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#通透性及紧密连接蛋

白
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与
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基因
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表达的影响!为探索其对肠道损伤的相关机制提供依据&本试验分别采用不同浓

度"

&

'

&'%01

'

&'01

'

&'1

'

%

'

0=

I

/

=Y

]%

#

104?

酶解肽处理
K2<U0

'

)

'

.

'

(

'

%0

'

0)F
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#以及细胞培养液中碱性磷酸酶"
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#的活性!检测
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酶解肽处理
K2<U0)F

后!用实时荧光定量
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与
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表达量的变化情况&结果表明!
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酶解肽处理仔猪空肠上皮细胞后!
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值和
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呈时间
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处理后!
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活性呈显著升高趋势"
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#&与对照组相比!
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酶解肽可使
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和
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相对表达量均呈显著下降趋势"
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大豆因其蛋白质含量丰富而成为机体主要的蛋

白质来源之一!但与此同时也是人和动物的重要过

敏原之一!使得大豆的食用和饲用价值受到了极大

的影响*
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主要致敏原之一&近些年研究发现!
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进

入机体消化道后!即使经过消化酶降解后仍存在抗酶

解的肽段&其中
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酶解肽是经胃蛋白酶酶解后
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肠上皮细胞之间主要通过紧密连接进行连接

的!紧密连接对维持和调节肠道机械屏障的通透性
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活性的测定
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活性进行测定&细胞
72

活性的测定步骤参照试剂盒说明书进行&每个处理

)

个重复&

#DO

!

荧光定量
(3:

%'9'%

!

J67

的提取
!!

在仔猪空肠上皮细胞中加

入不同浓度
104?

酶解肽处理
0)F

后!进行总

J67

提取!每个处理设
*

个重复&小肠上皮细胞总

J67

的提取按照
\[<D7

总
J67

提取试剂盒说

明书进行!提取后经检测
J67

的完整性良好!可进

行下步试验&

%'9'0

!

目的基因
A567

的合成和实时荧光定量

2UJ

!!

A567

合成采用逆转录试剂盒!反应体系

为
0&

'

Y

$

0

'

Y%&mJX:?QQ@M

!

&'(

'

Y01m"6X2

[$W

!

0

'

Y%&mJXJ>-"#=2M$=@M,

!

%

'

Y [?3N$!

8AM$P@X[J@S@M,@XM>-,AM$

T

N>,@

!

0

'

I

X#N>3J67

!

6?A3@>,@!QM@@Z

0

\

补至
0&

'

Y

&反转录反应条件$

01n%&=$-

(

*9n%0&=$-

(

(1n1=$-

&反应所

得到的
A567

于
](&n

保存备用&

实时荧光定量
2UJ

法分别测定紧密连接蛋白

D""/74()

与
*D!%

基因
=J67

相对表达量&参照

实时荧光定量试剂盒!反应体系为
0&

'

Y

$

%&

'

Y

X>

B

[>-D@-@<W

T

M@,,$#-[>,N@M[$W

"

0m

#!

%

'

Y

X>

B

[>-D@-@<W

T

M@,,$#-7,,>

R

"

0&m

#!

9

'

Y6?!

A3@>,@!QM@@Z

0

\

!

0

'

YA567

模板&反应程序$

1&

n0=$-

!

/1n%&=$-

!

/1n%1,

!

.&n%=$-

!共

)&

个循环&

#D'

!

数据统计分析

采用
8288%9'&

分析软件对数据进行分析!所

有数据以-

=@>-o85

.表示!以
;

#

&'&1

为有统计

学差异&

!

!

结
!

果

!D#

!

$!*;

酶解肽对
X(Q3

活性的影响

相同培养时间!随着
104?

酶解肽浓度的增加!

[XX

值呈现下降趋势&

&'01=

I

/

=Y

]%

104?

酶解

肽浓度处理仔猪空肠上皮细胞
(F

后!

[XX

值显著

降低"

;

#

&'&1

#&相同浓度
104?

酶解肽处理仔猪空

肠上皮细胞!随着培养时间的延长!

[XX

值呈现下降

趋势&

&'1&=

I

/

=Y

]%

104?

处理仔猪空肠上皮细胞

.F

后!

[XX

值显著降低"

;

#

&'&1

#"图
%

#&

每个处理各个时间测定的样本数为
.

"

)s.

#&

>

'

P

'

A

'

"

'

@

表示处理相同浓度!不同时间下
104?

酶解肽对
K2<U

[XX

值的变化!相同字母表示差异不显著"

;

$

&'&1

#!不同字母表示差异显著"

;

#

&'&1

#(

S

'

L

'

W

'

R

'

O

表示处理相

同时间!不同浓度下
104?

酶解肽对
K2<U[XX

值的变化!相同字母表示差异不显著"

;

$

&'&1

#!不同字母表示差

异显著"

;

#

&'&1

#

6?=P@M#Q,>=

T

3@,NM@>N@"P

R

"$QQ@M@-NA#-A@-NM>N$#-,>-""$QQ@M@-NN$=@,$,.

"

)s.

#

'>

!

P

!

A

!

"

!

@';

#

&'&1?-"@MNF@

,>=@A#-A@-NM>N$#->-""$QQ@M@-NN$=@,

(

S

!

L

!

W

!

R

!

O';

#

&'&1?-"@MNF@,>=@N$=@>-""$QQ@M@-NA#-A@-NM>N$#-,

图
#

!

不同浓度
$!*;

酶解肽处理不同时间
X(Q3

膜
/PP

值的变化

+0

7

D#

!

P98M4,0410-6-F/PP06X(Q3.8.=,4681,8418A@019A0FF8,8615-65861,410-62-F$!*;9

?

A,-)

?

S8A

G

8

G

10A8F-,

A0FF8,86110.8

!D!

!

$!*;

酶解肽细胞
PQQ:

值的影响

细胞的
X<<J

值呈剂量和时间依赖性的降低

趋势!如图
0

所示&同一处理浓度!随着处理时间的

延长!

X<<J

值呈现降低趋势"

;

#

&'&1

#!浓度为

&99
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&j1=

I

/

=Y

]%

104?

酶解肽处理
.

'

(

'

%0

'

0)F

后!

细胞
X<<J

较对照组相比分别降低了
1'*%i

'

1j/)i

'

9'1*i

和
%&'&9i

"

;

#

&'&1

#&相同浓度条

件下!各个处理时间的
X<<J

值较对照组均显著性

降低"

;

#

&'&1

#&随着浓度的增加!浓度为
&'1

'

%

'

0

=

I

/

=Y

]%

104?

酶解肽处理
.F

后!各处理组之间

差异显著!且较对照组相比!

X<<J

值分别降低了

1'*%i

'

9'10i

和
%%'9*i

"

;

#

&'&1

#!而
&

'

&'%01

与
&'01=

I

/

=Y

]%处理组之间以及
&'01

与
&'1

=

I

/

=Y

]%处理组间差异不显著"

;

$

&'&1

#&

0)F

时!

&'01

'

&'1

'

%

'

0=

I

/

=Y

]%与对照组差异显著"

;

#

&'&1

#&所以也将
0)F

作为检测仔猪空肠上皮细胞

72

活性与紧密连接蛋白基因表达的刺激时间&

每个处理各个时间测定的样本数为
)

"

)s)

#

6?=P@M#Q,>=

T

3@,NM@>N@"P

R

"$QQ@M@-NA#-A@-NM>N$#-,

>-""$QQ@M@-NN$=@,$,)

"

)s)

#

图
!

!

不同浓度
$!*;

酶解肽处理不同时间
X(Q3

膜

PQQ:

值的变化

+0

7

D!

!

P98M4,0410-6-FPQQ:06X(Q3.8.=,4681,8418A

@019A0FF8,8615-65861,410-62-F$!*;9

?

A,-)

?

S8A

G

8

G

10A8F-,A0FF8,86110.82

!DI

!

$!*;

酶解肽对
X(Q3<(

分化的影响

细胞
72

活性随着
104?

酶解肽浓度的增加呈

现显著性增长趋势!如图
*

所示&随着浓度的增加!

104?

酶解肽
0)F

处理仔猪空肠上皮细胞培养液

72

值呈现明显上升趋势"

;

#

&'&1

#&用
&'%01

'

&j01=

I

/

=Y

]%的
104?

处理
0)F

后
72

活性较对

照组 相 比 差 异 显 著 "

;

#

&'&1

#!但
&'1

'

%j&

=

I

/

=Y

]%处理组之间以及
%'&

与
0=

I

/

=Y

]%处

理组之间差异不显著"

;

$

&'&1

#&

!D%

!

$!*;

酶解肽对仔猪空肠上皮细胞
!//@?B0+

和
C!H#.:J<

相对表达量的影响

不同浓度
104?

酶解肽处理
0)F

后!仔猪空肠

图柱上的不同小写字母表示差异显著"

;

#

&'&1

#!图
)

同

XF@"$QQ@M@-N,=>333@NN@M,#-A#3?=-,$-"$A>N@NF@,$

I

-$Q$!

A>-N"$QQ@M@-A@

"

;

#

&'&1

#!

NF@,>=@>, $̂

I

?M@)

图
I

!

不同浓度
$!*;

酶解肽处理
!%9X(Q3

培养液中

<(

的变化$

+a%

%

+0

7

DI

!

P98M4,0410-6-F<(06X(Q35;)1;,8.8A0;.1,84H

18A@019A0FF8,8615-65861,410-62-F$!*;9

?

A,-H

)

?

S8A

G

8

G

10A8F-,!%9

$

+a%

%

上皮细胞紧密连接蛋白
D""/74()

和
*D!%=J67

相对表达量结果如图
)

显示!随
104?

酶解肽添加

浓度的增大!

D""/74()

和
*D!%=J67

相对表达量

成下降趋势&

%=

I

/

=Y

]%

D""/74()=J67

相对

表达量与对照组差异不显著"

;

$

&'&1

#!其他浓度

与对照组均达到极显著水平"

;

#

&'&1

#&随
104?

酶解肽添加浓度的增大!

*D!%=J67

表达量均与

对照组相比!差异显著"

;

#

&'&1

#&

I

!

讨
!

论

健康状态下的肠上皮细胞旁间隙是封闭的!紧

密连接对相邻细胞的相互连接起着重要作用&大豆

是饲粮中主要的植物蛋白源!但即使经过相应酶类

的酶解!仍会有一些具有免疫活性的酶解肽段会进

入肠道!影响动物对营养物质的消化与吸收&因此

推测!

104?

酶解肽是通过影响紧密连接蛋白的表

达!从而使紧密连接的完整性遭到破坏!进而增加了

肠黏膜屏障的通透性&为了验证这一假设!本研究

检测了
104?

酶解肽对仔猪空肠上皮细胞通透性和

紧密连接蛋白中最重要的跨膜蛋白
*D!%

和
D""/7C

4()

基因
=J67

表达的影响&首先通过不同时间'

不同浓度
104?

酶解肽刺激细胞!通过检测
[XX

'

X<<J

'

72

来验证其细胞膜完整性&结果表明!

10

4?

酶解肽对仔猪小肠上皮细胞活性有一定程度的

影响!并随
104?

浓度升高细胞存活率下降&随着

%99
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!

图
%

!

不同浓度
$!*;

酶解肽处理
!%9

对
X(Q3!//@?B0+

和
C!H#.:J<

相对表达量的变化$

+aI

%

+0

7

D%

!

P98M4,0410-6-F!//@?B0+-,C!H#.:J<,8)410M88R

G

,8220-606X(Q35;)1;,8.8A0;.1,8418A@019A0FF8,8615-6H

5861,410-62-F$!*;9

?

A,-)

?

S8A

G

8

G

10A8F-,!%9

$

+aI

%

104?

酶解肽浓度的提高!培养液中
[XX

值也逐渐

降低&结果说明!

104?

酶解肽不同程度上抑制了

仔猪空肠上皮细胞增殖&徐君研究报道证明!用大

豆抗原蛋白提取物处理小鼠
K<U

!随着提取物浓度

的提高!不同程度的抑制了小鼠
K<U

的增殖*

9

+

&这

说明一定浓度的
104?

酶解肽导致动物肠上皮细胞

减少!本试验结果与其一致&本试验对刺激
0)F

的

培养液进行
72

活力测定!结果表明!随着
104?

酶

解肽浓度的提高!培养液中
72

值也逐渐升高&研

究者也通常用
72

活力来反映鼠'鲤鱼等动物的肠

上皮细胞完整性*

9!(

+

!

72

值随
104?

酶解肽浓度的

增加也逐渐升高!其结果与本试验研究结果一致&

X<<J

能够反映细胞的完整性和通透性&本试

验发现!

&'1&=

I

/

=Y

]%

104?

酶解肽处理仔猪空

肠上皮细胞培养液
X<<J

值明显低于对照组"

;

#

&'&1

#&同时!随着
104?

酶解肽浓度的提高!培养

液中
X<<J

值也逐渐降低&试验表明!

104?

酶解

肽损伤了仔猪空肠上皮细胞的屏障功能!导致其通

透性增加(随着培养时间的延长细胞屏障功能逐渐

降低&

X<<J

值的降低与细胞膜通透性的升高揭示

紧密连接蛋白复合物的改变&有研究证明!随着大

豆球蛋白浓度的增加
X<<J

值下降!这会造成仔猪

空肠上皮细胞通透性增加!使抗原更容易进入血液

中导致仔猪过敏*

/

+

&

目前有研究表明!断奶仔猪容易产生肠易激综

合症!导致肠上皮紧密连接蛋白破坏及表达量降

低*

%&

+

!肠道通透性增强!仔猪腹泻&本试验发现!除

104?

酶解肽浓度为
%=

I

/

=Y

]%时紧密连接蛋白

D""/74()=J67

相对表达量无明显变化!其他各浓

度肠上皮细胞紧密连接蛋白
D""/74()

或
*D!%

=J67

相对表达量也显现下降趋势!且差异显著!

*D!%

或
D""/74()=J67

相对表达量下降引发肠

黏膜屏障破坏!与
J'̀>-

I

等*

%%

+的结果一致&也有

学者用
#

!U#-

I

3

R

A$-$-

刺激细胞!结果导致
*D!%

和

D""/74()

表达量下降!破坏了肠道屏障*

%0

+

&这些都

证明!蛋白表达量下降反映了食物致敏原对仔猪肠

道屏障造成了一定程度的损伤&

%

!

结
!

论

104?

#

!U#-

I

3

R

A$-$-

酶解肽能破坏仔猪空肠上

皮细胞紧密连接的完整性!加大肠道通透性!破坏屏

障功能!降低肠上皮紧密连接蛋白
D""/74()

或
*D!

%

基因
=J67

的表达&
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