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［摘　 要］ 　 为了研究女贞子多糖对人工感染大肠杆菌 Ｋ８８ 仔猪氧化应激的保护作用，将实验猪分

为四组：对照组、模型组、女贞子多糖组和女贞子多糖饲喂后攻毒组。 试验运用血清生化、ＥＬＩＳＡ 和

ＲＴ－ＰＣＲ 等技术，通过检测血清和肝肾组织的抗氧化酶和氧化产物，仔猪肝脏氧化应激相关基因转

录水平和 ＭＡＰＫ 信号关键蛋白的转录，评价女贞子多糖的抗氧化机制。 结果显示，女贞子多糖可以

显著降低由大肠杆菌引起的仔猪血清 ＭＤＡ 含量的升高，调节肝肾组织中 ＭＤＡ 和 ＳＯＤ 的水平；女贞

子多糖可以提高仔猪肝脏中 ＣＡＴ 和 ＣｕＺｎＳＯＤ 的 ｍＲＮＡ 转录水平；正常情况下，女贞子多糖对仔猪

肝脏 ＴＮＦ－α 的 ｍＲＮＡ 转录表达无影响，但可以降低大肠杆菌攻毒后的转录水平；女贞子多糖抑制

ＭＡＰＫ 通路主要依靠调控 ＥＲＫ１ 起作用。 结果表明，女贞子多糖可以通过调节肝脏抗氧化指标保护

大肠杆菌引起的仔猪氧化应激反应，其作用分子机制可能与下调 ＭＡＰＫ 相关信号转录水平有关。
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　 　 仔猪大肠杆菌病是由致病性大肠杆菌及其内

毒素引起的，给中国乃至世界范围内养猪业造成巨

大损失［１］。 仔猪断奶应激由多种原因引起，其中大

肠杆菌病继发感染导致腹泻是仔猪死亡的重要原

因，本课题组前期研究发现人工感染大肠杆菌可以

引起仔猪氧化损伤，并激活丝裂原活化蛋白激酶

（ＭＡＰＫ）信号通路［２］。 饲料中添加女贞子可以提

高断奶仔猪生长性能，免疫功能和抗氧化能力［３］。
女贞子多糖是女贞子的重要有效成分，具有促进仔

猪生长、调节免疫、防病和抗氧化应激等多重功

效［４］。 本研究通过在饲料中添加女贞子多糖饲喂

断奶仔猪，口服大肠杆菌 Ｋ８８ 攻毒后，检测血清和

肝肾组织中的氧化应激相关因子，并评价肝脏组织

ＭＡＰＫ 信号通路关键蛋白的转录水平，来分析女贞

子多糖抗仔猪感染大肠杆菌病的分子机制，为临床

应用提供理论基础。
１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　 试验动物及分组　 选取体重接近（７．９３±１．３６）ｋｇ，
（２１±２）日龄，健康三元杂交断奶仔猪“杜×长×大”
２０ 头。
１．１．２　 女贞子多糖的制备　 根据水提醇沉法进行

女贞子多糖的提取。 取 ２００ ｇ 炙女贞子于 ７０ ℃烘

箱中，３ ｈ 后将烘干的女贞子倒入粉碎机粉碎，过 ４０ 目

筛。 称 ４０ ｇ 女贞子粉放于 ３２０ ｍＬ 蒸馏水中在 １００ ℃
中加热回流 ２ ｈ，用真空泵抽滤。 把分离出的水溶

液，用旋转蒸发仪脱除水分浓缩，浓缩到 ３ ｇ ／ ｍＬ 时

停止，此时加入一定量乙醇（约 ６７ ｍＬ），使乙醇体

积分数占比达到 ７０％，再用玻璃棒进行搅拌 １５ ｍｉｎ

后静置 ６ ｈ。 最后真空泵抽滤析出沉淀，抽滤得到

的滤饼为女贞子多糖，最后放于烘箱中烘干，称重

得 ４．１ ｇ 女贞子多糖，得糖率为 １０．２５％［５］。 用此方

法共制得 ２００ ｇ 女贞子多糖用于后续试验，制备工

作在天津大学理学院和天津中医药大学中药学院

共同完成。
１．１．３　 试验日粮及饲养管理 　 断奶仔猪 ２０ 头，每
头仔猪为单笼饲养，随机分为 ４ 组，每组 ５ 头仔猪，
标记为对照组、大肠杆菌组、女贞子多糖组和大肠

杆菌＋女贞子多糖组，。 对照组和大肠杆菌组饲喂

基础饲粮，女贞子多糖组和大肠杆菌＋女贞子多糖

组饲喂基础日粮中添加了 ０．１％的女贞子多糖的饲

粮。 试验为期 １５ ｄ，每头仔猪为单笼饲养，自由饮

水和采食，湿度为 ５５％ ～ ７０％，温度为 ２５ ～ ２８ ℃。
在试验进行到第 １４ 天时断料不断水，大肠杆菌组

和大肠杆菌＋女贞子多糖组攻毒大肠杆菌。 ２４ ｈ 后

所有仔猪进行采血，分离血清进行检测。 随后屠宰

仔猪采取肝脏和肾脏，用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）进行

冲洗，并迅速放到液氮中速冻后置于－８０ ℃冰箱保

存备用。
１．２　 方法

１．２．１　 仔猪大肠杆菌病模型的建立　 在饲养第 １４
天时，口服大肠杆菌 Ｋ８８ 菌液 １ ｍＬ ／ ｋｇ（菌液浓度

为 ２×１０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ），菌种为实验室前期保存，具体

操作方法参照文献［５］，通过临床诊断，血常规和血

清生化指标作为仔猪大肠杆菌病的判定标准，在
２４ ｈ内记录仔猪的发病情况，２４ ｈ 后采血剖检采样。
１．２．２ 　 血清及肝、肾氧化指标检测 　 血清丙二醛

（ＭＤＡ）含量、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性、谷胱甘
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肽过氧化物酶（ＧＳＨ－Ｐｘ）、和过氧化氢酶（ＣＡＴ）都
采用的是比色的方法进行测定，仔猪屠宰后剖检，
无菌采集肝脏和肾脏组织，２ ｈ 内测定肝脏、肾脏的

丙二醛（ＭＤＡ）含量、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性，
试剂盒购自南京建成生物工程研究所，并严格按照

试剂盒使用说明进行操作。
１．２．３　 引物设计与合成　 基因序列的引物是由上

海生工工程（北京）技术服务有限公司设计合成。
基因名称及引物序列见表 １。

表 １　 氧化应激相关基因引物序列

Ｔａｂ １　 Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
基因 ／ 编号 引物序列 扩增长度 退火温度

ＣＡＴＮＭ３９７５６８ Ｆ：ＣＧＡＡＧＧＣＧＡＡＧＧＴＧＴＴＴＧ
Ｒ：ＡＧＴＧＴＧＣＧＡＴＣＣＡＴＡＴＣＣ

３７４ ６１

ＭｎＳＯＤ
ＮＭ１００１５４３１９

Ｆ：ＧＧＡＣＡＡＡＴＣＴＧＡＧＣＣＣＴＡＡＣＧ
Ｒ：ＣＣＴＴＧＴＴＧＡＡＡＣＣＧＡＧＣＣ

１５９ ６１

ＧＰＸ１
ＮＭ３９７４０３

Ｆ：ＴＧＧＧＧＡＧＡＴＣＣＴＧＡＡＴＴＧ
Ｒ：ＧＡＴＡＡＡＣＴＴＧＧＧＧＴＣＧＧＴ

１８４ ６１

ＣｕＺｎＳＯＤ
ＮＭ３９７０３６

Ｆ：ＴＧＡＡＧＧＧＡＧＡＧＡＡＧＡＣＡＧＴＧＴＴＡＧ
Ｒ：ＴＣＴＣＣＡＡＣＧＴＧＣＣＴＣＴＣＴＴＧ

１８１ ６１

ＧＰＸ４
ＮＭ３９９５３７

Ｆ：ＧＡＴＴＣＴＧＧＣＣＴＴＣＣＣＴＴＧＣ
Ｒ：ＴＣＣＣＣＴＴＧＧＧＣＴＧＧＡＣＴＴＴ

１７３ ６１

ＴＮＦ－α
ＮＭ３９７０８６

Ｆ：ＴＣＣＡＡＴＧＧＣＡＧＡＧＴＧＧＧＴＡＴＧ
Ｒ：ＡＧＣＴＧＧＴＴＧＴＣＴＴＴＣＡＧＣＴＴＣＡＣ

６７ ６１

ＣＯＸ２
ＮＭ３９７５９０

Ｆ：ＡＴＧＡＴＣＴＡＣＣＣＧＣＣＴＣＡＣＡＣ
Ｒ：ＡＡＡＡＧＣＡＧＣＴＣＴＧＧＧＴＣＡＡＡ

２８４ ６１

ＨＳＰ７０
ＮＭ３９６９０６

Ｆ：ＧＣＣＣＴＧＡＡＴＣＣＧＣＡＧＡＡＴＡ
Ｒ：ＴＣＣＣＣＡＣＧＧＴＡＧＧＡＡＡＣＧ

１５２ ６１

ＪＮＫ
ＮＭ３９６６１０

Ｆ：ＡＣＴＡＣＡＧＡＧＣＡＣＣＴＧＡＧＧＴＣＡＴＣＣ
Ｒ：ＡＣＡＴＧＧＴＧＴＴＣＣＡＡＧＣＴＧＴＴＣＡＡＴＡＡＣ

１６７ ６１

Ｐ３８
ＮＭ１００１５６６３０

Ｆ：ＣＴＧＧＣＴＣＧＧＣＡＣＡＣＴＧＡＴＧＡＴＧ
Ｒ：ＴＣＴＧＣＴＧＡＡＧＣＴＧＧＴＴＡＡＴＡＴＧＧＴＣＴＧ

１９３ ６１

ＥＲＫ１
ＮＭ４５０１３

Ｆ：ＡＣＣＴＡＣＴＧＣＣＡＧＣＧＧＡＣＣＴＴＧ
Ｒ：ＡＧＡＡＴＧＴＣＴＣＧＧＡＴＧＣＣＡＡＴＧＡＣＧ

８３ ６１

ＧＡＰＤＨ
ＮＭ３９６８２３

Ｆ：ＣＧＴＣＣＣＴＧＡＧＡＣＡＣＧＡＴＧＧＴ
Ｒ：ＧＣＣＴＴＧＡＣＴＧＴＧＣＣＧＴＧＧＡＡＴ

１９４ ６１

１．２．４　 断奶仔猪肝脏相关基因的检测

１．２．４．１　 总 ＲＮＡ 的提取和反转录 　 样品处理：首
先称重研磨管并记录，采取各组肝脏分别放于研磨

管中，称重记录。 ＲＮＡ 提取：使用 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ Ｅｘ⁃
ｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ（金瑞鸿捷生物科技有限公司）试剂盒进

行提取。 反转录：使用 Ａｌｌ－ｉｎ－ＯｎｅＴＭ Ｆｉｒｓｔ－Ｓｔｒａｎｄ
ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ（广州易锦生物技术有限公司）
试剂盒。
１．２．４．２　 实时荧光定量 ＰＣＲ　 使用 Ａｌｌ－ｉｎ－ＯｎｅＴ⁃

ＭｑＰＣＲ Ｍｉｘ（广州易锦生物技术有限公司）试剂盒，
加样、离心、振荡、离心，然后把 ８ 连管放入到荧光

定量 ＰＣＲ 仪中。 反应程序为：预变性 ９５ ℃，１０ ｍｉｎ；
４０ 个循环；溶解曲线分析。
１．３　 统计分析　 Ｅｘｃｅｌ２０１３ 对试验数据进行初步整

理，采用 ＳＰＳＳ２０．０ 分析软件进行单因素方差统计

分析，数据用平均值±标准差表示，以 Ｐ＜０．０５ 作为

差异显著性判断标准，以 Ｐ＜０．０１ 作为差异极显著

判断标准。
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２　 结果与分析

２．１　 女贞子多糖对感染大肠杆菌仔猪血清抗氧化

指标的影响　 由表 ２ 可知，试验Ⅰ组仔猪血清ＭＤＡ
含量显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），而超氧化物歧化酶

（ＳＯＤ）含量显著低于对照组（Ｐ＜０．０５）。 试验Ⅰ组

仔猪血清谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨ－Ｐｘ）含量与试

验Ⅲ组无显著差异（Ｐ＞０．０５），且试验Ⅱ与试验Ⅰ组

亦无显著差异（Ｐ＞０．０５）。 对照组仔猪血清过氧化

氢酶（ＣＡＴ）含量显著高于其余各组（Ｐ＜０．０５），且其

余各组间无显著差异（Ｐ＜０．０５）。
２．２　 女贞子多糖对感染大肠杆菌断奶仔猪肝、肾
抗氧化指标的影响 　 由表 ３ 可知，肝脏 ＭＤＡ 含量

大肠杆菌组最高，和其它三组比较差异极显著（Ｐ＜

０．０１），ＳＯＤ 含量大肠杆菌组最低，比对照降低了

５７．８６％，差异极显著（Ｐ＜０．０１）；肾脏 ＭＤＡ 含量各

组差异不显著（Ｐ＞０．０５），ＳＯＤ 含量大肠杆菌组比

对照组下降了 ５８．２１％，差异极显著（Ｐ＜０．０１）。
２．３　 女贞子多糖对感染大肠杆菌断奶仔猪肝脏氧

化应激相关基因表达的影响 　 由表 ４ 可知，肝脏

ＣＡＴ 基因转录水平：大肠杆菌组显著高于对照组和

大肠杆菌＋女贞子多糖组（Ｐ＜０．０５），与女贞子多糖

组差异不显著（Ｐ＞０．０５）；锰超氧化物歧化酶（Ｍｎ⁃
ＳＯＤ）和锌铜超氧化物歧化酶（ＣｕＺｎＳＯＤ）各组变化

趋势基本一致；谷胱甘肽过氧化物酶 １（ＧＰＸ１）：大
肠杆菌组显著高于其它各组（Ｐ＜０．０５）；谷胱甘肽过

氧化物酶 ４（ＧＰＸ４）各组差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

表 ２　 女贞子多糖对感染大肠杆菌断奶仔猪血清抗氧化指标的影响

Ｔａｂ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｉｇｕｓｔｒｕｍ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｗｅａｎｅｄ ｐｉｇｌｅｔｓ
项目（单位） 对照组 大肠杆菌组 女贞子多糖组 大肠杆菌＋女贞子多糖组

ＭＤＡ（ｎｍｏｌ ／ ｍＬ） ４．４３±０．５１ｂ ７．０９±１．３０ａ ３．７６±１．７２ｂ ５．０６±１．３６ｂ

ＳＯＤ（ｎｇ ／ ｍＬ） ７．４０±１．７１ａ ５．４４±０．８９ｂ ６．４２±０．７１ａ ６．７１±０．６４ａ

ＧＳＨ－Ｐｘ（ｎｇ ／ ｍＬ） ２７．８２±５．０３ａ ２１．７０±２．５０ｂ ２９．２７±６．４１ａ ２３．２５±２．２５ｂ

ＣＡＴ（ｎｇ ／ ｍＬ） １３．４９±３．６４ａ ８．７９±１．９１ｂ ７．３８±２．０４ｂ ７．５６±１．２４ｂ

　 同行数据相同或无字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５），不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），大写字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）

表 ３　 女贞子多糖对断奶仔猪感染大肠杆菌肝肾抗氧化能力的影响

Ｔａｂ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｉｇｕｓｔｒｕｍ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｏｎ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｗｅａｎｅｄ ｐｉｇｌｅｔｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｅ．ｃｏｌｉ
项目 对照组 大肠杆菌组 女贞子多糖组 大肠杆菌＋女贞子多糖组

ＭＤＡ（肝 ｎｍｏｌ ／ ｍＬ） ５．１０±０．３２Ｂ １３．７０±１．９１Ａ ６．３５±０．０８Ｂ ５．３４±０．９５Ｂ

ＭＤＡ（肾 ｎｍｏｌ ／ ｍＬ） ８．２１±０．７５ １０．８４±０．８３ １０．５３±１．０７ ８．７２±２．６３

ＳＯＤ（肝 ｎｇ ／ ｍＬ） ６．６３±０．３６Ａａ ４．２０±１．５３Ｂｂｃ ５．１６±０．６６ａｃ ４．４４±０．２９ｂｃ

ＳＯＤ（肾 ｎｇ ／ ｍＬ） ５．６０±１．９６Ａｂ ２．３４±０．４８Ｂｃ ５．０２±０．３３ｂ ５．３７±０．７６Ａａ

　 同行数据相同或无字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５），不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），大写字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）

表 ４　 女贞子多糖对感染大肠杆菌断奶仔猪肝脏的氧化应激相关基因 ｍＲＮＡ 表达的影响

Ｔａｂ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｉｇｕｓｔｒｕｍ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｏｎ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｌａｔｅｄ
ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｏｆ ｗｅａｎｅｄ ｐｉｇｌｅｔｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｅ．ｃｏｌｉ

项目 对照组 大肠杆菌组 女贞子多糖组 大肠杆菌＋女贞子多糖组

ＣＡＴ １．００±０．０５ｂ １．６４±０．０９ａ １．４３±０．０４ａ １．１１±０．２１ｂ

ＭｎＳＯＤ １．００±０．１０Ｂ １．８±．０．３Ａ ０．２９±０．０６Ｃ ０．２６±０．０８Ｃ

ＣｕＺｎＳＯＤ １．０１±０．０５Ｃ １０．８８±４．７Ａ ７．４９±１．４８Ｂ ７．１９±１．８２Ｂ

ＧＰＸ１ １．０３±０．０７ｂ １．３１±０．１６ａ １．０４±０．１３ｂ １．０６±０．０６ａ

ＧＰＸ４ １．０３±０．０７ １．０７±０．１３ １．０６±０．３１ １．０１±０．３９

　 同行数据相同或无字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５），不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），大写字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）

·８６·



中国兽药杂志 ２０１９ 年 ４ 月第 ５３ 卷第 ４ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

２．４　 女贞子多糖对感染大肠杆菌断奶仔猪炎症介

质与细胞内分子相关基因表达的影响 　 由表 ５ 可

知，肿瘤坏死因子－α（ＴＮＦ－α）各组均高于对照组

且差异极显著（Ｐ＜０．０１）；热休克蛋白 ７０（ＨＳＰ７０）
各组均高于对照组且差异极显著（Ｐ＜０．０１）；环氧酶 ２
（ＣＯＸ２）各组差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

表 ５　 女贞子多糖对断奶仔猪感染大肠杆菌炎症介质与细胞内分子相关基因表达的影响

Ｔａｂ ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｉｇｕｓｔｒｕｍ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍｏｌｅｃｕｌｅ－ｒｅｌａｔｅｄ

ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍｅｄｉａｔｏｒｓ ｏｆ ｗｅａｎｅｄ ｐｉｇｌｅｔｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｅ．ｃｏｌｉ
项目 对照组 大肠杆菌组 女贞子多糖组 大肠杆菌＋女贞子多糖组

ＴＮＦ－α １．０２７±０．０６８Ｃ ３．４１±１．６２Ａ １．０３±０．４６Ｃ １．９２±０．３５Ｂ

ＣＯＸ２ １．０２０±０．０６１ １．００３±０．００２ １．０５１±０．００８ １．００６±０．００３

ＨＳＰ７０ １．０１±０．０７Ａ １４．６７±６．４８Ｂ ２６．９７±５．００Ｂ ２０．５７±１．５２Ｂ

　 同行数据相同或无字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５），不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），大写字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）

２．５　 女贞子多糖对感染大肠杆菌断奶仔猪肝脏组

织 ＭＡＰＫ 信号通路相关基因表达的影响 　 由表 ６
可知，大肠杆菌组仔猪肝脏的细胞外调节蛋白激酶

１（ＥＲＫ１）极显著高于其他各组（Ｐ＜０．０１），女贞子

多糖组与对照组比较差异不显著（Ｐ＞０．０５），大肠杆

菌＋女贞子多糖组高于对照组且差异显著（Ｐ＜ ０．
０５）；应激活化蛋白激酶（ＪＮＫ）各组均低于对照组

且差异极显著（Ｐ＜０．０１）；ｐ３８ 丝裂原活化蛋白激酶

各组均低于对照组且差异极显著（Ｐ＜０．０１）。

表 ６　 女贞子多糖对感染大肠杆菌断奶仔猪肝组织 ＭＡＰＫ 相关基因表达的影响

Ｔａｂ ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｉｇｕｓｔｒｕｍ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｏｎ ＭＡＰＫ－ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｏｆ ｗｅａｎｅｄ ｐｉｇｌｅｔｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｅ．ｃｏｌｉ
项目 对照组 大肠杆菌组 女贞子多糖组 大肠杆菌＋女贞子多糖组

ＥＲＫ１ １．０２±０．０５Ｂａ １５．３０±２．０５Ａ １．３６±０．４２Ｂａ ５．２５±３．４６Ｃｂ

ＪＮＫ １．０１±０．０５Ａ ０．４０±０．０４Ｂ ０．３４±０．０５Ｂ ０．３１±０．０８Ｂ

Ｐ３８ １．０１０±０．０８２Ａ ０．０１０±０．００４Ｂ ０．０１４±０．００８Ｂ ０．００８±０．００５Ｂ

　 同行数据相同或无字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５），不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），大写字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）

３　 讨论与结论

３．１　 女贞子多糖对大肠杆菌诱导断奶仔猪氧化应

激的保护作用　 大肠杆菌可以引起断奶仔猪应激，
产生大量自由基，进而导致仔猪机体的氧化损

伤［６］。 通过一系列的脂质过氧化反应最终产生

ＭＤＡ，其含量的高低能够间接反应自由基产生的多

少，也可以体现脂质过氧化在畜禽机体组织细胞内

的反应程度。 ＳＯＤ 和 ＧＳＨ 广泛的存在动物机体的

组织中，可以使超氧阴离子 Ｏ２ －转化为 Ｈ２Ｏ２ 进而

被清除，它含量的高低能够反映出动物机体清除自

由基的能力［７］。 动物机体内的 ＣＡＴ 是防御体系非

常重要的酶，能够将过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）转化为分子

氧和水。

前期研究发现，女贞子萃取物可以有效降低仔

猪血清和肌肉中的 ＭＤＡ 含量，提高肝脏 ＳＯＤ 和血

清 ＧＳＨ－Ｐｘ 水平。 植物多糖可以显著提高断奶仔

猪血清总超氧化物歧化酶、过氧化氢酶、谷胱甘肽

过氧化物酶的活性和总抗氧化能力，降低血清和组

织中的 ＭＤＡ 含量［８］。 研究发现，女贞子多糖可以

显著降低由大肠杆菌引起的仔猪血清 ＭＤＡ 含量的

升高，对大肠杆菌引起的抗氧化酶下调有缓解作

用，但对正常对照组仔猪无显著影响，揭示出女贞

子多糖对仔猪的调节保护作用。 本课题组前期研

究表明仔猪人工感染大肠杆菌后，血清生化指标显

示肝、肾功能异常，研究选取肝、肾组织两个关键氧

化指标 ＭＤＡ 和 ＳＯＤ 作为参数［７］。 从结果来看女贞

·９６·
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子多糖可以通过调节肝肾组织中 ＭＤＡ 和 ＳＯＤ 的水

平，起到保护肝肾的目的，这与前期的研究相一致。
３．２　 女贞子多糖对大肠杆菌仔猪肝脏氧化应激相

关转录因子和 ＭＡＰＫ 信号的调控　 ＧＰＸ１、ＧＰＸ４ 是

ＧＳＨ－Ｐｘ 家族的同工酶，它能够使细胞避免氧化攻

击、抵抗脂质过氧化反应和清除动物机体内的氧自

由基。 ＧＰＸ４ 在机体内对磷脂氢过氧化物有比较高

的活性，与 ＶＥ 结合能够起到抗氧化的作用，并且能

够还原磷脂，使动物机体的细胞避免脂质过氧化。
研究发现，断奶仔猪感染大肠杆菌后，肝脏

ＧＰＸ１ 基因转录水平有所升高，预示肝组织将产生

更多的 ＧＳＨ－Ｐｘ 酶抵御氧化应激。
ＣｕＺｎＳＯＤ 能够将超氧阴离子的自由基转移性

清除，在维持动物机体内的氧自由基相对平衡能够

起到十分重要的作用。 在动物发生氧化应激的时

候 ＭｎＳＯＤ 有着非常迅速的反应性，以及它在细胞

的线粒体中能够将超氧化物转化为氧分子和

Ｈ２Ｏ２，进而把机体内有害的 ＲＯＳ 清除。 与 ＣＡＴ 相

关的基因能够调节机体内过氧化氢酶的分泌与合

成，ＣＡＴ 在机体内能够将 Ｈ２Ｏ２ 转化成水和分子氧，
进而使 Ｈ２Ｏ２ 得到清除，使机体免受过氧化的伤害。
研究发现，当仔猪感染大肠杆菌后，女贞子多糖可

以提高仔猪肝脏中 ＣＡＴ 和 ＣｕＺｎＳＯＤ 转录水平，从
而清除体内过量的氧自由基。

ＣＯＸ２ 和 ＴＮＦ－α 是动物体内非常重要的急性

炎症因子，正常情况下表达量很少或者不表达，机
体在发生炎症后，ＣＯＸ２ 和 ＴＮＦ－α 的表达量会大幅

增加。 ＨＳＰ 在细胞内能够起到保护作用，在动物机

体细胞当中能够找到高效的 ＨＳＰ７０，它能够缓解机

体发生的炎症反应，并且对肝脏的再生起到促进作

用。 有研究证实，动物机体细胞内的 ＨＳＰ７０ 能够

与 ＮＦ－κＢ 相互反应，避免 ＮＦ－κＢ 在动物机体内活

化［９］。 实验表明仔猪感染大肠杆菌后，肝脏 ＣＯＸ２
基因表达量相对不变，而 ＴＮＦ－α 的表达量极显著

升高；女贞子多糖前处理后，ＴＮＦ－α 的表达量变化

不显著，但攻毒大肠杆菌后 ＴＮＦ－α 的表达量极显

著降低。 这说明在正常情况下，女贞子多糖对仔猪

肝脏 ＴＮＦ－α 的转录表达无影响，但可以降低大肠

杆菌攻毒后的转录表达，提示女贞子多糖对肝组织

的保护机理与抑制急性炎症因子相关。
ＭＡＰＫ 是一种丝氨酸蛋白激酶或者是一种苏

氨酸蛋白激酶，能够感受上游受体传来的信号，并
且能够将信号传导到相应的细胞核当中，能够调节

基因的表达以及细胞的增殖和凋亡。 ＭＡＰＫ 由三

种重要的蛋白激酶组成，ＥＲＫ 对细胞能够起到保护

的作用，而 Ｐ３８ 和 ＪＮＫ 对细胞起到促进凋亡的作

用［１０］。 ＭＡＰＫ 信号通路当中 Ｒａｓ ／ Ｒａｆ ／ ＭＥＫ ／ ＥＲＫ
信号通路是一条比较成熟的通路，它能够将细胞膜

的受体所接受信号转移到细胞核内，进而细胞内相

应蛋白得到了表达，它可以调节细胞的自噬、凋亡、
分化和增殖等重要功能［１１－１２］。 研究表明抑制 ＥＲＫ
信号通路之后，可以缓解氧化损伤对细胞的损害，
与之相反，激活 ＥＲＫ 信号通路能够对细胞起到损

伤的作用。 本试验通过研究发现仔猪肝脏 ｍＲＮＡ
转录水平 ＥＲＫ１ 的大肠杆菌＋女贞子多糖组与大肠

杆菌组相比降低且差异极显著，而女贞子多糖组与

对照组相比差异不显著，说明女贞子多糖对断奶仔

猪感染大肠杆菌起到了保护作用，且对正常仔猪没

有不良影响，但 Ｐ３８ 和 ＪＮＫ 基因表达相对较低，与
上述研究一致。
３．３　 结论　 女贞子多糖可以通过调节肝脏抗氧化

指标保护大肠杆菌引起的仔猪氧化应激反应，其作

用机制可能与下调 ＭＡＰＫ 相关信号转录水平有关，
从而揭示女贞子保护仔猪肝脏的分子机理。
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