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小肽氨基酸组成对体外培养的奶牛
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　　摘要：为研究不同二肽对奶牛乳腺组织中乳蛋白合成的影响，在体外培养的奶牛乳腺组织培养液中分别添加不同
的赖氨酸二肽：赖氨酸－赖氨酸（Ｌｙｓ－Ｌｙｓ）、赖氨酸－组氨酸（Ｌｙｓ－Ｈｉｓ）、赖氨酸－苯丙氨酸（Ｌｙｓ－Ｐｈｅ）、赖氨酸－亮
氨酸（Ｌｙｓ－Ｌｅｕ）和赖氨酸－苏氨酸（Ｌｙｓ－Ｔｈｒ），等量取代培养液中１０％游离赖氨酸（赖氨酸总浓度为２１０μｇ／ｍＬ）进
行培养，试验结束后收集乳腺组织和培养液分别检测基因表达和乳蛋白合成。结果表明，同游离 Ｌｙｓ和 Ｌｙｓ－Ｔｈｒ、
Ｌｙｓ－Ｌｙｓ、Ｌｙｓ－Ｈｉｓ二肽相比，Ｌｙｓ－Ｌｅｕ和Ｌｙｓ－Ｐｈｅ显著提高了乳腺组织中αｓ１酪蛋白基因的表达（Ｐ＜０．０５）；５种肽

结合Ｌｙｓ均显著提高了小肽转运载体２（ＰｅｐＴ２）的ｍＲＮＡ丰度（Ｐ＜０．０５），Ｌｙｓ－Ｐｈｅ和Ｌｙｓ－Ｌｅｕ比等量的Ｌｙｓ－Ｔｈｒ、
Ｌｙｓ－Ｌｙｓ和Ｌｙｓ－Ｈｉｓ更能促进ＰｅｐＴ２基因的表达（Ｐ＜０．０５）。说明小肽不同的氨基酸组成可影响奶牛小肽的摄取和
乳蛋白的合成，同亲水性氨基酸组成的小肽相比，疏水性氨基酸组成的小肽更能促进乳腺αｓ１酪蛋白基因的表达。
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　　乳腺组织能摄取血液循环中的小肽（２～３个氨基酸组
成）作为乳蛋白合成的前体物质，小肽在反刍动物乳腺蛋白

合成中发挥重要作用［１－２］。很多研究证实，给体外培养的奶

牛乳腺上皮细胞培养液中添加适当浓度的必需氨基酸如蛋氨

酸（ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ，Ｍｅｔ）、赖氨酸（ｌｙｓｉｎｅ，Ｌｙｓ）、缬氨酸（ｖａｌｉｎｅ，
Ｖａｌ）、亮氨酸（ｌｅｕｃｉｎｅ，Ｌｅｕ）、苯丙氨酸（ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ，Ｐｈｅ）、
苏氨酸（ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ，Ｔｈｒ），小肽均能促进酪蛋白的基因表达和
乳蛋白合成［３－９］。目前关于小肽添加量对乳蛋白合成的影响

研究较多，而小肽的氨基酸组成对乳蛋白合成影响的研究较

少。因此，本试验初步探讨了不同氨基酸组成的含 Ｌｙｓ二肽
对体外培养的奶牛乳腺组织乳蛋白合成的影响。

１　材料与方法

１．１　奶牛乳腺组织体外培养
取泌乳中期的中国荷斯坦奶牛乳腺组织，清洗并剪碎至

１ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ大小。将组织块种植于６孔板上，置于
二氧化碳培养箱中（３７℃，５％ＣＯ２），待组织贴壁后每孔添加
２ｍＬ培养液。培养液成分为基础培养液 ＤＭＥＭ（ｄｕｌｂｅｃｃｏｓ
ｍｏｄｉｆｉｅｄｅａｇｌｅｓｍｅｄｉｕｍ）－Ｆ１２（Ｇｉｂｃｏ，美国）添加１％谷氨酰
胺、１００ＩＵ／ｍＬ青霉素、１００μｇ／ｍＬ链霉素、５μｇ／ｍＬ胰岛素
（Ｓｉｇｍａ，美国）、５００ｎｇ／ｍＬ催乳素（Ｓｉｇｍａ，美国）、１μｇ／ｍＬ氢
化可的松（Ｓｉｇｍａ，美国）以及１０％胎牛血清（ＦＣＳ，杭州四季青
生物工程公司）。

１．２　试验设计
试验处理培养液中去除胎牛血清、补充几种必需氨基酸

［Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｌｙｓ、Ｌｅｕ、Ｖａｌ、异亮氨酸（ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ，Ｉｌｅ）、苏氨酸
（ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ，Ｔｈｒ）、组氨酸（ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ，Ｈｉｓ）］，并按试验设计调整
相应氨基酸和小肽的浓度。分别用培养液中 Ｌｙｓ总量
（２１０μｇ／ｍＬ）１０％肽结合 Ｌｙｓ［Ｌｙｓ－Ｌｙｓ／（ＬＬ）、Ｌｙｓ－Ｈｉｓ／
（ＬＨ）、Ｌｙｓ－Ｐｈｅ／（ＬＰ）、Ｌｙｓ－Ｌｅｕ／（ＬＵ）、Ｌｙｓ－Ｔｈｒ／ＬＴ］替代
等量的Ｌｙｓ。试验处理４８ｈ后，分别收集乳腺组织和培养液
用于总ＲＮＡ提取和总蛋白含量测定。每个处理重复３次。
１．３　ＲＮＡ提取和ｃＤＮＡ合成

用Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国）提取组织中的总 ＲＮＡ。ＲＮＡ
纯度以紫外吸光法检测（Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ＞１．８０）。抽提的 ＲＮＡ
溶解后立即用于第 １链 ｃＤＮＡ的合成（ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ
ｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ反转录试剂盒，ＴａＫａＲａ）。合成的 ｃＤＮＡ贮存
于－２０℃，备用。
１．４　实时荧光定量ＰＣＲ（ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ）

采用实时荧光定量ＰＣＲ方法检测 ｍＲＮＡ的表达。αｓ１酪
蛋白、小肽转运载体２（ｏｌｉｇｏｐｅｐｔｉｄｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ２，ＰｅｐＴ２）和甘
油醛－３－磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）的实时荧光定量专用引物见
表１。ＰＣＲ反应在９６孔板中进行，反应体系为２μＬｃＤＮＡ模
板＋１８μＬＰＣＲ反应液（ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ ＲｅａｌＴｉｍｅ
ＰＣＲ试剂盒，ＴａＫａＲａ）。纯水替代ｃＤＮＡ模版作为阴性对照。
反应条件为：９５℃ １０ｓ；９５℃ ５ｓ，４０个循环；６０℃ ３４ｓ。
ＡＢＩ７５００实时定量序列检测软件（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，美国）
自动读取循环数（ＣＴ）值，ＧＡＰＤＨ、αｓ１酪蛋白和 ＰｅｐＴ２的扩增
效率分别为１００．９％、１００．１％、１０１．３％，ｍＲＮＡ相对变化值用
公式２－ΔΔＣＴ进行计算。
１．５　ＤＮＡ总量和培养液中总蛋白质含量测定

用Ｔｒｉｚｏｌ提取组织中的ＤＮＡ总量，用紫外吸光度法测定
ＤＮＡ的纯度（Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ ＞１．８０）和含量。ＤＮＡ含量作为
“组织数量／细胞数量”的代表，用于校正培养液中的蛋白质
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表１　实时荧光定量专用引物

基因 正向引物（５′→３′） 反向引物（５′→３′） 来源

αｓ１酪蛋白 ＣＣＴＡＡＡＣＡＴＣＣＴＡＴＣＡＡＧＣＡＣＣＡＡ ＡＴＴＧＡＣＣＴＴＣＴＣＣＴＴＴＣＣＡＡＡＣＡＣ ＮＭ＿１８１０２９
ＰｅｐＴ２ ＡＴＧＧＣＡＡＴＧＣＣＣＡＡＴＧＡＡＧ ＣＡＣＣＡＡＣＡＣＡＧＣＡＡＣＡＡＡＣＡＡＡ ＮＭ＿００１０７９５８２
ＧＡＰＤＨ ＧＣＣＡＡＧＡＧＧＧＴＣＡＴＣＡＴＣＴＣ ＧＧＴＣＡＴＡＡＧＴＣＣＣＴＣＣＡＣＧＡ ＡＪ＿００００３９

含量。将冷的丙酮沉淀培养液中的蛋白质溶于含１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ的磷酸盐缓冲溶液（ＰＢＳ）中，随后根据 Ｂｒａｄｆｏｒｄ的方
法［９］用蛋白质检测试剂盒（博士德，武汉）检测培养液中的总

蛋白质含量，并以此代表培养液中的乳蛋白含量。以试验组

ＤＮＡ校正乳蛋白含量［蛋白质质量（ｍｇ）同ＤＮＡ质量（μｇ）的
比值］同对照组 ＤＮＡ校正乳蛋白含量的比值作为最终结果
进行比较。

１．６　统计分析
所有 数 据 用 Ｅｘｃｅｌ软 件 进 行 处 理，用 ＳＡＳ软 件

ＰＲＯＣ－ＧＬＭ程序进行统计分析。当 Ｐ＜０．０５时，认为差异
显著。

２　结果与分析

同游离Ｌｙｓ和其他Ｌｙｓ二肽相比，Ｌｙｓ－Ｌｅｕ、Ｌｙｓ－Ｐｈｅ可
显著提高乳腺组织中αｓ１酪蛋白基因的表达（Ｐ＜０．０５），其中
Ｌｙｓ－Ｐｈｅ组αｓ１酪蛋白ｍＲＮＡ丰度最高（图１－Ａ）。同对照组
相比，Ｌｙｓ二肽替代组乳蛋白合成量差异不显著（图１－Ｂ）。
　　５种肽结合Ｌｙｓ的添加均显著提高了 ＰｅｐＴ２的 ｍＲＮＡ丰
度（Ｐ＜０．０５，图２）。不同氨基酸残基组成的小肽对ＰｅｐＴ２基
因表达的影响不同。由图２可见，Ｌｙｓ－Ｐｈｅ和Ｌｙｓ－Ｌｅｕ比等
量的Ｌｙｓ－Ｔｈｒ、Ｌｙｓ－Ｌｙｓ和Ｌｙｓ－Ｈｉｓ更能促进 ＰｅｐＴ２基因的
表达（Ｐ＜０．０５）。

３　结论与讨论

小肽的转运是一个复杂的过程，影响因素较多。除肽链

长度外，肽的氨基酸残基组成是影响肽吸收的另一个重要因

素。一般而言，Ｌ型氨基酸组成的小肽要比 Ｄ型氨基酸组成
的小肽更易吸收；中性氨基酸组成的小肽比酸碱性氨基酸组

成的小肽更易被动物吸收。在本试验中，同 Ｌｙｓ－Ｈｉｓ、Ｌｙｓ－
Ｔｈｒ、Ｌｙｓ－Ｌｙｓ相比，Ｌｙｓ－Ｌｅｕ、Ｌｙｓ－Ｐｈｅ显著增加了乳腺组织
中αｓ１酪蛋白ｍＲＮＡ丰度（Ｐ＜０．０５）。分析小肽的氨基酸组
成可以发现，同亲水性和带电荷的氨基酸残基（如Ｔｈｒ、Ｌｙｓ和
Ｈｉｓ）组成的小肽相比，疏水性和体积较大的氨基酸残基（如
Ｐｈｅ和Ｌｅｕ）组成的小肽更能促进乳腺中 αｓ１酪蛋白的基因表
达和乳蛋白合成。这些结果表明，小肽在促进乳蛋白合成方

面的效果受其氨基酸组成的影响。

小肽的吸收主要依赖于小肽转运载体系统。哺乳动物体

内主要的小肽转运载体包括ＰｅｐＴ１和ＰｅｐＴ２。在奶牛乳腺上
皮细胞中则仅有ＰｅｐＴ２表达［７］。这些肽转运系统不仅可以转

运小肽，还可以转运与肽结构类似的药物。与氨基酸（ＡＡ）
转运机制不同，小肽是逆浓度梯度转运，而且主要依赖 Ｈ＋或
Ｃａ２＋浓度进行转运。与游离氨基酸（ＦＡＡ）吸收慢、吸收时耗
能高相比，小肽转运系统具有转运速度快、耗能低等特点。小

肽与ＦＡＡ相互独立的吸收机制，有助于减轻由于 ＦＡＡ相互
竞争共同吸收位点而产生的吸收抑制。小肽载体对底物具有

广泛的适应性，几乎能够转运所有的二肽和三肽［１０］。但肽载

体对底物构象具有严格的特异性，它对Ｎ末端含 Ｄ型 ＡＡ的
耐受性比 Ｃ末端为 Ｄ型的高，而全 Ｄ型的肽不能作为底物。
另外，小肽转运载体对由疏水性和体积较大的氨基酸残基组

成的小肽具有高亲和力；而对由亲水性和带电荷的氨基酸残

基组成的小肽亲和力较低［１１］。本试验中５种肽结合 Ｌｙｓ的
添加均显著提高了 ＰｅｐＴ２的 ｍＲＮＡ丰度（Ｐ＜０．０５）。ＰｅｐＴ２
是一种底物亲和力高，但易饱和的转运载体，当底物浓度增

加，同时乳腺组织又有摄取小肽的需求时，只能通过增加

ＰｅｐＴ２的数量来实现。ＰｅｐＴ２在奶牛乳腺小肽摄取过程中发
挥着关键作用，其蛋白数量同其转运小肽的多少呈正相关关

系［６，１２］。因此，ＰｅｐＴ２的表达增强也说明了乳腺对小肽的摄
取增加。此外，不同氨基酸残基组成的赖氨酸小肽对 ＰｅｐＴ２
基因表达的影响不同。Ｌｙｓ－Ｐｈｅ和Ｌｙｓ－Ｌｅｕ比等量的Ｌｙｓ－
Ｔｈｒ、Ｌｙｓ－Ｌｙｓ、Ｌｙｓ－Ｈｉｓ更能促进 ＰｅｐＴ２基因的表达（Ｐ＜
００５）。这一结果同Ｌｙｓ－Ｐｈｅ和 Ｌｙｓ－Ｌｅｕ对 αｓ１酪蛋白的基
因表达影响结果一致。以上结果说明，小肽不同的氨基酸残

基组成可以影响奶牛乳腺上皮细胞小肽的摄取，进而影响乳

蛋白的合成。

Ｌｙｓ－Ｌｙｓ、Ｌｙｓ－Ｈｉｓ、Ｌｙｓ－Ｌｅｕ、Ｌｙｓ－Ｐｈｅ、Ｌｙｓ－Ｔｈｒ对奶
牛乳腺组织乳蛋白合成的促进作用依赖于其氨基酸残基的理

化性质。同亲水性氨基酸组成的小肽相比，疏水性氨基酸组

成的小肽更能促进乳腺αｓ１酪蛋白基因的表达。
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中药复方多糖对不同 ＭＨＣＢ－ＬβⅡ 基因型鸡新城疫
抗体和免疫球蛋白 ＩｇＧ、ＩｇＭ含量的影响

杨红洋，朱晓庆，商云霞，谷新利，郭　晓
（石河子大学动物科技学院，新疆石河子８３２００３）

　　摘要：为探究ＭＨＣＢ－ＬβⅡ基因多态性对中药复方多糖免疫调节剂量的影响，采用ＰＣＲ－ＳＳＣＰ方法将５００羽黄
麻肉鸡按不同ＭＨＣＢ－ＬβⅡ基因型分组，再将各组分成高、中、低剂量中药复方多糖组和空白对照组。分别于８日龄
皮下注射５０．０、２５．０、１２．５ｍｇ／ｍＬ中药复方多糖和生理盐水各０．２ｍＬ／只，连续注射７ｄ，于２１、４２、５６、７０日龄各组随
机取５只试验鸡，翅静脉采血分离血清，测定血清中新城疫（ｎｅｗｃａｓｔｌｅｄｉｓｅａｓｅ，简称ＮＤ）抗体和ＩｇＧ、ＩｇＭ的含量。结果
显示，多糖能提高ＭＨＣＢ－ＬβⅡ不同基因型鸡新城疫抗体和ＩｇＧ、ＩｇＭ含量，且高剂量组中药复方多糖组中ＡＢ基因型
个体血清中新城疫抗体含量最高，ＡＡ基因型个体血清中ＩｇＧ、ＩｇＭ含量最高；中、低剂量中药复方多糖组中ＡＢ基因型
个体血清中新城疫抗体含量和ＩｇＧ、ＩｇＭ含量最高。表明中药复方多糖能提高不同ＭＨＣＢ－ＬβⅡ基因型鸡的免疫力，
且中药复方多糖对不同ＭＨＣＢ－ＬβⅡ基因鸡的最适免疫调节剂量不同。
　　关键词：中药复方多糖；ＭＨＣＢ－ＬβⅡ基因；新城疫；免疫球蛋白ＩｇＧ和ＩｇＭ；鸡
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　　免疫能力的高低决定了机体抵抗病原能力的大小，直接 影响经济动物的生长和生产。注射疫苗能有效地提高机体抵

抗病原的能力，并且当疫苗与免疫增强剂配合使用时能显著

增强疫苗的防疫效果。目前，国内外广泛使用的油乳剂、铝胶

类等化学性免疫增强剂常具有副作用大、局部刺激性强、致癌

等弊端。大量研究表明，从中草药中提取的多糖不仅能增强

机体免疫力，还具有毒副作用小、残留量低等优点，成为开发

疗效确定、低毒免疫增强剂的理想药物。
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