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对
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日龄断奶仔猪肠上皮

细胞的保护及修复效应研究
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#对
#8

日龄断奶仔猪的肠黏膜上皮细

胞"

9:;

#损伤后增殖%代谢%凋亡的影响及可能的作用机理&试验首先采用单因子设计!分别用
&<#

和
#<'=

-

'

=6

!&的
!

!

伴球蛋白对原代培养的断奶仔猪肠上皮细胞进行攻毒!通过测定细胞增殖%代谢及凋亡的变化而建立细

胞损伤模型(然后再采用
#>?

因子设计!考察添加不同浓度的
(67!#
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#对致敏的

肠上皮细胞的影响&结果表明!使用
!

!

伴球蛋白攻毒!细胞
BCCDE

值显著降低"

.

#

%<%$

#!细胞蛋白质沉积量和

细胞总蛋白含量极显著降低"

.

#

%<%&

#!胞外
6EF

活力极显著增加"

.

#

%<%&

#!

G,

H

!I

H

!JC7

酶活力显著"

.

#

%K%$

#或者极显著"

.

#

%<%&

#降低!半胱氨酸蛋白酶
!?

"

+,L

3

,L2!?

#酶活力极显著"

.

#

%<%&

#升高(使用
!

!

伴球蛋白攻

毒的同时添加不同浓度的
(67!#

!细胞
BCCDE

值%细胞蛋白质沉积量%细胞总蛋白含量和
G,

H

!I

H

!JC7

酶活力

均显著或极显著"

.

#

%<%$

或
.

#

%<%&

#升高!且随着
(67!#

浓度的增加而升高!而胞外
6EF

活力则随着
(67!#

浓度的增加而逐渐下降"

.

#
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或
.
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酶活力极显著"

.

#
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#降低&提示
!
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伴球蛋白对断奶

仔猪小肠上皮细胞的增殖和细胞完整性有不利影响!而
(67!#

能够减轻或者避免
!

!

伴球蛋白对断奶仔猪小肠上皮

细胞的不利影响!这种效应可能是通过调节细胞
G,

H

!I

H

!JC7

酶%

+,L

3

,L2!?

等的活力变化并影响细胞代谢而

实现&

关键词!胰高血糖素样肽
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#是近年来发现的一种特异性的促肠生长激

素+

&

,

!其促生长作用具有很强的器官特异性&大量

在小鼠+

#

,

%大鼠+

?

,等试验动物和胎猪%新生仔猪+

'!"

,

上的研究取得了较一致的结果!表明
(67!#

在促进

肠细胞增殖%分化!抑制细胞凋亡中发挥重要作用&

蒋荣川等+

A

,的研究表明!

(67!#

可以显著影响
#8

日龄断奶仔猪的肠细胞增殖及代谢!维护细胞形态

和功能的完整!但是否能对受损的细胞发挥保护%修

复功能尚不得而知&研究表明!在仔猪断奶后的肠

道适应过程中!

!

!

伴球蛋白是植物蛋白源中诱发断

奶仔猪肠道发生过敏反应的主要抗原成分!并进而

导致仔猪断奶应激综合征的发生!因此!植物性蛋白

引起的仔猪肠道过敏损伤及随即而来的肠道修复是

肠道适应的重要步骤+

8

,

&在小肠适应过程中!

(67!

#

在仔猪肠道分泌增加+

$

,

!但是否能在植物蛋白抗

原引起的断奶仔猪肠道过敏反应及随后的适应中发

挥作用还未知&因此!本试验拟先在
#8

日龄断奶仔

猪的肠上皮细胞模型上研究
(67!#

对
!

!

伴球蛋白

致敏的肠细胞的形态%增殖%凋亡及相关酶活力的影

响!探讨
(67!#

对损伤的肠黏膜上皮细胞的影响特

点或规律!为以后进一步研究
(67!#

对断奶仔猪肠

道适应的调节作用提供试验依据&

%

!

材料与方法

%H%

!

试验对象

试验动物采用
#8

日龄断奶的长白
>

大白健康

仔猪!体质量为
"<8#1

-

!屠宰后立即在无菌条件下

取回肠!放入预冷的
' _

清洗液中!参考
:\,/L

等+

@

,

!姜俊+

&%

,的方法进行肠上皮细胞的消化分离!

分离得到的肠细胞用适量培养液悬浮&细胞培养液

配方如下$

EB:B

高糖培养基!添加
$̀ abM

%

#==.)

'

6

!& 谷 氨 酰 胺%

#

#

-

'

=6

!& 胰 岛 素%

#%/

-

'

=6

!&

:(a

%

&%%9U

'

=6

!& 青霉素和
&%%

#

-

'

=6

!&链霉素&

%H!

!

试验材料

&<#<&

!

仪器
!!

bb$%"%Uc

型细胞培养箱"德国

F2X,2*L

#!

V2))L+,/BI?

型酶联免疫分析仪"美国

CS2X=.a0LS2XM+02/40Y0+

#!倒置相差多功能生物显

微镜"

J#%%

型!德国
;,X)d20LLB0+X.0=,

-

0/

-

(=!

ZF

#!

Ec!8%%

核 酸蛋 白分 析仪 "美 国
b2+1=,/

;.*)42X

#!

b;G!&?"%

型生物洁净工作台等&

&<#<#

!

主要试剂
!!

(67!#

"美国
7S.2/0W7S,X!

=,+2*40+,)L

公司!

7*X04

T$

@$̀

#(胰岛素%胶原酶
$

型%中性蛋白酶
%

型%四甲基偶氮唑盐"

BCC

#!

+,L

3

,L2!?

活性检测试剂盒"美国
M0

-

=,

公司#(山梨

醇%

EB:B

高糖培养液%胎牛血清%转铁蛋白"美国

(0Z+.

公 司#(

G,

H

!I

H

!JC7

酶%碱 性 磷 酸 酶

"

JI7

#%乳酸脱氢酶"

6EF

#检测试剂盒!考马斯亮

蓝总蛋白检测试剂盒"南京建成生物工程研究所#

等&

%HI

!

试验设计

&<?<&

!

!

!

伴球蛋白细胞攻毒模型的建立
!!

试验
&

采用单因子设计!设
?

个处理!每个处理
8

个重复!

每个重复
&

孔&

!

!

伴球蛋白的添加浓度参考郭林

英+

&&

,的结果!详见表
&

&

@A'&



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
'%

卷
!

表
%

!

试验
%

设计方案

J4D?0%

!

J@050:2

7

3-90K

.

0/2L03,% =

-

'

=6

!&

处理组
CX2,4=2/4 J b ;

!

!

伴球蛋白浓度

!

!+./

-

)

T

+0/0/+./+2/4X,40./

% &<# #<'

重复数
N2

3

)0+,42 8 8 8

&<?<#

!

(67!#

对致敏的断奶仔猪肠上皮细胞的影

响
!!

试验
#

采用
#>?

因子设计!试验设
"

个处

理!每个处理
&"

个重复!每个重复
&

孔!

(67!#

的添

加浓度参考蒋荣川等+

A

,的结果!详见表
#

&

表
!

!

试验
!

设计方案

J4D?0!

!

J@050:2

7

3-90K

.

0/2L03,!

组别
(X.*

3

!

!

伴球蛋白

!

!+./

-

)

T

+0/0/

-"

=

-

'

=6

!&

#

胰高血糖素样肽
!#

(67!#

-"

=.)

'

6

!&

#

重复数

N2

3

)0+,42

处理组

CX2,4=2/4

&

组
(X.*

3

& &<#

&>&%

!@

&>&%

!8

&>&%

!A

&"

&"

&"

b

&

b

#

b

?

#

组
(X.*

3

# #<'

&>&%

!@

&>&%

!8

&>&%

!A

&"

&"

&"

;

&

;

#

;

?

%H$

!

试验方法

&<'<&

!

!

!

伴球蛋白的提取
!!

利用大豆
!

!

伴球蛋

白在稀盐酸缓冲溶液中溶解度不同进行分离!具体

方法参照
CS,/S

等+

&#

,的提取方法进行&

&<'<#

!

细胞接种
!!

将细胞按
&>&%

" 个'

=6

!&接

种于预先用胶原蛋白涂抹的
#'

孔细胞培养板中!

$̀ ;D

#

?A_

培养
'8S

!待细胞贴壁后!弃去原培养

液!各处理组分别加入不同浓度的
!

!

伴球蛋白!再培

养
'8S

后测定相关指标以判断能否建立断奶仔猪

肠上皮细胞的攻毒模型&试验
#

各处理组则在肠上

皮细胞贴壁后加入
!

!

伴球蛋白!然后再加入不同浓

度
(67!#

!继续培养
'8S

后!收集样品进行测定&

&<'<?

!

细胞观测计数
!!

细胞培养过程中!利用倒

置显微镜的透射明场相差相衬法"

7F

#直接观察细

胞形态以判断细胞生长情况(加入
(67!#

后
'8S

!

各处理组分别取
'

孔进行细胞计数$弃去培养液!用

细胞清洗液清洗细胞
#

&

?

次!每孔加入
$%%

#

6

混

合酶 消 化 液 "

?%% U

'

=6

!&

$

型 胶 原 酶 和

%<&=

-

'

=6

!&

%

型中性蛋白酶#消化细胞
?%=0/

!

制成细胞悬液!吹打均匀!用移液器吸取
#%

#

6

细胞

悬液!加入血细胞计数板!在显微镜下进行细胞计

数&

&<'<'

!

样品收集及测定指标
!!

加入
!

!

伴球蛋白

和
(67!#

培养细胞
'8S

后!各处理组分别取
'

孔进

行
BCC

染色!并测定
$'%/=

处的吸光值"

BCC

DE

值#!其值反映活细胞数量及细胞代谢的活跃程

度(细胞贴壁培养
'8S

后!收集各处理的培养上清

液和裂解液!分别测定细胞蛋白沉积量%细胞总蛋白

含量%上清液中的乳酸脱氢酶"

6EF

#%

JI7

酶活力

以及裂解液中的
G,

H

!I

H

!JC7

酶活力和
+,L

3

,L2!?

的活力来反映细胞的增殖%完整性及凋亡情况+

&?!&"

,

&

酶活定义单位如下$

G,

H

!I

H

!JC7

活力!规定

每小时每毫克组织蛋白的组织中
JC7

酶分解
JC7

产生
&

#

=.)

无机磷的量为一个
JC7

酶活力单位!

即微摩尔磷'毫克蛋白!&

'小时!&

"

#

=.)70

'

=

-

3

X.4

!&

'

S

!&

#(

JI7

活力$每克组织蛋白在
?A_

与基

质作用
&$=0/

产生
&=

-

酚为
&

个单位(

6EF

活力$

&%%%=6

组织液
?A_

与基质作用
&$=0/

!在反应体

系中产生
&

#

=.)

丙酮酸为
&

个单位(

+,L

3

,L2!?

活性$

当底物饱和时!在
?A_

剪切
&/=.)J+!E:cE!

3

GJ

产生
&/=.)

3

GJ

的
+,L

3

,L2!?

的酶量&

%HM

!

试验数据处理

试验结果以平均数
e

标准差表示&试验
&

采用

M7MM&?<%

对试验数据进行单因素方差分析!结合

E*/+,/

法进行多重比较(试验
#

用
M7MM&?<%

统计

软件进行
(6B

方差分析并进行多重比较&

!

!

结
!

果

!H%

!

!

)

伴球蛋白对断奶仔猪肠细胞攻毒模型的

建立

#<&<&

!

细胞形态观察
!!

!

!

伴球蛋白对断奶仔猪

肠上皮细胞的增殖及形态影响如图
&

所示!断奶仔

%8'&



!

&%

期 贾
!

刚等$胰高血糖素样肽
!#

对
#8

日龄断奶仔猪肠上皮细胞的保护及修复效应研究

猪的肠上皮细胞大小在
$

&

&%

#

=

左右!向培养液

中添加
!

!

伴球蛋白后!细胞密度"数量#降低!细胞贴

壁性能下降!边缘清晰度降低!表明细胞形态的完整

性受到损伤!这种不利影响随着培养液中
!

!

伴球蛋

白的浓度增加而增加&

J

%

b

%

;

分别为表
&

中各处理对应的
9:;

形态

J

!

b

!

;CS29:;=.X

3

S.).

-T

.Y4X2,4=2/4L0/4,Z)2&

图
%

!

不同浓度
!

)

伴球蛋白对断奶仔猪肠上皮细胞增殖及形态的影响#

%"N

%

!I

&

!"N

%

"H$

$

O2

7

P%

!

J@009901,:-952990/03,

!

)1-3

7

?

+

12323?0Q0?:-3

.

/-?290/4,2-3435L-/

.

@-?-

7+

-9>8*-9G04305

.

2

7

?0,

#<&<#

!

!

!

伴球蛋白对细胞增殖的影响
!!

!

!

伴球

蛋白对断奶仔猪肠上皮细胞增殖%代谢的影响见表

?

&添加
!

!

伴球蛋白组细胞数量极显著降低"

.

#

%K%&

#!

BCCDE

值显著"

.

#

%<%$

#降低!这提示活

细胞数量减少(细胞蛋白质沉积量和细胞总蛋白含

量极显著降低"

.

#

%<%&

#!且随着培养液中的
!

!

伴

球蛋白浓度的增加而降低&结果表明$

!

!

伴球蛋白

抑制了
#8

日龄断奶仔猪肠上皮细胞的增殖及代谢&

表
I

!

不同浓度
!

)

伴球蛋白对断奶仔猪肠上皮细胞增殖及蛋白质代谢的影响

J4D?0I

!

89901,:-952990/03,

!

)1-3

7

?

+

12323?0Q0?:-3

.

/-?290/4,2-3435

.

/-,023L0,4D-?2:L-9G04305

.

2

7

?0,R:>8*

项目
942=

!

!

伴球蛋白浓度-"

=

-

'

=6

!&

#

!

!

!+./

-

)

T

+0/0/+./+2/4X,40./L

% &<# #<'

细胞数量-"

>&%

" 个'

=6

!&

#

;2))

^

*,/404

T

&<'&$e%<&A'

,J

%<A'?e%<%$"

Zb

%<$%8e%<%?$

+b

BCCDE

值

BCCDE\,)*2

%<&@?e%<%''

,J

%<&#?e%<%&A

ZJ

%<&#$e%<%#'

ZJ

细胞蛋白质沉积量-"

=

-

'

=6

!&

#

7X.420/X242/40./

&<$%?e%<&8&

,J

%<888e%<%"8

Zb

%<'??e%<%A@

+;

细胞总蛋白量-"

=

-

'

=6

!&

#

C.4,)

3

X.420/

&<"88e%<#@%

,J

&<%&8e%<%8%

Zb

%<$88e%<%&@

+;

同行数据不同肩注小写字母表示差异显著"

.

#

%<%$

#!不同大写字母表示极显著"

.

#

%<%&

#&下表同

9/4S2L,=2X.Q

!

\,)*2LQ04S50YY2X2/4L=,))L*

3

2XL+X0

3

4L=2,/L0

-

/0Y0+,/450YY2X2/+2

"

.

#

%<%$

#!

50YY2X2/4+,

3

404,))2442XL*

3

2X!

L+X0

3

4L=2,/L0

-

/0Y0+,/450YY2X2/+2

"

.

#

%<%&

#

<CS2L,=2,LZ2).Q

#<&<?

!

!

!

伴球蛋白对细胞完整性相关酶活力的影

响
!!

!

!

伴球蛋白对断奶仔猪肠道上皮细胞代谢和

完整性的影响详见表
'

&添加
!

!

伴球蛋白使细胞

G,

H

!I

H

!JC7

酶活力极显著"

.

#

%<%&

#降低!

+,L

3

,L2!?

酶活力极显著"

.

#

%<%&

#上升!且随着培

养液中的
!

!

伴球蛋白浓度的增加而上升!这提示细

胞凋亡增加(胞外
6EF

活力和
JI7

活力极显著升

高"

.

#

%<%&

#!且
6EF

活性随
!

!

伴球蛋白浓度的增

加而升高!这提示细胞受到损伤加强!细胞结构完整

性降低&结果表明$

!

!

伴球蛋白能抑制
#8

日龄断奶

仔猪肠上皮细胞的代谢!破坏细胞的完整性!使细胞

凋亡增加&

&8'&



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
'%

卷
!

表
$

!

不同浓度
!

)

伴球蛋白对断奶仔猪肠上皮细胞代谢和完整性的影响

J4D?0$

!

89901,:-952990/03,

!

)1-3

7

?

+

12323?0Q0?:-310??L0,4D-?2:L43523,0

7

/2,

+

-9G04305

.

2

7

?0,R:>8*

项目
942=

!

!

伴球蛋白浓度-"

=

-

'

=6

!&

#

!

!

!+./

-

)

T

+0/0/+./+2/4X,40./L

% &<# #<'

G,

H

!I

H

!JC7

酶活力-"

U

'

=

-

!&

3

X.420/

#

G,

H

!I

H

!JC7,+40\04

T

%<&"$e%<%&@

,J

%<%@'e%<%&&

Zb

%<%"'e%<%&8

Zb

JI7

活力-"

9U

'

=6

!&

#

JI7,+40\04

T

&<?"#e%<%$%

,J

#<&$Ae%<#%'

Zb

#<?"'e%<&?"

Zb

胞外
6EF

活力-"

U

'

6

!&

#

6EF,+40\04

T

&&@<@"&e'<$%"

,J

#&$<??@e$<@%%

Zb

'?#<"'$e&<A%?

+;

半胱氨酸蛋白酶
!?

活力-"

U

'

#

6

!&

#

;,L

3

,L2!?,+40\04

T

?#@&e?"

,J

AAA"e#@

Zb

@'?Ae#'

+;

!H!

!

添加
;<=)!

对损伤的仔猪肠上皮细胞的影响

#<#<&

!

细胞形态观察
!!

从图
#

可知!随着
(67!#

浓度升高!不规则肠细胞数量减少!细胞密度"数量#

明显增加!凋亡细胞和受损伤的细胞明显减少!细胞

局部长成铺路石状!已初步具备单层柱状上皮细胞

典型特征&

b

&

%

b

#

%

b

?

%

;

&

%

;

#

%

;

?

分别为表
#

中各处理对应的
9:;

形态

b

&

!

b

#

!

b

?

!

;

&

!

;

#

!

;

?

9:;=.X

3

S.).

-T

.Y4X2,4/*4L0/4,Z)2#

图
!

!

不同浓度
;<=)!

对致敏的断奶仔猪肠上皮细胞增殖及形态的影响#

%"N

%

!I

&

!"N

%

"H$

$

O2

7

P!

!

89901,:-952990/03,;<=)!?0Q0?:-3:03:2,2S05>8*

.

/-?290/4,2-3435L-/

.

@-?-

7+

-9G04305

.

2

7

?0,

#<#<#

!

(67!#

对致敏细胞存活及增殖的影响
!!

如表
$

所示$肠上皮细胞数量随着
(67!#

浓度的升

高而极显著"

.

#

%<%&

#增加!低
(67!#

添加组则随

培养液中的
!

!

伴球蛋白浓度的升高而显著"

.

#

%K%$

#降低(细胞
BCCDE

值随
!

!

伴球蛋白浓度上

升而显著"

.

#

%<%$

#降低"但高浓度
(67!#

组无显

著差异#!而随
(67!#

浓度升高而上升"

.

#

%<%&

#(

细胞蛋白质沉积量与
!

!

伴球蛋白呈极显著"

.

#

%K%&

#负相关!但随着
(67!#

浓度增加而极显著

"

.

#

%<%&

#增加(在有
(67!#

存在的条件下!细胞总

蛋白含量受
!

!

伴球蛋白的影响不显著"

.

%

%K%$

#!

但随着
(67!#

浓度增加而极显著"

.

#

%K%&

#增加&

结果表明$添加
(67!#

可以减轻或避免
!

!

伴球蛋白

对断奶仔猪肠上皮细胞增殖的不利影响&

#8'&



!

&%

期 贾
!

刚等$胰高血糖素样肽
!#

对
#8

日龄断奶仔猪肠上皮细胞的保护及修复效应研究

表
M

!

不同浓度
!

)

伴球蛋白和
;<=)!

对断奶仔猪肠上皮细胞增殖及蛋白质代谢的影响

J4D?0M

!

89901,:-952990/03,

!

)1-3

7

?

+

12323435;<=)!?0Q0?:-3

.

/-?290/4,2-3435L0,4D-?2:L-9G04305

.

2

7

?0,R:>8*

项目

942=

b

&

b

#

b

?

;

&

;

#

;

?

.

值
!

.!c,)*2

!

!+./

-

)

T

+0/0/ (67!#

!

!+./

-

)

T

+0/0/

>(67!#

细胞数量-"

>&%

" 个'

=6

!&

#

;2))

^

*,/404

T

&<%'8

e%<&&@

ZJb

&<?8$

e%<%@"

+;

&<A#?

e%<&?%

5E

%<8&%

e%<&%&

,J

&<##$

e%<&$#

+b;

&<"#8

e%<%@"

5E

%<%%? %<%%% %<'@#

BCCDE

值

BCCDE\,)*2

%<#%$

e%<%'8

ZJ

%<#$?

e%<%"&

ZJ

%<#"?

e%<&&#

ZJ

%<&#?

e%<%%"

,J

%<&&A

e%<%#&

,J

%<#$8

e%<%A&

ZJ

%<%#& %<%?? %<&@@

蛋白质沉积量-"

=

-

'

=6

!&

#

7X.420/X242/40./

&<%'8

e%<&%'

Zb

&<?#&

e%<%'%

+;

&<8"8

e%<&'#

2E

%<"?8

e%<%'%

,J

&<%#$

e%<%"8

Zb

&<""?

e%<&%'

5E

%<%%% %<%%% %<&@&

细胞总蛋白含量-"

=

-

'

=6

!&

#

C.4,)7X.420/

&<$A#

e%<%&@

,J

&<"'A

e%<%"8

,Jb

&<@'8

e%<%8A

Z;

&<"#"

e%<%&@

,J

&<"A'

e%<%&%

,Jb

&<8$#

e%<%"8

Zb;

%<88@ %<%%& %<&@?

#<#<?

!

(67!#

对致敏细胞的代谢和完整性的影响

!!

从表
"

可知!细胞
G,

H

!I

H

!JC7

酶活力随
!

!

伴

球蛋白浓度升高而极显著"

.

#

%<%&

#下降!当
!

!

伴

球蛋白为
&<#=

-

'

=6

!&时!细胞
G,

H

!I

H

!JC7

酶

活力与
(67!#

浓度呈极显著正相关"

.

#

%<%&

#(细

胞外
6EF

活力随
!

!

伴球蛋白浓度升高而呈极显著

"

.

#

%<%&

#上升!而随
(67!#

浓度增加而极显著

"

.

#

%<%&

#降低(胞外
JI7

活力随
!

!

伴球蛋白浓度

升高而上升!但差异不显著"

.

%

%<%$

#!而随着

(67!#

浓度增加而降低"

.

#

%<%$

#(

+,L

3

,L2!?

酶活

力随
!

!

伴球蛋白浓度升高而呈显著或极显著

"

.

#

%<%$

或
.

#

%<%&

#上升!而随
(67!#

浓度增加

而极显著"

.

#

%<%&

#降低&结果表明$添加
(67!#

可以减轻或避免
!

!

伴球蛋白对断奶仔猪肠上皮细胞

代谢和完整性的不利影响!抑制细胞凋亡&

表
(

!

不同浓度
!

)

伴球蛋白和
;<=)!

对断奶仔猪肠上皮细胞代谢和完整性的影响

J4D?0(

!

89901,:-952990/03,

!

)1-3

7

?

+

12323435;<=)!?0Q0?:-3L0,4D-?2:L43523,0

7

/2,

+

-9G04305

.

2

7

?0,R:>8*

项目

942=

b

&

b

#

b

?

;

&

;

#

;

?

.

值
!

.!c,)*2

!

!+./

-

)

T

+0/0/ (67!#

!

!+./

-

)

T

+0/0/

>(67!#

G,

H

!I

H

!JC7

酶活力-"

U

'

=

-

!&

#

G,

H

!I

H

!JC7,+40\04

T

%<&&@

e%<%#"

,Jb

%<#%?

e%<%'@

Zb

%<?''

e%<%"%

+;

%<%@'

e%<%&8

,J

%<&%#

e%<%%$

,J

%<&?"

e%<%&?

,Jb

%<%%% %<%%% %<%%#

胞外
6EF

活力-"

U

'

6

!&

#

6EF,+40\04

T

&#$<8"%

e'<$%"

Zb

8&<"&?

e&<A%?

,J

A?<A'"

e#<@$%

,J
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伴球蛋白对
!'

日龄断奶仔猪肠上皮细胞的

影响

!

!

伴球蛋白造成的免疫损害主要在肠道!它能

引起 肠 细 胞 增 殖 和 凋 亡 发 生 变 化&

60

等+

&A

,

%

6,))2L

+

&8

,等在仔猪%犊牛上的研究表明大豆抗原蛋

白能够引起小肠上皮细胞损伤!降低肠道消化酶的

活性!从而引起仔猪%犊牛腹泻(

EX2,*

等+

&@

,报道大

豆抗原诱发仔猪肠道超敏反应及迟发型变态反应与

小肠上皮细胞发生细胞免疫应答而造成小肠细胞结

构损伤%功能变化并引起小肠绒毛损伤有关(

6.\,40

等+

#%

,发现用
!

!

伴大豆球蛋白处理人的
F2

3

(#

细

胞
&#S

后!随着
!

!

伴球蛋白的添加量的升高!

F2

3

?8'&



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
'%

卷
!

(#

细胞的总蛋白沉积量和单个细胞蛋白沉积量降

低&本研究观察到
!

!

伴球蛋白攻毒引起细胞
BCC

DE

值降低!细胞蛋白质沉积量和细胞总蛋白含量

降低!这说明活细胞数量减少!而且细胞蛋白质代谢

受到抑制(培养液中
JI7

%

6EF

活力增加!表明细

胞受到损伤加强!

G,

H

!I

H

!JC7

酶的活力降低!

+,L

3

,L2!?

活力升高都表明细胞凋亡增加&这与前

人的结果一致!充分说明
!

!

伴球蛋白抑制了断奶仔

猪小肠上皮细胞的增殖!对细胞的代谢强度有不同

程度的抑制!并导致细胞结构和功能受损!细胞凋亡

增加&因此!在培养液中添加
!

!

伴球蛋白可以造成

细胞损伤&

IH!

!

;<=)!

对
!

)

伴球蛋白致敏的
!'

日龄断奶仔猪

肠上皮细胞的影响

b.*LS2

T

等+

#&

,报道!添加
(67!#

可以减轻吲哚

美辛引起的肠道炎症及对肠道的损伤!保护大鼠肠

绒毛和隐窝细胞的形态完整(朱俊东等+

##

,发现

(67!#

可以促进放射损伤小鼠的肠上皮增殖!并可

促进受损的肠黏膜恢复(赵云等+

#?

,的研究发现

(67!#

可降低大鼠烧伤后肠黏膜上皮细胞凋亡!并

可促进受损肠黏膜细胞增殖(

b.*LS2

T

等+

#'

,用化学

药物诱导荷瘤小鼠肠道炎症后添加
(67!#

可以有

效降低化学治疗引起的肠道炎症的发病率和死亡

率!降低肠隐窝细胞凋亡率和增加细胞存活率(

;,!

=2X./

等+

#$

,则报道!对于用辣根过氧化酶诱发的肠

道超敏反应及迟发型变态炎性反应!

(67!#

可以通

过强化肠道黏膜屏障作用!抑制肠道对抗原的摄入%

减轻对抗原挑战的分泌应答而保护肠道(

b*XX0/

等+

#"

,给予
C7G

饲喂的早产猪
(67!#

后发现!

(67!

#

是通过减少蛋白质合成代谢中的降解作用和降低

细胞凋亡而促进早产仔猪肠道的发育与生长!

b*XX!

0/

等+

#A

,更进一步发现
(67!#

对肠黏膜细胞的成

活%增殖具有剂量依赖关系!隐窝细胞数量线性升

高!细胞凋亡线性下降!而细胞增殖和蛋白质合成加

强则见于高剂量添加组&这些研究结果均表明$

(67!#

对于大鼠%胎猪%新生仔猪等的肠道具有很

强的细胞保护及修复功能!但对断奶仔猪则尚不

明确&

本试验结果表明!给
!

!

伴球蛋白致敏的断奶仔

猪肠上皮细胞培养液中添加
(67!#

能够显著改善

细胞增殖和蛋白质代谢!

(67!#

的添加浓度为
&>

&%

!A

=.)

'

6

!&时这种效应最佳(添加
(67!#

还能减

轻细胞损伤%抑制细胞凋亡!且作用效果与
(67!#

浓度间存在剂量依赖关系!当
(67!#

的添加浓度为

&>&%

!A

=.)

'

=6

!&时!

+,L

3

,L2!?

的活力在高%低
!

!

伴

球蛋白组没有显著差异!这提示!

(67!#

抑制细胞

凋亡的能力可能有限或与其剂量有关&综合本试验

及前人的研究结果推测!

(67!#

对断奶仔猪肠道受

到抗原攻击而发生的肠道适应有明显的作用效果!

但这个推测与
7242XL2/

和
G02)L2/

等+

#8!#@

,的研究结

果存在一定差异!他们认为
(67!#

不能显著改善仔

猪断奶后肠黏膜的营养状况!改进仔猪肠道消化和

吸收的能力也有限&由于本试验的结果来自于细胞

模型!其结果受动物的整体性%系统性影响相对较

小!因此本试验结果尚需动物原位试验验证&

IHI

!

;<=)!

对致敏的断奶仔猪肠上皮细胞可能的

作用机理

细胞应激反应或凋亡信号能引起细胞膜的超极

化或去极化!造成线粒体肿胀!

NDM

产生!

JC7

缺

乏!

G,

H

!I

H

!JC7

酶抑制!细胞色素
;

释放!细胞色

素
;

能与
J

3

,Y!&

%

+,L

3

,L2!@

前体%

JC7

-

5JC7

形成

凋亡体!然后激活
+,L

3

,L2!?

!进而引发半胱氨酸蛋

白酶级联反应!导致细胞凋亡&

7242XL2/

等+

$

!

#8

,和

V,)LS

等+

?%

,的研究发现!

(67!#

抑制肠黏膜细胞凋

亡也可能是通过多种信号转导途径介导的!包括抑

制
+,L

3

,L2!8

和
+,L

3

,L2!@

的活性%减少细胞色素
;

的释放以及抑制
+,L

3

,L2!?

的裂解等&

b*XX0/

等+

?&

,

的研究表明!给全胃肠外营养饲喂的新生仔猪注射

(67!#

能在
&S

内迅速抑制
+,L

3

,L2!?

的活性并正

向调节
b+)!#

的丰度!同时在
'

&

8S

内增加细胞凋

亡抑制器活力&赵云等+

#?

,发现
(67!#

可降低大鼠

烧伤 后肠上皮细胞凋亡!其机制可 能 与 降 低

+,L

3

,L2!?

酶活性!增加
b+)!#=NGJ

表达!并促进

受损肠黏膜细胞的增殖有关&

本试验结果表明!添加不同浓度的
!

!

伴球蛋白!

G,

H

!I

H

!JC7

活性显著降低!

+,L

3

,L2!?

酶活性极

显著上升!显微镜下不规则细胞明显增多!细胞边缘

模糊!凋亡细胞增加(而伴随
(67!#

添加剂量的上

升!

G,

H

!I

H

!JC7

酶活显著升高!

+,L

3

,L2!?

酶活性

极显著下降!细胞生长状态改善!细胞增殖加强!活

细胞数量增多!局部可呈现肠上皮细胞典型的铺路

石样特征!这与
V,)LS

等%

b*XX0/

等+

?%!?&

,和赵云

等+

#?

,的报道一致!表明
(67!#

促进受损肠道黏膜上

皮细胞形态恢复和功能正常可能是通过细胞色素
;

诱导的
G,

H

!I

H

!JC7

酶和
+,L

3

,L2!?

途径实现的&

'8'&



!

&%

期 贾
!

刚等$胰高血糖素样肽
!#

对
#8

日龄断奶仔猪肠上皮细胞的保护及修复效应研究

$

!

结
!

论

!

!

伴球蛋白对体外原代培养的断奶仔猪小肠上

皮细胞增殖和细胞完整性有不利影响(添加
(67!#

能够剂量依赖性地减轻或避免
!

!

伴球蛋白对断奶仔

猪小肠上皮细胞的不利影响!表明
(67!#

具有细胞

保护和修复功能(添加
(67!#

后增强肠上皮细胞的

增殖和细胞代谢强度!抑制细胞凋亡可能是通过增

强
G,

H

!I

H

!JC7

酶活!抑制细胞
+,L

3

,L2!?

的活力

来实现的&
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