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要#本研究旨在探讨不同品种猪肠道碱性氨基酸转运载体"
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表达的组织特异性和发育规律&试

验选取
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'
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1&

和
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日龄长白和蓝塘公猪各
%

头"同一品种同一日龄且体重接近#!共
/&

头!测体重后

屠宰!采集十二指肠'空肠'回肠和结肠组织样品&以
"23

基因为内标!用实时荧光定量
-+!4)-

法"
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试剂盒#检测
)*+",-.*

在
'&

日龄长白猪十二指肠'空肠'回肠和结肠表达的组织特异性!以及在长白和蓝塘

猪不同日龄其十二指肠'空肠'回肠表达的发育性变化&结果显示$

'&

日龄长白猪
)*+",-.*

的表达丰度从十

二指肠到回肠呈逐渐升高的趋势!到结肠开始下降!回肠极显著高于其他
0

个肠段"
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#!十二指肠最低%十二

指肠和空肠
)*+",-.*

的表达在
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"即哺乳期#都呈上升的趋势!随后都开始有所下降%蓝塘猪十二指肠
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的表达丰度在
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时显著低于其他各个阶段"

.

#

&$&%

#!而长白猪
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和
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都显著低于其他各
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#%空肠
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的表达在
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各阶段都差异不显著!而
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显著高于
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长白和蓝塘猪回肠
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的表达都呈逐渐上升的趋势!
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后都显著下降"
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品种猪不同日龄时十二指肠和空肠
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的表达量都没有显著差异"
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#%长白猪回肠
)*+",-.*

表达在
#';

时显著高于蓝塘猪"
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#%在
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和
"%&;

时!长白猪都显著低于蓝塘猪"

.
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#!其他各阶段没

有显著差异&结果说明!
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在不同肠段及不同发育阶段的表达存在明显的差异!这可能与肠腔中氨基

酸的浓度和氨基酸的需要水平及相关激素水平有关&
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营养物质是通过其相应的转运载体介导穿过细

胞膜的!这些转运载体即跨膜蛋白具有底物'动力学

特性和组织表达特异性!根据这些特性来协助营养

物质在不同组织中的分配&氨基酸通过许多独立的

转运系统来跨膜转运(

"

)

!氨基酸转运的紊乱将导致

代谢的失控(

#

)

&

!!

赖氨酸和精氨酸等必需氨基酸为主的碱性氨基

酸转运类型有
(

种$系统
B
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和
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&

!

_

!

.=

_

*

)?

!依赖

性的系统
6

&

!

_及阳离子氨基酸转运家属"

)*+

家

属#系统
B

_

(

0

)

&哺乳动物的
)*+

家属系统
B

_有
(

个成员!即
)*+"

"

(

!其中
)*+"

"

0

具有
'&̀

左

右的同源性!而与
)*+(

只有
(&̀

左右的同源

性(

(!%

)

&

)*+

家属系统
B

_是大多数组织利用赖氨酸

和精氨酸的主要转运系统(

'!/

)

&系统
B

_是典型的'

广泛存在的非钠依赖性的阳性氨基酸转运系统!在

.=

_存在的条件下!也可以转运中性氨基酸!它对碱

性氨基酸有很高的亲和力"

?3

值在
,,V?

水平#!

对中性氨基酸的亲和力很低&该系统依靠与细胞质

膜的化学电势偶联来转运并聚集底物(

2

)

&谭会泽等

研究发现!黄羽肉鸡结直肠
)*+",-.*

的表达丰

度最高!而回肠也极显著高于空肠和十二指肠"

.

#

&$&"

#

(

1!"&

)

%且黄羽肉鸡和
**

肉鸡之间
)*+",-!

.*

表达的发育性变化具有显著差异(

"&

)

&本试验

选用
)*+"

B

_系统的
)*+"

为代表来研究
)*+"

,-.*

在猪肠道表达的组织特异性和发育性变化!

为进一步深入研究碱性氨基酸在肠道的吸收机理及

其转运载体的表达和分布情况提供理论基础&

&

!

材料与方法
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试验动物及样品采集
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选取体况一致的长白和蓝塘公猪各
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头&于
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'

#'

'

0&

'

'&

'

1&

和
"%&

日龄各随机选取
%

头!称

重后颈动脉放血至死"宰前不禁食#!剥离肠段!从十

二指肠
J

状弯曲的起始处和结束处向下各取
0D,

肠段!分别作为十二指肠和空肠样品%从回盲韧带起

始处和回盲结分别向下取
0D,

肠段!作为回肠和结

直肠样品!迅速放入
"$%,\

离心管中!置液氮速

冻!

a/&b

冷冻保存备用&
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主要试剂和仪器
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<7c!+ d9DTV8
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*6N

/%&&

型实时荧光定量
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仪"美国
*6N

公司#&

&J$
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抽提
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采用
+8>[V?

"北京赛百盛基因技术有限公司#一

步抽提法提取组织样的总
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!总
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经纯化后

"除去
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中的
S.*

#用紫外比色法检测
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的

浓度"

<

WW

9:;V8@6>V4OVTV,9T98#'&:,

#!将
-.*

统一稀释至
&$%

$

A

*

$

\

&

"/"



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
01

卷
!

&JK

!

引物设计
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用持家基因!即
"23

基因作为内标&从
79:!

6=:̂

检索猪
)*+"

和
"23

序列!用
48>,>98%$&

软

件设计引物"表
"

#!由上海英骏生物技术有限公司

合成&

表
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常规
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扩增

"$%$"
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DS.*

第一条链的合成
!

用随机引物对总

-.*

进行
DS.*

第一条链的合成即反转录!反应

体系为
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*

\

#

0

$

\

!随机
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处理水至
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%冰浴
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a#&b

保存备用&

"$%$#
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DS.*

的
4)-

反应及产物回收
!

反应体系

为
#%

$

\

$反转录产物
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!加
S<4)

水至
#%

$

\

&

4)-

循环!

1(b

预变性
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%然后
1(b

变性

0&C

!
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退火
0&C

!

/#b

延伸
(%C
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0%

个循环%
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再延伸
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产物用
"$%̀

琼脂糖电泳分离!回收目的

片段!用
d!

A
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凝胶回收试剂盒纯化&

&JL

!

克隆测序

!!

回收的
S.*

片段与
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7<c!+<=C
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d9DTV8C
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接!连接反应产物转化宿主菌
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感受态细胞&

用
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提取试剂盒提取质粒!
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定后!送上海英骏生物技术有限公司测序&
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实时荧光定量
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每个样品做
#

个重复!将克隆目的片段的质粒

梯度稀释后作为标准品!制作标准曲线&反应体系

为
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充分混匀!短暂离心!置于
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%

1%b

变性
#&C

!

%2b

退火
#&C

!

/#b

延伸

#&C

!共
(&

个循环%最后
/#b

延伸
(,>:

&

%2b

收

集荧光信号&

!!

荧光定量分析采用相对定量的方法进行!为了

消除起始样本量不同对定量分析的影响!以
"23

基

因的表达量对各检测基因的表达作了修正!即对样

本中
"23

基因的含量同时进行定量分析!样本中各

基因的表达量除以
"23

的表达量!即为该基因的实

际表达水平&

&J%

!

统计分析

!!

试验数据以平均数
g

标准误表示&用
3433

"

""$&

#统计软件分析数据&用单因子方差分析

"

V:9!Y=

B

*.Id*

#进行差异显著性检验!采用最

小显著差数法"

\3S

#进行多重比较&

!

!

结果与分析

!J&

!

猪
&#/

和
)*+&

基因克隆质粒测序

!!

将
"23

和
)*+"

基因扩增片段克隆于
W

7<c!

+<=C

B

d9DTV8C

并测序!用
S.*3T=8

对
"23

和

)*+"

基因扩增片段的测序结果与引物设计序列进

行比较!结果表明!

"23

'

)*+"

基因扩增片段的序列

都与引物设计源序列的同源性为
"&&̀

&表明其

4)-

扩增片段为特异性
"23DS.*

和
)*+"DS!

.*

&

!J!

!

)*+&,-.*

表达的组织特异性

!!

从图
"

可以看出!回肠
)*+",-.*

的表达丰

度极显著高于十二指肠'空肠和结肠"

.

#

&$&"

#!十

二指肠表达丰度最低!但与空肠和结肠间差异都不

显著"

.

$

&$&%

#&

#/"



!

#

期 周响艳等$猪肠道碱性氨基酸转运载体"

)*+"

#

,-.*

表达的组织特异性和发育性变化

各肠段目的基因相对于
"238-.*

的表达丰度统计结

果%数据均呈正态分布!用平均数
g

标准误表示&图上

标注无相同字母者表示差异显著"

.

#

&$&%

#!

\3S

法

比较&

:h%

!

SF

十二指肠%

LF

空肠%

NF

回肠%

)F

结肠

3T=T>CT>D=?89CE?TV@T=8

A

9T

A

9:9,-.*?9Z9?9X

W

89CC9;

=C=8U>T8=8

B

E:>TCTV"238-.*

%

+O9;=TE,=89>::V8!

,=??

B

;>CT8>UET9;=:;=89COVY:=CB

a

g-C$ P>TOVET

TO9C=,9?9TT98C>:;>D=T9C>

A

:>@>D=:T;>@@989:D9U9TY99:

;>@@989:T>:T9CT>:=?C9

A

,9:TC

"

.

#

&$&%

#

F:h%

!

SFSE!

V;9:E,

%

LFL9

M

E:E,

%

NFN?9E,

%

)F)V?V:

图
&

!

肠道
)*+&,-.*

表达的组织特异性

M7

1

J&

!

+788;0N8

A

0?7@7?0C

A

90887<2<@)*+& ,-.*72

=7@@09023723083724580

1

,0238

!J$

!

十二指肠
)*+&,-.*

表达的发育性变化

!!

由图
#

可知!蓝塘和长白猪十二指肠
)*+"

,-.*

的表达发育模式相似!

"

"

#';)*+",-!

.*

的表达均呈上升趋势!但差异都不显著"

.

$

&$&%

#!

0&

"

"%&;

长白猪呈下降趋势!且在
1&

和

"%&;

时显著低于其他各个阶段"

.

#

&$&%

#%蓝塘猪

在
0&

"

1&;

!

)*+",-.*

的表达没有明显差异!

在
"%&;

时显著低于其他各个阶段"

.

#

&$&%

#&断

奶前后即
#'

和
0&;

比较!都有所下降!但差异不显

著"

.

$

&$&%

#&

!!

不同品种猪间的十二指肠
)*+",-.*

在不

同时期的表达量有差异!除
1&;

外!其他各个阶段!

长白猪
)*+",-.*

的表达丰度都高于蓝塘猪!但

差异不显著"

.

$

&$&%

#&

!JK

!

空肠
)*+&,-.*

表达的发育性变化

!!

由图
0

可知!长白和蓝塘猪空肠
)*+",-.*

的表达发育模式基本类似!且分别与十二指肠

)*+",-.*

表达的发育模式也相似&两个品种

猪空肠
)*+",-.*

表达在
"

"

#';

都呈上升趋

势!到
#';

时达到最高!且显著高于
"

和
/;

"

.

#

&$&%

#!随后开始略有下降!到
1&;

后又稍有回升!

但
#'

"

"%&;

各阶段的差异都不显著"

.

$

&$&%

#%断

奶后"即
0&;

#比断奶前"即
#';

#稍有下降!差异都

不显著"

.

$

&$&%

#&

数据用平均值
g

标准误表示!

\+$

蓝塘猪%

\$

长白

猪&无相同字母者"大写字母!长白猪%小写字母!蓝

塘猪#表示同一品种不同日龄之间差异显著"

.

#

&$&%

#%图上标注无相同字母者表示差异显著"

.

#

&$&%

!

\3S

法比较#&

:h%

&下图同

\F89

W

89C9:TC\=:;8=D9

W

>

A

%

\+F89

W

89C9:TC\=:T=:

A

W

>

A

%

d=?E9C=89B

a

g-C$ P>TOVETTO9C=,9?9TT98C

"

D=

W

>T=??9TT98C@V8\=:;8=D9=:;?VY98D=C9?9TT98C@V8

\=:T=:

AW

>

A

C

#

>:;>D=T9C>

A

:>@>D=:T;>@@989:D9U9TY99:

;=

B

C>:TO9C=,9U899;

"

.

#

&$&%

#

$:h%F+O9C=,9=C

U9?VY

图
!

!

长白和蓝塘猪十二指肠不同时期
)*+&,-.*

表达的相对丰度

M7

1

J!

!

+D0905437O04:;2=42?0<@)*+&,-.*0C

A

908N

87<272=7@@09023=4

H

8<@=;<=02;,72P42=94?0

42=P42342

1A

7

1

8

图
$

!

长白和蓝塘猪空肠不同时期
)*+&,-.*

表

达的相对丰度

M7

1

J$

!

+D0905437O04:;2=42?0<@)*+&,-.*0CN

A

90887<272=7@@09023=4

H

8<@

Q

0

Q

;2;,72P42=N

94?042=P42342

1A

7

1

8

!!

不同品种猪间不同时期空肠
)*+",-.*

的

表达量都无显著差异"

.

$

&$&%

#!

"

和
0&

"

"%&;

各

阶段!蓝塘猪都略高于长白猪!

/

和
#';

都稍低于长

白猪&

!J(

!

回肠
)*+&,-.*

表达的发育性变化

!!

由图
(

可知!长白和蓝塘猪回肠
)*+",-.*

表达的发育模式类似!且不同于十二指肠和空肠

)*+",-.*

表达的发育模式&

"

"

'&;

回肠

0/"



畜
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!

报
01
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!

)*+",-.*

表达量都呈逐渐上升的趋势!蓝塘猪

在
0&;

显著升高"

.

#

&$&%

#!

'&;

显著高于前
(

个

阶段"

.

#

&$&%

#!长白猪在
#';

显著提高"

.

#

&$&%

#!

'&;

显著高于
"

'

/

和
#';

"

.

#

&$&%

#%

1&;

都比
'&;

显著下降"

.

#

&$&%

#!蓝塘猪在
"%&;

略

有回升"

.

$

&$&%

#!长白猪在
"%&;

略有下降"

.

$

&$&%

#&

图
K

!

长白和蓝塘猪回肠不同时期
)*+&,-.*

表

达的相对丰度

M7

1

JK

!

+D0905437O04:;2=42?0<@)*+&,-.*0CN

A

90887<272=7@@09023=4

H

8<@750;,72P42=N

94?042=P42342

1A

7

1

8

!!

不同品种猪间不同时期回肠
)*+",-.*

表

达量有差异!

"

"

0&;

长白猪回肠
)*+",-.*

表

达都高于蓝塘猪!其中在
#';

时达到显著水平"

.

#

&$&%

#%

'&

"

"%&;

长白猪都低于蓝塘猪!且在
1&

和

"%&;

时达到显著水平"

.

#

&$&%

#&

$

!

讨
!

论

!!

氨基酸转运系统
B

_在动物组织中广泛存在!它

是细胞中典型的为数极少的单向转运系统(

'

)

!其转

运驱动力主要是膜两侧的电势差!因此
B

_系统对维

持细胞内碱性氨基酸浓度起重要作用&

!!

关于猪肠道中氨基酸转运载体
,-.*

表达的

组织特异性研究至今未见报道&而有报道称兔小肠

黏膜细胞不同氨基酸转运载体
,-.*

的表达从空

肠到回肠逐渐升高(

""

)

!这与本研究的结果完全一

致!且回肠极显著高于空肠"

.

#

&$&"

#&

S=Z9

等(

"#

)

以三磷酸甘油醛脱氢酶"

7*4SH

#

,-.*

做内标!

研究小鼠肠道不同氨基酸转运载体
,-.*

表达时

发现!

86*+ ,-.*

在小肠的表达呈升高趋势!即

回肠高于空肠!空肠高于十二指肠!十二指肠高于结

肠!与本试验的结果完全一致%但与谭会泽 (

1!"&

)的

研究结果!即+

0&

日龄黄羽肉鸡
)*+",-.*

表达

丰度结直肠极显著高于十二指肠'空肠和回肠"

.

#

&$&"

#,完全不一致&这是否是由于物种不同而导致

这样的结果还不清楚&

*:;98?9

等(

"0

)用高密度基因

芯片研究了鼠科动物十二指肠'空肠'回肠'结肠中

/'̀

已知转运载体
,-.*

的表达丰度!结果发现结

肠的表达情况显著不同于小肠!大部分转运载体

,-.*

在小肠段的表达水平一致&该结论与本研

究结果完全相同&

<?>[=U9TO

等(

"(

)对黑熊肠道营养

性转运载体
,-.*

表达丰度的组织特异性研究发

现$

U

&

!

_

*+

和
.6*+

"

86*+

#

,-.*

表达丰度从

肠道近端至远端呈线性增加"

.

#

&$&%

#!这与本研

究结果基本一致!即
U

&

!

_

*+,-.*

的表达丰度从

十二指肠到回肠逐渐升高&

!!

氨基酸在肠道的吸收利用是通过氨基酸转运载

体的介导来发挥作用的!动物在不同的生长发育阶

段!对日粮氨基酸的需要不同!肠道对氨基酸的利用

也不同!影响氨基酸在肠道吸收利用的因素非常复

杂!但肠道中氨基酸转运载体在动物发育的不同阶

段表达量变化的研究至今未见国内外的报道&本研

究发现猪肠道氨基酸转运系统
B

_的
)*+",-.*

的表达丰度在不同时期发生着显著的变化!与谭会

泽(

"&

)对肉鸡肠道
)*+,-.*

表达丰度的发育性

变化研究的结果一致&本试验还发现!长白和蓝塘

猪的十二指肠'空肠和回肠中
)*+",-.*

表达的

发育性变化在哺乳期间"

"

"

#';

#都有相似的规律!

即呈上升的趋势!十二指肠和空肠在断奶后都呈下

降的趋势!回肠中
)*+",-.*

表达在断奶后都一

直升高至
'&;

!长白猪在
'&;

后一直下降!蓝塘猪

在
1&;

开始下降!

"%&;

有所回升!但差异不显著

"

.

$

&$&%

#&这些结果表明两个品种猪
)*+",-!

.*

在不同肠段表达的发育性变化基本相似!同一

阶段的表达丰度有所差异!长白猪有高于蓝塘猪的

趋势&

!!

但由于肠道氨基酸转运系统的复杂性!氨基酸

的吸收利用受肠细胞发育(

"%

)和肠道某种特定氨基

酸的相对浓度和总浓度的影响(

"'

)

!而转运载体的浓

度还受到肠道转运日粮中氨基酸的遗传性和表型适

应性的影响(

"/

)

!因此!不同转运载体蛋白其
,-.*

表达的发育性变化不一定都一致&

K

!

结
!

论

!!

本试验结果揭示了猪肠道
)*+",-.*

表达

的组织特异性和发育性变化!即
'&

日龄长白猪

)*+",-.*

的表达丰度从十二指肠到回肠呈逐

(/"



!

#

期 周响艳等$猪肠道碱性氨基酸转运载体"

)*+"

#

,-.*

表达的组织特异性和发育性变化

渐升高的趋势!到结肠开始下降!且回肠表达丰度最

高!而十二指肠最低%长白和蓝塘猪十二指肠'空肠

和回肠中
)*+",-.*

表达的发育性变化存在相

似的发育规律!但其
,-.*

表达的高峰时期及其下

降幅度等存在差异!且
)*+",-.*

表达的发育性

变化规律在猪不同肠段有差异&
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