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要#旨在探讨猪肠道钠氢交换载体"
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表达的肠段特异性和发育模式!为
-/0

在养猪生产中的

应用提供理论依据&选取遗传背景相同的
"

'
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#(

'

$'
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和
"&'3

蓝塘和长白公猪各
&

头!测体质量后屠宰!取

十二指肠'空肠'回肠和结肠组织样品%以
"*45,-.

为内标基因!用实时荧光定量
67,

法检测
./0$+,-.

在

('3

长白猪表达的肠段特异性及其在蓝塘和长白猪肠道表达的发育模式&结果显示$长白猪肠道
./0$+,-.

的表达丰度为结肠'十二指肠'空肠和回肠依次降低!且结肠显著高于空肠和回肠"

1

#

'8'&

#&不同猪种
./0$

+,-.

在十二指肠和空肠的表达模式相似%蓝塘和长白猪
./0$+,-.

的表达丰度分别在
1

和
$'3

"十二指肠#'

1

和
#(3

"空肠#达最高水平"

1

#

'8'&

#&不同猪种结肠
./0$+,-.

的表达模式不同!分别与其在十二指肠和空

肠的发育呈现不同的模式%蓝塘猪结肠
./0$+,-.

的表达丰度在
#(

'

2'

和
"&'3

时显著低于长白猪"
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#
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#&以上结果说明!猪肠道
./0$+,-.

的表达受到发育阶段'品种和肠段的调控!且在十二指肠和空肠间具

有品种稳定性&

关键词#猪%肠道%
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%肠段特异性%发育模式
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钠(氢交换载体"
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-/0

#是一类重要的膜蛋白!其生理作用是进行细

胞外
-:

]和细胞内
/

]的电中性交换!是调节细胞

内
Y

/

值和细胞体积的重要膜离子转运蛋白之一&

到目前为止!在动物体细胞已发现的
-/0

有
2

种

亚型%其中!第一个被克隆的
-/0"

亚型在组织中

普遍有很高的表达!而被认为是)持家*基因%而其它

的几种
-/0

亚型表达都具有组织特异性!

-/0#

和
-/0$

亚型主要 在肠道中存 在&

-/0#

和

-/0$

位于哺乳动物小肠细胞刷状缘膜"

W5B=K

WA53E5+E+W5:?E

!

99̂

#和 结 肠 细 胞 表 面!而

-/0"

则位于肠上皮细胞基底膜"

W:=A<:CE5:<+E+!

W5:?E

!

9Ô

#

+

"!)

,

&在小肠!

99̂

顶端的
-/0

参与

中性的
-:7<

吸收'

/7I

_

$

吸收和
/

] 分泌+

&

,

&此

外!肠道的
-/0

还与腹泻有关+

(

,

&

!!

有关
./0#

和
./0$+,-.

在人'兔和大鼠

肠道中的组织特异性表达及发育性变化已有报

道+

1!2

,

!但在猪肠道中的表达及发育模式还未见报

道&蓝塘猪是我国优良地方品种!其抗逆性强!断奶

时腹泻的应激反应小!但生长速度慢%而长白猪是世

界著名的瘦肉型猪种!其饲料转化效率和胴体瘦肉

率高!但抗逆性差!断奶时较易发生下痢&本研究分

别选用遗传背景相同的蓝塘和长白猪!于
"

'

1

'

#(

'

$'

'

('

'

2'

和
"&'

日龄采集试猪十二指肠'空肠'回

肠和结肠样品%运用荧光相对定量
,S!67,

方法研

究猪肠道
./0$+,-.

表达的肠段特异性!不同

品种猪十二指肠'空肠和结肠
./0$+,-.

表达

的发育模式!并进行品种间比较%揭示猪肠道

./0$+,-.

的表达规律!为
-/0$

在养猪生产

中的作用提供理论依据&

E

!

材料和方法

EFE

!

试验动物与样品采集

"8"8"

!

试验动物与饲养
!

选取遗传背景相同的
"

日龄蓝塘仔猪
1'

头和长白仔猪
2'

头"均购自广东

省东莞市板岭原种猪场#&仔猪
1

日龄开始用乳猪

料进行诱食!

#*

日龄断奶&哺乳期仔猪随母猪饲养

在高床产房里!断奶后第
$

天转入保育舍&哺乳期

间仔猪不分组饲养!断奶后选取断奶体质量无显著

差异的蓝塘仔猪
&'

头"

#'

头公猪#和长白仔猪
1'

头"

##

头公猪#!分别将其随机分到
&

个重复!蓝塘

猪每个重复
"'

头!长白猪每个重复
")

头"其中公猪

平均分布到各个重复#&按照实验猪场的饲养管理

规程及免疫程序进行饲养&整个饲养过程猪只自由

采食'饮水&日粮组成及营养水平参照文献+

"'

,&

"8"8#

!

组织采样
!

分别于
"

'

1

'

#(

'

$'

'

('

'

2'

和

"&'

日龄!每组随机选取接近平均体质量的公猪!每

重复
"

头共
"'

头!颈动脉放血宰杀!宰前不禁食&

分离肠道!沿纵向剖开!用
)`

预冷的
694

缓冲液

冲洗!吸水纸吸干&分别从十二指肠'空肠'回肠和

结肠中段各取
$>+

肠段!作为十二指肠'空肠'回肠

和结肠样品!把所取组织样品迅速放入
"8&+O

离

心管中!置液氮速冻!

_*'`

冷冻保存备用&

EF!

!

肠道
!"#%'()*

的实时荧光定量
(GHAI(

"8#8"

!

主要试剂和仪器
!

参照文献+

""

,

"8#8#

!

,-.

抽提和反转录
!

采用
S5;@A<

一步抽

提法提取组织样的总
,-.

!

N-:=E

"

处理以消除基

因组微量
N-.

污染!测定总
,-.

浓度"

9;A

Y

KACA+!

ECE5("$"

!

0

YY

E?3A5D

#&用
"8&a

甲醛变性琼脂糖凝胶

电泳检测
,-.

的质量"

IN

#('

(

IN

#*'

为
"8*

#

#8'

#!将

,-.

统一稀释成
'8&

$

F

-

$

O

_"

&反转录参照文献

+

""

,进行!反转录产物
_#'`

保存备用&

!!

以
('3

长白猪肠道各段样品为模板!研究猪肠

道
./0$+,-.

表达的肠段特异性%以蓝塘猪和

长白猪十二指肠'空肠和结肠样品为模板!研究不同

品种猪肠道
./0$+,-.

表达的发育性变化&

"8#8$

!

引物设计
!

用持家基因
"*45,-.

作为内

标基因&从
ME?9:?b

检索猪
./0$+,-.

和
"*4

5,-.

基因序列!用
65;+;E5&8'

软件设计引物"表

"

#!由上海英骏生物技术有限公司合成&

))$
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期 邹仕庚等$猪肠道钠氢交换载体"
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表达的肠段特异性和发育性变化

表
E

!

!"#%'()*

和
E&+5()*

基因引物参数

G061,E

!

A050',/,548<

?

53',5

?

0354<85!"#%0.9E&+5()*

-

,.,

基因
ME?E

引物序列"

&c!$c

#

65;+E5=E

d

BE?>E 67,

产物长度(
W

Y

67,

Y

5A3B>C<E?

F

CK

-/0$+,-.

"

.L"#$#*'

#

L

$

.M7SMM.M.S7.S.M.77.MMSM

,

$

7MMSM..M..M.SM.7M.SM.M

")1

"*45,-.

"

.Q$2'&#(

#

L

$

..SS77M.S..7M..7M.M.7S

,

$

MM.7.S7S..MMM7.S7.7.M

")&

"8#8)

!

67,

反应及产物回收和克隆测序
!

反应体

系为
#&

$

O

$反转录产物
#

$

O

!

@$

C

N-.

聚合酶"

&

J

-

$

O

_"

#

'8&

$

O

!

"'eWBDDE5#8&

$

O

!

3-S6=

"

"'

++A<

-

O

_"

#

'8&

$

O

!

^

F

7<

#

"

#&++A<

-

O

_"

#

"8&

$

O

!上'下游引物"

"'

$

+A<

-

O

_"

#各
"

$

O

!加
N067

水至
#&

$

O

&

67,

程序$

2)`

预变性
&+;?

%

2)`

变性
$'=

!

&1`

退火
$'=

!

1#`

延伸
)&=

!循环
$&

次%

1#`

延伸
"'+;?

&

67,

产物用
"8&a

琼脂糖

凝胶电泳分离!回收目的片段!用
N-.

凝胶回收

试剂盒纯化&回收的
N-.

片段与
Y

M0̂ !S0:=

G

fE>CA5

载体连接!连接反应产物转化宿主菌
N/&

%

感受态细胞&用质粒
N-.

提取试剂盒提取质粒!

67,

鉴定后!送上海英骏生物技术有限公司测序&

测序结果表明目的基因和内标基因片段均成功扩

增&

"8#8&

!

实时荧光
,S!67,

!

用等比稀释
"'

倍的

方法将
67,

产物重组质粒稀释成系列标准品!以

此标准品为模板进行实时荧光
,S!67,

!每个样品

#

个重复!根据
7

C

值以及相应标准品的浓度制作标

准曲线&

!!

在
#&

$

O

的反应体系中包括
#e4Q9,M5EE?

:̂=CE5 ;̂X"#8&

$

O

!反转录产物"

>N-.

模板#

#

$

O

!上'下游引物"

"'

$

+A<

-

O

_"

#各
"

$

O

!补灭菌双

蒸水至
#&

$

O

&样品的实时荧光
,S!67,

反应条件

为$

2&`

预变性
"+;?

%

2&`

变性
"&=

!

&*`

退火

"&=

!

1#`

延伸
"&=

!

12`

读板
$'=

!共进行
)'

个循

环&反应结束后进行熔解曲线分析&每个样品做
#

个重复!所有样品用
"*4

进行归一化处理&用
#

_

&

7C

计算
./0$+,-.

的相对表达量+

"#

,

&

EF%

!

统计分析

!!

试验数据以平均数
g

标准误"

$

Dg;

#表示!用

4644

"

"&8'

#统计软件分析数据!用单因子方差分析

"

A?E!Z:

G

.-If.

#进行差异显著性检验!采用

O4N

法进行多重比较&

!

!

结
!

果

!FE

!

猪肠道
!"#%'()*

表达的肠段特异性

!!

./0$+,-.

在猪肠道中表达的肠段特异性

如图
"

&从图
"

可以看出!

('3

长白猪十二指肠'空

肠'回肠和结肠的
./0$+,-.

表达丰度由结肠'

十二指肠'空肠和回肠的顺序依次降低%其中!结肠

./0$+,-.

的表达丰度显著高于空肠和回肠"

1

#

'8'&

#!但与十二指肠间的表达丰度无显著差异

"

1

%

'8'&

#!且十二指肠与空肠和回肠间
./0$

+,-.

表达丰度的差异也不显著"

1

%

'8'&

#&

图上标注不同字母者表示差异显著"

1

#

'8'&

#!

?h&

&

N8

十二指肠%

T8

空肠%

P8

回肠%

78

结肠
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F
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F

+E?C=

"

1

#

'8'&

#!

?h& N8NBA3E?B+

!

T8TE

U

B?B+

!

P8P<EB+

!

787A<A?

图
E

!

长白猪不同肠段
!"#%'()*

的表达丰度

J3

-

FE

!

+,

-

',./01934/5367/38.8<!"#%'()*0H

67.90.;,3.3./,4/3.,8<K0.950;,

?

3

-

4

!F!

!

十二指肠
!"#%'()*

表达的发育性变化

!!

蓝塘猪和长白猪十二指肠
./0$+,-.

表达

的发育性变化见图
#

&由图
#

可知!蓝塘猪十二指

肠
./0$+,-.

的表达丰度在
13

时达最高水平!

显著高于
('

和
2'3

"

1

#

'8'&

#%长白猪十二指肠

./0$+,-.

的表达丰度整体上较为平稳!在
$'

&)$



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)'

卷
!

3

时显著高于
2'

和
"&'3

"

1

#

'8'&

#!而其它各时期

的表达丰度无显著差异"

1

%

'8'&

#&不同品种猪间

十二指肠
./0$+,-.

在相同日龄时的表达丰度

有所不同!在
1

'

#(

和
2'3

时蓝塘猪显著高于长白

猪"

1

#

'8'&

#!其余各日龄时均无显著差异"

1

%

'8'&

#&

同一猪种不同字母者"小写字母!蓝塘猪"

OC

#%大写

字母!长白猪"

O3

##!表示不同日龄之间差异显著"

1

#

'8'&

#%

"

8

表示同一日龄不同猪种间差异显著"

1

#

'8'&

#&下图同
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"
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OC

#
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"

O3

#
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;

F

=

#

;?!

3;>:CE=;

F

?;D;>:?C3;DDE5E?>EWECZEE?3;DDE5E?C3:

G

=

;?CKE=:+E

F

E?AC

GY

E

"

1

#

'8'&

#

8

"

8P?3;>:CE=

3;DDE5E?>EWECZEE?OC:?3O3:CCKE=:+E3:

G

"

1

#

'8'&

#

8SKEDA<<AZ;?

F

D;

F

B5E=:5E=:+E

图
!

!

蓝塘和长白猪十二指肠
!"#%'()*

表达的

发育性变化

J3

-

F!

!

:./8

-

,.,/3;,>

?

5,4438.8<!"#%'()*0H

67.90.;,3.9789,.7'8<K0./0.

-

0.9K0.9H

50;,

?

3

-

4

!F%

!

空肠
!"#%'()*

表达的发育性变化

!!

蓝塘猪和长白猪空肠
./0$+,-.

表达的发

育性变化见图
$

&蓝塘和长白猪空肠
./0$+,!

-.

的表达具有不同的发育模式&不同猪种空肠

./0$+,-.

的表达模式分别与其在十二指肠中

的表达模式较为相似&蓝塘猪空肠
./0$+,-.

的表达丰度在
13

时达最高水平!显著高于
$'

'

('

'

2'

和
"&'3

"

1

#

'8'&

#%长白猪空肠
./0$+,-.

的表达丰度整体上较为平稳!仅在
#(3

时显著高于

13

"

1

#

'8'&

#!而其它各时期的表达丰度无显著差

异"

1

%

'8'&

#&不同品种猪间空肠
./0$+,-.

在相同日龄时的表达丰度有所不同!在
13

时蓝塘

猪显著高于长白猪"

1

#

'8'&

#!其余各日龄时均无

显著差异"

1

%

'8'&

#&

图
%

!

蓝塘和长白猪空肠
!"#%'()*

表达的发育

性变化

J3

-

F%

!

:./8

-

,.,/3;,>

?

5,4438.8<!"#%'()*0H

67.90.;,3.

L

,

L

7.7'8<K0./0.

-

0.9K0.9H

50;,

?

3

-

4

!F$

!

结肠
!"#%'()*

表达的发育性变化

!!

蓝塘猪和长白猪结肠
./0$+,-.

表达的发

育性变化见图
)

&蓝塘和长白猪结肠
./0$+,!

-.

的表达具有不同的发育性变化!表现为长白猪

在断奶前"

#(3

#和生长后期"

2'

和
"&'3

#

./0$

+,-.

丰度高水平的表达&不同猪种结肠
./0$

+,-.

分别与其在十二指肠和空肠的发育呈现出

完全不同的模式&蓝塘猪结肠
./0$+,-.

的表

达丰度在
('3

时最高!但与其它各日龄间差异不显

著"

1

%

'8'&

#%长白猪结肠
./0$+,-.

的表达丰

度在
2'

和
"&'3

时达到最高水平!显著高于
"

和
13

"

1

#

'8'&

#!在
"3

时表达水平最低&不同品种猪间

结肠
./0$+,-.

在相同日龄时的表达丰度比较!

蓝塘猪在
#(

'

2'

和
"&'3

时显著低于长白猪"

1

#

'8'&

#!其余各日龄间均无显著差异"

1

%

'8'&

#&

图
$

!

蓝塘和长白猪结肠
!"#%'()*

表达的

发育性变化

J3

-

F$

!

:./8

-

,.,/3;,>

?

5,4438.8<!"#%'()*

067.90.;,3. ;818. 8< K0./0.

-
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?

3

-

4

()$



!

$

期 邹仕庚等$猪肠道钠氢交换载体"

./0$

#

+,-.

表达的肠段特异性和发育性变化

%

!

讨
!

论

!!

小肠黏膜刷状缘
-/0#

和
-/0$

的主要生理

功能 为 参 与
-:7<

'

/7I

_

$

的 吸 收 和
/

] 的 分

泌+

)

!

"$

,

&肠道
6E

Y

S"

是近几年发现的重要营养物

质转运载体之一!其对寡肽的转运需要
/

]浓度梯

度驱动!而
-/0#

和
-/0$

对维持刷状缘表面的酸

性微环境"

/

]浓度梯度#起主要作用+

")!"&

,

&研究发

现!猪肠道
./0$+,-.

在结肠的表达丰度最高!

显著高于空肠和回肠"

1

#

'8'&

#!回肠表达丰度最

低&对猪肠道
./0#

和
1&

E

S"+,-.

的肠段特

异性研究表明!

('3

长白猪肠道
./0#

和
1&

E

S"

+,-.

都表现为在十二指肠'空肠'回肠和结肠的

表达丰度依次降低!且在十二指肠的表达丰度最高!

结肠不表达
1&

E

S" +,-.

+

"'

!

"(

,

&以上结果表明

./0#

'

./0$

和
1&

E

S"+,-.

的表达在十二指

肠'空肠和回肠呈现出相同的肠段特异性!

-/0#

和
-/0$

共同维持刷状缘表面的
/

]梯度!以利于

6E

Y

S"

发挥作用%但在结肠!

./0$+,-.

的高丰

度表达似乎与维持
/

]梯度无关!因为结肠不表达

1&

E

S"+,-.

&不同物种肠道
./0$+,-.

的表

达模式不同!表明
./0$

在不同哺乳动物肠道发挥

功能的方式有所差别&猪结肠
./0$+,-.

高丰

度的表达!是否意味着
./0$

在结肠的水盐代谢方

面发挥重要作用值得进一步研究&

!!

动物肠道
-/0=

的调控可分为短期调控和长

期调控!循环的
. 6̂

'

>M 6̂

和胞内
7:

#]的升高!

以及神经激素和细菌毒素等对
-/0=

产生短期调

控作用&

-/0=

的长期调控是由肠道疾病'机体的

疾病和损伤'发育阶段等引起的+

)

,

&在大鼠空肠上

皮细胞
99̂ f

中!

-/0#

和
-/0$

对
-:

]吸收功

能所起的作用随发育阶段而呈现不同的变化!二者

对
-:

]的吸收都有作用!

-/0$

对
-:

]的吸收在
(

周龄和
#

#

$

周龄时所占的比例分别为
2#a

和

&2a

!相应地!

-/0#

在
#

#

$

周龄'

(

周龄及成年时

所占的比例分别为
)"a

'

1a

和
#$a

!表明在青年期

和成年期大鼠!钠氢交换主要是由
-/0$

完成的!

而在幼年期!则是由
-/0#

和
-/0$

共同完成

的+

2

,

&对人胎儿
#

个发育阶段
./0 +,-.

表达

丰度的研究结果发现!

./0#

和
./0$+,-.

在

""

和
"(

周的胚胎组织中的特异性表达呈现相反的

变化趋势及组织分布上的重叠+

"1

,

&

!!

综合先前对蓝塘和长白猪肠道
./0#

和

./0$+,-.

表达的发育性变化结果表明!同一

猪种
./0#

和
./0$+,-.

在十二指肠'空肠'

回肠和结肠中的发育性变化均较为相似!且十二指

肠和空肠的
./0#

或
./0$+,-.

均分别呈现

出相近的发育模式!但在回肠和结肠则分别表现出

不同的变化+

"(

,

&鸡肠道
./0#+,-.

在十二指肠

和空肠的表达模式也较为相近+

"*

,

&猪肠道
./0#

和
./0$+,-.

的发育模式与人和大鼠不同!可

能是由于不同物种和不同的研究方法所致&蓝塘猪

十二指肠和空肠
./0#

或
./0$+,-.

的表达

丰度在断奶前"

#*3

断奶#均高于长白猪!而结肠的

表达丰度在
#(

和
"&'3

时均显著低于长白猪+

"(

,

&

不同猪种断奶前肠道
./0 +,-.

表达水平的差

异是否影响其对断奶后的应激反应还不清楚&饲养

实践表明!蓝塘猪作为地方品种!其在抵抗断奶应激

和抗下痢方面!明显优于外来的长白猪种&有研究

表明!肠道
-/0=

功能的失调可导致肠道前段对营

养物质吸收的障碍!在肠道后段"如结肠#还会造成

腹泻+

(

!

"2

,

%不同猪种间肠道
./0;+,-.

表达的差

异!是否会引起对营养物质吸收和水分重吸收功能

的差异值得探讨&

!!

致谢#本研究的实验室工作得到华南农业大学动物科学学院

江青艳'张永亮教授的指导!在此表示感谢&
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