
　 南京农业大学学报　 ２０２４ꎬ４７(１):９－１７ ｈｔｔｐ: / / ｎａｕｘｂ.ｎｊａｕ.ｅｄｕ.ｃｎ
　 Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｎａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ＤＯＩ:１０.７６８５ / ｊｎａｕ.２０２３０２００１
􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇

收稿日期:２０２３－０２－０１
基金项目:广东省畜禽疫病防治研究重点实验室开放课题(ＹＤＷＳ２０２２０７)ꎻ国家自然科学基金项目(３１９７２７０５ꎬ３２２７３０３４)

∗通信作者:宋小凯ꎬ博士ꎬ教授ꎬ研究方向为兽医寄生虫病与免疫ꎬＥ￣ｍａｉｌ:ｓｏｎｇｘｉａｏｋａｉ＠ ｎｊａｕ.ｅｄｕ.ｃｎꎮ

蒲响林ꎬ潘仰栋ꎬ相权珈ꎬ等. 巨型艾美耳球虫 Ｔｈ１ 类细胞因子刺激性分子 ＥｍＡＲＭ￣β 对鸡 ＰＢＭＣ 和 Ｔ 细胞亚群免疫功能的影响[Ｊ] . 南京农

业大学学报ꎬ２０２４ꎬ４７(１):９－１７.
ＰＵ ＸｉａｎｇｌｉｎꎬＰＡＮ ＹａｎｇｄｏｎｇꎬＸＩＡＮＧ Ｑｕａｎｊｉａꎬｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＥｍＡＲＭ￣βꎬＥｉｍｅｒｉａ ｍａｘｉｍａ Ｔｈ１ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｙ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｏｎ ｉｍｍｕｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｃｈｉｃｋｅｎ ＰＢＭＣ ａｎｄ Ｔ ｃｅｌｌ ｓｕｂｓｅｔｓ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｎａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ２０２４ꎬ４７(１):９－１７.

巨型艾美耳球虫 Ｔｈ１ 类细胞因子刺激性分子 ＥｍＡＲＭ￣β
对鸡 ＰＢＭＣ 和 Ｔ 细胞亚群免疫功能的影响
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(南京农业大学动物医学院ꎬ江苏 南京 ２１００９５)

摘要:[目的]本文旨在探讨巨型艾美耳球虫 Ｔｈ１ 类细胞因子刺激性分子 Ａｒｍａｄｉｌｌｏ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 样重复序列蛋白(ＥｍＡＲＭ￣β)
对鸡免疫细胞功能的影响ꎮ [方法]利用密度梯度离心法和免疫磁珠分选法分别分离出鸡外周血单个核细胞(ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ
ｂｌｏｏｄ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｃｅｌｌꎬＰＢＭＣ)、ＣＤ８＋Ｔ 细胞和 ＣＤ４＋ＣＤ２５－Ｔ 细胞ꎬ之后将 ＥｍＡＲＭ￣β 重组蛋白( ｒＥｍＡＲＭ￣β)分别与上述细胞

进行体外共孵育 ６ ｈꎬ利用 ＣＣＫ￣８ 试剂和 ｑＰＣＲ 法分别检测并分析其对上述细胞增殖能力及相关细胞因子分泌水平的影

响ꎮ [结果]经免疫磁珠分选后ꎬ流式细胞术检测鸡 ＣＤ８＋Ｔ 细胞和 ＣＤ４＋ＣＤ２５－Ｔ 细胞的纯度分别为 ９３.０１％和 ８８.８８％ꎮ 与

对照组相比ꎬｒＥｍＡＲＭ￣β 显著促进鸡 ＰＢＭＣ 的增殖能力ꎬ显著上调 Ｔｈ１ 类细胞因子( ｉｆｎ￣γ 和 ｉｌ￣２)和促炎性细胞因子( ｉｌ￣１β、
ｉｌ￣６ 和 ｉｌ￣１７ａ)ｍＲＮＡ 水平ꎻ显著促进 ＣＤ８＋Ｔ 细胞的增殖能力ꎬ显著上调其 ｉｆｎ￣γ、ｉｌ￣２ 和 ｔｎｆ￣α ｍＲＮＡ 水平ꎬ显著上调穿孔素、
ｆａｓｌ(Ｆａｓ 配体)和 ｆａｓ ｍＲＮＡ 水平ꎻ能显著促进 ＣＤ４＋ＣＤ２５－Ｔ 细胞的增殖能力ꎬ显著上调其 ｉｆｎ￣γ 和 ｉｌ￣２ ｍＲＮＡ 水平ꎬ下调 ｉｌ￣４
和 ｉｌ￣１０ ｍＲＮＡ 水平ꎮ [结论]ＥｍＡＲＭ￣β 可以有效促进鸡 ＰＢＭＣ 和 Ｔ 细胞亚群(ＣＤ８＋Ｔ 细胞和 ＣＤ４＋ＣＤ２５－Ｔ 细胞)的增殖能

力ꎬ提升其 Ｔｈ１ 类细胞因子和促炎性细胞因子的分泌水平ꎬ提示 ＥｍＡＲＭ￣β 具有研发鸡球虫病新型疫苗候选抗原的潜力ꎮ
关键词:巨型艾美耳球虫ꎻＴｈ１ 类细胞因子刺激性分子ꎻＥｍＡＲＭ￣βꎻＴ 细胞亚群ꎻ免疫功能

中图分类号:Ｓ８５５.９＋ １　 　 　 　 文献标志码:Ａ　 　 　 　 文章编号:１０００－２０３０(２０２４)０１－０００９－０９

Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＥｍＡＲＭ￣βꎬＥｉｍｅｒｉａ ｍａｘｉｍａ Ｔｈ１ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｙ ｍｏｌｅｃｕｌｅ
ｏｎ ｉｍｍｕｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎ ＰＢＭＣ ａｎｄ Ｔ ｃｅｌｌ ｓｕｂｓｅｔｓ

ＰＵ ＸｉａｎｇｌｉｎꎬＰＡＮ ＹａｎｇｄｏｎｇꎬＸＩＡＮＧ ＱｕａｎｊｉａꎬＳＵＮ ＸｉａｏｔｉｎｇꎬＬＵ Ｍｉｎｇｍｉｎꎬ
ＹＡＮ ＲｕｏｆｅｎｇꎬＸＵ ＬｉｘｉｎꎬＬＩ ＸｉａｎｇｒｕｉꎬＳＯＮＧ Ｘｉａｏｋａｉ∗

(Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ＭｅｄｉｃｉｎｅꎬＮａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬＮａｎｊｉｎｇ ２１００９５ꎬＣｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ] Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｒｍａｄｉｌｌｏ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ ｌｉｋｅ ｒｅｐｅａｔ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ(ＥｍＡＲＭ￣
β)ꎬａ Ｔｈ１ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｙ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｆｒｏｍ Ｅｉｍｅｒｉａ ｍａｘｉｍａ ｏｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎ ｉｍｍｕｎｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｃｅｌｌｓ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ] Ｉｎ ｔｈｉｓ
ｓｔｕｄｙꎬｃｈｉｃｋｅｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｃｅｌｌ(ＰＢＭＣ)ꎬＣＤ８＋Ｔ ｃｅｌｌｓꎬａｎｄ ＣＤ４＋ＣＤ２５－Ｔ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｂｙ ｄｅｎｓｉｔｙ ｇｒａｄｉｅｎｔ
ｃｅｌｌ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｍａｇｎｅｔｉｃ ｂｅａｄ ｓｏｒｔｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. ＳｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙꎬＥｍＡＲＭ￣β ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ
(ｒＥｍＡＲＭ￣β)ｗａｓ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏꎬＣＣＫ￣８ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｑＰＣＲ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ
ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ]Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｐｕｒｉｔｙ
ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎ ＣＤ８＋Ｔ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ＣＤ４＋ ＣＤ２５－ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ９３.０１％ ａｎｄ ８８.８８％ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. ｒＥｍＡＲＭ￣β ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙꎬｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ Ｔｈ１ ｔｙｐｅ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ( ｉｆｎ￣γꎬａｎｄ ｉｌ￣２)ａｎｄ ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ( ｉｌ￣１βꎬｉｌ￣６ꎬａｎｄ ｉｌ￣１７ａ)ｍＲＮＡ
ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎ ＰＢＭＣ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｒＥｍＡＲＭ￣β ｏｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ ａｎｄ
ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｆｎ￣γꎬ ｉｌ￣２ꎬ ｔｎｆ￣αꎬ ｐｅｒｆｏｒｉｎꎬ ｆａｓｌꎬ ａｎｄ ｆａｓ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎ ＣＤ８＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｏｂｓｅｒｖｅｄ. Ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙꎬｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｆｎ￣γ ａｎｄ ｉｌ￣２ꎬａｎｄ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｌ￣４ ａｎｄ
ｉｌ￣１０ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎ ＣＤ４＋ＣＤ２５－Ｔ ｃｅｌｌｓ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ]ＥｍＡＲＭ￣βꎬｔｈｅ Ｔｈ１ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｙ ｍｏｌｅｃｕｌｅꎬｃｏｕｌｄ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅ ｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｔｈ１ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ａｎｄ ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎ ＰＢＭＣ ａｎｄ Ｔ ｃｅｌｌ ｓｕｂｓｅｔｓꎬ ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈｅ
ＥｍＡＲＭ￣β ｉｓ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ａｎｔｉｇｅｎ ｔｏ ｄｅｖｅｌｏｐ ｎｏｖｅｌ ｖａｃｃｉｎｅ ａｇａｉｎｓｔ ｃｈｉｃｋｅｎ ｃｏｃｃｉｄｉｏｓｉｓ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:Ｅｉｍｅｒｉａ ｍａｘｉｍａꎻＴｈ１ ｔｙｐｅ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｙ ｍｏｌｅｃｕｌｅꎻＥｍＡＲＭ￣βꎻＴ ｃｅｌｌ ｓｕｂｓｅｔｓꎻｉｍｍｕｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ
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鸡球虫病是由艾美耳球虫感染引起的一种肠道疾病[１]ꎮ 鸡球虫侵袭宿主肠道的不同部位[２]ꎬ破坏肠

上皮细胞ꎬ导致饲料转化率降低、体重下降、血便等症状ꎬ甚至导致宿主死亡ꎬ同时还会抑制宿主免疫系统ꎬ
引起继发感染ꎬ给养禽业带来了巨大经济损失[３－６]ꎮ 目前ꎬ鸡球虫病主要以药物防治为主[７]ꎬ但耐药性、药
物残留、防治费用高等问题限制了药物的使用[８－１０]ꎮ 虽然传统球虫活疫苗如 ＣｏｃｃｉＶａｃ 和 Ｉｍｍｕｃｏｘ 等在世

界范围内已经投入使用[４ꎬ１１]ꎬ但其价格昂贵ꎬ难以推广ꎬ且具有导致球虫病暴发的风险[１２－１３]ꎮ 因此ꎬ开发

安全有效的鸡球虫病新型疫苗迫在眉睫ꎮ
ＣＤ４＋Ｔ 细胞和 ＣＤ８＋Ｔ 细胞可释放相关细胞因子ꎬ在抗鸡球虫感染过程中发挥重要作用ꎮ 而相关研究

表明ꎬＴｈ１ 类细胞因子 ＩＦＮ￣γ 在鸡球虫保护性免疫中发挥着主导作用[１１ꎬ１４]ꎬＩＦＮ￣γ 可作为细胞因子佐剂增

强抗原免疫力[１５]ꎬ接种含有 ＩＦＮ￣γ 的 ＤＮＡ 疫苗能提高鸡肠道免疫力水平并对鸡球虫病有保护作用[１６]ꎮ
用重组 ＩＦＮ￣γ 处理鸡胚成纤维细胞后ꎬ柔嫩艾美耳球虫在细胞内的发育受到了抑制[１７]ꎮ 体内接种重组

ＩＦＮ￣γ 后可有效减少堆型艾美耳球虫卵囊产量并增加雏鸡体重[１８]ꎮ ＩＦＮ￣γ 还可以刺激巨噬细胞的吞噬作

用以及 ＮＫ 细胞和细胞毒性 Ｔ 淋巴细胞(ＣＴＬ)的杀伤作用ꎬ从而在调节抗球虫免疫反应过程中发挥重要

作用[１９]ꎮ 因此发现能刺激 Ｔｈ１ 类细胞因子分泌的分子是研发鸡球虫病新型疫苗的理想候选抗原ꎮ
Ａｒｍａｄｉｌｌｏ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 样重复序列蛋白(ＡＲＭ￣β)为果蝇体节极性蛋白 Ａｒｍａｄｉｌｌｏ 的同源物[２０]ꎬ含有一个

大约 ４２ 个氨基酸的重复偶联序列[２１－２２]ꎬ在动物界普遍存在ꎬ其在信号传导、发育、细胞黏附和迁移以及肿

瘤转移等方面发挥作用[２３]ꎮ 对顶复门原虫研究发现其可激活宿主免疫反应ꎬ具有作为疫苗候选抗原的潜

力ꎮ 如 Ｕｄｏｎｓｏｍ 等[２４]发现犬新孢子虫 ＡＲＭ 蛋白能被速殖子阳性牛血清所识别ꎬ具有显著的特异免疫反

应性ꎬ提示其可作为防控犬新孢子虫病良好的疫苗候选抗原或药物靶标ꎮ Ｃｈｅｎ 等[２５]发现 ＥｍＡＲＭ￣β 免疫

雏鸡后ꎬ可抵抗巨型艾美耳球虫(Ｅｉｍｅｒｉａ ｍａｘｉｍａꎬＥ. ｍａｘｉｍａ)感染ꎮ
本课题组前期从 Ｅ􀆰 ｍａｘｉｍａ 子孢子 ｃＤＮＡ 表达文库中筛选到了 ＥｍＡＲＭ￣βꎬ发现其能刺激鸡体 Ｔｈ１ 类

细胞因子的分泌ꎬ为进一步探究其对鸡免疫细胞功能的影响ꎬ将其分别与鸡 ＰＢＭＣ、ＣＤ８＋Ｔ 细胞及 ＣＤ４＋

ＣＤ２５－Ｔ 细胞进行共孵育ꎬ观察其对上述细胞增殖能力及免疫相关功能的影响ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 菌种、质粒和试验动物　 Ｅ􀆰 ｍａｘｉｍａ ｐＥＴ￣２８ａ￣ａｒｍ￣β 的菌种及重组质粒保存于南京农业大学兽医寄

生虫病实验室ꎮ 海兰白雏鸡饲养在经灭菌、消毒的无鸡球虫卵囊鸡舍中ꎻ自由饮水和采食ꎻ饮水及饲料均

不含任何抗球虫药物ꎮ
１.１.２　 主要试剂及仪器　 Ｈｉｓ 标签蛋白纯化柱为 ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ 产品ꎻ人外周血淋巴细胞分离液购于天津

灏洋公司ꎻＴｏｔａｌ ＲＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ 及 ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅲ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ(＋ｇＤＮＡ ｗｉｐｅｒ)购于 Ｖａｚｙｍｅ
公司ꎻＰｅｒｆｅｃｔＳｔａｒｔＴＭ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｓｕｐｅｒ Ｍｉｘ(＋ＤｙｅⅡ)购于 ＴｒａｎｓｇｅｎꎻＴｏｘｉｎＥｒａｓｅｒＴＭ Ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ Ｒｅｍｏｖａｌ Ｋｉｔ 为
ＧｅｎＳｃｒｉｐｔ 产品ꎻ小鼠抗鸡 ＣＤ４ 和小鼠抗鸡 ＣＤ８α 抗体购于 Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｉｏｔｅｃｈ 公司ꎻＡｎｔｉ￣ＰＥ ＭｉｃｒｏＢｅａｄｓꎬＡｎｔｉ￣
ＦＩＴＣ ＭｕｌｔｉＳｏｒｔ ＭｉｃｒｏＢｅａｄｓ 和磁珠分选系统购于 Ｍｉｌｔｅｎｙｉ ＢｉｏｔｅｃꎻＣＣＫ￣８ 试剂购自碧云天公司ꎻ细胞培养箱、
酶标仪和水平离心机购于 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎻ荧光定量 ＰＣＲ 仪为 ＡＢＩ 公司产品ꎮ
１.２　 方法

１.２.１ 　 ＥｍＡＲＭ￣β 重组蛋白 ( ｒＥｍＡＲＭ￣β)的表达及纯化 　 用含有 ｐＥＴ￣２８ａ￣ａｒｍ￣β 质粒的菌种表达

ＥｍＡＲＭ￣β 重组蛋白ꎬ超声破碎菌体ꎬ获取蛋白样品ꎮ 将蛋白样品依次用 ０.８、０.４５ 和 ０.２２ μｍ 的滤器过滤后ꎬ
使用 Ｈｉｓ 标签蛋白纯化柱纯化蛋白ꎬ再进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶电泳以确定其纯化效果ꎮ 用内毒素去除试剂

盒去除蛋白样品中的内毒素ꎬ然后用 ０.２２ μｍ 的滤器过滤除菌ꎬ最后用 ＢＣＡ 蛋白测定法测定重组蛋白浓度ꎮ
１.２.２　 ｒＥｍＡＲＭ￣β的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证 　 以 Ｅ􀆰 ｍａｘｉｍａ 感染鸡血清(未感染鸡血清作为阴性对照)或

Ｈｉｓ￣ｔａｇ 小鼠单克隆抗体作为一抗ꎬＨＲＰ 标记的山羊抗鸡 ＩｇＧ 或 ＨＲＰ 标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ 作为二抗ꎬ对
重组蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证ꎮ 按如下操作ꎬ用 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶电泳分离 ｒＥｍＡＲＭ￣βꎬ将其转印至 ＰＶＤＦ
膜ꎮ ５０ ｇ􀅰Ｌ－１脱脂奶粉对 ＰＶＤＦ 膜进行封闭后将其分别与感染鸡血清(１ ∶１００ 稀释)和 Ｈｉｓ￣ｔａｇ 小鼠单克隆抗

体(１ ∶８ ０００ 稀释)４ ℃孵育过夜ꎬ然后将其分别与 ＨＲＰ 标记的山羊抗鸡 ＩｇＧ(１ ∶５ ０００ 稀释)和 ＨＲＰ 标记

的山羊抗小鼠 ＩｇＧ(１ ∶１０ ０００ 稀释)室温孵育 １ ｈꎬ滴加 ＥＣＬ 发光液ꎬ在全自动发光成像系统中显影ꎬ观察

结果ꎮ
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１.２.３　 鸡 ＰＢＭＣ 的分离及培养　 用无菌采血管(含 ４％枸橼酸钠)给健康雏鸡心脏采血ꎬ将抗凝血与无菌

ＰＢＳ 按 １ ∶１ 比例(体积比)轻柔混合ꎬ将 ５ ｍＬ 稀释鸡血沿管壁缓慢加入含有 ５ ｍＬ 淋巴细胞分离液的

１５ ｍＬ 离心管中ꎬ室温下 ５００ ｇ 离心 ２０ ｍｉｎꎮ 吸取第 ２ 层乳白色淋巴细胞层ꎬ并转移至新的 １５ ｍＬ 离心管

中ꎬ用无菌 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次ꎮ 最后用含有 １０％ ＦＢＳ 和 １％青链霉素双抗的 ＲＰＭＩ １６４０ 完全培养基重悬细胞ꎬ
计数细胞ꎬ调整细胞密度为 １×１０６ ｍＬ－１ꎮ
１.２.４　 鸡 ＣＤ８＋Ｔ 细胞的磁珠分选　 分离鸡 ＰＢＭＣꎬ用含有 ０.５％ ＢＳＡ、２ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＥＤＴＡ 的 ＰＢＳ 调整细胞

密度为 １×１０８ ｍＬ－１(ＰＢＳ 使用前需 ４ ℃预冷)ꎬ每 １ ｍＬ 加入 ４０ μＬ 藻红蛋白(ＰｈｙｃｏｅｒｙｔｈｒｉｎꎬＰＥ)标记的小

鼠抗鸡 ＣＤ８α 荧光抗体ꎬ均匀混合后于 ４ ℃避光孵育 ３０ ｍｉｎꎮ 每 １×１０８ 个细胞加入 １０~２０ ｍＬ 的 ＰＢＳꎬ混
匀后 ３００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ洗去未结合的抗体ꎮ 根据 Ａｎｔｉ￣ＰＥ ＭｉｃｒｏＢｅａｄｓ 说明书加入二抗磁珠ꎬ于 ４ ℃避光

孵育 １５ ｍｉｎꎬ将 １×１０８ 个细胞加入 １０ ~ ２０ ｍＬ 的 ＰＢＳꎬ混匀后 ３００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ洗去未结合的抗体ꎮ 用

ＰＢＳ 重新调整细胞密度为 １×１０８ ｍＬ－１ꎬ根据磁珠分选系统说明书进行细胞磁珠分选ꎬ留在分选柱上的细胞

为鸡 ＣＤ８＋Ｔ 细胞ꎬ向分选柱中加入 ５ ｍＬ ＰＢＳꎬ并用针芯推尽液体ꎬ获得阳性细胞ꎮ
１.２.５　 鸡 ＣＤ４＋ＣＤ２５－Ｔ 细胞的磁珠分选　 将分离好的鸡 ＰＢＭＣ 用 ＰＢＳ 调整细胞密度为 １×１０８ ｍＬ－１ꎬ每
１ ｍＬ 加入 ４０ μＬ ＦＩＴＣ 标记的人抗鸡 ＣＤ２５ 荧光抗体ꎬ均匀混合后于 ４ ℃避光孵育 ３０ ｍｉｎꎬ再加入预冷的

ＰＢＳꎬ混匀后 ３００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ洗去未结合的抗体ꎮ 根据 Ａｎｔｉ￣ＦＩＴＣ ＭｕｌｔｉＳｏｒｔ Ｋｉｔ 说明书加入 Ａｎｔｉ￣ＦＩＴＣ
ＭｕｌｔｉＳｏｒｔ ＭｉｃｒｏＢｅａｄｓꎬ于 ４ ℃避光孵育 １５ ｍｉｎꎬ用 ＰＢＳ 洗去未结合的抗体ꎮ 用 ＰＢＳ 调整细胞密度为 １×１０８

ｍＬ－１ꎬ根据磁珠分选系统说明书进行细胞磁珠分选ꎬ留在分选柱上的细胞为鸡 ＣＤ２５＋细胞ꎬ流出细胞为鸡

ＣＤ２５－细胞ꎮ 用 ＰＢＳ 将流出细胞调整细胞密度为 １×１０８ ｍＬ－１ꎬ根据说明书将 ＰＥ 标记的小鼠抗鸡 ＣＤ４ 荧

光抗体和 Ａｎｔｉ￣ＰＥ ＭｉｃｒｏＢｅａｄｓ 二抗磁珠依次与细胞孵育后进行细胞磁珠分选ꎬ获得鸡 ＣＤ４＋ＣＤ２５－Ｔ 细胞ꎮ
１.２.６　 流式细胞术检测细胞分选纯度　 将空白细胞、分选前细胞和分选后细胞制成细胞悬液ꎬ用流式细

胞仪对细胞悬液进行流式检测ꎬ检验细胞分选纯度ꎮ
１.２.７　 ｒＥｍＡＲＭ￣β对细胞增殖能力影响　 用 ＲＰＭＩ １６４０ 完全培养基将分离的鸡 ＰＢＭＣ 以及分选后的鸡

ＣＤ８＋Ｔ 细胞和 ＣＤ４＋ＣＤ２５－Ｔ 细胞调整细胞密度为 １×１０６ ｍＬ－１ꎬ然后铺到 ９６ 孔细胞培养板上ꎬ每孔 １００ μＬꎮ
将 ｒＥｍＡＲＭ￣β 以不同质量浓度(１０、２０、４０ 和 ８０ μｇ􀅰ｍＬ－１)与上述细胞共孵育ꎬ并设置 ＰＢＳ 阴性对照组和

３ μｇ􀅰ｍＬ－１ ＣｏｎＡ 或 ２ μｇ􀅰ｍＬ－１ ＬＰＳ 阳性对照组ꎮ 将细胞培养板置于 ５％ ＣＯ２、３７ ℃细胞培养箱中培养

２４ ｈꎬ每孔加入 １０ μＬ 的 ＣＣＫ￣８ 试剂ꎬ继续避光培养 ４ ｈꎮ 同时设置只加入 １０ μＬ ＣＣＫ￣８ 试剂的 ＲＰＭＩ
１６４０ 完全培养基作为对照组调零ꎮ 将细胞培养板置于酶标仪ꎬ测定 ４５０ ｎｍ 波长处的吸光值ꎮ 细胞增殖

指数以阴性对照组 Ｄ４５０值为 １００％进行计算ꎮ
１.２.８　 ｑＰＣＲ 检测 ｒＥｍＡＲＭ￣β对鸡 ＰＢＭＣ 相关细胞因子 ｍＲＮＡ 表达水平影响　 将分离的鸡 ＰＢＭＣ 调

整细胞密度为 １×１０６ ｍＬ－１ꎬ铺于 １２ 孔细胞培养板ꎬ每孔 ２ ｍＬꎮ 将不同质量浓度的 ｒＥｍＡＲＭ￣β(１０、２０、４０
和 ８０ μｇ􀅰ｍＬ－１)与鸡 ＰＢＭＣ 共孵育 ６ ｈꎬ并设置 ＰＢＳ 阴性对照组和 ２ μｇ􀅰ｍＬ－１ ＬＰＳ 阳性对照组ꎮ 收集细

胞ꎬ采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取细胞总 ＲＮＡꎬ利用反转录试剂获取 ｃＤＮＡꎮ 用于 ｑＰＣＲ 的细胞因子特异性引物由

ＮＣＢＩ 的 Ｐｒｉｍｅｒ￣ＢＬＡＳＴ 设计ꎬ并以 β￣ａｃｔｉｎ 作为内参基因ꎮ 特异性引物及其相关信息见表 １ꎮ 根据说明书

配制总体系为 １０ μＬ 的 ｑＰＣＲ 反应体系ꎬ包括 ２×ＰｅｒｆｅｃｔＳｔａｒｔＴＭ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｓｕｐｅｒ Ｍｉｘ(＋Ｄｙｅ Ⅱ)５ μＬꎬｃＤＮＡ
模板 １ μＬꎬ上、下游引物各 ０.２ μＬꎬＲｎａｓｅ￣ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ ３.６ μＬꎮ 反应程序为 ９４ ℃预变性 ３０ ｓꎻ循环反应:
９４ ℃ ５ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎻ熔解曲线建立程序:９５ ℃ １５ ｓꎬ６０ ℃ ６０ ｓꎬ９５ ℃ １５ ｓꎮ 采用 ２－ΔΔＣＴ法计算

细胞因子 ｍＲＮＡ 相对表达水平ꎬ分析 ｒＥｍＡＲＭ￣β 对鸡 ＰＢＭＣ 细胞因子 ｍＲＮＡ 表达水平的影响ꎮ
１.２.９　 ｑＰＣＲ 检测 ｒＥｍＡＲＭ￣β对鸡 ＣＤ８＋Ｔ 细胞和 ＣＤ４＋ＣＤ２５－Ｔ 细胞细胞因子 ｍＲＮＡ 表达水平影响　
将 ２０ μｇ􀅰ｍＬ－１ ｒＥｍＡＲＭ￣β 与 ３ μｇ􀅰ｍＬ－１ ＣｏｎＡ 共刺激鸡 ＣＤ８＋Ｔ 细胞或 ＣＤ４＋ＣＤ２５－Ｔ 细胞ꎬ并设置 ＣｏｎＡ＋
ＰＢＳ 阴性对照组和 ＣｏｎＡ＋２ μｇ􀅰ｍＬ－１ ＬＰＳ 阳性对照组ꎮ 于 ５％ ＣＯ２ 细胞培养箱中 ３７ ℃培养 ６ ｈꎬ收集细

胞ꎬ采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取细胞总 ＲＮＡꎬ反转录为 ｃＤＮＡꎬ进行 ｑＰＣＲ 检测ꎮ 采用 ２－ΔΔＣＴ法计算细胞因子 ｍＲＮＡ
相对表达水平ꎬ分析 ｒＥｍＡＲＭ￣β 对鸡 ＣＤ８＋Ｔ 细胞和 ＣＤ４＋ＣＤ２５－Ｔ 细胞相关细胞因子 ｍＲＮＡ 表达水平的影

响ꎮ 特异性引物及其相关信息见表 １ꎮ
１.２.１０　 ｑＰＣＲ 检测 ｒＥｍＡＲＭ￣β对鸡 ＣＤ８＋Ｔ 细胞介导细胞杀伤相关基因ｍＲＮＡ 表达水平影响　 操作步

骤同 １.２.９ 节ꎬ将收集到的细胞用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取细胞总 ＲＮＡꎬ反转录为 ｃＤＮＡꎬ进行 ｑＰＣＲ 检测ꎮ 采用 ２－ΔΔＣＴ

法计算介导细胞杀伤相关基因 ｍＲＮＡ 相对表达水平ꎬ分析 ｒＥｍＡＲＭ￣β 对鸡 ＣＤ８＋Ｔ 细胞介导细胞杀伤相关

１１
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基因 ｍＲＮＡ 表达水平的影响ꎮ 特异性引物及其相关信息见表 １ꎮ
表 １　 荧光定量 ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

目的基因
ＲＮＡ ｔａｒｇｅｔ

引物对序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′→３′)

序列号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ.

产物大小 / ｂｐ
Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｐｒｏｄｕｃｔ

　 β￣ａｃｔｉｎ ＧＣＣＡＡＣＡＧＡＧＡＧＡＡＧＡＴＧＡＣＡＣ / ＧＴＡＡＣＡＣＣＡＴＣＡＣＣＡＧＡＧＴＣＣＡ ＮＭ＿２０５５１８ １４０
　 ｉｆｎ￣γ ＡＴＣＡＴＡＣＴＧＡＧＣＣＡＧＡＴＴＧＴＴＴＣＧ / ＴＣＴＴＴＣＡＣＣＴＴＣＴＴＣＡＣＧＣＣＡＴ Ｙ０７９２２ １４０
　 ｉｌ￣１β ＣＡＧＣＡＧＣＣＴＣＡＧＣＧＡＡＧＡＧ / ＣＴＧＴＧＧＴＧＴＧＣＴＣＡＧＡＡＴＣＣＡ ＮＭ＿２０４５２４ ８６
　 ｉｌ￣２ ＴＴＣＡＴＣＴＣＧＡＧＣＴＣＴＡＣＡＣＡＣＣＡＡ / ＴＧＴＣＡＴＣＴＴＣＡＧＴＴＴＣＴＴＴＣＴＴＣＡＧＡＧＴ ＮＭ＿２０４１５３ １０８
　 ｉｌ￣４ ＡＧＣＡＣＴＧＣＣＡＣＡＡＧＡＡＣＣＴＧ / ＣＣＴＧＣＴＧＣＣＧＴＧＧＧＡＣＡＴ ＮＭ＿００１００７０７９ １００
　 ｉｌ￣６ ＧＣＧＡＧＡＡＣＡＧＣＡＴＧＧＡＧＡＴＧ / ＧＴＡＧＧＴＣＴＧＡＡＡＧＧＣＧＡＡＣＡＧ ＮＭ＿２０４６２８ １４３
　 ｉｌ￣１０ ＣＴＴＴＧＧＣＴＧＣＣＡＧＴＣＴＧＴＧＴＣ / ＧＣＴＣＴＧＣＴＧＡＴＧＡＣＴＧＧＴＧＣＴ ＮＭ＿００１００４４１４ ９４
　 ｉｌ￣１７ａ ＣＧＡＴＧＡＧＧＡＣＣＡＣＡＡＣＣＧＣＴＴＣ / ＴＧＴＴＴＧＡＴＧＧＧＣＡＣＧＧＡＧＴＴＧＡＣ ＮＭ＿２０４４６０ １１７
　 ｔｇｆ￣β１ ＧＣＣＧＡＣＡＣＧＣＡＧＴＡＣＡＣＣＡＡ / ＴＧＣＡＧＧＣＡＣＧＧＡＣＣＡＣＣＡＴ Ｍ３１１６０ １６９
　 ｔｎｆ￣α ＡＧＴＴＣＡＧＡＴＧＡＧＴＴＧＣＣＣＴＴＣＣＴＧ / ＴＴＣＡＧＡＧＣＡＴＣＡＡＣＧＣＡＡＡＡＧＧＧＡ ＸＭ＿０１５２９４１２４ １５３
　 ｐｆ ＧＣＡＡＡＧＣＣＡＡＡＴＣＣＡＡＡＡＡＣ / ＧＡＣＡＡＴＡＧＡＧＧＣＧＡＣＣＡＡＣＣ ＸＭ＿０４６９２９１３５ １７６
　 ｇｒａｍ￣ａ ＧＧＡＧＧＣＡＧＡＧＴＴＡＴＴＣＴＴＧＧＡＧＣ / ＴＴＴＣＧＧＧＡＣＡＧＴＡＧＴＣＴＧＧＧＴＡＧ ＮＭ＿２０４４５７ １０６
　 ｆａｓｌ ＴＡＡＣＡＧＧＡＡＡＣＣＣＣＡＣＡＣＡＧＣ / ＣＣＧＧＡＡＧＡＧＣＡＣＡＴＴＧＧＡＧＴＡ ＡＪ８９０１４３ １４９
　 ｆａｓ ＴＧＴＴＣＧＴＣＡＴＣＡＣＣＧＴＣＴＡＴＣＧ / ＴＴＣＧＴＡＧＧＣＴＣＣＴＣＣＣＡＴＴＣＣ ＮＭ＿００１１９９４８７ １３３

　 　 注:β￣ａｃｔｉｎ:β－肌动蛋白基因 Ｂｅｔａ ａｃｔｉｎ ｇｅｎｅꎻｉｆｎ￣γ:γ－干扰素基因 Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ￣γ ｇｅｎｅꎻｉｌ￣１β:白细胞介素 １β 基因 Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１β ｇｅｎｅꎻｉｌ￣２:白
细胞介素 ２ 基因 Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣２ ｇｅｎｅꎻｉｌ￣４:白细胞介素 ４ 基因 Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣４ ｇｅｎｅꎻｉｌ￣６:白细胞介素 ６ 基因 Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣６ ｇｅｎｅꎻｉｌ￣１０:白细胞
介素 １０ 基因 Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１０ ｇｅｎｅꎻｉｌ￣１７ａ:白细胞介素 １７Ａ 基因 Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１７Ａ ｇｅｎｅꎻｔｇｆ￣β１:转化生长因子 β１ 基因 Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ￣β１ ｇｅｎｅꎻｔｎｆ￣α:肿瘤坏死因子 α 基因 Ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣α ｇｅｎｅꎻｐｆ:穿孔素基因 Ｐｅｒｆｏｒｉｎ ｇｅｎｅꎻｇｒａｍ￣ａ:颗粒酶 Ａ 基因 Ｇｒａｎｚｙｍｅ
Ａ ｇｅｎｅꎻｆａｓｌ:ＣＤ９５ 配体基因 ＣＤ９５ ｌｉｇａｎｄ ｇｅｎｅꎻｆａｓ:ＣＤ９５ 受体基因 ＣＤ９５ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｇｅｎｅ.

１.３　 数据的统计分析

使用 ＳＰＳＳ ２３.０ 系统软件进行统计和分析ꎬ采用 ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ Ｄｕｎｃａｎ’ｓ 法对各组进行组间差异

分析ꎮ

图 １　 ｒＥｍＡＲＭ￣β的表达、纯化及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒＥｍＡＲＭ￣β
　 　 Ａ. ｒＥｍＡＲＭ￣β 的表达(Ｍ. 标准分子质量蛋白ꎻ１~２. ｐＥＴ￣２８ａ 诱导表达 ０ 和 ５ ｈ 后产物ꎻ３~８. ｒＥｍＡＲＭ￣β 诱导表达 ０~５ ｈ 后产

物)ꎮ Ｂ. ｒＥｍＡＲＭ￣β 的纯化(Ｍ. 标准分子质量蛋白ꎻ１. ｒＥｍＡＲＭ￣β 纯化前ꎻ２. ｒＥｍＡＲＭ￣β 纯化后)ꎮ Ｃ. ｒＥｍＡＲＭ￣β 的Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验
证(Ｍ. 标准分子质量蛋白ꎻ１. Ｅ􀆰 ｍａｘｉｍａ 感染鸡血清识别 ｒＥｍＡＲＭ￣βꎻ２. 阴性鸡血清识别 ｒＥｍＡＲＭ￣βꎻ３. Ｈｉｓ￣ｔａｇ 小鼠单克隆抗体识别

ｒＥｍＡＲＭ￣β)ꎮ
Ａ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒＥｍＡＲＭ￣β(Ｍ. Ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒꎻ１－２. ｐＥＴ￣２８ａ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＩＰＴＧ ｆｏｒ ０ ａｎｄ ５ ｈꎻ３－８. ＥｍＡＲＭ￣β

ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＩＰＴＧ ｆｏｒ ０－５ ｈ) . Ｂ. Ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒＥｍＡＲＭ￣β(Ｍ. Ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒꎻ１. ｒＥｍＡＲＭ￣β ｂｅｆｏｒｅ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎꎻ
２. Ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｒＥｍＡＲＭ￣β) . Ｃ. Ｔｈｅ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒＥｍＡＲＭ￣β(Ｍ. Ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒꎻ１. Ｔｈｅ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｏｆ
ｒＥｍＡＲＭ￣β ｂｙ ｃｈｉｃｋｅｎ ａｎｔｉ￣Ｅ􀆰 ｍａｘｉｍａ ｓｅｒｕｍꎻ２. Ｔｈｅ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｏｆ ｒＥｍＡＲＭ￣β ｂｙ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｈｉｃｋｅｎ ｓｅｒｕｍꎻ３. Ｔｈｅ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｉｓ￣ｔａｇ ｉｎ
ｒＥｍＡＲＭ￣β ｂｙ Ｈｉｓ￣ｔａｇ ｍｏｕｓｅ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ) .

２　 结果与分析

２.１　 重组蛋白 ＥｍＡＲＭ￣β的表达、纯化及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证

对重组蛋白 ＥｍＡＲＭ￣β 进行表达ꎬ其表达情况如图 １－Ａ 所示ꎬ重组蛋白为可溶性蛋白ꎬ且随着时间的

延长ꎬ其表达量越来越高ꎮ 用 Ｈｉｓ 标签蛋白纯化柱对 ｒＥｍＡＲＭ￣β 进行纯化ꎬ将纯化前及纯化后蛋白样品进

行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥꎬ结果如图 １－Ｂꎮ 从图中可以看出:ｒＥｍＡＲＭ￣β 在相对分子质量 ２５×１０３ 左右出现单一清晰的

目的条带ꎬ与预期蛋白相对分子质量一致ꎬ表明蛋白纯化效果良好ꎮ

２１



　 第 １ 期　 蒲响林ꎬ等:巨型艾美耳球虫 Ｔｈ１类细胞因子刺激性分子 ＥｍＡＲＭ￣β 对鸡 ＰＢＭＣ 和 Ｔ 细胞亚群免疫功能的影响

分别使用巨型艾美耳球虫感染鸡血清和 Ｈｉｓ￣ｔａｇ 小鼠单克隆抗体识别 ｒＥｍＡＲＭ￣βꎬ从 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结
果(图 １－Ｃ)可以看出:感染鸡血清识别出 １ 条相对分子质量为 ２５ × １０３ 左右的条带(泳道 １)ꎬ这与

ｒＥｍＡＲＭ￣β 的相对分子质量一致ꎻ同时 Ｈｉｓ￣ｔａｇ 小鼠单克隆抗体也识别出 １ 条相对分子质量为 ２５×１０３ 左

右的条带(泳道 ３)ꎻ作为对照ꎬ未感染鸡血清并没有识别出 ｒＥｍＡＲＭ￣β(泳道 ２)ꎮ
２.２　 鸡 ＣＤ８＋Ｔ 细胞和 ＣＤ４＋ＣＤ２５－Ｔ 细胞的磁珠分选

如图 ２ 所示:分选前 ＣＤ８＋Ｔ 细胞占总外周血单个核细胞的比例为 １６.３４％(Ａ２)ꎬ细胞分选后ꎬ比例提

高为 ９３.０１％(Ａ３)ꎻ分选前 ＣＤ４＋ＣＤ２５－Ｔ 细胞占总外周血单个核细胞的比例为 １２.１４％(Ｂ２)ꎬ细胞分选后ꎬ
比例提高为 ８８.８８％(Ｂ３)ꎬ基本符合后续细胞共孵育试验ꎮ

图 ２　 鸡 ＣＤ８＋Ｔ 细胞和 ＣＤ４＋ＣＤ２５－Ｔ 细胞磁珠分选的流式细胞术验证

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｂｅａｄ ｓｏｒｔｉｎｇ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎ ＣＤ８＋Ｔ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ＣＤ４＋ＣＤ２５－Ｔ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
　 　 Ａ１. 空白细胞(总 ＰＢＭＣ)ꎻＡ２. 鸡 ＣＤ８＋Ｔ 细胞分选前ꎻＡ３. 鸡 ＣＤ８＋Ｔ 细胞分选后ꎮ Ｂ１. 空白细胞(总 ＰＢＭＣ)ꎻＢ２. ＣＤ４＋ＣＤ２５－Ｔ 细

胞分选前ꎻＢ３. ＣＤ４＋ＣＤ２５－Ｔ 细胞分选后ꎮ

Ａ１. Ｂｌａｎｋ ｃｅｌｌｓ( ｔｏｔａｌ ＰＢＭＣ)ꎻＡ２. ＣＤ８＋Ｔ ｃｅｌｌｓ ｂｅｆｏｒｅ ｓｏｒｔｉｎｇꎻＡ３. ＣＤ８＋Ｔ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｓｏｒｔｉｎｇ. Ｂ１. Ｂｌａｎｋ ｃｅｌｌｓ( ｔｏｔａｌ ＰＢＭＣ)ꎻＢ２. ＣＤ４＋

ＣＤ２５－Ｔ ｃｅｌｌｓ ｂｅｆｏｒｅ ｓｏｒｔｉｎｇꎻＢ３. ＣＤ４＋ＣＤ２５－Ｔ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｓｏｒｔｉｎｇ.

２.３　 ｒＥｍＡＲＭ￣β对细胞增殖能力的影响

细胞增殖能力检测结果如图 ３ 所示:与阴性对照 ＰＢＳ 组相比ꎬ阳性对照 ＣｏｎＡ 组能显著促进鸡

ＰＢＭＣ、ＣＤ８＋Ｔ 细胞及 ＣＤ４＋ＣＤ２５－ Ｔ 细胞的增殖能力(Ｐ<０.０５)ꎮ ８０ μｇ􀅰ｍＬ－１ ｒＥｍＡＲＭ￣β 能显著促进鸡

ＰＢＭＣ 的增殖能力(Ｐ<０.０５)ꎻｒＥｍＡＲＭ￣β 在各浓度均能显著促进鸡 ＣＤ８＋Ｔ 细胞及 ＣＤ４＋ＣＤ２５－Ｔ 细胞的增

殖(Ｐ<０.０５)ꎬ且增殖能力随浓度的增加而逐渐加强ꎮ
２.４　 ｒＥｍＡＲＭ￣β对鸡 ＰＢＭＣ 细胞因子 ｍＲＮＡ 表达水平的影响

如图 ４ 所示:与阴性对照 ＰＢＳ 组相比ꎬｒＥｍＡＲＭ￣β 均可以显著上调鸡 ＰＢＭＣ ｉｆｎ￣γ、ｉｌ￣１β、ｉｌ￣２、ｉｌ￣４、ｉｌ￣６、
ｉｌ￣１０、ｉｌ￣１７ａ 和 ｔｇｆ￣β１ ｍＲＮＡ 表达水平(Ｐ<０.０５)ꎮ
２.５　 ｒＥｍＡＲＭ￣β对鸡 ＣＤ８＋Ｔ 细胞和 ＣＤ４＋ＣＤ２５－Ｔ 细胞细胞因子 ｍＲＮＡ 表达水平的影响

如图 ５ 所示:与阴性对照 ＰＢＳ＋ＣｏｎＡ 组相比ꎬｒＥｍＡＲＭ￣β 可以显著上调鸡 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞 ｉｆｎ￣γ、ｉｌ￣２ 和

ｔｎｆ￣α ｍＲＮＡ 表达水平(Ｐ<０.０５)(图 ５－Ａ)ꎬ显著上调鸡 ＣＤ４＋ＣＤ２５－Ｔ 细胞 ｉｆｎ￣γ、ｉｌ￣２ 和 ｔｇｆ￣β１ ｍＲＮＡ 表达

水平ꎬ显著下调 ｉｌ￣４ 和 ｉｌ￣１０ ｍＲＮＡ 表达水平(Ｐ<０.０５)(图 ５－Ｂ)ꎮ
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图 ５　 ｒＥｍＡＲＭ￣β对鸡 ＣＤ８＋Ｔ 细胞(Ａ)和 ＣＤ４＋ＣＤ２５－Ｔ 细胞(Ｂ)细胞因子 ｍＲＮＡ 水平的影响

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒＥｍＡＲＭ￣β ｏｎ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎ ＣＤ８＋Ｔ ｃｅｌｌｓ(Ａ)
ａｎｄ ＣＤ４＋ＣＤ２５－Ｔ ｃｅｌｌｓ(Ｂ)

ＰＢＳ＋ＣｏｎＡ:阴性对照组 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻＬＰＳ＋ＣｏｎＡ:阳性对照组 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ.

图 ３　 ｒＥｍＡＲＭ￣β对鸡 ＰＢＭＣ 和 Ｔ 细胞亚群增殖能力的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒＥｍＡＲＭ￣β ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＢＭＣ ａｎｄ Ｔ ｃｅｌｌ ｓｕｂｓｅｔｓ
　 　 ＰＢＳ:阴性对照组ꎻＣｏｎＡ(ＬＰＳ):阳性对照组ꎮ 采用 ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ Ｄｕｎｃａｎ’ｓ 法对各组进行组间差异分析ꎬ字母不相同表

示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ 下同ꎮ
ＰＢＳ:Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻＣｏｎＡ( ＬＰＳ):Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ

Ｄｕｎｃａｎ’ｓ ｍｅｔｈｏｄꎻｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ(Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ４　 ｒＥｍＡＲＭ￣β对鸡 ＰＢＭＣ Ｔｈ１、Ｔｈ２、Ｔｒｅｇ 类以及促炎性细胞因子 ｍＲＮＡ 水平的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒＥｍＡＲＭ￣β ｏｎ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｔｈ１ꎬＴｈ２ꎬＴｒｅｇ ａｎｄ ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎ ＰＢＭＣ
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　 第 １ 期　 蒲响林ꎬ等:巨型艾美耳球虫 Ｔｈ１类细胞因子刺激性分子 ＥｍＡＲＭ￣β 对鸡 ＰＢＭＣ 和 Ｔ 细胞亚群免疫功能的影响

２.６　 ｒＥｍＡＲＭ￣β对鸡 ＣＤ８＋Ｔ 细胞介导细胞杀伤相关基因 ｍＲＮＡ 表达水平的影响

图 ６　 ｒＥｍＡＲＭ￣β对鸡 ＣＤ８＋Ｔ 细胞介导细胞

杀伤相关基因 ｍＲＮＡ 水平影响

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒＥｍＡＲＭ￣β ｏｎ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ｍｅｄｉａｔｅｄ ｃｅｌｌ ｋｉｌｌｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎ ＣＤ８＋Ｔ ｃｅｌｌｓ

结果如图 ６ 所示:与阴性对照 ＰＢＳ＋ＣｏｎＡ 组

相比ꎬｒＥｍＡＲＭ￣β 可以显著上调鸡 ＣＤ８＋Ｔ 细胞穿

孔素( ｐｆ)、 ｆａｓｌ 和 ｆａｓ 基因 ｍＲＮＡ 表达水平(Ｐ <
０.０５)ꎬ对颗粒酶 Ａ 基因(ｇｒａｍ￣ａ)ｍＲＮＡ 表达水平

差异不显著(Ｐ>０.０５)ꎮ

３　 讨论

鸡球虫病严重威胁家禽的生产福利ꎬ对家禽

养殖业造成了巨大的经济损失[５ꎬ２６]ꎮ 在抗鸡球虫

感染过程中ꎬ细胞免疫发挥着主导作用[２７－２８]ꎬ细
胞免疫主要由 Ｔ 淋巴细胞、ＮＫ 细胞等介导ꎬ而
ＣＤ４＋辅助性 Ｔ 细胞(Ｔｈ 细胞)和 ＣＤ８＋细胞毒性 Ｔ
细胞(ＣＴＬ)均参与宿主抗鸡球虫感染免疫反应并发挥着重要的作用[２９]ꎬ通过其细胞增殖试验或细胞亚群

比例可以初步确定鸡球虫病疫苗的免疫保护效果ꎮ ＣＤ４＋Ｔ 细胞可通过分泌细胞因子激活 ＮＫ 细胞和巨噬

细胞以及自身分泌 ＩＦＮ￣γ 以抵抗艾美耳球虫感染[３０]ꎻ激活的 ＣＤ８＋Ｔ 细胞可通过细胞杀伤作用以及分泌

ＩＦＮ￣γ 和 ＴＮＦ￣α 等在球虫感染过程中起作用[１１ꎬ３１]ꎮ 给雏鸡注射抗 ＣＤ８ 单克隆抗体后再感染 Ｅｉｍｅｒｉａ
ｔｅｎｅｌｌａ 和 Ｅｉｍｅｒｉａ ａｃｅｒｖｕｌｉｎａꎬ发现卵囊排出量明显增加[３２]ꎮ 用抗 ＣＤ４ 单克隆抗体处理雏鸡后再感染球虫ꎬ
同样出现卵囊排出量大幅增加ꎬ病变加重等现象[２７]ꎮ 本研究将 ｒＥｍＡＲＭ￣β 分别与鸡 ＰＢＭＣ、ＣＤ８＋Ｔ 细胞

及 ＣＤ４＋ＣＤ２５－Ｔ 细胞进行共孵育ꎬ发现上述细胞增殖能力均得到显著促进ꎬ说明 ＥｍＡＲＭ￣β 可以有效激活

免疫反应ꎮ ＣＴＬ 可以通过 ＦａｓＬ / Ｆａｓ 和穿孔素 /颗粒酶两条途径介导细胞杀伤ꎬ而 ｒＥｍＡＲＭ￣β 可以显著上

调鸡 ＣＤ８＋Ｔ 细胞穿孔素(ｐｆ)、ｆａｓｌ 和 ｆａｓ 基因 ｍＲＮＡ 表达水平ꎬ说明其还可以有效促进鸡 ＣＤ８＋Ｔ 细胞介导

的细胞杀伤功能ꎮ
Ｔｈ１ 类细胞因子主要由活化的 ＣＤ４＋Ｔｈ１ 细胞和 ＣＤ８＋Ｔ 细胞分泌[１９ꎬ３３]ꎮ 在鸡球虫感染过程中ꎬＮＫ 细

胞分泌 ＩＦＮ￣γ 及树突状细胞(ＤＣ)和巨噬细胞分泌 ＩＬ￣１２ꎬ从而诱导 Ｔｈ１ 细胞分化ꎬＴｈ１ 细胞进一步分泌

ＩＦＮ￣γ、ＩＬ￣２ 等细胞因子介导细胞免疫ꎬ抵抗球虫感染[１１ꎬ１９ꎬ３４－３５]ꎮ 因此 Ｔｈ１ 类细胞因子及其介导的 Ｔｈ１ 型

免疫反应被认为在抵抗鸡球虫感染中起主要作用[３６－３７]ꎮ 在鸡球虫感染过程中ꎬＴｈ２、Ｔｈ１７ 以及 Ｔｒｅｇ 型等

免疫反应在肠道免疫反应中也发挥着重要作用[１４ꎬ３８]ꎮ ＩＬ￣４ 主要由 Ｔｈ２ 细胞分泌ꎬ可以促进 Ｔｈ２ 细胞的分

化[３９]ꎮ 除此之外ꎬ促炎性细胞因子 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６、ＩＬ￣１７Ａ 等可以招募炎性细胞ꎬ参与炎症反应ꎬ并促进 Ｔｈ１７
细胞的分化ꎬ参与 Ｔｈ１７ 型免疫反应ꎬ有助于机体对球虫做出反应并消除虫体[４０－４３]ꎮ 本研究中ꎬｒＥｍＡＲＭ￣β
可以显著促进鸡 ＰＢＭＣ、ＣＤ８＋Ｔ 细胞及 ＣＤ４＋ＣＤ２５－Ｔ 细胞 Ｔｈ１ 类细胞因子 ｉｆｎ￣γ 和 ｉｌ￣２ ｍＲＮＡ 表达水平ꎬ可
以显著促进鸡 ＰＢＭＣ 促炎性细胞因子( ｉｌ￣１β、ｉｌ￣６ 和 ｉｌ￣１７ａ)ｍＲＮＡ 表达水平ꎬ证实了其刺激 Ｔｈ１ 类细胞因

子和促炎性细胞因子分泌的作用ꎮ
ＣＤ４＋Ｔ 细胞由 Ｔｈ１、Ｔｈ２、Ｔｈ９、Ｔｈ１７、Ｔｒｅｇ(调节性 Ｔ 细胞)和 Ｔｆｈ(滤泡辅助性 Ｔ 细胞)等亚型细胞组

成ꎬ每种亚型细胞都可以分泌不同类型的细胞因子来帮助机体应对病原体的侵犯[４４]ꎮ 而辅助性 Ｔ 细胞一

般指不表达 ＣＤ２５ 分子的 ＣＤ４ 细胞ꎬ即 ＣＤ４＋ＣＤ２５－Ｔ 细胞ꎮ 鸡体内的 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ 细胞是一种调节性 Ｔ
细胞ꎬ其功能为具有免疫抑制作用的免疫细胞ꎬ同哺乳动物一样ꎬ这些细胞分泌大量的 ＩＬ￣１０ 和 ＴＧＦ￣β 等

Ｔｒｅｇ 类分子[４５]ꎮ 研究表明ꎬ低水平的 ＩＬ￣１０ 会增强宿主抵抗病原体的能力[４６－４７]ꎬ高水平的 ＩＬ￣１０ 可抑制

ＣＤ８＋Ｔ 细胞和 ＣＤ４＋Ｔ 细胞的活化与增殖[４８－４９]ꎮ 在本研究中ꎬ利用免疫磁珠分选技术消除掉 ＣＤ２５＋细胞ꎬ
将 ｒＥｍＡＲＭ￣β 与 ＣＤ４＋ＣＤ２５－Ｔ 细胞共孵育后ꎬ发现 ＣＤ４＋ＣＤ２５－Ｔ 细胞的增殖受到促进ꎬｉｌ￣１０ ｍＲＮＡ 表达

水平受到抑制的现象ꎮ 有些原虫感染可能已经进化到刺激 Ｔｒｅｇ 细胞高分泌 ＩＬ￣１０ꎬ进一步抑制 ＩＦＮ￣γ 介导

的 Ｔ 细胞反应和巨噬细胞分泌 ＮＯꎬ从而抑制宿主抵抗原虫感染[５０－５３]ꎮ ｒＥｍＡＲＭ￣β 与 ＣＤ４＋ＣＤ２５－Ｔ 细胞

共孵育后ꎬ显著促进了 ｉｆｎ￣γ 和 ｉｌ￣２ 等 Ｔｈ１ 类细胞因子的 ｍＲＮＡ 表达水平而抑制了 ｉｌ￣１０ ｍＲＮＡ 表达水平ꎬ
进一步验证了其刺激 Ｔｈ１ 类细胞因子分泌的作用ꎮ

本研究证实 ＥｍＡＲＭ￣β 能有效促进鸡 ＰＢＭＣ 和 Ｔ 细胞亚群免疫功能ꎬ具有研发鸡球虫病新型疫苗候

选抗原的潜力ꎮ
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