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雏鸡肠组织中ＣＤ４４的鉴定及时空表达特性
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摘要：为了解ＣＤ４４分子在雏鸡肠组织内的表达及其时空表达特性，设计１对引物，建立 ＲＴ－ＰＣＲ方法对ＣＤ４４

ｍＲＮＡ进行鉴定；以ＧＡＰＤＨ基因为内参，建立检测鸡ＣＤ４４基因表达水平的ＳＹＢＲ　ＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量（Ｑ－
ＰＣＲ）方法，对１～２８日龄商品鸡肠组织不同部位中ＣＤ４４ｍＲＮＡ表达水平进行检测。结果显示，从鸡肠组织中成

功鉴定出ＣＤ４４ｍＲＮＡ，建立的荧光定量方法能特异性检测到ＣＤ４４ｍＲＮＡ，ＣＤ４４和ＧＡＰＤＨ基因的扩增效率分

别为９５％和１０１％，线性范围均在１０８～１０４ 拷贝／μＬ，敏感度高，最低检测限分别为４５和７７个拷贝。建立的ＣＤ４４

ＳＹＢＲ　ＧｒｅｅｎⅠ荧光定量ＰＣＲ检测方法具有特异、灵敏、快速、重复性好等优点。雏鸡不同日龄，不同肠组织中

ＣＤ４４表达水平有所差异，５～２０日龄时的空肠组织和５～１０日龄时的直肠组织中ＣＤ４４表达量较高。
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　　许兰菊等［１］于２００４年首次报道鸡志贺菌病例，
主要以雏 鸡 脓 血 痢 为 特 征，病 死 率 可 达３．８４％～
３３．３％，耐过鸡生长缓慢。对我国部分地区有不同

程度腹泻病史的鸡群进行志贺菌感染血清流行病学

调 查 发 现，鸡 志 贺 菌 血 清 抗 体 阳 性 率 达２８．３％
（１５５／５４７）～３３．７％（２２６／６７０），说明 鸡 志 贺 菌 感 染

已成为我国鸡群发生腹泻疾病的重要病因之一［２］。
病原学研究发现，该致病菌在生物学及血清学特性

等方面与人源志贺菌完全相同［３］，表明志贺菌能在

人禽间交互传播，暗示着公共卫生和人类健康又面

３５　中 国 兽 医 学 报　２０１３年１月　第３３卷　第１期　Ｃｈｉｎ　Ｊ　Ｖｅｔ　Ｓｃｉ　Ｊａｎ．２０１３　Ｖｏｌ．３３　Ｎｏ．１　



临新的挑战。ＣＤ４４分子是细胞表面重要的分化抗

原，作为一种细胞黏附分子，发挥着多种功能。Ｓｋ－
ｏｕｄｙ等［４］和Ｌａｌｏｎｔ等［５］均 发 现，人 源 志 贺 菌 通 过

ｉｐａＢ蛋白和细胞表面蛋白ＣＤ４４特 异 性 结 合，从 而

介导志贺菌侵袭人肠上皮细胞并造成感染发病的。
目前家禽中ＣＤ４４研究报道较少，Ｃａｔｈｅｒｉｎｅ等［６］曾

用单抗技术鉴定鸡胚早期发育过程中ＣＤ４４的分泌

情况。然而，志贺菌的主要侵袭部位在肠组织，目前

家禽肠组织中ＣＤ４４的表达情况尚未见报道。本试

验拟 通 过 ＲＴ－ＰＣＲ方 法 鉴 定 肠 组 织 中 是 否 表 达

ＣＤ４４，另外通过荧光定量ＰＣＲ（Ｑ－ＰＣＲ）进一步研究

雏鸡肠组织中ＣＤ４４分子的时空表达特性，从而为研

究ＣＤ４４在志贺菌侵袭鸡肠上皮细胞中的作用及感

染鸡的机制奠定基础，以期阐明人源志贺菌获得感染

鸡的能力及宿主谱扩大的机制。

１　材料与方法

１．１　试验动物　１日 龄 商 品 三 黄 鸡 购 于 河 南 农 业

大学畜牧站。

１．２　主要试剂与仪器　ｒＴａｑＤＮＡ 聚合酶、小量凝

胶回收 试 剂 盒 为 ＴａＫａＲａ公 司 产 品；ＴａｑＴＭ 酶、

ＳＹＢＲ　ＧｒｅｅｎⅠＰｒｅＭｉｘ 聚 合 酶、ＤＬ２０００ ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ、Ｅａｓｙ　ｄｉｌｕｔｉｏｎ稀 释 液、ｐＭＤ１８－Ｔ载 体、工

程菌ＤＨ５α等为大连宝生物工程有限公司产品；质

粒小量制备试 剂 盒、琼 脂 糖 凝 胶 快 速 回 收ＤＮＡ试

剂盒、病毒基因组ＤＮＡ提取试剂盒等购自Ｂｉｏｔｅｋｅ
公司；Ｌｉｇｈｔｃｙｃｌｅ　１．５ 荧 光 定 量 ＰＣＲ 仪 为 美 国

Ｒｏｃｈｅ公 司 产 品；核 酸 蛋 白 检 测 仪 为 美 国Ｂｉｏ－Ｒａｄ
公司产品；超纯水仪为美国Ｂａｒｎｓｔｅａｄ公司产品。

１．３　ＣＤ４４ｍＲＮＡ　ＲＴ－ＰＣＲ检测方法的建立及测定

１．３．１　引物的设计　根 据 ＧｅｎＢａｎｋ收 录 的 鸡

ＣＤ４４基因（ＮＭ＿２０４８６０），在 其 核 苷 酸 保 守 序 列 设

计１对引物，能扩增３３９ｂｐ的特异性片段。上游引

物（Ｐ１）：５′－ＧＡＧＴＧＴＡＧＣＧＧＴＡＣＧＡＡＧ－３′，下 游

引物（Ｐ２）：５′－ＡＡＴＧＣＣＴＧＴＡＡＧＡＴＧＧＡＧ－３′，引

物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

１．３．２　雏鸡肠组织总ＲＮＡ提取　按 Ｔｒｉｚｏｌ法提

取鸡肠组织总ＲＮＡ，－２０℃保存备用。

１．３．３　ＣＤ４４ｃＤＮＡ的反转录合成　反应体系为：
模板 ＲＮＡ　８μＬ、５×ｂｕｆｆｅｒ　４μＬ、ｄＮＴＰ（１０ｍｏｌ／

ｍＬ）１μＬ，下游引物（２０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，ＲＮａｓｅ抑

制剂（４０Ｕ／μＬ）０．５μＬ，反转录酶Ｍ－ＭＬＶ（２００Ｕ／

μＬ）０．５μＬ，加ＤＥＰＣ水至２０μＬ，反应条件为４２℃
１ｈ，９５℃５ｍｉｎ。

１．３．４　鸡ＣＤ４４ＰＣＲ扩增及测序　ＰＣＲ反 应 体 系

为：反转 录 产 物５μＬ、５Ｕ／μＬ　Ｔａｑ酶０．５μＬ、１０×
ｂｕｆｆｅｒ　５．０μＬ、１０ｍｏｌ／ｍＬ　ｄＮＴＰｓ　０．５μＬ、２５ｍｏｌ／ｍＬ
ＭｇＣｌ　５．０μＬ、１０ｍｏｌ／Ｌ上、下游引物各１μＬ，加灭菌

纯水 至５０μＬ，反 应 条 件 为：９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，

５８℃３０ｓ，７２℃４５ｓ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ。取ＰＣＲ
扩增产物在１％琼脂糖凝胶电泳上进行电泳，将３３９
ｂｐ的ＤＮＡ目的条带切下后，用小量凝胶回收试剂盒

回收。按说明书将目的片段与ｐＭＤ１８－Ｔ载体连接，
并转化ＤＨ５α感受态细胞，挑选生长的菌落进行纯培

养，提取质粒进行ＰＣＲ鉴定及测序分析。

１．４　相对荧光定量检测ＣＤ４４基因表达方法的建立

１．４．１　引物的设计　根据ＮＣＢＩ已发表的鸡ＣＤ４４
基因序列（ＮＭ＿２０４８６０）设计１对引物，上游引物Ｐ３
５′－ＧＡＧＴＧＴＡＧＣＧＧＴＡＣＧＡＡＧ－３′，下 游 引 物 Ｐ４
５′－ＴＡＧＧＡＡＣＴＧＧＧＡＡＣＴＧＡＣＴ －３′。ＧＡＰＤＨ
参照文献［７］介绍的方法设计引物，上游引物Ｐ５　５′－
ＧＧＴＧＧＴＧＣＴＡＡＧＣＧＴＧＴＴＡＴ －３′，下游引物Ｐ６　５′－
ＡＣＣＴＣＴＧＴＣＡＴＣＴＣＴＣＣＡＣＡ－３。ＣＤ４４、ＧＡＰＤＨ
预期扩增片段分别为２２６、２６４ｂｐ，引物由上海生工

生物工程技术服务有限公司合成。

１．４．２　总ＲＮＡ的制备　方法同１．３．２。

１．４．３　ＣＤ４４、ＧＡＰＤＨ　ｃＤＮＡ的反转录合成　方

法参照１．３．３所述。

１．４．４　ＣＤ４４、ＧＡＰＤＨ 分子阳性标准品的制备　
ＰＣＲ反应体系相同：反转录产物５μＬ、５Ｕ／μＬ　Ｔａｑ
酶０．５μＬ、１０×ｂｕｆｆｅｒ　５．０μＬ、１０ｍｏｌ／ｍＬ　ｄＮＴＰｓ
０．５μＬ、２５ｍｏｌ／ｍＬ　ＭｇＣｌ２５．０μＬ，上、下游引物各

１μＬ，补 水 至５０μＬ。ＣＤ４４ＰＣＲ循 环，９４℃５ｍｉｎ，

９４℃３０ｓ，５８℃３０ｓ，７２℃４５ｓ，３５个 循 环；７２℃１０
ｍｉｎ。ＧＡＰＤＨ 退 火 温 度 为５９℃，其 余 操 作 相 同。
取ＰＣＲ扩增产 物 在１％琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 上 进 行 电

泳，将ＤＮＡ目的条带切下后，用小量凝胶回收试剂

盒回收。按说明书将目的片段与ｐＭＤ１８－Ｔ载体连

接，并转化ＤＨ５α感受态细胞，挑选生长的菌落进行

纯培养，提取质粒进行ＰＣＲ鉴定及测序分析。取重

组质粒作为标准品，用核酸蛋白检测仪测定Ｄ２８０和

Ｄ２６０，计算标准品的纯度和浓度。

１．４．５　相对定量ＰＣＲ方法的初步建立　反应总体

积为２０μＬ，其 中ＳＹＢＲ荧 光ＰＣＲ反 应 液１０μＬ，
上、下游引物（１０ｍｏｌ／Ｌ）各０．８μＬ，质粒模板２μＬ，
补水至２０μＬ。反应程序共分３个步骤，扩增曲线的

制作过程：９５℃１ｍｉｎ；９５℃１ｓ，５５℃５ｓ，７２℃１１ｓ，
扩增４０个循环；荧光定量ＰＣＲ反应结束后熔解曲线

的生成：９５℃５ｓ，２０℃／ｓ（每秒 温 度 递 升２０℃）；６０℃
６０ｓ，９５℃０ｓ后０．１℃／ｓ；仪器温度回位：４０℃３０ｓ冷
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却。同时设不加模板的阴性做对照。

１．４．６　循环条件优化　采 用ＳＹＢＲ＠Ｐｒｅｍｉｘ　Ｅｘ
ＴａｑＴＭ 试剂 推 荐 的２０μＬ反 应 体 系，即ＳＹＢＲ＠
Ｐｒｅｍｉｘ　Ｅｘ　ＴａｑＴＭ１０μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ上、下游引物各

０．５μＬ，ｃＤＮＡ　２μＬ，７．０μＬ去离子水，分别采用二

步法（９５℃３０ｓ；９５℃５ｓ，６０℃２０ｓ，４０个循环）和三

步法（９５℃３０ｓ；９５℃５ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃４０ｓ，４０个

循环）扩增ＣＤ４４、ＧＡＰＤＨ分子ｃＤＮＡ。

１．４．７　退火温度优化　 采 用 优 化 的 循 环 条 件，在

其他条件不变的情况下，在５５～６５℃对扩增ＣＤ４４、

ＧＡＰＤＨ分子ＤＮＡ的退火温度进行优化。

１．４．８　引物浓度优化　采用优化的循环条件及退

火温度，分别对２～１０ｐｍｏｌ引物量进行优化。

１．４．９　标准曲线的制作　将阳性标准品连续１０倍

系列稀释，用优化的 Ｑ－ＰＣＲ条件进行检测，建立标

准曲线。

１．４．１０　重复性评价　用建立的 Ｑ－ＰＣＲ分别 对５
个稀释度（１０－３～１０－７）ＣＤ４４、ＧＡＰＤＨ分子标准阳

性样本进行检测，在同一次检测设４个重复管，计算

批内变异系数；上述标准阳性样本于－７０℃保存，定
期复检，间隔１周，每个样本３次重复，共复检４次，
计算批间变异系数。

１．４．１１　灵敏度测定　核酸蛋白检测仪测定阳性标

准品Ｄ值并换算其拷贝数，用极限稀释法对阳性标

准品进行１０倍系列稀释，用优化的 Ｑ－ＰＣＲ条件进

行检测，确定其最小检出拷贝数。

１．５　雏鸡鸡肠组织 ＣＤ４４ｍＲＮＡ动态表达水平的

测定　用本试验建立的荧光定量ＰＣＲ方法对１、５、

１０、１５、２０、２８日 龄 鸡 肠 组 织ＣＤ４４分 子 ｍＲＮＡ表

达量进行检测，计算ＣＤ４４ｍＲＮＡ相对表达水平。

２　结果

２．１　鸡 肠 组 织ＣＤ４４鉴 定　用ＣＤ４４特 异 性 引 物

从鸡肠组织中扩增出１条约３３９ｂｐ的片段，与预期

结果 相 符（图１）。在 ＧｅｎＢａｎｋ上 进 行ＢＬＡＳＴ比

对，结果显示 扩 增 产 物 与 已 公 布 的 鸡ＣＤ４４核 苷 酸

序列（ＮＭ＿２０４８６０）的同源性为９９％。

２．２　ＣＤ４４相对荧光定量检测方法的建立

２．２．１　常规反转录ＰＣＲ扩增结果　分别用ＣＤ４４、

ＧＡＰＤＨ的特异性引物对鸡肠组织的反转录产物进

行ＰＣＲ扩 增，ＣＤ４４和 ＧＡＰＤＨ 的ＰＣＲ产 物 经 琼

脂糖电泳分别 得 到２２６ｂｐ和２６４ｂｐ的 特 异 条 带，
且无杂带（图２）。经序列测定和比对，结果显示与鸡

ＣＤ４４核苷酸序列（序列号：ＮＭ＿２０４８６０）和ＧＡＰＤＨ

核苷酸序列（序列号：Ｋ０１４５８）的同源性均为１００％。

图１　鸡肠 组 织ＣＤ４４ｍＲＮＡ反 转 录 产 物 常 规ＰＣＲ　Ｍ．

ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１．肠组织ＣＤ４４ｍＲＮＡ反转录

ＰＣＲ产物；２．阴性对照

图２　鸡肠组织ＣＤ４４、ＧＡＰＤＨ　ｍＲＮＡ反转录产物ＰＣＲ结

果　Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１．肠组织ＣＤ４４ｍＲＮＡ

反转录ＰＣＲ产物；２．肠 组 织 ＧＡＰＤＨ　ｍＲＮＡ 反 转 录

ＰＣＲ产物；３．阴性对照

２．２．２　标准质粒ＤＮＡ浓度的测定　将 提 取 的 标

准质粒 经 ＰＣＲ 鉴 定 后，用 核 酸 蛋 白 检 测 仪 测 定

ＣＤ４４、ＧＡＰＤＨ 的 质 量 浓 度 分 别 为４７．７ｍｇ／Ｌ和

７６．１ｍｇ／Ｌ，换算成拷贝数分别１．４７×１０１０拷贝／μＬ
和２．３５×１０１０拷贝／μＬ。

２．２．３　优化的Ｑ－ＰＣＲ条件　根据试验结果，确定

了 Ｑ－ＰＣＲ 的 最 佳 反 应 体 系：ＳＹＢＲ　Ｐｒｅｍｉｘ　Ｅｘ
ＴａｑＴＭ１０μＬ，上、下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．７μＬ，

ｄｄＨ２Ｏ　８．６μＬ，总体积２０μＬ荧光定量ＰＣＲ反 应

采用三步法，９５℃预变性１ｍｉｎ，９５℃变性１０ｓ，５２℃
退火５ｓ，７２℃延 伸８ｓ（断 点 搜 集 荧 光），９５℃０ｓ、

２０℃／ｓ（每 秒 温 度 递 升２０℃），６０℃３０ｓ、２０℃／ｓ，

９５℃０ｓ后０．１℃／ｓ连续搜集荧光，４０℃冷却１０ｓ。

２．２．４　溶解曲线分析　ＣＤ４４、ＧＡＰＤＨ 分 子 ｍＲ－
ＮＡ　Ｑ－ＰＣＲ产物熔解 曲 线 分 析 结 果 见 图３和 图４。

从 图 中 可 见，ＣＤ４４、ＧＡＰＤＨ 分 子 ｍＲＮＡ　Ｑ－ＰＣＲ
产物都只有１个特异峰，无引物二聚体及非特异性
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产物形成，熔解温度（Ｔｍ）分别为（８２．２１±０．１２）℃、
（８６．７０±０．２０）℃。

图３　荧光定量ＰＣＲ检测ＣＤ４４标准品的溶解曲线

图４　荧光定量ＰＣＲ检测ＧＡＰＤＨ标准品的溶解曲线

２．２．５　标准曲线　ＣＤ４４、ＧＡＰＤＨ 分 子 的 扩 增 曲

线分别见图５和图６，标准曲线见图７和图８。从图

７和图８可 见，本 试 验 建 立 的 Ｑ－ＰＣＲ定 量 检 测 鸡

ＣＤ４４、ＧＡＰＤＨ 分 子 ｍＲＮＡ 的 线 性 范 围 分 别 是

１０－３～１０－８和１０－２～１０－８，标准曲线相关系数均为

ｒ２＝１．００，扩增效率分别９５％和１０１％，标准曲线方

程分别为：ｙ（ＣＤ４４）＝－３．２７９ｘ＋３２．１７；ｙ（ＧＡＰＤＨ）

＝－３．４３６ｘ＋３７。

２．２．６　特异性　在相同反应体系和条件下，特异性

检测结果显 示，本 试 验 建 立 的 Ｑ－ＰＣＲ方 法 与 志 贺

菌、大肠杆菌等鸡常见病原无交叉反应。

２．２．７　重复性及再现性　Ｑ－ＰＣＲ 检 测 ＣＤ４４、

ＧＡＰＤＨ分子ｍＲＮＡ的 重 复 性 及 再 现 性 结 果 见 图

９和 图１０。从 中 可 见，Ｑ－ＰＣＲ 检 测 同 一 批 样 本

ＣＤ４４、ＧＡＰＤＨ分子 ｍＲＮＡ表 达 水 平 的２次 平 行

试 验 的 批 内 变 异 系 数 分 别 为１．１３％～２．１５％、

１．１６％～３．４％。另外，不同时间检测同一批样本的批

图５　荧光定量ＰＣＲ检测ＣＤ４４标准品的扩增曲线　１～６．

１．４７×１０８、１．４７×１０７、１．４７×１０６、１．４７×１０５、１．４７×

１０４、１．４７×１０３拷贝／Ｌ。

　图６　荧光定量ＰＣＲ检测ＧＡＰＤＨ标准品的扩增曲线

１～７分别为２．３５×１０８、２．３５×１０７、２．３５×１０６、

２．３５×１０５、２．３５×１０４、２．３５×１０３、２．３５×１０２拷

贝／μＬ

图７　荧光定量ＰＣＲ检测ＣＤ４４标准品的标准曲线
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图８　荧光定量ＰＣＲ检测ＧＡＰＤＨ标准品的标准曲线

图９　荧光定量ＰＣＲ检 测ＣＤ４４标 准 质 粒 重 复 性 扩 增 曲 线

　１～３分 别 为１．４７×１０７、１．４７×１０６、１．４７×１０５拷

贝／μＬ

间变异系数分别为１．１６％～２．２５％、１．６６％～３．８６％。

２．２．８　灵敏度　Ｑ－ＰＣＲ对ＣＤ４４分 子 ｍＲＮＡ的

最小检出量为４５拷贝，对ＧＡＰＤＨ分子 ｍＲＮＡ的

最小检出量为每个反应７７拷贝。

２．３　雏鸡肠 组 织ＣＤ４４、ＧＡＰＤＨ分 子 ｍＲＮＡ的 动

态表达　以１日龄雏鸡ｍＲＮＡ表达水平为１，不同

肠段为横坐标，ＣＤ４４分子 ｍＲＮＡ相对表达水平的

差异倍数为纵坐标，１～２８日龄雏鸡不同肠段组 织

均有ＣＤ４４表达，表达水平见图１１。从图中可见，１
～２８日龄雏鸡肠组织ＣＤ４４分子ｍＲＮＡ表达并非十

分平稳，其中空肠、直肠的表达量要高于十二指肠、回
肠、盲肠组织，空肠组织在５～２０日龄时相对表达量

高，直肠组织在５～１０日龄时相对表达量较高。

图１０　荧光定 量ＰＣＲ检 测 ＧＡＰＤＨ 标 准 质 粒 重 复 性 扩 增

曲线　１～３分 别 为２．３５×１０８、２．３５×１０７、２．３５×

１０６ 拷贝／μＬ

图１１　雏鸡不同肠段组织ＣＤ４４的动态表达

３　讨论

３．１　受 体 的 鉴 定　ＣＤ４４分 子 是 细 胞 表 面 重 要 的

分化抗原，属黏附分子家族，是一种细胞表面跨膜糖

蛋白分子，目前研究表明，ＣＤ４４作为一种细胞黏附

分子，发挥着多种功能，如参与细胞间的黏附，促进

成纤维细胞 和 淋 巴 细 胞 与 细 胞 外 基 质（Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕ－
ｌａｒ　ｍａｔｒｉｘｃ，ＥＣＭ）如 透 明 质 酸、硫 酸 软 骨 素、纤 维

素、糖以及层 黏 蛋 白、纤 连 蛋 白 和 胶 原 蛋 白 等 的 黏

附；与细胞骨架蛋白结合，参与细胞的运动及细胞内
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外的信号传导，并且通过胞质尾部外显子的变异拼

接，使其具有 不 同 的 转 导 功 能；结 合 并 中 和 透 明 质

酸，更新间质组织成分等。另外，ＣＤ４４与肿瘤的关

系，特别是与肿瘤的发生、发展、转移和预后的关系

是近几 年 提 出 的 较 新 课 题，其 研 究 还 处 于 早 期 阶

段［８］。
在志贺 菌 的 致 病 机 制 研 究 中，Ｓｋｏｕｄｙ等［４］和

Ｌａｆｏｎｔ等［５］均发现，志贺菌分泌的ＩｐａＢ蛋白和细胞

表面蛋白ＣＤ４４特 异 性 结 合，在 志 贺 菌 侵 袭 肠 上 皮

细胞过程中发挥着重要作用。目前，在家禽中尚未

见有雏 鸡 肠 组 织 ＣＤ４４分 子 的 相 关 报 道。Ｃｏｒｂｅｌ
等［６］用针对ＣＤ４４的单抗对鸡胚早期发育过程中包

括神经脊在内的不同细胞迁移过程中ＣＤ４４的表达

情况做了研究，但ＣＤ４４的单抗仍无商品化，制备单

抗的成本也较高分子生物学的发展为ＣＤ４４分子的

研究提供可能性，随着鸡ｍＲＮＡ数据库的建立和不

断完善［９－１０］，鸡ＣＤ４４ｍＲＮＡ的 序 列 得 到 公 布。本

试验 以 此 为 模 板，通 过 设 计 特 异 性 引 物、反 转 录、

ＰＣＲ扩增，成功在鸡肠组织中检测到ＣＤ４４ｍＲＮＡ
的存 在，测 序 结 果 表 明，扩 增 片 段 与 ＮＣＢＩ公 布 的

ＣＤ４４已知序列同源性为９９％，说明雏鸡肠组织能够

表达ＣＤ４４，这可能为志贺菌能侵袭感染鸡的物质基

础。鸡肠组织中ＣＤ４４的成功鉴定为进一步研究其

时空性表 达、建 立 荧 光 定 量ＰＣＲ方 法 提 供 了 基 础。
此外，为进一步应用ＲＮＡｉ沉默等技术研究ＣＤ４４在

志贺菌感染家禽的分子机制提供了可能性。

３．２　荧光定量方法的建立　特定基因的时空性表

达目前采用的技术主要有免疫组化技术、荧光定量

ＰＣＲ等。李淑玲等［１１］曾应用免疫技 术 结 合 体 视 学

方法对不同胚龄及生后日龄小鼠肾组织中的整合素

α２、α３及α５的 表 达 进 行 了 系 统 观 察 和 定 量 分 析。
而实 时 荧 光 定 量ＰＣＲ技 术 具 有 特 异 性 强、重 复 性

好、灵 敏 度 高、定 量 准 确、速 度 快、全 封 闭 反 应 的 优

点，成为分子生物学研究中的重要工具。郭睿等［１２］

在研究睾丸特异基因在生精细胞中阶段性表达的定

量分 析 中，认 为 应 用 荧 光 定 量ＰＣＲ技 术 能 够 更 方

便、更直接、更准确地对精子发生相关基因进行定量

分析，所获数据可以更客观地反映基因的阶段性差

异表达特性，同 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂 交、普 通ＰＣＲ相 比，荧

光定量ＰＣＲ技术具有独特的优势。同时，试验所得

基因的阶段性差异表达结果为深入研究相关蛋白产

物的功能提供了有力的数据支持。
本试验采用相对荧光定量ＰＣＲ方法，选取应用

较广 的 ＧＡＰＤＨ 基 因 作 为 内 参，具 有 方 法 敏 感 性

高、稳定性和再现性好的特性，可以作为应用检测鸡

肠组织内ＣＤ４４时空性表达的研究方法。

３．３　雏鸡ＣＤ４４的 时 空 性 表 达　雏 鸡 各 段 肠 组 织

在１到２８日龄内均有ＣＤ４４的表达，这与ＣＤ４４本

身功能有关，作为细胞表面重要的分化抗原，在许多

细胞均有分布，包括淋巴细胞、单核细胞、红细胞、上
皮细胞、成纤维细胞、平滑肌细胞、神经胶质细胞及

肿瘤细胞［１３］。肠组织作为一个机体重要组织，包括

有肠上皮细胞、淋巴细胞、单核细胞、成纤维细胞等

细胞。
但是，不同的肠组织在不同的日龄表达各异，５

～１５日龄时空肠、直肠组织ＣＤ４４的表达量相对于

十二指肠、回肠和盲肠的表达要高。许兰 菊 等［１］研

究发现，鸡志贺菌病能够引起雏鸡脓血痢疾，肠道出

血、水肿和肠黏膜溃疡，发病雏鸡主要集中在５～９
日龄。本 试 验 发 现，相 同 日 龄 内 空 肠 和 直 肠 中

ＣＤ４４的表达 量 也 相 对 较 高，志 贺 菌 对 雏 鸡 感 染 的

敏感期 很 可 能 与 肠 组 织 中 ＣＤ４４的 表 达 量 相 关。

Ｓｋｏｕｄｙ等［４］发现，ＣＤ４４参与志贺菌的侵袭过程，在
志贺 菌 侵 入 期 间，ＣＤ４４在 侵 入 位 点 聚 集，用 抗

ＣＤ４４单抗对 细 胞 进 行 处 理 后，志 贺 对 细 胞 的 侵 染

受到 抑 制，同 时 ＣＤ４４表 达 量 减 少。对 胞 内 缺 少

ＣＤ４４的细胞，用ＣＤ４４转 染 后，志 贺 菌 与 细 胞 的 结

合增强。而鸡ＣＤ４４与人的不同，对于空肠、直肠中

ＣＤ４４的表达在志贺菌侵袭雏鸡的过程中发挥的作

用与志贺感染人的过程是否一样，有待进一步研究。
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［１１］　李淑玲，田　鹤，郭　敏．小 鼠 肾 发 育 巾 整 合 素α２、α３
及α５的表 达［Ｊ］．重 庆 医 科 大 学 学 报，２０１０，３５（５）：

６６０－６６２．
［１２］　郭　睿，李喜霞，王惠珍．小鼠睾丸特异基因在生精细

胞中阶段性表达 的 定 量 分 析［Ｊ］．动 物 学 杂 志，２００９，

４４（１）：３９－４６．
［１３］　马力群，窦 科 峰．黏 附 分 子ＣＤ４４的 研 究 进 展 与 肝 外

胆管癌［Ｊ］．宁夏医学杂志，２００１，２３（１）：６０－６２．
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