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摘 要 抗生素的过度使用严重威胁着鸭产业的发展，甚至危害人类健康，因此寻找可靠的抗生素替代

物已成为当务之急。免疫增强剂可以通过提高自身非特异性免疫能力，增强机体应对病原微生物或病原

体的防御。本研究旨在对5种不同的免疫增强剂对绍兴雏鸭(Anas platyrhynchos)胸腺组织凋亡及免疫因

子相关基因表达的影响进行研究。将150只1日龄的绍兴雏鸭随机均分为6组，连续3 d分别于颈部皮下

注射生理盐水、绿原酸、β-葡聚糖、黄芪黄酮、未甲基化CpG的核苷酸(CpG-containing DNA, CpG DNA)和

鸡免疫球蛋白G (immunoglobulin G, IgG)，18日龄采集胸腺组织，通过qPCR结合Western blot检测炎症相

关基因和凋亡基因mRNA和蛋白表达水平。结果发现，与对照组相比，分别注射绿原酸、β-葡聚糖、黄芪

黄酮、CpG-DNA和鸡 IgG的绍兴雏鸭胸腺组织中，B淋巴细胞瘤2 (B-cell lymphoma 2, Bcl2) mRNA和蛋

白水平均显著降低(P＜0.05)，半胱天冬酶-3 (Caspase3)的表达水平均在不同程度上调。此外，分别注射五

种免疫增强剂后均在不同程度上提高了胸腺组织中诱生型一氧化氮合酶(inducible nitric oxide synthase,

iNOS)和环氧化酶 2 (cyclooxygenase-2, COX2)的表达水平，干扰素 -α (interferon-α, IFN-α)、干扰素 -β

(interferon-β, IFN-β)、白介素-1β (interleukin-1β, IL-1β)、肿瘤坏死因子α (tumor necrosis factor-α, TNF-α)、视

黄酸诱导基因Ⅰ (retinoic acid-inducible gene-Ⅰ, RIG-Ⅰ)、Toll样受体3 (toll-like receptor 3, TLR3)和Toll样

受体7 (toll-like receptor 7, TLR7)基因的mRNA水平均呈现不同程度的上调表达。综上所述，绿原酸、β-葡

聚糖、黄芪黄酮、CpG-DNA和鸡 IgG可作为免疫增强剂调控鸭先天性免疫。本研究为预防鸭重要传染性

疾病提供新途径，同时也为动物生产过程中抗生素替代物的应用提供一定的参考。
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我国作为世界养鸭(Anas platyrhynchos)第一大

国，鸭养殖量占全球的 74.2%，饲养量平均每年以

10%~15%的速度递增(侯水生等, 2007)。然而，近

年来，随着我国集约化和规模化养殖业的快速发展

以及养鸭模式的迅速转变，造成机体免疫功能紊

乱，抗病力下降，鸭的疾病尤其是病毒性传染病的

传播与危害日趋严重，不仅给养鸭业造成了严重的

损失，而且可能危害公共卫生安全(Casewell et al.,

2003; Mathew et al., 2007; Millet, Maertens, 2011)。

抗生素作为我国长期以来防治鸭传染性疾病的主

要手段，可以有效促进生产，提高生产性能。但抗

生素的过度使用不仅提高了细菌病原体的耐药性，

降低机体免疫力，而且鸭产品中抗生素的残留对环

境卫生造成了严重的影响，甚至危害人类健康(杨

波, 2007; Seal et al., 2013)。因此，寻找有效的抗生

素替代物已成为当务之急(Millet, Maertens, 2011;

Dahiya et al., 2006)。

免疫增强剂是一种可以通过增强自身非特异

性免疫，以应对机体对抗病原微生物或病原体防御

的调节剂(王玉堂, 2016)。陈如明和单忠芳(1996)

研究报道黄芪多糖和当归多糖等植物性多糖通过

提高机体内免疫细胞抗体的生成，激活体内免疫活

性，增强免疫能力。在病毒感染过程中，先天免疫

可以通过激活模式识别受体(pattern-recognition re‐

ceptors, PRRs)产生快速防御应答反应。Toll样受

体 (toll-like receptor, TLR)和视黄酸诱导基因Ⅰ
(retinoic acid inducible gene-Ⅰ)样受体 (RIG-I-like

receptor, RLR)作为PRRs的重要成员，当机体受到

病原体或病原微生物侵袭时，能够激活体内的核因

子 κB (nuclear factor κB，NF-κB)信号通路，诱导Ⅰ
型干扰素和炎症因子的产生，增强宿主的天然免疫

(Takeda, 2005)。肿瘤坏死因子 -α (tumor necrosis

factor-α, TNF-α)作为NF-κB的刺激因子，能够增强

巨噬细胞活性，提高其杀伤活性，释放超氧阴离子

和一氧化氮(nitric oxide, NO)(窦肇华等, 2004)。同

时，诱生型一氧化氮合酶(inducible nitric oxide syn‐

thase, iNOS)作为NO合成过程中重要的诱导型激

酶(García et al., 2009)。iNOS和环氧化酶 2 (cyclo‐

Zhejiang Academy of Agricultural Sciences, Hangzhou 310021, China; 3 Zhejiang Guowei Technology Co., Ltd., Zhuji 311800, China

Abstract The misuse of antibiotics seriously imperils the development of duck husbandry and even

endangers human health. Therefore, it is urgent to find reliable alternatives to antibiotics. Immunopotentiator

can effectively increase the ability of specific immune responses to enhance the defense against

microorganisms or pathogens. The aim of this study was to investigate the effects of 5 different

immunopotentiators on the thymus apoptosis and immune-related gene expression in Shaoxing ducklings

(Anas platyrhynchos). The 150 1-day-old Shaoxing ducklings were randomly divided into 6 groups, and saline,

chlorogenic acid, β-D-glucan, astragalus flavone, nonmethylated CpG DNA and chicken immunoglobulin G

(IgG), were injected subcutaneously once daily for 3 d, respectively. At the age of 18 d, the mRNA and protein

expression of apoptosis and immune-related genes were detected by qPCR and Western blot. The results

showed that compared with control group, the mRNA and protein levels of thymus B-cell lymphoma 2 (Bcl2)

were significantly decreased during injecting chlorogenic acid, β-D-glucan, astragalus flavone, nonmethylated

CpG DNA and chicken IgG, respectively (P＜0.05). And the expression levels of thymus Caspase 3 showed

significantly up-regulated in some extent (P＜0.05). In addition, the expression level of thymus inducible nitric

oxide synthase (iNOS) and cyclooxygenase-2 (COX2) were increased in some extent during injecting 5

different immunopotentiators, respectively. Meanwhile, compared with control group, the levels of interferon-α

(IFN-α), interferon-β (IFN-β), interleukin-1β (IL-1β), tumor necrosis factor-α (TNF-α), retinoic acid-inducible

gene-I (RIG-I), toll-like receptor 3 (TLR3) and toll-like receptor 7 (TLR7) mRNA expression were up-regulated

in some extent during injecting 5 different immunopotentiators, respectively. Taken together, chlorogenic acid,

β -D-Glucan, astragalus flavone, nonmethylated CpG DNA and chicken IgG could be used as

immunopotentiators to regulate duck innate immune. This study provides new insight to prevent the duck disease

from pathogen infections, and provides reference for reliable alternatives to antibiotics in animal production.

Keywords Immunopotentiators; Thymus; Innate immune response; Shaoxing ducklings
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oxygenase-2, COX2)基因的表达上调与NF-κB信号

通路密切相关。当细胞受到刺激时，NF-κB抑制蛋

白（inhibitor of NF-κB，IκB）诱导发生磷酸化并解离

活化二聚体，转位于细胞核内促进胞内 iNOS基因

转录与表达 (Baeuerle, Baltimore, 1996)。Hiss 和

Sauerwein (2003)研究表明 β-葡聚糖可以提高猪

(Sus scrofa)的PRRs滴度，从而提高断奶仔猪的免疫

力。此外，NF-κB参与了多种凋亡相关基因的转录

调控(Campbell, Perkins, 2006; Shishodia, Aggarwal,

2002)，细胞凋亡发生过程中，一方面可以通过介导

TNF-α活化细胞内 NF-κB、P53等基因，激活 Cas⁃
pase8 (Peter, Krammer, 2003)；另一方面B淋巴细胞

瘤2 (B-cell lymphoma 2, Bcl2)上调可以阻止线粒体

内的细胞色素C的释放，抑制线粒体凋亡的产生

(Edlich, 2018)，两者最终导致效应性半胱天冬酶-3

(Caspase3)活化。Kim 等(2009)研究表明人(Homo
sapiens)结肠癌细胞受到 β-葡聚糖处理后显著抑制

了 Bcl2 mRNA 的表达，增加 Caspase3 mRNA 的表

达水平。表明免疫增强剂可以明显增强免疫系统

的功能。然而，免疫增强剂的调控作用机制复杂，

免疫增强剂能否触发鸭先天免疫反应以及诱导适

应性免疫反应尚不清楚。

本课题组前期通过体外筛选22种不同的免疫增

强剂，发现绿原酸、β-葡聚糖、黄芪黄酮、未甲基化

CpG的核苷酸(CpG-containing DNA, CpG DNA)和

鸡免疫球蛋白G (immunoglobulin G, IgG)在鸭胚胎

成纤维细胞中具有积极的免疫调节作用(Gu et al.,

2020)。本研究以绍兴雏鸭为研究对象，进一步探讨

这5种不同的免疫增强剂对绍兴雏鸭胸腺组织凋亡

及免疫因子相关基因表达的影响，以期为其在调控鸭

天然免疫功能中的应用提供参考。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

绍兴雏鸭(Anas platyrhynchos)由周口桂柳种鸭

育种有限公司提供。取150只健康的1日龄绍兴雏

鸭随机分成6组(每组25只, 自由取食, 饮水)，随后

连续 3 d分别于颈部皮下(孙秋艳等, 2018)注射生

理盐水(0.5 mL)、绿原酸(0.4 mL, 1 mg/mL)(源叶 ,

上海)、β-葡聚糖(0.7 mL, 1 mg/mL)(源叶, 上海)、黄

芪黄酮(0.4 mL, 5 mg/mL)(源叶, 上海)、CpG-DNA

(5'-GATATGCGACCGATT-3', 0.5 mL, 5 μg/mL)(擎

科 , 北京)和鸡 IgG (0.5 mL, 1 mg/mL)(索莱宝 , 北

京)(Gu et al., 2020)。

1.2 实验方法

1.2.1 样品的采集与处理

在第 18日龄，每组分别随机抽取 5只雏鸭，颈

部放血处死，解剖取胸腺，用无菌生理盐水轻轻晃

动清除绒毛，置于液氮中保存。

1.2.2 免疫印迹(Western blot)

用RIPA (radio immunoprecipitation assay)裂解

液和蛋白酶抑制剂苯甲基磺酰氟(phenylmethane‐

sulfonyl fluoride, PMSF)溶解胸腺组织，用二喹啉甲

酸(bicinchoninic acid, BCA)法测定蛋白浓度(碧云

天, 上海)。采用 SDS-PAGE法从各组胸腺组织中

分离出30 μg总蛋白，并转移到聚偏二氟乙烯(poly‐

vinylidene fluoride, PVDF)印迹膜上。用5%脱脂奶

粉封闭PVDF膜，然后用抗Bcl2 (1∶500; Abcam, 英

国)，Caspase3 (1∶1000; Abcam, 英国)，iNOS (1∶

1000; Abcam, 英国), COX2 (1∶500; Bioybyt, 英国)

和 3 磷酸 -甘油醛脱氢酶 (glyceraldehyde-3-phos‐

phate dehydrogenase, GAPDH)(1∶10000; Abcam)的

一抗 4 ℃过夜孵育。用含吐温 20的Tris缓冲溶液

(tris buffered saline with tween 20, TBST)洗涤后，用

辣根过氧化物酶结合二抗(1∶5000)孵育膜，并用

ChampChemi化学发光凝胶成像系统(赛智创业科技

有限公司, 北京)观察免疫印迹并拍照，灰度值图像用

Image J进行统计。

1.2.3 荧光定量PCR (qPCR)

采用 TRIzol法提取各胸腺组织总RNA，按照

天根(北京)反转录试剂盒说明书将RNA反转录为

cDNA。然后以 cDNA 为模板进行 qPCR。采用

Primer Premier 5软件设计引物(表 1)，由北京擎科

生物技术有限公司合成。按照 PowerUp SYBR

Green Master Mix 试剂盒(Thermo, 美国)说明书进

行操作，反应体系在 ABI 7500 荧光定量 PCR 仪

(ABI, 美国)上进行。以β-actin作为内参基因，采用

2−ΔΔCt方法计算基因的相对表达量。

1.2.4 数据分析

采用 SPSS 25.0 统计软件中的 t-test 方法进行

分析，GraphPad8.0软件制图，结果以X±SD来表示，

P＜0.05代表差异显著。
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2 结果与分析

2.1 不同免疫增强剂对绍兴雏鸭胸腺凋亡基因的

影响

由图 1可以看出，较对照组而言，分别注射绿

原酸、β-葡聚糖、黄芪黄酮、CpG-DNA和鸡 IgG后，

绍兴雏鸭胸腺Bcl2的蛋白表达和mRNA水平显著

降低(P＜0.05)(图1A; 1B; 1D)。此外，分别注射这5

种免疫增强剂后，与对照相比，Caspase3基因的蛋

白表达水平显著上调(P＜0.05)(图 1A; 1C)，而其

mRNA水平在注射绿原酸、β-葡聚糖和CpG-DNA

后表达量显著增加(P＜0.05)(图1E)。

2.2 不同免疫增强剂对绍兴雏鸭胸腺免疫和炎症

相关基因的影响

与对照组相比，分别注射绿原酸、β-葡聚糖和

鸡 IgG后，绍兴雏鸭胸腺 iNOS的蛋白水平显著提

高(P＜0.05)(图2A; 2B)，而其mRNA水平在注射绿

原酸、CpG-DNA和鸡 IgG后显著上调(P＜0.05)(图

2D)。此外，分别注射绿原酸、β-葡聚糖、CpG-DNA

和鸡 IgG后，COX2的蛋白水平较对照组显著增加

(P＜0.05)(图2A; 2C)，而其mRNA水平在分别注射

这五种免疫增强剂后表达量均显著增加(P＜0.05)

(图 2E)。对绍兴雏鸭胸腺免疫炎症因子 IFN-α、

IFN-β、IL-1β和TNF-α进行研究，结果发现与对照

组相比，分别注射绿原酸、黄芪黄酮、CpG-DNA和

鸡 IgG后，IFN-α和 IFN-β基因的mRNA水平显著

上调(P＜0.05)，而注射 β-葡聚糖后 IFN-α和 IFN-β
基因的mRNA水平未发生明显的变化(P＞0.05)(图

2F; 2G)。同时，分别注射绿原酸和鸡 IgG后，IL-1β
基因的 mRNA 水平较对照组而言显著增加(P＜
0.05)，而注射 β-葡聚糖、黄芪黄酮和CpG-DNA后

IL-1β基因的 mRNA 水平未发生显著的变化(P＞
0.05)(图 2H)。此外，相较对照组而言，分别注射绿

原酸和 β-葡聚糖后TNF-α基因mRNA表达水平显

著上调(P＜0.05)，而注射黄芪黄酮、CpG-DNA和鸡

IgG后，TNF-α基因mRNA表达水平未发生明显的

变化(P＞0.05)(图 2I)，表明注射这五种免疫增强剂

后胸腺组织中 iNOS、COX2、IFN-α、IFN-β、IL-1β和
TNF-α的表达量均呈现不同程度的提高。

2.3 不同免疫增强剂对绍兴雏鸭胸腺 RIG-I、
TLR3和TLR7基因的影响

先天免疫可以通过激活PRRs产生快速防御应

答反应。病毒性传染病一般是由单链或者双链的

RNA 组成，TLR3和 RIG-Ⅰ能够识别双链病毒

引物名称

Primer name

qCOX-2

qiNOS

qCaspase3

qBcl2

qIFN-β

qIL-1β

qTNF-α

qRIG-Ⅰ
qTLR3

qTLR7

qIFN-α

β-actin

表1 qPCR引物信息

Table 1 Information of primers for qPCR

COX-2：环氧化酶2；iNOS：一氧化氮合酶；Caspase3：半胱天冬酶-3；Bcl2：B淋巴细胞瘤2；IFN-β：干扰素-β；IL-1β：白介素-

1β；TNF-α：肿瘤坏死因子α；RIG-Ⅰ：视黄酸诱导基因Ⅰ；TLR3：Toll样受体3；TLR7：Toll样受体7；IFN-α：干扰素-α；下同

COX-2: Cyclooxygenase-2; iNOS: Inducible nitric oxide synthase; Bcl2: B-cell lymphoma 2; IFN-β: Interferon-β; IL-1β: Inter‐

leukin-1β; TNF-α: Tumor necrosis factor- α; RIG-Ⅰ: Acid-inducible gene-Ⅰ; TLR3: Toll-like receptor 3; TLR7: Toll-like recep‐

tor 7; The same below

引物序列(5'~3')

Primer sequence

F: CACGCTCTGATTGTTGCC; R: AGGATTTGTAGGGATGGG

F: CCACCAGGAGATGTTGAATATGTC; R: AGGATTTGTAGGGATGGG

F: CTACTGCTCCAGGCTATTACT; R: ACACTCTGCGATTTACACG

F: TCTCGCAGAGGGGATAC; R: ACATCTGGGCGAAGTCC

F: CACCTCCTCCAACACCTCTT; R: TGGAGGAAGTGTTGGATGCT

F: TGGGCATCAAGGGCTACAAG; R: GCTGTCGATGTCCCTCATGAC

F: CACAGGACAGCCTATGCCAACAA; R: CTGAACTGGGCGGTCATAAAATAC

F: AGCAGCAGGCATAACTAAACTCA; R: TCACTGTCAACATCTTTGGCATTA

F: GCAACACTCCGCCTAAGTATCA; R: CAGTAGAAAGCTATCCTCCACCCT

F: GACAACCTTTCCCAGAGCATTC; R: ACAGCCTTTTCCTCAGCCTAAC

F: TCCTCCAACACCTCTTCGAC; R: GGGCTGTAGGTGTGGTTCTG

F: ATGTCGCCCTGGATTTCG; R: CACAGGACTCCATACCCAAGAA

用途

Usage

qPCR

内参基因 Reference gene
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RNA，TLR7识别病毒单链 RNA 和小干扰 RNA

(Takeda, 2005)，本研究利用5种不同的免疫增强剂

探究绍兴雏鸭胸腺组织RIG-Ⅰ、TLR3和TLR7的表

达变化。由图 3 可知，分别注射不同免疫增强剂

后，雏鸭胸腺组织 RIG-Ⅰ、TLR3 和 TLR7 基因

mRNA水平均发生明显的变化。与对照组相比，注

射绿原酸、β-葡聚糖、黄芪黄酮、CpG-DNA和鸡 IgG

的绍兴雏鸭胸腺中，RIG-Ⅰ和 TLR3基因的mRNA

水平显著上调(P＜0.05)。而TLR7基因mRNA表达

水平仅在注射绿原酸、黄芪黄酮和鸡 IgG后显著上

调(P＜0.05)，表明注射这五种免疫增强剂后可以

显著提高胸腺组织中模式识别受体相关基因的表

达量。

3 讨论

细胞凋亡是由基因调控的细胞自杀性死亡的

过程，可以及时清除体内过剩或有害的细胞从而调

节机体的发育并维持内环境稳态(Tsuchiya, 2021)。

本研究表明，分别注射绿原酸、β-葡聚糖、黄芪黄

酮、CpG-DNA和鸡 IgG后，雏鸭胸腺组织Caspase3
mRNA和蛋白水平较对照组而言显著升高，而Bcl2
的mRNA和蛋白表达水平显著降低。这与哺乳动

物研究结果一致。Yamagata等(2018)研究表明绿

原酸处理人肺癌细胞后可显著降低Bcl2的mRNA

表达水平，升高Caspase3 mRNA的表达，从而抑制

癌细胞的增殖。Kim等(2009)研究证实β-葡聚糖处
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盐水组相比差异显著(P＜0.05)；下同

A. Western blot. B, C. Relative protein level. D, E. Gene relative expression. Saline: Saline group；Chlorogenic acid: Chlorogenic

acid group；β-D-Glucan: β-D-Glucan group; Astragalus flavone: Astragalus flavone group; CpG-DNA: Nonmethylated CpG-con‐
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理人结肠癌细胞后显著抑制了Bcl2 mRNA的表达

水平，上调Caspase3 mRNA的表达水平。表明这 5

种免疫增强剂能显著诱导绍兴雏鸭胸腺组织促凋

亡因子的生成，进而导致细胞发生凋亡。
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而修复受损组织(Arroyo, Iruela-Arispe, 2010)。本
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葡聚糖和鸡 IgG 显著增加绍兴鸭 iNOS的蛋白水

平，而mRNA水平仅在注射绿原酸、CpG DNA和鸡

IgG中显著提高，此外分别注射绿原酸、β-葡聚糖、

黄芪黄酮、CpG-DNA和鸡 IgG可以显著提高COX2
的蛋白和mRNA水平。同时研究发现，注射不同

免疫增强剂的胸腺组织中Caspase 3、iNOS和COX2
mRNA和蛋白水平表达水平存在差异，这可能是由

于基因表达调控过程中存在动态转换关系，即在转

录后过程中存在转录后加工、转录产物的降解、翻

译、翻译后修饰等多个过程(Liu et al., 2016)。此

外，分别注射绿原酸和鸡 IgG的雏鸭胸腺组织 IL-1β
的mRNA水平较对照组显著提高，同时，绿原酸和

β-葡聚糖处理显著增强了雏鸭胸腺组织TNF-α的
表达，这与哺乳动物研究结果一致。宋卓等(2014)

研究发现绿原酸处理小鼠(Mus musculus)后，可以显

著提高机体 IL-1β和TNF-α mRNA的表达水平，促

进 iNOS和 COX2 mRNA 的转录。王萌(2020)研究

发现黄芪黄酮处理小鼠单核巨噬细胞后促进了 IL-

1β、TNF-α mRNA的转录水平。这些结果提示绿原

酸、β-葡聚糖、黄芪黄酮、CpG-DNA和鸡 IgG可在

不同程度上通过改善体内胸腺组织中TNF-α和 IL-

1β的表达，提高体内NO的合成，从而增强绍兴鸭

机体的非特异性免疫，最终改善雏鸭机体的免疫状

态(Suzuki et al., 2002)。

模式识别受体是先天免疫系统重要组成成分，

可以作为病原体的监视器监测细胞内、外感染，增

强宿主的非特异性免疫能力，促进Ⅰ型干扰素和免

疫炎症因子的产生 (Takeda, 2005)。Karasawa 等

(2011)研究发现小鼠饲喂绿原酸后可以显著刺激机

体 IFN mRNA的表达水平，激活机体免疫系统。本

研究结果也表明，注射绿原酸、黄芪黄酮、CpG-

DNA和鸡 IgG后，雏鸭胸腺组织 IFN-α和 IFN-β的
表达量显著提高，同时RIG-Ⅰ和TLR3的mRNA水

平显著增加，且TLR7的mRNA水平在注射绿原酸、

黄芪黄酮和鸡 IgG中显著增加。然而，由于不同品

种家禽的免疫器官与免疫功能存在差异，李国勤等

(2008)研究表明缙云麻鸭和绍兴鸭的免疫系统发

育与细胞免疫功能均有一定差异，因此关于免疫增

强剂是否能够调控不同品种地方鸭的免疫能力还

需要进一步的验证。这些结果表明这 5种不同的

免疫增强剂可以通过激活模式识别受体诱导Ⅰ型

干扰素的产生，进而调控先天性免疫反应，增强绍

兴雏鸭机体免疫能力。

4 结论

本研究分别利用绿原酸、β-葡聚糖、黄芪黄酮、

CpG DNA和鸡 IgG注射绍兴雏鸭，检测胸腺组织

中炎症相关基因和凋亡基因的表达。结果表明，绿

原酸、β-葡聚糖、黄芪黄酮、CpG DNA和鸡 IgG在不

同程度上降低了胸腺组织中Bcl2基因的表达水平，

提高了Caspase 3、iNOS、COX2、IFN-α、IFN-β、IL-1β、
TNF-α、RIG-Ⅰ、TLR3和TLR7基因的表达。这些结

果提示，免疫增强剂在绍兴鸭天然免疫中发挥着重

要的调控作用，为预防鸭重要传染性疾病，同时也

为动物生产过程中抗生素替代物的应用提供一定

的理论依据。
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