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摘　要：本试验旨在验证氨基酸模式的不同是否会影响奶牛乳腺上皮细胞酪蛋白的合成。采
用完全随机试验设计设置４个组，分别为低蛋白质饲粮条件下血液氨基酸模式组（ＬＰＢＰ）、全乳
蛋白氨基酸模式组（ＭＰ）、８０％酪蛋白 ＋２０％乳清蛋白氨基酸模式组（ＣＬＰ）、酪蛋白氨基酸模式
组（ＣＰ），每组３个重复，并重复试验３次。分别用实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）和酶联免疫吸
附法（ＥＬＩＳＡ）检测乳蛋白合成基因 αｓ１－酪蛋白（ＣＳＮ１Ｓ１）和 κ－酪蛋白（ＣＳＮ３）ｍＲＮＡ表达量
及αｓ－酪蛋白合成量。结果表明：氨基酸模式能够显著影响 ＣＳＮ１Ｓ１和 ＣＳＮ３基因 ｍＲＮＡ表达
量（Ｐ＜０．０５）。ＭＰ组 ＣＳＮ１Ｓ１和 ＣＳＮ３基因 ｍＲＮＡ表达量分别显著和极显著高于 ＬＰＢＰ组
（Ｐ＜０．０５和 Ｐ＜０．０１）；相对于 ＬＰＢＰ组，ＭＰ组 ＣＳＮ１Ｓ１和 ＣＳＮ３基因 ｍＲＮＡ表达量分别上调
了１．７０和２．１２倍。ＭＰ组 αｓ－酪蛋白合成量显著高于 ＣＬＰ、ＣＰ组（Ｐ＜０．０５），极显著高于
ＬＰＢＰ组（Ｐ＜０．０１）。由此可见，氨基酸模式的不同能够影响奶牛乳腺上皮细胞酪蛋白的合成，
全乳蛋白氨基酸模式可能是一种较为理想的氨基酸模式。
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　　乳蛋白是构成牛奶品质的重要基础，氨基酸
作为重要的前体物质对乳蛋白的合成具有调控作

用［１－３］。近年来，理想氨基酸平衡模式已在猪禽饲

粮配方中得到广泛的应用［４－５］，但是由于反刍动物

自身的消化特点，针对于反刍动物理想氨基酸模

式的研究还有待深入。有研究证实，饲粮中氨基

酸组成能够影响泌乳反刍动物乳腺合成乳蛋白的

能力［６］，因此可以推测，或许存在着一种能够使奶

牛乳腺上皮细胞乳蛋白合成能力达到最优的氨基

酸模式。在国际上，研究者大多通过添加过瘤胃

保护氨基酸，或者真胃灌注不同组成模式的氨基

酸，研究其对乳蛋白合成的影响［７－１０］；在国内，研

究者以奶山羊为试验模型，采用阴外动脉灌注技

术研究氨基酸平衡对乳蛋白含量的影响［１１］。但是

目前以奶牛乳腺上皮细胞为试验对象，在转录水

平和蛋白质合成水平上针对不同氨基酸模式对乳

蛋白合成影响的研究还未见报道。本试验在建立

奶牛乳腺上皮细胞培养法的基础上，分别用实时

荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）和酶联免疫吸附法
（ＥＬＩＳＡ）检测乳蛋白合成基因 αｓ１ －酪蛋白
（ＣＳＮ１Ｓ１）和 κ－酪蛋白（ＣＳＮ３）ｍＲＮＡ表达量及
αｓ－酪蛋白合成量，验证氨基酸模式的不同是否
会影响乳腺上皮细胞酪蛋白的合成，并初步提出

能够促进酪蛋白合成的较为理想的氨基酸模式。

１　材料与方法
１．１　试验设计
　　试验采用完全随机试验设计设置 ４个组，分
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别为低蛋白质饲粮条件下血液氨基酸模式组

（ＬＰＢＰ）［１２］、全乳蛋白氨基酸模式组（ＭＰ）［１３］、
８０％酪蛋白 ＋２０％乳清蛋白氨基酸模式 组
（ＣＬＰ）［１４］、酪蛋白氨基酸模式组（ＣＰ）［１４］，每个组
３个重复，并重复试验３次。４种氨基酸模式组的

氨基酸配比见表１。试验开始前，分别配制４种氨
基酸模式的培养基，配制方法参考 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培
养 基 配 方，各 培 养 基 中 总 氨 基 酸 浓 度 均 为

１０７０ｍｇ／Ｌ，配制完成后调整培养基 ｐＨ在７．０～
７．４之间。

表１　不同氨基酸模式组的氨基酸配比
Ｔａｂｌｅ１　Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｉｎｇｒｏｕｐｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｍｉｎｏａｃｉｄｐａｔｔｅｒｎｓ ％

氨基酸

Ａｍｉｎｏａｃｉｄｓ

不同氨基酸模式组 Ｇｒｏｕｐｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｍｉｎｏａｃｉｄｐａｔｔｅｒｎｓ

ＬＰＢＰ ＭＰ ＣＬＰ ＣＰ

Ｌ－酪氨酸 ＬＴｙｒ ２．１８ ５．６７ ６．３０ ６．６３
Ｌ－丙氨酸 ＬＡｌａ １１．６６ ３．７８ ２．９１ ２．７７
Ｌ－甘氨酸 ＬＧｌｙ ２９．７７ ２．２７ ０．４０ ０．４８
Ｌ－谷氨酸 ＬＧｌｕ １０．５０ ２９．３０ ２５．００ ２６．４０
Ｌ－丝氨酸 ＬＳｅｒ ８．３１ ６．０５ ５．９３ ６．０３
Ｌ－半胱氨酸 ＬＣｙｓ ４．１５ ０．７６ １．１６ ０．４８
Ｌ－苯丙氨酸 ＬＰｈｅ ２．２９ ６．０５ ６．５４ ６．６３
Ｌ－亮氨酸 ＬＬｅｕ ５．７５ １０．９７ １８．５２ １７．３７
Ｌ－异亮氨酸 Ｌｌｌｅ ３．９４ ５．３０ ６．１７ ６．２７
Ｌ－组氨酸 ＬＨｉｓ １．２８ ３．７８ ２．３２ ２．４１
Ｌ－赖氨酸 ＬＬｙｓ ２．７２ １０．２１ ７．４６ ７．２４
Ｌ－苏氨酸 ＬＴｈｒ ６．７６ ５．６７ ５．６０ ５．５５
Ｌ－蛋氨酸 ＬＭｅｔ ０．８０ ２．２７ ３．６５ ３．７４
Ｌ－色氨酸 ＬＴｒｙ １．６５ １．８９ １．８０ １．５７
Ｌ－缬氨酸 ＬＶａｌ ８．２５ ６．０５ ６．２２ ６．３９

１．２　乳腺上皮细胞培养
　　乳腺上皮细胞培养方法参照 Ｍｉｒａｎｄａ等［１５］略

有修改。选取泌乳中期的健康中国荷斯坦奶牛，

采集乳腺深层组织（注意避开结缔组织和脂肪组

织）适量，放入含有双抗（Ｇｉｂｃｏ，美国）的 ＤＭＥＭ／
Ｆ１２培养基中，置于保温盒中迅速带回实验室。在
超净台中用含有 ３倍双抗的杜氏磷酸盐缓冲液
（ＤＰＢＳ，Ｈｙｃｌｏｎｅ，美国）冲洗乳腺组织块 ３遍，再
放入７５％的乙醇溶液中浸泡３０ｓ，再用含有 １倍
双抗的 ＤＰＢＳ冲洗至清澈。在培养皿中使用眼科
剪刀和镊子精细选取腺泡组织，放入５ｍＬ细胞冻
存管中，再次使用眼科剪刀将其剪碎，放入等体积

０．０５％ Ⅱ型胶原酶（Ｇｉｂｃｏ，美国）溶液，放置于
３７℃、５％ ＣＯ２培养箱消化 ９０ｍｉｎ，期间每隔
２０ｍｉｎ震荡 １次。取出已消化完成的溶液，使用
８０目网筛过滤，将滤液移入 １５ｍＬ离心管中，以
１５００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，弃去上清液，加入培养基
后重新悬浮，接种于 ２５ｃｍ２细胞培养瓶中，放入

３７℃、５％ ＣＯ２培养箱内培养。待细胞铺满瓶底
后，进行传代与纯化。选取纯化后的第 ３代形态
稳定的乳腺上皮细胞用胰蛋白酶消化后以 ３×
１０５个／ｍＬ的密度接种于６孔板上，待细胞铺满以
后再做处理。在正式试验前，将细胞置于无血清

的培养基中空白处理 ２４ｈ，以消除血清中未知因
子对试验处理的影响，之后再换成不同氨基酸模

式的培养基处理４８ｈ。
１．３　ＲＴｑＰＣＲ检测 ＣＳＮ１Ｓ１、ＣＳＮ３基因 ｍＲＮＡ
表达量

　　处理后的乳腺上皮细胞用 ＴＩＡＮＧＥＮ总 ＲＮＡ
提取试剂盒（ＤＰ４３０）提取细胞总 ＲＮＡ后立即用
ＴａＫａＲａ反转录试剂盒（ＤＲＲ０３６Ａ）反转录成 ｃＤ
ＮＡ，然后使用实时定量 ＰＣＲ仪（ＢｉｏＲａｄ，美国），
选用磷酸甘油脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）为内参基因，应用
ＴａＫａＲａＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ（ＤＲＲ０８１）试剂
盒进行 ＣＳＮ１Ｓ１、ＣＳＮ３基因 ｍＲＮＡ表达量的定量
分析。ＲＴｑＰＣＲ引物信息及反应条件见表２。
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表２　ＲＴｑＰＣＲ引物信息及反应条件
Ｔａｂｌｅ２　ＰｒｉｍｅｒｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｆｏｒＲＴｑＰＣＲ

基因

Ｇｅｎｅｓ
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′—３′）
ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．
产物大小

Ｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅ／ｂｐ
退火温度

Ｔｍ／℃

αｓ１－酪蛋白
ＣＳＮ１Ｓ１

上游：ＡＡＴＣＣＡＴＧＣＣＣＡＡＣＡＧＡＡＡＧ
下游：ＴＣＡＧＡＧＣＣＡＡＴＧＧＧＡＴＴＡＧＧ

ＢＣ１０９６１８ １８９ ５９

κ－酪蛋白
ＣＳＮ３

上游：ＣＣＡＧＧＡＧＣＡＡＡＡＣＣＡＡＧＡＡＣ
下游：ＴＧＣＡＡＣＴＧＧＴＴＴＣＴＧＴＴＧＧＴ

ＮＭ＿１７４２９４ １４８ ５６

磷酸甘油醛脱氢酶

ＧＡＰＤＨ
上游：ＧＧＧＴＣＡＴＣＡＴＣＴＣＴＧＣＡＣＣＴ
下游：ＧＧＴＣＡＴＡＡＧＴＣＣＣＴＣＣＡＣＧＡ

ＸＭ＿００１２５２４７９ １７７ ５９

１．４　ＥＬＩＳＡ检测 αｓ－酪蛋白合成量
　　处理后的乳腺上皮细胞应用天净沙细胞裂解
液（８０８０７Ｂ－５０）进行处理。首先去除细胞培养
基，用预冷的ＤＰＢＳ洗２遍，将６孔板放置在冰上，
每孔加入 １００μＬ细胞裂解液，冰上放置 １５ｍｉｎ
后，将细胞培养板倾斜使上清液汇集在一起，并将

其全部转移到１个新的１．５ｍＬ塑料离心管中，以
１５０００×ｇ于４℃离心１０ｍｉｎ，将上清液转移到１
个新的 １．５ｍＬ离心管中，放置冰上待用。采用
Ｒ＆Ｄ公司的牛 αｓ－酪蛋白 ＥＬＩＳＡ检测试剂盒测
定各个组的 αｓ－酪蛋白合成量。此试剂盒检测原
理是采用双抗一步夹心 ＥＬＩＳＡ，往预先包被 αｓ－
酪蛋白抗体的包被孔中一次加入标本、标准品、辣

根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的检测抗体，经过温育
并彻底洗涤。用底物 ３，３，５，５－四甲基联苯胺
（ＴＭＢ）显色，ＴＭＢ在过氧化物酶的催化下转化成
蓝色，并在酸的作用下转化成最终的黄色。颜色

的深浅和样品中的 αｓ－酪蛋白合成量呈正相关。
用酶标仪在４５０ｎｍ波长下测定吸光值（ＯＤ），计
算样品浓度。线性回归方程为：

ｙ＝０．００２ｘ＋０．０６３２（Ｒ２＝０．９９６）。
１．５　数据处理
　　试验原始数据使用 Ｅｘｃｅｌ２００７进行计算和整
理，基因表达数据采用２－△△Ｃｔ法进行计算，所得整
理后试验数据采用 ＳＡＳ９．０软件的 ＡＮＯＶＡ过程
进行单因子方差分析，多重比较采用 Ｄｕｎｃａｎ氏
法，Ｐ＜０．０５为差异显著，Ｐ＜０．０１为差异极显著。

２　结果与分析
２．１　对ＣＳＮ１Ｓ１、ＣＳＮ３基因ｍＲＮＡ表达量的影响
　　由图１可知，不同氨基酸模式对 ＣＳＮ１Ｓ１基因
ｍＲＮＡ表达量有显著影响（Ｐ＜０．０５），ＭＰ组

ＣＳＮ１Ｓ１基因 ｍＲＮＡ表达量显著高于其他各组
（Ｐ＜０．０５），其他各组间差异不显著（Ｐ＞０．０５）。
ＣＳＮ３基因 ｍＲＮＡ表达量也有相同的结果，ＭＰ组
ＣＳＮ３基因 ｍＲＮＡ表达量极显著高于 ＬＰＢＰ组
（Ｐ＜０．０１），ＣＬＰ和 ＣＰ组显著高于 ＬＰＢＰ组（Ｐ＜
０．０５）。

　　数据柱标注相邻字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），相间
字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１），相同或者无字母表示差
异不显著（Ｐ＞０．０５）。下图同。
　　 Ｄａｔａｃｏｌｕｍｎｓｗｉｔｈａｄｊａｃｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｗｉｔｈａｌｔｅｒｎａｔｅｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｅｘ
ｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１），ｗｈｉｌｅｗｉｔｈｔｈｅ
ｓａｍｅｏｒｎｏｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞０．０５）．
Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ．

图１　不同氨基酸模式对奶牛乳腺上皮细胞
ＣＳＮ１Ｓ１和ＣＳＮ３基因ｍＲＮＡ

表达量的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｍｉｎｏａｃｉｄｐａｔｔｅｒｎｓｏｎ
ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣＳＮ１Ｓ１ａｎｄ
ＣＳＮ３ｇｅｎｅｓｉｎｍａｍｍａｒｙｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ

ｃｅｌｌｓｏｆｄａｉｒｙｃｏｗｓ
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２．２　对 αｓ－酪蛋白合成量的影响
　　由图２可知，不同氨基酸模式对 αｓ－酪蛋白
合成量有显著影响（Ｐ＜０．０５），ＭＰ组极显著高于
ＬＰＢＰ组（Ｐ＜０．０１），ＣＬＰ和 ＣＰ组也显著高于
ＬＰＢＰ组（Ｐ＜０．０５）。

图２　不同氨基酸模式对奶牛乳腺上皮细胞
αｓ－酪蛋白合成量的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｍｉｎｏａｃｉｄｐａｔｔｅｒｎｓｏｎαｓｃａｓｅｉｎ
ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｃｏｎｔｅｎｔｉｎｍａｍｍａｒｙｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｏｆ

ｄａｉｒｙｃｏｗｓ

３　讨　论
３．１　奶牛乳腺上皮细胞体外培养
　　牛乳腺上皮细胞培养在国际上已经有 ５０多
年的历史［１６］，而我国这方面的研究才刚刚起步。

到目前为止，在我国尚无永生性牛乳腺上皮细胞

系建立的报道。目前，在国际上已经存在的牛乳

腺上皮细胞系并不是很多。Ｓｃｈｍｉｄ等［１７］首先建

立了牛乳腺上皮细胞系 ＢＭＧＥ；随后，Ｇｉｂｓｏｎ
等［１８］又建立了 ＰＳＢＭＥＬ６和 ＰＳＢＭＥＬ７２个细
胞系。Ｈｕｙｎｈ等［１９］用 ＳＶ４０ＬＴ－抗原基因转染牛
乳腺上皮细胞，使其获得永生性，从而建立了

ＭＡＣＴ细胞系。但是近年来，研究人员发现
ＭＡＣＴ在体外培养条件下呈现了许多异常的特
性，因此在功能性乳腺研究方面，ＭＡＣＴ存在自
身的局限性［２０］。因而，研究人员通常采用组织块

法、酶消化法、乳汁上皮细胞分离法等方法对乳腺

上皮细胞进行原代培养，但是由于乳腺上皮细胞

是一种特异性的分化细胞，体外培养环境又难以

和体内环境相一致，所以造成了乳腺上皮细胞的

去分化，而这种去分化作用尤其表现在细胞内泌

乳相关基因的表达上。有研究报道，细胞在体外

培养的时间越长这种去分化作用就越明显［２１］，这

就使在体外培养条件下检测乳腺上皮细胞泌乳相

关基因表达与酪蛋白合成变得十分困难。本试验

采用酶消化法对奶牛乳腺上皮细胞进行原代培

养，并采用差酶消化法对其进行纯化，在研究中发

现所采集乳腺的鲜活性和细胞传代时的接种密度

对于泌乳相关基因的表达具有决定性的影响。

３．２　不同氨基酸模式对奶牛乳腺上皮细胞
酪蛋白合成的影响

　　目前，国内外研究中使用奶牛乳腺上皮细胞
为模型在体外研究氨基酸对乳蛋白合成调节主要

集中在限制性氨基酸、功能性氨基酸、支链氨基酸

及小肽等方面，而对理想氨基酸模式的研究较少。

来金良［２２］利用ＲＴｑＣＲ检测赖氨酸（Ｌｙｓ）、蛋氨酸
（Ｍｅｔ）、苏氨酸（Ｔｈｒ）、苯丙氨酸（Ｐｈｅ）对体外培养
乳腺组织中 ＣＳＮ１Ｓ１基因表达影响时发现：Ｌｙｓ、
Ｍｅｔ、Ｔｈｒ、Ｐｈｅ添加水平不同，ＣＳＮ１Ｓ１基因的表达
量也不同；当培养基中 Ｌｙｓ、Ｍｅｔ、Ｔｈｒ、Ｐｈｅ水平分
别为 １９７、５７、１２１、１２６ｍｇ／Ｌ时，其表达量最高。
徐柏林［２３］以奶牛乳腺上皮细胞为模型研究发现，

适宜浓度的精氨酸（Ａｒｇ）能够促进奶牛乳腺上皮
细胞中 ＣＳＮ１Ｓ１、αｓ２－酪蛋白（ＣＳＮ１Ｓ２）、β－酪蛋
白（ＣＳＮ２）、ＣＳＮ３基因的表达，且当体外细胞培养
液中 Ａｒｇ浓度为５５６ｍｇ／Ｌ时，这４种酪蛋白基因
的表达显著上调。李喜艳［２４］研究发现，当 Ｌｙｓ和
Ｍｅｔ以１．２和０．４ｍｍｏｌ／Ｌ浓度，即３∶１比例添加
时奶牛乳腺上皮细胞中总酪蛋白的合成量最大，

并显著地促进了乳蛋白合成相关基因的表达以及

与乳蛋白合成相关路径的基因的表达。以上的研

究结果说明，氨基酸作为乳蛋白合成的前体物对

促进乳蛋白的合成应有适当的比例与浓度，氨基

酸的平衡性对于提高乳蛋白含量和合成效率具有

现实意义［２５］。在本试验中，ＬＰＢＰ组代表的是低
蛋白质（９．３％干物质）饲粮条件下泌乳奶牛静脉
血中各氨基酸组成比例，除Ｔｈｒ外其他必需氨基酸
的比例 ＬＰＢＰ组明显低于其他各组，有可能是必需
氨基酸比例过低导致了 ＬＰＢＰ组 αｓ－酪蛋白合成
量与 ＣＳＮ１Ｓ１、ＣＳＮ３基因 ｍＲＮＡ表达量显著低于
其他各组。在体内试验中，Ｂａｃｈ等［２６］饲喂不同粗

蛋白质水平（１５％和 １８％）及不同小肠食糜氨基
酸构成（与酪蛋白氨基酸构成接近和有较大差异，

分别用 Ｈ和 Ｌ表示）的４种饲粮，结果表明饲喂 Ｈ

５６７１



　
动　物　营　养　学　报 ２５卷

型饲粮的乳腺组织对总氨基酸的吸收速度较快，

１５％ Ｈ型饲粮的乳蛋白合成的氮利用率较高，达
到３３％，这充分说明应存在一个能使乳腺组织充
分利用合成乳蛋白的氨基酸供给模式。有研究者

建议把乳蛋白或者是微生物蛋白质氨基酸组成模

式作为奶牛的理想氨基酸模式，也有研究者使用

酪蛋白氨基酸组成模式作为理想氨基酸模式的参

照。本试验的研究结果显示，在培养基中氨基酸

浓度相同的情况下，相对于其他氨基酸模式，全乳

蛋白氨基酸模式在泌乳相关基因转录及蛋白质合

成２个层次上均有显著的促进作用，此研究结果
可为反刍动物理想氨基酸模式理论的完善提供一

些参考。

４　结　论
　　氨基酸模式的不同能够影响奶牛乳腺上皮细
胞酪蛋白的合成，相对于其他氨基酸模式，全乳蛋

白氨基酸模式更能促进奶牛乳腺上皮细胞酪蛋白

的合成。
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