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丝裂原活化蛋白激酶信号通路抑制剂对

断奶仔猪小肠形态和肠通透性的影响
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摘　要：本试验旨在研究丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）信号通路抑制剂对断奶仔猪小肠形态
和肠通透性的影响。选用体重约为 ５．８ｋｇ的 ２４头 ２１日龄杜 ×长 ×大断奶仔猪，随机分成 ４
组，每组６头。试验组断奶前３０ｍｉｎ分别腹腔注射 ｐ３８ＭＡＰＫ抑制剂（ＳＢ２０３５８０，Ⅰ组）、ｃＪｕｎ
Ｎ末端激酶（ＪＮＫ）抑制剂（ＳＰ６００１２５，Ⅱ组）和胞外信号调节激酶 １／２（ＥＲＫ１／２）抑制剂
（ＰＤ９８０５９，Ⅲ组），对照组注射等量的生理盐水。于断奶后３６ｈ屠宰仔猪取样待测。结果表明：
Ⅰ组空肠绒毛高度和绒毛高度／隐窝深度均显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），隐窝深度显著低于对照
组（Ｐ＜０．０５），Ⅱ组空肠绒毛高度／隐窝深度显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）；与对照组相比，Ⅰ组和
Ⅱ组仔猪血浆 Ｄ－乳酸、二胺氧化酶含量显著降低（Ｐ＜０．０５），而Ⅲ组仔猪血浆 Ｄ－乳酸含量显
著高于对照组（Ｐ＜０．０５）；Ⅰ组空肠黏膜促炎细胞因子肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）、白细胞介素
１β（ＩＬ１β）、白细胞介素６（ＩＬ６）和干扰素 γ（ＩＦＮγ）水平显著低于对照组（Ｐ＜０．０５），与对照组
相比，Ⅱ组 ＴＮＦα和 ＩＬ１β水平显著降低（Ｐ＜０．０５），而Ⅲ组 ＴＮＦα水平显著高于对照组（Ｐ＜
０．０５），ＩＬ６和 ＩＦＮγ水平有上升的趋势，但差异不显著（Ｐ＞０．０５）。结果提示，在断奶应激致
仔猪小肠黏膜屏障受损过程中，抑制 ｐ３８ＭＡＰＫ和 ＪＮＫ通路后，肠屏障得到改善，而抑制
ＥＲＫ１／２通路后肠屏障损伤有加重的趋势。
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　　肠道是机体与外界环境接触最为密切的部
位，不仅是消化、吸收营养物质的重要场所，而且

是机体的重要免疫屏障。肠道损伤所涉及的缺

血、炎症、凋亡等多个病理机制与丝裂原活化蛋白

激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）信号
道路的调节有关。ＭＡＰＫ信号通路是广泛存在于
真核生物中保守的信号转导系统，ＭＡＰＫ被激活
后可停留在胞质中，激活一系列其他蛋白激酶，亦

可进入细胞核调节相应基因的表达，完成对细胞

外刺激的反应。ＭＡＰＫ参与调节细胞的生长、发
育、分化、凋亡、对环境的应激适应、炎症反应等多

种重要的细胞生理／病理过程［１－３］。目前已在哺乳

动物细胞克隆和鉴定了４个 ＭＡＰＫ亚族：胞外信
号调节激酶 １／２（ｅｘｔｅｒｎａｌｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，
ＥＲＫ１／２）、ｃＪｕｎＮ末端激酶（ｃＪｕｎＮｔｅｒｍｉｎａｌｋｉ
ｎａｓｅ，ＪＮＫ）、ｐ３８ＭＡＰＫ和胞外信号调节激酶 ５
（ＥＲＫ５）。Ｂｒｏｏｍ等［２］报道，炎症性肠疾病引起

ＥＲＫ１／２、ｐ３８ＭＡＰＫ被激活，ＭＡＰＫ激活时间、程
度与肠损伤时间、程度一致。大量研究表明，断奶

应激使仔猪肠形态受损，消化吸收能力下降［４］，并

且使仔猪肠道的通透性增加，破坏肠屏障功

能［５－６］。然而关于早期断奶应激引起仔猪肠道损
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伤的信号转导机制尚不清楚［７］。ＭＡＰＫ是否参与
此过程目前尚未见报道。本试验通过 ＭＡＰＫ信号
通路抑制剂预处理断奶仔猪，旨在研究阻断 ｐ３８
ＭＡＰＫ、ＪＮＫ和 ＥＲＫ信号通路对断奶仔猪小肠形
态和肠通透性的影响，为防治仔猪早期断奶应激

引起的肠道损伤提供新的思路。

１　材料与方法
１．１　试验动物与试验设计
　　试验选用体重约为 ５．８ｋｇ的 ２４头 ２１日龄
杜 ×长 ×大断奶仔猪，随机分成 ４组，每组 ６头。
试验组断奶前３０ｍｉｎ分别腹腔注射ｐ３８ＭＡＰＫ抑
制剂（２ｍｇ／ｋｇＳＢ２０３５８０，Ⅰ组）、ＪＮＫ抑制剂
（４ｍｇ／ｋｇＳＰ６００１２５，Ⅱ组）和 ＥＲＫ１／２抑制剂
（２ｍｇ／ｋｇＰＤ９８０５９，Ⅲ组），对照组注射等量的生
理盐水。仔猪自由采食和饮水，按常规程序进行

管理。于断奶后３６ｈ屠宰仔猪取样待测。
１．２　饲粮及营养水平
　　基础饲粮参照美国 ＮＲＣ（１９９８）断奶仔猪的
营养需要配合成颗粒饲料。基础饲粮组成及营养

水平见表１。
１．３　样品采集与测定
　　仔猪早晨空腹前腔静脉取血，肝素抗凝，制备
血浆，－８０℃保存。屠宰后，沿肠系膜纵向切开小
肠，取空肠中段长度约１ｃｍ的肠管，浸入１０％福
尔马林固定液中４℃保存。另取１０ｃｍ左右空肠
用剪刀剖开，用生理盐水轻轻冲洗肠内容物，用滤

纸吸干水分，再用手术刀钝面轻轻刮取肠黏膜，分

装在 ５ｍＬ无菌冻存管中，液氮速冻，－８０℃
保存。

１．３．１　小肠形态分析
　　用一系列浓度梯度的乙醇脱水，二甲苯透明，
石蜡包埋、切片，苏木精 －伊红染色，中性树胶封
片。ＬｅｉｃａＱｗｉｎ图像分析仪测定绒毛高度和隐窝
深度。

１．３．２　肠通透性
　　血浆 Ｄ－乳酸含量测定参照 Ｂｒａｎｄｔ等［８］建立

的分光光度法。血浆二胺氧化酶（ＤＡＯ）含量用猪
ＤＡＯＥＬＩＳＡ试剂盒（ＵｓｃｎＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅ公司，美
国）测定。

１．３．３　小肠黏膜促炎细胞因子水平
　　称取一定量黏膜，按１∶９加入磷酸盐缓冲液，

匀浆，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液，制备成
１０％的黏膜匀浆液，促炎细胞因子肿瘤坏死因子 α
（ＴＮＦα）、白细胞介素 １β（ＩＬ１β）、白细胞介素 ６
（ＩＬ６）和干扰素 γ（ＩＦＮγ）水平采用 ＥＬＩＳＡ试剂
盒（Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍ，美国）测定。

表１　基础饲粮组成及营养水平（干物质基础）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄｎｕｔｒｉｅｎｔｌｅｖｅｌｓｏｆ

ｔｈｅｂａｓａｌｄｉｅｔ（ＤＭｂａｓｉｓ） ％

项目 Ｉｔｅｍｓ 含量 Ｃｏｎｔｅｎｔ

原料 Ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ
玉米 Ｃｏｒｎ ５７．７５
豆粕 Ｓｏｙｂｅａｎｍｅａｌ ２８．２０
鱼粉 Ｆｉｓｈｍｅａｌ ４．５０
乳清粉 Ｗｈｅｙｐｏｗｄｅｒ ４．５０
豆油 Ｓｏｙｂｅａｎｏｉｌ ２．００
石粉 Ｌｉｍｅｓｔｏｎｅ ０．５０
磷酸氢钙 ＣａＨＰＯ４ １．１０
食盐 ＮａＣｌ ０．３０
预混料 Ｐｒｅｍｉｘ１） １．００
ＤＬ－蛋氨酸 ＤＬＭｅｔ ０．０５
Ｌ－赖氨酸盐酸盐 ＬＬｙｓ·ＨＣｌ ０．１０
合计 Ｔｏｔａｌ １００．００
营养水平 Ｎｕｔｒｉｅｎｔｌｅｖｅｌｓ２）

消化能 ＤＥ／（ＭＪ／ｋｇ） １４．２０
粗蛋白质 ＣＰ ２１．４８
钙 Ｃａ ０．９５
总磷 ＴＰ ０．７０
赖氨酸 Ｌｙｓ １．３８
蛋氨酸 Ｍｅｔ ０．３５

　　１）预混料可为每千克饲粮提供 Ｔｈｅｐｒｅｍｉｘｐｒｏｖｉｄｅｄｔｈｅ
ｆｏｌｌｏｗｉｎｇｐｅｒｋｇｏｆｔｈｅｄｉｅｔ：ＶＡ６０００ＩＵ，ＶＤ３６００ＩＵ，ＶＥ
５０ＩＵ，ＶＫ３１．５ｍｇ，ＶＢ１２．０ｍｇ，ＶＢ２８．０ｍｇ，Ｄ－泛酸 Ｄ
ｐａｎｔｏｔｈｅｎｉｃａｃｉｄ２０ｍｇ，烟酸 ｎｉｃｏｔｉｎｉｃａｃｉｄ３０ｍｇ，ＶＢ６
３．０ｍｇ，胆碱 ｃｈｏｌｉｎｅ８００ｍｇ，叶酸 ｆｏｌｉｃａｃｉｄ０．６ｍｇ，生物
素 ｂｉｏｔｉｎ０．１０ｍｇ，ＶＢ１２０．０４ｍｇ，Ｚｎ１００ｍｇ，Ｃｕ６．０ｍｇ，Ｆｅ
１００ｍｇ，Ｍｎ４．０ｍｇ，Ｓｅ０．３ｍｇ，Ｉ０．１４ｍｇ。
　　２）消化能为计算值，其余营养水平均为实测值。ＤＥ
ｗａｓａｃａｌｃｕｌａｔｅｄｖａｌｕｅ，ｗｈｉｌｅｏｔｈｅｒｎｕｔｒｉｅｎｔｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅｍｅａｓ
ｕｒｅｄｖａｌｕｅｓ．

１．４　数据统计
　　数据计算程序采用 ＳＡＳ６．１２中的一般线性
模型（ｇｅｎｅｒａｌｌｉｎｅａｒｍｏｄｅｌｓ）进行，平均值的比较采
用 Ｄｕｎｃａｎ氏法进行，以 Ｐ＜０．０５作为差异显著性
判断标准。

５４
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２　结　果
２．１　空肠形态
　　由表２可知，Ⅰ组绒毛高度和绒毛高度／隐窝

深度均高于对照组（Ｐ＜０．０５），隐窝深度显著低于
对照组（Ｐ＜０．０５）；与对照组相比，Ⅱ组绒毛高度／
隐窝深度显著提高（Ｐ＜０．０５），而Ⅲ组各指标均未
显著变化（Ｐ＞０．０５）。

表２　不同ＭＡＰＫ通路抑制剂对断奶仔猪空肠形态的影响
Ｔａｂｌｅ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆＭＡＰＫｐａｔｈｗａｙｓｏｎｊｅｊｕｎａｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｗｅａｎｅｒｐｉｇｌｅｔｓ

项目

Ｉｔｅｍｓ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ

对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ Ⅰ Ⅱ Ⅲ
ＳＥＭ

绒毛高度 Ｖｉｌｌｕｓｈｅｉｇｈｔ／μｍ ３１２．４２ｂ ３６５．５１ａ ３４７．２６ａｂ ３１７．４９ｂ １２．８３
隐窝深度 Ｃｒｙｐｔｄｅｐｔｈ／μｍ １９６．３４ａｂ １６８．２３ｃ １８１．３４ｂｃ ２０６．５１ａ ６．７４
绒毛高度／隐窝深度 Ｖ／Ｃ １．５９ｃ ２．１７ａ １．９１ｂ １．５４ｃ ０．０７

　　同行数据肩标相同字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５），不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。下表同。
　　Ｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗ，ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞０．０５），ｗｈｉｌｅｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔ
ｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ．

２．２　肠通透性
　　由表３可知，与对照组相比，Ⅰ组和Ⅱ组仔猪
血浆 Ｄ－乳酸、ＤＡＯ含量显著降低（Ｐ＜０．０５），Ⅰ

组降低程度较大，而Ⅲ组仔猪血浆 Ｄ－乳酸含量
显著升高（Ｐ＜０．０５）。

表３　不同ＭＡＰＫ通路抑制剂对断奶仔猪肠通透性的影响
Ｔａｂｌｅ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆＭＡＰＫｐａｔｈｗａｙｓｏｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｏｆｗｅａｎｅｒｐｉｇｌｅｔｓ

项目

Ｉｔｅｍｓ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ

对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ Ⅰ Ⅱ Ⅲ
ＳＥＭ

Ｄ－乳酸 Ｄｌａｃｔｉｃａｃｉｄ／（μｇ／ｍＬ） ６．１４ｂ ４．４１ｃ ４．９２ｃ ６．６９ａ ０．１８
二胺氧化酶 ＤＡＯ／（ｎｇ／ｍＬ） １９．２１ａ １４．０５ｃ １６．７３ｂ ２０．１６ａ ０．７１

２．３　空肠黏膜细胞因子
　　由表 ４可知，Ⅰ组空肠黏膜促炎细胞因子
ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６和 ＩＦＮγ水平显著低于对照组
（Ｐ＜０．０５）；与对照组相比，Ⅱ组 ＴＮＦα和 ＩＬ１β

水平显著降低（Ｐ＜０．０５），ＩＬ６和 ＩＦＮγ水平均未
显著变化（Ｐ＞０．０５），而Ⅲ组 ＴＮＦα水平显著升
高（Ｐ＜０．０５），ＩＬ６和 ＩＦＮγ水平有上升的趋势，
但差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

表４　不同ＭＡＰＫ通路抑制剂对断奶仔猪空肠黏膜促炎细胞因子的影响
Ｔａｂｌｅ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆＭＡＰＫｐａｔｈｗａｙｓｏｎｊｅｊｕｎｕｍｍｕｃｏｓａｌｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ

ｃｙｔｏｋｉｎｅｓｏｆｗｅａｎｅｒｐｉｇｌｅｔｓ ｐｇ／ｍｇｐｒｏｔ

项目

Ｉｔｅｍｓ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ

对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ Ⅰ Ⅱ Ⅲ
ＳＥＭ

肿瘤坏死因子αＴＮＦα １０２．１５ｂ ７６．５４ｄ ８８．４７ｃ １１４．３２ａ ３．３６
白细胞介素１βＩＬ１β １８３．２４ａ １４７．３５ｃ １６１．７２ｂｃ １７２．３１ａｂ ６．７６
白细胞介素６ＩＬ６ １２１．６４ａｂ ９８．４６ｃ １１０．１８ｂｃ １２８．７４ａ ４．３２
干扰素γＩＦＮγ ２０１．３４ａｂ １５６．２７ｃ １８４．５２ｂ ２１７．５１ａ ７．６１

３　讨　论
　　ＭＡＰＫ信号转导途径是细胞内多条信号通路

的汇聚点，包括蛋白激酶Ｃ、离子通道等，它介导了
细胞的生长、发育、分裂、死亡以及细胞间的功能

同步等多种细胞生理过程。ｐ３８ＭＡＰＫ和 ＪＮＫ均

６４
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是应激激活的 ＭＡＰＫ，能被炎症、应激、损伤等信
号激活［１－２，１０］。ｐ３８ＭＡＰＫ和 ＪＮＫ信号转导通路
在炎症与细胞凋亡等应激反应中发挥重要作用。

　　Ｄ－乳酸是胃肠道固有细菌的代谢终产物，哺
乳动物体内不具备将其快速代谢分解的酶系统，

因而血浆中 Ｄ－乳酸含量的增加可反映肠通透性
的改变。ＤＡＯ是哺乳动物肠绒毛上皮细胞的标记
酶，其活性与绒毛高度和黏膜细胞的核酸和蛋白

质合成密切相关，可作为反映肠黏膜屏障功能损

伤的理想指标［９］。早期断奶应激会引起仔猪肠形

态发生改变，主要表现为绒毛高度下降，隐窝深度

加深，肠绒毛上成熟细胞数量减少，且黏膜的消化

酶活性下降［１１－１２］，从而造成仔猪肠道消化吸收面

积减少，消化能力下降，使仔猪肠道屏障功能受

损［４，１３－１４］。前期作者研究了早期断奶对仔猪肠黏

膜屏障变化以及 ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路的影响，结
果表明，与哺乳组相比，２１日龄仔猪断奶后２４和
４８ｈ小肠形态和黏膜屏障受损，断奶应激激活了
ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路［１５］。本试验发现，与对照组

相比，断奶前腹腔注射ｐ３８ＭＡＰＫ和ＪＮＫ抑制剂，
仔猪小肠形态得到明显的改善，肠道通透性显著

降低（血浆 Ｄ－乳酸、ＤＡＯ含量显著降低），ｐ３８
ＭＡＰＫ抑制剂效果较明显。ｐ３８ＭＡＰＫ能激活细
胞内一些蛋白激酶，进而激活低分子质量热休克

蛋白２７（ＨＳＰ２７），介导细胞骨架重构以及促进肠
损伤后上皮细胞存活、增殖和修复过程［１］。本试

验中 ｐ３８ＭＡＰＫ抑制剂处理后有较好的肠道改善
效果可能与此有关。

　　细胞因子在肠黏膜免疫应答中起重要作用，
而且还参与维持上皮组织的完整性。断奶因饲粮

和环境的突然变化而产生的应激引起仔猪肠道细

胞因子网络发生改变，以适应肠道在形态学和功

能上的变化。Ｐｉｅ等［１６］研究发现，２８日龄断奶使
仔猪肠黏膜免疫系统产生早期的、暂时性的炎症

应答，在小肠中部，ＴＮＦα、ＩＬ１β和 ＩＬ６ｍＲＮＡ等
表达水平在断奶后的前 ２天内迅速增加，随后恢
复到断奶前水平。ｐ３８ＭＡＰＫ的激活与炎症反应
密切相关，调节多种炎性细胞因子基因表达，调控

炎症反应［１７］。本试验发现，与对照组相比，断奶前

腹腔注射 ｐ３８ＭＡＰＫ和ＪＮＫ抑制剂仔猪小肠促炎
细胞因子表达量显著降低，ｐ３８ＭＡＰＫ抑制剂效果
较明显。Ｍｉｈａｅｓｃｕ等［１８］报道，ＥＲＫ１／２、ＪＮＫ、ｐ３８
ＭＡＰＫ参与辐射导致的肠黏膜损伤，用特异性 ｐ３８

ＭＡＰＫ抑制剂ＳＢ２０３５８０抑制ｐ３８ＭＡＰＫ活性，可
明显减少 ＴＮＦα释放，减轻肠黏膜组织损伤。还
有学者利用 Ｃａｃｏ２、Ｔ８４等细胞模型，研究了促炎
因子 ＴＮＦα、ＩＦＮγ等对肠通透性的影响，结果发
现促炎因子可通过改变肠上皮细胞紧密连接蛋白

的基因表达和分布，破坏紧密连接，进而增加肠道

通透性［１９］。提示用 ｐ３８ＭＡＰＫ和 ＪＮＫ抑制剂抑
制信号通路，可能通过抑制炎症细胞因子的表达，

减轻仔猪肠道炎症，从而保护肠黏膜屏障。其中

具体的机制有待进一步的研究。

　　ＥＲＫ１／２通路在促进肠上皮细胞增生和分化
中发挥重要作用。本试验结果表明，断奶前注射

ＥＲＫ１／２抑制剂仔猪肠屏障没有得到改善，反而有
加重损伤的趋势。Ｂａｓｕｒｏｙ等［２０］在研究过氧化氢

（Ｈ２Ｏ２）诱导 Ｃａｃｏ２细胞氧化应激过程中发现，紧
密连接蛋白重新分布，细胞骨架被破坏，细胞通透

性增加，而上皮生长因子可以通过激活 ＥＲＫ１／２
通路保护紧密连接蛋白，保护肠黏膜；用 ＥＲＫ１／２
抑制剂处理后，上皮生长因子的保护作用被阻断。

ＥＲＫ１／２信号通路在小肠损伤修复过程中发挥着
重要作用［２１］。提示在断奶应激致仔猪肠屏障损伤

过程中 ＥＲＫ信号通路的激活可能起到一定的修
复保护作用。

４　结　论
　　在断奶应激致仔猪小肠黏膜屏障受损过程
中，抑制ｐ３８ＭＡＰＫ和ＪＮＫ通路后，肠屏障得到改
善，而抑制 ＥＲＫ１／２通路后肠屏障损伤有加重的
趋势。
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