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　　摘要：为了揭示 ＤＬＧ５基因在机体抵抗大肠杆菌刺激过程中发挥的功能，本试验利用产肠毒素性大肠杆菌
（Ｆ１８ａｂ、Ｆ１８ａｃ和Ｋ８８ａｃ）侵染猪肠上皮细胞系（ＩＰＥＣ－Ｊ２）模拟个体的致病过程，用实时荧光定量检测ＤＬＧ５基因在感
染前后的表达变化情况，在细胞水平上探讨ＤＬＧ５基因表达水平与产肠毒素性大肠杆菌抗性的关系。结果表明，３种
大肠杆菌的菌清和菌体刺激ＩＰＥＣ－Ｊ２后，ＤＬＧ５基因表达水平均发生显著或极显著上调；并且由 Ｆ１８ａｂ和 Ｋ８８ａｃ这２
种菌体刺激后ＤＬＧ５基因表达水平上调的程度要极显著高于Ｆ１８ａｃ菌体刺激后的表达水平。本研究结果提示，猪ＤＬＧ５
基因表达和大肠杆菌的抗性具有密切关系，可能与其在一定程度上能够促进肠道屏障的结构稳定和功能发挥有关。
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　　仔猪断奶前后腹泻是规模化猪场最常见的疾病。产肠毒
素性大肠杆菌（ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｇｅｎｉｃＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，简称 ＥＴＥＣ）是
引起断奶前后腹泻的主要病原菌。仔猪断奶后，小肠的形态

和功能都发生相应的变化［１］。此外，断奶期间消化酶的活性

降低，影响肠黏膜的修复和结构的完整性［２］，导致大量致病

性大肠杆菌的入侵从而引起疾病，因此仔猪肠道黏膜结构完

整性是抵抗产肠毒素性大肠杆菌等外来病原菌侵袭的基本保

障［３］，同时是维持肠道屏障相关基因（蛋白）表达对腹泻的抗

性具有的重要调控作用［４］。

ＤＬＧ５（ｄｉｓｃｓｌａｒｇｅｈｏｍｏｌｏｇｓ５）基因位于１０号染色体ｑ２３，
全长约７９ｋｂ，含３２个具有编码功能的外显子，其编码的蛋白
是膜结合相关的鸟苷酸激酶（ｍｅｍｂｒａｎｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｇｕａｎｙｌａｔｅ
ｋｉｎａｓｅ，ＭＡＧＵＫ）家族成员之一，主要参与细胞内的信号传导
并起到构建细胞骨架的作用［５］。有相关研究证明，ＤＬＧ５基
因还具有稳定顶端蛋白复合体的功能，与上皮细胞的完整性

和极性的保持有关［６］。课题组前期筛选出 ｍｉＲ－１９２和
ｍｉＲ－２１５可能是调控断奶仔猪抗 Ｆ１８大肠杆菌感染的重要
ｍｉＲＮＡｓ，而ＤＬＧ５基因就是两者共同靶向调控的关键靶基
因，结合ＤＬＧ５基因的生物学功能，初步表明猪 ＤＬＧ５基因可
能与断奶仔猪肠道上皮的完整性以及大肠杆菌的抗性密切相

关［７－８］。为进一步揭示ＤＬＧ５基因在机体抵抗大肠杆菌刺激
过程中发挥的功能，本试验在细胞水平上利用产肠毒素性大肠

杆菌（Ｆ１８ａｂ、Ｆ１８ａｃ和 Ｋ８８ａｃ）侵染猪肠上皮细胞系（ＩＰＥＣ－
Ｊ２），用实时荧光定量检测ＤＬＧ５基因在侵染前后的表达变化
情况，分析ＤＬＧ５基因的表达水平与大肠杆菌侵染的关系，为
下一步探讨ＤＬＧ５基因的功能提供更加直接的参考依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
猪肠上皮细胞系（ＩＰＥＣ－Ｊ２）和大肠杆菌（Ｆ１８ａｂ、Ｆ１８ａｃ

和Ｋ８８ａｃ）由扬州大学兽医学院畜禽病原微生物研究室惠赠；
ＤＭＥＭ培养基、Ｆ１２培养基、ＬＢ培养基、胎牛血清（ＦＢＳ）均购
自Ｇｉｂｃｏ公司（美国）；ＰＢＳ磷酸缓冲液（干粉）购自北京赛因
坦科技有限公司（中国，北京）；Ｔｒｉｚｏｌ裂解液购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司（美国）；反转录试剂盒和荧光定量ＰＣＲ试剂盒购自南京
诺唯赞生物科技有限公司。

１．２　ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞的培养
将ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞以１×１０６个／孔的密度接种到３板１２

孔板中，用含１０％ ＦＢＳ的完全培养液（ＤＭＥＭ与 Ｆ１２培养基
１∶１混合）在恒温培养箱（３７℃，５％ ＣＯ２）中培养至密度达
到约９０％。
１．３　大肠杆菌菌液侵染ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞

将大肠杆菌 Ｆ１８ａｂ、Ｆ１８ａｃ和 Ｋ８８ａｃ分别接种至 ＬＢ培养
液，在恒温摇床（３７℃，２００ｒ／ｍｉｎ）中摇菌 １２ｈ，离心
（４０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ），分别收集菌清和菌体。向“１．２”步骤中
２板１２孔板的每个培养孔（处理孔和培养孔各设３个重复）各
加２００μＬ上清液和８００μＬ培养液，放于恒温培养箱（３７℃，
５％ ＣＯ２）分别孵育４、８ｈ后收集细胞用于提取总ＲＮＡ。
１．４　大肠杆菌菌体侵染ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞

将上一步骤中收集的菌体用ＰＢＳ缓冲液洗涤并离心（重
复３次）。用细胞培养液将细菌稀释至１．０×１０９ＣＦＵ／ｍＬ，每
个培养孔（处理孔和培养孔各设３个重复）加入１．０ｍＬ细菌
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悬液，于恒温培养箱（３７℃，５％ ＣＯ２）孵育４ｈ后收集细胞用
于提取总ＲＮＡ。
１．５　引物设计及合成

根据 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中 ＤＬＧ５基因序列（登录号：ＸＭ＿

００５６７１１３２．１），利用 Ｏｌｉｇｏ７．０软件设计 Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ引
物，为避免基因组 ＤＮＡ污染，引物跨外显子设计；以 ＧＡＰＤＨ
基因作为内参，引物均由生工生物工程（上海）股份有限公司

合成。引物信息见表１。
表１　ＤＬＧ５基因的Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ引物信息

基因
引物序列

（５′→３′）
产物长度

（ｂｐ）

ＤＬＧ５ Ｆ：ＡＴＣＣＣＴＣＴＧＴＣＡＴＣＧＡＣＣＣＡ；Ｒ：ＧＴＧＣＡＧＧＴＴＣＣＣＡＣＣＡＣＡＴＡ １８５
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＡＣＡＴＣＡＴＣＣＣＴＧＣＴＴＣＴＡＣＴＧＧ；Ｒ：ＴＣＴＣＣＴＣＣＴＧＣＴＣＣＡＡＴＣＣＡＧ １８７

１．６　细胞总ＲＮＡ提取和ｃＤＮＡ合成
利用Ｔｒｉｚｏｌ法提取各孔板细胞总 ＲＮＡ，提取步骤严格按

照ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ说明书操作，并以１％甲醛变性琼脂糖凝胶
电泳检测ＲＮＡ完整程度，使用 ＮＤ－１０００核酸／蛋白浓度测
定仪测定浓度及纯度，产物－７０℃保存备用。

ｃＤＮＡ合成反应体系（１０μＬ）为：５×ｑＲＴＳｕｐｅｒＭｉｘⅡ
２μＬ，总ＲＮＡ５００ｎｇ，ＲＮａｓｅｆｒｅｅｄｄＨ２Ｏ补足至１０μＬ。反应条
件为：２５℃１０ｍｉｎ，５０℃３０ｍｉｎ，８５℃５ｍｉｎ，产物４℃保存备用。
１．７　实时荧光定量

实时荧光定量反应体系为：模板 ｃＤＮＡ２．０μＬ，上、下游
引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各 ０．４μＬ，２×ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｐＴＭⅡ
１０μＬ，５０×ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅⅡ ０．４μＬ，ＲＮａｓｅｆｒｅｅｄｄＨ２Ｏ
补足至总体积 ２０μＬ。扩增程序为：９５℃ ３０ｓ；９５℃ ５ｓ，
６０℃３４ｓ，共４０个循环。扩增结束后进行熔解曲线的分析，
具体程序为：９５℃１５ｓ，６０℃ １ｍｉｎ；９５℃ １５ｓ，６０℃ １５ｓ。
每个样本设置３个重复。
１．８　数据统计分析

相对定量的结果采用 ２－ΔΔＣｔ法进行分析处理，并利用
ＳＰＳＳ１７．０软件一般线性模型（ｇｅｎｅｒａｌｌｉｎｅａｒｍｏｄｅｌ，ＧＬＭ）的
Ｕｎｉｖａｒｉａｔｅ统计方法分析不同菌体刺激的差异显著性，数据用
“平均值±标准差”表示。

２　结果与分析

２．１　总ＲＮＡ的纯度与完整性检测
提取的细胞总ＲＮＡ经１％甲醛变性琼脂糖凝胶电泳，呈

现清晰的２８Ｓ、１８Ｓ、５Ｓ共３条带，无 ＤＮＡ污染条带及明显降
解，ＮａｎｏＤｒｏｐＮＤ－１０００核酸／蛋白浓度测定仪检测 ＲＮＡ纯
度，样本的 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ为１．８～１．９，说明 ＲＮＡ提取的完整
性和纯度较高，可用于后续试验。

２．２　荧光定量ＰＣＲ的扩增曲线与熔解曲线
根据荧光值的变化，系统自动生成反应循环数与检测荧光

量变化的扩增反应动力学曲线，而扩增产物的特异性由熔解曲

线可以判断。由图１可知，ＤＬＧ５基因成功实现扩增，且ｑＰＣＲ
产物只有１个特异峰，无引物二聚体及非特异性产物生成。

２．３　大肠杆菌菌清刺激 ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞４ｈ和８ｈ后 ＤＬＧ５
基因的表达水平

分别以未经大肠杆菌刺激处理的对照组表达水平为１，
将３种大肠杆菌菌清侵染 ４ｈ和 ８ｈ后细胞中 ＤＬＧ５基因
ｍＲＮＡ的表达水平进行均一化处理。由图２可知，Ｆ１８ａｂ和
Ｋ８８ａｃ菌清刺激猪肠上皮细胞４ｈ后，ＤＬＧ５基因表达水平均
发生显著上调（Ｐ＜０．０５），Ｆ１８ａｃ菌清刺激４ｈ后，ＤＬＧ５基因
表达水平发生极显著上调（Ｐ＜０．０１），但是３种菌清刺激４ｈ
后ＤＬＧ５基因相对表达水平无显著差异（Ｐ＞０．０５）。３种大
肠杆菌菌清刺激猪肠上皮细胞８ｈ后，ＤＬＧ５基因表达水平均
发生极显著上调（Ｐ＜０．０１），且３种大肠杆菌菌清处理８ｈ后
细胞中ＤＬＧ５基因相对表达水平都没有显著差异（Ｐ＞０．０５）。
结果还显示，３种大肠杆菌菌清刺激处理８ｈ后ＤＬＧ５基因表
达水平上调的程度均极显著高于处理４ｈ后的上调程度 （Ｐ＜０．０１）。
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２．４　ＤＬＧ５基因在大肠杆菌菌体刺激ＩＰＥＣ－Ｊ２后的表达水平
以未经大肠杆菌刺激处理的对照组表达水平为１，对３

种大肠杆菌刺激处理的细胞中ＤＬＧ５基因ｍＲＮＡ的表达水平
进行均一化处理。由图３可知，３种大肠杆菌刺激 ＩＰＥＣ－Ｊ２
后，ＤＬＧ５基因表达水平均发生极显著上调（Ｐ＜０．０１），差异
倍数分别为４、２、４倍；并且 Ｆ１８ａｂ和 Ｋ８８ａｃ这２种菌体刺激
后ＤＬＧ５基因表达水平上调的程度要极显著高于 Ｆ１８ａｃ菌体
刺激后的表达水平（Ｐ＜０．０１），但是 Ｆ１８ａｂ和 Ｋ８８ａｃ这２种
菌体刺激后ＤＬＧ５基因表达水平无显著差异（Ｐ＞０．０５）。

３　讨论

产肠毒素性大肠杆菌（ＥＴＥＣ）是引起断奶前后仔猪腹泻
和水肿的主要病原菌，菌体表面特异菌毛按黏附素（菌毛）性

质可将Ｅ．ｃｏｌｉ分为Ｆ１８、Ｋ８８、Ｋ９９、Ｆ４１、９８７Ｐ等，ＥＴＥＣ通过表
面菌毛黏附于仔猪小肠黏膜上皮细胞上的刷状缘受体，定居

并大量繁殖，同时产生肠毒素，刺激小肠黏膜细胞，破坏肠上

皮细胞结构，最后引起仔猪腹泻、脱水甚至死亡［９，１１］。大量研

究报道认为 ＤＬＧ５基因是人炎症性肠病（ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｂｏｗｅｌ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＩＢＤ）的候选易感基因，而 ＩＢＤ的特征之一为肠上皮
屏障功能受损［５，１２］。ＤＬＧ５蛋白广泛分布于机体心脏、肝脏、
肠道上皮等组织［１３］，能与其他蛋白互作形成蛋白复合物，再

与多种信号转导蛋白连结，在维持上皮细胞结构、信号传递和

维持细胞骨架等过程中发挥重要作用［１４］。因此，当机体肠道

受到外源感染时，ＤＬＧ５的较高水平表达可能会在一定程度上
缓解肠道组织细胞的增殖和凋亡，降低病原的侵染速率。结

合本次试验结果，３种大肠杆菌的菌清或菌体刺激 ＩＰＥＣ－Ｊ２
后，细胞中ＤＬＧ５基因的相对表达均显著上调，且用菌清刺激
ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞的时间越久，ＤＬＧ５基因的相对表达水平越高，
进一步证实了 ＤＬＧ５在一定程度上能够促进肠道屏障的结构
稳定和功能发挥，并且在大肠杆菌侵袭仔猪肠道中发挥了重

要的调控作用。本次试验结果还显示，Ｆ１８ａｂ和 Ｋ８８ａｃ这２
种菌体刺激引起 ＤＬＧ５基因表达上调的程度均极显著高于
Ｆ１８ａｃ（Ｐ＜０．０１），这从一定程度上说明了不同种类的大肠杆
菌对机体的侵袭能力可能存在差异，Ｆ１８ａｂ和Ｋ８８ａｃ这２种大
肠杆菌对小肠上皮细胞的侵袭能力要强于Ｆ１８ａｃ。此外，大肠
杆菌菌体刺激４ｈ后和菌清刺激８ｈ后的引起的ＤＬＧ５基因表
达都极显著上调（Ｐ＜０．０１），菌体引起的差异倍数分别为４、２、
４倍，而菌清引起的差异倍数均为２倍，由此可见大肠杆菌菌
体对小肠上皮细胞的侵袭能力要强于大肠杆菌菌清。

体外模拟个体的致病过程，特别是以宿主细胞为素材进

行相关研究是验证基因功能的重要手段。为了在细胞水平揭

示ＤＬＧ５基因在机体抵抗大肠杆菌刺激过程中发挥的功能，
本研究利用３种大肠杆菌的菌清和菌体刺激ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞，
通过分析刺激前后细胞中 ＤＬＧ５基因的表达变化，初步证实
了ＤＬＧ５基因在大肠杆菌刺激过程中确实发挥了一定的调控
作用；但考虑到离体培养的猪肠上皮细胞系并不能完全模拟

体内肠道组织的生长环境，所以本研究只能初步说明 ＤＬＧ５
基因的表达和大肠杆菌的抗性具有密切关系，ＤＬＧ５基因在大
肠杆菌刺激过程中的调控作用及其机制还有待进一步研究。

下一步还将利用基因敲除和干扰技术，结合转录组分析和转

基因动物模型制备等手段，在动物模型上进行大肠杆菌体外

攻毒试验，并在群体水平中进行系统分析验证，以期为猪抗大

肠杆菌病分子选育工作提供指导和依据。

参考文献：

［１］ＣａｂｒｅｒａＲＡ，ＵｓｒｙＪＬ，ＡｒｒｅｌｌａｎｏＣ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｒｅｅｐｆｅｅｄｉｎｇａｎｄ
ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｌｇｌｕｔａｍｉｎｅｏｒｇｌｕｔａｍｉｎｅｐｌｕｓｇｌｕｔａｍａｔｅ（Ａｍｉｎｏｇｕｔ）ｏｎ
ｐｒｅ－ａｎｄｐｏｓｔ－ｗｅａｎｉｎｇｇｒｏｗｔｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅａｎｄｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｈｅａｌｔｈｏｆ
ｐｉｇｌｅｔｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｎｉｍａｌＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１３，４
（１）：２９．

［２］ＧｏｄｌｅｗｓｋｉＭＭ，ＢｉｅｒｌａＪＢ，ＳｔｒｚａｌｋｏｗｓｋｉＡ，ｅｔａｌ．Ａｎｏｖｅｌｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃ
ａｐｐｒｏａｃｈｔｏｓｔｕｄｙｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｕｃｏｓａｒｅｂｕｉｌｄｉｎｇｉｎｗｅａｎｅｄｐｉｇｓｆｅｄｗｉｔｈ
ｄｉｅｔａｒｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ［Ｊ］．ＬｉｖｅｓｔｏｃｋＳｃｉｅｎｃｅ，２００９，１２３（２）：２１５－２２０．

［３］谢天宇，胡红莲，高　民．肠黏膜免疫屏障及其保护措施［Ｊ］．动
物营养学报，２０１４，２６（５）：１１５７－１１６３．

［４］张影超，王希彪，崔世泉，等．肠上皮紧密连接蛋白ｍＲＮＡ的表达
与仔猪断奶腹泻关系的研究［Ｊ］．中国畜牧兽医，２０１４，４１（９）：
２２１－２２４．

［５］冯　?，郑　萍．ＤＬＧ５与克罗恩病相关性的研究进展［Ｊ］．国际
消化病杂志，２００８，２８（４）：２７７－２７９．

［６］ＦｒｉｅｄｒｉｃｈｓＦ，ＳｔｏｌｌＭ．Ｒｏｌｅｏｆｄｉｓｃｓｌａｒｇｅｈｏｍｏｌｏｇ５［Ｊ］．Ｗｏｒｌｄ
ＪｏｕｒｎａｌｏｆＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ，２００６，１２（２３）：３６５１－３６５６．

［７］ＹｅＬ，ＳｕＸＭ，ＷｕＺＣ，ｅｔａｌ．ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｉＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｄｕｏｄｅｎｕｍｏｆＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＦ１８－ｓｅｎｓｉｔｉｖｅａｎｄ
－ｒｅｓｉｓｔａｎｔｗｅａｎｅｄｐｉｇｌｅｔｓ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１２，７（８）：ｅ４３７４１．

［８］吴正常，殷学梅，孙　丽，等．猪ｍｉＲ－１９２／－２１５的组织表达谱及
其关键靶基因分析［Ｊ］．中国农业科学，２０１５，４８（１１）：２２５１－２２６１．

［９］叶　兰，潘章源，黄雪根，等．苏太猪抗 Ｆ１８＋大肠杆菌病基础群
ＦＵＴ１基因多态性及其与生长发育的关联分析［Ｊ］．中国畜牧兽
医，２０１０，３７（４）：１５８－１６１．

［１０］张培晏，刘　峻．产肠毒素性大肠杆菌菌毛的研究进展［Ｊ］．四
川畜牧兽医，２０１６，４３（１）：３２－３４．

［１１］陈传荣，韩敏敏，张乃嘉，等．腹泻仔猪源致病性大肠杆菌生物
膜与耐药性及毒力的相关性［Ｊ］．微生物学通报，２０１６，４３（１０）：
２２３４－２２４１．

［１２］黄盛秋，徐　辉．克罗恩病易感基因研究进展［Ｊ］．西南军医，
２０１３，１５（２）：１８８－１９１．

［１３］ＳｈａｈＧ，ＢｒｕｇａｄａＲ，ＧｏｎｚａｌｅｚＯ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｃｌｏｎｉｎｇ，ｇｅｎｏｍｉｃｏｒｇａｎｉ
ｚａｔｉｏｎａｎｄｔｉｓｓｕｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｏｆｔｈｅｈｕｍａｎＤＬＧ５ｇｅｎｅ［Ｊ］．
ＢＭＣＧｅｎｏｍｉｃｓ，２００２，３（１）：６．

［１４］ＳｔｏｌｌＭ，ＣｏｒｎｅｌｉｕｓｓｅｎＢ，ＣｏｓｔｅｌｌｏＣＭ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｔｉｃｖａｒｉａｔｉｏｎｉｎ
ＤＬＧ５ｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｂｏｗｅｌｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ
Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，２００４，３６（５）：４７６－４８０．

—９２１—江苏农业科学　２０１７年第４５卷第９期


