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谷氧还蛋白 １和硫氧还蛋白 １基因在云南乌金猪
不同组织中的表达特点及 Ｌ－组氨酸对其在

氧化应激细胞中表达的影响

张春勇　陈克嶙　黄金昌　郭荣富

（云南农业大学，云南省动物营养与饲料重点实验室，昆明 ６５０２０１）

摘　要：本试验旨在研究抗氧化基因谷氧还蛋白１（ＧＲＸ１）、硫氧还蛋白１（ＴＲＸ１）在云南乌金
猪脑垂体、下丘脑、甲状腺、胸腺、胰腺、生殖腺、肝脏、皮肤、十二指肠、空肠、回肠１１种组织中的
差异表达，探讨 Ｌ－组氨酸对乌金猪氧化应激细胞中 ＧＲＸ１、ＴＲＸ１基因表达的调节作用。采用
实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）方法检测乌金猪组织中 ＧＲＸ１、ＴＲＸ１基因表达；以过氧化氢
（Ｈ２Ｏ２）为氧化应激源建立氧化应激细胞模型，探讨 Ｌ－组氨酸对 ＧＲＸ１、ＴＲＸ１基因表达的调节
作用。结果表明：１）ＧＲＸ１、ＴＲＸ１基因在乌金猪被检测组织中均有表达，肝脏表达量最高，其次
是皮肤、空肠，其他组织中的表达量相对较低；２）乌金猪组织中 ＴＲＸ１基因表达量明显高于
ＧＲＸ１基因表达量；３）细胞培养结果表明，受到 Ｈ２Ｏ２刺激时，氧化应激细胞中 ＧＲＸ１、ＴＲＸ１基因
产生过表达，Ｌ－组氨酸对氧化应激细胞或非应激细胞中 ＧＲＸ１、ＴＲＸ１基因表达具有调节作用，
其适宜浓度约为２８０μｇ／ｍＬ。乌金猪 ＧＲＸ１、ＴＲＸ１基因表达具有明显组织特异性，Ｈ２Ｏ２可诱导
氧化应激细胞中 ＧＲＸ１、ＴＲＸ１基因产生过表达，添加适宜浓度的 Ｌ－组氨酸可以调节氧化应激
细胞或非应激细胞中 ＧＲＸ１、ＴＲＸ１基因表达。结果提示，通过营养途径可诱导乌金猪体内
ＧＲＸ１、ＴＲＸ１基因的表达，这是缓解机体氧化应激损伤和增强抗氧化能力的一种有效方式。
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　　乌金猪是云南高原的特色猪种，具有耐粗饲、
肉质鲜嫩、肌肉脂肪含量高等特点，是研发高端优

质猪肉重要的种质资源。乌金猪长期生活在

２２００ｍ以上的高海拔地区，通常认为其具有较强
的抗逆、抗病和抗氧化特性，但因紫外线作用可产

生氧化应激，使机体产生活性氧簇（ＲＯＳ），使过氧
化氢（Ｈ２Ｏ２）、超氧阳离子（Ｏ

２－）和羟自由基

（ＯＨ－）等在体内或细胞内蓄积，引起氧化损伤，从
而诱导机体抗氧化能力发生变化。而谷氧还蛋白

（ｇｌｕｔａｒｅｄｏｘｉｎ，ＧＲＸ）和硫氧还蛋白（ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎ，
ＴＲＸ）作为机体内重要的抗氧化防御体系，对消除

体内由 ＲＯＳ引起的氧化应激损伤具有重要的作
用，ＧＲＸ和ＴＲＸ分别由ＧＲＸ１和ＴＲＸ１基因编码，
它们分别是抗氧化酶和非酶系统的成员，具有抗

衰老、强抗氧化效应［１］。因此，研究乌金猪不同组

织 ＧＲＸ１和 ＴＲＸ１基因表达规律及其调节作用，对
探索乌金猪特有抗逆性和缓解其氧化应激损伤具

有重要科学意义。迄今为止，国内外对乌金猪

ＧＲＸ１和 ＴＲＸ１基因表达、营养素的调节作用及其
作用机制的研究鲜见报道，特别是对云南乌金猪

的抗氧化适应性的研究未见报道。由此我们提出

如下假设：氧化应激可刺激 ＧＲＸ１、ＴＲＸ１基因产生
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过表达，而通过功能性营养素可能调节氧化应激

细胞中 ＧＲＸ１、ＴＲＸ１基因的表达，从而增强猪的抗
氧化能力，这可能是通过营养途径缓解机体氧化

应激损伤的重要方式之一。为检验上述假设，本

试验采用实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）和体外
Ｈ２Ｏ２刺激细胞建立氧化应激细胞模型的方法，分
别测定云南乌金猪肝脏、皮肤、十二指肠、空肠、回

肠等１１种组织中 ＧＲＸ１和 ＴＲＸ１基因相对表达
量；以 Ｈ２Ｏ２刺激氧化应激细胞 ＧＲＸ１、ＴＲＸ１基因
产生过表达，探讨 Ｌ－组氨酸对 ＧＲＸ１、ＴＲＸ１基因
的调节作用。旨在为增强云南乌金猪抗氧化能力、

发挥其特色资源优势和开发高端优质猪肉提供科学

依据。

１　材料与方法
１．１　试验材料
　　选取２月龄、健康、饲养方式相同和体重相近
的云南乌金猪 １２头，屠宰后迅速取出脑垂体、下
丘脑、甲状腺、胸腺、胰腺、生殖腺、肝脏、皮肤、十二

指肠、空肠、回肠１１种组织，液氮速冻，－８０℃保存。
　　细胞培养试验采用乌金猪胎儿皮肤成纤维细

胞（ｐｉｇｆｅｔａｌｓｋｉｎｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＰＦＳＦ）为研究对象，以
Ｈ２Ｏ２为氧化应激源构建氧化应激细胞模型，整个
试验均在细胞的４～５代间进行。
１．２　主要试剂与仪器
　　ＲＮＡｓｉｍｐｌｅＴｏｔａｌＲＮＡＫｉｔ（北京天根生化科
技有限公司）；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ（Ｐｅｒ
ｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）反转录试剂盒（日本 ＴａＫａＲａ公
司）；ＳｓｏＦａｓｔＴＭＥｖａＧｒｅｅｎ Ｓｕｐｅｒｍｉｘ（美国ＢｉｏＲａｄ
公司）；维生素 Ｅ（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；ＤＭＥＭ／Ｆ１２
细胞培养基、胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）。
　　细胞培养箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；ＢｉｏＲａｄ
ＣＦＸ９６ＴＭ ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ仪（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）。
１．３　试验方法
１．３．１　引物设计及合成
　　利用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件进行引物设计，并用ＮＣ
ＢＩ数据库中的 ＰｒｉｍｅｒＢｌａｓｔ工具确认引物的特异
性，由上海英骏生物技术有限公司合成，选用在猪

机体内稳定表达的 β－肌动蛋白（βａｃｔｉｎ）、甘油
醛－３－磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）、ＴＡＴＡ框结合蛋白
（ＴＢＰ）３个基因作为内参基因［２－３］，引物信息见表１。

表１　实时荧光定量ＰＣＲ引物信息
Ｔａｂｌｅ１　ＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｆｏｒＲＴｑＰＣＲ

基因

Ｇｅｎｅｓ
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′—３′）
扩增长度

Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ
登录号

ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．

谷氧还蛋白１
ＧＲＸ１

上游：ＴＴＴＴＣＡＴＣＡＡＧＣＣＣＡＣＣ
下游：ＣＣＡＣＣＴＡＴＡＣＡＣＴＣＴＴＴＡＣＣＧ

１９６ ＮＭ＿２１４２３３．１

硫氧还蛋白１
ＴＲＸ１

上游：ＣＡＡＧＣＣＴＴＴＣＴＴＣＣＡＴＴＣ
下游：ＡＣＣＣＡＣＣＴＴＣＴＧＴＣＣＣＴ

１４９ ＮＭ＿２１４３１３．１

β－肌动蛋白
βａｃｔｉｎ

上游：ＴＣＴＧＧＣＡＣＣＡＣＡＣＣＴＴＣＴ
下游：ＴＧＡＴＣＴＧＧＧＴＣＡＴＣＴＴＣＴＣＡＣ

１１４ ＤＱ１７８１２２

甘油醛－３－磷酸脱氢酶
ＧＡＰＤＨ

上游：ＡＣＡＴＣＡＡＧＡＡＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧ
下游：ＡＴＴＧＴＣＧＴＡＣＣＡＧＧＡＡＡＴＧＡＧ

１７８ ＡＦ０１７０７９．１

ＴＡＴＡ框结合蛋白
ＴＢＰ

上游：ＧＡＴＧＧＡＣＧＴＴＣＧＧＴＴＴＡＧＧ
下游：ＡＧＣＡＧＣＡＣＡＧＴＡＣＧＡＧＣＡＡ

１２４ ＤＱ１７８１２９

１．３．２　细胞培养
　　参照黄金昌［２］方法进行，ＰＦＳＦ来源于妊娠
４０～５０ｄ的乌金猪胎儿背部组织，在含１０％的胎
牛血清的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液中，３７℃、５％ ＣＯ２
饱和湿度条件下培养。用胰酶消化、传代，取增殖

旺盛、状态良好的细胞用于试验研究。非应激细

胞（正常态细胞）：用含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ／

Ｆ１２培 养 液 培 养；氧 化 应 激 细 胞：用 含 有
１０μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液应激 ５ｍｉｎ。
处理５ｍｉｎ后，非应激细胞和氧化应激细胞同时移
去培养板中的培养液，用 ＰＢＳ缓冲液冲洗１次，换
用含有 Ｌ－组氨酸的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液，具体浓
度分 别 是 ０（对 照 组）、３５、７０、１４０、２８０和
５６０μｇ／ｍＬ，ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液中含有 ５％的胎

６１４２
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牛血清。以２４ｈ为考察点，用胰酶消化细胞，移入
离心管待用。

１．３．３　总 ＲＮＡ提取及 ｃＤＮＡ的合成
　　按照ＲＮＡｓｉｍｐｌｅＴｏｔａｌＲＮＡＫｉｔ试剂盒说明书
提取各组织和细胞中的总 ＲＮＡ，置于超低温冰箱
中，－８０℃保存。分别吸取１μＬ总ＲＮＡ溶液，使
用核酸蛋白测定仪分别测定 ＯＤ２６０ｎｍ、ＯＤ２８０ｎｍ值；
将所提取的总 ＲＮＡ用１．５％琼脂糖凝胶电泳检测
ＲＮＡ完整性。参照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ
（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）说明书，合成ｃＤＮＡ第１条链，
－２０℃保存。
１．３．４　标准品制备
　　以 ｃＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ，扩增产物经琼脂
糖凝胶 ＤＮＡ回收试剂盒回收目的片段。使用
ＥＡＳＹＤｉｌｕｔｉｏｎ（日本 ＴａＫａＲａ公司）先１００倍稀释
回收产物，然后１０倍梯度连续稀释得到 ＲＴｑＰＣＲ
的标准品。

１．３．５　标准曲线的建立和目的基因定量
　　 ＲＴｑＰＣＲ采 用 染 料 法，反 应 在 ＢｉｏＲａｄ
ＣＦＸ９６ＴＭ ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ仪上进行。按照预先筛
选好的 ＲＴｑＰＣＲ反应条件和体系将上述标准品进
行扩增。每次反应都设置标准品、未知样品（重复

３次）和 １个 阴 性 对 照。结 果 通 过 ＢｉｏＲａｄ
ＣＦＸ９６ＴＭ软件分析制作标准曲线，根据标准曲线和
熔解曲线的阈值循环（Ｃｔ）值计算定量结果。
　　ＲＴｑＰＣＲ反应体系为 ２０μＬ：ＳｓｏＦａｓｔＴＭ Ｅｖａ
Ｇｒｅｅｎ ＳｕｐｅｒＭｉｘ１０μＬ，上、下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）
各１μＬ，ｃＤＮＡ模板２μＬ，灭菌去离子水６μＬ。
　　反应条件为：９５℃预变性３０ｓ，９５℃变性５ｓ，
５５．５℃退火２０ｓ，７２℃延伸１５ｓ，４０个循环。
１．４　统计分析
　　所有检测组织以及细胞中的 ＧＲＸ１和 ＴＲＸ１
基因的表达量均是以 βａｃｔｉｎ、ＧＡＰＤＨ、ＴＢＰ为内参
基因，最终以相对表达量来表示，计算方法参照

Ｐｆａｆｆｌ等［３］报道的方法，使用 ＳＡＳ８．２０软件进行
最小二乘均值分析，结果以最小二乘均值 ±标准
差表示，均值间的多重比较用 Ｄｕｎｃａｎ氏法进行。

２　结　果
２．１　细胞氧化应激模型的建立
　　依据含 Ｈ２Ｏ２ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液诱导细胞氧
化应激预试验的结果和参考 Ｇａｌｌｏｇｌｙ等［４］的报

道，本试验最终选用１０μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２ＤＭＥＭ／Ｆ１２
培养液，应激时间为５ｍｉｎ。ＰＦＳＦ的各种形态如图１

所示。

　　Ａ：正常态（非应激），即无任何处理的细胞；Ｂ：应激
态，即用含有Ｈ２Ｏ２ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液诱导氧化应激的细
胞；Ｃ：恢复态，即应激后换用含有硒的培养液继续培养２４ｈ
的细胞；Ｄ：死亡态，即过度应激而死亡的细胞。
　　Ａ：ｎｏｒｍａｌｓｔａｔｅ（ｎｏｓｔｒｅｓｓ）（ｔｈｅｃｅｌｌｓｗｉｔｈｏｕｔａｎｙｔｒｅａｔ
ｍｅｎｔ）；Ｂ：ｓｔｒｅｓｓｓｔａｔｅ（ｔｈｅｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｉｎ
ｄｕｃｅｄｂｙＤＭＥＭ／Ｆ１２ｍｅｄｉｕｍｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＨ２Ｏ２）；Ｃ：ｒｅｓｔｏｒｅ
ｓｔａｔｅ（ｔｈｅｃｅｌｌｓｃｕｌｔｉｖａｔｅｄｉｎｍｅｄｉｕｍｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＳｅｆｏｒ２４ｈ
ａｆｔｅｒｓｔｒｅｓｓ）；Ｄ：ｄｅａｔｈｓｔａｔｅ（ｔｈｅｄｅａｔｈｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｅｘｃｅｓｓｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓ）．

图１　ＰＦＳＦ的形态
Ｆｉｇ．１　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＰＦＳＦ（４０×）

２．２　总 ＲＮＡ的提取与鉴定
　　所提取的总 ＲＮＡ用１．５％琼脂糖凝胶电泳鉴
定其完整性，如图 ２所示，２８Ｓ、１８Ｓ条带清晰，无
ＤＮＡ污染条带，ＯＤ２６０ｎｍ／ＯＤ２８０ｎｍ在 １．８～２．０之
间，表明提取的总 ＲＮＡ纯度较高。

图２　总ＲＮＡ凝胶电泳结果
Ｆｉｇ．２　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｏｆｔｏｔａｌＲＮＡ
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２．３　标准曲线和熔解曲线
　　本试验的标准曲线的相关系数（Ｒ２）和扩增效
率（Ｅ）均等于或接近１．０００，说明本试验得到的 Ｃｔ
值可以准确确定起始 ｃＤＮＡ拷贝数，试验误差较
小，可信度较高。

　　本试验目的基因定量分析的熔解曲线均有一
个单一的峰，如图３所示，说明在扩增过程中没有
非特异性扩增和引物二聚体的产生，荧光强度均

来自于特异性扩增。

　　Ａ：ＧＲＸ１基因熔解曲线；Ｂ：ＴＲＸ１基因熔解曲线；Ｃ：βａｃｔｉｎ基因熔解曲线；Ｄ：ＧＡＰＤＨ基因熔解曲线；Ｅ：ＴＢＰ基因熔解
曲线。

　　Ａ：ＧＲＸ１ｇｅｎｅｍｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅ；Ｂ：ＴＲＸ１ｇｅｎｅｍｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅ；Ｃ：βａｃｔｉｎｇｅｎｅｍｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅ；Ｄ：ＧＡＰＤＨｇｅｎｅｍｅｌｔｉｎｇ
ｃｕｒｖｅ；Ｅ：ＴＢＰｇｅｎｅｍｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅ．

图３　实时荧光定量ＰＣＲ反应产物熔解曲线
Ｆｉｇ．３　ＭｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅｏｆＲＴｑＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ
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２．４　乌金猪组织中 ＧＲＸ１和 ＴＲＸ１基因的表达
差异

　　乌金猪肝脏、皮肤、十二指肠、空肠、回肠等１１
种组织均检测到 ＧＲＸ１和 ＴＲＸ１基因表达，其基因
表达谱为：肝脏 ＧＲＸ１和 ＴＲＸ１基因表达量最高，
其次为皮肤和空肠，内分泌腺和其他组织的表达

量较低。各种被检测乌金猪组织中 ＴＲＸ１基因表
达量均高于 ＧＲＸ１基因。
　　由图４可知，肝脏中 ＧＲＸ１和 ＴＲＸ１基因表达
量均极显著高于皮肤（Ｐ＜０．０１）；肝脏和皮肤
ＴＲＸ１基因表达量显著高于 ＧＲＸ１基因（Ｐ＜
０．０５）。

　　相同组织不同基因间，数据柱形标注表示差异显著
（Ｐ＜０．０５），表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）；相同基因不
同组织间，数据柱形标注不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜
０．０５），不同大写字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）。下
图同。

　　Ｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｎｅｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｔｉｓｓｕｅ，ｖａｌｕｅｃｏｌｕｍｎｓ
ｗｉｔｈ ｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｗｉｔｈ
 ｍｅａｎｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１）；ｆｏｒ
ｔｈｅｓａｍｅｇｅｎｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ，ｖａｌｕｅｃｏｌｕｍｎｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒ
ｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄ
ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｍｅａｎｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒ
ｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ．

图４　乌金猪肝脏和皮肤中ＧＲＸ１和ＴＲＸ１基因的表达
Ｆｉｇ．４　ＧＲＸ１ａｎｄＴＲＸ１ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎ

ｌｉｖｅｒａｎｄｓｋｉｎｏｆＷｕｊｉｎｐｉｇｓ

　　由图５可知，空肠中 ＴＲＸ１基因表达量极显著
高于十二指肠和回肠（Ｐ＜０．０１）；而空肠中 ＧＲＸ１
基因表达量显著高于十二指肠和回肠（Ｐ＜０．０５）。
被检测十二指肠、空肠和回肠 ＴＲＸ１基因表达量均
显著或极显著高于 ＧＲＸ１基因（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜
０．０１）。

图５　乌金猪小肠中ＧＲＸ１和ＴＲＸ１基因的表达
Ｆｉｇ．５　ＧＲＸ１ａｎｄＴＲＸ１ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ

ｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎｅｏｆＷｕｊｉｎｐｉｇｓ

　　由图６可知，下丘脑中 ＧＲＸ１基因表达量显著
高于垂体和甲状腺（Ｐ＜０．０５），垂体、甲状腺与胸
腺间差异不显著（Ｐ＞０．０５）；垂体和胸腺中 ＴＲＸ１
基因表达量显著高于下丘脑和甲状腺（Ｐ＜０．０５），
而垂体、胸腺和下丘脑与甲状腺间差异不显著

（Ｐ＞０．０５）。被检测内分泌腺中 ＴＲＸ１基因表达
量均显著或极显著高于 ＧＲＸ１基因表达量（Ｐ＜
０．０５或 Ｐ＜０．０１）。

图６　乌金猪内分泌腺中ＧＲＸ１和ＴＲＸ１基因的表达
Ｆｉｇ．６　ＧＲＸ１ａｎｄＴＲＸ１ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎ

ｅｎｄｏｃｒｉｎｅｇｌａｎｄｓｏｆＷｕｊｉｎｐｉｇｓ

　　由图７可知，胰腺和生殖腺中 ＴＲＸ１基因表达
量显著或极显著高于 ＧＲＸ１基因（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜
０．０１）。
２．５　Ｌ－组氨酸对氧化应激细胞 ＧＲＸ１和 ＴＲＸ１
基因表达的影响

　　由图 ８可知，对 ＧＲＸ１基因，与对照组相比
（０μｇ／ｍＬＬ－组氨酸），添加２８０μｇ／ｍＬＬ－组氨
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酸显著提高非应激细胞 ＧＲＸ１基因表达（Ｐ＜
０．０５），其他浓度 Ｌ－组氨酸差异不显著（Ｐ＞
０．０５）；添加２８０和５６０μｇ／ｍＬＬ－组氨酸均显著
提高氧化应激细胞中 ＧＲＸ１基因表达（Ｐ＜０．０５），
而其他浓度 Ｌ－组氨酸不影响 ＧＲＸ１基因表达
（Ｐ＞０．０５）；添加 ３５、７０、１４０、２８０和 ５６０μｇ／ｍＬ
Ｌ－组氨酸使非应激细胞和氧化应激细胞间 ＧＲＸ１
基因表达差异达到显著或极显著水平（Ｐ＜０．０５
或 Ｐ＜０．０１）。

图７　乌金猪胰腺、生殖腺中ＧＲＸ１和ＴＲＸ１基因的表达
Ｆｉｇ．７　ＧＲＸ１ａｎｄＴＲＸ１ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎ

ｐａｎｃｒｅａｓａｎｄｇｏｎａｄｏｆＷｕｊｉｎｐｉｇｓ

　　由图９可知，对 ＴＲＸ１基因，与对照组相比，添
加２８０μｇ／ｍＬＬ－组氨酸显著提高非应激细胞中
ＴＲＸ１基因表达（Ｐ＜０．０５），其他浓度 Ｌ－组氨酸
差异不显著（Ｐ＞０．０５）；而添加 １４０、２８０和
５６０μｇ／ｍＬＬ－组氨酸均显著提高氧化应激细胞
中 ＴＲＸ１基因表达（Ｐ＜０．０５），其他浓度 Ｌ－组氨
酸差异不显著（Ｐ＞０．０５）；添加３５、７０、１４０、２８０和
５６０μｇ／ｍＬＬ－组氨酸使非应激细胞和氧化应激
细胞间 ＴＲＸ１基因表达差异达到显著或极显著水
平（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．０１）。

３　讨　论
３．１　乌金猪组织中 ＧＲＸ１、ＴＲＸ１基因表达规律
　　ＧＲＸ和 ＴＲＸ是独立于谷胱甘肽过氧物酶
（ＧＳＨＰｘ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和过氧化氢酶
（ＣＡＴ）抗氧化酶的抗氧化系统，分别为猪体内抗
氧化酶系统和非酶系统的主要成员，具有重要的

抗氧化作用［５］。本试验检测了乌金猪脑垂体、下

丘脑、甲状腺、胸腺、胰腺、生殖腺、肝脏、皮肤、十

二指肠、空肠、回肠１１种组织中 ＧＲＸ１和 ＴＲＸ１基

因表达，结果表明，ＧＲＸ１和 ＴＲＸ１基因表达谱为：
肝脏中 ＧＲＸ１和 ＴＲＸ１基因表达量最高，其次为皮
肤和空肠，内分泌腺和其他组织的表达量较低，

ＧＲＸ１和 ＴＲＸ１基因表达具有明显的组织特异性，
ＴＲＸ１基因表达量明显高于 ＧＲＸ１基因。

　　相同Ｌ－组氨酸浓度下不同细胞间，数据柱形标注
表示差异显著（Ｐ＜０．０５），表示差异极显著（Ｐ＜
０．０１）；相同细胞中不同 Ｌ－组氨酸浓度间，数据柱形标注
不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。下图同。
　　ＦｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｅｌｌｓａｔｔｈｅｓａｍｅＬｈｉｓｔｉｄｉｎｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，
ｖａｌｕｅｃｏｌｕｍｎｓｗｉｔｈ ｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜
０．０５），ａｎｄｗｉｔｈ ｍｅａｎｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
（Ｐ＜０．０１）；ｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔＬｈｉｓｔｉｄｉｎｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｅ
ｓａｍｅｃｅｌｌｓ，ｖａｌｕｅｃｏｌｕｍｎｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｍｅａｎ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ．

图８　Ｌ－组氨酸对乌金猪氧化应激细胞中
ＧＲＸ１基因表达的影响

Ｆｉｇ．８　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＬｈｉｓｔｉｄｉｎｅｏｎＧＲＸ１ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｃｅｌｌｓｏｆＷｕｊｉｎｐｉｇｓ

图９　Ｌ－组氨酸对乌金猪氧化应激细胞中
ＴＲＸ１基因表达的影响

Ｆｉｇ．９　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＬｈｉｓｔｉｄｉｎｅｏｎＴＲＸ１ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｃｅｌｌｓｏｆＷｕｊｉｎｐｉｇｓ
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　　肝脏是动物营养物质代谢和解毒的重要器
官，在乌金猪适应云南高原立体生态环境中具有

重要作用。乌金猪的高原生物适应性和抗氧化能

力是其维持健康和生长潜力的重要基础。本试验

结果显示，肝脏中 ＧＲＸ１和 ＴＲＸ１基因表达量最
高，结果提示了 ＧＲＸ１和 ＴＲＸ１基因在乌金猪抗氧
化生物学过程中扮演重要角色；皮肤是猪与外界

环境之间交流的第一道防御屏障，皮肤细胞参与

了抗原生成、趋化因子和细胞因子的产生等过

程［６－７］，本试验结果表明，皮肤是 ＧＲＸ１和 ＴＲＸ１
基因表达量最高的组织之一，结果显示，ＧＲＸ１和
ＴＲＸ１基因在猪的抗氧化保护方面起重要作用。
　　消化道是猪对饲料养分消化吸收与代谢的重
要器官，消化道还是猪体内最大的分泌器官和免

疫器官。本研究结果表明，乌金猪空肠中ＧＲＸ１和
ＴＲＸ１基因表达量显著高于内分泌腺、生殖腺和胰
腺组织，结果提示：ＧＲＸ１和 ＴＲＸ１基因对乌金猪
肠道健康可能具有抗氧化保护作用。内分泌腺、

胰腺和生殖腺中 ＧＲＸ１和 ＴＲＸ１基因表达量相对
较低，其作用机理有待研究。

　　乌金猪不同组织中 ＧＲＸ１和 ＴＲＸ１基因差异
性表达研究显示，具有明显组织特异性。结果提

示：１１种组织检测到 ＧＲＸ１和 ＴＲＸ１基因表达，说
明这些组织可能与乌金猪机体抗氧化能力有关，

但不同组织的抗氧化生物学意义可能存在明显差

异。硒蛋白或硒酶是目前研究较多的抗氧化蛋

白，Ｋｒｙｕｋｏｖ等［８］研究表明，目前已确认了２５种人
类和２４种啮齿动物硒蛋白，而许多硒蛋白或硒酶
对清除自由基和保护细胞膜完整性等方面均具有

重要生物学功能。硒蛋白研究结果能给我们很好

启发，推测乌金猪不同组织中 ＧＲＸ、ＴＲＸ的存在
形式或功能具有多样性，其调节机制更为复杂，这

也为进一步深入研究乌金猪不同组织中 ＧＲＸ、
ＴＲＸ抗氧化生物学功能开创了新的研究领域，研
究结果可为阐明乌金猪的抗氧化特性及其调节机

制提供科学依据。

３．２　Ｌ－组氨酸对氧化应激细胞中 ＧＲＸ１、ＴＲＸ１
基因的诱导表达

　　Ｌ－组氨酸是猪的一种必需氨基酸，在体内肌
肽合成酶下参与合成肌肽而发挥抗氧化作用。本

试验结果表明，添加 Ｌ－组氨酸对氧化应激细胞和
非应激细胞中 ＧＲＸ１和 ＴＲＸ１基因均有明显上调
表达作用，当 Ｌ－组氨酸浓度达２８０和５６０μｇ／ｍＬ

时，ＧＲＸ１基因表达量显著高于对照组和其他组，
当 Ｌ－组氨酸浓度达 １４０、２８０和 ５６０μｇ／ｍＬ时，
ＴＲＸ１基因表达量显著高于对照组和其他组。对
氧化应激细胞或非应激细胞，当 Ｌ－组氨酸浓度为
２８０μｇ／ｍＬ时，ＧＲＸ１和 ＴＲＸ１基因表达量均显著
高于对照组和其他组。未添加 Ｌ－组氨酸的氧化
应激细胞与非应激细胞间 ＧＲＸ１基因表达量无显
著差异，不同浓度 Ｌ－组氨酸对氧化应激细胞中
ＧＲＸ１和ＴＲＸ１基因表达量均显著或极显著高于非
应激细胞。Ｋｏｎｄｏ等［９］研究表明，在人类 Ｔ淋巴
细胞受到 Ｈ２Ｏ２应激时，ＴＲＸ１基因会大量表达；
Ｇａｌｌｏｇｌｙ等［４］发现，在氧化应激状态下，细胞中的

ＧＲＸ１基因表达量会增加，抑制 ＧＲＸ１基因表达
时，氧化性的细胞增加；Ｂｅｒｇｇｒｅｎ等［１０］报道，在缺

硒的动物体内或人类细胞系中硫氧还蛋白还原酶

（ＴＲＸＲ）活性显著下降，补充微量元素硒后，
ＴＲＸＲ活性增加。上述报道表明，氧化应激或添加
营养素可诱导应激细胞中 ＧＲＸ１或 ＴＲＸ１基因表
达，本试验添加 Ｌ－组氨酸均能诱导氧化应激细胞
或非应激细胞中 ＧＲＸ１或 ＴＲＸ１基因表达上调。
　　动物机体内 Ｌ－组氨酸通过肌肽而发挥抗氧
化作用，肌肽是一种较强的自由基清除剂，具有重

要抗氧化特性，能够保护细胞膜，阻止猪细胞膜的

过氧化反应，其抗氧化机理可能在于肌肽的咪唑

环的共轭 π键及酰胺键的作用。肌肽中 Ｌ－组氨
酸残基上的咪唑环 Ｎ原子和肽键 Ｎ原子对金属离
子进行螯合，抑制由金属离子引起的脂肪氧化，其

Ｌ－组氨酸对羟基自由基和过氧化自由基具有捕
捉能力，抑制非金属离子引起的脂肪氧化作

用［１１－１２］。关于动物体内 Ｌ－组氨酸与 ＧＲＸ１、
ＴＲＸ１基因及肌肽间抗氧化作用机制有待进一步
研究。

　　综上所述，乌金猪肝脏、皮肤中 ＧＲＸ１、ＴＲＸ１
基因的表达量最高，空肠，胰腺、内分泌腺和生殖

腺表达量相对较低，且组织中 ＴＲＸ１基因表达量明
显高于 ＧＲＸ１基因，并具有明显组织特异性。
Ｈ２Ｏ２氧化应激可刺激乌金猪细胞中 ＧＲＸ１、ＴＲＸ１
基因产生过表达，而通过功能性营养素可能诱导

氧化应激细胞中 ＧＲＸ１、ＴＲＸ１基因的表达，增强乌
金猪的抗氧化能力，这可能是通过营养途径缓解

机体氧化应激损伤的重要方式之一。
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４　结　论
　　① 云南乌金猪 １１种组织中均有 ＧＲＸ１和
ＴＲＸ１基因表达，其基因表达谱为：肝脏中 ＧＲＸ１
和 ＴＲＸ１基因表达量最高，其次为皮肤和空肠，胰
腺、内分泌腺和其他组织的表达量较低；ＧＲＸ１和
ＴＲＸ１基因具有明显组织特异性；ＴＲＸ１基因表达
量明显高于 ＧＲＸ１基因。
　　② Ｈ２Ｏ２刺激乌金猪细胞时，Ｌ－组氨酸对氧
化应激细胞和非应激细胞中 ＧＲＸ１和 ＴＲＸ１基因
具有明显上调作用，Ｌ－组氨酸适宜浓度为
２８０μｇ／ｍＬ。
　　③ 通过营养途径即添加适宜浓度 Ｌ－组氨酸
可诱导 ＧＲＸ１和 ＴＲＸ１基因表达明显上调，这可能
是改善云南乌金猪抗氧化能力的重要方式之一。

但对 ＧＲＸ１和 ＴＲＸ１基因的抗氧化机制有待进一
步研究。
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