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生长激素和胰岛素样生长因子Ⅰ对奶牛乳蛋白合成
关键激酶及调节因子 ｍＲＮＡ表达量的影响
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摘　要：本试验旨在探讨生长激素（ＧＨ）和胰岛素样生长因子Ⅰ（ＩＧＦⅠ）对体外培养的奶牛乳
腺上皮细胞内调控乳蛋白合成的关键激酶及调节因子 ｍＲＮＡ表达量的影响。试验对纯化后的
荷斯坦奶牛乳腺上皮细胞进行４种处理，对照组采用无血清生长培养基，试验组在对照组的基
础上 分 别 添 加 ＧＨ（１００ｎｇ／ｍＬ）、ＩＧＦⅠ （１００ｎｇ／ｍＬ）和 ＧＨ（１００ｎｇ／ｍＬ）＋ＩＧＦⅠ
（１００ｎｇ／ｍＬ）。培养２４ｈ后，采用实时定量 ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）法测定 κ－酪蛋白基因以及调控乳
蛋白合成的关键激酶及调节因子的 ｍＲＮＡ表达量，并测定生长激素受体（ＧＨＲ）和胰岛素样生
长因子Ⅰ受体（ＩＧＦⅠＲ）ｍＲＮＡ表达量。结果表明：体外培养的奶牛乳腺上皮细胞可以表达
ＧＨＲ和 ＩＧＦⅠＲｍＲＮＡ，各试验组均能显著提高 κ－酪蛋白（ＣＳＮ３）ｍＲＮＡ表达量（Ｐ＜０．０５），
但未发现 ＧＨ和 ＩＧＦⅠ复合存在累积效应；与对照组相比，ＧＨ组有提高 Ｅ７４－样转录因子 ５
（ＥＬＦ５）ｍＲＮＡ表达量的趋势（Ｐ＜０．１０），而 ＩＧＦⅠ组显著提高了哺乳动物雷帕霉素靶蛋白
（ｍＴＯＲ）和核糖体蛋白 Ｓ６激酶１（ｒｐＳ６Ｋ１）ｍＲＮＡ表达量（Ｐ＜０．０５），ＧＨ＋ＩＧＦⅠ组未呈现加
强作用。结果提示，ＧＨ和 ＩＧＦⅠ可能单独通过影响调控乳蛋白合成的关键激酶及调节因子
ｍＲＮＡ表达来调节 κ－酪蛋白的合成。
关键词：生长激素；胰岛素样生长因子Ⅰ；乳腺上皮细胞；乳蛋白；ｍＲＮＡ表达量
中图分类号：Ｓ８５２．２　　　　文献标识码：Ａ　　　　文章编号：１００６２６７Ｘ（２０１３）０１０１９８１０

收稿日期：２０１２－０７－１６

基金项目：国家重点基础研究发展计划（９７３计划）项目（２０１１ＣＢ１００８０３）；江苏高校优势学科建设工程资助项目

作者简介：季　昀（１９８７—），男，蒙古族，内蒙古集宁人，硕士研究生，从事乳蛋白合成调控与分子营养学的研究。Ｅｍａｉｌ：ｊｅａｎ５００＠１６３．

ｃｏｍ

通讯作者：王洪荣，教授，博士生导师，Ｅｍａｉｌ：ｈｏｎｇｒｏｎｇｗａｎｇ＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ

　　生长激素（ｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅ，ＧＨ）是一种由动
物垂体前叶合成分泌的肽类激素。在动物体内，

ＧＨ通过与其受体结合发挥作用，包括调节机体生
长发育，促进脂肪分解、蛋白质合成以及肝脏糖异

生作用，还具有维持内环境稳态和免疫等多种生

理学功能。早期的大量研究证实了 ＧＨ具有明显
的促乳作用，能够提高奶牛泌乳量、乳成分产量和

饲料转化效率［１－６］。这一方面得益于 ＧＨ在体内
的营养分配功能［７－８］，促使更多的营养物质分配到

乳腺；另一方面归因于其促进乳腺腺泡发育，提高

腺泡活性，维持泌乳持久性的作用［９］。ＧＨ能够刺
激肝脏合成分泌大量的胰岛素样生长因子Ⅰ（ｉｎ

ｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＩ，ＩＧＦⅠ）［１０－１１］，而研究发
现奶牛血液 ＩＧＦⅠ含量通常与泌乳量呈正相
关［１２］，另外，前人证实了奶牛乳腺组织上存在生长

激素受体（ＧＨＲ）［１３］和胰岛素样生长因子Ⅰ受体
（ＩＧＦⅠＲ）［１４］，因此 ＧＨ可能是直接作用于乳腺
上的 ＧＨＲ或通过刺激 ＩＧＦⅠ的合成间接作用于
乳腺来发挥作用的［１５］，深入研究 ＧＨ和 ＩＧＦⅠ对
奶牛乳腺的作用机理对奶业生产具有重要的意

义。ＧＨ能够提高奶牛乳蛋白和酪蛋白产量［７，１６］，

而这种产量的提高可能也与血液中 ＩＧＦⅠ浓度的
升高有关，研究发现阴外动脉灌注 ＩＧＦⅠ能明显
促进乳汁分泌，提高乳腺血流量［１７－１８］。在组织细
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胞水平上，利用奶牛乳腺组织或乳腺上皮细胞为

模型的相关研究已报道了 ＧＨ能够促进 αｓ－酪蛋
白的合成［１９］和 β－酪蛋白基因的表达［２０］，ＩＧＦⅠ
能促进奶牛乳腺上皮细胞蛋白质的合成［２１］，但它

们调控乳蛋白合成的机理还未完全阐明，前人的

研究表明乳蛋白合成在转录水平受到 Ｊａｎｕｓ激酶
２－转录激活子 ５（ＪＡＫ２ＳＴＡＴ５）信号通路调
节［２２］，在翻译水平主要受到 ｍＴＯＲ信号通路调
控［２３］，而 ＧＨ和 ＩＧＦⅠ对这些信号通路上与调控
乳蛋白合成有关的关键激酶和调节因子的 ｍＲＮＡ
表达量是否有调节作用的相关报道较少见，因此

本试验以奶牛乳腺上皮细胞为研究材料，首先用

实时定量 ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）法在体外培养的奶牛乳
腺上皮细胞中检测是否有ＧＨＲ和ＩＧＦⅠＲｍＲＮＡ
的表达，确定胞外 ＧＨ和 ＩＧＦⅠ是否直接作用于
受体来发挥作用；然后测定 ＧＨ和 ＩＧＦⅠ对κ－酪
蛋白（ＣＳＮ３）ｍＲＮＡ表达量的影响；最后在前人的
研究基础上，选择在胞内与乳蛋白合成调控相关

的一些重要的激酶和调节因子，探究 ＧＨ和 ＩＧＦ
Ⅰ对这些基因 ｍＲＮＡ表达量的影响，旨在为 ＧＨ
和 ＩＧＦⅠ调控乳蛋白合成的机理奠定一定的科学
依据。

１　材料与方法
１．１　试验材料
１．１．１　主要仪器
　　电热恒温 ＣＯ２培养箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ）、倒置显
微镜（ＣＫＸ４１，Ｏｌｙｍｐｕｓ）、超低温冰箱（美国 Ｔｈｅｒ
ｍｏ）、冷冻离心机（５４１５Ｒ型，德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）、常
温低速离心机（上海卢湘仪）、ＰＣＲ仪（ＡＢＩ２７２０
型）、ＮａｎｏＤｒｏｐＮＤ－１０００浓度测定仪（美国 Ｔｈｅｒ
ｍｏ）、ＲＴｑＰＣＲ仪（ＡＢＩ７５００型）、普通 ＰＣＲ仪
（ＡＢＩ２７２０型）、凝胶成像系统（Ｉｎｆｉｎｉｔｙ３０２６型，
法国 Ｖｉｌｂｅｒ）等。
１．１．２　主要试剂
　　ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ）、胎牛血清
（美国 Ｇｉｂｃｏ）、碳酸氢钠（美国 Ｓｉｇｍａ）、青链霉素
（美国 Ｇｉｂｃｏ）、两性霉素 Ｂ（美国 Ａｍｒｅｓｃｏ）、表皮
生长因子（美国 Ｇｉｂｃｏ）、催乳素（美国 Ｓｉｇｍａ）、胰
岛素 －转铁蛋白 －硒（美国 Ｇｉｂｃｏ）、皮质醇（美国
Ｓｉｇｍａ）、磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ，美国 Ｔｈｅｒｍｏ）、重组
牛 ＧＨ（美国 ＲａｙＢｉｏｔｅｃｈ）、重组 ＩＧＦⅠ（美国 Ｐｅｐ
ｒｏｔｅｃｈ）、ＲＮＡｓｉｍｐｌｅＴｏｔａｌＲＮＡＫｉｔ（北京天根生化

科技有限公司）、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ（日

本 ＴａＫａＲａ）、ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ（日本
ＴａＫａＲａ）、ＴａｋａｒａＴａｑＴＭ试剂盒（日本 ＴａＫａＲａ）等。
１．１．３　细胞来源
　　乳腺组织来自扬州大学实验农牧场提供的泌
乳中后期健康中国荷斯坦奶牛，运用手术法活体

采集５ｇ左右乳腺组织进行乳腺上皮细胞的原代
培养。原代培养采用胶原酶消化法进行，传代及

纯化过程中用 ０．２５％胰蛋白酶 －乙二胺四乙酸
（ＥＤＴＡ）除去成纤维细胞。得到的纯乳腺上皮细
胞用冻存液于 －７０℃冻存待用。
１．２　试验设计
　　取冻存的奶牛乳腺上皮细胞进行复苏，加入
生长培养基（ＤＭＥＭ／Ｆ１２＋１０％胎牛血清，并补充
１００Ｕ／ｍＬ青链霉素、２．５μｇ／ｍＬ两性霉素 Ｂ、
１μｇ／ｍＬ催乳素、１μｇ／ｍＬ胰岛素 －转铁蛋白 －
硒、５００ｎｇ／ｍＬ氢化可的松以及１０ｎｇ／ｍＬ表皮生
长因子），按照 ５×１０４个／ｍＬ的密度接种到 ６孔
板中，每孔２ｍＬ。２４ｈ细胞贴壁后，用 ＰＢＳ洗涤
各孔２次，用无血清 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基处理细胞
１６ｈ，再用 ＰＢＳ洗涤各孔２次，然后按照如下方案
对细胞处理２４ｈ：对照组采用无血清生长培养基；
ＧＨ 组 采 用 无 血 清 生 长 培 养 基 ＋ ＧＨ
（１００ｎｇ／ｍＬ）；ＩＧＦⅠ组采用无血清生长培养基 ＋
ＩＧＦⅠ（１００ｎｇ／ｍＬ）；ＧＨ＋ＩＧＦⅠ组采用无血清
生 长 培 养 基 ＋ＧＨ（１００ ｎｇ／ｍＬ） ＋ＩＧＦⅠ
（１００ｎｇ／ｍＬ）］，每孔加２ｍＬ培养基，每个处理设
３个重复，每孔为１个重复。
１．３　试验方法
１．３．１　细胞总 ＲＮＡ的提取
　　细胞处理完成后，总ＲＮＡ提取按照试剂盒说明
书进行。用ＮａｎｏＤｒｏｐＮＤ－１０００核酸蛋白测定仪测
定提取的总ＲＮＡ浓度，通过１％琼脂糖凝胶电泳测
定其完整性。总ＲＮＡ于－７０℃保存，待反转录。
１．３．２　反转录合成 ｃＤＮＡ

　　反转录操作按照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ
试剂盒说明书进行。１０μＬ体系如下：无 ＲＮＡ酶

水７μＬ、５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ２μＬ、总
ＲＮＡ（２５０ｎｇ／μＬ）１μＬ。反 应 条 件 为 ３７℃
１５ｍｉｎ；８５℃ ５ｓ；４℃保存。
１．３．３　ＰＣＲ检测 ＧＨＲ和 ＩＧＦⅠＲｍＲＮＡ的表达
　　ＰＣＲ反应使用 ＴａｋａｒａＴａｑＴＭ试剂盒于普通
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ＰＣＲ仪上进行。按照试剂盒说明配制反应液：
ＴａＫａＲａＴａｑ（５Ｕ／μＬ）０．２５μＬ、１０×ＰＣＲ缓冲液
（含 Ｍｇ２＋）５μＬ、ｄＮＴＰ４μＬ、模板 ｃＤＮＡ２５０ｎｇ、
上游和下游引物（２０μｍｏｌ／Ｌ）各 １μＬ；加双蒸水
至５０μＬ。ＰＣＲ反应程序为：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃

５０ｓ，６０℃ ３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，４０个循环；７２℃
１０ｍｉｎ。ＰＣＲ反应中引物序列见表１。ＧＨＲ引物
参照文献［２４］，ＩＧＦⅠＲ引物采用 Ｐｒｉｍｅｒ３引物
设计程序设计。反应产物经１％琼脂糖凝胶电泳
后，凝胶成像系统拍照观察结果。

表１　ＧＨＲ和ＩＧＦⅠＲ基因引物序列
Ｔａｂｌｅ１　ＳｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒＧＨＲａｎｄＩＧＦⅠＲｇｅｎｅｓ

基因

Ｇｅｎｅｓ
序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′—３′）
ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．
产物大小

Ｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅ／ｂｐ

生长激素受体ＧＨＲ
上游：ＣＧＴＣＴＣＴＧＣＴＧＧＴＧＡＡＡＡＣＡ
下游：ＡＡＣＧＧＧＴＧＧＡＴＣＴＧＧＴＴＧＴＡ

ＡＹ７４８８２７．１ １４８

胰岛素样生长因子Ⅰ受体
ＩＧＦⅠＲ

上游：ＧＣＴＣＴＧＧＣＣＣＡＣＧＡＧＴＧＧＡＧＡ
下游：ＧＣＣＣＴＣＧＡＴＣＡＣＣＧＴＧＣＡＧＴＴ

ＮＭ＿００１２４４６１２．１ １００

１．３．４　ＲＴｑＰＣＲ法测定 ｍＲＮＡ表达量

　　用 ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ试剂盒进行

ＲＴｑＰＣＲ试 验。２０μＬ反 应 体 系 为：ＳＹＢＲ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ（２×）１０μＬ、上游和下游引物
（１０μｍｏｌ／Ｌ）各 ０．８μＬ、ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅⅡ
（５０×）０．４μＬ、ｃＤＮＡ样品 ２μＬ、双蒸水 ６μＬ。
每个样品设３个重复（每个处理共计 ９个重复）。
２步法进行 ＲＴｑＰＣＲ扩增。反应程序为：９５℃
３０ｓ；９５℃ ５ｓ，６０℃ ３４ｓ，４０个循环。熔解曲线
程序为：９５℃ １５ｓ；６０℃ １ｍｉｎ；９５℃ １５ｓ；６０℃
１５ｓ。ＰＣＲ反应中引物序列见表 ２。κ－酪蛋白、
甘油醛 －３－磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）基因引物序列
参考文献［２４］，Ｊａｎｕｓ激酶 ２（ＪＡＫ２）、信号转导子
与转录激活子 ５（ＳＴＡＴ５）、Ｅ７４－样转录因子 ５
（ＥＬＦ５）基因引物序列参考文献［２５］，真核生物起
始因子４Ｅ结合蛋白１（４ＥＢＰ１）基因引物序列参考
文献［１６］，其他基因均采用 Ｐｒｉｍｅｒ３引物设计程
序设计。

　　通过熔解曲线和 １％琼脂糖凝胶电泳判定
ＰＣＲ反应的特异性。
　　以 ＧＡＰＤＨ为内参基因计算各基因的 ｍＲＮＡ
表达量，计算公式［２６］为：

ΔＣｔ＝Ｃｔ对照 －Ｃｔ样品；
ｍＲＮＡ表达量 ＝（Ｅ目标基因）Δ

Ｃｔ目标基因／
（Ｅ内参基因）Δ

Ｃｔ内参基因。

　　式中：Ｅ目的基因和 Ｅ内参基因分别为该基因的 ＰＣＲ
扩增效率；Ｃｔ为阈值循环。ＰＣＲ扩增效率通过
ＬｉｎＲｅｇＰＣＲ１１．０软件计算［２７］。

１．４　数据统计分析
　　数据用 ＳＡＳ９．１软件 ＡＮＯＶＡ程序进行统计
分析，并采用 Ｄｕｎｃａｎ氏法进行多重比较，Ｐ＜０．０５
为差异显著。数据统计的最终结果以平均值 ±标
准误的形式表示。

２　结　果
２．１　复苏后奶牛乳腺上皮细胞贴壁与增殖情况
　　复苏后的奶牛乳腺上皮细胞在生长培养基中
经过 ２４ｈ大部分已贴壁（图 １），细胞成活率达
９０％以上，并保持了较高的增殖活性，冻存的奶牛
乳腺上皮细胞经过复苏可以用于后续的试验。

２．２　总 ＲＮＡ提取
　　从奶牛乳腺上皮细胞中提取的总 ＲＮＡ经测
定，各样本 ＯＤ２６０ｎｍ／ＯＤ２８０ｎｍ均介于 １．９～２．１之
间，表明总 ＲＮＡ纯度较高。另外，１％琼脂糖凝胶
电泳结果表明总 ＲＮＡ完整性较好。总之，总 ＲＮＡ
样本质量较高，可以用于后续的反转录试验。

２．３　ＧＨＲ和 ＩＧＦⅠＲｍＲＮＡ的表达
　　ＰＣＲ扩增产物经过琼脂糖凝胶电泳观察到与
目的片段大小相吻合的条带（图 ２），且无杂带产
生，表明该试验中体外培养的奶牛乳腺上皮细胞

能够表达 ＧＨＲ和 ＩＧＦⅠＲｍＲＮＡ，ＧＨ和 ＩＧＦⅠ
通过作用于乳腺上皮细胞上的相应的受体来发挥

各自的作用。

２．４　ＧＨ和 ＩＧＦⅠ对 κ－酪蛋白 ｍＲＮＡ表达量的
影响

　　由图３可见，在无血清生长培养基的基础上
单独添加１００ｎｇ／ｍＬ的 ＧＨ或 ＩＧＦⅠ均能显著提

００２
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高κ－酪蛋白ｍＲＮＡ表达量（Ｐ＜０．０５），二者联合
添加也能显著促进 κ－酪蛋白 ｍＲＮＡ的表达（Ｐ＜
０．０５），但与２个单独添加组差异不显著（Ｐ＞０．０５）。
　　ＲＴｑＰＣＲ熔解曲线和产物电泳结果表明无非

特异性产物产生，且扩增产物大小与目的基因的

片段大小相符合，表明较准确地对 κ－酪蛋白 ｍＲ
ＮＡ的表达进行了相对定量。

表２　ＲＴｑＰＣＲ各基因引物序列
Ｔａｂｌｅ２　ＳｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｔｈｅＲＴｑＰＣＲ

基因

Ｇｅｎｅｓ
序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′—３′）
ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．
产物大小

Ｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅ／ｂｐ

κ－酪蛋白
ＣＳＮ３

上游：ＣＣＡＧＧＡＧＣＡＡＡＡＣＣＡＡＧＡＡＣ
下游：ＴＧＣＡＡＣＴＧＧＴＴＴＣＴＧＴＴＧＧＴ

ＮＭ＿１７４２９４ １４８

Ｊａｎｕｓ激酶２
ＪＡＫ２

上游：ＴＧＡＡＧＡＡＡＡＣＡＧＧＴＡＡＴＣＡＧＡＣＴＧＧＡ
下游：ＡＡＣＡＴＴＴＴＣＴＣＧＣＴＣＡＡＣＡＧＣＡ

ＤＴ８９７４４９ １０１

信号转导子与转录激活子５
ＳＴＡＴ５

上游：ＧＣＡＧＣＴＣＣＡＧＡＡＣＡＣＧＴＡＣＧ
下游：ＣＡＴＴＧＴＴＧＧＣＴＴＣＴＣＧＧＡＣＣ

ＮＭ＿００１０１２６７３．１ １０１

Ｅ７４－样转录因子５
ＥＬＦ５

上游：ＴＧＣＣＣＡＡＣＡＣＧＴＣＣＴＴＣＴＧ
下游：ＧＧＡＧＴＣＧＣＡＡＧＣＴＧＴＣＴＧＡＴＧ

ＮＭ＿００１０２４５６９．１ １０１

哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

ｍＴＯＲ
上游：ＡＴＧＣＴＧＴＣＣＣＴＧＧＴＣＣＴＴＡＴＧ
下游：ＧＧＧＴＣＡＧＡＧＡＧＴＧＧＣＣＴＴＣＡＡ

ＸＭ＿００１７８８２２８．１ １７８

核糖体蛋白Ｓ６激酶１
ｒｐＳ６Ｋ１

上游：ＣＣＡＧＣＡＣＧＧＣＡＡＡＴＣＣＧＣＡＧ
下游：ＡＡＧＣＣＴＣＣＣＣＧＣＴＣＡＴＣＧＴＣＡ

ＮＭ＿２０５８１６．１ ９０

真核生物起始因子４Ｅ结合蛋白１
４ＥＢＰ１

上游：ＧＡＡＣＴＣＡＣＣＴＧＴＧＡＣＣＡＡＧＡ
下游：ＣＴＣＡＡＡＣＴＧＴＧＡＣＴＣＴＴＣＡＣＣ

ＮＭ＿００１０７７８９３．１ １５７

真核生物起始因子４Ｅ
ｅＩＦ４Ｅ

上游：ＡＣＴＡＡＧＡＧＣＧＧＣＴＣＣＡＣＣＡＣＴ
下游：ＡＧＡＧＧＣＴＴＴＧＧＴＴＣＡＧＣＴＣＣＣＡ

ＮＭ＿１７４３１０．３ １１６

真核生物延伸因子２
ｅＥＦ２

上游：ＡＧＣＴＧＣＣＡＣＧＧＡＣＧＴＴＣＴＧＣ
下游：ＡＧＣＧＧＣＧＣＡＴＣＡＣＡＧＣＣＴＴＣ

ＮＭ＿００１０７５１２１．１ １７７

甘油醛－３－磷酸脱氢酶
ＧＡＰＤＨ

上游：ＧＧＧＴＣＡＴＣＡＴＣＴＣＴＧＣＡＣＣＴ
下游：ＧＧＴＣＡＴＡＡＧＴＣＣＣＴＣＣＡＣＧＡ

ＸＭ＿００１２５２４７９ １７６

　　Ａ和Ｂ分别为贴壁前后的细胞。ＡａｎｄＢｓｈｏｗｅｄｃｅｌｌｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒａｄｈｅｒｉｎｇ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

图１　复苏后的奶牛乳腺上皮细胞贴壁和生长状况
Ｆｉｇ．１　Ｓｔａｔｕｓｏｆａｄｈｅｒｅｎｃｅａｎｄｇｒｏｗｔｈｏｆｂｏｖｉｎｅｍａｍｍａｒｙｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｒｅｓｕｓｃｉｔａｔｅｄ

２．５　ＧＨ和 ＩＧＦⅠ对乳蛋白合成的关键激酶和
调节因子 ｍＲＮＡ表达量的影响
　　由表３可见，在无血清生长培养基的基础上

给奶牛乳腺上皮细胞补充 ＧＨ、ＩＧＦⅠ或 ＧＨ＋
ＩＧＦⅠ，处理２４ｈ后对 ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ５、４ＥＢＰ１、真核
生物起始因子 ４Ｅ（ｅＩＦ４Ｅ）、真核生物延伸因子 ２
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（ｅＥＦ２）ｍＲＮＡ的表达量没有显著影响（Ｐ＞
０．０５）。与对照组相比，ＧＨ组 ＥＬＦ５ｍＲＮＡ表达
量有提高的趋势（Ｐ＜０．１０）。ＩＧＦⅠ组哺乳动物
雷帕霉素靶蛋白（ｍＴＯＲ）和核糖体蛋白 Ｓ６激酶１
（ｒｐＳ６Ｋ１）ｍＲＮＡ的表达量显著提高（Ｐ＜０．０５）。
尽管 ＧＨ＋ＩＧＦⅠ组 ｒｐＳ６Ｋ１ｍＲＮＡ表达量显著提
高（Ｐ＜０．０５），但其表达量与 ＩＧＦⅠ组差异不显
著（Ｐ＞０．０５）。
　　各基因 ＲＴｑＰＣＲ反应熔解曲线均为单一峰，
无任何杂峰出现，此外，１％琼脂糖凝胶电泳结果
显示各基因扩增产物均为单一条带，且符合扩增

产物大小，表明 ＲＴｑＰＣＲ过程中无非特异性产物
产生，较准确地定量了各基因 ｍＲＮＡ的表达量。

　　Ｍ：ＤＮＡ分子质量标准，１～２：ＧＨＲ基因 ＰＣＲ产物电
泳结果，３～４：ＩＧＦⅠＲ基因ＰＣＲ产物电泳结果。
　　Ｍ：ＤＮＡｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｒｋｅｒ，ｌａｎｅｓ１ｔｏ２：ｔｈｅＰＣＲｐｒｏｄ
ｕｃｔｏｆＧＨＲｇｅｎｅ，ｌａｎｅｓ３ｔｏ４：ｔｈｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆＩＧＦⅠＲ
ｇｅｎｅ．

图２　ＧＨＲ和ＩＧＦⅠＲ基因ＰＣＲ产物电泳图
Ｆｉｇ．２　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｆｏｒＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ

ＧＨＲａｎｄＩＧＦⅠＲｇｅｎｅｓ

　　数据柱形标注不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜
０．０５）。
　　Ｄａｔａｃｏｌｕｍｎｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）．

图３　κ－酪蛋白ｍＲＮＡ表达量
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＣＳＮ３

３　讨　论
３．１　ＧＨ和 ＩＧＦⅠ对 κ－酪蛋白 ｍＲＮＡ表达量的
影响

　　乳蛋白主要由酪蛋白（αｓ１－、αｓ２－、β－、κ－
酪蛋白）和清蛋白（α－乳白蛋白、β－乳球蛋白）
组成，为了解释 ＧＨ和 ＩＧＦⅠ促进乳蛋白合成的
机理，许多国外学者做了相关的研究，Ｙａｎｇ等［２０］

和 Ｓａｋａｍｏｔｏ等［１９］于同年分别发现了 ＧＨ对奶牛
乳腺组织 β－酪蛋白基因表达的促进作用和 ＧＨ
提高奶牛乳腺上皮细胞 αｓ１－酪蛋白基因表达、蛋
白合成的作用，同时用免疫组化法检测到了 ＧＨＲ
基因的表达，近年来，Ｊｏｈｎｓｏｎ等［２８］在奶牛乳腺上

皮细胞系 ＭＡＣＴ细胞上也发现 ＧＨ可提高 αｓ１－
酪蛋白基因表达量，此外还发现 ＧＨ可促进 α－乳
白蛋白基因的表达，同时在 ＭＡＣＴ细胞上检测到
了 ＧＨＲ基因的表达。原代培养的奶牛乳腺上皮
细胞多次经过传代后，αｓ１－、αｓ２－、β－、κ－酪蛋
白基因表达量均有所下降，但 κ－酪蛋白基因表达
量比其他酪蛋白更稳定，此外，κ－酪蛋白是 ４种
酪蛋白中的一种极其重要的种类，它不但能促进

酪蛋白胶束的形成，还影响乳的许多物理特性［２９］，

κ－酪蛋白的糖基化程度可影响泌乳量、蛋白和酪
蛋白含量［３０］，κ－酪蛋白基因敲除的小鼠乳酪蛋白
胶束不稳定且不能泌乳［３１］。鉴于 κ－酪蛋白的重
要性及其基因表达的稳定性，本试验选择了 κ－酪
蛋白为研究对象，发现 ＧＨ能显著促进 κ－酪蛋白
基因的表达，这与 Ｚｈｏｕ等［２４］的研究结果不一致，

他们发现 ＧＨ能显著促进 αｓ１－、αｓ２－、β－酪蛋白
以及 α－乳白蛋白基因的表达，κ－酪蛋白基因的
表达有所提高但差异不显著，原因可能与细胞来

源和处理方式的不同有关，Ｚｈｏｕ等［２４］利用的是转

染了 ＧＨＲ和 ＳＴＡＴ５基因的 ＭＡＣＴ细胞且处理方
式为单一添加 ＧＨ，而本试验则是用从奶牛乳腺组
织中分离培养并传代纯化后的奶牛乳腺上皮细

胞，处理方式是在无血清生长培养基的基础上添

加 ＧＨ。关于 ＩＧＦⅠ对酪蛋白基因表达量的研究
尚未见报道，Ｂｕｒｇｏｓ等［２１］近年来报道了 ＩＧＦⅠ能
显著促进 ＭＡＣＴ细胞总蛋白的合成，而本试验首
次发现 ＩＧＦⅠ能显著提高 κ－酪蛋白 ｍＲＮＡ表达
量。与对照组相比，ＧＨ和 ＩＧＦⅠ同时添加到无血
清生长培养基中显著促进了 κ－酪蛋白 ｍＲＮＡ表
达，但未发现协同或累积效应，联合添加 ＧＨ与

２０２
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ＩＧＦⅠ与单独添加 ＧＨ或 ＩＧＦⅠ促进 κ－酪蛋白
ｍＲＮＡ表达的效果差异不显著。另外，本试验检
测到了 ＧＨＲ和 ＩＧＦⅠＲｍＲＮＡ在奶牛乳腺上皮

细胞中的表达，表明 ＧＨ和 ＩＧＦⅠ通过与细胞受
体结合激活胞内信号通路，进而促进酪蛋白的

表达。

表３　ＧＨ和ＩＧＦⅠ对乳蛋白合成的关键激酶和调节因子ｍＲＮＡ表达量的影响
Ｔａｂｌｅ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＧＨａｎｄＩＧＦⅠ ｏｎｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｋｅｙｋｉｎａｓｅｓａｎｄｆａｃｔｏｒｓｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｍｉｌｋｐｒｏｔｅｉｎｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

基因

Ｇｅｎｅｓ
对照组

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
ＧＨ组
ＧＨｇｒｏｕｐ

ＩＧＦⅠ组
ＩＧＦⅠ ｇｒｏｕｐ

ＧＨ＋ＩＧＦⅠ组
ＧＨ＋ＩＧＦⅠ ｇｒｏｕｐ

Ｐ值
Ｐｖａｌｕｅ

Ｊａｎｕｓ激酶２ＪＡＫ２ １．００６±０．０８０ １．０８４±０．０７０ １．０３９±０．０３６ １．０５３±０．０２２ ０．９１５０
信号转导子与转录激活子５ＳＴＡＴ５ １．０３７±０．２０７ ０．９０６±０．１３０ ０．７２６±０．０８７ ０．７４２±０．１５９ ０．５８５５
Ｅ７４－样转录因子５ＥＬＦ５ １．００３±０．０５３ １．１４１±０．０６４ １．０３８±０．０１３ １．０２１±０．０３４ ０．５５４１
哺乳动物雷帕霉素靶蛋白 ｍＴＯＲ １．０００±０．０２１ａ １．１５６±０．１１７ａｂ １．２３９±０．０２２ｂ １．０２２±０．０４３ａｂ ０．００８８
核糖体蛋白Ｓ６激酶１ｒｐＳ６Ｋ１ １．００１±０．０２４ａ １．０８７±０．０５８ａｂ １．１５１±０．０５７ｂ １．１８１±０．０２３ｂ ０．０３３７
真核生物起始因子 ４Ｅ结合蛋白 １
４ＥＢＰ１

１．０１０±０．０９９ ０．９７９±０．０７６ １．０９１±０．１１７ ０．８７３±０．１２５ ０．７４３４

真核生物起始因子４ＥｅＩＦ４Ｅ １．０００±０．０２２ ０．９８４±０．０２６ １．０７６±０．０７３ １．０９３±０．０８６ ０．６１９０
真核生物延伸因子２ｅＥＦ２ １．００６±０．０７８ ０．８７２±０．０６８ ０．８０７±０．０３４ ０．８２８±０．１６９ ０．３６０７
　　同行数据肩标不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），相同或无字母肩标表示不差异显著 （Ｐ＞０．０５）。
　　Ｄａｔａｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５），ｗｈｉｌｅｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅｏｒ
ｎｏｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞０．０５）．

３．２　ＧＨ和 ＩＧＦⅠ对乳蛋白基因转录的关键
激酶和调节因子的影响

　　乳蛋白基因转录可受到 ＪＡＫ２ＳＴＡＴ５信号通
路的调节，而 ＪＡＫ２ＳＴＡＴ５信号通路可能是多种
激素的共同作用路径。当胞内激素受体与激素结

合后发生二聚，引起交叉磷酸化，使得 ＪＡＫ２被激
活并发生酪氨酸磷酸化，为 ＳＴＡＴ５提供停留位
点，进而使 ＳＴＡＴ５在 ＪＡＫ２的作用下发生磷酸化，
磷酸化的 ＳＴＡＴ５发生二聚移向细胞核内，与核内
ＤＮＡ结合，激活乳蛋白等基因的转录［３２－３３］。另

外，该信号通路对于乳腺发育、乳腺上皮细胞的增

殖与分化也发挥重要作用，无 ＪＡＫ２的小鼠在分娩
时不但不能形成分泌腺泡而且激素诱导的细胞增

殖严重减少［３４］。反刍动物与啮齿类动物不同，乳

蛋白基因的高表达并非主要通过催乳素调控

ＳＴＡＴ５活性来实现，ＧＨ和 ＩＧＦⅠ可能也发挥了
很大的作用［３５］。一方面，ＧＨ和 ＩＧＦⅠ也可以调
控 ＳＴＡＴ５ＤＮＡ结合活性。高浓度或生理范围的
催乳素、ＧＨ或 ＩＧＦⅠ均能提高体外培养的奶牛乳
腺组织的 ＳＴＡＴ５ＤＮＡ结合活性，同时添加 ＧＨ和
催乳素的奶牛乳腺组织的ＳＴＡＴ５活性显著高于单
一添加其中一种激素［３６］。另一方面，ＧＨ和
ＩＧＦⅠ可能对ＳＴＡＴ５的基因表达和蛋白质合成产

生影响。Ｂｏｕｔｉｎａｕｄ等［３７］给奶山羊每日外源补充

ＧＨ，２３ｄ后发现 ＧＨ显著提高了乳腺 ＳＴＡＴ５蛋白
合成量和基因表达量，而本试验结果发现添加 ＧＨ
和 ＩＧＦⅠ在 ２４ｈ内不影响奶牛乳腺上皮细胞
ＪＡＫ２和ＳＴＡＴ５ｍＲＮＡ的表达。Ｙａｎｇ等［３６］也发现

ＧＨ和 ＩＧＦⅠ在短时间内对体外培养的奶牛乳腺
组织 ＳＴＡＴ５蛋白丰度没有影响，因此 ＧＨ和 ＩＧＦ
Ⅰ对 ＳＴＡＴ５基因表达和 ＳＴＡＴ５蛋白合成产生明
显作用可能需要较长的作用时间，而短时间内它

们可促进ＳＴＡＴ５ＤＮＡ结合活性。ＥＬＦ５属于ＥＴＳ
结构域转录因子家族，它不但能够调控乳腺细胞

ＪＡＫ２ＳＴＡＴ５信号通路，明显促进 ＳＴＡＴ５活性，而
且它自身的基因表达也受到ＳＴＡＴ５的调控［３８－３９］。

缺少 ＥＬＦ５基因的小鼠乳腺 ＳＴＡＴ５的基因表达量
和蛋白活性降低［４０］，进而引起小鼠乳蛋白合成的

下降［４１］，这可能是因为 ＥＬＦ５可通过抑制细胞因
子信号抑制物（ＳＯＣＳ）基因表达来提高 ＳＴＡＴ５的
活性［４０］。虽然在奶牛乳腺组织上也发现了 ＥＬＦ５
对乳蛋白合成起重要作用［２４］，但关于 ＧＨ和 ＩＧＦ
Ⅰ对 ＥＬＦ５基因表达量的影响到目前尚未见报道，
本试验发现尽管 ＧＨ在 ２４ｈ内没有显著促进
ＥＬＦ５ｍＲＮＡ的表达，但有提高其表达量的趋势，
没有进一步影响到 ＳＴＡＴ５ｍＲＮＡ的表达。
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３．３　ＧＨ和 ＩＧＦⅠ对乳蛋白翻译的关键激酶和
调节因子的影响

　　ｍＴＯＲ信号通路在调节蛋白质合成上的作用
已被广泛证实，其下游靶标 ｒｐＳ６Ｋ１、４ＥＢＰ１、ｅＥＦ２
等在蛋白质翻译起始或延伸过程中发挥了关键作

用。ｍＴＯＲ通过提高 ｒｐＳ６Ｋ１的活性促使核糖体
蛋白 Ｓ６发生磷酸化进而促进蛋白质翻译起始和
延伸的进行［４２－４３］；通过促进 ４ＥＢＰ１磷酸化使
ｅＩＦ４Ｅ得以解离并与真核生物起始因子 ４Ｇ
（ｅＩＦ４Ｇ）、真核生物起始因子 ４Ａ（ｅＩＦ４Ａ）等起始
因子等形成 ｅＩＦ４Ｆ起始复合物，启动含帽子结构的
ｍＲＮＡ的翻译起始［４４］；ｅＥＦ２受到 ｅＥＦ２激酶的调
节，ｒｐＳ６Ｋ１可使其下游的ｅＥＦ２激酶发生磷酸化以
抑制 ｅＥＦ２激酶活性，这有利于 ｅＥＦ２发生去磷酸
化，进而使翻译延伸能够顺利进行［４２］。前人在奶

牛乳腺上的研究已发现了 ｒｐＳ６Ｋ１、４ＥＢＰ１、ｅＩＦ４Ｅ、
ｅＥＦ２等对乳蛋白合成有重要作用［２３，４５－４７］。基于

这些研究的基础之上，本试验选择了在翻译水平

调控乳蛋白合成的关键激酶和调节因子 ｍＴＯＲ、
ｒｐＳ６Ｋ１、４ＥＢＰ１、ｅＩＦ４Ｅ和 ｅＥＦ２，观察它们的 ｍＲ
ＮＡ表达量是否受到 ＧＨ和 ＩＧＦⅠ的影响。研究
结果表明在无血清生长培养基的基础上给奶牛乳

腺上皮细胞补充 ＧＨ没有显著影响 ｍＴＯＲ、
ｒｐＳ６Ｋ１、４ＥＢＰ１、ｅＩＦ４Ｅ、ｅＥＦ２ｍＲＮＡ的表达量，这
与 Ｈａｙａｓｈｉ等［１６］的奶牛体内研究结果相一致，他

们发现给奶牛皮下注射 ＧＨ显著提高了乳蛋白产
量及奶牛乳腺 ｅＩＦ４Ｅ和 ｅＥＦ２的蛋白丰度，但
ｅＩＦ４Ｅ、ｍＴＯＲ和 ｅＥＦ２ｍＲＮＡ表达量未受影响。
ＧＨ可能在调控 ｍＴＯＲ下游靶标磷酸化水平上有
重要作用，因为在肝癌细胞上的研究证明了

ｍＴＯＲ信号通路在 ＧＨ对蛋白质合成的快速激活
中发挥重要作用，且能促进 ｍＴＯＲ下游靶标的磷
酸化［４８］，但在乳腺上皮细胞上是否存在同样的作

用需要进一步的研究。Ｂｕｒｇｏｓ等［２１］以奶牛乳腺上

皮细胞系 ＭＡＣＴ细胞为研究模型，发现 ＩＧＦⅠ在
显著提高蛋白质合成同时显著提高了 Ｓ６Ｋ１、
４ＥＢＰ１磷酸化水平以及 ｅＩＦ４Ｇ与 ｅＩＦ４Ｅ的结合
量，并显著降低４ＥＢＰ１与 ｅＩＦ４Ｅ的结合量，而 ＩＧＦ
Ⅰ是否影响奶牛乳腺上皮细胞 ｍＴＯＲ、ｒｐＳ６Ｋ１、
４ＥＢＰ１、ｅＩＦ４Ｅ、ｅＥＦ２基因的表达量尚未见报道，在
本试验条件下ＩＧＦⅠ显著促进了ｍＴＯＲ和ｒｐＳ６Ｋ１
ｍＲＮＡ的表达量，其他基因未受到影响。研究发
现 ＧＨ可通过抑制胰岛素样生长因子结合蛋白 ５

（ＩＧＦＢＰ５）基因的表达，降低 ＩＧＦＢＰ５对 ＩＧＦⅠ
的高亲和力来促进 ＩＧＦⅠ对奶牛乳腺上皮细胞的
作用［４９］，表明ＧＨ和ＩＧＦⅠ存在一定的协同作用，
而本试验发现联合添加 ＧＨ和 ＩＧＦⅠ虽能显著提
高 ｒｐＳ６Ｋ１ｍＲＮＡ的表达量，但与单独添加 ＩＧＦⅠ
产生的作用差异不显著，另外 ＧＨ＋ＩＧＦⅠ对 κ－
酪蛋白 ｍＲＮＡ的表达量也未发现累积效应，因此
ＧＨ和 ＩＧＦⅠ对乳腺上皮细胞的协同作用可能表
现在调节细胞增殖和凋亡方面，这尚需进一步的

研究。综合前人和本试验的研究结果，ＧＨ和 ＩＧＦ
Ⅰ可能在基因表达、蛋白丰度以及磷酸化水平多
个层次下调控参与调节乳蛋白合成的关键激酶和

调节因子，进而促进乳蛋白的合成，但具体的调节

机理仍需进一步通过大量的体内外试验研究来

确证。

４　结　论
　　① 在无血清生长培养基的基础上给体外培养
的奶牛乳腺上皮细胞补充 ＧＨ和 ＩＧＦⅠ能够显著
提高 κ－酪蛋白 ｍＲＮＡ表达量，这是 ＧＨ和 ＩＧＦ
Ⅰ通过分别作用于其受体来激活胞内信号通路实
现的，但未发现 ＧＨ和 ＩＧＦⅠ在促进 κ－酪蛋白
ｍＲＮＡ表达量方面存在联合效应。
　　② 在本试验条件下，单独补充 ＧＨ有促进
ＥＬＦ５ｍＲＮＡ表达量的趋势；单独添加 ＩＧＦⅠ可显
著提高 ｍＴＯＲ和 ｒｐＳ６Ｋ１ｍＲＮＡ表达量，但 ＧＨ没
有进一步加强 ＩＧＦⅠ的这种作用，表明 ＧＨ和
ＩＧＦⅠ可单独通过影响调控乳蛋白合成的关键激
酶及调节因子基因的转录来调节 κ－酪蛋白的
合成。
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