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摘 要：本试验旨在研究饲粮添加鱼油对蛋鸡体液和细胞免疫机能的影响。试验选用 450

只 31周龄的健康海兰褐蛋鸡，随机分为 5个组，每组 6个重复，每个重复 15只鸡。对照组

饲喂玉米–豆粕型基础饲粮，试验组在基础饲粮基础上分别添加 0.54%、1.08%、2.17%和

4.34%的鱼油（二十二碳六烯酸含量分别为 0.68、1.35、2.70 和 5.40 mg/g）。预试期 1 周，

正试期 12周。结果表明：1）饲粮添加鱼油对蛋鸡脾脏指数、胸腺指数及血清免疫球蛋白 A

含量无显著影响（P>0.05）。2）免疫后 7和 14 d，试验组蛋鸡血清禽流感 H9抗体水平显著

高于对照组（P<0.05），2.17%鱼油组抗体水平最高；免疫后 28 d，试验组蛋鸡血清禽流感

H9抗体水平有高于对照组的趋势（P<0.10）。免疫后 7和 14 d，试验组蛋鸡血清新城疫抗体

水平显著高于对照组（P<0.05）；免疫后 28 d，试验组蛋鸡血清新城疫抗体水平与对照组相

比无显著差异（P>0.05）。3）与对照组相比，4.34%鱼油组蛋鸡脾脏白细胞介素–2和白细

胞介素–6基因的相对表达量显著降低（P<0.05），1.08%和 2.17%鱼油组蛋鸡脾脏白细胞介

素–10和干扰素–γ基因的相对表达量显著提高（P<0.05）。4）除 4.34%鱼油组外，饲粮补

充鱼油对蛋鸡脾脏淋巴细胞刺激指数和凋亡率无显著影响（P>0.05）。综上，饲粮添加

0.54%~2.17%鱼油能较好地改善蛋鸡免疫机能，过高（4.34%）无益。
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作为一种营养调控剂，ω-3 长链多不饱和脂肪酸（PUFA）在调控炎症反应和免疫功能

等方面的作用，逐渐受到重视。其在体内参与氧化供能，调节脂类介质的合成以及细胞因子

的释放和激活，还参与细胞膜组成，影响细胞膜结构，从而调控机体炎症反应并影响多种免
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疫细胞的功能[1]。营养免疫是在利用特殊营养物质调控机体免疫情况、增强免疫功能，已受

到国内外许多学者重视。免疫营养剂能改变机体对病原体的免疫应答，当以高于适宜量饲喂

时，可改变机体免疫反应，膳食补充ω-3 PUFA的人群炎症和自身免疫病的发病率较低，表

明ω-3 PUFA具有免疫调节和抗炎活性[2]。当前在家禽中使用的免疫调节剂多系人类疾病模

型中发挥抗炎作用的物质[3]。

作为一种免疫营养剂，PUFA在临床上常被用作治疗炎性疾病。当机体受到炎症或免疫

的刺激时，磷脂酶 A2(PLA2)会催化磷脂甘油裂解，产生溶血磷脂酰胆碱（LPC）和类二十烷

酸前体[1]。类二十烷酸的代表物质有花生四烯酸(AA)、前列腺素（PGE）等，急性炎症反应

中，PGE2（以 AA为前体）不仅发挥自身的促炎作用，还会诱发信号通路下游核转录因子-κB

（NF-κB）途径，使促炎细胞因子——肿瘤坏死因子（TNF）–α、白细胞介素-1β（IL-1β）、

白细胞介素-6（IL-6）、环氧化酶-2（COX-2）和一氧化氮合酶(iNOS)水平升高。ω-3 PUFA

作为前体时，会产生促炎效果偏弱的 PGE3，并以此削弱炎症反应，产生抗炎效果[1]，同时

也通过抑制树突细胞中主要组织相容性复合体Ⅱ（MHCⅡ）的表达，抑制抗原呈递削弱炎

症反应[2]。ω-3 PUFA对家禽免疫应答有潜在调节作用[4-5]。鱼油是二十二碳六烯酸（DHA）

和二十碳五烯酸（EPA）的优质原料，是炎症反应的脂类介质的前体物质，具有抗炎和免

疫调节功能[6]，当前对ω-3 PUFA的免疫作用的研究多集中在人体健康的研究中，对家禽尤

其是高峰期产蛋鸡的研究较少。因此，本试验在高峰期产蛋鸡饲粮中加入不同水平的鱼油，

探索ω-3 PUFA对蛋鸡免疫器官指数、体液和细胞免疫的影响，以期为ω-3 PUFA对蛋鸡免疫

机能的调节作用提供试验科学指导，为临床营养与免疫关系提供依据。

1 材料与方法

1.1 试验设计与饲粮

试验选用 31周龄体况良好、产蛋率接近的海兰褐蛋鸡 450只，采用单因子完全随机设

计，随机分为 5个组，每组 6个重复，每个重复 15只鸡。对照组（1组）饲喂玉米–豆粕型

基础饲粮，试验组（2~5组）在基础饲粮基础上分别添加 0.54%、1.08%、2.17%和 4.34%的

鱼油，DHA含量分别为 0.67、1.35、2.70和 5.40 mg/g（测定值为 0.76、1.13、2.73和 4.55 mg/g）。

鱼油购自佛山市大茂饲料有限公司，实测 DHA含量为 125 mg/g。各组饲粮（组成及营养水

平见表 1）等氮等能，参照 NY/T 33—2004配制，饲粮脂肪酸组成见表 2。

表 1 饲粮组成及营养水平（风干基础）

Table 1 Composition and nutrient levels of diets (air-dry basis) %
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项目 Items
组别 Groups

1 2 3 4 5

原料 Ingredients

玉米 Corn 55.45 57.80 55.75 54.88 51.20

豆粕 Soybean meal 27.47 27.38 27.40 27.20 26.61

麦麸 Wheat bran 1.00 1.00 2.00 4.00

鱼油 Fish oil 0.54 1.08 2.17 4.34

棕榈油 Palm oil 4.20 2.40 2.50 1.80

石粉 Limestone 9.00 9.00 9.00 9.00 9.00

食盐 NaCl 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30

DL–蛋氨酸 DL-Met 0.09 0.09 0.09 0.09 0.21

赖氨酸 Lys 0.13

磷酸氢钙 CaHPO4 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

预混料 Premix1) 1.46 1.46 1.46 1.46 1.46

抗氧化剂 Antioxidant2) 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03

沸石粉 Zeolite powder 0.39 0.07 1.72

合计 Total 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00

营养水平 Nutrient levels3)

代谢能 ME/(MJ/kg) 11.49 11.49 11.49 11.49 11.49

粗蛋白质 CP 16.81 16.81 16.81 16.81 16.81

钙 Ca 3.37 3.37 3.37 3.37 3.37

有效磷 AP 0.33 0.33 0.33 0.33 0.33

蛋氨酸 Met 0.36 0.36 0.36 0.36 0.44

赖氨酸 Lys 0.89 0.89 0.89 0.89 0.89

1)预混料为每千克饲粮提供 Premix provided the following per kg of diets:VA 12 500 IU，VD3 4 125 IU，

VE 15 IU，VK 2 mg，硫胺素 thiamine 1 mg，核黄素 riboflavin 8.5 mg，泛酸钙 calcium pantothenate 11 mg，

烟酸 niacin 32.5 mg，吡哆醇 pyridoxine 8 mg，生物素 biotin 0.5 mg，二氢叶酸 dihydrofolic acid 1.25 mg，

VB12 0.02 mg，Mn 65 mg，I 1 mg，Fe 60 mg，Cu 8 mg，Zn 66 mg，胆碱 choline 1 000 mg，植酸酶 phytase

300 mg；蒙脱石 montmorillonite 1 000mg，酵母培养物 yeast culture 10 g。

ch
in

aX
iv

:2
01

81
2.

00
71

2v
1

ChinaXiv合作期刊



2)抗氧化剂为每千克饲粮提供 Antioxidant provided the following per kg of diets:乙氧基喹啉 ethoxyquin

150mg，VE 100 mg，茶多酚 tea polyphenols 50 mg。

3)代谢能和有效磷为计算值，其余为实测值。The ME and AP were calculated values, while the others were

measured values.

表 2 饲粮脂肪酸组成（干物质基础）

Table 2 Fatty acid composition of diets (DM basis) mg/g

项目 Items 组别 Groups

1 2 3 4 5

C12:0 0.31 0.34 0.28 0.28 0.34

C14:0 0.51 0.73 1.12 2.24 3.27

C15:0 0.03 0.07 0.10 0.22 0.35

C16:0 24.47 17.02 18.61 20.60 14.59

C16:1 0.15 0.56 1.07 2.46 3.82

C17:0 0.09 0.11 0.16 0.31 0.44

C18:0 3.1 2.30 2.56 3.21 2.80

C18:1 n9c 28.87 18.96 20.61 21.20 13.01

C18:2 n6c 24.39 21.25 21.95 23.09 20.92

C18:3 n3 1.44 1.52 1.44 0.04 0.04

C20:0 0.05 0.26 0.30 0.38 0.39

C20:1 0.16 0.21 0.28 0.52 0.81

C21:0 0.02 0.03 0.04 0.07 0.12

C20:3 n6 0.00 0.01 0.02 0.15 0.08

C20:4 n6 0.00 0.08 0.15 0.33 0.50

C20:5 n3 0.02 0.55 1.13 2.79 4.51

C22:0 0.03 0.12 0.13 0.17 0.16

C24:0 0.17 0.21 0.30 0.57 0.76

C22:6 n3 0.03 0.76 1.13 2.73 4.55

C24:1 0.01 0.02 0.05 0.11 0.05

饱和脂肪酸 SFA 28.75 21.19 23.59 28.03 23.23
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多不饱和脂肪酸 PUFA 25.88 24.17 25.81 29.03 30.61

ω-3多不饱和脂肪酸 ω-3 PUFA 1.49 2.83 3.70 5.56 9.10

ω-6多不饱和脂肪酸 ω-6 PUFA 24.39 21.34 22.11 23.47 21.51

ω-6 多不饱和脂肪酸/ω-3 多不饱和脂肪酸

ω-6 PUFA/ω-3 PUFA

16.36 7.55 5.97 4.22 2.36

1.2 饲养管理

试验鸡采用 3层立体笼养，每笼 3只，采用随机编号安排组位，避免环境和位置影响。

试验鸡自由采食和饮水，自然光照加人工补光（16 h/d），光照强度 20 lx，舍温（20±2） ℃，

相对湿度 50%~60%，自然通风结合纵向负压通风；每天清粪 2 次，每周消毒 1次，常规免

疫。每天喂料 3次（08：00、13：00 和 18：00），捡蛋 1次。试验预试期 1 周，正试期 12

周。

1.3 指标测定与方法

1.3.1 免疫器官指数测定

正试期 12周末，每重复取 2只体重相近的蛋鸡，称重，颈静脉放血致死，取脾脏和胸

腺，分别称重。

胸腺指数(%)=100×胸腺湿重/体重；

脾脏指数(%)=100×脾脏湿重/体重。

1.3.2 血清免疫球蛋白 A（IgA）含量测定

正试期 12周末，每重复取 1只鸡，用含促凝剂采血管，空腹无菌翅静脉采血 2~3 mL，

37 ℃水浴锅水浴孵育 6~7 h，取上层血清，分装，－20 ℃储存。用 Abcam公司禽类 IgA试

剂盒检测血清中 IgA含量。

1.3.3 血清新城疫、禽流感 H9抗体水平测定

对照组（1组）和 3~5组蛋鸡肌肉注射新久安（鸡新城疫病毒 La Sota 株、禽流感病毒

H9亚型，SS/94 株）二联灭活疫苗。分别于注射前和注射后 7、14和 28 d采血，制备血清

（方法见 1.3.2）。使用 IDVET禽流感 H9抗体竞争酶联免疫吸附试验（ELISA）试剂盒检测

抗体水平，结果以 S/N%[吸光度（OD）样品值/OD阴性值%]表示，S/N%越低，表明 H9抗

体水平越高。使用 IDVET新城疫抗体 ELISA试剂盒检测新城疫抗体水平。

1.3.4 脾脏细胞因子基因表达测定

正试期 12周末，每重复取 1只鸡，颈静脉放血致死，取脾脏 10 g左右置于 RNA保护
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液中，置于液氮。4 ℃溶解 RNA保护液，取 80 mg置于含 1 mL Trizol的 1.5 mL无酶管中，

置于样品研磨仪（上海净信科技）60 Hz研磨 60 s，充分裂解脾脏细胞；加入 200 μL氯仿振

荡 30 s，4 ℃孵育 3 min，12 000 r/min离心 15 min；上清水相转移至新无酶管中，加入等体

积异丙醇，4 ℃孵育 30 min，10 000 r/min 离心 10 min；弃上清留沉淀，75%酒精洗涤 2次，

弃上清留沉淀并晾干，用 20~50 μL无酶水溶解沉淀，－80 ℃保存。紫外可见分光光度计（日

本 BioSpec-nano公司）测定总 RNA浓度及纯度，所有样品 OD比值（OD260 nm/OD280 nm）在

1.8~2.0，1%琼脂糖凝胶电泳检测总 RNA完整性(北京市六一仪器厂，DYY–6C型)。

使用天根 FastQuant RT Kit（with gDNase）逆转录试剂盒将总 RNA逆转录为 cDNA[具

体参照 FastQuant RT Kit（with gDNase）说明书]，所得 cDNA于－20 ℃保存或直接用于实

时荧光定量 PCR检测。

实时荧光定量PCR检测目的基因表达情况：使用天根SuperReal PreMix Plus(SYBR Green)

试剂盒检测白细胞介素–2（IL-2）、IL-6、白细胞介素–10（IL-10）和干扰素–γ（IFN-γ）基因

的表达量，并用实时荧光定量PCR仪（美国Bio-Rad）测定。本研究根据GenBank上公布的

鸡IL-2、IL-6、IL-10和IFN-γ基因的保守核苷酸序列，用Primer设计并合成5对特异性引物（引

物序列见表3），以cDNA为模板进行PCR反应。以β–肌动蛋白（β-actin）表达量为参比，用

2−ΔΔCt法计算目的基因相对表达量，其中：△Ct=待测基因Ct－内参基因Ct；△△Ct=试验组

△Ct－对照组△Ct。

表 3 引物序列

Table 3 Primer sequences

基因 Genes 引物序列 Primer sequences （5’—3’）
产物大小

Product size/bp

GenBank登录号

GenBank accession numbers

白细胞介素–2 IL-2
F:TGGGAGAAGTGGTTACTCTGAAGAA

122 NM 204153.1
R: GGTGTGATTTAGACCCGTAAGACTC

白细胞介素–6 IL-6
F:CCTCCTCGCCAATCTGAAGTCA

100 NM204628.1
R:CCTCACGGTCTTCTCCATAAACG

白细胞介素–10 IL-10
F:GCTCTGAACTGCTGGATGAGT

127 NM001004414.2
R:ATGCTCTGCTGATGACTGGTG

干扰素–γ IFN-γ
F:GCTGACGGTGGACCTATTATTGTAG

190 NM205149.1
R:ATGCTCTGCTGATGACTGGTG
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β-肌动蛋白 β-actin
F:ATGATATTGCTGCGCTCGTT

145 NM205518.1
R:TCTTTCTGGCCCATACCAACC

1.3.5 脾脏淋巴细胞增殖和凋亡测定

脾脏淋巴细胞的制备：正试期 12周末，对照组、3~5 组每重复取 1只鸡，无菌剖检取

脾脏，迅速取 10 g左右置于 200目细胞过滤网上，同时加入 1~2 mL 无菌 Hank’s液，用无

菌玻璃研磨杵将脾脏组织磨碎，制成单个细胞悬液，1 000 r/min离心 10 min（4 ℃），Hank’s

液重悬，1 000 r/min离心 10 min（4 ℃），将细胞悬浮于 2 mL RPMI1640培养基，并稀释到

2×107个/mL。

凋亡检测：使用碧云天 Annexin V-FITC细胞凋亡检测试剂盒。制备的脾脏淋巴细胞悬

液用预冷的磷酸缓冲液（PBS）洗 2次，使用 1×结合缓冲液重悬细胞，浓度为 1×106个/mL。

将 100 μL（约 1×105个细胞）转移至 5 mL细胞培养管中，加入 5 μL的 FITC膜联蛋白Ⅴ（FITC

Annexin Ⅴ）和 5 μL的碘化丙啶（PI）。轻微涡旋，避光 25 ℃孵育 15 min。加入 400 μL的

1×结合缓冲液。在 1 h内上流式细胞仪（美国 Guava® easyCyte 公司），检测脾脏淋巴细胞

凋亡水平。

增殖检测：淋巴细胞培养：终浓度为 2×107个/mL 的脾淋巴细胞，使用 96 孔细胞培养

板，每孔 10 μL加 2孔，第一孔加入 90 μL含有刀豆球蛋白（ConA，SIGMA公司）的 RPMI1640

培养基（ConA浓度为 20 μg/mL），第二孔加入 90 μL RPMI1640培养基。设置 4个空白对照

孔（只加 RPMI1640培养基），于 5%二氧化碳（CO2）培养箱 37 ℃培养 72 h。使用 Abcam

Brdu Cell Proliferation ELISA Kit试剂盒进行淋巴细胞增殖情况测定。第 48~72 h内，每孔加

入稀释后的 BruU标记液 10 μL，培养 12~24 h。按照 BrdU ELISA检测试剂盒中步骤完成对

脾脏淋巴细胞增殖程度测定，在 450/540 nm双波长下测定每孔 OD值。

1.4 数据统计分析

试验数据采用 SPSS 19.0软件中单因素方差分析（one-way ANOVA）程序，进行单因素

方差分析，用 Duncan氏法进行多重比较和指标的相关分析；显著水平为 P<0.05，趋势水平

为 P<0.10。结果以平均值和标准误表示。

2 结果与分析

本试验生产性能结果表明（数据未发表），不同水平鱼油对试验全期蛋鸡产蛋率、平均

蛋重、产蛋量和平均日采食量无显著影响（P>0.05），其中 4.34%鱼油组（5组）料蛋比显著

高于对照组（P<0.05）。
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2.1 饲粮添加鱼油对蛋鸡免疫器官指数和体液免疫的影响

由表 4可知，饲粮添加鱼油对蛋鸡脾脏指数和胸腺指数无显著影响（P>0.05），对蛋鸡

血清 IgA含量也无显著影响（P>0.05），其中 4.34%鱼油组血清 IgA 含量最高。免疫后不同

时间点血清禽流感 H9抗体水平检测结果（图 1）表明，免疫后 7和 14 d，试验组血清禽流

感 H9抗体 S/N%值显著低于对照组（P<0.05），表示试验组血清禽流感 H9抗体水平显著高

于对照组（P<0.05），其中 2.17%鱼油组抗体水平最高，但不同试验组间无显著差异（P>0.05）；

免疫后 28 d，试验组血清禽流感 H9抗体 S/N%值有低于对照组的趋势（P<0.10），表示试验

组血清禽流感 H9抗体水平有高于对照组的趋势，其中 4.34%鱼油组抗体水平最高。随着免

疫后时间延长，各组血清禽流感 H9 抗体 S/N%值均降低，表明血清禽流感 H9 抗体水平逐

渐升高。免疫后不同时间点血清新城疫抗体水平检测结果（图 2）表明，免疫后 7 d，试验

组血清新城疫抗体水平显著高于对照组（P<0.05），其中 1.08%鱼油组血清新城疫抗体水平

最高；免疫后 14 d，试验组血清新城疫抗体水平显著高于对照组（P<0.05），但各试验组间

无显著差异（P>0.05）；免疫后 28 d，试验组血清新城疫抗体水平与对照组无显著差异

（P>0.05），其中 1.08%鱼油组血清新城疫抗体水平最高。同时，随着免疫后时间延长，各

组血清新城疫抗体水平均升高。

表 4 饲粮添加鱼油对蛋鸡免疫器官指数和体液免疫的影响

Table 4 Effects of dietary fish oil on immune organ indices and humoral immunity of laying hens

项目 Items
鱼油添加水平 Fish oil supplemental levels/%

SEM
P值

P-value0 0.54 1.08 2.17 4.34

脾脏指数 Spleen index/% 1.15 1.14 1.02 1.00 0.93 0.033 0.148

胸腺指数 Thymus index/% 0.455 0.506 0.441 0.559 0.494 0.028 0.746

免疫球蛋白 A IgA/(ng/mL) 65.08 61.72 63.30 61.14 72.73 2.69 0.688

*表示与对照组相比差异显著（P<0.05）。图 2同。
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* mean significantly different compared with the control group (P<0.05). The same as Table 2.

图 1 饲粮添加鱼油对蛋鸡免疫后不同时间点血清禽流感 H9抗体水平的影响

Fig.1 Effects of dietary fish oil on serum avian influenza virus H9 subtype antibody levels of laying hens at

different time points after immunization

图 2 饲粮添加鱼油对蛋鸡免疫后不同时间点血清新城疫抗体水平的影响

Fig.2 Effects of dietary fish oil on serum Newcastle disease virus antibody levels of laying hens at different

time points after immunization

2.2 饲粮添加鱼油对蛋鸡脾脏细胞因子基因表达的影响

饲粮添加鱼油对蛋鸡脾脏细胞因子基因表达的影响结果见图 3。由图可知，0.54%、

1.08%、2.17%鱼油组蛋鸡脾脏 IL-2 和 IL-6 基因相对表达量与对照组相比无显著差异

（P>0.05），4.34%鱼油组蛋鸡脾脏 IL-2和 IL-6基因相对表达量显著低于对照组和其他试验

组（P<0.05）。与对照组相比，1.08%和 2.17%鱼油组蛋鸡脾脏 IL-10基因相对表达量极显著

升高（P<0.01），0.54%和 4.34%鱼油组无显著差异（P>0.05）。与对照组相比，0.54%和 2.17%

鱼油组蛋鸡脾脏 IFN-γ基因相对表达量显著升高（P<0.05），1.08%鱼油组蛋鸡脾脏 IFN-γ基

因相对表达量极显著升高（P<0.01），4.34%鱼油组蛋鸡脾脏 IFN-γ基因相对表达量显著降低

（P>0.05）。
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*表示差异显著（P<0.05），**表示差异极显著（P<0.01）。表 4同。

* mean significantly different (P<0.05), ** mean extremely significantly different (P<0.01). The same as

Table 4.

图 3 饲粮添加鱼油对蛋鸡脾脏细胞因子基因表达的影响

Fig.3 Effects of dietary fish oil on cytokine gene expression in spleen of laying hens

2.3 饲粮添加鱼油对蛋鸡脾脏淋巴细胞刺激指数和凋亡率的影响

饲粮添加鱼油对蛋鸡脾脏淋巴细胞刺激指数和凋亡率的影响结果见图 4。由图可知，与

对照组相比，1.08%和 2.17%鱼油组蛋鸡脾脏淋巴细胞在 ConA刺激下转化率（刺激指数）

无显著差异（P>0.05），4.34%鱼油组显著降低（P<0.05）。各组间蛋鸡脾脏淋巴细胞凋亡率

无显著差异（P>0.05）。
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