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奶牛围产期外周血犜淋巴细胞亚群动态及细胞

因子犐犔２、犐犔４基因转录水平分析
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摘　要：通过检测奶牛ＣＤ３＋、ＣＤ４＋和ＣＤ８＋淋巴细胞亚群的动态及细胞因子ＩＬ２、ＩＬ４在分娩前后２１ｄ内的基

因转录水平的变化，以探讨此阶段奶牛免疫机能受损的机理。应用流式细胞术检测ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋淋巴细胞

亚群的动态变化及实时荧光定量检测细胞因子ＩＬ２、ＩＬ４ｍＲＮＡ的表达量。结果表明：血液中ＣＤ３＋淋巴细胞的

比例在产前２１ｄ内占（５０．８±４．６１）％，产后１４ｄ内降低到（３９．２１±４．９８）％，两者差异极显著（犘＜０．０１）；ＣＤ４＋淋

巴细胞在产前２１ｄ内保持较高水平，达（２１．３８±０．６５）％，产后２１ｄ内维持在（６．８９±０．３２）％的较低水平，且与产

前差异显著 （犘＜０．０５）；ＣＤ８＋淋巴细胞的比例在产犊前逐渐升高，到产犊时达到最高水平（１６．９０±２．０２）％，差异

显著（犘＜０．０５）；ＣＤ４＋／ＣＤ８＋淋巴细胞的比率在产前＞１，产后＜１。ＩＬ２ｍＲＮＡ的表达量在产后０～１４ｄ内下调，

之后上升。ＩＬ４ｍＲＮＡ的表达量分娩时期达到最高，随后下降，至第７天降到最低。奶牛在围产期阶段尤其是分

娩前后１４ｄ内机体处于免疫抑制状态，可能是由于自身的ＣＤ３＋、ＣＤ４＋和ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞的亚群的数量和比例

发生改变及细胞因子ＩＬ２、ＩＬ４ｍＲＮＡ表达量下调引起的。
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　　奶牛围产期期间发生免疫抑制，造成机体对病

原菌识别和抵抗能力的降低，进而容易感染病原菌，

诱发各种疾病［１３］。Ｔ细胞亚群是机体重要的免疫

群体，其数量或组成比例的变化会影响到机体的免

疫状态［４］。ＣＤ３＋、ＣＤ４＋和ＣＤ８＋是Ｔ细胞亚群表

面的主要标记和复合受体。ＣＤ３＋主要与Ｔｃｅｌｌｒｅ

ｃｅｐｔｏｒ（ＴＣＲ）形成复合体用于 Ｔ细胞信号转导；

ＣＤ４＋分布于辅助性Ｔ细胞亚群，配体为 ＭＨＣⅡ；

ＣＤ８＋是杀伤性 Ｔ细胞亚群，配体为 ＭＨＣⅠ。感

染、免疫和应激等都可引起奶牛的ＣＤ３＋、ＣＤ４＋和

ＣＤ８＋亚群的变化
［５］。ＣＤ４＋／ＣＤ８＋ 已经作为机体

免疫能力的重要指标。ＫＩＭＵＲＡ等１９９９年对娟姗

牛的研究发现，在血液中ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比值在产前与

产后存在较大的变化，以此说明机体的免疫状态在产

前产后存在一定的变化［６］。鉴于以往研究已证明在

病原菌感染期间奶牛机体外周血液的淋巴细胞的亚

群，尤其是Ｔ细胞亚群发生变化而引起自身免疫功

能的改变［７］，因此笔者推断奶牛围产期阶段自身免疫

功能下降可能亦与其Ｔ细胞亚群发生改变有关。

细胞因子对于机体的免疫调节至关重要。Ｉｎ

ｔｅｒｌｅｕｋｉｎ２（ＩＬ２）由激活的Ｔ细胞产生，主要能促

进Ｔ细胞的增殖、产生细胞因子、Ｎａｔｕｒａｌｋｉｌｌｅｒｃｅｌｌ

（ＮＫ）细胞的活化。Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ４（ＩＬ４）由Ｔ细胞

产生，主要促进Ｂ细胞的增殖和分化
［８］。ＩＬ２和

ＩＬ４表达量的高低直接影响到机体的免疫状态，故

可通过研究ＩＬ２、ＩＬ４基因在此阶段的表达情况进

一步说明机体的免疫状态。

本研究通过检测奶牛ＣＤ３＋、ＣＤ４＋和ＣＤ８＋淋

巴细胞亚群动态以及细胞因子ＩＬ２，ＩＬ４基因在分

娩前后２１ｄ内的转录表达变化，以期探讨该阶段奶

牛免疫机能受损的机理。

１　材料与方法

１．１　材料

本研究挑选４８头、３～４胎次产犊前后２１ｄ内

的健康中国荷斯坦奶牛。所有奶牛来自同一牛场，

饲养管理条件一致。通过尾静脉采集１０ｍＬ血液，

肝素钠抗凝。牛群共分为８组，每组６头（－２１、

－１４、－７、０、７、１４、２１、１４０ｄ），“０”ｄ代表产犊日，

“－”代表产前。１４０ｄ奶牛为实时荧光定量 ＲＴ

ＰＣＲ的对照组。

１．２　方法

１．２．１　流式细胞术检测奶牛外周血淋巴细胞

ＣＤ３＋、ＣＤ４＋ 和 ＣＤ８＋ 的表达　　ＦＩＴＣＣＤ３、ＰＥ

ＣＤ４检测方法：５０μＬ血液中加入５０μＬ荧光标记抗

体 （ＦＩＴＣＣＤ３、ＰＥＣＤ４），室温避光孵育１５ｍｉｎ，再加

入１５０μＬ溶血素，溶血至清亮透明。１０００ｒ·ｍｉｎ
－１

离心４ｍｉｎ，弃上清，加ＰＢＳ重悬，重复一次。最后加

入１５０μＬＰＢＳ重悬，上机检测。ＦＩＴＣＣＤ３、ＰＥ

ＣＤ８检测方法同前。

１．２．２　ＲＮＡ提取及ＲＴＰＣＲ检测奶牛外周血淋

巴细胞中ＩＬ２、ＩＬ４ｍＲＮＡ的表达　　取１．５ｍＬ

抗凝血，用淋巴细胞分离液分离淋巴细胞，分离的淋

巴细胞用ＴＲＩｚｏｌ试剂盒提取ＲＮＡ，用ＤＮＡⅠ酶处

理提取的ＲＮＡ以免存在ＤＮＡ污染。用生物分光

光度计测定 ＲＮＡ浓度，ＴａＫａＲａ试剂盒反转录为

ｃＤＮＡ。反应体系：ＲＮＡ１μｇ；２５ ｍｍｏｌ·Ｌ
－１

ＭｇＣｌ２４μＬ，反转录１０×ｂｕｆｆｅｒ２μＬ，１０ｍｍｏｌ·Ｌ
－１

ｄＮＴＰｍｉｘｔｕｒｅ２μＬ，ＲＮＡ酶抑制剂０．５μＬ，ＡＭＶ

反转录酶１５Ｕ（ＴａＫａＲａ公司），随机引物０．５μｇ，

补充双蒸水到２０μＬ。反应条件：４２℃６０ｍｉｎ，

７０℃１５ｍｉｎ，之后于冰水中冷却，２０℃保存。

在ＡＢＩ７３００仪器上进行荧光实时定量反应。

实时定量程序如下：１μＬｃＤＮＡ；１０μＬ２×ＳＹＢＲ

ｐｒｅｍｉｘＥｘ犜犪狇（ＴａＫａＲａ公司）；０．４μＬ５０×Ｒｏｘ

Ｄｙｅ；每种引物１０ｐｍｏｌ；双蒸水加至２０μＬ。反应

程序：５０℃２ｍｉｎ；９５℃１０ｍｉｎ；然后９５℃１５ｓ，

６１℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，４０个循环；系统自带熔解曲

线程序：９５℃１５ｓ，６０℃１ｍｉｎ，９５℃１５ｓ，６０℃

１５ｓ，每个样本设３个重复，同时设无模板阴性对
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照。引物见表１，以βａｃｔｉｎ作为内参
［９］，用２－△△Ｃｔ

的方法进行计算ＩＬ２、ＩＬ４ｍＲＮＡ的表达量。

用分别对应的β犪犮狋犻狀基因表达量进行校正目

的基因表达强度，即 △Ｃｔ为目的基因相对于内参

基因的表达强度 －Ｃｔ＝ＣＴ（目的基因）－ＣＴ（β犪犮

狋犻狀基因），将围产期阶段的目的基因相对于产奶中

期的表达差异倍数用２－△△Ｃｔ方法计算：－△△Ｃｔ＝

－（△Ｃｔ围产期－△Ｃｔ泌乳中期）。２
－△△Ｃｔ

＞１目

的基因表达上调，反之下调。

表１　扩增犐犔２、犐犔４、β犪犮狋犻狀犿犚犖犃基因引物

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犻狀犚犜犘犆犚犪狊狊犪狔犳狅狉犮狅狑犐犔２，犐犔４犪狀犱β犪犮狋犻狀犵犲狀犲狊

基因 Ｇｅｎｅ ＧｅｎＢａｎｋＮｏ． 引物序列（５′３′）Ｓｅｑｕｅｎｃｅ 退火温度／℃ Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

犐犔２ Ｍ１２７９１ ＧＡＡＡＧＴＴＡＡＡＡＡＴＣＣＴＧＡＧＡＡＣＣＴＣＡＡ ６１

ＧＣＧＴＴＡＡＣＣＴＴＧＧＧＣＡＣＧＴＡ ６１

犐犔４ Ｍ７７１２０ ＡＧＧＡＧＣＣＡＣＡＣＧＴＧＣＴＴＧＡ ６１

ＴＴＧＣＣＡＡＧＣＴＧＴＴＧＡＧＡＴＴＣＣ ６１

β犪犮狋犻狀 ＡＹ１４１９７０ ＴＣＣＡＧＣＣＴＴＣＣＴＴＣＣＴＧＧＧＣＡＴ ６１

ＧＧＡＣＡＧＣＡＣＣＧＴＧＴＴＧＧＣＧＴＡＧＡ ６１

１．２．３　统计分析　　试验数据以珚狓±ＳＥ表示，采

用狋检验，以 犘＜０．０５代表差异水平显著，用

Ｓｐｓｓ１６．０进行统计学分析。

２　结　果

２．１　犆犇３
＋、犆犇４＋和犆犇８＋在不同阶段的数量和比

例

　　如表２所示，血液中ＣＤ３
＋阳性细胞产前与产

后１４ｄ内差异显著（犘＜０．０５），产前 ２１ｄ为

４９．３２％±１．０２％，产后１４ｄ降低到３９．２１％±

４．９８％。ＣＤ４＋在产前２１ｄ与产后２１ｄ差异极显著

（犘＜０．０５），产后２０ｄ处于较低水平，ＣＤ８
＋在分娩

后达到最高，比例为１６．９％±２．０２％，之后逐渐降

低。产前２１ｄ内ＣＤ４＋／ＣＤ８＋ ＞１维持在较高水

平，产后２１ｄ内ＣＤ４＋／ＣＤ８＋＜１处于较低水平。

表２　犆犇３
＋、犆犇４＋和犆犇８＋围产期的表达水平

犜犪犫犾犲２　犜犺犲狊狋犪狋犻狊狋犻犮犪犾犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犆犇３
＋，犆犇４＋犪狀犱犆犇８＋犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋狆犲狉犻狅犱

时期Ｐｅｒｉｏｄ／ｄ ＣＤ３＋％ ＣＤ４＋％ ＣＤ８＋％ ＣＤ４＋／ＣＤ８＋

－２１ ４９．３２±１．０２ａ ２０．６０±０．３３ａ ９．１４±０．７７ａ ２．２５±０．７２ａ

－１４ ５２．８６±４．３１ａ ２１．７５±０．４２ａ １０．０８±０．８６ａ ２．００±０．５７ａ

－７ ５０．３２±３．１４ａ ２１．１４±０．５４ａ １３．３７±０．７４ｂ １．６０±０．３３ｂ

０ ３０．５２±２．３４ｂ ２２．０５±０．０２ａ １６．９０±２．０２ｄ １．３０±０．２４ｂ

７ ３１．１０±３．２８ｂ ７．６７±０．２３ｂ １３．４５±２．３０ｂ ０．５０±０．１１ｃ

１４ ３９．２１±４．９８ｂ ７．５１±０．３３ｂ １６．００±２．３２ｃ ０．４０±０．１３ｃ

２１ ５８．５４±４．３２ａ ５．５０±０．４３ｂ ８．１０±０．４３ａ ０．８０±０．０９ｃ

同列上肩标不同表示差异显著（犘＜０．０５）

Ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｉｎｅａｃｈｃｏｌｕｍｎａｒｅｔｈｏｓｅｔｈａｔｄｉｆｆｅｒｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（犘＜０．０５）

２．２　犐犔２、犐犔４的荧光定量分析

如（图１）所示，犐犔２基因ｍＲＮＡ的表达量在产

前变化不显著，产后的１４ｄ内的基因表达量降低显

著，在产后７ｄ时候最低，随后逐渐升高，产前与产

７１６１



畜　牧　兽　医　学　报 ４２卷　

后１４ｄ内表达量差异显著（犘＜０．０５）。ＩＬ４基因

的产前１４ｄｍＲＮＡ的表达量逐渐增高，至分娩时

达最高。产后迅速降低，产后７ｄ达到最低水平，之

后逐渐升高（图２）。

图１　犐犔２犿犚犖犃在－２１～２１犱内的表达量

犉犻犵．１　犆犺犪狀犵犲狊狅犳犐犔２犿犚犖犃犾犲狏犲犾犱狌狉犻狀犵２１犱犪狔狊犫犲

犳狅狉犲犮犪犾狏犻狀犵狋狅２１犱犪狔狊犪犳狋犲狉犻狋

图２　犐犔４犿犚犖犃在－２１～２１犱内的表达量

犉犻犵．２　犆犺犪狀犵犲狊狅犳犐犔４犿犚犖犃犾犲狏犲犾犱狌狉犻狀犵２１犱犪狔狊犫犲

犳狅狉犲犮犪犾狏犻狀犵狋狅２１犱犪狔狊犪犳狋犲狉犻狋

３　讨　论

３．１　犆犇３
＋、犆犇４＋和犆犇８＋犜淋巴细胞数量和比例

的变化

　　Ｔ淋巴细胞亚群是机体最重要的免疫细胞群，

在正常机体内各Ｔ淋巴细胞亚群相互作用，维持着

机体的免疫功能。Ｔ淋巴细胞亚群中 ＣＤ３＋、ＣＤ４＋

和ＣＤ８＋淋巴细胞对机体细胞免疫和体液免疫发挥

着重要的调节作用。ＣＤ３主要与 ＴＣＲ形成 ＴＣＲ

ＣＤ３复合物，作为Ｔ细胞识别抗原和转导信号的主

要单位，ＣＤ３转导 Ｔ细胞活化的第一信号。ＣＤ４、

ＣＤ８是Ｔ细胞表面重要的抗原分子，ＣＤ４＋、ＣＤ８＋

Ｔ细胞的数量和适当的比例是免疫调节的中枢，

ＣＤ４＋、ＣＤ８＋相互调节，能表现辅助和抑制的作用

是免疫系统的核心。当不同的细胞亚群数量和比例

发生异常时，就可导致机体免疫功能紊乱。以往研

究在围产期阶段奶牛乳腺与血液中的ＣＤ３＋、ＣＤ４＋

和ＣＤ８＋的数量发生变化
［１０１１］，但主要围绕产后２０～

６０ｄ进行了研究。

本研究发现（表２）ＣＤ４＋在产前２１ｄ内保持较高

水平，产犊前期２１ｄ内差异不显著（犘＞０．０５），产后

２１ｄ内，维持在较低水平，与产前差异极显著 （犘＜

０．０１）。这可能是由于此阶段血液的参数发生变化引

起的，如淋巴细胞数量减少［１２］。

ＣＤ８＋作为杀伤性分子，其比例在产犊时达到最

高水平，在产后１４ｄ内处于水平表达较低（表２），说

明在产后１４ｄ内机体抵御能力处于低水平，可能是

导致机体此阶段免疫抑制的原因之一。这与 Ｋａ

ｍｐｅｎ等的研究也基本一致
［１０］。

ＣＤ４＋／ＣＤ８＋已经作为机体免疫能力的重要指

标。Ｋａｍｐｅｎ等研究发现在围产期阶段 ＣＤ４
＋／

ＣＤ８＋的比率不发生变化
［１０］，但Ｋｉｍｕｒａ等却发现产

前产后存在较大的变化［６］。而本研究中 ＣＤ４＋／

ＣＤ８＋ 的比值产后 ２１ｄ 内均维持在较低水平

（ＣＤ４＋／ＣＤ８＋＜１）与产前２１ｄ内差异显著，可能是

机体产后内分泌紊乱引起的。产后ＣＤ４＋／ＣＤ８＋的

比值较低，也进一步解释此阶段感染病原菌的原因。

３．２　犐犔２、犐犔４犿犚犖犃在围产期的变化情况

ＩＬ２、ＩＬ４是机体Ｔ细胞自分泌和Ｂ细胞旁分

泌的重要免疫因子。ＩＬ２主要促使初始ＣＤ４＋ Ｔ细

胞分化成ｈｅｌｐＴｃｅｌｌ１（Ｔｈ１），能使Ｔ细胞增殖和

产生细胞因子，ＩＬ２的表达量也反映Ｔ细胞激活数

量。ＩＬ４由Ｔ细胞产生，促使初始ＣＤ４＋ Ｔ细胞分

化成ｈｅｌｐＴｃｅｌｌ２（Ｔｈ２）细胞
［１３］。

奶牛机体的ＣＤ３＋、ＣＤ４＋和ＣＤ８＋亚群数量发

生变化，诱导相应细胞因子表达发生改变。本研究

发现ＩＬ２ｍＲＮＡ的表达量在产后１４ｄ内显著降

低，而ＩＬ４却在产后第７天降至最低（图２），１４ｄ后

显著升高，这与 Ａｓａｉ等
［１４］研究的结果相近。ＩＬ２

表达量的变化规律与ＣＤ４＋ 的变化规律基本一致

（表２，图１），说明ＩＬ２ｍＲＮＡ表达量与ＣＤ４＋的表

达降低有关。ＩＬ４ｍＲＮＡ表达量在产后第７天显

著降低，可能与此时Ｔ细胞数减少有关。因此细胞

因子表达量降低可能导致Ｔ细胞与Ｂ细胞的增殖

延缓，进而影响机体的免疫功能。

４　结　论

综上所述，奶牛在围产期阶段尤其是分娩前后

１４ｄ内机体处于免疫抑制状态，可能是由于自身的
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Ｔ淋巴细胞亚群ＣＤ３＋、ＣＤ４＋和ＣＤ８＋数量和比例

发生改变以及细胞因子ＩＬ２、ＩＬ４ｍＲＮＡ表达量下

调引起的。
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