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　　摘要：无菌采取鹅外周血并进行抗凝处理，以全血提取法、细胞分离直接提取法、细胞分离培养提取法及细胞分离
诱导提取法分别提取外周血中淋巴细胞的总ＲＮＡ；紫外分光光度计检测总ＲＮＡ的纯度和得率；以总ＲＮＡ为模板通过
ＲＴ－ＰＣＲ法扩增鹅α－干扰素（ＧｏＩＦＮ－α）基因，并构建重组质粒ｐＧＥＭＴ－α，通过比较ＧｏＩＦＮ－α序列确定各种提取
方法的可行性。结果显示，４种方法提取的 ＲＮＡ纯度高，均可作为模板扩增出目的基因，满足后续的分子生物学研
究；其中以细胞分离直接提取法制备的ＲＮＡ产量最多，此结论为外周血淋巴细胞总ＲＮＡ的提取提供了一种更快捷的
方法。
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　　干扰素是真核细胞对各种刺激作出反应而自然形成的一
组复杂且具有多种功能的活性蛋白质（主要是糖蛋白），是一

种由单核细胞和淋巴细胞产生的细胞因子［１］。刺激产生干

扰素的外源因素主要有病毒和其他种类的干扰素诱导剂，如

植物血凝素（ＰＨＡ）、刀豆素（ＣｏｎＡ）［２－３］。在外源因素刺激
下，原处于Ｇｏ期的淋巴细胞转化为淋巴母细胞，从而获得丰
富的含有丝分裂且生长活跃的细胞群体，终止分裂中期的淋

巴细胞，提取总ＲＮＡ并反转录，即可得到１个表达细胞因子
的ｃＤＮＡ库。多个报道显示［４－７］，为获取目的基因，一般在外

源因素刺激后再提取外周血淋巴细胞总ＲＮＡ，本研究尝试采
用多种方法制备总ＲＮＡ并扩增目的基因，以探索一种最为快
捷简便的外周血淋巴细胞总ＲＮＡ提取方法，为其他细胞因子
的分离奠定基础。

１　材料和方法

１．１　试验材料
成年扬州白鹅购自扬州瑞农科技有限公司；刀豆球蛋白

（ＣｏｎＡ）购自 Ｓｉｇｍａ公司；Ｔｒｉｚｏｌ购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；禽淋巴
细胞分离液购自天津市灏洋生物制品科技有限责任公司；

ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＭ－ＭｕＬＶＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ、ＲＮａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ、
ＴａｑＤＮＡ聚合酶、１ｋｂＤＮＡＬａｄｄｅｒｒ、ＰｒｅｓｔａｉｎｅｄＰｒｏｔｅｉｎ分子量
ｍａｒｋｅｒ、ｐＧＥＭ－ＴＥａｓｙＶｅｃｔｏｒＳｙｓｔｅｍ、限制性内切酶、质粒提
取试剂盒购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；胶回收试剂盒、细胞培养

液、细胞消化液、ＤＨ５α大肠杆菌感受态细胞购自康为世纪生
物科技有限公司。

１．２　引物设计与合成
根据已发表的ＧｏＩＦＮ－α基因序列（登录号：ＨＱ１１５５８３）

设计１对引物，拟扩增的全长序列为５７６ｂｐ。引物 Ｆ１：５′－
ＡＴＧＣＣＴＧＧＧＣＣＡＴＣＡＧＣＣＣＣＡＣ－３′和 Ｒ１：５′－ＴＴＡＧＣＧＣＡＴ
ＧＧＣＧＣＧＧＧＴＧＡＧＧ－３′由上海Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。
１．３　总ＲＮＡ提取
１．３．１　细胞分离诱导提取总ＲＮＡ　使用无菌注射器采取鹅
翼静脉血５ｍＬ，３．８％枸橼酸钠抗凝。按淋巴细胞分离液说
明书分离淋巴细胞，加入含１０％小牛血清的 ＲＰＭＩ－１６４０细
胞培养液并吹匀，计数后稀释至 ２×１０６个／ｍＬ。用终浓度
６４ｍｇ／ＬＣｏｎＡ刺激诱导［７］，于３７℃二氧化碳培养箱中培养
２４ｈ后，收集细胞并按Ｔｒｉｚｏｌ试剂说明书提取总ＲＮＡ，通过紫
外分光光度仪测其纯度和浓度。

１．３．２　细胞分离培养提取总ＲＮＡ　使用无菌注射器采取鹅
翅静脉血５ｍＬ，３．８％枸橼酸钠抗凝。按淋巴细胞分离液说
明书分离淋巴细胞，后将其重悬于含 １０％小牛血清的
ＲＰＭＩ－１６４０细胞培养液中，计数后稀释至２×１０６个／ｍＬ，于
３７℃二氧化碳培养箱中培养２４ｈ后，按 Ｔｒｉｚｏｌ说明书提取总
ＲＮＡ，通过紫外分光光度仪测其纯度和浓度。
１．３．３　细胞分离直接提取总ＲＮＡ　使用无菌注射器采取鹅
翼静脉血５ｍＬ，３．８％枸橼酸钠抗凝。按淋巴细胞分离液说
明书分离淋巴细胞，用ＰＢＳ重新悬浮，反复洗涤２～３次后按
Ｔｒｉｚｏｌ说明书提取总 ＲＮＡ，通过紫外分光光度仪测其纯度和
浓度。

１．３．４　全血提取总ＲＮＡ　使用无菌注射器采取鹅翼静脉血
５ｍＬ，３．８％枸橼酸钠抗凝。按 Ｔｒｉｚｏｌ说明书直接提取总
ＲＮＡ，通过紫外分光光度仪测其纯度和浓度。
１．４　ＧｏＩＦＮ－α基因的ＲＴ－ＰＣＲ扩增

ＧｏＩＦＮ－α基因的反转录（ＲＴ）：取上述４种 ＲＮＡ悬浮液
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各５μＬ，参照反转录酶说明书，均选用特异性引物Ｒ１分别合
成ｃＤＮＡ第１链，ＲＴ产物各自标记后于－２０℃保存。

ＧｏＩＦＮ－α基因的ＰＣＲ扩增：取上述４种ＲＴ产物各２μＬ
为ｃＤＮＡ模板，分别加入ＭｉｘＴａｑＤＮＡ聚合酶２５μＬ，上、下游
引物（Ｆ１、Ｒ１）各１μＬ，超纯水补足至各反应体系均５０μＬ，混
匀后参照下列反应程序进行ＰＣＲ扩增。反应程序：９５℃预变
性 ３ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，６８℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，２８个循
环；７２℃终延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物各取５μＬ经１．０％琼脂糖
凝胶电泳初步鉴定片段大小。

１．５　ＧｏＩＦＮ－α基因的克隆与鉴定
将上述４种经凝胶电泳鉴定后的 ＰＣＲ产物用胶回收试

剂盒纯化回收，并分别与 ｐＧＥＭＴ－ｅａｓｙ载体进行连接，按照
常规方法［８］转化ＤＨ５α感受态细胞后进行蓝白斑试验，提取
重组质粒并作酶切鉴定。将阳性ＧｏＩＦＮ－α全基因重组质粒
送至上海立菲生物技术公司测序。

２　结果与分析

２．１　总ＲＮＡ纯度与浓度测定
紫外分光光度仪分别测定４种不同方法提取的总ＲＮＡ纯

度和浓度，结果见表 １，其中 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值反映总 ＲＮＡ的
纯度。

表１　４种方法提取的总ＲＮＡ纯度和浓度

方法 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ 浓度（μｇ／ｍＬ）
细胞分离诱导提取法 ２．００２ ０．８８６
细胞分离培养提取法 ２．０１３ ０．９１２
细胞分离直接提取法 ２．００９ １．３７６

全血提取法 ２．０１６ １．１２３

２．２　ＧｏＩＦＮ－α全基因的扩增
对上述４种方法所得的扬州鹅外周血总 ＲＮＡ，采用体积

及反应条件完全相同的反应组分进行反转录。之后在相同条

件下进行全长 ＧｏＩＦＮ－α基因的 ＰＣＲ扩增。扩增产物经
１．２％浓度的琼脂糖凝胶电泳检测，均获得了符合预期大小的
约５７６ｂｐ的条带（图１）。

２．３　ＧｏＩＦＮ－α全基因克隆与鉴定
将各ＰＣＲ产物克隆至 ｐＧＥＭ－Ｔ载体，分别用限制性内

切酶ＳａｌⅠ或ＥｃｏＲⅠ对重组质粒进行酶切鉴定，酶切产物经
１．２％琼脂糖凝胶电泳检测，结果见图２（以细胞分离直接提

取法所得ＧｏＩＦＮ－α基因重组为例），均出现预期大小的ＤＮＡ
条带，鉴定正确的重组质粒命名为ｐＧＥＭＴ－α。

２．４　ＧｏＩＦＮ－α基因序列测定
将各种方法所对应的重组质粒ｐＧＥＭＴ－α送至上海立菲

生物技术公司测序，结果见表２。４种方法制备的 ＧｏＩＦＮ－α
序列同源性为１００．０％，与参考序列的同源性为９９．７％。

表２　４种方法对应ＧｏＩＦＮ－α序列与参考序列的同源性

方法
同源性（％）

参考序列 方法１ 方法２ 方法３ 方法４
参考序列 — ９９．７ ９９．７ ９９．７ ９９．７
方法１ — １００．０ １００．０ １００．０
方法２ — １００．０ １００．０
方法３ — １００．０
方法４ —

３　结论与讨论

本研究通过４种方法制备鹅外周血淋巴细胞总 ＲＮＡ并
扩增目的基因 ＧｏＩＦＮ－α，结果显示，各种方法所制备的总
ＲＮＡ均可扩增出预期的目的基因，其中以“细胞分离直接提
取法”所得总ＲＮＡ浓度最高，同等条件下所得目的基因产量
也最多。此结果提示我们：从外周血淋巴细胞中分离细胞因

子，可以避开以往的细胞分离诱导提取法，改用无需诱导剂的

细胞分离直接提取法，既高效又快捷，且能满足后期的分子生

物学研究。另外，全血提取法在不分离淋巴细胞的情况下直

接提取，同样获得了目的基因，因此在对目的基因无产量要求

的情况下全血提取法也是很好的选择。

本研究中的全血提取法、细胞分离培养提取法及细胞分

离直接提取法均未涉及到淋巴细胞的诱导，但却成功获得了

目的基因，究其原因可能是所采鹅已受到外来病毒的感染，外

周血淋巴细胞已转化为具有分化能力的淋巴母细胞，因此，分

离的外周血细胞就算没有刺激也可以达到预期目的。其中细

胞分离直接提取法，淋巴细胞已从全血中分离出来却又未经

培养，淋巴细胞密度大、活性高，因此同等条件下总ＲＮＡ和目
的基因产量均最高。而全血提取法可能含其他细胞 ＲＮＡ量
较多，故出现总ＲＮＡ产量高、目的基因产量不高的局面。

本研究各种方法获得的 ＧｏＩＦＮ－α基因序列与 ＧｅｎＢａｎｋ
中已发表的ＧｏＩＦＮ－α基因序列（登录号：ＨＱ１１５５８３）同源性
达９９．７％，说明该基因相对保守，证实了禽ＩＦＮ－α基因序列
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保守性良好、遗传进化变异缓慢的观点［９］。

综上所述，细胞分离直接提取法可以替代甚至优于之前

常用的诱导法以实现畜禽细胞因子的分离扩增；全血提取法

操作简单，在对目的基因无产量要求的情况下也可运用。
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１．０％、２．０％微生物发酵饲料的３个试验组，考察其对断奶仔猪的生长性能和腹泻情况的影响。试验结果表明，添加
１．０％微生物发酵饲料试验组效果较好，与对照组相比，料肉比降低了１２．８９％，处理间差异显著；同时该处理有效提
高了直肠中双歧杆菌、乳酸杆菌的数量，分别比对照组提高了１１．８３％、１５．２４％；该处理对仔猪腹泻率和粪便中大肠
杆菌的数量能起到显著的抑制作用。
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作者简介：李泳宁（１９７９—），男，福建诏安人，博士，讲师，研究方向为
微生态制剂。Ｅ－ｍａｉｌ：ｙｏｎｇｎｉｎｇｌｉ＠１６３．ｃｏｍ。

　　近年来，由于抗生素的长期使用而导致的药物残留、耐药
性等问题越来越引起社会的关注，中国饲料用料和饲料安全

问题遇到了严峻的挑战，因此寻找安全、高效的绿色新型饲料

势在必行。作为饲料工业重要发展方向的绿色饲料添加剂，

微生态制剂一直受到广泛关注。微生态制剂在调节动物机体

微生态平衡、预防疾病、提高饲料转化率和保护生态环境等方

面有着其他添加剂不可替代的作用［１－３］。

微生物发酵饲料是一种独特的发酵产品，该产品中不仅

含有活性微生物菌体，还含有微生物发酵代谢所产生的活性

成分，包括蛋白、核苷、寡糖、有机酸和未知生长因子等。目

前，微生物发酵饲料在欧美发达国家的饲养业中已经广泛使

用，并取得了良好的经济效益和社会效益。国内微生物发酵

饲料的研究起步较晚，但随着近年来饲料工业的快速发展，微

生物发酵饲料已被广泛应用于水产和畜禽的养殖中［４－６］。微

生物发酵饲料作为一种新型的生态型饲料，无疑为现代饲料

工业的发展供了一种全新安全的产品理念。

本试验采用了１种多种益生菌复合发酵的微生物发酵饲
料，其产物中不仅含有大量的活性益生菌，还含有其代谢产生

多种的酶、生长因子和有机酸等生物活性物质，将其应用于断

奶仔猪的饲养，考察其对仔猪生产性能、直肠内微生物菌群数

量、腹泻频率及粪便微生物数量的影响。

１　材料与方法

１．１　材料
微生物发酵饲料由笔者所在实验室制备，采用液体发酵

分别制备地衣芽孢杆菌、酿酒酵母、嗜酸乳杆菌的菌种，以玉

米粉、麸皮、豆粕等为固态基质，按一定比例接种后进行固态

发酵培养。产品主要成分：地衣芽孢杆菌≥１．０×１０９个／ｇ，
酿酒酵母≥２．０×１０８个／ｇ，嗜酸乳杆菌≥２．０×１０７个／ｇ，乳
酸含量≥２．０％。
１．２　试验动物分组与管理

试验猪场：福建闽清某猪场。试验时间：２８ｄ。
选择２８日龄健康杜×长×大三元杂交断奶仔猪１５０头。

随机分成５组，每组３个重复，每个重复１０头。Ａ组为对照
组（基础日粮组）；Ｂ组为基础日粮 ＋０．５％微生物发酵饲料、
Ｃ组为基础日粮＋１．０％微生物发酵饲料；Ｄ组为基础日粮＋
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