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型氨基酸转运载体
#

及其配体

在奶牛乳腺中的协同表达研究
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要!为探讨氨基酸转运与乳腺泌乳功能之间的关系!本研究采用激光扫描共聚焦显微技术对泌乳期和干奶期

奶牛乳腺中
E2P%

和
)W0N?

的表达含量和表达方式进行研究'结果显示!

E2P%

和
)W0N?

的蛋白表达含量在泌乳

期高乳蛋白率荷斯坦奶牛中显著高于泌乳期低乳蛋白率的荷斯坦奶牛和干奶期的荷斯坦奶牛'泌乳期
E2P%

和

)W0N?

协同表达于腺泡上皮细胞基底侧的细胞膜上和围绕导管的肌上皮细胞&干奶期
E2P%

和
)W0N?

协同表达于

乳导管上皮细胞质膜'相关性分析显示泌乳期和干奶期
E2P%

和
)W0N?

在乳腺中的表达高度正相关!相关系数

&a(%&

'结果表明!

E2P%

是奶牛乳腺中负责转运氨基酸的载体!

E2P%

%

)W0N?

协同表达与泌乳期乳蛋白生物合成

以及干奶期乳腺组织重建紧密正相关'

关键词!奶牛&乳腺&
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&

)W0N?

&协同表达&相关性
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型氨基酸转运载体
%

"

<!R

BU

D<;$-#<?$" RT<-,

U

#TRDT%

!

E2P%

#是活体组织中主要的营养素
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型氨基酸转运载体
%

及其配体在奶牛乳腺中的协同表达研究

转运载体)

%

*

!负责从细胞外液摄入支链氨基酸和芳

香族氨基酸进入细胞内)

0

*

'

E2P%

是一个非糖基化

膜蛋白质!需要与
)W0

抗原的重链"

)W0N?

!

,#=ARD

?<TT$DT

)

,=?

*

*20

!

70"*<0

#通过二硫键结合!形成异二

聚体"

E2P%

%

)W0N?

#才具有转运氨基酸的活性)

*!)

*

'

研究表明!乳腺泌乳过程中!

E2P%

%

)W0N?

可能

是氨基酸透过血乳屏障进入乳腺上皮细胞的必需介

质!但是
E2P%

%

)W0N?

的表达与奶牛乳腺泌乳功能

之间的关系尚不清楚'本研究采用间接免疫荧光技

术!通过激光扫描共聚焦显微镜对泌乳期高乳蛋白

率(泌乳期低乳蛋白率以及干奶期荷斯坦奶牛乳腺

组织中
E2P%

和
)W0N?

的表达部位和表达含量进

行研究!并分析了奶牛乳腺中
E2P%

和
)W0N?

表达

的相关性!为深入探讨
E2P%

%

)W0N?

与乳腺泌乳功

能之间的关系提供理论基础'

#

!

材料与方法

#E#

!

试剂和仪器

主要试剂$山羊的
)W0N?

多克隆抗体"

9<-R<

4TAX

!

,?!*%01&

#(兔的
E2P%

多克隆抗体"

2C?<;

!

<C(100.

#(驴抗兔
F

L

[!d

"

9<-R<4TAX

!

,?!0/&1

#(驴

抗羊
F

L

[!WFP4

"

9<-R<4TAX

!

,?!0&0)

#(封闭用驴血

清以及
52bF

'

主要仪器$激光扫描共聚焦显微镜"

ED$?<P49

9b0

#!冷冻切片机"

ED$?<4M%(1&

#'

#E!

!

试验材料

本研究选择相同饲养条件下泌乳中期的高乳蛋

白率"乳蛋白率
*'086

!乳脂率
)'%86

#(泌乳中期

低乳蛋白率"乳蛋白率
0'(/6

!乳脂率
*'06

#以及

干奶
*&

日的荷斯坦奶牛各
*

头进行试验'选取的

奶牛无亲缘关系!奶牛生理状态正常!无疾病记录'

奶牛屠宰后!取乳腺实体组织!迅速液氮冷冻带回实

验室!

Z(&f

冻存备用'

#EI

!

间接免疫荧光技术

取奶牛乳腺实体组织!制作冰冻切片!厚度
8

#

;

'冰冻切片经
b39

"

U

]8')

#处理后!冷丙酮固定

%&;$-

!室温风干'

b39

清洗
*

次!每次
1;$-

!然后

用
%&6

驴血清室温封闭
0N

'封闭结束后!采用

E2P%

"

%p01

#和
)W0N?

"

%p1&

#多克隆抗体孵育组

织切片!

)f

过夜'第
0

天弃去一抗!用
b39

清洗
*

次后分别用驴抗兔
F

L

[!d

和驴抗羊
F

L

[!WFP4

孵育

组织切片!

*8f

作用
*&;$-

'最后采用
52bF

标记

细胞核!室温孵育
%&;$-

'

b39

清洗后!抗荧光淬

灭封片剂封片'

#E$

!

图像采集

采用激光扫描共聚焦显微镜对组织切片进行观

察'每张组织切片选择
1

个视野进行拍照!并对每

张光切片进行
0

次面平均'所有光切片均采用相同

的光电倍增管强度进行拍摄'

#E%

!

数据处理与统计分析

E2P%

和
)W0N?

表达的荧光强度用
F;<

L

DbT#

b=A,.'&

软件进行分析!以每个视野的平均光密度

表示
E2P%

和
)W0N?

的表达强度'所得数据采用

9b99%.'&

进行统计分析'

!

!

结
!

果

!E#

!

奶牛乳腺中
TC:#

表达的定位研究

泌乳中期高乳蛋白率的荷斯坦奶牛乳腺中!

E2P%

表达的荧光强度较高'在乳腺小叶腺泡区

域!

E2P%

围绕在乳腺腺泡结构的基底外侧特异表

达"图
%2%

#&在乳腺导管区域!

E2P%

在围绕乳导管

的肌上皮细胞中表达!表达部位为肌上皮细胞的细

胞膜"图
%20

(

2*

#'

泌乳中期低乳蛋白率的荷斯坦奶牛乳腺中!

E2P%

表达的荧光强度低于高乳蛋白率的荷斯坦奶

牛'在乳腺小叶腺泡区域!

E2P%

围绕在乳腺腺泡

结构的基底外侧表达"图
%3%

#&在乳腺导管区域!

E2P%

围绕导管上皮细胞表达!基底侧和导管腔侧

均检测到"图
%30

(

3*

#'

干奶期!

E2P%

在乳腺导管上皮细胞的基底侧

和导管腔侧特异性表达"图
%4%

"

4*

#'

!E!

!

奶牛乳腺中
$F!.-

表达的定位研究

泌乳期高乳蛋白率的荷斯坦奶牛乳腺小叶腺泡

区域!

)W0N?

在乳腺腺泡结构的基底外侧表达"图

02%

#&在乳腺导管区域!

)W0N?

在导管上皮细胞细

胞膜上以及乳腺导管之间的基质中检测到"图
020

(

2*

#'泌乳期低乳蛋白率的荷斯坦奶牛乳腺中

)W0N?

的表达部位与高乳蛋白率的荷斯坦奶牛相同

"图
03%

"

3*

#'

干奶期!

)W0N?

在乳腺导管上皮细胞的细胞膜

以及导管外的基质中表达"图
04%

#!特别是在导管

上皮细胞外的基膜上表达显著"图
040

(

4*

#'

!EI

!

奶牛乳腺中
TC:#

和
$F!.-

的表达含量变化

根据乳腺组织间接免疫荧光检测的激光共聚焦

图片!采用
F;<

L

DbT#b=A,.'&

软件进行荧光强度

分析!以光切片的平均光密度表示
E2P%

和
)W0N?

*%0
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2*'

泌乳期高乳蛋白率的奶牛乳腺组织!

2%'

乳腺腺泡区域!

20

(

2*'

乳腺导管区域&

3%

"

3*'

泌乳期低乳蛋白

率的奶牛乳腺组织&

4%

"

4*'

干奶期的奶牛乳腺组织!下同'蓝色荧光为
52bF

标记的细胞核!红色荧光为
PdFP4

标记的
E2P%

2%!2*'5<$T

B

?#@;<;;<T

BL

=<-"$-=<?R<R$#-@$RNN$

L

N

>

A<=$R

B

;$=\'2%TD

U

TD,D-RD";<;;<T

B

<?$-$<TD<

!

20<-"2*

TD

U

TD,D-RD";<;;<T

B

"A?R<TD<

&

3%!3*'5<$T

B

?#@ ;<;;<T

BL

=<-"$-=<?R<R$#-@$RN=#@

>

A<=$R

B

;$=\

&

4%!4*'5<$T

B

?#@;<;;<T

BL

=<-"$-"T

BU

DT$#"'PND,<;D<,C=D#@'cA?=DA,@<,,R<$-D"C

B

52bF

"

C=AD

#

<-"E2P%@<,,R<$-D"

C

B

PdFP4

"

TD"

#

图
#

!

激光共聚焦检测奶牛乳腺中
TC:#

的表达

F6

1

E#

!

7K

H

,)**60502TC:#65=+6,

;

-09@+@@+,

;1

<+5=8

;

<+*),-0520-+<@6-,0*-0

H;

蛋白水平的表达量!结果如图
*

所示'泌乳期高乳

蛋白率的荷斯坦奶牛乳腺组织中
E2P%

的表达水

平极显著高于泌乳期低乳蛋白率的荷斯坦奶牛和干

奶期的荷斯坦奶牛"

N

#

&'&%

#!

)W0N?

的表达水平

显著高于泌乳期低乳蛋白率的荷斯坦奶牛和干奶期

的荷斯坦奶牛"

N

#

&'&1

#'但是在干奶期奶牛乳腺

中!

E2P%

的表达显著高于泌乳期低乳蛋白率的荷

斯坦奶牛"

N

#

&'&1

#!而
)W0N?

的表达在泌乳期低

乳蛋白率的荷斯坦奶牛和干奶期的荷斯坦奶牛乳腺

中差异不显著"

N

$

&'&1

#'

!E$

!

奶牛乳腺中
TC:#

和
$F!.-

的协同表达

采用激光扫描共聚焦显微技术对奶牛乳腺中

E2P%

和
)W0N?

的协同表达进行研究显示!泌乳期

高乳蛋白率荷斯坦奶牛乳腺小叶腺泡区域!

E2P%

和
)W0N?

在乳腺腺泡的基底侧协同表达!在腺泡之

间的基质中可以观察到
)W0N?

单独免疫荧光染色

"图
)2%

#'在乳腺导管区域!

E2P%

和
)W0N?

在围

绕导管外的肌上皮细胞的细胞膜上协同表达"图

)20

(

2*

#'

泌乳期低乳蛋白率的荷斯坦奶牛乳腺小叶腺泡

区域!

E2P%

和
)W0N?

同样在乳腺腺泡基底侧协同

表达"图
)3%

#&但是在乳腺导管区域!

E2P%

和

)W0N?

围绕乳腺导管上皮细胞表达!在基底侧和导

管腔侧均检测到"图
)30

(

3*

#'

)%0
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蓝色荧光为
52bF

标记的细胞核!绿色荧光为
WFP4

标记的
)W0N?

cA?=DA,@<,,R<$-D"C

B

52bF

"

C=AD

#

<-")W0N?@<,,R<$-D"C

B

WFP4

"

L

TDD-

#

图
!

!

激光共聚焦检测奶牛乳腺中
$F!.-

的表达

F6

1

E!

!

7K

H

,)**60502$F!.-65=+6,

;

-09@+@@+,

;1

<+5=8

;

<+*),-0520-+<@6-,0*-0

H;

]'

泌乳期高乳蛋白率的奶牛乳腺&

E'

泌乳期低乳蛋白率

的奶牛乳腺&

b'

干奶期的奶牛乳腺

]'5<$T

B

?#@;<;;<T

BL

=<-"$-=<?R<R$#-@$RNN$

L

N

>

A<=$R

B

;$=\

&

E'5<$T

B

?#@;<;;<T

BL

=<-"$-=<?R<R$#-@$RN=#@

>

A<=!

$R

B

;$=\

&

b'5<$T

B

?#@;<;;<T

BL

=<-"$-"T

BU

DT$#"

图
I

!

奶牛乳腺中
TC:#

和
$F!.-

的表达含量变化

F6

1

EI

!

7K

H

,)**60502TC:#+5=$F!.-65=+6,

;

-09@+@R

@+,

;1

<+5=

干奶期的荷斯坦奶牛乳腺中!

E2P%

和
)W0N?

在导

管上皮细胞膜上协同表达!基底侧和导管腔侧均检

测到'在导管外的基质成分中可以观察到
)W0N?

单独免疫荧光染色"图
)4%

"

4*

#'

!E%

!

奶牛乳腺中
TC:#

和
$F!.-

表达的相关性分析

采用
9b99%.'&

软件对荷斯坦奶牛乳腺中

E2P%

和
)W0N?

的表达进行相关性分析!结果如表

%

所示!表明在泌乳及干奶期的荷斯坦奶牛乳腺中!

E2P%

和
)W0N?

的表达高度相关!相关系数为

&a(%&

"

N

#

&'&1

#'

表
#

!

奶牛乳腺中
TC:#

和
$F!.-

表达的相关性分析

:+8<)#

!

M0,,)<+3605+5+<

;

*6*02TC:#+5=$F!.-)K

H

,)**605

65=+6,

;

-09@+@@+,

;1

<+5=

E2P%

)W0N?

相关系数
4#TTD=<R$#-?#DQQ$?$D-R

显著性概率值
9$

L

'

"

0!R<$=D"

#

&'(%&

"

&'&%1

"

'

相关系数显著性水平在
&'&1

水平"双尾检验#

"

'4#TTD=<R$#-$,,$

L

-$Q$?<-R<RRND&'&1=DSD=

"

0!R<$=D"

#
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蓝色荧光为
52bF

标记的细胞核!红色荧光为
PdFP4

标记的
E2P%

!绿色荧光为
WFP4

标记的
)W0N?

cA?=DA,@<,,R<$-D"C

B

52bF

"

C=AD

#!

E2P%@<,,R<$-D"C

B

PdFP4

"

TD"

#

<-")W0N?@<,,R<$-D"C

B

WFP4

"

L

TDD-

#

图
$

!

激光共聚焦检测奶牛乳腺中
TC:#

和
$F!.-

的协同表达

F6

1

E$

!

M00,=65+3)=)K

H

,)**60502TC:#+5=$F!.-65=+6,

;

-09@+@@+,

;1

<+5=8
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!

讨
!

论

在生长发育的细胞中!氨基酸的摄取是维持细

胞生存和增殖所必需的'

E2P%

是第一个被克隆出

来的氨基酸转运载体!是溶质载脂家族
8

的成员!由

-</821

基因编码)

1

*

'

E2P%

需要与
)W0N?

形成异

二聚体!执行转运氨基酸的功能)

.!8

*

'奶牛乳腺间接

免疫荧光结果显示!在泌乳中期高乳蛋白率和低乳

蛋白率的荷斯坦奶牛乳腺腺泡区域!

E2P%

的表达

位于腺泡上皮细胞基底侧的细胞膜上!在
E2P%

的

表达部位均可以同时检测到
)W0N?

的表达!预示

E2P%

%

)W0N?

协同作用!负责将氨基酸从腺泡上皮

细胞的基底外侧转运至细胞内!用于乳蛋白的生物

合成'激光扫描共聚焦图片的平均光密度分析结果

显示!

E2P%

和
)W0N?

的表达在泌乳中期高乳蛋白

率的荷斯坦奶牛乳腺中显著高于低乳蛋白率的荷斯

坦奶牛"

N

#

&'&%

!

N

#

&'&1

#'泌乳中期高乳蛋白率

的荷斯坦奶牛乳腺中
E2P%

%

)W0N?

表达上调支持

了高水平的蛋白质合成)

(!/

*

'对泌乳中期高乳蛋白

率和低乳蛋白率的荷斯坦奶牛乳腺组织进行数字基

因表达谱分析也显示!乳中标志性蛋白
'

!

酪蛋白

;dc2

的表达水平在高乳蛋白率的奶牛乳腺组织

中显著高于低乳蛋白率的奶牛)

%&

*

'这个结果与泌

乳奶牛乳汁中的乳蛋白丰度是一致的)

%%

*

'在泌乳

期的乳腺导管区域!

E2P%

和
)W0N?

在围绕导管上

皮细胞外侧的肌上皮细胞质膜上协同表达'肌上皮

细胞收缩是引起排乳的主要机制!表明在泌乳阶段

大量氨基酸需要转运至肌上皮细胞内!肌上皮细胞

中组织蛋白的大量更新与其收缩引起排乳的生理功

能是一致的'

干奶期乳腺腺泡腔皱缩!腺泡间的结缔组织和

成纤维细胞增加)

%0

*

'此时
E2P%

和
)W0N?

的表达

.%0



!

0

期 林
!

叶等$

<

型氨基酸转运载体
%

及其配体在奶牛乳腺中的协同表达研究

水平显著低于泌乳中期高乳蛋白率的荷斯坦奶牛

"

N

#

&'&1

#!表达部位也由腺泡上皮细胞转移至导

管上皮细胞!在基底侧和导管腔侧的细胞膜上均检

测到'但是本研究检测到在干奶期乳腺组织中

E2P%

的表达要高于泌乳中期低乳蛋白率的荷斯坦

奶牛!这可能是由于干奶期是乳腺更替衰老和损坏

的上皮细胞!为再次泌乳做准备的时期'此时乳腺

组织中虽然不需要合成乳蛋白!但是导管上皮细胞

膜上仍需要大量表达
E2P%

!用于摄取氨基酸来维

持导管上皮细胞的生存和增殖!完成干奶期乳腺组

织重建过程'

间接免疫荧光结果显示!除了在乳腺实体组织

中
)W0N?

%

E2P%

协同表达!

)W0N?

在干奶期乳腺基

质中也单独被检测到'这是由于
)W0N?

并非
E2P%

专一性配体'

)W0N?

作为重链结构可以与许多轻链

结构共价结合'

)W0N?

可以结合葡萄糖转运载体

[EJP%

!维持细胞膜上
[EJP%

蛋白的稳定性)

%*

*

'

)W0N?

也可以与基底外侧表达的整联蛋白
'

亚基细

胞质结构域相互作用!调节改变细胞黏附(迁移以及

分支形态发生)

%)

*

!而这些都是维持干奶期乳腺组织

重建所必需的)

%1

*

'

参考文献!

)

%

*

!

9MFP] Gd'PT<-,

U

#TR#Q

L

=AR<;<RD<-"#RNDT<;$-#

<?$",<RRNDC=##"!CT<$-C<TT$DT

)

^

*

'JB4#'

!

0&&&

!

%*&

"

)

#$

%&%.9!%&009'

)

0

*

!

Y2c2FK

!

9:[2O2 ]

!

MFK2MIPIY

!

DR<=':V!

U

TD,,$#-?=#-$-

L

<-"?N<T<?RDT$X<R$#-#Q<RT<-,

U

#TRDT

Q#T=<T

L

D-DART<=<;$-#<?$",<?R$S<RD"C

B

RNDND<S

B

?N<$-#Q)W0<-R$

L

D-

"

45/(

#)

^

*

'JI(+0/,&3

!

%//(

!

08*

"

*8

#$

0*.0/!0*.*0'

)

*

*

!

O2[c:d4 2

!

E2c[W

!

3dI:d9'WA-?R$#-<-"

,RTA?RATD#QNDRDT#"$;DT$?<;$-#<?$"RT<-,

U

#TRDT,

)

^

*

'!3 J N,

8

7(+0/&00N,

8

7(+0

!

0&&%

!

0(%

"

)

#$

4%&88!%&/*'

)

)

*

!

3dI:d9

!

O2[c:d 4 2'9RTA?RATD!QA-?R$#-TD=<!

R$#-,N$

U

,#QNDRDT#"$;DT$?<;$-#<?$"RT<-,

U

#TRDT,

)

^

*

'/&00I(+",&3I(+

?

,

8

7

!

0&&0

!

*.

"

0!*

#$

%11!%.('

)

1

*

!

WIPF25F95

!

Y2c2FK

!

b2E24Fc M'PND9E4*

<-"9E48Q<;$=$D,#Q<;$-#<?$"RT<-,

U

#TRDT,

)

^

*

'A+0

!7

?

&"#7A&F

!

0&%*

!

*)

"

0!*

#$

%*/!%1('

)

.

*

!

E2]IJPP:P

!

42h:EF:d9h

!

42M2d[I9M

!

DR<='9b:4P<-"b:P<;$-#<?$"RT<?DT$-Q=AVS$<

,

B

,RD;E

"

N)W0N?!NE2P%

#

<-"$R,RT<-,,R$;A=<R$#-

)

^

*

'JB4"0A&F

!

0&&)

!

)1

"

/

#$

%1/%!%1/.'

)

8

*

!

9]FE

!

EJIO

!

]J2c[O

!

DR<='5#@-TD

L

A=<R$#-#Q

E!R

BU

D<;$-#<?$"RT<-,

U

#TRDT%DV

U

TD,,$#-$-N$C$R,

RND

L

T#@RN

!

;$

L

T<R$#-<-"$-S<,$#-#Q

L

<,RT$??<-?DT

?D==,

)

^

*

'T)"+0<&##

!

0&%*

!

.

"

%

#$

%&.!%%0'

)

(

*

!

4]dF9P:c9:c ] c'd#=D#Q<;$-#<?$"RT<-,

U

#TR

<-"?#A-RDTRT<-,

U

#TR$--ART$R$#-<-";DR<C#=$,;

)

^

*

'

N,

8

7(+0L&6

!

%//&

!

8&

"

%

#$

)*!88'

)

/

*

!

EFb

!

Yc23:52

!

YFM9O

!

DR<='E<?R<R$-

LU

#T?$-D

;<;;<T

B

R$,,AD ?<R<C#=$XD, CT<-?ND"!?N<$- <;$-#

<?$",Q#T

L

=AR<;$-D<-"<,

U

<TR<RD,

B

-RND,$,

)

^

*

'JB4C

#'

!

0&&/

!

%*/

"

(

#$

%1&0!%1&/'

)

%&

*

!

胡红柳
'9L;0

基因在奶牛乳腺上皮细胞中的功能研

究)

5

*

'

哈尔滨$东北农业大学!

0&%*'

)

%%

*

!

M2P9JMIPI P

!

c2Y2MJd2 :

!

c2Y2MJd2

]

!

DR<='PND

U

T#"A?R$#-#QQTDD

L

=AR<;<RD$-;$=\TD!

>

A$TD,RND=DA?$-DRT<-,

U

#TRDTE2P%

)

^

*

'!3JN,

8

7C

(+0/&00N,

8

7(+0

!

0&%*

!

*&1

"

.

#$

4.0*!.*%'

)

%0

*

!

]JdE:K O E'M<;;<T

BL

=<-"QA-?R$#-"AT$-

L

$-!

S#=AR$#-

)

^

*

'JQ$('

8

-"(

!

%/(/

!

80

"

.

#$

%.*8!%.).'

)

%*

*

!

I]cI ]

!

c2Y2P9J K

!

92YI52 ]

!

DR<=')W0N?

,R<C$=$XD,[EJP%

U

T#RD$-<-"$-?TD<,D,

L

=A?#,DRT<-,!

U

#TR<?R$S$R

B

)

^

*

'!3JN,

8

7(+0/&00N,

8

7(+0

!

0&%%

!

*&&

"

1

#$

4%&)8!%&1)'

)

%)

*

!

bd2[:d[ O

!

W:d2E44

!

YFM 4

!

DR<='45/(N?

"

9E4*20

#

$-RDT<?R$#-@$RNRND$-RD

L

T$-CDR<,ACA-$R

?

B

R#

U

=<,;$?"#;<$-;D"$<RD,<"ND,$SD,$

L

-<=$-

L

)

^

*

'J

I(+0/,&3

!

0&&8

!

0(0

"

**

#$

0))88!0))()'

)

%1

*

!

赵
!

锋!刘
!

畅!高学军!等
'

奶牛乳腺中整连蛋白
<=!

U

N<.

(

CDR<)

表达对细胞增殖的影响 )

^

*

'

中国乳品工

业!

0&%0

!

)&

"

(

#$

%0!%1'

"编辑
!

程金华#

8%0




