎮ 结果显示ꎬＰＭ２.５滴注提高了肉鸡支气管肺泡灌洗液(ＢＡＬＦ)
和血清内 ＩＬ￣６ 和 ＩＬ￣８ 的水平ꎬ而肺部菌群干预组肉鸡 ＢＡＬＦ 和血清内炎症因子水平无明显变化ꎮ 据以往

的研究报道ꎬ畜禽舍内的 ＰＭ２.５可以刺激肺泡上皮细胞和巨噬细胞分泌 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 和 ＩＬ￣８ 等炎症细胞因

子ꎬ诱导肺部炎症反应[１４]ꎮ ＩＬ￣１β 是一种重要的促炎症介质ꎬ可以激活和募集免疫细胞ꎬ增强炎症反应ꎬ在
ＰＭ２.５诱导的肺部损伤中发挥了重要作用[１５]ꎮ ＩＬ￣６ 能够抑制 Ｔｒｅｇ 细胞对免疫反应的调节功能ꎬ其浓度在

机体发生感染或自身免疫时迅速升高[１６]ꎮ ＩＬ￣８ 是一种关键的中性粒细胞趋化因子ꎬ研究结果表明ꎬＩＬ￣８
是 ＰＭ２.５诱导机体分泌数量最多的促炎症细胞因子[１７]ꎮ 在本试验中ꎬ肺部菌群干预能够降低肉鸡肺部上

述促炎症因子的水平ꎬ表明肺部菌群能够影响 ＰＭ２.５诱导的肉鸡肺部炎症反应ꎮ 此外ꎬ研究发现 ＰＭ２.５滴注

影响了肉鸡生长性能ꎬ这与过去的研究结果一致[１８]ꎮ 而消减肺部菌群则明显缓解了 ＰＭ２.５对生产性能的

不利影响ꎬ且肺部菌群干预组肉鸡的生长性能较对照组呈升高趋势ꎬ其可能原因是抗生素在体内发挥了一

定的促生长作用[１９]ꎮ 值得注意是ꎬ气管滴注抗生素和 ＰＭ２.５均未影响肉鸡的采食量ꎬ表明能量摄入并非导

致肉鸡体重下降的主要原因ꎮ 在以往的研究中ꎬ呼吸道疾病的发生通常伴随着生长发育的减缓以及肺部

炎症因子水平的上升ꎬ而炎症因子可以通过诱导外周组织中的白色脂肪米色化ꎬ促进能量消耗[２０]ꎮ 因此ꎬ
我们认为 ＰＭ２.５诱导的肺部炎症因子分泌可能是导致 ＰＭ２.５组肉鸡体重降低的原因之一ꎬ而肺部菌群干预

０３３
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则通过降低炎症因子水平间接缓解了 ＰＭ２.５对生产性能的不利影响ꎮ
ＰＭ２.５在诱导肺部炎症损伤的同时ꎬ还能够影响 ＴＪ 蛋白的表达水平ꎬ从而破坏气血屏障的完整性ꎬ导

致气血屏障对大分子蛋白质和液体的通透性增加ꎬ引发肺水肿并加重肺部损伤[２１]ꎮ 与之前的研究结果类

似ꎬ在本试验中ꎬ气管滴注 ＰＭ２.５降低了 ＰＭ２.５组肉鸡肺组织内 ｏｃｃｌｕｄｉｎ 及 ｃｌａｕｄｉｎ￣１ 的表达水平ꎬ提高了

ｃｌａｕｄｉｎ￣５ 的表达水平ꎮ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 Ｃｌａｕｄｉｎ 是 ＴＪ 蛋白的重要组成部分ꎬＯｃｃｌｕｄｉｎ[２２]和 Ｃｌａｕｄｉｎ￣１[２３]表达水

平下降会引起肺屏障功能异常ꎬＣｌａｕｄｉｎ￣５[２４]表达水平上升则会提高肺上皮细胞的旁通透性ꎮ 气血屏障作

为一道物理和生物免疫屏障ꎬ可保护肺部免受外来有害物质和病原微生物的刺激[２５]ꎮ ＰＭ２.５诱发的气血

屏障通透性升高会导致细菌入侵肺上皮细胞ꎬ使细菌代谢物和脂多糖(ＬＰＳ)等有害物质更易穿过气血屏

障ꎬ加剧肺部炎症反应和气血屏障的损伤[２６]ꎮ 在本研究中ꎬＰＭ２.５组肉鸡在气管滴注 ＰＭ２.５后表现出与过去

研究结果类似的气血屏障通透性升高[２７]ꎬ而肺部菌群干预组肉鸡气血屏障未发生明显损伤ꎮ 因此ꎬ肺部

菌群可能通过影响 ＰＭ２.５对气血屏障完整性的破坏ꎬ参与 ＰＭ２.５诱导的肺部炎症损伤ꎮ
本研究中ꎬ肉鸡气管滴注鸡舍空气 ＰＭ２.５后ꎬ肺组织内肠球菌属和盲肠肠球菌的相对含量显著上升ꎬ说

明 ＰＭ２.５暴露诱发了肺部菌群失衡ꎮ 过去研究常常将肺部疾病发生时伴随的菌群失衡看作是一种疾病导

致的后果ꎬ然而近期有研究发现ꎬ肺部菌群与肺部免疫稳态之间存在双向调节ꎬ菌群失衡并非只是肺部疾

病的附带现象ꎮ 肺部菌群可以通过调节免疫细胞分化和巨噬细胞极化影响肺部免疫系统功能[１３]ꎮ
Ｄｉｃｋｓｏｎ 等[２８]提出的“菌群失衡－炎症循环”模型也解释了肺部菌群和宿主的相互作用ꎮ 当机体出现炎症

时ꎬ宿主的一系列炎症反应会改变肺部细菌的生长环境ꎬ选择性地引起某些致病微生物大量繁殖ꎮ 肺内大

量的致病微生物及其代谢产物会加剧宿主的炎症反应ꎬ机体释放的炎症因子等物质又能够进一步为致病

菌提供有利的生长条件ꎬ最终形成一个不断放大的循环ꎮ 在本研究中ꎬ我们发现肉鸡的肺组织内盲肠肠球

菌相对含量与 ＢＡＬＦ 和血清内炎症因子水平之间存在显著正相关关系ꎮ 这提示 ＰＭ２.５暴露引起的肉鸡肺

部炎症损伤可能改变了肺部细菌生长环境ꎬ促进了盲肠肠球菌的繁殖ꎬ引起菌群结构紊乱ꎬ进而破坏免疫

稳态ꎮ 而肺部菌群干预削弱了肺部炎症反应与菌群的相互作用程度ꎬ减轻肺部炎症损伤的同时抑制了

ＰＭ２.５诱导的盲肠肠球菌增殖ꎮ 盲肠肠球菌是一种常见的条件致病菌ꎬ是导致院内感染的重要因素之一ꎮ
盲肠肠球菌表达溶血素、明胶酶和肠球菌表面蛋白等多种毒力因子ꎮ 这些毒力因子能够刺激机体免疫细

胞ꎬ引起炎症反应并破坏心内膜、尿道和胃肠道等上皮屏障[２９]ꎮ 因此ꎬ我们认为 ＰＭ２.５暴露引起肉鸡肺部

盲肠肠球菌含量显著升高可能影响肺部炎症损伤ꎮ
肺泡上皮细胞对于维持肺部正常免疫状态具有重要意义ꎬ肺泡上皮细胞间 ＴＪ 的受损、细胞凋亡及炎

性反应等能够促进肺部水肿ꎬ加重肺损伤程度[３０]ꎮ 肺泡上皮细胞包含Ⅰ型和Ⅱ型 ２ 种上皮细胞ꎬ２ 种细

胞位于同一基底膜ꎬ在保持肺泡干燥、隔绝病原体等方面发挥独特作用ꎮ Ⅱ型肺泡上皮细胞具有增殖分化

活性ꎬ既可以增殖产生新的细胞ꎬ也可以分化成为Ⅰ型肺泡上皮细胞共同维持肺组织功能[３１]ꎮ 因此ꎬ我们

进一步以离体培养的Ⅱ型肺泡上皮细胞(Ａ５４９ 细胞)为研究对象ꎬ探究肺部盲肠肠球菌对肺泡上皮细胞

炎症反应的影响ꎮ 结果显示盲肠肠球菌对 Ａ５４９ 细胞活力的影响具有时间和浓度依赖性ꎬ高浓度盲肠肠

球菌能够在短时间内明显抑制 Ａ５４９ 细胞活力ꎬ影响肺泡上皮细胞增殖分化活性ꎬ这可能是导致肺上皮屏

障功能受损的原因之一ꎮ 另有研究发现ꎬ粪肠球菌(Ｅ. ｆａｅｃａｌｉｓ)可以诱导肠道上皮 ＨＴ￣２９ 细胞炎症反

应[３２]ꎮ 与该结果类似ꎬ本试验中盲肠肠球菌处理提高了 Ａ５４９ 细胞 ｔｎｆ￣α、ｉｌ￣１β、ｉｌ￣６ 及 ｉｌ￣８ 基因表达水平ꎬ
并抑制 ｉｌ￣１０ 基因的表达ꎮ ＩＬ￣１０ 是一种具有抑炎效果的细胞因子ꎬ能够抑制单核细胞的抗原呈递作用以

及 Ｔ 淋巴细胞活性ꎬ并降低 ＩＬ￣１、ＩＬ￣６、ＩＬ￣８ 及 ＴＮＦ￣α 等促炎症因子的表达水平[３３]ꎮ 由此可见ꎬ盲肠肠球

菌不仅刺激 Ａ５４９ 细胞发生炎症反应ꎬ还能抑制抗炎细胞因子的生成ꎬ进一步促进炎症的发展ꎮ 上皮细胞

间的 ＴＪ 是维持屏障结构和功能的重要基础ꎬ暴露于粪肠球菌代谢产物的小鼠ꎬ肠道上皮组织 ＴＪ 表达水平

降低[３４]ꎮ 与粪肠球菌的作用相似ꎬ盲肠肠球菌显著抑制了 Ａ５４９ 细胞 ｚｏ￣１ 及 ｃｌａｕｄｉｎ￣１ 的表达ꎮ ＺＯ￣１ 作为

衡量细胞屏障功能是否正常的重要指标ꎬ具有调节细胞旁通透性的作用[３５]ꎬ以上结果说明盲肠肠球菌不

仅诱导肺泡上皮细胞的炎症反应ꎬ还能够影响肺屏障的通透性ꎮ 此外ꎬ有研究表明ꎬ肺炎发生与Ⅱ型肺泡

上皮细胞的过度凋亡有关[３６]ꎮ 在本试验中ꎬ我们发现盲肠肠球菌可以显著提高 Ａ５４９ 细胞 ｂａｘ / ｂｃｌ￣２ 基因

表达水平的比值及 ｃａｓｐａｓｅ￣３ 基因表达水平ꎮ Ｂｃｌ￣２ 蛋白家族对于调节细胞凋亡过程具有重要意义ꎬ其中

ＢＡＸ 蛋白可以促进凋亡ꎬ而 Ｂｃｌ￣２ 蛋白负责抑制凋亡ꎮ 正常情况下ꎬＢＡＸ / Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达比例保持相对平

衡ꎬ当 ＢＡＸ 大量表达时ꎬ会导致细胞色素大量释放及线粒体跨膜电位的改变ꎬ最终激活 Ｃａｓｐａｓｅ 级联反应ꎬ
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诱导细胞凋亡[３７]ꎮ Ｃａｓｐａｓｅ 家族在细胞程序性死亡过程中发挥重要功能ꎬ其中 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 在细胞凋亡途径

中具有不可替代的作用[３８]ꎮ 上述结果表明盲肠肠球菌可能介导 ＢＡＸ / Ｂｃｌ￣２ / Ｃａｓｐａｓｅ 信号途径促进上皮

细胞凋亡ꎬ进而加剧肺部炎症的发展及恶化ꎮ 因此ꎬ盲肠肠球菌能够诱导肺泡上皮细胞炎症反应和细胞凋

亡ꎬ并降低紧密连接蛋白的表达ꎬ提示 ＰＭ２.５暴露引起肉鸡肺部盲肠肠球菌的大量增殖可能加重 ＰＭ２.５诱导

的肉鸡肺部炎症损伤ꎮ 本课题组前期对肉鸡舍 ＰＭ２.５进行成分分析的结果表明ꎬ肠球菌属是 ＰＭ２.５携带的

主要致病微生物之一[１]ꎮ 然而ꎬ肉鸡肺部的肠球菌属和盲肠肠球菌是否来源于 ＰＭ２.５表面附着的细菌仍需

进一步探讨ꎮ
综上所述ꎬ肺部菌群干预能够减轻 ＰＭ２.５暴露肉鸡肺部炎症损伤程度ꎬ表明肺部菌群参与了 ＰＭ２.５诱导

肉鸡肺部炎症损伤的过程ꎮ 此外ꎬＰＭ２.５暴露引起肉鸡肺部盲肠肠球菌的大量增殖ꎬ盲肠肠球菌能够诱发

肺泡上皮细胞炎症反应和细胞凋亡ꎬ破坏细胞间紧密连接ꎬ提示肺部盲肠肠球菌在 ＰＭ２.５诱导的肉鸡肺部

炎症损伤中发挥重要作用ꎮ
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