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胰岛素对体外培养奶牛乳腺上皮细胞乳蛋白、

乳脂肪合成相关基因犿犚犖犃表达的影响

王皓宇，秦　彤，郝海生，杜卫华，赵学明，朱化彬

（中国农业科学院北京畜牧兽医研究所，北京１００１９３）

摘　要：旨在研究胰岛素对体外培养奶牛乳腺上皮细胞乳蛋白、乳脂肪合成相关基因ｍＲＮＡ表达的影响。采用无激素

处理组（ＮＨ，对照组）、氢化可的松（５０ｎｇ·ｍＬ
－１）＋ 催乳素（２００ｎｇ·ｍＬ

－１）处理组（ＦＰ）和胰岛素（１００ｎｇ·ｍＬ
－１）＋

氢化可的松（５０ｎｇ·ｍＬ
－１）＋ 催乳素（２００ｎｇ·ｍＬ

－１）处理组（ＩＦＰ）处理体外培养奶牛乳腺上皮细胞２４ｈ，利用ｒｅ

ａｌｔｉｍｅＰＣＲ方法检测乳腺上皮细胞中乳蛋白、乳脂肪合成相关基因ｍＲＮＡ的相对表达丰度。结果表明，ＩＦＰ激素

处理组显著上调β酪蛋白基因（犆犛犖２）、κ酪蛋白基因（犆犛犖３）、乙酰辅酶Ａ羧化酶基因（犃犆犃犆犃）、脂肪酸合成酶

基因（犉犃犛犖）和固醇调节元件结合蛋白１基因 （犛犚犈犅犘１）ｍＲＮＡ的相对表达丰度（犘＜０．０５）；显著上调ＪＡＫ２

ＳＴＡＴ５信号通路中信号转导和转录激活因子５Ｂ基因（犛犜犃犜５犅）和Ｅ７４样因子５基因（犈犔犉５）ｍＲＮＡ的相对表达

丰度（犘＜０．０５）；显著上调 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路中磷脂酰肌醇３激酶基因（犘犐３犓）、蛋白激酶 Ｂ基因

（犃犓犜１）及真核细胞翻译起始因子４Ｅ基因（犈犐犉４犈）ｍＲＮＡ的相对表达丰度（犘＜０．０５），但对ＡＭＰＫ信号通路中

结节性硬化复合物基因（犜犛犆１、犜犛犆２）和犚犎犈犅（Ｒａｓｈｏｍｏｌｏｇｅｎｒｉｃｈｅｄｉｎｂｒａｉｎ）ｍＲＮＡ的相对表达丰度无显著影

响（犘＞０．０５）。结果提示，胰岛素通过ＪＡＫ２ＳＴＡＴ５和ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路诱导体外培养奶牛乳腺上皮细

胞乳蛋白合成相关基因ｍＲＮＡ的表达，通过ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ和ＳＲＥＢＰ信号通路诱导体外培养奶牛乳腺上皮细

胞脂合成相关基因ｍＲＮＡ的表达，表明胰岛素作为一种重要的催乳激素，与氢化可的松和催乳素共同调节乳蛋白

和乳脂肪合成相关基因ｍＲＮＡ的表达。
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　　牛奶被誉为“最接近完善的食物”为人类提供能

量、高蛋白和人体所需的主要矿物质和维生素。乳

汁中的酪蛋白、β乳球蛋白、α乳清蛋白、几乎所有

的短链和中链脂肪酸都由乳腺上皮细胞合成［１］，而

乳腺上皮细胞的增殖、分化与泌乳功能受多种激素

的调节［２］，泌乳功能主要受催乳素、糖皮质激素和胰

岛素等激素的影响［３］。催乳素是一种多肽类激素，

主要功能是驱动乳腺发育，发动并维持泌乳及乳蛋

白合成与分泌［４］。在乳腺上皮细胞中，催乳素主要

通过ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ５信号通路诱导乳蛋白基因的表

达［５］。糖皮质激素是由肾上腺皮质中束状带分泌的

一类甾体激素，主要为氢化可的松，具有调节糖、脂

肪和蛋白质的生物合成和代谢的作用。糖皮质激素

与其胞内（核）受体结合后，启动并调控相关基因的

表达及蛋白质的合成，通过基因组机制实现其生理

药理功能［６］。胰岛素在乳腺发育和泌乳中的作用主

要与泌乳乳腺营养分配有关［７］，近年来激素对乳腺

外植体功能影响的研究表明，酪蛋白基因的表达需

要催乳素和氢化可的松诱导［８］，而胰岛素能诱导更

高水平的酪蛋白和脂合成相关基因的表达［９］。哺乳

动物乳腺组织中蛋白的合成过程均受ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／

ｍＴＯＲ通路调控
［１０］，脂肪酸的合成过程均受固醇调

控元件结合蛋白家族（ＳＲＥＢＰｓ）调控
［１１］。研究表明

胰岛素作为信号分子激活 ｍＴＯＲ
［１２］，ｍＴＯＲＣ１通

过ＳＲＥＢＰ通路调节脂类合成
［１３］。此外，单磷酸腺

苷活化蛋白激酶（ＡＭＰＫ）抑制 ｍＴＯＲ活性
［１４］，影

响犉犃犛犖 和犃犆犃犆犃 等脂合成相关基因ｍＲＮＡ的

表达和脂肪酸的从头合成［１５］。

目前有关胰岛素在催乳素和氢化可的松作用基

础 上，通 过 ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ５、ＡＭＰＫ、ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／

ｍＴＯＲ和ＳＲＥＢＰ信号通路调节体外培养奶牛乳腺

上皮细胞乳蛋白、乳脂肪合成相关基因 ｍＲＮＡ 表

达的研究尚未见报道。本试验意在以奶牛乳腺上皮

细胞为模型，以ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ５、ＡＭＰＫ、ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／

ｍＴＯＲ和ＳＲＥＢＰ信号通路中的几个关键调节因子

为节点，探索胰岛素调控乳腺上皮细胞中乳蛋白、乳

脂肪合成的分子机制，为研究奶牛泌乳机制和改善

乳品质提供试验依据。

１　材料和方法

１．１　主要试剂

ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（Ｇｂｉｃｏ，１１３３００３２）；ＦＢＳ

（Ｇｂｉｃｏ，１６０００）；０．２５％胰蛋白酶ＥＤＴＡ（Ｇｂｉｃｏ，

２５２００）；ＰＢＳ（Ｇｂｉｃｏ，２１６０００１０）；抗角蛋白１８抗体

（Ａｂｃａｍ，ａｂ６６８）；胰岛素（Ｓｉｇｍａ，Ｉ１８８２）；氢化可的

松（Ｓｉｇｍａ，Ｈ０８８８）；羊催乳素（Ｓｅｌｌｅｃｋ，Ｄ１５５０）。细

胞总 ＲＮＡ 提取试剂盒（ＲＮｅａｓｙＰｌｕｓＭｉｎｉＫｉｔ，

ＱＩＡＧＥＮ ７４１３４）；反 转 录 试 剂 盒 （ＴａＫａＲａ，

ＤＲＲ０３６Ａ）；ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 定 量 试 剂 （ＴａＫａＲａ，

ＤＲＲ４２０Ａ）。

１．２　细胞培养与激素处理

采用组织块贴壁法建立奶牛乳腺上皮细胞

系［１６］。３代纯化后经抗角蛋白１８抗体鉴定得到纯

的乳腺上皮细胞。细胞在 ＤＭＥＭ／Ｆ１２ 培养基

（１０％ＦＢＳ、１００Ｕ·ｍＬ－１青霉素、１００μｇ·ｍＬ
－１链

霉素）、３７．５℃、５％ＣＯ２ 培养箱中进行培养。

收集对数生长期的奶牛乳腺上皮细胞，用

ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基将细胞密度调整为１．０×１０５·ｍＬ－１

并等体积浓度接种到 ６ 孔培养板中 （Ｃｏｍｉｎｇ，

３５１６），至细胞生长达８０％汇合时，血清饥饿（０．５％

ＦＢＳ）１２ｈ。按以下模式进行激素处理
［９］：１）无激素处

理组（ＮＨ）；２）５０ｎｇ·ｍＬ
－１氢化可的松（Ｆ）＋２００

１１７
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ｎｇ·ｍＬ
－１羊催乳素（Ｐ）；３）１００ｎｇ·ｍＬ

－１胰岛素（Ｉ）

＋５０ｎｇ·ｍＬ
－１氢化可的松（Ｆ）＋２００ｎｇ·ｍＬ

－１羊

催乳素（Ｐ）。试验处理２４ｈ
［１７］后收集细胞提取ＲＮＡ。

每个试验处理设３个重复，整个试验重复２次。

１．３　狉犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚

细胞总ＲＮＡ提取参照 ＱＩＡＧＥＮ试剂盒使用

说明书提取，采用ＡｓｔｒａＧｅｎｅ快速核酸蛋白分析仪

测定提取的细胞总ＲＮＡ浓度及 Ａ２６０ｎｍ／Ａ２８０ｎｍ值。

样品ＲＮＡ浓度保持在３５０～４００ｎｇ·μＬ
－１，Ａ２６０ｎｍ／

Ａ２８０ｎｍ均为１．９０～２．０。反转录参照ＴａＫａＲａ反转录

试剂盒说明书，以４００ｎｇＲＮＡ·１０μＬ
－１反应体系，３７

℃反转录反应１５ｍｉｎ、８５℃反转录酶失活反应５ｓ，制

备足量的ｃＤＮＡ于－２０℃保存备用。

ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ 以 ＵＸＴ （Ｕｂｉｑｕｉｔｏｕｓｌｙ Ｅｘ

ｐｒｅｓｓｅｄＴｒａｎｓｃｒｉｐｔ）基因作为内参基因，采用相对定

量法测定不同目的基因 ｍＲＮＡ 的表达丰度。用

ＡＢＩ７９００荧光定量ＰＣＲ仪，ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ染料法

进行定量扩增。总反应体系为１０μＬ：５μＬＳＹＢＲ

ＰｒｅｍｉｘＥｘ犜犪狇ＴＭ Ⅱ（ＴａＫａＲａＥｘ犜犪狇ＨＳ，ｄＮＴＰ

Ｍｉｘｔｕｒｅ，Ｍｇ
２＋，ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＩ），上下游引物各

０．４μＬ，ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅ０．２μＬ，ｃＤＮＡ０．５

μＬ，灭菌蒸馏水３．５μＬ。ＰＣＲ反应程序为９５℃３０

ｓ；９５℃５ｓ；６０℃３０ｓ；４０个循环。引物序列见表

１。内参基因和目的基因的扩增效率均为９０％～

１１０％，熔解曲线均为单一峰值，基线平稳。

表１　狉犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚引物信息

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲狅犳狉犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚

基因 Ｇｅｎｅ ＧｅｎＢａｎｋ号 ＧｅｎＢａｎｋｎｕｍｂｅｒ 正／反向引物 （５′３′）Ｆｏｒｗａｒｄ／Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ 长度／ｂｐＬｅｎｇｔｈ

犝犡犜
［１９］ ＢＱ６７６５５８ ＴＧＴＧＧＣＣＣＴＴＧＧＡＴＡＴＧＧＴＴ １０１

ＧＧＴＴＧＴＣＧＣＴＧＡＧＣＴＣＴＧＴＧ

犆犛犖２
［２０］ ＮＭ＿１８１００８ ＣＣＣＴＡＡＣＡＧＣＣＴＣＣＣＡＣＡ １１２

ＡＧＣＣＡＴＡＧＣＣＴＣＣＴＴＣＡＣ

犆犛犖３
［１０］ ＢＣ１０２１２０ ＧＧＣＧＡＧＣＣＴＡＣＡＡＧＴＡＣＡＣＣＴＡ １０６

ＧＧＡＣＴＧＴＧＴＴＧＡＴＣＴＣＡＧＧＴＧＧ

犃犆犃犆犃
［２１］ ＮＭ＿１７４２２４ ＣＡＴＧＴＡＴＧＧＡＣＡＣＣＡＧＴＴＣＴＧＣＡＴ ８２

ＧＴＴＴＧＧＴＡＧＧＡＣＡＴＣＡＡＡＡＡＴＣＧＡ

犉犃犛犖
［２１］ ＡＹ３４３８８９ ＧＣＴＴＴＧＴＧＴＴＧＧＣＡＧＡＧＡＡＧＧ １４２

ＴＣＧＡＧＧＣＣＡＡＧＧＴＣＴＧＡＡＡＧ

犛犚犈犅犘１ ＮＭ＿００１１１３３０２ ＧＡＣＡＣＣＡＣＣＡＧＣＡＴＣＡＡＣＣ １１３

ＣＣＡＴＴＣＡＴＣＡＧＣＣＡＧＡＣＣＡＧ

犛犜犃犜５犅
［１０］ Ｚ７２４８２ ＧＣＡＧＣＴＣＣＡＧＡＡＣＡＣＧＴＡＣＧ １０１

ＣＡＴＴＧＴＴＧＧＣＴＴＣＴＣＧＧＡＣＣ

犑犃犓２
［１０］ ＤＴ８９７４４９ ＴＧＡＡＧＡＡＡＡＣＡＧＧＴＡＡＴＣＡＧＡＣＴＧＧＡ １０１

ＡＡＣＡＴＴＴＴＣＴＣＧＣＴＣＡＡＣＡＧＣＡ

犈犔犉５ ＢＴ０２１５１７ ＴＧＣＣＣＡＡＣＡＣＧＴＣＣＴＴＣＴＧ １０１

ＧＧＡＧＴＣＧＣＡＡＧＣＴＧＴＣＴＧＡＴＧ

犜犛犆１
［１０］ ＢＴ０２１６０５ ＴＡＣＴＧＧＧＣＣＡＣＧＴＣＧＴＧＡＧ １０２

ＣＧＴＣＧＧＴＧＴＣＣＡＴＣＴＴＧＡＧＡＣ

犜犛犆２
［１０］ ＥＥ３３４７９４ ＧＣＡＧＣＡＧＧＡＴＣＣＡＧＡＣＣＴＣＴ １１２

ＧＴＣＴＣＴＧＴＧＡＧＣＴＣＣＡＧＧＴＧＧ

犚犎犈犅
［１０］ ＮＭ＿００１０３１７６４ ＧＣＴＡＡＧＡＴＧＣＣＧＣＡＧＴＣＣＡ ７５

ＣＧＴＣＡＡＣＧＡＧＧＡＴＴＴＣＣＣＣ

犘犐３犓
［１０］ ＮＭ＿００２６４５．１ ＣＡＡＧＣＣＣＴＴＴＧＣＴＧＧＧＴＡＣＡＴ ８１

ＴＴＣＣＴＣＴＴＧＡＣＣＡＣＡＡＡＣＴＴＴＴＡＧＡＡ

犃犓犜１
［１０］ ＮＭ＿１７３９８６ ＣＡＣＧＴＧＣＴＣＴＧＧＡＣＧＣＴＴＣ １０２

ＡＴＧＧＣＧＡＧＧＴＴＣＣＡＣＴＣＡＡＡＣ

犚犘犛６犓犅１
［１０］ ＤＮ５４４７７１ ＣＡＡＧＣＴＴＧＣＡＴＧＣＴＡＡＴＴＴＧＴＣＣ １０１

ＴＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＴＣＡＴＧＴＣＧＡＡＧＡ

犈犐犉４犈
［１０］ ＢＣ１１１２７２ ＡＧＧＧＡＧＧＧＴＡＴＡＣＡＡＧＧＡＡＡＧＧＴＴ １０１

ＴＴＴＴＡＧＴＧＧＴＧＧＡＧＣＣＧＣＴＣ

犈犐犉４犈犅犘１
［１０］ ＢＣ１２０２９０ ＴＴＴＧＡＧＡＴＧＧＡＣＡＴＴＴＡＡＡＧＧＧＣ １０１

ＣＴＴＧＣＡＴＡＡＧＧＣＣＴＧＧＣＴＧ

犈犐犉４犈犅犘２
［１０］ ＣＢ４４６７０８ ＣＡＡＡＣＴＧＡＧＣＡＴＣＡＴＣＣＣＣＡ １０１

ＣＣＣＣＧＧＣＡＣＣＴＴＡＡＴＴＧＡＡ

２１７
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１．４　数据处理

ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ生成的数据采用２－△△Ｃｔ法
［１８］在

ＥＸＣＥＬ中计算整理。整理后的数据采用ＳＡＳ９．２

软件ＡＮＯＶＡ程序进行显著性比较（犘＜０．０５），结

果以“平均数±标准误”形式表示。

２　结　果

２．１　狉犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚产物电泳结果

ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ扩增产物电泳图谱清晰、完整、

无非特异性杂带出现（图１）。

２．２　胰岛素调节体外培养奶牛乳腺上皮细胞

犆犛犖２和犆犛犖３犿犚犖犃的表达

　　氢化可的松和催乳素作用下，胰岛素对体外培

养奶牛乳腺上皮细胞β酪蛋白基因（犆犛犖２）和κ酪

蛋白基因（犆犛犖３）ｍＲＮＡ表达的影响，结果见图２。

由图２可知，犆犛犖２和犆犛犖３ｍＲＮＡ的相对表达丰

度在ＩＦＰ（胰岛素＋氢化可的松＋羊催乳素）组最

高，显著高于ＮＨ（无激素添加）和ＦＰ（氢化可的松

＋羊催乳素）组（犘＜０．０５）；其次是ＦＰ组，显著高于

ＮＨ组（犘＜０．０５）。

１．ＤＮＡ相对分子质量标准Ｉ；２．泛表达转录子；３．β酪蛋白；４．κ酪蛋白；５．乙酰辅酶 Ａ羧化酶；６．脂肪酸合成

酶；７．固醇调节元件结合蛋白１；８．信号转导和转录激活因子５Ｂ；９．酪氨酸蛋白激酶２；１０．Ｅ７４样因子５；１１．结

节性硬化复合物１；１２．结节性硬化复合物２；１３．小Ｇ蛋白Ｒｈｅｂ；１４．磷脂酰肌醇３激酶；１５．蛋白激酶Ｂ；１６．核糖

体蛋白Ｓ６激酶；１７．真核细胞翻译起始因子４Ｅ；１８．真核细胞翻译起始因子４Ｅ结合蛋白１；１９．真核细胞翻译起始

因子４Ｅ结合蛋白２

１．ＭａｒｋｅｒＩ；２．犝犡犜；３．犆犛犖２；４．犆犛犖３；５．犃犆犃犆犃；６．犉犃犛犖；７．犛犚犈犅犘１；８．犛犜犃犜５Ｂ；９．犑犃犓２；１０．

犈犔犉５；１１．犜犛犆１；１２．犜犛犆２；１３．犚犎犈犅；１４．犘犐３犓；１５．犃犓犜１；１６．犚犘犛６犓犅１；１７．犈犐犉４犈；１８．犈犐犉４犈犅犘１；

１９．犈犐犉４犈犅犘２
图１　内参基因与不同目的基因狉犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚扩增产物琼脂糖凝胶电泳结果

犉犻犵．１　犜犺犲犪犵犪狉狅狊犲犵犲犾犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狅犳狋犺犲狉犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋

不同字母表示差异显著（犘＜０．０５），相同字母表示差异

不显著（犘＞０．０５）。下同

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｓｈｏｗｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（犘＜０．０５），

ｔｈｅｓａｍｅｌｅｔｔｅｒｓｓｈｏｗｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（犘＞

０．０５）．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ
图２　催乳激素对奶牛乳腺上皮细胞犆犛犖２和犆犛犖３

犿犚犖犃表达的影响

犉犻犵．２　犜犺犲犲犳犳犲犮狋狅犳犾犪犮狋狅犵犲狀犺狅狉犿狅狀犲狊狅狀狋犺犲犿犚犖犃犲狓

狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犆犛犖２犪狀犱犆犛犖３犻狀犫狅狏犻狀犲犿犪犿犿犪狉狔

犲狆犻狋犺犲犾犻犪犾犮犲犾犾狊

２．３　胰岛素调节体外培养奶牛乳腺上皮细胞

犃犆犃犆犃、犉犃犛犖和犛犚犈犅犘１犿犚犖犃的表达

　　氢化可的松和催乳素作用下，胰岛素对体外培

养奶牛乳腺上皮细胞乙酰辅酶 Ａ 羧化酶基因

（犃犆犃犆犃）、脂肪酸合成酶基因（犉犃犛犖）和固醇调节

元件结合蛋白１基因（犛犚犈犅犘１）ｍＲＮＡ表达的影

响，结果见图３。由图３可知，犃犆犃犆犃 和犉犃犛犖

ｍＲＮＡ的相对表达丰度在ＩＦＰ组最高，显著高于

ＮＨ和ＦＰ组（犘＜０．０５）；其次是ＦＰ组，显著高于

ＮＨ组（犘＜０．０５）。犛犚犈犅犘１ｍＲＮＡ 的相对表达

丰度在ＩＦＰ组最高，显著高于 ＮＨ 和ＦＰ组（犘＜

０．０５），但在ＮＨ和ＦＰ组间无显著差异（犘＞０．０５）。

２．４　胰岛素对犑犃犓２犛犜犃犜５信号通路中犛犜犃犜５犅、

犑犃犓２、犈犔犉５犿犚犖犃表达的影响

　　氢化可的松和催乳素作用下，胰岛素对ＪＡＫ２

３１７
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ＳＴＡＴ５信号通路中信号转导和转录激活因子５Ｂ

基因（犛犜犃犜５犅）、酪氨酸蛋白激酶２基因（犑犃犓２）

和Ｅ７４样因子５基因（犈犔犉５）ｍＲＮＡ表达的影响，

结果见图４。由图４可知，犛犜犃犜５犅ｍＲＮＡ的相对

表达丰度在ＩＦＰ组中最高，显著高于 ＮＨ 和ＦＰ组

的表达水平（犘＜０．０５）；其次是ＦＰ组，显著高于

ＮＨ组（犘＜０．０５）。犑犃犓２ｍＲＮＡ的相对表达丰度

在ＮＨ、ＦＰ和ＩＦＰ组间均无显著差异（犘＞０．０５）。

犈犔犉５ｍＲＮＡ的相对表达丰度在ＩＦＰ组最高，显著

高于ＮＨ和ＦＰ组（犘＜０．０５），但在ＮＨ和ＦＰ组间

无显著差异（犘＞０．０５）。

图３　催乳激素对奶牛乳腺上皮细胞犃犆犃犆犃、犉犃犛犖、

犛犚犈犅犘１犿犚犖犃表达的影响

犉犻犵．３　犜犺犲犲犳犳犲犮狋狅犳犾犪犮狋狅犵犲狀犺狅狉犿狅狀犲狊狅狀狋犺犲犿犚犖犃犲狓

狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犃犆犃犆犃，犉犃犛犖犪狀犱犛犚犈犅犘１犻狀犫狅

狏犻狀犲犿犪犿犿犪狉狔犲狆犻狋犺犲犾犻犪犾犮犲犾犾狊

２．５　胰岛素对犃犕犘犓、犘犐３犓／犃犽狋／犿犜犗犚信号通路

关键调节因子犿犚犖犃表达的影响

　　 氢化可的松和催乳素作用下，胰 岛 素 对

ＡＭＰＫ、ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路关键调节因子

ｍＲＮＡ表达的影响，结果见表２。由表２可知，

ＡＭＰＫ信号通路中结节性硬化复合物基因（犜犛犆１、

犜犛犆２）和犚犎犈犅（Ｒａｓｈｏｍｏｌｏｇｅｎｒｉｃｈｅｄｉｎｂｒａｉｎ）

ｍＲＮＡ的相对表达丰度在 ＮＨ、ＦＰ和ＩＦＰ组间均

无显著差异（犘＞０．０５）。ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通

路中磷脂酰肌醇３激酶基因（犘犐３犓）、蛋白激酶Ｂ

基因（犃犓犜１）和真核细胞翻译起始因子４Ｅ基因

（犈犐犉４犈）ｍＲＮＡ的相对表达丰度在ＩＦＰ组最高，显

著高于ＮＨ和ＦＰ组（犘＜０．０５）；其次是ＦＰ组，ＦＰ

组犘犐３犓 和犈犐犉４犈ｍＲＮＡ的相对表达丰度显著高

于ＮＨ组（犘＜０．０５）。ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路

中核糖体蛋白Ｓ６激酶基因（犚犘犛６犓犅１）、真核细胞

翻译起始因子 ４Ｅ 结合蛋白基因 （犈犐犉４犈犅犘１、

犈犐犉４犈犅犘２）ｍＲＮＡ的相对表达丰度在ＦＰ和ＩＦＰ

组均显著上调（犘＜０．０５），但在ＦＰ和ＩＦＰ组间差异

不显著（犘＞０．０５）。

图４　催乳激素对奶牛乳腺上皮细胞犛犜犃犜５犅、犑犃犓２和

犈犔犉５犿犚犖犃表达的影响

犉犻犵．４　犜犺犲犲犳犳犲犮狋狅犳犾犪犮狋狅犵犲狀犺狅狉犿狅狀犲狊狅狀狋犺犲犿犚犖犃犲狓

狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犛犜犃犜５犅，犑犃犓２犪狀犱犈犔犉５犻狀犫狅狏犻狀犲

犿犪犿犿犪狉狔犲狆犻狋犺犲犾犻犪犾犮犲犾犾狊

表２　胰岛素对犃犕犘犓犿犜犗犚信号通路关键调节因子犿犚犖犃表达的影响

犜犪犫犾犲２　犜犺犲犲犳犳犲犮狋狅犳犻狀狊狌犾犻狀狅狀狋犺犲犿犚犖犃犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犽犲狔狉犲犵狌犾犪狋狅狉狊狅犳犃犕犘犓犿犜犗犚狊犻犵狀犪犾犻狀犵狆犪狋犺狑犪狔犻狀犫狅狏犻狀犲犿犪犿犿犪狉狔

犲狆犻狋犺犲犾犻犪犾犮犲犾犾狊

基因

Ｇｅｎｅ

组别 Ｇｒｏｕｐ

ＮＨ ＦＰ ＩＦＰ

犜犛犆１ １．０１±０．０４ａ １．０９±０．０７ａ １．０５±０．０６ａ

犜犛犆２ ０．９８±０．０２ａ １．０１±０．０５ａ ０．９８±０．０３ａ

犚犎犈犅 ０．９５±０．０５ａ ０．９８±０．０８ａ １．０２±０．０１ａ

犘犐３犓 １．０１±０．０７ａ １．１５±０．０２ｂ １．２５±０．０２ｃ

犃犓犜１ ０．９８±０．０４ａ １．０５±０．０５ａ １．１９±０．０５ｂ

犚犘犛６犓犅１ １．０４±０．０５ａ １．２６±０．０３ｂ １．２２±０．０４ｂ

犈犐犉４犈 １．００±０．０３ａ １．１２±０．０１ｂ １．２１±０．０２ｃ

犈犐犉４犈犅犘１ １．０１±０．０２ａ １．１７±０．０１ｂ １．１４±０．０２ｂ

犈犐犉４犈犅犘２ １．００±０．０７ａ １．２１±０．０７ｂ １．１６±０．０６ｂ

同行数据后所标字母不同表示差异显著（犘＜０．０５），所标字母相同表示差异不显著（犘＞０．０５）

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗｍｅａｎｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ（犘＜０．０５），ｓａｍｅｌｅｔｔｅｒｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗｍｅａｎｓ

ｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ（犘＞０．０５）
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３　讨　论

乳蛋白和乳脂肪的含量与组成是构成牛奶重要

营养品质的主要物质基础。牛乳蛋白以酪蛋白为

主，约占乳中蛋白总量的８０％。乙酰辅酶Ａ羧化酶

（ＡＣＡＣＡ）和脂肪酸合成酶（ＦＡＳＮ）是脂合成的关

键调节酶，分别催化脂肪酸合成的第一步反应和长

链脂肪酸的合成。检测β酪蛋白、κ酪蛋白、乙酰辅

酶Ａ羧化酶和脂肪酸合成酶基因ｍＲＮＡ水平上的

表达能很好的反映奶牛乳腺上皮细胞的泌乳功能。

泌乳是乳腺发育和激素共同作用的结果，胰岛素、催

乳素和氢化可的松是主要的催乳激素，影响乳蛋白

和乳脂的合成［２２］。本试验研究了催乳素和氢化可

的松作用基础上，外源添加胰岛素后对体外培养奶

牛乳腺上皮细胞犆犛犖２、犆犛犖３、犃犆犃犆犃 和犉犃犛犖

ｍＲＮＡ表达的影响，结果表明，胰岛素通过ＪＡＫ２

ＳＴＡＴ５、ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ和ＳＲＥＢＰ信号通路影

响犆犛犖２、犆犛犖３、犃犆犃犆犃 和犉犃犛犖 ｍＲＮＡ 的表

达。

３．１　胰岛素对奶牛乳腺上皮细胞乳蛋白合成相关

基因表达的影响

　　 近期研究发现 ＪＡＫ２ＳＴＡＴ５ 信号通路中

犈犔犉５的表达水平和ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路

中ＲＰＳ６Ｋ与ＥＩＦ４ＥＢＰ的磷酸化水平调节乳蛋白

基因的转录和蛋白翻译的起始［９１０，１４］。ＪＡＫ２

ＳＴＡＴ５信号通路通过催乳素与催乳素受体结合激

活ＪＡＫ２激酶并诱导 ＳＴＡＴ５磷酸化，磷酸化的

ＳＴＡＴ５以二聚体形式转移至细胞核内与 ＧＡＳ元

件结合，诱导犈犔犉５和细胞信号抑制因子（犛犗犆犛１、

犛犗犆犛２）的转录和乳蛋白的合成
［２３２５］。ＥＬＦ５也是

ＳＴＡＴ５的上游信号分子，与ＳＴＡＴ５的启动子结合

调节其活性［２４］。Ｍ．Ｎ．Ｌｅ等
［２６］发现胰岛素与胰岛

素受体结合也能激活 ＳＴＡＴ５，胞内高浓度的

ＳＴＡＴ５有助于胰岛素受体（ＩＲ）激酶和ＪＡＫ激酶对

ＳＴＡＴ５直接磷酸化。Ｋ．Ｋ．Ｍｅｎｚｉｅｓ等
［２７］研究发

现在催乳素和氢化可的松共同作用基础上，外源添

加胰岛素显著上调小鼠乳腺外植体中犛犜犃犜５犃

ｍＲＮＡ 的 表 达。本 研 究 中，ＩＦＰ 激 素 处 理 组

犛犜犃犜５犅ｍＲＮＡ表达量最高，显著高于ＮＨ和ＦＰ

组，这与前人的研究结果一致，表明胰岛素作为信号

分子诱导犛犜犃犜５犅 的转录。ＪＡＫ２ＳＴＡＴ５通路

中，ＪＡＫ２通过相互磷酸化作用激活催乳素受体并

磷酸化ＳＴＡＴ５，使磷酸化的ＳＴＡＴ５发挥转录因子

的作用［４］。本研究中，胰岛素、催乳素和氢化可的松

对犑犃犓２的转录水平无显著影响，３种催乳激素对

ＪＡＫ２ＳＴＡＴ５通路的激活作用可能与犑犃犓２的转

录水平无关，而与ＪＡＫ２的自身磷酸化能力相关。

Ｋ．Ｋ．Ｍｅｎｚｉｅｓ等
［２７］和Ｊ．Ｈａｒｒｉｓ等

［２８］发现ＥＬＦ５

调节小鼠乳腺组织中乳蛋白基因的转录，Ｋ．Ｋ．

Ｍｅｎｚｉｅｓ等
［９］研究发现胰岛素显著上调奶牛乳腺外

植体中犈犔犉５的表达水平。本研究中，催乳素和氢

化可的松作用基础上，外源添加胰岛素显著促进了

犈犔犉５、犆犛犖２和犆犛犖３ｍＲＮＡ的表达，表明ＥＬＦ５

可能是调节奶牛乳腺上皮细胞乳蛋白基因表达的重

要转录因子。

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路对泌乳起重要调节作

用［２９］，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ作为 ｍＴＯＲ的上游分子，磷酸化

ｍＴＯＲ下游的２个底物（ＥＩＦ４ＥＢＰ和ＲＰＳ６Ｋ），使

前者失活、后者被激活［３０］。活化的 ｍＴＯＲ使真核

细胞翻译起始因子 ｅＩＦ４Ｅ 从 ４ＥＢＰ１ 上 释放。

ｅＩＦ４Ｅ是真核细胞翻译起始的核心成分，通过与

ｍＲＮＡ５′端帽子结合，同ｅＩＦ４Ｇ、ｅＩＦ４Ａ、ｅＩＦ４Ｂ和

４０Ｓ核糖体亚单位形成４３Ｓ翻译起始复合体
［３１］，起

始蛋白的翻译。Ｃ．Ａ．Ｔｏｅｒｉｅｎ等
［３２］发现泌乳牛乳

腺组织中犚犘犛６犓１和犈犐犉４犈的转录水平分别比干

奶牛高１．８和２．０倍。Ａ．Ｒ．Ｓａｌｔｉｅｌ等
［３３］报道了胰

岛素作为信号分子激活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路，Ｋ．Ｋ．Ｍｅ

ｎｚｉｅｓ
［９］和 Ｂ．Ｒａｕｇｈｔ等

［３４］报 道 了 胰 岛 素 刺 激

犈犐犉４犈的表达。本研究在催乳素和氢化可的松作

用基础上，外源添加胰岛素显著上调乳腺上皮细胞

犘犐３犓、犃犓犜１和犈犐犉４犈 的转录水平，提示胰岛素

作为信号分子，通过激活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ通路影

响乳腺上皮细胞乳蛋白基因的表达；催乳素和氢化

可的松作用基础上，外源添加胰岛素对犚犘犛６犓１、

犈犐犉４犈犅犘１和犈犐犉４犈犅犘２的转录水平无显著影

响，提示胰岛素通过ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ通路影响乳

蛋白基因转录和翻译起始的作用可能与犚犘犛６犓１、

犈犐犉４犈犅犘１和 犈犐犉４犈犅犘２ 的转录水平无关，与

ＲＰＳ６Ｋ１的自身磷酸化能力和ＥＩＦ４ＥＢＰ的主要磷

酸化酶效率相关［１０］。

ＡＭＰＫ是哺乳动物细胞中高度保守的蛋白，活

化的 ＡＭＰＫ 磷酸化结节性硬化复合物（ＴＳＣ１／

ＴＳＣ２），ＴＳＣ 复合物抑制小 ＧＴＰ 酶 Ｒｈｅｂ（犚犪狊

犺狅犿狅犾狅犵ｅｎｒｉｃｈｅｄｉｎｂｒａｉｎ），而后者是 ｍＴＯＲ活化

所必需的刺激蛋白［１４］。Ｍ．Ｈ．Ｒｉｄｅｒ
［３５］报道了胰岛

素通过 Ａｋｔ刺激 ＡＭＰＫＳｅｒ４８５／４９１位点的磷酸
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化，抑制ＡＭＰＫ的活性。黄德强等
［３６］研究发现胰

岛素能增加ＡＭＰＫＴｈｒ１７２的磷酸化，但并不伴有

ＡＭＰＫ活性的增加。刘微等
［３７］报道了提高ＲＨＥＢ

的表达水平可以过度激活 ｍＴＯＲＣ１的活性。本研

究中，催乳素、氢化可的松和胰岛素对ＡＭＰＫ信号

通路中犜犛犆１、犜犛犆２和犚犎犈犅 的转录水平均无显

著影响，提示催乳激素诱导乳蛋白合成的功能可能

与犜犛犆１、犜犛犆２和犚犎犈犅 的转录水平无关或关系

较小。

β酪蛋白和κ酪蛋白是牛乳中主要的２种酪蛋

白，本研究中，氢化可的松和催乳素作用下，外源添

加胰岛素可诱导更高水平的酪蛋白基因表达，这与

Ｋ．Ｋ．Ｍｅｎｚｉｅｓ等
［９，２７］研究结果一致，提示胰岛素

作为一种重要的催乳激素，通过ＪＡＫ２ＳＴＡＴ５和

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ通路直接参与诱导奶牛乳腺上

皮细胞乳蛋白基因的表达。

３．２　胰岛素对奶牛乳腺上皮细胞乳脂合成相关基

因表达的影响

　　脂类物质在动物体内的合成过程均受到固醇调

控元件结合蛋白家族（ＳＲＥＢＰｓ）的调控，ＳＲＥＢＰｓ通

过与脂合成相关酶基因启动子中的固醇调节元件

（ＳＲＥ）结合激活目的基因转录，调控脂类合成
［３８］。

近年来研究表明胰岛素通过诱导固醇调控元件结合

蛋白１ｃ（ＳＲＥＢＰ１ｃ）的转录，调控脂类合成
［１１］。Ｉ．

Ｓｈｉｍｏｍｕｒａ等
［３９］研究发现用链脲霉素处理大鼠时，

胰岛素分泌受抑制，导致犛犚犈犅犘１犮ｍＲＮＡ水平下

降；注射胰岛素后犛犚犈犅犘１犮ｍＲＮＡ 水平恢复。

Ｙ．Ａ．Ｙａｎｇ等
［４０］研究结果发现，在人乳腺上皮细

胞（ＭＣＦ１０ａ）中，ＭＡＰＫ 和 ＰＩ３Ｋ 的激活上调

犛犚犈犅犘１和犉犃犛犖 的ｍＲＮＡ表达水平，促进脂肪

酸合成；反之，添加 ＭＡＰＫ和ＰＩ３Ｋ抑制剂则下调

犛犚犈犅犘１和犉犃犛犖 的转录水平。Ｄ．Ｇ．Ｐｅｔｅｒｓｏｎ

等［４１］用ｔｒａｎｓ１０和ｃｉｓ１２共轭亚油酸处理奶牛乳

腺上皮细胞，发现ＳＲＥＢＰ１的解朊激活作用受到抑

制，并抑制了脂合成相关基因的转录。此外，林先滋

等［４２］研究报道了ｍｉＲ２００ａ在细胞中过表达通过增

强胰岛素信号通路来促进乳脂合成相关基因 ｍＲ

ＮＡ表达水平。

本研究在氢化可的松和催乳素作用基础上，外

源添加胰岛素显著促进奶牛乳腺上皮细胞犃犆犃

犆犃、犉犃犛犖 和犛犚犈犅犘１ｍＲＮＡ 的表达，这与 Ｙ．

Ｓｈａｏ等
［２２］的研究结果一致。另外，本研究中，外源

添加胰 岛 素 显 著 促 进 犈犔犉５、犃犓犜１、犘犐３犓 和

犈犐犉４犈ｍＲＮＡ的表达，提示胰岛素作为一种重要

的脂代谢相关激素，通过 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ 和

ＳＲＥＢＰ１通路调节乳腺上皮细胞中乳脂的合成。

４　结　论

氢化可的松和催乳素作用基础上，外源添加胰

岛素显著上调体外培养奶牛乳腺上皮细胞酪蛋白基

因犆犛犖２和犆犛犖３ｍＲＮＡ的相对表达丰度；显著上

调脂合成相关基因 犃犆犃犆犃、犉犃犛犖 和犛犚犈犅犘１

ｍＲＮＡ的相对表达丰度；显著上调ＪＡＫ２ＳＴＡＴ５

和ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ 信号通路中 犈犔犉５、犘犐３犓、

犃犓犜１和犈犐犉４犈ｍＲＮＡ的相对表达丰度。结果提

示胰岛素作为一种重要的催乳激素，通过ＪＡＫ２

ＳＴＡＴ５、ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ和ＳＲＥＢＰ信号通路，与

氢化可的松和催乳素共同调节体外培养奶牛乳腺上

皮细胞乳蛋白和乳脂肪合成相关基因 ｍＲＮＡ的表

达。
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