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小肽转运载体 ２在奶牛乳腺小肽摄取中的作用研究
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（浙江大学奶业科学研究所，动物分子营养学教育部重点实验室，杭州 ３１００２９）

摘　要：本试验旨在研究２型小肽转运载体（ｏｌｉｇｏｐｅｐｔｉｄｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ２，ＰｅｐＴ２）在奶牛乳腺组
织吸收利用小肽合成乳蛋白过程中的作用。在体外培养的奶牛乳腺组织培养液中分别添加不

同浓度的苯丙氨酸二肽（ＰｈｅＰｈｅ）（０和 １１．７μｇ／ｍＬ）和／或焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）（０、０．０１、
０．１、０．５和１．０ｍｍｏｌ／Ｌ）进行培养，试验结束后收集乳腺组织和培养液分别用于基因表达和乳
蛋白合成的检测。结果表明，ＰｈｅＰｈｅ促进了 ＰｅｐＴ２和 αｓ１－酪蛋白基因表达及乳蛋白合成
（Ｐ＜０．０５）；随 ＤＥＰＣ添加浓度的升高，αｓ１－酪蛋白基因表达（Ｐ＜０．０１）和乳蛋白合成（Ｐ＜
０．０５）显著降低；０．５ｍｍｏｌ／ＬＤＥＰＣ显著降低了 ＰｈｅＰｈｅ组 αｓ１－酪蛋白的基因表达（Ｐ＜０．０５）
和乳蛋白合成（Ｐ＜０．０１）以及不添加小肽组乳蛋白合成（Ｐ＜０．０５），但不影响不添加小肽组
αｓ１－酪蛋白基因表达（Ｐ＞０．０５）。结果提示，奶牛乳腺能摄取 ＰｈｅＰｈｅ用于乳蛋白的合成，
ＰｅｐＴ２可能在乳腺小肽摄取过程中发挥重要作用。
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　　随着反刍动物蛋白质和氨基酸营养研究的深
入，小肽在反刍动物乳腺蛋白质合成中的作用已

引起重视。有研究表明，２５％以上的乳蛋白合成
原料来自于过瘤胃小肽［１］。除氨基酸之外，乳腺

组织很可能直接摄取和利用血液中的小肽和多肽

作为合成酪蛋白等的前体物质。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

度的蛋氨酸或赖氨酸小肽能促进酪蛋白的基因表

达和乳蛋白合成［２－４］。然而，泌乳反刍动物乳腺对

小肽的摄取和利用是一个较复杂的过程，其具体

机制还不清楚。乳腺上皮细胞如何摄取并利用小

肽方面，目前仍没有定论。有研究用反转录 ＰＣＲ
和免疫化学的方法检测到大鼠、人和奶牛的乳腺

中均有２型小肽转运载体（ｏｌｉｇｏｐｅｐｔｉｄｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ
２，ＰｅｐＴ２）表达［５－６］，这为进一步研究乳腺对小肽

的摄取机制提供了基础。哺乳动物 ＰｅｐＴ２是一种
高亲和力低容量的小肽转运载体，它利用电子梯

度逆浓度转运短链肽和肽结构类似物到各种细胞

内，主要在肾脏上皮细胞内表达［７］。ＰｅｐＴ２蛋白
由１２个跨膜域组成，包含几个保守的组氨酸
（Ｈｉｓ）残基，这些 Ｈｉｓ残基与其结合转运 Ｈ＋／小肽
相关，对维持蛋白质正常功能必不可少［８－９］。另有

研究报道，Ｈｉｓ变性剂焦碳酸二乙酯（ｄｉｅｔｈｙｐｙｒｏ
ｃａｒｂｏｎａｔｅ，ＤＥＰＣ）能完全阻断大鼠肾近曲小管细胞
（ＳＫＰＴ）对二肽的吸收［１０］。因此，本试验旨在通

过研究小肽和 ＤＥＰＣ对 ＰｅｐＴ２基因表达以及乳蛋
白合成的影响，试图揭示 ＰｅｐＴ２在奶牛乳腺小肽
摄取过程中的可能作用。

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（Ｃｏｒｎｉｎｇ，ＵＳＡ），置于二氧化碳
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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’ｓｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ’ｓｍｅｄｉｕｍ）
Ｆ１２（Ｇｉｂｃｏ，ＵＳＡ）添加１％谷氨酰胺、１００ＩＵ／ｍＬ
青霉素、１００μｇ／ｍＬ链霉素、５μｇ／ｍＬ胰岛素（Ｓｉｇ
ｍａ，ＵＳＡ）、５００ｎｇ／ｍＬ催乳素（Ｓｉｇｍａ，ＵＳＡ）、

１μｇ／ｍＬ氢化可的松（Ｓｉｇｍａ，ＵＳＡ）以及 １０％的
胎牛血清（ＦＣＳ）（杭州四季青）。
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（表 １），并按以下试验设计调整相应
氨基酸和小肽的浓度。

表１　培养液中几种必需氨基酸的最终浓度
Ｔａｂｌｅ１　Ｆｉｎａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｓｅｖｅｒａｌｅｓｓｅｎｔｉａｌａｍｉｎｏａｃｉｄｓｉｎｍｅｄｉｕｍ μｇ／ｍＬ

项目 Ｉｔｅｍｓ

培养液中的必需氨基酸 ＥＡＡｉｎｍｅｄｉｕｍ

苯丙氨酸

Ｐｈｅ
苏氨酸

Ｔｈｒ
蛋氨酸

Ｍｅｔ
赖氨酸

Ｌｙｓ
亮氨酸

Ｌｅｕ
异亮氨酸

Ｉｌｅ
缬氨酸

Ｖａｌ
组氨酸

Ｈｉｓ

最终浓度

Ｆｉｎａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
１１７ １２３ ６０ ２１０ ２１４ １２０ １５４ ４５

１．２．１　苯丙氨酸二肽等量替代１０％总游离苯丙
氨酸

　　以培养液中 Ｐｈｅ总量（１１７μｇ／ｍＬ）１０％的二
肽结合 Ｐｈｅ（ＰｈｅＰｈｅ，纯度 ＞９８％，杭州中肽）替代
等量的 Ｐｈｅ作为试验培养液孵育乳腺组织４８ｈ。
１．２．２　不同浓度 ＤＥＰＣ的添加
　　在含有 １０％ ＰｈｅＰｈｅ（１１．７μｇ／ｍＬ）的培养
液中分别添加０、０．０１、０．１、０．５和１．０ｍｍｏｌ／Ｌ的
ＤＥＰＣ用于奶牛乳腺组织的培养，培养时间为
２４ｈ。
　　在不含小肽和含１０％ ＰｈｅＰｈｅ（１１．７μｇ／ｍＬ）
的培养液中分别添加０和０．５ｍｍｏｌ／ＬＤＥＰＣ（由
上述试验得出）用于奶牛乳腺组织的培养，培养时

间为２４ｈ。
　　试验结束后，收集乳腺组织和培养液分别用
于总 ＲＮＡ的提取和总乳蛋白含量的测定。每个
试验重复３次。
１．３　ＲＮＡ提取和 ｃＤＮＡ合成
　　用 Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＵＳＡ）提取乳腺组织中
的总 ＲＮＡ。ＲＮＡ 纯 度 以 紫 外 吸 光 法 检 测
（ＯＤ２６０ｎｍ／ＯＤ２８０ｎｍ＞１．８０）。抽提的 ＲＮＡ溶解后
立即用于第１链 ｃＤＮＡ的合成（ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ反转
录试剂盒，Ｔａｋａｒａ）。合成的 ｃＤＮＡ贮存于 －２０℃
冰箱中，备用。

１．４　实时荧光定量 ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）
　　用实时荧光定量 ＰＣＲ的方法检测 ｍＲＮＡ的
表达。αｓ１－酪蛋白、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２。

ＰＣＲ反应在９６孔板中进行，反应体系为２μＬｃＤ
ＮＡ模板加１８μＬＰＣＲ反应液（ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘ
ＴａｑＴＭ ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ试剂盒，Ｔａｋａｒａ）。用三蒸水
替代 ｃＤＮＡ模版作为阴性对照。反应条件如下：
９５℃，１０ｓ；９５℃，５ｓ，４０个循环；６０℃，３４ｓ。
ＡＢＩ－７５００实时定量序列检测软件（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏ
ｓｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ）自动读取 ＣＴ值。ＰｅｐＴ２、αｓ１－酪
蛋白和 ＧＡＰＤＨ的扩增效率分别为 １０１％、１００％
和１０２％。ｍＲＮＡ相对变化值用公式 ２△△Ｃｔ进行
计算。

１．５　ＤＮＡ总量和培养液中总乳蛋白含量测定
　　用 Ｔｒｉｚｏｌ提取组织中的总 ＤＮＡ。紫外吸光法
测定 ＤＮＡ的纯度（ＯＤ２６０ｎｍ／ＯＤ２８０ｎｍ ＞１．８０）和含
量。ＤＮＡ量的多少作为组织／细胞数量的代表用
于校正培养液中的蛋白质含量。

　　用冷的丙酮沉淀培养液中的蛋白质，并将蛋
白质溶于含 １ｍｍｏｌＥＤＴＡ的磷酸盐缓冲溶液
（ＰＢＳ）中。随后，根据 Ｂｒａｄｆｏｒｄ［１１］的方法，用蛋白
质检测试剂盒（博士德，武汉）检测培养液中总蛋

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［蛋白质含量
（ｍｇ）同 ＤＮＡ含量（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 ＳＡＳ８．０
软件的 ＰＲＯＣＧＬＭ程序进行统计分析［１２］，Ｐ＜
０．０５时差异显著，Ｐ＜０．０１时差异极显著。

２
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表２　实时荧光定量ＰＣＲ引物
Ｔａｂｌｅ２　ＯｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｒｉｍｅｒｓｅｔｓｆｏｒｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

目的基因

Ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅ

上游引物

Ｕｐｓｔｒｅａｍｐｒｉｍｅｒ
（５′３′）

下游引物

Ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｐｒｉｍｅｒ
（５′３′）

产物大小

Ｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅ／ｂｐ
登录号

ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．

αｓ１－酪蛋白
αｓ１ｃａｓｅｉｎ

ＣＣＴＡＡＡＣＡＴＣＣＴＡＴ
ＣＡＡＧＣＡＣＣＡＡ

ＡＴＴＧＡＣＣＴＴＣＴＣＣＴＴ
ＴＣＣＡＡＡＣＡＣ

１１１ ＮＭ１８１０２９

甘油醛－３－磷酸脱氢酶
ＧＡＰＤＨ

ＧＣＣＡＡＧＡＧＧＧＴＣＡＴ
ＣＡＴＣＴＣ

ＧＧＴＣＡＴＡＡＧＴＣＣＣＴＣ
ＣＡＣＧＡ

１９７ ＡＪ００００３９

２型小肽转运载体
ＰｅｐＴ２

ＡＴＧＧＣＡＡＴＧＣＣＣＡＡＴ
ＧＡＡＧ

ＣＡＣＣＡＡＣＡＣＡＧＣＡＡ
ＣＡＡＡＣＡＡＡ

１０５ ＮＭ００１０７９５８２

２　结　果
２．１　ＰｈｅＰｈｅ等量替代 １０％游离 Ｐｈｅ对乳蛋白
合成的影响

　　结果显示，以 ＰｈｅＰｈｅ替代培养液中１０％的

游离 Ｐｈｅ（１１．７μｇ／ｍＬ）显著提高了乳腺组织中
ＰｅｐＴ２和 αｓ１－酪蛋白的 ｍＲＮＡ水平以及培养液
中乳蛋白的含量（Ｐ＜０．０５）（图１）。

　　同一柱形图中，数据柱上标有相邻小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），标有相间小写字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１），
标相同小写字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５）。下表同。
　　Ｉｎｔｈｅｓａｍｅｆｉｇｕｒｅ，ｄａｔａｃｏｌｕｍｎｓｗｉｔｈａｄｊａｃｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｗｉｔｈａｌ
ｔｅｒｎａｔｅｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１），ｗｈｉｌｅｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｎｏｓｉｇ
ｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞０．０５）．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ．

图１　ＰｈｅＰｈｅ对ＰｅｐＴ２和αｓ１－酪蛋白基因表达及乳蛋白合成的影响
Ｆｉｇ．１　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＰｈｅｄｉｐｅｐｔｉｄｅｏｎＰｅｐＴ２ａｎｄαｓ１ｃａｓｅｉｎｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓａｎｄｍｉｌｋｐｒｏｔｅｉｎｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

２．２　ＰｅｐＴ２功能抑制对乳腺小肽摄取和乳蛋白
合成的影响

　　ＰｅｐＴ２功能抑制剂———ＤＥＰＣ的添加降低了
乳腺组织中 αｓ１－酪蛋白的 ｍＲＮＡ丰度。其中，
０．５和１．０ｍｍｏｌ／ＬＤＥＰＣ添加组αｓ１－酪蛋白的基
因表达水平均显著低于对照组（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
０．０１）（图 ２）；随着 ＤＥＰＣ浓度的不断升高，乳蛋
白的合成逐渐降低。同对照组相比，０．１、０．５和
１．０ｍｍｏｌ／ＬＤＥＰＣ添加组培养液中乳蛋白的含量
均显著降低（Ｐ＜０．０５）（图３）。

图２　ＤＥＰＣ浓度对αｓ１－酪蛋白基因表达的影响
Ｆｉｇ．２　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＤＥＰＣｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎ

αｓ１ｃａｓｅｉｎｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

３
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图３　ＤＥＰＣ浓度对乳蛋白合成的影响
Ｆｉｇ．３　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＤＥＰＣｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎ

ｍｉｌｋｐｒｏｔｅｉｎｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

　　不含小肽组添加 ０．５ｍｍｏｌ／ＬＤＥＰＣ有降低
乳腺组织中 αｓ１－酪蛋白基因表达的趋势（ｍＲＮＡ
丰度降低 ２３％），但差异不显著（Ｐ＞０．０５）；而
１０％ ＰｈｅＰｈｅ组添加０．５ｍｍｏｌ／ＬＤＥＰＣ则显著降
低了乳腺组织中 αｓ１－酪蛋白的基因表达，其降低
幅度为２９％（Ｐ＜０．０５）（图４）。

图４　ＰｅｐＴ２功能抑制对αｓ１－酪蛋白基因的影响
Ｆｉｇ．４　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＰｅｐＴ２ｆｕｎｃｔｉｏｎｏｎ

αｓ１ｃａｓｅｉｎｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　　ＤＥＰＣ对乳蛋白合成的影响结果见图 ５。添
加０．５ｍｍｏｌ／ＬＤＥＰＣ显著降低了不含小肽组培
养液中乳蛋白的含量（Ｐ＜０．０５），极显著降低了
１０％ ＰｈｅＰｈｅ组培养液中乳蛋白的含量（Ｐ＜
０．０１）。其中，不含小肽组乳蛋白含量降低５９％，
而添加 ＰｈｅＰｈｅ组乳蛋白含量降低７４％。

３　讨　论
　　研究证实泌乳小鼠乳腺外植体可以摄取完整
形式的蛋氨酸（Ｍｅｔ）二肽用于乳蛋白的合成［１３］。

众多研究也表明奶牛乳腺可以摄取血液中存在的

肽结合必需氨基酸作为乳蛋白合成的前体

物［１４－１５］。Ｐａｎ等［１６］比较了不同 Ｍｅｔ二肽对奶牛
乳腺上皮细胞（ＭＡＣＴ）中乳蛋白合成的影响，结
果发现 ＭｅｔＭｅｔ、ＭｅｔＶａｌ和 ＬｅｕＭｅｔ的乳蛋白合
成效率高于游离的 Ｍｅｔ。Ｗｕ等［４］研究结果也表

明，同游离 Ｍｅｔ和 Ｌｙｓ相比，添加 Ｍｅｔ和 Ｌｙｓ二肽
能促进体外培养的奶牛乳腺上皮细胞中 αｓ１－酪蛋
白的基因表达。本试验以 ＰｈｅＰｈｅ等量替代培养
液中１０％的游离 Ｐｈｅ显著促进了体外培养的乳腺
组织中 αｓ１－酪蛋白基因表达和乳蛋白合成，表明
乳腺组织可以利用 ＰｈｅＰｈｅ合成乳蛋白，且利用效
率高于等量的游离 Ｐｈｅ。该结果同上述用其他小
肽所得结论一致。同时，ＰｈｅＰｈｅ的添加也提高了
ＰｅｐＴ２的 ｍＲＮＡ表达水平，提示该小肽转运载体
在乳腺小肽摄取方面可能发挥作用。

图５　ＰｅｐＴ２功能抑制对乳蛋白合成的影响
Ｆｉｇ．５　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＰｅｐＴ２ｆｕｎｃｔｉｏｎ

ｏｎｍｉｌｋｐｒｏｔｅｉｎｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

　　Ｂｒａｎｄｓｃｈ等［１０］利用大鼠 ＳＫＰＴ表达高亲和力
载体 ＰｅｐＴ２，研究了组氨酸抑制剂 ＤＥＰＣ对 ＰｅｐＴ
２动力学参数 Ｖｍａｘ、Ｋｍ的影响。结果表明，在 ｐＨ
７．５的环境下用 ＤＥＰＣ处理后，ＳＫＰＴ细胞膜上的
ＰｅｐＴ２失去结合 Ｈ＋的能力，进而显著抑制了
ＳＫＰＴ对甘氨酸 －肌氨酸（ｇｌｙｃｙｌｓａｒｃｏｓｉｎｅ，Ｇｌｙ
Ｓａｒ）的吸收，但并不影响 ＰｅｐＴ２和底物结合的 Ｋｍ
值。本试验为研究 ＰｅｐＴ２在乳腺小肽摄取过程中
的可能作用，以 ＤＥＰＣ抑制 ＰｅｐＴ２蛋白转运功能
来检测其对 αｓ１－酪蛋白基因表达和乳蛋白合成的
影响。结果发现，０．５和１．０ｍｍｏｌ／ＬＤＥＰＣ的添
加显著降低了 αｓ１－酪蛋白基因表达和乳蛋白的合

成。其机制可能是：小肽转运载体蛋白的活性基

团组氨酸的咪唑环结合了 ＤＥＰＣ使其蛋白质变
性，从而破坏了载体蛋白的的转运功能，最终阻断

了乳腺通过小肽转运载体对小肽的摄取，抑制了

４
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小肽对乳蛋白基因转录和翻译的促进作用。另

外，ＤＥＰＣ还可以抑制植物细胞上的非选择性阳离
子通道（ｎｏｎｓｅｌｅｃｔｉｖｅｃａｔｉｏｎｃｈａｎｎｅｌ，ＮＳＣＣ），是常
用的 ＮＳＣＣ抑制剂。为避免 ＰｅｐＴ２功能抑制剂
（ＤＥＰＣ）通过影响乳腺组织中其他离子通道和转
运载体来抑制乳蛋白合成，本试验比较了不添加

和添加 ＰｈｅＰｈｅ的情况下，以 ０．５ｍｍｏｌ／ＬＤＥＰＣ
抑制 ＰｅｐＴ２功能对乳腺组织中乳蛋白合成的影
响。结果发现，抑制 ＰｅｐＴ２功能显著降低了添加
ＰｈｅＰｈｅ组的αｓ１－酪蛋白基因表达，但不影响无小
肽组的 αｓ１－酪蛋白基因表达。就乳蛋白合成而
言，抑制 ＰｅｐＴ２功能显著降低了 ２组的合成量。
然而，添加 ＰｈｅＰｈｅ组乳蛋白合成量降低了７４％，
同不添加小肽组（乳蛋白降低５９％）相比，添加二
肽组乳蛋白合成受 ＰｅｐＴ２功能抑制的影响更大。
由此可见，无论乳腺组织中其他离子通道和转运

载体是否受 ＤＥＰＣ的影响，ＤＥＰＣ都通过破坏
ＰｅｐＴ２蛋白功能抑制了乳腺中二肽的转运，进而
降低了 αｓ１－酪蛋白基因的表达和乳蛋白的合成。
因此，乳腺对小肽的摄取是通过或者至少部分通

过 ＰｅｐＴ２来实现的。

４　结　论
　　① 奶牛乳腺组织能够利用 ＰｈｅＰｈｅ合成乳蛋
白，且 ＰｈｅＰｈｅ用于乳蛋白合成的效率高于等量游
离 Ｐｈｅ。
　　② ２型小肽转运载体（ＰｅｐＴ２）在乳腺组织小
肽摄取过程中发挥积极作用。
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